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A taldlméany targya eljards modositott eukaridta cito-
plazmatikus DNS-virus elallitdsira modositott viralis
genom kozvetlen molekularis klonozasaval, amelynek
soran extracellularis koriilmények kozott modositott
virusgenomot tartalmazé DNS-molekulat allitunk el8,
azt a virusgenomot fert6z6 virionokba pakolé gazdasejt-
be juttatjuk be, és abbol kinyerjitk a modositott viralis
genomot tartalmazo fert6z6 virionokat. A talalmany tar-
gya tovabba a kozvetlen molekularis klénozasa Utjan €l6-
allitott modositott chordopoxvirus, annak genomjat tar-
talmazé DNS-molekula, valamint eljards rekombinéns
fehérje elballitdsara modositott virus alkalmazaséval.

A talalmany szerinti megoldas el6nyosen alkalmaz-
hat6 poxvirusok klénozéasa és rekombindans fehéryék el6-
allitasa teriiletén.

A taldlméany egyik elényds megvaldsitasi formdja
szerint a kivant gént tartalmaz6 idegen DNS-fragmenst
kozvetleniil inzertaljuk egy genomidlis poxvirus-DNS-
be egy olyan restrikcidos endonukleaz hasitasi helyen,
amely a virlis genomban egyetlen, és a modositott vird-
lis DNS-t virionokba pakoljuk helperpoxvirussal ferts-
z6tt sejtekbe valo transzfektaldssal.

Az eukariotak citoplazmatikus DNS-virusai kozé
tartoznak a kiilonféle poxvirusok és az iridovirusok,
amelyek meleg vértiekben €s rovarokban talalhatok.
Rekombinédns genomokat tartalmazo poxvirusokat mar
alkalmaztak kiilonféle inzertalt gének expresszidjara.
Ilyen poxvirusok alkalmazhatok példaul biolégiailag
aktiv polipeptidek elGéllitasara sejttenyészetekben, pél-
daul arra a célra, hogy vakcinaantigéneket kdzvetleniil
egy éllat vagy egy ember immunrendszerébe juttassa-
nak. Idegen gének expresszidjdra alkalmas rekombi-
nans iridovirus-genomok szerkesztését még nem ismer-
tették a géntechnologia szakirodalmaban.

Idegen géneket tartalmazé rekombindns poxvirus-
genomok szerkesztésére a hagyomanyos modszerek rész-
ben in vivo (intracellularis) rekombinécién alapulnak.
Az intracellularis rekombinacié alkalmazasét elGszor
Sam és Dumbell [Ann. Virol. (Institut Pasteur) 7132F,
135 (1981)] irtak le mint a ,,marker rescue” folyamatat
virdlis DNS szubgenomialis fragmenseivel. Fenti szer-
z0k bizonyitottdk, hogy egy hémérséklet-érzékeny vac-
ciniavirus mutns valamely nyal poxvirus szubgenomia-
lis DNS-fragmensével valo intracellularis rekombinécié-
val megmenthet. Az intracellularis rekombinéciora 4lta-
luk alkalmazott modszereket még ma is haszndljak.

A nem poxvirus (idegen) géneket tartalmazo6 rekom-
bindns vacciniavirusok szerkesztését késébb Panicali
és Paoletti irtdk le [Proc. Nat’l Acad. Sci. U. S. A. 79,
4927-4931 (1982); Mackett és munkatarsai: Proc.
Nat’l Acad. Sci. U. S. A. 79, 7415-7419 (1982); és
4769 330 szami amerikai egyesilt llamokbeli szaba-
dalmi leiras]. Kozelebbrdl a rekombinans poxvirusok
elBallitasara hasznalatos technologia két 1épésbdl all.
Els6 lépésben egy olyan DNS-fragmenst készitenek,
amely egy idegen gént koriilvevé poxvirusgenommal
homolég régiokat tartalmaz. Ugy is eljarhatnak, hogy
egy inszercios plazmidot szerkesztenek egy idegen gén-
nek egy plazmiddal valo in vitro intracellularis rekom-
binalasaval. Ez a plazmid egy rovid viralis DNS-szek-
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venciat tartalmaz, amely homolog a poxvirusgenom
azon régidjaval, ahol a gén inszercidja végs6 soron ki-
vanatos. Az idegen gént a plazmidba inzertaljék a vira-
lis DNS-szekvencidkkal hatérolt helyen, és rendszerint
egy poxvirus promoter utan (5’->3’ irdnyban), amely
az inzertalt gén transzkripci6jat szabalyozni fogja. Ma-
sodik 1épésben az inszercids plazmidot a célpoxvi-
russal fert6zott gazdasejtekbe vezetik be. A gént ez-
utén indirekt moédon inzertdljak a poxvirusgenomba, a
poxvirusgenomban 1évé homoldg virdlis szekvenciak
és a plazmid idegen gént tartalmazd része kozotti
rekombinalassal. A kapott rekombindns genom ezutin
replikalodik, és ily médon fertzGképes poxvirus kelet-
kezik.

Igy minden egyes gén poxvirusgenomba valo inszer-
ci6jdhoz mindeddig egy kiilon plazmidra volt szikség,
mely a virdlis szekvencidkkal hatarolt gént tartalmazta,
amely szekvencidkat a kivant inszerciés helyzet szem-
pontjabol vélasztottdk meg. Ennek a megoldsnak az
egyik hatrinya az, hogy minden egyes rekombinans pox-
virus elBallitisahoz egy 0j inszercids plazmid sziiksé-
ges. Minden egyes plazmidot extracellularis rekombi-
nans DNS-médszerekkel kell megszerkeszteni, sokszo-
rositani baktériumsejtekben, majd igen munkaigényesen
izolalni és alaposan tisztitani kell, miel6tt a poxvirussal
fert6zott gazdasejtekhez adnank.

Az ismert modszer masik hétranya az, hogy a re-
kombinans genomokat igen alacsony hozammal nye-
rik, ami az egyes virusok szazainak sziirvizsgalatat te-
szi szilkségessé azért, hogy egyetlen kivant rekombi-
nanst talaljanak. Az alacsony hozam az egyes intracellu-
laris rekombindcios események kis gyakorisagénak tu-
lajdonithat6 azzal pérositva, hogy az inszercids plaz-
mid virdlis genomba valo beépiilésének elérésére tobb
ilyen eseményre van sziikség. Ennek eredményeként az
intracelluldris rekombinaciés modszerekkel el6allitott
virdlis genomok tobbsége sziil61 genom, amelyben
nincs jelen idegen gén. Ezért gyakran egy olyan szelek-
tiv markergént kell bevezetni a poxvirusgenomba a ma-
sik kivant szekvenciaval egyiitt, amely lehetoveé teszi a
kivant ritka rekombinansok detektalasat anélkiil, hogy
sziikkség lenne a szamos egyedi virusklonbol izolalt
DNS-ek jellemzésére.

Eukariéta citoplazmatikus DNS-virusokbol szarma-
z0 tisztitott DNS-ek képtelenek replikalédni, ha érzé-
keny gazdasejtekbe vezetik be azokat olyan modszerek-
kel, amelyek a sejtragban replikalodo virdlis DNS-ek-
kel inicialjak a fert6zést. A citoplazmatikus DNS-viru-
sokbol szarmazé DNS-ek fertdz6képességének hianya
abbdl a ténybdl ered, hogy a viralis transzkripciot a fer-
t6z6tt sejtekben inicidlni kell egy virusspecifikus RNS-
polimerazzal, amely a fert6z6 virionokban normalisan
jelen van.

A poxvirus-DNS reaktivalasa — amelynek sordn egy
inaktivalt, nem fert6z6 poxvirusrészecskében 1évo ge-
nomialis DNS-t fert6zéképes virionokba csomagolnak
egy életképes helperpoxvirussal valé egyiittfertozés nt-
jan — mar évtizedek Ota ismert, lasd példaul Fenner és
Woodroofe munkajat [Virology /7: 185-201 (1960)].
1981-ben Sam és Dumbell bizonyitottak, hogy egy els6
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poxvirusbél izolalt, nem fert6z3 genomialis DNS becso-
magolhaté fert6z6 poxvirusvirionokba egy masik, ge-
netikailag eltéré poxvirussal fertGzott sejtekben. [Sam
¢s Dumbell, Ann. Virol. (Institut Pasteur) 132E; 135
(1981).] A csupasz poxvirus-DNS fenti bepakolasat el3-
szor egy virionokbol vagy fertGzott sejtekbdl izolalt,
vad tipusii ortopoxvirusgenomot tartalmazé modositat-
lan DNS egy masodik, természetben el6forduld orto-
poxvirusgenommal fert6zott sejtekben val6 transzfek-
cidjdval bizonyitottik. Azonban a heteroldg pakolast
- azaz az egyik fajta poxvirusbol (példaul ortopoxvirus-
bol) szarmazé DNS bepakolasit egy masik fajta, pél-
ddul szamyas poxvirus életképes virionjaival — eddig
még nem ismertették.

Az intracelluldris rekombinicié alkalmazdsit nem
poxvirusgéneket expresszalé rekombinans poxvirus-
genomok el6allitdsara roviddel Sam és Dumbell utan ir-
tak le, akik elGszor ismertették a csupasz poxvirus-DNS
bepakoldsat poxvirusvirionokba és a DNS-fragmensek-
kel val6 marker rescue-t intracellularis rekombinécié se-
gitségével. [Panicali és Paoletti (1982); Mackett és mun-
katarsai (1982).] A kovetkezd évtizedben a vonatkozod
irodalomban azonban nem talalhato kézvetlen molekula-
ris klonozésra vonatkoz6 leirds, azaz valamely eukari6ta
citoplazmatikus DNS-virus — fGleg poxvirus — médosi-
tott genomjdnak megszerkesztése pusztan extracelluléris
géntechnolégiai modszerekkel. A szakirodalomban még
csak arra sincsen bizonyiték, hogy felismerték volna az
ilyen kozvetlen klénozasi médszerb6l szarmazé elénys-
ket. Eppen ellenkezbleg azt a nézetet hangoztattik, hogy
a kozvetlen molekularis klonozés nem praktikus a pox-
virusok genetikai modositasa vonatkozasaban, mivel a
poxvirus-DNS nem fert6z6 [F. Fenner, R. Wittek és
K. R. Dumbell: The Poxviruses (Academic Press,
1989)]. Ugyanigy az ezen a szakteriileten dolgozé t6bbi
kutat6 sem foglalkozott a poxvirus-DNS endonukledzos
hasitasaval és ijraligilasaval, még akkor sem, amikor fel-
ismerték a rekombinans poxvirusgenomot tartalmazé izo-
lalt DNS fert6z6 virus éltali ,,megmentésének” lehetdsé-
gét [lasd példaul Mackett és Smith, J. Gen. Virol. 67,
2067-2082 (1986)]. Ezen tilmenden a leglijabb irodal-
mi attekintések is azt az elméletet timasztjak ala, hogy a
rekombinéns poxvirusgenomok elBallitasanak egyetlen
jarhato ttja az intracellularis rekombinaciés modszerek
alkalmazasaval jar [Miner & Hruby, TIBTECH 8,
20-25 (1990), és Moss Flexner, Ann. Rev. Immunol. 5,
305-324 (1987)].

A fentiek ismeretében célul tdztikk ki olyan mdd-
szer kidolgozasat eukariota citoplazmatikus DNS-viru-
sok, féleg poxvirusok modositott genomjainak megszer-
kesztésére, amely kikiiszoboli az intracelluldris rekom-
bincion alapulé hagyomanyos modszerekkel kapesola-
tos fenti hatranyokat.

Masik célkitiizésiink a citoplazmatikus DNS-virus
genomok eldallitdsara olyan moédszerek kidolgozasa
volt, amelyek segitségével lényegesen nagyobb hozam-
mal éllithatok elé a rekombinansok, mint a meglévé
modszerekkel.

Tovabbi célkitiizésiink volt a citoplazmatikus DNS-
virusok genomjanak modositasara olyan modszerek ki-
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dolgozasa, amelyek alkalmasak a genomialis virus-
DNS koézvetlen modositasara, és a modositott viralis
DNS virionokba valé intracelluldris pakolasara helper-
virusok segitségével.

Tovébbi célkitlizésiink volt olyan modszerek kidol-
gozasa a citoplazmatikus DNS-virusok genomjinak
szerkesztésére, amelyek egyetlen rekombindcids reak-
cio6lépésben alkalmasak olyan modositott genomok el6-
allitisara, amelyek a két lehetséges orientacié koziil
mindkettGben tartalmazzik az inzertdlt idegen DNS-
szegmenst, és amely modositott genomokba tobb ide-
gen DNS-szegmens van inzertalva.

A taldlmény Gjabb célja volt olyan modositott
DNS-molekuldk el6éllitisa, amelyek alkalmasak ide-
gen gének kozvetlen molekuldris klonozasara modosi-
tott citoplazmatikus DNS-virus-genomban, amelyek
egy genomidlis virus-DNS két részét foglaljak maguk-
ban, amelyeket a virdlis genom egyetlen ilyen hasitasi
helyén szekvenciaspecifikus endonukledzos hasitissal
allitottunk el6. A talalmany tovabbi célkitlizése volt
olyan modositott genomot tartalmazoé citoplazmatikus
DNS-virus, féleg poxvirus elGallitdsa, amely modosi-
tott genom egy szekvenciaspecifikus endonukledz
egyetlen ilyen hasitdsi helyébe inzertilva egy idegen
DNS-t tartalmaz.

Tovabbi célkitlizéstink volt olyan plazmidok eléalli--
tdsa, amelyek lehetdvé teszik génkazettak szerkesztését:
€s atvitelét citoplazmatikus DNS-virusba, féleg poxvi-:
rusba kozvetlen molekularis klonozas alkalmazisival. .

A fenti és egyéb célok megvaldsitasa soran a taldl-

maény egyik targya értelmében kidolgoztunk egy eljarast: -
modositott eukaridta citoplazmatikus DNS-virus els-
allitasara, egy modositott citoplazmatikus DNS-virus ge-
nomot tartalmazé médositott DNS-molekula kézvetlen.
molekularis klonozasaval. A taldlmany szerinti eljaras.
az alabbi 1épéseket foglalja magaban:
(1) valamely els6 citoplazmatikus DNS-virus-genomot
tartalmazé tisztitott DNS-molekulat extracellularis ko-
riilmények kozott modositva eléallitunk egy médositott
virdlis genomot tartalmazé moédositott DNS-molekulat;
(ii) a modositott DNS-molekulat bevissziik valamely
els6 gazdasejtbe, amely a modositott DNS-molekulat
fert6z8 virionokba pakolja; és (iii) a modositott virdlis
genomot tartalmazé fert6z6 virionokat az elsé gazda-
sejtbdl kinyerjik.

A fenti eljaras egyik kiviteli alakja szerint a DNS-
molekula médositasédnak 1épése extracelluléris koriilmé-
nyek kozdtt a DNS-molekula szekvenciaspecifikus
endonukledzzal val6 hasitasat jelenti. Egy masik kivite-
li alak szerint a DNS-molekula médositasanak 1épése
valamely elsé DNS-szekvencia inzertalasat jelenti vala-
mely els6 virdlis genomba. Ezt az els DNS-szekven-
ciat elénydsen a szekvenciaspecifikus endonukledz ha-
sitdsi helyén illesztjiikk az els6 genomba. Megjegyez-
ziik, hogy amennyiben egy bizonyos szekvenciaspe-
cifikus endonukleazt, példiul egy bakterialis restrik-
cids enzimet emlitiink név szerint, ez a név a megadott
nukledz barmely izoskizomerjét is jelenti.

A DNS-molekula modositisanak 1épése a talal-
many szerinti eljaras értelmében egy foszfataz alkalma-
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z&sit is jelentheti, hogy a DNS-molekula szekvencia-
specifikus endonukledzzal val6 hasitasaval eldallitott
DNS-szegmens végér6! egy foszfatmaradékot eltavolit-
sunk.

A talalmany szerinti eljards egy bizonyos kivitelezé-
si modja szerint az els§ virdlis genom egy vaccinia-
virus-genom, €s az egyetlen hasitasi hely az Notl vagy
Smal bakterilis restrikcids endonukledz hasitési helye.
Az els6 genom egy eukarita citoplazmatikus DNS-
virus genomban természetes koriilmények kézott nem
el6forduld masodik DNS-szekvencidt is tartalmazhat,
mimellett ez a masodik DNS-szekvencia tartalmazza az
egyetlen hasitési helyet. igy példaul az elsé genom egy
szarnyaspoxvirus-genom lehet, amely egy Escherichia
coli B-galaktozidaz génszekvenciat foglal magaban, és
az egyetlen hasitasi hely az ebben a génben elhelyez-
kedé Notl bakterialis restrikciés endonukleaz hasitasi
hely.

A fenti eljirds egy masik megvalositisi médja sze-
rint az els6 DNS-szekvencia valamely elsd szekvencia-
specifikus endonukleaz elsd hasitasi helye és valamely
masodik szekvenciaspecifikus endonukledz masodik ha-
sitasi helye kozé van inzertélva az elsd virdlis genom-
ban. Adott esetben az els6 és a méasodik hasitasi hely ké-
zill mind a kettd az egyetlen ilyen hely az elsé virdlis
genomban,

A taldlmany szerinti eljaras egy tovabbi megvalési-
tasi modja szerint az elsé genomba inzertélt elsG DNS-
szekvencianak legaldbb egy része valamely promoter
transzkripci6s szabélyozésa alatt van. Ez a promoter az
els6 viralis genomba inzertalt elsé DNS-szekvencidban
helyezkedhet el. A promoter azonban elhelyezkedhet
az elsé genomba inzertilt els6 DNS-szekvencia el6tt
(3’->5’-irAnyban) is a modositott viralis genomban. Bi-
zonyos esetekben a promotert egy modositott vira-
lis genom Aaltal kédolt RNS-polimeraz hasznositja. Ez
a promoter alkalmas lehet a modositandé eukari6-
ta citoplazmatikus DNS-virus RNS-polimeraza altali
transzkripcid inicidldsara is. Bizonyos médszerekben a
promoter az eukariota citoplazmatikus DNS-virus ter-
mészetben eléforduld promoterének egy modositott for-
madja lehet.

A talalméany szerinti eljarasban a DNS-molekula
moédositasanak lépése egy DNS-szekvencia torlése is le-
het az elsé genombol. Ez a lépés lehet az elsé genom
egy DNS-szekvencidjanak helyettesitése is.

Az els6 virdlis genom médositasanak modszere ma-
gaban foglalhatja az elsé gazdasejt valamely masodik
eukariéta citoplazmatikus DNS-virussal val6 infektla-
sanak 1épését is, amely egy mésodik genomot tartal-
maz, amely a modositott viralis genom fert6z6 virionok-
ba val6 bepakolasat expresszilja. A modositott DNS-
molekula gazdasejtbe val6 bevitelének 1épését elényo-
sen az els6 gazdasejt valamely masodik eukariota cito-
plazmatikus DNS-virussal valé infektaldsa utan 1 6ra-
val hajtjuk végre.

A fenti eljaras egyik valtozata szerint az els§ gazda-
sejtet ligy vélasztjuk meg, hogy a masodik genom exp-
resszidja az els6 gazdasejtben nem eredményez maso-
dik viralis genomot tartalmazoé fert6z6 virionokat. Pél-
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d4ul abban az esetben, ha a médositott viralis genom
egy moédositott vacciniavirus-genom, és a mésodik ge-
nom egy szarnyaspoxvirus-genom, a valasztott els6 gaz-
dasejt egy emlGssejt.

A virélis genom modositasara szolgald eljards egy
bizonyos forméjéban a mddositott virdlis genomot tar-
talmazd fert6z6 virionok visszanyerésének lépése ab-
bol all, hogy az elsG gazdasejt altal termelt fert6z8
virionokkal infektalunk egy masodik gazdasejtet. Ezt
olyan koriilmények kozott végezziik, hogy a masodik
genom expresszidja a masodik gazdasejtben nem ered-
ményez masodik genomot tartalmazé fert6zé viriono-
kat. fgy példaul ha a médositott viralis genom egy mo-
dositott vacciniavirus-genom, a masodik genom egy
szarnyaspoxvirus-genom lehet, és a masodik gazdasejt
egy emlOssejt. A modositott viralis genom tartalmazhat
egy funkcionalis gazdaspecifikus gént is, amely a maso-
dik gazdasejtben a fert6z4 virionok termeléséhez sziik-
séges, és a masodik genombdl hidnyzik ez a funkcio-
nalis gazdaspecifikus gén. Ezt az esetet azzal szemlél-
tetjiik, amikor a modositott viralis genom egy médosi-
tott vacciniavirus-genom, amely human sejtekben fert3-
z0 virionok termeléséhez szikséges funkcionalis gaz-
daspecifikus gént tartalmaz, és a masodik gazdasejt egy
human sejt.

A fenti eljaras egy mésik megvalositdsi médja sze-
rint a modositott viralis genom egy szelektiv marker-
gént tartalmaz, a méasodik genombol hidnyzik ez a sze-
lektiv markergén, és a masodik gazdasejt infektalasa-
nak lépését olyan koriilmények kozott hajtjuk végre,
hogy ezt a szelektiv markergént expresszalé genomra
szelektalunk. A szelektiv markergén expresszidja a ma-
sodik gazdasejtben el6nydsen a mésodik gazdasejtnek
rezisztenciat biztosit egy citotoxikus hatéanyaggal
szemben, amely az infekci6 soran olyan mennyiségben
van jelen, amennyi elegendé a szelektiv markergént
expresszalo genomra valé szelektalashoz.

A talalmany targya tovabba egy médositott eukariota
citoplazmatikus DNS-virus, amelyet médositott viralis
genom kozvetlen molekularis klonozasaval allitottunk
el6 a fent Osszefoglalt modszerek szerint. A talalmany
targyat képezi tovabba egy modositott viralis genomot
tartalmazé modositott eukaridta citoplazmatikus DNS-
virus is, amely moédositott viralis genom tartalmazza: (i)
egy elsd eukariota citoplazmatikus DNS-virus elsé ge-
nomjat; ez az elsé genom egy szekvenciaspecifikus
endonukledz hasitisi helyet tartalmaz, és ez a hasitasi
hely az egyetlen ilyen hely ebben az elsé genomban.
A modositott genom ezenkiviil tartalmaz (ii) egy, az elsé
genom egyetlen hasitasi helyére inzertalt els DNS-
szekvenciat.

A taldlmany fenti targydnak f6 megvaldsitasi médja
szerint az els6 DNS-szekvencia egy eukaribta citoplaz-
matikus DNS-virus genomjaban természetes koriilmé-
nyek koz6tt nem fordul elé. Bizonyos elényds esetek-
ben az elsé genom egy vacciniavirus-genom, és az
egyetlen hasitasi hely az Notl vagy Saml bakterialis rest-
rikciés endonukledzok valamelyikének hasitdsi helye.

Az els6 genom tartalmazhat egy mésodik DNS-
szekvenciat is, amely eukaridta citoplazmatikus DNS-
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virusok genomjaban természetes koriilmények kozott
nem fordul el6, és ez a masodik DNS-szekvencia tartal-
mazza az egyedi hasitasi helyet. Példaul az elsd genom
egy szarnyaspoxvirus-genom, amely az Escherichia
coli B-galaktoziddz-gént tartalmazza masodik DNS-
szekvenciaként, és az egyedi hasitasi hely ebben a gén-
ben az Notl bakterialis restrikcios endonukleaz hasitasi
helye.

Bizonyos taldlmany szerinti médositott virusokban
a fenti, az egyedi hasitasi helyre inzertalt els6 DNS-
szekvenciénak legalabb egy része egy promoter transz-
kripcios szabéalyozésa alatt all. Ez a promoter az els6
genomba inzertalt els6 DNS-szekvenciaban helyezke-
dik el. Bizonyos esetekben az elsé genom egy poxvi-
rusgenom, és a promoter egy poxvirus promoter, amely
vagy egy természetben el6forduld poxvirus promoter
vagy annak egy modositott formaja lehet.

A taldlméany tovabbi targya egy médositott viralis
genomot tartalmazé modositott eukaridta citoplazma-
tikus DNS-virus, amelyben a modositott virdlis genom
tartalmazza (i) egy elsG eukariota citoplazmatikus DNS-
virus elsé genomjat. Ez az els6 genom valamely elsé
szekvenciaspecifikus endonukledz szaméra egy els6 ha-
sitasi helyet, és valamely masodik szekvenciaspecifikus
endonukledz szamara egy masodik hasitsi helyet tartal-
maz. A fenti hasitasi helyek koziil mindkett egyetlen
ilyen hely az elsé genomban.

Ebben a moédositott virusban a médositott genom to-
véabba tartalmaz (ii) egy els6 DNS-szekvenciat az elsd
genomba inzertalva az elsS egyetlen hasitasi hely és a
masodik egyetlen hasitasi hely kézétt. A fenti mddosi-
tott virus bizonyos formdaiban az elsé DNS-szekvencia
az eukaridta citoplazmatikus DNS-virusok genomjéban
természetes koriilmények k6zott nem fordul eld. Bizo-
nyos esetekben az els6 genom tartalmaz egy masodik
DNS-szekvencidt is, amely eukariéta citoplazmatikus
DNS-virusok genomjéban természetes koriilmények ko-
z6tt nem fordul el, és ez a masodik DNS-szekvencia
az els6 egyetlen hasitasi hely és a masodik egyetlen ha-
sitasi hely kozé inzertalt els6 DNS-szekvencidban talal-
hat6. Ez a modositott virus példaul tartalmazhat egy
els genomot, amely egy vacciniavirus-genom, és az
elsé egyetlen hasitasi hely és a masodik egyetlen hasita-
st hely az Notl, Smal, Apal vagy Rsrll bakterialis rest-
rikcids endonukleaz hasitasi helye.

Egy taldlmény szerinti masik eukaridta citoplazma-
tikus DNS-virus egy olyan modositott viralis genomot
tartalmaz, amely (i) valamely elsé eukariota citoplaz-
matikus DNS-virus els6 genomjat tartalmazza. Ez az
elsé genom egy elsd DNS-szekvenciat tartalmaz, és ez
az els6 DNS-szekvencia tartalmaz egy szekvenciaspe-
cifikus endonukledz szamara egy hasitasi helyet, amely
ebben a modositott virdlis genomban az egyetlen ilyen
hely. Ennek a médositott virusnak ez a genomja tartal-
maz tovabba (ii) egy promotert, amely ugy helyezkedik
el, hogy a virdlis genomban az egyetlen hasitasi helyre
inzertalt DNS-szekvencia a promoter transzkripcios sza-
balyozasa alatt 4ll. Bizonyos kiviteli alakokban ez az
elsé DNS-szekvencia nem tartalmaz transzlacids start-
kodont a promoter és az egyetlen inszercids hely k-
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zott. Ez az els6 DNS-szekvencia olyan szekvencia is le-
het, amely eukaridta citoplazmatikus DNS-virus ge-
nomjaban természetes koriilmények kozétt nem fordul
elé. Ez a modositott virus példaul egy olyan virus lehet,
amelynek az elsé genomja egy vacciniavirus-genom és
az els6 DNS-szekvencia egy tobbszords klonozohelyet
tartalmaz, amely az Notl, Saml, Apal és RsrlI bakteria-
lis restrikcios endonukledzok szdméra tartalmaz hasita-
si helyeket.

A taladlmany tovabba olyan modositott eukaridta
citoplazmatikus DNS-virusra is vonatkozik, amelyben
a modositott virdlis genomban 1évé elsG szekvencia
(egy inzertalt érdekes szekvencia) egy gazdasejtben
expresszalodva egy protein termelését eredményezi.

A taldlmény vonatkozik tovabba olyan DNS-mole-
kulara is, amely egy taldlmany szerinti modositott virus
mddositott virdlis genomjat tartalmazza. Kozelebbrdl a
fenti DNS-molekula bizonyos formai tartalmazzék egy
eukariéta citoplazmatikus DNS-virus modositott viralis
genomjanak egyik végét, amelyben (i) a modositott
virélis genomnak ez a vége egy eukarita citoplazma-
tikus DNS-virus genomjaban természetes korillmények
ko6zott nem eléforduld DNS-szekvenciat tartalmaz. Eb-
ben a DNS-molekulaban (ii) a modositott viralis genom
egy szekvenciaspecifikus endonukleaz hasitdsi helyet
tartalmaz, amely az egyetlen ilyen hely ebben a médosi-
tott virdlis genomban; és (iii) a DNS-molekula olyan
terminalissal rendelkezik, amely homolog a modositott
virdlis genomban 1év3 egyetlen hasitasi hely szekven--
ciaspecifikus endonukledzzal val6 hasitdséval kapott
véggel.

A fenti DNS-molekula bizonyos alakjaiban az euka-
riota citoplazmatikus DNS-virus genomjaban természe-
tes koriilmények kozott nem elGfordulé DNS-szekven-
cidban van a hasitési hely a szekvenciaspecifikus endo-
nukledz szamdra, és ez az egyetlen ilyen hely ebben a
modositott viralis genomban.

A talalmény tovabba egy készletre is vonatkozik
eukariéta citoplazmatikus DNS-virus médositott viralis
genomjanak kozvetlen molekularis kidnozasara, amely
készlet tartalmaz
(i) egy tisztitott, taldlmany szerinti DNS-molekulat;
(i1) egy DNS-ligazt; és
(iit) pufferoldatokat és reagenseket, amelyek alkalma-

sak DNS-szegmensek ligalaséra és ezaltal a modosi-

tott virdlis genomot tartalmazé modositott DNS-

molekuldk el6allitasara.
Az egyik kiviteli alak szerint ez a készlet tartalmaz to-
vabba egy plazmidot is, amely egy szekvenciaspecifi-
kus endonukledz szamara megfeleld hasitési helyekkel
hatérolt génkazettat tartalmaz, amely helyek alkalma-
sak arra, hogy a kazettat a készletben 1évé DNS-mole-
kula altal kodolt médositott viralis genom egyetlen hasi-
tasi helyére inzertaljuk. A készlet tartalmazhat ezenki-
vill egy els6 gazdasejtet és egy masodik virust, amely
alkalmas a médositott viralis genom fert6z6 virionokba
valo pakolasara.

A taldlmény vonatkozik tovabba olyan plazmidokra
is, amelyek olyan DNS-szegmenst tartalmaznak, amely
mindkét végén tartalmaz egy Notl bakterialis restrikcios
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endonukleaz hasitasi helyet. Ebben a plazmidban ez a
DNS-szegmens tartalmaz egy olyan szekvenciaspe-
cifikus endonukleaz hasitasi helyet is, amely a plazmid-
ban az egyetlen ilyen hely. Erre a plazmidra példat az
1.3 4bran mutatunk be, ezt a plazmidot pN2-nek nevez-
ziik, és az 1. azonositasi szamu szekvenciat tartalmazza.
Ebben a plazmidban a DNS-szegmens tartalmazhat to-
vabba egy szelektiv markergént is a poxvirus promoter
transzkripcios szabélyozisa alatt. Igy példaul az ilyen
plazmidok ko6zé tartozik a pN2—gpta plazmid is, amely
a 2. azonositasi szdm\ szekvenciat tartalmazza, és a
pN2-gptb plazmid, amely a 3. azonositasi szamt szek-
venciat tartalmazza.

Egy taldlmény szerinti masik plazmid olyan DNS-
szegmenst tartalmaz, amely egy restrikciés endonuk-
leaz hasitasi helyet tartalmazé DNS-szekvenciahoz mi-
kodoképesen kotott poxvirus promotert tartalmaz. Ily
modon erre a hasitdsi helyre inzertalt DNS-szegmens
ennek a promoternek a transzkripcids szabalyozdsa
alatt all. Példaként emlithetjiikk ezekre a plazmidokra a
pA1-S2 plazmidot, amely a 11. azonositasi szamu szek-
venciat tartalmazza, és a pA2—S2 plazmidot, amely a
12. azonositasi szaml szekvenciat tartalmazza. Egy
olyan plazmidra, amely egy masik poxvirus promoter
kontrollja alatt 4116 szelektiv markergént is tartalmaz,
példaként a pN2gpt—S4 plazmidot emlitjiik, amely a
14. azonositasi szamu szekvenciat tartalmazza.

Egy taldlmany szerinti masik plazmid egy poxvi-
rusgenom-szegmenst tartalmaz, amely ennek a poxvirus-
nak egy timidin-kindz génjét tartalmazza. A timidin-
kindz gént ugy modositottuk, hogy az aktiv timidin-
kindz expressziOjat megakadilyozzuk, mint példaul a
pHindJ-2 plazmidban, amely a 4. azonositdsi szamu
szekvenciat tartalmazza, és a pHindJ-3 plazmidban,
amely az 5. azonositasi szamit szekvenciit tartalmazza.

Egy masik taldlmany szerinti plazmid egy poxvirus
promotert tartalmaz egy transzlacios startkodonhoz mi-
kod6képesen kotve. Ezt a startkodont kozvetleniil egy
masodik restrikcios endonukledz hasitasi hely koveti
olyan elrendezésben, amely lehet6vé teszi egy, ebbe a
maésodik restrikcios endonukledz hasitasi helybe inzer-
ra példaként emlithetjiik a pA1-S1 plazmidot, amely
a 9. azonositasi szamu szekvencidt tartalmazza és a
pA2-S1 plazmidot, amely a 10. azonositisi szekvenciat
tartalmazza, valamint a pN2gpt—S3A plazmidot, amely
a 13. azonositasi szamu szekvenciat tartalmazza.

Ez utdbbi tipust plazmidok egyik képviselgje tartal-
maz tovabba egy human protrombint kédol6 DNS-szek-
venciat is, amely DNS-szekvencia a poxvirus promoter-
hez és egy startkodonhoz van mikodSképesen kotve,
amint azt az 5.1 4bra mutatja a pA1S1-olvadaspont plaz-
midban, amely a 15. azonositasi szamu szekvenciat tar-
talmazza.

Egy talalmany szerinti mésik plazmid egy humén
plazminogént kodolo és egy transzléacids startkodont tar-
talmazd DNS-szekvenciat is tartalmaz, ahol ez a DNS-
szekvencia a poxvirus promoterhez van miikoddoké-
pesen kotve. Az 5.2 dbra szerint ezt a plazmidot a
pN2gpt—S4-b6l szarmazd plazmidokkal szemléltetjiik,
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ilyen példaul a pN2gpt—GPg plazmid, amely a huméan
glu-plazminogént kodolja, és a 17. azonositasi szamu
szekvenciat tartalmazza, valamint a pN2gpt-LPg plaz-
mid, amely a lys-plazminogént kodolja és a 18. azonosi-
tasi szamu szekvenciat tartalmazza.

Egy taldlmany szerinti masik plazmid tartalmaz to-
vabba human immunhianyvirus (HIV) gp160-at kodolo
és egy transzlaciés startkodont tartalmazo DNS-szek-
venciat is, amely a poxvirus promoterhez mikodéképe-
sen van kétve, mint példdul az 5.4 abran lathatd, 19. azo-
nositasi szdmua szekvenciat tartalmazd pN2gpt—gpl60
plazmid. Végiil egy ijabb plazmid human von Wille-
brand-faktort kodold6 DNS-szekvenciat tartalmaz, mint
példaul a 6.2 abran lathato, 20. azonositasi szdmu szek-
venciat tartalmazé pvWF plazmid.

A talalmany szerinti bizonyos plazmidok olyan
szekvenciaspecifikus endonukleaz hasitasi helyet tartal-
maznak, amely egyetlen a poxvirusgenomjaban. Ezek-
re szolgal példaként a 4.3 abran lathat6 pAO plazmid,
amely a 6. azonositasi szami szekvenciat tartalmazza,
a pAl plazmid, amely a 7. azonositasi szamu szekven-
ciat tartalmazza, és a pA2 plazmid, amely a 8. azonosi-
tasi szamu szekvenciat tartalmazza.

Egy masik plazmid a vacciniavirus-DNS mddositott
EcoRI K-fragmensét tartalmazza, amelybél a K1L gaz-
daspecifikus gén torélve van, amint azt a 8.1 4bra mutat-
ja. Erre két példat emlitiink, a pEcoK—dhr-t, amely a
21. azonositasi szamu szekvenciat tartalmazza, és a
pdhr—gpt-t, amely a 22. azonositasi szamu szekvenciat
tartalmazza.

A talalmany egyéb célkitizései, jellemz6i és elG-
nyei az alabbi részletes leirasbol kitGnnek. Megjegyez-
zik azonban, hogy a specifikus példak és a részletes le-
iras a taldlmany elény0s megvalositasi modjaira vonat-
koznak, amelyeket a szemléletesség kedvéért kozliink
pusztan, a korlatozas szandéka nélkiil, és a kiilonféle,
szakember szdmara kézenfekvd valtoztatasok és modo-
sitasok szintén a talalmany targykorébe tartoznak. Az
abrakat roviden az alabbiakban ismertetjiik.

Az 1.1 4bra szemlélteti a markergének expressziojat
csupasz poxvirus-DNS reaktivaldsdval nyert modosi-
tott poxvirusgenomok altal. Az abréan 1athatd a bepakolt
virusokkal (vpPg#1—-vpPg#8) és kontrollként a vad ti-
pusu (WT) virussal fert6zott sejtek tenyészetének feliil-
Gszojaban termel6dott proteinek eziisttel festett pohiak-
rilamid-gélelektroforézis képe. A felsé nyil a plazmi-
nogén markersdvra mutat, az alsé nyil a f6 szekretalt
35 K vaccinia marker proteinsavjat mutatja. 1. és 9.
sav: a marker proteinek; a 2. és 10. sav: a human
plazminogén standard (10 ng); 3. sav: a vaccinia re-
kombinans vPgD (bepakolt DNS-forrasa); 4-7. és
11-14. savok: vpPg#1-8; a 8. és 15. sdv: a vad tipusi
vaccinia (WR WT).

A 1.2 ébra mutatja sematikusan poxvirusgenomok
kozvetlen molekularis kldnozasat, amelyek egy génkazet-
tat tartalmaznak egy markergén (E. coli gpt gén) exp-
ressziojara egy vacciniavirus promoter szabalyozésa
alatt.

Az 1.3 abra mutatja sematikusan a pN2-gpta és
pN2—gptb plazmidok szerkesztését, amelyekb6l mint
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prekurzorokbdl a génexpresszids kazettak allithatok eld
egy promoter és egy nyitott leolvasasi keret inzertala-
saval. Ezek a kazettdk egy egyedi inszercids hely és
egy vacciniavirus promoter szabélyozésa alatt 4116 sze-
lektalhaté markergén (gpt) alkalmazisaval vaccinia-
virus-vektorokba valé kozvetlen molekularis transzfer-
re vannak tervezve. MCS=tGbbszoros klonozési hely;
P7,5=a vaccinia 7,5K polipeptidgén promotere; P11=a
vaccinia 11K polipeptidgén promotere. A nyilak jelzik
a promoterekbdl valé transzkripci6 irdnyait.

Az 1.4 4brén bizonyitjuk, hogy a kézvetlen molekula-
ris klénozassal el6éllitott poxvirusgenomok a gpt mar-
kergénkazettit az egyetlen Notl hasitasi helyre inzer-
talva tartalmazzik, amint azt HindIll endonukle4zzal
emésztett, plakktisztitott viralis DNS-ek Southern-blot-
analizise mutatja gpt-gén proba alkalmazasaval. 1. sav:
marker DNS-ek (HindIIIl-mal emésztett A-fag-DNS); 2.
és 3. sév: HindIII-mal hasitott vad tipust vacciniavirus
(WR)-DNS (500 és 100 ng); 4-9. sav: a 2.1.1-7.1.1
jelzési plakkokkal fertézott sejtek DNS-ei; 10-12.
sav: 10.1.1-12.1.1 jelzésd plakkokkal fertézott sejtek
DNS-¢i. Nyilak jelzik a marker restrikcidés fragmensei-
nek méretét kilobazisparban.

Az 1.5 dbra illusztralja tovabbd a modositott pox-
virus-DNS-ek szerkezetét a kiilonféle izoldtumokkal fer-
tozott sejtek Notl-gyel hasitott DNS-einek Southern-
blot-analizisével, gpt-gén-probaval hibridizalva. 1 sav:
marker-DNS-ek (HindIIl-mal emésztett A-fag-DNS); 2.
sav: Notl-gyel hasitott vad tipusi (WT) vaccinia-DNS
(50 ng); 3—8. sav: 2.1.1-7.1.1 jelzést rekombinéns plak-
kokkal fertézott sejtek DNS-ei; 9-11. sav: 10.1.1—
12.1.1 jelzési plakkokkal fert6zott sejtek DNS-ei.

Az 1.6 dbra mutatja vad tipusti (WT) vacciniabol és
a médositott klénbdl (vp7) szarmazé DNS-ek 6sszeha-
sonlitasat, a megadott restrikcios endonukledzokkal
valé hasitissal kapott és agarézgélen szétvalasztott
DNS-fragmensek etidium-bromidos festésével. 1. és
2. sav: Notl-gyel emésztett WT és vp7; 3. és 4. sav:
HindIII-mal emésztett WT és vp7; 5. és 6. sav:
HindlII-mal és Notl-gyel kombinaltan emésztett WT és
vp7; 7. és 8. sav: Pstl-gyel emésztett WT és vp7; 9. és
10. sav: Pstl-gyel és Notl-gyel egyiitt emésztett WT és
vp7; 11. és 12. sav: Sall-gyel emésztett WT és vp7; 13.
sdv: marker-DNS-ek (ligalt és HindIlI-mal emésztett
A-fag-DNS; és Haelll-mal hasitott ®X-fag). A bal olda-
li nyilak jelzik a fragmensek méretét kilobazisparban,
az Notl-gyel emésztett WT vaccinidban, a jobb oldali
nyilak a markerek. Megjegyezziik, hogy az 1. és 2. siv
kozel tizszer kevesebb DNS-t tartalmaz, mint a tobbi
savok.

Az 1.7 abra mutatja az 1.6 abran lathaté gél Sou-
thern-blot-képét, probaként gpt-gént alkalmazva. A nyi-
lak jelzik a markerméreteket.

Az 1.8 4bra mutatja a fertdzott sejtekbdl nyert,
Notl-gyel emésztett és vacciniavirus-probaval hibridi-
zalt vacciniavirus-DNS-ek Southern-blot-analizisét.
1-4. sdv: az A1-A4 jelzésh plakkokkal fertGzétt sej-
tek DNS-e; 5-8. sav: C1-C4 plakkok; 9-12 sdv:
E1-E4 plakkok; 13. sav: vad tipusi vaccinia-DNS; 14,
sdv: nem fert6zott CV—1 gazdasejtek DNS-¢; 15, sav:
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marker-DNS-ek (HindlII-mal emésztett A-fig-DNS;
Haelll-mal hasitott ®X-fag).

Az 1.9 dbra mutatja ugyanazon minta Southemn-
blot-analizisét probaként gpt-gént alkalmazva, mint
amelynek elektroforetikus gélképét az 1.8 abra mutatja.
Az 1-12. savok jelentése ugyanaz, mint az 1.8 abran;
13. sév: fertézetlen CV-1 gazdasejtek DNS-¢; 14 sav:
vad tipusi vaccinia-DNS; 15. sdv: marker DNS-ek
(HindIII-mal emésztett A-fag-DNS és Haelll-mal hasi-
tott @X-fag).

Az 1.10 abra mutatja ugyanazon viralis DNS-nek
Southern-blot-analizisét Pstl-gyel végzett hasits utin,
probaként gpt-gént alkalmazva, mint amelynek elekt-
roforetikus gélképét az 1.8 dbra mutatja. 1-12. sav:
mint az 1.8 abran; 13. sav: fert6zetlen CV-1 gazdasej-
tek DNS-e; 14. sav: WT vaccinia-DNS; 15. sdv: mar-
ker-DNS-ek (HindIlI-mal emésztett A-fag-DNS, és
Haelll-mal hasitott ®X-fag).

Az 1.11 4bra mutatja a vacciniavirus-DNS-ek modo-
sitott Pstl ,,C”-fragmensének varhat6 szerkezetét a gpt
génkazetta egyszeri vagy kettSs inzertalasaval. P=Pstl
€s N=Notl hasitasi hely. A szdmok a megfeleld Pstl
fragmensek méretét jelolik; a vastagon irott szdmok
azokat a fragmenseket jelzik, amelyek varhatéan hibri-
dizilnak a gpt-gén-probaval. Nyilak jelzik a gpt-gén
(800 bp) transzkripcidjanak iranyat a vacciniavirus pro-
moter (300 bp) irdnyitasa alatt.

A 2.1 ébra mutatja rekombinans madarpoxvirus
(szamyaspoxvirus, FP)-genomok analizisét Notl rest- -
rikcios endonukledzzal valé emésztéssel és 1%-os aga-
rozgélen FIGE-elvalasztassal. 5. sdv: marker (A-fag:
HindIII fragmens, nem hasitott A-fag és vaccinia WR);-
1. és 2. sav: HP1.441 szarnyaspoxvirus-DNS, nem hasi-
tott, illetve Notl-gyel hasitott; 3. és 4. sav: f-TK2a
szérnyaspoxvirus-DNS, nem hasitott, illetve Notl-gyel
hasitott.

A 2.2 abra mutatja az idegen géneket expresszald
szarnyaspoxvirusok szerkesztését kozvetlen molekula-
ris klonozassal. A poxvirus promoter (P) szabalyozasa
alatt allo E. coli gpt-gént tartalmazo6 génexpresszios ka-
zettat Notl-gyel val6 hasitissal kapott szirmyaspox-
virus (f-TK2a) DNS-ének jobb és bal karjdhoz (ra,
illetve la) ligaljuk. A pakolast helper-szirnyaspoxvi-
russal (HP2 torzs) végezziik csirkeembrio-fibroblasz-
tokban.

A 3.1 abra mutatja a modositott poxvirusok elallita-
sanak folyamatat extracellularis genomszerkesztéssel és
intracellularis pakoldssal. Egy vacciniavirus promoter
szabédlyozasa alatti gpt-gént tartalmazd génkazettat
ligalunk az egyetlen hasitasi helyen Smal endonukleiz-
zal hasitott vacciniavirus-DNS jobb karjaval (ra) és bal
karjaval (la). A pakolast helper-szarnyaspoxvirussal
(HP1.441 torzs) végezzik csirkeembri6-fibroblasztok-
ban. P1=a 7,5 kD polipeptidet kodolé vacciniavirusgén
promotere.

A 3.2 abran Southern-blot-analizissel bizonyitjuk,
hogy a helper-szarnyaspoxvirussal pakolt, genetikailag
médositott vacciniavirus-genomok a vért inzertalt sza-
kaszt az egyetlen Smal hasitasi helyen tartalmazzak.
A fert8zott sejtekbdl izolalt 6sszes DNS-t HindIII-mal
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emésztettiik, és a blotot gpt-gén-probaval hibridizaltuk.
1-8. sav: F12.2-F12.9 plakkokkal fert6zott sejtekbol
izolalt DNS-ek; 9-13. sav: F13.1-F13.5 plakkok; 14.
és 15. sav: fertbzetlen és vad tipust vacciniavirussal
(WR) fert6zott sejtekbdl izolalt DNS-ek HindIII-mal
hasitva; 16. siv: marker (HindIlI-mal hasitott A-fag-
DNS). A 8. savban 1évé DNS nem hibridizalodik, mi-
vel az F12.9 szdm( virusizolatum nem replikalodott.

A 3.3 dbra mutatja olyan modositott vacciniaviru-
sok varhat6 sematikus szerkezetét, amelyek az egyetlen
Smal helyre inzertdlva tartalmaznak egy génkazettat,
kozelebbrdl az egyetlen vagy kett3s inszerciot tartalma-
26 virusok modositott HindIII ,,A”-fragmenseit.
H=HindIII restrikciés endonukledz hasitisi hely,
S=Smal restrikcios endonukledz hasitasi hely. A sza-
mok a HindIIl fragmensek méretét jelzik, a kivastagi-
tott szdmok azokat a fragmenseket jel6lik, amelyek var-
hatdan hibridizélnak a gpt-gén-probéaval. A gpt-génka-
zetta egy koriilbeliil 300 bp méretd vacciniavirus pro-
motert tartalmaz, amelyet egy bels6 HindIII hely va-
laszt el a gpt-szekvenciatol (mintegy 800 bp). A nyilak
jelzik a gpt-gén transzkripcidjanak irdnyat.

A 4.1 abra mutatja a modositott timidin-kindz (tk)-
gént tartalmazé vacciniavirus-vektor (vdTK) szerkesz-
tésének véazlatdt. WR—WT=vacciniavirus (VV), vad ti-
pust (WT) Western Reserve (WR) torzs. A 4.1A dbra
mutatja a vacciniavirus-genom csak kozvetlen moleku-
laris modositasat alkalmaz6é modszert, beleértve a nem-
kivanatos Notl és Smal helyek nem jelolt delécidjat is.
A 4.1B dbra egy masik moédszert mutat be, az Notl
delécidjara marker rescue-modszert alkalmazva, vacci-
niavirussal és egy moédositott plazmiddal. A 4.1C é&bra
mégpedig a marker rescue-technikat.

A 4.2 4dbra mutatja olyan vacciniavirus-vektor
(vdTK) szerkesztését, amelyben a timidin-kindz
(tk)-gén egy t6bbszoros klonozoéhellyel van helyette-
sitve. A nyilak jelzik a vacciniavirus tk-gén (W-tk)
transzkripcidjanak inicialasat és iranyat pHindJ -1 plaz-
midba klénozott HindIIlJ fragmensben. A tk-gént a be-
mutatott moédon helyettesitettiik, és a végsé pHindJ-3
plazmidot alkalmaztuk a moédositott HindlIIJ fragmens
vacciniavirusba valé inzertalasara.

A 4.3 abra illusztralja a pA1l és pA2 plazmidok szer-
kesztését, amelyek prekurzorként hasznalhatok a gén-
expresszios kazettdk megszerkesztésére egy promoter
és egy nyitott leolvasasi keret inzertilasaval. Az ilyen
kazettdk alkalmasak a vdTK vacciniavirus-vektorba
valo kozvetlen molekularis bevitelre iranyitott (erGsza-
kolt) klonozas alkalmazasaval.

A 4.4 abra szemlélteti az olyan génexpresszios ka-
zettat tartalmazé pA1-S1 és pA2—S1 plazmidok meg-
szerkesztését, amely alkalmas a nyitott leolvasasi kere-
tek szintetikus poxvirus promoterrel (S1) és egy transz-
lacios startkodonnal valé dsszekapcsolasdra. A kazetta-
kat vdTK vacciniavirus-vektorba iranyitott klénozas-
sal valo kozvetlen molekularis bevitelre terveztikk. Az
S1 promoter a két plazmidban eltérd orienticioban van
jelen, amint azt a transzkripci6 irdnyat mutaté nyilak
jelzik.
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A 4.5 &bra mutatja az olyan génexpresszids kazetta-
kat tartalmaz6 pA1-S2 és pA2-S2 plazmidok megszer-
kesztését, amelyek alkalmasak egy transzlicids startko-
dont mar tartalmazo nyilt leolvasasi keretek dsszekapcso-
lasara egy szintetikus poxvirus promoterrel (S2) a vdTK
vacciniavirus-vektorba irdnyitott klonozassal valo koz-
vetlen molekuléris bevitelt megel6zéen. Az S2 promoter
a két plazmidban eltér§ orientdciéban van jelen, amint
azt a transzkripcid irdnyét mutato nyilak jelzik.

A 4.6 abra mutatja a pN2—gpta és pN2—gptb plaz-
midok megszerkesztését.

A 4.7 abra mutatja az olyan génexpresszios kazetta-
kat tartalmaz6 pN2gpt—S3A és pN2gpt—S4 plazmidok
megszerkesztését, amelyek alkalmasak egy transzla-
cios startkodont tartalmaz6 (S4) vagy azt nem tartalma-
z6 (S3A) nyilt leolvasési keret 6sszekapcsolasara egy
szintetikus promoterrel (S3A vagy S4) a vdTK vaccinia-
virus-vektorban 1év8 egyetlen helyre vald kozvetlen
molekuléris bevitelt megel6zGen. A roviditések azono-
sak az 1.3 abraval kapcsolatban megadottakkal.

Az 5.1 ébra mutatja a pA1S1-PT génexpresszids
kazetta plazmid megszerkesztését humén protrombin
vdTK vacciniavirus-vektorban valé expresszaldsara.
A roviditések jelentése azonos az 1.3 dbran megadottak-
kal. A nyilak a transzkripci6 irdnyat jelzik.

Az 5.2 dbra mutatja a pN2gpt—GPg génexpresszids
kazetta plazmid megszerkesztését human glu-plazmi-
nogén expresszalasara vdTK vacciniavirus-vektorban.
S4=szintetikus poxvirus promoter; a tobbi rovidités je-
lentése azonos az 1.3 dbran megadottakkal.

Az 5.3 dbra mutatja a pN2gpt—LPg génexpresszios
kazetta plazmid megszerkesztését human lys-plazmino-
gén expresszalasira vdTK vacciniavirus-vektorban. A r6-
viditések jelentése azonos az 1.3 abran megadottakkal.

Az 5.4 dbra mutatja a pN2gpt—gp160 génexpresszids
kazetta plazmid megszerkesztését human virusantigén
(HIV-gp160) expresszalasara vdTK vacciniavirus-vek-
torban. A roviditések jelentése azonos az 1.3 dbraval kap-
csolatban megadottakkal.

Az 5.5 dbra mutat egy modszert kozvetlen molekula-
ris klonozassal elGallitott médositott vacciniavirusok
vizsgélatara, amely egy markergén (E. coli lacZ-gén)
egyidejii inzertalasan alapul, ez a markergén egy szem-
mel lathaté megkiilonboztet fenotipust biztosit (kék
plakk, szemben a lacZ-gén nélkili virusok fehér plakk-
javal).

Az 5.6 ébra mutatja a pTZS4—lacZa és pTZS4-
lacZb plazmidok szerkesztését.

A 6.1 abra mutatja a vS4 vacciniavirus-vektor meg-
szerkesztését, amely egy erds, kés6i vacciniavirus pro-
moter (S4) kontrollja alatt 4116, irdnyitott ,,mester-k16-
nozohellyel rendelkezik.

A 6.2 abra mutatja a vwWF modositott vaccinia-
virus megszerkesztését a von Willebrand-faktor exp-
resszalasara egy nyilt leolvasasi keret vS4 vacciniavi-
rus-vektorba valé kozvetlen molekularis inzertélasaval.
vWF=von Willebrand-faktor-cDNS. A nyil jelzi a
transzkripcié iranyat az S4 promoterb6l.

A 7.1 ébra mutatja a hozzdadott DNS mennyisé-
gének hatdsat a vacciniavirus-DNS pakoldsara segit8
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szarnyaspoxvirussal CV-1 eml@ssejtekben, amelyben
a szarnyaspoxvirus nem teljesen replikalodik. Ot tenyé-
szetet szarmnyaspoxvirussal fertGztiink, és ezt kovetGen
a megadott mennyiségl vacciniavirus-DNS-sel transz-
fektaltuk. Az elsé oszlop egy olyan tenyészetet mutat,
amelyhez nem adtunk sem DNS-t, sem szérnyaspox-
virust, az 6tddik oszlop egy olyan tenyészetet mutat,
amelyhez nem adtunk DNS-t, de szarnyaspoxvirussal
fertéztiik.

A 8.1 abra mutatja gazdaspecifikus muticiokkal ren-
delkez6 segité virusként alkalmazhaté vacciniavirus
(vdhr) szerkesztését, amely megakadalyozza bizonyos
human sejtvonalakban a replikaciot. hr-gén=gazdaspe-
cifikus gén, amely a vacciniavirus EcoRI K fragmensé-
ben lokalizalédik; az egyéb roviditések magyarazata az
1.3 abraval kapcsolatban megadott.

A 9.1 abran lathat6 a pS2gpt—P2 és pP2gpl 60MN
plazmidok szerkesztése. A plazmidokon beliili nyilak
mutatjdk a megfelel gének transzkripcidjanak iranyat.

A 9.2 4bran lathaté a vP2—gpl60MNA és
vP2-gp160MNB virusok szerkesztésének sematikus
vazlata.

A 9.3 abran lathato a vad tipusi vacciniavirus
Pstl E fragmensének és a gp160 géneket tartalmazo ki-
méravirusok Pstl fragmenseinek géntérképe. A nyilak
jelzik a gpl60 gén transzkripcidjanak irdnyat. A sza-
mok jelolik a fragmensek méretét kilobazisparban.

A 9.4 abra mutatja a pselP—gpt—L2 plazmid szer-
kesztését. Nyilak jelolik a megfeleld gének transzkrip-
cidjanak iranyat.

A 9.5 A) dbra mutatja a pselP—gpl60MN plazmid
szerkesztését és a 9.5 B) abra mutatja a vad tipusa gé-
nek (szekvenciaazonositasi szdma: 73.) és a médositott
gp160 gének (szekvenciaazonositasi szama: 75.) transz-
lacios startkodonjai kémyezetének szekvencidit.

A 9.6 abra mutatja a vselP-gpl60MNA és
vP2-gpl60MNB kiméra-vacciniavirusok szerkeszté-
sét sematikus formaban. Nyilak jelolik a gpl60 gén
transzkripcidjanak iranyat.

A 9.7 abran lathaté a vad tipusil vacciniavirus
Sall F fragmensének és a vselP-gpl60MNA és
vP2-gp160MNB kiméra-vacciniavirusok Sall fragmen-
seinek képe. Nyilak jelolik a gp160 gén transzkripcioja-
nak iranyat. A szamok a fragmensek méretét jelentik
kilobazisparban.

A 10.1 A) dbra része mutatja a pN2—gptaProtS
plazmid szerkezetét. A vaccinia P7,5 promoter (P7,5)
altal szabélyozott gpt-génbdl és egy szintetikus pox-
virus promoter (selP) altal szabalyozott human S-pro-
tein-génbdl (huProtS) allo kettés génkazettat Notl rest-
rikci6s helyek hatéroljak. A 10.1 B) dbra mutatja a vad
tipust S-protein-gén (77. azonositastt szamu szekven-
cia), illetve a kimérakban 1év3 S-protein-gén (79. azo-
nositdsi szdmu szekvencia) transzlacios startkodonja
koriili szekvenciakat.

A 10.2 abran lathaté az S-protein-gént hordozo
kiméra-vacciniavirusok Southern-blot-analizise. Az
abra A) részén lathato a Sacl-gyel emésztett és vad tipu-
s vaccinia Sacl fragmensével hibridizalt 6sszes cellu-
laris DNS Southern-blotja. Az dbra B) része ugyanezen
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anyag képét mutatja Notl-gyel végzett emésztés €s hu-
man S-protein-szekvenciakkal valo hibridizalas utan.
Az abra C) részén lathat6é sematikus formaban a vad ti-
pusu Sacl I fragmens és a kiméra Sacl fragmens az in-
zert ligalasa utan.

A 10.3 abran lathaté a plazmaboél szarmazé S-pro-
tein (pdProtS) Western-blot-analizise (1. és 2. sav) és a
rekombinans S-protein (rProtS) Western-blotja. SK
Hepl sejtek tenyészetének feliiliszoibol 10 pl-eket vizs-
galtunk 4—72 6ran at tartd inkubdcios periodus utan.

A 11.1 abra mutatja a pN2gpta—FIX plazmid szer-
kezetét. A vaccinia P7,5 promoter (P7,5) éltal szabalyo-
zott gpt-génbdl és egy szintetikus poxvirus promoter
(selP) altal szabalyozott human IX faktor génbdl allo
kett8s génkazettat Notl restrikcios helyek hatéroljak.

A 11.2 abran lathatdo a human IX faktort kédolod
gént hordozé kiméravirusok Southern-blot-analizise.
Az éabra A) része: Osszes cellularis DNS-Sful-gyel
emésztve és humén IX faktor génprobaval hibridizalva
(plazmid pBluescript—FIX). Mind a nyolc izolatum
(1-6.,9. és 10.) és az inzertalt szakasz is ,,a” orientacio-
ju; m=marker; VV-WT/WR=vad tipusi vaccinia
WR-torzs. Az abra B) része: kiméravirusok varhato
genomialis szerkezete.

A 11.3 abra mutatja a plazmabol szdrmaz6 IX fak-
tor (pdFIX, 1. és 2. sav) és a kiméra-vacciniavirussal
Vero-sejtekben expresszalt rekombinans IX faktor
Western-blot-analizisét. A sejttenyészetek feliilliszo6ja-
bol 10 pl-eket vizsgaltunk 72 oras inkubécié utén.
1-6.,9. és 10. =izolalt plakkok szamjele; pd FIX=plaz-
mabol szarmaz6 IX faktor.

A 12.1 abra mutatja az f—envIIIB kiméra-szarnyas-
poxvirus szerkesztését egy HIBIIIB env-gén kozvetlen
molekularis klénozésaval.

A 12.2A abran lathat6 az inzertalt env-gén orienta-
ci6it mutaté kiméra-szarnyaspoxvirus izoldtumok Sspl
fragmenseinek Southern-blot-analizise. 1-12. sav:
f-LFa—1 virusizolatumok; 13. és 14. sav: HP1,441 és
f-TK2a (negativ kontrollok); 15. sav: pN2gpt—gp160
Sspl-gyel valé emésztésével kapott termék (10 ng, pozi-
tiv kontroll).

A 12.2B abra mutatja a kiméra-szamyaspoxvirusba
két lehetséges orientacioban inzertalt Sspl fragmensek
restrikcids térképét. A szamok az Sspl fragmensek mére-
tét jelentik kilobazisparban. A nyilak jelentik az inzer-
transzkripcids egység transzkripcidjanak iranyaval.

A 123 4bra mutatja a HIV-burok-glikoproteinek
expresszidjat csirkeembrid-fibroblasztokban Western-
blot-analizissel. 1-8. sav: f-LF2a—h virusizolatumok;
9. és 15. sav: gpl60 standard (A. Mitterer Immuno
AG, Orth/Donau, Ausztria) 10—-13. sav: f-LF2i-1 vi-
rusizolatumok; 14. sdv: markerproteinek; 16. és 17.
sav: HP1.441 és f-TK2a szarnyaspoxvirus (negativ
kontrollok).

A 12.4 abra mutatja a fert6zott csirkeembrio-fib-
roblasztokban kiméra-vacciniavirusok altal termelt
HIV-gp41 kimutatdsit Western-blottal. 1-8. séav:
f-LF2a-h virusizolatumok; 9. és 15. sav: gp160 stan-
dard; 10—13. sav: f—-LF2i-1 virusizolatumok; 14. siv:
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markerproteinek; 16. és 17. siv: HP1.441 és f-TK2a
szarnyaspoxvirus (negativ kontrollok).

A taldlmany egy eukariota citoplazmatikus DNS-
virus, példaul egy poxvirus modositott genomjanak tel-
Jesen egy €10 sejt korlatain kiviili els6 felépitését képvi-
seli. Ezt a felépitést egy izolalt viralis genomialis DNS
alkalmazasaval hajtjuk végre, amelyet egy szekvencia-
specifikus endonukledzzal hasitunk, majd egy idegen
DNS-sel Ojra ligdlunk. A kapott modositott DNS-t ez-
utan fert6z6 poxvirusvirionokba pakoljuk segité virus-
ként szolgalé masik poxvirussal fert6zott gazdasejtek-
be vald transzfektalassal.

A talalmany eltérd stratégiakat tesz lehet6vé vekto-
rok eldallitasira eukaridta citoplazmatikus DNS-viru-
sokbol, mint amelyeket kordbban mas DNS-virusokra
alkalmaztak kiilénféle géntechnoldgiai problémak meg-
oldasdra. fgy példaul ez a kozvetlen klénozési eljarés le-
hetdvé teszi olyan gének kozvetlen klonozasat citoplaz-
matikus DNS-virusokba, példaul poxvirusokba, ame-
lyek nem klonozhatok bakterialis rendszerekben vagy
azért, mert til nagyok a bakterilis vektorok szamadra,
vagy azért, mert til toxikusak a baktériumokra nézve,
vagy a baktériumokban instabilak. A kozvetlen moleku-
laris klonozas nagyobb pontossagot tesz lehetévé a gén-
technoldgiai Gton eléallitott viralis genomok szerkeszté-
se soran, és optimalis korilmények kozott nvelheti a
klénozas sebességét, valamint egyetlen ligalasi reak-
cioban tobbféle terméket eredményezhet, amelyek elté-
ré orientacidkban tobb inzertalt szakaszt tartalmaznak,
amelyek lehetové teszik az idegen gén optimalis exp-
resszidjat biztosito szerkezetek gyors kisziirését.

A leirasban eukaridta citoplazmatikus DNS-virus
alatt iridovirusokat és poxvirusokat értiink. Az irido-
virus alatt az Iridoviridae csalad tagjaként osztalyozott
virusokat értjiik, példaul az afrikai disznélazvirust, vala-
mint bizonyos kétéltii- és rovarvirusokat. Poxvirus alatt
a Poxviridae csalad tagjaként definialt virusokat értjiik,
példaul a Chordopoxviridae alcsaladba (meleg vérd
poxvirusok) és a Entomopoxviridae alcsaladba (rovar-
poxvirusok) tartozo virusokat [lasd példaul B. Moss:
B. N. Fields, D. M. Knipe ¢és munkatarsai, Virology
2080 (Raven Press, 1990)]. A chordopoxvirusok koré-
be tartoznak tdbbek kdzott az alabbi nemek, amelyek
koziil kozelebbi példakat is targyalunk a leirasban, eze-
ket zardjelekben jeloitiikk: Orthopoxvirus (vaccinia);
Avipoxvirus (szarnyashimlg); Capripoxvirus (birkahim-
18); Leporipoxvirus [nyul (Shope)-fibroma, myxomal;
¢€s Suipoxvirus (sertéshimld). Az entomopoxvirusok-
nak harom nemzetségiik van: az A, B és C.

A taldlmany egyik targya egy eljaras modositott
eukaridta citoplazmatikus DNS-virus eléallitisara egy
médositott citoplazmatikus DNS-virus-genom kézvet-
len molekularis klénozasaval. Ez az eljaras abbdl all,
hogy egy médositott citoplazmatikus DNS-virus-geno-
mot tartalmazé modositott DNS-molekula eldallitasa
céljabol egy elsé citoplazmatikus DNS-virus-genomot
tartalmazo tisztitott DNS-molekulat extracellularis ko-
riilmények koz6tt modositunk.

A talalmény szerinti médositasra alkalmas tisztitott
DNS-molekula példaul ugy allithato eld, hogy virusré-
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szecskékbdl genomidlis DNS-t izolalunk a genomialis
DNS-eukaridta citoplazmatikus DNS-virusokb6l vald
izolalasdra alkalmas ismert eljarasokkal, 14sd példaul
az 1. peldat. A tisztitott DNS-molekuldk némelyike
vagy akar mindegyik elGallithaté molekuldris klono-
zassal vagy kémiai szintézissel is. Egy virdlis genomot
tartalmazo tisztitott DNS-molekula taldlmany szerinti
modositasa abbol all, hogy ennek a genomnak a DNS-
szekvencidjaban ordkletes valtozasokat idéziink eld.
Ilyen véltozasok példdul egy DNS-szekvencia inzerta-
lasa ebbe a genomba, egy DNS-szekvencia delécidja eb-
bol a genombol, vagy ebben a genomban lévé DNS-
szekvencia helyettesitése egy masik DNS-szekvencia-
val. Az inzertalt, torolt vagy helyettesitett DNS-szek-
vencia, amely egyetlen DNS-bazisparbol vagy egynél
t6bb DNS-bazisparbol all.

A taldlméany fenti szempontja szerint az elsé DNS-
virus-genomot tartalmazé DNS-molekula moédositasa-
nak lépése barmely olyan moédszerrel végrehajthato,
amely alkalmas egy DNS-molekula szekvencidjanak
extracelluldris médositasdra. Igy példaul a talalmany
szerinti DNS-molekula médositasa magaban foglalja a
tisztitott DNS-molekula modositasat egy fizikai muta-
génnel, példaul ultraibolya fénnyel vagy egy kémiai
mutagénnel. A tisztitott DNS-molekuldk extracelluldris
mutagenezisének szadmos modszere jol ismert a génse-
bészeti modositasok teriiletén.

Masik kiviteli alak szerint a DNS-molekula modosi-
tasanak lépése DNS-szegmensek Osszekapcsoldsabol
all, amellyel egy modositott viralis genomot tartalmazé
madositott DNS-molekulat alakitunk ki. A fenti megol-
das egyik kivitelezési modja szerint a modositott DNS-
molekula kialakitdsara egymassal Gsszekapcsolt DNS-
szegmensek koziil néhanyat vagy mindegyiket az elsé
virusgenomot tartalmazé DNS-molekula-nukledzzal,
elénydsen egy szekvenciaspecifikus endonukledzzal
vald hasitdsaval allitjuk el6. A médositott DNS-mole-
kula kialakitasara egymassal osszekapcsolt DNS-szeg-
mensek koziil némelyiket vagy mindegyiket kémiai
szintézissel is eléallithatjuk jol ismert modszerek alkal-
mazasaval.

Bizonyos kiviteli modok szerint a médositott DNS-
molekula eldallitasira a DNS-szegmensek egymashoz
kapcsolasat a fenti DNS-szegmensek extracellularis
ligélasaval hajtjuk végre, példaul egy bakteridlis vagy
bakteriofag-ligaz alkalmazaséval a jol ismert rekombi-
nans DNS-modszerek szerint. Adott esetben ez a DNS
modositasi 1épés tartalmazza az elsé virusgenomot tar-
talmaz6, DNS-molekula hasitasaval kapott DNS-szeg-
mensek végeinek egy foszfatazzal, példaul borjibél-
foszfatdzzal valé kezelését is. Ez az enzim eltavolitja a
foszfatmaradékokat, és ezéltal megakadalyozza a DNS-
molekula hasitasaval kapott egyik DNS-szegmens
ujraligalasat egy masik ilyen szegmenssel.

A DNS-szegmensek 0sszekapcsoldsdnak masik
modszere az, hogy a DNS-szegmensek némelyikét
vagy mindegyikét olyan ragadds végek extracellularis
illesztésével kapcsoljuk Ossze, amelyek megfeleld
hosszisagiiak ahhoz, hogy a moédositott DNS-mole-
kula képes legyen transzfektilni egy gazdasejtet, ahol
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is az Osszeillesztett DNS-szegmensek ligaldsa végbe-
megy.

A médositott DNS-molekula elééllitasara az elGbbi
moédszer egy masik kiviteli modja szerint az elsé virus-
genomot tartalmazé DNS-molekula médositasat gy vé-
gezzilk, hogy az els6 virus genomialis DNS-moleku-
lajnak hasitasaval kapott legalabb néhany DNS-szeg-
menst kapcsoljuk dssze egy tovabbi DNS-szegmenssel.
A fenti modszer egy eldnyds megvaldsitasa szerint a
genomidlis virdlis DNS-molekula hasitasat egy szek-
venciaspecifikus endonukledzzal végezziik az elsd vi-
rusgenomban 1évé egyetlen hasitasi helyen, ezaltal a
genomialis virus-DNS-nek két DNS-karjat allitjuk eld.
A két kart azutdn egy érdekes szekvenciat tartalmazo
idegen DNS-sel ligaljuk 6ssze.

A leirasban érdekes DNS-szekvencia alatt a virus
DNS-karokkal ligdlt olyan idegen DNS-szegmens szek-
vencidjat értjilk egyik esetben, amely egy eukariota
citoplazmatikus DNS-virus genomjaban természetes ko-
rillmények kozott nem fordul elé. Az érdekes DNS-
szekvencia masrészrdl olyan szekvenciat tartalmazhat,
amely egy eukariota citoplazmatikus DNS-virus genom-
jaban természetes korillmények kozétt eléfordul, de
olyat is, amely természetes koriilmények kozott nem for-
dul eld egy ilyen genomban. Ezenkiviil az érdekes szek-
vencia tartalmazhat csak olyan szekvenciakat, amelyek
eukaridta citoplazmatikus DNS-virusban természetes
koriilmények kozott el6fordulnak, de ez a szekvencia
ennek a citoplazmatikus DNS-virusnak a genomjaba
olyan helyzetben van inzertalva, amely kiilonbozik a
szekvencia természetes helyzetét6l. Ezenkiviil a termé-
szetben el6forduld érdekes viralis szekvencia inzerta-
lasa egyik DNS-virusbél egy masikba, vagy egy bizo-
nyos viralis genom egyik részéb6l ennek a genomnak
egy masik részébe, szilkségszeriien egy olyan szekven-
ciat eredményez, amely a taldlmany értelmében egy
citoplazmatikus DNS-virus genomjéban természetes ko-
rilmények kozott nem fordul eld a virdlis genom és az
inzertalt érdekes virdlis szekvencia csatlakozasanal.

A genomialis virus-DNS két karjahoz ligalt idegen
DNS-szegmens olyan végeket tartalmaz, amelyek a
viralis DNS karjainak végeivel a ligalas szempontjabol
oOsszeférhetGk. Az Gsszeférhetd végek komplementer ra-
gados végek vagy tompa végek lehetnek. A fenti mod-
szer ligalasi 1épésének eredményeként olyan moddosi-
tott DNS-molekulat kapunk, amely az elsé virusgeno-
mot tartalmazza, amelybe az egyetlen hasitasi helyen
az idegen DNS DNS-szekvencidja van inzertalva.

Az eljarasnak ezt a megvalositasi modjat — amely-
ben egy DNS-szekvenciat inzertdlunk az elsé virus
genomjaba — a leirdsban tobbek kozott azzal az eljaras-
sal szemléltetjiik, amelyben egy vacciniavirus-genom-
ba illesztiink egy génexpresszids kazettat az Notl vagy
Smal bakterialis restrikcios endonukleazok egyetlen ha-
sitasi helyén, amint azt az 1., illetve a 3. példaban leir-
tuk. Ezt az eljarast szemlélteti ezenkivil a 2. példa is,
amelyben egy génkazettat inzertdlunk egy rekombinéns
szarnyaspoxvirus-vektor genomjaba, a rekombinans
szarnyaspoxvirus-genomban 1évd bakteridlis gén szek-
venciajaban 1év6 egyetlen Notl helyre.
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Egy idegen DNS inzertaldsa egy cukariota citoplaz-
matikus DNS-virus-genom egyetlen hasitasi helyére a
talalmény értelmében egy kivant protein, féleg egy hu-
méan protein expresszalasanak céljira hasznilhat6. igy
példaul az 5. példiban ismertetjiik a plazminogént,
protrombint és a humén immunhianyvirus glikoprotein
160-at (HIV-gp 160) kodold gének inzertaldsat egy
vacciniavirus-vektor egyetlen hasitasi helyére és a ka-
pott modositott vacciniavirusok alkalmazasat a fenti
proteinek termelésére. Az idegen proteineket el8éllithat-
juk sejttenyészetekben, és igy tisztitott proteineket ka-
punk, vagy kozvetleniil egy human vagy allati gazda-
szervezetben abbol a célbodl, hogy a gazdat egy talal-
many szerinti modositott virust tartalmazo vaccinaval
immunizaljuk.

Bizonyos megvalositasi modokban a viralis genom-
DNS-szekvencia inzertalasa altali modositasa egy mar-
kergénfunkcio bevezetésébdl vagy eltavolitasabol all a
mobdositott virusgenom elsd virusgenomtol valé megkii-
lonboztetésére. A fenti megvalositasi mod egyik valto-
zata szerint az els6 virusgenomba inzertalt DNS-szek-
vencia egy szelektiv markergént tartalmaz, és az elsé
gazdasejtben termelddott fert6zé modositott poxvi-
rus-virionok visszanyerése abbol all, hogy a fenti fert6-
zG virionokkal egy masodik gazdasejtet fertéziink a sze-
lektiv markergént expresszal6 poxvirusgenomokra valé
szelektalas korilményei kozott. A taldlmény szerinti
fenti megoldas egyik elényos kivitelezése szerint a sze-
lektiv markergén expresszidja a masodik gazdasejtben
a masodik gazdasejtnek egy citotoxikus hatéanyaggal
szembeni rezisztenciat kolcsondz. Ez a hatéanyag a ma--
sodik gazdasejt fertdzése sordn olyan mennyiségben.
van jelen, amely elegendd a szelektiv markergént exp-
resszalo poxvirusgenom szelektalasara. Ebben az eset-
ben a hatéanyag altal szelektdljuk az inzertalt szelektiv
markergént tartalmaz6 modositott virusgenomokat, és
kizarjuk azokat a genomokat, amelyekben ez a marker-
gén nincs jelen.

A mddositott viralis genom elsé virdlis genomtol
valé megkillonboztetésére egy szelektiv markergén
inzertalasa egy DNS-szekvencidba kiilonosen hasznos
abban az esetben, ha az els6 virus genomialis DNS-
molekuldjat az egyetlen hasitasi helyen hasitottuk, és
ezért az igy kapott viralis DNS-karok hajlamosak a ki-
vant DNS-szekvencia inszercidja nélkiil is ujraligalod-
ni. Ez a megoldas azzal az eljarassal van példaszerden
bemutatva, amikor az Escherichia coli xantin-guanin-
foszforibozil-transzferaz enzimet kdédolé (tovabbiak-
ban gpt) gént inzertdljuk példaul egy vacciniavirus-
genomba vagy egy szarnyaspoxvirus-genomba az
egyetlen Notl helyen, amint azt az 1. és 2. példaban is-
mertetjik.

Azt a modszert, amikor a médositott viralis genom
els6 genomtol valé megkiilonboztetésére eltavolitunk
egy markergénfunkciot, a 2. példaval szemléltetjikk. Eb-
ben a példaban egy galaktozidazt kodold E. coli lacZ-
génben 1év4 Notl helyre illesztiink be egy idegen DNS-
szekvenciat a szarnyaspoxvirus-genomba. Amint azt a
2. példaban leirjuk, egy DNS-szekvencia inzertaldsa
erre a helyre megbontja a lacZ-gén kodoloszekvencia-



1 HU 219369 B 2

jat, és ezaltal megakadalyozza a [B-galaktozidaz terme-
16dését. Az eldbbi enzim expresszidja ennek kovetkez-
tében egy kék plakk-fenotipust eredményez a lacZ-gént
hordozé virusokban. Ennek megfelelden az a modosi-
tott viralis genom, amely erre a helyre inszertdlva egy
DNS-szekvenciat hordoz, fehér plakk-fenotipust ered-
ményez, amely megkiilonbozteti a modositott virust az
elsd virustdl. A taldlmany szerinti eljaras egy masik ki-
viteli médja szerint egy miikodéképes E. coli lacZ-gént
egy masik érdekes génnel egyiitt visziink be a vektorba
azért, hogy ez a kivant inszertalt szakaszt tartalmazo
modositott virusok markereként szolgaljon.

A talalmany szerinti eljaras egy tovabbi kiviteli
modja szerint a DNS-molekula moédositasanak épése
egy szekvenciaspecifikus endonukleaz szamara egy 1ij
hasitasi hely bevezetését jelenti az els§ virusgenom-
ba. Ennek a megvalositasi modnak egyik példdja az,
amikor egy els6 poxvirusgenomban 1évé egyetlen ha-
sitdsi helyre egy szintetikus DNS-linkert tartalmazo
idegen DNS-t inzertalunk, amint azt a 6. példaban is-
mertetjiik. Ez a linker egy tobbszoros kidnozohelyet tar-
talmaz, amelyben szamos, egymadssal szorosan szom-
szédos hasitasi hely van, amelyek alkalmasak idegen
DNS inzertalasira a moédositott poxvirusgenomba.
A t0bbszoros klonozohelyen 1év6 hasitasi helyek eld-
nydsen nincsenek jelen az els6 virdlis genomban, és
ezért a moédositott virdlis genomban ezek egyetlen
ilyen helyek.

Kozelebbrdl egy els6 viralis genomot tartalmazo
DNS-molekula modositasanak 1épése magaban foglalja
egy DNS-szekvencia inzertalasat is egy szekvenciaspe-
cifikus endonukledz valamely elsé és valamely maso-
dik hasitasi helye kozé. Az egyik ilyen megvalositasi
mod szerint az elsé viralis genom egy tobbszords
klénozohelyet tartalmaz, amelyben olyan hasitisi he-
lyek vannak, amelyek egyediilalloak az elsé viralis
genomban. A fenti eljaras szerint egy elsé viralis ge-
nomot tartalmazé DNS-molekula hasitasa a tobbszoros
klénozohelyben 1év6 két ilyen egyediilallé helyen két
ragados végil virdlis DNS-kart eredményez, amelyek
nem kompatibilisek az egymadssal val6 ligdlodas szem-
pontjabol. A tobbszoros klonozohelyben 1évé két egyet-
len hasitasi hely kozotti DNS-szegmenst a hasitott
viralis DNS-karokt6l példaul a fenti karok etanolos ki-
csapasaval valasztjuk el, amint azt az 5. példaban egy
huméan protrombingén modositott poxvirusvektorba
valé inzertaldsara ismertettiik.

Egy DNS-szegmens két egyetlen hasitasi hely kozot-
ti inzertalasa egy viralis genomba a vektor karjaival
valo ligalasra kompatibilis ragados végeket tartalmazo
DNS-inzertek kényszeritett klénozaséara alkalmazhato.
Mais szavakkal ez a médszer — amely szerint a viralis
DNS-t két helyen hasitjuk — alkalmas a viralis DNS-ka-
rok ligalasabol szarmazd viralis genomok hozaménak
novelésére ahhoz képest, amikor a karokat a viralis
DNS egyetlen helyen val6 hasitasaval allitjuk el6, mi-
vel az utdbbi modszerrel eléallitott karok nem tartalmaz-
nak a ligalas szempontjabol kompatibilis végeket. Ez a
kényszeritett klonozasi modszer a moédositott viralis
genomba inzertalt DNS orientdciojat is iranyitja, mivel
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csak az egyik virus-DNS-kar kompatibilis a ligalas
szempontjabol az inzertalt DNS mindkét végével.

A talalmany szerinti kényszeritett klonozasi mod-
szert példaul az 5. példaban szemléltetjiik, amikor egy
humén protrombingént tartalmazé génexpresszios ka-
zettat illesztiink egy vacciniavirus-vektor tobbszords
klonozasi helyére.

Egy elonyos kiviteli alak szerint az els6 viralis ge-
nomban a két egyedi hasitasi hely kozotti kozbensd
DNS-szegmens nem esszencialis az elsé viralis genom
replikécidja szempontjabol, ezért a fenti szekvencia tor-
lése vagy masik DNS-szegmenssel vald helyettesitése
nem akadilyozza meg a kapott modositott genom
replikicidjat. A kozbensé DNS-szegmenst olyan DNS-
szegmenssel is helyettesithetjilk, amely a kozbensd
szekvencia viralis replikacié szempontjabol esszencia-
lis részét tartalmazza egy olyan tovabbi DNS-szekven-
cidhoz kapcsolva, amelyet az els6 virusgenomba aka-
runk inzertalni.

A talalmany szerinti eljards masik megvaldsitasi
modja szerint az elsé virusgenom modositasa egy szek-
venciaspecifikus endonukledz nemkivanatos hasitasi he-
lyének eltavolitasabol all. A fenti tipusi modositasokat
kivant esetben tobbszor is elvégezhetjikk példaul azért,
hogy ugyanazon nukleaz szamara a redundans hasitasi
helyeket toroljiik, ezaltal egy adott nukledz szdmara
egyetlen hasitasi helyet tartalmazé modositott virusge-
nomot allitsunk eld végsé soron.

Azok a modszerek, amelyek kiilondsen alkalmasak:
egy hasitasi hely eltavolitdsara egy virusgenombol, a
szakemberek szamara jol ismertek. Idetartoznak a kii-
lonféle éltalanos, helyspecifikus mutagenezis-mod-
szerek. Egy endonukledz hasitasi hely virusgenombdl
valo eltavolitasanak egyik kozelebbi modszere a geno-
mialis virus-DNS extracellularis kezesébdl all, amellyel
szelektaljuk azokat a mutins genomidlis DNS-moleku-
lakat, amelyek rezisztensek a kérdéses endonukledz 4lta-
li hasitassal szemben.

Egy hasitasi hely virusgenombdl vald eltavolitasa-
nak masik modszere az, hogy egy hasitott viralis DNS-
molekulat egy DNS-szegmenssel, példaul egy szinteti-
kus DNS-szegmenssel ligalunk, amely egy, a hasitott
viralis DNS-sel val6 ligalasra alkalmas véget tartalmaz,
de hianyzik bel6le azon nukleazfelismerd szekvenciaja-
nak egy része, amely a viralis DNS-t hasitotta. Ebben
az eljarasban a viralis DNS-t hasité szekvenciaspeci-
fikus endonukledz hasitasi helye egy olyan nukleazfel-
ismerd szekvenciat foglal magaban, amely tulnydlik
a ragados végeket tartalmazo szekvencidkon a raga-
dos végekkel kozvetleniil szomszédos szekvencidkba.
A szintetikus inzert ragadds végeket tartalmaz, ame-
lyek kompatibilisek az egyetlen helyen hasitott viralis
DNS-karokkal valo liglassal. Azonban a szintetikus in-
zert egyik ragados végével kozvetlenil szomszédos
szekvencia eltér attd]l a felismerészekvenciatol, amely
azon enzim altali hasitashoz sziikséges, amely a viralis
DNS-t hasitotta. Ezért a szintetikus DNS ezen végének
ligalasa egy viruskarral nem képez funkcionalis hasita-
si helyet azon nukledz szdmaéra, amely a virdlis DNS-t
hasitotta. Egy hasitasi hely viralis genombol vald elta-
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volitdsanak ezen mddszerét a 4. példdban ismertetjik,
amikor is egy tobbszords klonozohelyet tartalmazé szin-
tetikus DNS-szegmenst inzertdlunk egy viralis genom
egyetlen hasitasi helyére.

A viralis genom modositas kovetkeztében vald inak-
tivalodasanak megakadalyozasara nyilvanvald, hogy
egy viralis genom taldlmany szerinti modositasat a
a virus sejtkulturaban valo szaporoddsahoz nem esszen-
cialis a kapott modositott virus szaporitdsara alkalma-
zott koriilmények kozott. A DNS-virusok sejttenyészet-
ben valo szaporodasihoz nem esszencidlis, egyébként
taldlmany szerinti modositasra alkalmas szekvenciakat
tartalmazo6 genomialis régidi tobbek kozott a gének ko-
zotti szekvencidk (azaz intergénrégiok) lehetnek, vala-
mint azon génszekvenciak, amelyek a modositott vira-
lis genom szaporodédsahoz nem sziikségesek.

Egy eukariota citoplazmatikus DNS-virus kivélasz-
tott genomjanak taldlméany szerinti modositasara alkal-
mas nem esszencialis helyet példaul ugy azonositha-
tunk, hogy végrehajtjuk a kivant modositast, és megha-
tarozzuk, hogy ez a modositas zavarja-¢ a genom repli-
zelebbrdl egy virdlis genomban 1€vG restrikcids enzim-
hasitasi helyeket — beleértve az egyedi ilyen helyeket
is ebben a genomban — Ugy azonositjuk, hogy a geno-
mialis DNS-t emésztjiik, és a kapott fragmenseket anali-
zaljuk a szakemberek szamara jol ismert modszerek al-
kalmazasaval. Egy rovid szintetikus DNS-szakasz talal-
many szerinti kozvetlen klénozasi modszerrel valod ki-
sérleti inzertalasdval egy valasztott hasitasi-célhelyre a
genomot szétroncsolhatjuk. A valasztott célhelyen ki-
sérleti inzertet tartalmaz6 virus visszanyerése kozvet-
len bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a célhely a ge-
kalmas hasitast hely egy adott genomialis célteriileten,
egy ilyen helyet ki lehet alakitani vagy kdzvetlen mole-
kularis klonozas, vagy hagyomanyos, marker rescue-
technikdkon alapul6 génszerkesztési eljarasok alkalma-
zésaval. Ebben az esetben a célteriileten inzertalt hasita-
si helyet tartalmaz¢ virus sikeres visszanyerése kozvet-
leniil jelzi, hogy a célteriilet egy nem esszencidlis régi6-
ban van, amely a talalméiny szerinti modositasra al-
kalmas.

A talalmany szerinti eljaras kivitelezésére alkalmas
nem esszencialis genomialis régidkat poxvirusok eseté-
ben példaul Goebel és munkatarsai ismertették [Viro-
logy 179, 247-266 (1990), 1. tablazat], igy ezeket a
fenti irodalmi helyre valé hivatkozassal ismertetjiik.

A taldlmany szerinti eljaras tovabbi kiviteli modja
szerint az elsé virdlis genomba inzertdlt DNS-szek-
vencianak legalabb egy része egy promoter transzkrip-
cids szabdlyozasa alatt all. Bizonyos kiviteli modok-
ban ez a promoter abban a DNS-szekvenciaban lokali-
zalodik, amelyet az elsG virdlis genomba inzertaltunk,
és ezért az inzertdlt DNS-szekvencia azon részének
transzkripcidjat szabalyozza, amely a promoter utin
(5’->3’-iranyban) helyezkedik el. Ezt a megoldast egy
olyan génkazetta poxvirusgenomba valo inzertalasaval
szemléltetjiik, amely génkazetta egy nyflt leolvasasi ke-
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rethez funkciondlisan kapcsolt promotert tartalmaz,
amint azt az 1-5. példakban ismertetjiik.

Egy masik elonyds kiviteli mod szerint az els6 vird-
lis genomba inzertalt DNS-szekvencia transzkripcidjat
szabalyozo promoter a moédositott viralis genomban az
inzertalt DNS-szekvencia el6tt (3’ -> 5’-iranyban) he-
lyezkedik el. Ezt a megoldast a human von Willebrand-
faktor proteint kodolo cDNS t6bbszoros klonozohelybe
vald inzertdldsaval szemléltetjiik, amely egy 3* -> 5°-
irAnyban lév8 promoterhez van funkciondlisan kapcsol-
va egy vacciniavirus-vektorban, amint azt a 6. példaban
ismertetjiik.

Egy bizonyos kiviteli mod szerint az inzertalt DNS-
szekvenciat szabalyozé promotert egy, a modositott
virdlis genom altal kodolt RNS-polimeraz felismeri.
Ezt a promotert mas esetben egy masik genom, példaul
egy masik virus vagy celluldris genom 4altal kodolt
RNS-polimeraz ismeri csak fel. Ez az RNS-polimeraz
példaul egy T7 bakteriofdg-polimerdz lehet, amelyet
egy masik citoplazmatikus DNS-virus-genom vagy egy
modositott gazdasejt genomja kodol. A T7 polimerazt
és promotert példaul rekombinans poxvirusokban alkal-
maztak egy inzertalt DNS-szekvencia expresszidjanak
fokozéasara [példaul Fuerst, T. R. és munkatarsai, J.
Mol. Biol. 205, 333-348 (1989)]. A T7 RNS-polime-
raznak kiilén genomban valé biztositisa alkalmas arra,
hogy megakadalyozzuk a médositott poxvirusgenomba
inzertalt DNS-szekvencia expresszidjat azon esetektol
eltekintve, amikor ez a kiilon genom jelen van.

Egy tovéabbi kiviteli mod szerint az inzertet szaba-
lyoz6 promoter alkalmas a transzkripcié valamely cito-
plazmatikus DNS-virus RNS-polimeraz altali inicidlasa-
ra. Bizonyos esetekben a promoter egy természetben
eléfordulé viralis promoter DNS-szekvencidjanak egy
modositott valtozatat tartalmazza. Egy ilyen kiviteli mo-
dot szemléltetiink egy ,,szintetikus” vacciniavirus pro-
moter, példaul az 5. és 6. példdban ismertetett S3A és
S4 promoter alkalmazaséaval.

Az eukaridta citoplazmatikus DNS-virus genomia-
lis szerkesztésének talalmany szerinti modszere maga-
ban foglalja tovabba a modositott viralis genomot tartal-
maz6 modositott DNS-molekula bevezetését egy elsé
gazdasejtbe, amely a modositott DNS-molekulat fert6-
z6, modositott citoplazmatikus DNS-virus-virionokba
csomagolja. A modositott DNS-molekulat az elsé gaz-
dasejtbe az elsé gazdasejt DNS-molekulaval valo
transzfekcidjara alkalmas modszerekkel vezetjik be,
példaul olyan médszerekkel, amelyek a szakirodalom-
bol mas DNS-ek hasonl6 gazdasejtekbe valé transzfek-
taldsara ismertek. Igy példaul egy elényos kiviteli mod
szerint a modositott DNS-t az els6 gazdasejtbe a
Graham és van der Eb szerinti kalcium-foszfatos kicsa-
pasos modszerrel vissziik be [Virology 52, 456467
(1973)].

Egy el6nyos kiviteli mod szerint a modositott euka-
riéta citoplazmatikus DNS-virus el8allitasara szolgaléd
eljaras magaban foglalja tovabba az elsd gazdasejt fert6-
zését egy masodik citoplazmatikus DNS-virussal,
amely egy olyan masodik citoplazmatikus DNS-virus-
genomot tartalmaz, amely gy expresszalodik, hogy a
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modositott DNS-molekulat fert6z6, modositott citoplaz-
matikus DNS-virus-virionokba pakolja. Az elsé gazda-
sejt masodik virussal val6 fert6zésére szolgalo eljaras-
ban a rekombinans DNS-molekula bevezetését az elsé
gazdasejtbe elényosen mintegy 1 Oraval az els6 gazda-
sejt masodik virussal valé fertdzése utan hajtjuk végre.

Az el6bbi modszer egy masik kiviteli modja szerint
a sziikséges pakolofunkciokat az elsé gazdasejtben
egy, a masodik virus teljes genomjatol eltérd genetikus
elem szolgéltatja, példaul egy plazmid vagy egy masik
expresszids vektor, amely alkalmas az elsé gazdasejt
transzformalasara €s a kivant helpervirus-funkciok
expresszalasara. A helperfunkciok biztositasara egy
nem virdlis genetikus elem alkalmazasa lehetévé teszi
genetikusan stabil helpersejtek elféllitasat, amelyek
nem termelnek fert6z6 helpervirusokat. A modositott
DNS-molekula pakoldsara els6 gazdasejtként ilyen hel-
persejtek alkalmazasa elénydsen csak ezt a modositott
DNS-t tartalmazé virionokat termel.

Az elsé gazdasejt masodik virussal valé fertdzését
magaban foglalé eljardsban a mésodik virust ugy vélaszt-
juk meg, hogy a masodik viralis genom expresszidja az
els6 gazdasejtben a modositott viralis genomot tartalma-
z0 fert6z0 virionokba pakolja a modositott DNS-mo-
lekulat. A taldlmény értelmében lehetségessé valik egy
eukariota citoplazmatikus DNS-virus-genomot tartalma-
z6 médositott DNS intracelluléris pakolasa egy rokon vi-
russal fertdzott sejtekbe valé transzfektalassal. gy pél-
daul egy elsé poxvirusfajbél szirmazé DNS-t egy
ugyanazon vagy mas fajbol szdrmazd, de ugyanazon
poxvirus alcsaladba tartoz6 masodik poxvirussal fertd-
zott gazdasejt pakolja be.

Bizonyos kiviteli modok szerint a masodik viralis
genom expresszioja az els6 gazdasejtben a masodik
viralis genomot, valamint a modositott viralis genomot
tartalmazo fert6z6 virionokat termel. Ez a helyzet pél-
daul egy bizonyos fajba tartozé elsé poxvirus-DNS-ek
egy ugyanazon fajba tartozé masodik poxvirussal valé
homoldg pakolasa esetében. Noha a transzfektalt DNS
elméletileg kozvetleniil, azaz a transzfektalt genom
transzkripcidja nélkiil is pakolhatd, a transzfektalt DNS-
molekula homolog pakolasaval jar valosziniileg mind a
transzfektalt DNS, mind a helpervirus DNS-ének rep-
likacidja és transzkripcidja. Ezt a helyzetet szemléltet-
jiik tobbek kozott az 1. és 2. példaban a poxvirus-DNS
homolog pakolasaval.

Mas kiviteli alakokban azonban a masodik viralis
genom expresszidja az elsé gazdasejtben nem eredmé-
nyez masodik viralis genomot tartalmazé fert6z8 virio-
nokat. Heterolog pakolassal jar6é esetekben példaul a
passziv pakolas egyediil nem tud életképes virusrészecs-
kéket produkalni a transzfektalt DNS-b6l. Ilyen esetek-
ben el6nydsen egy masodik (helper-) virust vélasztunk,
amely olyan RNS-polimerazt szolgaltat, amely temp-
latként felismeri a transzfektilt DNS-t, és ezaltal a
transzkripcio inicidlasara és végs6 soron a transzfektalt
DNS replikalasara szolgal. Ezt az esetet egy ortopox-
virus- (vaccinia-) vektor modositott genomjanak avi-
poxvirus (baromfipoxvirus) mint helpervirus altali reak-
tivalasaval példazzuk emlds-, els6 gazdasejtben, amely-
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ben a madéarpoxvirus nem képes avipoxvirus-genomot
tartalmaz6 fert6z6 virionokat termelni (lasd a 3. pél-
dat).

Egy heterolog virus alkalmazasa modositott DNS-
molekula pakolasara — példaul szarnyas- vagy egér-
poxvirus alkalmazasa helpervirusként vacciniavirus
szerkezetekben — elénydsen minimalizélja a rekombi-
nécids eseményeket a helpervirusgenom és a transz-
fektalt genom kozott, amelyek egyébként akkor men-
nek végbe, amikor hasonlé virusok homolog szekven-
ciai vannak jelen egy sejtben [lasd Fenner és Comben
(1958); és Fenner (1959)].

A DNS pakolasa céljabol helpervirus alkalmazasara
kidolgozott eljaras bizonyos megvaldsitasi modjaiban a
modositott virdlis genomot tartalmazo fertGz8 virionok
visszanyerésének lépése abbol éll, hogy egy mésodik
gazdasejtet az elsé gazdasejtben termelédott fert6z6
virionokkal fert6ziink. Elény6sen a masodik gazdasej-
tet olyan koriilmények kozott fertézziik, hogy a maso-
dik viralis genom expresszidja a masodik gazdasejtben
nem eredményez masodik virusgenomot tartalmazo fer-
t6z6 virionokat. Mas szavakkal a masodik gazdasejtet
olyan koriilmények kozott fertézziik, amely alkalmas a
modositott virus replikacidjanak szelektalasara a hel-
perviruséval szemben. Az eljarast azzal az eljarassal
szemléltetjiik, amelyben a médositott genom egy médo-
sitott vacciniavirus-genom, és a masodik genom egy
szarnyaspoxvirus-genom, és a masodik gazdasejt egy
emldssejt. Ebben az eljarasban a modositott virust az
eml@sgazdasejt-tenyészetben plakktisztitjuk, amelyben
a szarnyaspoxvirus nem képez fert6z6 virionokat (lasd
a 3. példat).

Egy masik megvaldsitasi mod szerint, amelyben a
masodik gazdasejtet olyan koriilmények kozott fertGz-
ziik, amely modositott virusra szelektal, a modositott vi-
rusgenom egy olyan funkcionalis gazdaspecifikus gént
tartalmaz, amely a mésodik gazdasejtben fert6z8 vi-
rionok termeléséhez sziikséges. A masodik virdlis ge-
nombo6l hianyzik ez a funkcionalis gazdaspecifikus
gén. Ezt a megvalositasi médot azzal az eljarassal szem-
léltetjiik, amelyben a modositott viralis genom egy mo-
dositott vacciniavirus-genom, amely a masodik gazda-
sejtként alkalmazott human (MRC 5) sejtekben fert6z6
vacciniavirus termeléséhez sziikséges funkcionalis gaz-
daspecifikus gént tartalmaz (lasd a 8. példat).

Egy masik megvalositasi mod szerint — amely egy
masodik gazdasejtben modositott virusra valo szelekta-
lassal jar — a modositott virdlis genom egy szelektiv
markergént tartalmaz, amely a masodik viralis genom-
bol hianyzik, és a masodik gazdasejt fertézésének 1épé-
sét olyan koriilmények kozott végezziik, amely a szelek-
tiv markergént expresszlé virusgenomra szelektal. igy
példaul a szelektiv markergén expresszidja a masodik
gazdasejtben a sejteknek rezisztenciat biztosithat egy
citotoxikus hatéanyaggal szemben. A hatéanyag a ma-
sodik gazdasejt fert6zése sordn olyan koncentracioban
van jelen, amely elegendd a szelektiv markergént exp-
resszalo viralis genomra valo szelektalashoz. Ezt a meg-
oldast azzal az eljarassal szemléltetjiik, amelynek soran
az E. coli gpt-gént inzertaljuk egy vacciniavirus-ge-
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nomba (lasd példaul az 1. példat), vagy egy szarnyas-
poxvirus-genomba (lasd példaul a 2. példat), mindkét
esetben szelektiv markergént nem tartalmazé homolog
helpervirus alkalmazasaval.

Egy maésik kiviteli mod szerint a modositott virus
szelekcidjara egy masodik gazdasejtben, a moédositott
virusgenom a masodik virlis genomban jelen 1év§ sze-
ben a masodik gazdasejt fert6zését olyan korilmények
kozott végezziik, amely a szelektiv markergént exp-
resszalé virus genommal szemben szelektal. fgy pél-
daul egy poxvirus timidin-kinaz (tk)-gén expresszidja a
masodik gazdasejtben (azaz egy timidin-kinaz negativ
gazdasejtben) a masodik (helper-) virust érzékennyé te-
szi a metabolikus inhibitor 5-brom-dezoxi-uridinnal
szemben. A 4. példaban leirjuk ezeknek az inhibitorok-
nak az alkalmazasat a masodik gazdasejt fert6zése so-
ran olyan vacciniavirus-vektorokra (vdTK) valo szelek-
talasra, amelyekbdl a tk-gén tordlve van, és egy tobb-
sz0ros klonozéhellyel van helyettesitve.

A talalmany ezenkiviil vonatkozik egy modositott
virdlis genomot tartalmaz6 eukaridta citoplazmatikus
DNS-virusra is. A talalmany szerinti citoplazmatikus
DNS-virus modositott genomja elhatarolhaté DNS-
szekvencidkat tartalmaz, amelyek példaul szokasos
nukleinsavhibridizicioval vagy DNS-szekvenalé mod-
szerekkel kiilonboztethet6k meg egymastol.

Bizonyos kiviteli alakok szerint példiul a modosi-
tott virdlis genom egy elsé eukaridta citoplazmatikus
DNS-virus elsé genomjat tartalmazza. Ez az els6 ge-
nom egy szekvenciaspecifikus endonukleaz hasitasi he-
lyet tartalmaz, amely az egyetlen ilyen hely ebben az
elsé genomban. Ebben a kiviteli alakban a modositott
genom szekvenciai, amelyek az elsé viralis genomot tar-
talmazzék, homolégok egy természetben eldforduld
eukariota citoplazmatikus DNS-virus genomjaval. Ezen-
kiviil az els virus szekvencidjaba egy fent megadott ér-
dekes DNS-szekvencia van beépitve.

Annak meghatarozasara, hogy ez a szekvencia az
elsé viralis genomban lévG egyetlen hasitasi helyre
van-¢ inzertdlva, amint az ezen moédositott viralis ge-
nom kiviteli alakjanal sziikséges, dsszehasonlitjuk az in-
zertet kozvetleniil hatarolo szekvencidkat a szekvencia-
specifikus endonukleazok hasitasi helyeinek szekven-
cidival.

A fenti kiviteli alak egyik véltozata szerint — amely-
ben a DNS-szekvenciat egyetlen hasitasi helyen inzer-
taljuk az els6 viralis genomba — az elsé viralis genom-
ba inzertalt szekvenciat két azonos, érintetlen szekven-
ciaspecifikus endonukledz hasitasi hely hatérolja, és a
teljes modositott genomban e nukledz szdméra csak ez
a két hasitasi hely 4ll rendelkezésre. Mindkét fenti hasi-
tasi hely az els6 virdlis genombol szarmazé hasitott he-
lyen és az inzertalt DNS-szekvencia kombinalt részei-
bél all.

Kozelebbrdl a valamely szekvenciaspecifikus endo-
nukledz hasitasi helyet tartalmazo kettés szali DNS
mindkét szala Ugy tekinthetd, hogy egy teljes hasita-
sihely-szekvenciat (S; Sy) foglal magaban, amely egy
bal oldali hasitasihely-szekvenciabdl (S;) és egy jobb
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oldali hasitasihely-szekvenciabol (Sg) tev8dik Ossze,
amelyeket egy monofoszfatkotés valaszt el egymastol,
és ezt hasitja szét a megfelel§ nukledz a hasitaskor.
A fenti kiviteli alak bizonyos megvaldsitasi formaiban
egy DNS-szekvencia inzertaldsa az egyetlen restrikcios
helyre az inzertet hatarol6 két teljes hasitasi helyet hoz
létre.

A fenti kiviteli alak bizonyos megvalésitasi formai-
ban azonban a DNS-szekvencia inzertalasa az egyetlen
hasitasi helyre nem az eredeti hasitasi helyet hozza 1ét-
re az inzertalt DNS-szekvencia mindkét végén (lasd pél-
daul a 6. példaban az egy hasitasi hely eliminalasanak
moédszerét). igy az inzertalt DNS-t az egyik végén (pél-
daul a bal oldali végén) egy teljes hasitasi hely (S;Sg)
hatarolhatja, mig a jobb oldali végén egy olyan szekven-
cidban végzddik, amely eltér az elsd virdlis genomban
1év6 Sy szekvenciahoz kozvetleniil kapcsolddo Sy szek-
venciatdl. Még altalanosabban, egy taldlmany szerinti
modositott viralis genomban az els6é virdlis genom
egyetlen helyére inzertalt DNS-szekvenciat egy hasita-
si hely két 6sszeilld része (Sy és Sp) hatérolja, amely az
inzertalt DNS-en kiviil nem fordul el a moédositott
viralis genomban.

Egy madsik kiviteli alak szerint a modositott viralis
genom egy DNS-szekvenciat tartalmaz, amely két
egyetlen hasitasi hely k6zé van inzertalva az els6 vira-
lis genomban. Ebben az esetben ha az els viralis ge-
nom egy eukaridta citoplazmatikus DNS-virusban ter-
mészetesen eléfordulé genom, az inzertet olyan viralis
szekvenciak fogjak tartalmazni, amelyeket az idegen
DNS-szekvenciatol legalabb a két kiilonboz6 eredeti-ha-
sitasi hely felismerheté S; és Sy részei valasztjak el.

Egy tovabbi kiviteli alak szerint a modositott virdlis
genom egy egyetlen hasitasi helyet tartalmaz egy olyan
DNS-szekvenciaban lokalizalva, amely egy eukari6ta
citoplazmatikus DNS-virus genomjidban a természet-
ben nem fordul el3. Ebben az esetben ezt az idegen
DNS-t nem vélasztjak el a természetes viralis szekven-
ciatol a hasitasi helyek felismerheté S; és Sy részei.
A fenti kiviteli alak bizonyos formdiban az els6 idegen
DNS-szekvenciat egy masodik idegen DNS-szekvencia
szakitja meg az els§ szekvencidban egy egyetlen hasita-
si helyre inzertalva, vagy az els6 szekvencidban két
ilyen hely k6zé inzertalva. Ezekben a kiviteli alakok-
ban a méasodik idegen DNS-t az elsé idegen DNS-szek-
venciaktol szekvenciaspecifikus endonukleaz hasitasi
helyek felismerheté S; és Sy részei valasztjak el. Eb-
ben az esetben ezt a masodik idegen DNS-szekvenciat
koriilvevé minden szekvencia tartalmazza a taldlmany
szerint az elsS virus genomjat.

A talalmény szerinti médositott eukariéta citoplaz-
matikus DNS-virusok el6nyds kiviteli alakjai maguk-
ban foglalnak egy elsé f6 kiviteli alakot, amiben a mé-
dositott viralis genom tartalmazza (i) egy elsé eukariota
citoplazmatikus DNS-virus els6 genomjat, amely egy
szekvenciaspecifikus endonukleaz hasitdsi helyet tartal-
maz. Ez a hely az egyetlen ilyen hely ebben az elsé
virdlis genomban. A fenti médositott virdlis genom tar-
talmaz ezenkiviil (ii) egy elsé érdekes DNS-szekven-
ciat is. Ez a DNS-szekvencia az elsé citoplazmatikus
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DNS-virus-genom egyetlen hasitasi helyére van inzer-
talva.

A mddositott eukarita citoplazmatikus DNS-virus
hasitasi helyet tartalmazo elsé viralis genom egy termé-
szetben el6forduld viralis genom. Ezt a valtozatot egy
olyan modositott poxvirusgenommal szemléltetjiik,
amely egy természetben el6fordulé vacciniavirus-geno-
mot tartalmaz, amelyben az Notl és Smal bakterialis
restrikci6s endonukledzok szdmara van egyetlen hasita-
si hely (lasd az 1. és a 3. példat). Ebben a kiviteli alak-
ban az els6 DNS-szekvencia, amely az egyetlen hasita-
si helyre van inzertdlva, egy természetben el6forduld
vacciniavirus promoter altal szabalyozott E. coli gpt-
gén, amely egy vacciniavirus-genom Notl helyére
(1. példa) vagy Smal helyére (3. példa) van inzertalva.

A modositott virus elsé kiviteli alakjanak egy masik
valtozatban az egyetlen hasitasi helyet tartalmazoé elsé
viralis genom egy olyan masodik DNS-szekvenciat is
magaban foglal, amely virdlis genomban a természet-
ben nem fordul el6. Ezenkiviil ez a masodik DNS-szek-
vencia tartalmazza az els6 DNS-szekvencia inzerta-
lasara az egyetlen hasitasi helyet. Ezt a valtozatot egy
olyan modositott szarnyaspoxvirus-genommal példaz-
zuk, amely egy Escherichia coli B-galaktozidaz-gént ko-
dold DNS-szekvenciat tartalmaz (2. példa). Ez a bakte-
ridlis gén a bakterialis restrikcios Notl endonukledz ha-
sitasi helyét foglalja magaban, amely az egyetlen ilyen
hely a modositott szarnyaspoxvirus-genomban, és ezért
kiilonosen alkalmas idegen DNS-szekvencidk inzerta-
laséra.

A taldlmany szerinti modositott virus elsé kiviteli
alakjanak masik véltozata szerint az egyetlen hasitasi
helyre inzertalt els6 DNS-szekvencianak legalabb egy
része egy promoter transzkripciés szabalyozasa alatt
all. Bizonyos esetekben a promoter az els§ virdlis ge-
nomba inzertalt els6 DNS-szekvenciaban lokalizalo-
dik. Ez az eset példaul, ha az inzertalt DNS egy promo-
tert és egy funkcionalisan kotott gént tartalmazd génka-
zettat foglal magdban, 14sd példaul tobbek kozott az 1.
és a 2. példat.

A taldlmany szerinti modositott citoplazmatikus
DNS-virus masodik kiviteli alakja szerint a médositott
viralis genom tartalmaz (i) egy elsé és egy masodik ha-
sitasi helyet szekvenciaspecifikus endonukleazok sza-
maéra egy elsd viralis genomban, ahol a fenti helyek
mindegyike az egyetlen ilyen ebben az els6 virusge-
szerint az elsé viralis genom egy tobb egyedi hasitasi
helyet tartalmazé tobbszords klonozohelyet foglal ma-
gaban.

A fenti masodik kiviteli alakban a modositott viralis
genom tartalmaz még (ii) egy els6 DNS-szekvenciat is,
amely eukariota citoplazmatikus DNS-virusban a termé-
szetben nem fordul eld, és ez az els6 DNS-szekvencia
az elsé és masodik egyetlen hasitasi hely kozé van
inzertalva az els6 viralis genomban.

A talalmany szerinti modositott citoplazmatikus
DNS-virusok harmadik kiviteli alakja egy olyan mddo-
sitott viralis genom, amely tartalmaz (i) egy eukaridta
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citoplazmatikus DNS-virusok genomjaban természetes
koriilmények kozott nem eléforduld elsé DNS-szekven-
ciat tartalmazo elsé virdlis genomot. Ez az els6 DNS-
szekvencia egy szekvenciaspecifikus endonukledz hasi-
tasi helyet tartalmaz, amely az egyetlen ilyen hely a mo-
dositott viralis genomban. A fenti kiviteli alakban a mo-
dositott viralis genom tartalmaz tovabba (ii) egy pro-
motert, amely ugy helyezkedik el, hogy az egyetlen ha-
sitdsi helyre inzertdlt DNS-szekvencia a promoter
transzkripci6s szabélyozasa alatt all. Ez az els6 DNS-
szekvencia nem tartalmaz transzlaciés startkodont a
promoter és a DNS-szekvencia inzertalasara alkalma-
zott egyetlen hely kozott. Ezt a kiviteli alakot a 6. példa-
ban ismertetett vS4 vacciniavirus-vektorral szemléltet-
jik, amely egy szintetikus poxvirus promotert tartal-
maz ugy lokalizdlva, hogy ez a promoter szabalyozza a
nyilt leolvasasi keretek inzertdlasara tervezett tobbszo-
ros klonozohelyre inzertalt DNS-szekvencia transzkrip-
cidjat.

A taladlmény vonatkozik tovabba olyan DNS-mole-
kuléra is, amely egy talalmany szerinti modositott euka-
ridta citoplazmatikus DNS-virus médositott genomjat
tartalmazza. Egy elonyos kiviteli alak szerint ezt a
DNS-molekuldt genomialis DNS-molekuldk extrahala-
saval allitjuk el a talalmény szerinti modositott euka-
riota citoplazmatikus DNS-virus virionjaibol vagy a ta-
lalmény szerinti médositott virussal fertzott sejtekbdl:
A modositott viralis genomialis DNS-ek virionokbél
valo extrahélasara alkalmas mddszerek a szakirodalom-.
bol ismertek. Ezenkivill az eukaridta citoplazmatikus-
DNS-virusok DNS-einek elGéllitasara alkalmas mod-
szereket az 1. példaban is ismertetiink.

A taldlmany vonatkozik tovabba a taldlmany szerin-
ti eukaridta citoplazmatikus DNS-virus genomialis
DNS-karjaira is. Ezek a genomialis DNS-karok idegen
DNS-eket tartalmazo viralis genomok kdzvetlen mole-
kuldris klonozasara alkalmasak. Kozelebbrdl az el6z6
vonatkozasban a taldlméany két DNS-molekulara vonat-
kozik, egy eukaridta citoplazmatikus DNS-virus médo-
sitott viralis genomjanak bal és jobb genomialis karja-
ra. A talalmany szerinti kozvetlen klonozasi méodszer
gyakorlati megvalositasiban a fenti karok egyike vagy
mindkettd teljes egészében olyan DNS-szekvenciabol
allhat, amely citoplazmatikus DNS-virusban természe-
tes koriilmények kozott eléfordul. A talalmany szerinti
fenti megoldés értelmében az 4j DNS-molekula azon-
ban egy virdlis genomnak egy modositott karja, mas
szavakkal egy DNS-molekula, amely egy eukariota
citoplazmatikus DNS-virus modositott viralis genom-
janak egyik végét tartalmazza. A modositott virdlis ge-
nom ezen vége egy érdekes DNS-szekvenciat foglal ma-
giban, amely ezt a DNS-molekulat megkiilénbozteti
azoktol a genomidlis karoktdl, amelyek csak egy cito-
plazmatikus DNS-virusban természetes koriilmények
kozott el6forduld szekvenciat foglalnak magukban.
Ezenkivill a moédositott virdlis genom, amelybdl az 1j
kar szarmazik, tartalmaz egy szekvenciaspecifikus en-
donukleaz szdmara egy egyetlen hasitasi helyet is.
Ezenkiviil ez a DNS-molekula olyan termindlissal ren-
delkezik, amely homolog a .moddositott viralis genom-
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ban 1év6 egyetlen hasitasi hely szekvenciaspecifikus
endonukledzzal valo hasitasaval kapott termékkel.

Egy elonyos kiviteli alak szerint ezt a genomialis
kart tartalmazé DNS-molekulat ugy allitjuk el6, hogy
egy modositott virus genomialis DNS-ét egy szekven-
ciaspecifikus endonukledzzal az egyetlen hasitasi he-
lyen hasitjuk. Ezt a DNS-molekulét ugy is el@allithat-
Juk, hogy egy masik DNS-molekulat médositunk, és ez-
altal egy olyan termindlist alakitunk ki, amely homo-
16g a modositott viralis genomban 1évé egyetlen hasita-
si helyen vald hasitissal kapott terminalissal. Példaul
egy talalmény szerinti fenti DNS-molekulat egy termé-
szetben el6fordulo genomialis virdlis DNS egyik karja-
bol allithatunk eld. Egy ilyen természetben elGfordulod
viralis karbél a kivant DNS-molekulat példaul egy szin-
tetikus adapter DNS-szegmenshez valo ligalassal allit-
hatjuk eld, amely egy olyan hasitasi helyb6l szarmazo
ragados véget tartalmaz, amely az els6 viralis genom-
ban nincsen jelen. Ebben az esetben az els§ viralis
genom vége és a ligalt adapter egyitt tartalmazzak egy
modositott viralis genom egyik végét. Ennek megfele-
16en ez a bizonyos DNS-molekula — noha nem egy mo-
dositott viralis genomialis DNS hasitasaval allitjuk el6,
meégis tartalmaz egy olyan terminalist, amely homolog
azzal a termindlissal, amely egy modositott viralis
genom egyetlen hasitasi helyén valé hasitissal kelet-
kezik.

A taldlmany szerinti modositott viralis DNS-kar
egy masik kiviteli alakja szerint az egy eukariota cito-
plazmatikus DNS-virus genomjaban természetes koriil-
mények kozott nem elGfordulé DNS-szekvencia tartal-
maz egy szekvenciaspecifikus endonukleaz hasitasi he-
lyet, amely egyetlen ilyen hely a modositott viralis
genomban. Ez a hasitasi hely tartalmaz tovabba egy bal
oldali hasitasihely-szekvenciat (S;) a bal genomiélis
DNS-kar szaméra vagy egy jobb oldali hasitasihely-
szekvenciat (Sg) a jobb genomialis DNS-kar szdmdra,
amely teljes hasitasihely-szekvenciaként (S;, Sy) jele-
nik meg, és ez az egyetlen ebben a modositott viralis
genomban. Ezt a kiviteli alakot tobbek kozott szamyas-
poxvirus-vektorbol Notl bakterialis restrikciés endo-
nukledzzal elSallitott DNS-karokkal példazzuk (lasd a
2. példat) vagy vS4 vacciniavirus-vektor karjaival, ame-
lyeket egy inzertalt tobbszoros klonozohely barmely
egyedi hasitasi helyén vald hasitassal allitottunk el6
(példaul a 6. példa).

A taldlmany vonatkozik tovabba egy készletre is,
amely eukariota citoplazmatikus DNS-virus modositott
viralis genomjanak kozvetlen molekularis klonozdsara
alkalmas. Ez a készlet (i) talalmany szerinti tisztitott
DNS-molekulékat tartalmaz. Ezek a DNS-molekuldk
vagy a talalmény szerinti genomialis virdlis DNS-karo-
kat tartalmazzéak, vagy egy taldlmany szerinti teljes, in-
takt modositott viralis genomot, vagy mind a kett6t.
A viralis DNS-karok a kléonozandd idegen DNS-szeg-
mensek kozvetlen ligélasara alkalmasak, mig az érintet-
len viralis DNS-ek egy szekvenciaspecifikus endonuk-
ledzzal valo hasitds utdni kidnozasra alkalmazhatok,
amely hasitast a modositott virdlis genomban az egyet-
len ilyen helyen végezziik.
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A taldlmany szerinti készlet tartalmaz tovabba (ii)
egy DNS-ligazt és (iii) oldatokat és egyéb reagenseket
a DNS-szegmensek egymassal valé ligalasara az el6bbi
modositott virdlis genomot tartalmazé moédositott
DNS-molekula eldallitasara. A ligalasra alkalmas puf-
fert és reagenseket példaul az 1. példaban ismertetjiik.

Egy kiviteli alak szerint ez a készlet tartalmaz tovéb-
bé egy génexpresszios kazettat tartalmazo plazmidot,
amely kazettat szekvenciaspecifikus endonukleaz hasi-
tasi helyek hataroljak. A megfeleld szekvenciaspeci-
fikus endonukleazzal valé hasitiskor a kazettat hatéro-
16 helyekbdl olyan végek keletkeznek, amelyek alkal-
masak a fenti kazetta inzertalasara a DNS-molekula 4l-
tal kddolt modositott virdlis genom egyetlen hasitasi he-
lyére.

Egy masik kiviteli alak szerint ez a klonozokészlet
tartalmaz tovabba egy els6 gazdasejtet és egy masodik
(helper-) virust, amely alkalmas a médositott viralis ge-
nom fert6z8 virionokba vald pakolasara.

A talalmany vonatkozik tovabba plazmidokra is,
amelyek kiilénosen alkalmasak koztitermékként a talal-
many szerinti modositott citoplazmatikus DNS-virus-
vektorok megszerkesztésére. A talalmany elGbbi kivite-
li alakja szerint egy olyan plazmidot jelent, amely egy,
mind a két végén ugyanazt a szekvenciaspecifikus endo-
nukledz hasitasi helyet tartalmazé DNS-szegmenst fog-
lalja magaban. Ez a hely egytttal az egyetlen ilyen hely
egy talalmany szerinti elsé citoplazmatikus DNS-virus-
genomban is. Ez a DNS-szegmens tobb, egymassal szo-
ros szomszédsagban 1év6 szekvenciaspecifikus endo-
nukleaz hasitasi helyet tartalmazoé tobbszoros klonozé-
helyet is magaban foglal, amely hasitasi helyek a plaz-
midban egyetlenek, és ezért alkalmasak idegen DNS-
szegmensek inzertalasara a plazmidba.

Ez a plazmid alkalmas gének inzertildsdra a DNS-
szegmens egyetlen hasitsi helyére és szegmens ezt ko-
vetd bevitelére egy citoplazmatikus DNS-virus egyet-
len hasitasi helyére, a taldlmany szerinti kézvetlen mo-
lekularis klonozémodszer alkalmazasaval. Ezt a plaz-
midot a pN2 plazmiddal szemléltetjiik (lasd az 1. pél-
dat, az 1.3 abrat), amely Notl helyekkel hatérolt tobb-
sz0ros klonozohelyet tartalmazé DNS-szegmenssel ren-
delkezik, és az alabbi tovabbi bakterialis restrikcids en-
zim hasitast helyeket tartalmazza a megadott sorrend-
ben: Xbal, Spel, BamHI, Smal, Pstl, EcoRI, EcoRV,
HindllI és Clal.

Egy talalmény szerinti mésik plazmid egy olyan
DNS-szegmenst tartalmaz, amely mindkét végén olyan
hasitasi hellyel rendelkezik, amely az egyetlen ilyen
hely egy citoplazmatikus DNS-virusban. Ennek a plaz-
midnak a DNS-szegmense tartalmaz tovabba szamos
olyan restrikcids enzim hasitasi helyet, amely a plaz-
midban egyedi. Ez a DNS-szegmens tartalmaz tovabba
egy szelektiv markergént (példaul egy E. coli gpt-gént),
egy citoplazmatikus DNS-virus promoter (példaul a vac-
ciniavirus P7,5 promoter) transzkripcios szabalyozasa
alatt. Ezt a plazmidot a pN2—gpta és pN2—gptb plazmi-
dokkal szemléltetjiik, amelyek Notl helyekkel hatarolt
DNS-szegmenst tartalmaznak, és magukban foglaljak
az E. coli gpt-gént is egy vacciniavirus P7,5 promoter
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transzkripcios szabélyozésa alatt. Ezt a plazmidot Ggy
allitottuk eld, hogy a pN2 plazmid Smal hasitasi helyé-
re inzertaltuk a promoter génkazettdt, amint azt az
1.3 4braval kapcsolatban ismertetjiik.

A fenti plazmid egy mddositott forméja szerint a
DNS-szegmens tartalmaz tovabba egy masodik pox-
virus promotert is, miikodGképesen kétve egy restrik-
ciés endonukledz hasitdsi helyet tartalmazé DNS-szek-
vencidhoz. Ez a plazmid — amelyet a pN2gpt—S3A
plazmiddal szemléltetiink (4.7 4bra) — alkalmazhato
olyan nyilt leolvasasi keretek inzertalasara, amelyekben
nincsen sajat iniciacids kodon egy vacciniavirus-vek-
torba valé transzferhez. Hasonloképpen a pN2gpt—S4
plazmid (4.7 &bra) alkalmazhaté egy AUG transzlacios
startkodont is tartalmazé teljes nyilt leolvasési keretek
inzertalaséra.

Egy mdsik kiviteli alak szerint ez a plazmid tartal-
maz tovabbd egy humén plazminogént kédolé DNS-
szekvencit, amelyben a DNS-szekvencia miik6ddképe-
sen van kotve a poxvirus promoterhez és startkodon-
hoz. Ezt a plazmidot a human glu-plazminogént kodolé
pN2gpt—GPg plazmiddal és a lys-plazminogént kodold
pN2gpt—LPg plazmiddal szemléltetjiik, amelybdl a hu-
man plazminogén 1-77. aminosavjat kodolorégio t6rol-
ve van (5.2 és 5.3 dbra).

Egy hasonld kiviteli alak szerint ez a plazmid tartal-
maz tovabba egy human immunhianyvirus (HIV)
gpl60-at kodolé6 DNS-szekvenciat, amelyben a DNS-
szekvencia miikodéképesen van kotve a poxvirus pro-
moterhez és startkodonhoz. Ezt a pN2gpt—gp160 plaz-
middal szemléltetjiikk, amely a szintetikus S4 vaccinia-
virus promoter altal szabalyozott gp160 gént tartalmaz-
za (5.4 ébra).

Egy tjabb taladlmény szerinti plazmid egy citoplaz-
matikus DNS-virus-genom szegmenst tartalmaz, amely-
ben a virdlis timidin-kinaz (tk)-gén lokalizalodik. Eb-
ben a plazmidban a tk-gént k6dolorégiot modositottuk
(toroltiik), az aktiv tk enzim expresszidjanak meggatla-
sara. Ezt a plazmidot koztitermékként alkalmazhatjuk
egy tk-gén hidnyos citoplazmatikus DNS-virus-vektor
szerkesztésére a hagyomdanyos marker rescue-mod-
szerek alkalmazéasaval, amint azt a vacciniavirus tk-gén
esetében leirtuk pHindJ-3 plazmidot alkalmazva. Egy
hasonl6 kiviteli alak szerint egy citoplazmatikus DNS-
virus valamely modositott tk-gén régidjat tartalmazo
plazmid tartalmaz tovabba egy tobbszords kldno-
zohelyet, amely szdmos olyan szekvenciaspecifikus
endonukleaz hasitasi helyet tartalmaz szoros szomszéd-
sagban, amelyekbdl a plazmidban csak egy-egy van je-
len. Ezenkiviil a fenti helyek mindegyike hiinyzik ab-
bél a citoplazmatikus DNS-virusbol, amelybe a médo-
sitott tk-gén-régiét inzertdlni kivanjuk. Ezért a fenti
egyes helyeket tartalmazé modositott tk-gén-régié vi-
rélis genomba valo inzertilasa utan ezek a helyek alkal-
masak idegen DNS-szegmensek taldlmany szerinti kz-
vetlen klonozési médszerrel vald inzertdldsara a modo-
sitott tk-régiot tartalmazé citoplazmatikus DNS-virus-
genomba.

Ezt a tobbszoros klonozohelyet tartalmazé médosi-
tott tk-gén-tartalmi plazmidot a pHindJ-3 plazmiddal
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szemléltetjitk, amelyben a pHindJ-2 plazmid médosi-
tott vacciniavirus tk-gén-régidjaba inzertaltunk egy t6bb-
sz0rds klonozohelyet, amely az Notl, Smal, Apal és
Rsrll egyedi helyeket tartalmazza az Sfil helyek altal ha-
tarolva (4.2 dbra). A vacciniavirus-vektorba val6 kény-
szeritett klonozéds tovabbi elGsegitésére kihasznilva az
Sfil felismerdszekvencidk varidlhatosagat a két Sfil hely
koziil mind a kett egyetlen a vektorban, amint azt a 4.
példaban részletesen ismertetjiik.

Egy tovabbi kiviteli alakban egy plazmid olyan
szekvenciaspecifikus endonukledz hasitasi helyet tartal-
maz, amely a virus genomjaban egyetlen. Az ilyen plaz-
midok kiilonosen alkalmasak génexpresszids kazettak
szerkesztésére a fenti egyetlen helyet tartalmazo vekto-
rokba val6 transzferhez. A pAO plazmiddal szemléltet-
jlik azt az alapplazmidot, amely a vdTK vacciniavirus-
vektor mester-klonozohelyének egyetlen helyeit tartal-
mazé mester-klénozohelyet tartalmaz (4.3 4bra). Két
hasonl6, pAl és pA2 plazmidot terveztiink DNS-szeg-
mensek, példaul szintetikus vagy természetes promoter
fragmensek inzertalasara, és ezeket gy szerkesztettiik
meg, hogy a pAO vektor Xhol helyére inzertaltunk egy
linkert, amely olyan gyakori hasité enzimek masodik
tobbszoros klonozéhelyét tartalmazza, amelyek nem ha-
sitjdk a pAO-t. Mind a két plazmid azonos szerkezettel
rendelkezik, kivéve a masodik tobbszoros klonozbhely
orientaciojat (4.3 abra).

Egy masik kiviteli alakban a plazmid egy poxvirus:
promotert tartalmaz mikodSképesen kétve egy transzla-
cids startkodonhoz, mimellett ezt a startkodont kdzvet-
leniil koveti egy masodik restrikcids endonukleaz hasi--
tasi hely olyan megfelel elrendezésben, hogy lehetvé
tegye a masodik restrikcios endonukledz hasitési helyre
inzertalt nyilt leolvasasi keret transzlaciojat. Ezt a plaz-
midot a pA1-S1 és pA2—S1 plazmidokkal szemléltet-
Jik, amelyek egy transzlacids startkodont is tartalmazo
er6s S1 szintetikus poxvirus promotert tartalmaznak,
ezt egy egyetlen EcoRI hely koveti, amely alkalmas
olyan nyilt leolvasasi keretek inzertalasira, amelyek-
ben nincs kapcsolodé startkodon (4.4 abra). A pA1-S2
és pA2-82 plazmidok hasonléak a pA1-S1 és a
pA2-81 plazmidhoz, de egy eltérd, S2 poxvirus pro-
motert tartalmaznak (4.5 4bra).

Egy hasonl6 kiviteli alakban a fenti plazmid tartal-
maz tovabba egy human protrombint kodold DNS-szek-
venciat, és a fenti DNS-szekvencia miikddGképesen
van kétve a fenti poxvirus promoterhez és a fenti start-
kodonhoz. Ezt a plazmidot a pA1S1-PT plazmiddal
szemléltetjiik (5.1 abra), amelyben egy modositott pro-
trombin cDNS-t inzertdlunk a pA1-S1 plazmid egyet-
len EcoRI helyére.

Egy maésik talalmany szerinti plazmid a vaccinia-
virus DNS modositott EcoRI K fragmensét tartalmaz-
za, amelybdl a K1L gazdaspecifikus gént téroltiik.
A vdhr helpervirust, amelybdl mind a K1L, mind a
C7L gazdaspecifikus gén hianyzik, a C7L-negativ
WR-6/2 torzsb8l szerkesztettiik, marker rescue-mod-
szerrel, egy modositott EcoRI K fragmens alkalmaza-
saval, amelyb6l a K1L gazdaspecifikus gént toroltik
(lasd 8.1 abrat). Ez a médositott EcoRI K fragmens egy
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szelektiv markergént (E. coli gpt-gént) tartalmaz, a moé-
dositott EcoRI K fragmenst tartalmazé rekombinans
WR-6/2 genomok szelektalasinak megkonnyitésére,
intracellularis marker rescue-modszert alkalmazva Sam
és Dumbell mddszere szerint (1981). A példaszertien
bemutatott plazmidot pEcoK—dhr plazmidnak nevez-
ziik (8.1 abra).

Egy tovabbi 1épésben a pEcoK—dhr-t Notl-gyel
linearizéljuk, és a pN2—gpta plazmidbdl (4. példa) Notl-
gyel valé emésztéssel kapott 1,1 kb P7,5 gpt-gén-kazetta-
val ligaljuk. A kapott pdhr—gpt plazmidot (8.1 abra) al-
kalmazzuk a marker rescue-kisérletekben a vdhr helper-
virus elGallitasara Sam és Dumbell marker rescue-mod-
szere szerint (1981).

A taldlményt az alabbiakban kiviteli példakkal
szemléltetjiikk. Az alabbi példadkban bizonyos terméke-
ket tablazatosan megadott adataik segitségével jellem-
ziink. Ezekben a tablazatokban az alabbi roviditéseket
alkalmazzuk:

CDS=kodoloszekvencia

rc=reverz komplementer szekvencia

rcCDS = reverz komplementer kddolészekvencia, az
arab szamok a nukleotidok helyzetét jelolik

ATG=transzlacios startkodon

EMBL ID=azonosité az EMBL adatbankban.

1. példa

Szelektiv markergént (E. coli gpt-gént) tartalmazo

idegen DNS kozvetlen molekularis klonozdsa egy

ortopoxvirus (vaccinia) genomjdban lévé egyetlen

(Notl) hasitasi helyre

Ebben a példaban szemléltetjilk egy génexpresszids
kazetta kozvetlen molekularis klonozasat egy pox-
virusgenomba a taldlmény szerinti eljarassal, egy génse-
bészetileg modositott poxvirus-DNS intracelluléris pako-
lasaval. Ezenkiviil ez a példa illusztrilja az inzertélt sze-
lektiv markergént tartalmaz6 médositott vacciniavirusok
hatékony visszanyerésére szolgalé genetikus szelekcios
eljaras alkalmazasat. A kisérleti eredmények nyilvanva-
16v4 teszik azt is, hogy a rekombinécid gyakran létrejon
a pakoland6 DNS és a fert6z6 helpervirus k6zott a pako-
14s soran, ha a helpervirus DNS-e homolég a pakolandé
DNS-sel.

Kozelebbrdl az alabb ismertetett elsé kozvetlen mole-
kularis klonozokisérlet azt mutatja, hogy egy markergén
(gpt-gén) kazetta Notl restrikciés fragmensként inzer-
talhatd egy Notl-gyel hasitott vacciniavirus DNS-be, és
ezutan vacciniavirussal fert6zott emiGssejtekben pakolha-
t6. A 9 vizsgalt plakk kozil 1 tartalmazott olyan virust,
amely a vart szerkezettel rendelkezett, mégpedig egy
gpt-gén egyetlen inszerciojaval ,,a” orientdciéban (lasd
az 1.11 4brat). A fenti, vp7-nek nevezett klon szerkezete
stabil volt a nagy 1éptékl replikacié sorén, szelekcids
szer tavollétében.

A masodik klonozési kisérleti széridban 12 vizsgalt
kl6n koziil 7 rendelkezett a vart szerkezettel. Ebbe a so-
rozatba tartozott azonban 4 kicsi (E1-E4), lassan rep-
likalodd virusplakk is, noha ezek elénydsen normalis
modon nem szelektadlédnak a talalmany szerinti eljaras-
sal. A szelektdldsi korilmények kozott olyan rekombi-
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nansokat is kaptunk, amelyek a szelektiv markergént
t6bb inzertben tartalmaztak. Az elGbbi tobbszords inzer-
tet tartalmazo rekombindnsok stabilitdsat nem vizsgal-
tuk szelekcios szer tavollétében, amelyrdl tudott, hogy
az egyébként nem stabil szerkezeteket stabilizalja [lasd
Falkner és Moss, J. Virol. 64, 3108-3111 (1990)].

A vart szerkezetek viszonylag alacsony hozama
meglepd volt, tekintettel a DNS-molekuldk helyspecifi-
kus hasitdsdra és ligalasara alkalmazott génsebészeti
médszerek ismert precizitdsara. Azonban az el6bbi mo-
dellrendszerben az inzertalasra kivalasztott szekvencia,
a gpt-gén-kazetta a P7,5 promoter vacciniavirus DNS-
szekvenciait tartalmazza, amelyek homologok két endo-
gén vacciniavektor promoterrel, amelyek a vacciniage-
nom invertalt terminalis ismétlédéseiben lokalizalt két
vacciniavirus 7,5 kD polipeptidgént szabalyozzak [1asd
Venkatesan, B., Baroudy B. M. és Moss B., Cell 25,
805-813 (1981)]. Ezt a P7,5 promotert alkalmaztik
vacciniavirus rekombinansok szerkesztésére hagyoma-
nyos intracelluldris rekombinaci6val, és stabilan integ-
ralhat6 vaccinia timidin-kinaz génbe [Mackett és Smith
(1986)]. Esetenként azonban a DNS-fragmensek szub-
molaris mennyiségei megjelennek a hagyomanyos
rekombinansok analizise sordn, ezek masodlagos re-
kombinacids eseményekbdl szdrmazhatmak. Ha a P7,5
promotert az endogén P7,5 promoterek kozelébe (azaz
néhany kilobazison beliil) inzertaljuk, csak azok a re-
kombinansok stabilak, amelyek egy invertalt ismétl6do.
szerkezettel rendelkeznek, ezt a megfigyelést hasznal-
tak ki egy delécios eljaras kifejlesztésére, amely egy
tandemszeriien ismétlédé P7,5 promoter szegmens in-
zertalasan alapul [Spehner, D., Drillien, R. és Lecocq,
J. P., J. Virol. 64, 527-533 (1990)].

A jelen esetben, amikor egy gpt-gén-kazettat
inzertalunk a vacciniavirus Notl helyére, a bal invertalt
terminalis ismétl6dés és az inzertalt kazetta P7,5 promo-
terei kozotti tavolsag mintegy 30 kb, valoszinleg elég
kozeli ahhoz, hogy masodlagos destabilizlé rekombi-
néacidés eseményeket okozzon. Ténylegesen csak né-
hany lassan replikalddé instabil klon szerkezete tartal-
maz inzertet ,,b” orienticidban, amely az inzertalt és az
endogén promoterek tandem ismétléd6 elrendezédését
jelentené. fgy ennek a szerkezetnek a ritka eléfordulisa
legvalésziniibben a gpt-gén-kazetta P7,5 promoterei-
nek és az endogén P7,5 promoterek helyének kozelségé-
vel, és a P7,5 promoter tandemszer(ien ismétl6dd kopia-
inak ismert instabilitasdval magyarazhato.

Ezzel szemben a vp7 virus és néhény mas izolatum
(A1, A4, C1 és C2) ,,2” orientici6ban tartalmaz inzerte-
ket, és ezek stabilak. Egy izolatum, a C4 szerkezeti ana-
lizise egy fej-lab kett8s inzertre utal.

A miésodik klonozokisérlet-sorozatban (5 kiilonbo-
z4 mintaban) a bepakolt gpt-génre pozitiv virusok titere
kozelitSleg 1 x 105 pfu/8 x 106 sejt, mig az elsd kisérlet-
sorozatban ugyanilyen szamu sejtre 1—2 x 102 pfu titert
kaptunk. A mddositott virusok titerét szdmos faktor be-
folyasolja, tobbek kozott a ligalas és pakolas hatékony-
saga, a klonozasi eljarasban alkalmazott reakcio- és te-
nyésztési korilmények és az a gondossag, amit arra for-
ditunk, hogy elkeriiljiikk nagy molekuldju vektor DNS-
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nyirddasat a kezelés soran. Az aldbbiakban ismertetett
standard koriilmények kozott altalaban 105 pfu/8x 106
sejt kortili titerek varhatok.

Mig a jelen példa azt mutatja, hogy a vacciniavirus
egyetlen, génen beliili Notl helye alkalmazhato idegen
DNS inzertaldsara, annak sziltkségességét is bemutatja,
hogy meg kell fontolni, hogy egy javasolt inzert tar-
talmazhat-e olyan tipust virdlis szekvenciakat és orien-
taciokat, amelyek ismert modon vagy feltehetSleg a mo-
dositott virusok instabilitasat okozzik. Stabilitds szem-
pontjabol elonyodsek azok az inzertek, amelyekben
nincs homolégia az inszercié helyéhez kozeli (példaul
30 kb-on beliili) viralis szekvencidkkal. Ennek megfele-
16en a csak rovid, a vektor transzkripcids rendszere al-
tal felismerhetd szintetikus promoter szekvenciakat tar-
talmazé inzertek elénydsek azokhoz képest, amelyek
nagy viralis DNS-szegmenseket tartalmaznak, beleért-
ve a viralis vektor természetes promotereit is (lasd pél-
daul az S1 promotert a 4. példaban alabb).

Az alabbi anyagokat és modszereket alkalmaztuk
ebben, és az Osszes tobbi példaban, kivéve, ha azt mas-
képp adjuk meg.

Ortopoxvirus és DNS tisztitasa

A vacciniavirust [vad tipusi Western Reserve
(WR) torzs; American Type Culture Collection No. VR
119] két egymast koveté szacharoz gradienssel tisztit-
juk Mackett és munkatarsai modszere szerint [D. M.
Glover, DNA Cloning: A practical approach, 191-211
(IRL Press, 1985)]. A virus DNS-t proteinaz K—SDS el-
Jarassal allitjuk elé Gross—Bellard és munkatarsai mod-
szere szerint [Eur. J. Biochem. 36, 32—-38 (1973)].

Izoldlt poxvirus DNS-mdodositdsa

A virdlis DNS-t (rendszerint 2—5 pg-ot) megfelelé
mennyiségi, egy vagy tobb szekvenciaspecifikus endo-
nukleazzal (példaul Notl bakterialis restrikcios endo-
nukledzzal) hasitjuk, adott esetben borjubél lugos fosz-
fatazzal (Boehringer, Inc.) kezeljiik, és fenolos ext-
rakcioval és etanolos kicsapassal tisztitjuk a szokasos
rekombinans DNS-modszerek szerint. A kapott viralis
DNS-karokat 5—50-szeres molfeleslegben 1évG inzerta-
land6 DNS-fragmenssel ligaljuk, amely a viralis karral
valo ligdlasra kompatibilis végekkel rendelkezik. A li-
gacios elegy egy aliquotjat lengetett (field inversion)
gélelektroforézissel analizéljuk.

Még pontosabban, az alabb ismertetett masodik
kisérletsorozatban (A—E) 2 pg Notl-gyel emésztett,
foszfatazzal nem kezelt vacciniavirus-DNS-t ligdlunk
200-600 ng gpt-gén-kazetta inzerttel 30 ml térfogat-
ban, 5-15 egység T4 ligazzal, 12 °C-on, 48 6ran ke-
resztill, amint azt az 1. tablazatban Gsszefoglaltuk.

In vivo pakolas emldssejtekben

8x 106 afrikai z6ldmajom (CV-1)-sejtet fertGziink
helpervirussal (vagy vaccinia WR vad tipusu, vagy
WR6/2 virussal vagy mas virussal, ahogy azt jelezziik)
0,2 pfu/sejt koncentracioban 2 6ran keresztil. A vi-
rionokbol izolalt intakt DNS-ekkel valo pakolas bizo-
nyitasara el8szor 20 pg viralis (vPgD) DNS-t alkalmaz-
tunk. Az extracellularisan modositott genomok pakola-
sara 1 pg DNS-t alkalmaztunk, amelyet a ligacids reak-
cidelegybdl tisztitottunk. A DNS-eket kalcium-foszfa-
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tos precipitacios technikéaval transzfektaljuk a sejtekbe
(Graham F. L. és van der Eb, 1973). A sejteket szobahd-
mérsékleten 15 percen keresztil inkubaljuk, majd 9 ml
tapkozeget (DMEM, 10% magzati borjuszérum, gluta-
min és antibiotikumok) adunk a sejtekhez 1 ml preci-
pitaitumra szdmolva. 4 6ra mulva a tapkozeget kicse-
réljiik, és az inkubalast 2 napon keresztiil tovabb foly-
tatjuk.

A nyersvirus torzsszuszpenziokat standard eljara-
sokkal allitjuk el6 (Mackett és munkatirsai 1985).
A plakkvizsgalatok és az E. coli gpt-génre val6 szelek-
talas koriilményei a szakirodalombol ismertek [lasd
Falkner és Moss, J. Virol. 62, 1849-1854 (1988); és
Boyle és Coupar, Gene 65, 123—-128 (1988)).

Lengetett (field inversion) gélelektroforézis (FIGE)

A virdlis DNS-t 1%-o0s agardzgélen vélasztjuk szét
Tris/acetat/EDTA-pufferben (40 mmol/l Tris/20 mmol/l
jégecet/2 mmol/l EDTA, pH 8,0) mikrokomputerrel sza-
balyozott energiaforrassal (Consort Model E790).
A fragmensek teljes skalajanak szétvilasztasara egymast
kévetéen 4 programot futtatunk az alabbiak szerint: 1.
pogram: S 6ra 7 V/cm-en, el6re pulzus (F) 6 s, forditott
pulzus (R) 3 s, sziinet 1 s; 2. program: 5 6ra 7 V/cm-en,
F 4 s, R 2 s, sziinet 1 s; 3. program: 5 6ra 7 V/cm-en, F
2s, R 1s, sziinet 1 s; és 4. program: 5-10 6ra 7 V/cm-
en, F8s, R 4s, sziinet 1 s.

PN2 plazmid szerkesztése

A Bluescript II SK plazmidot (Stratagene, Inc.)
HindII-vel emésztjiik, és NotI linkerekkel (Pharmacia
Inc.) ligaljuk. A kapott pN2 plazmid Notl helyekkel ha-
tarolt tobbszords klonozohelyet tartalmaz. Kozelebbrdl
a pN2 tobbszoros klonozohelye az alabbi helyeket tar-
talmazza a megadott sorrendben: Notl, Xbal, Spel,
BamHI, Smal, Pstl, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Clal és
Notl. A pN2 inzertalt Notl linker szekvencidja és a
pBluescript 1I SK (Stratagene, Inc., La Jolla, USA) 5°-
és 3’-hatarol6 régidinak 20 bazisa az 1. azonositasi sza-
mu szekvencidban lathatd. Az inzertalt szekvencia a
21-es helyzetben kezdddik és a 28-as helyzetben ér vé-
get. (Az elsé T-maradék az 5’-végen a 2266-o0s helyzet-
nek felel meg, az utols6 G-maradék a 3-végen a
2313-as helyzetnek felel meg a pN2 plazmidban.)

PN2-gpta és pN2—gpth plazmidok szerkesztése

A P7,5 promoter gpt-génkazettat tartalmazo 1,1 kb
Hpal-Dral fragmenst a pTKgpt—F1s plazmidbél
(Falkner és Moss, 1988) izolaltuk, és a pN2 plazmid
Smal helyére inzertaltuk (1.3 abra). A kapott plazmi-
dok orientaciés izomerek, és ezeket pN2—gpta-nak és
pN2—gptb-nek neveztiik. A vacciniavirus P7,5 promo-
ter—E. coli gpt-génkazetta és a pN2 5’°- és 3’-hatarold
régioinak 20 bazisa a pN2—gpta esetében a 2. azonosi-
tasi szamh szekvencidban lathaté. Az inzert a 21-es
helyzetben kezdédik és az 1113-as helyzetben ér vé-
get. A gpt-gén transzlacids inicidlokodonjanak A-ma-
radéka az 519-es helyzetnek felel meg. A gpt-gén
transzlacios stopkondonjanak T-maradéka a 975-0s
helyzetnek felel meg. (Az 5’-végen az elsé C-maradék
a 2227-es helyzetnek és a 3’-végen az utols6 T-ma-
radék a 3359-es helyzetnek felel meg a pN2—gpta plaz-
midban.)
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A P7,5 vacciniavirus promoter—E. coli gpt-génka-
zetta forditott komplementer formaja, és a pN2 5°- és
3’-hatarol6 régidinak 20 bazisa a pN2—gptb génre a 3.
azonositasi szamu szekvencidban lathaté. Az inzert a
21-es helyzetben kezd6dik, és az 1113-as helyzetben ér
véget. A CAT transzlacids inicialokodon forditott
komplementjének T-maradéka a 615-6s helyzetnek fe-
lel meg. A gpt-gén transzlacios stopkondonja forditott
komplementjének A-maradéka a 159-es helyzetnek fe-
lel meg.

A rekombinans DNS-analizis egyéb szokasos eljara-
sait (példaul Southern-blot, PAGE, nick transzlacid) a
J. Sambrook és munkatarsai altal ismertetett modon haj-
tottuk végre [Molecular cloning (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989)].

Csupasz virdlis DNS pakoldsa

A csupasz poxvirus-DNS helpervirus éltali pakola-
sara szitkséges koriilmények megallapitasa céljabol egy
rekombinans vacciniavirus (vPgD) virionjaibdl izolalt
intakt DNS-t transzfektaltunk helpervirussal (vad tipu-
st vaccinia WR) fert6zott majom (CV-1) sejtekbe.
A kiviélasztott rekombinans virus szamos, konnyen fel-
ismerhet6 fenotipikus markert tartalmaz. igy a vPgD ge-
nom a virdlis timidin-kinaz (tk) lokuszban egy gyogy-
szerrezisztencia markert tartalmaz (az E. coli xantin-
guanin-foszforibozil-transzferaz enzimjét kodold gént;
azaz a gpt-gént) és egy konnyen detektalhaté marker-
protein (humdn plazminogén) génjét. Ezt a virust erede-
tileg egy vacciniavirus torzsbd! allitottak el [WR 6/2:
Moss és munkatarsai J. Virol. 40, 387-395 (1960)],
amelyben mintegy 9 kb delécid van, és ennek kovetkez-
tében nem expresszalja a Kotwal és munkatarsai altal is-
mertetett [Nature 335, 176—178 (1988)] viralis f5 szek-
retalt 35K proteingént. A pakolt virus vart fenotipu-
sa ezért: tk-negativ (azaz brom-dezoxi-uridin jelenlété-
ben replikalodik); gpt-pozitiv (azaz mikofenolsav és
xantin jelenlétében replikalodik); human plazminogén
gént expresszal, és nem expresszalja a szekretalt 35K
proteint.

Analizaltuk a fenti pakolokisérletbdl szarmazo
8 gpt-pozitiv plakkot. A plakkok mindegyike tk-nega-
tiv volt, és — amint azt az 1.1 4bra mutatja — mind
expresszalta a plazminogént. Az izolatumokbol 6 (5.,
6., 7., 11,, 12. és 14. sav) nem expresszalta a 35K
szekretalt vacciniaproteint, igy a transzfektalt genomia-
lis DNS 6sszes jellemzGjét mutatta. A plakkok koziil
kettd a 35K proteinmarkert is expresszalta (4. és 13.
sav), ezért ezek a vad tipush helpervirus (8. és 15. sdv)
és a bevitt viralis genomok rekombinansai.

Ez a kisérlet bizonyitja, hogy a virionokbo! extrahalt
poxvirus-DNS bepakolédik, amikor helpervirussal fertd-
zott sejtekbe transzfektaljuk a vizsgalt koriilmények ko-
zott. Ezért ezeket a koriilményeket alkalmaztuk az
1.2 4brén vazolt kozvetlen molekularis klonozassal mo-
dositott genomidlis poxvirus-DNS transzfektalasara is.

Extracellularisan modositott poxvirus-DNS pako-

lasa

A vacciniavirus-genomja az Notl szekvenciaspeci-
fikus endonukledz szimadra egyetlen hasitasi helyet tar-
talmaz a HindIll F fragmens néven ismert régioban.
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A szekvencia tanulmanyozasa ezen hely kdmyezetében
(Goebel és munkatarsai, 1990) nyilvanvalova tette,
hogy az egy gének kozotti régioban lokalizalodik,
amely nem valdszinii, hogy esszencilis a virilis repli-
kaciohoz. Egy markergén expresszios kazettat konst-
rultunk két plazmidban (pN2-gpta és pN2-gptb,
1.3 abra) oly médon, hogy az E. coli gpt-gént mind a
két lehetséges orientacidban inzertaltuk. A gpt-gén a
7,5 kD proteint kédolé vacciniavirus-gén promoteré-
nek [Cochran és munkatéarsai, J. Virol. 54, 30-37
(1985)] szabalyozasa alatt all (P1-gyel jelolve az 1.2 &b-
ran, és P7,5-tel az 1.3 abran). A teljes markergén-ka-
zetta a fenti plazmidok egyetlen 1,1 kb hosszisagh
Notl fragmensében helyezkedik el. A pN2-gpta-bol
szarmazé fenti restrikcios fragmenst Notl-gyel emész-
tett vad tipusi WR DNS-sel ligaltuk és helpervirussal
(WR) fert6zott sejtekbe transzfektaltuk.

Els6 kisérletsorozatban elvégeztiik a fenotipikusan
gpt-pozitiv utédplakkok genomidlis szerkezetének
Southern-blot-analizisét. A virélis izoladtumokat hdrom-
szor plakktisztitottuk és gpt-szelekcid alatt sokszoroz-
tuk. A kiillonb6z6 virusokkal fert6zott sejtek (CV—1)
HindIII-mal emésztett DNS-fragmenseit 1%-o0s agaroz-
gélen valasztottuk szét normalis elektroforézis €s lenge-
tett gélelektroforézis kombindcidjaval. A gélt ezutin
blottoltuk, és 32P-jelzett vaccinia WR DNS-sel és egy
gpt-szekvenciakat tartalmazo jelzett probaval hibridizal-
tuk. Az eredmények megerdsitették, hogy az Osszes
fenotipikusan marker-pozitiv klon tartalmazza az 1,1 kb:
hosszlsagl gpt-inzertet.

Az 1.4 abréan lathat6 a 9 virusizolatummal fertGzott
sejtekbdl szarmazé HindIII DNS-fragmensek blotja
(4-12. sév; 2.1.1-7.1.1 plakkok és 10.1.1-12.1.1 plak-
kok). Megfigyelhet6k a gpt-szekvencidkat tartalmazo
vart 0,8 kb hosszisagi HindIIl fragmensek. A 2. és 3.
savban — ahova a HindIII-mal emésztett vad tipusu virus
DNS-t 100, illetve 50 ng mennyiségben vittiik fel, nem
lathaté kereszthibridizacio a viralis szekvenciakkal.

A kovetkezd kisérletsorozatban a 9 kiilonbozd
plakkal fert6zott CV—1-sejttenyészetek Osszes DNS-ét
Notl-gyel emésztettiik. A szétvalasztott fragmensek
Southern-blotja az 1.5 abran lathatd. Nem vart médon
két sav lathatd a legtobb virusizolatumban, az elére
vart 1,1 kb hossziisagl inzert és egy masodik, nagyobb
fragmens. Csak egyetlen plakk, a 7.1.1 szamu (8. sdv)
mutatta a vart egyetlen 1,1 kb méretnek megfeleld sa-
vot. Noha a nagyobb fragmens hibridizacios jele egyfor-
man er6s az dsszes vizsgalt DNS-ben, az 1,1 kb méret-
nek megfelelé sav intenzitdsa DNS-r6l DNS-re valto-
zik, ami azt jelenti, hogy az 1,1 kb hosszisag inzert kii-
16nb6z6 molaris mennyiségekben lehet jelen a kiilonbo-
z6 genomokban. A vad tipusi viruskontroll (2. siv)
nem hibridizal a gpt-gén-probaval.

Ugyanezt a blotot egy vaccinicavirus DNS-proba-
val is hibridizaltuk. Harom fragmenst vartunk, mintegy
145 kb, 45 kb és 1,1 kb hossziisagat. A kapott blotké-
pek tartalmazzak a vart savokat, de egy tovabbi, mint-
egy S kb hosszusignak megfelel§ savot is mutatnak.
Csak a 7.1.1 plakk nem tartalmazza a nem vért, 5 kb
hosszusagnak megfeleld savot.
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tott vacciniagenomokban Southern-blottal is analizal-
tuk. Amint az 1.2 dbran lathatd, a viralis DNS-inzert ori-
entdcidja vagy ,.a”, vagy ,,b” lehet, amelyek megkiilon-
boztethet6k a DNS-ek megfeleld restrikcios enzimek-
kel valé emésztésével. ElGzetes analizisek utdn a
7.1.1 izolatum — amelyet vp7 klonnak jeloltink —, ugy
tint, hogy tartalmazza a véart moddositott virus geno-
mialis szerkezetét, és ezért megsokszoroztuk és tisztitot-
tuk. Ennek a klonnak a DNS-ét a vad tipusu virus
DNS-ével hasonlitottuk §ssze szamos restrikcids enzim-
mel valo emésztéssel és agarézgélen lengetett gél-
elektroforézissel torténd szétvalasztassal (1.6 abra).
A vp7 etidium-bromiddal festett Notl-es emésztési ter-
mékében (2. sav) csak a 145 kb és 45 kb savok tartal-
maztak elegendé DNS-t ahhoz, hogy lathatok legye-
nek, mivel az 1,1 kb inzert savja becslések szerint csak
mintegy 3 ng DNS-t tartalmaz. Azonban egy gpt-spe-
cifikus probaval vald hibridizalassal lathatova valt egy
gyenge sav 1,1 kb-nal (1.7 é&bra, 2. sav).

A HindlIII-mal kapott emésztési termékekben megfi-
gyelhet6k a vart savok 1,4 és 0,8 kb-nal. Varhaté mo-
don a 0,8 kb sav hibridizalt a gpt-gén-probaval (1.6 és
1.7 ébra, 4. sav). Az Notl-gyel és HindIll-mal kapott
kettGs emésztési termékekben a vart 0,8 kb fragmens
szintén megfigyelhetd (1.6 és 1.7 bra, 6. sav).

A vp7 DNS Pstl-gyel kapott emésztési termékében
megfigyelhetd az elGre vart gpt-szekvenciakat tartalma-
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z6 4,1 kb fragmens (1.6 és 1.7 abra, 8. sdv; az 1.6 abran
a 4,1 kb méretnek megfeleld etidium-bromiddal festett
sav valojaban a 4,1 kb fragmensek dublettje, amelyek
koziil az egyik tartalmazza a gpt-inzertet). Mind Pstl-
gyel, mind Notl-gyel valo hasitas utan a gpt-génkazetta
1,1 kb fragmensként szabadda valik (1.6 és 1.7 abra,
10. sav).

A fenti és egyéb restrikcids nukledzokkal — beleért-
ve a Sall-gyet (1.6 és 1.7 dbra, 12. sv) — kapott emész-
tési mintdk egybevagnak azzal a feltételezéssel, hogy a
vp7 egy stabil mddositott virus, amelyben a gpt-gén a
vacciniavirus-genom Notl helyére épiilt be ,,a” orienté-
cidban (lasd 1.11 &bra).

A klonozasi kisérletek masodik sorozatat kissé mo-
dositott koriilmények kozott hajtottuk végre (lasd 1.
tablazatot és a fent ismertetett modszereket). 5 kiilon-
boz6 ligacios reakcioelegyet (A—E) készitettiink, ame-
lyek azonos mennyiségben tartalmaztdk az Notl-gyel
hasitott vacciniavektor-DNS-t, és névekvé mennyi-
ségekben az inzertalt DNS-t. A pakolast a vaccinia-
virussal fert6zott CV—1-sejtekre megadott standard
koériilmények kozott végeztik. A gpt-pozitiv vacci-
niavirusok titere az Osszes esetben mintegy 1x10°
pfu/8x106 sejt volt. Az dsszes klonozokisérletben a
plakkpopulacid méretét tekintve heterogén volt, mint-
egy fele normalis méret(i, mig a masik fele a normalis-
nal kisebb.

1. tablazat
inzertalt DNS-vektor DNS-hez viszonyitott mennyiségének hatasa a modositott virusok hozamara

Kisérlet

A B C D E
Notl-gyel hasitott vektor-DNS (pg) 2 2 2 2 2
gpt-gén inzert (ug) 0,2 0,2 0,4 0,4 0,6
Inzert molaris feleslege 17 17 34 34 51
T4 ligaz (egység)
gpt-pozitiv virus (x 105) > 15 3 15 15
(pfw/8 x 106 sejt) 1,12 0,88 0,96 0,96 1,16

12 gpt-pozitiv plakkot izolaltunk, az A, C és E jeld
sorozatok mindegyikében 4-4-et, amelyek koziil 8 nor-
malis méretd (nagy) plakk (A1-4 és C1-4) és 4 kismé-
retd plakk (E1-4).

Ezen plakkok mindegyikét analizaltuk oly modon,
hogy CV-1-sejteket gpt-re szelektiv kozegben fert6z-
tiik, izolaltuk az Osszes cellularis DNS-t és restrikcios
nukleazokkal emésztettiik, a fragmenseket FIGE-eljarés-
sal elvalasztottuk, és nitrocellul6z membranra blottoltuk.

Az 1.8 abran mutatjuk be az Notl-gyel emésztett,
vacciniavirus-DNS-prébaval hibridizalo DNS-mintéakat
(A1-4: 1-4. sdv; C1-4: 5-8. sav; E1-4: 9-12. sav).
A gél tultelitettsége miatt a savok kicsit elkendd-
nek, azonban a lényeges jellemzGk vildgosan lathatok.
A 145 kb és 45 kb méret(i savok adjak a 6 jelet. Egy is-
meretlen eredetli, mintegy 5 kb méretdi gyenge sav lat-
hat6 néhany mintaban. A P7,5 promoter gpt-génkazet-
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tat tartalmazo 1,1 kb méretii sav csak 0,6%-at teszi ki a
viralis genomnak, és hibndizaloszekvenciabol (azaz a
P7,5 promoterbdl) csak 300 bp-t tartalmaz. Ezért ez a
sav varhatéan nem ad detektalhatd hibridizacios helyet
az alkalmazott koriilmények kozott. A blot hosszabb ex-
pozicidjaval — amikor a nagyobb savok erésen tulexpo-
naltak — az 1,1 kb méretii sadvok valoban lathatova val-
nak.

Ami a fenotipikusan kis plakkok természetét illeti,
az E1, E3 és E4 kis plakkok csak gyenge hibridizacios
jeleket adnak (1.8 abra 9—12. sav), jelezvén, hogy a vi-
rus ezekben a plakkokban nem replikalodik olyan jol,
mint a normalis méretd plakkokban (1-8. savok), ugyan-
akkor az E2 izolatum nem ad detektilhaté mennyiségi
DNS-t (10. sav).

Az 1.8 abran lithat6 mintdkat gpt-gén-probaval is
hibridizaltuk (1.9 abra). Az Al, A4, Cl, C2, C4, E3 és
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E4 plakkok a varhato egyetlen hibridizacids jelet mutat-
jak (1.9 abra, 1., 4, 5, 6., 8., 11. és 12. sav). Az
A2 plakkban (2. sav) a gpt-gén a 45 kb méretii savba in-
tegralodott. (A 145 kb méretii sdvban lathaté gyenge jel
egy masodik mellékes molekulaval val6 szennyezGdés-
nek vagy masodlagos rekombinacios eseményeknek
tulajdonithat0.) Az A3 plakkban (3. siv) a gpt-gén-
szekvencidk a 145 és a 45 kb méretil savokba épiiltek
be, mig a C3 plakkban (7. sav) ezek a szekvencidk a
145 kb méretii savba és az Notl helyre épiiltek be. Az
A2, A3 és C3 plakkok valdszinileg olyan rekombinén-
sok, amelyek az alkalmazott génkazetta-inzertben és a
virdlis DNS invertalt ismétlédéseiben jelen 1év6 homo-
l6g szekvencidk rendellenes intracellularis rekombina-

Ami a vacciniavirus-DNS-probét illeti, az E1-E4
kis plakkok csak gyenge hibridizacios jeleket mutatnak
(1.9 abra, 9—12. sav), jelezvén, hogy a virus ezekben a
plakkokban nem replikalodik olyan nagy mértékben,
mint a normalis méret( plakkokban. A vad tipusa virus-
DNS és a nem fert6zott CV—1 cellularis DNS nem hib-
ridizal a gpt-gén-probaval (1.9 abra, 13. és 15. sav).

A gpt-gén-inzertek orientacidjat és példanyszamat
ugy hatéroztuk meg, hogy az 1.9 abran bemutatott min-
takat Pstl-gyel emésztettiik, és Southern-blot-analizis-
nek vetettiik ald. A gpt-gén inzertalasabol szarmazé 1j
Pstl fragmensek vart mérete az 1.11 abrian lathato.
A gpt-gén-probaval vald hibridizaciéval kimutattuk,
hogy az Al, A4, Cl és C2 plakkok (1.10 abra, 1., 4., 5.
€s 6. 5av) egyetlen 4,1 kb hosszisagi Pstl fragmenst tar-
talmaznak, ami varhat6 az egyetlen inzertre ,,a” orienta-
cioban (1.11 abra). Az E1 plakkban egy 21 kb méretii
savbol szarmazé gyenge hibridizacios jelet figyeltiink
inzert ,.b” orientacidjanak felel meg.

A C4 és E3 plakkok viralis DNS-ének szerkeze-
te (1.10 4bra, 8. és 11. siv) ,b” orientacidjh kettds tan-
dem inzertnek felel meg. Ebben az esetben 21 és
1,1 kb hosszusagu hibridizalé fragmenseket vartunk
(1.11 abra). A virus szerkezete az E4 plakkban — amely
két, egy 4,1 és egy 1,1 kb hosszisaga fragmenst tartal-
maz — két gpt-gén tandem inszercidjanak felel meg ,,a”
orientacioban. Az A2, A3 és C3 plakkokbol szarmazo
DNS osszetettebb képet mutat, jelezvén, hogy az inszer-
ci6 tobbszords helyeken ment végbe, amelyet tovabb
nem analizaltunk.

Osszefoglalva a masodik klénozokisérletben 8 nor-
mal méretd plakk koziil 5 mutatott olyan genomialis
szerkezetet, amely egyetlen gpt-génkazetta vaccimia-
virus-genom egyetlen Notl helyére valo inszercioja ese-
tén varhato volt. A lassabban szaporod6 kisméreti plak-
kok instabil szerkezeteket tartalmaztak, amelyek a to-
vabbi plakktisztitasi lépések soran elvesztek.

2. példa

Szelektiv markergén (E. coli gpt) klonozasa egy mo-

dositott avipoxvirus-genom (szarnyaspoxvirus

f~TK2a kion) egyetlen (Notl) hasitasi helyére

Ez a példa mutatja be a modositott citoplazmatikus
DNS-virus-genomok kozvetlen molekularis klonoza-
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sanak altalanos alkalmazhatésagat olyan moédositott
avipoxvirus-genomok esetében alkalmazva, amelyeket
in vitro allitottunk el és in vivo pakoltunk. A poxvirus
csalddban az avipoxvirusoknak van a legnagyobb
genomja. A szarnyaspoxvirus (FPV) genomja mintegy
300 kb méretii, ezért az idegen géneket expresszalo
FPV rekombinansokat eddig csak markermentési tech-
nikdkkal lehetett el6allitani [lasd példaul Boyle és
Coupar, Virus Res. 120, 343-356 (1988); Taylor és
munkatarsai: Vaccine 5, 497-503 (1988)].

Ebben a példaban mutatjuk be modositott szarnyas-
poxvirus el6allitasat egy E. coli gpt-gént szabalyozo
poxvirus promotert tartalmazé génexpressziés kazetta
kozvetlen molekularis klonozdsaval egy rekombinans
szarnyaspoxvirus, az f—-TK2a genomjaban az egyetlen
Notl helyre. Ez az Notl hely a lacZ-génben lokalizalo-
dik, amelyet intracellularis rekombinacibval inzertal-
tunk el6zdleg ebbe a rekombinansba. A manipulalt
DNS-t HP2 helper-szamyaspoxvirussal fertézott pri-
mer csirkeembrio-fibroblasztokba pakoljuk, a helper-
virus sokkal lassabban replikalodik, mint az f—TK2a re-
kombinans. A gpt-pozitiv plakkokra valo szelektalas le-
hetdvé teszi a modositott szarnyaspoxvirusok izolala-
sat. Mivel a lacZ-markergént az Notl helyre valo inszer-
cioval inaktivaljuk, az utddvirust az inzertet nem tartal-
maz6 vektorvirustol szintelen fenotipus kiilonbozteti
meg a lacZ-gén expresszidjara végzett kék plakk vizsga-
latban.

Szarnyaspoxvirus DNS tisztitasa

A szarnyaspoxvirus (FPV) HP1 torzset [Mayr és
Malicki, Zentralblatt f. Veterindrmedizin, B sorozat,
13, 1-12 (1966)] és a gyengitett HP1 441 torzset (a
HP1 441. atoltasa) A. Mayr (Miinchen) bocsatotta ren-
delkezésiinkre. A szarnyaspoxvirus HP2 térzset a
HP1 441 torzsbdl kaptuk plakktisztitassal. A primer
csirkeembrid-fibroblasztokat (CEF) a 0 338 807 szi-
mon publikalt eurdpai szabadalmi leiras szerint allitot-
tuk el6. A sejteket 199-es szovettenyészté kozegben
(TCM 199; Gibco BRL) tenyésztettilk, amelyhez 5%
magzati borjiszérumot, glutamint és antibiotikumokat
adtunk. A szarnyaspoxvirust két egymast kovetl sza-
char6z gradienssel tisztitottuk Joklik W. K. méodszere
szerint [Virology /8, 9—18 (1962)]. A virus-DNS-t pro-
teinaz K/SDS-eljarassal allitottuk €ld Gross—Bellard és
munkatarsai modszere szerint [Eur. J. Biochem. 36,
32-38 (1973)].

Szdrnyaspoxvirus-vektor (f—TR2a) szerkesztése,

amely egy inzertalt DNS-szegmensben tartalmaz

egy egyetlen (Notl) hasitasi helyet

A vacciniavirus tk-gént az E. coli lacZ-génnel egyiitt
inzertaltuk a szdmyaspoxvirus tk-génje és 3’-orf-je ko-
z0otti intergénrégioba. A pTKm—-VVtka és pTKm-VVtkb
plazmidokat gy szerkesztettiik meg, hogy a miikodoké-
pes vacciniavirus tk-gént a pTKm-sP11 koztes plaz-
midba klénoztuk. A pTKm-VVika és pTKm-VVtkb
vad tipusi szamyaspoxvirus DNS-sel val¢ intracellularis
rekombinacidjaval két ij FPV vektort allitottunk eld,
amelyeket f—~TK2a-nak és f—TK2b-nek neveztiink.
Mind a két vektor két funkcionalis tk-gént, az endogén
FPV gént és az inzertalt vacciniavirus tk-gént tartalmaz-
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za az inzertalt lacZ-génen kiviil, ezek koziil barmelyik al-
kalmazhaté nem esszencialis helyként egy idegen DNS
inzertaldsara. Kozelebbr6l a lacZ-génben 1év6 Notl hely
egy egyetlen hasitasi helyet képvisel az f-TK2a és
f-TK2b vektorokban, és ezért elényosen alkalmazha-
t6 idegen DNS-ek kozvetlen molekularis klonozasa-
ra ezekbe a vektorokba. A f-TK2a és f—TK2b szarnyas-
poxvirus-vektorok szerkesztésének részletes leirasa a
Scheiflinger és munkatarsai altal benyfjtott ,Rekom-
binans szarnyaspoxvirus” cimidi amerikai egyesiilt lla-
mokbeli szabadalmi leirdsban talalhaté (amelyben a je-
len bejelentéssel egy idGben benytjtott ekvivalens euro-
pai szabadalmi bejelentés elsGbbségét igénylik), amely-
nek teljes tartalmat referenciaként jelen leirdsunkba be-
épitettiik.

In vivo pakolas madarsejtekbe

8 x 106 CEF-sejtet 0,2 pfu/sejt helpervirussal (HP2)
fertéztiink 2 oran keresztiil. A modositott FPV geno-
mok pakoldsara 1 pg tisztitott ligicids reakcidterméket
alkalmaztunk. A sejteket kalcium-foszfatos kicsapasos
technikaval transzfektaltuk a DNS-sel (Graham és van
der Eb, 1973), és szobahémérsékleten 15 percen keresz-
tiil inkubaltuk. A sejtekhez 9 ml tapkozeget (TCM 199,
10% magzati borjuszérum, glutamin és antibiotikum)
adtunk 1 ml csapadékra vonatkoztatva. 4 ora elteltével
a tapkozeget kicseréltiik, és az inkubalast 2 napon ke-
resztill tovabb folytattuk. A nyersvirus torzsszuszpen-
ziokat ismert eljarasokkal allitottuk eld (Mackett és
munkatérsai 1985). A plakkok vizsgalatat és a gpt-sze-
lektalast Scheiflinger és munkatarsai modszere szerint
végeztiik (1991).

Kozvetlen molekularis klonozas szdarnyaspoxvirus-

genom egyetlen Notl hasitasi helyére

Az f-TK2a rekombinans FPV torzs (Scheiflinger
¢és munkatarsai 1991) alkalmas vektorként egy génka-
zetta kozvetlen klonozasara, példaul egy itt ismertetett
gpt-génkazetta modell klonozasara az egyetlen Notl ha-
sitasi helyre. A vektomak ez az Notl helye a lacZ-gén
kodolorégidjaban van, ami szinsziird markerként szol-
gal, mivel a gén inszercidja inaktivéalja. Ennek megfele-
16en a lacZ-pozitiv virusok kék plakkokat képeznek a
kromogén X—Gal szubsztrat jelenlétében, mig azok a
virusok, amelyek az Notl helyen inzertet tartalmaznak,
fenotipikusan fehér plakkot képeznek. Az f—TK2a vek-
tor genomjaba a vacciniavirus timidin-kinaz (tk)-gén is
be van épitve, amely alternativ géninszercios régioként
szolgal. Mind a lacZ-gén, mind a tk-gén hagyoményos
moédszerekkel van beillesztve a szarnyaspoxvirus timi-
din-kindz gén és a 3’-nyitott leolvasasi keret kozotti
intergénrégioba (Scheiflinger és munkatirsai 1991).

Mind a HP1.441 FPV virusok genomialis DNS-é-
ben, mind a vektor f-TK2a torzsben elvégeztitkk a DNS
hasitasat Notl-gyel (2.1 abra). A HP1.441 virulens FPV
torzsbdl szarmazik csirkeembrio-fibroblasztokba val6 so-
rozatos atoltassal végrehajtott gyengitéssel. A HP1.441 a
HP1 441. atoltasa, és ezt szarnyashimld elleni vakcina
torzsként alkalmazzak (Mayr és Malicki 1966), ez a
torzs képes sejttenyészetekben gyorsan replikalodni.

A HP1.441-b6l szarmaz6 DNS-t dsszehasonlito
anyagként analizaltuk az FPV vektor f—-TK2a torzs
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vizsgalatara, amely a HP1.441-b6] szarmazik. A HP1.441
DNS-ének restrikcios analizise (2.1 abra, 1. és 2. sav)
azt mutatja, hogy ebben a térzsben nincsen Notl hely.
Az f-TK2a vektor DNS Notl-gyel valo hasitasa két
nagy fragmenst eredményez, amelyek mérete mintegy
100 és 200 kb (2.1 4bra, 4. sav).

A gpt-gént expresszalo szarnyaspoxvirus kézvetlen

molekularis szerkesztése

A pN2-gpta plazmidban megszerkesztettiink egy
E. coli gpt-gént tartalmazé génexpresszios kazettamo-
dellt, melyben a gpt-gén Notl helyekkel hatarolt ko-
rai/késéi poxvirus promoter szabalyozasa alatt all
(1.3 4bra).

Az f-TK2a vektorba valo klonozashoz a gpt-gén-
kazettat a plazmidjabol kivagtuk, és ligaltuk az Notl-
gyel hasitott f—-TK2a genomialis DNS-ével, amint azt a
2.2 é4bra mutatja. A ligdlt DNS-t szdrnyaspoxvirus
helpervirussal fertdzott CEF-sejtekbe transzfektaltuk.
A gpt-pozitiv plakkokat — amelyek fehérek maradtak az
X-Gal-t tartalmazo felsé réteg alatt — csirkeembri-
fibroblasztok fertézése utan Southern-blottal tovabb ana-
lizaltuk. Izolaltuk az dsszes cellularis DNS-t és az elva-
lasztott Notl fragmenseket a helper-szarnyaspoxvirus
(HP2) 32P-jelzett DNS-ével és gpt-gén-szekvencidkkal
vizsgaltuk Southern-blot-analizissel az 1. példéban leir-
tak szerint. A gpt-gént az 1,1 kb hosszisag Notl frag-
mensben tartalmazé gpt-pozitiv virusok azt jelzik, hogy
a klonozasi lépésben helyes ligalas ment végbe.

Az inzertet mindkét orientacioban tartalmazé modo-

sitott virusok eléallitasa egyetlen lépésben

Ebben a példaban azt is bemutatjuk, hogyan lehet ki~ -
nyerni egyetlen kozvetlen molekularis klonozasi 1épés-
bdl olyan virusokat, amelyek az inzertalt génkazettat
egyetlen példanyban tartalmazzak valamelyik orienta-
cioban, illetve olyan virusokat, amelyek az inzertalt
gén tobb példanyat tartalmazzak. A DNS-inzert orientd-
cidjat a vizsgalt modositott szarnyaspoxvirus-genomok-
ban megfeleld restrikcids enzimekkel hasitott DNS-ek
Southern-blot-analizisével lehet meghatarozni. Amint
az a 2.2 abran lathatd, a viralis DNS-be inzertalt DNS
az,a” és,b” orientacié egyikében lehet. A jelen génka-
elézetes vizsgalatara példaul a kivélasztott plakkokkal
fert6zott sejtek teljes DNS-ét Clal és Notl restrikcios
endonukledzzal hasitjuk, és 0,8%-os agardzgélen szét-
valasztjuk. A blotot gpt-gén-probaval és szarnyaspox-
virus-probéval hibridizaljuk.

A rekombindns virusok Notl-gyel emésztett DNS-
mintaiban a gpt-génkazetta 1,1 kb hosszusaga frag-
mensként hasitodik ki. Azon DNS-ek Clal-gyel val6 ha-
sitisa, amelyek egy inzertet tartalmaznak ,,a” vagy ,,b”
orientacioban, szintén kiilonbozd jellegzetes fragmen-
seket eredményez, amelyek egy gpt-gén-probaval hibri-
dizalnak, amint az a 2.2 4bran lathaté szerkezetekbdl
megéllapithato.

3. példa

Modositott ortopoxvirus (vacciniavirus) genomidlis
DNS heterolog pakolasa avipox (szarnyaspox) hel-
pervirussal és a rekombinansok szelektaldsa ezt ko-
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vetden olyan gazdasejtfajtikban, amelyekben a hel-

pervirus nem tud replikalodni

A poxvirus-DNS heterolog pakolasa — példaul egy
ortopoxvirus-DNS pakoldsa egy avipoxvirussal — ed-
dig még nem volt ismertetve a szakirodalomban. Ebben
a példaban bemutatjuk, hogy extracellularisan médosi-
tott vacciniavirus-DNS in vivo pakolhatd szarnyaspox-
virussal csirkeembrié-fibroblasztokban. A helpervirus-
10l eltér6 gazdaspecificitassal rendelkezd vektorvirus al-
kalmazésa egyszeri és hatékony eljarast biztosit a mo-
dositott virus tisztitasara egyetlen plakkvizsgalati lépés-
ben. igy a jelen példiban a rekombinans ortopoxvirust
plakkvizsgalattal nyertiikk ki emls (CV—1)-sejtekben,
amelyek a helper-avipoxvirus teljes replikaciojat nem
engedik meg. A vektorba inzertalt DNS-be egy domi-
nans szelektiv marker beépitése elGsegiti a szelektiv
plakkvizsgélati koriilmények alkalmazasat olyan viru-
sok kizarasara, amelyek a kivant inzerttd] mentes vek-
tor-DNS-t tartalmaznak.

A heterolég pakolasi modszer masik eldnye, hogy
kisebb az esély a vektor- és a helpervirusok k6zotti re-
kombindciéra. igy példéul az ortopox- és avipoxviru-
sok kiilonboz6 génuszokba tartoznak, amelyek kiilonbo-
z6 morfologiaval és replikécios tulajdonsagokkal ren-
delkeznek, és csak minimalis szekvenciahomologiat
mutatnak, amit standard hibridizacids korilmények k-
z6tt a kereszthibridizdcid hidnya bizonyit. Ezért az avi-
pox- €s ortopoxvirusok genomjainak homolég rekombi-
nici6ja nagyon valoszinttlen, és a fenti két virus alkal-
mazasaval gyakorlatilag elkeriilhet6k a nem kivanatos
rekombinacios események, amelyek gyakran végbe-
mennek a kozeli rokon virusok homolog szekvenciai
kozott [Fenner és Comben, Virology 5, 530-548
(1958); Fenner, Virology 8, 499-507 (1959)]. A pako-
ls sordn a vektor- és a helpervirus kozétti rekombina-
ci6 kikiiszobolésének egy mésik moédja az, hogy re-
kombinaciohianyos virustorzseket vagy gazdasejteket
alkalmazunk.

Ebben a példaban egy markergént (poxvirus pro-
moter szabalyozasa alatt 4116 E. coli gpt-gént) tartalma-
z0 expresszios kazettamodellt inzertalunk extracellula-
risan a vacciniavirus-DNS egyetlen Smal helyére. A vi-
ralis DNS hasitasara alkalmazott fenti restrikcios enzim
tompa végeket alakit ki, amelyek elénydsen barmely
egyéb, tompa végl hasitast eredményez6 nukleazzal
eldallitott tompa végli DNS-inzerttel ligalhatok, vagy
példaul egy polimerazt vagy exonukledzt alkalmazha-
tunk a tompa végek kialakitasara egyszali végekkel ren-
delkezd inzertekbdl.

A virus pakolasira a médositott genomialis DNS-t
szarnyaspoxvirussal fert6zott gazdasejtekbe transz-
fektaljuk, amelyekben mind a vacciniavirusok, mind a
szaryaspoxvirusok képesek replikalodni (csirkeemb-
rid-fibroblasztok). Mivel a helper-szarnyaspoxvirus
gazdaspecificitdsa madarsejtekre korlatozodik, a vacci-
niavirus-klénokat emlds gazdasejtekben (afrikai zold-
majomvesesejtek, CV—1) szelektaltuk az utddok plakk-
tisztitdsdval a transzfektalt sejtekbSl. A gpt-gén exp-
resszidra vald parhuzamos szelektédlast alkalmaztunk a
csak modositott vacciniavirusok izolalasara. A pox-
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virus rekombinédnsok eldallitasara hagyomanyosan al-
kalmazott eljardssal szemben — amelyben egyetlen
intracelluldris genetikus keresztezésben rendszerint az
idegen génnek csak egy példanyat tudjuk beilleszteni
az egyik orientacidéban — a jelen példaban az egyetlen

cpep

cpey

len extracelluliris genomialis modositéreakeio termé-
keiben.

A jelen példa kisérleti eredményei azt mutatjak,
hogy a ligalt vacciniavirus-DNS-ek helper-szarmyas-
poxvirus altali pakolasdnak hatékonysaga alacsony az
intakt vacciniavirus-DNS szdrnyaspoxvirussal valo pa-
kolasaval osszehasonlitva, amelynek hozama 3 napos
replikdcid utdn 5x 103 — 1x104 pfu/6x 106 csirkeemb-
rio-fibroblaszt. Az egyik pakolasi kisérletben (amely-
ben az F12 plakksorozatot allitjuk el6) a pakolt modosi-
tott virus hozama 9x102 pfu és egy masik kisérlet-
ben (amellyel az F13 sorozatot allitjuk eld) 5x102
pfu/6x 106 csirkesejt. A fenti, viszonylag kis pakolési
gyakorisig egyik oka ezekben a kisérletekben az, hogy
hianyzik a vektor-DNS-karok defoszforilezéses kezelé-
se, és ezért ezek képesek inzertek nélkiil is Gjraliga-
16dni. A fenti kezelést azért melldztiik, mivel a tompa
végli DNS-fragmensek defoszforilezése rendszerint
nem kielégitS. Ezt a problémat ragadds végi, t6bbszo-
ros hasitasi hellyel rendelkezd gazdavirus torzsek szer-
kesztésével kiiszobolhetjiik ki, amelyek nem képesek
az iranyitott kényszeritett klonozasra, ezaltal az idegen
DNS-fragmensek inszercidja sokkal hatékonyabb.

A pakolés hatékonysagat befolyasold masik fakter
az a helper- és a pakolt virus kozotti interferencia cellu-
laris szinten. Standard pakolokoriilmények kozott 3 na-
pos inkubdcié alatt a helpervirus (szarnyaspoxvirus)
rendszerint mintegy 1 x 108 pfu/6 x 106 csirkeembrid-fib-
roblaszt titerre replikdlodik. A szdrnyaspoxvirus nagy
feleslege a pakolt vacciniavirushoz képest olyan feltéte-
leket teremt, amelyek negativ interferenciajelenséget
produkélnak, és gatoljak a pakolt virus replikaciojat.

Ezt az interferenciat minimalisra csokkenthetjiik, ha
a pakolasra emldssejteket hasznalunk helper-szarnyas-
poxvirussal kombindciéban a 7. példaban leirtak sze-
rint. Ebben az esetben a gazdasejtek nem segitik el6 a
segité szarmyaspoxvirus teljes replikaciojat. Noha a
ligalt vacciniavirus-DNS szarmyaspoxvirus aitali pako-
lasi hatékonysagat nem vizsgaltuk emlSs gazdasejtben,
nem hasitott vacciniavirus-DNS-sel a pakolas hozama
2 x 106 pfu/8 x 106 eml8s (CV—1)-sejt volt.

Az egyes virdlis rekombinansokban — amelyeket
egy adott inszercios plazmid intracellularis rekombina-
cigjaval allitunk el6 — az inzertnek egy orienticidja
van a homolég hatdrol6-régié polaritasatol fiiggéen a
plazmidban. A transzkripcids interferenciajelenség ko-
vetkeztében [példaul (Ink és Pickup 1989)] az egy
poxvirusvektorba inzertalt gének expresszids szintje az
tol fugg. Ezért el6nyos, hogyha egyetlen reakciolépés-
ben el6 tudunk allitani olyan virusokat, amelyek mind-
két lehetséges orientacidval rendelkeznek. Az e példa-
ban ismertetett eljaras egyik elénye, hogy egyetlen
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ligalasi reakcidban el@allitjuk az inzertalt DNS mindkét
azokat a varidnsokat, amelyek a legnagyobb expresz-
szids szinttel rendelkeznek. Ebben a példiban a kazetta
elényds orienticidja a vacciniavirus valasztott Smal
inszerciés helyén a ,b” orientaci6, amit az a tény bi-
zonyit, hogy a médositott virusok tobbsége ezzel a ge-
nomidlis szerkezettel rendelkezik. Ebben a kazetta-
ban az idegen gént szabalyozoé P7,5 promoter invertalt
ismétl6d6 orientacidban van az endogén 7,5 kD
polipeptidgénhez viszonyitva. Amint az 1. példdban em-
litettiik, az endogén 7,5 kD méretli polipeptidgének a
vacciniavirus-genom invertdlt terminalis ismétl8dései-
ben lokalizalodnak. A gpt-gén P7,5 promoterének és a
bal terminélis ismétlédésben 1évé P7,5 promoternek a
tavolsdga mintegy 20 kb. Ezért az ,,a” orientacidnak ke-
vésbé stabilnak kell lennie, és ezért kisebb gyakorisag-
gal keletkezik, Gsszhangban azzal a megfigyeléssel,
hogy ezt az orientaciot csak két esetben tudtuk kimu-
tatni. Azonban az F13.4 virusizolatumot (,,a” orienté-
cid) és a VF12.5 virusizolatumot (,,b” orienticié) gpt-
szelektalassal nagy 1éptékben szaporitottuk, és azt talal-
tuk, hogy stabil, el6re vart szerkezettel rendelkeznek.
A t0bbszords inzertet tartalmazd kiilonbdzd szerkeze-
tek szelekci6 nélkiili stabilitdsat még ezutan kell megha-
tarozni.

A ligécios elegyek tobbszoros feleslegben tartalmaz-
tak az inzertet a vektorhoz képest, ezaltal a megfigyelé-
sek szerint el6térbe keriilt a kazetta t6bb példanyanak
inszercioja. Azonban az nem vilagos, hogy ebben a pél-
daban miért talaltunk gyakrabban kettGs inszerciot,
mint az 1. példaban. A bels6 rekombinacids események
kdvetkeztében csak bizonyos tobbszorés inzertkonfigu-
raciok lesznek varhatban stabilak. Tovabbi tanulméanyo-
kat kell végezni a tobbszoros inzertet tartalmazé viru-
sok stabilitasanak kiértékelésére, és az optimalis vek-
tor:inzert arany meghatarozésara a megfelel6 stabilitas
€s expresszioszint biztositasdra, ami az inzert példany-
szamatol fiigg, és minden egyes termék esetén meghata-
rozésra szorul a taldlmany értelmében.

Virus és DNS tisztitdsa

Az 1. és 2. példaban ismertetett eljarasokat és viru-
sokat alkalmaztuk.

Virus-DNS modositisa

A virionokbdl tisztitott virus-DNS-t Smal-gyel ha-
sitjuk, €s egy fenolos és harom kloroformos extrahalas-
sal tisztitjuk. Az alabbi els6 kisérletsorozatban 2 pg ha-
sitott virus-DNS-t ligalunk 400 ng (34-szeres moélfe-
lesleg) inszercids fragmenssel (a pTKgpt—Fls plaz-
midbdl kivagott 1,1 kb hosszisagi Hpal-Dral frag-
mens) 30 ul térfogatban 40 6rdn keresztiil 15 egység
T4 ligzzal (Boehringer, Inc.). A masodik ligaci6s ki-
sérletet ugyanilyen koriilmények kozott végezziik, az-
zal az eltéréssel, hogy az 1,1 kb hosszisighi Smal inzer-
tet 17-szeres molfeleslegben alkalmazzuk, és 5 egység
ligazt hasznalunk.

In vivo heterolog pakolas maddrsejtekben

6x 10 csirkeembri6-fibroblasztot 0,5 pfu/sejt
HP1.441 helpervirussal fertziink, és 2 6ran keresztiil
inkubaljuk. 2 pg ligalt DNS-t transzfektalunk a fert3-
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z0tt sejtekbe, és az 1. példdban a homolog pakolésra is-
mertetett eljaras szerint kezeljiik tovabb. Az els6 plakk-
vizsgalatot CV—1-sejtekben végezziik az 1. példaban le-
irtak szerint.

Modositott vacciniavirus-DNS helper-szarnyaspox-

virussal valo pakolasanak bizonyitisa

A kisérleti elrendezés a 3.1 abran lathato. A vacci-
niavirus genomialis DNS-t szachardz gradiensen tiszti-
tott virionokbdl allitjuk elS, Smal restrikcids endonuk-
ledzzal hasitjuk, és tompa végi idegen génkazettaval
ligdljuk. A ligalt DNS-t szdrnyaspoxvirussal fert6zott
csirkeembrio-fibroblasztokba transzfektaljuk pakolés-
hoz. Az utddvirust plakkvizsgalattal azonositjuk emlGs
(CV—1)-sejtekben, amelyek nem segitik el a szarnyas-
poxvirus teljes replikacidjat, hogy fert6z4 virionokat ké-
pezzenek.

Az eljrast részletesebben az aldbbiakban ismertet-
jiik. Els6 1épésben a pTKgpt—F1s plazmidbél (Falkner
és Moss, 1988) kivagjuk a vacciniavirus P7,5 promoter
altal szabdlyozott gpt-gént tartalmazé génkazetta-mo-
dellt hordozé Hpal-Dral fragmenst, és kozvetleniil
ligaljuk a vad tipust vacciniavirus (WR-torzs) egyetlen
Smal helyére. A gpt-gént azért valasztottuk, hogy lehe-
t6vé tegye a modositott virusok pozitiv szelekciojat
(Boyle és Coupar, 1988; Falkner és Moss, 1988). A vac-
ciniavirus-DNS-ben az egyetlen Smal hely a genom
HindIII A fragmensében, az A51R nyitott leolvasasi ke-
retben lokalizalodik. Az A51R gén nem esszencidlis a
viralis replikdcihoz sejttenyészetben (Goebel és mun-
katarsai, 1990).

A ligalt anyagot helper-szarnyaspoxvirussal fer-
t6zott csirkeembrio-fibroblasztokba transzfektaljuk.
3 nap elteltével a sejteket 6sszegytjtjiik, és elGallitjuk.a
nyersvirus torzsszuszpenzidt. A pakolt vacciniavirust
plakkvizsgélattal azonositjuk afrikai z6ldmajomvese-
sejt-vonalban (CV-1) olyan tapkozegben, amely lehe-
tévé teszi a gpt-gént hordozo virussal fert6zoétt sejtek
szelektalasat. Ezzel a szelekcios modszerrel megakada-
lyozzuk az onmagaval ligélt vad tipusi vacciniavirus-
DNS-t tartalmazé virusok plakk-képzését, és elBsegit-
jiikk az inzertalt gpt-génkazetta modellt tartalmaz6é moé-
dositott virusok plakk-képzését.

A kezdeti kisérletekben a pakolas gyakorisaga kicsi
volt. A gpt-pozitiv vacciniavirus titere a 6 x 106 csirke-
embrid-fibroblasztbol elBallitott nyerstorzs szuszpen-
zidban 1x 102 — 1x 103 pfu volt.

13 gpt-pozitiv plakkot szaporitottunk gpt-szelek-
cios korilmények kozott CV—1-sejtben. Izolaltuk a fer-
t6zott sejtek Osszes DNS-ét, HindIII-mal emésztettiik,
0,7%-o0s agarozgélen szétvélasztottuk, és gpt-gén-pro-
baval Southern-blot-analizissel analizaltuk. A 3.2 4bran
lathatd, hogy szamos virust kaptunk, amely a kiilonbo-
z6 modositott genomialis szerkezetekre elére varhato
képet mutatja.

A 2,4, 11. és 13. savban (az F12.3, F12.5, F13.3
¢és F13.5 plakkoknak felel meg) mintegy 45 kb hosszu-
sagu hibridizalo fragmens lathatd, amely akkor varha-
to, ha a génkazetta egyetlen példanyban van inzertilva
a virusgenomba ,)b” orienticioban (lasd a 3.3 4brat).
Egy eldre vart uj, 5,2 kb hosszisagi fragmens is jelen
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van minden esetben, amelyek akkor is lthatok, hogy
ha ugyanezeket a DNS-eket vacciniavirus-probaval
vizsgaljuk a 3.2 abran bemutatott médon.

Két ,,a” orientéciénak megfelel6 képpel rendelkezd
virust talaltunk a 7. és 12. savban (az F12.8 és F13.4 sz4-
mu plakknak felel meg), ahol egyetlen gpt-vel hibridiza-
16, mintegy 5,7 kb hossziisagli fragmenst vartunk. A 7.
sdvban az 5,7 kb hosszisigi fragmens jobban latszik az
autoradiograf hosszabb expozicioja esetében. Az 5. sav-
ban lathato kép (F12.6 plakk) ,,a” orienticidban 1&v3
egyetlen inzertet jelenthet, de a vart 5,7 kb hossziisagh
sdv valamivel nagyobb ismeretlen okok miatt.

3 virusizoldtum mutat ,,a” orient4ci6ji tandem in-
szercionak megfeleld keépet (1., 6. és 10. sav, amelyek
az F12.2, F12.7 és F13.2 plakkoknak felelnek meg).
Ezekben az esetekben két gpt-pozitiv hibridizalé frag-
mens varhato, amelyek 5,7, illetve 1,1 kb hossziisagnak
(lasd még a 3.3 abrat). Az 5,7 és 1,1 kb hosszusaga
fragmensek a virus-DNS ekvivalens mennyiségei eseté-
ben vacciniavirus-probaval hibridizalt blotban is megfi-
gyelhetdk.

A 3. sévban 1év§ izoldtum genomja (F12.4 plakk)
val6sziniileg egy tandem kettés inzertet tartalmaz ,b”
orientaciéban. Ebben az esetben két fragmens, egy
45 kb és egy 1,1 kb hossziisagn fragmens fog varhatéan
hibridizalni a gpt-génnel.

A 9. savban 1év8 virus-DNS (F13.1 plakk) egy fej-
fej kettds inszerciot tartalmazhat. Ebben az esetben
varhatélag egy 45 kb és egy 5,7 kb hossziisagl frag-
mens fog hibridizdlni a gpt-gén-probaval. Azonban
ezenkivill az ilyen DNS-ben kell lennie egy j, 0,6 kb
hossziisagl fragmensnek is, amely vaccinia-DNS-pré-
béval hibridizal, és ténylegesen ezt a fragmenst ki is
mutattuk a vacciniaprobaval hibridizalt blotban. Azon-
ban a vart 5,7 kb hosszisig fragmens valamivel ki-
sebb volt, mint az elére megjosolt, és a vartnal gyen-
gébb hibridizacids jelet produkalt. Ezért ezen rekom-
bindns szerkezetének megerGsitése még részletesebb
analizist igényel.

A tovabbi analizissel kideritettiik, hogy az F12.7 és
F12.3 virusok, amelyeket fent mint ,,a” konfiguraciéji
ketts tandem inszerciét tartalmazé virusokat és az
F12.4 virus, amelyet mint ,,b” szerkezetii kett3s tandem
inszercidt tartalmazé virust jellemeztiink, valdjaban
tobb tandem inzertet tartalmaznak ,.a”, illetve ,b” orien-
tacioban. A 3.2 abran lathaté Southern-blot-analizis
nem tesz kiilonbséget a kettds tandem és a t5bbszords
tandem inzertek kozott.

4. példa

Iranyitott mesterklonozohellyel rendelkezé ortopox-

virus (vacciniavirus) vektor (vdTR) és kompatibilis

expresszios kazettdval rendelkezé plazmidok szer-

kesztése

Ebben a példaban mutatjuk be a taldlmany szerinti
eljarasok alkalmazdsat 0j poxvirusklénozé vektorok
el6allitdsdra a meglévd poxvirusgenomok direkt mole-
kularis médositasaval és klonozasaval. Kozelebbrdl eb-
ben a példaban egy olyan vacciniavirus-vektort (vdTK)
ismertetiink, amely lehetGvé teszi idegen gének ranyi-
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tott inszerciojat (azaz kényszeritett klonozasat) egy ro-
vid, t6bbszdrds klonozohelyet tartalmazé szegmensbe,
amely kiilénb6z6 olyan endonukledz hasitasi helyeket
tartalmaz, amelyek mindegyike egyedi a vektorgenom-
ban. A kényszeritett klonozassal feleslegessé valnak a
szelekcios vagy sziir6vizsgalatok a kivant rekombinan-
sok megkiilonboztetésére az inzertet nem tartalmazd
vektorvirustol, mivel a kiilonb6z8 nukleizokkal hasi-
tott DNS-végek inkompatibilitasa lehetetlenné teszi az
idegen inzertet nem tartalmazé vektorkarok jboli liga-
lasat. Ennek kovetkeztében a kényszeritett klonozasi
modszer a leghatékonyabb médja idegen gének viralis
vektorba val6 inzertalaséra.

Az iranyitott vdTK vektort ugy allitjuk el8, hogy
egy egyedi Notl, Smal, Apal és Rsrll helyet tartalmazé
t0bbszords klonozohelyet inzertalunk a vacciniavirus
timidin-kindz (tk)-génjének helyére (lasd 4.1A 4bra).
Ez a nem esszencialis lokusz az a hely, amelyet leg-
gyakrabban alkalmaznak idegen gének vacciniavirusba
val6 inzertlasara, fGleg azért, mert a tk-negativ viru-
sok pozitivan szelektalhatok. Igy ha a ligalt vdTK vek-
tor-DNS-t egy tk-pozitiv helpervirussal pakoljuk, a vek-
torvirust pozitivan szelektalhatjuk a helpervirus felesle-
gét6l. Ezenkiviil az idegen DNS-vacciniavirus tk-loku-
szaba valé inzertdlisa hagyoméinyos modszerekkel
rendszerint stabil rekombinansokat eredményez.

Az 4 vdTK vektor tobbszords klonozéhelye Notl
és Smal hasitasi helyet tartalmaz, amelyek a vektorban
egyetlenek. A tobbszords klonozohely inzertalasa elétt
a vad tipusi vacciniavirusban (WR-t6rzs) eredetileg je-
len 1év8 Notl és Smal hasitasi helyeket a taldlmany sze-
rinti kdzvetlen molekuléris modositassal toréljik. A ki-
vant modositdsokkal rendelkezé virusokat olyan sziirs-
vizsgalati modszerekkel detektaljuk, amelyek a speci-
fikus nukleinsavszekvencidk megsokszorozasara alkal-
mazott polimeraz lancreakcids (PCR) médszeren ala-
pulnak,

A példaban egy sor olyan plazmidot is ismertetiink,
amelyek elésegitik a vdTK vacciniavektorban 1évé tel-
jes vagy részleges nyitott leolvasasi kereteket k6dold
DNS-¢k expresszitjit. A taldlmany magaban foglalja a
nyitott leolvasasi keretek kozvetlen inszercidjat egy
poxvirus expressziés vektorba, amely minden megfele-
18 szabalyozéelemmel rendelkezik megfelels elrende-
zésben az inzertalt nyitott leolvasasi keret expreszid-
jéra. Azonban a jelen vdTK vektorban nincsenek jelen
ilyen regulatorszekvencidk egy olyan inzertalt nyitott le-
olvasasi keret expresszidjara, amelyb§l hianyoznak a
sajét transzkripcios és transzlacios jelek. Ennek megfe-
lelden a példa szerinti plazmidok célszer(i génexpresz-
szids kazettakat jelentenek nyitott leolvasési keretek ru-
tinszer(i kotésére poxvirus promoterekhez és adott eset-
ben egy transzlacios startkodonhoz. A nyitott leolvasa-
si keretet és a hozza kapcsolt szabalyozdszekvencidkat
ezutdn irdnyitott klonozéssal hatékonyan bevihetjiik a
vdTK vektor mesterklonozohelyére. Az inzertet a két
orientici6 barmelyikében tartalmazé médositott viruso-
kat két plazmid egyikét alkalmazva allithatjuk el6, ame-
lyek az expresszids kazettat a kivant orientacidban tar-
talmazzak mesterklonozohelyiikén. A példdban bemuta-
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tott plazmidok génexpresszids kazettdi két beépitett
restrikcids enzim hasitédsi hely sorozatot tartalmaznak a
nyitott leolvasasi keretek klénozasanak elGsegitésére a
vdTK vektorban. A kazettéik olyan mesterklonozohely-
lyel rendelkeznek, amelyek ugyanazon egyedi hasitasi
helyeket tartalmazzak, mint a vdTK vektor mesterklé-
nozohelye. Ezenkiviil a fenti mesterklénozéhely koze-
pén a kazettak szamos gyakori hasité enzim helyet tar-
talmaznak, amely nyitott leolvasasi keretek kazettakba
val6 inzertalasara alkalmas. Ennek megfeleléen azok a
DNS-ek, amelyeket a kazettaba gyakori hasito helyek
segitségével inzertaltunk, mindkét oldalukon néhény
kilonb6z6 egyedi hasitési hellyel vannak hatérolva,
amelyek alkalmasak a kazetta iranyitott klonozasara a
vdTK vektor mesterklonozohelyére.

Ebben a példaban ismertetiink olyan génexpresz-
szifs kazettakat is, amelyek alkalmasak egyetlen egye-
di hasit4si hely inzertaldsara a vdTK vacciniavirus-vek-
torba. A vektor-DNS hasitdsara egyetlen enzim alkal-
mazisabol ad6d6 csokkent klénozasi hatékonysag ki-
kiiszobolésére ezeknek a plazmidoknak az expresszis
kazettai szelektiv markerként egy E. coli gpt-gént tartal-
maznak.

A vdTK vacciniavektor-rendszert eldnyésen a 3. és
7. példaban ismertetett heterolog pakolasi eljarassal
oOsszekapcsolva alkalmazzuk. A gpt-markert tartalmazo
plazmidok gpt-markergén nélkiili homolég helperviru-
sokkal is alkalmazhatok. A polipeptidek expresszi6jara
vdTK vektort és rokon plazmid rendszereket alkalmazo
szerkezetekre példakat az 5. példaban ismertetiink.

A fenti eldnyokon kiviil a taldlmany szerinti exp-
resszids kazetta plazmidok alkalmasak azon 4ltaldnos
probléma megsziintetésére is, amelyek a hasitott pox-
virusvektor-DNS-ek végei és tobb inzert DNS kozotti
inkompatibilitdsbol adodnak célszerii lehetéségként a
szokésos szintetikus adapter DNS-szegmensek alkalma-
zasa helyett. igy a nyitott leolvasasi kereteket kodolo
DNS-fragmensek izolalasat rendszerint megkonnyiti
olyan restrikciés endonukledzok alkalmazasa, amelyek
rovid és ennek kovetkeztében minden természetes
DNS-szekvenciaban nagy gyakorisaggal el6fordulé fel-
ismerdszekvencidkkal rendelkeznek. Mésrészrdl az
ilyen gyakori hasit6 enzimek rendszerint nem alkalma-
sak az olyan nagy genomokba val6 kézvetlen klonozés-
ra, mint a poxvirusok genomja, péld4ul azért, mert az
ilyen enzimek a nagy DNS-eket tbb fragmensre hasit-
Jjak. Ezen fragmensek ujraligalasa statisztikusan megy
végbe, és ezaltal kevés intakt viralis genom keletkezik.
Ezért egy vacciniavektorban az inszercios helyek elg-
ny6sen a nem gyakori hasité restrikciés endonukleazok
hasitési helyei, amelyeket 4ltaldban nem alkalmaznak
nyitott leolvasési keret fragmensek vagy DNS-inzertek
izoldldsara. A taldlmany szerinti plazmidokban dgy
kiiszoboljiik ki ezt az ltalanos inkompatibilitast, hogy
a gyakori hasito enzimekkel kapott fragmensek haté-
kony inszercijét lehetGvé tessziik a plazmidban, majd
nem gyakori hasité enzimek alkalmazasival hatékony
transzfert biztositunk a vacciniavektorba.

Egyetlen Notl hasitdsi hely térlése vad tipusi vacci-

nia (WR)-virusbol
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A vacciniavirus egyetlen Notl helyét ugy eliminal-
hatjuk, hogy erre a helyre inzertalunk egy , Notl delé-
ci6s adapter” szegmenst, amely az Notl-gyel hasitott
DNS-sel valé ligalas céljara kompatibilis végekkel ren-
delkezik, de nincsenek benne olyan szekvencisk, ame-
lyek az Notl endonukleéz altali felismeréshez sziiksége-
sek. Ezért azok a szekvenciak, amelyek az NotI-gyel ha-
sitott virus-DNS és a virus-DNS és az adapter ragados
végeinek ligalasaval keletkeznek, nem hasithatok Notl-
gyel. Ez az adapter tobb vélasztott restrikcios endonuk-
ledz hasitasi helyet is tartalmaz a DNS-fragmensek ira-
nyitott inszerci6jahoz.

Kozelebbrdl Gigy jarunk el, hogy 1 g vad tipusa
(WR) vacciniavirus-DNS-t Notl-gyel hasitunk, és 1 pg
kett3s szalit Notl delécios adapterral ligéljuk. Az adap-
ter két részlegesen komplementer szarbol all: odN1
(16. azonositasi szami szekvencia) és 0odN2 (23. azono-
sitdsi szdmu szekvencia). Az adapter kdzponti része tar-
talmazza az Stul, Dral, Sspl és EcoRV restrikcis endo-
nukledz hasitasi helyeket. A ligiciés reakcidhoz illesz-
tett adapter oligonukleotidokat alkalmazunk. A liglt
anyagot szarnyaspoxvirussal fert8zétt csirkeembrio-fib-
roblasztokba transzfektaljuk, és a 3. példaban leirtak
szerint pakoljuk.

A vacciniavirus (WR-torzs) egyetlen Notl helyének
torlésére egy mésik eljarast a 4.1 4bra B részében ismer-
tetiink. Elsd 1épésben a vacciniavirus-DNS-t Satl-gyel
hasitjuk, az Satl ,,I” fragmenst izolaljuk az alacsony ol-
vadéaspontii agar6zbél, és egy megfelels plazmid, pél-
daul a pTZ19R (beszerezhetd a Pharmacia, Inc.-t6ly
Sacl helyére klénozzuk. A kapott pTZ—Sacl plazmidot.
Notl-gyel hasitjuk, Klenow-polimerazzal kezeljiik a ra-
gados végek betbltésére, és ujraligaljuk. A ligalt anya-
got E. coli sejtekbe (HB101) transzfektaljuk. A telepe-
ket standard klénozéeljarasokkal izolaljuk. A kapott
pTZ—SacldN plazmidbél hianyzik az Notl hely, és ezt
alkalmazzuk egy reverz gpt-szelekcids kisérletben
Isaacs, S. N., Kotwal, G. és Moss B. modszere szerint
[Virology 178, 626630 (1990)] az alabbi médosita-
sokkal.

8x106 CV—1-sejtet 0,2 pfu vp7 virusizoldtummal
(vacciniavirus, amely az egyetlen Notl helyre beépitve
egy gpt-génkazettat tartalmaz, lasd az 1. példat) fert-
zlink, ezt kovetden a sejteket pTZ—SacldN plazmidbol
elfallitott médositott Sacl fragmensbél szarmazo 20 pg
DNS-t tartalmazé kalcium-foszfatos precipitatummal
transzfektaljuk. A sejteket ezutdn az 1. példaban ismer-
tetett pakoloeljarassal kezeljik. A nyersvirus torzs-
szuszpenziokat haszndljuk STO egérsejtek (American
Type Culture Collection, Rockville, MD; ATCC CRL
1503) fert6zésére 6-tioguanin (6—TG) jelenlétében. Ez
egy negativ szelekcids eljaras, amelyben a virus replika-
cidjdhoz a gpt-gén hidnya sziikséges (Isaacs és munka-
tarsai, 1990), és ezért a jelen esetben a modositott Sacl
1" fragmens integralédasahoz és ezaltal a gpt-gén delé-
cidjdhoz vezet. Azok a plakkok, amelyek 6—TG jelenlé-
tében szaporodnak, sziikségszeriien nem tartalmaznak
gpt-gént, és modositott Sacl I fragmenst tartalmaznak.
A becsiilt hozam az osszes plakkok mintegy 0,1-0,2%-a
(vagyis azonos az ilyen tipusi marker mentési kisérle-
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tekben a rekombinansok normalis gyakorisagaval). Mi-
vel a szelekcios eljaras igen hatékony (Isaacs és munka-
tarsai, 1990), a helyes szerkezetek azonositisdhoz var-
hatélag nem sziikséges nagyszdmi klon atvizsgalasa.
A kivént szerkezet felismerésére az alabbi sziirSvizsga-
latot alkalmazzuk fiiggetleniil att6l, hogy a vaccinia-
virus egyetlen Notl helyének torlésére a fent ismertetett
két eljaras koziil melyiket alkalmaztuk.

Notl hely hianyos virus (vdN) azonositisa PCR-szi-

révizsgalattal

Azokat a vacciniavirus-klonokat, amelyekb6l az
Notl helyet toroltilk, CV—1-sejtekben szaporodé plak-
kok analizisével azonosithatjuk, amely sejtvonal nem
engedi meg a helper-szarnyaspoxvirus szaporodasat.
Egyes plakkokban a virusok DNS-ét PCR alapti sz(ir3-
vizsgalati modszerrel analizdljuk az alabbiak szerint.

A PCR-reakcidhoz az els6 primer az odN1 oligo-
nukleotid (16. azonositdsi szamd frekvencia), a maso-
dik primer az 0odN3 (24. azonositasi szamu frekvencia).
A masodik primer szekvencidja a vacciniavirus-genom-
ban mintegy 770 bp-vel az els§ primer szekvencia utin
(5’-irdnyban) helyezkedik el. A templat az egyetlen
plakknyi virus felével fertézott 1x 106 CV-—1-sejtbsl
szarmaz6 6sszes DNS. A DNS-t standard médszerrel 4l-
litjuk eld, és mintegy 50 ng-ot alkalmazunk a PCR-
reakcioban. A PCR-reakcidkat szokasos modon hajtjuk
végre kereskedelmi forgalomban kaphaté PCR készle-
tek alkalmazasaval. Pozitiv PCR-reakciokkal egy mint-
egy 770 bp hosszisagh DNS-fragmenst kapunk. Azt
a virust, amelybdl az Notl helyet delécidval torsltiik,
vdN-nek nevezziik.

Egyetlen Smal restrikcios hely delécidja vdN vacci-

niavirusbol

A vacciniavirus WR-torzs egyetlen Smal helyet tar-
talmaz egy nyitott leolvasasi keretben (A51R), amely a
virus sejttenyészetben valo replikiciojdhoz nem esszen-
cidlis (Goebel és munkatarsai, 1990). Noha ez a hely al-
kalmas idegen gén inszercidjara, a jelen példdban azon-
ban ezt a helyet toroltiik annak érdekében, hogy egy
tobbszoros klonozohely kazettarészeként egy j, egyet-
len Smal hely bevezetésével sokoldalibb vacciniavirus-
vektort allitsunk el8.

A fentieknek megfeleléen 1 pg vdN virus-DNS-t
Smal-gyel hasitunk, és a HindlIII restrikciés nukleaz fel-
ismerGszekvenciajat (odS1, 5’-AAGCTT-3’) tartalma-
z6 hexamer linker feleslegével ligaljuk. Ezen linker
inszercidja a vacciniavirus Smal hasitasi helyére szét-
rombolja az Smal felismerGszekvenciat, és egy j,
HindHI felismerdszekvencia kialakuldsat eredményezi.
A ligalt anyagot szamyaspoxvirussal fert6zott CV-1
sejtekbe valo transzfekcioval pakoljuk a 7. példaban le-
irtak szerint.

A vacciniavirus (WR-t6rzs) egyetlen Smal helyét a
4.1 abra C részében ismertetett eljarassal is térolhetjitk
oly mddon, hogy a vacciniavirus-DNS klénozott frag-
mensét modositjuk ahelyett, hogy a teljes vaccinia-
virus-DNS-t kdzvetleniil médositanank. Elsé 1épésben
a vacciniavirus-DNS-t Sall-gyel hasitjuk, a Sall F-frag-
menst izolaljuk alacsony olvadaspontd agar6zbdl, és
egy megfeleld plazmid, példaul a pTZ9R (Pharmacia,
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Inc.) Sall helyére klonozzuk. A kapott pTZ—SalF plaz-
mid két Smal helyet tartalmaz, amelyek koziil az egyik
a tdbbszoros klonozohelyen van, és a masik a vaccinia-
szekvenciaban (4.1 abra C része). A pTZ—SalF-et rész-
legesen emésztjiik Smal-gyel, és I-Scel linkereket
adunk hozza az aldbbiak szerint: elsd szél, I-Scel 1.
linker (25. azonositasi szamu szekvencia) és ennek
komplementer széla az I-Scel 2. linker (26. azonosita-
si szamu szekvencia). A helyes plazmidot — amelyben
a vacciniaszekvenciakbol az Smal helyet delécioval t6-
roltiik — Smal-gyel és I-Scel-gyel val6 hasitassal azo-
nositjuk. A termékplazmidot, a pTZ—SalFdS-t alkal-
mazzuk az Smal delécid bevitelére vacciniavirus-ge-
nomba, reverz gpt-génszelekciot alkalmazva, amint azt
médositandé elényos virusként az F12,5 izolatumot al-
kalmazzuk, amely egy olyan virus, amelyben az egyet-
len Smal helyre egy gpt-génkazetta van beépitve (1asd
a 3. példat).

Az 1-Scel endonukledz hasitdsi hely igy kapott
inszercioja kozvetlen molekuldris klénozasra eldnyoés,
mivel ez az élesztGbal izolalt enzim egy 18mer helyet
ismer fel, ezért a statisztikus DNS-szekvenciakat rend-
kiviil kis gyakorisaggal hasitja. fgy példaul az I-Scel
az élesztégenomot csak egyszer hasitja [Thierry, A.,
Perrin, A., Boyer, J., Fairhead, C., Dujon, B., Frey, B.
és Schmitz, G., Nucleic Acids Res. /9, 189-190
(1991)]. Az I-Scel kereskedelmi forgalomban kaphaté
(Boehringer, Inc.). Egy I-Scel hely bevezetése egy
olyan vektorba, amelyben azt megel6z6en nincsen
ilyen hely, olyan 0j vektort eredményez, amelyben van
egy géninszerciora alkalmas egyedi hasitasi hely. Azt,
hogy egy vacciniavirus-DNS vagy mas vektor-DNS tar-
talmaz-e egy I-Scel hasitasi helyet, a vektor-DNS szo-
kasos restrikcids analizisével hatarozhatjuk meg.

Ha az Smal hely vacciniavirus-DNS-b4l valé torlé-
sére ezt a masodik eljarast alkalmazzuk, a vdTK vektor
szerkesztésének miveleti sorrendje az alabbi: vdS vi-
rus eldallitdsa az Smal hely delécidjaval (1asd fent);
Notl hely deléci6ja az Notl gpt-génkazetta inszerci6ja-
val (lasd az 1. példat) a vdS egyetlen Notl helyére valé
klonozéissal és pakolas, az igy kapott vdSNgpt vi-
rus reverz gpt-szelekcidja a fent ismertetett modon,
vdSNgpt és pTZ—SacldN mint szubsztrat alkalmazésa-
val a marker mentési kisérletben; és a tk-gén delécidja,
amint azt a jelen példaban alabb ismertetjiik.

A vdTK vektort valéjaban egy masik modszerrel
is el6allitottuk, amelyet az alabbiakban ismertetiink.
A vad tipust vacciniavirus Smal helyének delécidjaval
el@allitottuk a koztes vdS virust. Egy masodik kisérlet-
ben vad tipusi vacciniavirusbol t6roltik az Notl helyet,
és igy elGallitottuk a koztitermék vdN virust. A CV-1
sejteket mindkét virussal egyiitt fertGzve, és a rekom-
binans virust PCR-modszerrel szlirve kaptuk a vdSN vi-
rust (ezt a virust egyetlen genetikus keresztezési ese-
mény eredményeként kaptuk). A kiilonboz6 koztitermé-
kek életképességét titralassal hataroztuk meg.

A vdN kldnozokisérletbd] kapott egyes izolatumokat
6tszor plakktisztitottuk (ezaltal biztositottuk a kapott
klénok vad tipusu virustol valo mentességét), majd elsza-
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poritottuk, az eredményeket a 4.1 tablazat A része mutat-
ja. Titrdlas utdn az els6 elszaporitassal nyert nyersvirus
torzsszuszpenziOkat a vad tipusu kontrollal (WR—-WT)
egyltt alkalmaztuk CV-1-sejtek fertézésére 0,1 pfu/sejt
mennyiségben. Ezeket a sejteket 48 6ra mitlva 8sszegyj-
tottiik, és az igy nyert nyers torzsszuszpenziokat Gjratit-
réltuk. Ezeket az eredményeket a 4.1 tablazat B része tar-
talmazza. A vdN/A1 6.1111 és vdN/A110.1111 izola-
tumokat vdN®, illetve vdN10 klénnak neveztiik, és eze-
ket alkalmaztuk nagy 1éptékd virustenyésztéshez.

4.1 tablazat
vdN virus koztitermék életképességének vizsgalata

A) 6 vdN virusizolatum titere elsd szaporitas utin
(pfu/ml nyers torzstenyészet)

vdN/A1 2.1111 1,0x107 pfu/ml
vdN/Al 4.1111 1,3 x 108 pfu/ml
vdN/A1 6.1111 9,0x 107 pfu/ml
vdN/A1 8.1111 8,0x 107 pfu/ml
vdN/Al 101111 4,0x 107 pfu/ml
vdN/A1  12.1111 1,1 x 108 pfu/ml
B) Titer a masodik szaporitas utin

vdN/Al 21111 3,6 x 108 pfu/ml
vdN/A1 41111 2,5x108 pfu/ml
vdN/Al 6.1111 5,9 x 108 pfu/ml
vdN/A1 8.1111 4,2 x 108 pfu/ml
vdN/Al  10.1111 4,3 x 108 pfu/ml
vdN/A1  12.1111 2,2 x108 pfu/ml
WR-WT 5,4x108 pfu/ml

A vdS klénozokisérletb6l nyert egyes izolatumokat
Otszor plakktisztitottuk, majd szaporitottuk és titraltuk,
az eredményeket a 4.2 tdblazat A része mutatja. Az elsd
szaporitassal kapott nyerstenyészeteket a vad tipust
kontrollal (WR-WT) egyiitt alkalmaztuk CV-1-sej-
tek fertézésére 0,1 pfu/sejt mennyiségben. A sejteket
48 ora mulva dsszegynjtjiik, és a kapott nyerstenyészete-
ket Gjratitrdljuk. Ezek az eredmények a 4.2 tiblazat B ré-
szében lathatok. A vdS 7.11 izolatumot vdS2, illetve
vdS7 klonnak neveztiik, és ezeket alkalmaztuk a nagy
1éptékii virusprepartumok elallitisara. Minden eset-
ben a legjobb szaporodési tulajdonsagokat mutat virus-
izolatumot valasztottuk ki a szaporitasra és a nagy lépté-
ki tenyésztésre.

4.2 tablizat
vdS virus koztitermékek életképességének vizsgilata

A) 5 vdS virusizolatum titere els szaporitas utan
(pfu/ml nyers torzstenyészet)

vds 2.11 4,1 x 107 pfu/ml
vds 3.11 6,5 x107 pfu/ml
vds 4.11 8,0x 107 pfu/ml
vds 5.11 2,7x107 pfu/ml
vds 7.11 4,7x 107 pfu/ml
B) Titer a masodik szaporitds utin

vds 2.11 1,6 x 108 pfu/ml
vds 311 1,4 x 108 pfu/ml
vds 4.11 8,0x 107 pfu/ml
vds 5.11 1,3 x 108 pfu/ml
vds 7.11 1,7 x 108 pfu/ml
WR-WT 2,8 x 108 pfu/ml
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Smal hely deléciot tartalmazo virus (vdSN) azonosi-

tasa PCR sziiréssel

Az Smal hely deléciot tartalmazd vdSN vaccinia-
virus-klonokat az alibbiak szerint azonositottuk PCR-
szlrdvizsgalattal.

A PCR-reakcioban els6 primerként az odS2 oli-
gonukleotidot (27. azonositasi szdm\ szekvencia), ma-
sodik primerként az 0dS3 oligonukleotidot (28. azono-
sitdsi szami szekvencia) alkalmaztuk. Az odS2 oligo-
nukleotidszekvencia a vacciniavirus-genomban mint-
egy 340 bazispérral az Smal hely el6tt (3’-iranyban) lo-
kalizalodik, mig az odS3 oligonukleotidszekvencia
mintegy 340 bazisparral ezen hely utan (5’-iranyban)
helyezkedik el. Templatként egy virusplakkal — a fen-
tickben a vdN azonositisdra ismertetett médon — ferts-
z6tt CV—1-sejtek Osszes DNS-e szolgalt. A mintegy
680 bp hosszisagh PCR-rel felerdsitett sav Smal-gyel
szembeni érzékenységét megvizsgilva azt tapasztal-
tuk, hogy az Smal hasitassal szemben ellenalld, jelez-
vén a HindIIl vagy I-Scel linker inszercidjat, mig a
vad tipusu kontroll-DNS két, mintegy 340 bp hosszis4-
g0 darabra hasitoédik. A kivéant linkert az Smal helyen
inzertdlva tartalmazé egyik vacciniavirust vdSN-nek
nevezzik.

Timidin-kindz-gén kodolérégidjanak delécisja

vdSN vacciniavirusbol

A vdSN vacciniavirusbdl egy 10j vektor tdrzset
(neve vdTK) allitottunk el azaltal, hogy a vaccinia-
din-kindz (tk) gént egy tobb egyedi restrikcids endo-
nukledz hasitési helyet tartalmazé szegmenssel helyette-
sitettiik (4.1A abra).

A timidin-kindz (tk) kédolé szekvenciat toréljiik
el6szor a tk-gént tartalmazo vacciniagenom-szegmenst
(HindIII J szegmens) magaban foglalé plazmidbol
(pHindJ—1) (l4sd a 4.2 abrat). A tk-gén helyére ezutin
egy tobbszords klénozohelyet inzertalunk, amely egyet-
len Notl, Smal, Apal és Rsrll helyet tartalmaz Sfil he-
lyekkel hatarolva. Végiil a modositott virusszegmenst
vdSN vacciniavirus-genomba vissziik be, amelyet ez-
utdn vdTK-nak neveziink (4.1A 4bra). A kényszeritett
klénozas tovébbi el8segitésére a vektorban a két Sfil
hely mindegyikét egyedivé tessziik, az Sfil felismerd-
szekvencia (GGCCNNNN’NGGCC) varialhaté termé-
szetét felhasznilva. A két Sfil hely szekvencidja az
aldbbi: Sfil(1), GGCCGGCT’ AGGCC (29. azonositasi
szami szekvencia), és Sfil(2), GGCCATAT’AGGCC
(30. azonositasi szamu szekvencia). A tk-gén végs6 mo-
dositasat tartalmazé ezen plazmidot (pHindJ-3) a
pHindJ-1 prekurzor plazmidbél szerkesztjiik meg
Joop-out” mutagenezissel, és a tk-gén deléciojat szek-
venciaanalizissel igazoljuk.

Prekurzor pHindJ-1 plazmid szerkesztése

Vad tipust vacciniavirus-DNS-t HindIII-mal hasi-
tunk, és a kapott fragmenseket 0,8%-os alacsony olva-
dasponti agarézgélen szétvélasztjuk. A HindIIlJ frag-
menst UV fény alatt kivagjuk, és ismert modszerekkel
kipreparaljuk. A fragmenst a pTZ19R plazmid (Phar-
macia, Inc.) egyetlen HindIII helyére inzertalva kapjuk
a pHindJ-1 plazmidot.
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pHindJ-2 plazmid szerkesztése

A pHindJ-1 plazmidot E. coli NM522 térzsbe
transzfektaljuk, €s az egyszalit DNS-t helper M13K07
faggal a Pharmacia hasznalati Gtmutatoja szerint felil-
fert6zve allitjuk el8. Az egyszalit DNS szolgal templat-
ként a primer odTK1-gyel (31. azonositasi szamu szek-
vencia) végzett helyiranyitott mutagenezishez. Ez a pri-
mer a promoter régioval és a tk-gén transzlaciés stop-
kodonja kériili régioval komplementer. Kozponti részé-
ben egyedi BamHI, Hpal, Nrul és EcoRI restrikcios he-
lyeket tartalmaz. A mutagenézis eljarast az Amersham,
Inc. 4ltal gyartott mutagenezis készlettel hajtjuk végre
a gyarté elGirasai szerint.

A pHindJ-2 szerkesztéséhez a tk-gén-szekvenciat
Weir J. P. és Moss B. irta le [J. Virol. 45, 530-537
(1983)]. A tk-gén-szekvencia az EMBL Adatbankjaban
hozzaférheté PVHINLYJ azonosito (ID) alatt. A plazmid
vektorrészének (pTZ19R) szekvencidja a Pharmacia,
Inc.-t6] beszerezhetd. A delécidval torolt vacciniavirus
timidin-kinaz (tk)-gén koriili szekvencia a pHindJ-2
plazmidban a 4. azonositasi szam szekvencidnak felel
meg. A tk-gén 5’-régidjat (szekvencialistankban az
1-19. bazisok; az ID PVHINLIJ-ben a 4543—-4561. ba-
zisok) kévetik a BamH]I, Hpal, Nrul és EcoRI egyedi
hasitasi helyek és a tk-gén 3’-régidja (jelen szekven-
cialistinkban a 44—67. bazisok; az ID PVHINLIJ-ben
az 5119-5142. bazisok). Az ID PVHINLJ szerinti
4562-5118. bazisokat — amely szekvencia a tk promo-
ter egy részét és a tk-gén kodolorégiot tartalmazza — a
pHindJ -2 plazmidbol delécidval toroltik.

pHindJ-3 plazmid szerkesztése

A pHindJ-2 plazmidot BamHI-gyel és EcoRI-gyel
emésztjiik, és inzertaljuk az Sfil helyekkel hatarolt,
egyedi Notl, Smal, Rsrll és Apal restrikcios helyeket
tartalmazé kettGs szali linkert. A linker a P-J(1) (32.
azonositasi szamil szekvencia) és P—J(2) (33. azonosita-
si szdmu szekvencia) oligonukleotidokbol all.

A pHindJ-3 mddositott szekvencidja az 5. azonosi-
tasi szamu szekvencidnak felel meg. Az inzertalt tbb-
szoros klonozohely a P-J(1) oligonukleotidnak felel
meg. Az inzertalt szekvencia a 21-es helyzeten kezdd-
dik, és a 99-es helyzetben ér véget. A hatarolészekven-
cidk azonosak a pHindJ—2-ben ismertetettekkel.

A tk-delécid vacciniavirusba val6 inzertdlasira a
pHindJ-3 plazmidot HindIII-mal emésztjiik, és a tk-
gén-deléciot tartalmazo, megroviditett Hindlll J frag-
menst alkalmazzuk egy marker mentési kisérletben
Sam és Dumbell (1981) moédszere szerint. A tk-gén-
delécidval rendelkezd virusokat tk-negativ szelekcioval
izolaljuk (Mackett és munkatérsai, 1982), majd ezt ko-
vetden PCR sziiréssel azonositjuk.

Kozelebbrdl a pHindJ—3-ban jelen 1év6 maodositott
HindIII fragmenst HindIIT-mal kivagjuk, és alacsony ol-
vadasponti agarozgélen izolaljuk. A markermentést 1¢-
nyegében Sam és Dumbell altal leirt modon (1981) vé-
gezzilk az alabbi modositasokkal. 5x 10 CV-1-sejtet
fert6ztiink 0,2 pfu/sejt vdSN vacciniavirussal. 1 6rn at
tartd inkubalds utan a fertGzott sejtekbe 1 ml kalcium-
foszfatos precipitatumot transzfektaltunk, amely 1 pg
modositott HindIIIJ fragmenst tartalmaz. 2 napos szapo-
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ritds utdn egy nyersvirus torzstenyészetet kapunk az 1.
példaban ismertetett modon, és human 143B tk-negativ
sejteken titrdljuk brom-dezoxi-uridin (BrdU) jelenlété-
ben Mackett és munkatarsai (1982) médszere szerint.
A tk-negativ plakkokat PCR szlr§vizsgalattal tovabb
analizalhatjuk.

Timidin-kindz delécios virus (vdTR) azonositdsa

PCR-sziirévizsgalattal

A PCR-reakcidban elsd primerként az odTK2 oli-
gonukleotidot (34. azonositsi szdmu szekvencia) hasz-
naltuk, amelynek a szekvencija a tk-gén el6tt mintegy
300 bp-vel helyezkedik el. A masodik primer az
odTK3 (35. azonositasi szamu szekvencia), amely a tk-
gén stopkodonja utdn mintegy 220 bazispérral helyezke-
dik el. A templét az egy virusplakkal fert6zott CV—1-
sejtek teljes DNS-e, a vdN sziir6vizsgélatara leirtak sze-
rint. A tk-gén-delécioval rendelkezd virus sokszoroza-
saval kapott termék mintegy 520 bp hosszisagn, mig a
vad tipusu kontrollal egy mintegy 1,1 kb hosszisagh
fragmens keletkezik.

A vdTR vektor atvitelére alkalmas génexpresszios

kazettakat tartalmazé plazmidok szerkesztése

A kiindulasi plazmid a pAO plazmid, amely a vdTK
vacciniavirus-vektor mesterklonozohelyének egyedi he-
lyeib6l allo mesterklonozohelyet tartalmazza. A pAO
plazmidot Ggy konstrualtuk, hogy a kereskedelmi forga-
lomban kaphat6 plazmid tobbszords klonozohelyét egy
olyan szegmenssel helyettesitettiik, amely a vdTK vek-
tor egyedi helyeit és egy Xhol helyet tartalmaz, amint
azt a 4.3 dbra mutatja.

Kozelebbrdl a pBluescript II SK fragmid (Strata-
gene) tobbszords kldnozohelyének delécidja céljabél a
plazmidot Sacl-gyel és Asp718-cal emésztjiik. A nagy
vektorfragmenst egy adapterral ligdljuk, amely az 6sz-
szeillesztett P—A(0.1) oligonukleotidbél (36. azonosita-
si szamU szekvencia) és a P—A(0.2) oligonukleotidbo!
(37. azonositasi szamt szekvencia) all.

A pAO tobbszords klonozohelye — amely a
P-A(0.1) oligonukleotidnak felel meg — és a pBlue-
script II SK 5°- és 3’-hatarolorégioinak 20 bazisa a 6.
azonositasi szami szekvencidban lathaté. Az inzert a
21-es helyzetben kezd8dik és a 95-0s helyzetben fejez6-
dik be. (Az elsé A-maradék az 5’-végen a 2187-es hely-
zetll bazisnak felel meg, és az utols6 G-maradék a 3’-
végen a 2301-es helyzetii bazisnak felel meg a pAO
plazmidban.)

pAI és pA2 plazmidok szerkesztése

A pAl és pA2 plazmidokat DNS-szegmensek, pél-
daul szintetikus vagy természetes promoter fragmensek
inszercidjahoz terveztiikk. Ezeket ugy Aallitottuk eld,
hogy a pAO Xhol helyére egy linkert inzertdltunk,
amely olyan gyakori hasit enzimek masodik tobbszo-
ros klonozohelyét tartalmazza, amelyek a pAO-t nem
hasitjak. Mind a két plazmid szerkezete azonos, kivéve
a masodik klonozohely orientaciojat (lasd a 4.3 abrat).

A pAO plazmidot Xhol-gyel emésztjiik, és egy
adapterral ligaljuk, amely az Osszeillesztett P—A(1.1)
és P—A(1.2) oligonukleotidokboél 4ll. Az adaptert mind-
két lehetséges orientacidban tartalmazé plazmidokat
izolaltuk, és pAl-nek, illetve pA2-nek neveztiik.
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A pAl tobbszoros klonozohelyét — amely a
P-A(1.1) oligonukleotidnak felel meg — és a pAO 3°-
és 5’-hatarolorégioinak 20 bazisat a 7. azonositast sza-
mu szekvencia mutatja. Az inzert a 21-es helyzetben
kezdédik és 83-as helyzetben ér véget. (Az els6é C-
maradék az 5’-végen a 2222-es helyzetnek felel meg,
és az utolsdo C-maradék a 3’-végen 2324-es helyzeti
maradéknak felel meg a pAl plazmidban.)

A pA2 tobbszorés klonozodhelyét — amely a
P-A(1.2) oligonukleotidnak felel meg — és a pA2 5°-
és 3’-végeinek 20 bazisat a 10. azonositasi szamu szek-
vencia mutatja. Az inzert a 21-es helyzetben kezd6dik
€s a 195-0s helyzetben ér véget. (Az 5’-végen az els6
C-maradék a 2252-es helyzetnek felel meg, és a 3’-
végen az utols6 génmaradék a 2466-os helyzetnek felel
meg a pA2-S1 plazmidban.)

pAl-81 és pA2—-S1 plazmidok szerkesztése

A pA1-S1 és pA2-S1 plazmidok az S1 erds szinte-
tikus poxvirus promoterrel rendelkeznek, amely egy
transzldcids startkodont tartalmaz, ezt egy egyetlen
EcoRI hely koveti, amely alkalmas kapcsolddo startko-
donnal nem rendelkezd nyilt leolvasasi keretek inzer-
talasara. Az S1 promoter a P2-nek nevezett, erés pox-
virus késéi promoternek egy modositott valtozata.

A pAl1-S1 és pA2-S1 plazmidokat agy allitjuk
el6, hogy egy elsé ketts szalu promoter fragmenst
inzertalunk a pAl vagy pA2 Ndel és BamHI helyére
kényszeritett klonozassal (4.4 dbra A része). Kozelebb-
rél a pAl vektort Ndel-gyel és BamHI-gyel emésztjiik,
és egy adapterral ligaljuk, amely az Osszeillesztett
P—P2m1l.1 és P—P2m1.2 oligonukleotidokbdl all. A ka-
pott plazmidot pA1-S1-nek nevezziik.

A pA1-S1 szintetikus promoterszekvenciat (amely
a P-P2ml.1 oligonukleotidnak felel meg) és a pAl 5’-
és 3’-hatdrolérégioinak 20 bazisat a 9. azonositasi sza-
mi szekvencia mutatja. Az inzert a 21-es helyzetben
kezdédik és a 193-as helyzetben ér véget. (Az elsé C-
maradék az 5’-végen a 2228-as helyzetnek felel meg,
és az utolsé G-maradék a 3’-végen a 2440-es helyzet-
nek felel meg a pA1-S1 plazmidban.)

A pA2 vektort Ndel-gyel és BamHI-gyel emészt-
jik, és egy adapterral ligdljuk, amely az illesztett
P-P2ml.1 és P-P2ml.2 oligonukleotidokbol all,
ahogy azt a pA1-S1-re fent emlitettiik. A kapott plaz-
midot pA2-S1-nek nevezziik.

A pA2-S1 szintetikus promoterszekvencia (amely
a P-P2m1.2 oligonukleotidnak felel meg) és a pA2 5’-
és 3’-hatarolorégioinak 20 bazisa a 10. azonositasi sza-
mu szekvencidban lathatd. Az inzert a 21-es helyzetben
kezdddik és a 195-0s helyzetben ér véget. (Az els6é C-
maradék az 5°-végen a 2252-es helyzetnek felel meg és
az utolsé G-maradék a 3’-végen a 2466-os helyzetnek
felel meg a pA2—S1 plazmidban.)

pA1-82 és pA2—-S2 plazmidok szerkesztése

A pA1-82 és pA2-S2 plazmidok az S2 erds szinte-
tikus promotert — a Davison és Moss altal leirt [J. Mol.
Biol. 210, 771-784 (1989)] erds kését szintetikus pox-
virus promoter egy modositott valtozatat — tartalmaz-
zak. Ezek a plazmidok nem tartalmaznak transzlacids
startkodont a promoterrel kapcsolva, és ezért alkalma-
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sak startkodont tartalmazd, teljes, nyilt leolvasasi kere-
tek inzertalasara. A promoterek kiilonb6z6 orientacio-
ban vannak a vdTK mesterklénozoéhelyhez viszonyitva
ebben a két plazmidban.

A pA1-S2 és pA2-S2 plazmidokat egy masodik
kettds szali promoter fragmensnek a pAl, illetve pA2
plazmid Hpal és EcoRI helyére val6 kényszeritett kl6-
nozasaval allitjuk el (4.5 abra A része). Kozelebbrdl,
az pAl plazmidot Hpal és EcoRl enzimekkel emészt-
jik, és az illesztett P—artP(5) és P-artP(6) oligonuk-
leotidokbol 4llé szintetikus linker szekvencidval ligal-
juk. A kapott plazmidot pA1—S2-nek nevezziik.

pA1-S2 szintetikus promoterszekvencia — amely a
P-artP(5) oligonukleotidnak felel meg — és a pAl 5’-
és 3’-hatarolorégidinak 20 bazisa a 11. azonositasi sza-
mi szekvencidn lathatd. Az inzertalt szekvencia a
21-es helyzetben kezdGdik és a 68-as helyzetben ér vé-
get. (Az 5°-végen az els6 T-maradék a 2240-es helyzet-
nek felel meg és a 3’-végen az utolsé A-maradék a
2327-es helyzetnek felel meg a pA1-S2 plazmidban.)

Hasonloképpen a pA2 plazmidot Hpal és EcoRI
enzimmel emésztjiik, és az illesztett P—artP(5) és
P-artP(6) oligonukleotidokkal ligaljuk a pA1-S2-héz
hasonlé médon. A kapott plazmidot pA2—S2-nek ne-
vezzitk. A pA2-S2 szintetikus promoterszekvencia
— amely a P—artP(6) oligonukleotidnak felel meg, és a
pA2 5°- és 3’-hatarolorégidinak 20 bazisa a 12. azonosi-
tasi szamu szekvencian lathatd. Az inzert a 21-es hely-
zetben kezdbdik és 72-es helyzetben ér veget. (Az 5°-
végen az elsG T-maradék a 2263-as helyzetnek, a 3°-
végen az utols6 A-maradék a 2354-es helyzetnek felel
meg a pA2-S82 plazmidban.)

A pAl-S1,apA2-S1, pA1-S2 vagy pA2-S2 plaz-
midok barmelyikébe egy nyitott leolvasasi kerettel
inzertalhatd, majd ezt kdvetéen az expresszios kazetta
kivaghato, és a vdTK virusvektor megfelels helyeire
inzertathat6 irdnyitott klénozassal. A kazettat az alkal-
mazott klonozoé plazmidtol fiiggden barmelyik
orientacidban inzertalhatjuk a virusgenomba.

Szelektiv markerrel rendelkezd expresszios kazettd-

kat tartalmazo plazmidok szerkesztése

(pN2gpt—S3A és pN2gpt—s4)

A kényszeritett klonozasra tervezett plazmidokon
kiviil két tovabbi plazmidot is szerkesztettiink gének be-
vitelére egy poxvirusvektor egyetlen Notl helyére, egy
E. coli gpt szelektalo markergén segitségével. Ezek két
tovabbi poxvirus promotert is szolgaltatnak a fent is-
mertetett S1 és S2 promotereken kiviil. A pN2gpt—S3A
plazmidot (4.7 abra) olyan nyitott leolvasési keretek
inzertalasara alkalmazhatjuk, amelyek nem rendelkez-
nek inicidtorkodonnal. A vacciniavirusba beviendd gé-
neket (a gpt-markert és a nyitott leolvasasi keretet)
vagy magaval az Notl-gyel, vagy két enzimmel, pél-
daul Notl-gyel és Smal-gyel (vagy Rsrll-vel és Apal-
gyel) vaghatjuk ki. A kivagott fragmenst ezutdn a
vdTK virusvektor megfeleld helyére (vagy helyeire)
inzertalhatjuk.

A pN2gpt-S4 plazmidot (4.7 abra) egy AUG transz-
lacios startkodont is tartalmazo teljes nyitott leolvasasi
keretek inzertalasara alkalmazhatjuk. A gpt-markergént



i HU 219369 B 2

és a nyitott leolvasési keretet tartalmazd kazettikat a
pN2gpt—S3A-ra fent ismertetett modon vaghatjuk ki. Az
S3A és S4 promoterek az erSs poxvirus késdi promo-
terek modositott valtozatai.

Az elébbi plazmidokat gy szerkesztjikk meg, hogy
el@szor elballitjuk a pN2—gpta és pN2—gptb plazm-
idokat (4.6 abra), amelyek egy E. coli gpt-gént tartal-
maznak a P7,5 vacciniavirus promoter szabalyozisa
alatt, és ezeket egyedi restrikcids helyek — beleértve az
Notl-et is — hataroljak (1.3 abra). Az S3A vagy S4 pro-
moter fragmens inzertaldsa a pN2—gptb plazmid egyet-
len Pstl és Clal helyeire eredményezi a pN2—gpt—S3A
és pN2gpt—S4 plazmidokat.

PN2-gpta és pN2—gpth plazmidok szerkesztése

Az ¢l6bbi plazmidok szerkesztését az 1. példaban
és a 4.6 abran ismertetjiik.

PN2gpt—S3A plazmid szerkesztése

A kiindulasi pN2-gptb plazmidot Pstl-gyel és
Clal-gyel emésztjik, és a P—artP(7) és P—artP(8) oli-
gonukleotidokbol 4ll6 szintetikus linkerszekvenciaval
(40. azonositasi szaml szekvencia) ligljuk. A kapott
plazmidot pN2gpt—S3A-nak nevezziik.

A pN2gpt—S3A szintetikus promoterszekvencia
— amely a P—artP(7) oligonukleotidnak felel meg — és a
pN2—gptb 5’- és 3’-hatarolorégidinak 20 bazisa lathat a
13. azonositasi szdmu szekvencidban. Az inzertalt DNS-
szekvencia a 21-es helyzetben kezdddik, és a 107-es hely-
zetben ér véget. (Az 5’-végen az els6 T-maradék 3328-as
helyzetnek, a 3’-végen az utolsé6 A-maradék a 3454-es
helyzetnek felel meg a pN2gpt—S3A plazmidban.)

PN2gpt—S84 plazmid szerkesztése

A pN2gptb plazmidot Pstl-gyel és Clal-gyel emészt-
jiik, €s a P—artP(9) és P-artP(10) oligonukleotidokbol
all6 adapter szekvenciaval (41. azonositasi szam szek-
vencia) ligdljuk. A kapott plazmidot pN2gpt—S4-nek
nevezziik. A pN2gpt—S4 szintetikus promoterszekven-
cia — amely a P—artP(9) oligonukleotidnak felel meg —
és a pN2—gptb 5°- és 3’-hatarolorégiinak 20 bazisa a
14. azonositasi szaml szekvencidban lathatd. Az inzer-
talt DNS-szekvencia a 21-es helyzetben kezdddik és a
114-es helyzetben végzddik. (Az 5°-végen az elsé T-
maradék a 3328-as helyzetnek, a 3’-végen az utolsd A-
maradék a 3461-es helyzetnek felel meg a pN2gpt—S4
plazmidban.)

5. példa

Polipeptidek expresszioja vacciniavirus-vektorban

(vdTK) génexpresszios kazettak kozvetlen molekuld-

ris inszerciojaval

Ebben a példiban mutatjuk be azt a lehetdséget,
hogy hogyan lehet egy taldlmany szerinti vacciniavirus-
vektorba (vdTK) klénozott géneket inzertdlni poxvirus
expresszios szerkezetek gyors elGallitisa céljabol a 4.
példaban ismertetett génexpresszios kazettdk kozvetlen
molekularis inszercidjaval. Ebben a példaban ismertet-
jiik a vdTK vektorkazetta-rendszer atkalmazasat olyan
szerkezetek elallitisara, amelyek képesek kiilonféle
modellpeptideket — példaul a humin vérproteineket
(protrombin és plazminogén varidnsait) és egy human
virusantigént (HIV-gp160-at) expresszélni.
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Human protrombint expresszdlé médositott vacci-

niavirus (vPT1) szerkesztése

A humén protrombin (PT) modellként szolgal ide-
gen proteinek expresszidjara a talalmany szerinti vacci-
niavirus-vektorban. Korabban kimutattak, hogy a pro-
trombint kodolé cDNS expresszalhaté egy hagyoma-
nyosan konstrudlt rekombinans vacciniavirus altal (lasd
PCT/EP91/00139 szami nemzetkdzi szabadalmi beje-
lentés, Falkner és munkatérsai, amelynek tartalmat refe-
renciaként beépitettiik a leirasba).

A modositott protrombin cDNS-t 2,0 kb hosszusagi
EcoRI fragmensként vagjuk ki a pTKgpt—PTHBD plaz-
midbél és a pA1-S1 plazmid (4. példa, 4.4 dbra) egyet-
len EcoRI helyére inzertaljuk, amelynek eredményekép-
pen kapjuk a pA1S1-PT plazmidot (5.1 4bra). A fenti
plazmid expresszids kazettajaban a protrombin cDNS
az S1 szintetikus poxvirus S1 promoter szabélyozasa
alatt 4ll, amely transzlacios iniciatorkodont is biztosit.

A humién protrombin szekvenciajat Degen S. J. F.,
MacGillivray R. T. A. és Davie, E. publikalta [Bio-
chemistry 22, 2087-2097 (1983)). Ez a szekvencia
az EMBO Adatbankban hozzaférheté HSTHRI azono-
sitasi szdmon. Az ID HSTHRI1 szekvencia nem tel-
jes, hianyzik beldle a protrombin kodolorégiojanak
elsé 19 bazisparja. Mi szekvendltuk az ID HSTHR1
cDNS-ébdl hianyzé fenti részt, és az alabbiakban is-
mertetjiik.

A t6bb modositas és baziscsere miatt a jelen huméan
protrombin ¢cDNS-klén teljes szekvencidjat kézoljilk a
15. azonositasi szam( szekvencidban, beleértve az S1
promotert és a hatarolé plazmidszekvencidk 20 bazi--
sat is.

A Falkner-féle bejelentésben (PCT/EP-91/00139) is-
mertetett miveletek szerint a cDNS-t az aldbbiak szerint
modositottak : két tovabbi kodont (22-27-es helyzetii ba-
zisok) vezettek be, amely két 0j aminosav beépiilését
eredményezi; a 3’-nem transzlatalt szekvencidt egy
EcoRI hely bevezetésével eltavolitottak; az 1963—1965-
s helyzetii bazisokat (az ID HSTHR1 szekvencidban az
1920-1922-es helyzetil bazisok) TGG-r6l GAA-ra cse-
rélték helyiranyitott mutagenezissel.

A jelen PT cDNS-ben egy bazisparcserét talaltunk,
amely egy 01j Ncol helyet eredményez: az 525-6s hely-
zetli bazis (ID HSTHR 1-ben 482-es helyzetii bézis) cse-
rélédik C-r6l A-ra. Ez egy csendes muticid, mivel
a CCC kodon (Pro) cserélédik CCA kodonra (Pro),
amelynek eredményeként egy j Ncol hely jon létre.
(A 15. azonositasi szamu szekvencia elsé bazisa a
pA1S1-PT-b6l a 2394-es helyzeti bazisnak felel meg,
és az utolso bazis a pA1S1-PT plazmid teljes szekven-
cidjaban a 4381-es helyzet{i bazisnak.

A vdTK vacciniavirus-vektorba val6 transzferhez a
pA1S1-PT plazmidbo6l Notl és Rsrll endonukleazok-
kal véagjuk ki a kazettat, és alacsony olvadasponti aga-
rézgélen valo elvélasztas utan izolaljuk. A vdTK virus-
vektor-DNS-t Notl-gyel és Rsrll-vel hasitjuk, fenollal
extrahaljuk, és etanollal kicsapjuk. A vektor-DNS tobb-
sz6r6s klonozohelyének kis NotI-RsRII kapcsol6 frag-
mense elvész az etanolos kicsapasi lépésben. A vacci-
niavektor-karokat 20-szoros mélfeleslegben 1év3 kazet-
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taval ligaljuk. A ligalt vacciniavirus-DNS pakolasat hel-
per-szarnyaspoxvirussal csirkesejtekben a 3. példaban
ismertetjilk. A CV-1 sejtek fertGzésével eléallitott
plakkokbol szirmazé pakolt virusokat tijra plakktiszti-
tasnak vetjlik ald, és kis mennyiségli nyers torzstenyé-
szeteket készitiink. A virusizolatumokat tovabb anali-
zalhatjuk Southern-blot-analizissel és expresszios anali-
zissel a Falkner bejelentésben leirtak szerint. A pro-
trombin cDNS inszercidjira korrekt genomialis szerke-
zettel rendelkezé virusizolatumot vPT1-nek jeloljiik.
Egy hasonl6 rekombinans vacciniavirus — amelyet mar-
kermentéssel allitottak el6 — Vero-sejtekben mintegy
50-60 milliegység/ml sejttenyészet-feliiliszé aktivitas-
sal indukalja a protrombin expressziojat (Iasd a Falkner
bejelentést).

Human glu-plazminogént expresszalo vacciniavirus

(vGPgl) szerkesztése

A plazminogén (Pg) nativ formaja egy glutamin ami-
nosavval kezd6d6 aminoterminalist tartalmaz, ezért
glu-plazminogénnek (glu-Pg) is nevezik. A plazmino-
gén egy részlegesen atalakitott formajabol hidnyzik az
els6 77 aminoterminalis aminosav (az aktivacios pep-
tid), ezt lys-plazminogénnek (lys-Pg) nevezik. A lys-Pg
affinitdsa a szubsztratfibrinnel szemben sokkal na-
gyobb, mint a glu-Pg-é. Ezenkiviil a rekombinans lys-
Pg sokkal stabilabb, mint a glu-Pg gént hordoz6 (hagyo-
manyos) vaccinia rekombinanssal fert6zott sejttenyésze-
tek feliiliszojaban.

A teljes humén plazminogén cDNS-t (amely transz-
lacids start- és stopkodonokat is tartalmaz) kivagjuk a
plazmidbol (phPlas—6) Ball-Smal fragmensként. A hu-
man plazminogén szekvencidjat Forsgren M., Raden
B., Israelsson M., Larsson K. és Heden L-O. publikal-
ta [FEBS Letters 213, 254-260 (1987)] és az EMBO
Adatbankban (Génbank) HSPMGR azonositdsi szimon
(ID) hozzaférhetd. Ezért ennek a plazmidnak a szekven-
cidit nem kozoltiik a jelen bejelentés szekvencialistdja-
ban, mivel ez a plazmid nem az egyetlen forrdsa a
plazminogén DNS-szekvencianak. Azonban a jelen
plazminogénszekvencia kodolorégidja legalabb egy
nukleotidban kiilonbozik a publikalt szekvenciatol: a
112-es helyzetii A-maradék (ID HSPMGR) egy G-ma-
radékra valtozik a jelen DNS-ben, ami egy aminosav-
szubsztiticiot (Lys -> Glu) eredményez.

A plazminogén cDNS-t a pN2gpt—S4 plazmid (4.
példa, 4.7 4bra) Hpal helyére inzertaljuk. Ezt a plaz-
midot azért valasztottuk egy szelektalomarkert tartalma-
z0 génexpresszios kazetta szerkesztésére, mert a plaz-
minogén cDNS két Apal helyet és egy Rsrll helyet tartal-
maz, és ezért nem engedi meg a kényszeritett klonozasra
tervezett expresszios kazettdk alkalmazasat. A kapott
plazmidot pN2gpt—GPg-nek nevezziik (5.2 abra).

A pN2gpt—-GPg-re megadott 17. azonositasi szami
szekvenciaban lathatd a plazminogén iniciator kodonjat
is tartalmazd S4 promoter csatlakozorégidja (jelen szek-
vencidban a 32-es helyzetil bazis; az ID HSPMGR-ben
az 55-0s helyzetii bazis). A glu-plazminogén kodolo-
cia a stopkodonnal folytatodik (a jelen szekvencidban a
35-0s helyzeti bazis; ID HSPMGR-ben a 2485-6s hely-
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zetll bazis) és a 3’-nem transzlatalt plazminogénszek-
vencia 25 bazisaval folytatodik. Ezt a szekvenciat kove-
ti a phPlas6 tobbszoros klonozohelyének 29 bazisa és a
pN2gpt—-S4 plazmid tobbszoros klonozéhelyének
20 bazisa.

A glu-plazminogén génkazetta vacciniavirus-ge-
nomba valo transzferjéhez a két gént és azok promo-
tereit (a gpt-szelekcidés markert szabalyozé P7,5 pro-
motert €s a glu-plazminogén gént szabilyozé S4 pro-
motert) tartalmazé pN2gpt—GPg Notl fragmensét ala-
csony olvadasponti agardzgélen izolaltuk és tisztitot-
tuk. Ezt a kazettat ligaltuk az Notl-gyel hasitott vdTK
vacciniavirus-DNS karjaihoz. A pakolast és a plakk-
tisztitast a 3. példaban irjuk le. Az inzertalt plazmino-
gén génkazettara helyes szerkezettel rendelkezd virust
vN2gpt—GPg-nek nevezziik. Ezt a virust hasznaljuk
plazminogén expresszidjara CV—1-sejtekben, a marker-
mentési modszerrel szerkesztett analog vacciniavirusra
ismertetett médon. A sejttenyészet feliiliszojaban a
szekretalt glu-Pg koncentriciéja mintegy 1,5 pg/106
sejt hagyomanyosan szerkesztett vacciniavirussal valé
fert6zés utan 24 6raval a vacciniavirus-vektorok idegen
proteinek sejttenyészetben valo expresszidjara alkalma-
zott standard tenyésztési feltételek kozott. A glu-plaz-
minogén a sejttenyészet feliiliszojaban csak egy pro-
teazinhibitor (50 pg/ml aprotinin) jelenlétében volt de-
tektalhato.

Human lys-plazminogént expresszalo vacciniavirus

(vLPgl) szerkesztése

Lys-plazminogént kodold szekvenciat allitottunk -
el6 a teljes plazminogén cDNS-b6l az els§ 77 amino-
savat (Glul-t6] Lys77) kodold 231 bp hosszisagh ré-
gi6 deléciojaval (lasd az 5.3 abrat). Ezt a szekvencit
egy szelektalhaté markergént (E. coli gpt) tartalma-
z0 pN2gpt-S4 plazmid génexpresszids kazettdjaba
inzertaltuk, igy nyertilkk a pN2gpt—LPg-nek nevezett
plazmidot (5.3 ébra).

Ebben a plazmidban a preszekvencia (a szekréciot
medialé szignalpeptidet kodolo szekvencia) kdzvetle-
niill kapcsolodik a plazminogénben 1év3 78. helyzetben
lévé lizinmaradékot kodolo elsd nukleotiddal. Az ezen
fuzidval elGallitott 0j szignalpeptid hasitisi hely ha-
sonlé sok ismert szignal hasitasi helyhez [lasd példaul
von Heinje, Eur. J. Biochem. /33, 17-21 (1983)].

Ezenkiviil a Pg cDNS-iniciator kodonjanak helyére
egy Uj Ncol helyet vezettiink be, a pN2gpt—S4 plazmid
egyetlen Ncol helyére valé kloénozés elGsegitésére, és a
promoter és a Pg-kodolorégié optimalis kapcsolatanak
biztositasira. A Pg cDNS Ncol-gyel vald kivigasianak
eldsegitésére a két belsé Ncol hely egyikét [Ncol(2);
5.3 é4bra] az alabbiak szerint toroltiikk delécioval a Pg
cDNS-bél.

A phPlas6 plazmidot E. coli NM522 torzsbe vittiik,
és egyszali DNS-t allitottunk el6 a helper M13KO7 fag-
gal valo felilfert6zéssel. A mutagenezis elsé ciklusat
két oligonukleotiddal, az oNcol-gyel és az oNco2-vel
végeztiik, templatként az egyes szali phPlas6 DNS-t al-
kalmazva, kereskedelmi forgalomban kaphaté mutage-
nezis készlettel (Amersham, Inc.). Az Ncol oligonuk-
leotid a plazminogén startkodonja elStti két A-mara-
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dékot két C-maradékka alakitja, ezzel egy Ncol hely
alakul ki a startkodon kémyezetében, a plazminogén
preszekvencia kodolorégidjanak megvéltoztatdsa nél-
kiil. Az oNco2 oligonukleotid egy T-maradékot alakit
C-maradékké a Pg cDNS belsé Ncol helyén [Ncol(2)],
eziltal egy olyan csendes mutécio6 keletkezik, amely az
Ncol helyet inaktivalja.

A plazminogén 1-77. aminosavait kddolorégiot de-
1écidval toroltik a mésodik ,,loop-out” mutagenezis 1é-
péssel, egy 42 bazist tartalmazd oNco3 oligonukleotid
alkalmazasaval. Az Osszes mutacidt szekvenalassal és
restrikcios analizissel megerdsitettiik.

A hérom muticiét tartalmazo phLplas plazmidot
Smal-gyel linearizaltuk és Ncol-gyel részlegesen emész-
tettilk. Izolaltuk a 2,2 kb hosszisagli Ncol—Smal frag-
menst és Ncol-gyel és Smal-gyel hasitott pN2gpt—S4
plazmidba inzertaltuk. A kapott plazmidot pN2gpt—
LPg-nek nevezziik.

A pN2gpt-LPg-ben a plazminogén cDNS szdmos
moédositdsa miatt a pLplas Ncol-Smal fragmensének
teljes szekvenciajat bemutatjuk, amely az S4 promoter
20 bazisat és a pN2gpt—S4 5’-iranyu plazmid régidja-
nak 20 bazisat is tartalmazza (18. azonositasi szam\
szekvencia). A plazminogén cDNS-szekvenciat az alab-
biak szerint modositottuk: a 19-es és 20-as helyzetben
kordbban jelen 1évé két A-maradékot (ID HSPMGR-
ben az 53-as és 54-es helyzetd bazisok) két C-mara-
dékra cseréltiik, amely Ncol helyet eredményezett; a
szekvencialistiban megadott szekvencia 21-es helyzet(i
bazisa (ID HSPMGR 55-6s helyzetii bazisa) a plazmi-
nogén startkodonjanak A-maradéka; a 2220-as helyze-
tii bazis (ID HSPMGR-ben a 2485-6s helyzetii bazis) a
stopkodon T-maradéka; az ID HSPMGR 111-es helyze-
ti bazisa (jelen szekvencidban a 77-es helyzetl ba-
zis) az ID HSPMGR 343-as helyzetli bazisaval kap-
csolodik (jelen szekvencidban a 78-as helyzetii bazis),
amely az aktivacids peptidet kodolo szekvencia delécio-
jat eredményezi; a 926-os helyzeti T-maradékot (ID
HSPMGR-ben az 1191-es helyzetii bazis) C-maradékra
cseréltilk (konzervativ csere), amely egy belsé Ncol
hely eltiinését eredményezi.

A lys-plazminogén génkazetta vacciniavirus-ge-
nomba valé bevitelére a két promoter gén (a P7,5 pro-
moter gpt-gén és az S4 promoter lys-plazminogén gén)
kombinacidjat tartalmazd génexpresszios kazettat tartal-
mazd pN2gpt—LPg Notl fragmensét ligaljuk Notl-gyel
hasitott vdTK vacciniavirus vektor-DNS-sel, és a 7. pél-
daban leirtak szerint pakoljuk. Az inzertalt génkazetta-
ra megfeleld szerkezetet tartalmazé egyik izolatumot
— amelyet vN2gpt—LPg-nek neveziink — hasznéltuk a
lys-plazminogén expresszidjara CV—1-sejtekben olyan
koriilmények kozott, amelyeket korabban sejttenyészet-
ben proteinek termelése céljabol hagyomanyosan meg-
szerkesztett rekombinans vacciniavirus expresszios vek-
torok standard koriilmények kozotti tenyésztésére alkal-
maztunk. A sejttenyészet felitliszdjaban a szekretalt
lys-Pg mennyisége mintegy 1,0-2,0 pg/106 sejt a ha-
gyomanyos rekombinanssal valo fertGzés utin 24 Ora-
val. A lys-plazminogén a sejttenyészet feliiluszojaban
tehat inhibitor hozzaadéasa nélkiil is stabil.
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Human immunhianyvirus glikoprotein 160
(HIV-gp160) expresszalasara alkalmas vacciniavi-
rus (vgpl60- 1) szerkesztése

A HIV-gp160 komplett nyilt leolvasasi keretét egy
2,5 kb hosszusagu EcoRV fragmensen kapjuk, amely
egy M13 fag replikativ formaji (RF) DNS-ébé6l kiva-
gott DNS-t tartalmaz [mpPEenv; Fuerst és munkatar-
sai, Mol. Cell. Biol. 7, 2538-2544 (1987)]. Ezt a frag-
menst egy pN2gpt—S4 plazmidba inzertaljuk az 5.4 &b-
ran ismertetett médon. A kapott pN2gpt—gp160 plaz-
midban a gpl60 gén az S4 szintetikus vacciniavirus
promoter szabalyozasa alatt all.

A HIV-gpl60 szekvencidjat Ratner L. és munkatar-
sai ismertették [Nature 3/3, 277-284 (1985)]. A BHS
klon szekvencidja az EMBO Adatbankban (Génbank)
ID HIVH3BHS néven hozzaférhet6. Ezért a gp160 szek-
venciat nem kozoltikk a 19. azonositasi szamu szekven-
egy gpl60 gén iniciatorkodonjat magaban foglalod
EcoRV HIV-gpl60 fragmensét (28-as helyzetii bazis a
jelen szekvencialistdban kozolt szekvencidban; 226-os
helyzeti bazis az ID HIVH3BH8-ban). Az EcoRV
HIV-gpl60 fragmens az M13 fag (replikativ forma)
mpPEenv-bdl szarmazik, amelyet Fuerst T. R., Earl P. és
Moss B. ismertettek [Mol. Cell. Biol. 7, 2538-2544
(1987)]. A szekvencia a stopkodonnal (31-es helyzeti ba-
zis a jelen szekvencidban; 2779-es szamu bazis az ID
HIVH3BHS8-ban) és az EcoRV hely 5’-iranyl részé-
nek egyik felével folytatodik. Ezt a szekvenciat a
pN2gpt—S4 plazmid t6bbszoros klonozohelyének 20 ba-
zisa koveti. Az els6 bazis (T) az altalunk kozolt szekven~
cidban a 3368-as helyzetii bazisnak, az utolsd bazis (G)
az 5973-as helyzetd bazisnak felel meg a pN2gpt—
2p160 szekvenciaban.

A HIV-gpl60 génexpresszids kazetta vaccinia-
virus-genomba val6 transzferjéhez a mindkét gén-
promoter kombinaciot (P7,5 promoter-gpt szelekcids
marker és S4 promoter-gpl60 gén) tartalmazé Notl
fragmenst ligaljuk a vdTK vacciniavirus-vektor Notl-
gyel hasitott DNS-ével, és a pakolast a 7. példdban leir-
tak szerint végezzik. Egy, az inzertalt kazettit helyes
szerkezetben tartalmaz6 izoladtumot vN2gpt—gpl60-nak
neveziink, és ezt alkalmazzuk a gp160 expresszidjara af-
rikai zoldmajom (Vero) sejtekben olyan koriilmények ko-
zott, amelyeket korabban egy hagyomanyosan szerkesz-
tett rekombindns expressziOjara alkalmaztak. [Barrett és
munkatarsai, Aids Research and Human Retroviruses 6,
159-171 (1989)].

Inzerteket hordozo mdodositott virusok sziirévizsgd-

latara alkalmas vacciniavirus-vektor szerkesztése

egy lacZ-gén koinszerciojdval

A pTZgpt—S3AlacZ plazmid (5.5 4bra) hasznos mo-
dellszerkezetet képvisel az inszerciok sziirSvizsgalata-
nak bemutatédsara egy E. coli lacZ-génnel talalmany sze-
rinti kozvetlen klonozasi modszerrel valoé koinzertala-
saval. A pTZ19R plazmidot (Pharmacia Inc.) Pvull-vel
hasitjuk, és a nagy 2,5 kb hossztisagh vektor fragmenst
izolaljuk, és Notl linkerekkel (Boehringer Inc.) ligaljuk.
A kapott pTZ-N plazmid egy tobbszoros klonozohely-
deléciot tartalmaz, amely a pT219R plazmidban az alfa
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kiegészit6 peptid szekvencidjan beliil lokalizalodik.
Ezért pTZ—N-be inzertiland6 lacZ-gén és az alfa kiegé-
szité peptid szekvenciai kozotti esetleges rekombinéci-
6s események ki vannak zérva.

A kozvetlen molekularis klonozashoz egy génexp-
resszios kazetta konstrudldsara gpt-génkazettat és egy
S3A promotert tartalmazé, 1,2 kb hossziisagi Notl
fragmenst vagunk ki a pN2gpt—S3A-bol (4. példa), és
a pTZ-N-be inzertdljuk, igy kapjuk a pTZgpt—S3A
plazmidot. A pTKgpt—F1sB-bol kivagott 3,0 kb hosszd-
sagl EcoRlI lacZ fragmenst (Falkner és Moss, 1988) a
pTZgpt—S3A egyetlen EcoRI helyére inzertaljuk. A ka-
pott plazmidot pTZgpt—S3AlacZ-nek nevezziik.

A fenti plazmid 4,4 kb hosszusagn Notl fragmensét
— amely két markergént (E. coli gpt és lacZ) tartal-
maz — a vdTK virus (4. példa) Notl-gyel hasitott DNS-¢é-
vel ligdljuk. A ligalast és pakolast a 3. példaban leirtak
szerint végezziik. A médositott virusok meghatarozott
hozama gpt-szelekci esetén a 3. példaban talalhato.

Egy tovabbi vacciniavirus-vektort konstruiltunk az
alabbiak szerint. A pTZS4-lacZa és pTZS4~lacZb plaz-
midok hasznilhaté modellszerkezeteket képviselnek
(5.6 dbra). A pTZ—N plazmidot a fentiek szerint allitot-
tuk elé. A génexpresszios kazettét, a gpt-génkazettat és
az S4 promotert tartalmaz6 1,2 kb hosszisigii Notl
fragmenst, amelyet a pN2gpt—S4 plazmidbél vagtuk ki
(4. példa) és a pTZ—N-be inzertaltuk, az igy kapott
plazmidot pTZgpt—S4-nek nevezziik. A placZN* plaz-
midbol — amelyet a pFP—Zsart plazmid (91 114 300—6
szamu eur6pai szabadalmi bejelentés, rekombindns
szarnyaspoxvirus) Notl-gyel vald emésztésével és a
pFP—Zsart P—Notl oligonukleotiddal (5’-GGCCAT-3")
valo ligalasaval allitottak elé6 — kivagtunk egy 3,3 kb
hossziisagii Smal—-Stul lacZ fragmenst. Ezt a 3,3 kb
hosszisagh Smal-Stul lacZ fragmenst a pTZgpt—S4
egyetlen Smal helyére inzertiltuk. A kapott plazmi-
dokat pTZS4-lacZa-nak és pTZS4—lacZb-nek nevez-

Ennek a plazmidnak a 4,5 kb hosszisagti Notl frag-
mensét ligaljuk a vdTK virus Notl-gyel hasitott DNS-é-
vel, és a fent leirtak szerint pakoljuk.

A lacZ és a gpt-szelekcié kombinacidja egyetlen
klénozolépésben nem nyjt semmiféle elényt, mivel az
Osszes gpt-pozitiv plakk tartalmazni fogja a lacZ-gént,
Azonban olyan virusok szerkesztésére, amelyek kiilon-
b6z6 helyeken tartalmaznak inszerciokat, egy masodik
szlirvizsgalat kivanatos. Az els6ként valasztott mar-
ker a gpt-marker, de a lacZ-sziirés egy alternativ méd-
szert jelent az inzertek detektalasara, példaul abban az
esetben, ha a cél viralis genom madr tartalmazza a sze-
lektalhaté marker egy példanyat, példaul az E. coli
gpt-gént.

Az ilyen sziirdvizsgalathoz a pakolds utdn elBallitott
nyersvirus torzstenyészetekbél 2 ml 1/10, 1/100 és
1/1000 higitasokat (lasd a 3. példat) 30 db nagyméretit
(8,5 cm 4tmérdjii) Petri-csészébe rétegeziink (higitdson-
ként 10 Petri-csészét hasznélunk). A kék plakk vizsgala-
tot a standard eljarasok szerint végezziik [Chakrabarti S.,
Brechling K. és Moss B., Mol. Cell. Biol. 5, 3403-3409
(1985)].
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6. példa

Erds, késdi vacciniavirus promoter transzkripcios

szabdlyozdsa alatt dll6, irdnyitott mesterklonozo-

hellyel rendelkezd vacciniavirus-vektor (vS§4) szer-
kesztése

Ebben a példaban ismertetjiik egy olyan vaccinia-
virus-klénozo vektor (vS4) megszerkesztését, amelyet
egy komplett nyilt leolvasasi keret kzvetlen molekula-
ris inzertdlasdra terveztiink egy olyan mesterklénozo-
helyre, amely egy vacciniavirus promoterhez van funk-
ciondlisan kotve. Ennek megfelelGen ennek a vektor-
nak az alkalmazisa a taldlmany szerinti eljarasokkal le-
hetdvé teszi a gének direkt inzertdldsat egy poxvirus-
vektorba egy inszercios plazmid kiilon megszerkeszté-
se nélkill, ami a hagyomanyos rekombinans poxviru-
sok intracelluldris rekombinécidval val6 elBallitasdhoz
szitkséges. Ez a vektor egy génexpresszios kazetta kii-
16n megszerkesztését is feleslegessé teszi a vaccinia-
virus-vektorba valo bevitelhez kdzvetlen molekularis
inszercioval a fentiekben ismertetett modon.

Az 84 vektor mesterklonozohelye a vacciniavirus-
genom genetikailag stabil kozponti régiojaban lokaliza-
lodik, és szamos olyan hasitasi helyet tartalmaz, ame-
lyek egyetlenként fordulnak el6 a vektorban, ezéltal lehe-
tévé teszik az irdnyitott inszercidt. A mesterklonozohely
el6tt kozvetleniil elhelyezked6 S4 promoter egy kés6i
vacciniavirus promoter erds, szintetikus varidnsa. Ez az
expresszids vektor alkalmas olyan nagyméreti, nyitott
leolvasasi keretek kozvetlen klonozasara és expresszio-
jara, amelyek egy transzlacids startkodont tartalmaznak,
ezt a leirdsban egy humaén vérproteint, a von Willeb-
rand-faktort (VWF) kddolé cDNS-sel illusztraljuk.

vS84 vacciniavirus-vektor szerkesztése

Az S84 vacciniavirus promotert tartalmazé adaptert
a vdTK vacciniavirus-vektorba (4. példa, 4.1 4bra) in-
zertaljuk az egyetlen Notl helyre (6.1 4bra). A kivalasz-
tott adapter oligonukleotidok inszercidja inaktivalja a
3’-iranyban elhelyezkedé Notl helyet, mig az 5’-irany-
ban elhelyezkedd Notl hely egyetlen klonozohelyként
funkcidképes marad.

Kozelebbrél 1 pg vdTK vektor DNS-t (4. példa,
4.1 abra) Notl-gyel hasitunk, és 0,5 pg P-artP(11) (38.
azonositasi szamu szekvencia) és P—artP(12) (39. azo-
nositasi szamu szekvencia) illesztett oligonukleotiddal
ligaljuk. A ligacios elegyet pakoljuk, és a plakkokat a
3. példaban leirtak szerint azonositjuk. A plakkokat
PCR sziir6vizsgalatnak vetjiik ald a leirtak szerint (4.
példa, vdTK virus azonositasa PCR sziir8vizsgalattal).
Inzertet megfeleld orienticioban tartalmazé egyik izo-
latumot vS4-nek nevezziik.

Von Willebrand-faktor cDNS-inzertdldsa vS4-be

A pvWF plazmid a teljes von Willebrand-faktor
cDNS-t tartalmazza Notl helyekkel hatarolva. A hu-
man vWF szekvencidja ismert [Bonthron D. és munka-
tarsai, Nucl. Acids Res. /4, 7125-7128 (1986)]. Ez a
szekvencia az EMBO Adatbankban ID HSVWFR1 né-
ven megtalalhatd. A 20. azonositisi szamua szekvencia
mutatja az vvWF virus genomjéban a virdlis S4 pro-
moter és a jelen VWF cDNS 5’-nem transzlatalt régioja-
nak kapcsolodasat a pvWF plazmidban a transzlacios
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startkodonig (jelen szekvencia szerint a 249-es helyze-
tl bazis; az ID HSVWFR1-ben a 100-as helyzetii ba-
zis). A vWF kodolorégiojat kihagytuk a jelen szekven-
ciabol. A szekvencia a stopkodonnal (252-es helyzeth
bazis; az ID HSVWFR1-ben a 8539-es helyzetd ba-
zis), a 3’-nem transzlatalt szekvencidval az Notl helyig
(304-es helyzetii bazis) és a viralis genom vvWF 3’-ré-
gidjaval valo atfedés 20 bazisaval folytatodik.

A vWF cDNS-fragmenst Notl-gyel felszabaditjuk,
izolaljuk, és vS4 vektor-DNS-sel ligaljuk, amelyet
Notl-gyel hasitottunk, és foszfatizzal kezeltiink a
6.2 abranak megfeleléen.

A liglt DNS 1 pg-jat a 7. példaban leirtak szerint
pakoljuk. A plakkokat lekaparjuk, és PCR szlirvizsga-
lattal analizaljuk. A PCR-reakci6 elsé primerje az
odTK2 oligonukleotid, amely mintegy 300 bazisparral
a tk-gén eldtt lokalizalodik; a reverz primer ovWFI az
iniciatorkodon utan mintegy 50 bazispamyira helyezke-
dik el a vWF génben. A PCR sokszorozas csak akkor
megy végbe, hogy ha vWF inzert helyes orientdcid-
ban van a vektorban az S4 promoterhez viszonyitva.
A PCR-pozitiv plakkokat azonositjuk és tovabb anali-
zaljuk. Ha a kivant médositott virus hozama alacsony
(mintegy 0,1-0,01%), ugy is eljarhatunk, hogy in situ
plakkhibridiziciés modszerrel azonositjuk, amely mod-
szer a szakirodalombél ismert [lasd példaul Vilareal
L. P. és Berg P. Science 196, 183185 (1977)].

A PCR vagy hibridizdciés moédszer szerint a
cDNS-inzertet tartalmazé virusklont, amely Pvull-vel
hasitva a vart restrikcios képet mutatja, vwWF-nek ne-
vezziikk. A von Willebrand-faktor expresszalisat az
ilyen vektorok altal az 5. példdban mas human protei-
nekre ismertetett modszerek szerint vizsgalhatjuk, ame-
lyeket adott esetben a géntechnologidban jaratos szak-
emberek altal ismert médon modosithatunk.

7. példa

Ortopox (vaccinia)-virus genomidlis DNS hetero-

l6g pakolasa maddarhimlG (szdrnyashimlG)-helper-

virussal és a modositott virus szimultdn szelekcioja

olyan gazdasejtekben, amelyekben a helpervirus

nem tud replikalodni

A 3. példdban ismertetjik a modositott vaccinia-
virus-DNS pakoldsat helper-szarnyaspoxvirussal
szarnyassejtekben, és ezt kovetéen az utodvirusplakkok
izolalasadt emlds (CV-—1)-sejtekben, amelyekben a
madarhimlé-helpervirus nem tud replikalodni. A jelen
példaban ismertetjilk a vacciniavirus-DNS kozvetlen pa-
koldsat szarnyaspoxvirussal valdé CV—1-sejtekben, ami
lehet6vé teszi a szimultdn pakolast, és a pakolt virusra a
gazdaspecifikus szelekciot. Amellett, hogy a kiindulasi
utodtenyészetb6l eliminaljuk a helpervirust, ezzel az elja-
rassal megkeriilhet6 az a faradsdgos munka, hogy min-
den egyes pakolokisérletben elsédleges csirkeembrié-
fibroblaszt tenyészeteket allitsunk elS. Ehelyett a vacci-
niavirus replikalasara szokdsosan hasznélt folyamatos
emlGssejtvonalak alkalmazhatok a vacciniavirus pakola-
sara helper-szamyaspoxvirussal.

Ismeretes, hogy a szdrnyaspoxvirus (FPV) teljesen
csak madarsejtekben replikalodik, fert6zott emldssej-
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tekbdl nem kaphat6 életképes utodvirus. Az FPV élet-
ciklusanak azon meghatirozott pontja, amelynél eml8s-
sejtekben a replikdci6 meghitsul, nem ismeretes. Az

FPV azonban emldssejtekben ismert mddon képes vi-
ralis proteineket képezni, és még véddimmunitast is ké-
pes indukalni eml8sokben, ha é16 vaccinaként alkalmaz-
zuk [Taylor és munkatarsai, Vaccine 6, 497—503 (1988)].

Azonban az FPV-r6l korabban nem bizonyitottak, hogy

képes lenne heteroldg poxvirus genomialis DNS, kiils-
nosen kozvetleniil manipulalt vacciniavirus DNS hete-
rolog pakolaséra.

A kiindulasi kisérletben 5x 106 CV-1-sejtet
1 pfu/sejt szarnyaspoxvirussal (HP1.441 térzs) fertd-
ziink, és 1 oran keresztiil inkubaljuk. Ezt kovetden a fer-
t8zott sejtekbe egy kalcium-foszfatos precipitatumot
transzfektalunk, amelynek 1 mi-je 1 pg vad tipusi vac-
ciniavirus-DNS-t tartalmaz. 15 perc elteltével szobahg-
mérsékleten hozzaadunk 10 ml, 10% magzati borjiiszé-
rumot tartalmazé DMEM tapkozeget. A sejteket 4 6ran
keresztiil inkubaljuk, majd a tapkozeget cseréljik.
A sejteket ezutdn 6 napon keresztiil inkubaljuk, ily mo-
don kapjuk a nyersvirus torzstenyészetet. Az utodvirust
CV-1-sejteken titraljuk. A tipikus vacciniaplakkok
2 nap elteltével valnak lathatova.

A pakolas hatékonysaganak az alkalmazott genomia-
lis virus-DNS mennyiségétdl valo fliggését 0,1-10 ug
DNS/5x106 CV—1-sejt tartomanyban hatiroztuk meg
(7.1 4bra). Az 1 pg-ot meghalad6 mennyiségl DNS (pél-
daul 10 pg) durva kalcium-foszfétos precipitatumot ered-
ményez, amely csokkenti a transzfekcié hatékonysagat
pfu/pg bevitt DNS-re szdmolva (7.1 abra).

A pakolt vacciniavirus hozamanak a pakolés inkuba-
cios idejétdl valo fuggésére konstans mennyiségl vad ti-
pust virus-DNS-t (1 ug) és konstans mennyiségii FPV
helpervirust (1 pfu/sejt) alkalmaztunk a kiindulasi kisér-
letre fent leirt korillmények kozott, azzal az eltéréssel,
hogy a transzfektalas utan 15 perccel hozzaadott tapko-
zeget 4 6ra mulva cseréltiik ki, és a sejteket ezutan to-
vabbi 1 6ra—5 napon keresztiil inkubéltuk a nyersvirus
torzstenyészet elkészitése eldtt (Ossztérfogat 2 ml).
A csak FPV-vel fert6zott kontrollsejtekb6l szarmazo,
5 napon keresztiil inkubdlt virus torzstenyészetben nem
keletkeztek lathat6 plakkok. Ezt a kisérletet hdromszor
ismételtitk meg, és a tipikus eredményeket a 7.1 tab-
lazatban ismertetjiik.

7.1 tablazat
Inkubécids id6 hatasa az emlGssejtekben (CV-1)
helper-szaryaspoxvirussal végzett DNS-pakolasbol
szarmazo vacciniavirus hozaméra

Inkubécios idé Titer
(6ra) (pf/mi)
24 1,0x102
48 4,6x104
72 5,0x105
96 5,6x106
120 2,1x107
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A pakolt vacciniavirus titere — amelyet plakkvizs-
galatta] hatdroztunk meg emlGssejtekben (CV-1) - fo-
lyamatosan novekedik a 24 6ras mintegy 102 pfu/ml-r8l
a 120. 6raig, amikor is a titer mintegy 2x 107 pfu/ml.
48-72 6ras inkubalasi iddintervallumban célszeri
mennyiségl pakolt vacciniavirus keletkezik (mintegy
104-10¢ pfi/ml), igy ezek az inkubécids id6k megfelel-
nek vacciniavirus-DNS rutinszerd pakoldsdra szarnyas-
poxvirussal emlGssejtekben.

Vaccinia-DNS pakolasa szarnyaspoxvirussal aborti-

van fertozott emldssejtekben

Kordbban kimutattak, hogy a szarnyaspoxvirus fer-
tézhet ugyan emldssejteket, de a virus életciklusa ezek-
ben a nem tipikus gazdasejtekben nem teljes. A sejt ti-
pusatél fiiggben a viralis ndvekedés vagy a korai, vagy
a késdi staddiumban leall, és nem keletkeznek életképes
szarnyaspoxvirusok (Taylor és munkatirsai, 1988).
Ezen kisérleti eredmények miatt végeztikk el a vacci-
nia-DNS pakoldsanak vizsgélatat egy oOsszefliggé em-
16ssejtvonalban.

CV-1-sejtek oOsszefiiggd egyrétegl tenyészetét
0,05 pfu/sejt FPV HP1.441 torzzsel fertdztiik, és egy
Notl-gyel hasitott vacciniavirus-DNS-t és egy Notl he-
lyekkel hatérolt gpt-génkazettat tartalmazod ligacids
eleggyel transzfektaltuk. Kozelebbr6l 1 pg vaccinia-
DNS-t Notl-gyel emésztettiink, és ligaltuk az inzert
DNS (P7,5-gpt-génkazetta) megadott mennyiségeivel.
A vacciniavirusban az egyetlen Notl hely a HindlII F
fragmensben egy intergénrégidban lokalizaldédik
[Goebel és munkatarsai, Virology, 179, 247 (1990)].
3 napos inkubalas utan a sejteket osszegydjtjik, és a
virus torzstenyészetet CV —1-sejteken titraljuk gpt-sze-
lektiv médium jelenlétében (+ MPA) vagy tavollété-
ben (-MPA). Az eredményeket a 7.2 tdblazatban 6sz-
szegezzik.

7.2 tablazat
Abortiv pakolas utani titerek
A kisérlet Inzert Titerek Kimérak

szdma (ng) (pfux 10-2/6 x 106 scjt) (%)

—-MPA* + MPA
1. 200 17,2 1,6 9,3
2. 200 425 51 12,3
3. 400 64,0 3.8 59
4. 400 26,8 38 14,2
L. 200 17,2 1,6 9,3

5. 210,0

*MPA =mikofenolsav.

A legfontosabb eredmény az volt, hogy a szarnyas-
poxvirus képes modositott vaccinia-DNS pakolasara
olyan sejttipusban, melyben 6 maga nem képes szapo-
rodni. Ezenkivill a kiméraplakkok hozama 5—10%-os
tartomanyban volt. Ez elénydsen hasonlithatd Gssze a
klasszikus in vivo rekombinécios technikaval, amely-
ben rendszerint a rekombinansok az §sszes plakkoknak
mintegy 0,1%-4t teszik ki. Csak a vektorkarok ligalasa
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(7.2 tablazat, 5. kisérlet) magasabb titert eredményezett
az inzertekkel végzett 1-4. szamu ligacios kisérletek-
hez képest, valdsziniileg az agardzban tisztitott inzert
molekuldk szennyezddéseinek hidnya miatt.

Az izolalt virusok koziil néhanyat plakktisztitottunk
és tovabb jellemeztiink. Ezek a vacciniavirus jellegze-
tes HindlIl restrikcios képét mutattak, és ezenkiviil az
egyetlen inzert két lehetséges orienticidjara jellemz6
idegen génsavokat. Az Notl helyre val6 inzertilassal
nem kaptunk olyan virust, amely tobbszrds inzertet tar-
talmazott volna.

Heterologon pakolt kiméra-vacciniavirusok nem
kereszthibridizalnak szarnyaspoxvirussal. Az FPV altali
heterolog pakolds kiméra-vacciniavirusok szerkezeté-
re vald hatasainak tanulmanyozasara az F13.4, F12.5,
F13.2 és F12.4 szami DNS-izolatumokat, az Notl-gyel
végzett klonozokisérletbdl szarmazo négy tisztitott izola-
tumot €s a szarnyaspoxvirus-kontrollokat is HindIII-mal
emésztettiik, és a kapott fragmenseket elektroforézissel
elvalasztottuk, és Southern-blot-hibridizacioval analizal-
tuk egy szachar6z gradiensen tisztitott virionokbdl eld-
allitott szarnyaspoxvirus-probaval. A vacciniavirusok
nem adtak kereszthibridiziciot az FPV DNS-sel.

8. példa

Modositott vacciniavirus genomialis DNS homolég

pakolasa egy vacciniavirus gazdaspecificitds mu-

tanssal (vdhr), amely nem képes human sejtvonalak-
ban replikalodni

Ebben a példaban mutatjuk be egy helperpoxvirus
szerkesztését €s alkalmazasat, amely olyan deléciokat
tartalmaz, amelyek korlatozzdk annak gazdaspecifici-
tasat, kiilonosen azon képességét, hogy bizonyos hu-
maén sejtvonalakban replikalodjon. Helpervirustol men-
tes modositott vacciniavirus allithat6 el6 a vektor-DNS
ezen mutans helpervirussal vald pakolasaval, és a mé-
dositott virusklonok megfelelé human sejtek fert6zése
altali izolalasaval.

Ez a mutans helpervirus a vacciniavirus gazdaspeci-
ficitds mutansaibol szarmazik, amelyek nem képesek
kiilonféle human sejtvonalakban replikalodni, és meg-
valtozott citopatikus hatdst mutatnak szamos egyéb sejt-
vonalra is, amelyek egyébként vad tipusi vacciniavi-
russal fert6zhet6k [1asd példaul Drillien és munkatarsai,
Virology 111, 488—499 (1981)]. Kozelebbrdl ezen hel-
tartalmazza, amelyek egyiitt megakadalyozzak a virus
replikdciojat human (MRC 5) sejtekben, amelyekben
csak a legalabb egy intakt gazdaspecificitds génnel ren-
delkezd vacciniavirus-genomok tudnak replikalédni.

Gazdaspecificitas mutans vacciniavirus (vdhr) szer-

kesztése

Gillard és munkatérsai leirtak egy vacciniavirus-gén
genomialis lokalizacidjat és DNS-szekvenciajat, amely
a humén sejtekben valo replikacidhoz sziikséges [Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 83, 5573-5577 (1986)]. Jelen-
leg ezt a gént K1L-nek nevezik [Goebel és munkatarsai
(1990)]. Egy masik vacciniavirus gazdaspecificitas gént
is feltérképeztek [Perkus és munkatirsai, J. Virology
63, 2829-2836 (1990)]. Ez a masodik gén — amelyet
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Goebel és munkatarsai (1990) utan C7L-nek neveznek
— a HindlIII C és HindIII N fragmenseket magéban fog-
lal6 régioban fekszik. Ez a régié a vacciniavirus WR6/2
torzsbol delécioval tordlve van [Moss és munkatarsai,
J. Virol. 40, 387-395 (1981)]. A WR6/2 térzsbél ezért
hidnyzik a C7L gazdaspecificitas gén.

A vdhr helpervirust — amelyb8] mind a K1L, mind
a C7L gazdaspecificitas gén hianyzik — a C7L-negativ
WR6/2 torzsbdl konstrualtuk markermentési modszer-
rel, egy moédositott EcoRI K fragmenssel, amelybdl a
KI1L gazdaspecificitas gént delécioval toroltiik (lasd a
8.1 abrat). Ez a méodositott EcoRI K fragmens egy sze-
lektiv markergént (E. coli gpt-gén) tartalmaz a modosi-
tott EcoRI K fragmenst tartalmaz6 moédositott WR6/2
genomok szelektalasanak elsegitésére, intracellularis
markermentést alkalmazva Sam és Dumbell (1981)
modszere szerint. Perkus és munkatarsai (1989) ismer-
tettek egy feltételes letalis mutanst is, amely nem ren-
delkezik a humén sejtvonalakon val6 szaporodas képes-
ségével.

Kozelebbrdl ugy jarunk el, hogy a vad tipusu vac-
ciniavirus-DNS 5,2 kb hosszsagi EcoRI K fragmen-
sét a pFP—tk18i plazmidba szubklonozzuk. A kapott
plazmidot pFP—EcoK1-nek nevezziik. A vacciniavirus
gazdaspecificitds K1L gént Gillard és munkatarsai,
1986) toroljik, és ezzel egyidejiileg egy egyedi Notl he-
lyet vezetiink be ,loop-out” mutagenezissel, P—hr(3)
oligonukleotid (42. azonositasi szamu szekvencia) al-
kalmazasaval. A kapott plazmidot pEcoK-dhr-nek ne-
vezzilk.

A pFP-tk18i plazmidot a pFP—tk—-10.4 plazmid
modositasaval szerkesztjilk meg (ldsd Falkner és mun-
katarsai, 89303887.7 szamu, 0338 807 szdmon publi-
kalt eurdpai szabadalmi leiras 3. és 8. példdja, és a tel-
jes kitanitds, amelyet jelen bejelentésiinkben referen-
ciaként beépitettiink). A pFP-tk10.4 plazmidot Ncol-
gyel emésztjiik, és egy adapterral ligaljuk, amely a
P-Ncol(1) és P—Ncol(2) illesztett nukleotidokbol all,
ezéltal az FPV tk-gén egyetlen Ecol helyére egy tobb-
szords klonozohelyet vezetiink be, amely az EcoRlI,
Notl és HindIII restrikciés endonukledz hasitasi helye-
ket tartalmazza.

A vacciniavirus szekvencijat Goebel, S. J. és mun-
katarsai publikaltak [Virology 179, 247-266 (1990)].
Ez a szekvencia az EMBO Adatbankban (Génbank)
M35027 szdmon hozzaférhet. A vacciniavirus gazda-
specificitds K1L gén szekvencigjat Gillard S. és mun-
katarsai publikaltak [Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 83,
5573-5577 (1986)] és az EMBO Adatbankban (Gén-
bank) ID PXVACMHC azonositasi néven hozzaférhe-
t6. Ezért a K1L gén kodoloszekvenciajat nem kozoltiik
a 21. azonositasi szami szekvenciaban. A pEcoK ~dhr-
ben a K1L gén delécioval tordlve van, és egy Notl
hellyel van helyettesitve. Lathaté a PXVACMHC szek-
vencia és az inzert Notl hely kapcsolodo régidja
(1-20-as helyzeti bazisok jelen szekvencidnkban, ame-
lyek az ID PXVACMHC-ben a 72—91-es helyzet( bazi-
soknak felelnek meg). A K1L kodolorégioja delécidval
torolve van, és ez helyettesitve van egy Notl hellyel,
amelyet két G-maradék kovet (21-30-as helyzeti bazi-
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sok jelen szekvencidban). A szekvencia egy 20 bp
hosszasagn hatarolorégioval folytatodik (31-50-es
helyzetii bazisok jelen szekvencidban; az ID
PXVACMHC-ben a 944-963-as helyzetl bazisok).

A kovetkezdé lépésben a pEcoK—dhr-t Notl-gyel
linearizaljuk, és a pN2—gpta plazmidbdl (4. példa)
Notl-es emésztéssel kapott 1,1 kb hosszisaga
P7,5—gpt-génkazettaval ligaljuk. A kapott pdhr—gpt
plazmidot hasznaljuk a vdhr helper virus eldallitasara.

A pEcoK—dhr-be illesztett Notl kazetta — amely a
P7,5 promoter—gpt-génkazettat tartalmazza — és az 5’-
és 3’-hatarolorégiok 20 bazisa lathatdo a pdhr—gpt-re
megadott 22. azonositasi szamu szekvencidban. A haté-
rolorégié (1-20-as helyzetd bazisok jelen szekvencia-
ban) az ID PXVACMHC szekvencidban a 72—91-es
helyzeti bazisoknak felelnek meg (lasd a pEcoK —dhr-
re megadott 21. azonositasi szamu szekvenciat). Az
inzertalt DNS-szekvencia a 21-es helyzetben kezdddik
(egy Notl hely els6 G-maradéka) és az 1189-es helyzet-
ben ér véget (egy Notl hely utolsé6 C-maradéka). A gpt-
gén transzlaciés inicidtorkondonjanak A-maradéka az
548-as helyzetnek felel meg. A gpt-gén transzlacios
stopkodonjanak T-maradéka az 1004-es helyzetnek fe-
lel meg. A szekvencia a hatarolorégi6 20 bazisaval foly-
tatodik (jelen szekvencidban az 1192—1209-es helyze-
i bazisok; az ID PXVACMHC-ben a 944—961-es hely-
zetll bazisok. A jelen szekvencidban 1190-es és 1191-
es helyzetben 1év6 két G-maradék a pEcoK—dhr 29-es
€s 30-as helyzetének felel meg.

Az Eco K fragmens vacciniavirusba valo beviteléhez
a plazmidot WR6/2 vacciniavirus deléciés mutinssal fer-
t6zott elsédleges csirkeembrio-fibroblaszt sejtekbe
transzfektaljuk. A gpt-pozitivként szelektaljuk a modosi-
tott virusokat (mikofenolsav alkalmazisdval). A gpt-po-
zitiv plakkokat hdromszor plakktisztitjuk CEF sejtekben
¢és vdhr-nek nevezziik.

A vdhr helpervirus jellemzése

A gpt-pozitiv vdhr vacciniavirus szerkezetét Sou-
themn-blot-analizissel és specifikus vizsgalatokkal hata-
roztuk meg. A vdhr virus csirkeembrié-fibroblasztokon
¢s két majomsejtvonalon (BSC40 és Vero) plakkokat tud
képezni, de az MRC—5 human sejtvonalban nem képes
replikalodni.

Modositott vacciniavirus-DNS pakolasa helpervi-

rusként vdhr gazdaspecificitas mutins alkalmaza-

saval

A fenti megoldds hasznositdsat a human protrom-
bint kodolé cDNS expresszidjara szolgalo szerkezet
szemlélteti. Az 5. példa 5.1 abrajan ismertetett ligdcios
elegybdl szdrmazd terméket helpervirusként vdhr-rel
fert8zott csirkeembrid-fibroblasztokba transzfektal-
Juk. 2 nap mulva a sejteket Osszegytjtjiik, és elallitjuk
a nyersvirus torzstenyészetet. A pakolt virust plakk-
képzés szempontjabol human MRC-5 sejteken vizsgal-
juk, amelyekben a kivant vacciniavirus replikalodik, de
a mutins vdhr helpervirus nem. 3 nap elteltével a sej-
teket semleges vorossel festjik, és tovabbi Southern-
blot-analizissel szelektaljuk a plakkokat. A kivént szer-
kezettel rendelkezé modositott vacciniavirus-klonokat
azonositjuk. Varhatok olyan virusok is, amelyek az erd-
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sen homolog helpervirussal rekombindcion mentek ke-
resztiil.

9. példa

HIV-gpl60-at kodolé uj kiméra-vacciniavirusok

(vP2-gpl160,pnA, vP2—-gpl60\\B és

vselP—gp160,,,) szerkesztése és a rekombindns

gpl 60,y expresszidja Vero-sejtekben

Ebben a példaban szemléltetjitk egy rekombinans
vacciniavirus el64llitasat kozvetlen molekuléris klono-
zassal a HIV -1y izoldtum gp160-janak nagy léptéki
eldallitasara. A Ratner és munkatarsai [Nature 313,
277-284 (1985)] aital ismertetett HIVy;p izolitum
gp160-janak expressziojit hagyoményosan szerkesz-
tett vacciniavirus expressziés vektor alkalmazésaval
Barrett és munkatarsai [AIDS Research and Human
Retroviruses 5, 159-171 (1989)] ismertették. Azon-
ban a HIVyp izoldtum egy igen ritka HIV-varidns.
A HIV-burokproteineken alapuld vakcindk kifejleszte-
sére iranyuld kisérleteknek sokkal gyakoribb HIV-1
izolatumokra, példaul MN-izolatumokra is ki kell ter-
jednie [Gurgo és munkatarsai: Virology 164, 531-536
(1988); Carrow és munkatarsai: Aids Research and
Human Retroviruses 7, 831-839 (1991)]. Ennek meg-
felelGen a taldlmany szerinti vacciniavirus-vektorokat
kozvetlen molekuldris klonozassal a HIVyy izola-
tumok gp160 proteinjének expresszalasdra szerkesz-
tettiik.

pP2—-gp160yy plazmid és a vP2—gptl60ynA és

vP2-gp160,,B kiméravirusok szerkesztése

A gpl60 gén vacciniavirusba vald inzertélasara az
alabbi stratégiat alkalmazzuk: (i) a gp160 gént a nagy
5’-nem transzlatalt régié (5’-UTR) eltavolitasaval és a
startkodontdl felfelé egy megfeleld klonozéhely beve-
zetésével modositjuk; (ii) a modositott gpl60 gént a
szarnyaspoxvirus erds, kés6i P2 promotertdl lefelé klo-
nozzuk (91 114 3006 szamu eurdpai szabadalmi beje-
lentés, 1991. augusztus 26.), és (iii) a P2—gpl60 és
P7,5-gpt génkazettakbol allo tompa végl fragmenst
egy megfeleld virus gazdatorzs egyetlen restrikcios
endonukleaz hasitasi helyére, példaul a vdTK vaccinia
gazdatérzs (4. példa) Smal helyére vagy a WR 6/2 vac-
cinia torzs [Moss és munkatarsai: J. Virol. 40, 387
(1981)] vagy a vad tipusi WR vaccinia torzs Smal
vagy Notl helyére inzertaljuk.

A fenti célra a pN2gpt—S4 plazmidba (4. példa) egy
1ij Smal helyet vezetiink be, amelynek eredményekép-
pen kapjuk a pS2gpt—S4 plazmidot (9.1 abra, 62. azo-
nositasi szamu szekvencia). Ezt kovetéen az S4 promo-
tert P2 promoterrel helyettesitjilk, amelynek eredmé-
nyeképpen kapjuk a pS2gpt—P2 plazmidot (63. azonosi-
tasi szami szekvencia). Ez a plazmid lehetSvé teszi a
teljes nyitott leolvasasi keretek (orf-ek) klénozasét, de
sajat startkodonnal nem rendelkezd, nem teljes orf-ek
klonozasara is alkalmazhatd; a startkodon akkor kelet-
kezik, amikor példaul a fenti plazmid egyetlen Ncol he-
lyére (CCATGG) klonozunk. A plazmidok és virusok
szerkesztését alabb részletesen ismertetjiik. A gp160
gén modositasira egy PCR-rel elééllitott proximalis
helyzeti fragmens kicserélésével egy minimalis 5°-
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UTR-rel rendelkez8 gp160 génkazettat allitunk eld. Ez
a kazetta van jelen a végtermékben, vagyis a pP2—
gp160,ny plazmidban (9.1 dbra, 69. azonositdsi szamu
szekvencia). A plazmid tovabbi jellemzdi az alabbi tab-
lazatban vannak dsszefoglalva.
PpP2-gp160,y (6926 bp)
(69. azonositdsi szamu szekvencia)

Helyzet Leiras

1-3529 pS2gpt—P2 szekvencidk

2396-2851 E. coli gpt-gén rcCDS-ja

2851 a gpt-gén rc TAC iniciacids
kodonjanak T-je

2395 rc TTA stopkodon A-ja

3081-3323 a P7,5 vaccinia promoter rc-ja

3358-3526 az idézett eurdpai szabadalmi le-
irds szerinti P2 promoter szekven-
cia avipox ,,intergé régi6”

3534-6001 a HIV -1y torzs gp160 szekven-
cia CDS-a (EMBL ID
REHIVyC)

3534 a gpl60yqy ATG iniciator-
kodonjanak A-ja

6102 a gpl60ypy TAA stopkodonjanak
T-je

6173-6926 pS2gpt—P2 szekvencidk

A plazmidokat az alabbiak szerint konstrualjuk.

pS2gpt—S4 szerkesztése

A pN2gpt-S34 plazmidot (4. példa) Xbal-gyel
emésztjiik és egy Smal adapterrel (43. azonositasi sza-
mu szekvencia: 5°-CTAGCCCGGG-3) ligaljuk, ezal-
tal aktivaljuk az Xbal helyet, és egy Smal helyet alaki-
tunk ki. A kapott plazmidot pS2gpt—S4-nek nevezzitk
(62. azonositasi szamu szekvencia). A fenti plazmid to-
véabbi jellemz3it az alabbi tablazatban kozoljik.

pS2gpt—S4 (4145 bp)
(62. azonositdsi szamu szekvencia)

Helyzet Leirds

1-2226 14. azonositasi szamu szekvencia
pN2gpt—S4 szekvencidi. Az 1-es
helyzet az elsé G nukleotidnak
felel meg 5’-TGGCACTTT
TCGGGGAAAT-3’

2227-2236 Smal adapter
5’-CTAGCCCGGG-3’

2396-2851 E. coli gpt-gén rcCDS-ja

2851 gpt gén rc TAC iniciator-
kodonjanak T-je

2395 rc TTA stopkodonjanak A-ja

3081-3323 vaccinia P7,5 promoter rc-ja

3358-3451 14. azonositasi sz&mu szekvencia
S4 promotere [P—artP(9)
oligonukleotid]

2237-4145 14. azonositasi szamu szekvencia

pN2gpt—S4 szekvenciai
pS2gpt—P2 szerkesztése
A pS2gpt—S4 plazmid S4 promoter szegmensét Pstl-
gvel és Hpal-gyel valo hasitassal eltavolitjuk, és egy
172 bp hossziségh PstI-Hpal P2 promoter szegmenssel
helyettesitjiik. Ezt a promoter szegmenst PCR technika-
val allitjuk elé a pTZgpt—P2a plazmiddal (Falkner és
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munkatarsai, 91 114 300-6 szam( eurdpai szabadal-
mi bejelentés) mint templattal, és primerként a
P-P2 5°—(1) és P-P2 3°—(1) oligonukleotidokkal.
A PCR termeéket Pstl-gyel és Hpal-gyel hasitjuk, és a
pS2gpt—S4 Pstl és Hpal hasitassal eldallitott nagy frag-
mensével ligaljuk. A P—P2 5°—(1) szekvenciaja (44. azo-
nositasi szamu szekvencia): 5’-GTACGTACGG
CTGCAGTTGT TAGAGCTTGG TATAGCGGAC
AACTAAG-3’; a P-P2 3°—(1) szekvencidja (45. azono-
sitdsi szamut szekvencia): 5’-TCTGACTGAC
GTTAACGATT TATAGGCTAT AAAAAATAGT
ATTTTCTACT-3’. A PCR fragmens helyes szekvencia-
jat a pS2gpt—P2-nek nevezett végtermék plazmid (63.
azonositasi szamu szekvencia) szekvenélisaval azonosit-
Jjuk. Szekvencia primerként P—SM(2)-t (46. azonositasi
szamu szekvencia: 5’-GTC TTG AGT ATT GGT ATT
AC-3)" és P-SM(3)-at (47. azonositasi szam{ szekven-
cia: 5’-CGA AAC TAT CAA AAC GCT TTA TG-3")
alkalmazunk. A kapott pS2gpt—P2 plazmid jellemz6i az
alabbi tablazatban lathatok.
pS2gpt—P2 (4277 bp)

(63. azonositdsi szamu szekvencia)

Helyzet Leiras

1-3357 pS2gpt—S3 szekvenciak

2396-2851 E. coli gpt-gén rcCDS-ja

2851 a gpt-gén rc TAC iniciator-
kodonjanak T-je

2395 rc TTA stopkodon A-ja

3081-3323 vaccinia P7,5 promoter rc-ja

2358-3526 P2 promoter szekvencia az EP
szabadalmi leiras szerinti, avipox
Hintergénrégio”

3527-4277 pS2gpt—S4 szekvencidk

Punevn2 szerkesztése

A pynenvl plazmidot R. Gallo (National Cancer
Institute, Bethesda, Maryland) bocsatotta rendelkezé-
sinkre. Ez a HIVyyy torzs gpl60 génjét tartalmazza
3,1 kb hosszasagh EcoRI-Pvull fragmensként klénozva
a pSP72 vektorban (Promega, Inc.). A pynenvl 0,6 kb
hossziisdgh EcoRI-Asp718 fragmensét egy 0,13 kb
hosszisdgh EcoRI-Asp718 fragmenssel helyettesitjiik,
részét eltavolitjuk. Ezt a 0,13 kb hosszisagh fragmenst
PCR technikaval allitjuk el6 templatként pyyenvl plaz-
midot és primerként p—yn(1) és P—y(2) oligonukleo-
tidokat alkalmazva. Az elsé P—yn (1) primer egy Stul he-
lyet is bevisz, a startkodontdl 1 bazisparral felfelé.
A P—yn(1) szekvenciaja (48. azonositasi szami szekven-
cia): 5’-AGCTAGCTGA ATTCAGGCCT
CATGAGAGTG AAGGGGATCA GGAGGAATTA
TCA-3’; a P—\p(2) szekvenciaja (49. azonositasi szamu
szekvencia): 5’-CATCTGATGC ACAAAATAGA
GTGGTGGTTG-3’. A kapott plazmidot pyenv2-nek
nevezziik. A PCR-rel eléallitott fragmens mutacidinak ki-
kiiszobolésére ezt a plazmidot a P-Seq (2) primerrel
(50. azonositasi szamu szekvencia: 5’-CTG TGG GTA
CAC AGG CTT GTG TGG CCC-3’) és P—Seq (3) pri-
merrel (51. azonositasi szamu szekvencia: 5’-CAA TTT
TTC TGT AGC ACT ACA GAT C-3’) szekvenaltuk.

pP2-gpt160,, szerkesztése
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A pywenv2 plazmidbdl izolalt, \ngp160 gént tartal-
mazé 2,7 kb hosszisagiu Stul-Pvull fragmenst a
pS2gpt—P2 Hpal helyére inzertdlva kapjuk a pP2-—
gpl60yn plazmidot (69. azonositasi szamu szekven-
cia).

A vP2-gpl60ynA és vP2-gp160\nB kiméraviruso-
kat az alabbiak szerint szerkesztettiik meg. A P2—gpl160
és P7,5-gpt génkazettabol 4ll6 Smal fragmenst kdzvet-
len molekuléris klonozassal illesztettiik a vdTK gazda
vaccinia torzs (4. példa) egyetlen Smal helyére, igy kap-
tuk a vP2—gpt160ynA és vP2—gpl60ynB kiméraviru-
sokat (9.2 abra). Kozelebbrdl a 4. példa szerinti vdTK
vacciniavirust egyetlen Smal helyén hasitottuk, és a
P7,5-gpt és P2—gp160 génkazettikat tartalmazo 4,0 kb
hosszisagh Smal fragmenssel ligaltuk. Hasonloképpen
a WR6/2 vaccinia torzset is hasitottuk az egyetlen Smal
(Notl) helyen, és ligaltuk a P7,5-gpt gén és P2—-gp160
génkazettat tartalmazo 4,0 kb hossziségi Smal (Notl)
fragmenssel. A klonozoeljarast az 1. példaban leirtak
szerint hajtottuk végre. A vP2-gpl60wA virusban
a gpl60 gén ugyanolyan iranyban irodik at, mint
a viralis timidin-kindz komyezetében 1évé gének; a
vP2-gpl60ywB virusban a gp160 gén forditott irany-
ban irodik at. Mivel a gén helyzetébdl ad6do hatisok
befolyasolhatjak az expresszié szintjét a génsebészeti
uton eldallitott vacciniavirusokban, a P2—-gpl60 és
P7,5-gpt génkazettikat tartalmazé Smal (Notl) frag-
menst a WR 6/2 torzs Smal (Notl) helyére is inzer-
taltuk. Az in vivo pakolast a 3. példaban leirtak szerint
végeztiik.

A kiméravirusok szerkezete

A kiméravirusok vart szerkezetének megerdsitésére
(9.3 abra) Southern-blot-analizist végeztiink. A tiszti-
tott virusok DNS-eit Pstl-gyel hasitottuk, és a kapott
fragmenseket agarézgélen szétvilasztottuk, nitrocel-
luléz membranra vittiik, és vaccinia timidin-kinaz (tk)-
gén és gpl60 génprobaval hibridizaltuk. A tk-gén-pro-
béaval a vP2—gp160,nA esetében lathatdk a vart 6,9 és
14,3 kb hosszusagu fragmensek, és a vP2—gp160,nB
esetében a vart 8,7 és 12,5 kb hosszisagu fragmensek.
A gp160 probéval (pynenvl) lathaté a vP2—gp160ynA
vart 14,3 kb hosszusagi, és a vP2—-gpl60yB vart
8,7 kb hosszisagi fragmense, megerdsitve ezaltal az
idegen génkazettdk beépiilését két kiilonbozé orienta-
ciéban.

vP2—-gpl60ynA és vP2-gpl60ynB kiméravirusok-

kal végzett expresszios kisérletek

Az expresszio vizsgalatit Vero-sejteken végeztiik.
A sejtek tenyésztését, kiméravirusokkal valé fertozé-
sét, és a rekombinans gpl60 protein tisztitisat Barrett
és munkatarsai fent idézett eljardsai szerint hajtottuk
végre,

gpl60 Western-blot-analizise

A Western-blotokat 1ényegében Towbin és munka-
tarsai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 6672-6676
(1979)] médszere szerint hajtottuk végre. Az elsé anti-
test egy egér monoklondlis anti-HIV—gpl20 antitest
(Du Pont, Inc. No. NEA9305), amelyet 1:500-as higi-
tasban alkalmaztunk. A masodik antitest egy kecske-
anti-egér IgG (H+L) lagos foszfatdzzal kapcsolva
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(BioRad., Inc., No. 170-6520), amelyet 1:1000-es higi-
tasban alkalmaztunk. A BCIP és NBT reagensek és a
festési eljaras a Promega Inc.-t6] szarmaznak.

pselP—gpl160, plazmid és a vselP—gp160,,y, kimé-

ravirus szerkesztése

A selP szintetikus korai/kés6i promotert (70. azono-
sitdsi szamu szekvencia) [S. Chakrabarti és B. Moss;
91 114 300-6 szamu eurdpai szabadalmi bejelentés,
Rekombinans szdmyaspoxvirus) — amely a legerdsebb
ismert vacciniavirus promoterek egyike — alkalmaztuk
ebben a példiban a HIV-1ygy torzs gpl60 génjének
expresszaldsira. ElGszor megszerkesztettiik a pselP—
gpt—L2 plazmidot (9.4 dbra). Ez a plazmid magiban
foglalja a selP promotert, amelyet egy tobbszoros klo-
nozohely kovet a teljes vagy nem teljes nyitott leolvasa-
si keretek formajaban 1év6 idegen gének inzertalasara,
és transzl4cids stopkodonok mindegyik leolvasasi keret-
ben, amelyeket a vacciniavirus korai transzkripcios
stopjel (TTTTTNT) kdvet [Rohrmann és munkatarsa:
Cell. 46, 1029-1035 (1986)]. A P7,5-gpt-gén-kazetta a
promoter szomszédsigaban lokalizalodik, és dominéans
szelekeios markerként szolgal [Falkner és munkatér-
sai: J. Virol. 62, 1849-1854 (1988)]. A selP promoter
markergénkazettikat restrikcids endonukledz hasitasi
helyek hataroljak, amelyek a vacciniavirus genomban
egyediek (Sfil, Notl, Rsrll), és tompa végi
fragmensként is kivaghatok (példaul Hpal-gyel és
SnaBl-gyel végzett hasitissal). A gpl60 gén pselP—
gpt—L2-be valo inzertaldsara egy Ncol helyet vezetiink
be a transzlacios startkodon kozelében. Ez a mutici6 az
arginin (AGA) alaninnal (GCC) valé helyettesitését
eredményezi. Nem valoszin{i, hogy ez a muticid a
szignalpeptid masodik aminosavaban zavarja a gp160
gén kielégit6 expressziojat. A klénozasi eljaras és a vad
tipusi és modositott gp160 gén koriilli szekvencia a
9.5 abran lathat6. A fenti mutacié gp160 génbe valod be-
vezetésére egy PCR-technikdval el@dllitott kézponti
fragmenst cseréltiink ki. A plazmidok szerkesztését
részletesebben aldbb ismertetjiik.

PL2 szerkesztése

A pL2 szerkesztésére a pTM3 plazmid [Moss
és munkatarsai: Nature, 348, 91 (1990)] 0,6 kb hosz-
szisagh Xbal-Clal fragmensét helyettesitettiik egy
Xbal-Clal adapter fragmenssel, amely az dsszeillesz-
tett 0—542 oligonukleotidbdl (52. azonositisi szamu
szekvencia: 5’-CGA TTA CGT AGT TAA CGC GGC
CGC GGC CTA GCC GGC CAT AAA AAT-3’) és
0-544 oligonukleotidbdl (53. azonositdsi szamu szek-
vencia: 5’-CTA GAT TTT TAT GGC CGG CTA
GGC CGC GGC CGC GTT AAC TAC GTA AT-3%)
all. A fenti klonozasi 1épésb6l szarmaz6 koztes plazmi-
dot pL1 plazmidnak nevezziik. A 0,84 kb hossziisagi
AatlI-Sphl fragmenst (a nem kddol6 gpt-szekvenciak
része) egy Aatll-Sphl adapter fragmenssel helyettesi-
tettiik, amely az osszeillesztett 0—541 oligonuk-
leotidbol (54. azonositasi szdmu szekvencia: §°-CTT
TTT CTG CGG CCG CGG ATA TGG CCC GGT
CCG GTT AAC TAC GTA GAC GT-3°) és
0-543 oligonukleotidbo! (55. azonositasi szami szek-
vencia: 5’-CTA CGT AGT TAA CCG GAC CGG
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GCC ATA TAG GCC GCG GCC GCA GAA AAA
GCA TG-3’) all. A kapott plazmidot pL2-nek ne-
vezzik.
pTZ—L2 szerkesztése
Az Xbal-Sphl fragmenst (amely a T7-promoter-
EMC-T7-terminétor szegmensbdl, a tobbszoros klono-
z6helybdl és a P7,5-gpt-génkazettabol 4ll) Klenow-
polimerazzal kezeljiikk, és a pTZ19R plazmid (Phar-
macia, Inc.) Pvull helyei k6zé inzertaljuk. A kapott
plazmidot pTZ—L2-nek nevezziik (64. azonositasi sz4-
mi szekvencia). A plazmid tovabbi jellemz6i az alabbi
tablazatban lathatok.
pTZ-L2 (4701 bp)
(64. azonositasi szamu szekvencia)
Leiras
pTZ19R szekvencidk (Pharmacia)
I linker rc orientacidban (STNT,
Notl, Sfil, Rsrll, Hpal, SnaBI,
Aatll)
E. coli gpt-szekvenciak rc orienta-
ciéban. A gpt nyitott leolvasési
keret a 860-as helyzetben egy rc
TAC startkodonnal kezdddik, és
egy rc ATT stopkodonnal ér véget
a 403-as helyzetben
vacciniavirus p7.5 promoter szek-
venciak rc orienticidban
Hpal hely a T7 bakteriofag
termindtor és a vacciniavirus
p7.5 promoter kozott
T7 bakteriofag terminator szek-
venciak rc orienticidban (Studier
és munkatarsai)
Tobbszoros klénozohely rc orien-
tacidban (Sall, transzlacids stop-
kodonok mind a harom nyitott le-
olvasasi keretre, Stul, Xhol, Pstl,
BamHI, Spel, Sacl, Smal, EcoRI,
Ncol)
Encephalomyocaditis virus
(EMC-virus) 5’-nem transzlatalt
régiojabol szarmazo szekvenciak
rc orientacidban
T7 bakteriofag promoterszekven-
cidk rc orientacioban
IT linker rc orientacidban (SnaBI,
Hpal, Notl, Sfil, 5TNT)
2243-4701 pTZI9R szekvenciak (Pharmacia)
PTZselP—-L2 és pselP—gpt—L2 szerkesztése
A 0,6 kb hosszisaga Clal-Ncol fragmenst (T7-pro-
moter-EMC szekvenciat) egy szintetikus promoter frag-
menssel helyettesitjiik, amely az dsszeillesztett o—selPI
oligonukleotidbél (56. azonositasi szdmu szekvencia:
5’-CGA TAA AAA TTG AAA TTT TAT TTT TTT
TTT TTG GAA TAT AAA TAA GGC CTC-3’, 51-
mer) és o-SelPII oligonukleotidb6l (57. azonositasi
szamu szekvencia: 5’-CAT GGA GGC CTT ATT
TAT ATT CCA AAA AAA AAA AAT AAA ATT
TCA ATT TTT AT-3’) all. A kapott pTZselP—L2 kozti
plazmid még mindig tartalmazza a T7-terminatort és

Helyzet
1-55
56-108

110-860

861-1338

1339-1344

1345-1488

1489-1558

1559-2131

2132-2187

2190-2242
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egy Hpal helyet, amelyet a kvetkezd klonozolépésben
eltavolitunk, ezaltal egy vaccinia korai transzkripcids
stopszignalt épitiink be, és a P7,5 promoter fragmens
méretét 0,28-r6l 0,18 kb-ra csokkentjik. A 239 bp hosz-
szisaglt Sall-Ndel fragmenst Sall-Ndel adapterrel he-
lyettesitjiikk, amely az Osszeillesztett 0—830 oligonuk-
leotidbdl (58. azonositdsi szamu szekvencia: 5°-TCG
ACT TTT TAT CA-3’) és 0-857 oligonukleotidbél
(59. azonositasi szamu szekvencia: 5°-TAT GAT AAA
AAC-3’) all. A kapott plazmidot pselP—gpt—L2-nek
nevezziik (65. azonositasi szamu szekvencia). Az igy
kapott plazmid tovabbi jellemzGi az aldbbi tiblizatban
lathatok.
pselP—gpt—L2 (3878 bp)
(65. azonositasi szamu szekvencia)

Leiras
pTZ19R szekvencidk (Pharmacia)
I linker rc orientacioban (5TNT,
Notl, Sfil, RsrlIl, Hpal, SnaBI,
Aatll)
E. coli gpt-szekvenciak rc orienta-
cioban. A gpt nyitott leolvasasi
keret a 860-as helyzetben egy rc
TAC startkodonnal kezdGdik és
egy rc ATT stopkodonnal ér vé-
get a 403-as helyzetben
Vacciniavirus p7.5 promoterszek-
vencidk rc orientacioban, amelyek
a p7,5 belsd Ndel helyével kez-
dédnek 1241-es helyzetben
Vaccinaivirus korai transzkripcids
stopszignal rc orienticioban egy
Ndel hellyel (1245-6s helyzet) és
egy Sall hellyel (1253-as helyzet)
hatérolva
Tobbszoros klonozohely rc orien-
tacioban (Sall, transzlacios stop-
kodonok mind a harom nyitott
leolvasasi keretre, Stul, Xhol,
Pstl, BamHI, Spel, Sacl, Smal,
EcoRI, Ncol)
Vacciniavirus szintetikus ko-
rai/kés6i promoter rc orientacio-
ban, 1317-es helyzetben egy Ncol
hellyel és 1370-es helyzetben egy
Clal hellyel hatarolva
11 linker rc orienticioban (SnaBI,
Hpal, Notl, Sfil, STNT)
1415-3878 pTZ19R szekvencidk (Pharmacia)

pSelP—gpl60,,y, szerkesztése

A pynenvl Ecorl-Pvull fragmensét tartalmazé
3,1 kb hossziisagli env gént inzertaljuk az EcoRI-gyel
és Stul-gyel hasitott pselP—gpt—L2 plazmidba, igy kap-
juk a koztes pselP—gp160.1 plazmidot. A pselP-gp160
0,8 kb hosszusaghh Ncol—Nsil fragmensét egy PCR
technikaval eléallitott 0,31 kb hosszisigi Ncol—Nsil
fragmenssel helyettesitve kapjuk a kivant pselP—
gpl60yy plazmidot (66. azonositdsi szami szekven-
cia). A fenti plazmid tovabbi jellemzdi a kovetkez6 tab-
lazatban lathatok.

Helyzet
1-55
56-108

110-860

8611245

1246--1258

1259-1322

1323-1374

1375-1414
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pselP—gpl60,,, (6474 bp)
(66. azonositasi szamu szekvencia)
Leiras
pTZ19R szekvencidk (Pharmacia)
I linker rc orientacidban (STNT,
Sfil, Rsrll, Hpal, SnaBI, AatlIl)
E. coli gpt-szekvenciak rc orienta-
ciéban. A gpt nyitott leolvasasi
keret 860-as helyzetben kezd6dik
az rc TAC startkodonnal és
403-as helyzetben ér véget a rc
ATT stopkodonnal.
Vacciniavirus p7,5 promoterszek-
vencidk rc orienticioban, melyek
az 1241-es helyzetben a p7,5 bels6
Ndel helyével kezd8dnek
Vacciniavirus korai transzkripcios
stopjel rc orientacioban
(1245-1252-¢s hely), amelyet
1241-es helyzetben egy Ndel hely
¢€s 1253-as helyzetben egy Sall
hely hatarol
HIV -y env gén rc orientacio-
ban. Az ORF 3916-os helyzetben
kezdddik egy rc TAC startko-
donnal és 1348-as helyzetben ér
véget egy rc ATT stopkodonnal
Vacciniavirus szintetikus ko-
rai/kés6i promoter rc orientacio-
ban, amelyet 3913-as helyzetben
egy Ncol hely és 3966-0s helyzet-
ben egy Clal hely hatarol
II linker rc orienticioban (SnaBI,
Hpal, Notl, Sfil, STNT)
4016-6474 pTZ19R szekvencidk (Pharmacia)

A PCR-reakcioban primerként 40-mer o—Ncol-et
(60. azonositdsi szami szekvencia: 5’-GAG CAG
AAG ACA GTG GCC ATG GCC GTG AAG GGG
ATC AGG A-’3) és 30-mer o—Nsil-et (61. azonositasi
szamu szekvencia: 5’-CAT AAA CTG ATT ATA
TCC TCA TGC ATC TGT-3") alkalmazunk, Tovabbi
klénozasra a PCR terméket Ncol-gyel és Nsil-gyel ha-
sitjuk.

vselP-gpl160ynA és vselP—gpl60ynB kiméraviru-

sok szerkesztése

A selP—gpl60 és P7,5-gpt-génkazettakat tartalma-
z6 Hpal fragmenst kozvetlen molekularis klonozassal il-
lesztjiik (9.6 abra) a WR 6/2 vacciniavirus torzs Smal
helyére [Moss és munkatarsai: J. Virol. 40, 387—395
(1981)], amely egy erGsen gyongitett vacciniavirus
torzs [Buller és munkatarsai: Nature 317, 803—815
(1985)]. A WR 6/2 vacciniavirust (lasd Moss és munka-
tarsai fenti munkajat) egyetlen Smal helyén hasitjuk, és
egy 4,0 kb hosszisagi Hpal fragmenssel ligaljuk,
amely a P7,5-gpt-gén és a selP-gp160 génkazettakat
tartalmazza. A klonozoeljarast az 1. példdban leirtak
szerint végezziik.

Az igy kapott vselP-gpl60ynA és vselP—
gpl60ynB kiméravirusokat tisztitjuk, és tovabb jelle-
mezziik. A vselP-gpl60ynA virusban a gpl60 gén

Helyzet
1-55
56—108

110-860

861-1245

1246-1258

1259-3916

3917-3970

3971-4015
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ugyanazon iranyban irédik at (balrél jobbra) mint az

inszercio helye koriil felhalmoz6doé gének [az ASIR nyi-
tott leolvasasi keret; Goebel és munkatarsai, 179,

247-266 (1990)). A vselP—gp160,B virusban a gp160

gén forditott iranyban irodik 4t. Az in vivo pakolast a 3.
példaban leirtak szerint végezziik.

A kiméravirusok szerkezete

A kiméravirusok vart szerkezetének (9.7 4bra) meg-
erdsitésére Southern-blot-analizist végeztiink. A tisztitott
virusok DNS-ét Sall-gyel hasitjuk, a fragmenseket aga-
rozgélen elvalasztjuk, nitrocelluloz szirére visszik, €s
vaccinia SalF fragmens probaval (pTZ-SalF) és gp160
gén probaval (pMNenvl) hibridizaljuk. A SalF fragmens
probaval hibridizélva a vselP—gpl60,A esetében latha-
to az eldre vart 6,8 €s 10,7 kb hosszisagi fragmens, a
vselP—gpl60,nB esetében pedig a vart 3,5 és 13,7 kb
hossziisagn fragmens. A gpl60 probaval ugyanezek a
fragmensek lathatdok, de a 10,7 kb hosszisagu fragmens
a vselP-gpl60\A esetében és a 3,5 kb hosszisagu
fragmens a vselP—gpl60,nB esetében kevésbé intenziv
Jelet ad, mivel az egyes teljes fragmenseknek csak mint-
egy 400 bazisparja homoldg a probaval.

Mivel a kbzvetlen klénozas tandem multimer szerke-
zetek kialakuldsat is eredményezi, a virusok DNS-ét
Xbal-gyel is hasitottuk, amely nem hasitja az inzertalt
DNS-t. A vad tipusti Xbal fragmens hosszisaga 447 bp.
A 3,8 kb hosszisagu inzert egy példanyanak beépiilése
egy 4,3 kb hosszisagi fragmenst eredményez. A mul-
timer szerkezetekben a 4,3 kb fragmens mérete 3,8 kb
ndvekményekkel novekedik.

vselP-gpl60ynA és vselP-gpl60, B kiméraviru-

sokkal végzett expresszios vizsgalatok

Az expresszi6 vizsgélatira Vero-sejteket alkalmaz-
tunk. A sejtek szaporitasat, kiméravirusokkal valé fert6-
zését és a rekombinans gpl60 protein tisztitdsat Barrett
és munkatarsai fent idézett eljarasaval végeztiik.

10. példa

Human S-proteint kodolo uj kiméra-vacciniaviru-

sok (vProtS) szerkesztése és a rekombindns S-pro-

tein expresszioja

Ebben a példaban mutatjuk be a rekombinéns S-pro-
tein expresszaldsat kiméra-vacciniavirussal. A human S-
protein egy 70 kD méreti glikoprotein, amely a véralva-
das szabalyozasdban jatszik szerepet [DiScipio és mun-
katérsai: Biochemistry, 18, 89-904 (1979)]. Az S-pro-
tein cDNS-ét és genomialis DNS-ét mér klénoztak és jel-
lemezték [Lundwall és munkatarsa: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83, 6716 (1986); Hoskins és munkatarsai:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 349 (1987); Edenbrandt
és munkatarsai: Biochemistry, 29, 7861 (1990); Schmi-
del és munkatarsai: Biochemistry, 29, 7845 (1990)].

A human S-proteint — amely egyébként 70 kD mére-
ti proteinként a majban és az endotelidlis sejtekben
szintetizalodik (DiScipio és munkatarsai fent idézett
munkéja) — humén 293 és horcsdog AV12-664 sejtek-
b6l szdrmazé permanens sejtvonalakban (adenovirus
transzformalt sejtvonalak) expresszaltak legfeljebb
7 ug/106 sejt/nap koncentracidban [Grinnell és munka-
tarsai: Blood 76, 2546 (1990)], vagy C127 egér sejt/pa-
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pilloma virusrendszerben, ahol hasonlé expresszios
szintek érhetSk el [Malm és munkatarsai: Eur. J. Bio-
chem., 187, 737 (1990)]. Az utdbbi sejtekbdl szarmazd
protein nagyobb, mint a plazma eredetii S-protein, valo-
szinlleg egy rendellenes glikozilezés kovetkeztében.

Az S-protein talalmany szerinti expresszalasira egy
kettGs gén kazettat alkalmazunk, amely a human vérfak-
tor S-proteint kodolé komplementer DNS-bdl és a gpt-
génbdl all, mindketté egy vaccinia promoter szabalyo-
zasa alatt. Ezt a kazettat az egyetlen Notl helyre klonoz-
zuk, és szamyaspoxvirus helpervirussal fert6zott emlGs-
sejtekben pakoljuk. A humén S-protein fertézétt Vero
sejtekben 4-6 ng/106 sejtkoncentraciéban expresz-
szalodik.

Az S-protein vacciniavirus altali optimalis expresz-
szidjara alkalmas sejtek vizsgalatira 6t kiilonb6zd
gazdasejtvonalat alkalmaztunk, ezek a WI 38 (human
embrionalis tiid6fibroblaszt), CV—-1 és Vero (majom
vesesejtek), Chang-majsejt és SK Hepl. Az S-protein
szamos modszerrel nem volt megkiilonboztetheté a
plazmabol szarmazé S-proteintdl, a fenti sejtvonal fertd-
zOtt sejtjeibdl szdrmazo rekombindns anyag ugyanazt
az elektroforetikus vandorlasi képet és ugyanazt a kro-
matografids eliciés profilt mutatta, mint a plazmabol
szarmaz6 S-protein. Ez jelzi, hogy fenti komplex gliko-
protein helyes poszttranszlaciés modositasa végbe-
ment. Az eljarast részleteiben alabb ismertetjiik.

PN2-gptaProtS plazmid szerkesztése

A human S-proteint kddolé c¢cDNS-t tartalmazé
pBluescript—ProtS plazmidbol (amelyet R. T. A. McGil-
livray bocsatott rendelkezésiinkre) készitett egyszalu .
DNS-t alkalmaztuk az S-proteint kodolorégié transzla-
cios startkodonjanak komyezetében 1évé régié muta-
genezisére egy Ncol helyre (CCATGG). Az oProtS1
mutagén primer (68. azonositasi szamu szekvencia)
szekvencidja 5°-ACC CAG GAC CGC CAT GGC
GAA GCG CGC-3’; a mutagenezist az Amersham, Inc.
altal elGirt protokoll szerint hajtottuk végre. A muticid
a szignalpeptidben megy végbe ugy, hogy a méasodik
aminosav argininrdl alaninra cserélédik (10.1 dbra B ré-
sze és 77. és 79. azonositasi szdm( szekvencidk). Ez
egy Ncol helyet vezet be a szekvenciaba, amely a tovab-
bi klonozashoz sziikséges, és az ATG startkodont a
transzlaciohoz optimélis helyzetbe hozza. Ez javithatja
az S-protein kivalasztasat.

Ezutdn az S-protein cDNS-t Ncol-Notl fragmens-
ként kivagjuk, és pTKgpt—selP vaccinia inszercids plaz-
midba (Falkner és munkatarsai fent idézett munkaja)
inzertaljuk, ez a plazmid egy erés szintetikus vaccinia
promotert szolgéltat. Ezutdn a promoter—S-protein-
gén-kazettit BgllI-Notl fragmensként kivagjuk, és a
pN2-—gpta plazmidba (1. példa) inzertaljuk, igy kapjuk
a pN2-gptaProtS plazmidot (67. azonositdsi szamu
szekvencia). A fenti szerkezet tovabbi jellemz4i az alab-
bi tablazatbol lathatok.

PN2—gptaProtS (6811 bp)
(67. azonositasi szamu szekvencia)

Helyzet Leiras
1-2217 Bluescript II SK szekvenciak
(Stratagene)
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(a tablazat folytatasa)

Leiras

NotI hely (1)

ProtS szekvenciak rc orientacio-

ban. A nyitott leolvasasi keretek a

4938-as helyzetben kezdGdnek

egy rc TAC startkodonnal és
2910-es helyzetben fejez6dnek be
egy rc ATT stopkodonnal

Vacciniavirus szintetikus ko-

rai/késGi promoter rc orientacio-

ban, amelyet 4935-6s helyzetben
egy Ncol hely és 4987-4992-es
helyzetben egy fuzionalt

Bglll/BamHI hely hatérol. Az

Ncol hely tartalmazza a ProtS

TAC startkodont.

Vacciniavirus p7,5 promoterszek-

venciak

E: coli gpt-szekvencidk. Az ORF

az 5494-es helyzetben ATG start-

kodonnal kezdédik és 5950-es
helyzetben egy TAA stop-
kodonnal fejezddik be

Notl hely (2)

Bluescript II SK szekvencidk

(Stratagene)

Ebben a plazmidban a vacciniavirus P7,5 promoter
altal szabalyozott gpt-gén és az S-protein cDNS elté-
réen van atirva, és Notl helyekkel van hatarolva.

VProtS elGallitasa humadn S-protein ¢cDNB inzertd-

lasdval vacciniavirus egyetlen Notl helyére

A gpt- és S-protein-kazettakat tartalmazo Notl frag-
menst a vacciniavektor-karokkal ligaljuk, és FPV-vel
fertdzott emlds CV—1-sejtekbe transzfektiljuk. Csak a
pakolt vacciniavirus szaporodik ilyen koriilmények ko-
zott. Kozelebbrdl 1 pg vad tipusi vacciniavirus DNS-t
Notl-gyel hasitunk, az enzimet 30 percen keresztiil
65 °C-on melegitve hGvel inaktivaljuk. A vektort egy &j-
szakan keresztiil ligaljuk 1 pg 3,8 kb hossziséga gpt/S-
protein gén kazettival (amelyet a pN2—gpta—ProtS plaz-
midbol Notl fragmensként hasitunk ki) 30 pl elegyben,
15 egység T4 DNS-ligaz alkalmazasaval.

Az 5 napos inkubalassal el6allitott nyersvirus torzs-
tenyészetet mikofenolsav (MPA) jelenlétében és annak
tavollétében titraljuk. Ezzel az eljarassal kiilonboztethe-
t6 meg a kiméra a visszaligélt vad tipusu virustél. MPA
jelenlétében 4x 104, anélkiil 6x 105 pfu/106 gazdasejt
titert kapunk. A virusplakkoknak mintegy 6—7%-a ki-
méravirus. A gpt-pozitiv izolatumok koziil tizet plakk-
tisztitottunk kétszer, kis mennyiségil nyers torzstenyé-
szetet készitettiink, és CV—1-sejtek fert6zésére alkal-
maztuk. Kipreparaltuk az dsszes DNS-t, Sacl és Notl
restrikcios enzimekkel hasitottuk, és Southern-blot-ana-
lizissel analizaltuk (10.2 dbra). A kiénozott Sacl-I frag-
menssel (pTZ—Sacl plazmid, 4. példa) hidridizalt Sacl
emésztési termék lehetGvé tette az inzertalt DNS orien-

srry

Helyzet
2218-2225
2226-4938

4939-4992

4993-5493

5494-6127

6128-6235
6236-6811

aszimmetrikusan hasitja. Az inzertek mind a 10 izo-
latumban ,,a” orienticioban vannak (6.3 és 4.6 kb hosz-
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szasagh fragmensek, lasd a 10.2 dbra A és C részét), je-
lezvén, hogy ez a konfiguracié sokkal eldnydsebb. Az
Notl fragmenseket az S-protein-probaval hibridizaltuk.
Ebben az esetben a 3,8 kb hosszisagh Notl génkazetta
szabadult fel (10.2 abra B része).

Human S-protein expresszioja kiméra-vacciniavi-

russal

A gpt-pozitiv kiméravirusokbdl nyers torzstenyésze-
teket készitettiink, és kiilonféle eml6ssejtvonalak fert6zé-
sére alkalmaztuk. 5x 106 sejtet tartalmazo egyrétegi sejt-
tenyészeteket 0,1 pfu/sejttel fertSztiink, 50 pg/ml K-vita-
minnal kiegészitett szérummentes kozegben (DMEM),
és 72 oOran keresztiil inkubaltuk. A feliiliszokat dssze-
gyljtottik, és az S-protein antigént ELISA-tesztkészlet
alkalmazasaval (Boehringer Mannheim, NSzK, a készlet
szama: 1360264) meghatiroztuk. Az elhasznéloédott S-
protein mennyiségét az 1. tablazatban milliegységben ad-
juk meg (1 egység 25 pg S-proteinnek felel meg).

Vero-sejtekbd] szarmazo 10 pl feliiliszot is analizal-
tunk Westemn-blottal, standardként 50 ng human plaz-
mabol szdrmazé S-protein és egy ,,hu Prot §”-re specifi-
kus egér poliklonalis szérum (Axell) alkalmazdsa-
val (10.3 abra). A blotokat lagos foszfatdzzal konjugalt
kecske-antiegér poliklonalis szérummal (Dakopatts) és
szubsztratként NBT/BCIP-vel festettiik.

A rekombinans S-protein tisztitasat sejttenyészetek
feliilisz6jabol Grinnell és munkatarsai (1990) modsze-
re szerint végeztiik.

10.1 tablazat

Sejtvonal ATCC szam | Milliegység, huProtS/10 sejt
SK Hepl (HTB52) 750
Vero (CCL 81) 127
Chang m4j (CCL 13) 135
Cv-1 (CCL 70) 450
WI 38 (CCL 75) 440
11. példa

Human IX faktort kodol6 kiméra-vacciniavirusok
eléallitasa és rekombinans IX faktor expresszioja
Egy kett6s gén kazettat — amely a human IX vérfak-
tort kddolé komplementer DNS-t és a gpt-gént tartal-
mazza, mindkettSt egy vaccinia promoter szabéalyozasa
alatt — a vacciniavirus WR-genom egyetlen Notl helyé-
re klonozunk, és helper-szarnyaspoxvirussal fert8zott
emldssejtekben pakoljuk.
A humaén IX faktort szdmos sejttipusban expresszaljuk.
A humén IX véralvadasi faktor egy 56 kD méreti
glikoprotein, amely a véralvadas szabalyozasiban jat-
szik szerepet. Ez a véralvadasi faktor komplex poszt-
transzlaciés modositasokon megy keresztiil, ezek: az
els6 12 glutaminsav-maradék K-vitamintd! figgd kar-
boxilezése, glikozilezés, aszparaginsav B-hidroxilezése
és a protein aminotermindlis atalakitisa [Davie E. W.,
,,The Blood Coagulation Factors: Their cDNAs, Genes
and Expression”, Hemostasis and Thrombosis, szer-
keszt6 Colman, R. W., Hirsh, J. Marder, V. J. and
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Salzman, E. W. J. B. Lippincott Co. (1987)]. A B hemo-
filiat és az X kromoszomaval kapcsolatos vérzési rend-
ellenességet a IX faktor muticidja okozza. A hemo-
filids betegeket napjainkban plazmabol szdrmazé IX
faktor helyettesitéssel kezelik.

A cDNS-t és a IX faktor genomialis DNS-ét (,,FIX”)
klonozzuk és jellemezziik, és az FIX-et allando sejtvona-
lakban expressziljuk [Busby és munkatarsai: Nature,
316, 271 (1985); Kaufman és munkatarsai: J. Biol.
Chem. 261, 9622 (1986); Balland és munkatarsai: Eur.
J. Biochem., 172, 565 (1922) és Lin és munkatarsai: J.
Biol. Chem., 265, 144 (1990)]. A IX faktor vaccinia
rekombinansokban valé expresszidja szintén ismert {de
la Salle és munkatarsai: Nature, 316, 268 (1985)].

Plazmidok szerkesztése

PN2gpta—FIX szerkesztése

Az FIX cDNS-t (amelyet R. T. A. MacGillivray bo-
csatott rendelkezésiinkre) pBluescript—FIX plazmidbol
EcoRI-gyel vagtak ki és EcoRI-gyel linearizalt pTM3
plazmiddal ligaitak. [Moss és munkatarsai: Nature, 348,
91 (1990)]. Az FIX inzertet helyes orientacioban tartal-
mazo6 rekombinans plazmidbdl izolaljuk az egyes szali
DNS-t, és Ncol helyet (CCATGG) vezetiink be az FIX
ATG startkodon kozelébe oligonukleotid mediélta hely-
iranyitott mutagenezissel, oFIX.1 oligonukleotidot (71.
azonositasi szamu szekvencia: 5’-TCA TGT TCA CGS
GCT CCA TGG CCG CGG CCG CAC C-3’) és keres-
kedelmi forgalomban kaphaté mutagenezis készletet
(Amersham, Inc., PPN 1523. készlet) alkalmazva. A vek-
tort és az FIX Ncol helyeket fuziondljuk, az inzer-
talt DNS-t Ncol-gyel végzett hasitassal izolaljuk, és
Ncol/Notl-gyel hasitott pTKgpt—selP vektorral ligaljuk
(Falkner és munkatarsai fent idézett munkaja). Ebbdl a
plazmidbol Bglli-vel és Notl-gyel kihasitjuk a promo-
ter/FIX kazettat, és BamHI/Notl-gyel linearizalt pN2—
gpta vektorral (1. példa) ligdljuk. Az igy kapott szerke-
zetbdl izolaljuk az Notl kazettat, amely tartalmazza az
FIX cDNS-t (a selP promoter szabalyozésa alatt) és a
gpt-gént (a vaccinia P7,5 promoter szabalyozasa alatt),
és ezt alkalmazzuk in vitro molekuléris klonozasra és pa-
kolasra a 10. példaban leirtak szerint. A fenti plazmid to-
vabbi jellemzGi az alabbi tablazatbdl 1athatok.

pN2gpta—FIX (5532bp)
(72. azonositasi szamu szekvencia)

Helyzet Leiras

1-2217 Bluescript II SK szekvencidk
(Stratagene)

2218-2225 Notl hely (1)

2226-3659 FIX szekvencia rc orientacioban.
A nyitott leolvasasi keret a
3659-es helyzetben kezdddik egy
r¢ TAC startkodonnal, és 2276-0s
helyzetben ér véget egy rc ATT
stopkodonnal

3660-3713 Vacciniavirus szintetikus ko-

rai/kés6i promoter rc orientacio-
ban, a 3656-o0s helyzetben egy
Ncol hellyel hatarolva és
3708-3713-as helyzetben
Bglll/BamHI hellyel fuzionalva.
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Leiras

Az Ncol hely tartalmazza az FIX
TAC startkodont

Vacciniavirus P7,5 promoter-
szekvenciak

E. coli gpt-szekvencidk. Az ORF
4215-6s helyzetben egy ATG start-
kodonnal kezdddik és 4671-es
helyzetben egy TAA stop-
kodonnal ér véget

Notl hely (2)

Bluescript II SK szekvencidk
(Stratagene)

Human LX faktort kédolo ¢cDNS-inzertdldsa vacci-

niavirus egyetlen Notl helyére

A IX faktor cDNS-vacciniavirusba valo inzertalasat
megel6zGen ezt a cDNS-t a pN2—gpta plazmidba
inzertaljuk, igy kapjuk a pN2gpta—FIX plazmidot
(11.1 4bra A része, 72. azonositasi szamu szekvencia).
A szintetikus vaccinia promoter és a IX faktort kodolo-
régio kozotti optimalis szekvenciakapcsolat biztositasa-
ra a IX faktor 5’-nem transzlatalt régiojat a IX faktor
startkodonjaval, egy 0) Ncol hely kialakitasaval és ezen
Ncol hely és a promoter altal biztositott Ncol hely fu-
ziojaval toroljik. Ez a muticio egy mutalt szigndlpepti-
det eredményez (11.1 dbra B része). A vad tipusu IX
faktorban a szignalpeptid masodik aminosavja egy glu=
taminmaradék, mig a pN2gpta—FIX-ben a masodik
aminosav egy glutaminsav-maradék.

A gpt-gén és a IX faktor génkazettdkat tartalmazé-
Notl fragmenst vacciniavektor-karokkal ligaljuk, és-
FPV-vel fert6zitt emlés CV—1-sejtekbe transzfektal-
juk. Tlyen korilmények kozott csak a pakolt vaccinia-
virus szaporodik. Az 5 napos inkubalassal kapott nyers-
virus torzsszuszpenziokat mikofenolsav (MPA) jelenlé-
tében és tavollétében titraljuk. Ezzel az eljarassal meg-
kiilonboztetjiik a kimérdkat a visszaligalt vad tipusa vi-
rustol. MPA-val 5x 104, MPA nélkil 5x106 pfu/106
gazdasejt titert kapunk. Ebben a példaban a viralis plak-
koknak mintegy 1%-a kiméravirus. A gpt-pozitiv izo-
latumok kozul tizet kétszer plakktisztitunk, majd kis
mennyiségil nyers torzstenyészeteket készitiink beld-
litkk, és CV-1-sejtek fertdzésére alkalmazzuk. A megfe-
lelé virusizolatummal fert6zott sejttenyészetek koziil
nyolcbdl preparéljuk a teljes DNS-t, Sful, Ndel és Notl
restrikcios enzimekkel emésztjiik, és Southern-blot-ana-
lizissel analizaljuk.

A IX faktor probaval hibridizalt Sful emésztési ter-
mék lehet6vé teszi az inzertdlt DNS orientacidjanak
meghatarozasat, mivel az Sful az inzertet aszimmetriku-
san hasitja. Mind a nyolc izolatumban ,,2” orientacio-
ban van az inzert (6,3 és 4,6 kb hosszisagu fragmen-
sek, lasd a 11.2 abrat), jelezvén, hogy ez a konfiguracid
elénydsebb. Az Ndel (Notl) fragmenseket szintén hibri-
dizdljuk a IX faktorprobaval. Ebben az esetben egy
656 kb hossziisagu fragmens (a 3,8 kb Notl gén kazet-
ta) valik szabadda, ami aldtimasztja a vart szerkezetet.

Human IX faktor expresszioja

Nyolc plakkizolatumbdl kilon-kiilon nyers torzste-
nyészeteket készitlink, és ezeket alkalmazzuk kiilonféle

Helyzet

3714-4214

4215-4848

4849-4856
48575532
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emlds sejtvonalak fert6zésére. 10 cm-es Petri-csészék-
ben 1év6 5 x 106 sejtet fertGziink 0,1 pfu/sejttel S0 pg/ml
K-vitamint tartalmaz6 szérummentes tapkozeg (DMEM)
jelenlétében. A fertzott sejteket 72 6ran keresztiil inku-
baljuk, amig a sejtek kezdenek elvalni a Petri-csésze al-
jatol. A feliiliszot Osszegydjtjiik, és a sejttormeléket
centrifugalassal eltavolitjuk, majd az FIX mennyisége-
ket ELISA-modszerrel (Boehringer Mannheim, NSzK,
a készlet szama: 1360299) meghatarozzuk. A IX faktor
FIX antigénjének mennyiségeit a 11.1 tablazatban ad-
juk meg.

Masik kisérletben Vero-sejtekbdl szarmazo 10 pl fe-
lillasz6t Western-blottal analizalunk, standardként
50 pg human plazmabdl szarmazé huFIX-et és egy
huFIX-re specifikus egér poliklonalis szérumot (Axell)
alkalmazva. A blotokat ligos foszfatdzzal konjugalt
kecske-antiegér poliklonalis szérummal (Dakopatts) és
szubsztratként NBT/BCIP alkalmazasaval festjiik.
Amint az a 11.3 abrabdl lathat6, a rekombinans anyag
széles savként mozog, a standard plazméabol szdrmazo
IX faktorhoz hasonloéan. A Vero-sejtekbdl szdrmazo,
részlegesen tisztitott IX faktorral végzett alvadasi vizs-
galatok azt mutatjak, hogy az anyagnak mintegy 50%-a
hatasos IX faktor. Az 5. szamu virusizoldtumot (ame-
lyet VFIX#5-nek neveziink) nagy léptékben tenyészt-
jiik, és ezt alkalmazzuk a tovabbi kisérletekben. Ugyan-
ugy, mint az S-protein kiméravirusok esetében (10. pél-
da), a IX faktort expresszalo kimérak is az egyik el6-
ny0s orientacioban tartalmazzak az inzerteket.

A kérdéses génrdl a protein (IX faktor és S-protein)
transzkripcidja jobbrol balra tortént, azaz ugyanazon
irAnyban, mint az NotlI hely koriil 1évd génekrdl. Ezért
ugy tiinik, hogy az ersen atirodo egységeknek az el6-
nyos transzkripei6s iranyban kell elhelyezkedniiik, ami-
kor az Notl helyre kidnozzuk. Az inzertet a fenti konfi-
guracidban tartalmazoé virusok igen el6nyosek, és ezek
mutatjak a legjobb szaporodasi tulajdonsagokat. A ma-
sik génkazetta, a P7,5 gpt-gén transzkripcidjanak ira-
nya balrél jobbra volt. Ezért a P7,5 promoter szegmens
forditott ismétlddS konfigurcidban van a 7,5 kD-os
proteint kodold kozeli endogén génhez viszonyitva,
azaz a vart stabil konfiguracié az elényds. Mivel nem
talaltunk forditott orienticioval rendelkezd kimérédkat,
a ,b” orientacio valosziniileg instabil. A fenti génkazet-
tak ,b”-orientaci6ju inszercidja in vivo rekombinacio-
val nem sikeriilt volna, ami ahhoz a téves feltételezés-
hez vezethet, hogy az Notl intergénrégio esszencidlis a
virusnovekedéshez. Ez a helyzet a kozvetlen klonozas
egyik elonyét bizonyitja: csak a megengedett szerkeze-
tek képzGdnek.

Egyszer(i, kisméretli génkazettdk inszerci6javal
mindkét orientacio és multimerek is keletkeznek (1. pél-
da), mig komplex génkazettak inszerci6javal (eltérden
atir6d6 kett3s gén kazettak, amelyek belsé génekkel,
példaul P7,5 promoter szegmenssel homoldgiat mutat-
nak) az el6nyos szerkezetek alakulnak ki.

Amikor a sejteket a IX faktor optimalis expresszio-
ja szempontjabol vizsgaltuk, azt talaltuk, hogy a CV-1
és SK Hepl sejtek mutattak a legmagasabb antigénszin-
teket. A CV—1-sejtekb6l szarmazd anyag rendelkezett
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a legnagyobb véralvaszté aktivitassal (11.1 tdblazat), je-
lezvén, hogy ez a sejtvonal rendelkezik a megfelel6
poszitranszlaciés modositorendszerekkel. A IX faktort
korabban hagyoményos vaccinia expresszios rendsze-
rekben expresszaltak P7,5 promoter és HepG2 és BHK
sejtek (de la Salle és munkatarsai, 1985) alkalmazasé-
val. A jobb szaporodasi jellemz6kkel rendelkez6 sejtvo-
nalakrol, példaul a Vero- és CV-1-sejiekr6l kimutat-
tuk, hogy jelen virusokkal magasabb expresszios szinte-
ket mutatnak a jobb promoterek és modszerek kovetkez-
tében. Ezenkiviil igy tinik, hogy a IX faktor cDNS 5’-
nem transzlatalt régidjanak torlése és a szignalpeptid
moédositasa pozitiv hatast fejt ki az expresszids szintek-
re és a szekréciora.

11.1 tablazat
A IX faktor expresszidja kiilénbozd sejtvonalakban

Sejtvonal ATCC Antigén Aktivitas | Arany
szam milliegység/ | milliegység (%)
106 scjt* /106 sejt*

SK Hepl | (HTB52) 810 183 225
Vero (CCL81) 500 282 56,4
Chang | ccr13) 190 100 52,6
maj

Cv-1 (CCL70) 850 1290 151,8
RK13 (CCL37) 300 460 153,3

* 1 egység 5 ug FIX/m! human plazmanak felel meg.

12. példa

f—envilIB kiméra-szarnyaspoxvirus szerkesztése és

rekombindns HIVIIIB burokproteinek expresszioja

csirkeembrio-fibroplasztokban

Barrett és munkatarsai ismertették a gp160 nagy 1ép-
tékii elBallitdsat vacciniavirus-Vero-sejt expresszios
rendszerben (1989). Mivel a vacciniavirus mégiscsak
patogén szamos meleg vér(i szémara (beleértve az emld-
soket is), mig a szamyaspoxvirus a madarfajokra nézve
gazdaspecifikus, egy madar-poxviruson alapul6 expresz-
szi0s rendszert fejlesztettiink ki (07/734 741 szami ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés és an-
nak folytatolagos bejelentése). Kiméra-szamyaspoxviru-
sokat is szerkesztettek kozvetlen molekuléris klonozas-
sal a HIV-1 1IIB izolatum burokgénjének expressza-
lasara (Ratner és munkatarsai, 1985). Ebben a rekombi-
nans virusban az env gén egy erds, szintetikus kés6i
promoter szabalyozésa alatt all. A burok-glikoproteinek
elGallitasara a kiméra-szarnyaspoxvirust alkalmaztak
csirkeembrio-aggregatum sejttenyészetek fertdzésére
(Mundt és munkatarsai, PCT/WO 91/709 937).

J—envIlIB kiméra-szarnyaspoxvirus szerkesztése és

szerkezete

Az f-envlIIB megszerkesztésére (12.1 &bra) a
pN2gpt—gp160 plazmidbél (5. példa) Notl fragmens
forméajaban kivagjuk a P7,5 promoter/gpt génbdl és az
S4-promoter/gpl60 génbdl all6 kettGs gén kazettit.
Ezt a kazettat ligaljuk az f-TK2a szarnyaspoxvirus
Notl-gyel hasitott genomialis DNS-ével (2. példa) és a
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kiméravirust az anyagok és modszerek ismertetésében
leirt modon izolaljuk. A 12 kilonbézd plakkal fertdzott
csirkeembrié-fibroblasztbol szdrmazé sszes DNS-t
Sspl-gyel emésztettiik, és Southern-blottal tovabb anali-
zaltuk, hibridizalasra probaként egy izolalt gp160
fragmenst alkalmaztunk (12.2 4bra A része). 11 esetben
megtalaltuk a vart 3,7, 1,0 és 0,8 kb hosszasagn frag-
menseket, jelezvén, hogy a gp160 gén ,b” orientacio-
ban integralodott (12.2 abra B része). 1 virusizoldtum,
az f—LF2e nem hibridizalt a gp160 probaval.

Az a tény, hogy az inzert egy elény6s orientcidban
van, arra a lehet6ségre utal, hogy a ,,b” orientdci6j vi-
rus szaporodasa el6nyos az ,,a” orientacioval szemben,
az ,,a" orientici6 még instabil is lehet. A kozvetlen
klénozasi modszer egyik elénye lehet az, hogy a virus-
vektornak lehetdséget ad a legjobb orientacié kivalasz-
tasara.

Sf—envIlIB kiméravirussal végzett expressziés vizsgd-

latok

Az expressziés vizsgilatokat csirkeembrid-fibro-
blasztokon (CEF) végeztiik. A CEF osszefiiggd egyréte-
gli tenyészeteit 0,1 pfu/sejt mennyiségdi, 5 napos nyers-
virus torzsszuszpenziokkal fertéztiikk. 10%-os poliakril-
amid-géleken elvalasztottuk az Gsszes celluldris pro-
teint, és nitrocellul6z sziirGkre vive az anyagok és mod-
szerek részben leirtak szerint analizaltuk tovabb.
A gpl60, gp120 és gp4l expresszidjat bemutatd Wes-
tern-blotok a 12.3 és 12.4 dbran lathatok. Az f—LF2e ki-
vételével az 6sszes virusizolatum indukalta az env gliko-
proteinek expressziojat. Az f—LF2e virus a Southemn-
blot-analizis szerint is negativ volt, igy nem hordozza a
gp160 génszekvencidkat.

f—envilIB szerkesztése

Az f-TK2a gazdavirusvektor (2. példa) DNS-ének
2 pg-jat Notl-gyel hasitjuk, és 500 ng P7,5 pro-
moter/gpt génbll és S4 promoter/gpl60 génbdt 4116
génkazettaval ligaljuk. A ligalast 20 pl térfogatban,
4 napon keresztiil, 12 °C-on hajtjuk végre, és 5 egység
ligdzt alkalmazunk. A ligacids elegyet 0,5 pfu/sejt
HP2-vel fertézott 6x 106 CEF-be transzfektaljuk (a
HP2 a HP1.441 plakktisztitasaval kapott szrnyaspoxvi-

TCAAGCTTAT CGATACCGTC GCGGCCGCGA CCTCGAGGGG GGGCCCGG

2. azonositdsi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisag: 1133 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes
(D) topologia: linedris

CTAGAACTAG TGGATCCCCC AACTTAAGGG TACCGCCTCG ACATCTATAT ACTATATAGT
AATACCAATA CTCAAGACTA CGAAACTGAT ACAATCTCTT ATCATGTGGG TAATGTTCTC
GATGTCGAAT AGCCATATGC CGGTAGTTGC GATATACATA AACTGATCAC TAATTCCAAA
CCCACCCGCT TTTTATAGTA AGTTTTTCAC CCATAAATAA TAAATACAAT AATTAATTTC
TCGTAAAAGT AGAAAATATA TTCTAATTTA TTGCACGGTA AGGAAGTAGA ATCATAAAGA
ACAGTGACGG ATGATCCCCA AGCTTGGACA CAAGACAGGC TTGCGAGATA TGTTTGAGAA
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rus-izolatum). 5 napos inkubalassal egy nyers torzs-
szuszpenziot allitunk elS (végtérfogat 1 ml), amelyet
felnagyitunk. A nyers torzsszuszpenzi6t CEF-en titral-
juk 6 rezervoaros lemezeken, €s 5 napon keresztiil gpt-
szelekci6 alatt (25 ug/ml mikofenolsav, 125 pug xantin)
tenyésztjiik. Azokat a sejteket, amelyeken a minimalis
higitas lathato citopatikus hatast eredményezett 6ssze-
gyljtjiik, és ugyanezzel a modszerrel kétszer felnagyit-
juk. A mésodik nagyitas utan kapott nyers torzsszusz-
penziot CEF-sejteken titraljuk gpt-szelekcios nyomas
alkalmazésaval, és 12 kilonallé plakkot (f—-LF2a-1)
vesziink le.

gp160 Western-blotjai

A Western-blot-analizist 1ényegében Towbin és
munkatarsai fent idézett modszere szerint hajtjuk vég-
re. A gpl60/gpl120 detektalasara elsG antitestként egy
egér monoklonélis anti-HIV-gp120 antitestet (Du
Pont, Inc., szdma: NEA9305) alkalmaztunk 1:500 higi-
tdsban. A gp4l detektdldsdra humén anti-HIV-gp41
3D6 Mab-t (H. Katinger, Universitit fiir Bodenkultur,
Inst. fur Angewandte Mikrobiologie) alkalmaztunk
1:500 higitasban. A masodik antitest egy kecske-antie-
geér 1gG (H+L) ligos foszfatazzal kapcsolva (BioRad.,
Inc., szdma: 170—6520), amelyet 1: 1000 higitasban al-
kalmaztunk. A reagensek (BCIP és NBT) és a protokol-
lok a Promega, Inc.-t6! szdrmaztak.

Az azonositasi szamokkal definialt szekvenciakat
az alabbiakban ismertetjiik.

SZEKVENCIALISTA

1. azonositasi szamit szekvencia
(1) Szekvencia jellemz6i:

(A) hosszusag: 48 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szl tipusa: egyes
(D) topologia: lineéris
(11) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
leotid
(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon: pN2

(xi) Szekvencia leirdsa:

48
(11) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
leotid
(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon: pN2-gpta
(x1) Szekvencia leirasa:
€0
120
180
240
300
360



TACCACTTTA
TACTGGTTTT
CTTTTTAAGC
CCTGGGACAT
AATGGAAAGG
GTGAACTGGG
AGCGCGAGCT
ATGACCTGGT
ACTTTGTCAC
ATATCCCGCA
CRATCTCCGG
TCAGGCGGGT

AACCTGAGCG

3. azonositasi szamu szekvencia

TCCCGCGTCA
TAGTGCGCCA
CGTAGATARA
GTTGCAGATC
CATTATTGCC
TATTCGTCAT
TARAGTGCTG
GGATACCGGT
CATCTTCGCA
AGATACCTGG
TCGCTAATCT
TACAATAGTT
AAACCCTGTT

(i) Szekvencia jellemz6i:

(A) hosszisag:

(B) tipus:

(C) szl tipusa:
(D) topologia:

CTAGAACTAG
GTCATGGATG
AAGAACAACG
GAATACGACG
ATAGTCATCA
TGGATACATT
GATGAAGCCT
GTGATCGTAG
TAACGCACCC
AGGCATCAGT
GTATTTTTCG
GGGGAAAATA
TGAGTCCGCG
ACATATCTCG
GATTCTACTT
ATTATTGTAT

TTAGTGATCA

HU 219 369 B

GGGAGAGGCA
GATCTCTATA
CAGGCTGGGA
CATGCACGTA
GTARGCCGTG
GTCGATACCG
AAACGCGCAG
GGTACTGCGG
ARACCGGCTG
ATTGAACAGC
TTTCAACGCC
TCCAGTAAGT

CAAACCCCGC

1133 bazispér
nukleinsav

egyes
lineéris

TGGATCCCCC
CAGCCTCCAG
CCCGGCAGTG
CCCATATCCC
ACCAGCGGAC
TCACGAATCG
TCGCCATCGC
CTGGAAARTAC
GGTACCAGAC
CGGCTTGCGA
CTCATGTGAA
GGTTGCGCGA
TCTTTTTACG
CAAGCCTGTC
CCTTACCGTG
TTATTATTTA

GTTTATGTAT

AAAGCGGGGT
AATACTTACT
CCAGGCGTTG
ACGGCTGTTC
GACCAGCCGG
CAACCGCAGT
CTTCTGCGCG
AAACGGTATC
CGCCACGGCT
GTTTACGTGC
GTGTCCCAGC
GATTATAGAG
CACTGCCTCT
TTGTGTCCAA
CAATAAATTA
TGGGTGAAAA

ATCGCAACTA

GTGCGTAARA
ATCTCGCGCA
CACTTCACAT
AACTCGCAAG
GCGGTCTGGT
TTTGTATTTC
AAGGCGATGG
TTGCGATTCG
GTCGTCCGCT
CGTGGGATAT
TGGCACTGCC
ATTCTGGAGG

TTTGGGCTGC

AGACGCGGAC
ACCTATTTTC
GAGCGAARAA
CCGACTGATG
ACCGGGTGCG
CAGCTACGAT
CGAARGGCTTC
TGARAATGTAT
GGTTGATGAC
GGGCGTCGTA
GGGCGTTGTT
CTGCATCCAT
AGGAATTCGA

(i1) Molekula tipusa:

25

(A) Megnevezés:

(vii) Kbzvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

TTGAACAGGG
GGAAACTATT
AAAAGATTAG
ARTCCAGGTA
TTTTGCGAAG
ACCACCGGTA
TTTCAGCACT
GACATGACGA
TACGGCAATA
ATGGATCTGC
CTGTTTATCT
ATCTGGCGCA
CCCTGACGCG
GCTTGGGGAT
GAATATATTT
ACTTACTATA

CCGGCATATG

49

TTTCGCTCAG
GTAACCCGCC
CGACCGGAGA
TCTTGCGGGA
ATGGTGACAA
TCCACCAGGT
TTAAGCTCGC
ATACCCAGTT
ATGCCTTTCC
AACATGTCCC
ACGGCTTAAA
CTAAAARCCA
GGATAARGTG
CATCCGTCAC
TCTACTTTTA
AAAAGCGGGT

GCTATTCGAC

TCA'I:G‘I’GAAA
CCCTCGAACA
TACATCGTCA
CCTTCTGAARC
TTACTGGCGC
CACGACARCC
ATCGTTATTG
CCAAAAGCGC
TATGTTIGTTG
TTCGTCCCGC
CTTTTTARCT
GACACAGGCA

TAT

egyéb nukleinsav

420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080

1133

szintetikus DNS-oligonuk-

leotid

pN2—gptb

GTTTGCCTGT
TGAAGTTAAA
TTGGCGGGAC
TATCAACAAC
AGTGCGCTTT
CATCAATAAC
GCTGGTTGTC
CACGCGCCAG
ATTGTTCAGA
AGGTGACGAT
AAGTGTTCGA
GTATTTCACA
GTATTCTCAA
TGTTCTTTAT
CGAGAAATTA
GGGTTTGGAR

ATCGAGAACA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
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TTACCCACAT GATAAGAGAT TGTATCAGTT TCGTAGTCTT GAGTATTGGT ATTACTATAT 1080

AGTATATAGA TGTCGAGGCG GTACCCTTAA GTTGGGCTGC AGGAATTCGA TAT 1133

4. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: 5 (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hossziség: 66 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klén: pHindJ-2
(D) topolégia: linearis (xi) Szekvencia leirdsa:

CGCATTTTCT AACGTGATGG GATCCGTTAA CTCGCGAGAA TTCTGTAGAA AGTGTTACAT 60

CGACTC 66
5. azonositasi szamu szekvencia (i) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav

(i) Szekvencia jellemzdi:

15 (A) Megnevezés:

szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszuséag: 127 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klon: pHindJ-3
(D) topologia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:
CGCATTTTCT AACGTGATGG GATCCGGCCG GCTAGGCCGC GGCCGCCCGG GTTTTTATCT 60
CGAGACAAAA AGACGGACCG GGCCCGGCCA TATAGGCCCA ATTCTGTAGA AAGTGTTACA 120
TCGACTC 127
6. azonositasi szamu szekvencia (11) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemzdi: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hossziisag: 115 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav 30 (vii) Kozvetlen forrés:
(C) szél tipusa: egyes (B) klon: pAO
(D) topologia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:
AGGGAACAAA AGCTGGAGCT AGGCCGGCTA GGCCGCGGCC GCCCGGGTTT TTATCTCGAG 60
ACAAAAAGAC GGACCGGGCC CGGCCATATA GGCCAGTACC CAATTCGCCC TATAG 115
7. azonositasi szamu szekvencia (i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemzdi: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszusag: 103 bazispar 40 leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szél tipusa: egyes (B) klon: pAl
(D) topologia: lineéris (x1) Szekvencia leirasa:
CGGCCGCCCG GGTTTTTATC TCGACATATG CTGCAGTTAA CGAATTCCAT GGGGATCCGA 60
TATCAAGCTT AGGCCTGTCG ACGTCGAGAC AAAAAGACGG ACC 103
8. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav

(i) Szekvencia jellemzdi:

50 (A) Megnevezés:

szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

(A) hosszisag: 103 bazispar

(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:

(C) szal tipusa: egyes (B) klon: pA2

(D) topologia: linedris (xi) Szekvencia leirasa:

CGGCCGCCCG GGTTTTTATC TCGACGTCGA CAGGCCTAAG CTTGATATCG GATCCCCATG 60

GAATTCGTTA ACTGCAGCAT ATGTCGAGAC AAAAAGACGG ACC

50

103



9. azonositasi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

CCCGGGTTTT TATCTCGACA TACGGCTTGG TATAGCGGAC AACTAAGTAA TTGTAAAGAA
GAAAACGAAA CTATCAAAAC CGTTTATGAA ATGATAGAAA AAAGAATATA AATAATCCTG
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(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

213 bézispar

nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes 5 (B) kion:
linedris (xi) Szekvencia leirasa:

TATTTTAGTT TAAGTAACAG TAAAATAATG AGTAGAAAAT ACTATITIIT

AATCATGAAT TCGGATCCGA TATCAAGCTT AGG

10. azonositasi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemz&i:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topolégia:

CAGGCCTAAG CTTGATATCG GATCCGAATT CATGATTTAT AGGCTATAAA ARATAGTATT
TTCTACTCAT TATTTTACTG TTACTTAAAC TAAAATACAG GATTATTTAT ATTCTTTTIT
CTATCATTTC ATAAACGGTT TTGATAGTTT CGTTTTCTTC TTTACAATTA CTTAGTTGTC

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
215 bazispar
nukleinsav (vii) Kézvetlen forras:
egyes 20 (B) klon:
linearis (xi) Szekvencia leirésa:

CGCTATACCA AGCCGTATGT CGAGACAAAA AGACG

11. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

TCTCGACATA TGCTGCAGTT GGGAAGCTTT TTTTTTTTIT TTTTTTTGGC ATATAAATAG

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
88 bazispar
nukleinsav (vii) K6zvetlen forras:
egyes 35 (B) klon:
linearis (xi) Szekvencia leirasa:

GCTGCAGGAAR TTCCATGGGG ATCCGATA

12. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szl tipusa:
(D) topologia:

TTGATATCGG ATCCCCATGG AATTCCTGCA GCCTATTTAT ATGCCAAAAA ARAAAAAAAA

(i) Molekula tipusa:
(A) Megnevezes:
92 bazispar
nukleinsav 45 (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
linearis (xi) Szekvencia leirasa:

AAAAAGCTTC CCAACTGCAG CATATGTCGA GA

13. azonositasi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemz4i:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
127 bézispar 55
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
lineéris (xi) Szekvencia leirasa:

51

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pA1-S1

60
120
ATAGCCTATA 180
213
egyéb nukleinsav

szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pA2-Sl1

60
120
180
215

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pA1-S2

60
88

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pA2-S2

60

92

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

p2gpt—S3A (4.7 abra)



TACCCTTAAG TTGGGCTGCA GAAGCTTTITT TTTITITTITT TTTTTGGCAT ATARATGAAT

TCCATGGCCC GGGAAGGCCT CGGACCGGGC CCGGCCATAT AGGCCAGCGA TACCGTCGCG

GCCGCGA

HU 219369 B

14. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:

: 134 bazispéar
nukleinsav

(A) hosszusag
(B) tipus:

(C) szal tipusa:

(D) topoldgia:

TACCCTTAAG TTGGGCTGCA GAAGCTTTTT TTTTTTTTIT TTTTIGGCAT ATAAATCGTT

AACGAATTCC A’I‘GGbCCGGG AAGGCCTCGG ACCGGGCCCG GCCATATAGG CCAGCGATAC

CGTCGCGGCC

egyes
linearis

GCGA

15. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz4i:

: 1988 bazispar
nukleinsav

(A) hosszusag
(B) tipus:

(C) szal tipusa:

(D) topologia:
TTTTATAGCC
CTGGCCCTGG
CAAGCACGGT
AAGGGCAACC
GCTCTGGAGT
GCGAGGACGC
GGTACGAACT
AGGAGTCGCT
CAGGAGAATT
GACCCCACCG
GTAGCGATGA
TGTGTCCCTG
CCCTGCCTGG
TCAGCTGTGC
TGGTGCTATG
GAGGCCGTGG
GGGCGTACCG
GAGGCAGACT
AGAGAGCTCC

GGCATGTCAC

egyes
linearis

TATAAATCAT
CTGCCCTGTG
CGCTGCTCCA
TAGAGCGAGA
CCTCCACGGC
CTCGAGATAA
ACCGAGGGCA
ACCCACATAA
TCTGCCGCAA
TGAGGAGGCA
CTCCACGCTC
ATCGGGGGCA
CCTGGGCCAG
AGCTGGTGGA
TGGCCGGGAA
AGGAGGAGAC
CCACAAGTGA
GTGGGCTGCG
TGGAATCCTA

CTTGGCAGGT

GAATTCCGCG
TAGCCTTGTG
GCGGGTCCGG
GTGCGTGGAG
TACGGATGTG
GCTTGCTGCA
TGTGAACATC
GCCTGAAATC
CCCCGACAGC
GGAATGCAGC
CGAAGGCTCC
GCAGTACCAG
CGCACAGGCC
GAACTTCTGC
GCCTGGCGAC
AGGAGATGGG
GTACCAGACT
ACCTCTGTTC
CATCGACGGG
GATGCTTTTC

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:

10

(B) klon:

(xi) Szekvencia leirdsa:

(i) Molekula tipusa:

20

(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

CACGTCCGAG
CACAGCCAGC
CGAGCCAACA
GAGACGTGCA
TTCTGGGCCA
TGTCTGGAAG
ACCCGGTCAG
AACTCCACTA
AGCAACACGG
ATCCCTGTCT
AGTGTGAATC
GGGCGCCTGG
AAGGCCCTGA
CGCAACCCAG
TTTGGGTACT
CTGGATGAGG
TTCTTCAATC
GAGRAAGAAGT
CGCATTGTGG

CGGAAGAGTC

52

GCTTGCAGCT
ATGTGTTCCT
CCTTCTTGGA
GCTACGAGGA
AGTACACAGC
GTAACTGTGC
GCATTGAGTG
CCCATCCTGG
GACCATGGTG
GTGGCCAGGA
TGTCACCTCC
CGGTGACCAC
GCAAGCACCA
ACGGGGATGA
GCGACCTCAA
ACTCAGACAG
CGAGGACCTT
CGCTGGAGGA
AGGGCTCGGA

CCCAGGAGCT

60
120

127

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pN2gpt—S4

60
120
134

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pA1Sl-olvadaspont

GCCTGGCTGC 60
GGCTCCTCAG 120
GGAGGTGCGC 180
GGCCTTCGAG 240
TTGTGAGACA 300
TGAGGGTCTG 360
CCAGCTATGG 420
GGCCGACCTA 480
CTACACTACA 5S40
TCAAGTCACT 600
ATTGGAGCAG 660
ACATGGGCTC 720
GGACTTCARC 780
GGAGGGCGTG 840
C.'I‘A'I'I‘GTGAG s00
GGCCATCGAA 960
TGGCTCGGGA 1020
CAAAACCGAA 1080
TGCAGAGATC 1140
GCTGTGTGGG 1200



GCCAGCCTCA
TGGGACAAGA
AGGTACGAGC
TACAACTGGC
GCCTTCAGTG
CTCCAGGCTG
GCCARCGTTG
CGGCCGGTCT
TACAAGCCTG
GTCATGAAGA
GGCTGTGACC
ATACAGAAGG
AARCCAATCCC

AAGCTTAG

TCAGTGACCG
ACTTCACCGA
GAAACATTGA
GGGAGAACCT
ACTACATTCA
GATACARGGG
GTAAGGGGCA
GCAAGGACTC
ATGAAGGGAA
GCCCCTTTAA
GGGATGGGAR
TCATTGATCA
GTGAAAGAAT

HU 219369 B 2

CTGGGTCCTC ACCGCCGCCC ACTGCCTCCT GTACCCGCCC 1260
GAATGACCTT CTGGTGCGCA TTGGCAAGCA CTCCCGCACC 1320
AAAGATATCC ATGTTGGAAA AGATCTACAT CCACCCCAGG 1380
GGACCGGGAC ATTGCCCTGA TGAAGCTGAA GAAGCCTGTT 1440
CCCTGTGTGT CTGCCCGACA GGGAGACGGC AGCCAGCTTG 1500
GCGGGTGACA GGCTGGGGCA ACCTGAAGGA GACGTGGACA 1560
GCCCAGTGTC CTGCAGGTGG TGAACCTGCC CATTGTGGAG 1620
CACCCGGATC CGCATCACTG ACAACATGTT CTGTGCTGGT 1680
ACGAGGGGAT GCCTGTGAAG GTGACAGTGG GGGACCCTTT 1740
CAACCGCTGG TATCAAATGG GCATCGTCTC ATGGGGTGAA 1800
ATATGGCTTC TACACACATG TGTTCCGCCT GAAGAAGTGG 1860
GTTTGGAGAG TAGGGGGCCA CTCATATTCT GGGCTCCTGG 1920
TATTTTTGTG TTTCTAAAAC TAGAATTCGG ATTCGATATC 1980

1988

16. azonositdsi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszisag
(B) tipus:

(C) szél tipusa:

(D) topolégia:

26 bazispar

nukleinsav

egyes
linearis

GGCCAGGCCT TTTAAATTAA GATATC

17. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hossziisag
(B) tipus:

(C) szal tipusa
(D) topologia:

111 bazispar

nukleinsav

: egyes
linearis

TTTTTGGCAT ATARATCGTT CCAGTCCCAA

ACGCGGCCGC TCTAGAACTA GTGGATCCCC

18. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemz6i:

(A) hossziliség:

(B) tipus:

(C) szal tipusa

(D) topoldgia:
ATAAATCGTT
TGARAATCAGG
ACAGAGGGAC
CTCCCCACAG
ACTGCAGGAA

AGAGATATGA

2296 bazispar

nukleinsav

: egyes
linearis

AACGAATTCC
TCAAGGAAAA
GATGTCCAAR
ACCTAGATTC
TCCAGACAAC
CTACTGCGAC

ATGGAACATA
GTGTATCTCT
ACAAAAAATG
TCACCTGCTA
GATCCGCAGG
ATTCTTGAGT

(i1) Molekula tipusa:

egyéb nukleinsav

(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
leotid
(vii) Kozvetlen forras:
30 (B) klon: odN1
(xi) Szekvencia leirasa:
26
(11) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav

35

(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pN2gpt—GPg

AATGTAATTG GACGGGAGAC AGAGTGACGC 60
CAACGAATTC CATGGCCCGG G 111
(ii) Molekula tipusa: egy¢b nukleinsav

45 (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

leotid

pN2gpt—LPg

AGGAAGTGGT TCTTCTACTT CTTTTATTTC 60
CAGAGTGCAA GACTGGGAAT GGAAAGAACT 120
GCATCACCTG TCAAAAARTGG AGTTCCACTT 180
CACACCCCTC AGAGGGACTG GAGGAGAACT 240
GGCCCTGGTG CTATACTACT GATCCAGAAA 300
GTGAAGAGGA ATGTATGCAT TGCAGTGGAG 360

53



AAAACTATGA
CTCAGAGCCC
AGAATTACTG
ACAAGCGCTG

CCACCTACCA
TTTCCGGGCA
CAGAAAACTT
GGGCCCCATG
CCTGTGACTC
CCCCTGTGGT
CCACCACCAC
AGACCCCAGA
CCGATAARGG
TGAAAAARTG
CAGATGTAGA
GCAAGAGGGC
ATAGACACAG
GCCGTAACCC
TTTACGACTA
ARGTGGAGCC
CCTGGCCCTG
TGATATCCCC
CATCCTACAA
AAATAGAAGT
TAAGCAGTCC
ATGTGGTCGC
TTGGAGCTGG
GCTATGAGTT
GAGGCACTGA
AATACATTTT
GTGTCTATGT
AATTGGACGG

AGGCCTCGGA

CGGCAAAATT
ACACGCTCAT
TCGTAACCCC
GGAACTTTGC

GTGTCTGAAG
CACCTGTCAG
CCCCTGCAAA
GTGCCATACA
CTCCCCAGTA
CCAGGACTGC
AGGAAAGARG
ARACTACCCA
CCCCTGGTGT
CTCAGGAACA
GACTCCTTCC
GACCACTGTT
CATTTTCACT
TGATGGTGAT
CTGTGATGTC
GAAGARATGT
GCAAGTCAGT
AGAGTGGGTG
GGTCATCCTG
GTCTAGGCTG
TGCCGTCATC
TGACCGGACC
CCTTCTCAAG
TCTGAATGGA
CAGTTGCCAG
ACAAGGAGTC
TCGTGTTTCA
GAGACAGAGT

CCGGGC

HU 219369 B

TCCAAGACCA
GGATACATTC
GATAGGGAGC
GACATCCCCC

GGAACAGGTG
CACTGGAGTG
AATTTGGATG
ACCAACAGCC
TCCACGGAAC
TACCACGGTG
TGTCAGTCTT
AATGCTGGCC
TTTACCACAG
GAAGCGAGTG
GAAGAAGACT
ACTGGGACGC
CCAGAGACAA
GTAGGTGGTC
CCTCAGTGTG
CCTGGAAGGG
CTTAGAACAA
TTGACTGCTG
GGTGCACACC
TTCTTGGAGC
ACTGACAAAG
GAATGTTTCA
GAAGCCCAGC
AGAGTCCAAT
GGTGACAGTG
ACTTCTTGGG
AGGTTIGTTA

GACGCACGCG

TGTCTGGACT
CTTCCAAATT
TGCGGCCTTG
GCTGCACAAC

AAAACTATCG
CACAGACCCC
ARAACTACTG
AAGTGCGGTG
AATTGGCTCC
ATGGACAGAG
GGTCATCTAT
TGACAATGAA
ACCCCAGCGT
TTGTAGCACC
GTATGTTTGG
CATGCCAGGA
ATCCACGGGC
CCTGGTGCTA
CGGCCCCTTC
TIGTGGGGGG
GGTTTGGAAT
CCCACTGCTT
AAGAAGTGAA
CCACACGAAA
TAATCCCAGC
TCACTGGCTG
TCCCTGTGAT
CCACCGAACT
GAGGTCCTCT
GTCTTGGCTG
CTTGGATTGA
GCCGCTCTAG

54

GGAATGCCAG
TCCARACAAG

GTGTTTCACC

GCCTGGGACT
AACCTGAAGA
ACCGACCCCA

ACCTCCACCA TCTTCTGGTC

CGGGAATGTG
TCACACACAT
CCGCAATCCT
GGAGTACTGT
CACAGCACCA
CTACCGAGGC
GACACCACAC
CTACTGCAGG
CAGGTGGGAG
TCCGCCTGTT
GAATGGGARA
CTGGGCTGCC
GGGTCTGGAA
CACGACAAAT
ATTTGATTGT
GTGTGTGGCC
GCACTTCTGT
GGAGAAGTCC
TCTCGAACCG
AGATATTGCC
TTIGTCTGCCA
GGGAGAAACC
TGAGRATAAA
CTGTGCTGGG
GGTTTGCTTC
TGCACGCCCC
GGGAGTGATG
AACTAGTGGA

GCTGTTACCG
ARCAGGACAC
GACGGAAAAA
AAGATACCGT
CCTGAGCTAA
ACATCCTCCA
CGGCACCAGA
ARTCCAGATG
TACTGCAACC
GTCCTGCTTC
GGATACCGAG
CAGGAGCCCC
AAARATTACT
CCAAGAAAAC
GGGAAGCCTC
CACCCACATT
GGAGGCACCT
CCAAGGCCTT
CATGTTCAGG
TTGCTAAAGC
TCCCCAAATT
CAAGGTACTT
GTGTGCAATC
CATTTGGCCG
GAGAAGGACA
AATAAGCCTG
AGAAATAATT
TCCCCCGGGA

420
480
540
600
660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2296
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19. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(1) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszisdg: 56 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forrds:
(C) szél tipusa: egyes 5 (B) klén: pN2gpt—gpt160
(D) topologia: linedris (x1) Szekvencia leirasa:
TTTTTGGCAT ATAAATCGTT ATCCACCATG TAAGATAACG AATTCCATGG CCCGGG 56
20. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(1) Szekvencia jellemz6i: 10 (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszisag: 331 bazispar leotid

(B) tipus: nukleinsav (vii) Koézvetlen forras:

(C) szal tipusa: egyes (B) klon: pvWF

(D) topologia: lineéris (x1) Szekvencia leirasa:
TTTTTTTIGG CATATAAATC GCGGCCGCGG GTGGTTGGTG GATGTCACAG CTTGGGCTTT 60
ATCTCCCCCA GCAGTGGGAT TCCACAGCCC CTGGGCTACA TAACAGCAAG ACAGTCCGGA 120
GCTGTAGCAG ACCTGATTGA GCCTTTGCAG CAGCTGAGAG CATGGCCTAG GGTGGGCGGC 180
ACCATTGTCC AGCAGCTGAG TTTCCCAGGG ACCTTGGAGA TAGCCGCAGC CCTCATTTGC 240
AGGGGAAGAT GTGAGGCTGC TGCAGCTGCA TGGGTGCCTG CTGCTGCCTG CCTTGGCCTG 300
ATGGCGGCCG CCCGGGTTTT TATCTCGAGA C 331

21. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav

(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hossziisag: 50 bazispar leotid

(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:

(C) szal tipusa: egyes 30 (B) klén: pEcoK—dhr

(D) topoldgia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:

ATTAGCGTCT CGTTTCAGAC GCGGCCGCGG TAATTAGATT CTCCCACATT 50

22. azonositdsi szému szekvencia

35 (ii) Molekula tipusa:

55

egyéb nukleinsav

(i) Szekvencia jellemzGi: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszisag: 1209 bazispar leotid

(B) tipus: nukleinsav (vii) K6zvetlen forras:

(C) szal tipusa: egyes (B) kion: pdhr—gpt

(D) topologia: linedris 40 (xi) Szekvencia leirdsa:
ATTAGCGTCT CGTTTCAGAC GCGGCCGCTC TAGAACTAGT GGATCCCCCA ACTTAAGGGT 60
ACCGCCTCGA CATCTATATA CTATATAGTA ATACCAATAC TCAAGACTAC GAAACTGATA 120
CAATCTCTTA TCATGTGGGT AATGTTCTCG ATGTCGAATA GCCATATGCC GGTAGTTGCG 180
ATATACATAR ACTGATCACT AATTCCAAAC CCACCCGCTT TTTATAGTAA GTTTTTCACC 240
CATAAATAAT AAATACAATA ATTAATTTCT CGTAAAAGTA GAAAATATAT TCTAATTTAT 300
TGCACGGTAAR GGAAGTAGAA TCATAAAGAA CAGTGACGGA TGATCCCCAA GCTTGGACAC 360
AAGACAGGCT TGCGAGATAT GTTTGAGAAT ACCACTTTAT CCCGCGTCAG GGAGAGGCAG 420
TGCGTAAAAA GACGCGGACT CATGTGAAAT ACTGGTTTIT AGTGCGCCAG ATCTCTATAA 480
TCTCGCGCAA CCTATTTTCC CCTCGAACAC TTTTTAAGCC GTAGATAAAC AGGCTGGGAC 540
ACTTCACATG AGCGAAAAAT ACATCGTCAC CTGGGACATG TTGCAGATCC ATGCACGTAA 600
ACTCGCAAGC CGACTGATGC CTTCTGAACA ATGGAAAGGC ATTATTGCCG TAAGCCGTGG 660



CGGTCTGGTA CCGGGTGCGT
TTGTATTTCC AGCTACGATC
AGGCGATGGC GAAGGCTTCA
TGCGATTCGT GAAATGTATC
TCGTCCGCTG GTTGATGACT
GTGGGATATG GGCGTCGTAT
GGCACTGCCG GGCGTTGTTC
TTCTGGAGGC TGCATCCATG

TTGGGCTGCA GGAATTCGAT

TCTCCCACA

1 HU 219369 B 2

TACTGGCGCG TGAACTGGGT ATTCGTCATG TCGATACCGT 720
ACGACAACCA GCGCGAGCTT AAAGTGCTGA AACGCGCAGA 780
TCGTTATTGA TGACCTGGTG GATACCGGTG GTACTGCGGT 840
CAAAAGCGCA CTTTGTCACC ATCTTCGCAR AACCGGCTGG 300
ATGTTGTTGA TATCCCGCAA GATACCTGGA TTGAACAGCC 960
TCGTCCCGCC ARTCTCCGGT CGCTAATCTIT TTCAACGCCT 1020
TTTTTAACTT CAGGCGGGTT ACAATAGTIT CCAGTAAGTA 1080
ACACAGGCAA ACCTGAGCGA AACCCTGTTC AAACCCCGCT 1140
ATCAAGCTTA TCGATACCGT CGCGGCCGCG GTAATTAGAT 1200

1209

23. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topolégia:

GGCCGATATC TTAATTTAAA AGGCCT

26 bazispar
nukleinsav
egyes
linearis

24. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemzdi:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

CCAATGTTAC GTGGGTTACA TCAG

24 bazispar
nukleinsav

egyes
linearis

25. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemz6i:

(A) hossziisag:
(B) tipus:

(C) szél tipusa:
(D) topologia:

18 bazispar
nukleinsav
egyes
linearis

TAGGGATAAC AGGGTAAT

26. azonositdsi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topoldgia:

18 bazispar
nukleinsav

egyes
linearis

ATTACCCTGT TATCCCTA

27. azonositdsi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemzdi:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

23 bazispar
nukleinsav

egyes
linearis

GTATARAGTC CGACTATTGT TCT

20

30

35

40

45

56

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klén:
(xi) Szekvencia leirasa:

(it) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

odN2

26

egy¢b nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

odN3

(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) kién:
(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klén:
(xi) Szekvencia leirasa:

24

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

1-Scel linker 1

18

egy¢b nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

I-Scel linker 2

18

egy¢b nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

odS2

23
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28. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemzdi: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszusag: 26 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forrés:
(C) szal tipusa: egyes 5 (B) klon: odS3
(D) topologia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:
TCTGAGGCCT AATAGACCTC TGTACA 26
29. azonositdsi szamu szekvencia (i) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: 10 (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszisag: 13 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klon: Sfil(1)
(D) topoldgia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:
GGCCGGCTAG GCC 13
30. azonositasi szamu szekvencia (i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz&i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonu-
(A) hosszusag: 13 bazispar kleotid
(B) tipus: nukleinsav 20 (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klon: Sf1(2)
(D) topologia: linearis (xi) Szekvencia leirdsa:
GGCCATATAG GCC 13
31. azonositasi szamu szekvencia 25 (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemzdi: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszusag: 66 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szl tipusa: egyes (B) klon: odTK1
(D) topologia: linedris 30 (xi) Szekvencia leirdsa:
GAGTCGATGT AACACTITTCT ACAGGATCCG TTAACTCGCG AGAATTCCAT CACGTTAGAA 60
AATGCG 66
32. azonositdsi szamu szekvencia 35 (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszuség: 79 bézispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klon: P-J(1)
(D) topoldgia: lineéris 40 (xi) Szekvencia leirasa:
GATCCGGCCG GCTAGGCCGC GGCCGCCCGG GTTTTTATCT CGAGACAAAA AGACGGACCG 60
GGCCCGGCCA TATAGGCCC 79
33. azonositasi szamu szekvencia 45 (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszusag: 79 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vit) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klon: P-J(2)
(D) topologia: linedris 50 (xi) Szekvencia leirsa:
AATTGGGCCT ATATGGCCGG GCCCGGTCCG TCTTTITGTC TCGAGATAAA ARCCCGGGCG 60
GCCGCGGCCT AGCCGGCCG 79
34. azonositdsi szamu szekvencia 55 (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsay
(i) Szekvencia jellemzdi: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszisag: 18 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szl tipusa: egyes (B) kién: odTK2
(D) topologia: lineéris 60 (xi) Szekvencia leirasa:
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AGAAGCCGTG GGTCATTG

35. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemz6i:

(A) hosszisag: 21 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes

(D) topologia: linearis

TACCGTGTCG CTGTAACTTA C

HU 219369 B 2

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
5
(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

18

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

odTK3

21

36. azonositasi szamu szekvencia (i1) Molekula tipusa: egyeb nukleinsav
(1) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszisag: 75 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szél tipusa: egyes 15 (B) klon: P-A(0.1)
(D) topologia: linedris (xi) Szekvencia leirasa:
AGGCCGGCTA GGCCGCGGCC GCCCGGGTTT TTATCTCGAG ACAARAAGAC GGACCGGGCC 60
CGGCCATATA GGCCA 75
37. azonositdsi szamu szekvencia (i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszisag: 83 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szél tipusa: egyes 25 (B) klon: P-A(0.2)
(D) topologia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:
GTACTGGCCT ATATGGCCGG GCCCGGTCCG TCTTTTIGTC TCGAGATAAA AACCCGGGCG 60
GCCGCGGCCT AGCCGGCCTA GCT 83
38. azonositasi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszusag: 55 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes 35 (B) klon: P-artP(11)
(D) topologia: lineéris (xi) Szekvencia leirasa:
GGCCACGTTT TTATGGGAAG CTTTTTTTIT TTTTITTTTTT TGGCATATAA ATCGC 55
39. azonositdsi szamu szekvencia (i) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav

(1) Szekvencia jellemz6i:

40 (A) Megnevezés:

szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszisag: 55 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szl tipusa: egyes (B) klon: P-artP(12)
(D) topologia: linedris (xi) Szekvencia leirdsa:
GGCCGCGATT TATATGCCAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAGC TTCCCATAAA AACGT 55
40. azonositdsi szamu szekvencia (i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
(A) hosszisag: 93 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav 50 (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klén: P-artP(8)
(D) topologia: lineéris (xi) Szekvencia leirasa:
CGCTGGCCTA TATGGCCGGG CCCGGTCCGA GGCCTTCCCG GGCCATGGAAR TTCATTTATA 60
TGCCAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAGCTTCT GCA 93
41. azonositdsi szamu szekvencia (C) szal tipusa: egyes
(i) Szekvencia jellemz6i: (D) topologia: linearis
(A) hosszusig: 97 bézispar (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(B) tipus: nukleinsav 60
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(A) Megnevezés:

CGCTGGCCTA TATGGCCGGG CGTCCGAGGC CTTCCCGGGC CATGGAATTC GTTAACGATT

1 HU 219369 B 2

szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirdsa:

TATATGCCAA AAAAARAAAAA AAAARAAAGC TTCTGCA

42. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisig:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topoldgia:

(i) Molekula tipusa:
(A) Megnevezeés:
50 bazispar 10
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
linearis (xi) Szekvencia leirasa:

ATTAGCGTCT CGTTTCAGAC GCGGCCGCGG TAATTAGATT CTCCCACATT

43. azonositdsi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemzdi:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:

CTAGCCCGGG

44. azonositasi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemzGi:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

(D) topologia:
(ii) Molekula tipusa:
10 bazispar (A) Megnevezés:
nukleinsav
egyes 20 (xi) Szekvencia leirasa:
(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
47 bazispar 25
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
linearis (x1) Szekvencia leirasa:

GTACGTACGG CTGCAGTTGT TAGAGCTTGG TATAGCGGAC AACTAAG

45. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemzai:
(A) hosszusag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

(i) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
50 bazispar
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes 35 (B) klon:
linearis (xi) Szekvencia leirasa:

TCTGACTGAC GTTAACGATT TATAGGCTAT AAAAAATAGT ATTTTCTACT

46. azonositasi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemzdi:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szl tipusa:
(D) topologia:

(i1) Molekula tipusa:
40 (A) Megnevezés:
20 bazispar
nukleinsav (vii) Koézvetlen forras:
egyes (B) klon:
linedris (xi) Szekvencia leirdsa:

GTCTTGAGTA TTGGTATTAC

47. azonositdsi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemzdi:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
23 bazispar
nukleinsav 50 (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
linearis (xi) Szekvencia leirasa:

CGAAACTATC AAAACGCTTT ATG

48. azonositdsi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemzdi:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

55 (ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
53 bazispar
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
linearis 60 (xi) Szekvencia leirasa:

59

P-artP(10)

60
97

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

oligonukleotid P—hr(3)

50

linearis

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

10

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

P-P25° (1)

47

egyéb nukleinsav
szintetikus. DNS-oligonuk-
leotid

P-P23°(1)

50

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

P-SM(2)

20

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

P-SM(3)

23

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

P—wn(D)
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AGCTAGCTGA ATTCASGCCT CATGAGAGTG AAGGGGATCA GGAGGAATTA TCA 53
49. azonositdsi szamu szekvencia (ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(1) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszusag: 30 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes

(D) topoldgia: linearis

CATCTGATGC ACAAAXTAGA GTGGTGGTTG

50. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hossziisag: 27 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes

(D) topologia: linearis

CTGTGGGTAC ACAGGCTTGT GTGGCCC

51. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemz6i:

(A) hosszusag: 25 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes

(D) topologia: linearis

CAATTTTTCT GTAGCACTAC AGATC

52. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszusag: 45 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes

(D) topolégia: linearis

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klén:

(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:

(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) kion:

(xi) Szekvencia leirasa:

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:

(xi) Szekvencia leirasa:

CGATTACGTA GTTAACGCGG CCGCGGCCTA GCCGGCCATA AAAAT

53. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszisag: 47 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: egyes

(D) topologia: linearis

35 (ii) Molekula tipusa:

(A) Megnevezés:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klén:

40 (xi) Szekvencia leirasa:

CTAGATTTIT ATGGCCGGCT AGGCCGCGGC CGCGTTAACT ACGTAAT

54. azonositdsi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszisag: 50 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szél tipusa: egyes

(D) topolégia: linedris

CTTTTTCTGC GGCCGCGGAT ATGGCCCGGT CCGGTTAACT ACGTAGACGT

55. azonositdsi szdmu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(vii) Ko6zvetlen forras:
(B) klon:

(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

leotid

P-un(2)

30

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

P-Seq(2)

27

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

P-Seq(3)

25

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

0—542

45

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

0-544

47

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid.

0-541

50

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszisag: 53 bazispar leotid
(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klon: 0-543
(D) topologia: linearis (xi) Szekvencia leirdsa:
CTACGTAGTT AACCGGACCG GGCCATATAG GCCGCGGCCG CAGAARAAGC ATG 53
56. azonositdsi szamu szekvencia (A) hossziisag: 51 bazispar
(1) Szekvencia jellemzdi: (B) tipus: nukleinsav



(C) szl tipusa:
(D) topologia:
(ii) Molekula tipusa:

(A) Megnevezés:

57. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szl tipusa:
(D) topolégia:

egyes (vii) Ko6zvetlen forras:

linedris (B) klon:

egyéb nukleinsav (xi) Szekvencia leirasa:

szintetikus DNS-oligonuk-

leotid 5

CGATAAAAAT TGAAATTTTA TTTTTTTTTT TTGGAATATA AATAAGGCCT C
(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

53 bézispar 10

nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:

egyes (B) klon:

linedris (xi) Szekvencia leirasa:

CATGGAGGCC TTATTTATAT TCCAAAAAAA AAAAATAAAA TTTCAATTTT TAT

58. azonositdsi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topoldgia: linearis

TCGACTTTTT ATCA

59. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisig:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

TATGATAAAA AC

60. azonositdsi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemz6i:
(A) hossziisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

1 HU 219369 B 2

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
14 bazispar
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes 20 (B) klon:

(xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
25 (A) Megnevezés:
12 bazispar
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klon:
lineéris (xi) Szekvencia leirasa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
40 bazispar
nukleinsav 35 (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) kl6n:
lineéris (xi) Szekvencia leirasa:

GAGCAGAAGA CAGTGGCCAT GGCCGTGAAG GGGATCAGGA

61. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hossziség:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topoldgia:

40 (ii) Molekula tipusa:

(A) Megnevezés:
30 bazispar
nukleinsav (vii) Kdzvetlen forras:
egyes (B) klon:
linearis 45 (xi) Szekvencia leirdsa:

CATAAACTGA TTATATCCTC ATGCATCTGT

62. azonositasi szamu szekvencia

(1) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisag:
(B) tipus:
(C) szal tipusa:
(D) topologia:

GTGGCACTTT TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA CCCCTATTTG TTTATTTTTC TAAATACATT
CAAATATGTA TCCGCTCATG AGACAATAARC CCTGATAAAT GCTTCAATAA TATTGAAARA
GGAAGAGTAT GAGTATTCAA CATTTCCGTG TCGCCCTTAT TCCCTTTTTT GCGGCATTTT

GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGAAACGC TGGTGAAAGT AMAAGATGCT GAAGATCAGT

(i) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:
4145 bazispar 50
nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:
egyes (B) klén:
linearis (xi) Szekvencia leirasa:

61

o—selPI

51

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

o—selPII

53

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

0-830

14

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

0—-857

12

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

0—Ncol

40

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

0—Nisil

30

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pS2gpt—S4

€0
120
180

240



TGGGTGCACG
TTCGCCCCGA
TATTATCCCG
ATGACTTGGT
GAGAATTATG
CAACGATCGG
CTCGCCTTGA
CCACGATGCC
CTCTAGCTTC
TTCTGCGCTC
GTGGGTCTCG
TTATCTACAC
TAGGTGCCTC
AGATTGATTT
ATCTCATGAC
ARAAGATCAA
CARARAANCC
TTCCGARGGT
CGTAGTTAGG
TCCTGTTACC
GACGATAGTT
CCAGCTTGGA
GCGCCACGCT
CAGGAGAGCG
GGTTTCGCCA
TATGGAAAAA
CTCACATGTT
AGTGAGCTGA
AAGCGGAAGA
GCAGCTGGCA
TGAGTTAGCT
TGTGTGGAAT
CCAAGCGCGC

GCCGCTCTAG

AGTGGGTTAC
AGAACGTTTT
TATTGACGCC
TGAGTACTCA
CAGTGCTGCC
AGGACCGAAG
TCGTTGGGAA
TGTAGCAATG
CCGGCAACAA
GGCCCTTCCG
CGGTATCATT
GACGGGGAGT
ACTGATTAAG
AAAACTTCAT
CARAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA
ARCTGGCTTC
CCACCACTTC
AGTGGCTGCT
ACCGGATARG
GCGAACGACC
TCCCGAAGGG
CACGAGGGAG
CCTCTGACTT
CGCCAGCAAC
CTTTCCTGCG
TACCGCTCGC
GCGCCCAATA
CGACAGGTTT
CACTCATTAG
TGTGAGCGGA
ARTTAACCCT

CCCGGGCTAG

HU 219369 B

ATCGAACTGG
CCAATGATGA
GGGCAAGAGC
CCAGTCACAG
ATARCCATGA
GAGCTAACCG
CCGGAGCTGA
GCAACARCGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGGTARC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT

TGAGATCCTT

ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
ARCTCGGTCG
AAAAGCATCT
GTGATAACAC
CTTTTTTGCA
ATGAAGCCAT
TGCGCAAACT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG
TGGATGAACG
TGTCAGACCA
AAAGGATCTA
TTTCGTTCCA

TTTTTCTGCG

GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
AAGAACTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT
TACACCGAAC
AGAAAGGCGG
CTTCCAGGGG
GAGCGTCGAT
GCGGCCTTTIT
TTATCCCCTG
CGCAGCCGAA
CGCAAACCGC
CCCGACTGGA
GCACCCCAGG
TARCAATTTC
CACTAAAGGG
AARCTAGTGGA

GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATAAGTCGTG
CGGGCTGAAC
TGAGATACCT
ACAGGTATCC
GAAACGCCTG
TTTTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG
CTCTCCCCGC
AAGCGGGCAG
CTTTACACTT
ACARCAGGAAA
AACAAAAGCT
TCCCCCAAAG

62

CGGTAAGATC
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATGGC
TGCGGCCARC
CAACATGGGG
ACCAAACGAC
ATTARCTGGC
GGATAAAGTT
TAAATCTGGA
TAAGCCCTCC
AAATAGACAG
AGTTTACTCA
GGTGAAGATC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGC
TCAAGAGCTA
TACTGTCCTT
TACATACCTC
TCTTACCGGG
GGGGGGTTCG
ACAGCGTGAG
GGTAAGCGGC
GTATCTTTAT
CTCGTCAGGG
GGCCTTTTGC
TAACCGTATT
CAGCGAGTCA
GCGTTGGCCG
TGAGCGCAAC
TATGCTTCCG
CAGCTATGAC
GGAGCTCCAC
CGGGGTTTGA

CTTGAGAGTT
TGTGGCGCGG
TATTCTCAGA
ATGACAGTAA
TTACTTCTGA
GATCATGTAA
GAGCGTGACA
GAACTACTTA
GCAGGACCAC
GCCGGTGAGC
CGTATCGTAG
ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCARA
CCAACTCTTT
CTAGTGTAGC
GCTCTGCTAA
TTGGACTCAA
TGCACACAGC
CTATGAGAAA
AGGGTCGGAA
AGTCCTGTCG
GGGCGGAGCC
TGGCCTTTTG
ACCGCCTTTG
GTGAGCGAGG
ATTCATTAAT
GCAATTAATG
GCTCGTATGT
CATGATTACG
CGCGGTGGCG
ACAGGGTTTC

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



GCTCAGGTTT
CCCGCCTGAA
CGGAGATTGG
GCGGGATATC
TGACAAAGTG
CCAGGTCATC
GCTCGCGCTG
CCAGTTCACG
CTTTCCATTG
TGTCCCAGGT
CTTAAAARGT
ARACCAGTAT
AAAGTGGTAT
CGTCACTGTT
CTTTTACGAG
GCGGGTGGGT
TTCGACATCG
ATTGGTATTA

GCCTGTGTCA
GTTAAAAAGA
CGGGACGAAT
AACAACATAG
CGCTTTTGGA
AATAACGATG
GTTGTCGTGA
CGCCAGTAAC
TTCAGAAGGC
GACGATGTAT
GTTCGAGGGG
TTCACATGAG
TCTCAARCAT
CTTTATGATT
AAATTAATTA
TTGGAATTAG
AGAACATTAC

CTATATAGTA

GCTTTTTTTT
GCCTCGGACC
GGGGCCCGGT
TTTTACAACG
ATCCCCCTTT
AGTTGCGCAG
GTTAAATTIT
TTATARATCA
TCCACTATTA
TGGCCCACTA
ACTAARTCGG
CGTGGCGAGA
AGCGGTCACG
GTCAG

63. azonositasi szamu szekvencia

TTTTTTITTIT
GGGCCCGGCC
ACCCAATTCG
TCGTGACTGG
CGCCAGCTGG
CCTGAATGGC
TGTTAAATCA
ARARGAATAGA
AAGARCGTGG
CGTGAACCAT
AACCCTAAAG
ARGGAAGGGA

CTGCGCGTAA

(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszlisag:

4277 bazispar

HU 219369 B

TGGATGCAGC CTCCAGAATA
ACAACGCCCG GCAGTGCCAG
ACGACGCCCA TATCCCACGG
;I‘CATCAACCA GCGGACGACC
TACATTTCAC GAATCGCAAC
AAGCCTTCGC CATCGCCTTC
TCGTAGCTGG AAATACAAARC
GCACCCGGTA CCAGACCGCC
ATCAGTCGGC TTGCGAGTTT
TTTTCGCTCA TGTGAAGTGT
AAAATAGGTT GCGCGAGATT
TCCGCGTCTT TTTACGCACT
ATCTCGCAAG CCTGTCTIGT
CTACTTCCTT ACCGTGCAAT
TTGTATTTAT TATTTATGGG
TGATCAGTTIT ATGTATATCG
CCACATGATA AGAGATTGTA
TATAGATGTC GAGGCGGTAC
TTGGCATATA AATCGTTAAC
ATATAGGCCA GCGATACCGT
CCCTATAGTG AGTCGTATTA
GAAAACCCTG GCGTTACCCA
CGTAATAGCG AAGAGGCCCG
GAATGGAAAT TGTARGCGTT
GCTCATTTTT TAACCAATAG
CCGAGATAGG GTTGAGTGTT
ACTCCAACGT CAAAGGGCGA
CACCCTAATC AAGTTTITITG
GGAGCCCCCG ATTTAGAGCT
AGARAAGCGAA AGGAGCGGGC
CCACCACACC CGCCGCGCTT

CTTACTGGAA
GCGTTGAAAA
CTGTTCAATC
AGCCGGTTIT
CGCAGTACCA
TGCGCGTTTC
GGTATCGACA
ACGGCTTACG
ACGTGCATGG
CCCAGCCTGT
ATAGAGATCT
GCCTCTCCCT
GTCCAAGCTT
AAATTAGAAT
TGAARAACTT
CAACTACCGG
TCAGTTTCGT
CCTTAAGTTG
GAATTCCATG
CGCGGCCGCG
CGCGCGCTCA
ACTTAATCGC
CACCGATCGC
AATATTTTGT
GCCGAAATCG
GTTCCAGTTT
AAAACCGTCT
GGGTCGAGGT
TGACGGGGAA
GCTAGGGCGC
AATGCGCCGC

(B) tipus:

(C) szal tipusa:

60

63

(D) topologia:

ACTATTGTAA
GATTAGCGAC
CAGGTATCTT
GCGAAGATGG
CCGGTATCCA
AGCACTTTAA
TGACGARATAC
GCAATAARTGC
ATCTGCAACA
TTATCTACGG
GGCGCACTAA
GACGCGGGAT
GGGGATCATC
ATATTTTCTA
ACTATAAAARA
CATATGGCTA
AGTCTTGAGT
GGCTGCAGAA
GCCCGGGAAG
ACCTCGAGGG
CTGGCCGTCG
CTTGCAGCAC
CCTTCCCARC
TAAAATTCGC
GCAAAATCCC
GGARCAAGAG
ATCAGGGCGA
GCCGTAAAGC
AGCCGGCGAA
TGGCAAGTGT
TACAGGGCGC

nukleinsav

egyes
linedris

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4145



(11) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

GTGGCACTTT
CAAATATGTA
GGAAGAGTAT
GCCTTCCTGT
TGGGTGCACG
TTCGCCCCGA
TATTATCCCG
ATGACTTGGT
GAGAATTATG
CAACGATCGG
CTCGCCTTGA
CCACGATGCC
CTCTAGCTTC
TTCTGCGCTC
GTGGGTCTCG
TTATCTACAC
TAGGTGCCTC
AGATTGATTT
ATCTCATGAC
AAAAGATCAA
CAARAAAACC
TTCCGARGGT
CGTAGTTAGG
TCCTGTTACC
GACGATAGTT
CCAGCTTGGA
GCGCCACGCT
CAGGAGAGCG
GGTTTCGCCA
TATGGAAAAA
CTCACATGTT

AGTGAGCTGA

leotid
TCGGGGAAART

TCCGCTCATG
GAGTATTCAA
TTTTGCTCAC
AGTGGGTTAC
AGAACGTTTT
TATTGACGCC
TGAGTACTCA
CAGTGCTGCC
AGGACCGAAG
TCGTTGGGAA
TGTAGCAATG
CCGGCAACAA
GGCCCTTCCG
CGGTATCATT
GACGGGGAGT
ACTGATTAAG
AAARCTTCAT
CAAAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA
AACTGGCTTC
CCACCACTTC
AGTGGCTGCT
ACCGGATARG
GCGAACGACC
TCCCGAAGGG
CACGAGGGAG
CCTCTGACTT
CGCCAGCAAC
CTTTCCTGCG
TACCGCTCGC

HU 219369 B

egyeb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-

GTGCGCGGAA
AGACAATARC
CATTTCCGTG
CCAGARACGC
ATCGAACTGG
CCAATGATGA
GGGCAAGAGC
CCAGTCACAG
ATAACCATGA
GAGCTARCCG
CCGGAGCTGA
GCAACAACGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATTTA
TARCGTGAGT
TGAGATCCTT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
ARGARCTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT
TACACCGAAC
AGARAGGCGG
CTTCCAGGGG
GAGCGTCGAT
GCGGCCTTTT
TTATCCCCTG
CGCAGCCGAA

(vii) Kozvetlen forras:

(B) klén:

(xi) Szekvencia leirasa:

CCCCTATTTG
CCTGATAAAT
TCGCCCTTAT
TGGTGARAGT
ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
ARCTCGGTCG
ARRAGCATCT
GTGATAACAC
CTTTTTTGCA
ATGAAGCCAT
TGCGCARACT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG
TGGATGARCG
TGTCAGACCA
ARRGGATCTA
TTTCGTTCCA
TTTTTCTGCG
GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATARGTCGTG
CGGGCTGAAC
TGRGATACCT
ACAGGTATCC
GARACGCCTG
TTTTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG

64

TTTATTTTIC
GCTTCAATAA
TCCCTTTTTIT
ARARGATGCT
CGGTAAGATC
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATGGC
TGCGGCCAAC
CAACATGGGG
ACCAAACGAC
ATTAACTGGC
GGATAAAGTT
TAAATCTGGA
TAAGCCCTCC
ARATAGACAG
AGTTTACTCA
GGTGAAGATC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGC
TCAAGAGCTA
TACTGTCCTT
TACATACCTC
TCTTACCGGG
GGGGGGTTCG
ACAGCGTGAG
GGTAAGCGGC
GTATCTTTAT
CTCGTCAGGG
GGCCTTTTGC
TAACCGTATT

CAGCGAGTCA

pS2gpt—P2

TAAATACATT
TATTGAAAAA
GCGGCATTTT
GAAGATCAGT
CTTGAGAGTT
TGTGGCGCGG
TATTCTCAGA
ATGACAGTAA
TTACTTCTGA
GATCATGTAA
GAGCGTGACA
GAACTACTTA
GCAGGACCAC
GCCGG‘I‘GAGC
CGTATCGTAG
ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCAAA
CCAACTCTIT
CTAGTGTAGC
GCTCTGCTAA
TTGGACTCAA
TGCACACAGC
CTATGAGAAA
AGGGTCGGAA
AGTCCTGTCG
GGGCGGAGCC
TGGCCTTTTG
ACC Gé CTTTG
GTGAGCGAGG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



AAGCGGAAGA
GCAGCTGGCA
TGAGTTAGCT
TGTGTGGAAT
CCARAGCGCGC
GCCGCTCTAG
GCTCAGGTTT
CCCGCCTGAA
CGGAGATTGG
GCGGGATATC
TGACAAAGTG
CCAGGTCATC
GCTCGCGCTG
CCAGTTCACG
CTTTCCATTG
TGTCCCAGGT
CTTAAAAAGT

AARCCAGTAT
ARAGTGGTAT
CGTCACTGTT
CTTTTACGAG
GCGGGTGGGT
TTCGACATCG
ATTGGTATTA
GTTAGAGCTT
ACCGTTTATG
AGTAAAATAA
TGGCCCGGGA
CGACCTCGAG
CACTGGCCGT
GCCTTGCAGC
GCCCTTCCCA
GTTAAAATTC
CGGCAAAATC

GCGCCCAATA
CGACAGGTTT
CACTCATTAG
TGTGAGCGGA
AATTAACCCT
CCCGGGCTAG
GCCTGTGTCA
GTTAAAAAGA
CGGGACGAAT
AACAACATAG
CGCTTTITGGA
AATAACGATG
GTTGTCGTGA
CGCCAGTAAC
TTCAGAAGGC
GACGATGTAT
GTTCGAGGGG

TTCACATGAG
TCTCAAACAT
CTTTATGATT
AAATTAATTA
TTGGAATTAG
AGAACATTAC
CTATATAGTA
GGTATAGCGG
ARATGATAGA
TGAGTAGAAA
AGGCCTCGGA
GGGGGGCCCG
CGTTTTACAA
ACATCCCCCT
ACAGTTGCGC
GCGTTAAATT

CCTTATAART

HU 219 369 B

CGCAAACCGC
CCCGACTGGA
GCACCCCAGG
TAACAATTTC
CACTARAGGG
AACTAGTGGA
TGGATGCAGC
ACAACGCCCG
ACGACGCCCA
TCATCAACCA
TACATTTCAC
AAGCCTTCGC
TCGTAGCTGG
GCACCCGGTA
ATCAGTCGGC

TTTTCGCTCA
AARATAGGTT

TCCGCGTCTT
ATCTCGCAAG
CTACTTCCTT
TTGTATTTAT
TGATCAGTTT
CCACATGATA
TATAGATGTC
ACAACTAAGT
AARARGAATA
ATACTATTTT
CCGGGCCCGG
GTACCCAATT
CGTCGTGACT
TTCGCCAGCT
AGCCTGAATG
TTTGTTAAAT
CAAAAGAATA

CTCTCCCCGC
ARGCGGGCAG
CTTTACACTT
ACACAGGAAA
ARCAAAAGCT
TCCCCCAAAG
CTCCAGAATA
GCAGTGCCAG
TATCCCACGG
GCGGACGACC
GAATCGCARC
CATCGCCTTC
AAATACAAAC
CCAGACCGCC
TTGCGAGTTT

TGTGAAGTGT
GCGCGAGATT

TTTACGCACT
CCTGTCTTIGT
ACCGTGCARAT
TATTTATGGG
ATGTATATCG
AGAGATTGTA
GAGGCGGTAC
AATTGTAAAG
TAAATAATCC
TTATAGCCTA
CCATATAGGC
CGCCCTATAG
GGGAAAACCC
GGCGTAATAG
GCGAATGGAA
CAGCTCATTT
GACCGAGATA

65

GCGTTGGCCG
TGAGCGCARC
TATGCTTCCG
CAGCTATGAC
GGAGCTCCAC
CGGGGTTTGA
CTTACTGGAA
GCGTTGAAAA
CTGTTCAATC
AGCCGGTTTT
CGCAGTACCA
TGCGCGTTTC
GGTATCGACA
ACGGCTTACG
ACGTGCATGG

CCCAGCCTGT
ATAGAGATCT

GCCTCTCCCT
GTCCAAGCTT
ARRTTAGAAT
TGARAAACTT
CAACTACCGG
TCAGTTTCGT
CCTTAAGTTG
ARGAAAACGA
TGTATTTTAG
TAAATCGTTA
CAGCGATACC
TGAGTCGTAT
TGGCGTTACC
CGAAGAGGCC
ATTGTARGCG
TTTAACCAAT

GGGTTGAGTG

ATTCATTAAT
GCAATTAATG
GCTCGTATGT
CATGATTACG
CGCGGTGGCG
ACAGGGTTTC
ACTATTGTARA
GATTAGCGAC
CAGGTATCTT
GCGAAGATGG
CCGGTATCCA
AGCACTTTAA
TGACGAATAC
GCAATAATGC
ATCTGCAACA

TTATCTACGG
GGCGCACTAA

GACGCGGGAT
GGGGATCATC
ATATTTTCTA
ACTATAAARAA
CATATGGCTA
AGTCTTGAGT
GGCTGCAGTT
AACTATCAAA
TTTAAGTAAC
ACGAATTCCA
GTCGCGGCCG
TACGCGCGCT
CAACTTAATC
CGCACCGATC

TTAATATTIT

AGGCCGAAAT
TTGTTCCAGT

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880
2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



HU 219369 B

TTGGAACAAG AGTCCACTAT TAAAGAACGT

CTATCAGGGC GATGGCCCAC TACGTGAACC

GTGCCGTAAA GCACTAAATC GGAACCCTAA

AAAGCCGGCG AACGTGGCGA GAAAGGAAGG

GCTGGCAAGT GTAGCGGTCA CGCTGCGCGT

GCTACAGGGC

GCGTCAG

64. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemz4i:

(A) hosszisag:
(B) tipus:

(C) szal tipusa:

(D) topologia:
AGCGCCCAAT
TCTGCGGCCG
GTGGGTCAAT
TGGTTTTACC
CTAGCGTCGA
CCTGTGTCAT
TTAAAAAGAA
GGGACGAATA
ACAACATAGT
GCTTTTGGAT
ATAACGATGA
TTGTCGTGAT
GCCAGTAACG
TCAGAAGGCA
ACGATGTATT
TTCGAGGGGA
TCACATGAGT
CTCAAACATA
TTTATGATTC
ARTTAATTAT
TGGAATTAGT
GAACATTACC
TATATAGTAT

NNRNNNNAGA

4701 bazispar
nukleinsav

egyes
linearis

ACGCAAACCG
CGGCCTATAT
GCCGCGCCAG
ATCAAGGGCC
GGTTTCAGGA
GGATGCAGCC
CAACGCCCGG
CGACGCCCAT
CATCAACCAG
ACATTTCACG
AGCCTTCGCC
CGTAGCTGGA
CACCCGGTAC
TCAGTCGGCT
TTTCGCTCAT
AAATAGGTTG
CCGCGTCTTIT
TCTCGCAAGC
TACTTCCTTA
TGTATTTATT
GATCAGTTTA
CACATGATAAR
ATNNNNNNGG

TCTCGATCCG

CCTCTCCCCG
GGCCCGGTCC
ATCCACATCA
GACTGCACAG
TGTTTAAAGC
TCCAGAATAC
CAGTGCCAGG
ATCCCACGGC
CGGACGACCA
AATCGCAACC
ATCGCCTTCT
AATACAAACG
CAGACCGCCA
TGCGAGTTTA
GTGAAGTGTC
CGCGAGATTA
TTACGCACTG
CTGTCTTGTG
CCGTGCAATA
ATTTATGGGT
TGTATATCGC
GAGATTGTAT
TAACNNNNNN

GATATAGTTC

GGACTCCAAC
ATCACCCTAA
AGGGAGCCCC
GAAGAAAGCG
AACCACCACA

GTCAARGGGC
TCAAGTTTTT
CGATTTAGAG
AAAGGAGCGG

CCCGCCGCGC

(i1) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

15 (vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(xi) Szekvencia leirasa:

CGCGTTGGCC
GGTTARCTAC
GACGGTTAAT
GCGGTTGTGC
GGGGTTTGAA
TTACTGGAAR
CGTTGRAARG
TGTTCAATCC
GCCGGTTTTG
GCAGTACCAC
GCGCGTTTCA
GTATCGACAT
CGGCTTACGG
CGTGCATGGA
CCAGCCTGTT
TAGAGATCTG
CCTCTCCCTG
TCCAAGCTTG
ARTTAGRAATA
GAAAARCTTA
AACTACCGGC
CAGTTTCGTA
NNNNNNNNNN

CTCCTTTCAG

66

GATTCATTAA
GTAGACGTCG
CATGCGATAC
GCCGTGATTA
CAGGGTTTCG
CTATTGTAAC
ATTAGCGACC
AGGTATCTIG
CGAAGATGGT
CGGTATCCAC
GCACTTTAAG
GACGAATACC
CAATAATGCC
TCTGCAARCAT
TATCTACGGC
GCGCACTAAA
ACGCGGGATA
GGGATCATCC
TATTTTCTAC
CTATAAAAAG
ATATGGCTAT
GTCTTGAGTA
NNNNNNNNNN

CAAAARACCC

GAAAAACCGT
TGGGGTCGAG
CTTGACGGGG
GCGCTAGGGC
TTAATGCGCC

egyéb nukleinsav

4020
4080
4140
4200
4260

4277

szintetikus DNS-oligonuk-

leotid

pTZ-L2

TGCAGCTTTT
AGGATTTCGC
CAGTGAGGGA
AAGCGGCGGA
CTCAGGTTIG
CCGCCTGAAG
GGAGATTGGC
CGGGATATCA
GACARAGTGC
CAGGTCATCA
CTCGCGCTGG
CAGTTCACGC
TTTCCATTGT
GTCCCAGGTG
TTAARAAGTG

AACCAGTAIT

AAGTGGTATT
GTCACTGTTC
TTTTACGAGA
CGGGTGGGTT
TCGACATCGA
TTGGTATTAC
NNNNNNNNNN
CTCAAGACCC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



GTTTAGAGGC

CCCARGGGGT

AATTAGGCCT CTCGAGCTGC

TTATCGTGTT TTTCAAAGGA

NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
NINNNNNNNNN NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN

NNNNNNNNNN

NNNNNNNNNN

NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TATAGTGAGT
CTAGCCGGCC
CCCAACAGTT
ARTTCGCGTT
ARATCCCTTA
ACAAGAGTCC
AGGGCGATGG
GTAAAGCACT
CGGCGAACGT
CAAGTGTAGC
AGGGCGCGTC
TCTAARTACA
AARTATTGAAA
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
CGTATTAATT
ATAARAATCT
GCGCAGCCTG
AAATTTTTGT
TAAATCARAA
ACTATTAAAG
CCCACTACGT
AAATCGGAAC
GGCGAGAAAG
GGTCACGCTG
AGGTGGCACT
TTCAAATATG
AAGGAAGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
AAGAGAATTA
GACAACGATC
AARCTCGCCTT
CACCACGATG

HU 219369 B

TATGCTAGTT
AGGGATCCAC
AAAAAACGTC
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TCGCGGGATC
AGCTGGCGTA
AATGGCGAAT
TAAATCAGCT
GARTAGACCG
AACGTGGACT
GAACCATCAC
CCTARAGGGA
GAAGGGAAGA
CGCGTAACCA
TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTTGCTC
CGAGTGGGTT
GAAGAACGTT
CGTGTTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGCAGCAA

ATTGCTCANN
TAGTGAGCTC
CCGTGGTTCG
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

NCCGCTAGRG
GATCGATTAC
ATAGCGAAGA
GGGAAATTGT
CATTTTTTAA
AGATAGGGTT
CCARCGTCAA
CCTAATCARG
GCCCCCGATT
AAGCGAAAGG
CCACACCCGC
ATGTGCGCGG
TGAGACAATA
AACATTTCCG
ACCCAGARAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCARGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTARC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC

67

NNNNNNNNGT
CCCGGGGAAT

NNNNNNNNNN
GGAARCCGTT
GTAGTTAACG
GGCCCGCACC
AAACGTTAAT
CCARTAGGCC
GAGTGTTGTT
AGGGCGAAARA
TTTTTTGGGG
TAGAGCTTGA
AGCGGGCGCT
CGCGCTTAAT
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCIT
GCTGGTGAARA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGAAAARGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTTTG
GAATGAAGCC
GTTGCGCARA

CGACTTAATT
TCCCATGGTA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

GTGGTCTCCC
CGGCCGCGGC
GATCGCCCTT
ATTTTGTTAA
GAAATCGGCA
CCAGTTTGGA
ACCGTCTATC
TCGAGGTGCC
CGGGGAAAGC
AGGGCGCTGG
GCGCCGCTAC
TGTTTATTIT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTAAARGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTIGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



GCGAACTACT TACTCTAGCT
TTGCAGGACC ACTTCTGCGC
GAGCCGGTGA GCGTGGGTCT
CCCGTATCGT AGTTATCTAC
AGATCGCTGA GATAGGTGCC
CATATATACT TTAGATTGAT
TCCTTTTTGA TAATCTCATG
CAGACCCCGT AGAAAAGATC
GCTGCTTGCA AACAAAAAAA
TACCAACTCT TTTTCCGAAG
TTCTAGTGTA GCCGTAGTTA
TCGCTCTGCT AATCCTGTTA
GGTTGGACTC AAGACGATAG
CGTGCACACA GCCCAGCTTG
AGCATTGAGA AAGCGCCACG
GCAGGGTCGG AACAGGAGAG
ATAGTCCTGT CGGGTTTCGC
GGGGGCGGAG CCTATGGAAA
GCTGGCCTTT TGCTCACATG
TTACCGCCTT TGAGTGAGCT
CAGTGAGCGA GGAAGCGGAA

HU 219369 B

TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTARARACTTC
ACCAAAATCC
AARGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCTG
GATACCGCTC
G

63. azonositasi szamu szekvencia

(i) Szekvencia jellemz6i:
(A) hosszisag:
(B) tipus:

(C) szal tipusa:
(D) topologia:

egyes
linearis

3878 bazispar
nukleinsav

AGCGCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG

TCTGCGGCCG
GTGGGTCAAT
TGGTTTTACC
CTAGCGTCGA
CCTGTGTCAT
TTAARAAGAA
GGGACGAATA
ACAACATAGT

CGGCCTATAT
GCCGCGCCAG
ATCAAGGGCC
GGTTTCAGGA
GGATGCAGCC
CAACGCCCGG
CGACGCCCAT
CATCAACCAG

GGCCCGGTCC
ATCCACATCA
GACTGCACAG
TGTTTAAAGC
TCCAGAATAC
CAGTGCCAGG
ATCCCACGGC
CGGACGACCA

AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAARC
AGCATTGGTA
ATTTTTAATT
CTTAACGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG

CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAARRGGATC
GTTTTCGTTC
TTTTTTTCTG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG

GCGGATAARG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGAAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTAAGCG
TGGTATCTTT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4701

szintetikus DNS-oligonuk-

(i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
40 (A) Megnevezés:
leotid
(vii) Kozvetlen forras:
(B) klén: pselP—gpt—L2

(x1) Szekvencia leirasa:
CGCGTTGGCC GATTCATTAA TGCAGCTTIT

GGTTAACTAC GTAGACGTCG AGGATTTCGC
GACGGTTAAT CATGCGATAC CAGTGAGGGA
GCGGTTGTGC GCCGTGATTA AAGCGGCGGA
GGGGTTTGAA CAGGGTTTCG CTCAGGTTTG
TTACTGGAAA CTATTGTAAC CCGCCTGAAG
CGTTGAAAAG ATTAGCGACC GGAGATTGGC
TGTTCAATCC AGGTATCTTG CGGGATATCA
GCCGGTTTTG CGAAGATGGT GACAAAGTGC

68

60
120
180
240
300
360
420
480

540



HU 219 369 B

GCTTTTGGAT ACATTTCACG AATCGCAACC GCAGTACCAC CGGTATCCAC

ATAARCGATGA AGCCTTCGCC ATCGCCTTCT GCGCGTTTCA GCACTTTAAG

TTGTCGTGAT CGTAGCTGGA AATACAAACG GTATCGACAT GACGAATACC

GCCAGTAACG CACCCGGTAC CAGACCGCCA CGGCTTACGG CAATAATGCC

TCAGAAGGCA TCAGTCGGCT TGCGAGTTTA

ACGATGTATT
TTCGAGGGGA
TCACATGAGT
CTCAAACATA
TTTATGATTC
AATTAATTAT
TGGAATTAGT
AATTAATTAG
GGAGGCCTTA
GTTAACGCGG
CCGCACCGAT
CGTTAATATT
ATAGGCCGAA
TGTTGTTCCA
GCGAAAAACC
TTTGGGGTCG
AGCTTGACGG
GGGCGCTAGG
GCTTARTGCG
CCCTATTTGT
CTGATAAATG
CGCCCTTATT
GGTGAAAGTA
TCTCARCAGC
CACTTTTARA
ACTCGGTCGC
AAAGCATCTT
TGATAACACT

TTTCGCTCAT
AAATAGGTTG
CCGCGTCTTT
TCTCGCAAGC
TACTTCCTTA
TGTATTTATT
GATCAGTTTA
GCCTCTCGAG
TTTATATTCC
CCGCGGCCTA
CGCCCTTCCC
TTGTTAAAAT
ATCGGCAAAA
GTTTGGAACA
GTCTATCAGG
AGGTGCCGTA
GGAARGCCGG
GCGCTGGCAA
CCGCTACAGG
TTATTTTTCT
CTTCAATAAT
CCCTTTTTTG
AAAGATGCTG
GGTAAGATCC
GTTCTGCTAT
CGCATACACT
ACGGATGGCA
GCGGCCAACT

GTGAAGTGTC
CGCGAGATTA
TTACGCACTG
CTGTCTTGTG
CCGTGCAATA
ATTTATGGGT
TGTATATCGC
CTGCAGGGAT
AARARAARAAN
GCCGGCCATA
ARCAGTTGCG
TCGCGTTAAA
TCCCTTATAA
AGAGTCCACT
GCGATGGCCC
AAGCACTAAA
CGAACGTGGC
GTGTAGCGGT
GCGCGTCAGG
AAATACATTC
ATTGAAAAAG
CGGCATTTTG
AAGATCAGTT
TTGAGAGTTT
GTGGCGCGGT
ATTCTCAGAA
TGACAGTAAG
TACTTCTGAC

CGTGCATGGA
CCAGCCTGTT
TAGAGATCTG
CCTCTCCCTG
TCCAAGCTTG
AATTAGAATA
GAAAAACTTA
AACTACCGGC
CCACTAGTGA
AATARAATIT
ARAATCTAGC
CAGCCTGAAT
TTTTTGTTAA
ATCAAAAGAA
ATTAAAGAAC
ACTACGTGAA
TCGGAACCCT
GAGAAAGGAA
CACGCTGCGC
TGGCACTTTT
AAATATGTAT
GAAGAGTATG
CCTTCCTGTT
GGGTGCACGA
TCGCCCCGAA
ATTATCCCGT
TGACTTGGTT
AGAATTATGC
AACGATCGGA

69

TCTGCAACAT
TATCTACGGC
GCGCACTARA
ACGCGGGATA
GGGATCATCC
TATTTTCTAC
CTATAAAAAG
ATATGATAAA
GCTCCCCGGE
CAATTTTTAT
TGGCGTAATA
GGCGRAATGGE
ATCAGCTCAT
TAGACCGAGA
GTGGACTCCA
CCATCACCCT
ARAGGGAGCC
GGGAAGAAAG
GTAACCACCA
CGGGGAAATG
CCGCTCATGA
AGTATTCAAC
TTTGCTCACC
GTGGGTTACA
GAACGTTTTC
GTTGACGCCG
GAGTACTCAC
AGTGCTGCCA
GGACCGAAGG

CAGGTCATCA
CTCGCGCTGE
CAGTTCACGC
TTTCCATTGT
GTCCCAGGTG
TTAMAAAGTG
ARCCAGTATT
ARGTGGTATT
GTCACTGTTC
TTTTACGAGA
CGGGTGGGTT
AAGTCGACTT
GAATTCCCAT
CGATTACGTA
GCGRAGAGGC
AAATTGTAAA
TTTTTAACCA
TAGGGTTGAG
ACGTCARRGG
AATCAAGTTT
CCCGATTTAG
CGAAAGGAGC
CACCOGCCGC
TGCGOGGAAC
GACAATAACC
ATTTCCGTGT
CAGAAACGCT
TCGAACTGGA
CAATGATGAG
GGCAAGAGCA
CAGTCACAGA
TAACCATGAG
AGCTAACCGC

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



TTTTTTGCAC AACATGGGGG ATCATGTAAC TCGCCTTGAT CGTTGGGAAC CGGAGCTGAA
TGAAGCCATA CCAAACGACG AGCGTGACAC CACGATGCCT GCAGCAATGG CAACAACGTT

HU 219369 B 2

GCGCAAACTA TTAACTGGCG AACTACTTAC

GATGGAGGCG GATAAAGTTG CAGGACCACT

TATTGCTGAT AAATCTGGAG CCGGTGAGCG TGGGTCTCGC GGTATCATTG CAGCACTGGG

GCCAGATGGT AAGCCCTCCC GTATCGTAGT

GGATGAACGA AATAGACAGA TCGCTGAGAT

GTCAGACCAA GTTTACTCAT

AAGGATCTAG GTGAAGATCC

TTCGTTCCAC TGAGCGTCAG
TTTTCTGOGC GTAATCIGCT
TTTGCCGGAT CAAGAGCTAC

GATACCAAAT ACTGTCCTTC

AGCARCCGCCT ACATACCTCG

TAAGTCGTGT CTTACCGGGT

GGGCTGAACG GGGGGTTCGT

GAGATACCTA CAGCGTGAGC

CAGGTATCCG GTAAGCGGCA

AAACGCCTGG TATCTTTATA

TTTGTGATGC TCGTCAGGGG

ACGGTTCCTG GCCTTTTGCT

TTCTGTGGAT AACCGTATTA
GACCGAGCGC AGCGAGTCAG

ATATACTTTA
TTTTTGATAA
ACCCCGTAGA
GCTTGCAARAC
CAACTCTTIT
TAGTGTAGCC
CTCTGCTAAT
TGGACTCAAG
GCACACAGCC
ATTGAGAAAG
GGGTCGGARC
GTCCTGTCGG
GGCGGAGCCT
GGCCTTTTGC
CCGCCTTTGA
TGAGCGAGGA

66. azonositasi szamu szekvencia

2580

2640
TCTAGCTTCC CGGCAACAAT TAATAGACTG 2700
TCTGCGCTCG GCCCTTCCGG CTGGCTGGTT 2760

2820
TATCTACACG ACGGGGAGTC AGGCAACTAT 2880
AGGTGCCTCA CTGATTAAGC ATTGGTAACT 2940
GATTGATTTA ARACTTCATT TTTAATTTAA 3000
TCTCATGACC ARAATCCCTT ARCGTGAGTT 3060
AARGATCAAR GGATCTTCTT GAGATCCTTT 3120
AAARAAACCA CCGCTACCAG CGGTGGTTTG 3180
TCCGAAGGTA ACTGGCTTCA GCAGAGCGCA 3240
GTAGTTAGGC CACCACTTCA AGAACTCTGT 3300
CCTGTTACCA GTGGCTGCTG CCAGTGGCGA 3360
ACGATAGTTA CCGGATAAGG CGCAGCGGTC 3420
CAGCTTGGAG CGAACGACCT ACACCGAACT 3480
CGCCACGCTT CCCGAAGGGA GAAAGGOGGR 3540
AGGAGAGCGC ACGAGGGAGC TTCCAGGGGG 3600
GTTTCGCCAC CTCTGACTTG AGCGTCGATT 3660
ATGGAARAAC GCCAGCARCG CGGCCTTTTT 3720
TCACATGTTC TTTCCTGCGT TATCCCCTGA 3780
GTGAGCTGAT ACCGCTCGCC GCAGCCGAAC 3840
AGCGGAAG 3878

(ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav

(i) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszusag: 6474 bazispar 45 leotid

(B) tipus: nukleinsav (vit) Kozvetlen forras:

(C) szal tipusa: egyes (B) klén: pselP—gp160yy

(D) topologia: linedris (xi) Szekvencia leirasa:
AGCGCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG CGCGTTGGCC GATTCATTAA TGCAGCTTITT 60
TCTGCGGCCG CGGCCTATAT GGCCCGGTCC GGTTAACTAC GTAGACGTCG AGGATTTCGC 120
GTGGGTCAAT GCCGCGCCAG ATCCACATCA GACGGTTAAT CATGCGATAC CAGTGAGGGA 180
TGGTTTTACC ATCAAGGGCC GACTGCACAG GCGGTTGTGC GCCGTGATTA AAGCGGCGGA 240
CTAGCGTCGA GGTTTCAGGA TGTTTAAAGC GGGGTTTGAA CAGGGTTTCG CTCAGGTTTG 300
CCTGTGTCAT GGATGCAGCC TCCAGAATAC TTACTGGAAA CTATTGTAAC CCGCCTGAAG 360
TTAAAAAGAR CAACGCCCGG CAGTGCCAGG CGTTGAAAAG ATTAGCGACC GGAGATTGGC 420

70



GGGACGAATA
ACAACATAGT
GCTTTTGGAT
ATAACGATGA
TTGTCGTGAT
GCCAGTAACG
TCAGAAGGCA
ACGATGTATT
TTCGAGGGGA
TCACATGAGT
CTCAAACATA
TTTATGATTC
AATTARTTAT
TGGAARTTAGT
AATTAATTAG
ACGTTTTGAC
TTGTAGGTAT
TCCCCTCAGC
CCTGACTCCA
CCAGAAGTTC
GGAACAGGCT
ATGTGTCTCT
TCGGAARCTGG
CTATAGAAAG
ATATTTTTAT
TATCCAATTC
ATGAGTATAT
TATTCCAAAT
TGCAAATGAG
TTTCCACAGC
TATGCTGTTG
ATAATAGTCT
CTCCTAAGAA
TTCTCTTTGC

CGACGCCCAT
CATCAACCAG
ACATTTCACG
AGCCTTCGCC
CGTAGCTGGA
CACCCGGTAC
TCAGTCGGCT
TTTCGCTCAT
AAATAGGTTG
CCGCGTCTIT
TCTCGCAAGC
TACTTCCTTA
TGTATTTATT
GATCAGTTTA
GCTGGTTCAG
CATTTGCCAC
GTGGAGAATA
TACTGCTATA
ATACTGTAGG
CACARTCCTC
CCGCAGGTCG
GTCTCTCTCT
GGGGCGGGTC
TACAGCAAAA
ATACCACAGC
CAATAATTCT
TAAGCTTGTG
ATCATCCAGA
TTTTCCAGAG
CAGGACTCTT
CGCCTCAATG
GGCCTGTACC
CCCAAGGAAC
CTTGGTGGGT

HU 219369 B

ATCCCACGGC
CGGACGACCA
AATCGCAACC
ATCGCCTTCT
AATACAAACG
CAGACCGCCA
TGCGAGTTTA
GTGAAGTGTC
CGCGAGATTA
TTACGCACTG
CTGTCTTIGTG
CCGTGCAATA
ATTTATGGGT
TGTATATCGC
CTCGTCTCAT
CCATCTTATA
GCTCTACCAG
GCTGTGGCAT
AGATTCCACC
GCTGCAATCA
ACCCAGATAA
CCACCTTCTT
TGCAACGACA
ACTATTCTTA
CAATTTGTTA
TGTTCATTCT
TAATTGTCAA
GATTTATTAC
CAACCCCAAR
GCCTGGAGCT
GCCCTCAGCA
GTCAGCGTCA
AGAGCTCCTA
GCTACTCCTA

TGTTCAATCC
GCCGGTTTTG
GCAGTACCAC
GCGCGTTTCA
GTATCGACAT
CGGCTTACGG
CGTGCATGGA
CCAGCCTGTT
TAGAGATCTG
CCTCTCCCTG
TCCAAGCTTG
AATTAGRATA
GARARACTTA
AACTACCGGC
TCTTTCCCTT
GCAARGCCCT
CTCTTTGCAG
TAAGCAAGCT
AATATTTGAG
AGAGTAAGTC
TTGCTAAGAR
CTTCGATTCC
ATGGTGAGTA
AACCTACCAA
TGTCAAACCA
TTTCTTGTTG
TTTCTCTTTC
TCCAACTAGC
ACCCCAGGAG
GCTTGATGCC
AATTGTTCTG
CTGACGCTGC
TCGCTGCTCT
ATGGTTCAAT

71

AGGTATCTTG
CGAAGATGGT
CGGTATCCAC
GCACTTTAAG
GACGAATACC
CAATAATGCC
TCTGCAACAT
TATCTACGGC
GCGCACTAAA
ACGCGGGATA
GGGATCATCC
TASTTTCTAC
CTATAAAAAG
ATATGATAAA
ACAGTAGGCC
TTCCARGCCC
TACTTCTATA
AACAGCACTA
GACTTCCCAC
TCTGTGGTGG
TCCATGCACT
TTCGGGCCTG
TCCCTGCCTA
GCCTCCTACT
ATTCCACAAA
GGTTTGCGAT
CCACTGCATC
ATTCCAAGGC
CTGTTGATCC
CCAGACTGTG
CTGTTGCACT
GCCCATAGTG
TTTTTCTCTC
TGTTACTACT

CGGGATATCA
GACAAAGTGC
CAGGTCATCA
CTCGCGCTGG
CAGTTCACGC
TTTCCATTGT
GTCCCAGGTG
TTAAAAAGTG
AACCAGTATT
AAGTGGTATT
GTCACTGTTC
TTTTACGAGA
CGGGTGGGTT
ARGTCGACTT
ATCCAGTCAC
TGTCTTATIC
ACCCTATCTG
CTCTTTAGTT
CCCCTGCGTC
TAGCTGAAGA
ARTCGACCGG
TCGGGTCCCC
ACTCTATTCA
ATCATTATGA
CTTGCCCATT
TTTTCTAGTA
CAGGTCATGT
ACAGTAGTGG
TTTAGGTATC
AGTTGCAACA
ATACCAGACA
CTTCCTGCTG
TGCACCACTC
TTATATTTAT

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



ATAATTCACT
CGTTCGTGTC
AACATCTAAT
TGTTTATAAT
TATTCCARGT
AARATTCCCC
GATTARAGAC
AAGTGTCATT
TATTTTTTGT
AGTTGGGTCT
CATTATCAGT
ACAGCAGTTG
TTTTACATGA
CCGGGGCACA
TGACTGAGGT
TATCAAGTTT
TATTGARAGA
TATTAGCAGT
CACAGAGTGG
CCTCATGCAT
CCAATTCTAC
TATGTACCTC
CTTTCCACAC
TCATTAATAA
TCCCCTTCAC
TTTTATCGAT
GTAATAGCGA
AATGGGARAT
GCTCATTTTT
CCGAGATAGG
ACTCCAACGT
CACCCTAATC
GGAGCCCCCG
AGAARGCGAA

HU 219369 B

TCTCCRATTG TCCCTCATAT
CGTGTCCTTA CCACCATCTC
TTGTCCTTCA ATGGGAGGGG
TTGTTTTATT TTGCATTGAA
ATTATTACCA TTCCAAGTAC
TCCACAATTA AAACTGTGCA
TATTGTTTTA TTCTTAAATT
CCATTTTIGCT CTACTAATGT
TGTATAAAAT GCTCTCCCTG
TGTACAATTA ATTTGTACAG
GAAATTCTCA GATCTAATTA
AGTTGATACT ACTGGCCTAR

TCCTTTTCCA CTGAACTTIT

ATAGTGTATG
ATTACAACTT
ATARAGAAGT
GCAGTTTTTC
ACTATTATTG

GGAATTGGCT
ATCAACCTAT
GCATATTCTT
ATTTCTCCTC
GTATTAGTAG

CTCCTCCTCC
TTGTTAATRG
CATACATTGC
GTGTGATATT
TATTAAACAG
TTACAATTTC
GTTCTTTTAA
TACAATGTGC
GTCCTATATG
ATTCATTCAG
CTACCTCTTC
TTCCATGTGT
TATCGTTACA
CAAAGGATAT
AGCTGGTACT
TCTGCATCTT
CCTTTATTGT
TATTCCTCAA

AGGTCTGAAG
TAGCCCTGTA
TTTTCCTACT
GTTATTTGAC
TGGTGATGTA
TGGGTCCCCT
TTTGCTAACT
TTGTCTTATA
TATCCTTTTT
ATGTACTATG
TTCTGCTAGA
ACATTGTACT
TTTTAGARTC
CTTTGGACAR
ATCATTATCT
ATCTCTTATG
TCCOTCGCTA
ATCAGTGCAA

GGTTAATTTT ACACATGGCT

CTGTTCTACC
TTCTTGTGGG
TGTATCATAT
AGGTACCCCA
CCCAAGGAGC
GGCCATGGAG
TACGTAGTTA
AGAGGCCCGC
TGTARACGTT
TARCCAATAG
GTTGAGTGTT
CAAAGGGCGA
AAGTTTTTTG
ATTTAGAGCT
AGGAGCGGGC

ATGTTATTTT
TTGGGGTCTG
GCTTTAGCAT
TARTAGACTG
ATCGTGCCCC
GCCTTATTTA
ACGCGGCCGC
ACCGATCGCC
AATATTTIGT
GCCGAAATCG
GTTCCAGTTT
AAAACCGTCT
GGGTCGAGGT
TGACGGGGAA
GCTAGGGCGC

TTAGGCTTTG ATCCCATAAA
TCCACATGTT AAAATTTICT
TGGGTACACA GGCTTGTGTG
CTGATGCACA AAATAGAGTG
TGACCCACAA TTTTTCIGTA
ATCCCCACCA GTGCTGATAA
TATTCCAAAA AAAAAAAATA
GGCCTAGCCG GCCATAAAAA
CTTCCCAACA GTTGCGCAGC
TAARAATTCGC GTTAAATTTIT
GCAAAATCCC TTATAAATCA
GGAACAAGAG TCCACTATTA
ATCAGGGCGA TGGCCCACTA
GCCGTAAAGC ACTAAATCGG
AGCCGGCGAA CGTGGCGAGA
TGGCAAGTGT AGCGGTCACG

72

ATCTCGGTGT
ATATTTGATG
TCCTGCCACA
CCTGTAGTAT
TTACAGTAGA
CCTGAGGATT
ATCTGTCTTA
GTTCCTATTA
CTTTTATTIGT
ATGGTTTTAG
CTGCCATTTA
GTGCTGACAT
GCAAAACCAG
GCTTGTGTAA
ATTGATACTA
CTTGTGGTGA
TTACTATTGT
TTTAAAGTAA
CTGATTATAT
GTCACATTTA
GCCCAAACAT
GTGGTTGCTT
GCACTACAGA
TTCCTCCTGA
AAATTTCAAT
TCTAGCTGGC
CTGAATGGCG
TGTTAAATCA
ARAGAATAGA
AAGAACGTGG
CGTGAACCAT
AACCCTAAAG
AAGGAAGGGA
CTGCGCGTAA

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



CCACCACACC CGCCGCGCTT
GAARTGTGCG CGGAACCCCT
TCATGAGACA ATAACCCTGA
TTCAACATTT CCGTGTCGCC
CTCACCCAGA AACGCTGGTG
GTTACATCGA ACTGGATCTC
GTTTTCCAAT GATGAGCACT
ACGCCGGGCA AGAGCAACTC
ACTCACCAGT CACAGAAAAG
CTGCCATAAC CATGAGTGAT
CGAAGGAGCT AACCGCTTTT
GGGAACCGGA GCTGAATGAA

CAATGGCAAC
AACAATTAAT
TTCCGGCTGG
TCATTGCAGC
GGAGTCAGGC
TTAAGCATTG
TTCATTTTTA
TCCCTTAACG
CTTCTTGAGA
TACCAGCGGT
GCTTCAGCAG
ACTTCAAGAA
CTGCTGCCAG
ATAAGGCGCA
CGACCTACAC
ARAGGGAGAAA
GGGAGCTTCC
GACTTGAGCG
GCAACGCGGC
CTGCGTTATC

CTCGCCGCAG

ARCGTTGCGC
AGACTGGATG
CTGGTTTATT
ACTGGGGCCA
AACTATGGAT
GTAACTGTCA
ATTTAARAGG
TGAGTTTTCG
TCCTTTTTTT
GGTTTGTTTG
AGCGCAGATA
CTCTGTAGCA
TGGCGATAAG
GCGGTCGGGC
CGAACTGAGA
GGCGGACAGG
AGGGGGAAAC
TCGATTTTTG
CTTTTTACGG
CCCTGATTCT
CCGAACGACC

HU 219369 B

ARTGCGCCGC TACAGGGCGC
ATTTGTTTAT TTTTCTAAAT
TAAATGCTTC AATAATATIG
CTTATTCCCT TTTTTGCGGC
ARAGTARAAG ATGCTGAAGA
AACAGCGGTA AGATCCTTGA
TTTAAAGTTC TGCTATGTGG
GGTCGCCGCA TACACTATTC
CATCTTACGG ATGGCATGAC
ARCACTGCGG CCAACTTACT
TTGCACAACA TGGGGGATCA
GCCATACCAA ACGACGAGCG
AAACTATTAA CTGGCGAACT
GAGGCGGATA AAGTTGCAGG
GCTGATARAT CTGGAGCCGG
GATGGTAAGC CCTCCCGTAT
GARCGAAATA GACAGATCGC
GACCAAGTTT ACTCATATAT
ATCTAGGTGA AGATCCTTTT
TTCCACTGAG CGTCAGACCC

CTGCGCGTAA TCTGCTGCTT

CCGGATCAAG
CCAAATACTG
CCGCCTACAT
TCGTGTCTTA
TGAACGGGGG
TACCTACAGC
TATCCGGTAA
GCCTGGTATC
TGATGCTCGT
TTCCTGGCCT
GTGGATAACC
GAGCGCAGCG

AGCTACCAAC
TCCTTCTAGT
ACCTCGCTCT
CCGGGTTGGA
GTTCGTGCAC
GTGAGCATTG
GCGGCAGGGT
TTTATAGTCC
CAGGGGGGCG
TTTGCTGGCC
GTATTACCGC

AGTCAGTGAG

73

GTCAGGTGGC
ACATTCAAAT
AAARRGGARG
ATTTTGCCTT
TCAGTTGGGT
GAGTTTTCGC
CGCGGTATTA
TCAGARTGAC
AGTARGAGAA
TCTGACAACG
TGTAACTCGC
TGACACCACG
ACTTACTCTA
ACCACTTCTG
TGAGCGTGGG
CGTAGTTATC
TGAGATAGGT
ACTTTAGATT
TGATAATCTC
CGTAGAARAG
GCAAACAAAA
TCTTTTTCCG
GTAGCCGTAG
GCTAATCCTG
CTCAAGACGA
ACAGCCCAGC
AGAARGCGCC
CGGAACAGGA
TGTCGGGTTT
GAGCCTATGG
TTTTGCTCAC
CTTTGAGTGA
CGAGGAAGCG

ACTTTTCGGG
ATGTATCCGC
AGTATGAGTA
CCTGTTTTTG
GCACGAGTGG
CCCGAAGAAC
TCCCGTGTTG
TTGGTTGAGT
TTATGCAGTG
ATCGGAGGAC
CTTGATCGTT
ATGCCTGCAG
GCTTCCCGGC
CGCTCGGCCC
TCTCGCGGTA
TACACGACGG
GCCTCACTGA
GATTTARAARC
ATGACCAAAA
ATCAAAGGAT
ARACCACCGC
AAGGTAACTG
TTAGGCCACC
TTACCAGTGG
TAGTTACCGG
TTGGAGCGAA
ACGCTTCCCG
GAGCGCACGA
CGCCACCTCT
AARAACGCCA
ATGTTCTTTC
GCTGATACCG

GAAG

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6474



1 HU 219369 B 2

67. azonositdsi szamu szekvencia egyéb nukleinsav

(i1) Molekula tipusa:

74

(1) Szekvencia jellemz6i: (A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

(A) hosszusag: 6811 bazispar leotid

(B) tipus: nukleinsav (vii) Kozvetlen forras:

(C) szal tipusa: egyes 5 (B) klon: pN2-—gpta ProtS

(D) topoldgia: linearis (xi) Szekvencia leirasa:

GTGGCACTTT TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA CCCCTATTIG TTTATTTITC TAAATACATT 60
CAAATATGTAR TCCGCTCATG AGACAATAAC CCTGATAAAT GCTTCAATAA TATTGAARAA 120
GGAAGAGTAT GAGTATTCAA CATTTCCGTG TCGCCCTTAT TCCCTTTTIT GCGGCA'I'I'I'I' 180
GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGAAACGC TGGTGAAAGT AAAAGATGCT GAAGATCAGT 240
TGGGTGCACG AGTGGGTTAC ATCGAACTGG ATCTCAACARG CGGTAAGATC CTTGAGAGTT 300
TTCGCCCCGA AGAACGTTTT CCAATGATGA GCACTTTTAA AGTTCTGCTA TGTGGCGCGG 360
TATTATCCCG TATTGACGCC GGGCAAGAGC AACTCGGTCG CCGCATACAC TATTCTCAGA 420
' ATGACTTGGT TGAGTACTCA CCAGTCACAG AARAGCATCT TACGGATGGC ATGACAGTAR 480
GAGAATTATG CAGTGCTGCC ATAACCATGA GTGATAACAC TGCGGCCAAC TTACTTCTGA 540
CAACGATCGG AGGACCGAAG GAGCTAACCG CTTTTTTGCA CAACATGGGG GATCATGTAA 600
CTCGCCTTGA TCGTTGGGAA CCGGAGCTGA ATGAAGCCAT ACCAAACGAC GAGCGTGACA 660
CCACGATGCC TGTAGCAATG GCAACAACGT TGCGCAAACT ATTAACTGGC GAACTACTTA 720
CTCTAGCTTC CCGGCAACAA TTAATAGACT GGATGGAGGC GGATAAAGTT GCAGGACCAC 780
TTCTGCGCTC GGCCCTTCCG GCTGGCTGGT TTATTGCTGA TAAATCTGGA GCCGGTGAGC 840
GTGGGTCTCG CGGTATCATT GCAGCACTGG GGCCAGATGG TAAGCCCTCC CGTATCGTAG 900
TTATCTACAC GACGGGGAGT CAGGCAACTA TGGATGAACG ARATAGACAG ATCGCTGAGA 960
TAGGTGCCTC ACTGATTAAG CATTGGTAAC TGTCAGACCA AGTTTACTCA TATATACTTT 1020
AGATTGATTT AAAACTTCAT TTTTAATTTA AAAGGATCTA GGTGAAGATC CTTTTTGATA 1080
ATCTCATGAC CAAAATCCCT TAACGTGAGT TTTCGTTCCA CTGAGCGTCA GACCCCGTAG 1140
AAAAGATCAA AGGATCTTCT TGAGATCCTT TTTTTCTGCG CGTAATCTGC TGCTTGCAAA 1200
CAAAAAAACC ACCGCTACCA GCGGTGGTTIT GTTTGCCGGA TCAAGAGCTA CCAACTCTTT 1260
TTCCGAAGGT AACTGGCTTC AGCAGAGCGC AGATACCAAA TACTGTCCTT CTAGTGTAGC 1320
CGTAGTTAGG CCACCACTTC AAGAACTCTG TAGCACCGCC TACATACCTC GCTCTGCTAA 1380
TCCTGTTACC AGTGGCTGCT GCCAGTGGCG ATAAGTCGTG TCTTACCGGG TTGGACTCAA 1440
GACGATAGTT ACCGGATAAG GCGCAGCGGT CGGGCTGAAC GGGGGGTTCG TGCACACAGC 1500
CCAGCTTGGA GCGAACGACC TACACCGAAC TGAGATACCT ACAGCGTGAG CTATGAGAAA 1560
GCGCCACGCT TCCCGAAGGG AGAAAGGCGG ACAGGTATCC GGTAAGCGGC AGGGTCGGAA 1620
CAGGAGAGCG CACGAGGGAG CTTCCAGGGG GAAACGCCTG GTATCTTTAT AGTCCTGTCG 1680
GGTTTCGCCA CCTCTGACTT GAGCGTCGAT TTTTGTGATG CTCGTCAGGG GGGCGGAGCC 1740
TATGGAAAAA CGCCAGCAAC GCGGCCTTTT TACGGTTCCT GGCCTITTTGC TGGCCTTTTIG 1800



CTCACATGTT
AGTGAGCTGA
AAGCGGAAGA
GCAGCTGGCA
TGAGTTAGCT
TGTGTGGAAT
CCAAGCGCGC
GCCGCGTCGA
GATTCCTGTG
TGGTTTAAAT
TTIGTTTTGAA
CTTCTGCCTT
ATAGTATTTA
TAGGTATTTA
TTGAAACTGT
TAGATAGCAA
CCTTGACAAA
CATTGTAAAT
AGGTATTATA
ACATGAGTGA
ACCATTAATA
TGGAACATCT
GACGGCAAGT
CAACTCCAGA
ACTTAGGGCC
TTTTTCAGAG
CAAGGCAAGC
CCAACCCTCA
AGGATAGTAG
AATTTCCTTT
TAGACGAGGG
GTATACTTTG
ATCCATCACA

CACCATATTC

CTTTCCTGCG
TACCGCTCGC
GCGCCCAATA
CGACAGGTTT
CACTCATTAG
TGTGAGCGGA
AATTAACCCT
CAGAAAAATT
CTGCTCTCAG
GTGAAGCCAC
ATAAGGCATT
CATCAGGAAA
ATTACACGCA
GACACTAGTT
CATTTGTAGG
GAGAAGTAAG
GGACCTTTTA
AAAACCCTTC
AGCAGAGAAA
GCTCTAATAT
TTCACTTCCA
GGAAGGCCAC
TGTCTTTGAA
TIGTTTCTGT
TGTATCCGAT
GTGGAGTCCA
ATAACACCAG
GCACTGGATA
GAGCCCTTCT
ATTCCAGAAG
TTAATCGGTT
GTTTCCAGCA
GCTTCTTTAG
CATAGACCAT

HU 219 369 B

TTATCCCCTG

CGCAGCCGAA
CGCAAACCGC

CCCGACTGGA
GCACCCCAGG

TAACAATTTC
CACTAAAGGG
AATTAATTAT
GAAAATATGT
ACAAGAGAAA
AGGACCCTCC
AAAACARAAA
CTTTTGTTTG
CATGATGATA
AARAAAAATTC
ARTTTCTTTA
ARAATCCCAG
AGCTGTTATT
AGATGCCTTA
CATTATGTTT
TGCAGCCATT
CCAGGTATGT
GGTCTTCATG
TGACTCTAAA
ATATTACAGT
CCAAGGACAC
TGCCCGTGGA
CATTATTATA
CCACAGTARC
CTCCTTGCTT

TAATGAGTTC

ATCCATTTTC

CTATTTTAAT

TATTAATAAC

ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG
CTCTCCCCGE
AAGCGGGCAG
CTTTACACTT
ACACAGGAAA
AACAAAAGCT
GGCCTCTCGA
CCCACTTGTT
GATGAAGCCA
ATTCAATTCA
CATAAACARA
AGTTTACTTC
AARTTAAAAR
AAATTTAARA
CTGTGATTTA
GAAAGGACCA
GAAACATAAG
AGAATTCTTT
AGARATGGCT
ATARAAGGCA
GGCCACTTTT
GGAGATGGTT
TTCCAGATGA
ATTTTCARCA
AGCAAAGGGC
TGGACGAATA
ATCTATGTGA
CAGGCAATGC
CATCAAATTC
ACTTTCCACT
CGGCTTAAAA
GCTAATACTA

ATCACCTCCA

75

TAACCGTATT
CAGCGAGTCA
GCGTTGGCCG
TGAGCGCARC
TATGCTTCCG
CAGCTATGAC
GGAGCTCCAC
GCTGCAGCIG
TTCTAATTCA
ARGCTGGTCC
TATTTAATAG
ATAGTATCTG
CTTGCTTICT
TTTAGTTTTA
TTGTTATTIT
TATCACAACA
CAAAATAATC
TATAATTACA
GTCTTTTTCC
TCATCCAGAT
TTCACTGGTG
GCTTTCATTG
TCTATTTTAA
GATTGTTGAT
GATAACAGAA
ACTGTGTTGT
TTCAAGGTCA
AATTGAGCAA
TTATTTTGTT
CAGCTTCGTA

TTCCGAGGGA

AGGGGTCCAG

TGTTCTAATT

GTTGTGATTT

ACCGCCTTTG
GTGAGCGAGG
ATTCATTAAT
GCAATTAATG
GCTCGTATGT
CATGATTACG
CGCGGTGGCG
CCAAGAAGAA
ATAAAGATAC
CCCTGAGGAA
ACCACCATCT
CCTATGATTA
GAAAAAAACA
CAAACARAAA
TCACTATTICT
GAATTTTTIT
AAAGACTGCA
CACAAGGAAA
AAACTGATGG
CCAACTGTAC
TGGCACTGAA
CTTTGTCCAA
GTGGTGTCGA
CGGAACATAG
TATCCTGTGA
TACCAGAAAC
CATTTACATG
TTCCAGARCC
TTTCTTGAAT
TACATCCATC
ATCCTGCAAA
GTTTATTTAT
CTTCCACAGA
TGGATGTATG

1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



TTCATTCTTA
GTGATCGATA
TTCTGCTGAR
AAACTGCTCC
TGRAACAACC
ATAGCAAGTG
TTCATCTATA
ACATTCAAAA
AGAGCATTCA
ACAGGAACAG
ATTTGAGGGA
TTTACAAGTG
GCATGGCAGA
AGCATTAGTT
TAAGTATTTT
TTCTTTATTG
AAGTAAAGAA
AAAGTTTGCC
CCCACCCAGG
ATTTTTAGAT
CAATACTCAA
CGAATAGCCA
CCGCTTTTTA
AAAGTAGAAA
GACGGATGAT
CTTTATCCCG
GTTTTTAGTG
TAAGCCGTAG
GACATGTTGC
AAAGGCATTA
CTGGGTATTC
GAGCTTAAAG
CTGGTGGATA
GTCACCATCT

AGCTGARCTT
GATTCTGCGT
AATCTGCTGA
GCCAAGTAAA
TCACAACTCT
TAACCTCCAG
TCTTCACAAG
TCTCCTGGGA
TCCACATCTT
TGGTAACTTC
TCTTTGCATT
CAAGTAAAAG
GGACTACACT
GACTGACGTG
GGATAAAAAT
CACAGTTCTT
TTTGCACGAC
TCTGAGACGG
ACCCCCATGG
CCCCCARCTT
GACTACGAAA
TATGCCGGTA
TAGTAAGTTT
ATATATTCTA
CCCCAAGCTT
CGTCAGGGAG
CGCCAGATCT
ATAAACAGGC
AGATCCATGC
TTGCCGTARG
GTCATGTCGA
TGCTGAAACG
CCGGTGGTAC
TCGCAAAACC

CAATCTTTCC
ACAGTATCAC
TTTCTGGCAA
GTAATTCATA
TCTGATCTTG
GGTAATTGAC
ACTTTGATTT
TGTTCTTGCA
TACAATCTTT
CAGGTGTATT
CATTTATGTC
AAGCTTTTCC
GGTCTGGAAT
CAGCAGTGAA
AATCCGTTTC
CGATGCATTC
GCTTCCTARC
GAAGCACTAG
AGGCCTTATT
AAGGGTACCG
CTGATACAAT
GTTGCGATAT
TTCACCCATA
ATTTATTGCA
GGACACRAGA
AGGCAGTGCG
CTATAATCTC
TGGGACACTT
ACGTAAACTC
CCGTGGCGGT
TACCGTTTGT
CGCAGAAGGC
TGCGGTTGCG
GGCTGGTCGT

HU 219369 B

ACCACGAAGT
GCCTTCTGAA
ACGARATTTT
CTTTGTGTCA
GGCAAGTTTG
ACAAAGCTGA
GAGATTATAT
CACAGCTGTG
CTTATTTGAA
ATCACAAATT
ARATTCACAC
ATCTTTGCAG
GGCATTGACA
TAACCCAGTT
CGGGTCATTT
TCTTTCAAGA
CAGGACTTGT
GAGGAGACAC
TATATTCCAA
CCTCGACATC
CTCTTATCAT
ACATAAACTG
AATAATAAAT
CGGTAAGGAA
CAGGCTTGCG
TAAAAAGACG
GCGCAACCTA
CACATGAGCG
GCAAGCCGAC
CTGGTACCGG
ATTTCCAGCT
GATGGCGAAG
ATTCGTGAAA
CCGCTGGTTG

76

GCAATCAGGA
TCATATGTCC
AAATATAAAA
AGGTTCAAGG
AATCCTTTCT
GCACACATGT
CTGTAGCCTT
CCACRAATGC
AGCATAACAA
TGACTGCAAC
TTTTCTCCTT
CTCATATATC
CAGCTTCTTA
TGAAAAGAGC
TCAAAGACCT
TTACCCTGTT
GAAGCCTGTT
GCCAGCARCG
AAARRARRAAR
TATATACTAT
GTGGGTAATG
ATCACTAATT
ACAATAATTA
GTAGAATCAT
AGATATGTTT
CGGACTCATG
TTTTCCCCTC
ARARATACAT
TGATGCCTTC
GTGCGTTACT
ACGATCACGA
GCTTCATCGT
TGTATCCAAA
ATGACTATGT

GCCACGCTGA
GGAAATCAAA
CAACCCCTGC
GAAGGCACAC
TCCCATCACA

CGGGGCATTC
TTGGCTTCAR
AACCATTTTT
CTCCATTTAT
GCCAACCTGG
CATCTTCATT
GGTCAGGATA
GAAGACAAAC
CCCTGGCTTC
TGGTTTCTTC
GCTTTGACAA
CCCCGCAGCG
TAAARTTTCA
ATAGTAATAC
TTCTCGATGT
CCAAACCCAC
ATTTCTCGTA
AAAGAACAGT
GAGAATACCA
TGAAATACTG
GAACACTTTT
CGTCACCTGG

TGAACAATGG
GGCGCGTGAA

CAACCAGCGC
TATTGATGAC
AGCGCACTTT
TGTTGATATC

3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
43920
4980
S040
5100
5160
5220
5280
$340
5400
5460
5520

5580
5640

5700
5760
5820

5880



CCGCAAGATA
TCCGGTCGCT
CGGGTTACAA
GAGCGAAACC
TACCGTCGCG
GTATTACGCG
TACCCAACTT
GGCCCGCACC
AGCGTTAATA
CAATAGGCCG
AGTGTIGTTC
GGGCGAAAAA
TTTTTGGGGT
AGAGCTTGAC
GCGGGCGCTA
GCGCTTAATG

CCTGGATTGA
AATCTTTTCA
TAGTTTCCAG
CTGTTCAAAC
GCCGCGACCT
CGCTCACTGG
AATCGCCTTG
GATCGCCCTT
TTTTGTTAAA
ARATCGGCAA
CAGTTTGGAA
CCGTCTATCA
CGAGGTGCCG
GGGGAAAGCC
GGGCGCTGGC
CGCCGCTACA

HU 219 369 B 2

ACAGCCGTGG
ACGCCTGGCA
TAAGTATTCT
CCCGCTTTGG
CGAGGGGGGG
CCGTCGTTTT
CAGCACATCC
CCCAACAGTT
ATTCGCGTTA
AATCCCTTAT
CAAG.AG‘I‘CCA
GGGCGATGGC
TAAAGCACTA
GGCGAARCGTG
AAGTGTAGCG
GGGCGCGTCA

68. azonositdsi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemz6i:

(A) hosszisag:
(B) tipus:

(C) szal tipusa:

(D) topologia:

27 bazispar
nukleinsav

egyes
linearis

ACCCAGGACC GCCATGGCGA AGCGCGC

69. azonositasi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemz4i:

(A) hosszusag: 6926 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szél tipusa: egyes

(D) topologia: lineéris

GTGGCACTTT TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA
CAAATATGTA TCCGCTCATG AGACAATAAC
GGAAGAGTAT GAGTATTCAA CATTTCCGTG
GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGAAACGC
TGGGTGCACG AGTGGGTTAC ATCGAACTGG
TTCGCCCCGA AGAACGTTTT CCAATGATGA
TATTATCCCG TATTGACGCC GGGCAAGAGC
ATGACTTGGT TGAGTACTCA CCAGTCACAG
GAGAATTATG CAGTGCTGCC ATAACCATGA
CAACGATCGG AGGACCGAAG GAGCTAACCG

GATATGGGCG TCGTATTCGT
CTGCCGGGCG TIGTTCTTTT
GGAGGCTGCA TCCATGACAC
GCTGCAGGAR TTCGATATCA
CCCGGTACCC AATTCGCCCT
ACAACGTCGT GACTGGGAAA
CCCTTTCGCC AGCTGGCGTA
GCGC.AGCCTG AATGGCGAAT
AATTTTTGTT AAATCAGCTC
AAATCAAAAG AATAGACCGA
CTATTAAAGA _ACGTGGACTC
CCACTACGTG AACCATCACC
AATCGGAACC CTAAAGGGAG
GCGAGAAAGG AAGGGAAGAA
GTCACGCTGC GCGTAACCAC

G
(i1) Molekula tipusa:

30 (A) Megnevezés:

(vit) Kozvetlen forras:
(B) kion:
(xi) Szekvencia leirdsa:

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

CCCGCCAATC 5940
TAACTTCAGG 6000
AGGCAAACCT 6060
AGCTTATCGA 6120
ATAGTGAGTC 6180
ACCCTGGCGT 6240
ATAGCGAAGA 6300
GGAAATTGTA 6360
ATTTTITAAC 6420
GATAGGGTTG 6480
CAACGTCAAA 6540
CTAATCAAGT 6600
CCCCCGATTT 6660
AGCGARAGGA 6720
CACACCCGCC 6780

6811

egyéb nukleinsav

szintetikus DNS-oligonuk-

leotid

oProtS1

27

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-

40 (vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:
(x1) Szekvencia leirasa:

CCCCTATTTG
CCTGATAAAT
TCGCCCTTAT
TGGTGARAGT
ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
AACTCGGTCG
AAAAGCATCT
GTGATARCAC
CTTTTTTGCA

77

TTTATTTTTC
GCTTCAATAA
TCCCTTITIT
ARAAGATGCT
CGGTAAGATC
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATGGC
TGCGGCCAAC

CAACATGGGG

leotid

pP2—gp160yy
TAAATACATT 60
TATTGAAAAA 120
GCGGCATTTT 180
GAAGATCAGT 240
CTTGAGAGTT 300
TGTGGCGCGG 360
TATTCTCAGA 420
ATGACAGTAA 480
TTACTTCTGA 540
GATCATGTAA 600



CTCGCCTTGA
CCACGATGCC
CTCTAGCTTC
TTCTGCGCTC
GTGGGTCTCG
TTATCTACAC
TAGGTGCCTC
AGATTGATTT
ATCTCA'PGAC
ARAAGATCAA
CAAAARAAACC
TTCCGAAGGT
CGTAGTTAGG
TCCTGTTACC
GACGATAGTT

TCGTTGGGAA
TGTAGCAATG
CCGGCAACAA
GGCCCTTCCG
CGGTATCATT
GACGGGGAGT
ACTGATTAAG
AAAACTTCAT
CAAAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA
AACTGGCTTC
CCACCACTTC
AGTGGCTGCT
ACCGGATAAG

HU 219369 B

CCGGAGCTGA
GCAACAACGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT
TGAGATCCTT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
AAGAACTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT

ATGAAGCCAT
TGCGCAARCT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG
TGGATGAACG
TGTCAGACCA
AAAGGATCTA
TTTCGTTCCA
TTTTTCTGCG
GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATAAGTCGTG
CGGGCTGAAC

ACCARAACGAC
ATTAACTGGC
GGATAAAGTT
TAARTCTGGA
TAAGCCCTCC
AAATAGACAG
AGTTTACTCA
GGTGAAGATC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGC
TCARGAGCTA
TACTGTCCTT
TACATACCTC
TCTTACCGGG
GGGGGGTTCG

GAGCGTGACA
GAACTACTTA
GCAGGACCAC
GCCGGTGAGC
CGTATCGTAG
ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCAAA
CCAACTCTTT
CTAGTGTAGC
GCTCTGCTAR
TTGGACTCAA
TGCACACAGC

CCAGCTTCAA GOGAACAALC TACAZOGAAC TGAGATACCT ACAGCGTGAS CTATGAGAAM
GOGCCACOLIT TCCCUANIGG AGAAMGGCGS ACAGGTATCT GATARSCOGEC AGGGTCOGAA
CAGGAGAGCS CACGAGGAAG CTTCCAGANS GAARCGCCTG GTATCTTTAT AGTCCTGTCS
GATTTCGCCA CCTCTGACTT GAGCITCGAT TITTGTAATG CTORTCAING COSCGAAGES
TATGGMMAA CGCCAGEARS GCGGCCTTTT TACGSTTCCT GGOCTTTINE TGROCCTTITG
CTCACATGTT CTTTCCTGOG TTATCCCCTO ATTCTGTGGA TRACCGTATT ACCGCCTTTG
AGTGAGCTGA TACCGETCSC CGCAGCCGAA CGACCGAGCS CAGCGAGTCA GTGAGCGASS
AMICGGAAGA GCGCCCARTA CGCARACCOC CTTICOCCHE GOGTTOGCCS ATTCATTAAT
GCAGCTGGCA COACAGOTTT CCCGACTOAA AAJOGGOCAS TGAGCGCAAC GCARTTAATY
TAAGTTAGET CACTCATTAG GCACCLCAGG CTTTACACTT TATGCTTCCS GCTCOTATGT
TTGTGGAAT TGTGAGCGAA TAACAATTTC ACACAGGAAA CAGCTATGAC CATGATTACG
CCAAGEGEGS AATTAACCET CACTARAGGG AACAAARGCT GGAGCTCCAC CGCGGTGGCS
GCCGETCTAG CCCOGGCTAG AACTAGTGGA TCCCCCAAAG CGGOTTTTAA ACAGOQTTTC
GCTCAGATTT GCCTOTOTCA TCGATGCAGE CTCTAGAATA CTTACTGGAL ACTATTGTAA
CCCOCCTAAN GTTAAMAMGA ACAACGCCCG GCAGTGCCAD GCUGTTGAAML GATTAGCGAC
COGAGATTGE CGGGACGAAT ACOACGCCCA TATGOCACGG CTGITCAATC CAGCTATCTT
GCGGSATATC AACAACATAG TCATCAACCA GCGAACGALC AGCOGGTTTT GCGAAGATGS
TGACAMAGTG CGCTTTTGGA TACATTTCAC GAATCOCAAS CGCAGTACCA CCOCTATCCA
CEACCYCATC AATAACGATS AAGCOTTCGE CATCGSCCTTC TGOBOGTTTC AGCACTITAA

78

660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1569

1620

1690

1740

1800

13680

1920

1380

2040

2100

2160

2320

2280

2340

2400

2460

2520

35980

2640
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GCTCGCGETS GTTOTCGTGA TCUTAGCTGS AAATACAAAC GOTATCGACA TGACGAATAC
CCAJTTCACG CGCCASTAAC GOACCCGGTA CCAGACCSCC ALGGCTTALG GCAATAATGS
CTTTCOATIG TTCAGAAGGC ATCAGTOGGC TTGOGAGTTT ACGIGCATGS ATTTGCAACA
ISTCCCMIGT GACGATGTAT TTTTCGCICA TUTGAAGTOT CACASCOTET TTATCTACGS
CTTAMAMGT GTTUGALGGES AALTAGGTT GCGUGAGATT ATARAGATCT GGOGCACTAA
ARRCCAGSTAT TTCACATGAG TCCGCOTCIT TTTALGCACT GCCICTCCLT GACGCOGEGAT
ANMGTGETAT TCTCAMACAT ATCTCGCAAG CCTGTCTTOT GTCCAAGCTT GGGGATCATC
COTCACTUTT CTTTATGATT CTACTTCCTT ACCSTUCAAT AAATTAGAAT ATATTTICTA
CTTTTACGAS AMTTAATTA TTICTATTTAT TATTTATGGE TGAMAACTT ACTATRAAAR
GOSQAQUTGGAT TIGGAAITAS TGATCASTTT ATCTATATCG CAACTACCGS CATATGGCTA
TTCGACATCG AGAACATTAL CCACATAATA AGAGATIGTA TCASTITCAT ASTCTIGAST
ATTGATATTA CTATATAGTR TATAGATGTC QAGSCGGTAL COTTAROTIG GGCTIGCAGTT
GTTAGAGCIT GGTATAGCGA ACAACTAAGT ARTTGTAANG ARGAMACGA AACTATCAAA
ACCGTTTATG AAATGATADA AAAMGAATA TAMTAATCC TOTATITIAS TTTAMGCTAAD
ACTAMMTAA TGASTAGAAA ATACTATTIT TTATAGCCTA TAAATCGTIC OTCATGAGAS

TGAAGGGGAT
TATTAATGAT
TGTGGAAAGA
AGGTACATAA
TAGAATTGGT
TGCATGAGGA
CACTCTGTGT
CTGCTAATAA
CTTTCAATAT
AACTTGATAT
CCTCAGTCAT
GTGCCCCGGE
CATGTAARAR
AACTGCTGTT
CTGATAATGC
GACCCAACTA
CAARAAATAT
ATGACACTTT

CAGGAGGAAT
CTGTAGTGCT
AGCAACCACC
TGTTTGGGCC
AAATGTGACA
TATAATCAGT
TACTTTARAT
CAATAGTAAT
CACCACRAGC
AGTATCAATA
TACACARGCT
TGGTTTTGCG
TGTCAGCACA
ARATGGCAGT
TAARACCATC
CAATARAAGA
AATAGGAACT
ARGACAGATA

TATCAGCACT
ACAGRAARAT
ACTCTATTTIT
ACACAAGCCT
GAAAATTTITA
TTATGGGATC
TGCACTGATT
AGCGAGGGAA
ATAAGAGATA
GATANTGATA
TGTCCAAAGA
ATTCTAAAAT
GTACAATGTA
CTAGCAGAAG
ATAGTACATC
AAAAGGATAC
ATAAGACAAG
GTTAGCAAAT

GGTGGGGATG
TGTGGGTCAC
GTGCATCAGA
GTGTACCCAC
ACATGTGGAA
AAAGCCTAAA
TGAGGAATAC
CAATARAGGG
AGATGCAGAA
GTACCAGCTA
TATCCTTTGA
GTAACGATAA
CACATGGAAT
ARGAGGTAGT
TGAATGAATC
ATATAGGACC
CACATTGTAR
TARAAGAACA

79

GGGCACGATG
AGTCTATTAT
TGCTAAAGCA
AGACCCCAAC
AAATAACATG
GCCATGTGTA
TACTAATACC
AGGAGAAATG
AGAATATGCA
TAGGTTGATA
GCCAATTCCC
ARAGTTCAGT
TAGGCCAGTA
AATTAGATCT
TGTACAAATT
AGGGAGAGCA
CATTAGTAGA

ATTTAAGAAT

CTCCTTGGGT
GGGGTACCTG
TATGATACAG
CCACAAGARG
GTAGAACAGA
AAATTAACCC
AATAATAGTA
AAAAACTGCT
CTTCTTTATA
AGTTGTAATA
ATACACTATT
GGARAAGGAT
GTATCAACTC
GAGARATTTCA
AATTGTACAA
TTTTATACAR
GCARAATGGA
ARAACAATAG

2700
2760
Y Fio
3880
2340
3000
3060

‘3120

180
3240
3300
3380
3420
3480
1540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620



TCTTTAATCA ATCCTCAGGA
GGGAATTTTT CTACTGTAAT
CTTGGAATAA TACTACAGGG
TTATAAACAT GTGGCAGGAA
TTAGATGTTC ATCAARTATT
ACACGAACGA CACCGAGATC
GTGAATTATA TAAATATAAA
CAARGAGAAG AGTGGTGCAG
TCTTAGGAGC AGCAGGAAGC
GACTATTATT GTCTGGTATA
AACAGCATAT GTTGCAACTC
CTGTGGAAAG ATACCTAAAG
TCATTTGCAC CACTACTGTG
TTTGGAATAR CATGACCTGG
TATACTCATT ACTAGAAAAA
AATTGGATAA ATGGGCAAGT
TARAAATATT CATAATGATA
TTTCTATAGT GAATAGAGTT
CAGTTCCGAG GGGACCCGAC
GAGACACATC CGGTCGATTA
GCCTGTTCCT CTTCAGCTAC
AACTTCTGGG ACGCAGGGGG

GGAGTCAGGA ACTAAAGAGT

CTGAGGGGAC
TACCTACARG
TCAAAACGTG
CGAATTCCAT
TCGCGGCCGC
ACGCGCGCTC
AACTTAATCG
GCACCGATCG
TAATATTTTG
GGCCGAAATC
TGTTCCAGTT

AGATAGGGTT
AATAAGACAG
TGACTGGATG
GGCCCGGGAA
GACCTCGAGG
ACTGGCCGTC
CCTTGCAGCA
CCCTTCCCAA
TTAAAATTCG
GGCAAAATCC
TGGAACAAGA

HU 219369 B

GGGGACCCAG
ACATCACCAC
TCAAATAACA
GTAGGAAAAG
ACAGGGCTAC
TTCAGACCTG
GTAGTAACAA
AGAGAAAAAA
ACTATGGGCG
GTGCAACAGC
ACAGTCTGGG
GATCAACAGC
CCTTGGAATG
ATGCAGTGGG
TCGCAAACCC
TTGTGGAATT
GTAGGAGGCT
AGGCAGGGAT
AGGCCCGAAG
GTGCATGGAT
CACCACAGAG
TGGGAAGTCC
AGTGCTGTTA
ATAGAAGTAC

AAATTGTAAT
TGTTTAATAG
ATATCACACT
CAATGTATGC
TATTAACAAG
GAGGAGGAGA
TTGAACCATT
GAGCAGCGAT
CAGCGTCAGT
AGAACAATTT
GCATCAAGCA
TCCTGGGGTT
CTAGTTGGAG
ARAGAGARAT
ARCAAGAAAA
GGTTTGACAT
TGGTAGGTTT
ACTCACCATT
GAATCGAAGA
TCTTAGCAAT
ACTTACTCTT
TCAAATATTG
GCTTGCTTAA
TGCAAAGAGC

GGCTTGGARA GGGCTTTGCT
GCCTACTGTA AGGGAAAGAA
GGCCTCGGAC CGGGCCCGGC
GGGGGCCCGG TACCCAATTC
GTTTTACARC GTCGTGACTG
CATCCCCCTT TCGCCAGCTG
CAGTTGCGCA GCCTGAATGG
CGTTAAATTT TTGTTAAATC
CTTATARATC AARAGAATAG
GTCCACTATT AAAGAACGTG

80

GCACAGTTTT
TACTTGGAAT
TCAATGCARA
CCCTCCCATT
AGATGGTGGT
TATGAGGGAC
AGGAGTAGCA
AGGAGCTCTG
GACGCTGACG
GCTGAGGGCC
GCTCCAGGCA
TTGGGGTTGC
TAATARATCT
TGACAATTAC
GAATGAACAA
AACAAATTGG
AAGAATAGTT
GTCGTTGCAG
AGAAGGTGGA
TATCTGGGTC
GATTGCAGCG
GTGGAATCTC
TGCCACAGCT
TGGTAGAGCT
ATAAGATGGG
TGAGACGAGC
CATATAGGCC
GCCCTATAGT
GGAAAACCCT
GCGTAATAGC
CGAATGGAAA
AGCTCATTTT
ACCGAGATAG
GACTCCARCG

AATTGTGGAG
GGTAATAATA
ATAAAACAAA
GAAGGACAAA
AAGGACACGG
AATTGGAGAA
CCCACCARGG
TTCCTTGGGT
GTACAGGCCA
ATTGAGGCGC
AGAGTCCTGG
TCTGGAAAAC
CTGGATGATA
ACAAGCTTAA
GAATTATTGG
CTGTGGTATA
TTTGCTGTAC
ACCCGCCCCC
GAGAGAGACA
GACCTGCGGA
AGGATTGTGG
CTACAGTATT
ATAGCAGTAG
ATTCTCCACA
TGGCAAATGG
TGAACCAGAA
AGCGATACCG

GAGTCGTATT

GGCGTTACCC

GAAGAGGCCC

TTGTAAGCGT

TTAACCAATA
GGTTGAGTGT

TCAAAGGGCG

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
53940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
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AARAACCGTC TATCAGGGCG ATGGCCCACT ACGTGAACCA TCACCCTAAT
GGGGTCGAGG TGCCGTAAAG CACTAAATCG GAACCCTAAA GGGAGCCCCC
TTGACGGGGA AAGCCGGCGA ACGTGGCGAG AAAGGAAGGG AAGAAAGCGA
CGCTAGGGCG CTGGCAAGTG TAGCGGTCAC GCTGCGCGTA ACCACCACAC
TAATGCGCCG CTACAGGGCG CGTCAG

70. azonositasi szamu szekvencia 10 (ii) Molekula tipusa:

(i) Szekvencia jellemzdi: (A) Megnevezés:
(A) hosszisag: 49 bazispar
(B) tipus: nukleinsav (vii) K6zvetlen forras:
(C) szal tipusa: egyes (B) klén:
(D) topologia: linedris 15 (xi) Szekvencia leirdsa:

TATGAGATCT AAAAATTGAR ATTTTATTTT TTTTTTTTGG AATATAAAT

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

71. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hossziség:

(B) tipus:

(C) szal tipusa:

(D) topologia:

TCATGTTCAC GCGCTCCATG GCCGCGGCCG CACC

72. azonositdsi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemzdi:

20
(vii) Kozvetlen forras:
(B) kién:
(xi) Szekvencia leirasa:

34 bazispar
nukleinsav
egyes
linearis

(ii) Molekula tipusa:
(A) Megnevezés:

(A) hossziisag
(B) tipus:

(C) szal tipusa:

(D) topologia:
GTGGCACTTT
CAAATATGTA
GGAAGAGTAT
GCCTTCCTGT
TGGGTGCACG
TTCGCCCCGA
TATTATCCCG
ATGACTTGGT
GAGAATTATG
CAACGATCGG
CTCGCCTTGA
CCACGATGCC
CTCTAGCTTC
TTCTGCGCTC
GTGGGTCTCG

: 5532 bazispar
nukleinsav

egyes
linedris

TCGGGGAAAT
TCCGCTCATG
GAGTATTCAA
TTTTGCTCAC
AGTGGGTTAC
AGAACGTTTT
TATTGACGCC
TGAGTACTCA
CAGTGCTGCC
AGGACCGAAG
TCGTTGGGAA
TGTAGCAATG
CCGGCAACAA
GGCCCTTCCG
CGGTATCATT

GTGCGCGGAA
AGACAATAAC
CATTTCCGTG
CCAGAAACGC
ATCGAACTGG
CCAATGATGA
GGGCAAGAGC
CCAGTCACAG
ATAACCATGA
GAGCTAACCG
CCGGAGCTGA
GCAACAACGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG

(vii) Ko6zvetlen forras:

30

(B) klon:

(xi) Szekvencia leirdsa:

CCCCTATTTIG
CCTGATAAAT
TCGCCCTTAT
TGGTGAAAGT
ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
ARCTCGGTCG
AAAAGCATCT
GTGATAACAC
CTTTTTTIGCA
ATGAAGCCAT
TGCGCAAACT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG

81

TTTATTTTIC
GCTTCAATAA
TCCCTTTTIT
AAAAGATGCT
CGGTAAGATC
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATGGC
TGCGGCCARC
CAACATGGGG
ACCAAACGAC
ATTAACTGGC
GGATAAAGTT
TAAATCTGGA
TAAGCCCTCC

CAAGTTTTTIT 6720
GATTTAGAGC 6780
AAGGAGCGGG 6840
CCGCCGCGCT 6500

6926

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

selP promoter

49

egyéb nukleinsay
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

oFIX.1

34

egyéb nukleinsav
szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

pN2gpta—FIX
TAAATACATT 60
TATTGAARAA 120
GCGGCATTTT 180
GARGATCAGT 240
CTTGAGAGTT 300
TGTGGCGCGG 360
TATTCTCAGA 420
ATGACAGTAA 480
TTACTTCTGA 540
GATCATGTAA 600
GAGCGTGACA 660
GAACTACTTA 720
GCAGGACCAC 780
GCCGGTGAGC 840
CGTATCGTAG 900



TTATCTACAC
TAGGTGCCTC
AGATTGATTT
ATCTCATGAC
AAAAGATCAA
CAARAAAAACC
TTCCGAAGGT
CGTAGTTAGG
TCCTGTTACC
GACGATAGTT
CCAGCTTGGA
GCGCCACGCT
CAGGAGAGCG
GGTTTCGCCA
TATGGAAAAA
CTCACATGTT
AGTGAGCTGA
AAGCGGAAGA
GCAGCTGGCA
TGAGTTAGCT
TGTGTGGAART
CCAAGCGCGC
GCCGCTTGTT
AGCTTIGTTT
TTGCCTTTCA
TCCACTTCAG
TGGAAGCCAG
GCTCGGTCAA
AAGACTCTTC
TCCTTGTCAG
TCCAGAAGGG
ATAATTCGAA
CCTGCGACAA
TTTTCATTAA

GACGGGGAGT
ACTGATTARG
AAAACTTCAT
CAAAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA
AACTGGCTTC
CCACCACTTC
AGTGGCTGCT
ACCGGATAAG
GCGAACGACC
TCCCGAAGGG
CACGAGGGAG
CCTCTGACTT
CGCCAGCAAC
CTTTCCTGCG
TACCGCTCGC
GCGCCCAATA
CGACAGGTTT
CACTCATTAG
TGTGAGCGGA
ARTTAACCCT
AATTTTCAAT
TTTCCTTAAT
TTGCACACTC
TAACATGGGG
CACAGAACAT
CAAGTGGAAC
CCCAGCCACT
CAATGCAAAT
CAATGTCATG
TCACATTTCG
CTGTAATTIT
CGATAGAGCC

HU 219369 B

CAGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT
TGAGATCCTT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
AAGAACTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT
TACACCGARC
AGAAAGGCGG
CTTCCAGGGG
GAGCGTCGAT
GCGGCCTTTT
TTATCCCCTG
CGCAGCCGAA
CGCAAACCGC
CCCGACTGGA
GCACCCCAGG
TAACAATTIC
CACTAAAGGG
TCCAATGAAT
CCAGTTGACA
TTCACCCCAG
TCCCCCACTA
GTTGTTATAG
TCTAAGGTAC
TACATAGCCA
AGGTGTAACG
GTTGTACTTA
CTTTIGCTCT
AACACCAGTT
TCCACAGAAT

TGGATGAACG
TGTCAGACCA
ARAGGATCTA
TTTCGTTCCA
TTTTTCTGCG
GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATAAGTCGTG
CGGGCTGAAC
TGAGATACCT
ACAGGTATCC
GAAACGCCTG
TTTTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG
CTCTCCCCGC
AAGCGGGCAG
CTTTACACTT
ACACAGGAAA
AACAAAAGCT
TAACCTTGGA
TACCGGGATA
CTAATAATTC
TCTCCTTGAC
ATGGTGAACT
TGAAGAACTA
GATCCAAATT
TAGCIGTTTA
TTAATAGCTG
GTATGTTCTG
TCAACACAGT
GCATCAACTT
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AAATAGACAG
AGTTTACTCA
GGTGAAGATC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGC
TCAAGAGCTA
TACTGTCCTT
TACATACCTC
TCTTACCGGG
GGGGGGTTCG
ACAGCGTGAG
GGTAAGCGGC
GTATCTTTAT
CTCGTCAGGG
GGCCTTTTGC
TAACCGTATT

ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCAAA
CCAACTCTTT
CTAGTGTAGC
GCTCTGCTAA
TTGGACTCAA
TGCACACAGC
CTATGAGAAA
AGGGTCGGAA
AGTCCTGTCG
GGGCGGAGCC
TGGCCTTTTG
ACCGCCTTTG

CAGCGAGTCA GTGAGCGAGG

GCGTTGGCCG
TGAGCGCAAC
TATGCTTCCG
CAGCTATGAC
GGAGCTCCAC
AATCCATCTT
CCTTGGTATA
CAGTTAAGAA
ATGAATCTCT
TTGTAGATCG
ARGCTGATCT
TGAGGAAGAT
GCACTAAGGG
CATTGTAGTT
TCTCCTCAAT
GGGCAGCAGT
TACCATTCAA

ATTCATTAAT
GCAATTAATG
GCTCGTATGT

CATGATTACG -

CGCGGTGGCG
TCATTAAGTG
TATTCCATAT
ACTGGTCCCT
ACCTCCTTCA
AAGACATGTG
CCCTTTGTGG
GTTCGTGTAT
TTCGTCCAGT
GTGGTGAGGA
ATTATGTTCA
TACAATCCAT
AARCAACCTGC

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



CAAGGGAATT
GATTGGGTGC
TCCACATCAG
CTTCCACATG
CCCTCAGTAC
CTGCCATTCT
GGACACCAAC
TTGGACTCAC
TTTTCAAAAA
AGGTTCCCTT
ATTTTGTTGG
AAAAGGCAGA
GAGGCCTTAT
TAAGGGTACC
ACTGATACAA
AGTTGCGATA
TTTCACCCAT
ARTTTATTGC
TGGACACAAG
GAGGCAGTGC
TCTATAATCT
CTGGGACACT
CACGTAAACT
GCCGTGGCGG
ATACCGTTTG
GCGCAGAAGG
CTGCGGTTGC
CGGCTGGTCG
AACAGCCGTG
AACGCCTGGC
GTAAGTATTC
CCCCGCTTTG
TCGAGGGGGG
GCCGTCGTTT

GACCTGGTTT
TTTGAGTGAT
GAAAAACAGT
GAAATGGCAC
AGGAGCAAAC
TAATGTTACA
ATTCATAGGA
ACTGATCTCC
CTTCTCGTGC
GAACAAACTC
CGTTTTCATG
TGGTGATGAG
TTATATTCCA
GCCTCGACAT
TCTCTTATCA
TACATARACT
AAATAATARA
ACGGTAAGGA
ACAGGCTTGC
GTAAAAAGAC
CGCGCAACCT
TCACATGAGC
CGCAAGCCGA
TCTGGTACCG
TATTTCCAGC
CGATGGCGAA
GATTCGTGAA
TCCGCTGGTT
GGATATGGGC
ACTGCCGGGC
TGGAGGCTGC
GGCTGCAGGA
GCCCGGTACC
TACAACGTCG

HU 219 369 B

GGCATCTTCT
GTTATCCAAA
CTCAGCACGG
TGCTGGTTCA
CACCTTGTTA
TGTTACATCT
ATTAATGTCA
ATCAACATAC
TTCTTCAAAA
TTCCAATTTA
ATCAAGARAR
GCCTGGTGAT
AAARARARAA
CTATATACTA
TGTGGGTAAT
GATCACTAAT
TACAATAATT
AGTAGAATCA
GAGATATGTT
GCGGACTCAT
ATTTTCCCCT
GAAAAATACA
CTGATGCCTT
GGTGCGTTAC
TACGATCACG
GGCTTCATCG
ATGTATCCAA
GATGACTATG
GTCGTATTCG
GTTGTTCTTT
ATCCATGACA
ATTCGATATC
CAATTCGCCC
TGACTGGGAA

CCACCARCAA
ATGGTTTCAG
GTGAGCTTAG
CAGGACTTCT
TCAGCACTAT
ARTTCACAGT
TCCTTGCAAC
TGCTTCCAAR
CTACACTTTT
CCTGAATTAT
ACTGTACATT
TCTGCCATGA
ATAAARTTTC
TATAGTAATA
GTTCTCGATG
TCCAAACCCA
AATTTCTCGT
TARRGARCAG
TGAGAATACC
GTGAAATACT
CGAACACTTT
TCGTCACCTG
CTGARCARTG
TGGCGCGTGA
ACAACCAGCG
TTATTGATGA
ARGCGCACTT
TTGTTGATAT
TCCCGCCAAT
TTAACTTCAG
CAGGCAAACC
AAGCTTATCG
TATAGTGAGT
AACCCTGGCG

83

CCCGAGTGAA
CTTCAGTAGA
AAGTTTGTGA
GGTTTTCTGC
TTTTACAAAA
TCTTTCCTTC
TGCCGCCATT
ATTCAGTTGT
CTTCCATACA
ACCTCTTTGG
CAGCACTGAG
TCATGTTCAC
AARTTTTTAGA
CCAATACTCA
TCGAATAGCC
CCCGCTTTTT
AAAAGTAGAR
TGACGGATGA
ACTTTATCCC
GGTTTTTAGT
TTAAGCCGTA
GGACATGTTG
GAAAGGCATT
ACTGGGTATT
CGAGCTTAAA
CCTGGTGGAT
TGTCACCATC
CCCGCAAGAT
CTCCGGTCGC
GCGGGTTACA
TGAGCGARAC
ATACCGTCGC
CGTATTACGC
TTACCCAACT

GTCATTAAAT
ATTTACATAG
AACAGAAACT
AAGTCGATAT
CTGCTCGCAT
AAATCCAAAG
TARAACATGGA
TCTTTCAGTG
TTCTCTCTCA
CCGATTCAGA
TAGATATCCT
GCGCTCCATG
TCCCCCARCT
AGACTACGAA
ATATGCCGGT
ATAGTAAGTT
AATATATTCT
TCCCCAAGCT
GCGTCAGGGA
GCGCCAGATC
GATAAACAGG
CAGATCCATG
ATTGCCGTAA
CGTCATGTCG
GTGCTGAARAC
ACCGGTGGTA
TTCGCAAAAC
ACCTGGATTG
TAATCTTTTC
ATAGTTTCCA
CCTGTTCAAA
GGCCGCGACC
GCGCTCACTG
TAARTCGCCTT

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920

4980
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GCAGCACATC

TCCCAACAGT TGCGCAGCCT GAATGGCGAA TGGAAATTGT AAGCGTTAAT ATTTTGTTAA
AATTCGCGTT AAATTITIGT TAAATCAGCT CA’ITI'I'I'I‘AA CCAATAGGCC GAAATCGGCA
AAATCCCTTA TAAATCAAAA GAATAGACCG AGATAGGGTT GAGTGTTGTT CCAGTTIGGA
ACAAGAGTCC ACTATTAARG AACGTGGACT CCAACGTCAA AGGGCGAAAA ACCGTCTATC

AGGGCGATGG

GTAAAGCACT AAATCGGAAC CCTAAAGGGA GCCCCCGATT TAGAGCTTGA CGGGGAAAGC
CGGCGAACGT GGCGAGAARG GAAGGGAAGA AAGCGAAAGG AGCGGGCGCT AGGGCGCTGG

CAAGTGTAGC

AGGGCGCGTC AG

73. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemz4i:

(A) hosszisag: 14 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: kettGs
(D) topoldgia: linedris
(ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

CA ATG AGA GTG AAG
Met Arg Val Lys
1

74. azonositdsi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemzai:

(A) hosszusag:

(B) tipus:

4 aminosav
aminosav

Met Arg Val Lys
1

75. azonositdasi szami szekvencia
(1) Szekvencia jellemzGi:

(A) hosszisag: 14 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szél tipusa: kettds
(D) topolégia: linearis
(11) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

CC ATG GCC GTG AAG
Met Ala Val Lys
1
76. azonositdsi szamit szekvencia
(1) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszusig: 4 aminosav
(B) tipus: aminosav
Met Ala Val Lys
1

77. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszusag: 18 bazispar

CCCCTTTCGC CAGCTGGCGT AATAGCGAAG AGGCCCGCAC CGATCGCCCT

CCCACTACGT GAACCATCAC CCTAATCAAG TTTTITTGGGG TCGAGGTGCC

GGTCACGCTG CGCGTAACCA CCACACCCGC CGCGCTTAAT GCGCCGCTAC

(vii) Kozvetlen forras:
20 (B) klon:
(ix) Jellemz6:
(A) név/kulcssz6:
(B) lokéacid:
(xi) Szekvencia leirdsa:

25

(D) topolégia:
(ii) Molekula tipusa:
(xi) Szekvencia leirdsa:
35

(vii) Kozvetlen forras:

40 (B) kién:

(ix) Jellemz6:
(A) név/kulcsszo:
(B) lokécio:
45 (xi) Szekvencia leirasa:

(D) topologia:
(ii) Molekula tipusa:

5040
5100
S160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5532

vad tipust gpl160y

CDS

3...14

14
lineéxfis
protein

gp160 vselP-gp160 virus-
ban

CDS
3...14

14

linedris
protein

(xi) Szekvencia leirasa:

(B) tipus:
(C) szél tipusa:
60 (D) topologia:

84

nukleinsav
kettGs
linearis
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(ii) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon:

GAA ATG AGG GTC CTG GGT
Met Arg Val Leu Gly
1 S

vad tipusu-S protein

78. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszisag: 5 aminosav
(B) tipus: aminosav
Met Arg Val Leu Gly
1 S

79. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hossziisag: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: kettGs
(D) topolégia: lineéris
(i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

leotid

GCC ATG GCG GTC CTG GGT
Met Ala Val Leu Gly
1 S
80. azonositasi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hossziisag: 5 aminosav
(B) tipus: aminosav
Met Ala Val Leu Gly
1l 5

81. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hosszisag: 17 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szal tipusa: kettSs
(D) topologia: linearis
(11) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-

leotid
TT ATG CAG CGC GTG AAC
Met Gln Arg Val Asn
1 S
82. azonositdsi szamu szekvencia
(i) Szekvencia jellemzdi:

(A) hossziisag: 5 aminosav

(B) tipus: aminosav
Met Gln Arg Val Asn

1 S

83. azonositasi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemz6i:

(A) hossziisag: 17 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szl tipusa: kettGs
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(ix) Jellemz4:

(A) név/kulcsszd: CDS
(B) lokacio: 4...18
(x1) Szekvencia leirasa:
18
(D) topolégia: linearis
(i1) Molekula tipusa: protein

(xt) Szekvencia leirasa:

(vii) Kozvetlen forras:
(B) klén:

(ix) Jellemz§:
(A) név/kulcsszo:
(B) lokacio:

(xi) Szekvencia leirdsa:

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:79:

S-protein a kimérakban

CDS
4...18

18
(D) topologia: linearis
(ii) Molekula tipusa: protein
(xi) Szekvencia leirasa:
(vii) Kozvetlen forras:
(B) klon: vad tipust IX faktor
(ix) Jellemz6:
(A) név/kulcsszo: CDS
(B) lokacio: 3..17
(xi) Szekvencia leirasa:
17
(D) topolégia: lineéris
(i1) Molekula tipusa: protein
(x1) Szekvencia leirasa:
(D) topologia: linearis
(i1) Molekula tipusa: egyéb nukleinsav
(A) Megnevezés: szintetikus DNS-oligonuk-
leotid

(vii) Kozvetlen forras:



1 HU 219369 B 2

(B) klén: IX faktor vFIXS
(ix) Jellemz4:
(A) név/kulcsszo: CDS

CC ATG GAG CGC GTG AAC
Met Glu Arg Val Asn
1 5

84. azonositasi szamu szekvencia
(1) Szekvencia jellemz6i:

(A) hosszusag: 5 aminosayv
(B) tipus: aminosav
Met Glu Arg Val Asn
1 S

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras modositott eukaridta citoplazmatikus
DNS-virus eléallitdsara modositott virdlis genom koz-
vetlen molekularis klonozasaval, azzal jellemezve, hogy

1) chordopoxvirus genomjat tartalmazé tisztitott
DNS-molekula extracellularis koriilmények kozotti mo-
dositasaval eldallitunk egy, a modositott virusgenomot
tartalmazé modositott DNS-molekulat;

ii) a modositott DNS-molekulat egy gazdasejtbe jut-
tatjuk be, amely a modositott virusgenomot fert6zg vi-
rionokba pakolja; és

iii) a gazdasejtbol kinyerjiik a modositott viralis ge-
nomot tartalmazd fert6z6 virionokat.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a DNS-molekula extracellularis korillmények ko-
z0tti modositasanak lépésében a DNS-molekulat egy
szekvenciaspecifikus endonukledzzal hasitjuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a DNS-molekula médositisénak 1épésében a chor-
dopoxvirus-genomba egy DNS-szekvencidt inzerta-
lunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a DNS-szekvenciat a genomba egy szekvencia-
specifikus endonukleaz valamely hasitasi helyén inzer-
taljuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a szekvenciaspecifikus endonukledz hasitdsi he-
lyeként a genomban egy egyetlen ilyen helyként el6for-
duld helyre inzertaljuk a DNS-szekvenciat.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy genomként vacciniavirus-genomba inzertaljuk a
DNS-szekvenciat, és egyedi hasitéhelyként Notl-,
Smal-, Apal- vagy Rsrll-helyet alkalmazunk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy vakciniavirus-genomként a 4.1A abrin bemutatott
vdTK-vacciniavirusba inzertaljuk a DNS-szekvenciat.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy genomként egy, chordopoxvi-
rus-genombol természetes koriilmények kozott hiany-
z0, egyedi hasitasi helyre inzertalt, tovibbi DNS-szek-
venciat is tartalmaz6 genomot alkalmazunk.

9. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy genomként egy Escherichia coli
B-galaktozidaz génszekvencidt tartalmazé szarnyas-
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(B) lokacio: 3...17
(xi) Szekvencia leirdsa:
17
(D) topologia: linearis
(ii) Molekula tipusa: protein

(xi) Szekvencia leirasa:

poxvirus-genomot, és az egyetlen hasitasi helyként
Notl bakterialis restrikciés endonukledz hasitasi helyet
alkalmazunk.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvenciat a genom-
ba egy elsé szekvenciaspecifikus endonukledz hasitasi
helye és egy masodik szekvenciaspecifikus endonuk-
ledz hasitasi helye kozé inzertaljuk.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a genomban az elsé és a masodik hasitasi hely-
ként egyarant egyedi helyet alkalmazunk.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a genomba inzertalt DNS-
szekvenciaként legalabb egy részében egy promoter
transzkripcids szabédlyozasa alatt 4ll6 DNS-szekvenciat
alkalmazunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy promoterként a genomba inzertalt DNS-szek-
venciaban elhelyezkedd promotert alkalmazunk.

14. A 12. vagy 13. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jjellemezve, hogy promoterként a modositott virusge-
nomban az inzertalt DNS-szekvencia elStt 5’-iranyban
elhelyezkedd promotert alkalmazunk.

15. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy promoterként a modositott virusgenom altal
kodolt RNS-polimeréz altal hasznositott promotert al-
kalmazunk.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy promoterként a chordopoxvirus egy RNS-poli-
meraza altali transzkripcio inicidlasara alkalmas promo-
tert alkalmazunk.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy promoterként a chordopoxvirus egy természet-
ben el6fordul6 promoterének modositott formajat alkal-
mazzuk.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy a DNS-molekula mé6dosita-
sanak lépése soran egy DNS-szekvenciat deletdlunk ge-
nombol.

19. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a DNS-molekula mddosita-
sanak lépése soran egy DNS-szekvenciat szubsztitua-
lunk genomban.

20. A 1-19. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy tovabbi lépésként a gazdasej-
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tet egy tovabbi chordopoxvirussal is fert6zziik, amely
egy tovabbi genomot tartalmaz, amely expresszilodva a
moédositott virdlis genomot fertdzd virionokba pakolja.

21. Az 1-20. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a médositott DNS-molekula
bejuttatasat a gazdasejtbe a gazdasejt tovabbi chordo-
poxvirussal valé fertézése utin mintegy egy 6raval hajt-
juk végre.

22. Az 1-21. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy a tovabbi genomnak a gazda-
sejtben valé expresszigjaval nem allitunk el6 olyan fert6-
z6 virionokat, amelyek a tovabbi genomot tartalmazzak.

23. Az 1-21. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy a modositott virdlis genom-
keént egy modositott vacciniavirus-genomot, tovabbi
genomként egy szdryaspoxvirus-genomot és gazdasejt-
ként egy emlGssejtet alkalmazunk.

24. Az 1-23. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a modositott virdlis geno-
mot tartalmazé fert6z6 virionok visszanyerésének 1épé-
sében egy tovabbi gazdasejtet fertGziink a gazdasejtben
olyan koriilmények kozott keletkezett fert3z8 virionok-
kal, hogy a tovabbi genom expresszioja a gazdasejtben
nem eredményez olyan fert3z8 virionokat, amelyek a
tovabbi genomot tartalmazzak.

25. A 24. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy modositott viralis genomként egy modositott
vacciniavirus-genomot, tovabbi genomként egy szar-
nyaspoxvirus-genomot és tovabbi gazdasejtként egy
emlGssejtet alkalmazunk.

26. Az 1-25. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy moédositott viralis genom-
ként szelektiv markergént tartalmazé virdlis genomot
€s tovabbi genomként a szelektiv markergént nem tar-
talmaz6 genomot alkalmazunk, és a gazdasejt fert6zésé-
nek 1épését egy, a szelektiv markergént expresszald
genomra szelektiv koriilmények kozott végezziik.

27. A 26. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a szelektiv markergénnek a gazdasejtben vald
expressziéja Utjan a gazdasejtet rezisztenssé tessziik
egy, a gazdasejt fertGzése soran a szelektiv markergént
expresszalo genom szelektalasdhoz elegendGen magas
koncentricioban jelen 1évé citotoxikus droggal szem-
ben.

28. Modositott chordopoxvirus, azzal jellemezve,
hogy chordopoxvirus-genom kozvetlen molekularis kl6-
nozasa Utjan az alabbi 1épések végrehajtasaval llithato
el6:

(I) extracelluléris koriilmények kozétt egy, chordo-
poxvirus-genomot tartalmazo, tisztitott DNS-molekula
modositasa az alabbi 1épésekkel:

a) a DNS-molekula egy szekvenciaspecifikus en-
donukledz egyedi hasitasi helyén torténd elhasitdsa, és
természetes koriilmények koz6tt a genomban eld nem
fordulé DNS-szekvencia inzertalasa a hasitasi helyre,
vagy

b) a DNS-molekulat egy els6, egyedi szekvencia-
specifikus endonukledz hasitasi helyen és egy masodik,
egyedi szekvenciaspecifikus endonukledz hasitasi he-
lyen valo elhasitdsa, és természetes korilmények ko-
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zOtt a genomban el nem forduld DNS-szekvencia
inzertalasa a hasitasi helyek kozé,

ezéltal a modositott virdlis genomot tartalmazé mé-
dositott DNS-molekula eldallitasa;

(II) a médositott DNS-molekuldnak gazdasejtbe
valo bejuttatasa és ezaltal a modositott viralis genom
fert6z6 virionokka torténé pakolasa; és

(I1I) a modositott virdlis genomot tartalmazoé fertd-
z08 virionoknak a gazdasejtbdl torténé visszanyerése.

29. A 28. igénypont szerinti méodositott virus, azzal
Jjellemezve, hogy a chordopoxvirus-genomban természe-
tes koriilmények kozott el nem fordulé DNS-szekven-
cia tdbbszords klonozohely.

30. A 28. igénypont szerinti modositott virus, azzal
Jjellemezve, hogy a chordopoxvirus-genomban természe-
tes koriilmények kozott el6 nem fordulé DNS-szekven-
cia polipeptidet kodol6 DNS.

31. A 28-30. igénypontok barmelyike szerinti mo-
dositott virus, azzal jellemezve, hogy a chordopoxvirus-
genom egy vacciniavirus-genom és az egyedi hasitasi
hely a Notl, Smal, Apal vagy RsrlI bakterialis endonuk-
leazok barmelyikének hasitési helye.

32. A 28-31. igénypontok barmelyike szerinti mo-
dositott virus, azzal jellemezve, hogy a chordopoxvirus-
genom egy, chordopoxvirus-genomban természetes ko-
rilmények kozott elé nem fordulé tovabbi DNS-szek-
venciat tartalmaz, amely az egyedi restrikcios helyre
van inzertalva.

33. A 28-30. igénypontok barmelyike szerinti mo-
dositott virus, azzal jellemezve, hogy a chordopoxvirus-
genom egy szarnyaspoxvirus-genom, amely tovabbi
DNS-szekvenciaként az Escherichia coli B-galaktozi-
daz-gén DNS-szekvencidjat tartalmazza és az egyedi
hasitasi hely a bakterialis Notl restrikciés endonukledz
hasitasi helye.

34. A 28-33. igénypontok barmelyike szerinti, mo-
dositott virus, azzal jellemezve, hogy a chordopoxvirus-
genomban természetes koriilmények kozott eld nem for-
duld, az egyedi hasitasi helyre inzertalt DNS-szekven-
cia legalabb egy része egy promoter transzkripcios ira-
nyitasa alatt all.

35. A 34. igénypont szerinti modositott virus, azzal
Jjellemezve, hogy a promoter a genomba inzertalt DNS-
szekvenciaban helyezkedik el.

36. A 34. igénypont szerinti médositott virus, azzal
Jjellemezve, hogy a promoter a modositott virdlis genom-
ban a genomba inzertalt DNS-szekvenciatol 5’-irdny-
ban helyezkedik el.

37. A 34. igénypont szerinti modositott virus, azzal
Jjellemezve, hogy a genom chordopoxvirus-genom és a
promoter a természetes koriilmények kozott eléfordulo
chordopoxvirus promoter egy valtozata.

38. Modositott chordopoxvirus-genomot tartalmazé
DNS-molekula, azzal jellemezve, hogy chordopoxvi-
rus-genom tisztitott DNS-molekuldjanak extracellularis
koriilmények kozétt végzett médositdsa Gtjan végrehaj-
tott kozvetlen molekularis klonozéssal elGallithatd az
alabbi lépések végrehajtisival.

a) a DNS-molekula egy szekvenciaspecifikus endo-
nukledz egyedi hasitasi helyén torténd elhasitasa, és egy,
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természetes korilmények kozott a genomban el nem for-
dul6é DNS-szekvencia inzertalasa a hasitasi helyre, vagy

b) a DNS-molekulét egy elsd, egyedi szekvencia-
specifikus endonukledz hasitasi helyen és egy masodik,
egyedi szekvenciaspecifikus endonukledz hasitasi he-
lyen valo elhasitasa, és egy, természetes korillmények
kozott a genomban el6 nem fordulé DNS-szekvencia
inzertalasa a hasitasi helyek kozé,

88

ezaltal egy, a modositott viralis genomot tartalmazo
modositott DNS-molekula eléallitésa.

39. Eljaras gazdasejtbd] rekombinans fehérje elGalli-
tasdra modositott virus alkalmazasaval, azzal jellemez-
ve, hogy a 28-37. igénypontok barmelyike szerinti, mo-
dositott virus felhasznélasaval, megfelel6 gazdasejtben,
onmagaban ismert modon rekombinans fehérjét exp-
resszaltatunk, és adott esetben a fehérjét elkiilonitjiik.
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1.2 abra

BAL KAR(la), JOBB KAR (ra)

Not]  VACCINIA VIRUS GENOMALIS DNS

l HASITAS NOt I-GYEL,
DEFOSZFORILEZES

la ra

[
C — 4

Noti Notl
Al 2 P1 gpt
LIGALAS e
K
| Not! HNotl

la P1 gpt ra

[ — )l_iT -

Vil Notl "a" ORIENTACIO

la gpt P ra

— 1 - |

ol Notl “b" ORIENTACIO

~TRANSZFEKTALAS HELPER VIRUSSAL
FERTOZOTT SEJTEKBE

~MODOSITOTT VIRALIS GENOM

SEJT IN VIVO PAKOLASA

'

gpt GENT TARTALMAZO VIRUS SZELEKTALASA
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1.3 abra

DN2-gpta ES pN2-gptb PLAZMIDOK SZERKESZTESE

Not!

MES hina 1

p Bluescript
i1 SK-
(2,96kb)

/
Scal
EMESZTES Hind - VEL
Not | LINKER INSZERTALASA

Mot Npal
T\ MES  Not!

pN2
(2.96kb)

Scal

opue

~EMESZTES Hpal/Dra I- GYEL

-1,1kb P7,5 PROMOTER-gpt GEN
KAZETTA ELGALLITASA

p Bluescript
-EMESZTES Smal-GYEL

p Bluescript Seal p Bluescript
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1.4 4bra

12 3 45 6 7 8 910 11 12
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1.5 4bra

1 2 3 456 78 910 11

vYY Y

2
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1.6 abra

123 45678910111213
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1.7 abra

1

2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13
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1.11 abra

HU 219 369 B
Int. C17: C 12 N 15/34

VAD TIPUSU VIRUS

C 0, Pst-C FRAGMENS
/7
3 |
b \ PN , EGYES INSZERCIO
—— [] ]
| — 4y o' ORIENTACIOBAN
I |
41 20
» NP N EGYES INSZERCIO
, 4, ' "b"ORIENTACIOBAN
L /4 1
3,0 01
b N PN PN p KETTOS INSZERCIO
: } ,;/ : TANDEM .G"
L) 11 20
p L L p KETTOS INSZERCIO
} T 1~ | TANDEM "b"
3,0 11 0
N P"P N 1] !
P L =— P KeTT0s INSZERCIO
' i) ni “ 1 VEG-VEG
NP N PN ) .
P -— & —* P KETTOS INSZERCIO
I ” -
30 12 2w | FEJ-FEJ
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2.1 4bra

12345
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2.2 abra

Not |
BAL KAR (la) JOBB KAR (ra )
( mnm:m . )
W-tk lacz SZARNYAS-POXVIRUS(f-TK2a)
. GENOMIALIS - DNS
l HASITAS Not I-GYEL
DEFOSZFORILEZES

Not| Notl

la Sy ik
P gpt

m Notl Notl

Notl P gpt Notl
la — ra

W-tk lacz  lacl  “a" ORIENTACIO

Not! Not |
gL

la : C ra

W-tk lacl lacI  "b" ORIENTACIO

l ~TRANSZFEKTALAS HEPER VIRUSSAL
FERTOZOTT CSIRKEEMBRIO FIBROBLASZ-

TOKBA

— MODOSITOTT VIRALIS GENOM IN

VIVO PAKOLASA
SEJT

'

SZELEKTALAS gpt- POZITIV ES lacZ -NEGATIV  VIRUSRA
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3.1 abra

BAL KAR (la) Smal ;0B KAR (ra)

C

VACCINIA VIRUS GENOMIALIS DNS
l HASITAS Sma |- GYEL

J L —r

P1 gpt

LIGALAS kf =

la P _g_lﬂ ra
I

R "a" ORIENTACIO
la gpt P1 ra

C o - - 1,
=~ "b" ORIENTACIO
I ~ TRANSZFEKTALAS HELPER VIRUSSAL

FERTOZOTT CSIRKEEMBRIO FIBROB -
LASZTOKBA

~ MODOSITOTT VIRALIS GENOM
INVIVO PAKOLASA

SEJT

l

SZELEKTALAS gpt-GENT TARTALMAZO VIRUSRA EMLOS
SEJTEKBEN
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3.2 abra

l - 23
< 9,4
<+ 6,7
- 4,4
-

-

16

1234 56789 10 1112 13 14 15
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3.3 abra

VAD TIPUSU VACCINIA VIRUS

- 3 H Hind IFA FRAGMENS
Y L9 .
EGYES INSZERCIO
H H—> H . ' t
L4 A | “a” ORIENTACIOBAN
49 5,7 |
H k H EGYES INSZERCIO
Lx —h J "b" ORIENTACIOBAN
45,4 5,2 ) |
’ Hoh 4 KETTOS INSZERCIO
Lx At | TANDEM “q”
TCRY 5,7 ] |
H WH y KETTOS INSZERCIO
Ly e ) TANDEM °'b"
5,4 11 52 ) |
H ey <M N KETTOS INSZERCIO
L d—r—h ! VEG-VEG
) 6 572
! JHH_ H  KETTOS INSZERCIO
L4 =t I Fes-FEJ

45,4 06 57
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4.1A 4bra

Not | Snlla |
|
( ) WR-wt DNA

EMESZTES Not I-GYEL .
Not | DELECIO ADAPTOR INSZERTALAS
PCR  SZURES

Smal

]
C > vol

EMESZTES Sma J-GYEL

6bp Hind lll LINKER INSZERTALASA
PCR SZURES

C D vdSN

MARKER MENTES
BUdR SZELEKCIO
PCR SZURES

D vdTK
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4.1B abra

Sacl-l FRAGMENS
MCS Sac| Not | Sac|

(7kb)

p(z,gkb)

Amp" ZEMESZTES ScckGYEDN | LIGALAS
-DEFOSZFORILEZES

Y Notl
Sacl

flori [ PTZ -Sacl
(99kb)

Amp"

Sac|

- EMESZTES Not |- GYEL

-KLENOW Pol-ZAL KEZELES
-LIGALAS

Sacl

pTZ-SacldN
(9,9kb)

flori

Amp’

Sacl
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4.1C abra
PT2-SallFH PLAZMID SZERKESZTESE

MCS

Smal
Sall Sal |
flori
pIZ18R
(29kb) Sal F fr. (13kb)
Amp" .
EMESZTES o
Sma |-GYEL LIGALAS

pTZ-SalF }
(159kb)

Smal

RESZLEGES EMESZTES Smal-
GYEL |
|-Scel LINKEREK INSZERTA-
LASA

pTZ-SalFdS
(15,9kb)
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4.2 abra

pHind J-3 PLAZMID SZERKESZTESE

Y- Hind lIH]
FRAGMENS -tk
A

pHindJ-1
(8,0kb)

Hind Il
BamH |
EcoR!

pTl
vv-fk KODOLO SZEKVENCIA TORLESE

LOOPOUT MUTAGENEZISSEL ,0dTK
OLIGONUKLEOTIDOT ALKALMAZVA

Hind Hl

| IO

pHindJ-2

pTl

Hind Il :
EGYETLEN RESTRIKCIOS HELYEK INSZER -
TALASA

Apal
Stil (2)

Hind il

pHindJ-3
(7,5kb)

pT

Hind Ill :
l MARKER MENTES
M

BUdR SZ"EL'EKCIO
PCR SZURES
vdTK
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4.3 abra

pAl ES pA2 PLAZMID SZERKESZTESE

EMESZTES Sacl-GYEL ES Asp718 CAL

pBluescrlpl' 'Sk TOBBSZOROS KLONOZO HELYENEK HE-
LVETTESITESE EGYP-A(01)ES P-A(0,2) OLIGONUKLEO-
TIDBOL ALLO ADAPTORRAL

Sfil{1)
Not |
Smal
Xhol
Rsril
Apal
Sfil(2)

pBluescript
—EMESZTES Xhol- GYEL

-P-A(1.1)ES RA(I. 2 ) OLIGONUKLEOTIDBOL ALLO
ADAPTOR INSZERTALASA

_MINDKET ORIENTACIO 1ZOLALASA

Sfit(1) ,Ndel
Not| Pstl Hpal
Smal _/ EcoRl Ncol
Rsell \ BamHl,EcoRY
Apal \Hindlil,Stul
Sfil (2) ‘Sall

Stit{t) Sall

Notl  /Stul, Hindlll
Smal _/ EcoRV,BamHi
Rsrii Ncol, EcoRl
Apal \Hpal,Pstl
Sfil(2) ‘Ndel

pBluescript -

l )
Scal pBluescript

e
Scal -
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4.4 abra

PAI-S1 ES pA2-S2 PLAZMID SZERKESZTESE

Sfil(1) /Ndel Sfilt)  ,Sall
Not! Psti,Hpal Not| Stul,Hind Il

Smal EcoRl,Ncol Smal EcoRY,BamiH!
Rsrll BamHIi,EcoRV Rsrll Ncol,EcoRl
Apal Hind {il,Stul Apal Hpal, Psti

A)

pBluescript pBluescript

~ 7
Scal ' Sca.I
- EMESZTES Ndel-GYEL ES
BamHI-GYEL

~ OSSZEILLESZTETT P-P2ml.|
ES P-PPm1.2 OLIGONUKLEOTID
INSZERTALASA

v

Sil{1)

B) SI PROMOTER SZERKEZETE

TACGOCTTGGTATAGCGGACAACTAAGTAATTGTAAAGAAGAAAACGAAACTATCAAAACCGTTTATGAA

ATGATAGAAAAAAGAATATAAATAATCCTGTATTTTAGTTTAAGTAACAGTAAAATAATGAGTAGAAAAT

EcoRl

co
ACTATTTTTTATAGCCTATAAATCATGAATTCG
= >
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4.5 abra

PA1-S2 ES pA2-S2 PLAZMID SZERKESZTESE

Stil (1) /Ndel Stil{1) ,Sall

Not! Pstl Hpal Notl Stul Hind Il
Smal EcoRl,Ncol Smal EcoRY,BamHl|
Rsril BamHI, EcoRV Rsril Ncol, EcoRl
Apal Hind lIl, Stul Aral Hpal, Pstl
Stil (2) ‘Sall Nael §til{2) \Ndel

pBluescript pBluescript

7~
Scal

l-EMESZTEs Hpal-GYEL ES

EcoRI-GYEL
OSSZEILLESZTETT P-artP(5)
ES RartP(6 ) OLIGONUKLEO-
TID INSZERTALASA

Sfil1) sfil(1)

Rsrll
Apal
Stil(2)

(3,1kb)

pBluescript pBluescript

e
Scal

B) S2 PROMOTER SZERKEZETE

Pst!  EcoRl
GGGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGCATATAAATAGGCTGCAGGAATTC

vekior DNS
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4.6 abra

PN2-gpta ES pN2-gptb PLAZMID SZERKESZTESE

Not!

Nael I MCS o

pBluescript
Il SK-

(296 kb)

rd
Scal

EMESZTES Hind Il-VEL
Not| LINKER INSZERTALASA

(296kb)

pBluescrip . il "=

-EMESZTES Hpal/Dra |- GYEL

- 1,1 kb P7,5 PROMOTER-gpt GEN
KAZETTAXbELOALLITASA

-EMESZTES Smal-GYEL

Xba
Spe

EcoRl, EcoRV N P78 pst)
Hindil, Clal < EcoRl, EcotV
Hindiil, Clal

. 7~
pBluescript Scal pBluescript
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4.7 abra

PN2gpt-S3 ES pN2gpt- S4 PLAZMID SZERKESZTESE

EcoRl,EcoRV
Hindlll, Clal

-EMESZTES Pst |-GYEL ES Cla I-GYEL
-EM":SZT'ES Pst|- — OSSZEILLESZTETT RartP(9)ES Part P10)
-GYEL ES Clal-GYEL OLIGONUKLEOTIDOK INSZERTALASA

~QOSSZEILLESZTETT PartP(7

ES Part F8) OLIGONUKLEQTID
EcoR] INSZERTALASA Hpal
EcoRl, Ncol
Ncol,Smal Smal St
StulRsrll Rtsnra" H pual

Nael Scal Nael - Scal

S3A PROMOTER SZERKEZETE

S3A .. EcoRlINcol Smal Stul Rsril Apal Sfil(2}
GAAGCTTTTTTTTTTTTTITTTTTTGGCATATAAATGAATTCCATGGCCCGGGAAGGCCTCGGACCGEGCCCOGCCATATAGGUCAG

S4 PROMOTER SZERKEZETE

S4 Hpal EcoRl Ncol SmalStul Rsrll Apal  Sfil(2)

—

GAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGRCATATAAATCGTTAACGAATTCCATGGCCCGGGAAGGLCTCOGACCGOGCCCGGICATATAGGICAG
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5.1 abra

DAIS] PLAZMID SZERKESZTESE

Stil(1)
Notl
Smal

Rsrll Ecol  PROTROMBIN

Nael Apal
Stil(2)
Scal pBluescript
| EMESZTES EcoRI-GYEL A
LIGALAS "

—EMESZTES EcoR! -GYEL
v -2 kb PROTROMBIN DNS
ccop | PROTROMBIN FRAGMENS ELOALLITASA

pAISI-PT }

Smal
Not|
Stil{1)

Ar.al
Nael Stil{2)

pBluescript

Scal
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5.2 abra

DN2 gpt-GPg PLAZMID SZERKESZTESE

Hpal
EcoRi,Ncol
Smal, Stul
Rsrll, Apal
Sfil (2)

phPlas6 }
(5,3kb)

Smal-GYEL

-255 kb GLU-PLAZMINOGEN _EMESZTES
DNS FRAGMENS Hpal-GYEL
; ELOALLITASA

GLU-PLAZMINOGEN

L ......
P15 457 Smal
t 4 Stul
xbal IP'F Rsril, Apal

Stil(2)
Notl

p Bluescript
Nael Scal
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5.3 4bra

PN2gpt-LPg PLAZMID SZERKESZTESE

Neolll) o wzMinoGEN
Notl oy, ~Neol (2]

phPlas6 -

(5 3k Notl
33kb) Smal
pBluescript

—ssONS ELOALLITASA ' " v

- PROXIMALIS Neol HELY BEVITELE ES BELSQ Ncoll 2 ) DELECIOJA
oNcol ES oNco2 OLIGONUKLEOTIDOKKAL VEGZETT HELY-MUTA-
GENEZISSEL L - (o

-1-77. AMINOSAVAT KODOLO SZEKVENCIA DELECIOJA HELY-IRANYI-

TOTT MUTAGENEZISSEL,oNco3 OLIGONUKLEQTID AKALMAZASAVAL

Ncol Hpal
| EcoRl,Ncol
—A Smal,Stul
Neol (1} Rsrll, Apal
\f Stil(2)
N
Smal . ., ypal

~dsphLplas ELOALLITASA gpe|
~EMESZTES Smal-GYEL  gamHi
~RESZLEGES EMESZTES Mot

Ncol-GYEL
-2,2 kb Neol/Smal LPgeONS, Nael

Neol  Neolll)  Smal 'ZOLALASA

R
LPg-cONS

pBluescript

Scal

—E'M(::SZTF:S Ncol-GYEL
£S Smal-GYEL
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5.4 abra

ON2 gpt - gpl60 PLAZMID SZERKESZTESE

Hpal
EcoRl, Ncol
Smal,Stul
Rsrll, Apal
Sfil (2)

ECORV 9P 00
EcoRV Xbal
Spel
|
“MBmp18 sami /
-EMESZTES EcoRV-TEL Nael Scal
—25 kb HIV-gp160,cDNS
FRAGMENS ELOALLITASA 7
- LIGALAS _ EMESZTES Hpal-GYEL
\j
HiV-gp160

Stul
Rsrll, Apal
Sfil(2)

Not!
pBluescript

Nael Scal
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5.5 abra

pT2gpt-S3 AlacZ PLAZMID SZERKESZTESE

Apal, Sfil(2)

Ampf P
-EMESZTES PvulFGYELypy)
-LIGALAS Notl Spel
LINKEREKKEL BamHl
Not! )
flori Amp"
Not! ‘|2 kb Not | '
FRAGMENS IZOLA-
i g EcoRl
flon M S Ncol, Smal
Not /. Stul, Rsril
£ Apal, Sfil (2)

33kbEcoRl | /EMESZTES

FRAGMENS ELO-/ EcoRI-GYEL _,

ALLITASA . | -DEFPSZFORILEZES
LIGALAS

pT2gpt-Fisp-BOL

EcoRl
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5.6 abra

pT2S4-lacZa/b PLAZMIDOK ELOALLITASA

Neol smal
Col,oma
vl uull Stul, Rsrl
Pst Apal, Sfil(2)

r ' i
Amp" = ZEMESZTES Pvull-VEL Xbal
~LIGALAS Notl Spel

LINKEREKKEL Bamdl

1,2 kb Notl FRAGMENS

Notl o
IZOLALASA EcoRl

flori Ncol, Smal
Stul, Rsr il
Apal, 5fil(2)
Amp'

(3,3kb)
3,3 kb Smal/Stul

u ' ! No
FRAGMENS ELO-|/~EMESZTES Smal-

o GYEL .
ﬁ:}:LzI:sQ%AéL - DEFQSZFORILEZE
LIGALAS

piL Not!
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6.1 abra

VVvS4 VEKTOR SZERKESZTESE

Rsril

Moty TR _Aval

C : ' D vdTK
- EMESZTES Notl-GYEL

~0SSZEILLESZTETT P-artP(11) ES
P-artP(12) OLIGONUKLEOTIDBOL
ALLO ADAPTOR INSZERTALASA

-PCR SZURES

Not!
Smal
Rsril

5t Apal
C D vS4

—_—

PROMOTER-ADAPTOR SZERKEZETE A vS4-BEN

St
& Notl
GGE(A(GTTTTTATGGGAAG[TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGG(ATATAAAT(GC\ GoCeaC VSt
TGCAAAAATACCCTTCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCGTATATTTAGCGCCGE €6
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1ON (10N

VSYLI1V013

SNIWOVYS SNO® AMA Q) §'8 -
73A9-110N SILZSIN3-

SV 1vON

VZZV1V3ZS0d 138Nry08 S3713Z3xN -

O W o

IMA

IMA 7S JMM

T3A9-RoN  S31ZSIWT -

-

C D
jedy”[ 7S (QX161) YSA
lJsy
jews

110N

3S31ZSIMNYIZS SZY0L SNYIA VINIDOVA dAM M

eIQB 79

\\\\\\Mm D)
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7.1 abra

VACCINIA VIRUS DNS IN VIVO PAKOLASA
SZARNYAS — POXVIRUSSAL EMLOS SEJTEKBEN (CU-1 )

w -

TITER x 10%( pfus mi)

0,0 e B B
00 00 10 100 0,0 ipg)

HOZZAADOTT VACCINIA VIRUS DNS
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8.1 abra

pEcok-dhr PLAZMID SZERKESZTESE

Bghi
W-EcoRIK &

(10kb)

—ssDNS IZOLALASA

-LOOPOUT MUTAGENEZIS
P-hr(3) OLIGONUKLEOT%gT ALKALMAZVA

W-EcoRIK &
Byl

EcoRl "Ry,
FP-tk

Pstl
EcoRl,EcoRV
Hindlli, Clal

(4,06kb) Notl

i
Nael Sc3

-EMESZTES Noti-GYEL o
ZEMESZIES

Notl-GYEL
- 11 kb P7,5/gpt GEN
KAZETTA ELOALLITASA

Not

VV-EcoRlI K MARKER MENTES

» vdhr
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9.1 abra

] . )
pS2gpt-P2 ES pP2gpl60MN PLAZMID SZERKESZTESE

Hpal
Hpal EcoRl Neol
EcoRl, Ncol Smal, Stul
Smal, Stul

Rsril, Apal
Rsrii, Apal fi
St shikz)
Y "0”

-Xbal,
R
e Smal
el opel (4,2kb)
gp::m BamH| '
2 pBluescript m:lael pBluescript
Nael Scal ! S¢al

- Sk DELECIO Ps}/Hpal EMESZTESSEL
T L S
ASDTIB e JP TOOMN NSz RTALASA Mol

4 Smal, Stul

Rsril, Apal
Sfil (2)

| Spel

~06kb EcoRl-AspT18 FRAGMENS, . oo™
HELYETTESITESE PCR-REL ELSALLITOTT

0,13kb EcoRI-Asp718 FRAGMENSSEL

ASD”B gplBBMN
Stul - 0)3 37y, 27kb Stul Pwill ol
EcoRl —>4 W FRAGMENS INSZERTA-

WLASA ApS2gpt-P2

pMNenv2 -. ;
H Hpal HELYERE  Scal

(5,2kb)

pSP72 Prull pBluescript

Scal EcoRl Ncol,Smal,
Stul.Rsrll, Apal,
Sfil(2), Notl
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Int. CL7: C12 N 15/34

9.2 abra

VP2-gpI6OMNA ES vP2- gpl6OMNB VIRUSOK SZERKESZTE-
SENEK SEMATIKUS VAZLATA

VP2-gp160 MNA ES vP2-gp 160 MNB KIMERA
VIRUSOK SZERKESZTESE

smm
N P75

BEal

Smal Smal Smal
< — | |GALAS mal

Not | Apal
Smal Sfil(2)

-~ vP2-gp160MNB
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Int. C1.7: C12 N 15/34

9.3 abra

PstI~-E FRAGMENS (VAD TIPUSU VIRUS )

p
P 58 né

17,2
Pstl-FRAGMENS vP2-gp IGOMNA- BAN

P 6,3 "3

L

—
o

vP 2-gp 160 MNB-BEN
P P 15
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Int. CL7: C12 N 15/34

9.4 abra

pT2-12, pT2sel P-L2 ES psel P-gpt-L2 PLAZMID
SZERKESZTESE

pTM3

|
0.5 k.b .Xbul-Clul FRAGMENS HELYET-
TESITESE Xba-Clal ADAPTORRAL

Y
pL1

|
08kb Aatl-Sphl FRAGMENS HELYETTE-
SITESE Aatll-Sphi ADAPTORRAL

¥ Xbal,STNTS, .
Not|, Hpal,SnaBl Sfi, Not,

Hpal, SnaB! Ncol,EcoRl,Smal
cha

Sacl,Spel,BamHil
Pst). Xho! Stul
TAATTAATTAA Sall

Ncol,EcoRl,Smal,
a / Sacl,Spel,BamHl,

| Pst1Xhol Stul (= TTTTHT, Ndel
TANTTAKTTAA, Sall 1 P75
& Hpal
Ndel
t [hatl) Snabl, Hpal, Aatll,Snabl,
Rsrit, Sfil, Notl, : Hpal, Rsrll,
STNT, Sphi sfil. Not|
} . ‘ )
Xbal-Sphl T7-MARKER GEN 239 bp Sal-Ndel FRAGMENS HELYET-
RAZETTR WOZERTALZSA APTZIR - TeSiTeSE Soll- Ndel ADAPTORRAL
Pvull HELYEI KGZOTT a
' | Ncol, EcoRl,Smal,
Sfi.Not. Sacl,Spel,BamH|,

Sti,Not
Ncol, EcoRl, Smal, NOL,
Sacl,Spel, BamHI, 'ér:ll.SnaBl,
Psti, Xhol,Stul
TAATTAATTAA, Sall

Pstl, Xhol, Stul
dTAlATTAATTM,SaU

pTZselP-12

Aatll,SnaBl,
"Ele_|.._.._> (4.0 kb) H}).al,Rsrll,
T7emc Clak-Ncol Ampf ' Stil, Notl

FRAGMENS HELYET-
TESITESE selP-Clal-

Aatll, 5naBl-Nco | FRAGMENSSEL
Hpal, Rsrll,

Sfil, Notl

pIZ
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Int. CL7: C 12 N 15/34

9.5 abra

pselP- gp160MN PLAZMID SZERKESZTESE

A) .
. ,s,"'.,"‘s’f,;m, Ncol, EcoRl, Smal,
Nsil Clal Sacl, Spel, BamHl,
e Pst1, Xhol, Stul
EcoRl _ selP TAATTAATTM,SaN
; \~ TITTTNT, Ndel
pPMNenvi § Amp pselP- 75
(56kb) gpt-L2 ¥4
pSP72 -
Seal Pvull P
Aatll,SnaBl,
Hpal, Rsrll,
Sfil, Not
pMNerv1 31 kb EcoRl Pvull FRAGMENS
ENEKINSZERTALASA A pselP-gpt- 2
EcoRI-Stul HELYEIRE
Ncol Ncol

Hpal,Snabl Hpal,SnaBl 3 gw™xa,

Sfil Aot RIPEOME i Not P 160MN
gpI6OMN | :
(6:4kblp75 &7 (Pvull/Stul) 4 (Pvuli/Stul

pIz =+ = Sal, TTTTINT p1 455 Sal, TTITTINT
A mg Ndel <« Nde!
Snagl ~0.8kb Naol-Nsil FRAGMENS
Hpal  HELYETTESITESE PCR-REL
Aol ELGALLITOTT 0.31kb Neol-
6fil  -Nsil FRAGMENSSEL
B)

' MET ARG VAL LYS
VAD TIPUSU gp 160 MN: (A ATG AGA GTG AAG

MET ALA VAL LYS
gp160 vselP-gp160 (C_ATG GCC GTG AAG

VIRUSBAN: Ncol
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Int. C1.7: C 12 N 15/34

9.6 abra

vselP-gp 160 MNA ES vselP-gpl60MNB VIRUSOK
SZERKESZTESENEK SEMATIKUS VAZLATA

vselP-gpl6OMNA ES vselP- gpI60MNB

KIMERA VIRUSOK SZERKESZTESE P75-gpt

o= selP-gp160

Smal

C
WR6/2 (130kb)

Smal

Hpal Hpal
kb o
- ........... LIGALAS

vselP-gp 160 MNA -

C
vselP-gp160 MNB i
-IN VIvVO PAKOLAS SZARNYAS -POXVI-

RUSSAL FERTOZOTT EMLOS SEJTEK-
BEN(CV-1) . |

- gpt-SZELEKTALAS
y — PLAKK TISZTITAS

vselP-gp160 MN VIRUSOK
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9.7 abra

ez P75 gpt
VAD TIPUSU Sall-F FRAGMENS == selP-gp160
S Smal S
1 10,3 A
13.4

Sall FRAGMENS vsel P- gp160 MNA-BAN

S
) 13,0

5 1,6 S 0L S 54
L
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Int. CL.7: C12 N 15/34

10.1 4bra
PN2-gpta Prots PLAZMID SZERKEZETE

A)
P75
pselP gpt Notl
nuProts pN2-gptaProtS
uPro 6,8 kb oIz
Not!
B)

| met arg val leu gly
VAD TIPUSU S-PROTEIN: GAA ATG AGG GTC CTG GGT

met ala val leu gly
S-PROTEIN A GCC ATG GCG GTC CTG GGT

KIMERAKBAN : Neol
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Int. C1.7: C 12 N 15/34

1 2 345 6 7 8 910 11 12

C vaD TIPUSU VACCINIA VIRUS Sacl FRAGMENS

S 39 N 32 S
| | |
C 7,1
MODOSITOTT Sacl FRAGMENS S-PROTEINT
EXPRESSZALO VIRUSOKBAN

S 46 f - » 63 S

l ] J
N 3,8 N
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10.3 4bra
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Int. C1.7: C12 N 15/34

11.1 4bra

PN2gpta-FIX PLAZMID SZERKEZETE

A)
pselP
pN2gpta-FIX
huFIX 6,8 kb
Notl
B)

, met gln arg val asn
VAD TIPUSU IX FAKTOR :  TT ATG CAG CGC GTG AAC

met glu arg val asn

X FAKTOR A (C ATG GAG CGC GTG AAC
vFIXH5 BEN :
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Int. CL7: C 12 N 15/34

11.2 abra

IX FAKTORT EXPRESSZA'\L‘(.J KIMERAK SOUTHERN
A BLOT ANALIZISE

VV-WT/WR

1 2 3 4 5 6 9 10 g

"a* ORIENTACIO

5,3kb 2,2kb
Sful Sful P7,5 Sful
| > |
W FIX  ~e| gpt
GENOM Notl selP Notl
t t
"b" ORIENTACIO
7,4kb 0,5kb
Sful p7,5 Sful  Sful

l | |

vV GENOM gpt | FIX
Notl selP Notl
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11.3 4bra

IX FAKTOR VERO SEJTEKBEN VALO EXPRESSZIOJANAK
WESTERN BLOT ANALIZISE

210 96 54 3 2 1%
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Int. C1.7: C12 N 15/34

I1oN [1ON

SR RMNBRRERR g T s AL LL L L2

SNYIAX0d

0 g 2%) W4 15 8 galdo-y A DR MM WA SVANMYZS giliAe-
LLOZONQIY OYLIA NI
€35 13¢eN VSVLIT11v013
yduosen|gd V113Zvy
| e NII BN © IWAVLL3Z
[ 1ON |eqyx — 7277777 7T - me IION w<|_<mu_.._|
()i ___._.m___s:a S a_m_e. 13A9-
ledyfiJsy ~130N 3S3I1ZS3IW3 BZHL-4-
ImS

ICOSNMANBEAE & Il L I

jJ0 £ 13¢) W-AA Mi-Add
Add SNYNIEBWOX3Y (9% 00€) OZM1-}
._<wm<Nozo._x SIHVINM3IT10W

[

N3T13AZOM 3S31ZSIAYIZS (Ad4) SNHYIAXOd m<>zm<Nm <muz_x g Il Aua-}

BIqQ® 1°C1
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Int. CL.7: C12 N 15/34

12.2A 4bra

IN VITRO KLONOZOTT s;ARNYAs-PoxviRusox
SOUTHERN BLOT ANALIZISE

o
o]

—

[a%

=14

~ L

g L U TV Y e WS - . X T 3 G
SN N NN N N NN Q»Ef
Rl R R i
Lokl L o LD L T B

4,6

3,7

1,0

0,8

12 3 45 678 9 10 111213 14 15

138



HU 219369 B
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[10N | 10N

OIVLN3INO ,q,
ds ds ds ds glllAua-j
g 108 |ds§ 1dsg " |dsg
Numm -
091db 2
}db ezm
N-A ED
L | 10N 1N
| OIVLN3INO D,
dss ' jdss  O'ydsg ™.
(8

3d3INYIINID M3INIISNIWOVYS SOIONIYLSIY 1dsS HOSNYIAXOd |m<>zm<Nm VYINWIA
BIqR 7°C1

139



HU 219369 B
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12.3 abra

WESTERN BLOT ANALIZIS/gpISO EXPRESSZ!O KIMERA

SZARNYAS- POXVIRUSOKKAL FERTOZOTT CSIRKEEMBRIO
FIBROBLASZTOKBAN

f-LF2a
f-LF2b
f-LF2c¢
f-LF2d
f-LF2e
f-LF2f
f-LF2g
~ f-LF2h
gpl160
- f-LF2i
f-LF2j
f-LF2k
f-LF21
gpl60
HP1.441
f-TK2a

gplé60
gpl120

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17
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12.4 4bra

WESTERN BLOT ANALIZIS/gp4! EXPRESSZIO KIMERA ‘
SZARNYAS - POXVIRUSOKKAL FERTOZOTT CSIRKEEMBRIO

FIBROBLASZTOKBAN
ﬁ(ﬁ(g‘gvmw.czgmn.z_ c:»g_;g

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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