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(57) Kivonat

A talalmany targya Gram-negativ baktériumsejt, amely
egy kromoszomalis gén vonatkozasaban hianyos.
A gén szekvencidja legalabb 80%-ban azonos egy na-
tiv szekvencidju b2324-aminopeptiddzt kédolé DNS-

A leiras terjedelme 22 oldal (ezen beliil 5 lap abra)

molekulaval, amely aminopeptidaz a 2. azonosité sza-
mu szekvencia 1-688. aminosavait tartalmazza, és
aminopeptidazt kédol.



1 HU 225 243 B1 2

A talalmany bakterialis aminopeptidazokra vonatkozik.
Kozelebbrdl, a talalmany targyat olyan fontos enzimak-
tivitas képezi, amelynek eltavolitasa vagy tilzott mérté-
kl expresszaltatasa javitja a baktériumokban termelé-
dé hasitatlan, illetve hasitott polipeptidek (példaul re-
kombinans polipeptidek) kitermelését. Ezen tilmenden
a taldlmany targyat Gram-negativ baktériumsejtek ké-
pezik, amelyek aminopeptidazt kddolé kromoszomalis
génjlk vonatkozasaban hianyosak.

Bizonyos proteinek N-terminalis aminosava —
Gram-negativ baktériumokban és archaebaktériumok-
ban (példaul E. coli-ban) termelédve, a sejtekben lévd
aminopeptidazok jelenléte miatt — lehasitasra kertil,
midltal a sejttenyészetben (a tenyésztéssel egyidejiileg
vagy a tisztitasi folyamat részeként alkalmazott sejtfel-
tarasi Iépésben) a vad tipusu polipeptidhez nagyon ha-
sonlé szennyezddés jelenik meg. Gydgyaszati célra al-
kalmazhat6 proteinek termeiése esetén ezt a szennye-
z6dést el kell kildniteni a vad tipusa polipeptidtdl. Pél-
daként emlitheté a human novekedési hormon (hGH),
amelynek N-terminalis fenil-alaninja — E. coli-sejtekben
termeltetve — lehasitasra keriil. A hGH ezen valtozata
(dez-phe-hGH) a sejtek feltarasa soran az ép hGH-val
(nativ hGH) elegyet alkot, és nehéz attdl elvalasztani.
Az elvalasztashoz az elegyet hidroféb kélcsonhatasi
kromatografianak kell alavetni. A termelékenység javi-
tdsa szempontjabdl elényds lenne ezt a plusz tisztitasi
lépést elhagyni.

Ezen tiimenden bizonyos esetekben olyan polipepti-
dek el6allitasara van szilkség, amelyekbdl az N-termina-
lis aminosav le van hasitva, tovabba tisztabb hasitott val-
tozat kinyerése érdekében kivanatos lehet az ilyen poli-
peptidek mennyiségének nativ szekvencidju polipeptid
mennyiségéhez viszonyitott ardnyanak novelésére is.

Az ismert E. coli aminopeptidazok kdzil tébb széles
specifitdst, melyek a polipeptidek N-terminalisan tobbfé-
le aminosav hasitasara képesek [példaul pepA, pepB és
pepN (,Escherichia coli and Salmonella”, szerk.: Frede-
rick C. Neidhardt, ASM Press, 62. fejezet. Charles Mil-
ler: ,Protein Degradation and Proteolytic Modification”,
938-954. old. (1996); Gonzales and Robert-Baudouy,
FEMS Microbiology Reviews 18(4), 319-44 (1996)]. Az
E. coli K=21-térzsben kimutatott, b2324-aminopeptidazt
koédold yfcK-gént az E. coli genom szekvenalasi projekt-
ben feltételezett peptidazként” azonositottak [lasd Blatt-
ner és munkatarsai: Science 277, 1453 (1997), Gen-
Bank nyilvantartasi szam: AE000321], enzimaktivitasa-
rél azonban nem irtak le tovabbi informacidkat.
A 0157:H7 E. coli-tdrzsben talalhaté homolég azonos a
K-12-torzs yfcK-génjével. Mindazonaltal sziikség van
olyan bakterialis aminopeptidazokra, amelyek nagyobb
tisztasagu hasitott polipeptidek kinyerése céljabd!l mani-
pulalhatdk.

Talalmanyunk kidolgozasa soran az yfcK-gén altal
modolt b2324-enzimet aminopeptidazként, azaz a poli-
peptidek N-terminalis aminosavainak lehasitasaért fe-
lelés enzimként azonositottuk, s ez a felismerés szol-
gal a talalmany szerinti megoldas alapjaul.

A talaimany érteimében a b2324-enzimmel homo-
I6g aminopeptidazokat kédolé géneket (ideértve a
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b2324-aminopeptidazt kédolo yfcK-gént) eltavolitjuk a
Gram-negativ baktériumtorzsekbdl (példaul kromoszé-
majuk génsebészeti modszerekkel torténd szétbonta-
saval), midltal a hasitott szennyezés nem termelddik
jelentds mennyiségben, kdvetkezésképpen az N-termi-
nalison hasitott polipeptidszennyezés eltavolitasanak
tovabbi tisztitasi 1épései elhagyhaték. Az igy létreho-
zott térzsek kozll legaldbb egy olyat azonositottunk,
amely a nem hasitott polipeptidet ugyanolyan mennyi-
ségben termeli, mint a kiindulasi torzsek.

Kozelebbrdl, feltarunk egy Gram-negativ bakté-
riumseijtet, amely egy kromoszomalis génje vonatkoza-
saban hianyos, mely gén legalabb 80%-ban azonos
egy nativ szekvencidju b2324-aminopeptidazt kédolo
DNS-molekulaval, mely aminopeptidaz a 2. azonositd
szamu szekvencia 1-688. aminosavait tartalmazza, és
aminopeptidazt kodol. Az ilyen sejtek természetben
eléforduld megfelelGi tartalmazzak a kromoszomalis
gént, mikozben a talalmany szerinti sejtek a vad tipusu
sejt — altalaban genetikai manipulaciéval vagy egyéb,
tetsz6leges modszerek alkalmazasaval maniputalt —
moédositott valtozatai, amelyekben a modositas ered-
ményeként eliminalt vagy miikoédésképtelenné tett gén
nem kédol aminopeptidazt.

A talalmany értelmében tovabba olyan Gram-nega-
tiv baktériumseitet tarunk fel, amely egy kromoszomalis
gén vonatkozasaban hidnyos, mely gén a 2. azonosito
szamu szekvencia 1-688. aminosavait tartaimaz6 ami-
nosavszekvenciaval 6sszehasonlitva legalabb 80% po-
zitiv aminosavat tartalmazo polipeptidet kddolé DNS-t
foglal magaban, ahol a polipeptid aminopeptidaz.

Szintén a talalmany értelmében olyan Gram-nega-
tiv baktériumseijtet tarunk fel, amely egy kromoszoma-
lis gén vonatkozasaban hianyos, mely gén szekvencia-
ja legalabb 80%-ban azonos a nativ yfcK-gén szekven-
cidjaval, amely az 1. azonositdé szamu szekvencia
1-2067. nukleotidjaibdl all, és aminopeptidazt kédol.

A talalmany egy kovetkez6 megvalositasi médjanak
megfeleléen E. coli-sejtet tarunk fel, amely a kromo-
szomadlis, nativ szekvenciaju yfcK-gén vonatkozasaban
hianyos.

A felsorolt sejtek el6nydsen legalabb egy, proteazt
kodolé génre (példaul degP vagy fhuA) nézve hianyo-
sak. Ezen talmendéen az ilyen sejtek a sejt szempontja-
bél heterolég polipeptidet, elénydsen eukariéta, még
elénydsebben eml8seredetl, legelénydsebben human
polipeptidet, példaul human névekedési hormont kédo-
16 nukleinsavat tartalmazhatnak.

A talalmany egy kovetkezé megvalositasi modjanak
megfeleléen eljarast tarunk fel heteroldg polipeptid el6-
allitasara, melynek soran (a) talalmany szerinti sejteket
tenyésztiink; és (b) a sejtekbdl kinyerjik a polipeptidet.
A tenyésztést elénydsen fermentorban végezzik. Egy
masik el6nyds megvaldsitasi médban a polipeptidet a
sejt periplazmajabol vagy tenyészté tapkozegébdl nyer-
jik ki. Egy tovabbi eldnyos megvalositasi mod szerint a
polipeptid kinyerése céljabdl a sejtet feltarjuk, s az igy
kapott lizatumbol elénydsen intakt polipeptidet tiszti-
tunk. Egy még elbnydsebb megvaldsitasi mdédban a li-
zatumot a tisztitasi lépés el6tt inkubalasnak vetjik ala.
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A kovetkezdkben az abrak rovid leirasat ismer-

tetjlk.

Az 1. 4bran a b2324-aminopeptidazt kédold yfcK-
génre nézve delécids E. coli 61G3 gaz-
datbrzs szarmazasi diagramjat mutat-
juk be.

A2 4brdn a szobah&mérsékleten 0, 15, 24 és
42 ora hosszat inkubalt rhGH-extrak-
cids kontrolltdrzs (16C9) folyadékkro-
matografids/témegspektroszkopias
(LC/MS) analizisével kapott szazalé-
kos teriileteredmeények oszlopgrafikon-
jat mutatjuk be. Az oszlopok eltéré sa-
tirozassal jeldit szakaszai a nativ hGH,
az N-terminalis fenil-alanin nélkili hGH
(des-phe), illetve az N-terminalis fe-
nil-alanin és prolin nélkili hGH (des-
phe-pro) mennyiségét reprezentaljak.

A 3. dbran a szobahGmérsékleten 0, 15, 24 és
42 ¢ra hosszat inkubait rhGH-torzs
(61G3) folyadékkromatografias/tdmeg-
spektroszkopias (LC/MS) analizisével
kapott szazalékos teriileteredmények
oszlopgrafikonjat mutatjuk be. Az osz-
lopok eltérd satirozassal jeldlt szaka-
szai a nativ hGH, az N-terminalis fe-
nil-alanin nélkiili hGH (des-phe), illetve
az N-termindlis fenil-alanin és prolin
nélkili hGH (des-phe-pro) mennyisé-
gét reprezentaljak.

A 4.abran a 37 °C-on 0, 15 és 24 6ra hosszat in-
kubdlt rhGH-extrakcios kontrolitérzs
(16C9) folyadékkromatografias/tdmeg-
spektroszkopias (LC/MS) analizisével
kapott szazalékos terileteredmények
oszlopgrafikonjat mutatjuk be. Az osz-
lopok eltéré satirozassal jeldlt szaka-
szai a nativ hGH, az N-terminalis fe-
nil-alanin nélkili hGH (des-phe), illetve
az N-terminalis fenil-alanin és prolin
nélkiili hGH (des-phe-pro) mennyisé-
gét reprezentaljak.

Az 5. abran a 37 °C-on 0, 15 és 24 6ra hosszat in-
kubalt rhGH-torzs (61G3) folyadékkro-
matografias/tOmegspektroszkopias
(LC/MS) analizisével kapott szazalé-
kos teriileteredmények oszlopgrafikon-
jat mutatjuk be. Az oszlopok eltéré sa-
tirozassal jeldlt szakaszai a nativ hGH,
az N-termindlis fenil-alanin nélkili hGH
(des-phe), illetve az N-terminalis fenil-
alanin és prolin nélkili hGH (des-phe-
pro) mennyiségét reprezentaljak.

Definiciok

A leirasban a ,sejt’, ,sejtvonal”, ,térzs” és ,sejtte-
nyészet” kifejezéseket egymas szinonimaiként alkal-
mazzuk, és valamennyi ilyen megjeldlés magaban fog-
lalja az utdédokat. llyenforman a ,transzformans” és
JAranszformalt sejt’ kifejezések jelentése kiterjed az el-
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s6dleges, eredeti sejtre és a belSle szarmazé tenyé-
szetekre (fliggetlendl az atoltasok szamatdl). Az utéd-
sejtek DNS-tartalmukban nem pontosan egyformak,
ami a szandékos vagy véletlenszer(i mutacidk kovet-
kezménye. A funkcidjuk és bioldgiai aktivitasuk tekinte-
tében az eredetileg transzformalt sejttel azonos mu-
tans utédok szintén e kifejezés jelentéskorébe tartoz-
nak. Eltér6 meghatarozasok esetén az adott kifejezés
jelentése a sz6vegdsszefiiggésbdl lesz érthetd.

A leirasban a ,baktériumok” kifejezésen Gram-ne-
gativ baktériumokat értiink, melyek egyik elényds tipu-
sa az Enterobacteriaceae csalad. Az e csaladba tarto-
z6 baktériumok példaiként emlithet6k az Escherichia,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
Serratia és Shigella fajok. A talalmany céljaira alkalmas
baktériumok tovabbi tipusai kdzé tartoznak az Azoto-
bacter, Pseudomonas, Rhizobia, Vitreoscilla és Para-
coccus fajok. A talalmany szerinti megoldas gyakorlati
kivitelezésére alkalmas E. coli gazdatorzsek példai,
tobbek kdzott, a kovetkezok: E. coli W3110 (ATCC
27325), E. coli 294 (ATCC 31446), E. coli B és E. coli
X1776 (ATCC 31537), melyek kozil a W3110-térzset
alkalmazhatjuk elénydsen. A felsorolt baktériumok bar-
melyikének muténsai is alkalmazhatok. A taldimany
céljaira megfelel6 baktérium kivalasztasa soran termé-
szetesen figyelembe kell venni, hogy a replikon az
adott baktériumsejtekben replikaciora képes-e. Példaul
ha a replikont olyan jéi ismert plazmidok ,szallitjak”,
mint a pBR322, pBR325, pACYC177 vagy pKN410,
gazdasejtként, alkalmas médon, E. coli-, Serratia- vagy
Salmonella-sejtek hasznalhatok fel.

A ,kromoszomalis yfcK-gén” kifejezésen az E. coli-
genom-szekvenalasi projektben ,feltételezett peptidaz-
ként” azonositott b2324-proteint kédold gént (Blattner
és munkatarsai, lasd fentebb; GenBank nyilvantartasi
szama: AE000321) értjiik. A b2324-protein Dayhoff
nyilvantartasi szama: B65005; SwissProt nyilvantartasi
szama: P77182; és a gén az E. coli 52.59 kromosz6-
mapozicidjan helyezkedik el (bazispar-pozicidk: bal ol-
dali végz&dés: 2439784. bazispar; jobb oldali végzd-
dés: 2441790. bazispar). Az yfcK-gén nukleotidszek-
venciaja a kovetkez6:
TTGCGCAGCCTTACACACATCGCTAAGATCGAGC
CACCGCCTGTAAGACGAGTAACTTAC
GTGAAACACTACTCCATACAACCTGCCAACCTC-
GAATTTAATGCTGAGGGTACACCTGTT
TCCCGAGATTTTGACGATGTCTATTTTTCCAACGA-
TAACGGGCTGGAAGAGACGCGTTAT
GTTTTTCTGGGAGGCAACCAATTAGAGG-
TACGCTTTCCTGAGCATCCACATCCTCTGTTT
GTGGTAGCAGAGAGCGGCTTCGGCACCGGAT-
TAAACTTCCTGACGCTATGGCAGGCATTT
GATCAGTTTCGCGAAGCGCATCCGCAAGCGCAAT-
TACAACGCTTACATTTCATTAGTTIT
GAGAAATTTCCCCTCACCCGTGCGGATTTAGCCT-
TAGCGCATCAACACTGGCCGGAACTG
GCTCCGTGGGCAGAACAACTTCAGGCG-
CAGTGGCCAATGCCCTTGCCCGGTTGCCATCGT
TTATTGCTCGATGAAGGCCGCGTGACGCTGGATT-
TATGGTTTGGCGATATTAACGAACTG
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ACCAGCCAACTGGACGATTCGCTAAATCAAAAAG-
TAGATGCCTGGTTTCTGGACGGCTTT
GCGCCAGCGAAAAACCCGGATATGTGGACG-
CAAAATCTGTTTAACGCCATGGCAAGGTTG
GCGCGTCCGGGCGGCACGCTGGCGACATT-
TACGTCTGCCGGTTTTGTCCGCCGCGGTTTG
CAGGACGCCGGATTCACGATGCAAAAACG-
TAAGGGCTTTGGGCGCAAACGGGAAATGCTT
TGCGGGGTGATGGAACAGACATTACCGCTCC-
CCTGCTCCGCGCCGTGGTTTAACCGCACG
GGCAGCAGCAAACGGGAAGCGGCGAT-
TATCGGCGGTGGTATTGCCAGCGCGTTGTTGTCG
CTGGCGCTATTACGGCGCGGCTGGCAGGTAA-
CGCTTTATTGCGCGGATGAGGCCCCCGCA
CTGGGTGCTTCCGGCAATCGCCAGGGGGCGCTG-
TATCCGTTATTAAGCAAACACGATGAG
GCGCTAAACCGCTTTTTCTCTAATGCGTT-
TACTTTTGCTCGTCGGTTTTACGACCAATTA
CCCGTTAAATTTGATCATGACTGGTGCGGCGT-
CACGCAGTTAGGCTGGGATGAGAAAAGC
CAGCATAAAATCGCACAGATGTTGTCAATGGATT-
TACCCGCAGAACTGGCTGTAGCCGTT
GAGGCAAATGCGGTTGAACAAATTACGG-
GCGTTGCGACAAATTGCAGCGGCATTACTTAT
CCGCAAGGTGGTTGGCTGTGCCCAGCAGAACT-
GACCCGTAATGTGCTGGAACTGGCGCAA
CAGCAGGGTTTGCAGATTTATTATCAATATCAGTT
ACAGAATTTATCCCGTAAGGATGAC
TGTTGGTTGTTGAATTTTGCAGGAGATCAGCAAG-
CAACACACAGCGTAGTGGTACTGGCG
AACGGGCATCAAATCAGCCGATTCAGC-
CAAACGTCGACTCTCCCGGTGTATTCGGTTGCC
GGGCAGGTCAGCCATATTCCGACAACGCCG-
GAATTGGCAGAGCTGAAGCAGGTGCTGTGC
TATGACGGTTATCTCACGCCACAAAATCCGGC-
GAATCAACATCATTGTATTGGTGCCAGT
TATCATCGCGGCAGCGAAGATACGGCGTACAGTG
AGGACGATCAGCAGCAGAATCGCCAGC
GGTTGATTGATTGTTTCCCGCAGGCACAGTGGGC
AAAAGAGGTTGATGTCAGTGATAAAGA
GGCGCGCTGCGGTGTGCGTTGTGCCACCCGC-
GATCATCTGCCAATGGTAGGCAATGTTCCC
GATTATGAGGCAACACTCGTGGAATATGCGTCGTT
GGCGGAGCAGAAAGATGAGGCGGTAA
GCGCGCCGGTTTTTGACGATCTCTT-
TATGTTTGCGGCTTTAGGTTCTCGCGGTTTG
TGTTCTGCCCCGCTGTGTGCCGAGATTCTG-
GCGGCGCAGATGAGCGACGAACCGATTCCG
ATGGATGCCAGTACGCTGGCGGCGTTAAACCC-
GAATCGGTTATGGGTGCGGAAATTGTTG
AAGGGTAAAGCGGTTAAGGCGGGGTAA (1. azono-
sitd szamu szekvencia); és a fenti nukleotidszekvencia
altal kddolt protein aminosavszekvencidja az alabbi:
MRSLTHIAKIEPPPVRRVTYVKHYSIQPANLEF-
NAEGTPVSRDFDDVYFSNDNGLEETRYV
FLGGNQLEVRFPEHPHPLFVVAESGFGT-
GLNFLTLWQAFDQFREAHPQAQLQRLHFISFEK
FPLTRADLALAHQHWPELAPWAEQL-
QAQWPMPLPGCHRLLLDEGRVTLDLWFGDI-
NELTSQ
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LDDSLNQKVDAWFLDGFAPAKNPDMWTQNLFNA-
MARLARPGGTLATFTSAGFVRRGLQDAG
FTMQKRKGFGRKREMLCGVMEQTLPLPCS-
APWFNRTGSSKREAAIIGGGIASALLSLALLR
RGWQVTLYCADEAPALGASGNRQGALYPLLSKH-
DEALNRFFSNAFTFARRFYDQLPVKFDH
DWCGVTQLGWDEKSQHKIAQMLSMDLPAELAVA-
VEANAVEQITGVATNCSGITYPQGGWLC
PAELTRNVLELAQQQGLQIYYQYQLQNLSR-
KDDCWLLNFAGDQQATHSVVVLANGHQISRF
SQTSTLPVYSVAGQVSHIPTTPELAELKQVLCYDGYL
TPQNPANQHHCIGASYHRGSEDTA
YSEDDQQQNRQRLIDCFPQAQWAKEVDVSD-
KEARCGVRCATRDHLPMVGNVPDYEATLVEY
ASLAEQKDEAVSAPVFDDLFMFAALGSRGLCSAPLC
AEILAAQMSDEPIPMDASTLAALNP
NRLWVRKLLKGKAVKAG (2. azonosité szamu szek-
vencia).

Az adott gén vagy nukleinsav vonatkozasaban ,hia-
nyos” kifejezésen azt értjiik, hogy a sejtben a kérdéses
gén deletalva, inaktivalva vagy mas médon miikddés-
képtelenné van téve, mialtal az altala kodolt protein
nem termel6dik. Példaul a b2324-aminopeptidazt ko-
dol6é yfcK-gén vonatkozasaban hidanyos sejtek sejtte-
nyésztés soran nem képesek termelni az yfcK-gén ter-
mékét. Hasonlban, egy proteazt kddolé gén vonatkoza-
saban deficiens sejt sejttenyésztés soran nem termeli a
sz6ban forgo proteazt.

A ,polipeptid” kifejezésen altalaban tetszbleges
sejtb6l szarmazd, korilbelll tiz aminosavnal hosszabb
peptideket és proteineket értiink. A ,heterolég” polipep-
tidek az alkalmazott gazdasejt szempontjabdl idegen
polipeptidek (példaul E. coli-ban termeltetett human
protein). A heterolég polipeptid lehet prokariéta vagy
eukaridta eredetil, azonban elénydsen eukariéta, még
elénydsebben emldseredetl, legelényésebben human
polipeptid.

Az eml6seredeti polipeptidek jellemzd példai kdzé
tartoznak a kovetkezoék: renin, ndvekedési hormon,
mint példaul a human ndvekedési hormon; szarvas-
marha-eredetli névekedési hormon; novekedési hor-
mont felszabadité faktor; mellékpajzsmirigy-hormon;
pajzsmirigy-stimulalé hormon; lipoproteinek; lipoprotei-
nek; 1-antitripszin; inzulin A-lanc; inzulin B-lanc; proin-
zulin; trombopoietin; follikuluszstimulalé hormon; kalci-
tonin; luteinizalé hormon; glukagon; véralvadasi fakto-
rok, példaul VIIC faktor, IX. faktor, szOveti faktor és
von Willebrand-faktor; véralvadast gatlé faktorok, pél-
daul protein-C; atrialis natriureticus faktor; tid6 szér-
faktans; plazminogén aktivator, példaul urokindz vagy
human vizelet vagy szévet tipusu plazminogén aktiva-
tor (t-pA); bombezin; trombin; vérképzési ndvekedési
faktor; tumornekrézis-faktor-a és -B; enkephalinaz;
szérumalbumin, példaul human szérumaibumin; mutle-
rianosist gatlé szubsztancia; relaxin A-lanc; relaxin
B-lanc; prorelaxin; egéreredetli gonadotropinasszocialt
peptid; mikrobialis protein, példaul p-laktamaz; DNaz;
inhibin; aktivin; vascularis endothelialis novekedési fak-
tor (VEGF); hormonok és novekedési faktorok recepto-
rai; integrin; protein-A vagy -D; reumatoid faktorok;
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neurotroph faktor, példaul agyi eredetli neurotroph fak-
tor (BDNF), neurotrophin-3, —4, -5 vagy —6 (NT-3,
NT—4, NT-5 vagy NT-6) vagy idegsejt névekedési fak-
torok (NGF); cardiotrophinok (sziv hipertréfia faktor),
példaul cardiotrophin—-1 (CT-1); vérlemezke-eredetl
novekedési faktor (PDGF); fibroblaszteredetli ndveke-
dési faktor, példaul aFGF és bFGF; epidermalis néve-
kedési faktor (EGF); transzformald ndvekedési fakto-
rok (TGF-ek), példaul TGF-o és TGF-B, ideértve a
TGF-1-et, TGF-2-t, TGF-3-at, TGF-4-et és TGF-5-Gt;
inzulinszerli ndvekedési faktor—I és -l (IGF-| és
IGF-II); dez(1-3)-IGF-I (agyi IGF-I), inzulinszer{ n6-
vekedési faktor kot proteinek; CD-proteinek, példaul
CD-3, CD—4, CD-8 és CD19; eritropoietin (EPO); osz-
teoinduktiv faktorok; immunotoxinok; csont morfogene-
tikus protein (BMP); interferon, példaul interferon-a., -p
es -y; szérumalbumin, példaul human szérumalbumin
(HSA) vagy szarvasmarha-szérumalbumin (BSA); ko-
lonizaciét stimulalo faktorok (CSF-ek), példaul M-CSF,
GM-CSF és G-CSF; interleukinek (IL-ek), példaul
IL-1 — [L-10; anti HER-2 antitest; Apo2-ligandum; szu-
peroxid dizmutaz; T-sejt-receptorok; fellleti membran-
proteinek; lebomlast gyorsité faktor; viralis antigének,
példaul HiV-virus burokproteinjének részlete; transz-
portproteinek; ,homing”-receptorok; adresszinek; sza-
balyozéproteinek; antitestek; valamint a felsorolt poli-
peptidek fragmensei. A talalmany céljaira elényds poli-
peptidek kdzé tartoznak az N-terminalis fenil-alanin tar-
talmazdk, mint példaul a hGH. Tovabbi elényos poli-
peptidek azok, amelyek baktériumok periplazmajaban
vagy sejttenyészté tapkézegében termeltethetdk.

A ,szabalyozdszekvencia” kifejezésen olyan
DNS-szekvenciat értiink, amely a hozza miikédéképe-
sen kapcsolt kddoloszekvencia adott gazdaszervezet-
ben torténd expresszaltatasahoz sziikséges. A bakte-
ridlis gazdasejtek szamara megfeleld szabalyozdszek-
vencia példaul a promoter, adott esetben az operator-
szekvencia, valamint a riboszémakdéts hely.

Egy nukleinsav akkor van ,mikdodéképesen kap-
csolva”, ha egy masik nukleinsavszekvenciaval funkcio-
nalis kapcsolatban van. Példaul egy preszekvencia
vagy szekrécios vezetdszekvencia DNS-e akkor van
miikoddképesen egy polipeptidet kédolé DNS-hez kap-
csolva, ha olyan preproteinként expresszalddik, amely
részt vesz a polipeptid szekrécidjaban. Egy promoter
akkor van miikodéképesen egy koédolészekvenciahoz
kapcsolva, ha hatast gyakorol a szekvencia transzkrip-
cidjara. Egy riboszomakéts hely akkor van miikodoké-
pesen egy kodoldszekvenciahoz kapcsolva, ha eldsegi-
ti a transzlaciot. A ,mitkddéképesen kapcsolt” kifejezeés
altalaban azt jelenti, hogy az 6sszekapcsolt DNS-szek-
venciak egymassal hatarosak, illetve — szekrécios veze-
tészekvencia esetében — egymassal hatarosak, és azo-
nos leolvasasi fazisban vannak. Az 6sszekapcsolas
szokvanyos restrikcios helyeknél ligalassal valosulhat
meg. Ha ilyen helyek nem léteznek, az altalanos gya-
korlatnak megfeleléen szintetikus oligonukleotidadapte-
rek vagy kapcsoldszekvenciak alkalmazhatdk.

A gének vagy nukleinsavak vonatkozasaban a ,tul-
zott mértéki expresszid” kifejezésen specifikus protei-
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nek olyan mennyiségben térténd szintézisét értjik,
amely nagyobb, mint a sejt altal a szintézis mestersé-
ges indukcidja nélkill termelt proteinmennyiség, pél-
daul promoter alkalmazasaval.

Egy polipeptid ,kinyerése” kifejezésen altalaban a
polipeptidnek a polipeptidet termel sejtektdl elvalasz-
tott formaban torténd elballitasat értjiik.

Ahogy a talalmany leirasaban hasznaljuk, a ,b2324-
aminopeptidaz-polipeptid”, ,b2324-aminopeptidaz-pro-
tein” vagy ,b2324-aminopeptidaz’ kifejezésen nativ
szekvenciaju b2324-aminopeptidazt és b2324-ami-
nopeptidaz-homolégokat értiink. A b2324-aminopepti-
daz polipeptidek, a szévegosszefiiggéstdl fiiggben, ku-
16nbdzd forrdsokbdl (példaul baktériumsejtekbél) izolal-
hatdk, illetve rekombinans és/vagy szintézises modsze-
rekkel allithatok eld.

A ,nativ szekvenciaju b2324-aminopeptidaz” kifeje-
zésen olyan polipeptidet értiink, amely a természetben
eléfordulé b2324-aminopeptidazéval azonos aminosav-
szekvenciat tartalmaz. A nativ szekvencidji b2324-
aminopeptidaz természetes forrasbél izoldlhat6é, vagy
rekombinans és/vagy szintézises médszerekkel allitha-
t6 elé. A ,nativ szekvenciaji b2324-aminopeptidaz” ki-
fejezés jelentése kiterjed a b2324-aminopeptidaz ter-
mészetben eléforduld, lerdviditett vagy szekretalt alak-
jaira (példaul extracellularis domén szekvencia), termé-
szetben el6forduld valtozataira (példaul alternativ ,spli-
cing” eredményeként létrejott alakok) és természetben
eléforduld allélvaltozataira. A talalmany egyik megvalo-
sitdsi modja értelmében a nativ szekvenciaju
b2324-aminopeptidaz olyan érett vagy teljes hosszdsa-
gu, nativ szekvencidju b2324-aminopeptidaz, amely a
2. azonositd szamu szekvencia 1-688. aminosavait tar-
talmazza.

A ,b2324-aminopeptidaz-homolég” kifejezés olyan
aminopeptidazra vonatkozik, amelynek aminosavszek-
vencidja legalabb 80%-ban azonos a 2. azonositd sza-
mu szekvenciat tartalmazé b2324-aminopeptidaz
1-688. aminosavaibdl allé szekvenciaval. A b2324-
aminopeptidaz-homolégok k6zé tartoznak példaul azok
a b2324-aminopeptidaz-polipeptidek, amelyek a 2.
azonositd szamu aminosavszekvencia N- vagy C-ter-
minalis végén (vagy egy vagy tébb belsé doménben)
egy vagy tobb hozzaadott aminosavat tartalmaznak,
vagy egy vagy tobb aminosavuk deletdlva van.
A b2324-aminopeptidaz-homolog elbnydsen legalabb
85%-ban, elénydsebben legalabb kb. 90%-ban, még
elénydsebben legaldbb kb. 95%-ban azonos a 2. azo-
nositd szamu szekvencia 1-688. aminosavaibol allo
szekvenciaval. A homologok nem tartaimaznak nativ
szekvenciat.

Az yfcK-gén” kifejezés olyan génre vonatkozik,
amely legaldbb 80%-o0s szekvenciaazonossagot mutat
a 2. azonositdé szamu szekvencia 1-688. aminosavai-
bol allo, nativ szekvenciaju b2324-aminopeptidazt ko-
dold DNS-molekula szekvenciajaval, és aminopepti-
dazt kédol. Az yfcK-gének kozé tartoznak azok a gé-
nek is, amelyek legaldbb 80%-ban azonosak az 1. azo-
nositd szamu szekvencia egészét tartalmazé kromo-
szomalis yfcK-génnel, és aminopeptidazt kddolnak. Az
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ilyen yfcK-gének kozé tartozik példaul az a kromoszo-
malis yfcK-gén, amely az 1. azonosité szamu szekven-
cia 5'- vagy 3'-végen (vagy egy belsé szakaszaban)
egy vagy tébb hozzaadott nukleotidot tartalmaznak
(vagy egy vagy tobb nukleotid deletalva van). Az
yfcK-gén elénydsen legalabb kb. 85%-os, elénydseb-
ben legaldbb kb. 90%-o0s, még elénydsebben legalabb
kb. 95%-0s szekvenciaazonossagot mutat az 1. azono-
sitd szamu szekvencia 1-2067. nukleotidjaibol allé
nukleotidszekvenciaval. Az ,yfcK-gén” kifejezés maga-
ban foglalja a nativ szekvenciaju yfcK-gént (azaz a kro-
moszomalis yfcK-gént) is.

A talalmany leirasaban a b2324-aminopeptidaz
szekvencidinak vonatkozasaban megadott ,szazalékos
aminosavszekvencia-azonossag” ugy definialhatd, mint
egy kiszemelt szekvencia azon aminosavainak szazalé-
kos aranya, amelyek azonosak a b2324-aminopeptidaz
aminosavaival [a két szekvencia megfelel egymas ala
rendezese (,alignment’) és sziikség esetén — a maxi-
malis szazalékos azonossag biztositdsa érdekében —
hézagok beiktatasa utan], és figyelmen kiviil hagyva az
esetleges konzervativ szubsztiticickat. Az altalunk
megadott szdzalékos szekvenciaazonossagi értékek a
WU-BLAST-2 program alkalmazasaval generélhatok
[Altschul és munkatarsai: Methods in Enzymology 266,
460 (1996); http://blast.wustl/edu/blast/README.htmli].
A WU-BLAST-2 program tébb keresGparaméter fel-
hasznalasaval mikodik, melyek legtdbbje alapértelme-
zett bedllitasu. A valtoztathatd paraméterek a kdvetke-
z6 értékekre vannak beallitva: atfedési tavolsag=1; atfe-
dési hanyad=0,125; székiszéb (T)=11. A HSP S és
HSP S2 paraméterek dinamikus értékek, melyeket a
program maga allapit meg (az adott szekvencia 0ssze-
tételétél és azon adatbazis Osszetételétdl fliggben,
amellyel szemben a kérdéses szekvencia dsszehason-
litdsi analizisét végezziik, azonban ezek az értékek az
érzékenység novelése iranyaban is beallithatdk). A sza-
zalékos aminosavszekvencia-azonossagi értéket ugy
hatarozzuk meg, hogy a megegyez6 aminosavak sza-
mat elosztjuk az egymas ald rendezett régioban 1évé
shosszabb” szekvencia aminosavainak szamaval. Azt
tekintjik ,hosszabb” szekvencianak, amely az egymas
ala rendezett régiéban a leginkabb valésagos aminosa-
vakat tartalmazza (a WU-Blast-2 programmal beiktatott
hézagokat figyelmen kivil hagyva).

A fentiek szerint végzett szekvencia-osszehasonli-
tasok vonatkozasaban a ,pozitiv aminosav” kifejezés
az 6sszehasonlitott szekvenciak azon aminosavaira
vonatkozik, amelyek nem azonosak, mégis hasonlo tu-
lajdonsaguak (példaul konzervativ szubsztittciok ered-
ményeként). A pozitiv aminosavak szazalékos aranyat
a BLOSUM 62 matrixban pozitiv értékkel pontozott
aminosavaknak a hosszabb szekvenciaban [évé ami-
nosavak dsszes szamahoz viszonyitott aranya hata-
rozza meg.

Hasonlé mddon, a b2324-aminopeptidaz-polipepti-
dek kodoloszekvenciajat illetéen, a ,szazalékos nuk-
leinsavszekvencia-azonossag” ugy definialhatd, mint
egy kiszemelt szekvencia azon nukleotidjainak szaza-
lékos aranya, amelyek azonosak a b2324-aminopepti-
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daz kodoldszekvenciajaban lévd nukieotidokkal. Ezek
az azonossagi értékek a WU-BLAST-2 — alapértelme-
zett paraméterekre bedllitott — BLASTN-moduljaval
szamithatok ki (atfedési tavolsag=1; atfedési ha-
nyad=0,125).

A talalmany szerinti polipeptidekkel 6sszefliggés-
ben alkalmazott ,izolalt” kifejezés olyan polipeptidre vo-
natkozik, amely egy — természetes kdrnyezetében
megtalalhatd — komponenstdl el van valasztva és/vagy
kilonitve. A természetes kornyezetben megtalalhatd
szennyez6 komponensek olyan anyagok, amelyek a
polipeptid diagnosztikai vagy gyogyaszati felhasznala-
sat akadalyoznak; az ilyen komponensek kozé tartoz-
nak az enzimek, hormonok és egy — proteinszerii vagy
nem proteinszerli — oldott anyagok. A taldlmany eld-
nyds megvalbsitadsi modjai értelmében a polipeptid
tisztitasanak mértéke a kovetkezd: (1) forgdcsészés
(,Spinning cup”) szekvenator alkalmazasaval legalabb
15 aminosavas N-terminalis vagy belsé aminosavszek-
vencia kinyeréséhez sziikséges tisztasag; vagy (2) re-
dukalé vagy nem redukdlod feltételekkel (Coomas-
sie-kék vagy elényosen ezlstfestés alkalmazasaval)
végzett SDS-PAGE-analizissel homogenitasnak meg-
felel6 tisztasag. Az izolalt polipeptid kifejezés jelentése
kiterjed a rekombinans sejtekben in situ megtalalhaté
polipeptidekre, mivel az ilyen sejtekben a b2324-ami-
nopeptidaz természetes kornyezetének legalabb egy
komponense hidnyzik. Mindazondltal az izolalt polipep-
tideket altalaban legalabb egy tisztitasi |épést kdvetben
kapjuk.

A b2324-aminopeptidaz-polipeptidet kodold ,izolalt”
nukleinsavmolekula kifejezés a b2324-aminopeptidazt
kodold nukleinsav természetes forrasara altalanosan
jellemzé legalabb egy szennyezé nukleinsavmolekula-
tol elvalasztott és azonositott nukleinsavmolekulara vo-
natkozik. Egy b2324-aminopeptidazt kodold, izolalt
nukleinsavmolekula nem azonos a természetben meg-
talalhato alakjaval, igy az izolalt nukleinsavak megkd-
I6nbdéztetheték a természetes sejtekben létezd,
b2324-aminopeptidazt koédold nukleinsavmolekulaktol.
Mindazonaltal a b2324-aminopeptidaz-polipeptideket
kodolo, izolalt nukleinsavak kozé tartoznak azok a
b2324-aminopeptidazt kédold nukleinsavmolekulak is,
amelyek a b2324-aminopeptidazt normalis esetben
expresszald sejtekben vannak jelen, azonban a termé-
szetes sejtekre jellemz6tdl eltérd kromoszomalis pozi-
ciéban helyezkednek el.

A talalmany kiviteli alakjai

A talalmany egyik szempontjanak megfelelen
olyan bakteridlis gazdasejttdrzseket tarunk fel, ame-
lyekbdl hianyzik egy aminopeptidaz (amely a polipepti-
dek N-terminalis végén elhelyezked& aminosav lehasi-
tasaért felelés enzim, példaul egy N-terminalis fe-
nil-alanin és a vele szomszédos aminosav kozotti ko-
tést hasitdé enzim), ami a polipeptid hatékonyabb tiszti-
tasat teszi lehetbvé.

Kozelebbrél, Gram-negativ baktériumsejteket ta-
runk fel, amelyek egy kromoszomalis gén vonatkoza-
saban hianyosak (mely gén az ilyen sejtek vad tipusu
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valtozataiban nem hianyos), mely gén legalabb 80%-
ban azonos egy nativ szekvenciaju b2324-aminopepti-
dazt kddold DNS-molekulaval, mely aminopeptidaz a
2. azonosité szaml szekvencia 1-688. aminosavait
tartalmazza, és aminopeptidazt kédol. llyenforman az
ilyen gén szekvencigja legalabb 80%-ban azonos a —
nativ szekvenciaju b2324-aminopeptidazt kédolé —
yfcK-gén szekvencigjaval. Ez a szekvenciaazonossag
elénydsen legalabb kb. 85%-o0s, elénybsebben leg-
aldbb kb. 90%-0s, még elbnydsebben legalabb kb.
95%-o0s, legelénydsebben 100%-o0s.

A talalmany egy tovabbi kiviteli alakja értelmében
olyan Gram-negativ baktériumsejteket tarunk fel, ame-
lyek egy kromoszomalis gén vonatkozasaban hianyo-
sak (mely gén az ilyen sejtek vad tipusu valtozataiban
nem hianyos), mely gén olyan aminopeptidazt kédol,
amely a 2. azonositéd szamu szekvencia 1-688. amino-
savaibol allo, nativ szekvenciaji b2324-aminopepti-
dazzal legalabb 80%-os szekvenciaazonossagot mu-
tat, amely elénydsen legalabb kb. 85%-os, elénydseb-
ben legalabb kb. 90%-o0s, még elénydsebben legalabb
kb. 95%-0s. A szoban forgo sejtek kézé tartoznak a na-
tiv szekvenciajd, kromoszomalis yfcK-gén vonatkoza-
saban deficiens sejtek.

A talalmany egy harmadik szempontjanak megfele-
I6en Gram-negativ baktériumsejteket tarunk fel, ame-
lyek egy kromoszomalis gén vonatkozasaban hianyo-
sak (mely gén az ilyen sejtek vad tipusa valtozataiban
nem hianyos), mely gén a 2. azonosité szdmu szek-
vencia 1-688. aminosavait tartalmazo, nativ szekven-
ciaju b2324-aminopeptidaz aminosavszekvencidjaval
Osszehasonlitva legalabb 80% pozitiv aminosavat tar-
talmazd polipeptidet (aminopeptidazt) kédolé DNS-t
foglal magaban. A széban forgd sejtek ko6zé tartoznak
azok a sejtek, amelyek olyan gén vonatkozasaban hia-
nyosak, mely gén a nativ szekvencigji b2324-amino-
peptidaz aminosavszekvenciajaval dsszehasonlitva
100% pozitiv aminosavat tartalmazo polipeptidet (ami-
nopeptidazt) kddolé DNS-t tartalmaz.

A talalmany szerinti megoldas e szempontja szerin-
ti sejtek Gram-negativ baktériumok (példaul Salmonel-
la, Yersinia, Haemophilus, Caulobacter, Agrobacte-
rium, Vibrio, stb.), melyek genomja szekvenalassal fel
van térképezve, és amelyekben megjosolhaté egy
yfcK-homoldég jelenléte. Még el6nydsebben, a széban
forgo sejt Salmonella nemzetségbe vagy Enterobacte-
riaceae csaladba tartozo sejt, még el6nydsebben
E. coli-sejt, legelényésebben E. coli W3110-torzsbe
tartozo sejt.

A talalmany szerinti sejt adott esetben a sejt vad ti-
pusaiban jelen 1év6 egy vagy tébb egyéb kromoszoma-
lis gén (példaul bakteridlis protedzokat kddold gének)
vonatkozasaban is hianyos lehet. Jol ismertek a protea-
zokban, illetve a proteazokat szabalyozo génekben hia-
nyos E. coli-torzsek [lasd példaul a WO 88/05821 sza-
mu nemzetkdzi kdzzétételi iratot (1988. 08. 11.); Chaud-
hury eés Smith: J. Bacteriol. 7160, 788-7931 (1984); Elish
és munkatarsai: J. Gen. Microbiol. 734, 1355-1364
(1988); Baneyx és Georgiou: ,Expression of proteolyti-
cally sensitive polypeptides in Escherichia coli” In: ,Sta-
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bility of Protein Pharmaceuticals”, 3. kétet, szerk.: Ahern
és Manning, 69-108. old., Plenum Press, New York,
(1992)].

Az ilyen proteazhidnyos tdrzsek némelyikét proteoli-
zisre érzékeny (és els6sorban gydgyaszati és kereske-
delmi szempontbdl fontos) peptidek hatékony eléallitasi
maodszereinek kidolgozasa soran alkalmaztak. Az
5508 192 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi le-
frasban tobb proteazhianyos és/vagy hésokkprotein-hia-
nyos bakteridlis gazdasejt létrehozasat tartak fel. Az
ilyen gazdasejtek k6zé egyszeresen, kétszeresen, ha-
romszorosan, illetve négyszeresen proteazhianyos bak-
tériumok és az egy proteazt tartalmazo baktériumok tar-
toznak, amelyek az rpoH-génben is hordoznak mutaciét.
A feltart protedazgének példai k6zé tartoznak a kovetke-
z6k: depP ompT ptr3, prc (tsp) és egy degP rpoH torzs,
amelyrdl leirtak, hogy E. coli-sejtekben a rekombinans
proteinek nagyobb mennyiségi termel&dését teszi lehe-
tévé. Park és munkatarsai [Biotechnol. Prog. 15, 164
(1999)] leirtak, hogy a két sejtburokprotedz génje (degP
prc) vonatkozasaban hianyos HM114-torzs valamivel
gyorsabban szaporodott és tobb fuziés proteint termelt,
mint az egyéb — tobb proteaz tekintetében hianyos — tor-
zsek. A talalmany szerinti sejtek az emlitett proteazgé-
nek koziil egy vagy tobb vonatkozasaban lehetnek hia-
nyosak, mely protedzgének kézil a kévetkezok elényd-
sek: a proteaz-lll-at kédolé kromoszomalis ptr3-gén,
OmpT-proteazt kédold kromoszomadlis ompT-gén
és/vagy DegP-proteazt kodold degP-gén. A torzsek a to-
nA- (fhuA-), phoA- ésivagy deoC-génekre nézve is hia-
nyosak lehetnek. A taldlmany szerinti sejt a degP-
és/vagy az fhuA-génre nézve hidnyos, még elénydseb-
ben genotipusa a kovetkezé: W3110 AfhuAA(argF-
lac)169 phoAAE15 deoC2 degP::kanR ilvG2096 AyfcK.

A talalmany egy kdévetkezd kiviteli alakja a talalmany
szerinti sejt szdmara heterolég polipeptidet kodold nuk-
leinsavat tartalmaz. Az ilyen nukleinsav barmely alkal-
mas maédszerrel bejuttathaté a sejtbe, elébnyésen — re-
kombinans expresszids vektor vagy homolég rekombi-
naci6 alkalmazasaval végzett — transzformacioval, leg-
elénydsebben vektorral végzett transzformacidval.

A talalmany céljaira alkalmas heteroldg polipepti-
dek kozé tartoznak a fentebb megadottak, valamint
azon proteinek és polipeptidek, amelyek els6 amino-
savként metionint, masodik aminosavként pedig fe-
nil-alanint tartalmaznak, tovabba azok, amelyek elsé
aminosavkeént fenil-alanint tartalmaznak (vagyis azok,
amelyek érett alakjukban kezdéaminosavként fenil-ala-
nint tartaimaznak; amelyekrél a kezdé metionin proteo-
litikus éresi folyamat eredmeényeként lehasitasra kerdilt;
és olyan pre-pro-proteinek, amelyekrél a szignalpeptid
lehasitasa kovetkeztében az érett protein N-terminali-
san fenil-alanin van jelen, mint példaul a human néve-
kedési hormon esetében). Ennek megfeleléen hetero-
I6g polipeptidként barmely olyan polipeptid alkalmaz-
hato, amely heteroldg a termeltetésére alkalmazott
baktériumsejt szamara, ha az érett alak vagy végter-
mék N-terminalisan fenil-alanin talalhato.

A fenil-alanin elhelyezkedésével szemben tamasz-
tott kovetelménynek megfelel6 human polipeptidek pél-
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dai a kovetkezo6k: kollagén alfa-2-lanc prekurzor,
T-sejt-fellileti glikoprotein cd3-delta-lanc prekurzor, inzu-
linprekurzor, integrin alfa-3 prekurzor, integrin alfa-5 pre-
kurzor, integrin alfa-6 prekurzor, integrin alfa-7 prekur-
zor, integrin alfa-e prekurzor, integrin alfa-m prekurzor,
integrin alfa-v prekurzor, integrin alfa-x prekurzor, fosz-
fatidil-kolin-szterol acil-transzferaz-prekurzor, limfocita-
funkcioval asszocialt antigén-3 prekurzora, interstitialis
kollagenaz prekurzora, neutrophil kollagenaz prekurzo-
ra, motilinprekurzor, neuropilin-1-prekurzor, vérlemez-
ke-aktivalé faktor acetil-hidrolaz-prekurzor, csontszialo-
protein-ll prekurzor, ndvekedési hormon valtozat prekur-
zor [Seeburg: DNA 1, 239-249 (1982)], szomatotropin-
prekurzor, kisméret(, indukalhaté a13-citokin-prekurzor,
kisméret(i, indukalhaté a27-citokin-prekurzor, kisméreti,
indukalhaté b11-citokin-prekurzor, tumornekrézisfak-
tor-receptor fécsalad 8. tagjanak prekurzora, thyrotropin
béta-lancanak prekurzora, vascularis endothelialis néve-
kedési faktor-c prekurzora, pre-pro-inzulin (lasd
BE 885196-A), HGH-V human névekedési hormon val-
tozat (lasd EP 839666—A), human proinzulin (lasd
4 431 740 szamu egyesilt allamokbeli szabadalmi le-
iras), AP-szignalpeptid és human ndvekedési hormon
(hGH), melyet a pAP-1-gén kédol (lasd EP 177343-A),
human novekedési hormon (hGF) prekurzora (lasd
EP 245138-A), human BMP (lasd EP 409472-A), hu-
man LFA-3 (CD58) protein (lasd DE 4008354-A),
human Il. tipust interleukin~1-receptor (lasd
EP 460846-A), csokkentett nephrotoxicitasu aprotinina-
naldg-6 (lasd WO 92/06111-A), csokkentett nephrotoxi-
citasu aprotininanalég-7 (lasd WO 92/06111-A), csok-
kentett nephrotoxicitasi aprotininanalég-8 (lasd
WO 92/06111-A), csokkentett nephrotoxicitdsu apro-
tininanaldg-10 (lasd WO 92/06111-A), csokkentett
nephrotoxicitast aprotininanalég-9 (WO 92/06111-A),
csOkkent nephrotoxicitasi aprotininanalég-11 (WO
92/06111-A), csokkentett nephrotoxicitasi aprotinina-
nalég-12 (WO 92/06111-A), csdkkentett nephrotoxicita-
sU aprotininanalég-13 (WO 92/06111-A), csdkkentett
nephrotoxicitast aprotininanalég-14 (WO 92/06111-A),
alfa-6A integrinalegység (WO 92/19647-A), alfa-6B in-
tegrinalegység (WO 92/19647-A), human LFA-3-pro-
tein (EP 517174-A), human plazma karboxi-peptidaz-B
(US 5206161-A), limfoblasztoid eredetli IL-1R
(WO 93/19777-A), human LFA-3 (JP06157334-A), lim-
focitaaktivalassal indukalt human receptor (ILA;
CA2108401-A), endothelsejt-protein-receptor (WO
96/05303-A1), human lecitin-koleszterin acil-transzferaz
(LCAT; WO 97/17434-A2), human oldhaté CD30-anti-
gén (DE 9219038-U1), human kisméreti CCN-szer(i
novekedési faktor (WO 96/39486-A1), human plazma
karboxi-peptidaz-B (US 5593674-A), human ndvekedé-
si hormon (WO 98/20035-A1), pKFN-864-plazmidfrag-
mens altal kédolt inzulinanalég (EP861851-A1), féem-
I6s-eredetli CXC-kemokin ,IBICK” polipeptid (WO
98/32858—-A2), human kisméretli CCN-szer{i ndvekedé-
si faktor (US5780263—-A), human plazma hialuronidaz
(hpHAse) aminosavszekvenciaja (W09816655-A1), hu-
man . tipust IL—1R-protein (US5767064—A), Homo sa-
piens CC365_40 klén protein (WO 98/07859-A2), hu-
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man novekedési hormon (US5955346-A), human old-
haté novekedési hormon receptor (US5955346-A), hu-
man CD30-antigén-protein (WO 99/40187-A1), human
neuropilin-1 (WO 99/29858-A1), human agyszovet-ere-
detli polipeptid (OMBO096-kién; WO 99/33873-A1),
human PRO285 Toll-protein (WO 99/20756-A2), hu-
man szekretalt peptid aminosavszekvenciaja (WO
99/11293-A1), human szekretalt protein aminosavszek-
venciaja (WO 99/07891-A1), human plazma karbo-
xi-peptidaz-B (PCPB) thr147 (WO 98/55645-A1), hu-
man MiG-béta kemokin-protein (EP887409-A1), human
szekrécios protein aminosavszekvenciaja (WO
2000/52151-A2), pWRG1630-plazmid altal kodolt hu-
man hGH/EGF fazids protein (US6090790-A),
3470865-0s cDNS-kl6n altal kddolt human szekretalt
protein (WO 2000/37634-A2), human monocitaeredetli
FDF03Delta™-protein (WO 2000/40721-A1), human
monocitaeredeti FDF03-S1-protein (WO
2000/40721-A1), human monocitaeredetii FDF03-
M14-protein (WO 2000/40721-A1), monocitaeredetii
FDF03-S2-protein (WO 2000/40721-A1), human szek-
retalt protein-2 (EP1033401-A2), human vascularis en-
dothelialis novekedési faktor-C pre-pro-alakja (WO
2000/21560-A1), human membrantranszport-protein
(MTRP-15; WO 2000/26245-A2), human vascularis
endothelialis ndvekedési faktor (VEGF)-C protein (WO
2000/24412-A2), huméan TANGO-191 (WO
2000/18800-A1), HKAEF92 interferonreceptor (WO
99/62934-A1), human alfa-10 integrinalegység (WO
99/51639-A1), human alfa-10 integrinalegység ,splice”
valtozata (WO 99/51639-A1), human delta-1-pir-
rolin-5-karboxilat reduktaz homolég (P5CRH,;
US6268192-B1), human novekedési/differencialédasi
faktor-6-szer(i protein (AMF10; WO 01/74897-A2), hu-
man transzporter és ioncsatorna-6 (TRICH-6)-protein
(WO 01/62923-A2), human transzporter és ioncsa-
torna-7 (TRICHy)-protein (WO 01/62923-A2), human
matrix metalloproteindz-1 (MMP-1)-protein (WO
01/66766—-A2), human matrix metalloproteinaz-8
(MMP-8)-protein (WO 01/66766-A2), human matrix
metalloproteinaz-18P (MMP-18P)-protein (WO
01/66766—-A2), human G-proteinhez kapcsolt receptor-6
(GPCRg)-protein (WO 01/81378-A2), human Zlec1-pro-
tein (WO 01/66749-A2), human matrix metalloproteinaz
(MMP)-szer(i protein (WO 01/57255-A1), human 15.
gén altal kodolt szekretalt HFXDI56-protein (WO
01/54708-A1), human 9. gén altal kodolt szekretalt
HTEGF16-protein (WO 01/54708-A1), human szekre-
talt protein-4 (SECP) (WO 01/51636-A2), human 20.
gén altal kodolt szekretalt HUSIB13-protein (WO
01/51504—A1), human 28. gén altal kddoit szekretalt HI-
SAQO4-protein (WO 01/51504-A1), human 35. gén altal
kodolt szekretalt HCNAH57-protein (WO 01/51504-A1),
human 17. gén altal kddolt szekretalt HBMCF37-protein
(WO 01/51504—-A1), human tumornekrézis-faktor (TNF)
altal stimulalt gén-6 (TSG-6)-protein (US6210905-B1),
FCTR10 (W0O200146231-A2), human 18. gén altal ko-
dolt szekretalt HFKHW50-protein (WO200136440-A1),
human 13. gén altal kodolt szekretalt HE8FC45-protein
(WO 00/77022-A1), human 32. gén altal kodolt szekre-
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talt HTLIF12-protein (WO 00/77022-A1), human 4. gén
altal kédolt szekretalt HCRPV17-protein (WO
01/34643-A1), human 23. gén altal kodolt szekretalt
HE80K73-protein (WO 01/34643-A1), human 4. gén
altal kédolt szekretalt HCRPV17-protein (WO
01/34643-A1), human 22. gén altal kdédolt szekre-
talt HMSFK67-protein (WO 01/32676—A1), human 22.
gén altal kodolt szekretdlt HMSFK67-protein (WO
01/32676—A1), human 19. gén altal kddolt szekretalt
HCRNF 14-protein (WO 01/34800-A1), human 6. gén
altal kodolt szekretalt HNEEB45-protein (WO
01/32687-A1), human 9. gén altal kodolt szekretalt
HHPDV90-protein (WO 01/32675-A1), human 1. gén al-
tal kodolt szekretélt B7-H6-protein (WO 01/34768-A2),
human 3. gén altal kédolt szekretalt HDPMS12-protein
(WO 01/34768-A2), human 13. gén altal kédolt szek-
retalt HRABS65-protein (WO 01/34768-A2), human
1. gén altal kodolt szekretalt HDPAP35-protein (WO
01/34768-A2), human 3. gén altal kédolt szekretalt
HDPMS12-protein (WO 01/34768-A2), human 17. gén
altal kodolt szekretalt HACCL63-protein (WO
01/34769-A2), human 10. gén altal kédolt szekretalt
HHEPJ23-protein (WO 01/34629-A1), human 5. gén
altal kodolt szekretalt HE9QN39-protein (WO
01/34626-A1), human 14. gén altal kédolt szekretalt
HCRNO87-protein; 104. azonositd szaml szekvencia
(WO 01/34626-A1), human 5. gén altal kodolt szekretalt
HE9QN39-protein (WO 01/34626-A1), human 14. gén
altal kodolt szekretalt HCRNO87-protein (145. azonosi-
t6 szaml szekvencia) (WO 01/34626-A1), human
4. gén aital kodolt szekretalt HSODEO4-protein (WO
01/34623-A1), human 6. gén altal kédolt szekretalt
HMZMF54-protein (WO 01/34623-A1), human 18. gén
altal kodolt szekretalt HPJAP43-protein (WO
01/34623—-A1), human 27. gén altal kddolt szekretalt
HNTSL47-protein (WO 01/34623-A1), human 27. gén
altal kodolt szekretalt HNTSL47-protein (WO
01/34623-A1), human 21. gén altal kdédolt szekretalt
HLJEAO1-protein (WO 01/34767—A2), human 25. gén
altal kédolt szekretalt HTIJNX29-protein (115. azonosito
szamu szekvencia) (WO 01/34627-A1), human 25. gén
altal kédolt szekretalt HTINX29-protein (165. azonosito
szamu szekvencia) (WO 01/34627-A1), human TAN-
GO-509 aminosavszekvencia (WO 01/21631-A2),
human TANGO-210-protein (WO 01/18016-A1), hu-
man rakkal 6sszefliggd protein-12 (WO 01/18014-A1),
human rakkal oOsszefiiggé protein-18 (WO
01/18014—A1), huméan B7—4 szekretalt (B7-4S)-protein
(WO 01/14557-A1), human B7-4 membrankotott
(B7-4M)-protein (WO 01/14557-A1), human B7—4 szek-
retalt (B7-4S)-protein (WO 01/14556—A1), human
B7-4 membrankétott  (B7-4M)-protein (WO
01/14556-A1), human DNAX 80 interleukin—valtozat
(WO 01/09176-A2), human lecitin-koleszterin acil-
transzferaz (LCAT; WO 01/05943-A2), human
PR01419-polipeptid aminosavszekvencidja (WO
00/77037-A2), human alfa-11 integrinldnc aminosav-
szekvencidja (WO 00/75187-A1), human A259 (WO
00/73339-A1), human csontvel6-eredetli peptid (WO
01/66558—-A1), human tumorasszocialt antigénhatasu
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169 (TAT169)-célprotein (WO 02/16602—-A2), human 3.
gén altal kodolt szekretalt HKZA035iD-protein (WO
02/18411-A1), human 3. gén Adltal kédolt szekretalt
HKZAQ35-protein (WO 02/18411-A1), human 11. gén
altal kodolt szekretalt HLYCK27-protein (WO
02/18435-A1), human INTG-1-protein (WO
02/12339-A2), human 15. gén altal kédolt szekretalt
HFPHAB80C-protein (70. azonositd szamu szekvencia)
(WO 02/16390-A1), human 15. gén altal kédolt szekre-
talt HFPHAB80-protein (94. azonosité szamu szekvencia)
(WO 02/16390-A1), human 2. gén altal kédolt szekretalt
HDQFU73-protein (69. azonositd szamu szekvencia)
(WO 02/24719-A1), human 8. gén altal kddolt szekretalt
HDPTC31-protein, 75. azonositd szamid szekvencia
(WO 02/24719-A1), human gene 2. gén altal kddolt
szekretalt HDQFU73-protein, 90. azonosité szamu
szekvencia (WO 02/24719-A1), human 6. gén altal ko-
dolt szekretalt HDPRJ60-protein, 95. azonositd szamu
szekvencia (WO 02/24719-A1), human 8. gén altal ko-
dolt szekretalt HDPTC31-protein, 99. azonosité szamu
szekvencia (WO 02/24719-A1), human 8. gén altal
kodolt szekretalt HDPTC31-protein, 100. azonosité sza-
mu szekvencia (WO 02/24719-A1), human proinzu-
lin-analég (WO 02/04481-A2), tumorasszocialt antigén-
hatasti TAT136-célprotein (WO 02/16429-A2), tumor-
asszocialt antigénhatasu célpolipeptid (TAT-136;
WO 02/16581-A2), human CD30-protein (WO
02/11767-A2), human 1R2-interteukin (IL—1R2)-protein
(WO 02/11767-A2), human G-proteinnel kapcsolt
receptor-7 (GPCR-7)-protein (WO 02/06342-A2), hu-
man G-proteinnel kapcsolt receptor-6a (GPCRG6a;
WO 02/08289-A2), human G-proteinnel kapcsolt recep-
tor-6b (GPCR6b; WO 02/08289-A2), human Il. tipusd
interleukin-1-receptor (WO 01/87328-A2), human
A259-polipeptid (WO 01/81414—-A2), human érfali
sejtadhéziés molekula-1 (VCAM1; US6307025-B1),
human érfali sejtadhéziés molekula-1b (VCAM1b;
US6307025-B1), human transzporterek és ioncsatornak
(TRICH)-6 (WO 01/77174-A2), és human protein-
modositasi és fenntartasi molekula-8 (PMMM-8;
WO 02/02603-A2).

A talalmany szerinti heteroldg polipeptidet Ggy allit-
juk eld, hogy (a) heteroldg polipeptidet kddold nuklein-
savat tartalmazo sejteket tenyésztink; és (b) a sejtek-
bél kinyerjuk a polipeptidet. A polipeptidet a sejt citop-
lazmajabdl, periplazmajabdl vagy tenyészté tapkoze-
gébol nyerhetjiik ki, elénydsen a periplazmabdl vagy a
tapkozegbdl. A tenyésztést elénydsen fermentorban
végezziik. A sejttenyésztést és a polipeptid termelteté-
sét jol ismert médon, szokvanyos paraméterek alkal-
mazasaval végezziik (lasd példaul az alabbiakban leirt
eljarasokat).

Ha az eléallitani kivant polipeptid a sejt citoplazma-
jaban termelédik, a sejtek feltarasa el6tti vagy utani in-
kubalasra nincs szilkség, bar novelheti a hasitott poli-
peptid képz&désének hatékonysagat. Ha a kivant poli-
peptid a periplazmaba vagy a tenyészté tapkozegbe
valasztédik ki, legalabb kb. 1/2 6ras inkubalast ajanla-
tos végezni. A periplazmaba kivalasztddott polipepti-
dek kinyerésének elényds mddszere szerint a sejteket
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— példaul nagyobb mennyiség esetén homogenizator-
ban, ,French” présben vagy mikrofluidizaléberende-
zésben, mig kisebb mennyiség esetén ultrahangos ke-
zeléssel — feltarjuk, majd lizatumot készitiink, amelybél
ép polipeptid tisztithaté. A lizatumot a tisztitasi lépés
elétt inkubalasnak vetjiik ala. Az inkubalast alkalmas
hémérsékleten, elénydsen szobahdmérsékleten vagy
még alacsonyabb hémérsékieten, legalabb kb. egy 6ra
hosszat, elénydsebben kb. 2-50 éran at végezzik. Az
eljaras szempontjabél elényds polipeptideket és seijtti-
pusokat fentebb ismertettiik.

A polipeptid N-terminalis aminosava lehasitasanak
megakadalyozasara ugy jarunk el, hogy a polipeptidet
kdédold nukleinsavat tartalmazé sejtet a nukleinsav ex-
presszidjat eldsegitd feltételek mellett tenyésztjiik. Az
ilyen tenyésztési feltételek szakember szamara jol is-
mertek. Elénydsen a polipeptidet a folyamat végén ki-
nyerjiik a sejtbdl.

Forditott esetben a hasitott polipeptidet kell meg-
tisztitani a nem hasitott (szennyezésként jelen 1évd)
polipeptidtél. Ennek megfeleléen a polipeptidet
b2324-aminopeptidaz-proteinnel érintkeztetjik, eld-
nyosen oly moédon, hogy a polipeptidet a b2324-ami-
nopeptidaz-proteinnel egyiitt inkubaljuk. A hasitott po-
lipeptid eldallitasanak egy masik eljarasa soran — az
alkalmazott sejtekre nézve endogén vagy heteroldg —
yfcK-gént hordozo baktériumsejteket tenyésztink,
mely baktériumsejtek megfelel, nem hasitott (N-ter-
minalisan hozzaadott aminosavat tartalmazé) polipep-
tidet kédold nukleinsavat tartalmaznak, és a tenyész-
tést olyan feitételek mellett végezzik, amelyek el6se-
gitik az yfcK-gén expresszidjat vagy tulzott mértéki
expressziodjat, valamint a nem hasitott polipeptidet ké-
doldé nukleinsav expresszidjat, és ha a nem hasitott
polipeptid és a b2324-aminopeptiddz-protein az exp-
resszaltatds utdn nem érintkezik egymassal, a nem
hasitott polipeptidet érintkeztetjiik a b2324-aminopep-
tidaz-proteinnel, el6allitva ezaltal a hasitott polipepti-
det.

Elénydsen olyan polipeptidet hasitunk, amely a sej-
tek szempontjabol heteroldég, még elénydsebben,
amely a fentebb felsorolt kategériak valamelyikébe tar-
tozik. Az eljarasban elénydsen a fentebb megadott
sejttipusok valamelyikét alkalmazzuk. Az yfcK-gének
vektor alkalmazasaval juttathatok be a gazdaseijtbe, il-
letve a sejt szamara endogének lehetnek. A gazdasej-
tekben az yfcK-gén — a polipeptidet kddold nukleinsav-
hoz viszonyitva — elénydsen tulzott mértékben
expresszalodik, ami kedvez az enzimatikus hasitasi
reakcionak.

A nem hasitott polipeptidet a b2324-aminopepti-
daz-proteinnel torténé érintkezés elétt kinyerjik a sej-
tekbdl, melynek soran a sejteket (fentebb emlitett tech-
nikak alkalmazasaval) feltarjuk, majd emésztjik. Az
emésztés utan a nem hasitott polipeptidet elény6sen
b2324-aminopeptidaz-proteinnel inkubaljuk, lehasitva
ezaltal az N-terminalis aminosavat, és a hasitott poli-
peptidet az inkubalt lizatumbdl tisztitjuk. A lizatumot kb.
20-40 °C-on legalabb kb. egy déran at, még elénydseb-
ben kb. 30-40 °C-on kb. 2-50 6ran &t inkubaljuk.
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1. Nem hasitott polipeptid termeltetése és kinyerése

A) Nukleinsav inszertalasa replikaciora képes

vektorba

A polipeptidet kddold nukleinsavként, alkalmas moé-
don, tetszéleges forrasbol szarmaz6 cDNS vagy geno-
mi DNS alkalmazhaté, feltéve, hogy kddolja a kivant
polipeptide(ke)t.

A heterolég nukleinsavat (példaul cDNS-t vagy ge-
nomi DNS-t) baktériumsejtekben torténé expresszalta-
tasa céljabol (megfelelé promoter szabalyozasa alatt)
replikaciora képes vektorba inszertaljuk. Erre a célra
szamos vektor alkalmas; a megfelel6 vektor kivalaszta-
sa elsésorban az inszertaini kivant nukleinsav méretétél
és a vektorral transzformalni kivant gazdaseittd! fligg.
A vektorok, a konkrét gazdaseijttl flggben (amellyel
kompatibilisak), kilénb6zé komponenseket tartaimaz-
nak. A vektorok, tobbek kozott, a kovetkezé komponen-
seket tartalmazhatjak: szignalszekvencia, replikacids
kezdShely, egy vagy tobb markergén, promoter és
transzkripcids terminacids szekvencia.

A replikont és — a gazdasejttel kompatibilis fajbdl
szarmazé — szabalyozoszekvenciakat tartalmazo plaz-
midvektorokat altaldaban E. coli gazdasejtekben alkal-
mazzuk. A vektor rendszerint tartalmaz egy replikacios
helyet, valamint markerszekvencidkat, amelyek lehet6-
vé teszik a transzformalt sejtek fenotipuson alapulé
szelektalasat. Példaul E. coli-sejtek transzformalasara
altalaban pBR322-plazmidot alkalmaznak, amely egy
E. coli+torzsb6l szarmazik [lasd példaul Bolivar és mun-
katarsai: Gene 2, 95 (1977)]. A pBR322-plazmid ampi-
cillin- és tetraciklinrezisztencia-gént tartalmaz, ezaltal
egyszer(i modjat biztositja a transzformalt sejtek azo-
nositasanak. A pBR322-plazmid (mas bakteridlis plaz-
midokhoz vagy fagokhoz hasonldan) altalaban olyan
promotereket tartalmaz, amelyek E. coli gazdasejtek-
ben alkalmasak a szelektdlhaté markergének ex-
pressziéjanak szabalyozasara.

(i) Szignalszekvencia-komponens

A Kivant polipeptidet kodold DNS nemcsak kdzvet-
leniil expresszaltathaté, de mas polipeptiddel (elényd-
sen szignalszekvenciaval vagy egyéb, az érett polipep-
tid N-terminalisan specifikus hasitasi helyet tartalmazé
polipeptiddel) képzett fuzios polipeptid létrehozasara is
felhasznalhatd. A szignalszekvencia altalaban a vektor
komponense, de lehet a polipeptidet kédold — vektorba
inszertalt — DNS része is. Heterolog szignalszekven-
ciaként elébnydsen olyan szekvenciat alkalmazunk,
amelyet a gazdasejt képes felismerni és feldolgozni
(azaz szignalpeptidazzal lehasitani).

Bakterialis gazdasejtek esetében, amelyek nem is-
merik fel a természetes vagy eukariota polipeptid szig-
ndlszekvenciajat, azt megfeleld prokariota szignalszek-
venciaval helyettesitjuk. Az alkalmas prokariéta szig-
nalszekvenciak kozé tartozik az alkalikus foszfataz, pe-
nicillinaz, lpp vagy a hdstabil enterotoxin-Il vezetészek-
venciaja.

(i) Replikécios kezdShely komponens

Az expresszids vektorok tartalmaznak olyan nuk-
leinsavszekvenciat, amely lehetévé teszi a vektor egy
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vagy tobb kivalasztott gazdasejtben torténd replikacid-
jat. Az ilyen szekvenciak kilonféle baktériumok eseté-
ben jol ismertek. A pBR322-plazmid replikaciés kezdd-
helye a legtobb Gram-negativ baktériumban (igy
E. coli-ban is) alkalmazhaté.

(iii) Szelekcios gén komponens

Az expresszids vektorok altalaban tartalmaznak
szelekcios gént (mas néven szelektalhaté markert) is.
A szelekciés gén olyan proteint kédol, amely nélkiiloz-
hetetlen a szelektiv tapkézegen tenyésztett, transzfor-
malt gazdasejtek életben maradasahoz vagy szaporo-
dasahoz. A szelekciés gént tartalmazo vektorral
transzformalt gazdasejtek az ilyen tapkézegben nem
maradnak életképesek. Az ilyen szelektalhaté marker
nem azonos a talalmany értelmében alkalmazott gene-
tikai markerekkel. A jellemzé szelekciés gének olyan
proteineket kédolnak, amelyek (a) antibiotikumokkal
vagy egyeb toxinokkal (példaul ampicillin, neomicin,
methotrexat vagy tetraciklin) szembeni rezisztenciat
biztositanak; (b) auxotrof deficienciakat egészitenek ki
[kivéve azokat, amelyeket a genetikai marker(ek) jelen-
léte okoz]; vagy (c) komplex tapkdzegben nem talalha-
t6, kulcsfontossagu tapanyagokat biztositanak (példaul
Bacillus-ok esetében a D-alanin racemaz).

A szelekcios rendszerek egyik példaja a gazdaseijt
szaporodasat gatlé hatéanyag alkalmazasan alapul.
A heterolog génnel sikeresen transzformalt sejtek
olyan proteint termelnek, amely drogrezisztenciat biz-
tosit, s ezaltal ezek a sejtek a szelekciot kovetéen élet-
ben maradnak. Az ilyen dominans szelekci6 példaiként
a neomicin [Southern és munkatérsai: J. Molec. Appl.
Genet. 1, 327 (1982)], a mikofenolsav [Mulligan és
munkatarsai: Science 209, 1422 (1980)] és a higromi-
cin alkalmazasa [Sugden és munkatarsai: Mol. Cell.
Biol. 5, 410 (1985)] emlithets. E harom esetben euka-
ridtaszabalyozas alatt bakterialis géneket alkalmaznak,
melyek G418-cal vagy neomicinnel (geneticin),
xgpt-vel (mikofenolsav), illetve higromicinnel szembeni
rezisztenciat kdzvetitenek.

(iv) Promoterkomponens

A kivant polipeptid termeltetésére alkalmas ex-
presszios vektor megfeleld promotert is tartalmaz,
amelyet a gazdaorganizmus felismer, és amely a kér-
déses polipeptidet kédold nukleinsavhoz mikddéképe-
sen kapcsolddik. A prokaridta gazdasejtekben alkal-
mazhato promoterek kdzé tartoznak a B-laktamaz és
laktéz promoterrendszerek [Chang és munkatarsai:
Nature 275, 615 (1978); Goedde! és munkatarsai: Na-
ture 281, 544 (1979)]; az arabindz promoterrendszer
[Guzman és munkatarsai: J. Bacteriol. 174, 7716
(1992)]; alkalikus foszfataz, triptofan (irp) promoter-
rendszer [Goeddel: Nucleic Acids Res. 8, 4057 (1980)
és EP 36 776 szamU eurdpai szabadalmi leiras], vala-
mint hibrid promoterek, mint példaul a tac-promoter
[deBoer és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80, 21 (1983)], azonban egyéb ismert bakterilis
promoterek is alkalmazhatok. Az ilyen promoterek nuk-
leotidszekvencidja jol ismert, igy szakember szamara
nem okoz gondot ezek kivant polipeptidet kddolé
DNS-hez torténd ligalasa [Siebenlist €s munkatarsai:
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Cell 20, 269 (1980)], melynek soran — a szikséges
restrikcids felismerési helyek biztositdsa érdekében —
megfelel6 kapcsoldszekvencidk vagy adapterszekven-
ciak alkalmazhaték.

A bakterialis rendszerekben alkalmazhaté promote-
rek rendszerint — az adott polipeptidet kodolé DNS-hez
miikédéképesen kapcsolva — Shine-Dalgarno (S.
D.)-szekvenciat is tartalmaznak. A promoter restrikcids
enzimes emésztéssel hasithatd ki a bakteridlis forras
DNS-bél, majd a kivant DNS-t tartalmazé6 vektorba in-
szertalhato.

(v) Vektorok elballitasa és analizise

A fentebb felsorolt komponensekbdl egyet vagy
tobbet tartalmazé vektorok elGallitasa soran standard
ligalasi technikakat alkalmazunk. Az izolalt plazmidokat
vagy DNS-fragmenseket hasitjuk, megfeleld méretire
alakitjuk, majd kivant formaban ismét egymashoz ligal-
va a tervezett plazmidokat hozzuk létre.

Az igy eléallitott plazmidok megfelel6 szekvenciaja-
nak ellenérzése céljabol a ligalasi eleggyel E. coli
K—12 294-es torzset (ATCC 31446) vagy mas torzse-
ket transzformalunk, és a sikeres transzformansokat,
alkalmas modon, ampicillin- vagy tetraciklinreziszten-
cia alapjan szelektaljuk. A transzformansokbdl plazmi-
dokat allitunk el8, azokat restrikcids endonukledzos
emésztéssel analizaljuk, és/vagy Sanger és munkatar-
sai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 (1977)] vagy
Messing és munkatarsai [Nucleic Acids Res. 9, 309
(1981)] vagy Maxam és munkatarsai [Methods in Enzy-
mology 65, 499 (1980)] eljarasaval szekvenaljuk.

B) Gazdasejtek szelektalasa és transzformalasa

Ahogy fentebb emlitettiik, az yfcK-gén vonatkoza-
saban hianyos sejtként szamos Gram-negativ bakté-
riumsejt alkalmazhato (példakat lasd fentebb). Kiindu-
lasi gazdatorzsként elényosen alkalmazhatd az E. coli
W3110-térzs, mivel széles korben alkalmazzak rekom-
binans DNS-termékek fermentacidos gazdatoérzseként.
A taldlmany elényds megvalositasi modjai értelmében
a gazdasejt minimalis mennyiségben valaszthat ki pro-
teolitikus enzimeket. Példaul a W3110-térzs ugy médo-
sithato, hogy proteineket kodold génjeiben mutécid ko-
vetkezzen be. A gazdatérzsekként alkalmazhaté E. co-
li-térzsek példait (genotipusuk feltiintetésével) az alab-
bi tdblazatban soroljuk fel.

Toérzs Genotipus
W3110 K-12 F-lambda- IN (rrnD-rrE)1
1A2 W3110 AfhuA vagy W3110 tonAA

7C1 W3110 AfhuA A(arg-F-lac) 169 phoAAE15

9E4 W3110 AfhuA ptr3

16C9 W3110 AfhuA A(arg-F-lac)169 phoA-
AE15 deoC2

23E3 W3110 AfhuA A(arg-F-lac)169 phoA-
AE15 deoC2 degP::kanR

27A7 W3110 AfhuA ptr3 phoA-
AE15 A(argF-lac)169
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Tablazat (folytatas)

Toérzs Genotipus

27C6 W3110 AfhuA

ptr3 phoAA15 A(argF-lac)169 AompT

27C7 W3110 AfhuA pitr3 phoA-
AE15 A(argF-lac)169 AompT degP41

(Apsti-kanR)

W3110 AfhuA
A(arg-F-lac)169 phoAA15 deoC2
degP:kanR ilvG2096

33B6

33D3 W3110 AfhuA ptr3 laclq lacL.8 AompT

degP41 (Apstl-kanR)

36F8 W3110 AfhuA
phoAA15 A(argF-lac) 169 ptr3 degP41

(Apsti-kanR) ilvG2096R

37D6 W3110 tonAA
ptr3 phoAA15 A(argF-lac)169 ompTA

degP41kan’ rbs7A ilvG

40B4 Nem kanamicinrezisztens degP delécios

mutaciot hordozo 37D6-térzs

40G3 W3110 tonAA phoA-
AE15 A(argF-lac)169 deoC AompT
degP41 (APstl-karr) ilvG2096R

phn(EcoB)

W3110 AfhuA ptr3 phoA-
AE15 A(argF-lac)169 AompT degP41
(APst1-kanR) ilvG2096R

W3110 AfhuA A(argF-lac)169 AompT
ptr3 phoAAE15 degP41 (APst1-kanS)
ilvG2096R

43D3

43E7

44D6 W3110 AfhuA
ptr3 A(argF-lac)169 degP41

(Apst1-kanS)AompT ilvG2096R

W3110 AfhuA

ptr3 AargF-lac)169 degP41 (Apst1-kanS)
AompT phoS* (T10Y) ilvG2096R

W3110 AfhuA

ptr3 A(argF-lac)169 degP41 (Apst1-kanS)
AompT ilvG2096R phoS* (T10Y)
Acyo::kanR

45F8

45F9

Szintén alkalmasak a 36F8-torzs létrehozasanak
koztes termékei, vagyis a 27B4 (lasd az 5 304 472 sza-
mu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirast) és a 35E7
(amely egy spontan hémérséklet-rezisztens koléniaizola-
tum, mely a 27B4-t6rzsnél jobb névekedésii). Egy tovab-
bi alkalmas torzs a mutans periplazmikus protedz(oka)t
tartalmazd E. coli-térzs, melyet a 4 946 783 szama
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirdsban tartak fel.

A talalmany szerinti mutans sejt az yfcK-gén szil6i
sejtbe térténd kromoszomalis integralasaval vagy mas
technikak alkalmazasaval hozhatok létre (ideértve a
példakban leirt modszereket).

A polipeptidet kodolé nukleinsavat a gazdasejtekbe
inszertaljuk. A nukleinsavat barmely alkalmas médszerrel
(példaul kivant polipeptidet kédold expresszios vektorral
torténd transzformacioval) bejuttathatiuk a megfelelé
baktériumsejtbe. A transzforméci6 soran a DNS-t egy or-
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ganizmusba juttatjuk be oly médon, hogy a DNS - extra-
kromoszomalis elemként vagy a gazdasejt kromoszéma-
jaba integralédva — replikaciéra képes legyen. A transz-
formaciot — az alkalmazott gazdasejttdl fiiggéen — stan-
dardtechnikdk alkalmazasaval hajtiuk végre. Prokariota
sejtek és mas, jelentds sejtfalgatakat tartalmazé sejtek
esetében altaldban a kalcium-kloridos kezelés alkalmaz-
hato [lasd Sambrook és munkatarsai ,Molecular Cloning:
A Laboratory Manual” cimii miivének (New York, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989) 1.82 szakaszat].
Egy masik technika a polietiléngliko/DMSO alkalmaza-
saval végzett transzformacié {lasd Chung és Miller: Nuc-
leic Acids Res. 16, 3580 (1988)]. Egy tovabbi eljaras az
elektroporacié néven ismert technika.

A polipeptidet kédol6é gén E. coli gazdasejtgenom-
ba toérténé inszertalasaval végrehajtott transzformacio
egyik példaja szerint a transzformalasra alkalmazand¢
vektorba E. coli genomi DNS-ében taldlhaté szekven-
ciaval komplementer DNS-szekvenciat foglalunk, és az
E. coli-sejtek e vektorral torténd transzfektalasa a ge-
nommal homoldg rekombinaciot és a polipeptidet ko-
dolé gén inszerciojat eredményezi. A nukleinsavat el6-
nydsen oly modon inszertaljuk az E. coli genomjaba,
hogy a gazdasejteket a fentebb leirt expresszios vekto-
rokkal transzformaljuk, majd hagyomanyos — a kiién-
b6z8 promoterek indukalasahoz megfeleléen médosi-
tott — tapkbzegben tenyésztjik.

C) A gazdasejtek tenyésztése

A kivant polipeptid termeltetésére kivalasztott pro-
kariota sejteket megfelelé tapkdzegben, |ényegében
Sambrook és munkatarsai (lasd fentebb) leirasa sze-
rint tenyésztjik.

Egy expresszalt vagy tulzott mértékben expresszalt
géntermék szekrécidjanak eldidézése céljabol a gaz-
dasejtet a géntermék szekréciojahoz alkalmas feltéte-
lek mellett tenyésztjiik. Az ilyen tenyésztési feltételek
mérséklet, tapanyagellatas és sejtsliriség. Idesorolha-
ték tovabba azok a feltételek, amelyek mellett a sejt ké-
pes az olyan alapveté cellularis funkcidk végrehajtasa-
ra, mint a transzkripcid, transziacié és a proteinek egyik
cellularis kompartmentbdl masikba torténd szallitasa.

Alkalikus foszfataz promoter alkalmazasa esetén a
talaimany szerinti polipeptid termeltetésére kivalasztott
E. coli-sejteket megfelel6 tapkozegben tenyésztjiik,
amely biztositja az alkalikus foszfataz promoter részie-
ges vagy teljes indukcidjat (lasd példaul Sambrook és
munkatarsai fentebb idézett mivét). A tenyésztést
soha nem szervetlen foszfat hianyaban vagy foszfat-
hianyos feltételek mellett végezzuk. A tapkbzeg kez-
detben olyan mennyiségben tartalmaz szervetien fosz-
fatot, amely a baktérium szaporodasahoz elégséges, a
proteinszintézis indukalasahoz sziikséges koncentra-
ciénal azonban nagyobb. Ahogy a sejtek szaporodnak
és felhasznaljak a foszfatot, a tapkézegben csokkenni
kezd a foszfatkoncentracid, ami a polipeptid szintézisé-
nek indukcidjat eredményezi.

A szén-, nitrogén- és szervetlen foszfatforras mel-
lett az egyéb szilkséges tapkozeg-6sszetevok megfe-
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lelé koncentraciékban — énmagukban vagy egyéb
Osszetevokkel vagy tapkdzeggel alkotott elegyként
(példaul komplex nitrogénforrasként) — a tapkézeghez
adhatok. A tapkézeg pH-ja, elssorban az atkaimazott
gazdaszervezettdl fliggéen, 5 és 9 kdzotti érték lehet.
Indukalhatd promoter alkalmazasa esetén a sejte-
ket, az indukcié bekdvetkezése érdekében, rendszerint
egy adott optikaidenzitas-érték (példaul nagy sejtsiri-
ségi fermentécidé esetén kb. 200-as Agsg-érték) eléré-
séig tenyésztjiik, amely pontnal az indukciot beinditjuk
(példaul indukalészer hozzaadasaval, a tapkézeg egy
komponense koncentracidjanak lecsékkentésével
stb.), mialtal a kérdéses polipeptidet kédolé gén ex-

D) Az expresszio detektalasa

Egy mintaban a génexpressziét kdzvetlenll, pél-
daul hagyomanyos Southern-blot-analizissel, az
mRNS transzkripcidjanak mennyiségi meghatarozasat
lehetdvé tevd Northern-blot-analizissel [lasd Thomas:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5201 (1980)], ,dot-blot”
analizissel (DNS-analizis) vagy — a polipeptid szekven-
cidjan alapulé, megfelelé médon jelolt proba alkalma-
zasaval végzett — in situ hibridizacioval mérhetjik.
A probak jelblésére kiilonbdzé jeldldk alkalmazhatok,
leggyakrabban radioaktiv izotopok, elsésorban 32P-izo-
top. Mindazonaltal egyéb technikak is alkalmasak le-
hetnek; példaul a polinukleotidba biotinnal modositott
nukleotidok épithetdk be, ahol is a biotin az avidin vagy
antitestek (melyek kilonféle jelolokkel, példaul radio-
nuklidokkal, fluoreszcens jel6lékkel, enzimekkel és ha-
sonldkkal jelélhetdk) kotShelyeként szolgal. Mas mo-
don, a protein kimutatasara megfelelé vizsgalati eljara-
sok vagy gélek alkalmazhatdk.

Az expresszalt vagy talzott mértékben expresszalt
eljarasok szakember szamara jol ismertek. Miutan a te-
nyészté tapkdzeget — példaul centrifugalassal vagy
szliréssel — elvalasztottuk a gazdasejtektdl, a génter-
méket (annak ismert, jellemz$ tulajdonségainak ki-
hasznalasaval) a sejtmentes tapkdzegben vagy a sejt-
tenyészetben detektéljuk. Az ilyen tulajdonsagok kdzé
tartoznak az immunoldgiai, enzimatikus vagy fizikai sa-
jatsagok.

Példaul ha egy talzott mértékben expresszalodé
géntermék egyedi enzimaktivitas kifejtésére képes, a
gazdasejtek tenyészté tadpkdzegében vagy a kivont
sejtlledékben ilyen aKtivitdas meghatarozasara alkal-
mas tesztet végezhetiink. Ezen tulmenden, ha egy
adott géntermék ellen reaktiv antitestek alinak rendel-
kezésre, azok felhasznalhatk a géntermék barmely is-
mert immunoldgiai teszttel torténd kimutatasara [lasd
példaul Harlowe és munkatarsai: ,Antibodies: A Labo-
ratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
New York (1988)].

Ha a géntermék szekretalddik, olyan tesztek alkal-
mazasaval is kimutathatd, amelyek a polipeptideket jel-
lemz fizikai tulajdonsagaik (péidaul molekulatdmegiik)
alapjan kulonboztetik meg. A géntermék fizikai sajatsa-
gainak detektalasa céljabdl a gazdasejt altal djonnan
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termelt valamennyi polipeptidet megjeldljik (példaul ra-
dioaktiv izotoppal). A gazdasejtben termeléddétt poli-
peptidek jelélésére alkalmas radioaktiv izotdpok jellem-
z6 példai kozé tartozik a tricium (3H), a 14C, 3°S stb.
Példaul a gazdasejteket 35S-metionint vagy 3°S-cisz-
teint tartalmazé tapkodzegben tenyészthetjiik, és a
353-izotdp jelentés mennyiségben elsésorban az Gjon-
nan szintetizalt polipeptidekbe (kéztlik a tulzott mérték-
ben termel3d6 heterolog polipeptidbe) épiil be. Ezt ko-
vetben a 35S-izotdpot tartalmazo tenyészts tapkozeget
eltavolitjuk, a sejteket ledblitjik, majd friss, nem radio-
aktiv tenyésztd tapkdzegbe helyezzik at. A sejteket a
elegendd ideig és megfeleld feltételek melleft a friss
tapkézegben tartjuk, majd a tenyészt6 tapkozeget
Osszegyljtjik és elkulonitjiuk a gazdasejtektdl. A te-
nyésztd tapkdzegben vagy a sejtiiledékben Iévo szek-
retait, jeldlt polipeptid molekulatdmegét ismert modsze-
rekkel (példaul poliakrilamid-gélelektroforézissel) hata-
rozhatjuk meg. Az ilyen modszerek és/vagy a szekre-
talt géntermék kimutatasara alkalmas egyéb eljarasok
leirasat illetéen lasd ,Gene Expression Technology”,
Methods in Enzymology 185. szam, szerk.: Goeddel,
D. V., Academic Press (1990); valamint Sambrook és
munkatarsai fentebb idézett mivét.

E) Polipeptidek kinyerése/tisztitasa

A polipeptidet, termelédése utan, barmely alkalmas
modszerrel kinyerhetjiik a sejtbdl. A konkrét modszert
példaul atté! fliggben valasztjuk ki, hogy a polipeptidet
a sejt mely részébdl kell kinyerni. A polipeptid kinyeré-
se térténhet a sejt citoplazmajabdl, periplazmajabdl
vagy tenyésztd tapkdzegébdl. A polipeptidet elénydsen
a periplazmabdl vagy a tenyésztd tapkozegbd! — szek-
retélt polipeptid formajaban — nyerjik ki. A termel6dott
polipeptidet rekombinans sejtproteinekbdl vagy poli-
peptidekbdl tisztitjuk, mialtal olyan készitményeket ka-
punk, amelyek a kérdéses polipeptid vonatkozasaban
Iényegében homoldgok. Elsé 1épésként a tenyészté
tapkozeget vagy lizatumot a szemcsés sejttormelék el-
tavolitasa céljabdl lecentrifugaljuk, majd — ha sziiksé-
ges — a membranfrakciot és az oldhaté proteinek frak-
cidjat elvalasztjuk. A polipeptidet az oldhato proteinek
frakciojabol és a lizatum membranfrakcidjabdl tisztit-
hatjuk, attdl fiiggéen, hogy a szdéban forgé polipeptid
membrankdétott, oldhatd vagy aggregalt alakban van je-
len. Ezt kdvetben a polipeptidet szolubilizaljuk, és — ha
szilkséges — visszaalakitjuk harmadlagos szerkezetét
(,refolding”), majd megtisztitjuk a szennyezésként jelen
iévé oldhatd proteinektdl és polipeptidektdl. A tisztitasi
folyamatbdl kihagyhatdk a hasitott polipeptid szennye-
zések elegybdl torténd eltavolitasanak jellemzé Iépé-
sei, mivel a sejtekben aminopeptidaz nincs jelen. Az
egyik elényds megvaldsitasi mod szerint aggregalt po-
lipeptidet izoldlunk, majd egyidejlileg szolubilizalasi és
Jrefolding” 1€pést hajtunk végre (lasd az 5 288 931 sza-
mu egyestlt allamokbeli szabadalmi leirast).

Kildndsen elényosen a polipeptid kinyerését Ggy
hajtiuk végre, hogy a sejtet (a fentebb emlitett techni-
kak alkalmazasaval) feltarjuk, majd az ép, nem hasitott
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polipeptidet a kapott lizatumbal tisztitjuk, melyet eléze-
tesen inkubalasnak vetiink ala. Az inkubalast elényo-
sen kb. 20-25 °C-on legalabb kb. egy 6ra hosszat, el6-
nydsebben szobahémérsékleten kb. 2-50 6ra hosszat,
még elénydsebben szobahémérsékleten kb. 2-50 ora
hosszat, legeldnydsebben szobahémérsékleten kb.
20-30 oran at folytatjuk.

A polipeptidek tisztitasara alkalmas tisztitasi eljara-
sok jellemz6 példai a kdvetkezék: immunaffinitasi vagy
ioncserélé osziopon végzett frakcionélas; etanolos pre-
cipitacio; reverz fazisi, nagy teljesitményl folyadék-
kromatografia (HPLC); szilikagél- vagy ioncserélé kro-
matografia (példaul DEAE-gyanta alkalmazasaval),
kromatofokuszalas; SDS-PAGE; amménium-szulfatos
precipitacio; és géffiltracié, példaul Sephadex G-75™
oszlopok alkalmazasaval.

Il. A hasitott polipeptid elballitasa és kinyerése

Ezen alternativ eljaras soran a polipeptidet — N-ter-
minalis aminosavanak lehasitasa céljabdl — kdzvetle-
nil b2324-aminopeptidaz-polipeptiddel érintkeztetjlik,
amit tobbféle médon hajthatunk végre. Példaul a hasi-
tani kivant polipeptidet kb. 2040 °C-on, el6ny0sen
30-40 °C-on, kb. 50 ¢éraig terjedd idétartamban (el6-
nydsen 1-45 6ra hosszat) inkubaljuk a b2324-amino-
peptidazzal. E megoldas egy elényds megvaldsitasi
maodja értelmében eljarast tarunk fel hasitott polipeptid
eléallitasara, melynek soran yfcK-gént hordozé bakte-
riumseijteket tenyésztiink, mely baktériumsejtek megfe-
lel, nem hasitott (N-terminalisan hozzaadott aminosa-
vat tartalmazo) polipeptidet kddold nukleinsavat tartal-
maznak, és a tenyésztést olyan feltételek mellett vé-
gezziik, amelyek elésegitik az yfcK-gén expresszidjat
vagy talzott mértéki expresszidjat, valamint a nem ha-
sitott polipeptidet kddold nukleinsav expresszidjat. Ha
a nem hasitott polipeptid és a b2324-aminopepti-
daz-protein az expresszaltatas utan nem érintkezik
egymassal, a nem hasitott polipeptidet érintkeztetjik a
b2324-aminopeptidaz-proteinnel, eléallitva ezéltal a
hasitott polipeptidet. A polipeptid és az aminopeptidaz
érintkeztetését elénydsen a leirasban ismertetett felté-
telek mellett végezzilk, és a tenyésztést fermentorban
hajtjuk végre.

Célszerlien a polipeptid az alkalmazott sejtekre néz-
ve heterolég, elénydsen eukarita, még el6nydsebben
emi@seredet( (elsGsorban human) polipeptid. Az eljaras
soran gazdasejtként elény6sen Salmonella nemzetség-
be vagy Enterobacteriaceae csaladba tartozé sejteket,
még elénydsebben E. coli-sejteket, legel6nydsebben
E. coli W3110-torzset alkalmazunk. Elényds tovabba,
ha a sejt legalabb egy proteazt kddolé génjére (példaul
degP és/vagy fhuA) nézve hianyos.

A tenyésztést olyan feltételek mellett is végezhet-
juk, amelyek az yfcK-gén tulzott mértékii expressziojat
teszik lehetévé. Az yfcK-gén a baktériumsejtekre néz-
ve nativ vagy — ilyen gént hordoz6 vektorral végzett
transzformacié eredményeként — a sejtbe bejuttatott
gén lehet.

Ugy is eljarhatunk, hogy a nem hasitott polipeptidet
a b2324-aminopeptidaz-proteinnel térténd érintkezés
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el6tt kinyerjiik a sejtekbdl, és a nem hasitott polipepti-
det a sejt periplazmajabdl vagy tenyészté tapkozegé-
bél vonjuk ki. Az egyik megvalositasi médban a sejte-
ket (fentebb emlitett technikak alkalmazasaval) feltarva
sejtlizatumot hozunk létre, amelyhez hozzaadjuk az
aminopeptidazt, majd a hasitott polipeptidet a lizatum-
bol tisztitjuk. Ebben az esetben a lizatumot elénydsen
a tisztitasi lépés el6tt inkubaljuk az aminopeptiddzzal.
Tovabbi lehetéség az, hogy a lizatumot — a tisztitasi 1é-
pés el6tt — kb. 2040 °C-on legalabb kb. egy 6ran ét,
még elénydsebben kb. 30—40 °C-on kb. 2-50 dran at
inkubaijuk, még elénydsebben kb. 30-40 °C-on kb.
5-45 o6ra hosszat, legelénydsebben kb. 35-38 °C-on
kb. 20-30 éra hosszat inkubaljuk.

Amennyiben a hasitott polipeptideket rekombinans
modszerekkel allitjuk eld, a kiindulasi térzsek, tenyész-
tési feltételek, az expresszié detektalasa, a polipeptid
kinyerése/tisztitisa és az alapvetd technikdk meg-
egyeznek a fentebb leirtakkal. Mindazonaltal ha a te-
nyésztett térzsben az yfcK-gén tulzott mértéki ex-
presszéltatasa kivanatos — fuggetlenul attél, hogy e
gén a gazdasejtre nézve endogén (a kromoszémaban)
vagy exogén —, az yfcK-gént miikodéképesen indukal-
hato promoterhez kapcsoljuk, és a promoter indukala-
sat kovetSen bekbvetkezhet a gén tllzott mértékii ex-
presszidja. A tenyésztést eldnydsen olyan feltételek
mellett végezzilkk, melyek lehetévé teszik, hogy az
yfcK-gén expresszidjanak indukcidja a polipeptidet ko-
dold nukleinsav expresszidjdnak indukalasa elétt ko-
vetkezzen be. A gének talzott mértékli expresszaltata-
sara alkalmas technikak leirasat illetéen lasd Joly és
munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 2773
(1998); 5789 199 és 5639 635 szamu egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirds; Knappik és munkatarsai:
Bio/Technology 717(1), 77 (1993); Wulfing és Pluck-
thun: Journal of Molecular Biology 242(5), 655 (1994).

A taldlmany szerinti megoldast a tovabbiakban az
alabbi példan keresztul szemléltetjik, amely semmi-
lyen szempontbdl nem korlatozza a taldlmany igényelt
oltalmi korét. A leirasban emlitett valamennyi irodalmi
és szabadalmi hivatkozas teljes terjedelmében a kitani-
tas részének tekintend6.

1. példa

Anyagok és modszerek

A b2324-aminopeptidazt kdédolé — E. coli-genom-
szekvenalasi projektben azonositott — yfcK-gén [lasd
Blattner és munkatarsai: Science 277, 14563 (1997),
GenBank nyilvantartasi szam: AE000321] 5'- és 3'-olda-
li DNS-szekvenciait polimeraz-lancreakcioval amplifikal-
tuk, majd e fuzionalt szekvenciakat P1-transzdukcioval
egy W3110-t6rzs kromoszomajaba inszertaituk, és poli-
meraz-lancreakciéval delécidkra szkrineltiik [Metcalf és
munkatarsai: Gene és munkatarsai: 138, 1 (1994)], 1ét-
rehozva ezaltal a 61G3-torzset, amelynek genotipusa a
kovetkez6: W3110 AfhuA A(arg-F-lac)169 phoAAE1S
deoC2 degP::kanR ilvG2096 AyfcK.

Ezt a térzset tobb lépésben, P1-faghdl szarmazé
P1kc-fag alkalmazasaval végzett transzdukcidval [J.
Miller: ,Experiments in Molecular Genetics”, Cold
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Spring Harbor, NY, Cold Spring Harbor Laboratory
(1972)] és transzpozongenetikai médszerekkel [Kleck-
ner és munkatarsai: J. Mol. Biol., 176: 125-159 (1977)]
hoztuk létre. Kiindulasi gazdatdrzsként az E. coli
K-12 W3110-torzset alkalmaztuk, amely egy ,F— lamb-
da-" torzs [Bachmann: Bact. Rev. 36, 525-557 (1972);
Bachmann: ,Derivations and Genotypes of Some Mu-
tant Derivatives of Escherichia coli K-12”, 1190-1219.
old., in: ,Escherichia coli and Salmonelia typhimurium:
Cellular and Molecular Biology”, szerk.: F. C. Neidhardt
és munkatarsai 2. kotet, American Society for Microbio-
logy, Washington, D. C. (1987)]. A fonA (fhuA)-mutacio
genomba térténé bejuttatasanak részletes leirasat ille-
téen lasd az 5304 472 szam( egyesult allamokbeli
szabadalmi leirast. Az ilv-génbe Tn10-inszerciét
P1-transzdukcidval juttattunk be. Az izoleucin/valin au-
xotrofiat — ilvG2096R-mutéaciot hordozé térzsén szapo-
ritott P1-fag alkalmazasaval — prototréfiava transzdu-
kaltuk [Lawther és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78, 922 (1981)], amely kijavitja a vad tipusu E. co-
li K=12-t6rzset valinra érzékennyé tevd faziseltolédast.
A degP41kan'-mutacié leirasat illetéen lasd az
5304 472 szamul egyesiilt allamokbeli szabadalmi le-
frast. Az ilvG2096Rlokusz a 33B6-torzs 40 pg/mL
(0,3 mM) valinnal szembeni rezisztenciaja alapjan iga-
zolhato. A phoAAE15 és A(arg-F-lac)169 deléciés mu-
taciot szintén az 5 304 472 szamu egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leirasban tartak fel. A deoC2-mutéciét ille-
téen lasd Mark és munkatarsai: Mol. Gen. Genet. 155,
145 (1977). A 61G3-torzs teljes szarmazasi diagramjat
az 1. dbran mutatjuk be.

Ezt a torzset a phGH4R expresszioés plazmiddal
transzformaltuk. Ez a plazmid razélombikos tenyészet-
ben, illetve tizliteres fermentorban végzett tenyésztés-
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tumot hoztunk létre, melyet 37 °C-on 0-24 6ra hosszat,
szobahémérsékleten pedig 0-42 éra hosszat inkubal-
tunk. A magasabb hémérséklet alkalmazasanak célja a
dez-phe-hGH és dez-phe-pro-hGH kimutathatésaga-
nak javitasa volt, a hGH tisztitdsa szempontjabdl azon-
ban nem el6nyds. Normalis esetben a hGH tisztitasat -
a hasitott alakok mennyiségének csokkentése érdeké-
ben — hidegbhen végezziik.

Ugyanezt a kisérletet egy kontroll kiinduldsi térzs
(16C9; genotipusa: W3110 AfhuA A(arg-F-
lac)169 phoAAE15 deoC2) alkalmazésaval is megis-
mételtiik, melyet szintén phGH4R-plazmiddal transz-
formaltunk. Ez a torzs alkalmas erre a célra, mivel a
61G3-torzsben a degP- és ilvG-mutacié nem befolya-
solja az aminopeptidaz-aktivitast.

A kontroll- és kisérleti mintakat a szemcsés anya-
gok eltavolitasa céljabdl lecentrifugaltuk, és az oldhato
fazisokat folyadékkromatografia és tdmegspekiromet-
rias analizis kombinaciojanak (LC-MS) alkalmazasa-
val, a hGH teljes hosszUsagu, dez-phe- és pez-phe-
pro-alakja mennyiségének mérésével vizsgaltuk.

Eredmények

A kontrolitérzs (16C9/phGH4R) szobahdmérsékle-
ten és 37 °C-on végzett inkubalasaval kapott eredmé-
nyeket a 2., illetve 4. abran, mig az (aminopeptidaz vo-
natkozasaban hianyos) JJGH1-térzs szobahdmérsék-
leten és 37 °C-on végzett inkubalasaval kapott ered-
ményeket a 3., illetve 5. dbrdn mutatjuk be. E négy
abra szamszer({i adatait az alabbi, 1. tablazatban foglal-
juk Gssze. Lathato, hogy a 37 °C-on végzett 15 éras in-
kubalast kdvetéen gyakorlatilag nem mutathaté ki fe-
nil-alanin nélkili hGH-szennyezddés, sét, inkubalas
hidnyaban a szennyezddések mennyisége még ki-

sel az (N-termindlis fenil-alanint tartalmazé) hHG ex- 35 sebb. Jol Iathat6 tovabba, hogy a JJGH1-sejtvonalban
pressziojat és szekréciojat eredményezi. A phGH4R- az N-termindlis fenil-alanin nelkiili mutans polipeptid
plazmid el6allitdsanak részletes leirasat fasd Chang és mennyisége — a kontrollsejtvonalhoz viszonyitva — még
munkatarsai: Gene 55, 189 (1987). A 61G3-torzs a szobahdmérsékleten végzett inkubalast kovetden is
phGH4R-plazmiddal végzett transzformalasa eredmé- csokkent (valamennyi inkubalasi idétartam esetében).
nyeként a JUGH1-térzset hoztuk létre. A hGH termelé- 40 A teljes polipeptid tisztitasa szokvanyos, jol ismert kro-
dése utan a sejtek ultrahangos kezelésével nyers liza- matografias eljarasokkal egyszeriien elvégezhets.
1. tablazat
T=37 °C
Tertlet Teriilet %

Minta 1dé dez-phe Nativ dez-phe-pro dez-phe Nativ dez-phe-pro
Kontroll 0 16 159,80 | 4 486 460,00 19 642,70 0,36 99,21 0,43
JJGH1 0 11 927,90 | 3 376 380,00 7 637,14 0,35 99,42 0,22
Kontroll 15 14 372,30 | 1097 210,00 | 976 760,00 46,77 52,53 0,69
JJGH1 15 27 163,70 | 2674 010,00 16 357,80 1,00 98,40 0,60
Kontroll 24 1 058 950,00 839 418,00 17 580,50 55,27 43,81 0,92
JIGH1 24 29 409,90 | 2 306 690,00 11 999,30 1,25 98,23 0,51
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1. tablazat (folytatas)

T=RT*
Terlilet Terilet %

Minta 6 dez-phe Nativ dez-phe-pro dez-phe Nativ dez-phe-pro
Kontroll 0 16 159,80 4 486 460,00 19642,70 0,36 99,21 0,43
JJGH1 0 11 927,90 3 376 380,00 7 637,14 0,35 99,42 0,22
Kontroll 15 46 158,20 364 234,00 7 950,57 1,24 98,53 0,21
JJGH!1 15 183 740,00 19 431 400,00 39 130,00 0,94 99,06 0,20
Kontroll 24 100 774,00 4 561 070,00 19 501,10 2,15 97,43 0,42
JUGH1 24 160 737,00 19711 600,00 98 221,60 0,80 98,70 0,49
Kontroll 42 122 177,00 3933 770,00 19 246,40 3,00 96,53 047
JJGH1 42 213 143,00 18 242 500,00 91 090,90 1,15 98,36 0,49

* Szobahémérséklet

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a AyfcK-
torzs felhasznalhaté a polipeptidek N-terminalis hasita-
sanak megakadalyozasara.

SZABADALMI! IGENYPONTOK

1. Gram-negativ baktériumseijt, amely egy kromoszo-
malis gén vonatkozasaban hianyos, mely gén szekven-
cidja legalabb 80%-ban azonos egy nativ szekvencigju
b2324-aminopeptidazt kédoldé DNS-molekulaval, amely
aminopeptidaz a 2. azonositd szamu szekvencia 1-688.
aminosavait tartalmazza, és aminopeptidazt kédol.

2. Gram-negativ baktériumsejt, amely egy kromo-
szomalis gén vonatkozasaban hianyos, mely gén a 2.
azonositd szamu szekvencia 1-688. aminosavait tar-
talmazd aminosavszekvenciaval dsszehasonlitva leg-
aldabb 80% pozitiv aminosavat tartalmazé polipeptidet
kédolé DNS-t foglal magaban, ahol a polipeptid amino-
peptidaz.

3. Gram-negativ baktériumsejt, amely egy kromoszo-
malis gén vonatkozadsaban hianyos, mely gén szekven-
ciaja legalabb 80%-ban azonos a nativ yfcK-gén szek-
vencigjaval, amely az 1. azonositd szamui szekvencia
1-2067. nukleotidjaibdl all, és aminopeptidazt kédol.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti seijt,
amely Salmonella nemzetségbe vagy Enterobacteria-
ceae csaladba tartozo6 baktériumseijt.

5. A 4. igénypont szerinti sejt, amely E. coli-sejt.

6. Az 5. igénypont szerinti sejt, amely legalabb egy,
proteazt kddolé gén vonatkozaséaban hianyos.

7. Az 5. igénypont szerinti sejt, amely a nativ szek-
vencidju yfcK-gén vonatkozasaban hianyos.
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8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti sejt,
amely szamara heterolég polipeptidet kodolé nuklein-
savat tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti sejt, amely eml&seredeti
polipeptidet kddold nukleinsavat tartalmaz.

10. A 9. igénypont szerinti sejt, amely human poli-
peptidet kédolé nukleinsavat tartaimaz.

11. A 10. igénypont szerinti sejt, amely human no6-
vekedési hormont kédold nukleinsavat tartalmaz.

12. Eljaras heteroldg polipeptid el6allitasara, azzal
Jellemezve, hogy

(a) 8-11. igénypontok barmelyike szerinti sejtet te-
nyésztink; és

(b) a sejtbél kinyerjiik a polipeptidet.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a tenyésztést fermentorban végezzik, és a
polipeptidet a sejt periplazmajabdl vagy tenyészts tap-
kdzegébdl nyerjik ki.

14. A 12. vagy 13. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy a polipeptid kinyerése céljabdl a sej-
tek feltarasaval sejtlizatumot hozunk létre, és a teljes
polipeptidet a sejtlizatumbdl nyerjiuk ki.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a sejtlizatumot a tisztitasi Iépés elbtt inkubal-
juk.

16. Eljaras egy polipeptid N-terminalis aminosava
lehasitasanak megakadalyozasara, azzal jellemezve,
hogy a polipeptidet kodold nukleinsavat tartaimazo,
8-11. igénypontok szerinti sejtet olyan feltételek mellett
tenyésztjlik, melyek lehetévé teszik a nukleinsav ex-
presszidjat.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a polipeptidet kinyerjik a sejtbdl.
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1A1 W3110

U
1A2 W3110 Afhud

U
7C1 W3110 Afhud A(arg-F-lac)169 phoAAELS

U
16C9 W3110 Afhud A(arg-F-lac)169 phoAAE1LS deoC2

U
23E3 W3110 Afhud A(arg-F-lac)169 phoAAE1S5 deoC2 degP::kanR

U
33B6 W3110 Afhud A(arg-F-lac)169 phoAAE!1S5 deoC2 degP: :kanR ilvG2096

U
61G3 W3110 Afhud A(arg-F-lac)169 phoAAE1S5 deoC2 degP: :kanR ilvG2096

AyfeK
1. dbra
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