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KIVONAT

A jelen taldlmdny segitségével ki lehet fejezni a CD-4 re-
ceptor fehérjéb8l szdrmazé HIV kot8 fehérjéket E. coliban, Strep-
tomycesben és éleszt8ben, és az igy keletkezett fehérjét E. coli
és Streptomyces esetében ki lehet védlasztani a fermentdcids tdp-
kozegbe. Az E. coli esetében a kivdlasztds OMPA vezet8 szekven-
cidval képzett fizibés fehérje formdban torténik. A jelen taldl-
many ismerteti a rekombindns kifejezéshez sziikséges vektorok elf-
4111t4s4t &s alkalmazdsét is, amely vektorok HIV k&t8 fehérjét
kédolé DNS-t tarfalmaznak valamely szabdlyozé elemmel mikod8ké-—

pesen dsszekapcsolva.

S

w_\\
N \‘_\\/
N

—

66047-3072-GI



134

eoee oo es ooee ]
LI e

$52/99 G /93

A :

00500-=

; 1797
o KOZZETETELI <9
épviseld o
' PELDANY 57
DANUBIA SZABADALMI IRODA o
(L2275 /),
Ct2Po) oL

ELJARAS HIV-MEGKOTS PROTEINEK KIFEJEZESERE
Smithkline Bechman Corporation, Philadelphia,

Pennsylvania, AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

Feltaldldék: ARTHOS James, Ann Arbor, Michigan
BRAWNER Mary Ellen, Wayne, Pennsylvania
CLARK Philip Ernest, Wayne, Pennsylvania
DEEN Keith Charles, Paoli, Pennsylvania
FORNWALD James Allan, Norristown Pennsylvania
GORMAN Jessica Angell, Newtown Square, Pennsylvania
SATHE Ganesh Madhusudan, King of Prussia, Pennsylvania
SWEET Raymond Whitney, Bala Cynwyd, Pennsylvania
TAYLOR Dean Perron, King of Prussia, Pennsylvania

AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

A bejelentés napja: 1989.02.22.

Els8bbsége: 1988.02.24, (160 463) AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

66047-3072-GI



o ®ess o0 ve oo
. . o LN LN
. . (XY ] . [ xXx
L)
.

A jelen taldlmdny tdrgya eljdrds oldhaté CD-4(sCD-4) fehér-
jékb8l szdrmazé HIV kot8 fehérjék elfdllitdsdra. A taldlmény el-
s8sorban vektorok olyan konstrukcidjdra vonatkozik, amelyek HIV
kot8 fehérjék kifejezésére alkalmasak E. coli-ban, Streptomyces-—
ben és éleszt8ben.

Az aldbbiakban roviden vdzoljuk a taldlmidny szakirodalmi hét-
terét.

A humdn T-sejt glikoprotein, a CD-4 (kordbban gyakran nevez-
ték Th—nek),egyike a szdmos nem polimorf T limfocita feliileti re-
ceptor fehérjének, amelyek érintve vannak a hatékony T sejt-cél-
sejt kolcstnhatds kozvetitésében.

A humédn CD-4(T-4) receptor cDNS szekvencidja ismert [Maddon
és munkatdrsai: Cell 4_2, 93(1985)]. A teljes CD-4 elb-fehérje
szekvencia 458 aminosav hosszisdgd, amely tartalmazza a vélt 23
aminosavas kivdlasztdsi vezet8, 372 aminosavas feliileti (V1_VA)’
23 aminosavas transzmembrédn és 40 aminosavas citoplazmds tarto-
ményokat. A felﬁletitartmmmw négy, korldtozott (20-30 %) homo-
16gidjui teriiletet mutat a vdltozd (V) és csatlakozé (J) immun-
globulin teriiletekhez. Az 6t intron-exon hatédrteriilet a feliileti
tartoményban ezen V-J teriiletek csatlakozdsdhoz k&zel talidlhat$.

A humdn immunhidny virus (HIV), a szerzett immunhidny szind-
réma (AIDS) eldidéz8je, hatdrozott affinitdst mutat a CD-4 limfo-
citdkhoz. A virus kotést a CD-4-hez a virus burkolat gp120 gli-
koproteinje kdzvetiti. A CD-4 fehérjét 1lizdlt, HIV-vel fert8zott
sejtekkel egyiitt lehet kicsapni anti-env antitesttel és forditva,
gp120-at anti-CD-4 monoklondlis antitesttel egyiitt lehet kicsapni,
igy mutatva be, hogy a virus-kétést CD-4-hez a virus burok gp120

fehérjéje kozvetiti.
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Nemrégiben tobb tudomdnyos kutatd is beszdmolt olyan felfe-
dezéseir8l, amelyek a CD-4 és az AIDS fert8zés kolcsonhatdsara
vonatkoznak, eml8s sejtrendszerekben kifejezett CD4 szdrmazékot
alkalmazva.

Deen és munkatérsai [Nature 331, 82(1988)] beszdmoltak az
sCD-4 iz0l4l4sdrdl és kifejezésér8l szdmos celluldris kdrnyezet-
ben. Az sCD-4 a CD-4 oldhaté szdrmazéka, amelyb8l hidnyzik a CD-4
transzmembrdn és citoplazmds tartomdnya.dfhr-hidnyos kinai hor-
csdg petefészek (CHO) sejtvonalat alkalmazva bemutattdk, hogy a
- kifejezett sCD-4 megdrzi a CD-4 szerkezeti és biolégiai tulajdon-
sdgait a sejtfeliileten, k6t6dik a HIV gp110 burkolati fehérjéjé-
hez és gdtolni képes a CD-4% limfocitdk kotését.

Traunecker és munkatdrsai [Nature 331, 84(1988X] beszdmolnak
sCD-4 felhaszndldsidrdl a virus célsejthez valdé kot8désének gdt-
l4sdra. A megadott adatok a HIV fertfzés in vitro gdtldsdt mutat-
jédk az sCD-4 rekombindns formadjat alkalmaszva.

Fisher &s munkatérsai [Nature 331, 76(1988ilaz sCD-4 tiszti-
t4dsdrdl szdmolnak be CHO-b6l, valamint ennek alkalmazdsirdél ha-—
tdsos inhibitorként.

Hussey és munkatirsai [Nature 331, 78(1988)] beszdmolnak a
Baculovirus kifejez8 rendszer alkalmazdsdrdél sCD-4 el8dllitdséra,
amelyr8l dgy taldltdk, hogy gitolja a virus—-indukdlt sejtfizidt
(syncytium képz8dés) és a HIV fertdzést a gp120 kifejezd sejtek-
hez vald kot8déssel. Azt is kimutattédk, hogy az sCD-4 fehérje,
gy tfinik, nem gdtolja a II. osztdly-fajlagos T-sejt kdlcsonhatéd-
sokat.

Smith és munkatdrsai [Science 238, 1704(1987)] szintén beszi-

molnak a CHO emlds sejt rendszer alkalmazdsdrdél sCD-4 termelésére.



Olyan sCD-4 fehérje termelésér8l szdmolnak be CHO sejtekben,
amelyr8l kimutathaté, hogy HIV gp120 burkolati fehér jékhez kotd-
dik és semlegesiti a HIV-1 fert8z8képességét in vitro. Az adatok
azt jelzik, hogy az sCD-4-et lehet alkalmazni alapként AIDS fer-
t8zés terdpids kezeléséhez.

Tovdbbra is igény van azonban bakteridlis és alacsonyabb-
rend{i eukariéta rendszerekre sCD-4 fehérjék kifejezéséhez.

Az aldbbiakban roviden sszefoglaljuk a taldlmédnyt.

A jelen taldlmény azon a felfedezésen alapul, hogy a CD-4
fehérje HIV k6t8 funkcidjidt ki lehet fejezni E. coliban, és azon
a felfedezésen, hogy az ilyen HIV k&td fehérjét ki lehet vdlasz-—
tani a fermentdcids tépkozegbe. Pontositva tehdt a jelen taldlmény
olyan E. coli kifejez8 vektorra vonatkozik, amely HIV kot8 fehér-
jét tartalmaz mfikcd8képesen Osszekapcsolva valamely szabdlyozé
elemmel.

A jelen taldlmény azon a felfedezésen is alapul, hogy a CD-4
fehérje HIV k5t8 funkcidjat ki lehet fejezni Streptomycesben, és
azon a felfedezésen, hogy az ilyen HIV koté fehérjét ki lehet véa-
lasztani a fermentdcidés tdpkdzegbe. Pontositva tehdt a jeien ta-—
1l41mény olyan Streptomyces kifejezé vektorra vonatkozik, amely
HIV kot8 fehérjét tartalmaz miikod8képesen Osszekapcsolva valamely

szabdlyoz6 elemmel.
A jelen taldlmdny azon a felfedezésen is alapul, hogy a CD-4

fehérje HIV k6t6 funkcidjdt ki lehet fejezni élesztdben. Pontosit-
va tehdt a jelen taldlmdny olyan éleszt8 kifejezd vekorra vonat-
kozik, amely HIV kot8 fehérjét tartalmaz mhkodéképesen Gsszekap-
csolva valamely szabdlyozd elemmel.

A jelen taldlmédny azon a felfedezésen is alapul, hogy az

OMPA vezet8 szekvenciidt lehet alkalmazni a héter.oldg fehérjék
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kivitelére . E. colibél. Részletesebben tehdt a jelen
taldlmédny olyan E. coli kifejez8 vektorra . is vonatkozik, amely
E. coliban képzett, kivihetd8 fehérjéket fejez ki; ez a vektor egy
kédolé DNS szekvenciit tartalmaz valamely szabdlyozd elemmel ope-—
rativan Osszekapcsolva, ahol a kédoldé DNS szekvencia az X-Y fehér-
jét kédolja, ahol X egy OMPA vezetd szekvencia és Y egy heterolég
fehérje.

Az aldbbiakban a taldlmdny részletes leirdsdt adjuk meg.

A jelen taldlmdny szerint CD-4 receptorbdl szidrmazd HIV
k6t8 fehérjét fejeziink ki alkalmas mennyiségben gydgydszati és/
vagy megelbz8 szerként vald felhaszndldsra, hogy meggdtoljuk a
kezdeti HIV fertd8zést és meggdtoljuk a HIV sejtbdl sejtbe vald
adtjutdsdt a gazdaszervezet fertbzését kovetlen; a HIV-limfocita
kotés gidtldanyagainak 4tvizsgdldsdban valdé felhaszndlésra; cD-4"
limfocita funkcidk gdtldanyagaként vald felhaszndldsra; vagy més
célld felhaszndldsra, amint ezt a kés8bbiekben leirjuk. A fehérjék
mind rendelkeznék a CD-4-b81 valdé HIV ko6t8 funkcidval. Az ilyen
fehér jékre elényos példdk az sCD-4 fehérjék és ennek szdrmazékai.
Az sCD-4 fehérjék a CD-4 szdrmazékai, amelyekbél hidnyzik a CD-4
transzmembrdn és citoplazmds tartomdnya. Az sCD-4 fehérjékre pél-
dékat irnak le kiilonbozd kﬁzleményekben.[Eﬁsher és munkatirsai és
Hussey és munkatdrsai: Nature 331, 76-88 (1988); Smith és munka-
t4rsai: Science 238, 1704(1987)]-

Az itt példaként felhozott sCD-4 fehérjérdl, amelyet SKBsCD-
4—nek is neveznek, Deen és munkatdrsai szdmolnak be a fentebb
idézett munkdban, a 83. oldalon. Ezt az aldbbi aminosav- és nuk-
leotid szekvencidval mutatjuk be. A szekvencia mutat egy 5'-nem

transzlatdlt teriiletet és egy CD-4 cDNS-b6l szdrmazdé vezetd szek-
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vencidt, amelyr8l Maddon és munkatdrsai szdmolnak be [Cell 42, 93
(1985)]. Az érett SKBsCD-4 els8 aminosava, ahogyan CHO sejtek ré-
vén kifejez8dik és kivdlasztdédik, a 151-153 bdzispdrok 4dltal ké-
dolt lizin. A transzmembridn tartomdny ki van iktatva a CD-4 cDNS
restrikcids hasitédsdval Hpall-vel az 1252 bdzispdrndl és egy kap-
¢so0lé (linker) beiktatdsdval ide, amely helyredllitja az 1253-
1257 bazispdrokat és amely transzldcids stop kodont, TAA-t vezet
be a C-termindlis valin utdn. Amint err8l Maddon és munkatdrsai
beszdmolnak, az érett CD-4 els8 hdrom aminosava glutamin[famely
itt (-)2 aminosavként van bemutatva] —-glicin Eamely itt (-)1 ami-
nosavként szerepel] —aszparagin [amely itt lizinként jelentke-
zik (+)1 aminosavként]. Egyébként az aldbb bemutatott szekvencia

azonos azzal, amelyr8l Maddon és munkatdrsai beszdmoltak.

10 30 50
CAAGCCCAGAGCCCTGCCATTTCTGTGGGCTCAGGTCCCTACTGCTCAGCCCCTTCCTCC

70 90 110
CTCGGCAAGGCCACAATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGCTGCAA

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuLeuValLeuGln

120 150 170
CTGGCGCTCCTCCCAGCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGGGCAAAAAAGGGGAT
LeuAlaleuleuProAlaAlaThrGinGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAsp

-9 -1 +1
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190 210 230
ACAGTGGAACTGACCTGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAAAAC
ThrValGluLeuThrCysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsn

250 270 290
TCCAACCAGATAAAGATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAG

SerAsnGlnIlelysIleLeuGlyAsnGlnGlySerPheLeuThrLysGlyProSerLys

310 330 350
CTGAATGATCGCGCTGACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGAAACTTCCCCCTGATC

LeuAsnAspArgAlaAspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPheProLeulle

370 390 410
ATCAAGAATCTTAAGATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGGACCAGAAG

IlelysAsnLeulysIleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAspGlnLys

430 ' 450 470
GAGGAGGTCCAATTGCTAGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTGCTTCAG
GluGluValGlnLeuLeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuLeuGln

104

490 510 530

GGGCAGAGCCTGACCCTGACCTTGGAGAGCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATGT

GlyGlnSerLeuThrLeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCys

550 570 590
AGGAGTCCAAGGGGTAAAAACATACAGGGGGGGAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTGGAG

ArgSerProArgGlyLysAsnIleGIinGlyGlyLysThrLeuSerValSerGlnLeuGlu
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610 630 650
CTTCAGGATAGTCCCACCTGGACATCCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAGGTGGAGTTC
LeuGlnAspSerGlyThrTrpThrCysThrValLeuGlnAsnGlnLysLysValGluPhe

151

670 690 710
AAAATAGACATCGTGGTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAG
LysIleAsplleValValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGlu

183

730 750 770
GGGGAACAGGTGGAGTTCTCCTTCCCACTCGCCTTTACAGTTGAAAAGCTGACGGGCAGT

GlyGluGlnValGluPheSerPheProLeuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySer

790 810 830
GGCGAGCTGTGGTGGCAGGCGGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTGGATCACCTTTGAC

GlyGluLeuTrpTrpGlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAsp

850 870 890
CTGAAGAACAAGGAAGTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATGGGC

LeulysAsnLysGluValSerValLysArgValThrGlnAspProLysLeuGlnMetGly

910 930 950
AAGAAGCTCCCGCTCCACCTCACCCTGCCCCAGGCCTTGCCTCAGTATGCTGGCTCTGGA

LysLysLeuProLeuHisLeuThrLeuProGlnAlaLeuProGlnTyrAlaGlySerGly
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970 990 1010
AACCTCACCCTGGCCCTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTGGTG

AsnLeuThrLeuAlaLeuGluAlaLysThrGlyLysLeuHisG1lnGluValAsnLeuVal

1030 1050 1070
GTGATGAGAGCCACTCAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGGTGTGGGGACCCACCTCC

ValMetArgAlaThrGlnLeuGlnLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSer

1090 1110 1130
CCTAAGCTGATGCTGAGCTTGAAACTGGAGAACAAGGAGGCAAAGGTCTCGAAGCGGGAG

ProLysLeuMetLeuSerLeulysLeuGluAsnLysGluAlaLysValSerLysArgGlu

1150 1170 » 1190
AAGGCGGTGTGGGTGCTGAACCCTGAGGCGGGGATGTGGCAGTGTCTGCTGAGTGACTCG

LysAlaValTrpValleuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeuLeuSerAspSer

1210 ’ 1230 1250
GGACAGGTCCTGCTGGAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACATGGTCCACCCCGGtgtaa
GlyGlnValLeuleuGluSerAsnIleLysValLeuProThrTrpSerThrProValVége
351 369

1270

tggecgectetaga

Csonkitott sCD-4-ek és ezek szdrmazékai, amelyek lényegében
meglérzik az sCD-4 HIV k&t affinitdsidt, szintén kifejezhetbk a
jelen taldlmény szerint. Ezek k&ziill a csonkfitott szdrmazékok ko-

ziil eldnyosek azok a fehérjék vagy polipeptidek, amelyek a V1 és
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V2 teriiletek HIV k5t8 teriiletét tartalmazzdk, amelyek mintegy az
1-182 aminosavakon beliil vannak. A fentebb bemutatott szekvencid-
ra utalva egyik adott példa az itt V1J4-nek nevezett fehérje,
amely a (-)2-104(N-glutamin-glicin-1izin-4tk&t8 rész-alanin-asz—
paragin-szerin-C) aminosavakkal bir a 351-369(-glicin-glutamin-
valin-4tkst8 rész-treonin-prolin-valin-C) aminosa&akhoz <. fu-
ziondlva. Egy mdsodik példa az itt VAV2J4-nek nevezett fehérje,
amely a (-)2-183(N-glutamin-glicin-1izin-4tk5t8 rész-lizin-ala-
nin-szerin-C) aminosavakkal bir a 351-369 aminosavakkal fuziondl-
~va. Egy harmadik példa az itt YV1-nek nevezett fehérje, amely a
(-)9-151(N-alanin-leucin—-4tkst8 rész-leucin-glutaminsav-leucin-C)
aminosavakat tartalmazza. Egy negyedik példa az itt SKBYsCD-4-nek
nevezett fehérje, amely a (-)9-369 aminosavakkal bir. Ezen HIV
koté fehérjéknek mindegyike, pl. OKT4A kotésre alapozva, rendel-—
kezik az sCD-4 fehérjék, kiilonssen az SKBsCD-4 HIV k&t8 tulajdon-—
sdgdval, és méginkdbb rendelkezik az sCD-4 fehérjék, f8leg az SKB
sCD-4 V1 és V2 teriileteinek HIV k&6t8 tartomdnydval.

Azokon a fehérjéken kiviil, amelyeket itt specidlis példaként
megadunk, azok, akik a szakteriileten jartasak, kdnnyen meg tud-
nak alkotni DNS kédoldé szekvencidkat tovdbbi sCD-4 szidrmazékok—
hoz. Az ilyen szdrmazékok lényegében megdrzik az sCD-4 fehérjék
HIV kot8 funkcidéjdt, azaz a fehérje kot8dése a gp120 HIV env fe-
hér jéhez nincs jelent8sen kdrosfitva. Igy pl. barki alkothat olyan
szdrmazékot, amely csak a V1 teriilettel bir, pl. a mintegy 1-94
aminosavakat vagy szdrmazékait, amelyek a CD-4 V1 teriiletének
csak egy részével birnak. Bdrki megalkothatja ezeknek a fehér-
Jéknek olyan szdrmazékait is, amelyek lényegében az itt példaként

felhozottakkal azonosak, csak éppen egy vagy alig néhdny amino-
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sav ki~ vagy be van iktatva, vagy helyettes{tve van.

Egy mdsik mdédszer szerint egy hibrid fehérjét, pl. egy transz-
ldcidés fuzids fehérjét alkothatunk meg egy sCD-4 fehérje és hor-
dozé fehérje, mdsik antigén vagy valamely mAsik sCD-4 molekula ko—
z0tt, hogy poli-sCD-4 molekuldt alkossunk meg. Egy még tovdbbi
médszer szerint az sCD-4 kiiktatdsos (delécids) mutdnst szinteti-—
kusan konjugdlhatunk egy hordozdé molekuldhoz.

Az sCD-4 molekuldk affinitédsdt HIV-hez versengl kotési vizs-—
gdlattal mutathatjuk ki olyan sCD-4 molekuldt alkalmazva, amely
ismert aktivitdssal bir, vagy olyan antitesteket alkalmazva, amely
felismeri a CD-4 receptort, mint pl. az OKT-4 és OKT4A. A jelen
taldlmdny alkalmas sCD-4 fehérjéi szelektiven kicsapdédnak kondi-
ciondlt tdpkdzegb8l OKT4A-val, amint ezt a kés8bbi példdkban be—
mutatjuk. A CD-4 fragmentumait és szdrmazékait kémiai dton is el§-
dllithatjuk kifejez8dés utdn, vagy genetikailag 4llithatjuk el§

a kifejezd8dés el8tt a kédold szekvencia manipuldldsdval a vezet§
és/vagy extraceliuléris teriiletnél.

Az sCD-4-et vaéy az ebb8l szdrmazd. HIV kot8 fehérjét kédo-
16 DNS szekvencidt megkaphatjuk pl. a gén szintetizdl4dsdval az
ismert DNS szekvenciit alkalmazva, a szekvencidn alapuld standard
klénozdsi technikédkkal és djra izoldldssal a fehérje kimutatdséd-
val; pl. CD-4 kifejez8 sejtvonalakbdél vald cDNS klénok 4tfertBzé-
se és azonositds a fehérje ellen irdnyuld antitestekkel (1l4sd
Maddon és munkatdrsai fentebb idézett munkidjdt).

Az adott sCD-4 fehérje kédold szekvencidjidt hordozd cDNS
klénokat oligonukleotid hibridizdcids vizsgdldé mintdk alkalmazid-—
sdval azonosithatjuk. Ezeket a vizsgdldé mintdkat a fehérje adott

szekvencidjdra alapozva tervezhetjilk. Amikor azonositottunk egy
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széban forgd kédold szekvencidt hordozé klént, a fehérje kédold
szekvencidjdt kimetszhet jiikk restrikcids enzimek alkalmazdséval

és beiktathatjuk klénozé és/vagy kifejez8 vektorokba. Egy kifejez8
vektorban az sCD-4 fehérje kédold szekvencidja operativan Ossze van
kapcsolva az A&t{irdshoz, transzldcidhoz és a kédold szekvencia fel-
dolgozdsdhoz szilkkséges vagy kivédnatos szabdlyozdé funkcidkkal.

A jelen taldlmény kivitelezésénél E. coliban egy DNS kédolé
szekvencia, amely a HIV k6t8 fehérjét, pl. az sCD-4-et vagy szér-
mazékait kédolja, operativan Ossze van kapcsolva egy szabdlyozé
elemmel egy DNS vektoron beliill az E. coli transzformdlédsédhoz.
Szédmos gram negativ, ilyen szabdlyozd elemeket tartalmazé bakte-
ridlis kifejez8 vektor 411 rendelkezésre. A szabdlyozd elem magi-
ban foglal egy promotort, amely hat az RNS polimerdz kotésre és
dtirdsra. Szabdlyozhaté, pl. indukélhaté vagy depresszdlhatdé pro-
motorok az el8nydsek. Haszndlhatdé promotorok széles valasztéka
411 rendelkezésre heteroldg polipeptidek kifejezésére E. coliban.
Ezek kdz5tt taldljuk a trp promotort és a lambda PL promotort
tlésd pl. a 4,578,355 lajstromszédmd amerikai egyesiilt 4llamok-beli
szabadalmi leirdst, valamint Courtney és munkatédrsai kdzleményét:
Nature 313, 149 (19852]. A szabdlyozé elem legel8nydsebben magi-
ban foglal egy vezet8 szekvencidt a HIV kot8 fehérje szdllitdsd-
hoz a sejtmembrdnra vagy azon keresztiil, mivel a jelen taldlmény
szerint felfedeztilkk, hogy a HIV kot8 fehérjét ki lehet vdlasztani.
Az egyik vezetd szekvencia, amelyrél kimutatjuk, hogy fehérjét
sz4l1lit 4s az E. coli kiilsd membrdnon a Bacillus licheniformis
penicillindz génjének vezet8 szekvencidja [lésd Sarvas és munka-
térsai: J. Bacteriol. 155, 657(1983)1-

Példaként itt els8sorban a kiils6 membrédn "A" poliszacharid-
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hoz tartozé vezet8 szekvencidt hozzuk fel, amelyet OMPA vezet8
szekvencidnak vagy szignidl szekvencidnak neveznek [lésd Mo.vva és
munkatdrsai: J. Molec. Biol. 143, 317(1980)]. Az OMPA kédo0lé szek-

vencia tartalmaz egy olyan vezet8 szekvencidt, amely alkalmas a

HIV k5t8 fehérje kivdlasztdséra a fermentéciéé kozegbe. Azt mér
kordbban felismerték, hogy az OMPA vezetd§ szekvencidt lehet alkal-
mazni sokféle kis molekulatomegli fehérje vagy polipeptid kivdlasz-
t4sdra a tenyésztl tépkozegbe. Igy pl. az OMPA szigndl szekven-
cidt alkalmazhatjuk, hogy az SKBsCD-4-en, Vi1J4-en és VI1V2J4-en

kiviil nagy mennyiség@i (pl. tobb, mint 1-10 mg/l) aktiv humdn transz-
formdlé novekedési faktor-alfa (TGF-alfa), tumor nekrézis faktor
(TNF) és interleukin-1-béta (IL-1-béta) kiszdllitdsdt is elérhes-
siik.

Az OMPA szigndl lényegében az aldbbi 21 aminosavat foglalja
magédban: N-met-lys-lys-thr-ala-ile-ala-ile-ala-val-ala-leu-ala-
gly-phe—-ala-thr-val-ala-glu-ala-C. Egy ilyen vezetd szekvencidhoz
valé DNS k6dold szekvencidt szintetizdlhatunk ugy, hogy egy vagy
t6bb restrikcids helyet helyeziink el a C—termindlis aminosavval
szomszédosan egy kivdnt DNS kdédoldé szekvencia beiktatdsdhoz és gy,
hogy egy termindtor legyen elhelyezve a kivdnt kédoldé szekvencid-
t81 lefelé. A késBbbi példdkban bemutatunk egy szintetikus kédo-
16 szekvenciidt illusztrdlds céljéabdl.

A HIV k5t8 fehérje mini-génen kiviil, vagyis a szabdlyozé
elemhez operativan kotott kédold szekvencidn kiviil a transzformd-
l4shoz alkalmazott vektor el8nydsen tartalmaz legaldbb egy feno-
tipusos transzformdcids markert, pl. genetikai szelekcidés mar-
kert, dgymint egy antibiotikum rezisztencia gént, egy kromogén

szert vagy egy olyan gént, amely auxotrdéf mutdcidét egészit ki.
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A vektor tartalmaz még autondém replikdcidhoz sziikséges teriilete-
ket is.

sCD-4 fehérjék E. coliban valé kifejezéséhez alkalmas vek-
torok bemutatdsdra szolgidldé konstrukcidkat részletesen frunk le
a példdkban. A fehérjék e t4pkszegbe fejez8dnek ki és lidthatban
megfelelfen vannak tekeredve.

A jelen taldlmény kivitelezésénél Streptomycesben egy DNS
kédolé szekvencia, amely a HIV kot6 fehérjét, pl. az sCD-4-et
vagy szarmazékait kdédolja, operativan Ossze van kapcsolva egy sza—
badlyozé elemmel egy DNS vektoron beliil a Streptomyces transzformd-
ciéjédhoz. A szabdlyozd elem magdban foglal egy promotort, amely
hat az RNS polimerdz kotésre és dtirdsra. Szabdlyozhatd, pl. in-
dukdlhaté vagy derepresszdlhaté promotorok az elénydsek. Sokféle
alkalmas promotor 411 rendelkezésre heteroldg polipeptidek kife-
jezésére Streptomyceshez. Erre példaként emlithetjik a Streptomy-
ces galaktdéz operon galaktdéz-indukdlhatdé promotorjit [Fornwald és
munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 2130(1987)], a S. 1i-
vidans F —-galaktoziddz gén konstitutiv promotorjit [Eckhardt és
munkat4rsai: J. Bacteriol. 169, 4249(1987); Brawner és munkatér-
sai: 4,717,666 lajstromszdmd amerikai egyesiilt 4llamok-beli sza-
badalmi leiréél, és a S. longisporus tripszin inhibitor gént

(87 307 260.7 szdmi eurdpai szabadalmi bejelentés), vagy egy ids-
legesen szabdlyozott promotort, pl. azt, amelyr8l M. echinospori-
val kapcsolatban szdmoltak be‘[Baum és munkatédrsai: J. Bacteriol.
170, 71(1988)]. Az 4tiréds befejezéséhez szolgdld teriiletek Strep-
tomycesben szdmos Streptomyces gén 3' végérdl szdrmazhatnak, pl.
lehet a Streptomyces galaktéz operon végénél lev8 termindcids

szigndl vagy az a szigndl, amely a S. fradiae neomicin foszfo-
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transzferdz gén végénél taldlhatd [Thompson és Gray: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80, 8190(1983)1J A fehérje kivitelére szolgidl$
szekvencidk Streptomycesben lehetnek azok, amelyeket S. lividans
P -galaktozid4dz génbbl, a S. lividans LEP-10 génb8l (87 307 260.7
szdmd eurdpai szabadalmi bejelentés) és a S. longisporus trip-
szin inhibitor génbd8l izoldltak.

Az sCD-4 gén be van épitve egy nagyobb DNS molekuldba, amely
egy genetikai szelekcids marker rendszert tartalmaz. A szelekcids
marker rendszer lehet a nagyszdmd ismert marker rendszerek bdrme-—
lyike, dgy, hogy a marker gén szelektdlhaté uj fenotipust ad 4t
a transzformdlt sejtnek. Példdk lehetnek a Streptomyces gydgyszer—
rezisztencia gének, pl. a tiosztrepton rezisztencia riboszomdlis
metildz [Thompson és munkatdrsai: Gene 20, 51(1982)],ne0micin
foszfotranszferdz (Thompson és munkatdrsai, fentebb idézett mun-
ka), és eritromicin rezisztencia riboszomdlis metildz (Thompson
és munkatdrsai, fentebb idézett munka). A DNS molekula tartalmaz-—
hat egy Streptomycesben valdé autondém replikdldéddst szolgdld szek-—
vencidt, pl. a pIJ101 szdrmazékait [Keiser és munkatdrsai: Mol.
Gen. Genet. 185, 223(1982)], vagy egy SLP1 szdrmazék-vektort
[Bibb és munkatirsai: Mol. Gen. Genet. 184, 230(1981)]. A DNS
molekula tartalmazhat egy olyan markert is, amely lehetfvé teszi
a gén—-sokszorozdddst. Az ilyen markerek, amelyek a gén képiaszdm

sokszorozdsdt szolgdljdk Streptomycesben, magukban foglaljdk a
streptomicin rezisztencia génjét [Hornemann és munkatérsai: J.
Bacteriol. 169, 2360(1987)1 és az arginin auxotréfiit [Altenbuch—
ner és munkatdrsai: Mol. Gen. Genet. 195, 134(1984)

A kiindulédsi kifejezési tanulményokndl a CD-4 kdédold szek-

vencidt, amint az aldbbi példdkban részletesen leirjuk, a.Pgal
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szigndl szekvencidhoz fuziondljuk a f3gal szignidl peptid has{i-
t4dsi helyt8l 8 aminosavhelyre lefelé elhelyezked8 helynél. A Strep-
tomyces replikdciés funkcidkat ehhez a kifejez8 vektorhoz a pIJ702
plazmid szolgéltatja,[Katz és munkatdrsai: J. Gen. Microbiol.

129, 2703(1983)], amely a pIJ101 szdrmazéka [Keiser és munkatdr-
sai: Mol. Gen. Genet. 185, 223(1982}]. Az alkalmazott gazdatsrzs
vad tipusd S. lividans 1326 [Bibb és munkatdrsai: Mol. Gen. Genet.
184, 230(1981)]. A I!gal—sCD—4 fizids fehérjét kimutatjuk mind a
tenyészet feliiluszdéban, mind az ép sejtekben. A kisérletek egy
mésik sorozata azt mutatja, hogy az LTI promotort haszndlhatjuk,
hogy az sCD-4 fehérjék hatékonyabb kifejezését kapjuk meg.

Az LTI kifejez8/kivdlaszté vektorok analdgok a Fgal rend-—
szerrel, amennyiben a gén kifejez8dést az LTI promotor irdnyitja
és a fehérje kijutdst az LTI szigndl peptid kdnnyiti meg. Egy sor
HIV k6t6 fehérje kédoldé szekvencidit kldénozunk az LTI vektorba,
ideértve a V1V2J4—et és V1J4—ét. Ezen fehérjék mindegyikének ké-
dolé szekvencidit az LTI szigndl peptid hasitdsi helyt8l 8 amino-
savval lefelé lev8 helynél iktatjuk be. A F»gal fizibékhoz hason-
léan az sCD-4 fehérjéket Atvihetjiik a tenyészet feliiliszéba az
LTI szigndl peptid révén. A Streptomyces replikdciés funkcidkat
ismét c¢sak a pIJ101 szdrmazékok: a pIJ702 és pld351 szolgdltatjdk
(Keiser és munkatdrsai fentebb idézett munkdja).

Az SKBsCD-4, VAJ4 és V1V2J4 kifejezést az LTI kifejez8 rend-
szerb8l elfszor S.lividans 1326-ban vizsgdljuk. Mind az SKBsCD-4,
mind a V1V2J4 egyformdn oszlik meg a tenyészet feliiliszd és az
ép sejtek kozott. Bar ezek a fehérjék nem szdllitdédnak ki toké-
letesen, az intra- és extracelluldris formdk, idgy tfinik, azonos

molekulatdmeggel birnak SDS-poliakrilamid gélen vald mozgékonysd-—
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guk alapjdn megitélve. Nem vilédgos, vajon a szigndl peptid pro-
teolitikusan el van-e tdvol{itva az intracelluldris formdbdl. Az
SKBsCD-4 maximdlis szintjeit 30 mg/l-re becsiiljilk a tenyészet
feliildszdéban és az ép sejtekben. A V1V2J4 szinteket legaldbb 30
mg/l-re becsiiljiik (tenyészet feliiliszd és ép sejtek).

Az sCD-4 kifejezésénél S. lividansban szemben taldljuk magun-
kat egy problémdval: ennek fogékonysdgdval protedz aktivitdsockra.
Ezt a problémdt ki lehet kiiszobdlni vagy legaldbbis jelentdsen
csbkkenteni lehet az sCD-4 kifejezésével mds Streptomyces fajok-
ban. Az sCD-4 fehérjéket kifejezhetjilk pl. S. coelicolorban, S.
longisporusban és S. albusban. VArhaté, hogy a molekula stabili-
tdsa fokozbédik ezeket a megvdltozott gazdaszervezeteket alkal-
mazva. Az sT4 fehérje kifejezése S. longisporusban e16nyés.1ehet,
mivel ez a gazdaszervezet lényegesen kevesebb fehérjét vdlaszt
ki a tenyészet feliiliszdéba, amely tény segit a tisztitdsi 1lépés-
ben.

A jelen taiélmény kivitelezésénél éleszt8ben egy DNS kédolé
szekvencia, amely a HIV k6t8 fehérjét, pl. az sCD-4-et vagy szir-
mazékait kédolja, operativan Sssze van kapcsolva egy szabdlyozé
elemmel egy DNS vektoron beliil az élesztl transzformdldsdhoz.
Badrmilyen éleszt8 gazdaszervezetet, amely a transzformdld, klé-
nozé és kifejez8 rendszerekhez hozzdférhetf, alkalmazhatéd. A meg-—
felel8 példdk kozott taldljuk a Hansenula, Pichia, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Candida és Saccharomyces nemzetségek élesz-
t8it. Az elbnyos éleszt8 gazdaszervezet a Saccharomyces cerevi-
siae.

A szabdlyozd elem magdban foglal egy promotort, amely hatéds-—

sal van az RNS polimerdz kotésre és &tirdsra. El8nycsek a szabd-
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lyozhaté, vagyis indukdlhaté vagy derepresszdlhaté promotorok.
Sokféle alkalmas promotor 411 rendelkezésre heteroldg fehérjék
kifejezésére éleszt8ben. Ezek kozott taldljuk a rézzel indukilha-
té metallotionein gén (CUP1) promotort és a gliceraldehid-3-fosz-
f4t dehidrogendz (TDH3) és alkohol dehidrogendz (ADH) glikoliti-
kus gének konstituti{v promotordt. Az 4tirds befejezéséhez szolgd-
16 teriiletek az éleszt8ben sokféle éleszt8 gén birmelyikének 3'
végérb8l szérmaznak, ilyen pl. az izo-1-citokrdém C (CYC1) génje.

Az sCD-4 gén egy nagyobb DNS molekuldba van beépitve, amely
egy genetikai szelekcids marker rendszert tartalmaz. A szelekci-
6s marker rendszer lehet egy sor ismert marker rendszer bdrmelyi-
ke, pl. olyan marker gén, amely szelektdlhatd dj fenotipust ad 4t
a transzformdlt sejtnek. A példdk k&zt taldljuk a bioszintetikué -
enzimekhez tartozé éleszt8 géneket, pl. a foszfo-ribozil antra-
nildt izomerdzt (TRP1) vagy orotidin-5'—-foszf4dt dekarboxilédzt
(URA3) vagy a heteroldég gydégyszer-rezisztencia géneket, mint a
G419 rezisztencia vagy benomil rezisztencia (BEN1) géneket. A
DNS molekula tartalmazhat tov4dbbid egy szekvencidt éleszt8ben vals
autoném replikdcidhoz, pl. az élesztd 2 mikronos koralakd ori te-
riilletét; vagy egy kromoszomdlis autondém replikdcids teriiletet
(ARS), pl. ARS1-et, és egy éleszt8 centromérdt (CEN), pl. CEN3-
at, hogy lehet8vé v4ljék a plazmid autondém replikdciébja.

Az el8nyss kifejez8 rendszerben a HIV k5t8 fehérje kédolé
szekvencia egy olyan kédold szekvencidhoz van fuziondlva, amely
stabilizdlja a kifejez8dést, mivel azt mér kordbban felfedezték,
hogy az SKBsCD-4 egyediil gyengén fejez8dik ki; az ilyen gyenge
kifejez8dés a nem eléggé hatékony Atirdsnak és transzldcidnak

vagy a gyors fehérjelebomldsnak tulajdonithaté. Biarmely esetben



seee oo e ooee
LY (K] . e
. cee * eee

kimutatjuk, hogy egy gén-fizié terméke, amelyben egy ubikvitin
kédolé szekvencidja az SKBsCD-4 kédold szekvencidjdhoz van fuzi-
ondlva az 5' végnél, viszonylag magas szinten fejez8dik ki és el-
hasad, ubikvitint és az sCD-4 génterméket termelve.

Egy ubikvitin DNS kédold szekvencidt izoldlhatunk éleszt8-
b8l vagy mas eukaribéta sejtb8l, beleértve az emlfs sejteket, stan-
dard gén klénozdé technikdkkal. Egy mdsik mdédszer szerint ezt is-—
mert technikdkkal szintetizdlni lehet. A moduldris ubikvitin gén,
amelyet a szdéban forgéd taldlminy bemutatdsdra alkalmazunk, nukle-
otid szekvencidja az, amelyet Ecker és munkatdrsai firnak 1le [J.
Biol. Chem. 262, 3524(19872]. A szekvencia lényegében az aldbbi:
AATTCATTATGCAGATCTTCGTCAAGACGTTAACCGGTAAAACCATAACTCTAGA
AGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGACAAGGAA
GGCATTCCACCTGATCAACAAAGATTGATCTTTGCCGGTAAGCAGCTCGAGGACG
GTAGAACGCTGTCTGATTACAACATTCAGAAGGAGTCGACCTTACATCTTGTCTT
AAGACTAAGAGGTGGTTGAGGTAC

Egy szigndl peptid DNS szekvencidjit beiktatva a HIV k&té
fehérje 5' végénél elérhetjiik a fehérje kivdlasztdsdt a tenyész-—
t8 tdpkdzegbe. Az erre a célra haszndlhatdé szigndl szekvencidk
pl. éz éleszt8 pdrosoddsi faktor szigndl szekvencidja, az alfa
faktor'[Kurjan és Herskowitz: Cell 30, 933(1982)1. Ezen kiviil
kifejezb8dést érhetiink el az sCD-4 éleszt8 sejt kife jezb modul
integrdladsdval éleszt8 kromoszdémdba, amelyet sokszorozds kdvet,
olyan markereket alkalmazva, mint pl. az éleszt8 DHFR gén'a meg-—
novekedett kdépiaszdm szelektdldséra.

£1taldban a jelen taldlmény sCD-4 fehérjéit a felhaszndlt
tenyészkdzegb8l tisztithatjuk, kiilénbozd fehérjetisztitdsi

technikdkat alkalmazva, igy pl. affinitdskromatogrdfidt, ion-
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cserél8 kromatogrdfidt, hidroféb kromatogrdfidt vagy forditott
fizisd kromatogrdfidt.

Az sCD-4-et, fragmentumait és szdrmazékait affinitdskroma-
togrdfidval tisztithatjuk dltaldnos csoport-specifikus adszor-
benseket alkalmazva, pl. szénhidrdt kotést vagy festék affinités
ligandumokat; vagy olyan ligandumokat alkalmazva, amelyek fajla-
gosan k6t8dnek sCD-4-hez, pl. monoklondlis antitest vagy HIV
gp120 fehérje vagy ezek részei.

A tisztitds a sejtek szelektiv téapkdzegeken 28-45°C hémér-
sékleten végzett novesztése utdn az aldbbiakbdl‘ 411: a fermentdcid s
tdpkozeg deritése, majd a HIV k6td fehérje elkiilonitése a tapkds-
zegben jelen levd tobbi fehérjétdl. Az elbnyos eljdrdsban az sCD-4
fehérjéket a tenyészkozegb8l kromatogridfids lépések sorozatdt al-
kalmazva tisztitjuk, amelyek az sCD-4 molekula tulajdonsédgain
alapulnak.

Az sCD-4 fehérjék tisztitdsdnak egy mdsik mdédszere magédban
foglalja az sCD-4 ellen irdnyuld monoklondlis antitestek alkal-
mazdsdt. A fehérjét egy lépésben tisztithatjuk a deritett tenyész-
t8 tépkszeg dtengedésével egy affinitds gél rdgzitd8anyagon, amely—
re a fehérje ellen irdnyulé monoklondlis antitest kotve van. A
széban forgé fehérje az antitest kotShelynél az oszlopra kotddik,
mig a szennyez8 fehérjék keresztiilhaladnak az oszlopon. A fehér-
jét azutdn eludljuk az oszloprdél olyan koriilmények kézétt, hogy
az inaktivdldst megakaddlyozzuk.

Az sCD-4 fehérjék in vitro bioldgiai és immunoldgiai tulaj-
donsdgainak jellemzése azt jelzi, hogy a fehérjék értékesek az
AIDS megel8zésében és kezelésében. A tanulmidnyok azt jelzik, hogy

az sCD-4 fehérjék gy mlkddnek, mint a virus extracelluldris é&s
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virusrél-virusra valé terjedésének inhibitorai. Mivel a jelen ta-
141mdnyban leirt sCD-4-r8l, fragmentumairdél és szdrmazékairdl ki-
mutat juk, hogy gdtolja a virus kotését a cD-4% célsejtekhez te-
nyészetben, iugy véljiilk, hogy ezeknek a fehérjéknek a beaddsa fer-
t8z26tt személyeknek 1igy mlikédik, hogy gdtolja a virus extracel-
lulédris elterjedését. Ennek megfelelSen az sCD-4 fehérjék érté-
kesek mind megel8z8, mind terdpids szerként AIDS vagy AIDS-sel
kapcsolatos komplex (ARC) kezelésében.

Megel8z8 (profilaktikus) szerként az sCD-4 fehérjéket azok-
nak az egyéneknek adjuk be akiknek nagy kockdzata van ehhez a
betegséghez, vagy olyan egyéneknek, akikrd8l kimutatjuk a HIV-nek
vald kitettséget a virus elleni antitestek jelenlétével. A fehér-
je hatékony mennyiségének beaddsa a betegség korai staddiumidban
vagy ennek megjelendse eldtt ugy miikodik, hogy gédtolja a cD-4"
limfocitdk HIV 4ltali fertd8zését. Terdpids anyagként alkalmazva
az sCD-4 beaddsa HIV-vel fert8zott személyeknek gidtolja a virus
extracellulédris elterjedését.

A fdzid a HIV-vel fert6zott sejtek &s mads CD-4' limfocitdk
kozott, dgy tlnik, szintén dtja lqhet a virus elterjedésének. S8t,
a fizié lehet felelds részben a CD-4" limfocita funkcié csckkend-
séért és végil a cD-4% 1imfocitdk elfogyisdért. a fertbzstt egyé—
nekben. A sejtfdzié fiigg mind a virus burkolat géntermékektdl,
mind a CD-4 receptortdél és gdtolva lehet az OKT-4A-val, vagy ha-
sonlé monoklondlis antitestekkel (Mab) [ﬁattentau és munkatdrsai:
Science 234, 1120(1986)]. Az itt lefrt sCD-4 fehérjék akaddlyoz-
zdk a sejtfizidbét és ezidltal csdkkentik a virus sejtrél-sejtre
terjedését és a cD-4% limfocita funkcié veszteségét.

A CD-4 receptor monomorf és igy az sCD-4 fehérjékrdl ugy
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véljiik, hogy mindazoknak a virusoknak univerzilis géitldanyagai,
amelyek felismerik a CD-4 receptor feliileti tartoménydt, tehdt a
HIV-nek is.

Az sCD-4 fehérjéket alkalmazhatjuk mds szerekkel kombindlva
is, pl. mds, HIV fehérje ellen irdnyuld szerekkel Osszekapcsolva,
pl. reverz transzkriptdzzal, protedzzal vagy tat—-tal. Egy HIV el-
leni hatdsos terdpids szer megel8zheti a fert8zés virus-kdzveti-
tette, valamint sejtr8l-sejtre vald 4dtterjedését. Az sCD-4 fehér-
jéket alkalmazhatjuk mds antivirdlis szerekkel pl. azidotimidin-
nel (AZT) kombindlva is.

A jelen taldlmdny szerinti sCD-4 fehérjék hasznositdst nyer-—
hetnek CD-4" sejtmikodés gdtlbanyagaiként is extracellulédris cél-
molekuiékhoz k6t8dve, amelyek normdlisan kdlcstnhatédsba lépnek a
CD-4 receptor feliileti tartomdnydval. Szdmos tanulmdny sugallja
a CD-4-receptor kritikus szerepét az immun-tfiréképességben, féleg
az autoimmun betgéségek patogenezisében és kifejlédésében és a
gazdaspecifikus 4tiiltetés visszautasitédsdban.

Profilaktikus vagy terdpids szerként az sCD-4 fehérjéket
beadhat juk parenterdlisan, el8nydsen intravéndsan. A szert bead-
hatjuk infdzidéval vagy injekcidéval, pl. naponta, hetenként vagy
hénaponként. A beadds mennyiségét és gyakorisdgdt gy vdlasztjuk
ki, hogy sCD-4 fehérje hatékony mennyisége maradjon fenn a vér-
keringésben. A beadds egy mdsik médja lehet a testen kiviili ke-
zelés, az sCD-4 fehérjéket dializdlészerként alkalmazva.

A jelen taldlmény szerinti sCD-4 fehérjét alkalmazhat juk
reagensként is, hogy azonositsuk azokat a természetes, szinteti-
kus vagy rekombindns molekuldkat, amelyek terdpids szerként vagy

a CD-4% sejt kolcsdnhatdsok gdtléanyagaiként mikoddnek.
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fey ﬁl. az sCD-4 fehérjéket alkalmazhat juk 4tvizsgdlé vizs-
gdlatokban, pl. fehérje kolcsdnhatdsi vizsgdlatokban ELISA-n
alapulé médszerekkel mérve, hogy biokémiailag tiszta, vizes old-
haté reagenst kapjunk, amelyet mds reagensekkel kombindlva alkal-
mazhatunk, hogy megvizsgdljuk a CD-4 receptor feliileti tartomény
kdlesdnhatdsok verseng8 anyagait. Igy pl. mivel az sCD-4 fehér-
jék a HIV env fehérjéhez vagy HIV env fehérjéket tartalmazd ke-
verékekhez kot8dnek, a fehérjéket alkalmazhatjuk a virus-kstés
gdtldanyagainak 4tvizsgdldsdhoz.

Az in vitro adatokra alapozva, amelyek azt mutatjdk, hogy az
sCD-4 fehérjék kotd8dnek HIV env fehérjéket kifejez8 sejtekhez,
ezek a fehérjék szolgéihatnak szelektiv célz6 molekuldkként is
HIV-vel fert8zott sejtekhez in vivo. Célspecifikus hordozé fehér-
jeként az sCD-4 fehérjék szolgdlhatnak pl. hordozé fehérjeként
citotoxikus szerek szolgdltatdsdra a fertdzott sejtekhesz.

Ezen kiviil azokra az adatokra alapozva, amelyek azt mutat-
jdk, hogy a CD-4 receptor fajléagosan tdrsul az MHC II. osztdlyud
antigénekkel az antigén-szolgdltatd sejteken, amint ezt a cD-4+
sejtek osztdly-restrikcidja sugallja, az sCD-4 fehérjéket alkal-
mazhatjuk a II. osztdlyd antigénekkel kombindlva, hogy megvizs-
gdljuk CD-4 limfocita-célsejt kolcsdnhatdsok inhibitorait. Eze-
ken a példdkon kiviil, amelyek a kozvetlen kotési vizsgdlatokon
alapulnak a fehérje és célmolekuldi k&zott, komplexebb vizsgdla-
tokat is tervezhetiink, amelyek a fehérje felismerésre vald bio-
kémiai vdlaszokon alapulnak. A kiiktatdsos (delécids) mutédnsokat
alkalmazhat juk diagnosztikai vizsgdlatokban CD-4 fehérjék kimuta-
tdsdra vagy olyan molekuldk kimutatdsdra, amellyel ezek kolcson-

hatdsba lépnek. fgy pl. CD-4 és cp-4* sejtek és CD-4 elleni an-
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titestek mennyiségi becslése diagnosztikus értékfi az AIDS-nél.

Ezen kiviil az sCD-4 fehérjéket alkalmazhatjuk dj diagnosz-—
tikus reagensek kialakitédsdra, pl. Mab-k vagy mds tipusd moleku-
14k kialakitdsdra standard immunoldégiai vizsgdlatokban valé fel-
hasznidldshoz, pl.-ELISA-ban, befogdsos immunassay-ban, radioim-
munassayban. Mivel az sCD-4 mutatja az OKT—Q—et, az OKT-4A-t és
a CD-4 legttbb, ha nem éppen Osszes feliileti epitdépjdt, a fehér-
jék kiillonssen hasznosak immundiagnosztikai vizsgdlatokban a CD-4
szint abszolut mennyiségének megdllapitdsdra a rendszerben.

A CD-4 receptorban hdrom eltér8 kémiai k&rnyezet taldlhatd:
az o0xiddlé, hidrofil sejtfeliilet; a hidrofdéb membrdn; és a redu-
kdlé, hidrofil citoplazma. Ezek az eltérl kornyezetek a legva-
‘lészinﬁbben kizdrjdk a receptor izoldldsdt teljesen nativ 4lla-
potdban. Az sCD-4 fehérjék, amelyek az extracelluldris tartomdny-
nak csupdn kivdlasztott szegmenseit tartalmazzdk, oldhaté fehér-
jeként vdlnak ki a sejt feliiluszdéba és konformdcidjuk, ugy tlinik,
jelent8s mértékben utdnozza a receptor felilleti tartomdny felii-
letét. fgy az sCD-4 fehérjék alkalmasak a részletes szerkezeti
elemzésre, f8leg rdntgensugdr krisztallogrdfidhoz. Az sCD-4 fe-
hérjékvhérom dimenzids szerkezetének meghatdrozédsa egyediil vagy
komplex formdban méds kolecsonhatd molekuldkkal alapot szolgdltat-
hat sCD-4-re vald szelektiv antagonistdk vagy agonistik racio-
ndlis tervezéséhesz.

P&1ddk

Az itt kovetkez8 példdk bemutatd jellegliek és nem korlidtozé
jellegfiek a taldlmdnyra vonatkozdbéan. A genetikai manipuldcidkhoz
alkalmazott enzimeket kereskedelmi forrdsbdl szerezzilk be és 1é-

nyegében a keresked8 dtmutatdsai szerint alkalmazzuk. Hacsak més-
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képpen nem jelezzilkk, az el jidrdsokat 1lényegében iugy hajtjuk végre,
amint azt Maniatis és munkatdrsai lefrtédk [ Molecular Cloning;
Cold Spring Harbor Laboratory (1982)].

1. példa: E. coli kifejez8 vektorok megalkotdsa

Rekombindns DNS manipuldcidkat alkalmazva a teljes hosszi-
sdgi SKBsCD-4 és a VAV2J4 vagy V1J4 kiiktatdsos mutédnsok kédold
szekvenciéjét'amelyeket azonos keretben lev8 TAA termindcids ko-
don kévet (14sd a fentebbi szekvencidt) egy E. coli kifejez§
vektorban helyezziik el az OMPA szigndl szekvencidtdl lefelé, hogy
megalkossuk az OMPAST4BBV1, OMPAV1V2 és OMPAV1 plazmidokat. Ezek-—
nek a vektoroknak a konstrukcidja az aldbbi:

A JRT4 plazmid megalkotdsa. AbbSl a célbdél, hogy a JRT4

plazmidot megalkossuk, a DSP1 plazmidotC:Pfarr és munkatarsai:
DNS 4, 461 (1985)] elhas{tjuk XhoI-gyel, az SV40 poliA korai te-—
riiletet kiiktatjuk, és az Xhol helyeket betdltjilkk DNS polimerdz
Klenow framgentumot alkalmazva. A szarvasmarha nsvekedési hormon
(BGH) poliadeniiez6 terﬁletetI:Pfarr és munkatdrsai: DNA 5, 115
(1986)] elhasitjuk Pvull-vel és KpnIl-gyel és a Kpnl helyet tompa
véglivé tesszilk T4 DNS polimerdzzal végzett kezeléssel. Ezt a 230
bp-s fragmentumot DSP1-hez ligdljuk, hogy megalkossuk a DSP1
BGH-t.

A DSP1BGH-t Smal-gyel és Sall-gyel elhasitjuk és a galK ka-
zettdt (amely az SV40 korai promotort, a galK kédold teriiletet
és a BGH poliA teriiletet tartalmazza), pUC19-be[:Yanisch—Perron
és munkatdrsai: Gene 33, 103(1985)1 ligdljuk a Sall helynél egy
Sall véget, egy BglII helyet és egy Smal véget tartalmazd szinte-
tikus kapcsolét alkalmazva. Ez a hdrom részes ligdlds eredményezi

a DSP1BZBGH.JT plazmidot.
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A DSP1BZBGH.JT-t, amelyet Stul-gyel és BclI-gyel hasitunk,
hogy a galK kédolé teriiletet kiiktassuk, egy 1,7 kb-s EcoRI (be-
t51tott) BamHI fragmentumba ligdljuk, amely tartalmazza pT4B plaz-—
midbbl ered8 CD-4 cDNS-t [Maddon és munkatdrsai: Cell 42, 93(19852],
igy alkotjuk meg a JRT4 plazmidot.

A pUCsT4 megalkotdsa. AbbSl a célbdél, hogy a pUCsT4 plazmi-

dot megalkossuk, a pT4b-b8l valé CD-4 cDNS egy HaelI-Hpall frag-
mentumdt (1125 bp) ligdljuk szintetikus kapcsoldék alkalmazdsa se—
gitségével a pUC18 vektorhoz, amelyet el8zbleg KpnlI-gyel és Xbal-
gyel hasftottunk. A CD-4 cDNS HaeII végét a pUC18 KpnI helyéhez
ligdljuk Kpnl és HaeII végekkel rendelkezd szintetikus kapcsolét
alkalmazva. A CD-4 cDNS Hpall végét a pUC18 Xbal helyéhez ligdl-
juk egy Hpall véggel és Xbal véggel rendelkezl szintetikus kap-
csolét alkalmazva. Ez a kapcsold beiktat egy TAA stop kodont is

a CD-4 kédold teriilet 1257. nukleotidja utdn. Az igy létrejovél
plazmid a pUCsT4.

A pST4sal megalkotdsa. AbbSl a célbdl, hogy a pSTi4sal plaz-—

midot megalkossuk, a JRT4 plazmidot BglII-vel és SacI-gyel hasit-
juk és egy 959 bp-s fragmentumot (amely az SV40 korai promotort
éa a CD-4 cDNS els8 602 nukleotidjidt tartalmazza) izoldljuk. A
pUCsT4 plazmidot SacIl-gyel és Xbal-gyel hasitjuk és egy 660 bp-s
fragmentumot (amely a CD-4 cDNS-t tartalmazza a 603.-1257. nuk-
leotidok kozdtt, ezt kdveti a szintetikus kapcsoléndl a TAA ko-
don) izoldlunk. Ezt a két fragmentumot DSP1BZBGH.JT-be ligdljuk,
amelyet el8z8leg BglII-vel és Xbal-gyel hasitottunk, hogy kiiktas-
suk az SV40 korai promotort és a teljes hosszusdgu CD-4 kdédold
teriiletet. Az igy létrejov8 plazmid a pST4sal.

pST4DHFR megalkotdsa. AbbSl a célbbél, hogy a pST4DHFR plaz-
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miaot megalkossuk, egy P —globin DHFR kifejez6 kazettdt tartal-
mazé BglII-BamHI fragmentumot ligdlunk a pST4sal BamHI helyébe.

A F—globin—DHFR kifejez8 kazetta az aldbbiakat tartalmazza: az
egér IK-globin promotort (550 bp-s HincII fragmentum a pPK288
plazmidbél)[Berg és munkatdrsai: Mol. Cell. Biol. 3, 1246(19832},
5' végén egy szintetikus kapcsoléval médositva, hogy tartalmazzon
egy BglII helyet; az egér DHFR kédolé terﬁletet:[735 bp-s HindIII
(betsltstt) fragmentum a pSVL-DHFR plazmidbél, 1ldsd Subramani és
munkatdrsai: Mol. Cell. Biol. 1, 854(1981)]; NheI (betdltdtt)-BamHI
(betsltsott) SV40 poliA korai teriilet a DSP1—b61.[Pfarr,és munka-—
tdrsai: DNA 4, 461(1985)]; éa az egér DHFR termindlis teriiletet

[ 907 bp-s HIndIII(betsltstt) fragmentum az mDH9 plazmidbél, ldsd
Fragne és munkatérsai: Moi.’Cell. Biol. 4, 2921(”%%0] 3' végén
egy szintetikus kapcsoldéval médositva, hogy BamHI hely alakuljon
ki.

pST4BBV1DHFR megalkotdsa. Abbdl a célbdl, hogy megalkossuk

a pST4BBVADHFR plazmidot, a pST4DHFR plazmidot EcoRI-gyel és
Xbal-gyel hasitjuk és a kisebb fragmentumot, amely az sCD-4 ké-
dolé teriiletet tartalmazza, kiiktatjuk. Az sThisal plazmidot Xbal-
gyel és BbvI-gyel hasitjuk és egy 1120 bdzispdros kédoldé frag-
mentumot, amely az oldhaté CD-4 minusz a vezet§ teriilet szekven-
cidjiét tartalmazza, izoldlunk. Ezt a fragmentumot az EcoRI/Xbal-
gyel hasitott pST4DHFR-hez ligdljuk egy EcoRI véggel, egy Kpnl hely-
lyel és egy BbvI véggel biré szintetikus kapcsolét alkalmazva.

Ez a fragmentum a fentebb izo0ldlt sCD-4 fragmentumon levd BbvI
télnyildssal hasonlithatd Ossze. Az igy 1létrejové plazmidot pST4
BRVIDHFR-nek neveszziik.

Az OMPAST4 megalkotdsa. AbbSl a célbdl, hogy megalkossuk az
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OMPAST4 plazmidot, az OMPA.GS plazmidot Ncol-gyel és Sall-gyel
emészt jilk és a kapcsold teriiletet tartalmazé kisebb fragmentumot
kiiktat juk. Az OMPA.GSa pAS1 szérmazékal:Rosenberg és munkatdr-
saiMeth. Enzymol. 101, 123(1993); 4,578,355 lajstromszdmdi ameri-—
kai egyesiilt 4llamok-beli szabadalmi 1eiré§], amely egy szinte-
tikus szekvencidval bir a cII riboszdéma kot8 szekvencia 3' végé-
nél lev8 Ndel helynél beiktatva. A szintetikus kapcsoldé tartalmaz-
za az OMPA vezet8t, amelyet egy tobbcéld kapcsoldé (polilinker)
szekvencia kovet.
A szintetikus szekvencia lényegében a kidvetkezl:
5' -T ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA GTG GCA CTG GCT

GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GGC TCT AGA GTC GAC CTA

GTT AAC TAG-3'

A pUCsT4 plazmidot NcolI-gyel és Sall-gyel hasitjuk és az
sCD-4 szekvencidt (124.-1257. CD-4 nukleotidok) tartalmazdé 1149
bdzispdros fragmentumot izoldljuk. Ezt a fragmentumot az Ncol/
Sall-gyel hasitott OMPA.GS-be ligdljuk, hogy megalkossuk az OMPA
STh4-et

- Az OMPAST4BbvI megalkotdsa. AbbSl a célbél, hogy megalkos-

suk az OMPAST4BbvI plazmidot, az OMPAST4-et has{tjuk NaelI-gyel
éstbaI—gyel. A kisebb fragmentumot, amely ebb8l a hasf{t4dsbdl szir-
mazik, és amely az sCD-4 kédolé terﬁletet"tartalmazza, kiiktat juk.
Az ST4BBV1DHFR plazmidot KpnI-gyel hasitjuk és a létrejové 3' tudl-
nydldst tompa véglivé tessziilk T4 DNS polimerdzzal. A tompa végli
DNS-t azutédn Xbal-gyel hasitjuk és az 1124 bédzispidros fragmentu-
mot, amely a CD-4 c¢DNS 145.-1257. nukleotidjait tartalmazza, izo-
141 juk. Az izoldlt fragmentumot a Nael/Xbal-gyel hasitott OMPAST4

plazmidhoz ligdljuk, hogy megalkossuk az OMPAST4BbvI plazmidot.
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A pucST4184 megalkotdsa. Abbdl a célbbél, hogy a pucST4184

plazmidot megalkossuk egy, a CD-4 c¢DNS-b8l szidrmazé EcoRI-Nhel
fragmentumot [egy 682 bp-s fragmentum, amely a (-25)-t61 (+176)-
ig terjedd§ éminosavakat kédolja] sk727/725 szintetikus kapcsolé—
hoz (Nhel és Aval végekkel) ligdljuk az Nhel helynél. Az sk727/
725 a CD-4(177.-183.) aminosavait kédolja. Az sk727/725 Aval vé-
gét a pucST4 AvaI-Xbal fragmentumdhoz ligdljuk (amely a humdn
c¢DNS 1198.-1257. bézispdrjait tartalmazza és a CD-4 receptor
351.-369. aminosavait kddolja; ezt egy TAA termindcids kodon ko-
veti). Ezt a szekvencidt, amelyet EcoRI és Xbal végek kﬁvetnek’
beiktatjuk pUC1S-be a pUC19 polilinkerben levd EcoRI és Xbal vé-
geknél (sk727/725). Az sk727/725 lényegében az alédbbi:

5'-ctagctttccagaagggece-3"

3'—gaaaggtqttccggagcc-5'. ‘
A pucST4106 megalkotdsa. AbbSl a célbél, hogy a pucST4106

plazmidot megalkossuk, a CD-4 c¢cDNS EcoRI-Avall fragmentumdt [amely
az 1.-413. béziépérokat tartalmazza és a (-)25-97 aminosavakat
kédolja] egyesitjik az sk791/792 szintetikus kapcsoléval (Avall-
Aval végek) az Avall helynél. Az sk791-792 a CD-4 88.-104. amino-
savait kdédolja. Az sk 791/792 Aval végét a pucST4 Aval-Xbal frag-
mentumdhoz ligdljuk (amely a humdn c¢DNS 1198-1257 bdzispdrjait
tartalmazza, és a CD-4 receptor 351.-369. aminosavait kdédolja,
amelyet egy TAA termindcidés kodon kovet). Ez a szekvencia, ame-
lyet EcoRI és Xbal végek szegélyeznek, pUC19-be van beiktatva az
EcoRI és Xbal végeknél a pUC19 polilinkerben,A.z sk791/792 lénye-
gében az alidbbi:
5'-gaccagaaggaggaggtgcaattgetagtgtteggattgactgecaac

gtecttcetectecacgttaacgatcacaagecctaactgacggtt gage-3"' -
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sT4184 .DHFR megalkotdsa. Abb8l a célbdl, hogy az sT4184.

DHFR-t megalkossuk, a pucST4184 EcoRI-Xbal fragmentumit (amely a
-25.-183. aminosavakat kédolja a 351.-369.-hez fuziondlva) li-
gdljuk a psT4.DHFR EcoRI és Xbal végeihez az SKBCD—4—e£ kédolé
EcoRI-Xbal fragmentum helyébe.

Az sT4106.DHFR megalkotdsa. AbbSl a célbbél, hogy az sT4106.

DHFR plazmidot megalkossuk, a pucST4106 EcoRI-Xbal fragmentumit
(amely a -25.-104. aminosavakat kédolja a 351.-369.-hez fuziondl-
va) ligdljuk a psT4.DHFR EcoRI és Xbal végeihez az SKBeCD-4-et
kédolé EcoRI-Xbal fragmentum helyett.

Az OMPAV1 megalkotdsa. AbbdSl a célbdél, hogy az OMPAVI-et

megalkossuk, az OMPAST4BbvI plazmidpt‘AfIII—vel és Xbal-gyel ha-
sitjuk és a CD-4 c¢cDNS k&dolé teriilet 371.-1257. nukleotidjait
tartalmézé kisebb fragmentumot kiiktatjuk. A pst4106.DHFR plaz-
midot Af1II-vel és Xbal-gyel hasitjuk és egy 160 bidzispdros frag-
mentumot, amely a CD-4 cDNS szekvencia 371.-459 és 1198.-1257.
nukleotidjait tértalmazza, izoldlunk. A két fragmentumot ligdl-
juk, igy alkotjuk meg az OMPAV1 plazmidot.

Az OMPAV1V2 megalkotdsa. Abbdl a célbél, hogy az OMPAVIV2-%

megalkossuk, az OMPAST4BbvI plazmidot Sacl-gyel és Xbal-gyel ha-
sftjuk és a kisebbik fragmentumot, amely a CD-4 c¢DNS szekvencia
603.-1257. nukleotidjait tartalmazza, kiiktatjuk. Az ST4184.DHFR
plazmidot SacI-gyel és Xbal-gyel hasitjuk és egy 164 bizispiros
fragmentumot, amely a CD-4 cDNS szekvencia 603.-696. és 1198.-1252.
nukleotidjait tartalmazza, izoldlunk. A két fragmentumot ligdl-
juk, hogy megalkossuk az OMPAV1VZ2 plazmidot.

2. példa. sCD-4 fehérjék kifejezése E. coliban

Az OMPAV1 és OMPAV1V2 konstrukcidkat ARS8 (cI857) és AR120



defekt{v E. coli lambda lizogénekbe transzformdljuk standard el-
jdrdsokat alkalmazva. Hfindukcidét [Rosenberg és munkatdrsai: Meth.
Enzymol. 101, 123(1983{] vagy nalidixinsavas indukcidét [Mott és
"munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 88(1995{] alkalma-
zunk, amint az aldbbiakban leirjuk.

HEindukcidé. Az AR58 sejtvonalndl 200 ml LB tépkozeget (amely

OMPAV1 vagy
SOJlg/ml ampicillint is tartalmag) beoltunk OMPAST&Bbv1:r6MPAV1V2
egy éjszakdn &t nétt

plazmidot tartalmazé ARS8 sejtekN7 ml-es tenyészetdvel, és rizé
inkubdtorban névesztjik 32°C hémérsékleten. 650 nm-nél mért 0,8
abszorbancia egységnél( OD65O) 200 ml 35°C hémérsékletre felmele—
gitett LB tdpkbzeget adunk a tenyészethez és a lombikot 42°¢
hémérsékletli rdz6 inkubdtorba vissziik 4t. A tenyészet 1 ml-es min-—
tdit vessziik ki elemzésre a 30., 60. és 90. percbén.a h8mérsék—
let valt4stdl szdmitva. A 90. percben a sejteket 15 percen 4t hiit-
jik jeges vizben és azutdn iiledékbe vissziik 3500 fordulat/perccel
15 percen A&t 4°C hémérsékleten centrifugélva J—6 Beckman centri-
fugdban (Beckman Instruments, Fullerton, Kalifornia). A sejtiile-—
dékekekt -20°C hémérsékleten tdroljuk a feldolgoz4dsig. A kondici-
ondlt tédpkozeget -20°C hémérsékleten fagyasztva tdroljuk«

Nalidixinsavas indukcié. Az AR120 sejtvonalndl 400 ml LB

tdpkozeget (amely 50 Mg/ml ampicillint is tartalmaz) beoltunk
OMPAST4Bbv1, OMPAVA vagy OMPAV1V2 plazmidot tartalmazé AR120 sej-—
: egy éjszakdn 4t nétt

tek 20 ml-es, N tenyészetéb8l vett 13 ml sejttel, és rdzé inku-—
bé&torban niévesztjik 37°C hémérsékleten. 0,4 ODgg, értéknél 400 ml
nalidixinsavat (50 mg/ml) adunk a tenyészethez. A tenyészetet 37°¢C
hémérsékleten tartjuk rdzé inkubdtorban és 1 ml-es mintdkat ve-
sziink a nalidixinsav beaddsdtdl szdmitott 1., 3. és 5. érédban.

Az 5. dérdban a sejteket 15 percig hiitjik jeges vizben, majd 3500
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fordulat/percnél iiledékbe vissziikk 15 perc alatt 4°C hémérsékleten
J6 Beckman centrifugdban. A sejtiiledéket fagyasztva tdroljuk -20°c
hémérsékleten feldolgozdsig. A kondiciondlt tépkidzeget -20°C hé-
mérsékleten fagyasztva tdroljuk a feldolgozdsig.

Az indukcidét kovetBen a sejteket 1 ml-es mintdkbdél iiledékbe
vissziik és elemezziik a teljes hosszusdgd és mutdns sT4 fehérjék
(SKBsCD-4, V1J4 és VAV2J4) jelenlétére Western-folt elemzéssel,
baktériumokban termelt oldhaté T4 denaturdlt formidja elleni nyidl
poliklondlis antitestet alkalmazva. Megfelel8 méreti fehérjéket
mutatunk ki mind a h8vel, mind a nalidixinsavval induk&lt minti&k
sejt-liz4dtumaiban. A kimutatott szintek a teljes fehérje 1-5 %-
a4t képviselik.

A kondiciondlt tépkdzeg feldolgozdsa. A fagyasztott kondici-

ondlt tépkdzeget szobahb8mérsékleten felengedtetjiilk é€s 30 ml alik-
votokat vesziink, majd 4°C hémérsékleten 1 érén 4t centrifugdl juk
24000 fordulat/percnél Beckman SW28 rotorban. A centrifugdlédst
kévetben a felﬁlﬁszékat Osszegyiijtjiikk és 10-20—-szorosra koncent-
rdljuk 4°¢ h6mérsék1efen membrédnos nyomdszliréssel.

A koncentrdlt t4pkozeget teljes hosszisdgi SKBsCD-4, V1J4
vagy ViV2J4 fehérjékre vizsgdljuk Western folt elemzéssel (akdr-
csak fentebb), verseng8 ELISA-val és immun-kicsapdssal.

Az egyes mintdkban a megfeleld méretli fehérjét a koncentrdlt,
kondiciondlt t4pkdzegben Western-folt elemzéssel mutatjuk ki olyan
szinten, amely 1-5 %-4t képviseli (0,1-0,5 ng/ml nem koncentrdlt
t4pkdzeg) a sejt belsejében kimutatott fehérjének. Mind a hérom
fehérje kot8dik OKT4A-~-hoz a verseng8 ELISA vizsgdlatban. A V1J4
és V1V2J4 fehérjéket tovdbb elemezziik CD-4 elleni monoklondlis

antitestek paneljével (Ortho, Rariton, New Yersey) végzett immun-
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kicsapdssal. Az OMPAV1 4ltal kifejezett fehérjét, a ViJ4-et az
OKT4A és OKT4D kicsapja, de az OKT4, OKT4B, OKT4C, OKT4E vagy
OKT4? nem csapja ki. Az OMPAVAV2 4ltal kifejezett fehérjét, a V1V2
J4h-et az Ssszes OKT4 monoklondlis antitest kicsapja az OKT4 kivé-
telével. Ezen kiviil ennek a fehérjének az affinitdsa az OKT4C-hez
kisebb, mint a t5bbi monoklondlis antitesteké.

Sejtiiledék feldolgozds. Az OMPAST4Bbv1/ARS58 h8indukcié 90

perces id8pontjédbdl szdrmazdé sejtiiledékeket jégen felengedtetiink,
pufferban [ 100 mm61/1 trisz.HC1(pH 8), 0,5 mmél/1 EDTA és 0,5
mmé1l/1 szacharéz] ijra szuszpenddljuk 4°C hémérsékleten 100 OD650/
ml iiledék/puffer ardnyban. Lizozimot [10 mg/ml 0,5 mél/1 trisz.HCl-
'.bgn (pH 8)] adunk hozz4 0,2 mg/ml végs8 koncentrédciéban és a szusz-
penziét jégen inkubdljuk 15 percen &t. Azonos térfogati jéghideg
vizet adunk hozz4 és a szuszpenzidbét jégen inkubdljuk 15 percen &t.
PMSF-et (50 mmél/1) adunk hozzd 1 mmél/1l végs8 koncentrdcidban,
ezt kiveti Mg012 (1 mé81/1) hozziaddsa 2 mmél/1l végs8 koncentrdci-
éra. A sejtszusipenziét hidromszor &tengedjiik egy 18. kaliberll tin,
hogy a viszkozitdst csdkkentsiik, majd 20 000 g-nél, 4°C hémérsék—
leten centrifugdl juk. )

A centrifugdlédst kovetfen az iiledéket djra szuszpenddljuk
20 mmé1/1 trisz.HCl-t (pH 8), 5 mmél/1 EDTA-t és 5 mmél/1 fSME—t
tartalmazé oldatban olyan térfogatban, amely a centrifugdlds eldt-
ti térfogattal ekvivalens. A szuszpenzidét ultrahangos kezelésnek
vetjilk al4 60 mdsodpercig (10 mdsodperces loketek, koztiikk 30 mid-
sodperccel hfités mellett), majd 20000 g-nél centrifugdljuk 15 per-
cig 4°C hémérsékleten. Az igy létrejovs tiledék és feliiliszd Wes-
tern folt vizsgdlata azt jelzi, hogy az SKBsCD-4 fehérje 70 %-a

a feliiliszé frakciéban van. A feliiliszé frakcidét 100000 g-nél
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centrifugdljuk 60 percen 4t. Az 1gy létrejov8 iiledék és feliiluiszé
Western folt vizsgilata azt jelzi, hogy az SKBsCD-4 fehérje £5 %-a
marad az oldatban. A feliildszé frakcibét azonos térfogatdi 40 mmél/1-
es MES-sel (pH 6,0) higitjuk és 1 ml S Sepharose oszlopra (Phar-
macia, Piscataway, New Yersey) terheljitk, amely oszlop elfzfleg
2 mmél/1 MES-sel (pH 6,0) van kiegyensilyozva. Az oszlopot 10 ml
20 mmél/l-es MES-sel (pH 6,0) mossuk. A kotstt SKBsCD-4-et 20
mmél/1 MEs-t (pH 6,0) és 0,5 mé1l/1 NaCl-t tartalmazé oldattal
eludljuk, 1 ml-es frakcidbkat gyiijtve. Az &tmen8 folyadék, a
moséfolyadék és az eludlt frakcidk Western folt elemzése azt jel-
zi, hogy az SKBsCD-4 kevesebb, mint 5 %-a kdtddik az oszlopra,
és a 2. és 3. frakcidkban eludlddik.

Az 4tmend folyadékot, moséfolyadékot és az eludlt frakcid-
kat megvizsgdljuk funkciondlis SKBsCD-4-re ELISA versengéssel.
Mind az 4tmené folyadék, mind a 2. frakcié olyan SKBsCD-4-et tar-
talmaz, amely kot8dik OKT4A-hoz.

Immun-kicsapéds. Koncentrdlt tépkszeget (100¢H1) higitunk

azonos térfogatd kicsapd pufferral £10 mmél/1 nédtrium-foszf4at

(pH 7,5), 100 m@él/l NaCl, 0,1 % NP-40, 0,5 % nem zsiros tejpoq]
és elS-deritjik 3 mg nyil IgG-vel 15 percig 4°C hémérsékleten,

ezt kdveti 30 ml (csomagolt térfogat) "A" fehérje-Sepharose gydngy
hozz4addsa (Pharmacia, Piscataway, New Yersey) 30 percig 4°¢
hémérsékleten. Az el8deritett feliiliszdbkat 5¢ng OKT4, 4A, 4B, 4C,
4D, 4E, 4F, OKT8 monoklon&dlis antitestekkel (Ortho Pharmaceuti-
cals), egér IgG-vel (Cooper Biomedical, Malvern, Pennsylvania),
vagy nydl anti-egér IgG-vel (Cooper, Biomedical) inkubdljuk 30
percen &t 4°C hémérsékleten. Az OKT4—et, 4A-t, 4C-t, OKT8-at,

egér IgG-t és nydl anti-egér IgG-t kicsapjuk 20 m1 (csomagolt
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térfogat) "A" fehérje—Sepharose gydngyskkel 30 percen 4t végzett
inkubdl4dssal. Az OKT4B-t, 4D-t, 4E-t és 4F-et 1OJKg nyil anti-
egér IgG-vel inkubdljuk 4°C hémérsékleten 30 percen a4t az "A"
fehérje Sepharose gydngydk hozzidaddsa el8tt. A kicsapds eldtt a
gyongyoket kétszer mossuk 200 ml kicsapé pufferral és egyszer

200 ml, NP-40-et és nem zsiros tejport nem tartalmazé kicsapé
pufferral. A mosott gydngysket 5 percen 4t forraljuk 20 ml minta-
pufferban [125 mmé1/1 trisz-HC1 (pH 6,8), 20 % glicerin, 1,4 mél/1
P ME (béta—merkapto—etanolﬂ. A forraldst kovet8en a feliiliszdbkat
elektroforézisnek vetjik ald 12,5 %—os SDS- poliakrilamid gélen,
és Western—-folt elemzéssel elemezziik, amint fentebb leirtuk.

Mind a V1J4, mind a V1V2J4 fehérjék immun-kicsapédnak OKT4A-
val. Az OMPAV1-gyel kifejezett fehérje OKT4A-val és 0KT4ﬁ—vel
kicsapdédik, de OKT4-gyel, OKT4B-vel, OKT4C-vel, OKT4E-vel vagy
OKT4F-fel nem. Az OMPAV1V2-vel kifejezett fehérjét az ossze OKT4
monoklondlis antitest kicsapja az OKT4 kivételdvel. BEzen kiviil
ennek a fehérjének az affinitdsa OKT4C-hez kisebb, mint a t&bbi
monoklondlis antitesthexz.

Verseng8 ELISA. Mikrotitrdlé lemezeket (Flow Laboratories,

McLean, Virginia) burkolunk egy éjszakdn &4t szobah8mérsékleten
100 m1l/iireg 0,1 mél/l-es NaHCOB/NaQCO3 oldattal (pH 9,4), amely
150 ng tiszt{tott sCD-4-et is tartalmasz.

Koncentrilt tépkszeg vagy sejtkivonat alikvotjait (2,5—80yq1)
inkubdljuk 5 ng OKT4A-val 1 mg/ml szarvasmarha szérum albumin
(BSA) jelenlétében 100 M1 végsS térfogatban egy éjszakdn 4t szo-
bahémérsékleten A kevesebb, mint 100 M1-t tartalmazé mintékat
100,\1—re higitjuk foszfidttal pufferolt fizioldégids séboldattal

(PBS). Az inkubdlds utdn a lemezekr8l a folyadékot ledntjilk, hé-
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romszor obl{itjik PBS—seliés szirazra veregetjik. Az egyes ﬁregek-
hez 380,L1 PBS/0,5 % zselatint adunk. A lemezeket 37°C hémérsék-
leten inkubdljuk 1 érén 4t.

A 37°C hémérsékleten végzett inkubdléds utdn a lemezekrd8l a
folyadékot ledntjilk, hdromszor &blitjilk PBS-sel és szdrazra vere-
getjilk. A monoklondlis antitestet tartalmazé 100Jn1—es inkubdlt
mintdkat az el8készitett lemezek egyes liregeihez adjuk és 5 46rén
4t inkubdlunk 37°C hémérsékleten.

Az inkubdlds utédn a lemezekr8l a folyadékot leontjiik, otszor
8blitjiilk PBS—-sel és szdrazra veregetjik. Az egyes lregekhez 100
M1, biotinilezett l16/anti-egér IgG-t tartalmazdé oldatot adunk. Ezt
az antitest-készitményt dgy 411itjuk el8, hogy egy csepp lé6/anti-
egér IgG-t (Vector Labs, Burlingahe; Kalifornia) hozzdadunk 10
ml, 1 % 16szérumot tartalmazdé PBS-hez. A lemezeket 30 percen 4t
inkub4ljuk 37°C hémérsékleten.

Az inkubdldst kovet8en a lemezekr8l a folyadékot ledntjiik,
0tszdr ©blitjik PBS-—-sel és szirazra veregetjiik. Az egyes liregek-
hez 100vﬂl ABC komplexet adunk (Vector Labs, Burlingamg Kalifor-
nia). A lemezeket ezutdn szobah8mérsékleten inkubdljuk 30 percig.

A lemezekr8l a folyadékot ismét ledntjik, PBS—-sel otszdr ob-
1itjik és szdrazra veregetjiik. 1OOJM1,p—nitrofenil—foszfét keve-—
réket [2 mg/ml p-nitrofenil-foszf4t (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri) 0,1 mél/1 nédtrium-bikarbondtot (pH 9,4) és 10

mmél/1 MgCl,-t tartalmazd oldatbanj adunk az egyes iiregekhez. A

2
lemezeket 37°C hémérsékleten inkubdljuk 30 percen &t sdtétben.
Az inkub4dldst kdvet8en a lemezeket 405 nm abszorbanciidndl leolvas-—

suk. Az sCD-4 koncentricidkat egy standard gdrbéhez viszonyitva

hatdrozzuk meg, amely gorbét tisztitott sCD-4 ismert mennyiségé-



nek OKT4 antitesttel valdé inkubdldsdval alakftunk ki. Mindkét fe-
hérjér6l (V1J4 és V1V2J4) dgy taldljuk, hogy kot8dik OKT4A mono-
klondlis antitesthez.

3. példa. Eleszt8 kifejez8 vektorok megalkotdsa

Az éleszt8kben sCD-4 fehérjék kifejezéséhez alkalmas kifeje—
28 vektorok megalkotdsdra alkalmazott plazmidok az alapvet§ nagy
képiaszdmi élesztd ingdzé ("shuttle'") vektoron alapulnak:[ﬁosen—
berg és munkatédrsai: Genetic Engineering 8, 151(19862}. Az Osszes
ilyen plazmid tartalmazza az éleszt8 TRP1 génw[Tsumper és Carbon:
Gene 10, 157(1980)] 823 bédzispdros EcoRI-Pstl fragmentumit, amely
egy szelektdlhaté markert szolgdltat; az élesztf 2 mikronos kdra-
lakud plazmidjénak:[Hartley és Donaldson: Natgre 286, 860(1980)]
2,0 kb-s EcoRI-Pstl fragmentumdt, amely egy replik&cids origdt
szolgdltat &leszt8ben; a pBR322 egy részét (BamHI-t8l Pvull-ig ki-
iktatva) [lésd Pouwels, Enger és Valk szerkesztésében a "Cloning
Vectors" cimi szakkényvet(19852], amely egy éleszt8 promotor-
termindtor modult szolgdltat a pBR322 HindIII és BamHI helyei
kozé beiktatva. A promotor vagy a CUP1 431 bdzispiros BamHI-Rsal
fragmentuma, ahol a CUP1 BamHI-EcoRI fragmentumként pYSK12-b481l
szédrmazik [Butt és munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA §l;
3332(1984); Rosenberg és munkatdrsai: Genetic Engineering 8, 151
(1986); Gorman és munkatdrsai: Gene 48, 13(1986)], vagy egy 1,1
kb~s TDH3 promotor szekvencial:Holland és munkatédrsai: J. Biol.
Chem. 255, 2596(1980)], amely BamHI-EcoRI fragmentumként a pYSK18
plazmidbdl szédrmazik (Rosenberg és munkatdrsai, fentebb idézett
munka; Gorman és munkatdrsai, fentebb idézett munka). A terminéd-
tor a CYC1 gén 361 bdzispdros KpnI-HindIII fragmentumal:Smith és

munkatdrsai: Cell 16, 753(1979)]. A promotor és a CYC1 fragmentum
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kozé kiilonboz8 szintetikus szekvencidkat lehet beiktatni, amint
ezt az aldbbiakban leirjuk.
A pYSK147 és pYSK148 megalkotdsa. A pYSK137 (CUPI promotor)

és pYSK138 (TDH3 promotor) plazmidok egy szintetikus oligonukleo-—
tid szekvencidt tartalmaznak a promotor szekvencia 3' végénél le-
v8 EcoRI hely és a termindtor 5' végénél lev8 Kpnl hely kozott.
Ez a szintetikus szekvencia tartalmazza az egyedi Xhol, Ncol és
Sall restrikcidés helyeket a transzldcidés termindciés kodontél fol-
felé mindhdrom leolvasé keretben. Ennek a szintetikus kapcsolé-
nak a szekvenciidja az aldbbi:
GAATTCTCGAGCCATGGCAGTCGACGTAGTTAAGTAGGTACC

A pUCsT4 plazmid egy Ncol-Sall fragmentumdt, amely az sCD-4
szekvencia 124.-1257. bdzisait tartalmazza, az NcéI;gyel és KpnI-
gyel hasitott pYSK137-be vagy pYSK138-ba iktatjuk, hogy megkapjuk
a pYSK147-et illetve pYSK148-at.

A pYSK154 és pYSK155 megalkotdsa. Az ubikvitin fizids gén

kifejezésére valé vektorok egy, a szintetikus éleszt8 ubikvitin
tartalpaznak
génhez adoptdlt kazettdtV] Ecker és munkatdrsai: J. Biol. Chem.
262, 352&(1987)]a promotor és a CYC1 termindtor kodzott. Az ubi-
kvitin szekvencia azonos azzal, amelyet Ecker és munkatdrsai pub-
likdltak, azzal a kivétellel, hogy a termindlis Af1II-Kpnl frag-
mentumot egy olyan oligonukleotid szekvencia helyettes{iti, amely
egy Ncol restrikciés helyet t§?ta1maz a 3' végen. A pYSK147 NcoI-
KpnI fragmentumdt, amely a ki?ént sCD-4 szekvencidt tartalmazza,
beiktatjuk e kdzé az Ncol hely és a CYC1 fragmentum 5' végénél
lev8 KpnI hely kozé, {gy kapjuk meg .a pYSK154-et A pYSK154 egy
szdrmazékdt, amelyben az sCD-4 szekvencia els8 két amino-termind-

lis aminosavdhoz (ezek a vezet8 peptid szekvencidk) tartozd szek-—



vencia a pYSK154-ben ki van iktatva, alkotjuk meg olyan médon,
hogy a pYSK154-et KpnI-gyel elhasitjuk, ezt kdveti a betsltés E.
coli DNS polimerdz I Klenow-fragmentumdval (polIK), és egy psT4B
BV1DHFR-b81 valé KpnI-XbaI sCD-4 szekvencia (az sCD-4 145.-1257..
bdzisai) beiktatédsa, amely szekvencidt el8z8leg polIlK-val kezel-
tiink, hogy a tapaddés végeket bettltsiik. Ezt a plazmidot pYSK155-
nek nevezziik.

pYSK159 és pYSK161 megalkotdsa. Egy csonkitott sCD-4 szek-

vencidt (124.-603. bdzisok) tartalmazé vektorokat alkotunk meg
az sCD-4 szekvencia SacI helyénél (602. bdzis) egy termindcids
' kodont tartalmazé szintetikus oligonukleotid beiktatdsdval. A
szintetikus kapcsold (kétszdld) szekvencidja az aldbbi:
CTAAGCGGC

TCGAGATTCGCCGGC
Ezt a szintetikus szekvencidt Sacl-gyel és NarI-gyel hasitott
pYSK148-ba és pYSK154-be iktatjuk, hogy megkapjuk a pYSK159-et illet=
ve pYSK161-et. fgy a CD-4 DNS a pYSk159—ben a -9 aminosavtdél (ala-
nin) a 151. aminosavig (leucin) terjed8 szekvencia (YV1) amino-
savaihoz szolgdldé kodonokkal bir.

4., példa. sTh4 kifejezése élesztS8tenyészetekben

Plazmid DNS-t (2-10 Mg/ml) alkalmazunk éleszt8 (Saccharomy-
ces cerevisiae) transzformdldsdra standard technikdkat alkalmaz-—
va [Sherman és munkatdrsai: Methods in Yeast Genetics, Cold Spring
Harbor (1986)], triptofdn prototréfidra szelektdlva. Az alkalma-
zott torzsek az F762 (Mata, trp141, ura3-52) vagy PEC1-8B (Mata,
proAfd: :URA3, ura3-52, trp1-289, his3). Szelektdlt transzformdnsok
tenyészeteit novesztjiik éleszt8 nitrogén bézisonl:Yeast Nitrogen

Base (YNB), Difco, Detroit, Michigan], amely megfeleld kiegész{i—



téseket is (2 % gliikéz, 20 ’\g/ml uracil, 20 Mg/ml hisztidin) tar-
talmaz. A CUP1 promotort hasznos{té plazmidokndl a tdpkdzeg tar-
talmaz réz—szulfdtot is 100 mikromél/1l koncentrédciéban. A tenyé-
szeteket a kés8i log fdzisban nyerjiitk ki centrifugdldssal, majd
mossuk és Osszezudzzuk. A sejt-lizdtumot elemezzik sCD—4—re-stan—
dard fehérje immun-folt vizsgdlattal.

A pYSK147-et és pYSK148-at tartalmazdé S. cerevisiae—ban az
sCD-4 fehérje és az SKBYsCD-4 (-9.-369. aminosavak) alacsony szin-
ten (kevesebb, mint mintegy 0,5 ng/l) fejez8dik ki. Az aktivités-
rél gy taldljuk, hogy a részecske frakcidval térsul, de k&nnyen
szolubilizdlhaté nem—ionos detergensekkel végzett extrahdldssal.
Az SKBYsCD-4 (-9.-369. aminosavak) mennyisége a pYSK154-et tar-
talmazé S.cerevisiae tenyészeteiben 2-6 mg/liter kozstt van (2.108
sejt/ml-nél). Ez mintegy 0tszords javulds a pYSK147-tel és pYSK
148-cal kifejezett CD-4 fehérje mennyiségéhez viszonyitva, azaz
a stabilizdld ubikvitin szekvencia jelenléte nélkiili eredmények-
hez viszonyitva; A szintetizdlt sCD-4 fehérje becsiilt mérete min-
den esetben azonos, jelezve, hogy a fehérje ubikvitin része leha-
sadt az SKBsCD-4-r81. Ezt immunfolt eljédrédsokkal igazoljuk,
éleszt8 ubikvitin elleni antitestet alkalmazva.

A csohkitott sCD-4 fehérje (YV1) kifejez8désének szintje
pYSK159-ben és pYSK161-ben hasonlé az sCD-4 fehérje kifejez8dési
szintjéhez, amikor ubikvitin fidzids termékként fejezbdik ki. A
kimutatott sCD-4 mennyisége hasonld az Osszes megvizsgdlt gazda-
szervezetben.

A pYSK154-et tartalmazé F762 térzsb8l szdrmazbé SKBsCD-4-et
tisztitjuk S-Sepharose oszlopon valé 4tengedéssel. 10 mmél/1
trisz puffert (pH 6,0) és 1 % Tween 20-at tartalmazé oldatban
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készitett nyers extraktumot centrifugdlunk 30000 g-—nél. A feliild-
szét pH 4,0-ra 411{tjuk be és 50 mmél/l acetdt pufferral kiegyen;
silyozott S—Sepharoée oszlopra terheljiik. A mintidt 50 mmél/1 0,5
mél/1 NaCl-t tartalmazé MES[?—(N—morfolino)—eténszulfonsav(pH 6,02]
pufferral eludljuk. Az SKBYsCD-4 jelenlétét az eludtumban immun-
folt-elemzéssel igazoljuk. Az anyag, amint ezt verseng8 ELISA

alapi vizsgdlattal meghatdrozzuk CHO sejtekb8l szdrmazd tiszti{tott
SKBsCD-4-et és OKT4A antitestet hasznositva, aktiv, azt sugallva,
hogy az éleszt8 eredetli SKBsYCD-4 konformicidja utdnozza az eml8s
sejt (CHO) eredetfi anyag konformdcidjat.

5. példa. Streptomyces vektorok megalkotdsa

Rekombindns DNS manipuldcidkat alkalmazva a humdn CD-4 cDNS
szekvencia szegmenseit fuziondljuk a S.longisporus tripszin in-
hibitor (CTI) gén szignidl szekvencidjdhoz és az S. lividans /S—ga—
laktozidéz (Pgal) génhez. Az sCD-4 minigéneket &sszekapcsoljuk
pIJ702 (Katz és munkatdrsai, fentebb idézett munka) é&s pIJ351
(Kieser és munkétérsai, fentebb idézett munka) Streptomyces plaz-—
midokkal, hogy megalkossuk a pLTI:sT4/1, pLTI:sT4/7, pLTI:V1V2 és
pfgal:sTh/? plazmidokat. A vektorokat az aldbbi médon alkotjuk
meg. .

pLTI:sT4/1 megalkotdsa. A pLTI:sT4/1 plazmidot hdrom mdsik

plazmidbdl: a pUCsT4-b8l, pIJ351-b8l és pLTI4S50-b81 alkotjuk meg.
A pLTI4S50 plazmidot az alédbbi médén alkotjuk meg.
pLTI450 megalkotdsa. Az LTI gént tartalmazé, 0,92 kb-s SacI-

Kpnl fragmentumot beiktatjuk pUC18-ba, amelyet el8z8leg SacI-gyel
és KpnI-gyel emésztettiink. Ezt a plazmidot, a pLTI520-at, részle-
gesen emészt jilk Eagl-gyel és teljes mértékben emésztjiik Sall-gyel,

majd egy szintetikus (kétsz4lu) kapcsoldbhoz ligdljuk, amely EaglI
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és Sall végekkel bir.
5'-GGCCGCCGCCCCCGCG
CGGCGGGGGCGCAGCT-5"

Az ebb8l a 1ligdladsbSl kapott plazmidokat Atvizsgdljuk a
szintetikus kapcsold beiktatdsdra az Eagl helybe mintegy 0,5 kb-
vel a Sacl helyt8l elhelyezve. Ezt az Eagl helyet a 86. bAzispédr-
ndl helyezziik el az LTI gén 5' végéhez viszonyitva. Az igy létre-
jov6 plazmid tartalmazza az LTI promotort és a szigndl peptidhez,
valamint a szigndl peptid has{itdsi helyhez tartozdé kédold szek-
vencidt. Mind az Eagl, mind a Sall helyek alkalmazhatdék az sCD-4
minigének - fuzidjdhoz az LTI szigndl-szekvencidhoz.

A pLTI:sT4/1 megalkotdsa. AbbSl a célbdl, hogy a pLTI:sT4/1

plazmidot megalkossuk, az sCD-4 kédolé szekvenciét izoldljuk egy
min%egy 1,1 kb-s BbvI-PstI fragmentumban a pUCsT4-b8l. Ez a frag-
mentum tartalmazza a humdn CD-4 cDNS szekvencia 149.-1257. bézis-
padrjait. A pUCsT4 plazmidot BbvI-gyel emésztjiik, majd reverz
transzkriptédzzal kezeljiikk, hogy az 5' tulnydild végeket betslt-
siik. A DNS-t azutdn PstI-gyel emésztjiik. Ezt az 1,1 kb—s BbvI(RT)
-PstIl fragmentumot, amely az SKBsCD-4-et kédolja, pLTI4S50-be li-
gdljuk, amelyet elfz8leg Sall-gyel és reverz transzkriptédzzal
kezeltﬁnk'majd PstI-gyel emésztettiink. Ez a 1ligdlds eredményezi
a pLTI450sT4/1 plazmidot. A végs8 1épés a pLTI:sT4/1 megalkotdsi-
ban igényli a Streptomyces replikdciés funkcidé beiktatédsédt pLTI
450sT4/1-be. Ezt dgy hajtjuk végre, hogy pId351-et (Kieser és mun-
katdrsai, fentebb idézett munka) emésztiink PstI-gyel és ezt PstI-
gyel emésztett pLTI450sT4/1-be 1ligdl juk.

pLTI:sT4/7 megalkotéga. A pLTI:sT4/7 plazmidot hdrom mésik

plazmidbdl alkotjuk meg: a pUCsT4, pIJ702 és pLTI450 plazmidokbdl.
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Abb6l a célbbél, hogy a pLTI:sT4/7 plazmidot megalkossuk, az sCD-4
k6dold szekvencidt izoldljuk egy mintegy 1,1 kb—s NcoI-PstI frag-
mentumon pUCsT4-b8l. Ez a fragmentum a humdn CD-4 cDNS szekvencia
124.-1257. bé4zispdrjait tartalmazza. Ezeket a b4zispdrokat egy
ATG inicidciés kodon és egy TAA termindciés kodon kozé helyezsziik,
amint ezt kordbban az 1. példdban lefirtuk. Az inicidciés kodon az
NcoI felismerd szekvencia részét képezi. Az sCD-4 kédoldé szekven—
cia, amelyet ez a fragmentum tartalmaz, 9 aminosavat tartalmaz a
CD-4 vezet8 szekvencidjdbsl. A pUCsTh-et Ncol-gyel és reverz transz—
kriptédzzal kezeljﬁk;-ezt koveti az emésztés Pstl-gyel. Ezt a frag-
mentumot azutdn pLTI450-nel ligdljuk, amelyet el8z8leg HincII-vel
és PstI-gyel kezeltiink. Ez a ligdléds eredményezi a pLTI450sT4/7
plazmidot. A Streptomyces replikont a pIJ702 plazmid (Katz és
munkatdrsai, fentebb idézett munka) szolgdltatja. Ezt a pLTI450s
T4/7-be iktatjuk a mindkét plazmidon meglevd egyedi PstI helyek
révén, igy alkotjuk meg a pLTI:sT4/7 plazmidot.

A pLTI:V1V2 plazmid megalkotdsa. A pLTI:V1V2 plazmidot a psT4.

184, pLTI4S50 és pIJ351 plazmidokbdl alkotjuk meg. Egy 0,54 kb-s
XbaI-EcoRI fragmentumot izol&lunk psT4.184—b61. Ezt a fragmentu-
mot BbvI-gyel és reverz transzkriptézzal kezeljﬁk; A BbvI vég meg-
felel a humdn CD-4 149. b4zispdrjdnak. Ezt a tompa végli fragmen-
tumot azutédn pLTI450-hez ligdljuk, amelyet el8z8leg Sall-gyel és
reverz transzkriptédzzal kezeltiink, hogy megalkossuk a pLTI450ViV2-t.
A Streptomyces replikdcids funkcidt a pIJ351 szolgdltatja. Ezt a
plazmidot a pLTI450V1V2-be klénozzuk a mind a pIJ351-en, mind a
pLTI450V1V2-n meglevs egyedi PstI hely révén. Az {gy 1létrejovg
plazmid a pLTI:V1V2. '

A pPgalsT4/7 megalkotdsa. A ngalsT4/7—et a pUCsT4, pIJ702
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és p3SSxMCP plazmidokbdl alkotjuk meg. A p3SSxMCP egy pUC9 [Vieira
és Messing: Gene 19, 259(1987)1 szdrmazék, amely tartalmazza a,—
galaktoziddz promotort és szigndl szekvencidt. A szigndl peptid
has{it4si helyet kédolé szekvencidtdl 26 bazispdrral lefelé van
egy Xmnl hely'EEckhardt és munkatdrsai: J. Bacteriol. 169, 4249
(1987)1. Ebbe a helybe beiktatva van egy szintetikus kapcsold,
amely tartalmaz egy BamHI felismer8 szekvencidt (New England Bio-
labs, Beverly, Massachussets), hogy kialakuljon a p3SSx10 plazmid.
Ezt a vektort kezeljiik BamHI-gyel és reverz transzkriptdzzal,

majd Xhol-gyel emésztjik. Ehhez a vektorhoz ligdlva van egy olyan
fragmentum, amelynek Ncol vége van reverz transzkriptdzzal kezel-
ve, hogy egy tompa véget és egy Sall véget kapjunk. A betsltott
BamHI hely ligdldsa a betoltott végl Ncol hellyel helyredllitja
mind a BamHI, mind az Ncol helyeket. Az igy létrejovs plazmid a
p3SSxMCP. A pUCsT4-et Xbal-gyel és reverz transzkriptdzzal kezel-
jik, amelyet NcoI emésztés kovet. Ezt az 1,1 kb-s NcoI-XbaI(RT)
fragmentumot azﬁtén beiktatjuk a p3SSxMCP-be, amelyet elfz8leg
SacI-gyel és T4 DNS polimerdzzal kezeltiink, amelyet Ncol emész—
tés kovet. A Streptomyces replikdciés funkcidét a pIJ702 szolgdl-
tatja, amelyet a p3SSxsT4-be iktatunk a mindkét plazmidon jelen
lev8 egyedi BglII hely révén. Az 1igy létrejsév8 plazmid %pgalsT4/7.

6. példa. sCD-4 minigének kifejezése Streptomycesben

A pLTI:sT4/1, pLTI:sT4/7, pLTI:V1V2 és pPgal:sT4f7p1amﬁdo-.
trangzformdl juk :
kat S. lividans 1326-baY(Bibb és munkatédrsai, fentebb idézett
munka). Ezen kiviil a pLTI:sT4/1-et, pLTI:sT4/7-et, pLTI:Vi1V2-t
bevezetjilk S. coelicolor M124—be['Hopwood és munkatdrsai: "Ge-

netic Manipulation of Streptomyces - A Laboratory Manual", kiadé:

Crowe F. és fiai, Norwich, Anglia (19852], és a S. longi-
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sporus fehér szirmazékdba (ATCC 23931). Az 8sszes plazmidot kii-
16nb6z8 gazdaszervezetekbe vezetjilkk be azt a munkamenetet alkal-
mazva, amelyet kordbban Thompson és munkatdrsai frtak le [J. Bac-
teriol. 151, 668(198221. A transzforminsokat a transzformécids
lemezek feliilrétegezésével szelektdljuk 3 ml, 100vng/m1 tiosztrep-
tont tartalmazé 0,4 %-os agarral.

Azokat a klénokat, amelyek CD-4 minigéneket fejeznek ki, tio-
'sztrepton rezisztens transzformdnsok 48-72 8rédn 4t végzett szapo-
ritdsdval azonositjuk 10 ml triptikdz szdja tipkdzeget és 5¢1g/ml
tiosztreptont tartalmazé tédpkdzegben. A tenyészet feliiliszdbkat és
a sejtlizdtumokat 12 %-os poliakrilamid (30:0,8 akrilamid:bisz-
akrilamid)—1 % nidtrium—-dodecil-szulfdt gélen szepardljuk, majd
nitrocellulézra visszitk 4t [Towbin és munkatdrsai: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 76, 4350(1979)]. A nitrocelluléz szfir8t dtvizsgdl-
juk a nydl sCD-4 antiszérumot alkalmazva, amint ezt Deen és munka-
tdrsai leirtdk (fentebb idézett munka).

A pLTI:sT4/1, -pLTI:sT4/7 és pPgal:sT4 S. lividans transz-
formdnsok mind egy .. mintegy 45 kD-s fehérjét fejeznek ki, amely
az ezekkel a plazmidokkal kédolt sCD-4 fehérje elére virt mérete.
Hasonléképpen a pLTI:V1V2 S. lividans transzformdnsok mintegy 20
kD-s fehérjét fejeznek ki, amely a ViV2 fehérje el8re vart mére-
te. Az SKBsCD-4 és V1V2J4 kifejezést vizsgdljuk S. coelicolor-ban,
S. albus-ban, és S. longisporus-ban is. A S. lividans-—-hoz hason-
léan a 45 kD-s (a pLTI:sT4/1 és pLTI:sT4/7 transzformdnsok) és
20 kD-s (a pLTI: V1V2 transzforminsok) fehérjéket fejezik ki a tsb-
bi Streptomyces transzforminsok is.

A S. lividans tenyészet feliiliszdéban és sejtlizdtumban jelen

lev8 SKBsCD-4 ezt kovetd mennyiségi vizsgidlata 1-5 mg/l szintet
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mutat. A V1V2J4 2-10 mg/l-ben van jelen mind a tenyészet feliild-
széban, mind a sejtliz4dtumban. 1 mg/l-nél kevesebb fejez8dik ki
pPgal:sT4 S. lividans transzforménsok révén.

pLTI:sT4/7 S. lividans sejtvonalat alkalmazva vizsgidljuk az
SKBsCD-4 kifejezést 12 literes fermentorban is. A kis 1&ptékfi ki-
fejezési tanulmédnyokhoz hasonléan a sejteket triptikdz széja tdp-
kozeg +5Jug/ml tiosztrepton té4dpkdzegben ntvesztjik. Mind a tenyé-
szet felﬁlﬁszdkat, mind a sejt-lizdtumokat elemezziik SKBsCD-4 ki-
fejez8désre 7,5; 24; 31,5; 54; és 72 érdval az inokuldlds utén.

A maximdlis térfogati kifejez8dési szint 60 mg/l és 24 Sréval az
inokuldlds utédn érjiilk el. Az SKBsCD-4 azonos mértékben oszlik meg
a tenyészet feliiluszé és az ép sejtek kozott.

ViV2J4-et és SKBsCD-4-et tartalmazdé részben tisztitott feliuild-
székrél mutatjuk ki verseng8 ELISA-val, hogy kdt8dnek OKT4A-hoz,
jelezve, hogy ezek a Streptomyces—eredetfi fehérjék HIV kist8 fehér-—
Jjék.

A V1J4-et, amely HIV k6t8 fehérje, hasonléképpen ligdl juk
az LTI promotorhoz és Western-folt elemzéssel kimutatjuk, hogy
kifejezGdik S. lividans-ban.

A fenti példdk azt demonstriljdk, hogy a CD-4-b8l szidrmazé
HIV kot fehérjék, pl. az SKBsCD-4, SKBYsCD-4, VAJ4, VIV2J4 és
YV1, amelyek a jelen taldlmény szerinti rekombindns organizmusok
d4ltal fejez8dnek és vdlasztdédnak ki, olyan HIV k&t8 fehérjék, ame-—
lyek az sCD-4 HIV kot8 funkciéjdval birnak. Részletesebben, ezek
az SKBsCD-4 V1 teriiletének HIV k&t8 tartomdnydval birnak.

A fenti ledirds és kiviteli példdk teljes mértékben ismerte-

tik a taldlmédnyt, beledrtve ennek elénysds kiviteli médjait.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1.) Eljérds HIV kot8 fehérje el84l1{tdsdra azzal jellemezve, hogy

olyan vektorral transzformdlt E. coli sejteket, amelyek a HIV

koté fehérjéjét kédoldé szekvencidt tartalmazzdk egy szabdlyozé

elemmel . operativan ©sszekapcsolva, tenyésztiink és a HIV ksts

fehérjét ebb8l bsszegyiijtjiik.

2.) Elj4réds HIV ktt6 fehérje elS4llitdsdra azzal jellemezve, hogy
Stqsppomyces )

olyan vektorral transzformdlt sejteket, amelyek a HIV

kot8 fehérjéjét k6doldé szekvencidt tartalmazzdk egy szabdlyozé

elemmel operativan dsszekapcsolva, tenyésztﬁnk és a HIV kost8 fe-

hérjét ebbll Gsszegyiijtjik.

3.) Elj4réds HIV kot8 fehérje elf4llitdsdra azzal jellemezve, hogy

olyan vektorral transzformdlt élesztdsejteket, amelyek a HIV koté

fehérjéjét‘kddolé szekvencidt tartalmazzdk egy szabdlyozdé elemmel

operativan Osszekapcsolva, tenyésztiink és a HIV kot8 fehérjét eb-

b8l ©sszegylijtjitk.

4.) HIV k6t8 fehérje azzal jellemezve, hogy ez sCD-4 fehérje

vagy szdrmazéka, amely egy sCD-4 fehérje HIV kotd funkcibdjival

rendelkezik és amelyet rekombindns E. coliban termeliink gydégy-

szerként valé felhaszndlésra.

5.) HIV kété fehérje azzal jellemezve, hogy ez sCD-4 fehérje

vagy szdrmazéka, amely egy sCD-4 fehérje HIV kot8 funkcibdjdval

rendelkezik és amelyet rekombindns éleszt8ben termeliink gydégyszer-

ként valé felhaszndlésra.

6.) HIV kot8 fehérje azzal jellemezve, hogy ez sCD-4 fehérje

vagy szdrmazéka, amely egy sCD-4 fehérje HIV kot8 funkcibdjival

rendelkezik és amelyet rekombindns Streptomycesben termeliink

gyégyszerként valé felhaszndlésra.
meghatalmazott;\
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