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(57) KIVONAT

A taldlmény térgya eljérds humén inzulinszerd I vagy II
novekedési faktorok (IGF) hatékony eldéllitdséra meg-
felel§ gazdaszervezetben.

i) A taldlmény szerinti eljarést az jellemzi, hogy egy
IGF I vagy IGF II polipeptidet k6dol6 DNS-szek-
vencit allitunk eld, ezt az IGF I vagy IGF II
polipeptidet kédolé szekvencidt megfeleld leolva-
sasi fazisban Osszekapcsoljuk egy olyan DNS-
szekvencidval, amely az adott gazdaszervezet éltal
felismert szekréciés vezér és processzor szigndl-
szekvencidkat hatdroz meg, ezek 3’ irfnyban he-
lyezkednek el az Sket transzkripciés szinten szab4-
lyoz6, a gazdaszervezet 4ltal felismerhetd transzk-
ripcibs régiétél; az igy kapott DNS-molekuldval a
megfelel§ gazdaszervezet sejtjeit transzformaljuk;

il) atranszformélt sejteket tenyésztjiik; és

iii) a transzformélt sejtek tenyészetéb6l izoldljuk a
szekret4lt humén IGF I vagy IGF II polipeptideket.

A lefrds terjedelme: 12 oldal

HU 204565 B
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A talalmény tdrgya eljérds érett inzulinszbn‘f nﬁvekecfé-
si hormonokat meghatéroz6 hibrid DNS szintézisére.
Felteszik, hogy a novekedési hormon in vivo adago-

l4s4t kovet§ szomatikus (testi) novekedés olyan mito-.
inzulinszerd peptidcsaldd szabélyozésa révén jon -
létre, amelyek szérumkoncentréci6ja novekedési hor- -

gén,

mon fiiggd. Ezek a polipeptidek példéul a szomatome-
din-C, szomatomedin-A és az1és I inzulinszerd n6ve-
kedési faktorok (IGF I és IGF I). Az IGF I és IGF Ta
humén szérumb6l izol4lhat6, aminosavszekvencigjuk

nagymértékben homol6g az inzulinéval. Jelenleg csak -

korl4tozott mennyiségben nyerhetdk a humén szérum-
b6l ezek a novekedési faktorok. Ezért nagy tudo-

ményos és klinikai érdek fiizédik ahhoz, hogy rekom- ~°

bindns DNS-technikékkal viszonylag nagy mennyisé-
gii novekedési faktorokat gllithassunk eld. .

Az I és 1T humén inzulinszerd novekedési faktorok
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15

(IGF1és1I) aminosavszekvenci4jat elséként Rinderk-

necht és Humbel hatdrozta meg [J. Biol. Chem., 253,
2769-2776. (1978)]; tovébb4 Rinderknecht és Humbel,
FEBS Letters, 89, 283-286. (1978). Az IGF-receptorok

20

tulajdonségait Massague és Czech targyaljék [J. Biol. ~

Chem., 257, 5038-5045. (1982)]. Kurjan és Hersko-

witz [Cell, 30, 933-934. (1982)] egy olyan feltételezett -
r(az 25

a-faktorprekurzort imak le, amely az érett a-faktor (az
&leszts Altal természetes titon kivdlasztott fehérje) négy

tandem mésolatét tartalmazza, lefrjik a szekvencidt is, .

és feltehet6 Keletkezési mechanizmusét. Kurjan és .

Herskowitz (Abstracts of Papers, Cold Spring Harbor
Meeting on The Molecular Biology of Yeast, 242.

oldal, ,A Putative Alpha-Factor Precursor Containing

Four Tandem Repeats of Mature Alpha-Factor”) leirjak
az o-faktort meghatérozé és két ilyen szakasz ko6zott
elhelyezkedd nukleotid szekvencidjat.

A taldlmény olyan médszerekre €s készitményekre
vonatkozik, amelyekkel hatékonyan éllithatjuk eld az
érett humdn inzulinszerd novekedési faktort (IGF).
Részletesebben, a pre-IGF I és a pre-IGF II kifejezés
€lesz6gazdasejtben a polipeptidek tépkozegbe vald
szekretal6disaval jér egyiitt. Az eljérés sorén kilonbo-
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26 forrish6l szérmaz6, természetes és szintetikus ere- -

detf DNS-szekvencidkat Gsszekapcsolva DNS-mole-
Kkuldkat hozunk létre. Az elééllitott DNS-molekuldk
élsztdsejtekben stabilan replikdlédnak, és hatékonyan,
nagy koncentréciban termelik a prepolipeptideket,
amelyek a tépkozegbdl j6 kitermeléssel izol4lhatok.

A talflmény olyan DNS-szekvencidk el6éllitdséra -

vonatkozik, amelyek humén inzulinszerd® novekedési
faktorok (IGF I és II) kifejezésére képesek. Ezeket a

dezoxiribonukleinsav-szekvencidkat vektorokba épit- Ol

hetjiik be, és a kapott plazmidokkal a megfelel6 gazda-
sejteket transzformaljuk. Amegfelel6 gazdasejtek ilyen
rekombin4ns plazmidokkal t6rtén6 transzforméci6ja az

inzulinszerd novekedési faktor génjének kifejez6dését

eredményezi, és a polipeptidtermék termelését. Részle-

tezve, a talilmény tdrgya eljars prekurzor polipepti--

45

50

55

zegbe szekretédlja. A DNS-molekula hordoz egy repli-
KAciés rendszert, amely a DNS-t képes stabilan fenn-
tartani élesztGgazdasejtben, tartalmaz tovébba egy ha-
tékony promotort, egy strukttirgént, ideértve az ezzel
azonos leolvasasi fAzisban 16vG vezér- és processzor-
szigndlokat, tartalmaz tovibbd a struktirgéntdl 3’
irdnyban egy transzkripci6s termin4torszekvenciat.

Adott esetben a transzkripci6 szabélyozéséra, a gén
sokszorositéséra, és a transzkripci exogén szabilyoz4-
‘séra més szekvencidkat is beépithetiink.

A pre-IGF I és a pre-IGF II kifejezés azt jelenti,

hogy az érett polipeptidet kédol6 DNS-szekvencit le-
‘olvasési f4zisban kapcsoltuk hozz4 a vezérszekvencié-

hoz és a processzorszigndlokhoz, amelyeket hatéko-
nyan felismer az &lesztogazdaseit. Igy a pre sz6cska azt
jelzi, hogy az élesztésejt szekrécibs és processzorszig-
néljai jelen vannak, de nem jelenti azt, hogy a széban
forgé polipeptidet k6dol6 gén bérmely processzorszig-
nélja jelen van. ' '

A DNS-készitmény eldéllitdsakor 1ényeges, hogy a
replikdciés rendszert, promotort, vezér- és procesz-
szorszignilokat hordoz6 struktiirgént és a terminétort
el6re meghatérozott sorrendben kapcsoljuk, azért,
hogy 2 kapott plazmidban megfelelden funkcion4lja-
nak. Ahogy azt a késGbbiekben megadjuk, a szekvenci-
4k megfelel6 orientdci6jat €s sorrendjét adaptormole-

" kulék hasznélatival alakithatjuk ki. A felhaszndlt IGF I

és IGF II gének lehetnek kromoszomé4lis DNS-ek,
¢DNS-molekulsk, szintetikus DNS-ek vagy ezek kom-
binAci6i. A vezér- és processzorszigndlokat az élesztd-
ben levé természetesen el6fordul6 DNS-szekvencidk-
b6l izolljuk, ezek biztositjdk egy polipeptid szekre-
t416d4s4t. Az Eleszt6 4ltal természetesen szekretdlt po-
lipeptidek koziil megemlitjik az a-faktort, a-faktort,
savas foszfatdztstb. -~ '

A konstrukci6t felépitd tovabbi szekvencidk a repli-
KAci6s rendszer, promotor és termindtor j61 ismertek,

~ az irodalomban megadottak.

Mivel a tal4lmény szerinti DNS-molekula Osszedl-
litdsakor kiilonbozG DNS-szekvencidkat hasznélunk,
amelyek kiilénbdz4 forrdsb6l szdrmaznak, kényelmi
okokbol dsszekots vagy adaptermolekulékat haszni-
lunk. Részletesebben sz6lva, az adaptermolekuldkat
elonyosen hasznélhatjuk a vezér s processzor szig-
nélszekvencidkat hordozé “k6dol6szal 3’-végének

“kapesoldséra-az IGF-k6dol6szAl 5’-végéhez, a kap-

csolést a megfe-leld kiegészit6 DNS-sz4lakkal egyiitt
végezzik. A vezér- és processzorszignélokat hordoz6
szekvenciAt kozel, ennek 3'-végéhez hasithatjuk Ggy,
hogy kédolérégi6jabol eldre meghatdrozott szdmd

" bézispdr kiessen. Ezutdn adaptermolekula 4llithat6

el6 vigy, hogy ha a vezér €s processzor szignélszek-

" venciat az IGF-k6d016szekvenciéhozrkapcsoljuk, 2
- hifnyz6 bézisparok beépiilnek, és a vezérszekvencié-

hoz képest az IGF-ké6dol6sz4l megfeleld leolvasési

- fazisban helyezkedik el. A szintetikus IGF-kédol6-

dek (pre-IGF I és pre-IGF II) termelését meghatiroz6

ij DNS-szekvencidk kifejezésére olyan élesztogazda-
sejtben, amely képes szintetizdlni a fenti prekurzor
polipeptideket, és az érett polipeptidterméket a tApko-
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60

szekvencia és/vagy az adaptermolekula 3’-végén

" transzl4ci6s stopkodonokat hordoz, ily médon elér-

jiik, hogy a polipeptid C-terminélis vége azonos le-

-gyen a természetes polipeptid C-terminélisaval.
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Az adaptermolekula 5-40 bazisbél 4llhat, 4ltaldban
8-35 bazisb6l, a kédolészekvencidban helyezkedik el,
és kohéziv vagy tompa végd lehet. Elonyos, ha az
adaptermolekula végei tapadds (kohéziv) végdek, mi-
vel igy az adapter szelektive kapesolédik a kiilonbozd
restrikci6s enzimekkel kapott két kiilonb6z6 DNS-
szekvencidhoz, amelyek a megfelel6 komplementer
kohéziv végekkel rendelkeznek.

A talslményt az éleszt6 o-faktordnak vezér- és pro-
cesszorszignaljaihoz kapcsolt IGF I és IGF II polipepti-
deket k6dol6 szintetikus fragmenssel szemléltetjik. Az
élesztd a-faktora HindIII és Sall restrikcids endonukle-
4zokkal hasithaté ki. A HindII hasitja az o-faktor
prekurzorinak processzorszignaljat, hasitja a 3’-véget
a kédolészal Glukodonjinak mdésodik bAzisdig,
ugyanakkor a HindIII felismerd szekvencia teljessé te-
szi a Glu-kodont, kédolja az alanint, és létrehozza az
elsG 5°-bazist az érett o-faktor aminoterminélis trp-ko-
donjéban, Az o-faktor génjének étirési irdnydhoz ké-
pest a Sall hely a transzkripci6s termindtortél 5° iriny-
ban helyezkedik el.

Az IGF-polipeptidet k6dol6 szintetikus gén nukleo-
tidszekvencidjat az IGF I és IGF II polipeptidek ismert
aminosavszekvencidja hatdrozza meg. A szintetikus
szekvencidt el6nydsen dgy tervezzik, hogy abban az
glesztégazdasejt 4ltal szivesen hasznlt kodonok legye-
nek, péld4ul az éleszt6 glikolitikus enzimjeinek kodon-
felhasznaldsi frekvencidjéra alapozunk. A szintetikus
szekvencia elénydsen nem tompa, hanem kohéziv vé-
geket tartalmaz abbél a célbdl, hogy egy klénoz6 vek-
tor megfeleld restrikciés helyébe beépithessiik. Ezenki-
viil a szintetikus szekvenciékba restrikciés helyeket
épithetiink be néma mutici6kat hasznélva, igy olyan
fragmensek keletkezhetnek, amelyeket beépitve hibrid
IGF I vagy IGF I peptidmolekulék keletkezhetnek.

A példskban megadott eljdrds sordn a szintetikus
fragmenseket EcoRI kohéziv végekkel latjuk el, és a
pBR328 plazmid EcoRI helyére épitjiik be. A szinteti-
kus szekvencia altaldban a polipeptidet meghatéroz6
régi6 mindkét végének kozelében tovébbi restrikci6s
helyeket is tartalmaz. Ezeket a belsd restrikci6s helye-
ket tgy vélasztjuk meg, hogy a klénoz6 vektorbdl
pontosan kihasithassuk a kédolészekvencit, és gy
kothessiik be az adaptermolekuldt, hogy a végsé DNS-
molekula tartalmazza a vezér- és processzorszigndlo-
kat, és a kédolérégiét egyméshoz képest megfeleld
leolvasdsi fdzisban és megfeleld tdvolsigra egy
transzkripciés terminétort6l. Elényds, ha a restrikciés
hely felismerGszekvencidja tavolabbra esik a hasitési
helyt6l, ebben az esetben a hasités a kédol6régiotél 3’
irdnyba esik, és a felismerési hely eltinik. Ez lehetévé
teszi a kédolészal mindkét végén a pontos hasitést, a
nukleotidszekvenciatél fiiggetlentil. A példdkban Hgal
helyeket ismertetiink. _

A szintetikus gén el64llitdséra ismert technikékkal
4tfeds egyszali dezoxiribonukleinsav (ssDNS) frag-
menseket 4llitunk el6. Ezek az ssDNS-fragmensek -
taldban 10—40 bézis hossztiak. Bér jelentdsen hosszabb
fragmenseket is hasznélhatunk, a szintézis hozama ek-
kor csokken, és nehéz megj6solni, hogy a megfeleld
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szekvencia degraddlédik-e vagy megvéltozik, Miutdn
elgallitottuk az ssDNS-fragmenseket, 6sszekapcsoljuk
azokat olyan kapcsolasi reakci6koriilmények kozot,
ahol a komplementer bizisok pérosodisa megfeleld
sorrendben kovetkezik be. A fragmensek végeit ezutén
ligaljuk, és a kapott szintetikus DNS-fragmenst k16-
nozzuk és sokszorositjuk, 4ltaldban E.coli baktéri-
umgazdasejtben. Ahogy el6z6leg jeleztik, a szintetikus
struktiirgént az adott kl6nozé vektor megfelel6 restrik-
ciés helyével komplementer kohéziv végekkel latjuk
el, és egy olyan belsG felismerési hellyel, amely a
kédol6szakasz pontos kimetszését lehet6vé teszi. A
szintetikus szekvencisk klénozdsa és sokszorositisa
utdn megfelel6 mennyiségd terméket Kihasitunk, &lta-
laban az IGF-k6dolérégié egyik végénél elhelyezkedd
belsé restrikciés helyet hasznilva.

A haszn4lt promotor kényelmi okokbél a vezér- és
processzorszekvencidkhoz kotott promotor lehet. Ilyen
médon el§4llithatunk egy olyan 5” eredetd szekvenciat,
amely tartalmazza a promotort is és a vezérszekvenci-
4t, mégpedig egyméashoz képest olyan kapcsolatban,
hogy hatékony transzkripci6 legyen vérhatd. Transzk-
ripci6s terminétor beépitésével ezutdn egy olyan ,ka-
zett4t” 4llitunk el6, amely hordozza a promotor/vezér-
szekvencia restrikciés hely (helyek), terminatorszek-
vencigkat, és ahové adaptermolekuldk segitségével be-
épithetjik az IGF-polipeptidet meghatérozé kédol6- '
szakaszt. llyen kazettékat 4ltaldban gy 4llithatunk eld,
hogy izol4lunk egy érintetlen éleszt6gént és 3°, illetve
5" irfnyban a gén transzkripciés szabélyoz6szekvencid-
it hordoz6 dezoxiribonukleinsav-fragmenst, ez a gén
kifejezi és szekretélja az adott polipeptidet.

Eljérhatunk oly médon is, hogy a természetesen el6-
fordulé &lesztGpromotort transzkripciGs. szabédlyozdst
megenged6 m4s promotorokkal helyettesitjitk. Ebben az
esetben a vezérszekvenciat6l 5’ irdnyban esé régi6t szek-
venalnunk kell és/vagy meg kell 4llapitanunk restrikcios
térképét. Némely esetben kivénatos lehet az, hogy meg-
tartva a természetes élesztépromotort, amellé 3’ vagy 5’
irinyban egy mésik promotort épitsiink be.

Eleszt6génekbd] tobb kitlénbéz6 promotort izol4lha-
tunk. Kiilonosen el6nyodsek azok a promotorok, ame-
lyek a glitkolizis folyamaténak enzimeivel kapcsolato-
sak, ilyen promotorok az alkohol- dehidrogendz, a gli-
cerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogendz,  piruvét-kinéz,
tri6z-foszfat-izomeréz, foszfogliko-izomeréz, foszfo-
frukto-kinéz stb. promotor. Ezeket a promotorokat re-
gulélészekvencidkkal, példéul erdsitokkel, operétorok-
kal stb. egyiitt hasznélva, ép regulélérendszerrel ren-
delkez6 gazdasejttel szabélyozhatjuk a pre-IGF exp-
resszi6jat. Igy kiilonboz6 kisméretd, szerves molekuld-
kat, példdul glik6zt haszn4lhatunk az adott polipeptid
termelésének szabélyozéséra.

Haszn4lhatunk hémérsékletérzékeny reguléciés mu-
t4nsokat, igy a hémérséklet véltoztatasival befolydsol-
hatjuk a transzkripci6t. Ha a sejteket kedvezdtlen hé-
mérsékleten novesztjiik, igen sird tenyészetet kapha-
tunk, miel6tt megvéltoztatjuk a hdmérsékletet abbdl a
c€lb6l, hogy az IGF I és IGF II prepolipeptideket
kifejezzik. A taldlmény szerinti molekuldba més ké-

3
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pességeket is bevihetiink. Példéul egyes gének felels-
sek a sokszoroz6d4sért, a gazdasejtet €rt stressz hatési-
ra nem csupén a stresszre vélaszol6 gén sokszorozédik,
de a hatéros régiék is. Ha a promotor, a kédolérégit és
mds, a prepolipeptid transzkripcids szab4lyozéséért fe-
lel6s regulécids szigndlok elé egy ilyen gént helye-
ziink, és az leszt§ gazdasejtet stressz4llapotba hozzuk,
figy olyan plazmidokat kaphatunk, amelyekben tobb
jsmétléds szekvencia van, ezek a szekvencifk pedig
tartalmazz4k a prepolipeptidgént a reguldcids szekven-
cidkkal egyiitt. A jelen lefrdsban a metallo-tionein és a
dihidrofol4t reduktizgéneket hasznéljuk.

A talflmény szerinti molekula a vezérszekvenciit
hordoz6 fragmensen kiviil a gazdasejt genomjéval ho-
mol6g més dezoxiribonukleinsav-fragmenseket is tar-
talmazhat. Sziikség esetén integrélhatjuk az IGF-génta
kromoszéméaba, ezt tigy érhetjiik el, hogy az IGF-gént
a gazdasejt kromoszomalis dezoxiribonukleinsavéval
homol6g szekvencidk hatdroljak.

A haszndlt replikaciGs rendszert az élesztogazdasejt
felismeri. fgy elényds, ha a replikéciés rendszer termé-
szetes az Eleszidgazdasejt szAméra. Botstein és munka-
térsai [Gene, 8, 17-24. (1979)] tobb élesztévektort
ismertetnek. Kilondsen érdekesek az YEp-plazmidok,
amelyek tartalmazzék az éleszt6 két mikronos plaz-
midjénak replikéci6s rendszerét. Ezek a plazmidok sta-
bilan fennmaradnak, sejtenként tobb mésolatban.
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Hasznslhatjuk az ARS1 és CEN4 kombin4ciékat a

stabil fenntartdshoz (ARS: autoném replikél6d6 szek-
vencia; CEN: kromosz6ma centomer szakasz). A mole-
kuldk manipuléci6jit kovetben, szikség szerint, kl6-
nozzuk azt, Ggy, hogy tisztdn és megfeleld mennyiség-
ben kapjuk meg a tovébbi kisérletekhez. El6nydsen
hasznélhatunk dgynevezett ingdzé vektort (éleszts és
bakteri4lis eredetd replikéci6s orig6t is tartalmaz), 4gy,
hogy a kiénozést prokari6tasejtekben, kiiléndsen E.co-
liban is elvégezhetjik.

A plazmidokat birmely megfelel6 médszerrel bejut-
tathatjuk az élesztdsejtbe, haszndlhatunk élesztGseite-

~

» kédol6szakasz

30

35
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ket vagy szferoplasztokat, és kalciumionokkal kicsa-
pott dezoxiribonukleinsavat vagy liposzémékat, vagy
[l4sd péld4ul Hitzemann €s munkatirsa: Nature 293:
717-720 (1981), Beggs: Nature 275: 104-109 (1978)
&s Hinen és munkatérsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
75: 1929-1933 (1978)] més, ismert technikékat. A mé-
dosftott gazdasejteket az expressziGs plazmid eldlli-

' t4shra hasznalt vektorban 4ltaldban jelen 16v6 genetikai

markerek segitségével szelektdljuk. Hasznélhatunk
auxotréf gazdasejtet, ebben az esetben a plazmid egy
olyan gént hordoz, amely kiegésziti a gazdasejt kromo-
szomélis hi4ny4t és prototréfist okoz. Egy megfeleld
biolégiailag aktiv anyaggal, példsul antibiotikummal,
nehézfémmel, toxinnal vagy més, hasonléval szembeni
rezisztencist biztosits, és a plazmidban jelen 16v6 mar-
kert is hasznalhatunk. A szelekciét ekkor gy végez-
ziik, hogy a sziil6i sejtek novekedését meg nem engedd
tptalajon tenyésztink, igy szelektiljuk a plazmidot
hordoz6 sejteket. A plazmidot tartalmaz6 sejtek megfe-
lelen kiegészitett tiptalajon novekednek, és az adott,
szekretlt polipeptid ismert technikékkal, péld4ul kro-
matogréfidval, sziiréssel, extrahaldssal stb. izol4lhatd.
Mivel a polipeptid a tipkdzegben érett alakban van
jelen, az adott polipeptid folyamatos eltdvolitdsa utin a
tapkozeg recirkuldltathat6.

Az alébbi példikban szemléltetjik a taldlményt, a
példak szemléltetd jellegiiek, a lefr4s oltalmi korét nem

szukitik.

Példa

A humén inzulinszerd novekedési faktorokat (IGF
I és IGF II) meghatfroz6 nukleotidszekvencidkat
Rinderknecht és Humbel [J. Biol. Chem., 253, 2769-
2776. (1978)] és Rinderknecht és Humbel [FEBS
Letters, 89, 283-286. (1978)] 4ltal k&z61t aminosav-
szekvencisk alapjén terveztik dgy, hogy az élesztd
szempontjibél elényds kodonok legyenek jelen. Az
5°-3 iranyd (a kédol6szélak irdnya) szekvencia a

kéyetkezc‘)':‘ .

GluLeuValAspAlaLeuGln

AsnSerThrleuMetiGlyProGluThrLeuCysGlyAla
5’-| AATTCGACGCTTAT GTCCAGAAACCTTGTGTGGTGCTGAATTGGTCGATGCTTTGCAA
CTGCGAATACCCAG CTTTGGAACACACCACGACTTAACCAGCTACGAAACGTT

EcoRI Hgal

PheValCysGlyAspArgGlyPheTyrP heAsnLys ProThrGIyTyrGl"y,S erSerSer
ACAAGCCAACCGGTTACGGTTCTICTICT

TTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCA.
AAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGTT

GTTCGGTTGGCCAATGCCAAGAAGAAGA

ArgArgAlaPro GInThrGly[leValAspGlﬁCys CysPheArgSerCysAspLeuArg
AGAAGAGCT CCACAAACCGGTATCG'ITGACGAATGTI‘GTITCAGATCITGTGACTI‘ GAGA

TCTTCTCGAGGTGTTTGGCCATAGCAACTG CTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACTCT

" Heal ‘EcoRI

ArgLeuGluMetTryCysAlaPrbLeuLysProAlaLys S[sjrAlaOP MetArgAr|

AGATTGGAAATGTACTGTGCTCCATTGAAGCCAGCTAAG

CTGCTTGAATGCGTCG:3’

TCTAACCTTTACATGACACGAGGTAACTT CGGTCGATTCAGACGAACTTACGCAGCTTAA

kédolészakasz 4
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IGFII
™ kédolészakasz
AsnSerThrLeuMetiAlaTyrArgProSerGluThrLeuCysGlyGlyGluLeuValAsp
5" |AATTCGACGCTTATGIGCTTACAGACCATCCGAAACCTTGTGTGGTGGTGAATTGGTCGAC

CTGCGAATACCGAAT F‘ITCT GGTAGGCTTTGGAACACACCACCACTTAACCAGCTG

EcoRI Heal

ThrLeuGInPheValCysGlyAspArgGlyPheTyrPheSerArgProAlaSerArgVal
ACCTTGCAATTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCTCCAGACCAGCTTCCAGAGTT
TGGAACGTTAAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGAGGTCTGGTCGAAGGTCTCAA -

SerArgArgSerArgGlylIleValGluGluCysCysPheArgSerCysAspLeuAlaLeu
TCTAGAAGATCCAGAGGTATCGTTGAAGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGGCTTTG
AGATCTTCTAGGTCTCCATAGCAACTTCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACCGAAAC

Hgal

EcoRI

LeuGluThrTyrCysAlaThrProAlaLysSerGluOP MetArgAr
TTGGAAACCTACTGTGCTACCCCAGCTAAGTICTGAATGAATGCGTCGE3’
AACCTTTGGATGACACGATGGGGTCGATTCAGACTTACTTACGCAGCTTAA

kédolészakasz

A szekvencia mindkét végén EcoRI kohéziv végeket
tartalmaz. Az IGF I kédja a kédol6sz4l 16. nukleotidjé-
nal kezd6dik, és a 225-nél fejez6dik be. Az IGF I
szekvenciat kédolé régié mindkét végén Hgal restrik-
ci6s helyek vannak. A Hgal felismerShelyek (5°-
GACGC-3’) az IGF I kédolérégidjin kiviil helyezked-
nek el, azaz a szintetikus szekvencia vége €s a Hgal
hasit4si hely kozott. Az IGF II szintetikus szekvenciét
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hasonléképpen szerkesztettiik, a kédol6sz4l a 16. bi-
zisnal kezdédik, és a 219-nél fejezédik be.

Az el6z6ekben megadott IGF I szekvencidt megha-
tdroz6 szintetikus DNS-fragmenst tgy 4llitjuk el6,
hogy a foszfor-amitid-médszerrel [l4sd Urdea és mtsai,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 7461-7465. (1983)]
hiisz, egymést 4tfed ssDNS-szegmenst szintetiz4lunk.

Az alsbbiakban megadjuk az ssDNS-szekvencidkat:

Jelzés Szekvencia

A AATTCGACGCTTATGG

B-I-1 GTCCAGAAACCTTGTGTGGT

C-1-2b GCTGAATTGGTC

C-I-2a GATGCTTTGCAATTCGT

D TTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTC

I-3 AACAAGCCAACCGGTTACGGTICTTICITC
E-I-4 TAGAAGAGCTCCACAAACCGGTATCGTT
F-I-5 GACGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTG
G-I-6 AGAAGATTGGAAATGTACTGTGCT

I-7 CCATTGAAGCCAGCTAAGTCT

H-I-8 GCTTGAATGCGTCG

J-1-9 GTTTCTGGACCCATAAGCGTCG

‘K-I-10 AAAGCATCGACCAATTCAGCACCACACAAG
L CTCTGTCACCACAAACGAATTGC

M-I-11 AACCGGTTGGCTTGTTGAAGTAGAAAC
I-12 TGGAGCTCTTCTAGAAGAAGAACCGT
1-13 GAAACAACATTCGTCAACGATACCGGTTTG
N-I-14 CCAATCTTCTCAAGTCACAAGATCT

I-15 GGCTTCAATGGAGCACAGTACATTT

1-16 AATTCGACGCATTCAAGCAGACTTAGCT

Az ssDNS-szegmenseket az aldbbiak szerint eljérva
kapcsoljuk Ossze:

T4 polinukleotid-kinzzal 5'-foszforileziink 50 pmél- 55
nyi mennyiségd szegmenst, mindegyiket, kivéve az A és
I-16 jeliit. Ezutén 18 pl reakciéelegyben 50-50 pmélnyi
szegmenseket egyetlen 1épésben dsszekapcsolunk gy,

hogy 1,5 6ra alatt 95 °C hémérsékletré] 25 “C-ra hiitjik a
60

reakcidelegyet. A ligalast 30 pl reakcidelegyben végez-
zitk, amely az al4bbi Gsszetétellf:

1 mmo6] adenozin-trifoszfat,

10 mmé! ditiotreitol,

100 mmél triszhidrogén-klorid, pH=7,8,

10 mmél magnézium-diklorid,

1 pg/ml spermidin és

T4 ligéz.



1 " HU 204565 B . 2

Az 1. 4brin mutatjuk be a megfeleld sorrendben
parosodott fragmensekbdl elGéllitott kétszali frag-
menst, amit 7% nativ poliakrilamidot tartalmazé gélen

elektroforézissel tisztitunk.

1. dbra ,
Az IGF I dsszekapcsoldsénak és lig4l4sdnak reak-

ciéséméja -

I3 E-1-4 FL5 G—I—G 17 HI8

5 A BILL CI2b CI22 D I3
+
3’ 719 K10 L~ 1 2

Hasonl6képpen szintetizljuk az IGF II DNS-szek- 10

vencidjit. Ehhez az al4bbi, tovabbi ssDNS-fragmen-
seket 4llitjuk el6: o

i3 N4 5 L6

Jelzés Szekvencia )

B-H-1 C’ITACAGACCATCCGAAACCTI'GTGTGGT
CII-2 GGTGAATI'GGTCGACACCTI‘GCAATI‘CGT
I3 TCCAGACCAGCTI‘CCAGAGTITCT

E-II-4 AGAAGATCCAGAGGTATCGTT

FI-5 GAAGAATGTI?GTITCAGATCI’I‘GTGACTI’G
G-1I-6 GCTTTGTTGGAAACCTACTGTGCT

H-II-7 ACCCCAGCTAAGTCI‘GAATGAATGCGTCG,
J-1I-8 GTTTCGGATGGTCTGTAAGCCATAAGCGTCG
K-1I-9 AAGGTGTCGACCAA’ITCACCACCACACAAG
M-II-10 AAGCTGGTCIGGAGAAGTAGAAAC

II-11 CTGGATCTTCTAGAAACTCTGG -

II-12 GAAACAACATI‘ CTTCAACGATACCT

N-1I-13 TTCCAACAAAGCCAAGTCACAAGATCT -
1I-14 AGAC’ITAGCTGGGGTAGCACAGTAGGT :
II-15 AATTCGACGCATTCA’ITC

200 pmé6l fenti ssDNS-fragmenseket és az A-, D- €s
L-fragmenseket az el6zéekben megadott médon Gssze-
kapcsolunk, azzal a kiilsnbséggel, hogy az A és II-15
fragmenseket T4 polinukleotid-kindzzal nem foszfori-
Jezziik. Ekkor a 2. 4brin megadott sorrendd és péroso- 35
désii szegmenseket kapjuk.

5 A BJ:l CI2 D I3 EI4 EILS5

2. dbra
Az IGF II 6sszekapcsoldsénak €s ligal4sénak reakci-

6séméja .

GI-6 G-II-7 ¥

+
3» JIO8 KO9 L  MI-O i1 12

A szintetikus DNS-szekvencigkat a pBR328 plaz-
mid EcoRI restrikci6s helyére épitjiik be, miutin meg-
kapjuk a p328IGF I és p328IGF I1 plazmidokat. Kl6no-
z4s utin az IGE-k6dol6sz4lakat Hgal endonuklezdzzal
kihasftjuk. A fenti 4ltalinos médszert részletesen is-
mertetik Urdea és munkatérsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80: 74617465 (1983). : !

A Hgal restrikci6s fragmensekhez ezutén szintetikus
oligonukleotid adaptermolekuldkat lighlunk, ugyan--
csak Urdea szerint. Az IGF I esetén az albbi adapter-
szekvenciskat hasznéljuk:

45

50

a) 5'-AGCTGAAGCT-3’
3'-CITCGACCAGG-5’
b) 5’-CTGCTTGATAAG-3’
3"-ACTATTCAGCT-5".

55

A k6dol6sz4l irfnyultsigihoz képest az a)-val jelolt
els6 adaptermolekula 3'-vége komplementer az IGFI 60

6

s

N3 IF14 T35 5

szintetikus szekvencia 5'-végén elhelyezked6 Hgal ha-
sitési hellyel, mig az elsG adapter 5’-vége HindIII ko-
héziv véget eredményez.

A b) jellel jelzett masodik adaptermolekula 5°-végén
komplementer az IGF I szekvencia 3’-végén elhelyez-
ked6 Hgal hasitési hellyel, mig az adapter 3’-vége Sall
kohéziv véget eredményez.

Az IGF 11 ki6nozésakor az aldbbi adapterszekvenci-

4kat haszn4ljuk:

¢) 5’-AGCTGAAGCT-3’

o 3'-CTTCGACGAAT-5’

d) 5"-CTGAATGATAAG-3’
3’-ACTATTCAGCT-5'.

Az orientéciét tekintve, az els6 adaptermolekula c)
3"-végén komplementer az IGF 1L szintetikus szekven-
ci4n levé 5'-végen elhelyezkedd Hgal hasit4si hellyel,
mig az adapter 5°-vége HindIIL kohéziv véget eredmé-
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nyez. A d) betivel jelzett mésodik adaptermolekula
5'-végén komplementer az IGF II szintetikus szekven-
cia masodik Hgal hasitési helyével, és Sall kohéziv
véget alakit ki annak 3’-végén.

A szintetikus fragmenseket és a hozzéjuk kapcsolt
adaptermolekulékat preparativ gélelektroforézissel
tisztitjuk, és HindIII és Sall endonukledzokkal el§z6-
leg teljesen emésztett 100 ng mennyiségd pAB113
plazmidhoz ligljuk. A pAB113 a pAB112 plazmid-
bél szdrmazik a hdrom 63 bézispér nagységl HindIIl
fragmens deléci6javal. A pAB112 egy 1,8 kb nagysa-
gt EcoRI fragmenst tartalmaz az élesztd o-faktor
génjével, amit a pBR322 plazmid EcoRI helyére k16-
noztunk, amely pBR322-b6l a HindIII és Sall helye-
ket kivégtuk. A pAB112 a pAB101 plazmidb6l szér-
mazik, amely utébbi részleges Sau3A fragmensen
hordozza az élesztd o-faktor génjét; a fragmenst az
YEp24 plazmid BamHI helyére klénoztuk. A
pAB101 plazmidot gy kaptuk, hogy YEp24 plaz-
middal éleszt6 genomiélis konyvtérat (génbankot) 41-
litottunk eld, majd enzimatikusan 3?P radioaktivan
jelzett szintetikus oligonukleotid-prébdval szkrinel-
tiink., A préba homoldg a publikdlt a-faktor k6doléré-
gi6val [Kurjan és Herskowitz, Abstracts (1981), Cold
Spring Harbor meeting on the Molecular Biology of
Yeasts, 242. oldal]l. A fenti mdveleteket ugyancsak
Urdea ismertetett médszerével végezzik.

A kapott keverékkel E.coli HB101 sejteket transzfor-
mélunk, és izoldljuk az IGF I és IGF II szekvenciét hor-
doz6 pAB113-IGF-I pAB113-IGF-II plazmidokat. Az
IGF I és IGF II struktirgéneket hordozé pAB113-IGF-I
és pAB113-IGF-1I plazmidokat EcoRI enzimmel teljesen
emésztjiik, és a kapott fragmenseket f516s mennyiségben
jelen levé EcoRI-BamHI adaptermolekuldkkal ligéljuk,
végiil BamHI restrikciés endonukledzzal emésztjik.

A reakcibelegyben 5-5 pg plazmid DNS-t haszné-
lunk. A kapott 1,8 kb nagységti BamHI fragmenseket
preparativ gélelektroforézissel izolaljuk, és a kdzelitd-
leg 100 ng-nyi mennyiségd fragmenseket 100 ng
pC1/1 plazmidhoz ligaljuk, amely plazmidot el6zéleg
BamHI endonukledzzal teljesen emésztiink, és alkali-
kus foszfatédzzal kezeliink.

A pCl/1 plazmid a pIDB219 egy szérmazéka
[Beggs, Nature, 275, 104. (1978)], a plazmidban a
pMB9 (pJDB219) bakteridlis plazmidnak megfeleld
szakaszt a pBR322-vel helyettesitettik. Mindegyik Li-
géci6s eleggyel E.coli HB101 sejteket transzformé-
lunk. A transzforménsokat ampicillin-rezisztencidjuk
alapjén szelektéljuk, és a bennik levd plazmidokat
restrikciés endonuklezdzos kezeléssel analizéljuk. Az
IGF I vagy IGF II struktirgént hordozé egy-egy
szelektalt klénb6l (pYIGF-I-10/1 és pYIGF-1I-10/1)
DNS-t izoldlunk, és ezzel ABI103 élesztSsejteket
transzformélunk. A transzforménsokat leucin pozitiv
fenotipus alapjén szelektaljuk. A fenti transzformécids
1épéseket Beggs el6z6 cikke, valamint Maniatis: Mole-
cular Cloning, Larboratory Mamel, Cold Spring Har-
bor Press, (1982) szerint végezziik.

A pYIGF-1-10/1 plazmiddal transzformdlt AB103
(a,pep 4-3, leu 2-3, leu 2-112, ura 3-52, his 4-580)
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élesztGtorzset S és 9 literes tenyészetben 30 °C hémér-
sékleten novesztjik -leu-tdptalajban addig, mig a te-
nyészet optikai stirdsége 650 nm-en 5 lesz, majd ezutén
tovabbi 12 éran 4t tenyésztiink 30 °C hémérsékleten,
Centrifugélssal mindkét tenyészetbdl Gsszegydijtjik a
sejtfeliildszét, és az IGF I polipeptidet ioncseréld osz-
lopon (Biorex-70, Bio-Rad Laboratories, Inc., Rich-
mond, California) abszorbedlva koncentraljuk. A ter-
méket 10 mmél hidrogén-kloridot tartalmazd, 80%-os
etanollal eludljuk, a 0,4 ml és 3 ml térfogatd IGF I
frakcikat teljes proteintartalomra és IGF I koncentréd-
cibra vizsgljuk. A proteintartalmat Coomassie Blue
médszerrel hatirozzuk meg (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Richmond, Califomnia).

Az IGF I koncentrici6t az ismert kompetitiv radio-
immunassay-vel mérjiik, radioaktivan jelzett IGF I-et
hasznélva. Az eredményeket az aldbbiakban kozol-
jik:

Vizsg. Térfogat Koncent- Ossz- IGF-I
szdma rilds utini  protein
térfogat
1. 5liter 0,4ml 50mg/ml 3,75 mg/ml
2. 9liter 30ml 29mg/ml 3,00mg/ml

A mérést Zapf és munkatérsai: J. Clin. Invest. 68:
1321-1330 (1981) szerint végezzik.

Az IGF I mérés azon alapszik, hogy a peptid sziner-
gista hat4sti a galambbegy-prolaktinra adott valaszénak
erdsitésében [Anderson és munkatirsai, Somatome-
dins/Insulin-Like Growth Factors, Spencer szerkeszté-
se, Walter deGruter, Berlin (1983)]. A biolégiai mérés
alatdmasztja, hogy a készitményekben levd IGF I ter-
mék azonos hatésd a humén szérumbdl izolélt autenti-
kus IGF I termékkel.

A fentiekhez hasonléan tenyésztve az AB103 (pYI-
GE-II-10/1) torzset, és humén placentamembréin radio-
receptorassay-vel meghatérozva az IGF II koncentréd-
ci6t [Spencer és munkatdrsai, Act. Endocrinol,, 91,
36-48. (1979)], dgy taldltuk, hogy a tenyészetekben
3,9 egység/ml, mig a norm4l humén szérumban 1 egy-
ség/ml IGF II aktivitds van.

A taldlmény szerinti eljéréssal dj DNS-molekuld-
kat 4llitunk el6, ezek a humd4n inzulinszerd nvekedé-
si faktor (I) kifejezésére, termelésére és szekrécidjira
hasznélhaték. Tehét olyan polipeptidet 4llithatunk
el6, amely azonos szekvencidji a természetesen el-
fordul6 humén I inzulinszerd ndvekedési faktorral. A
szekrécié biztositdsdval adott sejtpopuldciébél nagy-
mértékben megndvekedett hozamot biztosithatunk, és
az ezutdn kovetkezd izoldldsi és tisztitdsi 1épések
egyszersodnek.

Biér a taldlm4nyt annak szemléltetése sorén részlete-
sen ismertettiik, és péld4t adtunk meg a vildgos érthet6-
ség kedvéért, nyilvanval6, hogy a taldlmény oltalmi
korének szikitése nélkill bizonyos véltoztatdsokat és
médositisokat eszkozolhetiink.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljérds humén inzulinszerd I vagy II novekedési
faktorok (IGF) hatékony eldallitiséra megfeleld gazda-
mikroorganizmusban, azzal jellemezve, hogy
i) egy IGFIvagy IGFII polipeptidet k6dol6 DNS-

szekvenciét allitunk el6, ezt az IGF I vagy IGF I
polipeptidet kédol6 DNS-szekvencit megfeleld
leolvasisi fizisban osszekapesoljuk egy olyan
DNS-szekvencidval, amely az adott gazdaszerve-
zet 4ltal felismert szekrécis vezér és processzor
szignalszekvencidkat hatfroz meg, ezek 3’ irdny-
ban helyezkednek el az Gket transzkripci6s szinten

5

10

szabilyoz6, a gazdaszervezet 4ltal felismerhetd
transzkripci6s régi6t6l; az igy kapott DNS-mole-
kul4val gazdaszervezetet transzformalunk;

ii) a transzformélt sejteket tenyésztjilk; és

iii) a transzformélt gazdasejtek tenyészetébdl izoléljuk
a szekret4lt humén IGF I vagy IGF II polipeptide-
ket.

2. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy a gazdaszervezet 4ltal elényben részesitett kodo-
nokat tartalmaz6 szintetikus IGF-gént alkalmazunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy humén IGF-génként egy alabbi nukleotidszekven-
ci4jd szintetikus IGF I gént alkalmazunk:

GlyProGluThrLeuCysGIyAlaGluLethlAspAIaLeuGln
5°- GGTCCAGAAACCTT GTGTGGTGCTGAATTGGTCGATGCTTTGCAA
CCAGGTC'ITI‘GGAACACACCACGAC’ITA-ACCAGCTACGAAACGTI‘

PheValCysGlyAspArgGlyP heTyrPheAsn
TTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCAACA

LysProThrGlyTyrGlySerS erSer
AGCCAACCGGTTACGGTTCTTCTTCT

AAGCAAACACCACTGTCT CCAAAGATGAAGTI‘G’ITCGGTI‘GGCCAATGCCAAGAAGAAGA

ArgArgAlaPro GInThrGlyIleValAspGluCysCys PheArgSerCysAspLeuArg
AGAAGAGCTH CCACAAACCGGTATCQTTGACGAATGTTGTI‘I‘ CAGATCTTGTGACTTGAGA

TCTTCTCGAGGTGTTTGGCCATAGCAACTG CTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACTCT

ArgLeuGluMetTyrCys AlaProLeuLysProAlaLysSerAla
AGATTG GAAATGTACTGTGCTCCATI‘GAAGCCAGCTAAGTCI‘GCI‘—B ’
TCTAACCTI'I‘ACATGACACGAGGTAACITCGGTCGAIIT CAGACGA

4, Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy hum#n IGF-génként egy aldbbi nukleotidszekven-
ci4ji szintetikus IGF I gént alkalmazunk:

AlaTyrArgProSerGluT

hrLeuCysGlyGlyGluLeuValAsp

5’- GCTTACAGACCATCCGAAACCTT! GTGTGGTGGTGAATTGGTCGAC
CGAATGTCTGGTAGG CTTTGGAACACACCACCACTTAACCAGCTG

ThrLeuGInPheVaICysGlyAspArgGlyPheTerheSerArgProAIaSerArgVal
ACCTTIG CAATTCGITI‘GTGGTGACAGAGG’I'ITCTACITCTCCAGACCAG CTTCCAGAGTT
TGGAACGITAAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGAIGAAGAGGTCI’GGTCGAAGGTCTCAA

SerArgArgSerArgGlyIIeValGluGIuCysCysPheArgS erCysAspLeuAlaleu

TCTAGAAGATCCAGAGGTATCGTTGAAGAATGTIGTTTICA GATCTTGTGACTTGGCITTG

AGATCTTCTAGGTCT CCATAGCAACTI'CITACAACAAAGTCTAGAACACTGAACCGAAAC

LeuGluThrTyrCysAlaThrProAlaLyss erGlu
TTGGAAACCTACTGTGCTACCCCAGCTAAGTCTGAA-3
AACCTTTGGATGACACGATGGGGTCGATTCAGACIT

5. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal Jellemezve,
hogy gazdasejtként élesztGsejtet hasznélunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy gazdasejtként Elesztésejtet, €s hordozé DNS-ként
az Eleszt6 két mikronos plazmidjinak egy szérmazékét
hasznéljuk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljérds a humén inzulin-
szerd novekedési faktor (IGF) el64llitdsara élesztében,
azzal jellemezve, hogy

8
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elgallitunk egy olyan els6 DNS-fragmenst, amely
tartalmaz egy IGF-polipeptidet meghatdroz6 els¢ DNS-
szekvenciét, és ennek k6dol6szaldnak 5°-vége a neve-
zett DNS-szekvencia els6 bézisa mellett, vagy att6l 3’
irfnyban helyezkedik el;

egy olyan mésodik DNS-fragmenst allitunk el6,
amely egy mésodik, az élesztsejtek 4ltal felismerhetd
szekréci6s és processzorszignélokat k6dolé DNS-szek-
venci4t tartalmaz, és kédol6szalénak 3'-vége a nevezett )
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processzorszignal utolsé bézisa mellett, vagy ettél 5°
irdnyban taldlhat6, és a nevezett els6 és mésodik frag-
mens legaldbb egyikének vége a kédolészekvencién
beliil helyezkedik el, aminek eredményeképpen bézis-
péarok esnek ki;

a nevezett elsd és masodik DNS-fragmenseket a ne-
vezett elsd és masodik DNS-fragmensek hidnyzé bézis-
pérjait koédolé adaptermolekuldval Osszekapesoljuk,
amikor a nevezett elsé és mésodik DNS-fragmens azo-
nos leolvasési fazisba keriil;

az els§ fragmenst6l 3’ irdnyba és annak szomszédsé-
géba egy termin4ci6s kodont épitiink be, majd

a kapott gént éleszt6 expressziés vektorba klénozzuk
és kifejezziik.
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8. A 7. igénypont szerinti eljirds IGF elGéllitis4ra,
azzal jellemezve, hogy IGF-ként IGF I-et fejeziink ki.

9. A 7. igénypont szerinti eljirds IGF elGéllitdsara,
azzal jellemezve, hogy IGF-ként IGF II-t fejeztink ki.

10. A 7. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy a baktériumok 4ltal felismerhetd replikécidés rend-
szert tartalmaz6 expressziés vektort alkalmazunk.

11. A 7. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy az éleszt6 2 mikronos plazmidjibél, vagy annak
egy részébdl 4116 élesztd replikcids rendszert tartal-
mazb expresszi6s vektort alkalmazunk.
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