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Szekvencia-specifikus DNS-rekombinacié eukariéta sejtekben

A talalmény targya egy eljards DNS szekvencia-specifikus
rekombinaldsara egy eukaridta sejtben, amely eljards magaban
foglalja egy elsd DNS-szekvencia bejuttatasat egy sejtbe, egy
masodik DNS-szekvencia bejuttatdsat ugyanazon sejtbe, majd eqgy
szekvencia-specifikus rekombinacié végrehajtadsat a A-bakteriofag
Int integrazaval. Az eljards egy eldnyds megvalésitasaban a DNS
szekvencia-specifikus rekombindlasdt az Int enzimmel és egy Xis
faktorral hajtjuk végre. A taldlmédny targydhoz tartoznak tovabba
az emlitett DNS-szekvencidkat tartalmazé vektorok és azok génte-
rapias gyoégyszerként valdé alkalmazdsa a human és 4llatgydégya-

szatban.
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Szekvencia-specifikus DNS-rekombinacié eukariéta sejtekben

A taladlmany targya eljaras DNS szekvencia—specifikus rekom-
binalasara eukariéta sejtekben, amely eljaras magaban foglalja
egy elsé DNS-szekvencia bejuttatdsat egy sejtbe, és egy szekven-
cia-specifikus rekombindcié végrehajtasat egy A-bakteriofag Int
integraza segitségével. Taldlmanyunk egyik elényds megvaldsitasa
egy olyan eljaras, ahol a DNS szekvencia-specifikus rekombina-
lasat egy Int és egy Xis faktor végzi. A talélmény targydhoz tar-
toznak még vektorok és azok gydgyszerként vald alkalmazasa is.

Az eukaridéta genomok ellendrzott mdédositadsa fontos mbddszer
az egyes gének funkcidinak vizsgdlatdra él6 szervezetekben,
emellett az emlitett mdédositas szerepet kaphat az orvoslas gén-
terdpids eljarasai koézétt is. Ebben a vonatkozasban kiiléndsen
fontos a transzgén allatok létrehozasa, a gének vagy génrészle-
tek megvaltoztatésa (az ugynevezett ,gén-megcélzas”), és az ide-
gen DNS iranyitott beépitése a magasabbrendi eukariétdk genom-
jaba. Ezek a technolbégidk ma mar javithaték a szekvencia-speci-
fikus rekombindcids rendszerek jellemzésével és alkalmazasaval.

A hagyomanyos szekvencia-specifikus DNS-rekombindzok két
csaladba sorolhatdék. Az elsd csaldd tagjai, az ugynevezett in-
tegrézék, a DNS-szalakat két meghatarozott nukleotid-szekvencia
kozott vagjak el és egyesitik ujra; a tovabbiakban ezeket a
szekvencidkat nevezziik ,rekombindcidés szekvencianak”. A rekombi-
nacids szekvencidk lehetnek két kildénallé vagy egy és ugyanazon
DNS-molekulédban, ami inter- vagy intramolekuldris rekombinaciét

eredményezhet. Az utdbbi esetben a reakci6é eredménye fiigg a re-
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kombinadciés szekvencidk egymashoz képesti iranyultsagatél. A
forditott orientadcid esetében a rekombinadcidés szekvencidk kézdtt
elhelyezkedd DNS-szakasz A&tfordul (inverzié). A rekombinacids
szekvencidk egyenes irdnyultsagi, azaz ,tandem” elhelyezkedése
esetén kivagas (delécid) kévetkezik be. Az intermolekularis re-
kombinacié esetében, amikor a rekombinacidés szekvenciak két kii-
16nb6z6 DNS-molekulan helyezkednek el, a két DNS-molekula fuzio-
jara (egyesiilésére) keril sor. Amig az integraz-csalad tagjai
rendszerint mind az intra-, mind az intermolekuldris rekombina-
ciét katalizaljdk, addig a masik csalad tagjai, az ugynevezett
invertazok és reszolvazok csak az intramolekuldris rekombinicidt
képesek katalizalni.

Az eukaridta genomok médositdsdra jelenleg hasznalt rekombi-
nazok az integraz-csalddba tartoznak. Az emlitett rekombindzok a
P1 Dbakteriofdg Cre rekombindza és az élesztd Flp rekombinéaza
[ Miller, Mech. Develop. 82, 3 (1999)]. A rekombinacids szekven-
ciakat, amelyekhez a Cre rekombinaz k&étddik, loxP-nek nevezik. A
loxP egy 34 bp hosszusdgi nukleotid-szekvencia, amely két 13 bp
hosszlisagl, invertalt nukleotid-szekvenciat és egy 8 bp hosszu
spacer-t (elvalasztd szakaszt) tartalmaz a két invertalt nukleo-
tid-szekvencia kozott [ Hoess és munkatdrsai, J. Mol. Biol. 181,
351 (1985)] . Az Flp FRT-nek nevezett k&tS szekvencidi hasonléd
felépitésilek, de kiilénbdznek a loxP-tdl [ Kilby és munkatarsai,
Trends Genet. 9, 413 (1993)]. Igy tehdt a rekombinaiciés szekven-
ciak nem helyettesithetdk egymassal, azaz a Cre nem képes rekom-
binalni az FRT-szekvenciakat és az FLP nem képes rekombinalni a

loxP-szekvencidkat. Mindkét rekombindciés rendszer nagy tavolsa-
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gon at is hatésos, azaz képesek a két loxpP- vagy FRT-szekvencia
ko6zott elhelyezkedd DNS-szakasz invertalasara vagy kivagasara és
a végek , szomszédositasara” (dsszezérés, flanking) még akkor is,
ha az érintett szakasz toébb tizezer bp hosszusagu.

Az emlitett két rendszer segitségével 1létrehoztak mar
szovetspecifikus rekombindcibét egy egér-rendszerben, kromoszéma-
lis transzlokdcidét névényekben és allatokban, valamint megoldot-
tak a génexpresszié szabalyozott indukciéjat (Miller, id.
k6zl.). Ezen a mbébdon tavolitottdk el a DNS-polimerdz-f enzimet
egerek bizonyos szdveteibdl [ Gu és munkatarsai, Science 265, 103
(1994)] . Egy tovabbi példa az SV-40 DNS tumorvirus onkogénjének
specifikus aktivadlasa egerek szemlencséjében, ami kizarbélag eb-
ben a szdvetben okozott tumort. Ezen tul a Cre-loxP stratégia az
indukalhaté promoterekkel kapcsolatban is hasznalhaté. igy pel-
daul a rekombindz kifejezddését egy interferonnal induk&lhaté
promoterrel szabalyozva deletdalhaté egy adott gén a majban, de
nem — vagy csak igen kis mértékben — a tdbbi szdvetben [ Kihn és
munkatdrsai, Science 269, 1427 (1995)].

Mindeddig az invertdz/reszolvaz csalad két tagjat hasznaltéak
fel az eukaridéta genomok médositasadra. A Mu bakteriofdg egy mu-
tansdnak Gin invertdza egy DNS-szakasz inverziéjat katalizalja
novényi protoplasztokban kofaktorok nélkiil. Felfedezték azonban,
hogy ez a mutadns hiperrekombinativ, azaz a természetes rekombi-
naciés szekvenciaktol kilénbézd helyeken is elvidgja a DNS-szala-
kat, ami nem kivant, részlegesen letdlis rekombindcidés esemé-—
nyekhez vezet a névényi protoplaszt genomjaban. A Streptococcus

pyogenes PB-rekombinaza egérsejt-tenyészetekben kivagja a rekombi-
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nacidés szekvencidk k&zotti szakaszokat. A kivagassal egyiddében
azonban inverzidét is megfigyeltek, ami alkalmatlannd teszi ezt a
rendszert az eukaridéta genomok szabalyozott médositasara.

Az eukaridta genomok médositdsa a Cre és Flp .rekombinazokkal
szamos hatrannyal jar. Delécid esetében, azaz amikor a rekombi-
nacié két tandem ismétlddé IloxP vagy FRT rekombindcids szekven-
cia kOzdtt torténik egy genomban, elvész az a DNS-szakasz, amely
a két ismétlédés kozdtt volt. Ennek megfeleldéen az a gén, amely
egy ilyen DNS-szakaszon helyezkedik el, maradanddan hidnyozni
fog a sejtbdl vagy szervezetbSl. Ez lehetetlenné teszi az erede-
ti allapot helyredllitdsat a gén funkcidéjanak egy késébbi alla-
potban, példaul a szervezet egy késdébbi fejlédési szakaszaban
végzendS vizsgdlatdhoz. A DNS-szakasz visszafordithatatlan el-
vesztése megelézhetd a megfeleld szakasz invertalasaval. Egy gén
inverziéval inaktivalhaté anélkiil, hogy elveszne,.és ujra bekap-
csolhaté egy késébbi fejlédési &allapotban vagy egy kifejlett &al-
lapotban vissza-rekombindlassal, ami a rekombinaz idd&ben szaba-
lyozott expresszidéjaval valésithatdé meg. Azonban akar a Cre,
akar az Flp rekombindzt haszndljuk ebben a médositott eljaras-
ban, az azzal a hatrannyal fog jarni, hogy az inverzidé nem sza-
balyozhatd, mivel a rekombindcidés szekvenciak nem valtoznak meg
a rekombinacidés esemény kovetkeztében. Emiatt a rekombinicids
események ismétlédnek, és igy a megfeleld gén inaktivalédasa a
megfeleldé DNS-szakasz &tforduladsa kdvetkeztében a célsejtek ko-
zil csak néhanyban, a legjobb esetekben is csak 50 %-aban fordui
elS. A probléma megoldasara legaldbb részben tdrténtek er6feszi-

tések mutans loxP szekvenciak szerkesztésével, amelyek nem al-
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kalmasak tovabbi reakcidkra egy rekombindcidé utadn. Azonban ‘a
hatranyt itt a reakcié egyedisége jelenti, azaz nincs lehetdség
egy késdbbi aktivalasra vagy vissza-rekombinalasra, ha a gént
egyszer inverzidval inaktivaltik.

Az Flp rekombindznak egy tovabbi hatranya a 37 °C-on gyenge
héstabilitasa, ami jelentdsen korlatozza a rekombindcidés reakcid
eredményességét a magasabbrendd eukariétakban, példaul egerek-
ben, amelyek testhdmérséklete kériilbeliil 39 °C. Emiatt a vad ti-
pust rekombinadznil jobb héstabilitasu Flp mutdnsokat készitet-
tek, de még ezek rekombinaciés eredményessége is alacsonyabb,
mint a Cre rekombindzé.

A SZekvencia—specifikus rekombinadzok haszndlata helyet talal
az orvoslasban, azaz a génterdpiaban is, ahol a rekombinazok
fogjak integrdlni a kivalasztott DNS-szakaszokat a megfeleld hu-
man célsejtek genomjaba stabil és iranyitott médon. Mind a Cre,
mind az Flp képes az intermolekuldris rekombinacid katalizalasa-
ra. Mindkét rekombinidz rekombinal egy plazmid-DNS-t — amely tar-
talmaz egy masolatot a megfeleld rekombinacids szekvenciabdl -—
egy megfeleld rekombindciéds szekvenciaval, amely elézé6leg, homo-
16g rekombinaciéval lett az eukaridta genomba inszertalva. Az a
kivanatos azonban, hogy ez a reakcidé az eukaridta genomban , ter-
mészetesen” el&forduld rekombinacids szekvencidkkal legyen meg-
valdésithatd. Mivel a loxP 34, az FRT 54 nukleotid hosszlsagu, az
ilyen rekombindciés szekvencidk el&fordulasa a genom részeként
statisztikusan rendkivil valészinttlen. Még ha rekombinaciés szek-
venciak jelen is vannak, a reakcid megforditasaval kapcsolatos,

fent leirt hatrany tovabbra is létezik, azaz a Cre és Flp
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rekombinazok kivaghatjak az inszertalt DNS-szakaszt az intramole-
kularis rekombinacidéval létrejott, eredményes integrdldédas utan.

Igy tehat talalmanyunk egyik feladata egy egyszerd és szaba-
lyozhatdé rekombindcibés rendszer és a mikddtetéséhez szlikséges
eszk6z biztositdsa. Taldlményunk tovabbi feladata egy olyan re-
kombinaciés rendszer és a sziikséges eszkdz biztositasa, amellyel
megvaldésithaté egy kivant DNS-szekvencia stabil és irdnyitott
integréalésa.

Az emlitett feladatokat az igénypontokban jellemzett isme-
retanyaggal oldottuk megq.

Talalmanyunkat az aldbbiakban az Aabrak segitségével magya-
razzuk megq. .

Az 1. &abradn a rekombinaciés reakcidk, nevezetesen az Int
integraz altal katalizalt beépités és kivagas folyamatabraja
lathaté. Egy szuperhelikdlis plazmid-DNS (fent) egy masolatot
tartalmaz az attP rekombindcidés szekvencidbdél. Az attP 6t agyne-
vezett kotdkart tartalmaz az Int szamara (p1, P2, P1’, P2', P3")
és két kotdémagot (C és C', fekete nyilakkal jeldlve), harom ko-
téhelyet az IHF szamara (H1, H2, H'), két kotShelyet a Xis sza-
mara (X1, X2), valamint az ugynevezett Aatfedd teriiletet (Ures
téglalap) ahol az aktudlis DNS-szal cseréje megtodrténik. Az attP
partner-szekvenciaja, az attB egy linedris DNS-szakaszon latha-
td; két kotdmagot (B és B, lires nyilakkal jelodlve) tartalmaz az
Int sz&mara és egy atfedd teriiletet. Az attP és attB kozotti re-
kombinadcidhoz az Int és az IHF szikséges, és az eredmény a
plazmid beépillése az attB-t hordozd DNS-szakaszba. Ezaltal abban

két Gj, hibrid rekombiniciés szekvencia, az attL és az attR je-
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lenik meg, amelyek célszekvenciaként szolgalnak a kivagashoz. Az
utébbi reakcibhoz az Int, az IHF és egy tovabbi kofaktor, a A-fag
altal kédolt Xis sziikséges.

A 2A. abran az integraz expresszids vektor sematikus felépi-
tése, a 2B. abran egy Western-analizis eredménye -lathaté. (A): a
PKEXInt vektor tartalmazza a vad tipusu integradz génjét, a
PKEXInt-h a mutans Int-h génjét, és a pKEXInt-h/218 vektor a mu-
tans Int-h/218 génjét. A pKEX kontroll vektorban nincs Int gén.
A vad és a mutans integridz-géneket sziirke hasabok jelzik. A ké-
dold szakaszok utdn jelzd szekvenciak koévetkeznek az RNS-fel-
dolgozas szamara, amelyek garantaljak a megfeleld mRNS-ek (vo-
nalkazott hasabok) fokozott intracelluldris stabilitasat (ezek
az SV-40, a t-Ag kivagads és poliA szignalok). Az integraz gének
kifejez8dését a human citomegalia-virus (CMV) promotere szaba-
lyozza. (B): miutdn a megfeleld vektort bejuttaptuk a B2 és B3
riporter sejtvonalakba, a sejteket lizaljuk és a fehérjéket mo-
lekulatdmegik szerint elvalasztjuk egy SDS-lemezen. Az Int-h fe-
hérje jelenlétét a vad tipusu Int fehérjével szembeni poliklona-
lis egér-antitesttel tessziik lathatéva (2. és 4. sav). Az Int
helyét a gélen egy nyil jelzi.

A 3. abran a szubsztrat-vektorok szerkezetének vazlata lat-
hatbé. (A): pGFBattB/attP. A vektor az ApaLl restrikciés nukleaz-
zal van linearizalva. A nagy fekete nyilak mutatjak az attB és
attP rekombinacidés szekvenciadk helyét és iranyat. A rekombinaci-
0s szekvenciadk a GFP (z6ld fluoreszkald fehérjef\génjével szom-
szédosak, amely forditott iranyultsaga a CMV proﬁoterhez képest.

A pA a poliA szignalt jelenti. A neo rezisztenciagén — amit az
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SV-40 promoter fejez ki és lehetdvé teszi a stabil riporter-
sejtvonalak szelekci6éjat — szintén a vektoron helyezkedik el.
Feltintettik az Ncol restrikcids enzim felismeré helyeit is. Az
attB és attP kozott végrehajtott egyesitd rekombinacidé a GFP gén
inverzidjat és ezaltal expresszidjat eredményezi. A kis, iires és
telt nyilak az egyes PCR-primerek (pl — p7) helyzetét és ira-
nyultsagat jelzik. (B): pGFPattL/attR. A vektor szerkezete azo-
nos az eldébbiével, csak a rekombinacids szekvencidk kiilénbdznek.
A GFP génje 3’ — 5 iranyultsagd a CMV promoterhei képest. A vo-
nalkazott téglalap a Southern-analizishez hasznalt szondat (pré-
ba) jelenti.

A 4A — D. A&brakon a riporter-sejtvonalakban lezajlott egye-
sitdé rekombinacidé kimutatasdnak elve lathatd. A DNS-molekulakat
1,2 %-os agarézon elvalasztjuk (etidium-bromiddal festjik), majd
PCR-val sokszorozzuk. (A): Reverz transzkriptdz PCR (RT-PCR). A
PKEX és pKEXInt-h (2A. 4&bra) vektorokat egymastél fiiggetleniil
juttattuk be a megfelels, Bl — B3 riporter sejtvonalakba elekt-
roporaciéval. Az izoldlt poliA mRNS-t feldolgozva a RT-PCR ana-
lizis kimutatja, hogy a vart — a p3/p4 primer parral képezett
(3. abra) — termék csak akkor jelenik meg, ha a sejteket a
PKEXInt-h vektorral transzformaltuk (1., 3. és 5. savok). Az
ugyanazon RNS-kivonatban taldlhaté B-aktin-gént az RNS-tartalom
kontrolljaként sokszorozzuk. M sav: DNS-”létra” (molekulatomeg-
kalibracidés keverék); O sav: RNS-templat nélkiili RT-PCR kont-
roll. (B, C): a genom PCR-analizise. A megfeleld sejtvonalakbédl
izoldljuk a genom DNS-t 72 6éraval az elektroporacié utédn, majd

sokszorozzuk a p3/p4 (3. 4abra) és a pPl/p2 (3. &bra) primer pa-
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rokkal. A savok szamozidsa és elnevezése megegyezik a 4A. &braé-
val. (D): kivagadsos kisérlet. Az izolalt genom DNS-t a p5/p6 (3.
abra) primer parral sokszorozzuk. A kivagas termékének (420 bp)
helyzetét nyillal jeloljiik. A sadvok szamozidsa és elnevezése meg-
egyezik a 4A. abréaéval.

Az 5. abréan a riporter-sejtvonalakban lezajlott inverzié ki-
mutatasanak sémdja lathatdé PCR-val és Southern-hibridizaciéval a
DNS-molekulak 1,2 %-os agarézgélen vald elvalasztasa utan. (A) :
PCR-analizis. A pKEX és pKEXInt-h vektorokkal kezelt B1l, B2, B3
és BL60 sejtvonalakbdél izolalt genom-DNS egy frakcibéjat sokszo-
rozzuk a p3/p4 és p5/p7 (3. abra) primer parokkal. A GFP gén in-
tegraz-katalizdlta inverzidjara visszavezethetd PCR-termékek az
1., 3. és 5. s&vban lathatdék. M sav: DNS-1étra; d sav: genom-DNS
nélkili PCR-kontroll. (B): Southern-analizis: az 5A. abran ana-
lizalt DNS-frakcidé maradékat a Ncol restrikcids enzimmel inku-
baljuk, utdna agarézgél elektroforézissel elvalasztjuk molekula-
tomeg szerint, és &tvisszlik egy nitrocelluldz membranra. A GFP-t
hordozé DNS-fragmentumok egy radioaktivitdssal jeldlt szonda se-
gitségével lathatbéva tehetSk (3B. abra) és jelzik a rekombinaci-
0t. 9. sav: nem rekombinalédott PGFPattB/attP; 10 sav: rekombi-
nalédott pGFPattB/attP.

A 6A. abran mutatjuk be az attB és attH rekombindcidés szek-
venciakat tartalmaz6é nukleinsav-szekvenciakat. A 6B. abran az
attP és attP* parcidlis szekvenciak lathatoék. (A): az attB és
attH szekvencidk oOsszehasonlitdsa. Az attB-ben az Int B és B
kotdmagjait a vonal jelzi a szekvencia folott. Az attH-ban az

Int H és H koétémagjait a Szaggatott vonal jelzi. Az A4atfeds
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szekvenciakat a téglalapok foglaljak magukban. A szekvencidk ko-
z6tti kildnbségeket a filiggSleges kettds vonalak jelzik. A nukle-
otidok szamozdsa a magokban és az &tfedé teriileten az atfedd te-
rilet ,0”-val jeldlt k&ézepéhez képest térténik Landy és Ross
szerint [ Science, 197, 1147 (1977)]. A -9-t&l +11-ig terjedsd
szekvenciak az attB, illetve attH helyek. (B): az attP és attp*
parcialis szekvencidk &sszehasonlitidsa az eldbbiek szerint; a
jelolések megegyeznek a 6A. abran alkalmazottakkal.

A 7. abran az attH és attP* kozdtti rekombinacid sémaja lat-
haté a pACH vektoron, E. coli-ban, agar6zgél elektroforézissel
téortént elvalasztds utdn. A pACH szubsztrat-vektor a megfeleld
prokariéta expresszids vektorral egyiitt volt bejuttatva a megfele-
16 E. coli torzsekbe (Int-h a CSH26-ba és Int-h/218 a CSH26-8-IHF-
ba). A plazmid-DNS-t a szelekcid utdn 36 oéraval izolaltuk, a
HindIII és Aval rekombindcids enzimekkel inkubaltuk, elvalasz-
tottuk és az agardzgélen lathatéva tettiik. Az inverziéval kelet-
kezett rekombindciés fragmentumokat jeldltiik az »inverz” szbéval.
A nem rekombindlédott DNS helyzetét jelzi a ~»PACH” jelolés. 1.
és 12. sav: DNS-létra; 2. és 3. sav: a nem rekombindlédott pACH
expresszids vektor és a DNS-e; 4-7. savok: a CSH26-bdél izolalt
DNS; 8-11. savok: a CSH-8-IHF-b&l izolalt DNS.

A 8. abran sematikusan lathaté a pEL13 vektor integrdlasanak
stratégiaja az attH genomidlis lokuszaba, valamint a kimutatas
modjanak elve. A pEL13 integraciés vektor hordozza a reziszten-
cia-gént (a ,hygr” jelzésd nyil) az Int-h génjét (az ,Int-h”
jelzésd nyil) a CMW promoter kontrollja alatt, és az attP* maso-

latat (lres négyszbg ,attP* /P*OP*” felirattal). Az Int-h kifeje-
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z6dik a vektornak a BL60 sejtekbe juttatésa utan (2B. &bra). Ezt
kovetden a rekombindz katalizalja az intermolekuldris rekombini-
ciét az attP* és a kromoszomdlis attH (vonalkazott téglalap
~attH/HOH' ” felirattal) kéz6tt, aminek eredményeként a pEL13
vektor beéplil a BL60 sejtek genomjaba. Azok a sejtek, amelyekben
a vektor stabilan integralédott, kivalaszthatdk és azonosithatdk
egy PCR-val, amelyet az attX1/B2 primer parral végzink (az
nattXl” es ,B2” jelzésd nyilak). Az EcCORV és Sphl feliratok a
megfeleld rekombindcidés enzimek felismerési helyeit jelzik.

A 9. abran lathatdé az attP* (pEL13) és az aftH k6zdtti in-
termolekuldris rekombindcié kimutatasanak sémaja a BL60 sejtek-
bél. A genom DNS-t 31 kiilénb&zd sejtpopulacidébdl izoldltuk és az
attX1l/B2 primer parral (8. 4&bra) sokszoroztuk. Az izolalas a
PEL13 elektropordcibéjat koévetd tdbb héten at folytatott szelek-
talas utdn tortént. A PCR termékeit agarbzgél-elektroforézissel
elvalasztottuk és lathatéva tettiik. A vart termék (295 bp) hely-
zetét a gélen egy nyillal jeldltiik meg. Ezt kdvetben a terméket
a DNS szekvenciajanak analizisével vizsgaltuk tovabb. A jobb
szélen egy DNS-létra helyezkedik el.

A ,transzformacid” vagy ,transzformalni” szavak szohasznala-
tunkban egy nukleinsav-szekvencia barmilyen médon vald bejutta-
tasat jelenti egy sejtbe. A bejuttatas lehet példaul egy transz-
fekcidé vagy lipofekcid, vagy kivitelezhetd a kalciumos médszer,
az elektrosokk médszer vagy egy oocita-injekcid segitségével. A
fenti szavak jelentik tovabba egy viralis nukleinsav-szekvencia
— amely példaul rekombindcids szekvenciakat és egy terapias gént

vagy geénfragmentumot tartalmaz — bejuttatasat is az adott virus
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szamara természetes médon. A virdlis nukleinsav-szekvencianak
nem szikséges meztelen nukleinsavként jelen lennie, hanem be le-
het burkolva a virusfehérje-koépenybe. Igy tehat a ,transzforméa-
cié” és ,transzformdlni” szavak nem csak azt az eljarast jelen-
tik, amelyeket rendszerint értink alattuk.

A ,szarmazék” szébé talalmanyunkban azon attB, attP, attl és
attR szekvenciakat jelenti, amelyekben egy vagy tobb, legfeljebb
hat, eldnydsen kettd, harom, négy vagy &t médosulas (szubsztitu-
cié) van a természetben eléforduld rekombinadcids szekvenciakhoz
képest.

A ,homoldég” vagy ,hasonld” szavak a rekombindcids szekvenci-—
akkal kapcsolatban hasznilva olyan nukleinsav-szekvenciakat je-
lentenek, amelyek kériilbelil 70 $-ban, elényésep korilbelil 80
$-ban, eldénybsebben kériilbeliil 85 %-ban, még eldnydsebben koriil-
belil 90 %-ban, ennél is eldnydsebben kériilbelil 95 %$-ban, és
legeldényOsebben korilbeliil 99 %-ban megegyeznek a természetben
eléforduldé rekombindciés szekvenciakkal.

A ,vektor” szb egy, a természetben el&forduld vagy szinteti-
kus Gton Osszedllitott szerkezetet jelent, amelynek szerepe nuk-
leinsavak felvétele, szaporitasa, expresszidja vagy atvitele.
Vektorok példaul a plazmidok, fagmidok, kozmidok, mesterséges
kromoszomak, bakteriofagok, virusok vagy a retrovirusok.

A A-bakteriofag integriza (szokasos jelzése: »~Int”) a Cre és
az Flp enzimekhez hasonléan a szekvencia—specifikus, konzervativ
DNS-rekombinazok csalddjédba tartozik. Az Int két kiilénbdz8 — ne-
vezetesen az attB és az attP — rekombindcids szekvencia k&zdtti

egyesitd rekombinadciét katalizalja. Az attB 21 nukleotidot tar-
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talmaz és eredetileg az E. coli genomjabél izoldltdk [ Mizuuchi
€s Mizuuchi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 3220 (1980)] . Az
attP viszont sokkal hosszabb: 243 nukleotidbdél &4ll és a A-bak-
teriofdg genomjdban taldlhatd [ Landy és Ross, Science 197, 1147
(1977)] . Az Int rekombinaz két kotéhelyet tartalmaz az attP és
kettét az attB szamdra. Az Int bioldégiai funkcidéja a korkdrds
fag-genom szekvencia-specifikus beépitése az attB lékusznal az E.
coli kromoszomdjdba. Az Int-nek szlksége van egy kofaktor fehérjé-
re, az ugynevezett integraciés gazda-faktorra (szokasos jelzése:
»IHF") az egyesitd rekombinacidhoz [ Kikuchi és Nash, J. Biol.
Chem. 253, 7149 (1978)] . Az IHF-re az attP-vel képzett funkciona-
lis rekombindciés komplex felépiiléséhez van szikség. Az egyesitéd
reakcié masik kofaktora az attP DNS-negativ szuperhelikalis &lla-
pota. Végul az attB és attP k6zotti rekombinacid két 0j rekombina-
cibés szekvencia, nevezetesen az attlL és az attR kialakulasdhoz ve-
zet, amelyek szubsztratként és felismerési szekvencidkként szol-
galnak egy tovabbi rekombiniciés reakcibhoz, a kivagashoz. A A-
bakteriofag beépiilésének részletes leirasa Landy 6sszefoglaléjaban
olvashaté el [ Annu. Rev. Biochem. 58, 913 (1989)].

A fag-genom kivagdsat a baktérium genomjabdél szintén az Int
rekombinadz katalizdlja. Ehhez az Int és az IHF mellett egy to-
vabbi kofaktorra is sziikség van, amit ugyancsak a A-bakteriofag
kédol. Ez az exciziondz (szokasos jelzése: ,XIS”), aminek két
kétéhelye van az attR-n (Gottesman és Weisberg: , The Bacterio-
phage Lambda”, pp. 113.; Cold Spring Harbor Laboratory, 1971).
Az egyesitd rekombindciéval szemben a kivagashoz nincs sziikség a

rekombinacidés szekvencidk DNS-negativ szuperhelikalis 4llapota-
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ra, fennallasa azonban megnéveli a rekombinacidés reakcié hata-
sossagat. A kivagasi reakcid hatékonysagadt tovabb javitja egy
masodik kofaktor, a ,FIS” (inverzidt serkentd faktor) jelenléte,
amely az exciziondzzal kapcsolédva fejti ki hatasat (Landy, id.
kb6zl.). A kivagas genetikai szempontb6l pontosan az egyesitési
reakcié megforditédsa, azaz Gjra keletkeznek az attB és attpP re-
kombindcidés szekvencidk. A A-bakteriofidg kivagasarsl ugyancsak
Landy-tdél tudhatunk meg részleteket.

Talalmanyunk egyik targya egy eljaras DNS szekvencia-speci-
fikus rekombindlasara eukaridta sejtekben, amely eljaras a ko-
vetkezSket foglalja magdban: a) eqgy elsd DNS-szekvencia bejutta-
tasa egy sejtbe; b) egy masodik DNS-szekvencia bejuttatidsa egy
sejtbe; és c) a szekvencia-specifikus rekombinacié végrehajtésa
a A-bakteriofdg Int integrazéaval. Eldény6s egy olyan eljaras, ahol
az els8 DNS-szekvencia az 1. szamd szekvenciavazlat szerinti
attB szekvenciat vagy annak egy szarmazékat tartalmazza, és a
masodik DNS-szekvencia a 2. szami szekvenciavazlat szerinti attp
szekvenciat vagy annak egy szarmazékat tartalmazza. El6nyds to-
vabba egy olyan eljaras, ahol az elsS DNS-szekvencia a 3. szamu
szekvenciavazlat szerinti attl szekvenciat vagy annak egy szarma-
zékat tartalmazza, és a masodik DNS-szekvencia a 4. szama szek-
venciavazlat szerinti attR szekvenciat vagy annak egy szarmazé-
kat tartalmazza, valamint a c) lépésben a szekvencia-specifikus
rekombinacid egy Int és egy Xis faktor részvételével megy végbe.

A talalmany szerinti eljards nem csak a természetes attB
és/vagy attP szekvencidkkal vagy attl és/vagy attR szekvenciak-

kal hajthaté végre, de médositott, azaz szubsztitudlt attB és/
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vagy attP szekvencidkkal vagy attL és/vagy attR szekvenciakkal
is. fgy példaul egyesitd rekombinaciét figyeltek meg a A-bakte-
riofdg és az E. coli attP és attB homolég szekvencidi (a vad ti-
pusu szekvencidk mutansai) ko&zétt, amelyekben egy szubsztitucié
van vagy egy kombindcié fordul elé a kdvetkezd szubsztitucidkbdl
a kovetkezé pozicidkban az attB szekvencidban: G, T (a -9 pozi-
ciéban); A,C,G (-8); C,A,T (-7): T,G,A (-6); C,A (-5); A (-4);
G,A (-3); A,C,G (-2); A,C,G (-1); a,c,G (0); T,C,G (+1); A,C,G
(+2); T1,G,C (+3); A,G,T (+4); A,C,G (+5); G,T (+6); G, T (+7)
G,T,A (+8); C,G,A (+9); ¢,G,A (+10); T,A,C (+11) [ Nash, Annu.
Rev. Genet. 15, 143 (1981); Nussinov és Weisberger, J. Biol.
Struct. Dynamics 3, 1134 (1986)] és/vagy az attP szekvenciaban:
T (+1); C (+2) és A (+4) (Nash, id. kézl.).

Igy tehat talalmanyunk targya egy eljaras, ahol az alkalma-
zott attB és attP szekvencidkban egy vagy tobb szubsztitucidé van
a természetes attB (1. szami szekvenciavazlat) és a természetes
attP (2. szamu szekvenciavazlat) szekvenciakhoz képest. Talalma-
nyunk targya tovabba egy olyan eljaras, ahol az alkalmazott attL
és attR szekvencidkban egy vagy tObb szubsztiticidé van a termé-
szetes attL (3. szami szekvenciavazlat) és a természetes attR
(4. szami szekvenciavazlat) szekvenciakhoz képest. Eldényds egy
olyan eljaras, ahol a rekombindciés szekvenciakban eqgy, kettd,
harom, négy vagy 6t szubsztituciéd van. A szubsztitdcidk akar az
dtfedé teridleten (6A. &bra, iires téglalap), akdr a magteriileten
(6A. abra, vonalak) el&fordulhatnak. A teljes éﬁfedé teriilet -
amely 7 nukleotidot tartalmaz — is helyettesitve lehet. Elénys-

sebb egy olyan eljaras, ahol az attB és attP szekvenciik szubsz-
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titdcidéi mind a magterileten, mind az &tfedd teriileten eléfor-
dulnak. Elényds egy helyettesitést bevezetni az atfedd terileten
€és egy vagy két helyettesitést a magteriileten.

A talalmany szerinti eljarés szempontjabél nincs sziikség egy
megfeleld szubsztiticid bevezetésére az attP szekvencidban, ha
az attB-ben elvégezziik azt; ugyanigy nincs szikség az attR
szubsztitudladsdra, ha az attlL szekvenciat szubsztitudljuk; és ez
megforditva is igaz. A rekombinicidés szekvenciak helyettesités
formajaban végrahajtott moédositasat ugy kell megvalasztani, hogy
a rekombindcié a mbédositas(ok) dacara is megtérténhessen. Az
ilyen szubsztitucidék felsorolasat példaul Nash (id. kézl.) és
Nussinov és Weisberg (id. ké6zl.) munkaiban taldlhatjuk meg, de
nem tekintjik korlatozdénak azokat. Masféle modositasok kénnyen
vezethetS8k be példadul mutagenezissel és hatasuk rekombindciéds
vizsgalatokkal ellenérizhetd.

Ennek megfelelden talalmanyunk targyat képezi egy olyan el-
jaras, ahol akadr az alkalmazott attB szekvencia egy vagy tobb
Szubsztitucidt tartalmaz a természetes — az 1. szami szekven-
ciavazlatban megadott — attB szekvenciahoz képest, vagy az al-
kalmazott attP szekvencia egy vagy tobb szubsztiticiét tartalmaz
a természetes — a 2. szami szekvenciavazlatban megadott — attP
szekvenciahoz képest; vagy akdr az alkalmazott attL szekvencia
€gy vagy tobb szubsztitlGciét tartalmaz a természetes — a 3. sza-
mi szekvenciavazlatban megadott — attL szekvencidhoz képest,
vagy az alkalmazott attR szekvencia egy vagy tobb szubsztituciét
tartalmaz a természetes — a 4. szamu szekvenciavazlatban meg-

adott — attR szekvencidhoz képest. 1Igy tehat egy vagy toébb
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szubsztitucibé a rekombindcids szekvencidk egyikében nem sziikség-
szeren vonja maga utdn a megfeleld szubsztituciét a masik re-
kombinacidés szekvenciéban.

A talalmany szerinti eljaréas egy eldnyds megvaldésitasaban az
attB szekvencia 21 nukleotidot tartalmaz és megfelel az E. coli
genomjabdél eredetileg izolalt szekvencidnak (Mizuuchi és Mizu-
uchi, id. kézl.), és az attP szekvencia 243 nukleotidot tartal-
maz, és megfelel a A-bakteriofdg genomjabdél eredetileg izolalt
szekvencianak (Landy és Ros, id. koézl.).

A talalmany szerinti eljarads egy tovabbi megvaldésitasaban az
attl szekvencia 102 nukleotidot, az attR szekvencia 162 nukleo-
tidot tartalmaz, és mindkét szekvencia megfelel az E. coli ge-
nomjabdl eredetileg izolalt szekvencidknak (Landy, id. koézl.).

A talalmany szerinti eljards megvalbésitasa érdekében az elséd
DNS-szekvencia a rekombinacidés szekvencia mellett tovabbi DNS-
szekvenciakat is tartalmazhat, amelyek lehetdvé teszik a beépii-
lést az eukaridéta sejt genomjanak kivant loékuszaba. Az ilyen re-
kombinacié a homoldég rekombindcidé utjan valdésul meg a sejt belss
rekombinacidés mechanizmusain keresztiil. Az emlitett rekombinaci-
6hoz a tovabbi DNS-szekvenciaknak homolégnak kell lenniiik a meg-
célzott 1ldkusz DNS-ével, valamint az attB szekvencia 3’ -végén és
az attl szekvencia 5 -végén kell elhelyezkedniﬁk; A szakemberek
tudjak, hogy milyen foku homoldégidra van sziikség, illetve milyen
hossztaknak kell lenniik a 3’ - és 5 -szekvenciadknak ahhoz, hogy
egy homoldég rekombinacié a kelld valédszinliséggel bekdvetkezhes-
sen [ Capecchi, Science 244, 1288 (1989)].

Az attP és attR rekombindcids szekvencidkat hordozd masodik
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DNS-szekvencia ugyancsak tartalmazhat olyan DNS-szekvenciakat,
amelyek a homoldég rekombiniciéval toérténd integralédashoz sziik-
ségesek. A taldlmany szerinti eljarashoz mind az elsd, mind a
masodik DNS-szekvencia tartalmazhat tovabbi DNS-szekvenciakat.
El8nyds egy olyan eljards, ahol mindkét DNS—szeerncia tartalmaz
tovabbi DNS-szekvenciakat.

Az els$ és masodik DNS-szekvencidk bejuttatdsa — a tovabbi
DNS-szekvenciakkal vagy azok nélkiil — akdr egymas utan, akar ko-
transzformaciéval valdsithatd meg, ha a DNS-szekvenciak két kii-
16nb6z8 DNS-molekulan helyezkednek el. Elényds egy olyan elja-
ras, ahol az elsé és masodik DNS-szekvencidk — a tovabbi DNS-
szekvenciakkal vagy azok nélkil — egyetlen DNS-molekuldn helyez-
kednek el és azon jutnak be az eukariéta sejtekbe. Tovabba az
elsé DNS-szekvencia bejuttathaté egy sejtbe, a madsodik DNS-szek-
vencia is bejuttathaté egy masik sejtbe, majd ‘ezt kovetden a
sejteket fuzionaltatjuk. A ,f0zid” szbét itt a szervezetek ke-
resztezésétdl a sejtfuzidig terjedé legszélesebb értelemben
hasznaljuk.

A talalmany szerinti eljarads példaul egy, a forditott ira-
nyultsagid rekombinaciés szekvencidk koézott elhelyezkedd DNS-sza-
kasz invertalasdra alkalmazhatdé egy intramolekularis rekombina-
cidéban. Tovabba a taldlmany szerinti eljaras egy, az azonos ira-
nyultsagi rekombindciés szekvencidk kézott elhelyezkedd DNS-sza-
kasz kivagasara alkalmazhaté egy intramolekuldris rekombinacio-
ban. Ha mindkét rekombinacidés szekvencia 5 - 3 vagy 3" - 5 ira-
nyultsagu, akkor azonos iranyultsaguak. Forditott iranyultsaguak

a rekombinaciés szekvencidk, ha példaul az attB szekvencia 5 -
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3, de az attP szekvencia 3’ - 5" irdnyultsdgu. Ha mindkét rekom-
binaciés szekvencia egy homolég rekombinaciéd utjan beéplil egy
exon 5 - és 3’ - intron szekvencidiba, és a rekombinaciét egy in-
tegrazzal hajtjuk végre, akkor forditott iranyultsdgi rekombina-
ciés szekvencidk esetén az exon atfordul (invertalédik), mig
azonos iranyultsagi rekombindcidés szekvenciak esetében kivagddik
(deletalddik) . Ezzel az eljarassal az adott gén 4altal kédolt
polipeptid elveszitheti az aktivitasat, mert a gén transzkripci-
6jat az inverzidé vagy a delécid leallithatja Ggy, hogy nem ke-
letkezik (teljes értéki) transzkriptum. Ezen az aton vizsgalhatoé
példaul a kédolt polipeptid biolégiai szerepe.

Az elsé és/vagy masodik DNS-szekvenciak azonban tovabbi nuk-
leinsav-szekvencidkat is tartalmazhatnak, amelyek egy vagy tdbb,
érdekldédésre szamot tarté polipeptidet is kédolnak. Igy példaul
egy strukturfehérje, egy enzim vagy egy szabalyozé fehérje vihe-
t6 be a rekombinaciés szekvenciakkal a genomba, ahol az intramo-
lekularis rekombindcidé utdn A&tmenetileg kifejez6dik. A bevitt
polipeptid lehet endogén vagy exogén. Bevihetd tovabba egy jelzd
fehérje is. A szakemberek tudjak, hogy a talélméhy szerinti el-
jaras alkalmazasainak fenti felsorolédsa csak példakat szolgdltat
és nem korlatozé jellegli. A talalmany szerinti alkalmazasokat
ezidaig csak a Cre és Flp rekombindzokkal valdsitottdk meqg,
amint az Kilby és munkatarsai 0sszefoglaldéjaban olvashatéd
[ Trends Genet. 9, 413 (1993)].

Tovabba, a taldlmany szerinti eljaras DNS-szegmentumok kiva-
gasara vagy invertdlasara alkalmazhatéd egy vektorban, intramole-

kularis rekombindcidé utjan, episzomdlis szubsztratokon. Egy ki-
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vagasos reakcidval eltdvolithatdék példaul a burkold szekvenciak
az ugynevezett helper-virusokbdl. Ennek az eljérésnak tdg alkal-
mazasi lehetdségei vannak a génterapias alkalmazdsokra szolgald
vektor virusok ipari el&allitasaban [ Hardy és munkatarsai, J.
Virol. 71, 1842 (1997)].

Az intermolekuldris rekombinacié két DNS-molekula egyesiilé-
séhez vezet, amelyek mindegyikén van egy masolat az attB és attP
vagy az attlL és attR szekvencidkbél. Igy példaul elséként az
attB vihetdé be homolég rekombinadciéval egy sejt genomjanak egy
ismert, 3j6l jellemzett 1ldékuszdba. Ezt kévetden eqgy, az attP
szekvenciat hordozdé vektor integralhaté intermolekuldris rekom-—
binacidéval az emlitett genomidlis attB szekvenciaba. Elény6s, ha
ebben az eljaradsban az Int-h/218 mutans integrazt fejeztetjiik
ki, amelynek génjét egy masodik DNS-vektoron kotranszfektiltuk.
Tovabbi szekvencidk helyezkedhetnek el az attP-t hordozdé vekto-—
ron, mint amilyen egy adott jelzé fehérje génje a 1oxP/FRT szek-
venciakhoz csatolva. Ezzel az elrendezéssel elérhetd példaul,
hogy ha kiilénb6z6 gének expressziéjanak &sszehasonlitd vizsgala-
tat végezziik egy sejttipusban, akkor az emlitett génekre nem
gyakorol pozitiv vagy negativ hatast a megfelelg, genomidlis in-
tegracids ldkusz.

A talalmany szerinti eljaras kivitelezésekor egy integraznak
kell hatnia a rekombindcidés szekvenciakra. Az integraz vagy an-
nak génje és/vagy a Xis faktor vagy annak génje mar jelen lehet
az eukaridta sejtben, mieldtt bejuttatjuk az elsd és masodik
DNS-szekvenciakat. Az eldébbiek bejuttathaték az elsd és a maso—

dik DNS-szekvencia bejuttatdsa k&zott vagy mindkét DNS-szekven-
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cia bejuttatasa utan is. A szekvencia-specifikus rekombinacidéhoz
hasznalt integraz eldnyésen abban a sejtben fejezb6dik ki, amely-
ben a reakcidét végrehajtjuk. E célbdl egy harmadik, egy integ-
raz-gént hordozé DNS-szekvenciat juttatunk a sejtekbe. Ha a
szekvencia-specifikus rekombinaciét az attL/attR rekombinaciés
szekvenciakkal végezziik, akkor egy Xis faktor gént (negyedik
DNS-szekvencia) is bejuttathatunk a sejtekbe. Legeldnydsebb egy
olyan eljaras, amikor a harmadik és/vagy a negyedik DNS-szekven-
ciat homolég rekombindcidéval vagy véletlenszertden integraljuk az
eukaridta sejt genomjdba. Eldnydés tovabba egy olyan médszer,
ahol a harmadik és/vagy a negyedik DNS-szekvencia regulacids
szekvenciakat is tartalmaz, amelyek térben és/vagy iddében szaba-
lyozzak az integraz és/vagy a Xis faktor génjének expresszidjat.

A ,térbeli expresszid$” kifejezés ez esetben azt jelenti,
hogy a rekombindz és a Xis faktor csak egy adott sejttipusban
fejezddik ki egy sejtspecifikus promoter alkalmazasa kévetkezté-
ben, és csak azokban a sejtekben katalizdlja a rekombinacidt
(példaul maj-, vese- vagy idegsejtek, vagy az immunrendszer
sejtjei) . Az integrdz és/vagy a Xis faktor expresszibdjanak sza-
badlyozasa viszont olyan promoterekkel oldhaté meg, amelyek egy
adott fejldédési szakasztdl vagy szakaszban, illetve egy kifej-
lett szervezetben egy adott id&pontban valnak akivva. Az adott
id6ben bekévetkezd expresszid elérhetd indukalhatd promoterek
alkalmazasaval is, mint amilyenek az interferon- vagy tetracik-
lin-figgdé promoterek [ Miller, Mech. Develop. 82, 3 (1999)].

A talalmany szerinti eljarasban alkalmazott integrdz a A-

bakteriofag vad tipust vagy médositott integraza lehet. Mivel a
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vad tipusl integrdz csak egy kofaktorral, nevezetesen az IHF-el
képes végrehajtani a rekombindcids reakciét, a taladlmany szerin-
ti eljaréasban eldnyds egy médositott integrazt hasznalni. Ha vad
tipus integrazt alkalmazunk, Ugy amellett sziikség van az IHF
kofaktorra is. A mbédositott integraz Ugy van médositva, hogy az
emlitett integrdz az IHF nélkiil is képes a rekombinacids reakcid
végrehajtasara. A moédositott polipeptidek létrehozédsa és szliré-
vizsgalatuk a kivant aktivitdsra a szakteriilet jelenlegi 4lléasa
mellett egyszerd feladat (Erlich: , PCR Technology”; Stockton
Press, 1989). A A-bakteriof4dg integrazanak két Int mutansa eld-
nyés: az Int-h és az Int-h/218 [ Miller és munkatdrsai, Cell 20,
721 (1980); Christ és Drdége, J. Mol. Biol. 288, 825 (1999)] . Az
Int-h egy iizint tartalmaz a 174. helyzetben a vad tipusu enzim
glutaminsava helyett. Az Int-h/218-ban egy tovabbi 1lizin van a
218. helyzetl glutaminsav helyett is, és PCR-mutagenezissel 4l-
litottdk eld az Int-h génjébdl. Az emlitett mutansok képesek az
attB és attP kozdtti, valamint az attl és attR kdzotti rekombi-
nacié katalizalésara az IHF és Xis kofaktorok, illetve a negativ
szuperhelikalis 4&llapot nélkiil is az E. coli-ban és in vitro,
példaul tisztitott szubsztraton egy kémcsében. Az eukariodta sej-
tekben a mutdnsok csak a Xis kofaktort igénylik az attL/attR ko-
z0tti rekombinacidéhoz. Egy tovabbi kofaktor, példaul a FIS hasz-
nalataval ujabb javulas érhet8 el az attL/attR rekombinacié
eredményességében. Elényds az Int-h/218 mutans hasznalata, mivel
ez a mutans fokozott hatékonysaggal katalizalja a kofaktor-fiig-
getlen beépiilési reakcidét (Christ és Droge, id. kézl.).

A talalmany szerinti eljards minden eukaribéta sejtben kivi-
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telezhetd. Ide értjik az 6sszes tipust &llati és novényi sejtet,
amelyek sejttenyészetben is lehetnek. A sejtek lehetnek példaul
oocitak, embriondlis &ssejtek, a vérképzés 6ssejt5ei, vagy barmi-
lyen tipusl, mar differenciadlédott sejtek. Eldnyds egy olyan elja-
ras, ahol az eukariéta sejt egy emlés sejt. Elénydsebb egy olyan
eljaras, ahol az emlés sejt egy ember, majom, egér, patkany, nyual,
horcsdg, kecske, szarvasmarha, juh vagy sertés sejtije.
Talalmanyunk egyik elényts megvaldésitasa tovabba egy olyan
eljaras, ahol adott esetben egy masodik szekvencia-specifikus
rekombindcidét is végfehajtunk a DNS-en a A-bakteriofdg integraza
és egy Xis kofaktor segitségével. A masodik rekombinacidéhoz az
attL és attR szekvencidkra van sziikség, amelyek az attB és attP
rekombinacidés szekvencidk vagy szarmazékaik kozotti elsd rekom-
binadci6é soran keletkeztek. Igy tehdt a masodik szekvencia-spe-
cifikus rekombindcié csak egy olyan eljarasra korlatozédik,
amelyben megtdrténik az attB és az attP rekombinidcids szekvenci-
ak vagy szarmazékaik ko6zott az elsd szekvencia-specifikus rekom-
binacidé. Mind a vad tipusd enzim, mind az Int mutdnsok csak az
ugynevezett egyesitd rekombiniciét képesek katalizalni a tovabbi
faktorok jelenléte nélkil, azaz rekombinadljak az attB-t az attP-
vel, de nem az attL-t az attR-el, ha stabilan integralédtak a
sejt genomjdba. A vad tipust integraznak sziiksége van az ugyne-
vezett kivagd rekombindcidhoz az IHF- és a Xis faktorra, vala-
mint a negativ szuperhelika&lis &llapotra. Az Int-h és Int-h/218
mutansok csak a Xis faktort igénylik a kivagd rekombinacidhoz.
Igy tehat lehetséges két rekombinaciés reakcidt lefuttatni egy-

mas utéan, ellenérzétt médon, ha a masodik rekombinacids reakcid-—
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hoz — a kivagashoz — sziikséges tovabbi faktorok is jelen vannak
a sejtben. Ezzel a mar hasznilt rekombindcids rendszerek mellett
0j stratégidk épitheték fel a magasabbrendd eukaridta genomok
médositasara. Ez azért lehetséges, mert a kiilénbéz8 rekombinaci-
6s rendszerek csak a sajat rekombinacidés szekvenciaikat tudjak
hasznédlni.

Igy példaul az Int rendszer hasznalhatd arra, hogy a loxP
és/vagy az FRT szekvencidkat irdnyitottan épitsik be egy euka-
ridta sejt genomjanak egy adott 1ldkuszdba, és ott aktivaljunk
egy gént a Cre és/vagy az Flp ellendrzoétt expresszidéjan keresz-
tdl. Az Int rendszer haszndlhatdé arra is, hogy a hasznalat, azaz
a megfeleld rekombindzzal vald rekombindcid utdn eltavolitsuk a
loxP/FRT szekvencidkat a genombdl.

ElSny6s tovabbad egy olyan eljaras is, ahol egy tovabbi, a
Xis faktor génjét hordozé DNS-szekvencidt juttatunk a sejtekbe.
Legeldnybsebb egy olyan eljaras, ahol a tovabbi DNS-szekvencia
egy regulator-szekvenciat is tartalmaz, amely léhetéséget ad a
Xis faktor gén kifejez8désének térbeli és/vagy iddébeni szabalyo-
zasara.

Igy példaul az Int segitségével végzett, eredményes integra-
16 intramolekuldris rekombindcié (inverzid) utén — ami egy gén-
nek egy adott sejttipusban valdé aktivalédasdhoz vagy inaktivalé-
dasahoz vezetett — az emlitett gén egy késébbi id&pontban ujra
aktivalhaté vagy inaktivalhatdé a Xis expresszidjanak térben vagy
idében szabalyozott indukalasaval, az Int egyidejd kifejez8dése
mellett.

A talalmany targyat képezi tovabba egy, az 1. szami szekven-
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ciavazlatban megadott attB szekvencia vagy egy szarmazéka és
egy, a 2. szamu szekvenciavazlatban megadott attP szekvencia
vagy egy szarmazéka alkalmazdsa, vagy egy, a 3. szama szekven-
ciavazlatban megadott attl szekvencia vagy egy szarmazéka és
egy, a 4. szamu szekvenciavazlatban megadott attR szekvencia
vagy egy szarmazéka alkalmazdsa DNS szekvencia-specifikus rekom-
bindcidjara eukaridéta sejtekben. Az eukaridta sejtek egy olyan
szervezet, példaul egy emlds egy sejthalmazaban lehetnek jelen,
amelynek sejtjeiben nincsen integraz vagy Xis faktor. Az emli-
tett szervezet felhaszndlhaté mas szervezetek létrehozasara,
amelyek sejtjeiben mar van integrdz vagy Xis faktor, tehéat olyan
utdédok jonnek létre, amelyek sejtjeiben megvalédsulhat a szekven-
cia-specifikus rekombinacié. Igy tehat talalmanyunk targyahoz
tartozik egy integrdz vagy integraz-gén, és Xis faktor vagy Xis-
gén alkalmazasa szekvencia-specifikus rekombinacié megvaldsita-
sara eukaridéta sejtekben.

Taladlmanyunkhoz vezetd munkdnk sordn azonositottunk egy
szekvenciat — amit itt attH-nak jeldlink — a human genomban,
amely korllbelil 85 %$-ban homolég az attB szekvenciaval. Az attH
rekombinacidés szekvenciaként hasznalhaté idegen DNS beépitéséhez
az ember genomjdba. Igy tehadt az attP masodik rekombinacids
szekvencia uUgy médosithatéd, hogy az integraz nagy eredményesség-
gel hajthassa végre a rekombindciés reakcidt. Feltaladldk kimu-
tattak, hogy az attH képes rekombinadldédni az attP altaluk médo-
sitott valtozataval — amit attP*-nek neveznek és az 5. szama
szekvenciavazlatban mutatnak be — az E. coli Int-h integraza

kézremikodésével. A humdn sejtekkel végzett kisérletek kimutat-
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tak, hogy az attH rekombindlédik az attP*-vel, mint a human ge-
nom részével is, ha az emlitett sejtek atmenetileg szintetizal-
jédk az Int-h enzimet.

EbbSl kovetkezik az a lehet8ség, hogy egy idegen, cirkularis
DNS-t — amelyben van egy attP rekombindciés szekvencia — stabi-
lan integraljunk a humdn genom természetes attH lékuszaba. Az
attH csak egy a human genomban természetesen eléforduld rekombi-
nacidés szekvencidk koézul. A , Human Genom Project” keretében to-
vabbi, az attB-vel homolég szekvenciak azonosithatdék, amelyek
szintén felhasznalhatdék egy idegen DNS beépitésére a human ge-
nomba. Az emlitett, a humdn genomban taldlhatdé és az attB-vel
homoldég szekvencidtél filiggéen valasztjuk meg a megfeleld attP
rekombinacidés szekvencidt az idegen, cirkularis DNS szamara.
El6ny6s egy olyan idegen, cirkularis DNS, amely a természetes
attP nukleotid-szekvencidjat tartalmazza. Elénydsebb a természe-
tes attP szekvencia egy olyan szarmazéka, amely legfeljebb 6,
elénydsen 1 - 5, kiilénésen 3 szubsztiticidét tartalmaz. Legeld-
nyosebb egy olyan idegen, cirkuldris DNS, amely az 5. szama
szekvenciavazlatban bemutatott attP* nukleinsav-szekvenciat tar-
talmazza, ami korilbelil 95 %-ban homolég az attP szekvenciaval.

Az integraz akar egy polipeptidként, akar egy expresszids
vektorral juttathatdé a sejtekbe. Tovabba, az integraz génje je-
len lehet egy kifejezhetd nukleinsav-szekvencia alakjaban azon a
DNS-molekuléan, amely a természetes vagy médositott attP szekven-
ciat, vagy az attP* szekvencidt is hordozza.

Az idegen, cirkularis DNS — amelyen a természetes attP szek-

vencia, illetve annak egy szarmazéka vagy homolédgia, vagy kiulo-
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noésen az 5. szamu szekvenciavazlat szerinti attP* szekvencia van
— hordozza azt a terdpids gént vagy génfragmentumot is, amit be
kivanunk juttatni a genomba. Teradpids gén lehet példadul a CFTR-
gén, az ADA-gén, az LDL-receptor génje, a B-globin génje, a VIII.
vagy IX. faktor génje, az a-l-antitripszin vagy a disztropin
génje. Az idegen, cirkuldris DNS lehet példaul egy olyan vektor
virus, amelyet mar alkalmaztak szomatikus génterapias célokra. A
vektor sejtspecifikus is lehet, azaz csak olyan sejteket fertéz,
amelyekben a génterapias beavatkozas kivanatos; ilyenek lehetnek
a tudéham sejtjei, a csontveld &ssejtjei, a T- és B-limfociték,
a maj-, vese-, ideg- vagy harantcsikolt izomsejtek, a vérképzés
6ssejtjei vagy a fibroblasztok. A szakemberek tudjak, hogy a te-
rapias gének és a célsejtek fenti felsorolasa csak példaértékd,
és mas gének és célsejtek is kivalaszthatdék a génterdpidra. A
génfragmentumok lehetnek példaul terdpids génekbdl kivagott ré-
szek, ©6nalldé exonok, antiszensz nukleinsav-szekvenciak vagy ri-
bozimek. A génfragmentumok tartalmazhatnak olyan génszegmentumo-
kat is, amelyek egy gén, példaul a térékeny-X szindréma génjének
trinukleotid-ismétlései.

Ha egy rekombinaciéban a vad tipust integrizt alkalmazzuk,
akkor az IHF-nek is jelen kell lennie. El8nyds ezért egy médosi-
tott integrazt alkalmazni, amellyel a rekombindcidé az IHF nélkiil
is végbemegy. Kiilontésen elényds az Int-h vagy az Int-h/218 al-
kalmazasa.

Igy tehat talalmanyunk targyahoz tartozik a természetes attP
szekvencia, illetve annak szarmazékai és homolégjai. A talalmany

tdrgyat képezi kildénésen az 5. sza&mi szekvenciavazlatban meg-
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adott attP* nukleinsav-szekvencia. A taldlmany targyahoz tarto-
zik tovabba egy vektor, amely a természetes attP szekvenciat
vagy szarmazékat, kiilonésen az attP* nukleinsav-szekvenciat é&s
egy tovabbi nukleinsav-szekvencidt hordoz, ami egy terapias gén
vagy génfragmentum. El18nyds az a vektor, amelyben a terdpias gén
a CFTR-gén, az ADA-gén, az LDL-receptor génje, az a- vagy B-glo-
bin génje, az «a-l-antitripszin génje, a VIII. vagy IX. faktor
génje, vagy ezek egy fragmentuma. A vektor tartalmazhat regula-
ciés DNS-elemeket is a terdpids gén vagy génfragmentum expresz-
szidjanak szabdlyozasa céljabédl.

A talalmany targyat képezi tovdbba a vektor gydégyszerként
valdé alkalmazasa a human és allatgydgyadszatban. A talalmany tar-
gyat képezi tovabbad a vektor alkalmazasa szomatikus génterdapia
céljara szolgald gydgyszerkészitmény elBallitasara.

A talalmany szerinti vektorok példaul intravénas vagy intra-
muszkularis injekcidékban adhatdék be, de bejuttathaték aeroszolok
alakjaban is. Masféle alkalmazasok is maguktdl értetddéek a
szakemberek szamara.

PELDAK

1. Expresszibds és szubsztrat-vektorok eléallitasa

1.1. Expresszidés vektorok

A vad tipust Int (pKEXInt), az Int-h (pKEXInt-h), az Int-
h/218 (pKEXInt-h/218) és a pEL13 eukaridéta expresszids vektorok
a PpPKEX-2-XR vektor szarmazékai [ Ritter és munkatdrsai, Methods
Mol. Cell. Biol. 2, 176 (1991)]. Az emlitett vektor tartalmazza
a human citomegdlia virus promoterét (CMV), valamint a simianvi-

rus 40 (SV-40) tumorantigénjének RNS-hasitasi és poliadenilaciés
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szignalelemeit. Az Int gént PCR-val klénozzuk az alabbi primerek
segitségével:

(3343) 5’ —GCTCTAGACCACCATGGGAAGAAGGCGAAGTCA—23' r az Int gén 5 -
-végénél helyezkedik el, és

(3289) Y —AAGGAAAGCGGCCGCTCATTATTTGATTTCATTTTTGTCC—3’ ’ az Int
gén 3’ -végénél helyezkedik el. A sokszorositas ciklusa a kovet-
kez6: bevezetd denaturacids lépés (95 °C, 4 perc), uténa 30 cik-
lusban denaturalds (95 °C, 45 s), primerhez kotddés (55 °c, 45
s) és DNS-szintézis (72 °C, 2 perc), majd a befejezd 1lépés (72
°C, 4 perc). Az igy kapott fragmentumot klénozzuk a PKEX-2-XR
vektorba az Xbal és NotI restrikcidés nukleazokkal. Az Int-h
templatjat a pHN16 vektorbdl nyerjik [ Lange-Gustafson és Nash,
J. Biol. Chem. 259, 12724 (1989)]. A vad tipusa Int és az
Int-h/218 mutdns templatjait rendre a pTrcInt és pTrcInt-h/218
vektorokbél 4llitjuk eld [ Christ és Droge, J. Mol. Biol. 288,
825 (1999)]. A pEL13 vektor az Int-h gén mellett az attP* egy
masolatat is tartalmazza.

Az attP* szekvencidt az attP-bsl kiindulva, PCR mutagenezis-
sel készitjik el. Ehhez az alabbi oligonukleotidokat hasznaljuk:
(03) 5 —GTTCAGCTTTTTGATACTAAGTTG—3’ ’

(04) 5" —CAACTTAGTATCAAAAAGCTGAAC—3’ ’
(pPC) 5’ —TTGATAGCTCTTCCGCTTTCTGTTACAGGTCACTAATACC—3’ , €s
(PD) 5" —ACGGTTGCTCTTCCAGCCAGGGAGTGGGACAAAATTGA—3' .

A sokszorozO ciklus a kdvetkezd: bevezetd denaturacids lépés

(95 °C, 4 perc), utana 30 ciklusban denaturaléds " (95 °C, 45 s),

primerhez koétédés (57 °C, 90 s) és DNS-szintézis (72 °c, 90 s),

majd a befejezd szintézis (72 °C, 4 perc). A PCR termékét a SaplI
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restrikciés enzimmel inkubaljuk és a Sapl-gyel felnyitott
PKEXInt-h vektorba ligaljuk. A pKEX kontroll plazmid nem tartal-
mazza az Int génjét.

1.2. Szubsztrat-vektorok

A szubsztrat-vektorok a pEGFP plazmid (Clontech) szarmazé-
kai. A rekombindciés keret a CMV promoter szabdlyozasa alatt
all, ami garantdlja az erds, konstitutiv expresszidt. A
PGFBattB/attP plazmidot u0gy szerkesztjiik meg, hogy kivagjuk a
GFP (201d fluoreszkald fehérje) génjét a pEGFP plazmidbdl az
AgeIl és a BamHI restrikcidés enzimekkel. A vad tipusu attB szek-
venciat kettds szalu oligonukleotid-szekvenciaként inszertaljuk
az Agel enzimmel felnyitott vektorba az aladbbi oligonukleotidok
haszndlatéaval:

(B1OB) 5" —CCGGTTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTGAGCGAACGC—3’ , és
(B1OB) 5" —AATTGCGTTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGGCTTCAA—3' .

A vad tipusui attP-szekvencidt PCR-val sokszorositjuk a pAB3
vektorbdél [ Drége és Cozzarelli, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
6062 (1989)]) az alabbi primerekkel:

(p7) 5" —TCCCCCCGGGAGGGAGTGGGACAAAATTGA-3' , és
(p6) 5" —GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’ .

A sokszorozd ciklus a kévetkezd: bevezetd denaturdcids lépés
(95 °C, 4 perc), utdna 30 ciklusban denaturalas (95 °Cc, 45 s),
primerhez kotdédés (72 °C, 30 s) és DNS-szintézis (72 °C, 30 s),
majd a befejezd szintézis (72 °C, 4 perc). Az attP-szekvenciat
hordozé PCR-fragmentumot az Xmal és BamHI enzimekkel emésztjik
és Osszekapcsoljuk egy, a GFP génjét hordozd restrikciods frag-

mentummal. Az utdbbi restrikcidés fragmentumot a pEGFP plazmidbél
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vagjuk ki az Agel és EcoRI enzimekkel. Az Osszekapcsolas termé-
két az MfeI/BamHI enzimekkel felnyitott, az attB szekvenciat
hordozbé vektorba klénozzuk. Az igy kapott szubsztrat-vektor a
CMV-promoterhez képest forditott iranyultsagban tartalmazza a
GFP génjét, aminek mikédSképességét az egyesitd rekombinacidban
a vad tipust Int enzimmel, E. coli-ban ellendrizziik.

A rekombinacidés szekvencidktdél eltekintve a pGI/attL/attR
azonos a pGFPattB/attP vektorral. A vektort ugy készitjik el,
hogy elész6r rekombindljuk a pGFPattB/attP-t E. coli-ban, ami az
attL és attR szekvencidk megjelenéséhez vezet. Ezt kdvetden a
CMV-promoterhez képest egyenes irdnyultsdgu GFP gént részleges
restrikcidéval kivagjuk a BSiEI és HindIII enzimekkel. A GFP gént
elébb PCR-val sokszorozzuk az alabbi primerekkel, majd a CMV-
-promoterhoz képest forditott irdnyban beépitjiik:

(p2) 5" —AATCCGCGGTCGGAGCTCGAGATCTGAGTCC—3’ , és
(p3) 5" —AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG—3’ (3. &abra).

A sokszorozd ciklus a kovetkezd: bevezetd denaturaciéds lépés
(95 °C, 4 perc), uténa 30 ciklusban denaturdlas (95 °C, 45 s),
primerhez koétédés (56 °C, 45 s) és DNS-szintézis (72 °C, 1
perc), majd a befejezé szintézis (72 °C, 4 perc). A PCR-
fragmentumot a HindIII és BsiEI enzimekkel elvagjuk, majd be-
épitjik a részlegesen felnyitott vektorba, ami - forditott ira-
nyultsaggal tartalmazza az attL és attR szekvencidkat. fgy tehat
a pGFPattL/attR altaladnos szerkezete megegyezik a pGFPattB/attP
szerkezetével, azzal az eltéréssel, hogy az attL/attR szekvenci-
ak vannak az attB/attP szekvenciak helyén.

Az attB human homolégjat, az attH szekvencidt tisztitott em-
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beri DNS-b&6l sokszorositjuk PCR-val, az alabbi primerek hasznd-
latéaval:

(B3) 5'—GCTCTAGATTAGCAGAAATTCTTTTTG—3’, és

(B2) 5" —AACTGCAGTAAAAAGCATGCTCATCACCCC—3' .

A sokszorozd ciklus a kovetkezd: bevezetd denaturacids lépés
(95 °C, 5 perc), utana 30 ciklusban denaturalas (95 °c, 45 s),
primerhez ko&tédés (42 °C, 105 s) és DNS-szintézis (72 °c, 105
s), majd a befejezd szintézis (72 °c, 10 perc). Az attH elkészi-
téséhez haszndlt primer szekvencidkat egy EST-bd&l vettik (eléré-
si szam: N31218; EMBL-adatbazis). Az adatbazisban hidnyosan ta-
lalhat6 attH-szekvencidt az izolalt PCR-termék (192 bp) szekve-
nalasaval igazoltuk és kiegészitettiik. Ezt kévetden a fragmentu-
mot az XbaI és PstI enzimekkel emésztjilk és beépitjiik a megfele-
léen el&kezelt pACYC187 vektorba (New England Biolabs). Az
attbP*-t a mar leirt, irdnyitott mutagenezissel allitjuk el8 és
az attH-t hordozdé vektorba inszertaljuk az attH-hoz képest for-
ditott irdnyultsaggal. Ez a szerkesztés vezet a PACH kisérleti
vektorhoz.

A plazmid-DNS-t az E. coli DH5a t&rzsébdl [ Hanahan, J. Mol.
Biol. 166, 557 (1983)], affinitds-kromatografiaval (Qiagen,
NSZK) 1izolaljuk. Az expresszidés és szubsztrat-vektorokat, vala-
mint az Osszes, PCR-val készitett szerkezetet fluoreszcencia-
alapd 373A DNS-szekvenald rendszerrel (Applied Biosystems) el-
lenérizziik. A PCR-kat a ,Master Mix Kit” készlettel végezzik
(Quiagen, NSZK), és a termékeket agarbzgél-elektroforézissel

(0,8 tomeg/térfogat %, TBE puffer) analizaljuk.
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2. Sejttenyésztés és a riporter sejtvonalak létrehozasa

Az id0leges expresszidét és rekombindciés analizist human
Burkitt-limféma sejtvonalon [ BL60; Wolf és munkatdrsai, Cancer
Res. 50, 3095 (1990)] végezziikk. A BL60 sejteket RPMI1640 tapfo-
lyadékban (Life Technologies, Inc.) tenyésztjik, amit 10 % mag-
zati borjuszérummal, 2 mM L-glutaminnal, 0,1 mg/ml sztreptomi-
cinnel és 100 U/ml penicillinnel egészitettiink ki.

A BL60 riporter sejtvonalakat — amelyek genomjaba stabilan
beéplilt a pGFPattB/attP vagy a pGFPattL/attR vektor — az alabbi
médon 4llitjuk eld: a vektorok kériilbeliil 20 Hg—-jat ApaLlI-vel
lineralizaljuk, fenol/kloroform elegyes extrakciéval tisztitjuk,
etanollal kicsapjuk és koriilbelil 2 x 107 sejtbe juttatjuk be
elektroporacié Gtjan (Bio-Rad Gene Pulser, 260 V, 960 mF). A stabil
sejtvonalakat G418/Genezitin-nel (300 pg/ml) szelektaljuk, majd

PCR-val, DNS-szekvendlassal és Southern-analizissel jellemezzik.

3. In vivo rekombinacié analizis

Az intramolekuldris rekombindcié in vivo megvalésitasahoz a
megfeleldé BL60 riporter sejtvonalbdél kdriilbeliil 2 x 107 sejtet
transzfektalunk 40 pg cirkuldris expresszids vektorral, a 2.
pontban leirt médszerrel. A sejteket 72 ébra malva, centrifuga-
lassal 6sszegyljtjik, fele mennyiségiikb8l izolaljuk a genomidlis
DNS-t affinitas-kromatografidval, a gyartd utasitdsai szerint
(Qiaamp Blood Kit, Qiagen, NSZK). A sejttémeg masik felébdl vagy
az RNS-t izolaljuk (Rneasy Kit, Qiagen, NSZK), vagy lizatumot
készitink a Western-analizis céljara (lasd 4. példa) .

A rekombindciés analizist a pACH vektorral E. coli-ban vé-
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gezzik Christ és Droge (id. kézl.) szerint, az Int, Int-h és
Int-h/218 rekombindzokat hasznadlva. A pACH elvart rekombinacidja
egy inverzidhoz vezet, ami a HindIII és Aval enzimekkel elvég-
zett rekombindcidés analizissel ellendrizhetd.

Az intermolekularis rekombindciét, amivel a pEL13 vektort
beépitjik a BL60 sejtek genomjadban talalhaté attH lékuszba, az
aldbbi médon végezziik: 2 x 107 sejtet transzfektalunk 20 Mg cir-
kularis pEL13 vektorral, a fent leirt elektroporaciéval. A sej-
teket 1 x 106 sejt/ml silrlségben szélesztjiik egy szelekcids tap-
kézegben (200 pg/ml higromicin B) 48 6ra malva, majd 6 - 8 héten
at inkuba&ljuk. Ezutadn a tulélés sejtpopulaciék egy részébdl a
fent leirt médon izoldljuk a genom-DNS-t.

Az intramolekularis integralé és kivagd rekoﬁbinéciék ellen-
6rzéséhez 0,4 pg genom-DNS-t sokszorozunk 20 - 50 pmdél primerrel
az alabbiak koziil:

(pl) 5" —GGCAAACCGGTTGAAGCCTGCTTTT-3 ,

(p2) 5" —AATCCGCGGTCGGAGCTCGAGATCTGAGTCC—3' ,
(p3) 5" —AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG—3’ ,
(p4) 5" —AACCTCTACAAATGTGGTATGG—3',

(pS) 5" —TACCATGGTGATGCGGTTTTG-3' ,

(p6) 5" —GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3' ,
(p7) 5" —“TCCCCCCGGGAGGGAGTGGGACAAAATTGA—3 .

A sokszorozd ciklus a kdvetkezd: bevezetd dernaturaciéds lépés
(95 °C, 5 perc), utadna 30 ciklusban denaturalas (95 °c, 45 s),
primerhez koétédés (57 °C, 45 s) és DNS-szintézis (72 °C, 90 s),
majd a befejezé szintézis (72 °C, 4 perc).

A pEL13 intermolekulédris beépiilési rekombinadcidéjat az alab-
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biak szerint mutatjuk ki. A taléldé sejtpopuldcidkbél izolalt ge-
nom-DNS koérilbelil 400 ng-jat az alabbi oligonukleotid primerek-
kel inkub&ljuk:

(attxl) 5" —AGTAGGAATTCAGTTGATTCATAGTGACTGC—3' , és

(B2) 5 —AACTGCAGTAAAAAGCATGCTCATCACCCC-3’ .

A sokszorozd ciklus a kévetkezd: bevezetd dernaturacids lépés
(95 °C, 4 perc), uténa 30 ciklusban denaturalas (95 °c, 45 s),
primerhez kotdédés (52 °C, 45 s) és DNS-szintézis (72 °C, 45 s),
majd a befejezd szintézis (72 °C, 4 perc).

A reverz transzkriptdz polimerdz léancreakcidét (RT-PCR) 4 ung
izolalt RNS-sel végezziik el. El8sz6r a cDNS-eket szintetizaljuk
0ligo-dT primereket haszndlva a gyartd utasitdsai szerint (First
Strand Synthesis Kit, Pharmacia). Masodik lépésként az emlitett
CDNS negyedrészét haszndljuk templatként a PCR-hoz, amit a p3 és
p4 primerekkel végziink. A kivagas vizsgalatdhoz az izolalt
genom-DNS-t a p5 és p6 primerekkel sokszorozzuk. A B-aktin
transzkriptumait az emlitett cDNS-b&l kiindulva, az alabbi pri-
merek felhaszndlasaval analizaljuk:

(AS) 5" —TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3', és
(S) 5" —TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC—3 .

A PCR kérlUlményei megegyeznek a pl - p7 primerekkel végzet-
tével.

A Southern-analizist lényegében Sambrook leirasa szerint vé-
gezzuk (,Molecular Cloning”, 2. kiadas, Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, 1989). Koérilbelil 10 pg genom-DNS-t NcoI-vel frag-
mentalunk, a fragmentumokat agaro6zgél-elektroforézissel, TBE

pufferben elvalasztjuk és nejlonmembranra vissziik at egy éjszaka
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alatt. A rekombindcié kimutatdsdhoz sziikséges GFP-szondat PCR-
val allitjuk elé a p2 és p3 primerek felhaszndladsival. A radio-
aktiv jelslést 32pP-t tartalmazé dATP-vel és dCTP-vel végezzik a

gyartd utasitédsai szerint (Megaprime, Amersham).

4. Western-analizis

A transzfektalt sejtek lizatumat ugy készitjik el, hogy a
sejteket a vizsgédlat pufferében (New England Biolabs), 5 percen
at forraljuk. A fehérjéket 12,5 %-os SDS-poliakrilamid gélen mo-
lekulatémegiik szerint szétvalasztjuk és nitroceliuléz membranra
(Immobilion P, Millipere) vissziik a4t egy éjszaka alatt. A memb-
rant 1 %$-os ro6gzitd oldattal (BM Chemiluminescence Western Blot-
ting Kit, Boehringer Mannheim, NSZK) kezeljiik, majd a vad tipusu
Int elleni poliklonalis egér-antitest 1:50000 higitdst oldataval
inkubaljuk (az antitest A. Landy-tdél szarmazott). A peroxidazzal
kapcsolt masodik antitestet haszndljuk az integraz lathatéva té-
telére a gélben. A vad tipust Int-t tartalmazé E. coli kivonatot

hasznaljuk kontrollként.

5. Eredmények

5.1. Az Int-h szintézise BL60 sejtekben

Ha meg kivanjuk vizsgalni, hogy az Int-h képes-e rekombina-
cidét katalizdlni emberi sejtekben, akkor eldszdr azt kell kimu-
tatnunk, hogy a rekombindz szintetizdlddik az emlitett sejtek-
ben. Ennek érdekében az Int-h gént a CMV promoter ellendrzése
alatt tartalmaz6é pKEXInt-h eukaridéta expresszids vektort integ-

raltuk a sejtek genomjadba. Miutdn a pKEXInt-h vektort két kilén-
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b6z8 BL60 riporter sejtvonalba (B2 és B3) integradltuk, a RT-PCR
analizissel kimutattuk az Int-h gén teljes és megfelelden mbébdo-
sitott transzkriptumait. A sejtek lizatumdt Western-analizissel
vizsgaltuk 72 éraval a pKEXInt-h elektroporacidéja utdn. A rekom-
binaz kimutatdsat a vad tipust Int elleni, poliklonalis egér-an-
titesttel végeztilk. A pKEX vektort kontrollként juttattuk sej-
tekbe.

Az eredmények azt mutatjadk, hogy egy elvart molekulatdmegi
fehérje van jelen azokban a sejtekben, amelyekbe a pKEXInt-h vek-
tort juttattuk elektroporaciéval. Az emlitett fehérje nem volt ki-
mutathatdé a kontroll pKEX vektorral transzfektalt sejtekben.

5.2. Int-h altal katalizdlt beépiiléses intramolekuldris re-
kombinacié human sejtekben

A Western-analizissel kimutattuk, hogy az Int-h fehérje
szintetizaldédik a pKEXInt-h vektorral transzfektalt két riporter
sejtvonalban. Az emlitett sejtek tartalmazzdk a pGFPattB/attP
szubsztrat-vektort, mint a genomjukba stabilan integrdlt idegen
DNS-t. A beépililéses rekombindcidhoz szlikséges két rekombindcids
szekvencia, nevezetesen az attB és attP, egymashoz képest fordi-
tott iranyultsaguak és a GFP génjének két végéhez csatlakoznak.
Maga a GFP gén foditott irdnyultsdgu a CMV promoterhez képest,
ami az attB-t6l1l felfelé helyezkedik el. Az Int-h Altal végrehaj-
tott rekombinacidé az attB és attP kozott a GFP gén Aatforduldsat
és ezaltal expresszib6jat eredményezi. Osszesen ‘harom riporter
sejtvonalat (B1l, B2 és B3) készitettiink. A genom-DNS Southern-
—analizisével kimutattuk, hogy a pGFPattB/attP vektor szamos ma-

solata — mint kozvetlen ismétlddések — integralédott a Bl és B3
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sejtvonalak genomjaiba, mig a B2 sejtvonaléban csak egyetlen ma-
solat volt. A beépilt szekvencidkat PCR-val és szekvenalassal
igazoltuk.

Az attB és attP kOzotti rekombindcié vizsgalatadhoz a
PKEXInt-h és pKEX vektorokat kiilon juttattuk be a sejtvonalakba.
A sejteket az elektroporacidé utdn 72 obraval Osszegylijtottiik és a
GFP expresszidéjat RT-PCR-val, a p3/p4 primer péi hasznidlatéaval
vizsgaltuk. Az emlitett primereket csak egy 990 bp hosszusagu
DNS-fragmentumma sokszoroztuk, ha a gén a rekombindcid kovetkez-
tében atfordult. A termék mindhdrom sejtvonalban kimutathatéd
volt. Ha a sejt a pKEX vektorral volt transzformalva, a termék
nem volt kimutathatdé. Az izolalt PCR-termékek szekvencia-anali-
zise megerdsitette, hogy a GFP fénje atirddott, és az attP he-
lyett az attB volt kimutathaté a transzkriptumban. A pB-aktin
transzkriptumat — amely az RNS mennyiségének és a DNS elsd szala
eredményes szintézisének kontrollja — PCR-val vizsgaltuk és azt
talaltuk, hogy a transzkriptum mind a hat sejtpreparadtumban, k&-
zel azonos mennyiségben van jelen.

A rekombinaciét a genom-DNS kézvetlen sokszorozdsaval is ki-
mutattuk. Az elvart termékek csak a p3/p4 (990 bp) és a pl/p2
(920 bp) primer péarok haszndlatdval voltak kimutathatdék, ha a
sejtek a pKEXInt-h vektorral voltak transzfektalva. Az emlitett
termékek DNS-szekvendldssal elvégzett analizise megerdsitette,
hogy az attR és az attlL jelen vannak a genomban, és a GFP gén
atfordult a rekombindcidé sorédn. Ezeket a kisérleteket haromszor
megismételtik, és az attB és attP kozotti rekombinadcidé mindharom

sejtvonalban kimutathaté volt RT-PCR-val és/vagy PCR-val. A GFP
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gén kivagésanak kimutatisdra végzett PCR negativ eredményt adott
a p5/pé6 primer parral; csak az elvart, 1,3 kbp fragmentum — ami
a beépilt vektorbdl szarmazott — sokszorozddott.

Az erdsebb jelet — ami az attB és attP kézdtti inverzidra
utal a PCR-ban — ismételten megkaptuk a B3 sejtvonallal egy to-
vabbi kisérletben. A genom-DNS-t NcoI-vel fragmentdltuk és
Southern-analizissel vizsgadltuk szondaként a GFP génjét hasznal-
va. Igy kimutattuk, hogy a B3 sejtvonalban jelen van a genom-DNS
azon restrikcids fragmentuma, amely elvarhaté az attB és attp
k6z6tti atfordulds kovetkezményeként.

Annak eldodntésére, hogy a vad tipusu Int és ﬁuténs Int-h/218
képesek-e intramolekuldris beépiilési rekombinaciot kataliz&lni,
a PKEXInt-h, pKEXInt-h/218 és pKEXInt vektorokat, valamint a
kontroll pKEX vektort juttattuk egy tovabbi kisérletben, a fent
leirt elektroporaciés eljarassal a B3 riporter sejtvonalba. A
genom-DNS-t 72 6ra mialva izolaltuk és a rekombinacidéra vizsgal-
tuk PCR-val, a p5/p7 és p3/p4 primer parokkal, a 3. pontban le-
irt mébdon. Az eredmények azt mutattak, hogy mindkét mutans Int
katalizdlta a rekombinidcidét az attB és attP kézott, mig a vad
tipust Int inaktiv volt.

5.3. Kivagé rekombindcidé az attLl és attR kézoétt nem volt ki-
mutathaté

‘Mivel az Int-h képes a kivagd rekombindcié katalizalasara az
attl és attR kéz6tt az IHF és Xis faktorok hianyaban is, harom
BL60 riporter sejtvonalat hoztunk létre, amelyek genomjdba sta-
bilan beépililt a pGFPattL/attR vektor. Az emlitett sejtvonalak

szintén forditott irdnyultsdggal tartalmazzak a GFP génjét a CMV
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promoterhez képest, de a gén végeihez az attL és attR szekvenci-
ak csatlakoznak az attB és attP helyett. A rekombinacids anali-
zist a pKEXInt-h vektorral, mint expresszidés vektorral hajtottuk
végre a 3. pontban leirt médon, az eredmények azonban azt mutat-
tak, hogy sem atfordulads, sem kivagds nem tértént az attlL és
attR rekombinaciés szekvencidk kézott.

5.4. A humin genomban természetesen eldforduld, az attB-hez
hasonlé nukleotid szekvencia azonositisa és jellemzése

Amint a 3. példaban kimutattuk, mindkét muténs Int rekombi-
naz katalizadlja a beépitd intramolekularis rekombinaciét emberi
sejtekben. A reakcidéban szerepld két rekombindcids szekvencia
egyike, nevezetesen az attB, 21 bp hosszisagu és az E. coli ge-
nomjanak természetes része. Kimutattak, hogy az Int-h toleralja
az attbP-vel toérténd rekombinacidban, ha bizonyos kiilonbségek
vannak az attB ugynevezett magfelismerd teriiletén [ Nash, Annu.
Rev. Genet. 15, 143 (1981)] . Statisztikailag valdszind, hogy az
emberi genomban taldlhaté egy, az attB-vel funkcionalisan homo-
16g szekvencia. Jelen taladlmany feltalaldéi azonositani tudtak
egy meég inkomplett szekvenciat egy kifejezett szekvencia-fiigge-
lékben (EST) az adatbazisban folytatott kereséssel. Ezt a szek-
venciat human DNS-b8l izolaltdk és klénoztdk. A szekvenciat
szekvenalassal kiegészitették és a BL60 sejtek genom-DNS-én vég-
zett Southern-analizissel kimutattdk, hogy az emlitett szekven-
cia egy még ismeretlen humdn gén része, amely gén egyetlen maso-
latban van jelen a genomban. |

Az emlitett szekvencia, amelyet attH-nak neveztek el, harom

helyen kilénbozik a vad tipusi attB szekvenciatél. A nukleotidok
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k6zil kettd az Int magfelismerd teriilet bal (B) oldalan van, a
harmadik az ugynevezett atfed8 teriileten. Mivel a két rekombina-
cibds szekvencia atfedd teriileteinek egyez8sége az Int-h-val vég-
zett rekombinacid eredményességének alapfeltétele, a O. helyzet(
nukleotid timidinrél gquaninra vald kicserélése az attP atfedsd
teriletén eredményezi az attP* szekvenciat. Az attH és attp*
szekvenciadkat forditott helyzetben beépitettiik egy vektorba
(PACH) és a vektort rekombinacidéra vizsgaltuk é. coli-ban. Az
eredmények azt mutattdk, hogy az Int-h és az Int-h/218 inverzidt
katalizalnak az attH és attP* koézdtt IHF jelenléte nélkiil. Az
izolalt rekombindcidés termékek DNS-szekvencidjanak analizise
meger8sitette, hogy az attH és attP* rekombinidcids szekvenciak
k6zotti rekombinicié az elvart mechanizmussal ment végbe. Ezzel
szemben a vad tipusd Int még az IHF jelenlétében is csak igen
kis hatékonysaggal rekombindlja az attH/attP* szekvenciakat. igy
tehat az attH egy potencidlis integracidés szekvencia az Int-h
katalizalta rekombinacidé szamara, amivel egy idegen DNS, igy az

attP* egy masolata beépithetd.

5.5. Beépité intermolekuldris rekombindcidé az attH és attP*
kézétt emberi sejtekben

Elkészitettik a pEL13 plazmidot annak kimutatdsahoz, hogy az
attH — mint a human genom természetes része — képes-e rekombina-
16dni az attP*-vel egy intermolekuldris reakcidéban. Az emlitett
vektor tartalmazza az attP* egy masolatdt az Int-h gén mellett —
ami a CMV promoter kontrollja alatt &ll —, és szelekcids marker-

ként a higromicin-rezisztencia génjét. Miutan a PEL13 plazmidot
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bejuttattuk a sejtbe, az Int-h szintetizdlédott és katalizalta
az intermolekuléris rekombinacidét a genom attH szekvenciaja és a
PEL13 plazmid attP* szekvencidja kozott.

A pEL13 vektort a 2. példaban leirt médon, elektroporacibdval
juttattuk a BL60 sejtekbe. Az emlitett sejteket szelekcids nyo-
mas ala helyeztik, majd 72 éra utdn felnyitottuk. A tulélés sejt-
populacidkat a rekombindcidés esemény utdn 6 - 8 héttel vizsgal-
tuk PCR-val, az attxl1/B2 primer parral. Az eredmények azt mutat-
tak, hogy a 31 tuléld sejtpopulécidébdl 13-ban megtdrtént a be-
épllés az attH-nal. A kilénbdz6 megkdzelitésekbdl szarmazéd PCR-
termékek szekvencia-analizise megerdsitette, hogy azok rekombi-

nacidés termékek.
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(SZEKVENCIAK JEGYZEKE)
SEQUENZPROTOKOLL

<110> Droége Dr., Peter

<120> Sequenz-spezifische DNA-Rekombination in eukaryotischen Zellen
<130> DRO-001

<140> xx
<141> 1999-08-30

<160> 5

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 21

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 1
ctgctttttt atactaactt g 21

<210> 2

<211> 243

<212> DNA

<213> Bacteriophage lambda

<400> 2

tctgttacag gtcactaata ccatctaagt agttgattca tagtgactgc atatgttgtg 60
ttttacagta ttatgtagtc tgttttttat gcaaaatcta atttaatata ttgatattta 120
tatcatttta cgtttctcgt tcagcttttt tatactaagt tggcattata aaaaagcatt 180
gcttatcaat ttgttgcaac gaacaggtca ctatcagtca aaataaaatc attatttgat 240
ttc 243

<210> 3

<211> 102

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 3
ctgctttttt atactaagtt ggcattataa aaaagcattg cttatcaatt tgttgcaacg 60
aacaggtcac tatcagtcaa aataaaatca ttatttgatt tc 102

<210> 4

<211> 162

<212> DNA

<213> Escherichia coli
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<400> 4

tctgttacag gtcactaata ccatctaagt agttgattca tagtgactgc atatgttgtg 60
ttttacagta ttatgtagtc tgttttttat gcaaaatcta atttaatata ttgatattta 120
tatcatttta cgtttctcgt tcagettttt tatactaact tg 162

<210> 5

<211> 243

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen
Sequenz:0ligonukleotid

<400> 5

tctgttacag gtcactaata ccatctaagt agttgattca tagtgactgc atatgttgtg 60
ttttacagta ttatgtagtc tgttttttat gcaaaatcta atttaatata ttgatattta 120
tatcatttta cgtttctegt tcagcttttt gatactaagt tggcattata aaaaagcatt 180

gcttatcaat ttgttgcaac gaacaggtca Cctatcagtca aaataaaatc attatttgat 240
ttc 243
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SZABADALMI IGENYPONTORK

1. Eljaras DNS szekvencia-specifikus rekombinadlasara egy
eukaridéta sejtben, azzal jellemezve, hogy az eljaras az alabbi
lépéseket foglalja magdban:

a) egy elsé DNS-szekvencia bejuttatéasa egy sejtbe, ahol az
emlitett DNS-szekvencia tartalmaz egy, az 1. szamu szekvencia-
vazlat szerinti attB szekvenciat vagy annak egy szarmazékat;
egy, a 2. szami szekvenciavazlat szerinti attP szekvenciat vagy
annak egy szarmazékat; egy, a 3. szami szekvenciavazlat szerinti
attL szekvencidt vagy annak egy szarmazékat; vagy eqgy, a 4. sza-
md szekvenciavdzlat szerinti attR szekvenciat vagy annak egy
szarmazékat;

b) egy masodik DNS-szekvencia bejuttatasa egy sejtbe, ahol
ha az emlitett elsé DNS-szekvencia tartalmaz egy, az 1. szamu
szekvenciavazlat szerinti attB szekvenciat vagy annak egy szar-
mazékat, akkor az emlitett masodik DNS-szekvencia tartalmaz egy,
a 2. szami szekvenciavazlat szerinti attP szekvenciat vagy annak
egy szarmazékat és megforditva; vagy ha az emlitett elsd DNS-
szekvencia tartalmaz egy, a 4. szami szekvenciavazlat szerinti
attR szekvenciat vagy annak egy szarmazékat, akkor az emlitett
masodik DNS-szekvencia tartalmaz egy, a 3. szamu szekvenciavaz-
lat szerinti attl szekvenciat vagy annak egy szérﬁazékét; és

c) a szekvencia-specifikus rekombinacid végrehajtasa a A-
bakteriofdg Int integrazaval.

2. Eljaras DNS szekvencia-specifikus rekombinalasara eqgy

eukaridéta sejtben, azzal jellemezve, hogy a sejt genomja tartal-

74 .297/BE
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mazza az emlitett elsd DNS-szekvenciat akar azért, mert az ter-
mészetesen eldfordul az emlitett eukaridta sejtben, akar azért,
mert mar korabban, DNS-rekombinaciéval, az 1. igénypont b) és c)
pontja szerinti eljarassal be lett juttatva.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az emlitett elsd DNS-szekvencia tartaimaz egy, az 1.
szamiu szekvenciavadzlat szerinti attB szekvenciat vagy annak egy
szarmazékat, és az emlitett masodik DNS-szekvencia tartalmaz
egy, a 2. szami szekvenciavazlat szerinti attP szekvenciat vagy
annak egy szarmazékat.

4. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett elsé DNS-szekvencia tartalmaz egy, a 3. szamu
szekvenciavazlat szerinti attlL szekvenciat vagy annak egy szarmazé-
kat, és az emlitett masodik DNS-szekvencia tartalmaz egy, a 4. sza-
mi szekvenciavazlat szerinti attR szekvenciat vagy annak egy szar-
mazékat, és a c) lépésben még egy Xis faktor is részt vesz.

5. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypontok barmelyike szerinti
eljaras, azzal jellemezve, hogy még egy harmadik, vagy egy har-
madik és egy negyedik DNS-szekvenciat — amelyek rendre egy Int
gént vagy egy Int gént és egy Xis faktor gént tértalmaznak — is
bejuttatunk a sejtbe.

6. Az 5. 1igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett harmadik vagy az emlitett harmadik és/vagy ne-
gyedik DNS-szekvencidk tartalmaznak még egy reguldtor DNS-
szekvenciat, amely térben és/vagy idében szabalyozza az Int gén

és/vagy a Xis faktor expresszidijat.

7. Az 1., 2., 3., 4., 5. vagy 6. igénypontok barmelyike

74.297/BE
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szerinti eljaréds, azzal jellemezve, hogy az emlitett Int egy mé-
dositott integréaz.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az emlitett mddositott Int az Int-h vagy az Int-h/218.

9. Az 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. vagy 8. igénypontok bar-
melyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a c) 1lépésben
meég egy ,integracidés gazda-faktor” (IHF) is szerepel.

10. Az 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. vagy 9. igénypontok
barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az emlitett
elsé és/vagy masodik DNS-szekvencia tartalmaz még olyan DNS-
szekvenciakat is, amelyek elvégzik az emlitett elsd és/vagy ma-
sodik DNS-szekvencia beépitését az eukariéta sejtek genomjaba
homoldég rekombindcié utjan.

11. Az 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9. vagy 10. igény-
pontok barmelyike szerinti eljarads, azzal jellemezve, hogy az
emlitett elsé és/vagy masodik DNS-szekvencia tartalmaz még egy
fontos polipeptidet kédold nukleinsav-szekvencidt is.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett fontos polipeptid egy struktirfehérje, egy en-
dogén vagy exogén enzim, egy regulator fehérje.vagy egy jelzéd
(marker) fehérje.

13. Az 1. és a 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9., 10., 11. vagy
12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett elsé és masodik DNS-szekvenciat ugyanazon a
DNS-molekulan juttatjuk be az eukariéta sejtbe.

4. Az 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9., 10., 11., 12.

vagy 13. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jelle-

74.297/BE



¢e oeve 90 eoves oo
* e . oo o
o oae . . te0

. e 0 . .
48 ®600 0ee o0eee o o0

mezve, hogy az emlitett eukaridta sejt egy emlds sejt.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett emlds sejt egy ember, majom, .egér, patkany,
nyul, hércség, kecske, szarvasmarha, juh vagy sertés sejtje.

l6. Az 1., 2. vagy 3. és az 5., 6., 7., 8., 9., 10., 11.,
12., 13., 14. vagy 15. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy még az aladbbi lépést is magéban foglalja:

d) az a) — «c) 1lépések utdn és egy elsd szekvencia-
specifikus DNS-rekombindciét kévetden egy masodik szekvencia-
specifikus DNS-rekombindcidé végrehajtasa egy Int integrazzal és
egy Xis faktorral, ahol az emlitett els3 DNS-szekvencia tartal-
mazza az emlitett, az 1. szadmd szekvenciavazlat szerinti attB
szekvenciat vagy egy szarmazékat, és az emlitett masodik DNS-
-szekvencia tartalmazza az emlitett, a 2. szamu szekvenciavazlat
szerinti attP szekvencidt vagy egy szarmazékat, vagy megforditva.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy még egy tovabbi DNS-szekvenciit is bejuttatunk az emlitett
sejtekbe, amely tovabbi DNS-szekvencia a Xis faktor génjét tar-
talmazza.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett tovdbbi DNS-szekvencia olyan reguldtor DNS-
szekvenciat is tartalmaz, amely az emlitett Xis faktor génjének
expresszidjat térben és/ vagy idében szabalyozza.

19. Az 1. szamu szekvenciavazlat szerinti attB szekvencia
vagy egy szarmazéka és egy, a 2. szamu szekvenciavazlat szerinti
attP szekvencia vagy egy szarmazéka, vagy egy, a 3. szami szek-

venciavazlat szerinti attlL szekvencia vagy egy szarmazéka és

74.297/BE



49 T ST M-

egy, a 4. szami szekvenciavazlat szerinti attR szekvencia vagy
egy szarmazéka alkalmazdsa DNS szekvencia-specifikus rekombina-
lasara eukariéta sejtekben.

20. Az 5. szamu szekvenciavazlat szerinti nukleinsav-
-szekvencia vagy egy szarmazéka, amely akar hat szubsztituciét
tartalmaz, azzal a kik&téssel, hogy ez a szarmazék a vad tipustu
attP szekvenciatdl eltérs. |

21. Vektor, amely a 20. igénypont szerinti, emlitett nukle-
insav-szekvencia mellett egy tovabbi, egy terapias gént kédold
nukleinsav-szekvenciit vagy abbél egy DNS-fragmentumot is tar-
talmaz.

22. A 21. igénypont szerinti vektor, amelyben az emlitett te-
rapias gén a CFTR-gén, az ADA-gén, az LDL-receptor génje, a B-globin
génje, a VIII. vagy IX. faktor génje, az o-l-antitripszin vagy a
disztropin génje, vagy az emlitett gének egy fragmentuma.

23. A 21. vagy 22. igénypont szerinti vektor, ahol az emli-
tett, tovabbi nukleinsav-szekvencia tovabbi expressziés és/vagy
transzkripciés elemeket is tartalmaz.

24. A 21., 22. vagy 23. igénypontok barmelyike szerinti
vektor gydgyszerként vald alkalmazdsa a human vagy allatgydgy-
aszatban.

25. A 21., 22. vagy 23. igénypontok barmelyike szerinti
vektor alkalmazidsa szomatikus génterdpidra szolgald gybégyszer
eléadllitasara.

26. Eukaridéta sejt, amelyet 0gy nyerink, hogy az 1. vagy 2.
igénypont szerinti eukaridéta sejtet az 1., 2., 3., 4., 5.

7., 8., 9., 10., 11., 12., 13., 14., 15., 16., 17. vagy 18.
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igénypontok barmelyike szerinti eljarasnak vetjik aléa.
27. Transzgén szervezet, amely legélébb egy 26. igénypont

szerinti sejtet tartalmaz.

28. A 28. igénypont szerinti szervezet, amely egy egér,

patkany, nyul vagy hércsdg.

falmazott:

so&d. 4 €l
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