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(57) KIVONAT

A taldlmény tirgya egyrészr8l eljéris acetilezett
szuperoxid eldallitdsara, melyre jellemzd, hogy a fenti
polipeptidet k6dol6 megfelel6 DNS-szekvenciét, mely
5’-végén olyan acetilez6 szigndl gént tartalmaz,
amelynek elsd kodon-helyzetében glicin vagy alanin,
és az azt kovet§ helyzetében polédris aminosav van,
€lesztd kifejezd vektorba épitjiik; a kapott éleszts kife-
jez0 vektort éleszt§ gazdasejtbe transzformaljuk, a ka-
pott transzforménsokat alkalmas tdpkozegben te-
nyésztjiik, majd az acetilezett polipeptidet elvélasztjuk
a tenyészIlétdl.A taldlmany tirgya mésrészrol eljards

A leirds terjedelme: 18 oldal (ezen beliil 5 lap dbra)

human réz-cink szuper oxid-diszmutiz kifejezésére
alkalmas vektor el6allitasara. Az eljaras sordn human
szuperoxid-diszmutézt kddold struktirgént — mely ini-
ciaciés kodonnal és stop kodonnal rendelkezik —
transzkripci6s €s transzliciés fizisban a promoter és
riboszéma kotShely utdn beépitve kifejezs egységet
alakitunk ki, és a kifejezd egységet megfelel§ vektor-
ral kombinaljuk.

A taldlmany targya tovabba baktériumtenyészetek
humén szuperoxid-diszmutdz termelSképességének
fokozaséra rekombindns DNS-technikaval.
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A taldlmany targya eljérds szuperoxid diszmutéz k16-
nozédsdra €s mikroorganizmusokban torténd kifejezésé-
re és acetilezett polipeptid elGallit4sara.

A szuperoxid diszmutdz (,SOD") valdjaban kiilon-
boz8 enzimek sokasigat jelenti, melyek a legtobb €16
szervezetben megtaldlhaték. Az emlSsokben egyik
funkcidja az, hogy elbontja a szuperoxidot. Ez az
anyag természetes Gton keletkezik a fagocit6zis folya-
mén. A szuperoxid diszmutdz csalddok jellemzése azon
alapszik, hogy milyen fém kapcsolddik az énzimhez. A
fém lehet vas, mangén, réz és réz-cink. Péld4ul a mar-
hamaj eredetd szuperoxid diszmutdz klinikai felhasz-
nalasra keriil, mivel eml8séknél — beleértve az embere-
ket is — mint gyulladdsgatlé szer alkalmazhaté. Egyéb
haszna a kovetkezSkben van: — eltdvolitja a szuperoxid
anionokat, amelyek akkor keletkeznek, amikor egy
gazdaszervezet ki van téve kiilonb6z8 szuperoxid-in-
dukélé hatdsoknak, pl. sugdrzasnak, paraquat (gyomir-
tészer) mérgezésnek, stb.; — bizonyos degenerativ be-
tegségek, ilyen pl. az emfizéma (emphysema), kezelése
€s megeldzése; — élelmiszer-tartdsitas; és hasonld terii-
letek.

Fentiek alapjan fontos, hogy fiziologiai szempont-
bdl elfogadhaté szuperoxid diszmutdzbél 4llandé ella-
tast biztositsunk, kiilondsen in vivo felhasznalas célja-
ra, gyulladdsgétidszerként, vagy maés terdpids célokra.
Humén alkalmazds a homoldg enzim hasznélata lenne
a legkedvezGbb, a lehetséges immunvélasz minimumra
val6 cskkentése érdekében. A rekombindns DNS tech-
nol6gia alkalmazésaval JehetGség van arra, hogy olyan
hatékony terméket éllitsunk eld, amely a szuperoxid
diszmutédz kivant biol6giai aktivitdsdval, azaz immuno-
l6gial és enzimatikus aktivitdsaval rendelkezik.

A humdn vorosvérsejt Cu~Zn szuperoxid diszmutéz
aminosav szekvencidjat Jabusch és munkatérsai [Bio-
chemistry, 19., 2310-2316. (1980)], valamint Barra és
munkatarsai [FEBS Letters, /20, 53-55. (1980)] k6zol-
ték. A marha Cu—Zn SOD leirdsa Steinman és munka-
tarsai [J. Biol. Chem. 249, 7326-7338. (1974)] kozle-
ményében talalhaté. Egy SOD-1 ¢DNS kiénrdl Lie-
man-Hurwitz és munkatdrsai [Proc. Nat. Acad. Sci.
USA, 79, 2808-2811. (1982)] tuddsitanak, melynek
soran human szuperoxid-diszmutiz ¢cDNS-t klénoznak,
és alkalmaznak probaként kiilénbozé human és egér
sejtek dltal kodolt mRNS-nél. A cikk a Down-szindré-
ma molekuldris mechanizmusat targyalja, és nem tesz
emlitést élesztben 16rténd SOD-termelésrél, ezenki-
viil az dltaluk alkalmazott bakiériumok nem fejezték ki
a klénozott DNS-t és a szuperoxid-diszmutaz polipep-
tidet sem termelték. Hogy az inicidciés kodon feletti
(upstream) transzlatdlatlan régi¢ véltoztatdsa milyen
hatéssal van a transzlci6 hatékonységéra, errél a ké-
vetkezd kozlemények tdjékoztatnak: Gheysen és mun-
katérsai, Gene, 17, 55-63. (1982); Thummel és munka-
tarsai, J. Virol. 37, 683-697. (1981); Matteucci és Hey-
neker, Nucl. Acids Res., /7, 3113-3121. (1983). A I.
Bacteriol. 1983, 155(3), 1078-87. cikke E. coli man-
gan szuperoxid diszmutaz klénozasat és genetikai tér-
képét ismerteti. Ez a gén a talslmany szerinti réz/cink

szuperoxid diszmutaztd] lényegesen eltérd szerkezetil
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proteint kodol. A 131843 szdmi eurdpai nyilvanossag-
rahozatali irat szarvasmarha és humén ndvekedési hor-
mont kifejezd specifikus vektorokat ismertet. Megem-
1iti ugyan, hogy ezen vektorok szdmos protein, kdztitk
szuperoxid diszmutdz kifejezésére is alkalmasak, azon-
ban csak a bGH-t és hGH-t kddols gén klénozasat
ismertetik, a szuperoxid diszmutdz klénozasat és kife-
jezését nem.

Az alabbiakban roviden ismertetjik az abrakat.

Az 1. &bran a DNS linker szekvencidkat mutatjuk
be felhaszndldsuk folyamat-diagramjival, a 2. és 3.
abra folyamat-diagramjai a plot5/SOD el@allitasat 4b-
rézoljak; a 4. abrdn a human SOD ¢DNS kédolé szila
(5’—=3’) és a képz6dott transzlacids terméknek a szek-
venciaja lathatd.

Az 5. dbrén az alabb kdvetkez§ leiras szerint izolalt
humén SOD-gén szekvencidjat mutatjuk be.

A 6. dbran az alabbi leirds szerint izoldlt humén
SOD-gén restrikcids térképét dbrazoljuk.

A taldlmany olyan mddszerekre és anyagokra vonat-
kozik, amelyek felhaszndldsa lehetévé teszi human Cu—
Zn szuperoxid diszmutdz (,hSOD”) biolégiai aktivitasa-
val rendelkezd polipeptidek hatékony expresszidjat. Az
eljérds folyamén egy olyan DNS szekvenciat (,hSOD-
gén”) alkalmazunk, amely a hSOD aminosav szekvenci-
djdnak lényeges részét kodolja és dssze van kapcsolva
egy transzldciot indité régidval. Ez a régidé optimalizdlja
az expresszids gazdasejtben torténé kifejez8dést. A
hSOD gént, gazdasejtben torténd kifejezddése érdeké-
ben, megfeleld vektorba épitjiik be olyan alkalmas kortil-
mények mellett, amelyek oly mddon biztositjak a szekre-
tdlodast, hogy a SOD terméket az extracelluldris kézeg-
b6l kinyerhessiik.

A taldlméany ezenkivil olyan médszerekre és anya-
gokra is vonatkozik, amelyek segitségével a hSOD
polipeptidek N-termindlis acetilezése elvégezhetd. Itt
az acetilezés a polipeptidek és proteinek amino-termi-
nalasahoz 01ténd addiciot jelent, ellentétben azzal,
amikor az aminosav oldallancokat — példaul a lizint —
mddositjuk, ami a természetben is megfigyelhetd. A
polipeptidek és proteinek acetilezése szdmos kiilonbo-
z8 ok miatt hasznos. Amikor a polipeptid természetes
korilmények kozott acetilezddik — ez toriénik a citop-
lazma eredet{i hSOD-dal — akkor azok az expresszids
maodszerek, amelyek magukba foglaljak az acetilezg-
dést, fogjak a kivant természetes struktdraval és kon-
formaciéval rendelkezd terméket eredményezni. Ahol
a termék gyogyszerként és/vagy in vitro vagy in vivo
diagnosztikumként kertil alkalmazédsra, az acetilezett
anyagnak minimdlis lesz, vagy megszinik immunogén
hatdsa gazdaszervezetnek 16rténd beaddsa és/vagy bio-
l6gial anyagokkal vald kapcsolata esetén. Ezenkiviil az
acetilezett polipeptidek valGszintileg sokkal stabilab-
bak és rezisziensebbek a protedazok lebonté hatdsdval
szemben, €s ezért tovabb megmaradnak a sejtben, vér-
ben €s a test- €s szovetnedvekben.

A hSOD polipeptid strukturdlis génje -5 végén —
egy acelildciés szignal szekvencidt tartalmaz, s ez a
szignal szekvencia készteti az expresszids élesztd gaz--
dasejtet az acetilezésre. Az acetilacids szignal szekven-
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cia a polipeptidben 16v3 elsd két N-terminlis aminosa-
vat is kddolja. Az els§ aminosav alanin vagy glicin
lesz, mig a méasodik aminosav polédris aminosav, rend-
szerint treonin, szerin vagy aszparaginsav.

Az aminosavak olyan N-terminélis aminosavak le-
hetnek, amelyek a kifejezendS polipeptidben normal
koriilmények kozt is megvannak. Ez a helyzet a hSOD
esetében is, ahol az elsd két aminosav az alanin, illetve
treonin. Egyéb olyan természetben eldforduld acetile-
zett proteinek, amelyek élesztdben kifejez6dhetnek és
acilez6dhetnek, a kovetkezdk:

Protein Eredet Szign élA
szekvencia
. Ember, Rhesus ma-
Citokrém C jom, kutya, 16 stb. GLY-ASP
Castor (h6d)
Sesamum indicum
Citokrém C (szezdmfd), ALA-SER
Phaseolus aureus
(arany paszuly)
Glutaminsav
dehidrogendz Neurospo6ra SER-ASN
Kalmodulin Diszn6 SER-ALA
Miozin (A2 konny( a SER-PHE
lanc)
ADH Drosophila SER-PHE

A jelen taldlmédny szerinti eljérdst, a természetben
nem acetilezett formaban el6fordulé polipeptidek és
proteinek acetilezésére is fel lehet hasznalni. Az aceti-
lezést el lehet érni dgy, hogy az acetildcids szignél
szekvenciét a polipeptid strukturdlis génjének 5° végé-
hez kapcsoljuk. Az acetilacibs szignél szekvencia leg-
aldbb két aminosavat hatdroz meg (14sd fent) és tébbet
is kédolhat, tizet, vagy ennél tobbet, de elénydsen 6tnél
kevesebb aminosavat. Kevesebb aminosav hozzdadésa
rendszerint kedvez3bb, ha polipeptid kivént aktivitasé-
val valé interferencidt vagy az aktivitds elvesztését
korlatozni, illetve elkeriilni akarjuk. A szignél szekven-
ciat alkalmas médon szintetizdljuk és hozzékapcsolhat-
juk a struktruélis génhez j61 ismert modszerekkel.

Més médon is hozz4adhatjuk az acetilacids szignal
szekvenciét a strukturdlis génhez, ugyanis a strukturé-
lis gén 5°-végét néha gy is lehet mddositani, hogy a
polipeptid elsé két aminosava koziil az egyiket, vagy
mindkettSt szubsztitudljuk. Az ilyen médositast kiilon-
bz konvenciondlis mddszerekkel hajthatjuk végre.
Példaul: a strukturélis gént 5’ vége kozelében elhasit-
juk, hogy a meghatérozott szami nukleotidot eltavolit-
sunk. Ezutén egy szintetikus oligonukleotidot kapcsol-
hatunk a hasitds utdn visszamaradt kohézids véghez.
Az oligonukleotid helyreéllitja és helyettesiti azokat a
bézisparokat, amelyek sziikségesek a kivdnt acetilacios
szignél szekvencia el@allitasahoz. Ezenkiviil példaul az
M13 fégot haszndlhatjuk arra — helyspecifikus mutage-
nezist alkalmazva —, hogy a strukturlis gén 5°-végét
megfelelfen médositsuk.

A hSOD el@4llitdsahoz szikségiink van egy olyan
DNS szekvencidra, amely hSOD-t hatdroz meg. Egy
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ilyen szekvencidhoz valé jutis egyik moédja az, ha
hSOD termeld sejtek mRNS-ébdl szdrmazé cDNS-t
klénozunk. Alkalmas médon, huménméjsejteket hasz-
nalhatunk erre a célra. Miutdn a ¢DNS-t klénoztuk,
amikor is a DNS kédol6 szekvencia egy része ismert,
kisziirhetjitk a cDNS-t olyan prébaanyagok segitségé-
vel, amelyek az aminosav csoportok speciélis sorét
kédold nukleotidok Osszes lehetséges valtozatat tartal-
mazzak. A szekvencia ltal kédolt csoportoknak a meg-
vélasztisa bizonyos fokig onkényes, bar a kivélasztott
csoportokat rendszerint Ggy kell szelektilni, hogy ezzel
minimalizéljuk a szintetizdland kiilonboz6 szekvenci-
ak szamat.

Ami a hSOD-t illeti, eldnydsen legaldbb a 19-24
aminosav csoportot kddolé DNS szekvenciat hasznal-
hatjuk, de kiilondsen egy olyan préba-anyagot, mely
legaldbb koriilbeliil 15 bazisbdl, de nem tébb mint 20
bazisbdl 4ll, legelnydsebben mintegy 17 bazisbdl. Ez-
utdn restrikcids enzimmel a klénokat emésztjik, ame-
lyek a jelzett préba-anyagokkal hibridizdlnak, majd a
DNS fragmentumokat frakciondljuk. A hibridizal4st
megismételjiik, elényosen egy masodik olyan préba-
anyag sorozat hasznélatdval, amelyek a hSOD-ban 1é-
v0 kiilonboz8 aminosav sorokat kédolé DNS szekven-
cidval hibridizdlnak. Ezek elSnydsen a 109-114 ami-
nosav csoportok. Egy vagy tobb olyan kiént
haszndlhatunk, amelyek mindkét prébaanyaggal pozi-
tivnek bizonyulnak, és ezeket hasznélhatjuk fel a
hSOD legaldbbis egy lényeges részét kédolé cDNS
forrasként.

Meglep6 médon azt talaltuk, hogy a hSOD-ra ko-
zdlt aminosav szekvencidk a csoportok szignifikédns
szdmédban kiilonboztek a cDNS 4ltal meghatarozott
aminosav szekvenciétél. Ahol a két kozolt szekvencia
[Jabusch és munkatarsai, Biochemistry, 19, 2310-2316
(1980) és Barra és munkatarsai, FEBS Letters, 120,
153-156 (1980)] kiilonbozott, azokat pontos jeloléssel
a kovetkez6képpen soroljuk fel: 11. csoport, aszpara-
ginsav; 17. csoport, izoleucin; 26. csoport, aszparagin;
49. csoport, glutaminsav; 52. csoport, aszparaginsav;
53. csoport, aszparagin; 92. csoport, aszparaginsav; 98.
csoport, szerin (lasd a 4. 4brat).

Minthogy a riboszoma kot hely és a transzlaciot
iniciélé kodon — rendszerint AUG - kézti tdvolsignak
a transzldciéra valé hatdsa bizonytalan, jelen eljérs
egy olyan modszert ismertet, amellyel véltoztatni lehet
ezt a tivolsdgot és azokat a nukleotidokat, amelyek a
riboszéma ko6t6 helyet az inicidciés kodontd] elvalaszt-
jak. A riboszoma kotd hely és az inicidcids kodon kozti
tires régiéban (spacer) rendszerint 6~15, leggyakrab-
ban 6-12 nukleotid van. Mivel az iniciicié helyétdl
lefelé (downstream) es§ bazis szekvencia szintén befo-
lydsolhatja a transzlacié hatékonysagit, jelen taldl-
many szerinti eljards mddszert ad arra is, hogyan vari-
aljuk a nukleotid szekvenciat (de nem a hosszét) a
polipeptid kezdeti néhdny 5’-kodonjan beliil, amennyi-
re ezt a genetikai k6d degeneraci6s lehetGségei megen-
gedik. Ez a varidciés lehetdség az inicidcié helyétdl
lefelé (downstream) 4 kodonig terjedhet, de rendszerint
2 kodonig.
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Szédmos linkert 4llitunk el legalabb 2 nukleotiddal,
rendszerint legalabb 3 nukleotiddal, de nem tdbbel,
mint 10 nukleotid, 4italaban nem tobbel, mint 6 nukle-
otid. Ha a spaceren beliil valtoztatunk, a 4 nukleotido-
sokat hasznéljuk, hogy ha a polipeptid strukturélis gén-
jén beliil, akkor a 2, 3 vagy 4 nukleotidos linkereket
hasznéljuk, amennyire ezt a genetikai kédredundancia
megengedi. Ezenkivii] olyan — kiilénb6z6 szdmd nuk-
leotidot tartaimazé ~ linkereket is el§allitunk, amelyek
nemcsak szekvencidjukban, hanem hosszlisdgukban is
kiillonboznek. A hosszisagbeli kilonbozdséget tgy le-
het elémi, hogy a linker szintézise folyaman a hordozé
egy részét eltavolitjuk. és ha sziikséges, a szintézist a
kovetkezd 1épésnél folytatjuk dgy, hogy killénboézs
hosszisagu linkereket kapjunk. A keverékben a linke-
rek hossza 4dltalaban legalabb egy nukleotidos, s rend-
szerint 4 nukleotidnal tobbet nem tartalmaznak.

Ez ott abrdzolhaté egyszertibben, ahol a termindlis
bazisok hidnyoznak. Minden lépés utin a hordozd egy
rész€t eltavolitjuk, és a szintézist azokkal a fonalakkal
folytatjuk, amelyek, amelyek a hordozéhoz vannak
kapcsolva, s minden 1épésben mind a négy nukleotidrdl
(dNTP = dezoxi-ribonukleozid-trifoszfat)  gondosko-
dunk. Ezeket a szimpla szalakat ezutdn egy olyan
szimpla szallal hibridizaljuk, amelynek egy része
komplementer ott, ahol a varidbilis régi6 a tdllogs szal.
Ilyen médon olyan fokozatos linker sorozatot kapunk,
amelyekben a tilldgé szalnak mind a nukleotid szek-
vencidja, mind hossza kilénbdzik. Az ezt kovetd hibri-
dizélési eljards egy megfelelS pontjén, ligaz reakci6-
val, vagy kl6nozdssal betoltjikk a tdllogé régio(ka)t,
midltal olyan kétszald anyagot kapunk, amelyet a to-
vabbi manipuldcidba bevonhatunk. Ezt rendszerint és
elénybsen in vitro végezziik, példdul a DNS polimeraz
I Klenow fragmentjének segitségével; mas esetekben,
bizonyos szerkezetek esetén, a tillogé régiét szimpla
szdlként kldnozuk, és ennek betdltése in vivo, a transz-
formélt vagy transzficidlt gazdasejtben megy végbe.
Egy komplementer szilhoz valé hibridizdlas kivitele-
z€se dgy toriénhet, hogy a variabilis nukleotid sort6l
felfelé (upstream) egy 5° szekvencidval rendelkeziink,
s ez azzal a terminalis szekvencidban 1év§ szekvencia-
val komplementer, amelyhez a linkert kell kapcsolni. A
hidnyz6 bazisok helyét ezutdn in vitro vagy in vivo be
lehet tolteni.

A linkerek szekvencidja magéba foglalhatja a ribo-
széma kotS hely €s az inicidcids kodon kdzti régidnak
legaldbb egy részét, elGnydsen azokat a nukleotidokat,
amelyek az inicidciés kodon kozelében vannak; a lin-
ker ugyancsak tartalmazhatja az iniciaciés kodont és a
strukturdlis gén egy részét, a riboszéma kétd helyet és
ariboszéma kotd helytdl felfelé es6 bazisokat, amelyek
vagy tartalmazhatjak a transzkripciét szabdlyozd szek-
venciat, vagy nem.

A linker rendszerint legalabb 50 bézisbdl 4ll, még
inkabb legalabb koriilbeliil 20 bazisbdl, és altalaban
nem haladja meg a koriilbeliil 200 bézist, rendszerint
azonban a 100 bazist. Amikor a linker nagyobb, mint

35 bazisa, akkor olyan 10-35 bézisbél 4ll6 egyszald -
szekvencidkkal szereljik Gket Ossze, amelyek egy-
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komplementer szalnak csak egy részével homolégok,
igy tillégd szélial biré komplementer, egymadst fedd
szekvencidkhoz jutunk, s ezaltal a killonbozs szimpla
szalakat hibridizalhatjuk és dsszekapcsolhatjuk. A hia-
nyos és/vagy kiilonboz8 hosszisagi tillogd részeket
betdlthetjitk olyan mdédon, ahogy fent leirtuk, s ezzel a
kivant ragadds (cohesive) és/vagy tompa végll (blurit-
ended) linkert elallitottuk.

Amikor a strukturalis génben megfeleld restrikcids
hely van, rendszerint az inicidciés kodont6l lefelé nem
tobb mint 50 bazissal, lehasithatunk egy olyan frag-
mentumot, amely a strukturdlis gént tartalmazza, s ezt
dsszekapcsolhatjuk a linker egy komplementer kohézi-
0s végével, vagy betdlthetjiik, hogy egy tompa véget
kapjunk, és ezt a tompa véget ligaz reakciéval a linker
tompa végével kapcsolhatjuk dssze. A linkert dgy szer-
keszthetjitk meg, hogy biztositsa a strukturalis gén tel-
Jjességét, és hogy az inicidcids kodonnal leolvasasi sor-
rendben legyen.

Ahogy jeleztiik, a linker el6allitdsandl egy sor
olyan linker keletkezik. amelyek a nukleotidok ran-
dom-sorozatdt tartalmazzak, azaz a kdédold szélban a
négy lehetséges nukleotid mindegyikét (aldvetve a ge-
netikai kod megszoritd kikotéseinek, ahogy ezt fent
Jjeleztiik), s amelyek kiillonb6zé nagysagiak, hidnyoz-
vén beldlik egy vagy tébb olyan nukleotid, amelyek az
intermedier régidt hatdrozzdk meg, vagy dthidaljik a
riboszoma kotd helyet és az iniciaciés kodont. Ezeket a
szimpla szalbol eldallitott linkereket hozza lehet kap-
csolni méds szimpla vagy dupla DNS szédlakhoz na-
gyobb terjedelmd linkerek el6allitisa céljabodl, amelyek
mar nemcsak a riboszéma kotd helyet, hanem a ribo-
széma kot helytdl felfelé 1év8 bazisokat is magukba
foglalhatjak. Azonban a linkerek viszonylag olyan ki-
csik is lehetnek, hogy a riboszéma kot6 helyen beliil,
vagy ennek kozelében kezdddnek, és az inicidcids ko-
dontdl egy lefelé esd helyig vagy a strukturdlis gén egy
belsd helyéig terjednek.

Bar a talalmany szerinu szerkezetek eldallitdsa ér-
dekében a kiilonbozhd fragmentumok dsszekapesola-
sdnak a specialis sorrendje rendszerint nem meghataro-
z6 jellegll, mégis el6nyos, ha elGszor a strukturalis gént
kapcsoljuk a linkerhez. Ez a DNS szerkezet nemcsak a
strukturélis gént fogja tartalmazni, hanem a riboszéma
kotd helyet is, és minden olyan tovabbi nukleotidot,
amelyek a riboszéma kotd helytdl felfelé helyezkednek
el. Ezenkiviil a nukleotidok és a nukleotidok szama
igen valtoz6 lesz a riboszéma kotd hely és az inicidcios
kodon kozott. A taldlmany tdrgyét képezd DNS szerke-
zetel beépitjiik egy megteleld expresszids vektorba,
amely a szoban forgd DNS szerkezet beépitésének he-
lyétdl felfelé a szitkséges transzkripciét indit6 szabé-
lyoz6 szekvencidval, valamint a beépités helyét] lefe-
1€ a transzkripciot leallito szabdlyozé szekvencidval
rendelkezik. Igy a linker a transzkripciot inditd szaba-
lyoz6 szigndl szekvenciaval egyiiit az 5'-véget fogja
hatérolni és a 3’-véget a kddold régi6 legaldbb egy
részével és a transzkripcidt és transzlaciot ledllit6 szek-
vencidkkal egyiitt. (Az 5'- €s 3°- a transzkripci6 irdnya-
ra utal.) : o
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Plazmidot vagy virus DNS-t készitiink el6 egy
megfeleld gazdasejtbe térténd bejuttatishoz (ez rend-
szerint egyiitt torténik a kiilonbdz tillég régik be-
toltését szolgdlé manipuldciokkal, annak egy megfele-
16 fazisdban), majd a gazdasejtet transzformaljuk, illet-
ve transzficidljuk, klénozzuk, a klénokat szélesztjiik és
egyedi klénokat vélogatunk a hatékony kifejez&dés
elérésére annak alapjén, hogy megvizsgaljuk, vajon
termeli-¢ a kivéant terméket, példaul a hSOD-t. A ter-
mék kiilonbozé elGéllitdsi szintjének méghatdrozésa
érdekében sziirendS klénok szdma attél fiigg, hogy a
szintetikus linker hossza milyen mértékben véltozatos
€s hogy milyen viltoztatdsokat épitettiink a szekvenci-
djéba. A szfirendd klonok szédma fenti tényezdkkel ara-
nyos. Ahogy a taldlminy ezen megval6sitsi modja
példazza, a 4 kiilonb6z8 hossziisagd linker mind a 6
nukleotidjiban 1évé négyszeres szekvencia véltozat
kovetkeztében a lehetséges rekombinéns szekvencidk
szdma 5440. Altalaban legalabb néhény szz, elonyo-
sen néhdny ezer vagy ennél tobb klént sziirlink. A
szlirdvizsgalatot eredményesen a Western sziirGpapir
médszerrel (a termék antitest termelésének vizsgilata)
végezziik Ugy, hogy a gazdasejt telepeket vagy virus-
plakkokat nitrocellul6z szfirSkre, vagy mas megfelels
anyagra vissziik fel. Vagy elektroforézist végziink, és a
sévok tobbségénél — minden sav egy individu4lis klén-
nak felel meg — azonnali és kdzvetlen 6sszehasonlitast
tehetiink arra nézve, hogy melyik klénnél a leghatéko-
nyabb az expresszid, mivel a termék sdvjanak festddési
intenzitdsabol, vagy autoradiogrifias vizsgilattal, vagy
a Western-féle szlirpapir médszerrel ez megéllapitha-
t6. Ez a sziirvizsgilat rendszerint elegend8, bar tobb
quantitativ immun-assayt vagy enzim-assayt is alkal-
mazhatunk, ahol ezek helyénvaldk.

Ha kivant, a szerkezetet dtvihetjiik egy mésik olyan
gazdasejtbe, amely az expressziés szerkezetet szabi-
lyozé szignaljait felismeri; vagy megvaltoztatjuk az
expresszids szerkezetet gy, hogy megfeleld helyeire
bevissziik a sziikséges szabalyoz6 szignilokat, s ezdltal
egy mésik gazdasejtben lehet6vé tesszik a hatékony
kifejez&dését.

Ha kivant, a hSOD gént hozzékapcsolhatjuk szekré-
cis vezér és processzor szignalokhoz, hogy biztositsuk a
hSOD szekretalddasat és termelési folyamatat. Kiilonbg-
26 szekréci6s vezér és processzor szignélokat ir le a szak-
irodalom. L4sd péld4ul a 4336336, és a 4338397 szdmd
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi lefrdsokat, va-
lamint a térggyal dsszefiiggs 522909 (benytjtva 1983.
augusztus 12-€n) és 488 857 (benyijtva 1983. aprilis 26-
dn) sorszami szabadalmi bejelentéseket, amelyek jelen-
t0s része itt referenciaként szerepel.

Kiiléndsen el6nyos gazdasejtek az egysejtii mikroor-
ganizmus gazdak, dgy a prokariéta, valamint az eukarié-
ta sejtek, ilyenek a baktériumok, algék, gombék stb. Kii-
16ndsen az E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae, Streptomyces
és Neurospora szolgélhatnak gazdasejtek gyanant.

Egysejtli mikroorganizmusokban térténd alkalma-
zdsra a vektorok széles véltozata all rendelkezésre. A
vektorok plazmidokb6l és virusokbél szdrmaztathatok.
A vektorok lehetnek egymaésolatd, vagy tobbmasolati
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(kevés, vagy nagyszdmi mdsolattal) vektorok. A vek-
torok klénozasra és/vagy kifejezésre hasznalhaték. Mi-
vel a vektorokra vonatkozo szakirodalom igen b&séges,
sok vektor a kereskedelembd] is beszerezhetd, a kézi-
konyvek is foglalkoznak a vektorok leirasaval, restrik-
cids térképeikkel és jellemzGikkel, kimeritd targyaldsu-
kat itt nem tartjuk szikségesnek. J6l ismert, hogy “a
vektorok rendesen markereket tartalmaznak, amelyek a
citotoxikus anyagokkal szembeni rezisztencidra, vala-
mint prototréfidra, vagy immunolégiai tulajdonségra
utalnak, s ezek lehetSvé teszik a szelekci6jukat. Gyak-
ran t6bb marker van jelen, kiillénb6z8 jellemzékkel.

A merkereken kiviil a vektorok replikiciés rend-
szerrel kell rendelkezzenek és expresszids vektorok
esetén rendszerint a transzkripciot szabélyozd és lealli-
t6 szigndlokat is tartalmazniuk kell, ilyenek a promote-
rek, amelyek egyszeres és tobbszoros tandem promote-
rek lehetnek. Tartalmazniuk kell tovdbba egy mRNS
capping szekcvencidt, egy TATA boxot, serkentket,
termindtort, poliadenildcids szekvenciat és a termina-
torhoz tarsulva egy vagy tobb stop kodont. A transzl4-
ci6hoz gyakran alkalmaznak riboszoma kétS helyet és
egy vagy tobb stop kodont, bér a stop kodonok rend-
szerint a strukturdlis génhez kapcsolédnak. M4s eset-
ben, ezek a szabilyozé szekvencidk jelen lehetnek a
struktrudlis gént tartalmaz6 egy fragmentumban, ame-
lyet a vektorba beépitiink.

A vektorban rendszerint egy vagy t6bb restrikcids
hely van, a strukturélis génnek az expresszios vektorba
val6 beépitése szempontjébol alkalmas helyzetben. Mi-
helyt a beépités megtortént, a strukturélis gént tartal-
mazé vektort megfelel§ gazdasejtbe vezethetjiik be, és
a kl6nozott gazda a hSOD hatékony kifejez6dését fog-
Jja lehetGvé tenni.

Bizonyos esetekben a vektorok specidlis tulajdonss-
gokkal vannak felruhdzva, ilyen az expresszié héérzé-
kenysége, a transzkripci6t szabalyoz6 operétorok és akti-
vétorok és ehhez hasonldk. Kiilonosen eldnyos lehet, ha
a transzkripcié szabdlyozdsa kiils§ behatdsra torténik,
ilyen a hdmérséklet, induktorok, korepresszorok, stb., és
amikor a transzkripciét gyorsitani vagy gétolni lehet oxi-
gén — rendszerint szerves — vegyiilettel.

Olyankor, amikor a hSOD intracellulérisan képzddik,
akkor ha a sejttenyészet nagy stirdiséget ér el, a sejtek —
alkalmas médon — centrifugdlassal kiilonithetSk el A sej-
teket ezutdn lizdljuk, és a hSOD-t kiilénb6z8 médszerek-

. kel izoldlhatjuk, példdul extrahéldssal, affinitds kroma-

tografidval, elektroforézissel, dializissel, vagy ezek kom-
binacibival. Az esetben, amikor a termék szekretalodik a
taptalajba, hasonlé médszereket alkalmazhatunk, de a ki-
vént termék a tdpoldat 6ssz-proteinjében lényegesen na-
gyobb arényban lesz jelen, mint a sejtlizdtumban. A kép-
z8dott hSOD-nak alapjaban véve ugyanaz lesz az amino-
sav szekvencidja, mint a természetben eldfordulé
szuperoxid-diszmutdznak, mégis altalaban 5-nél keve-
sebb aminosavban, de rendszerint 2-nél kevesebb amino-
savban kiilondznek egymaéstdl. A rekombinans hSOD
(,;-hSOD”)- alapvetden ugyanazokkal a biologiai tulaj-
donsagokkal rendelkezik, mint a természetben eldforduld
hSOD. A bioldgiai tulajdonsagok kozé tartoznak az im-
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munolégiai tulajdonsigok; az autentikus hSOD-al szem-
beni antitestek keresztreakeidba lépnek az r-hSOD-al.
Ezenkiviil a hSOD meghatérozésara alkalmazott szoka-
sos bioassayk-ben az thSOD az autentikus hSOD enzim
aktivitdsaval Osszehasonlitisban, ezen aktivitas lényeges
hényaddnak megfeleld (legaldbb 10%-anak, el6nydsen
legalabb 50%-anak, még el6nyosebben legalabb kb.
80%-4nak) aktivitast fejt ki, a protein tdmegét véve ala-
pul. Marklund és Marklund [Eur. J. Biochem., 47, 469—
474.(1974)] egy ilyen meghatarozasi modszert irtak le. A
taldlmany szerinti eljards megvaldsitdsanak modjat a ko-
vetkezd példékkal szemléltetjilk anélkil, hogy a taldl-
mény oltalmi korét a példakra korlatoznénk.

A példékban ismertetett klénozasi technikédk 4ltaléano-
san ismertek és alkalmazottak. A restrikcids enzimekkel
végzett emésztéseket az enzimgyartd instrukcioi és/vagy
Maniatis és munkatarsai: Molecular Cloning: Cold
Spring Harbor 1982 (a tovdbbiakban: Maniatis) utasitasai
szerint végeztik. A fragmensek tisztitasat preparativ aga-
réz vagy poliakril-amid gél-elektroforézissel végeztik
{Maniatis, 173-178.). Az izolalt fragmensek ligalsa ke-
reskedelmi ligdzokkal (New England Biolabs), a gyarté
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instrukciéi alapjan tértént. Ligdlds eldtt a fragmensek 5°-
végeit T4 polinukleotid-kindzzal foszforilaltuk (Mania-
tis, 123. old.), DNS polimeraz I Klenow-fragmensssel
tompa véglivé alakitottuk (Maniatis, 114. old.), vagy al-
kalikus foszfatazzal kezeltik az 5’-foszfat lehasitisara
(Maniatis, 134. old.).

1. példa

A hSOD cDNS molekularis klonozdsa

FelnGtt ember méjabol 6ssz RNS-t izoldlunk guani-
dinium-tiocianat/littum-klorid médszerrel [Cathala és
munkatérsai, DNA, 2, 329-335 (1983)]. A poliA RNS-t
hasznéljuk fel a kétszald cDNS szintetizalasara (Mani-
atis és munkatarsai, Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor, 1982, p. 213-242), s ezt Sepharose CL4B
oszlopon engedjik 4t, hogy az anyagot a 350 bp-nél
(bp = béazispar) hosszabb lanci ¢cDNS-ekben feldisit-
suk [Fiddes és Doodman, Nature, 281, 351-356
(1979)}. A cDNS-t a pBR322-b3! szarmazé plotd plaz-
mid Pstl helyére épitjiik be. A plotd-ben a Pstl-EcoR]
helyet a kovetkezd szekvencia helyettesiti:

Alul
GGTGAATCCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTC
ACGTCCACTTAGGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGACACACTTTAACAATAGGCGAG

HindTTAlul

ACAATTCCACACATTATACGAGCCGATGATTAATTGTCAACAGCTCATTTCAGAATATTT
TGTTAAGGTGTGTAATATGCTCGGCTACTAATTAACAGTTGTCGAGTAARAGTCTTATAAA

EcoRI
GCCAGAACCGTTATGATGCGG

CGGCTCTTGGCAATACTACGCCTTTAA |

A plazmid kereskedelmi forgalomban hozzdférhetd,
azt sajat gyljteményiinkben fenntartjuk.

A cDNS beépitésénél az oligo-dG:dC farkakkal ope-
ralé médszert hasznaljuk (Maniatis). A keverékkel E. coli
D1210 térzset transzformédlunk, és a transzformalt sejte-
ket 10 pg/ml tetraciklin tartalmd L-agaron [S. R. Kush-
ner, a Genetic Engineering (1978) 17. oldalan, szerkesz-
tok: H. B. Boyer és S. Nicosia (Elsevier/North Holland,
Amsterdam)] vélasztjuk el. A mdj cDNS gy(jteménybdl
val6 plazmid DNS-t kozvetlenii] allitjuk el§ [Maniatis és
munkatérsai, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor
(1982) 86-94 oldal] tgy. hogy mintegy 62000 rekombi-
nans telepet szélesztiink Petri-csészékre. A siirliség kb.
3000 telep per 9 cm atmérdji Petri-csésze.

2. példa

r-hSOD kiénok izoldldsa

A DI1210 torzset retranszformaljuk maj cDNS gydjte-
ménnyel és koriilbeliil 40000 klont tenyésztink 9 db
14 cm atmérd;j( Petri-csészében. Miutdn a telepeket nit-
rocelluléz lemezekre vittiik, és a plazmid DNS-t kléram-
fenikollal egyiitt szaporitottuk (Maniatis 313. old.), a sej-
teket lizaljuk, és a szlirdket hibridizaldshoz készitjik elé
{Ish-Horowicz és Burke, Nucleic Acids Rescarch, 9,
2989-2998 (1981)]. Oligonukleotid proba-anyagokat
haszndlunk a hibridizaci6val t6rténd sziiréshez. A préba-

anyagok enzim-izotéposan jelzett, kémiai dton szinteti-
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zalt DNS molekuldk, amelyek a protein 19-24 aminosav
csoportjait kédolé mRNS-ével komplementerek (Ja-
busch és munkatarsai, lasd fent, Barra és munkatarsai,
lasd fent); a keverék szekvencidja a kovetkez6:
37 TTA AAA CTT GTT TTT CT 5’
G G C C C

amelyben a peptid szekvencia kédolasdhoz minden emli-
tett lehetdség (32-szeres véltozat) megvan. A prébaanya-
gokat 1-3x10% cpm/pg specifikus aktivitasti 2P-vel je-
161jiik, és felhasznalds eldu Millipore sz(irén (0,45 pm)
megszlrjik. A szir6membranokat 6 éran &t 30 °C-on el§-
hibridizaljuk 4xSSC, 2xDenhardt-oldatban, mely még
40 mM nitrium-foszfatot (pH = 7,5) és 300 pg/ml ultra-
hanggal feltart lazacsperma DNS-t tartalmaz.

A 20xSSC torzsoldat dsszetétele: 175.3 ¢ NaCl és
88,2 g natrium-citrdt 800 ml vizben oldva, majd né-
hany csepp 10 n NaOH-oldattal pH = 7 értékre térténd
allitas utan vizzel | l-re t6ltve.

Az 50xDenhardt-térzsoldat dsszetétele: 5 g Ficoll,
5 g polivinilpirrolidon és 5 g BSA (Peutax 5. frakcio),
500 ml vizzel elegyitve.

A tdrzsoldatokbdl vizzel higitva nyerjik a fenti
cldatokat.

A hibridizdlast ugyanebben az oldatban 20 érén 4t
30°C-on végezziik 2x10° cpm/ml aktivitasi hSOD
DNS prébaanyaggal (19-24 csoport). A sz{irdlemeze-

ket 4xSSC oldattal mossuk, el&szor 15 percig szobahd-
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mérsékleten, és kétszer 15 percig 30 °C-on, majd sza-
razra itatjuk, és ezutdn erdsitd sz(irGvel 24 6ran 4t —
70 °C-on autoradiografit végziink.

Az eredeti lemezeken levé teriileteket, amelyek meg-
egyeznek a duplikdtum pozitiv szignilokkal, felszdrjuk
és L-tiplevesre vissziik, majd a plazmid DNS-t mini-
screen modszerrel [Maniatis és munkatérsai, Molecular
Cloning, 178, 368-369 (1982) Cold Spring Harbor] izo-
laljuk. A kapott DNS-t Pstl-vel hasitjuk, majd a Southern-
féle szlirSpapir-analizisnek [Southern, J. Mol. Biol. m 98,
503-517 (1975)] vetjitk alé, hogy el8szor az el6zdleg jel-
zett probaanyagokkal (19-24 aminosav csoport) hibridi-
zaljuk, majd ezutdn még olyan radioizotéppal jelzett pré-
baanyagokkal, amelyek a 109-114 aminosav csoportb6l
szdrmaznak, és amelyek a kovetkez$ szekvencidkkal
vannak jelen (72-szeres valtozat) keverék alakban:

3’ CTA GTA ACA TAA TAA CC 57
G G G G G
T T

Egy 520 bp cDNS inszertumot tartalmaz plazmid pool
(pSOD1) mindkét prébaanyaggal hibridizalt. A telep meg-
tisztitisa utdn a klénbdl elBallitottuk a plazmid DNS-t
(Maniatis, 366-368), és ezt szekvencia analizissel — Ma-
xam és Gilbert médszere szerint [Proc. Nat. Acod. Sci.
USA, 74, 560-564 (1977)] — megvizsgaltuk. Az ered-
ményt a 4. dbran mutatjuk be. A pSOD!1 jeld hSOD ¢cDNS
klént a hSOD 10-153 aminosavat meghatdrozé régid,
egyetlen transzl4ci6s stop kodon és egy 3’ transzlatilatlan

EcoRI

| |

5/
3[
I

5

10

15

20

25

_Sall Pstl

Ezeket a fragmentumokat a gélben tisztitott EcoRI-
gyel emésztett pBR322-hoz kapcsoljuk, mely végeit
eldzdleg telitettiik pol I K kezeléssel, majd Pstl-gyel
emésztettik. Ezt a ligici6s elegyet haszndljuk D1210
torzs transzformélasira 10 pg/ml tetraciklin tartalmd
L-agar lemezeken szelektdlva (Maniatis 250-251 old).

A plot5 plazmidot a kdvetkez6képpen allitjuk el6:
eldszdr megszerkesztjiik a TAN7 polilinkert - ez egy
EcoRI-Pvull szubsztitiicié a pBR322-ben — tartalmaz6
plazmidot. (New England Biolabs)a kévetkez&képpen:
a TAN7 plazmidot HindIII-mal emésztjiik, végeit pol I
K (New England Biolabs) segitségével betdltjik, majd
Onmagéval komplementer, Pvull linker molekulat
[d(5’-CCAGCTGG-3")] kapcsolunk a fentiek szerint
modositott TAN7 plazmidhoz. ExoRI-gyel és Pvull-
vel val6 emésztés utdn a kapott 44 bp polilinker frag-
mentumot (4 tillégd bazissal) gélben izoldljuk és (Eco-
RI-Pvull-emésztett pBR322-be kl6nozzuk, mintegy
EcoRI-Pvull szubsztituensként.

A plot3 plazmidot ExoRI-gyel emésztjitk és fenol-
kloroformos extrahalés és etanolos kicsapas utdn a kidllé
5’ végeket telt-végiivé alakitjuk S1 nukledzzal val6 keze-
lés révén [Palmiter, Biochemistry, 13, 3606-3615
(1974)]; Hallewell és Emtage, Gene, 9, 27-47 (1980)]. A
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régié alkotja. Ezért az expresszids vektor szerkezetben az
1-9 aminosavat kédol6 régi6 alapszekvencidjat, melyet a
hSOD-ra k6z6lt (Jabusch és munkatérsai, lasd fent; Barra
€s munkatérsai, lasd fent) aminosav szekvenciabd! szir-
maztatunk, kémiai szintézissel allitjuk el8, mintegy a vari-
abilis linker szegmentumn (lisd lentebb) részeként.

3. példa

A plot5 plazmid szerkesztése (ldsd a 2. és 3. dbrdt)

A plot] plazmidot, mely egy hibrid trp-lac (,tac™)
promotert tartalmaz [DeBoer és munkatirsai, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 80 21-25 (1983)] dgy szerkeszt-
jiik, hogy a ptrpL1 plazmid {Edman és munkatirsai,
Nature, 291, 503-506 (1981)] 180 bp HgiA-Taq! frag-
mentumét és a pKB268 plazmid [Bockman és Ptashne,
Cell, 13, 65-71 (1978)] 58 bp Hpall-EcoRI fragmentu-
mét gélben izolaljuk, és ezeket a fragmentumokat a
PstI-gyel és EcoRI-gyel emésztett pPBR322 plazmidhoz
kapcsoljuk. Az igy keletkezett plazmidot alkalmazzuk
a D1210 torzs transzformaldsara és a tetraciklin rezisz-
tencia alapjan valasztjuk ki a klénokat. A plot3 plazmi-
dot digy szerkesztjitk, hogy gélben izoldljuk a tac pro-
motert tartalmazé plotl plazmid 155 bp Fnu4HI-Eco-
RI fragmentumat — ebben az Fnud4HI helyet DNS
polimerdz I Klenow fragmentumaéval (,pol I K vagy
»pol. Klen”) telt végiivé (flushended) véltoztatjuk — és
az alabbi szekvencidji TAN7-b8! szarmaz6 18 bp Eco-
RI-Pstl polilinker fragmentumot:

HindIII

ARTTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGATCTCTAGA
GGGCCCCTAGGCAGCTGGACGTCTAGAGATCTTCGA

fenol-kloroformos kezelés és etanolos kicsapis utén a
DNS-t Clal-gyel emésztjiik, pol I K-vel (New England
Biolabs) telt végiivé alakitjuk és a tac promotert tartalma-
z6 237 bp fragmentumot preparativ poliakrilamid gél
elektroforézissel izolaljuk. Ezt a telt végd tac promoter
fragmentumot épitjiik be a fent elGallitott, polilinkert tar-
talmazé pBR322 plazmid Pvull helyére (lasd a 3. 4brét)
és a kapott klénokban a tac promoter irdnyitja a transz-
kripci6t a pBR322 B-laktamédz génje iranydban.

4. példa

r-hSOD-t kifejezd plotS szdrmazékok szerkesztése

Az 1. 4brdn bemutatott F(26), C(16), B(31), D(11),
E(13) és 4(24) szintetikus DNS-molekulékat foszfor-
amidit médszerrel szintetizaljuk. A szimpla szald 4(24)-
et mind a 4 bazis felhasznldsdval — azokon a helyeken,
melyeket X-szel jeloltink — készitjiik. Ezen feliil, a
24mer szintézisénél elvonjuk a kovafdldet (silica), igy a
24mer-en kivill szimpla szald 21mer-ek, 22mer-ek és
23mer-ek keletkeznek. A kovafold hordozé elvondsa
utén a négy keveréket megfelel§ ardnyban tgy kombinal-
juk, hogy minden lehetséges egyszala polimerbd] ekvi-
moldris mennyiségeket kapjunk. Ezt a keveréket egyet-
len termékként tekintjitk a kovetkezd 1épésekben.
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Az F(26), C(16), B(31) és D(11) molekuldk ekvi-
moldris mennyiségeibd] keveréket készitiink és 10 pg-
Jat T4 polinukleotid kindzzal foszforildljuk. Fenol-éte-
res extrahdlds utin nem foszforilalt 4(24) és E(13)
szintetikus DNS-molekuldkat adunk a reakciékeverék-
hez dgy, hogy minden fragmentumbé] ekvimolaris
mennyiségeket tartalmazzon. Az ekvimolaris keverék
13 pg DNS-t tartalmaz 133 pl 0,3xkinaz pufferben.
(50 mM trisz-HC1 [pH 7,6],10 mM MgCl,, 5 mM
ditiotreitol, 0,1 mM spermidin, 0,1 mM EDTA.)

A szimpla szalakat tigy kotjiik egyméshoz, hogy
60 percen at fokozatosan lehiitjiik ket 70 °C-rél
20 °C-ra, s az Osszekapesolds T4 ligazzal torténik
200 pl ligdz-reakcidkeverékben (50 mM trisz [pH
7,4],10 mM MgCl,, 10 mM ditiotreitol, 1 mM spermi-
din, | mM ATP, 0,1 mg/ml BSA) 14 °C-on 4 6ra hosz-
szat. Ezutan fenol-kloroformos extrahalas és etanolos
kicsapas kovetkezik, majd a 4(24) és E(13) 5"-végeit
T4 polinukleotid kindzzal (Maniatis és munkatérsai,
lasd a fenti kozleményt) foszforildljuk. A teljesen dsz-
szekapcsolddott 53 bp nagysdgl anyagot, melynek 5°-
és 3’-végein tillégo lancok vannak, preparativ poliak-
rilamid gél elektorforézissal izolaljuk.

A fentiek szerint tisztitott fragmentum keveréket
ezutdn a hSOD cDNS 460 bp Taql-Pstl szegmentuma-
hoz kapcsoljuk, ahogy az 1. dbran bemutatjuk. Magat a
szegmentumot Ggy allitjuk el6, hogy géllel végzett
tisztitdssal (Maniatis, 174-178. old.) izoldljuk a
pSOD1454 bp Tagl-Alul fragmentumat, pol 1 K-val
telt végivé alakitjuk és beépitjitk a plotS plazmidba az
EcoRI és Sall helyek kozétt (lasd a 3. 4brat), ahol a
vegeket szintén betdltottik. A rekombindns plazmid
DNS-t kiprepardljuk (Maniatis, 366-368. old.), majd a
460 bp Tagl-Pst] hSOD fragmentumot preparativ poli-
akril-amid gél elektroforézissel izoldljuk. Extrahalas és
precipitdlds utdn a szintetikus fragmentumnak a 460 bp
TaqI-Pst] hSOD fragmentumhoz valé csatoldsa révén
keletkezett 515 bp fragmentumot pol I K-val betsltjiik
(525-528 bp), majd Sall-gyel emésztjiik, és a kapott
519-522 bp nagysdgd hSOD fragmentumot poliakril-
amid gél elektroforézissel izoldljuk. Ezt a fragmentu-
mot ezutin beépitjiik a plot5-be, melyet el§z6leg Pvu-
IT-vel és Sall-gyel emésztettiink, majd alkalikus foszfa-
tézzal kezeltiink. A kapott plazmidokat hasznaljuk a
D1210 torzs transzformdlasdra. A D1210 tdrzs transz-
formaldsa utdn kapott rekombinéns telepeket 100
tg/ml ampicillin tartalmi L-agaron szelektdljuk, igy
egy véltozd SOD expresszidval rendelkezd kion kész-
letet kapunk (jele plot5/SOD).

5. példa

r-hSOD kifejezddés és plot5ISOD plazmid kivdlasztds

Abbél a célbdl, hogy az osszes E. coli proteint
megvizsgaljuk SDS-poliakril-amid gél elektroforézis-
sel, egynapos tenyészeteket harmincszorosara higitva
1 ml L-tdpleveshez adunk és rézott tenyésztést vég-
ziink 37 °C-on 90 percig koriilbeliil ODgsy = 0,2 érté-
kig. A tenyészetekhez annyi izopropil-tio-galaktozidot
(IPTG-t) adunk, hogy végsd koncentriciéja 2 mM le-
gyen, és tovabbi 3 6ran 4t inkubaljuk. Centrifugalas
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utdn a sejtiiledéket 50 ul Laemmii pufferben [Nature,
227, 680-685 (1970)] reszuszpendaljuk, s a sejt szusz-
penzidt a kovetkezd 1épések haromszori ismétiésével
lizéljuk: 1 perces fagyasztds, 2 perces forralds, 10 ma-
sodperc sejt-homogenizalas.

Elektroforézis utdn (Laemmli, ldsd fenti kozle-
ményt) a protein sivokat Coomassie kékkel festjiik, &s
az egyes klonok altal termelt SOD mennyiségét meg-
mérjik; Coomassie modszerrel (Bradford, Analyt
Biochem (1976) 72, 248 és Bio-Rad kit); ezeket az
eredményeket ezutn az autentikus humén SOD elleni
nyul poliklonélis antitestet tartalmazd Western szirg-
papirok hasznédlatival ellenGrizzik. Toébb mint
300 klént analizdltunk és a SOD kifejez8dés szintje
nulla vagy csekély értékt6l az dssz oldhatd sejt-protein
5-10%-anak megfeleld — becsiilt — mennyiségig valto-
zott. Fenti 300 klénbdl hat kién eredményeit az 1.
tabldzatban mutatjuk be, a 4(24) DNS-molekula szek-
vencidjaval egyiitt. A szekvencia analizist Maxam és
Gilbert (lasd fenti kozleményt) médszerével végeztiik.

1. tabldzat
E. coliban termelr SOD szekvencidja és mennyisége

Szekvencia: Az 088z pro-
oot
STXXXX | ATG | GCX | ACX szazalékaban
pSODx8§ AACA A G 5%
pSODI1} GTAT T G 10%
pSODx16 ACAT A A 5%
pSODS AATC A A 10%
pSODI16 ATTT T T 10%
pSODI8 AACT A G 7.5%
6. példa

r-hSOD meghatdrozdsi médszerek

Az enzimvizsgalatokhoz 100 ml-es tenyészeteket
készitiink a fent leirtak szerint.

Szolubilis sejt kivonatokat készitink oly médon,
hogy a sejtiiledékeket sejt-homogenizatorban kezeljiik
(vortexing)  10x20 mdsodpercig 4 °C-on  azonos
mennyiségd 0.45-0.5 mm atmérdji iiveggyongydkkel
(Braun AG) és azonos mennyiségd assay-pufferrel
(50 mM trisz-kakodildt (pH = 8,2), I mM dietilén-tri-
amin-pentaecetsav] 1,5 ml-es mikro-centrifuga csében.,
A sejttormeléket mikro-centrifugéban (Beckman) iile-
pitjiik gy, hogy a csoveket 1 percig centrifugaljuk. A
feliiliszot I-1 mM cink-szulfét és rész-szulfat tartalmi
assay pufferre] szemben dializdljuk 4 6ran 4t 4 °C-on.

A SOD meghatdrozasokat pirogallol moédszerrel
(Marklund és Marklund, 1asd az el6bbiekben) végezziik.
A reakcidkeverékekben 0,2 mM pirogallol tartalmi as-
say puffert hasznalunk, és a reakci6 lefolyasat 5 perces
id6tartam alatt, Hewlett~Packard 8450 spektrofotométer-
rel, 420 nm hullamhosszon koévetjitk. Négy kiilonbozs
vizsgalati mintat készitettiink: szolubilis E. coli extraktu-
mok; autentikus hSOD; mindkét el6bbi minta elinku-
bélva nyilban termelt autentikus hSOD ellenanyaggal.



1 HU 207533 B 2

Minden vizsgélati mintat kiivettaban inkubaltunk 1 per-
cig 25 °C-on, mieldtt a pirogallolt hozzaadjuk. A vizsgs-
latot 25 °C-on végezziik. Az ellenanyag tartalmi minta-
kat assay pufferben 5 pl antitesttel 10 percig szobah6-
mérsékleten elSinkubaljuk. Ezeket a feltételeket
megfeleldnek talltuk 100 ng tiszta hSOD inaktivva téte-
léhez. A plot5-6t kontrollként hasznéltuk. Ez a plazmid
nem tartalmaz SOD szekvencidt.

A II. tdblazatban az egyik vizsgilt kiénnal
(pSODx8) kapott eredményeket mutatjuk be.

II. wdbldzat
E. coliban [D1210 térzs-(pSODX8)] termelt humdn
Cu-ZnSOD enzim aktivitdsa

Enzim készitmény SOD egység/mg
protein

tiszta humén Cu~Zn SOD 15,384
pSODx8 protein kivonat 3,017
anti-humén SOD (ny1l) antitesttel 685
preinkubélt pSODx8 protein kivonat
plot5 protein kivonat 470
anti-humén SOD (nyil) antitesttel 485
preinkubélt plot5 protein kivonat

Ezek az eredmények azt igazoljik, hogy a teljes
szolubilis sejt-protein 15%-a hSOD (feltételezve, hogy
a referenciaként haszndlt tiszta human Cu-Zn SOD
teljesen aktiv volt).

A protein extraktumok antitesttel trténd inkubala-
sa antitest-antigén komplexet eredményez, mely inakti-
vélja az enzimet. Igy az antitestte! elGinkubalt enzim-
mintdknél az enzimaktivitds alacsony. A pSODx8-bél
és plot5-bdl nyert protein-extraktumok enzimaktivités-
kiildnbsége a plazmidok SOD-kifejezésének kiilonbsé-
gébdl adédik. A pSODx8 vektor riboszéma-kotddési
helyét az SOD kifejezés optimalizalasira médositot-
tuk. Az elektroforézissel kapott adatokkal (lasd fent)
Osszevetve, amikor is a szolubilis sejt protein 5—10%-
ra mint hSOD vandorol, dgy tiinik, hogy a képzadstt
hSOD tekintélyes része, taldn a nagyobb része aktiv.

A protein-extraktum és antitest inkubal4sa antitest-
antigén komplex képzddéséhez vezet, mely az enzimet
inaktivélja. Ezért az antitesttel preinkubélt enzimmin-
ték aktivitdsa alacsonyabb. A pSODx8 és plot5 protein
kivonat kozotti aktivitdskiilénbség a két plazmid ko-
zotti SOD kifejez6dés kiilonbségébdl ered. A pSODx8
vektorban a riboszéma kotddési helyet a SOD kefeje-
2€s optimalizdldsdra médositottuk.

A klénozott gén pontos szekvencidjat Maxam és
Gilbert médszerével hatérozzuk meg (14sd fent). Ezen-
kiviil az N-terminalis els§ 12 aminosavat automatizalt
Edman degradacids vizsgélattal hatdrozzuk meg. A ka-
pott aminosav szekvencia a kovetkezd:

ALA-THR-LYS-ALA-VAL~(CYS)-VAL-LEU-
LYS-GLY-ASP-GLY-

A kimutatott els§ ALA csoport kériilbeliil azonos
moléris koncentrdciéban volt jelen, mint a bevitt pep-
tidben, s ezt azt jelenti, hogy az amino-terminélis vég
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nincs blokkolva. A CYS csoportot nem mutatja ki az
aminosav analizisre alkalmazott médszer, de jelenléte
a nukleotid szekvenciibdl kovetkezik.

Fentiek alapjdn a bakteridlis expressziés termék
nem tartalmaz (N-formil-) metionint, az anyagnak he-
lyes az aminosav szekvencidja, azaz a citoplazma
hSOD-ra kdzolt 1-10 csoporttal azonos, de az N-ternii-
nilis ALA nem acetilezett. Tovabb4: az E. coliban
termelt polipeptid 1%-os agaréz gélben (pH = 8,6)
elektroforetizdlva sokkal lassabban véndorol, mint a
természetes protein, ami a toltésbeli kiilonbségre utal
(CorninG Universal electrophoresis film, Clausen sze-
rint festve, Immunochemical Techniques, 530-531 ol-
dal), s ez szintén az acetilezettség hisnyat mutatja.
Ezenkiviil tigy a bakteridlis hSOD polipeptid, mint az
autentikus (acetilezett) természetes protein tripszines
kezelésekor kapott peptidek azonosak, kivéve a bakte-
ridlis N-termindlis peptid, amely varhatéan masképp
vandorol, azaz dgy, mint egy N-acetil csoportot nem
tartalmazé peptid.

7. példa

Kifejezddés élesztében

Annak érdekében, hogy az r-hSOD gént éleszts
vektorba vigyiik 4t, a plot5/SOD plazmid klénokat a
koédol6 régié 5°-végén elhelyezkedd Ncol restrikcids
hely szempontjabél sziirjiik. Ugyanis azokban a plaz-
midokban, ahol a varidbilis nukleotidok helyén — az
inicidciés kodontél 5° irdnyban — CC van, a CCATGG
szekvencia egy Ncol helyet szolgaltat. A klénok sziiré-
se utdn egyet kivélasztunk és phSOD jellel latjuk el.

A phSOD plazmid Ncol-gyel és Sall-gyel torténd
emésztése utdn egy 550 bp-os fragmentumot kapunk,
amely 5° végén transzlatilatlan nukleotidot és a hSOD
teljes régidjat tartamlazza. pPGAP plazmidot (ez egy
€leszté expresszids vektor, mely GAP promotert hor-
doz; szerkesztését 14sd a 8. példaban) emésztiink Ncol-
gyel és Sall-gyel, majd alkalikus foszfatizzal kezel-
jik. A phSOD 550 bp Sall-Ncol fragmentummal a
pPGAP-ban a GAP promotert6l lefelé 1évé Ncol-Sall
fragmentumot szubsztitudljuk, és igy megkapjuk a
pPGAPSOD-ot. Ezt BamHI-gyel emésztjiik, és ekkor
egy 2 kb (kilo bézis par) nagysigii fragmentumhoz
Jjutunk, melyet géllel tisztitunk (Maniatis, 178. old.) és
ligdlassal beépitjiik a pCl/1 és a pClV/1 GAL4/370 plaz-
mid egyediili Bam I helyére, miéltal a pC1/1GAPSOD,
illetve a pC1/1GALGAPSOD plazmidokhoz jutunk.

A pCl/1 plazmid egy éleszt6 ingdzo vektor, melyet
gy allitunk el§, hogy a pJDB219 plazmid pMB9

BamHI-Sall fragmensével helyettesitjiik. [Beggs, Na-
ture, 275, 104 (1978)]. Szekrécids és processzor szig-
nallal elldtott expressziés vektor szerkesztése a
4870008 szdmi USA szabadalmi leirdsban taldlhaté: a
GAIl/GALI0 szabalyozé régit tartalmazé szabélyoz-
hat6 élesztd expresszi6s vektor (a GAL4 gén expresz-
sziés terméke 4ltal szabalyozva) szerkesztésének leirs-
sdt lasd a 9: példaban.

A pCl/1GAPSOD és a pCl/IGALGAPSOD plaz-
middal a 2150-2-3 éleszt§ torzset [Lee Harwelltdl
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(University of Washington) kaptuk] transzformaéljuk
[Hinnen és munkatérsai, Proc. Nat. Acad. Sci., USA,
75, 1929-1933. (1987)], és az expresszi6 eredményeit
a III. tblazatban ismertetjiik.

Il 1abldzat
Humdn SOD kifejezddése a 2150 élesztd torzsben

2
Plazmid Szénforras SOD ug/mg
protein
pCl/1 g, L 0
pC1/1GAPSOD g L 148
g L 0,4
pCl/1IGALGAPSOD gl 68

! Minden lenyésziéshez Minus Leucine tédptalajt (Promega
Biolabs, Inc.) haszndltunk 2% tejsavval (L), 3% gliccrinnel (g)
¢és/vagy 2% galaktozzal (gal) vagy anélkiil. A tenyésztést a késéi log
vagy a korai stacioner fazisig folytaituk.

2A meghatdrozds RIA-val (radio-immuno-assay) tortént.

A hSOD érniékeket standard radio-immun-assay-vel
hatdrozzuk meg, standardként jodozott autentikus
hSOD-t hasznalunk. A GAP promotertél ereds konsti-
tutiv szintézis igen magas szintd, a teljes sejt protein
10-30%-4nak megfeleld hSOD termelést eredményez.
A galaktézzal valé indukcié csaknem ilyen jol miko-
dik: a sejt protein koriilbelil 7%-a hSOD.

Ha a hSOD képzddése ilyen magas szinten torténik,
a teljes enzimatikus, azaz katalitikus aktivitas kifejiésé-
hez rendszerint gondoskodnunk kell a protein termék
prosztetikus csoportjat alkoté cink- és rézionok utdn-
potldsarsl, amit példaul cink-szulfdt és réz-szulfat
I millimélos oldatdval szembeni dializissel biztositha-
tunk. Mésképpen gy jarhatunk el, hogy a tenyészléhez
cink- és/vagy rézionokat adunk; ez a médszer a hSOD-t
magas szinten termeld torzsek szelekcidjira is felhasz-
nalhat6 és/vagy arra is, hogy elkeriiljik a hSOD-t kife-
jez6 vektorok elvesztését az egyébként nem szelektiv
téptalajon.

8. példa

A pPGAP szerkesziése

A pBr322 plazimid HindIll helyére a GAP49
GAPDH-gént tartalmazé HindIll restrikcios fragmenst
{Holland és Holland, J. Biol. Chem. 254, 5466-5474.
(1979)] épitjik be, és igy a pGAP1 plazmidot allitjuk
els. A pGAPl-et Hinfl-gyel emésztjiik, és a kapott
500 bp fragmentumot gélelektroforézissel izolaljuk. E
fragmentumot Bal31-gyel (New England Biolabs) ha-
sijuk, hogy 50 vagy 90 bazispért eltdvolitsunk, ezutdn
HindIII linkerekkel (New England Biolabs) kapcsol-
Juk 6ssze, majd HindIiI-mal emésztink. A pBR322-t
HindllI-mal emésztjiik, ezutdn alkalikus foszfatdzzal
kezeljiik, és a kapott mintegy 450 vagy 410 bp hosszi
fragmentum beépitése révén kapjuk a pGAP128-at.

A pGAP128-at HindIII-mal emésztjiik, a fragmen-
tum végeit Klenow fragment és a dNTP-k segitségével

betdltjiik (blunt end), majd a kapott 450 bp fragmentu-
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10.

mot gélelektroforézissel izolaljuk. Ezt a fragmentumot
az el6zdleg alkalikus foszfatdzzal kezelt, majd Smal-
gyel emésztett plotS-be épitjik be, mialtal a
plot5pGAP128 plazmidhoz jutunk, amely a GAPDH
promoter és kodold régié —400-t6] +27-ig terjed6 ba-
zispérjait tartalmazza.

A pPGAP éleszt6 expresszids vektort — amely egy
polirestrikcids linkert tartalmaz a GAPDH terminétor
€s a rovid promoter kozott — a kovetkezGképpen szer-
kesztjiik meg. A plotSpGAP128 plazmidot BamHI-
gyel és Taql-gyel emésztjik, igy egy kozelitSleg
390 bp BamHI-Taql fragmentumot kapunk, amely a
GAPDH promoter —400-t6! ~26-ig terjedd fragmentu-
mét tartalmazza. Ezt a fragmentumot a GAPDH gén
—25-t61 1 bp-ig terjedd promoterét és szamos restrik-
ciés helyet, beleértve az Ncol-et is tartalmazé, alabbi
szekvenciaju:
CGA,TA(CA)TA;CACACCATG;A,TCGT,AG,
TLAT4(GT)HAT,GT,GTGGTACST,A,GCA,TC,AGCT
szintetikus fragmenshez ligéljuk.

Ezzel egy BamHI-Sall fragmentumot kapunk,
amelyet BamHI-gyel és Sall-gyel emésztiink és arra
haszndljuk, hogy az alkalikus foszfatdzzal kezelt és
BamHI-Sall-gyel emésztett pPBR322 plazmid BamHI-
Sall fragmentumat helyettesitsik. Ligdlds utin a
pGAPNRS plazmidhoz jutunk, amelyet BamHI-gyel
és Sall-gyel emésztiink, s ekkor egy 400 bp hossza
BamHI-Sall fragmentumot kapunk, melyet izoldlunk.
Ezt a fragmentumot egy korilbelil 900 bp hossza
olyan GAPDH Sall-BamHI fragmentumhoz kapcsol-
Jjuk, amely a GAPDH termindtor régiGjat és a 3 kédold
régié egy rovid szegmentumat tartimazza. Igy egy
1,4 bp hosszt BamHI-BamHI fragmentum keletkezik.
A Sall-BamHI GAPDH terminétor fragmentumot tigy
kapjuk, hogy a pGAP2-t Sall-gyel és BamHI-gyel
emésztjiik. A pGAP2 egy plazmid, mely ugy késziil,
hogy a pBR322 plazmid BamHI helyére beépitiink egy
GAP49 GAPDH gént (Holland és Holland, l4sd fenti
kézleményt) tartalmazé mintegy 3,3 kb hossza BamHI
fragmentumot. A pGAP2 és PGAPI plazmidokat a
kovetkezOkélppen szerkesztjik: éleszté gén gyfjte-
ményt allitunk ¢i8. hogy a Charon 28 lambda figba
egy — a teljes élesz18 DNS Sau3A restrikcids endonuk-
ledzzal 16rténG parcidlis emésztése révén kapott — frag-
mentumot épitiink be [Blattner és munkatérsai, Sci-
ence, /196, 161-169. (1977)]. A fag gyljteményt élesz-
t6 GAPDH mRNS-sel komplementer DNS-sel szirjiik,
€s e klonok egyikébdl szarmazo élesztd GAPDH gént
beklonozzuk vagy mintegy korilbeliil 3,3 kg BamHI
fragmentumként a pBR322 plazmid BamHI helyére
(pGAP-2) vagy mintegy korilbeliil 2,1 HindIll frag-
mentumként a pBR322 plazmid HindlII helyére
(pGAP-1).

A pBR322 plazmidot EcoRI-gyel és Sall-gyel
emészijik. a végeket betoljik és hozzdkapesoljuk Bam-
HI linkerekhez, ezutan BamHI-gyel valé emésztés ko-
vetkezik, majd a 3,8 kb BamHI-BamHI fragmentumot
g€Ibdl izolaljuk, recirkularizaljuk - n-ligdz reakcioval,
klénozzuk és a pBRARI1-Sal jellel Iatjuk el. A fentiek
szerint jzoldlt 1,4 kb BamHI-BamHI fragmentumot be-
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épitjiik a BamHI-gyel emésztett, alkalikus foszfatézzal GAL1 és GAL10 gének GAL4 szabalyoz6 szekvencis-
kezelt pPBRAR1-Sal vektorba, misltal az amp* génnel el- jét reprezentdlja.
lenkez8 orientdciGji fragmentumot tartalmazé 5,3 kb A kapott fragmentumot beépitjiik a pBR322 plaz-
pPGAP plazmidhoz jutunk. midba, melyet EcoRI-gyel és BamHI-gyel teljesen
5 megemésztettiink, majd alkalikus foszfatazzal kezel-
9. példa tiink, hogy megakadalyozzuk az oligomeriziciét, s 1gy
GAL szabdlyozdssal rendelkezd plazmidok a pPBRGAL4 plazmidhoz jutunk.
szerkesztése A pBRGAL4 plazmidot teljesen megemésztjiik
A pLGSDS5 plazmidot a Guarente és munkatarsai Sau3A-val, a tillégé végeket Klenow-fragment segit-
altal leirt [Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79, 7410-7414. 10 ségével betdltjiik, a keletkezd telt-végd (blunt-ended)
(1982)] médszerrel allitjuk el6. A plazmiddal a kovet- fragmentumot Sall linkerekhez (CGTCGACG) kap-
kez8 manipulécidkat végezziik: csoljuk, majd Sall-gyel és Xhol-gyel emésztiink. A
eldszor Xhol enzimmel hasitjuk, a tGllégé végeket kapott 370 bp fragmentumot gélelektroforézissel izo-
a DNS polimeréz I Klenow fragmentjének (,,Klenow laljuk. Ez a fragmentum az eredeti 370 bp nagysiga

fragment”) segitségével betoltjik, Osszekapcsoljuk 15 élesztd GAL4 szabalyozé szekvencia Xhol és Sall vé-
EcoRI linkerekkel (GGAATTCC), majd teljesen gekkel.

emésztjiik ExoRI-gyel és Sau3A-val. Ekkor egy 370 bp E fragmentumot ezutén a plotS plazmidba klénoz-
fragmentumot is kapunk, melyet gélelektroforézissel zuk (lasd 4. példa). A plotS plazmid szerkesztése a
izoldlunk, s ez a fragmentum az éleszt§ GALI és kovetkezOképpen torténik: az aldbbi szekvenciaji
GALI10 génjei kozti szekvenciét tartalmazza, mely a 40 bp polilinker fragmentumot
EcoRI BamHI Belll _Xbal HindIII
I | | | l
57 AATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGATCTCTAGAAGCTTCAG
37 GGGCCCCTAGGCAGCTGGACGTCTAGAGATCTTCGAAGTC
I I I !
Smal Sal Pstl Pvull

a pBR322 plazmidba épitjiik be, EcoRI-Pvull szubszti- lezve. Ezt az eredményt az élesztSben termelt hSOD és
tuensként, majd a Pvull helyre a trp-lac promoter [Rus- az autentikus acetilezett humén anyag tripszines kezelése
sell és Bennett, Gene, 20, 231-245 (1982)] beépitése 30 révén kapott peptidek dsszehasonlitd vizsglata is igazol-
kovetkezik a polilinker szekvencia felé orientdlt = ja, azaz mindkét mintaban azonosak voltak a tripszinnel
transzkripciéval. A plot5S plazmidot teljesen meg- kezelt proteinek, beleértve az N-terminalisokat is, ami az
emésztjiik Sall-gyel, ezutén alkalikus foszfatizzal ke- élesztében kifejezddott termékben az acetilezett N-termi-
zeljiik, majd az eldbb kapott 370 bp fragmentumot be- nélis ALA-csoport jelenlétére utal.
épitjiik a plot5-be, s igy kapjuk a plotSGAL4/370 plaz- 35
midot. Ezt a plazmidot teljesen megemésztjik 11. példa
BamHI-gyel és Sall-gyel, hogy tjra megkapjuk a poli- A humdn SOD-gén izoldldsa
linker fragmentum 6 bazispirra terjedd individuélis A humén SOD-gén izoldlasa céljabdl humén geno-
fragmentumét. Ezt a fragmentumot a pCl/1 plazmid- mot reprezentilé lambda bakteriofdg gyijteményt [R.
hoz kapcsoljuk, miutdn azt teljesen megemésztettik 40 Lawn és munkatdrsai, C,11, 15, 1157-1174 (1978)] szdi-
BamHI-gyel és Sall-gyel, majd alkalikus foszfatizzal riink radioizotppal jelzett DNS prébaanyaggal, melyet
kezeltiik, hogy megakadilyozzuk a gydriibe zarédast. huméan SOD cDNS-b8] készitiink. Egy milli fig plakkot
A keletkez8 plazmidot a pC1/1GAL4/370 jelzéssel lt- szfirtiink és 13 pozitivan hibridiz4l6 plakkot tisztitottunk.
juk el. A BamHI-Sall fragmentum a pCl/1 vektor A fag DNS restrikciés endonukledzzal val6 vizsgalata azt
pBR322-b4] 4116 részében helyezkedik el. 45 mutatta, hogy legalabb 5 kiilonb6z8 gén van jelen, mely

Az élesztSben termelt phSOD polipeptid azonos a szerint feltételezhetd, hogy masféle SOD-t meghatarozé
természetes humén proteinnel. Az élesztSben eldillitott gének és géntermékek is léteznek. Egy ilyen gén-jeldlt a
hSOD a proteinnel azonos médon vindorol dgy legutébb felfedezett extracelluldris CwZn SOD [S.
poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-sel és SDS nél- Marklund, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 79, 7634-7638
kil is), mint agar6z gél elektroforézissel vizsgdlva (lasd 50 (1982)]. Hogy az autentikus citoplazma Cu/Zn SOD-gént
fent). Ezenkiviil, ha az igen tiszta éleszt6 polipeptidet ti- a rokon génektd] megkiilonboztethessiik, az alabbi szin-
zenkét Edman degradaciés ciklusnak vetjiik ald, ugyan- tetikus DNS-anyagokat alkalmaztuk:
azt a szekvencidt kapjuk, mint amit az E. coliban termelt 5’-AATGCTTCCCCACACC-3’ és 5°-CTCAGT-
human proteinre lekdzoltek (1-10 csoport) és fent bemu- TAAAATGTCTGTTTG-3", melyek a 19-26 amino-
tattunk. Azonban a bevitt proteinhez viszonyitva—mold- 55 savnak, illetve a 3’ transzlatilatlan régiéban 1évé 3°
ris alapon — a kimutatott érték a vartnak csak 5-10%-a. termindtor .kodonbdl valé 193-213 nukleotidoknak
Ez az alacsony kimutathatGsdgi szint azt mutatja, hogy az felelnek meg. A tizenhdrom genom DNS kéziil csak
N-termindlis aminosav blokkolva van, feltehetSen aceti- egy hibridizalt ezekkel a préba-anyagokkal, jelez-

11
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vén, hogy ez az autentikus humén citoplazma SOD-
gén. Ezt az N-termindlis régié DNS szekvencia ana-
lizise is bizonyitja. Az 5. abrdn bemutatjuk az anali-
zis eredményét, azaz a protein szekvencia analizissel
bizonyitott aminosav szekvenciat. Ez azt is jelenti,
hogy a SOD-nak nincs preproteinje, minthogy az
inicidtor metionin kodontdl 5° felé kilenc nukleotid-
dal egy in-frame terminator kodon létezik. Az 5.
abrén lathatd, hogy a humén Cu/Zn SOD-gén kozbe-
esd szekvencidkat tartalmaz. A SOD-gén térképe,
melyet a 6. dbra mutat, azt mutatja, hogy tébb kézbe-
esd szekvencia is létezik.

Bér a taldlmany szerinti eljardst a jobb megériés
érdekében példakkal és abrakkal megvildgitva a fenti-
ekben részletesen leirtuk, mégis magdtSl értetddik,
hogy bizonyos véltoztatasok és mddositasok végrehajt-

10
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haték a csatolt szabadalmi igénypontokban megfogal-
mazott koron beldl.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras acetilezett human réz-cink szuperoxid-
diszmutaz elGéllitdsara, melynek soran
i) szuperoxid-diszmutdzt kédolé DNS szekvenciét
tartalmazo kifejezd vektort készitiink,
i1) az élesztd gazdasejtet transzforméljuk a vektorral,
ii1) a transzformalt gazdasejiet tenyésztjiik, és
iv) a keletkezett acetilezett human szuperoxid-diszmu-
tazt kinyerjiik,
azzal jellemezve, hogy az alabbi humin szuperoxid-
diszmutazt kddoldé DNS-szekvenciat:

GCG
GGC
GTG
CAT
GGT
GAT
AARA
CTC
GAA
AAG
ATC

ACG
ATC
TGG
GTT
cCcT
GAA
GAT
TCA
AAA
ACA
GCC

AAG
ATC
GGA
CAT
CAC
GAG
GGT
GGA
GCA
GGA
CAA

GCC
AAT
AGC
GAG
TTT
AGG
GTG
GAC
GAT
AAC
TAA

GTG
TTC
ATT
TTT
AAT
CAT
GCC
CAT
GAC
GCT

TGC
GAG
AAA
GGA
CCT
GTT
GAT
TGC
TTG
GGC

GTG
CaG
GGA
GAT
CTA
GGA
GTG
ATC
GGC
AGT

CTG
AAG
CTG
AAT
TCC
GAC
TCT
ATT
AAA
CGT

AAG
GAA
ACT
ACA
AGA
TTG
ATT
GGC
GGT
TTG

GGC
AGT
GAA
GCA
AAA
GGC
GAA
CGC
GGA
GCT

GAC
AAT
GGC
GGC
CAC
AAT
GAT
ACA
AAT
TGT

GGC
GGA
CTG
TGT
GGT
GTG
TCT
CTG
GAA
GGT

CCA
CCA
CAT
ACC
GGG
ACT
GTG
GTG
GAA
GTA

GTG
GTG
GGA
AGT
CCA
GCT
ATC
GTC
AGT
ATT

CAG
AAG
TTC
GCA
AAG
GAC
TCA
CAT
ACA
GGG

vagy az ugyanezen polipeptidet kédold varidnsat, me-
lyek 5°-végén olyan acetilezd szignél helyezkedik el,
amelynek els6 kodon-helyzetében glicin vagy alanin,
€s a masodik kodonhelyzetben polaris aminosav van,
tartalmazé kifejez6 vektort készitiink.

(Elstbbsége: 1984. 05. 11.)

2. Eljaras humén réz-cink szuperoxid-diszmutéz ki-
fejezésére alkalmas vektor el6allitasara, melynek sordn
1) inicidciés kodonnal és stop kodonnal rendelkezd,

30

35

humén réz-cink  szuperoxid-diszmutdzt  kédolé

struktdrgént készitiink,

a kapott struktirgént transzkripcios és transzlacios

fazisban a promoter és riboszéma koétShely utén

beépitjiik, és

iii) az eldallitott kifejezd egységet egy vektorral kom-
binaljuk,

azzal jellemezve, hogy struktirgénként az alabbi hu-

man szuperoxid-diszmutazt kédold DNS-szekvenciat:

ii)

GCG
GGC
GTG
CAT
GGT
GAT
AAA
CTC
GAA
AAG

ACG
ATC
TGG
GTT
CCT
GAA
GAT
TCA
AAA
ACA

AAG
ATC
GGA
CAT
CAC
GAG
GGT
GGA
GCA
GGA

GCC
AAT
AGC
GAG
TTT
AGG
GTG
GAC
GAT
AAC

GTG
TTC
ATT
TTT
AAT
CAT
GCC
CAT
GAC
GCT

TGC
GAG
AAA
GGA
CCT
GTT
GAT
TGC
TTG
GGC

GTG
CAG
GGA
GAT
CTA
GGA
GTG
ATC
GGC
AGT

CTG
AAG
CTG
AAT
TCC
GAC
TCT
ATT
AAA
CGT

AAG
GAA
ACT
ACA
AGA
TTG
ATT
GGC
GGT
TTG

GGC
AGT
GAA
GCA
AAA
GGC
GAA
CGC
GGA
GCT

GAC
AAT
GGC
GGC
CAC
AAT
GAT
ACA
AAT
TGT

GGC
GGA
CTG
TGT
GGT
GTG
TCT
CTG
GAA
GGT

CCA
CCa
CAT
ACC
GGG
ACT
GTG
GTG
GAA
GTA

GTG
GTG
GGA
AGT
CCA
GCT
ATC
GTC
AGT
ATT

CAG
AAG
TTC
GCA
AAG
GAC
TCA
CAT
ACA
GGG

ATC GCC CAA TAA
vagy az ugyanezen polipeptidet kddold varidnsat alkal-
mazzuk.

(Els6bbsége: 1983. 10. 03.)

3. A 2. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy promoterként egy élesztSpromotert vagy egy
bakteridlis promotert alkalmazunk.

(Els&bbsége: 1983. 10. 03.)

4. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan struktirgént készitiink, mely a DNS-szek-

vencia 5’-helyzetében acetilez szignalt tartalmaz.

50

55
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(Elsébbsége: 1983. 10. 03.)

5. Eljaras baktériumtenyészetek human réz-cink
szuperoxid-diszmutdz termelSképességének fokozésa-
ra, azzal jellemezve, hogy a 2. igénypont szerinti elja-
réssal elddllitott  vektor riboszoma kotShelye és az
inicidcios kodon kdzdtt 1-4 nukleotid-szami DNS-hi-
dakat alakitunk ki, és a kapott vektorokkal gazda mik-
roorganizmust transzformélunk, és azt enyésztjik, és a
legnagyobb termelSképességet biztositd telepeket sze-

- lektdljuk. (ElsSbbsége: 1983. 10.03.) - [
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10
gly
GG

ser
AGT

40

glu
GAA

ala

70
lys
AAA

gly

100
glu
GAA

arg
ceC

130

gly
GGA

ala
GCT

GAGGCCCCTTAACTCATCTGTTATCCTGCTAGCTC -

asp
GAC

asn
AAT

gly
GGC

gly
GGC

his
CAC

asn
AAT

2sp

GAT

thr
ACA

asn
AAT

cys
TGT

A hSOD transzléacidja

gly pro val
GGC CCA GTG
*Sau 96 1

gly pro val
GGA CCA GTG
*Sau 96 |

leu his gly
CTG CAT GGA

cys thr ser
TGT ACC AGT

gly gly pro
GGT GGG CCA

val thr ala
GTG ACT &CT

ser val ile
TCT GTG ATC

feu val vai
CTG GTG GTC

glu glu ser
GAA GAA AGT

gly val lle
GGT GTA ATT
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gln gly
CAG GGC

30
lys val
AAG GTG

phe his
TTC CAT

60
ala gly
GCA GGT

lys asp
AAG GAT

90
2sp lys
GAC AAA

ser leu
TCA CTC

120
his glu
CAT GAA

thr lys
ACA AAG

150

gly 1le
GGG ATC

Tle
ATC

trp
TGG

val

GTT

pro
CcCT

glu
GAA

asp

GAT

ser
TJCA

lys
AAA

thr
ACA

ala
GCC

Ile
ATC

gly
GGA

his
CAT

his
CAC

glu
GAG

gly

gty
GGA

ala
GCA

gly
GGA

153

gin
CAA

asn
AAT

ser
AGC

glu
GAG

phe
T

arg
AGG

val
GTG

asp
GAC

asp
GAT

asn
AAC

oc
TAA

2Aful

A transzlatélt hSOD molekulatdmece =

4. 4bra

16

20

phe glu gin lys glu

TTC GAG CAG AAG GAA
#*Taql

ile lys gly leu thr
ATT AAA GGA CTG ACT

50
phe gly asp asn thr
TTT GGA GAT AAT ACA

asn pro lau ser arg
AAT CCT CTA TCC AGA

80
his val gly asp leu
CAT GTT GGA GAC TTG

ala asp val ser ile
GCC GAT GTG TCT ATT
110

his cys Tle 1le gly
CAT TGC ATC ATT GGC

asp lau gly lys gly
GAC TTG GGC AAA GGT
140

ala gly ser arg leu
GCT GGC AGT CGT TT6G

ACATTCCCTTGGCTGTAGICT

14893.03%
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CTGCAGCGTCTGGGGTTTCCGTTGCAGTCCTCGGAACCAGGACCTCGGCGTGGCCTAGCGAGTT

T CGGAGGCTTG

G AAG ?CAAGGGCTGGGA

n Lys
————]

5.4bra
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kb, 130-153

0

aminosava
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Pstl

6kb

2-3kb
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