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Eljaras tripla hélix formacié tisztitisara immobilizalt oligonukleotidon

A taladlmany targyat olyan uj DNS tisztitdsi eljaras képezi,
amely lehetdvé teszi terdpias céllal felhaszndlhatdé kettds-szalua
DNS gyors tisztitdsat. Az eljaras a DNS szekvencia és egy oligo-
nukleotid kozotti specifikus kolcsénhatdson alapul. A taladlmany
szerinti eljaris lehetdvé teszi kettds-szala DNS tiszta kinyeré-
sét mas komponenseket is tartalmazé oldatbdél. Az eljarads lénye-
ge, hdgy a tisztitanddé kettés-szadli DNS-t tartalmazdé oldatot
olyan kovalensen kapcsolt oligonukleotidot tartalmazé hordozén
vezetik at, amely nevezett kettds-szald DNS—bén jelen levs spe-
cifikus szekvencidval hibridiz&lva, tripla hélix formaciét hoz
létre.

Az oligonukleotid és a kettds-szdlu DNS specifikus szekven-
cidja kozotti affinitds novelése és zavard tényezdk kikiiszobdlé-
se érdekében a hordozén rogzitett oligonukleotid tartalmazhat
médositasokat.

Az eljaréas kilonosen alkalmas rekombindns udton nyert kettds-
szalua DNS plazmidoknak a gazdaszervezetbdl ereddS genomidlis vagy
kromoszémalis DNS-t61 vald megtisztitdsdra. Kettés-szalua DNS-en

kivil kett6s-sza31d RNS-ek tisztitdsadra is alkalmazhatd.
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Eljaras tripla hélix formacioé tisztitasara immobilizalt oligonukleotidon

A taldlmény targyat DNS tisztitdsdra szolgdld uj eljaréas ké-
pezi. A taldlmany szerinti eljards lehetdévé teszi gydgyszerésze-
tileg felhaszndlhaté kettds-szAalud DNS gyors tisztitdsat. Ponto-
sabban, a taldlmény szerinti eljdrds a DNS szekvencia és egy
oligonukleotid k&zdtti specifikus hibridizdciét foglal magéban.

Gén- és sejtterdpias technikdk manapsdg figyelemre méltd
fejlédésen mennek keresztil. Ezeknek a technikdknak velejardja
nagy mennyiségli, gydgyszerészeti tisztasdgu DNS eldallitaséanak a
lehet&Ssége. Ezekben az Uj terdpidkban valdéjdban a gydgyszer
gyakran tartalmazza magat a DNS-t és elengedhetetlen annak meg-
felelé mennyiségben torténé elddllitasa, izoladlasa és olyan mér-
tékd tisztitédsa, hogy az emberi szervezetben terapiasan felhasz-
ndlhaté legyen.

Az utdébbi években szamos riport bemutatta plazmid DNS
injektalasanak a megvaldésithatdésagat terdpiés célra vagy
vakcindlasra, szemléltetve, hogy kilénbsz8d sejttipusok képesek
DNS expresszidés vektorokat felvenni és ezt kdvetden ezen
plazmidok &ltal kdédolt géneket kifejezni [Ledley, Hum. Gene
Ther. 6, 1129 (1995)].

A génterapidban vagy vakcindlasban alkalmazott gének kozé
tartozhatnak példaul tumor szuppresszor gének, o&ngyilkos gének
vagy antiszenz szekvencidk. Ezek kdédolhatnak fehérjéket is, ugy-
mint alfa-fetoproteint (AFP-t) [Morinaga, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80, 4604 (1983)], enzimeket, hormonokat, citokineket, n&éve-

kedési faktorokat, ugymint FGF-t [Jouanneau et al., Proc. Natl.



Acad. Sci. USA 88, 2893 (1991) ] vagy VEGFB-t [Olofsson et al.,
Proceedings 93, 576 (1996)1, alvadasi faktorokat, ugymint
B-deletalt VIII faktort [Truett et al., DNA 4, 333 (1985)],
apolipoproteineket, neuro-transzmittereket, neurotréf faktoro-
kat, természetes vagy kiméra immunglobulint. Riporter gének,
ugymint az Escherichia coli P-galaktozidazt kdédold lacZ szintén
haszndlatosak.

Plazmid DNS, mint gént sz4allitdé vektor emberi szervezetben
torténd felhaszndldsanak f& kihivadsait ennek a terméknek az 1i)
el6dllitdsa és ii) tisztasdga jelenti. Plazmid vektorok nagy pél-
danyszamban torténé eldéallitdsat Escherichia coli gazdaszervezet-
ben nemrég kifejlesztették. A manapsdg haszndlatos plazmidok vagy
ColEl-b81 szarmazd plazmidok, ugymint pBR322, pUC vagy pBluescript
[(Lahijani et al., Hum. Gene Ther. 7, 1971 (1996)] vagy pCOR
plazmi-dok [Soubrier et al., Gene Therapy 6, 1482 (1999)].

Plazmid DNS-nek, mint génterdpias vektornak a felhasznalasa-
val kapcsolatban felmerild$ madsodik gond a plazmid vektor tiszta-
sdga. A Jjelenleg haszndlatos tisztitdsi mddszerek, uUgymint ult-
racentrifugdlads CsCl gradienssel vagy kromatografia nem mindig
hatékony az olyan szennyezések, mint a gazdaszervezet genomidlis
DNS-e és RNS-e vagy fehérjék eltdvolitdsdban. Kildndésen nagyon
nehéz a gazdaszervezet genomidlis DNS-ének eltavolitasa klasszi-
kus kromatogrdfia alkalmazasaval, mivel ennek kémiai szerkezete
nagyon koézel 411 a plazmid DNS szerkezetéhez. Klasszikus kroma-
tografidval nyert plaz-mid készitményekben jellemzden 0,5-1%-ig
taldlhaté gazdaszervezet genomidlis DNS. Ezért tehat human gén-

terdpia céljara plazmid DNS, mint biztonsigos vektor kifejlesz-
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tése érdekében olyan tisztitdsi technolégidkra van sziikség, ame-
lyek a gazdaszervezetbdl eredd genomidlis DNS tartalmat joéval
alacsonyabb szintekre, jellemzéen 0,1%-ra, sét 0,01%-ra vagy még
alacsonyabbra csdkkentik.

A taldlmany targyadt egyszerd és kilonésen hatékony 0Uj DNS
tisztitdsi eljaras képezi. Ez kilondsen nagy tisztasdg elérését
teszi lehetdévé magas hozammal. A taldlmdny szerinti eljarés
alapvetéen a tisztitandd DNS-be inszertdlt szekvencia és termé-
szetes vagy médositott bazisokbdél 4&l16 oligonukleotid kozotti
specifikus ko&lcsdnhatdson alapul.

Azt mAr kimutattdk, hogy bizonyos oligonukleotidok képesek
specifikusan kolcsénhatdsba lépni a DNS kettds hélix széles ar-
kdban, 1lokalisan tripla hélixet alkotva, amely a cél gének
transzkripciéjanak gatladsdhoz vezet [Héléne et Toulmé, Biochim.
Biophys. Acta 99, 1049 (1990)]. Ezek az oligonukleotidok szelek-
tiven felismerik a kettés hélixet oligopurin-oligopirimidin szek-
venciaknal — olyan régidkban, ahol az egyik szdlon oligopurin
szekvencia, a komplementer szdlon pedig oligopirimidin szekven-
cia taladlhaté — és ezeknél helyileg tripla hélixet képeznek. A
harmadik sz4l (az oligonukleotid) bazisai hidrogén hidakat
(Hoogsteen vagy reverz Hoogsteen kotéseket) képeznek a Watson-
-Crick-féle bazisparok purinjaival.

Ilyen tipusu kdlcsdnhatds felhaszndldsat plazmid izolélashoz
mar kordbban leirtadk. Igy példaul Ito és munkatdrsai [PNAS 89,
495 (1992)] 1leirjak bizonyos plazmid szekvencia felismerésére
képes biotinezett oligonukleotid felhasznidlasat és ezzel torténd

tripla hélix kialakitadst. Az 1igy képzett komplexeket azutan

75.756/BE



érintkezésbe hozzdk sztreptavidinnel bevont magneses gydngydk-
kel. A biotin és sztreptavidin ko6zotti kélcsdnhatds azutan lehe-
tévé teszi a plazmid izoldlasat a gydngydk eluciét kdvetd magne-
ses szeparalasaval. Ennek a médszernek van azonban néhany hatra-
nya. Két egymast kovetd specifikus kolcsdnhatéds létrejodttére van
szlikség, az elsé az oligonukleotid és a plazmid k&ézdétt, a maso-
dik pedig a biotinezett komplex és a sztreptavidin gydngydk ko-
zott. Tovabba a végsé oldat szennyezett 1lehet biotinezett
oligonukleotiddal és igy nem haszndlhaté fel gyodégyszerészeti ké-
szitményként.

A talalmany targyat uj, Jjavitott DNS tisztitdsi eljaras ké-
pezi, amely felhasznalja a kolcsonhatasnak ezt a tipusat. Még
specifikusabban, a taldlmidny szerinti eljards hordozéhoz kova-
lensen kapcsolt oligonukleotidokat alkalmaz. Ez az eljaras kiilo-
nosen gyors, magas hozamokat és nagyfoku tisztasdgot eredményez.
Ezenkivil lehetdévé teszi DNS tisztitadsat olyan komplex keveré-
kekb&l, amelyek mas nukleinsavakat, fehérjéket, endotoxinokat
(4gymint lipopoliszacharidokat), nukledzokat és hasonldékat tar-
talmaznak. A felhaszndlt hordozdék ezenkiviil kénnyen megujithatédk
és a kapott DNS-ek jobb gydgyszerbiztonsdgi sajatsagokat mutat-
nak. Végil ez az eljaras, szemben az eldz8 mdédszerekkel csak egy
lépésbél 4ll.

Ennélfogva a taladlmany elsd megvalésitdsa olyan kettds-szalu
DNS tisztitd eljaras, amely szerint a nevezett DNS-t egyéb kom-
ponensekkel keverten tartalmazé oldatot olyan oszlopon vezetjiik
végig, amelyhez a nevezett DNS-ben jelen levé specifikus szek-

venciaval hibridizacié révén tripla hélixet képezd oligonuk-
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leotid kovalensen kapcsoldédik. A specifikus szekvencia eléfor-

dulhat természetes koriilmények kozdétt a kettds-szadlu DNS-ben

vagy lehet mesterségesen bevezetett szintetikus szekvencia.

A talalmanyban felhasznalt oligonukleotidok olyan oligonuk-
leotidok, amelyek kozvetlenil hibridizalnak a kett8s-szala DNS-
sel. Ezek az oligonukleotidok a kovetkezd béazisokat tartalmaz-
hatjak
e timint (T), amely a kettSés-szalti DNS A-T kettdsével tripletet

képezhet [Rajagopal et al., Biochem. 28, 7859 (1989)1:

e adenint (A), amely a kettds-szali DNS A-T kettdsével tripletet
képezhet;

e guanint (G), amely a kettés-szalu DNS G-C kettdsével tripletet
képezhet;

e protondlt citozint (C+), amely a kettds-sz&la DNS G-C kettdsé-
vel tripletet képezhet [Rajagopal et al., Biochem. 28, 7859
(1989)1;

e uracilt (U), amely A-U vagy A-T bazisparokkal képezhet
tripletet.

A felhasznalt oligonukleotid eldnydsen citozinban gazdag
homopirimidin szekvencidt tartalmaz és a DNS-ben jelen levd spe-
cifikus szekvencia homopurin-homopirimidin szekvencia. Citozinok
jelenléte teszi lehetdévé tripla hélix létrejdttét, amely savas
pH-nal, ahol a citozinok protondlt &llapotban vannak stabil és
alkalikus koridlmények kozott, ahol a citozinok semlegesek desta-
bilizalt.

Ahhoz, hogy a tripla hélix hibridizaciéval 1létrejshessen

fontos, hogy az oligonukleotid és a DNS-ben jelen levd specifi-
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kus szekvencia egymassal komplementer legyen. Ebben az o¢sszeflg-
gésben a legjobb hozam és a legjobb szelektivitds eléréséhez a
taldlmadny szerinti eljaréasban olyan oligonukleotidot és specifi-
kus szekvencidt alkalmazunk, amelyek teljes mértékben egyméas
komplementerei. Ez f&leg poli(CTT) oligonukleotid és poli (GAA)
specidlis szekvencia lehet. Példaként megemlitheté a kovetkezd
szekvencidju oligonukleotid:
5-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTICTT-3'(GAGG(CTT)7; 1. szamia szekven-
cia), amelyben a GAGG bazisok nem alkotnak tripla hélixet, de
lehetdévé teszik az oligonukleotid elhelyezkedését a kapcsold
kartél eltekintve; a (CTT); (26. szdmi szekvencia) szintén megem-
lithetdé. Ezek az oligonukleotidok képesek tripla hélix kialaki-
tasara komplementer egységeket (GAA-t) tartalmazd specifikus
szekvencidval. A szdban forgd szekvencia féleg olyan régid le-
het, amely 7, 14 vagy 17 GAA egységet tartalmaz, a példadkban le-
irtak szerint.

Egy masik kiloéndsen fontos szekvencia az
5'-AAGGGAGGGAGGAGAGGAA-3' (5. szami szekvencia). Ez a szekven-
cia tripla hélixet képez az 5-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-3' (6. szamu
szekvencia) vagy az 5-TTGGTGTGGTGGGTGGGTT-3' (7. szamu szek-
vencia) oligonukleotidokkal.

Ebben az esetben az oligonukleotid ellentétes parhuzamos ori-
entacidban koétédik a polipurin szdlhoz. Ezek a tripla hélixek csak
Mg2+ jelenlétében stabilak [Vasquez et al., Biochem. 34, 7243-7251
(1995); Beal and Dervan, Science 251, 1360-1363 (1991)].

Fentiek szerint a specifikus szekvencia lehet a kettd8s-szalu

DNS-ben természetesen eldforduld szekvencia vagy késébb, mester-
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ségesen bevezetett szintetikus szekvencia. Kiulondsen eldnyds
olyan oligonukleotid alkalmazasa, amely képes tripla hélix ki-
alakitdsdra a kettds-sz4lu DNS-ben természetesen eléforduld
szekvenciadval, példaul egy plazmid replikacidés origdjdban vagy
marker génben. Ebben az 6sszefliggésben plazmid szekvencia anali-
zist végezve kimutathatdé volt, hogy ezen DNS-ek néhédny régidija,
kiloéndsen a replikdcidés origdéban homopurin-homopirimidin régidk-
kal rendelkezett. Ezekkel a természetes homopurin-homopirimidin
régidkkal tripla hélix kialakitasara képes oligonukleotidok
szintézise eldényosen lehetdévé teszi a taldlmany szerinti eljarés
alkalmazasat médositatlan plazmidokra, kildéndsen a kereskedelem-
ben kaphaté pUC, pBR322, pSV és hasonldé plazmidokra. A kettdés-
szalua DNS-ben természetes kéruilmények kozott elé6forduld
homopurin-homopirimidin szekvencidk ko6zoétt megemlithetd a ColEl
E. coli plazmid replikdcidés origdéjadban jelen 1levd, egészében
vagy részben az 5-CTTCCCGAAGGGAGAAAGG-3° (2. szamu szekvencia)
szekvencidt tartalmazé szekvencia. Ebben az esetben a tripla
hélixet alkoté oligonukleotid a kovetkezd szekvencidval rendel-
kezik: 5-GAAGGGCTTCCCTCTTTCC-3' (3. szamu szekvencia) és fel-
vadltva kapcsolédik a kettds hélix két szaldhoz Beal és Dervan
[J. Am. Chem. Soc. 114, 4976-4982 (1992)] és Jayasena és
Johnston [Nucl. Acids Res. 20, 5279-5288 (1992)] leirédsa sze-
rint. A pBR322 plazmid B-laktamaz gén 5-GAAAAAGGAAGAG-3' szekven-
cidja szintén megemlithetd [Duval-Valentin et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89, 504-508 (1992)].

Két tovabbi célszekvencidt azonositottunk ColEl és pCOR

replika-ciés origdkban, amelyek egyes oligonukleotidokkal triplex
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szerkezet kialakitdsdra képesek. ColEl-bél szarmazd plazmidok 12-
tagi homopurin szekvenciat (5-AGAAAAAAAGGA-3') (27. szama szek-
vencia) tartalmaznak a plazmid replikdcidéban foglalt RNS-II
transzkriptumtél upstream helyzetben [Lacatena et al., Nature
294, 623 (1981)]. Ez a szekvencia stabil triplex szerkezetet ké-
pez a 12-tagu komplementer S-TCTTTTTTTCCT-3' (28. szami szekven-
cia) oligonukleotiddal. A pCOR vaz 14 nem ismétlédé bazis homopurin
szakaszat (5-AAGAAAAAAAAGAA-3') (29. szamu szekvencia) tartalmaz-
za, amely pCOR y replikacidés origdéjanak az A + T-ben gazdag szeg-
mensében helyezkedik el [Levchenko et al., Nucl. Acids Res. 24,
1936 (1996)]. Ez a szekvencia stabil triplex szerkezetet képez a
14-tagt komplementer S5-TTCTTTTTTTTCTT-3' (30. szama szekvencia)
oligonukleotiddal. A megfeleld oligonukleotidok 5-TCTTTTTTTCCT-3'
(28. szama szekvencia) és S-TTCTTTTTTITTCTT-3' (30. sza&mu szekven-
cia) hatékonyan és specifikusan veszik célba a nekik megfeleld,
vagy a ColEl (ori) vagy a pCOR (oriy) replikacidés origdkban elhe-
lyezkedé komplementer szekvencidkat. Valdéjdban egyetlen nem-
kanonikus triad (T*GC vagy C*AT) a triplet szerkezet teljes
destabilizdciéjit eredményezheti.

Egy replikaciés origdban vagy marker génben jelen levd szek-
venciaval tripla hélix kialakitdsdra képes oligonukleotid
felhasznalésa kilonosen eldnyds, mivel lehetévé teszi a nevezett
replikaciés origdét vagy nevezett marker gént tartalmazdé barmely
DNS tisztitasat ugyanezzel az oligonukleotiddal. Ennélfogva nem
feltétlenil szikséges a plazmid vagy a kettds-szali DNS mdbdosi-
tadsa mesterséges specifikus szekvencia beépitéséhez.

J6llehet teljes mértékben komplementer szekvencidkat részesi-
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tink eldényben, néhdny parosoddsi hiba az oligonukleotid szekvenci-
dja és a DNS-ben jelen levé szekvencia kozdtt tolerdlhatd, ameny-
nyiben ez nem vezet tdl nagy affinitds vesztéshez. Megemlithetd az
E. coli p-laktamaz génben jelen 1levs 5-AAAAAAGGGAATAAGGG-3'
szekvencia (8. sza&mu szekvencia). Ebben az esetben a polipurin
szekvenciat megszakitdé timint felismerheti egy guanin a harmadik
szadlon, ez&ltal G*TA tripletet alkotva, amely stabil, ha két
T*AT triplet szegélyezi [Kiessling et al., Biochem. 31, 2829-
2834 (1992)].

Egy specialis megvaldsitasban a taldlmadny szerinti oligonuk-
leotidok tartalmazzdk a (CCT)n, a (CT)n vagy a (CTT)n szekvenci-
at, amelyekben n 1-15 kozotti szam. Kilonosen elénydés a (CT)n
vagy (CTT)n tipusu szekvencidk haszndlata. Azt taldltuk, hogy a
tisztitds hozamdt valdjdban az oligonukleotid C tartalma befo-
lyasolta. A 7. példdban bemutatott médon a tisztitds hozama no-
vekszik, ha az oligonukleotid kevesebb citozint tartalmaz. Meg-
jegyezzik, hogy a taldlmany szerinti oligonukleotidok kombinal-
hatjdk is a (CCT), (CT) vagy (CTT) egységeket.

A felhasznalt oligonukleotid lehet természetes (mdédositat-
lan, természetes bazisokbdl felépild) vagy kémiailag mddositott.
Az oligonukleotid eldénydsen rendelkezhet bizonyos kémiai médosi-
tasokkal, amelyek lehetévé teszik nukledzokkal szembeni rezisz-
tencidjat vagy védelmét vagy megndvelik a specifikus szekvencia-
hoz valé affinitéaséat.

A talédlmany szerint oligonukleotidok alatt értink olyan egy-
mast kovetd, Osszekapcsolt nukleozidokat, amelyeknél a vazat

nukledzokkal szembeni rezisztencia céljabél mddositottuk. Lehet-
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séges moédosulatok kozoétt ugyanugy megemlithetdk oligonukleotid
foszfortiodtok, amelyek képesek DNS-sel tripla hélix képzésre
[Xodo et al., Nucl. Acids Res. 22, 3322-3330 (1994)], mint
formacetdl vagy metil-foszfondt vazzal rendelkezé oligonukleo-
tidok [Matteucci et al., J. BAm. Chem. Soc. 113, 7767-7768
(1991)]. Nukleotidok a anomerjeibél szintetizdlt oligonukleoti-
dok 1is alkalmazhatdék, amelyek DNS-sel szintén képeznek tripla
hélixet [Le Doan et al., Nucl. Acids Res. 15, 7749-7760 (1987)].
A vadz egy masik mbédositasa a foszforamidat kotés. Megemlithetd
példaul a Gryaznov és Chen altal leirt N3°-P5° nukleotidok ko&-
z6tti foszforamidat kotés, amely az oligonukleotidoknak a DNS-
sel kililondsen stabil tripla hélix kialakitdst tesz lehetdévé [J.
Am. Chem. Soc. 116, 3143-3144 (1994)]. A vaz egyéb médositéasai
kozott ribonukleotidok, 2°-O-metil-ribéz, foszfo-diészter, stb.
[Sun and Héléne, Curr. Opin. Struct. Biol. 116, 3143-3144] szintén
emlithetd. Végul, a foszfor-alapu véaz helyettesithetd poliamid
vazzal, mint peptid nukleinsavakban (PNAs), amelyek szintén alkot-
hatnak tripla hélixeket [Nielsen et al., Science 254, 1497-1500
(1991); Kim et al., J. Am. Chem. Soc. 115, 6477-6481 (1993)] vagy
guanidin-alapi vazzal, mint dezoxiribonuklein-guanidinben (DNGs)
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 6097-6101 (1995)] vagy polika-
tionos DNS analégokkal, amelyek szintén képeznek tripla
hélixeket.

A harmadik szdl timinje helyettesithetd 5-brémuracillal is,
amely megndveli az oligonukleotid DNS-sel szemben mutatott
affinitadsat [Povsic and Dervan, J. Am. Chem. Soc. 111, 3059-3061

(1989)]. A harmadik sz4&l is tartalmazhat nem természetes baziso-
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kat, amelyek kozott megemlitheté a 7-dezaza-2°-dezoxixantozin
[Milligan et al., Nucl. Acids Res. 21, 327-333 (1993)], 1-(2-
—-dezoxi-B-D-ribofuranozil)-3-metil-5-amino-1H-pirazol[4,3-d]pirimidin-
-7-on [Koh and Dervan, J. Am. Chem. Soc. 114, 1470-1478 (1992)],
8-oxo-adenin, 2-amino-purin, 2 -O-metil-pszeudoizocitidin vagy
barmilyen, a szakember A&ltal ismert egyéb mbédositas [attekintést
ladsd Sun and Héléne, Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 345-356 (1993)].

Az oligonukleotid mas tipusu médositasdnak célja kiilondsen
az oligonukleotid és a specifikus szekvencia kozotti kdlcsonha-
tds és/vagy affinitds javitdsa. A taldlmany szerinti legeldényo-
sebb médositas az oligonukleotid citozinjainak metilezésébdl 4ll
(ldsd az 5. példat). Az igy metilezett oligonukleotid figyelemre
méltd sajatsadggal rendelkezik stabil hélix kialakitasdban a speci-
fikus szekvenciaval, semlegeshez kozeli pH tartomanyokban (= 5).
Ez4ltal lehetévé valik a munka a kordbbi nukleotidokkal végzett-
hez képest magasabb pH értékeknél, azaz olyan pH értékeknél,
ahol a plazmid DNS-ek lebomldsanak kockdzata jéval kisebb.

A taldlmany szerinti eljarasban alkalmazott oligonukleotid
hossza 1legalabb 3 bazis, eldénydsen 5-30 bazis. Eldényosen 10
badzisndl hosszabb oligonukleotidot alkalmazunk. A szakember
minden egyes esetre meg tudja hatdrozni az oligonukleotid
hosszat, hozzadillesztve a kolcsdnhatas kivant szelektivitéséhoz
és stabilitasahoz.

Taldlmany szerinti oligonukleotidok barmilyen ismert techni-
kaval szintetizdlhaték. F&leg nukleinsav szintetizaldk segitsé-
gével készitheték el. Nyilvanvalbdan a szakember 4&ltal ismert

barmilyen mas médszer is haszndlhaté.
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Az oligonukleotidot a hordozdéhoz torténd kovalens kapcso-
l6dashoz altaldban funkcidés csoporttal latjuk el. Ehhez mdédosit-
hatjuk lancvégi (termindlis) tiol, amin vagy karboxil csoporttal
az 5° vagy 3° pozicidéban. F&leg merkapto-, amino- vagy karboxi-
-csoport hozzaadasa teszi lehetévé az oligonukleotid hozzakap-
csoldsadt olyan hordozbéhoz, amely diszulfid, maleimid, amin,
karboxil, észter, epoxid, brém-cidn vagy aldehid funkcidés cso-
portokkal rendelkezik. Ezek a kapcsoldédasok diszulfid, tioéter,
észter, amid vagy amin kotések 1létrejottével alakulnak ki az
oligonukleotid és a hordozd kozott. A szakember &ltal ismert
barmilyen mas médszer alkalmazhatd, ugymint példaul bifunkcids
kapcsoldé reagensek.

Tovabbd a kapcsolt oligonukleotiddal torténé hibridizacid
javitdsa érdekében elényds lehet, ha az oligonukleotid tartalmaz
valamilyen ,kar” és ,hézag” bazisszekvencidt. Kar alkalmazasa
valéjaban lehetévé teszi az oligonukleotid egy megvalasztott ta-
volsdgban torténé hozzdkapcsolasat a hordozdédhoz, amely javitja a
DNS-sel vald kolcsonhatds korilményeit. A kar eldnydsen linedris
szénlédncb6él all, amely 1-18, elénydsen 6-12 (CH,) csoportot tar-
talmaz és egy amint, amely lehetévé teszi az oszlophoz torténd
hozzdkapcsoladsidt. A kar foszfat csoporton keresztiil kapcsolddik
az oligonukleotidhoz vagy olyan bazisokbdél 4&llé ,hézag”-hoz,
amelyek nem zavarjdk a hibridizaciét. Ilyenformdn a ,hézag” pu-
rin bazisokat tartalmazhat. A ,hézag” tartalmazhatja példaul a
GAGG szekvenciat. A kar eldénydsen 6-12 szénatomot tartalmazd li-
neadris szénléancbdél 4ll.

A taldlmény megvaldsitdsdhoz kiloénbozé tipust hordozék hasz-
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nalhaték. Ezek lehetnek funkcidés kromatografids hordozdk, oOm-
lesztve vagy oszlopba csomagoltak, funkcidés mlanyag feliiletek
vagy funkcidés latex gyoéngyok, magnesesek vagy egyebek. Eldénydsen
kromatogrdfids hordozdékat alkalmazunk. Kromatogrdfids hordozé-
ként haszndlhatdé példaul agardéz, akrilamid vagy dextradn ugyan-
agy, mint ezek szarmazékai (Ggymint  Sephadex, Sepharose,
Superose stb.), polimerek, ugymint poli(sztirol/divinilbenzol)
vagy ojtott vagy nem-ojtott szilikon. A kromatogrdfids oszlopok
mikodhetnek a diffuzidés vagy perfizids ltizemmdédban.

Jobb tisztitadsi hatasfok eléréséhez kiilondsen eldényds a
plazmidon tobb olyan szekvencia alkalmazasa, amely az oligonuk-
leotiddal hibridiz4aldé pozicidkat tartalmaz. Tobb hibridizaciéds
pozicié Jjelenléte valdéjdban eldésegiti a nevezett szekvencia és
az oligonukleotid kozotti kolcsonhatésokat, amelyek a tisztitési
hatasfok javuldsdhoz vezetnek. Ezért olyan oligonukleotidhoz,
amely n (CCT), (CT) vagy (CTT) ismétlédé motivumot tartalmaz,
eldénydsen olyan DNS szekvenciat alkalmazunk, amely legaldbb n,
és eldénydsen n+l komplementer motivumot tartalmaz. Az n+l komp-
lementer motivumot tartalmazé szekvencia tehdt két hibridizéciéds
pozicidéra ad lehetéséget az oligonukleotiddal. A DNS szekvencia
elénydsen legalabb 11 hibridizacidés pozicidét tartalmaz, azaz
n+l0 komplementer motivumot.

A taldlmany szerinti eljards felhaszndlhatdé barmilyen tipusu
kettd6s-sz41l DNS tisztitdsdra. Az utdbbira egy példa a cirkuléa-
ris DNS, ugymint plazmid, amely &ltaldban egy vagy tébb, terdpi-
as szempontbél fontos gént hordoz. Ez a plazmid hordozhat

replikaciés origdét, marker gént és hasonldkat is. A talilmany
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szerinti eljaras alkalmazhatdé koézvetlenuil sejtlizatumra. Ebben a
megvalésitasban a transzformacidét kovetd sejttenyésztéssel meg-
sokszorozott plazmidot a sejtek lizise utdn kozvetlenil tisztit-
juk. A taldlmadny szerinti eljards alkalmazhatdé tiszta lizatumra
is, azaz a sejt lizisét kovetd semlegesités és centrifugdlés
utdn kapott feluluszéra. Nyilvanvaldéan alkalmazhatd mas ismert
médszerekkel eldétisztitott oldatra is. Ez az eljdras egyarant
lehet&dvé teszi linedris és cirkularis DNS &ltal hordozott, szé-
ban forgd szekvencia tisztitasat kilonbszé DNS-eket tartalmazd
keverékb6l. A taldlmdny szerinti eljards felhaszndlhaté kettds-
sz41l0 DNS tisztitasdra is.

A sejtlizdtum lehet prokaridéta vagy eukaridta sejtek
lizatuma.

Prokariéta sejtek tekintetében E. coli, B. subtilis, S.
typhimurium vagy Streptomyces baktériumok emlitheték példaként.
Eukariéta sejtek vonatkozasdban 4llati sejtek, élesztdk, gombak
és hasonldék emlithetd8k, még specifikusabban Kluyveromyces vagy
Saccharomyces éleszt8k wvagy COS, CHO, C127, NIH3T3 és hasonld
sejtvonalak.

A talalmany szerinti eljaras kidlondsen eldényds, mivel nagy
tisztasadgl plazmid DNS gyors és egyszerl kinyerését teszi lehe-
tévé. A példakban szemléltetett médon ez az eljadrds lehetdvé te-
szi a szdbéban forgd plazmid DNS hatékony elvalasztdsdt szennyezd
komponensektél, ugymint fragmentdlt kromoszémdalis DNS-té61,

endotoxinoktdél, fehérjéktdél, nukledzoktdl és hasonldktdl. Speci-

fikusabban, a taldlmany szerinti eljards lehetévé teszi —— fdleg
plazmid eredetd — kett8s-sz4li DNS 0,5% vagy ennél kevesebb
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kromoszémalis DNS tartalommal todrténd kinyerését. Még specifiku-
sabban, a kinyert DNS kromoszémdlis DNS tartalma 0,2% vagy ennél
kevesebb. Ennélfogva a taldlmany — kuldénésen génterdpidban vagy
sejtterapidban felhaszndlhaté — gydbgyszerészetileg alkalmas
plazmid DNS-t tartalmazé készitményeket ir le. Ebben az Ossze-
fliggésben szintén a taldlmany targyat képezi az aldbbi eljaréas
szerint elkészitett — linedris vagy plazmid eredetli — kettds-
szallh DNS-t tartalmazd gydgyszerészeti készitmény.

Szintén a talalmany targyat képezik 0,5% vagy ennél keve-
sebb, eldénydsen 0,2% vagy ennél kevesebb, még eldnydsebben 0,1%
vagy ennél kevesebb és még inkdbb eldénydsen 0,01% vagy ennél ke-
vesebb kromoszémalis DNS-t tartalmazdé plazmid DNS készitmények.
Az alabbi példak szerint triplex affinitas kodzbensd 1lépést a
tisztitasi folyamatba klasszikus kromatografids 1épések utéan
épitettik be. Ez az affinitds lépés jelentdsen javitja a plazmid
készitmény tisztasdgat, barmilyen volt annak kezdeti tisztasaga.
Az oligonukleotid (kromatogradfids oszlophoz kovalensen kotott)
€s a széban forgd, tisztitandd plazmid kozdtti triplex szerkezet
kialakulasa azon alapul, hogy a plazmid rendelkezik olyan szek-
venciaval, amely az oligonukleotiddal triplex szerkezet kialaki-
tasara képes. Ez a triplex szerkezet csak savas pH értéknél sta-
bil, ahol az oligonukleotid citozinjai protondlt &llapotban van-
nak. A plazmid DNS azutdn egyszerlien eludlhaté az oszloprél a pH
semlegesre emelésével.

A készitmények tartalmazhatnak ,csupasz” vagy transzport
hordozdokkal — ugymint liposzémakkal, nanopartikuldkkal, pozitiv

toltéstd lipidekkel, polimerekkel, rekombindns virusokkal vagy
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fehérjékkel és hasonldkkal — kombindlt plazmid DNS-t.

Egy megvalésitasban a taldlmany szerinti eljdras felhasz-
nalhaté egy bizonyos tipusu kett8s-sz&lu DNS tisztitadsara olyan
keverékbdl, amely két vagy tobb kilénb6z8 tipusui kettds-szalu
DNS-t és szekvencidt tartalmaz. Ez az eljards koézvetleniil alkal-
mazhatdé olyan sejtlizatumra, amelyben a kettds-sziltl DNS-eket
sejttenyésztés segitségével sokszoroztuk meg, és az elszapori-
tott sejtek 1lizise utdn tisztitjuk. Ez az eljaras alkalmazhaté
tiszta lizatumra is, azaz a sejt lizisét kovetd semlegesités és
centrifugadlas utan kapott feliluszéra. Az eljadrds alkalmazhatéd
tovabbd eldétisztitott oldatra.

Még pontosabban, els8 és masodik kettés-sz&lu DNS-t tartal-
mazé oldatbél az elsé kettds-szald DNS tisztitdsdra szolgdld el-
jaras tartalmazza (i) az oldat &atvezetését olyan elsd oszlopon,
amely a masodik kettdés-szalu DNS-sel — a benne levé specifikus
szekvenciaval toérténd hibridizdcidé révén — tripla hélix kialaki-
tasara képes, kovalensen kotdtt oligonukleotidot tartalmaz, (ii)
az elsd oszlopon Aatvezetett — meg nem kétdddtt, elsd kettds-—
szalu DNS-ben felduisult — oldat visszanyerését és (iii) a visz-
szanyert oldat atvezetését olyan masodik oszlopon, amely neve-
zett elsdé kettds-szalu DNS specifikus szekvenciidjaval hibridiza-
cidé révén tripla hélix kialakitasadra képes, kovalensen kotott
oligonukleotidot tartalmaz. Megfeleld mosasi 1lépést kovetden az
elsé kettds-szalu DNS eludlhatdé a masodik oszloprédl. Ezt a két-
lépéses tisztitasi eljarast alkalmazva, az elsd kettds-szalu DNS
kimutathaté mennyiségli masodik kett&ds-sz4lt DNS-t81 mentesen

nyerhetd vissza a masodik oszloprél.
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A taldlmany egy specifikus megvalésitasédban az elsé kettds-
szali DNS molekula az 5-AAGAAAAAAAAGAA-3° (29. szami szekvencia)
szekvenciaval rendelkezd pCOR plazmid, amely az 5-TTCTTITITTICTT-3°
(30. szami szekvencia) szekvencidju oligonukleotiddal stabil
triplex szerkezetet képez. A masodik kettés-szal DNS molekula
az 5-AGAAAAAAAGGA-3° (27. szadmu szekvencia) szekvenciaval ren-
delkezb, ColEl-bél szarmazd plazmid, amely az S5-TCTTTTTTTCCT-3°
(28. szami szekvencia) szekvencidju oligonukleotiddal képez
triplexet. Ennek megfelelden a pCOR plazmid eldnydsen megtisz-
tithaté mas plazmidokat, ugymint ColEl-bd8l szarmazé plazmidot
tartalmazé oldatbél a taldlmdny szerinti kétlépéses tisztitasi
médszer alkalmazédséaval.

A talalmanyt részletesebben leirjuk a koévetkezd példak se-
gitségével, amelyek szemléltetésként szolgdlnak és nem jelentik
az oltalmi kor korlatozasat.

Altalanos klénozasi és molekularis bioldégiai technikak

A hagyomanyos molekuldris biolégiai mddszerek, ugymint rest-
rikcidés enzimes emésztés, gélelektroforézis, transzformialds E.
coli-ba, nukleinsavak precipitaciéja és hasonldék leirasa megta-
lalhatéd az irodalomban [Maniatis, Fritsch and Sambrook,
Molecular cloning: A laboratory manual, 2" ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, NY (1989); Ausubel et al., Current
protocols in molecular biology, Wiley and Sons, NY (1987)].
Nukleotid-szekvencidk meghatdrozadsat lanc termindciés médszerrel
mar szintén publikdlték [Ausubel et al., (1987)].

A restrikciés enzimeket a New England Biolabs (Beverly, MA)

cégtdl szereztiik be.
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A ligacidék elvégzéséhez DNS fragmentumokat inkubdlunk 50 mM
Tris-HCl1 (pH 7,4), 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 2 mM ATP keverékét
tartalmazé pufferben, fadg T4 DNS ligaz (Biolabs) jelenlétében.

Oligonukleotidokat szintetizdlunk foszforamidit reakciéval,
a foszforamidit P pozicidéjat cianoetil csoporttal védve [Sinha et
al., Nucl. Acids Res. 12, 4539-4557 (1984) ; Giles, Am.
Biotechnol. Nov/Dec (1985)] Biosearch 8600 automata DNS szinte-
tizadldé segitségével a gyartd utasitédsai szerint.

Transzformacidés hatékonysdqgukra nézve vizsgadlandd, 1ligéalt
DNS-eket vagy RNS-eket hasznalunk fel a kovetkezd, kompetenssé
tett torzs transzformalasara:

E. coli DHS5a[F/endAl, hsdR1l7, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,

relAl, A(lacZYA-argF)Ul69, deoR, ®80dlac(lacZAM15)] (barmilyen

ColEl plazmidhoz); vagy E. coli XAC-pir (barmilyen pCOR-bd&l
szarmazé plazmidhoz).

Plazmid DNS mini preparatumait készitjik el Klein és
munkatdrsai szerint [Klein et al., (1980)].

LB téapkozeget hasznalunk az E. coli tdrzsek tenyésztésére
[Maniatis et al., (1982)]. A torzseket 37 °C-on inkub&ljuk. A
baktériumokat megfeleld antibiotikumokkal kiegészitett LB tapko-
zegbd8l késziilt lemezekre szélesztijiik.

1. példa

1.1. Az oszlop elkészitése

Berendezés

Az &altalunk haszndlt oszlop NHS-sel (N-hidroxi-szukcinimid;
Pharmacia) aktivalt 1 ml-es HiTrap oszlop, amely perisztaltikus
pumpahoz kapcsolédik (kimenet < 1 ml/min). Az alkalmazott

§p&éi*fikus oligonukleotid az 5°-végén amino csoportot tartalmaz,
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fikus oligonukleotid az 5°-végén amino csoportot tartalmaz,
szekvencidja a kovetkezé: 5-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3" (1.
szadmu szekvencia).

Ebben a példdban a kovetkezé puffereket hasznaljuk:

Kapcsoldé puffer: 0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3;

A puffer: 0,5 M etanolamin, 0,5 M NaCl, pH 8, 3;

B puffer: 0,1 M acetat, 0,5 M NaCl, pH 4.

Médszer

Az oszlopot 6 ml 1 mM sdbésavval mossuk és a kapcsold puffer-
rel higitott oligonukleotidot (50 nmél 1 ml-ben) felvissziik az
oszlopra és 30 percig rajta hagyjuk szobahémérsékleten. Az osz-
lopot egymast kovetden haromszor mossuk 6 ml A pufferrel és azu-
tan 6 ml B pufferrel. Az oligonukleotid ilyenformdn CONH k&étésen
keresztil kovalensen kétédik az oszlophoz. Az oszlopot 4 °C-on
taroljuk PBS és 0,1% NaN3 keverékében és legalabb négyszer fel-
hasznalhaté.

1.2. Plazmidok osszeallitasa

A kovetkezé két oligonukleotidot szintetizaltuk.
4817. oligonukleotid:
5’ GATCCGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGG-3”
(9. sz&mu szekvencia);
4818. oligonukleotid:
SAATTCCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTICG-3" (10.
szaml szekvencia).

Ezek az oligonukleotidok, ha hibridizaljuk és plazmidba
klénozzuk ezeket, homopurin-homopirimidin szekvenciat (GAA)i;

(33. szamu szekvencia) vezetnek be a megfeleld plazmidba a fent
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Az ennek a két hibridizalt oligonukleotidnak megfeleld szek-
vencidt klénoztuk az ampicillin rezisztencia gént hordozdé pBKS+
plazmid (Stratagene Cloning System, La Jolla, CA) Osszetett
klénozé helyére. EbbSl a célbdl az oligonukleotidokat a kovetke-
z6 médon hibridizaltuk: e két oligonukleotid 1 pg-jat egyitt 50
mM Tris-HC1l (pH 7,4), 10 mM MgCl, osszetételd végsd puffer 40 ml-
ébe helyeztiik. Ezt a keveréket 95 °C-ra melegitettiik fel, azutan
szobahémérsékletre helyeztik oly médon, hogy a hémérséklet las-
san csokkenjen. A hibridiz4lt oligonukleotidok keverékének 10
ng-jat 1ligadltuk 200 ng pBKS+ plazmiddal (Stratagene Cloning
System, La Jolla, CA) és emésztettiik BamHI és EcoRI restrikcids
enzimekkel 30 pl végsé térfogatban. Ligacidé utdn egy kis részle-
tet DHbSa-ba transzformaltunk. A transzformicidés keverékeket
ampicillinnel (50 mg/l) és X-gallal (20 mg/l) kiegészitett L
tapkdzegre szélesztettiik. A rekombindns klénoknak kék szintél
mentesnek kell lenniik ezen a tapkdzegen, ellentétben a sziléi
plazmiddal (pBKS+), amely lehetévé teszi E. coli P-galaktozidéaz
® fragmentumanak o-komplementacidéjat. Plazmid DNS 6 klénbdl tor-
téné mini preparaciéjat kovetSen ezek mindegyike mutatta a pBKS+
plazmid EcoRI és BamHI helyei ko&zott elhelyezkedd Pstl hely eltl-
nését és az Osszetett kldénozd helyet tartalmazd 448 bp Pvull sav
molekulatémeg novekedését. Kivalasztottunk egy klént és a megfele-
16 plazmidot pXL2563 jelzéssel lattuk el. A klénozott szekvenciat
szekvendlassal igazoltuk, primer-20: 5-TGACCGGCAGCAAAATG-3° (11.
szama szekvencia) [Viera and Messing, Gene 19, 259-268 (1982)]

alkalmazasaval. A pUC plazmidok M13mp7-b&l szarmazé rendszerek
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pBKS+ plazmid (Stratagene Cloning System, La Jolla, CA)
inszerciés mutageneziséhez és szintetikus univerzalis primerek-
kel toérténd szekvendldsdhoz. A pXL2563 plazmidot Wizard Megaprep
kit (Promega Corp. Madison, WI) segitségével tisztitottuk a
gyartd utasitédsai szerint. Ezt a plazmid DNS preparatumot hasz-
nadltuk azutdn az aldbbiakban leirt példéakban.

1.3. Plazmid tisztitas

Berendezés

Az 1.2. fejezetben leirt pXL2563 plazmidot az 1.1. fejezet-
ben leirt oligonukleotiddal kapcsolt HiTrap oszlopon tisztitot-
tuk a pBKS+ plazmidot is tartalmazé oldatbél. A tisztitashoz
hasznalt pufferek a kovetkezdé8k voltak:

F puffer: 2 M NaCl, 0,2 M acetat, pH 4,5-5;

E puffer: 1 M Tris-HCl, pH 9, 0,5 mM EDTA.

Médszer

Az oszlopot 6 ml F pufferrel mossuk, a plazmidokat (20 png
pXL2563 és 20 pg pBKS+ 400 pl F pufferben) felvissziik az oszlopra
és 2 0Oran keresztiil szobah&émérsékleten inkub&ljuk. Az oszlopot
10 ml F pufferrel mossuk és azutdn E pufferrel elualjuk. A
plazmidokat 1% agaréz gélen végzett elektroforézist és etidium-
bromidos festést kovetden mutatjuk ki. A plazmidok aranyat az ol-
datban E. coli transzformdld aktivitdsuk mérésével becsiiljiik meg.

Eredmény

30% pXL2563 és 70% pBKS+ plazmid keverékbdl kiindulva 100%
pXL2563 tartalmi oldatot nyerink az oszlop aljan. A 260 nm-en és
280 nm-en mért optikai denzitissal (OD-vel) becsiilt tisztasag

1,9 és 2,5 kozotti, amely azt jelzi, hogy szennyezé fehérjék el-
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tavoztak ezzel a médszerrel.

2. példa

2.1. Ez a példa egy plazmid DNS tisztitédsi kisérletet mutat
be. Az oligonukleotid [5-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3" (1. szamu
szekvencia)] hozzakapcsoldsat az oszlophoz az 1. példédban leir-
tak szerint végezzik. A kapcsolashoz médositjuk az oligonukleo-
tidot az 5°-végen, egy amino csoportot kotink a hézag foszfat
csoportjdhoz 6 szénatomot tartalmazé kar segitségével (Modified
oligonucleotide Eurogentec SA, Belgium). A pXL2563 plazmidot
Wizard Megaprep kit (Promega Corp. Madison, WI) segitségével
tisztitottuk a gyartdé utasitdsai szerint. Ebben a példidban a ko-
vetkezd puffereket hasznaljuk:

F puffer: 2 M NaCl, 0,2 M acetat, pH 4,5-5;

E puffer: 1 M Tris-HCl, pH 9, 0,5 mM EDTA.

Az oszlopot 6 ml F pufferrel mossuk, 100 pg pXL2563 plaz-
midot 400 pl F pufferben higitva felviszink az oszlopra és 2
éran keresztiil szobahémérsékleten inkubdljuk. Az oszlopot 10 ml
F pufferrel mossuk, és azutdn E pufferrel eludljuk. A plazmid
mennyiségét 260 nm-en torténd optikai denzitds méréssel hataroz-
zuk megqg.

Ebben a példaban a kotést olyan pufferben végezziik, amelynek
molaritasa NaCl-ra 0-2 M kozotti (F puffer). A tisztitds hatas-
foka csokken, ha csokken a NaCl molaritdsa. A kapcsold puffer
pH-ja 4,5 és 5 kozott valtozhat, a tisztitds hatésfoka jobb 4,5
pH értéknél. Masik, bazikus pH-ju eluciés puffer is alkalmazha-
té: ilyenformdn elicidét végeztink 50 mM bordt pH 9, és 0,5 mM

EDTA keverékével.
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2.2. Az oligonukleotid [5-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3" (1.
szadmu szekvencia)] hozzakapcsolasat az oszlophoz az 1. példéban
leirtak szerint végezzik. A pXL2563 plazmidot Wizard Megaprep
kit (Promega Corp. Madison, WI) segitségével tisztitottuk a
gyartd utasitdsai szerint. Ebben a példadban a kovetkezd puffere-
ket haszndljuk:

F puffer: 0,1 M NaCl, 0,2 M acetat, pH 5;

E puffer: 1 M Tris-HCl, pH 9, 0,5 mM EDTA.

Az oszlopot 6 ml F pufferrel mossuk, 100 png pXL2563
plazmidot 400 pl F pufferben higitva felvisziink az oszlopra és 1
6radn keresztil szobahémérsékleten inkubdljuk. Az oszlopot 10 ml
F pufferrel mossuk és azutdn E pufferrel eludljuk. A plazmid
mintdkban jelen levé E. coli genomidlis vagy kromoszdémdlis DNS
tartalmat mérjik az oligonukleotiddal kapcsolt oszlopon vald at-
dramoltatds eldétt és utdn. Ennek a genomidlis DNS-nek a mennyi-
ségét PCR-rel hatarozzuk meg, primereket alkalmazva az E. coli
galK génben. A kovetkezdk szerint jarunk el. Ezeknek a primerek-
nek a szekvenciajéat:
5-CCGAATTCTGGGGACCAAAGCAGTTTC-3" (24. szamu szekvencia) és
5°-CCAAGCTTCACTGTTCACGACGGGTGT-3° (25. szami szekvencia)
Debouck és munkatarsai irjak le ([Nucl. Acids Res. 13, 1841-1853
(1985)]1. A reakcidelegy 25 pl PCR pufferben (Promega France,
Charbonniéres) 1,5 mM MgCl,-ot, 0,2 mM dXTP-t (Pharmacia, Orsay),
0,5 uM primert és 20 E/ml Taqg polimerdzt (Promega) tartalmaz. A
reakcidét a kovetkezd sorrendben végezziik:

- 5 perc 95 °C-on;

- 30 ciklus 10 masodperc 95 °C-on,
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30 m&sodperc 60 °C-on,
1 perc 78 °C-on;
- 10 perc 78 °C-on.

A megsokszorozott, 124 bazispadr hosszisagu DNS fragmentumot
3% agardéz gélen elektroforézissel szeparaljuk SybrGreen I
(Molecular Probes, Eugene, USA) jelenlétében, azutan mennyiségi
meghatdrozast végzink E. coli B torzsbél szarmazdé Ultrapur
genomidlis DNS sorozattal (Sigma, ref D4889) torténd Osszehason-
litéassal.

Az oszlopra tortént felvitel elétt a mintdban 1% kromo-
szbémalis DNS volt, az oligonukleotid oszlopon megtisztitott min-
t4dban pedig 0,2%.

3. példa

Kisérlet tiszta lizatummal

Ez a példa plazmid DNS tisztitdsat irja le baktérium tenyé-
szet tiszta lizatumdbdél, az uUgynevezett ,miniprep” léptékben. A
pXL2563 plazmidot tartalmazdé DH5a torzs egyéjszakds tenyészeté-
nek 1,5 ml-ét centrifugdljuk és a pelletet Ujra szuszpendaljuk
50 mM glikdéz, 25 mM Tris-HCl, pH 8 és 10 mM EDTA keverékének 100
pl-ében. 0,2 M NaOH, 1% SDS elegyének 200 pl-ét adjuk hozzéa, 0Osz-
szekeveréshez a csoveket megforditjuk, ezutan 150 pul 3 M kalium-
acetatot (pH 5) adunk hozzad és Osszekeveréshez a csoveket meg-
forditjuk. Centrifugdlds utdn a felilluszét kinyerjuik és az 1.
példédban leirtak szerint felvissziik az oligonukleotiddal kap-
csolt oszlopra. A kotés, mosas és elucidé azonos az 1. példaban
leirtakkal. 1,5 ml tenyészetbdl korulbelil 1 pg plazmidot nye-

rink ki. A kapott, agardz gélelektroforézissel és etidium-
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bromidos festéssel analizalt plazmid ,szupercsavarodott” cirku-
ldris DNS egyedi savjaként jelenik meg. Az ezzel az eljaréassal
tisztitott plazmidban nincsen nyoma nagymolekulaju (kromoszé-
mélis) DNS-nek vagy RNS-nek. A 260 nm-en és 280 nm-en mért opti-
kai denzitds aranya nagyobb mint 2.

4. példa

4.1. Ez a példa plazmid DNS tisztitasi mdédszert ir le ugyan-
olyan korilmények kozott, mint a 3. példdban, a pXL2563
plazmidot tartalmazé DH5a baktérium torzs 20 ml tenyészetébdél
kiindulva. A sejt pelletet 50 mM glikdéz, 25 mM Tris-HCl, pH 8 és
10 mM EDTA keverékének 1,5 ml-ében vessziik fel. A lizist 0,2 M
NaOH, 1% SDS elegyének 2 ml-ében hajtjuk végre és 1,5 ml 3 M ka-
lium-acetattal (pH 5) semlegesitjik. A DNS-t ezutdn 3 ml 2-
propanollal kicsapjuk és a pelletet 0,2 M natrium-acetat (pH 5)
és 0,1 M NaCl elegyének 0,5 ml-ében uUjra felvesszik, majd az 1.
példaban leirtak szerint kapott, oligonukleotiddal kapcsolt osz-
lopra vissziik fel. A kotés, mosads és elicidé azonos az 1. példa-
ban leirtakkal, kivéve a mosé puffert, amelynek a molaritéasa
NaCl-ra 0,1 M. Koériulbeldl 16 pug plazmid DNS-t kapunk. A kapott,
agardéz gélelektroforézissel és etidium-bromidos festéssel anali-
zalt plazmid ,szupercsavarodott” cirkuldris DNS egyedi savjaként
jelenik meg. Az ezzel az eljaradssal tisztitott plazmidban nin-
csen nyoma nagymolekuldju (kromoszémalis) DNS-nek vagy RNS-nek.
A plazmid restrikcidés enzimes emésztése egyedi savot ad a vart 3
kilobazis molekulatodmegnél. A fehérje koncentracié a mintakban a
tiszta lizAtumban mért 125 pg/ml értékr8l a tisztitott plazmid-

ban kevesebb, mint 1 pg/ml-re csdkken (Micro-BCA Assay, Pierce).
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Az endotoxin koncentrdcié LAL meghatdrozassal (LAL Assay,
Biosepra) mérve 10-nél nagyobb faktorral osztédik a tisztitott
plazmidban a kiindulasi tiszta liz&tumhoz képest.

4.2. A felhaszndlt plazmid tartalmaz egy, a citomegalovirus
prométert, a luciferdzt kdédold gént és a pXL2563 plazmidbdl ere-
dé, homopurin-homopirimidin szekvenciat (GAA)i;-t (33. szama
szekvencidt) magaban foglaldé kazettat. Az ezt a plazmidot tar-
talmazé DH1 torzset [Maniatis et al., (1989) 1] 7 literes
fermentorban tenyésztjik. Tiszta lizatumot készitink 200 g sejt-
b8l: a sejt pelletet felvesszik 2 liter 25 mM Tris, pH 6,8, 50
mM glikéz, 10 mM EDTA keverékében, amelyhez 2 liter 0,2 M NaOH,
1% SDS elegyét adjuk. A lizdtumot 1 liter 3 M k&lium-acetdt hoz-
zdadadsaval semlegesitijlik. Dializist kovetden ennek a lizatumnak
4 ml-ét visszik fel 5 ml-es HiTrap-NHS oszlopra, amelyhez az 1.1.
példaban leirtak szerint az 5-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3"
(1. szadma szekvencia) szekvencidval rendelkezd oligonukleotid
kapcsoldédik. A mosast és elucidét az 1. példaban leirtak szerint
végezzik. Korulbelil 400 pg plazmidot nyerink ki. A genomialis

DNS szintje ebben a mintdban — a 2.2. példédban leirt technikéval

mérve — 0,1%.

P

5. példa

Médositott oligonukleotid alkalmazasa

Ez a példa olyan oligonukleotid alkalmazdsat irja le, amely
metilezett citozinokat tartalmaz. Az oligonukleotid szekvenciaja
a kévetkezs: 5-GAGGYecTTY*cTT*cTTCcTTM CcTT CcTTV CTT-3- (12.
szdmd szekvencia).

Ez az oligonukleotid az 5°-végén amino csoportot tartalmaz.
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¢ = S5-metil-citozin. Ez az oligonukleotid 1lehetdévé teszi a

pXL2563 plazmid tisztitdsat az 1. példadban leirt koérilmények ko-
z6tt, 5 pH-ju kapcsold pufferrel (ezdltal csokken a plazmid le-
bomlasdnak kockazata).

6. példa

A fenti példakban az alkalmazott oligonukleotid az 5" -végén
amino csoporttal mdédositott, amely egy 6 szénatomos karon ke-
resztil (NH,-(CH;)¢) kotédik a foszfat csoporthoz. Ebben a példa-
ban az amino csoport az 5°-végi foszfathoz egy 12 szénatomos ka-
ron keresztul (NHz-(CHz);32) kapcsoldédik. Az oligonukleotid kap-
csolasa és az oszlopon torténd atdramoltatds a 2. példaban leir-
tak szerint torténik F pufferrel (2 M NaCl, 0,2 M acetat, pH
4,5). Ez az oligonukleotid jobb tisztitasi hatédsfok elérését te-
szi lehetévé, 53%-os hozamot kapunk, mig a 6 szénatomos kart
tartalmazdé oligonukleotiddal ugyanolyan koérulmények kozott ez a

hozam 45%.

P

7. példa

Az 1.2. példaban leirt klénozd stratégidt kovetve két masik,
homopurin-homopirimidin szekvencidt hordozé plazmidot &llitot-
tunk O6ssze: a pXL2725 plazmidot, amelynek a szekvencidja (GGA)ig
(34. szamu szekvencia) és a pXL2726 plazmidot, amelynek a szek-
vencidja (GA),s (35. szamu szekvencia).

7.1. A plazmidok 6sszeallitasa

A pXL2725 és pXL2726 plazmidot a pXL2563 plazmidhoz hasonlé-
an az 1.2. példaban leirt kldénozdé stratégia szerint &llitottuk

bssze, a kovetkezdé oligonukleotid parok felhaszndlasaval:

5986: 5-GATCC(GA)25GGG-3° (13. szama szekvencia),
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5987: 85-AATTCCC(TC)25G-3" (14. szamu szekvencia),
5981: 5-GATCC(GGA)17GG-3° (15. szamu szekvencia),
5982: 5-AATT(CCT)17CCG-3° (16. szamu szekvencia).

Az 5986 és 5987 oligonukleotid part haszndltuk a pXL2726
plazmid Osszedllitdsdra, a pBKS+ plazmid (Stratagene Cloning
System, La Jolla, CA) BamHI és EcoRI helyére kldénozva az oligo-
nukleotidokat, mig az 5981 és 5982 oligonukleotidokat a pXL 2725
plazmid &sszedllitdsdhoz haszndltuk fel. Ugyanazokat a kisérleti
korilményeket biztositottuk, mint a pXL2563 ©sszedllitasanal,
csak az oligonukleotid parokat cseréltiik. Ehhez hasonléan, a
klénozott szekvencidkat a plazmidokon végzett szekvendlassal
igazoltuk. Ez lathatdéva teszi, hogy a pXL2725 plazmid médositést
tartalmaz a vart szekvencidhoz képest: a 17-szer ismétldédd GGA
szekvencia helyett GGAGA(GGA)15 (17. szamu szekvencia).

7.2. Az oszlopok elkészitése és tisztitas

Ezekkel a homopurin szekvencidkkal tripla hélixeket képezd
oligonukleotidokat HiTrap oszlopokhoz kapcsoltuk az 1.1. példa-
ban leirt technika szerint. Az 5-AATGCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT-3"
(18. szami szekvencia) szekvenciadju oligonukleotidot haszndltuk fel a
pXL2725 plazmid tisztitasara és az 5-AGTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT-3°
(19. szamu szekvencia) szekvencidju oligonukleotidot hasznaltuk
fel a pXL2726 plazmid tisztitasara.

Az igy kapott két oszlop 1lehetévé teszi a megfeleld
plazmidok tisztitasat a 2. példaban leirt technika szerint a ko-
vetkezd pufferekkel:

F puffer: 2 M NaCl, 0,2 M acetat, pH 4,5

E puffer: 1 M Tris-HCl, pH 9, 0,5 mM EDTA.

75.756/BE



29 .

A kapott hozamok 23% és 31%, pXL2725-re és pXL2726-ra kildén-
kilon.

8. példa

Ez a példa szemlélteti a plazmidban jelen levé specifikus
szekvencia hosszuUsaganak befolyadsat a tisztitéds hatasfokara.

8.1. A plazmidok o6sszeallitasa

A taldlmany szerinti készitmények aktivitasat jelzd, ezekben
a kisérletekben haszndlt riporter gén a luciferdzt kdédold gén
(Luc) .

A pXL2621 plazmid tartalmaz egy kazettat, amely magdban fog-
lalja a pcDNA3-bél (Invitrogen Corp., San Diego, CA) Mlul és
HindIII restrikcidés enzimekkel kivagott 661 bp citomegalovirus
(CMV) prométert, a luciferdzt kédold génhez képest upstream a
pGL bazis vektor (Promega Corp., Madison, WI) MIlul és HindIII
restrikcidés hasitédsi helyeire kldénozva. Ezt a plazmidot standard
molekuldris bioldégiai technikdk alkalmazasaval &llitottuk Ossze.

A pXL2727-1 és pXL2727-2 plazmidokat a kovetkezd médon &lli-
tottuk Oss:ze:

2 pg pXL2621 plazmidot BamHI-gyel linearizaltunk; az enzimet
inaktivaltuk 10 perces 65 °C-on tartassal; ezalatt az idé alatt a
6006 és 6008 oligonukleotidokat hibridizdltuk a pXL2563 plazmid
Osszedllitdsandl leirtak szerint.

6006: 5-GATCT(GAA)17;CTGCAGATCT-3" (20. szamu szekvencia)
6008: 5-GATCAGATCTGCAG(TTC)17A-3° (21. szamu szekvencia).

Ezt a hibridizacidés keveréket klénoztuk a pXL2621 plazmid

BamHI végeire és DH5a torzsbe toértént transzformacidét kovetden

rekombindns klénokat azonositottunk Pstl restrikcids enzimes

75.756/BE



30 .

analizissel, mivel az oligonukleotidok PstlI helyet vittek be.
Két kloént valasztottunk ki és a kldénozott fragmentum nukleotid-
szekvencidjat a 6282 primer (5-ACAGTCATAAGTGCGGCGACG-3"; 22.
szamu szekvencia), mint szekvendldé reakcié primer segitségével
igazoltuk [Viera and Messing, Gene 19, 259-268 (1982)]. A puUC
plazmidok M13mp7-b8l szarmazé rendszerek inszercidés mutagene-
zishez és szintetikus wuniverzdlis primerekkel torténd szekve-
nalaséahoz.

Az elsd klén (pXL2727-1) 10-szeres ismétlésben tartalmazza a GAA
szekvencidt. A masodik (pXL2727-2) az 5-GAAGAAGAG(GAA);GGAAGAGAA-
3" (23. sza&mu szekvencia) szekvenciat tartalmazza.

8.2. Az oszlopok elkészitése és tisztitas

Az 1. példaban leirtak szerinti oszlop, amely az
5 -GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3" (1. szami szekvencia) szekvenci-
aju oligonukleotidhoz kapcsolédik.

A pXL2727-1 plazmid a GAA szekvencia 1l4-szeres ismétlését
hordozza. A fent leirt oligonukleotid, amely a megfeleld hibri-
dizacidés szekvencia CTT 7-szeres ismétlését tartalmazza, ennél-
fogva képes hibridizdlni a plazmiddal 8 kiilénb6z8 poziciédban.
Ezzel szemben a pXL2727-2 plazmid ugyanolyan hosszisdgui hibridi-
zacids szekvencidval rendelkezik (GRAA); (36. szamu szekvencia),
mint az oszlophoz kapcsolt oligonukleotid. Ez az oligonukleotid
ennélfogva csak egy pozicidban képes hibridizalni pXL2727-2-vel.
A kisérlet megegyezik a 2. példdban leirtakkal, a kovetkezd
pufferekkel:

F puffer: 2 M NaCl, 0,2 M acetat, pH 4,5

E puffer: 1 M Tris-HCl, pH 9, 0,5 mM EDTA.
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A tisztitéds hozama pXL2727-1 plazmid esetében 29% és pXL2727-2
esetében 19%.

8.3. Emlés sejtek in vitro transzfekcidja

A felhasznalt sejtek NIH 3T3 sejtek, amelyeket a kisérlet
elétt egy nappal inokuldlunk 24 iiregld tenyésztdé lemezekre 50000
sejt/lireg koncentracidéban. A plazmidot 150 mM NaCl-ban higitjuk
és Osszekeverjik a lipofectant RPR115335-tel. Lipofectant pozi-
tiv toltések/DNS negativ toltések alkalmazott ardnya 6. A keve-
réket oOsszerazzuk, 10 percre szobahémérsékleten allni hagyjuk,
higitjuk borjumagzat szérumtdél mentes tapkdzegben és azutan a

[e]

sejtekhez adjuk Uregenként 1lug DNS aranyban. Két o6éras 37 ~C-on
tartds elteltével 10 térfogat% borjumagzat szérumot adunk hozzé
és a sejteket 48 o6ran at inkubaljuk 37 °C-on, 5% CO, jelenlét-
ében. A sejteket kétszer mossuk PBS-ben és mérjuk a 1luciferaz
aktivitdst az elbéirds szerint (Promega kit, Promega Corp.,
Madison, WI) Lumat ILB9501 1luminométerrel (EG and G Berthold,
Evry). A 8.2. példdban leirtak szerint tisztitott pXL2727-1
plazmid kétszer olyan nagy transzfekciés hozamot eredményez,
mint ugyanennek a plazmidnak a Wizard Megaprep kit (Promega
Corp., Madison, WI) alkalmazdsaval tisztitott valtozata.

9. példa

PCOR-szarmazék plazmidok tisztitasa

A kovetkezé példa szemlélteti pCOR-szarmazék plazmidok
tisztitdsat tripla hélix affinitéas kromatografiaval. Mar
bemutattuk, hogy ez a technolédgia olyan szintig tavolit el
nukleinsav szennyez&ket (f&leg gazdaszervezetbdl szarmazd geno-
midlis DNS-t és RNS-t), amelyet nem tudtunk elérni hagyomanyos

kr&ffEografids moédszerekkel.
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médszerekkel.

Triplex affinitds gélt szintetizAltunk Sephacryl S-1000 SF-
fel (Amersham-Pharmacia Biotech), mint kromatografids matrix-
szal. Eld&sz6r Sephacryl S-1000-t aktivdltuk natrium-metaperjo-
dattal (3 mM, szobahémérsékleten 1 &éran keresztil) 0,2 M natri-
um-acetatban (pH 4,7). Ezutdn az oligonukleotidot 5°-végi amino-
-csoportjan keresztil hozzAkapcsoltuk az aktivadlt matrix aldehid
csoportjdhoz reduktiv amindléssal aszkorbinsav (5 mM) jelenlét-
ében a korabban fehérjék kapcsoldsara leirtak szerint [Hornsey
et al., J. Immunol. Methods 93, 83-88 (1986)]. Az ezekhez a ki-
sérletekhez felhaszndlt homopirimidin oligonukleotid olyan szek-
vencidval rendelkezett, amely komplementer volt a pCOR plazmid
replikacids origdéjdban (oriy) jelen levd rovid, l4-tagld homopurin
szekvencidval (5°-AAGAAAAAAAAGAA-3") (29. szdmu szekvencia)
[Soubrier et al., Gene Therapy 6, 1482-1488 (1999)]. A fentiek sze-
rint a homopirimidin oligonukleotid szekvenciaja S5-TTCTTTTITTTCTT-3°
(30. széamu szekvencia).

A kovetkezd plazmidokat kromatografdltuk: pXL3296 (pCOR
transzgén nélkil, 2,0 kbp), pXL3179 (pCOR-FGF, 2,4 kbp), pXL3579
(pCOR-VEGFB, 2,5 kbp, pXL3678 (pCOR-AFP, 3,7 kbp), pXL3227
(pCOR-lacZ, 5,4 kbp) és pXL3397 (pCOR-Bdeleted FVIII, 6,6 kbp).
Ezen plazmidok mindegyikét két anioncseréld kromatografids 1lé-
péssel tisztitottuk a 4. példadban leirtak szerint kapott tiszta
lizatumokbdél. ColEl-bél szarmazd pBKS+ plazmidot (pBluescript II
KS+, Stratagene), amelyet ultracentrifugdldssal tisztitottunk
CsCl-ben, szintén tanulmdnyoztuk. A felhaszndlt plazmidok mind-

egyike szupercsavarodott (> 95%) topoldgiai &llapotban volt.
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Minden egyes plazmid DNS tisztitdsi kisérletben 300 pug
plazmid DNS-t 6 ml 2 M NaCl, 0,2 M k&lium-acetat (pH 5,0) keve-
rékében 30 cm/éra &ramlasi sebességgel vittiink fel a fent emli-
tett oligonukle-otidot (&-TTCTTITTITTTCTT-3° (30. szaml szekven-
cia)) tartalmazé affinitéds oszlopra. Az oszlopnak ugyanezen puf-
fer 5 térfogataval tortént lemosdsa utdn a megkdtddsétt plazmidot
1 M Tris-HCl1l, 0,5 mM EDTA (pH 9,0) elegyével eludltuk és UV-vel
(260 nm) és ioncseréld kromatografidval Millipore Gen-Pak oszlo-
pon mennyiségileg meghatdroztuk [Marquet et al., BioPharm 8, 26-
37 (1995)]. Plazmid visszanyerések az Osszegyljtoétt frakcidban a
kovetkezd8k voltak: 207 upg pXL3296, 196 pg pXL3179, 192 pug
pXL3579, 139 pug pXL3678, 97 ng pXL3227 és 79 ug pXL3397.

Nem tudtunk plazmid kotddést kimutatni (< 3 pg), amikor
PKBS+ plazmidot kromatografdltuk ezen az oszlopon. Ez azt mutat-
ja, hogy az S5-TTCTTTTTTTTCTT-3" (30. sza&mu szekvencia) szekvenci-
4ju oligonukleotid stabil triplex szerkezetet alakit ki a pCOR-
ben (oriy) jelen levS komplementer 1l4-tagu 5-AAGAAAAAAAAGAA-3’
(29. szamu szekvencia) szekvenciadval, a pBKS-ben jelen levs, ez-
zel szorosan rokon 5-AGAAAAAAAGGA-3' (27. szamu szekvencia)
szekvencidval viszont nem. Ez azt Jjelzi, hogy egyedi nem-
kanonikus tridd (ebben az esetben T*GC) bevezetése a triplex
szerkezet teljes destabilizacidéjat eredményezi.

Kontrollként, plazmid koétést nem tapasztaltunk (< 1 pg),
amikor pXL3179 plazmidot kromatografdltuk vak oszlopon, amelyet
szigoruan hasonld kérilmények kdzott szintetizdltunk, de
oligonukleotid nélkil.

Ezt az affinitas tisztitd oszlopot az itt leirt kériilmények
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kozott mikoédtetve, a szennyezd gazdaszervezet genomidlis DNS
szintje 2,6%-r6l 0,07%-ra csdkkent pXL3296 esetében. Ehhez ha-
sonldéan a szennyezdé gazda DNS 0,5%-rél 0,008%-ra csdkkent
pXL3179 tisztitasakor, amikor a mintdt ugyanazon az affinitéas
oszlopon kromatograféltuk. Tovédbba a szennyezd RNS szintje nagy-
mértékben csokkent, 43%-rél 0,2% RNS-re pXL3179 preparalasakor
ezt az affinitds oszlopot hasznéalva.

Ezenkivil a pXL3579 plazmid visszanyerése kisebb volt 8%-
nal, amikor az S5-TTCTTTTTTTTCTT-3° (30. szamu szekvencia) oligo-
nukleotidot az 5-TTTTTTTTCTT-3" (31. szamua szekvencia)
oligonukleotidra cseréltiik az affinitds oszlopon. Jbéllehet a 31.
szadmu szekvenciaval rendelkezé oligonukleotid komplementer a
pXL3579 plazmidban jelen levd VEGFB szekvencia egy részével (az-
az a 379-389. nukleotidok ATG-re vonatkozdan), nem 3jén létre
szamottevé triplex affinitds. Ez azt jelzi, hogy ehhez az affi-
nitds tisztitdshoz nem véletlenszerl homopurin-homopirimidin DNS
szekvencia sziikséges.

10. példa

ColEl-szarmazék plazmid tisztitasa

A kovetkezd példa mutatja ColEl-szarmazék plazmidok tiszti-
tasat tripla hélix affinitds kromatografia alkalmazasaval. MAr
bemutattuk, hogy ez a technolégia olyan szintig tévolit el nuk-
leinsav szennyezbket (féleg gazdaszervezetbdl szarmazé genomi-
dlis DNS-t és RNS-t), amelyet nem tudtunk elérni hagyomanyos
kromatogrdfids mdédszerekkel.

Triplex affinitads gélt szintetizaltunk az S5-TCTTTTTTTCCT-3'

(28. szadma szekvencia) oligonukleotidnak perjodattal oxidalt
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Sephacryl S-1000 SF oszlophoz toérténd hozzakapcsoldsaval a 9.
példdban leirtak szerint.

A pXL3296 (pCOR transzgén nélkidl) és a ColEl-szdrmazék pBKS
plaz-midot kromatografdltuk az S'-TCTTTTTTTCCT-3' (28. szdma szek-
vencia) oligonukleotidot a 9. példaban leirt koériilmények kozott
tartalmazé 1 ml-es oszlopon. Az Osszegylijtétt frakciéban a
plazmidok visszanyerése a kovetkez8k szerint alakult: 175 pg pBKS
és < 1 pg pXL3296. Ez azt jelzi, hogy az 5-TCTTTTTTTCCT-3' (28.
szamu szekvencia) oligo-nukleotid stabil triplex szerkezetet
alakit ki a pBKS-ben jelen levd komplementer, 12-tagu szekvenci-
aval (5'-AGAAAAAAAGGA-3'; 27. szamu szekvencia), a pCOR-ben jelen
levd, ezzel szorosan rokon 12-tagu 5-AGAAAAAAAAGA-3') (32. szamu
szekvencia) szekvenciaval viszont nem. Ez azt jelzi, hogy egyedi
nem-kanonikus triadd (ebben az esetben C*AT) bevezetése a triplex
szerkezet teljes destabili-zacidéjat eredményezi.

11. példa

A kovetkezé példa szupercsavarodott kettds-szalai DNS moleku-
la, Ugymint pXL3296 tisztitdsdt mutatja be tripla hélix affini-
tassal olyan oldatbél, amely egy masik szupercsavarodott kett&s-
szdll molekuldt, ugymint pBSK-t tartalmaz. Mindkét kettds-szalu
DNS molekula hasonldé méretd, de mindegyik DNS molekula tartalmaz
olyan egyedi szekvenciat, amely kiilonbozd célszekvenciaval tripla
hélix kialakitasdra képes. Az elbz8ekben mar leirtak szerint az
olyan molekula, mint pXL3296 tartalmazza az 5-AAGAAAAAAAAGAA-3’
(29. szdmi szekvencia) szekvenciat, de nem tartalmazza az
5'-AGAAAAAAAGGA-3' (27. szamu szekvencia) szekvenciat. Ezzel

ellentétben olyan molekuldk, mint pBKS, tartalmazzak a 27. szamu
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szekvenciat, a 29. szami szekvencidt viszont nem.

ElsS lépésben a pXL3296 és pBSK plazmidokat tartalmazd keveré-
ket felvittik az elsé affinitds oszlopra, amely az S5-TCTTTTTITCCT-3'
(28. szami szekvencia) oligonukleotidot tartalmazta, ugymint a
10. példdban leirt oszlop. Az oldatot &tvezettiik az elsd oszlo-
pon, amely tartalmazott meg nem kotd8dott DNS molekuldkat. A ma-
sodik lépésben az elsd lépés sordn meg nem kdtédott DNS moleku-
lakat wvittik fel egy masodik affinitds oszlopra, amely az
S-TTCTTTTTTTTICTT-3' (30. szamu szekvencia) oligonukleotidot tar-
talmazta, ugymint a 9. példdban leirt oszlop. Ezutdn mostuk a
masodik oszlopot és a megkétddott molekuldkat eludltuk a masodik
oszloprdél a 9. példaban leirtak szerint. Csak pXL3296 molekuldk
elualtak a masodik oszloprdél, pBSK molekuldkat nem mutattunk ki
a masodik oszlop eluatumdbdél (azaz abbdl az oldatbdl, amely le-

jott az oszloprél).
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljards kettds-szalud DNS tisztitdsdra a kettds-szala
DNS-t egyéb komponensekkel keverten tartalmazé oldatbél, azzal
jellemezve, hogy tartalmazza az oldat A4tvezetését olyan oligo-
nukleotiddal kovalensen kapcsolt oszlopon, amely a kettdés-szalua
DNS-ben jelen 1levé specifikus szekvencidval hibridizacié révén a
kett8s-szalu DNS-sel tripla hélix kialakitasara képes, ahol a kova-
lensen kapcsolédd oligonukleotid tartalmazza az S-TCTITTTTTCCT-3'
(28. szamu szekvencia) vagy az S-TTCTTTTTTTTCTT-3' (30. szama
szekvencia) szekvenciat.

2. Eljarés kettds-szalt DNS tisztitadsdra a kettSs-szald
DNS-t egyéb komponensekkel keverten tartalmazé oldatbdél, azzal
jellemezve, hogy tartalmazza az oldat atvezetését olyan oligonuk-
leotiddal kovalensen kapcsolt oszlopon, amely a kettds-szalu DNS-
ben jelen levd specifikus szekvenciaval hibridizacidé révén a ket-
t&6s-sz41lu DNS-sel tripla hélix kialakitdsara képes, ahol a kettds-
sz41li DNS-ben jelen 1levé specifikus szekvencia tartalmazza az
5-AGAAAAAAAGGA-3' (27. szamu szekvencia) vagy 5-AAGAAAAAAAAGAA-3'
(29. szamu szekvencia) szekvenciat.

3. Eljaras elsé kettés-sz41G DNS tisztitdsara az elsé ket-
t6s-sz4la DNS-t és egy masodik kettds-szalu DNS-t tartalmazd ol-
datbdél, azzal jellemezve, hogy tartalmazza (i) az oldat &atveze-
tését olyan elsé oszlopon, amely nevezett masodik kettds-szalu
DNS-sel — a benne levé specifikus szekvenciaval térténé hibridi-
zacidé révén — tripla hélix kialakitasara képes, kovalensen ko-

tott oligonukleo-tidot tartalmaz, (ii) az elsd oszlopon &atveze-
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tett oldat visszanyerését és (iii) a visszanyert oldat atvezeté-
sét olyan masodik oszlopon, amely nevezett els8 kettds-szalu
DNS-sel — a benne levd specifikus szekvenciaval térténdé hibridi-
zacié révén — tripla hélix kialakitasara képes, kovalensen ko-
toétt oligonukleotidot tartalmaz, ahol a nevezett elsé kettds-
sz4lu DNS-ben Jjelen levdé specifikus szekvencia tartalmazza az
5'-AAGAAAAAAAAGAA-3' (29. szamu szekvencia) szekvencidt és a ne-
vezett masodik kettds-sz41d DNS-ben jelen levd specifikus szek-
vencia tartalmazza az 5-AGAAAAAAAGGA-3' (27. szamu szekvencia)
szekvenciat.

4. Eljards elsd kett8s—-szalu DNS tisztitdsdra az elsd ket-
t8s-szalu DNS-t és egy masodik kettds-szalui DNS-t tartalmazd ol-
datbdl, azzal jellemezve, hogy tartalmazza (i) az oldat A&atveze-
tését olyan elsé oszlopon, amely nevezett masodik kettds-szalu
DNS-sel — a benne lev$ specifikus szekvenciaval toérténd hibridi-
zacidé révén — tripla hélix kialakitdsdra képes, kovalensen ko-
tdtt oligonukleo-tidot tartalmaz, (ii) az elsé oszlopon atveze-
tett oldat visszanyerését és (iii) a visszanyert oldat atvezeté-
sét olyan masodik oszlopon, amely nevezett elsd kettds-szalu
DNS-sel — a benne levd specifikus szekvenciaval térténd hibridi-
zacid révén — tripla hélix kialakitasdra képes, kovalensen kotdtt
oligonukleotidot tartalmaz, ahol a nevezett elsd kettds-szalu
DNS-sel tripla hélix kialakitasdra képes oligonukleotid tartal-
mazza az S-TTCTTITTTTTTCTT-3' (30. szamu szekvencia) szekvenciat és
a nevezett masodik kettds-szA&ll DNS-sel tripla hélix kialakitéasa-
ra képes oligonukleotid tartalmazza az S5-TCTTTTTTTCCT-3' (28. sza-

ma szekvencia) szekvencidt.
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5. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az oldat sejtlizatum.

6. Az 5. igénypont szerinti eljadrads, azzal Jjellemezve,
hogy a sejtlizatum tiszta lizatum.

7. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kettd6s-sz4lu DNS eldbzetesen tisztitott.

8. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy a specifikus szekvenciat mesterségesen vezettilk
be a kettdés-szalu DNS-be.

9. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a specifikus szekvencia természetes koriilmények
kozott jelen van a kettds-szadlu DNS-ben.

10. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az oligonukleotid diszulfid, tioéter, észter,
amid vagy amin kotéssel kapcsoldédik az oszlophoz.

11. A 10. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy az oligonukleotid (CH;), szénlancot tartalmazdé karral kap-
csolédik az oszlophoz, ahol n 1-18 ko6zé esé szam és ahol a kar
az oligonukleotidhoz foszfat kotéssel, az oszlophoz pedig amid
kotésen keresztil kapcsolédik.

12. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy a nukleotid legaldbb egy kémiai moédositéassal
rendelkezik, amely nukledzokkal szemben rezisztenssé teszi vagy
megvédi, vagy noveli a specifikus szekvencidhoz valdé affinita-
sat.

13. A 12. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,

hogy az oligonukleotidnak legaldbb egy citozinja metilezett.
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14. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kett&s-szala DNS cirkularis DNS.

15. A 14. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve,
hogy a cirkuldris DNS plazmid.

le. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy a kettSs-szadld DNS-ben jelen levd specifikus
szekvencia szamos pozicidét tartalmaz az oligonukleotiddal toérté-
né hibridizacidhoz.

17. Az 1., 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a hordozé funkciés kromatografias oszlop, funk-
ciés mianyag felilet vagy funkcids latex gydngy.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a hordozé funkcidés kromatografias oszlop.

19. A 18. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a tisztitott kettds-szadli DNS kromoszémalis DNS tartalma
0,5% vagy ennél kevesebb.

20. A 19. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a tisztitott kettds-szalu DNS kromoszémalis DNS tartalma
0,01% vagy ennél kevesebb.

21. Eljarés kettds-szadll RNS tisztitadsdra a kettds-szalua
RNS-t egyéb komponensekkel keverten tartalmazé oldatbél, azzal
jellemezve, hogy tartalmazza az oldat A4tvezetését olyan oligo-
nukleotiddal kovalensen kapcsolt oszlopon, amely a kettds-szalu
RNS-ben jelen levS specifikus szekvenciaval hibridizacié révén a
kett8s-sz4li RNS-sel tripla hélix kialakitdsara képes, ahol a ko-
valensen kapcsolédd oligonukleotid tartalmazza az 5-TCTTTTTTTCCT-3'

(28. szami szekvencia) vagy az S-TTCTTTTTTTTICTT-3' (30. szamu
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szekvencia) szekvenciét.

22. Az 1. vagy 3. igénypont szerinti eljarads, azzal jelle-
mezve, hogy a kovalensen kapcsolt oligonukleotid tartalmazza az
S-TCTTTTTTTCCT-3' (28. sza&mu szekvencia) szekvenciat.

23. Az 1. vagy 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a kovalensen kapcsolt oligonukleotid tartalmazza az
S“TTCTTTTTTTTICTT-3' (30. szami szekvencia) szekvenciat.

24. A 2. vagy 4. igénypont szerinti eljards, azzal jelle-
mezve, hogy a kettds-szalu DNS-ben jelen levd specifikus szekven-
cia tartalmazza az 5-AGAAAAAAAGGA-3' (27. szamu szekvencia)
szekvencidt.

25. A 2. vagy 4. igénypont szerinti eljaréas, azzal jelle-
mezve, hogy a kettds-szalt DNS-ben jelen levd specifikus szek-
vencia tartalmazza az 5-AAGAAAAAAAAGAA-3' (29. szami szekvencia)

szekvenciat.

H-1062 Budapedt/Aadu/o - it 113
Telefon: 461-1000 Fax: 464-1099
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SZEKVENCIAK JEGYZEKE
SEQUENCE LISTING

<110> AVENTIS PHARMA S.A.
CROUZET, Joel
SCHERMAN, Daniel
WILS, Pierre
CAMERON, Beatrice
BLANCHE, Francis

<120> PURIFICATION OF A TRIPLE HELIX FORMATION WITH AN IMMOBILIZED
OLIGONUCLEOTIDE

<130> 3804.1381304

<140>
<141>

<150> 09/580,923
<151> 2000-05-26

<160> 36
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 25

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 1
gaggcttctt cttcttcttc ttctt 25

<210> 2

<211> 19

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 2
cttcccgaag ggagaaagg 19
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<210> 3

<211> 19

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leiréasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 3
gaagggcttc cctctttcc

<210> 4

<211> 13

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leiréasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 4
gaaaaaggaa gag

<210> 5

<211> 19

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 5
aagggaggga ggagaggaa

<210> 6

<211> 19

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 6
aaggagagga gggagggaa
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<210> 7

<211> 19

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 7
ttggtgtggt gggtgggtt 19

<210> 8

<211> 17

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 8
aaaaaaggga ataaggg 17

<210> 9

<211> 58

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 9
gatccgaaga agaagaagaa gaagaagaag aagaagaaga agaagaagaa gaagaagg 58

<210> 10

<211> 58

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 10
aattccttct tcttcttctt cttcttctte ttcttcttcet tcttettett cttcttcg 58
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<210> 11

<211> 17

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 11
tgaccggcag caaaatg

<210> 12

<211> 25

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<220>

<223> a szekvencidban az 6sszes citozin (C) metilezve van

<400> 12
gaggcttctt cttcttcctc ttctt

<210> 13

<211> 58

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 13

gatccgagag agagagagag agagagagag agagagagag agagagagag agagaggg

<210> 14

<211> 58

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid
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<400> 14
aattccctct ctctctctct ctctetetet ctectcectcetet ctctctcectet ctceteteg

<210> 15

<211> 58

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 15
gatccggagg aggaggagga ggaggaggag gaggaggagg aggaggagga ggaggagg

<210> 16

<211> 58

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leiréasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 16
aattcctcect cctectecte ctectectec tectectect cctectecte ctectecg

<210> 17

<211> 50

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 17
ggagaggagg aggaggagga ggaggaggag gaggaggagg aggaggagga

<210> 18

<211> 25

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leiréasa:
szintetikus oligonukleotid
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<400> 18
aatgecctcct cctectectce ctect 25

<210> 19

<211> 26

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirédsa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 19
agtgctctct ctctctctct ctctct 26

<210> 20

<211> 66

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirésa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 20
gatctgaaga agaagaagaa gaagaagaag aagaagaaga agaagaagaa gaagaactgc 60
agatct 66

<210> 21

<211> 66

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leiréasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 21
gatcagatct gcagttcttc ttcttcttct tcttcttctt cttcttcttce ttcecttcecttet 60
tcttca 66

<210> 22

<211> 21

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

75.756/BE



<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirdsa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 22
acagtcataa gtgcggcgac g

<210> 23

<211> 39

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 23
gaagaagagg aagaagaaga agaagaagaa ggaagagaa

<210> 24

<211> 27

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 24
ccgaattctg gggaccaaag cagtttc

<210> 25

<211> 27

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 25
ccaagcttca ctgttcacga cgggtgt

<210> 26
<211> 21
<212> DNA

75.756/BE
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<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirésa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 26
cttcttcttce ttcttcttet t

<210> 27

<211> 12

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 27
agaaaaaaag ga

<210> 28

<211> 12

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 28
tcttttttte ct

<210> 29

<211> 14

. <212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirésa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 29
aagaaaaaaa agaa

<210> 30
<211> 14

75.756/BE
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<212> DNA
<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 30
ttcttttttt tctt

<210> 31

<211> 11

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirdsa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 31
ttttttttee t

<210> 32

<211> 12

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 32
agaaaaaaaa ga

<210> 33

<211> 51

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirésa:

szintetikus oligonukleotid

<400> 33

gaagaagaag aagaagaaga agaagaagaa gaagaagaag aagaagaaga a

75.756/BE

14

11

12

51



10 ’!‘ DR

<210> 34

<211> 48

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leiréasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 34
ggaggaggag gaggaggagg aggaggagga ggaggaggag gaggagga 48

<210> 35

<211> 50

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
szintetikus oligonukleotid

<400> 35
gagagagaga gagagagaga gagagagaga gagagagaga gagagagaga 50

<210> 36

<211> 21

<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> A mesterséges szekvencia leirasa:
‘szintetikus oligonukleotid

<400> 36
gaagaagaag aagaagaaga a 21

75.756/BE
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