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KIVONAT

A taldlmany targya eljaras onkoprotein-aktivitast g&tlé
vegyliletek kimutatdsdra. A vegyliletek onkoprotein aktivitast
gatloéként torténd azonositasa egy riporter gén transzkripcid-
jat befolydsold képességiikdn alapszik. A riporter gén transz-
kripcidéja egy fazidés onkoproteinnek a DNS egy meghat&rozott, a
riporter gén promotere eldtt 16v5 kotdhelyéhez vald kapcsolo-
dasatdl filigg. A fGzidés onkoprotein egy onkoprotein eredetl, a
transzkripciét szabalyozd szakaszt, valamint egy mds fehérjé-

b3l szarmazd DNS kotdhelyet tartalmaz.
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A talalmany rékellenes hatéanyagok azonositédsara szol-
gilé mbédszerekre vonatkozik.

A sejtekben el&forduld onkogének termékeit tekintik
sokféle rakos megbetegedés végsd eldidézdjének [Bishop J.M.,
Science 235, 305-310 (1987); Barbacid M., Ann. Rev. Biochem.
56, 779-827 (1987); Cole M. D., Ann. Rev. Genet. 20, 361-384
(1986); Weinberg R. A., Science 230, 770-776(1985)]. Ezek az
onkogének onkoproteineket kédolnak, amelyek a sejtben maradva
gyakran olyan meghatérozott sejtkomponensekben fordulnak eld,
mint a sejtmag, a citoplazma vagy a sejtmembran.

Konkrét példaként a virus, illetve sejt eredetd "fos"
és "myc" onkogének kédoljak a "Fos" valamint a "Myc" fehér-
jéket. Mind a "Fos", mind pedig a "Myc" jelent8s mérvl ter-
melddése egy sor kiilonbdzd sejttipusndl a sejtek korlatlan
szaporodasat teszi lehetdvé sejttenyészetekben (Bishop J. M.,
Cell 42, 23-38 (1985); Weinberg R. A., Science 230, 770-776
(1985)]. Akar a "Fos", akdr a "Myc" taltermelddése normalis
patkany fibroblaszt sejtekben egy aktivalt "ras" onkogén
termék kifejezddésével egyitt, transzformalja a fibroblasz-
tokat és felruh&zza Oket azzal a képességgel, hogy €18 alla-
tokban daganatokat alakitsanak ki [Land H. et al., Nature
304, 596-601 (1983); Ruley H. E., Nature 304, 602-606
(1983)].

A "Fos" és a "Myc" olyan onkoproteinek, amelyek fosz-
forilaltak, a sejtmagban helyezkednek el, és képesek a
transzkripciét befolyédsolni [Donner P. et al., Nature 296,
262-266 (1982); Watt R. A. et al., Mol. Cell Biol. 5, 448-456

(1985); Renz M. et al., Nucl. Acids Res. 15, 277-292 (1987)]-



Az Gjabb vizsgadlatok azt valdészintisitik, hogy az onkopro-
teinek, mint péld&ul a "Fos" és a "Myc" oly médon valtoztatjak
meg a gének kifejezddését és biztositanak halhatatlansagot a
sejteknek, hogy meghatarozott célgének promoter aktivitasat
szabalyozzdk és 1igy aktivalié&k vagy represszaljak ezeknek a
célgéneknek a transzkripci6éjat [példdul Varmus H. E., Science
238, 1337-1339 (1987); Kingston R. E. et al., Cell 41, 3-5
(1985); Bishop J. M., Cell 42, 23-38 (1985); Weinberg R. A.,
Science 230, 770-776 (1985)].

Mas onkoproteineket is részesnek tartanak a gének sza-
balyozasdban. A "v-jun" (virdlis "jun") onkogénnek a sejt-
magban el&forduld terméke példaul a DNS meghatéarozott helyei-
hez k&tddik [Struhl K., Cell 50, 841-846 (1987)] és homoldg a
sejt eredetf "c-jun" (cellularis “jun") géntermékkel, amely
szintén a DNS meghatdrozott helyeihez k&tddik. A *jun" gén
terméke azonosnak mutatkozik a korabban leirt AP-1 transz-
kripciés faktorral [Bohmann D. et al., Science 238, 1386-1392
(1987)1-

Kivanatos volna azonositani onkoprotein aktivitést gat-
16 hatast vegylileteket. Az onkoprotein aktivitas gatléasaval
ugyanis az onkoprotein altal indukalt sejtnovekedés gatlasara
és/vagy ellendrzésére nyilhatna méd. Kiilén&sen kivanatos vol-
na olyan onkoprotein inhibitorok azonositdsa, amelyek nem be-
folyasoljak a sejtben az onkoproteinek normdlis megfeleldinek
aktivitasat. Az ilyen gatlészerek gybgyaszati alkalmazésa eld-
nyds lenne az olyan betegségek kezelésében, amelyek sorén az
onkoprotein kifejezddése és aktivitasa szerepet 3jatszik a

sejtburjénzas eldsegitésében, illetve a sejt transzformalt
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4llapot&nak fenntartésaban.

Mostanaig azonban nagyon Kkeveés onkoprotein inhibitort
azonositottak. Az ilyen gatldszerek azonositasat megnehezitet-
te, hogy nem &llt rendelkezésre olyan, egyszeri, olcsd és
megbizhatd szOrdvizsgdlati médszer, amely alkalmas a potenciéa-
l1is inhibitorok é&s aktiv szarmazékaik kivalasztasara. A jelen
talalmany egy ilyen szirdvizsgdlati médszert nyGjt. E meghata-
rozis alkalmaz&sa révén az onkoprotein aktivitas gatldszerei
kivélaszthaték, &és kivant esetben tovabb vizsgdlhaték annak
érdekében, hogy kiszlirhetdk legyenek koziilik azok, amelyek
Altaldban gatoljadk a normdlis transzkripciét vagy pedig az
onkoproteinek sejtekben eldforduld normdlis homoldégjainak
miik6dését akadalyozzék.

Felismerve annak a szerepnek a fontossigat, amelyet az
onkoprotein inhibitorok  jatszhatnak sokféle rakbetegség
gydgykezelésében, valamint tudatdban annak a ténynek, hogy
nincs olyan, egyszer( vizsgdlati rendszer, amellyel ezek a
gatlészerek kivadlaszthatdok lennének, megvizsgdltuk Kkiméra
onkogén konstrukcidk alkalmazhatésagat az onkogének kifeje-
z8dését befolyasold hatdéanyagok azonositasara eukariédta
gazdaban végzett "in vivo" tesztben mint modellrendszerben.
Ezek az er&feszitések egy olyan, egyszerQ és olcsd vizsgéalati
médszer kifejlesztéséhez vezettek, amely alkalmas az emlds
onkoproteinek biolégiai aktivitasat gatld anyagok Kkimuta-
t&séara.

A talalmany gyors, megbizhatd és pontos mbédszert biz-
tosit vegyilileteknek, ideértve a human gyégyszereket is, az

onkoprotein aktivitas gatlészereként és igy rékellenes
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hatdanyagként vald objektiv azonositasara.

A taladlmdny médszert nyajt tovabba a bioaktiv onko-
protein-gatlé vegyliletek hatasmechanizmusdnak azonositéasara
és osztdlyozaséara.

A taldlmany tovabba onkoprotein-gatld vegyliletek és
ezek Kkeverékei nyers készitménybsl tdrténd elkiilénitésének és
tisztitas&nak nyomonkdvetésére is moédszert biztosit.

A talalmany tehat vegyliletek onkoprotein aktivitast
g4tloként térténd azonositasira és osztélyozdasara szolgaldé
nédszerre vonatkozik, amelynek értelmében meghatérozzuk az
adott vegyliletnek egy riporter gén kifejezddését befolyasold
képességét, middn a riporter gén kifejezddése miksdési kapcso-
jatban van egy fazids onkoprotein transzkripciét szab&dlyozd
aktivitasaval. A mdédszer &ltaldnossagban abban 411, hogy (a)
kialakitunk egy olyan gazdasejtet, amely tartalmaz egy DNS
kdtdhellyel miikoddképesen kapcsolt riporter gént, valamint egy
onkoprotein fGzidés gént, amely egy, a DNS k&tdhelyhez kapcso-
16dni képes flGzids onkoproteint kédol (vagyis a riporter gén
kifejezddését a DNS-hez kapcsolédott f0zids onkoprotein
iranyitja); (b) a gazdasejtet érintkezésbe hozzuk a vizsgilan-
dé vegyiilettel; (c) meghatédrozzuk a riporter gén kifejezddé-
sét. A riporter gén kifejezbdésének mértékében észlelhetd
csdkkenés olyan vegyiiletet jelez, amely gatolja az onkopro-
tein aktivitast.

A taldlm&ny targya tovabba eljaras vegyliletek onkopro-
tein-aktivitast gatld képességének azonosit&sara oly mddon,
hogy meghat&rozzuk az adott vegyliletnek egy riporter molekula

onkoprotein &ltal indukalt kifejezddését gatld képességét. A



médszer abban &l11, hogy: (a) egy elsd gazdasejtet tenyésztilink
a vizsgadlanddé vegylilet jelenlétében, amely elsd gazdasejt egy
vagy tobb, fGziés proteint kédold, valamint riporter gént
tartalmazd rekombindns konstrukcidéval van transzformdlva oly
médon, hogy a riporter gén kifejezddése mikdédési kapcsolatban
van a fGziés protein kifejezddésével; (b) egy mésodik gazda-
sejtet tenyésztilink ugyanazon vegylilet jelenlétében, amely ma-
sodik gazdasejt egy vagy tébb, fazids onkoproteint kédold,
valamint riporter gént tartalmazdé rekombindns konstrukcidéval
van transzformalva oly médon, hogy a riporter gén kifejezddé-
se mOkddési kapcsolatban van a fGziés onkoprotein kifejez&dé-
sével; (c) Osszehasonlitjuk a riporter gén kifejez8dését a két
rendszerben.

A talalmany szerinti médszerhez haszndlhatd gazdasejtek
eldnydsen élesztd- vagy tenyésztett allati sejtek lehetnek.

Az alsibbi ismertetésben egy sor, a rekombindns DNS
technolégisban hasznalatos kifejezés fordul elS. A részletes
leiras, az igénypontok &s az oltalmi kdr vilagos érthetdsége
érdekében a kdvetkezdkben megadjuk a definicidkat.

"Mikddési kapcsolat" - Két makromolekularész elrende-
z8dése olyan, hogy az egyik aktivitasanak megvaltozdsa hatéast
valt ki a masikon. Igy egy promoter rész aktivitasanak meg-
vAltoztatdsa alkalmas egy mikddési kapcsolatban levd génsza-
kasz kifejez®désének befolydsoldsdra és/vagy szabalyozasara.
példaul egy promoter résszel mikodési kapcsolatban levd gén-
szakasz transzkripciéjat a promoter  aktivitasat "aktivalo"
tényez8k indukaljéak; hasonléképp a promoter résszel mlkodési

kapcsolatban levd génszakasz transzkripciéjat gatoljadk a
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promoter aktivitéasat "represszald" tényezdk. Ilyen médon a
promoter szakasz akkor van n(kddési kapcsolatban egy fehérjét
k6dolé génszakasszal, ha a promoter aktivitéasa hatéassal van
az adott génszakasz transzkripcidjéra.

"Faziés konstrukcié" - Altalanossagban olyan rekombi-
nans génekre vonatkozik, amelyek fziés proteineket és fGzibs
onkoproteineket kédolnak.

"FGzibés protein" - Hibridfehérje. Egy hibridfehérje
olyan protein, amelyet legaldbb két kiiloénbdzd proteinbdl
szarmazd részletekbdl hoztak 1létre. A 1leirdsban abban az
értelemben hasznilatos, hogy a fGzids protein rendelkezik (a)
egy a transzkripciét szabalyozd szakasszal, amely egy olyan,
transzkripciét szabalyozd fehérjébsdl szarmazik, amely nem
onkoprotein, és (b) egy DNS ko&td szakasszal, amely egy DNS
k6t8 fehérjébdl szarmazik. A fazidés protein szerkezete olyan,
hogy a transzkripciét szabadlyozd szakasz és a DNS kotd szakasz
elrendezése lehetdvé teszi mindkét régid bioldgiai aktivita-
sat. A transzkripcidét szabalyozd szakasz forrasiul szolgald
fehérje és a DNS kdtdhely forrasaul szolgdlé fehérje kiildnbo-
28, azaz a két szakasz egymashoz képest heteroldg.

A fGzidés protein transzkripcidt szabalyozd szakasza a
célgének transzkripciéjat az adott szakasz természetes bio-
16giai aktivitasatél fiiggden gdtolhatja vagy serkentheti.
Jelen értelemben a "fGzids protein" kifejezés nem vonatkozik a
talalmany szerinti faGzids onkoproteinekre, az alabb leirtaknak
megfelelden.

A "flzids protein gén" kifejezés fzidés proteint kédold

DNS szakaszra vonatkozik. A fGzils protein gén adott esetben
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tartalmazhat tovabba a transzkripciéjanak és transzlacidéjéanak
szab&lyozasara szolgdld szakaszokat.

"FGzi6és onkoprotein" - Olyan hibridfehérje, amely két
kii18nbdz8 fehérjébdl szirmazd szakaszbdl all. Jelen értelem-
ben a fGzibés onkoprotein olyan hibridfehérjét jelent, amely
rendelkezik (a) egy, a transzkripcidt szabdlyozdé szakasszal,
amely transzkripciét szabdlyozd onkoproteinbdl szérmazik, és
(b) egy DNS-kotd szakasszal, amely egy DNS-kotd fehérjébdl
szdrmazik. A fGzibs onkoprotein szerkezete olyan, hogy a
transzkripciét szabdlyoz6é6 szakasz és a DNS k6td szakasz el-
rendezése lehetdvé teszi mindkét régié biolégiai aktivitéasat.
Az onkoprotein, azaz a transzkripcidt szabdlyozd szakasz for-
risa eltérd a DNS kotd szakasz forrasatdl, tehat a két szakasz
egymashoz képest heterolég.

A fdziés onkoprotein transzkripciét szabalyozd szakasza
a célgének transzkripciéjat az adott szakasz természetes bio-
16giai aktivitasatél filiggden gitolhatja vagy serkentheti.

A "fGzidés onkoprotein gén" kifejezés fGzids onkopro-
teint k6dold DNS szakaszra vonatkozik. A f4zids onkoprotein
gén adott esetben tartalmazhat tovabba a transzkripcidéjénak
és transzlacidjanak szabdlyozésira szolgald szakaszokat.

"yarians" - Olyan fehérjemolekula "variansa", pl. egy
faziés protein vagy egy f£fGzids onkoprotein variénsa, olyan
fehérjemolekula, amelynek aminosav sorrendje jelentds mérték-
ben hasonld, de nem megegyezd annak a fazibés proteinnek vagy
fGziés onkoproteinnek az aminosav sorrendjével, amely a ter-
mészetben eldforduld szakaszokbbl all.

A "jelentds mértékben hasonld" aminosav sorrend olyan
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aminosav sorrendet jelent, amely nagymértékben homoldg, de
nem azonos a fGzibés protein illetve a fGzibés onkoprotein
aminosav sorrendjével. A nagymértékben homoldég aminosav sor-
rend feltétele a legal&bb 80 %-os hasonlésdg és esetleg kisebb
mértékd homoldgia, kiildndsen ha a homolégia a fontos szaka-
szokon koncentralédik és a hasonldésig sziikséges a fehérje
hatékonysé&gahoz.

"Funkciondlis szdrmazék" - Jelen értelemben egy fGzibs
protein vagy fGzids onkoprotein "funkciondlis szarmazéka" az
a fehérje, amely a taldlmany szerinti onkoprotein konstrukcidk
bioldégiai aktivit&sdhoz jelentds mértékben hasonld biolégiai
aktivitassal rendelkezik. A "jelentds mértékben hasonld" je-
lentése mindségileg hasonld, de mértékében eltérd bioldgiai
aktivitds. Egy fGziés onkoprotein funkciondlis szarmazéka
példaul felismerheti ugyanazt a célpontot mint a fGzidés onko-
protein, de nem azonos affinitéssal. Hasonléképp, egy faziods
protein funkciondlis szdrmazéka felismerheti ugyanazt a cél-
pontot, mint a fGziés protein, de nem azonos affinitéassal.

Ebben az értelemben "funkcionadlis szdrmazéknak" mindsiil
példaul egy olyan peptid, amely tartalmazza a tald&lmany sze-
rinti hibridfehérje aminosav-vazat, valamint tovabbi, a hib-
ridfehérjében rendszerint eld nem forduld szubsztituenseket.
Az ilyen szubsztituensek javithatjadk a szarmazék oldhatdsagat,
felszivédasat, biolégiai felezési idejét stb. A szubszti-
tuensek masrészt csdkkenthetik a szarmazék toxicitasat, meg-
sziintethetik vagy mérsékelhetik a szarmazék nemkivanatos
mellékhat&sait, stb. Az ilyen haté&sokat kivaltani képes

szubsztituenseket a Remington's Pharmaceutical Sciences (1980)
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cim@ munka ismerteti. A szubsztituenseknek a fehérjemolekulédk-
hoz tdrténd kapcsoldsdra szolgdld médszerek a szakmdban koz-
ismertek.

Egy hibridfehérje funkcionalis szdrmazéka adott esetben
tartalmazhat poszttranszléaciés médositasokat is, amilyen pél-
dsul a kovalensen kotott szénhidrat, attdl filggden, hogy
sziikségesek-e ezek a médositéasok a taldlm&ny szerinti médszer
kivitelezéséhez.

A "funkciondlis szArmazék" kifejezés alkalmazasanak a
célja a funkcionilis "fragmens", "yari&ns", "analdég" vagy
nkémiai szarmazék" Osszefoglald elnevezése egy adott moleku-
lara vonatkozdan.

wyslasz" - Barmely olyan paraméterben bekdvetkezett
valtozast jelent, amely alkalmas egy adott vegyiilet azon ha-
taisinak mérésére vagy leirédsara, amelyet az a talalmédny sze-
rinti onkoproteinek vagy £Gzids onkoproteinek aktivitéséara
gyakorol. A véalasz fellelhetd fizikai v&ltozasként (mint
példaul valtozas a fenotipusban), vagy fellelhetd molekuléris
viltozasként (mint példaul a reakcidsebesség vagy az affini-
tisi 4&llandd® megvaltozasa). A valasz kimutatidsa barmilyen
alkalmas médon kivitelezhetd.

"yegyiilet" - Olyan kémiai anyagot jelent, amely egy-
arant lehet szilard, folyékony avagy légnem halmaz&llapotG. A
kifejezés vonatkozik szintetikus vegyiiletekre és természetes
anyagokra é&ppagy, mint az olyan makromolekulékra, mint a
polipeptidek, a polinukleotidok vagy lipidek, valamint a ki-
sebb molekuldkra, amilyenek példaul a neurotranszmitterek, a

ligandumok, a hormonok vagy az alapvegyiiletek.



90e¢ S0ee a0 0500 oo
. . .

. . ¢ oas
e e e s e o .
.o o se ese X}

- 11 -

wBioaktiv vegyiiletek" - A kifejezés barmely olyan ve-
gyiiletre vonatkozik, amely mérhetd valaszt idéz eld a talal-
miny szerinti vizsgélati rendszerekben.

"promoter" - Azt a DNS szakaszt Jjelenti, amely az 5
végen a transzkripcid kezddpontjdnak kozelében helyezkedik
el, és mUkddési kapcsolatban van az atirt szakasszal. A pro-
moter tartalmazhat egy vagy tobb szabilyozdegységet vagy
modult, amelyek befolyasoljék a mikddési kapcsolatban levd
gén transzkripcidéjat.

"Expresszidé" - Az a folyamat, amelynek soran a génben
tarolt informdcié megnyilvanul. Amennyiben a gén valamely
fehérjét kédol, ugy az expresszidé magaban foglalja a DNS
stirédisat mRNS-re, adott esetben az mRNS érési folyamatéat,
valamint az érett mRNS transzlaciéjat fehérjévé.

Egy nukleinsav molekulat - amilyen egy DNS vagy gén -
nexpressziéképes"-nek neveznek abban az esetben, ha a mole-
kula tartalmaz egy adott polipeptidet k6doldé szakaszt, vala-
mint olyan szabalyozd szakaszt, amely megfeleld gazdakdzegben
lehetdvé teszi a DNS-ben tarolt genetikai informdcidé transz-
kripciéjat, érési folyamatat és transzlaci6éjat fehérjetermékké
amennyiben a szabdlyozd szakasz nilkddési kapcsolatban levd a
polipeptidet k&6dold nukleotid szakasszal.

"K1énozd vektor" - Barmely olyan molekula lehet, amely
képes nukleinsav szakaszt gazdasejtbe juttatni k1énoz&s cél-
jabdl. A kldnozd vektorok lehetnek plazmidok vagy fagok, koz-
tiik azok, amelyek autondm replikaciéra képesek a gazdasejt-
ben. Masrészrdl alkalmasak ilyen célra azok a DNS molekuléak

is, amelyek képesek beéplilni a gazdasejt kromoszomdlis DNS-
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ébe, koziillik is kiilonosképp azok, amelyek stabil médon épil-
nek be a gazdasejt kromoszomdlis DNS-ébe, lehetdvé téve az
ilyen molekulak &roklddését az utdédokban.

A klénozd vektorokat gyakran jellemzik egy vagy néhany
endonukledz felismerdhellyel, amelyeknél ezek a DNS szakaszok
meghatarozott médon hasithaték a vektor esszencidlis biold-
giai tulajdonsagainak elvesztése nélkil. Az ilyen hasitéasi
helyekbe DNS szakaszok épithetdk be annak érdekében, hogy
replikédlédhassanak és klénozbdbdhassanak.

A klénozdé vektor tartalmazhat tovabba jeldlést (mar-
kert), amely alkalmas az adott klénozé vektorral transzfor-
malt sejtek azonositasara. A markergén példaul lehet egy
olyan gén, amely meghat&rozott antibiotikum rezisztenciaval
ruhazza fel a gazdasejtet.

"Expressziés vektor" - A k16nozé vektorhoz hasonléan
olyan vektort jelent, amelyet azonban kifejezetten arra a
célra terveztek, hogy a transzformacidét kévetden biztositsa a
feltételeket a klénozott gén expresszidjahoz a gazdasejtben.
Az ilyen feltételek biztositiasanak egyik médja olyan expresz-—
szidés vektorok alkalmazasa, amelyek transzkripcidés és transz-
l4ciés szabalyozd szakaszokkal rendelkeznek. Ezeknek a transz-
kripciés és transzl&cids szab&lyozd szakaszoknak képeseknek
kell 1lenniiik arra, hogy mkodési kapcsolatban legyenek az
adott klénozott génnel. Masik mdédja a megfeleld feltételek
biztositasanak olyan expresszids vektorok alkalmazasa, amelyek
olyan klénozé hellyel vagy helyekkel rendelkeznek, ahova a
kivant klénozandd gén, valamint az expresszibés szabalyozd

szakaszok beépithetdk.



*9ev 599 0cse9 000 e
. . Y .

.
. . . tos [
.

- 13 -

Az expressziés vektorokban a k1énozandd gén &altalaban
mikddési kapcsolatban van bizonyos szabalyoz6é szakaszokkal,
példaul a promoter szakaszokkal. Az expresszids szabdlyozb
szakaszok kiilénbdz8ek lehetnek attdél filiggden, hogy a vektort a
mik3dési kapcsolatban levd génnek prokariéta vagy eukaridta
gazdaban valdé expresszibjara tervezték, és ennek megfelelden
tartalmazhatnak még transzkripcidés elemeket, igy példaul foko-
z6 (enhancer) elemeket, terminaciés szakaszokat, valamint szd-
vetspecifikus elemeket és/vagy transzldciés inicidcidés és ter-
mindcibés helyeket.

nGazda" - Olyan mikroorganizmust jelent, amely a k1l6no-
z6 vagy expresszids vektor befogadéja. A talalmany szerinti
gazda eldnydsen élesztd vagy tenyésztett 4llati sejt, példaul
emlds- vagy rovarsejt. Kiildndsen eldnyds esetben az élesztd
gazda Saccharonmyces cerevisiae. Egy masik kiiléndsen eldnyoSs
esetben az emlds gazda tenyésztett CV-1 vagy NIH3T3 sejt.

A transzkripciét szabalyozé fehérjék &ltalaban képesek
meghatarozott DNS szakaszokhoz k6tddni és szabdlyozni megha-
tarozott promotereket amelyek ezeket a szakaszokat tartalmaz-
zak. Az ilyen fehérjéknek &ltalaban legalébb két funkcidjuk
van, az egyik a DNS-hez vald kdtddés, a masik pedig a transz-
kripcié szabdlyozasa. A DNS-hez kétddve a fehérje transzkrip-
ciét szabalyozd szakasza megvaltoztatja (aktivdlja vagy re-
presszalja) a szabdlyozd fehérje DNS-k6td helyével mikodési
kapcsolatban levd gén transzkripcidjat.

Sok, a DNS-hez koétddd szabéalyozdéfehérje esetében a DNS-
x&6t8 és a transzkripcidét szabdlyozd funkcid két kiilén helyen

van. Ezek a szakaszok gyakran kiilonalld egységek és az amino-
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sav lanc fizikailag elkiildnithetd pontjain foglalnak helyet.
Ezeket az egységeket szétvalasztva a természetes DNS-hez ko&td-
dd szabalyozbé6fehérjékbdl szarmazékok 4llithatdk eld. Az ilyen
szarmazékok példdul rendelkezhetnek a DNS-hez valé kotddés ké-
pességével, de a DNS transzkripciéjat nem tudjak szabilyozni.
Ezek a szArmazékok lehetnek tovébba olyanok is, amelyek egy
adott szabalyozéfehérje DNS-kotd helyét és egy masik szabalyo-
z6fehérje transzkripciét szabalyozd szakaszat tartalmazzak.

A taldlmény értelmében eljarva két kiilénbdz8 fehérjébdl
szarmazd szakaszok egyetlen "fGziés" fehérjében vald egyesi-
tése révén olyan fehérje hozhaté 1létre, amely az eredeti sza-
kaszok kombindlt tulajdonsdgaival rendelkezik és az ilyen fe-
hérje felhasznalhatd azoknak a vegylileteknek és egyéb fakto-
roknak az azonositasira és jellemzésére, amelyek megvaltoz-
tatjak, vagy egyéb mddon befolyasoljdk az egyesitett szaka-
szok egyikének aktivitasat.

A talalmany szerinti médszerekben vald alkalmazhaté-
saghoz a gazdaszervezeteknek legalabb két genetikai konstruk-
ciét kell hordozniuk; az egyik konstrukcid a fGzidés protein
vagy a fGziés onkoprotein expresszidjdra képes génszakaszt
szolgaltatja, a masik konstrukcid pedig a riporter gént tar-
talmazza. Sziikséges, hogy az ilyen, gazdaszervezetben levd
riporter gén promotere tartalmazzon olyan helyet, amelyet a
fzidés protein vagy a fazids onkoprotein DNS-k&td szakasza
felismer. Ilyen mdédon a riporter gén szintézisének expresz-
sziéja (vagy represszidéja) a faziés protein vagy a f£fGzids
onkoprotein expresszidjatol és a riporter gén promoteréhez

vald kotddésétdl fiigg.
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A talalmany szerinti médszer soréan eldnydsen két gazda-
szervezet keriil felhasznidlasra. Az egyik gazdaszervezet a
fazi6és protein konstrukcidét, a m&sik gazdaszervezet a fGzids
onkoprotein konstrukciét hordozza és mindkét gazda rendelkezik
ugyanazzal a riporter gén Xkonstrukciéval. Emellett az elsd
gazdaszervezetben 1&vo fGzibés protein konstrukcid DNS-ko6to
helye eldny8sen azonos a fﬁziés_onkoprotein konstrukcid DNS-
k5td helyével. Mindkét gazdaszervezetet kitéve egy adott ve-
gylilet hatédsénak és Ssszehasonlitva a riporter gén kifeje-
z8dését a két gazdaszervezetben, a szébanforgd vegyliletnek az
onkogén &ltal indukalt transzkripcidt specifikusan gatldé (nem
pedig a transzkripciét altaldban gatld) képessége meghataroz-
haté.

Az elsd gazdaszervezetben 1é6v8é fGzidés protein konstruk-
cié transzkripciét szabalyozd szakasza lehet barmely, a sza-
balyozdsra - eldnydsen a transzkripcidé aktivalasara - képes
szakasz. Alkalmas példaul a masodik gazdaszervezetben 1évdé fa-
2zi6s onkoprotein konstrukcidban hasznalt onkoprotein transz-
kripciét szabdlyozd szakasz normalis sejtben megtaldlhatd
ellenparja. Masrészrdl - kiiléndsen, ha az onkoprotein normal
sejtben el&forduld ellenparja ismeretlen, vagy azonos az
onkoproteinnel - egy mas transzkripcidét szabdlyozd fehérje
transzkripciét szabalyozd szakasza is haszndlhaté. Kivant
esetben a szabalyozbfehérje transzkripciét szabalyozd sza-
kaszanak alkalmazdsa is eldny8s lehet, annak biztositéasara,
hogy valamely potencidlis inhibitorként azonositott vegylilet
nem a transzkripcidét &altaléaban gatolja.

A talalmany szerinti mddszer alkalmas azoknak a vegyi-



o
.: 'O.: ..O: 3". e

.
. ¢ see o

.
e oo ®a eee e

- 16 -

leteknek az azonositasara, amelyek a transzkripciét onmaguk-
ban gatoljdk. A talalmany szerinti médszer olyan vegyliletek
azonositasara is alkalmas, amelyek gatoljdk, vagy mas mbédon
zavarjadk a fehérjék oligomerizdciéjat, kildndsen, ha ez az
oligomerizédcié a markergén transzkripciéjanak szabdlyozasdhoz
sziikséges. Anélkiil, hogy korlatozni kivannank a taléalmany
szerinti médszerrel azonosithatd biolégiailag aktiv vegyiile-
tek hat&smechanizmus&nak korét egy adott hat&smechanizmusra,
megemlitjiik, hogy sok DNS-két8 fehérje transzkripcidt szaba-
lyoz6 szakasza kdlcsdnhatasba 1léphet (oligomerizalhat) egy
masodik, nem DNS-k&td fehérjével és oligomer alakban stimulal-
ja a mikodési kapcsolatban levd gének transzkripcidjat. Ennek
megfelelSen azoknal a taldlmany szerinti fGziés konstrukcibk-
nial, amelyeknél a transzkripciés aktivitéashoz oligomerizécid
szilikséges, az ilyen oligomerizdciét gatld vegyliletek az onko-
protein aktivitast is gatoljak.

Barmely DNS-k&étd vagy transzkripciét szabalyozd fehér-
je, de kiildéndsen az eukariéta fehérjék felhasznalhatdék a ki-
vant szakaszok forrdsdul a talalmany szerinti fazidés protein
6s fazids onkoprotein konstrukcidkban. Sok transzkripciot
szabidlyozé fehérje ismeretes. A transzkripcidét szabalyozd fe-
hérjéket, valamint ezen fehérjék szakaszainak a jellemzésére
sz0lgald moédszereket Johnson é&s McKnight ismerteti [Annu.
Rev. Bioch. 58, 799-839 (1989)].

Azok a talalmany szerinti konstrukecidk, melyek tartal-
maznak (1) DNS-k&étd szakaszt és (2) a szakasz altal felimert
DNS-k&t3 elemet, a gazdasejthez képest lehetnek mind homolég,

mind pedig heterolégok. ElGnydsen heteroldg DNS-k&td szakaszt
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és elemet haszn&lunk. Kiiléndsen eldnyds esetben, eukaridta
gazdaszervezetekben, a DNS-k&t& elem, valamint az ehhez kétddd
fehérje DNS-kotd szakasza prokariéta eredettl. A taldlmany sze-
rinti médszerben a prokariéta szabdlyozdelemek eukaridta gaz-
daszervezettel tdérténd alkalmazdsa eldnyds, mivel ez nagymér-
tékben csdkkenti annak a lehetﬁségét, hogy a gazdaszervezet
olyan endogén elemet tartalmazzon, amely letitr&lé&ssal, higi-
tassal vagy mas mdédon megzavarna a talalmany szerinti médszer
4ltal szolgadltatott adatok kiértékeléseét.

Jéllehet a talalmany szerinti mdédszerek kivitelezéséhez
nem okvetleniil sziikséges, abban az esetben, middn a kivalasz-
tott, transzkripciét regulalé szakasz nem az onkoprotein nor-
malis sejtben eldforduld ellenparja (példdul nem a v-Myc el-
lenparja, a c-Myc), Ggy kivanatos lehet olyan szabalyozdéfehér-
jébdl szarmazd szabalyozd szakasz alkalmazisa, amely az onko-
proteinnel azonos csoportba sorolhatd a DNS-kdtddés tekinte-
tében. Sok szabalyozé-fehérje, melyek DNS-ko6td helyében homo-
16gia van, a transzkripcid szabalyozasara gyakorolt hatasat
illet®en is hasonlé.

Két jellemzd DNS-kdtd elem a kettds csavar (helix~-turn-
helix) és a cink ujj (zinc finger) mintazat. Az alabbi fehér-
jék cink ujj mintazatot tartalmaznak: a GAL4, HAP1l, ADR1,
SWIS5, ARGRII és a LAC9O élesztdfehérjék, a cys-3 Neurospora fe-
hérje, a "kruppel", "spnail®, "hunchback", "serendipity", vala-
mint a "hairy wing" szupresszor Drosophila fehérjék, végiil a
gerinces fehérjék koziil az Spil, H2TF-1/NF-kappaB-szer( fehér-
je, a PRDI, TDF, GLI, Evi-1, a gliilkokortikoid-receptor, az

Osztrogén-receptor, a progeszteron-receptor, a tiroidhormon-
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receptor (C-erbd), valamint a 7ZIF/268 fehérje. Kettds csavar
mintazatot tartalmaznak a kovetkezd fehérjék: a MATal, MATa2
6s MATal élesztd parosodasi faktorok, az "antennapedia®,
"ultrabithorax", "paired", "fushi tarazu", "cut" és
"engrailed" Drosophila fehérjék valamint a gerinces fehérjék
kdziil az OTF-1(OCT1), OTF-2(0CT2) és PIT-1 fehérjék.

A taldlmany szerinti médszer soran eldnydsen a GCN4 és
a GAL4 transzkripciét szabdlyozd szakasza hasznélatos.

A talalmény szerinti médszernél hasznadlhatdé, DNS-k&td
szakasszal, valamint DNS-kotd elemmel rendelkezd prokariéta
DNS-k&td fehérjék példaul a LexA, CAP (az E. coli katabolit
aktivator proteinje), a lambda-bakteriofdg CRO é&s CI  fehér-
jéje, a lac represszor, trp represszor, gal represszor fehér-
jék, valamint a 434 és P22 fagok represszor é&s CRO fehérjéi.
Hozzateendd, hogy a kordbban felsorolt DNS szabalyozbé fehér-
jékbsl szarmazd DNS-kots szakaszok barmelyike haszn&lhatdé ab-
ban az esetben, ha elegendd fehérjemolekula 411 rendelkezésre
a gazdasejtben, hogy az ott jelenlévd barmilyen homoldég DNS-
k6td helyet letitréaljon.

Egy fehérjében a DNS-kotd szakasz azonositéasa kiilénfé-
le, a szakméban ismert és korabban ilyen szakaszok azonositéa-
sira hasznalt médszerrel lehetséges. A DNS-k6td fehérjék és az
ezekben a fehérjékben 1&v6 DNS-K&ts szakaszok azonositdsa és
tisztitadsa a DNS-hez valdé affinitasuk alapjan torténik. A DNS
kdtddés megallapithaté példaul filterhibridizaciés kisérle-
tekkel, melyekben a fehérje (amely a kimutatas megkénnyitése
érdekében rendszerint jeldlt) hozzakotddhet a szlrdn roégzitett

DNS-hez, vagy épp forditva, a DNS kodtdhelyével kapcsolddik a
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sz(irdhdéz, amelyen a fehérje van régzitve. Az ilyen kotddés
szekvencia-specifikussdaga és affinitéasa megdllapithatdé DNS
protekciés vagy gélretardaciés kimutatassal. Az ilyen fehérjék
tisztitasa szekvencia-specifikus DNS affinitas kromatogréafias
mnédszerekkel valésithatd meg, azaz a megfeleld szakasz k&td-
dése érdekében DNS-sel derivatizdlt gyantan t3rténd oszlop-
kromatografidval. A DNS-kotd fehérjék proteolitikus degra-
dscidéjaval feltarhaté az a szakasz, amely a DNS-kotd képes-
séget megdrzi.

A DNS-kotd szakaszt Ggy épitjik be a fGzidés onkopro-
teinbe, hogy a szakasz ne veszitse el azon képességét, mely-
lyel felismeri a DNS-nek azt az elemét, amelyhez természetesen
k6tddik, azaz a DNS-kdtd helyet oly mddon biztositjuk, hogy
nem tessziik tdnkre a DNS-ko6td szakasz specifikus kotddését a
DNS-hez.

A fehérjékben 1évg, transzkripciét szabalyozd szakaszok
is azonosithaték a szakméban ismert mddszerekkel, eldnydsen
olyan klénozott fehérje alkalmazasaval, amelyben a genetikai
sorrend kdénnyen manipuldlhaté. Kldénozott formaban a természe-
tes fehérje szarmazékainak szintézisét eldnydsen Ggy irdnyit-
juk expresszibs vektorokkal, hogy a transzkripcidét szabalyozd
szakasz azonosithaté legyen annak nyomonkdvetésével, milyen
mértékben képes az expresszalddd fehérje aktivdlni azoknak a
géneknek a transzkripciéjat, amelyekrdl ismert, hogy a teljes
hosszGs&gG fehérjével aktivalhatok. Ezen tGlmenden a kléno-
zott DNS templ&atok alkalmazéasaval kialakithaték a kivant pro-
moter pontos transzkripcidjara képes sejtmentes transzkripcibs

rendszerek.
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A taladlm&ny szerinti fGziés proteinek és fGzibés onko-
proteinek egynél td&bb, a transzkripcidét szabalyozd szakaszt
tartalmazhatnak. Hasonldéképp a riporter gén promoter szakasza
egynél tébb DNS kotdelemet tartalmazhat, amelyek mindegyike
képes befolyasolni (indukalni és/vagy gétolni) a mfikédési kap-
csolatban levd riporter gén kifejezddését.

A taldlmany szerinti genetikai konstrukcidk (fGzibs
protein és riporter gén vagy fizidés onkoprotein és riporter
gén) elhelyezkedhetnek két kiildnbdzd plazmidon vagy rekom-
binins DNS fragmensen, de lehetnek egylitt is egy plazmidon
vagy rekombindns DNS fragmensen. A konstrukciék be is lehetnek
épitve egy gazdasejt genomjaba.

A fdziés onkoproteint eldnydsen oly médon 4l1litjuk eld,
hogy az onkoprotein természetes DNS-k&td helyét (ha van) el-
tavolitjuk (vagy inaktivaljuk) és heterolég DNS-kétd hellyel
helyettesitjlik. Ennek eredményeképp a fGzids onkoprotein nem
k6tddik tobbé egyetlen olyan, specifikus DNS elemhez sem,
amely az adott onkoprotein természetes célpontja, hanem a
fGzibés protein mar specifikusan ahhoz a DNS szekvencidhoz
k6tddik, amelyet a faGzids onkoprotein heteroldég DNS-kotd
helye ismer fel. A DNS-hez vald kotddéssel bekdvetkezik a
mikddéskapcsolt gének transzkripcidja.

A talalmény egy masik foganatositasi médja szerint a
fa4zibés onkoprotein megtartja természetes DNS-kdtd szakaszat
de tartalmaz egy masik, heteroldg DNS-k&6t8 helyet is. Esze-
rint a kiviteli méd szerint a fGzids onkoprotein mindaddig
képes kdtddni barmely olyan DNS elemhez, amely normilis eset-

ben célpontja az onkoproteinnek, amig a protein természetes
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helyeihez valé kotddése nem zdrja ki a heteroldég DNS ko6ts-
eleméhez vald kapcsolédasat.

A fGzidés konstrukcidékbél hianyozhat is a természetes
dimerizacibés szakasz. Bizonyos esetekben a természetes di-
merizéciés szakasz jelenléte veszélyezteti a LexA operéatorok
41tal torténd aktivalast, vagy a LexA DNS k&étdhelyek dimeri-
zacidéjanak megakadalyozdsaval (és igy megakadalyozva a fGzibs
protein k&étddését a LexA operatorhoz), vagy pedig a m&s sejt-
fehérjékkel vald heterodimer kdlcsdnhatads eldsegitése révén
(pl. més transzkripciés faktorral, vagy a sejtmag anyagaval),
csOkkentve igy a homodimerizacibhoz és a célpromoterrel vald
kapcsolédashoz rendelkezésre &allé fuziés protein molekulék
szamat. A talalmény szerinti proteinek és onkoproteinek dime-
rizaciés szakaszai eltdvolithatdk az onkoproteint vagy mas
proteint kédold DNS szakaszbdl enzimatikus emésztéssel (pl.
restrikciés emésztéssel), vagy - ha a dimerizécidés szakasz
karboxi-terminalis - stop kodon beépitésével a szakasz elé
vagy magéba a szakaszba.

A riporter gén barmely olyan gén lehet, amelynek nyo-
monkdvethetd a kifejezddése, és ez az expresszi6é alkalmas
arra, hogy a fQzids protein vagy fGzids onkoprotein aktivités
indikatora legyen. Egy eldnyos foganatositési méd szerint a
riporter gén normélis kdriilmények kozdétt nem fejezddik ki a
gazdasejtben, vagy olyan gén, amely helyettesit egy a gazdaban
endogén eredetd masik gént.

A riporter gén terméke k&zvetleniil mérhetd immunmeg-
hatarozassal. Azok az immunmeghatérozasok tartoznak ide,

melyekben az antitest a folyadékfazisban van, vagy szilard
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hordozéhoz van kdtve. A riporter tovabba jelezve is lehet az
immunmeghat&rozasok soran hasznalatos kiilonféle médszerekkel.
A riporter fehérje kimutatdsara eldnyds immunmeghatarozasok
k&zé tartozik a radioimmun meghatarozds, az enzimjeldléses
immunszorbens meghatarozas (ELISA), Vvagy mis, a szakmaban
ismert mbédszer, amilyen példdul az immunfluoreszcens meghatéa-
rozas, a kemilumineszcens meghatdrozés vagy a biolumineszcens
meghatérozés.

Barmely kimutathaté fenotipikus valtozas szolgalhat a
taldlmany szerinti mbédszer alapjaul. Kiiléndsen hasznosak azok
a riporter gének, amelyek Gj fenotipussal ruh&zzak fel a gaz-
daszervezetet kifejezddésiikkor. Az olyan gének, amelyek a gaz-
dszervezetnek szelektiv téaptalajon vald ndvekedési képességet
biztositanak, killdndssen eldnyodsek. Az élesztdknél példaul, az
élesztd LEU2 gén riporter génként valé hasznalata az endogén
LEU2 aktivitassal nem rendelkezd mutans tdérzsekben lehetdvé
teszi az ilyen élesztd névekedését leucin egyediili szénfor-
rason [lasd példaul "The Molecular Biology of the Yeast
Saccharomyces", ed. Strathern et al., Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, NY, (1981); valamint azok a mbéd-
szerek amelyek fellelhetdk Rothstein et al., Mol. Cell Biol.
7, 1198, (1987) cikkében)]. A riporter gén kifejezddése
nyomon-kdvethetd egyszeren megfigyelve, hogy a gazda képes-e
ndvekedni leucinon.

Az E. coli LacZ génje is igen hasznos riporterként.
Azokban a gazdaszervezetekben, amelyek hasznositjak a lacZ
gént riporter génként, a fazibés onkoprotein aktivitasa kony-

nyliszerrel értékelhetd a B-galaktozidaz termelés nyomonkdve-
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tésével. A B-galaktozidaz képzddése vizudlisan nyomonk&vethetd
az X-gal kromofdér szinezék jelenlétében, amely az enzimatikus
hidrolizis hatésara megkékiil.

Mas riporter gének a his3, ura3, trpl valamint az emlds
sejtekben kiiléndsen eldnyds kloramfenikol-acetiltranszferaz
(CAT) . |

A szakmiban Jjartasak széamara nyilvénvald, hogy elkép-
zelhet8k mas alkalmas riporter rendszerek is, amelyek megmu-
tatjak a fGzidés onkoprotein biolégiai aktivitdsdnak jelen-
1étét vagy gatlésat.

Az, hogy egy kivant vegyiilet hatisa a transzkripciéra
gyakorolt hatéasnak és nem pedig a riporter termékre magara
gyakorolt hatésnak tudhaté be, megallapithaté az adott vegyl-
letnek egy onkoprotein fazids terméket tartalmazdé, illetve egy
nem-onkoprotein fGziés terméket tartalmazé gazdaszervezetre
gyakorolt hatéasanak dsszehasonlitasaval, amennyiben a szdban-
forgd gazdszervezetek ugyanazt a riporter gén konstrukciét
tartalmazzék.

A talalmany szerinti médszer egy eldnySs kiviteli médja
szerint a fGziés onkoprotein gén tartalmaz egy, a bakterialis
LexA represszor fehérjét kdédold szakaszt, valamint egy, a vi-
ralis vFos onkoprotein transzkripciét aktivald szakaszat ko-
dolé szekvenciat. Egy ilyen gén expresszidja a "LexA-vFos" fi-
ziés onkoproteint eredményezi. A LexA-VFos rendelkezik a LexA
DNS kotSelemhez valé kapcsolddas képességével. Masrészrdl a
LexA-vFos rendelkezik a transzkripcid aktivalasanak a képes-
ségével is, a VFos transzkripciét aktivalé szakaszanak jelen-

1éte kdvetkeztében. A LexA-vFos fGziés onkoprotein kotddése a
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transzkripcié aktivalédasat eredményezi, ami a vFos maradékon
hordozott aktivalé helynek vagy helyeknek kdszonhetd.

Azok a riporter konstrukciék, amelyekben a LexA "re-
presszor-operator" szekvencia (az a DNS kétdelem, amelyet a
LexA DNS-k&t8 szakasza felismer) a lacZ riporter génnel m{k&-
ddképesen kapcsolt promoterrel rendelkezd részegység vagy
elem, a LexA-vFos fGzibs onkoprotein kdt&désének hatédsara lacZ
génterméket fognak expresszélni. Egy olyan vegylilet, amely
pefolyasolja a fdziés onkoprotein aktivit&sat, azonosithatd a
gazdéanak a lac? riporter gén termékét expresszald, és igy az
X-gal-t kék kromoférra hidroliz&16 képessége alapjén.

Ha az onkoprotein aktivitésa egy olyxan vegylilet jelen-
léte kdvetkeztében megvaltozik, amely az aktivitast gatolja, a
gazdaszervezet megvdltoztatja a lacz riporter gén expresszid-
jat, és igy megvaltozik az X-galt kék kromoférrd hidrolizald
képessége.

Middn élesztdk hasznalat&ra keriil sor gazdaszervezet-
ként a taldlmany szerinti eljaras kivitelezése soréan, G4gy az
élesztStérzsek kiildn tenyészthetdk agarlemezen pazsit forma-
jaban. A kiprébadlésra szant vegyliletet szlrdpapir korongba
jtatva az egyik tenyészetre helyezziik, avagy az élesztd no-
vesztéséhez készitett taptalajba keverjik. A vegyliletnek az
onkoprotein &ltal indukalt transzkripciét befolyésold képes-
sége kimutathatd a vegyiilettel impregnalt korong kéril 1évd
wz6na" alapjan. Ha példaul a vegyiilet toxikus az élesztdre,
Ggy az élesztd nem fog ndni a vegyiiletet tartalmazd zdnaban.

Amennyiben &llati sejtek hasznadlatosak a tenyészetben

gazda-sejtként, Ggy a kiprébalandé vegylilet a tapkdzeghez
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adhatéb.

A sejteknek a kiilonféle vegyiiletek irdnti permeabili-
tasa szlikség esetén fokozhatd megn&vekedett permeabilitassal
rendelkezd mutins sejtek alkalmazdsaval vagy a permeabilitast
javitoként ismert vegyliletek alkalmazasaval. ElesztSben pél-
daul az olyan vegyiiletek, mint a polimixin B nonapeptid hasz-
nilhatd az élesztd permeabilitasédnak ndvelésére kismolekuléaja
szerves vegyliletek esetében. Magasabbrenddi eukaridta sejtek-
nél a permeabilitds fokozéasara dimetil-szulfoxid hasznalhaté.
A vegylileteknek olyan analdgjai is haszn&lhatdék, amelyek Jjob-
ban athatolnak az élesztdmembréanokon. Egy vegyliletnek példaul
a dibutiril szarmazéka gyakran fokozza az adott vegyiilet per-
meabilitasat a bioldégiai membranokon.

A taldlminy szerinti médszerek olyan bioaktiv vegyiile-
tek azonositéisara haszndlhatdék, amelyek zavarjak a membréanhoz
kapcsolt &s/vagy a citoplazméban 1év8 onkoproteinek aktivita-
sit. A Ras és Src onkoproteinek példaul eldsegitik az eukari-
6ta sejtekben a Fos-tdl filggd génexpresszibét. Egy olyan bioak-
tiv vegylilet meghatarozdsaval, amely befolydsolja egy ilyen
expresszidé markerét, azonosithaték mindazok a bioaktiv vegyi-
letek, amelyek gatoljdk a Ras-nak és az Src-nek a Fos-tdél fiig-
gé transzkripciéra gyakorolt stimulaldé hatéasat.

Hasonléképp, a taldlmany szerinti eljards felhasznalha-
té6 protein-kindz inhibitorok azonositasara, middn példaul egy
ilyen kindz aktivitdsa végsd soron a talalmany szerinti méd-
szernek megfelelden egy marker gén transzkripcibéjat befolya-
solja.

A fdziés protein és/vagy a célgén DNS szekvencidja lét-



9400 00009 s0ce 900 oo
. . e

.
. . e ose o
. L) .o . P

X

- 26 -

rehozhatd kémiailag, ha nem kivanunk genom-k1lént vagy mRNS-t
alkalmazni a genetikai informaciod forridsaként. A DNS kémiai
szintézisének médszerei kbzismertek a szakmdban.

Ahhoz, hogy a taldlmény szerinti rekombindns f£ffizidés
konstrukcidk expresszéalédjanak, szilkség van a gazda altal
felismerhetd transzkripcids és transzldcibés szignalokra. Egy
klénozott faziés proteint vagy kldénozott fazidés onkoproteint
k6dold szekvencia, amely a fenti médszerek szerint késziilt,
miik&d&képesen kapcsolhatd a transzkripci6és expresszidt szaba-
lyozd szekvencidkkal egy expresszidés vektorban, és példaul
transzformicibéval egy gazdasejtbe juttathaté rekombinéans fa-
ziés proteinek vagy fGzidés onkoproteinek, illetve ezek funk-
cionalis szArmazékainak el&édllitaséra, a talalm&ny szerinti
nédszerekben valdé felhaszndlés céljabol.

Kivalaszthaték olyan transzkripciés inicidciés szaba-
lyozé szigndlok, amelyek lehetdvé teszik a fazidés konstrukcid
kifejezBdésének represszibdjat vagy aktivaciéjat Ggy, hogy a
fazibés konstrukcidé expressziéja kivant esetben modulédlhatd.
Fontosak azok a szabdlyozd szignalok, amelyek hoérzékenyek,
azaz a homérséklet valtoztatasaval az expresszid represszal-
haté vagy inicié&lhatd, valamint azok, amelyek kémiailag regu-
1alhatdk, példaul valamely metabolitnak vagy metabolit ana-
légnak a téptalajhoz valé hozzaadasaval.

Alternativ megoldésként a fizidés konstrukcié a gazda-
sejtben konstitutivan is kifejezddhet.

Midén a gazdasejtben a természetes expresszibs szaba-
lyozé szekvencidk nem nikddnek kielégitden, a gazdasejt funk-

ciondlis szekvenciai helyettesithetdk.
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A fGziés konstrukcié eltérd gazdaszervezetben torténd
kifejez&dése eltérd poszttranszlacids médositéssal Jjarhat,
ami megvaltoztathatja az ezen konstrukcidk &ltal expresszalt
fehérjék tulajdonséagait. Elengedhetetlen olyan gazdaszervezet-
ben kifejezni a fehérjéket, amelyekben a fehérjék biolégiai
funkciéjuk megdrzésének képessége nenm akadalyozott. A fehérjék
élesztd gazdasejtben tdrténd expressziéja eldnydsen élesztd
szabdlyoz6é6 szignalok alkalmaz&saval érhetd el. A talalmany
szerinti vektorok tartalmazhatnak mikdddképesen kapcsolt sza-
balyozé elemeket, mint példaul fokozd elemeket (megeldzd ak-
tivator szekvencidkat élesztdben), vagy olyan DNS elemeket,
amelyek sejt-, szdvet- vagy sejttipus specifikus expresszidt
biztositanak egy adott génen.

A transzkripcids szabdlyozd szekvencidkat, mint példaul
promoter szekvenciakat vagy transzkripciés termindcidés szek-
venciakat tartalmazd expresszids vektorok &ltalaban egy gaz-
daszervezetttel kapcsolatban haszndlatosak. Ezek a szekvenciak
eldsegitik a velik mikdd&képesen kapcsolt génfragmens eredmé-
nyes transzkripciéjat. Az expressziés vektorok jellemzden tar-
talmaznak tovabba kiilénallé DNS elemeket, mint példaul (a)
replikdcidés origét, amely lehetdvé teszi a vektor autondm rep-
1ikaciéjat, vagy olyan elemeket, amelyek el&segitik a vektor
stabil beépiilését a gazda kromoszémajaba, valamint (b) speci-
fikus géneket, amelyek képesek biztositani a transzformalt
sejtek fenotipikus szelekcidéjat. Az eukaridta expresszibs
vektorok tartalmazhatnak olyan elemeket is, amelyek lehetdvé
teszik fennmaradasukat prokariodta gazdakban; az ilyen vektorok

"jngaz6é6" vektorként ismeretesek.
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A génexpresszibhoz sziikséges szabalyozd szakaszok pon-
tos természete fajonként és sejttipusonként kiilénbdzd és sok
megfeleld, kereskedelmileg hozzaférhetd vektorrendszer
létezik.

Egy nagyon eldnyds kivitelezési m6éd szerint gazdasejt-
ként élesztdt haszndlunk. Az éleszt8ben a gének transzkripciés
expresszidéjdhoz sziikséges elemeket a kodzelmGltban tekintették
at [Struhl L., Ann. Rev. Biochem. 58, 1051-1077 (1989)].
flesztdben a legtdbb promoter hérom alapvetd DNS elemet tar-
talmaz: (1) egy megeldzd aktivator szekvenciat (UAS); (2) egy
TATA elemet; valamint (3) egy inicidciés (I) elemet. Némely
promoterek operator elemeket is tartalmaznak.

Egy masik kivitelezési méd szerint emlds sejtek szol-
gadlnak gazdasejtként. A proteinek emlds sejtben torténd ex-
pressziéjdhoz a transzkripciés és transzlaciés szabalyozd
szignadlok széles valasztéka nyerhetd, kiilondsen az eukaridta
sejteket megfertdz8 virusok genomjdnak szekvencidibdl.

Az expresszid céljara szolgald vektort vagy DNS szek-
vencia(ka)t elkészitjiikk, a DNS konstrukcié(ka)t egy alkalmas
médszerrel, példdul transzformécibéval, megfeleld gazdasejtbe
juttatjuk. A vektor bejuttatésa utédn a befogadd sejtet szelek-
tiv taptalajon ndvesztjlik, amely a vektort tartalmazé sejtek
névekedésére szelektal. A klénozott génszekvencia, illetve
génszekvencidk kifejez8dése a fGzibés proteinnek vagy fragmen-
sének a termelddését eredményezi. Ez az expresszidé a transz-
formalt sejtekben tdrténhet folyamatosan vagy lehet exogén
dgensekkel induk&alt (1lasd korabban).

Genetikailag stabil transzformdnsok eldnydsen a fGzids
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protein DNS-nek a gazdasejt kromoszdémajaba valdé beépitésével
hozhaték létre. Ilyen beépililés végbemehet az exogén DNS-sel
végzett transzformacidt kdvetden véletlenszerfien, vagy a vek-
tort6l filggden, amely funkciondlisan beépilil a gazdasejt kro-
moszémajédba, amilyenek példaul a retrovirus vektorok, transz-
pozonok vagy egyéb, a DNS szekvencidknak a gazdasejtbe tor-
ténd inteqgracidjat eldsegitd DNS elemek. A fGzidés gén maskép-
pen olyan vektoron is bejuttathatd, amely nem replikalédik; a
flizidés protein expresszidja addig folytatddik, amig a vektor
jelen van az adott populéacidéban.

A taldlmany szerinti £Gzids protein DNS vektorral
transzformialt sejtek szelekcidja a szintén a sejtbe juttatott
egy vagy tobb marker segitségével toérténik, melyek lehetdvé
teszik a vektort tartalmazd sejtek szelekcidjat. A marker
szolgdltathat példaul egy aminosav szintetiz&l16 enzimet vagy
biocid rezisztenciat (pl. antibiotikumokra, mint pl. G418-ra
vagy nehézfémekre, mint pl. rézre vald rezisztencia).

A taldlmany szerinti médszer eldnybés foganatositéasi
médja szerint Saccharomyces cerevisiae az eldnyds élesztd
gazdasejt, CV-1 sejtek vagy NIH3T3 sejtek pedig az eldnyds
enlds gazdasejtek.

A talalmany szerinti mdédszerek gyors, megbizhatd és
gazdasdgos modot nyGjtanak vegyliletek onkoprotein aktivitast
gatléként torténd azonositasara és osztélyozasara. A talal-
many szerinti médszerek alkalmasak nagyszamG vegylilet vagy
készitmény onkoprotein aktivitas gatlasra nézve térténd nagy-
dzemi szrdvizsgdlatanak elvégzésére. A taldlméany szerinti

nédszerek tovabba lehetdvé teszik barmely tiszta vegyilet,
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vegyililetkeveré&k vagy készitménykeverék szirgvizsgalatat és a
komponensek hatasanak mindsitését aszerint, hogy additivnek,
szinergizalénak vagy antagonizé&lénak tekinthetd. A talalmany
szerinti médszerek alkalmasak nyers kivonatokban bioaktiv ve-
gyliletek jelenlétének kimutatasdra is, valamint azok kinyerése
és tisztitésa sorén torténd meghatarozdsukra. A talalmény sze-
rinti médszerek felhasznalhatdk még a fentiek szerint azonosi-
tott bioaktiv vegyliletek stabilitasvizsgalatara, és kiildndsen
a kii1dnbdz8 készitmények hatékonys&ganak értékelésére.

A talalmdny szerinti megoldast a kdvetkezd példakkal

szemléltetjlik, a korlatozas sz&4ndéka nélkiil.

1. példa

FGzids gének és fazibs onkogének létrehozésa

a) Altalinos ismertetés

A LexA fazidés gének eldallitésat Lech K. et al., Cell
52, 179-184 (1988); Brent and Ptashne, Cell 43, 729 (1985)
irodalmi helyen, valamint a 4 833 080 sz. amerikai egyesiilt
4llamokbeli szabadalmi leirasban ismertetik. Az utdébbi iroda-
lom olyan plazmidvektorokat is ismertet, melyek &ltal&nossag-
pan felhaszndlhatdk LexA fGzids gének (pl. pPBR500), valamint
olyan élesztd expressziés vektorok (pl. pAAHS) és élesztd cél-
plazmidok (vagy riporter plazmidok) létrehozasara, amelyek

megeldzd (upstream) LexA operatorokat hordozd élesztd cél-

géneket tartalmaznak.

b) LexA-Gal4

A LexA-Gal4 fGzibés gének létrehozasat Brent a 4 833 080
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sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirasban ismer-

teti.

c) LexA-vMyc

A teljes M29 madar mielocitomatézis virust tartalmazd
MC38 plazmidot [Reddy E. P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80, 2500-2504 (1983); beszerezhetd: American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ATCC szama 41007) a virus gag-myc
gén mdgdtti Sspl helyen hasitjuk. Az elegyet HindIII linkerek
jelenlétében T4 DNS-ligazzal kezelijiik, majd a ligadcids elegyet
PstI &s HindIITI endonukledzokkal kezeljiik. A myc gén zOmét
tartalmazdé PstI-HindIII darabot izoldljuk és PstI-HindIII ha-
sitott pUC18 plazmidba inszert&ljuk, létrehozva a pKAS58 plaz-
midot. Egy kiildn konstrukcié sorozatban a PRB480 plazmidnak a
LexA aminotermindlis részét kédolé BamHI-XmnI darabot [Brent
R. et al., Nature 312, 612-615 (1984); Brent, 4 833 080 sz.
amerikai egyesiilt &1lamokbeli szabadalmi leiras] a

CGGGGAGCTGCA

GCCCCTCG
szekvencidja, kettdslancG adapterhez ligaljuk és a keletkezd
fragmenst BamHI-PstI hasitott pUC19 plazmidba inszertédlva lét-
rehozzuk a pKAl44 plazmidot. A BamHI hasitja a pRB480 és a
pBR322 plazmidok tetraciklin génjét. A pKAl44-b8l szarmazd
BamHI-PstI LexA darabot, a pKA58-b6l szirmazd PstI-HindIII
v-myc darabot és a PpBR322 plazmid HindIII-BamHI darabjat
dsszeligdlva hozzuk létre a pKA210 plazmidot. A plazmid DNS-re
iradnyulé szlrdvizsgalat tetraciklin tartalmd LB agaron nove-

kedd baktériumtelepekkel torténik. Az ilyen PpKA210 plazmid
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tartalmazza a lexA elsd 87 kodonjat, harom kodont az adapter-
b5l valamint a v-myc 51 és 425 kozotti kodonjait. A fGzibés gén
egy 465 aminosavbdl alld peptidet kédol, melynek szekvencidja
a faziés csatlakoz&snal Pro-Gly-Glu-Leu-Gln-Pro, ahol a Pro a
LexA fehérje 87. aminosava és a Gln a természetes v-Myc fe-
hérje 51. aminosava. Ez a gén egy kdriilbelill 51000 Dalton sz&-
mitott molekulatdmegfl fiGziés fehérjét kodol.

A LexA-vMyc faziés fehérjét mésképp Ugy is létrehozha-
té6, hogy hidnyzik beldle a dimerizaciés szakasz (vagyis hi-
anyzik a kett&s csavarodasa szakasz valamint a leucin cipzar
szakasz). Az ilyen konstrukcid eldallitasa a koévetkezOképp
tdrténik. A pKAS58 plazmidot (lasd korabban) BamHI és Pstl en-
donukleszokkal emésztjilk (olyan emzimekkel, amelyek a pKAS58
plazmidot polilinker szakasz&n hasitjék), és négy szintetikus
oligonukleotidot épitiink be erre a helyre annak érdekében,
hogy helyredllitsuk a teljes (természetes) N-termindlis v-Myc
szekvenciat. A keletkezd plazmid a BHvMyc. A BHvVMyc plazmidbdl
kihasitott, a pUC18 polilinkert és a LexA-vMyc gént tartalma-
26 ECORI-HindIII fragmenst EcoRI-HindIII emésztett Lex202PL
vazba [Ma and Ptashne, Cell 51, 113 (1987); Ruden et al.,
Nature 350, 250 (1991)] épitjiik be. A Lex202PL olyan plazmid,
amely a LexA elsd 202 aminosavjat, igy a LexA dimerizéacioés
szakaszat is tartalmazza. A keletkezd plazmid, melynek elne-
vezése H202/vMyc, a LexA elsd 202 aminosavjat a vMyc els$ 425
aminosavjaval leolvas&si keretben dsszeolvasztva tartalmazza.
A Myc dimerizécidés szakasz kihagyasa érdekében a H202/VvMyc
plazmidot Ball enzimmel emésztjlik egy egyedi helyen, amely a

Myc fehérje 362. aminosavjanak felel meg. Erre a helyre hé&rom



G89¢ Foun 604 Qo ad
. » .

. . e w®se
. LR LR . .
. .o e eso> (X3

see

- 33 -

leolvasisi fazisban miikédd stop kodont tartalmazd polilinkert
(New England Biolabs 1062 sz. linker, Beverly, MA) épitiink be,
hogy olyan gént hozzunk létre, amely csonka LexA-vMyc proteint
kédol. Ebbdl a proteinbdl hianyzik a Myc kettds csavarodasa
szakasza valamint a Myc leucin cipzérja. A plazmid elnevezése
H202/vMyc C. flesztdben a H202/vMyc C &altal kbédolt LexA-vMyc
fehérje er&sebben aktivalja a LexA tartalmd operator konst-
rukcidkat, mint azok a Myc fGzids proteinek, amelyek tartal-
mazzik a dimeriz&cibés szakaszt. Emlds sejtekben a csonka fe-
hérje mérhetd Myc aktivitast biztosit, a természetes Myc di-

merizacids szakaszt tartalmazd konstrukciék viszont nem.

d) LexA-cMyc

A humdn c-myc cDNS-t tartalmazdé pCDEM5.8 plazmidot
(Adrian Hayday adomanya) smal és BamHI endonukle&azokkal
emésztjiilk és a c-myc gén 2. és 3. exonjat tartalmazd 2300
bazispadr méretd fragmenst a pUCI1S plazmid SmaI-BamHI frag-
mensével ligdlva megkapjuk a pC20 plazmidot. Ezt a plazmidot
részlegesen emésztjik PstI endonukleazzal és azt a fragmenst,
amely az elsd 38 kodon kivételével a teljes c-myc gént tar-
talmazza, izolaljuk, majd PstI endonukledzzal hasitott
pKA1035 plazmiddal 1ligdljuk. A pKAl035 plazmid csupan abban
kiilonbdzik a pKAl44 plazmidtél, hogy a pUC19 vazon 1lévd Smal
helyet eltavolitottuk oly mddon, hogy egy &tfedd KpnI helynél
hasitottunk és a tdllégé szakaszt T4 DNS-polimerazzal vissza-
emésztettiik. A keletkezd pVR103 plazmid tartalmazza a lexA
elsd 87 kodonjat, harom kodont az adapter fragmensbdl, vala-

mint a c-myc kodonjait 39-t&l 440-ig. A fGzidés gén 492 amino-
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savb6l &l116 peptidet kédol, melynek szekvencidja a fGzids
csatlakozésnal Pro-Gly-Glu-Gln-Pro, ahol a Pro a LexA 87.
aminosava, a Gln pedig a természetes cMyc fehérje 39. amino-
sava. Ez a gén egy koriilbeliil 54000 Dalton szamitott mole-
kulatomegd fGziés fehérjét koédol. A humdn c-myc gén besze-

rezhetd az American Type Culture Collection-t&l (ATCC 39286).

e) LexA-vFos

A pFBJ-2 plazmid egy FBJ-MuSV provirust tartalmaz egy
5800 bazispar méretd HindIII fragmensen, melyet a pBR322
plazmid HindIII helyére épitettek be [Van Beverens c. et al.,
Cell 32, 1241-1255 (1983); Curran T. et al., Virol. 116, 221-
236 (1982); Curran T. et al., J. Virol. 42, 114-122 (1982)].
Ezt a plazmidot EagI endonukleazzal hasitjuk, és az 5' végen
tGlnyGlé szakaszt Klenow fragmenssel feltoltjik. A plazmidot
ezutin HindIII endonukledzzal hasitjuk, majd a v-fos karboxi-
terminalis részét tartalmazd 3600 bazispadr mérett fragmenst
izolaljuk. Ezt a v-fos EagI(feltdltdtt)-HindIII darabot a
pRB480 plazmid lexA BamHI-Xmnl darabjaval (lasd késdbb) és a
pBR322 plazmid HindIII-BamHI vazfragmensével 1ligdljuk. Az e
konstrukciét tartalmazéd Escherichia coli sejteket tetraciklin
rezisztencidjuk révén azonositjuk. Egy jellemz8en keletkezd
plazmid, a pKAl195, a lexA elsd 87 kodonjat kozvetleniil a
v-fos 23-tél 381-ig terjedd kodonjaihoz kapcsolva tartalmaz-
za. Ez a fGziés gén 446 aminosavbdl &ll1d fehérjét kédol,
melynek szekvencidja a fGziés csatlakozasnal Pro-Ala-Gly, ahol
a Pro a LexA 87. aminosava, az elsd Ala a v-fos termékének 23.

aminosava. A v-fos gén az American Type Culture Collection-t&1
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is beszerezhetd (ATCC 41040).

f) LexA-cFos

Az FMCS5A plazmid egér cFos cDNS-t tartalmaz pGEM-1
plazmidban. Ezt a plazmidot eldszdr Eagl endonukledzzal ha-
sitjuk és az 5' végen tGlnyaldé szakaszt Klenow fragmenssel
feltdltjilkk. Ezut&n HindIII endonukleazzal hasitunk és a c-fos
gén karboxi-termindlis részét tartalmazé 1900 b&zispar méretf
EagI (feltdltdtt)- HindIII fragmenst a pRB481Flip plazmid
BamHI-XmnI fragmensével valamint a  pRB481 plazmid HindIII-
BamHI fragmensével ligadljuk. A pRB481 HindIII végli LexA gént
tartalmaz, magdban foglalva E. coli promoterét a pi4-8 plaz-
midban [Brent and Ptashne, Cell 43, 729 (1985); Brent,
4 833 080. sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmni 1le-
iras). Ebben a konstrukcidban a pRB481 helyett a pRB480 plaz-
mid [Brent, 4 833 080 sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli sza-
badalmi leir&s] is haszndlhatdé lett volna. A pRB481Flip plaz-
mid nem més, mint a pRB481 HindIII emésztése utan izolalt
olyan plazmid, amelyben a HindIII végl LexA fragmens az ere-
detivel ellentétes orientdcibéjt. A LexA-cFos fazidés gént tar-
talmazd Escherichia coli sejteket tetraciklin rezisztencidjuk
alapjan azonositjuk. A keletkez8 pVR6 plazmid a LexA elsd 87
aminosavjat kdzvetlenil a c-fos 23-tdl 380-ig terjedd kodon-
jaihoz kapcsolva tartalmazza. A fazidés gén 445 aminosavbél al-
16 fehérjét koédol, melynek szekvencidja a fGzidés csatlakozas-
nal Pro-Ala-Gly, ahol a Pro a LexA 87. aminosava, az Ala pedig
a c-fos termékének 23. aminosava. Ez a gén korilbelill 49000

Dalton szamitott molekulatdmegd fazids fehérjét kédol. Az egér
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c-fos gén az American Type Culture Collection-t8&l1 is beszerez-

hetd (ATCC 41041).

g) LexA-vJun
A LexA-vJun plazmidot Struhl [Nature 332, 649 (1988)]

ismerteti. A v-jun gén beszerezhetd az American Type Culture

Collection-t&l1 (ATCC 63026).

2. példa

Elesztd plazmidok

Az élesztd cél- (vagy riporter) plazmidok 4&ltaléban
hordozzak az URA3+ gént, a 2 um-es replikéatort, valamint pro-
moter elemeket, miként azokat Brent [4 833 080 sz. amerikai
egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leir&s] ismerteti.

A LexA-Myc és a LexA-Fos fGzibés konstrukciék élesztdben
térténd expresszidéja érdekében a HindIII végll fGzidés géneket
a pAAH5 plazmid HindIII helyére inszertaljuk. A pAAH5 plazmid
hordozza a LEU2+ gént, az é&lesztdben vald replikéacidéhoz szik-
séges 2u-plazmid darabot valanint egy DNS fragmenst, amely
tartalmazza az ADH1 promotert é&s a HindIII melletti transz-
kripciés termindtort [Ammerer G., Meth. Enzymol. 101, 192-210
(1983); Brent, 4 833 080 sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli
szabadalmi leiras]. A pAAH5 plazmid helyett més élesztd ex-
presszidés plazmidok is hasznilhatdk, ezek kdziil sok szerepel a
Cloning Vectors [ed. Powels et al., Elsevier, (1987)] cimd
munk&ban.

A LexA-vFos fliziés fehérje masképpen a pKL1190NS vagy a

pAF3 plazmidokrdl expresszdlhaté. A PKL1190NS plazmid megal-
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kotasahoz a pAAH5-LexA-vFos plazmidbdl (1asd korébban) szar-
mazd, az ADH1 promotert, a LexA-vFos gént és az ADH1 terminda-
tort tartalmazé BamHI fragmenst a pSE358NS plazmidba inszer-
taljuk. A pSE358NS plazmid elkészitéséhez a pUN1O plazmidot
[Elledge et al., Gene 70, 303 (1988)] Sall endonukleazzal
hasitjuk, a tGlnydldé DNS-t Mung Bean nukledzzal emésztjik,
eltavolitva igy a Sall helyet. A pAF3 plazmid létrehozéasa két
lépésben térténik. El8sz6r a pADES plazmid ([White J. H. et
al., Nature 315, 350-352 (1985)] ADES8 gént tartalmazd,
BamHI/EcoRI végd fragmensét BamHI/EcoRI végll pSE358NS vazba
inszertalva megalkotjuk a pA8-7 plazmidot. Ezutan a LexA-VvFos
gént, valamint az ADH1 promotert és termindtort (lasd korab-
ban) tartalmazé BamHI végl fragmenst a pA8-7 plazmidba inszer-
talva létrehozzuk a pAF3 plazmidot.

A LexA-vJun expressziéja és aktivitasanak meghat&rozasa
a Struhl [Nature 332, 649 (1988)] altal leirtak szerint tor-

ténik.

3. példa

Emlds plazmidok

Az itt hasznalt emlds cél- (vagy riporter) plazmidokat
Godowski és mtsai ismertetik [Science 241, 812-816 (1988)].
Ezek a vektorok a B-globin promotert a kloramfenikol-acetil-
-transzferaz génhez kapcsolva tartalmazzak. Az egyik célplaz-
midbé1 (OBCO) hidnyzik egy megeldzd (upstream) LexA operator;
a masik (XBCO) egyetlen, 125 Dbazispar méretl LexA operéatort
tartalmaz, a transzkripcié startpontja eldtt. M&s célplazmidok

oly médon hozhaték 1létre, hogy egy vagy tdbb LexA operatort
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helyeziink el valamivel egy olyan emlds promoter eldtt, melynek
aktivitasa meghatéarozhaté.

A fGzidés onkoproteineket kédoldé expresszids plazmidokat
oly médon hozzuk 1létre, hogy a pKA195 plazmidbél (Lech K. et
al. Cell 52, 179-184 (1988)] sz&rmazd, HindIII végld LexA-vFos
gént illetve a H202/vMyc C plazmidbdl szarmazd, HindIII végd
LexA-vMyc gént a p6R emlds expresszids vektorba [Godowski P.
J. et al., Science 241, 812-816 (1988)] épitjlik be. Az ezekrol
a plazmidokrél tdrténd fehérjeszintézist az RSV promoter ira-
nyitja. Egy sor egyéb emlds expresszids vektort ismertet a
Cloning Vectors (1lasd korébban).

A LexA-vJun emlds sejtekben vald kifejezddése érdekében
a plLexA-vJun plazmidot (1&sd korabban) hasitjuk a LexA-vJun
szekvencia m&gdtti egyedi EcoRI helyen, EcoRI-HindIII adap-
terhez 1lig&ljuk, majd HindIII endonukleazzal hasitjuk. A
HindIII végl LexA-vJun fragmenst elSbb pi4-8 plazmidba (1asd
kor&bban) inszert&ljuk, létrehozva a pKL8146 plazmidot, majd a

p6R plazmidba a HindIII helyre inszertaljuk.

4. példa
Kisérleti eljarasok
a) Baktériumsejtek tenyésztése és transzformécidja

A baktériumok tenyésztése és transzformaciéja a megszo-
kott technikékkal toértént [Ausubel F. M. et al., Current
Protocols in Molecular Biology, New York: Green Publishing
Associates (1987); Miller J., Experiments in Molecular
Genetics, Cold Sprig Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,

NY, (1972)]. A plazmidot hordozd tdrzsek tenyésztését 100
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pg/ml karbenicillin tartalmd@ LB- t4iptalajon végeztiik. Az RB926
(hsdR thiA endA) és JM101 (supE thiA (lac-proAB)/F' traD36
proA+ proB+ lac79 lacZ M15) tdrzseket hasznaltuk baktérium

gazdaként a plazmid DNS konstrukcidkhoz.

b) £Elesztd mikrobiolégiai munka

Az élesztdk tenyésztése 2 % gliikézzal kiegészitett YEP
taptalajon tértént. A transzformacidt ismert médon [Lech K.
et al., Cell 52, 179-184] végeztik. A plazmidokat 2 % gliikézt
tartalmazd, olyan minimdl téptalajon tenyésztett élesztdsej-
tekben tartottuk fenn, amelybdl hiadnyzott a plazmid altal koé-
dolt, szelekcidés markerként funkciondld tapanyag komponens
(Sherman F. et al., Methods in Yeast Genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, (1983)]. A Gallo
promoter szabdlyozisa alatt 4116 géneket Ggy indukaltuk, hogy
a gazdasejteket 36 dran at 2 % galaktézt tartalmazé taptalajon
ndvesztettik.

A legtdbb élesztds kisérlet sordn gazdaként a DBY745
(e ura3 leu2) tdérzs szolgalt ([Brent, 4 833 080 sz. amerikai
egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leir&s]). Az e célra hasznalt
szilard és folyékony tapkdézeg SD téaptalaj volt (uracil nél-
kiil), pH 7,0-re pufferolva dindtrium-hidrogén-foszfat és ka-
lium-dihidrogén-foszfat hozzé-adisaval 70 mM végkoncentracib-

ban. A szénforrasok hozzdadisa 2 % végkoncentrécidban tdértént.

c) A B-galaktozidaz aktivitas meghatarozasa
A B-galaktoziddz meghatdrozasa a Yocum és munkatéarsai

41tal leirt médon [Yocum R. R. et al., Mol. Cell. Biol. 4,
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1985-1998 (1984)] vagy masképpen szilard taptalajon nétt sej-
teken [Lech K., "Gene Activation by DNA Bound Fos and Myc
Proteins" Ph. D. Dissertation, Harvard University (1990)] tor-
tént, azzal az eltéréssel, hogy a vizsgdlandé sejteket inkabb
szilard, mint folyékony, szelektiv tépkdzegben tenyésztettiik.
A B-galaktozidéz egységeket az alabbi egyenlet szerint szami-
tottuk ki:

1000 x OD4g290
Aktivitas =

sejttérfogat(ml) x reakcididd(perc) x ODgoo

d) Emldssejtek tenyésztése és transzfekcibja

Majomvese CV-1 sejteket (ATCC CCL70) 10 % borjGembrid-
szérumot tartalmazé, Dulbecco &ltal mbédositott Eagle taptala-
jon (DMEM) tenyésztettiink és a transzfekcid eldtt 24 odraval
szétosztottuk BSket. A kalcium-foszfat precipitaciés médszer
szerint [Godowski P. J. et al., Science 241, 812-816 (1988) ]
végeztilkk a tranziens transzfekciét. Minden transzfekciét két
parhuzamos minté&val, legalabb haromszor megismételtiink, hogy
biztositsuk az eredmények reprodukalhatdsagat. Jellemzden 10
pug fGziés protein expresszids plazmidot és 2 ug célplazmidot
juttattunk a sejtekbe 2,5 ug humidn ndvekedési plazmid expresz-
szibés plazmiddal egylitt [pXGHS5, Seiden R. F. et al., Mol.
Cell. Biol. 6, 3173-3179 (1986); Ausubel F. M. et al., Current
Protocols in Molecular Biology, New York: Green Publishing
Associates, (1987)] a transzfekcid hatékonysdgénak belsd
standarjaként. Azokban a kisérletekben, amelyekben a nukleédris
onkoprotein (pl. Fos, Myc, Jun) aktivitasat egy membranhoz
kapcsolt vagy egy, a citoplazmidban elhelyezkedd onkoprotein

(pl. ras vagy src) aktivitdsa modulalja, a transzfekciés
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elegy 10 pg moduléator plazmidot is tartalmazott. A teljes DNS
mennyiséget 25 pg-ra egészitettiik ki puci8 kontrollplazmiddal.
A transzfektdlanddé DNS-t két egymést kdvetd cézium-klorid gra-
diens centrifugélassal készitettiik eld [Maniatis T. et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, cold Spring Harbor
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, (1982)]. A DNS-ek tisz-
tasdgat és mennyiségét a restrikciés enzimekkel valdé emésztés
eldtt és utan agardz gélelektroforézissel hataroztuk meg. Egy
kisérleten beliil a humdn ndvekedési hormon expressziéja 15 %-
nal kisebb mértékben ingadozott, jelezve, hogy a transzfekcid
hatékonysdga &llandé és az onkoproteineket expresszald sejtek
egészségesek.

Az NIH3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat (ATCC CRL6442)
10 % borjszérummal kiegészitett, Dulbecco &ltal mdédositott
Eagle té&ptalajon (DMEM) a szokadsos mbédszerekkel tenyésztet-
tiik. A transzfekcié kivitelezése a szokasos kalcium precipi-
taciés médszerekkel tdrtént [lasd pl. current Protocols in
Molecular Biology, kordbban]. A transzfekcidékat &altaléban 10
pg LexA fGzids gént tartalmazé plazmiddal, 2 ug célplazmid-
dal, 2,5 pug XGH5 plazmiddal és 10 pug VvAgott lazacsperma DNS-
sel (mint hordozé DNS-sel) végeztiik, 10 cm 4tmérdjd 1lemezen
névesztett sejteken. A stabil transzfektinsokat a szokasos
mbédszerekkel [lasd pl. Current Protocols in Molecular Biology,
ed. Ausubel et al., New York, (1987)] 41litottuk eld, a fenti
plazmidok, valamint 2 ug neomycin rezisztenciat biztositd
plazmid [Southern and Berg, J. Mol. Appl. Genet. 1, 327
(1982)], példaul a pMAMneo plazmid (beszerezhetd a Clontech,

Palo Alto, CA, cégtdl) alkalmazéaséaval.
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e) CAT meghatérozas

A kivonatok elkészitése és a CAT meghatdrozas kivite-
lezése ismert mbédon [Ausubel F. M. et al., Current Protocols
in Molecular Biology, New York: Green Publishing Associates
(1987)] tortént. A fehérjekivonatokat oly médon higitottuk,
hogy a CAT aktivitas az enzimaktivitas/fehérjekivonat-mennyi-
ség linedris tartomdnydba essen. A CAT értékeket Ggy hatéaroz-
tuk meg, hogy a vékonyréteg kromatografiis lemezbdl kivagtuk
a l4c-kloramfenikol foltokat és szamlaltuk a radioaktivitast.
A szhzalékos Atalakulds szamitdsa oly médon tdrtént, hogy az
acetilezett foltok radioaktivitédsat elosztottuk az acetile-
zetlen foltok radioaktivitdsaval és kivontuk beldle a fehérje-
kivonat nélkiili parhuzamos vakprébaban kapott sz&zalékos

w"hattér" Atalakulas értékét.

5. példa

vFos és/vagy vVMyc gatldészer kimutatésa élesztdsejtekben

Az élesztd gazdasejteket olyan plazmidokkal transzfor-
maltuk, amelyek a LexA-vFos fG4zids onkoproteint ("a" gazda), a
LexA-vMyc fGzidés onkoproteint ("b" gazda) vagy a LexA-Gal4
fiziés proteint expresszaljak ("c" gazda), a korédbban ismer-
tetett médon. Ezen tGlmenden mindhdrom élesztdtdrzset ko-
transzformaltuk célplazmiddal [pl. 1840 vagy 1027; Brent,
4 833 080 sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi 1le-
iras], amely tartalmazza a LexA operatorral mfikéddképesen kap-
csolt B-galaktozidazt kédold szekvencit, a korébban leirtak
szerint.

A transzformalt élesztdtdrzsek mindegyikét X-gal tar-
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talmd szildrd téptalaj lemezekre szélesztettiik, hogy pazsitot
kapjunk. Az élesztd pazsitra W, X, Y illetve Z vegylilettel
Atitatott kis szOrdkorongot helyeztiink. Az élesztdt hagytuk
tovabb ndvekedni és a lemezeken vizudlis megfigyeléssel nyo-
monkovettiik a telepek ndvekedését, valamint a telepek szinét.
Egy ilyen kisérlet tipikus eredményei az 1. tablazatban lat-

hatok.

1. téblazat
Oonkoprotein gatlészerek kimutatéasa

Vegylilet f£lesztd Szabalyozé6 Telepek Telepszin

fehérje noveke- X-gal mellett

dése B-gal meghat.
W a LexA-vFos + Kék
b LexA-vMyc + Kék
c LexA-Gal4 + Kék
X a LexA-vFos + Kék
b LexA-vMyc + Fehér
c LexA-Gal4 + Fehér
Y a LexA-vFos + Kék
b LexA-vMyc + Fehér
o] LexA-Gal4 + Kék
Z a LexA-VvFos + Fehér
b LexA-vMyc + Kék
c LexA-Gal4 + Kék

A fenti tablazat eredményei azt mutatjadk, hogy a kipré-
balt vegyiiletek egyike sem g&tolja egyik éleszt8tdrzs noveke-
dését sem. Csak a Z vegylilet gatolja a vVFos aktivitast anél-
kiil, hogy a Gal4 aktivitdst gatolna és csak az Y vegylilet ga-
tolja a vMyc aktivitast a Gal4 gatlasa nélkiil. Az X vegyiilet
egyarant gétolja a vMyc és a Gal4 aktivitast, arra utalva,
hogy hatdsa nem specifikus az onkoproteinre. A W vegyiilet nem

gatolja az onkoprotein altal indukalt, illetve a Gal4 A&altal
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induk&lt transzkripciét, arra utalva, hogy a W vegylilet nem
gatlészere ezen fehérjék transzkripcidjéanak.

Ezekb8l az eredményekbdl a Z és az Y vegyiiletek keril-
nének kivalasztdsra tovéabbi vizsgalatokra, mint példaul a 4aé-
zis/hatas Osszefilggés megallapitdsa, vagy in vivo vizsgélatok
tumorbeteg &llatokban.

Ezen tdlmenden, egy adott vegyililetnek nem kell teljesen
megsziintetni a f-galaktozidéz aktivitast ahhoz, hogy a talal-
many szerinti értelemben hasznosnak mindsiiljon. Az olyan ve-
gyliletet is kivalasztjuk a tovabbi vizsgalatokra, amely csok-
kenti az onkoprotein eredeti aktivitasat (pl. a génaktivacid
szintjét). Az ilyen vegyliletet az élesztd gazdasejtekkel
érintkezésbe lépve "vilagoskék" eredményt (azaz a "vad-tipu-

sGnal" vil&gosabb kék szint) addéként azonositjuk.

6. példa

VvFos illetve vMyc gatlészerek kimutatasa emléssejtekben

A Fos illetve a Myc altal vezérelt transzkripciés akti-
vitist emldssejtekben befolyédsold gatlészerek kimutatasa er-
dekében NIH3T3 sejteken hajtottunk végre transzfekcibét két
plazmiddal. Az egyik plazmid olyan expressziés vektor, amely
az RSV LTR-rdl toérténs fhGzids protein szintézist vezérli. A
LexA-vFos és a LexA-vMyc expresszids plazmidokat korabban
ismertettiik; mivel az emlSs NIH3T3 sejtekben a LexA-vMyc ak-
tivitas csak a csonka 202vMyc C fazids protein hasznédlataval
mérhetd (14sd korébban), ez a vektor eldnydsen haszndlhatd fel
az ebben a példaban szerepld meghatarozis soran. A masik plaz-

mid olyan "célplazmid", amely a LexA operéatort a kloramfeni-
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kol-acetiltranszferaz (CAT) génhez kapcsolt B-globin promoter
eldtt (lasd korabban) hordozza. A gén-aktivacié meghatérozéasa
a sejtben 1évé 6sszfehérjére vonatkoztatott CAT aktivitas mé-
résével torténik. A génaktivacid meghatdrozhaté tranziens vagy
stabil transzformiansok alkalmaz&saval (a koréabban ismertetett
médon) . A Fos illetve a Myc aktivitas specifikus g&tlészere-
ként azokat a vegyilileteket valasztjuk ki, amelyek g&toljék a
LexA-vFos illetve a LexA-vMyc aktivdlé hatasat, de nem gatol-
jak a LexA-Gal4 &ltal tdrténd aktivaciot.

Egy konkrét példaban harom NIH3T3 gazdavonalat hoztunk
ljétre: az "a" gazda a LexA-vFos fuzids onkoproteint expresz-
szalja; a "b" gazda a LexA-VvMyc fziés onkoproteint (hi&nyzik
pbeldle a Myc dimerizaciés szakasz), a "c" gazda pedig a LexA-
Gal4 flaziés proteint. Valamennyi sejtvonaltartalmaz egy olyan
konstrukciét, amely a LexA operatort a kloramfenikol-acetil-
transzferéaz (CAT) génhez kapcsolt B-globin promoter eldtt hor-
dozza.

2. tablazat
Onkoprotein gatlészerek kimutatasa

Vegyiilet NIH3T3 Szabalyozd Sejtndvekedés CAT

gazda fehérije aktivitas

W a LexA~-vFos + van

b LexA-vMyc C + van

c LexA-Gal4 + van

X a LexA-vFos + van
b LexA-vMyc C + nincs
c LexA~-Gal4 + nincs

Y a LexA-vFos + van
b LexA-vMyc C + nincs

c LexA-Gald + van
2 a LexA~vFos + nincs

b LexA-vMyc C + van

c LexA-Gal4 + van
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A fenti tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a vizs-
galt vegyliletek egyike sem gatolja egyetlen sejtvonalnak a
névekedését sem. Csak a 2 vegylilet gatolja a VFos aktivitéast
anélkill, hogy gatolnd a Gal4 aktivitasat, és csak az Y vegyil-
let gatolja a vMyc aktivitést anélkiil, hogy gatolnd a Gal4 ak-
tivitasat. Az X vegylilet mind a vMyc, mind pedig a Gal4 akti-
vitasat gatolja, sejtetve, hogy nem specifikus gatlészere az
onkoproteinnek. A W vegylilet nem gatolja sem az onkoprotein
s1ltal induk&lt, sem pedig a Gal4 &ltal indukalt transzkrip-
ciét, sejtetve, hogy a W vegylilet nenm gatlbészere ezeknek a
fehérjéknek.

Ezeknek az eredményeknek az alapjadn a Z és az Y vegyl-
let keriilne kivalasztasra a tovadbbi vizsgilatohoz, amilyen a
dézis/hatés Osszefiiggés meghatdrozasa, vagy az in vivo vizs-
galatok tumorbeteg &llatokon.

A korabbiakhoz hasonléan, egy adott vegyliletnek nem
okvetleniil sziikséges teljesen megsziintetnie a CAT aktivitéast
ahhoz, hogy a taldlmdny értelmében hasznosnak mindsiljon. Az
olyan vegylilet, amely csdkkenti az onkoprotein CAT aktivald
hatasat (ti. az eredeti szint alatti értékre), szintén kiva-
lasztasra keril rédkellenes hatdanyagként, tovébbi vizsga-

latokra.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras vegyiiletek onkoprotein aktivitast géatld
képességének kimutatdsira, azzal jellemezve, hogy

(a) olyan gazdasejtet hozunk létre, amely tartalmaz
egy, valamely DNS ko&td-hellyel mikdddképesen kapcsolt ripor-
ter gént és egy onkoprotein fGzidés gént, amely a szdbbanforgd
DNS k&étBhelyhez kapcsolddni képes faGzids onkoproteint expresz-
sz&l oly mdédon, hogy a szdbanforgd riporter gén expresszi6jat
a DNS-hez k&tdtt fdziés onkoprotein kodzvetiti;

(b) a szdébanforgd gazdasejtet érintkezésbe hozzuk a
vizsgalandd vegylilettel; és

(c) meghatarozzuk a szbbanforgd riporter gén expesszid-
janak mértékét, ami jelzi az onkoprotein aktivitast gatldé ve-
gyliletet.

2. Eljaras vegyliletek onkoprotein aktivitast gatld
képességének kimutatasdra, azzal jellemezve, hogy

(a) olyan, elsd gazdasejtet hozunk létre, amely tartal-
maz egy, valamely DNS kd&t&hellyel nikdddképesen Kkapcsolt ri-
porter gént é&s egy onkoprotein fGzids gént, amely a szdébanfor-
gd DNS kotdhelyhez kapcsolddni képes fzids onkoproteint ex-
presszal oly médon, hogy a szdébanforgd riporter gén expresz-
szi6jat a DNS-hez kotott £Gzids onkoprotein kozvetiti;

(b) olyan, médsodik gazdasejtet hozunk létre, amely tar-
talmaz egy, valamely DNS kotdhellyel mikdddképesen kapcsolt
riporter gént és egy protein fdazids gént, amely a szdbanforgd
DNS k&tdhelyhez kapcsolédni képes fazids proteint expresszal

oly médon, hogy a szbébanforgd riporter gén expressziéjat a
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DNS-hez k&tstt fGzids protein kdzvetiti;

(c) az elsd, illetve a masodik gazdasejtet érintkezésbe
hozzuk a vizsgdlandd vegyililettel; és

(d) meghatédrozzuk a riporter gén expresszidéjénak mérté-
két az elsd, illetve a masodik gazdasejtben, ahol a riporter
gén expresszibéjdban bek&vetkezett nagyobb valtozas az elsd
gazdasejtnél, mint a méAsodik gazdasejtnél egy az onkoprotein
aktivitast g&tlé vegyiiletet jelez.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy gazdasejtként élesztdt vagy dllati sejttenyé-
szetet alkalmazunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy gazdasejtként élesztdt alkalmazunk.

5. A 4. igénypont szerinti eljar&s, azzal jellemezve,
hogy élesztdként Saccharomyces cerevisiaet alkalmazunk.

6. A 3. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy &llati sejttenyészetként emlds sejttenyészetet alkalma-
zunk.

7. A 6. igénypont szerinti elj&rds, azzal jellemezve,
hogy &4llati sejttenyészetként majomvese CV-1 sejt vagy NIH3T3
sejt tenyészetét alkalmazzuk.

8. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy szébanforgé riporter gén expresszidja feno-
tipikus vAltozast idéz eld a gazdasejtben.

9. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a szbbanforgd riporter gén expresszidjénak
mértékét kloramfenikol-acetiltranszfer&z aktivitasként mér-

jﬁk'
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10. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a szbbanforgé riporter gén expresszidjanak
mértékét LEU2 aktivitasként mérjik.

11. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a riporter gén expressziéjanak mértékét B-ga-
laktoziddz aktivitasként mérjik.

12. A 11. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy a fenotipikus valtoz&s kimutatasat a szbébanforgd
gazdasejt tenyészetének vizudlis megfigyelésével végezziik.

13. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy DNS kdtdhelyként LexA operatort alkalmazunk.

14. A 13. igénypont szerinti eljéaras, azzal jellemezve,
hogy a szbbanforgd fGzids onkoprotein LexA DNS-k&td szakaszt
tartalmaz.

15. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a szdbanforgd fazidés onkoprotein egy nuklea-
ris onkoprotein transzkripciét aktivald szakaszat tartal-
mazza.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a szébanforgd nukledris onkoprotein a Fos fehérje.

17. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a szébanforgd nukledris onkoprotein a Myc fehérje.

18. A 17. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a szébanforgd Myc fehérjébdl hidnyzik a dimerizacids sza-
kasz.

19. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy olyan riporter gént alkalmazunk, amelynek ex-

pressziéja egy citoplazmatikus onkoprotein aktivitésatél is
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fliigg oly médon, hogy a riporter gén expresszidéja a szdbanforgd
citoplazmatikus onkoprotein aktivités jelenlétében - tavolleée-
tében azonban nem - jelzdje olyan vegyililetnek, amely gatolja a
cito-plazmatikus onkoprotein aktivitésat.

20. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaréas, azzal
jellemezve, hogy a szébanforgd riporter gén expressziéja egy
membranhoz kapcsolt onkoprotein aktivitasatoél is filigg oly mé-
don, hogy a riporter gén expressziéja a szdébanforgd membran-
hoz kapcsolt onkoprotein aktivitds jelenlétében - tavollétében
azonban nem - jelzdje olyan vegyiiletnek, amely gatolja a memb-

ranhoz kapcsolt onkoprotein aktivitasat.
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