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A taldlmdny olyan DNS szekvencidkra vonatkozik, amelyek
a K. lactis PGK gén promoterének egészét vagy részét vagy
szarmazékdt tartalmazzdak, és transzkripcids promoter aktivitas-
sal rendelkeznek. A taldlmdny az emlitett szekvencidknak re-
kombindns gének kifejezésére vald felhaszndldsara is vonatko-
zik.
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A taldlmdny a molekuldris bioldgia terlletéhez kapcsold-
dik. Részletesebben kifejtve, a taldlmény egy transzkripcids
promoter aktivitdst kifejtdé ¢j DNS szekvencidra vonatkozik,
tovdbbd ezen szekvencidt tartalmazd expresszids vektorokra és
ezek felhaszndldsédra proteinek, példdul heteroldg proteinek

-

termelésére. Vonatkozik még a taldlmdny ezen DNS szekvencidt



.
¢ . o
3
® %00e 00q.
. .

tartalmazd rekombindns sejtekre is.

A molekuldris bioldgia teriiletén megvaldsult fejlodés
lehetdvé tette a mikroorganizmusok olyképpen vald mdédositédsat,
hogy azok képesek legyenek heteroldg proteinek termelésére.
Kilontsen sok genetikai tanulmdny foglalkozik az E.coli bak-
tériummal. Mindazondltal a termelés ezen U) mdédszereinek az
‘ipari alkalmazdsa még korlétqzott maradt, foéként azért, mivel
a rekombindns mikroorganizmusokban a gének expresszidjédnak
hatdkonysdgdval kapcsolatban problémédk merilnek fel. E ter-
melési rendszerek teljesitményének novelése érdekében kiseér-
leteket is végeztek olyan erds promoterek izoldldsa céljabdl,
melyek lehetdvé teszik a heteroldg proteinek magas szinti
kifejezoédését. E.colindl foként a triptofdn és laktdz opero-
nok promotereit lehet megemliteni.

Az élesztBvel /S.cerevisiae/ kapcsolatos legljabb kuta-
tdsok a glikolizisben szerepet jatszd génekbdl szdrmazd promo-
terekkel‘foglalkoznak.b@venﬂfsen,a 3-foszfoglicerdt kindz
/PGK/ gén promoterével [Dobson et al., Nucl.Acid.Res., 10,
2625 (1982)], ezenkivil a glicerinaldehid-3-foszfdt dehidroge-
néz /GAPDH/ gén promoterével [Holland et al., J.Biol.Chem.,

254, 9839 (1979); Musti et al., Gene, 25, 133 (1983)], az

alkohol dehidrogendz 1(ADH1) gén promoterével [Bennentzen et al.
J.Biol.Chem., 257, 3018 (1982); Oenis et al., J.Biol.Chem.,
258, 1165 (1983)] vagy az enoldz 1(ENO1) gén promoterével
[Uemura et al., Gene, 45, 65 (1986}] foglalkozd munkdkra lehet

hivatkozni.



A kozelmlltban genetikai technikdkat fejlesztettek ki
abbél a célbdl, hogy a Kluyveromyces élesztdt gazdaként
lehessen haszndlni rekombindns proteinek termelésére. Egy
K.drosophilarum-bdl szdrmazd 2-mikron tipusd plazmid (pKDl
plazmid —EP 241 435 szdmd eurdpai szabadalmi leirés) felfede-
zése révén lehetdvé valt egy nagyon hatékony gazda/vektor
rendszer létrehozdsa rekombindns proteinek termelésére.
Ugyanakkor az e rendszerben haszndlt promotereket soha nem
optimalizdltak. Foként 1ényegébeﬁ a heteroldg promoterekrdl
van sz6, azaz a mas mikroorganizmusokbdl, nevezetesen példdul
a S. cerevisiae-bdl széfhazé promoterekr6l. Ez a helyzet kilon-
b6z6 nehézségekkel jarhat, példdul korldtozhatja a promoter
aktivitdsdt a transzkripcids mechanizmus bizonyos elemeinek,
példdul a transz-aktivdtoroknak a hidnya miatt, bizonyos fokig
toxikus hatdssal lehet a gazdasejtre a szabdlyozds valamilyen
hidnya miatt, vagy befolydsolhatja a vektor stabilitdsat.

A Kluyveromycesnél az erds homoldg promoterek hidnya
ilyen korilmények kozott korldatozd faktort jelentett ezen
expresszids rendszer ipari felhaszndldsa szempontjdbol.

A taldlmdny szerint azonositottuk, kldénoztuk és szekve-
ndltuk a Kluyveromyces lactis genomjdnak egy olyan Szakaézét,
amely transzkripcids promoter aktivitdst fejt ki /1. dbra/.
Pontosabban, ez a szakasz a K.lactis PGK génje promoterének
felel meg. Ez a szakasz vagy szdrmazékai vagy fragmentumai
igen eredményesen hasznélhafdk rekombindns proteinek termelé-
sére Kluyveromyces fajhoz tértozé élesztdknél. Természetesen

ezt a szekvencidt mds gazdaszervezetekben szintén fel

lehet haszndlni.
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Mésrészt, a Kluyveromyces genombdl izoldlt szakasz
analizise alapjan kitdnt, hogy ket ellenkezd irdnyban két
leolvasdsi keret létezik /2. dbra/. Ez a megfigyelés arra mu-
tat, hogy az 1. &bran bemutatott szakasz komplementer szdla
a mdsik irdnyban szintén promoter aktivitast fejt ki.

A taldlmany tdrgydt egy olyan DNS szakasz képezi, amely
vagy az 1. &brén bemutatott teljes szekvencidt vagy ennek
komplementer sz4aldt vagy ezek egy szarmazékdt tartalmazza,
6s e szekvencidk promoter aktivitdst fejtenek ki.

A taldlmény szerint szdrmazéknak tekintiink minden olyan
szekvencidt, amelyeket az 1. abra Qzerinti szekvencia szerkeze-
tének olyanképpen vald médositédsdval (mutéciék, deléciok,
szubsztitdciék, addicidk, fragmentdcidk, stb. révén) kapunk,
hogy megmaradjon promoter aktivitdsuk. Részletesebben kifejtve,
a mutdcick egy vagy tobb nukleotidra terjedhetnek ki, és az
addiciok és/vagy szubsztitucidk a szabdlyozd elemeket vagy
az aktivdator szakaszokat — ilyenek az "JAS" szakaszok — érint-
hetik.

Mihelyt megkaptunk egy szdrmazékot, transzkripcids pro-
moterének aktivitdsat kilonbdzd mdédon 41lapithatjuk meg, de
fogként Ggy, hogy a tanulmanyozott szekvencia szabdlyozdsa alé
helyeziink egy rezisztencia gént vagy egy kiegészitd markert.

A szakterileten jdratosak természetesen mds ismert technikdkat
szintén haszndlhatnak ugyanilyen eredmény elérése céljabol.

A taldlmany egy specidlisabb targyat képezi az a DNS
szekvencia, mely a é. abran bemutatott két nyilt leolvasdsi

keret — ORF PGK és ORF X — kozotti szakasznak felel meg.
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Vonatkozik még a taldlmdny egy olyan rekombinans DNS-re,
amely az aldbbiakban meghatdrozott DNS szekvenciat tartalmaz-
za.

Ez a rekombindns DNS takrtalmazhatja példdul az 1. dbra
szerinti promoter szekvencidt vagy ennek szdrmazékdat, amelybe
egy olyan restrikcids hely van beépitve, amely megkdnnyiti
ennek a szekvencidnak, mint "hordozhaté" promoternek a hasz-
ndlatat.

Ez a rekombindns DNS ezénfelUl elényosen egy vagy tdbb
strukturdlis gént tartalmaz.

Még eldnyosebb, ha ez a rekombindns DNS olyan szigndlokat
is tartalmaz, amelyek lehetdvé teszik a strukturdlis gén vagy
gének expresszids termékének a szekrécigjat.

A taldlmdny egy jellemzd kiviteli alakjdban a rekombindns
ONS egy olyan expressziés plazmid részeét képezi, mely autondm
mdédon vagy beépilve replikdlddik.

Részletesebben: akkor kaphatunk autondm mddon replikdlddd
vektorokat, ha a kivdlasztott gazddndl az autondm replikalddé
szekvencidkat (ARS=autonomously replicating sequence) haszndl-
Juk. Azaz élesztd esetén ezek ismert plazmidokbdl (pKDl, %ﬂ,
stb.) szdrmazé replikdcids origok lehetnek.

Integrdlt vektorokhoz példdul udgy jutunk, hogy a gazda-
sejt genomjanak bizonyos szakaszaival homoldg szekvencidkat
haszndlunk, és igy homoldg rekombindcid révén lehetdvé valik
a vektor integrdlddédsa /beéplilése/.

Az 1. abrdn bemutatott szekvenciat dgy kapjuk, hogy egy

tel jes Kluyveromyces lactis genomidlis DNS bankot sziriink egy



a S.cerevisiae PGK génjébdl szdrmazd heteroldg szonddval.

A taldlmény szerint ténylegesen kimutafjuk, hogy S.cerevisiae
génnek megfeleld heteroldg szonddkkal valé hibridizdldssal a
Kluyveromycesnél promoter szakaszt tudtunk kldénozni. Ebbo&l

a szakaszbdl lehetett izoldlni ezutdn a génen belidli szakaszt,
mégpedig restrikcids helyek beépitééével, mikoris PCR ampli-
fikécids technikdt haszndltunk a példdkban ismertetett mddon.

( A taldlmdny vonatkozik olyan sejtekre is, melyek meg
egy, fentiekben meghatérozott_DNS szekvenciat tartalmaznak.
Elényds ha a sejteket élesztd  -sejtek koziil vdlasztjuk ki, és
még eldnyosebb, ha a kivdlasztds Kluyveromyces fajhoz tartozd
élesztfk kozil torténik. Mindazondltal magdtdl értetdédik, hogy
a taldlmdny minden olyan rekombindns sejtre vonatkozik, amelyek-
ben a taldlmdny szerinti promoter szakaszok mdkodnek.

Ezeket a sejteket minden olyan mdédszerrel eld lehet &11i-
tani, amelyek lehetG6vé teszik, hogy idegen DNS-t vezessiink be
egy sejtbe. Ilyen eljdréds lehet példdul a transzformdlds, az
elektropordcidé vagy az e szakterileten ismert minden mds technika.

Tovdbbi tdrgydat képezi a taldlmdnynak az elbzdekben meg-
hatdrozott szekvencia felhaszndldsa rekombindns gének expresz-
szidjdra.

Amint ezt a példdk szemléltetik, a taldlmdny szerinti
DNS szekvencidk ténylegesen lehetévé teszik a rekombindns pro-
teinek magas szintl termelését.

Egyébként a taldlmany szerinti szekvencidk kétirdnyd
promoter aktivitésa‘kdvetkeztében, felhaszndldsuk kiilondsen

elényds. Ugyanis ezeket a szekvencidkat két lehetséges irdnyban



hasznilhatjuk, tébb strukturdlis gén egyidejd kifejezésére.

A taldlminy ezenfelll az eldbbiekben meghatdrozott
valamely szekvencidnak, rekombinans gének két ellenkezd
irdnyban torténd egyidejd kifejezeésére szolgdldé, eldnyos
felhaszndldsdra is vonatkozik.

A taldlmany szerinti szekvencidkat eldnyosen haszndlhat-
juk a gyoOgyszergyartdsban, a mezfgazdasdgban vagy az glelmi-

szeriparban fontos proteineket kodolé gének kifejezésére.

Peldaként megemlithetjik az enzimeket (ilyenek példdul a
szuperoxid diszmutaz, a kataldz, az amildzok, lipdzok, amidd-
zok, a kimozin, stb.), a vérszarmazékokat (ilyenek a szerum
albumin, az alfa- vagy a béta-globin, a VIII faktor, a IX fak-
tor, a van Willebrand faktor, a fibronektin, az alfa-l-anti-
tripszin, stb.), az inzulint és védltozatait, a limfokineket
[}lyenek az interleukinek, interferonok, a telep stimuldld
faktorok (G-CSF, GM-CSF, M-CSF,...) a TNF, a TRF, stb.},a nd-
vekedési faktorokat (ilyenek a novekedeési hormonok, az erit-
roprotein, az FGF, RGF, a POGF, a TGF, stb.), az apolipopro-
teineket, a vakcina készitéshez (hepatitis, cytomegalovirus,
Epstein-Barr virus, herpes virus) szolgdlgd, antigénhatésu
polipeptideket vagy még az olyan flziondlt polipeptideket,
melyekben egy aktiv rész égy stabilizéld részhez van fiziondl-
va [példéul: az albumin vagy albumin fragmentumok fudzidja egy
virus receptorral (CD4, stb.) vagy recebtor résszel].

A taldlmanyt részletesebben ismertetjik a példdk segitse-
gével, azonban ezek csak a szemléltetés céljat szolgdljak,

és nem korldtozzak a taldlmdny oltalmi korét.



Az aldbbiakban az 4brdk magyardzata kovetkezik.

1. épra: A K.lactis PGK génjének transzldcids inicidcids
kodonjatdl 5’;irényban 1év6 kromoszomdlis fragmentum 2,2 kb
méretld szakaszdnak nukleotid szekvencidja, amely promoter
aktivitdssal rendelkezik.

2. 4abra: A nyilt leolvasdsi keretek analizise. A filiggb-
leges fél-vonalak képviselik a transzlécids iniciéciﬁs kodo-
nokat. A teljes filiggdleges vonalak a stop kodonokat jelzik;

A vildgos teriiletek a leolvasdsi kereteket jelentik (ORF X és
ORF PCK). _

3. dbra: A pYG61l0 plazmid reétrikciés térképe. A fekete
szakasz a K.lactis genombdl izoldlt szakasznak felel meg.

4. &bra: A 2,5 kb méretG Xbal fragmentum szekvendldsi
stratégidja.

5. 4bra: Az 1. abra szerinti szekvencia ATG kodonjahoz
viszonyitott — 6 pozicidba egy HindIII hely bevezetésére vég-
sett PCR reakcidéban haszndlt oligodezoxinukleotidok szekven-
cidja és helyzete. Az oligodezoxinukleotidokat ddlt betlikkel
dbrdzoltuk. Az ATG a PGK gén transzldcids inicidcids kodonjd-

nak felel meg.

6. dbra: A 2,2 kb hosszu fragmentum intergenikus szaka-
szdnak nukleotid szekvenciaja. 6(a): a PCR reakcidban haszndlt
oligodezoxinukleotidok. 6(b): Sall-HindIII fragmentum, mely
az 1. 4bra szerinti szekvencian az 1343-tél 2246-ig ter jedd
nukleotidoknak felel meg.

7. &bra: A pYG4S5 plazmid szerkesztésének stratégiadja.



8. dbra: A humdn szérum-albumin gxpresszics kazetta
szerkesztésének stratégidja.
9. 4bra: A pYG65 plazmid szerkesztésének stratégidja.

10. &bra:

p=d

pYG70 plazmid szerkesztésének stratégidja.

11. éabra:

=

pYG72 plazmid szerkesztésének stratégidja.

12. dbra: A pYG621 plazmid szerkesztésének strategidja.

13. 4bra: A K.lactis PGK promoter szabdlyozdsa alatt 4llo
humén albumin gén expresszidjénak vizsgdlata Northern blot
analizissel. A mintak 10 ug Gssz RNS-nek felelnek meg. A
185 és 285 jelolés a 18S és 28S riboszémdlis RNS helyzetét
jelzik. ALB = az albumin génnek megfeleld szonda dltal felis-
mert fragmentumok; URA = a K.lactis URA A génjének megfeleld
szonda 4ltal felismert fragmentumok, melyek a felvitel kontrolil-
jdul szolgdlnak.

14. 4dbra: Albumin termelés meghatdrozdsa a K.lactis PCGK
prométert tartalmazd pYG621 expresszids vektorral transzformdlt
torzsekben. A mihték 30 Pl tenyészet felililiszdénak felelnek meg.
A 66 kD-nak megfeleld marker szintje az albuminnak felel meg.

M = molekulatdmeg markerek; bovin szénsav anhidraz (31 kD),
ovalbumin (45 kD), BSA (bovin szérum albumin, 66 kD), nydl

foszforildz b (92 kD).

1.példa:

A K.lactis PGK gén promoter szakaszdnak izoldldsa

Az 1. ébra szerinti szekvencidhoz dgy jutottunk, hogy a
Kluyveromyces lactis CBS 2359 tdrzs egy teljes genomidlis ONS
bankjdt dtszlGrtik egy S. cerevisiae PGK gén eredetld heteroldg

szondsval [Dobson et al., Nucl.Acid.Res., 10, 2625 (1982)].
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Pontosabban, a hasznédlt szonda a S. cerevisiae PGK gén 1,3 kb
hosszi Pvul-EcoRI N-termindlis fragmentumdnak felelt meg.
A Southern blot vizsgdlatban {Bouthern et al., J.Biol.

Chem., 98, 503 (19752] haszndlt szonda két kildonbtzd frag-

mentummal hibridizalt, ha a gehomiélis DNS-t Xbal-gyel emész-
tettik. Az egyiket, mely koriilbeliil 2,5 kb méretd volt, dgy
izoldltuk, hogy az Xbal-gyel hasitott DNS fragmentumokbdl

— amelyeket a puCl8 plazmid Xbal helyére vezettink be, és
amelyek egy részének a hossza 2 és 3 kb kozott volt — 4116

K. lactis CBS2359-b81 szdrmazé hasitott genomidlis bankot
szGrtik. Ilyen hédon egy 500 klénbdl 4116 bankot létesitettiink,

melyet ezutdn a fent leirt mdédon heteroldg szonddval szirtink.

A telepek hibridizéldsa révén egy klént tudtunk azonosi-"
tani, melyb6l plazmid DNS-t izoldltunk. Ez a plazmid (pYG61l0)
egy 2,5 kb méret( genomidlis ONS fragmentumot tartalmazott,
amelynek restrikcids térképét a 3. dbra mutatja be. A pYGéll
plazmid ugyanezt az inszertumot tartalmazza ellenkezd irdnyban
(14sd a 8. &brdt).

Egy médsodik lépésben az igy izoldlt 2,5 kb méretd frag-
mentumot Sanger médszerével l}anger et al., Proc.Natl.Acad.
Sci., 74, 5463 (1977)] szekvendltuk. Ennek érdekében a pYgéll
plazmidbdl szarmazd fragmentumot eldzéleg az M13tgl30 és
M13tgl31l bakteriofdgba szubkldnoztuk. A fragmentum szekvendld-
sdnak stratégidjdt a 4. dbrdn mutatjuk be vdzlatosan.

A szekvencia-analizis kimutatta, hogy az izoldalt frag-
mentum egy olyan részt tartalmaz, mely a Kluyveromyces lactis
Pgk proteinjének N-termindlis szakaszdt kdédolja (0,3 kb) és
egy 2,2 kb méretQ részt, mely a promoter szakasznak felel meg

s ez a transzldacid kezddpontjdtél S irdnyban nelyezkedik el.



Az analizis azt is kimutatta, hogy a PGK génhez képest az
ellenkezd irdnyban egy mdsodik leolvasdsi keret taldlhatd,
amely koridlbeldl 0,9 kb tévolsédgra helyezkedik el a PGK
gén ATG kodonjadtsél S5° irdnyban (2. dbra).

Ennek a szekvencidnak és a S.cerevisiae eredetld PGK gén
promoter szekvencidjdnak az Osszehasonlitdsdbdl kitlnik a
jellemz6 homolégia hidnya, foként a szabdlyozd elemek terén.
Ez a szekvencia tehdt egy teljesen eredeti promoter szakasz-
nak felel meg, mely strukturdlis szempontbdl-és ennek kovet-
keztében a szabdlyozds szempontjdbdl, teljesen kilonbdzik a

mdr leirtaktol.

2. példa:

Expresszids vektorok szerkesztése heteroldg proteinek terme-

léséhez.

Ebben a példdban az 1. dbrdn bemutatott szekvencia 2,2 kb
méret szekvencidjdnak és a szarmazék szekvencidknak a promoter
teljesitményét szemléltetJuk.

a) Réstrikciés hely bevezetése az ATG-hoz viszonyitott
-6 pozicidba.

Ennek a helynek a beépitése utdn lehetbvé valik, hogy a
kapott promotert6l 3’ irdnyban minden olyan gént bevezessink,
amelyet ki déhajtunk fejezni. A meglévd expresszids vektorokkal
vald kompatibilitds érdekében (EP 361 991 szdmli eurdpal szaba-
dalmi leiréds) "hordozhatd" promotereket szerkesztettink Sall-

-HindIII fragmentumok formdjdban.
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Egy HindIII helyet vezettiink be a PGK gén transzldcids
inicidcids helyéhez (ATG) viszonyitotf -6 pozicidéba PCR ampli-
fikdcids technika segitségével [Mullis et al., Met.Enzymol.,
155, 335 (1987)]. Ebbdl a célbdl két oiigonukleotidot hasz-
ndltunk, melyek az 5. dbrdn lathatodk. |

Az A oligonukleotid az ATG kodontél 3’ irdnyban a 467.
bp-ndl, egy HindIII helynél 1évd szekvencidnak felel meg. Az
"itt 1évd HindIII hely az amplifikdcid kdvetkeztében Sall helyre
csereél6dik ki. A B oligonukleotid az iniciacids helytdl 3°
irdnyban elhelyezkedd szekvencidnak felel meg, s a -6 pozi-
cidba egy HindIII hely bevezetését teszi iehetﬁvé. |

A PCR-rel kapott fragmentumot az M13tgl30 bakferiofégban
a Sall és HindIII hely kozé épitjik be gbbél a célbdl, hogy
szekvendldssal meggy6zodhessiink, miszerint az amplifikdcidkor
nem kovetkezett be mutdcig.

b) Humén'szérum—albumin expressziés kazettdk szerkesztése
@. abra)

A fentiek szerint kapott 474 bp hosszd rekombindns
DNS-t a Sall és HindIII helyeknél beépitettik az pYG45 plaz-
midba (7. d4bra), és igy kaptuk a pYGé6l4 vektort (8. dbra).

A pYG45 plazmid egy olyan expresszids kazettdt tartalmaz,

amely a:S.cerevisiae PGK génjének a promoterébdl és termind-
tordbdl 411, és ezek kdzé — egy HindIII helynél — be van

épitve a humén preproszérumalbumint kddold gén. A pYG45S a pYGLB plaz-
mid szdrmazéka (lédsd az EP 361 991 szdamd eurdpai szabadalmi

leirdst), melyet dgy szerkesztink ; hogy a HSA expresszids
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kazettdt tartalmazd Sall-BamHI fragmentumot a pIC-20RDH megfe-
leld helyeire kldénozzuk be (7.dbra). A‘pIC 20RDH plazmidhoz

gy jutunk, hogy HindIII enzimmel emésztjik a pIC-20R plaz-
midot E'March et al., Gene, 32, 481 (1984)], a végeket betolt-
jiuk az E.coli polimerdz Klenowl fragmentje segitsegével, és

T4 DNS 1ligdzzal recirkularizal juk.

A pYG61l4 plazmidbdl emésztéssel izoldljuk a Sall-Sacl
fragmentumot, mely az 1. &abrdn bemutatotf szekvencidbdl szar-
mazé promoter szakaszt, az albumin gént és a S.cerevisiae
gén termindtordt tartalmazza. A fragmentum egy expresszids
kazettdt képez, melyet be lehet épiteni egy plazmidba, expresz-
szids vektor elddllitdsa céljdbdl.

A pYG61l4 plazmidbdl kiindulva egy ﬁésik expressziags
kazettdt kaphatunk ugy, hogy az AflII-Sacl fragmentumot, amely
a taldlmdny szerinti PGK promoter egy részét, az albumin gént
(prepro-HSA) és a S.cerevisiae PGK termindtordt tartalmazza,
beklénozzuk az eldbbiekben leirt pYGéll‘p}azmidba. Igy kapjuk
a pYGé61l>5S plazmido%. A Sall-Sacl fragmentum, amely a teljes 1.
dbra szerinti promoter szakaszt, a preproszérumalbumint kddoléd
gént és a S.cerevisiae PGK gén termindtordt tartalmazza, emész-
téssel izoldlhatd. Ez a fragmentum egy mdsik olyan albumin
expressziés kazettdt alkot, amely a taldlmany szerinti promoter
szekvencidt haszndlja.

c) Albumin expresszids vektorok szerkesztése.
Az albumin expresszidés vektorokat Ugy szerkesztjik meg,
hogy a fentiek szerint kapott expresszids kazettdkat beépitjik

K.lactis-E.coli ingdzé plazmidokba, mint amilyen a pYG72 plazmid

~
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(10. &bra). Részletesebben, expresszids vektort gy szerkesz-
tink (pYG621), hogy a pYG6LS SalI—SacI'fragmentumét, mely az
albumin expresszids kazettat taftalmazza, beépitjik a pYG72
vektorba (ldsd a 10. &brat). Ez a vektor a pKan707 plazmidnak
felel meg (lésd az EP 361 991 szami eurdpai szabadalmi leirdst),
melyb8l az URA3 gént tartalmazdé Sacl fragmentumot, valamint

az aph génben 1lévd egyetlen HindIII heiyet altdvolitottuk,

hogy megkdnnyitsik a késbébbi szerkesztéseket. Az aph gén az
aminoglikozid-3’-foszfotranszferdz (I)-et kddolja [Dka et al.,
J.Mol.Biol., 147, 217 (1981)], es eéleszténél a G418 elleni re-

)

zisztencia markereként haszndljdk. A pKan707 plazmid Pstl frag-
mentumdt, mely az aph gént tartalmazza, bekldnozzuk az M13mp7
bakteriofdgba, hogy el6dllitsuk a pYGé4 vektort (9. é&bra).

A génben jelenlévd HindIII helyet elbontjuk a Taylor &ltal

leirt [Taylor et al., Nunl.Acid.Res.,

3, 8749 (1985)] mddszer
szerint végzett mutagenizdldssal. A kapott plazmid pYG65 elne-
vezést kapott (9. &bra). A mutagenezishez haszndlt oligodezoxi-
nukleotid szekvencidja a kovetkez6: 5°-GAA ATG CAT AAG CTC TTG
CCA TTC TCA CCG- 3, mely a 185. aminosavat (Leu) kdédold CTT
tripletet CTC-re transzformdlja. Ez a vdltozds nem mddositja

a kapott protein szekvencidt. A pYG72 plazmid szerkesztése cél-
jédbdl a pKan707 vektor bakteridlis replikonjdt tartalmazd részt
EcoRI enzimmel vald emésztéssel izoldljuk, majd T4 DNS ligdzzal
végezziik a recirkularizdcidét, hogy a pYGé9-hez jussunk. Ez
utébbi vektor Pstl fragmentumdt, mely az aph gént tartalmazza,

a pYG65-b6l szdrmazd, mutdlt, azonos értékd fragmentummal he-

hyettesitjik. A pKDl EcoRI és Sacl helye kozott 1évd 4,7 kb
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méretld szekvencidt bevezetjik ez ytébb emlitett vektorba, és
igy kapjuk a pYG72 vektort. A pYGé621 vektort kll. dbra) ugy

d11itjuk el6,hogy a pYG61l5-bdl szarmazd albumin expresszids
kazettdt tartalmazd Sall-Sacl fragmentumot beépitjik a pYG72

vektorba.

3. példa
A promoter szakasz két irdnyba torténd haszndlatdra szolgdld

kazetta szerkesztése.

Ezt a szerkezetet dgy 411itjuk eld, hogy egy a 2. &brdn
ORF PGK és ORF X jeltléssel elldtott két leolvasdsi keretben
1é6vd szakaszba — vagyis az 1. dbra szerinti 1343. és 2246.
nukleotidndl — kolcsonosen egy Sall és egy HindIII helyet
vezetiink be.

Ezt a szerkezetet PCR technikdval dlitottuk el6, egy-
részt az A oligonukleotid segitségével, mely egy Sall helyet
vezet be a PGK gén transzldcids inicidcids helyéhez viszonyi-
tott -1 pozicidéba, mdsrészt a B oligonukleotid segitségével,
amely egy HindIII helyet vezet be az X gén transzldcids ini-
cidcids helyéhez viszonyitott -1 pozicidba [iésd a 6(a) ébrét].
Ezutdn, hogy a promoter szakaszban jelenlvd egy HindIII helyet
eltdvolitsunk 3 PCR reakcidét végeztink, mindegyik lépésben a
pYG610 plazmidnak, mint mdtrixnak a haszndlatdval:

- a két elsé lépésben vagy az egyik vagy a mdsik HindIII
hely szakaszainak a sokszorozdsdra az A és B digonukleotidok,
ijlletve ezeket a C és D oligonukleotidokhoz kapcsolva hasz-
ndltuk (6. abra). E két utdbbi komplementer, és lehetdvé te-

szik pontmutdcidé bevezetését a belsd HindIII helynél;
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- az utolsd lépésben, az eldz6 sokszorozasndl kapott
ket terméket primerekként haszndlva dllitottuk eld a mddosi-—
tott promoter szakaszt tartalmazd végso fragmentumot.

Ezt a fragmentumot ezutdn a 2. példdban leirt vekto-
rokba vezethetjik be, és mint kétirdnyld promotereket haszndl-

hatjuk.

4. példa

Albumin kifejezése

A pYG621 vektort transzformdlds révén vezet)jik be —
etilén-glikol/dimetil-szulfoxid technikdval [burrens et al.,
Curr.Genet. 18, 7 (1990)] — a K. lactis MW98-8C torzsbe
(CBS 579.88). Ez a torzs a CBS 2359 vad tdrzs szdrmazéka, és
a kovetkezd genotipushoz tartozik: MAt- uraA, lysA, arghA, K+,
cir. A transzformdlt éleszt6 sejteket a pYG621l plazmidbodl
szdrmazé "G418-rezisztens" fenotipusra szelektdljuk, 0,2 g/l
geneticint tartalmazd YPD tédptalajban (10 g/l élesztd kivonat,
20 g/1 pepton, 20 g/l gliikéz). Az expresszids kazettdt nem
tartalmazd pYG72 plazmiddal transzformdlt torzseket azért
szelektdltuk, hogy kontrollként szolgdljanak a termelés ellen-
6rzd vizsgdlataiban. Egyébként, hogy dsszehasonlitsuk a talal-
mény szerinti K. lactis PGK promoter hatékonysdagat a S. cere-
visiae PGK promoterével, a PyGl9 vektorral transzformdlt tor-
zseket szintén szelektdltuk. A pYGl9 vektor analdg a pYG621
vektorral, kivéve hogy az albumin gén a S. cerevisiae PGK

promotere szabdlyozdsa alatt 411 (EP 361 991 szdmd eurdpai
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szabadalmi leiréds).
a) Az mRNS-ek analizise.

A sejteket 0,2 g/l geneticint tartalmazd YPD szelektiv
tdptalajban (10 g/l élesztd kivonat, 20 g/l pepton, 20 g/1 .
gliikdéz) 28 °C-on tenyésztjik. A sejtekbdl kivonjuk az Osszes
RNS-1t [Sherman et al., Methods in Yeast Genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory, (1986) 143. olda{], és agardzgél elektrofo-
rézissel elQélaéztjuk. Az RNS-eket egy a pYG1l8 vektorbdl szar-
mazdé (7. dbra) albumin strukturdlis génnek (1,9 kb méretd
HindIII-HindIII fragmentum) megfeleld szonddval! hibridizdljuk,
Northern blot mdéddszert alkalmazva [ﬂaniatis et al., Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1982)]. Az auto-
radiogrdfia vildgosan kimutat egy albuminra specifikus‘Z,B kb
méretnek megfeleld sévot (13. dbra). Ezenkivil tisz%én 14t-
hatdé, hogy az albumin gén transzkripcidéjdnak a mértéke a ta-
ldlmény szerinti promoter szakaszt (pYG621) tartalmazd torzsek-
ben jdval magasabb, mint az érintetlen S. cerevisiae PGK pro-
motert (pYG619) tartalmazd sejtekben.

'b) A proteinek analizise

A sejteket 0,2 g/l geneticint tartalmazd szelektiv YPD

téptalajban (10 g/1 éleszté kivonat, 20 g/l pepton, 20 g/l
gliikéz), rdzott Erlenmeyer lombikokban, 28 9C-on tenyésztjuk.
A tényésztést 96 6rdn 4t folytatjuk, majd a feliiliszébsl 30 Fl_t
kiveszink, és azonos mennyiségl 2x Laemmli pufferhez fLaemmli,
Nature, 227, 680 (1970{] keverjik. A mintdt ezutdn 10 percig
96 °C-on melegitjik, majd a mintdban 1évd proteineket 8,5 %-o0s

SDS poliakrilamid gélben vdlasztjuk el. Az albumin termelést
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ezutdn dgy bizonyitjuk, hogy a gélt Coomassie kékkel festjik
meg. Ezutdn értékeljik ki a felhasznéit kiilonbtz6 vektorokat.

A 14. dbra mutatja, hogy a pYG621 vektorral transzformdlt
MW9B8-8C torzs négy kilon szelektdlt klénja sokkal tobb albu-
mint szekretdl , mint azok, amelyeket a pYGl9 vektorral transz-
formaltunk.

Nyilvdnvald, hogy a taldlmdny szerinti promoterrel olyan
kivdld albumin termelést lehet elérni élesztében, mely felidl-
milja a S. cerevisiae PGK promoterével elérhetd termelést. Ez
a szakasz vagy ennek rdvidebb formdi vagy szdrmazékai fontos
ipari eszkozokként jonnek szdmitdsba a mikrobioldégiai és f6-

ként kilonosen az eukaridta termelési rendszerekben.
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Szabadalmi igénypontok

1. DNS szekvencia, azzal jellemezve, hogy a teljes 1.
abra szerinti szekvencidt vagy ennek részét vagy komplementer
szd4l4dt vagy szarmazékdt tartalmazza, és transzkripcids promo-

ter aktivitdssal rendelkezik.

2. Az 1. igénypont szerinti szekvencia, azzal jellemez-
ve, hogy a 6(b) d4brén bemutatott szekvencia egészét vagy ré-

szét tartalmazza.

3. Rekombindns DNS, azzal jellemezve, hogy az 1. vagy

2. igénypont szerinti DNS szekvencidt tartalmazza.

4. A 3. igénypont szerinti rekombindns DONS, azzal jel-

lemezve, hogy ezenkivil egy vagy tobb strukturdlis gént tartalmaz.

S. A 4. igénypont szerinti rekombindns DNS, azzal jelle-
mezve, hogy olyan szigndlokat is tartalmaz, melyek lehetdveé
teszik az illetd strukturdlis gén vagy gének expresszids ter-
mékeinek szekrécidjat.

6. A 3-5. igénypontok bdrmelyike szerinti rekombinéns
DNS, azzal jeilemezve, hogy egy olyan expresszids plazmid ré-
szét képezi, melynek replikdcidja autondm mddon hegy végbe,

vagy mint integrdlt elem.

7. Rekombindns sejt, azzal jellemezve, hogy egy, az
el6z6 igénypontok bdrmelyike szerinti DNS vagy rekombindns

DNS szekvencidt tartalmaz,

~N

8. A 7. igénypont szerinti rekombindns sejt, azzal jel-

lemezve, hogy ez egy élesztd sejt.
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9. A 8. igénypont szerinti rekombindns sejt, azzal jel-

lemezve, hogy a Kluyveromyces fajhoz tartozé élesztdr8l van szé.

10. Az 1-6. igénypontok bdrmelyike szerinti DNS szekven-

cia felhaszndldsa rekombindns gének kifejezésére.

11. A 10. igénypont szerinti felhaszndlds a rekombindns

gének két ellenkezd irdnyban torténd egyideji kifejezésére.

12. A 10. vagy a 1l1. igénypont szerinti felhaszndlids
gyoégyszeripari vagy mezOgazdasdgi—élelmiszeripari fontossdgu

proteineket kddold gének kifejezésére.

13. Rekombindns protein elfdllitdsdra szolgdld eljards
az emlitett protein génjének gazdasejtben vald expresszidja
révén, azzal jellemezve, hogy az illetd gén expresszidja egy
az 1. igénypont szerinti szekvencia szabdlyozdsa alatt torté-

nik.

14. A 13. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,

hogy a protein a szérumalbumin.
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10
TCTAGATTTA

70
* CTGAGGTTTA

130
AACCGTTTCA

130
GTTGGTAGTC

250
TCCAAGATTT

310
AGCCATGTTT

370
AATCTCGGTG

430
GATGATGCAG

490
TTCCCGTTAC

550
GRRAATATCAR

610
TTCTTGAACC

670
CAGAACCAGA

730
TCAACGCATT

790
TCTGAGATCA

850
GAAAGATGCG

910
TGCAAGARTA

970
ACGTCCCAAT

1030
GTAACGTTTT

1090
GTCTTGAGAC

1150
TACACCGCAG

1210
TCCTGGATAA

20
GCGGGTCATC

80
ATGCGTCATC

140
TTGGTTTGAG

200
TTGATGCCAT

260
GGTCAATGAT

320
CCAACAGTTC

380
GTTGCGTTAT

440
AGCTGATCAA

500
CTGTTTGCGT

560
ACTCATCGGA

620
GGTCGAGAAG

680
ATAAATTGTA

7490
CCGTRAGTAT

800
TAAGTAACTG

860
GTACCACTGC

820
GCGAATCCAA

980
GGATGGATTG

1040
CGAGTGAAAC

1100
CTCTCGTACA

1160
CGATATCCTT

1220
GTACGCTGGT

30
GAAATTTAGT

90
CTGTCGTTGC

150
GAAGGTGACG

210
GGTGATGAGC

270
TGATTTTGTA

330
TTCGGAATCT

380
CTGAGAGGAT

450
CGATTCGAAC

510
TTCCTCATAC

570
ATCGGACGCG

630
GTTGAGAATC

630
GCACATCTITA

750
ACTGTTTGCC

810
TTGAGCATCG

870
TTTGATGACA

930
CGGTTTTAAC

930
CATCAAGTGT

1050
TGACACGGGC

1110
GGGAAGCGAC

1170
GCATTTGCAA

1230
ATCGTGTAAG

1.

40
AGCGAGTCTA

100
TTCAAGTTCC

160
GATCTGGGTA

220
CATTGCCATT

280
AGATTGAGAT

340
GCCGGTGTGG

400
GGTGTAGTGG

460
TGGGAGATCA

520
ATTGGTACGC

580
TCGTTCAAAT

640
TCTGTCGGAA

700
ACTTTCTCTA

760
TTGTCTCTGG

820
AAGTTGTTGT

880
TTATCTGGCG

940
TCAGAGTAAT

1000
TGATGTTCCA

1060
CTGCCCTCAG

1120
ATATCGTTCA

1180
AACGATTGAA

1240
CCCATGAGAA

abra

50
TTAGGGACCA

110
CCACTTGAAT

170
GAAACTGGAC

230
GGAAAAGAGT

290
CGTAATCCTG

350
AAACGAGTAT

410
TTTGATGTTG

470
CTTCGTTCAC

530
TATCCTCATC

590
CGCCCTCATC

650
CACCACCCTG

710
AGGAAACATC

770
TGAATTTATG

830
AGTTTGAAAT

890
GGTTCAACGG

950
GGTTGATCAA

1010
CCAAATTAAG

1070
CACTCGTAGA

1130
ATAGACTATG

1190
TAAGTGACGT

1250
CGACACGTTC
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60
GAGTTGCARAC

120
CACTTGGACA

180
TACTGCATCT

240
GAATTCAGAT

300
ATACTCTTTG

360
TTCGGAGTAC

420
CTGTGTGAAA

480
TTCTTCCTGG

540
TTCAGATAAC

600
CTTGGTAATG

660
CGGCGTATAC

720
TGAACTCTGA

780
AGGGTAAGAC

840
TAGGGATCTG

800
TACCAATTCC

960
CTCGATGARA

1020
ACAATATTTC

1080
CACGAGTAAC

1140
GAACAAAGTG

1200
CGATGCTAAA

1260
CTCATCACTA

3744 ¢




1270
GAAGCCGAAC

1330
TACCCTTTCA

1390
GTTTGAAGTA

1450
ATTTCCGGTA

1510
AGTCTACAAT

1570
GTGATTGATG

1630
CGTTGGCACG

1690
AAGCCCAGAG

1750
CAGAACACCC

1810
CTGTCGCTCG

1870
CTATACTCAT

1930
GTCTTCTGAT

1990
ATTCATTGTC

2050

1280
TGTTGTCTTC

1340
AAGCCATGTA

1400
AGAATATTTG

1460
ATCCAATTGT

1520
ATTCAGCATT

1580
ATTTGACACG

1640
TGACATGGAA

1700
TCTGGTCCCC

1760
CACAGCAAAT

1820
CCCCACAGAA

1880
CTTGCTTCCC

1940
TCTAATTCTC

2000
TCATGGTTTT

2060

CATATAAATA TACGTCARAA

2110
CTATTCATTA

2170

2120
TCAATCTATT

2180

1290
AGTGGGGATT

1350
CCTTAAATCT

1410
CTTGTTTTTA

1470
CTGTCTGCTC

1530
CAGCATTCAG

1590
ACTAGAAAAG

1650
TATCGAAGAA

1710
CCGGAGTCTT

1770
GCACCACGCT

1830
CCTCACCCGA

1890
TTAAGCGTTC

13850
ATTCGAAATC

2010
GGCTTTTTGG

2070
GGGGATTCAT

2130
CAACTCAATT

2190

ARACCATCARC AATATTTAAA TATATCTGTT

2230

AAAAAATCGA TCAAGAATTA ATAAARATG

2240

2250

1300
GGTTCGACAT

1360
TCATCCTTGG

1420
TGGTATCARA

1480
AGTTTAGCAC

1540
TATACAGCAT

1600
AGAACGAARA

1660
AGAAAARARA

1720
CCCAAAACAA

1780
ACGTAGATCA

1840
GAACCACACA

1800
TCACGATTCG

1960
CTCTACAGTT

2020
CTTTTGTCTT

2080
TAATTAGAAA

2140
GGTTATTATT

2200
GCTACATTAA
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1310
TTTGCCAATT

1370
CAAGTAGATT

1430
GGTATATGTT

1490
ATGTATAGTA

1550
ATGGCTAAAT

1610
AGGGAAATTC

1670
AAACGATCTC

1730
GAAGCTGACA

1790
GGAAGCTTAA

1850
TTACACGCCG

1910
TTCGCTGCCC

1970
AATGAATTGC

2030
TTAAAGCTAT

2090
ATTCTCTTTT

2150
TTCATCTITTT

2210

’e .
1 .
soe

1320

GCTGTCGATG

1380
CATCGGGTGT

1440
GTAGAAGACA

1500
CGTTGCACAT

1560
GATCACAAAT

1620
ATGTCACGTG

1680
GTCCTAGTGG

1740
CATGTTGACA

1800
CTCTAGCGAC

1860
CCAGCTCCCA

1920
TTCTTCAAGA

1980
TTGACATGAC

2040
ATCAACTTTA

2100
TCAATAGTTG

2160
TGTCATCCTA

2220

GAGTTACTIC AGAAATAACA

1. 4bra (folytatds)
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3t TTCGAATTGAGATCGCTGGACAGGCAGCGGEGT~———=——=~=~~—~ 5!

-467
HindIII

3' GTTTTTTTAGCTAGTTCTTAATT
TCGAACTTAAGGG 5'

HindIII
5. 4bra
o
Belicehy Laskle
szabadygdlni § vit
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A oligodezoxinukleotid
S'CATGTCGACTTTTTATTAATTCTTGATCGAT3"

Sall

B oligodezoxinukleotid
5'ATGAAGCTTAAATCTTCATCCTTGGC3'

HindII

I

C oligodezoxinukleotid
5'GGGTGAGGTTCTGTGGGGCGAGCGACAGGTCGCTAGAGTTAAGCATCCTGATC3!

(439 - 492.

helyzet)

D oligodezoxinukleotid
5'GATCAGGATGCTTAACTCTAGCGACCTGTCGCTCGCCCCACAGAACCTCACCC3!

(439 - 492,

HindIII 10
aagcttTTAA
ttcgaaAATT

TTTGCTTGTT
AAACGAACAA

TTGTCTGTCT
AACAGACAGA

CATTCAGCAT
GTAAGTCGTA

CACGACTAGA
GTGCTGATCT

GGAATATCGA
CCTTATAGCT

CCCCCCGGAG
GGGGGGCCTC

AAATGCACCA
TTTACGTGGT

AGAACCTCAC
TCTTGGAGTG

TCCCTTAAGC
AGGGAATTCG

TCTCATTCGA
AGAGTAAGCT

TTTTGGCTTT
AAAACCGAAA

AAAAGGGGAT
TTTTCCCCTA

TATTCAACTC
ATAAGTTGAG

TAAATATATC
ATTTATATAG

ATTAATAAAA
TAATTATTTT
10

helyzet)

20

ATCTTCATCC
TAGAAGTAGG

TTTATGGTAT
AAATACCATA

GCTCAGTTTA
CGAGTCAAAT

TCAGTATACA
AGTCATATGT

ARAAGAGAACG
TTTCTCTTGC

AGAAAGAAAA
TCTTTCTTTT

TCTTCCCAAA
AGAAGGGTTT

CGCTACGTAG
GCGATGCATC

CCGAGAACCA
GGCTCTTGGT

GTTCTCACGA
CAAGAGTGCT

AATCCTCTAC
TTAGGAGATG

TTGGCTTTTG
AACCGAARAAC

TCATTAATTA
AGTAATTAAT

AATTGGTTAT
TTAACCAATA

TGTTGCTACA
ACAACGATGT

Agtcgac
Tcagctg

Sall 20

30
TTGGCAAGTA

AACCGTTCAT

CAAAGGTATA
GTTTCCATAT

GCACATGTAT
CGTGTACATA

GCATATGGCT
CGTATACCGA

AAAAAGGGAA
TTTTTCCCTT

AAAAAAACGA
TTTTTTTGCT

ACAAGAAGCT
TGTTCTTCGA

40
GATTCATCGG
CTAAGTAGCC

TGTTGTAGAA
ACAACATCTT

AGTACGTTGC
TCATGCAACG

ARAATGATCAC
TTTACTAGTG

ATTCATGTCA
TAAGTACAGT

TCTCGTCCTA
AGAGCAGGAT

GACACATGTT
CTGTGTACAA

ATCAGGATGC TTAACTCTAG

TAGTCCTACG

CACATTACAC
GTGTAATGTG

TTCGTTCGCT
AAGCAAGCGA

AGTTAATGAA
TCAATTACTT

TCTTTTAAAG
AGAAAATTTC

GAAAATTCTC
CTTTTAAGAG

TATTTTCATC
ATAAAAGTAG

TTAAGAGTTA
AATTCTCAAT

30

6.

AATTGAGATC

GCCGCCAGCT
CGGCGGTCGA

GCCCTTCTTC
CGGGAAGAAG

TTGCTTGACA
AACGAACTGT

CTATATCAAC
GATATAGTTG

TTTTTCAATA
AAAAAGTTAT

TTTTTGTCAT
AAAAACAGTA

CTTCAGAAAT
GAAGTCTTTA

40

dbra

50
GTGTGTTTGA

CACACAAACT

GACAATTTCC
CTGTTAAAGG

ACATAGTCTA
TGTATCAGAT

AAATGTGATT
TTTACACTAA

CGTGCGTTGG
GCACGCAACC

GTGGAAGCCC
CACCTTCGGG

GACACAGAAC
CTGTGTCTTG

CGACCTGTCG
GCTGGACAGC

CCCACTATAC
GGGTGATATG

AAGAGTCTTC
TTCTCAGAAG

TGACATTCAT
ACTGTAAGTA

TTTACATATA
ARATGTATAT

GTTGCTATTC
CAACGATAAG

CCTAAACCAT
GGATTTGGTA

AACAAAAARAA
TTGTTTTTTT

50

Belic

szabadalmifugs

az S.B.G. & K.
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H
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60
AGTAAGAATA

TCATTCTTAT

GGTAATCCAA
CCATTAGGTT

CAATATTCAG
GTTATAAGTC

GATGATTTGA
CTACTAAACA

CACGTGACAT
GTGCACTGTA

AGAGTCTGGT
TCTCAGACCA

ACCCCACAGC
TGGGGTGTCG

CTCGCCCCAC
GAGCGGGGTG

TCATCTTGCT
AGTAGAACGA

TGATTCTAAT

ACTAAGATTA

TGTCTCATGG
ACAGAGTACC

AATATACGTC
TTATATGCAG

ATTATCAATC
TAATAGTTAG

CAACAATATT
GTTGTTATAA

TCGATCAAGA
AGCTAGTTCT

60

zay i &

Bud#p :

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

917

H-1061 Budapest, DAL
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Hindil
Sall

prom. PGK S.c

SalI/BamHI emésztés

expressziés kazetta izoldlésa

' Hindlll
Sall Hindlll | BamHI
prom. PGK S.c term. PGK S.c
prepro-HSA
7. &abra
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pIC-20R H

2,7 kb

bla |

Sall/BamHI emésztés

Y

» lig4dlés

Sspl
g term. PGK S.c

bla Hindlll

prepro-HSA

Hind!ll

prom. PGK S.c

Beliczay Lisz
szabadalmi gy Wi

az 8.B.G. & K. Budapesti N
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" term. PGK S.c Sall Hindill

Aflll Clal

prom. PGK K.1 (0,47 kb)
prepro-HSA

— 3 SalI/HindII

emésztés

prom. PGK S.c

ligalés
term. PGK S.c
Hindll
prepro-HSA
Xbal’ pGK K.1
Afill prom. PGK K.I
| AflII/Sacl emésztés |
ligalas
Ndel Hindlll
prom. PGK K.I
EcoRV
8. abra .
Hindlll
Sacl 2 Aflll
term. PGK S.c

Hindlll Hindil

prepro-HSA

Beliczay Lasfis
 Szabadalnt @gyvivé
az 8.6, & K. Budapest] Némzethk
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Pstl Pstl
emésztés emésztés
Psti Hinglll Pst| Y

A

/ ™ 1igdléas

aph

irdnyitott mutagenezis

9.4bra
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Pstl
Sall
BamHl
EcoRl

EcoRI emésztés PstI
T4 DNS ligéaz emésztés
' Pstli Pst

Pstl aph

bla

——® 1liqgé4léas

PstI emésztés

10. &bra
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EcoRI/Sacl emésztés
RcoRI/SacI emésztés
pKD1 fragmentum izoldlas

- 1ig4lés

11. &bra

. .
Beiiczay L.aszfio
szabadahei Ggyvpvd
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prom. PGK K.l

EcoRV

Sacl -
e P S Hindlil
prepro-HSA
SalI/SacI emésztés
ligdlés
Pstl
EcoRV
Hindlli Pstl
AfllN
Hindlll
prepro-
HSA bla
Hindlll — EcoRl
Sacl ,
12. &bra
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Beliczny Alaszio
szabadzlnf ’
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V‘<1.283

%< 185"

13. &bra
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Markerok
HSA
pYG19-1
pYG19-2
pYG621-1
pYG621-2
pYG621-3
pYG6214

Y
l

92D

66 kD'

45kD

31kD

14. &bra

Beliceay Ludg
Szabadalini ngfe
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