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Bioszintetikus inzulinprekurzorokat kodolé DNS-szekvencidk,
a szekvencidkat tartalmazé transzformilt sejtek és eljarasok
inzulin, valamint egyél().‘gyégyészatilag jelentds peptidek és
fehérjék eloallitasara

KIVONAT

A talalmany targyat B-Pg-A képletii inzulin prekurzorokat kédold
DNS-szekvenciak képezik, ahol B és A sorrendben az inzulin B- és A-lancat
jelenti, Pg pedig modositott C-peptidet jelol, vagy akarhany aminosavat,
melyek legalabb egy N-glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmaznak.
A taldlmany targyat képezi egy eljards is inzulin s mas gyogydaszatilag
jelentds peptidek és fehérjék eldallitasara, alkalmas gazdasejtek, elénydsen
gombasejtek  tenyésztése Utjdn, melyek olyan vektorral vannak
transzformalva, amely az emlitett képlet szerinti inzulin prekurzort kédolé
DNS-szekvenciat tartalmazza. A talalmany targyat képezik olyan DNS-
szekvencidk is, melyek gyogyaszatilag jelentds peptideket €s fehérjéket
kédolnak, melyekben valamely tavtarto-régioban egy nem esszencialis
helyre N-glikozilalasi konszenzus szekvencia van bejuttatva, a peptid vagy

protein nagyobb mértékii expresszidja vagy szekrécidja elérésének céljabol.

Aktaszamunk: 82284-5076/PA

PELDANY ce 0



ASC Y 2 . o BICENCRINE:
Paser342 KOZZETETELY R
PELDANY
Képviseld:
DANUBIA SZABADALMI ES VEDJEGY IRODA Kft.

Bioszintetikus inzulinprekurzorokat kodolé DNS-szekvenciak,
a szekvencidkat tartalmazé transzformalt sejtek és eljarasok
inzulin, valamint egyéb gyégydszatilag jelentds peptidek és
fehérjék elodllitasara

A talalmény térgyat bioszintetikus inzulinprekurzorokat kodolé DNS-
szekvenciak képezik, valamint eljarasok inzulin €s egyéb gyogyaszatilag je-
lentos peptidek és fehérjék eldallitasara, az emlitett DNS-szekvencidkat
hordozé transzformalt sejtek alkalmazaséaval.

Az inzulin egy hormon, melynek elsddleges szerepe a gliikkoz transz-
port szabalyozasa, a vérarambol azokba a sejtekbe, ahol a glikoz
metabolizalodik.

Az inzulin két aminosavlancbol all: a 21 aminosavbél all6 A-lancbol,
valamint a 30 aminosavbél allé B-lancbol, és a lancokat két diszulfid-hid
koti ossze. Egy harmadik diszulfid-hid pedig az A-lancon beliil talalhato.

Az inzulinmolekula elsédleges formaja egyetlen polipeptid-lanc for-
majaban szintetizalodik, melyet preproinzulinnek neveznek, amely egy szig-
nal-peptidbél és a proinzulinbol all. A szignal-peptid irdnyitja az ujonnan
keletkezett polipeptid-lanc endoplazmatikus endoplazmatikus retikulumba
torténd bejutasit. Az endoplazmatikus retikulum belsd terében a
preproinzulinbél proinzulin keletkezik, mihelyt a polipeptid-lanc 4tjut az
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endoplazmatikus retikulum membranjan. A proinzulin tartalmaz egy 35 ami-
nosavbél 4llé lancot is, amely az inzulinban nincs jelen. Ez a kapcsol6peptid
vagy C-peptid a késébbi inzulinmolekula B-lancanak C-termindlis végét
kapcsolja a késdbbi inzulinmolekula A-lincanak N-termindlis végehez. Az
endoplazmatikus retikulum belsd terébél a proinzulin a Golgi-késziilékbe
szallitodik, ahol megkezdddik a kapcsolopeptid proteolizise. A kapcsolo-
vagy C-peptidet egy olyan enzimrendszer hasitja ki, amely hasonlé a trip-
szin/karboxipeptidaz-B-rendszerhez. A hasité enzimrendszer a két egymast
kovetd bazisos aminosavat tartalmazd szekvenciarészletnél hat, €s inzulin
keletkezik [Steiner és mtsai.: J. Cell. Biol. 24, 121 (1984)].

A C-peptid jelentdsége abban all, hogy 6sszekapcsolja a B- €s A-
lancokat, és ily modon lehet6vé teszi, hogy a diszulfid-hidak az inzulinmole-
kulan beliil megfeleld modon alakuljanak ki [Bell €s mtsai.. Nature 284, 26
(1980)], valamint abban, hogy eldsegiti, hogy a tripszinszerii konvertal6 en-
zim a proinzulint a kétbazisos aminosavat tartalmazé helyen hasitsa el [Thim
és mtsai.. PNAS, 83, 6766 (1986)].

Bioszintetikus human inzulin eldallitasat elsésorban Escherichia coli
baktériumban és Saccharomyces cerevisiae élesztében irtdk le. Minden leirt
rendszer vonatkozasaban elmondhat6, hogy az expresszalt DNS-szekvencia
vagy a teljes proinzulin kodolja, vagy a proinzulin egy médositott részletét,
vagy az A- és B-lancokat kiilon-kiilon.

Az E. coli baktériumban az inzulint egyrészt termeltették kiilonallo A-
és B-lancok formdjaban [Chance és mtsai.: Diabetes Care 4, 147 (1982)],
masrészt pedig proinzulin formajaban (EP 55945).
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Az S. cerevisiae ¢lesztdben az inzulint proinzulinon keresztiil termel-
tették, bar meglehetdsen alacsony kitermeléssel (EPA 121884). A C-peptid
bizonyos médositasai élesztoben fokozzak az inzulinkitermelést és segitik az
inzulinmolekula helyes térszerkezetének kialakulasat.

A DK-A-5284/87 szamu szabadalmi bejelentéshez mellékelt leirasban
B-X-A képlettel jellemezhetd inzulin prekurzorokat tarnak fel, amely kép-
letben B és A az inzulin B- és A-lancait jelenti, X pedig egy 2-35 aminosa-
vat tartalmazo peptidet.

Az EP-A-195.691 szami szabadalmi bejelentéshez csatolt talalmanyi
leiras B-X-Y-A képlettel jellemezhetd inzulin prekurzorokat tar fel, mely
képletben B és A az inzulin B- és A-lancat jelzi, X €s Y pedig vagy lizint
vagy arginint jelol.

Az EP-A-163.529 szamu szabadalmi bejelentéshez mellékelt leiras
olyan inzulinprekurzorokat tar fel, melyek a B(1-29)-A(1-21)-lancokat tar-
talmazzak, melyeket egy rovid, 2-8 aminosavbol 4ll6 peptid kot ossze. Az
EP-A-347.845 szamu szabadalmi bejelentéshez mellékelt leirds a desz-
B(30)-inzulin prekurzor olyan modositasait térja fel, melyek a kovetkez0
képlettel jellemezhetk: B(1-29)-X1-Xa-Y2-Y1-A(1-21).

Az EP 249.350 szamu szabadalmi leirds fehérjék gombasejtekben
torténd termelésére és szekretdlasara alkalmas glikoamilaz-promotert €s
szignalszekvenciat tar fel. A leirdsban példaként egy haromszorosan ismét-
16d6 proinzulin szekvenciat is bejuttattak egy ilyen expresszios vektorba, €s

expresszaltak.
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Sok terapias és diagnosztikai célra alkalmas polipeptid - példaul az
eritropoietin, a tPA és a VIIIfaktor - N-glikozilalva van [Parekh és mtsai.:
TIBTECH 7, 117 (1989)].

Azt is kimutattdk, hogy a marha kimozin (glikokimozin) termel6dése-
nek szintje a A. niger var. awamori gombaban hdromszorosara emelkedett,
amennyiben a kodolo szekvencidba beépitettek egy N-glikozilalasi konszen-
zus szekvencia részletet. Még magasabb kitermelést lehetett elémi abban az
esetben, hogyha a prokimozingént a glikoamilazgénnel fuzionaltattak, de
amennyiben a glikokimozingént fuzionaltattik a gliikoamildzgénnel, tovabbi
novekedés nem volt tapasztalhaté a kitermelésben [Berka és mtsai.
Biochem. Soc. Trans. 19, 681 (1991)].

Az aszparaginsav protenaz (renin) esetében, amely egy mikrobialis
eredetii enzim és a kimozint helyettesiti, kimutattdk, hogy a hiperglikolizacio
csokkentheti az enzim aktivitdsat, amennyiben a molekula egy kritikus he-
lyén torténik [Berka és mtsai: Biochem. Soc. Trans. 19, 681 (1991);
Aikawa és mtsai.: J. Biol. Chem. 265, 13955 (1990)].

gy,

Amennyiben a renin k6dolé régiojaban egy glikolizalt aszparagint el-
mutaltatnak, éleszté sejtekben az enzim szekréciojaban jelentés csokkenést
tapasztaltak [Aikawa és mtsai.: J. Biol. Chem. 265, 13955 (1990)].

A talalmany targyéat \j bioszintetikus inzulin prekurzorokat kdodolo
DNS-szekvencidk képezik, valamint eukariota sejtek, kilénosen gombase;j-
tek alkalmazasa inzulin eldallitaséra.

A taldlmanyt targyat kozelebbr6l olyan DNS-szekvencidk képezik,
melyek a B-Pg-A képlettel jellemezhet$ inzulin prekurzorokat kodolnak,

ahol B és A az inzulin B- és A-lancait jelenti, Pg pedig egy modositott C-
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peptidet jelol, amely akérhény aminosavat tartalmazhat, de tartalmaz leg-
alabb egy N-glikozilalasi konszenzus szekvenciarészletet. A Pg-szekvencia
a B- és az A-lancokat preteolitikus hasitohelyeken vagy specifikus kémiai
hasitohelyeken keresztill koti dssze.

A proinzulingén modositasat elonyosen az AsnXSer képletd N-
glikozilalasi szekvencia kiépitésével hajtjuk vegre. Ezt elérhetjilk példaul
ugy, hogy a C-peptid szekvencidjdban megvaltoztatjuk az Ala-C-20
amimosavat kodolé GCC-kddont Asn aminosavat kédolé AAC-kodonra.

Hasonl6 médon alakithatjuk 4t a desz-B(30) proinzulint is.

A talalmany azon a felismerésen alapul, hogy a RIA-eljarassal megha-
tarozhat6 immunreaktiv inzulin termelédésének mértéke lényegesen na-
gyobb olyan transzforménsokban, amelyek egy védofehérjéhez fuzionaltatott
B-Pg-A képletii proinzulint kodolé DNS-szekvenciat tartalmaznak, mint
azokban a transzformansokban, melyek véd6fehérjéhez fuzionaltatott mo-
dositatlan szekvenciaji proinzulint kodolé DNS-szekvenciét tartalmaznak.
Azok a sejtek, melyek nem fuzionalt proinzulint vagy nem fuzionalt moédosi-
tott N-glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmazd proinzulint k6dolo
DNS-szekvenciat tartalmaztak, rendkivil kis mértékben termeltek RIA-
eljarassal kimutathaté immunreaktiv inzulint, vagy egyaltalan nem termeltek
ilyet. |

Megallapithatjuk tehat, hogy amennyiben a tavtarto-régioba N-
glikozilalasi konszenzus szekvencit juttatunk, amely szekvencia az érett in-
zulin molekulanak nem része, az emlitett fuzionalt inzulin prekurzorokat ké-
dolé DNS-szekvenciaval transzformalt gombasejtekben az expresszi6 mer-

téke jelentdsen fokozodik. A fuzionalt protein vagy magaban a gazdaszerve-



-6-
zetben atalakul érett inzulin molekulava, vagy atalakithato késobbi
enzimatikus vagy kémiai 1épések alkalmazaséval is.

A taldlméany szerinti médositott inzulin prekurzorokat k6dolo DNS-
szekvenciat eldallithatjuk a teljes DNS-szekvencia kémiai szintézise utjan,
de alkalmazhatunk PCR-eljarast vagy in vitro mutagenézist is. Az emlitett
kodolo szekvenciakat kédonhasznalat szempontjabél optimizalhatjuk, annak
érdekében, hogy az alkalmazott gazdaszervezetben, elénydsen egy gomba-
torzsben a fehérjetermék expresszidja fokozdodjék.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras inzulin eldallitésara,
mely eljaras szerint alkalmas sejteket, elonydsen gombasejteket, melyek a
B-Pg-A képletii inzulin prekurzort kodolo DNS-szekvencidval vannak
transzformalva, alkalmas taptalajban tenyésztiink.

A fenti képletii peptid expressziojat és szekrécidjat olyan vektor al-
kalmazasaval valosithatjuk meg, melyben a kddol6 szekvencia a kivalasztott
gazdaszervezetben mitkod6képes promoter, szignalszekvencia €s terminator
szabalyozasa alatt all. Ilyen szabalyozé szekvenciaként alkalmazhatjuk pél-
daul az aszpergilusz fajban torténd expresszidt lehetdveé t€v0 Pgyaa-
szekvenciat, valamint a glad-gén szigndl szekvenciajat, vagy annak egy
részletét [Cullen és mtsai.: Biotechnology, 5, 369 (1987)]. A talalmany sze-
rinti peptidet expressziojat és szekréciojat megvalosithatjuk olyan
expresszios vektor alkalmazasaval is, melyben a fenti képletii inzulin
prekurzort kodolé DNS-szekvencia egy védofehérjét kodolo génnel van fu-
zionaltatva, valamilyen enzimatikusan vagy kémiai uton hasithat6
szekvenciarészleten keresztil [Ward és mtsai.. Biotechnology 8, 435
(1990); Broekhuijsen ¢és mtsai.. J. Biotech. 135, (1993)].
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A talalmany targyat képezik tovabba gyogyaszatilag alkalmazhat6
peptideket vagy fehérjéket kodolé DNS-szekvencidk, mely szekvencidkban
a kodolt termék egy nem esszencidlis részén vagy valamely tavtarto-
régidjaban, amely az érett fehérjében jelen nem 1évo részletet kodol, egy N-
glikozilalasi konszenzus szekvencia van kialakitva, a fehérjetermek nagyobb
mértékil expresszioja vagy szekrécidja céljabol.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a leirdshoz csatolt dbrakat.

Az 1. abran a természetes és az optimizalt koédonhasznalata
proinzulingén nukleotid szekvencigjat lathatjuk, valamint a nukleotid szek-
vencidknak megfeleld aminosav sorrendet. Az dbran mind a nukleotidok,
mind pedig az aminosavak vonatkozasaban a hagyoményos roviditéseket al-

kalmaztuk.

A 2. abran kétféle human proinzulingén kifejezésére alkalmas
expresszios egységet lathatunk, valamint a humén proinzulingén €s az N-
glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmaz6 mutans gén vézlatos abrazo-
lasat.

A 3. abran a human proinzulingén és az N-glikozillasi konszenzus
szekvenciat tartalmazé mutans gén kifejezésére alkalmas két expresszids
egység kialakitasanak stratégiajat lathatjuk. Az expresszios egységeket kil-
16n-kiilon szintetizalt 4tfedd oligonukleotidok és PCR-¢ljaras alkalmazaséval
allitottuk eld.

A 4. 4bran 14 oligonukleotid szekvenciajat lathatjuk, melyeket a hu-

mé4n proinzulingén és az N-glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmazo

mutans gén eldallitasa céljabol terveztink.
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Az 5. 4bra az 1. fragmens szintézisének példdjan szemlélteti azt az U
megkozelitési modot, melyet a human proinzulingén szintézisénél alkalmaz-
tunk, atfedé komplementer oligonukleotidok €s PCR-eljaras felhasznélasa-

val.
A 6. 4bran a IV. fragmens szintézisének vézlatat lathatjuk (az

oligonukleotidokat csak nyilakkal jeloltiik).

A 7. bran a IL, III. és V. fragmens szintézisének vazlatat lathatjuk
(az oligonukleotidokat csak nyilakkal jeloltuk).

A 8. d4bran a pPZG301-, pPZG302-, pPZG303-, pPZG304- és
pPZG305-jelii plazmidok eldéllitasanak vazlatat lathatjuk.

A 9. 4bran a pPZG311- és pPZG312-jelii plazmidok eléallitasanak
vazlatat lathatjuk.

A 10. 4bran a . tipusil expresszios egység bejuttatasara alkalmas fo-
nalas gombakban milkod6képes expresszios vektor eldallitasanak vazlatat
lathatjuk.

A 11. 4bran a II. tipust expresszios egység bejuttatdsara alkalmas fo-
nalas gombakban miikoddképes expresszios vektor eldallitasanak vazlatat
lathatjuk.

A 12. abréan a glad-gén GlaG2 kapcsolodasi régidjanak szekvencidjat
lathatjuk.
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1. példa
A huméan proinzulingén és az N-glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartal-

mazd mutans gén szintézise 4tfedd oligonukleotidok és polimeréz-

lancreakcio (PCR) alkalmazaséaval

a) Mddszerek
A DNS-manipulacios kisérleteket szokasos molekularis biolégiai elja-

rasok alkalmazasaval végeztik, melyeknek leirasa megtalalhato Maniatis,
T., és mtsai. "Molecular Cloning, A Laboratory Manual" cimi kézikdnyv-
ében [Cold Spring Harbor Laboratory, U.S.A., (1982)].

Az alkalmazott vegyszerek, enzimek és plazmidok, hacsak masként
nem jelezziik, killonbozd kereskedelmi forrasokbol beszerezhetok. A rest-
rikcios endonukleazos emésztések esetén a gyarto altal ajanlott puffereket és
reakciokoriilményeket alkalmaztuk, hacsak masként nem jeleztik.

Az alkalmazott oligonukleotidok szintézisét az "ISOGEN
Bioscience", Amszterdam, Hollandia, végezte, megrendelésiink alapjan. A
gyarté cég a DNS-mintakat liofilizalt formaban, natriumsoként szolgaltatta,
az oligonukleotidok 5'- és 3'-végitkon szabad hidroxilcsoportokat tartalmaz-
tak. A DNS-mintékat steril MQ-vizben oldottuk fel. Az egylanca DNS-
oligonukleotidok koncentraciojat abszorbancia-méréssel (Ajeo) hataroztuk
meg. A feloldott DNS-oligonukleotidokat -20 °C-on taroltuk.

A polimeraz-lancreakcios (tovabbiakban PCR) kiserleteket Perkin
Elmer Cetus (761 Main Ave., Norwalkk CT 06859) késziilékben,
"GeneAmp™" DNS amplifikdciés reagenskészlet és "ampliTaq ™"
rekombinans tag-DNS-polimeraz alkalmazasaval hajtottuk végre. A torzsol-
datokat és a reakcidelegyeket a "Perkin Elmer Cetus Protocol for DNA
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Amplification" kiadvanyban leirtak szerint, a gyartd ajanlasa szerint éllitot-
tuk eld, azzal az eltéréssel, hogy a reakcidelegyekben templat-DNS nem
volt, csak oligonukleotidok, egyenként 100 pmoll koncentracidéban
(reakciotérfogat: 100 ul). A PCR-reakciokban a kovetkezd hdmérsékletcik-
lusokat alkalmaztuk: szalak szétvalasztasa: 94 °C, 1 perc, hibridiz4cio:
40 °C, 1 perc (az 1. és 4. fragmens esetén) vagy 50 °C, 1 perc (a2.,a3.¢s
5. fragmens esetén), polimerizacié: 72 °C, 1 perc. 25 ciklust hajtottunk vég-
re. Az utolsé ciklus befejeztével a polimerizaci6 idejét 7 perccel megnyujtot-
tuk, valamennyi lanc polimerizaciojanak teljessé tétele céljabol. A reakcid-
elegyet ezutan 4 °C-ra hitottik. A PCR-termekeket a reakcioelegybdl két
lépésben végrehajtott kloroformos extrakcioval izolaltuk, a DNS-t ezutan
izopropanollal kicsaptuk, a csapadékot vdkumban megszaritottuk, majd
50 pl TE-pufferben feloldottuk.

A transzformacios és plazmidamplifikacios kisérletekben az E. coli
K12 baktérium JM109-jelii torzsét alkalmaztuk [Yanisch-Perron és mtsai.:
Gene 33, 103 (1985)]. Az Escherichia coli sejtek transzformalasat €s
elektroporaci6jat a szakirodalomban megtalalhatd eljarasok szerint végeztik
[Hanahan, D.J.: Mol. Biol. 166, 557 (1983), "Biorad Genepulser" berende-
zés alkalmazaséval].

Az oligonukleotidok tervezése

A szintetikus humén proinzulingén szekvencidjat a human inzulingén
kozzétett szekvenciaja alapjan terveztik [Bell és mtsai.. Nature 284, 26
(1980)]. R4 kell mutatnunk, hogy a gén szintézise sordn bizonyos modosita-
sokat végre lehet hajtani: lehetséges eltérd koédonokat hasznalni, a legtobb
esetben elényds kodonokat, be lehet épiteni tovabbi funkcionalis DNS-
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szekvencidkat, valamint az expresszios vektorokba torténd ligalast eldsegitd
restrikciés helyeket, meg lehet véltoztatni a kédol6 régio egy vagy tobb
kédonjat, olyan médositott polipeptid eldéllitasa céljabol, mely lényegében
azonos aktivitassal és hasznosithatosaggal bir.

A talalmény szerinti megolddsban a szintetikus human proinzulingént
gombdkban torténd expresszié céljara modositottuk. A szintézis sordn az A.
niger fonalas gombafaj glikoamildz-G1-génjében leggyakrabban hasznalt
kédonokat alkalmaztuk. Az emlitett gén terméke az emlitett gombaban nagy
mennyiségben termel6dik [Boel és mtsai.: EMBO I, 3, 1097 (1984),
Nunberg és mtsai.. Mol. Cell. Biol, 4, 2306 (1984)]. Az alkalmazott
kédonokat a legtobb esetben megegyeztek a humédn kodonokkal, kivéve
azokat a régiokat, ahol az elényds kodonok alkalmazasa C ¢s G
nukleotidokban tilzottan gazdag oligonukleotidokat eredményezett volna,
ami a szekvenalds és talan még a PCR-reakciok végrehajtdsa sordn is prob-
lémakat okozhatott volna. Ezért bizonyos kodonokat megvaltoztattunk, f6-
képp a gli-kodonokat cseréltik GGC-r61 GGT-re, ami az A. niger fonalas
gombafajt glilamilazgénjében a masodik legkedveltebb Gly-kodon (1. abra).

A szintetikus proinzulingén 5'-végére egy tovabbi DNS-szekvenciat
épitettiink be, amely a gliikoamildzgén (glaA) szignalpeptidének 18 amino-
savat, vagy a glaA-propeptid génjének 6 aminosavat kodolta, ¢s Lys-Arg-
proteolitikus hasit6helyet tartalmazott, abbol a célbél, hogy lehetdve tegyik
két killonbozo tipusu expresszios egység eldallitasat. Az elsd esetben (I) a
szintetikus humén proinzulingén a gliikoamildz promoter (Pgaa) €s
szignalszekvencia (ssgas) szabélyozésa alatt 4llt, a masodik esetben (II) pe-

dig a proinzulingént az A. niger fonalas gombafaj teljes glaA-génjével fuzio-



-12-
naltattuk, egy tavtartd peptiden keresztill, amely tartalmazott egy KEX-2-
szerti fehérjefeldolgozasa szignalt, és a konstrukcié a pgaa-promoter szaba-
lyozasa alatt allt (2. 4bra).

Eléallitottunk egy mutans szintetikus human proinzulingént is, amely
N-glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmazott, az N-glikozilalasi
szekvencia expresszi6 és szekrécio mértékére gyakorolt hatasanak tanulma-
nyozasa céljabol. Mivel a C-peptid az inzulin mitkodése szempontjabol nem
esszencialis, minthogy a szekrécios folyamat soran a fehérjébdl kihasad, egy
mutaciét hoztunk létre a human proinzulingén (BCA) C-peptidet kodolo ré-
gidjaban. Ily médon eldallitottunk egy muténst (B-Pg-A), amely hordozta az
AsnXSer N-glikozilalasi konszenzus szekvenciat, az Ala-C20-aminosavat
kodolé6 GCC-kédon Asn-aminosavat kodolé AAC-kodonra torténd valtozta-
tasa utjan (2. dbra).

A humén proinzulingén szintézisét egy Uj eljaras szerint végeztiik, at-
fedd komplementer oligonukleotidok és PCR-¢ljaras alkalmazasaval. Az el-
jaras alapelve az volt, hogy a PCR-eljarasban két kozépsd atfedd komple-
menter oligonukleotidot alkalmaztunk, melyek egyidejiileg templatként €s
lancinditoként is funkcionaltak, ily modon lehetévé téve a Taq DNS
polimeraz szamara, hogy "megnagyobbitsa" oket, azaz az els6 ciklus soran
az oligonukleotidok meghosszabbodtak. A masodik ciklus soran a
"megnagyobbitott" oligonukleotidok atfedtek a szomszédos 3'- vagy 5'-végi
oligonukleotidokkal, és igy lehetévé valt, hogy a Taq DNS polimeraz
"tovabb nagyitsa" a mar "megnagyobbitott" kozépsé oligonukleotidokat. Az
eljaras soran tehat a Tag DNS polimeréaz valdjdban betélti a kémiailag szin-

tetizalt atfedd oligonukleotidok végei kozotti réseket, és ily modon egy ket-
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t6sszali DNS keletkezik. A human proinzulingén és N-glikozilalasi kon-
szenzus szekvenciat tartalmazo muténsa szintézisét PCR-eljarassal hajtottuk
végre, kilon-kilon megszintetizalt fragmensek alkalmazasdval. A gének
fragmensekre vagasat a C-peptid kodold régiojaban jelenlévd két Pstl-
hasitohely jelenléte tette lehetové (3. dbra). 14 kiilonbozd szekvencigju
oligonukleotidot terveztink: 10 oligonukleotid (B3, B4, BS, B6, C1, C2, C3,
Al, A2 és A3) szekvencijat a huméan proinzulin DNS kodolo szekvencidja-
bol szarmaztattuk, az 4. niger fonalas gombaban torténd expresszié szem-
pontjabol elényos kodonok alkalmazasaval, ket oligonukleotidot (B1 és B2)
ugy terveztiink, hogy beépitésiikkel bejuttathassuk a glaA-gén szignalszek-
venciajat valamint olyan restrikcios hasitohelyeket, melyek lehet6vé teszik a
génkonstrukcié 1. tipusu expresszids vektorba torténd ligdlasat, egy
oligonukleotidot (B7) a glaA- (G2) génszekvencia tavtarto-régidjanak és to-
vabbi restrikciés hasitohelyek bejuttatasa céljara terveztink, mely
hasitohelyek lehetové teszik a I tipusu expressziés vektorba torténd
ligalast, és terveztink egy oligonukleotidot (C4) az N-glikozilalasi konszen-
zus szekvenciat hordoz6 mutacié bejuttatasanak céljara (4. abra).

b) Az I-V. fragmenseek PCR-szintézise

L. és IV. fragmensek
Az 1. és IV. fragmenst "lépésrdl 1épésre” szintetizaltuk meg. Az elsd

PCR-"lépésben" a reakciot a B3 és B4 oligonukleotidok alkalmazéséval
hajtottuk végre, és igy a B3/B4 termék keletkezett. A kovetkezd "lépésben”
1 ul B3/B4 terméket a kovetkezd oligonukleotidokat tartalmazé PCR-
reakcioelegybe kevertiink: a) az 1. fragmens létrehozasdhoz szitkséges B2 ¢€s
B5 oligonukleotidok, és b) a IV. fragmens létrehozasahoz sziikséges B7 €s
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B5 oligonukleotidok. Igy allitottuk el6 a B2/B3/B4/BS €s B7/B3/B4/BS5 ter-
mékeket. A harmadik "lépésben" az I. fragmens eldallitasa céljabdl a
B2/B3/B4/BS termék valamint a B1 és B6 oligonukleotidok alkalmazasaval
hajtottunk végre PCR-reakciét, a IV. fragmens eldallitasa céljabol pedig a
B7/B3/B4/B5 termékbal 1 pl-t kevertiink egy B7 és B6 oligonukleotidokat
tartalmazé PCR-reakcidelegybe. Igy allitottuk el a B1/B2/B3/B4/B5/B6 €s
a B7/B3/B4/BS/B6 termékeket. A kapott termékek mérete megfelelt a vara-
kozasnak, és a PCR-termékeket a megfeleld restrikcios enzimekkel meg-
emésztve megkaptuk az L. és IV. fragmenst (5. és 6. abra).

AL, IIL és V. fragmensek el6allitasa

AL, IIL és V. fragmenst egy "lépésben” szintetizaltuk meg. A PCR-
reakciokat a kovetkezd oligonukleotidok alkalmazéasaval hajtottuk vegre: a)
Cl, C2, C3; b) Al, A2, A3; és ¢) Cl, C4, C3. A kapott PCR-termékek -
C1/C2/C3, A1/A2/A3 és C1/C4/C3 - mérete megfelelt a varakozasnak, majd
a termékeket megfeleld restrikcios enzimekkel megemésztve kaptuk meg a

IL, III. és V. fragmenst (7. abra).
A PCR-szintetizalt fragsmensek pUC19-vektorba torténd klénozdsa és DNS-

szekvencia analizise

A pUC19-plazmidot a kovetkez restrikcios enzimekkel emésztettilk:
a) Pstl, b) Pstl/EcoRl, és c) Pstl/Sall, majd az emésztett plazmidokat a
megfeleld fragmenssel (I-V) osszeligaltuk, mely eljaras eredménycképp a
kovetkezd plazmidokat kaptuk: pPZG301, pPZG302, pPZG303, pPZG304
és pPZG305 (8. abra). A kialakitott plazmidokkal E. coli JM109-sejteket
transzformaltunk. A kapott transzformansokbol plazmid DNS-t izolaltunk,
"mini-prep" eljaras alkalmazasaval, és az izolalt plazmid DNS-eket restrik-
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ci6s enzimes emésztéssel analizaltuk. A megfeleld plazmidokat tartalmazé
E. coli transzformansokat tenyésztettilk, plazmid DNS-iiket "QIAGEN typ
20" oszlop alkalmazasaval izolaltuk, €s "SEQUENASE® Version 2.0"
reagenskészlet alkalmazaséaval szekvenéltuk. A tovabbi konstrukcidk ki-
alakitasahoz a megfelelden szintetizalt és inszertdlt szekvencidkat tartalmazo6
vektorokat hasznaltuk.

A pPZG311- és pPZG312-plazmidok eldallitasa

A teljes human proinzulingént, valamint az N-glikozilalasi konszenzus
szekvenciat tartalmazé mutans gént a glaA-gén szigndlszekvencigjaval
egyiitt tartalmaz6 vektorokat a kovetkezOk szerint allitottuk eld: a
pPZG311-plazmidot ugy allitottuk €ld, hogy a pPZG301-plazmidbdl izolalt
173 bazisparos EcoRI/Pstl-fragmenst, a pPZG302-plazmidb6l izolalt 75
bazisparos PstI-fragmenst, valamint a pPZG303-plazmidbél izolalt Pstl-Sall-
fragmenst az EcoRI/Sall-emésztett pUC19-vektorba ligaltuk. A pPZG312-
plazmidot ugy Allitottuk el6, hogy a pPZG301-plazmidbol izolalt 173 bazis-
paros EcoRI/Pstl-fragmenst, a pPZG305-plazmidbdl izolalt 75 bazisparos
Pstl/PstI-fragmenst, valamint a pPGZ303-plazmidbdl izolalt 74 bazisparos
Pstl/Sall-fragmenst az EcoRlI/Sall-emésztett pUC19-vektorba ligaltuk (9.
abra). |
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2. példa

Fonalas gombakban alkalmazhat6 expresszios vektorok eldallitasa

1. Az L tipust expresszids egység eldallitdsa
A pANS52-7NotBCA- és pANS52-7NotBPgA-plazmidok elodllitasa

A pAN52-7NotuidA-plazmidot [Verdoes és mtsai., Gene (1994)
nyomtatas alatt] részlegesen megemésztettiik Ncol €s Sall enzimekkel. 1zo-
laltuk a glaA-promoétert és a trpC-gén terminacios régiojat hordozé 7,55 kb-
os Sall/Ncol-fragmenst, és egyrészt dsszeligaltuk a pPZG311-plazmidbol
izolalt 317 bazisparos Nco/Sall-fragmenssel, ily médon kialakitva a pAN52-
7NotBCA-plazmidot, masrészt pedig osszeligaltuk a pPZG312-plazmidbol
izolalt 317 bazisparos Ncol/Sall-fragmenssel, és igy kialakitottuk a pANS52-
7NotBPgA-plazmidot (10. 4bra).

A pAN52-7BCAamdS- és a pAN52-7BPgAamdS-plazmidok eldallitasa

Az A. nidulans acetamidaz génjét (amdS) hordozo 5.0 kb-os Notl-
fragmenst beligaltuk egyrészt a pAN52-7NotBCA-plazmid masrészt pedig a
pANS52-7BPgA-plazmid Notl-helyére, és igy megkaptuk a pANS52-
7BCAamdS- valamint a pAN52-7BPgAamdS-plazmidokat (10. dbra).

II. A IL tipust expresszids egység eldallitisa

A pAN56-7BCAamdS- és a pAN56-7BPgAamds-plazmidok eldallitdsa

A fuzionalt glikoamilaz-proinzulin-fehérjét és az N-glikozilalasi kon-
szenzus szekvenciat tartalmazé mutans gliikkoamilalt-proinzulin-fehérjét ko-
dolé szekvencidkat hordozé vektorokat a kovetkezok szerint éllitottuk €l6: a
pPZG304-plazmidot megemésztettiik EcoRV €s AIWNI restrikcios enzi-
mekkel. A 25 bazisparos EcoR5/AlwNI-fragmenst, amely a 6 aminosav
hossziisagl tavtarto-régiot kodolo szekvenciat hordozta, Osszeligaltuk a
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pANS6-7-plazmidbol szérmaz6 3.07 kb-os Sall/EcoRV-fragmenssel, amely
a gla(G2)-gént hordozta, ¢s igy eldallitottuk a Sall/AlwNI-fragmenst. A
pANS56-7-plazmidot a pANS56-4-plazmidbél allitottuk el6 [Broekhuijsen €s
mtsai.: J. Biotech., 31, 135 (1993)], oly modon, hogy a gpdA prométert ki-
cseréltiik a pAN52-7-plazmid 4.2 kb-os Notl/Ncol-fragmensével, amely a
glaA-promoétert hordozta, és az interleukingént eltavolitottuk, ¢és igy a
plazmidban a GlaG2-gént6l 5'-irdnyban egy EcoRYV hasitasi hely keletkezett.
Az AlwNI/Sall-fragmenst ezutén Osszeligaltuk a pAB1-6S-plazmidbol [Den
Herder és mtsai.: Mol. Gen. Genet. 233, 404 (1992)] szarmaz6 10.6 kb-os
HindIIl/Sall-fragmenssel, amely tartalmazta a GlaA prométert és az amdS-
gént, valamint az emlitett fragmensekhez ligaltuk még a pANS52-7BCA-
plazmid a) 1.06 kb-os AlWNI/HindIII-fragmensét, igy kialakitva a pANS56-
7BCA amdS-plazmidot és b) a pANS52-7BPgA-plazmid 1.06 kb-os
AlwNI/HindITI-fragmensét, ily modon kialakitva a pANS2-7BPgAamdsS-
plazmidot (11. abra). A tavtarto-régioban talalhato egy kétszeresen bazisos
Lys-Arg-hasitohely. A gliikoamildzgén human proinzulingénnel (BCA) ¢s
proinzulin mutédns génnel (BPgA) kialakitott fuzios fehérjéinek fuziohelye
koriili szekvenciajat a tavtarto-régié szekvencidjaval egyiitt a 12. dbran lat-
hatjuk.

3. példa

Az Aspergilus niger fonalas gomba transzformacidja

Az Aspergilus niger fonalas gombafaj transzformaciojat a szakiroda-
lomban megtalalhat6 eljarasok szerint hajtottuk végre [Goosen €s mtsai.:
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Curr. Genet. 11, 499 (1987); Kelly és Hynes, Embo J. 4, 475 (1985), Van
Hartingsveldt és mtsai.: Mol. Gen. Genet. 206, 71 (1987)].

Az A. niger N402 fonalas gombafajt [Bos, C.J. és mtsai.: Curr. Genet.
14, 437 (1988)] a pAN52-7BCAamdS, a pAN52-7BPgAamdS, a pAN56-
7BCAamdS és a pAN56-7BPgAamdS expressziés vektorokkal transzfor-
maltuk. A transzformans kolonidkat olyan taptalajon szelektaltuk, amely
egyediili nitrogénforrasként acetamidot vagy akrilamidot tartalmazott. A
transzformansokat tovabb analizaltuk, minden esetben egyetlen sporabol

kiindulva.

4. példa

Human inzulin szekrécidja a taptalajban
1. Huméan proinzulingént és N-glikozilalasi konszenzus szekvencidt tartal-

maz6 mutans gént hordozd 4. niger transzformansok tenyésztése

500 ml-es Erlenmeyer-lombikokba, melyek 100 ml folyékony taptalajt
tartalmaztak, a kivalasztott transzformansokbol kb. 10%-10® spérat oltottunk
le. A taptalaj osszetétele a kovetkezo volt: 70 mmol/l NaNOs, 7 mmol/l KCl,
11 mmoll KH,PO,, 2 mmol MgSOy, 4 % dextrin, nyomelemek (1:1000; 76
mmol/l ZnSOq4, 178 mmoél/l H:BOs, 25 mmol/l MnCl,, 18 mmol/1 FeSOq, 7.1
mmol/l CoCly, 6,4 mmoll CuSO,, 6,2 mmoll NaMoOs, 176 mmol/
EDTA) és vitaminok (1:1000; 100 mg/ tiamin, 100 mg/l riboflavin, 100
mg/1 nikotinamid, 50 mg/1 piridoxin, 10 mg/l pantotinsav, 0,2 mg/l biotin). A
transzformansokat 32 °C-on tenyésztettiik 36 6ran at. A taptalajbol mintékat

vettiink és megvizsgaltuk azokat inzulin jelenlétére vonatkozdan.
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2. Inzulin expresszéldsa

Az immunreaktiv human inzulin termelédését a "Pharmacia INSULIN
RIA 100" reagenskészlet alkalmazasaval mutattuk ki (Kabi Pharmacia
Diagnostics). A transzformansok tenyészetét tartalmazé fermentléb6l mint4-
kat vettiink, a mintdkat lesziirtik, a sziirleteket semlegesitettik, sziukség
esetén meghigitottuk, majd RIA- (radioimmunoessz¢) meghatarozasnak ve-
tettitk dket ala [Livessy és mtsai.: Clin. Biochem. 13, 151 (1980)]. Az 4.
niger transzformansok immunreaktiv human inzulinexpresszids szintjeit
(mE/) az 1. tablazatban foglaltuk ossze.

1. tablazat

Az immunreaktiv human inzulin expressziés szintje kilonb6zd 4. niger

transzforméansokban
Transzformans plazmid Immunréaktiv inzulin
(mE/)
. niger 7650 [NCAIM (P) F 001215] PANS52-7BCamd$ 0

. niger 7651 [NCAIM (P) F 001216] PANS52-7BPgAmdS 2

. niger 7649 [NCAIM (P) F 001214] PAN56-7BCAamdS 56

O N N N

. niger 7638 [NCAIM (P) F 001213] PANS6-7BPgAmdS 776

Az A. niger 7650, A. niger 7651, A. niger 7649 és A. niger 7638
transzformansokat letétbe helyeztikk az "Mez6gazdasagi és Ipari Mikroor-
ganizmusok Nemzeti Gytijteményénél" (H-1052, Budapest, PF 53, Magyar-
orszag) 1994. jilius 8-an, ahol a torzsek a kovetkezd nyilvantartsi szamot
kaptak: NCAIM (P) F 001215, NCAIM (P) F001216, NCAIM (P) F 001214
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és NCAIM (P) F 001213. A letétbe helyezést a "Budapesti Szerz6dés" ren-
delkezéseinek megfelelden (6.1 cikk értelmében) hajtottuk vegre.

A tablazatbol lathatd, hogy a kilénbdz6 vektorokat hordozo
transzformansok expresszids szintjeiben lényeges kiilénbségek mutatkoz-
nak. Messze a legmagasabb expresszios szintet az a transzformans adta,
amelyik az N-glikozilaldsi konszenzus szekvencidt tartalmazé human
proinzulingént a glukoamilaz-fehérjével fuzionaltatva tartalmazo vektorral

volt transzformalva.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. DNS-szekvencia, amely B-Pg-A képletii inzulinprekurzort kodol,
ahol B és A sorrendben a human inzulin B- és A-lancét jeloli, Pg pedig mo-
dositott C-peptidet jelol, vagy akarhany aminosavat, melyek legalabb egy N-
glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmaznak, és Pg a B- és A-lancokat
proteolitikus hasitohelyeken vagy specifikus kémiai hasitohelyeken keresztiil
koti dssze.

2. DNS-szekvencia, amely B(29)-Pg-A képletii inzulinprekurzort ko-
dol, ahol B(29) a B(1-29)-lancot, A az A-lancot jeloli, a Pg pedig modositott
C-peptidet jelol, vagy akarhany aminosavat, melyek legalabb egy N-
glikozilalasi konszenzus szekvenciat tartalmaznak, és Pg a B- €és A-lancokat
proteolitikus hasitohelyeken vagy specifikus kémiai hasitohelyeken keresztiil
koti Ossze.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvencia, amely egy bizo-
nyos gazdaszervezetben torténd expresszid szempontjabol elonyds
kodonokat tartalmaz.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvencia, amely
egy proteolitikus hasitohelyet vagy specifikus kémiai hasitohelyet tartalmazé
tavtarto-région keresztiil fuziondltatva van egy védofehérje génjével.

5. DNS-szekvencia, amely olyan gyogyészatilag jelentSs peptidet
vagy proteint kodol, melynek valamely tavtarto-régidjaban egy nem esszen-
cialis helyre N-glikozilalasi konszenzus szekvencia van bejuttatva.

6. Transzformalt gazdasejtek, melyek az 1-5. igénypontok barmelyike
szerinti DNS-szekvenciat tartalmazzak.
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7. Transzformalt gombasejtek, melyek az 1-5. igénypontok barmelyi-
ke szerinti DNS-szekvenciat tartalmazzak.

8. Transzformalt Aspergillus fajhoz tartozo gombasejtek, melyek az
1-5. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvenciat tartalmazzak.

9. Transzformalt sejtek, melyek 1-5. igénypontok barmelyike szerinti
DNS-szegmenst tartalmaznak.

10. Transzformalt gombasejtek, melyek 1-5. igénypontok barmelyike
szerinti DNS-szegmenst tartalmaznak.

11. Transzformalt Aspergillus fajhoz tartozé gombasejtek, melyek 1-
5. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szegmenst tartalmaznak.

12. Eljaras inzulin el6allitasara, alkalmas gazdasejtek - elonyOsen
gombasejtek - tenyésztése utjan, azzal jellemezve, hogy gazdasejtként az
1-4. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvenciat hordozo vektorral
transzformalt sejteket alkalmazunk.

13. Eljaras gogyaszatilag alkalmazhaté peptidek vagy fehérjék eldalli-
tasara, alkalmas gazdasejtek - elényosen gombasejtek - tenyésztése utjan,
azzal  jellemezve, hogy gazdasejtként 5. igénypont szerinti DNS-
szekvenciat hordozé vektorral transzformalt sejtet alkalmazunk.

2.9 Ad
| ﬁ” ,/}»(1,( 1.
2 N o A meghatalmazott:
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Phe Val Asn

GTG AAC

GTG AAC

Leu
CTA

Val Cys
GTG TGC
CTG GTG TGC

Glu
GAG

Ala Glu
GCA GAG
X

GAG GCT GAG

(Asn)

Gly Ala Gly

GGT GCA GGC
X

GGT GCC GGC
(AAC)

Arg Gly

CGT GGC
X

CGC GGC

lle
ATT

ATC

Leu Glu
CTG GAG

Asn
AAC

CTG GAG AAC

Gin
CAA
X
CAG

Gly
GGG

GGT

Asp
GAC

GAC

Ser
AGC

AGC

Val
GTG

GTG
Tyr
TAC

TAC

](fylgjfffffﬁﬂhl
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His
CAC

CAC
Glu
GAA

GAG

Leu
CTG

CTG

Leu
CTG

CTC

Glu
GAA

GAG
Cys
TGC

TGC

Leu
CTG

CTG

Arg
CGA
X
CGC

Gin
CAG

CAG

Gln
CAG

CAG

Gin

CAA
X

CAG

B-lanc

Cys Gly Ser
TGC GGC TCA
X

TGC GGC TCC

Gly Phe
GGC T7C
X
GGT TT1C

Phe
TIC

TTC

C-lanc
Val Gly GIn
GTG GGG CAG

X
GTG GGC CAG

Pro Leu Ala

CCC TTG GCC
X

CCC CTG GCC

A-lanc

Cys Cys Thr

TGC TGT ACC
X

TGC TGC ACC

Asn (End]
AAC TAG

AAC TAG

His
CAC

CAC
Tyr
TAC

TAC

Val
GTG

GTG

Leu
CTG

CTG

Ser
AGC

TCC

P

Val
GTG

Leu
CTG

CTG GTG

Thr
ACA

Pro
cccC
ACC CCC

Glu
GAG

Leu
CTG

GAG CTG

Glu Gly
GAG GGG

X
GAG GGC

le Cys
ATC TGC

ATC TGC

Glu
GAA
X
GAG

Lys
AAG

Gly
GGC

GGT

Ser
TCC

TCC

Ser
TCC

TCC

Fels nukleotid szekvencia természetes human inzulint kédolé szekvencia: ) )
Alsé nukleotid szekvencia optimalizalt kodon-hasznalatd szintetikus, human inzulint

k6dold szekvencia.

Félkovér betiik: a human inzulin A- és B-lanca.

X: az Aspergillus altal kedvelt kédonok hasznalatabél fakadd valtozasok.

Ala
GCT

GCT
Thr
ACC

ACT

Gly
GGG

GGT

Leu
CTG

CTG

Leu
CTC

CTC

1/13

Leu
CTC

Tyr
TAC

CTC TAC

Arg  Arg
CGC CGG
X

CGT CGC

Gly
GGC

Pro
CCT

GGT CCC

Gin
CAG

Lys
AAG

CAG AAG

Gin
CAG

Tyr
TAC

TAC CAG

1. abra

A ( ) az AsnXSer N-glikozilaciés konszenzus szekvenciat kialakité bejuttatott mutaciot

jeldli.
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Két hurﬁén proinzulin‘éxpressziés egység

)

L PglaA L ssglaA h-proinzulin l L ttrpC j
Val Cys Thr Gly Leu Ala. Phe Val Asn Gin His Leu 1

ssglaA -~ GTC TGC ACA GGG TTG GCA TTC GTG AAC CAG CAC CTG —- h-proinzulin

||) KEX-2
L PglaA h-proinzulin ttmpC ]

gIaA-propeptld \

Pro Thr Ala Asn Val lle Ser Lys Arg Phe Val Asn
glaA —— CCC ACG GCG AAT GTG ATA TCC AAG CGC TTC GTG AAC —— h-proinzulin

A human proinzulingén és N-glikozilaciés konszenzus szekvenciat hordozé mutansanak
vazlatos abrazolasa .

1) BCA
B-lanc C-peptid A lanc
E — RN
2) BPgA
B-lanc C-peptid Alanc
E —] X HHTHTTOLTTT

l

Ala—Asn 2_ ébra
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Oligonukleotid-tervezési stratégia

B C A
FVNOH.CGSHLVFALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGNEQCCTSICSLYQLENYCN

Psti Pstl

A glaA-gén szignal-
szekvenciajanak
18 aminosava

L l ]

I. fragmens
81 82 g
—_—
83 .
—————— i
4___84__

35
¢ B6
ci Il. fragmens
<_C
=
A1 Il fragmens
_—>
A “tavtarto” propeptid D E——— Y
6 aminosava +—
Iv. f
B7 ragmens
— B8
B4
¢ 85
—
«—B5

C-20 aminosav, Ala -»Asn
c1 V. fragmens
'I C4
Cc3

3. abra
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S'-CCGQQA_TIQC ﬂgGCG C GATCTCTACT CGCCCTGAGC GGC-3
EcoRl - —h‘l;ol— -

B2-oligonukleotid: 41 tagu _
5'.CCTGAGCGGC CTCGTCTGCA CAGGGTTGGC ATTCGTGAAC C-3

B3-oligonukleotid: 38 tagu

B4-oligonukleotid: 36 tagu
5'-GCTCACCGCA CACCAGGTAG AGAGCCTCCA CCAGGT-3'

B5-oligonukleotid: 36 tagu ,
5'-AGTCTTGGGG GTGTAGAAGA AACCGCGCTC ACCGCA-3

B6-oligonukleotid: 40 tagu
5'-GGAATTCTGC AGGTCCTCAG CCTCGCGACG AGTCTTGGGG-3'

-~ ——

EcoRl EcoRV
C1-oligonukleotid: 41 tagu

EcoRl - Pstl

C4-oligonukleotid: 33 tagu ﬂ
5-GGGGCTGGAG GCTGCCGTTA CCGGGACCAC CAC-3'

A1-oligonukleotid: 41 tagt
5-GGAATTCTGC AGAAGCGCGG CATCGTGGAG CAGTGCTGCA C-3

EcoRl Pst!

A2-oligonukleotid: 40 tagu
5. TTCTCCAGCT GGTAGAGGGA GCAGATGGAG GTGCAGCACT-3'

A3-oligonukleotid: 42 tagu Stop
5-GGAATICGGA TCCGTCGACC TAGTTGCAGT AGTTCTCCAG CT-3'

EcoRl BamHI “‘é;"“

- - - restrikciés endonukleaz hasitéhelyek ' B}

— atranszlacio kezdetét (Met) és befejezését (Stop) mutaté jel 4_ abra

~— az Ala—Asn mutaciot mutato jel, mely mutacié a C4-oligonukleotidbana - . --
Nael-hely megsziinését okozta
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A IV. fragmens PCR-szintézise

83 >
-
<

+ Taq DNS polimeraz B4

b

h 83/84 T
Pl >
Kovetkezd PCR-reakcio
87 . BYB4 R
- + —
Bd/B4 8s
+ Taq DNS polimeraz
5 B87/83/B4/85 K
3 s
Koévetkezd PCR-reakcio
87 - B7/8/B485 -
- L el + — »
) B7/BYB485 < —
+ Taq DNS polimeraz
s B7/BYB4/B5/B6 R
— s
+ EcoRl
+ Pstl
EcoRVECORV Pstl
—

IV. fragmens, 131 bp

6. abra
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dq g, ‘suswbeyy ‘A

eiqe */

dq ¢; ‘suswbeuy

dq g/ ‘suawbeyy °|

10

9S1Z9)uiZS-}Dd suswbely “A zy

<4
<

v

9s1Z9juIzs-}Dd suswbely °||| v

—’ X — — — — —
nsd @ nsd s @ fisd isd @ nsd
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ned ¢ 154 + nsd
3 i 4 : ¥
? R R[6) 5 ) EV/ZVIIY K ? €I720ID D
zesowjod gNQ bey + zesowjod gNG bel + zesounljod gNQ bey +
s » -
€5 > - 3 > . 30 > N
o v id F70) i

)
e

10

9s1Zouizs-}yDd suawbel) ‘|| v
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EcoRl
I, f
EcoRl — ragmens — =
Psti
puUC 19
EcoRl
Pstt EcoRI/EcoRV Psd
+ — IV. fragmens — — pPZG304
Pst|
Pstt
Psti Pstl
+ — Il. fragmens
Pstl — =
Pstt
pUC 19
Pstl
Pstl Pstl Pst \
+ V. fragmens — - ,
Psti
Psti '
Pstl
Pstl Sall
pUC 19 + = . fragmens L =
Sal
Sall

8. abra
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suss

Not!

a pPZG300-plazmidbél

a pPZG300-plazmidbdél
izolalt 317 bp-os fragmens Xmnl coR! Izol4lt 317 bp-os fragmens
Ncol Sall . Ncol Sal
S S—— PANS2 7Motuida = — —

9,4 kb X
TtrpC PglaA
Sail
Ncal
Xmni
Ncoi
+ NeolP
+ Sait
7,55 kb fragmens
) Salt Ncol y
T4 o T — i
DNS ligaz Notl T4 DNS ligaz
4
maol
Xmn! Xmnl
EccR!
pANS2-7NatBCA pANS52-7NotBPgA
A 7,87 kb A 7,87 kb
\TtrpC PglaA \TtrpC PglaA
y Sail
Ncal Ncol
Xmnl Xmnl
Ncal amdsS-gént tartalmazé 5,0 Neol
kb-os fragmens
+Notl Not! Notl +otl
+clAP kezelés — i +clAP kezelés
4 A 4
T4 DNS ligaz T4 DNS ligaz

Not Y rtou

N amdS
co Ncal
Sail PANS2-7NotBCAamdS Sall PANSZ-7NotBPgAamdsS
BCA 12,87 kb 4 BPgA 12,87 kb
Neol xmny | Not! Neol Nod
m z ]
EcoRl 10. abra > l S
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