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A talalmény térgya eljirss diszulfid-izomerdz-polipep-
tid el64llitasara, amely katalizdlja a fehérjében a legsta-
bilabb természetes tipusi diszulfidkotések képzéséhez
szitkséges szulfhidril-diszulfid cserebomldst és prokari-
6tasejt 4ltal eldallitott fehérjékben felhasznélhaté a ter-
mészetes tipusi diszulfidkotések kialakitdsara.

A taldlmény tirgya tovabbé eljdrds a fenti diszulfid-
izomer4z-polipeptid aminosavszekvencidjit k6dol6 bé-
zisszekvenci4ji rekombinéns DNS-t tartalmaz6 vektor,
és ezzel transzformélt mikroorganizmus eld4llitdséra.

A leirds terjedelme: 32 oldal (ezen beliil 16 lap dbra)
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A taldlmény tirgya eljérés fehérje-diszulfid-izomerdz-
aktivitdssal rendelkezd polipeptid és ehhez alkalmaz-
hat6 mikroorganizmus és vektor elGallitdséra.

Ismert, hogy a diszulfidkotések fontos szerepet jatsza-
nak a fehérjék konfigurdci6jinak megGrzésében és haté-
suk kifejezésében. Eukari6tasejtekben a diszulfidkotések
az endoplazmatikus retikulumban képzddnek, a fehérjet-
ranszlici6val egy id6ben vagy kozvetlenil az utdn [J. Bi-
ol. Chem. 257, 8847 (1982)]. A diszulfidkotések nem en-
zimatikus Yiton in vitro is kialakithat6k, de az 4talakulds
rét4ja alacsonyabb, mint in vivo, és az in vitro koriilmé-
nyek eltémek az in vivo koriilményektdl. A fentiek alap-
j4n Anfinsen és munkatérsai feltételezték, hogy a diszul-
fidcserél§ fehérje néven ismert molekula hatéssal lesz 2
diszulfidkotések in vivo kialakitdsira [J. Biol. Chem.
238, 628 (1963)]. Bér ez a feltételezés hipotézis maradt,
kiilonbz6 eukari6tikbl olyan enzimeket izoléltak,
amelyek redukilt és felgombolyitott -ribonukledzzal
(mindkett6 inaktfv forma) reagélva elGsegitik a ribonuk-
leszt aktival6 val6di diszulfidkétések képzését [Bioche-
mistry, 20, 6594 (1981), Biochem. J. 213, 225 (1983), Bi-
ochem. J. 213, 245 (1983)]. A felgdngyolitett ribonukle-
4z, amely redukciéval és ismételt oxid4ci6val 4llithat6
el6 denaturdl6 koriilmények kozott, az aktiv ribonukledz
négy pir diszulfidkotésének véletlenszerd rekombin4l4-
sdval kialakult kiilonb6z6 molekulék keveréke [Bio-
chem. J. 213, 235 (1983)]. Az inaktiv ribonukle4zt akti~
v4l6 enzimet fehérje-diszulfid-izomerdznak (PDI, EC
5.3.4.1) nevezik, ami egy dimer molekula, amely két azo-
nos, egyenként 52 000-62 000 kozotti méltomegd alegy-
ségbél 4ll, izoelektromos pontja 4,0-4.5 [Trends in Bio-
chem. Sci. 9, 438 (1984), Methods in Enzymol. 107, 281
(1984)]. Feltételezhet6, hogy a kordbban ismert fehérje-
diszulfid-reduktdz (m4s néven glutation-inzulin-transz-
hidrogen4z, EC 1.8.4.2) azonos a PDI-vel [Eur. J. Bio-
chem. 32, 27 (1973), Biochemistry 14, 2115 (1975)].

Edman és munkatérsai 1985-ben patkinyméj PDI
komplementer DNS-t klénoztak és meghatiroztik tel-
jes bézisszekvencidjit [Nature, 317, 267 (1985)]. A
patkdnyméj PDI 489 aminosavbél és egy szignélpep-
tidbé1 411, amely a fehérje N-terminélis végéhez csatla-
kozik, és 19 aminosavb6l 4ll. Vannak olyan szakaszai;
amelyek homol6gok az Escherichia coli tioredoxinnal
[Eur. J. Bio. Chem. 6, 475 (1968), Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 72, 2305 (1975), Methods in Enzymol. 107, 295
(1984)], amely szdmos oxid4cids-redukci6s reakci6,
igy a ribonukleotid-reduktiz reakci6 kétoldali, vagyis
az N-termin4lishoz és a C-termindlishoz kozeli tAma-
déspontd kofaktora. Mindegyik szakasz tartalmaz
olyan homol6g szekvenciat, amely két ciszteint tartal-
maz6 (Trp-Cys-Gly-Cys-Lys) egységet tartalmaz,
amely feltehetéen diszulfid- s szulfhidrilcsere alapjin
kataliz4lja a PDI-reakci6t. Ismert az is, hogy az Esche-
richia coli tioredoxin PDI-aktivitéssal rendelkezik, ha
szubsztritumként reduk4lt vagy felgéngydlitett ribo-
nukle4zt alkalmazunk [Proc. Natl, Acad. Sci. USA 83,
7643 (1986)].

A PDI t6bbek kozott felhasznalhat6é Escherichia co-
Ti-b61 nyert rekombinéns fehérjék dsszehajtogatdsdra.
A géntechnol6gia gyors fejlédésének kdszonhetben le-
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hetdvé vélt eukariéta-fehérjék nagy tomegd eldéllitdsa
Escherichia coli segitségével, de az igy nyert rekombi-
néns fehérjékbdl hidnyozhatnak a val6di diszulfidkoté-
sek, vagy rosszul kialakitott diszulfidkétéseket tartal-
mazhatnak [EMBO Journal, 4, 775 (1985): Genetic
Engineering, 4. kotet, Williamson R, 127 (1983)1. A
megfelels diszulfidkotéseket tartalmazé aktiv rekom-
bin4ns fehérje elo4llitdsihoz hajtogatésra van sziikség.
Ez a folyamat megval6sithaté kémiai tton redox puf-
ferban végzett oxidéci6s-redukei6s reakci6kkal, azon-
ban az in vivo hatést PDI alkalmazésa megfeleld disz-
ulfidkotések specidlis kialakitdsihoz sokkal el6nyo-
sebb. A PDI alkalmazdsa kiilondsen nagy szdmi disz-
ulfidktést tartalmazé rekombindns fehérjék esetében
elonyds. Lehetséges az is, hogy PDI-kédolégént vi-
sziink be a transzformélt Escherichia coli-ba és a sejten
beliil ezzel reagéltatjuk a rekombinéns fehérjét.

Az ismert PDI-el64llitasok hatrdnya, hogy a kiindu-
l4si anyag nehezen hozzéférhetS és a kinyerhetG PDI
mennyisége korldtozott. Szikség van tehét olyan elji-
résra, amely lehet6vé teszi nagy tisztasdgd PDI tomeg-
termelését. PatkAnynél és szarvasmarhéndl mér kl6noz-
tak a PDI-géneket [Nature, 317, 267 (1985)], de eddig
még nem ismert tisztitott aktiv PDI elgéllitdsa PDI-gé-
nek Escherichia coli-ban torténé kifejezésével. Nem
ismert tovabb4 PDI az emlitett eukari6tasejtekt6l eltérd
eukari6tasejtekkel torténd kl6nozésa sem.

Vizsgaltuk a T3 megkotéfehérje (T3 binding prote-
in, roviditve T3BP) biolégiai hatfist és fehérjekémiai
tulajdons4gait, amelyek speciélis kotést Iétesitenek a
T3 pajzsmirigy-hormonnal (3,3",5-trij6d-tironin, rovi-
ditve T3). A T3BP emlds sejtek membrénjiban és ci-
toplazméjaban, a T3 receptor a sejtmagban tal4lhat6.
Vizsgélataink sordn megfelel§ antitestet 4llitottunk el6
szarvasmarha méjsejtmembréanb6l nyert tisztitott T3BP
ellen [Horiuchi, R. és Yamauchi, K.: Gunma Symposia
on Endocrinology, 23 (Center of Academic Publication
Japan, Tokyo, VNU Science Press, BV, Utrecht), 149~
166 (1986)] és a T3BP-t k6dol6 gént kiilonbdz6 gén-
technikai eljarasokkal kl6noztuk, Azt taléltuk, hogy 2
fenti anti-T3BP antitest alkalmaz4s4val kapott szarvas-
marhamé;j T3BP cDNS kédolja a szarvasmarha PDIfe-
hérjét (PCT/IP87/00 058 sz. nemzetkdzi szabadalmi
bejelentés, 1987. januér 28.).

Az emberrel kozeli rokonségban 16v6 4llatok fehérjéi
aminosavszekvencidjukban 4ltaldban kiilondsen j6 ho-
mol6gi4t mutatmak az emberi fehérjékkel szemben, vala-
mint a kodon pontmut4ci6jsbol szdrmaz6 kilonbozd
aminosavak eloszl4saban. Ebb6l arral lehet kovetkeztet-
ni, hogy az emlitett szarvasmarha T3BP (PDI) gén DNS-
szekvencija megfelel a humén PDI-gén DNS- szekven-
ci4jhnak. Azt taldltuk, hogy a humén PDI elG4llithat6, ha
humén sejtekb6l humén PDI-gént kl6nozunk, amelynek
sordn DNS-mintaként a szarvasmarha PDI-gén egy ré-
szét alkalmazzuk, az adott humén PDI-gént tartalmazé
rekombinéns DNS-t el64llitjuk, és a DNS transzformélé-
séval kapott transzforménsokat tenyésztjik.

A talslmény tdrgya tehét eljérés a 3. dbra szerinti
aminosavszekvencidt tartalmaz6 polipeptid el64lli-
tdséra, az dbrén
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Z jelentése Ala vagy MetAla,
X jelentése Ala vagy Pro,

oly médon, hogy a fenti aminosavszekvenciit ké-
dolé bézisszekvencidt hordozé és replikélhat6 vektor-
ral transzformalt mikroorganizmust tenyésztiink, a te-
nyészetben a polipeptidet felhalmozzuk és feltarjuk.

Az oltalmi kér kiterjed a 3. &bra szerinti aminosav-
szekvencit kédolé bazisszekvencidt hordoz6 és repli-
kélhat6 vektorral transzformélt mikroorganizmus €s az
emlitett vektor eldallitséra.

A taldlmény térgya tovébbd eljirds eukarifta-szerve-
zet természetes tipusd diszulfidkotést tartalmazé fehér-
jéjének elGallitisira, oly médon, hogy az eukaribta-
szervezet prokari6tasejt 4ltal elgallitott fehérjéjét a 3.
4bra szerinti aminosavszekvenciét tartalmazé polipep-
tiddel reagaltatjuk, az &brén
Z jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala vagy Pro.

A 3. 4bra szerinti aminosavszekvenciat kédol6 ba-
zisszekvenciaként elénydsen alkalmazhaté az 5. abrdn
megadott szekvencia. Az 5. 4brén a szekvenciét kettSs
sorokban adjuk meg, ahol a felsé sor az aminosavszek-
venciét és az alsé sor a bazisszekvencidt mutatja. Kiilo-
nosen elényodsen alkalmazhaté az 5. ébra szerinti b4-
zisszekvencia 104-1573 koz6tti része, ahol a 104 a +1
aminosavat k6dolé kodon elsé bézisa és az 1573 a
+490 aminosavként szereplé Leu-t kédolé kodon 3.
bézisa, Elonyos tovabb4 az 5. 4bra szerinti bazisszek-
vencia 104-1573 kozotti része egy ATG transzléciés
startkodonnal vagy 5’ végétdl felfelé a bazisszekvencia
50-103 kozotti részével kiegészitve, ahol az 50 a -18
aminosavként szereplé Met-et kédol6 kodon elsd bazi-
sa és a 103 a -1 aminosavként szerepl§ Asp-t kédol6
kodon 3. bézisa.

Példaként emlithetS az a bézisszekvencia, amelyben
az 5. 4bra szerinti bazisszekvencia 104-1573 kozotti
részéhez az 5° végt6l felfelé GAC vagy ATGGAC
kapcsol6dik; az 5. dbra szerinti bazisszekvencia 107-
1573 szakasza; valamint az 5. 4bra szerinti bazisszek-
vencia 107-1573 kozotti szakasza, amelyhez az 5’ vég-
t61 felfelé ATG kapcsolédik.

A talslmény szerinti eljardssal elG4llithaté humén PDI-
polipeptidre példaként emlithetd a Z helyén Ala-maradé-
kot tartalmaz6 3. dbra szerinti polipeptid; a Z helyén
MetAla-maradékot tartalmaz6 3. dbra szerinti polipeptid;
N-termin4lisan az 5. 4bra szerinti -18 és -1 kozotti amino-
savszekvenciéval kiegészitett 3. 4bra szerinti polipeptid;
N-terminalisan Asp- vagy MetAsp-maradékkal kiegészi-
tett 3. 4bra szerinti polipeptid; 5. &bra szerinti +1 Ala-ma-
radékkal kiegészitett 3. 4bra szerinti polipeptid; valamint
Met-maradékkal helyettesitett 5. 4bra szerinti +1 Ala-ma-
radékkal kiegészitett 3. 4bra szerinti polipeptid.

A peptid alkalmazhat6 cukorral kapesolt glikoprote-
in vagy més polipeptiddel kapcsolt fehérje forméjaban.

A tal&lmény szerinti humén PDI-polipeptidet k6dolé
bazisszekvencidt hordozé kifejez vektor el64llithaté
példaul gy, hogy
() humén PDI-t k6dol6 mRNS-t izol4lunk,

(ii) az RNS-b6l egyszéld komplementer DNS-t
(cDNS), majd kétszalti DNS-t szintetizdlunk,
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(iii) az adott komplementer DNS-t figba vagy plaz-
midba vissziik be,

(@iv) a kapott rekombindns figot vagy plazmidot gaz-

dasejtbe transzforméljuk,

a kapott transzforménst tenyésztjiik, majd a kivant

DNS-t hordozé fagot vagy plazmidot megfeleld

médszerrel, igy anti-T3BP antitest alkalmaz4séval

immunoassay-médszerrel vagy folthibridizéci6val

vagy radioaktiv jelzésd minta segitségével telep-

hibridiz4ciéval elvilasztjuk a transzforménstél,

(vi) akivént klénozott DNS-t kihasitjuk a fAgbol vagy
plazmidb6l, és

(vii) a klénozott DNS-t a promotortdl lefelé egy hordo-
z6hoz ligéljuk.

A humén PDI-t kédolé6 mRNS kiilonbdz6, humén
PDI-t termeld sejtekbdl, igy humén méjsejtekbdl és
méhlepénysejtekbdl elGllithatd.

Az RNS a humén PDI-t elGallité sejtekbol elGalli-
thaté példdul a guanidin-tiociant médszerrel [Chirg-
win, J. M. és munkatérsai: Biochemistry, 18, 5294
1979)1.

A kapott RNS-t templitként alkalmazva reverz
transzkriptiz segitségével szintetizdljuk a cDNS-t, pél-
dul Okayama, H. és munkatérsai médszerével [Mol.
Cell. Biol. 2, 161 (1982) és ugyanitt 3, 280 (1983)]
vagy Gubler U. és Hoffmann, B. J. médszerével (Gene,
25,263 (1983)], majd a kapott cDNS-t plazmidba vagy
féagba vissziik be.

A cDNS beépitésére alkalmazhat6 plazmidokra pél-
daként emlithet6 az Escherichia coli-b6l szérmazé
pBR322 plazmid [Gene, 2, 95 (1977)], a pBR325 plaz-
mid [Gene, 4, 121 (1978)], a pUC12 plazmid [Gene,
19, 259 (1982)] és a pUC13 plazmid [Gene, 19, 259
(1982)], valamint a Bacillus subtilis-b6l szérmazé
pUB110 plazmid [Biochem. Biophys. Res. Commun,
112, 678 (1983)], tovdbbi barmely olyan plazmid,
amely az adott gazdasejtben replikélédik. A cDNS be-
épitésére alkalmazhat6 fag vektora példaként emlithetd
a Agt 11 (Young, R. és Davis, R.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 80, 1194 (1983)], valamint barmely olyan fig-
vektor, amely az adott gazdasejtben szaporodik.

A cDNS-nek a plazmidba torténd beépitésére alkal-
mazhaté példdul Maniatis, T. és munkatirsai médszere
[Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory,
239 (1982)]. A cDNS-nek a figvektorba torténd beépi-
tésére alkalmazhat6 példdul Hyunh, T. V. és munkatér-
sai m6dszere (DNS Cloning, A Practical Approach, 1,
49 (1985)1. A kapott plazmidot vagy figvektort megfe-
lel6 gazdasejtbe, igy Escherichia coli-ba vagy Bacillus
subtilis-be vissziik be.

Escherichia coli-ként alkalmazhaté torzsek a K12
DH1 [Proc. Natl, Acad. Sci. USA 60, 160 (1968)], a
JM103 [Nucl. Acids Res. 9, 309 (1981)], a JA221 [J.
Mol. Biol. 120, 517 (1978)], a HB101 [J. Mol. Biol. 41,
459 (1969)] és C600 [Genetics, 39, 440 (1954)].

Bacillus subtilis-ként alkalmazhaté torzs példdul az
MI 114 [Gene, 24, 255 (1983)] és a 207-21 [J. Bio-
chem. 95, 87 (1984)].

A gazdasejtplazmiddal tdrténd transzformalésa meg-
val6sithaté példdul a kalcium-klorid médszerrel és a
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kalcium-klorid/rubidium-klorid mddszerrel [Maniatis,
T. és munkatérsai: Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor Laboratory, 249 (1982)]. Ugyanigy a fagvektor
az Escherichia coli-ba beviheté példéul in vitro méd-
szerrel. )

A kapott transzforménsbél a kivént klént a szokésos
médszerrel, példdul telephibridizdléssal [Gene, 10, 63
(1980)], folthibridizalassal [Science, 196, 180 (19771
vagy DNS-bézisszekvencia meghatérozés moédszerével
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 560 (1977), Nucl
Acids Res. 9, 309 (1981)] vélasztjuk ki.

Ezzel az eljéréssal olyan mikroorganizmust kapunk,
amely a humén PDI-t k6dol6 bézisszekvenciit tartal-
maz6 klénozott DNS-t tartalmazé vektort hordozza.

Az Escherichia coli K12 DH 5A/P T3BP-3 4ltal
hordozott P T3BP-3 plazmid, lésd 1. példa, olyan
DNS-t tartalmaz, amely humén PDI-t kédold bazisz-
szekvenciat tartalmaz. A 4. 4bra az adott DNS restrik-
ciés enzimes hasitéhelyeit mutatja. A 4. 4bra szerint az
adott DNS teljes hossziisédga mintegy 2,4 kbp, és Bam-
HI, EcoR1, Clal, HindIII és Pstl restrikci6s enzimekkel
fragmensekre hasithato.

A plazmidot vagy a fAgvektort ezutdn izoldljuk a
mikroorganizmusb6l. Az izol4lds megval6sithaté pél-
déul Iigos extrakci6s médszerrel [Birmboim, H. C. és
munkatérsai: Nucl. Acids Res. 1, 1513 (1979)].

Az emlitett plazmid vagy figvektor, amely 2 humén
PDI-t k6dol6 bizisszekvenciét tartalmazé DNS-t hor-
dozza, felhaszn4lhaté dnmagéban vagy szikség esetén
restrikci6s enzimekkel végzett emésztés utdn.

A Klénozott gén kifejezéséhez megfelel6 hordoz6
(vektor) promotort6] lefelé esd helyére ligélhato, ésigy
kifejez6 vektort kapunk.

Vektorként alkalmazhat6 a fent emlitett Escherichia
coli eredetd plazmid (példdul pBR322, pBR325,
pUC12, pUCI3, ptip781), Bacillus subtilis eredetd
plazmid (péld4ul pUB110, pTMS, pC194), élesztd ere-
detd plazmid (példdul pSHI19, pSHIS, pGLD906,
pGLD906-1, pCDX, pKSV-10), bakteriofég, igy A-fag,
valamint 4llati virus, igy retrovirus vagy vakcinavirus.

Az emlitett gén 5* végén transzldci6s startkodonként
ATG-t és 3° végén transzldci6s zérékodonként TAA-t,
TGA-t vagy TAG-t tartalmazhat. A gén kifejezéséhez egy
promotort kapcsolunk az emlitett géntdl felfelé esG hely-
hez. Promotorként a tallmény értelmében birmely olyan
promotor felhasznélhat6, amely az emlitett gén kifejezé-
séhez alkalmazott gazdasejthez alkalmazhat6.
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Ha a transzform4l4shoz alkalmazott gazdasejt Esche-

richia coli, elénydsen trp-promotort, lac-promotort, rec-
promotort, APy, promotort, vagy lpp-promotort alkalma-
zunk. Ha a gazdasejt Bacillus subtilis, promotorként el6-
nydsen SPO1 promotort, SP02 promotort vagy penP pro-
motort alkalmazunk. Ha a gazdasejt €leszt6, promotor-
ként elénydsen PHOS promotort, PGK promotort, GAP
(GLD) promotort vagy ADH-promotort alkalmazunk.
El6nydsen tigy jérunk el, hogy gazdasejtként Escherichia
coli-t és promotorként trp-promotort vagy APy, promotort
hasznélunk.

Ha gazdasejtként 4llati sejtet haszn4lunk, promotor-
ként alkalmazhat6 tobbek kozott SV40 szédrmazékpro-
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motor vagy retrovirus promotor. ElGnydsen alkalmaz-
hat6 az SV40 szdrmazékpromotor.

Az igy elGallitott vektort, amely a 3. 4bra szerinti
bazisszekvenciit k6dolé DNS-t hordozza, haszniljuk a
transzforméns eldéllitdsahoz.

Gazdasejtként alkalmazhat6k példéul prokari6ték,
igy Escherichia coli, vagy Bacillus subtilis és Aktino-
micetes-félék, valamint eukari6ték, igy élesztd, gomba
és 4llati sejtek. .

Az Escherichia coli és Bacillus subtilis torzsekre
példaként emlitheték a fent leirt torzsek, €lesztotor-
zsekre példaként emlithetG a Saccharomyces cerevisiae
AH22, AH22R-, NA87-11A és DKD-5D, 4llati sejtekre
példaként emlithet6 a majom COS-7 sejt és Vero-sejt, a
kinaihdrcsdg CHO-sejt és az egér L-sejt.

A transzformécié Escherichia coli esetében megva-
16sithaté példsul a Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69,2110
(1972) vagy a Gene 17, 107 (1982) helyen lefrt méd-
szerrel, a Bacillus subtilis esetében példdul a Molec.
Gene Genet. 168, 111 (1979) helyen leirt médszerrel,
élesztdsejtek esetében példaul a Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75, 1929 (1978) helyen leirt médszerrel, € allati
sejtek esetén példdul a Virology 52, 456 (1973) helyen
lefrt médszerrel. Ezzel az eljérdssal a 3. 4bra szerinti
bhzisszekvencist hordozé vektorral transzformélt
transzforménsokat kapunk.

Az Escherichia coli, Bacillus subtilis, Actinomycetes,
gleszt6- vagy gombasejt transzformalésival kapott
transzforménsok tenyésztéséhez folyékony tipkdzeget
alkalmazunk, amely tartalmazza az adott transzforméns
novekedéséhez szitkséges anyagokat, példdul szénfor-
rést, nitrogénforrést, és szervetlen t4panyagokat. Szén-
forrdsként alkalmazhat6 példdul glikéz, dextrin, oldhat6
keményit6 és szachar6z, nitrogénforrdsként példaul szer-
ves vagy szervetlen vegyillet, igy ammoéniumso, nitréts6,
kukoricalekvér, pepton, kazein, hiiskivonat, sz6jababki-
vonat és burgonyakivonat. Szervetlen tdpanyagként al-
kalmazhat6 péld4ul kalcium-klorid, néatrium-dihidrogén-
foszfat és magnézium-klorid. ,

A tipkozeg pH-értéke eldnydsen 5-8 kozott van.

Escherichia coli alkalmazésa esetén tpkozegként el6-
nybsen alkalmazhat6 az M9 tépkdzeg, amely gliikézt és
kazaminosavakat tartalmaz [Miller; J. Exp. Mol. Genet.
431, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1972)].
A tenyésztést dltaldban mintegy 1443 °C kozotti h6mér-
sékleten mintegy 324 6rén keresztiil végezziik sziikség
esetén levegdztetés és/vagy kevertetés kzben.

Bacillus subtilis alkalmazésa esetén a tenyésztést
4ltalsban mintegy 30-40 °C hémérsékleten mintegy
6-24 6rén keresztiil végezziik sziikség esetén levegdz-
tetés és/vagy kevertetés kdzben.

Eleszt6 alkalmazésa esetén tApkozegként eldnySsen
alkalmazhat6 a Burgholder-féle minimum tipkdzeg
[Bostian, K. L. és munkatfrsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77, 4505 (1980)] és médositott alacsony Pi-tartal-
md véltozata [Biochem. Biophys. Res. Commun. 138,
268 (1986)]. A tépkozeg pH-értéke elonydsen 5-8 ko-
z6tt van. A tenyésztést ltaldban mintegy 20-35 °C
hémérsékleten mintegy 24-72 6rén keresztiil végezzik
kivant esetben levegGztetés és/vagy kevertetés kdzben.
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Allati sejtek alkalmazisa esetén tapkozegként eld-
nydsen alkalmazhaté6 a MEM-tipkozeg [Science, 122,
501 (1952)], a DMEM-tépkozeg [Virology 8, 396
(1959)], az RPMI 1640 tépkdzeg [J. Am. Med. Assoc.
199, 519 (1967)] és a 199 tipkozeg [Proc. Soc. Ex.
Biol. Med. 73, 1 (1950)], amelyek tovébbi adalékként
mintegy 5-20 témeg% magzati borjiszérumot tartal-
mazhatnak. A tipkozeg pH-értéke elénydsen 6-8 ko-
zOtt van. A tenyésztést altaldban mintegy 30-40 °C
hémérsékleten mintegy 15-60 6rdn keresztiil végez-
ziik, szikség esetén leveglztetés és/vagy kevertetés
koézben.

A taldlmény szerinti humén PDI-fehérje intracelluld-
risan vagy extracelluldrisan termelédik és felhalmoz6-
dik. Az intracellularis PDI extrahéldsa a szokdsos méd-
szerekkel megvalGsithats, példaul tenyésztés utén a
sejteket ismert médon Osszegyidjtjiik, majd fehérjede-
naturilét, igy guanidin-hirdokloridot vagy karbamidot
vagy feliletaktiv anyagot, igy triton-X-100-at tartal-
maz6 pufferban szuszpendiljuk, és az igy kapott fel-
{iltisz6t, amely a humén PDI-t tartalmazza, centrifugél-
juk, vagy eljarhatunk gy is, hogy a sejteket iiveggyon-
gyokkel, ultrahangos kezeléssel vagy enzimes, igy Li-
zozimos kezeléssel vagy fagyasztds-felolvasztds méd-
szerrel roncsoljuk, majd a kapott feliildsz6t, amely a
humén PDI-t tartalmazza, centrifugéljuk.

Az extracelluldrisan eld4llitott humén PDI elvélasz-
tésAra és tisztitdsdra a szokdsos médszereket alkalmaz-
zuk. Példaként emlithetd az oldékonysdg-kiilonbségen
alapulé médszer, igy kis6zés vagy oldészeres kicsapis,
a molekulatdmeg kiilonbségen alapulé médszer, igy a
dializis, ultrasziirés, gélszdrés és SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézis, ioncserés kromatografia, amely spe-
cifikus affinitdson alapulé médszer, igy az affinitds-
kromatografia, a hidroféb jelleg kiilonbségén alapuld
médszer, igy reverz fézisd nagy teljesitményd folya-
dékkromatogréfia, az izoelektromos pont kiildnbségén
alapulé médszer, igy az izoelektromos elektroforézis,
valamint a specifikus abszorpci6n alapulé médszer, igy
a hidroxiapatit-kromatogréfia. El6nydsen alkalmazhaté
az ioncserés kromatogréfia, amelynek sorin a human
PDI savas fehérjeként kotddik. Az joncserés kromatog-
rifiat elonydsen dietil-amino-etil-cellulézzal vagy kar-
boxi-metil-cellulézzal végezziik.

A Xapott humén PDI-fehérje aktivitisét a reduk4lt és
feltekercselt ribonukledznak aktiv ribonukledzz4 torté-
né 4talakit4si rdtdjinak mérése alapjén hatirozzuk meg
[Biochem. J. 159 377 (1976), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83, 7643 (1986), Methods in Enzymology 107,
281 (1984), J. Biol. Chem. 234, 1512 (1959)].

A taldlmény szerinti humén PDI-fehérje a fehérjék
szulfhidril-diszulfid cserebomlasét katalizélja, amely a
legstabilabb természetes tipusii diszulfidkotések kép-
26déséhez vezet. Kozelebbrdl, a fehérje oldott oxigén,
oxid4lt glutation (GSSG) — redukdlt glutation (GSH)
elegy vagy redukélészer, igy ditiotreitol (DTT), 2-mer-
kapto-etanol vagy aszkorbinsav jelenlétében a reduka4lt
fehérjével reagilva katalizdlja a természetes diszulfid-
kotések képzodésének reakceibjét vagy a diszulfidkdté-
seket, elonydsen nem természetes tipust diszulfidkté-
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seket tartalmazé oxid4lt fehérjével reagdlva katalizélja
a természetes tipusi diszulfidkotések visszaalakuldsat.

Ennek megfeleléen molekuldjiban diszulfidkotése-
ket tartalmaz6 fehérje géntechnol6giss eléllitdsa so-
rén, elsdsorban abban az esetben, ha a rekombindns
DNS-t tartalmaz6 gazdasejtként prokariétat, igy Esche-
richia coli-t, Bacillus subtilis-t vagy Bacillus brevis-t
alkalmazunk, a humin PDI-fehérje felhasznilhats a
természetes diszulfidkotések hatékony kialakitdsira. A
diszulfidkdtéseket tartalmaz6 fehérje lehet citokin, igy
interferon-c., interferon-B, interferon-y, interleukin-1,
interleukin-2, B-sejt ndvekedési faktor (BGF), B-sejt
differenci4lédési faktor (BDF), makrofdgaktivéld fak-
tor (MAF), limfotoxin (LD), és tumornekrézis- faktor
(TNF), fehérjehormon, igy transzformilé novekedési
faktor (TGF), eritropoietin, himsejt novekedésfaktor
(EGF), fibroblaszt novekedésfaktor (FGF), inzulin és
humén novekedési hormon, patogén mikrobioldgiai
antigén fehérje, igy hepatitis B virus antigén, enzimek,
igy peptiddz és lizozim, valamint vérfehérje- kompo-
nens, igy humén szérumalbumin és immunglobulin.

A fenti célbél tisztitott vagy részlegesen tisztitott
PDI-fehérjét alkalmazunk. A fethasznélés sorén a PDI-
fehérjét kozvetleniil az emlitett, intracelluldrisan vagy
extracelluldrisan elSallitott és felhalmozott fehérjével
vagy annak tisztitott standard mint4javal reagéltatjuk.
Eljérhatunk dgy is, hogy a reakciét egy olyan transz-
formansban hajtjuk végre, amelyet a kivént fehérjét
kédol6 rekombindns DNS-sel és a PDI-fehérjét kédol6
rekombindns DNS-sel fert6ztiink.

A leir4sban és a rajzokban a kovetkez roviditéseket
alkalmazzuk: '

PBS foszfatpuffers6-oldat
DNS dezoxiribonukleinsav
¢DNS  komplementer dezoxiribonukleinsav
A adenen

T timin

G guanin

C citozin

RNS ribonukleinsav

mRNS  messenger ribonukleinsav
dATP  dezoxi-adenzon-trifoszfat
dTTP  dezoxi-timidin-trifoszfat
dGTP  dezoxi-guanozin-trifoszfat
dCTP  dezoxi-citidin-trifoszfat
ATP adenozin-trifoszfat
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav
SDS nétrium-dodecil-szulfat
Gly glicin

Ala alanin

Val valin

Leu leucin

Ile izoleucin

Ser szerin

Thr treonin

Cys cisztein

Met metionin

Glu glutaminsav

Asp aszparaginsav

Lys lizin



1 HU 204566 B 2

Arg  arginin
His hisztidin
Phe fenil-alanin
Tyr tirozin

Tip triptofdn
Pro prolin

Asn aszparagin
Ghn glutamin,

A taldlmény szerinti PDI-fehérje aminosavszekven-
cifja részlegesen (legfeljebb 5%) médosithat6, példdul
més aminosavak addici6javal, aminosavak kiiktatésa-
val és helyettesitésével. '

Az dbrdk ismertetése:

Az 1. fbra a 2. referenciapélddban elGallitott és
pT3BP-1-ben és pT3BP-2-ben kl6nozott cDNS semati-
kus hasitdsi térképét mutatja. Az I(1). dbréban a
pT3BP-1-ben kl6nozott cDNS és a (2) ébréban a
pT3BP-2-ben klénozott cDNS l4thaté. Az A, E, H, Pés
S roviditések jelentése rendre Aatll, EcoRI, Hind,
Pvull és Sspl, a fekete négyzet a tisztitott T3BP fehérje
tripszines peptid hasitis&b6l szdrmaz6 aminosavszek-
venci4jinak megfelel§ szakaszt jeloli.

A 2. 4bra a 2. referenciapélddban elGdllitott és
pT3BP-2-ben kl6nozott cDNS bazisszekvencidjat és az
ennek megfelel§ aminosavszekvenciAt mutatja.

A 3. &bra a humé4n PDI aminosavszekvencijét mu-
tatja.

A 4. fbra az 1. példéban el6allitott és pT3BP-3-ban
Kl6nozott cDNS sematikus hasitdsi térképét mutatja. A
B, C, E, H é&s P roviditések jelentése rendre BamHI,
Clal, EcoRI, HindIII és Pstl.

Az 5. &bra az 1. példdban eldllitott & pT3BP-3-ban
Klénozott cDNS bézisszekvencidjét és az ennek megfe-
1el6 aminosavszekvencidt mutatja.

A 6. 4bra 2 hum#n PDI-gén 4llati sejtben torténd kife-
jezésére szolgal6 plazmid elGallitdsanak vézlatét mutatja.

A 7. 4bra a humén PDI-génnel beoltott COS-7 sejtek
4ltal szintetizalt humén PDI fluoreszcens antitestméd-
szerrel t6rténd kimutatisdnak eredményét (fluoresz-
cens fotomikrografia) mutatja. A 7. dbrdban

(1) a PDI-gént tartalmazé sejt morfolégidjénak meg-
feleld fluoreszcens fotomikrogréfia és '

(2) a gén nélkiili kontrollsejt morfol6gi4janak megfe-
Iel6 fluoreszcens fotomikrogréfia eredményét mutatja.

A 8. 4bra a humén PDI-gén Escherichia coli-ban
tortén6 kifejezéséhez szitkséges plazmid el6allitdsinak
vézlatét mutatja.

A 9. 4bra az Escherichia coli-ban el§éllitott humén
PDI immunokicsap4sos médszerrel felvett elticiés min-
t4j4t mutatja. Az bréban B és D DH1/pTB766-nak €s
MM?294/pTB766-nak, mig A és C a DH1/ptrp781-nek
és MM294/ptrp781-nek felel meg.

A 10. 4bra a humdn PDI-gén éleszt6ben torténG
kifejez&séhez szitkséges plazmid elGéllitdsinak vézla-
t4t mutatja.

A 11. 4bra a PDI SDS-poliakrilamid-gélelektroforé-
zisnek az eredményét mutatja. 1 és 2 a tisztitott PDI-
nek és a jeldlt fehérjének felel meg.
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A 12. 4bra a tisztitott PDI UV-abszorpciés spektru-
mét mutatja.

A taldlmény térgyét kozelebbrol az al4bbi példikkal
mutatja be anélkill, hogy az oltalmi kér a példékra
korldtozddna.

1. referenciapélda :

(borjtim4j mRNS-bd] szdrmazé cDNS elgallitdsa)

Borjlim4jbél guanidin-iztiocianat médszerrel kivon-
juk az RNS-t [Chirgwin, J. M. és munkatérsai: Bioche-
mistry, 18, 5294 (1979)]. Az RNS-bél oligo dT celluléz
oszlopkromatogréfidsan poli(A)-RNS-t tisztitunk [Aviv
&s Leder: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 1408 (1972)].

A poli(A)-RNS-t templétként alkalmazva ¢DNS-t 4lli-
tunk el6 Gubler, U. és Hoffmann, B. J. médszerével (Ge-
ne, 25, 263, 1983), majd a cDNS-hez EcoRI szakaszt
adunk Huynh, T. V. és munkatirsai médszerével [DNA
Cloning I, a practical approach, 1, 49 (1985)], végil a
cDNS-t Agt 11-ben az EcoRI helyhez klénozzuk.

2. referenciapélda

(borjii PDI cDNS-t tartalmaz6 plazmid izoldlésa és

bézisszekvencisjinak meghatirozésa)

1. referenciapélda szerinti Agt 11 cDNS-sel fert6z5tt
Escherichia coli Y1096-ot L-tapkozegd ligy agarle-
mezre vissziik fel. A foltok megjelenése utin IPTG-t
(izopropil-tiogalaktozid) tartalmaz6 nitrocelluléz-szi-
16t helyeziink a lemezre és 3 6rén keresztiil inkubéljuk,
A nitrocellul6z-sziirét ezutdn elv4lasztjuk és TBS-puf-
ferral (50 mmo6l1 Trisz, pH=7,9, 150 mmél/1 NaCl)
mossuk, majd 3 tsmeg%-os zselatinoldatba meritjik.

Az igy kezelt nitrocellul6z-sziir6t T3 kotofehérje
elleni antitest (anti-BLT3R) [Horiuchi, R. és Yamauchi,
K.: Gunma Symposia on Endrocrinology, 23, P. 149
(1986)] oldatiba meritve antigén-antitest reakciénak
vetjiik al4. A szifrot ezutn desztilallalt vizzel és TBS-
pufferral mossuk, és a pozitlv szind Agt 11 T3BP-1
Kl6nok kivalogatisshoz szekunder antitesttel kezeljik.
A Agt 11 T3BP-1-ben 16v6 cDNS-t EcoRI-gyel hasit-
juk, majd a pUC19 plazmidban [Gene, 33, 103 (1985)]
az EcoRI helyre klénozzuk és igy pT3BP-1 plazmidot
kapunk. Az adott plazmidban 1év6 cDNS-szakaszt Eco-
RI és Pvull restrikciés enzimekkel hasitva kapott frag-
menst DNS-prébaként felhasznélva 4tvizsgdljuk az 1.
példaban lefrt cDNS-ki6ntér 5+10° ki6njat €s igy kivé-
lasztjuk a pozitiv klénokat.

Az igy kapott klénok egyikébdl, név szerint Agt 11
T3BP-2-b6l SacI-Kpnl segitségével kihasitjuk a cDNS-t,
majd a pUCI9 plazmidban az SacI-KpnI helyre kl6noz-
zuk és igy pT3BP-2 plazmidot kapunk. (A Agt 11 T3BP-
2-be kl6nozott cDNS 5’ termin4lis EcoRI felismerohe-
lyét roncsoltuk.) E.coli K12 DH5A-t pT3BP-2 plazmid-
dal transzformélunk, a kapott E.coli K12 DHSMpT3BP-2
transzformé4nsb6] a pT3BP-2 plazmidot extrahaljuk és 1d-
gos médszerrel [Birnboim, H. C. és Doly, J.: Nucl. Acids
Res., 11, 1513 (1979)] tisztitjuk. A plazmidban 1évé
cDNS-szakasz teljes hossza mintegy 2,8 kbp. Az 1. 4bra
a cDNS-szakasz vézlatos hasitési térképét mutatja.

A fenti cDNS-szakasz bézisszekvencidjit a didezo-
xinukleotid-lénc terminéci6s médszerrel [Messing, J.
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és munkatirsai: Nucl. Acids Res. 9, 309 (1981)] meg-
hatirozzuk. A 2. 4bra a meghatérozott bizisszekvencia-
nak megfeleld aminosavszekvenciit mutatja.

A Kkapott polipeptid aminosavszekvencidja tobb,
mint 90%-o0s homol6gi4t mutat a patkdny PDI-vel, de
nem mutat homolégiét tiroxinkstd globulin (TBG), ti-
roxinkoté prealbumin (TBPA) vagy C- erbA fehérje
aminosavszekvencidjdval, amelyek alkalmasak a pajzs-
mirigyhormon megkotésére.

A pT3BP-2 plazmidot hordoz6 Escherichia coli K12
DH5c/pT3BP-2 IFO 14563 szdm alatt az Institute for
Fermentation, Osaka (IFO) és a FERM BP-1595 szdm
alatt a Fermentation Research Institute (FRI), Agency
of Industrial Science and Technology, Ministry of In-
ternational Trade and Industry, Japan helyeken van
letétbe helyezve.

A pT3BP-1-ben hordozott cDNS EcoRI-Pvull frag-
mense eléallithaté dgy is, hogy a pT3BP-2-t el6szor
Kpnl-gyel és Sacl-gyel, majd ezutdn EcoRI-gyel és
Pvull-vel kezeljiik.

1. példa

(humén PDI cDNS-t tartalmaz6 plazmid izol4l4sa

és bazisszekvencidjinak meghatérozésa)

Humén méhlepény mRNS (Toyobo Co., Ltd. Japan)
alapjan Escherichia coli Y1096 segitségével elGéllitott
Agt 11 cDNS-térat négy darab l4gy agarlemezre visziink
fel mintegy egyszer 10° klén/lemez mennyiségben, és ezt
nitrocelluléz-szirére Millipore’s HATF-szdr6) vissziik.
A sziirén 1évé fagokat 0,5 n nétrium-hidroxid-oldattal
roncsoljuk és a feltart és denaturdlt fig DNS-t a széritds
alatt a szfirén immobilizdljuk (Maniatis és munkatérsai:
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, 320,
1982). Ett61 kiilon a 2. referenciapélda szerinti pT3BP-1
plazmidban talélhat6 cDNS-szakasz EcoRI és Pvull rest-
rikci6s enzimmel torténd hasitdsdval kapott DNS-frag-
" menst a Nick- transzl4ciés médszerrel (Maniatis és mun-
katarsai idézett mdve, 109) 3?P-ral megjeldljik.

A hibridizaciés reakci6t a jelzett minta és a DNS-
immobilizalt szir§ kozott 42 °C hémérsékleten 16
éran keresztill végezziik egy 10 ml-es elegyben,
amely a jelzett minta mellett 5¢SSPE-t (0,9 méVl
NaCl, 50 mmél/1 nétrium-foszfit-puffer, pH=7,4,
5 mméVl EDTA), 50 tdmeg% formamidot, 5+Den-
hardt-oldatot, 0,1 tomeg% SDS-t és 100 mikrog-
ramm/ml denaturélt lazacsperma DNS-t tartalmaz. A
reakcié utdn a szdrét kétszer 2¢8SC-0,1 tdmeg%
SDS-oldattal (1+SSC=0,15 m6l/1 NaCl és 0,015 méV/1
nétrium-citrit) szobahdmérsékleten 30 percen keresz-
tiil mossuk, majd kétszer 1+SSC-0,1 tdmeg% SDS-ol-
dattal 68 °C hémérsékleten 30 percen keresztiil to-
vabb mossuk. A kimosott szdir§ megszéritdsa utén
felvesszikk a radioautogrammot, és megjeldltik a
_ mintdval reagilt kiénokat. Az igy kapott klénbél,
vagyis a Agt 11 T3BP-3 kl6nb6! Davis és munkatérsai
médszerével (Davis és munkatdrsai: Advanced Bacte-
rial Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, 1980)
extrahdljuk a fig DNS-t.

A Agt 11 T3BP-3-at EcoRI segitségével 50 mmol/1
NaCl, 100 mméV/1 Trisz-HCl (pH=7,5), 7 mmoV/1
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MgCl, és 7 mmoél/l 2-merkapto-etanol Osszetételd
pufferben 37 °C hémérsékleten 60 percen keresztiil
emésztjiik és az agar6zgél-elektroforézissel kapott
c¢DNS-t a pUC19 plazmidban az EcoRI helyre kl6-
nozzuk T4 DNS-ligiz segitségével 50 mmo)/1 Trisz-
HCI (pH=7,9), 10 mm6V/1 MgCls, 20 mméV/1 ditiotrei-
tol és 1 mmoél/l ATP osszetételd pufferben 16 °C
hémérsékleten 16 6rdn keresztill, melynek sorén
pT3BP-3 plazmidot kapunk. E.coli K12 DH5al tor-
zset transzformédlunk a pT3BP-3 plazmiddal

50 mmdl/1 CaCl, jelenlétében O °C hdmérsékleten
20 perc alatt, majd a sejteket 45 masodpercen keresz-
til 42 °C hémérsékleten hdkezeljiik. A kapott transz-
formansbdl, vagyis az E.coli 112 DHSo/pT3BP-3-b6l
a ldgos extrakciés médszerrel [Birnboium, H. C. és
Doly, J.: Nucl. Acids Res. 11, 1513 (1979)] extrahél- -
juk, és megtisztitjuk a pT3BP-3 plazmidot. A plaz-
midban 1év6 cDNS-szakasz teljes hossza mintegy
2,4 kbp. A 4. dbra a cDNS-szakasz vézlatos hasitési
térképét mutatja.

A fenti cDNS-szakasz bazisszekvencidjit didezoxi-
nukleotid-lanc termin4ciés médszerrel (Messing, J. és
munkatirsai: Nuc, Acids Res. 9, 309, 1981) hatérozzuk
meg. Az 5. dbra a meghatdrozott bézisszekvencifbsl
levezetett aminosavszekvenciat mutatja.

A polipeptid aminosavszekvenciéja tébb, mint 90%-
os homol6gi4t mutat a patkény PDI-vel, de semmilyen
hasonl6sagot nem mutat a tiroxinkot§ globulin (TBG),
a tiroxinkoté prealbumin (TBPA) vagy C-erbA fehérje
aminosavszekvencidjéval, amelyek képesek a pajzsmi-
rigyhormon megkotésére.

A pT3BP-3 plazmidot hordoz6 Escherichia coli K12
DHS5a torzset (Escherichia coli K12 DH5a/pT3BP-3)
IFO 14610 sz4m alatt az IFO-ndl és FERM BP-1841
sz&m alatt (a FERM P-9386 szdmb6l 4talakitva) az
FRI-nél deponiltuk.

2. példa o

(llati sejtekhez alkalmazhaté kifejezd plazmid

elGéllitdsa)

A pT3BP-3 plazmidot EcoRI restrikcids enzimmel
kezeljik 50 mmél/1 NaCl, 100 mmél/1 Trisz-HCl
(pH=7,5) 7 mméV/1 MgCl, és 7 mméV/1 2-merkapto-
etanol dsszetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 60
percen keresztiil, és igy 25 kbp nagysdgi cDNS-t (4.
4bra) kiilonitink el. Ett6] kiilon a 63 282/1986. szdmid
japan kozrebocstdsi iratban ismertetett pTB106
plazmidban 1év6 interleukin-2 génszakasz 5’ végén
16vé Pstl hasitési hely és 3’ végén 16v6 BamHI hasité-
si hely 4talakitdsdval és az interleukin- 2 génszakasz
kiiktatds4val kapott pTB389 plazmidot EcoRI restrik-
ci6s enzimmel kezeljiik 50 mmél/1 NaCl, 100 mm6l/1
Trisz-HCl (pH=7,5), 7 mmél/l MgCl, és 7 mméV1
2-merkapto-etanol dsszetételd pufferben 37 °C hé-
mérsékleten 60 percen keresztiil, majd az 5° végen
lev§ foszfatcsoportot bakteridlis ligos. foszfatizzal
1 m6V/1 Trisz-HCl (pH=8,0) és 1 mm6l/1 MgSO, 6sz-
szetételd pufferben 25 °C hémérsékleten 30 perc alatt
lehasitjuk. A kapott fragmenst és a fenti cDNS-t dsz-
szekeverjiik &s T4 DNS-ligdzzal 50 mméV/1 Trisz-HCl

7
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(pH=7,9), 10 mm6V/1 MgCl,, 20 mm6l/1 ditiotreitol és
1 mméVl1 ATP osszetételd pufferben 16 “C homérsék-
leten 16 6rén keresztiil ligaljuk. Igy pTB745 plazmi-
dot (6. 4bra) kapunk. ,

3. példa

(humén PDI-t k6dol6 gén kifejezése 4llati sejtben)

Majom COS-7 sejteket kitenyésztink egyrétegt te-
nyészet forméjéban 10 tomeg% magzati borjiszérumot
tartalmazé DMEM-kozegben, majd a kdzeget azonos
friss kozegre cseréljik. 4 6rdval a kozeg kicserélése
utén 10 pg pTB745 plazmid DNS-t tartalmaz6 kalci-

um-foszfat-gélt 4llitunk el6 a szokdsos médon (Gra-

ham &s munkatérsai: Virology 59, 466, 1973), és a
tenyészethez adjuk. fgy pTB745-tel fertézott COS-7
sejteket kapunk. Tovébbi 4 6ra elteltével a sejteket
glicerinnel kezeljik, és a pTB745-tel fert6zott COS-7
sejteket 0,5 tomeg % magzati borjtiszérumot tartalmaz6
kézegben tov4bbtenyésztjik. '

48 6ra elteltével a pTB745-tel fertGzott COS-7 sejte-
ket 3,5 t6meg% formalint tartalmazé PBS segitségével
szobahSmérsékleten 15 percen keresztiil fixdljuk, majd
0,1 tomeg% szaponint tartalmazé PBS segitségével
szobahGmérsékleten 10 percen keresztiil kezeljik, és
4 °C hémérsékleten 2 6rén keresztil antiborjii T3BP
nytlantitesttel reagéltatjuk. A reagélatlan antitestek
PBS-sel torténd alapos kimosésa utén a sejteket egy
éjszak4n keresztiil FITC jelolésd antinyil IgG juhanti-
testtel reagltatjuk, és a sejteket fluoreszcens mikrosz-
kép segitségével figyeljik. Az eredményeket a 7. ébra
tartalmazza. A kontroll COS-sejtekhez viszonyitva 1é-
nyegesen nagyobb fluoreszcencia figyelhet6 meg
azokban a sejtekben, amelyekbe humén PDI-gént tltet-
tiink, ez arra utal, hogy a COS-sejtekben humén PDI-
fehérje szintetiz4l6dott. '

4. példa

(huméan PDI-gén Escherichia coli-ban tGrténté

kifejezéséhez szitkséges plazmid el6allitdsa) -

Az 1. példa szerint elGAllitott é humén PDI cDNS-t
tartalmazé pT3BP-3 plazmidot Aval restrikci6s enzim-
mel kezeljik 6 mm6Vl Trisz-HCl (pH=7,9), 60 mmaol1
NaCl, 10 mmél/1 MgCl; & 6 mmo6l/1 2-merkapto-etanol
Bsszetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 16 percen ke-
resztill, és igy 0,85 kbp nagysigti DNS- fragmenst ka-
punk, amely tartalmazza a humén PDI-t k6dol6 szakasz
elsG felét. Ezt a DNS-fragmenst 10 mm6l/1 Trisz-HCL
(pH~=8,0), 5 mm6V1 MgCly, 33 pm6V1 dATP, 33 pm6l/l

dCTP, 33 pmo6l/1 dGTP és 33 pmol/l dTTP Gsszetételd:

pufferben 37 °C hémérsékleten 30 percen keresztiil
DNS-polimerszzal (Klenow-fragmens) reagélfatjuk és
igy az Aval hasitési helyet tompa véggé alakitjuk. Ezta

DNS-fragmenst T4 DNS-ligdz jelenlétében 50 mmo6l1

Trisz-HCI (pH=7,9), 10 mm6/1 MgClz, 20 mmé6V/1 ditiot-
reitol & 1 mméV/1 ATP dsszetételd pufferben 16 °C hé-
mérsékleten 16 6rén keresztiil foszforilezett szintetikus
oligonukleotidokkal (5" AATTCTATGGCGC 3’ és 5’
GCGCCATAG 3’) ligéljuk, majd EcoRI restrikci6s en-
zimmel kezeljitk 50 mm6V/1 NaCl, 100 mm6l/1 Trisz-HCL

(pH=7,5), 7 mm6V1 MgCl, és 7 mm6l/l 2-merkapto-eta-
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nol Gsszetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 60 percen
keresztill, végiil Clal restrikci6s enzimmel kezeljik
10 mméVl Trisz-HCl (pH=8,0), 7 mméll MgCl,
50 mm6l/l NaCl és 0,01% borjtiszérum-albumin Osszeté-
teld pufferben 37 °C hémérsékleten 60 percen keresztiil.
fgy 0,49 kbp mérefif DN S-fragmenst kapunk. Ett61 kiilon
a pT3BP-3 plazmidot Clal restrikciés enzimmel kezel-
jik 10 mm6V1 Trisz-HCl (pH=8,0), 7 mm6V1 MgCl,
50 mmé6V1 NaCl &s 0,01% borjiiszérum-albumin dsszeté-
telif pufferben 37 °C hémérsékleten 60 percen keresztil,
majd Pstl restrikciés enzimmel kezeljik 150 mmé6V1
NaCl, 20 mmél/1 Trisz-HCL (pH=7.5) és 10 mmél/1
MgCl, dsszetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 60
percen keresztil, és igy 1,47 kbp nagysgi DNS-frag-
menst kapunk, amely tartalmazza a PDI-t kédol6 szakasz
mésodik felét. A TRP-promotort tartalmazé ptrp 781
plazmid DNS-ét (Kurookawa, T. és munkatirsai: Nucl.
Acids Res., 11, 3077-3085, 1983) EcoRI restrikci6s en-
zimmel kezeljik 50 mm6V/1 NaCl, 100 mmé6l/1 Trisz-HCL
(pH=17,5), 7 mm6V/1 MgCl; €s 7 mm6V1 2-merkapto-eta-
nol Gsszetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 60 per-
cen keresztiil, majd Pstl restrikciés enzimmel kezeljiik
150 mmél1 NaCl, 20 mm6l1 Trisz-HCl (pH=T7.5) €és
10 mm6l/1 MgCl, Gsszetételd pufferben 37 °C hémérsék-
leten 60 percen keresztill, és mintegy 3,2 kbp méretd
DNS-fragmenst izol4lunk, amely tartalmazza a frp-pro-
motort, a tetraciklin-rezisztenciagént és a replik4ci6s ori-
g6t. Bzt a 3,2 kbp mérettd EcoRI-Pstl DNS-fragmenst az
emlitett 0,49 kbp méret EcoRI-Clal DNS-fragmenssel,
amely tartalmazza a humén PDI-t k6dol6 gént, és az
1,47 kbp méretid Clal-Pstl DNS-fragmenssel ligéljuk T4
DNS-lighz segitségével 50 mmé6V1 Trisz-HCl (pH~7.9),
10 mm611 MgCle, 20 mmoV/1 ditiotreitol és 1 mm6l/1 ATP
osszetételd pufferben 16 °C hémérsékleten 16 6rén ke-
resztiil, amelynek sordn humén PDI-t kifejez6 pTB766
plazmidot (8. 4bra) kapunk. Escherichia coliK12 DH1 és

- MM294 torzseket transzformalunk a kapott plazmiddal
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50 mmol/1 CaCl jelentétében 0 °C hémérsékleten 20 per-
cen keresztiil, majd a sejteket 45 mésodpercen keresztiil
42 °C hémérsékleten hokezeljik, amelynek sordn
pTB766 plazmidot hordozé transzformansokat, neveze-
tesen Escherichia coli K12 DHI1/pTB766-0t és
MM294/pTB766-ot kapunk.

A pTB766 plazmidot hordoz6 Escherichia coli K12
MM294 torzset (Escherichia coli MM294/pTB766)
IFO 14611 szém alatt az IFO-nl és FERM BP-1842
sz&m alatt (a FERM P-9391 sz4mb0l) az FRI-nél depo-
n4ltuk. A ptrp 781 plazmidot hordoz6 Escherichia coli
K12 DHI térzset (Escherichia coli DH1/ptrp 781) IFO
14546 sz4m alatt az IFO-n4l és FERM BP-1591 szém
alatt (a FERM P-9055 sz&mb6l) az FRI-nél deponéltuk.

5. példa ,

(Escherichia coli *S-metioninnal torténd jeldlése és

immunkicsap4sos reakciéja)

A pTB766 plazmidot hordoz6 Escherichia coli
MM294 vagy DHI torzset 8 pg/ml tetraciklint, 0,2 to-
meg% kazaminosavat és 1 témeg% gliik6zt tartalmaz6
M9 téipkézegben 37 °C hémérsékleten tenyésztjik. Mi-
utén a tenyészet zavarossiga Klett- Summerson fotoe-
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lektrikus koloriméterrel (Klett MFG. Co. Inc., USA)
54, sz4mi filteren keresztiil mérve elérte a 200-as szin-
tet, 25 pg/ml koncentriciéban JAA-t (3B-indolil-akril-
sav) adunk hozz4. 2 6ra elteltével 15 pCi/ml aktivitésig
35S-metionint adagolunk, és a kovetkezd 30 perc alatt
jeloljiik a szintetizalt fehérjét. A jelolés utin a sejteket
osszegyijtjiik és a tenyészkozeg egyotod térfogatdnak
megfelelé mennyiségd 10 mmoV1 Trisz-HCl-oldatban
(pH=8,0) 0,15 m6V!1 nétrium-klorid-oldattal és 10 t6-
meg% szachar6zoldattal mossuk. A szuszpenziéhoz
1 mméll fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF),
0,2 mél/l nétrium-kloridot, 10 mméll EDTA-t és
150 mikrogramm/ml lizozimot adunk. Az elegyet 0 °C
hémérsékleten egy 6rén keresztiil reagéltatjuk, majd
31 °C hémérsékleten 2 percen keresztiil melegitjiik és
rovid ideig (mintegy 10 méisodperc) ultrahanggal ke-
zeljikk. A terméket centrifugilva sejtextraktumot ka-
punk. A sejtextraktumhoz antiborji T3BP nydlantites-
tet (Horiuchi, R. és Yamauchi, K.: Gunma Symposia on
Endocrinology, 23, 149, 1986) adunk és 4 °C hémér-
sékleten egy éjszakan keresztiil reagéltatjuk. Ezutén
Staphylococcus sejteket (A fehérje) adunk hozzé és a
teljes elegyet 0 °C hémérsékleten 3 6ran keresztiil 4llni
hagyjuk. Ez id§ alatt az antigén-antitest konjugdtum a
sejtekhez kotddik. A sejteket centifugéldssal 5 mmol/1
EDTA, 150 mméV/1 ndtrium-klorid, 0,05 tdmeg% Noni-
det P-40 (Shell Oil) és 1 mg/ml ovalbumin 50 mm6l/1
Trisz-HCl-ben (pH=7,4) felvett oldatdval ismételten
mossuk, majd 100 °C hémérsékleten 5 percen keresztiil
elektroforézisminta eldallitdsdhoz alkalmazott oldattal
(2 témeg% SDS, 5 tomeg% 2-merkapto-etanol,
0,001 tdmeg% brém-fenol-kék és 10 tdmeg% glicerol
~0,0625 mé¥/1 Trisz-HCl-ban, pH=6,8) kezelve eludljuk
a konjugétumot. A kapott immunocsapadékot 10-20%
gradiensd SDS-poliakrilamidgél elektroforézissel ana-
lizdljuk. Az elekiroforézis utdn a gélt 5 témeg%-os
triklér-ecetsav-oldattal fixdljuk és fluorogréfids méd-
szerrel radioautogramot vesziink fel. A 9. 4brdn muta-
tott eredményekbdl l4thaté, hogy a kivdnt méretd
(mintegy 60 kD) PDI-t mindkét kifejezé plazmidot
hordozé tdrzs, vagyis az Escherichia coli DH1/pTB766
és MM294/pTB766 térzs szintetizdlta.

6. példa

(humdn PDI-gén élesztSben torténd kifejezéséhez

sziikséges plazmid el6llitdsa)

Az 1, példa szerint elGallitott és humén PDI ¢cDNS-
t tartalmazé pT3BP-3 plazmidot Sacl restrikcids
enzimmel kezeljik 6 mmol/1 Trisz-HCl (pH=7,5),
6 mm6l/1 MgCl; és 6 mm6l/1 2-merkapto-etanol dsz-
szetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 60 percen
keresztiil, és T4 DNS-polimer4zzal reagéltatva tompa
végiivé alakitjuk. A kapott hasitdsi termékhez
GGTCGACC szekvencidji Sall linkert kapcsolunk
T4 DNS-ligiz segitségével 50 mmol! Trisz-HCl
(pH=7,9), 10 mmo6l/1 MgCly, 20 mméV/1 ditiotreitol és
1 mmol/l ATP 6sszetételd pufferben 16 °C hdmérsék-
leten 16 6rén keresztiil. A ligélt terméket Sall restrik-
ciés enzimmel kezeljiik 150 mmél/1 NaCl, 6 mm6l/1
Trisz-HCl (pH=7,9), 6 mmél/1 MgCl, és 6 mmol/1
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2-merkapto-etanol 8sszetételd pufferben 37 °C hé-
mérsékleten 60 percen kersztill, majd Clal restrikci6s
enzimmel kezeljik 10 mm6V/1 Trisz-HCI (pH=8,0),
7 mmél/1 MgClz, 50 mmél/1 NaCl és 0,01% borjiszé-
rum-albumin dsszetételd pufferben 37 °C h6mérsék-
leten 60 percen keresztiil, és igy 0,65 kbp nagysigi
DNS-fragmenst kapunk. A 2. példa szerinti pTB745
plazmid DNS-ét Scal restrikciés enzimmel kezeljiik
100 mméyl NaCl, 6 mmél Trisz-HCl
(pH=7,5), 6 mmdél/1 MgCl, és 6 mmél/1 2-merkapto-
etanol dsszetételd pufferban 37 °C hémérsékleten 60
percen keresztiil, majd Clal restrikciés enzimmel
kezeljiik 10 mm6V/1 Trisz-HCl (pH=8,0), 7 mmél/1
MgClz, 50 mmél/1 NaCl és 0,01% borjiszérum-albu-
min &sszetételd pufferben 37 °C hémérsékleten 60
percen keresztill, és igy 3,8 kbp nagysigti DNS-frag-
menst kapunk. A pGLD906 plazmid (Biochem. Bi-
ophys. Res. Commun., 138, 268, 1986) DNS-ét Sall
restrikciés enzimmel kezeljiik 150 mmdél/1 NaCl, 6
mmol/! Trisz-HCl (pH=7,9), 6 mmél/l MgCl; és 6
mméV]1 2-merkapto-etanol Osszetételd pufferben 37
°C hémérsékleten 60 percen keresztiil, majd Scal
restrikciés enzimmel -kezeljiik 100 mméV/1 NaCl, 6
mmo6l/1 Trisz-HC1 (pH=7,5), 6 mm6l/1 MgCl; és 6
mm6l/1 2-merkapto-etanol Osszetételd pufferben 37
°C hémérsékleten 60 percen keresztiil és igy 6,2 kbp
nagysdgd DNS-fragmenst kapunk. Ezt a DNS-frag-
menst a fent emlitett két DNS-fragmenssel ligéljuk
T4 DNS-ligdz segitségével 50 mmél1 Trisz-HCl
(pH=7,9), 10 mmél/1 MgClz, 20 mmé6V/1 ditiotreitol és
1 mmo6l/1 ATP &sszetételd pufferben 16 °C h6mérsék-
leten 16 6réan keresztiil, amelynek sorén az éleszt6ben
torténd kifejezéshez alkalmas pTB767 plazmidot
kapjuk (10. 4bra). Az AH22R" torzset a fenti plazmid-
dal transzforméljuk 50 mmél/1 CaCl; jelenlétében O
°C hémérsékleten 20 percen keresztiil, majd a sejte-
ket 45 mésodpercen keresztiil 42 °C homérsékleten
hékezeljik. Igy pTB767 plazmidot hordozé élesztd-
torzset vagyis Saccharomyces cerevisiae AH22R-
/pTB767 torzset kapunk.

A pTB767 plazmidot hordozé Saccharomyces cere-
visiae AH22R- torzset (Saccharomyces cerevisiae
AH22R/pTB767) IFO 10425 szém alatt az IFO-ndl és
FERM BP-1843 szdm alatt (a FERM P-9603 szdmbdl)
az FRI-nél deponéltuk.

7. példa

(lesztd jelolése 3S-metioninnal és immunkicsapé-

sos reakci6ja) ,

A pTB767 plazmidot hordozé AH22R" élesztStorzset
alacsony Pi-tartalmi kdzegben (Biochem. Biophys., Res.
Commun. 138, 268, 1986) tenyésztjitkk 37 °C h6mérsék-
leten egy éjszakdn keresztiil, majd a szintetizalt fehérje
megijeloléséhez 20 mikroCi/ml ¥S-metionint adagolunk.
A jeldlés utdn a sejteket Osszegyditjiik és 0,15 moV1 nét-
rium-kloriddal mossuk és a tenyészkézeg egyotsd térfo-
gatit kitevS 7 mo6l/1 guanidin- hidrokloridot adunk hozza.
A sejteket 0 °C hémérsékleten egy 6rdn keresztiil ron-
csoljuk, majd 10 000 fordulatszdmn4l 10 percen keresz-
tiil centrifugdljuk. A feliilisz6t 10 mmoVl Trisz-HCI-t
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(pH=8,0), 1 mm6l/1 EDTA-t, 200 mm6l1 nétrium-klori-
dot & 1 mm6l/1 PMSF-et tartalmazé oldattal szemben
dializdljuk. Ehhez a sejtextraktumhoz antiborji T3BP
nytlantitestet (tsd az 5. példat) adunk és az 5. példiban
Teirt médon immuncsapadékot nyeriink, amelyet SDS-
poliakrilamidgé] elektroforézissel és radioautografidsan
analiz&lunk. Az eredmények szerint a kifejezd plazmidot
hordozé AH22R/pTB767 élesztGtorzs specifikus poli-
peptidet szintetiz4lt, vagyis a humén PDI-€lesztdben is

elGallithat6.
Az alkalmazott alacsony Pi-tartalmi tipkozeg Osz-

szetétele 1 literre szdmolva:

KCl1 15g
Glikéz 20¢g
Aszparagin 2g
L-hisztidin 100 mg

KI (1 mg/ml) 100 mikroliter
MgSO.7H,0 (500 mg/10 mi) 10ml
CaCly*2H,0 (330 mg/10 ml) 10ml
Nyomelemoldat (a) Iml
Vitaminoldat (b) 1ml

Nyomelemoldat (a) Gsszetétele 1 literre szdmolva:

CuSO45H:0 40 mg
FeSO»7H:0 250 mg
MnSO,4H0 40 mg
(NH,);PO412M005*3H:0 20 mg
ZnSO.7H0 310 mg.
Vitaminoldat (b) dsszetétele 1 literre szdmolva:
Inozitol 10g
Tiamin .~ 200mg
Piridoxin 200 mg
Kalcium-pantoten4t 200 mg
Niacin 200 mg
Biotin 2 mg.
8. példa

(Escherichia coli MM294/pTB766 torzsbol
szérmaz6 PDI tisztitdsa) :

A pTB766 kifejezd plazmidot tartalmaz6 Escheri-

chia coli MM294 torzset (4. példa) 1 liter tApkozeg- -

ben 37 °C hémérsékleten 11 6réin keresztiil fenyészt-
jiik, ahol a tApkozeg 5 mg/l tetraciklint, 10 g/l Bacto-
triptont, 5 g/l Bacto-élesztGextraktumot és 5 g/l nétri-
um-kloridot tartalmaz. A tenyészetet 20 liter M9 ko-
zegbe visszik, amely 2 mg/l Bl-vitamint, 10 g/l glii-
kézt és 10 g/l kazaminosavat tartalmaz, és kevertetés
és leveg6ztetés kozben 37 °C hémérsékleten tovabbi
9 6ran keresztiil tenyésztjiik. Ezutén a sejteket (385 g
nedves tomeg) centrifugdldssal osszegydjtjik €és fel-
haszn4l4sig -80 °C hémérsékleten téroljuk.

A sejteket (30 g nedves tomeg) 150 ml 20 mm6l/1
Trisz-HCl-pufferben (pH=7,4) szuszpendaljuk, amely
0,15 m6éVl nitrium-kloridot, 10 mmél/1 EDTA-t,
10 mmél1 PMSE-et és 0,1 mm6l/1 (p-amidino-fenil)-
meténszulfonil-fluorid HCl (APMSEF) tartalmaz. A
szuszpenziét 0 °C homérsékleten négyszer 1 percen
keresztiil ultrahanggal besugérozzuk, majd centrifugdl-
juk. fgy 156 ml nyers extraktumot kapunk.
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A nyers extraktumot Cellulofine GCL-2000-SF osz-
lopra (Seikagaku Kogyo Co., Ltd., Toki6, Japén)
(6+102 cm, 2880 ml) visszik, amelyet elozéleg
0,15 méV/1 nétrium-kloridot, 1 mmoV/1 kalcium-kloridot
és 0,1 mmol1 APMSF-et tartalmazé 10 mmo6V/1 nétri-
um-foszfét-pufferral (pH=6,8) egyenlitiink ki. Az osz-
lopot a fenti pufferral eluljuk és a PDI-t tartalmaz6
elustumot (325 ml) dsszegydijtjik.

Az igy kapott eludtumot hidroxi-apatit-oszlopra
(Biorad., California, USA) (1,514 cm, 25 ml) visz-
szitk, amelyet elézéleg 0,145 m6V1 nétrium-kloridot,

- 1 mméV1 kalcium-kloridot és 0,1 mmoV/1 APMSF-et
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tartalmazé 10 mm6Vl nétrium-foszfat-pufferrel
(pH=6,8) egyenlitink ki. Az oszlopot a fenti pufferral
mossuk és linedrisan véltozé nétrium-foszfat kon-
centréciéval eludljuk. Ehhez 200 ml 300 mm6l/1
nétrium-foszfit-puffert (pH=6,8) adunk 200 ml
10 mmoéll nétrium-foszfit-pufferhez (pH=6,8). A
PDI-t tartalmazé eluétumokat 6sszegyudjtjiik.

* Az eluftumokat egy éjszakén keresztiil 0,1 mméV1
APMSF-et tartalmazé 10 mmolI nétrium-foszfat-
pufferral (pH=6,8) szemben dializljuk. A dializélt
oldatot DEAE-Toyopearl oszlopra (Tosoh, Tiokié, Ja-
pén) (1,5+15 cm, 26,5 ml) visszitk, amelyet el6zleg a
fenti pufferral egyenlitettik ki. Az oszlopot a fenti
pufferral mossuk és linedrisan véltoz6 nétrium-klorid
koncentréci6val elusljuk. Ehhez 200 ml 10 mmé6ll
nétrium-foszfat-puffert  (pH=6,8), amely 0,5 méll
nétrium-kloridot és 0,1 mm6l/1 APMSF-et tartalmaz,
adunk 200 ml 10 mm6l/1 nétrium-foszfat-pufferhez
(pH=6.,8), amely 0,1 mmoéy/1 APMSF-et tartalmaz. A
PDI-t tartalmazé elustumokat dsszegydjtjik. A PDI-t
tartalmaz6 frakciokat 0,1 mmol/I APMSF-et tartal-
mazé 10 mmoéV/1 nétrium-foszfat-pufferrel (pH=6,8)
szemben dializdljuk, A dializélt oldatot DEAE-NPR
HPLC-oszlopra (Tosoh, Toki6, Japén) (0,46+3,5 cm)
vissziik, amelyet el6zéleg 0,09 méV/l nétrium-klori-
dot tartalmazé 10 mm6V1 nétrium-foszfét-pufferral
(pH=6.8) egyenlitink ki. A fehérjeket 0,09 mél/1 és
0.39 moV1 kézdtti valtozé nétrium-klorid koncentré-
ciéban elusljuk 30 perc alatt. A PDI-t tartalmaz6
frakci6kat osszegydjtjik é€s szdréssel sterilizaljuk.
Fehérjekoncentrécié 106 mikrogramm/ml, ssztérfo-
gat 17,1 ml, dsszfehérje 1,8 mg.

A kapott készitmény SDS-poliakrilamidgél elektro-
forézis szerint homogén (11. 4bra).

9. példa '

(Escherichia coli MM294/pTB766 torzzsel

elGallitott PDI tisztitdsinak alternativ médszere)

A 8. példa szerint el64llitott 30 g E.coli sejtet 160 ml
20 mm6V1 Trisz-HCl-pufferben (pH=7,4) szuszpendd-
lunk, -amely 0,15 m6V/1 nétrium-kloridot, 10 mmé6V/1
EDTA-t, 1 mm6l/l PMSF-et és 0,1 mm6V1 APMSF-et
tartalmaz; A sejteket 0,25-0,5 mm &tmér6jd iiveggyon-
gyokkel 0 °C homérsékleten 30 percen keresztiil ron-
csoljuk. A szuszpenzi6t centrifugéljuk és a feliilisz6t
(84 ml) &sszegydijtjik.

A feliilisz6t a 8. példdban lefrt médon tisztitva
homogén PDI-készitményt kapunk. Fehérjekoncent-
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raci6 111 mikrogramm/ml, 8ssztérfogat 9,0 ml, 6ssz-
fehérje 1,0 mg.

10. példa

(PDI peptidkémiai jellemzése)

A 8. példaban eléillitott PDI-preparétummal a ko-
vetkezd peptidkémiai analiziseket végezziik el.

(1) Méltémeg-meghatérozas

APDI-t reduk4l6 koriilmények kozott SDS-poliakrila-
midgél elektroforézisének (Nature, 227, 680, 1970) vet-
jiik al és a fehérjéket Coomassie Brilliant Blue R-250
segitségével megfestjik. A PDI egyetlen sdvot mutat,
amelynek méltomege mintegy 55 000 (11. abra).

(2) Aminosav-dsszetétel meghatirozésa

Az aminosav-sszetételt 6 n sésavban 110 °C hé-
mérsékleten 4 témeg% tioglikolsav jelenlétében 24, 48
és 72 6ran keresztiil végzett hidrolizis alapjin hatéroz-
zuk meg. Az aminosav-analizist ninhidrinmédszerrel
Hitachi Amino acid analyzer model 835 berendezésen
végezzik. A Ser és Thr értékeket a 0 idejd hidrolizis-
nek megfeleld extrapoldldssal, és a H-Cys értéket (fél
cisztein) ciszteinsavként perhangyasavas oxidélas utén
végzett 24 6r4s hidroliz4lds alapjan hatdroztuk meg. A
mért aminosav-Osszetétel megfelel annak, amely a
cDNS-bézisszekvencia alapjén kovetkeztethetS volt.
Az eredményeket a 2. tibldzat mutatja.

Aminosav A maradékok A cDNS-szek-
szdma vencia alapjin
molekuldnként  szdmolhat6 érték

Asp/Asn 54,4 57
Thr 21,8 23
Ser 21,2 23
Glw/Gln 70,7 69
Pro 20,5 21
Gly 29,5 29
Ala 46,6 44
H-Cys 55 6
Val 31,1 29
Met 45 5
Tle 21,5 23
Leu 41,5 41
Tyr 11,9 12
Phe 34,0 33
Lys 46,6 47
His 11,7 11
Arg 13,6 13
Trp 45 5

(3) N-termin4lis aminosavszekvencia meghatirozdsa

102 mikrogramm (1,85 nm6l) PDI-szekvencia anali-
zisét gdzfazist fehérjeszekvencidléban (model 470A,
Applied Biosystems, California, USA) végezzik. A
fenil-tio-hidantion (PTH) aminosavat HPLC segitségé-
vel Micropak SP-ODS oszlopon (Varion, USA) haté-
rozzuk meg.

A 3. tibl4zatban megadott mért szekvencia 20 ciklu-
son keresztill azonos volt a ¢cDNS-bSl levezethetd
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szekvencidval, A 8. és 13. szdmi maradékot nem hati-
roztuk meg. :

Meghatérozott PTH-aminosav
Ciklus Maradék pm6l A cDNS-szekvencigb6l
levezethetd aminosav
1 Met 373 (Met)
2 Ala 720 Ala
3 Pro 277 Pro
4 Glu 319 Glu
5 Glu 379 Glu
6 Glu 353 Glu
7 Asp 303 Asp
8 - - His
9 Val 271 Val
10 Leu 581 . Leu
11 Val 333 Val
12 Leu 638 Leu
13 - - Arg
14 Lys 227 Lys
15 Ser 92 Ser
16 Asn 257 Asn
17 Phe 330 Phe
18 Ala 615 Ala
19 Glu 334 Glu
20 Ala 669 Ala

(4) C-termin4lis aminosav

151 mikrogramm (2,75 nm6l) PDI C-terminélis ami-
nosavjét hidrazinolizissel (J. Biochem. 59, 170, 1966)
lehasitjuk, majd aminosav-analizissel meghatirozzuk.
A C-terminélis aminosav a mérés szerint leucin, a felté-
rds 46%-os.

(5) UV-abszorpci6s spektrum

A PDI UV-abszorpciés spektruma 10 mmoV] nétri-
um-foszfat-pufferben (pH=6,8) felvéve 280 nm-nél
mutat abszorpcids csdcsot (12. dbra).

11. példa

(feltekercselt ribonukledz, RN4z kibontésa PDI-vel)

A 8. példaban eldallitott homogén PDI-készitmény
enzimaktivitisét feltekercselt RN4z kiolddsdban mér-
jiik ditiotreitol (DTT) jelenlétében. A feltekercselt
RN4z-t Hillson és munkatirsai médszerével (Methods
in Enzymology, 107, 281-284, 1984) 4llitjuk eld borji- -
hasny4l-mirigy RN4z-b6! kiindulva.

Az RN4z aktivitdsit Kalnisky és munkatérsai méd-
szerével (J. Biol. Chem. 234, 1512-1516, 1959) haté-
rozzuk meg, szubsztritumként éleszt6 poli-RNS-t al-
kalmazva.

A vizsgélathoz alkalmazott A puffer Osszetétele
100 mméV/1 nétrium-foszfit-puffer (pH=7,8), amely
10 mmo6V1 EDTA-t tartalmaz, a B puffer dsszetétele
0,2 méV/1 nitrium-acetit-puffer (pH=5,0), a C puffer
dsszetétele 0,1 m6)/1 ndtrium-acetét-puffer (pH=5,0).

10 mikroliter PDI-t (111 mikrogrammy1), 168 mikro-
liter A puffert és 2 mikroliter 1 mm6l/1 DDT-t tartal-
mazé mér6esdvet 30 °C hémérsékletd vizfiirddbe he-

11
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lyeziink és 5 percen keresztiil elginkubaljuk. A mérd-
cséhoz 20 mikroliter 0,5 mg/ml feltekercselt RIN4z-t
adunk és az egész reakciéelegyet 30 °C hémérsékleten
tartjuk 60 percen keresztill. A reakci6t 800 mikroliter B
puffer adagolésival 4llitjuk le.

A reakciéelegyben 1&v6 kibontott és aktiv RNi4z-t az
al4bbi médon hatirozzuk meg:

200 mikroliter reakcidelegyet centrifugacsébe on-
tiink és 5 percen keresztiil 37 °C hémérsékleten eld-
inkub4ljuk. A centrifugacsében 16v6 reakciéelegyhez
5 percen keresztiil 37 °C hémérsékleten eldinkubalt
200 mikroliter 1 tomeg%-os élesztd poli-RNS-t
adunk és az egész reakcibelegyet 4 percen keresztiil
37 °C hémérsékleten tartjuk. 200 mikroliter 25 t6-
meg%-os perklérsavoldatot adunk hozzi, amely
0,75 tomeg% urénium-acetitot tartalmaz, és a teljes
reakcibelegyet jeges-vizes fiirdGben 5 percen keresz-
tiil inkubéljuk, majd 16 000 fordulatndl 5 percen
keresztiil centrifugdljuk. A felilisz6t desztilldlt viz-
zel 30-szoroséra higitjuk és meghatirozzuk a
260 nm-nél mérhet& abszorpci6t.

APDI 1+10° méV/1 DTT jelenlétében kioldja a felte-
kercselt RN4z-t. A feltekercselt RNéz mintegy 25%-a
aktfy &s kioldott RN4z-z4 alakult a megadott kdralmé-

nyek kozott (4. tdbl4zat).
Adalék RN4z-aktivitis (%)
nincs 09
PDI 09
DIT 44
PDI+DTT 249
12. példa

(feltekercselt rekombinéns interleukin-2, rIL-2,

kiold4sa PDI-vel)

8. példa szerinti PDI-t adunk feltekercselt rIL-2 ol-
dathoz és a feltekercselt rIL-2 kioldé4sét az IL-2 aktivi-
t4s novekedésében hatiroztuk meg.

Feltekercselt riL.-2-t 4llitunk el§ Brawning és mun-
Katéirsai médszerével (Anal. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 130, 692699, 1985) kiindulva. Ismert, hogy
a feltekercselt rIL-2 alacsony biol6giai aktivitdst mutat
(Brawning és munkatérsai: Anal. Biochem. 155, 123—
128, 1986).

Az IL-2 biol6giai aktivitdsat médositott MTT-m6d-
szerrel NKC3 egérsejteken hatérozzuk meg (Tada és
munkatérsai: J. Immunol. Methods, 93, 157-165, 1986).
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150 mikroliter 200 mikrogramm/ml feltekercselt -

fL-2-t adunk mérdcsovekhez, amelyek kiilonbozd
mennyiségid PDI-t (végs6 koncentraci6 0, 0,74, 1,85 és
3,70 mikrogramm/mi) 1000 mikroliter 30 mmo6Vl
Trisz-acetét-puffert (pH=9,0), 30 mikroliter 1 mméV1
DTT-t &s 2850 mikroliter végs6 térfogatig szikséges
desztill4lt vizet tartalmaznak. A teljes reakcibelegyet
18 6rfn keresztiil 30 °C h6mérsékleten inkubaljuk. Az
IL-2 aktivitsst a médositott MTT-médszerrel hatéroz-
zuk meg minden mérési cs6nél.
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A natfv rIL-2 a PDI-koncentréci6 novekedésével

egyiitt novekszik (5. tiblézat).
PDI-koncentrici6 aktiv IL-2 koncentréci6
(mikrogramm/mi) (mikrogramm/ml)
0 1,28
0,74 2,37
1,85 - 2,717
3,70 3,02
SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljirés a 3. 4bra szerinti aminosavszekvencidji
polipeptid elGAllitéséra, ahol az brén
Z  jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala vagy Pro,

azzal jellemezve, hogy a thrgyi kor szerinti aminosav-
szekvencidt k6dol6 bazisszekvenciat hordoz6 replikal-
hat6 vektorral transzform4lt mikroorganizmust tenyész-
tiink, a tenyészetben a polipeptidet felhalmozzuk és
kinyerjiik. (Elsébbsége: 1987. 10.05.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal Jellemezve,
hogy mikroorganizmusként Escherichia coli-t tenyész-
tink. (Els6bbsége: 1987. 10. 05.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljirds olyan, 3. ébra
szerinti aminosavszekvenci4ji polipeptid elgallit4sira,
ahol
Z jelentése MetAla,

X jelentése Ala vagy Pro,

azzal jellemezve, hogy a tArgyi kor szerinti aminosav-
szekvencist kédol6 bazisszekvencidt hordoz6 replikal-
hat6 vektorral transzformélt mikroorganizmust tenyész-
tiink, a tenyészetben a polipeptidet felhalmozzuk és
kinyerjiik. (Elsébbsége: 1987. 10. 05.)

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy transzformélt mikroorganizmusként Saccharomy-
ces cerevisae AH22R/pTB767 torzset (IFO 10425,
FERM BP-1873) tenyésztink. (Elsébbsége: 1987.
09.18)

5. Az 1. igénypont szerinti eljérés olyan, 3. dbra
szerinti aminosavszekvencidji polipeptid eldéllitdséra,
ahol
Z jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala,

azzal jellemezve, hogy a thrgyi kor szerinti aminosav-
szekvencidt kédol6 bézisszekvencidt hordoz6 replikdl-
hat6 vektorral transzformélt mikroorganizmust tenyész-
tiink, a tenyészetben a polipeptidet felhalmozzuk €s
kinyerjiik. (Els6bbsége: 1987. 06. 01.)

6. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy transzformalt mikroorganizmusként Escherichia
coli MM294/pTB766 torzset (IFO 14611, FERM BP-
1842) tenyésztiink. (Elsébbsége: 1987. 06. 01.)

7. Eljérés 3. 4bra szerinti aminosavszekvenciit kédo-
16 bézisszekvencidt hordoz6 replikélhat6 vektorral
transzformélt mikroorganizmus el64llitdséra, ahol az

4brin
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Z jelentése Ala vagy MetAla,
X jelentése Ala vagy Pro,

azzal jellemezve, hogy a mikroorganizmust a térgyi
kor szerinti vektorral transzforméljuk. (Elsébbsége:
1987.10.05.)

8. A 7. igénypont szerinti eljirds olyan, 3. 4bra
szerinti aminosavszekvencit k6dol6 bazisszekvenciét
hordozé replikdlhaté vektorral transzform4lt mikroor-
ganizmus elG4llitds4ra, ahol
Z jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala,

azzal jellemezve, hogy a mikroorganizmust a térgyi
kor szerinti vektorral transzforméljuk. (Els6bbsége:
1987. 06.01.)

9, Eljérés 3. 4bra szerinti aminosavszekvenciét k6-
dolé bazisszekvenciit hordoz6 és mikroorganizmusban
replikélhaté vektor el64llitdséra, ahol az 4brin
Z  jelentése Ala vagy MetAla,

X  jelentése Ala vagy Pro,

azzal jellemezve, hogy a 3. 4bra szerinti aminosav-
szekvencidt kédolé bézisszekvenciét tartalmazé DNS-t
visziink be egy mikroorganizmusban replikélhat6 vek-
torba. (Elsébbsége: 1987. 10. 05.)

10. A 9. igénypont szerinti eljirds olyan, 3. &bra
szerinti aminosavszekvenciit k6dol6 bazisszekvencidt
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hordozé és mikroorganizmusban replikilhaté vektor
elallités4ra, ahol :

Z jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala,

azzal jellemezve, hogy a megfelel6 DNS-t visszitk
be a mikroorganizmusban replik4lhat6é vektorba. (El-
sébbsége: 1987, 06. 01.)

11. Eljirss eukariftaszervezet természetes tipusd
diszulfidkotést tartalmazé fehérjéjének elGillitiséra,
azzal jellemezve, hogy az eukaritaszervezet prokarié-
tasejt 4ltal eldallitott fehérjéjét 1. igénypont szerint
el6allitott, 3. 4bra szerinti aminosavszekvenciét tartal-
maz6 polipeptiddel reagéltatjuk, ahol az 4brén
Z jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala vagy Pro.

(Elsébbsége: 1987. 10. 05.)

12. A 11. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy olyan 3. 4bra szerinti aminosavszekvencit tartal-
maz6 polipeptidet alkalmazunk, ahol
Z jelentése Ala vagy MetAla,

X jelentése Ala,

(Els6bbsége: 1987.06. 01.)

13. A 11. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy a reakciét redukdlészer jelenlétében végezzik.
(ElsSbbsége: 1987. 05. 31.)
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HU 204566 B
Int. CL3: C 12N 15/61

2 —~(1) dbre

GCGGGGGAGTGC GGGAACAAAAATATCG

GTCAAAGCCGGATTATAGATCCCTTTGGCGTCACCATTGCGGCAGCGTCAGAAATGCCTG

CACTCATTATGGCGGAAGTGACGCCCGAACGTGTGCGTCAGGTGCGCGCGCAACTGCLCG

TCTTAAACAACCGTCCGCTTTGCGCCGCCGCATTTTTTTACTCGGCGCTTGATTATTATG

ATGATTCACCTTGTTACAGATTGCTATTGTGTGCGCGCGTCGAATGACCGTTAATATTCT

CTGGTTTTTAAGGCGCGTTCTGTTGCCGGTTATATCTCAAGAAGGTATCTATGGGTGAGA

TTAGTATTACCAAACTGCTGGTAGTTGCGGCGCCAACTGAAGCGCCGCGTCTGTGLCGAC

ATGCTGCGCCGCGCTCTRCTCTGCCTGGCCCTGACCGTCCTATTCCGCGCGGGTICCEEE
MetleuArgArgAlaleuleuCysteuAl aLnghrVa’{ LeuPheArgAlaGlyAlaGly
-20 -

Gccecc GACGAGGAGGACCACGTCCTGGTGCTCCATAAGGGCAACTTCGACGAGGC GCTG
AlaProAspGluGluAspHisYal LeuV&]}Leum sLysGlyAsnPheAspGluAl ang
1 )

GCGGCCCACAAGTACCTGCTGGTGGAGTTCTACGCCCCATGGTGCGGCCACTGCAAGGCT
AlaAlaHisLysTyrLeuleuValGl nggTer aProTrpCysGlyHi sCysLysAl(a)

CTGGCCCCGGAGTATGCCAAAGCAGC TGGGAAGC TGAAGSCAGAAGGTTCTGAGATCAGA
LeuAlaProGluTyrAlalysAlaAlaGlyLysLeulysAlaGluGlySerGlull cAgg
50

CTGGCCAAGGTGGATGCCACTGAAGAGTCTGACCTGGCCCAGCAGTATGGTGTCCGAGGC
LeuAlalysValAspAlaThrGluGl uS%AschuAl aGInGinTyrGlyVal ArgG}B%

TACCCCACCATCAAGTTCTTCAAGAATGGAGACACAGCTTCCCCCAAAGAGTACACAGCT |

TerroThrI1eLysPhePheLysAsnGé%AspThrAl aSerProlysGl uTerhrfl\(IJS

GGCCGAGAAGCGGATGATATCGTGAACTGGCTGAAGAAGC GCACGGGCCCCGCTGCCAGE
GlyArgGluAlaAspAsplleVal Asn{rgLeu LysLysArgThrGlyProAlaAl aSeE
1 12

/folytatédik/
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HU 204566 B
Int. CL5: C12N15/61

2 —~(2)-dbra

ACGCTGTCCGACGGGGCTGCTGCAGAGGCCTTGGTGGAGTCCAGTGAGGTGGCCGTCATT
ThrLeuSerAspG]yA]aAlaAlaGlu?ésLeuVa]GluSerSerG1uVa]AlaYal{lg

GGCTTCTTCAAGGACATGGAGTCGGACTCCGCAAAGCAGTTCTTCTTGGCAGCAGAGGTC
G1yPhePheLysAspMetG]uSerAspngAlaLysGlnPheLeuLeuA1aATaG1u{g%

AITGATGACATCCCCTTCGGGATCACATCTAACAGCGATGTGTTCTCCAAATACCAGCTG
I]eAspAspI]eProPheGJyIleThri?EAsnSerAspVaTPheSerLysTyrGln&gg

GACAAGGATGGGGTTGTCCTCTTTAAGAAGTTTGACGAAGGCCGGAACAACTTTGAGGGG
AspLysAspGlyYalYa]LeuPheLysLyéPheAspﬁluG]yArgAsnAsnPheGlugé%
: 190 .

GAGGTCACCAAAGAAAAGCTTCTGGACTTCATCAAGCACAACCAGTTGCCCCTGGTCATT
GluVaIIbrLysGluLysLeuLeuAspggglleLystsAsnGInLeuProLeuVaI%%g

GAGTTCACCGAGCAGACAGCCCCGAAGATCTTCGGAGGGGAAATCAAGACTCACATCCTG
G]uPheThrG]uGTnThrAJaProLysg;SPheGIyGIyGIUI]eLysThrHisI]eLeg
: 24

CTGTTCCTGCCGAAAAGCGTGTCTGACTATGAGGGCAAGCTGAGCAACTTCAAAAAAGCG
LauPheLeuProLysSerVal’SerAsg'zl')sfgmuG'l yLysLeuSerAsnPheL_ysL_ysgfl6 S‘

GCTGAGAGCTTCAAGGGCAAGATCCTGTTTATCTTCATCGACAGCGACCACACTGACAAC
AlaGIuSerPheLysGJyLysITeLeu;hSIIePheI]eAspSerAspHisThrAspégg
7 ;

CAGCGC@TCCTGGAATTCTTCGGCCTAAAGAAAGAGGAGTGCCCGGCCGTGCGCCTCATC
GInArglleLeuGIuPhePheGlyLeu%ggLysG]uGluCysProA]aYa1ArgLeulle
: : 300

ACGCTGGAGGAGGAGATGACCAAATATAAGCCAGAGTCAGATGAGCTGACGGCAGAGAAG
ThrLeuG]uG]uGluMetThrLysTyrgngroGIuSerAspG]uLeuThrA]aGlU%%g
l R

ATCACCGAGTTCTGCCACCGCTTCCTGGAGGGCAAGATTAAGCCCCACCTGATGAGCCAG
IleThrG]uPheCysHisArgPheLeuG%gGlyLysI]eLysProHisLeuMetSerglg
3 4

GAGCTGCCTGACGACTGGGACAAGCAGCCTGTCAAAGTGCTGGTTGGGAAGAACTTTGAA
GluLeuProAspAspTrpAspLysGln;;gVa]LysVa]LeuValGlyLysAsn?hegég
B : 3

GAGGTTGCfTTTGATGAGAAAAAGAACGTCTTTGTAGAGTTCTATGCCCCGIGGTGCGGT .
GluValAlaPheAspG]uLysLysAan?BPheValGluPheTyrA]aPrOIrprsg%%v
3 fu}

CQCTGCAAGCAGCTGGCCCCCATCTGGGATAAGCTGGGAGAGACGTACAAGGACCACGAG
HlsCysLysGTnLeuAlaProI]eTrpgégLysLeuGIyGIuThrTerysAspHisgég

[folytatddik/
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9 ~(3)dbe.

AACATAGTCATCGCCAAGATGGACTCCACGGCCAACGAGGTGGAGGCGGTGAAAGTGCAS
AsnlleVallleAlalysMetAspSerThrAlaAsnGluValGluAlaValLysValHis
410 420

AGCTTCCCCACGCTCAAGTTCTTCCCCGCCAGCGCCGACAGGACGGTCATCGACZACAAT
SerPheProThrLeulysPhePheProAlaSerAlaAspArgThrVallleAsp lyrizg
430

GGGGAGCGGACACTGGATGGTTTTAAGAAGTTCCTGGAGAGTGGTGGCCAGGA&GGGGCC
G1yG1uArgThrLeuAspGlyPheLysLysPheLeuG]uSerGIyG]yG]nAspG]yiég
450

GGAGATGATGACGATCTAGAAGATCTTGAAGAAGCAGAAGAGCCTGATCTGGAGSAAGAT
GlyAspAspAspAspleuGl uAspLeuglgGl uAlaGluGluProAspleuGluGl uigg

GATGATCAAAAAGCTGTGAAAGATGALCTGTAACACAGAGAGCCAGACCTGGGCACCAAA
AspAspGinLysAlaVallLysAspGluleu
490

CCCGGACCTCCCAGTGGECTGCACACCCAGCAGCACAGCCTCCAGACGCCCGCAZACCCT

CCCAGFGAGGGAGCGTQGATTGGAAATGCAGGGAACTTTTCTGAAGCCACACTTCACTCT
ACCACACGTGCAAATCTAAACCCGTCTTCCTTTGCTTTTCAACTTTTGGAAAAGSGTTTA
TTTCCAGGCCAGCCCAGCCCAGCCCATCTTGGTGGGCCTTTTTTTTTAAATCGTGATGTA
CTTTTTTTGTACCTGGTTTTGTCCAGAGTGCTCGCTAAAATGTTTTGGACTCTCACGCTG
GCAATGTCTCTCATTCCTGTTAGGTTTATACTATCACT TTAAAAAAATTCCGTCTGTGGG

ATTTTTAGACATTTTTGGACGTCAGGGTGTGTGCTCCACCTTGGCCAGGCCTCCCTGGGA
CTCCTGCCCTCTGTGGGGCAGAACCAGGCAAGGC TGGACGGGTCCCTCACCTCATGCGGT

ATTGCCATGGTGGAGCGTGGCTCCTGCATCATTTGATTAAATGGAGACTTTCCGSTCTCT

BTCACAGGCCGCTCCCCAACCGTGACTGGAGGGTGTGGCTGGGCCAGGACAAGCCCAGCA
falvtatodik
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9 —(4)-cora_
CTGTGCCAGGCAGAACCGGGACCCT%CGTTTCCAGGCTGGGAGACAGCCAAGGATGCTTG
GCCCCCTCCTTCCCCAAGCCAGGGTCCTTATTGCTCTGTGATGTCCAGGGTGGCCTGAGG
SACAC

AGCTGAATCACATGTTGACAGTTCTTCAGGCATTTCTACCACAATATTGGAATTG

AITGGCCAAATAAAGTTAAAATTTTCTGCCAAAAAAAAAAAA
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a-

% ProGluGluGluAspHisValleuValleuArgLysSerAsnPheAlaGluhla
LeuhlaAlaliisLysTyrLeuleuValGluPheTyrAlaProTrpCysGlyllisCyslys
AlaLeuAlaProGluTyrAIaLysAIaAlaGlyLrsLeuLysAlaGluGlySerGlyIlel
ArgLeuAlaLysVaIAsﬁhlaThrGluGluSerAspLeuAlaGlnGlnTyrGlyValAE8;
GlyTyrProThrIlelysPhePheArgAsnGlyAspThralaSerProlysGluTyrThr .
AlaGlyArgGluAlaAspAspIleValhsnTrpLeulyslysArgThrGlyProflahla
ThrThrLeﬁ)( AspGlyAlaAIaAlaGluSerLeuValGluSerSerGluValAlaVal

'IleGlyPhePheLysAspVaIGIuSerAspSerAlaLysGlnPheLeuGlnAiaAlaGlu
AlallebsphsplleProPheGlyIleThrSerAsnSerAspValPheSerbysTyrGla
LeuAspLysAspGlyValValLeuPheLysLysPheAspGluGlyArgAsnAsnPheGlu
GlyGluValThrLysGluAsnLeuLeuAspPheIleLysHisAsnGlnLeuProLeuVal
IIeGluPheThrGIuGlnThrAlaProLysIIePheGlyGIyGlulleLysThrHisIIe
LeuLeuPheLeuProLysSerVaiSerAspTyrAsnGlyLychuSerAsnPheLysThr
AlaAlaGluSerPheLysGlyLysIleLeuPheIlePheIleAspSerAspﬂisThrAsp
AsnGInAerleLeuGluPhePheGlyLeuLysLysGluGIuCysProAlaValArgLeu

IIeThrLeuG1uGluGluHetThrLysTerysProGluSerGluGluLeuThrAlaGlﬁ -

ArgileThrGluPthysHisArsPheLeuGluGIyLysIleLysProHisLeuHetSer
GlnGluLeuProGIuAspTrpAspLysGInProValLysVaXLeuValGlyLysAsnPhe
_GluAspVa1AlaPheAsPGluLysLysAanulPheValGluPheTyrAlaProTrprs
Gly”isCysLysG]nLeuAlaProIleTrpAspLysLeuGlyGluThrTerysAspHis
GluAsnIleValIchlaLysHetAspSchhrAlaAsnGIuValGluAlaValLysVal
HisScrPthroThrLcuLysPhePthroA]aSerA]aAspArgThrValIchspTyr
AsnG]yG1uArgThrLcuAspGlyPthysLysPtheuG1uSerGlyGlyGlnAsbGly

AlaG]yAspAspAspAschuGIuAspLeuGluGluAlaGluGluProAspHetGluGlu

AsphspAspGlnLyshlaVallysAspGluLeu N
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5 '—(1 ) .abyau

10 20 30 ., 40 50 13 60

) Hetleuire

GAATTCGGGGCGGCGCCAACCGAAGCGCCCCGCCTGATCCGTGTCCGACATGCTGCGC
-1 1

ArgAlaLeuLeuCysLeuAlaValAlaAlaLeuValArgAlaAspAlaProGluG]uGlu

CGCGCTCTGCTGTGCCTGGCCGTGGCCGCCCTGGTGCGCGCCGACGCCCCCGAGGAGGAG

AspHisVa1LeuValLeuArzLysSerAsnPheAlaGluAlaLeuAlaAIaHisLysTyr
GACCACGTCCTGGTGCTGCGGAAAAGCAACTTCGCGGAGGCGCTGGCGGCCCACAAGTAC

LeuLeuVaIGluPheTyrAIaProTrprsGlyHisCysLysAlaLeuAlaProGluTyr
CTGCTG?TGGAGTTCTATGCCCCTTGGTGTGGCCACTGCAAGGCTCTGGCCCCTGAGTAT

AlaLysAlaAlaGlyLysLeuLysAlaGluGlySerGluIIeArgLeuAlaLysValAsp
GCCAAAGCCGCTGGGAAGCTGAAGGCAGAAGGTTCCGAGATCAGGTTGGCCAAGGTGGAC

AlaThrGluGIuSerAspLeuAlaGInGlnTyrGlyValArgGlyT&rProThrIleLysr

GCCACGGAGGAGTCTGACCTGGCCCAGCAGTACGGCGTGCGCGGCTATCCCACCATCAAG

PhePheArgAsnGlyAspThrAlaSerProLysG1uTerhrAlaGlyArgGluAlaAsp
TTCTTCAGGAATGGAGACACGGCTTCCCCCAAGGAATATACAGCTGGCAGAGAGGCTGAT
AspIIeValAsnTrpLeuLysLysArgThrGlyProAlaAlaThrThrLequdAspGly
GACATCGTGAACTGGCTGAAGAAGCGCACGGGCCCGGCTGCCACCACCCT%ZFTGACGGC

AlaAlaAlaGluSerLeuValGluSerSerGIuValAlaValIIeGlyPhePheLysAsp

GCAGCTGCAGAGTCCTTGGTGGAGTCCAGCGAGGTGGCTGTCATCGGCTTCTTCAAGGAC

ValGluSerAspSerAlaLysGlnPheLeuGlnAlaAlaGluAlaIleAspAsleePro
GTGGAGTCGGACTCTGCCAAGCAGTTTTTGCAGGCAGCAGAGGCCATCGATGACATACCA

PheGlyIleThrSerAsnSeEAspVaIPheSerLysTyrGlnLeuAspLysAspGlyVal
TTTGGGATCACTTCCAACAGTGACGTGTTCTCCAAATACCAGCTCGACAAAGATGGGGTT

ValLeuPheLysLysPheAspG1uGlyArgAsnAsnPheGluGlyGluValThrLysGlu
GTCCTCTTTAAGAAGTTTGATGAAGGCCGGAACAACTTTGAAGGGGAGGTCACCAAGGAG

AsnLeuLeuAspPheIleLysHisAsnGlnLeuProLeuValIleGluPheThrGluG]n
AACCTGCTGGACTTTATCAAACACAACCAGCTGCCCCTTGTCATCGAGTTCACCQAGC&G

ThrAlaProLysIlePheGlyGlyGluIleLysThrHislleLeuLeuPheLeuProLys
ACAGCCCCGAAGATTTTTGGAGGTGAAATCAAGACTCACATCCTGCTGTTCTTGCCCAAG

SerValSerAspTyrAspGIyLychuSerAsnPheLysThrAlaAIaGluSerPheLys
AGTGTGTCTGACTATGACGGCAAACTGAGCAACTTCAAAACAGCAGCCGAGAGCTTCAAG

G!yLysIleLeuPheIlePheIIeAspSerAspHisThrAspAsnGlnAercheuGlu
GGCAAGATCCTGTTCATCTTCATCGACAGCGACCACACCGACAACCAGCGCATCCTCGAG

PhePheGlyLeuLysLysGluGluCysProAlaValAraLeuIIeThrLeuGluGluGlu
TTCTTTGGCCTGAAGAAGGAAGAGTGCCCGGCCGTGCGCCTCATCACCCTGGAGGAGGAG

HetThrLysTerysProGluSerGIuGluLeuThrAlaGluArgIleThrGluPheCys
ATGACCAAGTACAAGCCCUAATCGGAGGAGCTGACGGCAGAGAGGATCACAGAGTTCTGC
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- ES "( :2 )-<£k)Vc~
HisArzPheLeuGluGlyLrsIleLysProHisLeuKetSerGlnGluLeuProGIuAsp
CACCGCTTCCTGGEGGGCAAAATCAAGCCCCACCTGATGAGCCAGGAGCTGCCGGAGGAC

TrpAséLysGInProValLysValLeuValﬁlyLysAsnPheGIuAsuValAlaPheﬁsp
TGGGACAAGCAGCCTGTCAAGGTGCTTGTTGGGAAGAACTTTGAAGACGIGGCTTTTGAT

GIuLysLysAana[PheValGluPheT}rAlaProTrprsGlyHisCyéLysGlnLeu
GAGAAAAAAAACGTCTTTGTGGAGTTCTATGCCCCATGGTGTGGTCACTGCAAACRGTTG

'Ala?ro[leTrpAspLyéLeuG[yGIuThrTerys&spHisGlyAsnIleValIIeAlar

GCTCCCATTTGGGRTAAACTGGGAG&GACGTACAkGGACCATGAGAACATCGTCATCGCC

LysHetAséSerThrAlaAsnGIu??lGIuAlaValLysValHisSerPheFroThrLeu
AAGATGG&CTCGACTGCCAACGAGGTGGAGGCCGTCA&AGTGCACAGCTTCCCCACACTCV

LysPhePheProAIaSerAla&spArzThrVaIIleAspTyrAsnG[yGlhArzThrLeu
AAGTTCTTTCCTGCCAGTGCCGACAGGACGGTCATTGATTACAACGGGGAACGCACGCTG )

AspGlyPhéLysLysPheLeuGluSerGlyGTyGlnAspGlYAléGlyAspAspAsﬁAsb
GATGGTTTTAAGAAATTCCTGGEGAGCGGTGGCCAGGATGGGECAG&GGATGATGACGAT

LeuGIuAspLeuGluGIuAlaGluGluProAspKetGluGluAspAspAspGlnLysAla
CTCGAGGACCTGGAEGAAGCAGAGGAGCCAGACATGGAGGAAGACGATQATCAGAAAGCT

490

VallLyshspGluLeutra ) . : ’
GTGAAAGATGAACTGTAAT@CGCAAAGCCAGACCCGGGCGCTGCCGAG&CCCCTCGGGGQ

CTGCACACCCAGCAGCAGCECACGCCTCCGAAQCCTGCGGCCTCGCTTGK&GGAGGGCGT
CGCCGGAAACCCAGGGARCCTCTFTdAAGTGACACCTCACCCCTACACACCGTCCGTTCA .

-CCCCCGTETCTTCCTTCTG&TTTTCGGTTTT}GGAAA&GGﬂTCCATCICCAGGCAGCCCA :

CCCTGGTGGGGCTTGTTTCCTGAAACCATGATGTACTTfTTCATRCATGAGTCTGTCCAG
AGTGCTTGCTACCGTGTTCGGAGTCTCGCTGCCTCCCTCCCGCGGGAGGTTTCTCCTCTT
TTTGA&AATTCCGTCTGTGGGATTTTTAGACATTTTTCGACATCAGGGTATTTGTTCCAC
CTTGGCCAGGCCTCCTCGGAGAAGCTTGTCCCCCGTGTGGGAGGGACGGAGCCGGACTGG

'ACATGGTCACTCAGTACCGCCTGCAGTGTCGCCATGACTGATCATGGCTCTTGCATTTTT
'GGGTAAATGGNGACTTCCGGATCCTGTCAGG&TGTCCCCCATGéCTGGAnGAGGAGCTGG

TGGCTGCCAGCCCTGGGGCCCGGCACAGGCCTGGUCCTICCCCTTCCCTCAAGCCAGGGC

. TCCTCCTCCTGTCGTGGGCTCATTGTGACQACTGGCCTCTCTACAGCACGGCCTGTGGCC

TGTTCAAGGCAGAACCACGACCCTTGACTCCCGGGTGGGGAGGTGGCCAAGGATGCTGGA
GCTGAATCAGACGCTUACAGTTCTTCAGGCATTTCTATTTCACAATCGAATTGAACACAT

TGGCCAAATAAAGTTGAAATTTTACCACCAAAAAAAAAAAAAAAAA,
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6 .chrec

Clol Hind L

BomHI

SV40

EcoRI EcoRI
) promoter

\ip

Ap

pT38P-3 pTB 389

EcoRl emésztés
2.4 kb DNS
EcoRI emésziés

Ap  pTB745 \y ’
POI ’

EcoRl
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8. deCL,

EcoR1 EcoR1

———
Pstl trp
f promoter
/KPC '/Apc'

pT3BP-3

ptrp 78I

Clal, Pstl
enésztés
Avol emésziés 1.47 kb /EcoRl, Pstl emdsztés
0.85kb 3.2 kb

DMS polimerédz
ligdléds szintetikus
EcoRI,Clal Emésziés

0.49 kb
L

T4 NS 1iadz

* szintetikus adapter

SAATTCTATGGCGCY
¥GATACCGCG?
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- 9. dbra_
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10. dbre

Sacl enésztés
14 polimerdz

Sall linker
sall-Clal EmEsztés

Scal-Ciol  gpésztés Sail-scal enésztés
0.65kbp DNS 3.8kbp DNS 6.2 kbp DNS
T4 ligéz

BomHl

EcoR1 Sall
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