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EXPRESSZIOS VEKTOROK ELOALLITASARA

(57) KIVONAT

A taldlmény targya eljirds szelektdlhatd és autoném
replikdlédé rekombindns dezoxi-ribonukleinsav exp-
resszids vektorok eldéllitasara.

Ugy jamak el, hogy

a) egy, példinyszam szabalyozaséat indukélhatéan
elveszt§, Ggynevezett ,runaway” replikont, és

b) egy bioldgiailag aktiv szarvasmarha novekedési
hormon szdrmazékot kédold génnel leolvasisi fazisban
lev6 transzkripci6s és transzliciés aktivédcios ligdlnak.

Az eldllitott szelektalhatd, ©ndlléan replikdlédd
expresszios vektorokkal transzformélt sejtek a pél-
dényszdm szabalyozésénak hidnydban jelentGs mér-
tékben fejezik ki példdul a szarvasmarha novekedési
hormont megfeleld koriilmények kozott tenyésztve a

transzfomansokat.

A leirds terjedelme: 48 oldal, 16 dbra
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A taldlmény tirgya eljarés szelektélhat6 és ondlléan
replikdl6dé rekombindns dezoxi-ribonukleinsav exp-
resszi6s vektorok el§llitdsara, melynek sordn ligélunk
egy biolégiailag aktiv szarvasmarha novekedési hor-
mon-szdrmazékot kédolé génnel leolvasdsi fiziban
1évS transzkripciés és transzliciés aktivicibs szek-
vencidt egy ,runaway” replikonnal.

1980-ban Miller és munkatirsai: De Journal of
Biological Chemistry, 255(16):7521 leirtdk a szarvas-
marha novekedési hormon kédol6 szekvencidjit. A
047 600 szami eurépai nyilvdnossigrahozatali irat
ugyancsak kozolte ezt a szekvencidt. Egyik fenti
irodalmi hely sem it azonban le olyan, a jelen
taldlméany szerint alkalmazott szekvenciat, mely szar-
vasmarha novekedési hormnon-szdrmazékokat ismer-
tetett volna, illetve e szdrmazékok elSillitdsét sem
ismertették.

A humin névekedési hormon kédolé szekvencidjat
Martial és munkatarsai (1979), Science, 205:602 is-
mertették. Ez az irodalom sem ismerteti azonban a
taldlmany szerint elGillitott szarvasmarha novekedési
hormon-szdrmazékokat. Ugyancsak a szarvasmarha
novekedési hormon kédolé szekvencidjat és kifeje-
z€sét ismertette a 2 073 245A szdmd nagy-britanniai
nyilvdnossdgrahozatali irat, bar a taldlmény szerinti
szdrmazékokrdl ugyancsak nem tettek emlitést.

A 0085 036 szamu eurbpai nyilvanossidgrahozatali
irat szarvasmarhdk tejtermelésének fokozésara ismer-
tet moédszert, szarvasmarha novekedési homon ada-
golasaval, de szérmazékokr6l ugyancsak nem tesz
emlitést.

Seeburg és munkatirsai (1983), DNA 2(1):37 szar-
vasmarha novekedési hormont k6dol6 médositott DNS
szekvencidt tartalmaz6 plazmidokat ismertet, azonban
az ott leirt plazmidok eltérnek a talilmény szerinti
expresszi6s vektoroktol.

Az 1557 774 sz4md brit szabadalmi leirés runaway
replikont ismertet, mely kiinduldsi anyagként alkal-
mazhatd a jelen taldlmény szerinti eljardsban. Ez az
irodalom sem ismerteti azonban a talilmany szerint
létrehozott plazmidokat, szdrmazékokat, granuldtumo-
kat vagy eljardsokat.

Masui és munkatarsai, The International Journal
of Biology and Industry, January 1984:81 ismertetik
az Ipp transzkripciés és transzlacids aktivalészekven-
ciat. Ezt a szekvencidt a talalmény szeimti eljardsban
kiindulasi anyagként alkalmazzuk.

Carrier és munkatarsai (1933), Trends in Biotech-
nology 1(4):109 runaway replikonokat és kilonbozs
termékek, péld4ul intracelluldris aggregitumok exp-
resszi6jit ismertetik rekombinins DNS technikdval.
A kapott termékek azonban alapvetSen eltémek a
leirdsban emlitett granuldtumokban taldlhaté szarvas-
marha novekedési hormon-szarmazékokt6l.

A 095 361 szdmi eurbpai nyilvénossdgrahozatali
irat szarvasmarha ndvekedési hormont tartalamz6 kap-
csolt terméket kédol6 nukleotid szekvenciat ismertet.
Ez a kapcsolt termék természetes szarvasmarha no-
vekedési hormonb6l 411, mely az N-termindlis végén
enterokindzzal torténd hasitdsra érzékeny aminosav-
szekvenciét tartalmaz. Ez az irodalom sem ismertet
azonban taldlmény szerinti plazmidokat vagy hor-
mon-szdrmazékokat.

A taldlmény oj, szelektdlhat6 és autonom repliké-
16d6 rekombinéns dezoxi-ribonukleinsav kifejezd vek-
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torokra vonatkozik. A taldlmény szerinti vektorok
tartalmaznak:

1. biolégiailag aktiv szarvasmarha ndvekedési hor-
mon-szirmazékot (bGH) meghatrozé génnel leolva-
sasi fazisban levs transzkripciés €s transzlicids ak-
tiviciés nukleotid szekvenciat, és

2. egy olyan replikont, amely indukélt koriilmények
kozott elveszti a példanyszamot szabélyoz6 képességét.

A talilmény tovébba a fenti vektorokkal kapott
Gij transzfoménsokra, a szarvasmarha ndvekedési hor-
mon-szidrmazékokra és felhaszndldsukra vonatkozik.

A bGH termelését elGsegitd rekombindns dezoxi-
ribonukleinsav technolégia fejl6dését és elterjedését
nagymériékben hétriltatja a génkifejez6dés problé-
makoére. A 0075444 szami kozzétételi iratban (eurd-
pai) részletezett problémak koziil az egyik a funk-
cionalisan szuboptimélis mRNS transzkripciéja. En-
nek a mRNS molekulinak nyele és hurokszerkezetei
léteznek a szekunder konfigurdciéban, ezek pedig
meghatdrozzdk a normilis kotddést a riboszéméhoz,
és igy drasztikus mértékben csokkentik vagy meg-
gatoljak a bGH kifejez6dését. A jelen szabadalmi
leirdsban megadottak szerint eljirva megoldhatjuk ezt
a problémat Ggy, hogy a bGH-szérmazékok kifeje-
zésére nagymértékben képes vektorokat haszndlunk.

A leirisban az aldbbi, részletesen magyarézott
kifejezéseket hasznaljuk.

Rekombin4ns dezoxi-ribonukleinsav klénozé vek-
tor: olyan autoném replikdl6d6 molekula, példaul
plazmid, amely dezoxi- ribonukleinsav molekulshoz
egy vagy tébb tovdbbi dezoxi- ribonukleinsav szeg-
mens kapcsolhat, vagy amelyhez ilyen szegmenst
kapcsoltunk.

Rekombindns dezoxi-ribonukleinsav expresszids
vektor: olyan rekombinéns dezoxi-ribonukleinsav kl6-
noz6 vektor, amelybe egy vagy tobb transzikripGeibs
és transzlici6s aktivaciés szekvenciat épitettiink be.

Transzkripciés aktivécids szekvencia: olyan dezo-
xi-ribonukleinsav szekvencia, amely szabélyozza vagy
lehet6vé teszi a dezoxi-ribonukleinsav 4tirdsat hirvivd
ribonukleinsav transzkriptumma.

Transzlaciés aktivixids szekvencia: olyan dezoxi-
ribonukleinsav szekvencia, amely szabélyozza vagy
lehetévé teszi a hirvivé ribonukleinsav transzkriptum
atirdsdt egy peptiddé vagy polipeptiddé.

Transzlacios start jel: olyan dezoxi-ribonukleinsav
triplet, amely a transzliciés start kdédont hatirozza
meg.

’%‘ranszléciés stop jel: olyan dezoxi-ribonukleinsav
triplet, amely egy transzlaci6s stop kédont hatéroz meg.

Transzformé4ci6: dezoxi-ribonukleinsav bejuttatdsa
a recipiens gazdasejtbe, amely ezéltal U genotipust
képvisel.

Transzforméns: transzform4ciét szenvedett recipi-
ens gazdasejt.

Restrikciés fragmens: egy vagy tobb restrikci6s
enzim hatdsa révén generélt linedris dezoxi-ribonuk-
leinsav szekvencia.

Replikon: olyan dezoxi-ribonukleinsav szekvencia,
amely a rekombinins dezoxi-ribonukleinsav kl6noz6
és expresszi6s vektorok replikdcijat szabalyozza.

Elvesztett (runaway) replikon: olyan replikon, amely
elvesztette vagy amely indukélhatéan elveszti a pél-
danyszamot meghatdroz6 szabilyozast, ez a hidny sza-
balyozatlan replikdciét eredményez, és annak a dezoxi-
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ribonukleinsav molekuldnak az extrém példinyszdm
ndvekedését, amelybe ilyen replikont épitettiink be.

Funkcionilis polipeptid: kinyerhet8, biol6giailag
aktiv heterol6g polipeptid vagy prekurzor, egy kinyer-
het8, bioaktiv, heterolég polipeptidb6l és homolég po-
lipeptid egy részébll vagy teljes egészébdl 4116 poli-
peptid, vagy olyan kinyerhet8, biolégiailag inaktiv fii-
zi6s polipeptid termék, amely egy heterol6g polipep-
tidb61 és egy bioldgiai aktivitdst megsziintetd polipep-
tid részbdl 4ll, amely ut6bbi specifikusan hasithat6.

Fuziondlt géntermék: olyan kinyerhetS, heterolog
polipeptid, amely egy homolSg polipeptid egy részét
vagy teljes egészét tartalmazza.

Az alibbiakban megadjuk a taldlményhoz mellékelt
dbrak leirasat:

1-4. dbra: a PNMS575 plazmid elSallitdsénak se-
matikus szemléltetése.

5-8. dbra: a PNM789B plazmid elSallitdsdnak
sematikus abrazolasa.

9. abra: a pCZ1920 és pJR1 plazmidok restrikcios
térképe.

10. 4bra: a pCZ112 plazmid restrikciés térképe.

11. 4bra: a timozin alfa 1 szintetikus gén.

12. 4dbra: a T15 nukleotid fragmens szintézise.

13. dbra: a pTHal plazmid eldéllitasa.

14. ébra: a proinzulin szintetikus gén.

15. 4dbra: a pHJ7A 4A1 plazmid eld4llitasa.

16. 4bra: a pHI104 plazmid eldéllit4sa.

A taldlmény szelektilhat6 €s autoném replikélodo
rekombinéns dezoxi-ribonukleinsav expressziés vek-
torokra vonatozik, amely vektorok tartalmaznak:

a) egy runaway replikont, és

b) olyan transzkripci6s és transzliciés aktivaciés
szekvencidt, amely biol6giailag aktiv szarvamarha
novekedési hormon-szdrmazékot meghatéroz6é génnel
leolvasisi fazisban van, és amely gén az aldbbiakban
megadott lehet:

(1) 5° ATG AAA GGG AAT TCT ATG GCC TTC
FrEdre e rrerrr v rer il
3’ TAC TIT CCC TTA AGA TAC CGG AAG

CCA GCC ATG TCC TTG TCC GGC ¥
Prr et rerter ter rrb-RR1
GGT CGG TAC AGG AAC AGG CCG 5

(VAR ATG GAT (l}AT AAG '|I'I'I'C?(I‘x ?CT ATG
FErbrr et reed NN
3" TAC CTA CTA TTC AAA GGC CGA TAC

TCT CTG TCC GGC ¥
1L et 1l -RR1
AGA GAC AGG CCG 5

35 ‘lATG TIT CC1IX (li(ll(l.? PIleG GCT CTI”\
FErEE N
3’ TAC AAA GGT CGG TAC CGA GAT

TCT GGT 3
Iy 111-RRI
AGA CCA 5

(4) 5° ATG TTC CCA GCT ATG TCT CTA
PEE e ter ey 1
3’ TAC AAG GGT CGA TAC AGA GAT
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TCT GGT 3
(11 I R-R1
AGA CCA 5

5 415 08 TG 00T 4T T
L1
3’ TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA

CTG TCC GGC KN
P i 11 -RR1
GAC AGG CCG 5

6) 5° ATG TIT CCA GCT ATG TCT CTA
Prerre e rrrrrreir el

3’ TAC AAA GGT CGA TAC AGA GAT
TCT GGT ¥
1T 111 -RR1
AGA CCA 5

(7) 5* ATG GTT 'I'I;I'l CCG GCT 1?’1;(3; '{CITIl‘
Per e
3’ TAC CAA AAA GGC CGA TAC AGA

CTG TCC GGC ¥
[ I O O I A2 8 2§
GAC AGG CCG 5
or
(8) 5 ATG GCT TIT CCG GCT ATG TCT
FPE e e et b
3’ TAC CGA AAA GGC CGA TAC AGA
CTG TCC GTC 3
It 11 111 -R-R1
GAC AGG CAG 5 ahol:
A dezoxi-adenil-csoport,

G dezoxi-guanil-csoport,

C dezoxi-citidil-csoport,

T timidilcsoport,

R egy olyan dezoxi-ribonukleinsav szekvencia,
amely a szarvasmarha novekedési hormon 9 (leucin)-
191 (fenil-alanin) aminosavat kédolja, tovabba, ahol

R! olyan dezoxi-ribonukleinsav szekvencia, amely
egy transzlaciés stop jelet hatiroz meg, €s amely az
alabbi lehet:

5’ TAA ¥ 5" TAG ¥
pATTS Y AICS. g
5" TGA 3’

5 ACT 5.

A taldlminy vonatkozik tovdbbd a fentiekben is-
mertetett transzfoménsaira, az j vegyiletekre, ter-
mékekre &s ezek felhasznéldséra.

A taldlminy értelmében az alibbi Xbal-HgiAl
dezoxi- ribonukleinsav linker szekvenciékat egymést6l
filggetleniil ligaljuk a pCZ101 plazmid 10,2 kb nagy-
sagi BamHI-Xbal és a 0,6 kb nagysdgd BamHI-HgiAl
fragmenseihez.

How
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9 ¥ CTAONGGITITA 415 408 080 44 1 4
CEree el
TCCCATAATTAT TAC TTT CCC TTA AGA TAC

GCC TTC CCA GCC ATG TCC TIG TCC GGC CTG
Frerrr e rrrere e terrrr ek
CGG AAG GGT CGG TAC AGG AAC AGG CCG GAC
TTT GCC AAC GCT GTGCT 3
Ler e e e

AAA CGG TTG CGA C 5

b) 5’ CTAGAGGGTATTAATA ATG TTT CCA GCC ATG GCT
brrerereere verrer rer vl trtrd
3 TCCCATAATTAT TAC AAA GGT CGG TAC CGA
CTA TCT GGT CTG TTT GCC AAC GCT GTGCT 3
0 T T I O O 0 I
GAT AGA CCA GAC AAA CGG TTG CGA C 5
c) § CTAGAGGGTATTAATA ATG TTT CCA GCT ATG TCT
PLETEEErrre reeere ter bt et
3 TCCCATAATTAT TAC AAA GGT CGA TAC AGA
?’Il‘AI ’Il'(ITI; CﬁT' CITG TITT GCC AAC GCT GTGCT 3
T S O I T O I
GAT AGA CCA GAC AAA CGG TTG CGA C 5’
A kapott, sorrendben pCZ1920, pJR1 és SER szerin,
pAT2 plazmidoknak nevezett termék tartalmazza: 30 ALA alanin,
1. az E. coli lipoprotein gén transzkripcibs és PHE fenil-alanin,
transzldci6s aktivdciés szekvencidjit [Nakamura és PRO propil,

Inouye, Cell, 18, 1109 (1979)] egy biolégiailag aktiv
szarvasmarha ndvekedési hormon- szérmazékot meg-
hatdroz6 kédol6 szekvencidval leolvasisi fdzisban;

2. egy megfeleléen elhelyezett transzliciés stop
jelet, és

3. egy ugynevezetett runaway replikont.

A pCZ1920, pJR1 és pAT2 plazmidokkal transz-
formélt sejtek sorrendben az alabbi proteineket fejezik
ki:
MET-LYS-GLY-ASPN-SER-MET-ALA-bGH-MET-
-PHE-PRO-ALA-MET-ALA-R? és MET-bGH, ahol

35

40

bGH olyan szarvasmarha novekedési hormont repr-
ezentdlé természetes aminosav szekvencia, amely az
N-terminélisa (az els§) fenil-alaninnal kezdddik,

R2 a szarvasmarha névekedési hormon természetes
aminosav szekvencidja, amely a 6. aminosavval (le-
ucin) kezdddik az N- terminélis végtsl szAmitva.

A mellékelt 9. dbran adjuk meg a pCZ1920 és a
pJR1 plazmidok restrikciés térképét.

A taldlmany oltalmi kérébe tartozd tovabbi plaz-
midokat allithatunk el6 1gy, hogy egymdstdl fiigget-
leniil ligdljuk az aldbbi Taql-HgiAl dezoxi-ribonuk-

MET metionin, leinsav linker szekvencidkat a pCZ101 plazmid 10
LYS lizin, 45 kb nagys4gi EcoRI-BamHI és 0,6 kb nagysigii Bam-
GLY glicin, HI-HgiAl fragmenseihez vagy a pNMG608 plazmid

ASPN aszparagin,

0,29 kb nagysigti EcoRI-Clal fragmenséhez:

a) 5’ CGACC ATG GAT GAT AAG TTT CCG GCT ATG TCT
AR AR A R R I R A

3> TGG TAC CTA CTA TTC AAA GGC CGA TAC AGA
CTG TCC GGC CTG TTIT GCC AAC GCT GTGCT ¥
PEETEE Tt bee ree e e et
GAC AGG CCG GAC AAA CGG TTG CGA C b
b) 5° CGACA ATG TTC CCA GCT ATG TCT CTA TCT GGT
A A A N R N A
3°  TGT TAC AAG GGT CGA TAC AGA GAT AGA CCA
CTG TTT GCC AAC GCT GTGCT

PEE e e eerern o

GAC AAA CGG TTG CGA C

39
5’
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¢) 5" CGACC ATG GAT TTT COG GCT ATG TCT CTG TCC
3 T06 TAC CIA AAA GGC COA TAC AGA GAC AGG
GGC CTG TIT CGC AAC GCT GTGCT 3’
CCG GAC AAA CGG TIG CBA C  &°
d) 5" CGATC ATG GAT TTT CCG GCT ATG TCT CTG TCC
TAG TAC CTA AAA GOC COA TAC AGA GAC AGG
GGC CTG TIT GCC AAC GCT GTGCT 3’
006 GAC AAA (GG TTG CBA C 5
¢) 5' CGACC ATG GTT TIT CCG GCT ATG
¥ 06 TAC CAA AAA GGC COA TAC
TCT CTG TCC GGC CTG TIT GCC
NMENENRIRIEE R
AGA GAC AGG CCG GAC AAA CGG
AAC GCT GTGCT 3
176 CCA € 5
f) 5' CGACC ATG GCT TTT CCG GCT ATG :
3 706 TAC COA AAA GGC COA TAC
TCT CTG TCC GTC CTG TIT GCC =
NIRRT
AGA GAC AGG CGA GAC AAA CGG @
AAC GCT GTGCT 3 b =
TTG CGA C 5 o
és g

g) 5° CGATA ATG G/lk'll‘ TTT (IJCG GCT AT(.;:
teereererree e v
3'  TAT TAC CTA AAA GGC CGA TAC

TCT CTG TCC GGC CTG TIT GCC
PrerEr e e e el
AGA GAC AGG CCG GAC AAA CGG

AAC GCT GTGCT 3
N
TTG CGA C 5

ahol:
A dezoxi-adenil-csoport,
G dezoxi-guanil-csoport,
C dezoxi-citidil-csoport, és
T timidilcsoport.

A kapott plazmidoknak az alabbi jeleket adjuk:
pCZ112, pAT1, pASP1, pASP2, pCZ154, pCZ155
illetve pCZ156. Ezek a plazmidok tartalmazzik:

1. az E. coli triptofin génjének transzkripcids és
transzlici6s aktiviciés szekvencidjit [Hallewell és
Emtage, Gene, 9, 27 (1980)] egy biol6giailag aktiv
szarvasmarha novekedési hormon- szidrmazékot meg-

hatérozé kédolé szekvencidval leolvasési fazisban;

2. egy megfelelSen elhelyezett transzlécibs stop
Jelet, és

3. egy runaway replikont.

A pCZ112, pATl1, pASP1, pASP2, pCZ154,
pCZ155 illetve pCZ156 plazmidokkal transzformaélt

65 sejtek sorrendben az aldbbi proteineket fejezik ki
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MET-ASP-ASP-LYS-bGH, MET-bGH, MET-ASP-
-bGH, MET-ASP-bGH, MET-VAL- bGH, MET-ALA-
-PHE-PRO-ALA-MET-SER-LEU-SER-VAL-b’GH

ahol

MET metionin,

ASP aszparaginsav,

LEU leucin,

SER szerin,

PRO prolin,

PHE fenil-alanin,

LYS lizin,

VAL valin,

ALA alanin,

b’GH olyan szarvasmarha novekedési hormon ter-
mészetes aminosav szekvencia, amely a 9., leucin
aminosavval kezdddik, tovdbbi, ahol

bGH olyan szarvasmarha névekedési hormon ter-
mészetes aminosav szekvencia, amely az N-terminalis
(els&) fenil-alaninnal kezdé&dik.

A szemléltetS jelleggel bemutatott pCZ112 plazmid
restrikciés térképét a mellékelt 10. dbrin adjuk meg.

A pCZ101 kiinduldsi plazmid 10,8 kb nagysigi
és ugy allitjuk eld, hogy a pNM789B plazmid 0,6
kb nagysdgt Xbal-BamHI fragmensét ligiljuk a ha-
sonléképpen emésztett pIM-I'-A3 plazmiddal. Az
ut6bbi plazmid tartalmazza a transzléciés €s transzk-
ripci6s aktivacids szekvencidjét az E. coli lipoprotein
gén mikodéséhez, tartalmaz egy, a példinyszdmot
meghatdroz6 replikont, a plazmidot magit az E. coli
K12RV308/pIM-I"-A3 t6rzsbS! kapjuk. Ezt a torzset
letétbe helyeztiik a Northern Regional Research La-
boratory térzsgytijteményében, Peoria, Illinois. A plaz-
midot NRRL B-15733 sorszdm alatt megrendelhet
t6rzsbél izoldlhatjuk.

A pNM789B plazmid a pKENIl1l plazmidbél
szdrmazik az 1-8. példaban megadottak szerint végzett
kisérletek szerint, illetve az 1. példiban megadott
technikat haszndlva. A pKENI111 plazmidot az E.
coli K12 CC620/pKENI11 torzsbdl izoldlhatjuk, a
torzset a Northern Regional Research Laboratory
torzsgydjetményében helyeztiik letétbe, Peoria, Ili-
nois. A plazmid forrasaként szerepld térzset az aldbbi
sorszdamon tartjdk nyilvdn: NRRL B-15011. A
pNM789B plazmid szintén tartalmazza az E. coli
lipoprotein gén transzkripci6s és transzlici6s aktiva-
ci6és szekvencidkat, és ezenkiviil egy olyan kédold
szekvencidt a transzliciés stop jellel egyitt, amely
a BGH-t és a bGH N-terminilis végénél elhelyezkedd
9-tagli polipeptidbdl 4116 fiizis proteint hatiroz meg.
Az Xbal-BamHI fragmenst tartalmaz6 és a fiiziés
proteint leir6 k6dolé szekvencidt a megfelelSen ha-
sitott pIM-I'-A3 plazmidhoz ligdlva megkapjuk az
elozéekben ismertetett pCZ101 plazmidot.

A pNM608 kiindulasi plazmid 4,6 kb nagysagi
és ugy Aallitjuk el6, hogy a pHMI7 A4Al plazmid
EcoRI-Clal fragmensét és a pBR322 plazmid Eco-
RI-Clal fragmensét ligdljuk. A pHI7 A4Al plazmid
elg4llitasdra a késSbbiekben megadottak szerint jirunk
el (l4sd az 5. péld4t). Mivel a pHI7 A4A1 plazmidban
tobb Taql restrikci6s hely van, a sziikséges EcoRI-Taql
fragmenst Ggy Aallitjuk el8, hogy szubkl6nozzuk a
pHI7 A4A1 EcoRI-Hpal és Hpal-Taql fragmenseket.
A pNM608 plazmid tartalmazza az E. coli triptofan
transzkripciés aktivici6s szekvenciat, és igy felhasz-
nslhat6 a jelen leirds szerinti eljardsban.
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A témaban jirtas szakember felismeri, hogy a
fentiekben ismertetett kiilonbdz8 dezoxi-ribonuklein-
sav linkerek jelentds szerepet jatszanak az eljérdsban.
Ezeket a szekvencidkat ismert médon szintetizaljuk
a moédositott foszfo-triészter-médszerrel, amelyben tel-
jesen védett didezoxi-ribonukleotid épit8koveket hasz-
nalunk. Ezek a szintetikus médszerek jol ismertek,
és lényegében az aldbbiak szerint végezziik: Itakura
és munkatarsai, Science, 198, 1056 (1977); Crea és
munkatirsai, PNAS, USA, 75, 5765 (1978). Kiilo-
nosen eldényds médszert kdzolnek az alabbi szerzok:
Hsiung és munkatirsai, Nucleic Acid Research, 11,
3227 (1983), és Narang és munkatérsai, Methods in
Enzymology, 68, 90 (1980).

A hasznélt linkerek kdédolnak egy transzlicids
aktivacios szekvencidt és aminosavakat, amelyek ko-
z6tt szerepel a fentiekben ismertetett bGH-szdrmazék
elsé része (N-termindlis régié). A bGH- t kédold
szekvencia tovabbi részét (ebben szerepel a megfe-
leléen elhelyezett transzléciés stop jel), és a transzk-
ripciés aktivicids szekvencidt gy épitjiik be, hogy
a pCZ101 plazmid megfeleld fragmensét ligéljuk.
Ezeknek a ligdlasoknak a sorin a taldlmany szerinti
szarvasmarha ndvekedési hormon-szdrmazékot kife-
jezd plazmidokat kapunk.

A pCZ101 plazmid 900 bézisparb6l 4116 BstEII
restrikciés fragmensének kihasitasa, majd az ezt ko-
vet§ recirkularizdcié utdn megkapjuk a pCZ103 jeld
plazmidot. A BstEIl delécié nem érinti a pCZ101
plazmid bGH-t kédolé régi6jat. Ha a fenti eljérds
sordn a pCZ101 plazmid helyett a pCZ103 plazmidot
hasznaljuk, tgy egy hasonld, de 900 bazisparral
kisebb plazmidhoz jutunk. A pCZ103 plazmidbél
szdrmaz6 vektorok 4ltal kifejezett bGH-szdrmazékok
igy azonosak a pCZ101 plazmidbSl szdrmazé szér-
mazékokkal.

Ha a fentiekben ismertetett eljardsban a pJR1 és
pAT2 el6allitasa sordn a pCZ101 plazmid 10,2 kb
nagysagd BamHI-Xbal és 0,6 kb nagysigi BamHI-
HgiAl restrikci6s fragmensei helyett a pCZ103 plaz-
mid 9,3 kb nagysdgd BamHI-Xbal és a 0,6 kb
nagysdgi BamHI-HgiAl restrikciés fragmenseit hasz-
naljuk, Ggy sorrendben a pJR1.3 és pAT2.3 szdrmazék
plazmidokat kapjuk. Ha a pCZ101 plazmid 10,2
nagysagi BamHI-EcoRI és 0,6 kb nagysdgii BanHI-
HgiAl restrikciés fragmensei helyett a pATI, pASPI,
pASP2, pCZ154, pCZ155, pCZ156 plazmidok fenti-
ekben ismertetett elGallitdsa sordn a pCZ103 plazmid
9,3 kb nagysigi BamHI-EcoRI és 0,6 kb hagysigi
BamHI-HgiAlI restrikciés fragmenseit hasznéljuk, dgy
sorrendben az aldbbi plazmidokhoz jutunk: pAT1.3,
pASP2.3, pCZ154.3, pCZ155.3, tovébbd pCZ156.3.

A talidlminy szerinti eljdrds semmilyen médon
nem limitalt egy adott transzkripci6s aktivaciés szek-
vencia hasznélatdra, mivel egy specifikus szekvencia
kivélasztdsa nem lényeges a talslmény szempontj4b6l.
Az el6z8ekben példaként emlitett lipoprotein és trip-
tofan aktivacios szekvencidn kiviil példaul, nem li-
mit4l6an, az alabbi transzkripciés aktivaciés szekven-
citkat hasznalhatjuk: E. coli lakt6z (lac), a lambda
PLOL és a PROR bakteriofdgok transzkripciés akti-
vaci6s szekvencidja. Ezenkiviil egy vagy tobb transzk-
ripci6s aktivdciés szekvenciét is hasznilhatunk, vagy
ezeknek egy részét, egymis mellett, példaul a trp és
lac vagy a tac transzkripciés aktivéciGs szekvencifkat.
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Az osszes ilyen szekvencia jellemzett, és szintetikusan
els4llithaté vagy ismert plazmidokbdl izoldlhato.

A plazmid replikiciét egy példaként emlitett ki-
vitelezési valtozatban egy hindukalhaté runaway rep-
likon hatarozza meg [1 557 774 szé4mi birt szabadalmi
leiras és Uhlin és munkatéirsai, Gene, 6, 91 (1979)].
30 °C alatti h6mérsékleten, elénydsen 25 °C h6mér-
sékleten a replikon alacsony képiaszdmot biztosit,
sejtenként 10-15-6t. Ha a hémérsékletet 37 °C-ra
noveljiik, gy a mésolatok sz4dmét szabalyozé rendszer
nem mikodik, és a replikont tartalmaz6é plazmidok
szdma sejtenként 1000-2000-re nd. Az itt példaként
emlitett runaway (elveszthet) replikont az el6z6ekben
ismertetett pIM-I'-A3 kiinduldsi plazmid tartalmazza.
A téméban jirtas szakember érti, hogy a jelen leirds
nem korlatozédik egy adott ilyen tipusi replikon
vagy misolat muténs hasznilatira. Més indukalhat6
selveszthetd” vagy nagyszdmi mésolatot biztositd
replikonok 4llithatok el6 megfelels szelekcival, vagy
WO082/02901 kozzétételi irat szerint eljarva.

Ezeket a replikonokat felhasznalhatjuk olyan exp-
resszi6s vektorok elSéllitisdra, amelyek a jelen ta-
lalmany oltalmi koréhez tartoznak.

Ilyen ,elveszthet” replikonokat hordozdé vekto-
rokba idegen géneket klénozva olyan termékhez ju-
tunk, amely indukci6kor elveszti a misolatok szdmat
szabdlyozé rendszert, és nagymériékben fokozédik
az adott protein szintézise, igy ez idaig ismeretlen
és fel nem fedezett intracelluldris proteinszemcsék
jonnek létre. Ezek a szemcsék, amelyek egyébként
a taldlmany szerinti eljérast jellemzik, igen homogé-
nek protein-sszetételikk szempontjdbdl, és igy meg-
kiilonbdztethetSk az ismert, nagymolekulasilyd agg-
regatumokté], amelyek idénként eléfordulnak a re-
kombinéns dezoxi-ribonukleinsavat hordozé gazdasej-
tekben. Ezek a sejtben jelenlevd aggregitumok he-
terogének, és gyakran sejtet felépitd komponenseket,
példaul nukleinsavakat, szénhidritokat, lipideket és
peptideket tartalmaznak, az adott protein terméket
minddssze 10-20%-ban tartalmazzdk. A taldlmény
szerinti granuldtumok igen homogének, az elGéllitani
szindékozott protein termékek legaldbb 50, gyakran
80%-ot meghaladé mennyiségben tartalmazzak.

A taldlmany révén elGallithaté szemcsés termék
konnyen izoldlhat6é a sejt lizdtumabol, és stabil, ha
kiskoncentraci6ji karbamidos vagy detergenst tartal-
mazé oldattal mossuk. Moséskor eltdvolithaték a
szemcséhez nem specifikusan kot6d6 proteinek. Izo-
lalaskor igen specifikus aktiv anyagot kapunk, ekkor
lényegesen tisztul az idegen protein. Az 6sszes tovabbi
tisztitasi 1épés igy egyszer.

Kiilondsen eldnyds az a tény, hogy a granuldtu-
mokbol a sejtfal komponensei kdnnyen elkiilonithetSk.

Ugy gondoljuk, hogy a taldlmény szerinti szemcsés
anyag képz8désekor az idegen protein nem zavarja
a sejt normélis metabolizmusét, és nem kovetkezik
be a még nem érett sejt haldla. Egyes proteinek,
péld4ul a humén proinzulin E. coli sejtekben gyorsan
degradilédik, és nem halmozédik fel. Azonban, ha
ilyen proteineket a talalmény szerinti, ,elveszthet§”
replikont tartalmazé vektorokkal fejezzik ki, dgy a
proinzulin fehérje oldhatatlan granulitumot képez, és
ebben az alakban nem kovetkezik be az egyébként
labilis protein proteolitikus degradécitja. A taldlméany
szerinti granuldtumok igy nem csup4n labilis proteinek
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felhalmozéséra alkalmasak, de egyszertbbé teszik az
izolalast és a tisztitast a kiilonboz6 gének 4ltal meg-
hatérozott termékek esetén.

Ahogy azt az el6z8ekben megadtuk, barmely ak-
tivdlhaté vagy indukélhat6 replikon és transzkripcids
és transzl4cibs aktivaciés szekvencia, tovabbid gya-
korlatilag barmely, funkcionalt polipeptidet meghata-
rozé nukleotid szekvencia vagy fuziondlt génterméket
leir6 gén felhasznalhat6 a fentickben meghatérozott
médszer szerint hasznalt vektorok eldéllitiséra.

Ilyen ké6dol6 szekvencia példéul, nem limitdlGan,
a szarvasmarha ndvekedési hormont (bGH), a humén
novekedési hormont (hGH), a humén pre-novekedési
hormont (pre-hGH), a sertés novekedési hormont
(pGH), eml&s novekedési hormont, madér novekedési
hormont, névekedési hormon releasing faktort, a hu-
mén inzulin A-lincat, a humin inzulin B-lincét, a
humdn proinzulint, a humén pre-proinzulint, humén
és nem humin interferont, urokindzt, szbveti plaz-
minogén aktivitort, interleukin II-t vagy barmely
polipeptid hormont, polipeptid enzimet és barmely
kutatdsi vagy gyakorlati értékkel rendelkezd, biol6-
giailag aktiv polipeptidet kédol6 szekvencia.

A fenti médon tenyésztett transzformélt sejtek,
amelyek a granulatumot halmozzék fel példdul,-nem
limitaléan, a kovetkezdk lehetnek: E. coli K12
RV308/pCZ1920, E. coli K12 RV308/pJR1, E. coli
K12 RV308/pASP1, E. coli K12 RV308/pCZ112, E.
coli K12 RV308/pASP2, E. coli K12 RV308/pATl,
E. coli K12 RV308/pAT2, E. coli =K12
RV308/pCZ154, E. coli K12 RV308/pCZ156, Excoli
K12 RV308/pJR1.3, E. coli K12 RV308/pASP1.3, E.
coli K12 RV308/pASP2.3, E. coli K12 RV308/pAT1.3,
E. coli K12 RV308pAT2.3, E. coli K12
RV308/pCZ154.3 és E. coli K12 RV308/pCZ156.3.

A taldlmény szerinti, szemléltetS jelleggel bemu-
tatott dezoxi- ribonukleinsav szekvencidk €s plazmi-
dok szdmtalan médositasa képzelhets el. Igy péld4ul
a genetikai k6d degeneraltsiga miatt lehetséges a
polipeptidet meghatérozé régiék nukleotidjainak; to-
vibba példiul a TAG vagy TGA transzlécibssstop
jeleknek a helyettesitése,

ACT ACT

ez utébbiak esetén példaul TAA transzliciés stop
jelre.

P

ATT

A fentiekben R betivel jelzett rész barmely olyan
dezoxi- ribonukleinsav szekvencia lehet, amely a (9)
leucin-191 (fenil-alanin) aminosavakat hatirozza meg
a bGH molekulsban. Ezeket a szekvencidkat az ismert
bGH aminosav szekvencidbél meghatdrozhatjuk, €s
ezutdn ismert szintetikus médszerekkel elallithatjuk.
Ugyanakkor iigyelniink kell arra, hogy a nukleotid
tripleteket gy vélasszuk meg, hogy azok megfelel-
jenek az ismert alapkovetelményeknek és extrapola-
lasoknak, amelyeket Zuker és Stiegler adott meg
[Nucleic Acids Research, 9(1), 133 (1981)], tudniillik,
hogy elkeriiljik a hirvivé ribonukleinsavban komp-
lementer bézisok képzOdését. Ilyen komplementer
bazisok kozott létrejovs hidrogénhid-kotések ugyanis
nyeleket és hurkokat hoznak ltre, és csokkentik a
transzlaci6 hatékonysigét. A téméaban jartas szakember
érti, hogy szintetikus moédszerekkel (ldsd elbb) a

7

R g 5 6%

@ %

¢ kel WA o¥ By xd
s+ S oo B by

7-



1 HU 202281 B 2

fentiekben ismertetett moédositott és varidlt szekven-
cidk eldallithatok. Ezért a taldlmény nem csupin a
példaként, jelen leirdsban megadott dezoxi-ribonuk-
leinsav szekvenciira és plazmidokra vonatkozik.

A taldlminy szerinti expressziés vektorokat és
médszert tobb gazda mikroorganizmusban hasznil-
hatjuk, példdul az aldbbi gram- negativ fest6dés@
prokariota mikroorganizmusokban, példdul Escheri-
chia coli, E. coli K12, E. coli K12 RV308, E. coli
K12 NB101, E. coli K12 C600, E. coli K12 C600
Ri—Mk-, E. coli K12 RR1, E. coli K12 MM294 és
mésok. Bar a taldlmény szerinti eljaris 6sszes kivi-
telezési véltozata felhasznilhat6, egyes vektorok és
transzforménsok eldnyosek. Elényds vetkorok példul
a kovetkez8k: pCZ1920, pJR1.3, pCZ112, pAT]I,
pAT1.3, pAT2, pAT2.3, pASP1, pASP1.3, pCZ154,
pCZ154.3, pCZ156, pCZ156.3, pASP2.3 és pASP2,
melyek a kovetkezd hormonokat kédoljék:

plazmid hormon-szdrmazék
pCZ1920  Met-Lys-Gly-Asn-Ser-Met-Ala-bGH
pJR1 Met-bGH(Ala az 5-helyzetben)
pJR1.3 Met-bGH(Ala az S-helyzetben)
pCZ112 Met-Asp-Asp-Lys-bGH

PAT1 Met-bGH

pAT1.3 Met-bGH

pAT2 Met-bGH

pAT2.3 Met-bGH

pASPI Met-Asp-bGH

pASP1.3  Met-Asp-bGH

pCZ154 Met-Val-bGH

pCZ1543 Met-Val-bGH

pCZ156 Met-Asp-bGH

pCZ156.3 Met-Asp-bGH

pASP2.3  Met-Asp-bGH

pASP2 Met-Asp-bGH

Elényds transzformansok példaul az al4bbi mik-
roorganizmusok: E. coli K12 RV308/pCZ1920, E.
coli K12 RV308/pJR1, E. coli K12 RV308/pJR1, E.
coli K12 RV308/pJR1.3, E. coli K12 RV308/pCZ112,
E. coli K12 RV308/pAT1, E. coli K12 RV308/pAT1.3,
E. coli K12 RV308/pAT2, E. coli K12 EV308/pAT2.3,
E. coli K12 RV308pASPl, E. coli K12
RV308/pASP1.3, E. coli K12 RV308/pCZ154, E.¢
coli K12 RV308/pCZ1543, E. coli K12
RV308/pCZ156, E. coli K12 RV308/pCZ156.3, E.
coli K12 RV308pASP2.3 és E. coli KI2
RV308/pASP2.

Az elényds csoporton beliil az aldbbi plazmidok
és transzforménsok kiilénosen elényds tulajdonsigok-
kal rendelkeznek: pCZ112, pCZ154, pCZ154.3,
pCZ156, pCZ156.3, pASP2.3 és pASP2, illetve E.
coli K12 RV308/pCZ112, E. coli K12 RV308/pCZ154,
E. coli K12 RV308/pCZ1543, E. coli KI2
RV308/pCZ156, E. coli K12 RV308/pCZ156.3, E.
coli K12 RV308/pASP2.3 és E. coli Ki2
RV308/pASP2.

A témiban jartas szakemberek tudjak, hogy a
taldlmény szerinti expressziés vektorokat megfelels
gazda-mikroorganizmusok transzformaldsira haszn4l-
juk tgy, hogy egy szarvasmarha ndvekedési hormon-
szdrmazék ismert fermentdci6s korilmények kozott
kifejez8dik. A termék rendkiviil homogén granulstum
alakjédban fejezGdik ki, és a sejt lizdtumb6l ismert
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médszerekkel izoldlhatd, a termék pedig felhasznil-
haté a tejtermelés fokozésdra és a szarvasmarha
novekedésének 4ltalinos stimuldlasira. A felhasznil4s
moédjai, a szarvasmarhinak adagolandé dézisok is-
mertek, és a 0085036 szdmii eurépai kozzétételi
iratban olvashaték (7-9. oldal).

A tovébbiakban példakkal szemléltetjiik a talil-
ményt.

1. példa

A pNM789B elédllitdsa

A. A pKENO2I plazmid és ennek Xbal-BamHI
Jfragmensének elddllitésa

Kiindulasi anyagként a pKENO21 plazmid (lasd a
3. sbran: 106) 5,1 kb nagysagi Xbal-BamHI restrikci6s
fragmensét hasznaljuk. A pKENO21 plazmid a
pKENI111 szédrmazéka [lasd az 1. dbran: 101, tovabba
Lee és munkatarsai, J. Bact., /146, 861-866 (1981) és
Zwiebel és munkatirsai, J. Bact, 145, 654-656
(1981)], amely plazmid az E. coli CC620 torzsbél izo-
lilhaté (letéti szim: NRRL 15011), és amely 2,8 kb
nagysigi fragmensén hordozza a E. coli lipoprotein
génjét. A fragmens lefrasat Nakamura és Inouye adja
meg [Cell, 18, 1109-1117 (1979)]. A pKENOQ21 plaz-
midban az egyetlen EcoRI és Sall restrikcios helyek
kozotti 650 bézispar nagysdgi szekvencidt (pBR322
plazmid) olyan szekvencidval helyettesitették, amely
az E. coli lipoprotein génjét hordozza. A lipoprotein
gén szekvencidja [Nakamura és Inouye (1979)] 462
bazisparbol 4116 Alul fragmenst tartalmaz, a lipoprotein
gén elsS tripletjétdl (metionin) az 5°-vég felé haladva,
és ez tartalmazza a promotert, az 5’-nem transzlatalt
szakaszt €s a ribosz6ma kotShelyet. A transzlaciés ini-
ciiciés metionin szignél eldtt 16 bézispérral helyezke-
dik el a riboszéma kotShelyen beliil az egyetlen Xbal
restrikciés hely. Egyetlen Pvull restrikcids helyet ta-
lélunk a struktirgén transzldciés termun4ci6s kédon-
Jj4t61 105 bazisparral balra, ezt BamHI restrikci6s hellyé
véltoztatjuk lgy, hogy egy aldbbi nukleotid sorrendi,
szintetikus dezoxi-ribonukleinsav linkert kapcsolunk
hozzd: 5'-CCGGATCCGG-3’. (A linkert az alabbi
helyrd] véasaroltuk: Collaborative Research). A BamHI
helyet a lipoprotein utolsé 35 aminosavanak kédold
szekvencidja, a transzliciés terminaci6s jel és a hirvivs
ribonukleinsav 3'-nem transzlatlt régi6janak megfe-
lel§ szekvencia koveti. A pKENO21 plazmid tartalmaz
tovabbé 850 bazisparbdl 4116, a lipoprotein génnel nem
oOsszefliggd szekvenciit, ez az E. coli kromoszémaban
ettdl jobbra helyezkedik el. Ezek a szekvencidk azént
vannak jelen, mivel a gén eredeti izoldldsakor a méd-
szerek és a rendelkezésre 4116 restrikciés helyek ezt
eredményezték.

Az 1., 2. és 3. 4brin megadott séméb6l kideriil,
hogy a pKENO21 plazmid a pKEN111 plazmidb6l
szdrmazik. Az elGAllitast az aldbbiak szerint végezziik:
50 pg pKEN111 (lasd az 1. dbra: 101) dezoxi-ribo-
nukleinsavat 25 egység Hpall restrikciés enzimmel
kezelink 300 pl alabbi Osszetételd pufferban: 20
mmél trisz-hidro-klorid, pH=7,4, 10 mmél magnézi-
um- diklorid és 6 mmo6! B-merkapto-etanol. A reakciét
2 6ran 4t végezzikk 37 °C hémérsékleten. Kétszer
300 pl alabbi dsszetételd eleggyel extrah4lunk:

fenol-kloroform 50:50.

A vizes fézist elkiilonitjik és 2,5 térfogat etanollal
és 0,1 térfogat 3 mélos nétrium-acetst-oldattal ki-
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csapjuk. A kivélt dezoxi-ribonukleinsavat 100 pl elekt-
roforetikus pufferban oldjuk és 5% poliakril-amidot
tartalmazé gélen frakcionéljuk (az dsszes gélben 29:1
arényd akril-amid:bisz arényt vélasztunk, kivéve, ha
masként nem jelezziik). A gélt 0,5 pg/ml etidium-
bromiddal festjiik, és a csikokat hosszi hullimhosszi
ultraibolya fényben vizsgaljuk. A gélrdl elektroelici-
6val egy 950 bézisparbdl 4116 csikot izoldlunk dia-
litikus zsikba. A dezoxi-ribonukleinsavat fenol és
kloroform elegyével extrahaljuk, etanollal kicsapjuk,
majd a 2,5 pg-nyi terméket 25 pl TEN-oldatban
oldjuk. Ennek Osszetétele a kovetkezS:

10 mmél natrium-klorid

10 mmdl trisz-hidro-klorid, pH=7,4 és

1 mmél nétrium-etilén-dinitrilo-tetraecetsav,
(EDTA), pH=8,0.

2 g mennyiségl, 950 bazisparb6l 4116 Hpall
fragmenst Alul restrikciés enzimmel kezeliink 200
pl alibbi osszetételd pufferban:

50 mmél natrium-klorid,

6 mmol trisz-hidro-klorid (pH=7,6),
6 mmol magnézium-diklorid és

6 mmol B-merkapto-etanol.

A reakci6t 2 6ran 4t 37 °C hémérsékleten végezziik.
Ezutdn 6% poliakril amidot tartalmazé gélen frak-
ciondljuk a dezoxi- ribonukleinsavat, és a keletkezett
462 bizisparb6l 4116 Alul fragmenst az eléz8ekben
megadottak szerint kildnitjik el és tisztijuk. 1 pg
462 bizisparb6l 4ll6 Alul fragmenst 10 pl T4 dezo-
xi-ribonukleinsav  ligz pufferban oldunk, enek
Osszetétele a kovetkezs:

66 mmdl trisz-hidro-klorid, pH=7,6,

10 mmél magnézium-diklorid,

10 mmél ditio-treitol,

0,4 mmdl adenozin-trifoszfat.

Az elegy 150 pmé! foszforilezett EcoRI linkert
is tartalmaz (5’-GGAATTCC-3’; Collaborative Rese-
arch), tovabbd 2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav
ligazt. 16 6rén 4t 4 °C-on inkubéljuk a reakcidelegyet,
majd 65 °C-on tartjuk 10 percen 4t, és ezutdn 100
pl-re higitjuk, az alabbi osszetételd EcoRI pufferral:

100 mmél trisz-hidro-klorid, pH=7,2,
50 mmodl natrium-klorid,

10 mmdél magnézium-diklorid,

6 mmél B-merkapto-etanol.

40 egység EcoRI enzimet adunk az elegyhez,
madj 2 6rén 4t 37 °C hOmérsékleten inkubdlunk.
Fenol és kloroform elgyével extrahéljuk a mintét, és
etanollal kicsapjuk. A kivélt dezoxi- ribonukleinsavat
20 pl T4 dezoxi-ribonukleinsav ligdz pufferban oldjuk,
a puffer 0,1 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav ligdzt
és 0,1 ul pBR322 (1. 4bra: 102) dezoxi- ribonukle-
insavat is tartalmaz, amit EcoRI enzimmel lineari-
zaltunk, és ezutin alkalikus foszfatdzzal kezeltiink.
4 °C hémérsékleten 16 6ran 4t ligilunk, majd a
kapott dezoxi- ribonukleinsavval ismert médon E.
coli K12 HBI10I torzset transzformélunk. A transz-
formansokat 12 pg/ml tetraciklint tartalmazé agar
lemezeken szelektéljuk, és a plazmidokat a rezisztens
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telepekb8l gyors alkalikus extrakci6val izoldljuk
[Bimboim és Doly, Nucleic Acids Research, 7, 1513
1523 (1979)]. Igy 466 bizispirbél allé Xbal-BamHI
fragmenst tartalmaz6 plazmidot (1. dbra: 103) kapunk,
és ezt haszniljuk a kovetkez§ lépésben kiindulasi
anyagként.

2 ug plazmid (2.4bra: 103) dezoxi-ribonukleinsavat
2 egység Hindlll enzimmel kezelink 50 pl aldbbi
Osszetételd reakcidelegyben:

60 mmol natrium-klorid,

10 mmél trisz-hidro-klorid, pH=7,4,
10 mmoél magnézium-diklorid és

6 mmél B-merkapto-etanol.

A reakci6t 1 6rén 4t 37 °C h6mérsékleten végezziik.
Fenol és kloroform elegyével extrahéljuk az elegyet,
majd a dezoxi- ribonukleinsavat etanollal kicsapjuk,
200 pl alabbi dsszetételd pufferban oldjuk ezutdn:

300 mmol nétrium-klorid,
30 mmol natrium-acetit, pH=4,25,
1 mmdl cink-diklorid és
200 egység S1 nukledz (Miles Laboratories).

1 6rén 4t 15 °C homérsékleten tartjuk a reakci6-

elegyet, majd a reakci6 lellitasira fenol és kloroform
elegyével extrahdlunk és etanollal kicsapjuk a ter«
méket. A kapott dezoxi-ribonukleinsavat 10 pul T4
dezoxi-ribonukleinsav ligdz pufferban oldjuk, a puf-
ferhoz el6zbleg 20 pikomél .foszforilezett BamHI
linkert (5°-CCGGATCCGG-3"; Collaborative Reses
arch) és 2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav ligézt-
adunk. 4 °C hémérsékleten 16 6rin 4t inkubéljuk az

elegyet, majd 10 percen 4t 65 °C hdmérsékleten

tartjuk a ligdz inaktivdldséra, ezt kovetden pedig az
alabbi osszetételd BamHI pufferral 100 pl-re egé-

szitjiik ki :

150 mmél nétrium-klorid,
20 mmél trisz-hidro-klorid, pH=8,0,

10 mmoél magnézium-diklorid, és
6 mmél B-merkapto-etanol.

Ez az elegy 20 egység BamHI enzimet is tartalmaz.
2 6ran 4t 37 °C hdmérsékleten tartjuk a reakcidelegyet,
majd 1% agar6zt tartalmazé gélen tisztitjuk. A gélt
festjik, és a 4,5 kb nagysigi nagyobb fragmenst
elualassal elkiildnitjiik, miutin fagyasztottuk. Ezutén
fenol és kloroform elegyével extrahdlva és etanollal
kicsapva tisztitjuk. A kohéziv BamHI végekkel ren-
delkez tisztitott fragmenst 20 pl T4 dezoxi-ribonuk-
leinsav ligdz pufferban oldjuk, ami 0,1 egység T4
dezoxi-ribonukleinsav ligdzt tartalmaz. 16 6rén 4t 4
°C hémérsékleten ligalunk, majd a kapott dezoxi-ri-
bonukleinsavval E. coli HB101 sejteket transzforma-
lunk. A transzforménsokat ampicillin (Ap") reziszten-
cia alapjin szelektaljuk, 100 pg/ml ampicillin jelen-
1étében. A telepeket 10 pg/ml tetraciklinnel szembeni
érzékenységre vizsgéljuk (Ts%). Tobb Ap'Tc® genoti-
pusi és az el6z8ekben megadott Bimboim médszerrel
izolalt plazmidot vizsgélunk a HindIII hely hidnyéra,
és az egyetlen BamHI hely jelenlétére. EcoRI és
Sall restrikci6s endonukledzokkal, egymést kovetS
emésztés utdn 466 és 305 bazisparb6l 4116 fragmen-
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seket kapunk. Egy ilyen plazmidot (2. abra: 104)
szelektalunk, és ezutin az lpp promotertSl balra es6
EcoRI helyet HindIII hellyé alakitjuk 4t.

2 pg plazmid (2. ébra: 104) dezoxi-ribonuklein-
savat 100 pl EcoRI pufferban 0,2 egység EcoRI
restrikciés endonukledzzal kezeliink 10 percen 4t 37
°C hémérsékleten. A reakci6 leéllitdsdra 10 percen
4t 65 °C hémérsékleten tartjuk az oldatot, majd fenol
és kloroform elegyével extrahdlunk, és a dezoxi-ri-
bonukleinsavat etanollal kicsapjuk. A terméket 200
ul S1 nukledz pufferban oldjuk, ez 1000 egység/ml
S1 nukledzt tartalmaz. A reakci6t 1 6ran 4t végezziik
12 °C h6mérsékleten. A reakci6 ledllitdsat fenol és
kloroform elegyével kivitelezett extrakcidval végez-
ziik, a terméket etanollal csapjuk ki. A kapott dezo-
xi-ribonukleinsavat 10 pl, 20 pikomél foszforilezett
HindIlI linkert (5’-CCAAGCTTGG-3’; Collaborative
Research) és 2 egység T4 dezoxi-ribonmukleinsav
ligazt tartalmaz6 T4 dezoxi-ribonukleinsav ligiz puf-
ferban szuszpendaljuk. 16 6rén 4t 4 °C h6mérsékleten
inkubdlju az elegyet, majd 10 percen 4t 65 °C
hémérsékleten tartjuk, és 150 pl, 10 egység HindlIl
enzimet tartalmazé HindIll pufferral higitjuk 150 pl
végtérfogatig. Az elegyet 2 6ran 4t 37 °C hémér-
sékleten inkubdljuk, majd ezutin 1% agarézt tartal-
mazé gélen frakciondljuk. A legnagyobb csikot (az
egyetlen vigdst szenvedett plazmiddal egyenértéka)
ismert médon elkiilonitjiik és tisztitjuk, majd 20 pl,
0,2 egység T4 ligizt tartalmaz6, T4 ligdz pufferban
oldjuk. A reakcibelegyet 4 °C homérsékleten 16 6rén
4t inkubéljuk, majd E. coli HB101 sejteket transz-
form4lunk. A transzforménsokat ampicillin reziszten-
cidra szelektfljuk, és az ismert médon izolélt plaz-
midokat restrikciés enzim analizisnek vetjiik ald. Sze-
lektaljuk az EcoRI-HindIIl fragmenst tartalmazé plaz-
midot (2. 4bra: 105) és felhaszniljuk klénozé vek-
torként az lpp gén 3’- régidjanak kl6nozéséra.

2 pg plazmid (3. 4bra: 105) dezoxi-ribonuklein-
savat 50 pl Sall restrikciés pufferban 2 egység Sall
enzimmel kezeliink. A puffer dsszetétele a kdvetkezd:
150 mmdl nétirum-klorid, 6 mmol trisz-hidro-klorid,
pH=79, 6 mmo6l magnézium-diklorid, 6 mmél B-
merkapto-etanol. A reakci6t 1 6rdn 4t 37 °C h&mér-
sékleten végezzik, majd 2 egység BamHI enzimet
tartalmaz6 BamHI pufferral 150 pl végtérfogatra
higitjuk. 1 éran at 37 °C h&mérsékleten inkubaljuk
a reakciGelegyet, majd 2,5 egység alkalikus foszfatazt
adagolunk, és 1 6rén 4t 65 °C hdmérsékleten folytatjuk
az inkubalést, A terméket fenol és kloroform elegyével
extrahéljuk, etanollal kicsapjuk, TEN (lasd elSbb)
elegyben oldjuk, és felhasznaljuk az lpp gén 3’-frag-
mensének klénozaséra.

Az lpp gén 3’-régi6jat tartalmazé fragmens eld-
4llitasdra 10 pg pKENI111 (3. 4bra: 101) dezoxi-ri-
bonukleinsavat 200 ul, 10 egység Hpal emzimet
tartalmazé alébbi Osszetételd Hpal pufferban oldunk:

20 mmél kalium-klorid,

10 mmél trisz-hidro-klorid, pH=7,4,
10 mmél magnézium-diklorid és

6 mm6l B-merkapto-etanol.

A reakci6t 2 6ran 4t 37 °C hdmérsékleten végezziik.
A dezoxi- ribonukleinsavat fenol és kloroform ele-
gyével extrahdljuk és etanollal kicsapjuk, a kicsapott
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terméket 10 pl, 20 pikomél foszforilezett Sall linkert
tartalmazé T4 dezoxi- ribonukleinsav ligdz pufferban
oldjuk, az oldathoz 2 egység T4 dezoxi-ribonuklein-
savat adunk. A linkert az alabbi nukleotid sorrendii:
5’-GGTCGACC-3’, beszerezhetd: Collaborative Re-
search. A rteakciét 16 6rén 4t 4 °C hSmérsékleten
végezzik. A ligiz inaktivildsdra 10 percen 4t 65 °C
h6mérsékleten tartjuk az elegyet.

A kapott elegyet 10 egység Sall enzimet tartalmaz6
Sall pufferral 100 pl-re higitjuk, és 1 6rén 4t 37 °C
hémérsékleten inkubédljuk. Ezutdn 300 pl térfogatira
higitjuk 10 egység Pvull restrikciés enzimet tartal-
maz6, alabbi Osszetételd Pvull pufferral:

60 mmél natrium-klorid,

6 mmol trisz-hidro-klorid, pH=7,5,
6 mm6l magnézium-diklorid,

6 mmol B-merkapto-etanol.

1 6rin & 37 °C hoémérsékleten inkubdljuk az
elegyet, majd a dezoxi-ribonukleinsavat 5% poli-ak-
ril-amidot tartalmazé gélen frakcionéljuk.

0,5 pg 950 bézispéarbol 4116 fragmenst kiilonitink
el, tisztitunk és oldunk TEN-elegyben.

0,2 pg fragmenst 20 pl T4 dezoxi- ribonukleinsav
ligaz pufferban oldunk, amely 20 pikomé! foszforile-
zett BamHI linkert (5’-CCGGATCCGG-3’; Collabo-
rative Research), és 2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav
ligdzt tartalmaz. Az elegyet 16 6rdn &t 4 °C hémér-
sékleten inkub4ljuk. A kapott dezoxi-ribonukleinsavat
10 percen 4t 65 °C hémérsékleten tartjuk, majd ezutén
100 ul BamHI pufferral higitjuk, a puffer 20 egység
BamHI enzimet tartalmaz. 2 6ran 4t 37 °C h6mérsék-
leten inkubéljuk az elegyet, és ezutn 5% poliakril-
amidot tartalmazé gélen frakciondljuk a f6los linker
molekulik eltévolitdsira. A kapott 950 bazisparbdl 4116
fragmens BamHI és Sall kohéziv végeket tartalmaz,
ismert médon tisztitjuk, 20 pl T4 dezoxi-ribonuklein-
sav ligiz pufferban oldjuk, amely 0,2 pug kl6nozévek-
tort (lasd el6bb) és 0,2 egység T4 dezoxi-ribonuklein-
sav ligdzt tartalmaz. 16 6rdn at 4 °C hémérsékleten
inkubiljuk az elegyet, majd a dezoxi-ribonukleinsavval
E. coli K12 HB101 sejteket transzformélunk.

Az ampicillinre rezisztens transzforménsokb6l
plazmidot izolalunk, és a Sall-BamHI fragmens je-
lenlétének vizsgalatira ismert médon analizdljuk. Az
el6éllitand6é 5,2 kb nagysigid fragmesnt pKENO21
jellel jeloljik (3. dbra: 106).

10 pg pKENO21 plazmidot 37 °C hémérsékleten
200 pl alabbi osszetételd Xbal/BamHI pufferban
emésztiink: 150 mmé! nétrium-klorid, 10 mmé] trisz-
hidro-klorid, pH=8,0, 10 mmél magnézium-klorid, 6
mmo6l B-merkapto- etanol. Az emésztést 10 egység
BamHI enzimmel végezziik 1 6rdn 4t. Ezutan 10
egység Xbal enzimmel folytatjuk az emésztést 37
°C hémérsékleten. A kapott Xbal-BamHI emésztett
dezoxi- ribonukleisavat 2,5 egység alkalikus foszfa-
tdzzal kezeljitk 1,5 6rin 4t 65 °C homérsékleten,
majd fenol és kloroform elegyével extrahiljuk, eta-
nollal kicsapva osszegy(jtjiik, és tovibbi felhaszn4-
lashoz 50 pl TEN-pufferban oldjuk (3. 4bra: 107).

B. A pNM575 plazmid elbdllitdsa
A huméin novekedési hormon génjének kébdols
szekvencia részét tartalmazé dezoxi-ribonukleinsav
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fragmens forrdsaként a ptrpED50chGH800 plazmidot
(4. 4bra: 108) hasznédljuk [Martial és munkatirsai,
Science, 205, 602-607 (1979)]. Ezt a fragmenst
szintetikusan is elSéllithatjuk [Itakura és munkatérsai
(1977) és Crea és munkatirsai (1978)], vagy ismert
médon izoldlhatjuk [Goodman és munkatirsai, Met-
hods in Enzymology, 68, 75-90 (1979)]. Ebben az
esetben humian ndvekedési hormont meghatirozé hir-
viv6 ribonukleinsavat izoldlunk humén agyalapi mi-
rigybdl. A humén noévekedési hormon génjének egy
részét hordozé ptrpED50chGH800 plazmid egyetlen
Smal restrikci6s helyet tartalmaza a gén transzlici6s
terminiciés kodonjat6l jobbra 6 bézispérral. Ezt a
helyet BamHI helyre véltoztattuk, az aldbbiak szerint
eljérva:

6 ug plazmid dezoxi-ribonukleinsavat 6 egység
Smal enzimmel emésztiink 200 pl aldbbi Osszetételd
Smal restrikciés pufferban:

15 mmdl trisz-hidro-klorid, pH=8,0,
6 mmdél magnézium-diklorid,

15 mmél kalium-klorid és

6 mm6l B-merkapto-etanol.

1,5 6ran 4t 37 °C hémérsékleten inkubdljuk a
reakcibelegyet. Miutdn az emésztés teljes, fenol és
kloroform elegyével extrahdlunk, és a dezoxi-ribo-
nukleinsavat etanolos kicsapéssal kiilénitjik el. A
csapadékot 24 pl TEN-elegyben oldjuk. 40 pM fosz-
forilezett BamHI adapter fragmenst (Collaborative
Research) adunk 0,5 pg (0,2 pikom6l végekre szi-
mitva) fenti médon emésztett plazmidhoz 16 pl, 2
egység T4 dezoxi-ribonukleinsav ligdzt tartalamzé
ligz pufferban. 2 6rén 4t 22 °C hémérsékleten, majd
16 6rdn 4t 4 °C homérsékleten és 10 percen 4t 65
°C hémérsékleten inkubiljuk a reakcidelegyet. BamHI
restrikci6s enzimmel ismert médon BamHI kohéziv
végeket 4llitunk el§. Az enzim hasitja a linker szek-
vencidt és a klénozott humin novekedési hormon
¢DNS szekvencia kezdeténél lev6 BamHI helyet. Igy
BamHI végekkel rendelkez8, 691 bézisparbdl 4116
fragmenshez jutunk, ezt 6% poliakril-amidot tartal-
maz6 gélen ismert médon szepardljuk és kinyerjiik.
Az elkiindnitett dezoxi-ribonukleinsav fragmenst li-
galjuk 02 pg BamHI restrikciés endonukledzzal
emésztett és alkalikus foszfatizzal kezelt pBR322
dezoxi- ribonukleinsavval (4. dbra: 102), a ligalést
20 pl, el6z8ekben megadott dsszetételd, 0,2 egység
T4 dezoxi- ribonukleinsav ligazt tartalmazé pufferban
végezziik. 16 6ran 4t 4 °C hémérsékleten inkubéljuk
az elegyet, majd Wensink és munkatérsai [Cell., 3,
315-325 (1974)] szerint eljarva E. coli JA221 [NRRL
B-15014] sejteket transzformalunk.

A transzfominsokat 100 pg/ml ampicillint tartal-
mazé agar lemezeken szelektdljuk, €s a benniik levé
plazmidot ismert médon izolaljuk, és ezutén restrik-
ci6s enzimes és gél-elektroforetikus analizissel azo-
nositjuk. Az elG4llitott pNM575 jeld plazmid (4. 4bra:
109) kortilbeliil 700 bazisparb6l 4116 BamHI fragmenst
tartalmaz. Ezt ismert médon sokszorositjuk tovabbi
felhasznéldsra.

C. A pNM702 plazmid elbdllitdsa
Az érett human novekedési hormon dezoxi-ribo-
nukleinsav szekvencidjaban egy FnuDII hely taldlhaté,
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az els§ nukleotidt6l 47 bazispimyi tivolsigban. 25
pg pNMS75 dezoxi- ribonukleinsavat 25 egység Bam-
HI enzimmel emésztiink 250 pl BamHI pufferban 1
6ran at 37 °C hoémérsékleten. A BamHI kohéziv
végekkel rendelkez§ 691 bazisparbél 4ll6 fragmenst
6% poliakril-amidot tartalmazé gélr6l ismert médon
izolaljuk és tisztitjuk. A fragmenst tisztitisa utdn a
termék 1/3-4t (8 pg plazmiddal ekvivalens) 2,5 egység
FnuDII enzimmel emésztiink 100 pl aldbbi sszetételd
FnuDII pufferban:

6 mmoél nétrium-klorid,
6 mmol trisz-hidro-klorid, pH=7,4,
6 mmél magnézium-diklorid,

6 mmol B-merkapto-etanol. Az emésztést 37 °C
hémérsékleten végezzik 1,5 6ran at. Az 538 bézis-
parbél 4116 dezoxi-ribonukleinsav fragmenst 6% po-
liakril- amidot tartalmazé gélen elektroforézist vé-
gezve ismert médon izoldljuk. A fragmens tartalmazza
az utolsé, 175 aminosavat meghatirozé kédold szek-
venciit, és ezutin egy transzlicids stop jelet.

A foszfo-triészter médszerrel kétszali dezoxi-ri-

bonukleinsav fragmenst (5. 4bra: 110) szintetizalunk:-
az lpp promoter kapcsolaséhoz a humén novekedési-

hormont meghatérozé kédolé régival. A kétszald
dezoxi-ribonukleinsav fragmens (5. 4bra: 110) az
alabbi szekvenciéju: .

Xbal P
5’ CTAGAGGGTATTAATAATGTTCCCATTGGAT- -,

RN IR NN R AR RN IR R

3 TCCCATAATTATTACAAGGGTAACCCT- -

-GATGATGATAAGTTCCCAACCA TTCCC T-,
NI RN R R R =
-ATACTACTAT T CAAGGGTTGGTAAGGGA-;

-TATCCAGGCTTT TTGACAACGCTATG-
KTAGGTCCGAAAAACTGTTGCGATAC-
-CTCCG  3*  FunDIl
caGeC s

A fragmenst az ismert foszfo-triészter modszert
hasznélva allitjuk elS, a fragmenst a kdvetkez§ szeg-
mensekbd] allitjuk Ossze:

. CTAGAGGGTAT

. TAATAATGTTCC

. CATTGGATGAT

. GATGATAAGTTCC
CAACCATTCCC

. TTATCCAGGC
TTTTTGACAACG

. CTATGCTCCG
CATTATTAATACCCT

. ATGGGAA

. CTTATCATCATCATCCA
. GGTTGGGAA

. GGATAAGGGAAT

. GTCAAAAAGCCT

. CGGAGCATAGCGTT.

VO A N -

bk ek kb ok
npaLNO—O"
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A fentiek szerint elGillitott szegmenseket T4 li-
gézzal katalizalt reakcidval egyenként kapcsoljuk egy-
méshoz az aldbbiak szerint:

a) Az 5’-nem foszforilezett 1. szegmenst 5°’-fosz-
forilezett 9 szegmens jelenlétében T4 ligzzal hoz-
zékapcsoljuk az 5’-foszforilezett 2 szegmenssel, ami-
kor megkapjuk az 1 duplexet [Brown és munkatirsai,
Methods in Enzymology, 68, 109-151 (1979)]. A
duplexet preparativ gél-elektroforézissel izolaljuk 15%
poliakril-amidot tartalmazé gélen.

b) Az 5'-foszforilezett 3 szegmenst hozzdkapcsol-
juk az 5’-foszforilezett 4 szegmenshez T4 ligiz se-
gitségével 5’ foszforilezett 11 szegmens jelenlétében,
amikor megkapjuk a 2 duplexet, amit 15% poliak-
ril-amidot tartalmazé gélen elektroforézist végezve
tisztitunk.

c) Az 5’-foszforilezett 5 szegmenst 5°-foszforilezett
12 és 13 szegmens jelenlétében T4 ligizzal hozzi-
kapcsoljuk az 5’-foszforilezett 6 szegmenshez, amikor
megkapjuk a 3 dezoxi- ribonukleinsav duplexet. Ezt
15% poliakril-amidot tartalmazé gél-eletroforézissel
tisztitjuk.

d) Az 5’-foszforilezett 7 szegmenst 5’-foszforilezett
14 és 5°- nem foszforilezett 15 szegmens jelenlétében
T4 ligdzzal hozzikapcsoljuk az 5’-foszforilezett 8
szegmenshez, amikor megkapjuk a 4 dezoxi-ribonuk-
leinsav duplexet, amit 15% poliakril- amidot tartal-
maz6 gélen elektroforézissel tisztitunk.

e) A 2, 3 és 4 dezoxi-ribonukleinsav duzplexeket
T4 ligdz enzimmel &sszekapcsoljuk, és a kapott 5
dezoxi-ribonukleinsav duplexet 15% poliakril-amidot
tartalmazé gélen elektroforézissel tisztitjuk.

f) Az 5’-foszforilezett 10 szegmenst és az 5 dezoxi-
ribonukleinsav duplexet T4 ligazzal hozzékapcsoljuk
az 1 dezoxi- ribonukleinsav duplexhez. A kapott
dezoxi-ribonukleinsav duplexet (5. 4bra: 110) 10%
poliakril-amidot tartalmazé gélen -elektroforézissel
tisztitjuk. Ezt a dezoxi-ribonukleinsav duplexet ezutan
T4 polinukleotid-kindz enzimmel enzimatikusan fosz-
forilezziik, és a foszforilezést (gamma-P32)-ATP je-
lenlétében végezzik.

A pNM702 expresszids plazmidot dgy allitjuk el8,
hogy a pKENO21 plazmid (5. &bra: 107) Xbal-BamHI
fragmensét (0,1 pM; 0,4 ug) enzimatikusan kapcsoljuk
0,025 pM szintetikus dezoxi-ribonukleinsav fragmens-
hez (5. ébra: 110) és 0,3 pM (0,08 pug) 538 bazispéarb6l
4116 fragmensiinkhoz (5. &bra: 109) 24 pl reakcide-
legyben 1,5 egység T4 dezoxi- ribonukleinsav ligéz
jelenlétében. 16 6ran 4t 4 °C hémérsékleten inkubaljuk
az elegyet, majd az el6zSekben megadottak szerint
E. coli JA221 sejteket transzform4lunk. A transzfor-
minsokat 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 agar le-
mezeken szelektéljuk, majd az adott expressziés plaz-
mid forrdsaként tenyésztjiik.

A humin noévekedési hormon kifejezddését ismert
radioimmun- méréssel hatdrozzuk meg [Twomey és
munkatdrsai, Clin. Chem., 20, 389-391 (1974)]. A
mérések szerint egy sejtben legaldbb két milli6 mo-
lekula szintetizal6dik.

D. A pNM789 plazmid elédllitésa

Kiindulasi anyagként a pNM702 plazmidot hasz-
néljuk (6. dbra: 111); ez a huméan ndvekedési hormon
expressziés plazmidja. Az elgallitott plazmid az alabbi
aminosavszekvenciat fejezi ki:
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Met-Phe-Pro-Leu-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-bGH.

A szarvasmarha novekedési hormon egy részét
meghatirozé kodold szekvencidt hordozé két dezo-
xi-ribonukleinsav fragmenst a pBR348 plazmidbdl
(6. dbra: 112); [Miller és munkatarsai, J. Biol. Chem.,
255, 7521-7524 (1980)] izolaljuk. A plazmid a
pBR322 plazmid Pstl restrikciés helyére klénozva
tartalmaz egy 831 bazisparb6l 4ll6, szarvasmarha
novekedési hormont leir6 szekvencidt. A Miller és
munkatirsai (1980) éltal megadott eljarason kivil a
szarvasmarha novekedési hormont leiré szekvencit
eldéllithatjuk szintetikusan [Itakura és munkatérsai
(1977) és Crea és munkatirsai (1978)], vagy eldal-
lithat6 ismert médon Goodman és munkatérsai (1979)
a szarvasmarha agyalapi mirigyébdl izolalt hirvivé
ribonukleinsavbél kiindulva.

A humén és a szarvasmarha novekedési homront
meghatérozé kédold szekvencia igen hasonld, és tébb
homolégiit mutat. A szarvasmarha névekedési hor-
mont kifejez6 plazmid eldallitdsakor kilondsen el-
Onyosen hasznalhaté a Pvull restrikciés enzimmel
kapott fragmens.

A keletkez fragmensek 497 bazispar nagysdgiak
humén novekedési hormon és 494 bazispar hossziiak
a szarvasmarha novekedési hormon esetén, a meg-
felelg restrikciés helyek haonlé leolvasisi fizisban
vannak mindkét frekvencia esetén.

10 pg pNM702 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat
(6. abra: 111) 1 egység Pvull restrikcids enzimmel
részlegsen emésztiink 200 pl alabbi dsszetételd Pvull
restrikciés pufferban:

60 mmél nétrium-klorid,

6 mmol trisz-hidro-klorid, pH=7,5,
6 mmél magnézium-diklorid és

6 mmél B-merkapto-etanol.

A reakciét 37 °C hémérsékleten végezzik 10
percen &t. A reakcié6 ledllitdsra 10 percen 4t 65 °C
homérsékleten tartjuk az elegyet, majd a dezoxi-ri-
bonukleinsavat alkalikus foszfatizzal kezeljiik, és a
fragmenseket 1% agar6zt tartalmazé gélen kiilonitjik
el. A 497 bazisparbol 4116 Pvull fragmensnek meg-
felel§ linedris dezoxi- ribonukleinsavat (6. 4bra: 113)
ismert médon izolaljuk, tisztitjuk és hasznaljuk fel
a koztes plazmid (6. dbra: 114) elGallitaséra. A linedris
fragmens valamivel gyorsabban mozdul el a gélen,
mint az egyetlen helyen hasitott plazmid.

A pBP348 plazmid 494 bazisparbél 4116 Pvull
fragmensének elS4llitdsara 10 pug plazmidot 10 egység
Pvull enzimmel emésztiink 1 6ran 4t 37 °C hémér-
sékleten 200 pl Pvull pufferral késziilt elegyben. A
fragmenseket 6% poliakril-amidot tartalmazé gélen
kilonitjiik el, és a 494 bazisparb6l 4ll6 fragmenst
(6. dbra: 112) ismert m6don azonositjuk és tisztitjuk.

Kéztes plazmidot 4llitunk el§ (6. dbra: 114) dgy,
hogy 0,2 pg pNM702 plazmidb6! szd&rmaz6 Pvull
fragmenst kapcsolunk 0,05 ug 494 bazisparbél 4116
fragmensiinkh6z 20 pl T4 dezoxi-ribonukleinsav ligz
pufferban 2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav ligiz
Jjelenlétében. A reakci6t 16 6ran 4t végezzik 4 °C
hémérsékleten. A transzforménsok elé4llitasara transz-
forméciét és ampicillin jeelnlétében szelekciot vég-
zlink, majd a transzformansokb6l 4116 Pvull fragmens
jelenlétére és megfeleld orientdcidjéra. A tovsbbi
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kisérletekhez kivalasztjuk a 494 bézispart tartalmazé
Pvull fragmenst, és a 440 bazispérbél 4116 Xbal-Smal
fragmenst tartalmazé plazmidokat.

10 pg koztes plazmidot (7. dbra: 114) 1 egység
Pvull enzimme! emésztink 200 pl Pvull pufferral
késziilt reakcidelegyben 5 percen 4t 37 °C h&mér-
sékleten. 10 percen 4t 65 °C hémérsékleten tartjuk
az elegyet, majd 1% agaréz gélen eletroforézist
végezve elkiilonitjiik és tisztitjuk az egyetlen Pvull
helyet tartalmaz6 linedris dezoxi-ribonukleinsavat. Ezt
a 3 pg-nyi terméket 5 egység Xbal enzimmel teljesen
emésztiink és alkalikus foszfatdzzal kezeliink. A frag-
menseket 1% agaréz gélen tisztitjuk, és a legnagyobb
fragmesnt (az Xbal és az els6 Pvull hely kozott
humén és szarvasmarha novekedési hormonban levd
109 bézispirt mir nem tartalmazza) ismert médon
izolaljuk (7. &bra: 115).

A szarvasmarha novekedési hormon els6 23 ami-
nosavit (69 bazispdr) leiré dezoxi-ribonukleinsav
szekvencia az els§ Pvull restrikci6s helyig két Hpall
restrikciés helyet tartalmaz, az els§ a kédolé szek-
vencia els6 nukleotidjatél 23 bazispamyi tdvolsigra
helyezkedik el. 63 bézisparbél 4ll6 fragmenst (7.
ibra: 116) szintetizalunk foszfo-triészter mddszerrel.
[Crea és munkatdrsai: 1978, Proc. Nate. Acad. Sci.
USA 75:5765). Ez a fragmens a kdvetkezd szaka-
szokat tartalmazza: az Ipp riboszéma kotShelyen levd

Xbal helytdl szdmitva 19 bézispSamyi szekvencia, .

az ATG transzl4ciés startjel, majd 24 bézisparnyi
rész, amely meghatdrozza az aldbbi peptidet: Phe-
Pro-Leu-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, tartalmaz tovabbd 20
nukleotidot, amely a szarvasmarha novekedési hom-
ront leiré szekvencia egy része (a Phe-tdl az elsd
Hpall helyig).

A fragmens az alabbi szekvencidji:

Xbal
s ChonseeTT I TETTESEA o
NEREER N
3 TCCCA TAAT TATTA CAAGGGTAACC-

-ATGA TGATGATAAGTT CCCAGCCAT-
et rterrrerrred
-TA CTACTACTA TTCAAGGGTCGGTA-

freeTere
-CAGGAACAGGC 5.

A 63 bézisparbol 4116 fragmens el64llitdsira a
kovetkezd szegmenseket izolaljuk:

1. CTAGAGGGTAT

2. TAATAATGTTCC

3. CATTGGATGAT
4,GATGATAAGTTCC

5. CAGCCATGTCCTTGTC

6. ATGGGAACATTATTAATACCCT
7. TTATCATCATCATCCA

8. ATGGCTGGGAAC

9. CGGACAAGGAC.

A fenti szegmenseket és T4 ligzt haszndlva 1é-
pésenként llitjuk el6 a 66 bézisparbo! 4116 fragmenst,
az alibbiak szerint:

10

15

20

25

30

35

40

45

55

60

65

a) az 5’-nem foszforilezett 1 szegmenst hozzé-
kapcsoljuk az 5’- foszforilezett 2 szegmenshez 5’-
foszforilezett 6 szegmens jelenléiében T4 ligdz en-
zimmel, amikor megkapjuk az 1 duplexet. Ezt 15%
poliakril-amidos gélen elektroforézissel tisztitjuk.

b) Az 5’-foszforilezett 3, 4 és 5 szegmenseket
5'-foszforilezett 7, 8 és 5’-nem foszforilezett 9 szeg-
mens jelenlétében T4 ligézzal kapcsoljuk, amikor
megkapjuk a 2 dezoxi-ribonukleinsav duplexet. Ezt
15% poliakril-amidot tartalmaz6 gélen elektroforézis-
sel tisztitjuk.

c) Az 1 és 2 dezoxi-ribonukleinsav duplexeket
ezutin T4 ligazzal osszekapcsoljuk, amikor megkap-
juk a 7. 4brén 116 jellel jelzett dezoxi-ribonukleinsav
duplexet, amit 15% poliakril-amidot tartalmazé gélen
elektroforézissel tisztitunk. Ezt a dezoxi- ribonukle-
insav duplexet ezutin ismert médon enzimatikusan
foszforilezziik T4 polinukleotid kiniz enzimmel (gam-
ma- P32)ATP jelenlétében.

A 46 bazisparb6l 4116 dezoxi-ribonukleinsav frag-
menst, amely reprezentélja a fentiek sorén leirt Hpall
hely és a Pwull hely kozotti szakaszt, elGallithatjuk
szintetikusan, de izol4lhatjuk az eredeti pBP348 plaz-
midbél is. Igy, 100 pg pBP348 plazmid dezoxi-ri-
bonukleinsavat 50 egység Pvull enzimmel emésztiink
400 pl Pvull pufferban 2 6ran 4t 37 °C hémérsékleten.
Fenolos extrakcié és etanolos kicsapést kovetSen :a
kapott dezoxi-ribonukleinsavat 400 pl alabbi 6ssze-
tételid Pstl pufferban oldjuk:

50 mmél natrium-klorid,

6 mmol trisz-hidro-klorid, pH=7,4,
6 mmél magnézium-diklorid,

6 mmol B-merkapto-etanol.

Az elegyehez 50 egység Pstl enzimet adunk, és
2 6ran &t 37 °C hémérsékleten inkubalunk. A dezo-
xi-ribonukleinsav fragmenseket 6% poliakril-amidot
tartalmazé gélen futtatjuk, és a 46 bazispérbdl 4116
szekvencidt tartalmazé 135 bazisparbél 4116 fragmenst
ismert médon elkiilonitjiik és tisztitjuk.

Az elkiilonitett dezoxi-ribonukleinsav 1/3 részét
(megfelel 33 pg-nak) 1 egység Hpall restrikcids
enzimmel részlegesen emésztjik, 100 pl aldbbi
osszetételd Hpall pufferban:

20 mmol trisz-hidro-klorid, pH=7,4,
7 mm6l magnézium-diklorid,
6 mm¢l B-merkapto-etanol.

A reakci6t 40 percen 4t 37 °C hémérsékleten
végezzik. 10 percen 4t 65 “C hémérsékleten tartjuk
az elegyet, majd a dezoxi- ribonukleinsav fragmen-
seket 5% akril-amidot tartalmaz6 gélen futtatjuk (ak-
ril-amid-bisz ardny=19:1), futtatdskor megfeleld mar-
ker fragmenseket is hasznélunk. A 135 bézispérbol
4116 fragmens Hpall részleges emésztésével kapott
46 bazisparbél 4116 fragmenst (7. 4bra: 112) ismert
médon tisztitjuk.

0,2 pg plazmid vektor (7. dbra: 115) Xbal-Pvull
fragmenst, 3,2 pikom6l szintetikusan eléallitott, 63
bézisparbél 4116 fragmenst (7. dbra: 116) és 0,5
pikomél 46 bazisparbél 4116 fragmenst (7. dbra: 112)
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A T)-Tie oligo dezoxi-ribonukleinsavakat médo-
sitott foszfo-triészter-médszerrel 4llitjuk el8 [Itakura
és munkatarsai (1977) és Crea és munkatérsai (1978)].
A kiilonbdzd oligo dezox- ribonukleotidokat az 1.
tabldzatban adjuk meg.

1. tdblazat
A timozinal gén szintetikus oligonukleotidjai

Vegyiilet Szekvencia Hossziisdg HPLC
analizis,
retencios

id6
(perc)*

T1 A-A-T-T-C-A-T-G-T-C 10 174

T2 T-G-A-T-G-C-T-G-C-T-G-T-T-G-A 15 243

T3 TA-C-T-T-C-T-T-C-T-G-A 12 20,3

Ts G-A-T-T-A-C-T-A-C-T-A-A-A 13 22,0

Ts G-C-A-G-C-A-T-C-A-G-A-C-A-T-G 15 2438

Te G-A-A-G-T-A-T-C-A-A-C-A 12 20,1

T7 A-G-T-A-A-T-C-T-C-A-G-A-A 13 226

Ts A-A-G-A-T-C-T-T-T-A-G-T 12 20,2

Ty G-A-T-C-T-T-A-A-G-G-A-G 12 20,4

Tio A-A-G-A-A-G-G-A-A-G-T-T 12 21,1

Ti1 G-T-C-G-A-A-G-A-G-G-C-T 12 20,5

Ti2 G-A-G-A-A-C-T-A-A-T-A-G 12 204

Ti3 C-T-T-C-T-T-C-T-C-C-T-T 12 199

Tia T-T-C-G-A-C-A-A-C-T-T-C 12 20,5

Tis G-T-T-C-T-C-A-G-C-C-T-C 12 20,2

Ti6 G-A-T-C-C-T-A-T-T-A 10 17,2

*=gzobahOmérsékleten.

A mellékelt 12. dbrén foglaljuk ossze a Tis frag-
mens szintézise kapcsén a szintézis m6djat. Az abran
szamozzuk a Ti5 fragmens szintézisekor haszn4lt
kiilénb6z3 nukleotidokat. A roviditések az aldbbiakat
jelentik:

TPSTe: 2,4,6-triizopropil-benzol-szulfonil-tetrazol;

BSA: benzol-szulfonsav;

TLC: vékonyréteg-kromatogréfia;

HPLC: nagyfelbontisd folyadék-kromatogrifia;

DMT: 4,4’-dimetoxi-tritil-csoport;

CE: 2-ciano-etil-csoport;

R: p-klér-fenil-csoport;

Bz: benzoilcsoport;

An: aniszoilcsoport;

iBu: izobutirilcsoport;

Py: piridin;

AcOH: ecetsav, és

Et3N: trietil-amin.

85 mg (0,05 mmol) teljesen védett 4 tridezoxi-
ribonukleotidot és 180 mg (0,1 mmél) 2 vegyiiletet
az 5’-hidroxilcsoporton kezeliink a védécsoport le-
hasitdsdra. A reakciét gy végezziik, hogy 2% ben-
zol-szulfonsavval reagéltatjuk a vegyiileteket, kloro-
form és metanol 7:3 ardnyd elegyében (10 és 20
ml, sorrendben). A reakciét 10 percen 4t 0 °C hé-
mérsékleten végezziik. A reakcié ledllitdsara telitett,
vizes amménium-bikarbonét-oldatot adunk (2 ml), 25
ml kloroformmal extrahéljuk, végil kéiszer 10 ml
vizzel mossuk az oldatot. A szerves old6szeres fazist
magnézium- szulféttal vizmentesitjik, 5 ml térfogatira
toményitjik, és petroléterrel (35-60 °C-os frakci6)
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kicsapjuk. A szintelen csapadékot centrifugalassal
Osszegydjtjiik, és csokkentett nyomasi térben szirit-
juk, igy magkapjuk a 6 és 8 szdmii vegyiiletet. A
termék a szilikagél vékonyréteg-kromatogréfids vizs-
gélat (merck 60 F254, kloroform és metanol 9:1
ardnyl elegye) homogén.

Az 1 és 3 jeld trimerek 270 mg-nyi (0,15 mmal),
illetve 145 mg- nyi (0,075 mmél) mennyiségeit az
5 és 7 szamu foszfo-diészter- szdrmazékaikka alakitjuk
4t (gy, hogy 25 percen 4t szobahSmérsékleten trie-
til-amin, piridin és viz 1:3:1 ardnyd elegyének 10
ml-€ben reagiltatjuk. A reagensek eltdvolitdsira ro-
tavaporban desztillilunk, és a desztilldciés maradékot
héromszor 10 ml vizmentes piridinnel desztillilva
szaritjuk. A 8 (0,05 mmél) és 7 trimert 50 mg (0,15
mmoél) 2,4,6-triizopropil- benzol-szulfonil-tetrazollal
vegyitink 3 ml vizmentes piridinnel késziilt reakcié-
elegyben, majd az elegyet 2 érin 4t szobahSmérsék-
leten hagyjuk allni csokkentett nyomdsi térben. A
vékonyréteg-kromatografids analizis szerint a 8 trimer
95%-a hexamerré alakult (igy allapitjuk meg, hogy
a 4,4’-dimetoxi- tritil-csoportot 10%-os, vizes gélsav-
val permetezziik, €s 60 °C-on hevitve lithatéva
tessziik). 1 ml vizet adunk a reakcibelegyhez, és az
oldészert csokkentett nyoméson eltavolitjuk. A piridint
toluolos kiegészités utan desztilliciéval tavolitjuk el,
majd 8 ml 2%-os benzol- szulfonsavval lehasitjuk
az 5'-védGesoportot, ahogy azt a 4 és 2 trimerek
elgdllitdsa kapcsén megadtuk.

A 10 terméket szilikagél oszlopon (Merck 60 H,
3,5x5 cm) tisztitjuk, kloroform és metanol 98:2-95:5
térfogatardnyd elegyével végzett gradiens eliciéval.
A 10 terméket tartalmazé frakcidkat szérazra desz-
tillaljuk.

Hasonl6képpen eljérva, az 5 trimert a 6 jeld
vegyiilethez kapcsoljuk, és a teljesen védett terméket
szilikagélen kozvetleniil tisztitjuk. Az ut6bbi vegyi-
letet a 3’-végen védGesoport hasitdsa céljdbsl a fentiek
szerint eljdrva trietil- amin, piridin és viz elegyében
reagéltatjuk, amikor megkapjuk a 9 jeld fragmenst.

Végiil a 9 és 10 hexamereket 2 ml vizmentes
piridinben 75 mg (0,225 mél) 2,4,6-triizopropil-ben-
zol-szulfonil-tetrazol ~ kondenzélészer jelenlétében
Osszekapcsoljuk. A reakcié 4 6ra alatt zajlik le szo-
bahSmérsékleten, ezutin az elegyet rotavaporban desz-
tilldljuk, és a desztilliciés maradékot szilikagélen
kromatograféljuk. A 160 mg silyd, 11 sz4&md terméket
petroléterrel csapjuk ki. A termék a vékonyréteg-kro-
matogréfids vizsgélat szerint homogén. 20 mg 11
szdmt vegyiiletet 0,5 ml piridinben oldunk, és 7 ml
tdmény amménium-hidroxiddal kezeliink a védécso-
portok hasitdsdra. A reakci6t 60 °C hémérsékleten
végezziik, 8 6rén &t. Ezutdn 15 percen 4t szobahg-
mérsékleten 80%- os ecetsav-oldatban kezeliink. Az
ecetsavat desztilldci6val eltdvolitjuk, és a szilard hal-
mazéllapotd desztilliciés maradékot 4 ml 4%-os,
vizes amménium-hidroxid-oldatban oldjuk, és az ol-
datot hdromszor 2 ml etil-éterrel extrahdljuk. A vizes
fazist 1-2 ml térfogatira toményitjik, €s egy részét
a 12 vegyiilet tisztitdsira nagynyomdasd folyadék-kro-
matogréafidnak vetjik ald. A legnagyobb csicsnak
megfeleld frakcitkat Osszegyijtjik (2A2s54 egység),
¢€s 5 ml térfogatiira t6ményitjiik. A végss 12 terméket
BiO-gélen P-2) kis6zzuk (1,5x100 cm méreti oszlop).
Az eludldst 20%-os, vizes etanollal végezzik. Az
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oldatot szdrazra desztillaljuk, és 200 pl vizben szusz-
pendaljuk, amikor oldatot kapunk (A254:10). A 12
vegyilet szekvencidjit kétdimenziés szekvencia-ana-
lizissel bizonyitjuk.

A teljes timozinal gént 16 szintetikus oligo- nuk-
leotidbdl allitjuk Ossze, a szomatosztatin elSallitasa
kapcsan megadottak szerint eljarva [Itakura és mun-
katéarsai (1977)), vagy az inzulin [Goeddel és mun-
katérsai (1979)], vagy a novekedési hormon [Goeddel
és munkatérsai (1979), Nature, 281, 544] kapcsén
leirtak szerint eljérva.

10-10 gig mennyiségl T2-Ti5 oligo- nukleotidot
[gamma-P*Z]-adenozin-trifoszfattal [New England
Nuclear] kvantitativen foszforileziink T4 polinukleo-
tid-kiniz jelenlétében [Goeddel és munkatérsai
(1979)]. A kapott specifikus aktivitdis 1 Ci/mmél. A
radioaktivan jelzett fragmenseket 20% poliakril-
amid/7 mél karbamid gélen elektroforézissel tisztitjuk,
és az eludlt fragmensek szekvencidjit kétdimenzi6s
elektroforetikus  homokromatogréfidval bizonyitjuk
[Jay és munkatirsai, Nucleic Acids Res., /, 331
(1974)].

Az analitikai méréseket kigyoméreggel részlegesen
emésztett termékkel végezzitk. A Ty és Ti6 fragmen-
seket nem foszforilezett alakban haszniljuk a nem-
kivénatos polimerizdci6é csokkentésére, ami a kovet-
kezd ligaciés reakci6 soran kovetkezhet be. 2-2 ug
oligo-nukleotidot négy fragmenst tartalmazé négy cso-
portba kapcsolunk &ssze (l4sd a mellékelt 13. 4brat),
a kapcsolast ismert médon T4 dezoxi-ribonukleinsav-
lighzzal végezziik [Goeddel és munkatérsai (1979)].

A reakci6terméket 15% poliakril-amidot tartalmazé
gélen 7 m6l karbamid jelenlétében elektroforézissel
tisztitjuk [Maxam és Gilbert, PNAS., USA, 71, 3455
(1977)]. A négy izolélt terméket ligaljuk, és a reak-
cibelegyet 10% poliakril-amidot tartalmazé gélen
elektroforézissel vélasztjuk szét. A timozinol gén
nagysiginak megfelel§ helyen levd dezoxi-ribonuk-
leinsavat (90-105 b4zispar) elektroeliciéval izolaljuk.

0,5 pg pBR322 plazmidot BamHI és EcoRI rest-
rikciés endonukledzzal kezeliink, és a fragmenseket
poliakril-amid gél- elektroforézissel szepardljuk. A
nagy fragmenst elektroeliiciéval izoldljuk a gélrdl, és
ezutdn a szintetizdlt dezoxi- ribonukleinsavhoz ligal-
juk [Goeddel és munkatérsai, Nature, 281/, 544
(1979)].

A kapott eleggyel E. coli K12 294 sejteket transz-
formilunk. A transzformici6s elegy 5%-at 20 pg/ml
ampicillint tartalmazé LB lemezeken szélesztjik. A
kapott négy, ampicillinre rezisztens telep tetraciklinre
érzékeny; ez azt jelenti, hogy a tetraciklin rezisztenciat
meghatiroz6 génbe épiilt be a dezoxi- ribonukleinsav
szekvencia. A négy telepb6l izoldlt plazmid analizise
szerint a pTHal jellel jelzett termék az alibbiakkal
Jjellemezhet6:

a) tartalmaz egy, a pBR322 plazmidban jelen nem
levd Bglll helyet, ami a 11. 4brin bemutatottak
szerint a timozinal gén jelenlétére utal, tovabba

b) tartalmaz a BamHI-EcoRI hasitiskor keletkezd
korulbeliil 105 b4zispar nagységi fragmenst.

A pTHal plazmid el8allitdsanak sematikus, nem
méretaranyos abrézol4sat a mellékelt 13. dbrdn taldljuk
meg, ahol a vastagon kihiizott vonal az 5’'-foszfét-
csoportokat jelzi.
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3) A kezelt pTHal és az LE’ (d) fragmens reakcidja

A pTHal plazmid ampicillin rezisztencidt meg-
hatdroz6 gént és egy olyan struktirgént tartalmaz,
amely az 5’-k6dolé szl végén az EcoRI helyen és
a 3'-vég BamHI helyén a timozinal génnel azonos.
A timozingén Bglll helyet is tartalmaz. Az LE’(d)
fragmenst befogadani képes plazmid elallitisira a
pTHal plazmidot EcoRI enzimmel emésztjik, majd
dTTP és dATP jelenlétében Klenow polimerdz 1
enzimmel az EcoRI végeken tompa végeket alakitunk
ki. A kapott terméket BgIII enzimmel emésztve olyan
line4ris dezoxi- ribonukleinsav fragmenshez jutunk,
amely tartalmazza az ampicillin ezisztencidt megha-
tarozé gént, és ellenkez§ végein egy ragadds Bglll
szakaszt és egy tompa véget. A termék recirkulari-
zilhaté egy Bglll ragadds véget és egy tompa véget
tartalmaz6 LE’ (d) fragmenssel T4 ligiz jelenlétében.
Igy kapjuk meg a ptrp 24 plazmidot.

Ennek érdekében a tompa végligicié helyén EcoRI
helyet éllitunk eld.

E. A pSOM7A2 plazmid el8dllitdsa

A ptrp24 dezoxi-ribonukleinsavat Bglll, majd Eco-
RI enzimmel hasitjuk, poliakril-amid gélelektroforé-
zist és elektroeliciét végziink, amikor olyan fragmenst -
kapunk, amely LE’ (d) polipeptidet leiré kédonokkal,
Bglll ragad6s véggel és 3’-k6dolé végének szom-
szédsdgaban egy EcoRI ragad6s véggel rendelkezik.
Az LE’ (d) fragmenst a pSOM7 2 plazmid Bglil
helyére klénozhatjuk, amikor a triptof4n promoter-
operétor rendszer szabilyozdsa alatt 4116, kifejez3dd
polipeptid-szomatosztatin fiiziés proteint meghatéroz6
dezoxi-ribonukleinsavhoz jutunk. Ugy jarunk el, hogy

1) a pSOM7A2 plazmidot a triptofin promoter-
operitor rendszerhez képest tévolabb esd EcoRI hely
hasitdséra részlegesen emésztjiik EcoRI enzimmel,
majd

2) megfelelden megvélasztjuk a primer szekvencidt
a kédon megfelels leolvasési fazisban tartdsdra, €s egy
EcoRI enzim altal felismerhet8 hely tjraalakitisara.

16 pg pSOM7A2 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat
200 pl alabbi Osszetételd pufferban oldunk:

20 mmdl trisz, pH=7,5,
5 mmo6l magnézium-klorid,
0,02% NP40 detergens, és
100 mmol nétrium-klorid.

A dezoxi-ribonukleinsavat 0,5 egység EcoRI en-
zimmel kezeljiikk. A reakcidelegyet 37 °C h6mérsék-
leten tartjuk 15 percen 4t, majd fenollal, ezutén
kloroformmal extrahdljuk, a terméket etanollal ki-
csapjuk, és ezutin Bglll enzimmel emészijik. A
kapott nagyobb fragmenst poliakril-amid gél-elektro-
forézissel és elktroeliiciéval izolaljuk. Ez a fragmens
tartalmazza az ,LE’ (p)” ké6donokat, mégpedig az
LE’ polipeptid proximélis végének megfelel§ szakaszt.
Ez a BglII helytdl balra helyzekdik el. Ezt a fragmenst
a fentiekben ismertetett LE’ (d) fragmenshez ligéljuk
T4 dezoxi- ribonukleinsav ligizzal, amikor a
pSOM7A2A4 plazmidot kapjuk smeg. Ezt E. coli K12
294 sejtekbe transzformélva olyan fiiziés proteint
termel8 torzshéz jutunk, amely termeli a teljes LE
polipeptidet, és a szomatosztatint; mégpedig a trip-
tofan promoter-operétor rendszer szabélyozdsa alatt.

19
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F. Tetraciklin rezisztencidt meghatdrozé gén szom-
szédsdgdban a 3'-végnél Pstl szekvencidt, és az 5'-
végnél Bglll szekvencidt hordozé linedris dezoxi-ri-
bonukleinsav elddllitdsa

A pBR322 plazmidot HindIIl enzimmel emésztjiik,
és a ragad6s HindlII végeket S1 nukledzzal emésztjiik.
Az S1 nukledzos kezelést tgy végezzik, hogy 10
ug HindIll enzimmel hasitott pBR322 dezoxi-ribo-
nukleinsavat az aldbbi osszetételd S1 puffer 30 pl-

ében oldunk:

0,3 mél nétirum-klorid,
1,0 mmd! cink-diklorid,
25 mmél nétrium-acett, pH=4,5.

A reakcitelegyhez 300 egység S1 nukledzt adunk,
és a reakciét 30 percen 4t végezzik 15 °C hémér-
sékleten. A reakcié ledllitdsara 1 pl aldbbi dsszetételd,
30X S1 nukledzt ledllitd oldatot adunk:

0,8 moél trisz-béazis és
50 mmdl etilén-diamin-tetraecetsav.

Fenollal, majd kloroformmal extrahdljuk az ele-
gyet, a terméket etanollal kicsapjuk, és ezutin az
elzdekben megadottak szerint EcoRI enzimmel
emésztjiik. Poliaktil-amid gél-elektroforézissel és az
azt kovetd elektroeliicival izoldljuk a fragmenst, ez
EcoRI ragad6s véggel és egy olyan tompa véggel
rendelkezik, amely kédol6 szélja timidin nukleotiddal
kezdédik. Az S1 nukledzzal emésztett HindlIl szek-
vencia timidinnel kezdddik, ez egy Klenow polimeraz
I enzimmel kezelt Bglll véghez kapcsothat6 tgy,
hogy ligacié utdn a Bglll enzim 4ltal felismerhetd
szekvencia visszadll.

Ugy jarunk el, hogy az 5. példa C. pontja szerint
elgallitott pSOM7A2 plazmidot Bglll  enzimmel
emésztjiik, és a kapott BglIl ragad6s végeket Klenow
polimeraz I enzimmel feltoltjik a 4 dezoxi-nukelo-
tid-trifoszfat jelenlétében. A kapott terméket EcoRI
enzimmel hasitva, majd a kis fragmenst poliakril-amid
gél-elektroforézissel és elektroelicival tisztitva olyan
linedris dezoxi-ribonukleinsav fragmenshez jutunk,
amely tartalmazza a triptofdn promoter-operator rend-
szert, és a Bglll helyt6l balra es6 LE’ proximélis
(kdzelebbi) kédonjait [LE’ (p)].

A termék EcoRI felismerShellyel és a Bglll hely
feltoltése miatt egy tompa véggel rendelkezik. Bar
a Bglll hely bézisszekvencidja visszadll, az S1 en-
zimme! emésztett HindIll fragmens tompa végligs-
ci6ja kovetkeztében. A két fragmenst T4 dezoxi-
ribonukleinsav ligdz jelenlétében Osszekapesoljuk,
amikor pHKY 10 jeld plazmidot kapunk, amit E. coli
K12 294 sejtekbe transzformélva szaporitunk. A tet-
raciklinre rezisztens sejtek hordozzék a pHKY10
plazmidot, ezeket szelektaljuk, és a plazmid dezoxi-
ribonukleinsavat extrahdljuk. A terméket BglIl és Pstl
enzimmel emésztjiik, poliakril-amid gél-elektroforé-
zissel és elektroelici6val izoliljuk a nagyobb frag-
menst, amiutdn Pstl és BglII ragadés végeket tartal-
maz6 linedns dezoxi-ribonukleinsavat kapunk. A
pHKY 10 plazmidb6! szdrmazé dezoxi-ribonukleinsav
fragmens tartalmazza a replikdci6s origbt, és igy
felhasznédlhaté annak a pHI7A4A1 plazmidnak az
el4llitiséra, amelyben jelen van a trp LE’ fliziés
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proteint meghatirozé génszekvencia, és trp promo-
ter-operator rendszer szabilyozisa alatt 4116, tetracik-
lin rezisztenciit meghatdrozé gén.

G. A wrp promoter-operdtor rendszert hordozd
linedris dezoxi- ribonukleinsav eldllitdsa

Az 5. példa E. pontja szerint elSallitott
pSOM7A2A4 plazmidot EcoRI enzimmel részlegesen,
és Pstl enzimmel teljesen emésztjiik. A kapott frag-
mens tartalmazza a trp promoter/operétor rendszert,
ezt a poliakril-amid gél-elektroforézist kovets elekt-
roeliiciéval izoldljuk. EcoRI enzimmel részlegesen
emésztiink, mivel igy kapjuk meg azt a fragmenst,
amely a szomatosztatin proteint meghatdrozé gén
5'-végének kozelében van hasitva, de nem hasadt az
ampicillin rezisztencia gén és a trp promoter/operitor
rendszer kozott levd EcoRI enzim A4ltal felismert
szakasz mentén. Az ampicillin rezisztencidt megha-
tirozé gén elveszett az ampicillin rezisztencia génen
beliil esd Pstl felismerd hely vagisa kovetkeztében,
azonban az 5. példa F. pontja szerint eldallitott linedris
pHKY 10 dezoxi-ribonukleinsav-szarmazék ligalasakor
ez a szekvencia helyreéll.

H. A proinzulin 32 N-termindlis aminosavdt kédolé
szintetikus gén elédllitdsa

18 oligo-nukleotidot 4llitunk eld (lasd a IL. tab-
l4zatot) a proinzulin els6 32 aminosavét meghatirozé
gén elGallitasénak elsd 1épéseként. A 14, 4brén mu-
tatjuk be a teljes elSallitott gén nukleotid-szekvenci-
ajat.

II. téblazat
A humén proinzulin szintetikus oligo-nukleotidjai
Vegyiilet Szekvencia
H1 AATTCATGTT
H2 CGTCAATCAGCA
H3 CCTTTGTGGTTC
H4 TCACCTCGTTGA
H5 TTGACGAACATG
Hé6 CAAAGGTGCTGA
H7 AGGTGAGAACCA
H3 AGCTTCAACG
Bl AGCTTTGTAC
B2 CTTGTTTGCGGT
B3 GAACGTGGTTTC
B4 TTCTACACTCCT
B5’ AAGACTCGCC
B6 AACAAGGTACAA
B7 ACGTTCACCGCA
B8 GTAGAAGAAACC
B9 AGTCTTAGGAGT
B10’ GATCCGGCG

A 14. 4brén zarGjelek kozott aldhizva &brézoljuk
a szintetikus nukleotidokat. Ezeket ismert médon
allitjuk el [Crea és munkatirsai, J. Biol. Chem.,
250, 4592 (1978) és Itakura és munkatirsai, J. Am.
Chem. Soc., 97, 7327 (1975)]. Egyes oligo- nukle-
otidokat felhasznaltak az elz3leg leirt humén inzulin
Bléncat meghatéroz6 gén eldillitaséra [Crea és mun-
katérsai (1978) és Goeddel és munkatérsai (1979)].
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A BS’ és B10’ oligo- nukleotidok Hpall és terminilis
BamHI és EcoRI restrickciés helyeket tartalmaznak.,
A terminélis felismerhet§ helyek kiilonosen alkalma-
sak klonozds céljéra.

A HI1-H8 jeld, 8 oligo-nukleotidot eldzbleg a
humén inzulin B- lancat meghatarozé gén eldallitasara
hasznéltak [Goeddel és munkatirsai (1979)], ez tar-
talmazza a B-linc génjének azt a részét, amely az
1-13. aminosavat hatirozza meg, tartalmazza tovabba
az N-termindlis metionin k6donjét. A B-lanc génjének
jobb felét a Bi, B2, B3, B4, Bs', Bg, B7, Bs, Bg és
Bi1o’ sorszdmi oligo-nukleotidokbél éllitjuk elé T4
dezoxi-ribonukleinsav ligdzzal végzett ligalassal Go-
eddel és munkatarsai szerint (1979) eljirva. A kapott
fragmens kédolja a humén inzulin B-lancanak 14-30.
aminosavét, és az OsszekotS linc els§ argininjét. A
génszekvencidban hasonlé leolvasdsi fézisban egy
Hpall restrikciés hely van beépitve, ugyanigy he-
lyezkedik el, mint a humén inzulin génbe levd Hpall
hely. A ligalt génfragmens poliakril-amidos gél-elekt-
roforézises tisztitdsa utdn elektroelicidt végziink, és
az izolalt legnagyobb fragmenst pBR322 plazmidba
€pitjiik be HindIII-BamHI hasitist kovetSen. A kapott
pBR3 jeld plazmidot E. coli K12 294 sejtekbe transz-
formaljuk. A plazmid ampicillin és tetraciklin anti-
biotikumokkal szembeni rezisztencidt hatdroz meg,
és tartalmazza a kivant nukleotid szekvenciat.

Ezutin két fragmenst ligdlunk; a pBR3 plazmid
58 bazisparb6l 4ll6 HindIII-BamHI fragmensét, és a
pBHI1 plazmid 46 bézisparbdl 4116 EcoRI-HindIlI
fragmensét [ldsd Goeddel €s munkatdrsai (1979)].
Igy olyan fragmenst kapunk, amely EcoRI és BamHI
végekkel rendelkezik. Ezt a fragmenst EcoRI és
BamHI enzimekke] hasitott pBR322 plazmidba épitjiik
be, ismert mé6don, és a kapott pIB3 jeld plazmidot
E. coli K12 294 sejtekbe transzformaljuk. Sokszoro-
sitdst és izolalast kovetSen a pIB3 plazmidot EcoRI
és Hpall restrikciés endonukledzokkal kezeljiik, egy
olyan szintetikus génfragmens elGallitdsdra (l4sd a
15. 4bra, 1 fragmensét), amely meghatrozza a pro-
inzulin N-termindlis aminosavait és a metionint. A
szintetikus gént poliakril-amid gél-eletroforézissel is-
mert médon izoléljuk.

1. A humdn proinzulin 50 C-termindlis aminosavait
meghatdrozé ¢DNS izoldldsa

A mellékelt 16. dbrén adjuk meg a cDNS elGil-
litdsanak sémajat. Az alibbi dezoxi-ribonukleinsav
szekvenciét 4llitjuk el6: pPCCGGATCCGGTTT18T. Ez
a szekvencia tartalmaz egy BamHI enzim 4ltal fel-
ismert helyet, és egy korilbelil 20 tagb6l 4ll6 3’-
politimidilsav részt. A szekvenciit felhaszndljuk a
reverz transzkriptdz 4ltal vezérelt cDNS szintézishez.
A primert termindlis dezoxi-ribonukelinsav-traszferaz-
zal 4llitjuk elé [Enzo Biochem., 200 egység] 0,6 ml
reakci6elegyben 1 um6! BamHI dekanukleotid jelen-
1étében, 1,5x104 um6] TTP-vel. A reakci6t 1 6rén
4t 37 °C hdémérsékleten végezziik, Chang és mun-
katérsai 4ltal leirt pufferben [Nature, 275, 617 (1978)).

A humién inzulinéma szdvetet az al4bbi helyen sze-
reztiik be: Institute fiir Diabetesforschung, Miinchen,
Nyugat-Németorszdg. A téméban jirtas szakemberek
tudjdk, hogy a humén inzulin6ma szovet hozzaférhetd,
¢és tobb més forrdsbdl is beszerezhet§. A humén inzu-
linéma szdvetbdl a poli A hirvivé ribonukleinsav (2,5
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pg) izoldlhat6 Ullrich és munkatérsai szerint [Science,
196, 1313 (1977)]. Ez kétsz4li cDNS molekuldv4 ala-
kithaté 4t Wickens és munkatirsai szerint [J. Biol.
Chem., 253, 2483 (1978)].

Ugy jérunk el, hogy az alabbi osszetételd, 80 pl
térfogati reakcidelegyet 0 °C hoémérsékleten elSin-
kubiljuk:

15 mmél trisz-hidro-klorid (pH=8,3, 42 °C hé-
mérsékleten),

21 mmol kalium-klorid,

8 mmél magnézium-diklorid,
30 mmél B-merkapto-etanol,

2 mmél dCCGGATCCGGTT 8T primer és
1 mmél dNTP.

Ezutan reverz transzkriptdzt adagolunk, és az ele-
gyet 15 percen 4t 42 °C hdmérsékleten inkubaljuk.
A Kkapott ribonukleinsav- dezoxi-ribonukleinsav hib-
ridet ismert médon denaturéljuk.

A komplementer c¢DNS szilat 150 pl aldbi
Osszetételd reakciGelegyben szintetizaljuk:

25
35

mmol trisz-hidro-klorid, pH=8,3,
mmol kalium-klorid,

4 mmél magnézium-diklorid,

15 mmél PB-merkapto-etanol,

1 mmél dNTP és

9 egység Klenow polimeraz [.

Az elegyet 90 percen 4t 15 °C hdmérsékleten
inkubaljuk, majd az inkubélast 4 °C hémérsékleten
15 6rén 4t folytatjuk. Ezutdn 2 6rén 4t 1000 egység
S1 nukledz jelenlétében [Miles Laboratories, Elkhart,
Indiana] 37 °C hémérsékleten emésztjiik Wickens és
munkatérsai szerint (1978) eljarva.

A kapott 0,37 pg mennyiségd, kétszdli cDNS
terméket 8% poliakril-amidot tartalmazé gélen elekt-
roforézissel tisztitjuk, és az 500 bazispdmal nagyobb
fragmenseket eludljuk. A fragmens 3’-végeihez ter-
mindlis dezoxi-nukleotidil transzferzzal oligo-dezo-
xi-citidilsav végeket kapcsolunk Maizel szerint eljarva
[Meth. Virol,, 5, 180 (1971)].

A dC végli cDNS fragmenseket ezutin pBR322
plazmidba épitjik be, amit el6zfleg Pstlrestrikcids
enzimmel kezeltiink, és azutdn terminélis dezoxi-nuk-
leotidil transzferdzzal dezoxi-guanidilsav véggel lat-
tunk el. A kapott plazmidokkal E. coli K12 294
sejteket transzformélunk, és a kapott izolatumokat
LB és TET tiptalajon szélesztjik. A tetraciklinre
rezisztens, de ampicillin antibiotikumra érzékeny te-
lepeket izoldljuk, és bizonyitjuk a hirom PstI rest-
rikciés hellyel rendelkezG plazmidok jelenlétét.

Ez a restrikciés kép jelzi a proinzulin gén jelenlétét
[Sures és munkatarsai, Science, 208, 57 (1980)]. Egy
plazmidot pHI104 jellel jeloltiink, ez egy 600 bazis-
parbol 416 beépitett szakaszt tartalmaz, és adja a vart
Pstl restrikciés képet. Tartalmazza tovébb4 a cDNS pre-
paréldsa sorén bevezetett 3’-poliA és poliGC szakasz
kozott a BamHI helyet. A 14, 4brén mutatjuk be a
beépitett szakasz bizonyos nukleotid szekvenci4jat.

J. A humdn proinzulint kédols gén sszedllitdsa
A humi proinzulint kédolé gén oOsszedllitdsdnak
séméjat a mellékelt 15. &bran mutatjuk be. A 15.
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4bran 1 szdmmal jelzett fragmens egy szintetikus
génszegmens, amely a proinzulin els§ 31 aminosavat
kédolja. Ezt 50 pg pIB3 plazmidbél allitjuk eld, a
fentiek szerint EcoRI és Hpall restrikciés endonuk-
ledzokkal hasitva. Ez a fragmens tartalmaz tovibbi
egy metionint kédol6 ATG kédont a preproinzulin
preszekvencidja helyett.

A 32-86. aminosavakat és a mRNS molekula
3’-nem transzlatalt régi6jat, illetve a transzlicibs stop
jelet tartalmazé c¢cDNS génszegmenst 40 pg pHI104
plazmidbél 4llitjuk el6 BamHI és azt kovetd Hpall
restrikciés enzimmel valé hasitassal. A két fragmenst
poliakril-amid gél-elektroforézissel és az azt kovetd
elektroeliciéval izoldljuk. A két génfragmenst ezutin
T4 dezoxi-ribonukleinsav ligdzzal 20 pl ligdz puf-
ferban 6sszekapcesoljuk. A reakciét 4 °C h6mérsékleten
végezzik 24 6réan 4t. 50 pl vizzel higitjuk az elegyet,
és fenollal, majd kloroformmal ismert médon extra-
héljuk és azutdn etanollal kicsapjuk a terméket.

A kapott dezoxi-ribonukleinsavat BamHI és EcoRI
restrikciés enzimekkel kezeljiik, ezen felismerd helyek
regenerdldsira és a génpolimerek eltdvolitdsdra. Az
Osszeéllt proinzulin gént poliakril-amid gélen kivite-
lezett elektroforézissel tisztitjuk, és pBR322 plazmid-
ba épitjiik, EcoRI és BamHI emésztést és T4 dezoxi-
ribonukleinsav ligdzzal kivitelezett ligaldssal. A kapott
dezoxi- ribonuklainsavat E. coli K12 294 sejtekbe
transzforméaljuk, és a kapott telepeket tetraciklin ér-
zékenységre és ampivillin rezisztencidra vizsgéljuk.

Az egyik telepbdl izolalt pHI3 plazmid tartalmazza
a kivant proinzulin gént, amit nukleotidszekvencia
analizissel jellemziink.

K. A humdn proinzulint tartalmazé kimeraprotein
kifejezésére alkalmas plazmid elédllitdsa

A teljes human proinzulin gént, amely tartalmazza
a metionint kédolé N-terminilis kédont is, a pHI3
plazmidbél izoldljuk EcoRI és BamHI restrikci6s
enzimes kezeléssel. A fragmenst gél- elektroforézissel
tisztitjuk, és ezutdn T4 dezoxi-ribonukleinsav ligdzzal
ligiljuk az 5. példa G. pontja szerint elGallitott
pSOM7A 2A plazmidbdl szirmazé Pstl-EcoRI rész-
leges emésztéssel kapott fragmenshez, és az 5. példa
F. pontja szerint kapott pHKY10 plazmid nagyobb
PstI-Bglll fragmenséhez.

1 pg EcoRI és BamHI végekkel rendelkezd komp-
lett humén proinzulin gént, 4 nug pSOM7A2A4 Pstl-
EcoRI (részleges) fragmenst és 1 pg pHKY10 Pstl-
Bglll fragmenst ligdlunk T4 dezoxi-ribonukleinsav
ligdzzal, ligdlashoz hasznilt pufferben, 4 °C hémér-
sékleten 24 6rdn 4t. A ligalt dezoxi-ribonukleinsav
eleggyel E. coli K12 294 sejteket transzformélunk.
Ampicillin és tetraciklin antibiotikumok jelenlétében
novekvs telepeket szelektdlunk, és ezekben megta-
laljuk a pHI7A4A1 plazmidot, amely olyan proteint
fejez ki, amelynek molekulatdmege azonos a vart
trp LE’-proinzulin fizi6s peptid vart molekulatdme-
gének.

A fenti proteint kifejezd pHI7A4A1 plazmidot
teljes méntékben jellemziink, mind a dezoxi-ribonuk-
leinsav szekvencia megéllapitdsival, mind pedig a
beépiilt gén és a vektor dezoxi- ribonukleinsav rest-
rikciés helyeinek vizsgélatdval.

A pHITA4Al plazmidot a mellékelt 15. 4brdn
mutatjuk be. A plazmid kénnyen szelektslhats, mivel
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az ampicillin és tetraciklin antibiotikumokkal szem-
beni rezisztencidt meghatirozé gén a klénozis sordn
helyreillt.

6. példa

A pNMG608 plazmid és
RV308/pNM608 torzs elddllitdsa

A. pHI7A4Al plazmid 253 bézispdrbol dllé Eco-
RI-Hpal fragmensének elbdllitdsa

5 pg pHITA4A1 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat,
10 pl (10X) alabbi Osszetételd reakciSpuffert, 80 pl
vizet és 5 pul (5 egység) Hpal restrikciés enzimet
keverlink:

az E. coli KI2

100 mmé! trisz-hidro-klorid, pH=7,0,
100 mmél magnézium-diklorid,

60 mmol B-merkapto-etanol,

200 mmol kalium-klorid.

A reakcidt 1 6ran at 37 °C hémérsékleten végezziik.
A reakci6 ledllitdsa 5 percen 4t 70 °C hdmérsékleten
val6 inkubalassal tortént. Ezutdn jégfiirdbben lehdtjiik
az elegyet, 12 pl 1 mélos pH=7.2-jif trisz-hidro-klo-
rid-oldatot, 7 pl vizet és 1 pl (10 egység) EcoRI
restrikciés enzimet adunk hozzd. A kapott elegyet
elBszor 1 6ran 4t 37 °C homérsékleten, majd ezutén
S percen 4t 70 °C-on inkub4ljuk. JégfiirdGben lehdtjiik
az elegyet, és a kapott dezoxi- ribonukleinsavat fe-
nollal és kloroform:izoamil-alkohol (24:1) aranyt ele-
gyével extrahéljuk, majd etanollal kicsapjuk.

Az eldillitandé 253 bazisparb6l 4116 EcoRI-Hpal
restrikci6s fragmenst poliakril-amid gél-elektroforé-
zissel és elektroeliciéval kiilonitjik el, etanollal ki-
csapjuk, és a kicsapddott terméket 10 ul TE-pufferban
oldjuk, az oldathoz pedig felhasznilasig 0 "C hé-
mérsékleten taroljuk.

B. A pHI7A4Al plazmid 34 bdzispdrbdl dllé Hpal-
Taql fragmensének el8dllitdsa

32 ul (5X) alabbi osszetételt EcoRI pufferban 20
pg pHI7A4Al1 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat, 124
ul vizet és 4 pul (20 egység) EcoRI restrikciés enzimet
inkubalunk 37 °C hdmérsékleten, 1 6rén at:

250 mmél natrium-klorid,

500 mmdl trisz-hidro-klorid, pH=7,2,
25 mmél magnézium-diklorid,

30 mmol B-merkapto-etanol.

A reakci6 ledllitasara 5 percen 4t 70 °C hGmér-
sékleten inkubdljuk az elegyet. A kapott 862 bazis-
parb6l 4116 EcoRI fragmenst 6% poliakril-amidot
tartalmazé gélen végzett elektroforézissel €s az azt
kovetd elektroeliciéval izolaljuk. A terméket etanollal
csapjuk ki. A fragmenst ezutin 100 pl, 16 egység
Hpal restrikci6s enzimet tartalmazé Hpal pufferban
oldjuk. 37 °C hdmérsékleten inkubdlunk 1,5 6rn 4t,
majd 7,5 egység Taql restrikci6s enzimet adagolunk.
Az inkubiciét tovabbi 1,5 6ran 4t folytatjuk, majd
a fragmenseket ismert médon kilonitjik el 7,5%
poliakril-amidot tartalmaz6 gélen. Az elGallitani ki-
vént, 34 bazisparb6l 4ll6 Hpal-Taql fragmenst elekt-
roelicidval és etanolos kicsapdssal killdnitjiik el, majd
5 pl TE-pufferban oldjuk.
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C. A pBR322 plazmid emésztése EcoRI-Clal en-
zimekkel

37 °C hémérsékleten 1 6rdn 4t inkubdljuk az
alabbi Osszetételd reakcibelegyet:

5 pg pBR322 dezoxi-ribonukleinsav,
10 pl Clal reakcibelegy (100 mmol
trisz-hidro-klorid, pH=7,4),
100 mmél magnézium-diklorid,
60 mmol B-merkapto-etanol,
77,5 pl viz és
7.5 pl (15 egység) Clal restrikci6s enzim.

A reakci6 ledllitisdra 5 percen 4t 70 °C hémér-
sékleten tartjuk az elegyet. JégfirdSben lehdtjik,
majd pH=7.2-jii 12,5 I 1 mélos trisz-hidro-klorid-
oldatot, 6,25 pl 1 mélos ndtrium-klorid-oldatot, 2,5
ul 0,1 mélos magnézium- diklorid-oldatot és 1 pl
(10 egység) EcoRI restrikciés enzimet adagolunk
hozzd. 1 6rén 4t 37 °C h6mérsékleten, majd 5 percen
4t 70 °C-on inkubaljuk a reakcibelegyet. Jégfiird6ben
lehdtjiik, majd a kapott dezoxi- ribonukleinsavat 1%
agarézt tartalmazé gélen elektroforézissel szétvélaszt-
juk. A nagyobb fragmenst elici6val izolaljuk, etanollal
kicsapjuk, és 20 pl TE-pufferban oldjuk, majd fel-
hasznalasig 0 °C hémérsékleten téroljuk.

D. Ligdlds és transzformdlds

A 6. példa A. pontja szerint el6allitott 253 bézis-
parbdl 4ll6 EcoRI-Hpal fragmens 0,2 pg-jat, a 6.
példa B. pontja szerint elSallitott 0,5 pug Hpal-Taql
fragmenst és a 6. példa C. pontja szerint elG4llitott
0,1 pg EcoRI- Clal dezoxi-ribonukleinsavat ligilunk,
€s ezutdn E. coli K12 RV308 sejtekbe transzformé4-
lunk, a 2. példa D. pontja szerint eljirva.

A transzformansok koziil néhény, ahogy azt az
agaréz gélen végzett elektroforézis [Maniatis és mun-
katdrsai (1982)] és miés vizsgélatok mutatjik, csak
a 4,6 kb nagysigi plazmidot hordozzdk. Az egyik
ilyen transzforménst E. coli K12 RV308/pNM608
jellel jeloliink, szelektdljuk, megfeleld antibiotikumo-
kat tartalmazé TY agaron szélesztjik, és ismert mik-
robiol6giai technikdkat haszndlva tenyésztjik. A
pNM608 plazmid izolalds utdn forrdsa a pHI7A4A1
plazmid 217 bézisparb6l 4116 EcoRI-Clal (Tagl) frag-
mensének.

7. példa

A pCZ112 plazmid és az E. coli K12 RV308/pCZ112
t0rzs elddllitdsa

A. A pNM608 plazmid emésztése EcoRI-Clai en-
zimekkel, és a 0,288 kb nagysdgi EcoRI-Tagl eld-
dllirtdsa (azonos a pHI7A4Al plazmid 0,288 kb nagy-
sdgu EcoRI-Tagl fragmensével)

5 pg pNM608 dezoxi-ribonukleinsavat inkub4lunk
10 egység EcoRI és 10 egység Clal restrikci6s en-
zimmel 37 °C hémérsékleten, 1 6rdn 4t 50 pl aldbbi
Osszetételi s6- pufferban:

50 mmél nétrium-klorid,

100 mm6l trisz-hidro-klorid, pH=7,5,
6 mmél magnézium-diklorid,

2 mmo6l B-merkapto-etanol.

5 i 3 mélos nétrium-acetat-oldatot (ph=7,0) adunk
az elegyhez, majd a dezoxi-ribonukleinsavat 3 térfogat
100%-os etanollal kicsapjuk. A dezoxi-ribonukleinsav
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terméket 100 pl TE-pufferban oldjuk, és felhasznal4sig
0 °C h&mérsékleten téroljuk.

B. A dezoxi-ribonukleinsav linker szekvencia eld-
dllitésa
Az alébbi linker szekvencidt 4llitjuk el6:

T T PRI N 59
I P
3 TGG TAC CTA CTA TTC AAA GGC
GCT ATG TCT CTG TCC GGC CTG
PEEr e eee
CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

TTT GCC Alulx(ll (l}C'II‘ GTGCT 3
NN 1
AAA CGG TTG CGA C 5.

A szintézist Itakura és munkatarsai (1977) és Crea
€s munkatirsai (1978) médositott foszfo-triészter méd-
szerével végezzik. A szintézis mbdszerét az 1. pél-
diban részleteztiik.

C. Ligdlds és transzformdlds

A 7. példa B. pontjéban megadott dezoxi-ribonuk-
leinsav linker 20 pM-nyi mennyiségét, 1 pg pNM608
plazmid, a 7. példa A. pontja szerint el$4llitott frag-
mensét, és 0,5 pg pCZ101 plazmidb6l szdrmazé,
10,2 kb nagységi BamHI-EcoRI fragmenst, tovibb4
1 pg, a 3. példa B. pontja szerint elG4llitott, pCZ101
plazmidb6l szérmazé, 0,69 kb nagysdgdi BamHI-
HgiAI fragmenst ligdlunk. A 10,2 kb nagysigii Bam-
HI-EcoRI fragmenst a 2. példa B. pontja szerint
allitjuk elS, azzal a kiilonbséggel, hogy az Xbal
restrikciés enzim és a hozzd tartoz6 puffer helyet
EcoRI restrikciés enzimet és a megfelels puffert
hasznéljuk.

A ligélast kovetSen kapott plazmiddal E. coli K12
RV308 sejteket transzformélunk, a 2. példa D. pontja
szerint eljirva.

A kapott transzforménsok koziil néhany az agaréz
gélen végzett elektroforézis [Maniatis és munkatirsai
(1982)] és més vizsgilatok szerint csak az adott 10,8
kb nagysagi plazmidot tartalmazzik. Egy ilyen transz-
formdnst E. coli K12 RV308/pCZ112 jellel szelek-
tltunk, TY agaron, kanamicin jelenlétében szélesz-
tiink, és ismert mikrobioldgiai technikdkat hasznilva
tenyésztiink. A kapott sejtek az SDS gél-elektroforézis,
RIA és mis vizsgalatok szerint kifejezik az Met-
Asp-Asp-Lys-bGH szérmazékot. A kifejezett termék
mennyisége nagy. Mivel a pCZ112 plazmid termo-
indukélhaté tigynevezett ,runaway” replikont tartal-
maz, amely az indukcié koriilményei kozott elveszti
a plazmid példanyszdm-szabélyozasi képességét, 37
°C hdmérsékleten a tenyészetben az adott bGH szér-
mazék maximilis kifejez6dése kovetkezik be.

8. példa

A pATI plazmid és az E. coli K12 RV308/pATI
t0rzs elddliitdsa

A 7. példa szerint jdrunk el, azzal a kiilonbséggel,
hogy az aldbbi dezoxi-ribonukleinsav linker szekven-
cidt dllitjuk el8, a 7. példdban megadott helyeut:
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5’ CGACA AITICIi 'I"I;CI (|3C|A GCT ATG TCTI
11 FLEE Tt
¥ TGT TAC AAG GGT CGA TAC AGA

T O0T T T 0S
P
GAT AGA CCA GAC AAA CGG TTG

GCT C‘iTGCT 3
(1l
CGA C 5.

A fenti linker szekvencidt Itakura és munkatérsai
(1977) és Crea és munkatdrsai (1978) szerint éllitjuk
els. A szintézis mbdszerét részletesen szemléltettiik
az 1. példaban.

A Kkapott, itt E. coli K12 RV308/pAT1 transzfor-
mansokat kanamicint tartalmazé TY agaron széleszt-
jik, és ezutén a pAtl plazmid termelésére és izola-
lasara ismert médon tenyésztjik. A transzformansok
az SDS gél-elektroforézises vizsgélat, a RIA és més
vizsgalatok szerint jelentSs mértékben fejezi ki a
fentiekben megadott Met-bGH szdrmazékot. Mivel a
pAT1 plazmid termoindukilhaté ,elveszthet§”, tgy-
nevezett runaway replikont tartalmaz, amely az in-
dukci6 koriilményei kézott nem képes szabélyozni a
példanysz4mot, a bGh szdrmazék kifejezGdése ma-
ximalis mértékben bekovetkezik 37 °C tenyésztési

hémérsékleten.

9. példa

A pASP] plazmid és az E. coli K12 RV308/pASP1
torzs elddllitdsa

A 7. példéban megadottakat ismételjik meg, azzal
a kiilonbséggel, hogy a 7. példdban ismertetett linker
szekvencia helyett az aldbbi dezoxi-ribonukleinsav

szekvencist hasznéljuk:

5" CGACC ATG GAT TIT CCG GCT ATG

et e eer ber ol
3 TGG TAC CTA AAA GGC CGA TAC
TCT CTG TCC GGC CIG TIT GCC
AR N N A R A
AGC GAC AGG CCG GAC AAA CGG

pegme >
[
TTG CGA C 5.

A fenti linker szekvencidt Itakura és munkatérsai
(1977) és Crea €s munkatdrsai (1978) ismert méd-
szerei szerint dllitjuk el8. A szintézist az 1. példdban
részletesen ismertettiik.

Az itt E. coli K12 RV308/pASP1 jellel jelolt transz-
forménsokat megfeleld antibiotikumokat tartalmazé
TY agaron szélesztjik, és a pASP1 plazmid termelésére
&s izol4lasdra ismert médon tenyésztjiikk. A transzfor-
ménsok az SDS gél-elektroforézis, a RIA vizsgélat és
mis kisérletek szerint nagymértékben kifejezik a fen-
tieckben ismertetett Met-Asp-bGH szdrmazékot.

Mivel a pASP1 plazmid termoindukalhat6, dgy-
nevezett ,runaway” replikont tartalmaz, a bGH szar-
mazék kifejez8dése 37 °C hémérsékleten végzett
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tenyésztéskor maximélis mértékben bekovetkezik, mi-
vel a replikon az indukcié koriilményei kozott nem
szabélyozza a plazmid példényszdmit.

10. példa

A pASP2 plazmid és az E. coli K12 RV308/pASP2
torzs elddllitdsa

A 7. példdban megadottakat ismételjiik meg, azzal
a kiildnbséggel, hogy a 7. példaban hasznalt linker
szekvencia helyett az aldbbi dezoxi-ribonukleinsav
szekvenciét haszniljuk:

5" CGATC ATG GAT TTIT CIICG G?’Il' ATIGI
PO R e Tl I
TAG TAC CTA AAA GGC CGA TAC

TCT CTG TCC| GIGICI |C'}’G TIIT GICIC
(R R Pl !
AGA GAC AGG CCG GAC AAA CGG

AAC GCT GTGCT 3’
fer e
TTG CGA C 5.

A linker szekvencia eléllitisdra Itakura és mun-
katdrsai (1977) és Crea és munkatérsai (1978) szerint
jarunk el. A szintézis médszerét az 1. példdban
részletesen ismertettiik.

Az itt E. coli K12 RV308/pASP2 jellel jelzett
transzformansokat kanamicint tartalmazé TY agaron
szélesztjiik, és ezutf~ = nASP2 plazmid termelésére
és izoldldséra ssuwrt medon tenyésztjiik. A transzf-
roménsok az SDS gél-eletroforézis, RIA €s més vizs-
gilatok szerint nagymértékben fejezik ki az el6z6-
ekben ismertetett Met-Asp-bGH szdrmazékot.

Mivel a pASP2 plazmid termoindukélhat6, dgy-
nevezett runaway replikont tartalmaz, 37 °C tenyész-
-tési hdmérsékleten a kivint bGH szdrmazék maximélis
mértékben fejez8dik ki, mivel a replikon nem sza-
bélyozza a példinyszamot.

11. példa

A pAT2 plazmid és az E. coli Ki2 RV308/pAT2
torzs elddllitdsa

A 3. példaban megadottakat ismételjiik meg, azzal
a kiilonbséggel, hogy a 3. példa C. pontjiban megadott
linker szekvencia helyett az aldbbi dezoxi-ribonuk-
leinsav linker szekvencidt hasznaljuk:

CTROAGETTATIAT AT T 60
I
TCCCA TAATTAT TAC AAA GGT

5!
3:

GCT ATG TCT CTA TCT GGT CTG
PLV L e e e
CGA TAC AGA GAT AGA CCA GAC
TTT GCC AAC GCT GTGCT 3
FEE e b et
AAA CGG TTG CGA C 5.

A fenti linker szekvenciat Itakura és munkatérsai
(1977) és Crea és munkatarsai (1978) szerint 4llitjuk
el ismert médon. A fenti szintézis moédszert az 1.
példaban részletesen ismertettiik.
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Az itt E. coli K12 RV308/pAT2 jellel jelzett kezik be, mivel a replikon nem szabélyozza a pél-

transzforménsokat TY agaron szélesztjik megfelels dényszdmot.

antibiotikumok jelenlétében, és ezutin a pAT2 plazmid

termelésére €s izoldldsra ismert médon tenyésztjiik. 12. példa

A transzforminsok az SDS gél-elektroforézis, RIA 5 A pCZIl54 plazmid és az E. coli KI2
és mis vizsgilatok szerint a fenti Met-bGH sz4rma- RV308IpCZ154 torzs elbdllitdsa

zékot nagymértékben kifejezik. A pAT2 plazmid ter- A 7. példaban megadottakat ismételjik meg, azzal
moindukalhat6, Ggynevezett ,runaway” replikont tar- a kilonbséggel, hogy a 7. példdban hasznilt linker
talmaz, ezért 37 °C tenyésztési h6mérsékleten az szekvencia helyett az aldbbi dezoxi-ribonukleinsav

adott bGH szdrmazék maximélis kifejez6dése kovet- 10 linker szekvencidt hasznéljuk:

5 CG/?(IIC ATG GTT TIT CCG GCT ATG TCT CTG 'Ir|CC G?IC ICTCl}
PUEELrErre e et e it I
TGG TAC CAA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

TTT GCC AAC GCT GTGCT ¥
T T O I Y O I
AAA CGG TTG CGA C 5.

A fenti linker szekvenciat Itakura és munkatirsai 20 A pVZ154 plazmid termoinduké4lhatd, dgynevezett
(1977) és Crea és munkatérsai (1978) szerint 4llitjuk »funaway”, a példanyszdm szabélyozdsit az indukci6
eld. A szintézis médszerét az 1. példiban részletesen korilményei kozott elveszt6 replikont tartalmaz, igy
megadtuk. 37 °C tenyésztési h6mérsékleten az adott bGH szér-

Az e helyen E. coli K12 RV308/pCZ154 jellel mazék maximaélisan kifejezddik.
jelzett transzforménsokat megfeleld antibiotikumokat 25

tartalmaz6 TY agaron szélesztjiik, és a pCZ154 plaz- 13. példa
mid termelésére és izolalds4ra ismert médon tenyészt- A pCZ155 plazmid és az E. coli K12 RV308/pCZ155
jik. torzs elbdllitdsa

A transzforminsok az SDS gél-elektoforézis, RIA A 7. példdban megadottakat ismételjik meg, azzal
és mis vizsgilatok szerint nagymértékben fejezik ki 30 a kiilonbséggel, hogy a 7. példaban megadott linker
az el6z6ekben meghatirozott Met-Val-bGH szérma- szekvencia helyett az aldbbi dezoxi-ribonukleinsav
zékot. linker szekvencidt haszniljuk:

5 CG/I“I:(I: ,ﬂ‘G GCT 'ﬂ'll' CCG GCT ATG TCT CIG 'll'C(i‘ ?'ll'C CTG'
[ 11 PEE e rer e rer P
TGG TAC CGA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CAG GAC

TTT GCC AAC GCT GTGCT 3
I O I O O O I O
AAA CGG TTG CGA C 5.

A linker szekvenciét Itakura és munkatarsai (1977) A pCZ155 plazmid termoindukalhat6 replikont tar-
és Crea és munkatarsai (1978) szerint 4llitjuk el6. talmaz, ez a replikon az indukcié koriilményei kozott
Ezt a szintézis moédszert az 1. példiban részletesen nem szabédlyozza a példdnyszdmot, igy 37 °C-on
ismertettiik. 45 tenyésztve a bGH szdrmazék maximalis mértékben

Az E. coli K12 RV308/pCZ155 transzforméansokat fejez6dik ki.
TY agaron szélesztjiik megfelel§ antibiotikumok je-

lenlétében, és a pCZ155 plazmid izolliséra és ter- 14. példa

melésére ezutdn ismert médon tenyésztjik. A transz- A pCZ156 plazmid és az E. coli K12 RV308/pCZ156
forménsok nagymértékben kifejezik az SDS gél-elekt- 50 torzs elbdllitdsa

roforézis, RIA és mis vizsgalatok szerint az el6z6- A 7. példsban megadottakat ismételjik meg, azzal
ekben ismertetett, aldbbi szdrmazékot: Met-Ala-Phe- a kiilonbséggel, hogy a 7. példiban megadott linker
Pro-Ala-Met-Sert- Leu-Ser-Val-b’GH. szekvencia helyett az aldbbi dezoxi-ribonukleinsav

linker szekvencidt haszniljuk:

5’ CGATA ATG GAT TIT CCG GCT ATG TCT CTG TCC GGC CTG
PUCTEE Bre et v ver e rhe v ver
3 TAT TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

TTT GCC AAC GCT GTGCT 3

R T T I I T I O A
AAA CGG TTG CGA C 5.

25
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A linker szekvenciét Itakura és munkatarsai (1977)
és Crea és munkatirsai (1978) szerint 4llitjuk el8. Ezt
a szintézist az 1. példiban részletesen szemléltettiik.

Az E. coli K12 RV308/pCZ156 transzforménsokat

0,1 pg BstEII enzimmel emésztett pCZ101 dezoxi-
ribonukleinsavat 100 pl ligiz pufferban oldunk. 100
egység T4 dezoxi-ribonukleinsav ligdzt adagolunk az
oldathoz, és 2 6rin 4t 16 °C hdmérsékleten inkuba-

megfeleld antibiotikumon TY agaron szélesztjiik, és 5 lunk. A ligalt dezoxi- ribonukleinsavval E. coli K12
ezutin a pCZ156 plazmid termelésére €s izolaldséra RV308 sejteket transzformilunk. Az E. coli K12
ismert médon tenyésztjik. A transzforménsok az SDS RV308/pCZ103 transzforménsokat kanamicint tartal-
gél-elektroforézis, RIA és més vizsgilatok szerint maz6 taptalajon szelektaljuk, és a plazmid dezoxi-
nagymértékben fejezik ki az eldz8ekben ismertetett ribonukleinsavat restrikciés enzimes analizisel azo-
Met- Asp-bGH szérmazékot. Mivel a pCZ156 plazmid 10 nositjuk.
termoinduk4lhaté replikont tartalmaz, amely az in- A pCZ103 plazmidot a transzforminsokbdl a 2.
dukcié kériilményei kozdtt nem szabilyozza a pél- példa A. pontja szerint eljirva izoléljuk.
dényszdmot, 37 °C hdmérsékleten tenyésztve a sejtek
maximalis mértékben fejezik ki az adott bGH szér- 16. példa
mazékot. 15 A pCZ103 plazmidbdl szdrmazé vektorok elbdlli-
tdsa a borji névekedési hormon szdrmazékok kifeje-
15. példa zésére
A pCZIl03 plazmid és az E. coli KI2 Mivel a pCZ103 plazmid elééllitdsakor étrehozott
RV308/pCZ103 sejtek elbdllitdsa BStEIl deléci6 nem befolydsolja a bGH proteint
10 pl alabbi Osszetételd 10X BstEIl reakciopuf- 20 koédols szekvenciét, a taldlmény szerinti pCZ103 plaz-
ferban 10 pg pCZ101 plazmidot oldunk: midbél szdrmazé plazmidok ugyanazt a bGH szir-
mazékot fejezik ki, mint a pCZ101 plazmidbél szér-
1,5 mél natrium-klorid, maztathaté szdrmazékok. A talilmany szerinti pCZ103
60 mmol trisz-hidro-klorid, pH=7,9, plazmid szdrmazékok elGallitisdra azon példdk szerint
60 mmol magnézium-diklorid, 25 jarunk el, amelyekben a megfeleld pCZ101 plazmid
60 mmo6l 2-merkapto-etanol és szrmazékot 4llitjuk el5, a IIl. tdblizatban roviden
1 mg/ml borji szérum albumin. dsszegezziik a pCZ103 plazmidb6l szdrmazé plazmi-
dok eldallitssat. A III. tdbldzatban megadjuk a
Az elegyhez 2 pl (20 egység) BstEII restrikci6s pCZ103-b6] szdrmaztathat6 plazmidokat, a megfelels
enzimet és 88 pl vizet adunk, majd 2 6rdn 4t 60 30 pCZ101 plazmidpar elGéllitdsat ismertetS példat és
°C hémérsékleten inkubdljuk a reakciéelegyet. 0,25 az elballitds sordn felhasznalt kiilonbozé dezoxi-ri-
mol natrium- acetét-oldatot adagolunk, majd fenollal bonukleinsav fragmens nagységat.
és kloroformmal extrahdlunk, és a dezoxi-ribonukle-
insavat etanolos kicsapasokkal kiilonitjik el.
III. tablazat

A pCZ103-b6l szdrmaztathaté vektorok el6allitasa a bGH szdrmazékok kifejezésére

pCZ103-bél szar- Megfelels
maztathaté vektor példa szdma

A felhasznalt kilonbozd
restrikciés fragmens

Megjegyzés

A felhasznilt egyéb dez-
oxi-ribonukleinsav frag-
mensek azonosak a mega-
dott példikban hasznalt
fragmensekkel. A pCZ101
és pCZ103 plazmidok 0,6
kb nagysigi BamHI-HgiAl
restrikciés fragmensei
azonosak.

A felhasznélt dezoxi- ribo-
nukleinsav fragmensek a meg-
adott példékban felhasznal-
takkal azonosak.

pJR1.3 4. A pCZ103 plazmid 9,3 kb nagy-
sigi BamHI-Xbal restrikcids
fragmensét hasznaljuk a
pCZ101 plazmid 10,2 kb nagy-
sdg BamHI-Xbal restrikcids
fragmense helyett.
pAT1.3 8. A pCZ103 plazmid 9,3 kb nagységi
pASP1.3 9. BamHI-EcoRI restrikci6és fragmensét
pASP2.3 10. hasznéljuk a pCZ101 plazmid
pCZ154.3 12. 10,2 kb nagységi BamHI-EcoRI rest-
pCZ155.3 13. rikciés fragmense helyett.
pCZ156.3 14,

A pCZ103 plazmidb6l szérmazé plazmidokat E.
coli K12 RV308 sejtekbe transzforméljuk. A transz-
forménsok kifejezik az elz8ekben ismertetett bGH
szérmazékokat.

26

65

Mivel a pCZ103-b6] szdrmazé plazmidok termo-
indukélhat6 replikont tartalmaznak, amely az indukcié
koriilményei kozott nem szabilyozza a plazmid pél-
dényszamét, 37 °C hémérsékleten tenyésztve maxi-
malis kifejez3dés kovetkezik be.
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SZABADALMI IGENYPONTOK (IYII‘(l‘x 'fC‘(l: (|}C|}(|3 | 3
-RR
1. Eljards szelektilhat6 és onilléan replikdl6dd GAC AGG CCG 5 vagy
rekombinans dezoxi-ribonukleinsav expressziés vektor
elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy ligilunk 5 (6) 5° ATG TTT CCA GCT ATG TCT CTA
a) egy indukciés koriilmények kozott a példény- Frerer v e ter
szdmot nemszabilyozé ,runaway” replikont, és 3’ TAC AAA GGT CGA TAC AGA GAT
b) egy biolégiailag aktiv szarvasmarha novekedési
hormon szérmazékot kédolé génnel leolvasasi fazis- TCT GGT 3
ban 1év6 transzkripciés és transzliciés aktiviciés 10 (V1 111 -RR!
szekvencidt, ahol a gén az aldbbi nukleotid szekven- AGA CCA 5
cigju: ahol
A dezoxi-adenil-csoport,
(1) 5" ATG AAA GGG AAT TCT ATG GCC TTC G dezoxi-guanil-csoport,
T T T O I I A 3 C dezoxi-citozil-csoport,
3' TAC TTT CCC TTA AGA TAC CGG AAG T timidilcsoport,
R a szarvasmarha novekedési hormon 9 (leucin)-
CCA GCC ATG TCC TTG TCC GGC ¥ 191. (fenil- alanin)-aminosavait kédolé dezoxi-ribo-
PEE e vee e b et 1 R-RI nukleinsav szekvencia, és ahol

GGT CGG TAC AGG AAC AGG CCG 5 20 R! az aldbbi transzliciés stop jelet kédolé dezoxi-
ribonukleinsav szekvencia:
(2) 5 ATG GAT GAT AAG TTT CCG GCT ATG
Prerve e rrerrr e err 1t 5' TAA 3° 5 TAG 3
3’ TAC CTA CTA TTC AAA GGC CGA TAC P I
25 3' ATT 5, 3" ATC 5°, vagy

TCT CTG TCC GGC 3
PEE et bl RRE 5" TGA 3’
AGA GAC AGG CCG b)Y I
3 ACT 5.
(3) 5’ ATG TTT CCA GCC ATG GCT CTA 30
PEErer cre ettt 1 (Els6bbsége: 1984. 03. 06.)
3' TAC AAA GGT CGG TAC CGA GAT 2. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy a transzkripci6s aktiviciés szekvenciaként
TCT GGT 3 az E. coli lipoproteint vagy az E. coli triptofdn
[l 111 -RR! 35  gén transzkripciés aktivicibs szekvencidjit alkal-
AGA CCA 5 mazzuk.
(ElsGbbsége: 1984. 03. 06.)
(4) 5° ATG TTC CCA GCT ATG TCT CTA 3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljérds, azzal
N N A N N N jellemezve, hogy a vektorként egy plazmidot 4l-
3’ TAC AAG GGT CGA TAC AGA GAT 40 litunk el6.
(ElsGbbsége: 1984. 03. 06.)
TCT GGT 3 4. A 3. igénypont szerinti eljrs, azzal jellemezve,
(11 111-RR! hogy transzl4ci6s aktivdciés szekvenciaként az E.
AGA CCA h¥ coli lipoprotein szekvencidjat alkalmazzuk.
45 (Els6bbsége: 1984. 03. 06.)
(5) 5° ATG GAT TTT CCG GCT ATG TCT 5. A 4. igénypont szerinti eljards a pCZ1920 plazmid
PEE LD Ty et et elallitisira, azzal jellemezve, hogy a pCZ101
3’ TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA plazmid 10,2 kb nagysiagd BamHI-Xbal fragmen-

sét, az aldbbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
50 nukleinsav linkert

5 CTAGAGGGTATTAA'll"A ATG AAA GGG AAT TC"I" A"llGI CIKI:(I: 'IITICI Clc‘ﬁi G|C|C'
Prerretery e rer e el
¥ TCCCATAATTAT TAC TTT CCC TTA AGA TAC CGG AAG GGT CGG

ATG TCC TTG TCC GGC CTG TIT GCC AAC GCT GTGCT ¥
Prerre v e rer v v e b el

TAC AGG AAC AGG CCG GAC AAA CGG TTIG CGA C 5,
és a pCZ101 plazmid 0,6 kb nagysigi BamHI-Xbal plazmid 10,2 kb nagysdgt BamHI- Xbal fragmen-
fragmensét ligaljuk. sét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi- ri-
(ElsGbbsége: 1984. 03. 06.) bonukleinsav linkert

6. A 4. igénypont szerinti eljiris a pJR1 plazmid
elsallitaséra, azzal jellemezve, hogy a pCZ101 65
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5" CTAGAGGGTATTAATA ATG TIT CCA GCC ATG GCT CTA TCT GGT
R N A NI N AR

3 TCCCATAATT AT TAC AAA GGT CGG TAC CGA GAT AGA CCA
T 40 g e >
I I I
GAC AAA CGG TTG CGA C 5,
és a pCZ101 plazmid 0,6 kb nagységi BamHI-Xbal plazmid 10,2 kb nagysigti BamHI- Xbal fragmen-
fragmensét ligdljuk. 10 sét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi- ri-
(Els6bbsége: 1984. 03. 06.) bonukleinsav linkert

7. A 4 igénypont szerinti eljirds a pAT2 plazmid
eldallitdsara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101

5’ CTAGAGGGTATTAATA ATG TTT CCA GCT ATG TCT CTA TCT GGT
FPEEELEE e vreeer v e ter ey it

3 TCCC ATAATTAT TAC AAA GGT CGA TAC AGA GAT AGA CCA
RRDAT AN
GAC AAA CGG TTG CGA C 5,
és a pCZ101 plazmid 0,6 kb nagysdgi BamHI-Xbal elSallitasdra, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
fragmensét ligaljuk. 25 plazmid 9,3 kb nagységi BamHI-Xbal fragmensét,
(Elsébbsége: 1984 03. 06.) az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribonuk-
8. A 4. igénypont szerinti eljirds a pJR1.3 plazmid leinsav linkert

5’ CTAGAGGGTATTAATA ATG TTT CCA GCT ATG TCT CTA TCT GGT
PEEPEVITTA R brr b b v e e e ree

3 TCCCA TAATTAT TAC AAA GGT CGA TAC AGA GAT AGA CCA
TS Me e
I
GAC AAA CGG TTG CGA C 5,
és a pCZ101 plazmid 0,6 kb nagysdgii BamHI-Xbal (Els6bbsége: 1984. 03. 06.)
fragmensét ligaljuk. 10. A 9. igénypont szerinti eljirds a pCZ112 plazmid
(ElsSbbsége: 1985. 01. 31.) eldéllitdsara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101
9. A 3. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve, 40 plazmid 10,2 kb nagysigi BamHI-EcoRI fragmen-
hogy a transzlaci6s aktiviciés szekvenciaként az sét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
E. coli triptofin szekvenciat alkalmazzuk. nukleinsav linkert

5 CG;??C ATG GAT GAT AAG TTT CCG GCT ATG TCT CIG
Prrrrrr e e rrerer rrr e rrr
3 TGG TAC CTA CTA TTC AAA GGC CGA TAC AGA GAC

TCC GGC CTG TIT GCC AAC GCT GTGCT 3’
PEEEEE VLD L e v i

AGG CCG GAC AAA CGG TTG CGA C 5,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmensét li- plazmid 10,2 kb nagysigii BamHI- EcoRI frag-
galjuk. (ElsSbbsége: 1984. 03. 06.) mensét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi-

11. A 9. igénypont szerinti eljdris a pAT1 plazmid 55 ribonukleinsav linkert
eldallitdsdra, azzal jellemezve, hogy a pCZ101

5’ CGACA ATG TTC CCA GCT ATG TCT CTA TCT GGT
CLEETEE b e e v b
3 TGT TAC AAG GGT CGA TAC AGA GAT AGA CCA

CTG TTIT GCC AAC GCT GTGCT 3

I I T I O I O I
GAC AAA CGG TTG CGA C 5’

28

24.




1 HU 202281 B 2

és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit elGallitasara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101
ligéljuk. plazmid 10,2 kb nagysigi BamHI-EcoRI frag-

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.) mensét, az alabbi nukleotid szekvenci4ji dezoxi-
12. A 9. igénypont szerinti eljaris a pASP1 plazmid ribonukleinsav linkert

> Coge, T4 G/ T, 000 667 A1 167 €79 76 o6 €79
bl |
3’ TGG TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGC GAC AGG CCG GAC

T G 400 7 o '
AAA CGG TTG CGA C 5,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit el6allitisara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101
ligaljuk. 15 plazmid 10,2 kb nagysigt BamHI-EcoRI fragmen-

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.) sét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
13. A 9. igénypont szerinti eljards a pASP2 plazmid nukleinsav linkert

> CoNS 410 O T 5 061 4 77 7 76 o
M I e |1
3'  TAG TAC CAA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

TTT GCC AA(|3 GCT (TTGCT 3
FrE ey v
AAA CGG TTG CGA C 5’,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmensét li- elsallitasara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101
géljuk. plazmid 10,2 kb nagys4gi BamHI-EcoRI fragmen-
(ElsGbbsége: 1984. 03. 06.) 30 sét, az aldbbi nukleotid szekvenci4ji dezoxi-ribo-
14. A 9. igénypont szerinti eljirss a pCZ154 plazmid nukleinsav linkert

5 CGACC ATG GAT TTT CCG GCT ATG TCT CTG TCC GGC CTG
PR T rrerrerre e vt e e el
3’  TGG TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

TIT GCC AAC GCT GTGCT 3
L e i
AAA CGG TTG CGA C 5,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit el6allitisara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101
ligaljuk. plazmid 10,2 kb nagységi BamHI-EcoRI fragmen-
(Els6bbsége: 1984. 07. 26.) sét, az aldbbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-

15. A 9. igénypont szerinti eljérds a pCZ155 plazmid 45 nukleinsav linkert

5’ CGACC A’|1"G GCT TIT (|3CG GCT ATG TCT (lfTGI TI‘CICI GI'II‘(f Cl'IiG|
e e v eee e b e rre
4 TGG TAC CGA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CAG GAC

TTT GCC AAC G(’,‘T (d;vTGCT 3
PLE s il
AAA CGG TIG CGA C 5,
és az NM608 EcoRI-Clal fragmensét ligéljuk. plazmid 10,2 kb nagysdgi BamHI-EcoRI fragmen-
(Els6bbsége: 1984 07 26) 55 sét, az aldbbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
16. A 9. igénypont szerinti eljirds a pCZ156 plazmid nukleinsav linkert

elgallitaséra, azzal jellemezve, hogy a pCZ101

5 CG/I\'I;A ATG GA'l" 'II'II'I' ?C(;’ GCT iI\TG 'I;CIT C'I‘Ci TCC GGC CT (;r
FHEE bt e rer v i
¥ TAT TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

T O o7 et T
11
AAA CGG TTG CGA C 5,
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és az NM608 EcoRI-Clal fragmenseit ligaljuk. plazmid 9,3 kb nagysigi BamHI-EcoRI fragmen-
(ElsGbbsége: 1984. 07. 26.) sét, az aldbbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
17. A 9. igénypont szerinti eljiras a pAT2.3 plazmid nukleinsav linkert

elGallitéséra, azzal jellemezve, hogy a pCZ103

5’ CTAGAGGGTATTAATA ATG TIT CCA GCT ATG TCT CTA TCT GGT
PECEIREEErte e e rer vet veerer v e i

3 TC CCATAATTAT TAC AAA GGT CGA TAC AGA GAT AGA CCA
DGR E e !
I I
GAC AAA CGG TTG CGA C 5,
és a pCZ101 plazmid 0,6 kb nagysagti BamHI-Xbal elSallitdsara, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
fragmensét ligaljuk. 15 plazmid 9,3 kb nagysdgi BamHI-EcoRI fragmen-
(ElsSbbsége: 1985. 01, 31.) sét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
18. A 9. igénypont szerinti eljards a pAT1.3 plazmid nukleinsav linkert

5 CGAICzlbs'A'IiC; 'll'll'C (IZ(IZA GCT ATG TCT CTA TCT GGT
! I L b ner rie i
3 TGT TAC AAG GGT CGA TAC AGA GAT AGA CCA

CTG TTT GCC AAC GCT GTGCT 3
T I T O I I O O
GAC AAA CGG TTG CGA C 5,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit el6allitdsara, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
ligaljuk. plazmid 9,3 kb nagységi BamHI-EcoRI fragmen-
(ElsGbbsége: 1985. 01. 31.) 30 sét, az alabbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
19. A 9. igénypont szerinti eljdrds a pASP1.3 plazmid nukleinsav linkert

5 CG[I\?(I: ?’J;C; (I}/IX'Il‘ ITFIT CCG GCT AITG TCT CTG TCC 'GGC C'II"G|
N N R N
3 TGG TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGC GAC AGG CCG GAC

TTT GCC AAC (l‘xCF GTGCT ¥
I T T I O O I O
AAA CGG TTG CGA C 5,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit plazmid elallitasara, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
ligéljuk. plazmid 9,3 kb nagysigi BamHI-EcoRI fragmensét,
(ElsSbbsége: 1985. 01. 31.) az alabbi nukleotid szekvenciaji dezoxi-ribonuklein-

20. A 9. igénypont szerinti eljards a pASP2.3 45 sav linkert

s CGAITICIATG (;:AI{I" '|I'I'I‘ CCG GCT ATG TCT CTG TCC GGC C"II‘G
N FELTELEE L et vt b [
3 TAG TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

iI'll"T cl}?c AAC GCT GTGCT 3
| O I I
AAA CGG TTG CGA C 5,
€s az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit plazmid el&4llitdsara, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
ligaljuk. 55 plazmid 9,3 kb nagysigi BamHI-EcoRI fragmensét,
(ElsSbbsége: 1985. 01. 31.) az alébbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribonuklein-
21. A 9. igénypont szerinti eljiris a pCZ154.3 sav linkert

7 CONCE 76 T TIT 60 GCT 480 0T €T0 TG 996
I AR
¥y TGG TAC CAA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

'I'I'r' GC’C' AAC GCT GTGCT ¥
FrE e rrr
AAA CGG TTG CGA C 5,
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€s az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmensét elGéllitasira, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
ligdljuk. plazmid 9,3 kb nagysigi BamHI-EcoRI fragmen-

(ElsSbbsége: 1985. 01. 31.) sét, az alibbi nukleotid szekvencidji dezoxi-ribo-
22. A 9. igénypont szerinti eljirds a pCZ155.3 plazmid nukleinsav linkert

5y CG1|\(|3$ fs’lf‘('} IGICIT 'II'II'II‘ ICICIG IGICIT AT(|3 TCT CTG TCC GIC CTG
FEE e b e e
3’ TGG TAC CGA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CAG GAC

m G(IJC A/?C GC'Il' GTGCT 3
LEE by it
AAA CGG TTG CGA C 5,
és az NM608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit elGéllitisira, azzal jellemezve, hogy a pCZ103
ligaljuk. 15 plazmid 9,3 kb nagységi BamHI-EcoRI fragmen-

(ElsGbbsége: 1985. 01. 31.) sét, az aldbbi nukleotid szekvenci4ji dezoxi-ribo-
23. A9. igénypont szerinti eljdras a pCZ156.3 plazmid nukleinsav linkert

5’ CGATA ATCi ("n!ﬂ" 'IITII" ICCG GCT ATG TCT CT G' TCC GGC CTG
(NI CErrerretrr e e e
3 TAT TAC CTA AAA GGC CGA TAC AGA GAC AGG CCG GAC

’H‘Ii (l;(I:(I: AAC GC’II" ?TGCT 3
e
AAA CGG TTG CGA C 5,

és az NMG608 plazmid EcoRI-Clal fragmenseit BstEI restrikciés enzimmel kezeljiik, az igy kapott
ligljuk. dezoxi-ribonukleinsavat tisztitjuk, és a tisztitott

(Els8bbsége: 1985. 01. 31.) 30 dezoxi-ribonukleinsavat a pCZ103 plazmid el64l-
24. Eljérés a 8. és 17-23. igénypontok birmelyike litdsra ligaljuk.

szerinti eljirdsban hasznilhat6 plazmid els4lli- (ElsSbbsége: 1985. 01. 31)

tdsara, azzal jellemezve, hogy a pCZ101 plazmidot

31
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