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(57) KIVONAT

Eljards rekombindns Bombyx mori kozponti polihed-
rézis virus elGéllitdsara, melynek sordn

Bombyx mori sejteket vagy rovart BmNPV DNS-sel
és egy olyan plazmiddal fert6ziink, mely 5'—3’ sorrend-
ben a Bombyx mori kézponti polihedrézis virus DNS
(BmNPV DNS) polihedrdlis proteint kédold struktir-
génjét megel6z6 promoter-szekvenciat, ugyanennek a
struktiirgénnek részét vagy egészét, adott esetben egy

A leirds terjedelme: 18 oldal (ezen beliil 7 lap dbra)

kapcsold bazisszekvenciat, a kivant, BmNPV-re exogén
proteint kédol6 struktirgént, a kivant peptid termindtor
bézisszekvencidjat, és a polihedrdlis proteint kédold
struktirgént ko vetd 3'-bazisszekvenciét tartalmaz6 plaz-
middal fert§ziink, a sejteket tenyésztjiik, majd a rekom-
bindns BmNPV-t kinyerjiik.

A taldlmany tovdbbd a fenti BmNPV-virusvektor-
ral torténd fiizids proteinek elallitdsara is vonatkozik.
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A taldlmény tdrgya selyemhermny6 (Bombyx mori) re-
kombindns kozponti (nukledris) polihedrézis virusok
elGéllitdséra, és ilyen rekombindns virusokat atkalmaz-
va peptidek elGillitdsara.

Beszdmoltak mér peptid-elGallitdsi médszerrdl
Bombyx mori kdzponti polihedrdzis virust (BmNPV)
alkalmazva (14sd a leirds végén az 1. sz. irodalmi hivat-
kozast).

Ennek a mddszernek a 6 jellemzdje abban ll,
hogy rekombindns BmNPV-t alkotnak meg egy kivdnt
fehérje struktirgénjével, a poliéderes fehérjét kédold
struktirgén egy részletének helyettesitésével rekombi-
nans DNS technikit alkalmazva, és a rekombindns
BmNPV-t  szaporitjdk tenyésztett selyemhernyd
(Bombyx mori) sejteken vagy €16 selyemhernyékban,
ilyen médon a kividnt fehérje itt felgyiilemlik. Ez a
mddszer azonban még nem kielégits a kivant fehérjék
kitermelése szempontjabdl.

Ezen kiviil a fiizi6s fehérjék elddllitdsa mér Esche-
richia coli-ban és megvaldsult. A kitermelésekkel kap-
csolatban azonban nem tudtak beszdmolni jelentds ja-
vuldsrél (2-8. irodalmi hivatkozdsok).

Roviden Osszefoglalva a jelen taldlmdny rekombi-
ndns Bombyx mori kézponti polihedrézis virus DNS
poliéderes fehérje-kédol6 struktirgénje mellett egy, a
kivant fehérjét kédold struktirgénnel rendelkezik a po-
liéderes fehérjét kidold struktirgén egészéhez vagy
egy részéhez kapcsolva vagy kapcsolé (linker) bazis-
szekvencia kozbeékelésével vagy anélkiil.

A jelen taldlmény foglalkozik még egy fizids fe-
hérje elGdllitisi mddszerével is, a rekombindns virust
tenyésztett Bombyx mori sejtekben vagy €16 Bombyx
moriban szaporitva.

A taldlmédny tovdbba foglalkozik a kivant fehérje
elGdllitdsdval a fiizids fehérje hasitdsa vagy elbontdsa
révén a benne levd kapcsoldsi helynél.

A mellékelt dbrakban az 1-6. dbra vézlatosan be-
mutat bizonyos, a rekombindns virus eldllitdsdhoz al-
kalmazott plazmidokat, amelyek egy-egy példdban
szerepelnek.

A7. ésa 8. dbra a kivant fiiziés fehérje elektrofore-
tikus mintdjat dbrazolja.

Az aldbbiakban a taldlményt részletesebben ismer-
tetjiik. A BmNPV széles korben ismert a selyemherny6
tenyészt6k kozott. A T3 torzs olyan tipikus torzs, ame-
lyet a jelen taldlméany feltaldl6i izoldltak. Ennek a
torzsnek a virus DNS-e (BmNPV DNS) letétbe van
helyezve az ATCC-nél az Amerikai Egyesiilt Allamok-
ban, ahol az az ATCC 40 188 letéti szdmot kapta.

A polihidrélis fehérjéhez tartozé struktirgént tartal-
maz6 rész izoldldsdhoz a virus DNS-bS] tobbek kozott
az EcoRI-vel végzett kezelés alkalmas, amint ezt az 1.
irodalmi hivatkozdsban leirjak. Egy Escherichia coli
torzs (E. coli K12JM83 DGB-0036), amely a pBmE36
plazmidot hordozza a virus DNS egy (mintegy
10,5 kb-s) EcoRI-EcoRI fragmensével az EcoRI hasi-
tasi helynél beiktatva a plazmidba, a Fermentation Re-
search Institute-nél (Fermentdciés Kutatdintézet)
[Agency of Industrial Science and Technology, Mi-
nistry of International Trade and Industry of Japan
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(Japan Nemzetkozi Kereskedelmi és Ipari Minisztériu-
ma, Ipari Tudoményok és Technoldgidk Képviselete)]
van letétbe helyezve FERM BP-813 letéti szamon.

Ezen kiviil, amint ezt az 1. szdmu irodalmi hivatko-
zésban leirtak, a pPBmE36, amikor HindIII-mal kezelik,
mintegy 3,6 kb hosszdsdgt fragmenst ad, amely tartal-
mazza a polihedralis fehérje struktirgénjét. A frag-
menst azutdn beiktatjdk a kereskedelmi forgalomban
kaphaté puC9 plazmidba (a Pharmacia P-L Biochemi-
cals cégnél rendelkezésre all). Az ezt kdvetd EcoRI
hasitds, Bal31 kezelés (amelynek segitségével hosszi-
sdgban kiilonboz6 fragmenseket lehet elGdllitani a ke-
zelési id§ bedllitdsdval), majd Hind[I hasitds, vagy
hasonl6 eljardsok olyan fragmenst nyijtanak, amely
tartalmazza a polihedralis fehérje gén egészét vagy egy
részét.

A kivant fehérje struktirgénjét 6ssze lehet kapcsol-
ni a polihidrélis fehérje gén egészével vagy egy részé-
vel megfeleld kapcsol6dé DNS alkalmazasaval (lasd a
19. irodalmi hivatkozast) és a termelt Osszekapcsolt
fehérje, amikor megfeleld médon elhasitjdk a kapcsold
bazisszekvencidnak megfelelden leforditott peptid
vagy aminosav helynél (kotd rész), a kivant fehérjét
adja, amelyet azutdn hagyoményos médszerekkel lehet
izoldlni. Amikor a fiziés (6sszekapcsolt) fehérje 6nma-
gdban is haszndlhat6, az elhasitdsi folyamat termé-
szetesen nem sziikséges. Ilyen esetekben a kapcsold
lehet, hogy nincs is jelen.

Tébbek kozott ismertek mint megfeleld kapcsold
peptid vagy aminosav (kapcsold rész) és az ugyanezt
elhasit vagy elbonté eszkdz: az Ile-Glu-Gly-Arg
szekvencia és az Xa vér koagulacidés faktor (amelyet
ezutdn ,,F-Xa”-nak neveziink), amely képes a szekven-
cia hasitdsdra; a Pro-Ama-Gly—Pro (ahol Ama barmi-
lyen fajta aminosav) és kollagendz, amely képes a
szekvencia hasitdsdra; Arg és Phe és tripszin, amely
képes a peptid-kétés hasitdsdra ezek mogott; Tyr vagy
Phe és kimotripszin, amely képes a peptidkotés hasita-
sdra ezek mogétt; Pro—-Arg és trombin, amely képes
hasitani a peptid kotést ezek mogott; triptofan és N-
brémszukcinimid, amely képes elbontani ezt; és metio-
nin és cianogén-bromid, amely képes elbontani ezt
(1asd 2-10. irodalmi hivatkozdsok). A kapcsold rész €s
a hasitds vagy elbontds eszk6zei nem korldtozédnak a
fentebb emlitettekre, és kiilonboz8 peptidek vagy ami-
nosavak valamint kiilonb6z6 kémiai vagy enzimes
médszerek sok mds megfelelé kombinécidjat lehet al-
kalmazni a kapcsol6 részhez, vagy a hasitdsi, illetve
elbontési eszk6zokhoz.

Kivédnatos, hogy a kivant fehérje ne tartalmazzon
olyan peptidet vagy aminosavat, amely elbomolhat, ha
kapcsol6-rész hasitdsi vagy elbontdsi folyamatnak vet-
jiik ald, pl. a fentebb emlitetteknek. Lehetséges azon-
ban elbontani a fiiziés fehérjét korldtozott hatasd méd-
szerekkel is, megfeleléen behatdrolt, mérsékelt koriil-
mények kozott, ilyen médon érve el célunkat.

Az ezeket a fehérjéket kédolé gének lehetnek ter-
mészetben el6forduld anyagokbdl izolalt kromoszoma-
lis DNS-ek, a természetes eredetdi mRNS-ek intermedi-
erjein 4t készitett cDNS-ek, kémiailag szintetizalt
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DNS-ek, vagy az éppen emlitett példdk szerinti techni-
kak megfeleld kombindcidjaval termeit DNS-ek (ldsd a
18. és 19. irodalmi helyeket).

Olyan termék esetében, amely valamelyest kiilon-
bozik az aminosav szekvencidjdban [helyettesités, el-
hagyas (delécid), hozzdadds (addici)] a szadndékolt
anyagtdl, de még rendelkezik a kivant funkcidkkal,
mint pl. fiziolégiai aktivitdssal, szdndékosan lehet m6-
dositast végezni ilyen hatdshoz. fgy pl. amikor a metio-
nint el akarjuk bontani cianogén bromiddal a fentebb
emlitett kapcsold résszel Gsszefiiggésben, a kivant fe-
hérjében jelen levé metionin gyokot vagy gyokoket
lehet helyettesiteni mds aminosavgyokkel vagy mds
aminosav-gyokokkel, vagy tor6lni lehet. Ebben az
esetben tandcsos, ha a fenti koncepciéval megegyezéen
tervezett bazisszekvencia alapjdn termelt peptidet meg-
vizsgéljuk, vajon aktivitdsa megfelel-e a szdndékozott
célnak vagy sem.

Bizonyos példdkban egy aminosavgyokrész meg-
maradhat a kivant fehérje termékben, amint ez lthatd
pl. a cisztein kémiai elbontdsa esetében 2-nitro-5-tioci-
anobenzoesavval. Ebben az esetben a terméket el6nyo-
sen szintén meg kell vizsgélni aktivitdsra, amint fen-
tebb emlitettiik, ezaltal meghatdrozva, vajon a termék
alkalmas-e a szdndékolt célra vagy sem.

Plazmidokat (rekombindciéhoz sziikséges plazmi-
dok) olyan bazisszekvencidval, amely a Bombyx mori
kozponti polihedrézis virus DNS (BmNPV DNS) poli-
éderes fehérje génjének egy részét vagy egészét, és a
kivant fehérjéhez tartozé egy struktirgént egymdssal
Osszekapcsolva (egy kapcsold betolddsdval vagy ané-
liil), vagyis a fiziés fehérjét kodold gént tartalmazza
magdba beleiktatva, el§ lehet dllitani hagyoményos re-
kombindns DNS technikdkkal, olyan plazmidokat,
restrukcids enzimeket €s mds anyagokat haszndlva,
amelyek kereskedelmi forgalomban kaphaték. Az ilyen
plazmidok el&dllitdsat rutinszertien lehet elvégezni az
itt a késébbiekben leirandd példak alkalmazasaval.

A fenti plazmidokat alkalmazva a rekombinéns vi-
rusok el@dllitdsdhoz, egy ismert Bombyx mori sejtvo-
nal sejtjeit kevert fert6zésnek vetjiik ald egy rekombi-
nécidhoz sziikséges plazmiddal és BmNPV-vel, ha
sziikséges, ezt koveti a rekombindns virus izoldldsa pl.
a tarfolt (plakk) moédszerrel (11. irodalmi hivatkozds),
vagy a higitasos médszerrel (12. irodalmi hivatkozis).
A megfelels, mar 1étez6 Bombyx mori sejtvonalak,
amelyeket alkalmazni lehet, tobbek kozott magukba
foglaljak az ismert Bm sejteket (BM-N sejtek, ame-
lyek az 1., 11. és 13. irodalmi hivatkozédsokban vannak
leirva, és az ATCC-nél CRL-8910 szdmon vannak le-
tétbe helyezve), és a BM-N5 sejteket, amelyek az
ATCC-nél CRL-8851 szdmon vannak letétbe helyez-
ve. Hogy egy kivant anyagot selyemherny6ban &llit-
hassunk el§, a selyemhemnydkat virusfertézésnek vet-
jik ald olyan mddon, hogy a tenyésztett sejtekben
szaporitott virust (vagy a rekombinans és nem-rekom-
bindns virusok keverékét, vagy az ebbdl izolalt rekom-
bindns virust) beleinjektdljuk vagy perkutin vagy a
testiiregbe, vagy a virust a tdpldlékkal a szdjon keresz-
tiil adjuk be. Ezutdn a selyemhernycdkat mesterséges
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takarmannyal vagy eperfalevelekkel etetjiik megfeleld
szdmyd napon 4t, ezédltal felgylilemlik a kivdnt fizids
fehérje. Altaldban a fiiziés fehérje nem oldhaté vizben
és a selyemherny¢ testfolyadékjdban van szuszpendal-
va, és onnan hagyoményos mddon lehet elkiiléniteni
vagy tisztitani, pl. kromatografidval (ioncserél§ gyan-
tas, affinitdsos, gél-permedcids kromatografia), centri-
fugdlassal, extrahdldssal és hasoniGkkal.

Amikor a selyemherny6t megéroljiik és valamilyen
olddszerrel Osszekeverjiik [pl. vizes SDS (ndtrium-do-
decil-szulfat) oldat, vizes karbamid-oldat, vizes alkali-
oldat és hasonldk], vagy ilyen oldGszer jelenlétében
oroljik meg, a fiziés fehérjét el lehet kiiloniteni vagy
meg lehet tisztitani az oldatbdl fentebb leirt médon.
Amikor a fizids fehérjét el kell hasitani, a has{tdsi/bon-
tasi folyamatot olyan mddon lehet végrehajtani, amint
ezt a kordbbiakban leirtuk.

A kovetkezd példdkat, amelyekben inzulin-szerd
novekedési faktorok (IGF-1 és IGF-II) és ci-interferon
a kivént fehérjék, abbdl a célbdl nyijtjuk, hogy részle-
tesebben mutassuk be a jelen taldlményt. Meg kell
jegyezni azonban, hogy ezeknek a példdknak semmi-
képpen sem az a célja, hogy korldtozzdk a taldlmany
oltalmi korét. A plazmid megalkotdsdhoz szolgélé viz-
latokat az 1-6. dbrdk korvonalazzdk. Hacsak mdaskép-
pen nem jelezziikk, a DNS szekvencia 5" (,.felfelé”)
oldaldt mutatjuk a bal oldalon és a 3 (,lefelé”) oldalét
a jobb oldalon a hagyomanyos gyakorlatnak megfele-
I6en. A 7. dbran az el@allitott fehérje gélelektroforeti-
kus képét mutatja. (A — markerek; B — VIGF-IFO86-
tal; C — BmNPV-T3-mal fertGzétt rovar testfolyadé-
ka.)

A poliéderes fehérje gén, a kivant fehérjék génjei és
a fuzids fehérje génjei szintézisét, hasitdsét, kivdlasztd-
sdt és egyéb kezeléseit az 1. irodalmi hivatkozdsban
leirt technikdkat alkalmazva lehet végrehajtani, vala-
mint a hagyomanyos médok szerinti génmanipulacids
technikdkat alkalmazva (lasd a 18. és 19. irodalmi
hivatkozdsokat).

1. példa

A. A polihedrin génbdl szdrmazo plazmid megalko-

tdsa (1. dbra)

A pBmE36 plazmidot (1. irodalmi hivatkozds)
EcoRI-gyel hasitjuk és a hasitdsi terméket tompavé-
giivé tesszitk DNS polimeraz I-et (Klenow-fragmens)
alkalmazva a ANTP-k (a négy dezoxinukleozid tri-
foszfit fajta) jelenlétében. pBmE36 plazmidot (30 pg
DNS) és 10 E HindIII enzimet 200 pl séoldattal
[50 mM trisz-HCl (pH 7,5) 10 mM MgCl,, | mM
DTT (ditio-treitol) és 100 mM NaCl] elegyitiink, és a
reakciét 10 percen at 37 ‘C hémérsékleten vizfiirdSn
végezziik. A HindIII-mal végzett részleges emésztés,
amelyet agarGz-gélelektroforézis kovet, egy polihed-
rin gén-tartalmyd fragmenst ad. T4 ligdzt alkalmazva
ezt a fragmenst pUC9 fragmenssel ligdljuk, amelyet
el6z6leg pUCY (amely a Pharmacia P-L Biochemi-
cals-ndl kaphat6) EcoRI-gyel végzett hasitdsdval, a
hasitasi termék tompavégiivé tételével Klenow-frag-
menst alkalmazva, és HindIII-mal végzett tovabbi
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hasitdsdval készitettiink el, hogy egy ligacids termé- azutdn Escherichia coli K-12JM83 transzformdldsdhoz
ket nyerjiink. A nyert ligdcids terméket alkalmazzuk alkalmazunk. A transzformdldst ismét egy kivdnt mu-
Escherichia coli K12JM83 FERM BP-813 transzfor- tins nyerése érdekében végezziik. fgy a p9BmM36
malasdra. A plazmidot ezutdn kinyerjitk és p9BmE36- plazmidot nyerjiik.
nak nevezziik el (a fenti médszer a 19. irodaimi hivat- 5 A polihedrin gén eltiintetéséhez a p9BmM?36-bdl,
kozdsban van leirva). és a polilinker beiktatdsdhoz a kovetkezd két DNS
Egy EcoRV felismerd helyet és egy Aatl felismerd fragmenst (mindegyik 38-mer) szintetizdljuk kémiai-
helyet vezetiink be a p9BmE36-ba az ATG inicidcids lag:
kodon helyénél, illetve a TAA termindcids kodon he- CTAAGAGCTCCCGGGAATTCCATGGATATCTA-
lyénél, in vitro mutagenezissel (14. irodalmi hivatko- 10 GATAGG és
z4s). Igy a p9BmE36-ot DN-4zl-gyel kezeljiik etidi- CCTATCTAGATATCCATGGAATTCCCGG-
um-bromid jelenlétében, hogy egy bemetszett (,nic- GAGCTCTTAG.
ked”) plazmidot nyerjiink (14. irodalmi hivatkozds), Ez a két fragmens komplementer egymadssal és ren-
amelyet azutdn Osszeforrasztunk a kovetkezd két, ké- delkeznek Sacl, Smal, EcoRI, Ncol, EcoRV és Xbal
miailag szintetizdlt DNS fragmenssel: 15 felismerd helyekkel.
ACCTATAGATATCCCGAATTA (21-mer) és A fenti két fragmenst foszforilezziik a megfelel§ 5
| végén T4 kindzt alkalmazva, majd egymaéssal osszefor-
EcoRI rasztjuk. Az Gsszeforrasztott terméket ligdljuk, T4 ligaz

jelenlétében, egy polibedrin-génmentes fragmenssel,
GGTCCGGCGTAGGCCTTAAAACAC (24-mer) 20 amelyet p9BmM36-nak EcoRV-vel és Aatl-gyel vég-
zett hasitisdval nyertiink. Ez a miivelet egy BglII felis-

Aatl merd hely és egy Aatl felismer6 hely képzddését ered-
A fragmenseket szildrdfdzisi foszfoamitid-mdéd- ményezi a kapcsol 5 oldaldn, illetve 3’ oldaldn. Az
szerrel kémiai tton szintetizdljuk 380 DNS Synthesi- igy 1étrejott plazmidot hasznaljuk Escherichia coli K-
zert (Applied Biosystems Corp.) alkalmazva, Matteuc- 25 12JM83  transzformdldsdra, majd kinyerjik és
ci és Caruthers, 1981, ,,Synthesis of deoxyoligonucleo- pBMO30-nak nevezziik el.
tides on a polymer support”, J. Am. Chem., 24: 3185- A pBMO30 polilinker részének DNS szekvencidjét,
3191. médszerét alkalmazva. és a rajta levé hasitdsi helyeket az aldbbiakban mutat-
A polimerdz I-gyel és T4 ligdzzal végzett ezt kdve- juk be, szembedllitva a p9BmE36 polihedrin gén részé-

t6 kezelés egy heteroduplex plazmidot ad, amelyet 30 vel.

pIBmME36--------—-me - TGTAATAAAAAAACCTATAAA
pBMO30 ----------nen-e------TGTAATAAAAAAACCTATAGA |CTA
BI gl

— 17

Sacl Smal EcoRI Ncol EcoRV Xbal AlatI

______Poliéderes fehérje gén
AGAGCTCCCGG AATTQCATGGA'EA'FCTAGATAGGCC -

szintetikus DNS-bé1 szdrmazd

B. Részben hidnyos polihedrin génnel rendelkezd oldaldrél meghatdrozzuk a didezoxi médszerret (15. iro-
plazmid megalkotdsa (2. dbra) dalmi hivatkozas) egy primert alkalmazva (az M13-hoz
A p9H18 plazmidot (1. irodalmi hivatkozds) Eco- 45 szolgalé 15 bézisos szekvendl6 primer), hogy ezéltal azo-
Rl-gyel elhasitjuk, majd Bal31-gyel kezeljiik, hogy nositsuk a virus-eredetii poliéderes gén részt. fgy a poli-

ilyen médon a hasitdsi helyek valamelyik oldalanak éderes fehérje aminosav-szekvencidjanak megfelel6 ba-
egy részét levagjuk. A Bal31-es kezelés idejét véltoz- zisszekvencidt [amint ezt Serebryani és munkatérsai (16.
tatva hosszdban eltéré fragmenseket allitunk eld. Eze- irodalmi hivatkozas) lefrtdk] megtaldljuk a virus-eredetd
ket a fragmenseket HindIlI-mal kezeljiik és 0,7%-0os 50 DNS fragmensek bazis-szekvencidi kozott. Az ATG
agar6z gélen elkiilonitjik, amely mdveletet extrahdlas transzlacids start kodont és a TAA termindcids kodont
kovet, amely kiilonbozd hosszadban eltérd, virus-erede- szintén azonositjuk. A kiilonboz8 plazmidok koziil
td DNS fragmenseket ad. (p9B plazmid-sorozat), amelyeket a Bal31 kezelés id6-

A pUC9 plazmidot Smal-gyel és HindIII-mal kezel- inek hosszatél fiiggSen nyeriink, a 212 bp-s, 338 bp-s,
jiik, ezt koveti a ligalas az el6z6leg nyert DNS fragmen- 55 662 bp-s és 727 bps-s (az ATG transzldcids rajt kodon-
sekkel (amelyek egy tompa véggel és egy HindIII véggel t61 lefelé szamitva) plazmidokat, amelyek nélkiilozik a

rendelkeznek). Az igy elGillitott plazmidot alkalmazva polihedrin gént, p9B240-nek, illetve p9B120-nak, il-
Escherichia coli K—~12JM83-at transzformdlunk, majd letve p9B118-nak, illetve p9B086-nak nevezziik. A po-
ndvesztiink. A plazmidot kinyerjiik, és a bazisszekvenci- lihedrin génnek a hossza 738 bp, beleértve a TAA stop
4t az egyes virus-eredetd beiktatott DNS fragmensek 3° 60 kodont is.



ATGCCGAATT ATTCATACAC CCCCACCATC GGGCGTACTT
ACGTGTACGA CAATAAATAT TACAAAAACT TGGGCTGTCT
TATCAAAAAC GCCAAGCGCA AGAAGCACCT AGTCGAACAT
GAACAAGAGG AGAAGCAATG GGATCTTCTA GACAACTACA
TGGTTGCGCA AGATCCCTTT TTAGGACCGG GCAAAAACCA
AAAACTTACC CTTTTTAAAG AAATTCGCAG TGTGAAACCC
p9b240
GATACCATGA AGTTAATCGT CAACTGGAGC GGCAAAGAGT
TTTTGCGTGA AACTTGGACC CGTTTTGTTG AGGACAGOTT
CCCCATTGTA AACGACCAAG AGGTGATGGA CGTGTACCTC
p9b120
GTCGCCAACC TCAAACCCAC ACGCCCCAAC AGGTGCTACA
AGTTCCTCGC TCAACACGCT CTTAGGTGGG AAGAAGACTA
CGTGCCCCAC GAAGTAATCA GAATTATGGA GCCATCCTAC
GTGGGCATGA ACAACGAATA CAGAATTAGT CTGGCTAAAA
AGGGCGGCGG CTGCCCAATC ATGAACATCC ACAGCGAGTA
CACCAACTCG TTCGAGTCGT TTGTGAACCG CGTCATATGG
GAGAACTTCT ACAAACCCAT CGTTTACATC GGCACAGACT
CTGCCGAAGA AGAGGAAATC CTAATTGAGG TTTCTCTCGT
p9B115
TTTCAAAATA AAGGAGTTTG CACCAGACGC GCCTCTGTTC
ACTGGTCCGG CGTATTAA
p9BQ&|

C. Az o-interferonbdl és poliéderes fehérjébdl osz- 25

szedllitott fiizids fehérjéhez tartozo gén megalkotd-

sa (3. dbra)

A pIFN2B310-et (1. irodalmi hivatkozds) Smal-
gyel elhasitjuk, és egy o-IFN-J fragmenst izoldlunk
agar6z gél-elektroforézissel, T. Maniatis és munkatar-
sai: Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Labora-
tory (1982) 164. oldalan leirtak szerint. Ezt ligdljuk
Smal-gyel hasitott pPBM030-cal, T4 ligzt alkalmazva,
és az gy létrejott plazmidot haszndljuk Escherichia
coli K-12JM83 transzforméldsdhoz. A rekombindns
plazmidot pBT310-nek jel6ljiik, miutdn szekvendldssal
igazoljuk, hogy ez rendelkezik az o-IFN-J génnel, a
helyes irdnyban beiktatva.

A pBT310-et Bglll-vel elhasitjuk és a hasitdsi

30

35

40
A kapcsol6 rész DNS szekvencidja:
086

HU 208340 B

terméket tompavégiivé tessziik, Klenow fragmenst al-
kalmazva a dNTP-k jelenlétében, majd Scal-gyel ha-
sitjuk. Egy o-IFN-J gén-tartalmi fragmenst izol4-
lunk agaréz gél elektroforézissel. Maniatis Genti
modszerével.

p9B086-ot elhasitunk EcoRI-gyel és Scal-gyel, és
egy polihedrin géntartalmi fragmenst izoldlunk agaréz
gél elektroforézissel. Ezt a fragmenst tompavégiivé
tessziik S1 nukledzt alkalmazva, és a fent emlitett,
O-IFN-J géntartalmi fragmenshez ligdljuk T4 ligdzt
alkalmazva. Escherichia coli K-12JM83-at transzfor-
malunk az igy létrejott plazmiddal. Ezutdn igazoljuk
didezoxi-médszerrel, hogy a kapcsol6 rész DNS szek-
vencidja az igy nyert plazmidban helyes. A plazmidot
pIFN086-nak nevezziik el.

Polihedrin gén —--GGT-GGG-GAT-CTA-AGA-GCT-CCC-GGG-ATG-GCC- - ~(o-IFN-T)

D. Az IGF-I-b4l és poliéderes fehérjébdl osszedlli-

tott fiizids fehérjéhez tartozd gén megalkotdsa

(4. dbra)

A pIGF001 plazmidot kinyerjiik az Escherichia coli
K12 MC1061-b6l (FERM BP-932) és Sall-gyel hasit-
juk. A hasitott terméket tompavégiivé tessziik Klenow-
fragmenssel a ANTP-k jelenlétében, és Avall-vel hasit-
juk, és egy IGF-I géntartalmi fragmenst izoldlunk
poliakrilamid gél elektroforézissel.

Kiilon pBMO030-at hasitunk EcorV-tel és Sacl-gyel.

Ugy tiinik, hogy az Ile-Glu-Gly-Arg aminosav
szekvencidt be kell vezetni, a poliéderes fehérje és az
IGF-I koz6tt a fiziés fehérjetermelésben gy, hogy a
fizids fehérjét az Xa vér-koagulaciés faktor (F—Xa)
fel tudja ismerni és el tudja hasitani. Ebbdl a célbél a 60

50

55

5

Met-Ala— - -

kovetkezd DNS fragmenseket szintetizdljuk kémiai-
lag.

ATTGAAGGCAGAG (13-mer) és

GACCTCTGCCTTCAATAGCT (20-mer).

Ez a két fragmens komplementer egymdssal €s
Osszeforrasztds utdn, a ,felfelé” oldalon, képez egy
Sacl hasitdsi véggel kapcsolhatd, koheziv véget, és a
,lefelé” oldalon egy Avall hasitdsi véggel kapcsolhato,
koheziv véget.

Ezt a két fragmenst foszforilezziik mindkét 5 vég-
nél, T4 kindzt alkalmazva, majd Osszeforrasztjuk eze-
ket. Az osszeforrasztott terméket, a fentebb emlitett
IGF-1 fragmenst és a fentebb emlitett hasitott
pBMO030-at ligdljuk egymdssal, T4 ligdzt alkalmazva.
Escherichia coli K-12JM83-at transzformdlunk a liga-
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lasi termékkel, hogy egy plazmidot 4llitsunk els. A
didezoxi mddszerrel végzett DNS szekvencia elemzés
igazolja, hogy a kapcsolds az F-Xa felismerési hely és
az IGF-I gén kozott ebben a plazmidban (pIGF-1030)
korrekt. A pIGF-1030-at BglII-vel hasitjuk, majd tom-
pavéglivé tesszitk Klenow-fragmenst alkalmazva a
dNTP-k jelenlétében, és Scal-gyel hasitjuk, és egy
IGF-1 géntartalmi fragmenst izoldlunk agaréz gél
elektroforézissel.

p9BO086-ot kiilon hasitunk EcoRI-gyel és Scal-
gyel és tompavégiivé tessziik S1 nukledzt alkalmazva,
és egy polihedrin géntartalmi fragmenst izoldlunk Ma-
niatis médszerével agaréz gél elektroforézissel és ligal-
juk a fentebb emlitett IGF-I gén-tartalmi fragmenssel
T4 ligdzt alkalmazva. Az igy létrejott plazmidot alkal-
mazva, Escherichia coli K-12JM83-at transzformdalunk
és egy olyan plazmidot nyeriink, amely korrekt ligdcio-
val elGdllitott fuzids fehérje gént tartalmaz, ezt pIGF-
IF086-nak nevezziik. A kapcsol6 rész DNS szekvencid-
jat az alabbiakban mutatjuk be.
——Polihedrin gén—GGTGGGGATCTAAGAGCT-
ATT-GAA-GGC-AGA-GGT-CCA-GAA-ACC-TTI
Ile-Glu-Gly-Arg—Gly-Pro—Glu-Thr-Leu-

LF—Xa —I |—— IGF-1

E. Az IGF-11-bdl és kiilonbozd hosszisdgi poliéde-
res fehérjékbdl dsszedllitott fiizids fehérjék génjei-
nek megalkotdsa (5. dbra)

A pIGF002 plazmidot Escherichia coli K12
MC1061 IGF002-bdl (FERM BP-933) kinyerjiik, rész-
legesen emésztjitk Sall-gyel, az aldbbiak szerint:
pIGF-11030 plazmidot (30 g DNS) és 10E Sall enzi-
met 200 l séoldattal [SO mM trisz-HCI (pH 7,5),
10 mM MgCl, 1 mM DTT (ditio-treitol) és 100 mM
NaCl] elegyitiink, és a reakciét 10 percen &t 37 °C
hémérsékleten vizfiirdn végezziik. Ezutdn a terméket
tompavég(ivé tesszitk Klenow-fragmenst alkalmazva a
dNTP-k jelenlétében, majd HaeIll-mal hasitjuk, ezt
kovetSen poliakrilamid gél-elektroforézisnek vetjiik
al4, ezdltal egy IGF-II géntartalmd fragmenst izold-
lunk Maniatis médszerével (kivédlasztdsa szekvenalds-
sal). Ezt a fragmenst ligdljuk Smal-gyel hasitott
pBMO030-cal T4 ligdzt alkalmazva, és a ligdldsi keveré-
ket Escherichia coli K-12JM83 transzformaldsdra
hasznéljuk fel. Az igy nyert transzformansokndl a
transzformdnsrél igazoljuk, hogy hordoz egy olyan
plazmidot (pIGF-11030), amely IGF-II génnel rendel-
kezik a korrekt irdinyban beleiktatva.

A pIGF-11030-at részlegesen emésztjiik EcoRI-
gyel, az aldbbiak szerint: pIGF-11030 plazmidot (20 g
DNS) és 8E EcoRI enzimet 200 pl séoldattal [10 mM
trisz-HCl (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT és
50 mM NaCl] elegyitiink, és a reakciét 10 percen 4t
37 °C hémérsékleten vizfiirdon végezziik. A terméket
Scal-gyel hasitjuk, és egy IGF-II géntartalmd frag-
menst (meghatdrozds szekvendldssal) izoldlunk agardz
gélelektroforézissel. Ezt a fragmenst ligaljuk T4 ligaz
jelenlétében egy olyan fragmenssel, amely a polihedrin
gén egy részét tartalmazza, ezt agaréz gélelektroforé-
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zissel izoldljuk a p9B240-nek, p9B120-nak vagy a
p9B115-nek EcoRI-vel és Scal-gyel végzett hasitdsa
utdn.

Escherichia coli K—~12JM83-at transzformalunk az
igy l1étrejott plazmidokkal. A DNS szekvencia-elemzé-
se a didezoxi-mddszerrel igazolja, hogy az igy létrejott
transzformansokbdl nyert plazmidok rendelkeznek a
fiiziGs fehérje helyes dton megalkotott génjeivel.

Ezeket a plazmidokat pIGF-IIF240-nek, illetve
pIGF-IIF120-nak, illetve pIGF-IIF115-nek nevezziik.

A kapcsol6 rész DNS szekvencidjét az egyes DNS
szekvencidkban az aldbbiakban mutatjuk be:
pIGF-IIF240

~-ACCCGGGAATTC-ATG-GCT----------

240 Met-Ala-—--IGF-II
pIGE-1IF120

-GACCGGGAATTC-ATG-GCT--------—

120 Met-Ala-—IGF-II
pIGF-IIF115

~ATCCGGGAATTC-ATG-GCT-----------

115 Met-Ala-—IGD-II

2. példa
Bm sejtek dtfertozése
A BmNPV T3 t6rzs virus DNS-t (ATCC 40188) és
pIFNF086-ot — 1:100 mélardnyban — dsszekeveriink az
I. és II. oldatokkal, amelyek Osszetétele a kovetkezd:
L
Desztillalt viz

2,1l
Hordoz6 DNS (lazac here DNS, 1
mg/ml) 50 ul
BmNPV DNS oul
pIFNF086 DNS 50 pg
2 m6l/1-es CaCl, 300 ug
I
50 mmGl/1-es HEPES puffer, amely
0,28 mol/1 ndtrium-kloridot is tartal-
maz 2,5ul
Foszfit-puffer (35 mmél/1 Na,HPO, -
35 mm6l/1 NaH,PO,) 50 ul

Az igy létrejott szuszpenzié 1 ml-es részletét hoz-
zdadjuk 4 ml Bm sejttenyészt§ tédpkozeghez (TC-10
tépkozeg, amely még 10% borjiembrié-szérumot is
tartalmaz, ldsd 17. irodalmi hivatkozds), és a keveréke
hozzdadjuk Bm sejtekhez (ATCC CRL-8910)
(2x1 000000 sejt), hogy ezdltal bevezessiik a fenti
DNS-t a Bm sejtekbe. Hisz 6raval késobb a tdpkozeget
friss adaggal cseréljiik fel. Tovabbi 5 napos inkub4lds
utdn a tépkozeget kinyerjiik és centrifugiljuk, és a
feliiliszot tarfolt-vizsgdlatnak (l4sd 11. irodalmi hivat-
kozés) vetjiik ald, ezaltal a rekombindns virust klén-
ként kinyerjiik. Ezt vIFNO86-nak nevezziik.

A vIGF-IF086, vIGF-1IF240, vIGF-IIF120 és
vIGF-IIF115 rekombindns kl6énokat hasonléképpen
nyerjiik, a pIGF-IF086-ot, illetve pIGF-IIF240-et, illet-
ve pIGF-TIF120-at, illetve pIGF-IIF115-6t alkalmazva.

3. példa
A filzids fehérje kifejlesztése Bm sejtekben
Bm sejteket (ATCC CRL 8910) (2x108 sejt) fert6-
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zlink VIFNO86-tal olyan mddon, hogy vIFNF086
szuszpenzi6t (5x107 pfu) adunk hozz4. Harminc perc-
cel késébb a feliilisz6t eldobjuk, és 4,5 ml-nyi adagban
friss tdpkdzeget adunk hozzz4, és az inkubéldst tovabb
folytatjuk 25 °C hémérsékleten 4 napon &t. Ezutdn a
tenyészetet centrifugdljuk (1000 fordulat/perc, 10
perc), hogy csapadékot kapjunk. 500 pl-nyi adagban
friss tapkozeget adunk hozzd, és 6t fagyasztas-felen-
gedtetési ciklus utdn a keveréket centrifugéljuk (15 000
fordulat/perc, 10 perc). Az igy Osszegydjttt csapa-
dékhoz 200 ul 4%-os natrium-dodecil szuifat (SDS) -
10%-o0s merkapto-etanol keveréket adunk. Az igy 1étre-
jott keverék egy 5 pl-es részletét haszndljuk mintaként
az SDS-14% akrilamid-gél elektroforézishez.

Elektroforézis utdn egy, a fizids fehérjének megfe-
lel6 csikot figyeliink meg a gélen. Ezért a csik siirlisé-
gét megmérjiik denzitométerrel és osszehasonlitjuk az
egyes jelz6k siiriségével (mindegyik jelzd csik 1 pg
fehérjét tartalmaz). Az igy becsiilt kitermelés 0,3 mg/l
sejttenyészet-1€, az elGsz0r nyert sejttenyészetre vonat-
kozdan. Mivel az IFN rész mintegy 40%-ot tesz ki a
fizios fehérjében molekulatomegre szdmitva, ez a ki-
termelés értelemszertien 0,12 mg/ml IFN-nek felel meg
sikeres elhasitds és IFN kinyerés utdn. Ez a kitermelés
t6bb, mint hisszor nagyobb, mint az 5x10° egység/ml
érték (amely 0,005 mg/ml-nek felel meg), amit egy
beszdmoldban adtak meg, az IFN-nek Bombyx mori
sejtekben valé kifejezddésére (1. irodalmi hivatkozas).

A vIGF-IF086-tal, vIGF-IIF240-nel, vIGF-
IIF120-szal és vIGF-IIF115-tel fert6zott Bm sejtek 4l-
tal termelt fizids fehérje kitermelése, amint ezt a fen-
tebb leirt modon mérjiik, 0,5 mg, illetve 0,1 mg, illetve
0,4 mg, illetve 0,5 mg/ml sejttenyészet-l€, vagy az
ezekben a fiizids fehérjékben levé IGF-I vagy IGF-II
mennyiségében  kifejezve, 0,1 mg/ml, illetve
0,05 mg/ml, illetve 0,1 mg/ml, illetve 0,1 mg/ml.

4. példa

A. Fizids fehérjék kifejezése Bm sejtekben

Bm sejteket (ATCC CRL 8910) (2x10° sejt) fertd-
ziink vIGF-IIF120-szal, olyan médon, hogy vIGF-
IIF120 szuszpenzi6t (5x107 pfu) adunk hozzd. Har-
minc perccel késGbb a virust eltdvolitjuk, 4,5 ml-es
adag friss tipkozeget adunk hozz4, az inkubdlast foly-
tatjuk 25 °C hémérsékleten 4 napon ét, és a tenyészle-
vet centrifugdaljuk (1000 fordulat/perc, 10 perc). Az igy
Osszegyjtott csapadékhoz 500 pl friss tdpkozeget
adunk. Fagyasztds-felengedtetési ciklus 6tszori ismét-
lése utdn a keveréket centrifugdljuk (15000 fordu-
lat/perc, 10 perc), hogy csapadékot nyerjiink. Ezt a
csapadékot desztillalt vizzel mossuk, 0,5%-0s SDS-ben
feloldjuk és nagy teljesitményii folyadékkromatografi-
dnak vetjik alda [HPLC: TSK Gel Phenyl SPWRP
(gyart6: Toyo Soda Manufacturing Co., Ltd.); oldé-
szer-rendszer: 0,1% trifluor-ecetsav — 20-75% aceto-
nitril, linedris koncentracié gradienssel]. Igy 2 ml-es, a
fiziés fehérjét tartalmaz6 frakcidt gyfjtiink.

B. Hasitds cianogén-bromiddal
Ehhez a frakci6hoz 50 pl 1%-os SDS-t adunk, a
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keveréket szdrazra koncentraljuk és a koncentrélt anya-
got 50 pl desztilldlt vizben feloldjuk. Az oldat egy
15 pl-es adagjdhoz 35 pl hangyasavat adunk és 45 ul
70%-o0s hangyasavat, ezt koveti 5 pl cianogén-bromid
oldat (200 umo6l/ml), 70%-os hangyasavban, hozzdad4-
sa. A szobahSmérsékleten végzett reakcié 24 érdja utdn
a reakcidkeveréket szdrazra koncentraljuk, a koncent-
ralt anyagot feloldjuk 7,5 pl desztilldlt vizben és az
oldatot elektroforézisnek vetjitk ald, amelynek sordn
IGF-II-nek megfeleld csikot észleliink.

fgy SDS - 16% poliakrilamid gél elektroforézis
sordn, a VIGF-IIF120-szal fert6z6tt Bm sejtek vizes
SDS oldattal végzett extrahdldsdval és az ezt kovets,
nagy teljesitményii folyadékkromatogrifidval végzett
részletes tisztitdssal nyert frakcié egy mintegy 23 kD-s
csikot ad, amely a poliéderes fehérje (egy részébdl) és
IGF-II-bél 416 fiziés fehérjének felel meg, mig a
cianogén-bromid bontdsi termék egy mintegy 7 kD-s
csikot mutat, amely az IGF-II-nek felel meg, szdmos
10-14 kD-s kotéssel egyiitt, amelyek valgszintleg a
poliéderes fehérje bomlasi termékeinek tulajdonitha-
tok (1dsd 8. dbra, ahol A jelenti a jelzGket, B a fiizids
fehérjét és C a cianogén-bromidos bomldsi termé-
ket).

C. Az IGF-IP N-termindlisdnak meghatdrozdsa

Hasonlé6 médon, amint fentebb lefrtuk, mintegy
20 mg fiziés fehérjét nyeriink 50 ml, vIGF-IF120-
szal fert6zott Bm sejttenyészetbdl és a fizids fehérjét
cianogén-bromiddal elhasitjuk és a reakcidkeveréket
koncentréljuk.

A koncentrélt anyagot feloldjuk 5 ml 200 mmdél/li-
teres piridin-ecetsav pufferban (pH 3,0), és az oldatot
oszlopkromatogrifidnak vetjik ald [SP-Toyopearl
(gyért6: Toyo Soda Manufacturing Co., Ltd.); oldé-
szerrendszer: 200 moél/1 piridin-ecetsav  puffer
(pH 3,0)-2,0 mo6V1 piridin-ecetsav puffer (pH 5,0), li-
nedris koncentracié gradienssel]. Igy egy IGF-1I-t tar-
talmazé frakci6t gydjtink. Ezt a frakeiét liofilezziik,
feloldjuk desztilldlt vizben és nagy teljesitményd fo-
lyadékkromatografidnak vetjiik alda [HPLC:0ODS-120T
(gyarté: Toyo Soda Manufacturing Co., Ltd.); oldé-
szerrendszer: 0,1% trifluor-ecetsav — 10-65% acetonit-
ril, linedris koncentricié-gradienssel]. A nyert tiszta
IGF-1I-t peptid-szekvencia elemzésnek vetjik ald
[470A Protein Sequencer (gyartd: Applied Biosys-
tems)]. Az fgy bizonyitott IGF-II amino-termindlis
aminosav-szekvencidjat az aldbbiakban mutatjuk be.
Ala Tyr ARg Pro Ser Glu Thr Leu Cys Gly Gly Glu
Leu Val Asp Thr Leu Gln Phe Val Cys Gly Asp Arg
Gly Phe Tyr Phe Ser ARg Pro Ala Ser

5. példa

A. A filzis fehérje kifejezddése Bm sejtekben (6.

dbra)

A pIGF001 plazmidot kinyerjiik az Escherichia coli
K12 MC1061 IGF001-bsl (FERM BP-932) és Sall-
gyel hasitjuk. A hasitdsi terméket tompa végiivé tesz-
szitk Klenow-fragmenst alkalmazva a INTP-k jelenlé-
tében és Avall-vel hasitjuk és egy IGF-I géntartalmi
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fragmenst izoldlunk poliakrilamid gél elektroforézis-
sel.

Kiilén hasitunk pIGF-IIF120-at EcoRV-tel és Eco-
RI-gyel, hogy eltdvolitsuk az IGF-II géntartalmi frag-
menst.

Ugy tiinik, hogy a Gly-Pro-Ala aminosav-szek-
vencidt ismételten be kell vezetni a poliéderes fehérje

és az IGF-1 kozé egy fiizios fehérje elGéllitasandl, ugy,
hogy a fiziés fehérje felismerhetd legyen €s hasithaté
legyen kollagendzzal, amely a Pro-Ama—Gly—Pro ami-
nosav-szekvenciat ismeri fel (Ama: barmilyen amino-
sav) és az Ama és a Gly kozott hasit. Erre a céira a
kovetkez6 két DNS fragmenst szintetizaljuk kémiai
tton:

AATTGGGCCCAGCTGGTCCAGCTGGTCCCGCGGGTGAATTCATTGAAGGCAGAG (54-mer)
GACCTCTGCCTTCAATGAATTCACCCGCGGGACCAGCTGGACCAGCTGGGCCC (53-mer)

Ez a két fragmens komplementer egymdssal €s
dsszeforrasztds utdn, a felfelé mend oldalon, egy EcoRI
hasitdsi véggel kapcsolhaté koheziv véget képez, és a
lefelé mend oldalon, egy Avall hasitdsi véggel kapcsol-
hat6 koheziv véget képez.

Ezt a két fragmenst egyenként foszforilezziik 5
végiiknél, T4 kindzt alkalmazva, és Osszeforrasztjuk
egymdssal. Az dsszeforrasztott terméket, a fentebb em-
litett IGF-I fragmenst és a fentebb emlitett hasitott
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pIGF-1IF120-at ligaljuk egymadssal T4 ligazt alkalmaz-
va. Escherichia coli K~12JM83-at transzformalunk a
ligdlasi termékkel, hogy egy plazmidot &llitsunk eld,
ezt pIGF-IF120-nak nevezziik. A didezoxi-médszer-
rel végzett DNS szekvencia elemzés igazolja, hogy a
kapcsolds a kollagendz felismerési hely és az IGF-I
gén kozott ebben a plazmidban korrekt. A kapcsold-
do rész DNS szekvencidjdt az aldbbiakban mutatjuk
be:

GACCGG GAA TTG GGC CCA GCT GGT CCA GCT GGT CCC GCG GGT GAA
Glu LeuGly Pro Ala Gly ProAla Gly Pro Ala Gly Glu

TTC ATT GAA GGC AGA GGT CCA---—-

Phe Ile GluGly Arg Gly Pro
I—-——> IFG-I

Hasonlé médon, amint ez a 2. példdban leirtuk, a
VvIGF-IF120 rekombindns virust nyeriink, pIGE-
IF120-at hasznélva.

Hasonlé médon, amint ezt a 4. példdban, az (a)
részben leirtuk, Bm sejteket fertdztiink vIGF-IF120-
szal és fagyasztds, majd felengedtetés utdn a Bm sejte-
ket Gsszegyijtjiik SO ml tenyészlébdl, a sejteket centri-
fugdljuk (15000 fordulat/perc, 10 perc), hogy csapa-
dékot nyerjiink. Ezt a csapadékot feloldjuk 6 mol/lite-
res guanidin hidroklorid oldatban és centrifugdljuk
(15 000 fordulat/perc, 5 perc), hogy a maradvényo-
kat eltdvolitsuk. Az oldatot desztilldlt vizzel szem-
ben dializdljuk és az igy keletkezett csapadékot cent-
rifugdldssal 6sszegydjtjiik (15000 fordulat/perc, 10
perc).

B. Hasitds kollagendzzal

Az igy nyert csapadékot feloldjuk 800 ul 10 mél/l-
es karbamid oldatban, ezt kévetSen 100 ptl 200 mmoV/1-
es kalcium-klorid-oldatot, 200 [ 250 mmél/l1-es trisz-
hidroklorid puffert (pH 7,4) és 900 ul kollagendz olda-
tot (a Sigma Chemical Co. gydrtmdnya) (1500 egy-
ség/ml) adunk hozzi. 2 érds, 30 °C hémérsékleten vég-
zett inkubdlds utdn ezt a keveréket centrifugiljuk
(15 000 fordulat/perc, 5 perc), hogy feliiliszét gydjt-
siink. Ezt a feliihisz6t ioncserélé kromatografidnak vet-
jik ald [DEAE-Toyopearl (gyérté: Toyo Soda Manu-
facturing Co., Ltd.); oldészer-rendszer: 25 mmol/l
trisz-hidroklorid puffer (pH 7,4)]. Igy olyan frakciét
gydjtiink, amely amino-termindlisénél extra aminosav-
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gydkokkel rendelkezik (a tovdbbiakban ezt ,IGF-IP”-
nek nevezziik).

C. Az IGF-IP N-termindlisénak meghatdrozdsa

Az IGF-IP-t tartalmazé frakciét koncentrdljuk,
és a koncentralt anyagot nagy teljesitményf folya-
dékkromatogrdfidnak vetjiik ala [HPLC:RPSC (gyér-
t6: Beckman Co.); olddszer-rendszer: 0,1% trifluor-
ecetsav — 10-65% acetonitril, linedris koncentraci-
6gradienssel]. A nyert tiszta IGF-IP-t peptid szek-
vencia-elemzésnek vetjiik ala [470A Protein Sequen-
cer (gyért6: Applied Biosystems)], és felismerjiik,
hogy a fiizi6s fehérje a vért helyen hasadt le a kolla-
gendz hatdsdra. Az IGF-IP igy igazolt amino termi-
nalis aminosav-szekvencidjat az aldbbiakban mutat-
juk be.
Gly-Pro-Ala—Gly-Glu-Phe-Ile-Glu-Gly-Arg-Gly-
Pro~Glu-Thr-Leu—Cys-Gly-Ala-Glu-Leu.

6. példa

A polihedrin-IGF-I fiizids fehérje kifejezddése se-

lyemhernydban (Bombyx mori)

Az 5. larvadllapot 1. napjdban levd selyemher-
nydkat (Bombyx mori) perkutdn injektdljuk vIGF-
IF086 szuszpenziéval, 0,5 ml/fé (107 pfu) dézissal,
majd eperfalevelekkel tdplaljuk ezeket 25 °C h6mér-
sékleten 3 napon 4t. Ezutdn egy gy(jtd tdt iktatunk
be a hasi nyilvdnyba és a testfolyadékot jéggel hi-
tott Eppendorf csében gydjtjiik. A testfolyadékot
centrifugdljuk (15 000 fordulat/perc, 10 perc), az
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tiledéket feloldjuk 200 pl 4% SDS-10% merkapto-
etanol oldatban és az gy létrejott oldat 2 jul-es adag-
jat hasznédljuk mintaként SDS-14% akrilamid-gél
elektroforézishez. A fizids fehérjének megfelels csi-
kot megjeloljiik a gélen elektroforézis utdn. Ezért a
csik siiriségét megmérjik, denzitométert alkal-
mazva €s Osszehasonlitva az egyes jelz6k sdrdsé-
gével (minden jelzGcsik 1 pl fehérjét tartalmaz).
Az igy becsiilt kitermelés 5 mg/ml testfolyadék.
(Molekulatémegen alapulé kalkuldcid jelzi, hogy
az IGF-I-et 1 mg/ml kitermeléssel lehetne kinyer-
ni az IGF-I elvdlasztdsa utidn ebbdl a fiziés fehér-
jébél).

Az SDS-14% poliakrilamid gél elektroforézis so-
ran a BmNPV-T3 torzzsel fert6zott selyemherny6kbol

IGF-I
Gly ProGlu Thr LeuCys Gly
-—--TCGAATTC ATG GGT CCA GAA ACC TTG TGT GGT

AlaGluLeuVal Asp Ala Leu Gln Phe Val Cys
GCT GAA TTG GTT GAC GCT TTG CAA TTC GTT TGT

Gly Asp Arg Gly Phe Tyr Phe Asn Lys Pro Thr
GGT GAC AGA GGT TTC TAC TTC AAC AAG CCAACT

Gly Tyr Gly Ser Ser Ser Arg Arg Ala ProGln
GGT TAC GGA TCC TCT TCC AGA AGA GCT CCACAA

Thr Gly Ile Val Asp GluCys Cys Phe Arg Ser
ACT GGT ATC GTC GAT GAA TGT TGT TTC AGA TCT

Cys Asp Leu Arg Arg Leu GluMet Tyr Cys Ala
TGT GAC TTG AGA AGA TTG GAA ATG TAC TGT GTC

Pro Leu Lys Pro Ala Lys Ser Ala
CCA TTG AAG CCA GCT AAG TCT GCT TAG TCGACTG

IGF-ITI
Ala Tyr ARg Pro Ser Glu Thr Leu
—-AATTC ATG GCT TAC AGA CCATCT GAAACC TTG

Cys Gly Gly Glu LeuVal Asp Thr Leu Gln Phe
TGT GGT GGT GAA TTG GTC GAC ACC TTG CAATTC

Val Cys Gly Asp Arg Gly Phe Tyr Phe Ser Arg
GGT TGT GGT GAC AGA GGT TTC TAC TTT TCC AGA

Pro Ala Ser Arg Val Ser Arg Arg Ser ArgGly
CCA GCC TCC AGA GTT TCT AGA AGA TCC AGA GGT

IleVal GluGlu Cys Cys Phe Arg Ser Cys Asp
ATC GTC GAA GAA TGT TGT TTC AGA TCC TGT GAC

LeuAlaLeu leu Glu Thr Tyr Cys Ala Thr Pro
TTG GCT TTG TTG GAA ACT TAC TGT GCC ACCCCA

Ala Lys Ser Glu
GCC AAG TCC GAA TAG————
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nyert testfolyadék hatdrozott csikot ad mintegy 30 kD-
ndl, amely a poliéderes fehérjének felel meg, mig a
vIGF-IF086-tal fert6zott selyemherny6kbdl nyert test-
folyadék nem ad semmiféle csikot, amely a poliéderes
fehérjének felelne meg, de mutat egy mintegy 36 kD-s
csikot, amely a poliéderes fehérjébdl és az IGF-I-bsl
allé fizids fehérjére jellemzS (ldsd 7. 4bra, ahol A
jelenti a jelzdket, B a VIGF-IF086-tal fertGzott testfo-
lyadékot, és C a BmNPV-T3-mal fert6zott testfolyadé-
kot).

Az IGF-I-hez tartozd szintetikus gén és az IGF-
II-hoéz tartozd szintetikus gén DNS szekvencidit,
amelyeket a fenti példdkban hasznéalunk, az aldbbiak-
ban mutatjuk be, a megfelel§ aminosav szekvencidk-
kal egyiitt.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljérds fdziés proteint kdédolé rekombindns
Bombyx mori kozponti polihedrdzis virus (BmNPV)
elGallitdsdra, azzal jellemezve, hogy Bombyx mori sej-
teket vagy rovart BmNPV DNS-sel és egy, 5'—3’ sor-
rendben a Bombyx mori kézponti polihedrézis virus
DNS polihedrélis proteint kédold struktiirgénjét meg-
el6z6 promoter szekvencidt, ugyanennek a struktirgén-
nek részét vagy egészét, adott esetben egy kapcsold
bézisszekvenciat, a kivant, BmNPV-re exogént proteint
kédolé struktirgént, a kivént peptid termindtor bézis-
szekvencidjdt és a polihedrdlis proteint kédolé struktir-
gént kovet§ 3’-bdzisszekvencidt tartaimazé plazmiddal
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fert6ziink, a sejteket tenyésztjiik, majd a rekombindns
BmNPV-t kinyerjiik.

2. Eljards fuziés proteint kédold plazmid eldlli-
tasara, azzal jellemezve, hogy a Bombyx mori kozpon-
ti polihedrézis virus DNS polihedrélis proteint kédold
struktiirgénjét megel6zG promoter-szekvencidt, a fenti
struktirgén részét vagy egészét, adott esetben egy kap-
csolé bazisszekvenciat, egy kivant, a BnNPV-re exo-
gén peptidet kddol6 struktirgént, a kivant peptid termi-
nator bazisszekvencidjdt és a polihedrélis proteint ko-
dolé struktirgént koévet 3’-bazisszekvencidt 5'—3’
sorrendben Osszekapcsoljuk és a kapott terméket egy
plazmidba épitjiik.

3. A2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy exogén peptidet kédolé struktirgénként interfe-
ront kédol6 struktirgént alkalmazunk.

4. Eljards proteinek elGéllitdsdra rekombindns
BmNPV virusvektor alkalmazasaval azzal jellemezve,
hogy
a) egy, a BmNPV polihedrilis proteinjét k6dold struk-

tirgéntdl felfelé elhelyezkedd 5'-bazisszekvencidt;
b) afenti struktdrgén egészét vagy részét;
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¢) a kivant, BmPNV-re exogén proteint kédolé gént,
adott esetben egy kapcsol6 bazisszekvencidval kap-
csolva a polihedrilis proteint struktirgénjéhez,

d) a polihedrélis proteint kédolé struktdirgéntdl lefelé
elhelyezkedd 3’ bazisszekvencidt tartalmazd re-
kombindns BmNPV virusvektort Bombyx mori sej-
tekbe vagy rovarba juttatunk és ott szaporitunk,
majd a fiizis proteint kinyerjiik és a fiziés fehérjé-
bl a kivant fehérjét kihasitjuk.

5. Eljérds fdzids proteinek eldéllitdsira BmNPV
virusvektorok alkalmazdsdval azzal jellemezve, hogy
a) egy, a polihedrdlis proteint kédolé struktirgéntdl

felfelé elhelyezkedd 5'-bazisszekvenciét;

b) afenti struktirgén egészét vagy részét;

¢) a kivdnt, BmPNV-re exogén proteint kodol6 gént,
adott esetben egy kapcsol6 béazisszekvencidval kap-
csolva a polihedrdlis protein struktirgénjéhez,

d) a polihedrélis proteint kédolé struktirgént6l lefelé
elhelyezked§ 3’ bézisszekvenciat tartalmazo re-
kombindns BmNPV virusvektort Bombyx mori sej-
tekbe vagy rovarba juttatunk és ott szaporitunk,
majd a fuizids proteint kinyerjiik.
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