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(5T)KIVONAT

A taldlmdny tdrgya elGre meghatdrozott ligandra
specifikus immunglobulin kénny{ vagy nehéz linc
valtoz6 régidjanak legalibb egy részét alkoté amino-
spv-szekvencidbd! 4116 kots polipeptid eléallitdsdra.
Ugy jdrnak el, hogy az adott ldncot meghatirozd
mRNS.bd] kinny(i vagy nehsz Jincok legalibb egyi-
két leird kétszald ¢cDNS-t 4llit inak el§,

A kétszdli cDNS-rdl lehasitjak az adott vdltozd
région kiviiles6 észt leiré nukleotid-szekvenciat és a
véltoz6 régidt kédold meghatirozott kétszdli ¢cDNS
elgillitasira a DNS.szekvencia S -végébe jnicidci6s,
3 .végébe termindcids kodont épitenck be,

a kétszdld cDNS kifcjezésére kifejez3dS vektorba
épitik be a kialakitott készdl'i cDNS-t és az adott, ki-
alakitott ¢cDNS-t tartalmazd kifejez§dd vektorral egy
erre alkalmas gazdasejtet transzformalnak,

a transzformdlt gazdasejtet novesztik, amikor az
adott konny( és nehéz lancok egyikének ko6td poli-
peptidje kifejezddik, és

izoldljak az adott kots polipeptidet.

A taldlmdny tdrgya tovibbd a fenti polipeptidek
bioszintézisét meghatdrozé genetikai informdciokat
tartalmazé dezoxi-ribonukleinsav szakaszok eldalli-
tdsa.

A talilmdny szerinti eljdrdssal az immunglobuli-
neknél kisebb, de azok sepcifitdsdval és affinitdsdval
rendelkez8 kotd molekuldkat dllithatunk els.




Az emlSs immunrendszer egyediilallé képessége
azon nagyszdmu immunglobulinoknak nevezett pro-
lein bioszintézise, amelyek kiemelkedGen magas spe.
cifitdsiak egy adott molekulaszerkezetre. Ezen pro-
teineknek olyan a konformdci6juk, hogy egy adott
strukturdhoz specifikusan képesek komplement4ldd-
ni, igy nagy affinitdsu kotédés jon létre. Tly médon az
emlSs immunrendszer valaszoini képes idegen mole-
kuldk, kiilonésen mikroorganizmusok feliileti memb-
rinjain |év6 proteinek, toxinok invdzidjdra, amikor
a behatolé test detoxifikdlédik vagy felbomlik anél-
kiil, hogy a gazdaszervezetre hatdssal lenne.

A védekezd rendszer elsédleges immunglobutinja a
gamma-globulin (IgG). Ennek a 150 000 daiton mole.
kulasilyd glikoproteinnek négy ldnca van, két igyne-
vezett nehéz ldnc és két kénnyd linc. Mindegyik l4n-
con taldlunk egy viltozé &s egy dllands szakaszt, A
véltoz6 szakaszoknak koszonhetd az immunglobulin
kot6ds képessége, mig az allandé szakaszok tobb
mds, az antitest affinitdssal kozvetlentil nem Gssze-
fiiggs funkcidval rendelkeznek.

Bizonyos helyzetekben elényds lenne, ha rendel-
keznénk az immunglobulinoknsl kisebb, de az im-
munglobulinok specifitdsival és affinitdsaval bird ké-
16 molekuldkkal. A kisebb molekuldk rovidebb ideig
tartézkodnak az emids szervezetben. Ezenkiviil, ami-
kor az immunglobulin egy masik molekuldhoz mdr
hozzikot8dott, gyakran elényss, ha az igy keletkezg
termék kisméretli. Gazdasagosabb is, ha kisebb mole-
kuldk képesek elldtni a nagyméretiiek funkcidjst.

Bizonyos helyzetekben elényos nagyszdmi mole-
kuldt szorosan egyiitt tartani. Kisebb molekuldkat
haszndlva nagyobb szgmu molekuldt juttathatunk
egy adott kis térbe. Ezenkiviil, ha a fenti k6t§ mole.
kuldkat hibrid DNS technik4val dllithatjuk €16, meg-
van a lehetGségiink arra, hogy a molekula k6t részét
tobb mds polipeptidhez kapcsoljuk, igy eldsllitha-
tunk olyan k&t6 molekulat, amelyek egy adott poli-
Eeptid ldnc egyik vagy masik végéhez kovalens kémiaf

Otéssel kapcsolédnak.,

Amikor az immunglobulinokat in vivo diagnézishoz
vagy terdpidsan haszndljuk, immunogén lehet az aflo.
8¢n gazdaszervezet antiszéruma vagy egy monokléno-
zott antitest. Ha mds molekulacsoportokat haszng-
lunk az antitesthez, a képz5d6 termék immunogénné
vélik és megindul a gazdaszervezet antitest képzése az
immunglobulin 4llandé szakaszdval vagy a molekula
m4s részével szemben,

A fentiek alapjdn fontos lenne olyan mddszerek ki-
fejlesztése, amelyek révén lehetdvé vdlna egy adott
antigénnel vagy liganiddal szemben erdsen specifikus
kot molekuldkat tartalmazo homogén készitmények
elGdllitdsa, amelyek azonban a telies immunglobuli-
nok hdtrényaival nem rendelkeznek és birnak a kis
molekulasilyd molekulsk eldnyeivel, _

Az immunglobulinok nehéz és kénnyG ldncaival
kapcsolatos problémdkra vonatkozéan ajdnljuk Sha-
ron €s Givol (Biochem., 15., 1591. 594, 1976) Ro-
senblatt és Hood (Genetic Engineering, 3, 157.188,
1981) munkiit. Az egér immunglobulinjdnak konnyd
lincdt baktérium kiénban Amster és munkat4rsai
{Nucleic Acids Res., 8, 2055-2065, 1980) llitottk
el6. A leirds sordn megadott kdzleményekben madd-
szereket és készitményeket irnak Je.

A talflminy tdrgya eljdrds dj protein-komplexek
elG4llitdsdra, A taldlmdny szerinti homogén készitmé-
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-szekvencidjt tartalmaz6, de az

_komplex molekuldvs alakulnak,

nyek tartalmazzék egy adott immunglobulin kénnyg
és nehéz ldncainak viltozs szakaszait, ezek pedig Kii-
16n-killon vagy egytitt egy adott antigént elére meg-
hatdrozott hapten szakaszon specifikusan k618 komp.
lexet alkotnak. A taldlmdny szerinti homogén készit-
mények két, egy adott immunglobulin viltoz6 szaka-
szdnak legaldbb egy részét meghatdrozé aminosay-
dllandd szakaszt gya-
korlatilag nem tartalmazé polipeptid lincbsl 4ll6
specifikus kots készitmények, ahol a nevezett im-
minglobulin egy adott, elére meghatdrozott liganddal
szemben kotd aktivitdssal bir. A két polipeptid ldnc
az elbre meghatdrozott ligandot erésen kot komplex
molekuldvd alakul.

A polipeptid ldncokat genetikai-tton, génsebészet-
tel készitett mikroorganizmusok tenyésztéséve] 4llit-
juk el8. Hibrid DNS technikit hasznalva a ¢DNS.161
lehasitjuk a konnyd és nehéz lénc viltozé szakaszai-
6l a felesleges nukleotidokat. A kapott kéts24li
cDNS.t megfelel§ kifejezids vektor molekuldba épit.
jik be, majd transzkripcidra és transzliciéra sejthe
juttatjuk. A kapott konnyi és nehéz lincok a véltozé
szakasz legalabbis nagy részét meghatdrozzsk és olyan
amely erds affinit4s-
sal specifikusan kotédnek egy antigén vagy liganid
hapten helyéhez. A kotédési konstans ditalaban na-
gyobb, mint 10°, gyakran nagyobb mint 10° elénys.
sen nagyobb , mint 108,

A liganid kotésére a konnyfi és nehéz ldncok viito-
26 szakaszait tartalmazo polipeptid 1ancokat 4ltalsban
egylitt haszndljuk. Esetenként azonban haszndlhatunk
egyetlen ldncot is, ha ennek megfeleld kot6 affinit4sa
van a kérdéses liganiddal szemben,

A taldlmény szerinti készitményekben 14v5 két po-
lipeptid linc, egyenként vagy egylittesen, egy adott
immunglobulin kotbhelyével analég receptor helyet
alkot. A készitményt rFv jelle] jeloljik, az egy lancot
tartalmazét pedig LrFv konnyd linc) vagy H-rFy-
nek (nehéz ldnc). A két ldnc is lehet, szérmazhat a
kénny( vagy nehéz ldnc szekvenicdjabsl. Az rFy po-
lipeptid ldnc 4ltaldban 125né] kevesebb aminosavat
tartalmaz, elénydsen- 95-né]; még elénydsebben 100-
nél tobbet. A H-rFv Idnc eldnydsen 110 és 125 ko
z6tti s24mi, az LrFv lanc pedig 95 és 115 kozott
sz4mi aminosavat tartalmaz.

Az adott idiotipustél fi tiggben a készitmény amino-
sav Osszetétele széles hatdrok kozott viltozik. A
60-75 aminosav kozott altalsban két cisztein van,
ezek diszulfid-kotést (cisztin) alkotnak. A két l4nc
4ltaldban az immunglobulinok kénnyd és nehéz 14n-
caiban taldlhaté viltozé szakaszok idiotipusainak mé-
solata, esetenként azonban elegendd, ha a kénnyd
vagy a nehéz linc viltoz6 szakaszai kombindlédnak.

Gyakran elnyés, ha az rFy egyik vagy mindkét
ldnca péld4ul radioizotdppal, fluoreszk4lé molek uld-
val vagy toxinnal jelslt, vagy semleges, élettani szem-
pontbdl elfogadhaté vivbanyagokhoz, péld4ul szinte.
tikus szerves polimerhez, poliszacharidhoz, természe.
tes proteinekhez vagy mds, nem immunaktiv anyag.
hoz van kotve.

Esetenként eldnyos, ha a két protein ldnc péld4ul
a karboxil-termin4lis végén 1év8 ciszteinnel kovalensen
kapcsolt, A ldncokat dltalsban ugy 4llitjak els, hogy
az 4llandd szakaszok hidnyoznak, a J szakasz részben
vagy teljesen jelen lehet, vagy hidnyozhat. A D sza-
kasz a H-rFv transzkripcibs mésolatdban 4ltalsban je-
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Jen van,

Az rFv-ben a teljes aminosav készlet relative kis
szdzaléka véltozik idiotipustél fiiggéen. gy viszony-
lag dllando v4zzal biré teriiletek és véltoz6, vigyneve-
zett hipervaridlddd szakaszok alakulnak ki.

Az rFv C-termindlis szakaszdban a szekvenidk na-
gyobb mértékben varidlédnak, mint az N-termindlis
végen, és igy . a jelen leirds értelméhen tovibb médo-
sithatS, amikor a természetben elGfordulé nehéz és
konny (i lincoktél még inkdbb kiilonbozs viltozatok
johetnek létre. A hipervaridbilis szakasz aminosavai-
nak megviltoztatdsira mutdciét okozd szintetikus
oligonukleotid épithets be.

Az rFv hibrid DNS technikdval vald elGallitasdt
el6szor dlialinossagban, majd részletesen ismertetjiik.

Jelentds kotd affinitdssal rendelkezd homogén rFv
elBillitdsdra az emlds immunrendszerb6l indulunk ki.
Hibridoma vagy mds monokidénozott antitestet terme-
16 sejtbd] izoldljuk a mRNS-t (hirvivé RNS) és fel-
haszndljuk az immunglobulin konnyd és/vagy nehéz
lancainak szekvencidjat meghatdrozd ¢DNS elddllitd-
sdra. A jobbra és balra esd szekvencidk esetén a valto-
z0 szakaszt meghatdrozé DNS valdsziniileg vezetd
(leader) régiGt tartalmazé elsd és befejez8 szakaszdba
legaldbb részben komplementer rovid DNS szekven-
cidkat (olignukleotidokat) épijtiink be a primer repair
vagy in vitro mutagenezis biztositdsdra, amikor kilon-
leges szakaszok kieshetnek a DNS-bG] és beépiilhet a
transzlacidés kontroll jele. In vivo mutageneziskor
olyan oligounkleotidot haszndlunk, amely a cDNS
egyik szdldval heteroduplexet alkot, ha a DNS polime-
rdz | Klenow-fragmensével kezeljiik. Primer reapir ese-
tén hompduplexet kialakité oligonukleotidra van
szitkség, ilyen esetben is a fenti enzimet haszndljuk.
A folyamatot kétszer végezzik el, egyszer a kddold
szdllal, egyszer pedig a nem kddoldval, amikor olyan
kétszali ¢cDNS-t kapunk, amely meghatdrozza a véito-
76 szakaszt, és elGre meghatdrozott helyen tartalmaz.
za a transzldciés szabilyozd jeleket. Ezt a kétsz4ld
¢DNS.t megfelelé vektor molekuldba, példdul plaz-
midba épitjikk be, amikor olyan hibrid vektor DNS-t
kapunk, amely replikdlddni képes és megfelelé sza-
bédlyozd szakaszokat tartalmaz replikicibra, szelekcio-
ra és kifejezGdésre,

A hibrid vektor DNS-t ezutdn megfelels gazdasejt-
be juttatjuk az rFy konnyG és nehéz polipeptid lan-
caiban 1€évd viltozé szakaszok kifejezésére, majd izo-
14ljuk a polipeptideket. Az rbv konny{ és nehéz poli-
peptid ldncainak viltoz6 szakaszait eztkovetGen meg-
felel§ reakciéelegyben osszekapcsoljuk, amikor 1étre-
jon az rFv,

Mivel az idi6tipusok viltoznak, a jelen szabadaimi
leirdsban megadott reakciélépések sorrendjének vdl-
toztatdsdval lehetGséglink van a vdltozé szakaszokat
meghat4drozé kddold-szekvencidk széles kori véltoz-
tatisdra. Ugyancsak hasithatjuk a kétszdli ¢cDNS-t és
a vektor DNS-t a hasznélt szabdlyoz6 jelek, kilonssen
a promoter optimalizdldsira. Megfelelden helyezhet-
jik el a riboszéma kotShelyet és a véltozé szakaszt
inicidlé kodont abbdl a célbél, hogy optimalizdljuk
a polipeptid véltozé szakasz4t meghatérozé DNS ki-
fejezGdését.

A viltoz6 szakaszt meghatdrozé szekvencist tartal-
mazé hibrid vektorral megfelels gazdasejtet transzfor-

mdlunk, amikor az informdcié kifejezédik. A transz--

formdnsokat a vektorban jelenlévé markerek segitsé-
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gével szelektdljuk, majd kldnozzuk és szaporitjuk. A
transzformdncok 4ltal termelt polipeptidet a sejtek
elkiilonitésével és a feliildszd izoldldsdval kapjuk, az
adott tipusi polipeptidek ugyanis oldatba szekretd-
{6dnak. Abban az esetben, ha a polipeptidek nem ke-
riilnek oldatba, a transzformins sejteket izoldljuk, li-
24ljuk és elkilonitjitk a polipeptidet. Jsmert modsze-
reket, példdul gélelektroforézist, frakciondlt kicsa-
pést, affinitds kromatografidt, vagy nagynyomdsi fo-
lyadékkromatogréfiat vagy hasonldkat haszndlva nd-
vekvé mennyiségii, vdltozo szakaszt hordozd polipep-
tideket tartalmazé frakcidkhoz juthatunk. Az eredeti
fizditumot vagy feliilisz6t, vagy az ebbdl nyert to-
mény frakcidkat immunméréssel vizsgiljuk és megdl-
lapitjuk a viltozo szakaszt tartalmazo polipeptidek
jelenlétét,

A szekretdlt nehéz vagy konnyd lincot az aldbbiak
szerinti izoldljuk. Monoklénozott immunglobulinra
poliklénozott antiszérumot dllitunk el olymddon,
hogy megfeleld gerincest a teljes monokldnozott anti-
testtel immunizalunk, igy olyan antiszérum jon létre,
amely felismeri a nehéz és konnyi lincok determi-
ndnsait. A teljes immunglobulint vagy csak a konny(i
vagy nehéz lincot felismer( antitesteket az antiszé-

“rumban jelen 1évé mds antitestektii elkilonithetjik

és tisztithatjuk. Olyan affinitiv kromatogréfids oszlo-
pot készitiink, amely megfelels hordozdra kovalen-
sen kotve tartalmazza a teljes immunglobulint vagy
csak a nehéz vagy konny( ldncot, majd az pszlophoz
kotjik és eludljuk a teljes immunglobulinra, vagy a
nehéz vagy a konnyd ldncra antitestként viselkedd és
az oszlophoz k6t6dd molekuldkat. Az iszlopot dena-
tuni?uk és a tisztitott antitesteket eltdvolitjuk, majd
megteleld hordozéra kotve kromatografilé oszlopot
készitiink az rFv nehéz és konny({ kdncainak tisztitd-
sdra,

Abban az esetben, ha a konny( és nehéz lincok
nem szekretdlédnak, gy jarunk el, hogy a konny( és
nehéz lincok bioszintézisét meghatdrozé kétszdld
c¢DNS-t tartalmazé transzformdlt mikroorganizmuso-
kat folyékony halmazallapotii tdptalajon tenyésztjiik,
tiszta lizatumot 4llitunk elS példdul a sejtek lizozimos
kezelésével, roncsoljuk a sejtmembrint és az igy ka-
pott elegyet centrifugdliuk és OsszegydUjtjik a felil-
uszét, A lizdtumot immunszorbcios affinitds kroma-
tografidval (ldsd fent) tisztitjuk, specifikus polikléno-
zott antiszérumot hasznélva. Az oszlophoz kot8dott
viltozé szakaszokat tartalmazé proteint megfeleld
denaturdlé oldészerrel eludljuk. A nehéz és konny(d
ldncot tartalmazé eludtumot Osszegy(ijtjiik és megfe-
leléen kezelve renaturdljuk a fehérjéket, amikor sor-
rendben megkapjuk a H-rFv és L-1Fv terméket. Rena-
turilishoz az eluitumot megfelel§ vizes pufferral
szemben dializdljuk. A keveréket ezutdn tovibb tisz-
titjuk megfelel6 ligand-affinitiv oszlopon 4tvezetve, a
kot3d6 molekuldkat megfeleld denaturdl olddszerrel
eludljuk. A fentiek szerint eljarva renaturéljuk a vélto-
z6 régidkat, amikor olyan oldatot kapunk, amely tar-
;(allr('nazza a killénboz8 célokra hasznalhat6 rFv termé-

eket,

A taldlmdny szerinti eljdrdssal olyan molekuldkat
llithatunk el3, amelyek immunglobulinok nehéz és
konnyG ldncainak véltozé szakaszait tartalmazzdk po-
lipeptid duplexként és amelyek rendelkeznek az im-
munglobulinok specifitésdval. Mivel a talilmdny sze-
rinti tTFv molekuldk nem tartalmaznak 4llandé sza-
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kaszt, kevéssé immunogének és igy elddllithatdk a ke-
zelendd szervezetre nézve xenogén forrdsokbdél. Ezen-
kiviil a taldlmdny szerinti rFv molekuldk nem hetero-
gén hanem homogén keverékben léteznek. (A kiilon-

928 hosszlisdgll lancokat tartalmaz6 heterogén keve-
rékeket mds médszerekkel, példdul enzimes vagy sa-
vas hidrolfzissel dllitjuk el6.) A taldlmany szerinti ho-
mogén készitményeket homogenitdsuk miatt egysége-
sen mddosithatjuk és pontosan meghatdrozhatjuk te-
rdpids mennyiségiiket. A készitmény nem tartalmaz
tovébb4 a teljes immunglobulinokb6] szdrmaz6 ldnco-
kat, amelyek tokéletlen emésztés esetén nem vesztik
el immunogén részeiket vagy dj immunogén helyek
keletkezhetnek rajta. Végil a taldimdny szerinti elja-
réssal a kivdnt 1Fv-b6l j6 kitermeléssel és nagy tiszta-
sdgban 4llithatunk 6 nagyobb mennyiség(i terméket.

A taldlmény szerinti eljdrdssal tovabb4 olyan meg-
felels transzformdld kifejez6dd vektorokat és plazmi.
dokat dllithatunk elS, amelyek hordozzdk az adott
rFv molekuldkat meghatdrozé kétsz4li DNS-szekven-
cidkat, eld4llithatunk a kifejez6d5 DNS vektorokat
tartalmazé transzformdlt gazdascjteket, példdul bak-
tériumokat, mint példdul E. colit vagy élesztéket, a
taldlmdny szerinti eljrds sordn transzformdlt kifejez6.
d§ vektor DNS molekuldkat 4llitunk el6 és a transz.
formélt sejtek tenyésztésével eldédllitiuk a megfelels
rFv molekuldkat,

A taldlmdny szerinti elj4drdssal elddllitott transz-
formdlé kifejez6dg vektor vagy plezmid DNS mole.
kuldk olyan kétsz4li DNS-szekvencidt tartalmaznak,
amely meghatdrozza egy eldre meghatdrozott ligandra
specifikus immunglobulin kénny( vagy nehéz ldncd-

nak véltozé szakaszdt és nem tartalmaznak olyan-nuk-

leotidokat, amelyek a fenti viltozé régién kiviilesd
aminosavakat kédolnak, a DNS.szekvencia hordozza
tovébbd az 5, illetve a 3™- végen az inicidcids, illetve
a termindcids kodonokat.

A liganid lehet péld4ul enzim vagy egy feliileti fe.
hérje. A kétszdli DNS.szekvencia kodolhatja példdul
a 95—125, elénydsen 95115 aminosavbél 4ll6 nehéz
ldnc vdltoz6 szakaszdt, elsGsorban legaldbb a nehéz
l4nc D régidj4t.

A taldlmény térgya eljdrds el6re meghatdrozott
liganidra specifikus immunglobulin kdnny({ vagy ne-
héz ldncénak véltozé szakasz4t meghatdrozé kétszalg
DNS.szekvencidt tartalmaz6 transzformaélé kifejez8dg§
vektor vagy plazmid DNS el64llitdsdra, amely DNS

nem tartalmazza a fenti véltozé szakaszon kivilless -

aminosavakat k6dold nukleotjdokat, de hordozza a
3’. végén a termindcids és az 5 -végen az inicidciés ko-
donokat.

A fenti vektor vagy plazmid DNS molekuldk el84l-
litdsdra a taldlmény értelmében tdgy jdrunk el, hogz
kétsz4ld, a konny( vgy nehéz ldncok legalé
egyikét meghatarozé cDNS-t 4llitunk el5 a fenti 14n-

cokat kédol6 mRNS-bdl,

az adott viltozé szakaszon Kiviless nukleotid-
-szekvencidkat eltdvolitjuk a kétszdli cDNS-r8! és bed-
pitjtik az inicidcids, illetve a termindciés kodonokat a
DNS.szakasz 5 -illetve 3 "végeire, amikor olyan hasi.
tott cDNS-t kapunk, amely az adott véltoz6 régidt
hatdrozza meg, majd

az adott, hasftott kétszdld cDNS molekuldt beépit-
jik egy kifejez6ds vektor DNS-be, amikor az adott
kétsz4li cDNS kifejezddik.

Az inicidciés és termindciés kodonokat in vitro
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mutagenezissel épitjik be. Adott esetben beiktat-
hatunk egy tovébgi 16pést is a fenti mutagenezis eldtt,
amelynek sordn a kétsz4li cDNS legaldbb egy nukleo-
tidjét olyan kodonnd véltoztatjuk, amely egy mdsik
aminosav beépiilését hatdrozza meg.

A taldlminy értelmében részletesen gy jérunk el,
hogy

a) egy immunoglobulin 4llandé és véltozo szakasz-
bl 4116, ahol a véltozd régié 95—125 aminosavbdl 4ll,
konnyﬁ vagy nehéz linc4t meghatdrozé cDNS-t izo-
1dljuk, a cDNS eld4lljtdsdra reverz transzkriptdzzal ke-
zeljik az mRNS.t, kétszdli ¢DNS eldillitdsira DNS
polimerdzzal létrehozzuk az egyszdli cDNS komple-
menter szdljt, ahol a kétszdlu cDNS kédold szdlja
meghatdrozza az adott konny( vagy nehéz ldncot és
ahol a kdédol6 szdlak az adott immunglobulin vezetd
szekvencidjdt a viéltoz6 és dllandé régiét meghatdrozé
szekvencidt tartalmazzsk 53 -irdnyban, majd az el§-
4lljtott kétszali cDNS-t kiénozzuk,

b) az adott klénozott kétszélﬁ c¢DNS-b61 kédold
és nem ko6dold egyszdli cDNS szilat 4llitunk eld,

és ezutdn a c., d., e., f. 1épéseket decf vagy cedf
sorrendben elvégezzik,

¢) a nem kddolé szdl vezetl szakaszt és viltozd

" szakaszt meghatdrozd helyei kapcsoldddsinak pontjn

olyan oligonukleiotid primert épitiink be, amely az
inicidciés hely létrehozdsdhoz alkalmas inicidcios ko-
dont tartalmaz, amikor megkapjuk az elsS duplex mo-
lekuldt, ezt a duplexet enzimesen kezeljitk abbdl a
célbdl, hogy az elsS oligonukleotid primert 5-3'-i-
rzinyban a nem kddold, egyszdld ¢cDNS szdl mentén
meghosszabbitsuk, ma]d ezutdn az oligonukleotid
primerrel komplementer szdllal ellenkezd irdnyban le-
emésztjik a nem kdédold egyszdli cDNS szakaszt,
amikor N-terminjlissal meghatdrozott kétsz4hi <DNS-
{ kapunk,

d) a vdltozé és az dllandé szakaszt meghatdrozd
DNS.szekvencidk taldlkoz4si pontjsba egy mdsodik
olyan oligonukleotid primert hibridizdlunk, amely
stop anti-kodont tartalmaz, amikor létrején a mdso-
dik duplex molekula, ezt a duplexet enzlma,tlkusan
kezeljuﬁ a kédol6 szdira komplementer 5.3 .irdnyd
miésodik oligonukleotid primer meghosszabbitdsa és a
mdsik irdnyban elhelyezE dé kédold egyszali cDNS-t
leemésztve C-termindlisan végz6dd kétszdli cDNS-t
hozunk létre,

e) az elsdllitott C- vagy N-termindlisan meghat4ro-
zott kétszdli cDNS-t klénozzuk, a kapott C- vagy N-
-termindlisan meghat4rozott DNS-t kédolé és nem
kddolé szilakra vilasztjuk szét, végiil a kédolé szélat
haszndljuk, ha a d. 1épés kovetkez:k de a nem kédo-
16t, ha a c. lépést végezziik el, ezutdn, , végiil

f) a kapott N- és C-termindlisan végzédé cDNS-t
ki6nozzuk, és a fenti, az adott kddol6 szekveniit tar-
talmazé kétsz4la cDNS-t a transzkripcids és transzig-
2i6s szabdlyoz jelekkel megfelels dsszefiiggésben be-
éanuk egy kifejez6dG vektorba vagy plazmidba.

taldlmdny egy eldnyds kivitelezési véltozata sze-
rint \gy jdrunk el, hogy

A). elddllitunk egy immunglobulin konnyd vagy
nehéz ldncdt meghatdrozé kétszdlé cDNS-t, ahol a
szdlak mindegyike egy 4lland6 és egy viltozd sza-
kaszbdl 411, és ahol a vdltozd szakasz 95—125 amino-
savat tartalmaz, a cDNS el64llitdsdra az adott ldncot
meghatdrozé mRNS-t izol4ljuk, majd reverz transz.
kriptdzzal eld4llitjuk a megfeleld egyszdli cDNS-t,

4.



az adott egyszdli ¢DNS-re komplementer szdlat szin-
tetizalunk DNS-polimerdzzal, amikor olyan kétszali
cDNS-t kapunk, amelynek kédold szilia az adott
konny i vagy nehéz lincot hatdrozza meg, és ahol a
kGdold szal az adotl immunglobulinra jellemz§ veze-
t8 szekvenciit, viltozé és konstans szakaszt megha-
tdrozo DNS.szekvencidkat tartalmaz 5°-3"irdnyban, a
kapott kétszili ¢DNS-t kidnozzuk,

B). az adott konnyd vagy nchéz linc adott viltozé
szakaszdval szomszédos régickat meghatdrozé DNS
legaldbb egy részét eltavolitjuk tigy, hogy a kldno-
zott kétszali cDNS-t kédolo és nem kédold szilakra
vélasztjuk,

a nem kédolé szilhoz olyan oligonukleotid pri-
mert hibridizdlunk, amely a véltozd szakasz kifejezs-
dését lehetGvé tevd inicidcids helyet meghatdrozé ini-
cideiés kodont tartalmaz, az oligonukleotid primer
komplementer a vezet§ szakasz N-termindlis végét
meghatdrozo szekvencidval vagy részlegesen komple-
menter a vezetd szakasz és a viltozd régid taiilkozd-
si helyét meghatirozd DNS-szekvencidval és egy nem
komplementer inicidciéos  kodonnal rendelkezik az
adott létrehozott els duplex molekuldr enzimatiku-
san kezeljik a duplex 5 -3 -irdnyban valé meghosszab-
bitasdra, amikor a nem kdodolo egyszild ¢cDNS-t egé-
szen az elsé oligonukleotid primerrel komplementer
szekvencidig, amiutin N-termindlisan meghatdrozott
kétszdld ¢cDNS-t kapunk,

az N-termindlisan meghatdrozott kétszdld ¢DNS-t
klénozzuk,

a kapott N-terminidlisan meghatdrozott kétszdld
cDNS-t kédolé és nem kodold szalakra vdlasztjuk
szét,

a kédolé szdlhoz stop anti-kodont tartalmazd, de
egyébként az adott vdltozé szakasz és dllandé szakasz
hatdrat meghatdrozé résszel komplementer szekven-
cift tartalmazé mdsodik oligonukleotid primert hib-
ridizdlunk, amikor megkapjuk a mdsodik duplex mo-
lekulat, ahol a stop anti-kodon a viltozé szakasz vé-
gén helyezkedik el, ezutdn a kapott duplexet enzima-
tikusan kezeljitk a mdsodik oligonukleotid primer 5 -
-3 -irdnyban valé meghosszabbitdsdra a kddold szdlra
komplementer médon, majd a masodik irdnyban, a
mdsodik oligonukleotid primerre komplementer szek-
vencidig leemésztjiik a kédold egyszdli ¢cDNS-t, amiu-
tdn olyan N- és C-termindlisan meghatdrozott kétszdld
cDNS-t kapunk, amely egy adott immunglobulin
kénnyii vagy nehéz lincdban 1év3 vdltozd régidt hatd-
roz meg, az dlland6 szakasz kodja pedig hidnyzik,
az N- és C-termindlisan kialakitott kétszdli cDNS-t
klénozzuk,

az N- és C-termindlisan meghatdrozott kétszdli
cDNS-t beépitjik egy kifejez6dd vektorba vagy plaz-
midba, a beépités vigy torténik, hogy a kédold szek-
vencia megfelelé kapcsolathan legyen a transzkrip-
cids és transzldcios szabalyoz6 jelekkel.

Az elsd oligonukleotid primer homoduplex lehet
az emlitett vezetS szekvencia N-termindlis nem ké-
dolé széldra nézve, vagy hidridizdlva lehet az emlitett
vezet§ szekvencia és a viltozé szekvencia taldlkoz4si
helyére abbél a célbol, hogy a véltozo szakaszt meg-
hatdroz6 DNS-szekvencia N-termindlis részébe egy ini-
cidci6s kodont épitsiink be. A ¢cDNS ldncra nézve leg-
aldbb egy oligonukleotid primer csak részlegesen
komplementer.

A taldlmdny szerinti eljdrdsba egy tovdbbi 1&pést is
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beiktathatunk a fenti beépités el6tt, nevezetesen az
N. és C-termindlisan hasitott készdli cDNS-be restrik-
ciés linkereket (felismerShelyek) épithetiink be, majd
a linkereket enzimatikusan hasitva kohéziv (ragadds)
végeket hozunk Iétre, Mindegyik hibridizdcids 1épést
kovetS klonozas utdn olyan kiénokat szelektilha-
tunk, amelyek rendelkeznek az emlitett elsé vagy mé-
sodik oligunkleotid-szekvenicdval, majd izoldljuk a
kétszdla cDNS-t tartalmazd DNS-t és gjra klonozzuk.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal olyan kétsz4ld
¢DNS-t hordozé transzformdld kifeje26dé  vektor
vagy plazmid dllithat6 el6, amelyben a ¢cDNS-szekven-
cia egy protein vagy enzim csak egy adott polipeptid
ldncrészletét hatdrozza meg, és amely DNS-szekvencia
az 5 - illetve a 3 -végen inicidcids, illetve termindcids
kodonnal rendelkezik.

Ugy jdrunk el, hogy

az adott proteint vagy enzimet
mRNS-bSEcDNS-t dllitunk eld,

a kétszdld cDNS-rl az adott polipeptid lincon ki-
viil es§ nukleotid szekvencidkat eltdvolitjuk és az 5 -
illetve a 3 -végen inicidcids, illetve termindcids kodont
épitink be amikor olyan meghatdrozott,

kétszili ¢DNS-hez jutunk, amely az adott poli-
peptid Tinc egy adott részét hatdrorza meg,
majd ezt kovetGen az eldillitott hasftott, kétszdld
cDNS-t kifejezésre egy kifejez8dd vektorba épitjiik be

A taldhnminy szerinti eljirds és kiilonosen az a-f.
pontokban megadottak tetseés szerint adaptilhatdk,

A taldlminy szevinti eljdrds egy eldnyos kivitele-
26si viltozata szerint elfre meghatdrozott ligandra
specifikus immunoglobulin konnyd vagy nehéz ldn.
ciban taldlhatd viltozd szakasy legalibb egy részét
adé aminosav-szekvencidt tartalmazé kotd polipepti-
det dllitunk eld, ahol az aminosav-szekvencia az ana-
16g [dnc kotd specifitdsdval rendelkezik

Ugy jdrunk el, hogy

az adott ldncot meghatdrozé mRNS-b6! elddlli-
tunk legalibb egy konnyl vagy nehéz lancot megha-
tdroz6 cDNS-t,

a vdltozdé szakaszon kiviiless nukleotid-szekvencid-
kat eltdvolitjuk a kétszdld cDNS-r6l, majd az 5.
illetve a 3 -végeken inicidcids, illetve termindci6s
cDNS-t kapunk, amely az adott vdltozd szakaszt meg-
hatdrozza,

az elddllitott, hasitott, kétszdli cDNS-t kifejezés-
re egy kifejez8dG vektorba épitjiik és gazdasejtet
transzformédlunk a meghatdrozott, kétszali cDNS-t
hordoz6 kifejez6d 6 vektorral,

a transzformdlt sejtet tenyésztjitk, amikor az adott
konny(i vegy nehéz ldnc kotd polipeptidje kifejezs-
dik, végiil

izolaljuk az adott koté polipeptidet.

A taldlmény szerinti eljards egy mdsik elény s kivi-
telezési vdltozata szerint elSre meghatdrozott ligandra
specifikus immunglobulin konny( vagy nehéz linc4-
ban taldlhaté véltozo szakasz legalibb egy részét adé

aminosav-szekvencidt tartalmazo koté polipeptidet 41i-
tunk eld, ahol az aminosav-szekvencia az analdg linc
kétg specifitdsdval rendelkezik.

gy jdrunk el, hogy az adott immunglobulin kény-
ny( vagy nehéz lancdban 1évg viltoz6 szakaszt meg-
hatdroz6, de az adott viltozd szakaszon kiviilesd ami-
nosav-szekvencidt meghatdrozé nukleotidokat nem
tartalmazd, az S - illetve 3 -végeken inicidcids, illetve
termindcios kodonnal elldtott kétszali DNS-szekven-

meghatdrozé

“h
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cidt hordozo, transzformalé kifejez8dd vektorral vagy
plazmiddal transzformalt  gazdasejtet  tenyésztjik.

Az elibbiukban részletesen ismertetjiik az rFv el6-
dlitasdt hibrid DNS technikdval.

1. A megfelels DNS.szekvencia izoldldsa

A DNS eli4llitasdra a vdltozo régiét meghatdrozd
génekre van szitkséglink. A vdltozé régidk szdrmazhat-
nak az IgA-, IgD-, IgE. vagy az IgM-bél, dltaldban az
IgM- és az 1gG-bal. Ezt gy akpjuk, hogy megfeleld
gerinces dllatot, dtaldban hdzidllatot, leggyakrabbar.
egeret immunizdalunk, Az immunizdldst a szokdsos
mdédon, az immunogén egyszeri vagy ismételt injektd-
ldsdval végezziik, dltaldban emldssel, és dltaldban két.
-hdrom héten dt. Az utolsé injekciét kovetd harmadik
napon eltdvolitjuk a lépet, sejtekre bontjuk és a sejte.
ket hibridoma eldllitdsdra fuziondljuk.

Az immunogénként egy adott antigént haszndlunk,
vagy ha hapten van jelen, tigy a hapten és az antigén
antigenikus komplexét alkalmazzuk.

A hibridoma elGdllitdsdra a lépsejteket fuziondld
szer, példdul polietilén-glikol 6000 (PEG6000) jelen-
létében tobb inter- vagy intraspecifikus mieloma sejt-
tel fuziondljuk, elényOsen egérsejtekkel, példdul
SP-2/0, NS-1 stb. sejtekkel, majd HAT szelektiv tdpol-
datban szuszpenddljuk. A tiléls sejteket Mikrotiter
csovekben novesztjik és az adott ligandra nézve anti.
testként viselkedd termék termelését megdllapitjuk.

Az antitestek meghatdrozasa jol ismert médszerek-
kel torténik, jelzett antigéneket vagy hapténeket hasz-
ndlhatunk, a jelzettséget radioizotdppal, fluoreszcen-
cidval, enzimekkel stb. érjikk el. Haszndlhatunk mds
mddszereket is, példdul két antitestet felhaszndld
szendvics-médszert, ahol az egyik antitestet a hordo-
zéhoz kotjik, és a mdsikat jelezzik. A Mikrotiter
csoveken 1évé pozitiv sejteket higitdssal vagy ldgy aga-
ron klénozzuk. Az igy kapott sejtvonalakat szaporit-
juk, a szaporitds megfeleld tdpoldatban torténik. A
sejteket szukség esetén folyékony nitrogénben fa-
gyasztva tdroljuk.

Az adott monokldnozott antitestet termels sejt-
vonal szelektdldsa utdn tenyésztjiik a sejteket. A te-
nyésztést addig folytatjuk, mig 1 liter tenyészetben
milliliterenként 1x10° sejtet kapunk. A sejteket cent-
rifugdldssal Osszegytjtjik , majd lizdljuk.

Az adott DNS.szekvencia izoldldsdra a vdltozé sza-
kaszt kifejez8 gént vagy a véltozd szakaszt kifejezd
mRNS-t keressik. A genomban 1év6 DNS vizsgdlata
sordn szembe kell nézni a nehézségekkel, hogy a vél-
tozG szakaszt meghatdrozé szekvencidkat intronok vé-
lasztjik szét. [zoldlnunk kell a megfelels exonokat
tartalmazé DNS fragmens(eket), ki kell vdgnunk az
intionokat és ezutdn Ossze kell kapcsolnunk az exo-
nokat, mégpedig megfeleld sorrendben és orient4ci6-
ban. Altaliban ezt nehéz kivitelezni, igy az mRNS-t
felhaszndlo médszert vélasztjuk.

Ha az mRNS-t haszndljuk, a sejtek lizisét a ribo-
nukledz enzim gdtldsa kozben végezzik. Az érett
mRNS haszndlatakor azonban szembe kell nézniink
azzal, hogy nem teljes reverz transzkripcié torténhet,
de ez minimalizdlhaté, Elsg lépésként izoldljuk az
mRNS.t. A poliadenilezett mRNS konnyel levilaszt-
hatd a tohbi RNS molekuldtél oligo-(dT)-celluléz
oszlopont, Igy olyan mRNS keveréket kapunk, amely
mentes mds RNS molekuldtol. Az immunglobulin po-
lipeptid nehéz és konnyid lincdt meghatdrozé szek.
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vencidkat haszndljuk, ezeket megfeleld forrdsokbol
megkaphatjuk (ldsd példdul Early és Hood, Genetic
Engineering, Setlow és Hollanders szerk., 3. kotet,
Plenu)m Publishing Corp., New York, 1981, 157.188,
oldal).

A hibstlan immunglobulint leiré mRNS meghats-
rozhaté in vitro transzldciéval, nyul retikulocita sejt-
mentes kivonatot haszndlva (Pleham és Jackson,
Eurp. J. Biochem., 77, 247-256, 1976). A kapott
transzldcids termék izoldlhaté az adott ldnc egy vagy
tobb szakaszdra specifikus antitestekkel, példdul
nyif anti(egér IgC)-vel, ahol a ldncok egér immunglo-
bulinbdl szdrmaznak.

Az immuncsapadékot poliakril-amid gélelektrofo-
rézissel tovibb analizdlhatjuk, a komplexek jelenlétét
antigén-antitest komplexekre érzékeny radioaktivan
jelzett receptorokkal bizonyitjuk, példdul S. aureus A

roteinnel, Rf-faktorral stb. A hibitlan mRNS jelen-
étét bizonyitjuk tovabbd RNS hibridiz4ciéval (agardz
gélen valé szétvilasztdssal, az mRNS nitrocelluléz
sziitre viteléve, 80 °C hémérsékleten forralva és ra-
dioaktiv prébdval vizsgilva), :

A kivant mRNS szekvencidkat tartalmazdé nyers
mRNS keveréket az aldbbiak szerint kezeljiik. Okaya-
ma és Berg mddszerét (Mol Cell. Biol., 1982) haszndl-
va noveljiik annak valdsziniiségét, hogy teljes hosszi-
sdgi cDNS-t kapjunk. Eljdrhatunk azonban Efstradia-
dis és Villa-Komaroff modszere (Genetic Engineering
Pirciples and Methods, 1, Setlow és Hollaender szerk .,
New York, Plnum Press, 15-36. oldal, 1979) vagy
Steinmezt és munkatdrsai szerint is (Cell, 24, 125.
-134, 1981.) A ¢DNS elsG szdldt virus reverz transz-
kriptdzzal dllitjuk el oligo{dT)-primer jelenlétében.
A misodik szdlat ezutdn reverz transzkriptdzzal és a
DNS polimerdz 1 Klenow-fragmensével vagy TH poli-
merdzzal dllitjuk eld. Ha sziikséges, a kapott kétsz4ld
cDNS.-t egyszdld DNS.re specifikus nukledzzal, pél-
d4ul S1 nukledzzal kezeljitk a kétszdli cDNS-en 1évé
egyszili szakaszok eltavolitisira, majd a kapott
cDNS.-t klénozzuk.

2. Az L-rFy-t és a H-rFv-t meghatdroz6 gének eld-

4llitdsa €s Kifejez6d6 vektorba juttatdsa sokszoro-

sitdsra

Az immunglobulin kénny{ és nehéz 14ncainak el8-
dllitdsdra a kétszahi cDNS-t sokszorositas vagy kifeje-
zés céljabo] tobb vektor molekuldba beépithetjik. A
megfelel6 restrikcids hellyel biré vektor molekul4t
megfeleld restrikcids endonukledzzal kezeljik. Az
mRNS reverz transzkripcidjdval kapott ¢cDNS-t linke-
rek hozzdkapcsoldsdval, termindlis transzferdzzal ke-
zelve vagy komplementer vagy tompa végek eldallit4-
sdval médosithatjuk. A vektor molekula a transzfor-
midnsok szelektdlisdra egy, kettd vagy tobb markert
tartalmazhat. Elny6s az a vektor, amely tobb marker
koziil egyen beliil egyetlen restrikci6s szakaszt tartal-
maz, igy a transzformdnsok szelektdlhatdk az egyik
marker kifejezGdése és a mdsodik marker kifejez5désé-
nek hidnya alapjdn. Markerként haszndlhatunk bio-
cid rezisztencia markert, auxotr6f komplement4ciot,
virus immunitdst vagy hasonidkat.

Az mRNS-bdl elgdllitott készdli cDNS-sel megfele-
18 gazdasejtet, 4ltaldban baktériumot, példdul E. colit,
B. subtilist, S. Cerevisiae-t stb. transzformdlunk. A
transzform4ciét ismert mddszerekkel végezzik, a
transzformdnsokat agar lemezekre szélesztjik és a




markereknek megfelelgen szelektdljuk. A kapott tele-
peket restrikeids elektroforetikus képik, jeizett pro-
bidhoz vald hibridizicidval vagy més ismert modsze-
rekkel vizsgdljuk (ldsd példdul Hanahan és Meselson,
Gene, 10, 63-67, 1980). Az egyik médszer szerint eld-
dllitasdra szilard halmazdllapotd tdptalajon noveszt-
jik. A telepck sejtjeit nitrocelluléz replika szirdre
juttatjuk, majd tovibb novesztjik az dtvitt sejteket és
lizisiket kovetSen szdritjuk és 80 °C hémérsékleten
kezeljik. A replika szilirGt megfeleld radioizotoppal
jelzett probdkkal hibridizdljuk. A kiilonboz6 emids
immunglobulinok 4llandé szakaszaiban jelen 1évé de-
termindns kotShelyek prébai konnyen hozzdférhetok.
A telepeket az adott immungiobulin természete vagy
az adott immunglobulinban jelen 1év6 kiilonb6z8
determindns helyek alapjdn vizsgdljuk. A prébadval
hibridizdlédo telepeket, azaz azokat, amelyek tartal-
mazzik a konnyd vagy nchéz Lincot meghatdrozd
DNS szakaszt, elkiilonitjik és szelekcids korilmények
kozott tenyésztjilk, A szelekcios koriilmények fenn-
tartdsa érdekében kivdnatos, hogy a hasznailt vektor
DNS biocid, el6nydsen antibiotikum rezisztencidt ha-
tarozzon meg. A tenyészetbll megfeleld novesztést
kovetden, elénydsen centrifugdldssal elkilonitjik a
sejteket. Ezutdn ismert modszerekkel (példiul Gunsa-
lus és munkatdrsai, J. Bact., 140, 106-133, 1979 méd-
szerével) elkiilonithetd a hibrid plazmid DNS.

Az elkiilonitett plazmid DNS-t restrikciés endo-
nukledzos analizissel és DNS-szekvendldssal analizdl-
juk. Az analizis adatai bizonyitjdk, hogy az izoldlt
cDNS kidnok teljes mértékben kodoljdk a vdlozé sza-
kaszt és kedvezd esetben az adott immunglobulin ne-
héz vagy konnyd. ldncdnak vezetS szekvencidjdt. A
viltozé szakaszok, vezetd és semleges szekvenicak res-
trikciés térképének ismeretében meghatdrozhatjuk
azt a restrikcids helyet, ahonnal egy DNS szakaszt ki-
hasithatunk és modosithatjuk abbal célbél, hogy vek-
tor DNS-be épithessiik és kifejezhessiik az adott poli-
peptidet. Abban az esctben, ha a semleges régiok meg-
felel6 pozicidjaban nincs egyediildlié restrikcios hely
gy részleges emésztést végziink és szelektdljuk azo
kat a fragmenseket, amelyek tartalmazzik a viltozé
régiot és elgnydsen a teljes vezetS szekvencidt is. Ha
az 5- és 3 -semlcges szakaszok til hossziak, Bal 31
részleges emésztéssel rovidithetjitkk azokat.

A nehéz és konnyii linc vdltozd szakaszainak C-
-termindlis részén 1évé kdédol6 szal DNS-szekvencidjs-
nak ismeretében az aldbbi eljdrdssal stop kodon épit-
hetd be a C-termindlis részbe. Az in vitro mutagene-
zist Ugy végezzikk, hogy a cDNS-t a megfelel§ enzim-
(ekkel) hasitjuk, amiutdn a vdltoz6 szakaszt meghatd-
rozé szegmensen kiviil 5.3 -semleges szekvencidkat
tartalmazé molekuldt kapunk. Ezt a szegmenst pél-
ddul gélelektroforézissel, sfirliségi gradiens centrifugd-
ldssal stb. tisztitjuk. lzoldldst kovetSen szétvdlasztjuk
a szegmens két szildt, ezt forraldssal végezzilk, Az
intakt cDNS plazmid ki6n felesleges szdldt hasithatjuk
és emészthetjuk.

Szintézissel elGdllitunk egy olyan egyszdli oligo-
nukleotidot (DNS oligomert%, amely legaldbb 12, 4l-
taldban 15 nukleotid b4zist, de gyakran 50-nél, 4ltald-
ban 30 nukleotidndl kevesebbet tartalmaz, mivel ti;
hosszi oligomerre nincs sziikségiink .

Ahol ezt a szintetikus DNS oligomert haszndljuk a
heteroduplex elGdllitdsdra a nem komplementer nuk-
leotidokat a hibridizélt szdllal komplementer legalibb
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hérom, gyakrabban legaldbb hat nukleotiddal egészit-
jikk ki. A heteroduplex. DNS oligomer komplementer
a vezet(-szekvencia és a véltoz6 szakasz, vagy a vélto-
76 szakasz és az dllandé régié kozotti szakaszokkal,

A DNS oligomer gyakorlatilag komplementer a
véltoz6 szakaszt kédold (sense) szekvencidval, de tar-
talmaz a vdltozé szakasz C-termindlis részén egy ter-
mindciés kodont. Azaz a DNS oligomer a kédol6 szil-
ra komplementer, kivéve «anndl az aminosavndl, a-
mely a véltozoszakasz ésa konny és nehéz ldncok D-,
J. vagy C-régidjinak kapcsoldddsi helyén, kilondsen
pedig a D- vagy J-szakaszon vagy a J-szakaszon beliil,
vagy a J- és C-szakasz kapcsolodisi helyén helyezke-
dik el. Ugy tervezink, hogy az elgdllitott polipeptid-
ben bizonyos varidci6 jon létre a vdltozo szakasz hosz-
szdban vagy olymdédon, hogy a véltozé szakasz C-ter-
minalis részén 1évé aminosavak kozil nem tartalmaz-
za mindegyiket.

Megfeleld szoros hibridizdcids koriilmények ko6zott
a restrikcids fragmens depaturdlt szdljajhoz f6los
mennyiségli DNS oligomert kapcsolunk. Igy a DNS
oligomer specifikus heteroduplexct atkota kédolé szdl
komplementer szakaszdval, ugyanakkor egy vagy tobb

stop kodon is létrejon a megfelels C-termindlis ami-

nosav kifejezédésének termindlisa céljabol.

A megfelels szoros hibridizdcios reakciét megfele-
16 id6n it végezzik, majd megfeleld mennyiségben
adagoljuk a négy dezoxi-nukleotidot a DNS polimerdz
I Klenow-fragmensével egyiitt. A primer enzimatikus
meghosszabbitdsdval szintetizdljuk a viltozo szakasz
kédold szdljara komplementer és biarmely 5 -irdnyban
hizodé szekvencidt, amiutdan olyan szekvencidt ka-
punk, amely komplementer drra a szdlra néave,
amelyhez a DNS.szekvencidt, amely a szintetikus
oligonukleotidhoz hibridizdlt szakaszhoz képest 3 -i-
rdnyban helyezkedik el, a DNS polimerdz 3 -5 -exo-
nukledz aktivitdsat felhaszndlva emésztjik. lgy olyan
kétszihi ¢cDNS-t kapunk, amely specifikusan hatiroz-
za meg a viltozd szakaszt és ellenkezd irdnyd a kony-
ny(i és nehéz lancok tilnyoms szakaszaihoz képest. A
nehéz & konnyid ldncok mindegyike olyan kodont
tartalmaz, amely a kifejez8dést V-, D- vagy J-régiok
elére meghatdrozott kodonja mellett megallitja.

Az elGallitott heteroduplex, tompa végii, kétszdli
cDNS fragmenseket ezutdn felhaszndljuk annak az
egyébként homoduplex kétszali cDNS elGallitdsdra,
amely a megfeleld helyekenstop kodonokat tartalmaz
és meghatdrozza a konnyfi és nehéz viltozé szakaszo-
kat.

Elényosen tgy jérunk el, hogy, vagy a fentiek sze-
rint mAdositjuk a fompa végi fragmenseket, példdul a
véltozé szakasz szekvenicéjdban hidnyzdé restrikcids
helyeket meghatdrozo linkerekhez kotjiik, vagy végé-
nél meghosszabbitjuk, példdul poliG vagy poliC szek-
vencidt kapcsolunk hozz4, de felhasznilhatjuk beépi-
tésre kozvetlenill is, A restrikcids helyet tartalmazd
linkerhez kotott fragmens megfeleld komplementer
végekkel rendelkez vektor DNS-hez kéthetd, majd
ezutdn adott esetben a kotShelyek resktrikcios endo-

- nukledzos hasitdsdval onnan visszanyerhetd. A linke-

reket a tompa végii fragmensekhez megfeleld ligdzzal,
példdul T4 ligdzzal kotjik, a kapott ligilt fragmenst
pedig kohéziv vég(i rovidebb fragmens elGéllitdsdra
restrikciés enzimmel kezeljik, a révid fragmens egy
vektor komplementer végeihez kothetd.

Az el84llitott vektor DNS alkalmas amplifikdldsra
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és a véltoz6 szakaszt meghatdrozo kédol6 szekvencidt
tartalmaz6 szakaszt hordozé transzformansok izolala-
sdra. A szokszorositdsra szdmtalan, baktériumban 1é-
tez$ vektor molekula 41l rendelkezésiinkre, példdul a
pBR322, pSC101, pRK290, 2 u plazmid stb. A kohé-
ziv végekkel rendelkezd rovidebb fragmens vektorhoz
kotése utdn olyan hibrid plazmidot kapunk, amely a
DNS oligomer altal kialakult heteroduplex-et kivéve,
aho) a DNS-szekvencidk hibasak, komplementer
DNSszekvencidkat tartalmaz. A hibds szekvencidkat
tartalmazé hibrid plazmid a gazdasejtben replikdlé-
dik, amikor két kilonboz8 plazmid molekula jon 1ét-
re, az egyik az eredeti szekvencidji, a misik pedig a
szintetikus DNS oligomer jelenléte miatt tailored (ha-
sitott) vagy site mutated 3helyileg mutdlt). A transz-
forméns telepeket kiilonkiilon 2 ml térfogatd tenyé-
szetekben novesztjik, a plazmid DNS-t ismert méd-
szerekkel izoldljuk és felhaszndljuk egy misodik t
transzformaciés ciklusban a hasitott szekvencidt rep-
likdlo kldnok elGdllitdsdra. A kldnokat sz(irg foithib-
ridizdcidval valasztjuk ki, vagy jelzett szintetikus DNS
oligonukleotiddal (példdul szintetikus DNS oligomert
haszndlunk a viitozd szakasz szekvenicdjdnak valtoz.
tatdsdra) vizsgdljuk, vagy mds el6nyds modszerrel, Igy
olyan plazmidokat kapunk, amelyek kétszdli cDNS-e
megfeleld restrikcids helyeket tartalmaz és elGre meg-
hatdrozott helyen stop kondonnal rendelkeznek.

Meghatdrozott a kédol szal 3 -termindlis vége (a
C-termindlis aminosavat irja le), majd meghatdrozottd
vilik a kédold szdl S -szakasza (ez a polipeptid N-ter-
mindlis részét hatdrozza meg). A két vég modositdsa-
nak sorrendjét kényelmi szempontok hatdrozzdk meg,
modosithat6 a két vég egyszerre, ekkor a kédold szal
5 .végén primer repairt, a 3 -végen pedig helyi muts-
ci6t végzink.

Atio) fiiggben, hogy az a gazdasejt, ahol a kifejezés
megtorténik, milyen természetdi, és attol fuggden,
hogy a gazdasejt mechanizmusa eltdvolitja-e a vezetd
szekvencidt, miutdn a polipeptid szekretdldsit eldse-
gitd szekretdlé szigndlként felismert, kiillonboz8 stra-
tégidt alkalmazunk. Ha a gazdasejt nem képes a fenti-
ekre, ugy a vezet$ szekvencidt meghatdrozé DNS sza.
kaszt el kell tévolitanunk és létre kell hoznunk a vél-
toz6 szakaszt meghatdrozé kodold szdl 5 -végén egy
start kodont. Azutdn a roviditett szekvenciat kifejezd-
dd vektorba épithetjiik, mégpedig gy, hogy egy eldre
meghatdrozott promoter és riboszomélis starthely sza-
balyozdsa ald keriljon.

A vezetd szekvencia szekvencidjdra vagy a viltozé
szakasz N-termindlis 1észét meghatdroz6 szekvencidra
alapozva kiilonb6z6 homo- vagy heteroduplex képz8
oligonukleotidokat dllithatunk eld.

Ha a vezetd szekvencia megmarad, a k6dol6 szél
5'eltérd szekvenicdjdnak eltdvolitdsdra primer repairt
haszndlunk. Ha az N-terminélis primer tepair a C-ter-
mindlis mutagenezissel egyitt torténik, az oligonuk-
leotiddal duplex kédolé szdlat DNS polimerédzzal ke-

zeljiik és a kapott részlegesen kétszdli DNS-t 53"

<egyszdli exonukledzzal kezeljik Az 5 eltér8 szaka-
szok eltdvolitdsdra, majd ligazzal kezelve hozzgk6tjik

a replikdlédé szdlat az N-termindlis oligonukleotid-

hoz.,
Ha eltdvolitjuk a vezets szekvencidt, in vitro muta-
%)enezissel alakitjuk kia viltoz6 szakaszt meghatdrozé
NS-szekvencia N-termindlis részén az inicidciés ko-
dont (ATG az N-formil-metionin esetén).
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Az el6nybs kétszdli cDNS izoldldsdra in vitro mu-
tagenezis végzésére tobbféle médon jarhatunk el. Ha

" a ko6dolé szekvenciatdl tdvoless restrikcios helyek 14-

teznek, a plazmidot a megfeleld restrikcids endo: uk-
ledzzal emésztjikk, majd az emésztést kétszahi DiNS-t
hasité exonukledzzal, példdul Bal31-el folytatjuk. A
kapott kétszdli cDNS klénozhatd és a megfeleld szek-
vencia szelektdlhatd és médosithatd, ahogy azt a fen-
tiekben megadtuk. Ha a k6dol6 szdl 5 .végén 1évG nent
k6dold szakasz til hosszi, ez endonukledzzal emészt-
hetd, ha megfeleld restrikcids hely létezik, de végez-
hetd az emésztés exonukledzzal is, példdul Bal3l.el.

A fenti, a 3 -termindlis vég modositasdra hasznait
eljdrdst megismételve a viltozd szakaszokat meghatd-
roz6 DNS szekvencia 5 -termindlis vége hasithaté, je-
len esetben az oligonukleotid komplementer a nem
kodolé (nonsense) szdllal, & az 5 -végen (pirmer re-
pair) vagy az oligonukleotidban (in vitro mutagenezis)
inicidcios kodont tartalmaz. K6zonséges koriilmények
kozott is az oligonukleotid homoduplexet primer re-
gainhoz, a bteroduplexeket in vitro mutagenezisre

aszndljuk. Igy olyan hasitott készali ¢DNS-t ka-
punk, amely az immunglobulinok konnyii és nehéz
ldncainak viltozé szakaszit meghatirozd, alkalmasan
elhelyezkedd start és stop kodonokat tartalmaz. A ka-
pott tompa végii kétsz4li cDNS mddosithaté, példdul
gy, hogy linkereket kétiink hozzd kifejezhetd vek-
torba valé beépitést megengeds komplementer végek
elGallitdsdra. A beépités tigy torténik, hogy a vektor
megfeleld orient4cidban tartalmazza a beépitett sza-
kaszt a kétszdli cDNS-hez kapcsolt vagy a vektorban
jelenlévd szabilyozé szigndlhoz képest.

Az eldallitott kétszali cDNS-t kifejez3 vektroba
épitjiik. A kordbbi vektorokkal ellentétben, mivel
ezek csak a kétszali cDNS replikdcidjdt tették lehetd-
vé, a jelen kisérleti stddiumban hasznilt molekuldnak
tartalmaznia kell a transzkripcids és transzi4ciés sza-
bélyoz6 jeleket.

A megfeleld promotert és més transzkripci6s sza-
balyoz6 szigndl-szekvencidkat, példdul operdtort, atte-
nuatort, aktivitort, tartalmazo6 vektort vdlasztunk. A
vektort legalibb részben szekvendlnunk kell ahhoz,
hogy legalibb egy beépiilési helyet meghatdrozhas.
sunk, ahova a véltozé régiokat meghatdrozd ¢DNS-t a
szabdlyoz0 jelek kontrollja ald épithetjik be.

A transzkripcids szabdlyozd jelek mellett 1étez-
nek, ahogy azt mdr kozoltik, transzldcids szabdlyoz6
jelek is, elsGsorban a riboszéma kétéhely (Shine-Dal-
garne-szekvencia, S-D) és az inicidcids kodon (formil-
-met kodon). Az S.D szekvencidnak és az inicidci6s
kodonnak megfelelden kell elhelyezkednie, dltaldban
312 bazispdr tévolsdgban. Az S-D szekvencia a vek-
torba egy beépiilési helyhez képest megfeleld pozicié-
ban lehet, de hozz4 is kapcsolhaté a viltozé szakaszt
meghatdrozé kddolé szevencidhoz, példdul az S-D-
-szekvencidt biztosit6 oligonukleotid lizdldsdval és egy
megfelelS restrikci6s hely Iétrehozdsdval az S-D-szek-
vencidt kovetSen. Az S-D-szekvencia in vitro muta-
genezissel is kialakithaté, ahogy azt az elGzéekben
mdr megadtuk, A kédolé szekvencia leolvasdsi f4zis-
ban kell hogy legyen az inicidciés kodonnal. -

A vélasztott stratégia attdl fiigg, hogy a kédolé
szekvencia és az ezen kivilles6 régiok tartalmaznak-e
vagy sem restrikciés helyeket. Fiigg att6l, hogy mi-
lyen vektor 4ll rendelkezésiinkre a kétszili cDNS.
-szekvencia beépitésére és a polipeptid valtozd szaka-

8-



szinak kifejezésére, figg a felhasznilhatd kifejez6dd
vektor hozzitérhetdségétdl, a jo kitermelést biztositd,
az informdciot kifejez6 garzdasejttdl és fugg, hogy ren-
delkeziink< olyan gazdasejttel, amely képes felismer-
ni példdul a szekretdlist biztosité jeleket, hogy biz-
tosithatd legyen a vezet$ szekvencia lehasitdsa, Igy
minden helyzetben és minden egyes idiotipus esetén
meg kell dllapitanunk a viltozé és ezen tlilmend régio-
kat meghatirozo DNS.szekvencia legalibb egy részé-
nek restrikcios técképét.

Ha a vektor végei és a beépitendd szekvencia végei
hasonldak, meg kell vizsgdlnunk, hogy az adott szek-
vencia jO, azaz nem rossz orientdcioban épilt be. A
beépitést kovetSen kapott klénozott plazmidok tér-
képezésével kivilaszthatjuk azt a plazmidot, amely a
viltozé szakaszt meghatdrozd szekvencidt megfeleld
orientdcidban tartalmazza,

A fenti stratégia tobb fontos eldnnyel jar. A poli-
peptid Eincokat azonos szekvenicdkat és azonos ldnc-
hosszisdgti szdlukat tartalmazo homogén készitmény-
ként kapjuk. Az rl'v-t alkotd polipeptidek cukormen-
tesek és ezért, tovihbi homogenitisuk, miatt cgysége-
sen jelezhetk vagy mddosithatok, Igy a terméket
egységes és reprodukdlhatd tulajdonsigd anyagként
kapjuk meg. A termék emlésnek meghizhatoan ada-
gothatd és viszonylag enyhe meliéktiineteket valt ki,
amelyek heterogén termék adagolisakor jelentkezhet-
nek.

Az abebmkban az eljdrds az oltalmi kor korldto-
zdsa néikiil, példaban szemiéletjiik.

A példdban jeltemzd ligandként a dinitro-fenilt
adjuk meg. A taldlmdny szerinti eljardst természetesen
birmely ligandra felhasznithatjuk, bdr a széba jové
idiotipusok nagy szdma miatt az eljdrds bizonyos sza-
kaszait egy adott restrikcids hely vagy mids jellemzdk
miatt részben médositanunk kell.

Példa
A dinitro-fenil (DNI’) monokldnozott antitestjeinek
elGdllitdsa

10,5 pH4u vizes pufferban 10 mM 2 4-dinitro-ben-
zol-szulfondtot oldunk (ldsd Eisen és munkatdrsai,
JACS. 75,4583, 1953) és az oldathoz 0,01 mM he-
mocianint adunk, majd 20 6rdn dt szobahdmérsékle-
ten rdzzuk az eclegyet. Ezt kovetGen 0,6 M nétrium-
-klorid oldattal szemben tébbszir dializaljuk az olda-
tot és a maradékot immunizaldsra elk Glonitjiik.

100 g igy elGdllitott DNP immunogént 0,1 mi
komplett vagy inkomplett Freund-adjuvianssal és 0,1
ml per dézis mennyiségii PEs-sel (polietilén-ndtrium-
-szulfondt) keverjik. Hat BALB/c egeret injektdlunk
egy -egy ddzissal, hetenkénti adagolassal, az injekci6-
kat intraperitonedlisan és szubkutdn adjuk a talpba
és az inguindlis teriletre. Az el injekciot komplett,
a tobbi hirmat inkomplett Freund-adjuvénssal adjuk.
Az utolso injekciot kovetd harmadik napon leoljik az
cgereket, izoldljuk a lépet és monokldnozott antites-
tek képzésére haszndljuk fel.

A fuziét gy végerzik, hogy 3x1Q7 Sp2/0-Agl4
mileloma R(.‘]t(.l (Shulman és munkatérsai, Nature,
276, 269-270, 1978) és Sx107 1épsejtet egyes:tﬁnk és
a sejtszuswennot S percen at 200 g-n centrifugdljuk,
majd Ovatosan 0.6 ml 50%.-0s polietilén-gliko! 1500
oldatban (az oldatot Dulbecco médositott Eagle-tdp-
talajdval készitjik, Flow) djra szuszpenddljuk. 1 perc
muifva 20 ml, 37 °C hémérséklet R taptalaj adunk

196.842

10

15

20

25

30

35

4C

45

50

55

60

(RPMI 1640 téptalaj Gibco, amit 30 mM Hepes ol-
dattal, Flow, egészitiink kl) Centrifugdljuk a sejte-
ket és 20 ml R tdptalajban szuszpenddljuk, amit els-
z6leg 107% borji szérummal (Gibco) (RF tdptalaj)
egészitiink ki, 0,2--0,2 ml sejtszuszpenziét 0.8 mi
RF tdptalajt taxta]mazé ”00 db csovecskébe mériink .
100 db csovecske 2x10° egér peritoneilis sejtet is
tartalmaz. 24 6rdn 4t inkubdljuk a sejteket, majd
mindegyik csovecskébe 1 ml, HAT tdptalajjal kiegészi-
tett RE tdptalajt mérink. Minden 2-3, napon 1 ml
tdptalajt friss RF+GAT tdptalajjal cserélink ki. Két
hét mulva a novekv sejteket 1mmunglobulm terme-
lésre vizsgdljuk, a vizsgilatot *%S-2 4-dinitro-fenil-
szulfonamid-lizinnel végezzik. A sepcnf‘kus aktivitdst
add kldnokat ldgyagaron klénozzuk anti-DNP elgélli-
tdsdra.

Eljarhatunk Herzenberg és munkatdrsai médszere
szerint is (J. Exp. Med., 151. 1071-1087, 1980). E
szerint a DNP.szubsztitudlt marha szérum albumint
RIA higitéval (1% BSA, 0005 M EDTA és 0,1%
NaN; 7,6 plji PBS-ben) adagolunk a mikrolemez
csovecskéibe, és I drin dt inkubiljuk a lemezt, majd
vizsgilandé és standard antiszérumot adunk a csovecs-
kékhez, megfeleld higitds utan (20 ulcsd) és 1 6rdn 4t
folymt;ul\ az inkubdldst, Hiaromszor RIA Ingnoval
mossuk a lemezeket, majd ‘”ljcllett anti-egér im-
munglobuhnl adagolunk 2x10% cpmicsd mennyiség-
ben és | ordn 4t inkubdlunk. Ezutdn hdromszor RIA
higitdval mossuk a lemezeket, szdritjuk és autoradiog-
ratidt végzink.

Az antitestek detektdldsira mindkét fenti médszer
jol ismert. Ezutdn klonozzuk a sejteket, vagy higitdst
kovetden vagy ligyagaron és a klénozott sejtvonala-
kat szaporitjuk és folyékony nitrogén alatt fagyasziva
taroljuk felhaszndlisig.

Egy liter tenyészetet készitiink egy povitiv kléno-
zott sejtvonalbdl, a tenyészet milliliterenként 1x10°
sejtet tartalmaz. Centrifugdldssal osszegy(ijtjiik a sejte-
ket, majd 1 g-ot 16 ml guanidium-tiociandt torzsol-
datban (4 M, 50 g guanidium-tiociandt, 0,5 g ndtrium-
N-lauril-szarkozindt, 2,5 ml IM ndtrium-citrdt, pH
70,07 ml 2 merkaptoetanol és 0.5 ml 30%-0s Anti-
foam A (Sigma) keverése utdn az ‘oldatot 100 ml-re
toltjik fel) szuszpendilunk, a szuszpenziét 55 ml-es
Potter-Elvehjen homogenizitorba toltjik és 30.-60
masodpercen dt homogeniziljuk teljes fordulatszd-
mon, {8 mm dtmérGjli Tissumizer homogenizdléban
(Tekmar-Industries). A kapott homogenizitumot 10
percen 4t percenkénti 8000-es fordulattal centrifugdl-
juk, 10 °C hémérsékleten Sorval HB4 lengé rotorban.
A feliiluszot lombikba toltjik, 0,024 térfogat (a ho-
mogenizdlé puffer eredeti térfogata‘ra szdmitva) 1 M
ecetsavval keverjilk a 7-es pH 5-re csokkentésére,
majd 0,75 térfogat vizmentes etanolt adagolunk. Le-
zérjuk a lomblkot és erteljesen rdzzuk, majd egy §j-
szakdn 4t -20 C hémérsékleten tamhuk Ezutin 10
percen 4t -10 °C hémérsékleten 6000 fordulatszdm-
perccel centrifugdljuk HB4 rotorban a termék elkiilo-
nitésére.

A csapadékot elkiitonitjikk és eriteljes rdzds koz-
ben 0,5 térfogat pufferolt guanidin-hidrogén-klorid
torzsoldatban gV 5 M, semlegesitett, majd 0,25 térfo-
gat 1 M ndtrium-citrattal pufferolt oldat, pH 70,5
mM ditio-treitol) szuszpendiljuk. 68 °C hémérsék-
let(i vizfiirdGben rovid idén 4t melegitjik a szuszpen-
zi6t, amikor diszperziét kapunk. 0,025 térfogat (gua-
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nidin-hidrogén-kloridra  szdmitva), 0,5 térfogat
ctanolban oldott 1M ecetsav oldattal kicsapjuk a csa-
padékot. Legalibb hdrom 6rdn 4t -20 °C h&mérsékle-
ten tartjuk a szuszpenziét, majd centrifugdljuk. A csa-
padékot guanidin-hidrogén-kloridban szuszpendaljuk
és fentieket megismételye Ujra kicsapjuk. Az ismétel-
ten kivdlt csapadékot perccnként 6000-szer fordulé
rotorban 5 percen it centrifugdljuk, majd ezutdn min-
dent steril koriilmények kozott végziink.

A végs6 csapadékot szobahdmérsékleten etanotban
diszpergiljuk, a f6l6s guanidin-hidrogén-klorid eltdvo-
litdsira extrahdljuk, majd 5 percen dt 6000 fordulat-
tal centrifugdljuk. Az etanolt nitrogéndramban desz-
tilldljuk ¢és az RNS dledcket erételjes rdzds kozben
vizben oldjuk. 10 percen dt 10 "C hémérsékleten
13 000 percenkénti fordulatszdm mellett centrifu-
gdlunk, az RNS-t tartalmazd felilisz6t dekantdljuk.
Az RNS-teljes extrakcidjdra kétszer 0,5 ml steril viz-
zel Wjra extrahdljuk az oldhatatlan anyagot, az extrak-
tumot 10 percen 4t 10 °C hémérsékleten percenkénti
130 000 fordulatszdému rotorban centrifugiljuk és
egyesitjik a vizes oldatokat. Ezt 01 térfogat pHS-ds,
2 mélos kilium-acetdt/ecetsav pufferral és 2 térfogat
etanollal keverjik, és egy éjszakdn 4t -20 °C hémér-
sékleten 4llni hagyjuk.

Centrifugdldssal elkilonitjiik az RNS-t az etanolos
szuszpenziobdl, a centrifugdldst 20 000 fordulat/perc
fordulatszamii rotorban végezzik 20 percen 4t -10 °C
hémérsékleten, Corex cstivekben (HB4 rotor). A csa-
padékot 95%-os etanollal erételjesen mossuk, nitro-
géndramban szdritjuk, és 1 ml/g sejt mennyiségi, 10
mM trisz-puffert, pH 7,5, TmM EDTA-t és 0,2% SDS-
t tartalmazo elegyben oldjuk. Az RNS old6ddsa utdn
1/9 térfogat 5 mélos ndtrium-kloridot adagolunk és az
oldatot oligo{(dT)-oszlopra (0,5 g szaraz suly, T3 gra-
de, Collaborative Research) ontjikk. Az oszlopot az
aldbbi osszetételii eleggyel erGteljesen mossuk, 0.5 M
néatrium-klorid, 10 mM trisz, ImM EDTA, pH 75,
0,2% SDS, majd a mos4s utdn 10 mM trisz, | mM
EDTA, pH 7,5 és 0,05% SDS cleggyel eludliuk. Az
eludci6t A 260-on hulldmhosszon ellendrizzik. Az
UV-elnyel6 frakcidkat osszegyijtiik és ecetsav-ndt-

rium-acetdt, pH 5, puffer és 2,5 térfogat etanol adagol4-

sdval kicsapjuk, A szdritott dledéket 50ulf1 térfogat
10 mM trisz, pH 7,5, | mM EDTA elegyben oldjuk és
9 térfogat dimetil-szulfoxidot adagolunk, majd koz-
vetlenil ezutin 1 térfogat pufferezett 1 molos litium-
klorid oldatot (1 M litium-klorid, 50 mM EDTA,
2 0% SPS, 10 mM trisz, pH 6,5). Az oldatot S percen
4t 55 "C hémérsékleten tartjuk, 100 térfogat kot
puffert adagolunk hozza, majd oligo-dT-celluléz osz-
lopra dntjiik, amit kit pufferral (0,5 M ndtrium-klo-
rid 10 mM trisz, 1| mM EDTA, 02% SDS) egyensu-
lyoztuk ki. Az eludldst az el6zékben megadottak sze-
rint végezzik.

A monoklénozott immunglobulin polipeptidek
konny(l és nehéz ldncait meghatdrozé mRNS jelenlé-
tét hibrid szelekcidval bizonyitjuk, a megfelels nehéz
és konny( ldncokat leiré gének (lasd Early és Hood,
Genetic Engincering, 3. kotet, 1981, ‘Setlow és
Hollander, Plenum Publishing Corp., 157-188, oldal)
DNS klénjait haszndlva. A DNS probdkat a kozolt
aminosav- vagy DNS.szekvencidk alapjdn szintézissel
dllitjuk eld, vagy mds forrdsb6] nyerjitk (ldsd Early és
Hood, mint fent). A DNS prébikat denaturdljuk,
semlegesfijiilk és nitrocelluléz sziirGpapirhoz kétjik.
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{Schleicher és Schnell BA.85.R 597) a Southern féle
médszert hasznélva (J. Mol. Biol., 98, 503-517,1975).
A kisérletet 10-szer tomény standard citrdttal végez-
zikk (ldsd még a 4 302 204 szdmu amerikai egyesiilt
illamokbeli leirast). A probdkat 30 ug mRNS-hez hib-
-idizdljuk 100 i végrérfogatu reakciGelegyben 50 °C
hémérsékleten, 2 6rdn dt. A reakcidelegy Osszetétele:
95% formamid/10 mM puffer, pH 6 4, 0 4 M n4trium-
klorid. 10 mdsodpercig microfugdban centrifugaljuk
a reakcibelegyet, vortexeljik, ismét centrifugiljuk,
majd gyengén vortexeljik a szlirGpapirok szuszpend4-
‘4sdra. 1 6rén 4t gyenge keverés k(‘jzgen 50 °C hémér-
sékleten inkubdljuk a reakcidelegyet. Ezutan az olda-
tot eltdvolitjuk, a szlirdket tizszer 1 mi aldbbi oOssze-
tételd eleggyel mossuk: 0,15 M nétrium-klorid, 0,15
m ndtrium-citrdt, 0,5% ndtrium-dodexilszulfit. A mo-
sépuffer hémérsékletét 60 °C-on tartjuk. A moséfo-
lyadékok adagoldsa kdzben tébb mdsodpercen 4t
vortexeljik a csoveket. Ezutdn kétszer 10 mM trisz,
pH 7.8 és 2 mM EDTA elegyének 1 ml-vel mossuk a
szlirket, majd 5 percen 4t 60 °C hémérsékleten inku-
hiljuk, és levegiztetéssel eltavolitjuk az oldatot.

Az RNS.DNS hibridrél az RNS-t Ggy eludljuk,
hogy a szlirGket 60 mésodpercen 4t 300 ul kétszer

“desztilldlt, steril vizben forraljuk, majd metanol-sz4raz

jég furdében gyorsan fagyasztjuk. Jégen felolvasztjuk
az oldatot, az RNS-t tartalmazé vizet egy maésik csébe
juttatjuk, 0 2 M végkoncentrdciéban natrium-acetdtot
adagolunk és 20 ug borju thymus tRNS-t adagolunk,
2,5 térfogat etanollal -20 °C hémérsékleten kicsapjuk
87 RNS-t és kozvetlentl transzlicid elstt 12 000 g-n
10 percig, 4 °C hémérsékleten centrifugdlva iillepit-
jik. Az iiledéket kétszer 70%-0s etanollal mossuk,
riajd csokkentett nyomdson szdritjuk.

Az eludlt RNS.t in vitro transzlatdljuk nydl retiku-
locita sejtmentes lizdtumban, példdul a New England
Muclear transzlicids rendszert hasznilva, amuitdn a
r:ndszerhez adott melléklet szerint detektdljuk a pro-
t2in szintézist.

Monokldnozott antitestekkel alikvot mintdkat in-
kubdlunk, dgy, hogy az in vitro transzlici6s lizitum-
ban 1év8 kifejez8d6 termék feleslegben legyen jelen.
Az antitest-antigén komplexet rogzitett S, aureus-szal
kicsapjuk és hdromszor pH 8 3,005 M triszt, 0 45 M
nitriumkloridot és 0,5% NP40-t tartalmazé eleggyel
mossuk a csapadékot, 0,01 mélos ndtrium-foszfit
pufferben (pH 7.5) forraljuk, a pufferhez elGz6leg 1%
p-merkapto-etanolt adunk, A mosds utin S--20%-o0s
g-adiens SDS-poliakril-amid gélen elektroforézist vég-
z’iink 125 V fesziiltségen, mindaddig, mig a brémfe-
nalkék jel eléri a gél végét és plusz 1 Grat. Szdritjuk
a gélt, fixdljuk és az immunoglobulin konnyd és ne-
héz ldncait meghatdroz6 mRNS Kimutatdsira Kodak
X-R filmet haszndlva fotdzzuk, Az igy kapott mRNS
keverékkel Okayama és Berg moszerét (Molecular and
Cellular Biology, 1982 februdr, 161-170. oldal) hasz-
nilva kétszdli ¢cDNS sorozatot illitunk els. ElGszor
megadjuk a vektor primer és az oligo-dG-t tartalmazé
linker DNS eldallitdsanak modjat.

400 ug pBR322.SV40 (térképegység 0,71-0.86)
DNS.t az aldbbi osszetételdi, 0,4 ml térfogati reakcio-
elegyben, 37 °C hdmérsékleten 700 egység Kpnl en-
donukledzzal kezelink: 5 mM trisz-hidrogén-klorid,
pH 7.5, 6 mM magnézium-klorid, 6 mM nétrium-klo-
rid, 6 mM 2-merkapto-etanol és 0,1 mg/m! marha szé-
rum albumin (BSA). 5 6rés kezelést kovetden 40 ul

-10-



0.25 m6los EDTA (pH 8,0) és 20 ul 107%-0s SDS ada-
goldsdval ledllitjuk a reakci6t. A protein eltdvolitdsdra
vizzel telitett fenol és kloroform (1:1) eleggyel extra-
hatjuk az oldatot, majd etanollal kicsapjuk a DNS-t.

A Kpnl endonukledzzal eldllitott végekhez 60, de
pem tobb, mint 80 dT-csoportot kapcsolunk (végen-
ként) borji thymus terminalis dezoxi-nukleotidil-
transzferazzal. Ugy jrunk el, hogy 0,2 mi reakcio-
elegy elGdllitdsdra 140 mM nitrium-kakodilitot 30
mM_ trisz-hidrogén-kloridot (pH 6,8), 1 mM kalcium-
Xkloridot, 0,1 mM ditio-treitolt, 0,25 mM DTTP-,
Kpnl endonukledzzal emésztett DNS-t és 400 egység
termindlis dezoxi-nukleotidil-transzferdzt tartalmazé
oldatot készitiink. 30 percen &t 37 °C hémérsékleten
végezzik a reakciot, majd 20 ul 0,25 mélos EDTA
(pH 8,0) és 10 ul 10%-0s SDS adagolasdval leallitjuk,
a DNS4 pedig fenol és kloroform 1:1 ardnyt elegyé-
vel végzett extrakciokat kovetden etanollal kicsapjuk.
17 egység Hpal endonukledzzal emésztjik az izolalt
DNS.t, az emésztést 0.2 ml, 10 mM trisz-hidiogén-
Kloridot (pH 74), 10 mM magnézium-kloridot, 20
mM kilium-kloridot, I mM ditio-treitolt és millili-
terenként 0,1 mg BSA-t tartalmazo reakcidelegyben
végezziik 5 ordn at, 37 °C hémérsékleten.

A pBR322 DNS replikdcios origojat és az ampicil-
lin rezisztencidt meghatdrozé gént tartalmazd nagy
DNS fragmens 1% agarézt tartalmazo gélen elektrofo-
rézist végezve tisztijuk, a gélrGl Vogelstein és Gilles-
pie (PNAS USA, 76, 615-619, 1979) ivegporos mdd-
szerének médositott viltozatdval izoldljuk a DNS-t.

A dT-végl DNS-t oligo-dA-celluléz oszlopra ad-
szorbeilva és eludlva az alibbiak szerint tovibb tisztit-
juk: a DNS+t 1 mM EDTA-t és 1 M nitrium-kloridot
tartalmazé 10 mM.os trisz-hidrogén-klorid (pH 7,3)
pufferben oldjuk, 0 °C hdmérsékletre hitjik, és
0,6x2.5 cm méretii, 0 °C hémérsckleten hasonlé puf-
ferral kiegyensilyozott oligo-dA-celluléz  oszlopra
ontjik az oldatot. O °C-on hasonlé pufferral mossuk
az oszlopot és szobahémérsékleten vizzel eludljuk. A
14 pg-nyi eludit DNS-t etanollal kicsapjuk és 10 mM
trisz-hidrogén-klorid (pH 7,3 és ] mM EDTA elegyé-
nek 100 ui-6ben oldjuk.

Az oligo- dG-vég(i linker DNS elBallitdsara 100 pg
pBE322.5V40 (térképegység 0,19-0,32) DNSt 120
egység Pstl endonukledzzal emésztink 0,2 ml aldbbi
osszetételdi reakcidelegyben: 6 mM trisz-hidrogén-klo-
rid (pH 7,4),6 mM magnézium-klorid, 6 mM 2-mer-
kapto-etanol, 50 mM nétrium-klorid és 0,1 mg/ml
NSA. A reakciét 1,5 6rdn 4t 37 "C homérsékleten vé-
gezzik, majd a reakciGelegyet fenol és kloroform 1:1
ardnyt elegyével extrahdljuk és 2 DNS-t alkohollal
kicsapjuk. Ezt kovetGen a végekhez 10-15 d¢G-cso-
poriot kapesolunk 50 ulaz el6zéekben megadott 6sz-:
szetételii, de a dTTP helyett 0,1 mM dGTP-t tartalma-
76 reakcidelegyben 60 egység termindlis dezoxi-nuk-
leotidil-transzferdzzal. A reakciét 20 percen 4t 37°C
hémérsékleten végezzik, majd fenol és kloroform 1:1
ardnyu elegyével extrahdljuk az elegyet, a DNS-t eta-
nollal kicsapjuk és 50 ul, alabbi Osszetételii reakcio-
elegyben 50 egység Hind 111 endonukleszzal hasitjuk
20 mM trisz-hidrogénklorid (pH 7.4),7 mM magné-
zium-klorid, 60 mM nétriumklorid é 0,1 mg/ml
BSA. A kisméret(i, oligo-dT-végi linker DNS-t 1,8%
agar6zt tartalmazo gélen elektroforézissel tisztitjuk
és az el6z8ekben megadottak szerint izoldljuk.

Eldallitjuk az aldbbi reakcidelegyet (térfogata
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10 p! 50 mM Trisz-hidro énklorid (pH 8,3), 8 mM
magnézium-klorid, 30 m kalium-klorid, 0,3 mM di-
tio-treitol, 2 mM DATP, dTTP, dGTTP és p3?.4CTP
(850 beiités|perc/pmol), 0,2 ug mRNS (korilbetil 2-3
szoros feleslegben a primer végekhez ké vest), 1,4 ug
vektor primer DNS (0,7 pmol primer vég) és 5 egység
reverz transzkriptiz. (A poliA mRNS molardnya a
vektor primer DNS-re szdmitva 1,51 és 3:1 kozotti).

A ¢cDNS szintézisét a reverz transzkriptdz adagold-
saval inditjuk meg és 37 °C-on 20 percen 4t folytat-
juk. Ekkor a dCTP beépiilés csokken és a primer
tobb. mint 60%-a felhaszndlédott a ¢DNS szintézisé-
hez. | ui 0,25 M EDTA (pH 8,0) és 0,5 pl, 10%-08
SDS adagoldsaval ledllitjuk a reakcidt, az elegyet fenol
és kloroform 1:1 ardnyy elegyével vortexeljik, majd
centrifugdljuk. A vizes fdzishoz 10 g1 4 M ammonium-
acetdtot és 40 pl etanolt adunk, szdraz, jog kozott 15
percen 4t hiitjuk, a hiités kozben kivdlt nem reagdlt
dezoxi-nukleozid-triofosafatok olddsdra enyhén réz-
zuk, majd Eppendorf mikrofugdban 10 percen ét
centrifugiljuk. A csapadékot 10 mM trisz-hidrogén-
Kloridot (pH 7,3) és 1 mM EDTA-t tartalmazd clegy
10 ul-ében oldjuk, az oldathoz 10 gl 4 mélos ammo-
nium-acetat oldatot keveriink és 40 pl etanollal djra

“kicsapjuk , majd etanolfal mossuk a csapadékot.

A ¢cDNS: mRNS plazmidot tartalmazé csapadékot
15 pl, 1 mM kobaltkioridot, 0,1 mM ditio-treitolt,
0.2 pg poli-A-t, 66 uM P*?-dCTP-1 (600 beiités/perc-
pmdl) és 18 egység termindlis dezoxi-nukleotidil-t
‘transzferdzt tartalmazd 6 8 pHu 140 mM néatrium-
kakoditat-30 mM trisz--hidrogén-klorid elegyben old-
juk. A reakciot 37 °C hémérsékleten végezzik 5
perc at, amikor 10- 15 dCMP kotodik a molekuldk
végéhez. A reakcidt 1.5 4l 0,25 M EDTA (pH 8,0) és
0,75 ul 10%-0s SDS adagoldsival allitjuk le. 15 pl fe-
nolkloroform eleggyel (1:1) extrahdljuk az elegyet,
s 15 ul 4 M-os ammonium-acetittal keverjik, majd
60 pl etanollal kicsapjuk, és ismételten kicsapjuk, és
végil a csapadékot etanollal mossuk.

A csapadékot 20 mM trisz-hidrogén-kloridot (pH
7,4), 7T mM magnézium-kloridot, 60 mM nétrium-klo-
ridot és 0.1 mg/ml BSA-t tartalmazd, 10 ul térfogati
pufferban oldjuk, majd 2,5 egység Hindlll endonuk-
leazzal emésztjilk 37 °C homérsékleten, 1 6rdn 4t
1 ul 025 M EDTA (pH 8,0) és 0,5 pl 10%-o0s SDS
adagolasdval leallitjuk a reakciot, majd fenol és kloro-
form-acetatot adagolunk és a DNS-t 40 ul etanollal
kicsapjuk. A csapadékot etanollal mossuk és 10 mM
trisz-hidrogén-kloridot (pH 7,3) és 1 mM EDTA-t tar-
talmazé elegy 10 pl-ében oldjuk, végil 3 pl etanolt
adunk hozzd, hogy -20 “C homérsékleten térolva ne
fagyjon meg. ’

0,02 pmdl (1 ul) Hind11l endonuklezdzzal emész-
tett oligo-dC-végi cDNS: mRNS plazmidot 10 ul,
aldbbi-Osszetételdi elegyben inkubdlunk 2 percig, 65
°C.on: 10 mM trisz-hidrogén-klorid (pH 7.5), 1 mM
EDTA, 0,1 M natrium-klorid és 0,04 pmdl oligo-dG-
-végii linker DNS (ez a mennyiség egyszeres moldris
felesleget jelent a kétszdli cDNS. mRNS-re és a
HindlIl endonuklezdzzal valé fentiek szerinti emész-
tést kovetSen kapott fragmensre szamitva). Az inku-
balést 30 percen at 42 °C homérsékleten folytatjuk,
majd O °C-ra hitjik. 10 ulelegyhez annyi aldbbi 8sz-
szetételd elegyet adunk, hogy térfogata 100 ul legyen:
20 mM trisz-hidrogén-klorid (pH 7,5), 4 mM magné-
ziumklorid, 10 mM ammoénium-szulfit, 0,1 M kélium-
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klorid, 50 ug/ml BSA és 0,1 mM S-NAD. Az elegyhez
0,6 ug E. coli DNS-ligizt adunk és egy éjszakdn dt 12
°C hémérsékleten inkubdlunk.

A kétszili ¢cNDS: mRNS szdldnak kicserélésére a

ligdcios elegyhez 40-40 uM-t adunk a négy dezoxi-
-nukleitid-trifoszfatbét, tovabbd 0,15 mM B-NAD-ot,
0,4 pg tovabbi E.coli DNS-ligdzt, 0,3 ug E. coli DNS-
-polimerdz et és 1 egység E. coli RN4z H-t adago-
lunk. A 140 ul térfogatd reakcidelegyet 12 °C-on,
majd szobahdmérsékleten inkubdljuk 11 bran 4t,
amikor létrejon a repair szintézis éa a Poll katalizalt
nick-transzlacié. A reakciét 0,9 ml hideg, 10 mM-os
trisz-hidrogén-klorid (pH 7.3) adagoléséval ledllitjuk
és 0,1 ml alikvotokat tdrolunk 0 ~C hSmérsékleten.

A transzformdciét Cohen és munkatdrsai dlta] le-
irt (PNAS USA, 69, 2110-2114, 1972) némileg mé-
dositott médszerét haszndlva végezzik el. Az E. coli
K12 HBI01 térzset 37 °C hémérsékleten novesztjiik
20 mi standard L-tdptalajban. A novesztést addig
folytatjuk, mig A 600 hullimhosszon az OD90j5.
Centrifugaldssal dsszegy(fjtjik a sejteket, 10 ml, 50
mM kalcium-kloridot tartalmazé 10 mM-os trisz-hid-
rogén-kloridban (pH 7,3) szuszpenddljuk és 5 percen
4t 0 °C hémérsékleten centrifugiljuk. A sejteket 2 ml
fenti dsszetételd pufferban szuszpendaljuk és 5 per-
cen 4t 0 °C hémérsékleten inkubdljuk. Ezutdn 0,2 ml
sejtszuszpenziét 0,1 ml DNS.- oldattal keveriink, és 15
percen dt 0 °C hmérsékleten inkubdlunk. 2 percig
37 °C, majd 10 percen 4t szobahdmérsékleten tartjuk
a szuszpenzi6t, majd 0,5 ml standard L-tdptalajt ada-
golunk hozzd, 30 percen 4t 37 °C-on inkubdlunk és
ezt kovetSen 50 pg/ml ampicillint tartalmaz6 agarle-
mezeken 16vE nitrocelluléz sziirGkre szélesztjik. 12-
24 6rén 4t 37 °C hmérsékleten inkubdlunk, majd az
E.coli transzformédnsokat Grunstein és Hogness in situ
telephibridizdciés mdédszerével megvizsgiljuk, tartal-
maznak-e konny§ és nehéz lincot meghatdrozé
¢DNS-t. A hdrom replika nitrocelluléz sziir6koron-
gon tdbbezer transzforméns nd, ezeket liggal lizal-
juk, és az el6zdekben megadottak szerint prébikkal
hibridizéljuk az immunglobulin lincok nehéz és
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konny(f szakaszainak konstans régi6it keresve. Az im-
munglobulin kénnyG és nehéz l4ncait meghatdrozé
géneket tartalmazé klénokat azonositjuk. A pozitiv
hibridizdcids jelet add telepeket egy liter, SO pg/ml
amplicillint tartalmazé L-tdptalajban tenyésztjiik ésa
plazmid DNS-t ismert médon izoldljuk (Gunsalus és
munkatdrsai, J. Bact., 140, 106-113, 1979).

Az eldzSekben megadottak szerint eljdrva lizdljuk
a sejteket, a lizdtumot centrifugdljuk és a tiszta olda-
tot azonos térfogatd vizzel higitjuk. Milliliterenként
50 ;g RNéz A-t adagolunk, majd egy orédn 4t 37 °C
hénérsékleten inkubdlunk. Ezutdn 0,3 térfogat, TE-
-pufferral (10 mM trisz-hidrogén-klorid, pH 7.9 1
mM EDTA) telitett fenollal extrahdljuk az oldatot,
majd 4 °C hémérsékleten 10 percen dt 16 0000 g-n
centrifugaliuk. A vizes fazist elkulonitjik, 1 M vég-
koncentriciéra natrium-kloriddal egészitjik ki és 2
térf%at etanollal kicsapjuk a DNS-t. Tobb 6rdn 4t
.20 °C-on tartjuk a szuszpenziét, majd 10 000 g,
4 °C hémérsékleten 20 percen 4t centrifugdlva elkil-
1onitjuk a kivalt DNS-t.

A cDNS kiénokat restrikciés enzimekkel térképez-
zitk, illetve szekvencia-analizist végziink ismert méd-
szerekkel. A kapott restrikci6s térkép segitségével a

"véltozé szakaszokat meghatdrozé c¢DNS olymédon

manipuldlhaté, hogy az klénozhaté és kifejezhetd
lesz. A fentiekhez Maxam és Gilbert (Methods Enzy-
mol., 65, 499-560, 1980), illetve Sanger és munkatar-
sai, (J. Mol. Biol., 143, 161-178, 1980) médszereit
haszndljuk a konny( és nehéz lincok teljes valtoz6 ré-
gi6it és a vezetS szekvencidkat meghatdrozé cDNS
klénokat.

1zolljuk, szekvendljuk és manipuldljuk példdul a
MOPC41 K-linc4t (konny( l4nc) és a myeloma S107
nehéz lancit.

Az alibbiakban megadjuk a MOPC41-K-ldncénak
szekvencidjdt, ahol a vezet&t, a véltozé régiot és kons-
tans szakaszt pontokkal vélasztottuk el. A konstans
szakasznak csak az els§ tizenhat aminosavdt jeloljik
(Nature, 280, 370-375, 1979, Seidman és munkatir-
sai). '

Met ASP Met Ala Pro Ala
TCA GGA CTC AGC ATG GAC AGG GCT CCT GCA

12

Gln Ile Phe Gly Phe Leu Leu Leu leu Phe GIn Gly
CAG ATT TTT GGC TTC TTG TTG CTC TTG TTT CAA GGT

Gin Met Thr Gln Ser Pro
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA

Thr Arg Cys Asp lle
ACC AGATGT ...

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly Glu Arg Val Ser
TCC TCC TTA TCT GCC TCT CTG GGA GAA AGA GTC AGT

Leu Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Gly Ser Ser
CTC ACT TGT CGG CCA AGT CAG GAC ATT GGT AGT AGC

Leu Asn Trp Leu Gln Gln Glu Pro Asp Gly Thr Ile
TTA AAC TGG CTT CAG GAG GAA CCA GAT GGA ACT ATT

Lys Arg Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Ser Leu Asp Ger
AAA CGC CTG ATC TAC GCC ACA TCC AGT TTA GAT TCT

Gly Val Pro Lys Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly
GGT GTC CCC AAA AGT TTC AGT GGC AGT AGG TCT GGG

-12-




196.842

Ser Asp Tyr Ser lLeu Thr Ile Ser Ser

Leu Glu Ser

TCA GAT TAT TCT CTC ACC ATC AGC AGC CTT GAG TCT

Glu ASp Phe Val Asp Tyr Tyr Cys Leu Gin

Tyr Ala

GAA GAT TTT GTA GAC TAT TAC TGT CTA CAA TAT GCT

Ser Ser Pro Trp The Phe Gly Gly Gly Thr

Lys Leu

AGT TCT CCG TGG AGG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG

Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala

Pro Thr Val

GAA ATC AAACGT ... GCT GAT GCT GCA CCA ACT GTA

Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu Giln

TCC ATC TTC CCA CCA TCC AGT GAG CAG ...

Az aldbbiakban a myeloma S107 nehéz ldnc vélto-
26 régiéjdnak nukleotid-szekvencidjdt adjuk meg, ahol
pontokkal vdlasztjuk el a vezet§-szekvencidt, a vdlto-
26 és dlland6 régi6t. A konstans szakasznak csak az 20
els6 kilenc aminosavdt adjuk meg (Early és munka-
tdrsai., Cell, 19,981-992, 1980).

Met Lys Leu Trp Leu Asn Trp Val Phe Leu Leu Thr Leu
ATG AAG TTG TGG TTA AAC TGG GTT TTT CTT TTA ACA CTT

Leu His Gly Ille Gln Cys ... Glu Val Lys Leu Val Glu
TTA CAT GGT ATC CAG TGT GAG GTG AAG CTG GTG GAA

Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg
TCT GGA GGA GGC TTG GTA CAG CCT GGG GGT TCT CTG AGA

Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Phe
CTC TCC TGT GCA ACT TCT GG(‘ TTC ACC TTC AGT GAC T’I‘C

Tyr Met Glu Trp Val Arg Gin Pro Pro Gly Lys Arg Leu
TAC ATG GAG TGG GTC CGC CAG CCT CCA GGG AAG AGA CTG

Glu Trp lle Ala Ala Ser Arg Asn Lys Ala Asn Asp Tyr
GAG TGG ATT GCT GCA AGT AGA AAC AAA GCT AAT GAT TAT/

Thr Thr Glu Tyr Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe lle
ACA ACA GAG TAC AGT GCA TCT GTG AAG GGT CGG TTC ATC

Val Set Arg Asp Thr Ser Gin Ser Ile Leu Tyr Leu Gln
GTC TCC AGA GAC ACT TCC CAA AGC ATC CTC TAC CTT CAG

Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala lle  Tyr Tyr
ATG AAT GCC CTG AGA GCT GAG GAC ACT GCC ATT TAT TAC

Cys Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe
TGT GCA AGA GAT TAC TAC GGT AGT AGC TAC TGG TAC TTC

Asp Val Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
GAT GTC T G GGC GCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA

Ala Lys Thr Thr Pro Pro Thr Val Tyr
GCC AAA ACG ACA CCC CCA TCT GTC TAT ...
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A DNS-szekvencia és a restrikcids térkép alapjdn
megéllapithatd, hogy Pstl helyek taldthaték a kédo-
16 szdl -110, bézispirja mellett és a kdnnyii léncot
meghat4rozé ¢cDNS termindciés helyétd] lefelé halad-
va, ugyanakkor felhaszndlhaté HindlII restrikcids he-
lyek helyezkednek el 2 nehéz ldncot meghatarozé szl
vezet§ szekvencidjatdl felfelé és termindcids kodontdl
lefelé haladva. A kdnnyi és nehéz ldnc vdltozd régiéit
meghatdrozé koédold szdl és a vezetd szekvencidk nem
tartalmaznak a fenti endonukledzok 4ltal felismerhetd
helyet.

Az izoldlt plazmid dezoxi-ribonukleinsavakat a
gydrté utasitdsai szerint a megfelel restrikciés endo-
nukledzokkal emésztjiik és a kapott fragmenseket
2%-0s agar6z gélen (Seakem, 15 cm x 15 emx0,2 ¢m)
100 V fesziltségkilonbséggel 2 6rdn 4t elektroforé-
zisse] tisztitjuk. Kontrallokat hasznélva megéllapitjuk
az egyes csikok molekulasilyit és kivigjuk a géibdl. A
gélcsikokat 1,5 ml-es Eppendorf-csdvekbe helyezziik,
gyorsan fagyasztjuk szédraz jég-alkoholos firdében,
majd kétszer felolvasztjuk. Ezutdn percenként 15000-
et fordulé Eppendorf centrifugdban centrifugdljuk és
a felilisz6t elkiilonitjik. A DNS denaturdldsira
6xSSC-ben forraljuk a feliilisz6t, amikor egysz4ld
DNS.t kapunk. Ezt 0 °C-ra hitjik. -

’
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A DNS.szekvencia alapjdn olyan DNS-oligomert
készitiink, amely legaldbb részben komplementer a
konny(i és nehéz linc viltozé szakaszinak megfeleld
nem kédol6 (antisense) szljainak rovid szakaszai.
val. Az oligomer az 5 -végen inicidcids kodont tartal-
maz (ATC, az N-formil-metioninhoz (f-met)) tovdbb4
komplementer a primer repair vezetS szekvencisjit
meghatdroz6 N-termindlis nukleotidjaival, vagy olyan
végekkel rendelkezik, amelyek f-met kodont tartal-
maznak és komplementer szekvencidkat a vezetd sza-
kasz kédol6 szekvencidjdnak 3 -végére és a vdltozé
régick kédolé szekvencidjdnak 5..végére in vitro mu-
tagenezis végrehajtdsa céljabol. Az oligomert knnyen
elddllithatjuk Itakura és munkatdrsai mGdszerével (j.
Biol. Chem., 150, 4592, 1975),

Az aldbbiakban ismertetjiik a konny{ és nehéz l4n-
cokra alkalmazhatd primer repair szintézis szkémdjat,
ahol a vezet$ szekvencidt megtartjuk a, illetve b. és
azt az in vitro mutagenezis modszert, amelynek sordn
a vezetd szekvencidt eltdvolitjuk és a konny(i és nehéz
ldnc véltoz6 szakasz4t leiré k6dol6 szekvencia N-ter-
mindlis végébe f-met kodont épitiink be (a, illetve d).
A hosszti vonalak hosszi DNS l4ncokat, a rovid gon-
dolatjelek a beépitett végeket jelentik.

a. 5 - ATG GAC ATG AGG GCT——— 3’
3 TAC CTG TAC TCC GCA——75’
1) Denaturélds (a szdlak
elkiilonijtése)
2)5'~ATG  GAC ATG AGGGC -3’
ATG GAC ATG AGG GC
3 TAC CTG TAC TCC GC 5’
\ Klenow-fragmens » ANTP-k
(dATP, dCTP, dGTP és dTTP)
5" -~ ATG GAC ATG AGG GC —— 3’
3% - TAC GTC TAC TCC GC—— §’
b. 5 —— ATG AAG TTG TGG -3
3’ ——— TAC TTC AAC ACC 5’
1' 1) Denaturdlds
2)5° — ATC AAG TTG TGG
ATG AAG TTG TGG '
3 TAC TTC AACACC .5
, Klenow fragmens + dNTP-k
5" ~  ATG AAG TTG TGG 3
3’ —~ TAC TTC AAC ACC 5’

14
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3’ ——— CCA TAG GTC CTC CAC ———— 5§
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' —— GGT ACC AGA TGT GAC ATC CAG—— 3’

——— CCA TGG TGT ACA CTG TAG GTC — §'

1} Denaturilds
)5 - GGT ACC AGA TGG ACA TCC — 3’
GG TAC CAG ATG GAC ATC C

—— CC ATG GTC TAC CTG TAG G —— §’

\T/
lenow-fragmens + dNTP-k
—~ GG TAC CAG ATG GAC ATC C —— 3’

— CC ATG GTC TAC CTG TAG G —— 5
\ /
T

!
) Pstl linker + T4 polinukleotid ligaz
2 Pstl

3) pBR322 Psti emésztés/T4
polinukleotid ligdz

4) tisztit4s klonoz4ssal
~ GG TAC CAG ATG GAC ATC C —
CC ATG GTC TAC CTG TAG G ———
GGT ATC CAG TGT GAG GTG
CCA TAG GTC ACA CTC CAC
1) Denaturdlds
2)5'—~  GGT ATC CAG ATG GAG GTG -3’

-

“»n W W

ATG

<N\
GGT ATC CAG GAG GTG

ACA
Klenow fragmens + dNTP-k

‘L ATG’\

— CGT ATC CA CAG CTG

3

CCA TAG GTC . CTC CAC
\ACA
Kezelés c. szerint, 1 -4, allépés
GGT ATC CAG ATG GAG GTG—— 3’
CCA TAG GTC TAC CTC CAC——35’
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0,5 ug egyszdli DNS-hez 15 pM6l 5'-foszforile-
zett, fentebb az a-ndl és b-nél leirt oligonukleotidot
adunk 38 ul 200 mM ndtrium-kloridot, 13 mM trisz-
-hidrogén-kloridot (pH 7.5) 9 mM magnézium-ace-
tdtot és 20 mM B-merkapto-etanolt tartalmazd elegy-
ben, majd 3 percen 4t forraljuk és azonnal lehfitjik.
A reakcidelegyhez 1 ul, 4—4 mM koncentrdciéban a
négy dezoxi-nukleotid-trifoszfatot, 0,1 ul, 100 mM
adenozin-trifoszfatot és 1 ul (1 egység) DNS polime-
4z 1 Klenow-fragmenst tartalmazé oldatot (Boehrin-
ger Mannheim) adunk,

_Igy az 5 -vezetd szekvencidt meghatdrozd szdlakat
és a k6dolé szekvencidt vagy éppen a véltozd régié
kédolé szekvencidjit szintetizdljuk, és ugyanakkor a
3.5 exonukledz aktivitdssal leemésztjik a templdt
nem koédolé szdldnak 3 -irdnydban az egyszdli DNS-
-szekvencidt. A szintézis eredményekéﬁpen a vezetd
szekvencidt tartalmazé szdlra olyan homoduplexet
kapunk, amely kédolja a vezetd szekvencidt és a
konny i és nehéz ldncok véltoz6 szakaszait. A termék
tompa vég(i, tovdbbd a kédolé szdl 5 -végénél egy ini-
cidcids kodont tartalmaz leolvasdsi fdzisban a tovébbi
DNS szekvencidval.

A lincok viltozé régidit és a vezetd szekvencidt
meghatdrozé tompa végl duplexhez megfeleld fosz-
forilezett linkereket, példdul Pstl linkereket haszndl-
va restrikcios linkereket ligdlunk T4 polinukleotid li-
‘g]izt és a gyartd dltal javasolt reakci6koriilményeket

szndlva. A pBR322 vektort Pstl enzimmel hasitjuk,
amikor kohéziv végeket kapunk, ezekkel pedig a mé-
dositott ¢DNS-hez kapcsoljuk.

Mindegyik ¢DNS-t hozzdkapcsoljuk a komplemen-
ter végekkel rendelkezd linedris pBR322-hoz. A reak-
cidelegyként haszndlt pufferban (Steinmetz és mun-
katdrsai, Cell, 24, 125-134, 1981) azonos moldris
mennyiségd vektort és cDNS-t reagéltatunk és az Osz-
szekapcsolt DNS-t kozvetleniil haszndljuk fel transz-
forméldshoz.

Az E. coli HB101 (Boyer és Roulland-Dussiox, J.
Mol. Biol,, 41, 459-472, 1969) torzset egy éjszakdn 4t
névesztjiik L-tdptalajban, mig a tenyészet milliliteren-
ként 2x10° sejtet tartalmaz, A sejteket centrifugdlds.
sal Gsszegy(fjtjik (Sorval SS34 rotor, 80 000 ford/-
perc, 4 °C, 5 perc) és 0,5 térfogat 10 mM-os hideg
kalcium-klcridda] mossuk. Az iiledéket 0,5 térfogat
hideg, 30 mM-os kalcium-kloridban szuszpendaljuk.
20 percen dt jégfirdében tartjuk a sejteket, majd is-
mét centrifugiljuk és 0,1 térfogat 30 mM hideg kal-
cium-kloridban szuszpenddljuk. Ezutdn 0,20 ml szusz-
penziét adunk 0,1 ml, az elkészitett plazmidot tar-
talmazé 30 mM-os kalcium-klorid oldathoz és 16 per-
cen 4t jégfirdGben inkubdlunk. Ezutdn mindegyik
transzformécids elegyet 75 masodpercen 4t 42 °C hs-
mérsékleten tartjuk, majd 5 ml L-tdptalajt adagolunk.

A transzformilt tenyészeteket 2 6rén 4t 37 °C hé-
mérsékleten inkubdljuk. Ezutdn M-9 szildrd halmaz-
éllapoti minimal t4ptalajon 10 ug/ml tetraciklin jelen-
létében novesztjikk a transzformansokat. Az agaron
novekvé telepeket 40 ug/ml ampicillint tartalmazé
agaros minimal tdptalara replikdzzuk. Az ampicillinre
érzékeny és a tetraciklinre rezisztens sejteket a meg-
jfﬁ}(elﬁ cDNS-t tartalmaz6 plazmid jelenlétére vizsgil-
A kivilasztott klénokat 18 6rén 4t 2 ml megfelels
téptalajon novesztjik. 0,5 ul alikvét mintdt 1,5 ml-es
Eppendorf cs6be juttatunk a plazmid extrahédldsdra. A
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kisérleteket szobah6mérsékleten végezzik, kivéve, ha
mésként nem adjuk meg. A centrifugacsveket 15
ercen 4t centrifugdljuk, a felilisz6t finoman elki-
bnitjik és a sejteket 100 pl, 2 mg/mi lizozimot, 50
mM glikézt, 10 mM EDTA-t és 25 mM trisz-hidro-
génkloridot (pH 80) tartalmazé lizozim oldatban
erfteljesen szuszpendaljuk.

30 percen 4t0 °C hémérsékleten inkubdlunk, majd
200 pi alkalikus SDS oldatot (0,2 N nétrium-hidroxid
és 1% niétrium-dodecil-szulfat) adagolunk, és ezutin
enyhén vortexeljik a szuszpenzidt. 5 percen 4t O °C
hSmérsékleten tartjuk a csoveket, majd 150 ul 3 M-os
nitrium-acet4t oldatot (pH 4 8) adagolunk. Néhdny
misodpercen 4t a csbvek forgatdsdval enyhén kever-
jik az oldatot, majd 16 percen 4t 0 °C homérsékleten
tartjuk. 5 percen 4t centrifugiljuk az elegyet, majd
0,4 ml feliiliszét elkiilonitiink, egy mésik centrifuga-
cs6be juttatjuk, 1 ml hideg etanolt adunk hozza és 30
percen 4t -20 °C h§mérsékleten tartjuk. A csapadékot
centrifugdldssal osszegy jtjik (2 percnyi centrifugd-
las) és a felinisz6t leszivjuk. Az iledéket 100 ul 0,1
M nétrium-acetitban szuszpenddljuk, 200 ul etanolt
adagolunk és 10 percen 4t -20 °C homérsékleten tart-
juk. Ezutdn centrifugdldssal ismét osszegy Gjtjik a csa--

"padékot és 50 ul vizben oldjuk.

Az in vitro mutagenezishez lényegében a fenti el-
jdrdst haszndljuk. A primer repair szintézissel csak egy
homoduplexet készitink, az in vitro mutageneziskor
eredetileg egy heteroduplexet alakitunk ki, ami
transzforméciot és klénozdst kovetSen két heterodup-
lexet alakit ki: az eredeti génszekvencidt és a médosi-
tott vagy hasitott génszekvencidt. Az utébbiban a vél-
tozds az oligomerben meghatdrozott szekvencidban is
bekovetkezik.

Ahogy azt a c. és d. rekci6vdzlat sordn megadtuk,
olyan oligomert 4llitunk el6, amely a viltozo régidkat
meghat4rozé kédold szekvencia N-termindlis végén f-
-metiont meghatdrozé ATG inicidciés kodont tartal-
maz.

A kapott plazmid DNS-t a fentiek szerint eljdrva
izoldljuk és ismét transzformdcidt végziink. A transz-
formdnsokat 2 ml tenyészetben ndvesztjiik a plazmid
izoldldsdra. A mdsodik klénozdsbdl szdrmazé egyetlen
transzforméns telepbdl izoldlt DNS-t nitrocelluléz
sz{irén sz(r6 hibridizdciés mddszerrel vizsgdljuk
(Wallace és munkatdrsai, Nucleic Acids Research, 6,
35423556, 1979) a prébat P*?.radioizot6ppal jel-
zett oligomergel végezzitk, amit a mutagenezishez
haszndltunk. Igy biztos, hogy a megfeleld hasitott
cDNS homoduplexet izoldljuk. A hasitott szekvencidt
tartalmazé klonokat izoldljuk¢s a k6dols szdl 3'-végé-
nek tovdbbi kezelésére izoldljuk a plazmid DNS-t.

A viltozé szakaszokat meghatdrozé ¢cDNS Pstl en-
zimes kezeléssel kihasithat6. Az eldzGekben ismertett
in vitro mutagenezis megismétlésével, ahol egy ATG
(start) kodont juttatunk be a kész polipeptid N-termi-
ndlis aminosavat leir6 kodon elé, egy stop kodont jut-
tatunk be a viltozé régidk C-termindlis végéhez. Az
el6zdekben megadottak szerint eljdrva oligonukleoti-
dokat 4llitunk el6, amelyek komplementer szekven-
cidval rendelkeznek a cDNS véltozé régidit lefré ké-
dol6 (sense) sz4ljgval.

Az aldbbiakban megadjuk az oligonukleotidokat
és a stop kodon beépitési szkémdjit a viltozé szaka-
szok végéhez. Az e. pontban ismertetjikk a stop ko-
don beépitését a konny( lincba, mig a stop kodon be-
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juttatdsdt a nehéz lincba az f. pontban adjuk meg. A
szkémdban a stop kodont (TGAg aldhnizzuk. 5
e.5—~- - --GAA ATC AAA CGTGCTGATGCTTCACC--—~—-~ 3
3 - CTT TAG TTT GCA CGA CTA CGA CGTGG ~ - -~ --5
1 Denaturalés
3 — TTT GCCA ACT ACG ACG TGG - -5
8§ ooz AACGT \GATG(‘TGCA(‘C———~—-"‘—‘3
3 — TITGCA ---ACTACGACGTGG - 5
Klenow-fragmens + dNTP-k
GC
y
e - AAA CGT } GATGCTGCACC -3
3—— -~ - —TITGCA — _A CTA CGA CGTGG -5
\L c. szerint kezelve
5 ——- - - .AAACGT TGA TGC TGC ACC -3
3" - ~- ———TTT GCA ACT ACG ACG TGG -5
f.5 - _ _ACC GTC TCC TCA GCC AAA ACG ACA—~~ — ~ — - -3’
3’ -—— — - —TGC CAG AGG AGT (GG TTT TGC TGT~ -~ — — = — -5’
1* Denaturdlds
2) 3’ - GAG GAG TAC TTT TGT CTG T--5’
G(‘C
[P —ACC GTC TCC T(,/ AAAACGACA-—-——~—~— 3
— G AGG AGT TTT TGC TGT -5
NACT™
Klenow-fragmens és dNTP-k
GCC
§— v ~ACCCTC TCC TCA AAA ACG ACA -3
kO ~-GAGGAGT  TTTTGCTGT -5
SACT”
l ¢. szerint kezelve -
5§~~~ ——— -ACC CTC TCC TCA TGA AAA ACG ACA -3
3'——~- —— _TGG GAG AGG AGT ACT TTT TGC TGT -5

A Klenow-fragmens és a négy dezoxi-nukleotid-tri-
foszfét hatdsira a kodolé szal 3'-vége az oligomerrel
nem komplementer els6 nukleotiddal egytitt lehasad
és az oligomer 3"-vége a kédol6 sz4l 5 -végének irdny4-

ban komplementer kiegészitdik. Igy a konstans ré-
giét meghatdrozd szekvencia, az oligonukleotiddal
komplementer néhdny nukleotidot kivéve lehasad, de

55

60

az ellenkezd irdnyban kétszdlit DNS épiil fel.

A konnyi és nehéz lanc véltoz6 szakaszdnak hasi-
tott szekvencidjdt tartalmazé heteroduplexcket ezu-
tén Pstl linkerekhez kotjiik, Pstl endonukledzzal ha-
sitjuk és beépitjik a pBR322 Pstl helyére. Klonozdst
és ujraklénozdst kaovetden a véltozd régio végén stop
kodont tartalmazé hasitott kétszdli cDNS.t tartalma-
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z6 plazmidokat izoldljuk és a viltozé régidkat megha-
tiroz6 szekvencidkat (amelyek a vezet§ szekvencid-
Kat is tartalmazhatjak) Pst] restrikciés endonukledz.
zal kihasitjuk a pBR322 plazmidbdl és felhaszngljuk
az tFv polipeptid ldncok kilejezésére.

A viltozo régiok kifejezésére a pGMI (pVHR253 A
trpLE1413, Mioczarri és Yanofsky, J. Bact,, 133,
1457-1466, 1978) plazmidot haszndljuk. A plazmidot
moédositjuk agy, hogy Pstl helyet juttatunk be, gy le-
hetdségiink lesz az f-met kodonnal (ATG) egyiitt vél-
toz6 régiokat meghatdrozé szekvencidk beépitésére,
mégpedig a Shine-Dalgarno szekvencishoz képest
megfeleld pozicioban. Az aldbbi oligonukleotid szek-
vencidt dllitjuk eld:

AGCTGCAGCTTTCGTT

10 ug pGM1 DNS-t egyik szdlin EcoRI endonuk-
ledzzal (Boehringer Manheim, 1000 egység) hasi-
tunk 1 ml 100 mM trisz-hidrogén-kloridot (pH 7 2),
50 mM ndtrium-kloridot, 3 mM magnézium-acetétot,
0,01% NP-40-et és 150 ug/ml etidium-bromidot tar-
talmazd reakcidelegyben, 1 6ran 4t 37 °C hmérsékle-
ten. 10 mM EDTA (végkoncentrdcié) adagoldsa utdn
3x10 ml vizzel telitett izobutanollal, majd 1 alkalom-
mal fenol és kloroform 1:1 arinyu elegyével, kétszer
éterrel, végiil egyszer izobutanollal extrahdljuk az ele-
gyet a térfogat 0,1 mi-re csdkkentése érdekében. 05
mi térfogati Sephadex G-25 oszlopon 4t centrifugdl-
va sOmentesitjilk az oldatot, majd etanollal kicsap
juk a DNS-t. 5 ug hasitott DNS-t 40 egység exonuk-
ledz I1i-mal (B RL%inkubzilunk 20 pl, 10 mM trisz-hid-
rogén-kloridot, pH 7,5, 2 mM magnézium-kloridot, és
I mM f-merkapto-etanolt tartalmazé reakcidelegy-
ben. Az inkub4ldst 37 °C hdmérsékleten 90 percen 4t
végezzik. Adagoldssal 15 mM trisz-hidrogén-klorid,
pH 7,5, 7 mM nétrium-klorid, 7 mM magnézium-klo-
rid és 7 mM ditio-treitol koncentrdciét llitunk be. 20
egység bakteridlis alkalikus foszfatdzt (BBL)és 5 egy-
ség Hinflet (BRL) adagolunk, majd 30 percen 4t
emésztiink, 37 °C hdmérsékleten. Adagoldssal 10 mM
EDTA koncentrdciot dllitunk be, kétszer fenol és klo-
roform 1:1 ardnyd elegyével extrahdljuk, az extrak-
ciét éterrel megismételjik és 0,5 ml vizzel kiegyenli-
tett Sephadex G-25 gyant4val, centrifugdlds kozben
sémentesitjiik az elegyet.

Az igy elGéllitott koralakd egyszali DNS nagy ré-
szét 50 pM mennyiségii, az el3z6ekben megadott 5'-
-foszforilezett oligonukleotiddal keverjilk a PstI hely
bejuttatdsdra. A reakciét 38 ul, 200 mM nétrium-klo-
ridot, 13 mM trisz-hidrogén kloridot, pH 7,5, 9 mM
magnézium-acetitot és 20 mM PB-merkapto-etanolt
tartalmazé reakcidelegyben végezzik. A reakcidele-
gyet 30 percen 4t forraljuk, majd azonnal 0 °Cra hiit-
jiik. Ezutdn az aldbbi Osszetételii elegyet adagoljuk:
Osszesen 4 ul a 4 mM-os négy dNTP-bé, 0,5 ul 100
mM-os ATP, 3 ul (3 egység) DNS-polimerdz (Klenow-
-fragmens) és 4 ul (10 egység) T4 DNS-ligaz. Egy ¢j-
szakdn 4t 12 °C hémérsékleten inkubafjuk az E. coli
HB101 sejtek transzformdldsdra. A transzforménso-
kat tenyésztjiik, izoldljuk_és folt-hibridizdciés méd-
szerrel, jzotéppal jelzett P*2.oligomert hasznélva ana-
lizdljuk az Gj Pstl helyet tartalmazé hasitott szekven-
cidt hordozd klonok kimutatésdra.

A hasitott pGM 1 --et izoldljuk és Pstl endonukledz-
zal részlegesen emésztjiik és a fentiekben megadottak
szerint efGdllitott, a konny{ és nehéz lancok véltozé
régidit meghatdrozé DNS.szekvencidkat egyenként, a
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fentiekben megadottak szerint eljdrva beépitjilk a ha-
sitott helyre, amikor két olyan plazmidot kapunk,
amelyek konnyii (pGMIL), illetve nehéz pGMIL) l4n-
cot kédolé DNS.szekvencidkat tartalmaznak. A ka-
pott plazmidokkal E. coli HB10! sejteket transzfor-
milunk, és a kénny( és nehéz ldncok valtozé szaka-
szait leiré szekvencidkat megfelelé orienticidban tar-
talmazdé klénokat restrikci6s térképezéssel azonosit-
juk és tisztitjuk.

A konnyf(i és nehéz ldncot felismerd antiszérumot
az adott ldnc antigénként valé fethaszndldsdval dllitjuk
eld, az antiszérumot izoldljuk és ismert médon kova-
lensen kapcsoljuk egy Sepharose gyantahoz (March és
munkatdrsai, Anal. Biochem., 60, 149-152,1972), a
terméket affinitds kromatogrifidghoz hasznélJ'uk fel.

A transzformdnsokat milliliterenként 107 sejtet
tartalmazd sejtsiir(iségig tenyésztjik, majd centrifu-
gdldssal Osszegy (Gjtjilk. Az iledéket 50 ul, alibbi dsz-
szetétell elegyben szuszpendéljuk: SO mM trisz-hidro-
gén-klorid, pH 8,0, 50 mM EDTA, 15% szacharéz,
1 mg/ml lizozim, 0,5% NP40. 30 percen 4t 0 °C hd-
mérsékleten tartjuk a szuszpenziot, majd 10 gl 150
mM-os trisz-hidrogén-kloridot, pH 75, 280 mM mag-
nézium-kloridot, 4 mM kalcium-kloridot és 1 ug

" DNdzt adagolunk hozz4, és ezt kovetden 15 percen 4t

12000 g-n centrifugdljuk,

A feliihisz6t az iledékrél leszivjuk és izoldljuk a fe-
hérjéket. A feltliszé6t trisz-hidrogén-klorid, pH 7.5,
oldattal kiegyenlitett, 0,15 ml térfogati immunszor-
bens oszlopon engedjiik 4t. Az rFv konny( és nehéz
ldncait 2,5 pH-ju molos ecetsavval eludljuk, az eludtu-
mokat Osszegy(jtjik és 0,1 M ndtrium-hidroxid oldat-
tal 0 °C hémérsékleten pH 5 5-re semlegesitjiik.
3x100 térfogat ndtrium-acetdt pufferral, pH 535,
szemben dializdljuk az eludtumot, majd a dializist
3x100 térfogat pH 7-es PBS-sel szemben megismétel-
juk. -

Ha a renaturdlt konnyd és nehéz FV ldncok azo-
nos forrdsb6l szdrmaznak, gy atokat tovabb tisztit-
hatjuk az rFV komponenseket tartalmazé eludtumok
egyesitésével és DNP-affinitds kromatogrifidval. (A
megadott példdban kapott nehéz és kénny(i lancok
kiilonb6z8 forrdshol szdrmaznak, igy ezt a [épést nem
kell elvégezniink). A DNP-affinitss oszlopot és az el-
jéréds Kooistra és Richard irja le. (Biochem., 17, 345-
351, 1978). A kotott rFV-t 1 mélos ecetsavval eludl-
Juk, majd a fentiek szerint végzett egymdst kovetd
dializisekke! renaturdljuk. Azonkiviil a szulfhidrilcso-
portok megdrzésére jod-acetamiddal kezeliink Koois-
tra és Richards (1. fent) szerint eljdrva.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal olyan protein komp-
lexekbSl 4116 homogén készitményt dllitunk eld,
amely elGre meghatdrozott heptan hellyel erds kots-
képességgel rendelkez8, két peptid lincbdl 4116 komp-
lexet képez. A két linc egy rFv-t alkot, amely specig‘
kusan kapcsolédik egy adott ligandhoz, mivel a ter-
mészetben elSfordulé immunglobulint utdnoz. A
konstans régidk nélkill az elgallitott rFv csokkent
immungenecit4ssal rendelkezik, és nem tartalmaz a-
dott felhaszndldsi teriileten, példdul a komplement
fix4ldskor el6nytelen funkci6kkal rendelkezd peptid
szekvencidkat.

A taldlmdny szerinti rFv célra, diagnézisra és terd-
pids célokra hasznélhat6 fel. A készitmény homogén
¢s ezért mindig reprodukilhaté immungenetikus ér-
tékkel rendelkezik. A termék csékkent molekulasilya
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miatt, emids szervezetbe injektdlva, rovid ideig marad
a testben. Ez kiilondsen akkor fontos, ha az rFv ve-
szélyes jelzéssel, példdul radioizotéppal, nehéz fém-
mel, citotoxikus szerrel és hasonldkkal elldtva keriil
diagnézis vagy terdpids okokbé! a szervezetbe. A ro-
vid tartézkoddsi idG el8nyds abban az esetben is, ha
az rFv-vel in vivo élettani szempontb6l aktiv anya-
gokat, példdul hormonokat, enzimeket, feliileti re-
ceptorokat, limfocitdkat vagy mds sejteket vagy ha-
sonldkat gatlunk.

Az egységes készitmény szabalyozott jelzést tesz
lehet&vé, noveli a konjugdtum képességét egy adott
hely jelzésére az egyik vagy misik, vagy mindkét lan.
con. A homogenitds szabélyozott konjugdciot tesz le-
het8vé, pontosan meghatdrozhatjuk a terpi4s aktivi-
tast, konnyen megfigyelhetjilk a terdpids hatdst, no-
velhet8 az eredmények reprodukélhatésiga és szabd-
lyozhatjuk, illetve konnyen megfigyethetjiik a mel-
lékhatdsokat.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal olyan polipeptid lan-
cok pontos szintézise végezhetd el, amelyek Osszekap-
csolva egy eldre meghatarozott epitopikus helyre néz-
ve k6t pontot tartalmaznak. Az eljdrdssal el64llitott
konny{i & nehéz lincok a ligand jelenlétében vagy
anélki] kapcsolhaték Ossze. A taldlmdny szerinti elj4-
rdssal lehetdségiink nyilik egy adott célra felhaszndlt,
példdul radiojédozdsra haszndlt tirozin esetén, egy
ldnc bzirmelyiﬂ végére egy adott aminosav beépitésére.
A viltozd régidkat meghataroz6 DNS forrdsaként mo-
noklonozott hibridomdkat haszndlva a természetes
kotSképesség megmarad és a kotS-affinitds széles ha-
tarok kozott viltoztathato,

Szabadalmi igénypontok

1. Elj4rds egy elSre meghatdrozott ligandra specifi-
kus immunoglobulin kénny( vagy nehéz ldncdnak vil
tozd szakaszdt meghatdrozo kétszdlu, az S -végen ini
cidcids és a 3 -végen termindcids kodont hordozé dez
oxi-ribonukieinsav-szekvencidt tartalmazé — mely
szekvencia az adott vdltozé szakaszon kiviiles§ ami-
nosav-csoportokat meghatirozé nukleotidoktél men.
tes — transzformdlé kifejez6ds vektor elGéllitdsdra,
azzaljellemezve, hogy

egy, a fenti ldncot meghatdrozé mRNS-bé] az a-
dott konnyf(i vagy nehéz lanc legaldbb egyikét kédol6
kétszdahi cDNS-t dllitunk el6,

a kapott kétszdli cDNS-rél eltdvolitjuk a véltozé
szakaszon kiviilesS nukleotid-szekvencidkat, és a vél-
toz6 szakaszt kodolé hasitott kétszili ¢DNS eldalli-
tisdra az 5 -véget inicidcibs, a 3 -véget termindcids
kodonnal l4tjuk el, és a

a kapott kialakitott kétsz4hi ¢cDNS-t ennek kifeje-
zésére egy kifejez8d3 vektorba épitjiik be.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds,azzal jel-
le me zve, hogy az inicidciés és termindcids kodo-
nokat in vitro mutagenezissel épitjiik be.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljdrds,azza |
jellemezve, hogy a beépités eldtt a kétsz4li
cDNS legaldbb egy nukleotidjit egy, az eredetibdl k-
16nbodz6 aminosavat meghat4rozé kodon kialakit4s4ra
kicseréljiik.

4. Az 1-3. igénypontok bdrmelyike szerinti eljd-
rds,azzal jeilemezve, hogy

a) kétszdld, egy immunglobulin konny( vagy egy
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nehéz lancét maghatdrozé c¢DNS-t 4llitunk el5, ahol
mindegyik ldnc egy dllandé és egy véltozé szakaszbdl
411, és ahol a véltoze: szakasz mintegy 95--125 amino-
savat tartalmaz, oly médon, hogy az adott lancot ké-
dolé mRNS-t izoldljuk, egyszahi cDNS eldallitdsdra
reverz transzkriptdzzal kezeljitk az mRNS-t, DNS po-
limerdzzal az egyszili ¢DMS-re komplementer szilat
szintetizdlunk, amikor a komay@ vagy nehéz lincot
meghatdroz6, kédold szdllai rendelkezl | kétszAli
¢DNS.t kapunk, amelyben a kogedé sz4l 5 -3 -irdny-
ban az immunglobulin vezets szekvendidjit.a vdltozd
é az alland6 régiokat meghatdrozé ©NS-szekvencid-
kat tartalmaz, majd a kétszdli cDN%: klénozzuk,

b) a klénozott kétszdli cDNS-b6l egy kddolé vagy
nem kddold egyszdld ¢DNS-t dllitunk eld, maid ezu-
tdn deef vagy cedf sorrendben elvégezzik a c., d., e.
és . 1épéseket,

c) a vezets és a vdltoz6 szakaszt meghatiroz6 ko-
dolé szekvencia végpontjdra esé nem kddol6 szdlhoz
egy inicidciés helyet meghatdrozé inicidcidés kodont
tartalmazd elsS oligonukleotid primert hibridizdlunk,
majd az igy kapott elsé duplexct enzimatikusan ke-
zeljik az elsd oligonukleotid primer a nem kédolé
egyszdli cDNS-re 5.3 -irdnyban komplementer meg-

"hosszabbitdsira és ezutdn N-termindlisan meghat4ro-

zott és kialakitott kétszdli ¢cNDS elGdllitdsira a ké-
dol6 egyszdli cDNS-t az elsd oligonukleotid primerre
komplementer szekvencidig a mdsik irdnyban lee-
mésztjik,

d) a véltozd és az 4llando szakasz végpontjit meg-
hatidrozé DNS-szekvencidhoz a kédolé szilra egy md-
sodik, stop anti-kodont tartalmazé oligonukleotid
primert hibridizdlunk, majd az igy kapott mdsodik
duplex molekuldt enzimatikusan kezeljik a mdsodik
oligonukleotid primer 5 -3 -irdnyban az adott kédol6
szdlra komplementer meghosszabbitdsdra és végiil C-
termindlisan meghatdrozott és kialakitott kétszali
cDNS elGdllitdsdra az adott kodold egyszdli cDNS-t
a mésodik oligonukleotid primerre komplementer
szekvencidig a mdsik irdnyban leemésztjiik,

e) az igy kapott C- vagy N-termindlisan meghatdro-
zott és kialakitott kétszgld ¢DNS-t klénozzuk, a C-
vagy N-termindlisan meghatdrozott és kialakitott igy
kapott kétszdli c¢DNS-t kédolé és nem kddold szd-
lakra vilasztjuk szét és felhaszndljuk a kédol6 szdlat,
ha a d. lépés kovetkezik, illetve a nem kédold szilat,
ha a c. 1épést végezziik el, végiil

f) az eldallitott N- és C-termindlisan meghatdrozott
és kialakitott kétszdld ¢cDNS-t kldnozzuk, azutdn az
N- és C-termindlisan meghatdrozott és kialakitott két-
sz4ll, az adott kédol6 szekvencidt tartalmazé ¢cDNS-t
a transzkripcifs és transzldcids szabdlyozo jelekkel
megfeleld orientdcidban egy kifejez8d6 vektorba épit-
jik be.

5. A 4, igénypont szerinti eljdrds,azzal jel-
lemezve, hogy

a) egy immunglobulin konny( vagy nehéz lincét
meghatdrozé kétszali ¢cDNS eldallitdsdra, ahol a l4n-
cok mindegyike egy 4lland6 és egy viltoz6 régidbd!
all, és ahol a véltozé régiék mintegy 95 -125 amino-
savbdl allnak,

izolsljuk ar adott ldncot meghatdroz6 mRNS-t,
egysz4ld ¢DNS el84llitdsdra az mRNS-t reverz transz.-
kriptdzzal kezeljiikk, kétszdli cDNS elGdllitdsdra DNS
polimerdzzal kezeljiik az egyszdli cDNS-t, amikor a
szdlra komplementer szl szintetiz4l6dik és amikor
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olyan kétszdld ¢DNS-t kapunk, amelynek kédolé sz4l-
Jja az adott konnyd vagy nehéz ldncot hatdrozza meg,
és ahol a kodold szal 5 -3 -irdnyban az adott immun-
globulin vezet§ szekvencigjat, véltozé szakaszit és

~ konstans régidjst meghatdrozd DNS-szekvencidt tar-
talmaz, majd az igy kapott kétszal( cDNS-t klénoz-
zuk,

b) az adott konnyd vagy nehéz ldnc viltozé szaka-
szdn tilesS régidkat meghatrozd DNS legalibb egy
1észét a kiénozott kétszahi cDNS-t kédold & nem ké-
dol6 szslakra szétvdlasztva eltdvolitjuk,

a nem kddold szithoz egy elsé duplex el§dllitdsdra
egy viltoz6 régié kifejezését meghatdrozé inicidcits
helyet leir6 inicidci6s kodont hordozé elsd oligonuk-
Jeotid primert hibridizdlunk, amely elsg oligonukleo.
tid primer komplementer a vezets szakasz N-termind-
lis részét meghatdrozé seekvencidra vagy részlegesen
komplementer a vezet$ szakasz s viltozé régi kap-
csoloddsi pontjit meghatirozé DNS.szekvencidra, és
amely a kapcsoléddsi pontn4l egy nem komplementer
inicidciés kodont tartalmaz, az igy kapott elsé duple-
Xet az els§ oligonukleotid primer 5.3 -irdnyban a
nem kédol6 egyszdld cDNS.re komplementer meg-
hosszabbitisdra enzimmel kezeljik és a nem kddolé
egyszdld cDNS.t N-terminglisan meghatdrozott két-
szdli ¢DNS eldallitasdra az elsd oligonukleotid pri-
merre komplementer szekvencidig leemésztjiik,

a kapott N-termindlisan meghatirotott és kialaki-
tott kétszahi cDNS.t klénozzuk, .

a kapott N-termindlisan meghatdrozott és kialaki-
tott kétszdli cDNS.t kédol és riem kédols szélakra
vélasztjuk szét,

a kodol6 szilhoz egy masodik duplex els4llitdsdra
€gy stop anti-kodont tartalmaz6, de egyébként az
adott viltoz6 és adott allands 1égié  kapcsol6ddst

- pontjdn 1év8 szekvencidra komplementer mésodik ofi-
gonukleotidot hibridizdlunk, ahol a stop antikodon a
kapcsolddsi helyen van és igy az adott véltozé régid
termindlis végére egy stop kodon kertil, az igy kapott
duplexet a mésodik oligonukleotid primer a kédol6
szdlra komplementer S -3irdnyt meghosszabbitgsdra
enzimmel kezeljiik, majd a mésodik oligonukleotid
primerre komplementer szekvencidig a midsik irdny-
ban leemésztiik a kddols egyszili cDNS-t, amikor
az adott immunglobulin konstans régidiit nem leir6,
a viltoz6 régio kénny(i vagy nehéz ldncdt kédols N-
és C-terminglisan meghatdrozott és kialakitott kétszg-
14 ¢cDNS.t kapunk,

a kapott N. és C-terminglisan meghatdrozott és ki-
alakitott kétszahi cDNS.-t klénozzuk, és

az N- és C-terminalisan meghatdrozott és kialaki.
tott kétsz4li cDNS-t az adott kédol6 szekvencia
szeng)ontjébél a transzkripciés és transzldcios szab4.
lyozé jelekkel megfelels kapcsolatba tartva kifejezd-
d6 vektorba vagy plazmidba épitjik be,

6. Az 5. igénypont szerinti elidrds,azzal jel.
lemezve, hogy az els8 oligonukleotid primert
gy hibridizaljuk, hogy homoduplexet alkosson az
adott nem kédolé sz4lla] az adott vezetd szekvencia
N-termindlis végén,

7. A 4, igénypont szerinti eligrds,azzal jel-
lemezve, hogy az elss oligonukleotid primert az
adott viltoz6 régist meghatdroz6 DNS.szekvencia
N-terminilis végére egy inicidcis kodont bejuttat-
Va az adott vezetd.szekvencia és az adott véltozg.
-azekvencia kapesol6d4si helyére hibridiz4ljuk.
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8. A4, 6 657, igénypontok bdrmelyike szerinti
elidrds,azzal jellemezve , hogy a bedpités
elStt az N- és C-termindlisan meghatdrozott és kialaki-
tott kétszdli cDNS-be egy egyediilillé restrikeié lin.
kert ligdlunk és eziton kohéziv végek elGallitdsira a
linkert enzimatikusan hasitjuk.

9.A4,6. 67, igénypontok barmelyike szerinti
elidrds,azzal je Ilemezve, hogy a ¢) vagy d)
16pés legalsbb egyikében olyan oligonukleotid primer-
rel hibridizdlunk, maley csak részlegesen komplemen-
ter az adott ¢cDNS.sz4lra.

10.A 4.9 igénypontok birmelyike szerinti eljards,
azzal jellemezve, hogy a hibridizdciés épé-
seket kovetd kionozds sordn az adott els vagy mdso-

dik oligonuk]eotid-szekvenciét hordozé kiénokat sze-
lektiljuk, az adott kétszdhi cDNS-t tartalmazé DNS-t
izoldljuk és Gjra klénozzuk az adott kétsz4lg cDNS.t.

11, Efjdrds egy elére meghatdrozott ligandra speci-
fikus immunglobulin konny( vagy nehéz lanc véltozé
tégiGjdnak legaldbb egy részét add aminosav-szekven.
cidbol allé kots polipeptid eld4llitasdra, ahol az ami-
nosav-szekvencia az analdg linc kﬁtﬁsgeciﬁcitéSéval
rendelkezik,azzal jellemezve , hogy

. az adott ldncot meghatdroz6 mRNS.b4] a kénnyd
vagy nehéz lincok legalibb egyikét kodolé kétszdlg
cDNS-t dllitunk els,

a kétszdli ¢DNS.t8] lehasitjuk az adott viltozé ré-
gidkon kiviilesS részt feiré nukleotid-szekvencidt, és
a viltoz6 régiét kodols meghatdrozott kétszali cDNS
el64llitdsdra a DNS.szekvencia 5 -végébe inicidcids s
3 -végébe termindcids kodont épitiink be,

a kétszdli cDNS kifejezésére Kifejez6dd vektorba
épitjikk be a kialakitott kétszali cDNS.t s az adott,
kialakitott kétsz4hi cDNS.t tartalmazé kifejez6d3
vektorral egy erre alkalmas gazdasejtet transzformd-
lunk,

a transzformélt gazdasejtet novesztjiik, amikor az
adott konny( és nehéz lincok egyikének kots poli-
peptidje kifejezédik, és

izoldljuk az adott kots polipeptidet,

12, A 11. igénypont szerinti eljdrds,azzal jel-
lemezve, hogy gazdasejtként baktériumot hasz-
néiunk. '

13. A 11, vagy 12. igénypont szerinti eljdrds, a 2 -
zal jellemezve, hogy az immunglobulinként
IgG-t dllitunk el3.

i4. A 11-13. igénypontok bdrmelyike szerinti e}-
jérds,azzal jelleme zve, hogy a nehéz lénc
viltozé régijaként. D-szekvencidt tartalmazé régiot
éflitunk el§.

15. Eljdrds egy el6re meghatdrozott ligandra speci-
fikus immunglobulint konny@i vagy nehéz ldncdnak
véltozé szakaszgit meghatdrozé kétsz4li, az § -végen
Inicidcids éa 3'.végen termindcids kodont hordozé
dezoxi-ribonukleinsav-szekvenciat tartalmazé — mely
szekvencia az adott véltozé szakaszon kiviiles amino-
sav-csoportokat meghatérozé nukleotidokts] mentes
— transzforn4lé kifejezs vektorral transzformdlt gaz.
dasejtek elsllitdssra, a z z a | jellemezve,
hogy

az emlitett lincot meghat4rozé mRNS.b61 a kony-
nyl vagy nehéz ldncok Jegalibb egyikét kodolé két-
sz4li cDNS-t 4llitunk els,

a kétszdli cDNS-r4] lehasitjuk az adott véltozs ré-
Bi6n kiviilesS részt leird nukleotidszekvencizit, és a
viltozé régiét kédols meghatdrozott kétszéli cDNS
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elddllitdsdra a DNS-szekvencia 5’.végébe inicidcios és -

3 .végébe terminalis kodont épitiink be,

a kétszdlu ¢DNS kifejezésére klfe]ezodo vektorba
épitjik be a kialakitott kétszdld cDNS-t, és

a kifejez8d0 vektorral egy gazdasejtet transzforma-
lunk.

16. A 1S. igénypont szerinti eljdrds,azzal jel-
le me zve , hogy az inicidcids és termindciés kodo-
nokat mutagenezissel épitjiik be.

17. A 15, vagy 16. igénypont szerinti eljérds, a z -
zal jellemezve, hogy a beépités elGtt a kétsz4-
{6 cDNS legalibb egy nukleotidjit egy, az eredetitdl
kiilonb6z6 aminosavat meghatdrozé kodon kialakit4-
séra kicseréljik.

18. A 15-17. igénypontok barmelyike szerinti el-

10

15

jirds,azzal jellemezve,
baktériumot hasznélunk.

19. A 18, igénypont szerinti eljdrds,azzal jel-
lemezve , hogy gazdasejtként E. colit haszndlunk.

20. El]érés egy el6re meghatdrozott ligandra speci-
fikus immunglobulin konny( vagy nehéz lincanak
véltozé szakaszdt meghatdrozd kétszdli, az 5°-végen
inicidci6s és a 3 -végen termindcids kodont hordozé
dezoxi-ribonukleinsav-szekvencigt tartalmazé — mely
szekvencia az adott valtozé szakaszon kiviles§ ami-
nosav-csoportokat meghatdrozé nukleotidoktél men-
tes — transzform4lé kifejez6dS vektorral transzfor-
mél' gazdasejtek elGallitdsdra, azzal jellemez.

hogy a gazdasejtet az 1-10. igénypontok birme-

lyxkc szerinti eljardssal el84llitott transzformalé kife-
jez8d8 vektorral transzformaljuk.

hogy gazdasejtként

Kladlia: Orsz4gos Taldlmény] Hivatal
Felel6s kiad6; Himer Zoltdn o.v.
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