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A taldlmény térgya eljérés humén vagy
bovin ndvekedési hormon kifejezésére hasz-
nilhatd rekombindns dezoxi-ribonukleinsav 5
klonozé vektor eléédllitdséra. Az eljaras soran
dsszekapcsolunk
a) funkciondlis replikaciés origédt tartalma-
z6 dezoxi-ribonukleinsav-szegmenst;

b) egy vagy tdobb dezoxi-ribonukleinsav- g
-szegmenst, amelyek mindegyike megfeleld
gazdasejtbe transzformélva az adott vektort,
a transzformélhatd gazdasejtnek szelekcidra
alkalmas tulajdonsédgot biztosit; és
c] egy olyan dezoxi-ribonukleinsav-gzeg- 15
menst, amely tandem elhelyezkedésben az
aldbbi szekvencidkat hordozza:

1) egy E. coli lipoprotein kifejezbdést
szabélyozd szekvencia promotere,

2) egy E. coli lipoprotein kifejezédést 20

szabéalyozd szekvencia 5'-nem transzlatdlt
régioja, és
- 3) egy transzldciés start kodon,
amelyet egy
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A) humén vagy bovin nodvekedési hor-
mont meghatdrozé szekvencia, vagy
B) egy enterokindz hasitési helyet meg-
hatdroz6 nukleotid-szekvencia, amely-
hez kozbensé kodonck nélkul egy hu-
mén vagy bovin ndévekedési hormont
meghatarozd nukleotid-szekvencia
kapcsolodik, kovet, és kivant esetben
d) egy E. coli lipoprotein kifejezbdést sza-
bélyozé szekvencia 3’-nem transzlatdlt sza-
kaszénak egészét vagy egy részét, ahol a
nem~transzlatélt szakasz jobbra haladva hu-
mar vagy bovin novekedési hormont leird
szekvencidhoz kapcsolddik, és kivant esetben
e) egy E. coli lipoprotein kifejez8dést sza-
balyozd szekvencia transzkripcids terminécids |
régidjénak egészét vagy egy részét, ahol a
transzkripciés terminéciés régié jobbra ha-
ladva kapcsoldodik az idegen proteint kddold
szekvenciéhoz, és kivant esetben
f) egy E. coli lipoprotein kifejezbdést sza-
balyozd szekvencia transzkripcids termindcids
régiojainak egészét vagy részét, ahol a
transzkripcios terminacidés szakasz jobbra
haladva kapcsolodik az adott 3'-nem transz-
latalt régiohoz.
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A taldlmény protein termékek eldallitisa-
ra haszndlhatd Uj dezoxi-ribonukleinsav-
-szekvencidk és klénozd vektorok (hordozok)
eldallitdsdra vonatkozik.

Inouye Masayori és munkatarsai kiter-
Jjedt vizsgélatokat végeztek a Gram-negativ
baktériumok kalsd membran proteinjeit, elso-
sorban a lipoproteint meghatdrozé gének
megismerésére. A vizsgalatok bizonyitottak,
hogy a lipoproteinek viszonylag nagy meny-
nyiségben vannak jelen a baktérium sejtek-
ben. igy példdul az Escherichia coli kilsd
membrénjdban sejtenként 7,2 x 105 lipoprote-
in molekula van, Ezen feliil, mivel \gy tumik,
hogy az E. coli kromoszéméban csak egyetlen
lipoprotein strukturgén létezik, transzkrip-
ciojinak mdédja igen hatékony kell legyen.

Inouye és munkatérsainak a kozelmult-
ban végzett kisérletei arra irényultak, hogy
a lipoproteint olyan megfelelben elkészitett
plazmiddal fejezzék ki, amelyet megfelelGen
transzformélt mikroorganizmusokba juttattak,
és amely kisérletek lehetdvé teszik a kulon-
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b6zé lipoprotein gének (lpp) meghatdrozésat -

és dezoxi-ribonukleinsav-szekvencidinak ana-
lizisét. Nakamura és Inouye kézlik [Cell, 18,
1109-1117 (1979)] az E. coli kulsd membrén
lipoproteinjének dezoxi-ribonukleinsav~szek-
venciadjat. Ezen szekvencia promoter szaka-

szénak analizise Dbizonyos érdekességeket
mutatott. Elészdr is uUgy talaltdk, hogy a
transzkripciés inicidciés helyet (-1-t81 a

-261, bézispdrig) megeldzd 261 bazispér ade-
nin-timin-tartalma 70%, azaz igen magas a
322 bézisparbsl 4lld mRNS szakasz 53%-os a
transzkripciés terminéciés hely utan kovet-
kezd 127 bézieparbol 4ll0 szegmens 44%-os,
és az E. coli kromoszoma atlagos, 49%-os
adenin-timin-tartalméhoz képest. Méasodszor,
ugy talélték, hogy a transzkripcios inicidcids
helytd] balra esd els6 45 bézispar (-1-t5l a
-45, bézispdrig) 36 olyan bazist tartalmaz,
amely vagy adenin vagy timin (80%). Harmad-
szor, & transzkripcios inicidciés helytdl 8 ba-
zissal eltolddva egy a Pribnow-boxszal azo-
nos heptanukleotid-szekvencia helyezkedik
el; negyedszer, a -27. és a -39. bazisparok
kozodtt mindkét szdlon egy RNS polimeraz fel-
ismerd hellyel 2nalég szekvencia taldlhatd.
Otddszér, a transzkripcids inicidcids helynél
egy hosszl szimmetrikus szakasz talélhatd.

Inouye és munkatdrsai kijelentették,
hogy ezek a tulajdonsdgok kalén-kilén vagy
egyméssal kombindlddva feleldsek az lpp pro-
moter nagyfoku hatékonysdgaért. Részlete-
sebben szdlva, Ugy taldlték, hogy a promo-
ter~szekvencia magas adenin-timin-tartalma
destabilizdlja a dezoxi-ribonukleinsav hélix-
-szerkezetédt, és ezzel a transzkripcid kezde-
téhez létfontossagu szalkicsavarodast elbse-
giti.

Inouye csoportja tovabba kimutatta,
hogy nagyfoki homolégia all fenn a lipopro-
tein génszekvencidk kozdtt, valdszinlleg az
bsszes Gram-negativ festddésh baktérium
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esetén. Igy a Serratia marcescens lipoprotein
gén dezoxi-ribonukleinsav-szekvencid jdnak
dsszehasonlitdsa az E. coli lpp génjével
nagyfoku homoldgiat mutatott [Nakamura és
Inouye, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 77, 1369-
~1373 (1980)). Kimutattdk, hogy kuléndsen
nagyfokl az azonossdg a promoter régioban
(84%-o0s homoldgia), ennek extrém magas ade-
nin- és timin-tartalma (78%) dsszehasonlithatd
az E. coli-éval (80%). Ugyanakkor, a lipopro-
tein mRNS 5'-nem-transzlatdlt szakasza is
nagy homolégiat (95%) mutat.

Ujabban Yamagata és munkatarsai [J.
Biol. Chem., 256, 2194-2198 (1981)] analizéltdk
az BErwinia amylovora lipoprotein génjeinek
dezoxi~ribonukleinsav-szekvencid jt, és 06sz-
szehasonlitottak az E, coli és E. marcescens
génjével. Ezek a vizsgélatok szintén alata-
masztjak az lpp gének kozott fennélld nagy-
fokU homologidt. A promoter régié (-45-tdl a
-1-ig) igen hasonld, 87% a homoldgia az E.
coli-hoz és 93% az S. marcescens-hez viszo-
nyitva. Igen magas adenin- és timin-tartal-
mat mutattak ki (80%), ez gyakorlatilag azo-
nos az E. coli~-éhoz (80%) és az S. marces-
cens-éhez (78%). Az mRNS nem-transzlatalt
szakaszanak szekvencidja 97%-os homoldgiat
mutat az E. coli-éval és 92%-os homologiat az
S. marcescens-ével dsszehasonlitva.

Az Inouye &ltal bizonyitott tény, hogy a
lipoprotein gén nagyfoku konstitutiv transz-
kripcidt szenved, azt jelzi, hogy ez alkalmas
idegen dezoxi-ribonukleinsav~fragmensek ki-
fejezésére. Inouye és munkatdrsainak munké-
ja tovédbba azt latszik bizonyitani, hogy a
Gram-negativ fest6désl baktériumok, példéul
az Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Sal-
monella typhimurium, Citrobacter freundii,
Klebsiella aerogenes, Enterobacter aerogenes,
Edwardsiella tarda, Erwinia amylovora, Ser-

ratia marcescens lipoprotein génjei is fel-
hasznalhatok.
Jnouye és munkatérsainak kisérletei

nemrég bizonyitottak, hogy a lipoprotein gén
alkalmas termék Kkifejezésére [Lee, Nakamura
és Inouye, J. Bacter., 146, 861-866 (1981)]. E
munka sorén az S. marcescens lipoprotein
génjét. lambda fag-vektorba klonoztak, é&s
ezutdn reklénoztdk a pBR322 és pSC101 plaz-
mid vektorokba. Az S, marcescens lpp gént
hordozé mindkét vektorral E. coli sejteket
transzforméltak. A kisérleti tények szerint
normélis kifejezddés toértént, bar az E. coli
lpp gént hordozd vektorokhoz képest valami-
vel kisebb mértékben.

Akérhogy is, az irodalomban kozlik,
hogy az lpp gén promotert és 5-nem-
—-transzlatdlt régiokat tartalmazé vektorok
felhasznélhatdk jelentds mértékl lipoprotein-
—-kife jezésére,

A leirés soran vektor alatt plazmidot,
fag dezoxi-ribonukleinsavat vagy més, olyan

dezoxiribonukleinsav-szekvenciat értunk,
amely
1) egy gazdasejtben replikéldédni képes; -

2.
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2) egy gazdasejtet transzformalni képes;
és

3) a transzformalt sejtek ezonositésara
hasznélhatd markert hordoz.
A taldlmény szerinti eljarés klénozo

vektorok specifikus osztalydnak két valtoza-
tara vonatkozik. Kulsb proteinek jelentbsen
megndvekedett kifejezbdése érhetd el a k16~
nozd vektorok barmelyik kiviteli valtozataval.
Az elsd kiviteli valtozat szerint a klonozo
vektorokat ugy keszitjuk el, hogy tandem
elhelyezkedésben tartalmazzanak egy, a
lipoprotein promoter régiot meghatérozo nuk-
lectid-szekvenciat, & lipoprotein 5’-nem-
-transzlatdlt szakaszét meghatarozo nukleotid
szekvenciat, és egy olyan szekvenciat, amely
egy kilsd eredetd protein terméket hatéroz
meg. Az ilyen terméket meghatarozo szekven-
ciat egy transzléciés startjelet reprezentald
kodonon &t kétjiuk a lipoprotein gén 5'-nem-
~transzlatalt szakaszanak 3'-végéhez. A mé-
sodik kivitelezési véltozat szerint az idegen
eredeti protein terméket meghatérozé szek-
vencidt az eldzdekben megadott start kodo-
non és egy enterokinaz hasitési helyet meg-
hatarozo nukleotid-szekvencién at kapcsoljuk
a lipoprotein gén 5'-nem-transzlatalt szaka-
szénak 3'-végéhez.

A talélmany targya eljaras humén vagy
bovin novekedési hormon kifejezésére hasz-
nélhatd rekombinéns dezoxi~ribonukleinsav
Klénozd vektorok elddllitéséra. Az alébbiakat
tartalmazé klonozd vektort allitjuk elo:

a) E. coliban funkcionalis replikécios origot
tartalmazo dezoxi~ribonukleinsav-szeg-
mens;

b) egy vagy tobb dezoxi~ribonukleinsav-

-szegmens, mindegyik egy olyan tulaj-
donsagot juttat transzformalhaté E. coli
sejtbe transzformaciokor, amely szelek-
ciéra hasznélhatd; és

tandem elhelyezkedd, alébbiakat tartal-
mazd dezoxi-ribonukleinsav-szegmens:

1) egy lipoprotein kifejezddést szaba-
1yozd szekvencia promotere,

egy lipoprotein kifejezbdést szaba-
lyozé szekvencia 5'-nem-transzlatalt
szakasza, és

3) egy transzlcios start kodon, és ez-

utdn egy kiulsd proteint meghatarozd
szekvencia, a kettd kozott a sejt sa-
jat proteinjét meghatarozoé nukleo-
tid-szekvencia sem egy része, sem
egésze nem lehet, vagy a transzléci-
68 start kodon utdn egy enterokinéz
hasitasi helyet meghatarozd nukleo-
tid-szekvencia helyezkedik el, ehhez
megszakités nélkal egy kalsd erede-
td proteint leird nukleotid-szekven-
cia kapcsolodik.

A dezoxi-ribonukleinsav klénozé reko-
binéns vektor elballitdséra az a), b) és ¢)
pont dezoxi—ribonukleinsav-szegmenseket
seszekapcsoljuk. Ahogy azt mér kozdltuk, a
taldlmany célja olyan dezoxi~ribonukleinsav-

4
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2)

197349

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

6

-gzekvenciék és rekombinans dezoxi-ribonuk-
leinsav klénozé vektorok elddllitasa, amelyek
igen nagy hatékonysaggal termelik a kilsé
eredetll proteint. Mindegyikikben szerepel
legalabb egy lipoprotein gén (lpp) rendszer,
és E. colibdl szérmazd lipoprotein gén. Kulad
eredetli protein alatt olyan protein terméket
értink, amely a lipoprotein gén-rendszer al-
1al kifejezett lipoprotein molekulatdl, vagy
barmilyen ehhez hasonlé molekularésztdl k-

15nbozik.
Az lpp gént ot elemmel irhatjuk le. Ab-~

ban a sorrendben, ahogy a génben szerepel~-
nek, ezek a kovetkezdk:

1) a promoter régio;

2) az 5'-nem-transzlatalt szakasz;
3) a lipoproteint kodold szekvencia;
4) a 3'-nem-transzlatélt szakasz; és
5) transzkripcios terminécids hely.

Fzen elemek funkcidja a gén-rendszer-
ben jol ismeri. A promoter régié szabalyozza
az mRNS-termelés kezdetét (transzkripcid). A
promoter mentes lehet kilsd szabalyozéstol
{(konstitutiv), &llhat egy represszor szabalyo-
zédsa alatt, amely utdbbi - ha jelen van - le-
allitja & gén funkeciojat. Allhat tovébba egy
inducer szabalyozésa alatt; ez az inducer
olyan anyag, amely & génfunkciét meginditja.
Az lpp gén nem 4&ll kiils® szabalyozés alatt,
ezért konstitutiv.

A promoter kozelében, vagy a promoter-
ben helyezkedik el a transzkripcidés iniciaci-
oshely, ez az a pont, ahové a ribonukleinsav
polimerdz kotddik, és ahol elkezdddik az
mRNS-transzkripciéja. Ha egyszer a transz—
kripcié megindult, mRNS keletkezik. Az mRNS
szerkezetét a génelemek kozil a mésodik-ne-
gyedik hatérozza meg.

A keletkezé mRNS protein termékké for-
dithatd szekvenciadt hordoz. A transzlatalhatd
szekvencia az 5'-nem-transzlatalt szakasztol
jobbra, a 3" nem-transzlatélt régiotdl pedig
halra helyezkedik el. A transzléciot a ribo—
széméknak az MRNS molekulan 1évd 5'-nem-
transzlatélt szakaszon 1évd szekvencidhoz
vald kotdbdése szabalyozza, ez a ribosz6ma
Lotdhely és egy transzlicids start kodonnal
(AUG) kezdddik, amely egyébként kodolja a
metionin (Met) aminosavat is. A transzlicid a
transzlatélt szakasz végén elhelyezkedd egy
vagy tobb terminaciés kodonnél all le.

A rekombinéns dezoxi-ribonukléinsav
technikékkal lehetséges olyan klonozé vekto—
rok el6allitdsa, amelyek felhasznélhaték kilsd
eredeti (idegen) proteinek eléallitésdra oly
m5don, hogy a vektorokba kifejezést szabé-
lyozd szekvenciékat épitunk be, azaz olyan
nukleotid-szekvenciat, amely szabdlyozza &z
adott strukturgénhez kapcsolodva annak ki~
fejezddését. A taldlmény szerinti eljarés so-
rén eldallitott klonozéd vektorok az 1pp kife-
jezbdést szabhlyozd szekvencidt vagy annak
egy reészét tartalmazzik, azaz hordozzak az
el6zdekben ismertetett 1), 2), 4) és 5) eleme~
ket. A négy elem kozil a talélmény szerinti
klénozé vektorban csak az 1. és 2. elemek

3-
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szerepelnek minden esetben, azaz a promoter
régid és az 5'-nem-transzlatélt szakasz.

A rekombindns dezoxi-ribonukleinsav
technikdk hasznélatakor &ltaldénos, hogy egy
kalsd eredetii protein elbéllitésdra a proteint
meghatdrozd dezoxi-ribonukleinsav-szekven-
cidt egy kldnozd vektor kifejezést szabdlyozd
szekvencidjdba épitjik be egy olyan ponton,
hogy a termék hibrid proteinbél élljon. Hib-
rid protein alatt olyan rekombindns dezoxi-
-ribonukleinsav &ltal meghatirozott terméket
értiink, amely All egy természetes {(endogén),
a kifejezbdést szabalyozd szekvencia &ltal
meghatdrozott protein egészébdl vagy annak

egy részébdl (esetitnkben a lipoprotein),
amelyhez kapcsolédik az idegen (exogén)
protein.

A megfelelden tervezett hibrid protein
az endogén proteinrészt és az idegen prote-
int elvalasztd szakaszon hasitdsi helyet tar-
talmaz. A hasitdsi hely révén érett exogén
protein termékhez jutunk a hibrid protein
kémiai vagy enzimatikus kezelésével.

Ahogy azt az elézdekben mar megadtuk,
kulsé eredetll proteinek kifejezésére felhasz-
nélhatd az Ipp kifejez8dését szabalyozé szek-
vencia. A kézelmiltban azonban felfedezték,
hogy az lpp kifejezddését szabédlyozd szek-
vencia igen elénydsen hasznalhatd fel exogén
proteinek kifejezésére abban az esetben, ha
a molekulét ugy allitjuk ossze, hogy a dezo-
xi-ribonukleineav-szegmens tandem elhelyez-
kedésében hordozza a lipoprotein kifejezd-
dést szabélyozd szekvencia promoterét és
5'-nem-transzlatélt szakaszéat, és egy
transzlaciés start kodont, amiutén, anélkil,
hogy endogén proteint meghatérozé nukleo-
tid-szekvencia vagy szekvencia-rész kovet-
kezne, exogén proteint meghatarozd szekven-
cia vagy egy enterokinéz hasitdsi helyet ko-
dolé nukleotid-szekvencia kévetkezik, amely-
hez megszakitds nélkul kapcsolédik az exo-
gén proteint leird szekvencia. Ez nem azonos
a lipoproteint vagy ennek egy részét és exo-
gén proteint tartalmazd hibrid proteinnel.

A taldlmény szerinti klénozé hordozdk
eloallitdsAhoz tobb elemre van szikség. Kettd
a szukséges elemek kozll a klénozd vektorok
eldallitasakor altaldnosan hasznéalt. Eldszor is,
a vektornak tartalmaznia kell egy funkciona-
lis replikédcids origot tartalmazé dezoxi-ribo-
nukleinsav-szegmenst, ez a replikon. A plaz-
midok és fég dezoxi-ribonukleinsavak termé-
szetikbd]l kovetkezden tartalmaznak gazda-
sejtben replikéciét biztositd replikonokat.

Mésodszor, a vektornak rendelkeznie
kell egy olyan dezoxi-ribonukleinsav-szeg-
menssel, amely transzformélhatd gazdasejtbe
egy olyan tulajdonségot juttat, amely lehetd-
vé teszi a nem-transzformélt sejtek szelek-
ciéjat a transzformailt sejtek kozil. Tébb tu-
lajdonsagot hasznélhatunk szelekcids célokra.
Az egyik leggyakrabban hasznalt tulajdonsag
az antibiotikum rezisztencia, példaul a tetra-
ciklinnel vagy ampicilinnel szembeni rezisz-
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tencia. Az el6zdekben ismertetett két elem 4l-
taléban jelen van, és felismerhetd a kldénozd
vektorokban. Ilyen vektorok példédul a bak-
térium plazmidok, mint példdul az E. coli
plazmidjai, kdztik a pBR322, pMB89, ColEl,
pCR1; szélesebb gazda-specificitdst plazmi-
dok, példaul az RP4; fag dezoxi-ribonuklein-
savak, mint példdul a lambda és mésok. A
legtdbb, de taldn az Osszes fentiekben
tett vektor eleve tartalmazza a megadott két
elemet.

A talalmany szerinti specifikus vektorok
harmadik eleme a lipoprotein kifejezdsdését
szabélyozd szekvencia. Az E. coli lipoproteint
kifejez6 szabdlyozdé szekvencia jelen van a
pKEN111 plazmidban, és E. coli CC620 sejtek~
ben szaporithatd. A tenyészetet az alédbbi &l-
landd torzsgyljteményben helyeztuk letétbe:
Northern Regional Research Center, Agricul-

tura!l Research, North Central Region, 1815
North University Street, Peoria, Illinois,
61 624. Innen az NRRL 15 011 sorszédmon

rendelhetd meg. A lipoprotein kifejezédését
szabalyozé szekvencia kihasithatd a pKEN111-
bdl az ismert restrikcidos helyeket és az
ezeknek megfelelé restrikciés endonukledzo-
kat felhasznélva. Tobb mas lipoprotein kife-
jezbdést szabalyozd szekvencia is rendelke-
zéstinkre &ll, ezeket ismert modszerekkel
hasznaljuk. Ezek a modszerek tartalmazzék
példéul a szintézissel vald elbéllitast vagy
megfeleld lpp-szekvencidkat felhaszndlva egy
probéaval vald izoldlast (példaul pKEN111), és
az lpp-szekvencidk kozdtt fennalld nagyfoku
homoidgiét felhasznalva, ezekkel a prébékkal
hibridizacioval szelektaljuk a més forrédsokbol
szérmazo lpp-szekvenciat.

Rutin modszereket hasznéalva 4llitjuk elo
az elonyds klonozd vektrorokat a lipoproteint
kife jez6dést szabalyozd szekvencia beépitésé-
vel. A klonozd vektorokban kiilonbdzd helyek
léteznek, amelyekbe erre a helyre specifikus
restrikciés endonukledzt hasznélva belehasi-
tunk. Bérmely ilyen helyet kivélaszthatunk a
lipoproteint kifejezd szabélyozd szekvencia
beépitésére. Példdul a jol ismert és jol doku-
ment&lt pBR322 plazmidon tobb  megfeleld
restrikcids hely létezik, ezek barmelyikét
felhasznalhatjuk beépitési helyként. A p-lak-
tamiaz génen belil egy Pstl hely létezik. A
specifikus koédolo szakaszokon kivil esd méas
helyek az EcoRI és Pvull, Ezeket és mas he-
lyeket a téméban jirtas szakemberek felisme-
rik.

Ezen helyeket vagy mésokat felhasznél-
va a lipoprotein kifejez6dést meghatérozd
szekvencidt vagy ennek alapvetd fontossdgu
részét konnyen beépithetjik a jelen leirds-
ban megadott vektorok eldéllitdsa érdekében.

A negyedik elem, amely a taldlmény sze-
rinti vektorokra tovabbéa jellemzd, egy kulsd
eredetl proteint kédold dezoxi-ribonuklein-
sav-szekvencia. A taldlmédny szerinti vekto-
rokban 1lévd kilsé eredetli proteint meghaté-
rozé dezoxi-ribonukleinsav-szekvencia leglé-

5
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nyegesebb tulajdonsédga annak elhelyezkedé-
se. Ennek a lipoprotein kifejezddést szaba-
lyozé szekvencia 3'-végétdl és az 5'-nem-
transzlatalt szakasztdl jobbra kell esnie, és
kapcsolatban kell lennie ezzel egy transzla-
ciés start kodonon keresztil, A taldlmény
szerinti vektorokban a lipoproteint meghata-
rozé dezoxi-ribonukleinsav-szekvencia egy
részének sem szabad az 5'-nem-transzlatalt
szakasz és a kils8 eredetl proteint megha-
throzd szekvencia kdzé esnie.

A taldlmdny szerinti vektorok mésodik
kivitelezési véltozatara jellemzden, egy oOtodik
elem kapcsolddik, ily médon a transzlacids
kodont egy enterokindz hasitasi helyet meg-
hatérozé nukleotid-szekvencia koveti, amely-
hez, kozbeesd rész nélkil, a kiisd eredetd
proteint leird szekvencia kapcsolodik. Az eld-
zbekben megadott hasitdsi hely aminosav-
-szekvencidjét felismeri és karboxil-termind-
lis végén hasitja az enterokindz enzim. Az
enterokindzzal hasithatd aminosav-szekvenci-
At meghatdrozé nukleotid-szekvencia 5'-vé-
gén hozzakapcsolodik a transzliciés start
kodonhoz, és 3'-végén pedig egy olyan nuk-
leotid-szekvencia 5'-véghez, amely a kilsd
eredetl proteint hatirozza meg, ily modon a
kapott transzlacids termék (metionin) - {en-
terokindz hasitasi hely) (kulsd eredeti
protein); ez enterokindzzal kezelve érett kal-
88 eredetld proteinné hasad.

Az enterokinaz (3. 4. 21. 9) .egyik, a
duodenum membranhoz kapcsolt szédmtalan
hidroldz egyikének" [Liepnieks Light, J. Biol.
Chem., 254, 1677-1683 (1971)] izolalasat és
tisztitésat tobb kozleményben ismertetik, pél-
déul Liepnieks (ldsd elébb) Maroux és mun-
katarsai [J. Biol. Chem., 246, 5031-5039
(1971)] és Baratti és munkatdrsai [Biochimica
et Biophysica Acta, 315, 147-161 (1973)1 koz-
leményei.

Az enterokingdz a peptidet
(Lys) karboxilcsoportjanél hasitja, amelyet
tobb aminosav €l6z meg, azaz glutaminsav
(glu) és/vagy aszparaginsav (Asp). igy Light
&s munkatérsai [Anal. Biochem., 106, 199-206
(1980)] tobb olyan aminosav-szekvenciat ko~
z6lnek, amelyeket az enterokinaz felismer.
Ilyenek példaul az alabbiak:

Phe-Pro~-Leu-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys,

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys,

Phe-Pro-Ile-Glu~-Glu-Asp-Lys,

Leu-Pro-Leu-Glu-Asp-Asp-Lys,

Ala~Asp-Asp-Lys,

Asp-Asp~Asp-Asp-Lys,
és mésok.

A taldlmény szerinti klénozd vektorok-
ban barmely fenti és més szekvencidkat meg-
hatérozd nukleotid-szekvencia jelen lehet. Az
egyetlen igény az, hogy olyan legyen ez a
nukleotid-szekvencia, hogy az éltala kodolt
aminosav-szekvencia  felismerhetd legyen,
vagy, ha egy hosszabb lénci peptidben van

egy lizin

jelen, hasithatd legyen Kkarboxil-terminalis
végén enterokinazzal.
6
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A fenti igényeket kielégitd vektorok
eldallitésa sorén az E. coli lipoprotein kifeje-
25dést szabdlyozd szekvencia 5'-nem-transz-
latalt régidjaban jelenlévd egyetlen Xbal he-
lyet hasznaljuk ki. Az Xbal hely hasitdsakor
az S5'-nem-transzlatilt szakasz egy része ki-
hasad. Oligonukleotid-szintézisasel elédllitha~
tunk egy olyan linkert, amely tartalmazza az
5'-nem-transzlatdlt régid eltdvolitott részét,
amelyhez egy strart kodont meghatdrozé de~
zoxi-ribonukleinsav-szekvenciat kotink, vagy
a start kodont kovetben az enterokinézzal
hasithaté helyet és a kilsd eredetl protein
egy részét vagy egészét meghatérozd szek-
venciat.

A kilsd eredeth proteint meghatérozd
dezoxi-ribonukleinsav-szekvencidt elddllithat~
juk szintetikusan, azaz az ismert foszfo-tri-
észter-modszert vagy més, jol ismert techni-
kat hasznélva, de eldallithatjuk ezt a dezoxi-
ribonukleinsav-szekvencidt ismert mddon izo-
141t mRNS mésolatként is. Az eldallitott cDNS
mésolat szikség esetén a start kodonhoz ké-
zelesd ponton 1évd restrikcidés helyen hasit-
hatjuk. A taldlmény szerinti klonozé vektorok
eloallitasanak egyik kiviteli véltozata szerint
eldéllitunk egy olyan linkert, amely 81l az
Xbal hasitési reakcié sorén eltavolitott lipo-
protein 5'-nem-transzlatalt szakasz egy ré-
sz&bdl, ezutan kovetkezik a start kodont is
magaba foglald, kilsé eredetlG protein hasi-
tott része.

Az eldallitést szintetikus modszerrel vé-
gezzik, A taldlmény szerinti klénozd vekto-
rok eloallitasénak egy masodik kivitelezési
valtozata szerint szintetikusan eldallitjuk azt
a linkert, amely tartalmazza az Xbal enzimmel
kihasitott lipoprotein 5'-nem-transzlatélt
fragmenst, és ezutan elhelyezkedve pedig a
start kodont, az enterokindz hasitési helyet
és a kulsd eredetll protein hasitott részét.
Ezeket a hidnyzd részekel pdtolni képes lin-
kereket a lipoprotein kifejezbédését szabélyo-
z6 szekvencia tdbbi rendelkezésre alld elemé-
vel 6sszekapcsoljuk, amiutén vektort kapunk.

A taldlmény szerinti eljarassal eldallitott
klénozé vektorokat felhasznélhatjuk tobb
kilsd eredetll protein eldallitéséra, tobbek
«Hzott emlds és huméan hormonok, enzimek és
. immunogén proteinek (vagy ezek intermedi-
erjeinek) elGallitasdra. Ilyen termék példéul
az inzulin A lanca, az inzulin B lénca, a pro~
inzulin, az interferon, a novekedési hormon,
& sz4j és koromfdjés antigén proteinjei, a
szomatosztatin, a f-endorfin és mésok. El6-
rybsek azok a klonoz6é vektorok, amelyek a
humén ndvekedési hormont vagy a marha no—
vekedési hormonat termelik, A talélmény sze-
rinti eljarés elsé kivitelezési véltozata sze-
rint eloallitott klonozé vektorok természete-
sen amino-terminaglis végukon metionint tar-
talmaznak a start kodon jelenléte miatt. A
mésodik kivitelezési valtozat szerint eldalli-
tett vektorok kifejezddd termékei metionint
{ (start kodon), enterokinéz hasitési helyet és

5.
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kulsd eredetll proteint hatdroznak meg. Erett
kulsd eredetlhi protein elbdllitdsdra az utdbbi
kifejezbdb terméket ismert mdédon (ldsd pél-
déul Light és munkatirsai, mint elébb) ente-
rokinazzal kezeljuk.

A taldlmany szerinti klonozdé vektorokat
tobb gazdasejtben hasznalhatjuk, példaul
Gram-negativ festddés( prokariota mikroor-
ganizmusokban, példaul Escherichia coli, Ser-
ratia, Pseudomonas sejtekben és hasonlék-
ban; Gram-pozitiv festddésl prokariota orga-
nizmusokban, mint példdul Bacillus vagy
Steptomyces sejtekben és masokban; hasznal-
hatjuk ezeket eukariota organizmusokban is
példaul Saccharomyces sejtekben is. Elonyo-
sen azonban gazdasejtként Gram-negativ
prokariota organizmust hasznélunk. Kualéné-
sen elénydés az E. coli, példdul az E. coli K-
12 tdorzse, mint példaul az RV308.

Jol ismert mddszereket haszndlunk a
megfeleld gazdasejt taldlmany szerinti vekto-
rokkal wvalé transzforméladsra, a sejtekben
sokszorositjuk a vektorokat, és standard
fermentacids kdrilmények kozott fejezzuk ki
a kilsd eredetll protein terméket. A protein
terméket a kapott tenyészetbdl ismert mod-
szerekkel izoladljuk.

A talédlmény szerinti klonozd wvektorok
szerkezetét és funkciojat az alabbi példak-
ban szemléltetjuk. A példékat a mellékelt ab-
rék alapjan kell elolvasnunk és megértenink.
Az alabbiakban roviden ismertetjik az ébra-
kat.

Az 1-4, é&brakon a taldlmény szerinti
klonozd vektorok mindkét eldéllitasi valtozata
sorédn hasznédlt intermedierek és kiindulési
anyagok preparéldsét ismertetjuk.

Az 1-4. ébrakkal osszefiggd 5. ébrén
sematikusan szemléltetjuk az 1. példéban is-
mertetett modszert, amellyel a metionil-human
novekedési hormon termelésére hasznalhaté
klénozd vektort allitjuk eld.

Az 1-5. 8dbrékkal 6sszefiuggd 6-8. abra-
kon egyittesen szemléltetjuk a 2. példéban
ismertetett modszert a metionil-marha nove-
kedési hormon eldallitdséra hasznéalhatd klo-
nozd vektor izoldlaséra.

A 9. abran, amely osszefiugg az 1-5. &b-
rédkkal, sematikusan &brézoljuk a 3. példdban
megadott modszert, amellyel az 1. példa sze-
rinti klénozé vektor egy varidnsat allitjuk
eld, és amelyet a metionil-humén novekedési
hormon termelésére hasznalhatunk. Az 1-4,
ébrdkkal osszefiiggd 10. ébran sematikusan
abrazoljuk a 4. példéban ismertetett mod-
szert a taldlmény szerinti klénozd vektorok
mésodik tipusainak el6allitisara, ezeket a
vektorokat a humén névekedési hormon elo-
allitdsara hasznédljuk fel.

Az 1-4, és 10. abrékkal o6sszefiuggd 11-
13. ébrékon sematikusan é&brézoljuk az 5.
példdban megadott modszert, amivel a méso-
dik kivitelezési véltozat szerinti, és a marha
ndvekedési hormon eldallitasdra hasznalhatd
klénozdé hordozét allitjuk eld.
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A talalmany szerinti plazmidok elsd és
méasodik tipusainak eldéllitdsakor hasznalt
kéates termékek és kiindulasi anyagok készi-
tését az aldbbiakban ismertetjuk.

Kiinduldsi anyagként pKENO21 plazmid
vektor {lasd a 3. 4bran a 106. sorszémot)
Xbal (5'-TCTAGA-3") és BamHI (5'-GGATCC-
3') restrikcids endonukledzokkal vald hasita-
sakor kapott 5,1 kb nagysdgld fragmenst
hasznaljuk. A pKEN021 az elsé ébra 101. he-
lyén bemutatott pKEN111 szdrmazéka [Lee és
munkatérsai, J. Bact., 146, 861-866 (1981); és
Zwiebel és munkatarsai, J. Bacht., 145, 654-
-656 (1981)]. A plazmid az E. coli CC620
torzsben van (NRRL 15 011). A pKEN11l1 plaz-
midnak egy 2,8 kb nagységu fragmensén
rajta van az E. coli lipoprotein génje. A
fragmens leirasét Nakamura és Inouye adja
meg [Cell, 18, 1109-1117 (1979)]. A pKENO021
plazmidban az egyetlen EcoRI (5'-GAATTC-
-3’) és a Sall (5'-GTCGAC-3') pBR322 rest-
riscids hely koézétti 650 bazisparbdl &llo
szekvenciat kicseréltik az E. coli lipoprotein
g¢nbdl izolalt szckvenciaval. Az dsszes, ebbdl
a génbdl szarmazé funkcionalis rész nukleo-
tid-szekvencidjat meghatéroztdk. A lipoprote-
in génszekvencia [Nakamura és Inouye, Cell,
18, 1109-1117 (1979)] egy 462 bézisparbdl allo
Alal (5'-TCTAGA-3') fragmenst hordoz a li-
pcprotein gén elsé kodonjatél (metionin) bal-
ra esve. Ez a fragmens tartalmazza a promo-
tert, az 5'-nem-transzlatalt szakaszt és a ri-
beszéma kétdhelyet. A riboszéma kotdShelyen
beliil 16 béazisparral a transzldcids inicidcids
metionin  kodonja elott egyetlen Xbal (5'-
-TCTAGA-3’) restrikcidos hely 1létezik. A
strukturgén transzlécidos terminédcidos kodon-
jé-01 balra esd (105 bézisparral) Pvull (5-
~CCAGCTG-3’) restrikcidés helyet kicseréltuk
egy BamHI (5'-GGATCC-3') restrikcids hely-
lyel, gy, hogy egy szintetikus DNS adapter
fragmenst kapcsoltunk., (5’-CCGATCCGG-3'; a
Ccllaborative Research terméke). A BamHI he-
lyett a lipoprotein utolso 35 aminosavat meg-
hatarozé kodold szekvencia, a transzlécids
terminacids kodon és az mRNS 3'-
-nem-transzlatalt szakaszanak megfeleld
szekvencia koveti, A pKENO21 plazmid tartal-
mez tovabbéd egy 85 béazisparbdl &llé, kuléon-
leges szekvenciat, amely nincs kapcsolatban
a lipoprotein génnel, és amely az E. coli kro-
mcszémaban etté]l jobbra helyezkedik el. Ez a
szzkvencia azért létezik, mert a gén eredeti
izolalasa sordn hasznélt modszerek és rest-
rikcids enzimek altal felismerhetd helyek ter-
mészetébdl kdvetkezik,

Az 1., 2. és 3. abra kapcsian megadjuk

az alébbiakban azt a modszert, amellyel a
pKEN111 plazmidbdl eldallitjuk a pKENO21
plazmidot. Ugy jarunk el, hogy 50 ug

pKEN111 (1. &bra 101.) plazmidot 25 egység

Hrall (5'-CCGG-3') restrikcios enzimmel ke-

zelink, 300 ul aldbbi dsszetétell pufferban:
20 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4
10 mmol magnézium-klorid,

B-
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6 mmél p-merkapto-etanol, literenként.

A reakciét 2 ordn at végezzuk 37 C°
hémérsékleten. Kétszer 300 ul alédbi eleggyel
extrahédljuk a reakcidelegyet: fenol és xloro-
form 50:50 ardnyu elegye. A vizes farist 2,5
térfogat etanollal kicsapjuk. A dezoxi-ribo-
nukleinsav csapadékot 100 ul elektroforézis-
-pufferban olajuk, és 5% poliakril-amidot
tarta.mazo gélen frakcionaljuk. A gélt 0,5 ug/
/ml etidium-bromid-oldattal festjuk, és a csi-
kokat a tavolabbi tartomdnyba esd hullam-
hosszUsagu ultraibolya fényben figyeljuk
meg. Elektroelicioval egy dializis zsékba izo-
laljuk a 950 bazisparbsl &llé csikot. A terme-
ket fenol és kloroform elegyével extrahaljuk

és etanollal kicsapjuk, majd a 2,5 ug-nyi
mennyiségll  dezoxi-ribonukleinsavat 25 ul
TEN-elegyben oldjuk. Ennek Osszetétele a
kovetkezb:

10 mmdél néatrium-klorid,

10 mmdl trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

és

1 mmol natrium-etilén-dinitril-tetra-

ecetsav, pH = 8,0, literenként.

2 ug, 950 bAzisparbol &l16 Hpall frag-
menst Alul (5'-AGCT-3’) restrikcids enzimmel
kezelink 200 ul alabbi 6sszetételd pufferban:

50 mmdl nétrium-klorid,

6 mmodl trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,6,

és

6 mmol magnézium-klorid, és

6 mmol p-merkapto-etanol, literenként.

A reakciot 37 C° hodmeérsékleten végez-
zik, 2 6rdn at. A dezoxi-ribonukleinsavat 6%
poliakril-amidot tartalmazo gélen frakcional-
juk, és a keletkezett 462 bézisparbdl alld
Alul fragmenst az el6zbekben megadottak
szerint eljérva izolaljuk és tisztitjuk. A 462
bézisparbdl allé Alul fragmens 1 ug-jat 10 wl
T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligaz pufferben
oldjuk. Ennek osszetétele a kdovetkezs:

66 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,6

10 mmd! magnézium-klorid,

10 mmdl ditio-treitol,

0,4 mmél adenozin-trifoszfat,

ként.,

Az elegyhez elozdleg 150 pikomdl fosz-
forilezett EcoRI linkert adunk (5'-
-GGAATTCC-3’, a Collaborative Research ter-
méke), majd 2 egység T4 dezoxi-ribonuklein-
sav-ligazzal egészitjuk ki. 16 oran &t 4 C°
hémérsékleten inkubdljuk a reakcidelegyet,
majd 10 percen &t 65 C° hémérsékleten tart-
juk, és ezutan 100 ul-re higitjuk EcoRI puf-
fer adagoléasaval. Ennek Osszetétele a kovet-
kezd:

literen-

100 mmél  trisz-hidrogén-klorid, pH =
= 7|21

50 mmol nétrium-klorid,

10 mmél magnézium-klorid,

6 mmél A-merkapto-etanol, literen-
ként.

Az elegyhez 40 egység EcoRI enzimet
adunk. 2 Orédn at 37 C° hdémérsékleten inku-
balunk, majd az elegyet fenol és kloroform

en
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elegyével extrahéljuk és etanollal kicsapjuk,
az elézbekben megadottak szerint eljarva. A
dezoxi-ribonukleinsavat 20 ul, 0,1 egység T4
dezoxi-ribonukleinsav-ligazt tartalmazd T4
dezoxi-ribonukleinsav-ligdz-pufferban oldjuk,
ehhez eldzdleg 0,1 ug pBR322 dezoxi-ribonuk-
leinsavat (ldsd 1. &abra 102.) adunk, amelyet
EcoRI enzimmel linearizaltunk, és a molekula
végein 1lévd foszfatcsoportok eltavolitdséra
alkalikus foszfatazzal kezeltank. A ligécids
reakciét 16 6ran at 4 C° hémérsékleten vé-
gezzik, majd az eleggyel megfeleld E. coli
torzset {(hsr-, hsm') transzformalunk, példéaul
HB101 sejteket. A baktérium sejteket kompe-
tenssé tessziik a transzformélédsra, az ismert
kalcium-kloridos kezeléssel. A transzformén-
sokat 12 ug/ml tetraciklint tartalmazd agar-
~-lemezeken szelektaljuk. Tobb tetraciklinre
rezisztens telepbdl izoldljuk a plazmidokat, a
plazmid-izolalast a Birnboim és Doly gyors
alkalikus extrakciés moddszerével végezzuk
[Nucleic Acids Research, 7, 1513-1523 (1979)).
Az 1. abra 103, szammal jelzett helyén bemu-
tatjuk azt a plazmidot, amely tartalmaz egy
466 béazisparbol allé Xbal, BamHI fragmenst,
mégpedig a kivéant orientécidban. Ezt kivéa-
lasztjuk, és a kévetkezd lépésben kiindulési
lepésként hasznéljuk.

2 ug, a 2. abra 103, szémmal jelolt he-
lyén bemutatolt, egy BindIII (5'-AAGCTT-3%)
restrikcios hellyel rendelkezd plazmid dezoxi-
ribonukleinsavat 2 egység HindIIl enzimmel
emésztiink 50 ul alébbi Osszetételd HindIII-
-pufferban:

60 mmdl nétrium-klorid,

10 mmél  trisz-hidrogén-klorid,

= 7.4,

10 mmol magnézium-klorid, és

6 mmodl p-merkapto-etanol, literenként.

A reakcidt 1 o6rédn &t végezzik 37 Co
homérsékleten. Fenol és kloroform elegyével
extrahdljuk a reakcidelegyet, és az etanollal
kicsapott dezoxi-ribonukleinsavat 200
aldbbi &sszetételll pufferban oldjuk:

300 mmol néatrium-klorid,

30 mmol nétrium-acetat, pH = 4,25,

1 mmdl cink-klorid, literenként.

200 egység Sl-nukledz. (Miles Labora-

tories.)

Ez egyszélu dezoxi-ribonukleinsavakat
hasit. 1 érédn 4t 15 C° hOmérsékleten tartjuk
a reakcidelegyet, majd a reakciét fenol és
kloroform elegyével végzett extrakcidval és
etanolos kicsapassal &llitjuk le. A plazmidrol
igy eltavolitottuk az egyszalt HindIII enzim-
mel eldéllitott végeket., A terméket 10 ul T4
dezoxi-ribonukleinsav-ligaz pufferban oldjuk,
amelyhez elozdleg 20 pikomdl foszforilezett
BamHI linkert (5'-CCGGATCCGG-3’, Collabora-
tive Research) adtunk, majd a reakcidelegyet
2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligdzzal
egészitjuk ki. 16 orén at 4 C° hdémérsékleten
tartjuk a reakcioelegyet, majd ligdz inaktiva-
léséra 10 percen &t 65 C° hoémérsekleten
tartjuk. Az elegyet BamHI pufferral

pH =

7-
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(150 mmél nétrium-klorid, 20 mmol trisz-hid-
rogén-klorid, PH = 8,0, 10 mmdl magnézium-
-klorid, 6 mmdl B-merkapto-etanol, literen-
ként. 100 ul térfogatra higitjuk, az elegyhez
20 egység BamHI enzimet adunk. 2 6rdn at
37 C° hémérsékleten tartjuk az elegyet, majd
1%-0s agardz gélen tisztitjuk, A gélt festjuk,
és a nagyobb fragmenst (4,5 kb) fagyasztas
utdn eludljuk, és fenol—k]oroform-e]eggyel
tisztitjuk, és etanolla] kicsapjuk. a BamHI
kohéziv végekkel rendelkezé plazmidot 20 ul,
y1 egység T4 dezoxi—ribonukleinsav—ligézt
tartelmazé T4 dezoxi—ribonukleinsav—ligéz
pufferban oldjuk. 16 érdn &t 4 Ce hémérsék-
leten tartjuk a reakcidelegyet, majd a dezo-
xi-ribonukleinsavval E. coli HB101 &ejteket
transzformalunk. A transzforménsokat ampi-
cillin (Apr) rezisztencidra szelektaljuk
100 pg/ml antibiotikum jelenlétében, és meg-
vizsgdljuk 10 ug/ml tetraciklinnel szembeni
¢rzékenységiket (Tcw), Az Ap'Tc® fenotipusu
telepekbsl tobb plazmidot izoldlunk az el6z6-
ekben megadott Birnboim-mddszerrel. Ezeket
megvizsgiljuk a HindIII hely hidnya és az
egyetlen BamHI hely jelenléte szempont jabol.
EcoRI és Sall egymést kévetd emésztés utén
466 és egy 305 bézisparbol 4lld fragmenst
kapunk. A mésodik 4bra 104. szémmal jelslt
helyén bemutatott, ezekkel a tulajdonsdgok-~
kal rendelkezd plazmidot szelektalunk, és
mdédositjuk oly mddon, hogy az lpp promoter-
tél balra esé EcoRI helyet eltdvolitjuk, és
HindIII restrikciés hellyé alakitjuk at.

A 2 ug, a 2. &dbra 104, helyén bemuta-
tott plazmid dezoxi—ribonukleinsavat 100 Wl
EcoRI pufferban 0,2 egység EcoRI enzimmel
kezelink 10 percen &at, 37 Co hdémérsékleten.
A reakcid ledllitdsdra az elegyet 10 percen &t
65 C° hémérsékleten tartjuk. Fenol és kloro-
form elegyével végzett extrakciot kovetden a
dezoxi~ribonukleinsavat etanollal kicsapjuk,
és 200 ul, 1000 egység/ml Sl-nukledzt tartal-
mazé Sl-nukledz-pufferban oldjuk. 1 éréan at
12 C° hémérsékleten tartjuk a reakcidele—
gyet, majd a reakcidt feno] és kloroform ele-
gyével extrahalva ledllitjuk, a terméket eta-

nollal kicsapjuk. Ezutdn 10 ul, 20 pikomol
foszforilezett HindIII linkert (5'-
-CCAAGCTTGG-3', Collaborative  Research)
tartalmaze T4 dezoxi~ribonukleinsav—ligéz—

pufferben szuszpenddluk a dezoxi-ribonukle-
insavat, és 2 egység T4 dezoxi-ribonuklein~
savligdzt adagolunk. 16 Sran at 4 C° hémér-
sékleten tartjuk az elegyet, majd a lighzt
inaktivaljuk oly modon, hogy 10 percen &t
65 C° hémérsékleten tartjuk. Ezutan 10 egy-
ség HindIII enzimet tartalmazé HindIII puf-
ferral 150 ul térfogatiira higitjuk az elegyet.
2 O0rédn at 37 Ce hémérsékleten tartjuk, majd
1%-os agardz gélen frakciondljuk. Etidium-
-bromiddal festjuk a gélt, és legnagyobb
csikot (ekvivalens az egy hasitdst szenvedett
plazmiddal) elkaldnitjok és tisztitjuk. A plaz-
midot 0,2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav-}i-
gézt tartalmazé 20 ml térfogaty T4 ligaz-puf-
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ferbtan oldjuk. A reakciot 16 dorédn &t 4 co
hémérsékleten végezzik, és E, coli HB101
sejtzket transzformélunk az eleggyel. Az am-
picillinre rezisztens transzformansokat sze-
lektdljuk, és Birnboim-mddszerrel vizsgéljuk,
A plazmid izoldtumokat EcoRI (egy hely) és
HindIII (egy hely) restrikcios enzimekkel
analizaljuk. Szelektaljuk a 2. ébra 105, szédm-
mal jeldlt helyén bemutatott, egy EcoRI,
HindIII fragmenssel (500 bézispéar) jellemez~-
heté plazmidot, és ezt hasznéljuk fel kldnozé
hordozoként az 1pp gén 3’-régidjdnak kap-
csolé sahoz.

Két ug, a 3. ébra 105 szammal jelolt
helyén bemutatott plazmidot 50 ul Salf rest-
rikcids pufferban (bsszetétele a kovetkezd:
150 mmol natrium-klorid, 6 mmdl trisz-hidro-
gén-klorid, pH = 7,9 6 mmol magnézium-klo-
rid, 6 mmmdl b-merkapto-etanol) 2 egység
Sall enzimmel kezeljuok 1 &rén at, 37 C° hs-
mérsikleten, A reakcidelegyet 2 egység
BamHI restrikciés enzimet tartalmazé BamHI-
-pufferral 150 ul-re higitjuk. Egy oéran &t
37 C° hémérsékleten tartjuk az elegyet, majd
2,5 ezység alkalikus foszfatézt adagolunk, és
1 6rén &t 65 co hémérsékleten folytatjuk az
inkutaciot. Az elegyet fenol ¢é&s kloroform
elegyivel extrahéljuk, etanollal kicsapjuk, és
a terméket TEN-oldatban oldjuk. A kapott
dezoxi—ribonukleins&vat haszndljuk az Ipp
3’-fragmensének klénozéséra.

Az lpp 3'-régidt tartalmazd fragmens
eléallitésdra 10 M8, & 3. &bra 101. szdmmal
Jjelzet: helyén bemutatott PKEN111 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat 200 ul aldbbi dssze-

tétell Hpal pufferban kezelunk, 10 egység
Hpal ‘5-GTTAAC-3'): 20 mmol kélium-klor;:,
10 mmol trisz—hidrogén—klorid, pPH = 7.4,

10 mmol magnézium-klorid és 6 mmol B-mer-
kapto-etanol literenként., A reakciot 37 ce
hdémérsékleten végezzik, 2 Sran &t Az ele-
gyet fenol és kloroform elegyével extrahél-
juk, etanollal kicsapjuk, és a dezoxi-ribo~
nukleinsavat 10 ul, 20 pikomdl foszforilezett
Sall linkert (5"~-GGTCGACC-3, Collaborative
Research) ég 2 egység T4 dezoxi-ribonukle-
insav-ligdzt tartalmazd T4 dezoxi-ribonukle~
insav-tigdz-pufferban oldjuk. 16 o6rén &t
4 C° hémérsékleten inkubélunk, majd a ligdz
inaktivalasdra 10 percen &t 65 C° hdmérsék-
leten tartjuk a reakcidelegyet. 10 egység
Sall enzimet tartalmazé Sall pufferral 100 ul
térfogstra higitjuk az elegyet, és 1 dran &t
37 C° hémérsékleten inkubaljuk. A dezoxi-ri-
bonuklsinsavat 300 ul, 10 egység Pvull rest-
rikcids enzimet tartalmazé, aldbbi osszetétells
Pvull pufferban old juk:

€0 mmdl natrium-kiorid,

6 mmodl trisz-hidrogén-klorid,

= 1,5

6 mmol magnézium-klorid,

6 mmol B-merkapto-etlanol, literenként.

1 orédn &t 37 Cco hémérsékleten tartjuk
a reakcidelegyet, majd dezoxi-ribonukleinga—
vat 5%-os poliakril~amid gélen frakciondljuk.

PH =

8-
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0,5 nug, 950 bazisparbol &llé fragmenst ka-
punk, ezt tisztitjuk, és TEN-oldatban oldjuk.
0,2 ug fragmenst 20 ul, 20 pikomdl foszforile-
zett BamHI linkert (5’-CCGGATCCGG-3', Col-
laborative Research) és 2 egység T4 dezoxi-
-ribonukleingav-ligdzt tartalmazé T4 dezoxi-
ribonukleinsav-ligdz-pufferban  oldjuk. 16
érén 4t 4 C° hémérsékleten tartjuk a reak-
cidelegyet, majd a ligdz inaktivéladsdra 10
percen &t 65 C° hémérsékleten. A dezoxi-ri-
bonukleinsavat 100 ul-re higitjuk 20 egység
BamHI enzimet tartalmazé BamHI pufferral. 2
érédn 4t 37 C° hémérsékleten inkubélunk,
majd dezoxi-ribonukleinsavat 5% poliakril-
—amidot tartalmazé gélen frakcionadljuk a fo—
168 linker molekuldk eltdvolitdsdra. A BamHI
és Sall kohéziv végekkel rendelkezd 950 ba-
zisparbdl allé fragmenst elkulénitjuk és tisz-
titjuk. A fragmenst 20 ul, az elézdekben leirt
0,2 ug mennyiségl kldnozd vektort és 0,2
egység T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligdzt tar-
talmazé T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligdz-puf-
ferban oldjuk. 16 érédn 4t 4 C° hémérsékleten
inkubédlunk, majd az eleggyel E. coli HB101
sejteket transzformélunk. A plazmidokat izo-
18ljuk az ampicillinrezisztens transzforman-
sokbdl, és vizsgdljuk a 950 bazispdrbdl &l
Sall, BamHI fragmens jelenlétét. Az eldallitani
kivént, 5,2 kb nagysdg® plazmidot pKEN021
jellel jeloljuk, és a 3. &dbra 106. szémmal jel-
zett helyén mutatjuk be.

10 ug pKEN021 dezoxi-ribonukleinsavat
10 egység BamHI enzimmel kezeluink 1 oéran
a4t 37 C° hoémérsékleten, 200 uyl alabbi 6ssze-
tétell Xbal/BamHI pufferban:

150 mmol natrium-klorid,

10 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 8§,

10 mmol magnézium-klorid,

6 mmdl p-merkapto-etanol,
ként.

Az emésztést 10 egység Xbal enzimmel
megismételjik, a reakcidt 1 oran &t 37 Ce
hémérsékleten végezzik. A dezoxi-ribonukle—
insavat 1,6 6réan 4t 65 C° hoémérsékleten, 2,5
egység alkalikus foszfatdzzal kezeljuk, majd
fenol és kloroform elegyével extrahéljuk,
etanolos kicsapéssal oOsszegytjtjuk, és 50 ul
aldbbi 6sszetételi TEN-oldatban oldjuk:

10 mmol trisz-hidrogén-klorid,

= 7,4,

10 mmél nétrium-klorid,

1 mmol  etilén-dinitril-tetraecetsav,

literenként.

A dezoxi-ribonukleinsavat Ugy oldjuk,
hogy a reakcidelegy ul-enként 0,2 ug-ot tar-
talmazzon., Ezt a 3. abra 107. szémmal jeldlt
helyén bemutatott készitményt hasznaljuk
plazmid klénozd hordozdként.

A ptrpED50chGH800 jell plazmidot (lasd
a 4. abra 108. helyét), amit Martial és mun-
katédrsai irtak le [Science, 205, 602-607
(1979)], haszndljuk a humén névekedési hor-
mon gén egy részét meghatérozd szekvencidt
tartalmazé dezoxi-ribonukleinsav-fragmens
forrasaként, A fragmenst eldéllithatjuk azzal
10

literen-

pH =
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az ismert médszerrg] is, amely szerint a hu-
mén agyalapi mirigybdl mRNS-t izoldlunk,
amely a human novekedési hormont hatérozza
meg. Bzl a modszert Goodman és munkatérsai
irjak le [Methods in Enzymology, 68, 75-90
(1979)). A ptrpED50chGH800 jelt plazmid hu-
mén ndvekedési hormon gén-része egyetlen
Smal {5’-CCCGGG-3') enzim altal felismerhetd
helyet tartalmaz 6 bazispdrral jobbra a gén
transzlacidos terminédciés kodonjatél. Ezt a he-
lyet BamHI hellyel cseréltuk fel, az alébbiak
szerint eljarva:

6 ug plazmidot 6 egység Smal enzimmel
kezelink 200 ul aldbbi dsszetételd Smal rest-
rikcids pufferban:

15 mmodl trisz-hidrogén-klorid,

= 8,0,

6 mmol magnézium-klorid,
15 mmol kalium-klorid, és
6 mmol p-merkapto-etanol, literenként.

A reakciot 1,5 oran &t végezzuk 37 C°
hémérsékleten. Az emésztés teljessé valdsat
kovetden fenol és kloroform elegyével extra-
halunk, és a dezoxi-ribonukleinsavat etanolos
kicsapéssal kalonitjik el. A kicsapott dezoxi-
ribonukleinsavat 24 ul TEN-oldatban oldjuk.
40 pikomodl foszforilezett BamHI adapter frag-
menst (Collaborative Research) adunk 0,5 ul
(0,2) pikomdl) fentiekben megadott, emésztett
plazmidhoz, 16 ul, 2 egység T4 dezoxi-ribo-
nukleinsav-ligdzt tartalmazo ligdz-pufferban.
A ligéciot 2 oréan at 22 C° hoémérsékleten, és
ezutdn 16 orén at 4 C° homérsékleten végez-
zUk. A T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligdz inakti-
valasara a reakcidelegyet 10 percen &t 65 Co~
homérsékleten tartjuk. Ezutdn BamHI kohéziv
végeket allitunk elé oly médon, hogy 20 egy-
ség BamHI cnzimet tartalmazé BamHI puffer—
ral 40 ul végtérfogatra higitjuk az elegyet,
és 1 orén at 37 C° homérsékleten inkubéljuk.
Az enzim hasitja a linker szekvenciat és azt
a BamHI helyet is, amely a humén névekedési
hormon klénozott cDNS-szekvencidjénak kez-
detén van. Ily modon 691 bazisparbdl &lld
fragmenshez jutunk, amelynek kohéziv BamHI
végei vannak, Ezt 6%-os poliskril-amid gélen
elktlonitjuk, és a tavoli hulldimhosszuségu
ultraibolya fényben vizsgéljuk, miutdn 1 u/ml
toménységl etidium-bromid-oldattal festettuk.
A fragmenst tartalmazo gélt kivagjuk, és a
dezoxiribonukleinsavat egy dializis zsékba
gyljtjik &ssze elektroeluciéval. Ezutdn eta-
nolos kicsapast végzink. A kicsapott dezoxi~
ribonukleinsavat centrifugéléssal elktlonit-
juk, TEN-oldatban oldjuk, az oldatot fenol és
kloroform elegyével extrahaljuk, az etidium-
~bromid eltdvolitasdra; végul etanollal ki-
csapjuk. Az elkilénitett dezoxi-ribonuklein-
sav-fragmenst 0,2 egység T4 dezoxi-ribonuk-
leinsav-ligazzal az elézéekben megadott 20 ul
térfogatu ligécios pufferban 0,2 ug pBR322
plazmiddal (ldsd a 4. ébra 102, helyét) kap-
csoljuk ossze. A pBR322 plazmidot eldzdleg az
egyetlen BamHI helyen hasitottuk, és alkali-
kus foszfaléazzal kezeltuk. 16 Orédn 4t 4 Co

pH =

-9-
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hémérsékleten folytatjuk a reakciot, majd az
eleggyel E. coli JA221 torzset (recA-, hrs-
hsm*, atrpES5, thr, leu, thi, lacY")} transzfor-
malunk. A torzs letéti szdma: NRRL 15 014. A
transzforméacié sordn Wensink és munkatérsai
moédszerét hasznaltuk [Cell, 3, 315-325
(1974)]. A transzformélt telepeket 100 ug/ml
ampicillint tartalmazo agarlemezeken szelek-
taljuk. A dezoxi-ribonukleinsavat 16 ampicil-
lin-rezisztens telepbdl izoladljuk, az elozdleg
megadott Birnboim-médszert, azaz a gyors
alkalikus~denaturaciés moédszert hasznélva.
Ezutédn restrikcids enzimmel és gél-elektrofo-
rézissel végzink analizist. A 16 vizsgalt
plazmid koéziil 11 tartalmazza a korulbelal 700
bézisparbol &116 BamHI fragmenst. A plazmi-
dok egyikét pNMBT75 jellel jeldljik, és a 4.
abra 109. helyén mutatjuk be. Ezt a plazmi-
dot hasznéljuk amplifikdldsra (sokszorosités-
ra) a kovetkezdkben ismertetett plazmidok
eléallitasakor hasznalt dezoxi-ribonukleinsav-
~-fragmens forradsaként. Az érett huméan nove-
kedési hormon dezoxi~ribonukleinsav-szek-.
venciaja egyetlen FnuDII (5-CGCG-3') rest-
rikcids helyet tartalmaz, ez 47 bazisparral
arrébb helyezkedik el az elsd nukleotidtol
szamitva. A pBR322-ben 23 ezen enzim Aaltal
felismerhetd hely van. 25 ug pNM575 dezoxi-
ribonukleinsavat 25 egység BamHI enzimmel
kezelink, 250 ul BamHI pufferban. A reakciot
1 6rén at végezzuk 37 C° hdémérsékleten. A
691 bézisparbol &ll6 és BamHI kohéziv végek-
kel rendelkezd fragmenst 6% poliakril-amid
gélrdl izoladljuk, és az eldzdekben megadottak
szerint eljarva tisztitjuk. A fragmens 1/3-at
(ez 8 ug plazmidnak felel meg) tisztitds utan
2,5 egység FnuDII enzimmel emésztjuk 100 ul
FnuDII pufferban. Ennek osszetétele a ko-
vetkezd:

6 mmol natrium-klorid,

6 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

6 mmol magnézium-klorid,

6 mmol p-merkapto-etanol, literenként.

Xbal
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A reakciot 37 C° hdmérsékleten végez-
zuk, 1,56 6ran At. Az 538 bézisparbdl &lld, az
utolsd 175 aminosavat meghatédrozdé szakaszt
és az ezutdn kovetkezd transzlacids stop ko-
dont tartalmazé fragmens izoldldsét 6% poli-
akril-amidot tartalmazo gélen végzett elekt-
rofcrézissel ismert mddon vitelezzik ki.

1. példa

Plazmid elGéllitasa a metionil-humén
nov:kedési hormon kifejezésére az E. coli li-
poprotein promoterét hasznélva
A) A plazmid elddllitdsa
Foszfotriészter-modszerrel szintetizal-
Juk az 5. édbra 110, széammal jelzett helyén
megadott  kétszalu dezoxi-ribonukleinsav-
-fragmenst. A fragmenst felhasznéljuk az lpp
promoter szakaszanak kapcsoldséhoz a humén
noévekedési hormont meghatérozd régidhoz, a
human névekedési hormon kézvetlen kifeje-
zése céljabol. A felsd szél 66 nukleotidbdl all,
ez tartalmazza az b5’-végen az Xbal hasitéds
sorén létrejott 4 nukleotidbdl Alld egyszalu
szekvenciét. Az alsd szal 62 nukleotidot tar-
talmaz, ez a felsd szal 62 nukleotidjaval
komplementer. A szintetikus dezoxi-ribonuk-
leinsav-fragmens elsd része koveti az lpp
gén termeészetes szekvencidjét az Xbal rest-
rikcids helytdl kezdédben a riboszéma kotd—
helyen &t a transzlécié kezdetét meghatdrozé
metionin kodonig (19 béazispar), és ezutdn
kévetkezik a humén névekedési hormon elsd
47 nukleotidja, egészen az el6zéekben meg-
adott egyetlen FnuDII helyig.

Az 5. dbra 110. helyén megadott két-
szall dezoxi-ribonukleinsav-fragmens az
alébbi szerkezeti:

5'-CTAGAGGGTATTAATAATGTTCCCAACCATTCCCTTATCC-

3-
Thal

AGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCG 3’
TCCGAAAAACTGTTGCGATACGAGGC 5’

A fragmenst az ismert foszfotriészter-
-moédszerrel allitottuk eld, az alébbi szegmen-
sekbdl:

1)  CTAGAGGGTAT

2)  TAATAATGTTCC
3) CAACCATTCCC

4)  TTATCCAGGC

5) TTTTTGACAACG
6) CTATGCTCCG

7)  CATTATTAATACCCT
8) GGTTGGGAA

9)  GGATAAGGGAAT
10}  GTCAAAAAGCCT
11)  CGGAGCATAGCGTT.
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TCCCATAATTATTACAAGGGTTGGTAAGGGAATAGG-

A fentiekben megadott szegmensek fel-
hasznéléséval az alébbi hérom duplexet allit-
juk elé.

a) Az 5-nem-foszforilezett 1. szegmenst
T4 ligazzal 5'-foszforilezett 7. szegmens je-
len'étében hozzakapcsoljuk az 5'-foszforile-
zet. 2. szegmenshez. Ily modon ismert méd-
szerek szerint eljdrva [Brown és munkatdr-
sai, Methods in Enzymology, 68 109-151
(1979)] megkapjuk az 1. duplexet. A duplexet
preparativ gél-elektroforézissel izolaljuk
15%-0s poliakril-amidon.
b) A 3. 5'-foszforilezett szegmenst T4 li-
gazzal 5'-foszforilezett 8. és 9. szegmens je-
lenlétében hozzékapcsoljuk az 5’-foszforile—
zeti. 4. szegmenshez, amiutan megkapjuk a 2.
duplexet. Ezt 15%-os poliakril-amidon prepa-
rativ gél-elektroforézissel izoldljuk. A reak-
ciot a fentiek szerint végezzik.

11
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c) Az 5. 5'-foszforilezett szegmenst T4 li-
gazzal 5'-foszforilezett 10, szegmens és 5'-
-nem-foszforilezett 11. szegmens jelenlétében
ligdljuk a 6. szegmens 5'-foszforilezett alak-
jadhoz, amiutan megkapjuk a 3. duplexet. A
duplexet 15%-os poliakril-amidon preparativ
gél-elektroforézissel izolaljuk.

Az 1., 2. és 3. duplexeket ezutan T4 li-
géazzal osszekapcsoljuk, miuldn megkapjuk az
5. dbra 110, helyén megadott kétszalu dezo-
xi-ribonukelinsav-szegmenst, amit 15%-os po-
liakril-amidon preparativ gél-elektroforézissel
izoldlunk. Ezt a terméket 5’-végein T4 poli-
nukleotid-kindzzal (gamma-P32)ATP jelenlété—
ben enzimatikusan foszforilezzuk,

A reakciot ismert modszerekkel végez—
zUk.

A kifejezbdd plazmid eldallitésara 0,1
pikomdl (0,4 ug) plazmid vektort (5. é&bra
107. helyén adjuk meg), 3,2 pikomdl szinteti-
kus dezoxi-ribonukelinsav-fragmenst (5. &b-
ra, 110.) és 0,24 pikomdl (0,08 ug) 538 bazis-
parbdl Alld fragmenst (ldsd az eldzdeket, 5.
dbra, 108.) 2 egység T4 dezoxi-ribonukelin-
gsav-ligdzzal enzimatikusan kapesolunk 14 ul
ligdciés pufferban., 16 oréan At 4 C° hdémér-
sédkleten inkubiljuk a reakcidelegyet, majd
az elb6zbekben megadottak szerint eljarva, E.
coli JA221 sejteket transzformélunk. A
transzformalt telepeket 100 ug/ml ampicillint
tartalmazd agarlemezeken szelektaljuk., Az
elozbekben megadott Birnboim-mddszerrel 10
telepbdl izolaljuk a plazmidokat. A plazmido-
kat Xbal és BamHI restrikcios enzimekkel
emésztjik, majd akril-amid gél-elektroforé-
zigt végzlink, amiutdn ugy taldljuk, hogy
egy plazmid tartalmazza a vart, 604 bazis-
parbdl All6 fragmenst. Ezt a plazmidot sok-
szorositjuk, és az Xbal helytdl az FnuDIl he-
lyig terjedd dezoxi-ribonukelinsav-szekvenci-
At Maxam és Gilbert médszerével meghatéroz—
zuk [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 560-564
(1977)]). A szekvencia korrekt. A plazmidot
PNM645 jellel jeloljuk, és az 5. abra 111. he-
lyén ismertetjuk. :
B) A humén névekedési hormon kifejezése

A pNM645 plazmid 4&ltal E. coli JA221
sejtekben kifejezett human novekedési hor-
mont moédositott, szilard fazisu radioimmun-—
-méréssel mutatjuk ki [a modszert lasd az
alébbi kozleményekben: Broome és Gilbert,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 75 2746-2749
(1978); Hitzeman és munkatarsai; ICN-UCLA
Symposia on Molecular and Cellular Biology,
14, 57-58 (1979); és Erlich és munkatarsai,
cell., 13, 681-689 (1978)].

A baktériumsejt proteinjeinek natrium-
~dodecil-szulfat-poliakril-amid gélanalizisét
Leammli szerint végezzik [Nature, 227, 680-
~685 (1970)], a vizsgélatok szerint egy ko-
riatbelill 20 000 dalton molekulasulyl nagy
protein csik jelenik meg. A csik az &ésszpro-
tein legaldbb 10%-4t képviseli, ugyanalkkor
nincs jelen a pKENO21 plazmidot tartalmazo
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E. coli JA221 készitményekben. A kvantitativ
kifejezédést standard radicimmun-méréssel
vizsgaltuk [Twomey és munkatdrsai, Clin.
Chem., 20, 389-391 (1974)], A vizsgélatok sze-
rint sejtként legaldbb 2 millié molekula van
jelen. A metionil-humén névekedési hormon
500 g E. coli sejtbdl részlegesen tisztitjuk 8
mol/l karbamid és 1% Triton X100 extrakcio-
val. A sejttormeléket centrifugédlédssal eltdvo-
litjuk, és az oldodd névekedési hormont tar-
talmazo felulszét Whatman DE52 oszlopon
frakcionaljuk. A terméket tartalmazd frakcio-
kat radioimmun-méréssel (RIA) hatdrozzuk
meg, ezeket OsszegyQjtjik és izoelektromos
kicsapéast végzink. A terméket Whatman SE53
oszlopon tovabb tisztitjuk. Radiocimmun-mé-
réssel meghalédrozzuk a terméket tartalmazéd
frakcidkat, és az anyagot izoelektromos ki-
csapéssal vagy ultraszlréssel toményitjuk.

A kinyert metionil-humén névekedési
hormon bioldgiai aktivitdsét hipofizis-ektomi-
z&élt ndstény patkdnyokban hatdrozzuk meg
Greenspan és munkatdrsai szerint [Endocri-
nology, 45, 455-463 (1948)]). Aktivitdsa azonos
volt a humén ndévekedési hormon aktivitasa-
val.

2. példa

A metionil~-marha névekedési hormon
kifejezésére alkalmas plazmid elballitésa az E.
coli lipoprotein promoter felhasznéldsdval.

A 6. adbra 111, szémmal jelzett helyén
megadott pNM645, a metionil-human nbdveke-
dési hormon kifejezésére hasznélt plazmidot
hasznaljuk fel a metionil marha névekedési
hormon kifejezésére alkalmas plazmid elballi-
tasara.

A marha novekedési hormon génjeinek
egy részét meghatarozd szekvenciat tartalma-
z0 két dezoxi-ribonukleinsav-fragmens forré-
saként a Miller és munkatdrsai 4&ltal leirt
pBP48 plazmidot hasznaljuk [J. Biol. Chem.,
225, 17521-7524 (1980}]. A plazmid a marha
novekedési hormont meghatdrozd szekvenciat
egy 831 bazispérbdl &ll6 szakaszon tartalmaz-
va, ezt a pBP322 Pstl {5'-CTGCAG-3’) rest-
rikcidos helye hordozza. A marha névekedési
hormont meghatdrozd szekvencidt Miller és
raunkatarsal modszere mellett megkaphatjuk
Goodman és munkatdrsai szerint eljarva is, a
narha agyalapi mirigyébdl izoldlt mRNS segit-

cségeével [Methods in Enzymology, 68, 75~90
(1979)].
A humén és a marha ndévekedési hor-

mont meghatarozo szekvencia igen hasonld,
és sok homologiat mutat. A marha novekedési
hormont kifejezd plazmid eldallitasakor kilo-
nosen eldonybsen hasznalhatjuk &azokat a
fragmenseket, amelyeket a Pvull restrikcios
enzimmel (5'-CAGCTG-3’) végzett emésztéssel
kapunk. A keletkezd fragmensek 497 bézis-
pirbdl allnak a humén novekedési hormon, és
4194 bazisparbol a marha novekedési hormon

-11-
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esetén. A megfeleld restrikcids helyek mind-
két szekvencidban azonos kddoléd helyen he~
lyezkednek el.

Molekulanként 3 Pvull helyet tartalma-
z6, 10 nug, a 6. édbra 111. helyén megadott
pNM645 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat egy
egység Pvull enzimmel kezelink, 200 ul aléb-
bi Osszetételll Pvull restrikcios pufferral ké-
szilt reakcidelegyben:

60 mmdl natrium-klorid

6 mmo! trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,5
6 mmdl magnézium-klorid,

6 mmoé! p-merkapto-etanol, literenként.

A reakcioét 10 percen at 37 C° hdmér-
sékleten végezzik. A reakcid ledllitdsara az
elegyet 10 percen at 65 C° homérsékleten
tartjuk, majd dezoxi-ribonukleinsavat alkali-
kus foszfatazzal kezeljik. Ez a limitélt
emésztés a jelenlévd Pvull helyek felének-
~kétharmadédnak a hasadédséhoz vezet. A
fragmenseket 1% agarozt tartalmazd gélen
szepardljuk, és a 6. dbra 113. szdmmal jelzett
helyén bemutatott, a 497 béazisparbdl allé
Pvull fragmenst elveszett linedris plazmidnak
megfeleld dezoxi-ribonukleinsav-fragmenst
(valamivel gyorsabban mozdul el, mint az
egyetlen hasadést szenvedett plazmid) kivag-
juk a gélbsl, tisztitjuk és a koztes pNM6E85S
plazmid elddllitdsara vektorként hasznaljuk
fel (a plazmidot a 6. dbra 114. helyén mutat-
juk be).

A pBP348 plazmidbdl eldallitunk egy
494 bazisparbdl &allé Pvull fragmenst. 10 ug
plazmid dezoxi-ribonukleinsavat 200 ul Pvull
pufferban 10 egység Pvull enzimmel keze-
link, 1 orén 4&t, 37 C° hoémérsékleten. A
fragmenseket 6% poliakril-amidot tartalmazo
gélen kuldnitjiuk el, és a 494 bézisparbdl &llé
fragmenst (6, adbra 112.) eldozbekben megadott
mddszereket hasznélva tisztitjuk.

Eléallitjuk a 6. abra 114. szémmal jel-
zett helyén megadott kdztes pNME85 plazmi-
dot oly mddon, hogy 0,2 ug 113 jelli vektort
0,05 ug, 494 bAzisparbdl 4116 fragmenssel li-
gédlunk 20 ul T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligaz
pufferban, amelyhez 2 egység T4 dezoxi-ri-
bonukleinsav-ligdzt adunk. A reakciét 16
drén 4t végezzitk 4 C° hbémérsékleten.
Transzformacidot és az ampicillinre rezisztens
transzformansok szelekcidjat kovetden plaz-
midokat izoladlunk az eldzbekben megadott
Birnboim-mddszert haszndlva. A plazmidokat
megvizsglljuk a 494 bazisparbdl alld Pwull
fragmens jelenlétére. Az Xbal és az Smal en-
zimekkel végzett egymast kovetd emésztés—
sel meghatdrozzuk a fragmens megfeleld ori-
entdcidjidt. A marha ndvekedési hormon szek-
vencia 494 bazisparbdl 4llé Pvull fragmense
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egyetlen aszszimetrikus Smal restrikcid he-
lyet tartalmaz. A pNM645 szildplazmid Smal
helyet nem tartalmaz. Kdztes plazmidként ki-
valasztunk egy 494 DbazispaArbdl &llé Pwvull
fragmenst, és egy 416 bézisparbdl 4llé Xbal,
SmaT fragmenst tartalmazo plazmidot.

A 7. abra 114. helyén bemutatott
pNM685 plazmidol az alébbiak szerint eljarva
atalakitjuk marha névekedési hormont kife-
Jjezn’ képes plazmidda:

Ugy jarunk el, hogy

1) a humén névekedési hormon elsé 22
aminosavjat meghatdrozé szekvenciat
eltavolitjuk, és kicseréljik a marha
ndvekedési hormon elsd 23 aminosavat
meghatéarozd szekvenciédra, és
a masodik Pvull hely és a stop kodon
kozotti rovid szekvenciat {(ez humén
névekedési hormon szekvencia) kicse-
réljiuk egy olyan szintetikus fragmens-
sel, amely visszaallitja az alanin ko-
dont, azaz megadja a marha névekedési
hormon 190. aminosavénak kodonjat.
10 ng pNM685 plazmidot egy egység
Pvul’ enzimmel kezelink 200 ul Pwvull puf-
ferban. A reakcidt 5 percen &t végezzik
37 C° hémérsékleten. A reakcid ledllitdsdra az
elegyet 10 percen &t 65 C° hdémérsékleten
tartjuk. A fragmensek keverékét 1% agarozt
tarta'mazo gélen frakcionaljuk, és a moleku-
lanként csak egyetlen Pvull hasitdsi helyet
tartalmazo linearis plazmidot izolaljuk és
tiszti*juk. Az elkdldnitett 3 ug-nyi mennyisé-
gU aryagot 5 egység Xbal enzimmel teljesen
emésztjuk, és alkalikus foszfatézzal kezeljuk.
A fragmenseket 1% agardzt tartalmazo gélen
frakcionaljuk, és a legnagyobb fragmenst el-
kiulon'tjuk és klonozd vektorként hasznéljuk
fel. A 7. abra 115, szammal jelzett helyén
megacott termék az Xbal hely és a humén és
marha névekedési hormon elséd Pvull helye
kozott 1évd, 85 bazisparbol alld fragmenst el-
vesztette.

A marha noévekedési hormon elsé 23
aminosaval (69 bazispar) reprezentald dezoxi-
ribontkleinsav-szekvencia az elsd Pvull he-
lyig lét Hpall restrikcios enzim é&ltal felis-
merhe=d helyet tartalmaz (5'-CCGG-3’). Az
elsd hely 23 bazisparnyi tavolsdgban van a
kédolo szekvencia elsd nukleotidjatél, A fosz-
fotriészter-modszert hasznalva szintézissel
elballitunk egy olyan, 42 bazisparbdl &allo
fragmenst, amelyet a 7. dbra 116, helyén mu-
tatunk be, és amely megfelel annak a 19 béa-
zisparbol &llé szekvencidnak, amely az Ilpp
riboszoma kotdhelyen 1évé Xbal helytdl az
ATG iniciacidos kodonig terjed, és amelyet a
marha noévekedési hormon elsd 23 bazisparbdl
allo szekvenciaja kovet.

5 fragmens az alabbi szerkezet:

Hpall

5'-CTAGAGGGTATTAATAATGGCTTTTCCGGCTATGTCTCTGTC-3’
3 TCCCATAATTATTACCGAAAAGGCCGATACAGAGACAGGC 5'

13
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A 42 bazisparbdl 4ll6 fragmens eléalli-
tasara az aldbbi hat szegmenst allitjuk elo:

1) CTAGAGGGTAT

2) TAATAATGGCTTTTC
3) CGGCTATGTCTCTGTC
4) CATTATTAATACCCT
5) TAGCCGGAAAAGC

6) CGGACAGAGACA.

A fentiek szerint eloallitott szegmense-
ket hasznélva, az 5'-foszforilezett 2., szeg-
menst, az 5'-foszforilezett 3. szegmenst, az
5'-foszforilezett 5. szegmenst és a hat 5'-
nem-foszforilezett szegmenst, T4 ligazzal osz-
szekapcsoljuk, amiutdn egy duplexet kapunk.
Ezt 15% poliakril-amidot tartalmazd gélen
elektroforézissel tisztitjuk. A duplexhez hoz-
zékapcsoljuk az 5'-nem  foszforilezett 1.
szegmenst, és az 5'-foszforilezett 4. szeg-
menst T4 ligadzzal, A 7. é&bra 116. helyén
megadott és a fentiek szerint eldallitott 42
bézisparbdl &llé dezoxi-ribonukleinsav-duple-
xet 15% poliakril-amidot tartalmazdé gélen
elektroforézist vegezve tisztitjuk. A duplexet
ezutén 5'-végein T4 polinukleotid-kinazt és
(gamma~p32) ATP-t hasznélva enzimatikusan

foszforilezzuk, ismert mddszerek szerint el-

jarva.

A pBP348 eredeti plazmidbdl elbéllitjuk a
fentiekben megadott Hpall helytdl
helyig terjedd 46 bazisparbdl allé dezoxi-ri-
bonukleinsav-fragmenst. 100 ug plazmidot
400 pl Pvull pufferban 50 egység Pvull en-
zimmel kezelink, 2 Orén At, 37 C° hdémérsék-
leten. Fenolos extrakcidot és etanolos kicsa-
past kévetden a  dezoxi~ribonukleinsavat
400 ul PstI (5'-CTGCAG-3') pufferban old-
juk. A puffer Osszetétele a kovetkezod:

50 mmol nétrium-klorid,

6 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

6 mmodl magnézium-klorid,
6 mmodl p-merkapto-etanol, literenként.

Az oldott terméket 50 egység Pstl en-
zimmel kezeljik, 2 oran &t, 37 C° hoémérsék-
leten. 6% poliakril-amidot tartalmazo, 30 cm
hosszli gélen szeparaljuk, a dezoxi-ribonuk-
leinsav-fragmenseket, és az adott 46 bézis-
péarbdl &llé szekvenciat tartalmazd, 135 bazis-
parbdl 4ll6 fragmenst izoldljuk, és ismert
médszerrel tisztitjuk. A kapott, 33 ug plaz-
middal ekvivalens dezoxi-ribonukleinsav 1/3
részét Hpall restrikciés enzimmel részlegesen
emésztjuk. A dezoxiribonukleinsav emésztését
100 ul Hpall pufferban végezzuk, amelynek
Osszetétele a kdovetkezd:

20 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

7 mmol magnézium-klorid, és .

6 mmdl p-merkapto-etanol, literenként.

Az emésztést 1 egység Hpall enzimmel
végezzik, 37 C° hbémérsekleten, 40 percen &t.
A reakcidt ugy allitjuk le, hogy az elegyet
10 percen at 65 C° hémérsékleten tartjuk. A
dezoxi-ribonukleinsav-fragmenseket 5% akril-
_ ~amidot tartalmazo gélen futtatjuk. Egy ku-
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16n&llo csikon 1 ug SaulllA restrikciés en-
zimmel emésztett pBR322 dezoxi-ribonuklein-
savat elektroforetizélunk. A fragmensek ele-
gye egy 46 béazisparbdl 4llé6 fragmenst tartal-
maz, ezt markerként hasznéljuk.

A 46 bézisparbol 4lld fragmens a 135
bazisparbdl 4ll6 fragmens Hpall részleges
emésztésekor keletkezik (ez utdbbit a 7. abra
112. helyén adjuk meg). A fragmenst ismert
médszerekkel tisztitjuk.

A 7. abra 115. helyén megadott, XBal és
Pvull végekkel rendelkezd, 0,2 ug plazmid
vektort 1,6 pikomdl szintetikus, 42 bézispar-
bol &ll6 és a 7. dbra 116. szammal jelolt he-
lyén megadott fragmenssel elegyitunk, majd
az elegyhez hozzdadunk a 7. dbra 112. he-
lyén megadott 0,5-1 pikomdl, 46 bézisparbél
allé fragmenst. A 10 ul térfogatl ligécids
pufferben 2 egység T4 dezoxi-ribonuklein-
sav-ligdzzal végezzik a ligacids reakcidt, 16
éréan at, 4 C° hodmérsékleten. Az eleggyel E.
coli JA221 sejteket transzformalunk, és a
plazmidokat az ampicillin-rezisztens telepek-
b&l izoldljuk. A plazmidokat megvizsgdljuk a
494 béazisparbdl &llo Pvull és a 88 bazispar-
bol allé Xbal, Pvull fragmens jelenlétére., A
36 analizalt telep koézil 18 rendelkezik ezek-
kel a fragmensekkel. Kél plazmidot szekvena-
lunk az Xbal helytdl a Pvull helyig, és ra-
dioimmun-méréssel teszteljik marha néveke-
dést hormonra. Az egyik a radioimmun-mérés
soran pozitiv eredményt adott, és a megfeleld
szekvencidval rendelkezik. Ezt a plazmidot a
7. abra 117. helyén adjuk meg, és pNM797
jellel jeldljiik. Standard radioimmun-meéréssel
mérjuk a kvatitativ kifejezddést, és ugy ta-
laljuk, hogy sejtenként legalabb 105 molekula
marha névekedési hormon van jelen.

A 8. ébra 117. helyén megadott pNMT797
plazmid egy aminosav kodon cseréjét igényli
a marha ndévekedési hormon teljes kodolésa
érdekeben, A cserét ugy végezzlik, hogy
pNM797 fragmens Pvull-t6] a BamHI helyig
terjeds, 28 bézisparbol &ll6 fragmensét kiha-
sitjuk, és az alébbi, és a 8. abra 118, helyén
megadott szintetikus kétszadld fragmenssel
helyettesitjik (a felsdé szdlon 13, az alsd szé-
lon 17 bézispart tartalmaz):

5" CTGTGCCTTCTAG 3’
3" GACACGGAAGATCCTAG 5'.

10 ug pNM797 dezoxi-ribonukleinsavat 1
egység Pvull enzimmel kezelink, 200 ul
Pvull pufferban, 5 percen &t, 37 C° hémér-
sékleten. Az enzim inaktivdlasara az elegyet
10 percen &t 65 C° hdémérsékleten tartjuk. A
mintakat BamHI pufferral 300 ul-re higitjuk,
és 10 egység BamHI enzimmel 1 Jrdn &t
37 Co hémérsékleten teljesen emésztjik. Ezu-
tan 5 egység alkalikus foszfatézt adagolunk,
és 1 oran &t 65 C° hOmérsékleten folytatjuk
az inkubadlést. A dezoxi-ribonukleinsav-frag-
menseket 1% agardzt tartalmazd gélen kiald-
nitjuk el, és tisztitjuk az egyetlen vagést
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szenvedett, a 8. &dbra 119. helyén megadott
dezoxi-ribonukleinsav-fragmenst. 0.2 ug
fragmenst 5 pikomdl szintetikus fragmenssel
ligdlunk 2 egység T4 ligdz jelenlétében, 20 ul
ligdz-pufferban, 1 éjszakén é&t, 4 C° hdmér-
sékleten. Transzformécidt és az elézdekben
ismertetett Birnboim plazmid izolalasat kove-
tben tobb olyan plazmidot szelektalunk,
amely tartalmazza a megfeleld nagyséagu
Pvull fragmenst (494 bézispar), és Xbal,
BamHI fragmenst (604 bézispar). Legalabb
két termék szekvencidjat a BamHI helytdl az
egyetlen Smal helyig meghatéarozzuk, ¢és
egyet kivéalasztunk, amelynek megfelelé a
szekvencidja. Ezt a 8. dbra 120, szammal jel-
zett helyén mutatjuk be.

3. példa

Az 1. példéban megadottak szerint eldal-
litott plazmid variacidja.

A pNM645 (9. ébra 111.) plazmid tetra-
ciklin-rezisztenciat biztositd variaciojat allit-
juk el5 oly modédon, hogy a BamHI és Sall
restrikcids helyek Lkozott léevé lpp 3'-szek-
vencidt a pBR322 (9. &bra 102.) plazmidbol
szérmazoé dezoxi-ribonukleinsav-fragmenssel
cseréljok ki. A pBR322 plazmidban a tetra-
ciklin-rezisztencia egy olyan gén altal bizto-
sitott, amelynek promoterét HindIIl enzimmel
(5'-AAGCTT-3’) hasithatjuk. A gén kodold
szakasza ennek kozelében kezdddik, és a
plazmid BamHI és Sall restrikcios helyéig
tart. A tetraciklin promotert HindIIl emész-
téssel és S1 nukledzos kezeléssel roncsoljuk
oly médon, hogy az egyszalu végeket eltavo-
ltjuk. 5 ug pBR322 dezoxi-ribonukleinsavat
10 egység HindIll enzimmel kezeliink 1 éran
at, 37 C° hdmérsékleten, az aldbbi dsszetéte-
G, 200 ul HindIII pufferban:

60 mmdl natrium-klorid,

20 mmél trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

10 mmoél magnézium-klorid és

8 mmol p-merkapto-etanol, literenként.

A dezoxi~-ribonukleinsavat ezutdn fenol
é8 kloroform elegyével extrahéljuk, etanollal
kicsapjuk és 300 ul S1 pufferban szuszpen-—
daljuk. A puffer Osszetétele a kdvetkezd:

300 mmol natrium-kilorid,

25 mmol natrium-acetét, pH = 4,25,

1 mmdl cink-klorid, literenként.

Az S1 nukleazt 1000 egység/ml koncent-
récidoban adagoljuk, és az elegyet 1 Oran &t
15 C° hdémérseékleten inkubaljuk. A terméket
fenol és kloroform elegyével extrahéljuk, és
az etanollal kicsapott dezoxi-ribonukleinsavat
200 ul aldbbi OsszetételG Sall restrikcios
pufferban oldjuk:

150 mmol néatrium-klorid,

6 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH =
=18,
6 mmol magnézium-klorid,

(=]

mmol p-merkapto-etanol, literenként.
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Az emésztést 5 egység Sall enzimmel
végezzik, 1 oran at, 37 C° hOmérsékleten. Az
elegyet 6% poliakril-amidot tartalmazé gélen
elektroforézissel frakcionéljuk, és izoladljuk a
keletkezett 617 bazisparbol &lld fragmenst. A
fragmens tisztitasat az elézéekben megadot-
tak szerint végezzik. 5 ug pNM645 dezoxi-ri-
bonukleinsavat 5 egység BaMHI enzimmel ke-
zelink, 1 oran &t, 37 C° homérsékleten. A
terméket fenol és kloroform elegyével extra-
haljuk, és etanollal kicsapjuk, majd dezoxi-
ribcnukleinsavat TEN-oldatban oldjuk. 2 upg,
BamHI koheéziv végekkel rendelkezd pNM645
dezoxi-ribonukleinsavat tompa végla dezoxi-
-ritonukleingsavva alakitunk oly médon, hogy
1 egység E. coli dezoxi-ribonukleinsav-poli-
meriz I enzim nagy fragmensével feltoltjuk.
A faltoltést 20 ul aldbbi oOsszetételd dezoxi~
ribcnukleinsav-polimerdz 1 pufferban végez-
zuk: )

70 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,6,

10 mmél magnézium-klorid,

10 mmol B-merkapto-etanol és

0,5-0,5 mmol dATP, dCTP, dGTP és dTTP,

literenként.

A reakcidt 1 oréan at végezzuk 15 C°
hémérsékleten. Az enzimet 10 percen &t
65 C° hémérsékleten denaturaljuk, és dezoxi-
ribonukleinsavat Sall puffer és 3 egység
Sal’ restrikcidés enzim adagoldsdval hasitjuk.
Az emésztést 1 Orédn &t végezzik 37 C° ho-
mérsékleten. A dezoxi-ribonukleinsavat 1%
agardzt tartalmazd gélen frakcionaljuk, és a
nagy plazmid fragmenst fagyasztdst kovetden
eluiljuk a gelrdl. Az etidium-bromidot és az
agardz fragmenseket fenol és kloroform ele-
gyével extrahalva eltdvolitjuk és etanolos ki-
csapast végzink., A plazmidot 20 ul TEN-ol-
datban oldjuk. 0,2 ug (0,05 pikomodl) plazmid
vektort 0,2 nug (0,05 pikomodl) 617 bézisparbodl

ali¢  fragmenshez ligdlunk, az elézbekben
megadott koériulmények kozott. Az eleggyel E.
coli JA221 telepeket transzforméalunk, és

100 ug/ml ampicillint és 15 ug/ml tetraciklint
tartalmazé agar-lemezeken szelektdlunk. Izo-
laljuk a 9. &bra 121 helyén megadott pNMT736
jellel jelzett plazmidokat, ezek a restrikcids
enzim analizis szerint az adott szekvenciat
tartalmazzak. A metionil-humén mnovekedési
hormon kifejezése a pNM645 plazmidnal ta-
l&lttal azonos.

4. példa

A Met-Phe-Pro-Leu-Asp-Asp-Asp-Asp-
-Lys-humén noévekedési hormont kifejezd
plazmid elballitisa és felhasznélasa szubszt-
réatként szelektiv enterokinaz (3. 4. 21. 9)
hasitasra éretlt human ndvekedési hormon
eldallitaséara.

Foszfo-triészter-moédszerrel  szintetiza-
lunk egy kétszald, a 10, abra 122. szammal
jelzett helyén megadott dezoxi-ribonuklein-
sav-fragmenst, és hozzékapcsoljuk egy olyan
lp: promoter régidhoz, amely megeldzi a

15
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start kodonnal kezdddd human ndvekedési
hormont kédoldé szakaszt, és amiutdn egy, az
enterokindz altal felismert és hasitott szek-
vencidt meghatArozé rdvid peptidet leird ko-
dolé szakasz kovetkezik. A felsd szal 90
nukleotidbdl 4ll, ez az 5'-végén Xbal hasi-
tast kovetden kapott 4 nukleotidbdl &ll6 egy-
s8zall részt hordoz. Az alsd szél olyan 86
nukleotidbdl 4ll, amely komplementer a fels6
szal utolsé 86 nukleotidjaval. A szintetikus
dezoxi-ribonukleinsav-fragmens elsd részét

Xbal
5’
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.10

30

az lpp gén természetes szekvencidja kdveti,
a riboszéoma kotShely Xbal restrikcids helyé-
tdl a 19 bézisparbdl all6 transzlécids inicidci-
68 metionin kodonig, majd ezutdn kévetkezik
az enterokindz hasitdsi helynek megfeleld
szekvencia, és a humén ndvekedési hormon
elsé 47 nukleotidja az eldzbekben megadott
egyetlen FnuDII helyig.
A 10, dbra 122 helyén megadott két-

szalu dezoxiribonukleinsav-fragmens az aléb-
bi szerkezet(:

CTAGAGGGTATTAATAATGTTCCCATTGGATGATGATGATAAGTTCCCAA-

TCCCATAATTATTACAAGGGTAACCTACTACTACTATTCAAGGGTT-

FnuDII

CCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCG 3’
GGTAAGGGAATAGGTCCGAAAAACTGTTGCGATACGAGGC 5’

A fragmenst az ismert foszfo-triészter-
-modszerrel Allitjuk els, az alabbi szegmen-
sekbdl:

1) CTAGAGGGTAT

2) TAATAATGTTCC

3) CATTGGATGAT

4) GATGATAAGTTCC

5) CAACCATTCCC

6) TTATCCAGGC

7y TTTTTGACAACG

8) CTATGCTCCG

9) CATTATTAATACCCT

10) ATGGGAA

11) CTTATCATCATCCA

12) GGTTGGGAA

13) GGATAAGGGAAT

14) GTCAAAAAGCCT

15) CGGAGCATAGCGTT.
A fenti szegmenseket hasznalva T4 li-

gézzal sorrendben elvégezzik az aldbbi ko-
to-reakciokat:

a) Az 1. 5'-nem-foszforilezett szegmenst
hozzékapcsoljuk az 5’-foszforilezett 2.
szegmenshez 5'-foszforilezett 9. szeg-
mens jelenlétében T4 ligazzal,
megkapjuk az 1. dezoxi-ribonukleinsav-
duplexet (Brown és munkatarsai, Me-
thods in Enzymology, 68, 109-151, 1979).
A duplexet preparativ gélelektroforézis-
sel izolaljuk 15%-os poliakril-amidon.

Az 5'-foszforilezett 3. szegmenst 5'-
-foszforilezett 11. szegmens jelenlétében
T4 ligazzal hozzdkapcsoljuk az 5'-fosz-
forilezett 4. szegmenshez, amikor meg-
kapjuk a 2. dezoxi-ribonukleinsav-dup-
lexet, amit 15%-os poliakril~amidot tar-
talmazd gélen elektroforézissel tiszti-
tunk.

Az 5'-foszforilezett 5. szegmenst 5’-
-foszforilezett 12. és 13. szegmensek je-
lenlétében T4 ligdzzal hozzakapcsoljuk
az 5'-foszforilezett 5. szegmenshez,
amikor megkapjuk a 3. dezoxi-ribonuk-
leinsav-duplexet, amit 15%-os poliakril-

b)

c)
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-amidot tartalmazo gélen elektroforézis-

sel tisztitunk.

Az 5'-foszforilezett 7. szegmenst 5'-

-foszforilezett 14. és 5'-nem-foszforile-

zett 15. szegmens jelenlétében hozza-

kapcsoljuk az 5'-foszforilezett 8. szeg-
menshez T4 ligdzzal, amikor megkapjuk

a 4. dezoxi-ribonukleinsav-duplexet,

amit 15% poliakril-amidot tartalmazé gé-

len elektroforézissel tisztitunk.

Ezutan a 2., 3. és 4. dezoxi-ribonuklein-

sav-duplexeket T4 ligdzzal 5. dezoxi-ri-

bonukleinsav-duplexszé kapcsoljuk 6sz-
sze, a terméket 15% poliakril-amidot tar-
talmazd gélen elektroforézissel tisztit-

Juk.

f) Az 1. dezoxi-ribonukleinsav-duplexhez
T4 ligaz jelenlétében hozzékapcsoljuk az
5'-foszforilezett 10. szegmenst, és az 5.
dezoxi-ribonukleinsav-duplexet, a kapott
és a 10. abra 110. helyén bemutatott
dezoxi-ribonukleinsav-duplexet ezutén
10% poliakril-amidot tartalmazé gélen
elektroforézissel tisztitjuk. Ezt a dezo-
xi-ribonukleinsav-duplexet T4 polinukle-
otid-kindz és (gamma-p32)ATP jelenlété-
ben ismert modszerrel enzimatikusan
foszforilezzuk. ’

A kifejezdd6 plazmid eldallitésédra enzi-
matikusan dsszekapcesoljuk 0,1 pikomél
(0,4 ug) plazmid vektort (5. é&bra 107.), 0,025
pikomdl szintetikus dezoxi-ribonukleinsav-
-fragmenst (5. &4bra 110.) és 0,3 pikomdl
(0,08 ug) 538 bazisparbdl alld fragmenst (10.
dbra 109., lésd az el6zdekben). A reakciét
24 pg ligéciés pufferban végezzak 1.5 egy-
ség T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligdzzal. 16
Orédn 4t 4 C° hémérsékleten inkubéljuk a re-
akcidelegyet, majd az elézbéekben megadottak
szerint eljdrva E. coli JA221 sejteket transz-
formalunk. A transzformalt telepeket
100 pug/ml ampicillint tartalmazé agar-lemeze-
ken szelektaljuk. 19 telepbél izoldljuk Birn-
boim modszerével (lasd elobb) a plazmidokat.
Xbal és BamHI restrikciés enzimekkel vald

d)

e)

, emésztést és akrilamid gélelektroforézist ko-
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vetden Ugy taldltuk, hogy 12 plazmid tartal-
mazza a vart 628 bézisparbdl &ll6 fragmenst.

A pozitiv plazmidok kézil nyolcat Xbal
és ezutdn Pvull enzimmel kezelink, hét egy
109 bézisparbdl &ll6 fragmenst adott. Az
egyik plazmid szekvencidjat Maxam és Gilbert
médszerével megéllapitottuk [Proc. Natl, Sci.,
UsA, 74, 506-564 (1977)], és azt pontosnak
taldltuk. A plazmidot pNM702 jellel jeloljuk,
és a 10. dbra 123 helyéen ismertetjuk. A hu-
mén ndvekedési hormon kifejezését standard
radioimmun-méréssel hatarozzuk meg [Two-
mey és munkatérsai, Clin. Chem., 20, 389-391
(1974)1.

A kvantitativ kifejezbédés-vizsgalat sze-
rint sejtenként legaldbb 2 millid molekula ke-
letkezik.

500 g E. coli sejtbdl részelegesen tisz-
titjuk a Met-phe-pro-leu-(asp)s+-lys—human
ndvekedési hormont, oly mddon, hogy 8 mdlos
karbamiddal és 1% Triton X100-zal extraha-
lunk., A sejttérmeléket centrifugélassal elta-
volitjuk, és az oldédé human novekedesi
hormont tartalmazo feluluszot Whatman DES2
oszlopon frakcion&ljuk. A radioimmun-mérés-
sel meghatédrozott aktivitdst tartalmazé frak-
ciokat dsszegyujtjuk és izoelektromos kicsa-
past végzunk. A terméket Whatman SE53 osz-
lopon tovébb tisztitjuk. A frakciok kozul a
terméket tartalmazokat radioimmun-méréssel
kivalasztjuk, és a terméket izoelektromos ki~
csapéssal vagy ultraszlréssel toményitjuk.

A részlegesen tisztitott terméket entero-
kinédz enzimmel hasitjuk. A Miles Laboratories
nyers sertés enterokinadzat Anderson és
munkatéarsai modszerével [Biochemistry, 16,
3354-3360 (1977)] tovabb tisztitjuk. Az ente-
rokindzt a szubsztrattal egyutt inkubéljuk,
és idokozonként mintakat veszink, amelyeket
izoelektromos fokuszald gélen vizsgédlunk. A
kiindulési anyag izoelektromos pontja 4,3, ez
az idével véltozik, végil eléri a humdn nove-
kedési hormon 4,91 izoelektromos pontjat.

5. példa
A Met-Phe~-Pro-Leu-Asp-Asp-Asp-Asp-
~Lys-marha névekedési hormont kifejezd

plazmid el6allitdsa E. coli lipoprotein promo-
ter felhasznélasaval

A 11, ébra 123. helyén bemutatott
pNM702 plazmid a human névekedési hormont
kifejezd plazmid. Kiindulasi anyagként ezt
hasznéljuk fel a Met-Phe-Pro-Leu-Asp-Asp-
~Asp-Asp~Lys-marha noévekedési hormont ki-
fejezd plazmid elbéllitaséra. A Miller és mun-
katarsai Altal leirt [J. Biol. Chem., 255,
7521-7524 (1980)) és a 11. &bra 124. helyén
bemutatott pBP348 plazmidot hasznaljuk fel a
marha ndvekedési hormon gén egy részét
meghatdrozd szekvencidt hordozo két dezoxi-
ribonukleinsav-fragmenst forrasként. A plaz-
mid a pBR322 Pstl (5'-CTGCAG-3') restrikci-
48 helyébe épitve tartalmazza a 831 bazis-
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pérbol &ll6 és a marha. novekedési hormont
meghatérozé szekvenciat. Miller és munkatdr-
sai modszere helyett elédllithatjuk a marha
névekedési hormon szekvencidjat a marha
agyalapi mirigyb6l ismert mdédon izolalt
mRNS-bdl is [Goodman és munkatdrsai, Met-
hods in Enzymology, 68, 75-90 (1979)].

Ahogy az elézbéekben mar emlitettik, a
humédn ndvekedési hormon és marha nédveke-
dési hormon koédold szekvencidja igen hason-
16, és sok homolégiadt mutat.

A Pvull (5-CAGCTG-3') restrikcids en-
zimmel kapot fragmensek felhasznalhatdk a
‘marha névekedési hormont kifejezd plazmid
eldallitésara.

Molekuldnként 3 Pvull helyet tartalmazo
PNM702 (11. abra 123.) dezoxi-ribonukleinsav
1C ug-nyi mennyiségét egy egység Pvull en-
zimmel hasitunk, 200 ul aldbbi &sszetételd
Pvull restrikcios pufferban, 10 percen at,
37 C° hémérsélkleten:

60 mmdl natrium-klorid,

6 mmodl trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,5,
6 mmol magnézium-klorid, és
6 mmd! s-merkapto-etanol, literenként.

A reakcio leallitasara az elegyet 10 per-
cen at 65 C° hémérsékleten tartjuk, és a de-
zoxi-ribonukleinsavat alkalikus foszfatdzzal
kezeljik. A részleges emésztés sordn a Pvull
jelenlévo helyeinek fele-kétharmada hasad. A
fragmenseket 1% agardzt tartalmazo gélen
szeparaljuk, és a 11. abra 125. szadmmal jel-
zett helyén megadott dezoxi-ribonukleinsav-
-fragmenst (valamivel gyorsabban mozdul el,
mint az egy hasitast szenvedett plazmid) ki-
hasitjuk a gélbdl. Ez a fragmens 497 bazis-
pérbol &ll6 Pvull fragmenst nem tartalmazd
linearis plazmidnak felel meg. A tisztitott
terméket vektorként hasznédljuk a 11, Aabra
126. helyén megadott kéztes plazmid eldéllité-
séra.

A pBP348 plazmidbol eléallitunk egy 494
bézisparbol &ll6 Pvull fragmenst. 10 ug plaz-
midot 200 ul Pvull pufferban emésztunk 10
egység Pvull enzimmel, 1 orén &t, 37 C° hé-
mérsékleten. A fragmenseket 6% poliakril-
-amidot tartalmazé gélen szeparéljuk, és a
494 béazisparbol allo fragmenst (11, 4bra 124.)
megfigyeljuk, és az elozéekben megadottak
szerint tisztitjuk.

Ezutan eldéllitjuk a 11. &dbra 126. helyén
megadott koztes plazmidot oly mddon, hogy
0,2 ug vektort és 0,05 ug, 494 bazisparbol
allé fragmenst Osszekapcsolunk 20 ug T4 de-
zoxi-ribonukleinsav-ligaz pufferban, amelyhez
2 egység T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligazt
adunk. A reakciét 16 6rédn &t végezzitk 4 Co
hémérsekleten. Transzforméaciot és a transz-
formansok ampicillin rezisztencidra vald sze-
lektalasat kovetben plazmidokat izoldlunk az
elozéekben megadott Birnboim-modszerrel, és
megvizsgaljuk a 494 bazisparbdl 4116 Pwvull
fragmens jelenlétét. A fragmens megfeleld
orientaciojat Xbal és Smal enzimekkel vald
egymast kovetd emésztéssel bizonyitjuk, A
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marha névekedési hormon szekvenciébdl ere-
d8 494 Dbézisparbél 4lld Pvull fragmens
egyetlen asszimetrikus Smal restrikcids he-
lyet tartalmaz. A kiindulasi pNM702 szulé-
plazmid Smal helyet nem tartalmaz., A 494 ba-
zisparbdl allé Pvull fragmenst és 440 bazis-
pérbol 4llé Xbal, Smal fragmenst tartalmazoé
plazmidot koztes plazmidként izolaljuk, és
felhasznéljuk a tovabbi kisérletekben.

A 12, dbra 126. helyén megadott koztes
plazmidot &talakitjuk a fuzionélt marha noéve-
kedési hormont kifejez6dd plazmidda. Kéet mo-
don végezzik a kisérletet:

1) Az enterokindz szubsztrat-human nbdve-
kedési hormon elsé 30 aminosavat meghatéro-
26 kodold szekvenciat eltdvolitjuk, és helyet-
tesitjuk az enterokindz szubsztrat-marha no-
vekedési hormon elsd 31 aminosavat meghata-
rozo szekvenciaval, és

2) A stop kodonig terjedd kodold szekven-—
cidban lévé mésodik Pvull hely egy rovid
szekvencidjat (ez humén névekedési hormon
szekvencia) egy szintetikus fragmenssel he-
lyettesitjiik, annak érdekében, hogy helyre-
allitsuk a marha ndévekedési hormon 190. ami-
nosavénak, az alaninnak a kodonjat.

10 ug 12. ébra 126. helyén megadott
koztes plazmid dezoxi-ribonukleinsavat 1
egység Pvull enzimmel hasitunk 200 ul Pvull
pufferban. A reakciét 5 percen &t végezzik,
37 C° hdémérsékleten. A reakcid leéllitdsara az
elegyet 10 percen &t 65 C° hdémérsékleten

Xbal
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tartjuk. A fragmensek keverékét tartalmazé
elegyet 1% agarozt tartalmazd gélen szeparal-
Jjuk, és a molekulanként csak egy Pvull ha-
sitasi helyet tartalmazé linedris plazmidot
izolaljuk és tisztitjuk., A 3 ug terméket 5
egység Xbal enzimmel teljesen emésztjiok és
alkalikus foszfatazzal kezeljuk. A fragmense-
ket 1% agardzt tartalmazé gélen frakcionél-
juk, és a legnagyobb fragmenst (ez nem tar-
talmazza az Xbal és az elsé Pvull hely ko-
zott a humén és marha névekedési hormon
szekvencidban 1évé 109 bézisparbdl Alld
részt) izolaljuk, és felhasznédljuk kldénozd
vektorként (12. &bra, 127.).

A marha novekedési hormon elsdé 23 ami-
nosavat meghatarozo, 69 bazisparbdl Alld de-
zoxi-ribonukleinsav-szekvencia az elsd Pwvull
helyig két Hpall restrikcios enzimmel hasit-
hatd helyet (5'-CCGG-3') tartalmaz. Az elsd
hely 23 bazisparnyi tavolségra van a kodold
szekvencia elsd nukleotidjatol. Foszfo-triész-
ter-modszerrel 63 béazisparbdl allé fragmenst
szintetizalunk (12. abra, 128.). Ez a fragmens
megfelel az lpp riboszéma kotdhelyében 1évé
Xbal hely ATG inicidciés kodonig terjedd, 19
bazispérbol é&ll6 szekvencidnak, amit a Phe-
-Pro-Leu-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys 24 bézispar-
bol &llo kédolo szekvencia és 20 olyan nukle-
olid kovet, amely a marha névekedési hormon
szekvencidjaval azonos a Phe helytdl az elsd
Hpall helyig terjedden.

A fragmens az alabbi szerkezet(:

5’-CTAGAGGGTATTAATAATGTTCCCATTGGATGATGATGATAAG-

3-

TTCCCAGCCATGTCCTTGTC

AAGGGTCGGTACAGGAACAGGC

A 63 bézispérbdl &ll6 fragmens elballita-
sadra az alabbi szegmenseket &llitjuk eld:

1) CTAGAGGGTAT

2) TAATAATGTTCC

3) CATTGGATGAT

4) GATGATAAGTTCC

5) CAGCCATGTCCTTGTC

6) ATGGGAACATTATTAATACCCT
(8 TTATCATCATCATCCA

8) ATGGCTGGGAAC

9) CGGACAAGGAC.

A fenti szegmenseket felhasznélva T4 li-

ghzzal katalizdlt reakcidkat végzunk, az
alabbi sorrendben:
a) Az 1. 5'-nem-foszforilezett szegmenst
5'-foszforilezett 6. szegmens jelenlétében
hozzékapcsoljuk az 5'-foszforilezett 2. szeg-
menssel T4 ligdz katalizédlta reakcioban, ami-
utédn megkapjuk az 1. duplexet. Ezt 15% poli-
akril-amidot tartalmazé gélen elektroforézis-
sel tisztitunk.
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TCCCATAATTATTACAAGGGTAACCTACTACTACTATTC-

Hpall
3!
5!

b) A 3., 4. és 5. 5-foszforilezett szegmen-
seket 5'-foszforilezett 7. és 8., tovabba 5'-
nem-foszforilezett 9. szegmens jelenlétében
T4 ligézzal kapcsoljuk, amiutén megkapjuk a
2. dezoxi-ribonukleinsav-duplexeket. Ezt 15%
poliakril-amidot tartalmazé gélen elektroforé-
zissel tisztitjuk.

c) Az 1. es 2. uuplexeket T4 ligdzzal b8z~
szekapcsoljuk, amiutan megkapjuk a 12. dbra
128. dezoxi-ribonukleinsav-duplexét, ezt 15%
poliakril-amidot tartalmazé gélen elektroforé-
zissel tisztitjuk. A dezoxi-ribonukleinsav-
duplexet T4 polinukleotid-kindzzal és (gam-
ma-p32)ATP-vel ismert moédon enzimatikusan
foszforilezzik.

A fentiekben megadott Hpall helytdl a
Pvull helyig terjedd, 46 baziparbdl &llé6 de-
zoxi-ribonukleinsav-fragmenst az  eredeti
pBP348 plazmidbdl allitjuk eld. 100 ug plazmi-
dot 400 pl Pvull pufferban 50 egység Pvull
enzimmel kezelunk, 2 déran 4t, 37 C° hémér-
sékleten. Fenolos extrakciét és etanolos ki-
csapast kovetden a dezoxi-ribonukleingavat

17-
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400 wl Pstl (5'-CTGCAG-3')
14 pufferban oldjuk:

50 mmol nétrium-klorid,

6 mmdl trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

6 mmodl magnézium-klorid, é&s

6 mmdl A-merkapto-etanol, literenként.

Az emésztést 50 egység Pstl enzimmel
végezzuk, 2 6rdn at, 37 C° hdémérsékleten. A
dezoxi-ribonukleinsav-fragmenseket 6% poli-
akril-amidot tartalmazé, 30 cm hosszu gélen
frakcionéljuk, és a szikséges, 46 bazisparbdl
&116 szekvencidt tartalmazd, 135 bézisparbdl
allé fragmenst izoldljuk és ismert modon
tisztitjuk. A kapott dezoxi-ribonukleinsav
harmadat (33 ug plazmiddal ekvivalens meny-
nyiség) Hpall restrikciés enzimmel részlege-

alébbi dsszetéte-

s8en emésztjuk. A dezoxi-ribonukleinsavat
100 ul aldbbi Osszetdtell Hpall pufferban
old juk:

20 mmol trisz-hidrogén-klorid, pH = 7,4,

7 mmdl magnézium-klorid, és

6 mmol B-merkapto-etanol, literenként.

A reakciét 1 egység Hpall enzimmel vé-
gezzik, 40 percen é&t, 37 C° hOmérsékleten. A
reakcid ledllitdsdra az elegyet 10 percen &t
65 C° hémérsékleten tartjuk. A dezoxi-ribo-
nukleinsav-fragmenseket 5% akril-amidot tar-
talmazé gélen frakcionaljuk, Egy kulén csi-
kon SaulllA restrikcids enzimmel! emésztett,
1 ug pBR322 dezoxi-ribonukleinsavat futta-
tunk. A fragmensek keveréke tartalmaz egy
46 bdazisparbdl &ll6 fragmenst, ezt marker-
ként hasznéljuk. A 135 béazisparbdl allo frag-
mens Hpall enzimmel vald részleges emészté-
sét kovetéen kapott, 46 bazisparbol &llo
fragmenst (12. abra 124.) ismert médon tisz-
titjuk.

0,2 ug, Xbal és Pvull végekkel rendel-
kezd plazmid vektort (12. ébra 127.) 3,2 pi-
komdl, 66 bazispadrbdl &lié szintetikus frag-
menssel (12, &bra, 128.) és 0,5-1 pikomdl, 46
bézispérbol allé fragmenssel (12. &bra, 124.)
keverunk 10 ul ligacids pufferban. A frag-
mensek kotését 2 egyseg T4 dezoxi-ribonuk-
leinsav-ligdzzal végezzik, 16 orén &t, 4 Co
hémérsékleten. Az eleggyel E. coli JA221 sej-
teket transzformdlunk, és az ampicillin re-
zisztens telepekbd]l plazmidokat izoldlunk. A
plazmidokat megvizsgéljuk a 494 bazisparbdl
&l16 Pvull és a 109 béazisparbdl &lls Xbal,
Pvull fragmens jelenlétére. A 12 vizsgalt te-
lep egyike tartalmazza ezen fragmenseket. A
plazmidot az Xbal helytd] a Pvull helyig
szekvencidljuk, és marha novekedési hormon-
nal szemben radioimmun-méréssel vizsgaljuk.
Ugy taléltuk, hogy pozitivan reagél a radio-
immun-mérés soréan, és adott szekvencidval
rendelkezik. A plazmidot pNM789 jellel jelol-
Juk, és a 12. ébra 129, jellel jelolt részén
adjuk meg. Standard radioimmun-méréssel
megvizsgaljuk a marha novekedési hormon
kvantitativ kifejez6dését, és lgy taldltuk,
hogy sejtenként legaldabb 105 molekula van
Jelen.
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A 13. dbra 129, helyén megadott pNM789
plazmid a marha névekedési hormon teljes
kodoldsara 1 aminosavat meghatdrozé kodon
cseréjét igényli. Ezt Ugy végezziuk el, hogy
a pNM789 28 bazisparbdl é&llé Pvull-BamHI
fregmensét az alabbi szekvencidju, és a 13,
abra 130. helyén bemutatott szerkezetd,
szintetikus keétszald fragmenssel helyettesit-
juk (a fragmens a felsé szélban 13, az alsd
szélban 17 bazispart tartalmaz):

5'~CTGTGCCTTCTAG-3'
3'-GACACGGAAGATCCTAG-5".

10 ug NM789 plazmidot 1 egység Pvull
enzimmel kezelunk, 200 ul Pvull pufferban, 5
percen &t, 37 C° hémérsékleten. Az enzimet
10 percen &t 65 C° hdémérsékleten inaktival-
juk. A mintdt 300 ul-re higitjuk BamHI puf-
fer adagoléséval, és 10 egység BamHI enzim-
me! teljesen emeésztjik. Az emésztést 1 Orén
at végezzik 37 C° hémérsékleten. Ezutdn 5
egsség alkalikus foszfatdzt adunk, és 1 6rén
&t 65 C° hdémérsékleten folytatjuk a z inku-
ba'dst. A dezoxi-ribonukleinsav-fragmenseket
1% agardat tartalmazé gélen szeparéljuk, és a
13. &bra 131. szémmal jelzett helyén megadott
dezoxi-ribonukleinsav-fragmenst tisztitjuk.
Ez a plazmid egy helyen valé hasitdskor ke-
letkezik. 0,2 ug tisztitott terméket 5 pikomél
szintetikus fragmenssel ligdlunk 2 egység T4
ligizzal, 20 ul ligéz-pufferral készult reak-
cidelegyben, 1 éjszakén at, 4 C° hdmérsékle-
ter. Transzformaciot és az elézdekben ismer-
tetett Birnboim plazmid izolaldsat kévetden
tobb olyan plazmidot szelektalunk, amelyek
tartalmazzék a megfeleld Pvull fragmenst
(454 bézispér) és Xbal, BamHI fragmenst (628
bazispar). Ezek kézul legalabb kettdnek a
szekvencidjat meghatarozzuk a BamHI helytél
az egyetlen Smal helyig, majd az adott szek-
vencidval rendelkezd, és a 13, édbra 132. he-
lyén bemutatott egyik plazmidot kivalasztjuk.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljérds humdn vagy bovin névekedési
hormon kifejezésére hasznalhaté rekombinéns
dezoxi-ribonukleinsav klénozé vektor el84lli-
tdsdra, azzal jellemezve, hogy 6sszekapcso-
lunk

a} funkciondlis replikacids origdt tartalma-
z0 dezoxi~ribonukleinsav—szegmenst;
b) egy vagy tbbb dezoxi-ribonukleingav-

~szegmenst, amelyek mindegyike megfe-
leld gazdasejtbe transzformalva az adott
vektort, a transzformdlhatd gazdase jt-
nek szelekcidra alkalmas tulajdonsdgot
biztoslit; és
¢) egy olyan dezoxi-ribonuk]einsav-szeg—
menst, amely tandem elhelyezkedésében
az alabbi szekvencidkat hordozza:
1) egy E. coli lipoprotein kifejezddést
szabalyozd szekvencia promotere,
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18-



37

2) egy E. coli lipoprotein kifejezddést sza-
balyozé szekvencia 5%-nem-transzlatdlt

197349
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TTCCCATTGGATGATGATGATAAG
AAGGGTAACCTACTACTACTATTC.

régidja, és
3) egy transzlacids start kodon, amelyet 6. Az 1. igénypont szerinti eljérds hu-
egy 5 mian ndvekedési hormont kifejezd plazmid

A) humén vagy bovin novekedési hor- eloallitasara, azzal jellemezve, hogy

mont meghatérozd szekvencia, vagy a) @& pNM645 plazmid eldallitésdra a pNM575
B) egy enterokindz hasitdsi helyet meg- plazmid 691 bazisparbdl allé BamHI fragmen-
hatdrozd nukleotid-szekvencia, amely- sének 538 bézisparbdl allé FnuDII fragmen-
hez kozbensd kodonok nélkil egy hu- 10 sét, a pKENO21 plazmid alkalikus foszfatédzzal
mén vagy bovin nodvekedési hormont kezelt BamHI-Xbal fragmensét és a humén
meghatarozo nukleotid-szekvencia névekedési hormont meghatdrozd régidhoz
kapcsolddik, kovet és kivant esetben kapcsolt, az lpp promoter régidt tartalmazd
d) egy E. coli lipoprotein kife jezddést sza- szintetikus kétszald  dezoxiribonukleinsav-
balyozd szekvencia 3'-nem-transzlatélt 15 fragmenst dsszekapcsoljuk, vagy
szakaszanak egészét vagy egy részét, b) a pNM736 plazmid eléallitéséra a pBR322
ahol & nem-transzlatdlt szakasz jobbra 617 béazisparbol &llé HindIII-Sall fragmensét
haladva humén vagy bovin névekedési hozzékapcsoljuk a pNM645 plazmid tompa vé-
hormont leird szekvencidhoz kapcsolé- gl BamHI fragmensébdl Sall emésztéssel ka-
dik, és kivant esetben 20 pott legnagyobb fragmenséhez, vagy
e) egy E. coli lipoprotein kife jezddést sza- ¢) a pNM702 plazmid elllitaséra Ossze-
balyozé szekvencia transzkripcids termi- kapcsoljuk a pNM575 plazmid 691 bézisparboél
néciés régidjanak egészét vagy egy ré- alléd BamHI fragmensébdl FnuDIT emésztéssel

szét, ahol a transzkripcios terminacios kapott, 538 bazisparbdl &llé fragmensét, a

régié jobbra haladva kapcsolédik az 25 pKEN21 plazmid alkalikus foszfatdzzal kezelt

jdegen proteint kodoldé szekvencidhoz, BamHI-Xbal fragmenséi, és tandem elhelyez-
és kivant esetben kedésben az lpp promoter régiot, a start ko-

f) egy E. coli lipoprotein kifejezddést sza- dont, enterokindz &ltal felismerhetd és hasit-
balyozd szekvencia transzkripcids termi- hatd rovid peptidet meghatérozé kodonokat
néciés régidjhnak egészét vagy egy ré- 30 tartalmazo régiot, és human névekedési hor-
szét, ahol a transzkripcids terminécios mont meghatérozé szekvenciat tartalmazé
szakasz jobbra haladva kapcsolddik az szintetikus kétszalt dezoxi-ribonukleinsav-
adott 3'-nem-transzlatilt régiohoz. -fragmenst.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal 7. Az 1, igénypont szerinti eljréds bovin
jellemezve, hogy enterokindzzal hasithaté 35 novekedeési hormont kifejezd plazmid eldalli-
helyként Asp-Asp-Asp-Asp-Lys aminosav- tdsara, azzal jellemezve, hogy
-szekvenciat meghatarozd kodonokat tartal- a) a pKEN797 plazmid eloéllitésara a
mazd szekvencidt alkalmazunk, pNM685 plazmid részleges Pvull emésztésével

3. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal kapott fragmensébd) kapott legnagyobb frag-
jellemezve, hogy enterokinaz hasitési helyet 40 menst, egy 42 bézisparbol &l16 szintetikus
kédolé  dezoxi-ribonukleinsav-szekvenciaként dezoxi-ribonukleinsav-fragmenst, és pBP348
az alébbival azonos szekvenciat alkalmazunk: plazmid 135 bézisparbdl allé Pvull fragmens—

bsl Hpall emésztéssel kapott 46 bézisparbdl
GATGATGATGATAAG allé fragmenst osszekapcsoljuk, vagy
CTACTACTACTATTC. 45 b) a pNM789 plazmid eldallitasara dsszekap-

csoljuk a pBP348 Pvull emésztésébdl kapott

4, A 2. vagy 3. igénypont szerinti eljé- 494 kb-s fragmentumébdl és a pNM702 plaz-
rés, azzal jellemezve, hogy az enterokinaz mid részleges emésztésébol kapott fragmen-
hasitdsi helyként Phe-Pro-Leu~Asp-Asp-Asp- tum ligdldsdval kialakitott intermedier plaz-
-Asp-Lys aminosav szekvenciat kodold szek- 50 mid legnagyobb, alkalikus foszfatédzzal kezelt
venciat alkalmazunk. részleges Pvull-Xbl emésztéssel kapott frag-

5. Az 4. igénypont szerinti eljéras, azzal mensét, egy 63 bazisparbol &llo szintetikus
jellemezve, hogy enterokinaz hasitési hely dezoxiribonukleinsav-fragmenst, és pBP348
dezoxi—ribonukleinsav—szekvenciéj&ként az plazmid Pvull emésztéssel kapott, 135 bazis-
alabbi kodonokat tartalmazd szekvenciét al- 55 parbol 4116 fragmensébdl részleges Hpall
kalmazunk: cmésztéssel nyert, 46 bézisparbol alld frag-

mensét.
13 rajz

S r—a———
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