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54y Eljaras alfa-hélix 1, vagy alfa-hélix 1 és alfa-hélix 3 régiéjukban moédositott
szomatotropinok elGallitasara

KIVONAT

A talalmény szerinti helyirdnyitott mutagén eljarassal nativ aminosavszekvencia egyéb részében is tartalmaz-
elallitott szomatotropin-analégok a nativ szomatotro- nak megvaltozott aminosavakat. A kapott analogok sta-
pin a-hélix 1 régiéjaban kettds mutéaciot tartalmaznak, bilak, igy nytjtott hatasu készitményekben alkalmazha-
vagy az o-hélix 1 régién kiviil az a-hélix 3 régidban is tok, ugyanakkor megtartjék a nativ szomatotropin bio-
tartalmaznak egyszeres mutaciot, és kivant esetben a logiai aktivitasat.
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A leirds terjedelme 22 oldal (ezen beliil 6 lap abra)
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A talalmany olyan 4j szomatotropin-analogok el8allita-
sara vonatkozik, amelyek csak o-hélix 1 régidjukban
vagy a-hélix 3 régiojukban is mas aminosav(ak)at tar-
talmaznak, mint a természetes szomatotropinok.

Exogén szomatotropin-adagolassal kiilonféle allat-
fajtak, kiilondsen a haszonallatok, példaul sertés, de bi-
zonyos halfajtak fejlddése is jelentdsen fokozhat6. Az
4llatallomany e fokozott fejiddéset rendszerint az izom-
tomeg-gyarapodas fokozodasa jellemzi, a zsir egyidejl
csokkenésével, amelynek kovetkeztében az allatok na-
gyobbak ¢s sovanyabbak lesznek. Az exogén szomato-
tropinnal kezelt allatok takarmanyhasznositasa is jelen-
tésen fokozodik, ami a tdmeggyarapodas novekedésébdl
és ezzel egyidejlleg a takarmanyfogyasztas csokkenésé-
b6l adodik.

A szomatotropin exogén adagolasa kiilénféte modo-
kon valosithato meg, példaul naponta injekcidzassal. Bi-
zonyos esetekben azonban masféle adagolasi modok
elényosek. Bizonyos allatok kezelésére célszerii lehet
példaul egy betltetett eszkoz, amely meghatarozott id6-
tartamon keresztiil biztositja a szomatotropin nytjtott
felszabadulasat. Az adagolas még elényosebb modja
olyan implantalt eszkdzzel valésithatdo meg, amely meg-
hatarozott idStartamon keresztiil nyujt lassit hatéanyag-
felszabadulast. Az ilyen eszkoz igen nagy mennyiségl
szomatotropint tartalmazhat, igen nagy koncentracidban
(mintegy 500 mg/ml). Az ilyen adagolasi médhoz olyan
szomatotropin-molekula sziikséges, amelynek nagy az
oldhatosaga, és kevésbé hajlamos oldhatatlan, biologiai-
lag inaktiv aggregatumok képzésére.

A szomatotropinok négy o-hélixet tartalmaznak,
amelyek egyiitt a-hélixkoteget alkotnak. Ezek amino-
savszekvencidit is ismertettek kiilonbozé fajok esetén
[Abdel-Meguid és munkatérsai, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84, 6434-6437 (1987)]. A feltételezések szerint a
fenti szerkezet magjaban 1év6 aminosav-oldallancok
apolérosak, hidrofébok és tomor elrendezbdésiek, ezal-
tal megakadalyozzak egy polaros oldbszer (példaul viz
vagy sooldat) bejutdsat a koteg kozepébe. A marha-szo-
matotropin esetében — amely elsédleges szekvencidjat
tekintve a sertés-szomatotropinhoz hasonl6 — az O-hélix
3 hidrofob feliiletét (tyr;jo—leuizy aminosavmaradékok)
1 mg/ml-t meghalado proteinkoncentréciénak kitéve
clStérbe keriil az ,,asszociativ intermedierek” kialakula-
sa, amely az aggregatumképz6désben feltételezetten a
magkialakulasnak egyik Iépése [Brems és munkatarsai,
Biochemistry 25, 6539-6543 (1986); és Brems,
Biochemistry 27, 45414546 (1988)]. Ezek az asszocia-
tiv intermedierek az egyes szomatotropin molekulakbol
szarmazo o-hélixek multimer szerkezetet eredményezd
réteges burkolat elrendez6dését képviselhetik, amelyben
a fenti hélix hidroféb feliiletei a vizes komyezettd] elza-
r6dnak. Az asszociativ intermedierek kialakuldsa o-
hélix 3-tartalmt proteinfragmens feleslegének hozza-
adasaval megakadalyozhato [Brems és munkatérsai,
Biochemistry 25, 6539-6543 (1986)]. Tovabba, a fenti
hélix hidrofob felilletének novelése a 112-es helyzetd
lizin leucinra valo cseréjével erdsen fokozza az asszocia-
tiv intermedierek kialakuldsanak tendenciajat [Brems,
Biochemistry 27, 4541-4546 (1988)).
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A talalmany célja a nativ szomatotropinnal jobban
oldédé szomatotropinok elGallitasa volt, amelyek
ugyanakkor oldatban stabilak, tehat nyujtott hatasa ké-
szitményekben biologiai aktivitdsukat megtartjak.
A kitlizott feladatot a taldlmany értelmében az o-hélix
1 régioban végrehajtott helyirényitott mutacioval ol-
dottuk meg.

Az a-hélix 1 régioba bevezetett mutaciok mellett
kivant esetben az o-hélix 3 régioba is bevezethetiink
helyirdnyitott mutaciot, hogy oldatban in vitro stabilabb
szomatotropinokat nyerjiink. A mutagenezis helye
mind a hidrofob, mind a hidrofil feliilet lehet. Ismert
ugyanis, hogy a marha-szomatotropin o-hélix 3 régio-
jaban GUjabban végrehajtott helyiranyitott mutaciok a
muténs szomatotropint expresszalo transzgén egerek
névekedésgatlasat eredményezték, amibdl arra lehet k6-
vetkeztetni, hogy az o-hélix 3 régié a biologiai aktivitas
szempontjabol fontos régid [Chen W. Y. és munkatar-
sai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 5061-5065 (1990)].

Ezenkiviil kivant esetben az a-hélix 1 régiéban
vagy az a-hélix 1 és o-hélix 3 régioban létrehozott mu-
taciokat tovabbi muticioval kombinalhatjuk ugy, hogy
a szomatotropin kis hurokjaban 1év6 kettS, és nagy hu-
rokjaban 1év8 kettd, dsszesen négy ciszteinmaradék ko-
ziil legalabb egyet mas aminosavmaradékkal helyettesi-
tiink. Példaul a 183. és 191. helyzeti ciszteineket kodo-
16 kodonok kettds mutacidjat hajtjuk végre, amikoris a
cisztein kodonjat az alanin vagy glutaminsav kodon-
javal helyettesitjik, hogy a kitizott célnak megfeleld,
azaz jobban 0ld6do, oldatban stabilabb, tehat nyujtott
hatast készitményekben jobban alkalmazhato sertés-
szomatotropint nyerjiink. A 183. és 191. helyzetben
végrehajtott kettds mutaciokat ismerteti az EP 355460
szamu szabadalmi leiras. Az itt ismertetett mutaciok
alkalmazasaval fokozott oldhatésagi (stabilitas) szo-
matotropinok éllithatok eld, amelyek ezéltal a nyujtott
hatoanyag-felszabadulas szempontjabol jobb tulajdon-
sagokkal rendelkeznek. A sertés-szomatotropin kiilono-
sen hasznos nyujtott hatbanyag-felszabadulést biztosito
formaban, ezért ez a szomatotropin all az érdeklédés
kozéppontjaban.

A taldlméany szerinti muticiok kiilonosen hasznos
példaja az 1122L mutécio, amelyben az o-hélix 122.
helyzetében 1év6 izoleucint leucinnal helyettesitjiik.
A 183. és 191. helyzetben végrehajtott mutaciokkal
kombinalva, amikoris a ciszteineket alaninnal helyette-
sitjiik, jelentds ndvekedest ériink el a protein egyetlen
triptofanmaradékanak atmeneti hémérsékletében. Az
stmeneti hdmérséklet a protein héstabilitisanak mérté-
ke. Az egyik legel6nydsebb mutacidval fokozott oldat-
stabilitast ériink el akkor, ha az 1122L mutaciot olyan
mutaciokkal kombinaljuk, amikor a ciszteinkodonokat
a 183. és 191. helyzetben glutaminsav-kodonokkal he-
lyettesitjiik. Egy masik eldnyds mutacioval agy ériink
el fokozott oldatstabilitast, hogy az o-hélix 1-ben vég-
rehajtott kettés A6TS1IR vagy P8TS11R kettds mu-
taciét olyan muticiokkal kombinaljuk, amelyekben
az aminosavszekvencia 183. és 191. helyzetében 1€v8
ciszteinmaradékok kodonjait glutaminsav-kodonokra
cseréljik.
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Az abrikat az alabbiakban ismertetjiik.

1. abra: Rekombinans sertés-szomatotropin (rpST) DNS
restrikcios térképe
A széles, megszakitas nélkiili vonal a rpST DNS
aminosav kodolo régiojat jelenti; a keskeny vo-
nal jelenti az 5°- és 3’-végen a nem kddolé DNS-
szekvencidt. A helyiranyitott mutagenezisnek
alavetett rpST-gén régiokat beszamoztuk és
megjeloltiik a restrikcids térképen, 1 jelenti az
o-hélix 1-et kodolé DNS-t, 2 az a-hélix 2-t ké-
dolé DNS-t, 3 az a-hélix 3-at kédolé DNS-t és
4 a 183. és 191. helyzetben (kis hurokban) 1évé
ciszteint kodolé DNS-t. A térkép feletti betiik
jelolik a kiilonféle restrikcids endonukleézok ha-
sitasi helyeinek elhelyezkedését,
RI jelentése EcoRi, N jelentése Ndel,
B jelentése BssHII, S jelentése Sacl,
X jelentése Xbal, Sm jelentése Smal és
H jelentése HindIII.

2. 4bra: pEFF-902 plazmid szerkezete €s restrikcios tér-
képe
Ez a plazmid tartalmazza a pBR322 replikacios
origdt (Ori) és ampicillinrezisztencia gént, Py
promotert, a lambda-bakteriofagbél a cIl ribo-
széma-kotbhelyet €s a cl represszorgént, az E.
coli rrnB operonbdl a T T, transzkripcids ter-
minatort, egy 60 bazisparbol allo, promoterek
nélkiili szekvenciat a deo regulator régiobol és
az rpST gént, amelynek roviditése pGH. A meg-
felel6 restrikcids helyeket megjeldltiik. Az
pST-t tartalmazé DNS-t ebbdl a plazmidbol
vagjuk ki EcoRI és HindIII restrikcids enzimek-
kel végzett kezeléssel, és pGEM3z (f+) muta-
gén vektorba klénozzuk az alabbiakban ismerte-
tett modon.

3. abra: pGHGEMB3Z szerkezete és részleges restrikcids
térképe
Ez a fagmid tartalmazza az f1 DNS replikacios
origot, a pBR322 replikécios origot (Ori) és am-
picillinrezisztencia gént, az SP6 és T7 promote-
reket, a lambda-bakteriofdgbol a lacZ gén cll
riboszoma kotShelyet és az rpST gént, amelynek
roviditése rpGH. Egyszala fagmid DNS-t alkal-
mazunk templatként a helyirdnyitott mutagene-
zisben az alabbiakban ismertetett modon.

4. dbra: pROpST bakterialis expresszids vektor alkalma-

zasa rekombinans sertés-szomatotropinok el8al-

litasara baktériumokban (E. coli)

A clIl riboszoma-ko6tShely az EcoRI és Ndel

restrikciés helyek kozott helyezkedik el. Az

rpST transzlacios iniciald kodonja az Ndel hely-

be van bedgyazva. Az expressziot a P, promoter

segiti eld.

YEp352—pST-1122L ¢élesztd expresszids plaz-

mid szerkezete

Ez a plazmid a YEp352 szarmazéka, és az1122L

muticiot tartalmazza, amelynek expressziojat a

S. cerevisiae-b8l szarmazo6, indukalhatd

GAL1/GAL10 promoter segiti el6. A 3’ nem

transzlatalt DNS az éleszt6 STE génbdl szdrma-

5. abra:
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zik. A 2 um-es elem segiti a plazmidreplikdciot
élesztében, és az URA3 szelektiv markert szol-
galtat a transzformans kivélasztiséra élesztében.
A plazmid tartalmazza a pBR322 replikacios
origdt (nincs bejelolve), és az ampicillinrezisz-
tencia gént is.

Rekombindns sertés-szomatotropin aminosav-
szekvencidja és a kodold DNS-szekvencia.

A taldlmény targya tehdt eljards a sertésszomato-

epax

6. abra:

srr

talmazé szomatotropinok eldallitasara. A talalmany sze-
rinti eljarassal elGallitott sertés-szomatotropin stabilabb
(oldhatdbb), mint a szomatotropin nativ formaja, és bio-
logiai aktivitasat megtartja, ha a szomatotropint nyujtott
hatéanyag-leadasa készitménnyé alakitjuk. A taldlmany
szerinti eljarassal elGallitott szomatotropin elénydsen
sertés-szomatotropin, de lehet human-, marha-, juh-,
kecske-, 16-, hal- és szarnyas-szomatotropin is. Szoma-
totropin alatt minden olyan szomatotropint értiink,
amely a nativ szomatotropin-molekula egyéb részeiben
aminosavdeléciot, -addiciot vagy -cserét tartalmaz. Ilye-
nek példaul a moédositott (szubsztitualt vagy eliminalt
ciszteinek) vagy derivatizalt szomatotropinok, amelyek-
ben a ciszteinmaradékok koziil 1 -4 az aldbbi aminosa-
vakbol szarmaz6 maradék(ok)kal van(nak) helyettesit-
ve: arginin, lizin, aszparaginsav, glutaminsav, aszpara-
gin, glutamin, hisztidin, alanin, glicin, izoleucin, leucin,
valin, fenilalanin, triptofan, tirozin, metionin, szerin,
treonin vagy prolin; vagy amelyekben mind a négy cisz-
tein ciszteinsavva van alakitva.

A talalmany egyik célja tehat olyan 1j szomato-
tropinok el6éllitisa volt, amelyek oldhatébbak, mint a
molekula nativ formadja, és igy biologiailag hatisosak, ha
gyogyaszati készitménnyé, elénydsen nyujtott hatd-
anyag-leadasi készitménnyé alakitjuk. A fenti célokat
6nmagaban ismert helyiranyitott mutacios technikak al-
kalmazasaval oldottuk meg. A talalmany fenti s tovabbi
céljai a leiras kovetkezd részeibdl vilagosan kitlinnek.

A taldlméany szerinti eljarasban alkalmazott plaz-
midok, DNS-szekvencidk és mikroorganizmusok az
American Cyanamid Company tdrzsgyijteményében
(Princeton, New Jersey), és a Budapesti Szerzddés értel-
mében az American Type Culture Collection-ben
(ATCC) (Rockville, Maryland 20952, USA) is letétbe
vannak helyezve, ha azt masként nem jelezziik.

Az alabbi DNS-eket 1988. augusztus 23-an helyez-
tik letétbe az ATCC-ben: pGEMpST-SX (ATCC
40482), pRO211 (ATCC 40483) és pEFF-902 (ATCC
40484). Szakemberek szamara nyilvanvalo, hogy ezek
a DNS-ek barmely megfeleld expresszios rendszerbe
beépithet6k a talalméany szerinti szomatotropinok vagy
mutansaik eléallitasara.

A taldlmany szerinti 0j allati szomatotropinok egy
részét expresszald E. coli K12 baktériumtorzseket szin-
tén 1988. augusztus 23-an helyeztiik letétbe az ATCC-
ben. Ezek a baktériumtdrzsek az aldbbiak: E. coli
1655 (ATCC 67762), 1655/pROpSTA34 (ATCC 67763)
1655/pROpSTE34 (ATCC 67764) k655/pROpST
(ATCC 67765), 4200 (ATCC 67766), 4200/pROpSTA34
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(ATCC 67767), 4200/pROpSTE34 (ATCC 67768),
420/pROpST (ATCC 67769), 4255 (ATCC 67770),
4255/pROpSTA34 (ATCC 67771), 4255/pROpSTE34
(ATCC 67772), 4255/pROpST (ATCC 67773) és
4300 (ATCC 67774).

Az aldbbi E. coli K12 torzseket szintén letétbe he-
lyeztiik az ATCC-nél 1990. szeptember 21-én:
pROpST-SXE-Q21HH22R (ATCC 68410),
pROpST-XSE-GI121A (ATCC 68411),
PROpST-SXE—-A6TS1IR (ATCC 68412),
pROpST-SXA-S81, 87L+1122L (ATCC 68413),
pROpST-SXA-S81, 87L (ATCC 68414),
pROpST-SXA-L82, 84Q+L115K (ATCC 68415),
pROpST—-SXA-L82, 84Q (ATCC 68416),
pROpST-SXE-1122L (ATCC 68417),
pROpST-SXE-1122L (ATCC 68418),
pST-SX (ATCC 68419),
pROpST-SXA-L118E (ATCC 68420),
pROpST-SXA-E119LQ123L (ATCC 68421),
pROpST-SXA-T122E (ATCC 68422),
pROpST-SXA-M126A (ATCC 68423) és
pROpST-SXE-A6TS11R+1122L (ATCC 68424).

A taldlmany szerinti eljarasban az éllati szomato-
tropinokat helyirdnyitott mutagenezissel allitjuk eld, de
mds mddon is el6allithatjuk ezeket, példaul a peptidek
és/vagy proteinek kémiai szintézisével. A DNS kl6-
nozott szegmensében 1évé DNS-szekvencia megvaltoz-
tatasahoz egy meghatarozott helyen a jelenleg alkalma-
zott technikék szerint el6 kell llitani ennek a DNS-nek
az egyszali forméajat. Az egyszali DNS-t egy szintetikus
oligonukleotidhoz kapcsoljuk, amely ennek a DNS-nek
egy részével komplementer, azzal az eltéréssel, hogy az
oligonukleotidban van hibas parositast régié is. A nem
odaill6 régié rendszerint az oligonukleotid kozponti ré-
szében helyezkedik el. Bizonyos esetekben az oligonuk-
leotid tartalmaz egy restrikcios endonukiedz-felismerd-
helyet is a mutacié helyén vagy annak kozelében. A kap-
csolt elegyet ezutan kettds szaliva alakitjuk és E. coli
DNS-polimeraz I nagy fragmense és dezoxinukleotid-
trifoszfat hozzaadasaval, T4 DNS-ligiz és adenozin-5’-
foszfat jelenlétében kovalensen zarjuk. A kettds szalu
DNS-t ezutdn megfeleld E. coli torzsbe transzformaljuk,
DNS-t replikalja.

Két klonpopulaciét kapunk. Attdl fiiggden, hogy a
javitd (repair) szintézisben melyik szal szerepel temp-
latként, a klon vagy a vad tipust vagy a megvaltozott
(muténs) szekvenciat tartalmazza. Az oligonukleotid
szekvencidjanak megfeleld mutansszekvenciat tartalma-
z6 klonokat a radioaktivan jelzett oligonukleotidokkal
valo hibridizélassal szelektaljuk. Az oligonukleotid és a
vad tipusu szekvencia k6zotti hibas parosodas kovetkez-
tében a radioaktivan jelzett oligonukleotidok stabilabban
kotédnek a mutins szekvenciat tartalmazo klénokhoz.
Ezért megfelel6 hémérsékleten végzett inkubélas segit-
ségével a vad tipust és a mutans klonok megkiilonboz-
tethetSek. Abban az esetben, ha az oligonukleotid egy
restrikcids endonukledz hasitasi helyet is tartalmaz, a
vizsgalt klénokat olyan endonukledzzal emésztve, ame-
lyet ez a hely felismer, kivalaszthatjuk azokat a klo-
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nokat, amelyek a mutans szekvenciat tartalmazzak, ami
Ujabb eszkozt jelent a vad tipush és mutans klénok meg-
kiilonboztetésére. Az azonositott klénokban bekdvetke-
zett valtozisokat ezutan az érintett régiok DNS-szek-
venalasaval erSsithetjiik meg.

A kivant mutacid(ka)t tartalmazé plazmidklénok
restrikcids fragmenseit ezutdn standard szubklonozasi
eljardsokkal expresszios plazmidokka alakitjuk, amelyek
alkalmasak a mutdns géntermék expresszaldsira vagy
baktériumban vagy élesztGben (de mindkettdben nem).

A talalmany szerinti eljardssal el8allitott modositott
rekombinans szomatotropinok képvisel8jeként a rekom-
bindns sertés-szomatotropint (rpST), valamint az ennek
eléallitisara szolgald eljarast ismertetjiik részletesen az
alabbiakban, természetesen a korlatozas szandéka nél-
kiil. Az ismertetés referenciaként tartalmaz olyan része-
ket is, amelyek nem tartoznak az oltalmi kérbe.

A rekombinans sertés-szomatotropin aminosavszek-
vencidja és a kddolé DNS-szekvencia a 6. abran lathato.

A legel6nydsebb rekombinans sertés-szomatotropin
193 aminosavat tartalmazé polipeptid, amelyben az ami-
noterminalis Ggy van médositva, hogy 3 tovabbi amino-
savat (met, asp, gin) tartalmaz, és a hipofizis eredetii
sertés-szomatotropin bizonyos érett formaiban megtalal-
hat6 ¢ls6 aminosav (ala) hidnyzik. A taldlmény szerinti
eljarassal modosithaté azonban a 191 aminosavbél allo
pST, valamint ennek egyéb szdrmazékai, példiul az
NH,-végen végrehajtott delécidval vagy addicidval
és/vagy a COOH-végen végrehajtott delécidval és/vagy
addicidval nyert szomatotropinok is.

Rekombindns pST: NH,-met-asp-gln-phe-pro-ala-
185 aminosav-ala-phe-COOH

hipofizis pST: NH,-ala-phe-pro-ala-185 aminosav-ala-
phe-COOH

Ez a médositas tisztan két aminosavval valé néveke-
dést jelent a rekombinans pST proteinben, és az EP
355460 szamu szabadalmi leirasban van ismertetve.
A rekombinans sertés-szomatotropin mutagén szarma-
zékainak elnevezésére alkalmazott szamozasi rendszer
tilkkrozi ezt a ndvekedést, és szakember szdmara kénnyen
alkalmazhato.

PGEMpST—SX DNS eléallitisa

Az Osszes mutagenezis-reakciéban templat-DNS-ként
hasznilt egyszali pGEMpST—SX DNS-t pGHGEM3Z
DNS-bdl allitjuk el6 helyirdnyitott mutagenezissel.

pPGHGEM3Z

A sertés-szomatotropin (rpST) gént pGEM-3z (f+)
fagmidban klonozva pGHGEM3Z-t kapunk az alabbi
altalanos eljards szerint. A sertés-szomatotropin (rpST)
gént tartalmazé6 pGHGEM3Z DNS-fragmenst a
pEFF-902 bakterialis expresszios plazmidbdl izolaljuk,
EcoRI és HindIII restrikcids enzimekkel végzett hasitas-
sal (1. dbra). Az rpST-gént tartalmazd fragmenst ezutan
agardzgél-elektroforézissel tisztitjuk. A kettés szala
pGEM-3z (f+) fagmid-DNS-t EcoRI és HindIII restrik-
cids enzimekkel emésztjiik, borjiibél EcoRI lagos fosz-
fatazzal kezeljiik és a nagy fragmenst agarozgél-elekt-
roforézissel tisztitjuk. A két tisztitott fragmenst ezutan
osszekeverjiik és T4 DNS-ligazzal ligaljuk. Az elegyet
baktériumokba transzformalva szamos telepet kapunk.
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A plazmid DNS-t standard lagos lizalassal allitjuk el6 és
szerkezetét megfeleld restrikcios enzimekkel végzett
emésztéssel hatarozzuk meg. A kivant fragmenst tartal-
maz6 klont izolaljuk és pPGHGEM3Z-nek nevezziik.

PGEMpST-SX

Ezzel a mutdcioval célunk olyan rpST DNS-szek-
vencia eléallitasa volt, amelyben az O-hélix 2 régiot ko-
dol6 DNS-szekvencia az 5’-oldalon (a DNS kédold régi-
6janak 225-230. helyzete) egy Sacl restrikcios hellyel,
és a 3’-oldalon (285-290. helyzet) egy Xbal restrikcios
hellyel kapcsolodik. A DNS-szekvencia eme valtozasai
nem valtoztatjdk meg az rpST protein aminosavszek-
venciajat. A fenti restrikciés endonukleaz hasitasi helyek
jelenléte egy ,hélix 2 kazettd”-t hoz létre, ezaltal az O-
hélix 2-t kodolé DNS-ben bekovetkezett mutaciok ké-
nyelmesen és gyorsan kombinalhatok az O-hélix 3-at
kédolé DNS megfelelé6 mutacidival. A pGEMpST-SX
szerkesztését az alabbiakban ismertetjiik.

A szintetikus SacI293 és Xbal353 oligonukleotidok
DNS-szekvencidja az 1. tablazatban taldlhaté. A muta-
genezis szubsztratja az egyszala pGHGEM3Z DNS,
amelyet tisztitott fagbol allitunk el standard eljarasok-
kal. 2000 ng fenti DNS-t 100 ng SacI293 és 100 ng
Xbal353 oligonukleotiddal elegyitiink, amelyeket 5°-vé-
gikdén adenozin-5’-trifoszfattal és T4 polinukleotid-
kinazzal foszforileztiink. Az elegyet 10 ul végtérfogat-
ban tartalmazza az 1x illeszté puffer (1x illeszté puffer
Osszetétele: 75 mmoV/] KCl és 5 mmol/1 Tris-HCI, pH
8,0). Az elegyet 65 °C-on 7 percen keresztiil melegitjiik,
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majd 10 percen keresztiil szobah8mérsékleten inkubal-
juk. Ez az eljaras lehetévé teszi azt, hogy az oligonuk-
leotidok az egyszali szubsztrat (templat) DNS-hez il-
leszkedjenek. A hozziillesztett molekulakat betoltjiik és
kovalensen zart, kett6s szalu DNS-sé alakitjuk 22 pul
T4 DNS-ligaz ¢és 2 egység DNS-polimeraz I nagy frag-
mens [az egységek definicidja a New England Biolabs
katalogusban (1989) talalhato], 2 ul 20xdNTP (a négy
dezoxinibonukleotid-5’-trifoszfat elegye, az egyes kom-
ponensek koncentricidja 2 mmoV/1) és 4 ul 10x,,betslts”
puffer (1 xbetoltdpuffer Gsszetétele: 27,5 mmol/l Tris-
HCI, pH 7,5, 15 mmol/1 MgCl,, 2 mmoVl/l DTT). Az ele-
gyet szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil inkubaljuk,
majd a reakcidelegy felét ismert moédon HB101 kompe-
tens sejtekbe vissziik. 37 °C-on egy éjszakan keresztiil
tarté inkubdlds utdn lathatova valnak az egyes telepek.
24 telepbdl ismert eljarassal plazmid DNS-t allitunk el8,
¢és kiilon-kiilon Sacl és Xbal restrikciés enzimmel
emésztjitk. Azokat a plazmid DNS-eket, amelyek mind-
két restrikcios helyet tartalmazzak — ami azt jelenti,
hogy mind a SacI293, mind az Xbal353 oligonukleotid
beépiilt az rpST génbe — HB101 kompetens sejtekbe
val6 bevezetéssel a fent leirtak szerint tovabb tisztitjuk.
A plazmid DNS-t preparaljuk és a plazmid DNS-ben az
egyes restrikcios helyek jelenlétének igazolasara kilon-
kiilén Sacl-gyel és Xbal-gyel emésztjiik, majd az rpST
DNS megfelel régidinak DNS-szekvenciaanalizisével
meger6sitjiik az eredményt.

1. tablazat: Mutagen oligonukleotidok

Név Szckvencia (5°-3") Mutécid

Sac1293 GACGTGGAGCTCCTGCGCTTCTCG hélix 2 kazetta

XbsI353 CAGTTCCTCTCTAGAGTCTTCACC hélix 2 kazetta

S8IL TGCGCTTCTTGCTGCTGC S81, 87L

S87L TCATCCAGTTGTGGCTCG S81,87L

Q8082 TGCGCTTCTCGCAGCTGCAGAT L82,84Q
CCAGTCGTGG

Q8082D TTCTCGCAGCTGCAGATGCAGT L82, 84Q detektalasi proba

K113 CTACGAGAAGAAGAAGGACCTG L115K

Ell6 GCTGAAGGACGAGGAGGAGGGC L118E

KI13E115 GTCTACGAGAAGAAGAAGGACG L115KL118E
AGGAGGAGGGCAT

KI13E116D AGAAGAAGAAGGACGAGGAGGA K113E116 proba

E116K120 AAGCTGAAGGACGAGGAGGAGG L118EIN22K
GCAAGCAGGCCCTGATG

E120 GGAGGAGGGCGAGCAGGCCCTG 1112E

L120-3 GGAGGAGGGCCTGCAGGCCCTG 1122L

Al24-2 CAGGCCCTGGCACGGGAGCTGG MI126A

E113EHDO116 CGCGTCTACGAGAAGGAGAAGGAC (GC) L1I5SE
A (GC)GAGGAGGGCATCCAG

E113D CGTCTACGAGAAGGAGAAGGAC L115E konstrukcios proba

L115SA CTACGAGAAGGCGAAGGACCTG

L118A GCTGAAGGACGCGGAGGAGGGC
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1. tablazat (folytatds)

Név Szekvencia (5°-3) Mutacio
L118TK CTGAAGGACA (CA) AGAGGAGGGCAT L118K
L118T CTGAAGGACACTGAGGAGGGC LII&T
L117,121 GAAGGACCTGCTGGAGGGCAT E119LQI123L
CCTGGCCCTGATG
Leul17121D CCTGCTGGAGGGCATCCTGGCC E119LQI123L proba
K114R/Accl GACCGCGTATACGAGCGTCTGAAGGA KI114R
G121A/Xmnl CTGGAGGAAGCTATTCAGGCCCTG GI21A
K116R/Bglll AGAAGCTGCGAGATCTGGAGGA K116R
A14D/Hindlii CCTTGTCAAGCTTATTTGACAACGCCG Al4D
A6T TCAATTCCCAACCATGC A6T
S11RA14D/Sal ATGCCCTTGAGTCGACTAT S11RA14D
TTGACAACGCC
G21HH22R/CIAI CCGGGCCCATCGATTGCACCAA Q21HH22R
Pvull1634 AGAAGGCAGAGCTGCTGTCCAC 1122Lpcg

Mutaciok eléallitasa az o-hélix 1 vagy 3 régicoban

A pGEMpST-SX-ben 1év6 rpST gén mutagenezisét
az alabbiak szerint végezziik. A mutagenezis célja olyan
rpST-molekula el8éllitdsa, amely kevésbé hajlamos
aggregalodasra nagy (>100 mg/ml) proteinkoncentraci-
Ok esetén. A célzott hely az a-hélix 3 régié hidrofob
feliilete, a 112—129. aminosavmaradékokat tartalmazé
szakasz, amely feltételezetten kritikus az aggregalodasi
reakcié kivaltasaban [Brems és munkatarsai,
Biochemistry 25, 6539-6543 (1986)]. Mivel az éltalunk
alkalmazott rpST gén az aminoterminalison két tovabbi
aminosav-kodont is tartalmaz, az aminosavmaradékok
szama Osszesen 193, szemben a hipofizis eredeti marha-
€s sertés-szomatotropinban taldlt 191 aminosavmara-
dékkal. A 112—129. maradékok a marha-szomatotropin
110-127. maradékanak felelnek meg [Abdel-Meguid és
munkatarsai, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84, 6434—-6437
(1987)]. A mutagenezis egyéb célzott régidi a molekuls-
ban az a-hélix 3 hidrofil feliilete és az o-hélix 1 6—11.
aminosav maradéka. A kombinalt mutansokat tobb lé-
pésben kivitelezett mutagenezissel, vagy a megfeleld ré-
gidk szubklonozasaval éllitjuk elé. Az alabbiakban is-
mertetjik az L118E mutacié végrehajtasira szolgalo
alapeljarast, és példaszeriien ismertetjiik a tobbi mutacié
létrehozasat is. Az alapeljarés kiilonféle modositésait a
megfeleld példakban adjuk meg.

Az egyszalit pGEMpST-SX szubsztrat DNS-t
ugyanugy allitjuk el8, mint a pGHGEM3Z-t. Az L118E
muticié 1étrehozdsaban alkalmazott szintetikus mutagén
oligonukleotidot — amelynek DNS-szekvenciajat (E116)
az 1. tiblazat tartalmazza — az 5’-végen foszforilezziik, a
Sacl293-ra ismertetett modon. Az illesztési és betdltési
reakciot is ugyanugy hajtjuk végre, mint ahogy azt a
pGHGEM3Z Sacl293 mutagenezisére leirtuk. Miutan a
reakcidelegy felét HB101 kompetens sejtekbe bevittiik
és egy éjszakan keresztiil 37 °C-on inkubdltuk, a kapott
telepeket nitro-cellul6z-sziir6kre vissziik at és standard
modszerekkel elvégezziik a hibridizalast. Az 5’-végen
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7-32p-ATP-vel és polinukleotid-kinazzal radioaktivan
jelzett E116 oligonukleotidokat a mutacio detektilasara
is hasznaljuk. A hibridizalast egy éjszakan keresztiil
37 °C-on végezziik, 5xSSC-ben (1 xSSC Gsszetétele:
0,15 moV1 natrium-klorid, 0,015 moél/l natrium-citrat,
pH 7,0), 1xDenhardt-oldat [0,02 vegyes% Ficoll,
0,02 vegyes% marhaszérum-albumin és 0,02 vegyes%
poli(vinil-pirrolidon)], 150 pg/ml éleszt6-tRNS és a ra-
dioaktivan jelzett proba jelenlétében.

A hibridizalas befejezése utan a szfirSket legalibb
30 percen keresztiil 37 °C-on 5xSSC-vel, majd két-
szer 30 percen keresztiil TAC-vel [TAC Osszetétele:
3 mol/tetrametil-amménium-klorid, 50 mmol/l trisz(hid-
roxi-metil)-amino-metan pH 8,0, 1 mmol/l EDTA (eti-
lén-diamin-tetraecetsav), 0,1 vegyes% natrium-dodecil-
szulfat] mossuk a kivant hémérsékleten. Az utobbi mo-
sas inkubdacids hémérséklete meghatarozza a specifici-
tast, mivel az E116 oligonukleotid csak a teljesen komp-
lementer klénokkal marad hibridizalva. Az E116 oligo-
nukleotidok esetén a hémérséklet 59,0 °C. Rontgenfil-
mes el6hivassal csak azok a klonok valnak lathatova,
amelyek az E116-tal teljesen komplementerek. Az igy
kapott tdbb pozitiv klonbol preparaljuk a plazmid-DNS-t,
ujra HB101 sejtekbe vissziik, és a fent ismertetett moédon
ujra alavetjilk a szlrdvizsgdlatnak. A masodik
szlirdvizsgalat utan pozitivnak bizonyult tobb klon-
bol preparaljuk a plazmid DNS-t, és szekvenciajat DNS-
szekvenciaanalizissel meghatarozzuk; ily modon egy-
értelmien azonositjuk az L118E mutaciot tartalmazo
DNS-eket. A fenti mutaciét hordozo plazmidot
pGEMpST-SX-L118E-nek nevezziik.

Az L118E mutéciét tartalmazé rpST gén klono-
kat kétféle expresszios vektorba, a pROpST-SX és
pROpST~SXA vektorba transzformaljuk az alabb is-
mertetett modon. Ezzel az a célunk, hogy a Sacl és Xbal
restrikcids helyekkel rendelkezd o-hélix 2 kazettat tar-
talmazo rpST gént az rpST gén E. coliban val6 expresz-
szalasara alkalmas plazmidvektorba beépitsiik. Masik
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célunk az volt, hogy a talalmany szerinti mutaciokat az
rpST két kiilonboz6 genetikai hordozojaba is beépitsiik.
Az egyik természetes (vad) tipus, mivel a 183. és 191.
helyzetl ciszteinmaradékok koziil mindkettSt tartal-
mazza. A masik 1pST gén alanint kédol cisztein helyett
ugyanezekben a helyzetekben, és az EP 255460 szamu
szabadalmi leirdsban ismertetik. A pROpSTA34 plaz-
mid (4. abra) a pRO211 expresszids plazmidba klénoz-
va tartalmaz egy EcoRI/HindIIl fragmenst. Ez az
EcoRI/HindIII fragmens egy mutans rpST gént hordoz,
amelyben a 183. és 191. helyzetii ciszteinek kodonjai
ezekben a helyzetekben az alanin kodonjdra vannak ki-
cserélve. fgy ez a gén ala,ala muticiokat hordoz.
A pROpSTA34 plazmidot egyik reakcidelegyben
EcoRI-gyel és HindIll-mal, masik reakciéelegyben
EcoRI-gyel és Smal-gyel emésztjikk. A vektort tartal-
mazo6 nagy fragmenst mindkét reakcioelegybdl agaroz-
gél-elektroforézissel tisztitjuk. Az a-hélix 2 kazettat
egyébként vad tipusi rpST génben tartalmazé
pROpST-SX plazmidot a pPGEMpST-SX-bdl szdrma-
z9, tisztitott EcoRI/HindIII fragmens ligdlasaval allitjuk
eld. A ligécios elegyet N99cl baktériumtorzsbe vissziik
be. Ebben a torzsben a AP promoter altal hajtott rpST-
expressziot a vad tipusi A represszor jelenléte gatolja.
A kivant szerkezetii plazmidkionokat a megfelel§ rest-
rikcios enzimekkel végzett emésztéssel azonositjuk.
A o-hélix 2 kazettat mutans rpST génben tartalmazo
pROpST-SXA plazmidot a pROpSTA34-bél tisztitott
EcoRI/Smal vektor fragmens és a pMEGpST-SX-bdl
tisztitott EcoRI/Smal fragmens ligélasaval allitjuk el8.
A ligicids elegyet N99cl baktériumtdrzsbe vezetjik
€s a kapott plazmidklonokat a megfeleld restrikcios en-
zimekkel emésztve azonositjuk a kivant plazmid-
klénokat.

Az L118E mutéciot pROpST—-SX és pROpST-SXA
expresszids plazmidokba vissziik be oly modon, hogy a
pGEMpST-SX—-L118E DNS-t egyrészt EcoRI-gyel és
HindHI-mal, masrészt EcoRI-gyel és Smal-gyel hasitjuk.
Az egyes reakcidelegyekbdl szarmazd, rpST-t hordozé
kis fragmensek tartalmazzak az L1 18E mutécidt, ezeket
agardzgél-elektroforézissel tisztitjuk. A pROpST-SX
plazmidot EcoRI-gyel és HindIII-mal hasitjuk, és a vek-
tort hordoz6 nagy fragmenst agarézgél-elektroforézissel
tisztitjuk. Ezt a fragmenst a pGEMpST—-SX-L118E-b8l
nyert, tisztitott EcoRI/HindIH fragmenssel ligilva kapjuk
a pROpST-SX~L118E plazmidot. A ligacids elegyet
hémérséklet-érzékeny A represszort tartalmazd 4300 ex-
presszids torzsbe transzformaljuk. Ezekben a torzsekben
az rpST expresszidja a hGmérséklettdl fiigg. 42 °C-ona A
represszor inaktiv, igy a AP| promoter altali expresszio
végbemehet. A pPROpST—-SX-L118E plazmidot hordo-
z6 baktériumtelepeket 42 °C-on rpST proteint termeld
képességiik alapjan azonositjuk (amely hémérsékleten a
A represszor nem miikodik). A pROpST-SXA plaz-
midot mind az EcoRI, mind az Smal restrikciés en-
zimme!l emésztjiik, és a vektor nagy fragmensét aga-
rozgél-elektroforézissel tisztitjuk. Ezt a fragmenst a
pGEMpST-SX-L118E-b8l nyert, tisztitott EcoRI/Smal
fragmenssel ligaljuk. A ligacios elegyet 4300 expresszios
torzsbe transzformdljuk és a pROpST-SXA-L118E
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plazmidot hordozo baktériumtelepeket 42 °C-on rpST
proteint termeld képességiik alapjan azonositjuk.

1. példa

Hidrofob aminosavak helyettesitése az a-hélix

3 régioban a hélixet stabilizal6 hidrofil

aminosavakkal, mutagén oligonukleotidok

alkalmazasaval

Ezek a mutaciok az alabbiak: L118E, L115K,
L115K-L118E és L118EI122K. A fenti mutacidkat
pontosan az L118E mutaciora ismertetett alapeljarassal
hozzuk létre. A fenti muticidkat hordoz6 plazmidok je-
16lése az alabbi:
pGEMpST-SX-L118E, pGEMpST-SX-L115K,
pGEMpPST-SX-L115KL118E és
pGEMpST-SX-L118EI122K.

Az rpST-ben az L115K mutaciét az L118E mutaci-
oval kapcsolatban ismertetett médon hozzuk létre azzal
az eltéréssel, hogy a K113 mutagén oligonukleotidot
(lasd 1. tablazat) hasznaljuk mind a mutagén, mind a
hibridizacios reakcioban. Ez az oligonukleotid annyi-
ban valtoztatja meg a rpST gén szekvencigjat, hogy a
leucin kodonja a 115. helyzetben CTG-r8l AAG-re cse-
rélédik, ami lizint kodol.

Az rpST-ben az L11SKL118E mutéciot az L118E
mutacidval kapcsolatban ismertetett médon hozzuk létre
azzal az eltéréssel, hogy a K113E116 mutagén oligonuk-
leotidot (lasd 1. tabldzat) hasznaljuk a mutagén reak-
cioban, és a K113E116D oligonukleotidot (lasd 1. tdbla-
zat) a hibridizaciés reakcidoban. A K113E116 oligo-
nukleotid annyiban valtoztatja meg az rpST gén szek-
vencigjat, hogy a leucin kodonja a 115. helyzetben CTG-
r6l AAG-re cserélédik, ami lizint kodol, és a leucin ko-
donja a 118. helyzetben CTG-r61 GAG-re cserélédik,
ami glutaminsavat kodol. Ez az oligonukleotid igy ket-
t8s mutaciot eredményez az rpST DNS-szekvencidban.

Az 1pST-ben az L118EI122K mutaciét az L118E
mutacioval kapcsolatban ismertetett médon hozzuk létre
azzal az eltéréssel, hogy az E1161120 mutagén oligo-
nukleotidot (lasd 1. tablazat) hasznaljuk a hibridizaicids
reakciokban. Az E116K120 oligonukleotid annyiban
véltoztatja meg az rpST gén szekvencidjat, hogy a leucin
kodonja a 118. helyzetben CTG-r8l GAG-re cserélédik,
ami glutaminsavat kodol, és az izoleucin kodonja a 120.
helyzetben ATC-r61 AAG-re cserélédik, ami lizint ko-
dol. Ez az oligonukleotid igy kettés muticiot eredmé-
nyez az rpST DNS-szekvenciédban.

2. példa

Hidrofob aminosavak helyettesitése az a-hélix

3 régicban hidrofil aminosavakkal, mutagén

oligonukleotidok alkalmazasaval

Ezek a mutacidk az alabbiak: T1122E, L118T,
L118K és L115SE. A fenti muticidkat hordozo plaz-
midok jelolése az alabbi: pGEMpST-SX-I122E,
pGEMpST-SX-L118T, pGEMpST-SX-L118K és
pGEMpST-SX-L115E. A fenti mutacidkat pontosan
az L118E mutéaciora ismertetett alapeljarassal hozzuk
létre, azzal az eltéréssel, hogy a mutagén és hibridizaci-
0s reakciokban a megfelelé oligonukleotidokat alkal-
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mazzuk, amelyek szekvenciajat az 1. tablazatban ismer-
tetjik.

Az 1122E mutaciét az E120 mutagén oligonukleotid
(1. tablazat) alkalmazasaval hozzuk létre. Ez az oligo-
nukleotid annyiban valtoztatja meg az rpST gén szek-
venciajat, hogy az izoleucin kodonja a 122. helyzetben
ATC-16]1 GAG-re cserélddik, ami glutaminsavat kodol.
Az E120 oligonukleotidot radioaktivan jelzett detektala-
si probaként is alkalmazzuk a hibridizacios reakcidban,
amely egyébként minden szempontbol azonos az
L118E-vel kapcsolatban leirtakkal, azzal az eltéréssel,
hogy a nitro-celluléz-szlir6ket TAC pufferben 56 °C-on
inkubaljuk.

Az L118T mutéici6t pontosan az L118E muticiora
ismertetett eljarassal hozzuk létre azzal az eltéréssel,
hogy mind a mutagén, mind a hibridizacios reakciéban
L118T oligonukleotidot (1. tdblazat) hasznalunk. Ez az
oligonukleotid annyiban valtoztatja meg az rpST gén
szekvenciajat, hogy a leucin kodonja a 118. helyzetben
CTG-161 ATC-re cserélddik, ami treonint kodol. A ki-
vant mutaciot tartalmazé plazmidokat a mutacioét nem
hordozé plazmidoktdl gy kiilonboztetjilkk meg, hogy a
nitro-cellul6z-sziir6ket TAC pufferben 56 °C-on inku-
baljuk.

Az L115E mutéci6t pontosan az L118E muticiora
ismertetett eljarassal hozzuk létre azzal az eltéréssel,
hogy a mutagén reakcioban E113EHDQ116 mutagén
oligonukleotidot (1. tablazat), a hibridizacids reakciéban
E113D oligonukleotidot (1. tablazat) hasznilunk. Az
E113EHDQI116 oligonukleotid annyiban valtoztatja
meg az rpST gén szekvenciajat, hogy a leucin kodonja a
115. helyzetben CTG-r61 GAG-re valtozik, ami gluta-
minsavat kodol, és a leucin kodonja a 118. helyzetben
CTG-rdl glutaminsavat kodolé GAG-ra, aszparaginsavat
kodolé GAC-re, hisztidint koédoldo CAC-re vagy gluta-
mint kédolé CAG-re valtozik. A 118. helyzetben beko-
vetkezett kiilonféle mutacios valtozasok annak kovet-
keztében jonnek létre, hogy a mutagén oligonukleotid az
oligonukleotid szintézise soran keletkezett négy oligo-
nukleotid elegye. Az E113D radioaktivan jelzett proba-
val hibridizalé plazmidklonok DNS-szekvencidjanak
meghatarozasa azt mutatja, hogy ezek tartalmazzdk az
L115E muticidt, de egyetlen plazmid sem hordozza a
fgy ez a mutcios eljaras egyetlen muticiét eredményez
a 115. helyzetben.

Az L118K mutaciot pontosan az L118E muticidra
ismertetett eljarassal hozzuk létre azzal az eltéréssel,
hogy mutagén oligonukleotidként L118K oligonuk-
leotidot (1. tdblazat) hasznalunk. Ez az oligonukleotid
annyiban valtoztatja meg az rpST gén szekvenciajat,
hogy a leucin kodonja a 118. helyzetben CTG-r6l a lizint
kodolé AAG-re vagy a treonint kodolé CAG-re cseréls-
dik. A 118. helyzet kiilonféle muticios lehetdségei azért
johetnek létre, mert a mutagén oligonukleotid az oligo-
nukleotid szintézise soran keletkezett két oligonukleotid
elegye. Az L118TK radioaktivan jelzett probaval hibri-
dizal6 plazmidklonok DNS-szekvencidjanak meghataro-
zasa azt mutatja, hogy ezek tartalmazzék az L115K mu-
taciot, de egyetlen plazmid sem hordozza a 118. helyzet
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srry

cids eljaras egyetlen mutacidt eredményez a 118. hely-
zetben.

3. példa

Hidrofil aminosavak helyettesitése az o-hélix

régioban hidrofob aminosavakkal, mutagén

oligonukleotid alkalmazdsaval

Ebbe a mutacids csoportba egyetlen kettés mutans
tartozik, az E119LQ123K. A fenti mutacioét hordozé
plazmid — amelynek szerkezetét DNS-szekvenalassal
megerdsitettik — a pGEMpST-SX-E119LQI123L je-
16iésti plazmid. A fenti kettds mutaciot hordozé rpST
gént az L118E mutaciora leirtakkal azonos médon hoz-
zuk létre, azzal az eltéréssel, hogy az L117, 121 mu-
tagén oligonukleotidot (1. tablazat) alkalmazzuk. Ez az
oligonukleotid annyiban véltoztatja meg az rpST gén
szekvenciajat, hogy a glutaminsav kodonja a 119. hely-
zetben GAG-16] CTG-re cserélédik, ami leucint kéddol,
¢s a glutamin kodonja a 123. helyzetben CAG-r6l CTG-
re cser¢lddik, ami leucint kédol. A mutagén reakcidban
ezt az oligonukleotidot alkalmazzuk, mig a hibridizaci-
0s reakciokban radioaktivan jelzett probaként a
Leul17121D oligonukleotidot hasznéljuk, amelynek
szekvencidjat szintén az 1. tablazat tartalmazza.

A fenti mutdcié el6idézésére ugyanazokat az eljara-
sokat alkalmazzuk, mint amelyeket az L118E-vel kap-
csolatban fent ismertettiink, azzal az eltéréssel, hogy a
nitro-celluléz-sziir6ket a mutaciét hordozd plazmidok
azonositasara TAC pufferrel 58 °C-on inkubaljuk.

4. példa

Az o-hélix 3 nagy oldallancu apoldros

aminosavjainak helyettesitése kis oldalldnci

apolaros aminosavakkal

Ezek a mutacidok az alabbiak: L115A, L118A és

M126A. A fenti muticidkat hordozo6 plazmidok jelolése
az alabbi:
pGEMpST-SX-L115A,
pGEMpST-SX—-L118A, pGEMpST-SX-M126A.
A fenti muticidkat pontosan az L118E muticidra is-
mertetett alapeljarassal hozzuk 1étre, eltekintve az alkal-
mazott mutagén oligonukleotidoktdl, és adott esetben a
TAC-vel végzett mosas homérsékletétsl.

Az L115A mutéci6 létrehozésara alkalmazott L115A
szintetikus mutagén oligonukleotid szekvenciajt az 1.
tablazat tartalmazza. Ez az oligonukleotid annyiban val-
toztatja meg az rpST gén szekvencidjat, hogy a leucin
kodonja a 115. helyzetben CTG-18] az alanint kodold
GCG-re cserélodik. Az L115A oligonukleotidot a hibri-
dizécios reakcidkban radioaktivan jelzett probaként is
alkalmazzuk. A kivant mutaciét hordozo plazmidokat
ugy kiildnboztetjiik meg a mutdciot nem hordozé plaz-
midoktol, hogy a nitro-celluldz-szlirGket TAC pufferben
56 °C-on inkubaljuk.

Az L118A mutaciot pontosan az L118E mutaciora
ismertetett eljardssal hozzuk létre, azzal az eltéréssel,
hogy mind a mutagén, mind a hibridizacids/sz{ir6 reak-
cioban L118A oligonukleotidot alkalmazunk mutagén
nukleotidként, amelynek szekvencidjat az 1. tdblazat tar-
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talmazza. Az L118A oligonukleotid annyiban valtoztatja
meg az rpST gén szekvencidjat, hogy a leucin kodonja a
118. helyzetben CTG-rdl az alanint kédolo GCG-re cse-
rélédik. A kivant mutaciot hordozo plazmidokat Ggy kii-
16nboztetjiik meg a mutaciot nem hordozoé plazmidoktol,
hogy a nitro-celluléz-sziircket TAC pufferben 56 °C-on
inkubaljuk. A fenti muticiét hordozé plazmidot —
amelynek szerkezetét DNS-szekvenciaanalizissel meg-
erdsitettiik — pGEMpST-SX~L118A plazmidnak je-
16]jiik.

Az M126A muticiét pontosan az L118E mutdciora
ismertetett eljarassal hozzuk létre, azzal az eltéréssel,
hogy mind a mutagén, mind a hibridizacios/sz(iré reak-
cioban A124-2 oligonukleotidot alkalmazunk mutagén
oligonukleotidként, amelynek szekvenciajat az 1. tablazat
tartalmazza. Az A124-2 oligonukleotid annyiban valtoz-
tatja meg az rpST gén szekvencidjat, hogy a metionin
kodonja a 126. helyzetben ATG-r6] az alanint kédold
GCA-ra cserélédik. A kivant mutaciot hordozoé plazmi-
dokat agy kiilonboztetjiik meg a mutaciot nem hordozd
plazmidoktdl, hogy a nitro-celluloz-sziir6ket TAC puf-
ferben 56 °C-on inkubaljuk. A fenti muticiét hordozd
plazmidot — amelynek szerkezetét DNS-szekvenciaana-
lizissel megerésitettiik — pGEMpST-SX~-M126A plaz-
midnak jeloljiik.

5. példa

A 122-es helyzetil izoleucin helyettesitése leucinnal

Ezek a mutaciok az alabbiak: 11221, 1122LL118A

és [122LM126A. A fenti mutacidkat hordozé plazmi-
dok jelblése az alabbi:
pGEMpST-SX-I122L,
pGEMpST-SX-L122LL118A és
pGEMpST-SX-1122LM126A.
A fenti muticiokat pontosan az L118E mutéciora is-
mertetett alapeljarassal hozzuk létre, eltekintve az alkal-
mazott mutagén oligonukleotidoktdl, és adott esetben a
TAC-vel végzett mosas hdmérsékletétol.

Az [122L muticié létrehozésara alkalmazott L120-
3 szintetikus mutagén oligonukleotid szekvenciajat az 1.
tablazat tartalmazza. Ez az oligonukleotid annyiban val-
toztatja meg az rpST gén szekvencigjat, hogy az izo-
leucin kodonja a 122. helyzetben ATC-16l a leucint ko-
dolé CTG-re cserélédik. Az 1120-3 oligonukieotidot a
hibridizécids reakciokban radioaktivan jelzett probaként
is alkalmazzuk. A kivant mutaciot hordozé plazmidokat
ugy kiilonboztetjiik meg a mutdciét nem hordozé plaz-
midoktol, hogy a nitro-celluldz-sziir6ket TAC pufferben
56 °C-on inkubaljuk.

Az 1122LL118A muticiét az rpST génben pontosan
az L118E muticiora ismertetett eljarassal hozzuk létre,
azzal az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a hib-
ridizacids/sziliré reakcidban L118A oligonukleotidot
alkalmazunk mutagén oligonukleotidként, és a muta-
genezisre templat DNS-ként pGEMpST—SX—-I1122L-t
alkalmazunk. A templat DNS-t a pPGEMpST—-pST-SX
DNS-re leirtak szerint allitjuk el6. A mutaci6ét hor-
dozé plazmidokat a nitro-celluloz-sziir6k TAC puf-
ferben, 56 °C-on végzett inkubalasdval detektljuk.
A fenti mutaciét hordozé plazmidot — amelynek szer-
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kezetét DNS-szekvenciaanalizissel megerdsitettiik —
pGEMpST-SX-L118AI122L plazmidnak jel6ljiik.

Az 1122LM126A mutéciét az rpST génben ponto-
san az L118E mutacidra ismertetett eljarassal hozzuk
létre, azzal az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a
hibridizacioés/sziiré reakcioban A124-2 oligonukleoti-
dot alkalmazunk mutagén oligonukleotidként, és a mu-
tagenezisre templat DNS-ként pGEMpST-SX-1122L-t
alkalmazunk. A templat DNS-t a pGEMpST-pST-SX
DNS-re leirtak szerint allitjuk el8. A muticiét hordoz6
plazmidokat a nitro-celluloz-szlir6k TAC pufferben,
56 °C-on végzett inkubalasaval detektaljuk. A fenti
mutaciot hordozd plazmidot — amelynek szerkeze-
tét DNS-szekvenciaanalizissel megersitettiik —
pGEMpST-SX-1122LM126A plazmidnak jeloljik.

6. példa

Aminosavmaradékok helyettesitése az o-hélix

3 hidrofil feliiletén

Ezek a muticidk az alabbiak: G121A, K114R és

K116R. A fenti mutacidkat hordoz6 plazmidok jelolése
az alabbi:
pGEMpST-SX-G121A, pGEMpST-SX-K114R és
pGEMpST-SX-K116R.
A fenti muticiokat pontosan az L118E muticiora is-
mertetett alapeljarassal hozzuk létre, eltekintve az alkal-
mazott mutagén oligonukleotidoktdl, és adott esetben a
TAC-vel végzett mosas hdmeérsékletétsl.

A GI121A mutacié létrehozasdra alkalmazott
G121A/Xmnl szintetikus mutagén oligonukleotid szek-
venciajat az 1. tablazat tartalmazza. Ez az oligonukleotid
annyiban valtoztatja meg az rpST gén szekvenciajat,
hogy a glicin kodonja a 121. helyzetben GGC-rdl az
alanint kodolé GCT-re cserélédik. Ez az oligonuk-
leotid abban is kiilénbozik az rpST DNS szekvenciatol,
hogy egy Xmnl restrikcios felismerési helyet (5°-
GAAGCTATTC-3’) is bevisz az rpST DNS szekvencia-
ba. A GI21A mutéciotol eltekintve a tobbi nukleotid-
csere nem eredményez valtozast az rpST protein amino-
savszekvenciajaban. A G121A/Xmnl oligonukleotidot a
hibridizacids reakciokban radioaktivan jelzett probaként
is alkalmazzuk, a hibridizalast egyébként a fent ismerte-
tett modon hajtjuk végre. A kivant mutaciét hordozo
plazmidok detektalasara a nitro-cellul6z-sziirGket TAC
pufferben 57,5 °C-on inkubéljuk, és az Xmnl hely meg-
szerzése szempontjabol vizsgaljuk, amely a mutagén
oligonukleotidokban jelen van, és igy a G121 A mutacié
plazmidban vald jelenlétének kimutatisara alkalmas.
A fenti mutéciét hordozé plazmidot — amelynek szerke-
zetét DNS-szekvenciaanalizissel megergsitettik —
pGEMpST—-SX-G121A plazmidnak jeldljiik.

A K114R muticiét az rpST génben pontosan az
L118E mutaciora ismertetett eljarassal hozzuk létre az-
zal az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a hibridi-
z4cios/szlird reakcioban K114R/Accl oligonukleotidot
alkalmazunk mutagén oligonukleotidként, amelynek
szekvencidjat az 1. tablazat tartalmazza. A K114R/Accl
oligonukleotid annyiban véltoztatja meg az rpST gén
szekvenciajat, hogy a lizin kodonja a 114. helyzetben
AAG-16l az arginint kédolé CGT-re cserélédik. Ez az
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oligonukleotid abban is kiilonbdzik az rppST DNS szek-
venciatol, hogy egy Accl restrikciés felismerési helyet
(5’-GTATAC-3) is bevisz az rpST DNS szekvencizba.
A K114R mutéci6tél eltekintve a tébbi nukleotidcsere
nem eredményez valtozast az rpST protein aminosav-
szekvencidjiban. A G121A-hoz hasonléan a kivant mu-
taciot hordozo plazmidok detektalasara a nitro-celluléz-
szlirbket TAC pufferben 57,5 °C-on inkubaljuk, és az uj
Accl hely megszerzése szempontjabél vizsgaljuk,
amely a mutagén oligonukleotidokban jelen van, és igy
a K114R mutéci6 plazmidban valé jelenlétének kimuta-
tasara alkalmas. A fenti mutaciét hordozoé plazmidot —
amelynek szerkezetét DNS-szekvenciaanalizissel meg-
erfsitettik — pGEMpST—-SX—K114R plazmidnak je-
loljiik.

A KI116R mutédciét az rpST génben pontosan az
L118E muticidra ismertetett eljarassal hozzuk létre azzal
az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a hibridizaci-
0s/sziir6 reakcidban K 116R/BglII oligonukleotidot alkal-
mazunk mutagén oligonukleotidként, amelynek szekven-
cidjat az 1. tabldzat tartalmazza. A K116R/BglIl
oligonukleotid annyiban valtoztatia meg az rpST gén
szekvencidjat, hogy a lizin kodonja a 116. helyzetben
AAG-16l az arginint kodolé CGA-re cserélédik. Ez az
oligonukleotid abban is kiilénbozik az rpST DNS szek-
venciatol, hogy egy BgllI restrikcios felismerési helyet
(5’-AGATCT-3’) is bevisz az ipST DNS szekvencidba, a
342-347. helyzetbe. A K116R mutdciotol eltekintve a
tobbi nukleotidcsere nem eredményez valtozast az rpST
protein aminosavszekvencidjaban. A G121A-hoz ha-
sonldan a kivant mutdcidt hordozé plazmidok detektala-
séra a nitro-celluloz-sziirbket TAC pufferben 57,5 °C-on
inkubaljuk, és az ij BGIII hely megszerzése szempontja-
bol vizsgaljuk, amely a mutagén oligonukleotidokban je-
len van, és igy a K116R mutécié plazmidban val6 jelen-
1étének kimutataséra alkalmas. A fenti mutaciét hordozé
plazmidot — amelynek szerkezetét DNS-szekvenciaana-
lizissel meger6sitettilk — pGEMpST-SX-K116R plaz-
midnak jeloljiik.

7. példa

Hidrofob aminosavak helyettesitése az a-hélix

I régioban vagy annak kizelében hidrofil

aminosavakkal, mutagén oligonukleotidok

alkalmazdsdval

A fenti mutaciok célja az rpST aminoterminalis ré-
szében taldlhat6 hidrofob aminosavmaradékok helyette-
sitése olyan hidrofil aminosavmaradékokkal, amelyek a
humén névekedési hormonban hasonlé relativ helyzet-
ben vannak jelen.

Az pST fenti mutaciéi az aldbbiak: Q21HH22R
kettds mutécid, S11RA 14D kettds mutacio, illetve A6T
€s A14D szimpla mutaciok. A fenti mutacidkat hordozo
plazmidokat — amelyek szerkezetét DNS-szekvencia-
analizissel megerdsitettiik —
PGEMpPST-SX-Q21HH22R,
pGEMpST-SX-S11RA 14D, pGEMpST-SX—A6T és
pPGEMpST-SX-A14D plazmidnak jeloljiik.

A fenti muticiokat az L118E mutAciéra leirtakkal
azonos modon hozzuk létre, eltekintve az alkalmazott
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mutagén oligonukleotidoktél, a nitro-celluléz-sziirGk
TAC pufferben valé inkubélasanak hémérsékletétdl és
a pozitiv, muticiot hordoz6 plazmidok kimutatisira
szo0lgalo szilirGvizsgdlatban az adott esetben alkalmazott
restrikciés endonukleazos emésztésétol.

A Q21HH22R kettds muticio létrehozéasara alkal-
mazott Q21HH22R/Clal szintetikus mutagén oligonuk-
leotid szekvencidjat az 1. tablazat tartalmazza. Ez az
oligonukleotid annyiban valtoztatia meg az rpST gén
szekvencidjat, hogy a glutamin kodonja a 21. helyzet-
ben CAG-1d] a hisztidint k6dolé CAT-re, és a hisztidin
kodonja a 22. helyzetben CAC-r6l az arginint kédoléd
CGA-ra cserélédik. A fenti mutdnsokba be van dgyazva
egy Call restrikciés endonukledz hasitasi hely (5°-
ATCGAT-3’) is, amely az egyetlen ilyen hely az ipST
genben. A Q21HH22R/Clal oligonukleotidot a hibridi-
zacids reakciokban radioaktivan jelzett probaként is al-
kalmazzuk, a hibridizalast egyébként a fent ismertetett
modon hajtjuk végre. A fenti mutanst egyébként min-
den tekintetben az E118E el6éllitasara ismertetett mo-
don hozzuk létre azzal az eltéréssel, hogy a sziir8ket
TAC pufferben 56 °C-on mossuk. A mutaciét hordozo
klénok kimutatisara a klénokat a Clal hely megszerzé-
se szempontjabol vizsgaljuk, amely a mutagén oligo-
nukleotidban jelen van, és igy a Q21 HH22R kettds mu-
tacié plazmid klonban valé jelenlétének kimutatisira
alkalmas.

Az A6T muticiot az rpST génben pontosan az
L118E muticiéra ismertetett eljarassal hozzuk létre, az-
zal az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a hibridiza-
cios reakciokban A6T oligonukleotidot alkalmazunk
mutagén oligonukleotidként, amelynek szekvenciajat az
1. tablazat tartalmazza. Az A6T oligonukleotid annyiban
valtoztatja meg az mpST szekvenciajat, hogy az alanin
kodonja a 6. helyzetben GCC-16] treonint kodolé ACC-
re cserélédik. A hibridizalast kévetSen a baktériumot
tartalmaz6 nitro-cellul6z-sziir6ket TAC pufferben
52 °C-on mossuk.

A SIIRA14D mutaciét az rpST génben pontosan
az L118E muticiora ismertetett eljarassal hozzuk létre
azzal az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a hibri-
dizaciés reakciékban S11RA14D/SAIl mutagén
oligonukleotidot alkalmazunk, és a nitro-celluldz-szi-
réket TAC pufferben 64 °C-on mossuk. Az
S11RA14D/Sall oligonukleotid annyiban valtoztatja
meg az rpST gén szekvenciajat, hogy a szerin kodonja
a 11. helyzetben AGC-16] az arginint kédolé CGA-ra,
és az alanin kodonja a 14. helyzetben GCC-16l az
aszparaginsavat koédolo GAC-re cserélddik. Ez az
oligonukleotid abban is kiilénbozik az rpST DNS szek-
venciatél, hogy egy Sall restrikcids felismerési helyet
(5’-GTCGAC-3") is bevisz az rpST DNS szekvencia
29-34. helyzetébe. Az S11R és A14D muticidkidl el-
tekintve a tovabbi nukleotidcserék nem okoznak valto-
zast az rpST protein aminosavszekvencidjiban. A mu-
taciot vélhetSen hordozé klonokat az ij Sall restrikciés
hely megszerzése szempontjabol vizsgéljuk, ami a
mutagén oligonukleotidban jelen van, és igy az
S11RA14D kettds muticio plazmid klénban valé je-
lenlétének kimutatisara alkalmas.



Az A14D muticiot az rpST génben pontosan az
L118E mutéciora ismertetett eljarassal hozzuk létre az-
zal az eltéréssel, hogy mind a mutagén, mind a hibridiza-
cios reakciékban A14D/HindIIl mutagén oligonuk-
leotidot alkalmazunk. Az A14D/HindIII oligonukleotid
annyiban valtoztatia meg az rpST gén szekvencigjat,
hogy az alanin kodonja a 14. helyzetben GCC-18l az
aszparaginsavat kodolo GAC-re cserélédik. Ez az oli-
gonukleotid abban is kiilénbézik az rpST DNS szekven-
ciatol, hogy egy HindIII restrikciés felismerési helyet
(5’-AAGCTT-3’) is bevisz az rpST DNS szekvencia
30-35. helyzetébe. Az A14D mutaci6tdl eltekintve a
tovabbi nukleotidcserék nem okoznak valtozast az rpST
protein aminosavszekvencidjaban. A vélhetéen muticiot
hordozo klonokat Gigy mutatjuk ki, hogy a nitro-celluloz-
sziir6ket TAC-ben 62 °C-on inkubéljuk és az 1j HindIII
restrikcios hely megszerzése szempontjabol is vizsgal-
Juk, ami a mutagén oligonukleotidban jelen van, és igy
az A14D muticié plazmid klonban valé jelenlétének ki-
mutatasara alkalmas.

8. példa

PST mutdciok bevitele megfelelS bakteridlis

expresszios plazmidokba

A megviéltozott (muticiét hordozo6) klénokat a
pRO211 bakteridlis expressziés plazmidban (173280
szami eurdpai szabadalmi bejelentésben ismertetett plaz-
mid) rekonstrudljuk, amelyeket pROpST, pROpSTA34
€s pROpSTE34 plazmidnak jel5liink.

HU 215947 B
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A pROpST plazmid pST DNS-t tartalmaz a pRO211
expresszios vektorba klonozva, és ciszteinkodont tartal-
maz 2 183. és 191. helyzetben; a pROpSTA34 alaninko-
dont €s a pROpSTE34 glutaminkodont tartalmaz ugyan-
ezen helyzetekben.

A pGEMpST muténsklonokat EcoRI-gyel és Smal-
gyel emésztjiik és a pST mutdciét hordozd kis fragmenst
izolaljuk. A pROpSTA34 DNS-t hasonlé médon kezel-
Juk, és a vektort tartalmaz6 nagy DNS-fragmenst izolal-
Juk. Az igy kapott tisztitott fragmenseket T4 DNS-ligaz-
zal Osszekotjik és megfeleld baktériumtorzsbe (példaul
4300-ba) transzformaljuk. Ez a torzs tartalmaz egy hé-
mérsékletérzékeny A represszort (cI357), igy a AP, pro-
moter altali expresszi6 30 °C-on gatolt, de 42 °C-on vég-
bemehet, mivel ezen a hdmérsékleten a represszor inak-
tivalodik. A mutans pGEMpST DNS-fragmensek bevi-
telét a pROpSTE34 DNS-be pontosan a pROpSTA34-re
leirt médon végezzik. A mutins pGEMpST DNS-frag-
mensek bevitelét a pROpST DNS-be szintén a pROpSTA34-
re leirt médon végezziik, azzal az eltéréssel, hogy mind a
PGEMpST, mind a pROpSTA34 plazmidot EcoRI-gyel
¢és HindIII-mal hasitjuk. A 2. tablazat tartalmazza azokat
a bakterialis expresszios plazmidokat, amelyekbe a mu-
tans pST géneket bevittiik. Az A6T, S11RA14D és
Q21HH22R pST mutinsokat egy pROpSTE34 szarma-
z€kba vissziik be, a pROpSTE34-re ismertetett médon.
Ez a szirmazék a pRO-pSTE34T, T,, egy kériilbeliil 1 kb
HindIII fragmenst tartalmaz a pST-t kodoldé DNS
3’-végeén, ami az E. coli rmB operon (riboszomalis RNS
B operon) T, T, transzkripcios termintorat tartalmazza,

2. tablazat
Expresszios vektorok aminosavkomponensei a 183. és 191. helyzetben

Mutacio

183. és 191. helyzetben kodolt aminosav

cisztein

alanin glutaminsav

11221

+

+

L115K

+

L118E

L115KL118E

L118E1122K

+l+ [+ |+

L115SE

1122E

L118T

L118K

E119LQI123L

L115A

L118A

M126A

+ |+ |+ |+

LI18A1122L

1122IM126A

S81, 87L

L82, 84Q

S81, 87L + E119LQ123L

R R R B R kB R T T iy iy

11
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2. tablazat (folytatas)

183. és 191. helyzctben kodolt aminosav

Muticio
cisztein alanin glutaminsav

S81,87L + 1122L +

S81, 87L + MI126A +

L82,84Q + L11SK +

Al4D

A6T +*
S11RA14D +*
Q21HH22R +*
A6TSIIR +*

A6TSIIR + 1122L

P8TSIIR + 1122L

P8TS1IR

9. példa

AG6TIIR+E34 és PSTS1IR + E34 O-hélix

1 kombinacios mutdnsok eléallitasa

Az A6TS11R kettds mutaciot (amelyben a 6. helyze-
td alanin treoninnal, és a 11. helyzetd szerin argininnel
van helyettesitve) a 355460 szamu eurdpai szabadalmi
leirasban ismertetett E34 muticioval (amelyben a 183.
és 191. helyzetii ciszteinkodonokat glutaminsav-
kodonok helyettesitik) kombinaljuk. A kapott rpST gén
ezért az rpST DNS-nek mind az aminoterminalist
(A6TS11R), mind a karboxilterminalist k6dolo régioja-
ban (E34) tartalmaz mutaciokat. A kapott plazmidot
pROpPSTE~-~AG6TS11R-nek jeldljiik. A pML/pGH14-b6l
szarmazo, megvaltoztatott rpST-t tartalmazd kis
EcoRI/Smal fragmenst — amely az A6TS11R mutaci6t
tartalmazza — a pROpSTE-T,T, nagy EcoRI/Smal
fragmensével kapcsoljuk Ossze. Az utdbbi plazmid a
pST expresszids plazmid, amely az rpST-t kédolé DNS
3’-végén egy erds transzkripcids terminatort is tartalmaz
az E. coli rmB operonbdl (T, T,).

Egy masik kettés mutaciot, a PSTS11R-t (amelyben a
8. helyzet(i prolin kodonja treoninkodonra, és a 11. hely-
zet szerin kodonja argininkodonnal van helyettesitve) a
355460 szamu eurdpai szabadalmi leirdsban ismertetett
E34 mutaciéval (amelyben a 183. és 191. helyzetii cisz-
teinkodonokat glutaminsav-kodonok helyettesitik) kom-
binaljuk. A kapott rpST gén ezért az rpST DNS-nek mind
az aminoterminalist (P8TS11R), mind a karboxiltermi-
A kapott plazmidot pROpSTE-P8TS11R-nek jeldljiik.
A pROpSTE—P8TSI1 IR elballitasara ugyanazt a stratégi-
at alkalmazzuk, mint a pROpSTE-A6TS11R esetében,
azzal az eltéréssel, hogy a p8TS11R kettds mutaciot tar-
talmazé pML/pGH 18 plazmidot alkalmazzuk megvaltoz-
tatott rpST DNS forrasként.

AG6TSIIR+1122L+E34 és P8TSIIR+1112L+E34
mutdaciok

A fent ismertetett 11221 O-hélix 3 mutaciét mind-
két, A6TSI1IR és P8T11R O-hélix 1 muticidval és az
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E34 muticioval is kombinaljuk. A kapott plazmidok je-
I6lése: pROpST-SXE-A6TS11R+1122L, illetve
pML/pGH18-SXE-I122L.

A pROpST-SXE—-A6TS11R+1122L plazmid els-
allitasara az 1122L-t tartalmazoé kis BssHIVHindIII
fragmenst a pROpSTE—-A6TS11R-bdl tisztitott nagy
BssHII/HindIII fragmenssel kapcsoljuk dssze. A kapott
plazmid tartalmazza a Sacl és Xbal restrikciés helyek-
kel definialt o-hélix 2 kazettat, amely restrikcids helyek
az o-hélix 2-t kodolé DNS 5°- és 3°-végét hataroljak a
fent ismertetett modon, de nem tartalmaz T,T, transz-
kripcids terminatort.

A pML/pGH18-SXE-I122L plazmidot a fentiek
szerint allitjuk elé azzal az eltéréssel, hogy a nagy
fragmens forrasaként a PSTS11R ketts mutaciot hor-
doz6é pML/pGH18 plazmidot alkalmazzuk. Az igy ka-
pott plazmidmuténs nem tartalmaz T, T, transzkripcios
terminatort, viszont tartalmazza az a-hélix 2 kazettat.

10. példa

A modositott, rekombindns szomatotropinok

stabilitasi profilja

A stabilitasi profil meghatarozasat az alabbiak sze-
rint végezziikk. A rekombinans (allati) szomatotro-
készitlink foszfattal pufferolt séoldattal (pH 7.,4),
amelynek dsszetétele: 3,4 g NaH,PO,xH,0, 3,55 g
Na,HPO,, 9,50 g NaCl, 1000 ml desztillalt vizben
oldva. Az oldatot MilliporeR steril Millex-0,22 um
szliregységen atszhrjiik és 0,1 ml alikvotokat kém-
csovekbe mériink. A kémcsoveket 43 °C-os termo-
sztitba helyezziik és meghatarozott id6pontokban on-
nan kivessziik. A kémcsd tartalmat ekkor foszfattal
pufferolt sboldattal higitjuk. A feliildszé6ban HPLC-
eljarassal meghatirozzuk a monomer- és dimertartal-
mat. Tomegmeérleget készitlink. A csapadékképzidést
feljegyezziik. Az eredményeket a kiindulasi koncent-
racidkkal osszehasonlitjuk és megéllapitjuk a stabili-
tasi profilt.
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A pH 7,4 értéken kisebb oldhatdsagi szomatotropin-
szarmazékok oldasat kevésbé elényds pH-n (pH 4-10)
is elvégezziik, vagy szuszpenzidkeént értékeljiik ki.

A modositott rpST proteinek oldatban mutatott sta-
bilitdsanak vizsgalati eredményeit a 3. tablazatban fog-
laljuk Gssze.

3. tablazat
Mutans rpST proteinek oldhatosaga in vitro

Mutici6 Oldhatosag (%) Inkubéciés id6 43 °C-on (nap)
A34 32 14
1122L+A34 44 14
E34 70,0 (3) 14
67 17
1122L+E34 62,0 (2) 14
66,3 (3) 17
A6TS1IR+E34 68,5 (2) 14
PS8TS1IR+E34 62 14
A6TS1IR+1122L+E34 36 14
P8TS11R+1122L+E34 2 14
L118K+A34 0 3
E119LQI23L+A34 0 3
L115A+A34 0 3
L118A+A34 10 7
MI126A+A34 18 3
L118A1122L+A34 2 7
1122LM126A+A34 22 (2) 19
S81,87L+A34 0 3
S81, 87L+E119LQI123L+A34 0 7
S81, 87L+1122L+A34 8 7
S81, 87TL+M126A+A34 0 3

oldatban maradt anyag

Oldhatosag =
alosag Osszes oldott anyag

x 100 (%)

(lasd 14. példa). Ha egynél tobb meghatarozast vég-
ziink, az atlagos oldhat6sédgot tiintetjiik fel, és az egy-
mastodl fiiggetleniil végzett meghatarozésok szamat za-
réjelben megadjuk. Az rpST mutansok vagy A34-, vagy
E34-alapuak. Az A34 rpST a 183. és 191. helyzetben
alanint tartalmaz cisztein helyett, mig az E34 rpST a
183. és 191. helyzetben glutaminsavat tartalmaz cisz-
tein helyett.

11. példa

Rekombindns (dllati) szomatotropin-szdarmaze-

kokkal kezelt allatok fejlédésének vizsgalata hipox

patkanyokon

A taldlminy szerinti rekombinédns allati szoma-
totropinok hatasat az allatok fejlédésének serken-
tésére hipofizisirtott (hipox, RRA) patkdnyon vizs-
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géaljuk. A hipofizisirtott patkdnyban nem termelédik
sajat szomatotropin, és érzékeny a beinjektalt
szomatotropinra. A ndvekedési valaszt 10 napon ke-
resztil mérjiik, és az eredményeket a 4. tablazat-
ban ismertetjiik, a minden egyes vizsgalatban pozitiv
kontrollként alkalmazott rpST biologiai aktivitdsanak
%-aban.

12. példa

Maj-radioreceptor-vizsgalat a megvdltoztatott,

rekombindns szomatotropin szomatotropin-

receptorokhoz valo kétédésének vizsgalatara, in

vitro

In vitro radioreceptor-vizsgalatot alkalmaztunk a ta-
lalmany szerinti rekombindns szomatotropinok
125]-rpST-vel folytatott versengésének kimutatasara a
tisztitott majmembranok szomatotropin-receptor koto-
helyeiért. A fenti vizsgalatok eredményeit az 4. tabla-
zatban kozoljiik.
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4. tablazat
Hipox patkdnyon mért biologiai adatok és az rpST mutans proteinek hostabilitdsa

Mutacio RRA® RRAb T, (°C)
A34 112,8 173,5 nv.
1122L+A34 97,4 2258 79

E34 90,52(5) 51.4(7) 62,0(6)
1122L+E34 66,66(5) 80,28(5) 62,67(5)
L115K 0,3 1,2 >83
L115K+E34 0,8 0,9 79
L118K 1,8 439 36
E119LQI23L 38 80,2 49
L115A 88,6 163 50
L118A 64(3) 495 57
MI126A 100 122 55
L118AII22L 38,9 57,9 56
1122LM126A 66,25 (2) 82,55(2) 63
S81, 87L 46,9 194 40
S81, 87L+E119LQI123L 40,4 177,9 38
S81, 87L+1122L 71,3 165 47
S81, 87L+MI126A 79,7 186 47
L82, 84Q 9,7(2) 34 n.v.
KI114R+E34 121,3 532 62
A6TSIIR+E34 80,7(4) 135,0(4) 64,0(4)
P8TS11R+E34 129,7 78,5 65
A6TSIIR+I122L+E34 116,7 112,8 61
P8TSIIR+I122L+E34 127,9 89,3 64

RRAz® a hipox patkdnyon mért eredményeket a pozi-
tiv kontrollként alkalmazott standard rpST aktivitasa-
nak %-aban adjuk meg

RRAPb a maj-radioreceptor-vizsgalat eredményeit a
standard rpST aktivitasanak %-aban adjuk meg

n. v. nem hataroztuk meg

Ha egynél tobb vizsgalatot végeztiink, az atlagot
adtuk meg, és a meghatarozasok szamat zardjelben fel-
tiintettiik.

13. példa

11221 + E34 mutans rpST-vel végzett

nitrogénmeérleg-kisérletek

Az 11221 mutaciét hordozé rpST protein bioldgiai
aktivitasanak in vivo kiértékelésére nitrogénmérleg-ki-
sérletet végeztiink a 355460 szamu eurdpai szabadalmi
leirdsban ismertetett moédon. pST szubkutdn adagolasa
fejlédésben 1€vo sertéseknek noveli a testben, fleg az
izmokban lerakédott protein mennyiségét. Nitrogén-
mérleg-vizsgalat alkalmazasaval mérhetd az allatban le-
rakodott protein mennyiségének valtozasa. Mivel a pro-
tein meghatarozott mennyiségl nitrogént tartalmaz, az
elfogyasztott taplalék és a szervezetbdl kiliriilt anyagok
nitrogéntartalmanak meghatdrozisaval pontosan kisza-
mithaté a lerakédott protein mennyisége. fgy a nitro-
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génmérleg a visszatartott (lerakddott) protein mennyi-
ségét adja meg a taplalékkal elfogyasztott nitrogén és a
vizelettel és széklettel kiliriilt nitrogén mennyiségének
kiilonbségeként. A nitrogénvisszatartast legpontosab-
ban mint a visszatartott nitrogén mennyiségét adhatjuk
meg, a megemésztett nitrogén (elfogyasztott nitro-
gén minusz székletben 1évé nitrogén) mennyiségének
szézalékaban. Ebben a vizsgalatban a 183. és 191. hely-
zetli ciszteinek, vagy az rpST L122L mutans glu-
taminsavval van helyettesitve. A fenti analizis ered-
ményei a megvaltoztatott rpST molekula teljes biold-
giai aktivitasit bizonyitjdk az rpST kontrollhoz viszo-
nyitva.

14. példa

Hostabilitas meghatdrozasa fluoreszcencids

spektroszkdpia alkalmazasaval

A megviltozott rpST protein hdstabilitasat gy ha-
tarozhatjuk meg, hogy mérjiik az intrinsic triptofan
fluoreszcenciat a hdmérséklet fliggvényében. Az rpST
molekula egyetlen triptofanmaradékot tartalmaz,
amelynek intrinsic fluoreszcencidja nativ allapotban
szigorian kioltédik. A h8mérséklet ndvelése vagy a
pH csokkentése a fluoreszcencia jellegzetes ndveke-
dését okozza, ami feltehetSleg a szerkezet felbomlasa-



1 HU 215947 B 2

nak kdvetkeztében jon létre, legalabbis az egyébként
betemetett triptofdnmaradék kozvetlen kozelében.
A fluoreszcenciat a névekvéd hémérséklet fiiggvé-
nyében abrazolva szigmoid gorbe forméajaban ,0l-
vadasi profil”-t kapunk, amelyben a fluoreszcencia
rejtve marad egy bizonyos hémérsékletig, ami az
adott rpST-re jellemz6 érték. Ezutan a fluoreszcen-
cia egy meglehetésen sziik hémérséklet-tartomény-
ban élesen novekedik. A fenti fluoreszcencia-noveke-
dés kozéppontjahoz tartozd homérsékletet (atmeneti
hémérséklet) T, -nek jeldljik, és ez jellemzd a pro-
tein h@stabilitdsara. A talalmany szerinti rpSt T,,-jét
Burger és munkatarsai médszerével hatarozzuk meg
[Burger H. G., Edelhoch H. és Condliffe P. G.,
Endocrinology 78, 98—102 (1966)], azzal az eltérés-
sel, hogy a gerjesztett hullimhosszként 295 nm-t al-
kalmazunk és az emisszios fluoreszcenciat 355 nm ki-
zarasos szird alkalmazasaval olvassuk le. A talal-
many szerinti ipST T, értékeit a 4. tablazat tartalmaz-
za. Ezen adatok szerint az I122L T, -je erdsen, 79 °C-
ra novekszik.

15. példa

T122L mutacio létrehozdsa polimeraz lancreakcio

modszerrel

Az 11221 mutaciét helyiranyitott mutagenezissel
vissziik be az rpST génbe, a Sarkar és Sommer altal
ismertetett polimeraz lancreakciés moédszer alkalma-
zasaval [Sarkar és Sommer, Biotechniques 8§,
404-407 (1990)]. A harom alkalmazott oligonukieo-
tid primer, a SacI293, L120-3 és Pvull634 oligonuk-
leotid szerkezete az 1. tablazatban lathato. Temp-
latként a pGEMpST—-SX plazmidbdl szarmazé rpST
gént tartalmaz6é EcoRI/HindIII fragmenst hasznéljuk.
15 polimeraz lancreakci6 ciklust (tovédbbiakban PRC)
hajtunk végre 1 ng rpST DNS-templaton, 1 -1 umol/l
L120-3 és Pvull634 oligonukleotid primerrel, AINTP-
kkel és Tag oligonukleotid polimerazzal a gyarto els-
irasai szerint. A reakci6 eredményeként L1221 muta-
ciét tartalmazo 227 bp DNS-fragmenst kapunk. Ezt a
fragmenst agardzgél-elektroforézissel tisztitjuk és
PRC primerként hasznaljuk a SacI293 oligonukleotid-
primerrel és az rpST-t tartalmazé EcoRI/HindIII
templatfragmenssel kombinalva, egy Gjabb 15 ciklus-
bol 4ll6 PRC-ben. A kapott, 361 bp fragmentumot
Sacl és Pvull restrikcios endonukleazokkal hasitjuk,
agarozgél-elektroforézissel tisztitjuk és gélen tiszti-
tott, nagy Sacl/Pvull pGEMpST-SX DNS-fragmens-
hez ligaljuk. A ligacids elegyet HB101 kompetens
sejtekbe transzforméljuk. A kapott transzformansok
plazmid DNS-ét az 1122L mutécié jelenléte szem-
pontjabol vizsgaljuk, pontosan az L118E esetében is-
mertetett modon, azzal az eltéréssel, hogy radioakti-
van jelzett hibridizaciés probaként L120-3 oligonuk-
leotidot hasznalunk, és a szlirdvizsgalatot csak egy-
szer végezzik el. Az 11221 mutacid jelenlétét és a
PRC reakciokkal bevezetett tovabbi mutaciok hianyat
DNS-szekvenciaanalizissel erdsitjiilk meg. A fenti mu-
taciot hordozé plazmidot pGEMpST—-SX-1122Lpg -
nek jeldljiik.
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16. példa

I1122L rpST mutdcid létrehozdsa élesztében

expresszalhato plazmidban

Az 11221 mutaciot hordozé rpST gén Saccharomy-
ces cerevisiae élesztégombaban vald expresszalasara az
rpST-t kodolé DNS-t élesztdbd] szarmazo promoterhez
kell mikddéképesen kotni. A pROpST-SXE-1122L-
b6l szarmazd, rpST-t hordozd kis Ndel/HindIII
fragmens végeit a DNS polimerdz I nagy Klenow-
fragmensével val6 kezeléssel tessziik ,,ragadéssa’, miu-
tan a plazmidot Ndel-gyel és HindIIl-mal hasitottuk.
Ezt a fragmenst gélelektroforézissel tisztitjuk, és az
YEp352-2-plazmid nagy Sall/Sphl fragmensével kap-
csoljuk. Az utobbi fragmens végeit S1 nukleazos keze-
léssel tessziik ,tompava”. Ez a plazmid YEp352-szar-
mazék, amely ugy van modositva, hogy tartalmazza a
divergens GAL1/GAL10 promotert [Johnston és Davis,
Molecular and Cellular Biology 4, 1440—1448 (1984)],
és az STE7 génbdl szdrmazd nem transzlatalt 3’-ré-
giot [Teague és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83, 7371-7375 (1986)] is. A kapott plazmidot
YEp352-pST-1122L plazmidnak (5. abra) jeloljiik.

A fenti mutans rpST élesztében vald expresz-
szalasara a fenti plazmiddal transzformalt élesztsejte-
ket uracil nélkiili szintetikus komplett tapkozegben te-
nyésztjiik, amely egyetlen szénforrasként galaktozt tar-
talmaz [Sherman F., Fink G. R. és Hicks J. B., ,,Labo-
ratory Course Manual for Methods in Yeast Genetics”,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
163—168. oldal (1986)}, 30 °C-on, néhany oran keresz-
tiil, annyi ideig, hogy maximalis rpST gén indukcidt és
pST termelést érjiink el. Gazdasejtként minden olyan
¢lesztdsejt alkalmazhat6, amely az URA3 génben muta-
ci6t hordoz, elénydsen olyan élesztdsejtet alkalmazunk,
amely nem termel protedzt és GAL+, ilyen példaul a
BJ5457 (MATa pep4: : HIS3 prb1-8 trpl ura3-52 leu2-
d his3-6 lys2-801 canl GAL+ genotipus). Ezt a torzset
BJ5457 szamon helyeztiik letétbe a Yeast Genetic
Stock Center-ben (University of California).

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras nativ szomatotropinnal jobban oldodo,
ugyanakkor nyujtott hatdsa készitményekben biologiai
aktivitdsat megtartd sertés-szomatotropin elGallitaséra,
azzal jellemezve, hogy a sertés-szomatotropin alfa-hélix
1 régidjaban A6TS11R vagy PSTS11R kettds mutaciot
hozunk létre.

2. Eljaras nativ szomatotropinnal jobban oldodo,
ugyanakkor nyujtott hatasu készitményekben biologiai
aktivitasat megtarté sertés-szomatotropin elSallitaséra,
azzal jellemezve, hogy a sertés-szomatotropin alfa-hélix
régidjaban A6TS1IR vagy P8TS11R kettds mutaciot
hozunk létre.

3. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a sertés-szomatotropin kis hurokjaban 1év6 ket-
t6, és nagy hurokjaban 1év6 kettd, dsszesen négy cisz-
teinmaradék koziil legalabb egyet arginin, lizin, asz-
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paraginsav, glutaminsav, aszparagin, glutamin, hisz-
tidin, alanin, glicin, izoleucin, leucin, valin, fenil-ala-
nin, triptofan, tirozin, metionin, szerin, treonin és pro-
lin k6ziil egymastol fiiggetleniil valasztott aminosav-
maradékkal helyettesitiink.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy helyettesité aminosavmaradékként glutaminsavat
vagy alanint alkalmazunk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy 183. és 191. helyzetben 1évé ciszteinmaradékot
helyettesitjiikk glutaminsav-maradékkal.

6. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy sertés-szomatotropin kis hurokjaban 1évé kettd, és
nagy hurokjaban 1év§ ketts, 6sszesen négy ciszteinmara-
dék koziil legalabb egyet arginin, lizin, aszparaginsav,
glutaminsav, aszparagin, glutamin, hisztidin, alanin, gli-

10

15

16

cin, izoleucin, leucin, valin, fenil-alanin, triptofén, tiro-
zin, metionin, szerin, treonin ¢és prolin koziil egymas-
tol fliggetleniil valasztott aminosavmaradékkal helyette-
sitiink.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy helyettesité aminosavmaradékként glutaminsavat
vagy alanint alkalmazunk.

8. Az 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a 183. és 191. helyzetben 1év6 ciszteinmaradékot
helyettesitjlik glutaminsav-maradékkal.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy met-asp-gln-dez(ala) sertés-szomatotropinban
hozzuk létre a megfelelé mutacidkat.

10. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy met-asp-gin-dez(ala) sertés-szomatotropinban
hozzuk létre a megfelelé mutaciokat.
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