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KIVONAT

A taldlmany targyat Fusarium oxysporum-bél szér-
maz6, V-penicillin amidohidrolaz (PVA) enzimet k-
dol6é nukleinsavszekvencidk, a Fusarium oxysporum
435 torzsbol szdrmazd O promoter, a teljes PVA-gént
vagy annak egy részét és/vagy az Uj promotert tartal-
mazé expresszids vektorok, az expresszids vektorokat
tartalmazé gazdasejtek és ezek felhasznélasaval PVA-

A leirds terjedelme 46 oldal (ezen beliil 20 lap dbra)

aktivitasi polipeptidek elGéllitasara szolgalé eljaras ké-
pezik.

A PVA-aktivitassal rendelkezd polipeptid el6allita-
sat transzformalt Escherichia coli gazdasejtekben valo-
sitidk meg, a rekombinans gén kifejezGdését elBsegitd
fenoxi-acetdt-prekurzornak a tipoldatba t6rténd adago-
lasdval.
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A taldlmany targyat képezi egy izolalt nukleinsav-
molekula, amely a Fusarium oxysporum 435 t6rzsbél
szdrmazo teljes PVA-t vagy annak egy részét kodolja,
tovabbé a PVA-gén klonozasa, szekvenalasa és kifeje-
zése.

Egy masik vonatkozasban a talalmény targyat a Fu-
sarium oxysporum 435 t6rzsbdl szarmazo6 0j promoter,
a teljes PVA-gént vagy annak egy részét és/vagy az 0j
promotert tartalmaz6 expresszios vektorok és az exp-
resszids vektorokat tartalmazo gazdasejtek is képezik.
Még tovabbi vonatkozasban a taldlmény targyat PVA
- kiiléndsen fenoxi-acetat-prekurzor jelenlétében torté-
nd — elballitasa képezi.

A V-penicillin amidohidrolaz enzimet a V-penicil-
lin (fenoxi-metil-penicillin) 6-amino-penicillansavva
(6-APA-v4) tortén6 enzimes hidrolizisére hasznaljak.
A 6-APA a félszintetikus penicillinek el6allitasaban fel-
hasznalt aktiv B-laktdmmag. Kiilénbéz6 V-penicillin
amidohidrolaz (penicillin V amidohydrolase=PVA) en-
zimeket talaltak gomba-, Streptomyces- (fonalas bakté-
rium) és baktériumforrasokban [Lowe et al., Biotech-
nol. Lett. 8 151-156 (1986)]. A Fusarium oxysporum
torzsbél szarmazé PV A-enzim-aktivitast irak le Lowe
€s munkatdrsai, az enzimet azonban nem izolaltak vagy
tisztitottak.

Az abrak magyardzata

1. dbra: Az érintetlen PVA-enzim hat peptidfrag-
mentumanak aminosavszekvencidi. Az N-terminalis
vég aminosavszekvenciaja az 1. szamu szekvencia; az
A peptid aminosavszekvencidja a 2. szdmu szekvencia;
a Bl peptid aminosavszekvencidja a 3. szdmi szek-
vencia; a B2 peptid aminosavszekvencidja a 4. szami
szekvencia; a C peptid aminosavszekvenciaja az 5. szi-
mu szekvencia; a D peptid aminosavszekvencisja a 6.
szamu szekvencia; az E peptid aminosavszekvenciaja a
7. szamu szekvencia.

2. dbra: Oligonukleotidproba. Négy oligonukleotid-
probabol allo készletet szarmaztattunk a C peptidrél (5.
szamu szekvencia) hét aminosav reverz transzkripci6ja-
val. A hét aminosavbdl 4116 szekvencia a 8. szamu szek-
vencia; a 8. szami szekvencidbdl reverz transzkripcio-
val kapott DNS-szekvencia a 9. szamu szekvencia; a 9.
szam szekvencidval komplementer DNS-szekvencia a
10. szamu szekvencia; az oligonukleotidproba a 11. szé-
mu szekvencia.

3. dbra: Kiilonb6z6 DNS- és peptidfragmentumok.
A PVA N-terminélis aminosavszekvencidja a 12. sza-
miu szekvencia; a 2585 transzlalt aminosavszekvencia a
13. szamu szekvencia; a 2585 DNS-szekvencia a 14.
szamu szekvencia; a 2585—-M DNS-szekvencia a 15.
szam\ szekvencia; a 2585—FL transzlalt aminosavszek-
vencia azonos a 12. szamu szekvenciaval; a kodoloszal
2585-FL DNS-szekvencidja a 16. szamu szekvencia; a
templdtszal 2585—FL DNS-szekvencidja (azaz a kodo-
16szal komplementere) a 17. szam0 szekvencia. Min-
den nukleotidszekvenciat (a 17. szamu szekvencia kivé-
telével) balrol jobbra, az 5°-t8] 3’-irdnyba mutatunk be.

4. dbra: A 2585-FL vazlatos bemutatasa.

S.4bra: A genomidlis PVA-gén klénozasanak véz-
latos bemutatasa.
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6. abra: PVA ¢DNS (18. szdmu szekvencia) és a
megfelelé aminosavszekvencia (19. szamu szekvencia).
Az aldhizott DNS-szekvencia (1348-1368. bazispar,
20. szamu szekvencia) komplementer egy 20 tagli proba-
val (11. szdmu szekvencia). A csillag terminécids ko-
dont jelez.

7. abra: PVA genomialis DNS (21. szamu szekven-
cia) és a megfelelé aminosavszekvencia (22. szamu
szekvencia). Az 1-240. bazisparok alkotjak a pro-
motert (23. szamu szekvencia). Az elsd csillag jelzi a
transzkripcié startjat, és a masodik csillag jelzi a termi-
nécios kodont.

8.dbra: A pWBIIN szerkesztésének vézlatos be-
mutatdsa.

9. dbra: A pSJC62 szerkesztésének vézlatos bemu-
tarasa.

10. dbra: A pBMFXPVAG6 szerkesztésének vazla-
tos bemutatasa.

11. ébra: A pPBMFXPVA7 szerkesztésének vazla-
tos bemutatasa.

12. dbra: A pF020 szerkesztésének vazlatos bemu-
taidsa.

13. abra: A pF020-P szerkesztésének vazlatos be-
mutatasa.

14. dbra: A pBMPVA-P szerkesztésének vazlatos
bemutatasa.

15. abra: A pF020-M szerkesztésének vazlatos be-
mutatdsa.

16. ébra: A pPBMPVA-M szerkesztésének vazlatos
bemutatasa.

17. dbra: A pBMPVA-P/DAAQ2 szerkesztésének
vazlatos bemutatasa.

18. dbra: A pPBMPVA-M/DAAO04 szerkesztésének
vazlatos bemutatasa.

A taldlmény targyat olyan izolalt nukleinsavmo-
lekula képezi, amely tartalmazza a Fusarium oxyspo-
rum-bol szarmazd PVA egészét vagy annak egy ré-
szt kodolo nukleinsavszekvenciat. A nukleinsavmo-
lekula elény6sen DNS-molekula, és a nukleinsavszek-
vencia DNS-szekvencia. Minden DNS-szekvenciat
olvan, forméban mutatunk be, amelyben a balrél jobb-
ra a megszokott 5°-t6] 3’-iranyba haladunk (egyediili
kivétel a 17. szamu szekvencia, ahogyan azt a 3. ab-
ran bemutatjuk). Tovabba elGnyben részesitjiik az
olvan DNS-szekvenciat, amely lényegében a 6. és 7.
dbran bemutatott nukleotidszekvencia (kiilénésen a
18. és 21. szami szekvencia) egészét vagy egy részét
tartalmazza; vagy olyan DNS-szekvenciat, amely
ezen DNS-szekvenciak valamelyikének komplemen-
tere; vagy olyan DNS-szekvenciat, amely ezen DNS-
szckvencidk valamelyikének komplementerével hib-
ridizal. Elényosen a DNS-szekvencia szigort koriil-
menyek kozott hibridizal. A |szigora koriilmények”
nem kevésbé szigort koriilményeket jelent, mint ame-
lyet az ,,Elényben részesitett kiviteli alakok részletes
példai” fejezetben irunk le. A PVA egy részét kodold
nukleotidszekvencia (példaul DNS-szekvencia) eseté-
be1 elényben részesitjitk, hogy a nukleotidszekven-
ciz legalabb korilbelil 20 nukleotid hosszasagh le-
gyen.
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Elényben részesitett DNS-fragmentumok a 11. sza-
mu szekvencidval rendelkez8 proba és a 23. szamu
szekvencidval rendelkezd promoter.

A taldlmany szerinti PVA-molekuldknak nem elen-
gedhetetleniil sziikséges katalitikusan aktivnak lenniiik.
Katalitikusan inaktiv PVA vagy fragmentumai felhasz-
nalhatok példaul a fehérjével szembeni antitestek terme-
lésére.

Szandékaink szerint a talalmany oltalmi korébe tar-
toznak a moédositott szekvencidk is. E bejelentésben a
~modositott” kifejezés, amennyiben nukleotid- vagy po-
lipeptidszekvencidra utal, olyan nukleotid- vagy poli-
peptidszekvenciat jelent, amely kiilonbozik a természet-
ben talalhaté vad tipusi szekvenciatol.

A talalmany szerinti DNS-szekvencidk megkapha-
tok a szakteriileten mindennapos gyakorlatként jél is-
mert kiilonb6z6 modszerek alkalmazasaval. Legalabb
harom lehetséges f6 modszer alkalmazhato:

1) kettds szali DNS-szekvencia izoldldsa a geno-
mialis DNS-b6l vagy olyan komplemeter DNS-b6l
(cDNS), amely tartalmazza a szekvenciat;

2) a DNS-szekvencia kémiai szintézise; és

3) a DNS-szekvencia szintézise polimeraz-lancreak-
cidéval (PCR =polymerase chain reaction).

Az elsé megkozelitésben genomialis vagy
cDNS-konyvtarat screenelhetiink a PVA egészét vagy
egy részét kodolo DNS-szekvencia azonositdsa célja-
bol. Példaul screenelhetjiik a Fusarium oxysporum ge-
nomialis konyvtarat a PVA egészét vagy egy részét ko-
dolé DNS-szekvencia azonositdsa céljabol. A geno-
mialis DNS- vagy cDNS-kényvtarak screenelésére kii-
16nboz6 technikak hasznalhatok.

Példaul olyan jelzett egyszali DNS-prébaszekven-
cidk — amelyek megkettdzik a cél genomialis DNS-ben
vagy ¢cDNS-ben jelen levs, a PVA egészét vagy egy ré-
szét kodol6 szekvenciat — alkalmazhatok a genomialis
DNS vagy cDNS egyszali formavéa denaturalt, kléno-
zott masolatain elvégzett DNS/DNS hibridizacios elja-
rasokban.

Genomidlis DNS- vagy cDNS-konyvtar screenel-
hetd a PVA egészét vagy egy részét kodolo genomialis
DNS-re vagy cDNS-re immunblot technikak felhaszna-
lasaval.

Egy tipikus screenelési eljarasnal, amely alkalmas
vagy immunblot, vagy hibridizacids technikdkhoz, a
genomialis DNS-kényvtarat — amely altaldban egy vek-
torban talalhatd — vagy a cDNS-kdnyvtarat elészor
agarlemezekre szélesztjiik, és utana a klonokat sziir6-
membrénokra vissziik at, példaul nitro-cellul6z-memb-
ranokra. A DNS-prébat ezutan hibridizalhatjuk, vagy
egy antitestet kothetiink a klonokhoz, hogy azonosit-
suk azokat a klonokat, amelyek a PVA egészét vagy
egy részét kodold genomialis DNS-t vagy ¢cDNS-t tar-
talmazzak.

A masodik megkozelitésben a taldlmany szerinti, a
PVA egészét vagy egy részét kodold DNS-szekven-
ciakat kémiailag szintetizalhatjuk. Példaul a PVA-t ko-
dolé DNS-szekvenciat szintetizalhatjuk 100 bazisbol
all6 oligonukleotidok sorozataként, amelyeket sorban
egymads utan ligalhatunk (megfelel8 terminalis restrik-
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cids helyeken vagy komplementer terminalis szekvenci-
akon keresztiil) oly modon, hogy a nukleotid helyes li-
nedris szekvenciajat kapjuk.

A harmadik megkozelitésben a taldlmany szerinti, a
PVA egészét vagy egy részét kddold6 DNS-szekven-
ciikat szintetizalhatjuk PCR alkalmazédsaval. Réviden,
a 2€]-DNS-szekvencia szemben all6 szalaival hibridiza-
16. legalabb 15 bdzis hossziisagh szintetikus DNS-oli-
gonukleotid-parokat (PCR-primereket) hasznalunk a
célszekvencidn levé DNS intervenidlorégidjanak enzi-
mss megsokszorozisdra. A templat hédenaturaciéjanak
isimételt ciklusai, a primerek annealingje (fokozatos le-
hitéssel a DNS-templéthoz kapcsolodésa) és a kapcso-
16dott primerek 3’-végeinek kiterjesztése DNS-polime-
razzal a PCR-primerek 5’-végeivel definialt szegmens
magsokszorozasat eredményezi [White et al., Trends
Genet. 5, 185-189 (1989)].

A taldlmény szerinti DNS-szekvenciak felhasznélha-
tok kiilonb6z6 modokon a taldlméanynak megfelelGen.
A DNS-szekvencia legnyilvanvalobb felhasznilasa
PV A el6allitasa a V-penicillin 6-APA-v4 torténd atalaki-
tasa céljabol. Felhasznalhatok azonban DNS-probak-
ként is, mds cDNS-ek és genomidlis DNS-konyvtarak
screenelésére, mas olyan DNS-szekvenciak hibridizacio-
val torténé kivalogatasara, amelyek a PVA-val rokon fe-
hérjéket kodolnak. Ezenkiviil a talalmany szerinti, a
PVA egészét vagy egy részét kodold DNS-szekvencidk
felhasznalhatok mint DNS-probak méas cDNS-ek és ge-
nomialis DNS-kényvtarak screenelésére, olyan DNS-
szckvencidk hibridizacidval torténd kivalogatasara, ame-
lyck a Fusarium oxysporum-t6l eltéré szervezetekbdl
szirmazd PV A-molekuldkat kodolnak.

A taldlmany szerinti, a PVA egészét vagy egy ré-
szet kodold DNS-szekvencidk modosithatdk is (azaz
muticionak vethetSk ald), kiildnbozd mutacidk elalli-
tdsdra. Az ilyen mutacidk lehetnek degeneriltak, azaz
a rautacios valtozasok megvaltoztatjak a mutaciot szen-
vedett kodon altal kodolt aminosavszekvenciat, vagy
nem degeneréltak, azaz a muticio nem valtoztatja meg
a mutaciot szenvedett kdodon altal kodolt aminosav-
soirendet. Ezek a modositott DNS-szekvencidk elké-
szithet6k — példaul a PVA DNS-szekvencia oly mé-

srer

srir

sat), szubsztituciojat (helyettesitését), inszercidjat (be-
szurdsat), inverziojat (megforditasat) vagy addiciojat
(betoldasat) eredményezi — a szakteriileten ismert kii-
16116626 modszerek felhasznalasaval. Példaul alkalmaz-
hai6k a pontra iranyitott mutagenezis modszerei [Mori-
naga et al., Bio/Technol. 2, 636~639 (1984); Taylor et
al. Nucl. Acids Res. 13, 8749—-8764 (1985) és Kunkel,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 482-492 (1985)]. Ra-
adiisul a pontra irdnyitott mutagenezishez sziikséges
kitzk beszerezhetSk a kereskedelembdl. Példaul pontra
irdnyitott mutagenezis kivitelezésére szolgald kit be-
szerezhetd az Amersham Corp.-t8l (Arlington Heights;
IL:. Ezenkivil szétszakitasos, kivagisos és csonko-
lasos mddszerek [Sayers et al., Nucl. Acids Res. 16,
791-802 (1988)] szintén alkalmazhatdk. Degeneralt és
nem degeneralt mutaciok egyarant el6nydsek lehetnek
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a talalmény szerinti polipeptidek el8allitdsaban vagy
felhasznalasaban. Példaul ezek a mutacidk nagyobb
mennyiségben torténé el6allitast, konnyebb tisztitast
tesznek lehetdvé, vagy tovabbi restrikcidsendonuk-
leaz-felismerd helyeket szolgaltatnak. Minden ilyenfor-
man moédositott DNS- és polipeptidmolekula a talal-
many oltalmi korébe tartozik.

A taladlmény targy tovabba a 7. dbran (23. szamu
szekvencia) bemutatott ij PVA-promoter. A taladlmany
szerinti 0j promoter hasznalhat0 mas hasznos fehérjé-
ket vagy polipeptideket kodold egyéb ismert DNS-szek-
venciaval.

A talalmény targyat képezik tovabbd a PVA egészét
vagy egy részét kodolé DNS-szekvenciat és/vagy a
PVA promotert tartalmazo expresszids vektorok. Az
expresszids vektorok elénydsen olyan DNS-szekven-
cidk egyikének egészét vagy egy részét tartalmazzak,
amelyek lényegében a 6. vagy 7. dbran bemutatott nuk-
leotidszekvencidkkal rendelkeznek. Tovéabba elényben
részesitjiilk az olyan expresszids vektorokat, amelyek
egy vagy tobb szabalyozé DNS-szekvenciét tartalmaz-
nak a PVA egészét vagy egy részét kodolo DNS-szek-
vencidhoz miik6dSképesen hozzakotve. Ebben az dssze-
fiiggésben a ,miikodSképesen hozzakotve” kifejezés
azt jelenti, hogy a szabalyozé DNS-szekvencidk képe-
sek irdnyitani a PVA egészét vagy egy részét kodold
DNS-szekvencia replikaciojat és/vagy expressziojat.

A talalményban hasznosithaté expresszios vektorok
gyakran ,,plazmidok” formajaban vannak jelen, ame-
lyek olyan cirkularis kettés szal(it DNS-hurkokra utal-
nak, amelyek vektor formajukban nem kétddnek a kro-
moszomahoz. A taldlmany azonban az expresszios vek-
torok egyéb olyan formait is fel6leli, amelyek a szakma-
ban ezutan vélnak ismertté.

A taldlményban felhasznéalhato expresszis vektorok
tipikusan tartalmaznak egy replikacids origét, egy pro-
motert (elénydsen a 23. szdmu szekvencidval rendelke-
z8 promotert) a DNS-szekvencia el6tt (azaz upstream)
és ezt koveti egy strukturalis fehérje egészét vagy annak
egy részét — ugymint PVA-t, D-aminosav oxiddzt, mo-
noklonalis antitesteket, inzulint, interferont, ham erede-
tl novekedési faktort, novekedési hormont és hasonlo-
kat — kodolé DNS-szekvencia. A strukturalis fehérje
egészét vagy egy részét kddold DNS-szekvenciat transz-
kripciés terminacios szekvencidk és a maradék vektor
koveti. Az expresszids vektorok tartalmazhatnak egyéb,
a szakmaban ismert DNS-szekvencidkat, példaul stabili-
tasvezetd szekvencidkat, amelyek gondoskodnak az exp-
resszios termék stabilitdsardl, szekrécids vezetdszekven-
ciakat, amelyek el6segitik az az expresszios termék kiva-
lasztodasat, szekvencidkat, amelyek lehet6vé teszik a
struktirgén modulélt kifejez6dését (példaul tipanyagok
vagy mas prekurzorok jelenlétével vagy hianyaval a sza-
porité tapoldatban), markerszekvencidkat, amelyek ké-
pesek fenotipusos szelekciot biztositani a transzformalt
gazdasejtekben, stabilitaselemeket, igymint centromé-
rakat, amelyek a plazmidnak mitotikus stabilitast nyujta-
nak, és olyan szekvencidkat, amelyek a restrikciés endo-
nukledzok hasitasihoz nyujtanak helyeket. Az éppen
hasznalt expresszids vektor tulajdonsigainak &ssze-
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egyeztethetnek kell lennie az alkalmazandé gazdasejt-
tel. Példaul ha egy gombasejtrendszerbe klonozunk, az
expresszios vektornak tartalmaznia kell gombasejtek ge-
nomjabol izolalt promotereket (példaul a t#pC promotert
az. Aspergillus nidulans-bdl és a PVA-promotert a
Fusarium oxysporum-bol). Bizonyos expresszids vekto-
rok tartalmazhatnak gombabél szdrmazé, autondém mo-
don replikalodo6 szekvenciat (ARS-t; példaul Fusarium
oxysporum-bol és Saccharomyces cerevisiae-bdl szarma-
z¢ ARS-t), amely eldsegiti az 6nalloan replikalodo plaz-
midok in vivo termeldését gomba-gazdaszervezetek-
ben. Elényben részesitjiik, ha a talalméany szerinti gom-
bz-expressziosvektorok nem rendelkeznek a gomba
ARS-szekvencidval, és igy beépiilnek a gazdasejt kro-
moszémajiba a plazmid gazdasejtbe torténd belépésé-
vel. Az ilyen beépiilést elGnyben részesitjiik a fokozott
genetikai stabilitds miatt. A taldlmany szandékai szerint
egy expresszids vektor képes legaldbb az Escherichia
coli-ban torténd replikdlodas és gombasejtekbe torténd
beépiilés, és elényosen a taldlmany szerinti PVA DNS-
szzkvencidk kifejez8désének iranyitasara. E. coli kiilon-
bz gazdasejtek szamdra az alkalmas replikacios ori-
g¢k magukban foglaljak példéul a ColEI plazmid repli-
kécios origot. A megfeleld promoterek felélelik példaul
a trpC promotert az Aspergillus nidulans-bol, a
PVA-promotert a F. oxysporum-bdl és a neo-r gén pro-
moterét az E. coli-bol. A megfeleld terminécids szekven-
ciak koz€ tartoznak példaul a rpC vég az Aspergillus
nidulans-bol, a PVA-vég a F. oxysporum-bdl és a neo-r
gen vége az E. coli-bol. Szintén el6nyben részesitjiik, ha
az expresszios vektor szelekcidsmarker-szekvenciat tar-
talmaz. A szelekcids marker elénydsen antibiotikumre-
zisztencia. Szelekciés markerként phleomicinreziszten-
cia (gombasejtek szamaéra), ampicillin- és neomicinre-
zisztencia (baktériumsejtek szamara) kényelmesen alkal-
mazhatd. Ezen anyagok mindegyike ismert a szakma-
ban, és kereskedelmileg hozzaférhets.

Kiilénésen elényben részesitjiikk az — aldbbiakban itt
leirt és a 10. abran bemutatott — PVA-t kédolo DNS-
szckvenciat tartalmazé pBMFXPVAG jeldlési expresz-
szi0s vektort, vagy a pBMFXPVAG6-ot azonositd tulaj-
donsagokkal rendelkez3 expresszids vektorokat. Szintén
elinyben részesitjilk az — alabbiakban itt leirt és a
8.,9., 11, 14. és 16. dbrdkon kiilon-kiilon bemutatott —
pWBI9N, pSIC62, pBMFXPVA7, pBMPVA-P és
pBMPVA-M jeli expresszios vektorokat, vagy a
pWBI9N-t, pSIC62-t, PBMFXPVA7-et, pPBMPVA—P-t
és pBMPVA-M-et azonosité tulajdonsagokkal rendel-
ke8 expresszids vektorokat.

A pBMFXPVA7, pBMPVA-P és pBMPVA-M
expresszids vektorokat kiilon-kiilon gazdasejtként tar-
talmazé Escherichia coli DH5a. térzset 1994. decem-
ber 14-én helyeztiik letétbe az American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland és a Budapesti Szer-
z6dés rendelkezéseinek megfeleléen az ATCC 69721,
69722 és 69720 nyilvantartasi szamok alatt.

A kivéant kodolo- és kontrollszekvencidkat tartalma-
26 megfelelé expresszids vektorokat Gsszeallithatjuk a
szekmaban ismert standard rekombindns DNS-techni-
kak felhaszndlasival, amelyekbdl szamosat leirnak
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Sambrook és munkatarsai [Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2nd Ed. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)].

A talalmény targyat képezik ezenkiviil olyan exp-
resszios vektort tartalmazé gazdasejtek, amelyek a PVA
egészét vagy egy részét kodold DNS-szekvenciat
és/vagy a 23. szamu szekvencidval rendelkez8 promo-
tert foglaljak magukban. A gazdasejtek elénydsen olyan
expresszios vektort tartalmaznak, amely magaban foglal-
ja a lényegében a 6. és 7. abran bemutatott nukleotid-
szekvencidval rendelkezd DNS-szekvencidk valamelyik-
ének egészét vagy egy részét. Tovabba el6nyben részesi-
tink olyan gazdasejteket, amelyekben az expresszids
vektor a replikdcio és/vagy a kifejez8dés irdnyitasara ké-
pes egy vagy tobb szabalyozdé DNS-szekvenciat a PVA
egészét vagy egy részét kodolé DNS-szekvencidhoz mi-
kodoképesen kapesolva tartalmazza. Ezenkiviil beletar-
toznak olyan gazdasejtek, amelyekben az expresszios
vektor oly modon médositott (példaul szétszakitott, kiva-
gott vagy csonkolt) DNS-szekvenciat foglal magéaban,
amely katalitikusan nem aktiv PVA-molekulat kédol.
A megfelel6 gazdasejtekbe egyardnt beleértiink euka-
riota- és prokariota-gazdasejteket, példaul Escherichia
coli sejteket. Alkalmas eukaridta-gazdasejtek kozé tar-
toznak példaul a Cephalosporium acremonium, Fusa-
rium oxysporum €s Penicillium chrysogenum sejtek.

Kiilondsen elényben részesitjiik a Fusarium oxys-
porum torzseket mint gazdasejteket.

Expresszids vektorok bevihetSk a gazdasejtekbe a
szakmaéban ismert kiilonbzé modszerekkel. Példaul a
gazdasejt transzfekcidja expresszios vektorokkal elvé-
gezhetd polietilénglikol kozvetitette protoplaszttransz-
formécios modszerrel. Az expresszios vektorok gazda-
sejtekbe torténd bevitelére azonban méas mddszerek is
alkalmazhatok, példaul elektroporacio, biolisztikus in-
jekciod vagy protoplasztfizio. ’

Mihelyt bevezettiik az expresszios vektort a megfe-
lel6 gazdasejtbe, a gazdasejtet tenyészthetjiik olyan ké-
riilmények kozott, amelyek lehet6vé teszik a kivant
polipeptid — el6nyben részesitett esetben a PVA egé-
szét vagy egy részét tartalmazd polipeptidmolekula —
nagy mennyiségeinek kifejezédését.

Gazdasejtek, amelyek a PVA egészét vagy egy ré-
szét kodoldo DNS-szekvencidt tartalmazd expresszids
vektort foglalnak magukban, azonosithatok a kdvetkezd
hat altaldnos megkozelités egyikével vagy tobbjével: a)
DNS-DNS hibridizaciéval; b) markergénfunkciok jelen-
létével vagy hidnyaval; c) a PVA mRNS-transzkriptu-
mok keletkezésének mérése 4ltal a transzkripcio szintjé-
nek megbecsiilésével a gazdasejtben; d) a géntermék im-
munologiai kimutatasdval; e) kolorimetrias kimutatas-
sal; és f) enzimmeghatarozassal; az enzimes analizis az
azonositas elényben részesitett modszere.

Az elsé megkozelitésben a PVA egészét vagy egy
részét kodoldé DNS-szekvencia jelenléte kimutathatd
DNS-DNS vagy RNS-DNS hibridizacioval, a DNS-
szekvenciaval komplementer probak felhasznalasaval.

A miésodik megkozelitésben a rekombindns exp-
resszids gazdarendszer azonosithatd és szelektalhato
markergén (példaul acetamid-hasznositas, antibioti-
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kumrezisztencia, fungicidrezisztencia, uracilprototrd-
fia sth.) jelenléte vagy hidnya alapjéan. A markergén el-
helyezkedhet ugyanabban a plazmidban, amelyben a
PVA egészét vagy egy részét kddolo DNS-szekvencia,
ugyanazon promoter vagy eltéré promoter szabalyoza-
sa alatt, mint amelyet a PVA-t k6dol6 szekvencia sza-
balyozasira hasznalunk. A markergén kifejezédése in-
dukcioral vagy szelekciora adott valaszként jelzi a
PV A egészét vagy egy részét kodold DNS-szekvenciat
hordozo, teljes rekombindns expresszids vektor jelen-
lexét.

A harmadik megkozelitésben a PVA mRNS-transz-
kriptumok keletkezését hibridizdciés meghatarozésok-
kal becsiithetjik meg. Példaul poliadenilalt RNS-t izo-
1a/hatunk és analizalhatunk Northern blot vagy nukleaz-
protekcids analizis segitségével, az RNS-szekvencidval
komplementer proba felhasznalasaval. Mas lehet8ség
szerint kivonhatjuk a gazdasejt teljes nukleinsavkész-
lerét, és meghatarozhatjuk ilyen probakkal térténd hibri-
dizacioval.

A negyedik megkdzelitésben a PVA egészének vagy
egy részének kifejez6dését megbecsiilhetjiikk immunolé-
giailag, példaul Westemn blottal.

Az otodik megkozelitésben a PVA-fehérje kifeje-
z8dését megbecsiilhetjitk komplementécids analizissel.
P¢ldaul olyan sejtekben, amelyekr6l tudjuk, hogy hi-
anyzik belSliikk ez az enzim, a PVA-aktivitas kifeje-
z8dését kimutathatjuk egy szintelen szubsztritnak,
fenoxi-acetil-p-nitro-anilinnek sarga szinii p-nitro-ani-
lirné torténé enzimes hidrolizisével a taptalajlemezen.

A hatodik megkézelitésben a PVA kifejez8dése mér-
heté a PVA-enzim-aktivitds meghatdrozasaval, ismert
modszerek alkalmazasaval. Példaul alkalmazhatjuk az
»E:Onyben részesitett kiviteli alakok részletes példai” fe-
jezetben leirt meghatarozast.

A talalméany szerinti expresszids vektorok, plazmi-
dok vagy DNS-molekulak DNS-szekvenciit meghata-
rozhatjuk a szakmaban ismert kiillonb6zé médszerek se-
gitségével. Példaul alkalmazhatjuk a didezoxilanc-ter-
minaciés modszert [Sanger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74, 5463-5467 (1977)] vagy a Maxam-
Gilbert-modszerrel [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74,
560-564 (1977)].

Természetesen be kell latnunk, hogy nem minden
expresszids vektor és DNS-szabélyozdszekvencia mfi-
kodik egyforman jol a taldlmény szerinti DNS-szek-
veacidk kifejez6désében. Nem miiksdik egyforman jol
minden gazdasejt sem ugyanazon expresszios rendszer-
rel. A mindennapos szakmai gyakorlat azonban szelek-
talhat az expresszios vektorok, DNS-szabalyozoszek-
vecidk és gazdasejtek kozott az itt nyujtott iranyelvek
alkalmazasaval, aranytalanul sok kisérlet elvégzése és
a talalmany targykorétdl vald eltérés nélkiil.

A talalmany targyat tovabba PV A eléallitasara szol-
ga:6 eljaras képezi, amely magaban foglalja egy PVA
kifejezésére képes expresszids vektort tartalmazo gaz-
dasejt tenyésztését. Az elényben részesitett expresszios
vektor BMFXPVAG6 vagy pPBMFXPVA7. Meglepd mo-
doa azt talaltuk, hogy a PVA termel8dése iényegesen
fokozddott fenoxi-acetat mint prekurzor jelenlétében.
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A talalmany targyat képezik tovabba a PVA egészét
vagy egy részét tartalmazé polipeptidmolekulak, amely
nevezett polipeptidmolekulék elényosen lényegében a
6. vagy 7. dbran bemutatott aminosavszekvenciak egé-
szével vagy egy részével rendelkeznek. A PVA egy ré-
szét tartalmazo polipeptidmolekulék esetében elényben
részesitjiik a legalabb koriilbeliil 10 aminosav hossziisa-
gl polipeptidmolekuldkat.

Minden itt azonositott aminosavmaradék természe-
tes L-konfiguracidju. A standard polipeptid-nomenkla-
taraval [J. Biol. Chem. 243, 3557-3559 (1969)] éssz-
hangban az aminosavmaradékok roviditéseit a kovetke-
z8 tablazatban mutatjuk be.

Szimbdlum Aminosav
1 betis 3 betis

Y Tyr L-tirozin

G Gly L-glicin

F Phe L-fenilalanin
M Met L-metionin
A Ala L-alanin

S Ser L-szerin

I Ile L-izoleucin
L Leu L-leucin

T Thr L-treonin

v Val L-valin

P Pro L-prolin

K Lys L-lizin

H His L-hisztidin
Q Gln L-glutamin
E Glu L-glutaminsav
w Trp L-triptofan
R Arg L-arginin

D Asp L-aszparaginsav
N Asn L-aszparagin
C Cys L-cisztein

A leirdsban bemutatott minden aminosavszekvencia
balrél jobbra haladva szerepel a szokdsos, aminoter-
minélistdl a karboxiterminalis felé halad6 iranyban.

A taldlmany szerinti polipeptideket megkaphatjuk
szintetikus uton, azaz a polipeptidet alkoté aminosavak
kémiai szintézisével, a szakmaban mindennapos gyakor-
latként ismert médszerekkel. Példaul alkalmazhatjuk a
Houghton és munkatarsai altal leirt [Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82, 5131-5135 (1985)] szilard fazish eljarast.
Elényben részesitjiik, hogy a polipeptideket a PVA egé-
szét vagy egy részét kodolo DNS-szekvencianak pro-
kariota- vagy eukariota-gazdasejtekben torténd kifejezi-
désével eldallitva, vagy a PVA egészét vagy egy részét
kodolé DNS-szekvencia altal kodolt mRNS in vitro

vpey

DNS-szekvencidja szintetizalhaté PCR alkalmazasaval
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— ahogyan azt fent leirtuk — és inszertdlhatd egy megfe-
lei6 expresszios vektorba, amely viszont felhasznalhaté
megfeleld gazdasejt transzforméldsara. A rekombindns
gazdasejt azutan tenyészthetd a PVA eldallitasa célja-
bél. Polipeptidek ily modon torténd eldallitasara szolga-
16 technikak ismertek a szakmdban, és itt leirjuk azokat.

Az ilyen modon el6allitott polipeptideket azutan izo-
lalhatjuk és tisztithatjuk valamilyen fokig kiilonbézé fe-
hérjetisztitasi technikak alkalmazasival. Példaul alkal-
mazhatunk kromatografias eljarasokat, igymint ioncse-
r¢l6 kromatografiat, gélszerd, réses kromatografiat és
ir munaffinitas-kromatografiat.

A 6-APA el6allitaséan kiviil a taldlmany szerinti po-
lipeptidek fethasznalhatok széles kérben mas teriilete-
ken. Példaul a polipeptidek ismert médon felhasznal-
haték a polipeptidekhez két6édni képes poliklonalis
vagy monoklonalis antitestek elGallitasara. Ezek az an-
titestek viszont felhasznalhatok a talalmény szerinti po-
lipeptidek kimutatisara mintdban, példul sejtminta-
ban, immunoassay-technikdk, példaul radicimmunoas-
say vagy enzim-immunoassay alkalmazdsival. Az anti-
testek felhasznalhatok affinitdskromatografiiban a ta-
lalmany szerinti polipeptidek tisztitisara és ezeknek kii-
16nbo6z6 forrasokbol torténd izolalasara.

A taldlmany szerinti polipeptideket meghatarozott
DNS és abbol levezetett aminosavszekvendlds segitsé-
gével definidltuk. A genetikai kod degeneracids termé-
szete miatt — amely a legtobb aminosavmaradékra és
stopszignalra tobb mint egy kodon 1étezését eredménye-
zi — mas DNS-szekvencidk, amelyek ugyanazt az ami-
nosavszekvenciat kodoljak, mint amelyet a 6. és 7. ab-
ran abrazoltunk, alkalmazhatok a taldlmény szerinti
polipeptidek eldéllitasara. Ezenkiviil érthetd, hogy ezek-
ne< a DNS és aminosavszekvenciaknak allélmédosu-
latai a természetben léteznek, vagy szindékosan elG-
idézhetk a szakmaban ismert modszerek felhasznalasa-
va . Ezek a véltozatok megmutathatok az egész szek-
veacia mentén egy vagy tobb aminosav eltérésével,
vagy a nevezett szekvencidban egy vagy tobb aminosav
kivagasaval, helyettesitésével, beszirasaval, megfordi-
tasdval vagy betoldasaval. Ilyen aminosavhelyettesité-
sek megvaldsithatok példdul a részt vevd aminosav-
maradékok polaritasanak, t6ltésének, oldhatésdginak,
hidroféb vagy hidrofil jellegének és/vagy amfipatias ha-
sonlosaga alapjan. Példaul negativ t6ltésli aminosavak
ko€ tartoznak az aszparaginsav és glutaminsav; pozi-
tiv toltésli aminosavak kozé a lizin, és arginin; a toltés-
sel nem rendelkezd poldros fGcsoportot tartalmazé és
az apolaros fécsoportot tartalmazd, hasonlé hidrofil jel-
leggel rendelkezé aminosavak a kovetkezOk: leucin,
izcleucin, valin, glicin, alanin, aszparagin, glutamin,
szerin, treonin, fenilalanin, tirozin. Egyéb szemléltetd
valtozatok feldlelik az emlitett polipeptidek séit és ész-
ter:it ugyanigy, mint az emlitett polipeptidek prekur-
zorait, példdul N-termindlis szubsztituensekkel — ugy-
mi1t metioninnal, N-formil-metioninnal — rendelkez8
prekurzorokat és vezérszekvencidkat. Mindezek a valto-
zatok beletartoznak a taldlmany targykorébe.

A kovetkezd példak tovabbi szemléltetései a talal-
manynak. Ezek a példak nem jelentik az oltalmi kor
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korlatozasat, és a taldlmany tovabbi megértését szol-
galjak.

Elonyben részesitett kiviteli alakok részletes példadi

A példdkban a mikrobatdrzseket, plazmidokat, puf-
fert, szaporité taptalajokat és szokasos modszereket a
kovetkezOk szerint irjuk le.

Mikrobatérzsek és plazmidok

A felhasznalt plazmidokat, baktérium- és gombator-
zseket az 1. tablazatban soroljuk fel.

1. tablazat
:]Z Z:ig:: Fontos tulajdonsagok Referencia
F-80dlaeZAM15
A(lacZY A—argF)U169 Lif
Escherichia coli deoR recAl endAl Techlelo-
DHS5a hsdR17 (r, m,") logies Inc
supEA4 h-thi-1 £ :
gyrA96 relAl
Fusarium V-penicillin amidaz co o,
oxysporum termeld 0j izolatum
435 torzs
Fusarium
oxysporum f. sp. ATCC torzs ‘?;ng
lycopersici
ATCC
R
pBMII/MS NeoR, 5,6 kb 67436
pES200 AmpR, HygBR, 6,2 kb (1)
pUC19 AmpR, 2686 bp )
pUT715 AmpR, 3337 bp 3)
pUT715/trpC AmpR, PhIR 4.6 kb * 9. abra
pWBISN NeoR, 29 kb * 8. abra
pSIJC62 NeoR, PhIR, 5,3 kb *.9. abra
pF020 AmpR, PVA+,63kb | * 12.abra
pF020-P AmpR, PVA+ 63kb | * 13.ébra
pF020-M AmpR, PVA+ 63kb | * 15.abra
pF021 NeoR, PVA+, 15 kb * 5. édbra
pF023 NeoR, PVA+ 9,2 kb * 5. 4bra
R R +
pBMFXPVAG | ¢° ’1’2‘; fdl: VAT | % 10, dbra
R R +
pBMFXPVA7 | O ’;h(ls 1’(: VAL | % 11 dbra
pBMPVA-P AmpR, PVA+,63kb | * 14. dbra
pBMPVA-M AmpR, PVA+, 6,3 kb * 16. abra
p?%%’?“ AmpR, DAAO™, 6,8 kb | *,17. 4bra
pBMPVA— Neo®, PhI¥, DAAO®, | o o
P/DAAQ2 8,7 kb ’
‘ﬁ;‘gi\;‘;; AmpR, DAAO+,6,9kb | *,18. dbra
pBMPVA - NeoR, PhIR, DAAO* * 18 4bra
M/DAA0O4 8,8 kb o

(1) Staben et al., Fungal Genet. Lett. 36, 79-81 (1989)

(2) Yanisch—Perron ct al., Gene 33, 103—-119 (1985)
(3) Jain ct al., Mol. Gen. Genet. 234, 489-493 (1992)
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Pufferek és taptalajok

Luria leves: 1% Difco Bacto tripton, 0,5% Difco
Bacto ¢€lesztokivonat, 0,5% natrium-klorid.

Luria agar: 1,5% Difco Bacto agarral kiegészitett
Luria broth.

SOC tapoldat: 2% Difco Bacto tripton, 0,5% Difco
Bacto éleszt6kivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI. Au-
tokldvozas utdn egy szdzadrész térfogat | M MgCl,-ot,
I M MgSOy-ot és 20% gliik6zt adunk a tapoldathoz.

Fusarium vegetativ szaporit6 tapoldat: 6% keményi-
t6. 4% Pharmamedia (Trader Protein, Memphis, TN),
0,3% (NH4),S04, 0,75% KH,PO,, 0,75% K,HPO,,
pH-allitas 6,8-ra 10 M NaOH-dal.

PVA-termeld tépoldat: Fusarium vegetativ szapori-
to tapoldat 0,4% fenoxi-acetéttal kiegészitve.

Tris-acetat elektroforézispuffer (TAE): 40 mM Tris-
acetat (pH 8,0), | mM EDTA.

20xSSC: 3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat, pH-allitas
7,0-re 10 M NaOH-dal.

20xSSPE: 3 M Na(l, 0,2 M NaH,PO,, 20 mM
EDTA, pH-allitas 7,0-re 10 M NaOH-dal.

50 x Denhardt-oldat: 1% Ficoll, 1% poli(vinil-pirro-
lidon), 1% marhaszérum-albumin (bovine serum albu-
m:n=BSA).

30xNET: 4,5 M NaCl, 0,45 M Tris—HCI (pH 7,5),
30 mM EDTA.

Modszerek

Altalanos klonozasi technikakat hasznaltunk,
DNS-szekvenalast és plazmid DNS-kivonast E. coli-
bél Sambrook és munkatéarsai leirasa szerint [,,Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual”, 2nd Ed. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1989)]. Minden restrikcidos enzimet és DNS-moédo-
sit6 enzimet kereskedelmi forrasbol szereztiink be. Eze-
ket a gyartd utasitasai szerint hasznaltuk. Egyéb gyak-
raa hasznalt modszereket a kovetkez6k szerint vé-
geztiink.

1. Az E. coli elektrotranszformacioja (elektropordcicja)

E. coli DH5aq, sejtek friss, egyéjszakas tenyészeté-
nek 4 ml-ét inokulaltuk 400 ml Luria levesbe, és szapori-
tottuk 37 °C-on torténé razatassal 0,6 ODygy, értékig.
A sejteket 15 percig tartd jégen tartassal és hideg rotor-
ra: 7000xg-vel 10 perces centrifugalassal nyertiik ki.
A sejtpelletet kétszer mostuk 200 ml 0 °C-os vizzel és
egyszer 10 ml 0 °C-os 10%-os glicerinnel. A sejtpelletet
Ujra szuszpenddltuk 1 ml végsé térfogatra (1-3x1019)
seit/ml) 0 °C-os, 10%-o0s glicerinben. A sejtszuszpen-
ziot 1,5 ml-es polipropiléncsdvekben 40 pl-es kis részle-
tekben szarazjégen lefagyasztottuk, és —70 °C-on ta-
ro.tuk.

A fagyott sejteket szobahdmérsékleten felengedtiik,
és azutan azonnal jégre tettitk. Koriilbeliil 2—3 pl DNS-t,
TE-ben vagy ligacios keverékben adtunk a sejtekhez,
gyengéden kevertiik, és 1 percre jégre tettilk. A keveré-
ket ezutan atvittiik egy el6re lehiitott, 0,2 cm-es elekt-
roporacios kiivettdba (Bio—Rad catalog #165-2086,
Bio—Rad Laboratories, Inc.). A Bio—Rad Gene Pulser
berendezést (Bio—Rad catalog #165—2075) 25 pF kapa-
citasra és 2,50 kV fesziiltségre allitottuk be. A Pulse
Controllert (Bio—Rad catalog #165-2098) 200 ohm el-
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lenallasra llitottuk. A kiivettat egyszer pulzaltuk ennél a
beallitasnal. Az elektroporacié utan 1 ml SOC tapoldatot
adtunk a kiivettdhoz. A sejtszuszpenziot Pasteur-pipetta-
val atvittilk egy 17x100 mm-es polipropiléncsdbe, és
37 °C-on 1 oran 4t inkubdltuk. A sejteket szelektiv tapta-
lajra (40 pg/ml neomicint vagy 100 pg/ml ampicillint tar-
talmazo Luria agarra) szélesztettiik.

2. Fusarium protoplaszt-transzformdcio

Fusarium oxysporum torzseket tenyésztettiink 20 ml
burgonyadextréz levesben (potato dextrose broth=PDB;
Difco Laboratories) 24 °C-on. A mikrokonidiumokat
atszlirtik egy 30 pm lyukméretd nejlonszirén
(Spectra/Mesh Nylon N, Spectrum Medical Industries,
Inc.). A mikrokonidiumokat szobah8mérsékleten,
1500 x g-vel 8 percig torténd centrifugalassal pelletaltuk.
A mikrokonidiumokat kétszer mostuk steril desztillalt
vizzel. Kériilbeliil 1x 100 mikrokonidiumot csiraztat-
tunk ki 100 ml PDB-ben 24 °C-on 15 6ran 4t t6rténé ra-
zatdssal. A kicsirdzott mikrokonidiumokat szobahémér-
sékleten, 1500xg-vel 8 percig t6rténd centrifugalassal
gydjtottitk dssze steril 50 ml-es kupos csovekben. A pel-
letet kétszer mostuk O pufferrel (1,4 M MgSO,, 50 mM
natrium-citrat, pH 5,8). A kicsirdzott mikrokonidiumo-
kat 2% Novozyme 234-et (BiosPacific, Inc.) tartalmazo
O puffer 20 ml-ével kezeltiik 1-2 6raig 24 °C-on. Ami-
kor 90%-nal tobb protoplaszt képzédott, a keveréket két
15 ml-es kiipos cs6ben 900 x g-vel 30 percig centrifugdl-
tuk 4 °C-on. A protoplasztokat pipettaval dvatosan le-
szivtuk a szuszpenzié tetejérdl, és kétszer mostuk T puf-
ferben (1,2 szorbit, 50 mM CaCl,, 10 mM Tris—HCI, pH
7.4) 4 °C-on. A protoplasztokat 1 x 109/m] koncentracio-
ban szuszpendaltuk 6% polietilénglikol-4000-et és 1%
dimetil-szulfoxidot tartalmazé T pufferben. A protoplasz-
tokat kis részletekben, 1,5 ml-es polipropiléncsévekben
szarazjégen lefagyasztottuk, és —70 °C-on taroltuk.

A protoplasztokat a fagyott szuszpenzié szobahd-
mérsékleten torténd felengedésével és 2 mM végsd kon-
adasaval transzforméltuk. 10 ul TE-ben 10-20 pg plaz-
mid DNS-t adtunk a protoplasztszuszpenzid 200 pl-
¢hez, és 30 percig jégen tartottuk. 60% polietiléngli-
kol-4000/50 mM CaCl, oldatét adtuk két 200 pl-es és
egy 800 pl-es térfogatban gyengéd kevertetés mellett
minden hozzaadas kdzott, és 30 percig jégen tartottuk.
Azutan 1,2 M szorbit/0,5xPDB 10 ml-ét adtuk hozza
kiméletes keverés mellett. A protoplasztokat 900 x g-
vel 8 percig 4 °C-on torténd centrifugéalassal pelletal-
tuk. A pelletet 1,2 M szorbit/0,5xPDB 0,5 ml-ében
szuszpendaltuk. A protoplasztszuszpenzié 0,1 ml-ét
1,2 M szorbit/0,5 x PDB/1,5% agar Gsszetételdi — két ré-
tegben frissen kiontott ~ lemezre szélesztettiik. Az alsd
réteg 12,5 ml taptalajt tartalmazott 75 pg/ml phleomi-
cinnel, amely lassan atdiffundalt a felsd rétegben levd
12,5 ml taptalajba. A lemezeket 24 °C-on inkubaltuk
7 napig. A transzformatumokat a 20 pg/ml phleomicint
tartalmazé 1 xPDA taptalajon torténd ndvekedéssel és
a plazmid DNS-probéaval végzett DNS dot-blot hibridi-
zacioval igazoltuk.

3. A kromoszomdlis DNS kivondsa Fusarium térzsek-
bél
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Fusarium protoplasztokat készitettiink, ahogyan azt
a .. Fusarium protoplaszt-transzformaci6” fejezetben le-
irtuk. Miutan a protoplasztokat dsszegy(ijtottiik a szusz-
penzi6 tetejérdl és kétszer mostuk T pufferben 4 °C-on,
a protoplasztokat Ujraszuszpendaltuk 4 ml lizispuffer-
ben [0,7 M NaCl, 10 mM Tris—HCI, pH 8,0, 10 mM
EDTA és 1% natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl
sulfate=SDS)], gyengéden kevertiik és 5 percig 37 °C-
on inkubdltuk. Egytized térfogat 10%-o0s hexadecil-tri-
metil-ammonium-bromidot (CTAB) 0,7 M NaCl-ban
adtunk a protoplasztlizitumokhoz, dvatosan kevertiik,
és 15 percig 65 °C-on inkubaltuk. A kromoszomadlis
DNS-t megegyez6 térfogati kloroform:izoamil-alko-
hol (24:1) keverék hozziadasaval extrahaltuk. Ossze-
gylijtottiik a vizes oldatot, és 6/10 térfogat izoamil-alko-
holt adtunk hozza a kromoszomalis DNS kicsapasa cél-
Jabol. A DNS-t szobah6mérsékleten 5 percig tartd
1500 x g centrifugalassal gyiijtottiik Gssze. A DNS-t egy-
szer mostuk 70%-os etanollal, vakuum alatt szaritottuk.
A DNS-t ujraszuszpendaltuk 200 pg/ml ribonukledz
A-t(EC 3.1.27.5, Sigma Chemical Co.) tartalmazé 1 ml
TE-ben és 37 °C-on 20 percig inkubaltuk. Egy pro-
teindz K oldat (EC 3.4.21.14, Boehringer Mannheim,
GrnbH) készitményt adtunk hozza 400 pg/ml végss kon-
centracidban, és a DNS-oldatot 37 °C-on 20 percig inku-
baltuk. 1/10 térfogat 3 M NaCl-oldatot adtunk hozza, és
a IDNS-oldatot kétszer extrahaltuk megegyezd térfogati
fenol:kloroform:izoamil-alkohol (25:24:1) keverék-
ke.. A vizes oldatot §sszegy(ijtottiik, és két térfogat eta-
nolt adtunk hozzd a kromoszomélis DNS kicsapésa cél-
Jabol. A DNS-t azutan szobahdmérsékleten 5 percig tar-
t6 1500x g centrifugalassal gydjtottiik dssze. A DNS-t
egyszer mostuk 70%-os etanolban, vakuum alatt szari-
tottuk, és (yraszuszpendaltuk 1 ml TE-ben.
4. A DNS megjelolése

DNS-prébakat készitettiink plazmid DNS-bél vagy
agarozzal tisztitott DNS-fragmentumokbdl, és megjeldl-
tilk. o-32P-dCTP-vel (Amersham Corp.) a Nick transz-
lacids rendszer (Life Technologies, Inc.) felhasznala-
saval. Oligonukleotidprobakat foszforileztiink y-32P-
ATP-vel (Amersham Corp.) T4 polinukleotid kiniz en-
zim segitségével. A megjelolt probak barmelyik felhasz-
nalésa el6tt a DNS-probakat hdvel denaturaltuk 100 °C-
on 5 percig, és gyorsan lehitottiik jégen 2 percig.
5. DNS dot-blot hibridizacio

DNS-mintakat 0,4 M NaOH, 10 mM EDTA keve-
rékével 0,4 ml teljes térfogatban hdvel denaturaltunk
100 °C-on 10 percig, és BioRad Zeta-probe GT memb-
rarra (Bio—Rad Laboratories, Inc.) vagy nitro-cellu-
16z-membranra (Minifold, Schleicher & Schnell, Inc.)
vitiiik fel vdkuum alatt egy dot-blot berendezésben
(Minifold, Schleicher & Schnell, Inc.). Hibridizaciot vé-
gertiink hibridizdciés kemencében (Laboratory Pro-
ducts Sales, Inc.). A Zeta-probe GT membrant egy pa-
lackba helyeztiik, és elShibridizaltuk 5 ml hibridizacids
puiferrel (0, 5 M Na,HPO,, pH 7,2, 7% SDS) 65 °C-on
2 ¢ras forgatassal. Azutan az oldatot 5 ml frissen készi-
tett hibridizacids pufferrel cseréltik le. Hozzaadtuk a
megjelolt DNS-probat és hibridizacidt végeztiink
16 -24 6ran at 65 °C-on forgatassal. A hibridizélt
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membrant kétszer mostuk 65 °C-on egyenként 30 per-
cig, 40 mM Na,HPO,-et (pH 7,2) és 5% SDS-t tartal-
maz6 pufferben. A membrant ezt kdvetGen még két-
szer mostuk 65 °C-on 40 mM Na,HPO,-et (pH 7,2) és
1% SDS-t tartalmazé pufferben. Amikor nitro-cellu-
16z-membrant hasznaltunk, a hibridizaciot hasonlé ko-
rilmények kozott végeztiik el, kivéve a hibridizacios
puffer Gsszetételét, amely 6xSSC, 5 xDenhardt-oldat,
10 mM kalium-foszfat (pH 7,2), 0,1% SDS és ml-en-
ként 250 pg denaturalt lazacsperma-DNS volt. A hib-
ridizalt membrant kétszer mostuk 65 °C-on egyenként
30 percig, 2xSSC, 0,1% SDS keverékével, amelyet két
30 perces, 65 °C-on térténé mosas kovetett 0,1 x SSC,
0,1% SDS keverékével. Ha oligonukleotidprobat hasz-
naltunk, a hibridizacié és a mosis hémérsékletét
50 °C-on tartottuk. Mosas utdn a membrant Kodak
XAR-5X-ray filmre (Eastman Kodak Co.) exponaltuk
autoradiografidhoz.

6. Southern DNS-hibridizacio

Fusarium kromoszomalis DNS-t emésztettiink befe-
jezesiil néhany kiilonboz6 restrikcids enzim mindegyi-
kével, és 0,25 pg/ml etidium-bromidot tartalmaz6 TAE
pufferben 0,8%-o0s agardzgélen keresztill elektrofore-
tizaltuk. A gélt savas depurinicioval, alkalikus denatu-
racioval és neutralizacioval kezeltiik Sambrook és mun-
katarsai leirdsa alapjan, és Bio—Rad Zeta-probe GT
membranra vagy nitro-celluldoz-membranra vittiik fel
Bio—Rad Model 785 Vacuum Blotter (Bio-Rad cata-
log #165—5000) alkalmazasiaval. A DNS-hibridizaciot
¢s autoradiografiat a fent leirtak szerint végeztiik el.

7. V-penicillin amidohidrolaz enzim meghatarozdasa

Konidiumokat izoléltunk Fusarium oxysporum
torzs 1 hetes burgonyadextréz agaros (PDA, Difco La-
boratories) lemezeirdl a felillet 5 ml steril desztillalt
vizzel valé moséasaval. A konidiumokat tartalmazoé ol-
dat 0,5 ml-ével inokulaltunk 25 ml Fusarium vegetativ
szaporito tapoldatot 125 ml-es lombikban. A vegetativ
tenyészetet 72 Oraig szaporitottuk forgatd razogépen
(250 rpm) 24 °C-on, és a vegetativ tenyészet 0, 2 ml-es
kis mennyiségét inokulaltuk 25 ml PVA termel$ tapol-
datba 125 ml-es lombikban. A tenyésztést forgatd razo-
gépen végeztiik 24 °C-on 144 6ran keresztil.

A termelGtenyészetet el6szor 5 mM kalium-fosz-
fat-pufferben (pH 7,5) higitottuk. Megfelelden higitott
tenyészet 1 ml-ét adtuk 1 ml, 25 mM kélium-foszfat-
pufferben (pH 7,5) készitett 3% os V-penicillin oldat-
hoz. A reakcidkeveréket 35 °C-on 15 percig razattuk,
és leallitottuk 1 ml 6%-os (w/v) triklor-ecetsav-oldattal
(trichloracetic acid=TCA). A kevereket centrifugaltuk
1500 x g-vel 8 percig. A tiszta feliiliszd 1 ml-ét adtuk
3 ml p-(dimetil-amino)-benzaldehid (p-DAB) munkaol-
dathoz, amelyet 1 rész 100-0s metanolban oldott 1% p-
DAB és 6 rész ecetsav:viz:1 M NaOH (40:19:1) keve-
rékének osszeontésével készitettiink. A kevereket szoba-
hémérsékleten tartottuk 5 percig, €s 415 nm-en optikai
denzitast mértiink. Az 1 ml 100 pg/m] 6-APA-t és 3 ml
p-DAB munkaoldatot tartalmaz6 kontrollesé 0,27 opti-
kaidenzitas-értéket eredményezett 415 nm-en. Az en-
zimaktivitast (NE/ml) a 415 nm-en leolvasott optikai-
denzitas-értéknek a higitasi faktorral és 0,34 szorzoté-
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nyezdének a szorzataval szamitottuk ki. A V-penicillin
amidohidrolaz-aktivitast nemzetkozi egységben (NE) fe-
jeztiik ki, egy egység ekvivalens percenként 1 pmol V-
penicillin atalakitasaval a fenti meghatarozasi koriilmé-
nyek kozott.

1. példa

V-penicillin amidaz aminosavszekvenciaja

A PVA-enzim szekretalt formajat izolaltuk, tisztitot-
tuk és jellemeztik. Ez egy 65 kDa molekulatémegi
glikoprotein. A tisztitott enzimet brom-ciannal emésztet-
tik. A brém-ciannal emésztett PVA gélsziiréses kroma-
tografidja Sephadex G- 100 oszlopon hat féfragmentum
— A,B1,B2,C, D és E — tisztitasat tette lehetévé. Mind
a hat peptidfragmentum, mind az érintetlen PVA-mo-
lekula N-termindlis aminosavszekvencidjat automatizalt
Edman-degradacios modszerrel [Hunkapiller és Hood,
Science 219, 650—-659 (1983)] hataroztuk meg. A ka-
pott peptidszekvencidkat az 1. abran mutatjuk be.

2. példa

V-penicillin amidaz ¢cDNS klonozdsa

1. Az mRNS kivonasa a Fusarium oxysporum
435 torzsbdl

Fusarium oxysporum 435 tOrzs sejtjeit szaporitottuk
PVA termeld tipoldatban, mostuk és Gjraszuszpendal-
tuk guanidin-izotiocianat-pufferben, és szonifikaltuk a
sejtek szétroncsolasa céljabol. Teljes RNS-t izolaltunk
CsCl-parnan keresztiil torténd centrifugalassal [Glisin
et al., Biochem. 73, 2633-2637 (1974)]. mRNS-t ké-
sz:tettiink oligo(dT) kromatografiaval [Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed.
(1989)], amelyet szachardzgradiens frakcionalas kove-
tett. Minden frakcidban in vitro transzlaciéval és im-
munprecipitacioval hataroztuk meg a mRNS-t.

2. cDNS szintézise és cDNS-konyvtar készitése

Komplementer DNS-t (cDNS-t) készitettiink mRNS-
b6l a Gubler—Hoffman-féle eljarast kovetve [Gubler és
Hoffman, Gene 23, 263-269 (1983)]. Az elsé szalat
50 pl reakcidkeverékben szintetizaltuk, amely 3 pg
mRNS-t, 50 mM Tris—HCl-ot (pH 7,5), 65 mM KCl-ot,
3 mM MgCly-ot, 10 mM DTT-t, 0,5 pg oligo (dT)-t,
2,5 pg actinomicin D-t, 4 ANTP mindegyikébdl I mM-t
és 2 egység Muréna Leukémia Virus (MLV) reverz
transzkriptazt. A reakciot 0 °C-on 3 percig, azutan
20 °C-on 5 percig €s 37 °C-on 1 6ran 4t inkubaltuk. 2 pl
EDTA-t és 5 pl 3 M NaCl-ot adtunk hozza a reakcio vé-
gén. A keveréket fenol/kloroform elegyével extrahéltuk,
és kicsaptuk 2 térfogat etanollal. A masodik szalat repair
szintézises reakcioval készitettikk el RN-az H, DNS-po-
limeraz és DNS-ligaz felhasznalasaval. Az els6 szal szin-
tézisébdl kapott DNS-t 100 pl repair pufferben oldottuk,
amely 20 mM Tris—HCl-ot (pH 7,5), 5 mM MgCl,-ot,
10 mM ammoénium-szulfatot, 100 mM KCl-ot, 150 uM
B--NAD-ot, 4 dNTP mindegyikébsl 40 uM-t, 5 pg
BSA-t, | egység E. coli RN-az H-t, 20 egység DNS-
polimerdz I-et és 1 egység E. coli DNS-ligazt tartalma-
zoit. A keveréket 12 °C-on 1 6ran at inkubaltuk, és azu-
tan még 1 orat 20 °C-on. A reakcid végén 10 pl 3 M
N«Cl-ot adtunk hozza, és a keveréket fenol/kloroform
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elegyével extrahaltuk. A DNS-t kicsaptuk 2 térfogat eta-
nol hozzaadasaval. A cDNS C-végét terminélis dezoxi-
nukleotidil-transzferaz (TdT) és dCTP felhasznalasaval
farkaztuk. A C-farkazott cDNS 1 ng-j4t annealingnek ve-
tettlik ald, és G-farkazott pUC19 plazmid 25 ng-javal li-
galtuk. A ligalt DNS-t felhasznaltuk E. coli transzforma-
lasara és cDNS-konyvtar elkészitésére.

3. Oligonukleotidprobak készitése

Négy oligonukleotidprobabdl allé sorozatot (2. &bra,
11. szdmu szekvencia) szdrmaztattunk a PV A-enzim kar-
boxilvégéhez kozel esé C peptidbdl (1. dbra, 5. szamn
szekvencia) szarmazé hét aminosav (8. szdmu szekven-
cia) reverz transzlacidjaval.

4. A PVA cDNS-kl6n azonositasa és teljes hosszisa-
gu ¢cDNS létrehozasa

A cDNS-kényvtar telepeit degeneralt oligonukleo-
tidprobaval (2. abra, 11. szami szekvencia) screenel-
tiik. Koléniablotokat screeneltiink a végeken 32P-vel je-
181t probéakkal torténd hibridizacioval, hibridizacids puf-
ferben (6 x NET/10 x Denhardt/1% SDS) 50 °C-on.

A hibridizalt membrant kétszer mostuk szobah8mér-
sékleten 2xNET/0,1% SDS keverékével egyenként 30
percig, amelyet két 30 perces mosas kovetett 50 °C-on
0,5xNET/0,1% SDS keverékével. Egy er6sen hibridiza-
16 telepet (#362) kivalasztottunk tovabbi vizsgalathoz.
Ez egy 500 bp inszertumot tartalmazott, amelyet proba-
ként hasznaltunk a konyvtar Ojrascreeneléséhez. A maso-
dik klon (#2585) egy 1,7 kb inszertumot tartalmazott, és
erésen hibridizalt a probaval. A PVA N-terminalis ami-
nosavszekvencidjanak Osszehasonlitdsa az inszertum
zim teljes kodolorégidja 6t aminosav kivételével klo-
nozva lett (3. dbra). Pstl restrikcios hasitasi helyet hoz-
tunk létre az 5°-végen pontmuticioval #2585—-M eldal-
litdsara. Szintetikus linkert adtunk hozza a #2585-M
klonnak teljes hosszisagi ¢cDNS-klénna, 2585—-FL-1é
torténd atalakitasa céljabol (3. és 4. aba).

5. A 2585-FL cDNS-klon DNS-szekvencia-ana-
lizise

A 2585-FL c¢DNS-inszertum mindkét szalat szek-
venaltuk a Maxam—Gilbert-féle modszer segitségével
[Maxam és Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74,
560-564 (1977)]. Az inszertum tartalmaz egy 1521 bp
hosszusagi nyilt leolvasasi keretet, amely egy 55 000
Da fehérjét kodolhat (6. abra). Az érintetlen PVA-mo-
lekula és a brom-ciannal emésztett peptidfragmentu-
mok N-terminalisdbol az aminosavszekvencia-adatok
mindegyike megtalalhaté ebben a szekvencidban. A ré-
giot (1348-1368. bp, 20. szamu szekvencia), amely
megfelel a 20 tagh oligonukleotidprébanak (11. szamua
szekvencia) alahuztuk a 6. abran.

3. példa

V-penicillin amidaz genomialis DNS kionozdsa

1. A genomidlis PV A-génfragmentum azonositasa

Fusarium oxysporum 435 torzsb8l szarmazo, nagy
molekulatdmegli kromoszomalis DNS-t emésztettiink
néhany restrikcids enzimmel, TAE pufferben 0,6%-o0s
agarozgélen keresztill elektroforetizaltuk és nitro-cel-
luléz-membranra vittiik at. A 2585 inszertum DNS-bé]
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készitett probat hibridizaltuk a Southern blotra a
PVA-gént tartalmaz6 fragmentumok méretének megha-
tarozasa céljabol. A gént egy koriilbeliil 12 kb EcoRI
fragmentumon talaltuk meg.

2. ApWBI9N plazmid 6sszeallitasa

A pBM11/MS5 (ATCC 67436) plazmidot a pBM1 1-
b6l (ATCC 67366) szarmaztatjuk, amelyben a neomi-
cinrezisztencia-génben jelen levé Ncol helyet pontmuta-
cioval eltdvolitottuk. A pBM11/M5 plazmid DNS-t
HindlII-mal és Smal-gyel emésztettiik. A HindIII hasitds-
bol eredd kiugrd 5°-végeket tompa végekké alakitottuk
at az E. coli DNS-polimeraz I Klenow-fragmentumanak
felhasznalasaval. A DNS-keveréket elektroforézisnek ve-
tettiik ald 0,8%-os preparativ agarozgélen. A neomicin-
rezisztencia-gént tartalmazé 1,3 kb fragmentumot kivag-
tuk a gélbdl, és elektroelucionak vetettiik ala 100 V mel-
lett 1 6rdn at szobahémérsékleten. Az eredményiil kapott
eluatumot dsszegytjtottiik, és 3-szor extrahéltuk azonos
térfogat, TE-vel telitett fenollal. A DNS-t 0,3 M NaCl
jelenlétében etanolos kicsapassal visszanyertik a vizes
fazisbol. A DNS-fragmentum visszanyerését agardzgél-
elektroforézissel analizaltuk.

A pUC19 plazmid DNS-t {Yanisch—Perron et al.,
Gene 33, 103—119 (1985)] BspHI-gyel hasitottuk, és a
kiall6 5°-végeket Klenow-fragmentummal tompa végek-
ké alakitottuk. A polilinkerhelyeket és a replikacié ere-
detét tartalmazo 1,6 kb fragmentumot (2639-2686. bp
€s 1-1526. bp) izolaltuk, és ligdltuk az 1,3 kb neomi-
cinrezisztenciagén-fragmentumhoz ligaciés puffer
(50 mM Tris—HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, | mM ATP,
1 mM DTT, 5% polietilénglikol-8000) és T4 DNS-
ligdz jelenlétében.

Az eredményiil kapott pWBI19N plazmidot elektro-
poracidval E. coli DH5a sejtekbe juttattuk. Neomicin-
rezisztens telepeket screeneltiink pWB19N plazmid je-
lerlétére, amely rendelkezik egy helyreallitott BspHI
he:lyel a Klenowval feltoltott HindIII és BspHI helyek
elégazasi pontjaban. A telepeket ampicillinérzékenység-
re, és X-gal lemezeken B-galaktozidazaktivitas a-komp-
lernentacidjara is screeneltiik. A pWBI9N szerkezetét
a ¢. abran szemléltetjiik.

3. A genomialis PVA-génfragmentum klonozasa

100 pg, Fusarium oxysporum 435 térzsbdl szarma-
z6 nagy molekulatomegi kromoszomalis DNS-t hasi-
tottunk EcoRI-gyel. A DNS-t elektroforézisnek vetet-
tik ala TAE pufferben 0,6%-os agardzgélen keresztiil.
A 11,5-12 kb méretd DNS-t kivagtuk a gélbdl, és
elektroeliicionak vetettiik ala 100 V mellett 1 6ran at
szobahdmérsékleten. Az eredményiil kapott eludtumot
Osszegyljtottiik, és haromszor extrahaltuk megegyez6
térfogatu, TE-vel telitett fenollal. A DNS-t 0,3 M
NaCl jelenlétében etanolos kicsapassal visszanyertiik
a vizes fazisbol. A koriilbeliil 12 kb DNS-fragmentu-
mot azutdn a pWBI9N vektorba klonoztuk pF021-et
képezve (5. abra). A pF021 DNS restrikcids analizise
feltarta, hogy a klénozott fragmentum tartalmazza a
teljes PVA gént, a PVA-t kddold szekvenciak tovabbi
3,7 kb upstream és 6,8 kb downstream szekvenciaival
egviitt.

4. DNS-szekvencia-analizis
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A genomidlis klon kédolorégidjat szintén a Ma-
xam-Gilbert-féle modszerrel szekvenaltuk (7. 4bra).
A cDNS- és genomialis szekvencidk azonosak voltak,
kivéve az 5’-végen vald kodonhasznalatot és azt a he-
lyet, ahol a szintetikus linker beékeléddtt a cDNS-klon-
ba. A genomialis klénban tovabbi 315 bp szekvenciain-
formaciét szereztiink az 5’-végen. Ez az adat azt sugall-
ja, hogy a PVA mRNS-transzlacidja a 7. dbra 241. bézi-
sanal kezdddik, és hogy egy 25 aminosav hoszszlisagi
szignalszekvenciat tartalmazo ,,el6-PVA” szintetizild-
dik és azutan elhasad, kialakitva a PVA-enzim szekre-
talt formajat.

A transzkripcios starthelyet S1-térképezéssel allapi-
tottuk meg [Berk és Sharp, Cell 12, 721-732 (1977);
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd Ed. (1989)]. Ez a 162. bazisnal vagy an-
nak kozelében helyezkedik el. Nem talaltunk mas poten-
cialis ATG transzlacios startszignalokat ezen hely és a
241. bazisnal elhelyezkedd ATG kozétt.

4. példa

PVA-gén-expresszio heterolog gazdaszervezetekben

1. A pSJC62 plazmid 6sszedllitasa

A pES200 plazmid [Staben et al., Fungal Genet.
Lett. 36, 79—-81 (1989)] rendelkezik az Aspergillus nidu-
lans-bol szarmazo trpC promoterszekvencidval a bakte-
ridlis hygromicin B rezisztenciagén transzkripciojanak
irdnyitdsara. A pSE200 DNS-t EcoRI és Clal enzimek-
kel hasitottuk; a kidlld 5’-végeket Klenow-fragmentum-
mal tompa végekké alakitottuk. Az 1250 bp #pC pro-
moterfragmentumot agarozgél-elektroforézissel izolal-
tuk, és visszanyertiik elektroelicioval. A pUT715 plaz-
mid [Jain et al., Mol. Gen. Genet. 234, 489-493
(1992)] egy promoter probavektor, amely hordoz egy
promoter nélkiili — Streptoalloteichus hindustanus-bol
szdrmazé — phleomicinrezisztencia-gént. A pUT715
DNS-t EcoRV-tel emésztettiik, és az 1250 bp #pC pro-
moterfragmentumhoz ligaltuk. A ligacios keveréket E.
coli DH5a térzsbe transzformaltuk, és az eredményiil
kapott plazmidot pUT715/trpC-vel jeloltiik.

A pUT715/trpC DNS-t BamHI és BglII enzimekkel
emésztettik. A #pC promotert és a phleomicinrezisz-
tencia-gént tartalmazé 2,4 kb fragmentumot agardzgél-
elektroforézist kovetGen izolaltuk. A pWB19N DNS-t
hasitottuk BamHI enzimmel, és a 2,4 kb fragmentumhoz
ligaltuk. Az eredménylil kapott plazmidot pSJC62 jelo-
léssel lattuk el (9. abra).

2. A pF023 6sszeallitasa

A pF021 plazmid rendelkezik egy — a Fusarium
oxysporum 435 torzs genomidlis DNS-ébdl szarmazé —
koriilbeliil 12 kb EcoRI fragmentum-inszertummal
A pF021 DNS-t Sall enzimmel hasitottuk, €s Gjra Gssze-
kotottitk cirkularissa T4 DNS-ligaz segitségével. Az
eredménytil kapott pF023 plazmid a pF021-b6l a nem-
kodolo Fusarium DNS 5,8 kb delécigjaval rendelkezik
(5. abra).

3. A pPBMFXPVAG6 6sszedllitasa

A pSJC62 DNS-t EcoRI és Xbal enzimekkel hasitot-
tuk. Az eredményiil kapott — az Aspergillus trpC pro-
motert és a phleomicinrezisztencia-gént tartalmazd -~
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2,4 kb fragmentumot izolaltuk. A pF023 DNS-t EcoRI
és Xbal enzimekkel emésztettiik. A DNS-keveréket aga-
rozgélen szepardltuk. A PVA-gént tartalmazé 7.9 kb
fragmentumot izolaltuk, és az Aspergillus trpC promo-
tert és a phleomicinrezisztencia-gént tartalmazo 2,4 kb
fragmentumhoz ligaltuk. Az eredményiil kapott plaz-
midot pPBMFXPVAG jeloléssel illettiik (10. abra).

4. A pPBMFXPVA7Y 6sszedllitasa

A ’pBMFXPVA6 DNS-t Ncol és Xbal enzimekkel
hasitottuk. A ragados végeket tompa végekké alakitot-
tuk at Klenow-fragmentum segitségével. A DNS-keve-
réket agarézgélen szeparaltuk, és a PVA-gént tartalma-
z6 4,3 kb fragmentumot izolaltuk. A pPBMFXPVAG6
DNS-t Xbal enzimmel hasitottuk és Klenow-fragmen-
turnmal kezeltiik. A linearizalt pPBMFXPVA6 DNS-t a
4,2 kb PVA-génfragmentumhoz ligdltuk pPBMFXPVA7
plezmidot képezve (11. abra).

5. PVA-gén-expresszio heterolog gazdaszervezetben,
Rekombinans pPBMFXPVAG6 plazmidot szirmaztattunk
pF023-bol (5. abra) az Aspergillus nidulans trpC
promoterének szabalyozasa alatt 4ll6 phleomicin-
rezisztencia-gén betoldasaval (10. dbra). Rekombinans
pBMFXPVA?7 plazmidot szarmaztattunk pPBMFXPVA6-
-bol a PVA-gén masodik masolatdnak betoldasival
(11. abra). Ezeket a rekombinans plazmidokat bevittitk
az ATCC 16322 torzsbe (F. oxysporum f. sp. lycopersici)
—, amely a PVA-génnek heterolog gazdaszervezete (azaz
a F. oxysporum-t0l eltérd alfaj) — polietilénglikol kdzveti-
tette protoplaszttranszformacioval [Powell és Kistler, J.
Bacteriol. 172, 3163-3171 (1990)]. A phleomicinrezisz-
tens transzformatumok DNS-analizise megerGsitette,
hogy a transzformalé DNS-ek beépiiltek a gazdasejt-kro-
moszomakba. Ez ideig a Fusarium oxysporum 435 tor-
zset nem tudtdk transzformalni e polietilénglikol kbzveti-
tette protoplaszttranszformacids eljaras alkalmazasaval.

A transzformatumokat ezutan razatott lombikokban
fermentaltuk, és meghataroztuk a PV A-aktivitast. A F.
oxysporum 435 torzs 20 NE/ml-t termelt. A nem transz-
formalt ATCC 16322 torzs 1,0 NE/ml-t termelt, a
pBMFXPVAG6 plazmidot (egy PVA-gént) tartalmazd
transzformatumok 10 NE/ml-t és a pBMFXPVA7 plaz-
midot (két PV A-gént) tartalmazé transzformatumok 130
NE/ml-t termeltek (2. tiblazat). Osszegezve, a heterolog
gazdaszervezetben kifejezett PV A-aktivitas az eredeti F.

oxysporum 435 t0rzshoz képest 5-szorosére emelkedett.
2. tablazat
V-penicillin amidohidrolaz enzimaktivitasa
Torzsck Titer razatott lombikban
Grzscl (NE/ml)
Fusarium oxysporum 435 20
ATCC 16322 1
ATCC
16322 (pPBMFXPVAG6)* 10
(egy PVA-gén)
ATCC
16322 (P BMFXPVA7)+ (két 130
PVA-gén)
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Tovabba a rekombinans PVA kifejez6dése ugyan-
olyan mértékben indukélhatd fenoxi-acetat jelenlétében,
mint a F. oxysporum 435 torzsnél (3. tablazat).

3. tablazat
A V-penicillin amidohidrolédz gén kifejez6désének
fenoxi-acetat-indukcidja

X Titer (NE/ml) | Titer (NE/ml) | 9ok
Torzs . . . . cio
—fenoxi-acetat | +fenoxi-acetat .
szintjc
F. oxysporum 435 0,49 21,13 43x
ATCC 16322
(pBMFXPVA7)- 2,73 135,32 50x
5. példa

Gomba-expressziosvektorok dsszedllitasa

A PVA-gén kifejezGdése indukalhatd fenoxi-ace-
tat-adagoldssal. Ugy tlinik, hogy expressziés vektorok
kifejleszthetSk a PVA — promoternek nevezett — transz-
kripcids és transzlacios szabalyozorégiojabol, idegen gé-
nek F. oxysporum-ban torténd kifejezéséhez.

A kovetkezd Osszeallitasokat az intracellularis fehér-
jék kifejezésére szolgalo pPBMPVA-P plazmid és a szek-
retalhato fehérjék kifejezésére szolgalo pBMPVA-M
plazmid létrehozasara hasznaltuk fel.

1. A pF020 Gsszeallitasa

A pF023 DNS-t BamHI és Xhol enzimekkel ha-
sitottuk. A DNS-keveréket agarézgélen szepardltuk
A PVA-gén 5’-végétdl upstream elhelyezkedd transz-
kripcids és transzldcids szabalyozdszekvenciakat tartal-
maz6 2,1 kb fragmentumot izolaltuk A pF023 plazmidot
is hasitottuk Xhol és HindIII enzimekkel. A PVA-gén
masodik részét tartalmazé 1,5 kb fragmentumot gélen
tisztitottuk. Mindkét fragmentumot ligaltuk a pUCI19-
hez a HindlI és BamHI helyeken. Az eredményiil ka-
pott plazmidot pF020-ként jeloltilk A pF020 szerkezetét
a 12. dbra mutatja.

2. A pF020-P osszeallitasa

Morinaga és munkatarsaitol szarmazo pontmutacios
eljarast [Bio/Technol. 2, 636—639 (1984)] alkalmaztunk
a PVA-gén transzlacios starthelyén torténd Mlul hely 1ét-
rehozasdra (a 21. szamu szekvencia 241. szamu bézis-
parja).

ATGCGCGTC (24. szamu szekvencia)

{ helyspecifikus mutagenezis

ATACGCGTC (25. szamu szekvencia)

Mlul hely

A Mlul hely létrehozasa lehetdvé teszi a PVA-gén
kodolérégidjanak Mlul és BamHI enzimes hasitassal
torténd eltavolitasat, és helyettesitését egy olyan gén
kodoldszekvencidjaval, amely a PVA-promoter kont-
rollja alatt fejezédik ki. Egy 15 tagi mutagén oligonuk-
leotidot (GGCACTATACGCGTC, 26. szamu szekven-
cia) szintetizaltunk.

A pF020-P szerkezetét a 13. abran rajzoltuk meg.
pF020 2 pg-jat emésztettiik Xmal enzimmel, amelyet
bakterialis alkalikus foszfatazzal (BAP) torténd kezelés
kovetett a keletkez6 1 fragmentum 6nmagaval valo liga-
cidjanak elkeriilésére. pF020 2 pg-jat hasitottuk EcoRI
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és Sphl enzimekkel a mutdcios célrégio (példaul a PVA-
gén upstream régioja) eltavolitasa céljabol. Az eredmé-
nyil kapott 5 kb fragmentumot (Il fragmentumot) gélen
tisztitottuk. I és II fragmentumok egyenlé molaris
mennyiségeit kevertiik a 15 taglh mutagén oligonukleotid
200-szoros molaris feleslegével. A keveréket 100 °C-on
3 percig inkubaltuk a keverékben levé DNS-fragmen-
tumok teljes denaturalasa céljabol. A denaturcié utan a
keveréket fokozatosan hitottik le 1épésr8l 1épésre, lehe-
tévé téve a denaturalt DNS-fragmentum jrahajlitasat
(reannealing). Ez alatt az ujrahajlitasi eljaras alatt a két
eredeti I és II fragmentumon tl két uj DNS-species kép-
z6dott, DNS-a és DNS-b. Ahogyan azt a 13. dbran bemu-
tatjuk, a 15 tagli mutagén oligonukleotid a két cirkularis
DNS-speciesnek csak egyikével hibridizalt a heterodup-
lexet képezve, mivel az oligonukleotid a célrégio két sza-
la koziil csak az egyikkel volt komplementer. A DNS-
eket Klenow-fragmentummal, T4 DNS-ligazzal és négy
dNTP-vel inkubaltuk. Ez a kezelés a nyitott cirkularis
DNS-t zart cirkularis DNS-sé alakitotta. A reakcio utan a
kevereket E. coli DHSa transzformalasara hasznaltuk
fel. A transzformatumok plazmid DNS-eit Mlul hasita-
sos analizissel screeneltitk. A pF020—P plazmidot Mlul
hasitasi hely létrejottével azonositottuk.

3. A pBMPVA-P 6sszedllitasa

Mivel a pF020—P két BamHI hellyel rendelkezik,
amely megakadalyozza ennek az expresszios vektornak
a haszndlatat, a pUC19 vektor régiojabol a BamHI he-
lyet el kell tavolitani. A pF020—P plazmidot BamHI en-
zin korlatozott mennyiségével kezeltiik részlegesen hasi-
tott allapot létrehozésara, és utdna EcoRI-gyel hasitot-
tuk. A kiallo 5’-végeket Klenow-fragmentummal toltot-
tik fel. 6,3 kb fragmentumot tisztitottunk gélen, T4
DNS-ligazzal kapcsoltuk és E. coli DHS5a torzsbe transz-
formaltuk. Az eredményiil kapott pPBMPVA-P plazmid
(1. dbra) felhasznalhat expresszios vektorként a kivant
géa kodoloszekvenciajanak beszirasara Mlul/BamHI he-
lycknél a PVA-promoter kontrollja alatt.

4. A pF020—M osszeallitasa

Smal helyet hoztunk létre a PVA szekrécios szig-
nalszekvenciaja és az érett PVA-fehérje elagazasanal
(22. szamu szekvencia, 24-25. aminosavak).

AACAAA/GGCAAC (27. szami szekvencia)

N K G N (28.szdmu szekvencia)

{ helyspecifikus mutagenezis

AACCCC/GGGAAC (29. szamu szekvencia)

Smal hely

A Smal helyek létrehozésa megengedi egy kodolo-
szckvencia beszardsat a PVA szekrécids szignalszek-
vencia utan, és igy lehetvé teszi majd a kifejezGdott fe-
tidot

(GCAGCTCCCAACCCCGGGAACGATGATT,
30. szamu szekvencia) szintetizaltunk.

A pF020—M szerkezetét a 15. dbran mutattuk meg.
Az eljaras hasonlod volt a pF020—P dsszeallitasdhoz.
A pF020 plazmidot hasitottuk Xmal enzimmel, ame-
lyct BAP kezelés kovetett az I fragmentum eldallita-
sara. A pF020-at ezutan Sphl és Hindlll enzimekkel
emésztettitk a célrégid eltavolitasa céljabol, és egy 6 kb
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II fragmentum létrehozasara. A heteroduplexképzés és
a DNS-kiterjesztés koriilményei hasonléak voltak a
pF020—P dsszeéllitasahoz. Transzformatumok plazmid
DNS-eit screeneltiik egy tovabbi Smal hely 1étrejottére.

5. A pPBMPVA-M 0sszeallitdsa

A pF020—M plazmid két BamHI és két Smal hellyel
rendelkezik, amely megakadalyozza ennek a vektornak
a hasznalatat. A folosleges BamHI és Smal helyeket a
pUCI9 régiobdl el kell tavolitani. A pF020-M plazmi-
dot részlegesen hasitottuk BamHI-gyel, és utana EcoRI-
gyel hasitottuk. A ragadds vegeket feltoltottiik Klenow-
fragmentummal. 6,3 kb fragmentumot tisztitottunk gé-
len, ligazzal kapcsoltuk és E. coli DH5a torzsbe transz-
formaltuk. Az eredményiil kapott pPBMPV A ~M plazmid
(16. abra) felhasznalhato szekretilhato expresszios vek-
torként a kivant gén kodoloszekvencidjanak besziirasara
a Smal/BamHI helyeknél a PVA promoter kontrollja
alatt.

6. példa

A D-aminosav oxiddz gén kifejezése a PVA exp-

resszios vektorokkal

A D-aminosav oxidaz gént — amelyet a Trigonopsis
variabilis-bdl klonoztunk — hasznaltuk a Fusarium PVA
expresszids vektorokkal kifejezendd idegen gén példaja-
ként.

1. A D-aminosav oxiddz gén kifejezése
pBMPVA -P-vel

A Trigonopsis variabilis D-aminosav oxidaz
(DAAO) gént a Bristol-Myers Squibb kutatéi klo-
noztdk. A DNS-szekvencia analizise jelezte, hogy egy
38 bp intron van a kodoloszekvencia 5’-végének kozelé-
ben. Oligonukleotidra iranyitott helyspecifikus mutage-
nezis-maddszert alkalmaztunk az intron eltavolitdsara és
Ncol hely létrehozasara a DAAO gén transzlacios start-
helyén. Ezért a DAAO-t kodolé szekvenciat plusz egy
700 bp 3’ nem transzkripcids régiot tisztithatjuk egy
2,1 kb Ncol/BamHI fragmentumaként.

A pBMPVA-P plazmid DNS-t Mlul hasitassal ke-
zeltiik, €s a ragados végeket feltoltottiik a Klenow-frag-
mentummal. A DNS-t ezutdn BamHI-gyel hasitottuk.
A PVA-promoterrégiot tartalmazoé 4,7 kb fragmentumot
gélen tisztitottuk. A DAAO génfragmentumot ligdltuk
a DAAO gén 2,1 kb Ncol-Klenow/BamHI fragmen-
tumaval a pPBMPVA-P/DAAOI plazmid létrehozasa
céljabol. A pPBMPVA-P/DAAO] plazmid Ndel hasi-
tasaval és Klenow-feltoltésevel egy 3,4 kb PVA-promo-
ter/DAAO gén fuzios fragmentumot készitettiink, és gé-
len tisztitottuk. A fragmentumot pSJC62 DNS-be és a
Klenowval feltsltott Xbal helyre inszertaltuk. Az ered-
ményiil kapott plazmidot pPBMPVA-P/DAAO?2 jelzés-
sel lattuk el. A teljes szerkezeti vazlatot a 17. abran mu-
tatjuk be.

A pBMPVA-P/DAAO2 DNS-t ATCC 16322 torzs-
be vittiikk be polietilénglikol kozvetitette protoplaszt-
transzformécidval. A transzformatumokat phleomicinre-
zisztenciajuk alapjan valogattuk ki. Néhény transzforma-
tumot PVA-termel§ tdpkdzegben szaporitottunk, és meg-
vizsgaltuk D-aminosav oxidaz-aktivitasukat. Az eredmé-
nyek azt mutattak, hogy a D-aminosav oxidiz gén
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0,2—-0,8 NE/ml szinten fejez6dott ki az ATCC 16322
transzformatumokban.

2. A D-aminosav oxiddz gén kifejezése
pBMPVA-M-mel

A pBMPVA-M plazmid DNS-t Smal és BamHI en-
zimekkel hasitottuk. Mind a PVA-promoterrégiét, mind
a PVA-t szekrécids szignalszekvenciat tartalmazd
4,8 kb fragmentumot gélen tisztitottuk. A DAAO gén-
fragmentumot Ncol hasitassal plusz mungébabnukles-
z0s kezeléssel preparaltuk az 5’ ragados végek eltavolita-
sara és a DAAO gén helyes olvasasi keretének megtarta-
sara, és utdna BamHI emésztést végeztiink egy 2,1 kb
fragment létrehozasara. A 4,8 kb PVA promoter/szignal
szekvencia fragmentumot a 2,1 kb DAAO génfragmen-
tumhoz ligaltuk pPBMPVA-M/DAAO3 plazmid létreho-
zésa céljabol. A pPBMPVA-M/DAAO3 plazmidot Ndel
enzimmel hasitottuk, és az 5’ ragados végeket a Kle-
now-fragmentummal toltottikk fel. A 3,5 kb PVA pro-
moter/szignal szekvencia/DAAO gén f0zids fragmentu-
mot tisztitottuk, és beszirtuk a pSJC62 DNS-be a Kle-
nowval feltoltott Xbal helyen. Az eredménylil kapott
plazmidot pBMPVA-M/DAAO4 jeloléssel lattuk el
(13. abra).

A pBMPVA-M/DAAO4 plazmid DNS-t ATCC
16322 torzsbe transzformaltuk. Néhany phleomicinrezisz-
tens transzformatumot analizaltunk D-aminosav oxi-
daz-aktivitasra. Sajnos egyik transzformdtum sem muta-
tott D-aminosav oxidaz-aktivitast. A D-aminosav oxidaz
gén pPBMPVA-M vektorral t6rténd kifejez6désének a hi-
bija adédhat a D-aminosav oxidaz enzim intracellularis
természetébdl. Széles korben ismert, hogy az intracellu-
laris fehérjét kodolo gének nem tudnak extracelluldrisan
kifejez6dni és athelyezddni egy szekrécids expresszids
rendszer segitségéve [Model és Russel, Cell 61,
739-741 (1990)]). Még ha a gén ki is fejezédik intra-
ce;luldrisan, a hozza kapcsolodd PV A-szignélszekvencia
inaktivalhatja a D-aminosav oxid4zt. Ezért a
pBMPVA-M vektor még hasznalhaté mas szekretéalhato
fehérjegének kifejezésére.

SZEKVENCIAK JEGYZEKE
(1 ALTALANOS INFORMACIO:

(iii) A szekvencidk szama: 30
(2" AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

(A) HOSSZ: 29 aminosav
(B) TIPUS: aminosav

(C) SZALASSAG:

(D) TOPOLOGIA : linearis

(ii) MOLEKULATIPUS: peptid

(v) FRAGMENSTIPUS : N-terminalis

(vi) EREDETI FORRAS:

(A) SZERVEZET: Fusarium oxysporum
(ix) JELLEGZETESSEG:
(A) NEV/KULCS: peptid
(B) HELYZET: 7
(D) EGYEB INFORMACIO: megjegyzés:
»Aminosav 7 Ala vagy Lys lehet”
(ix) JELLEGZETESSEG:
(A) NEV/KULCS: peptid
(B) HELYZET: 22
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(D)EGYEB INFORMACIO: megjegyés:
»2Aminosav 22 Thr vagy Val lehet”
(xi) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Gly Asn Asp Asp Phe Ala Xaa Lys Xaa Ala Ser Leu Lys Lys Ser Leu

1 5 10 15
Lys Leu Pro Gly Thr Xaa Val Tyr Phe Thr Gln His Val
20 25
(2) A 2. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI: (ix) JELLEGZETESSEG:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI: 10 (A) NEV/KULCS: peptid
(A) HOSSZ: 12 aminosav (BYHELYZET: 7
(B) TIPUS: aminosav (D)EGYEB INFORMACIO: megjegyzés:
(C) SZALASSAG: egyszlu »Aminosav 7 Ala vagy Leu lehet”
(D) TOPOLOGIA : lineéris (ix) JELLEGZETESSEG:
(i) MOLEKULATIPUS: peptid 15 (A) NEV/KULCS: peptid
(ix) JELLEGZETESSEG: (B)HELYZET: 12
(A) NEV/KULCS: peptid (D)EGYEB INFORMACIO: megjegyés:
(B) HELYZET: 4 »Aminosav 12 Tyr vagy Arg lehet”
(D)EGYEB INFORMACIO: megjegyés:
~Aminosav 4 Ser vagy Pro lehet” 20

(xi) A 2. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
Gly Leu Asn Xaa Ser Gln Xaa Xaa Gln Phe Tyr Xaa

1 5 10
(2) A 3. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL: 25  (ii) MOLEKULATIPUS: peptid
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL: (ix) JELLEGZETESSEG:
(A) HOSSZ: 12 aminosa (A) NEV/KULCS: peptid
(B) TiPUS: aminosav (B) HELYZET: 8
(C) SZALASSAG: (D)EGYEB INFORMACIO: megjegyzés:
(D) TOPOLOGIA : linearis »Aminosav 8 Ser vagy Lys lehet”

(xi) A 3. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA
Leu Val Lys Thr Gly Pro Ala Xaa Xaa Val Ser Ile

1 5 10
(2) A 4. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL: 35 (i)) MOLEKULATIPUS: peptid
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI: (ix) JELLEGZETESSEG:
(A) HOSSZ: 10 aminosav (A) NEV/KULCS: peptid
(B) TIPUS: aminosav (B) HELYZET: 8
(C) SZALASSAG: (D) EGYEB INFORMACIO: megjegyés:
(D) TOPOLOGIA : lineéris 40 ~Aminosav 8 Ser vagy Lys lehet”

(xi) A 4. SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA:
Gly Asn Asp Asp Phe Ala Ala Xaa Xaa Ala

1 5 10
(2) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI: 45 (i)) MOLEKULATIPUS: peptid
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI: (ix) JELLEGZETESSEG:
(A) HOSSZ: 20 aminosav (A) NEV/KULCS: peptid
(B) TIPUS: aminosav (B)HELYZET: 3
(C) SZALASSAG: (D)EGYEB INFORMACIO: megjegyzés:
(D) TOPOLOGIA : lineéris 50 »Aminosav 3 [le vagy Arg lehet”

(xi) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
Gly Xaa Xaa Thr Ala Asp Thr Asn Val Leu Leu Ala Xaa Val Lys Trp

1 5 10 15
Val Glu Glu Gly
20
(2) A 6. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI: (C) SZALASSAG:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI: (D) TOPOLOGIA : linearis
(A) HOSSZ: 25 aminosav (i)) MOLEKULATIPUS: peptid
(B) TIPUS : aminosav 60 (ix) JELLEGZETESSEG:

14
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(A) NEV/KULCS:: peptid
(B) HELYZET: 16
(D)EGYEB INFORMACIO: megjegyés:
»~Aminosav 16 Asn vagy Ser lehet”
(ix) JELLEGZETESSEG:
(A) NEV/KULCS: peptid
(B) HELYZET: 21
(D) EGYEB INFORMACIO: megjegyés:
,Aminosav 21 Asn vagy His lehet”
(ix) JELLEGZETESSEG:
(xi) A 6. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

(A) NEV/KULCS: peptid
(B) HELYZET: 23

(D)EGYEB INFORMACIO: megjegyzés:

»Aminosav 23 Val vagy Ser lehet”
5 (ix) JELLEGZETESSEG:
(A) NEV/KULCS: peptid
(B) HELYZET: 25
(D)EGYEB INFORMACIO:
»Aminosav 25 Thr vagy Arg lehet”
10

Ile His Trp Ser Gly Leu Glu Asp Gly Leu Ile Ser Ala Glu Asn Xaa

1 5

Asp Tyr Tyr Asn Xaa Val Xaa Ser Xaa

20 25
(2)A 7. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI: (i)
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 4 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALASSAG:
(D) TOPOLOGIA: linearis
(ii) MOLEKULATIPUS: peptid
(xi) A 7. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Pro Tyr Asn Asp
(2) A 8. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOLI:
(A) HOSSZ: 7 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALASSAG:
(D) TOPOLOGIA : linearis
(i) MOLEKULATIPUS : peptid
(xi) A 8. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA
Val Lys Trp Val Glu Glu Gly
1 5
(2) A 9. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 20 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalu
(D) TOPOLOGIA : linearis
(i) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS
(xi) A 9. SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

(xi) A 12. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

10 15

GTNAARTGGG TNGARGARGG
(2) A 10. SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 20 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalu
(D) TOPOLOGIA : linearis
(il MOLEKULATIPUS: cDNS
(xi) A 10. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCYTCYTCNA CCCAYTTNAC 20
(21 A 11. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 20 bazispar
(B) TIPUS : nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszali
(D) TOPOLOGIA : linearis
(i) MOLEKULATIPUS : ¢cDNS
(xi) A 11. SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA:
GTYTCYTCNT CGGAYTTNAC 20
(2) A 12. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 10 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALASSAG:
(D) TOPOLOGIA : lineéris
(i) MOLEKULATIPUS: peptid

20

20

25

30

35

40

Gly Asn Asp Asp Phe Ala Ala Lys Cys Ala

1 5

(2) A 13. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZ: 5 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALASSAG:
(D) TOPOLOGIA : linearis
(ii) MOLEKULATIPUS: peptid
(xi) A 13. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Val Ala Lys Cys Ala
1 5
(2) A 14. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

10

(A) HOSSZ: 23 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszili
(D) TOPOLOGIA : linedris
(i)) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS
(xi) A 14. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
55 TTTTTTTTGT AGCGAAATGC GCC 23
(2) A 15. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 23 bazispar
(B) TIPUS : nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszali

50

60

15

megjegyés:
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(D) TOPOLOGIA : lineéris
(i) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS
(xi) A 15. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
TTTTTTCTGC AGCGAAATGC GCC 23
(2) A 16. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI: 5
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOLI:

(xi) A 16. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CCCGGGAACG ACGACTTTGC AGCGAAATGC GCC

(2) A 17. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 33 bazispar
(B) TiPUS: nukleinsav

(xi) A 17. SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA :
CGCGCATTTC GCTGCAAAGT CGTCGTTCCC GGG

(2) A 18. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI: 20
(A) HOSSZ: 1767 bazispér
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalu
(D) TOPOLOGIA : linearis

(xi) A 18. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
GGC AAC GAT GAT TTT GCC GCG AAA TGC

Gly Asn Asp Asp Phe Ala Ala Lys Cys
1 5

AAA CTC CCC GGC ACC ACC GTA TAC TTC
Lys Leu Pro Gly Thr Thr Val Tyr Phe
20 25

ACC AAC ATC ACT TTC CCC GAT AAT CAC
Thr Asn Ile Thr Phe Pro Asp Asn His
35 40

CAG GTT ACG GAC GTT GAG GTC TGC CGC
Gln Val Thr Asp Val Glu Val Cys Arg
50 55

GGA CCC GCC TCA AAC GTT AGC ATC GAA
Gly Pro Ala Ser Asn Val Ser Ile Glu
65 70

ACA GGT CGG TTC TTA GGA ACT GGC AAT
Thr Gly Arg Phe Leu Gly Thr Gly Asn
85

CCC TAC AAC GAT ATG GCG TAC GGC AAC
Pro Tyr Asn Asp Met Ala Tyr Gly Asn
100 105

GGC ACG AAC AAC GGA CAT AAC GGA ACC
Gly Thr Asn Asn Gly His Asn Gly Thr
115 120

AAC CCA GGC GTG GTT GAG GAC TTT GCC

Asn Pro Gly val val Glu Asp Phe Ala
130 135

16

(A) HOSSZ: 33 bazispar

(B) TIPUS: nukleinsav

(C) SZALASSAG: egyszalt

(D) TOPOLOGIA : linedris
(i) MOLEKULATIPUS: ¢DNS

(C) SZALASSAG: egyszila
(D) TOPOLOGIA : lineéris
(i) MOLEKULATIPUS: ¢DNS

33

(C) SZALASSAG: egyszalt

(D) TOPOLOGIA : lineéris
(ii) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS
(ix) JELLEGZETESSEG:

(A) NEV/KULCS: cds

(B)HELYZET: 1...1521

GCC AGC CTC AAG AAG TCG

Ala Ser Leu Lys Lys Ser
10 15

ACC CAG CAT GTC TCG GCT
Thr Gln His Val Ser Ala
30

CCG ACC TGC GGT CCT AAC
Pro Thr Cys Gly Pro Asn
45

GTG GCC ATG TTA GTC AAG
Val Ala Met Leu Val Lys
60

GCT TGG CTT CCC TTG AAC
Ala Trp Leu Pro Leu Aan
75

GGT GGA TTA GCT GGC TGT
Gly Gly Leu Ala Gly Cys

AGT TTC GGC TTC GCC AGC
Ser Phe Gly Phe Ala Ser
110

TCA GGC CTA CCC ATG TAC
Ser Gly Leu Pro Met Tyr
125

TAT CGT GCG GTG CAC GCT
Tyr Arg Ala Val His Ala
140

CTC
Leu

GGT
Gly

TAT
Tyr

ACG
Thr

TGG
Trp
80

ATG
Met

GTT
vVal

CGC
Arg

GGT
Gly

33

48

96
144
1912
240
288
336
384

432



GCT
Ala
145

AAG
Lys

TTG
Leu

CCG
Pro

GGC
Gly

TGG
Trp
225

GAT
Asp

CGC
Arg

ACC
Thr

ACC
Thr

GCT
Ala
305

GAA
Glu

ACT
Thr

GAC
Asp

AAC
Asn

GAG

GTT
Val

TCC
Ser

GCA
Ala

GCT
Ala

ATC
Ile
210

GAA
Glu

GGC
Gly

CCT
Pro

AAG
Lys

ACG
Thr
290

crC
Leu

TGG
Trp

ATT
Ille

ATT
Ille

ARG
Lys
370

ARC

ATC
Ile

TAC
Tyr

CAG
Gln

ATG
Met

195

ACC
Thr

ATG
Met

GTC
Val

GAG
Glu

GCC
Ala

275

AAT
Asn

TTT
Phe

TAC
Tyr

GGG
Gly

GAG
Glu
355

ATG
Met

TCA

GGA
Gly

TTT
Phe

AGC
Ser
180

CGC
Arg

GGC
Gly

GTG
Val

GAT
Asp

GCT
Ala
260

AAG
Lys

GAG
Glu

AAC
Asn

CAG
Gln

CcCC
Pro
340

ACT
Thr

ATT
lle

GAC

AAG
Lys

CTC
Leu
165

TTC
Phe

TGG
Trp

CCcC
Pro

CAC
His

GAC
Asp
245

CTC

leu

ATT
Ile

ACA
Thr

TTT
Phe

TAT
Tyr
325

AAG
Lys

TGG
Trp

CAC
His

GAT

AAG
Lys
150

GGC
Gly

CcCcC
Pro

AAC
Asn

CcCT
Pro

AAG
Lys
230

GGC
Gly

ATC
Ile

GAG
Glu

TAC
Tyr

GTT
Val
310

GTC
Val

GAC
Asp

GAG
Glu

TGG
Trp

TAT

ATC
Ile

TGC
Cys

GAG
Glu

GGT
Gly

HU 218265 B

ACC CAG GiC

Thr

TCG
Ser

GAT
Asp

CTT
Leu
200

GGA GCT
Gly Ala

215

AGC
Ser

GTG
Val

TGC
Cys

ACG
Thr

GTC
Val

295

GTC
Val

ATC
Ile

TAT
Tyr

GGA
Gly

CAC
His

375

TAT

GTC
Val

CTT
Leu

GGT
Gly

GTC
Val
280

TAC
Tyr

GCC
Ala

TGG
Trp

GAT
Asp

GAC
Asp
360

GGC
Gly

AAT

Gln

ACA
Thr

TAC
Tyr
185

CAG
Gln

CCT
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

AAG
Lys
265

CGC
Arg

CCT
Pro

GAG
Glu

GAA
Glu

AGA
Arg
345
CTG
Leu

CTT
Leu

CAC

17

Gly

GGA
Gly
170

GAT
Asp

GCA
Ala

GGC
Gly

ACT
Thr

GAC
Asp
250

GGC
Gly

AAA
Lys

CcGa
Arg

ACA
Thr

GAC
Asp
330

GGT
Gly

TCT
Ser

CAG
Gln

GTG

TTT TAC
Phe Tyr
155

GGA CGT
Gly Arg

GGC TAT
Gly Tyr

CGC TCT
Arg Ser

CAT GTG
His val
220

CAG TGC
Gln Cys
235

CCC ACC
Pro Thr

CAG ACC
Gln Thr

GTC TTT
Val Phe

GCG GTT
Ala Val
300

CCA TTC
Pro Phe
315

CCT GAG
Pro Glu

GCC GAG
Ala Glu

ARG TTC
Lys Phe

GAC GGA
Asp Gly

TCT CGA

GGC
Gly

CAaA
Gln

GTG
Val

GGA
Gly
205

ACT
Thr

GAC
Asp

CTC
Leu

GAG
Glu

TCT
Ser
285

CCT
Pro

GTT
Val

TGG
Trp

ATG
Met

CGC
Arg
365

CTC
Leu
380

ACA

AAG
Lys

GCA
Ala

GCA
Ala
190

AGT
Ser

CCa
Pro

GAG
Glu

TGT
Cys

AAT
Asn
270

ccc

Pro

GGT
Gly

TAC
Tyr

AAT
Asn

AAC
Asn
350

ARG
Lys

ATC
Ile

ATG

AAG TTC
Lys Phe
160

ATG AAG
Met Lys
175

GGT GCT
Gly Ala

TTC TGG
Phe Trp

GAC GAG
Asp Glu

CCC aTT
Pro Ile
240

CAG TAC
Gln Tyr
255

TGC CTG
Cys Leu

CTA TAC
Leu Tyr

GCT AAC
Ala Asn

TCC ACA
Ser Thr
320

CCT GAC
Pro Asp
335

CCC TAT
Pro Tyr

CGT GGC
Arg Gly

AGC GCC
Ser Ala

GGC CTC

480

528

576

624

672

720

768

816

864

%12

960

1008

1056

1104

1152

1200



Glu
385

AAT
Asn

TGT
Cys

GCC
Ala

ATT
Ile

TAC
Tyr
465

AGG
Arg

GTG
val

CCCTAGGCTT TTGTGGCTGT CGTTAGGTGG CATACGTATA
ACTGTGAACA TGCTTTATGT TGTGCAAGAA TTGATTGAGA
GCTTGCAGAG CCAAGGCAAA TAGACCCAAC TGTTGACGAG

AAGGTAGAGG CAACGGGGAG AGAGACCATG GAAGACAAGG

Asn

AGT
Ser

GGC
Gly

GGA
Gly

GTG
Val
450

AAG
Lys

CAT
His

AAG
Lys

Ser Asp

AGC CAG
Ser Gln

CAT TGC
RHis Cys
420

AAC ATG
Asn Met
435

AAA TGG
Lys Trp

AAC GTC
Asn Val

TGC CGA
Cys Arg

GAT CCC
Asp Pro
500

Asp

CTG
Leu
405

AGC
Ser

GGC
Gly

GTC
Val

GGC
Gly

TAC
Tyr
485

GAT
Asp

Tyr
390

GAC
Asp

GCC
Ala

GGC
Gly

GAG
Glu

GGA
Gly
470

cca
Pro

AGC

Tyr

CAG
Gln

GGA
Gly

AAG
Lys

GAA
Glu

455

ACT
Thr

CAC
His

TGG

HU 218 265 B

Asn His Vval

TTT
Phe

GAC
Asp

ACG
Thr

GGC
Gly

GCA
Ala

CGC
Arg

AAC

Ser Trp Asn

TAT
Tyr

GGG
Gly
425

GCA
Ala
440

GTT
Val

GAT
Asp

AAT
Asn

TGT
Cys
505

AGG
Arg
410

GCT
Ala

GAT
Rsp

GCG
Ala

GGC
Gly

GTC
val
490

AAG
Lys

GGCCGGGGAA GACGGAAAAA AAAAACCCCC ccCccce

Q)AIQSZAMUSZEKVENCDXAPATAL
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 507 aminosav

(xi) A 19. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gly
L
Lys
Thr

Gln

Gly

Asn Asp Asp Phe Ala Ala
5

Leu

Asn

Val

50

Pro

Pro Gly Thr Thr Vval

20

Ile Thr Phe Pro Asp

35

Thr Asp Val Glu Val

Ala Ser Asn Val Ser

70

55

Tyr

Asn
40

Ile

Cys
Phe
25

His

Arg

Glu

18

Ala
10
Thr

Fro

val

Ala Trp Leu

Ser Arg
385

TTC TTC
Phe Phe

TCT CGC
Ser Arg

ACT AAT
Thr Asn

CCA GAA
Pro Glu
460

GCT TTT
Ala Phe
475

TGG GAC
Trp Asp

Thr

CGC
Arg

ATT
Ile

GTG
Val

ACG
Thr

GAC
Asp

GGG
Gly

Met

GTC
Val

GGA
Gly
430

CTT
Leu
445

ATT
Ile

TAT
Tyr

AAG
Lys

ATG TGAGGTGTGG

Ile

TAAGAGGATC

ATCAGATTGA

ATCTTGGCCG

CGTAGAAAAT

(B) TIPUS: z;minosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(ii) MOLEKULATIPUS: fehérje

Ser Leu

Gln His

Thr Cys

Ala Met
60

75

Lys
Val
Gly
45

Leu

Pro

Lys
Ser
30

Pro

Val

Leu

Gly Leu
400

AGT GGG
Ser Gly
415

AAC AAC
Asn Asn

CTG GCT
Leu Ala

GGG GGC
Gly Gly

GAG CGT
Glu Arg

480
GGG AAT

Gly Asn
495

Ser Leu
15

Ala Gly
Asn Tyr

Lys Thr

Asn Trp
80

1248
1296

1344

1392
1440
1448
1531
1581
1631
1681

1731

1767



Thr Gly Arg Phe

Pro Tyr Asn Asp

Gly

Asn

Ala

145

Lys

Leu

Pro

Gly

Trp
225

Thr

Thr

Ala

305

Glu

Thr

Asp

Asn

Glu
385

Thr
Pro
130
Val
Ser
Ala
Ala
Ile
210
Glu

Gly

Pro

Thr
290
Leu
Trp
Ile
Ile
Lys

370

Asn

100

Asn Asn
115

Gly Val

Ile Gly

Tyr Phe

Gln Ser
180

Met Arg
195

Thr Gly

Met Val

vVal Asp

Glu Ala
260

Ala Lys
275

Asn Glu
Phe Asn
Tyr Gln
Gly Pro

340

Glu Thr
355

Met Ile

Ser Asp

HU 218 265 B

Leu Gly Thr Gly Asn Gly Gly Leu Ala Gly Cys Met
95

85

90

Met Ala Tyr Gly Asn Ser Phe Gly Phe Ala Ser Val
110

105

Gly His Asn Gly Thr Ser

Val

Lys

Leu

165

Phe

Trp

Pro

His

Ile

Thr

Phe

Tyr

325

Lys

Trp

His

Asp

Glu
Lys
150
Gly
Pro
Asn
Pro
Lys
230
Gly
Ile
Glu
Tyr
val

310

Val

Trp

Tyr
390

120

Asp Phe
135

Ile Thr
Cys Ser
Glu Asp
Gly Leu

200

Gly Ala
215

Ser Val
Val Leu
Cys Gly
Thr val
val Tyr
291

Val Ala
Ile Trp
Tyr Asp
Gly Asp

360

His Gly
375

Tyr Asn

Ala

Gln

Thr

Tyr

185

Gln

Pro

Leu

Glu

Lys

265

Arg
280

Pro
Glu
Glu
AArg

345
Leu

Leu

His

19

Tyr

Gly

Gly
170

Gly

Thr

Arg

Thr

Asp

330

Gly

Ser

Gln

Val

Gly Leu

Arg Ala
140

Phe Tyr
155

Gly Arg
Gly Tyr
Arg Ser
His val

220
Gln Cys
235
Pro Thr
Gln Thr
Val Phe
Ala val

300

Pro Phe
315

Pro Glu
Ala Glu
Lys Phe

Asp Gly

Ser Arg
395

Pro Met Tyr Arg

125

Val

Gly

Gln

Val

Gly

205

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

val

Trp

Met

Arg

365

Leu
380

Thr

His

Lys

Ala

Ala

190

Ser

Pro

Glu

Cys

Asn

270

Pro
285
Gly
Tyr
Asn
Asn
350
Lys

Ile

Met

Ala

Lys

Met

175

Gly

Phe

Asp

Pro

Gln

255

Cys

Leu

Ala

Ser

Pro

335

Pro

Arg

Ser

Gly
Phe
160
Lys
Ala
Trp
Glu
Ile
240
Tyr
Leu
Tyr
Asn
Thr
320
Asp
Tyr

Gly

Ala

Gly Leu

400



Asn

Glu

385

Asn

Cys

Ala

Ile

Tyr

465

Arg

vVal

Lys
370
Asn
Ser
Gly
Gly
Val
450
Lys

His

Lys

Met Ile His

Ser Asp Asp

Ser Gln Leu

405
His Cys Ser
420

Asn Met
435

Gly

Lys Trp Val

Asn Val Gly

Cys Arg Tyr

485

Asp Pro Asp
500

Trp
Tyr
390

Asp

Ala

Gly

Glu

Gly

470

Pro

Ser

HU 218 265 B

His Gly
375
Tyr Asn

Gln Phe

Gly Asp

Lys Thr

440
Glu Gly
455
Thr Ala

His Arg

Trp Asn

(2) A 20. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 20 bazispar
(B) TIPUS : nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalu
(D) TOPOLOGIA : linearis
(ii) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS
(xi) A 20. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

(xi) A 21. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Leu Gln

His val

395
Tyr Arg
410
Gly Ala
425

Ala Asp

Val Ala

Asp
475

Asn
490

Cys
505

Lys Ile

Asp Gly

Ser Arg

Phe Phe

Ser Arg Ile

Thr Asn
Pro Glu
460

Gly Ala Phe

Val Trp Asp

Leu Ile

380

Thr Met

Arg Val

Gly
430

Val
445

Leu
Thr Ile

Tyr

Lys

Ser
Gly
Ser

415

Asn

Leu

Gly

Glu

Gly

495

CTGAAATGGG TCGAGGAAGG

(2) A 21. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

Ala
Leu
400

Gly

Asn

Ala
Gly
Arg

480

Asn

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOLI:

30

(B) TIPUS : nukleinsav

(C) SZALASSAG: egyszala

(D) TOPOLOGIA : lineéris
(il) MOLEKULATIPUS: genomialis DNS

AGGTGTCATA CGCGTGTACC GAGGTATCAC CTCCTTTCTT

TTGGTTGTTC TATGAAGGAC CATCCGTTCA CCCCGCAGGA

TCTATGGCAA GAGTTTATCC CGAGGCATGT ATATAATAAA

CTCCTTCTCC TGCACCTTCT CAGCCAGGCT CAGGAGGCTG

GAATATCTAT CTGTCTGATA GTTGTTCGTC ATCAGGCACT

ATG
Met

CTA
Leu

AAA
Lys
540

TAC
Tyr

CGC
Arg

GGT
Gly
525
TGC
Cys

TTC
Phe

GTC AAC
Val Asn
510

GCA
Ala

TGC
Cys

GCa
Ala

GCC
Ala

AGC
Ser

CTC
Leu

ACC
Thr

CAG
Gln

CAT
His
560

GCT
Ala

AAG
Lys
545

GTC
Val

TTC TCG ACC CTG
Phe Ser Thr Leu

515

CCC AAC

Pro Asn
530

AAG TCG
Lys Ser

TCG GCT
Ser Ala

CTG CTT CCC
Leu lLeu Pro

GGC AAC
Lys Gly Asn
AAAR CTC
Lys Leu

CctC
Leu

550

ACC AAC
Thr Asn
565

GGT
Gly

20

GGACTATTGG

ACCAGGACA

GCTCTTGCCT

GCAGTGAGTT

CTC
Leu

AGC
Ser

CTC
Leu
520

GAT

Asp
515

CCC
Pro

GAT
Asp

TTT
Phe

GGC
Gly

ACC
Thr

TTC
Phe

ATC ACT
Ile Thr

(A) HOSSZ: 2289 bazispar

CAA
Gln

GCC
Ala
ACC
Thr

CcCccC
Pro

GGG
Gly

GCG
Ala

GTA
Val
555

GAT
Asp

570

50
100
150
200
240

288

336

384

432



AAT
Asn

TGC
Cys

ATC
Ile

GGC
Gly

GGA
Gly

TTT
Phe

ACC
Thr

TCG
Ser
700

GAT
Asp

CTT
Leu

GCT
Ala

GTC
Val

CTT
Leu
780

GGT
Gly

GTC
val

TAC
Tyr

CaC
His

CGC
Arg

GAA
Glu
605

AAC
Asn

ACC
Thr

GCC
Ala

CAG
Gln
685

ACA
Thr

TAC
Tyr

CAG
Gln

CCT
Pro

CTG
Leu
765

GAG
Glu

AAG
Lys

CGC
Arg

CCT
Pro

CCG
Pro

GTG
vVal
590

GCT
Ala

AGT
Ser

TCA
Ser

TAT
Tyr
670

GGC
Gly

GGA
Gly

GAT
Asp

GCA
Ala

GGC
Gly
750

ACT
Thr

GAC
Asp

GGC
Gly

Lys

CGA
Arg
830

ACC
Thr
575

GCC
Ala

TGG
Trp

TTC
Phe

GGC
Gly
655

CGT
Arg

TTT
Phe

GGA
Gly

GGC
Gly

CGC
Arg
735

CAT
His

CAG
Gln

CcCC
pro

CAG
Gln

GTC
Val
815

GCG
Ala

TGC
Cys

ATG
Met

CTT
Leu

GGC
Gly
640

CTA
Leu

GCG
Ala

TAC
Tyr

CGT
Arg

TAT
Tyr
720

TCT
Ser

GTG
Val

TGC
Cys

ACC
Thr

ACC
Thr
800

TTT
Phe

GTT
val

GGT
Gly

TTA
Leu

CCC
Pro

TTC
Phe

CcCC
Pro

GTG
Val

GGC
Gly

CAA
Gln
705

GTG
Val

GGA
Gly

ACT
Thr

GAC
Asp

CTC
Leu
785

GAG
Glu

TCT
Ser

CCT
Pro

CCT
Pro

GTC
Val

TTG
Leu
610

GCC
Ala

ATG
Met

CAC
His

AAG
Lys
690

GCA
Ala

GCA
Ala

AGT
Ser

CCA
Pro

GAG
Glu
770

TGT
Cys

AAT
Asn

CcccC
Pro

GGT
Gly

HU 218265 B

AAC
Asn

AAG
Lys
595

AAC
Asn

AGC
Ser

TAC
Tyr

GCT
Ala
675

AAG
Lys

ATG
met

GGT
Gly

TTC
Phe

GAC
Asp
755

CcccC
Pro

CAG
Gln

TGC
Cys

CTA
Leu

GCT
Ala
835

TAT
Tyr
580

ACG
Thr

TGG
Trp

GTT
val

cGC
Arg
660

GGT
Gly

TTC
Phe

AAG
Lys

GCT
Ala

TGG
Trp
740

GAG
Glu

ATT
Ile

TAC
Tyr

CTG
Leu

TAC
Tyr
820

AAC
Asn

21

CAG
Gln

GGA
Gly

ACA
Thr

GGC
Gly
645

AAC
Asn

GCT
Ala

BAG
Lys

TTG
Leu

CCG
Pro
725

GGC
Gly

TGG
Trp

GAT
Asp

CGC
Arg

ACC
Thr
805

ACC
Thr

GCT
Ala

GTT ACG
Val Thr

CCC GCC
Pro Ala

GGT CGG
Gly Arg
615

ACG AAC
Thr Asn

CCA GGC
Pro Gly

GTT ATC
val Ile

TCC TAC
Ser Tyr
695

GCA CAG
Ala Gln
710

GCT ATG
Ala Met

ATC ACC
Ile Thr

GAA ATG
Glu Met

GGC GTC
Gly Vval
775

CCT GAG
Pro Glu
790

AAG GCC
Lys Ala

ACG AAT
Thr Asn

CTC TTT
Leu Phe

GAC
Asp

TCA
Ser
600

TTC
Phe

AAC
Asn

GTG
val

GGA
Gly
680

TTT
Phe

AGC
Ser

CGC
Arg

GGC
Gly

GTG
Val
760

GAT
Asp

GCT
Ala

AAG
Lys

GAG
Glu

AAC
Asn
840

GTT
val
585

AAC
Asn

TTA
Leu

GGA
Gly

GTT
Val
665

AAG
Lys

CTC
Leu

TTC
Phe

TGG
Trp

ccC
Pro
745

CAC
His

GAC
Asp

CTC
Leu

ATT
Ile

ACA
Thr
825

TTT
Phe

GAG
Glu

GTT
Val

GGA
Gly

CAT
His
650

GAG
Glu

AAG
Lys

GGC
Gly

CCC
Pro

AAC

Asn
730

CCT

Pro

AAG
Lys

GGC
Gly

ATC
Ile

GAG
Glu

810

TAC
Tyr

GTT
Val

GTC
val

AGC
Ser

ACT
Thr

AAC
Asn

GAC
Asp

ATC
Ile

TGC
Cys

GAG
Glu
715

GGT
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

GTG
Val

TGC
Cys
795

ACG
Thr

GTC
Val

GTC
vVal

480

528

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



GAC

GGC
Gly

AAT
Asn

TTT
Phe
940

GAC
Asp

ACG
Thr

GGC
Gly

GCA
Ala

CGC
Arg

1020

AAC
Asn

GAG
Glu
845

GAA
Glu

AGA
Arg

CTG
Leu

CTT
Leu

CAC
His
925
TAT
Tyr

GGG
Gly

GCA
Ala

GTT
Val

GAT
Asp

1005

AAT
Asn

TGT
Cys

ACA
Thr

GAC
Asp

GGT
Gly

TCT
Ser

CAG
Gln

CCA
Pro

CCT
Pro

GCC
Ala

AAG
Lys
895

GAC
Asp

910

GTG
val

AGG
Arg

GCT
Ala

GAT
Asp

GCG
Ala

990

GGC
Gly

GTC
Val

AAG
Lys

TCT
Ser

TTC
Phe

TCT
Ser

ACT
Thr
975

cca

Pro

GCT
Ala

TGG
Trp

ATC
Ile

TTC
Phe

GAG
Glu

GAG
Glu
880

TTC
Phe

GGA
Gly

CGA
Arg

TTC
Phe

CGC
Arg
960

AAT

Asn

GAA
Glu

TTT
Phe

GTT
val

TGG
Trp
865

ATG
Met

CGC
Arg

CTC
Leu

ACA
Thr

CGC
Arg
945

ATT
Ile

GTG
Val

ACG
Thr

GAC
Asp

TAC
Tyr
850

AAT
Asn

AAC
Asn

AAG
Lys

ATC
Ile

ATG
Met

930

GTC
val

GGa
Gly

CTT
Leu

ATT
Ile

TAT
Tyr

1010

GAC GGG AAG
Asp Gly Lys Gly

1025

HU 218265 B

TCC
Ser

CCT
Pro

ccec
Pro

CGT
Arg

AGC
Ser
915

GGC
Gly

AGT
Ser

AAC
Asn

CTG
Leu

GGG
Gly
995

GAG
Glu

GGG

ACA
Thr

GAC
Asp

TAT
Tyr

GGC
Gly
900

GCC
Ala

CTC
Leu

GGG
Gly

AAC
Asn

GCT
Ala
980

GGC
Gly

CGT
Arg

Asn

GAA
Glu

ACT
Thr

GAC
Asp
885

AAC
Asn

GAG
Glu

AAT
Asn

TGT
Cys

GCC
Ala
965

ATT
Ile

TAC
Tyr

AGG
Arg

GTG
vVal

TGG TAC
Trp Tyr
855

ATT GGG
Ile Gly
870

ATT
Ile

GAG
Glu

AAG
Lys

ATG
Met

AAC
Asn

TCA
Ser

AGT
Ser

AGC
Ser
935

GGC CAT
Gly His
950

GGA AAC
Gly Asn

GTG AAA
Val Lys

AAG AAC
Lys Asn

CAT TGC
His Cys
1015

AAG GAT
Lys Asp

1030

CAG
Gln

CCC
Pro

ACT
Thr

ATT
Ile

GAC
Asp
920

CAG
Gln

TGC
Cys

ATG
Met

TGG
Trp

GTC
Val

TAT
Tyr

AAG
Lys

TGG
Trp

CAC
His
905

GAT
Asp

CTG
Leu

AGC
Ser

GGC
Gly

GTC
val
985

GGC
Gly

1000

cGa
Arg

CcCC
Pro

TAC
Tyr

GAT
Asp

GTC
val

GAC
Asp

GAG
Glu
890

TGG
Trp

TAT
Tyr

GAC
Asp

GCC
Ala

GGC
Gly
970

GAG
Glu

GGA
Gly

CCA
Pro

AGC
Ser

TGAGGTGTGG CCCTAGGCTT TTGTGGCTGT CGTTAGGTGG

CATACGTATA

TTGATTGAGA

TGTTGACGAG

GAAGACAAGG

GTAGCAACAG

AGATTATAGG

TAAGAGGATC

ATCAGATTGA

ATCTTGGCCG

CGTAGAAAAT

CTGTCACTGG

GACCGCACAC

ACTGTGAACA

GCTTGCAGAG

AAGGTAGAGG

GGCCGGGGAA

TGGTCAATGA

AGGCCATCAT

TGCTTTATGT TGTGCAAGAA

CCAAGGCAAA TAGACCCAAC

CAACGGGGAG AGAGACCATG

GACGGGCTGT CGGCGATGGA

CTACACTTCT GAGCGGCGAG

TTCCCGATAA CTAATGGAGA

22

ATC
Ile

TAT
Tyr
875

GGA
Gly

Cac
His

TAT
Tyr

CAG
Gln

GGA
Gly
955

AAG
Lys

GAA
Glu

ACT
Thr

CAC
His

TGG
Trp

1035

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1876

1926
1976
2026
2076
2126

2176
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CGCAATGGAG CGATGTTTAA ATGCGACAAG ACTGCCATCA TCTAGGTACT

TCATGCGTCG CTAAACGCAC CAATGCTGCG CTGCTCATGA TTGTAAACTT

AGTTTATA

(2) A 22. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 532 aminosav

(xi) A 22. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Met Arg Val Asn Phe Ser Thr Leu

L

Leu

Lys

Tyr

Asn

65

Cys

Ile

Gly

Gly
Gly
145
Phe
Thr
Ser
Asp
Leu
225

Ala

vVal

Gly

Cys

Phe

50

His

Arg

Glu

Asn

Asn
130
Thr
Ala
Gln
Thr
Tyt
210
Gln

Pro

Leu

Ala

Ala

35

Thr

Pro

val

Ala

Gly
115

Ser

Ser

Tyr

Gly

Gly

195

Asp

Ala

Gly

Thr

Cys

20
Ser
Gln
Thr
Ala
Trp

100

Gly

Phe

Gly

Arg

Phe

180

Gly

Gly

Arg

His

Gln
260

5

Ala

Leu

His

Cys

Met

85

Leu

Leu

Gly

Leu

Ala
165

Tyr

Arg

Tyr

Ser

val

245

Cys

Ala

Lys

Val

Gly

70

Leu

Pro

Ala

Phe
Pro
150
val
Gly
Gln
Val
Gly

230

Thr

Pro Asn

Lys Ser
40

Ser Ala
55

Pro Asn

Val Lys

Leu Asn

Gly Cys
120

Ala Ser

135

Met Tyr

His Ala

Lys Lys

Ala Met

200
Ala Gly
215
Ser Phe

Pro Asp

Glu Pro

Leu

Lys
25

Leu

Gly

Tyr

Thr

Trp
105

Met

Val

Arg

Gly

Phe

185

Lys

Ala

Trp

Glu

Ile
265

23

Leu
10
Gly
Lys
Thr
Gln
Gly
90

Tnhr

Pro

Gly

Ala
170

Lys

Leu

(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linedris
(il) MOLEKULATIPUS: fehérje

Pro

Asn

Leu

Asn

val

75

Pro

Gly

Tyr

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ala

Ala

Ile

235

Glu

Gly

Ser

Asp

Pro

Ile

60

Thr

Ala

Arg

Asn

Asn

140

Gly

Ile

Tyr

Gln

Met

Thr

Met

Val

Leu

Asp

Gly

45

Thr

Asp

Ser

Phe

Asp
125

Asn
Val
Gly
Phe
Ser

205

Arg
220

Gly

val

Leu Gln
15

Phe Ala
30

Thr Thr

Phe Pro

Val Glu

Asn Val
95

Leu Gly
110

Met Ala

Gly His

Val Glu

Lys Lys
175

Leu Gly
190

Phe Pro

Trp Asn

Pro Pro

His Lys

255

Asp Gly
270

Gly
Ala
Val
Asp
Val
80
Ser
Thr
Tyr
Asn
Asp
160
Ile
Cys
Glu
Gly
Gly
240

Ser

val

2226

2276

2284



Leu
Gly
val
305

Tyr

Ala

Asp
385
Gly

Asn

Phe

Asp
Thr
465
Gly

Ala

Arg

Glu Asp
275

Lys Gly
290

Arg Lys
Pro Arg

Glu Thr

Glu Asp
355

Arg Gly
370

Leu Ser

Leu Gln

His val

Tyr Arg
435

Gly Ala
450

Ala Asp
Val Ala

Asp Gly

Asn Val
515

Pro

Gln

val

Ala

Pro

340

Pro

Ala

Lys

Asp

Ser

420

Phe

Ser

Thr

Pro

Ala

S00

Trp

Asn Cys Lys Ile

530

Thr

Thr

Phe

val

325

Phe

Glu

Glu

Phe

Gly

405

Arg

Phe

Arg
Asn
Glu
485

Phe

Asp

Leu

Glu

Ser

310

Pro

val

Trp

Met

Arg

390

Leu

Thr

Arg

Ile
vVal
470
Thr

Asp

Gly
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Cys Gln Tyr Arg Pro

280

Asn Cys
295

Pro Leu
Gly Ala
Tyr Ser
Asn Pro

360

Asn Pro

375

Lys Arg

Ile Ser

Met Gly

Val Ser
440

Gly Asn
455

Leu Leu
Ile Gly

Tyr Glu

Lys Gly
520

(2) A 23. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZ: 240 bazispar

(B) TIPUS: nukleinsav

(xi) A 23. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
AGGTGTCATA CGCGTGACC GAGGTATCAC CTCCTTTCTT GGACTATTGG

Leu

Tyr

Asn

Thr

345

Asp

Tyr

Gly

Ala

Leu

425

Gly

Asn

Ala

Gly

Arg

505

Asn

50

Thr Lys

Thr Thr

315

Ala Leu
330

Giu Trp

Thr Ile

Asp Ile

Glu

Ala

300

Asn

Phe

Tyr

Gly

Glu
380

Asn Lys Met

395

Glu Asn

Asn Ser

Cys Gly

Ala Gly

Ile Val
475

Tyr Lys
490

Arg His

Val Lys

Ser

Ser

His

Asn
460
Lys
Asn

Cys

Asp

Ala

285

Lys

Glu

Asn

Gln

Pro

365

Thr

Ile

Asp

Gln

Cys
445

Met

Trp

Val

Arg

Pro
525

Leu

Ile

Thr

Phe

Tyr

350

Lys

Trp

His

Asp

Leu

430

Ser

Gly

Val

Gly

Tyr

510

Asp

Ile Cys

Glu Thr

Tyr Val
320

val val
335

val Ile

Asp Tyr

Glu Gly

Trp His
400

Tyr Tyr
415

Asp Gln

Ala Gly

Gly Lys

Glu Glu
4380

Gly Thr
495

Pro His

Ser Trp

(C) SZALASSAG: kettSs szali
(D) TOPOLOGIA : lineéris
(i1) MOLEKULATIPUS : genomiélis DNS

TTGGTTGTTC TATGAAGGAC CATCCGTTCA CCCCGCAGGA ACCAGGGACA

TCTATGGCAA GAGTTTATCC CGAGGCATGT ATATAATAAA GCTCTTGCCT

24

50
100

150



CTCCTTCTCC TGACACTTCT CAGCCAGGCT CAGGAGGCTG GCAGTGAGTT

GAATATCTAT CTGTCTGATA GTTGTTCGTC ATCAGGCACT

(2) A 24. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 9 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszilu
(D) TOPOLOGIA : linedris
(ii) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS

(xi) A 24. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATGCGCGTC
(2) A 25. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZ: 9 bazispar
(B) TiPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalu
(D) TOPOLOGIA : lineéris
(i)) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS

(xi) A 25. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

ATACGCGTC
(2) A 26. SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 12 bazispar
(B) TIPUS : nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszali
(D) TOPOLOGIA : lineéris
(i)) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS

(xi) A 26. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GGCACTATAC GCGTC
(2) A 27. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 12 bazispar
(B) TiPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszali
(D) TOPOLOGIA : linearis
(ii)) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS

(xi) A 27. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

AACAAAGGCA AC
(2) A 28. SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 4 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALASSAG:
(D) TOPOLOGIA : linedris
(ii) MOLEKULATIPUS: peptid

(xi) A 21. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Asn Lys Gly Asn
(2) A 29. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 12 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalu
(D) TOPOLOGIA : linearis
(i) MOLEKULATIPUS: ¢cDNS

(xi) A 29. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

AACCCCGGGA AC
(2) A 30. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
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(A) HOSSZ: 28 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALASSAG: egyszalt
(D) TOPOL6GIA : linearis
(iiy MOLEKULATIPUS: ¢cDNS
(xi) A 30. SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA
GCAGCTCCCA ACCCCGGGAA CGATGATT

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Izolalt nukleinsavmolekula, amely a 19. vagy 22.
szamu aminosavszekvenciat kddold nukleinsavszekven-
ciaval rendelkezik.

2. Izolalt nukleinsavmolekula, amely a 19. vagy 22.
szAmu aminosavszekvenciat kodol6 nukleinsavszekven-
ciival komplementer szekvencidval rendelkezik.

3. Izolalt nukleinsavmolekula, amely a 19. vagy
22. szamu aminosavszekvenciat kodold nukleinsav-
szekvencidval komplementer szekvenciaval rendelke-
z6 nukleinsavval hibridizalni képes szekvenciaval ren-
delkezik.

4. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula,
amely DNS-molekula.

5. A 2. igénypont szerinti nukleinsavmolekula,
amely DNS-molekula.

6. A 3. igénypont szerinti nukleinsavmolekula,
amely DNS-molekula.

7. lzolalt DNS-molekula, amely a 19. szami
aminosavszekvenciat kodolé nukleinsavszekvenciaval
rendelkezik.

8. Izoldlt DNS-molekula, amely a 19. szdm( ami-
nosavszekvenciat kodold nukleinsavszekvenciaval komp-
lementer szekvenciaval rendelkez3 nukleinsavval hibridi-
zalni képes szekvenciaval rendelkezik.

9. Izolalt DNS-molekula, amely a 22. szdmi ami-
nosavszekvenciat kodold nukleinsavszekvenciaval ren-
delkezik.

10. Izolalt DNS-molekula, amely a 22. szdm{ amino-
savszekvencidt kodold nukleinsavszekvenciaval komp-
lementer szekvencidval rendelkezd nukleinsavval hibri-
dizalni képes szekvenciaval rendelkezik.

11. Izolalt DNS-molekula, amely a 18.
leotidszekvencidval rendelkezik.

12. Izolalt DNS-molekula, amely a 21.
leotidszekvenciaval rendelkezik.

13. Izolalt DNS-molekula, amely a 11.
leotidszekvenciaval rendelkezik.

14. Izolalt DNS-molekula, amely a 23.
leotidszekvenciaval rendelkezik.

15. Izolalt DNS-molekula, amely a 14., 15, 16.
vagy 17. szamu nukleotidszekvenciaval rendelkezik.

16. Izolalt DNS-molekula, amely a 9. vagy 10. sz4-
mu nukleotidszekvencidval rendelkezik.

17. Izolalt DNS-molekula, amely a 26. vagy 30. sz4-
mu nukleotidszekvenciaval rendelkezik.

szamu nuk-

szamu nuk-

szamu nuk-

szamu nuk-
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18. Izolalt polipeptid, amely az 1., 2., 3.,4., 5., 6., 8.
vagy 12. szamu aminosavszekvenciaval rendelkezik.

19. A 18. igénypont szerinti polipeptid, amely az 1.
vagy 12. szamu aminosavszekvenciaval rendelkezik.

20. Expresszios vektor, amely a 19. vagy 22. szamu
aminosavszekvenciat kodolo nukleinsavszekvenciat tar-
talmazza.

21. A 20. igénypont szerinti expresszios vektor,
amely a 19. szdma aminosavszekvenciat kodolé DNS-
szekvenciat tartalmazza.

22. A 20. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely a 22. szim( aminosavszekvenciat kodol6 DNS-
szekvenciét tartalmazza.

23. A 20. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely tovabbd replikacios origét, promotert és transz-
kripcids termindcios szekvenciat tartalmaz.

24. A 23. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely tovdbba szelekciosmarker-szekvenciat tartalmaz.

25. A 24. igénypont szerinti expresszids vektor,
amelyben a szelekcios marker phleomicinrezisztencia.

26. A 23. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely képes beépiilni gombakromoszomakba.

27. A 20. igénypont szerinti expresszios vektor,
amely a 18. vagy 21. szam DNS-szekvenciaval rendel-
kezik.

28. A 20. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely egy plazmid.

29. Expresszids vektor, amely a 23. szamu DNS-
szekvenciaval rendelkez6 PV A-promotert tartalmazza.

30. A 29. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely tovabba replikacios origot, szerkezeti fehérjét ko-
dolé DNS-t és transzkripcids terminacios szekvenciat
tartalmaz.

5

10

15

20

25

30

26

31. A 30. igénypont szerinti expresszios vektor,
amelyben a szerkezeti fehérjét kodolé DNS a V-peni-
cillin amidohidroldzt (PVA)-kéodolja.

32. A 30. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely tovabba szelekcidsmarker-szekvenciét tartal-
meaz.

33. A 32. igénypont szerinti expresszios vektor,
amelyben a szelekcidés marker phleomicinrezisztencia.

34. A 30. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely képes beépiilni gombakromoszémaékba.

35. Gazdasejt, amely a 20. igénypont szerinti exp-
resszids vektort tartalmazza.

36. A 35. igénypont szerinti gazdasejt, amely euka-
riéta.

37. A 35. igénypont szerinti gazdasejt, amely Fusa-

" rium species.

38. A 35. igénypont szerinti gazdasejt, amely Fusa-
rivm oxysporum.

39. Escherichia coli ATCC 69720 bioldgiailag tisz-
ta tenyészete.

40. Escherichia coli ATCC 69721 biolégiailag tisz-
ta tenyészete.

41. Escherichia coli ATCC 69722 biologiailag tisz-
ta tenyészete.

42, Eljaras a 19. vagy 22. szaml aminosavszek-
venciaval rendelkez8 polipeptid elballitasara, azzal jel-
lemezve, hogy a 35. igénypont szerinti gazdasejtet a
pelipeptid kifejez6dését eredményezd koriilmények ko-
z6tt tenyésztjiik.

43. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a kifejezédést fenoxi-acetat jelenlétében torté-
né tenyésztéssel indukaljuk.
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N-termindlis: Gly-Asn-Asp-Asp-Phe-Ala-{Ala/Lys]-Lys-[ |-
Ala-Ser-Leu-Lys-Lys-Ser-Leu-Lys-Leu-Pro-Gly-
Thr-[Thr/Val]-Val-Tyr-Phe-Thr-GIn-His-Val

A peptid: Gly-Leu-Asn-[Ser/Pro]-Ser-Gln-[Ala/Leu]-
[Asp/Glu]-GIn-Phe-Tyr-[Tyr/Arg]

B1 peptid: Leu-Val-Lys-Thr-Gly-Pro-Ala-[Ser/Lys}-[ ]-
Val-Ser-Ile

B2 peptid: Gly-Asn-Asp-Asp-Phe-Ala-Ala-[Ser/Lys]-[ ]-
Ala

C peptid: Gly-[ ]-[Asn/Lys]-Thr-Ala-Asp-Thr-Asn-Val-
Leu-Leu-Ala-[Ile/Arg]-Val-Lys-Trp-Val-Glu-
Glu-Gly

D peptid: Ile-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Glu-Asp-Gly-Leu-Ile-
Ser-Ala-Glu-Asn-[Asn/Ser]-Asp-Tyr-Tyr-Asn-
[Asn/His]-Val-[Val/Ser]-Ser-[Thr/Arg]

E peptid: Pro-Tyr-Asn-Asp

1. dbra

27



HU 218 265 B
Int. C1.7: C 12 N 15/55

Aminosav: Val-Lys-Trp-Val-Glu-Glu-Gly
Rev.transz.: GTN-AAR-TGG-GTN-GAR-GAR-GG
Komplement: CC-YTC-YTC-NAC-CCA-YTT-NAC

A

Probak: CC-YTC-YTC-CTC-GGA-YTT-NAC
G
T

(N lehet A,G,T vagy C; R lehet A vagy G; Y lehet C vagy T)

2. abra
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.EcoRI
: HindIII

Bglll 12kb EcoRl DNS fragmentum

/ F. oxysporum 435 t&rzsbdl

'LECORI hasitas —l/

T4 DNS 1igaz

HindII ‘HindIII
Xbal

PVA Hindlll
pFO21 3

LﬂCO-I’

EcoRIl.

Sall

HindII1 Sall
Sall HindIII
EcoRI

'L Sall hasités
J, recirkularizalas T4 NS Jigazzal

HindIII

HindIII .
Xbal.

‘HindIII
;SalI
HindIII

EcoRI

5. dbra
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V-penicillin amidohidrolaz gén F. oxysporumbél (cDNS)

GGCAACGATGATTTTGCCGCGAAATGCGCCAGCCTCAAGAAGTCGCTCAAACTCCCCGGE
G N DDV F A A K CA S L K XK S L XL P ¢

ACCACCGTATACTTCACCCAGCATGTCTCGGCTGGTACCAACATCACTTTCCCCGATAAT
T T V Y F T Q HV S A G TNTITTTFUPD N

CACCCGACCTGCGGTCCTAACTATCAGGTTACGGACGTTGAGGTCTGCCGCGTGGCCATG
H P T C G P N Y Q VT DV E V CR V A M

TTAGTCAAGACGGGACCCGCCTCAAACGTTAGCATCGAAGCTTGGCTTCCCTTGAACTGG
L v X T ¢ P A S N V S I E A W UL P UL NW

ACAGGTCGGTTCTTAGGAACTGGCAATGGTGGATTAGCTGGCTGTATGCCCTACAACGAT
T ¢GR F L GTGNGGULAGT CMM®PYND

ATGGCGTACGGCAACAGTTTCGGCTTCGCCAGCGTTGGCACGAACAACGGACATAACGGA
M A Y G NS F GF A SV GTNUNGUHNG

ACCTCAGGCCTACCCATGTACCGCAACCCAGGCCTGGTTGAGGACTTTGCCTATCGTGCG
T s G L PM Y RNUPGUV UV EDTFAZYR A

GTGCACGCTGGTGCTGTTATCGGAAAGAAGATCACCCAGGGCTTTTACGGCAAGAAGTTC
VH A G A V I G K K I T QG F Y G KK F

AAGTCCTACTTTCTCGGCTGCTCGACAGGAGGACGTCAAGCAATGAAGTTGGCACAGAGC
K 8§ Y F L G C S T G G R QAMIKTLAOGQ S

TTCCCCGAGGATTACGATGGCTATGTGGCAGGTGCTCCGGCTATGCGCTGGAACGGTCTT
F P E D Y D G Y V A G A P A M RWN G L

CAGGCACGCTCTGGAAGTTTCTGGGGCATCACCGGCCCCCCTGGAGCTCCTGGCCATGTG
Q AR S G S F WG I TGP P G A P G H V

ACTCCAGACGAGTGGGAAATGGTGCACAAGAGCGTCCTGACTCAGTGCGACGAGCCCATT
T P D EWEMVHIK SV LTSGQTCTDTET?PTI

GATGGCGTCGATGACGGCGTGCTTGAGGACCCCACCCTCTGTCAGTACCGCCCTGAGGCT
D GV DDGV L EDUPTULTCIQYRPE A

CTCATCTGCGGTAAGGGCCAGACCGAGAATTGCCTGACCAAGGCCAAGATTGAGACGGTC
L I ¢ G K G Q TENUCLTI K AI KTITETUV

CGCAAAGTCTTTTCTCCCCTATACACCACGAATGAGACATACGTCTACCCTCGAGCGGTT
R XK V F s P L Y TTNUET Y V Y P R A V

CCTGGTGCTAACGCTCTCTTTAACTTTGTTGTCGCCGAGACACCATTCGTTTACTCCACA
P G A NA L F N F VV A ETUPFV Y s T

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

GAATGGTACCAGTATGTCATCTGGGAAGACCCTGAGTGGAATCCTGACACTATTGGGCCC 1020

E W Y Q Y VI w E D P EWNUPDTI G P

6A. dbra
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AAGGACTATGATAGAGGTGCCGAGATGAACCCCTATGACATTGAGACTTGGGAGGGAGAC 1080
K DY DR G A EMNUP Y DI ETTWEGTD

CTGTCTAAGTTCCGCAAGCGTGGCAACAAGATGATTCACTGGCACGGCCTTCAGGACGGA 1140
L S K F R KRGNIKMTIMHWUHGULQUD G

CTCATCAGCGCCGAGAACTCAGACGATTATTATAATCACGTGTCTCGAACAATGGGCCTC 1200
L I S A E N S D D Y Y NH V S RTMG L

AATAGTAGCCAGCTGGACCAGTTTTATAGGTTCTTCCGCGTCAGTGGGTGTGGCCATTGE 1260
N 8§ s Q L D Q F Y RPFF R VS G C G H C

AGCGCCGGAGACGGGGCTTCTCGCATTGGAAACAACGCCGGAAACATGGGCGGCAAGACG 1320
S A G D G A S RI GNNWAGNMGSGIKT

GCAGATACTAATGTGCTTCTGGCTATTGTGAAATGGGTCGAGGAAGGCGTTGCGCCAGAA 1380
A DTNV L L A I V KWV EEGV A P E

(2 20-tagu prébaval komplementer)

ACGATTGGGGGCTACAAGAACGTCGGCGGAACTGCAGATGGCGCTTTTGACTATGAGCGT 1440
T I G G Y K N V G GG T A D G A F D Y E R

AGGCATTGCCGATACCCACACCGCAATGTCTGGGACGGGAAGGGGAATGTGAAGGATCCC 1500
R H C R Y P HRNV W DG K G NV KD P

GATAGCTGGAACTGTAAGATCTGAGGTGTGGCCCTAGGCTTTTGTGGCTGTCGTTAGGTG 1560
D S W N C K I »

GCATACGTATATAAGAGGATCACTGTGAACATGCTTTATGTTGTGCAAGAATTGATTGAG 1620
AATCAGATTGAGCTTGCAGAGCCAAGGCAAATAGACCCAACTGTTGACGAGATCTTGGCC 1680

GAAGGTAGAGGCAACGGGGAGAGAGACCATGGAAGACAAGGCGTAGAAAATGGCCGGGGA 1740

AGACGGAAAAAAAAAACCCCCCCCCCC 1767

6B. abra
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V-penicillin amidohidrolaz gén F. oxysporumbél (genomialis)

AGGTGTCATACGCGTGTACCGAGGTATCACCTCCTTTCTTGGACTATTGGTTGGTTGTTC
TATGAAGGACCATCCGTTCACCCCGCAGGAACCAGGGACATCTATGGCAAGAGTTTATCC

CGAGGCATGTATATAATAAAGCTCTTGCCTCTCCTTCTCCTGACACTTCTCAGCCAGGCT
* transzkripcids start

CAGGAGGCTGGCAGTGAGTTGAATATCTATCTGTCTGATAGTTGTTCGTCATCAGGCACT

ATGCGCGTCAACTTCTCGACCCTGCTGCTTCCCAGCCTCCTCCAAGGGCTAGGTGCATGC
M R VN TF S TUL UL UL P S 1 L Q G L G A C

GCAGCTCCCAACAAAGGCAACGATGATTTTGCCGCGAAATGCGCCAGCCTCAAGAAGTCG
A A PN KGNDUDTFA AA ATZ KT CASTLTZEKK S

CTCAAACTCCCCGGCACCACCGTATACTTCACCCAGCATGTCTCGGCTGGTACCAACATC
L K L PGTTUV Y F T QH V S A G TN I

ACTTTCCCCGATAATCACCCGACCTGCGGTCCTAACTATCAGGTTACGGACGTTGAGGTC
T F P DN HUPTOCGPNXK VY QVTDUVEV

TGCCGCGTGGCCATGTTAGTCAAGACGGGACCCGCCTCAAACGTTAGCATCGAAGCTTGG
¢ RV A ML V KT G PA SNV S I EA W

CTTCCCTTGAACTGGACAGGTCGGTTCTTAGGAACTGGCAATGGTGGATTAGCTGGCTGT
L PLNWIT G RT FILGTGNTGTGTLATGSOC

ATGCCCTACAACGATATGGCGTACGGCAACAGTTTCGGCTTCGCCAGCGTTGGCACGAAC
M P Y NDMAY G N S F GPF A S V G T N

AACGGACATAACGGAACCTCAGGCCTACCCATGTACCGCAACCCAGGCGTGGTTGAGGAC
N GH N GT S G L P MY RNUEPGUV V ED

TTTGCCTATCGTGCGGTGCACGCTGGTGCTGTTATCGGAAAGAAGATCACCCAGGGCTTT
F A Y R AV HAG AUV IGI K I KTIT Q G F

TACGGCAAGAAGTTCAAGTCCTACTTTCTCGGCTGCTCGACAGGAGGACGTCAAGCAATG
¥ G K K F K 5 Y F L G C STGGU R Q A KM

AAGTTGGCACAGAGCTTCCCCGAGGATTACGATGGCTATGTGGCAGGTGCTCCGGCTATG
K L AQ S F P ED Y DG Y V A G A UPAM

CGCTGGAACGGTCTTCAGGCACGCTCTGGAAGTTTCTGGGGCATCACCGGCCCCCCTGGA
R W NGL Q AR S G S F WG I TG UPUP G

GCTCCTGGCCATGTGACTCCAGACGAGTGGGAAATGGTGCACAAGAGCGTCCTGACTCAG
A P GH UV TP DEUWUEMV VU HTI K S VL T Q

TGCGACGAGCCCATTGATGGCGTCGATGACGGCGTGCTTGAGGACCCCACCCTCTGTCAG
¢ b EPI DGV DDGVULET DUZPTTL C Q

7A. abra
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TACCGCCCTGAGGCTCTCATCTGCGGTAAGGGCCAGACCGAGAATTGCCTGACCAAGGCC 1140
Y R P E AL I CG X G QTTENTZGCTILTZK A

AAGATTGAGACGGTCCGCAAAGTCTTTTCTCCCCTATACACCACGAATGAGACATACGTC 1200
K I E T V R K V F S P L Y TTNET VY V

TACCCTCGAGCGGTTCCTGGTGCTAACGCTCTCTTTAACTTTGTTGTCGCCGAGACACCA 1260
Y P R AV P GANA ALV FNTFVVAETTEP

TTCGTTTACTCCACAGAATGGTACCAGTATGTCATCTGGGAAGACCCTGAGTGGAATCCT 1320
F vY S T E W Y Q YV I WEUDTU PETUWNP

GACACTATTGGGCCCAAGGACTATGATAGAGGTGCCGAGATGAACCCCTATGACATTGAG 1380
D T I G P KD Y DRGAZEMMNU®PYDTI E

ACTTGGGAGGGAGACCTGTCTAAGTTCCGCAAGCGTGGCAACAAGATGATTCACTGGCAC 1440
T W E G D L S K F R KR G N KMTIHWH

GGCCTTCAGGACGGACTCATCAGCGCCGAGAACTCAGACGATTATTATAATCACGTGTCT 1500
G L Q DGL I SAENSUDTUDTYYNUHUV S

CGAACAATGGGCCTCAATAGTAGCCAGCTGGACCAGTTTTATAGGTTCTTCCGCGTCAGT 1560
R T M G L N S S Q L D Q F Y RV FF R V 8§

GGGTGTGGCCATTGCAGCGCCGGAGACGGGGCTTCTCGCATTGGAAACAACGCCGGAAAC 1620
G C G H C S AGDGASU RTIGNNINA AGN

ATGGGCGGCAAGACGGCAGATACTAATGTGCTTCTGGCTATTGTGAAATGGGECGAQGLL 1680

M G G K T A DTNV L L A I V KW V E
(a 20~-tagi prébaval komplementer)

__CGTTGCGCCAGAAACGATTGGGGGCTACAAGAACGTCGGCGGAACTGCAGATGGCGCT 1740
G VA P E T I GG Y K NV G GT A DG A

TTTGACTATGAGCGTAGGCATTGCCGATACCCACACCGCAATGTCTGGGACGGGAAGGGG 1800
F D Y E R R HOCRY P HURNUVWDG K G

AATGTGAAGGATCCCGATAGCTGGAACTGTAAGATCTGAGGTGTGGCCCTAGGCTTTTGT 1860
N V X D P D S W N C K I =

GGCTGTCGTTAGGTGGCATACGTATATAAGAGGATCACTGTGAACATGCTTTATGTTGTG 1920
CAAGAATTGATTGAGAATCAGATTGAGCTTGCAGAGCCAAGGCAAATAGACCCAACTGTT 1980
GACGAGATCTTGGCCGAAGGTAGAGGCAACGGGGAGAGAGACCATGGAAGACAAGGCGTA 2040
GAAAATGGCCGGGGAAGACGGGCTGTCGGCGATGGAGTAGCAACAGCTGTCACTGGTGGT 2100
CAATGACTACACTTCTGAGCGGCGAGAGATTATAGGGACCGCACACAGQCCATCATTTCC 2160
CGATAACTAATGGAGACGCAATGGAGCGATGTTTAAATGCGACAAGACTGCCATCATCTA 2220

GGTACTTCATGCGTCGCTAAACGCACCAATGCTGCGCTGCTCATGATTGTAAACTTAGTT 2280

TATA 2284
7B. abra
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BamHI. Smal

<!

BspHI.
BspHI. :

neo-r

pBM11/M5
5600 bp

cI857

.Bglll
. HindIII

r BspHI
Smal
& HIndITI/Smal hasitas 3 BsPHI hasitas
neo-r v‘v K]enow * Klenow
—
az 1,3 kb fragmentum izoladlasa az 1,6 kb fragmentum izolalasa
T4 DNS 1igaz
.EcoRI
: HindIII
ori

8. abra
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EcoRI
oo
RV
Clal “Neol
Bglll
EcoRI/Clal hasitas
K1enow ECoRV hasitas
b’
_PIIL’ —_—
T4 DNS ligaz
az 1,25 kb fragmentum izol4l4sa BamH]
EcoRI
-BamHI
:HindlII PtpC
Ncol
pUT715/trpC
4600 bp Phl-r
pWBI9N
neo-r 2900 bp
l» BgllI
PupC phi-r
————
BamHI Bglll

5 s
aml hasitas a 2,4 kb fragmentum izo141ésa

T4 DNS 1igéz
EcoRI
: BamHI

i Xbal
'Sall
HindIII

9. abra
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HindlII1

HindIIL
Xbal

EcoRI - HindlIII
.Sall

Hind1lI
d EcoRI/Xbal hasitas

WOy YA

EcoRI
a 7,9 kb fragmentum izolalasa

Xbal EcoRI

:Xbal
Sail
HindIlI

d EcoRI/Xbal hasitas

Xbal

a 2,4 kb fragmentum izolaldsa

T4 DNS 1igaz

BamHI,

HindIIl.
Xbal.

pBMFXPVA6
phl-r
10300 bp

PupC
Sall’

BamHI
EcoRI

10. abra
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.HindIIl

PVA

_ PBMFXPVAS
10300 bp
Ncol

Sall’

PupC

BamHI ;
EcoRl

" Ncol/Xbal hasitas g Xbal hasitas

o Klenow Klenow Yy

PVA
———>

a 4,3 kb PVA gén fragmentum

izolalasa
T4 ONS 1igaz
‘HindII
NcoI._ ‘BamH]I
Sall
BamHI,

EcoRI .HindlIII

/’p:x-r
PtrpC

l pBMFXPVA7 PVA
DEo-T 14600 bp

"‘BamH]!

11. 4bra "HindlIII
HindIII "BamHI
Sall | )
HindIII i L
Neol | Hind[II
BamH]I
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EcoRI
:BamHI
‘HindIII
BamHI HindIII
HindIIT
Xbol

pUCI19

2686 bp
EcoRI \ HindIIl \./

Sall
Hiadll HindI11/
(BanHI/XhoI \IXhoI/HindIII J' m B’amHI
hasitss hasitas - hasitas
Xhol
Xh HindIIl
BamHI — el -
a 2,1 kb fragmentum PVA
izolalasa az 1,5 kb fragrentun izol4l4sa
,L T4 DNS 1igadz
EcoRI
‘BamHI
.Hind1ll
12. 4bra

“Xhol

HindIIl
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Sphl

EcoRI ﬁ’?\\n

pFO20
% EcoRI + Sphl emésztés
mnl az 50k f t 1414
- Yl hasitas ragrentun izo1alasa
L4 BAP kezelés

EcoRI

L_

foszforﬂezett l‘: mer (26 sz.szekv.) hozzdadasa
denatura1as 100°C-on 3 percig
yrenaturdlas lépcsézetes hitéssel

020]0)0:

{ DNS polimerdz I + 4 dNTP
8 T4 DNS hgaz

4transzfor'mé1és l

EcoRI EcoRI
Xmnl Xmnl
replikacié £.col7-han két plazmid keverékét képezve
szirés Miul he]yre
Miul Sphl

EcoRI EcoRI /- )
pFO20—P 13. abra

Xmnl \/ x’“
retranszformalas p=020-P és pF020 elkiilonitésére

pFO20-P
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.BamHI

‘HindI

'L részleges BamHI hasités
¢ EcoRI hasités
l K1enow

Ppva PVA amp-r
- - B S

a 6,3 kb fragmentum izolalasa

l T4 DNS Tigaz

Miul HindIII

.BamHI

14. abra

'HindIIT
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Sphl HindIl}
Smal PVA
pF020
N, SpHI + HindIII hasitas
Sphl HindII an] a 6,0 kb fragmentum izolalasa
XmnI hasitas
BAP kezelés

;] Xmnl

foszforilezett 28-mer (30.sz.szekv.) hozzdaddsa
denaturalés 100°C-on 3 percig
renatura1a< lépcsdzetes htéssel

OQQ@

DNS polimeraz I + 4 dNTP
T4 ONS Tigaz

QO

transzformalas
Sphl ;Hmdm sphr ! HindIl

Q Q)

Xmnl o
replikécié £.coli-ban két pl azmid keverékét képezve
szirés Smal helyre

Sphl HindII

5“““ 15. 4bra

retranszforma]as pF020-M és pFO20 elkildnitésére

Sma'I HindIll

pFO20-M
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Smal.  HindII

.BamH]I

‘HindII

l részleges BamHI hasitas

d EcoRI hasitas

¢ K1enow
PVA amp-r

|l -

a 6,3 kb fragmentum jzolalasa
,], T4 DNS 1igaz

Smal. HindIII

.BamHI

‘HindII

16. abra
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Mitul HindIIl

DAAO
PVA .
Ppva BamHI
pBMPVA-P
6300 bp Ncol/Klenow BamHI
a 2,1 kb fragmentum izol&lésa
= HindIl

N Mlul hasitas

\K1 enow
BamHI hasités
\ -
a 4,7 kb fragmentum izol4alasa T4 DNS 1igaz
EcaRI
; BamHI
Sall
pBMPVA-P/DAAOL
Ndel 6800 bp
Xbal J Ndel hasitas
J Xbal hasités J Klenow

3 Kienow

a 3,4 kb fragmentum iz01414sa

T4 DNS 1igaz

pBMPVA-P/DAAQZ
8700 bp

17. abra
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Smal Hindlll

DAAO
PYA

Ppva
pBMPVA-M

6300 b

.BamH]1

Ncol/Klenow BamH]1

a 2,1 kb fragmentum izol414sa

N

HindIII

\ Smal hasitas
BamHI hasitas
b7
a 4,8 kb fragmentum izolalésa T4 DNS 1igaz

EcoRlI
. BamHI

Sall
nco-r P“Pc vaa
psSIC62 pBMPVA-M/DAAO3
5300 bp phyr Ndel 6900 bp
Xbal d Ndel hasitas
J Xbal hasitas 4 Klenow
J Klenow a 3,5 kb fragmentum izolalasa

pBMPVA-M/DAAGA
8800 bp

18. abra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tor6esik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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