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Eljaras peptidek elédallitasara in vitro transz-

kripcidés/transzlaciés rendszer alkalmazasaval
KIVONAT

A talalmédny targyat képezi eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitésara olyan reakciodrendszer alkal-
mazasaval, amely egy DNS-nek RNS-sé torténd atirasat, majd
az el&allitott RNS transzlatdlasat foglalja magaban, vagy
olyan reakcidérendszer alkalmazéasaval, amely egy RNS 1in
vitro transzlatalasat foglalja magéaban, és az eljaras soran
a reakciérendszert alkotd fehérjekomponensek egy részét
vagy valamennyi elemét egymadshoz kapcsolddd anyagpar egyik
tagjaval jelolik, és az anyagpar masik tagjat adszorbens-
ként alkalmazzak a transzlacidét kovetden a jelolt fehérje-
komponensek megfogasadra. A taldlmany targyat képezi tovabba
a taldlmany szerinti reakciérendszer kialakitédsahoz sziksé-
ges fehérjekomponensek készlete, valamint a talalmany sze-
rinti eljarassal eldallitott termék.

A taldlmany szerinti eljaras fehérjetermékek eldballi-

tasara alkalmazhatd.

Aktaszamunk; 97304-13135/SG
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Eljaras peptidek eldallitasara in vitro transz-

kripciés/transzlacidés rendszer alkalmazasaval

A talalmany targyat képezi eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldadllitdsdra egy DNS-nek RNS-sé térténd
atirasat és az igy eldballitott RNS transzlatdlésat magaban
foglald reakcidrendszer, vagy egy RNS in vitro transz-
latdlasat magédban foglald reakcidrendszer (a leirdsban a
tovabbiakban az "in vitro transzkripcidés/transzlacidés reak-
cidérendszer" kifejezést hasznadljuk) alkalmazdsaval, vala-
mint a fehérjekomponensek készlete, amely ennek a reakcid-
rendszernek a kialakitasahoz szikséges enzimeket és fakto-
rokat tartalmaz:za.

A taldlmény szerinti eljaras fehérjetermékek magas

hozammal, nagy tisztasagban torténd elddllitasara
alkalmazhato.
Jol ismertek Escherichia colibdl, nyuleredett

retikulocitéakbdél vagy buzacsirdbdél szarmazd, sejtmentes,
fehérjeszintézisre szolgaldé rendszerek [Current Opinion in
Biotechnology 9, 534-548 (1998); J. Biotechnology 41, 81-90

(1995)]. Ezekben a sejtmentes rendszerekben a peptidek né-
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hany o6ran belil megszintetizalhatdék. Konkrétan, fehérjék
rovid idé alatt szintetizalhatdk Osszehasonlitva azzal az
esettel, amikor idegen géneket inszertalunk gazdasejtekbe,
majd a sejtekben expresszaljuk &ket [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94, 412-417 (1997); FEBS Letters 414, 268-270 (1997)].
Nyilvanvald és varhatdé, hogy a sejtmentes rendszerekben
torténé fehérjeszintézisnek legaldbb is elméletileg szamos
technikai eldénye van, az idegen génnek gazdasejtekbe tdrté-
né beépitése és az ott torténd expresszidjidval szemben.
Konkrétan, az ilyen sejtmentes fehérjeszintézis-rend-
szerekkel a gazdasejtre toxikus peptidek vagy olyan pep-
tidek is el&allithatdk, amelyeket a gazdasejtben keletkezd
protedzok emészthetnek. Ilyen rendszerekben nem természetes
aminosavakkal toltott aminoacil-tRNS-ekkel nem természetes
aminosavak konkrét helyzetekbe épitheték be, igy természet-
ben eld nem forduld peptidszarmazékok 1is eldallithatdk
[Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 24, 435-462 (1995)],
vagy mRNS-b&l, riboszémabdél és peptidbdl alldé komplexek
(poliszéma-szerkezetek) alakithatok ki. A poliszdébma-
szerkezeteket és hasznalatukat tdébb kdzleményben ismertete-
tik [(He, M. és mtsai., J. Immunological Methods 231, 105-
117 (2000); Schaffitzel, C., J. Immunological Methods 231,
119-135 (2000); Roberts, R. W., Current Opinion in Chemical
Biology 3, 268-273 (1999) és wugyanott 9, 534-548 (1998)
(eldnyosen az 543. oldalon és azutan), valamint FEBS Lett.
450, 105-110 (1999); Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 14130-

14135 (1998) és Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 4937-4942

(1997)1.



Kezdetben nyers sejtkivonatokat alkalmaztak, de az
ilyen mbédon végzett reakcidk nem stabilak, és peptidek csak
alacsony hozammal, konkrétan az él8 sejtek 0,1-0,01%-&ban
szintetizalddtak. A késdbbi vizsgalatokban kideritették me-
lyek a sejtkivonatokban 1évs, a génexpresszidhoz sziikséges
komponensek, és ezzel parhuzamosan kimutattdk a felesleges
komponenseket és inhibitorokat (példédul endogén, mRNS-t
bonté nukleazt [RNA 6, 1079-1090 (2000)]. Kisérleteket tet-
tek ezeknek a felesleges komponenseknek az eltdvolitasara.
A hagyomanyos eljaras, amelyben a sejtmentes kivonatot ve-
szik alapul és eltavolitjak beldle a felesleges komponense-
ket, azonban nem megfeleld, mivel a reakcidhoz sziikséges
energia elfogy, és igy a reakcid koriilbelil "batch" rend-
szer hasznadlata esetén 1 o6ran beliil megdll a fehérjeszinté-
zisben. Bebizonyitottak, hogy ezt a problémat a nukleotid-
trifoszfat tartalékok kimeriilése ([Biochim. Biophys. Acta.
1293, 207-212 (1996); J. Biotechnol. 48, 1-8 (1996)], kis

molekuldju melléktermékek, példaul endogén enzimek altal

képzett trifoszfat-hidrolizatumok felhalmozbédéasa
[Biochemistry 22, 346-354 (1983); J. Biol. Chem. 260,
15585-15591 (1985)] és a transzkripcidés/transzlacidés reak-

cibhoz nem sziikséges faktorok altal torténdéd energiafelhasz-
nadlads okozza [J. Ferment. Bioeng. 84, 7-13 (1997); J.
Biotechnol. 61, 199-208 (1998)].

A reakcid rovid 1idén bellli ledllasdnak problémaja
egy szubsztradtnak a peptidet szintetizaldé transzkrip-
cibés/transzlacids reakcidrendszerbe torténd folyamatos be-

tadplalasaval megoldhatd. Ebben az esetben azonban egy masik



probléma 4all fent, mégpedig az, hogy a reakcid rosszul is-
mételhetd. Ez a probléma buzacsirdt alkalmazdé rendszerben
egy, a csiraban lévé riboszdéma inaktivator (tritin) és egy
transzlacids iniciacidés inhibitor jelenlétének kimutatdsa-
val oldhatdé meg, és olyan eszkdzOkkel, amelyek eltavolitjéak
ezeket az anyagokat a csirdbdél [Bio Industry 17(5), 20-27
(2000)}. Egy tovabbi probléma még mindig marad, nevezete-
sen, hogy az ilyen rendszer sok energiat fogyaszt a transz-
lacid szempontjdbdl feleslegesen.

A hagyomanyos eljarasok soran fellépd problémakat a
sejtkivonatokban 1évd, kiulonbozd8, ismeretlen komponensek
jelenléte okozza, amelyek a transzkripcids vagy transzlaci-
6s reakcid szempontjabdl feleslegesek, de nehezen tavolit-
hatdék el teljes mértékben. Kisérletet végeztek ezért 1In
vitro peptidszintézis kivitelezésére kizardlag a transzla-
cidhoz alapvetden szilkséges enzimek és faktorok alkalmaza-
saval [The Journal of Biological Chemistry 252(19), 6889-
6894 (1997)]). P-Galaktoziddz DNS-iranyitotta szintézise
esetében az E. coli riboszdémakon kivill kizardlag a kovetke-
26, E. coli kivonatbbél tisztitott, 33 komponenst hasznaltak
a transzkripcidhoz és transzlacidhoz szikséges faktorokként
és enzimekként: RNS-polimeraz, N'°-formil-tetrahidrofolat,
Met-tRNS‘-transzformildz, 20 aminoacil-tRNS-szintetéz, IF-
1, Ir-2, 1F-3, EF-Tu, EF-G, RF-1 és/vagy RF-2, CRP, L és
Ls.. Ebben a kisérletben azonban a célterméket csak nyomnyi
mennyiségben sikerilt eldallitani, mivel a transzlacids me-

chanizmusrdél csak kevés informacid 4llt rendelkezésre, va-



lamint abban az 1idSében a tisztitdsi technoldégia sem volt
megfeleld.

Ezt kovetden Gonza és munkatarsai in vitro
peptidszintézis-rendszert  készitettek eldre feltoltott
aminocacil-tRNS-ekkel (azaz, amelyekhez aktivalt amino-
savakat kapcsoltak) és tisztitott transzlacidés faktorokkal
(Biochem. Biophys. Res. Commun. 126, 792-798 (1985)]. Mas-
részrél Pavlov és munkatarsai is elSadllitottak egy in vitro
transzlacidés rendszert részlegesen tisztitott aminocacil-
tRNS-szintetdz keverékével és tisztitott transzlacios fak-
torokkal [Archives of Biochemistry and Biophysics 328(1),
9-16 (1996)]. Egy teljesen tisztitott, in vitro transzlaci-
6s rendszert 1is készitettek rovid, mesterséges mRNS alkal-
mazasaval ([J. Mol. Biol. 273, 389-401 (1997)]. Tudomasunk
szerint azonban ez idadig nem szamoltak be természetes mRNS-
rél sikeresen szintetizalt fehérjérdél kizardlag az alapve-
téen fontos enzimeket és faktorokat tartalmazdé transzlacids
rendszer alkalmazasaval. A hagyomanyos, sejtmentes peptid-
szintézis-rendszerek esetében és a sejtkivonatokat alkalma-
26, 1n vitro peptidszintézis-rendszerek esetében faradsagos
moédszerek sziikségesek a termelddott célpeptidnek a reakcio-
rendszerben 1évé fehérjekomponensektdl torténd izoldlasara
és tisztitasara, 1igy a célpeptid csak alacsony hozammal &l-
lithatd eléd.

A kovetkezdkben roviden Osszefoglaljuk a taldlmanyt.
A taldlmany targyat képezi egy olyan, hatékony fehérje-
szintézis-rendszer, amellyel a peptidek in vitro szintézi-

sére kialakitott rendszerekben az energiafogyas kérdése



megoldhaté, és olyan 1in vitro peptidszintézis-rendszer,
amelyben a peptidtermék nagy tisztasaggal, hatékonyan izo-
lalhatdé a reakcidrendszerbdl.

A taldlmany targyat képezi eljaras peptid vagy
peptidszarmazék elballitasara egy DNS-nek RNS-sé torténd
atirasat és az igy eldallitott RNS transzlatalasat magéaban
foglalé reakcidrendszer, vagy egy RNS 1in vitro transz-
latalasat magaban foglald reakcidrendszer alkalmazasaval,
amelyben a transzkripciés/transzlacidés reakcidérendszert al-
koté fehérjekomponensek egy részét vagy valamennyil elemét
egymashoz kapcsoldédd anyagpar egyik tagjaval jeloljik, és
az anyagpar masik tagjat adszorbensként alkalmazzuk a je-
1olt fehérjekomponens megfogasara (,capturing”) a
transzlatalast kovetden. Ezen eljaréas szerint a transzkrip-
cids/transzlacidés rendszerben sokféle anyagkombinacid al-
kalmazhatd® a reakcidérendszert alkotd fehérjekomponensek egy
részének vagy valamennyi elemének jeldlésére olyan anyaggal
parositva, amely adszorbensként alkalmazhaté a jelslt fe-
hérjekomponens megfogasara.

Az egymashoz kapcsolddd anyagpar egyik tagjaval je-
161t fehérjekomponensek egy részét vagy valamennyi elemét
képezik a transzkripciés vagy transzlacids reakcid faktora-
inak és enzimeinek. Ilyen faktorok és enzimek példaul az
iniciacidés faktorok, az elongacids faktorok, a termindcids
faktorok, az aminoacil-tRNS-szintetaz, a metionil-tRNS-

transzformildz és az RNS-polimeraz.



Az egymashoz kapcsolddd anyagpdr egyik tagjaval je-
161t fehérjekomponensek a transzkripcidés vagy transzlacids
reakcié faktoral és enzimei és mads, a reakcidrendszer ki-
alakitasdhoz szikséges enzimek. A reakcidérendszer kialaki-
tdsdhoz szikséges enzimek, amelyek nem a transzkripciéds
vagy transzlacidés reakcidhoz szikséges faktorok vagy enzi-
mek, példaul a reakcidérendszerben az energia regeneralasa-
hoz szlikséges enzimek és a transzkripcids vagy transzlacios
reakcié soran keletkezd, szervetlen pirofoszforsav hidroli-
zadlasadhoz szikséges enzimek.

A taladlmany szerinti eljarassal kivant helyzetekbe
beépitett nem természetes aminosavakat tartalmazd, nem
természetes peptidek és peptidszarmazékok, példaul poli-
széma-szerkezetek &4llithatdék eld egy olyan reakcidérendszer
alkalmazasaval, amely eqgy DNS-nek RNS-sé torténd atirasat
és a keletkezd RNS transzlatadlasat foglalja magéban, vagy
egy RNS in vitro transzlatalasat foglalja magaban, és amely
terminacidés faktoroktdl mentes.

A taldlmény szerint affinitaskromatografidban kol-
csbnhatasba 1épd, aldbbi anyagok barmelyik kombinécidéja va-
laszthat6, példaul egy fehérjének vagy peptidfragmensnek
egy fémionnal torténd kombinacidja, egy antigénnek anti-
testtel tdrténd kombinacidja, egy fehérjének egy fehérjével
vagy peptidfragmenssel torténd kombinacidja, egy fehérjének
egy specifikus, alacsony molekulatdmegi vegylilettel - amely
az alabbiak barmelyike: aminosav, DNS, festékek, vitaminok
és lektinek - torténd kombinacidja, egy fehérjének egqgy

szachariddal torténd kombinacidja és egy fehérjének vagy



peptidfragmensnek egy ioncseréld gyantaval torténd kombina-
cidja kozil. Tobbek kozdott hisztidin-cimkének fémkelédttal,
példaul nikkel- vagy kobalt-komplexszel torténd kombinacid-
ja kedvezd, amely a fehérje vagy a peptidfragmens és a fém-
ion kozotti kotést hasznalja ki.

A taldlmany szerinti, egymashoz kapcsolddd anyagok
nem korlatozddnak az affinitadskromatografidban kdlcsdnha-
tasba l1épé anyagok kombinacidjara. Példaul magnesesen egy-
mashoz kapcsolddd anyagok is alkalmazhatodk.

A taldlmény targyat képezi tovabbad fehérjekomponensek
készlete a reakcidrendszer szamara, amellyel peptid vagy
peptidszarmazék allithatdé eld oly mdédon, hogy egy DNS-t
RNS-be irunk &t, majd a keletkezd RNS-t transzlataljuk,
vagy egy RNS-t 1in vitro transzlatalunk, és a készlete a
transzkripcidés/transzlatacids reakcidrendszert alkotd fe-
hérjekomponensek egy részét vagy valamennyi elemét tartal-
mazza, és a fehérjekomponensek olyan enzimek vagy faktorok,
amelyek egymashoz kapcsolddd anyagpar egyik tagjaval jelol-
heték. Egy ilyen készleteben a fehérjekomponensek a transz-
kripcidés vagy transzlacids reakcidhoz szilikséges faktorok
vagy enzimek és mas, a reakcidrendszer kialakitasahoz sziuk-
séges enzim barmelyike. A transzkripcids vagy transzlaciods
reakcidhoz szikséges faktorok vagy enzimek elényds példai
az iniciéaciéds faktorok, az elongacids faktorok, a
terminacids faktorok, az aminoacil-tRNS-szintetéaz, a
metionil-tRNS-transzformildz és az RNS-polimerdz. A transz-
kripcids vagy transzlacids reakcidhoz sziikséges faktoroktodl

vagy enzimektdl kiulonbozd, a reakcidrendszer kialakitasahoz
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szliikséges enzimek eldényds példai a reakcidérendszerben az
energia regeneralasahoz szikséges enzimek és a transzkrip-
ciés vagy transzlacidés reakcid soran képzddd, szervetlen
pirofoszforsav hidroliz&lasdhoz sziikséges enzimek. A talal-
many szerinti fehérjekomponensek készlete tartalmazhat egy
adszorbenst az egymassal kapcsoldédd anyagpar egyik tagjaval
jelolt fehérjekomponens megfogasa céljabol.

A talalmany szerinti fehérjekomponensek készlete egy-
mastdl kilénbdz8 anyagok kombinadcidjat tartalmazhatja, ame-
lyet a reakcidrendszer kialakitasdban részt vevd fehérje-
komponensek egy részének vagy valamennyi elemének jeldlésé-
re alkalmazunk olyan anyaggal egyiitt, amelyet a jelolt fe-

hérjekomponensek megfogasdra alkalmazunk.

A kovetkezdkben roviden ismertetjilk az abrakat.

Az 1. abran E. coli riboszémafrakciéit mutatjuk be
szacharéz-sulUrilséggradiensen.

A 2. abran His-cimkével jelolt iniciadciés faktorok,
elongacidés faktorok és terminadcids faktorok 12%-os SDS-
PAGE-mintazatait mutatjuk be (Coomassie Brilliant Blue fes-
tékkel festve).

A 3A abran His-cimkével Jjeldlt iniciacidés faktorok
relativ DHFR-aktivitéasai lathaték, a 3B &bran pedig a His-
cimkével Jjeldlt iniciaciés faktorok optimdlis koncentra-

ciéit mutatjuk be, amelyet relativ DHFR-aktivitdsban feje-

zunk ki.
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A 4. &bran His-cimkével jeldlt terminacids faktorok
aktivitasait abrazoltuk, amelyet fMFL hozamban fejezink ki.

Az 5A A4bradn a His-cimkével jeldlt SerRS—-t tartalmazéd
eludtum 570 nm—-nél mutatott UV-abszorpcidéjanak diagramjat
mutatjuk be. Az 5B 4&abradn a His-cimkével Jelolt SerRS
kromatogramja lathatd.

A 6. abran His-cimkével jeldlt ARS-ek és MTF 12%-os
SDS-PAGE mintazatait mutatjuk be.

A 7A &bran a His-cimkével jelolt termindcids faktorok
optimalis koncentracidit mutatjuk be a talalmany szerinti,
in vitro poli(Phe)-szintézisrendszerben a Phe beépiilési
szintjével kifejezve. A 7B 4&bran a poli(Phe)-szintézis-
reakcidk lefolyasat mutatjuk (a Phe beépiilésének szintjében
kifejezve) a taldlmény szerinti, in vitro szintézisrend-
szerben és S100 extrakcids rendszerben.

A 8A abran a taladlmany szerinti, 1in vitro szintézis-
rendszerrel és S30-rendszerrel szintetizalt, [’°S]Met-et
tartalmazé DHFR-termékek 12%-os SDS-PAGE-mintazatai l&tha-
ték. A 8B 4abran ezeknek a termékeknek a DHFR-aktivitaséat
abrazoltuk.

A 9. &abradn a DHFR-szintézisreakcidk idébeli lefolya-
sat mutatjuk be a taldlmény szerinti, in vitro szintézis-
rendszerben és az S30-rendszerben.

A 10. &bran az energiaforrads felhaszndladsédnak iddébeli
lefolyasat mutatjuk be a talalmany szerinti, in vitro szin-

tézisrendszerben (jobb) és az S30-rendszerben (bal).
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A 11. abran egy nem természetes aminosav beépililésének
modelljeként a 37. helyzetben valint tartalmazd DHFR képzé-
dését tuntettik fel a talalmany szerinti, iIn vitro szinté-
zisrendszerben.

A 12A &bréan His-cimkével jeldlt T7RNS-polimerazt tar-
talmazé eluatum 570 nm-nél mért UV-abszorpciéjanak diagram-
jat mutatjuk be. A 12B abran His-cimkével jeldlt T7RNS-
polimerdz kromatogramja léathatéd.

A 13. adbran a taldlmany szerinti, in vitro szintézis-
rendszerben képzddott, ki1lonbézd fehérjék SDS-PAGE-
mintdzatait mutatjuk be.

A 14. abran a talalmany szerinti, in vitro szintézis-
rendszer transzlacids termékének, a DHFR-nek a tisztasagat
mutatjuk be 100 kDa vagasu, ultrasziir6 membranon és nikkel-
oszlopontdrténd tisztitast kovetden. Az abradn a DHFR hely-
zetét nyil jelolli.

A kovetkezdkben részletesen ismertetjik a talalmanyt.
A taladlmany szerinti, iIn vitro szintézisrendszer peptid
szintetizalasara szolgald reakcibdrendszer, amelyben egy
DNS-t RNS-be irunk at, majd a keletkezett RNS-t
transzlataljuk, vagy egy RNS-t transzlatdlunk sejtek alkal-
mazasa nélkiil. A leiras szerinti értelemben a "peptid" ki-
fejezésen két vagy tobb, természetes vagy nem természetes,
peptidkotéssel egymashoz kapcsolt aminosavat értiink, és az
oligopeptidek és a polipeptidek is a taldlmany oltalmi ko-
rébe tartoznak. Ide tartoznak tovabbad a specifikus haromdi-
menzidés szerkezetd polipeptidekb&l 4116 fehérjék. A leiréas

szerinti értelemben az "RNS" kifejezésbe beleértjiik a szin-
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tetikus RNS-eket és mRNS-eket 1is, mig a "DNS" kifejezésbe
beleértjlik a szintetikus DNS-eket és cDNS-eket is.

A taldlmany szerinti, in vitro szintézisrendszer,
amelyben egy DNS-t RNS-be irunk &t, majd a keletkezett RNS-
t transzlataljuk, vagy egy RNS-t transzlatdlunk, prokaridéta
vagy eukaridta sejtekben létezd reakcidrendszer, amely ri-
boszémabdl, a transzkripcids vagy transzlacids reakcidhoz
sziikséges faktorokbdl és enzimekbdl, a reakcidrendszer ki-
alakitasahoz szlikséges mas enzimekbdl, kiloénbozs
szubsztratokbdl, pufferekbdl és sdkbdl 4&ll. A taldlmany
szerinti, kedvezd hatdsok olyan reakcidérendszerben is elér-
het8k, amelyet teljes mértékben mesterségesen allitunk eld,
azonban a taldlmany olyan reakcidrendszerekben is alkalmaz-
hatd, amelyekben ezen alkotdelemek kozul néhanyat sejtkivo-
nat formajaban adunk.

A transzkripcidés vagy transzlacids reakcidhoz sziiksé-
ges faktorok és enzimek nem korlatozdéddnak a prokaridta sej-
tekben, példaul E. coliban, keletkezd anyagokra, hanem
eukariota sejtekbdl szarmazd faktorok és enzimek is alkal-
mazhatdk. Az (1) esetben, amikor egy RNS-t transzlaté&lunk,
ezek a faktorok és enzimek iniciacidés faktorok, elongacids
faktorok, termindcids faktorok, husz aminoacil-tRNS-
szintetdz, és természetes vagy nem természetes aminosavak-
hoz kapcsolt tRNS-ek és metionil-tRNS-transzformildz is be-
letartozik az E. coli eredetli, in vitro reakcidrendszerbe.
A (2) esetben, amikor egy DNS-t RNS-be irunk &t, majd a ke-
letkezett RNS-t transzlatdljuk, ezek a faktorok és enzimek

az (1) esetnél felsoroltakon kiviil még RNS-polimerazt, pél-
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ddul T7RNS-polimerézt is tartalmaznak. A transzléacids reak-
cidé az elbzbekben ismertetett (1) és (2) esetek szerinti
reakcidérendszerb8l a terminacids faktorok kikiiszobolésével
szabdlyozhatd, mint ezt a késébbiekben targyaljuk.

A transzkripcids vagy transzlacids reakcidhoz sziiksé-
ges faktorokon és enzimeken kivili enzimek példaul a reak-

ciérendszerben az energia regeneraldsdhoz sziikséges enzi-

mek, példaul kreatin-kinaz, miokinaz és nukleozid-
difoszfat-kinaz (NDK), valamint a transzkripcidés vagy
transzlacids reakcio soran képzdds, szervetlen piro-

foszforsav hidrolizalasadhoz szikséges enzimek, példaul
szervetlen pirofoszfatéaz.

A kilonbozé szubsztratok példaul természetes amino-
savak, nem természetes aminosavak lehetnek, energia-
forrasként nukleotid-trifoszfatok, kreatin-foszfat és
formilfélsav szolgalhat. A nukleotid-trifoszfatok ATP, GTP,
CTP és UTP. Az elézbekben ismertetett, (1) esetben ATP-t és
GTP-t, mig az elbzbekben ismertetett, (2) esetben ATP-t,
GTP-t, CTP-t és UTP-t alkalmazunk.

Pufferként altaldban ka&lium-foszfat puffert (pH 7, 3)
hasznalunk. Az alkalmazott sb6k 4&ltaladban példaul kalium-
glutamat, ammdé4nium-klorid, magnézium-acetéat, kalcium-
klorid, putrescin, spermidin és ditiotreitol (DTT). Nyil-
vanvald, hogy az elézbekben felsoroltakon kivil mas, megfe-
leld komponensek is alkalmazhatdk a reakciodrendszerben.

A taladlmény elsé jellemz&je abban rejlik, hogy a
peptid szintézisére szolgald rendszerben, amelyben egy DNS-

t RNS-be irunk at, majd a keletkezett RNS-t transzlataljuk,
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vagy egy RNS-t 1In vitro transzlatéalunk, a transz-
kripciés/transzlacidés reakcidrendszert alkotéd fehérjekompo-
nensek egy részét vagy valamennyi elemét egymashoz kapcso-
16d6 anyagpar egyik tagjaval jeléljik, és a masik anyagot
adszorbensként alkalmazzuk a jeldlt fehérjekomponens megfo-
gasara a transzlatalast kovetSen. A célpeptid ily mdédon
kobnnyen elvalaszthatdé a reakcidérendszert alkotd fehérjekom-
ponensektdél, és rendkivil nagy tisztasdggal kinyerhetd.
Esetenként hisztidin-jeldlést alkalmazunk a reakcié-
rendszert alkotd, egyedi fehérjekomponensek, eldénydsen a
transzkripcids/transzlacids rendszerhez sziikséges faktorok
és enzimek eldallitasdra és tisztitadsara. Hisztidin-cimke
alkalmazasat leirtdk példaul EF-Tu [(Eur. J. Biochem. 210,
177-183 (1992)], EF-G [Cell 92, 131-139 (1998)) és EF-Ts
[Archives of Biochemistry and Biophysics 348, 157-162
(1997)]1 elongacids faktorok és RF2 terminacidés faktor
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 8165-8169 (1998)] és
fenilalanil-tRNS-szintetéaz (Protein Expression and
Purification 8, 347-357 (1996)] eléa&llitasdban és tisztita-
sédban. Ezekben az esetekben azonban az eldallitast és a
tisztitdst nem egy in vitro peptidszintézis-rendszer kiala-
kitasanak celjaval hajtottak végre, hanem csupan az egyedi
fehérjék mikodésének vagy tulajdonsdgainak vizsgalatara.
Egy transzforménsban, példaul E. coliban, gén-
expresszidoval eldallitott fehérje vagy fehérjeszarmazék el-
valasztasara affinitaskromatografia, példaul  hisztidin-
cimkének nikkel-oszloppal torténé kombinacidja, glutation-

S-transzferaznak glutation-Sepharose-gyantaoszloppal torté-



né kombinacidéja vagy egy epitdp-cimkének ellenanyaggal tor-
ténd kombinacidéja alkalmazhatdé. Ilyen esetben a célpeptidbe
gyakran beépitenek olyan anyagot, amely szelektiven kdtdédni
képes az adszorpcidés oszlophoz. Kereskedelmi forgalomban
kaphatdé sejtkivonatokkal kialakitott sejtmentes rendszerek-
ben a hisztidin-cimkének a célpeptidbe torténd beépitésére
egy vektor alkalmazhatd. Ebben az esetben a terméket a
célpeptidnek a hisztidin-cimkével alkotott fuzids fehérjéje
formajadban nyerjik ki, amelyet a szintézis utdn enzimesen
el kell hasitani.

Ezen hagyomanyos eljarasoktél eltérden egyméshoz kap-
csolddd anyagpart viszink be nem a célpeptidbe, hanem az in
Vitro peptidszintézis—-rendszert alkoté fehérjekom-
ponensekbe, amely azon az Uj felismerésen alapul, hogy a
transzkripcids vagy transzlacids reakcid akkor is végbe-
megy, ha a transzkripcidhoz vagy transzlacibdhoz sziikséges
faktorokat és enzimeket és més enzimeket az egymashoz kap-
cso0lddd anyagpdr egyik tagjaval jeloljuk.

A taldlmany szerinti, egymashoz kapcsoldédd anyagpar-
kombinadciét tetszés szerint valaszthatjuk, amennyiben a
transzkripcidés vagy transzlacidés reakcidét nem zavarja.
Ezeknek az anyagoknak az egymashoz vald kapcsolddéasa lehet
reverzibilis vagy irreverzibilis, azonban eldénydsen irre-
verzibilisen egymashoz kapcsolddé anyagokat alkalmazunk.
Ebben az esetben a reakcidrendszert alkotd fehérjekomponen-

sek ismételten hasznalhatdk.



_ 16 _ ose oo ea

Az egymashoz kapcsolddé anyagok kombinacidja példaul
egy adszorpcidés oszlop kombinacidja az adszorpcids oszlop-
hoz szelektiven kotddni képes anyaggal. Jellemzd anyagok
példaul az affinitaskromatografiaban ko&lcsdnhatasba 1épé
anyagok. Példaul fémkomplex, példaul nikkel- vagy kobalt-
komplex az adszorpcids oszlop ligandja, mig hisztidin-cimke
az adszorpcids oszlophoz szelektiven k6téddé anyag. Mindazo-
naltal kulonbozd ligandoknak hozzajuk szelektiven kapcsold-
dé anyagokkal valdé kombinaciéja alkalmazhatd, mint ezt a
tovadbbiakban targyaljuk, amennyiben a reakcidét nem zavar-
jak. A talalmany szerinti, affinitdskromatografidban kol-
csonhatasba 1épd anyagok kombinacidéja az aldbbiak barmelyi-
ke, példaul egy fehérjének vagy peptidfragmensnek egy fém-
ionnal torténd kombinacidja, egy antigénnek ellenanyaggal
torténé kombinacidja, egy fehérjének egy fehérjével vagy
peptidfragmenssel torténd kombinacidja, egy fehérjének egy
specifikus, kis molekulatdmegli vegylilettel, amely az alab-
biak barmelyike: aminosavak, DNS-ek, festékek, vitaminok és
lektinek, torténé  kombinacidja, egy fehérjének egy
szachariddal torténd kombinacidja és egy fehérjének vagy
peptidfragmensnek egy ioncseréld gyantdval torténdé kombina-
cidja.

A talalmany szerinti, egymashoz kapcsolddd anyagok
nem korlatozdédnak az affinitdskromatografidban k&lcsénha-
tasba 1épd anyagokra, hanem a céltdl fliggéen tetszdlegesen
vadlaszthatdék. Példaul magnesesen egymashoz kapcsolédé anya-
gok is alkalmazhatdk. Ennek egy példédjaként magneses

gyonggyel Jjelolt fehérjének magnessel torténd kombinacidija
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emlitheté. Ebben az esetben a peptidszintézis-rendszert al-
koté fehérjekomponensek, amelyek magneses gyongyokkel egye-
dileg jelolhetdk, magnessel adszorbealhatdk, és igy megfog-
hatdk.

A taldlmany szerinti adszorbens példaul oszlop, mat-
rix, filter vagy gydngy formajaban alkalmazhatdé. Egy masik
lehet&ségként, adott esetben egy hordozdéhoz is koéthetd. Az
adszorbensnek a hordozdéhoz torténé kotésére megfeleld esz-
kozok az ismert technoldgidk koziil valaszthatdk az adszor-
bens tulajdonsagaitdél fuggden.

A reakcidrendszert kialakitd fehérjekomponensek egy
részének vagy valamennyi elemének Jjelolésére szolgaléd
anyagnak az ilyen mdédon jelolt fehérjekomponensek megfoga-
sdra szolgald adszorbensként alkalmazott anyaggal torténd
kombindcidéjara nagyon sokféle lehetdség 4ll rendelkezésre.
Egymastdél kiilonbozé ilyen kombindcidk egyetlen reakcidrend-
szerben is alkalmazhatdk. Eldnydsen az adott fehérjekompo-
nensnek legjobban megfeleld jelolést alkalmazzuk, és az
adszorbenst a felhasznalt jeldlésnek megfelelden valaszt-
Jjuk.

Mivel a transzkripcibés/transzlacids reakcidérendszer-
hez szilikséges faktorokat és enzimeket és mds enzimeket a
taldlmany szerinti, egymashoz kapcsoldédd anyagpar egyik
tagjaval jeloljik, a reakcidrendszert alkotd fehérje-
komponensek rendkivil tiszta &allapotban nyerhetdk ki, és a
reakcidérendszer nem szennyezddik semmilyen ismeretlen és
felesleges vagy gatld komponenssel. A reakcidrendszer ily

médon kialakithatd, és kovetkezésképpen a reakcid hatékony-
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sdga nagymértékben fokozdédik. Ezen kivil, a célpeptid a
szintézis utan ezektdl a reakcidét alkotd elemektdl gyorsan
elvidlaszthaté. A hagyoményos sejtmentes rendszerekben a re-
akcié soran képzdédstt peptidet extrakcidval tisztitjuk.
Nyilvanvaldan minden egyes esetben a reakcidtermék fizikai
és kémiai tulajdonsagaitdél fliggbéen megfeleld tisztitasi
mbédszerre van szlikség. Ezzel szemben a taladlmany szerinti
reakcidérendszert alkotd komponensek az adszorbens alkalma-
zdsaval eltéavolithatdk, és a reakcidtermék ily mdédon tisz-
tithatdé. Elméletileg tehdt ugyanaz a tisztitadsi mdédszer al-
kalmazhaté minden reakcidtermékre, flggetleniil annak fizi-
kai-kémiai tulajdonsagaitél. Az igy nyert célpeptid tovabba
rendkivil nagy tisztaséagu.

A taldlmadny szerint a reakcidérendszer komponensei
biztosan ellendrizhetdk, amely terminadcidés faktoroktdl men-
tes reakcidérendszer kialakitasat teszi lehetévé. A talal-
many ezen Jjellemz&je  kovetkeztében  kilénbszd  tipusu
poliszéma-szerkezetek alakithatdk ki, ezaltal is szélesitve
az 1n vitro peptidszintézis-rendszer felhaszndlasi teriile-
tét. Konkrétan, peptidbdl, RNS-b6l és riboszdémdbdl 4llé
harmas komplexek (poliszdéma-szerkezetek) nyerhetdk kuldnbs-
z8 DNS-eknek és RNS-eknek a talalmany szerinti, terminacids
faktorté6l mentes, 1in vitro peptidszintézis-rendszerben tor-
ténd expresszalasaval. A poliszéma-szerkezeteknek mas komp-
lexektdl oly mbédon torténd elvalasztasaval, hogy célként a
peptidet alkalmazzuk, a célpeptid és az RNS egyidejlleg ki-
nyerhetd. A terméknek terminacidés faktorokkal tdrténd keze-

lésével a megfeleld RNS nyerhetd ki. Ebben az esetben a
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peptid, amelyet a riboszémardl le kell hasitani, és a neki
megfeleld RNS konnyen izolalhatd az egymashoz kapcsolodéd
anyagpar egyik tagjaval jeldlt termindcids faktorokkal tor-
ténd kezeléssel. A megfeleld DNS példaul izolalt poliszéma-
szerkezetbdl nyerhetd$ RT-PCR-mdédszerrel [Current Opinion in
Biotechnology 9, 534-548 (1998)]. A poliszéma-szerkezetnek
EDTA-val torténd bontasa utdn az RNS nyerheté ki. Technika-
ilag eldényds, hogy egy kivalasztott célpeptidnek megfeleld
RNS vagy DNS véletlenszerli expressziéval kdbnnyen kinyerhe-
t&. DNS-ek és RNS-ek félig véletlenszerti expresszidja sejt-
mentes rendszerben, nylleredetd retikulocita reagenskészlet
alkalmazasaval mar ismeretes, azonban ehhez bonyolult elja-
rasok szikségesek (WO 91/05058) .

A reakcidrendszert alkotd komponensek biztos ellendr-
zésével lehetségessé valik nem természetes aminosavakat
tartalmazé peptid szintetizdlasa az in vitro peptid-
szintézis-rendszerrel. Konkrétan, nem természetes aminosa-
vakat tartalmazdé peptidek a taladlmany szerinti termelési
eljarassal szintetizalhaték. A reakcidérendszerhez nem ter-
mészetes aminosavval feltoltott és a C-terminalis
terminaciés kodontdl eltéré terminacids kodonnak megfeleld
szuppresszor-tRNS-t adunk. Ily médon a DNS vagy RNS, ame-
lyet oly médon mdbdositottunk, hogy a szuppresszor-tRNS-nek
megfeleld termindcids kodont épitettiik be a nem természetes
aminosav beéplilésének helyére, atirodik és transzlatidlédik,
igy olyan peptidet kapunk, amelybe nem természetes aminosav
épllt be. Részletesebben kifejtve, a szintézis a kovetkezs-

képpen hajthatd végre. A nem természetes aminosav beépitése
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érdekében a terminacidés kodonok egyikét (UAA, UAG és UGA),
példaul az UGA vagy UAG kodonokat a nyitott leolvasasi ke-
reten beliil (ORF, "open reading frame") a kivant helyzetbe
beépitjik, és a transzlacid befejezésére UAA kodont alkal-
mazunk. Ezt kovetden az UGA és/vagy UAG antikodonjat hordo-
26, szuppresszor—-tRNS-t készitjuk el in vitro transzkripci-
6val, és nem természetes aminosavval toltjik. Ezutdn a ta-
lalmany szerinti termelési eljarast hajtjuk végre az RNS
transzlatidlasara ennek az RNS-nek és az eldzdekben ismerte-
tett, szuppresszor RNS-nek az alkalmazaséaval. Ily médon a
nem természetes aminosavat helyspecifikus médon beépitve
tartalmazd peptid szintetizalhatd. Egy masik mdédon a peptid
eldszor a megfeleld DNS szintetizdlasaval, majd ezt kovetd
transzkripcidjaval és transzlacidjaval allithatd eld.

Az elSz&ekben ismertetett reakcidérendszerbdl a
terminacids faktorok kikiszobolésével nyerhetd reakcidérend-
szer alkalmazasaval olyan, peptidb&dl, mRNS-b&l és riboszd-
mabél alldé poliszéma-szerkezetek alakithatdék ki, amelyek
egy vagy tobb nem természetes aminosavat hordoznak a kivant
helyzet (ek)ben. Az ilyen poliszbéma-szerkezeteknek az eldz&-
ekben ismertetett, egymashoz kapcsolédd anyagpdr egyik tag-
javal jelolt terminacids faktorokkal torténd kezelésével a
riboszémardél lehasitott peptid és a neki megfeleld RNS
kénnyen 1izoldlhaté. A megfelelé DNS a poliszdéma-szer-—
kezetb8l példaul RT-PCR-rel nyerheté [Current Opinion in
Eiotechnology 9, 534-548 (1998)]. Ennek a poliszéma-

szerkezetnek EDTA-val torténd bontasaval az RNS is kinyer-

hetd.
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Ezek szerint a taldlmany szerinti eljarassal elsalli-
tott peptidszarmazékok poliszéma-szerkezetek és kivant
helyzetekben nem természetes aminosavakat tartalmazd nem
természetes peptidek is lehetnek.

A talalmény szerinti, peptid vagy peptidszarmazék
elallitdsara szolgald eljadras "batch" rendszer alkalmaza-
saval végezhetd a hagyomanyos mdédon. Egy lehetéségként ku-
16nboz&, mar ismert vagy szokasos eljaras hajthatd végre,
példaul "flow" (folyamatos) eljaras, ahol az anyagokat, a
szubsztratokat is beleértve, folyamatosan adagoljuk vagy a
reakcidéterméket adott esetben kivonjuk, vagy dializis elja-
ras [lasd példaul, japan szabadalmi bejelentés 110236/1995,
Tanpakushitsu, Kakusan, Koso (Proteins, Nucleic acids and
enzymes) 44 (4), 598-605 (1999), Current Opinion in

Biotechnology 9, 534-548 (1998)].

A talalmanyt a kovetkezd példak segitségével targyal-
juk részletesen. Nyilvénvald, hogy a talalmany nem csak
ezekre korlatozddik.

1. A talalmadny szerint el&allithatdé peptidek és

peptidszarmazékok

A talalmany szerinti termelési eljarassal barmilyen
tipusu, természetes és nem természetes peptid eld&allithaté.
A taldlmany szerinti eljaras alkalmazasa tehat lehetévé te-
szi olyan peptidek el&allitaséat, amelyek a gazdasejtekben
termelédd proteazokkal, példaul dihidrofolat-reduktazzal
(DHFR), lizozimmel (amely A-fagban keletkezik) és zold flu-

oreszcens fehérjékkel (GFP, "green fluorescent protein")
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emészthetdk, valamint a gazdasejtre toxikus peptidek. A le-
iras szerinti értelemben a "természetes peptidek" kifejezé-
sen olyan peptidet értiink, amely a genetikai koédban kédolt,
husz természetes aminosavbél 4&ll, mig az egyéb o—
aminosavakat tartalmazd peptideket "nem természetes pep-
tideknek" nevezzik.

Tovabba peptidb&él, RNS-b61 és riboszdémadbdl 4116 har-
mas komplexek (poliszdéma-szerkezetek) konnyen eldallithatodk
termindcidés faktortdél mentes reakcidrendszerben a taldlméany
szerinti termelési eljarasban.

A taldlmany szerinti eljaréassal eléallithatd, nem
természetes peptidek példadul mébdositott természetes amino-
savakat, moédositott semleges aminosavakat, moédositott savas
aminosavakat, médositott bazisos aminosavakat, nem o-
aminosavakat tartalmazdé peptidek, ¢,¢0-sz6g eltolddast tar-
talmazdé aminosavakbdél 4alldé peptidek, wvalamint az aléabbi
funkciés csoportok barmelyikét tartalmazd aminosavakbdl al-
16 peptidek, nitro-, amidin-, hidroxilamin-, kinon-
vegylletek, alifas vegyliletek, és ciklikus és telitetlen
hidrokarbil-csoportok. Ismertek mar eljarésok ilyen
peptidek szintetizalasara sejtmentes fehérjeszintézis-
rendszerekben sejtkivonatok alkalmazasaval (lasd, pl. JP-W-
Hei-4-504651/W090/05785) . Ezeknek a nem természetes
peptideknek egy eldénytds példajaként a megfeleld helyzetben
védett ciszteint tartalmazdé DHFR emlithetd, amely a termé-
szetben nem fordul eld. Megemlitheté6k tovabba a kivant
helyzetben nem természetes aminosavat, példaul p-fluor-

fenilalanint, p-nitro-fenilalanint vagy homofenilalanint
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tartalmazd peptidek. Ismeretes, hogy olyan B-laktamdz vari-
ansok, amelyekbe ezt a harom nem természetes aminosavat
épitették be a 66-0s helyzetd fenilalanin helyére, megfele-
16 enzimaktivitast mutat [Bio Industry 8, 749-759 (1991)].
Ezek a nem természetes peptidek a taldlmdny szerinti elja-
rassal szintén kénnyen elBallithatok.

2. Riboszbéma

A riboszéma az a részecske, ahol a peptidek szinteti-
z4l6dnak. Az mRNS-hez kotddik, és az aminoacil-tRNS-t az A-
helyzetbe és a formilmetionil-tRNS-t vagy peptidil-tRNS—-t a
P-helyzetbe iranyitja, és 1igy kialakitja a peptidkotést
(Science 289, 920-930 (2000)]. A talalmany szerint barmi-
lyen riboszéma alkalmazhatdé az eredetétél filiggetleniil,
amennyiben az elézbekben ismertetett funkcidval rendelke-
zik. Altalaban E. coli eredetd riboszdémat hasznalunk, de
eukaridta eredetd riboszdémak is alkalmazhaték. A taldlmany
szerint elényosen E. coli eredetd riboszdémak alkalmazhatdk,
példaul E. coli Al9 vagy MRE600 jell torzsébSl nyert ribo-
szdémak.

3. A taldlmany szerinti, in vitro peptidszintézis-

rendszerben alkalmazandd, transzkripcidhoz vagy transzlaci-

bhoz sziikséges faktorok és enzimek

(3-1) Iniciéacids faktorok

Az iniciacids faktorok olyan faktorockat Jjelentenek,
amelyek a peptidszintézis folyamatdban alapvetéen fontosak
az iniciécids komplex kialakitasdhoz, vagy jelentds mérték-
ben elésegitik azt. Az IFl, az IF2 és az IF3 E. coliban

képz8d8 1iniciadcids faktorok [Biochemistry 29, 5881-5889
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(1990)]. Az IF3 a riboszémdk disszociacidéjat okozza, ame-
lyek igy 30S és 50S alegységekre esnek szét (azaz ez a lé-
pés a transzlacidé megkezdéséhez szikséges), ¢és megakada-
lyozza a formilmetionin-tRNS-tdl eltérd, mas tRNS-ek beépii-
lését a P-helyzetbe az 1iniciacidés komplex kialakulaséanak
ezen lépésében. Az IF2 a formilmetionin-tRNS-hez kotédik,
és a formilmetionin-tRNS-t a 30S alegység P-helyzetéhez
szallitja, amivel kialakul az iniciédcibés komplex. Az IF1l az
IF2 és az IF3 miikodését serkenti. A taldlmény szerint eld-
nydsen E. colli eredetd iniciacids faktorokat alkalmazunk,
példaul E. coli K12 torzséb8dl nyerhetdket, azonban
eukaridta eredetd iniciacids faktorok is alkalmazhatodk.

(3-2) Elongacibds faktorok

Az EF-Tu elongacids faktornak két tipusa van, a GTP-
és a GDP-tipusok. A GTP-tipusu EF-Tu az aminoacil-tRNS-hez
kotédik és a riboszéma A-helyzetébe iranyitja. Amikor az
EF-Tu felszabadul a riboszémérél, a GTP GDP-vé hidroliza-
l6dik [EMBO J. 17, 7490-7497 (1998)]. Egy masik elongaciods
faktor, az EF-Ts kotd8dik a GDP-tipusu EF-Tu-hoz és GTP-
tipussa alakuléasat indukalja [Archives of Biochemistry and
Biophysics 348, 157-162 (1997)]. Egy kovetkezdé elongacids
faktor, az EF-G a peptidkotés kialakulasat kovetéen a
transzlokédcioét segiti eld a peptidlénc hosszabbodaséanak fo-
lyamataban [Nature Structural Biology 5, 643-647 (1999);
FEMS Microbiology Reviews 23, 317-333 (1999)]. A talalmany
szerint eldnydsen E. coll eredetd elongadcids faktorokat al-

kalmazunk, példaul E. coli K12 jeld torzsébdl nyerhetdket,



- 25 -

azonban eukaridéta eredetd elongacids faktorok is alkalmaz-

hatok.

(3-3) TerminAcibds faktorok

A terminadcids faktorok alapvetden fontosak a fehérje-
szintézis befejezéséhez, a transzlatalt peptidlanc felsza-
baduladsédhoz és a riboszéménak a kovetkezd mRNS-transzlaciod
megkezdéséhez torténé helyreallitashoz. Ha a fehérje
termindcids faktortdl mentes reakcidrendszerben szintetiza-
16dik, a reakcié megall a terminacids kodon eldtt, és igy
stabil, riboszémabdél, peptidbél és mRNS-bSl alldé harmas
komplex (poliszdéma-szerkezet) alakithatdé ki. A peptidlancba
nem természetes aminosav a reakcidérendszerbdl akar az RF1,
akdr az RF2 kivonédsaval épitheté be. Vagyis, nem természe-
tes aminosav nagy hatékonysdggal épithetd§ be az UAG
kodonba, ha az RFl-et eltavolitjuk, vagy az UGA kodonba, ha
az RF2-t téavolitjuk el.

Ha a terminacidés kodon (URA, UAG vagy UGA) a ribo-
széma A-helyzeténél talalhatdé, az RF1 és RF2 terminaciéds
faktorok az A-helyzethez kapcsoldédnak, és eldsegitik a
peptidlanc levalasat a P-helyzetben 1évé peptidil-tRNS-rdél.
Az RF1 a terminaciés kodonok kozil az UAA és UAG kodonokat,
mig az RF2 az UAA és UGA kodonokat ismeri fel. A harmadik
terminaciés faktor, az RF3, az RFl1 és RF2 riboszdémardl tor-
ténd disszociacidjat segiti eld a peptidlanc RF1 és RF2 ha-
tasara bekovetkezd levalasat kovetden. A riboszdéma helyre-
4l11ité faktor (RRF, "ribosome recycling factor™) valtja ki
a P-helyzetben maradd tRNS disszociacidjat a fehérjeszinté-

zis utan, majd a riboszdéma helyredllitasat a kovetkezd fe-
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hérjeszintézishez. A talalmany szerinti értelemben az RRF-
et a terminacids faktorok kozé soroljuk. Az RF1, RF2, RF3
és RRF terminadciés faktorok mikodésérdl a kovetkezd folyd-
iratokban taladlhatdé ismertetés: EMBO J. 16, 4126-4133
(1997) és EMBO J. 16, 4134-4141 (1997). A talalméany szerint
elénydsen E. coli eredetd terminadcidés faktorokat alkalma-
zunk, példaul E. coli K12 jell torzsébdl nyerhetdket, azon-
ban eukaridta eredetd terminacidés faktorok is alkalmazha-
tok.

(3-4) Aminoacil-tRNS-szintetaz

Az aminoacil-tRNS-szintetaz enzim ATP jelenlétében az
aminosavat a tRNS-hez koti kovalensen, és 1igy aminoacil-
tRNS-t szintetizal [RNA 3, 954-960 (1997), Tanpakushitsu,
Kakusan, Koso (Proteins, Nucleic Acids and Enzymes) 39,
1215-1225 (1994)]. A taladlmadny szerint eldénydsen E. coli
eredetd aminoacil-tRNS-szintetazt alkalmazunk, példaul E.
coli K12 jeld torzsébdl nyerhetdt, azonban eukaridta erede-
tdi aminoacil-tRNS-szintetéazok is alkalmazhatodk.

(3-5) Metionil-tRNS-transzformildz

Az N-formilmetionin (fMet), amely a metionin végen az
aminocsoporthoz kapcsolva egy formil-csoportot hordoz, a
prokariéta fehérjeszintézis-rendszerben kezddé aminosav. Ezt
a formil-csoportot a metionil-tRNS-ben a metionil-tRNS-
transzformilaz (MTF) kapcsolja a metioninhoz. Konkrétan, a
metionil-tRNS-transzformildz viszi 4t az N'-formil-
tetrahidrofolatban 1évé formil-csoportot az iniciaciéds
kodonnak megfeleld metionil-tRNS N-terminalis végére,

amellyel a formilmetionin-tRNS alakul ki [Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 96, 875-880 (1999)]. Az ily mdédon hozzakapcsolt
formil-csoportot az IF2 ismeri fel, és a fehérjeszintézis
inicidcids szignaljaként mikodik. Az MTF az eukaridtdk ci-
toplazmas szintézisrendszerében nem fordul eld, azonban az
eukariéta mitokondriumban és kloroplasztiszban lévé szinté-
zisrendszerekben megtaldlhatdé. A taldlmany szerint eldnyo-
sen E. coli eredetli metionil-tRNS-transzformilazt alkalma-
zunk, példaul E. coli K12 jell torzsébdl nyerhetdét.

(3-6) RNS-polimeraz

Jo61 ismert, hogy az RNS-polimeraz, amely enzim a DNS-
szekvenciat RNS-be irja at, kiloénbozé szervezetekben is
eléfordul. Példaként megemlithetd a T7-fagbél szarmazd
T7RNS-polimeraz, amely egy specifikus, T7-promdéternek neve-
zett DNS-szekvencidhoz kotédd enzim, amely az 5'-iranyu
DNS-szekvencidt RNS-be irja &t. A T7RNS-polimeradz N-
terminalis végéhez His-cimkét kapcsoltunk, és fiuzids fehér-
jeként nagy mennyiségben expresszaltuk E. coli BL21 torzsé-
ben. Az expresszids terméket affinitaskromatografiaval
tisztitottuk nikkel-oszlopon. Az 1igy kapott, His-cimkével
ellatott T7RNS-polimerdzt még senki nem allitotta elé. A
T7RNS-polimerazon kiviil szamos mas RNS-polimeraz alkalmaz-
hatdé a talalmany szerint. Példaul, kereskedelmi forgalomban
kaphaté T3RNS-polimeraz és SP6RNS-polimeraz is alkalmazha-

to.
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(3-7) Nem természetes aminosavhoz kapcsolt aminoacil-

LRNS

A fehérjékbe a természetes fehérjékben eldSforduld 20
aminosavtél eltérd aminosav beépitésével a fehérjékkel kap-
csolatos mikodések javithatdk, vagy uj, hasznos mikddések
vagy jellemz&k alakithatdk ki a fehérjében. Nem természetes
aminosavhoz kapcsolt aminoacil-tRNS 3'-végen CA-ban hianyos
szuppresszor—-tRNS szintetizdlasaval 4llithatdé eld in vitro
transzkripcié utjan és kémiailag szintetizalt, nem termé-
szetes aminosavat hordozdé aminoacil-pCpA-hoz torténd kap-
csolasaval RNS-ligaz utjan [Baiosaiensu to Indasutori
(Bioscience and Industry) 47, 16-24 (1989)].

(4) A talalmdny szerinti, 1iIn vitro peptidszintézis-

rendszerben alkalmazandd, a reakcidrendszer kialakitdsahoz

sziikséges, a transzkripcidhoz vagy transzlacibdhoz sziikséges

faktoroktdl és enzimektdl kiilonbozd enzimek

(4-1) A reakcidrendszerben az energia regenerdlasahoz

szliikséges enzimek

Ilyen tipusi enzimek példdul a kreatin-kinaz, a
miokindz és a nukleozid-difoszfatkinaz (NDK). A kreatin-
kindz, amelyet kreatin-foszfokinadznak (CPK) 1is neveznek, az
ATP-r81 eqy foszfat-csoportnak kreatinra térténd Atvitelét
katalizdlja. A miokindz, amelyet adenildt-kindznak is ne-
veznek, az ATP-nek ADP-bd&l torténdé regenerécidjaban, és ez-
zel parhuzamosan az AMP képzésében vesz részt. Az NDK y-
foszfat-csoport A&tvitelét katalizalja nukleozid-difoszfat
és nukleozid-trifoszfat kozott. A talalmany szerint elényo-

sen E. coll eredetli enzimeket alkalmazunk, példaul E. coli
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K12 Jjell torzsébdl nyerhetdket, azonban eukaridta eredetd
enzimek alkalmazasa is lehetséges.

(4-2) A transzkripcids vagy transzlacidés reakcid so-

ran keletkezd, szervetlen pirofoszforsav hidrolizaldsahoz

szikséges enzimek

Az 1ilyen tipusu enzimekre példaként a szervetlen
pirofoszfatdz emlithetdé. A talalmany szerint eldnybsen E.
coli eredetd enzimeket alkalmazunk, példaul E. coli K12 je-
14 torzsébdl nyerhetdket, azonban eukaridta eredetld enzimek
alkalmazasa is lehetséges.

A reakcidrendszer elézé (3) és (4) pontoknadl ismerte-
tett alkotdelemei koziil a fehérjekomponensek expressza-
l6dnak legnagyobb mennyiségben E. coliban (példaul a keres-
kedelmi forgalomban kaphatdé BL21 jell torzsben) az egymas-
hoz kapcsolédd anyagpadr egyik tagjaval az N- vagy a C-
termindlis végen jelolt, fuzidés fehérjék formajaban (példa-
ul His-cimkével ellatott fehérjék), amit a kovetkezd8kben
részletesebben targyalunk. Az ily mdébdon expresszalt fehér-
jék a masik anyagot tartalmazd adszorbenshez kotott nikkel-
oszlopon tisztithatdk, példaul gyors fehérje-folyadék-
kromatografiaval (FPLC, "fast protein liquid
chromatography"), majd a reakcidérendszerhez alkalmazzuk. E.
colin kivil ezek a fehérjék allati sejtekben, élesztdékben,
Bacillus subtilisben vagy hasonldkban expresszalhaték. Egy
masik lehetdségként ezek a fehérjék 1Iin vitro peptid-

szintézis-rendszerben allithatdk eléd.
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(5) Jelblés és adszorbens, azaz az egymashoz kapcso-

16dé anyagpar

A tald&lmény szerinti, az elézé, (3) és (4) pontokban
ismertetett reakcidrendszert alkotdé valamennyi fehérjekom-
ponenst vagy egy résziiket egymashoz kapcsoldédd anyagpar
egyik tagjaval jeloljik, és az ily mdébdon jelslt fehérjekom-
ponenseket a masik anyagnak adszorbensként tdrténd alkalma-
zdsaval fogjuk meg, és 1ily médon izolaljuk a reakcibdbrend-
szerben képz&dott célpeptidet. Az egymashoz kapcsolddod
anyagparok Jjellemzd példadi az affinitadskromatografiaban
kolcsdnhatdsba 1épd anyagok. A taldlmény szerint azonban
barmilyen, egymashoz kapcsolédd anyagpdr alkalmazhatdé az
affinitdskromatografiaban koélcsonhatdsba 1ép&d anyagokra
torténé korlatozas nélkil, amennyiben ezek az anyagok a fe-
hérjekomponensek megfogasara alkalmasak.

A fehérjék bizonyos anyagokkal torténd, specifikus
kolcsdnhatéasok révén fizioldgiai hatésokat fejtenek ki. Azt
az adszorpcitos kromatografiat, amikor egy fehérje és egy
bizonyos anyag (ligand) k&zdtti specifikus kodlcsdnhatast
(affinités) hasznaljuk ki, affinitédskromatografidnak nevez-
ziilk. Specifikusan egymashoz kapcsoldédd anyagok kombinacid-—
jara példa egy fehérjének vagy peptidfragmensnek fémionnal
vagy kelat-vegylilettel, egy antigénnek ellenanyaggal, egy
citokinnek vagy hormonnak receptorral és egy enzimnek
szubsztrattal vagy inhibitorral torténé kombinadcidja. To-
vabba specifikus aminosavak, DNS-ek, festékek, vitaminok,
lektinek és hasonldk kolcsondsen kotddnek a feléjuk affini-

tast mutatd fehérjékhez.
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Az ilyen kombindcidkbdl az egyik anyagot ligandként
egy hordozdéhoz wvagy tartdhoz rogzitjik, amellyel igy egy
adszorbenst alakitunk ki. Ezutdn a méasik anyaggal Jjeloslt
vegyililetet (a taldlmany szerint a reakcidérendszert alkotd
fehérjekomponenseket) keresztiilengedjik. A jeldlés specifi-
kusan kotddik a ligandhoz. Az ilyen specifikus kotédésen
alapulé affinitéskromatografiat fehérjék tisztitasara szé-
les kdérben alkalmazzak. Kilonbozéd cégektdl sokféle hordozd
szerezhetd be, amelyek ezt a mbédszert kédnnyen alkalmazhatd-
va teszik. Antigén-ellenanyag-reakcidén alapuld fehérjetisz-
titas soran példaul ismert szerkezetl antigéndeterminadnsnak
(epitdp) az epitdpra specifikus ellenanyaggal torténd kom-
binacidéja hasznadlhatd. Ehhez a mbédszerhez vektorok és ad-
szorbensek kiilénboz& kombinacidi szerezhetdk be. A taldl-
many egy eldényds megvaldsitasi mdébdja szerint ilyen, affini-
taskromatografiaban hasznalt, egymashoz kapcsolddd anyagok
kombinacidéjat alkalmazzuk. A taldlmédny szerint alkalmazan-
do6, jeldlt fehérjekomponensek készitésénél a jelolés hasz-
nadlhaté fel a tisztitdsnadl. A fehérjekomponensek egyideji-
leg tobb jelolést 1is tartalmazhatnak. Ebben az esetben a
termelési folyamat sordn a tisztitasban alkalmazott jelolés
eltavolithatd, mig mas Jjelolések pedig az in vitro peptid-
szintézis-rendszerben képzb6dd céltermék elvalasztéasara
hasznalhatok.

A kovetkezd8kben a talalmany szerinti megvalédsitéasi
moédokat mutatjuk be az egymashoz kapcsolddd anyagok kombi-
nacidojanak néhany példajan keresztil. Nyilvanvald, hogy a

taldlmadny nem korlatozddik ezekre a példakra.
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(5-1) Eljaras fehérjének vagy peptidfragmensnek fém-

ionhoz vagy kelatképzd vegyiulethez torténd kotddésének al-

kalmazasaval

A: His-cimke fémkomplexszel, példaul nikkel- vagy ko-

balt-komplexszel

Fehérjék tisztitasara 4&ltalédnosan hasznalt mdédszer
His-cimkének fémkomplexhez, példaul nikkel- vagy kobalt-
komplexhez torténd kotddése. Konkrétan, az expresszalandd
DNS-hez His-cimkét kapcsolunk, amellyel eqgy His—-cimkét hor-
dozdé fuzids fehérje keletkezik. Ezt a fuzids fehérjét azu-
tdn példaul nikkel-, kobalt-, réz-, vagy cink-komplexet
tartalmazé oszlopon megfogjuk és tisztitjuk. Ezutdn a fe-
hérje az oszloprdl imidazolt tartalmazdé eluenssel moshatd
le [1lasd, példaul Tanpakushitsu Jikken Noto (Protein
Experiment Note) (I) 5:1 fejezet, 139. His-Tag
Tanpakushitsu no Hatugen to Seiseil (Expression and
Purification of His-Tag Protein), Yasumitsu and Wakui, ki-
ad.: Yodosha; Bornhorst, J. A. és Falke, J. J.,
"pPurification of Proteins Using Polyhistidine Affinity
Tags", Methods in Enzymology 326, 245-254 (2000); Proteins
41, 144-53 (2000); FEMS Microbiol. Lett. 188, 147-51
(2000); és J. Bacteriol. 182, 4304-9 (2000)]. Ezek a kombi-
naciok a taldlmany szerint alkalmazhatdk.

His-cimkével jelolt fehérjekomponenseket kédold gének
expresszalasara példaul E. coli ([Van Dyke, M. W., Sirito,
M. és Sawadogo, M., Gene 111, 95 (1992)], Saccharomyces
cerevisiae [Kaslow, D. C. és Shiloach, J., Bio/Technology

12, 494 (1994)], emléseredetd sejtek [Janknecht, R. és
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Nordheim, A., Gene 121, 321 (1992)] és baculovirussal fer-
t&zott rovarsejtek alkalmazhatdk ([Kuusinen, A., Arvola, M.,
Oker-Blom, C. és Keinanen, K., Eur. J. Biochem. 233, 720
(1995)]. Ezek a sejtek adott esetben a taldlmany szerint
alkalmazhatdk.

A kovetkezd moédszer vazlatosan egy példat mutat be
His-cimkével jelolt fehérjekomponens tisztitdasdra His-cimke
és nikkel-oszlop alkalmazédsédval. Ennek az eljarasnak szamos
valtozata ismeretes, és ezek kozul kivadlaszthatd a legmeg-
feleldbb.

1. Géntechnoldgiai Uton hat hisztidin aminosavbdl al-
16 His-cimkét kapcsolunk a célfehérje N-termindlis végéhez,
igy eqgy fuzidés fehérjét kapunk.

2. A cimkével Jjelolt fehérjét expresszald sejteket
jégen torténd szonikalassal szétzuzzuk, az igy feltart sej-
teket toltépufferben szuszpendaljuk (300 mM natrium-klorid,
50 mM natrium-dihidrogénfoszfat, pH 8,0).

3. A sejttormeléket centrifugadljuk (30000g, 4°C, 30
perc) .

4. A feliluszdhoz elbzetesen jéghideg toltdpufferben
egyenslilyba hozott 50%-0s Ni*'-NTA-iszapot (Qiagen) adunk,
majd egy oran keresztil 4°C-on kevertetjik.

5. A gyantat az oszlopra toltjiik. Az oszlopot 20 osz-
loptérfogatnyi téltépufferrel mossuk 4°C-on.

6. Az oszlopot 20 oszloptérfogatnyi toltdpufferrel

(amely 10 mM imidazolt tartalmaz, pH 8,0) mossuk 4°C-on.
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7. A célfehérjét 20 oszloptérfogatnyi toltépufferrel
mossuk le a toltépufferben 10 mM és 250 mM kozotti imidazol
koncentracidégradienssel. Egy milliliter térfogatu frakcid-
kat gydjtink, és a célfehérjét SDS-PAGE-val azonositjuk.

B. Tioredoxin fenilarzin-oxiddal (PAO)

Ezen mbédszer szerint a célfehérjének tioredoxinnal
alkotott fuzids fehérjéjét képezzik, és rogzitett PAO-t
tartalmazbd agardbdzgélen (ThioBond™ gyanta, Invitrogen) ad-
szorbealtatjuk, kihaszndlva a tioredoxinnak PAO-hoz torténd
kotédését, majd P-merkaptoetanollal (B-ME) torténd lemosas
kovetkezik [Alejo, A., Yanez, R. J., Rodriguez, J. M.,
Vinuela, E. és Salas, M. L., "African Swine Fever Virus
trans-Phenyltransferase"”, The Journal of Biological
Chemistry 272, 9417-9423 (1997)]). Ez a moédszer szintén al-

kalmazhatd a taldlmany szerint.

A kdvetkezd moédszer vazlatosan ismerteti a fehérjék
tisztitdsdnak ezen eljaréas szerinti folyamatat.

1. Transzformdlt sejtek (E. coli/pTrxFus, Invitrogen)
egy éjszakadn keresztill szaporitott tenyészetét 20-szorosara
higitjuk 100 pg/ml (végkoncentracid) ampicillintartalma RM-
tapkozeggel (0,6% dinatrium-hidrogénfoszfat, 0,3% kalium-
dihidrogénfoszfat, 0,05% natrium-klorid, 0,1% amménium-
klorid, 2% casamino acid, 0,0095% magnézium-klorid), és

30°C-on inkubaljuk.
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2. Az Ass0=0,5 értékig torténd inkubdlast kovetden
100 pg/ml (végkoncentracid) triptofant adunk a fuzidés fe-
hérje expresszidjanak indukalédsa érdekében, majd 34°C-on,
tovabbi két 6ran keresztil folytatjuk az inkubalast.

3. A sejteket centrifugalassal &sszegyljtjik. A sejt-
lledéket 5 ml futtatd pufferben szuszpenddljuk [100 mM
Tris-HCl1 (pH 7), 150 mM natrium-klorid, 1 mM EDTA, 1 mM B-
merkaptoetanol], majd a sejteket szonikdléssal szétzizzuk.

4. A sejtszuszpenzidt centrifugaljuk (10000g, 15
perc) és a feliiluszot Osszegyldjtjik.

5. A feluluszét 2 ml ThioBond™ gyantaval inkubaljuk
4°C-on, 60 percen keresztil, hogy a feliluszéban lévé fuzi-
6s fehérje a gyantdhoz kotédjon.

6. A keveréket egy oszlopra toltjuk, és 30 oszloptér-
fogatnyi futtatdé pufferrel mossuk [100 mM Tris-HCl (pH 7),
150 mM néatrium-klorid, 1 mM EDTA, 20 mM B-merkaptoetanol].

7. A célfehérjét futtatd pufferrel mossuk le B-
merkaptoetanol-gradienssel.

(5-2) Eljaras antigén vagy antigénfragmens (epitdp-

cimke) ellenanyaghoz torténdé kotddésének alkalmazasaval

A. TJ7-cimke és T7-cimkére specifikus, monoklonalis

ellenanyag

A T7-cimke a T7-fagbél szarmazé 10-es jeld gén 11
aminosavabdél alld szekvencia. A T7-cimkének a vele szemben
termelt ellenanyaggal alkotott kombinacidéjat alkalmazzuk
fehérje tisztitasara. Konkrétan, a folyamat soradan a T7-
cimkét kdbébdold DNS-szekvenciat egy génhez kapcsoljuk, majd

expresszaljuk a célfehérjét, és az igy kapott, T7-cimkével
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fuzionalt fehérjét a T7-cimkére specifikus, monoklonéalis
ellenanyagnak adszorbensként torténd alkalmazadsaval fogjuk
meg és tisztitjuk. Az adszorbens példaul a kereskedelmi
forgalomban kaphatdé T7-Tag Antibody Agarose (T7-cimkére
specifikus ellenanyagot tartalmazdé agardz) lehet (Novagen).
Az elucidhoz citromsavat haszndlunk. Ez a kombinacidé is al-
kalmazhaté a taldlmany szerint. Lasd, Deora, R, Tseng, T.
és Misra, T. K., "Alternative Transcription Factor o8 of
Staphylococcus  aureus: Characterization and Role in
Transcription of the Global Regulatory Locus sar.", Journal
of Bacteriology 179, 6355-6359 (1997).

A kovetkezd mddszer vazlatosan ismerteti a T7-
cimkével jelolt fehérjekomponens tisztitasanak ezen eljara-
sat. Ennek a mdédszernek szamos valtozata ismert, és ezek
kozil kivalaszthatd a legmegfeleldbb.

1. E. coli/pET-vektor (Novagen) transzformalt sejte-
ket 20 pg/ml kloramfenikolt és 30 pg/ml kanamicint tartal-
mazd 2xYT-tapkdzegben szaporitunk (1,6% Bacto Trypton, 1%
élesztbkivonat, 0,5% natrium-klorid, 0,4% glikdz).

2. A sejteket RAqo=0,6 értékig inkubaljuk, majd a cél-
fehérje expresszidéjanak indukalédsa érdekében IPTG-t adunk
hozzajuk, majd tovabbi két oéran keresztil folytatjuk az
inkubalast.

3. A sejteket centrifugalassal ©sszegyljtjik. Az Ule-
déket 10 ml, jéghideg, T7-cimkét kotd/mosd pufferben szusz-
pendaljuk [4,29 mM dinatrium-hidrogénfoszfat, 1,47 mM kali-
um-dihidrogénfoszfat, 2,7 mM kalium-klorid, 137 mM natrium-

klorid, 1% Tween-20, 0,02% natrium-azid (pH 7,3)].
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4. A sejteket jégen szonikalassal szétzuzzuk, amig a
szuszpenzidé mar nem viszkdzus.

5. A sejttormeléket centrifugalassal tavolitjuk el
(39000 g, 20 perc). A feliluszot 0,45 pm filtermembranon
szurjik at.

6. A sejtkivonatot T7-cimkét koté/mosd pufferrel eld-
zetesen egyensulyba hozott T7-Tag Antibody Agarose oszlopra
(Novagen) toltjuk. Az oszlopot ugyanezzel a pufferrel mos-
suk a nem specifikusan kotédott fehérjék eltavolitasa cel-
Jabol.

7. A célfehérjét elucidés pufferrel oldjuk le (0,1 M
citromsav (pH 2,2)].

B. Eljarads FLAG-peptidcimkének (FLAG peptide tag™,

Sigma) FLAG-ellenanyaghoz (anti-FLAG antibody™, Sigma)

tdrténd kotddésének alkalmazasaval

A FLAG-peptidcimkét (FLAG peptide tag”, Sigma),
amely 8 aminosavbdol alloé peptid, mint ugynevezett
epitépcimkét alkalmazzuk a vele szemben termelt ellenanyag-
gal egylitt fehérjék tisztitasara. Konkrétan, elkészitjlik az
N-terminalis végén a FLAG-peptidcimkét hordozd fehérjet,
majd FLAG-ellenanyagot tartalmazé oszlopon megfogjuk. A
FLAG-peptidcimkét az elucié soran alkalmazzuk. Lasd,
Woodring, P. J. és Garrison, J. c., "Expression,
Purification and Regulation of Two Isoforms of the Inositol
1,4,5-Triphosphate 3-Kinase", The Journal of Biological

Chemistry 272, 30447-30454 (1997).
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A kovetkezd mdédszer vazlatosan ismerteti ezt az elja-
rast, amely megfeleld mdéddon mébdosithato.

1. A célfehérjét expresszald sejteket [gazda: B31-
sejt (Rat-1 fibroblaszt-sejtvonal), vektor: pDouble-Trouble
(pDT) emléseredetli expresszids vektor] centrifugalassal
dsszegyijtjik, és 8 ml, hipotdéniads, protedz-inhibitorokat
(10 pg/ml calpain inhibitor I és II, 100 pg/ml Pefabloc,
2,5 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin, 2 pg/ml bacitracin,
20 pg/ml benzamidin) tartalmazdé 1lizis pufferben homogeni-
zaljuk.

2. A sejttormelék és a nukleinsavak eltavolitéasa ér-
dekében centrifugaljuk (2000 g), és a feliluszdt Ossze-
gydjtjiuk.

3. Még egyszer centrifugaljuk, és az igy kapott sejt-
kivonatot FLAG-ellenanyagoszlop 1 ml-éhez adjuk. Az oszlo-
pot 35 ml TBSC-pufferrel mossuk [50 mM Tris-HCl (pH 7,4),
150 mM natrium-klorid, 0,1% (tf/tf) CHAPS].

4. A célfehérjét 5 ml, 200 pg/ml FLAG-peptidet tar-
talmazd TBSC-pufferrel mossuk le.

C. A-fehérje és IgG

Ezen mbédszer szerint Staphylococcus eredetii A-
fehérjének (SPA) a vele szemben termelt IgG-ellenanyaghoz
térténd kotddését hasznadljuk fel. A célfehérjének SPA-val
képzett fuzids fehérjéjét IgG Sepharose oszlopon fogjuk
meg. Az elucidhoz alacsony pH értékd puffert alkalmazunk.
Lasd, Nilsson, B. és Abrahmsen, L., "Fusion to
Staphylococcal Protein A", Methods in Enzymology 185, 144-

161 (1990).
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A kovetkezd moédszer vazlatosan ismerteti ezt az elja-
rast, amely megfeleld modon médosithato.

1. A transzformalt sejtek egy éjszakan keresztil sza-
poritott tenyészetét [gazda: E. coli vagy S. aureus, vek-
tor: pRIT20- vagy pRIT30-sorozatok] 25 ml LB-tapkdozeghez
adjuk (LB-tapkozeg + 0,1% (s/tf) glikdz, 250 mg/l1
ampicillin), és 37°C-on 4 6ran keresztil inkubaljuk.

2. A sejteket centrifugdlassal O&sszegyldjtjik (10000
g, 5°C, 20 min), és a feliluszét 0,45 pum filtermembranon
szuirjuk at.

3. A sziirletet TST-vel [50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 150
mM natrium-klorid, 0,05% (tf/tf) Tween 20] eldzetesen
egyensulyba hozott IgG Sepharose oszlop 5 ml-éhez adjuk.

4. Az oszlopot kétszer egymas utan 15-15 ml TST-vel
mossuk, majd 5 ml 1 mM amménium-acetattal.

5. A fehérjét 1 ml 0,5 M ammdénium-acetattal (pH 3, 3)
oldjuk le.

D. Fehérje és monoklondlis ellenanyag

Ismert egy eljarads ciklikus nukleotiddal zart (CNG,

"cyclic nucleotide-gated") csatorna - amely fehérje marha
retindjabol szarmazik - tisztitasara PMc 6E7 monoklonalis
ellenanyag alkalmazasaval (az oa-alegység N-terminédlis

doménje: 63-kDa polipeptid) ([Molday, R. S. és Molday, L.
L., "Purification, Characterization and Reconstitution of
Cyclic Nucleotide-Gated Channels", Methods in Enzymology
294, 246-260 (1999)]. A monoklonalis ellenanyagot rakotve

tartalmazd Sepharose 2B oszlopot (Pharmacia) hasznaljuk ad-

szorbensként. A célfehérje lemosadsara 6E7-peptidet alkalma-
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zunk, amely a monoklonalis ellenanyaghoz kompetitiven koté-
dé peptid, és az aminosavszekvenciaja Ser-Asn-Lys-Glu-Gln-
Glu-Pro-Lys-Glu-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys. Ez a kombinaci6 is al-

kalmazhatd a taldlmany szerint.

A koévetkez6 moédszer marharetindbél szarmazéd fehérjé-
nek monoklonalis ellenanyaggal torténdé tisztitadsdra mutat
be egy példat.

1. Marharetina homogenizatumabdl OsszegylUjtjlik a pal-
cikdk kilséd szegmensének (ROS, "rod outer segment") frakci-
6jat 30-50% szachardz-slrlséggradiens centrifugalassal [20
mM Tris-acetat (pH 7,4), 10 mM glikdéz, 1 mM magnézium-
klorid; 82500 g, 4°C 45 perc].

2. A ROS-frakcidét 5 térfogatnyi homogenizald puffer-
ben higitjuk [20% (s/tf) szachardéz, 20 mM Tris-acetat (pH
7,4), 10 mM glikdéz, 1 mM magnézium-klorid] és centrifugal-
juk (20000 g, 4°C, 20 perc).

3. A ROS-t tartalmazd idledéket 8 ml homogenizald puf-
ferben ujra szuszpendaljuk, és 1igy kapjuk a nyers ROS-
kivonatot.

4. A ROS-t 10 térfogatnyi hipoténias lizis pufferben
szuszpendaljuk [10 mM HEPES-KOH (pH 7,4), 1 mM EDTA, 1 mM
DTT) és centrifugdljuk (20000 g, 10 min).

5. A membrant tartalmazdé Uledéket ugyanabban a puf-
ferben szuszpendaljuk és kétszer mossuk.

6. Az lUledéket 10 mM HEPES-KOH (pH 7,4) pufferben

szuszpendaljuk.
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7. A ROS-membrant CHAPS {3-[3-(Cholamidopropil) -
dimetilamménio]-1l-propan-szulfonat} szolubilizdcids puffer-
hez adjuk [10 mM HEPES-KOH (pH 7,4), 10 mM kalcium-klorid,
0,15 M k&lium-klorid, 18 mM CHAPS, 2 mg/ml azolektin (szdé-
jabab foszfatidil-kolin IV-S tipus, Sigma) protedz inhibi-
tor (0,1 mM diizopropil-fluorofoszfat, 5 ug/ml aproteinin,
1 pug/ml leupeptin, 2 pg/ pepsztatin vagy 20 uM Pefabloc
SC)] és lassan kevertetjik.

8. A sejttormelék eltavolitasa céljabdl centrifugal-
juk (27000 g, 4°C, 30 perc).

9. A szolubilizalt ROS-membran 20 ml-ét Sepharose 2B
oszlophoz adjuk, amelyre elézetesen PMc 6E7-et (ellenanya-
got) kotottink. A mosast 10 térfogatnyi CHAPS-
oszloppufferrel végezziik [10 mM HEPES-KOH (pH 7,4), 1 mM
kalcium-klorid, 0,15 M kalium-klorid, 12 mM CHAPS, 2 mg/ml
azolektin].

10. A célfehérjét 0,1 mg/ml 6E7-peptidet tartalmazd
CHAPS-oszloppufferrel oldjuk le.

(5-3) Eljaras fehérjének fehérjéhez vagy peptid-

fragmenshez torténd kotddésének alkalmazéasaval

A. Strep-cimke és sztreptavidin

Ismert mé&r eljards Strep-cimkét - amely egy
sztreptavidinnel szemben affinitast mutatdé oligopeptid -
tartalmazé fehérje affinitdson alapuld tisztitadsadra. Lasd
példaul, Skerra, A. és Schmidt, T. G., "Use of the Strep-
Tag and Streptavidin for Detection and Purification of

Recombinant Proteins", Methods in Enzymology 326, 271-311
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(2000) ; BioTechniques 28, 338-344 (2000). Ez a kombinacié
is alkalmazhaté a taldlmany szerint.

Ebben a Strep-cimkének sztreptavidinhez torténd kots-
dését alkalmazd eljaradsban a Strep-cimke példaul a kdvetke-
zé aminosavszekvenciaju oligopeptid lehet: Ala-Trp-Arg-His-
Pro-Gln-Phe-Gly-Gly vagy Asn-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-
Lys (Strep-Tag II). Strep-cimkét tartalmazdé fehérje, példa-
ul DHFR (dihidrofolat-reduktaz), sejtmentes rendszerben
szintetizdlhaté. Ezt azutan rogzitett sztreptavidinhez wvagy
Strep Tactinhoz torténd adszorpcidval tisztitjuk.
Eluensként deztiobiotint alkalmazunk.

A kovetkezd mdédszer Strep-cimkével jelolt fehérjekom-
ponensnek Strep-cimke és sztreptavidin alkalmazasaval tor-
ténd elballitasara mutat be egy példat. Ennek az eljarasnak
szamos valtozata ismert, ezek kozll kivalaszthatd a megfe-
leld.

1. Transzformalt E. coll sejtek egy éjszakan keresz-
til szaporitott tenyészetét 2 1, friss (ampicillint 100
ng/ml végkoncentracidban tartalmazd) LB-tépkozeghez adjuk,
és ODs50=0,5 értékig inkubaljuk 22°C-on torténd razatas (200
rpm) kozben.

2. DA génexpresszidé 1indukalasa érdekében 200 pl 2
mg/ml anhidrotetraciklin-dimetilformamid (DMF) oldatot
adunk a sejtekhez. Ezt kovetden tovabbi 3 o6ran keresztil

folytatjuk az inkubacidt.



s cee® Tedt tlt et te,
3. A sejteket centrifugalassal Osszegyljtjuk (4200 g,
4°C, 12 perc). Az liledéket 20 ml P-pufferben szuszpendaljuk
[100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM szachardz, 1 M
dindtrium-EDTA], és jégen 30 percen keresztil inkubaljuk.

4. A szferoplasztokat centrifugdléassal tavolitjuk el
(27000 g, 4°C, 15 min).

5. Az 1igy kapott periplazma-frakciét 2 1 pufferrel
szemben dializaljuk [100 mM Tris-HCl1 (pH 8,0), 1 mM
dindtrium-EDTA] egy éjszakan keresztil.

6. StrepTactin Sepharose oszlopot W-pufferrel egyen-
sulyba hozunk. A fehérjeoldatot egy perisztaltikus pumpa-
bbdl, egy UV-detektorbdl (Azs) és egy frakcidszeddbdl allsd
rendszerrel az oszlopra toltjlk.

7. Az oszlopot W-pufferrel mossuk, amig az Ay érték
el nem éri az alapvonalat.

8. A célfehérjét 2,5 mM deztiobiotint tartalmazdé W-
pufferrel mossuk le.

B. S-peptid és S-fehérje

Ismert, hogy ribonukledz S fehérjefragmense (S-
fehérje) erdsen és reverzibilisen kotédik az S-peptid-
fragmenséhez (S-peptid). Fehérjék ezen kotédés felhasznala-
saval tisztithatdok. Konkrétan, egy S-cimkével jeldlt fehér-
je (azaz amelyhez egy S-peptid kapcsoldéddik) olyan agardzzal
foghaté meg, amelyben S-fehérjét rogzitettiink. Az elucid az
S-cimke és az S-fehérje kozotti kotés hasitasaval végezhe-
té, példédul 3 M guanidinium-tiocianattal, 0,2 M kalium-
citrat pufferben, pH 2, 3 M magnézium-kloriddal. [Raines,

R. T., McCormick, M., Oosbree, T. R. V., Mierendorf, R. C.,
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"The S-Tag Fusion System for Protein Purification", Methods
in Enzymology 326, 362-376 (2000)].

A kovetkezd mbdszer vazlatosan egy példat mutat be
erre az eljarésra, amely adott esetben mdédosithatd.

1. Az S-fehérje-agardz keverékbdl (Novagen) 2 ml-t
adunk a célfehérjét expresszald sejtek kivonatadhoz [gazda-
sejtek: baktériumok, rovarsejtek, emldseredeti sejtek le-
hetnek, vektor: pET, pBAC (Novagen)] és szobah&émérsékleten,
30 percen keresztiill alaposan elkeverjiik.

2. Centrifugaljuk (500 g, 10 perc) és a feliluszdt
elontjlik.

3. Az S-fehérje-agardz keveréket, amelyhez a célfe-
hérje hozzakotddott, kotd/mosd pufferben szuszpendaljuk [20
mM Tris-HCl1 (pH 7,5), 0,15 M néatrium-klorid, 0,1% (tf/tf)
Triton X-100].

4. Centrifugdléas utan (500 g, 10 min), a feliluszébt
ledntjuk, igy eltavolitjuk a nem specifikusan kotdédott fe-
hérjéket.

5. Az S-fehérje—-agardz keveréket 1,5 térfogat elucids
pufferben szuszpendaljuk [kotS/mosd puffer + 3 M
guanidinium-tiocianat, 0,2 M kalium-citrat (pH 2), vagy 3 M
magnézium-klorid].

6. Szobahdémérsékleten inkubaljuk 10 percen keresztiil,
idénként kevertetve, hogy szuszpendalt allapotban maradjon.

7. Centrifugalast kovetden az igy lemosott célfehér-

jét osszegyudjtjuk.
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C. Kalmodulinkotdé fehérje (CBP, "calmodulin-binding

protein”) és kalmodulin (CaM)

Ezen eljaras szerint a fehérjét a kalmodulinkotd fe-
hérje (CBP) és a kalmodulin k&zotti kdlcsdnhatés kihaszna-
lasaval tisztitjuk [Vaillantcourt, P., Zheng, Chao-Feng,
Hoang, D. Q. és Breister, L., "Affinity Purification of
Recombinant Proteins Fused to Calmodulin or to Calmodulin-
Binding Peptides"”, Methods in Enzymology 326, 340-362
(2000)]. Ez a kombinacidé szintén alkalmazhatdé a taldlmany
szerint.

A CBP-vel fuzionalt fehérje egy fehérjekomponensbd&l
és ehhez kapcsoldédd CBP-b&S1l all. Ezt azutdn Sepharose 4B
alapu CaM affinitasi gyantan vagy mas, kereskedelmi forga-
lomban kaphaté CaM-gyantan torténdé adszorpcidval tisztit-
juk. Az eluciodhoz Ca’" ionnal kelatot képezd EGTA-t alkal-
mazunk.

A kovetkezd mdédszer egy példat mutat be CBP-vel fuzi-
onadlt fehérje készitésére CBP és CaM alkalmazasaval. Ennek
az eljaréasnak szamos valtozata ismert, és kivalaszthatd ko-
ziilik a megfeleld.

1. A transzformalt sejtek (a vektor a pCA-sorozat,
amelyet a pET-11-bdl készitettink) egy éjszakan keresztil
szaporitott tenyészetét 1 1, 50 pg/ml ampicillint vagy
karbenicillint tartalmazé LB-tapkozeghez adjuk. A sejteket
ODgoo=0, 6~10 érték eléréséig inkubdljuk. Ezutdn 1 mM végkon-
centraciéban IPTG-t adunk a tenyészethez, és tovabbi 3-5

6ran keresztil folytatjuk az inkubacidét réazatas kozben.
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2. A sejteket centrifugdlédssal Osszegyljtjik. A sejt-
iledéket 0,2 mg/ml lizozimot tartalmazd A-pufferben szusz-
pendaljuk [50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 150 mM natrium-klorid,
10 mM 2-merkaptoetanol, 1 mM magnézium-acetat, 1 mM
imidazol, 2 mM kalcium-klorid). A sejteket szonikalassal
szétzuzzuk.

3. A sejtek 1lizatumadt centrifugaljuk (25000 g, 15
perc), és a felliluszét Osszegyuljtjuk.

4. A CaM Sepharose gyanta 10 ml-ét A-pufferrel egyen-
sulyba hozzuk.

5. A CaM Sepharose gyantat o0sszekeverjuk a
sejtlizatummal és 1 o6ran keresztil gyengén kevertetjuk.
Alacsony sebességgel centrifugaljuk, és az lledéket és ez-
zel a nem specifikusan kotédott anyagokat eltavolitjuk.

6. A mosast 40 ml A-pufferrel végezzik, ezutdn 20-30
ml A-pufferben szuszpendaljuk, és oszlopra toltjuk. Egymas
utédn 5 oszloptérfogatnyi A-pufferrel és B-pufferrel mossuk
[50 mM Tris-HCl1l (pH 8,0), 150 mM natrium-klorid, 10 mM 2-
merkaptoetanol, 1 mM magnézium-acetat, 1 mM imidazol, 0,1
mM kalcium-klorid), mig az UV-detektor A,s; értéke el nem
éri az alapvonalat.

7. A célfehérjét 2 mM EGTA-t tartalmazd B-pufferrel
mossuk le.

D. HSA és ABP

Beszamoltak olyan, fehérje tisztitasara szolgald el-
jarasrdl, amely sorédn human szérum albuminnak (HSA) szérum
albumint kotd affinitasu anyaghoz (ABP) [(Graslund, T.,

Nilsson, J., Lindberg, A. M., Uhlen, M. és Nygren, Per-Ake,
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"pProduction of a Thermostable DNA Polymerase by Site-
Specific Cleavage of A Heat-Eluted Affinity Fusion Prote-
in", Protein Expression and Purification 9, 125-132
(1997)]. Az eljaréas soradn a célfehérjét szérum albumint ko-
t& affinitasu anyaggal (,nyéllel”; ABP) alkotott fuzids fe-
hérjeként expresszaljuk, majd HSA-Sepharose oszlopon fogjuk
meg, és alacsony pH-értéki pufferrel mossuk le. Ez a kombi-
nacié is alkalmazhatdé a taldlmany szerint.

A kdvetkezd moédszer vazlatosan mutatja be ezt a fe-
hérjetisztitéasi eljarast.

1. A transzformdlt sejtek [gazda: E. coli, vektor:
pET-21la (Novagen)] egy éjszakan keresztiil szaporitott te-
nyészetét 500 ml TSB + YE té&pkozeghez adjuk (30 g/l trip-
szines szd6ja-tapoldat, 5 g/l élesztdkivonat, 100 mg/1l
ampicillin, 34 mg/l kloramfenikol), majd razatas kozben
inkubaljuk, amig az ODgeo=0,8-1,5 értéket el nem éri.

2. A fuzionalt fehérje expresszidjanak indukaléasa
érdekében 1 mM  végkoncentracidban izopropil-B-D-tio-
galaktozidot adunk hozza, és tovabbi 3-5 oOran keresztil
folytatjuk az inkubalast.

3. A sejteket centrifugadléassal Osszegydjtjuik. A sejt-
iledéket TST-ben szuszpendadljuk [50 mM Tris-HCl (pH 8,0),
0,2 M natrium-klorid, 0,05% Tween 20, 1 mM EDTA], és a sej-
teket szonikalassal szétzuzzuk.

4. A szétzuzott sejtek szuszpenzidjat centrifugaljuk
(20000 g, 30 perc). Az igy kapott feliiluszdét 1,2 pm-es hid-
rofil szldrén szlrjik at.

5. A sejtkivonatot HSA-Sepharose oszlopra toltjuk.
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6. A célfehérjét 0,5 M Hac-oldattal mossuk le (pH

(5-4) Eljaras fehérjének specifikus, kis molekulasu-

lyu vegyllethez, példaul aminosavhoz, DNS-hez, festékhez,

vitaminhoz vagy lektinhez torténd kotédésének alkalmazasa-

val

A. Glutation-S-transzferaz (GST) és glutation

Egy &altalédnosan hasznalt eljaras fehérje tisztitasara
a GST és a glutation kozotti kdlcsonhatdst hasznalja fel,
amelyet GST-,lehuzasi” eljarasnak neveznek. Lasd példaul,
Tanpakushitsu Jikken Noto (Protein Experiment Note) (I),
5:1. fejezet, 162 "GST-Yugo Tanpakusthito no Hatugen to
Seisei" ("Expression and Purification of GST-Fused Prote-
in"), Suetake, Smith, D. B., "Generating Fusions to
Glutathione S-Transferase for Protein Studies", Methods in
Enzymology 326, 254-270 (2000). Ez a kombinacidé is alkal-
mazhatdé a taldlméany szerint.

Az eljarads soradn a célfehérjének GST-vel alkotott fu-
zi6s fehérjéjét készitjlik el, majd adszorbensként
glutationt tartalmazdé agaron adszorbealtatjuk. Az elucidhoz
redukalt glutationt alkalmazunk. A GST-fuzibés fehérje gén-
technoldgiai uGton torténd elkészitése jo6l1 ismert, példaul
E. coli, Saccharomyces cerevisiae vagy Schizosaccharomyces
pombe lehetnek gazdaszervezetek.

A kovetkezd mbdszer vézlatosan egy példat mutat be
GST-vel fuzionalt fehérje eldadllitasara GST és glutation
alkalmazaséaval. Ennek az eljarasnak szamos valtozata isme-

retes, és kivalaszthatd kozilik a megfeleld.
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1. A transzformalt sejtek egy éjszakdn keresztil
szaporitott tenyészetét 1 1, 100 pg/ml ampicillint tartal-
mazd L-tapkozeghez adjuk, és tovabb inkubaljuk.

2. A sejteket centrifugaldssal Osszegyljtjik (5000
g), majd az uledéket 20 ml jéghideg, redukald anyagot, pél-
déul 1-5 ml ditiotreitolt (DTT) vagy 0,1% 2-merkaptoetanolt
tartalmazd PBS-ben szuszpendaljuk.

3. A szuszpendalt sejteket jégen gyengén szonikaljuk,
amig a szuszpenzid meg nem szlnik. Ez az allapot ugy ellen-
6rizhetd, hogy az oldat tompa szirke szinlvé valik kdriulbe-
11l 5 percen belul.

4. Az oldathoz Triton X-100-at adunk 1% végkoncentra-
ciéban és centrifugaljuk (10000 g, 4°C, 5 perc). A felul-
uszo6t 50 ml-es csbbe oOntjik. Elére megduzzasztott 50%-os
glutation-agaréz gydéngydk 1 ml-ét adjuk hozzé, és adott
esetben megkeverve 4°C-on, 30 percen keresztiil inkubaljuk.

5. A gyongyoket centrifugalassal osszegyldjtjik (500
g, 30 perc), és haromszor mossuk 50-50 ml jéghideg PBS-sel.

6. A gyongyokrdl a fuzids fehérjét a azonos térfoga-
tu, frissen készitett, 50 mM Tris-HCl (pH 8) pufferrel szo-
bahémérsékleten, 5 percen keresztill torténéd gyenge keverte-
téssel mossuk le.

7. A feliilusz6t centrifugdlas utan eltavolitjuk (500
g, 30 sec), és 10% végkoncentracidban glicerint adunk hoz-
z4, majd kis térfogatra osztjuk és -80°C-on taroljuk.

B. Fehérje és festékligand

Beszamoltak rdéla, hogy Zymononas mobilisb8l szarmazd,

nativ fehérje affinitast mutat bizonyos festékek felé, pél-
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ddul C. I. 17908, Reactive Red 8 és C. I. Reactive Blue
187, ¢és a fehérje ezen Jjellemz8je alapjan tisztithatéd
[Scopes, R. K. és Griffiths-Smith, K., "Use of Differential
and Dye-Ligand Chromatography with Affinity Elution for
Enzyme Purification: 6—-Phosphogluconate Dehydratase from
Zymononas mobilis", Analytical Biochemistry 136, 530-534
(1984)]. Konkrétan, a célfehérje ennek a fehérjének egy ré-
szével vagy teljes egészével torténéd Jeloléssel, majd
Sepharose affinitédsoszlopon az el&z8ekben ismertetett fes-
téknek, mint ligandnak alkalmazasaval torténd adszorpcid-
val, majd lemoséssal tisztithatdé. A kovetkezd mbddszer
Zymononas mobilis eredetl fehérje tisztitdsdra mutat be egy
eljarast.

1. Zymononas mobilis folyékony tenyészetébdl kiindul-
va extrakcidés pufferrel [20 mM K-Mes (pH 6,5), 30 mM néatri-
um-klorid, 5 mM mangan-klorid, 0,5 mM amménium-vas-szulfat,
10 mM B-merkaptoetanol] sejtkivonatot készitunk.

2. A sejtkivonatot egymas utan Scarlet MX-G (C. I.
17908, Reactive Red 8)-Sepharose CL-48 oszlopra (Pharmacia)
és Blue HE-G (C. I. Reactive Blue 187)-Sepharose CL-4B osz-
lopra toltjuik.

3. Az oszlopokat 100 ml extrakcids pufferrel mossuk.

4. A Scarlet MX-G oszlopot nem, csak kizardlag a
Blue-HE-G oszlopot mossuk 20 mM natrium-szulfatot tartalma-
z6 extrakcids pufferrel.

5. A Zymononas mobilisb&l szarmazdé célfehérjét 20 mM

DL-oa-glicerofoszfattal elualjuk.
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C. Eljaras biotinnak avidinhez toérténé kotddésének

alkalmazasaval

Biotinnak avidinhez torténé specifikus kotddésén ala-
pulé fehérjetisztitasi eljaras mar régdta ismert [lasd pél-
daul, Alche, J. D. és Dickinson, H., "Affinity
Chromatographic Purification of Antibodies to a
Biotinylated Fusion Protein Expression in Escherichia co-
1i", Protein Expression and Purification 12, 138-143
(1998)]. Az eljarads soran kialakitunk egy biotinbél és a
célfehérjébsdl 4116, fuzids fehérjét egy 122 aminosavbdél al-
16 szekvencia alkalmazasaval, amely a gazdaban (példaul E.
coli) biotindlddik, majd ezt a fuzids fehérjét fogjuk meg
olyan oszlopon, amelyre avidint kotottink [példaul,
SoftLink soft release avidin resin (lassan felszabaduléd
avidingyanta) (Promega) ], majd biotinnal kompetitiven
eluadljuk. Ez a kombinacidé is alkalmazhatdé a talalmany sze-
rint.

1. A génexpresszié indukalasa érdekében 1 mM IPTG-t
(végkoncentracid) adunk a transzformalt sejtek egy éjszakan
keresztill szaporitott tenyészetéhez [gazda: E. coli, vek-
tor: PinPoint Xa-2 (Promega)]), és tovabbi 5 6ran keresztiil
inkubaljuk. Abban az esetben, ha az igy expresszalt fehérje
a sejten bellil marad, a kovetkezdképpen jarunk el.

2. Lizaljuk a sejteket a sejtiledék minden grammjahoz
10 ml puffer hozzadadasaval [50 mM Tris-HCl (pH8,0), 1 mM

EDTA, 50 mM natrium-klorid, 0,1 mM PMSF, 1 mg/ml lizozim].
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3. A célfehérjét tartalmazd csapadékot centrifugalas-
sal Osszegydjtijik (18000 g, 15 perc), és pufferben szusz-
pendaljuk [50 mM Tris-HCl (pH 8), 10 mM EDTA, 50 mM natri-
um-klorid, 0,5% Triton X-100, 0,1 mM PMSF], majd kétszer
mossuk.

4. Centrifugalast kovetden (18000 g, 15 perc) az 1igy
kapott tiledéket szolubilizacidés pufferben szuszpendaljuk
[50 mM Tris-HCl (pH 8), 10 mM EDTA, 50 mM natrium-klorid,
0,5% Triton X-100, 0,1 mM PMSF, 6 M guanidin-HC1l) .

5. A sejtkivonatot 3 ml, a szolubilizacids puffer 30
nl-ével eléz8leg egyensulyba hozott SoftLink soft release
avidin resin, lassan felszabaduldé avidingyanta-oszlophoz
(Promega) adjuk. Ezt kovetden 60 ml szolubilizacids puffer-
rel mossuk.

6. A Dbiotinalt célfehérjét 5 mM biotint tartalmazd
szolubilizacids oldattal mossuk le.

(5-5) Eljaras fehérjének szachardzhoz torténd kotdde-

sének alkalmazaséaval

Ebben az eljarasban a fehérjét a szacharézkoté fehér-
jének szachardzzal torténd kolcsonhatasa alapjan tisztit-
juk. Ismeretes példaul maltdézkotd fehérjének (MBP,
"maltose-binding protein") amilézzal egylitt torténd alkal-
mazasa [Sachdev, D. és Chirgwin, J. M., "Fusions to
Maltose-Binding Protein: Control of Folding and Solubility
in Protein Purification", Methods in Enzymology 326, 312-
321 (2000)]. Varhatoan p-galaktéz-kotd fehérjék, példaul

galektin és P-galaktéz kozotti kolcsdnhatas is alkalmazha-
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t6d. Ezek a kombinadcidk szintén hasznalhatdék a taldlmany

szerint.

A. Maltdézkotsd fehérje és amilodz

Ebben az eljarasban, ahol a maltézkotéd fehérje egy
fuzidés fehérjéjét olyan gyantara adszorbealtatjuk, amelyre
amildézt rogzitettink, maltdzt haszndlunk eluensként. A ko-
vetkezd médszer maltbzkdtd fehérje fuzids fehérjéjének ter-
melési eljardsara mutat be egy példét. Ennek az eljarasnak
szamos valtozata ismert, és kozilik kivalaszthatd a legmeg-
feleldébb.

1. Transzformalt sejtek [E. coli/vektor pMAL-c2 (New
England Biolabs) egy éjszakan keresztil szaporitott tenyé-
szetének 2 ml-ét 225 ml, 100 pg/ml ampicillint tartalmazd
LBD-tapkdzeghez (0,2% glikdzt tartalmazd LB-tapkdzeg) ad-
juk, és razatds kozben inkubaljuk ODsw=0,5 értékig, 37°C-
on.

2. A génexpresszidé 1indukélasa érdekében 0,3 mM
izopropil-B-tiogalaktopiranozidot (IPTG) adunk a sejtekhez,
és az 1inkubéacidt tovabbi 2-3 o6éran keresztil folytatjuk
30°C-on.

3. A sejteket centrifugdlassal Osszegyljtjuk (6800 g,
5 perc). A sejtiledéket 10 ml oszloppufferben szuszpendal-
juk [20 mM Tris (pH 7,4), 200 mM natrium-klorid, 1 mM EDTA,
0,02% Tween 80], és -20°C-on lefagyasztjuk egy éjszakdn ke-

resztil.
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4. A fagyasztott sejtszuszpenzidt Jég-viz elegyben
felolvasztjuk és 10 ml oszloppufferben higitjuk. A sejteket

szonikalassal szétzuzzuk (intenzitds: a maximalis szint

5. Centrifugalast kovetéden (20000 g, 4°C, 15 perc) a
feliiluszét 10 ml oszloppufferben higitjuk (nyers kivonat).

6. A nyers kivonatot 10 ml amildz-gyantaoszlopra
toltjuk.

7. Az oszlopot tobbszér mossuk 20-30 ml térfogatu
oszloppufferrel. A célfehérjét 10 mM maltdézt tartalmazod
oszloppufferrel mossuk le.

B. Kitin és kitinkoté domén (CBD, "chitin-binding

domain")

Ezen eljaras soran kitinnek kitinkoétd doménhez (CBD)
térténé kotddést hasznaljuk fel a fehérje tisztitasara.
Konkrétan, inteinen (biotechnoldégiailag atalakitott fehér-
jehasit6 elemek indukélhatd, onmagat hasitd aktivitasa) ke-
resztiill a célfehérjéhez kotott kitinkoté fehérjébdl allo
fuzidos fehérjét expresszalunk, majd kitin-affinitasoszlopra
adszorbe&ltatjuk (New England Biolabs). A lemoséas soran az
intein és a célfehérje kozotti kotést egy redukald anyag-
gal, példaul DTT-vel, [B-merkaptoetanollal vagy ciszteinnel
hasitjuk [lasd példaul, Park, Chung-Mo, Shim, Jae-Yoon,
Yang, Song-Sook, Jeong-Gukang, Jeong-Il Kim, Luka, Z. és
Song, Pill-Soon, "Chromophore - Apoprotein Injteractions in
Synechocystis sp. PCC6803 Phytochrome Cphl.", Biochemistry
39, 6349-6356 (2000)]. Ennek az eljaradsnak a talalmany sze-

rinti fehérjekomponenseknél torténé alkalmazasakor a fehér-
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jekomponenseket a CBD-inteinen kivil egy kapcsold anyaggal
is jeldljik, és ezt a kapcsold jeldlést hasznadljuk a fehér-
jekomponenseknek az 1in vitro szintézisrendszerben képzddott
célfehérjétdl torténd elvalasztéséra.

A kovetkezd mbédszer nagy vonalakban egy példat mutat
| be a fehérjetisztitds ezen eljarasara. Szamos valtozata is-
mert, és ezek kozil kivalaszthatd a megfeleld.

1. Transzformalt sejtek [gazda: E. coli, vektor:
pTYB2 (New England Biolabs)] egy éjszakan keresztiil szapo-
ritott tenyészetét 250 ml RB-téapkdzeghez adjuk [0,5% élesz-
tékivonat, 1% tripton, 0,5% natrium-klorid, 0,2% glikdéz (pH
7,5)] és 30°C-on, ODgoe=0,6 értékig inkubaljuk.

2. A fuzids fehérje expresszidéjat 1 mM végkoncentra-
cidban IPTG hozzdadasaval inkubaljuk, és az inkubacidét to-
vabbi 14-16 6ran keresztil keresztil folytatjuk 20°C-on.

3. A sejteket centrifugdléassal oOsszegyljtjik (5000 g,
5 perc). A sejtiledéket jéghideg lizis pufferben szuszpen-
dédljuk [Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM natrium-klorid, 0,1% Tri-
ton X-100, 1 mM EDTA], majd a sejteket szonik&léssal szét-
zuzzuk.

4. A feliluszét centrifugalassal Osszegydjtjuk
(100000 g, 30 perc), és 0,2 mm-es filtermembrénon szirjlik
keresztiil.

5. A sejtkivonat 1,5 ml-éhez 20 pnl, 2 mM DMSO-t
adunk. Jégen, 1 o6radn keresztil inkubaljuk, majd kitin-

affinitadsoszlopra toltjiik.
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6. Az oszlopot pufferrel mossuk [20 mM Tris-HCl (pH
8,0), 150 mM natrium-klorid, 1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100].
Egy éjszakan keresztiil, 4°C-on inkubaljuk 1 mM DTT-t (vég-
koncentracié) tartalmazé pufferben, hogy az intein oénmagat
hasitd aktivitasat indukaljuk. A felszabaduld célfehérje
ezutan Osszegyljthetd.

(5-6) Eljaras fehérjének vagy peptidfragmensnek ion-

cserélé gyantahoz torténd kotddésének alkalmazasaval

A. PoliArg és ioncseréld gyanta

Ebben az eljarasban a fehérjét annak a jelenségnek a
felhasznalasaval tisztitjuk, hogy PoliArg-gal jelolt célfe-
hérje, mivel pozitiv toltésd, kotddik a kationcseréld gyan-
tahoz (példaul, SP-TSK HPLC-oszlophoz). Az elicidt az ion-
eré6sség valtoztatasaval hajtjuk végre [Smith, J. c.,
Derbyshire, R. B., Cook, E., Dunthorne, L., Viney, J.,
Brewer, S. J., Sassenfeld, H. M. és Bell, L. D., "Chemical
synthesis and Cloning of a Poly (Arginine) - Coding Gene
Fragment Designed to Aid Polypeptide Purification", Gene
32, 321-327 (1984)].

A kbvetkezd mddszer vazlatosan egy példat ismertet az
elézéekben emlitett eljarasra. Szamos valtozata ismert, és
ezek koziil kivalaszthatd a megfeleld.

1. A transzformalt sejtek (gazda: E. coli, vektor:
pWT221) egy éjszakan keresztill szaporitott tenyészetének 6
ml-ét 300 ml, 100 pg/ml ampicillint tartalmazd MO9-
tapkozeghez adjuk, és BAs0=0,4 értékig inkub&ljuk 37°C-on

torténd razatéassal.
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2. Ezt kovetéen IAA-oldatot (20 mg/ml etanolban)
adunk hozza 20 pg/ml végkoncentraciéban.

3. 1% (végkoncentracid) Polymin P-t adunk hozza, és a
sejteket centrifugaljuk.

4., A sejtiledéket pufferben 1lizaljuk (40 mM Tris-
acetat (pH 5,5), 5 M karbamid], és ugyanezzel a pufferrel
szemben dializaljuk.

5. A sejtkivonat 0,1 ml-ét SP-TSK HPLC-oszlopra tdlt-
jluk, és az oszlopot ugyanezzel a pufferrel mossuk.

6. A célfehérjét pufferben mossuk le [40 mM PIPES (pH
6,0), 5 M karbamid] natrium-klorid koncentracidégradienssel
(100-350 mM) .

(5-7) Eljaras gyongydk alkalmazasaval

Kereskedelmi forgalomban kaphatdk egyforma részecske-
méret{li, magneses gydngyodok (Dynabeads”ﬂ DYNAL, Norway),
amelyek egy polimer magbél &allnak, amelyben egyenletesen
elosztva mégnesezhetdé anyag talalhatd, és amelyet hidrofil
polimervesz kortil. A feliletéhez kilonbdz8 ellenanyagok
rogzithetdk, 1igy a gydngydk sejtekhez és fehérjékhez is
kotheték. Erés magnes kozelében (MPC), a magneses gyongyodk
megmagnesezhetdk, és magnesesen vonzhatdék. Ha a magnest el-
tavolitjuk a gyongyok demagnetizalddnak és Ujra szétszdrdd-
nak. Ezen jellemzdéjlik alapjan a magneses gyongyodk példaul
sejtek és fehérjék tisztitasara alkalmazhatdék. Beszamoltak
példaul arrdl, hogy periférias vér B-limfocitakat izolaltak
CDl9-ellenanyaggal boritott, magneses polisztirén gydongyok
(DYNAL) alkalmazadsaval [Kanegasaki, S. és mtsai., J.

Biochem., 117, 758-765 (1995)]. A taldlmany szerinti reak-
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cibrendszert alkotdé fehérjekomponensek magneses gydngydkkel
is jelolhetdék, és ily mdédon magneses Uton tavolithatdk el a
reakcidérendszerbdl. Tehat a magneses gydngyoknek magnessel
torténd alkalmazadsa 1is az egyméssal kolcsdnhatéasba 1épd
anyagok talalmany szerinti kategdéridjaba tartozik.

A taldlményt részletesebben a kovetkezd példak segit-
ségével mutatjuk be. Nyilvanvald azonban, hogy a taldlmany

nem korlatozdédik ezekre a példékra.

1. példa

E. coli riboszbmakészitmények és S100 extrakcidja

E. coli Al9 sejtek 300 g-jat (amelyeket a kozépsd
log-fazisban gyljtottink be) aluminium-oxiddal elddrzsol-
tik. A feltart sejteket A-pufferben szuszpendadltuk [10 mM
Hepes-KOH (pH 7,6), 10 mM magnézium-klorid, 50 mM k&lium-
klorid, 1 mM DTT)], majd az aluminium-oxidot és a sejttdr-
meléket centrifugalassal eltavolitottuk (30000 g, 1 oéra,
4°C) . A képzd&d& feluluszod-frakcidhoz 1 pg/ml végkoncentréa-
ciéban DN-azt (dezoxiribonukledzt) adtunk, majd centrifu-
galtuk (100000 g, 4 ora, 4°C). Az 1igy nyert feliiluszé-
frakcidét nevezzitk S100-nak. Az Uledéket az A-pufferben
szuszpendaltuk, és a képzddd szuszpenzidt nevezzik nyers
riboszdémakivonatnak. Ebb61 a nyers riboszémakivonatbdl
nyertiik a szorosan kapcsolt (,tight coupled”) riboszéma-
frakcidét 6-36% szachardz-silirliséggradienssel. Ezt a szorosan
kapcsolt riboszdémafrakcidét 100000 g-vel centrifugéltuk, és
az lledéket riboszémapufferben szuszpendaltuk [20 mM Hepes-

KOH (pH 7,6), 6 mM MgOAc, 30 mM amménium-klorid, 7 mM -
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merkaptoetanol], amellyel elkészitettiik a szorosan kapcsolt
riboszbéméat. Az 1. abran mutatjuk be a szachardz-

slrliséggradiensen kapott riboszémafrakcidkat.

2. példa

Plazmidok készitése iniciacids faktorok, elongacids
faktorok és terminacids faktorok fokozott mértéki
expresszalédsara

E. coli Al9 genomjanak templéatként torténd alkalmaza-
saval az EF-Tu-gént kédold génszekvenciat PCR~-rel
amplifikaltuk, amellyel egy olyan DNS-fragmenst kaptunk,
amelynek az 5'-végén EcoRI felismer8 szekvencia és a 3'-
végén BglIl felismer$ szekvencia taldlhatd. Az igy kapott
DNS-fragmenst FEcoRI-gyel és BglII-vel hasitott pQE60-
plazmidba épitettiik (Qiagen). Ily mdédon elkésziilt a C-
termindlis végen His-cimkével fuziondlt EF-Tu-t fokozott
mértékben expresszalni képes vektor. Ezt kodvetden E. coli
BL21/pREP4 torzset transzformdltunk az eléz8ek szerinti
vektorral. Elongaciés faktorok, inicidciés faktorok és
terminacids faktorok fokozott mértékll expresszalasdra szol-
gald vektorok hasonldé moédon készitheték. Az 1. tablazatban
foglaljuk Ossze az alkalmazott vektorokat és restrikcids

enzimeket és a His-cimke helyét.
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3. példa

Aminoacil-tRNS-szintetaz (ARS) és metionin-tRNS-

formildz (MTF) fokozott mértékl expresszdlasara szolgald

plazmidok készitése

E. coli Al9 genomjanak templatként torténd alkalmaza-
sdval az alanil-tRNS-szintetdz-gént kédold génszekvenciat
PCR-rel amplifikaltuk, amellyel egy olyan DNS-fragmenst
kaptunk, amelynek az 5'-végén Sphl felismerd szekvencia és
a 3'-végén HindIIl felismerd$ szekvencia talédlhatdé. Az igy
kapott DNS-fragmenst SphI-gyel és HindIII-mal hasitott
pPQE30-plazmidba épitettik (Qiagen). Ily médon elkésziilt az
N-terminalis végen His-cimkével fuzionadlt alanil-tRNS-
szintetdzt fokozott mértékben expresszalni képes vektor.
Ezt kovetden E. colili BL21/pREP4 tdrzset transzformaltunk az
elé8z8ek szerinti vektorral. Mas ARS- és MTF-szekvencidk fo-
kozott mértékd expresszalasdra szolgald vektorok hasonld
mddon készithetdk. Az 1. tablézatban foglaljuk Ossze az al-
kalmazott vektorokat és restrikciés enzimeket és a His-
cimke helyét, a kapott plazmidokat E. coli BL21/pREP4 (pQE-
sorozatok) torzsébe vagy BL21/DE3 (pET-sorozatok) tdrzsébe

transzformaltuk.
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1. tadblazat
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Enzimek és vektor N-termin&lis |C-termindlis| His-cimke
faktorok R. E. R. E. helye
AlaRS PQE30 Sphl HindIII N
ArgRS pPET16b NdeI BamHI N
AsnRS PQE30 BamHI HindIII N
AsSpRS pET21la Ndel Xhol C
CysRS pET21la Ndel Xhol C
GlnRS pET21la Ndel Xhol C
GluRS pET21la Ndel Xhol C
GlyRS pET21la NdeI Xhol C
HisRS pET21la Ndel Xhol C
IleRS pET21la Ndel HindIII N
LeuRsS pET21la Xbal Xhol C
LysRS pET21a NdelI Xhol C
MetRS pET21la Xbal Xhol C
PheRS PQE30 Sphl HindIIl N
ProRS pET21la Ndel XhoI C
SerRS pET21a Xbal Xhol C
ThrRS PQE30 BamHI HindIII N
TrpRS pET21a Ndel Xhol C
TyrRS pET21a Ndel Xhol C
ValRS pET21a Xbal NotI C
MTF pET21a Ndel Xhol C
IF1l PQE30 BamHT HindIII N
IF2 PQRE3O0 BamHI HindIII N
IF3 PQE30 BamHI HindIII N
EF-G PQE60 MunI Bglll C
EF-Tu PQE6O EcoR1I BglIIl C
EF-Ts PQE6O Ncol BamHI C
RF1 PQE60 BamHI HindIII C

R. E.:

restrikcidés enzim
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4. példa

T7RNS-polimerazt fokozott mértékben expresszald

plazmid készitése

T7-Fag genomjanak templatként torténd alkalmazasaval
a T7RNS-polimeraz-gént kdébdold génszekvenciat PCR-rel
amplifikaltuk, amellyel egy olyan DNS-fragmenst kaptunk,
amelynek az 5'-végén BamHI felismerd szekvencia és a 3'-
végén Pstl felismerd szekvencia talalhatd. Az igy kapott
DNS-fragmenst BamHI-gyel és Pstl-gyel hasitott pQE30-
plazmidba épitettik (Qiagen). Ily mddon elkészilt az N-
termindlison His-cimkével fuziondlt T7RNS-polimerazt foko-
zott mértékben expresszalni képes vektor. Ezt kovetden E.
coli BL21/pREP4 torzsét transzformaltuk az eldzdek szerinti
vektorral.

5. példa

Nukleozid-difoszfat-kinazt (NDK) és més enzimeket fo-

kozott mértékben expresszald plazmidok készitése

E. coli Al9 genomjanak templatként torténé alkal-
mazasaval az NDK-gént kédold génszekvenciat PCR-rel
amplifikaltuk, amellyel egy olyan DNS-fragmenst kaptunk,
amelynek az 5'-végén BamHI felismerd szekvencia és a 3'-
végén HindIII felismerd szekvencia talalhatdé. Az igy kapott
DNS-fragmenst BamHI-gyel és HindIII-mal hasitott pQE30-
plazmidba épitettik (Qiagen). Ily mbédon elkészilt az N-
termindlison His-cimkével fuzionalt NDK-t fokozott mérték-
ben expresszalni képes vektor. Ezt kovetden E. coli
BL21/pREP4 torzsét transzformadltuk az eldzbek szerinti vek-

torral. Mas, a (4-1) és (4-2) pontokban példaként bemuta-
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tott enzimek fokozott mértéklli expresszalasara szolgald
plazmidok, kivant esetben, hasonlé mdédon készithetdk.

6. példa

Iniciéacids faktorok, elongacids faktorok és

terminacios faktorok fokozott mértékd expresszidja és tisz-

titésa

A His-cimkével jelslt EF-Tu (EF-Tu’) fokozott mértékid
expresszidéja érdekében a 2. példa szerinti BL21/pREP4
transzformans sejteket 6 1 LB-téapkozegben szaporitottuk,
amig az optikail stlirtiség (ODsso) eléri a 0,7 értéket. Ekkor a
tenyészethez IPTG-t (izopropil-l-tio-f-D-galaktozidot) ad-
tunk 0,1 M végkoncentracidéban, és az inkubacidt tovabbi 4
6ran keresztiil folytattuk 37°C-on. A sejteket centrifuga-
lassal Osszegyljtottiik, szuszpenzids pufferben szuszpendal-
tuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 1 M ammé4nium-klorid, 10 mM
magnézium-klorid, 0,3 mg/ml lizozim, 0,1% Triton X-100, 0,2
mM PMSF (fenil-metan-szulfonil-fluorid), 6 mM B-
merkaptoetanol], majd szonikalassal szétzuztuk. A sejttor-
meléket centrifugalassal eltavolitottuk 100000g, 1 Oora,
4°C-on. Az igy kapott feliiluszét toltottik Ni®' elére tol-
t3tt 10 ml-es Hi-Trap kelatkotd oszlopra (Pharmacia) és 100
ml, 10 mM imidazolt tartalmazo HT-pufferrel mostuk [50 mM
Hepes-KOH (pH 7,6), 1 M amménium-klorid, 10 mM magnézium-
klorid]. Az oszloprdl az EF-Tu'-t HT-pufferben linedris
imidazol gradienssel (10 mM-tél 400 mM-ig) mostuk le. Az
ily médon tisztitott EF-Tu -frakcidékat Osszegydjtottik, és
torzspufferrel szemben dializaltuk [50 mM Hepes-KOH (pH

7,6), 100 mM kalium-klorid, 10 mM magnézium-klorid, 30%
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glicerin]. A tisztitott EF-Tu  koncentraciéjat standard
gérbe alapjan hataroztuk meg, amelyet Bio-Rad fehérjevizs-
galati reagenskészlettel készitettink BSA (marhaszérum al-
pumin) standardként torténé alkalmazasaval. Az 1igy nyert
EF-Tu -t 1 ml-es egységekben folyékony nitrogénben gyorsan
lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk. Egyéb, His-cimkével
jelolt elongacids faktorok, iniciacids faktorok és
terminaciés faktorok hasonldé médon tisztithatdk. A 2. abran
His-cimkével jelolt faktorok 12%-os SDS-PAGE-mintazatat mu-
tatjuk be (Coomassie Brilliant Blue festéssel).

A His-cimkével jeldlt iniciacidés faktorok (IF1, IF2
és IF3; "'" jelentése "His-cimkével jelolt") aktivitasat és
optimalis koncentraciéit DHFR mRNS-sel mértik in vitro
transzlaciés rendszerben (lasd 17. példa a kovetkezdkben) .
Pozitiv kontrollként mind IF1'-et, IF2'-t és IF3 -t tartal-
mazd rendszert alkalmaztunk, az inkubdcidét 30 percig végez-
tik a megfeleld iniciaciés faktorokat nem tartalmazé rend-
szerben, majd az igy képzédott DHFR relativ aktivitasait
dsszehasonlitottuk (3A &bra). Konkrétan, a His-cimkével je-
161t iniciacioés faktorok aktivitasait ugy hataroztuk meg,
hogy a pozitiv kontroll aktivitasat 100-nak vettik. Ennek
eredményeként kimutattuk, hogy valamennyi, IF -hianyos
rendszerben a DHFR-szint a pozitiv kontroll felének vagy
annal kevesebbnek felelt meg, amely azt mutatja, hogy mind-
egyik IF1°, IF2" és IF3  aktiv. A His-cimkével jeldlt
iniciaciés faktorok optimalis koncentraciéjat in vitro
rendszerben torténd transzlatalassal hataroztuk meg azonos

korilmények kozott, de az inicidciés faktor koncentracidja-
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nak valtoztatasaval, és az igy képzd&d6é DHFR relativ aktivi-
tasinak mérésével (3B abra). A 3B abrén az IFl -et e, az

IF2 -t A és az IF3'-at B jelzi.

7. példa
His-cimkével jelolt ARS-ek és MTF fokozott mérteékd

expresszidja és tisztitéasa

His-cimkével jeldlt Ser-tRNS-szintetaz (" " jelentése
"His-cimkével Jjelolt") fokozott mértékll expresszidjara
szolgaloé BL21/DE3 transzformans sejteket 2 1 LB-tapkdzegben
szaporitottunk, amig az optikai slirtiség (ODgsn) eléri a 0,7
értéket. Ekkor a tenyészethez IPTG-t (izopropil-l-tio-B-D-
galaktozidot) adtunk 0,1 M végkoncentracidban, és az inku-
bacidét tovabbi 4 o6ran keresztul folytattuk 37°C-on. A sej-
teket centrifugalassal &sszegyljtottik, szuszpenzidés puf-
ferben szuszpendaltuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 1 M ammd-
nium-klorid, 10 mM magnézium-klorid, 0,3 mg/ml lizozim,
0,1% Triton X-100, 0,2 mM PMSF (fenil-metan-szulfonil-
fluorid), 6 mM P-merkaptoetanol], majd szonikalassal szét-
ziztuk. A sejttormeléket centrifugalassal eltavolitottuk
(100000g, 1 o6ra, 4°C-on). Az igy kapott feliiluszot toltot-
tiik Ni‘' elére toltstt 10 ml-es Hi-Trap kelatképzd oszlopra
(Pharmacia) és 100 ml, 10 mM imidazolt tartalmazé HT-
pufferrel mostuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 1 M ammoénium-
klorid, 10 mM magnézium-klorid]. Az oszloprdél a Ser-tRNS-
szintetaz -t HT-pufferben linearis imidazol gradienssel (10
mM-t61 400 mM-ig) mostuk le. Az ily médon tisztitott Ser-
tRNS-szintetaz -frakciodkat Osszegyldjtottiik, és  torzs-

pufferrel szemben dializaltuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7, 6),
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100 mM kalium-klorid, 10 mM magnézium-klorid, 30% glice-
rin]. A tisztitott Ser-tRNS-szintetaz koncentraciéjat
standard gdrbe alapjan hataroztuk meg, amelyet Bio-Rad fe-
hérjevizsgalati reagenskészlettel készitettink BSA (marha-
szérum albumin) standardként torténd alkalmazasaval. Az igy
nyert Ser-tRNS-szintetaz -t 1 ml-es egységekben folyékony
nitrogénben gyorsan lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk.
Az 5. abran az igy kapott Ser-tRNS-szintetaz’
kromatogramjat mutatjuk be.

Egyéb ARS" és MTF fokozott mértékd expresszidja és
tisztitasa hasonldé mbébdon végezheté el. A 6. abran His-
cimkével jelolt faktorok és enzimek 12%-os SDS-PAGE-
mintazatat mutatjuk be (Coomassie Brilliant Blue festes-
sel). A 6. abran megfigyelhetd két GlyRS™ és PheRS' sav an-
nak tulajdonithatdé, hogy ennek a két enzimnek a2 és B2 ti-
pusai vannak. A 6. abran lathatd, hogy ezek a His-cimkével
jelolt faktorok és enzimek nagy tisztasidgban 4&llithatdk
eld.

8. példa

His-cimkével jelolt T7RNS-polimeraz fokozott mértéku

expresszidja és tisztitéasa

His-cimkével jeldlt T7RNS-polimerdz (" " Jelentése
"His-cimkével Jjeldlt") fokozott mértékd expresszidjara
szolgalé BL21/pREP4 transzformans sejteket 6 1  LB-
tapkozegben szaporitottunk, amig az optikai sUlriség (ODseo)
eléri a 0,7 értéket. Ekkor a tenyészethez IPTG-t
(izopropil-l-tio-B-D-galaktozidot) adtunk 0,1 M végkoncent-

racioéban, és az inkubacidt tovabbi 4 Oran keresztil foly-
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tattuk 37°C-on. A sejteket centrifugalassal Osszegyljtot-
tik, szuszpenzidés pufferben szuszpendaltuk [50 mM Hepes-KOH
(pH 7,6), 1 M amménium-klorid, 10 mM magnézium-klorid, 0,3
mg/ml lizozim, 0,1% Triton X-100, 0,2 mM PMSF (fenil-metan-
szulfonil-fluorid), 6 mM B-merkaptoetanol], majd
szonikalassal szétzuztuk. A sejttormeléket centrifugalassal
eltavolitottuk (100000g, 1 o6ra, 4°C-on). Az igy kapott fe-
liiluszot toltséttik Ni?t eldre toltott 10 ml-es Hi-Trap kel-
dtképz& oszlopra (Pharmacia) és 100 ml, 10 mM imidazolt
tartalmazo HT-pufferrel mostuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 1
M amménium-klorid, 10 mM magnézium-klorid]. Az oszloprdl a
T7RNS-polimeraz’-t HT-pufferben lineadris imidazol gradiens-
sel (10 mM-to6l 400 mM-ig) mostuk le. Az ily mdédon tiszti-
tott T7TRNS-polimeraz -frakcidkat bsszegyljtottiik, és
térzspufferrel szemben dializaltuk ([50 mM Hepes-KOH (pH
7,6), 100 mM kalium-klorid, 10 mM magnézium-klorid, 30%
glicerin]. A tisztitott T7RNS-polimerdz  koncentracidjat
standard gorbe alapjan hataroztuk meg, amelyet Bio-Rad fe-
hérjevizsgalati reagenskészlettel készitettunk BSA (marha-
szérum albumin) standardként torténé alkalmazasaval. Az igy
nyert T7RNS-polimerdz' -t 1 ml-es egységekben folyékony nit-
rogénben gyorsan lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk. A
12A és B  abrakon az igy kapott T7RNS-polimeraz’

kromatogramjait mutatjuk be.
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9. példa

His-cimkével jeldlt NDK és més enzimek fokozott mér-

tékli expresszidja és tisztitésa

His-cimkével jel®dlt NDK (""" jelentése "His-cimkével
jelolt") fokozott mértéki expresszidijara szolgald
BL21/pREP4 transzformans sejteket 2 1 LB-tapkdzegben szapo-
ritottunk, amig az optikai sldrliség (ODgeo) eléri a 0,7 érté-
ket. Ekkor a tenyészethez IPTG-t (izopropil-l-tio-B-D-
galaktozidot) adtunk 0,1 M végkoncentracidéban, és az inku-
baciét tovabbi 4 o6rén keresztil folytattuk 37°C-on. A sej-
teket centrifugaléassal Osszegyljtottik, szuszpenzidés puf-
ferben szuszpendaltuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 1 M ammé-
nium-klorid, 10 mM magnézium-klorid, 0,3 mg/ml lizozim,
0,1% Triton X-100, 0,2 mM PMSF (fenil-metan-szulfonil-
fluorid), 6 mM B-merkaptoetanol], majd szonikadlassal szét-
zuztuk. A sejttdrmeléket centrifugalassal eltavolitottuk
(100000g, 1 ora, 4°C-on). Az igy kapott feliiliszdt toltot-—
tik Ni** eldSre toltott 10 ml-es Hi-Trap kelatképzd oszlopra
(Pharmacia) és 100 ml, 10 mM imidazolt tartalmazd HT-
pufferrel mostuk [50 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 1 M amménium-
klorid, 10 mM magnézium-klorid]. Az oszloprdél az NDK -t HT-
pufferben linearis imidazol gradienssel (10 mM-tél 400 mM-
ig) mostuk le. Az ily mdédon tisztitott NDK'-frakciodkat &sz-
szegylijtottuk, és torzspufferrel szemben dializaltuk [50 mM
Hepes-KOH (pH 7,6), 100 mM ka&lium-klorid, 10 mM magnézium-
klorid, 30% glicerin]. A tisztitott NDK koncentraciéjat
standard gorbe alapjan hataroztuk meg, amelyet Bio-Rad fe-

hérjevizsgalati reagenskészlettel készitettink BSA (marha-
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szérum albumin) standardként torténd alkalmazasaval. Az igy
nyert NDK'-t 1 ml-es egységekben folyékony nitrogénben
gyorsan lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk. Mas, a (4-1)
és (4-2) pontokban példaul hozott, His-cimkével jelslt en-
zim kivant esetben hasonldé médon allithatd eld.

10. példa

DHFR-gén készitése és mRNS el&allitésa

Az E. colib6dl szarmazd DHFR-gént (dihidrofolat-
reduktaz-gén) az 5'-végéhez eqgy HindIII-szekvenciat, a 3'-
végéhez eqgy BamHI-szekvenciat hozzéaadva, PCR-rel
amplifikaltuk. A gén T7-promdétert tartalmaz eqgy ribo-
szémakotd helytdl 5'-iranyban a T7 bakteriofdg 10-es génjé-
b8l szarmazdé "epszilon-szekvencia"-val egyltt, amelyet
Shine-Delgarno szekvencia (SD) kdévet. Ezt a DNS-fragmenst
klénoztuk a pUCl8-plazmidvektorba (Takara Shuzo). Smal-
Enzimmel torténd emésztést kdvetden ezt a plazmidot alkal-
maztuk templatként "run-off" wvagy in vitro transzlacidéval
kapcsolt transzkripcidéban T7RNS-polimeraz alkalmazasaval.
Az 1n vitro transzkripcidés reakcidt 42°C-on végeztiik, 3
6bran keresztul. A reakcidkeverék (1 ml) 40 mM Hepes-KOH-t
(pH 7,8), 20 mM magnézium-kloridot, 1 mM spermidint, 5 mM
DTT-t, 2 mM ATP-t, UTP-t, CTP-t és GTP-t, 20 pug Smal-gyel
kezelt templéatplazmidot, 50 pg BSA-t, 1,78 egység PPiazt
(pirofoszfatazt) és 10 pnpg, 1ily médon tisztitott, His-
cimkével jeldlt T7RNS-polimerdzt tartalmaz. A reakcidt 50
mM (végkoncentracid) EDTA (etilén-dinitro-tetraecetsav)
hozzadadasaval 4llitottuk le. Az 1igy kapott mRNS-t fe-

nol/kloroformmal extrah&ltuk, majd etanollal kicsaptuk. Ezt
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kovetSen RNS tisztitdsi reagenskészlettel (QIAGEN) tiszti-

tottuk a gyarté utmutatasa szerint.

11. példa
MFL mRNS készitése

Az MFL mRNS elkészitéséhez eldészor is templatra volt
sziikség. Ehhez a kovetkezd DNS-szekvenciat készitettik el
AUGUUCUUGUAA (amely fMet-Phe-Leu-Stop; formilmetionin-
fenilalanin-leucin-stopkodon szekvenciaba transzlatalédik,
amelyet a tovabbiakban MFL-nek nevezzik) a kovetkezdk sze-
rint. Egy A-oligonukleotidot (5'-TAtgttcttgtaac) egy méasik,
B-oligonukleotiddal (5'-TCGAgttacaagaaca) parositottunk,
hogy Ndel- és Xhol-szekvenciat tartalmazb, kettds szalu
DNS-t kapjunk. Ezt a DNS-t a pET29a-plazmidvektor (Novagen)
NdeI- és XhoI-helyeibe klbénoztuk. A képzd8dé plazmidot ugya-
nigy atirtuk, mint ahogy azt az eldzdkben, a DHFR-génnél
ismertettik.

12. példa

His-cimkével jelolt aminoacil-tRNS-szintetaz-aktivi-

tasok

A His-cimkével Jjeldlt ARS-aktivitésokat (aminoacil-
tRNS-szintetaz) a kovetkezSképpen mértik. Mindegyik reak-
cidkeverék (50 pl) 1 mM ATP-t, 2,8 As egységnyi tRNS-
keveréket (Boehringer), minden egyes jelolt aminosavbol 50
pM-t és mindegyik, tisztitott, His-cimkével jelolt ARS-t
tartalmazé, polimix pufferbdl (lasd transzlacids kisérle-
tek) allt. A reakcidkat 37°C-on hajtottuk végre, és a ra-
dioaktiv aminoacil-tRNS-eket 3MM-filterekre csaptuk ki ku-

16nbozd inkubacids id&ékben, majd hideg, 5%-o0s
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triklérecetsavval mostuk, végul mértik a radioaktivitast.
Egy aktivitéasegység az az enzimmennyiség, amely egy perc
alatt 1 pmbél aminoacil-tRNS-t szintetizal. Az eredményeket

a 2. tablazatban mutatjuk be.

2. tablazat

Enzim Koncentracid6 | Specifikus ak- |Szilkséges egység
(ng/pl) tivitas (U/pg) | (50 pl reakcid)
AlaRs 13 27 94
ArgRS 10 1300 130
AsnRS 30 ND ND
AspRS 22 310 130
CysRS 25 500 31
G1nRS 36 330 63
G1luRS 26 150 94
GlyRS 30 520 250
HisRS 30 1600 31
IleRS 20 63 130
LeuRS 22 940 190
LysRS 35 580 190
MetRS 27 3000 310
PheRS 23 15 63
ProRS 16 120 63
SerRS 17 1000 94
ThrRS 19 200 63
TrpRS 11 600 31
TyrRS 22 1800 31
ValRs 20 1700 156
MTF 12 230 230

13. példa
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His-cimkével jelolt metionil-tRNS-transzformilaz-

aktivitéasok

A His-cimkével jelolt MTF-aktivitasokat a kovet-
kez8képpen vizsgaltuk ("'" Jjelentése "His-cimkével Je-
161t") . Mindegyik reakcidokeverék (50 pul) 1 mM ATP-t, 2,8
Ayso egységnyi tRNS-keveréket (Boehringer), 50 uM [’H]-
jelolt metionint, 0,5 ng 10-formil-5,6,7,8-tera-
hidrofdlsavat, 3000 egység MetRS-t és MTF -et tartalmazd,
polimix pufferbdl (lasd transzlacids kisérletek) allt. A
reakcidkat 37°C-on hajtottuk végre, és a nem formilalt
metionil-tRNS—-eket deacilaltuk 0,175 M réz-szulfatot és 0,5
M Tris-HCl-t (pH 7,5) tartalmazé pufferben 8 percen keresz-
tiil, 30°C-on. A radioaktiv formil-metionil-tRNS-eket 3MM-
filterre csaptuk, majd hideg, 5%-o0s triklérecetsavval mos-
tuk, végiil mértik a radioaktivitast. Egy egység aktivitas
az az enzimmennyiség, amely 1 perc alatt 1 pmél formil-
metionil-tRNS szintetizaléasdra képes. Az eredményeket a 2.
tablazatban (az elézé példadban) mutatjuk be.

14. példa

Transzlacids kisérletek (altaldnos eljarés)

A transzlacids keveréket (50 pl) Jelenc és munkatar-
sai (Jelenc és mtsai., 1979) és Wagner és munkatarsai (Wag-
ner és mtsai., 1982) &ltal alkalmazott polimix puffer ki-
sebb mdédositasaval készitettik. A polimix puffer 5 mM mag-
nézium-acetédtot, 5 mM ka&lium-foszfatot (pH 7,3), 95 mM ka&-
lium-glutamatot, 5 mM amménium-kloridot, 0,5 mM kalcium-
kloridot, 1 mM spermidint, 8 mM putreszcint és 1 mM DTT-t

tartalmaz. Mindegyik reakcidkeverék 1 mM ATP-t, 1 mM GTP-t,
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10 mM kreatin-foszfatot, 2,8 Azs egységnyi tRNS-keveréket,
0,5 g 10-formil-5,6,7,8-tetrahidrofélsavat, 1 mM-t mind-
egyik aminosavbdl és a kovetkez&8kben ismertetendd faktorke-
veréket tartalmazta. Transzlacibs reakciodval kapcsolt
transzkripcidé esetében mindegyik NTP-b&l 1 mM-t és 4 mM
magnézium-acetadtot 1is adtunk a fenti reakcidkeverékhez. A
faktor- és enzimmkeverék Osszetétele 12 pmdél riboszéma, 1
ug IF1°, 2 ug IF2°, 0,75 ug IF3", 1 pg EF-G°, 2 pg EF-Tu", 1
ug EF-Ts, 0,5 ug RF1°, 0,5 pg RF3", 0,5 pg RRF’, 30-300
egység mindegyik ARS -b&l vagy MTF-b&l, 0,2 png kreatin-
kinaz (CK), 0,15 pg miokinaz (MK) és 0,054 pg nukleozid-
difoszfat-kinaz® (NDK). Transzlaciés reakciodval kapcsolt
transzkripcié esetében 1,78 egység PPiazt és 0,5 pug T7RNS-
polimerazt 1is adtunk hozza. A csillag a His-cimkével je-
161t faktorokat és enzimeket jelenti. A reakcidkeverékeket
37°C-on inkubdltuk 5 percen keresztiil, majd templat DNS-t
vagy RNS-t adtunk hozza, és elinditottuk a reakcidét. A
transzlaciét 37°C-on hajtottuk végre. A reakcid befejezté-
vel eldészdr a nagy molekulatomegl riboszdédmékat téavolitottuk
el 100 kDa vagasu, ultraszliré membranon tdrténdé szliréssel.
Az ultraszlrt frakcidét Ni-oszlopra toltottiik, 1igy a His-
cimkéjd fuzidés fehérjék eltavolithatdk. Az oszlopon keresz-
tilhaladé komponens nagy tisztasagl transzlacids termék,
amely SDS-PAGE-n egy savot mutat. A kovetkezd kisérletekben
alkalmazott S30-rendszert a Promegatdél vasaroltuk, és a

transzlaciét a gyartd utmutatasa szerint hajtottuk végre.
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15. példa

Kulonboz8 fehérjék expresszidja

A reakcidrendszer His-cimkével Jjelolt komponensei
aktivitdsanak Dbizonyitdsa utdn in vitro fehérjeszintézis-
rendszert készitettink a 14. példa szerint His-cimkével je-
161t T7RNS-polimeraz alkalmazasaval. Ennek a szintézisrend-
szernek alkalmazasaval E. coli DHFR, A-lizozim, 2z6ld fluo-
reszcens fehérje (GFP), glutation-transzferaz (GST) és T7-
gén 10-es fehérjéje teljes hosszusagu polipeptidjeit szin-
tetizaltuk meg, és mértik mindegyik termék hozamat. Az
eredményeket a 13. abran mutatjuk be. Bizonyitottuk, hogy a
taldlmany szerinti szintézisrendszer valamennyi, a transz-
lacidhoz szilkséges komponenst tartalmazza.

16. példa
Poli (U) -poli (Phe)-szintézis

Poli (U) -poli (Phe)-t szintetizdltunk in vitro reakcid-
rendszerben. Mindegyik reakcidkeverék 1 mM ATP-t, 1 mM GTP-
t, 10 mM kreatin-foszfatot, 2,8 DRrep egységnyili tRNS-
keveréket, 1 mM [('“C]-jeldlt fenilalanint tartalmazd
polimix puffert és a faktorkeveréket tartalmazta. A faktor-
keverék dsszetétele 12 pmél riboszéma, 1 pug EF-G', 2 pg EF-
Tu’, 1 pg EF-Ts’, 60 egység PheRS’, 0,2 ng kreatin-kinaz
(CK), 0,15 ung miokinadz (MK) és 0,054 upg nukleozid-
difoszfat-kinaz® (NDK'). A csillag a His-cimkével Jjelolt
faktorokat és enzimeket jelenti. A reakcidkeverékeket 37°C-
on inkubdltuk 5 percen keresztil, majd 5 pug poli(U)-t ad-
tunk hozza, és a reakcidt elinditottuk. A reakcid sorédn 8

nl-es mintadkat vettiink, amelyeket 3MM-filterekre vittiink
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10% trikldérecetsavval. Az aminoacil-tRNS-eket 85°C-on
deacilaltuk, majd 10% triklérecetsavval mostuk, végil mér-
tiitk a radioaktivitast. A céltermék képzdédését ily mébdon bi-
zonyitottuk.

Az elézéek szerinti transzlacidés reakcidkban az EF-
G°, EF-Tu  és EF-Ts  optimalis koncentraciéit az in vitro
reakciérendszerben a poli(Phe)-hozammal vizsgaltuk azonos
korilmények kozott, de az elongacids faktorok valtozdé kon-
centracioival. Az eredményeket a 7A dbran mutatjuk be. A TA
Abran a e az EF-G', a A az EF-Tu" és a M az EF-Ts adatait
abrazolja.

Az eldz8ekben ismertetett, talalmany szerinti reak-
cioérendszerben a poli(Phe)-szintézis adatait ©sszehasonli-
tottuk az S100-kivonat alkalmazasaval torténd transzlacids
rendszer adataival. Az eredményeket a 7(B) abran mutatjuk
be. Ez utdébbi rendszerben (o) a reakcid 20 perc elteltével
megallt, mig a taldlmény szerinti rendszerben (e) a reakcid
még 40 perc elteltével is tovabb folyt.

17. példa

Terminacids faktorok és riboszdéma helyredllitd faktor

aktivitéasai

A terminacioés faktorok (RF1°, RF3", RRE; "'" jelenté-
se "His-cimkével jeldlt") aktivitésait Pavrov és munkatar-
sai (8) szerint mértik kis médositassal. A reakcidkeveréket
(50 nul) a transzlacidés rendszerben hasznalt polimix puffer-
b&l kiindulva készitettiik. Mindegyik reakcidkeverék 1 mM
ATP-t, 1 mM GTP-t, 2,8 Ao egységnyi tRNS-keveréket, 1 mM

fenilalanint és leucint, 50 pmél, [°°S] radioaktiv metionin
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alkalmazasaval készitett formil-metionil-tRNS-t és a His-
cimkével jelolt faktor- és enzimkeveréket (késdbb ismertet-
jik) tartalmazott. A faktor- és enzimkeverék Osszetétele 12
pm6l riboszéma, 1 pug IF1°, 2 pg IF2°, 0,75 pg IF3’, 1 pg EF-
G, 2 wg EF-Tu’, 1 ug EF-Ts", 0,5 pg RF1’, 0,5 pg RF3", 0,5
g RREF’, 50 egység PheRS™ és 300 egység LeuRS'. Az RFl'-et,
az RF3'-at vagy az RRF -et kivant esetben kihagytuk a fak-
tor- és enzimkeverékbdl. A reakcidkeverékeket 37°C-on 5
percen keresztil eld&inkubaltuk, majd 1 pg MFL mRNS-t adtunk
hozza, hogy a transzlacidét elinditsuk. A reakcidkeverékbdl
idénként 5 pl-es mintdkat vettink, és a reakcid leallitéasa
érdekében a mintédkhoz azonos térfogatu 1 N sésavat adtunk.
Ezek utdn 200 pl etil-acetatot adtunk a tripeptid (fMFL)
lemosasa érdekében, majd a radiocaktivitast folyadék-
szcintilléacidés szamléldéban mértuk.

Az RF1°, RF3" és RRF terminacits faktorok aktivitasat
in vitro transzlacidés rendszerben mértik fMet-Phe-Leu-Stop
(fEMFL) szekvencidt koédold szintetikus mRNS-sel. Konkrétan,
fMFL mRNS-t transzlatdltunk termindciés faktorként RF1 -et,
RF3 -at és RRF -et (e), RFl'-et és RRF -et ('), RFl'-et és
RF3 -at (A), egyediil RF1'-et (M), RF3'-at és RRF -et (o)
tartalmazé rendszerekben és minden terminacidés faktortédl
mentes (RRF 1is) rendszerben (¢), és mértiuk a hozamokat. A
4. abran mutatjuk be az eredményeket. A 4. abran az elsé
ciklusban szintetizalt peptid koriulbelil 1000 cpm-nek felel
meg az y-tengelyen. Az RF1'-et, RF3'-at és RRF -et (o) tar-
talmazé rendszerben az fMFL-hozam linedrisan novekedik az

idében, amely azt jelzi, hogy az RF1l’, RF3" és RRF -nek mas
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rendszerekhez hasonld az aktivitasa. Abban a rendszerben,
amely RFl -et nem tartalmazott (o) peptidszintézis nem tor-
tént. Az RRF —et nem tartalmazd rendszerekben (AM$) a ribo-
szbma helyredllitdsa nem tortént megq.

18. példa

DHFR-szintézis

[*°S)-metionint tartalmazé DHFR-t szintetizaltunk a
taldlmany szerinti, 1in vitro transzlacids rendszerrel, és
mads transzlacids rendszerrel S30-rendszer (Promega) alkal-
mazasaval. Mindegyik terméket 12%-os SDS-PAGE-n (natrium-
dodecil-szulfat poliakrilamid-gélelektroforézis) futtattuk,
és BAS-1000 rendszerrel (Fuji Film) mutattuk ki, majd mér-
titk a radioaktivitadst. A 8(A) Aabradn mutatjuk be az SDS-
PAGE-n térténd elvalasztas eredményeit.

Egy masik mdédon a DHFR-aktivitast a kovetkezdképpen
is mértiik. A DHFR-t 50 mM k&lium-foszfat puffert (pH 7,0),
50 uM DHF-et (dihidrofélsav) és 60 uM NADPH-t (redukalt
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat) tartalmazé reakcid-
keverékben szintetizaltuk 30°C-on, és percenként mértik az
ALy, érték csokkenését. Az eredményeket a 8(b) A&bran mutat-
juk be.

A 9., abran mutatjuk be a taldlmény szerinti in vitro
transzlacidés rendszerben és az S30-rendszerben toérténd re-
akcidés folyamatokat. A talalmany szerinti in vitro transz-
lacidés rendszerben (B) a reakcid még 120 perc mulva is to-
vabb folyik, mig az S30-rendszerben (e) a DHFR-hozam 20

perc milva eléri a maximumat.
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Az energiafogyasztas vizsgalata érdekében nukleozid-
trifoszfatot hidrolizaltunk a taldlmany szerinti, in vitro
transzlaciés rendszerben és az S30-rendszerben. A hidroli-
zist a kovetkez&8kben ismertetendd mdébdon koévettiilk nyomon
mindkét rendszerben, és az adatokat Osszehasonlitottuk.
DHFR-Templatok alkalmazasaval a transzlaciéot [a-?*P]ATP-t
vagy GTP-t tartalmazé reakcidkeverékben végeztik 37°C-on.
Mindegyik reakcidkeverékbdl 2 pl-es mintakat vettink kilon-
boz& iddpontokban, és a mintakhoz 150 pl 10%-os hangyasavat
adtunk. A keverékeket polietilénimin VRK-lemezekre (vékony-
réteg-kromatografias lemezekre) vittik, és a reakcidtermé-
keket 0,75 M kalium-foszfat pufferben (pH 3,75) fejlesztet-
tik ki. Levegén torténd szaritast kovetden a VRK—lemézeket
mianyag fo6lidval becsomagoltuk és autoradiografias mérést
végeztiink. A 10. &bran mutatjuk be az eredményeket, ahol az
330-rendszerb&l kapott adatok bal oldalon lathatdk, mig a
talalmany szerinti rendszer adatai jobb oldalon talalhatdk.
Az S30-rendszerben az ATP az id6é folyaman csdokken, mig a
taldlmany szerinti rendszerben az ATP mennyisége csaknem
alland6é szinten marad.

A szintetizalt DHFR tisztitasa érdekében eldészor a
riboszémakat tavolitottuk el 100 kDa vagasu, ultrasziréd
membranon toérténdé szlréssel. Ezt kovetden a reakcidrend-
szert alkotd valamennyi, His-cimkével jeldlt komponenst ta-
volitottuk el a reakcidés keveréknek nikkel-oszlopon térténd
dtengedésével. A nikkel-oszlopon toérténd atengedés eldtti
reakcidkeveréket és az azt kovetden kapott terméket 12%-os

SDS-PAGE-n vizsgaltuk, és a gélt Coomassie Blue festékkel
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festettik. A 14. &bran mutatjuk be az erdményeket, ahol az
1. sav a marker, a 2. sav a reakciodkeverék, a 3. sav a ter-
mék (DHFR). Lathatd, hogy a termék egyetlen savban jelenik
meq.

19. példa

Valin beépiilés valil-szuppresszor-tRNS-sel (nem ter-

mészetes aminosavak beépiilésének modellje)

A taladlmany szerinti, Iin vitro transzlacidés rendszer-
ben, amely RF1~ helyett RF2'-t tartalmaz (" " jelentése
"His-cimkével Jjelolt") terminacidés faktorként, olyan DHFR-
templatot, amelyben a 37. helyzetben 1évé Asn kodonjat (ATA
kodon) UAG kodonnd alakitjuk, transzlataltunk kémiai tuton
szintetizalt valil-szuppresszor-tRNS-sel. Ennek eredménye-
képpen a 37. aminosavnal végz&édé, csonka fehérje szinteti-
z4lédott az RF1 -et tartalmazé mintaban (11. abra, 2. sav),
mig ennek a csonka fehérjének tulajdonithatd, halvany sav
figyelhetd meg az RF1 -mentes rendszerben (amely nem tar-
talmaz RF2-t) (11. &abra, 3. sav). RF2 beépitésével fehér-
jetermék figyelhetd meg (1l1. abra, 4. sav) ugyanazon hely-
zetben, mint a normal DHFR (11. &4bra, 1. sav). Ezen eredmé-
nyek alapjan nyilvanvald, hogy a szuppresszor-tRNS-hez kap-
csolt valin beépiilt a DHFR 37. helyzetébe.

Ipari alkalmazhatdsag

Egy reakcidbérendszert alkotd fehérjekomponensek jeld-
lésével a reakcidrendszert alkotd egyedi fehérjekomponensek
biztonsédgosan tisztithatdk, és 1igy olyan reakcidrendszer

alakithaté ki, amelyben nincsen ismeretlen szennyezd anyag.
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Tovabba, egy ily moédon szintetizalt célfehérje konnyen izo-
lalhato nagy tisztasagban.

Kimutattak, hogy sejtekben és sejtkivonatokban 1lévd
lipopoliszacharidok (LPS) endotoxinokként kidlonbdzd, nem
kivanatos hatasokat fejtenek ki az él6 szervezetben, azon-
ban veliik kapcsolatban az a technoldgiai probléma all fent,
hogy az LPS-ek nehezen valaszthatdk el a kivant
peptidtermékekts8l. Ez a probléma a talalmany szerinti, 1in
vitro peptidszintézis-rendszerrel kikiliszob&lhetd.

Minden ismeretlen komponenstdl mentes reakcidrendszer
kialakitasaval a reakcidé hosszu idén keresztiil, példaul 2
6ran keresztil vagy akar tovadbb is folytathaté "batch”
rendszerben. Elméletileg lehetséges a reakcidkeverék térfo-
gatanak novelése is.

"Flow" rendszer alkalmazasakor a reakcidé ennél hosz-
szabb ideig végezhetd, amellyel a fehérje gyakorlati terme-
lése és tisztitasa megvaldsithatd egy in vitro reakcidrend-
szerben. Ezzel az eljarassal tehdt bizonyos enzimek, ame-
lyeket magas aruk miatt nem szivesen alkalmaztak orvosi ke-
zeléseknél, gazdasadgosan eldallithatdok. Ennek eredményekép-
pen olyan orvosi kezelések felhasznalasi terilete szélesit-
hetd ki, ahol a bejuttatéds problematikus a bejuttatds mi-
att, és igy legalabb részbeni helyettesitdként enzimet ada-
golhatnak.

A talalmany szerint, termindciés faktorokat tartalma-
26 és terminaciés faktoroktdl mentes rendszer alakithatéd

ki, és riboszémaprezentdcidk konnyen és szelektiven eldal-
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lithatdék. Ezen kivil nem természetes aminosavak még ponto-
sabb beépitése valik lehetségessé a kivant helyzetekbe.

A hagyomadnyos, prokariéta sejtek kivonataval dolgozd,
sejtmentes fehérjeszintézis-rendszereknél az a probléma,
hogy az mRNS stabilitésa Jjelent&sen csOkken, ha a transz-
kripcié és a transzlacié nem egy idében megy végbe. Ezzel
szemben a talalmany szerinti reakcidérendszerben az mRNS
stabilan transzlatalddik.

A genomanalizisek befejezd8dése utan a molekularis bi-
olbgiai vizsgalatok f6 iranyvonala a génvizsgalatok felé
tolddik el. Ilyen korilmények kozott a talalmany szerinti
reakciérendszer, amely meggyorsitja a génexpresszidot és a

fehérjetermékek azonositasat, ezaltal elésegiti a génmikoé-

dések vizsgalatat, Jjelent8s mértékben hozzajarul a tudoma-

nyos technoldgia fejldédéséhez.
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SZEKVENCIALISTA
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras peptid vagy peptidszarmazék eldallitasara
olyan reakcidérendszer alkalmazasaval, amely DNS—-nek RNS-sé
tdrténd Aatirasat, majd az eldadllitott RNS transzlatdlasat
foglalja magédban, vagy olyan reakcidérendszer alkalmazasa-
val, amely RNS 1in vitro transzlatalasat foglalja magaban,
azzal jellemezve, hogy a reakcidrendszert alkotd fehérje-
komponensek egy részét vagy valamennyi elemét egymashoz
kapcsolddd anyagpar egyik tagjaval jeloljik, és az anyagpar
masik tagjat adszorbensként alkalmazzuk a jeldlt fehérje-
komponensek megfogdsara a transzlacidt kovetden.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy tobb-
féle anyagkombinacidét alkalmazunk a reakcidrendszert alkotd
fehérjekomponensek egy részének vagy valamennyi elemének
jelvlésére és adszorbensként a Jjelolt fehérjekomponensek
megfogéaséara.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy az
egymashoz kapcsoldédd anyagpar egyik tagjaval fehérjekompo-
nensekként a transzkripcidés vagy transzlacids reakcidhoz
szikséges valamennyi faktort vagy enzimet vagy csak egy ré-
sziiket jeloljuk.

4. A 3. 1igénypont szerinti eljdras peptid vagy
peptidszarmazék elSallitasara, azzal Jellemezve, hogy a
transzkripciés vagy transzlacids reakcidhoz sziikséges fak-

torokként vagy enzimekként az alédbbiak barmelyikét alkal-
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mazzuk: inicidciobs faktorok, elongéacids faktorok,
terminadcidés faktorok, aminocacil-tRNS-szintetdz, metionil-
tRNS-transzformilaz és RNS-polimeraz.

5. Az 1. 1igénypont szerinti eljards peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy az
egymashoz kapcsoldédd anyagpar egyik tagjaval fehérjekompo-
nensekként a transzkripcidés vagy transzlacidés reakciodhoz
sziikséges faktorokat vagy enzimeket és mads, a reakcidérend-
szer kialakitdsahoz sziikséges enzimeket jeloljuk.

6. Az 5. 1igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a re-
akcidérendszer kialakitasahoz szikséges, a transzkripciébs
vagy transzlacidés reakcidhoz sziikséges faktoroktdl vagy en-
zimektdl kiilonbozé enzimekként a reakcidérendszerben az
energia regenerdldsdhoz sziikséges enzimeket, vagy a transz-
kripciés vagy transzlacids reakcidban képzéds, szervetlen
pirofoszforsav hidrolizalasédhoz szikséges enzimeket alkal-
mazunk

7. Az 1. 1igénypont szerinti eljarads peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy az
egy DNS-nek RNS-sé torténd atirasat, majd az eldallitott
RNS transzlatadlasat magaban foglald, vagy egy RNS in vitro
transzlataléasat magaban foglald reakciérendszerként
termindcidés faktoroktdl mentes reakcidrendszert alkalma-

zunk.
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8. Az 1. igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy egy-
mashoz kapcsoldédd anyagparkent affinitadskromatografiaban
kdlcséndsen kolcsdnhatasba 1épd anyagokat alkalmazunk.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eléallitasara, azzal jellemezve, hogy az
affinitaskromatografidban kolcsonosen koélcsdnhatasba 1épd
anyagokként az alabbi anyagkombindcidk barmelyikét alkal-
mazzuk: egy fehérje vagy peptidfragmens és egy fémion ko&-
z6tt, egy antigén és ellenanyag koézott, egy fehérje és egy
masik fehérje vagy peptidfragmens kozott, egy fehérje és
specifikus, kis molekulatomegd vegyiuletek, példaul aminosa-
vak, DNS-ek, festékek, vitaminok és lektinek kozott, egy
fehérje és egy szacharid kozott vagy egy fehérje wvagy
peptidfragmens és egy ioncseréld gyanta kozott kotést ki-
alakitani képes anyagok.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy fe-
hérje vagy peptidfragmens és fémion kozott kotést kialakitd
anyagok kombinacidjaként  hisztidin-cimkét és nikkel-
komplexet vagy kobalt-komplexet alkalmazunk.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras peptid vagy
peptidszarmazék eldallitasara, azzal jellemezve, hogy egy-
mashoz kapcsolddd anyagparként magnesesen egymashoz kapcso-

16dé anyagokat alkalmazunk.
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12. Fehérjekomponensek készlete peptid vagy
peptidszarmazék el&Sadllitasara szolgald olyan reakcidrend-
szerhez; amely egy DNS-nek RNS-sé torténd atirasat, majd az
eldallitott RNS transzlatdlasat foglalja magaban, vagy
olyan reakciérendszer alkalmazasaval, amely egy RNS 1in
vitro transzlatalasat foglalja magaban, és a készlete a re-
akcidérendszert alkotd valamennyi fehérjekomponenst tartal-
mazza vagy csak egy résziiket, és a fehérjekomponensek az
alabbiak kozil egy vagy tobb: az egymashoz kapcsolddd
anyagpar egyik tagjaval jelolt enzimek és faktorok.

13. Fehérjekomponensek 12. igénypont szerinti készle-
te, ahol a fehérjekomponensek a transzkripcidhoz vagy
transzlacidhoz sziikséges faktorok vagy enzimek, és a reak-
cidrendszer kialakitadsédhoz sziikséges mas enzimek kozil egy
vagy tobb.

14. Fehérjekomponensek 13. igénypont szerinti készle-
te, ahol a transzkripcidhoz vagy transzlacidhoz szikséges
faktorok vagy enzimek az alabbiak koziill egy vagy tobb:
iniciaciés faktorok, elongacidés faktorok, terminacidés fak-
torok, aminoacil-tRNS-szintetaz, metionil- tRNS-
transzformildz és RNS-polimeraz.

15. Fehérjekomponensek 13. igénypont szerinti készle-
te, ahol a reakcioérendszer kialakitasahoz szikséges enzimek
a transzkripcidés vagy transzlaci6s reakcidhoz szikséges
faktoroktdl vagy enzimektdl kiilonbozé enzimek, és ezek az
enzimek a reakcidérendszerben az energia regeneralasahoz

sziikséges enzimek vagy a transzkripcidés vagy transzlacios
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reakciéban képzdds, szervetlen pirofoszforsav hidroliza-
lasadhoz sziikséges enzimek.

16. Fehérjekomponensek 12. igénypont szerinti készle-
te, amely az egymashoz kapcsoldédd anyagpéar egyik tagjaval
jelolt fehérjekomponens megfogasahoz adszorbenst tartalmaz.

17. Fehérjekomponensek 12. igénypont szerinti készle-
te, amely a reakcidérendszert alkotdé fehérjekomponensek egy
részének vagy valamennyl elemének az egymashoz kapcsolddd
anyagpar egyik tagjaval torténd Jjelolésére alkalmazott
anyag és az adszorbensként a jelolt fehérjekomponensek meg-
fogasara alkalmazott anyag altal alkotott tobbféle anyag-
kombinaciét vagy parjt tartalmaz.

18. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras-

sal elsdallitott termék.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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