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KIVONAT

A taldlmany targya olyan eljaras peptid (célpeptid) el6-
allitasara, amelyben
a) egy A—L—B altalanos képletd fuzids fehérjét — a
képletben
B jelentése célpeptid;
A jelentése 90—200 aminosavcsoportot tartalmazé
védGpeptid; és
L jelentése a célpeptidnek a fuzids fehérjébdl enzi-
mes vagy kémiai anyaggal térténé felszabadita-
sat lehetévé tevd kapcsolopeptid, amely a véds-
peptid C-terminalisa és a célpeptid N-terminali-
sa kozott helyezkedik el —
kédold gén kifejezésére alkalmas, kifejezdplazmiddal
transzformalt gazdasejteket tenyésztenek, a védépeptid
és kapcsolopeptid megfelelé kivélasztasaval az egész

A leiras terjedelme 34 oldal (ezen beliil 20 lap abra)

A-L-B f0zids peptid izoelektromos pontjat a
4,9-6,9 tartomanyba allitjak be;

b) a tenyésztett transzformans sejtek homogenizala-
saval zarvanytesteket tartalmazo oldhatatlan frakciot al-
litanak elG;

¢) az oldhatatlan frakciét szolubilizaloszerrel keze-
lik, és igy a zarvanytestekben a flizids fehérjét szolu-
bilizaljak, és

d) a szolubilizdlt fuziés peptidben 1év6é kapcsold
aminosavcsoport C-termindlisa és a célpeptid N-termi-
nalisa kozotti peptidkotés elhasitasaval a célpeptidet
felszabaditjék.

A talalmany szerinti eljaras célpeptidek nagy mennyi-
ségl elBallitasara és ezek gazdasejtekben valé zarvany-
testként megvalositott akkumulalasara alkalmas.

HU 216 335 B
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A talalmany targya eljaras fizioldgiailag aktiv peptidek
vagy prekurzoraik (a tovabbiakban ,.célpeptidek”-ként
is emlitjiik) fuzids fehérjeként valo eldallitasara, ame-
lyeknek izoelektromos pontja a savas pH-tartomanyban
van.
A fiziologiailag aktiv peptidek vagy fehérjék mikro-
organizmusokban, mint példaul Escherichia coliban va-
16, rekombindns DNS-technoldgidval megvalositott
elballitasara szamos kisérletet végeztek mar. Abban az
esetben, ha viszonylag kis molekulatdmegii peptideket
mikroorganizmusokkal, mint példaul Escherichia coli-
val mint kdzvetlen kifejezérendszerrel éllitanak eld, a
révid peptid a mikroorganizmuson beliil gyorsan le-
bomilik, és igy hamar ténkremegy.

A lebomlas megakadalyozasara alkalmazott eljaras-
ban a célpeptidet egyéb fehérjékkel vagy polipeptidek-
kel (a tovabbiakban védSpeptid) Osszeépitve fuziods fe-
hérjeként allitjak el6, majd a célpeptid fuziés peptidbél
val6 specifikus felszabaditasara kémiai vagy enzimati-
kus kezelést, és ezt koveten elvalasztast és tisztitast
alkalmaznak.

A célpeptid fizids fehérjébdl valo felszabaditdsara
abban az esetben, ha a célpeptid nem tartalmaz metio-
nincsoportot, ismert egy eljaras, amelynek értelmében
olyan fuzios fehérjét allitanak eld, amelyben a véd6pep-
tid és a célpeptid kozott 1év6 kapesolopeptid C-termina-
lis aminosavhelyzetébe egy metionincsoportot épitenek
be, majd a célpeptid felszabaditasara a metionincsopor-
tot cian-bromiddal (CNBr) kezelik [Science, /98, 1059
(1977), Proc. Natl. Acad. Sci., 76, 106 (1978)].

Abban az esetben pedig, ha a célpeptid nem tartal-
maz arginincsoportot vagy lizincsoportot, egy olyan fu-
zios fehérjét allitanak el8, amelyben a véddpeptid és a
célpeptid kozott 1évé C-termindlis aminosavhelyzetbe
egy arginin- vagy lizincsoportot épitenek be, majd a
célpeptid felszabaditasat tripszinnel térténé kezeléssel,
amely fajlagosan hasitja az arginincsoport és lizin-
csoport C-terminalisat [Nature, 285, 456 (1980)], illet-
ve lizil-endopeptidazzal (Achromobacter I protedz) tor-
ténd kezeléssel végzik, amely fajlagosan hasitja a lizin-
csoport C-terminalisat.

A fhzids fehérje eléallitasahoz védépeptidként szo-
kasosan a gazdamikroorganizmusbdl szarmazd fehér-
jefragmenst alkalmaznak. Ilyen esetben a gazdamikro-
organizmus-sejtekben nagy mennyiségben kifejezett
fehérje N-terminalisardl (aminovég-régio) szarmazo,
megfeleld méretii (hosszisagu) polipeptidet alkalmaz-
nak, és ismeretes, hogy a polipeptid hosszusaga a fu-
zios fehérje termelékenységét nagymértékben befolya-
solja.

igy példaul annak ellenére, hogy a véd@peptid-régio
méretének csokkentésével (hosszusiginak csokkenté-
sével), és igy a célpeptid fuzios fehérjéhez viszonyitott
mennyiségének novelésével a termelékenység javithato,
a célpeptid termelékenysége a véddpeptid-régié csok-
kentésével nem minden esetben nd. Példaul ha Esche-
richia coliban inzulint allitanak eld fuziés fehérjeként,
és védopeptidként B-galaktozidazt alkalmaznak, a B-
galaktozidiz méretcsokkenésével az inzulintermelé-
kenység ideiglenesen né, azonban a tovabbi méretcsok-
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kenés a termelékenység cskkenéséhez vezet [Gene, 29,
251 (1984)].

Valamely célpeptid fazios fehérje részeként valo
elBallitasa esetén, annak ellenére, hogy a védSpeptid
mérete a mikroorganizmuson beliil szoros kapcsolatban
van a fuziés peptid stabilitisaval, nincs megalapozott
elmélet arra vonatkozoan, hogy a védSpeptidnek mi-
lyen méretlinek kell lennie. Altaldban mondhatjuk,
hogy a stabil fuzids fehérjék a gazdasejtekben oldhatat-
lan zarvanytesteket képeznek. Ez azt jelenti, hogy nagy
mennyiségli fuzios fehérjék eldallitasdhoz a gazdasej-
tekben zarvanytesteket kell kialakitani.

Abban az esetben azonban, ha a sejtenként kifejezett
zarvanytestek szama nd, a zarvanytestek karositjak a sej-
teket, és ezaltal a sejtfejlddés gatlasaval csokkenthetik a
tenyészkozeg térfogategységében képz8d6 zarvanytes-
tek mennyiségét. A mikroorganizmusokban a zarvany-
testek képzédésének mechanizmusat Catherine ugyan
részletesen ismerteti [Biotechnology, 7, 1141 (1989)], a
képzBdést azonban nagyon sok tényezé befolyasolja, és
elfogadott elmélet jelenleg még nem létezik. Ezenkiviil a
fiziés fehérjék mikroorganizmusokban valo stabil zar-
vanytestként torténd kifejezésére alkalmas ipari méretl
eljaras sem ismert.

Szamos olyan eljarast ismertetnek, amelyben human
kalcitonint Escherichia coliban fuzios fehérjeként allita-
nak eld.

fgy példaul Bennett és munkatdrsai humén kalci-
toninprekurzor (hCT-Gly) el6allitdsara olyan eljarast
ismertetnek, amelyet kloramfenikol-acetil-transzferaz
¢és human kalcitoninprekurzor (HCT—-Gly) fuzios fehér-
je kifejezésével végeznek (60-501391 szami kdzrebo-
csatasi irat). Az eljaras hatékonysdga azonban nagyon
kicsi, ugyanis 44 mg fuzids fehérjébdl csak 1,1-2,0 mg
human kalcitoninprekurzort kapnak.

Korabbi kutatasaink soran kidolgoztunk egy eljarast
Escherichia coli B-galaktozidaz és humén kalcitonin-
prekurzor (hCT—-Gly-Lys—Lys—Arg) fuzios fehérje
elBallitasara, amelyben a fuzios fehérjét Escherichia co-
liban zarvanytestként allitjuk el (64-10999 szamu ja-
péan kozrebocsatast irat).

Kidolgoztunk tovabba a human kalcitonin eléaliita-
sara egy olyan eljarést is, amelyben a fenti fizios fehér-
je karbamiddal vald szolubilizdldsa utdn a human
kalcitoninprekurzort (hCT—Gly-Lys—Lys—Arg) a fii-
zi6s fehérjébdl V8 proteazzal felszabaditjuk, majd a hu-
man kalcitoninprekurzor Lys—Lys—Arg C-terminalis
részét karboxi-peptidaz B alkalmazésaval eltavolitjuk,
és a kapott hCT-Gly-b6l Xenopus laevis C-terminalis
amidalé enzim alkalmazdsaval, jo kitermeléssel érett,
C-terminalisan amidalt human kalcitonint allitunk el
(2-190193 szamu japan kdzrebocsatési irat).

Fenndll azonban az igény az irant, hogy a peptid
elballitasi eljarasinak hatékonyséagat tovabb javitsuk.

A taldlmany tirgya tehat eljards nagy mennyiségl
fiziologiailag aktiv peptid vagy prekurzora eléallitasara.

A fenti problémak megoldasara végzett munkink so-
ran kisérletileg igazoltuk, hogy a fuziés fehérje Esche-
richia coli sejtekben torténd elballitasanak termelékeny-
sége javithato, ha a fizids fehérje izoelektromos pontjat
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4,9-6,9 pl-tartomanyba allitjuk, mivel igy a fiizios fe-
hérje stabilitisa és az elGallitas termelékenysége nagy-
mértékben né. Emellett azt is tapasztaltuk, hogy a fiziés
fehérje izoelektromos pontjanak pI=4,9—6,9 tartomany-
ba torténd beallitasa megvalosithatd a kapcsolopeptid-
ben a toltéssel rendelkez6 aminosavak (bazikus vagy
savas aminosavcsoportok) szamanak szabélyozasaval.

Ennek megfelelGen a taldlmany targya eljaras fizio-
légiailag aktiv peptidek vagy prekurzoraik (célpeptid)
el6allitasara, amelynek sordn

a) egy A—L-B altalanos képletii fuzios fehérjét — a
képletben

B jelentése célpeptid;

A jelentése 90—200 aminosavcsoportot tartalmazd

védGpeptid; és

L jelentése kapcsoldpeptid, amely a véddpeptid C-

terminalisa és a célpeptid N-terminalisa kozott

helyezkedik el —
koédolé gén kifejezésére alkalmas kifejezoplazmiddal
transzformalt gazdasejteket tenyésztiink, a kapcsolo-
peptidet ugy valasztjuk meg, hogy a célpeptid a fuziés
fehérje enzimes vagy kémiai anyaggal torténd kezelésé-
vel felszabadithato legyen, és a véddpeptid és a kap-
csolopeptid megfeleld kivéalasztasaval az egész A-L-B
faziés peptid izoelektromos pontjat a 4,9—6,9 tarto-
manyba allitjuk be;

b) a tenyésztett transzformans sejtek homogenizalé-
saval zarvanytesteket tartalmazo, oldhatatlan frakciot
allitunk eld;

c) az oldhatatlan frakci6t szolubilizaloszerrel kezel-
jiik, és igy a zarvanytestekben a faziés fehérjét szolu-
bilizaljuk, és

d) a szolubilizalt fuzios peptidben lévé kapcsold-
aminosavcsoport C-terminalisa és a célpeptid N-termi-
nalisa kozotti peptidkotés elhasitasaval a célpeptidet
felszabaditjuk.

A mellékelt 1. abran a pBR322 plazmid 403-495.
nukleotidpoziciéi tetraciklinrezisztens részének nukleo-
tidszekvenciajat, a megfelel aminosavszekvenciakat és
a kapcsolopeptideket kodolo részeket mutatjuk be; a
nukleotidszekvenciat az 1. szekvencia abran ismertet-
juk;

a 2. 4bran a pG97S4DhCT(G)R10 és pG97S4-
DhCT(G)R6;

a 3. dbran a pG97S4DhCT(G)RS; és

a 4. 4bran a pG97S4DhCT(G)R1-RS5 plazmid szer-
kesztésének eljarasat mutatjuk be;

az 5. 4bran a kapcsolorészek kodolésara alkalmas
DNS R,-R; nukleotidszekvenciait ismertetjiik, ezeket
a szekvenciakat a 2-9. szekvencia abrakon is bemutat-
juk;

a 6. dbran a kapcsolopeptidek aminosavszekvencidit
mutatjuk be;

a 7. 4bran egy olyan SDS poli(akril-amid) gél-
elektroforézis felvételt mutatunk be, amelyen a fuzids
fehérjék kifejezdplazmidokbol valo kifejezédésének fa-
zisai lathatok;

a 8. abran a taldlmény szerinti eljarassal eldéllitott
human kalcitonin nagynyomdsu folyadékkromatogra-
fids mérési eredményeit ismertetjik;
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a 9. dbran egy CNP-22 aminosavszekvenciit, egy
ezt kodoldé nukleotidszekvenciat és restrikciésenzim-
helyeknek a két véghez valo inszertilasira alkalmas
PCR-primereket ismertetiink;

a 10. abran a pG97S4DhCNP-22 plazmid szerkesz-
tési eljarasat ismertetjiik;

a 11. 4bran a fzios fehérje izoelektromos pontja
beallitasara alkalmas kapcsolopeptidet és egy ezt kddo-
16 oligonukleotidszekvenciat ismertetiink;

a 12. 4brdn a pG97S4DhCNP-22R3-2 és a
pG97S4DCNP—-22R5-2; és

a 13. abran a pG97S4DhCNP-22R5-3 plazmid
szerkesztési eljarasat ismertetjiik;

a 14. abran egy olyan SDS poli(akril-amid) gél-
elektroforézis felvételt mutatunk be, amely a beallitott
izoelektromos ponti kifejezett fuzios fehérjék mennyi-
sége Osszehasonlitasanak eredményét jelzi;

a 15. 4brén egy fizi6s fehérjének a hCNP-22 levé-
lasztasa elStti nagynyomasi folyadékkromatografias
felvételét mutatjuk be; és

a 16. abran egy fuzios fehérjének a hCNP-22 leva-
lasztsa utdni nagynyomasi folyadékkromatografias fel-
vételét mutatjuk be.

A taldlmany szerinti eljaras fiziologiailag aktiv pep-
tideket (célpeptidek) tartalmazd fuzios fehérjék elBallita-
sara, els@sorban zarvinytestek képzédésén keresztiil
megvalositott elGallitasira alkalmas. Az eljaras a leirds-
ban részletesen ismertetett human kalcitonin eld4llitasan
kiviil egyéb peptidek, mint példdul nem humaén kalcito-
ninok és prekurzoraik, ezek natriuretikus peptidjei (NP),
mint példaul ANP, BNP és CNP, sejmovekedési fakto-
rok és paratiroid hormon (PTH) eld4llitasara is alkalmas.
A taladlmany szerinti eljaras azonban nem korlatozédik a
fenti peptidek el6allitdsara.

A taldlmany szerinti eljarasban védépeptidként els-
nydsen egy, a gazdasejtben eredetileg meglévé pep-
tidet alkalmazunk. igy példaul Escherichia coli gazda-
szervezet alkalmazédsa esetén eldnyds az Escherichia
coli B-galaktozidaz vagy egy részének alkalmazasa. Az
Escherichia coli B-galaktozidaz alkalmazédsa esetén
elényos az N-terminalis rész alkalmazasa. Igy példaul
elényds a 90-210. aminosavat tartalmazé N-terminélis
rész alkalmazisa. Kiilondsen elényds véddpeptidek
az Escherichia coli B-galaktoziddz N-terminalis 1-97.
aminosavait tartalmazo peptidek. Még el6ny6sebbek
az olyan peptidek, amelyekben egy 97 aminosavat
tartalmazo6 peptid ciszteincsoportjat szerincsoport he-
lyettesiti. Még elényosebbek az olyan peptidek, ame-
lyekben egy, a fenti 97 aminosavat tartalmazé pep-
tid ciszteincsoportjit szerincsoport helyettesiti, és négy
glutaminsavcsoportot aszparaginsav-csoport helyet-
tesit.

A taldlmany szerinti eljarassal a célpeptidet olyan
fazios peptid formajaban allitjuk eld, amelynek izo-
elektromos pontja 4,9—6.9. Ilyenkor a fziés peptid izo-
elektromos pontjat az aminosavszekvenciabol hataroz-
zuk meg a kovetkezGkben ismertetésre keriil eljards-
sal. Az izoelektromos pontot az Analytical Chemistry, 5
(4), 82—83 (1986) irodalmi helyen ismertetett trendek-
b6l is kiszamithatjuk. Alkalmazhato6 példaul a fenti elja-
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rason alapulé DNASIS (Hitachi) izoelektromospont-
szamitasi médszer is.

A fazids peptid izoelektromos pontja fenti tarto-
manyban vald szabalyozisahoz a véddpeptid és/vagy
kapcsolopeptid aminosavcsoportjait valtoztatjuk, mert a
célpeptid aminosavcsoportjai nem valtoztathatok. Ilyen
esetben véddpeptidként és/vagy kapcsolopeptidként
olyan, a fenti izoelektromos ponttal rendelkez6 termé-
szetes peptidet vagy peptidrészt alkalmazunk, amely
egy, a célpeptidet tartalmazé fuzidés peptidet alkot.
A faziés peptid izoelektromos pontjat természetes
peptidekkel vagy részeivel valo helyettesitéssel, ezek
eltavolitasaval vagy hozzaadasaval is valtoztathatjuk.
Ezt végezhetjiik savas aminosavak, mint példaul asz-
paraginsav- és glutaminsavcsoportok hozzéadasival
vagy eltavolitdsaval, bazikus aminosavak, mint példaul
arginin- vagy lizincsoportok hozzaadasaval vagy elta-
volitasaval, egyéb aminosavakkal valo helyettesitésével
vagy a fenti eljarasok kombinalasaval is.

A fuzios fehérje izoelektromos pontjat a fentiekben
ismertetetteknek megfelelden szabalyozhatjuk a védo-
peptiddel, vagy a kapcsolopeptiddel, vagy mindkettd-
vel. Ilyen tipust peptidként alkalmazhatunk pBR322-
b6l szarmazo tetraciklinrezisztencia-gén 403—-495. nuk-
leotidszekvenciaval kodolt peptidet vagy peptidrészt.
Amint azt az 1. dbran és az 1. szekvenciadbran is-
mertetjiik, ez a génrégiéo 33 aminosavcsoporton beliil
10 arginincsoportot kodolhat, és a régio kiilonboz6 sza-
mu részeinek alkalmazasaval kiilonb6z6 szami arginin-
csoportot tartalmazo kapcsolopeptidet allithatunk el8.
Ilyen esetben elényosen 1 vagy tobb, még elénydseb-
ben 3 vagy tobb, és elsGsorban 3-8 aminosavat alkal-
mazunk.

Valamely célpeptid fazios peptidbdl valo felszaba-
ditasanak feltétele, hogy egy kapcsolopeptid C-termina-
lisa egy enzimatikusan vagy kémiailag hasithaté amino-
savcsoportot tartalmazzon. Ilyen aminosavcsoport pél-
daul a tripszinnel hasithat6 arginin- vagy lizincsoport, a
lizil-endopeptiddzzal hasithato lizincsoport, a V8 pro-
teazzal hasithaté glutamincsoport és a cianogén-bro-
middal hasithaté metionincsoport.

A kovetkez6kben egy olyan fuzids fehérje kifeje-
zésére alkalmas plazmid eldallitasi eljarasat ismer-
tetjiik, amelyben a célpeptid human kalcitoninprekur-
Zor.

Egy human kalcitoninprekurzor — amely kiilénbézd
kapcsoldkat tartalmazé fizios fehérje formaban tartal-
mazza a humén kalcitonin aminosavszekvencidjat és
ennek C-terminalisahoz kapcsoldédva egy glicincso-
portot — kifejezésére alkalmas plazmid szerkesztéséhez
kiindulasi plazmidként a pG97S4DhCT(G)-plazmidot
alkalmazzuk.

Ebben a plazmidban, amint azt a 2. abran ismertet-
jiik, az Escherichia coli B-galaktozidaz N-terminalis 97
aminosavat tartalmaz6 védGpeptidet kédolo szerkezeti
gén (B-gall97S4D), amelyben a ciszteincsoportot
szerincsoport helyettesiti, négy glutaminsavcsoportot
pedig aszparaginsav-csoport helyettesiti, és egy human
kalcitoninprekurzor szerkezeti gén az EcoRI és Xhol
felismerShelyeken keresztiil kapcsolodik. A fuzids fe-
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hérjét kodolo szerkezeti gén a lac promoter ellenérzése
alatt van, és ez a plazmid egy szelekcids marker gént is
tartalmaz.

Ez a plazmid a 2—-190193 szamu japan kozrebocsa-
tasi iratban ismertetett pG97SHPCTLE(G) plazmidbol
szarmazik. A pG97S4DhCT(G) plazmidot tartalmazo
Escherichia coli W3110 a Budapesti Egyezmény alapjan,
FERM BP-3503 szamon, Escherichia coli SBM 323 né-
ven a Fermentation Research Institute, Agency of Indust-
rial Science and Technology letéti helyen, 1991. augusz-
tus 8-an keriilt letétbe helyezésre.

A pG97S4DhCT(G) plazmiddal kodolt fuzios fe-
hérje tartalmaz egy védSpeptidet, amely egy, a P-ga-
laktoziddz N-termindlis 97 aminosavabol all6 véddpep-
tidet tartalmaz, amelyben a ciszteincsoport szerincso-
porttal és 4 glutaminsavcsoport aszparaginsav-csoport-
tal van helyettesitve, valamint a fentiekben ismertetett
human kalcitoninprekurzort. Kifejezése nagyon gyen-
ge, és izoelektromos pontja 4,43. Ennek megfelelen a
kiilonbo6zs, széles izoelektromos tartomanyd bézikus
aminosavakat tartalmazé fizios fehérjék kifejezéséhez
az EcoRI-Xhol hely alkalmazasaval a fentiekben is-
mertetett B-galaktoziddz és human kalcitoninprekurzor-
gén kozé kiillonbdzd bazikus aminosavcsoportokat tar-
talmaz6 kapcsolopeptidet kodolo DNS-szekvenciakat
inszertalunk.

Kapcsolopeptidként elénydsen olyan, 33 aminosa-
vat tartalmaz6 peptidet vagy ennek részét alkalmazzuk,
amelyet a pBR322 plazmid 86—1273. nukleotidhely-
zetében 1év8 tetraciklinrezisztencia-génbdl szarmazo
gén kodol. Ebben a peptidrégidban 10 arginincsoport
talalhatd, és a megfeleld részek kapcsolopeptidként
val6 alkalmazasaval kiilonb6z6 izoelektromos pontokat
tartalmazo6 fuzios fehérjéket allithatunk el6.

A régiobdl szarmazd kapcsolopeptideket és a kap-
csolopeptideket kodold nukleotidszekvencidkat az 1. ab-
ran mutatjuk be. A peptideket kodold géneket a pPBR322
plazmid megfelel restrikcios enzimmel valé emésztésé-
vel vagy szokasos kémiai eljarasokkal allithatjuk el6.
Ezek az R, R;, Ry, Rs, Rg, Ry és Ry kapcsoldpeptidek
rendre 1, 3, 4, 5, 6, 8 és 10 arginincsoportot tartalmaznak.
A fentiekben ismertetett pG97S4DhCT(G) plazmid
EcoRI-Xhol helyére inszertalt, a kapcsolopeptidek vala-
melyikének kodolasara alkalmas géneket tartalmazo ki-
fejez6plazmidok a kovetkezdk:
pG97S4DhCT(G)R1, pG97S4DhCT(G)R3,
pG97S4DhCT(G)R4, pG97S4DhCT(G)RS,
pG97S4DhCT(G)R6, pG97S4DhCT(G)RS és
pG97S4DhCT(G)R10.

A kiindulasi, illetve a fentiekben ismertetett plaz-
midok 4ltal transzformalt Escherichia coli W3110 tor-
zsek a kovetkezdk:

W3110/pG97S4DhCT(G),
W3110/pG97S4DhCT(G)R1,
W3110/pG97S4DhCT(G)R3,
W3110/pG97S4DhCT(G)R4,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS ¢s
W3110/pG97S4DhCT(G)R10.
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Az ezen mikroorganizmusokkal elallitott fzios fe-
hérjék izoelektromos pontjainak szadmolasakor a kdvet-
kezd eredményeket kaptuk:

W3110/pG97S4DhCT(G) (arginincsoportok szdma a
kapcsolorégioban=0); izoelektromos pont=4,43;
W3110/pG97S4DhCT(G)R1 (arginincsoportok szima
a kapcsolorégioban=1); izoelektromos pont=4,70;
W3110/pG97S4DhCT(G)R3 (arginincsoportok szdma
a kapcsolérégioban=3); izoelektromos pont=4,90;
W3110/pG97S4DhCT(G)R4 (arginincsoportok szdma
a kapcsolorégioban =4); izoelektromos pont=5,80;
W3110/pG97S4DhCT(G)RS (arginincsoportok szdma
a kapcsolorégidban=5); izoelektromos pont=5,91;
W3110/pG97S4DhCT(G)R6 (arginincsoportok szama
a kapcsolorégioban=6); izoelektromos pont=6,01;
W3110/pG97S4DhCT(G)RS8 (arginincsoportok szdma
a kapcsolorégioban=28); izoelektromos pont=6,83 és
W3110/pG97S4DhCT(G)R10 (arginincsoportok szdma
a kapcsolérégioban=10); izoelektromos pont=7,85.

Olyan Escherichia coli transzforméansokat tenyésztet-
tiink, ahol az izoelektromos pont 4,43—7,85, és a sejten-
ként képz3dott fuzios fehérje mennyiségét SDS poli(ak-
ril-amid)gélelektroforézis-eljarassal elemeztik. A 4,43
izoelektromos pontd W3110/pG97S4DhCT(G)R1 torzs
és a 4,70 izoelektromos pontd W3110/pG97S4DhCT-
(G)R, torzs csak kis mennyiségti fizios fehérjét allitott
el5. Ugy talaltuk, hogy a tobbi torzs bakteridlis sejtekben,
zarvanytest alakban nagy mennyiségii fuzios fehérjét alli-
tott eld. Az eredmények tehat azt mutatjak, hogy a
4,5-4,7 értéktartomanyhoz kozeli izoelektromos ponti
fuzids fehérjék termelékenysége és az elGallitott zarvany-
testek mennyisége egyarant rossz.

Az is bebizonyosodott, hogy annak ellenére, hogy
a 7,85 izoelektromos pontd W3110/pG97S4DhCT-
(G)R10 torzs sejtenkénti fuzidsfehérje-termelékenysé-
ge az egyéb torzsekével kozel azonos, a tenyésztés alatti
végs6 bakterialis koncentracio a tobbi térzshoz képest
fele értékdi. Feltételezziik, hogy bar a sejtszamra vetitett
fazidsfehérje-képz6 kapacitas novekedett, mivel a fi-
zios fehérje pl=7,85 izoelektromos pontja gyengén al-
kalikus, a sejtnovekedés gatlasa kévetkezett be a zar-
vanytestek gyors képzédése vagy a fizios fehérje gyen-
gén alkalikus izoelektromos pontja alatt, és igy a végsé
bakterialis koncentracié nem né.

A fenti eredmények alapjan tehat ugy talaltuk,
hogy fuzios fehérjék Escherichia coliban val6 stabil és
nagy mennyiségi, zarvanytestként megvaldsitott eldal-
litisdhoz a fuziés fehérje izoelektromos pontjanak a
pl=4,9-6,9 savas tartomanyba kell esnie.

Megoldottuk tovabba a human kalcitoninprekurzor
(hCT-Gly) kinyerését és tisztitdsat (a fenti modon)
Escherichia coliban el@allitott zarvanytestektol. Azt is
igazoltuk, hogy C-termindlison amidalt human kalci-
tonin hatékonyan allithatd elé6 Xenopus laevisbdl szar-
mazé amidaléenzimmel.

A kovetkezOkben egy olyan fuzidsfehérje-kifejez6
plazmid szerkesztését ismertetjiik, amely human C tipust
natriuretikus peptid—22-t (roviditve: CNP-22, 10. szek-
venciadbra) mint célpeptidet tartalmazo6 flzios fehérjét
fejez ki. A flzids fehérjeként 22 aminosavat és kiilonbo-
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z6 kapcsolokat tartalmazd human CNP--22 kifejezésére
alkalmas kifejez6plazmid szerkesztéséhez kiinduldsi
plazmidként pG97S4DhCNP—-22-t alkalmaztunk.

Ebben a plazmidban a szerkezeti gén (Bgal97S4D),
amely egy olyan Escherichia coli B-galaktozid4dz N-ter-
minalis 97. aminosavat tartalmazo véddpeptidet ko-
dol, amelyben egy ciszteincsoport szerincsoporttal, négy
glutaminsavcsoport aszparaginsav-csoporttal van helyet-
tesitve, és a CNP—22 human szerkezeti gén az EcoRI és
Xhol felismerdhelyeken keresztiil kapcsolodik a 10. éb-
ran ismertetettek szerint. A fuzids fehérjét kodold szer-
kezeti gén a lac promoter irényitdsa alatt van. Ez a
plazmid még egy tetraciklinrezisztencia-markert is tar-
talmaz.

A pG97S4DhCNP-22 kifejez6plazmid szerkeszté-
sénél a gén elGallitasahoz alkalmazott human CNP-22
szerkezeti gént és pUCCNP1 plazmidot a 4—-139199
szami japan kozrebocsatasi iratban ismertetik. A vé-
dbpeptidet kodolé pG97S4DhCT(GRRRR) plazmid
pedig lényegében véve azonos a fentickben ismertetett
pG97S4DhCT(G) plazmiddal.

A pG97S4DhCNP-22 plazmiddal kédolt fuzios fe-
hérje izoelektromos pontja 4,56. Ez az érték a fentiekben
ismertetett elény6s pl=4,9-6,9 értékhatar alatt van,
ezért nagy mennyiségl fzidsfehérje-képz6dés nem var-
hato. Ezért egy olyan kisérletet végeztiink, amelyben
kiilonboz6 bazikus aminosavakat kodolé kapcsoldpeptid
géneket inszertaltunk az EcoRI-Xhol régioba az emli-
tett B-galaktoziddzgén és human CNP-gén kézé azért,
hogy kiilénboz3, 4,9—6.9 izoelektromos pontd fuzios fe-
hérjéket tervezziink, és ezeket a fuzios fehérjéket Esche-
richia coliban nagy mennyiségben fejezziik ki.

Ezek a kapcsolopeptidek ugy allithatok elS, hogy
bazikus aminosavakat kodolé géneket mesterségesen
terveziink, majd azokat kémiailag szintetizaljuk.

A 11. 4bran a bazikus aminosavakat koédolo kap-
csolopeptid gén tervezését és a kémiailag szintetizalt
génszekvenciakat mutatjuk be. A bemutatott kapcsolo-
peptidek a kovetkezék: R3-2 (13. és 14. szekvencia-
abra), R5-2 (15. és 16. szekvenciaabra) és az R5-3 (17.
és 18. szekvenciaabra), amelyek rendre 3, 5 és 5 ar-
ginincsoportot tartalmaznak. A kapcsoldpeptideket ko-
dold géneket tartalmazo kifejezéplazmidokat, amelyek
a kapcsolopeptideket a fentiekben ismertetett pG97S54-
DhCNP-22 EcoRI-Xhol tartomanyban inszertilva
tartalmazzak, rendre: pG97S4DhCNP-22R3-2,
pG97S4DhCNP-22RS5-2 és pG97S4DhCNP-22R5-3
plazmidoknak nevezziik.

A kiindulasi, illetve a fentiekben ismertetett plazmi-
dokkal transzformalt Escherichia coli W3110 torzsek
rendre W3110/pG97S4DhCNP-22, W3110/pG9754-
DhCNP-22R3-2, W3110/pG97S4DhCNP-22R5-2 és
W3110/pG97S4DnCNP—-22R5-3.

Az ezen mikroorganizmusokkal elGallitott fizios fe-
hérjék izoelektromos pontjanak szamolasi eredménye-
ként a kovetkezdket kaptuk:
W3110/pG97S4DhCNP-22 (arginincsoportok szama a
kapcsolorégioban=0); izoelektromos pont=4,56;
W3110/pG97S4DhCNP-22R3-2 (arginincsoportok sza-
ma a kapcsoldrégioban=3); izoelektromos pont=4,95;
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W3110/pG97S4DhCNP-22R5-2 (arginincsoportok sza-
ma a kapcsolérégioban=>5); izoelektromos pont=6,22 és
W3110/pG97S4DhCNP-22R5-3 (arginincsoportok sza-
ma a kapcsolorégidban=>5); izoelektromos pont=>5,59.

Amikor a 4,56—6,22 izoelektromos pontt, fenti fi-
zids fehérjéket termeld Escherichia torzseket tenyésztet-
tiik, és a sejtenként képz5dott fizids fehérje mennyiséget
SDS poli(akril-amid)gélelektroforézis-eljardssal megha-
taroztuk, a W3110/pG97S4DhCNP-22 torzzsel eldalli-
tott fizids fehérje (izoelektromos pontja=4,56) mennyi-
sége ugyan nem volt olyan nagy, mint a p[=4,95-6,22
értékhatarti fuzios fehérjékkel demonstralt toérzseké,
azonban bebizonyosodott, hogy a W3110/pG97S54-
DhCNP-22 t6rzshdz viszonyitva nagy mennyiségi fu-
zi6s fehérje fejez6dott ki.

Nagyon jol lathat6 (14. abra), hogy az 5,59 izoelekt-
romos ponti W3110/pG97S4DhCNP-22R5-2 ¢és
6,22 izoelektromos pontd W3110/pG97S4DhCNP-
22R5-3 torzsekkel nagy mennyiségii fizids fehérje feje-
z8dott ki a W3110/pG97S4DhCNP-22 torzshéz ké-
pest. A huméan CNP-22 esetén is bebizonyosodott te-
hat, hogy a pI=4,9-6,9 izoelektromos pontu fuzios fe-
hérjék a korabbiaknal jobb termelékenységgel allitha-
tok eld.

Azt is igazoltuk, hogy a human CNP—-22 az Esche-
richia coliban el8allitott fuzios fehérje zarvanytestekbdl
V8 proteazzal konnyen felszabadithato, és igy a human
CNP-22 hatékonyan eléallithato.

A kovetkezd példakat a talalmany részletesebb be-
mutatdsara ismertetjiik.

1. példa

Kifejezévektor szerkesztése

Egy 1-10 arginincsoportot tartalmazo fiiziés fehér-
je kifejezésére alkalmas kifejezéplazmidot szerkesztet-
tiink a kovetkez6 eljarassal:

(A) pG97S4DhCT(G)R10 szerkesztése

Az alabbi eljarassal a kapcsoldpeptidet kodolo régi-
6ba, a B-gal 97S4D gén (amely 97 B-galaktozidiz N-
termindlis aminosavat tartalmazott, és amelyben a cisz-
teincsoport szerincsoporttal, négy glutaminsavcsoport
pedig aszparagincsoporttal volt helyettesitve) és egy
hCT(G) gén (a C-termindlison egy glicincsoportot tar-
talmazoé humén kalcitoninprekurzor) kézé az 1. 4bran
ismertetett R10 aminosavrégiot kodolé gént inszer-
taltuk.

A pG97S4DhCT(G)R10 szerkesztési eljarasat a
2. dbran mutatjuk be.

El8sz6r pBR322-t emésztettiink restrikcios enzimek-
izolalaséra:

150 ug pBR322-t 200-200 egység BamHI-gyel
¢és Eco471-mal emésztettiink 60 percig 37 °C-on,
300 ul erds pufferben [50 mmol/l trisz-HCl, pH=7,5,
100 mol/l NaCl, 10 mmol/l MgCl, és 1 mmol/l ditio-
treitol (DTT)].

A reakci6 lejatszodasa utan a reakcidelegyhez 30 pl
festékoldatot (0,25 térfogat% bromfenolkék, 0,25 térfo-
gat% xilol-cianol és 40 tomeg/térfogat% szachar6z) ad-
tunk, és 1,5%-os agardzgél-elektroforézist (TAE puf-
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feroldat; 40 mmol/l triszecetsav, pH=8,0, 2 mmol/l
EDTA, 120 V, 2 6ra) végeztiink. Az elektroforézis utan
a gélt 0,5 pg/ml etidium-bromid-oldatba meritettiik, és
a gélbdl kivagtuk a 119 bp méreti BamHI-Eco4 7111
fragmenst.

A kivagott gélt ezutin TAE puffert tartalmazo dia-
lizlocsBbe tettiik, és a 119 bp méretii fragmens gélbol
valo elualasahoz tovabbi elektroforézisnek vetettiik ala.

A dializalécs6ben 1évs folyadékot ezutan fenollal,
majd kloroformmal kezeltiik, ezutan szokasos eljarassal
etanollal kicsapattuk, és az etanolos csapadékot 40 ul
TE pufferben (10 mmol/l trisz-HCI, pH=8,0, 1 mmol/l
EDTA) oldottuk.

A 119 bp-s BamHI-Eco4 711 DNS-fragmens tartal-
mu oldat 20 pl-éhez 2,5 pl tizedére koncentralt Med-
puffert (100 mmol/l trisz-HCl, pH=7,5, 500 mmol/l
NaCl, 100 mmol/l MgCl, és 10 mmol/l DTT), valamint
10 egység Haelll-t adtunk, és 37 °C-on emésztettiik
2 6ran 4at. A festékoldat hozzaadasa utan 15%-os poli-
(akril-amid)gél-elektroforézist (TBE puffer; 89 mmol/l
triszborsavpuffer, pH=8,0, 2 mmol/l EDTA, 120 V,
90 perc) végeztiink.

Ezutin a gélt etidium-bromiddal megfestettiik, és a
(89 bp méretl) Haelll-Eco47IIl DNS-fragmenst tar-
talmazé foltot kivagtuk a gélbél. Apré darabokra aprit-
va 12 6ra hosszat, 37 °C-on, 200 ul DNS-elualé puf-
ferben (0,5 mol/l ammoénium-acetat, 1 mmol/l EDTA,
pH=8,0) allni hagytuk. Fenollal és kloroformmal keze-
lést, majd etanolos kicsapast végeztiink szokdsos mod-
szerekkel, ezutan az etanolos csapadékot 5 pul TE puf-
ferben (10 mmol/l trisz-HC], pH=8,0, 1 mmol/l EDTA)
oldottuk.

Ezutan 5 ug pG97S4DhCT(G) plazmidot 30 egység
EcoRI-gyel 2 6ran at, 37 °C-on, 50 ul TA pufferben
(33 mmol/l trisz-ecetsav, pH=7,9, 10 mmol/l magné-
zium-acetat, 0,5 mmol/l DTT, 66 mmol/l kalium-acetat,
0,01% borjuszérum-albumin) emésztettiink. A reak-
cidelegyhez hozzdadtunk 1 pl 25 mmol/l INTP-t (dATP,
dGTP, dCTP és DTTP elegye) és 4 egység T4 DNS-
polimerazt tartalmazo oldatot, és a ragados végek feltolté-
sére 5 percig 37 °C-on inkubéltuk.

A reakci6 lejatszodasa utan a reakcioelegyet fenollal
és kloroformmal kezeltiik, és szokasos eljarassal etano-
los kicsapatdsnak vetettiik ald, majd az etanolos csapa-
dékot 10 pl TE pufferben oldottuk.

Osszekevertiink 5 ul EcoRI-emésztett, tompa végiivé
tett pG97S4DhCT(G)-t és Sul 89 bp-s Haelll-Eco47III
DNS-fragmenst, majd 16 °C-on egy DNS-ligalo készlet-
tel (Takara Shuzo) egy 12 6ras ligaloreakcidt végeztiink.
A ligécios reakcideleggyel szokasos eljardssal Escheri-
chia coli W3110-et transzformaltunk, és igy tetraciklin-
rezisztens transzformansokat kaptunk.

A plazmidszerkezetet BspHI és BgllI restrikcids-
enzim-elemzéssel igazoltuk, és a kivant szerkezeti
transzformanst W3110/pG97S4DhCT(G)R10 tdrzsnek
neveztik.

(B) pG97S4DhCT(G)R6 szerkesztése

Az al4bbi eljarissal a kapcsolopeptid-régioba, a B-
gal94S4D gén és egy hCT(G) gén kozé egy, az 1. dbran
ismertetett R6 régiot kodold gént inszertaltunk.
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A pG97S4DhCT(G)R6 szerkesztését a 2. dbran mu-
tatjuk be.

El8szér pBR322-t emésztettiink restrikcios enzi-
nak izolalaséra:

150 ug pBR322-t 200-200 egység BamHI-gyel
és Eco47Ill-mal emésztettiink 60 percig 37 °C-on,
300 pl erds pufferben [SO0 mmol/l trisz-HCl, pH=75,
100 mmol/l NaCl, 10 mmol/l MgCl, és 1 mmol/] di-
tiotreitol (DTT)].

A reakci6 lejatszodasa utan a reakcioelegyhez 30 pl
festékoldatot (0,25 térfogat% bromfenolkék 0,25 térfo-
gat% xilol-cianol és 40 tomeg/térfogat% szachardz) ad-
tunk, és 1,5%-os agarozgél-elektroforézis (TAE puffer-
oldat; 40 mmol/l trisz-ecetsav, pH=8,0, 2 mmol/]
EDTA, 120 V, 2 6ra) végeztiink. Az elektroforézis utin
a gélt 0,5 ug/ml etidium-bromid-oldatba meritettiik, és
a gélbdl kivagtuk a 119 bp méretii DNS-fragmenst.

A kivagott gélt ezutan TAE puffert tartalmazo diali-
z4ldcsdbe tettiik, és a 119 bp méreti fragmens gélbdl
vald eludlasdhoz tovabbi elektroforézisnek (120 V,
30 perc) vetettiik ala.

A dializalocsGben 1évé folyadékot ezutan fenollal,
majd kloroformmal kezeltiik, ezutan szokasos eljarassal
etanollal kicsapattuk, és az etanolos csapadékot 40 ul
TE pufferben (10 mmol/] trisz-HCI, pH=8,0, 1 mmol/l
EDTA) oldottuk.

A 119 bp-s BamHI-Eco47III DNS-fragmens-tartal-
mu oldat 20 pl-éhez 2,5 pl tizedére koncentralt TA puf-
fert (300 mmol/l trisz-HCl, pH=7,9, 100 mmol/l mag-
nézium-acetat, 5 mmol/l DTT, 660 mmol/l kalium-ace-
tat és 0,1% borjliszérum-albumin) 10 egység Banl-t ad-
tunk, és 37 °C-on inkubaltuk 2 6rén at.

Az oldathoz a ragadds végek 5 perc alatt 37 °C-on
torténd feltoltéséhez 1 pl 25 mmol/l ANTP-t és 4 egy-
ség T4 DNS-t adtunk.

A festékoldat hozzdadasa utian 15%-os poli(akril-
amid)gél-elektroforézist (TBE puffer, 89 mmol/l trisz-
borsav-puffer, pH=8,0, 2 mmol/i EDTA, 120 V,
90 perc) végeztiink.

Az elektroforézis utin a gélt etidium-bromid-oldatba
meritettiik, és a gélbdl kivagtuk az 56 bp-s Haelll-
Eco47III DNS-fragmenst. A kivagott gélt finom dara-
bokra vagtuk, és 200 pul DNS-elualo pufferben (0,5 mol/l
ammonium-acetat, 1 mmol/l EDTA, pH=8,0) 37 °C-on
hagytuk allni 12 6ran at.

A reakcioelegyet fenollal és kloroformmal kezeltiik,
és szokasos eljarassal etanolos kicsapatasnak vetettiik
ala, majd az etanolos csapadékot 5 pl TE pufferben
(10 mmol/l trisz-HCI, pH=8,0, 1 mmol/l EDTA) oldot-
tuk.

5 ug pG97S4DhCT(G) plazmidot 30 egység EcoRI-
gyel emésztettiik 2 6réan 4t, 37 °C-on, 50 pl TA puffer-
ben. A reakcidelegyhez a kohézios végek 5 percig,
37 °C-on torténd feltoltéséhez 1 pl 25 mmol/l ANTP-t
és 4 egység T4 DNS-polimerazt adtunk.

A reakci6 lejatszodasa utan a reakcioelegyet fenollal
és kloroformmal kezeltiik, és szokdsos eljarassal etano-
los kicsapatasnak vetettiik ala, majd az etanolos csapa-
dékot 10 pl TE pufferben oldottuk.
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Osszekevertiink 5 pl EcoRI-gyel emésztett, tompa
végiivé tett pG97S4DhCT(G)-t és 5 ul 56 bp-s Banl-
Eco471II DNS-fragmenst, majd 16 °C-on, egy DNS-
ligalé készlettel (Takara Shuzo) 12 o6ran &t egy ligalo-
reakciot végeztiink. A reakcioeleggyel szokéasos eljaras-
sal Escherichia coli W3110-et transzformaltunk, €s igy
tetraciklinrezisztens transzformansokat kaptunk.

A plazmidszerkezetet BspHI és Bglll restrikciosen-
zim-elemzéssel igazoltuk, ¢és a kivant szerkezetii transz-
formanst W3110/pG97S4DhCT(G)R6 torzsnek nevez-
tiik.

(C) pG9754DhCT(G)R8 szerkesztése

Az alabbi eljarassal a kapcsolopeptid-régioba, a p-
gal 94S4D gén és egy hCT(G) gén kozé egy, az 1. abran
ismertetett R8 régiot kodold gént inszertaltunk.

A pG97S4DhCT(G)R8 szerkesztését a 3. abran mu-
tatjuk be.

3 darab, egyenként 50 ul erds puffert tartaimazo csé
mindegyikébe 10-10 ug pG97S4DhCT(G)R10-et tet-
tiink. A hiarom csébe rendre 20-20 egység Bbel-t és
BgllIlI-t, Bbel-t és EcoRV-t, valamint BgllII-t és EcoRV-
t adtunk. A reakcidelegyeket 37 °C-on 2 o0réan at hagytuk
reagalni, majd 1,5%-os agarozgél-elektroforézist végez-
tink, a gélbél kivagtuk a Bbel-BglII-BglII (84 bp),
Bbe— EcoRV (0,35 kb), illetve a BglII-EcoRV (2,7 kb)
savokat, és elektroforézist végeztiink.

A reakcitelegyet fenollal és kloroformmal kezeltiik,
majd szokasos eljarassal etanolos kicsapatast végez-
tink, és az etanolos csapadékot 5 pl TE pufferben ol-
dottuk. Az igy kapott hairom DNS-fragmenst 6sszeke-
vertikk, majd egy DNS-ligalo készlettel, 16 °C-on,
12 6ran at ligaltuk. A reakcideleggyel szokasos eljaras-
sal Escherichia coli W3110-et transzforméltunk, és igy
tetraciklinrezisztens transzformansokat kaptunk.

A plazmidszerkezetet restrikcidos enzimes elem-
zéssel igazoltuk, és a kivant szerkezetii transzformanst
E. coli W3110/pG97S4DhCT(G)RS torzsnek neveze-

(D) pG97S4DhCT(G)RI, pG97S4DhCT(G)R3,

pG9754DhCT(G)R4 és pG97S4DhCT(G)RS
szerkesztése

Az alabbi eljarassal a kapcsolopeptid-régioba a -
gal 97S4D gén és egy hCT(G) gén kozé egy, az 1. dbran
ismertetett, R1, R3, R4 és RS kodold gént inszertaltunk.

A pG97S4DhCT(G)R1, pG97S4DhCT(G)R3,
pG97S4DhCT(G)R4 és pG97S4DhCT(G)RS szerkesz-
tését a 4. abran mutatjuk be.

25 ug pG97S4DhCT(G)-t 30 egység Xhol-gyel és
30 egység EcoRI-gyel emésztettink erds pufferben,
37 °C-on, 2 6ran at.

A reakci6 lejatszodédsa utdn 1%-os agarézgél-elekt-
roforézist végeztiink, és a gélbdl elektroforézissel
3,2 kb DNS-fragmenst izolaltunk. A DNS-fragmensek
mindegyikébdl 100 pmol mennyiséget az 5. abran is-
mertetett, kémiailag eléallitott oligonukleotiddal ele-
gyitettiik, és ligaltuk. A ligacios eleggyel ismert eljaras-
sal Escherichia coli W3110 torzset transzformiltunk, és
igy tetraciklinrezisztens transzforméansokat kaptunk.

Restrikcios enzimes hasitas utan gélelektroforézissel
igazoltuk, hogy E. coli W3110/pG97S4DhCT(G)R1,
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W3110/pG97S4DhCT(G)R3,
W3310/pG97S4DhCT(G)R4 és
W3110/pG97S4DhCT(G)RS torzset kaptunk.

A fenti eljarasokkal 7 olyan plazmidot szerkesztet-
tiink, amely a pG97S4DhCT(G) EcoRI vagy EcoRI-
Xhol hasitasi helyre inszertalva tetraciklinrezisztencia-
gén egy részét tartalmazta.

Mivel ezek az inszertalt gének a bazikus arginin
aminosavnak megfelelé 1-10 kodont tartalmaztak, a
kiméria fehérjék kozotti téltés nem volt azonos, és igy
kiilonbdz6 izoelektromos ponta fiizios fehérjéket ered-
ményezett.

Az igy eldallitott fzids fehérjéket a 6. dbran ismer-
tetjiik.

2. példa

hCT(G) fuzios feherje kifejezése

A mikroorganizmusokban el6allitott fazids fehérjék
izoelektromos pontja €s termelékenysége kozotti ssze-
fliggés vizsgalatara a mikroorganizmusokat tenyésztet-
tiikk, és SDS poli(akril-amid)gél-elektroforézissel meg-
hataroztuk a sejtenkénti f0zids fehérje termelékenysé-
gét.

Az eldallitott mikroorganizmusokat lombikban,
37 °C-on, 500 ml SB kdzegben [0,5 térfogat% glicerin,
2,4 térfogat% élesztékivonat, 1,2 térfogat% tripton,
100 mmol kalium-hidrogén-foszfat, pH=7,5, tetraciklin
(10 pgl/ml)] tenyésztettiik.

A tenyésztés utan spektrofotométerrel mértik a
turbiditast (ODgq), és annyi tenyészkozeget tavolitottunk
el, hogy [ODg4-érték x tenyészkozeg-térfogat (mli)j=5
értéket érjiink el, és a kapott elegyet a mikrobasejtek
elvalasztasara 5 percig, 12000 fordulat/perc sebességgel
centrifugaltuk.

A sejtiiledékhez 1 ml SDS mintapuffert (63 mmol/l
trisz-HCl, pH=6,8, 10 térfogat% glicerin, 10 térfogat%
SDS, 5 térfogat% 2-merkapto-etanol és 12,5 mg/l
bromfenolkék) adtunk, majd 5 percig 95 °C-on melegi-
tettiik, és igy SDS poli(akril-amid)gél-elektroforézis
elemzésre alkalmas mintat kaptunk.

5 ul fenti mintaval 18 mA és 90 perc mérési jellem-
z6k mellett SDS 16%-os poli(akril-amid)gél-elektrofo-
rézist (TEFCO) végeztiink.

A gélelektroforézis utan a gélt festékoldattal (10 tér-
fogat% ecetsav, 40 térfogat% metanol és 2 g/l
Coomassie brilliantkék R250) megfestettiik, és mind-
egyik torzsnél meghatdroztuk a sejtenként termelt
hCT(G) fhzios fehérje mennyiségét. Az elektroforézis
eredményeit a 7. abran mutatjuk be.

A 7. &bran lathatjuk, hogy a 4,43 izoelektromos
pontd W3110/pG97S4DhCT(G) csak nagyon kis
mennyiségl fuzidsfehérje-elBallitast tesz lehetdve, és a
4,70 izoelektromos pontt W3110/pG97S4DhCT(G)R1
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is csak kis mennyiségi fuzios fehérjét allit el6. Egyér-
telmien latszik, hogy a tobbi torzs nagy mennyiségi
sejtenkénti fiziosfehérje-elGallitast biztosit.

Az eredményekbdl lathatjuk, hogy amint a fuziés
fehérje izoelektromos pontja a 4,5—4,7 tartomany koze-
Iébe esik, a fuzios fehérje termelékenysége és az ezek-
bdl képzddott zarvanytestek mennyisége csokken.

Ezt kovetden a fuziés fehérje termelékenységének,
valamint a hCT(G) fiziés fehérjébdl vald felszabaditas
hatékonysaganak vizsgalatara folytattunk kisérletet, ame-
lyet W3110/pG97S4DhCT(G)R3,
W3110/pG97S4DhCT(G)R4,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS,
W3110/pG97S4DhCT(G)R6,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS és
W3110/pG97S4DhCT(G)R10
torzsek alkalmazasaval, V8 proteazzal, 30 literes te-
nyésztOtartalyban végzett nagyméretii tenyésztéssel vé-
geztiink.

3. példa

Fuzios fehérje termelékenységének vizsgalata
nagymeéreti tenyesztési koriilmények kozott, és a
hCT(G) fuziés fehérjébdl valo felszabaditasa V8
protedz alkalmazasaval

A kovetkez6 eljarassal a fehérjék nagy térfogatban
végzett tenyésztési korlilmények kozott térténd elballi-
tasa termelékenységének és a hCT(G) kiilonb6z6 fuzids
fehérjékbdl V8 protedzzal végzett felszabaditasanak ha-
tékonysagat vizsgaltuk.

30 literes tenyésztartalyokban, a fentiekben ismerte-
tett SB kdzegben azokat a kifejez6képességti torzseket
[W3110/pG97S4DhCT(G)R3,
W3110/pG97S4DhCT(G)R4,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS,
W3110/pG97S4DhCT(G)R6,
W3110/pG97S4DhCT(G)RS és
W3110/pG97S4DhCT(G)R10]
vizsgaltuk, amelyek zarvanytestképzédését a lombik-
méreti kisérletekben megfigyeltiik.

A tenyészkozeg Osszetétele a kovetkezd: 4 g/l
¢éleszt6kivonat, 4 g/l kalium-dihidrogén-foszfat, 4 g/l di-
kalium-hidrogén-foszfat, 2,7 g/l natrium-hidrogén-fosz-
fat, 1,2 g/l ammoénium-szulfat, 0,2 g/l ammoénium-klo-
rid, 2,0 g/l L-metionin, 2,0 g/1 MgSO,-7H,0, 40 mg/l
FeSO,-7H,0, 40 mg/l CaCl,-2H,0, 10 mg/l AlCl;-
6H,0, 4 mg/l CoCl, 6H,0, 2 mg/l ZnSO,4-7H,0,
2 mg/l Na,MO,-2H,0, 1,0 mg/l CuCl,-2H,0, 0,5 mg/l
H;BO; és 10 mg/l MnSO,4-nH,0.

A tenyésztés elején szénforrdsként 2 térfogat% glii-
koézt, majd a gliikkoz elfogyasa utan 8 térfogat’ glicerint
alkalmaztunk. Az igy kapott végsé baktériumkoncent-
raciokat az 1. tablazatban foglaljuk ossze.
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1. tablazat
. Végss ba.kt Crium- zBa?\:ta?;'lnn:(r:;:et; zéwény?;ssirzjsmyiség
Térzs koncentrici6 [ODggo] [rclativ érték] [rclativ érték]
@ ®) (axb)
W3110/pG97S4DhCT(G)R10 53 116 6148
W3110/pG97S4DhCT(G)RS 120 13 13560
W3110/pG97S4DhCT(G)R6 110 106 11660
W3110/pG97S4DhCT(G)RS 105 100 10500
W3110/pG97S4DhCT(G)R4 94 100 9400
W3110/pG97S4DhCT(G)R3 106 96 10176

Az 1. tablazatbél lathatd, hogy a W3110/pG9734-
DhCT(G)R10 az egyéb torzsekkel dsszehasonlitva sok-
kal kisebb, koriilbeliil a fele végsé baktériumkoncent-
raciét eredményez. Emellett annak ellenére, hogy a
W3110/pG97S4DhCT(G)R10 torzs altal elallitott fi-
zi6s fehérje izoelektromos pontja 7,85, azaz enyhén lu-
gos, és a sejtenkénti fuzids fehérje termelékenysége fel-
tehet8en a zarvanytestek gyors kialakuldsa vagy az eny-
hén ligos izoelektromos pontd fzi6s fehérje miatt né, a
sejtndvekedés gatlasa alacsony sejtkoncentriciot ered-
ményez.

A talalmany szerinti eljarassal kapott eredmények
azt igazoljak, a zarvanytestként elGallitott fiziés fehér-
jék Escherichia coliban valo stabil és nagy mennyiségii
képzSdésének az a feltétele, hogy a fizios fehérje izo-
elektromos pontja 4,9-6,9 legyen. Ezen tilmenden a
sejtenkénti faziésfehérje-mennyiség meghatérozasahoz
az SDS poli(akril-amid)gél-elektroforézis és fehérjefes-
tés mellett gélletapogatast is alkalmaztunk. Ezeket az
eredményeket a sejtenkénti zarvanytest mennyiségé-
ben megadva (relativ érték) az 1. tablazatban foglaltuk
ossze.

Ha a W3110/pG97S4DhCT(G)R4 torzzsel eléalli-
tott sejtenkénti fizios fehérje mennyiségét 100-nak
vessziik, a térzsek zarvanytermelése 96—116 értékha-
tarok k6zott valtozik.

A W3110/pG97S4DhCT(G)R10 torzs tenyészfolya-
dékra szamitott zarvanytesttermelése 6148, a W3110/
pG97S4DhCT(G)RS torzsé pedig 13 560, ami koriilbe-
liil kétszeres kiilonbséget jelent. Bar a tenyészkozegre
vetitett legnagyobb zérvanytesttermelést a W3110/
pG97S4DhCT(G)R8 torzs mutatja, a hCT képzddése
folyaman V8 protedz hatasara a fuziés fehérje hasitasa
kovetkezik be, amelynek hatékonyséaga az el6allitasi fo-
lyamat termelékenységét er6teljesen befolyédsolja.

A V8 protedzzal megvalositott hasitasi reakcio6 haté-
konysagat a kapott zarvanytestek alkalmazdséval mér-
tiik.

A fenti 30 literes tartalyban valo tenyésztés utan ki-
vettiink 1000 ml tenyészkdzeget, és a sejteket nagynyo-
mast homogenizaloberendezésben (Manton Gualin
Laboratory Homogenizer 15M—-8TA) 600 kg/cm® nyo-
mason homogenizaltuk. A zarvénytesteket tartalmazo
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csapadékot 7000 fordulat/perc sebességgel végzett
centrifugalassal kinyertik. A csapadékhoz annyi ion-
mentes vizet adtunk, hogy térfogata az eredeti térfogat
legyen, majd a szuszpenziot a csapadék kimosaséra ujra
centrifugaltuk.

A mosasi eljarast még egyszer megismételtiik, majd
a csapadékot annyi vizzel higitottuk, hogy az ODggp-ér-
ték 800 legyen, majd a kovetkezd, V8 protedzzal meg-
valésitott hasitasi reakcionak vetettiik al:

A szuszpenzi6 0,6 ml-éhez 75 pl 1 mol/l trisz-HCl-t
(pH=8,0), 7,5 ul 0,5 mol/l-es EDTA-t (pH=8,0),
540 mg karbamidot és 100 ul 100 mmol/l DTT-t ad-
tunk, 30 °C-on hagytuk allni 10 percig, és annyi ion-
mentes vizet adtunk hozza, hogy végsé térfogata 3,7 ml
legyen. A kapott elegyet 30 °C-on el6melegitettiik
10 percig, 7 ul V8 proteazt (1 mg/ml) adtunk hozza, és
a reakcitelegyet 1 oran at hagytuk reagalni.

A hasitott hCT(G) kvantitativ meghatarozasat nagy-
nyomast folyadékkromatografias elemzéssel (HPLC),
YMC A-302 toltott oszloppal (0,46 x 15 cm, Yamamura
Chemical Research) végeztiik. Az eludldshoz linearis
koncentraciogradienssel 0,1 térfogat% trifluor-ecetsavat
(TFA) és 0,1 térfogat% TFA/50 térfogat% acetonitril
elegyet alkalmaztunk.

Mérésekkel igazoltuk, hogy a hCT(G) fuziés fehér-
jébol valo lehasitasanak hatékonysaga nagymértékben a
hCT(G) fazids fehérje figgvénye.

A legnagyobb hasitasi hatékonysag 97%, amelyet a
W3110/pG97S4DhCT(G)R4 alkalmazasaval érhetiink
el, és a legkisebb, 7%-o0s hasitasi hatékonysagot a
W3110/pG97S4DhCT(G)RS mutatja.

A hasitasi hatékonysag és a végsé baktériumkon-
centraci6 kozott nincs korrelacio. Ugyancsak nincs kor-
relacio a filzids fehérjébe inszertalt kapcsolofehérje ba-
zikus aminosavcsoportjainak szamaval sem. Feltétele-
zésiink szerint a hasitas hatékonysagét els6sorban a V8
proteaz hasitasi felismerShely-régié aminosav-szekven-
ciaja befolyasolja.

Mivel a legnagyobb hCT(G) kinyerés a W3110/pG-
97S4DhCT(G)R4 torzzsel érhetd el, human kalcitonin-
prekurzor humén kalcitonna valo, amidaloenzimmel
megvalositott atalakitasat ezzel a baktériumtdrzzsel ve-
gezziik.



1 HU 216 335B 2

4. példa

hCT(G) prekurzor tisztitdsa és human
kalcitoninnd valé dtalakitdsa amidaléenzimmel

Egy 20 literes tenyésztartalyban a fentiekben ismer-
tetett eljarassal W3110/pG97S4DhCT(G)R4 torzset te-
nyésztettiink, és a kapott fazidosfehérjezarvanytest-
szuszpenziodt a fentickben ismertetett eljarassal kinyer-
tiik.

A szuszpenzi6 6 ml-éhez 750 pl 1 mol/l trisz-HCI-t
(pH=8,0), 75 pl 0,5 mol/l EDTA-t (pH=38,0), 5,4 g kar-
bamidot és 17 mg DTT-t adtunk, és hagytuk allni
10 percig, majd annyi ionmentes vizet adtunk hozzi,
hogy térfogata 37 ml legyen. A szuszpenzidhoz ezutin
40 ul (1 mg/ml) V8 proteazt adtunk, és ezzel 37 °C-on
90 percig kezeltiik.

A reakcidelegyet ezutan ionmentes vizzel kétszere-
sére higitottuk, 30 percig 4llni hagytuk, és ecetsavval a
pH-t 4,6-ra allitottuk be. pH=4,6-nal f-gal 97S4D csa-
padék valt ki, és a hCT(G) a feliilisz6 frakciéban ma-
radt.

A feliiliiszé6 frakciot 15 percig centrifugéltuk, és ezt a
frakciot egy 10 mmol/l amménium-acetattal (pH=4,6)
egyensulyba hozott SP Sepharose (Tosoh) oszlopra ad-
tuk, majd oszlopkromatografias eljarasnak vetettiik ala.

A hCT(G)-t 40 mmol/l amménium-acetattal (pH=
6,5) elualtuk. fgy egy liter tenyészkdzegre szdmolva
kézelitdleg 0,4 g hCT(G)-t kaptunk.

A fentiek szerint kapott hCT(G) amidaléenzimmel
valé reagaltatisaval jo kitermeléssel humén kalcitonint
allithatunk el6 a 2—190193 szdmi japan kdzrebocsétasi
iratban ismertetett eljarassal.

Az amidaloreakci6 utin YMC A-302 toltétt oszlo-
pon (Yamamura Chemical Research) nagynyomasi fo-
lyadékkromatografids elemzést végeztiink. A kapott
eredményeket a 8. dbran mutatjuk be. Az alkalmazott
elualasi koriilmények kozott a humaén kalcitonin 9,7 perc
retencios idSvel jott létre, és amint az az abrabol nyil-
vanvald, a termék rendkiviil tisztan és magas termelé-
kenységgel éllithato eld.

5. példa

Humdn CNP-22 gén eléallitdsa

A kovetkezd eljarassal in vitro DNS-sokszorositas-
sal (PCR) egy olyan human CNP-22-t kédolo gént
allitottunk el3, amelyben az N-terminélishoz V8 pro-
tedzhoz alkalmas helyként egy glutaminsavcsoportot
adtunk.

DNS-templatként pUCCNPI1 plazmidot alkalmaz-
tunk.

1,57 ug pUCCNP! plazmidot 37 °C-on, 157 ul K-
pufferben [20 mmol/l trisz-HCl, pH=8,5, 100 mmol/l
KCl és 1 mmol/1 ditreitol (DTT)] 12 egység EcoRI-gyel
emésztettiik a plazmid elhasitaséra.

A reakcidelegyet szokasos eljarassal fenolos, 2-bu-
tanolos kezelésnek és etanolos kicsapatasnak vetettiik
ala, és az EcoRI-emésztett DNS-fragmenst 157 pl TE
pufferben (10 mmol/l trisz-HCl, pH=8,0 és 1 mmol/]
EDTA) oldottuk.

A PCR-reakcibban alkalmazott primerek jeldléseit a
9. dbran ismertettiik.
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10

Az 1. primert (11. szam\ szekvencia) Ugy terveztiik
meg, hogy a huméan CNP-22 N-termindliséhoz egy V38
protedzzal hasithaté glutaminsavcsoport kapcsolodjon,
és felfelé egy EcoRI és Xhol restrikcids enzim hasitd
helyet is tartalmazzon; a 2. primert (12. szdmu szekven-
cia) pedig ugy, hogy kozvetleniil a human CNP-22 gén
utdn egy Sall restrikcios enzim hasité hely kovetkezzen.

A primereket DNS-szintetizdlo berendezéssel
(Applied Biosystems Model 380A) szintetizaltuk.

A szintézis utan 8 mol/l karbamidot tartalmazo
20%-os poli(akril-amid) gélen elektroforézist végez-
tiink, és mindegyik primer elSallitasdhoz a primernek
megfeleld hosszisagh DNS-fragmenst felszabaditottuk.

10 ng fenti EcoRI-gyel hasitott pUCCNRI-t és
100 pul reakcidoldatot (10 mmol/l trisz-HCl, pH=38,3,
50 mmol/l KCl, 1,5 mmol/l MgCl,, 0,1% zselatin és
200-200 pmol dGTP, dATP, dTTP és dCTP), amely
1-1 pmol primert tartalmazott, 95 °C-on hagytuk allni
5 percig, és az oldatokat jéggel gyorsan lehfitottik. Az
elegyhez 0,5 egység Taq DNS-polimerazt (Ampli-Taq,
Takara Shuzo), majd 4svanyolajat adtunk a PCR-reak-
cid kivitelezéséhez. A reakciot héreaktorban (Hybaid)
folytattuk le.

A PRC-reakei6t 30 cikluson keresztiil megismételtiik.
A ciklusok egyenként egymas utani hddenaturalasbol
(92 °C, 1 perc), temperalasbol (55 °C, 2 perc) és DNS-
meghosszabbitasbol (72 °C, 3 perc) alltak. Az utols6 cik-
lusban a DNS-meghosszabbitas tovabbi 7 percig tartott.

Ezutan a reakcidelegy térfogatat TE pufferrel 400 pl-
re egészitettikk ki, az egész elegyet SUPREC-02 (Ta-
kara Shuzo) berendezésbe tettiik, és 8 percig 2000 g erd-
vel centrifugaltuk. A szirletet eltavolitottuk, majd az
elegy térfogatat TE pufferrel ismét 400 pl-re egészitet-
tiikk ki. Megismételtiik a fenti centrifugélast. A sziir§csé-
szében maradt PCR-reakciooldat térfogatat TE pufferrel
40 pl-re egészitettiik ki.

A 40 ul PCR-reakcidelegyhez 5 pl tizedrészére kon-
centralt er@s puffert (500 mmol/l trisz-HCl, pH=7,5,
1 mol/l NaCl, 100 mmol/1 MgCl,, és 10 mmol/l DTT),
36 egység EcoRI-t és 60 egység Sall-t adtunk. Az elegy
térfogatat vizzel 50 pl-re egészitettiik ki, és 37 °C-on,
60 perc alatt hagytuk lejatszodni a reakciot.

A reakeid befejez6dése utan fenolos és 2-butanolos
kezelést és etanolos kicsapatast végeztiink, és a csapa-
dékot TE pufferrel oldottuk. igy olyan human CNP-22
gént kaptunk, amely mindkét végén EcoRI és Sall ra-
gadés végeket tartalmazott.

6.a példa

pG97S4DhCNP-22 kifejezdplazmid szerkesztése

A 10. bran ismertetett CNP—22 gén PCR-termékét
olyan pG97S4DhCT(GRRR) plazmidba inszertaltuk,
amely a fB-gal 97S4D gént (B-galaktozidaz N-terminalis
97 aminosavat tartalmazé peptid, amelyben egy cisztein-
csoportot szerincsoport és négy glitaminsavcsoportot
aszpartinsavcsoport helyettesit) tartalmazott. A szerkesz-
tést a kovetkez0 eljarassal végeztiik:

10 pg pG97S4DhCT(GRRR)-t 36 egység EcoRI és
60 egység Sall alkalmazaséval erds pufferben, 6 percig
emésztettiink 37 °C-on.
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A reakci6 befejezése utan szokasos eljarassal 1,0%-
os agardzgél-elekiroforézist végeztiink, és a gélbdl ki-
vagtunk egy 3,2 kb EcoRI-Sall fragmenssivot. A gél-
szeletben 1évd DNS-fragmenst egy SUPREC-01 mikro-
centrifugacsében (Takara Shuzo) centrifugéltuk, majd
fenolos és kloroformos kezelést és ezt kovetSen etanolos
kicsapatast végeztiink.

Az EcoRI-Sall DNS-fragmensek mindegyikének
5 ul-ét és a human CNP-22 gén fragmens PCR-termé-
két (EcoRI-Sall DNS-fragmens) osszekevertiik, és
DNS-ligal6d készlettel (Takara Shuzo) ligaltuk. A liga-
cids elegyet Escherichia coli W3110 transzformalasara
alkalmaztuk, és az egyik transzformanst W3110/pG97-
S4DhCNP-22 térzsnek neveztiik.

6.b példa

pG9784DhCNP—-22R3-2 és
pG9754DhCNP—22RS5-2 kifejezoplazmid szerkesztése

A kovetkezd eljarassal a kapcsolopeptidet kodold ré-
gi6ba a B-gal97S4D gén és human CNP—-22 gén kozé a
11. &bran ismertetett R3-2 vagy R5-2 aminosavszekven-
ciat kodolo kapcsolopeptid gént inszertaltuk. A pG9754-
DhCNP-22R3-2 és pG97S4DhCNP-22R5-2 szerkesz-
tését a 12. abran ismertettiik.

3 ng pG97S4DhCNP-22-t 10-10 egység EcoRI és
Xhol alkalmazasaval 50 ul erGs pufferben 37 °C-on
emésztettiink 2 6ran at. A reakcid befejezése utan 1%-os
agar6zgél-elektroforézist végeztiink, és a gélbdl elektro-
elualassal egy 3,2 kb DNS-fragmenst izolaltunk. Ezt a
DNS-fragmenst 20 pmol kémiailag el8allitott oligonuk-
leotiddal, amely az R3-2 és R5-2 szekvenciakat kodolja,
ligalokészlet (Takara Shuzo) alkalmazasaval ligaltuk.
A ligciés elegyet Escherichia coli W3110 transzforma-
lasra alkalmaztuk.

A plazmid tetraciklinrezisztens transzformalt torzs-
t6l valé izolalasa utan restrikcios enzimekkel szerkezeti
elemzést végeztiink a

W3110/pG97S4DhCNP-22R3-2 és a

W3310/pG97S4DhCNP—22RS5-2 céltdrzsek eldalli-
tasahoz.

6.c példa

pG9754DhCNP—22R5-3 szerkesztése

A kovetkezd eljarassal a pG97S4DhCNP-22 plaz-
midba a 11. abran ismertetett R5-3 aminosavat kodold
kapcsolopeptid gént inszertaltuk.

3 ug pG97S4DhCNP-22-t 50 ul er8s pufferben
10 egység EcoRI-gyel emésztettiink 37 °C-on, 2 6réan at.

Az emésztés utdn az elegyhez az 5° defoszforila-
lasara egy oran at, 37 °C-on 0,5 egység alkalikus fosz-
fatazt adtunk.

Ezutan az alkalikus foszfatdz inaktivalasara fenolos
kezelést alkalmaztunk.

Ezutin 1%-os agarozgél-elektroforézist végeztiink,
és igy 3,2 kb DNS-t izolaltunk.

Ezt kovetden 3 pg R5-3 aminosavszekvencidt ko-
dold, kémiailag elallitott oligonukleotidot 100 pl T4-
polinukleotid-kindz-reakcidoldatban (50 mmol/l trisz-
HCIl, pH=8,0, 10 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l 2-merkap-
to-etanol és 1 mmol/l ATP), 20 egység T4-polinuk-
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leotid-kinazzal 1 oran at, 37 °C-on kezeltiink az 5°-vég
foszforilezésére.

Ezutan a foszforilalt oligonukleotid 2 pl-€ét és a fenti
EcoRI-hasitott, alkélikus foszfatdzzal kezelt pG9754-
DhCNP-22-t ligacids reakcionak vetettiik ala.

A ligacios elegyet Escherichia coli W3110 transzfor-
malasara alkalmaztuk, és tetraciklinrezisztens transzfor-
ménsokat kaptunk.

A plazmidot restrikcios enzimekkel elemeztiik, és
igy a W3110/pG97S4DhCNP—22R5-3-at kaptunk.

7. péelda

Humdn CNP-22 fuziés fehérje kifejezése

A mikrobasejtekben kifejezett fizios fehérjék izo-
elektromos pontja és a termelékenység kozotti osszeflig-
gések vizsgalatara mikroorganizmusokat tenyésztettiink,
és a sejtenként képzGdott fuzios fehérje mennyiségét
SDS poli(akril-amid)gél-elektroforézissel vizsgaltuk.

Escherichia coli térzseket lombikban, 500 ml Nul
kozegben (0,4 g/l élesztSkivonat, 4 g/l kalium-dihidro-
gén-foszfat, 4 g/l dikalium-hidrogén-foszfat, 2,7 g/l
dinatrium-hidrogén-foszfat, 1,2 g/l ammoénium-szulfat,
0,2 g/l ammonium-klorid, 0,8 térfogat% glicerin, 2 g/l
magnézium-szulfat és 10 mg/l tetraciklin) tenyésztet-
tiink 37 °C-on, 12 6ran at.

A tenyésztés utan spektrofotométerrel mértiik a te-
nyészkdzeg zavarossagat (ODgq), a tenyészkozeget
[ODgg-érték x kozegtérfogat (ml)]=5 értékre allitottuk
be, majd a mikrobasejtek elvalasztisira 5 percig
12000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk. Ehhez a
sejtiiledékhez 1 ml SDS mintapuffert (63 mmol/l trisz-
HCI, pH=6,8, 10 térfogat% glicerin, 10 térfogat% SDS,
5 térfogat% 2-merkapto-etanol és 12,5 mg/l brémfenol-
kék) adtunk, és az SDS poli(akril-amid)gél-elektroforézis
lefolytatasihoz 5 percig 95 °C-on melegitettiik.

Az igy kapott minta 5 pl-ét 18 mA-en, 90 percig SDS
15%-o0s poli(akril-amid)gél-elektroforézisnek (TEFCO)
vetettiik ala.

A gélelektroforézis utan a gélt festékoldattal (10 tér-
fogat% ecetsav, 40 térfogat% metanol és 2 g/l
Coomassie brillantkék R—250) festettiik, és torzsenként
megvizsgéaltuk a sejtenként képzddott human CNP-22
fuzios fehérje mennyiségét. Az elektroforézisvizsgalat
eredményeit a 14. abran mutatjuk be.

Amint azt a 14. dbran lathatjuk, ha a 4,56 izoelektro-
mos pontd W3110pG97S4DhCNP-22 tdrzs termele-
kenységét egyéb torzsek (4,95 izoelektromos pontd
W3110pG97S4DhCNP—-22R3-2, 6,22 izoelektromos
pontit W3110pG97S4DhCNP-22R5-2 ¢és 5,59 izoelekt-
romos pontd W3110pG97S4DhCNP—22R5-3) termelé-
kenységéhez viszonyitjuk, a W3110pG97S4DhCNP—
22R3-2, W3110pG97S4DhCNP-22R5-2 és W3110pG-
97S4DhCNP-22R5 fuzids fehérje termelékenysége na-
gyobb, mint a W3110pG97S4DhCNP-22-€.

Kiilénosen a W3110pG97S4DhCNP—-22R5-2 és a
W3110pG97S4DhCNP-22R5-3 tesz lehetévé nagy
mennyiségi fuzios fehérje kifejezést.

A kisérlet azt is igazolja, hogy ha a flzios fehérje
izoelektromos pontjat 4,9—6,9 tartomanyba 4llitjuk be,
nagy mennyiségi fizidsfehérje-képzédést érhetiink el.
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8. példa

Humdn CNP-22 fiizids fehérjébdl valo felszabadi-
tdasa V8 protedzzal

A human CNP-22 fuzios fehérjébdl V8 protedzzal
megvalositott felszabaditasara végzett kisérletet a ko-
vetkezdképpen folytattuk le.

A fentiekben ismertetett Nul kozegben W3110pG-
97S4DhCNP-22R3-2, W3110pG97S4DhCNP—-22R5-2
és W3110pG97S4DhCNP-22R5-3 torzseket tenyésztet-
tiink, majd 400 ml tenyészkdzeget nagynyomasu homo-
genizaloban (Manton Gaulin Laboratory Homogenizer
15M-8TA) 600 kg/cm? nyomason homogenizaltunk.

A zarvanytesteket tartalmazo csapadékot 7000 for-
dulat/perc sebességgel, 30 percig centrifugaltuk. A ka-
pott csapadékfrakciohoz 400 ml A puffert (50 mmol/l
trisz-HCl, pH=8,0, 2 mmol/l EDTA és 1 térfogat% Tri-
ton X—100) adtunk, majd szuszpendalas utdn a csapa-
dékot Gjra centrifugaltuk. Ezt a kicsapatési eljarast meg-
ismételtiik, kétszer A pufferes, egyszer ionmentes vizes
kicsapatast végeztiink. Az igy kapott csapadékot annyi
ionmentes vizben szuszpendaltuk, hogy ODggp-értéke
100 legyen, majd a fzios fehérjét a kdvetkezd eljaras-
sal, V8 proteazzal lehasitottuk.

60 pl zarvanytest-szuszpenziéhoz 6,0 ul 1 mol/l
trisz-HCI-t (pH=8,0), 0,6 ul 0,5 moV/l EDTA-t, 36 mg
karbamidot és 3 ul 1 mol/l DTT-t adtunk, és a kapott
elegyet 10 percig allni hagytuk. Ezutdn annyi ion-
mentes vizet adtunk hozza, hogy térfogata 300 ul le-
gyen. A kapott elegyhez 1 pl V8 proteazt (1 mg/ml)
adtunk, és 30 °C-on, 1 dra alatt lejatszattuk a hasitési
reakciot.

A fuzios fehérjébdl lehasitott human CNP-22 kvan-
titativ meghatarozasit YMC A-302 tolt6tt oszlopon
(2,46x15 cm, Yamamura Chemical Research), nagy-
nyomésu folyadékkromatografias eljarassal (HPLC) vé-
geztiik.

A V8 protedz reakcidoldatot 2 mol/l karbamid és
6 térfogat%-os ecetsavoldattal 20-szorosédra higitottuk,
majd 0,1 térfogat% trifluor-ecetsav (TFA) és 0,1 térfo-
gat% TFA és 50 térfogat% acetonitril alkalmazasaval
lineéaris koncentraciégradienssel HPLC-elualast végez-
tiink. A B-gal97S4DhCNP-22R5-3 fuizi6s fehérje V8
proteazzal valé lehasitisa elStt és utan kapott ellicios
mintajat a 15., illetve a 16. abran mutatjuk be.

Amint azt a 15. és 16. abran lathatjuk, a V8 pro-
tedzzal emésztett fuzios fehérjébdl szarmazo csiics azo-
nos a human CNP-22 standard csiccsal, azaz a fizios
fehérjébsl human CNP-22 szabadult fel.

A B-gal97S4DhCNP—22R5-2 és B-gal97S4DhCNP—
22R3-2 té1zsekbdl szintén a human CNP-22 standarddal
azonos huméan CNP-22 szabadult fel.

A pG97S4DhCNP-22R3-2, illetve a pG9754-
DhCNP-22R5-2 és a pG97S4DhCNP—-22R5-3 torzsek
humin CNP-22 felszabadit6 hatékonysaga rendre
99%, 95% és 92%.

A fenti eredményekbdl nyilvanvald, hogy a humén
CNP-22 el8allitisa nagy mennyiségben megvaldsitha-
t6 gy, hogy a kapcsol6peptid-régié aminosavrészének
toltését ugy allitjuk be, hogy a fuzios fehérje izoelektro-
mos pontja 4,9-6,9 legyen. Kiilondsen nagy mennyi-
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ségben allithato el6 ezzel az cljarassal a fuzios fehérje
V8 proteazzal valo hasitisaval a CNP-22.

A talalmany szerinti eljaras firzios fehérjék mikroba-
sejtekben zarvanytestként létrejovo, nagy mennyiségl
el6allitasara alkalmas. Az eljards soran a fuzids fehérje
izoelektromos pontjat a megfeleld savas tartomanyba 4l-
litjuk be, és igy a célpeptidet tartalmazo, nagy mennyi-
ségli flzios fehérjét nyeriink.

Az eljaras lehetGvé teszi a célpeptidet tartalmazo
faziés fehérje gazdasejtben valé nagy mennyiségi eld-
allitasat, és igy az aktiv peptidek ipari méret el6allita-
sat.

A taldlmény targyat képezi a human kalcitoninpre-
kurzor és a human CNP-22 gazdasejtek nagyméreti
tenyésztése utdin megvaldsitott fizios fehérjébdl valé
felszabaditasa és tisztitdsa. Az eljards a human kalcito-
ninprekurzor érett kalcitoninna valo, amidaléenzimmel
megvalositott ipari méretii eléallitasara is alkalmas.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras peptidek eldallitasara, azzal jellemezve,
hogy

i) egy A-L-B altalanos képletii fuzios fehérjét
kodold gén kifejezésére alkalmas kifejez6plazmiddal
transzformalt prokariota gazdasejteket tenyésztiink — a
képletben

B jelentése célpeptid;

A jelentése 90—200 aminosavcsoportot tartalmazo

védopeptid; és

L jelentése kapcsolopeptid, amely

a védBpeptid C-termindlisa és a célpeptid N-ter-
minalisa k6zott helyezkedik el;

az 1. szekvenciadbrin bemutatott aminosav-
szekvencia arginincsoporto(ka)t tartalmazé re-
szét képezi;

a célpeptidnek a fuzios fehérjébdl torténd felsza-
baditasat eldre meghatarozott kémiai anyaggal,
célszerlien enzimmel torténd kezeléssel lehetévé
teszi; és

az egész fizids fehérje izoelektromos pontjanak
egy 4,9-6,9 értékhatarok kozé es6 értéket bizto-
sit —;

ii) a tenyésztett transzformans sejtek homogenizala-
saval zarvanytesteket tartalmazo6 oldhatatlan frakciét 4l-
litunk elg;

iii) az oldhatatlan frakciot szolubilizaloszerrel torté-
n6 kezelésével a zarvanytestekben 1év6 fuzids fehérjét
szolubilizaljuk; és

iv) a kapcsolopeptid C-terminalis aminosavcsoport-
ja és a célpeptid N-terminalis aminosavcsoportja kozot-
ti peptidkotés elhasitaséval felszabaditjuk a célpeptidet.
(ElsGbbsége: 1991. 08. 19.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy 3-8 arginincsoportot tartalmazo6 kapcsolopeptidet
alkalmazunk. (Elsébbsége: 1991. 08. 19.)

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jjellemezve, hogy a pBR322 plazmid tetraciklinrezisz-
tencia-génje 403-495. nukleotidszekvencidjanak egy
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része altal kodolt kapcsolopeptidet alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1991.08.19.)

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
human kalcitonin el6allitasara, azzal jellemezve, hogy a
megfeleld kiindulasi anyagokat alkalmazzuk. (Elsébb-
sége: 1991.08. 19.)

5. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
szivpitvari natriuretikus peptid, agyi nétriuretikus pep-
tid vagy C tipust natriuretikus peptid (CNP) eldéllitass-
ra, azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiindulasi anya-
gokat alkalmazzuk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras CNP-22 eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiindulasi
anyagokat alkalmazzuk. (Elsébbsége: 1992.07.31.)

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy védGpeptidként egy, a gazdasejt
szamara nativ peptidet alkalmazunk. (Elsébbsége:
1991. 08. 19.)

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy gazdasejtként E. colit és védGpeptidként E. coli
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B-galaktozidazt vagy annak részét alkalmazzuk. (El-
sGbbsége: 1991. 08. 19.)

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy védSpeptidként a B-galaktoziddz N-terminalis,
90-210. aminosavat tartalmazé fragmensét alkalmaz-
zuk. (Els6bbsége: 1991. 08. 19.)

10. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy védépeptidként a f-galaktozidaz N-termindlis
1—97. aminosavat tartalmazd fragmensét alkalmazzuk.
(Els6bbsége: 1991. 08. 19.)

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy ciszteincsoportok helyett szerincsoportokat és
glutaminsavcsoportok helyett aszparaginsav-csoporto-
kat tartalmaz6 védGpeptidet alkalmazunk. (Els6bbsége:
1991. 08. 19.)

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy egyetlen arginincsoporttol
eltéré kapcsolopeptidet alkalmazunk. (ElsGbbsége:
1991.08.19.)
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1234567891

I

1. Molfomeg marker

2. W310,/ pG97S4DhCT[G]

3. W3110,/ pG97S4DhCTIGIR1

4. W30/ pG97S4DhCTI[GIR3

5. W30, pG97S4DhCTIGIR4

6. W30,/ pG97S4DhCT[GIRS

7. W30,/ pG97S4DhCTIGIRG

8. W30,/ pG97S4DhCTIGIRS
9. W30~ pG97S4DhCTI{GIR 10
10. Moltomeg marker

hCT fuzios proteint termelo mikroorganizmus

16 °%%-0s SDS-poliakrilamid- gelelektroforezise

7. &bm

20
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A: 10% acetonitril/10 mmol/l nétriUm—ucetc'l’t
B : 50% acetonitril / 10 mmol/! natrium-acetat

A:B linearis gradiens elucio

hCT
9.759

o

a 8 12 16
Retencios ido (perc )

8. ébra

21
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pUC CNP1 + primer , primer

PCR: reakcio

EcoRl, Sall karikas

31 Sall

10 . ébra
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szintetikus DNS R5-2

szintetikus DNS R3—2

12 abra
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EcoRl
Xhol

human CNP—22 szintetikus DNS. R5-3

EcoRl . , T4 polinukleotid
alkalikus foszfataz kinaz

lm ons ligaz

13 .abra
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12345

94K
B7K

43K

30K

20K
18K

14.4K

] fuzios protein

1. moltomeg marker

2. W3110/ pG97S4DhCNP-22

3. W3110~ pG97S4DhCNP-22 R3-2
4. W3110/ pGI7S4DhCNP-22 R5-2
5. W3110/ pGI7S4DhCNP-22 R5-3

14 . abra
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[ 4 o ?
fuzios

‘protein \

g

8 2 16 20 24
Retencios ido ( perc )

15.ébra
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|

Human CNP~22

|/

) | 1 1 1 N 1
4 8 12 6 20 24 28
Retencios ido ( perc )
16. &bra

29



CGG

Arg

CGA

GAG

Glu

CAT

His

CAT

His

CAA

Gln

CAC

His

CAC

His

99

Phe

HU 216335B
Int. C1.6: C 12N 15/62

1. szekvencia abra

45

CGG CGC CAC AGG TGC GGT TGC TGG CGC CTA TAT CGC

Arg Arg His Arg Cys Gly Cys Trp Arg Leu Tys Arg

5 10

15

90

CGA TGG GGA AGA TCG GGC TCG CCA CTT CGG GCT CAT

Arg Trp Gly Arg Ser Gly Ser Pro Leu Arg Ala His

20 25

2. szekvencia &bra

30

AATTCTCGGG CTCGCCACTT CGGGCTCATC

3. szekvencia &gbra

30

TCGAGATGAG CCCGAAGTGG CGAGCCCGAG

4. szekvencia &bra

21

AATTCCGCCT ATATCGCCGA C

30

30
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5. szekvencia &bra

21

TCGAGTCGGC GATATAGGCG G

6. szekvencia &bra

27

AATTCCGGCA TCACCGGCGC CACAGGC

7. szekvencia &abra

27

TCGAGCCTGT GGCGCCGGTG ATGCCGG

8. szekvencia dbra

39

AATTCCGCCT ATATCGCCGA CATCACCGAT GGGGAAGAC

9. szekvencia &bra

39
TCGAGTCTTC CCCATCGGTG ATGTCGGCGA TATAGGCGG

31
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10. szekvencia &abra

45
GGC TTG TCC AAG GGC TGC TTC GGC CTC AAG CTG GAC CGA ATC GGC
Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
5 10 15
69
TCC ATG AGC GGC CTG GGA TGT TAG
Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

20

11. szekvencia &bra

31

TAAGAATTCC TCGAGGGCTT GTCCAAGGGC T

12. szekvencia &bra

30

TAAGTCGACT TAACATCCCA GGCCGCCGCT

13. szekvencia &bra

21

AATTCCGGCG CCGAGAGTTC C

32
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14. szekvencia &bra

21

TCGAGGAACT CTCGGCGCCG G

15. szekvencia &bra

36

AATTCCGGCG CCATCACCGG CGCCACCGAG AGTTCC

16. szekvencia &bra

36

TCGAGGAACT CTCGGTGGCG CCGGTGATGG CGCCGG

17. szekvencia &bra

21

AATTTCGACG CCGTCGCCGA G

18. szekvencia dbra

21

AATTCTCGGC GACGGCGTCG A

33
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