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termeidshes K§?§?£S§. A lefrds szerinti olidrds tovibbi lehetdvd teszt nagymeniskben tissla fe-

férie olballitasdt magas specifibuy akiivitds mellett & lenyegeben dimer formdban,
A taldimdny tirgyit képesi tovabba az aktiv placenta eredetii ndvekedést faktor, amelyet

;

b és amely mentes mindenfle visszamara-

o
ot
w
o
&
oy
o
=

wdny sEevintt eljdrds segitsdégdvel allitunk ol

o

3

~ s o~

i ieha&qéiﬂi vagy mas bakteridlis eredetll szennyesdtd], valamint kevesebl, mint 1,5% mono-

R

mer formdhan megtalathatd fehéniét tartalmas.
Az L. dbra av 1. [épés kitveidse sordn redukald k{iriiimén}’ek kdzdit veégeett SUS-PAGE
slekivofordzis eredményeket mutatia be. & Prel ds Prel av indukeio el ellendradseket kep-

N

iselt, amelyeket az aldbblak szerint késaftettiink el Nem sokkal az indukeid elén kinitbelit

0,064 optikai abszorpeids egységoek (600 am hulldmbosszon mérve, QDM megleleld wp-

N

taki mennviséeet vettink ki 8s Stexérfisre higitottuk vizzel Ebb8] a higlidabdl 20 i mennyt-
3 YISSE & §

&

v

séget vettink ki és 20 pd redukald puffers adtunk horzd, mapd felforraltok. B utdbbi oldatbel
30wl mennyisdget vittiink fol az SDS-PAGE mdtthoa. A Postl de a Posll az indy koo ntdnt

cllendradseknek felel meg, amelveket az elébbiekkel megegyerd madon készitetting ¢ld. M

felzi a molekulatémeg markerek keverdket, Az indukeid utand oaziopokban (Postl ¢&s Postd}
ey sav Mthato dppen & 14,3 kDa molekulattmeg marker folett, amely iayegdben hidnyzik az

inclulieio eldti cszlopokban (Prel &s Prel) ami a zdrvinytestel foemdiaban expresssalt &5 ol

kalonil PLGFA fohéniduek felel meg.

A 2. dhwa a (-Sephavose Fast Flow gyantin viégeett antonesersld kromatografia monite-

rord kromatogramidt mutatia be. Az x-tengelyen tinfettik fol ax ehieids ¢ Sriogatol (ml) &3 ax

v-tengelyen az optikal abszorpeids egyséy ldthatd (0D} Aw elsd elbcits cstics, amelyet 20%

e

B pufferret (200 mM NaClh végesett elividval kaptunk, a Iényegében dimer formaban talddhate

<&

&

PLOF-1 fehériének felel meg, de wavialmar szemnyezdddsekat &8 a monomer format. Az ont

ket tartalmaz,

kavetd ostes, amelvet 100% B pufferrel kaptunk (1 M NaCly, olyan szenays
amelveket eldobiunk.

A 1. dbra ax RP Source 30 gyantdn végzen forditott fizist kromatogrifia eled elicids
Iépesiiének @ monitorezd kromatogramidt mutatia e Az x-tengelyen ax elicids erfogatot
{mi) tettik fol, az y-tengelyen ax optikal abszorpeids egyséy (0D Iathatd, Az elsd na-

gyobb térfogatt ehicids oxtes & kiiltinbOed szennyerddésehunek folel meg, amelyek nem k-

RSata]
thdnek a gyantdhoz A mdsodik csfies a monomer formdban taltthatd PLOY fehdyének feled
meg, amelyel tzokratibus koritmdnyvel koedtt ehuiltonk (kisérlstesen megdllapitva ez kit~

o~

belil 1041594 B puffernek felel megh
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A 4. abra az RP Spurce 30 gvantdn végrent forditott fzisd krowatografia masodik oh-

Y

cits Iepostidnek a monitorozd kromatogramidt mutatja be, Az x-tengelyen az elGeits wrioga-

\: 5

tot (ml) tintettik fol, ax y-lengelyen az optikat abszorpeids egység (O1) Mithatd. Az elicids
osties a dimer-mulitimer formaban talathatd PLGE fehénidoek felel mep
Az 5. ghea a telios cligrds végsd monitorozdsa sordn a2 SDS-PAGE elekvrotfordzissel ka-

pott eredményeket mutatia be. A Prevefol &5 a Postretol az expresazalt fehdrle renaturdoidiat

megelded és azt kivetd (3. pds) ellendrzdseket jelentl. QFF 3 kepviseli a Q-Sepharose Fast

Flow gyantard] eludlt cstosot, amely a fehéndt tartalmazza, fbleg dimer formdban. A Mon a
monomer format tartalmazd ostesot jelentt. A Dim képviseli az RP Source 30 gyantan végeett
forditott firist kromatografia rdsodik tovdbli lépdse sordn shudlt csfosol. Megiegyenaik,
hogy & renaturalds el ax expresszalt febdne fileg monomer formdban taldlhatd, A renatwrss
fas utan a fohérie egy része dimer formdban talillatd, Az et kdveld QFF &y RF 30 kromatog-
réfiaval végzett tartitds fehetdve tessl o FLAF-T febidvie slallitisat magas fokd tisetasighban.
A bakteridlis gazdasejtek genetikal modosiiasd si§agiis‘}w £y munkatdraal frak o a ko~
cibban mdr emiitert szabadalomban [EP-B-0S50519 {(WO-A-S2/06194)] Ennek drdekében
bakteralis setteket transzformaliak expresssids veldor bejuttatdsdval, amely exprosseids vek-

i}’ﬂ

(1“'

tor & PLOF-T faktort kédold humdn génnek megleleld ingrenet wetalmazott. & teljes

¥

crelovencia z sealdrodalomban ismert de szabadon howedfrhetd. Egy dyen szekvencidt tartal~

SN N I3

mazd plazmidot letétbe helyeziek az ATCC-ndl & 40852 ATCC katalogns széamon. Az ex~
presesict a T7 fig RNS polimerndz rendszer szabalyorisas alatl vageaick ¢35 a2 mdukdlas IPYG

{ropropil-fi-D-tiogalaktopiranozid} segitségdvel intdnik.

Kétsdgtelen, hogy toviabbi indukdthatd prokariéta expresszids rendszerek is alvalmazha-

&

thak. A kereskedelerben hesserezhetd ilven rendsrevekre példdul seolgdlhamak a kivetke-

zHk:
{1} pBAD expresszids rendszer {Jovilrogen BV amelvhen a fehdne seintdzise as

-

araB AL prométer irdnyitisa alatt Hiridnik &5 kKilinbozd E. coli thrrsekben arabindz soglisdgs-
vel indukalhatd.

(23 T7 expresszios rendszer (Iaviwogen BY vagy Promega) amel ivben a fehéne srudai-
sét a TT fag RNS polimeras promdters szabalyozes ds lakidezal vagy annak analogiaival
(PTG indukdihate, Fbben av esethen sziiksdges, s, hogy DES tpust B coli szanmandkokatl al-
Kahmazzuk (RL2 DB vagy IMIOSDEI, amalyvek tanalmazedk a T7 fg RNS polimerdz
genjenek R{ipi:&%iﬁ agy laktdw altal in dukdihatd promdter szabdlyozdsa alat

(1) Tre sxpresszide rendseer {Invitrogen BV amelyben a fehdije szintdaise & tro hibyie

promater szabdlvordsa slant windndk. Hlyen prométert & wp prowmdter &8 a fae promoters
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raz A keverdkhez ext kiverfen ampiciilint s kidramfonikolt vagy czekkel egyvendrtekd ani-

histibumokat adunk hozzd, A megfeleld antibiotikam koncentriciok a kavetkezdk: 30300

nliml arapleiilin, elfnydsen 100-200 pgiml ampieiliin & 10100 ug/md kidrambenikol, ek~

e

nydsen 30-480 pofmd kidramientkol.

A fermenticids Ipést megeldshetl egy elf-olttanyag Iépds, amelyben a lofilizalt mik-

roorganizmust & Wptalajhan felssuszpenddljuk & ext kbvetd wmkuthidlast &s higirdst Kpdseknek
vetitik ald, hogy a tenyészetben az optimalls mennyisdgd mikroorganizmus sejtet bistosiisuk.

ElonySsen & mikroorganizmust egy Sjsrakdn &t inkubdliuk 37 ol-on, mad me ghigijuk €3 né

By Sran keresziil tovdbb inkobdlink. A megvilasziott eld-oltdanyag Wringatot oxt kdvetben

lecontrifugdijuk, tira felszusependalink a mpicii?inmik egdszitelt tenyész Wptalathan, és a fer

2

mentdeios terfogatot heoltjuk vele a fermentdoids pés végrehajtisdhor.

. o

A formentacidt a fentehb emiftenr, ampiciiinnel & kidranfenikollal kiogesziiett tdpralay-

oy

ban végernik of a mikroorganizmusnak megfeleld bimdrstkieten, rongdszeniant 37 olun, ol

dott exigén (02 jelenlétében, amelynek szazalékos ardnya a leveghy vel toridnd weiitdssel dse-

;

srevetve 209 oy 409 kozd valiozhat, eldnyisen 30%. A formemdetd pH érteket semieges

vagy envhén savas tartomanyban szabalyozzuk (6,4 &8 7.4 kazdat), Tovabbg, mivel & fermen-

thcias chidntst keverds kizben vigezaik, olfnydsen habrdsgdtlé dgenseket 13 &l Healmeeunk.

A fermentdctd eliérehaladdsdt a tiptalal optikal sirdségdnek o ndvekedése kisén. Hzen

o

okbet a aldimany szerint az optikal slriiség az 8 paramdter, amelyet a a fermentdcid sordn a

formentacid siérehaladdsdnak méndkeként kiverink, Kiilindsen 18 alkalwazhatdk a 600 nm
fuifamboasendl végrets leolvasdsok,
A widlmany szerint eljards Knyeges jellomedie sz elért magas sefthoncentractd a tenye-

e

szetben az exprosazid indukdlisdnak idejdre. Hygy o Otven ktalit, 400 nm-ndl mért optikat

sfirdiségek {ODE00Y drhetdk of a taldbmdny szerinl tonyéss Wpl talajjal. Azonban 18 OD dnidk-

nél magasabb optikai sfniségek altkalmazhatok elfinyisen, hogy 2

S

aldlodny szerint olidvdsra
fipikus magas termelésd seimeket elériik, Kitltinteen clinyvisen alkalmarhatdk a 16 & 20 0D
ket optikai siviiség értdkek a termeld bakeeridlis Wezs indekeldiahoz, hogy optimidlis ered-

nényeket frjfink el A formentheio exdrt tohat a fontebb lalrt kivitbmények kdzda tartink amig

2

clket elériiik és wtdna ndukdliuk » fehdérie expresamat,

b2

o

a kivint optikal striisdg drtdle
Rarmely dgens vagy kémiai-fizikal korilmény - amely felbasendl hatd av alkalmazon
mikvoorganiznusok ¢ sitfeinek indukdldsara heter roldg fohérie exprosseid folvamatdban - aib-
nyviisen alkalmarhatd a lefrds szerint. Abban & specidiis esotben, amikor a 17 18g gromdterdt

3 comide roinsevticiadal gy N H SINT Y val Raliteerdlic taeroat 2 aievias
tartalmazd expresszios plasmiddal médastiott BL2TDEDpLysS bakteridlis wheeset alkalmaz-

ik, av exprossadt lakidesal vagy avmnak sedrmasdkaival indukdijul - mint peldindd 1z Zopropii-



Pv;

o

pron

pr
e

~

f-D-galaktopiranoxiddal (IFTG) - me epfeleld koncentrdoithan, neveretesen I mdM koncentrd-

by

1

cidban. Az indukold iddtartama a seiksdgletelnek megfelelden valiozhat, 1O eredmények ér-
etk of néhdny dras ddtartamokkal, elfnydsen 3-4 drds iddtartan nokkal, ax optimdlis esetben
ar indukcict 3 ora 20 percen keresztil végezik s ax oldott oxigén srdzalékos memnyisige
kariibelnl 10% volt

Sejtrnintakat veszlink az indukeid oldtt 85 axt kovetden és ellendrad analitikal eljdriso-
kat végink rajink, mint példanl SDS-PAGE elekiroforg szist aw indukeid eredindnyéned meg-

Amikor a fehérie expresszic olén a kivdat seintet, a tenyészetet Jecentifugdlink &s a sej-
teket dtvisazitk a Kdvetkesd lépdsbe

2. épds: Exirakeld és tisstiias:

Az expresszdlt heterolog fohdrje a bakteriahis trasekben seegreg galddik 8 sejtek belsejé-
ben Snmagdban, devinytestek formdjaban, badrt fohat a akiledany srerintl elidrds mddazere-
ket hiztosft a seitek Helsére, az extrahdll sukleinsav anyag { {DINS) ronesoldsdra €3 a zarvany-

A seiteket a lefrds szerint mossuk ~ bér ez nem feltdtentl seiksdges - €3 megleleld kon-

contrscioban cmunigedld dgerseket tantalmaxd oldatban felozusapenddlivk - aw emulgedlo

deens olfnytsen Triton X100 lehet 8,5% ¢ éx 19% kaedtti konoentrdcidhan - majd eat kdvetden

A sciimembrin lzisét, A lais folyamaa olvége chetd fagvasatds/folengedds,
French Press, sronikalds vagy més hasondd, a techoika dllasa sporint jsmert ¢ glidras segitségd-
vel. Azonban 2 BE2HDEpLysS bakteridlis wires esethen ax elonydsen a alkalmachatd mdd-

szer a fagvaszids/felengedés modszere, a mely spyittal 2 widimdny averin! eldnyds megvald-

sitdel mad is & ext legalibb két ogyrdst kdvetd ciliasor n keresziftl megismételjiik. A mecha-

e toviabb folvtatink a Heis oldatban szobahd-

<&

nikai Hzist §dvetden a Heises Kpdst néhany p

[

mersekleten, keverds kdzhean

A wiovinytestek felszabaduldsat & Hais kdwegbe kévetl a mikroorganizmus kilonh

omponenseinel s seitafkotiingk a felszabadulisa, m indenck eldtt & nukdeinsay termdszeth

7

.'

ek ax anyagok kdlostinhatasba Iphetnek &8 veszélyestetik aw it

anyvagok felszabaduldsa.
kivetkezd Fehérie tsptitdst folyamaod. Badt tehdt a Hals sovin kapoht smuszpenzicban/oldat-
ban elvégerzik az Hyen mikleinsay termeészeti anvagok - kizelebbrdl meghatdronva a DNS ~
decnsek, mint példdud DN-dz segliségével (s lehet tormdsaetos eredetd

’ [SRLE 6 L0 | ¢ Y Ted N O V. P et e ¥ A A
fns, mint példdal a Hengon A7), kénvad dgensek sepitsdgével, mint peidand deo-

Etxy + &
+ fizikai-mechanikal dgensek sogitsdgdvel, mint péiddunl szonikalds vagy nagye-
feversc aeoity < cddlekeat alkalmasva Y 1 ooy miver eaotdhen, &
SVWEYSS b\‘ﬁﬁx\\ \;\ & 83,( \ kel RIKAMNAE VA, 33“{ p& \ii 3 \é.,,} IIHXEY S8Cianail, &



it

s
5.3

N5

“R -

DINS roncsoldsdt - amelvet példdul mixerben hajtunk végre - olyan Hzali sejteken végeastik e

-

aruelyeket keliképzd és detergdld dgensehet tarfalmazd mosdoldat megfeleld Wrfogatdban G-

i>/~

ra-szuszpenddlunk, ahol az emiitett dgensekiént EDTA & Triton X100 alkalmazhatd. Eio-

nvdsen ext a iépdst tabb cilduson keresstti] megisméelit, oldnydsen két ciklusan keresziill,

anit higitast Iopdsek kdvetnek a mosdoldatban, majd contrifagaljuk &s a felilitnzdt eldobjuk

anmak drdekdben, hogy oltdvolitsuk g sdrvanylesicket tartalmazd frakelobd! @ sejtkomponen-

3. lépds: A febdrje renaturdlasa (Wra-feltekerdse):

isziitott zarvénviesieket tartalmazd frakeldt ext kdveiden denaturdld putier-

g
4
ot
Smmas,
L
7
[y
e
1
M
v
j )
m

N

hen azolubilizalivk, amely a tochuika &lldsa szerint fsment desaturdld sgenscket tartalmaz,
mint példdud karbamid, guanidin-dzotioctand, guanidin-hidroklorid. Bldnydsen denatusdls ob-

datként denanrdld koncentrdcidit karbamid oldatot alkalmazank, példaul 8 M koncentrdoid-
han, Annak évdekeben, hogy meggyorsitsuk a seolubiiizdlist folyamatot, a frakeiot eldnylsen
homogentzdijuk vagy szontkdhuk, A wirvinytestek szolubilizalisa wids ax oldatot ugyanezen
denaturdlé puffersel higiguk, mig koridbelid 0.8 OD optikal slrliséy éricket értink of 288 nm
hulldmbosszodl mérve (0,8 QD20 Eat ktverber ax oldatot tovabb hgffuk hightd putferrel,

mig 0,5 QLNRO dridket kapunk. Ax elénydsen albalmarhato hightd oldatok sokat és polietilén

giikalt (PEG) tartalmaznak és bazikus pHoval rendelkesnel (korldbeltil 3485, A PLGE- fohey

b

i renaturdoigidt a me u,%ﬁgﬁism oldathan fdgy végezsiik o], hogy av oldathoz oxidald/redakald

parok megfeleld koncentrdcidiat adiuk hozrd, amelyet 10-30 Srds inkubdlds kivet, eldnytsen
1820 ords inkubdlas 10 oC & 30 of kostit, elinydsen 20 oC-on keverds kézben. Az ilyen

.

pirokra példdnl szolpdihamak r kovetkerdlo clsptin/viszteln, cisstamin/eiszivandn, 2-hidroxi-
ctil-dissulfid/2-merkapto-ctanol. Eldnydsen alkabmarzhatd oxiddidredukalé pama példaun
srolgithat & glatation annak oxidalt &5 redukalt formaiban, somrendben meglelehetve 8.1 M

¢ 2.5 mM késatt koncentracidban {eldnyisen 0.5 md) &5 835 mb &0 6,23 md kdzdtit kon-

£

cernrdcidban {eldnyésen 1,25 mM) A renaturdetd kivetkeriében a Moyegében monomer for-

LR

rdban expwesszali PLGE-1 fehérie réseben a dimer formaba hozhatd vissza (3. abral,

4. 1$pds: Anioncserdld kromatografia
A megelézd 1pishd kapott oldatot - ellnyisen centrifugdlas dfvagy selrdst kdvetben -
fileg monomer & részben dimer formdban fartalmara, anjoneserdld gvanta-

ak fel anmak Srdekdben, hogy & keverdhben megndvelitk a dimer forma ardnydt és

¥ a bakieridlis szennveadkidl Barmely & koreskedelemben besverezhetd, antown-

I

cserdld kromatoerafidra alkalmas matix egyardnt alkalmazhatd, azzal a kikdidssel, hogy Xa-

g

paciiasi, felviwell és & amissi sebesség tilagdonsdgal hasonddakl a -Sephurose Fast Flow
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Az A s B oldatokat egymastdl elkiildnitve autokidvozznk és fell wsrndlaskor keverfilk

Acsxe steril koriimények Rizdn, Altemn ativ modon elidrva az A &s B oldatokat Ssszekevenjiik

g steril kiriiimenyek kiedn seinik

Lz TG 200 mM (200x) oldat eléatlitishox § g tisela anyagnt oldunk 100 ml desstillah
5 vizhen. Az oldatot 022 pm swiiedn & megsedeiik, kisebb réssegyss igekre osetiuk €3 lefas
ayasziiuk ~20 olon,
v alkaimazott habrasgdtd dgens ax Astifoam O-10 {nem s zilikonos} {Sigma katalégus
szém A-8207)
Az alkalmazolt baktériumtires a [BL21pLys$ PLGF-1 WOBE (WCB, 7 ‘working cell
1¢ bank”, munka sejtbank).
Bld-ohdanyag:

¢ osd Hofilizalt, g renetikaiiag madosiion mwikroorgantzraost (MOGM) W U8 veselink

r'rl
m

Kids feﬁsmszgmmaqui« 1 mi SBM oldatban, amely tartalmaz még 100 gg/mi ampiciiiint €s 34

ppfmd ldvamde sntkalt

oy

3 A szuszpenzidt 30 mi SBM oldatban kikigituk, amely tartalmas még 100 pg/ml amp

cillint ¢s 34 ppml kidramfenikolt,

o

& szuszpensist 37 ol-on inkubaljuk ogy ¢ Siszalin keresatil Az ezt kdvetd napon az &

7.

crakan &t inkubdlt envdazet 30 mi térfogatit 800 ml SBM oldathan - amely tavtalmaz még

1o

100 pgfml amploiiting és 34 pgfm Vidramfenikolt - meghigitiok & sautdn 4 egyliteres Erlen-

%

20 meyer lombikba osztjuk szet anetvel mindegyike gy 200 mianaimaz.
Az sgyes lombikok tarfaledt 37 ol-on irkohaljuk 24 dran kereszigl & 4 lorebik tavtal-

AW
by

nat Ssszekeveriiik &8 leolvassuk az QDOOD dntgket oly mddon, hogy 1/20 arfnyban vizeel

meghigitiok (30 pl+ 850 plviz)

Az eld-oltdanyag kiszdmiton trfogatdl exutan 10 percig 7500 g mellett 4 oC-on centrt-

35 fupdljuk stert esbvekben.
A& baktérinmet ext kdverfen Gira-szosependiliuk 20 mi SBM aldathan amely tartalmaz
o 200 pg/mi ampieilling és 10 agdmd kidramfenikolt. A fermentacié minden Hterdre 20 mi
ilven ssuszpenzidt vesziink &5 a2 oldatot 420 ford/pere wellett keverteyjiik szobaliimersekie-
fen 20 pereen kereszil, Breel egvideilifeg olSkésainiik ak a formenticids késziidker & kalibril-
30 juk az oxigén mérdigjeket.

Az oxigdn merdfejeket 37 oC

SO0 fordfpere keverds mellety,
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Anvagaks

Megfeleld kapacitdssal rendetkesd mixer.

fivis oldat 1 o Mg28O4 -+ 20 mM Tris-HCIpH 8,0+ 1% Triton X100,
Hoss ofdat: §,5% Triton X100 + 10 rad EDTA pH 0.

B {(denaturald puffery: & M karbamud, 50 mM Tris pH 8.0, 20 M etiléndiamin.
Az egyes komponenseket feloldiuk és viezel a vant trfogatra hozzuk.

Oxidalt ghatation 2000 100 mM vizben

Redukalt glotation 200x: 350 mM vizben,

Higitd puffer: 600 uM végsd PEG 4000 koncenracio (2.4 ¢/h), 30 mM Tris-HO pH 86,

3

fnrd
e

mbd Nall

.,

§
Lo

A FLGF-1 :e:éwéﬁyiesiﬁk elodliitésa.
A Hzis &s a mosé oldatokat szobahdmersékleten (RT) egyensiivba hozauk.

¥ o

K6t fagyasztisos ~ felongedéses cikinst baj wttuk végre -80/37 ol-on

Ay

A bakieridlis tledéket minden 450 ODEN0 mennyiségl bakiérira szamitva I mi Rats
oldathan zdltuk.

Bt kivetden szobahdmérsékleten inkubdltuk 30 pereig keverds kizben (230 ford/pexc).

Az oldatot megfelelé kapacitast mixerbe Onfik és minden 450 OO0 mennyiségd

sérhumra szamitva 3wl moséoldatot adunk howed.

Kivant esethen 0.4 ul highas ndlkUli habzasgdildt adunk hozzd a minta minden millilite-
rére sEAmitva.

Az oldatot muximalis sebességpel mixeliik 1 percig, Hletve addig, mig a minta kelld-
Sppen hoemogén.

A mixer tartalmat ezutén megfeleld kapacitdst tiroldedénybe vissaiik &t de munden 450
ODEOS mennyisépl bakdriunea sxdmitva 6,5 mi mosd oldatot adunk hozzd. 45 perclg inku-

baljuk szobahdméraékloten keverds kizben.

Az fgy kapot szosepenziét 13000 g mellett centri fugdljuk 45 percig 28 oC-on és a fell-

H A

fuszat eldobluk.

A leiilepedett esapadékot minden 438 ODRGK0 menny iségit bakidrivmra szémitva 4 wl
mosé oldathan tira-szaszpenditiuk s ext o ciklust a mixerben maso dszor is meginmételik.

A szusrpensiot megfeleld hapacitdsy tirolbeddnybe visszitk &, minden 450 OD6O0G
mennyvisépd hakidrivmra ssamitva 6.5 mi mosd oldattal meghigiiiok és 30 perely inkubdliuk

srohahdmersdileton keverds kizben,

A forti kiviimenyek kzdi a contrifugdlist megionmSieliil s a felliiGendt eidobiak.



# 3 g £, 3 P 3 oo, s
ik ’, s “ernt . o 58y o “Wf Gt G 3 b
£ & &8 & b bt 4 % % i
B A B < B4 s % PO ) s = .
z gy (S R w 7 b I B ) Ao v
Ly . ot A 7 A uk Yoo o
wuv . f sy g (2953 7 bas “ tonts %% 4 o
javl o s . wd P bt - 4 et 2774, P i fng L
75 R - o t e, ford P et =] Py 4 K Vo A
Y A ¥ L %A W e % = P ] % %
pss] - ) .w\m 5 74 P Yo « . S.W p> s
P G e L e Yoo = -
o] o 2 d » 4 A e g
o i 6 o fow s w2 ¢ T e
24 2 % % b7 s s fos 5ok 7 oy 75 ;
w5 “ 724 5 OE & & o &2 F
. 4 4 4 4 . e 2 fo,
S G % wy N N - SR B B Y
oo 2 T~ B ko ¥ 45 o S
P2 v ks - o i &y i kS e i P % w4 P
2 y oot bt 4 vy » iz 2 < ﬁ 7% -
I #WQ\& . %% L LY £ et ot annny S oot o]
R B G wh e [ I gy Mg b Ks %
A £ W24 77y % o » aete, % 7z 2ot L4 Yot
4 = o PR g ok 1 Poesd - Yos S 4o
Ly, . 54 B P w4y W Y P2 ol A R
7 % .z.mx 73 o e
v o e B o L R B TR
Lh vk P 5 W e Fosr. P A L <A S~ B .
s B R e 7 7 g Vhk o U R A 9y
P d\\w - 4 ferd 4 £, b A o . ot w53 vsﬂ fn s @ NMW
I R 2 % 7 he T R A B 7 | L
A “4 el 5 Aonri 4 vy, 4 W e A L3 ” g b 2% X “w i
vans “, P . e ad 2% %, 2 o (5 % o P 74 ¥l b4
& e o i it % g uh B 5 ;P 7 % w
£ Cort 5y [%] ; 403 74 i £ St il o 4 wier, e 4, .
s s 5% I B A - B &
; 5 P s Frge 12 et p = 3 4 : . oy 7y
2o ow 2y H o Wy o Bowm T 48 G I
CO - L, #H R by o %o i T e %
g W 2 J P a2 w i ¥ % im o W T % &
D oam A B B Wy o T R e M 8 =
& 2 Z o B - B TRl g M R
) o st P nps” P ' .W.w ] % e g3 s bl o w53 P il o “R\H
: % o w5 R A T e Hoon L s T 4 4
7% s 7% P " ] %y b3 X ~53 4 ped % i S il % e 7%
£ z. F51 bl Yo Wy =z 4 . > 7~ e GMN A% 7 \v S
o 4 4 45 o [ se9 1 £ Gt i %) k< = ot %3 o 2 7ot i
% am, 27 AR o R A w7 I R R - B S R ; o
s W T U : . - Yo m\m 2 < B B S+ o s gy
S Lo 7 3 Y 22 s - Eed 3 Pt 4% i ,
& o % %o 3 9 7 T~ R A A S~ 44 )
Py P g " < s A % § Pl 5 P g 2] P > N aW\\.
A S~ o # [ - B A Y B A 1 ko e
o . o yord z s %) 4 . e ; 4 . % s,
g2 B o5 &z 5 M- : L m e w B e % e
(o> 7, . 4 o’ 3 esed 2 "~ ch Lo e L 7 ‘% 7% s,
B g R A A 5t I o L A4 7, I
A+ w5 e LR B G S % @ ; e
3 A Fs y “ 7 5y P b P2y R ot o A
e 3 b ok »\\m P23 A % irs 4] “ 53 .e....&u ¥ o) 7 75 Msh
P varsy K N 2, 9 . Py v H yard o arh s v . sy
O a oz b B 2oy e oz BO% 8 m 7 o % E
R 52 b Ry Pt 1A %, A s, » T i B g ”: 2 3 w7
4 ..,,nm G kG Mo g 4 pees/ m A I 1 o MN B i & PPN S -
"ol T S o L / i b 7 4 “ & . : b,
E A B A A BoE L ¥ <5 TE H Z 4 8
o 7 I % % 7 Y “ (% Fradl M < 1 , 7% % R AR Jbs 2 =
% i o P g R ol [ I 2 [T m\w W % b a4 it
2 ; o v W §< 7 el eed. P4 "5y k: P 5% % e st .
(%3 vk ) 3, "4k Py ¥4 57 kel o 7z g Lo : ¥ % %Y “% b 4 !
5 s et fo %A et . P o ot - b, J o B 4 [s1 ?
% Z & 2 - boEOE e %% % 2 E g B 5 B
% e ¥ e, %, % prea s, 43 P 72 - Pas el Pres] ; s (74 7
s Ay 74 ot R ny 43 & B £ B B o B o Y
w % - k) o T~ i % i A S o> z o B 5% o SN
7 = es o Z Eisd Fadl oty “ siny ¥4 - G P o3 o] 4 % o Fnc, ] peis
% oH o om h ST A A A “% 05 o4 4 # g
7 Prosd : (93 s % o o, . 22 > > “ = A - . P
% Fo @ . o b o N\ i 169 W m\\ S w%B ok hm e sy
5 2% a 7 4 o4 " 5 P B oo ) % 25 74 !
Py - o B’ e P e 4 e P et A bos) 43 2 ) o 254 i -~ 4
2 w %2 b ) 2 Pl Pogl o %z 24 "y “4 Y3 By A bod b s - b3 T Wl
o, ~ s wiosr /’ ) e E> od K “ B "7 “ 3 ] 3
o Lro R @ B G G e & A 5 o BT oo 3
. e Yees, R4 3 rt \ ok ¢ v \ i Z, o] %% s ; i s Ko ¥ = e
; P I TR w1 gl 7 ] 7R [ ; % y 2 g ol A 4 b P 4
75 ot gt ) . ‘ s ot 5 ees, o 2 ey (741 o2 7 -, : 7% o A% £ e s Cn %
5 o w BB 5 o HOH A w4 92 w5 o E B S8 R g Z @z
e ~ fog 4 P i -, A . % : L e -4 ; Yy e W e [ 7y iy
[T ~ ey e P it X e 5 - T % i i Y P 24 o %%
. - N i Pt s P 21 Y v\vm g oW A el fed [ et i oy R4 47 7k b Zy o )
DV R R S S < T S . < % . o m M L e MO i m who Y
o0 2 Vot s n& 5 fx b ot 7 V.w A 5 > g s, &w.« Mm 4 \wm . 5 % s 2 et
b 7 w,m “i [ . g e, e s
i : ] P Gy, st o] 7 st 5
v 4 ] A : Pt 7 (Y 4 o
P o e ] P . 574 ] . Y 74 4 it
- R B1 b o Py e LR <) %5
w7 Hr iy fw) st o v st B e #% % 4
e (5 g Yers ey “

oes o ey I g

IR

oivitohe Rerild mintdnak, o

ad

3

“drfogata o

«;
ca
R

RN
M

N
N

It
XS

Agas

e

oszlopn
T

ket

&N
et

&

H

eleen Y2
SRR/ 13-

&

3

oIV

R



1

i
i

mint

RN

i

z

fndvsl

RERY

Pee

a8 B

¥

&

3
§:w
R
Ay
3

ok

.
s'}‘.i\\
o

I

{\:(_

N
X

X
2

S
.

selop
3 }

okrat

§
s

wferned,
s B

.

at i

n-HCE

¥
MR

R

3
g

R

AHe vizspdlt sebe
s

ot

L

anol

&

.

"

2
3

N
R

8 ny

:

2

nhd ot

wmk b

A

R
Y

SH

s
CEN
i,
sl

“0h
a oy,
]

e
S EHAYY
X

BN

“
NN
.

3N

& pad

BN
N

/o

LR

&

7

R

nrts

AR

33
g

FRT

nak g how

&3
#

T AEFR

a0

N
X
N

K

T3

&
A

fFa-t w

%
3
X

nt 8,3

N
i3

3}

st vala

P
3

Iy 2}

s

AREe:

&

o
]¥

3

SRRt

P

oy

iy

G

RN

SN,
D

R

FRHTDANNW

R

o

e

S

2X

X

<

N

.
W

{ IITRS

NS
2

X

RAWNQ

R
3 B
=~
W%
23

VED O el

%
- &M
i)
%

7.

§
1

hog

&

%
R

¥

3t

&3

%

&

Fonatoge

N

¥

TG
fadg

SSE

ES

Yo

Y

A
s

i

Wy

AR

e
s

&

¥




N

A3

b
s

R X %we ‘o@ 2 ®
- 17
meg nem kdHdon glutationok estiosdnak, amelyek nem tay sadnak fol a gyantéra. Bz a folya-
mat két ovab 1epéshal &l ax elsét RPCmon néven azonositiuk és a PLGEF-1 monomer kom-
ponensének a démé Whbsége eltdvolitdsira szolgdl, mig a maso sdik a fehérje idnyegdben di-
rer komponensének az elicibidra szolgal & ext RFCdim adven aronositiuk.

Az elsd tovabbi iépes (RPUmon):

Anyagok és kértlmények:

FPLO rendsrer Amersham Riosciences cég, a késziiléket az FPLC Director szoftver ke-

Monitorozast karihmdnyel:
LIV 280 mn hudldmhosse, a skala végkiterdse 005

Héméreekiet: 20 oC, (minimum 15 o0 & maximun 25 o)

1,

Givamta: FPorditott firist (RP) Source 30 {Armersham Rlosciences)
Osziopérfogat, ossio ﬁnagassés} Térfogata egyfisde-cgyhatoda a felvitelre kertils min-

2

tinak, magassiga 27-33 om kézdn
Rayvensilyba hozds: Két oszloptérfogat ("Colums Volume”™, CV) B palfer, majd 2 CV A

P

Minta: A megellzd épéshdl sedrmazd PLGF-1 {4 pelda), amelyet 1,5-sedrlsre higiiot-

tunk 3 15% etanolf, valamint §,3% TFA-t tartalmaz. A maximidlis felvitel 4.5-3.5 OIXE0 a
gvanta minden millifiterdre,

A puffer: 40% atanol + 8,1% TFA

B putfer: 70% etanol + Q1% THA

X

Injekidlds! aramldst sebessdg: 1RST emipere
Ehicios dramldst sehessép: 1887 co/pare
Mosdsok az injektalds ntém 1,3 oszloptérfogat 494 B potterrsl
Monomer cedes: 4%-40% gradiens g B pufferrel 12 oszloptérfogatban (3% B pufter

x

s per oszloptérfogat). Keevetlentd o csfios eldcididmak megkerddddse utan, am: tkor

emaeikedes pey

&

az D280 & telies skdla 25 sedealékat éni el, az elioidt trokratikus kdrtiime wek kdzoit foly
tatiuk az cbben az idoben olért B pulfer konventrdcididnak megtartdsdval, mig 8 oxdes eltcioga
teljes fesz (kdrilbelil 2,5-3,5 oseloptdrfogat).

Miveletek:
A "monomer” ostomak megfeleld oldatbd! kelld mennyissget vesalnk és koncentraljuk

wr {Mon az 3. dbran.

A masodik tovabhi épés (RPCdim):

Anvagok és kirilmények
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Av oszlon Mabb esvensidvha hosdas nélitl « coupdn az UV monttor skdlatariomanyst
3 e o -

u

catsziatiuk ef 8 2 OD ériskig - a B puffervel sgy 10% - 100% gradiens wartendnyt hozunk 18-
re 2.2 osrloptéefogatban (40,9% R puffer emetkedds per aszloptérfogat).

Mitveletek:

A dimer” cxdosnak megfeleld fakoidkat gyligik Sssee. A 40 dbra mutaijs be ennek
nélddian A frakeiokat Sssrogyiigik &s lomédik térivgatukat valamint ag optikal sfiriségitket
280 nm hutlawhossandl,

A linfilisdlds it kapott telfes kitermeldst (amit mitligs ammban fjeziink ki Ggy saa-

» A

moljuk &, hogy megszornznk mz QD20 dridket a wrfogattal és a Mgittesal. Az igy kapont
kitermelss atlagos drtdke 164 mg tazta PLGP-1 2 hakieriibs tonydamet lterjére sedwmolva,
ahol a standaed devidcie éridke 2321 volt. Bz a mennyisdg kifejorhetd mg per 1000 QD00
Sridkben i a formentdlt haktdrinmra vetftve, ami 5,58 mg tseta PLGE-] febdvjét jelent a for-
ental bakidrien 1000 ODREGD mennyiségdre, ahol a standard devideld drtdke 0.8 volt.
Az igy kapott Smer oldatet <20 oC-an tartiek w2 vitra-dlasziivs és o lolilizdetd ebvdg-
réséig. Frekbdl az oldatokbél egy-ogy mintdt viszlnk SDS-PAGE elekivofordzisre, abogyan

st as 5. dbrdn bemutaguk.
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1. Blideds rekombindgns placenta eredetl ndvekedést faksor (PLGY ) extrakoldiden &5 Usztitdsdra

- pem tbhh mint 1.5% monomer rmll magdban Hgdald ~ dmer &s multimer format
tartalmasd akily formdban oly mddon, hogy madositott prokaridty sejtekbern ndukdltha-
1 expressaits rondszer alkalmazdsival oxpressaidt vogetink, avval jollemerve, hogy:

§3 b TSR R J TP £ 33
{1} a prokaritta seiicket formentdoiobs vissedily
{3} & wdrvinytosteket extrahalink & tisstithulg
{3} az exprosseddt ehénidt rennturdbiuk;

{4} ioncserdld kromatogréfiat végatnk;

{5} forditott izt kromatogrdfidl végeiink;

- P3

amelynek sordn s (1} Idpdaben a formenticidt addip folviatink, mig ¢ lenvése tiptial

optikal siriisdge 14-30 ked esik §00 nn hulldmhossandl (G0 14.30) &5 ext kivet &
indukeid; s {2} lépdshen végrehaitiok o tonydseiett sejtek Haisdt, roncsoliuk & DNS &
roldiiuk & sfrvinyiestoket; a (3) Kpdsben a sirvinytostelet denaturdlé pufferben szoe
bibzaluk & aw expressedlt ohdridt - loppldbbis résaben - visszahorzuk a dimer fore
maba; 8 (4} Kpdshen ax exprossadlt fehdrfe dimer ¢ multimer formalt elvilasetiuk a
monemer it anloneserdld kromatogrifia alkabmazdsival; valamint az (8) lpde-
ben wz exprossealt febde dimer & multimer formdit még jobban ehvilasstik & monos

maey formdd] forditolt Bxdsd bromstogrdfia segitedgdvel két cgymast kvetd oldoids 16
piéat alkalmazva srorves olddszer ndvelvd gradiense mellet, cnely két Idpést egy ok~
ratthus kiritlmdnyek kdedit vogrehaiion iépés valaset el &8 o fohdadt véghl lvoliljuk.
2. Az T gdnypont seerintl chideds, azval jellomenve, hogy placonts sredetll ndvekeddst faktor-
ként humodn PLGF- et vagy Sllat! eredett PLGF et dllttenk €18,
3 Az 1 vagy 4. igdnypontok szerintl elideds, azzal jellomesve, hogy prokaridtes sejtekldnt
hakteridlis sejteket alkalmamumk,
4, Az 13, igdoyponiok barmelyike seerintl olideds, aeeal jellomenve, hogy az (1) Ipést olvan
taptalajban végewalk, amely lohetded toszi muges balidrium koncontedold eldrdsdt g far
monideits Kpdsben, €5 montes minden Allatt vagy cober evedatd anvagtdl
S Az -4, igdayportok birmelyike sverintl oljdeds, awesl jellomenve, &mgx ax {1} Kpdst olyan
siptalatban végeselk, amely egy vagy b seelekeids dgonst, Slosetd kivonatey, glive-
rint &y anvndaiom adkat artalmas,
& Ax 3 igdnvpontok birmelvike sserintt Q’%X'%a avzal jellomerve, hopy indukdihatd exe

presseits rondererkdnt 2 TT exprosanids rendszert alkalmaanuk.
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. Aktly formdban alalhatd placents eredetd ndvekeddst fakioy, amely az 1.34, igénypontol

barmelyike srerintl elifrds alkalmasdsdval dllithatd olf, & amely ndvekedést faklor

mentes a gazdaszerveretbd

P

sredd svenmyvesddésektdl, 8 monomer formdl nem G,

mint 1,5% ban tarntalnazzs O layegdben dimer és multitner formdban wldthatd,

A meghatalmazott
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