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A taldlmidny tdrgya eljarés proteinek elGdllitdséra.
E szerint géntechnikai dton olyan eldterméket allitanak eld,
amely az N-termindlis végén legaldbb prolinnal meghosszabbo-
dott. Az eldtermékbdl - kivdnt esetben egyeéb aminosavak le-
hasitdsa utdn - prolin-iminopeptiddz enzimmel végzett rea-

galtatds dtjdn a kivant proteint felszabaditjédk.
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A taldlmdny targya eljérds pfdteinek el6allitdsdra.

Ha proteineket bakteridlis rendszérekben exprimdl -
.nak, rendszerint olyan proteint kapnak, amely N—terminé;
lisan metioninnal hosszabbitva van. Fizioldégiailag hata-
sos proteinek esétén ez a jdrulékos metionin immunogeni-
téSt idézhet eld. Az N-terminalis meghosszabbodés el-
keriilése végett fuzids proteinek elgdllitdsa céljabol
olyan géneket szerkesztenek, amglyek nemkivénatos részét
kémiai uton végy enzimesen le lehet hasitani a kivént
proteinrél. A kivant protein éé a melléktermék(ek) szét-
vdlasztdsa azonban igén bonyolult lehet, éé a hozamot is
csokkenti. |

Egyes esetekben sikaril ugyan , hogy baktériumokban
zajleo kozvetlen expresszid esetén az N-termindlis metio-
- ninos meghosszabbodsst alkalmas fermentdcids kBrUlmények-
alkalmaiéséval tobbé-kevéshé hattérbe szorifsék, a dez-
met forma hozama azonban éoﬁasem kvantitativ.
‘Még ha a metioniz4dlt formdrdl teljesen lemondanak, azaz
eleve kisebb hozammél beérik, akkor is rendkivﬂl nehéz a
kivdnt protein és a métionin—széfmezék'szétvélasztésa, és
tetemes tovabbi hozasmcsdkkenéssel JAar. |

N-tefminélisan'prolinnal.kezd6d6 proteinek elgdlli-
tédsdra ismert olyen eljérads, ameiynek soran géntechni-
kailag nyert, rdvid N-terminédlis méghosszabbodést, eld-
nyosen mefionincsoportot hordozé eléterméket amino-
peptidaz-P enzimmel hasitanak (P 38'11 921.8 sz. NSZK--
beli szabadalmi bejelentés). Az eljéréé kiindulidsi

anyaga protein-elegy is lehet, ahol a proteinek csak-



bgli szabadalmi bejelentés). Az eljérés kiinduldsi
anyaga proteiﬁ-elegy is lehet, ahol a prdteinek csak-
résében hordanak N-termindlis metionincsopcrtot.

Ezt a gondolafot tovdbbfejlesztettik és azt taldltuk,
hogy genetikailag kdédolt aminosavakbél tetszdleges pro-
teineket 4llithatunk eld, ha géntechnikai uton N-ter-
mindlisan legaldbb prolinnal hosszabbitott pfoteint
éllitunk eld, és ebbdl a proteinbdl prolin-iminopeptidaz
alkalmazdsdval a kivdnt proteint felszabaditjuk, adott
esethen egyéb aminosavak ami&opeptidéz enzimmel végzett
elGzetes lehasitdsa utdn.

A csatolt ébrén a pB32 expresszids vektaor szerkesz-
tését tintettik fel; ez a vektor egy bifunkcionélié pro;
teint kdédol, amely interleukin-2-bdl éé,a granulocitédk-makro- .
fég;serkehté faktorbsl (GM-CSF) szarmazik. Ez a protein
Met-Pro-val kezdB6dik, és a taldlmdny szerinti eljdrias |
egyik eldnyds kiinduldsi anyagdt képezi.

Az aldbbiakban a taldlmédny néhdny eldnyds kiviteli
alakjét ismertetjuk. |

A talélméﬁy szerinti eljdrds kiinduldsi anyagaként
bérmel?, N-termindlisan prolinnal kezdddd, technikailag
elddllitott proteint alkalmazhatunk, igy példéul proteo-
litikﬁs lebontédssal eldkezelt proteineket is,amelyek a
0 219 781, 0 227 938 és 0 228 018 sz. alatt publikdlt

eurdpai szabadalmi bejelentések szerint dllithatdk eld.

Eldnydsen kdzvetleniil exprimdlt proteint alkalmazunk,
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kiilondésen a P 38 11 921.8 éz. NSZK-beli szabadalmi leirds
szerint elfdllitott, illetve felhaszndlt proteineket.
Amennyibéh az egy vagy tobb prolincsoport eldtt még

egyéb aminocsoportot, féleg metionint tartalmazd proteint
alkalmazunk, az emlitett csoportokat aminopeptidaz-P
enzimmel. eldzetesen eltévolitjuk.-Kiindulési anyagként
azonban aikalmas éénteéhnikai eszktzekkel elddllitott
olyan protein-elegy is; amelyben a proteinek‘csak egy
része tartalmaz metionincsoportot é prolincéoport elott.
Elvileg bdrmelyik olyah protein alkalmazhaté, amely

az N-termindlis végén meghosszabbodott, ugyanis az amino-
peptidész enzim nem-specifikusd mddon minden aminosavat
lehasit, amely N-termindlisan a prolinbsoport elott

" helyezkedik el.

helyez-

A prolin-iminopeptiddzt 6nmagébap ismert mddon 4llit-
hatjuk eld (Sarid et al., J. Biol. Chem. 234, 1959, 1740.
oldal; 237, 1962, 2207. oldal). El6nyds azonban, ha a
szokdsos elektroforetikus tisztitds helyett mésodik kro-
ﬁatogréfiéé tisztitdst alkalmazunk. |
| A prolin enzimes lehasitast ismert médon végezzik
az enzimet szabad vagy hordozdhoz kotétt alakban alkal-
mazhatjuk. Az enzim immobilizdldsdt példdul a 0 14i 223,
valamint 0 141 224 sz. eurdpéi szabadalmi‘leirés szerint,

vagy az ott megadott irodalom szerint végezhetjik.
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Amennyiben eldzetesen tovabbi amincsavakat hasitunk
le P-aminopeptiddzzal, ezt ‘az enzimet is vagy szabad,
vagy hordozdhoz kotott d1lapotban haszndlhatjuk. Kilsno-
sen hordozdhoz k6tott enzimek esetén a kit enzimes reakcigt
kinbindlhatjuk is; az immobilizdlt ermzimzket ugy helyezzﬁk-
el a reaktorban, hcgy a reakcidoldat elGzzor a kotott
P-aminopeptiddzzal, utdna a kotott prolin-iminopebtidézzal
érintkezik.

A taldlmdny tehét.iehetévé teszi deiinidlt N-termi-
nilissal rendelkezd polipéptidek €s protsinek, fdleg koz-
vetlen exprimdldssal kapott terméxsk xin,srését kiméld
erzimes koridlmények kiozott. A taldlmény szerinti éljérés
'£51ét mentes azoktdl a hétrényoktél e€s kcrldtoktdl, amelyek
a xémia hasitdsi eljardsokra jellemzsk.

| Az alabbi péidékkal a taldlményt kﬁialebbrﬁl ismertet-

Jék. A részek-és szdzalékok (ha mést nem %dtink ki) tomeg-
részek és tdmegszézélékok.

1.példa

A prolin-iminopeptidéz elkilonitése és tisztitdsa

K12-W-1361:pro~met— tipusu E. coli tarzébél indulunk
ki, az elkiilonitést és tisztitdst Sarid et al. fent meg-
acstt publikdcidja alapjan végezzik. Az enzim ott leirt
elsktroforetikus feldusitdsa helyeit azorsan kromatogré-
fisds eljdrdst alkalmazunk DEAE-celluldz falhasznélésévél
(a Pharmacia cég nagynyomédsu folyadékkromatogrdfids rend-

szere, mono Q HR55 jelld oszlop). Az enzim tartalmu frakcid-



xat "reakcidpuffer"-rel szemben (0,1 mdlos S}S—dietilbar-
bitursav és natriumsdja - pH 8,6 - oldatdnak 1 ml-jére
50 ul 0,l>méloé MnClz—oldat) dializdl juk.

A P-aminopeptiddzt a P 38 11 921.8 sz. NSZK-beli sza-
Jadalmi bejelentésben leirtak szerint tisztitjuk az aléb-
diak szerint: E. coli sejteket 50 mM-os nétrium—foszfét—;
pufferben feltdrunk, az elegyet centrifugéljuk, es a

°C-on 15 percen 4t inkubdl juk.

nyers sejtkivonatot 50
Ltdna az elegyet ujbdl centrifugdl juk és ammdnium-szulfat-
tal'kicsapést végzlink 45 % telitettség mellett. Centri-
fugdlds utdn az enzim a feliilldszg részben van. A - tovédbpi
tiszfités az ismert eljdrds szarint toérténik. i |

2. példa |

Exbressziéhoz haszndlhatdé plazmid szerkesztése

A0 288 809 sz. eurépai szabadalmi' bejelentésben
(illetve a 14661788 $z. osztrdk szabadalmi bejelenfésben)
a pB30 jeli expresszids plazmidot ismertetik. Ez a plaz-
m;d olyan bifunkcionélis profeint kddol, amelyben az inter-
leukin-2 (IL 2) aminosavsordt 15 aminosavbdl 4116 0ssze-
k3tdé hid, ezt pedig a GM-CSF aminosavsora kéveti..A szer-
kezeti gén IL 2 része a 0 163 249 sz. eurdpai szabadalmi
bzjelentésben (illetve 43 070-85 sz. oéztrék Szabadalmi
bejelentésben) leirt mesterséges génen alapul (lasd mellék-
let). Ez a gén restrikcids enzimek 4ltal megtdmadhatd - szin-

guldris vdgdhelyek egész sorat tartalmazza; a PstI, Xbal,

Sacl enzimek vagéhelyeit génfragmensek szubkldnozésdra



haszndltak. A Pstl-vdgohely az 21., 22. aminosav tartbményé—
ban, az Xbal-védgdéhely az 58-60. aminosav tartomdnydban van.
Az (1) képletﬂ-pBBO plazmidot Pstl enzimmel részlegesen,
Xbal enzimmel teljeSen 'emésztjUk, és az IL-2-részfragmenst
kédolé kis, (2) képleti fragmenst izoldljuk.

A 0O 163 249 sz. egtépai szabadalmi bejelentés szerint
a (3) képlétu oligonukleotidot szintetiz&ljuk (ez az att
leirt IIa képleti DNS-Szekvénciénak, azaz az la-If ¢épit6-
elemnek felel meg azzal a kiilonbséggel, hogy az ATG-start-
kodon utdn a prolint kdédold CCG triplett kovetkezik tolda-
lékként).

A kereékedelmi’forgalomban kaphatd pUC19 jell vekiort
EcoRI és Xbal énzimmel nyitjuk, és a (4) képietu nagy frég—
mensf a (2) és (3) képletd IL Z—részfrégmenssel <ligé1juk.
,E>cé1bél a 79/02 sz. E. .coli'tﬁtis kompetens sejtjeit a
ligdcidés eleggyel transzformdljuk, majd literenként 20 mg
ampicillint tartaimazé IPTG/Xgal-lemezeken szélesztjik. A
"fehér telepeket 1izoldljuk, és- a piazmid—DNS—t restrikcids
€és szekvencia-elemzéssel azonositjuk. Az IL 2 8156 59.amino—
savat %édolé kivént plazmidot pB3l-nek nevezzik el (5.kép—'
let). _ | .

Az (5) képletii, pB31 jeli plazmidbél a (6) képleti
"IL 2 fragmenst EcoRI és Xbal enzimmel kivdgjuk, és a megfe-
leld fragmnens.helyére a pB30 jelﬂ>plazmidba épitjik oly mé-
don, hogy az (1) képleti pB30 plazmidot EcoRI és Xbal enzim-

mel emésztjik és a kapott nagy (7) képleti fragmenst a (6)



(képletét nem tintet:ik fel, tékintettel afra, hogy eltérés
csak az IL 2 gén &muzy sem rajzolt 5’—szakaszébanivan).
A pB32 jeli plazmido® az MM294 sz. E. Coli torzsbe
franszforméljuk, ott sokszorositjuk, Ujbdl kinyerjik és a
W3110 sz. E. Cdlivtd:zsben exprimaljuk a 288 809 sz. eurdpai
szabadalmi leirdsban foglaltak szerint.

3. példa '

A bifunkcionilis protein elkiilonitése és tisztitdsa

Az expresszid bzfejeztével a sejteket centrifugéljuk és
6,5 pH—ju pufferbzn Izltdrjuk.- A feltdrds elegyét Centrifﬁ—
gdljuk; a bifunkcionZlis protein az iiledékbsn van. Az Uie~
déket vizzel mossuk, majd 1 %-os dezoxikoldt-oldatban szusz-
penddl juk. Centrifugéiés utan az Uiedéket ijbdl vizzel mcs-
suk, majd 0,4 %-osAN-lauroziisarkozin—nétriumsé oldatban
ézQszpehdélek és a szuszpenzidt egy d6rédn &t rdzzuk. 10 mmd-
los réz-szulfdt-koncsntrdciot d411itunk be, majd 4 9C-on az
elegyet egy éjszakén keresztil tovdbb rdzzuk. Centrifugdliés
utdn a felﬁldézé reszhez 6-szoros térfogatd acetont adunk és
a kicsapddo proteint cent;ifugéléssal elvdlasztjuk. Az {ledé--
ket‘megszéritjuk es annyi 6 mdélos guanidinium-hidroklorid-ol-
dattal Higitjuk, hogy 50-100 mg/1 prdteint tartalmazd oldat
keletkezzék, amelyet glicinpufferrel szemben (0,01 M glicin, -
10 mM Tris-HCl, pH 7,5) dializdlunk. Dializis utédn djbédl cent-
rifugéljukiaé elegyet, és a felUldszé.részt affinitds-kroma-
togrdfids osziopon erjedjik keresztil, amely Affi-Gél }U tol-

teten kotve IL 2 antitesteket tartalmaz. Az oszlopot elfszor
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1 mélos NaCl, S mM Tris-HCl oldattal, majd'IO M.Tris—H01‘01—
dattal pH-7,5) mossuk,‘uténa a bifunkciondlis proteint 0,2 n
ecetsavval eludljux és Mn2+-pﬁfferrel szemben (Yaron et al.,
Biochemical and Bibphysical Research Communications 32 /1968/
658).

4., példa

Az N-terminadlis Met-Pro-szekvencia lehasitdsa

A 3. példa szerint kapott bifunkciondlis protein kon-
centracicjat 5.107° és 1077 kdzotti értékre dl1itjuk, majd az
oldathoz 0,1-1 ug/al P-éminopeﬁtidézt adunk és a reakcidele-.
gyet 37-40 OC-on egy 6ran at reagélni-hagyjuk. A reakcidt
10 mM Tris-HCl olcattal (pH 7,5) szembeni dializissel félbe-
s;akitjuk. A reakcidelegyet a 3. példa szerinti affinitdskro-
matogrdfia segitségével szétbontjuk. A bifunkcionélis.prote—
int tarfalmazé frakciékat'egyesitjﬁk és az.l. béldéban leirt
prolin-iminopeptidéz—reakciépufferrel szemben dializdal juk.
. Utédna annyi prolin-iminopeptidaz enzimet adunk az eleéyﬁez,
hogy az enzim : szubsztratum tomegardnya mintegy 1 : 5
legyen. Az elegyet 40 OCc-on 8-16 6ran a4t inkubdljuk. A prolin
Troll médszerével (Troll et al., J. Biol: Chem. 215 /19557
655).kbveijk. A reakciodt 10_3 mélos cink-klorid-oldat
adagoldsdval megszakitjuk. A reakcidterméket forditott fdzisd
nagynyomésd folyadék kromatogrédfidval tisztitjuk, majd sémen—i
tesités utdn az aktivitdst megmérjik és a protginszekvenciét
elemezzik. Az ut&bbi gyakorlatilag homogén N-termindlist

mutat.
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A bioldgiai aktivitds (a csortveld proliferidcids
teszttel mérve) a 288 809 sz. eurcoal szabadalmi leirdsban

ismertetett proteinéval azonos.
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szerinti DNS-szekvencia

- A 0 133 249 sz. alatt pLdblikdlt eurdpai szabadalmi bejelentéds

Triplatt szama 0] 1 2
amincsav Met Ala Pro
nukleztid széma 1 10
kédols szal 5' AA  TIC ATG GCG  CCG
nem k3dold szial ' 3! G TAC CGC GGC
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu
- 20 30 4o
ACC TCT TCT TCT ACC  AAA AAG ACT  CAA CTG
TGG AGA AGA AGA" TGG  TTT TTC TGA  GTT GAC
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Gln Leu Glu  His Leu Leu Leu Asp Leu Gln
' 50 60 .70
CAA CTG GAA CAC CTG CTG CTG GAC  CTG CAG
GTT __GAC __CTT _ GTG__GAC GAC GAC - CTG GAC  GTC
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Met Ile Leu- Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
A 80 90 100
ATG ATC CTG AAC  GGT ATC AAC AAC  TAC AAA
TAC TAG GAC TTG _ CCA - TAG TTG __TTG __ ATG TTT
33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Asn Pro‘ Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe
110 » 120 130
AAC = CCG AAA CTG ACG  CGT ATG CTG  ACC TTC
TAC GAC  TGG AAG

TTG GGC TTT GAC TGC GCA
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43 44 45 46 47 48 49 50. 51 52
'Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu
140 150 ' 160 .
AAA TTC TAC ATG CCG  AAA AAA GCT  ACC GAA
TTT AAG ATG" TAC GGC _ TIT TTT CGA  TGG CTT
53 54 55 56 57 58 59 60 61 62
Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu  Glu Glu
170 180 190 .
CTG AAA CAC CTC CAG  TGT CTA GAA  GAA GAG
GAC TTT GTG GAG GTC _ ACA GAT CIT CTIT CTC
63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
Leu Lys Pro Lea Glu Glu Val  Leu Asn  Leu
200 210 220
CTG AAA cca CTG GAG GAA  GTT CTG AAC_. CTG
GAC TTT GGC GAC CTC _ CIT CAA GAC _TTG GAC
73 Th 75 76 117 78 79 80 81 82
Ala Gln Ser Lys Asn  Phe "His® Leu Arg Pro
T 230 240 250
GCT CAG TCT AAA  AAT TIC CAC ~ CTG  CGT CCG
cGA GTC AGA _TTT TTA AAG  GTG .~ GAC GCA _ GGC
83 84 85 86 87 88 89 90 91 92
Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile
260 270 , 280
CGT GAC CTG ATC TCT  AAC ATC AAC  GTT ATC
GCA CTG GAC TAG AGA TTG TAG TTG  CAA TAG
93 94 95 96 97 98 99 100 101 102
Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr
290 300 310
GTT CTG GAG CTC AAA  GGT TCT GAA  ACC  .ACG
CAA GAC - - CTC GAG _ TTT AGA CTT TGG _ TGC

CCA
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103 104 105 106 1107 - 108 109 110 111 112
Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Alg
320 o 330 340 |
TTC ATG TGC GAA TAC GCG GAC GAA ACT GCG
AAG TAC ACG CTT ATG CGC CTG CTT TGA CGC
113 114 115 116 117 118 119 120 121 122
Thr Ile Val - Glu ©Phe Leu  Asn Arg Trp Ile
350 ' 360 370
ACG ATC GTT GAA TTT CTG AAC CGT TGG ATC
TGC TAG CAA CTT AAA GAC TTG GCA ACC TAG
123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
Thr Phe Cys Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu
380 390 400
ACC TTC TGC 4CAG TCG ‘ATC ~ATC TCT ACC CIG
TGG AAG ACG GTC AGC TAG TAG AGA TGG GAC .
133 134 135
Thr
410
ACC TGA TAG 3
TGG ACT ATC AGC T 5
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Szabadalmi -igényponteck

1. Eljards protein elfdllitdsdra, a z z a1l Jjel -

l emez v‘e, hogy géntechnikai dton N-termindlisan legaldbb
prolinnal meghosszabbodott eléterméket dllitunk el és ebbgl
- kivadnt esetben egyéb aminosavak lehasitdsa utdn - prolin-
-iminopeptiddzzal végzett reagéltatés dtjdn a kivédnt proteint
felszabéditjuk.

2. Az 1. igénypont szerint eljdrés, a z z a1l jel -
lemezve, hogy a kivdnt protein eldtt N—terminélisan a
Met-Pro szekvencidt tartalmazd eléterméket készitdnk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljarads, a z z al
jellemezve, hogy a géntechnikailag el6dllitandd eld-
terméket kszetlen expressziévai allitjuk eld. |

4. A 3, igénypont szerinti eljards, a z z al j e‘i -

1l eme z ve, hogy az eldterméket baktériumokban végéett
kozvetlen expresszié dtjdn nyerjik.

5. A 3. vagy 4. igénypont szerinti eljéréé, azzal
jelleme zv e,.hogy elotermékként olyan elegyet alkal-
mazunk, amelyben a proteineknek csak egy része tartalmaz a

prolincsoport eldtt metionincsportot

meghatalmazott:

szASADALMI £S VEDJEGY IRODA
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EcofI
tac Pstl 5 1 3 ? 8 -
Xbal
Tagl
SfaNl pstlt Pst]
art.
Pvull oM-cSF P
] Pstl Xbal vbal
W Hind I1I
in Q)
(1)
Met Pro
AATTC ATG CCG CTG
6 Tac goc (2 1°20) (3)
(EcoRI) (Pstl)
6 CTAGA
EcoRI CTTAA 1
EcoRl Pstl Xbal
(L) (3)+(2) 1219 5)
+ + i
pB31 (pUC19)
EcoRl Ecofl Pstl Xbal
() — | ——— (6)
Xbal
EcoRI  Xbal
]
(1) EE)R_I"’ tac (7)
Xbal

(M+6)—=—  pB3I2 (8)
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