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(54) Eljaras fuzios fehérjék elGallitasara

KIVONAT

A talalmany szerinti eljarassal valamely kivant fehérjét
és egy ballasztrészt tartalmazo fazios fehérjét allitanak
elé oly médon, hogy

a) a ballasztrészt kodolo kevert oligonukleotidot al-
litanak el6, ahol az oligonukleotid DNS-szekvencidja
(kodoloszal)

(DCD),

részt tartalmaz, ahol
D jelentése A, G vagy T és
x értéke 4-12,
¢és ahol az oligonukleotid legfeljebb 100 nukleotidot tar-
talmaz,

A leirds terjedelme 28 oldal (ezen beliil 6 lap dbra)

b) a kevert oligonukleotidot vektorba épitik oly
modon, hogy funkcionalisan kapcsolodjon egy szaba-
lyozoszakaszhoz, és a kivant fehérjét kodolo struktir-
génhez,

c) a kapott vektorpopulacioval gazdasejteket transz-
formalnak,

d) a transzformansokbol egy vagy tGbb olyan klont
szelektalnak, amelyek a fuzios fehérjét nagy kitermelés-
sel kifejezik, és

e) a fuzios fehérjét kifejezik.

0o 0 0 2 1 6 0D 6 9 B
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A talalmany fizios fehérjék elSallitasara vonatkozik.

Azokat a fehérjéket, amelyek a kivant fehérje mel-
lett egy nem kivant alkotéelemet, tgynevezett ballaszt-
részt tartalmaznak a végtermékben, fuziés fehérjeknek
nevezik. Fehérjék géntechnologiai elballitasa soran a
fuzios fehérjék koztitermék allapotat elsGsorban akkor
alkalmazzak, ha a kdzvetlen kifejez8dés soran a kivant
fehérje viszonylag gyorsan lebomlik a gazda endogén
proteazainak hatasara, mialtal a kivant fehérje kiterme-
1ése kisebb vagy nagyobb mértékben lecsokken.

Fuzios fehérjék elGallitasat ismerteti példaul Reid-
haar-Olson és munkatérsai: Science 241, 53-57 (1988),
Bachmair és munkatarsai: Science 234, 179-186
(1986), valamint a 4 769326 szamii USA-beli szabadal-
mi leirés.

A fazids fehérje ballasztrészének kiterjedését altala-
ban gy valasztjak meg, hogy oldhatatlan fuzids fehér-
jét eredményezzen. Az oldhatatlansag egyrészt megfe-
lel6 védelmet nyijt a gazda endogén protedzaival szem-
ben, masrészt lehetdvé teszi a fuzids fehérjének az old-
haté sejtkomponensektdl térténd konnyti elvalasztasat.
Altalanosan elfogadott megoldas, hogy a kivéant fehérje
aranya a fzios fehérjén beliil viszonylag kicsi, vagyis a
sejt viszonylag nagy mennyiségi ballasztanyagot ter-
mel.

Sziikség van olyan fuzids fehérjék eléallitasara,
amelyek rovid ballasztrészt tartalmaznak. ElGallitottak
példaul olyan génfuziét, amely a B-galaktozidaz és a
szomatosztatin elsé tiz aminosavat tartalmazé fizids fe-
hérjét kodolja. Azt tapasztaltdk azonban, hogy ez a ro-
vid aminosavlanc nem védi meg kelld modon a fiizios
fehérjét a gazda endogén protedzainak lebontd hatasa-
val szemben (4 366 246 szam( USA-beli szabadalmi le-
iras, 15. oszlop, 2. bekezdés).

A 290005 és 292 763 szamu eurdpai kozrebocsatasi
irat olyan fuziés fehérjét ismertet, amelynek ballasztré-
sze 250 aminosavnal hosszabb B-galaktozidazfrag-
menst tartalmaz. Ezek a faziés fehérjék oldhatatlanok,
de karbamiddal kdénnyen oldhatoéva alakithaték
(290005 szadmu eurdpai kozrebocsatasi irat).

Annak ellenére, hogy kiilonb6zd fuzids fehérjék
mar ismertek, a megfelelé tulajdonsidgokkal, példaul
proteazrezisztenciaval rendelkezé fizios fehérjék elbal-
litdsa mindig munkaigényes folyamat, és a kapott fuzids
fehérje gyakran szamos nemkivanatos jellemzdvel ren-
delkezik. Sziikség van tehat olyan eljarés kidolgozésa-
ra, amely lehetvé teszi eldnyds tulajdonsagokkal, igy
proteazrezisztenciaval rendelkezd fuzids fehérjék elbal-
litasat, megfelelé hajtogatasat, és a ballasztanyagnak a
kivant fehérjétdl torténé hatékony lehasitésat.

A talalmany targya 1j eljaras valamely kivant fehér-
jébol és egy ballasztrészbdl alld fuzids fehérjék eldalli-
tasara oly médon, hogy

a) az adott ballasztrészt kodold kevert oligonukleo-
tidot allitunk el6, ahol az oligonukleotid DNS-szekven-
ciaja (kodoloszal)

(DCD),
részt tartalmaz, ahol
D jelentése A, G vagy T és
X értéke 412,
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b) a kevert oligonukleotidot vektorba épitjiik oly
moédon, hogy funkciondlisan kapcsolddjon egy szaba-
lyozoszakaszhoz és a kivant fehérjét kodolod struktir-
génhez,

¢) a kapott vektorpopulacioval gazdasejteket transz-
formalunk,

d) a transzformansokbdl egy vagy tobb olyan klont
szelektalunk, amelyek a fizids fehérjét nagy kiterme-
léssel kifejezik, és

e) a fuziods fehérjét kifejezziik.

A taladlmaény szerinti eljaras soran tehat egy oligo-
nukleotid konyvtarat (keveréket) allitunk eld, amely a
ballasztrészt kodolja, a kevert oligonukleotidot (kényv-
tarat) egy vektorba épitjitk be ugy, hogy az oligonuk-
leotid funkcionalisan kapcsolodjon egy szabalyozosza-
kaszhoz és a kivant fehérjét kodolo struktirgénhez,
majd a kapott vektorpopulaciéval gazdasejtet transzfor-
malunk. Ezutin szelektdljuk a fuziés fehérjét nagy ki-
termeléssel kifejez6 transzformansokat.

A taldlmany szerinti eljaras sordn elénydsen olyan
oligonukleotidokat alkalmazunk, amelyek olyan amino-
savat vagy aminosavak olyan csoportjat kodoljak, ami
lehetvé teszi a kivant fehérjének a ballasztrésztdl torté-
né konnyl lehasitasat. A lehasitds megvalésithatd
enzimatikusan vagy kémiailag.

A talalmany szerinti eljards soran tovabba elényo-
sen olyan oligonukleotidokat alkalmazunk, amelyek
konnyen oldhatova alakithaté oldhatatlan fizids fehér-
jékhez vezetnek. A talalmany szerint elGallitott fuzids
fehérjék ezaltal kielégitik a proteazrezisztencia kovetel-
ményét.

Emellett a talalmany szerint alkalmazott oligonuk-
leotidok kialakithatok Gigy, hogy a ballasztrész ne befo-
lyasolja a kivant fehérje hajtogatésat.

Az 1. abra, valamint az ennek folytatasat jelentd 1a.
és 1b. dbra pINT4x plazmidpopulacio (génbank) el5al-
litasat ismerteti az ismert pH154/25* plazmidbdl kiin-
dulva a pINT40 plazmid segitségével. A tovabbi szer-
kezeteket grafikusan nem abrazoltuk, mivel ezek az ab-
ra alapjan konnyen meghatarozhatok.

A 2. abra a teljes HMG CoA reduktaz gént tartalma-
z6 pUH10 plazmid hasitasi térképe.

A 3. és 3a. abra a mini proinzulingént tartalmazo
pIK4 plazmid el8allitasat mutatja.

A fuzids fehérjék elballitasara szolgalo talalmany
szerinti eljarés jellemz6 vonasa, hogy olyan kevert oli-
gonukleotidot allitunk el§, amely a fiziés fehérje bal-
lasztrészét kodolja. A kevert oligonukleotidot egy vek-
torba épitjiik be oly médon, hogy funkcionélisan kap-
csolodjon egy szabalyozdszakaszhoz és kivant fehérje
struktirgénjéhez. Megfelel§ gazdasejteket transzforma-
lunk a kapott plazmidpopulacioval, és szelektaljuk a
kédolt fuzids fehérjét nagy kitermeléssel el8allito
kionokat. A taldlmany szerinti eljaras elényos megvald-
sitasi modjat az alabbiakban mutatjuk be:

Az oligonukleotid 3’-végén elénydsen olyan amino-
savat vagy aminosavak olyan csoportjat kodolja, amely
lehet8vé teszi a ballasztrésznek a kivant fehérjétol torté-
né konnyt, elénydsen enzimatikus lehasitasat. Egy ma-
sik megvalodsitasi mod szerint olyan oligonukleotidot
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allitunk elS, amely olyan oldhatatlan fuzi6s fehérjét
eredményez, amely konnyen oldhatéva tehetd. Koze-
lebbrél, elénydsen olyan oligonukleotidot allitunk eld,
amely olyan ballasztrészt k6dol, amely nem befolyasol-
ja a kivant fehérje hajtogatasat.

Gyakorlati okokbol a talalmany szerint el&allitott
oligonukleotid nagyon révid ballasztrészt kodol.

Meglepd modon azt talaltuk, hogy a fiazios fehérjék
kiilonlegesen rovid ballasztrész esetén is kielégitik a
protedzrezisztencia kdvetelményét, és emellett nagy ki-
termeléssel elballithatok, kivant esetben oldhatatlanok,
¢€s konnyen oldhatéva teheték. Oldott vagy oldhato alla-
potban a taldlmény szerint eldallitott rovid ballasztrész
lehetdvé teszi a kivant fehérje sztérikusan kedvezd kon-
konnyen hajtogathatd, és a ballasztrészt8] kdnnyen el-
valaszthato.

Ha a kivant fehérjét pro formaban allitjuk eld, a
ballasztrész kialakithato oly modon, hogy annak lehasi-
tasa a proproteinnek az érett fehérjévé torténd atalakita-
sa sor&n onmagatdl bek6vetkezzen. Példaul az inzulin
elGallitdsa soran a ballasztrész és a C lanc egyidejileg
eltavolithatd, amelynek soran az inzulin érett szirmazé-
ka keletkezik, amely tovabbi veszteséget okozé mellék-
reakciok nélkiil inzulinna alakithato.

A taldlmany szerint elSallitott révid ballasztrész
gyakorlatilag rovidebb, mint a fehérjék szokasos szig-
nalszekvenciaja, és nem befolyasolja a kivant fehérje
hajtogatasat. Ennek kovetkeztében nincs sziikség arra,
hogy a ballasztrészt az érett fehérjét eredményezd utol-
s6 el6allitasi 1épés el6tt eltavolitsuk.

A ballasztrészt kodolo oligonukleotid elonyds DNS-
szekvencidja (kodoloszal) az alabbi képlettel dbrazol-
haté:

(DCD),
ahol
D jelentése A, G vagy T
x értéke 4—12, elénydsen 4-8.

Kozelebbrdl, az oligonukleotid DNS-szekvencidja

(kédoloszal) eldnydsen
ATG (DCD), (NNN),
ahol
N jelentése az NNN triplettben a stop kodontél eltérd,
azonos vagy kiilonb6z6 nukleotid,
z értéke 1-4,
y+z értéke 6—12, elényosen 6—10, ahol

y értéke legalabb 4.

Tapasztalataink szerint elénydsen alkalmazhato az
az oligonukleotid, amelynek DNS-szekvenciaja

(kddoloszal)
ATG  (DCD)s_g (NNN),
elény6sen amelynek DNS-szekvencidja (kodoloszal)
ATG GCW (DCD),_3 CGW,
vagy elénydsen
ATG GCA (DCD),_4 CGW,
ahol

W jelentése A vagy T.

A fent emlitett DNS-modellszekvenciak kielégitik a
kivant kovetelményeket. A DCD kodon szerin, treonin
és alanin aminosavakat kddol, és igy viszonylag hidro-
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fil proteinlancot eredményez. A stop kodonok ki van-
nak zarva, és az aminosavak valasztéka egy kezelhetd
koron beliil marad. A ballasztrészt kédolé DNS-szek-
vencia elény6s megvaldsitdsi modjai az alabbi képle-
tekkel abrazolhatdk, kiilonosen akkor, ha a kivant fe-

hérje proinzulin:

ATG GCW (DCD),. ACG cGwW
vagy

ATG GCD (DCD), ACG CGT
ahol

y’ értéke 3-6, elénydsen 4—6.

A masodik kodon, a GCD alanint kédol, és teljessé
teszi az Ncol restrikcids enzim felismerészekvenciajat,
feltéve, hogy az ezt megel6z6 szabalyozoszekvencia
CC bazisokra végzddik. Az utolso el6tti triplett treonint
kédol, és az arginint kdédolé CGT kodonnal egyiitt az
MIul restrikciés enzim felismerdszekvenciajat eredmé-
nyezi. Ennek kovetkeztében ez az oligonukleotid
konnyen €s problémamentesen beépithetd a génszerke-
zetekbe.

A (NNN), csoport a 3’-helyzetben olyan aminosavat
vagy aminosavak olyan csoportjat kodolja, amely lehe-
tové teszi a ballasztrésznek az ezt kovetd kivant fehérjé-
tol torténd egyszeri, elénydsen enzimatikus lehasitasat.
A nukleotidoknak ezt a csoportjat elénydsen agy va-
lasztjuk meg, hogy a 3’-végen olyan restrikciés-enzim-
hasitasihelyet kodoljon, amely lehetévé teszi a kivant
fehérje struktiurgénjének megkotését. E1onyos tovabba,
ha az ATG start kodon, és kivant esetben az ¢lsé DCD
triplett vonatkozasiban olyan restrikciosenzim-felis-
merdszekvenciat épitiink be, amely lehet§vé teszi a ta-
lalmény szerinti ballasztrészt kodol6 génnek a szokdsos
vektorokba torténd konnyi beépitését.

A képletben szerepl§ z értékének felsd hatarat egy-
részt az eldallitott fuzios fehérje (enzimatikus) lehasi-
tasara szolgal6 kivant hasitasi hely hatdrozza meg, va-
gyis olyan kodonokat, példaul az Ile-Glu-Gly-Arg
aminosavszekvenciit kodolé kodonokat jelent, ame-
lyeknél a hasitas Xa faktorral megvaldsithato. Az y+z
Osszeg fels6 hatara altalaban 12, mivel a ballasztrész-
nek a lehetd legrovidebbnek kell lennie, és mindenek-
felett, nem szabad befolyasolnia a kivant fehérje hajto-
gatasat.

A géntechnoldgiai folyamatokban gazdaszervezet-
ként elénydsen baktériumot vagy alacsonyabb rendi
eukariota sejtet, igy élesztésejtet alkalmazunk, feltéve,
ha nincs sziikség magasabb rendi szervezetre. Ezekben
a folyamatokban a heterolog gén kifejez6dését homolog
szabalyozdszakasz szabilyozza, vagyis a szabalyozo-
szakasz hozzétartozik a gazdaszervezethez, vagy azzal
kompatibilis. Prepeptid kifejezése kozben gyakran el8-
fordul, hogy a preszekvencia heterolog a gazdasejt vo-
natkozasaban. A ,szekvenciaharménia” hisnya a gya-
korlatban gyakran véltozd és megjosolhatatlan fehérje-
kitermelést eredményez. Mivel a taldlmany szerinti bal-
lasztszekvenciat a kornyezethez adaptaljuk, a taldlmany
szerinti szelekcids folyamatban harmonizalt szekvenci-
aju DNS-szerkezet keletkezik.

A ballasztrész elejét és végét az aldbbiakban hata-
rozzuk meg:
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A ballasztrész elején metionin talalhat6, mig a vé-
gén olyan aminosav vagy aminosavak olyan csoportja
van, amely lehetévé teszi a ballasztrésznek a kivant
fehérjétl torténd elvalasztasit. Ha példéul a kivént fe-
hérje proinzulin, NNN triplettként arginint koédolé
kodont alkalmazunk utolsé kodonként, mivel ez lehetd-
vé teszi, hogy a ballasztrészt a C lanc eltavolitisaval
egyidejfileg eldnyosen lehasitsuk. Természetesen a bal-
lasztrész vége lehet olyan aminosav vagy aminosavak
olyan csoportja is, amely kémiai hasitast enged meg,
ilyen példdul a metionin, amikor is a hasitas cian-bro-
middal vagy -kloriddal valosithaté meg.

A koztes aminosavszekvencia a lehetd legrovidebb
legyen, hogy ne befolyasolja a kivant fehérje hajtogata-
sat. Emellett sziikséges, hogy ez a lanc viszonylag hid-
rofil legyen, ami elGsegiti a fel nem oldott fazios fehérje
szolubilizalasat, és a fuzids fehérje oldhaté marad.
A ciszteinmaradékok kevésbé eldnydsek, mivel diszul-
fidhidak képzésére hajlamosak.

A ballasztrész koédolo DNS-t kevert oligonukleotid
formajaban allitjuk eld, ezt egy megfeleld kifejezd-
plazmidba épitjitkk be kozvetleniil a kivant fehérje
struktirgénje elé, és az igy kapott génbankkal E. coli-t
transzformalunk. A megfelelS fuzios fehérjéket termeld
bakterialis klonok ezt kovetd kivalogatasaval ity modon
megfeleld génszerkezetek allithatok eld.

Mir emlitettiik tovabba, hogy a ballasztrészt kodoloé
nukleotidszekvencia elején és végén taldlhatd restrik-
ciésenzim-felismerShelyek csak példaként szolgéalnak.
Az ATG start kodont koriilvevd felismerdszekvenciara,
amelyben a tovabbi nukleotidok megfeleld aminosa-
vakra vonatkozé kodonokat képeznek, példaként emlit-
het6k az AfIIII, Ndel, Nlalll, NspHI vagy Styl restrik-
cids enzimek felismerShelyei. Mivel az elényds megva-
16sitasi modban a ballasztszekvencia végén arginin ta-

Ala Thr

Thr Ser

GCG  ACC ACC  AGC

GCA ACA ° ACA TCA

A proinzulint tartalmaz6 fizids fehérjék esetében a
kezdeti startpont egy tiz aminosavat tartalmaz6 bal-
lasztrész. A legjobb eldallitast biztosito6 DNS-szekven-
cia szolgél a szekvencia valtozatainak alapjaként, mial-
tal megfigyelhet8vé valt, hogy akar harom aminosav is
kiiktathat6 anélkiil, hogy a relativ kifejez6dési arany
jelentds mértékben csokkenne. Ez a tapasztalat nem-
csak meglepd, mivel nem volt eldre varhatd, hogy az
ilyen révid ballasztfehérje alkalmazhato, hanem nagyon
elényos is, mivel a proinzulin relativ aranya a fuzids
fehérjén beliil természetszerien olyan mértékben né,
ahogy a ballasztrész csokken.

A ballasztrésznek a fehérjében betdltott szignifikan-
ciaja az alabbi Osszehasonlitasbol lathatd:

A human proinzulin 86 aminosavat tartalmaz. Ha a
290005 szamu eurdpai kézrebocsatasi irat szerinti fizi-
0Os fehérjéhez a ballasztrész alsé hataraként 250 amino-
savat alkalmazunk, a fuzi6s fehérje 336 aminosavat tar-
talmaz, amelynek csak mintegy negyede jelenik meg a
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lalhatd, és hat kiilonboz6 kodon kédolja az arginint, az
MIul enzim helyett tovabbi megfelel§ restrikciés enzi-
mek is talalhatok, példaul az Nrul, Avrll, AfHIII, Clal
vagy Haell.

Elényods tovabba a Saiki R. K. és munkatarsai
[Science, 239, 487491 (1988)] szerinti ,,Polimeraz
lancreakci6” (PCR) alkalmazasa is, ami a restrikcids
enzimek specialis felismerShelyeinek kialakitasa nélkiil
is hasznalhat6.

Mint fent emlitettiik, a (CDC), DNS-szekvencia al-
kalmazédsa nem korlatozo jellegi, és nem zarja ki mas
kodonok, példaul a glicint, prolint, lizint, metionint
vagy aszparagint kodolo kodonok alkalmazasat.

A legel6nydsebb DNS-szekvencidk a fiziés fehérje,
példaul a proinzulint tartalmaz6 fizios fehérje eléallitd-
sa vonatkozasaban elényos szekvencidk kivalogatasa-
val nyerhetSk. Ezek eredményezik a szabélyozdszek-
vencia, a ballasztszekvencia és a kivant fehérje legked-
vez6bb kombinacidjat, mialtal elkeriilhetk a promoter,
ballasztszekvencia és strukturgén kedvezdtlen kombi-
nacidi, és az emlitett . szekvenciaharmonia” kialakitésa-
hoz sziikséges minimalis réforditds mellett is jo ered-
ményeket biztositanak.

Meglepd médon azt talaltuk, hogy a taldlmany sze-
rinti ballasztrészt kodolo optimalizalt gének nem mindig
tartalmazzak az E. coli altal elényben részesitett trip-
letteket. Azt talaltuk, hogy a Thr esetében az ACA
kodon, amely az E. coliban a legkevésbé fordul elg,
gyakran jelen van a kivalasztott szekvencidkban. Ha pél-
déul az alabbi aminosavszekvenciat optimalizalnank az
E. coli szerinti eldnyds kodonhasznélat (preferred codon
usage, p. ¢. u.) szerint {p. c. u.: Aota S. és munkatarsai:
Nucleic Acids Research /6 (kiegészités) r315, r316,
1391, r402 (1988)] a talalmény szerintitdl teljesen eltérd
génszerkezetet kapnank (1. tablazat):

Ala Thr Thr
GCG ACC ACC p.c.u.
GCA ACT ACG talélmény

kivant fehérjében. Ezzel 6sszehasonlitva, a ballasztrész-
ben csak hét aminosavat tartalmazo, talalmany szerinti
fuzids fehérje 93 aminosavboél all, amelyen beliil a pro-
inzulin aranya 92,5%. Ha a kivant fehérje a proinzu-
linnal sokkal tobb aminosavat tartalmaz, a ballaszt és a
kivant fehérje kozotti arany még kedvezGbbé valik.

Hangsulyozzuk, hogy a proinzulin a taldlmény sze-
rinti kivant fehérje egyik eldnyos példdja csupan. A ta-
lalmany szerinti megoldas sokkal kiterjedtebb fzids
fehérjéknél is alkalmazhat6, amelyre példaként a hu-
mén 3-hidroxi-3-metil-glutaril-koenzim A reduktdz
(HMG) aktiv doménjét tartalmazo6 fizios fehérje emlit-
hetS. Ez a fehérje 461 aminosavat tartalmaz, az ezt ko-
dolo gént a 292 803 szamu eurdpai kozrebocsatasi irat
ismerteti.

A talalmany szerinti megoldast a fenti dltalanos is-
mertetés utin kozelebbr6l az alabbi példakkal mutatjuk
be anélkiil, hogy az oltalmi kor a példdkra korlato-
z6dna.
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1. példa

Génbank eléallitasa és magas kifejezéképességii

klonok kivalogatdsa

Ellenkezé értelmii megjel6lés hidnyaban a tapkoze-
geket Maniatis T., Fritsch E. F. és Sambrook J.: Mole-
cular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory (1982)
szerint llitjuk el5. A
TP kézeg MOCA kozeget tartalmaz egyenként 0,4 t6-
meg%
gliikdzzal és kazaminosavval kiegészitve. Ellenkezd ér-
telm megjelolés hidnyaban a kozegek 50 pg/ml
ampicillint tartalmaznak. A fermentalas soran a bakté-
rium novekedését a tenyészkozeg 600 nm-en mért opti-
kai siirlisége (OD) mérésével hatarozzuk meg.

Kiindulési anyagként a 211 299 szamu eurépai koz-
rebocsatasi iratbol ismert pH154/25* plazmidot (1. ab-
ra) alkalmazzuk. Ez a plazmid egy fuzidsfehérje-gént
(D’-proint) tartalmaz, amely egy trp-promoterhez és
egy ampicillin- (Amp) rezisztenciat kédolé génhez
kapcsolodik. A fuzidsfehérje-gén olyan fuzids fehérjét
kédol, amely az E. colibdl szarmaz6 trpD-fehérje egy
fragmensét (D’), és majomproinzulint (Proin) tartal-
maz. A plazmid génszerkezete egy policisztronos
mRNS-t eredményez, amely mind a fuzids fehérjét,
mind a rezisztencia génterméket kodolja. A felesleges
rezisztencia géntermék képz8désének elnyomasa érde-
kében a trp transzkripcidsterminator-szekvenciat
(trpTer) [Pharmacia, katalogusszam: 27-4884, trp
A transzkripcids terminator néven, az 1. abran [(2) ter-
minator] épitjiikk be a két struktirgén kozé. Ehhez a
plazmidot EcoRI enzimmel felnyitjuk, és a tilnyalé
végeket Klenow-polimerazzal feltdltjiik. A kapott tom-
pa végli DNS-fragmenst a (2) terminatorszekvenciahoz
kapcsoljuk, amelynek soran pINT12 plazmidot [1. 4b-
ra, (3) plazmid] kapjuk.

5 ' AGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTIT3'

3 ' TCGGGCGGATTACTCGCCCGAAAAAAAAS' (2)

A kiindulasi pH154/25* plazmid egy Pvul hasitési
helyet tartalmaz az Amp génben, valamint egy HindIIl
hasitasi helyet tartalmaz a trpD-fragmens karboxi-ter-
mindlis szakaszaban. Minkét hasitasi hely megjelenik
ezért a pINT12 plazmidban. A (3) plazmid Pvul és
HindIIl enzimekkel végzett hasitasaval két fragmenst
kapunk, amelyek koziil izolaljuk a proinzulingént tar-
talmazé fragmenst [1. abra, (4) fragmens]. A pGATTP
plazmidot [4 832959 szami USA-beli szabadalmi le-
iras, la. 4bra, (5) plazmid], amelyet a (3) plazmiddal
analég modon allitunk eld, és amely a D’-proin gén
helyett Ncol és HindIIl hasitasi helyeket tartalmazo
gamma-interferongént (Ifn) hordoz, Pvul és HindIII en-
zimekkel hasitjuk, és a promoter régiot tartalmazo
fragmenst [la. abra, (6) fragmens] izolaljuk. Ezt a (6)
fragmenst a (3) plazmidbél szarmazé (4) fragmenssel
ligdlva pINT40 plazmidot [1a. &bra, (7) plazmid] ka-
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punk. A maradék gamma-interferongént tartalmazé kis
fragmenst ez utdbbirdl Nco és Mlul enzimmel lehasit-
juk. A nagyméretli fragmenst [1b. abra, (8) fragmens]
(9) kevert oligonukleotiddal ligaljuk,

5 ' CATGGCDDCDDCDPDCDDCDDCDDCDA3 !

3 ' CGHHGHHGHHGHHGHHGHHGHTGCGCS ' {(9)
ahol
D jelentése A, G vagy T ¢s
H jelentése ezekkel komplementer nukleotid.
Ez a pINT4x plazmidpopulaciét (génbank) [1b—
(10). abra] eredményezi. A talalmany szerinti oligonuk-
leotidkeverék szakember szamara ismert technologiak-
kal elGallithato.

A (9) kevert oligonukleotidot (9a) szintetikus kevert
oligonukleotidbél allitjuk eld,

TTCGGGTAACCGHHGHHGHHGHHGHHGHHGHTGCGCAGS !

TTGCCCATGGC3' (9a)

amelyet Klenow-polimerézzal feltoltiink, és Mlul és
Nco enzimmel hasitunk.

Az E. coli WS3110 torzset a (10) plazmidpopulé-
cioval transzformaljuk, és a baktériumokat LB agar-
lemezre szélesztjiik. A kapott baktériumkionok koziil
hatot vizsgalunk az inzulint tartalmazé fuzios fehérje
termelésének képességére. EbbSl a célbol a kldnokat
LB kozegen egy ¢€jszakan keresztiil tenyésztjiik, 100 pl
alikvot részt 10,5 ml TP kozeggel keveriink, és 37 °C
hémérsékleten razzuk. Az OD600=1 értéknél a tenyé-
szeteket 200 ug/ml 3-B-indolil-akrilsavval (IAA) ele-
gyitjiik, majd 40 mg gliik6z 100 ml vizben felvett olda-
tat adjuk hozza, és a készitményt tovabbi 3 6ran keresz-
tiil 37 °C hémérsékleten razzuk. Ezt kdvetéen 60D ek-
vivalens tenyészetet eltdvolitunk, a benniik 1év6 bakté-
riumokat centrifugalassal elvalasztjuk, és 300 pl teszt-
pufferben [37,5 mmol/]l Trisz (pH=8,5), 7 mol/l karba-
mid, 1 vegyes% SDS és 4 térfogat% 2-merkapto-eta-
nol] szuszpendaljuk. A szuszpenzi6t 5 percen keresztiil
melegitjiik, 2 masodpercen keresztiil ultrahanggal ke-
zelve lecsokkentjiik a viszkozitast, és alikvot részét ez-
utan SDS-gél elektroforézisre vissziik. A fiizios fehérjét
termeld baktériumoknal egy fehérjesavra szdmithatunk
a 10350 D moltomegértéknél. Magatol értetédd, hogy
egy klon, a pINT41 plazmid (1. tablazat) a megfeleld
fehérjét viszonylag nagy mennyiségben termeli, mig a
tobbi klonnal fehérjetermelés nem mutathaté ki. Inzu-
linspecifikus antitestekkel végzett immunfoltvizsgélat-
tal ellendrizhetd, hogy a pINT41 plazmid altal kodolt
fehérje inzulint tartalmaz.

Az 1. tablazat kiilonb6z8 plazmidszerkezetek bal-
lasztrészének DNS- és aminosavszekvencidjat tartal-
mazza. K6zelebbr6l, az 1. tablazat a pINT41 fuzios fe-
hérjében taldlhatd ballasztrész DNS- és aminosav-
szekvenciajat tartalmazza.
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2. példa

Tovabbi kionok szelektalasa

A tobbi alkalmazhaté klont Helfman D. M. és mun-
katarsai modszerével [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,

tartalmazé immunpufferben inkubaljuk, négyszer 5 per-
cen keresztiil mosopufferben mossuk, 1 6ran keresztiil
protein A torma-peroxidaz-konjugatumot tartalmazé
immunpufferben inkubaljuk, négyszer 5 percen keresz-

31-35 (1983)] mutatjuk ki. TP agar lemezeket alkal- 5 til mosopufferben mossuk, és az antitesteket megkotd
mazunk ehhez, amelyek 40 pm/ml TAA-t tartalmaznak. telepeket szinreakcioval lathatova tessziik. A megfele-
Alkalmazas el6tt 15 perccel az agarlemezek feliiletét 16en nagy mennyiségil fizios fehérjét termelé pINT42
2 mm vastag TP felsG agarréteggel vonjuk be, erre és pINT43 klénok 500 telepben mutathaték ki.
mitro-celluloz-sziirdt helyeziink, és a frissen transzfor- A szekvenalassal megallapitott DNS-szekvencia és az
malt sejteket a szilirGre visszilk. Masolatokat készitiink 10 ebbdl leszarmaztatott aminosavszekvencia megfelel az
arrol a szlrdrél, amelyen 37 °C homérsékleten végzett 1. tdblazatban megadottaknak.
inkubalas utan a baktériumtelepek névekednek, majd az
eredeti szir6r8l szarmazd baktériumokat roncsoljuk. 3. példa
Ehhez a sziirt egy deszikkatorban 15 percen keresztiil PINT41d plazmid eléallitasa
kloroformatmoszféranak tessziik ki, majd lassan moz- 15 A pINT41 plazmid a replikéciés origd és a trp
gatjuk 6 oran keresztiil szobah6mérsékleten immun- promoter kozott egy nemesszencidlis DNS-szakaszt tar-
pufferben [S0 mmol/l Trisz (pH=7,5), 150 mmol/] nét- talmaz, amelyhez Nsp(7524)1 enzim hasitasi hely csat-
rium-klorid, 5 mmol/l magnézium-klorid és 3 vegyes% lakozik. A fenti szakasz eltdvolitasihoz a pINT41 plaz-
BSA], amely 1 pg/ml D-néz I-et és 40 pg/ml lizozimot midot Nsp(7524)1 enzimmel hasitjuk, a nagyméretd
tartalmaz, majd kétszer 5 percen keresztiil mosopuffer- 20 fragmenst izolaljuk, és ismét ligaljuk. Igy pINT41d plaz-
ben [50 mmol/l Trisz (pH=7,5) és 150 mmol/]l natrium- midot kapunk, amelynek DNS-szekvencidjat a 2. tabla-
klorid] mossuk. A sziir6ket ezutan egy éjszakan keresz- zat tartalmazza.
til 3 °C hémérsékleten inzulinspecifikus antitesteket
2. tablazat
10 30 50
GTGTCATGGTCGGTGATCGCCAGGGTGCCGACGCGCATCTCGACTTGCACGGTGCACCAA
70 S0 110
TGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTCGTAAATCAC
130 150 170
TGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACA
190 210 230
TCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGT
250 270 290
TAACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAAGGGTATCGACCATGGCAACAACATCAACAGCAA
310 330 350
CTACGCGTTTCGTGAACCAGCACCTGTGCGGCTCCCACCTAGTGGAAGCTCTCTACCTGG
370 390 410
TGTGCGGGGAGCGAGGCTTCTTCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCCTC
430 450 470
AGGTGGGGCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCCTGGCGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGCGC
490 510 530
TGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGCGGCATCGTGGAGCAGTGCTGCACCAGCATCTGCTCCC
550 570 590
TCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTAATAGTCGACCTTTGCTTTCATTGTCGATGATA
610 630 650
AGCTGTCAAACATGAGAATTAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTAATTCTTGAAGA
670 690 710
CGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCT
730 750 770
TAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTC
790 810 830
TAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAA
850 870 890

TATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTT
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2. tablazat (folytatds)

910 930 950
GCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT
970 990 1010
GAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATC

1030 1050 1070
CTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTA
1090 1110 1130 :
TGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACAC
1150 1170 1190
TATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGC
1210 1230 1250
ATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAAC
1270 1290 1310
TTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGG
1330 1350 1370
GATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAARACGAC
1390 1410 1430
GAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGC

1450 1470 1490
GAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTT
1510 1530 1350
GCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGA
1570 . 1590 1610
GCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCC
1630 1650 1670
CGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAG
1690 1710 _ 1730
ATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCA
1750 1770 1790
TATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATC
1810 1830 1850
CTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCA
1870 1890 1910
GACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGC
1930 1950 1970
TGCTTGCAAACAAARAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTA
1990 2010 2030 -
CCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTT
2050 2070 . 2090
CTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTC
2110 2130 2150
GCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
2170 2190 2210
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGTAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGT
2230 2250 2270
GCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGC
2290 2310 2330
ATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
2350 2370 2390
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATA
2410 2430 2450
GTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGG
2470 2490 2510
GGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCT
2530 2550 2570
GGCCTTTTGCTCACATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGC

TG
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4. példa

PINT41d fiiziés fehérje fermentildsa és elédllitisa

i) Fermentdlds :

LB kozegben razotenyészetet allitunk el pINT41d
plazmiddal transzformalt E. coli W3110 torzsbdl. 15 pl
tenyészetet OD=2 értéknél 15,7 1 TP kozegbe toltiink,
és a szuszpenziét 16 oran keresztiil 37 °C homérsékle-
ten fermentaljuk. A tenyészetet OD=13 értéknél
20 ug/ml TAA-val elegyitjiik, majd tovabbi 5 érdn ke-
resztiil fermentaljuk, amelynek soran 100 ml/6ra 4ram-
lasi sebességgel 50 vegyes%-os maltozoldatot szi-
vattytizunk az elegybe. Az OD=17,5 érték elérésekor a
folyamatot leéllitjuk. Végiil a baktériumokat centrifu-
galassal betakaritjuk.

ii) A sejtek roncsoldsa:

A sejteket 400 ml dezintegralopufferben [10 mmol/l
Trisz (pH=8,0), 5 mmol/l EDTA] szuszpendaljuk, és
franciaprésben roncsoljuk. Az inzulint tartalmazo6 fazi-
6s fehérjét ezutan 30 percen keresztiil 23 500 g értéken
centrifugilva bekoncentraljuk, és dezintegralopufferrel
mossuk. Igy 134 g (nedves tomeg) iiledéket kapunk.

iti) Szulfitolizis :

12,5 g (nedves tomeg) iiledéket ii) 125 ml 8 mol/l
sékleten. Az elegyet 30 percen keresztiil kevertetjiik,
majd natrium-hidroxid-oldattal pH=9,5 értékre allitjuk,
és 1 g natrium-szulfittal reagaltatjuk. Az elegyet tovabbi
30 percen keresztiil 35 °C hémérsékleten kevertetjiik,
0,25 g natrium-tetrationitot adunk hozza, és 30 percen
keresztiil 35 °C hémérsékleten tovabb kevertetjiik.

iv) DEAE anioncserélo kromatografia :

A iii) pont soran kapott terméket 250 mi A puffer-
ben [50 mmol/l glicin (pH=9,0)] felvessziik, és
fraktogél TSK DEAE-650 toltettel t5ltott kromatogra-
fias oszlopra (oszloptérfogat 130 ml, 4tméré 26 mm)
vissziik, amelyet A pufferrel kiegyensilyoztunk. A puf-
ferrel térténé mosas utan a fizios fehérje S-szulfonatot
egyenként 250 ml A puffert és B puffert [SO mmol/l
glicin (pH=9,0), 3 mol/l karbamid és 1 mol/l natrium-
klorid] tartalmazé sbgradienssel elualjuk 3 ml/perc se-
bességgel. A fuzids fehérje S-szulfonatot tartalmazé
frakcidkat egyesitjiik.

v) Hajtogatds és enzimatikus hasitds :

Az iv) pont egyesitett frakcioit 4 °C hdmérsékleten
1:9 térfogataranyban hajtogatopufferrel [S0 mmol/l
glicin (pH=10,7)] higitjuk, és a kapott oldatot literen-
ként 410 mg aszkorbinsavval és 165 pul 2-merkapto-eta-

TIR: 5'-CTG AAA TGA
és

DTRS8: 5'-CAC AAA TCG
vagy

DTRS: 5'-ACA GCA ACT
és

Inzull:
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nollal elegyitjiik 4 °C hémérsékleten ovatos kevertetés
kozben. Az elegyet ezutan pH=10,5 értékre Aallitjuk,
4 °C hémérsékleten tovabbi 4 6ran keresztiil kevertet-
jilk, majd 24 g/l végkoncentracidig szilard N-(2-hid-
roxi-etil)-piperazin-N’-2-etan-szulfonsavat (HEPES)
adunk hozza. A kapott elegyet (pH=8) 25 °C hémér-
sékleten tripszinnel emésztjiikk. Az emésztési folyamat
soran az enzimkoncentraciot 80 ug/l értéken tartjuk. Az
emésztés lejatszodasat RP—HPLC-kromatografiasan el-
lendrizziik. Két ora elteltével a reakciot 130 ug szoja-
bab-tripszin inhibitor hozzaadasaval megallitjuk.
HPLC-analizissel a iii) pont szerinti elegybdl 19,8 mg
di-Arg inzulin mutathato ki. A hasitott termék azonosi-
tasat fehérjeszekvenalassal és Osszehasonlité anyaggal
végzett HPLC-analizissel ellendrizziik. A di-Arg inzu-
lin ismert modon kromatografidsan tisztithatd, és
karboxi-peptidaz B segitségével inzulinna alakithato.

5. példa

PINT60 plazmid elédllitasa

A pINT60 plazmid egy inzulinprekurzorbol ¢s csu-
pén kilenc aminosavat tartalmaz6 ballasztrészb6l épiil
fel. A plazmid el6allitasahoz a pINT40 plazmidot Nco
és Mlul enzimmel hasitjuk, és a kapott vektorfragmenst
izolaljuk. Ezutan Inzul5 oligonukleotidot szintetiza-
lunk, amelynek szekvencidja:

TTCGGGTACCGTTGTTGTAGTTTGAGTTGCGCAG 5'
TTGCCCATGGC 3'

Klenow-polimerazzal felt6ltjiik, és a fenti két en-
zimmel hasitjuk. A kapott DNS-fragmenst ezutan a
vektorfragmenssel ligalva pINT60 plazmidot kapunk.

Az 1. tablazat tartalmazza a fenti fizios fehérjében
talalhato ballasztrész DNS- €s aminosavszekvenciajat.

6. példa

PINTG67d plazmid eléallitisa

A pINT67d plazmid a pINT41d plazmid szdrmazé-
ka, amelyben a ballasztrész 9. pozicidji aminosavanak
kodonjat kiiktattuk. Ennek eredményeként a kapott
plazmid a pINT60 plazmidhoz hasonléan egy inzulin-
prekurzort és kilenc aminosavbol 4116 ballasztrészt
eredményez. Az elGallitashoz Ho S. N. és munkatarsa
modszerét [Gene, 77, 51-59 (1989)] alkalmazzuk. Eh-
hez két kiilon PCR-t képziink a pINT41d plazmiddal és
a két oligonukleotidpérral :

GTT GAC-3'

AGT TGC TGT TGA TGT TGT-3'

CGA TTT GTG AAC CAG CAC-3'

5'-TCA TGT TTG ACA GCT TAT CAT-3'.
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fgy két fragmenst kapunk, amelyek részlegesen
komplementerek egymishoz, és egymashoz kapcsolva
a pINT41d plazmidéhoz hasonlé inzulinprekurzort ko-
dolnak, amelyben azonban hianyzik a 9. helyzetd ami-
nosav. A két fragmenst egyesitjiik, a TIR és Insull oli- 5
gonukleotidokkal egy masik PCR-t képziink. Az igy
kapott DNS-fragmensbél az inzulinprekurzor struktir-
génjét Nco és Sall enzimmel végzett hasitissal felsza-
baditjuk, és tisztitjuk. A pINT41d plazmidot ezutin a
fenti két enzimmel is hasitjuk, a vektorfragmenst tisztit-
juk, és a PCR-bdl szarmazé struktirgénfragmenssel
ligdlva pINT67d plazmidot kapunk.

A ballasztrész nukleotid- és aminosavszekvencidjat
az 1. tablazat tartalmazza.

10

TIR:

és
DTR10:

vagy
DTR11:

és
Insull:

A ballasztrész nukleotid- és aminosavszekvencidjat
az 1. tblazat tartalmazza.

8. példa

PINT69d plazmid eléallitasa

A pINT69d plazmid szintén a pINT41d plazmid
roviditett szirmazéka, amelyben a ballasztrész 7., 8. és

30

TIR:

és
DTR12:

vagy
DTR13:

és
Insull:

A ballasztrész nukleotid- és aminosavszekvencidjat
az 1. tablazat tartalmazza.

9. példa

pINT72d plazmid eléallitasa

A pINT72d plazmid a pINT69d plazmid szarmazé-
ka, amelyben az els6 arginin aminosavkodonja kivételé-

50

TIR: S'-CTG AAA TGA
és
Insu28: 5'-GAT GCC GCG

vagy

10

7. példa

PINT68d plazmid eldallitdsa

A pINT67d plazmidhoz hasonléan a pINT68d plaz-
mid is a pINT41d plazmid roviditett szirmazéka,
amelyben hianyzik a ballasztszekvencia 8. és 9. amino-
savainak kodonja. fgy olyan inzulinprekurzort kapunk,
amelyhez csupan nyolc aminosavbol all6 ballasztrész
kapcsolodik. Az el6allitas sordn a 6. példaban leirt elja-
rast alkalmazzuk, amelynek soran az alabbi két oligo-
nukleotidpért hasznéljuk:

5'-CTG ARA TGA GCT GTT GAC-3'

51'-CAC AAA TCG TGC TGT TGA TGT TGT TGC-3'

S'-TCA ACA GCA CGA TTT GTG AAC CAG CAC-3'

5'-TCA TGT TTG ACA GCT TAT CAT-3'

Iy

fgy olyan inzulinprekurzort kapunk, amelyhez csupén
hét aminosavbol 41l ballasztszekvencia kapcsolodik.
Az eljaras soran a 6. példaban leirt eljarast alkalmaz-
zuk, amelyhez az alabbi két oligonukleotidpart hasz-
naljuk:

5'-CTG AAA TGA GCT GTT GAC-3'

5'-CAC ARA TCG TGT TGA TGT TGT TGC CAT-3'

5'-ACA TCA ACA CGA TTT GTG AAC CAG CAC-3'

5'-TCA TGT TTG ACA GCT TAT CAT-3'

vel a teljes C peptid gén szakasz hidnyzik. Ennek meg-
felelden olyan miniproinzulin-szarmazékot kapunk,
amely a C lanc helyett egy argininmaradékot tartalmaz.
A pINT69d plazmidbél kiindulva a 6. példaban leirt
eljarast alkalmazzuk, amelynek soran az aldbbi két
oligonukleotidpért hasznaljuk:

GCT GTT GAC-3'

GGT CTT GGG TGT-3'
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Insu27:

és

Insull: 5'-TCA TGT TTG

10. példa

PINT73d, INT88d és pINT89d plazmidok

eléallitasa

A pINT73d plazmid a pINT69d plazmid (8. példa)
szdrmazéka, amelyben egymas utan kétszer megtalalha-
t6 az inzulinprekurzor-gén. A plazmid ezért olyan
policisztronos mRNS-t eredményez, amely megkétsze-
rezi a kitermelést. E154llitasahoz egy PCR-reakciot vé-
geztiink a pINT69d plazmiddal és a kovetkezd két
oligonukleotiddal:

Insu29: 5'-CTA GTA CTC GAG TTC AC-3'
és
Insull: 5'-TCA TGT TTG ACA GCT TAT CAT-3'.

fgy olyan fragmenst kapunk, amely az inzulin-
prekurzor-gént az ennek megfeleld riboszoma kétéhe-
lyet tartalmazza, amelynek 5’-végén Xhol hasitasi hely
és 3’-végén Sall hasitasi hely talalhato. A fragmenst a
fenti két enzimmel hasitjuk, és tisztitjuk. A pINT69d
plazmidot ezutan Sall enzimmel linearizaljuk, és a ka-
pott két DNS-véget foszfatdzzal (borjubélfoszfatiz)
defoszforilezziik, és a PCR-reakcioval kapott fragmens-
sel ligalva pINT73d plazmidda alakitjuk.

Analdég moédon 4llithaték elé a pINT88d és
pINT89d plazmidok, ha a pINT72d plazmidot (9. pél-
da) hasonléképpen moédositjuk a mini proinzulingén
kétszer vagy haromszor torténd osszekapcsolasaval.

LPL3: 5!
és
LPL4: 5'

amelyek segitségével a promoterszakaszhoz EcoRI és
Nco hasitési helyeket kapcsolunk. Egy PCR-t végziink a
fenti oligonukleotidokkal és a pPL-lambda plazmiddal,
majd a kapott promoterfragmenst EcoRI és Nco enzim-
mel hasitjuk és izolaljuk, a pINL41d plazmidot szintén a
fenti két enzimmel hasitjuk, €s a kapott promotermentes
vektorfragmenst a lambda-pL promoterfragmenssel
ligalva pLA41c plazmidda alakitjuk.

13. példa

pL41d plazmid eléallitisa

A pLAlc plazmidban a rezisztenciagén és a fuzios-
fehérje-gén kozott elhelyezkedd trp-transzkripcids
terminator nem hatékony a fermentaciora alkalmas E.
coli térzsekben (példaul E. coli N4830-1 torzsben). Emi-
att egy policisztronos mRNS és altala nagy mennyiségi
rezisztenciagén-termék képzGdik a fermenticidban.
A fenti mellékreakcio kikiiszobolése érdekében a trp-ter-
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5'-AAG ACC CGC GGC ATC GTG GAG-3'

ACA GCT TAT CAT-3'.

11. példa

pINL41d plazmid eléallitdasa

Kiindulasi anyagként pRUD3 plazmidot haszni-
lunk, amelynek szerkezete analég a pGATTP plazmid
szerkezetével. A trp-promoter szakasz helyett azonban
egy tac-promoter szakaszt tartalmaz, amelyhez EcoRI
és Nco hasitasi helyek kapcsolédnak. A plazmidot
EcoRI enzimmel hasitjuk, a hasitasi hely tillogo végeit
Klenow-polimerazzal feltoltjiik, majd Nco enzimmel
hasitunk, és a kapott promoterfragmenst izolaljuk.

A pINT41d plazmid trp-promoterét kiegészitjikk a
Pvull és Nco enzimek hasitasi helyével. Mivel a
plazmid egy tovabbi Pvull hasitasi hellyel rendelkezik,
teljesen hasithaté Nco enzimmel és csak részlegesen
hasithatd Pvull enzimmel. Azt a vektorfragmenst,
amelybdl csak a promoterszakasz hidnyzik, izolaljuk a
kapott fragmensek koziil, majd a tac-promoter frag-
menssel ligalva pINL41d plazmidda alakitjuk.

12. példa

pL41c plazmid eléallitdsa

A pPL-lambda plazmid (Pharmacia) egy lambda-
pL-promoter szakaszt tartalmaz. Ez utobbit az alabbi
nukleotidszekvenciakkal kapcsoljuk:

S'GATCTCTCACCTACCAAACAATI !
és

5'AGCTAACTGACAGGAGAATCC3 ' .
LPL3 és LPL4 oligonukleotidokat allitunk €l6.

ATGAATTCGATCTCTCACCTACCAAACAAT 3'

TTGCCATGGGGATTCTCCTGTCAGTTAGCT 3',

minatorszekvenciat az E. coli-rmB-operon hatékony ter-
minator szekvencidjaval helyettesitjik. A pANGMA
plazmid szerkezete hasonl6 a pINT41d plazmid szerkeze-
téhez, de egy angiogenin gént tartalmaz a fliziosfehérje-
gén helyett, és egy rrnB-terminétor [Borsius J. és munka-
tarsai: Gene 27, 161-172 (1984)] szekvenciat tartalmaz
(a kereskedelmi pKK223-3 plazmidbél, Pharmacia) a
trp-terminétor szekvencia helyett. A plazmidot Pvul és
Sall enzimekkel emésztjiik, és az rmB-terminatort tartal-
mazé fragmenst izoldljuk. A pL4lc plazmidot ezutin
szintén a fenti két enzimmel hasitjuk, és az inzulingént
tartalmaz6 fragmenst izolaljuk. A két izolalt fragmenst
ligalva pL41d plazmidot kapunk.

14. példa

PINTLI plazmid elédllitasa

A fuzids fehérjék kifejezéséhez altalanosan alkal-
mazhaté plazmid elBallitdsdhoz a pINT41d plazmid
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proinzulingénjét egy polilinkerszekvenciéval helyette- és a vektorfragmenst izolaljuk. Ezt azutan az alabbi két
sitjiik. Ezt a gént Mlul és Sall hasitasi helyekkel farkaz- szintetikus oligonukleotiddal ligalva pINTLI plazmidda
zuk. A plazmidot ehhez a fenti két enzimmel hasitjuk, alakitjuk.

BstEIIX Accl EcoRI Knpl BamHI

5 CGCGCCTGGTTACCTCGAGGTATACTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCC

3 GGACCAATGGAGCTCCATATGATGC’I'I‘AAGCTCGAGCCATGGGCCCCTAGG
Xhol Sacl Xmal
Sphl XbaI
CTGCAGGCATGCAAGCTTGTCTAGAC -3

GACGTCCGTACGTTCGAACAGATCTGAGCT- 5!

Pstl HindIII (Sall}.
15. példa 20 lalhato. A két hasitasi hely mindket esetben egyediilal-
HMG CoA reduktdzt kédolo gén (aktiv domén) be- 16. A pUH10 plazmid tartalmazza a 3. tablazat szerinti
épitése a pINTLI plazmidba és a fiiziés fehérje ki- DNS-szekvencianak megfeleld teljes HMG gént
fejezése (HMG L IL, IIT és IV fragmensek). A pUH10 plazmid
A 3. tablazat a HMG CoA reduktaz gén DNS- és (2. 4bra) elballitasat a 292803 szamu eurdpai kozrebo-
aminosavszekvenciajat mutatja. A 292803 sz4mua eu- 25 csatasi irat ismerteti. Roviden, specialis plazmidokat
ropai kozrebocsatasi iratbol ismert szintetikus HMG allitunk el6 a HMG I-HMG 1V génfragmensek
CoA reduktéz gén BstEII hasitési helyet tartalmaz a 3. szubklénozaséhoz, és a teljes gén elBallitasahoz. Ezek
és 4. helyzetii Leu és Val aminosavak régi6jaban (lasd a plazmidok a kereskedelmi forgalomban kaphato
a 3. tablazatot). A gén végén az Xbal enzimnek megfe- pUC18, pUCIL9 és M13mpl8 vagy M13mp19 vekto-
lel3 talnytlo szekvencia keletkezik (a nemkodol6 sza- 30 rokbol szarmaznak, ahol a polilinkerszakaszt egy VI
kaszban). A pINTLI plazmid polilinkerjében a megfe- képletil DNS-szekvencidnak megfeleld 0j szintetikus
1el6 hasitasi hely ugyanabban a leolvasasi keretben ta- polilinker helyettesiti.
Nco EcoRI HindIII BamHI XbaIl
Vi-la

5' AAT TGC CAT GGG CAT GCG GAA TTC CAA GCT TTG GAT CCA TCT AGA GGG

3 CG GTA CCC GTA CGC CTT AAG GTT CGA AAC CTA GGT AGA TCT CCC TCG A
VIi-1b

A fenti (ij plazmidok el6nye, hogy a pUC és M13mp plazmidot) EcoRI/HindIII restrikci6s enzimekkel az en-
plazmidokkal ellentétben lehetdvé teszik az Nco restrik- 45 zim gyartojanak eldirasai szerint felnyitjuk. Az emész-
cios enzimnek megfelel tiinyuld szekvencidkat tartal- tési elegyet 1 tomeg%-o0s agarbzgélen elektroforézissel
mazé DNS-fragmensek klonozasat. Emellett az Nco, frakcionaljuk. Az etidium-bromid-megfestéssel 1athatd-
EcoRI, HindIIl, BamHI és Xbal hasitasi helyeknek meg- va tett plazmidsavokat kivagjuk, és az agarozgélrdl
felelé felismerdszekvencidk a vektorokban ugyanazok- clektroforézissel elualjuk. A kapott 20 fmol maradék
ban a szekvencidkban talalhatok meg, mint a teljes HMG 50 plazmidot ezutan 200 fmol hat DNS-szekvenciénak
génben, ami elfsegiti a szekvencialis klonozast, és a megfeleld DNS-fragmenssel ligaljuk szobahGmérsékle-
gének elballitasat. igy lehet6vé valik a HMG I-HMG ten egy éjszakan keresztil. Igy & pSU18 klénozo-
IV génfragmenseknek az 1 plazmidokba torténd szub- vektort (vagy pSU19, M13mUSI8 vagy MI13mUS19
klénozasa. A génfragmensek alkalmazasa utan ezek klénozovektort) kapunk. A kereskedelmi forgalomban
kombinacidjaval kinyerhetd a teljes gén (lasd késébb). 55 kaphat6 kiindulési plazmidokkal ellentétben az uj plaz-
a) VI képletii DNS-szekvencidkat tartalmazo vekto- midok Nco restrikcios enzimmel hasithatok. Az EcoRI
rok eléallitasa és HindIIl restrikcids enzimek csak egyszer hasitjak

Az V képletii DNS-szekvencia szokasos modon eld- ezeket a plazmidokat, mivel az EcoRI és HindIII hasit-
4llithat6. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 pUC138 si helyeken keresztiil beépitett polilinker roncsolja az

plazmidot (vagy pUC19, M13mpl9 vagy M13mpl9 60 eredetileg jelen 1év6 hasitasi helyeket.

12
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b) A HMG I-HMG IV génfragmenseket tartalmazo
hibrid plazmidok eléallitdsa

i) A HMG I génfragmenst tartalmazo plazmid

A pSU18 plazmidot EcoRI és Nco restrikcids enzi-
mekkel felnyitjuk a 15. példa a) pontjaban leirt modon,
majd az elézetesen foszforilezett I génfragmenssel
ligaljuk.

ii) A HMG II génfragmenst tartalmazo plazmid

A HMG II-1, TI-2 és II-3 gén szubfragmenseket
tartalmazé plazmidokat EcoRI/MIul, Mlul/BssHII vagy
BssHIVHindIII restrikciés enzimekkel emésztve izolal-
juk a HMG I1-1, HMG II-2 vagy HMG I1-3 génfrag-
menseket. Ezeket az EcoRI/HindIII enzimekkel felnyi-
tott pSU18 plazmidba ligaljuk a szokdsos modon.

iii) A HMG III génfragmenst tartalmazo plazmid

A HMG III-1 és III-3 gén szubfragmenscket tartal-
maz6 plazmidokat EcoRI/HindIII restrikci6s enzimekkel
emésztjiik, majd Sau961 enzimmel hasitva izolaljuk a
HMG II-1 fragmenst, vagy BamHI/Banll enzimmel ha-
sitva izolaljuk a HMG III-3 génfragmenst. Ezeket a frag-
menseket a HMG ITI-2 fragmenssel a HindIIl/BamHI
enzimekkel felnyitott pSU18 plazmidba épitjiik be.

iv) A HMG IV génfragmenst tartalmazoé plazmid

A HMG-IV—(1+2) és HMG VI-(3-+4) gén szub-
fragmenseket tartalmazo plazmidokat EcoRl/ BamHI és
EcoRI/Xbal restrikcios enzimekkel felnyitjuk, és a
HMG IV—(1+2) és HMG IV-(3+4) génfragmenseket
elektroforézissel tisztitjuk. A kapott fragmenseket
ezutin BamHI/Xbal enzimekkel felnyitott olyan
pSU18 plazmidba ligaljuk, amelyben az EcoRI hasitasi
helyet eldzetesen a késGbb leirt médon S1 nukledzzal
roncsoltuk. fgy olyan hibrid plazmidot kapunk, amely a
négy DNS-szekvenciaban egy tovabbi AATT nukleo-
tidszekvenciat tartalmaz. A hibrid plazmidot ezen a
ponton EcoRI enzimmel emésztve felnyitjuk, és a tal-
nytlé AATT végeket S1 nukledzzal eltivolitjuk. Ehhez
1 ug plazmidot az EcoRI emésztés utin két egység
S1 nukledzzal inkubilunk 50 mmol/l natrium-acetét-
pufferben (pH=4,5), amely 200 mmol/l natrium-klori-
dot és 1 mmol/l cink-kloridot tartalmaz. Az inkubalast
30 percen keresztiil 20 °C hémérsékleten végezzik.
A plazmidot a tompa végeken keresztiil a szokasos mo-
don korbezarjuk. fgy olyan hibrid plazmidot kapunk,
amely tartalmazza a IV génfragmenst.

¢) Az V képletii DNS-szekvencidt tartalmazé

pUHI0 hibrid plazmid elédllitasa

A HMG I génfragmenst tartalmazé hibrid plazmidot

EcoRI/HindIII enzimekkel felnyitjuk, és a megfeleld
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hibrid plazmid EcoRI/HindIIl emésztésével kapott
HMG II fragmenssel ligaljuk. A kapott plazmidot ez-
utan HindII/BamHI enzimekkel felnyitjuk, és a megfe-
lel plazmid HindIT/BamHI emésztésével kapott HMG
II1 fragmenssel ligaljuk. Az igy kapott plazmidot
BamHI/Xbal enzimekkel felnyitjuk, és a megfeleld
plazmid BamHI/Xbal emésztésével kapott HMG IV
fragmenshez kapcsoljuk. gy pUH10 hibrid plazmidot
kapunk, amely tartalmazza az V képletii DNS-szekven-
cidnak megfeleld telijes HMG gént. A 2. 4bra mutatja a
pUH10 hasitasi térképét, amelyben az ,ori” és ,Ap”
jelolések mutatjak a pUC18 plazmidnak megfeleld ere-
deti orientaciot.

Ha a pINTLI plazmidot BstEII és Xbal enzimekkel
hasitjuk, és a nagy fragmenst izolaljuk, és ha a pUH10
plazmidot (2. abra) ugyanezekkel az enzimekkel emészt-
jiik, és az V képleti DNS-szekvencia nagy részét tartal-
maz6 fragmenst izolaljuk, a két fragmens ligalasaval ka-
pott plazmid olyan fizids fehérjét kodol, amelyben argi-
nin koveti az els6 nyolc aminosavat a pINT41d plazmid
ballasztszekvencigjaban (1. tablazat), és amelyet a Leu3-
mal kezd6dden a HMG CoA reduktaz aktiv doménjének
struktirgénje kovet. Osszehasonlitasi célbdl a két kezde-
ti plazmidot Nco és Xbal enzimekkel hasitjuk, és a meg-
felel fragmenseket ligaljuk. A kapott plazmid kozvetle-
niil a start kodon utan a HMG CoA reduktaz aktiv do-
ménjét kédolja (a 292 803 szami eurdpai kozrebocsatasi
irat szerinti V képleti DNS-szekvencidnak megfelelGen,
lasd a 3. tablazatot).

A kédolt fehérjék kifejezését a 4. példaban leirt mé-
don végezziik. A sejtek feltorése utén centrifugélunk,
majd a feltételezések szerint mintegy 55 kDa méreti
fehérjét a feliiliszoban gélelektroforézis alapjan kimu-
tatjuk. A fuzios fehérje savja sokkal intenzivebb, mint a
kozvetleniil kifejezett fehérje savja. A feliiliszo 100 pl-
es részleteiben a mevalonat képzédését vizsgaljuk higi-
tatlan formaban, 1:10 és 1:100 higitisban. Tovabbi
Osszehasonlitashoz a 4. példa szerinti fuzios fehérjét
(proinzulinrészt tartalmazo fizios fehérje) vizsgaljuk,
amikor is a fent emlitett hdrom koncentrdcidban aktivi-
tds nem mutathaté ki. A HMG CoA reduktazt tartalma-
26 fiizios fehérje mindharom higitsban maximalis akti-
vitast mutat, mig a kdzvetlen kifejez6dés terméke a
koncentracié altal szabalyozott 1épcsSzetes aktivitast
mutat. Ez azt jelenti, hogy a fiziés fehérje legaldbb
sz4zas faktorral jobban kifejez6dik.
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16. példa

pB70 plazmid eléallitasa

A pINT41d plazmidot Mlul és Sall enzimekkel ha-
sitjuk, és a nagy fragmenst izoldljuk. A 3a. 4bran bemu-
tatott pIK4 plazmid mini proinzulint kédol6 gént tartal-
maz, amelynek C lanca csak arginint tartalmaz.

A plazmid el6allitasat a 347 781 szamu eurdpai koz-
rebocsatasi irat ismerteti. Roviden, a kereskedelmi
pUC19 plazmidot Kpnl és Pstl restrikcids enzimekkel
felnyitjuk, és a nagy fragmenst [3. 4bra, (1) fragmens]
0,1 tomeg% Seaplaque géllel elvdlasztjuk. Ezt a
fragmenst T4 DNS-ligazzal reagaltatjuk a 4. tablazat
szerint szintetizalt DNS [3. 4bra, (2) DNS] jelenlétében.
A 4. tablazat az IK I génfragmens szekvenciajat mutat-
ja, mig az 5. tablazat az IK II génfragmens szekvencia-
jat tartalmazza.

Ezt a ligaloelegyet ezutan kompetens E. coli
79/02 sejtekkel inkubdljuk. A transzformacids elegyet

B30 Al A2 A3

{(Thr) (Arg) Gly Ile Val
5! CG CGT GGT vATC GTT
3 A CCA TAG CAA
(M1uI)

amely argininkodonnal kiegésziti a B lanc utolsé ko-
donjat (B30), és helyettesiti az A lanchoz tartoz6 elsd hét
aminosav kihasitott kodonjat, és potolja ugyanezen lanc
8 és 9 aminosavanak megfelel6 kodont. A pIK4 plazmid
(3a. dbra) human mini proinzulint kédol.

A 4. és 5. tablazatban az inzulinmolekula B és A 1an-
cit az els6 és utolsd aminosav jeloli. Az IK II gén-
fragmens kddoldszakasza mellett Sall hasitohely talalha-
t0, amelyet a kévetkezd szerkezetben alkalmazunk.

A pIK4 plazmidot Hpal és Sall enzimekkel hasitjuk,
¢és a mini proinzulint kodolé gént izolaljuk. Ezt a gént a
pINT41d fent emlitett nagy fragmensével és a kovetke-
z0 szintetikus DNS-szekvenciaval ligaljuk.

10

15

IPTG/Xgal lemezekre szélesztjiik, amelyek 20 mg/1
ampicillint tartalmaznak. A plazmid DNS-t a fehér tele-
pekbdl izolaljuk, és restrikcids és DNS-szekvenal6 ana-
lizissel jellemezziik. A kivant plazmidok a pIK1 nevet
(3. abra) kapjak.

Ennek megfeleléen az 5. tablazat szerinti DNS-t
[3. abra, (5) DNS] Pstl és HindIII enzimekkel felnyitott
pUC19 plazmidba ligaljuk [3. 4bra, (4)]. igy pIK2 plaz-
midot (3. abra) kapunk.

A 3. abra (2) és (5) DNS-szekvencidjat, amelyek a
4. és 5. tablazatnak felelnek meg, izolaljuk a pIK1 és
pIK2 plazmidokbol és Kpnl és HindIII enzimekkel fel-
nyitott pUC19 plazmidba ligaljuk [3. abra, (7)]. Az igy
kapott pIK3 plazmid (3. dbra) mddositott humaninzu-
lin-szekvenciat kodol.

A pIK3 plazmidot Mlul és Spel enzimekkel felnyit-
juk, és a nagy fragmenst [3a. abra, (9) fragmens] izolal-
juk. Ezt (10) DNS-szekvenciaval ligaljuk,

A4 A5 A6 A7 A8 A9

Glu Gln Cys Cys (Thr) (Ser) (10)

GAA CAA TGT TGT A 3!

CTT GIT ACA ACA TGA TG 5
(SpelI)
B

30

35

40
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(Thr) Arg Met Gly Arg Phe

CG CGT ATG GGC CGT TTC GTT
A TAC CCG GCA AAG CAA
(MluI) (Hpal)

Igy pB70 plazmidot kapunk, amely olyan fuzi6s fe-
hérjét kodol, amelyben a ballasztrészt (1. tablazat 1.
vonal) Met-Gly-Arg aminosavszekvencia, és ezt a mini
proinzulin aminosavszekvenciaja koveti.
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4. tablazat

B‘
Phe
10 20 ao 40

< 2

CT TTG GAC AAG AGA TTC GTT AAC CAA CAC TTG IGT GGT TCT CAC
CAT GGA AAC CTG TTC TCT AAG CAA TTG GTT GTG AAC ACA CCA AGA GTG

< 1 >
(KpnI) Rpal

S0 60 70 80 90

-—> < 4

TT¢ GTG GAA GCG TTG TAC TTG GTT TGT GGT GAG CGT GGT TTC TTC
AAC CAC CTT CGC AAC ATG AAC CAA ACA CCA CTC GCA CCA AAG AAG

< 3

B”
Thr Arg Lys Gly Ser Leu
100 110 120

>
TAC ACT CCA AAG ACG CGT AAG GGT TCT CTG CA
ATG TGA GGT TTC TGC GCA TTC CCA AGA G
-~ >

Mlul (PstI)

19
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5. tablazat
A‘
Gln Lys Arg Gly
130 140 150 160
< 6
G AAG CGT GGT ATC GTT GAA CAA TGT TGT ACT AGT ATC TGT TCT
AC GTC TTC GCA CCA TAG CAA CTT GTT ACA ACA TGA_TCA TAG ACA AGA

< S
(PatI) Spel
A?l
Asn
170 180 190 200 210
>

TTG TAC CAG CTG GAR AAC TAC TGT AAC TGA TAG TCG ACC CAT GGA
AAC ATG GTC GAC CTT TTG ATG ACA TTG ACT ACT AGC TGG GTA CCT TCG A .

>

(HindIII)
17. példa A pINT92 a pINT72d plazmid altal kodolt inzulin-
Az aldbbi oligonukleotidokkal pINT90d—-pINT96d 30 szarmazék kett§s mutacidjat kédolja, mivel a ballaszt-
plazmidokat allitunk el az elébbi példakban megadott rész végeén és a mini C lancban talathaté Arg kodont
modon. Az oligonukleotidoknél * jeloli a pINT41d bal- Met kodon helyettesiti. Ennek kdvetkeztében a kifeje-

lasztrészével azonos aminosavakat. zett elStermék cidn-bromiddal hasithato.

PINT90d: *****x*GNSA* (pINT69d valtozat)
TIR: 5' -CTGAAATGAGCTGTTGAC-3
és
Insu50: 5' -TGCCGAATTTCCTGTTGATGTTGTTGC-3"'
vagy
Insu49: 5' -GGAAATTCGGCACGATTTGTGAACCAG-3 "'
és

Insull: 5' -TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3"

PINT91d: ******GNSA* (pINT72d valtozat)
TIR: 5' -CTGAAATGAGCTGTTGAC-3'

es

Insu50: 5'-TGCCGAATTTCCTGTTGATGTIGTTGC-3!

vagy

20
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Insu49: 5'-GGAAATTCGGCACGATTTGTGAACCAG-3'
és

Insull: 5'-TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3'

PINT92d: (pINT72d kettds mutdns)
Insu56: 5'-TCGACCATGGCAACAACATCAACAATGTTTGTG-3
és
Insu58: §'-GATGCCCATGGTCTT-3'
vagy
Insu57: 5'-AAGACCATGGGCATC-3!
és

Insull: 5'-TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3'

PINT93d: ***x**x (pINT68d valtozat)
Insu53: 5'-ACCATGGCAACAACATCAACAAAACGATTTGTG-3'
és

Insull: 5'-TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3'

PINT94d: *kx*k*x (DINT68d valtozat)
InsuS4: 5'-ACCATGGCAACAACATCAACACCACGATTTGTG-3'
és

Insull: 5'-TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3'

pINT95d: *x*xx* (DINT68d valtozat)
Insu55: 5'-TCGACCATGGCAACAACATCAACRATGCGATTTGTG-3!
és
Insull: 5'-TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3'
PINT96d: ****** (pINT68d vAltozat)
Insu7l: 5'-ACCATGGCAACAACATCAACAGGACGATTTGTG-3'

és

Insull: 5'-TCATGTTTGACAGCTTATCAT-3'

21
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras valamely kivant fehérjéb6l és egy bal-
lasztrészbdl allo fuzids fehérjék eléallitasara, azzal jel-
lemezve, hogy

a) ballasztrészt kodold kevert oligonukleotidot alli-
tunk el6, ahol az oligonukleotid DNS-szekvencigja
(kodoloszal)

(CDO),
részt tartalmaz, ahol
D jelentése A, G vagy T és
X értéke 4-12,
és ahol az oligonukleotid legfeljebb 100 nukleotidot
tartalmaz,

b) a kevert oligonukleotidot vektorba épitjiik oly
modon, hogy funkciondlisan kapcsolodjon egy szaba-
lyozoészakaszhoz, és a kivant fehérjét kodold struktir-
génhez,

c) a kapott vektorpopulacioval gazdasejteket transz-
formalunk,

d) a transzformansokbdl egy vagy tobb olyan klont
szelektalunk, amelyek a fuzids fehérjét nagy kiterme-
Iéssel kifejezik, és

€) a fuzids fehérjét kifejezziik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan oligonukieotidot alkalmazunk, amely a
kodoloszal 3’-végén a kivant fehérjének a ballasztrész-
t6] torténd konnyl lehasitisit lehetGvé tévs hasito-
helyet eredményezd aminosavat vagy aminosavcsopor-
tot kodol.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy enzimatikus hasitdhelyet kodolé oligonukleotidot
alkalmazunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, amely vi-
szonylag hidrofil aminosavszekvenciat kodol, és igy
oldhaté vagy konnyen szolubilizalhaté fizios fehérjét
eredményez.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, amelynél a
ballasztrész nem befolyasolja a kivant fehérje hajtoga-
tasat.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol x értéke
4-8.

5

10

15

20

25

30

35

40

22

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy az oligonukleotid
ATG (DCD), (NNN),

szekvenciat (k6doloszal) tartalmaz, ahol
N jelentése az NNN-re vonatkozé stop kodontél elté-

16, azonos vagy kiilonbz6 nukleotid,
z értéke 1-4, és
y+2z értéke 6—12, ahol

y értéke legalabb 4.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, ahol y+z értéke
6—10.

9. A 7. igénypont szerinti eljaras, ahol y értéke
5-8,és z értéke 1.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az alkalmazott oligonukleotid

ATG GCW (DCD)4_g

szekvenciét (kodoloszal) tartalmaz, ahol
W jelentése A vagy T.

11. A 10. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy az oligonukleotid

ATG GCA

szekvenciét tartalmaz.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a kivant fehérje proinzulin, és az alkalmazott

CGW

(DCD), ,  CGW

oligonukleotid
ATG GCW (DCD),, ACG CGW vagy
ATG GCD (DCD),, ACG CGT

szekvenciat (kddoloszal) tartalmaz, ahol
D jelentése A, G vagy T,

W jelentése A vagy T és

y’ értéke 3-6.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, ahol y’ értéke
4-6.

14. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a kivant fehérje proinzulin.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a proinzulin a humén proinzulintél eltéré C
lancot tartalmaz.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a ballasztrésszel egytitt torténd lehasitast bizto-
sit6 hasitohelyet tartalmazd, C lancot kodold gént alkal-
mazunk.

17. A 16. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a C lanc arginint tartalmaz.
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Kl _GGTAC G
PUCHS ™ ACGTC
(Kpnl) (PstI) (1)

C_(ri— -
cATeE—(BI—B30) gTGCA (2)
(Kpnl) ~ (Pstl)

(t1+(2)——

PstI CTGCA AGCTT

PUCIS et A
HindIl| ™ (pgy1) (Hindm;l (4)

6 A
aceTc—(AI=A21)=T1¢ A (5)
(PstI) (HindII)

plK2

(4) +(5) ——

pUCIS (6)
konI GGTAC  AGCTT EcoRI
pUCIS =0 A Konl
Hind I} *on1) (hinam)] 7 el
(B1-30T N\ e

(A1-21)
pIK3

(7) + (2) #(5) ——

puUC19

3. 4bra
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B30 (Arg) (AB) A9

(8)
5
pe! [- (MuI)  (Spel) 1

EcoRI (9)

(9)+(10) —

(12)
Miul
u tac EcoRI

Miul puUC19 HindIIT
(13) tac ECORI Hind I
EcoRI
Sall  Hindmm
Pst] '
Hind IT EcoRI Mlul Hind Il
EcoRL Ml + —
(14) Ml hemeuman (i) A,B (14)

A,B
G B3
EcoRI__ CTTAA  AAC
(1) Hpol {EcoR1) TTg(B4-30)'Arg'(A|-2” (16)
Hpal —|

(16) + (15) + {7)—

3a. abra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tordesik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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