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A taldlmdny targya eljdrds élesztd PHOS5-gén UASI]
és/vagy UAS2 elemeket tartalmazé rekombinans DNS
fragmentumok eld4llitdsdra oly médon, hogy ezeket a
szekvencidkat a nativ élesztd promoterbdl elkiilonitik
vagy analdg szekvencidkat kémiai tton szintetizalnak.

A leirds terjedelme: 36 oldal (ezen beliil 10 lap dbra)

A taldlmény térgya tovabbd ezeket a szekvencidkat
tartalmaz6 hibrid promoterek és vektorok, valamint
ezeknek a szekvencidknak a felhasznéldsa élesztSben
rekombindns fehérjék expresszidjdra.

HU 211207 B



1 HU 211207 B 2

peptidek el6dllitdsara éleszté gazdaszervezetekben, re-
kombindns-DNS technikai alkalmazaséval. Kozelebb-
r6l, a taldlmény j, ,,upstream” aktivéci6s szekvencidk,
az ezeket tartalmazé hibrid éleszt§ promoterek, élesz-
tosejtek transzforméldsdra haszndlhaté 1j hibrid vekto-
rok, az ezekkel transzformilt élesztGsejtek és az éleszts
szamdra idegen polipeptidek el§éllitasdra vonatkozik.

Az utébbi években nagy fejlédés volt a géntechno-
16gidban, és jelenleg midkodik néhdny olyan rendszer,
amely genetikailag 4talakitott mikroorganizmusokat,
kiilénosképpen az Escherichia coli enterobaktérium
torzseit és a siitdélesztd (Saccharomyces cerevisiae)
torzseit haszndlja fel. Igény van azonban tovibbi és
jobb rendszerekre, kiilondsen eukariéta rendszerekre,
ugymint élesztSkre, amelyek alkalmasak proteinek
gazdasdgos €s ipari méretd elGdllitdsdra. Jelenleg kii-
16nboz6 élesztdvektorok dllnak rendelkezésre génklo-
nozdsra. Ahhoz, hogy az idegen gének hatékonyan
expresszdlédhassanak az éleszt6ben, a strukturdlis ké-
dol6 szekvencidt olyan erGs élesztG promoterekkel kell
kombinalni, amelyek elénydsen szabdlyoz6 tulajdonsé-
gokkal rendelkeznek, ami lehet6vé teszi a génexp-
resszélédas kiilsé irdnyitdsat. Mivel gy hiszik, hogy
az expresszal6dds (termékképzidés) hatékonysidga az
alkalmazott promoter erfsségének fiiggvénye és azzal
ardnyos, a géntechnoldgia teriiletén dolgozék kiilonle-
ges figyelmet szentelnek erdteljes promoter rendszerek
kiépitésének.

A fehérjéket kédol6 klénozott élesztSgének in
vitro mutagenezise és visszaépitésiik az élesztSsejtbe
funkciondlis analizis céljabél lehetGvé tette szdmos
kiilonbozs alapvetd cisz-hatdsi promoter alkot6rész
azonositdsat [dsszefoglal6 irodalmi hivatkozas: Gua-
rente, L.: Cell, 36, 799, (1984)]. Ezek ko6zé az alko-
térészek kozé tartoznak - a felsoroldst azokkal az
alkotérészekkel kezdve, amelyek kozvetleniil kdzre-
fogjdk a fehérjekédols régiét a gén 5'-végénél — a
kovetkezdk:

— egy 5'-4atirt vezet6régi6é, amely A-T-ben megle-
hetdsen gazdag, néha tartalmaz egy CAACAA-
CAA, vagy ezzel rokon szekvenciét is,

- atirasi kezdGpontok, amely a ATG transzlacids
inditékodontd! koriilbeliil 40-60 bazisparnyira —
néha tdvolabb — helyezkednek el, és éltaldban
tobb kiilonboz§ erdsségli mRNS inditéhelyet je-
16Inek,

- egy (néha tobb) TATA-box, amely az 4tirasi kez-
dépontt6l koriilbelil 40-80 bazisparnyira he-
lyezkedik el, és feltehetGen alapvets RNS-poli-
merdz-1I felismerShelyként mikodik,

- ,.upstream” aktiviciés hely(ek) (roviditése a to-
vébbiakban UAS), amelyek a szabdlyozé fehér-
jék feliételezett célhelyei, és koriilbeliil 100-300
bézisparral a TATA-box ,.el5tt” helyezkednek el.

Az ,upstream” aktivdci6s hely mds médon midko-
dik, mint a prokariétdkban talalt szabdlyozéhelyek, és
inkdbb az emlGs szervezetek gyorsitéhelyeire emlékez-
tet. Részletesebb adatok taldlhaték a GAL 1, GAL 7,
GAL 10 élesztiesoportrél, amelyeknél a pozitiven mi-
kodé szabélyozéfehérje (GAL 4 géntermék) kozvetlen
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kolcsonhatdsba 1ép a GAL 1 — GAL 10 UAS-ével
[Giniger és munkatdrsai: Cell, 40, 767, (1985)].

Az élesztd CYC 1 gén TATA-box-a eltt elhelyez-
kedS, a GAL 1 — GAL 10 UAS-ét k6édolé promoter
szegmensek Osszeépitésével egy olyan hibrid promo-
tert hoztak létre, amelynek 4tirdsa a GAL 1 - GAL 10
UAS-ének szabilyozdsa alatt 411, azaz GAL 4gén-fiig-
g6 [Guarente, L. és munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 79,7410, (1984)]. Hasonl6 szerkezet(i promo-
tert hoztak létre a CYC 1 és LEU 2 promoter alkotéré-
szeinek osszeépitésével [Guarente, L. és munkatdrsai:
Cell, 36, 503, (1984)]. Mindkét rendszer élesztGbdl
szdrmazé promoter alkotérészeket és protein kédolé
szekvencidkat tartalmaz, és nincs bizonyiték arra, hogy
olyan génekkel is mikddnek, amelyek az €leszt6 sza-
mdra idegenek.

Egy nemrégiben kozrebocsétott szabadalmi beje-
lentés (PCT 84/4757) az éleszt6 PGK-gén egy UAS
alkotérészét irja le. Kimutatjdk egy alapvet6 promoter
alkotérész jelentését, amely az ATG-tS] szdmitva a
—324. és —455. bazisok kozott helyezkedik el. Feltétele-
zik, hogy ennek az alkotérésznek a bevitele mds pro-
moterek elé felfokoznd barmilyen mds éleszt6 promo-
ter erejét. Nem adnak azonban semmilyen, ezt a felté-
telezést aldtdmaszté példat; az érvelés teljesen negativ
adatokon alapul (egy promoter elroncsoldsa). Kénnyen
lehetséges, hogy ez az alkotérész a PGK-promoter egy
alapvetd része, de kétséges, hogy egy ilyen alkotérész
mikodne-e egy hibrid promoter részeként. A PGK
UAS-¢ tovabba nem kapcsol6dik egy szabalyoz6 szig-
ndlhoz, azaz nem teszi lehetGvé a ,,downstream” k6do-
16 szekvencia expressziéjdnak (4tir6ddsanak) iranyits-
sat egy specifikus fiziol6giai szigndl segitségével.

A glikolitikus gének promotereinek egy része glii-
koéz jelenlétében indukal6dik. Ezek mdkodhetnek hibs-
san is, ha a sejteket gliilk6zmentes kozegben tenyésztik.
Ez azt jelenti, hogy az éleszté gazdasejteket egy olyan
kozegben kellene transzformélni és regenerdlni, amely-
ben a gliik6zt més szénforrdssal (acetdt, glicerin, laktdt,
stb.) helyettesitették, hogy meg lehessen védeni a sejte-
ket egy olyan, esetleg kdros vagy pusztit6 géntermék-
t81, amely a sejten beliil gydlik fel. Mivel a protoplaszt
[Hinnen, A. és munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 75, 1929 (1978) vagy a s6val kezelt teljes sejtek
[Ito és munkatédrsai: J. Bacteriol., 753, 163 (1983)]
regenerdlasat altaldban gazdag tdpkozegben végzik,
hogy lehetSvé tegyék a sejiek gyors regenerdlédésat €s
telepek képz6dését, mindegyik jelenleg hasznalt
transzformécios elgirat glikkézt alkalmaz szénforrds-
ként. Virhat6, hogy a regenerdlédiés és az ujraképz6dés
gliikézmentes kozegben igen rosszul vagy egyéltaldn
nem megy végbe.

Az irodalomban 4ltaldnosan ismeretes, hogy az
expresszal6dds id6zitését szabdlyozni kell annak bizto-
sitdsdra, hogy a fehérje csak akkor képzd8djon nagy
mennyiségben, amikor a sejt legjobban birja az idegen
fehérje nagy mennyiségének jelenlétét, azaz a noveke-
dési szakaszon kiviil. Az is kivanatos, hogy az exp-
resszi6 szabélyozasa ne fiiggjon a mikrobidlis noveke-
déshez legfontosabb szénforrds, azaz a gliikéz jelenlé-
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tét6l vagy hidnyé4tél. Az irodalombél alig ismeretesek
olyan szabélyozhat6 és erSs promoter rendszerek, ame-
lyek megfelelnek ezeknek a kivdnalmaknak és idegen
gének élesztbkkel végzett konnyil és technikailag al-
kalmazhaté expresszdldsdra alkalmazhatdk. Sziikség
van ezért ilyen promoter rendszerek kifejlesziésére.

Meglepd médon azt taldltuk, hogy ha kombinéljuk
a glikolitikus anyagcserében részt vevé enzimek exp-
ressz4l6ddsat szabédlyozé promoterek — amelyeket je-
lenleg 4ltaldnosan a legerGsebb promoterekhez tarto-
z6knak tartanak — TATA-box régi6j4t egy olyan szab4-
lyozhat6 promoter ,,upstream” promoter alkot6része-
ivel, amelynek repressz4l6désa vagy derepressz4lédédsa
nem fiigg egy alapvet§ alkot6rész — példdul egy esz-
szencidlis szén- vagy nitrogénforrds — jelenlététsl vagy
hidny4t6] a tdpkozegben, akkor olyan erSs hibrid pro-
motereket kapunk, amelyek kielégitik a technikailag
alkalmazhaté promoter rendszerekkel szemben t4-
masztott kovetelményeket.

A taldlmdny szerinti eljdrassal olyan hibrid promo-
tereket, kiilondsen olyan glikolitikus gének promotereit
dllitottuk el6, amelyeket a savas foszfatdz PHOS-gén
UAS-ének szabilyozdsa ald helyeztiink, és amelyeket
idegen gének éleszt6kben val6 hatékony expresszélé-
séra alkalmaztunk.

A taldlmény targy4t képezik tehdt az éleszt§ PHOS-
gén djonnan elkiilonitett UAS-szign4ljai, a PHOS UAS-
szigndlokat tartalmaz6 hibrid promoterek, az ilyen hib-
rid promotereket tartalmazé hibrid vektorok és az ilyen
hibrid vektorokkal transzform4lt éleszt6 gazdaszerve-
zetek elGillitdsa, valamint a transzform4lt élesztS gaz-
daszervezetek felhasznéldsa éleszt6 idegen polipepti-
dek eldallitasi eljdrdsa.

Részletesebben a taldlmény szerinti eljar4s sordn

- UASI1 (PHO5) ésfvagy UAS2 (PHOS) szekvenci-
dkat tartalmaz6 DNS-fragmentumokat és szub-
fragmentumokat gy dllitottunk el8, hogy egy
PHO5-gént tartalmazé DNS-t, vagy a PHO5-gént
vagy annak 5’-termindlis részét megfelel6 rest-
rikciés endonukledzokkal hasftunk és adott eset-
ben a fragmentumokat egy exonukledzzal rovi-
dftjiik, majd az igy kapott fragmentumok koziil
kivdlogatjuk azokat, amelyeknek UAS-funkci6ja
megmaradt, és a fragmentumokat vagy szubfrag-
mentumokat elkiilonitjiilk, vagy a fenti DNS-
fragmentumokat vagy szubfragmentumokat ké-
miai DNS-szintézissel dllitjuk el6;

— €leszt6 hibrid prométereket gy dllitunk el6,
hogy egy, az éleszt§ PHOS gén upstream aktiv4-
ciés szekvencidjdt/szekvencidit tartalmazé, S’
irdnyban elhelyezked§, upstream prométer egy-
séget, egy PHOS-t8! kiilonboz6 éleszt6 gén 3’
irdnyban elhelyezkeds, miksd6képes TATA-bo-
xot tartalmaz6, és a transzlédcids start-k6don ko-
zelében végzG6d6 downstream promoéter egységé-
hez kapcsolunk;

— éleszt6 hibrid-vektorokat dgy 4llitunk el6, hogy
egy hibrid-prométert — amely az éleszt6 PHOS
gén UAS szekvencidjit/szekvencidit magdban
foglalé, 5’ irdnyban elhelyezked6, upstream pro-
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moéter egységbdl, valamint egy PHO5-t61 kiilon-
b6z6 éleszt6 gén 3’ irdnyban elhelyezked6,
transzkripciés inicidciés helyekkel rendelkez§
milkodSképes TATA-boxot is tartalmazé downst-
ream prométer egységb6l 4ll — upstream irdny-
ban egy €leszt6 szdmaéra heterol6g polipeptidet
kédolé DNS fragmentum elé kapcsolunk és az
ilym6don el6dllitott NDS molekuldk koziil
egyet, vagy tobbet éleszt& vektor DNS-be inszer-
talunk;

— transzformdlt élesztsejtek elG4llftdsdndl a fent

hibrid-vektorokat alkalmazzuk; és

~ éleszt6-idegen polipeptidet tgy 4llftunk el6,

hogy egy éleszt6 torzset — melyet olyan hibrid-
vektorral transzform4lunk, amely egy vagy t6bb
DNS inszertet tartalmaz, mely inszertek mind-
egyike tartalmaz egy hibrid-prométer transzkrip-
ciés szabdlyozisa alatt 4116, €lesztS szdma4ra he-
terol6g polipeptidet k6dolé DNS részietet, mely
promoter az éleszt6 PHOS gén UAS szekvencid-
jdt/szekvencidit magdban foglal6, 5’ irdnyban el-
helyezkedd, upstream prométer egységbdl, vala-
mint egy PHO5-t6] kiilnbozé éleszt6 gén 3’
iranyban elhelyezked8, transzkripciés inicidci6s
helyekkel rendelkez8, mlkoddképes TATA-bo-
xot is tartalmaz6 downstream prométer egységé-
b6l 4ll — tenyésztjiik és az expresszdlt polipepti-
det izoldljuk.

ElGszor ismertetjiikk az éleszt6 savas foszfatdz
(PHOS) gén ,,upstream” aktivaciés szekvencidjit és en-
nek felhasznal4sét hibrid promoter el&4llitaséra.

EzelStt nem volt ismert az irodalomban, hogy egy
vagy tobb ,upstream” aktiv4ciés hely (vagy ,up-
stream” aktivaciés szekvencia, roviditése UAS) léte-
zik-e, amely az éleszt6 PHOS-gén 4tirdsat befoly4solja.
A PHO5-gén egy represszibilis élesztd savas foszfatdzt
kédol. Ez szervetlen foszfdtok nagy koncentraciéjdndl
represszdlodik és szervetlen foszfatok hidnydban de-
represszdl6dik [Meyhack, B. és munkatdrsai: EMBO-
1., 1,675, (1982)].

A PHOS5-gén 5’-1égi6jdnak elemzése olyan cisz-ha-
t4si alkotorészek azonositdssdhoz vezetett, amelyek be-
folyasoljdk a PHOS-gén 4tirds4t. A PHOS-gén 5’-régi6-
janak egy 623 bazisparnyi BamHI-Sall fragmentumit,
amelyet az M13mp9 fag-vektorba (rekombindns vektor
M13mp9/PHOS Bam-Sal, vo. 143 081. szdmu eur6pai
szabadalmi bejelentés) kl6noztak, az egyik kisérletben
a Bam-helyt6l, a masik kisérletben az Sal-helyt6l kiin-
dulva emésztettek Bal31 exonukledzzal. gy egy soro-
zat megroviditett PHOS promoter fragmentumot 4llitot-
tak el6, amelyeket szekvenciaanalfzisnek vetettek ala
és a megroviditett végeken szintetikus EcoRI-kapcso-
16kkal l4ttak el. Az Sal-helyen megrovidftett fragmen-
tumok (,,balkar promoter fragmentumok”) és a Bam-
helyen megroviditett fragmentumok (,,jobbkar promo-
ter fragmentumok”) kombin4ldsdval a PHOS promoter
régi6 deléciés mutdnsainak egy sorozatdt 4llitottdk el6,
amelyeknek a PHOS strukturgén expressz4l6ddsat befo-
lydsolé képességét megvizsgiltdk. Megdllapitottdk,
hogy a —225. és —-263. nukleotidok kozotti rész deléci6-
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ja a savas foszfatdz aktivitds 6tszords csokkenéséhez,
és a -361. és -392., vagy a —346. és —369. nukleotidok
kozotti rész delécidja a savas foszfataz aktivitds tizsze-
res csokkenéséhez vezet (a nukleotidok szdmozdsa az
1. dbrén 14that6). Ezek a hatdsok az ,,upstream” aktivé-
ciés helyeknek (UAS) tulajdonithaték, amelyek alap-
vetd fontossdgiak a PHOS expresszi6hoz. Azt az UAS-
t, amely a —365. nukleotid szomszédsdgaban helyezke-
dik el egy 268 bazispdmyi BamHI-Clal fragmentum-
ban (-274. — -541. nukleotidok a PHOS-gén 5’-régi6j4-
ban, UAS1(PHO5)-nek nevezik, mig a —-245. nukleotid
szomszédsdgdban elhelyezked6 UAS régiét, amely a
100 bazisparnyi Clal-BstEIl fragmentumban (-174. —
-273. nukleotid) helyezkedik el a PHOS5-gén 5’-régiéjé-
ban, UAS2(PHO05)-nek nevezik.

Taldlmanyunk kiilonosképpen a PHOS-gén BamHI-
BstEIl fragmentuméban a —174. és —541. nukleotidok
kozott elhelyezkedd UAS1 (PHOS) és UAS2 (PHOS)
,upstream” aktivaciés szekvencidk eldéllitdsdra vonat-
kozik.

Taldlményunk kiterjed tovdbb4 a PH5-gén BamHI-
Clal fragmentumdban a —274. és —541. nukleotidok
kozot taldlhaté UAS1 (PHOS) ,upstream” aktivécids
szekvencia és a PHOS-gén Clal-BstEII fragmentumi-
ban a -174. és —273. nukleotidok kozott taldlhaté
UAS2 (PHOS5) ,,upstream” aktivdci6s szekvencia el&4l-
lit4sdra.

Kiilonosen elonyds az UAS]1 (PHOS) ,upstream”
aktivdciés szekvencia. Az UASI szabédlyozé szigndl
pontos helye a BamHI-Clal fragmentumon beliil meg-
hatdrozhat6; egy 31 bézisparnyi DNS-fragmentumban
(a PHO5 promoter régié —381. és —351. pozicidja ko-
zotti rész) helyezkedik el. A fragmentum elSnydsen
barmelyik végén megfelelS restrikci6s helyekkel ella-
tott tompa végid kapcsoldkat tartalmaz, vagy egy rest-
rikcids endonukledzra, dgymint EcoRI-re specifikus
tapad6s végeket tartalmaz. A 31 bézispdmyi fragmen-
tum szekvencidja a kovetkez6:
GAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCA
CTTTATATATAATTTAATCGTGCAAARAGCGT

Az UASI1 (PHO5) és/vagy UAS?2 (PHOS) szekvencia-
kat tartalmaz6 DNS-fragmentumok elddllitasi eljardsa-
nak lényege az, hogy a PHOS5-gént tartalmazé DNS
PHOS5-génjét vagy annak 5'—vég részét megfeleld restrik-
ci6s endonukledzokkal hasitjuk és a kivéant fragmentu-
mokat elkiilonitjiik. {gy példdul a PHOS promotert és a
PHOS5 kédol6 régi6 egy részét tartalmazé PHOS (ismerte-
tése fent) 623 bazispamyi BamHI-Sall fragmentumat a
BamHI és BstEI restrikciés endonukledzokkal emészt-
jiik és elkiilonitjiik a 368 bazispamyi szubfragmentumot,
amely tartalmazza mindkét ,,upstream” aktivacids helyet.
Analég médon a fenti BamHI-Sall fragmentumot Bam-
HI-gyel és Clal-gyel vagy Clal-gyel és BstEIl-gyel hasit-
va egy 268 bazisparnyi, UASI(PHOS5)-6t tartalmazé
BamHI-Clal szubfragmentumot, illetve egy 100 bazis-
pémnyi, UAS2(PHOS)-6t tartalmazé Clal-BstEIl szubf-
ragmentumot kapunk. A fragmentumok és szubfragmen-
tumok elkiilonitését és tisztitasat szokdsos médszerekkel,
példaul agar6z gél elektroforézissel vagy poliakril-amid
g6 elektroforézissel végezziik.
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A taldlmény szerinti eljdrds sordn ,,upstream” akti-
véci6s helyeket tartalmazé DNS-fragmentumokat 6n-
magdban ismert médon, példdul egy exonukledzzal,
igymint Bal31-gyel végzett részleges emésziéssel ro-
vidithetjiik Ggy, hogy a megroviditett fragmentum AUS
funkciéja megmaradjon. A roviditést végezhetjik a
fragmentumok 5’- vagy 3'-végén, vagy mindkét végén.
Azokat a szubfragmentumokat, amelyek megtartottdk
az UAS funkci6t, a fent lefrt médon vélasztjuk ki, azaz
az eredeti, az UAS(eke)-t tartalmaz6 szekvencidkat a
megroviditett fragmentumokkal helyettesftjiik €s meg-
vizsgéljuk a kapott PHO5 promoter deléciés mutdnst,
hogy mennyire tudja befolydsolni a PHOS strukturgén
expressz4léddsat. A taldlmény szerinti fragmentumok
és azok megroviditett szdrmazékai, amelyek a PHOS-
gén egyik vagy mindkét ,upstream” aktivéciés helyét
tartalmazzsk, elldthaték mesterséges kapcsolé szek-
vencidkkal, amelyek birmelyik véghez kapcsolhatok,
hogy a hibrid promoterek elS4llitdsat, illetve egy vek-
torhoz valé kapcsol6ddst megkonnyitsék.

A DNS-fragmentumokat, valamint a PHOS ,.up-
stream” aktivaciGs helyéthelyeit tartalmazé roviditett
szdrmazékaikat kémiai DNS-szintézissel is el§éllfthat-
juk, az irodalombdl j6l ismert szokdsos médszerek
alkalmazéséval. Megfelel6 technikdt dolgozott ki S.A.
Narang [Tetrahedron, 39, 3 (1983)]. Kiilondsen a
146 785. szdmii eurdpai szabadalmi bejelentésben lefrt
moédszerek haszndlhat6k.

A taldlmény egy tovdbbi részét képezi a PHOS
Lupstream” aktivaciés helyeinek felhaszndldsa hibrid
promoterek el64llitdséra, és a PHOS-gén ,upstream”
aktiv4ci6s helyeit tartalmazé hibrid promoterek el4lli-
tdsdra.

A taldlmény kiiléndsképpen éleszt§ hibrid promote-
rek el64llitdsdrara irdnyul, amelyek magukba foglalnak
egy 5° ,.upstream” promoter alkot6részt, amely tartal-
mazza az éleszt6 PHO5-gén ,,upstream” aktivécids he-
lyét/helyeit és egy olyan éleszt6gén 3’ ,downstream”
promoter alkotérészét, amely a PHOS-géntél eltér6, és
amely olyan 4tirdsi kezd6pontokat tartaimaz, amelyek
magukban foglalnak egy funkcionélis TATA-box-ot és
a transzldcids start kodonhoz kozel fejez6dnek be; kii-
16nleges esetben a hibrid promoter csak ezekbél a ré-
szekbdl 4ll. Az 5’ ,,upstream” promoter alkot6rész spe-
cidlisan a fent meghatdrozott DNS-fragmentumok va-
lamelyike, elsSsorban a 368 bazisparnyi BamHI-BstEII
fragmentum, amely UAS1(PHOS5)-6t és UAS2(PHOS)-
6t tartalmaz, vagy a 268 bazisparnyi BamHI-Clal frag-
mentum, amely UAS1(PHO05)-6t tartalmaz, vagy ennek
roviditett szirmazékai, amelyek megtartottdk az UAS
funkciét, igy a 31 bézispdrnyi fragmentum, amely tar-
talmazza az UAS1(PHO05)-6t, vagy ennek még kisebb
szubfragmentumai.

A 3", downstream” promoter el6nydsen egy erfsen
expressz4l6dott élesztogénbdl szdrmazik, killonoskép-
pen egy olyan élesztgén promoterébél, amely egy
glikolitikus enzimet kédol, dgymint az enoldz, a gli-
ceraldehid-3-foszfit-dehidrogendz (GAPDH), a 3-
foszfoglicerat-kindz (PGK), a hexokindz, a piruvat-de-
karboxildz, a foszfofruktokindz, a gliikk6z-6-foszfat-
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izomerdz, a 3-foszfoglicerdt-mutdz, a piruvat-kindz
(PyK), a tri6zfoszfat-izomer4z, a foszfogliik6z-izome-
raz vagy a glikkokindz gének promotereibSl. A 3’ pro-
moter alkotérészek magukba foglaljdk a TATA-box-ot,
amely részt vesz az RNS-polimerdz-II enzin elhelye-
zésében a helyes 4tirds elkezdéséhez €s az 4tirds meg-
felel§ kezd6pontjaihoz (f6 mRNS kezdSpontok). A TA-
TA-box-t6l ,lefelé” a 3’ promoter alkotérész a f§
mRNS kezdSpont és a transzl4ci6s indftékodon (ATG)
kozotti régidig terjed, el6nydsen a transzlacids indité-
kodon kozelében. A TATA-box ,elétti” oldalon a 3’
promoter alkotérészek koriilbeliil 50-150 eredeti bé-
zispart tartalmaznak. Ennek az ,.el6l” levd DNS-szek-
vencidnak a pontos hossza nem kritikus tényez§, mivel
ugy létszik, hogy van bizonyos rugalmassig az UAS-
ek és a TATA-box térbeli elhelyezkedésében.

A taldlmény szerinti eljards el6ny6s 3° promoter
alkotérésze a GAPDH promoterb6l szdrmazik, amelyet
az irodalomban ismertetett egyik leger§sebb éleszté
promoterként ismemek [a GAPDH enzim mennyisége
koriilbeliil 5%-a lehet a S. cerevisiae szdrazsilyénak,
[v6. E. G. Krebs: 1. Biol. Chem., 200, 471, (1953)]. A
3’ GAPDH promoter alkotérész el6nydsen a -300. és a
-180. nukleotid kozott kezdSdik és a GAPDH-gén ~1.
nukleotidjénél végzddik. A taldlmany egyik elSnyos
kiviteli alakjanél a 3’ promoter alkotérész a GAPDH-
gén —199. és —1. kozotti nukleotidjeit tartalmazza. Egy
mdsik elényds kiviteli alak esetében a 3’ promoter
alkotérész a GAPDH-gén —263. és —1. kozotti nukleo-
tidjeit tartalmazza.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal elGéllitott hibrid pro-
moterek tartalmazhatnak egyetlen UAS(PHOS)-6t vagy
tobb, azonos tipusi UAS(PHO05)-6t, dgymint
UAS1(PHO5)-6t, el6nydsen ,,fejt6] farokig” orientécié-
ban. Ami a 3’ promoter alkotérészt illeti, az UAS(ek)
orientéciéja az eredeti PHOS promoter orientdciéjahoz
képest azonos vagy forditott lehet.

A taldlmény szerinti eljdrdssal el@éllitott hibrid
promoterek alkotérészei, azaz a PHO5 UAS-é/UAS-
eit tartalmazé promoter alkotérész és a TATA-box-ot
tartalmazé promoter alkot6rész mesterséges kapcso-
16kkal, tompa véghez valé ligélassal vagy — ha lehet-
séges — természetben el6fordulé kompatibilis hasité-
helyekkel vannak Osszekapcsolva. A taldlmény sze-
rinti hibrid promoterek 5°- és 3’-végei megfelelGen el
vannak l4tva olyan mesterséges kapcsol6kkal, ame-
lyek lehet6vé teszik a vektor-DNS-hez valé ligalast,
és a 3’-végen egy heteroldg protein kédol6 régiéhoz
val6 kapcsoléddst.

A taldlmadny szerinti eljarassal el@éllitott hibrid pro-
moterek megfelelnek minden, a biotechnolégidban fel-
haszndlhat6 promoterekkel szemben tdmasztott kiva-
nalomnak; erGsek, a tdptalaj esszencidlis szén- vagy
nitrogénforrdsaitdl eltéré vegyiiletekkel indukalhaték,
és kényelmesen kezelhetSk laboratériumi vagy ipari
méretben.

A taldlmény kiterjed olyan hibrid promoterek el64l-
litsi eljdrdséra is, amelyek egy az éleszt6 PHOS5-gén
Hupstream” aktivdciés helyét/helyeit tartaimazé 5’
»upstream” promoter alkotérészbdl, és egy a PHOS

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Elesztégéntl eltérs éleszt6gén 3’ ,,downstream” pro-
moter alkot6részébd] 4llnak, mely utébbi kezdSponto-
kat tartalmaz, amelyek egy funkciondlis TATA-box-ot
foglalnak magukba és a transzldci6s indft6kodonhoz
kozel fejez6dnek be; az eljards értelmében egy 5’
supstream” promoter alkotérészt, amely az éleszt6
PHOS-gén ,,upstream” aktivéciés helyét/helyeit tartal-
mazza, hozzdképcsoljuk egy PHOS-gént6l eltérs élesz-
t6gén 3’ ,downstream” promoter alkot6részéhez,
amely egy funkciondlis TATA-box-ot tartalmaz és a
transzl4ci6s indftékodonhoz kozel fejez6dik be.

A taldlmény egyik el6ny6s kiviteli alakjdn4l a pro-
moter alkotérész ligldsat mesterséges kapcsol6kkal
hajtjuk végre.

A PHOS5-génté] eltér6 éleszt6gén fenti ,down-
stream” promoter alkotérészét ugy 4llitjuk el8, hogy
részlegesen emésztjiik egy erés élesztépromoter 5°-vé-
gét; ilyen promoter példdul a fent felsoroltak valame-
lyike, amely a f6 mRNS kezddpont és a transzlci6s
indftékodon kozott régiéig terjed. Az emésztést egy
exonukledzzal, példdul Bal3l-gyel végezzik és a
kpott 5’ tompa végeket egy mesterséges kapcsol6
DNS-hez kapcsoljuk. Olyan promoter alkot6részeket
vélasztunk, amelyek megtartjdk az 4tfrasi kezd&pon-
tot/kezdSpontokat, és a TATA-box-ot, beleértve 50—
150 bazispérnyit az 5° szekvencidb6l a TATA-box-ig. A
kivélaszt4st példdul Ggy hajtjuk végre, hogy a kapott
promoter alkotérészeket hasitjuk egy olyan restrikci6s
endonukledzzal, amely felismeri a mesterséges kapcso-
16 szekvencidt az 5’-végen, és egy olyan restrikciés
endonukledzzal, amely felismeri a mesterséges kapcso-
16 szekvencidt a promoter alkotérész 3’-végén, és a
kapott DNS-fragmentum hossziisagat agaréz gél elekt-
roforézissel hatdrozzuk meg. A 3’ promoter alkot6ré-
szeket kémiai titon, az irodalomb6l ismert médszerek-
kel is elGdllithatjuk.

A tal&lmény szerinti hibrid promotereket emldsgé-
nek élesztSkben val6 expresszdléddsanak javitdsara és
szabdlyozdsdra haszndlhatjuk.

A taldlmény korébe tartoznak olyan hibrid vektorok
is, amelyek egy heterolég polipeptidet kédolé gént
tartalmaznak; a gén hibrid promoterek szabdlyozdsa
alatt 4ll. A taldlmény szerinti élesztS hibrid vektorok
egy vagy t6bb olyan beékelt DNS-szakaszt tartalmaz-
nak, amelyek mindegyike egy az élesztS szdmdra hete-
rolég polipeptidet k6dolé6 DNS-szegmenst tartalmaz;
ez a szegmens egy olyan hibrid promoter 4tirdsi szab4-
lyozésa alatt 411, amely egy az éleszt6 PHOS5-gén UAS-
éUUAS-eit tartalmazé 5' upstream promoter alkot6-
részbél és egy olyan 3’ downstream promoter alkoté-
részbdl 4ll, amely egy a PHOS5-gént6l eltérd élesztSgén-
b6l szdrmazik és 4tirdsi kezdési helyeket tartalmaz,
amelyek egy funkciondlis TATA-box-ot is magukba
foglalnak.

A taldlmény szerinti hibrid vektorokat egy hibrid
plazmidbél és egy linedris DNS-vektorb6l vélasztjuk ki.

Egy DNS-szegmens, amely egy az éleszt6 szdmara
heterolég polipeptidet kédol, egy olyan DNS (gén),
amely szdmos kiilonboz6 polipeptidet — beleértve a
glikozilezett polipeptideket is — kédolhat, kiilondsen a
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magasabbrendd eukariétdk, elsGsorban az eml8sok,
ugymint az édllatok és kiilonosképpen az emberek pli-
peptidjeit, ugymint enzimeket, amelyek példdul t4p-
anyagok elGéllitdsdra és enzimatikus kémiai reakcidk
végrehajtdsdra haszndlhaték, vagy nem enzimjellegd
polipeptideket, amelyek igen hasznosak és értékesek
emberi és dllati megbetegedések kezelésére vagy meg-
elézésére, igy hormonokat, immunmodulitor, virusel-
lenes vagy tumorellenes hatdsi polipeptideket, antites-
teket, virus antigéneket, véralvaddsi faktorokat, élelmi-
szereket €s mds hasonlékat.

Ilyen polipeptidek példdul az inzulin novekedési
faktorok, igymint az epidermdlis inzulinszerd, eml6-
sejti, idegi vagy transzformdciés novekedési faktor, a
novekedési hormonok, tigymint az emberi vagy borji
novekedési hormonok, az interleukinok, dgymint az
interleukin-1 vagy -2, az emberi makrofdg migraci6jat
gétl6 faktor (MIF), az interferonok, tigymint az emberi
o-interferon, példul az interferon-aA, -oB, -oD vagy
-oF, a B-interferon, a y-interferon vagy egy hibrid in-
terferon, példaul egy otA-oD- vagy egy oB-oD-hibrid
interferon, hepatitis virus antigének, digymint hepatitis
B virus felszfni vagy magi antigénje vagy hepatitis A
virus antigén, plazminogén aktivétorok, igymint szo-
veli plazminogén aktivator vagy urokinaz, tumor nek-
rézis faktor, szomatosztatin, renin, PB-endorfin, im-
munglobulinok, igymint az immunglobulin D, E vagy
G konnyd és/vagy nehéz ldncai, immunglobulin kot
faktorok, dgymint immunglobulinE kot6 faktor, kalci-
tonin, emberi kalcitonin-szerd peptid, véralvadasi fak-
torok, dgymint a IX faktor vagy a VIllc faktor, egy
eglin, igymint eglin C, egy deszulfatohirudin HV1,
HV2, vagy PA véltozat, vagy emberi szuperoxid dizm-
utdz. Az el6nyds gének azok, amelyek egy humién
interferont vagy hibrid interferont, emberi szovet plaz-
minogén aktivatort (t-PA), hepatitis-B virus felszini
antigént (HBVsAg), inzulinszerd novekedési faktor I-
et, eglin C-t vagy deszulfitohirudin HV1 varidnsat
kédoljak.

A hibrid promoter kiilonosképpen a fent lefrtak
valamelyike.

A taldlméany szerinti hibrid vektorok egy vagy
tobb beékelt DNS-szakaszt tartalmazhatnak, amelyek
mindegyike tartalmazza egyebek kozott a hibrid pro-
motert és egy olyan DNS-szegmenst, amely egy az
€éleszt6 szdmdra heterolég polipeptidet kédol. Ha a
hibrid vektor tobb, el6nyosen 2—4 beékelt DNS-sza-
kaszt tartalmaz, ezek tandem elrendezésben vagy a
hibrid vektor kiilonbozS helyein lehetnek jelen. Az
elonyos hibrid vektorok vagy egy beékelt DNS-sza-
kaszt tartalmaznak, vagy tobb beékelt NDS-szakaszt,
tandem elrendezésben.

A taldlmény szerinti hibrid vektorokban az éleszt6
hibrid promoter mikodGképesen a polipeptid kédolé
régiéhoz van kotve ugy, hogy biztositsa a polipeptid
hatékony expresszdl6ddsat. A taldlmény egyik el6nyds
kiviteli alakjdndl az éleszt§ hibrid promoter kdzvetle-
niil a kész polipeptidet kédol6 régiéhoz van kétve egy
transzl4ci6s indité szignéllal (ATG), amelyet az dssze-
kapcsolasi helyhez €keliink be. Az éleszt6 hibrid pro-
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moternek a polipeptid kédolé régidhoz kapcsoldséra az
egyik elSnyds régi6 az, amely kozvetleniil az endogén
ATG szomszédsdgdban helyezkedik el.

A taldlmdny egy mésik elSnyds kiviteli alakja sze-
rint egy jelz6 (szigndl) szekvencia is jelen van. Megfe-
lel6 jelz6 szekvencidk példdul a PHOS jelz§ szekven-
cia, az élesztG invertdz gén jelzS szekvencidja, vagy az
o-faktor pre-pro szekvencidja, és az expresszdland6
polipeptid kédol6 régi6hoz természetesen kapcsol6dé
jelz6 szekvencidk. Egy mésik megoldds szerint ossze-
épftett jelz6 szekvencidkat lehet létrehozni. Azokat a
kombindcidkat részesfijiik elényben, amelyek pontos
hasitést tesznek lehet6vé a jelz8 szekvencia €s a kész
polipeptid szekvencidja kozott. Tovabbi szekvencidk,
tigymint pro- vagy spacer-szekvencidk, amelyek vagy
tartalmaznak specifikus 4talakité szigndlokat vagy
nem, szintén jelen lehetnek, hogy megkonnyitsék a
prekurzor molekuldk pontos 4talakitdsdt. Egy mdsik
megoldés szerint létre lehet hozni olyan dsszeépitett
proteineket, amelyek belsS 4talakité szigndlokat tartal-
maznak, ami lehet6vé teszi az in vivo és in vitro meg-
felel§ maturéciét. Az 4dtalakité szignélok elénydsen tar-
talmaznak egy Lys-Arg maradékot, amelyet a kivélasz-
tasi folyamatban részt vevé éleszt§ endopeptidéz felis-
mer.

A gén expresszdlédasakor a géntermék belép a ki-
vélasztdsi folyamatba és a periplazmatikus térbe kertil
tovdbb. Ha el lehet érni a tovébbi kivélasztist a sejtfa-
lon keresztiil a tdpkdzegbe, a kitermelést jelentSsen
lehet ndvelni. A kinyerési folyamatot tehat egyszerdsi-
teni lehet anélkiil, hogy a sejteket el kellene roncsolni.
A polipeptidet tovdbbd az N-végen egy tovabbi metio-
nin jelenléte nélkiil lehet kinyerni, mivel nincs sziikség
egy ATG-re transzldciés indité szigndlként a kédol6
szekvencia el6tt. Mivel a glikozilezés kapcsolédik a
kivélaszt4si folyamathoz, varhat6, hogy a termelt poli-
peptid glikozilezett lesz (amennyiben glikozilezési he-
lyek jelen vannak). Tobb olyan jellemz8 van, amely a
glikozilezett polipeptideket el6nydsebbé teszi a nem
glikozilezett polipeptideknél: A glikozilezett polipeptid
jobban hasonlit az emlGssejtek eredeti polipeptidjére,
mint a nem glikozilezett polipeptid. Az ilyen proteinek
harmadlagos szerkezete tovabba val6szindleg bizonyos
fokig fiigg a glikozilgy6kok jelenlététdl. Vdrhatd, hogy
az ezekben a molekuldkban jelenlevS szénhidratgyo-
kok kedvezSen befolyasoljdk a kémiai stabilitdst és a
farmakolégiai aktivitast.

A taldlmany szerinti hibrid vektorok el6nyosen egy
élesztGgén 3’ hatdrol6 szekvencidjét is magukba foglal-
jék, amely tartalmazza a megfelelé szigndlokat az 4t-
frds befejezésére és a poliadenilezésre. Az el6nyds 3’
hatérol6 szekvencia a PHO5-génb6l szdrmazik.

A taldlmédny kiilénosképpen egy olyan linedris
DNS-molekula elgdllitdséra vonatkozik, amely 1énye-
gében egy hibrid promoterbd] (amely egy az éleszt§
PHOS5-gén UAS-éUVUAS-eit tartalmazé 5° upstream
promoter alkot6részb6l és egy a PHOS-gént6l eltérd
éleszt6gén 3’ downstream promoter alkotérész€ébdl
épiil fel; a 3° downstream promoter alkotérész 4tirdsi
kezdési helyeket tartalmaz, amelyek egy funkcionélis
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TATA-box-ot is magukba foglalnak), egy az ez 4ltal a
hibrid promoter 4ltal szab4lyozott DNS-szegmensbél,
amely az éleszt§ szdmdra heterol6g polipeptidet kédol,
és olyan DNS-szegmensbSl 4ll, amely az éleszt§
PHO5-gén megfelelSen elhelyezked§ 4tirdsi befejezési
szigndljait tartalmazza.

A homol6g 3’ és 5’ hatdrolé szekvencidk révén a
polipeptid kédol6 régiét tartalmazé teljes linedris
DNS-vektor stabilan beépiil az éleszt6kromoszéma
PHOS helyére.

A wldlmény tirgya kozelebbrd) eljaras olyan gyd-
rids hibrid plazmidok el6éllit4sdra, amelyek a hibrid
promoteren, a polipeptid k6dol6 régi6n és a 3’ hat4rolé
szekvencidkon kivill olyan tovdbbi DNS-szekven-
cid(ka)t is tartalmaz, amelyek a promoter funkci6ja
szempontjdbdl - azaz a polipeptid kédol6 régi6é exp-
resszdl6d4sshoz — lényegtelenek vagy kevésbé fonto-
sak, de lényeges funkci6kat tSlthetnek be példdul az
emlitett hibrid vektorokkal transzformalt éleszt6sejtek
szaporftdsdban. A tovdbbi DNS-szekvencia/szekvenci-
dk prokari6ta €s/vagy eukaridta sejtekbdl szdrmazhat-
nak és tartalmazhatnak kromoszomdlis és/vagy extra-
kromoszomdlis DNS-szekvencidkat. A tovdbbi DNS-
szekvencidk szdrmazhatnak (vagy dllhatnak) péld4ul
plazmid DNS-bél, dgymint bakteridlis vagy euraki6ta
plazmid DNS-b61 Virus DNS-bél és/vagy kromoszo-
mdlis DNS-b6l, dgymint bakteriélis, éleszt§ vagy ma-
gasabbrendd eukari6tdk kromoszom4lis DNS-ébdl. Az
elényos hibrid plazmidok olyan tovabbi DNS-szekven-
cidkat tartalmaznak, amelyek bakteridlis plazmidokbél,
kiilonosen az Escherichia coli plazmid pBR322-b6l
vagy ezzel rokon plazmidokbél, bakteriof4gokb6l
€lesztd 2 | plazmidb6l és/vagy éleszté kromoszomélis
DNS-b6! szdrmaznak.

A tovdbbi DNS-szekvencidk elsGsorban egy élesztd
replikicids origét és egy élesztdre szelektiv genetikai
markert tartalmaznak. Az éleszt6 replikdci6s origét, pél-
ddul egy kromoszomdlis autoném replikéci6s szegmenst
(ars) tartalmaz6 hibrid plazmidok extrakromoszomadlisan
maradnak fenn az élesztSsejten beliil a transzformécié
utdn és autoném moédon mit6zis sordn replikdlédnak.
Olyan hibrid plazmidok is haszndlhatunk, amelyek az
éleszt6 2 4 plazmid DNS-sel homolég szekvencidkat tar-
talmaznak. Ezek a hibrid plazmidok rekombin4ci6val be-
épiilnek a sejtben mdr jelenlevs 2 p plazmidokba vagy
autoném médon replikélédnak. A 2 | szekvencidk kiilo-
nosen alkalmasak a nagyfrekvencids transzformécids
plazmidokhoz és lehet§vé teszik a nagy mésolatszdmot.

Eleszt§ szelektiv génmarkerként barmelyik marker
gén hasznilhaté, amely fenotfpusos expressz4lédésa
révén megkonnyiti a transzformdnsok kiv4lasztdsat.
Megfelels élesztémarkerek kiilonosen azok, amelyek
antibiotikus rezisztencidt expresszélnak, vagy auxotr6f
élesztomutdnsok esetében az olyan gének, amelyek a
gazdaszervezet sériilését kikiiszobolik. A megfelels gé-
nek példdul rezisztencidt hordoznak a cikloheximid
antibiotikummal szemben, vagy egy auxotréf élesz-
témutédnsban prototréfiat biztositanak; ilyen példaul az
URA3, LEU2, HIS3 vagy TRP! gén. Markerként
olyan strukturgének is alkalmazhat6k, amelyek egy
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autoném replikdl6d6 szegmenshez kapcsolédnak, ez4l-
tal biztositva, hogy a transzforméland6 gazdaszervezet
auxotr6f legyen a marker 4ltal expresszélt termékre.

A taldlmény szerinti hibrid plazmidokban jelenlev$
tovdbbi DNS szekvencidk el6nydsen egy replikédci6s
origét és egy szelektiv genetikus markert is tartalmaz-
nak baktérium gazdaszervezetekre, kiilondsen Escheri-
chia coli-ra. Egy E. coli replikéci6s origé és egy E. coli
marker egy €lesztG hibrid vektorban valé jelenlétének
elényei péld4ul a kovetkezdk: elGszor is nagy mennyi-
ség( hibrid vektor DNS-t lehet elSéllitani E. coli te-
nyésztésével és szaporftasaval, masodszor a hibrid vek-
torok létrehozdsa kényelmesen végrehajthaté az E. co-
li-ban és az E. coli-ra alapozott ki6noz6 technolégia
valamennyi médszerének felhasznélds4val. Az E. coli
plazmidok, tigymint a pPBR322 és m4s hasonl6k tartal-
mazzdk mind az E. coli replikdciés origét, mind az
antibiotikumokkal, példaul tetraciklinnel és ampicillin-
nel szembeni rezisztencidt hordozé E. coli genetikus
markereket, és el6nyosen az éleszt§ hibrid vektorok
részeiként keriilnek alkalmazdsra.

A tovdbbi DNS-szekvencidt, amely tartalmazza
példaul a replikédcids origét és a genetikus markereket
az élesztSkre és egy baktérium gazdaszervezetre
(amint ezt fent leirtuk), ezentil ,,vektor-DNS”-nek ne-
vezziik, amely az éleszt§ promoterrel és a polipeptid
k6dol6 régi6val egyiitt egy taldlmdny szerinti hibrid
plazmidot képez.

A taldlmény egyik el6ny0s kiviteli alakja olyan hibrid
plazmidok elGdllitasdra vonatkozik, amelyek replik4l6d-
ni tudnak, és fenotfpusos kivélasztdsukra egy éleszt§ gaz-
daszervezet torzsben, amely egy €lesztS hibrid promotert
és egy heterol6g polipeptidet kédol6 DNS-szekvencidt
tartalmaz; ez a DNS-szekvencia az 4tfrési kezdési és be-
fejezési szigndlokkal egyiitt, valamint a transzléci6s kez-
dési és befejezési szigndlokkal egyiitt a hibrid plazmid-
ban az emlitett hibrid promoter irdnyitdsa alatt 4ll, igy
egy transzformalt élesztStorzsben ez expresszél6dik az
emlitett polipeptid el&4llitaséra.

A hibrid vektorokat példdul dgy allitjuk el6, hogy
osszekapcsolunk egy hibrid promotert (amely egy az
éleszt6 PHOS-gén UAS-ét /UAS-eit tartalmazé 'S up-
stream promoter alkotérészbél, és egy 3’ downstream
promoter alkotérészb6l 4ll, mely ut6bbi egy a PHOS-
gént6l eltérd élesztEgénbdl szdrmazik és olyan 4tirdsi
kezdGpontokat tartalmaz, amelyek egy funkcionilis
TATA-box-ot is magukba foglalnak), egy az éleszt§
szdmdra heterolég polipeptidet kédolé DNS-szeg-
menst, és egy €lesztSgén 3’ hatdrol6 szekvencidit ugy,
hogy a DNS-szegmens az emlitett hibrid promoter &t-
irdsi szabdlyozdsa alatt 4lljon, és a vektor DNS-be
adott esetben egy vagy tobb linedris DNS-t is bevisz-
sziik. Célszerden feltérképezett linedris vagy — elényd-
sen — gy(rds vektor DNS-t, péld4ul bakteridlis plazmid
DNS-t vagy ehhez hasonl6 DNS-t (v6. a fenti lefrdssal)
alkalmazunk, amelynek legaldbb egy, el6nyosen két
vagy tobb hasitéhelye van. A vektor DNS el6nydsen
mér tartalmaz replikdciés origékat és génmarkereket
élesztGkhoz és/vagy egy baktérium gazdaszervezethez.
A vektor DNS-t egy megfeleld restrikciés endonukledz
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alkalmazéasdval hasitjuk. A hasitott DNS-t ligdljuk egy
olyan linedris DNS fragmentumhoz, amely egyebek
kozott tartalmazza az élesztS hibrid promotert, €s a
polipeptidet k6dol6 DNS-szegmenshez. A hibrid pro-
moterhez és a polipeptid k6dol6 régichoz val6 kapcso-
l4s el6tt vagy utdn (vagy egyidejileg is) bevihetiink
replikdci6s origékat és/vagy markereket is élesztSkhoz
vagy egy bakteridlis gazdaszervezethez. A hasftasi és
melegitési koriilményeket minden esetben lgy kell
megvaélasztani, hogy a vektor DNS alapvet§ funkcidi
ne iitk6zzenek a hibrid promotereivel. A hibrid vektort
felépithetjilk szekvencidlisan vagy két olyan DNS-
szegmens ligaldsdval, amelyek mindegyik fontos szek-
vencidt tartalmazzék.

Kiilonb6z6 technikdk hasznélhat6k a DNS-szegmen-
sek in vitro 6sszekapcsoldsdhoz. Bizonyos restrikcids en-
donukledzok 4ltal létrehozott tompa végek (teljesen ba-
zispdrositott DNS-duplexek) kozvetleniil ligdlhaték T4
DNS-ligdzzal. Szokédsosabban ugy jdrunk el, hogy a
DNS-szegmenseket egyfonalas kohézfv végiikon keresz-
tiil kapcsoljuk dssze és kovalens médon z4rjuk egy DNS-
ligdzzal, példdul T4 DNS-ligdzzal. Az ilyen egyfonalas
,kohéziv végek -et Gigy hozhatjuk létre, hogy DNS-t egy
masik endonukledz csoporttal hasitunk, amely eltolt vé-
geket hoz létre (a DNS kettds spirdl két sz4lat kilionboz6
pontokon, néhdny nukleotidnyi tdvolsdgra hasftjuk). Az
egyfonalas format uigy is létrehozhatjuk, hogy a nukleoti-
dokat a tompa végekhez vagy az eltolt végekhez épitjiik
termindlis transzferdzok alkalmazdsdval (homopolimer
farkazds) vagy egy tompavégli DNS-szegmenst egy
megfelels exonukledzzal, Ggymint A-exonukledzzal egy-
szerdien visszahasitva.

Eltolt végek el6nydsen ugy is létrehozhaték, hogy a
tompavégd DNS-szegmenshez egy kémiailag elGélli-
tott kapcsol6 DNS-t ligdlunk, amely tartalmaz egy
olyan felismerd$ helyet, amely felismeri az eltolt vége-
ket képz6 endonukledzt, és a kapott DNS-t a megfeleld
endonukledzzal emésztjiik.

A hatékony expresszdl6ddshoz a génnek megfelels-
en kell elhelyezkednie az 4tirssi (€lesztd hibrid promo-
ter) és a transzl4cids funkcidkat tartalmazé szekvenci-
akhoz képest. El6szor is a polipeptid k6dol6 régit és a
hibrid promotert magéba foglal6 DNS-szegmens ligs-
14s4t a megfelelS orienticiéban kell végrehajtani. Ha
két orient4cié lehetséges, a helyeset szokdsos hasitési
elemzéssel kell meghatdrozni. A helyteleniil orientélt
beékelt polipeptid gént tartalmazé hibrid vektorokat
re-orientdljuk a beékelt gén kihasftdsdval egy megfele-
16 restrikci6s endonukledzzal és a gén ijraligdldsdval a
hibrid vektor fragmentumba. A helytelen orientdci6t
minden esetben elkeriithetjiik dgy, hogy 2 olyan DNS-
szegmenst ligdlunk, amelyek végén kiilonboz6 hasits-
helyek vannak. A hibrid vektort tovébbé Ggy kell fel-
épiteni, hogy lehetséges legyen az 4tirds helyes elkez-
dése és befejezése. Ami az utébbit illeti, az 4tirt szér-
mazék eldny6s, ha az éleszt6 kromoszomalis DNS-bd]
vagy éleszt6 2 p plazmidbdl szdrmazé DNS-szekven-
cia az 4tirdsi egységre végz6dik. El6nyodsen az atirt
szdrmazék egy olyan DNS-szekvencidval végzddik,
amely tartalmazza egy élesztGgén, példdul a PHOS

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

vagy a TRPI 4tirdsi befejezS szigndljat. Mésodszor
létre kell hozni egy megfelel§ leolvasdsi keretet. A
promoter régi6 és a polipeptid kédol6 régié nukleotid-
szekvencigja 4ltaldban ismert ligélds eltt, vagy kony-
nyen meghatdrozhat6 igyhogy nincs nehézség a helyes
leolvasési keret létrehozédsdval.

Ha az érett polipeptid kozvetleniil expressziGjat
6hajtjuk, akkor el kell tavolitani az adott esetben a
hibrid promoter régi6t kovet§ és/vagy adott esetben az
érett polipeptidet k6dolé régi6t megel6z8 jelz8szek-
vencidkat vagy azok részeit; az eltdvolitds végrehajtha-
t6 példdul egy exonukledzzal, Ggymint Bal3l-gyel
végzett emésztéssel. Az éleszt6 promoternek a kozvet-
len hozzdkapcsoléséra a polipeptid kédol6 szekvencid-
hoz el6nyds régi6 a f6 mRNS inditékodon és az ATG
transzl4ciés indftékodon kézotti. Az ebben a régiéban
val6 dsszekapcsoldshoz a polipeptid kédol6 szekvenci-
4nak sajat ATG-je kell legyen a transzl4ci6 inditdsghoz,
vagy ellenkez§ esetben el kell l4tni egy tovébbi szinte-
tikus oligonukleotiddal. Az éleszt§ hibrid promotert a
polipeptid kédol6 szekvencidhoz egy szintetikus oligo-
dezoxinukleotid mint &sszekdt6 molekula segftségével
is hozzdkapcsolhatjuk. fgy a hibrid promoter régiét, ha
az lehetséges, szabdlyozni lehet 3’-vége kozelében
gy, hogy abbél hidnyozzon egy elére meghatérozott
sz&mu bézispar. Analég médon a polipeptid kédol6
szekvenciét szabdlyozni lehet 5°-vége kozelében. Ez-
utdn egy szintetikus oligodezoxinukleotidot lehet fel-
épiteni olyan médon, hogy amikor az €leszt§ hibrid
promotert és a polipeptid k6dol6 szekvencidt Ssszekap-
csoljuk az dsszekotd oligodezoxinukleotidon keresztiil,
a hidnyz6 bazispérokat pétoljuk beleértve egy ATG
transzl4ciés kezdési szigndlt is, és a polipeptid kédol6
szekvencia a promoterhez képest a megfelel§ leolvasi-
si keretben legyen.

A kivant hibrid vektort tartaimaz6 ligdl6 keveréket kz-
vetleniil felhaszndljuk a transzforméciés 1épésben vagy el6-
szor feldusftjuk a hibrid vektorra nézve, péld4ul gélelektro-
forézissel, és ezutdn hasznaljuk transzform4ldsra.

A kozti termékeket, példdul az olyan vektorokat,
amelyeknek egy vagy t6bb alapvetS funkci6ja még
hidnyzik, valamint a végs6, taldlmany szerinti hibrid
vektorokat adott esetben transzforméljuk egy bakteris-
lis gazdaszervezetbe, kiilondsen E. coli-ba, a fenti okok
miatt (példdul nagy mennyiségd intermedier termék
vagy hibrid plazmid el64llitaséra). E miatt a bakteridlis
vektorok, dgymint az E. coli pBR322 plazmid és ezek
bakteridlis replikdci6s origét és génmarker(ek)-et tar-
talmazé fragmensei a legel6nyosebb vektorok. Amikor
ilyen bakteridlis vektort alkalmazunk, a végsS lépések
az élesztd hibrid vektorok elGdllitdsdra el6nydsen ma-
gukba foglaljék az éleszt6hoz valé genetikus marker €s
egy replikdci6s origé bevitelét is.

A taldlmany egy miésik része €lesztSk A4talakitdsa
polipeptid kédol6 szekvenciét tartalmaz6 hibrid vekto-
rokkal; ez tulajdonképpen egy olyan transzformalt
élesziBsejiek eldallitdsara irdnyuld eljdrds, amelyek az
éleszt6 szdméra heterol6g polipeptidet tudnak termelni.
Az eljaras élesztosejiek transzformaldsibol 4ll egy hib-
rid vektorral, amely egy vagy tobb DNS-inszertet tar-
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talmaz; ezek mindegyikében van egy az éleszt6 szdm4-

ra heterolég polipeptidet kédolé DNS-szegmens,

amely egy hibrid promoter 4tfrdsi szabdlyozisa alatt

4ll. Ez a hibrid promoter egy az éleszt§ PHOS-gén

AUS-ét/AUS-eit tartalmazé 5’ upstream promoter al-

kot6részbdl és egy 3’ downstream alkot6részb6l 4ll; ez

utébbi egy a PHO5-génté! eltérs élesztGgénb6l szdrma-
zik és 4tirdsi kezd6pontokat tartalmaz, amelyek egy
funkcionélis TATA-box-ot is magukba foglalnak.

Az alkalmazhaté €lesztSk kozé tartoznak a Saccha-
romyces, Kluyveromyces, Candida, Rhodotorula, To-
rulopsis vagy rokon nemzetségek fajai [v6. J. Lodder:
»~The Yeasts”, Amsterdam, (1971)], kiilonGsenb a Sac-
charomyces cerevisiae torzsei.

Az éleszt6k transzformdldsa hibrid vektorokkal az
irodalomb6l ismert médszerekkel hajthaté végre, pél-
déul a Hinnen és munkatdrsai 4ltal lefrt médszerrel
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929, (1978)]. Ez a
médszer hdrom lépésre oszthat6:

(1) az élesztSsejtfalnak vagy részeinek eltavolitdsa,

(2) a csupasz élesztdsejtek (szferoplasztok) kezelése a
transzformdlé DNS-sel polietilénglikol (PEG) és
Ca’*-ionok jelenlétében,

(3) a sejtfal regenerdlédsa és a transzformalt sejtek kivé-
lasztdsa egy szildrd agarrétegen.

Az el6nyos médszerek
(1) esetében: az éleszt§ sejtfalat enzimesen tdvolitjuk

el kiilonbdz§ gliikoziddz készitményekkel, tigymint

csiga bélnedvekkel (példdul Glusulase® és Helica-
se® néven forgalmazott termékek) vagy mikroorga-

nizmusokbdl nyert enzimkeverékkel (példdul a

Zymolyase® néven forgalmazott termék) ozmotiku-

san stabilizalt oldatokban (példdul 1 M szorbitol);

(2) esetében: az éleszt szferoplasztok polietilénglikol
Jjelenlétében aggregilédnak és a citoplazmatikus
membrénok helyi Gsszeolvaddsa indukélédik. Az
osszeolvaddshoz megfelel6 koriilmények megte-
remtése kritikus tényez$§ és szamos transzformalt
élesztSsejt valik diploiddd vagy akér triploidd4d a
transzformdldsi eljaras alatt. Az osszeolvadt szfe-
roplasztok kivalasztdsat lehet6vé tevd eljardsok
haszndlhat6k a transzformdnsok dusftisdra, azaz a
transzformdlt sejteket konnyen ki lehet sziirni az
el6zbleg kivélasztott 6sszeolvaddsi termékekbél;

(3) esetében: mivel a sejtfal nélkiili élesztsejtek nem
oszt6dnak, a sejtfalat regenerélni kell. Ezt a regene-
rdlést célszerlien dgy hajtjuk végre, hogy a szfero-
plasztokat agarba 4gyazzuk be. Igy példaul olvasz-
tott agart (koriilbeliil 50 *C-on) keveriink Ossze a
szferoplasztokkal. Az oldatot az élesztSk novekedé-
si hémérsékletére (30 °C koriil) hitve egy szilard
réteget kapunk. Ez az agarréteg arra szolgél, hogy
megelGzze az esszencidlis makromolekuldk gyors
difftziGjat és eltdvozisit a szferoplasztokbdl és ez-
dltal megkonnyfti a sejtfal regenerdléddsat. A sejtfal
regeneral6dést azonban Ggy is el lehet émi (béar ez
kevésbé hatékony), hogy a szferoplasztokat az el6-
re megformdlt agarrétegek feliiletére telepitjiik.

A regeneralé agart el6nydsen gy készitjiik, hogy
lehetséges legyen a transzformdlt sejtek egyideji rege-
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neréldsa és kivilasztdsa. Mivel az aminosav bioszinté-
zis utak enzimjeit k6dol6 éleszt6géneket 4ltaldban mint
szelektiv markereket hasznéljuk (v6. a fentiekkel), a
regenerdlést el6nydsen éleszt6 minimum agar tdpkoze-
gen végezziik. Ha nagyon hatékony regeneréldsra van
szilkség, akkor el6nyosen egy kétlépéses eljdrast kell
kovetni: (1) a sejtfal regeneréldsa egy gazdag komplex
tdpkozegben, és (2) a transzformélt sejtek kivélasztdsa
a sejtréteg dtmdsoldsdval szelektfv agar lemezekre.

Ha a hibrid vektor nem tartalmaz semmilyen mar-
ker gént, a transzform4lt sejteket mas médszerekkel is
azonosftani lehet. Ilyen médszer példdul az in situ
hibridiz4lds egy cfmkézett DNS-fragmentummal,
amely homolég a hibrid vektor szekvencidira péld4ul
Hinnen és munkatérsai fent emlitett médszerével, vagy
in situ immunoassay-kkel, amennyiben a bevitt gén
termékére rendelkezésre 41l egy antitest, vagy mds szd-
rési médszerekkel, amelyek a transzformélé plaz-
mid(ok) 4ltal kédolt géntermékeket hatdrozzdk meg.

Egy mésik megoldds szerint az élesztt ko-transz-
form4lhatjuk egy taldlmény szerinti hibrid vektorral és
egy olyan m4sik vektorral, amely egy €leszt§ genetikus
markert tartalmaz. Ha a két kiil6nb6z8 vektornak van-
nak kozos DNS-szekvencidi (ezek a vektorokban jelen-
levé bakteridlis szekvencidk lehetnek), akkor a végbe-
menS rekombindcié egy Osszeolvadt, kivélaszthat6
hibrid molekuldhoz vezet.

Az éleszt6t ko-transzformélhatjuk ugy is, hogy
egy linedris DNS-vektort — amely az éleszt§ hibrid
promoterb6l, az ezéltal szabdlyozott heterolég poli-
peptid kédol6 régi6bél és az éleszt6 PHOS-gén 4tirdsi
befejezési szigndljabol 41l — és egy élesztbre szelektiv
markert tartalmazé vektort alkalmazunk. A ko-transz-
formaélds lehetSvé teszi azoknak az élesztSsejteknek a
feldus{tds4t, amelyek olyan DNS-t vettek fel, amelyre
kozvetleniil nem lehet szelektdlni. Mivel a megfelel6
sejtek barmilyen tipusi DNS-t felvesznek, egy sze-
lektfv vektorral transzformdlt sejtek nagy szdzaléka .
szintén felvesz barmilyen tovdbbi DNS-t (Ggymint a
fenti linedris DNS-t). Megfelel6en hosszii homolég
szekvencidk (példdul 20-100 dezoxinukleotid) segit-
ségével a polipeptid gént stabilan be lehet épfteni a
gazdakromoszéméba. A taldlmény szerinti kiilonleges
felépités a heterol6g gén stabil beépftését eredménye-
zi a PHO5-gén kromoszémdjéba, azaz a II-€leszt§
kromoszéméba.

A taldlmény szerinti hibrid plazmidokat tartalmaz6
éleszt6torzsek heterol6g polipeptid termel6 képességét
javithatjuk mutdciéval és kivdlasztdssal, az iroda-
lombél ismert médszereket alkalmazva. A mut4ci6t
kivélthatjuk példdul UV-sugérzéssal vagy egy megfele-
16 kémiai reagenssel.

Azt taldltuk, hogy a taldlmdny szerinti hibrid vekto-
rokkal végzett transzformélds és a sejtfal regenerédldsa
szénforrdsként gliik6zt tartalmazé gazdag tipkdzegben
konnyen végrehajthat6, és lényegesen egyszer{ibb,
mint azok a megfelel§ 1épések, amelyeket hagyomad-
nyos, gliikézzal induk4lhaté promotereket tartalmazé
hibrid vektorokkal hajtanak végre, amely esetben glii-
k6zmentes kdzegben kell dolgozni, hogy meg lehessen
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akaddlyozni a pusztité géntermékek esetleges felhal-
moz6ddésat a sejteken beliil.

A taldlmany tehdt kiterjed élesztG gazdaszerveze-
teknek olyan hibrid vektorokkal torténd transzformél4-
sdra is, amelyek egy vagy tobb beékelt DNS-szakaszt
tartalmaznak; ezeknek a DNS-szakaszoknak mindegyi-
ke tartalmaz egy olyan DNS-szegmenst, amely az
éleszt§ szdméra heterol6g polipeptidet kédol, és egy
olyan hibrid promoter szab4lyozdsa alatt 4ll, amely az
éleszt6 PHOS-gén UAS-é/UAS-eit tartalmazé 5° up-
stream promoter alkot6részbdl és egy olyan 3’ down-
stream promoter alkot6részbél 4ll, amely a PHOS-gén-
t31 eltérS éleszt&génbdl szdrmazik és olyan 4tirdsi kez-
dési helyeket tartalmaz, amelyek egy funkciondlis TA-
TA-box-ot is magukba foglalnak; és az ilyen torzsek
muténsaira.

A transzform4lt élesztGsejtek tenyésztése és az exp-
resszdl6dott polipeptid elkiilonitése is a taldlmany ko-
rébe tartozik; az éleszt§ szdmdra heterol6g polipeptid
elddllitdsat gy végezziik, hogy egy olyan élesztStor-
zset vagy annak mutdnsat tenyésztjiik, amelyet egy
vagy tobb beékelt DNS-szakaszt tartalmazé hibrid vek-
torral transzformdltunk; valamennyi beékelt DNS-sza-
kasz tartalmaz egy az éleszt§ szdmdra heterolég poli-
peptidet kédol6 DNS-szegmenst, amely egy olyan hib-
rid promoter szabélyozésa alatt 411, amely egy az élesz-
t6 PHOS5-gén UAS-ét/UAS-eit tartalmaz6 5° upstream
promoter alkotérészb6l és egy olyan 3’ upstream pro-
moter alkot6részbdl tevGdik ossze, amely egy a PHOS-
géntdl eltérd élesztGgénbdl szarmazik, és 4tirasi kezdé-
si helyeket tartalmaz, amelyek egy funkcionélis TATA-
box-ot is magukba foglalnak; és az expresszédlédott
polipeptidet elkiilonitjiik.

A taldlmdny szerinti eljdrassal transzformalt élesz-
tGsejteket az irodalombél ismert moédszerekkel te-
nyésztjiik egy olyan folyékony kozegben, amely asszi-
mildlhat6 szén- és nitrogénforrdsokat és szervetlen s6
forrdsokat tartalmaz, és amennyiben sziikséges, nove-
kedést serkesztd anyagok jelenlétében.

Kiilonboz6 szénforrdsokat alkalmazhatunk. El6-
nyosen alkalmazhat6é szénforrdsok példdul az asszi-
mildlhat6 szénhidritok, dgymint glikéz, maltéz,
mannitol vagy laktéz, vagy egy acetit, igymint nétri-
um-acetéit, amelyet akdr egymagdban, akdr megfelel
keverékben alkalmazhatunk. Az alkalmazhaté nitro-
génforrds példdul egy aminosav, kazaminosav, pepti-
dek, fehérjék és bomldstermékeik, példédul tripton,
pepton vagy hisextraktumok, tovibbd élesztSextrak-
tumok, malataextraxt, kukoricalekvdr, valamint am-
moéniums6k, Ggymint amménium-klorid, -szulfét
vagy -nitrat, amelyeket akdr egymagukban, akér
megfelel keverékben alkalmazhatunk. Az alkalmaz-
haté szervetlen sék kozé tartoznak példdul a nétrium,
kdlium, magnézium és kalcium szulfdtjai, kloridjai,
foszfdtjai és karbondtjai. Ezenkiviil a tdpkozeg ndve-
kedést serkentd anyagokat is tartalmazhat. A ndveke-
dést gyorsité anyagok lehetnek példdul novekedés-
serkentSk, nyomelemek, dgymint vas, cink, mangéan
és mds hasonl6 elemek, vagy kiilon4ll6 aminosavak.

Mivel a taldlmény szerinti hibrid promoterek szabé-
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lyozottak, a tdpkozeg Osszetételét a novekedési fazi-
sokhoz kell igazitani. A novekedési szakasz alatt, nagy
foszfatkoncentraciékndl a taldlmany szerinti hibrid
promoterek 1ényegében nem mikddnek. fgy példdul a
tal4lm4ny szerinti legel6nyosebb hibrid promoter,
amely tartalmazza a PHO5 5’ egy upstream promoter
alkot6részét a PHO5 UAS-eivel és a GAPDH egy 3’
downstream promoter alkot6részét a TATA-box-szal,
ilyen koriilmények kozott otvened részére csokkenti
mikodését. Ezért az esetleges toxikus géntermékek
csak igen kis mennyiségben termel6dnek és a lehet
legkisebbre csokken a sejt metabolizmuséra kifejtett
ké4rosit6 hatds. Amikor a megfelelS sejtstirdséget elér-
tilk, a tdpkozegben el6nyosen csokkentjiik a szervetlen
foszfatok szintjét (alacsony P; kdzeg). Ennek hatdsdra a
taldlmény szerinti hibrid promoterek mikddni kezde-
nek (depresszdlédnak) és a lehet§ legnagyobb szdmu
4tfrt mRNS-t kapjuk.

A tenyésztést szokasos technikdk alkalmazisdval
végezzik. A tenyésziési koriilményeket, fgy a hmér-
sékletet, a kbzeg pH-jdt és a fermentdciés id6t gy
vélasztjuk meg, hogy a kivant polipeptid legnagyobb
mennyisége keletkezzen. A tenyésztést 4ltaldban aerob
koriilmények kozott, siillyesztett tenyészetben végez-
ziik rézatissal vagy keveréssel, koriilbeliil 25-35 °C
hémérsékleten, pH=4-8, példdul pH= koriilbeliil 7 ér-
téken, koriilbeliil 4-20 6rét, elényosen addig, amig a
kiv4nt protein legnagyobb mennyiségét elérjiik.

Az expresszélédott polipeptid elkiilonitését és tisz-
titdsat kivant esetben az irodalombdl ismert médsze-
rekkel végezziik.

Miut4n a transzformalt sejteket megfelel§ sejtsiri-
ségig tenyésztettiik, az expresszal6dott protein kinyeré-
sének elsS 1épése a protein kiszabaditdsa a sejt belsejé-
b5l. A legtobb eljdrasban el§szor eltdvolitjdk a sejtfalat
enzimes emésztéssel, péld4ul gliikoziddzokkal. Ezt ko-
vetden a kapott szferoplasztokat feliiletakt{v anyagok-
kal, példdul Triton-nal kezeljiik. Egy m4sik megold4s
szerint a sejtek elroncsoldsdra mechanikai er6ket, ugy-
mint nyfréer6t (példdul X-prés, franciaprés) vagy
iiveggyongyokkel végzett razatdst alkalmaznak. A ka-
pott elegyet a kivdnt polipeptidre nézve a szokésos
médszerekkel disitjuk, példdul a nem fehérjejellegii
anyag nagy részének eltdvolitdsdval polietilén-imines
kezeléssel, a proteinek kicsapdsdval az oldat amméni-
um-szulfattal vagy triklér-ecetsavval végzett telftésé-
vel, gélelektroforézissel, dializissel, kromatogréfidsan,
példul ioncserés kromatogréfidval, méret szerint szét-
vélaszté kromatografids médszerrel, HPLC-vel vagy
reverz fazisi HPLC-vel, molekuldris méret szerinti el-
kiilnitéssel egy megfeleld Sephadex® oszlopon, vagy
mds hasonlé médszerrel. Az el6tisztitott termék végsd
tisztit4s4t példdul antitest affinitdsos kromatogréfidval
végezzik.

Ha az élesztS a kivant polipeptidet a plazmakozi
térbe vélasztja ki, egyszeribben is eljdrhatunk; a poli-
peptidet kinyerhetjiik a sejt old4sa nélkiil, azaz a sejtfal
enzimes eltdvolitdsdval, vagy vegyszerekkel, példaul
tiolreagensekkel vagy EDTA-val végzett kezeléssel,
amelyek lehet6vé teszik a sejtfal roncsol6d4sat és ezal-
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tal a polipeptid kiszabadulds4t. Ha a polipeptid a tdpko-

zegbe vélasztédik ki, akkor onnan kozvetleniil kinyer-

hetd.

A kapott, glikozilezett és glikozilezetlen proteine-
ket tartalmazé elegyet szétvélaszthatjuk példdul egy
concavalin-A Sepharose® oszlopon végzett kromatog-
rafdléssal. A glikozilezetlen termékek dtmennek az osz-
lopon, mikdzben a glikozilezett termékek szelektiven
adszorbe4lédnak és szokdsos médszerekkel eludlhaték,
példdul o-metil-mannozid és egy kaotropikus szer, pél-
d4dul KSCN kombin4cibjval.

A glikozilgyokok el is tdvolfthat6k enzimesen, pél-
dédul endoglikozid4az-H-val vagy -F-fel. Ez a médszer
lehet6vé teszi glikoziletlen termékek 1ényegében tiszta
forméban val6 el5allitasat.

A taldlmédny tdrgya tehdt eljsrds PHOS upstream
aktivdci6s szekvencidk, a hibrid promoterek, a hibrid
vektorok, transzformélt élesztSsejtek, valamint az
€éleszt6 szdmdra heterol6g polipeptidek elGdllitdsdra,
amint azt a példdkban ismertetjiik.

Az 1. dbraa PHOS promoter régi6 BamHI-Sall frag-

mentumédnak DNS-szekvencidjit mutatja,

a GAPDH promoter régi6jdnak DNS-szek-

vencidjat szemlélteti [491-es kl6n, (vo. Bit-

ter, G. A. és munkatédrsai: Gene, 32, 263,

(1984)).

sematikusan szemlélteti a pGAPDH-EL

plazmid elG4llitasat.

a taldlmanyban haszndlt GAPDH-gén 3’

promoter alkot6részeit mutatja.

Az 5. ébra a pJDB207R/PHOS-EGL plazmid el64llita-

st szemléltetS diagram.

a hibrid PHO5/GAPDH promotert tartaima-

26 pJDB207/PAPEL-EGL (UAS1) plazmid

létrehozdsét mutatja be.

egy olyan sematikus diagram, amely a kész

deszulfétohirudint k6dolé6 DNS-fragmentum

elkiilon{tését mutatja.

a pJDB207/PHOS-HIR plazmid el64llitdsat

szemlélteti sematikusan.

a pJDB207/PHOS (Eco)-HIR plazmid létre-

hoz4s4t bemutat6 diagram.

A10. dbraa pJDB207/PAPFL-TPA (UAS1+UAS2)
plazmid létrehozdsadt bemutaté sematikus
diagram.

A taldlmdny szerinti megoldést a kdvetkezd nem
korlatoz6 példdkkal szemiéltetjiik.

A2 4bra

A3. dbra

A4, dbra

A6. 4bra

A7. 4bra

A 8. dbra

A9. 4bra

Kisérleti rész
1. példa
PHOS5 promoter delécidk létrehozdsa

a) Bal31l emésztés

PHOS5-promoter forrdsként a PHOS BamHI-Sall 1.
dbrdn  szemléltetett  fragmentumdt tartalmazé
M13mp9/PHOS Bam-Sal rekombindns fagot haszndl-
juk [v6. 143 081. szdmi eurdpai szabadalmi bejelen-
tés]. A fag-DNS 20 pg-jat (RF jelentése replikativ alak)
Sall restrikciés endonukledzzal emésztjiik, igy egy ko-
riilbeliil 9 kilobézisnyi linedris DNS-t kapunk. Fenol és
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kloroform keverékével végzett extrakci6 utdn a DNS-t
etanollal kicsapjuk, majd tjra szuszpendéljuk 10 mM
pH=8,0 trisz-ben, 0,5 pg/ml koncentrici6ban. 16 ug
Sall-gyel hasitott DNS-t 2 egység Bal31 exonukledz-
zal (BRL) emésztiink 100 pl-nyi 20 mM-os 8,0 pH-ji
triszben, 199 mM nétrium-klorid, 12 mM magnézium-
klorid, 12 mM kalcium-klorid és 1 mM EDTA jelenlé-
tében. 1, 2, 3, 4 és 5 percnyi 30 *C-on végzett inkubd-
l4s utdn 2 pg-os alikvot DNS-mintdkat vesziink és
ezeket azonnal Osszekeverjiik 50 ul fenollal, 60 pl
TNE-vel. Fenol és kloroform keverékével végzett ext-
rakci6 és etanolos kicsapds utdn a DNS-bSl 10 mM
8,0-as pH-ju trisz-szel 100 pg/ml Kkoncentraciéji
szuszpenzi6t készitiink. A Bal31 exonukleotikus hasi-
tdsdnak mértékét gy hatdrozzuk meg, hogy az egyes
id6pontokban vett mintdk DNS-ének 0,5 pg-jét BamHI
endonukledzzal emésztjiikk és 1,5%-os agaréz gélen,
8,3 pH-ju trisz-bor4t pufferrel (90 mM trisz x HCI
pH=8,3, 90 mM bérsav, 2,5 mM EDTA) vizsgéljuk. A
Bal31-gyel végzett emésztéssel percenként tlagosan a
fragmentum mindkét végér6l 100 bézispért tdvolitunk
el.

b) EcoRI kapcsoldk adagoldsa a Bal31-gyel kezelt

DNS-hez

EcoRI kapcsol6k (5'-GGAATTCC-3’) két Ajq
egységét ujraszuszpenddljuk 250 pl 10 mM trisz
(pH=8) és 1 mM EDTA elegyében. 2 ug EcoRI kapcso-
16t kindzzal kezeliink 75 pl 60 mM trisz (pH=7,5),
10 mM magnézium-klorid, 15 mM DDT, 10 puM ATP
és 33 egység T4 polinukleotid kindz (gy4rtja a Boeh-
ringer) elegyében. Az elegyet 37 “C-on tartjuk 1 6rét,
majd hagyjuk szobahSmérsékletre melegedni és ezutdn
-20 “C-on téroljuk.

A hékezelt kétfonalas EcoRI kapcsol6kat tompa
végiikkel a Bal31-gyel kezelt DNS-fragmentumokhoz
ligdljuk. Bal31-gyel kezelt DNS [vé6. 1. a) példa] fél
mikrogrammjdt 16 6rét inkubaljuk szobah&mérsékle-
ten EcoRI kapcsolok otvenszeres feleslegével, 20
ul trisz (pH=7,5), 10 mM magnézium-klorid, 10 mM
DTT, 4 mM ATP és 600 egység T4 DNS-ligdz (Biolabs
gyéartmaény) jelenlétében. A T4 DNS-ligdz inaktivéldsa
utdn (10 perc 65 °C-on) az EcoRI kapcsol6k feleslegét
50 egység EcoRI-vel (Boehringer gy4rtmdany) hasftjuk
50 pul térfogatban. A DNS-t fenol és kloroform elegyé-
vel extrahdljuk, etanollal kicsapjuk €s djra szuszpen-
d4ljuk 10 mM triszben és 1 mM EDTA-ban (TE). Ez-
utdn a DNS-t 5 egység BamHI-gyel (Biolabs gyart-
madny) hasftjuk és az elegyet 1,5%-os kis olvaddspontu
agar6zgélre (Sigma termék) vissziik trisz-borét puffer-
ben (vo. a fent ismertetettel). A sdvokat etidium-bro-
middal szinezziik és hosszihulldmi ultraibolya sugar-
zéssal, 366 nm-nél 14that6vd tessziik. A széles diffiiz
sévokat koriilbeliil 100 és 500 bdzispér kozott kivagjuk
a gélb6l és a DNS-t a kdvetkezGképpen extrahéljuk: az
agaréz egy darabjit 65 °C-on elfoly6sitjuk, nétrium-
kloriddal 500 mM-osra 4llitjuk be és 65 “C-on inkubAl-
juk 20 percig. Egy térfogatrész fenolt (10 mM trisz-
hidrokloriddal (pH=7,5), | mM EDTA-val és 500 mM
natrium-kloriddal ekvilibrdlva) adunk hozz4, a vizes
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fazist kétszer 1jra extrah4ljuk fenollal és egyszer kloro-
formmal. A DNS-t 2,5 térfogatrész hideg abszolut eta-
nollal kicsapjuk és centrifugéldssal Osszegydjtjik. A
DNS pelletet hideg 80%-os etanollal mossuk, majd
vékuumban szaritjuk. A DNS-t djra szuszpendéljuk 10
ul TE-ben.

c¢) Ligdlds M13mp9-hez

M13mp9 RF-jének 3 pg-jat 15 egység EcoRI-vel
(Biolabs gyartmény) €s 15 egység BamHI-gyel (Boeh-
ringer) emésztjiik 50 pl térfogatban. Fenolos extrakci6é
és etanolos kicsapés utdn a DNS-t djra szuszpendaljuk
50 ul TE-ben. A hasftott vektor DNS 5 pl-jét koriilbeliil
200 ng) dsszekeverjik a fenti mintdk 10 pl-jével [a
DNS fragmentumok a kiilénb6z§ Bal31-es emészté-
sekbdl szdrmaznak, amint azt az 1. b) példdban lefrtuk]
és 20 pl teljes térfogatban ligdljuk 60 mM trisz/hidro-
gén-klorid (pH=7,5), 6 mM magnézium-klorid, 10 mM
DTT, 1 mM ATP és 200 egység T4 DNS-ligiz jelenlé-
tében 15 6rat. Az E. coli IM101 térzs megfelel§ sejtjei-
nek transzdukciéjat az ,,M13 cloning and sequencing
system” kézikonyv szerint végezziik (kiadja a New
England Biolabs). Szdmos fehér tarfoltb6l (plakkbél)
szdrmaz6 fidgokat tenyésztiink és elemziink beékelt
DNS-szakaszaik méretének meghatdrozdséra, az Eco-
RI és BamHI restrikciés enzimekkel végzett hasitdssal.

d) A Bal31 delécids végpontjainak meghatdrozdsa
Sanger-féle szekvendldssal (az Sall-helyt6l vald de-
lécidk)

A szekvendldst Sanger és munkatdrsai didezoxi-
DNS szekvencidldsi rendszerével [Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 74, 5463, (1977)], a fent emlitett kézikonyv-
ben leirt médon végezziik. A deléciés végpontokat az
aldbbiakban adjuk meg:

a PHO5-szekvencia utols6
nukleotidjinak helyzete (v6.
1. 4bra)
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e) A Bal3l deléciés végpontjainak meghatdrozdsa
Sanger-féle szekvendldssal (a BamHI-hely fel6li
delécick)

A fenti a) — ¢) 1épésekben leirthoz hasonlé Bal3l
deléci6k sorozatdt hajtjuk végre, azzal az eltéréssel,
hogy az M13mp9 PHOS Bam-Sal-et BamHI-vel hasit-
juk. A Bal31-gyel emésztett molekuldkat EcoRl-vel és
Sall-vel hasitjuk és a létrehozott fragmentumokat Eco-
RI-vel és Sall-vel emésztett M13mp9-be kiénozzuk. A
deléciés végpontokat az aldbbiakban adjuk meg:

a PHOS-szekvencia utolsé
nukleotidjdnak helyzete (vo.
1. 4bra)
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) Belsé PHOS promoter delécidk létrehozdsa

A d) lépésben leirt Bal31 deléciés sorozat egy
olyan ,,balkar” PHO5 promoter fragmentumot hoz 1étre,
amely egy EcoRI helyben végz4dik, és a fenti e) 1épés-
ben leirt Bal31 deléciés sorozat egy olyan ,jobbkar”
PHOS promoter fragmentumot hoz létre, amely egy
EcoRI hellyel végzédik. A kiilonbdz6 helyzetd ,bal-
kar”-okat és ,,jobbkar”-okat kombinélva belsé delécio-
kat hozunk létre, amelyek egy EcoRI kapcsolé szeg-
menst tartalmaznak a kivdgott DNS helyén.

Az egyéni belsS delécidkat tigy hozzuk létre, hogy
az MI13mp9-szarmazékokb6l a ,balkar’-okat és a
”jobbkar”-okat EcoRI és BamHI restrikciés endonuk-
leazokkal (“balkar”-ok) vagy EcoRI és Sall endonukle-
dzokkal (”jobbkar -ok) hasftjuk és a megfelel§ frag-
mentumokat ldgy agaréz gél elektroforézissel kiilonit-
jiik el a b) lépésben leirt médon. A ,balkar’-ok, a
,.jobbkar”-ok ekvimol4ris mennyiségét és 200 ng Bam-
Hl-gyel és Sall-gyel emésztett M13mp9 vektor DNS-t
ligdlunk a c) lépésben leirt médon. Az E. coli IM101-
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be valé transzdukci6 utdn a fehér tarfoltokat kiemeljiik,
RF-et dllitunk el§ és restrikciés vizsgélattal elemezziik
(BamHI, Sall, EcoRI). A kovetkez§ karokat kombin4l-
juk specifikus bels§ deléci6k 1étrehozédsdra (a nukleoti-

dok szdmozdsdhoz vo. 1. 4bra):
Jbalkar” | ,jobbkar” | deléci6 '"""g:gm"'d‘ :&lv:f::
dok
A T A7 =501 --394 108
B T A8 —470--394 Yz
C T A9 —421--394 28
D s’ A10 [ -399--383 17
E R’ All -391 --362 30
F Q A12 | -368--347 22
G P Al3 | -349--333 17
H o’ Al4 | -327--307 21
I N’ Al5 | -329--278 22
K M’ Al6 | -282--263 20
L L Al7 -254 --175 80
M 1 9y A18 | -225--175 51
N L A19 | -210--175 36
o L A20 |[-186--175 12
(0] K’ A21 -186 ~-163 24
(0] I A22 | -186--125 62
0 H A23 -186--98 89
P H’ A24 -110--98 13
P G’ A25 -110--94 17
P F A26 -110--90 21
Q E A27 -87--75 13
R D’ A28 -56 - -49 8
R C A29 -56 - 42 15
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kivdgott
balkar” | ,jobbkar” | deléci6 ’""“g? med- | | iKieoti-
ig
dok
R B A0 | -56--36 | 21
s A A31 | -32--25 8
2. példa

A PHOS promoter belsé delécidinak in vivo elemzése

Az 1. f) példdban ismertetett kiilonboz6 delécidkat a
pIJDB207/PHO5 plazmidba kl6nozzuk [Haguenauer-Tsa-
pis, R., Hinnen, A.: Molecular and Cellular Biology, 4,
2668-2675, (1984)] vigy, hogy a vad tipusii PHOS Bam-
Sal fragmentumot a kiv4gottal helyettesitjiik. Az S. cere-
visiae AH216 éleszt6torzs transzforméldsa utdn (vo.
143 081. szdmui eurépai szabadalmi bejelentés) a savas
foszfatdz aktivitdst meghatdrozzuk Tohe és munkatirsai
médszerével [J. Bacteriol., 113, 727, (1973)]. A 811 és
812 delécitk a PHOS aktivitds koriilbeliil tizszeres csok-
kenését mutatjdk és egy upstream régiét hatdroznak meg
(.upstream aktivdciés hely”, UAS), amely alapvetd a
PHOS expresszi6hoz. Hasonl6é csokkentS hatést figyel-
tiink meg a 87 deléci6nél (koriilbeliil 6tszors csdkkenés)
és a 823-026 TATA-box deléciSkndl (koriilbeliil har-
mincszoros csokkenés). Valamennyi mds deléci6 eseté-
ben az aktivitds koriilbeliil megfelel a vad tipus szintjé-
nek. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a PHOS exp-
resszi6 harom alapvet6 informécids teriilete a kvetkez6-
képpen helyezkedik el:

1. a-349, és —383. helyzet kozott (UASI),

2.a~225, és -263. helyzet kozott (UAS2),

3. a-87. és —125. helyzet kozott (TATA-box).

A PHOS UAS1-ét vagy UAS2-jét, vagy UAS1-ét és
UAS2-jét  tartalmaz6 DNS-fragmentumokat az
M13mp9/PHO5 Bam-Sal rekombindns fagb6l 4llithat-
juk el& (vé. 1. példa), a megfeleld restrikciés endonuk-
ledzokkal végzett hasitissal. Az UAS1 egy 268 bézis-
parnyi BamHI-Clal fragmentumban helyezkedik el,
amelynek képlete

GATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTTATGTG

CGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAAGGTAAAAGGTT

CATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCATAGAACG

CAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTTAATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAAT,
az UAS2 egy 100 bazisparnyi Clal-BstEIl fragmentumban helyezkedik el, amelynek képlete

CGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAGCACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTT
CGAAGAGATCGCACATGCCAAATTATCAAATTG
¢és mind az UAS]1, mind pedig az UAS2 jelen van egy 368 bazispirnyi BamHI-BstEII fragmentumban, amelynek

képlete

GATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTTATGTGC
GCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAAGGTAAAAGGTTCA
TAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCATAGAACGCAA
CTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTTAATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAAT
CGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAGCACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTT
CGAAGAGATCGCACATGCCAAATTATCAAATTG

13
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3. példa :
Osszeolvasztott PHO5-GAPDH hibrid promoterek
létrehozdsa

Az 1. és a 2. példa egy a -365. helyzet UAS1(PHO5)
koriili, és egy mésik, a—180. helyzet UAS2(PHOS5) kériili
régi6t hoz létre a PHOS5-génben, és ezek megfelelS jelsl-
tek a szabédlyoz6 funkci6val rendelkez6 UAS-hez. Az
UASI1(PHOS) egy 268 bazispdrnyi BamHI-Clal frag-
mentumban helyezkedik el, mig az UAS1(PHOS5) és az
UAS2(PHOS) egyardnt benne vannak egy 368 bézispar-
nyi BamHI-BstEIl fragmentumban.

A két fragmentum mindegyikét két kiilonbozd
GAPDH downstream promoter alkot6résszel olvaszt-
juk 6ssze, amelyek tartalmazzdk a GAPDH TATA-box-
4t és 4tirdsi kezdési helyeit.

a) Egy éleszto géntdr elddllitdsa

Saccharomyces cerevisiae S288C t6rzs vad tipusibél
szdrmazo teljes nagy molekulasilyd DNS 30 pg-jat [Ol-
sen, M. V. és munkatdrsai: J. Mol. Biol., /32, 387,
(1979)) 30 percig inkub4ljuk 37 "C-on 2 egység EcoRI-
metildzzal (New England Biolabs gydrtméany) 250 pl
EcoRI metilez6 pufferben, a sz4llit6 4ltal javasolt médon.
A DNS-t etanollal kicsapjuk, tjra szuszpendéljuk 500
pl 25 mM trisz.HCl-ban (pH=8,5) és 2 mM magnézium-
kloridban (EcoRI* puffer) [Meyer, H.: FEBS Lett., 90,
341, (1979)], és EcoRI-vel (Boehringer gyartmény)
emésztjiik, amig a DNS-fragmentumok méret szerinti el-
oszl4sa legfeljebb 30-50 kilob4zis tartoményban mozog
(a A DNS Xhol-el végzett emésztése megfelels 33 kilo-
bazisos és 17 kilobazisos markereket eredményez). Az
EcoRI* kériilmények kozott emésztett élesztd DNS-t mé-
ret szerint frakcion4ljuk egy szukréz gradiensen [5-20%
szukréz 10 mM trisz X HCl-ban (pH=7,5), é¢s | mMED-
TA-ban] 6 6rét 38 ezer/perc fordulatszdmon egy SW 40
rotorban. A gradiens tetejér6l 30, egyenként 0,4 ml-es
frakciét szediink. A 16. frakcié 30-40 kilobédzis méretd
DNS-fragmentumokat tartalmaz. Ennek a fragciénak a
DNS-ét (3 pg) etanollal kicsapjuk és 16 6rét ligdljuk
15 °C-on 15 pl teljes térfogatban, egy pYcl kozmid vek-
tor 1 pg-jdhoz [Hohn, B. és munkatdrsai: Genetic Engi-
neering, 2. kotet, 169. oldal, New York, (1980)], amelyet
EcoRI-vel lineariz4ltunk. A ligalast 300 egység T4 DNS-
ligdzzal (New England Biolabs gyédrtmany) végezziik, a
sz4llité 4ltal ismertetett pufferrendszert alkalmazva. A
DNS-t in vitro becsomagoljuk A-bakteriofdgba [Hohn,
B.: Methods in Enzimology, 68. kotet, 299. oldal, New
York, (1979)] és az igy létrehozott kapcsolt figokat az E.
coli HB101 torzs transzdukdldsdra haszndljuk (ry
mMA%-40—, leu™, pro~, recA). A transzdukci6 hatékony-
s4ga koriilbeliil 5000 ampicillinrezisztens telep a pYcl
vektor 1 pg-jdra szamitva.

3000 ampR telepet kivédlasztunk és egyénileg te-
nyésztiink mikrotitrdlé edények iiregeiben LB kozegen
[10 g Bacto-Tryptone (Difco), 5 g Bacto élesztextrak-
tum (Difco), 10 g ndtrium-klorid), amely 100 pg/ml
ampicillint tartaimaz.

b) Az élesztd GAPDH-gén elkiilonitése
A fent leirt géntdrat egy szintetikus oligonukleotid-
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dal [el64llitdsa a foszfatriészter médszer alkalmaz4sa-
val; Itakura, K. és munkatérsai: J. Am. Chem. Soc., 97,
7327, (1975); de Rooij, JEM. és munkatérsai: Recl.
Trav. Chim. Pays-Bas, 98, 537, (1979)] screen-eljik,
amelynek szerkezete a kovetkez6: 5'-
GCTCCATCTTCCACCGCCCC-3'. Az oligonukleo-
tid 10 pg-jat kindzzal kezeljik 10 pl y32 P-ATP-t
(3000 Ci/mmél, 10 uCl/ul, Amersham gyartmdny) al-
kalmazva, T4 polinukleotid-kindz (Boehringer gyart-
mény) felhasznél4séval, 50 pl teljes térfogatban, Mani-
atis és munkatdrsai médszerével [Molecular Cloning,
Cold Spring Harbor Laboratérium, 125. oldal, (1982)].
A telephibridizal4st ugyanennek a szerzGnek a médsze-
rével végezziik (312. oldal). A pozitiv kl6nokat autora-
diogréfidsan mutatjuk ki, Kodak X-5 rontgenfilmet al-
kalmazva. A plazmid DNS elkiilonitése (vo. 100 561.
sz4mii eurépai szabadalmi bejelentés) egy olyan hibrid
kiént eredményez, amely egy 2100 bézispirnyi,
GAPDH-t ké6dolé HindIII-fragmentumot [Holland, J.P.
¢és munkatdrsai: J. Biol. Chem., 254, 9839. oldal,
(1979)] tartalmaz. A klénozott DNS azonossigdnak
végsS bizonyitékdt a DNS-szekvendldsi kisérlet szol-
géltatja a fent emlitett oligonukieotidot, a didezoxi-
szekvendldsi eljardssal egyiitt alkalmazva, G. F. Hong
kétfonalas DNS-re vonatkozé lefrdsa szerint [Bioscien-
ce Reports, 1, 243, (1981)). A kiénozott GAPDH-gén
szekvencidja azonos a pgap491-ével, amit Holland és
munkatdrsai ismertetnek [J. Biol. Chem., 255, 2596,
(1980)].

¢) GAPDH downstream promoter alkotorészek eld-

dllitdsa

(2. és 3. dbra)

A GAPDH-gén ATG-jének —27. — —675. poziciét
magdba foglalé 649 bazispdrnyi Tagl fragmentumot
(l4sd 2. 4bra) ugy kiilonitjik el, hogy a fent emlitett
hibrid plazmidot Taql-el (New England Biolabs gyart-
many) emésztjiik, a DNS-fragmentumokat 1,2%-os
ldgy agaréz gélen elkiilonitjiik és a DNS-t forr6 fenol-
lal extrahdljuk (v6. 1. példa). A Taql-fragmentum kI6-
nozésit a pBR322 Clal-helyére végezzikk; 1 pug
pBR322-t 3 egység Clal-vel (New England Biolabs
gydrtmény) hasitunk, a szdllit6 4ltal lefrt médon. A
fenollal kezelt és hasftott vektor 300 ng-jét koriilbelil
300 ng beékelt DNS-hez (649 bazisparnyi Taql frag-
mentum) ligdljuk, 200 egység T4 DNS-ligdzt alkal-
mazva, 20 pl teljes térfogatban [vo. 1. b) példa). A
transzformélést E. coli HB101-be végezziik, hogy am-
picillinrezisztencia jojjon létre, a plazmid DNS-t ki-
nyerjiik és restrikci6s analizissel elemezzitk (Taql,
Dral). A Tagl-fragmentum orient4ci6jat a Dral restrik-
ci6s endonukledz alkalmazasdval hatdrozzuk meg,
kombin4ciéban a plazmidok BamHI-helyével, és kiva-
lasztunk egy olyan plazmidot, amelynek a —675. pozf-
ci6ju Taq-helye a pBR322 HindIII-helyéhez kozel van.
Ezt a plazmidot pBR322/GAPDH-nak nevezzikk €s
BamHI (New England Biolabs gydrtménya) alkalma-
z4séval linearizéljuk, és a Bal31gyel végzett emésziést
az 1. példaban leirt médon hajtjuk végre, azzal az
eltéréssel, hogy Bgllll-kapcsoldkat (S~CAGATCTG-
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3’, a New England Biolabs gyartmédnya) alkalmazunk
és az emésztett plazmidot kozvetleniil gydrfissé alakit-
juk 5 pg/ml koncentraciéban, 20 pl teljes térfogatban.
A Bal3l-gyel roviditett Tagl-fragmentum méretét rest-
rikcids elemzéssel (Bglll-t és HindIII-t hasznélva) ha-
tdrozzuk meg. Kivalasztunk két kiént, amelyek olyan
DNS-fragmentumokat tartalmaznak, amelyek az ATG-
t61 koriilbeliil 200 és 265 bézisparnyira benyilnak ,.fel-
fel¢” a GAPDH-promoterbe. Mindkét fragmentum tar-
talmazza a vélelmezett TATA-box-ot koriilbeliil a
-140. bazispamal. Ezek a klénok még mindig tartal-
mazzdk a replikiciés orig6t a DNS pBR322-bél sz4r-
maz6 részében, és pPGAPDH-F-nek, illetve pGAPDH-
E-nek nevezziik 6ket.

d) A downstream GAPDH alkotérész kombindldsa
a PHO5 UASI(PHOS )-jével és az eglin C protein
kodolo régiéjdval

1) GAPDH alkotorészek (3. dbra)

Annak érdekében, hogy a GAPDH promoter alko-
térészeket kivigyiik a —27. poziciénél levS Tagl-helyt8l
a GAPDH-gén ATG-je mellett kozvetleniil elhelyezke-
déS poziciéba, két szintetikus komplementer oligonuk-
leotidot hozunk létre, amelyek szerkezete a kovetkezG:
S’ CGAATAAACACACATAAATAAAG 3’

3’ TTATTTGTGTGTATTTATTTCTTAA 5’

Ezek az oligonukleotidok biztositjdk az eredeti
GAPDH promoter szekvenciét a —26. pozici6t6l a—S. po-
ziciéig, egy termindlis EcoRI-hely létrehozdsdval. A
pGAPDH-E é&s -F plazmidok 2-2 pg-jat 6 egység Tagl-
vel emésztjiik SO 1 térfogatban, és a kapott elegyeket fe-
nollal kezeljiik, etanollal kicsapjuk és 10 pl vizben djra
szuszpenddljuk. A szintetikus oligonukleotidokat héke-
zeljiilk mindegyik szimpla fenol 2 pl-ét belekeverve 100
1 olyan oldatba, amely 10 mM trisz x HCl-ot (pH=7,5),
10 mM magnézium-kloridot és 50 mM nétrium-kloridot
tartalmaz, az oldatot 3 percre 90 *C-ra melegitve majd
lassan szobahS6mérsékletre hiitve (kériilbeliil 3 6ra alatt).
A Taqgl-el emésztett plazmidok mindegyikének 1 pg-jét
oOsszekeverjiik a hdkezelt oligonukleotidok hiisszoros
moléris feleslegével 20 pl térfogatban, korilbeliil
18 6rét, 800 egység T4 DNS-ligdz alkalmazdsdval. A tel-
jes elegyet emésztjiik 3 egység Bglll-vel (New England
Biolabs gydrtmény). A DNS-fragmentumokat 1,5%-0s
lagy agar6z gélen elvilasztjuk. A koriilbeliil 200 bazis-
paryi, illetve 265 bazisparnyi BglII-EcoRI fragmentu-
mokat kivdgjuk a gélbél, extrahdljuk és etanolial kicsapjuk.

A pGAPDH-E plazmidot Bglll-vel és EcoRI-vel
emésztjiik és a nagy (koriilbeliil 3,5 kilob4zisnyi) frag-
mentumot elkiilonitjiik. Ezt a fragmentumot vektorként
hasznéljuk a 265 bazisparnyi és 200 bazispdrnyi Bglll-
EcoRI-fragmentumok kldnozdsdra, olyan ligdldsi,
transzformdldsi és plazmid elkiilonftési koriilményeket
alkalmazva, amelyeket fent ismertettiink. Az elSéllitott
plazmidokat pGAPDH-EL-nek és pGAPDH-FL-nek
nevezziik. A 4. dbrdn lathat6k a BgllI-EcoRI fragmen-
tumok  DNS-szekvencidi  pGAPDH-EL-be és
pGAPDH-FL-be klénozva. A fragmentumok pontos
mérete 266 illetve 201 bazispar.
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1) Az UASI(PHOS) szabdlyozo alkotérész

A p31/Y plazmid (vo. 100 561. sz4m\ eurGpai sza-
badalmi bejelentés) 3 pg-jit 6 egység Clal-gyel (New
England Biolabs gydrtmény) emésztjiik. A 3’ recesszalt
végeket az E. coli DNS-polimer4z-1 Klenow-fragmen-
tuméval (Bethesda Research Laboratories) végzett re-
akci6val toltjiik ki, Maniatis fent emlitett eljérdsdval.
Bglll-kapcsol6kat (5’~CAGATCTG-3') adagolunk,
amint azt az 1. példdban lefrtuk. A DNS-t Sall-gyel és
Bglll-vel (New England Biolabs gy4rtmény) emészt-
jiik és 1%-os 14gy agar6z gélen futtatjuk. Az 548 bézis-
pérnyi fragmentumot kivégjuk a gélb6l, fenollal kezel-
jiik és etanollal kicsapjuk a fent lefrt médon.

1I1) A pJDB207R/PHO5-EGL plazmid létrehozdsa

(5. dbra)

Ez a plazmid a forrdsa egy olyan DNS-fragmen-
tumnak, amely az eglin C k6dol6 régi6jabél és a PHOS
4tir4si termindtorbd! 4ll.

A) A pJDB207 vektor fragmentum elkiilonitése

A pIDB207R/IF (a-3) plazmid (100 561. szdmu
eur6pai szabadalmi bejelentés) 6 pig-jat BamHI restrik-
ciés endonukledzzal teljesen emésztjiik. A kapott 6,85
kilobézis és 1,15 kilobazis méretd DNS-fragmentumo-
kat etanollal kicsapjuk és djra szuszpendéljuk 400 pl
50 mM trisz-HCl-ban (pH=8,0). Hozzdadunk 4,5 egy-
ség borji bél alkélikus foszfatdzt (Boehringer, Mann-
heim gyértmény), és az elegyet 37 “C-on inkubéljuk 1
6rét. Ezt kovetSen a foszfatdzt inaktivdljuk 65 “C-on
végzett 1 6ras inkub4ldssal. Az oldatot 150 mM nétri-
um-klorid koncentriciéra allitjuk be. A DNS-oldatot
felvissziik egy DE 52 (Whatman gy4rtmény) anioncse-
rél6t tartalmazé 100 pl-es 4dgyra; az anioncserél6t
150 mM nétrium-kloridot és 1 mM EDTA-t tartalmazé
10 mM trisz-HCl-dal (pH=7,5) ekvilibrdltuk. Ugyanez-
zel a pufferrel végzett mosds utdn a DNS-t eludljuk 400
ul 1,5 M nétrium-klorid, 10 mM trisz-HCI (pH=7,5) és -
1 mM EDTA alkalmazéséval, és etanollal kicsapjuk. A
nagy, 6,85 kilobdzis méretd BamHI-fragmentumot a
kis fragmentumokt6l 0,6%-os, kis olvaddsponti agaréz
gélen vilasztjuk el, 8,3 pH-ji trisz-bor4t-EDTA puffer-
ben.

B) Egy 534 bdzispdrnyi PHO5 promoter fragmen-

tum elkiilonitése

A p31/R plazmid (100 561. szdmi eurépai szaba-
dalmi bejelentés) 10 pg-jat EcoRI és BamHI restrikci-
6s endonukledzokkal emésztjiik. A kapott 3 fragmentu-
mot 0,6%-0s, kis olvaddsponti agaréz gélen, 8,3 pH-ji
trisz-bor4t pufferben szétvdlasztjuk; elkiilonitiink egy
534 bézispamyi BamHI-EcoRI-fragmentumot, amely
tartalmazza az mRNS indit4si helyeket magéba foglal6
PHOS promotert.

C) Egy 221 bdzispdrnyi, az eglint k6dold szekven-

cidt tartalmazé DNS-fragmentum elkiilonitése

A pML147 plazmid (146 785. szdmi eurépai sza-
badalmi bejelentés) 8 pg-jat BamHI és EcoRI restrikci-
6s endonukledzzal emésztjiik. A kapott 2 DNS-frag-
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mentumot 0,6%-o0s, kis olvaddspontd agaréz gélen,
8,3 pH-ji trisz-bor4t pufferben vélasztjuk szét. A 221
bazisparnyi fragmentumot elkiilonit)iik.

D) DNS-fragmentumok ligdldsa

3 fent leirt [3. d) III. A-C példik], megfeleld ragadés
végekkel rendelkez6 DNS-fragmentumot egy reakciéban
ligalun: a ligdldshoz 0,1 pm6l (0,45 pg) 6,85 kilob4zisnyi
BamHI vektor fragmentumot, 0,2 pm6! (70 ng) 534 ba-
zispdmyi BamHI-EcoRI PHOS promoter fragmentumot
és pML147 221 bazispamyi EcoRI-BamHI-fragmentu-
mdnak 0,2 pmél-jat (29 ng) haszndljuk.

Mindhdrom DNS-fragmentum alacsony olvadds-
ponti agar6z kis gélblokkjaiban helyezkedik el. A 3
agar6z gél darabkdt osszekeverjik, 65 °C-on elfoly6sit-
juk és kétszer higitjuk. A ligdldst 270 pul 60 mM trisz-
HCl (pH=7,5), 10 mM magnézium-klorid, 10 mM
DTT és | mM ATP teljes térfogatdban végezziik 16
egység T4 DNS-ligdzzal (Boehringer, Mannheim) 15
°C-on 16 6rat. A ligéldsi elegy 10 pl-es alikvot részét
hozzdadjuk 100 pl-nyi, kalciummal kezelt, transzfor-
mdlésra alkalmas E. coli HB101 sejthez.

24 kiilon4ll6 transzform4lt, ampR telepet tenyész-
tink 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB-koézegen.
Plazmid DNS-t 4llitunk el6 Holmes és munkatérsai
mdédszere szerint [Anal. Biochem. /74, 193, (1981)] és
HindIII/EcoRI kettds emésztéssel elemezzik. A 600
bazisparnyi EcoRI-HindIIl fragmentum megjelenése
azt mutatja, hogy a sz6banforgé klén a megfelel6 ori-
entdcidban tartalmazza a PHOS promoter — eglin C —
DNS-fragmentum részt az expressziés vektorba be-
ékelve. Amint azt vartuk, a klénok koriilbelil 50%-a
tartalmazza a beékelt részt ahelyes orientdci6ban. E
klénok egyikét elkiilonitjiik és pJDB207R/PHO5-EGL-
nek nevezzik el.

A pJDB207R/PHO5-EGL plazmid 6 pg-jat HindIll
és Sall restrikciés endonukledzokkal teljesen emészt-
jik. A nagy, 6,1 kilob4zisnyi (vektorrész) fragmentu-
mot elkillonitjiik 14gy agaréz gél elektroforézissel, fe-
nolos extrakciéval és etanolos kicsapdssal. A vektor
DNS-1 20 pl vizben 1jra szuszpendéljuk. Az eglin frag-
mentumot Ggy hozzuk létre, hogy pJDB207R/PHOS-
EGL-t HindIlI-mal és EcoRI-gyel emésztjiik. A kapott
600 bazisparnyi fragmentumot ldgy agaréz gél elektro-
forézissel vélasztjuk el, fenollal extrahdljuk és etanollal
kicsapjuk. Az eglin fragmentumot tjra szuszpendéljuk
20 pl vizben.

IV, A fragmentumok ligdldsa UAS1(PHOS) alkotd-

részek alkalmazdsdval (6. dbra)

A ligdlast a kovetkez8 4 komponens felhaszn4ldsa-
val végezziik: 0,5 g 6,1 kilobdzisnyi HindIII-Sall vek-
tor fragmentum, 100 ng 600 bazispamyi EcoRI-HindI-
II eglin C fragmentum, 200 ng 266 bazispirnyi Bglll-
EcoRl fragmentum (pGAPDH-EL-bSl) és 100 ng
UAS1(PHO5)-6t magaba foglalé 548 bazisparnyi Sall-
Bglll fragmentum. A ligélést a fent leirt médon hajtjuk
végre. Az E. coli HB101 transzform4ldsat ampicillin
rezisztencidra, a plazmid elkiilonitést és a pozitiv kl6-
nok restrikciés elemzését a kordbban lefrt médon hajt-
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juk végre, HindIll, EcoRI, Bglll és Sall restrikciés
endonukledzokat alkalmazva. Egy pozitiv klént kivé-
lasztunk és pJDB207/PAPEL-EGL (UASI1)-nek nevez-
ziik el.

Analég médon jarunk el a pGAPDH-FL 201 bézis-
pérnyi Bglll-EcoRI fragmentumaéval. A kapott plazmi-
dot pJDB207/PAPFL-EGL (UAS1)-nek nevezziik.

V. Hibridek létrehozdsa UASI(PHOS) és

UAS2(PHOS5) alkotdrészekkel

A TV. részben elééllitott plazmidok 3 pg-jat Bglll-
vel emésztjitk. Fenolos extrakci6 és etanolos kicsapds
utdn a DNS-t vizben tjra szuszpendéljuk. A 3’ recesz-
sz4lt végeket Klenow DNS-polimerdzzal t5ltjiik ki,
amint azt a II. részben ismertettiik. A plazmidokat 70
°C-ra melegitjiik 10 percig az enzim inaktivéldsédra. Sa-
1I-gyel (Biolabs gyirtmédny) végzett emésztés utdn a
nagy fragmentumokat (koriilbeliil 7,2 kilob4zis) l4gy
agar6z gél elektroforézissel és fenolos extrakciéval kii-
I6nitjiik el, és az etanollal kicsapott DNS-t vizben ijra
szuszpendaljuk.

Ap31/Y plazmidot hasonlé médon emésztjiik BstEIl-
vel, DNS-polimerédzzal (Klenow-fragmentum) kezeljiik
és Sall-gyel hasitjuk. A 651 bazispdmyi fragmentumot a
fent lefrt médon elkiilonitjiik. A fenti vektor DNS-ek
200 ng-jénak ligdldsa a 651 bdzispdrnyi fragmentumhoz
a kévetkez§ plazmidokat eredményezi:

pJDB207/PAPEL-EGL (UAS1+UAS2) (magéba
foglalja a pGAPDH-EL 266 bézispamyi Bglll-EcoRI
fragmentumit), pJDB207/PAPFL-EGL
(UAS1+UAS2) (magéba foglalja a pPGAPDH-FL 201
bézispadrnyi BglII-EcoRI fragmentumat).

4. példa

a) Saccharomyces cerevisiae GRF18 transzformd-

ldsa

A 3. d/IV. és 3.d/V. példdk 4 plazmidjidnak mind-
egyikét bevissziik Saccharomyces cerevisiae GRF18
torzsbe (a, his3—11, his3-15, leu2-3, leu2-112, canR),
a Hinnen és munkatdrsai 4ltal lefrt transzformdcids
elgiratot [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1929,
(1978)] kovetve. A transzformdlt élesztSsejteket le-
ucinhidnyos éleszt6 minimum tdpkozeg lemezein vé-
lasztjuk szét. A kiilondllé transzformdlt élesztStelepe-
ket elkiilénitjiik és Saccharomyces cerevisiae
GRF18/pJDB207/PAPEL-EGL (UAS1), /PAPEL-EGL
(UAS14UAS2) és PAPFL-EGL (UAS1+UAS?2) elne-
vezéssel hivatkozunk réjuk.

b) A transzformdnsok fermentdldsa

A 4 S, cerevisiae GRF18 transzformdns mindegyi-
kének sejtjeit 10 ml éleszt6 minimum tdpkozegben
(Difco Yeast Nitrogen Base, aminosavak nélkiil, 2%
gliikéz és 20 mg/1 L-hisztidin hozzdadéséval) tenyészt-
jiik 50 ml-es Erlenmeyer lombikban rézatds kézben
30 *C-on 24 6ra hosszat, 3 x 107 sejt/ml stirdségig. A
sejteket 0,9%-os nétrium-klorid oldattal mossuk és egy
magas P, kozeg (mint fent) és egy alacsony P; mini-
mum tdpkozeg 50-50 ml-ének inokulédldsdra haszndl-
juk; ez ut6bbit a Difco Yeast Nitrogen Base tipkdzeg
receptje alapjén készitjiik (aminosavak nélkiil), 0,03 g/l
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kdlium-dihidrogén-foszfattal, 1 g/1 kélium-kloriddal,
10 g/1 L-aszparaginnal ammoénium-szulfat helyett, 2%
gliikézzal és 1 g/1 L-hisztidinnel. A kozeget 0,03-as
kezdeti optikai sGrdségre (600 nm-en mérve) inokul4l-
juk. A sejteket 500 ml-es lombikban tenyésztjiikk 30
°C-on 24 6riét (optikai sdrdség 600 nm=1,8 az alacsony
P; tdpkozegre, optikai siir(iség 600 nm=3,0 a magas P;
tdpkozegre).

C) Az eglin C titerek meghatdrozdsa

Amikor a sejtek elérték a fent megadott sejtstrd-
séget (optikai sGrdséget), azokat kinyerjiik, centrifu-
géljuk és iiveggyongyokkel elroncsoljuk. Az elegyek
eglin aktivitdsat meghatdrozzuk az emberi leukocita
elasztdz gitldsdnak mérésével U. Seemiiller és mun-
katdrsai médszerével [Hoppe-Seyler’s Z. Physiol,
Chem., 358, 1105, (1977)]. A kdvetkez6 aktivitdsérté-
keket kaptuk:

.. eglin C aktivitds (mg/l/a te-
S. cerevisiae extraktum nyészet optikai stirfsége)
induk4lt (ala- | nem induk4lt
csony P;} (magas P;)
pJDB207/PAPEL-EGL
(UAS1) 14 0,7
pJDB207/PAPFL-EGL
(UAS1) 17 0,7
pJDB207/PAPEL-EGL 14 1
(UASI + UAS2)
pJDB207/PAPFL-EGL 1 07
(UAS1T + UAS2)

5. példa
Deszulfdtohirudin expressziéja a PHO5-GAPDH
hibrid promoter szabdlyozdsa alatt

1. A nukleotidszekvencia médositdsa a deszulfdtohi-

rudin HV1 gén 5’-végén

A deszulfitohirudint kédolé nukleotidszekvencia
(v0. 168 342. sz&mi eurdpai szabadalmi bejelentés)
GTT-vel kezd6dik, ami a végsS géntermék NH,—termi-
ndlis valin aminosavédnak felel meg. Az E. coli-ban
val6 egyszer( szubklénozdshoz és expresszithoz a ké-
dol6 szekvenciét 5’-végén meghosszabbitjuk 8 nukleo-
tiddal, amelyben egy EcoRI restrikciés hely és egy
ATG inditékodon is van. Ezeket a hozzéépftett nukleo-
tidokat el kell tdvolitani a hirudin kédolé szekvencis-
nak a PHOS jelz6peptidet kédol6é szekvencidhoz valé
pontos kereten beliili fiiziéjdhoz. Ezt gy érjiik el, hogy
az EcoRI restrikciés helyet egy sikban lev6 véghellyé
alakitjuk 4t, egy szintetikus oligonukleotid hozz4dad4s4-
val, amely olyan poziciéban tartalmazza a Hgal felis-
merShelyet, hogy az ezt kovetéen Hgal-gyel végzett
hasitds kozvetlenill a GTT-kodontél ,felfelé” megy
végbe.

Egy Hgal restrikcids hely bevitele a deszulfdtohiru-
din gén elé (7. bra)

8 pg pML310 plazmidot (168 342. szdmi eurdpai
szabadalmi bejelentés) EcoRI restrikciés endonukledz-
zal teljesen emésztiink. A DNS-t (pML310/EcoRlI) fe-
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nol és kloroform elegyével extrahdljuk és etanollal
kicsapjuk. Az 5’ tilnyil6 végeket Sl-nukledzzal eltdvo-
litjuk. 4 pg pML310/EcoRl DNS-t 100 pl 250 mM
nétrium-klorid, 1 mM cink-szulfdt, 30 mM nétrium-
acetit (pH=4,6) jelenlétében emésztiink 20 egység/ml
Sl-nukledzzal (Sigma gy4rtmény) 45 percig 37 "C-on.

A DNS-t fenol és kloroform elegyével extrahéljuk
és etanollal kicsapjuk. A DNS-t (pML130/EcoR1/Sl)
ijra szuszpenddljuk 10 pl 50 mM trisz-Hcl-ban
(pH=8,0) és 2 egység borji bél alkélikus foszfatdzzal
(CIAP, Boehringer gyartmany) inkubéljuk 1 6ra hosz-
szat 37 "C-on. Az enzimet 65 "C-on, 1,5 6ra hosszat
inaktivéljuk.

Az inkubélt elegy nétrium-klorid koncentriciGdt
150 mM-ra 4llitjuk be. A defoszforilezett DNS-t
(pML310/EcoRI/S1/CIAP) adszorpci6val tisztitjuk
DE52 (Whatman gydrtmdany) ioncserélé oszlopon, kis
s6tartalmi pufferben [150 mM nétrium-klorid, 10 mM
trisz-HC1 (pH=8,0) ImM ADTA]}, majd egy nagy sétar-
talmd pufferoldattal [1,5 M nétrium-klorid, 10 mM
trisz-HC1 (pH=8,0), 1 mM EDTA] eluéljuk. A DNS-t
etanollal kicsapjuk és vizben ujra szuszpenddljuk
0,8 g/ml koncentréiciéban.

Egy 5'-AGCGTCGACGCT-3’ képletd oligonuk-
leotidot 4llitunk el6 a foszfotriészter médszerrel [Itaku-
ra és munkatdrsai: J. Am. Chem. Soc., 103, 706,
(1981)]. Az oligonukleotid szekvencidja onkiegészits
és tartalmazza a -GACGC-felismer&helyet a Hgal rest-
rikciés endonukledzhoz. A két szimpla fonal melegité-
se egy 12 bazisparnyi kétfonalas DNS-kapcsol6t ered-
ményez.

A szintetikus egyfonalas oligodezoxi-nukleotid 1,2
pg-jat foszforilezzik 10 pl 60 mM trisz-HCl-ben
(pH=17,5), 10 mM magnézium-klorid 5 mM DTT, 30
uCi [y32P] ATP (3000 Ci x mmdl'), (Amersham
gyértmény jelenlétében 6 egység T4 polinukleotid-ki-
nazzal (Boerringer gydrtmény) 30 percig 37 "C-on,
majd 15 percig 37 °C-on 0,5 mM ATP jelenlétében. Az
elegyet tovédbb inkubdljuk 10 percig 75 "C-on az enzim
inaktivdlasdra, majd a hékezelésre hagyjuk szobah6-
mérsékletre hilni. 0,6 ug (170 pm6l) 32P-jelzett kap-
csolé DNS-t osszekeveriink 2,4 pg (1,75 pmdl végek)
pML310/EcoRI/S1/CIAP-vel és 20 pl 60 mM trisz-
HCl-ben (pH=7,5) 10 mM magnézium-klorid, 5 mM
DTT és 3,5 mM ATP jelenlétében ligdljuk 800 egység
T4 DNS-ligdzzal (Biolabs gy4rtmény) 20 6rdt 15 "C-
on. A ligdzt 85 "C-on 10 percig inaktivéljuk és a kap-
csolémolekuldk feleslegét eltdvolitjuk a DNS kicsapa-
sdval 10 mM EDTA (pH=7,5), 300 mM nétrium-acet4t
(pH=6,0) és 0,54 térfogatrész izopropanol jelenlétében.
30 percnyi szobahSmérsékleten tartds utdn a DNS-t
pelletezziik, vjra szuszpenddljuk 45 pl ligdl6 elegyben
(fent ismertettiik) és 6 6rat ligdljuk 15 *C-on gydrds
DNS kialakitdsdra.

A ligdl6 elegy 1 pl-es és 3 pl-es alikvot részeit
hozzdadjuk 100 pl-nyi kalciummal kezelt, transzfor-
mélhaté E. coli HB101 sejthez [el&dllitdsa D. Hanahan
médszerével, J. Biol. Chem., 166, 557, (1983)]. A sej-
teket 30 percig jégen hagyjuk, majd 3 percig 42 “C-on
inkubéljuk, jégen hitjiik 2 percig, majd 1 6érét inkubdl-
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juk 37 "C-on 400 pl SOC kozegben. A sejtmintdkat
egyenként 100 pl-re toményitjilkk be és LB agarleme-
zekre helyezziik, amelyek 50 pg/ml ampicillint tartal-
maznak.

12 transzformalt, ampR telepet tenyésztiink kiilon-
kiilén 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB-kdzegben.
Plazmid DNS-t 4ll{tunk el D.S. Holmes és munkatér-
sai moédszere szerint [Anal. Biochem., 114, 193,
(1981)]. A szintetikus oligonukleotid kapcsol6 jelenlé-
1€t DNS-szekvendldssal er8sitjiik meg, primerként egy
olyan egyfonalas DNS-fragmentumot alkalmazva,
amely a hirudin kédol6 fonaldra hibridizal6dik. Egy a
kapcsolé DNS-t helyes pozici6ban, a hirudin gén el6tt
tartalmazé klént pML310L-nek neveziink.

H. A PHOS jelzdszekvencia és a deszulfdtohirudin
strukturgén dsszeolvasztdsa

a) A 0,2 kilobdzisnyi deszulfdtohirudin fragmen-

tum (7. dbra) elkiilonitése

12 pg pML310L plazmidot teljesen emésztiink Bam-
HI és Pvul restrikci6s endonukledzokkal. A DNS fenol és
kloroform elegyével végzett extrakcidja és etanolos ki-
csapdsa utdn a két restrikci6s fragmentumot elvélasztjuk
1,2%-os agar6z gélen 8,3 pH-ju trisz-borat-EDTA puffer-
ben. Az etidium-bromiddal megfestett 0,84 kilobézisnyi
Pvul-BamHI fragmentumot egy gélszeleten kiilonitjiik
el. A DNS-t elektromos dton eludljuk egy dializ4l6 zacs-
kéban, amely 3 mi 0,2 x TBE pufferrel van megtoltve. A
z4rt zacsk6t 8,3 pH-ji TBE pufferbe (30 mM trisz bazis,
90 mM bérsav, 2,5 mM ADTA) meritjiik. 30 percig 100
mA dramot vezetiink 4t, majd az dram polaritdsat 45 ma-
sodpercre megforditjuk, hogy a DNS-t eltdvolitsuk a dia-
liz4l6 membranb6l. Kinyerjik a puffert, amely koriilve-
szi a gélszeletet a dializdl6 edényben, nétrium-klorid
koncentraciGjat 150 mM-ra 4llitjuk be és dtengedjiik egy
DES52 (Whatman gyértmédny) ioncseréld oszlopon. A
DNS-t nagy s6tartalmi pufferrel [1,5 M nétrium-klorid,
10 mM trisz-HCI (pH=8,0), ] mM EDTA)] eluéljuk, eta-
nollal kicsapjuk és djra feloldjuk vizben, 0,1 mg/ml kon-
centriciéban.

A pML310L 0,84 kilobazisnyi Pvul-BamHI frag-
mentuméat tovdbb emésztjiik Hgal restrikciés endonuk-
ledzzal. Ez az emésztés egy 198 bazisparnyi Hgal-
BamHI fragmentumot eredményez, amely tartalmazza
a kész deszulfitohirudin teljes k6dol6 szekvencidjét.
Az Alul-gyel végzett tovabbi emésztés nem viltoztatja
meg a 198 bazisparnyi Hgal-BamHI fragmentumot, de
eltdvolitja a t6bbi hasonlé méretd Hgal fragmentumot.

A 0,2 kilobdzisnyi Hgal-BamHI fragmentumot a
tobbi fragmentumt6l 1,5%-os agaréz gélen TBE puf-
ferben vélasztjuk el és elektromos Uton végrehajtott
eludldssal (amint fent lefrtuk) kiilonitjik el. A DNS-t
DES52 ioncserés kromatografidval és etanolos kicsapds-
sal tisztitjuk. A DNS-t djra szuszpend4ljuk vizben 30
g/ml koncentréciéban (0,2 pmél/ pl).

b) A PHOS promoter régid elkiilonitése a PHOS5
jelzdszekvencia egy részével egyiitt (8. dbra)

A p31/PHO5-TPA18 plazmid (v6. 143 081. szdmii
eurépai szabadalmi bejelentés) egy idegen strukturgén
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(t-PA) keretében olvasztva tartalmazza a PHOS promo-
tert és a PHOS jelzSszekvenciat. Egy 584 bézispdrnyi
BamH]I-Ball fragmentum tartalmazza a PHOS promo-
tert &s a teljes PHOS jelz6szekvenciat, kivéve 8 nukleo-
tidot a 3’-végen.

8 ug p31/PHOS-TPA 18 DNS-t emésztiink Ball rest-
rikci6s endonukledzzal (16 éra 37 °C-on). A DNS-t
fenol és kloroform elegyével extrahdlva és etanollal
kicsapva tisztitjuk. A DNS-t vizben djra szuszpendil-
juk 0,7 mg/ml koncentréci6ban.

A megfeleld sszekapcsoldst a PHOS jelz&szekven-
cia és a deszulfatohirudint k6dol6 régi6 kozott egy

(1) 5-CCAATGCA-3'

(2) 3¥-GGTTACGTCAACA-5’

képletd szintetikus kapcsol6 biztosftja.

A kapcsol6 5°-végén 8 nukleotid (5’'-CCAATGCA)
a PHOS jelzGszekvencia részét képezi a Ball-helyt6l az
4talakitasi helyig. A (2) oligonukleotid 5’-végen til-
nydlé 5 nukleotidja beleillik a Hgal hasftShelybe a
deszulfatohirudint k6dol6 szekvencia végén.

Az (1) és (2) egyfonalas egyedi nukleotidokat a
foszfotriészter médszerrel [Itakura és munkatdrsai fent
hivatkozott médszere] 4llitjuk el6. 1,1 pg (1) nukleoti-
dot és 1,8 g (2) nukleotidot kiilon-kiilon foszforile-
ziink 5'-végiikon, ekvimoldris ardnyban 6sszekeverjiik
és az 5.1. példdban leirt médon hékezeljik Sket.

A foszforilezett, kétfonalas kapcsolé DNS 1,3 ug-
jat (200 pmél) 7 pg (1,8 pmol) Ball-gyel hasitott
p31/PHO5-TPA 18-hoz ligéljuk 40 ul 60 mM trisz-HCI
(pH=7.5), 10 mM magnézium-klorid, 3,5 mM ATP,
5 mM DTT és 1400 egység T4 DNS-ligdz' (Biolabs
gyartmény) jelenlétében 15 °C-on 16 6ra hosszat. A
ligdzt 10 percig inaktivéljuk 85 "C-on. A kapcsolok
feleslegét a DNS-kicsapdsdval tévolitjuk el 10 mM
EDTA, 300 mM nétrium-acetét (pH=6,0) és 0,54 térfo-
gatrész izopropanol jelenlétében. A DNS-t djra szusz-
pendéljuk és tovabb emésztjiik BamHI restrikcids en-
donukledzzal. A DNS fenol és kloroform elegyével
végzett extrahdldsa és etanolos kicsapdsa utdn a két
restrikci6s fragmentumot 1,2%-os agar6z gélen,
8,3 pH-ji Trisz-bord-EDTA pufferben szétvilasztjuk.
A 0,6 kilob4zisnyi fragmentumot elkiilonitjiik a gélb6l.
A DNS-t elektromos tton eludljuk és tovébb tisztitjuk
DES?2 ioncserés kromatogréfidval és etanolos kicsapds-
sal. A 0,6 kilob4zisnyi BamHI-Hgal DNS-fragmentu-
mot vizben tjra szuszpendéljuk 40 pg/ml koncentréci-
6ban.

c) Egy pJDB207 élesztd vektor fragmentum elkiilo-

nitése (8. dbra)

A pJDB207R/PHO5-TPA (12-2) plazmid (143 081.
sz4mi eurépai szabadalmi bejelentés) DNS-ének 9 pig-
jat BamHI restrikci6s endonukledzzal emésztjiik. A tel-
jes emésztés utdn a DNS-t extrahdljuk fenol és kloro-
form elegyével és etanollal kicsapjuk. A DNS-t ijra
szuszpenddljuk 50 mM trisz-HCl-ban (pH=8,0),
0,1 mg/ml koncentrici6ban, és 7 egység borji bél alka-
likus foszfatdzzal emésztjiik 1 6ra hosszat 37 *C-on. A
foszfatdzt inaktivéljuk 1,5 6ra hosszat 65 *C-on és a
DNS-t DES52 ioncserés kromatogréfidval és etanolos
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kicsapéssal (vo. 5.I. példa) tisztitjuk. A 6,8 kilob4zis
nagysdgi BamHI fragmentumot elvélasztjuk 1,2%-os
agar6z gélen, 8,3 pH-ju trisz-bor4t-EDTA pufferben. A
DNS-t elektromosan eluéljuk és DES2 ioncserés kro-
matogrifidval és etanolos kicsapdssal tisztftjuk. A
DNS-t vizben oldjuk 0,4 mg/ml koncentréciéban
(0,1 pmol/ pl).

d) A PHOS promoter fragmentum és a deszulfédtohi-
rudin strukturgén ligdldsa a pDJB207 éleszt6 vek-
tor fragmentumhoz (8. dbra)

A pDIB207 éleszt6 vektort, a PHOS promoter frag-
mentumot a PHOS jelz8szekvencidval és a deszulfito-
hirudin strukturgént egyardnt DNS-fragmentumok for-
méjdban [v6. 5.I1. a)—c) példa) killénitjiik el, amelyeket
egy expresszi6s plazmid képzésére ligélunk,

A p31/PHOS-TPA18 0,6 kilobdzisnyi BamHI-Hgal
fragmentuménak 0,3 pmél-jat és a pML310L 0,2 kilo-
bazisnyi Hgal-BamHI-fragmentuménak 0,3 pmél-jit a
pJDB207/PHOS-TPA (12-2) 6,8 kilob4zisnyi BamHI
fragmentumdnak 0,1 pmél-jdhoz ligdljuk 10 pl 60 mM
trisz-HCI (pH=7,5), 10 mM magnézium-klorid, 5 mM
DTT, 1 mM ATP és 400 egység T4 DNS-lig4z jelenlé-
tében 20 6ra hosszat 15 *C-on.

A ligdlasi elegy 1 pl-nyi alikvot részét hozzdadjuk
100 ul transzforméldsra alkalmas E. coli BH101 sejt-
hez, amelyeket Hanahan fent emlitett médszere szerint
dllitottunk el6. A transzformél4si el6iratot is ebb6l a
kozleménybdl vettiik 4t. A sejteket 500 pg/ml ampicil-
lint tartalmazé LB agarlemezekre telepitjiik.

24 ampR telepet tenyésztiink kiilon-kiilon LB tap-
kézegen, 100 pg/ml ampicillinnel. A plazmid DNS
méretét és a beékelt rész helyzetét Pstl restrikciés en-
donukledzzal végzett hasitdssal hatdrozzuk meg. Azt a
kiént, amelyik a beékelt részt helyes orientdciban
tartalmazza, pJDB207/PHO5-HIR-nek nevezziik.

11I. A pJDB207/PHO5(Eco)-HIR plazmid elédllitd-

sa (9. dbra)

Az UAS(PHO05)-GAPDH hibrid promoter alkot6ré-
szek megfelel6 csatlakoztatdsdra a deszulfdtohirudin
PHOS jelz8szekvencidt is tartalmaz6 kédol6 régi6jshoz
(mint a pJDB207)PHO5-HIR plazmidban) egy EcoRI
hasitéhelyet visziink be az 5’ le nem fordftott régi6ba
az mRNS inditShelyek és a kédol6 régié ATG-je kozé.

15 png pJDB207/PHO-HIR plazmidot Dral restrik-
ciés endonukledzzal (Boehringer gydrtmény) emész-
tiink. A kapott 4 fragmentumot 0,8%-o0s agar6z gélen
kiilonftjiik el 8,3 pH-jd trisz-bor4t-EDTA pufferben. A
4,2 kilobdzisnyi DNS-fragmentumot kinyerjik a gél-
bél, elektromosan eludljuk és etanollal kicsapjuk. A
DNS-t tjra szuszpendéljuk vizben 0,6 mg/ml koncent-
raci6ban.

Az 5'-AATTGCATTACCAATGTTT-3’ szinteti-
kus oligonukleotid 2,3 pg-jit illetve a 3'-GCTA-
ATGGTTACAAA-S’ képletd szintetikus oligonukleo-
tid 2,9 pg-jat kindzzal kezeljiik 20 pl 60 mM triszben
(pH=7,5), 10 mM magnézium-klorid, 5 mM DTT,
0,5 mM ATP és 20 egység T4 polinukleotid-kindz (Bo-
eh ringer gydrtmdny) jelenlétében. 45 perc miilva
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37 °C-on a két reakciGelegyet egyesitjitk, 10 percre
75°C-ra melegftjik és hagyjuk szobahOmérsékletre
hdlni. A hékezelt oligonukleotid kapcsol6t —20 “C-on
tdroljuk.

A 4,2 kilobézisnyi Dral DNS-fragmentum 6,5 jig-
jat (2,3 pmdl) 16 6rét inkubéljuk 15 "C-on a kindzzal és
hével kezelt oligonukleotid kapcsol6 hetvenszeres fe-
leslegének jeleniétében, 50 pl 60 mM trisz-szel
(pH=7,5), 10 mM magnézium-kloriddal, 5 mM DTT-
vel, 3,5 mM ATP-vel és 800 egység T4 DNS-ligdzzal
(Biolabs gydrtmény). A T4 DNS-ligézt 10 percig inak-
tivaljuk 85 "C-on, majd a kapcsolék feleslegét a DNS
kicsap4sdval tavolitjuk el 10 mM EDTA, 300 mM nét-
rium-acetéit (pH=6,0) és 0,54 térfogatrész izopropanol
jelenlétében. A DNS-t EcoRI-gyel és HindlII-mal
emésztjiik. A kapott fragmentumokat 1%-os agaréz gé-
len, 8,3 pH-ju trisz-borat-EDTA pufferben vilasztjuk
szét. A 643 bazispdrnyi fragmentumot a gélbSl elektro-
mos eluéldssal és etanolos kicsapéssal tévolitjuk el. A
DNS-t tdjra szuszpenddljuk 0,1 pm6l/ pl koncentrdcis-
ban. Az EcoRI-Hindlll fragmentum tartalamzza a
PHOS jelz8szekvencidjdt, a deszulfatohirudint kédolé
szekvenciat és a PHOS 4tfrdsi terminétort.

Az 534 bézisparnyi PHOS promoter fragmentumot
a p31/R plazmidbdl kiilonitjiik el (100 561. szdmi eu-
répai szabadalmi bejelentés).

10 pg p31/R-et EcoRI és BamHI restrikciés endo-
nukledzokkal hasitunk. A kapott 3 fragmentumot 0,6%-
os, kis olvad4sponti agar6z gélen, 8,3 pH-jui trisz-bo-
rit-EDTA pufferben vélasztjuk szét. Elkiilonitiink egy
534 bazisparnyi BamHI-EcoRI fragmentumot, amely
tartalmazza PHOS promotert, beleértve az mRNS indi-
téhelyeket is.

A vektor fragmentumot a pJDB207/PHO5-HIR
plazmidbél kiilonitjiik el. Ennek a plazmidnak 6 pg-jat
BamHI-gyel és HindIIl-mal emésztjiik. A nagy, 6,5
kilobdzisnyi BamHI-HindIII fragmentumot a kis frag-
mentumtél 0,6%-os, kis olvaddsponti agaréz gélen,
8,3 pH-ji trisz-borat-EDTA pufferrel vélasztjuk el.

Hérom fent lefrt, megfelelS ragadés végekkel ren-
delkez6 DNS-fragmentumot ligélunk a kovetkez§ re-
akci6ban: a PHOS promoter 534 bdzispdrnyi BamHI-
EcoRI fragmentumdnak 0,2 pmdl-jat (70 ng), a 643
bazispdmyi EcoRI-HindIIl fragmentum (hirudin kédo-
16 szekvencia) 0,2 pmdl-jét (85 ng) €s a 6,5 kilobazis-
nyi BamHI-HindIII vektor fragmentum 0,1 pmo6l-jét
(0,4 pug) ligdljuk 10 pl 60 mM trisz-ben (pH=7,5),
10 mM magnézium-klorid, S mM DTT, 1 mM ATP és
400 egység T4 DNS-lig4z jelenlétében 6 6rat 15 *C-on.
A ligéldsi elegy 1 pl-nyi alikvot részét hozzdadjuk 100
pl-nyi, kalciummal kezelt, transzformél4sra alkalmas
E. coli HB101 sejtekhez.

12 transzformélt, ampR telepet tenyésztiink kiilon-
kiilon, 100 pg/ml amplicillint tartalmaz6 LB kozegen.
A plazmid DNS-t Holmes és munkatérsai médszerével
allitjuk elé [Anal. Biochem., 174, 193, (1981)], és az
EcoRI és BamHI restrikciés emésztési termékek elem-
zése alapjdn vizsgdljuk. Egy a vart restrikci6s fragmen-
tumokat eredményezS gént elkiilonftink  és
pJDB207/PHO5(Eco)-HIR-nek neveziink el.
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1V. Az UASI{PHOS)-GAPDH hibrid promoterek li-
gdldsa a deszulfdtohirudin protein kédolé régidjd-
hoz

15 ug pJDB207/PHOS(Eco)-HIR plazmidot EcoRI-
gyel és HindII-mal emésztiink. A DNS-fragmentumo-
kat 1%-0s agar6z gélen vélasztjuk szét 8,3 pH-ju trisz-
borat-EDTA pufferben.

A 643 bazisparnyi fragmentumot elkiilonitjiik a gél-
bél, elektromosan eludljuk és etanollal kicsapjuk. A
DNS-t djra szuszpenddljuk vizben 0,1 pméiul kon-
centriciéban.

6 ug pJDB207/PHOS-HIR plazmidot teljesen
emésztiink HindIII és Sall restrikciés endonukle4zzal.
A nagy, 6,3 Kkilobdzisnyi fragmentumot (vektorrész)
lagy gél elektroforézissel, fenolos extrakciéval és eta-
nolos kicsapéssal kiilonitjiik el. A vektor DNS-frag-
mentumot vizben djra szuszpendéljuk 0,05 pmdél/ul
koncentrciéban.

10 ug pGAPDH-EL plazmidot (v6. 3. d/I. példa)
Bglll-vel és EcoRI-gyel emésztiink. A 266 bazisparnyi
Bglll-EcoRl fragmentumot 1,2%-os agar6z gélen,
8,3 pH-ju trisz-borat-EDTA pufferben vélasztjuk el,
elektromosan eludljuk a gélbdl és etanollal kicsapjuk.
A DNS-t djra szuszpendaljuk vizben 0,3 pmél/ul kon-
centrdciéban.

Az UASI1(PHO5)-6t tartalmazé 548 bazisparnyi
Sall-Bglll fragmentum (3. d/II. példa) 0,3 pmdl-jét, a
pGAPDH-EL 266 bazisparnyi BglII-EcoRI fragmen-
tumanak 0,3 pmol-jat, a pJDB207/PHOS(Eco)-HIR
643 bazisparnyi EcoRI-HindIIl fragmentuminak
0,3 pmol-jat és a 6,3 kilobazisnyi Sall-HindIII vektor
fragmentum 0,12 pmél-jat ligaljuk 20 pul 60 mM
trisz-ben (pH=17,5), 10 mM magnézium-klorid, 5 mM
DTT, | mM ATP és 400 egység T4 DNS-ligdz (Bio-
labs gyartmany) jelenlétében 6 6rat 15 °C-on. A ligé-
l4si elegy 1 upl-nyi és 3 pl-nyi alikvot részeit 100
pl-nyi kalciummal kezelt, E. coli HB101 sejtekhez
adjuk. Az ampR telepekbél a plazmid elkiilnitését és
a restrikciés elemzést Sall, Bglll, EcoRI és HindIll
alkalmaz4saval a fent leirt médon hajtjuk végre (3.
d/I. példa). Egy pozitiv kl6nt kivédlasztunk és
pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1)-nek nevezziik el. Ana-
16g médon jérunk el a pPGAPDH-FL-bd] elkiilonitett
201 béazisparnyi Bglll-EcoRI-fragmentummal. Egy
kivélasztott plazmidot pJDB207/PAPFL-
HIR(UAS1)-nek neveziink el.

V. UASI(PHOS5)-UAS2(PHO05)-GAPDH hibrid pro-

moterek ligdldsa a deszulfdtohirudin protein kédo-

16 frakcidjdhoz

A pJDB207/PAPEL-HIR(UASI1) és a
pJDB207/PAPFL-HIR(UAS1) plazmidok 3-3 pg-jat
Bglll-vel emésztjiik. Fenolos extrakci6é és etanolos
kicsapds utdn a DNS 3’ recesszdlt végeit E. coli DNS-
polimerizaval (Klenow-fragmentum; Bethesda Rese-
arch Laboratories) végzett reakciéval toltjiik ki Mani-
atis és munkatarsai fent hivatkozott médszerével. Az
enzimet 70 °C-on inaktivaljuk 10 percig. A DNS-eket
Sall-gyel tovabb emésztjiik és a nagy, 7,2 kilobézis-
nyi fragmentumot ldgy agar6z gél elektroforézissal,
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fenolos extrakci6val és etanolos kicsapéssal kiilonit-
jiik el. Mindegyik fragmentumot Ujra szuszpendédljuk
vizben 0,05 pmél/ ul koncentraciéban. A fragmentu-
mok tartalmazzék a hirudint kédol6 régiét, a legtdbb
vektor szekvencidt és a pGAPDH-EL-b8l vagy
pGAPDH-FL-bé! elkiilonitett 2 promoter alkotérész
barmelyikét.

A p31/Y plazmidot (100 561. szdmf{ eur6pai sza-
badalmi bejelentés) BstEll-vel emésztjik, E. coli
DNS-plimer4zzal (Klenow-fragmentum) inkubéljuk a
fent lefrt médon és Sall-gyel hasftjuk. A 649 bézis-
pérnyi fragmentumot ldgy agar6z gélen elvdlasztjuk
és fenolos extrakci6val és etanolos kicsapdssal ki-
nyerjiik.

A p31/Y 649 bazisparnyi fragmentuménak — amely
tartalmazza az UAS1-UAS2(PHO5) promoter alkoto-
részt — 0,3 pmél-jat és a 7,2 kilobazisnyi fragmentu-
mok barmelyikét ligdljuk és E. coli HB101-be transz-
formdljuk a fent lefrt médon. Az ampR telepekbdl plaz-
midokat dllitunk el6 és a restrikciés emésztéssel nyert
termékek alapjén vizsgiljuk 6ket. Egyes kl6nokat kivd-
lasztunk és plazmid DNS-iiket pJDB207/PAPEL-
HIR(UAS1+UAS2)-nek és pJDB207/PAPFL-
HIR(UAS1+UAS2)-nek nevezziik el.

6. példa

Egy 31 bdzispdrnyi DNS-szekvencia hatékony mint

foszfatdz szabdlyozd alkotdrész

A PHO5 promoter upstream régi6jdnak egy 31 ba-
zisparnyi szekvencidja (a —381. — -351.), amelyet a
kozrefogé A10 és A13 deléciék hatdroznak meg (V6. 1.
f/ példa) tartalmazhat egy szabalyoz6 szigndlt. Ezt meg
lehet vizsgélni gy, hogy a kévetkez6 két komplemen-
ter oligonukleotidot 4llitjuk el§ kémai uton:
5'-AATTCGAAATATATATTAAATTAG-
CACGTTTTCGCAG-3’

3 —GCTTTATATATAATTTAATCGTGCAAA-
AGCGTCTTAA-S'

Ez a szekvencia tartalmazza az EcoRI hasitShelyek
4ltal koriilvett 31 bazisparnyi szekvencidt. Az EcoRI-
helyek megkonnyitik a szekvencia polimerizdldsat
multimerek képzésére.

a) A 31 bdzispdrnyi alkotérész klénozdsa az LT98

vektorba

A két szintetikus oligonukleotid 50-50 pmo6l-jit
kindzzal kezeljik 20 ml triszben (pH=7,5), 10 mM
magnézium-klorid, 5 mM DTT, 0,5 mM ATP és 20
egység T4 polinukleotid-kindz (Boehringer gyédrtmany)
jelenlétében. 37 "C-on végzett 45 perces reakcié utdn a
két reakcielegyet egyesitjiik, 10 percig 75 “C-ra mele-
gitjiik és hagyjuk szobahSmérsékletre hdlni. A hékezelt
oligonukleotidokat —20 “C-on téroljuk. A kindzzal €s
h6vel kezelt oligonukleotidok 7,5 pmél-jat 30 percig
ligdljuk a fent leirt médon (5. IIL. példa) 15 pl teljes
térfogatban. Ezutdn hozzdadunk 5 ul (0,075 pmol)
EcoRI-gyel hasitott LT98 vektor DNS-t [Dixon és
munkatérsai: Gene, 25, 198, (1983)] és az inkubdlést
folytatjuk, Gsszesen 6 6rdig. Az E. coli HB101-be val6
transzformalds utdn a plazmidokat elkiilonitjik és
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BamHI-gyel végzett emésztéssel elemezziik. Az elem-
zés adatokat szolg4ltat a beékelt rész teljes hosszarél és
lehetSvé teszi a klénozott EcoRI fragmentumo szir-
maznak megbecsiilését. 1, 2, 3, 4 vagy 5 EcoRlI frag-
mentumot tartalmazé egyedi plazmidokat vélasztunk
ki és DNS-szekvendldsuk (Sanger-mé6dszer) azt mutat-
ja, hogy a 31 bazisparnyi alkotérészek ,,fejt6l farokig”
orientdci6ban kl6nozédnak.

b) Klénozds pJDB207-be

A 31 bazispérnyi oligomerek promoter szabalyoz6
funkci6jdt gy vizsgdljuk meg, hogy beékeljiik Sket a
GAPDH promoter F alkot6részétsl ,felfelé”. A
pJDB207/PAPFL-EGL(UASI1) plazmidot réviditjiik
egy olyan plazmid el64llitdsdra, amelybdl az UAS1
alkotérész hidnyzik; a plazmidot Sall és BgIII alkal-
mazdsdval emésztjiik, gélen tisztitjuk és elkiilonitjiik
a nagy vektor fragmentumot. Egy fiiggetlen reakci6-
elegyben ugyanezt a plazmidot BamHI alkalmaz4sé-
val emésztjiik. A 3’ recesszélt végeket Klenow DNS-
polimerazzal toltjiik ki, mind a négy dNTP-t hasznél-
va. A tompavégl helyeket foszforilezett Bglll-kap-
csolékkal (CAGATCTG, Biolabs gyirtmény) meg-
toldjuk és Sall és Bglll alkalmazdsdval végzett
emésztés utdn egy koriilbeliil 400 bazispirnyi DNS-
fragmentumot kiilonftiink el gélen tisztitva. A nagy
vektor fragmentumot a koriilbeliil 400 bazisparnyi
Sall-BgH! fragmentumhoz ligdljuk T4 DNS-ligdz al-
kalmazdsdval. Az E. coli HB10l-be végrehajtott
transzformici6 és plazmid elkiilénités utédn egy olyan
plazmidot kapunk, amelyben nincs PHOS UAS. Ezt a
plazmidot pDJB207/GAPFL-EGL-nek nevezziik. A
plazmidot Bglll-vel emésztjiik és vektorként szolgal
a 31 bazisparnyi oligomerek kl6nozdsdhoz. Az 1, 2,
3, 4 vagy 5 beékelt oligonukleotid részt tartalmazé
LT98-at BamHI-gyel emésztjiik. A kiilonb6z6 méretG
fragmentumokat gélen végzett tisztitdssal kiilonitjik
el és egymadstol fiiggetleniil ligéljuk a Bglll-vel hasi-
tott pJDB207/GAPFL-EGL-hez. A ligélasi elegyet
BgllI-vel emésztjiik a nem kivant djraligdlt vektor
eltdvolitdsdra, amelyben nincs beékelt DNS, majd E.
coli HB101 transzformdl4sdra haszndljuk. A kapott
plazmidokat restrikciés elemzéssel vizsgaljuk Sall és
Dral (egy a GAPDH promoter részen beliili hely)
alkalmazédsdval. A GRF18 emésztStorzs transzforma-
l4sa utdn ez eglin C titereket a 4. c) példdban leirt
moédon hatdrozzuk meg. 46 Ora fermentdlds utdn a
kovetkez§ specifikus aktivitdsokat mértiik:

a 31 bazis- eglin C titer (mg/]
i be- i - tikai sirdsé
pIDB207/KI6n | PAMYi be °“.°:,.‘A optikai slirlség)
ékelt;(’é- ct alacsony | magas
szel P, P,
PAPFLI (+)-
EGL 1 - | 92 | s2
PAPFLI (-)-
EGL 1 « 10,2 2,1
PAPFLII (+)-
Bl 2 - | 102 | 35
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a 31 bizis- eglin C titer (mg/

pIDB207/klén pg(‘g:r'z' °rciieg‘,‘.é' al:i’::‘; Sﬁ::ii)s
szek P, P,

PAPRLIIO- 3 « | n2 | 14
PAPRLY (1 4 > | 107 | 15
PAPRY O] s - 126 | 14

- jelentése ugyanaz az orientdcié, mint a PHOS pro-
moterben

« jelentése ellentétes orientdci6, mint a PHOS promo-
terben

7. példa

Inzulinszerit névekedési faktor (IGF-1) expresszid-

Ja egy PAPFL promoterbdl

A 123 228. sz4mi eurdpai szabadalmi bejelentés-
ben lefrt pAB113-IGF-1 plazmidot Pstl alkalmazdséval
emésztjiik. Két szintetikus oligonukleotidot (50 pmd6l)
készitiink, amelyek képlete a kovetkezé:

AATTCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCA
GTACTCTAAAGGAAGTTAAAAATG

és mindkettSt kindzzal és hével kezeljiik a fent
lefrt médon. A hdkezelt kétfonalas adaptert a Pstl-
gyel hasftott plazmidhoz ligljuk, EcoRI és BamHI
alkalmazédsdval emésztjiik és a koriilbeliil 800 bazis-
parnyi EcoRI-BamHI fragmentumot gélen végzett
tisztitdssal  ekiilonitjik. A pJDB207/PAPFL-
EGL(UAS1) plazmidot Sall és EcoRI alkalmazisdval
emésztjiik és a koriilbeliil 700 bdzisparnyi fragmentu-
mot gélen végzett tisztitassal elkulonftjik. Egy hdr- .
mas ligdldsban a pCl/1 plazmid (123 228. szdmu
eurdpai szabadalmi bejelentés; BamHI-gyel és Sall-
gyel emésztve, a vektor gélen tisztitva) 0,5 pg-jit a
két kisebb gén és promoter rész 100-100 ng-jdhoz
ligdljuk. E. coli-ba végzett transzform4lds utin a
plazmidokat EcoRI, BamHI és Sall felhaszn4lds4val
emésztéssel elemezzik. Az AB103 élesztStorzs
transzform4l4dsa [az ATCC-ben 20 673-as szdmon de-
ponilva; a pYIGF-1-10/1 rosszabb viltozata, éleszt6-
sejteknek komplex kozegben egy éjszakan 4t végzett
tenyésztésével, az egyes telepek megvizsgéldsdval az
IGF-1 plazmid jelenlétére, a Hinne és munkatdrsai
4ltal lefrt telephibridizéldssal (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 75, 1929 (1978)] olyan transzformé4nsokat
eredményez, amelyek csak indukdlt (alacsony P;) ko-
rillmények kozétt (1 mg/l) termelnek IGF-l-et; ennek
meghatdrozdsat szokdsos kompetitfv radioimmunoas-
say-vel végezziik, radioaktiv izotéppal jelzett IGF-I-
et [Anderson és munkatdrsai: Somatomedins/Insulin-
Like Growth Factors, Spencer, E. M. kiadé Walter de
Gruyter, Berlin] hasznélva. A ki6nokat pCI/I/PAPFL-
IGF-I(UAS1)-nek nevezziik.
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8. példa

Szoveti plazminogén aktivdtor (t-PA) expresszidja

egy PHO5-GAPDH hibrid promoter szabdlyozdsa

alart (10. dbra)

12 pug pJDB207/PHOS-TPA18 plazmidot (143 081.
sz4mu eurépai szabadalmi bejelentés) teljesen emésztiink
Sall és HindIll restrikciés endonukledzokkal. a kapott 2
DNS-fragmentumot 0,8%-os agaréz gélen, 8,3 pH-ji
trisz-bordt-EDTA pufferben vélasztjuk szét. A kis, 2,6 ki-
lobéazisnyi Sall-HindIIl fragmentumot elektromos elus-
l4ssal, fenolos extrakcidval és etanolos kicsapdssal kiilo-
nitjiik el. A DNS-t Ball-gyel tovabb emésztjiik. Az 1,8 ki-
lob4zisnyi fragmentumot a PHOS jelz&szekvencia egy ré-
szével, a t-PA kédolé szekvencidjaval és a PHOS termin4-
torral a fent lefrt médon elkiilonitjiik és tisztitjuk, és viz-
ben tjra szuszpendéljuk 0,1 pmél/ pl koncentracidban.

A hibrid promoter fragmentumot elkiilonitjik a
pJDB207/PAPFL-HIR UAS1+UAS2 plazmidb6l (vo. S.
V. példa). Aplazmid DNS 12 pg-jat Sall és HindIII alkal-
mazdsdval emésztjitk. A kapott 1, kilob4zisnyi fragmen-
tumokat Ball-gyel tovabb emésztjiik. Egy 920 bézispar-
nyi, a hibrid promotert és a PHOS jelz6szekvencia egy ré-
szét tartalmaz6 fragmentumot 1,5%-os agar6z gélen kii-
16nitiink el. A DNS-t elektromosan eluéljuk, fenollal ext-
rahéljuk, etanollal kicsapjuk és vizben tjra szuszpendél-
juk 0,1 pmél/ul koncentréciéban.

A 920 bazisparnyi Sall-Ball fragmentum 0,2 pmél-
jat, az 1,8 kilobdzisnyi Ball-HindIll fragmentum 0,2
pmol-jat és az Sall-gyel HindIlI-mal hasitott pJDB207
vektor 0,1 pmoél-jat 16 6rat ligdljuk 15 “C-on, 10 pl
teljes térfogatban. A ligdldsi elegy egy 1 pl-es alikvot
részét hozzdadjuk 100 pl-nyi, kalciummal kezelt,
transzformdldsra alkalmas E. coli HB101 sejtekhez.

12 transzformalt, ampR telepet tenyésztiink kiilon-kii-
16n 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB kozegen. A
plazmid DNS-t Holmes és munkatdrsai médszerével
[Anal. Biochem., /74, 193, (1981)] 4llitjuk el6 és a Pstl-
gyel és BamHI/EcoRI-gyel kapott restrikciés emésztési
termékeken keresztiil elemezziik. Izoldlunk egy kidnt,
amely tartalmazza a virt restrikciés fragmentumokat, és
pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1+UAS2)-nek nevezziik el.

Analég médon jarunk el az UAS1(PHOS) alkoté-
rész vonatkozdsdban; a pJDB207/PAPFL-
HIR(UASI) (5. IV. példa) egy 820 bézisparnyi Sall-
Ball fragmentumit elkiilonitjiik és az 1,8 bazisparnyi
Ball-HindIll fragmentumhoz és az Sall-gyel és Hin-
dIlI-mal hasftott vektorhoz ligéljuk. A kapott plazmi-
dot pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1)-nek nevezziik.

Anal6g médon jarunk el a megfelels, pJDB207/PA-
PEL-HIR(UAS1)-b6l vagy pJDB207/PAPEL-
HIR(UAS1+UAS2)-bdl (5. példa) szdrmaz6 fragmen-
tumokkal is. A kapott plazmidokat pJDB207/PAPEL-
TPA(UAS1)-nek, illetve pJDB207/PAPEL-
TPA(UAS1+UAS2)-nek nevezziik.

9. példa

Polipeptidek expresszidja PHOS-GAPDH hibrid
promoterek szabdlyozdsa alatt

a) Saccharomyces cerevisiae GRF 18 transzformdldsa
Saccharomyces cerevisiae GRF18 torzset (alfa,
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his3-11, his3-15, lue2-3, lue2-112, can®) transzfor-

mélunk a kévetkez8 plazmidokkal:
pJDB207/PAPEL-HIR(UASI)
pJDB207/PAPFL-HIR(UAS1)
pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1+UAS2)
pJDB207/PAPFL-HIR(UAS1+UAS2)
pJDB207/PAPFLI (+)-EGL

pJDB207/PAPFLI (-)-EGL

pJDB207/PAPFLII(+)}-EGL

pIDB207/PAPFLII(-)-EGL
pJDB207/PAPFLIV(+)-EGL

pJDB207/PAPFLY (-)-EGL

pJDB207/PAPEL-TPA(UASI1)

pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1)

PIDB207/PAPEL-TPA(UAS1+UAS2)

pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1+UAS2)

pCVVPAPFL-IGF-I(UAS1)

a Hinnen és munkatdrsai 4ltal leirt elGiratot [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1929, (1978)] alkalmazva. A
transzform4lt élesztSsejteket leucinhidnyos éleszt6 mi-
nimum tdpkozeg lemezeken vidlasztjuk szét. Egyes
transzform4lt élesztStelepeket kivalasztunk és a kovet-
kezSképpen nevezziik el azokat:

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-
HIR(UASI)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFL-
HIR(UASI)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-
HIR(UAS1+UAS2)

Saccharomyces cerevisiac GRF18/pJDB207/PAPFLE-
HIR(UAS1+UAS2)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPF-
LI(+)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPF-
LI(-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPF-
LII(+)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPF-
LII(+)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLI-
II(-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPF-
LIV(--EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLV
(--EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL.-
TPA(UAST)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB206/PAPFL-
TPA(UASI)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-
TPA(UAS1+UAS2)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFL-
TPA(UAS1+UAS2)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pCI/1/PAPFL-IGF-
1(UASI)

b) A transzformdnsok fermentdldsa

S. cerevisiae GRF18 transzformansok sejtjeit kiilon-
kiilén 10 ml éleszté6 minimum tdpkézegben (Difco Yeast
Minimum Base - aminosavak nélkiil —, amelyhez 2%
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glik6zt és 20 mg/l L-hisztidint adtunk) tenyésztjilk
50 ml-es Erlemeyer-lombikban rézatéis kézben 30 “C-on
24 6rét 3x107 sejt/ml siirfiségig. A sejteket 0,9%-0s nétri-
um-klorid oldattal mossuk és egy olyan alacsony P; mini-
mum tdpkozeg 50 ml-ének inokuldldsara haszndljuk,
amelyet a Difco Yeast Nitrogen Base tdpkdzeg receptje
szerint készitettiink (aminosavak nélkiil), de 0,03 g/l kéli-
um-dihidrogén-foszfatot, 1 g/l kdlium-kloridot és ammo6-
nium-szulfat helyett 10 g/l L-aszparagint tartalmaz, to-
vibbé 2% glikk6zt és 1 g/l L-hisztidint. A tenyészeteket
4x10° sejt/ml sejtstiriségig inokul4ljuk és 30 °C-on ke-
verjiik 200 fordulat/perc sebességgel 42 6rat.

¢) Az expresszdlt géntermék titere

Az éleszt§ a deszulfitohirudin vegyiileteket a tdp-
kozegbe vélasztja ki. 22 6ra fermentdlds utdn 10 ml-es
mintdt vesziink a tdpkozegbdl és proteinben dusitjuk
kis6zassal és Bond Elut C-18 oszlopon (1 ml, Analyti-
chem International gydrtmény) végzett toményitéssel.
Az oszlopot kétszer mossuk viz és acetonitril 9:1 ar4-
nyd elegyének 1,5 ml-ével, amely 0,1% trifluor-ecetsa-
vat is tartalmaz. A deszulfitohirudin vegyiileteket az
oszloprél viz és acetonitril 6:4 térfogatardnyd, 0,1%
trifluor-ecetsavat is tartalmazé elegyével eludljuk. 2 ml
eludtumot Speed Vac koncentrdtorban (Savant gydrt-
mény) 400 pi végsS térfogatra shritiink. A deszulfatohi-
rudint HPLC elemzéssel azonositjuk, hiteles deszulfé-
tohirudinnal Gsszehasonlitva és trombin inhibici6s
vizsgélat [vo. Bergmeyer, M.U. szerkesztése: Methods
in Enzymatic Analysis, I kotet, 314-316, Verlag Che-
mie, Weinheim, Német Szovetségi Koztdrsasig,
(1983)] alkalmazdsaval.

Az eredmények az 1. tdbldzatban lathatdk.

1. wdbldzat
Kiilénbozd plazmidokkal transzformdlt S. cerevisiae
GRF 18 torzs deszulfdtohirudin kivdlasztdsa a

tépkiozegbe
deszulfatohirudin (mg/1 tdp-
plazmid ko6zeg/600 nm-en mért opti-
kai sdrség)
pJDB207/PAPEL-HIR 20
(UASI) ’
pJDB207/PAPFL-HIR 22
(UAS1) i
pJDB207/PAPFL-HIR 30
(UAS1 + UAS2) !
pJDB207/PAPEL-HIR 28
(UAS1 + UAS2) ’

A szoveti plazminogén aktivdtor (t-PA) felhalmo-
z6dik az éleszt6sejtekben. Sejtextraktumokat készitiink
és meghatdrozzuk a t-PA aktivitdst a kovetkez8képpen:
35 ml alacsony P; tdpkozeg [Meyhack, B. és munkatér-
sai;: EMBO-J., I, 675, (1982)] sejtjeit (sejtstir(ség 1-
2x10” ml) Sorval SS34 rotorban 3000 fordulat/perc
sebességgel 10 percig végzett centrifugdlédssal Ossze-
gydjyiik. A sejteket a tdpkozeg s6komponenseit tartal-
maz6 pufferben (azaz aminosavak, gliikk6z, vitaminok,
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nyomelemek nélkiil) mossuk. A sejteket szobahSmér-
sékleten centrifugdljuk 5 percig, 3000 fordulat/perc
sebességgel. A kiiilepedett sejteket tjra szuszpend4ljuk
4 ml hideg 66 mM ni4trium-foszfét puffer (pH=-7,4) és
0,1 térfogat% Triton X-100 teljes térfogatdban. A sejt-
szuszpenzi6t 4tvissziik egy 30 ml-es Corex cs6be, hoz-
zdadunk 8 g 0,4 mm 4tmér6jd liveggydngyot és Vortex
Mixer-en (Scientific Instruments Inc., USA, gyirt-
mény) rdzatjuk teljes sebességgel 4 percig, majd jeges
fiird6ben lehdtjiik. Ezzel az eljdréssal a sejtek tobb
mint 90%-4t elroncsoljuk. A sejttormelékeket és az
iiveggyongyoket Sorvall HB-4 rotorban 10 percig 8000
fordulat/perc sebességgel 4 "C-on végzett centrifuga-
l4ssal kiiilepftjiik. A feliilisz6t Eppendorf-csévekbe
tessziik 4t, folyékony nitrogénben megfagyasztjuk és
—60 °C-on téroljuk. A t-PA aktivitast Ranby kicsit mé6-
dosftott médszere szerint [Biochim. Biophys. Acta,
704, 461, (1982)] hatdrozzuk meg. Szubsztritként D-
Val-Leu-Lys-pNA-t (Kabi S-2251) haszndlunk. A 405
nm-en mért abszorpciét korrigéljuk a nem specifikus
hasftds miatt és egy urokiniz standard-hoz viszonyft-
juk. Az eredmények a 2. tdbl4zatban l4that6k.

2. tébldzat

Kiilonbiézd plazmidokkal transzformdilt S. cerevisiae
GRF 18 torzs 1-PA aktivitdsa
t-PA aktivitds (nemzetkozi
plazmid egység/l éleszt&sejt/600 nm-
en mért optikai srfiség)
pJDB207/PAPFL-TPA 300
UASI
pJDB207/PAPFL-TPA 200
UAS] + UAS2
10. példa

IGF-1 elkiilonitése és jellemzése transzformdit
élesztotorzsbol

a) IGF-1 elkiilonitése a tdpkozeghdl

pCVVPAPFL-IGF-1 (UAS]) éleszt6torzset 60 6rat
tenyésztiink. 3 1 tapkozeget kivesziink és a 9. példsban
lefrt médon centrifugaljuk. 2 ml feliilisz6t (1:10 kon-
centrdcié) reverz fazisi HPLC-vel vizsgdlva 1 mg/l
IGF-1 titert kapunk. A feliilisz6t pH=3,0-ndl 20 ml
SP-Sephadex C-25-tel (Pharmacia gy4rtmény) kezel-
jik és 60 percig keverjiik 4 "C-on. Az abszorbedlt
IGF-1-et a mosott gyant4rél nétrium-acetét puffer gra-
dienssel (50 mM, pH=3,0-6,0) eludljuk &s két Iépésben
végzett ioncserével tisztitjuk; az elsS 1épést egy CM—
52 oszlopon hajtjuk végre (Whatman gy4rtmény,
1,5 cmx8,5 cm, gradiens, A puffer 20 mM-os, 4,0 pH-
ji amménium-acetit, B puffer 100 mM-os, 6,8 pH-ju
ammonium-acetét). A mésodik lépést egy DE-53 an-
ioncserél§ oszlopon (Whatman gyértmény) végezziik
(koriilmények: 1,5 cmx10,5 cm-es oszlop, &ramlési se-
besség 1 mlperc, gradiens, A puffer 20 mM-os,
9,0 pH-ji ammoénium-acetdt, B puffer 200 mM-os,
6,5 pH-ji amménium-acetdt). A végsS tisztitast egy
szemipreparativ RP-HPLC oszlopon végezziik. Az ak-
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tiv frakcié 21,3 perces retenciés idGvel eludlédik, és
1,1 mg 95%-os tisztasdgi IGF-1-et eredményez.

Kisérleti koriilmények: Vydac 218 TP 510 RP-HPLC
oszlop, 10x250 mme-es; elvilasztdsonként aliquot részek
(200 Wl 1:10-re besiritve); AUFS 0,5 200 nm-nél; dram-
lasi sebesség: 3 ml/perc. Eludl6szer: A - 0,1% trifluor-
ecetsav, B — acetonitril és viz 8:2 ardnyd elegye + 0,07%
trifluor-ecetsav; 3 percig a B részardnya 35%, majd 30
perc alatt 45%-ra noveljiik. A kapott frakci6kat vizzel hi-
gitjuk 1:1 ardnyban é€s liofilizdljuk.

b) A pCVVPAPFL-IGF-1(UASI) térzs fermentdcid-

Jjabol nyert IGF-1 jellemzése

RP-HPLC elemzés szerint a tdpkozegbdl ekiiloni-
tett IGF-1 [v6. 10. a) példa)] azonos a hiteles, szérum-
bél nyert IGF-1-gyel.

Izoelektromos pont: pl=8,6 (izoelektromos féku-
sz4lds, a protein TCA-val végzett kicsapésa).

Az aminosavdsszetétel meghatdrozdsa

A tiszta IGF-1 koriilbeliil 2,5 pug-jat 24 6rét hidroli-
zéljuk 6 n sésavoldattal 110 °C-on, majd a Chang és
munkatdrsai 4ltal leirt médszerrel [DABS-Cl médszer:

Eredmények:

Ciklus 1 5

Methods in Enzimology, 91, 41, (1983)] elemezziik. A
hidrolizdtum Osszetétele a kovetkez6:

5 | AT Hidrolizétum Amino- | Hidrolizétum
Asp 57 ) Ile 0,7 ¢}

Thr 3,2 3) Leu 59 6)

Ser 52 %) Tyr 2,8 3)

10 Glu 6.5 ) Phe | 39 4)
Pro 53 %) His - -

Gly 7.2 ) Lys 30 3)

Ala 6.1 6) Arg 6,0 6)

15 Val 2,7 3 Met 0,9 1)

Cisztin 2,2 3 osszes (70)

Részletes szekvenciaelemzés
A tiszta IGF-1 70 ug-jdt (10 nmol) szokédsos szek-
20 venciaclemzésnek vetjiik ald4 Edman médszere szerint.
Az N-terminélis PTH-aminosavakat RP-HPLC segitsé-
gével hatdrozzuk meg.

10

Aminosav Gly-Pro-Glu-Thr-Leu-Cys*-Gly-Ala-Glu-Leu-

Ciklus 11 15

20

Aminosav Val-Asp-Ala-Leu-Gln-Phe-Val-Cys*-Gly-Asp-

Ciklus 21 25

30

Aminosav Arg-Gly-Phe-Tyr-Phe-Asn-Lys-Pro-Thr-Gly-

Ciklus 31 35

40

Aminosav Tyr-Gly-Ser-Ser-Ser-Arg-Arg-Ala-Pro-Gln-

Ciklus 41 45

Aminosav Thr-Gly-Ile-Val-Asp-Glu-n.d.-

n.d. jelentése: nem hatdroztuk meg

50
n.d.-Phe-Arg-

*  jelentése: a Cys(6)-ot és Cys(18)-at kiilén hatdrozzuk meg jéd-acetamiddal végzett karboximetilezéssel.

A részleges szekvencia az 1. aminosavt6l az 50-ig
ennek alapjin azonos a hiteles IGF-1 kozzétett primer
szekvencidjdval.

C-termindlis elemzés

A tiszta IGF-1-et Y-karboxipeptiddzzal emésztjiik
és a felszabadult aminosavakat aminosav analiz4torral
hatarozzk meg [v6. Chang, 1.Y., Knedel, R., Braun,
D.G.: Biochem. J., 199, 547].

Eredmények:
aminosav 70
5 perces emésztés: -Ala
120 perces emésztés: Ser-Ala

Ldtszélagos molekulatomeg

30 pg IGF-1-et SDS karbamid gélen SUDS-gél;
[v6. Kyte és munkatdrsai: Anal. Biochem., /33, 515,
(1983)] elemziink. Egy sdvot észleliink, amely 6000-
7000 Dalton ldtszélagos molekulatomegnek felel
meg.

40 Molekulatomeg meghatdrozdsa FAB-MS-sel

Az IGFl-et gyors atom bombézdsos pozitiv ion
tomegspektrometridnak (FAB-MS) vetjik ald. Készii-
1ék: ZAB-HF t6megspektrométer a VG-Analytical Ltd-
t61 (Manchster); métrix: tioglicerin; bombédz4s xenon-
nal; ionenergia 3 keV; kiilsG kalibrélds Cssgl,g-€l (mo-
lekulatémege 7667,4).

tapasztalati képlet

molekulatémeg (szdmitott)

molekulatomeg (tallt)

45

C331Hs18Ngq010157
7648,71
7648,07
50

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards UAS1 (PHOS) és/vagy UAS2 (PHOS)
szekvencidkat tartalmaz6 DNS-fragmentumok és
szubfragmentumaik el64llitdsdra, amelyekben az UAS
funkcié megmarad, azzal jellemezve, hogy egy PHOS-
gént tartalmazé DNS-t, vagy a PHO5-gént vagy annak
5’-termindlis részét megfelelS restrikciés endonukles-
zokkal hasitunk és adott esetben a fragmentumokat egy

55

60
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exonukledzzal révidftjiik, majd az igy kapott fragmen-
tumok koziil kivdlogatjuk azokat, amelyeknek UAS-
funkci6ja megmaradt, és a fragmentumokat vagy
szubfragmentumokat elkiilonftjiik, vagy a fen DNS-
fragmentumokat vagy szubfragmentumokat kémiai
DNS-szintézissel dllftjuk el6.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards UAS1 (PHOS) és
UAS2 (PHOS) szekvencidkat tartalmazé fragmentum
el6allitasdra, azzal jellemezve, hogy a PHOS-gént tartal-
maz6 DNS-t, a PHOS-gént vagy annak 5’-terminélis
részét a BamHI és Bstll restrikciés endonukledzokkal
hasitjuk, ajd a 368 bézisparnyi fragmentumot elkiils-
nitjiik.

3. Az 1. igénypont szerinti eljards UAS1 (PHO5)-6t
tartalmazé fragmentum el64llitdsdra, azzal jellemezve,
hogy a PHOS-gént tartalmaz6 DNS-t, a PHOS5-gént
vagy annak 5’-termindlis részét BamHI és Clal restrik-
ciés endonukledzzal hasftjuk, majd a 268 bazisparnyi
fragmentumot elkiilonftjiik.

4. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy
GAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCA
CTTTATATATAATTTAATCGTGCAAAAGCGT

szekvencidji DNS-t kémiai DNS-szintézissel 4llit-
juk el§ és adott esetben az eldllitott DNS-t szintetikus
kapcsol6 szekvencidkkal l4tjuk el.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdrdas UAS2 (PHO5)-t
tartalmazé fragmentum el&dllitasdra, azzal jellemezve,
hogy a PHOS-gént tartalmaz6 DNS-t vagy annak 5’-
termindlis részét Clal és BstEII restrikci6s endonukle-
4zzal hasitjuk, majd a 100 bazisparnyi fragmentumokat
elkiilonitjiik.

6. Eljaras élesztd hibrid-promoter el&éllitdsara, az-
zal jellemezve, hogy egy, az éleszt6 PHOS gén UAS]
és/vagy UAS2 szekvencidjat tartalmazd S’ irdnyban
elhelyezked§ upstream promoter egységet, egy PHOS-
t6] kiilonbdzs éleszté gén 3’ irdnyban elhelyezked§,
miikodSképes TATA-boxot tartalmazo, és a transzlaci-
6s start-kédon kozelében végz3d6 downstream-promo-
ter egységéhez kapcsolunk.

7. A 6. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy az éleszt6 PHOS-gén UAS] és/vagy UAS2 szek-
vencidjat tartalmazé, 5’ irdnyban elhelyezkedd, up-
stream promoter egységet az éleszté GAPDH gén 3’
irdnyban elhelyezkedé a GAPDH gén -300. és —180.
nukleotidja k6zott kezd6d4 és a —1. nukleotidjandl vég-
26d6 downstream promoter egységhez kapcsoljuk.

8. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy 5° irdnyban elhelyezkedS, upstream promoter
egységként az éleszté PHO5 gén 5’ régiGjdnak 368
bézispar hossziségdi BAMHI-BSTEII fragmentumat
alkalmazzuk.

9. A 6. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy 5° irényban elhelyezkedS, upstream promoter
egységként az éleszt§ PHOS gén 5° régidjdnak 268
bézispar hosszisdgi BamHI-Clal fragmentumat alkal-
mazzuk.

10. A 6. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy 5’ iranyban elhelyezkedd, upstream promoter
egységként az éleszt6 PHOS gén 5' régidjdnak 100
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bézispar hosszissgd Clal-Bstell fragmentumét alkal-
mazzuk.

11. A 6. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy 5’ irdnyban elhelyezkedS, upstream promoter
egységként az aldbb megadott szekvencidjd, 31 bazis-
paros DNS-fragmentumot alkalmazzuk:
GAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCA
CTTTATATATAATTTAATCGTGCAAAAGCGT

12. A 6. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy 5’ irdnyban elhelyezkedS, upstream promoter
egységként UAS1 (PHOS) és UAS2 (PHO5) szekvenci-
4kat tartalmazot alkalmazunk.

13. A 6. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy 5§’ irdnyban elhelyezkedd, upstream promoter
egységként UAS1 (PHO5) szekvenciét tartalmazét al-
kalmazunk.

14. A 6. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy 5' irdnyban elhelyezkedS, upstream promoter
egységként az UAS2 (PHO5) szekvencidt tartalmaz6t
alkalmazzunk.

15. A 6. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy 3’ irdnyban elhelyezked§, downstream promoter
egységként valamely glikolitikus enzimet kédolé
éleszté gén promoterébSl szdrmaztathatét alkalma-
zunk.

16. A 6. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy 3’ irdnyban elhelyezkedd, downstream promoter
egységként az éleszi6 GAPDH gén promoterébdl szér-
maztathat6t alkalmazunk.

17. A 6. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy 3’ irdnyban elhelyezkedS, downstream promoter
egységként az éleszt6 GAPDH gén —199-t6] —1-ig ter-
jed6 nukleotidjainak szekvencidjat tartalmazét alkal-
mazunk.

18. A 6. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy 3’ irdnyban elhelyezked6, downstream promoter
egységként az éleszt6 GAPDH gén -263-t61 —1-ig ter-
jed6 nukleotidjainak szekvencidjat tartalmazét alkal-
mazunk.

19. Elj4r4s éleszt6 hibrid-vektor el64llitdsdra, azzal
jellemezve, hogy egy, a 6. igénypont szerint el§allitott
hibrid-promotert upstream irdnyban egy €lesztS szdm4-
ra heterol6g polipeptidet k6dol6 DNS fragmentum elé
kapcsolunk, és az ilymédon elSdllitott DNS molekuldk
koziil egyet vagy tobbet éleszt§ vektor DNS-be inszer-
tdlunk.

20. A 19. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy egy, a 7. igénypont szerint el64llitott hibrid-
promotert upstream irdnyban egy €élesztS szdmdra hete-
rolég polipeptidet k6dol6 DNS-fragmentum elé kap-
csolunk, és az ilymédon eldéllitott DNS molekuldk
koziil egyet vagy tobbet éleszt6 vektor DNS-be inszer-
tdlunk.

21. A 19. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy hibrid-promoterként a 8-18. igénypontok bar-
melyike szerinti eljards alapjan elGdllitott promotert
alkalmazunk.

22. A 19. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy az éleszt5 vektor DNS-be 1-4 darab DNS-
molekuldt inszertalunk.
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23. A 19. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy az éleszt§ vektorba egy DNS molekuldt in-
szertlunk.

24. A 19. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy hibrid-plazmidot vagy pedig line4ris hibrid-
vektort 4llitunk elé. :

25. A 19. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy magasabbrendd eukariétab6] szdrmaztathat6
polipeptidet kédol6 DNS-szekvencidt tartalmazé hib-
rid-vektort 4llftunk els.

26. A 19. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy az élszet§ hibrid-promotert kozvetleniil az
érett heterol6g polipeptid kédol6 régi6jdhoz kapcsol-
juk, olymédon, hogy a kapcsoldsi helyre egy ATG
kédont inszertdlunk.

27. A 19. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemez-
ve, hogy szigndl szekvencidt tartaimazé polipeptid ké-
dolé DNS-fragmentumot alkalmazunk.

28. Eljarés transzformdlt élesztSsejtek elGallitdsdra,
azzal jellemezve, hogy az élesziSsejteket a 19. igény-
pont szerint elddllitott hibrid-vektorral transzformail-
juk.

29. A 28. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az élesztSsejteket a 20. igénypont szerint
eléallitott hibrid-vektorral transzformaljuk.

30. A 28. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az élesztSsejteket a 21-27. igénypontok bar-
melyike szerinti eljards alapjan el64llithat6 hibrid-vek-
torral transzformaljuk.
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31. A 28. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy éleszt6 gazdaként valamely Saccharomyces
cerevisiae torzset hasznélunk.

32. Eljaras heterol6g polipeptid el&éllftdsdra élesz-
t6ben, azzal jellemezve, hogy a 28. igénypont szerint
eldallitott élesztS sejteket tenyésztjiik és az expresszélt
heterol6g polipeptidet izoldljuk.

33. A 32. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy a 29. igénypont szerint el&dllitott €leszts sej-
teket tenyésztjiik és az expresszélt polipeptidet izol4l-
juk.

34. A 32. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy az élesztd sejteket asszimildlhat6 formdban
szén, nitrogén és szervetlen s6 forrasokat, valamint
kivént esetben egyéb novekedést elSsegité anyagokat
is tartalmaz6 folyékony téptalajban tenyésztjiik.

35. A 32. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy a 25. igénypont szerint el&dllitott vektorral
transzformalt éleszt§ sejteket tenyésztiink.

36. A 32. igénypont szerinti eljrds, azzal jellemez-
ve, hogy éleszt§ gazdaként valamely Saccharomyces
cerevisiae torzset hasznalunk.

37. A 32. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy a 21-27. igénypontok barmelyike szerint ¢l6-
dllitott hibrid-vektorral transzformélt élesztd sejteket
tenyésztiink.

38. A 32. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy a 28-31. igénypontok barmelyike szerint el6-
allitott transzformdlt gazdasejteket tenyésztiink.
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BmeI
GG

-540 -530 - 520 -510 -500

ATCCGAAAGT TGTATTCAAC AAGAATGCGC AAATATGTCA ACGTATTITGG

-490 -480 -470 -460 -450

AAGTCATCTT ATGIGCGCTG CTTTAATGTT TTCTCATGTA AGCGGACGTC

-440 -430 -420 -410 =400

GTCTATAAAC TTCAAACGAA GGTAAAAGGT TCATAGCGCT TTTTCTTTIGT

-390 -380 -370 -360 -350

CTGCACAAAG AAATATATAT TAAATTAGCA CGTTTTCGCA TAGAACGCAA

-340 -330 -320 -310 -300

CTGCACAATG CCAAAAAAAG TAAAAGTGAT TAAAAGAGTT AATTGAATAG

=290 -280 ClaI =270 -260 -250

GCAATCTCTA AAIGAA}CGA TACAACCTTG GCACTCACAC GTGGGACTAG

=240 -230 -220 -210 -200

CACAGACTAA ATTTATGATT CTGGTCCCTG TTTTCGAAGA GATCGCACAT

-190 -180 BstEII-170 -160 -150

GCCAAATTAT CAAATTG%TC ACCTTACTTG GCAAGGCATA TACCCATTIG

-140 -130 -120 -110 -100

GGATAAGGGT AAACATCTTT GAATTGTCGA AATGAAACGT ATATAAGCGC
-90 -80 -70 -60 -50
TGATGTTTTG CTAAGTCGAG GTTAGTATGG CTTCATCTCT CATGAGAATA
=40 -30 -20 -10 -1 10
AGAACAACAA CAAATAGAGC AAGCAAATTC GAGATTACCA ATGTTTAAAT
20 30 40 50 60
CTGTTGTTTA TTCAATTTTA GCCGCTTCTT TGGCCAATGC AGGTACCATT
70 80 Sall
CCCTTAGGCA AACTAGCCGA TGICGAC
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2. ABRA

Taql =670 -660 -650 -640
T%GAGT TTATCATTAT CAATACTCGC CATTTCAAAG AATACGTAAA
-630 -620 -610 -600 -590
TAATTAATAG TAGTGATTTT CCTAACTTTA TTTAGTCAAA AAATTAGCCT
-580 -570 -560 -550 -540
TTTAATTCTG CTGTAACCCG TACATGCCAA AATAGGGGGC GGGTTACACA
=530 -520 -510 -500 -490
GAATATATAA CACTGATGGT GCTTGGGTGA ACAGGTTTAT TCCTGGCATC
-480 =470 -460 =450 =440
CACTAAATAT AATGGAGCCC GCTTTTTAAG CTGGCATCCA GAAAAAAAAA
-430 -420 -410 =400 -390
GAATCCCAGC ACCAAAATAT TGTTTICTTC ACCAACCATC AGTTCATAGG
-380 -370 -360 -350 -340
TCCATTCTCT TAGCGCAACT ACAGAGAACA GGGCACAAAC AGGCAAAAAA
-330 =320 -310 -300 -290
CGGGCACAAC CTCAATGGAG TGATGCAACC TGCCTGGAGT AAATGATGAC
-280 -270 -260 -250 -240
ACAAGGCAAT TGACCCACGC ATGTATCTAT CTCATTTTCT TACACCTTICT
-230 -220 -210 -200 -190
ATTACCTTCT GCTCTCTCTG ATTTGGAAAA AGCTGAAAAA AAAGGTTGAA
-180 -170 -160 -150 -140
ACCAGTTCCC TGAAATTATT CCCCTACTTG ACTAATAAGT ATATAAAGAC
-130 -120 -110 -100 -90
GGTAGGTATT GATTGTAATT CTGTAAATCT ATTTCTTAAA CTTCTTAAAT
-80 -70 -60 -50 Dral -40
TCTACTTTTA TAGTITAGTCT TTTTITTTAGT TTT!\AAACAC CAAGAACTTA
-30 Taql =20 -10 -1
GTTT%GAATA AACACACATA AATAAACAAA ATG
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3. iBra
EcoRl
Pst| [Cla)/Tag-27
GAPDH
[Cla]/Taq-675
BamHl
1. Bamdl emésztés
7 Bal3l L
3 3gllI kapcsold ligdlés
L.  gyliriis szerkezet visszadllitédsa
Pt EcoRl
[Cla)/Taq-27
GAPDH-E
pOAPDH-E
Bglll
L.
1. Tagl emésztés 1. 3g111 emésztés
2. linker ligdlés 2. Beokl " .
3 BglIll emésztés 3 & 3,5 kilobdzisnyi
' ot ) " frasmentumn elkiilonitese
L. a 266 bdzispérnyi =
‘ fragmentum elkulbnitése"
GAPDH-E
Bglll Taql EcoRl EcoRl Pstl Bgl il
EcoRi Tagql
Pstl [/, GAPDH-E

Bglll
pGAPDH-EL
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a. pGAPDH-FL

ACCAGTTCCC TGAAATTATT
GGTAGGTATT GATTGTAATT
TCTACTTTTA TAGTTAGTCT
GTTTCGAATA AACACACATA

b. pGAPDH-EL

5'~GATCTGCGC
ATTACCTTCT GCTCTCTCTG
ACCAGTTCCC TGAAATTATT
GGTAGGTATT GATTGTAATT
TCTACTTTTA TAGTTAGTCT
GTTTCGAATA AACACACATA

HU 211207 B
Int. C1S: C 12N 15/81

5'~GATC
CCCCTACTIG
CTGTAAATCT
TTTTTTTAGT
AATAAAG-3'

ATGTATCTAT
ATTTGGAAAA
CCCCTACTTG
CTGTAAATCT
TITTTTTAGT
AATAAAG-3'

30

TGCTGAAAAA
ACTAATAAGT
ATTTCTTAAA
TTTAAAACAC

CTCATTTTICT
AGCTGAAAAA
ACTAATAAGT
ATTTCTTAAA
TTTAAAACAC

AAAGGTTGAA
ATATAAAGAC
CTTCTTAAAT
CAAGAACTTA

TACACCTTCT
AAAGGTTGAA
ATATAAAGAC
CTTCTTAAAT
CAAGAACTTA
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5. iBra
Hindill Hind 1
Psti Pstl EcoRl
R
am BamH|
P BamH|
EcoRl IFN
P
A Pstl EcoRl
Sall BamHl
pII/R pMLILT pJDB207R/IF fe-3) BamHl
1. 2corI emésztés 1. dcoRI emésztés |1 BamHI emésztés
2. 3amdI " 2 3amil It 2. alkalikus fosz-
3az 534 bdzispédr- |3 @ 221 bdzispdr- Tatdz
nyi fragmentum nyi fragmentwa (3 a 6,8 kilobdzis-
elkiilonitése elklilonitése nyi fragmentum
elklilonitése
PHOS
E6L BamHl
BamH! EcoRI EcoRl BamHl
' l BamH!
l ligdlas
EcoRl 24

LEU?2
EcoRl

Pstl

Sall gami

Hindll
Pstl

BamH|
oL

EcoRl
pJOB207R/PHOS-EGL
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6 . iera
Hindlll
P Clal "% pey
BamHl
p3/yY EcoRl pJ0B207R/PHOS-EGL
Clal

1. Clal emésztés|] BgllI ea. [yScorl emésztf HindIII emészt
7 Klenow polimepdz BcorI *|,HindIII ™ 9 Sall "
3 B51II kapcs.lify. 266bp friy 6CObpfragn.|y

. L D S At 36.1 kb fragm.
kési%l emé?ztés izolalszsa izolalidsa izoldldsa
sa !
§ 548bp fragm.
izoldlésa |
! ‘ 1 Hindli
UASTIPHOS) GAPDH- E EG6L
Sall BamHl | Bglll Bglll EcoRl EcoRl BamHl Hindlll Sall
| | |
l HindIl!
EcoRl Bami
EGL

EcoRl pJ0DB207/PAPEL-EGLIVAST)
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7. ABRA
EcoRl
ampR HIR
pML 310
BamHl
1.2coRI emésztés
2 nukleiz 5
3. alkdlin foszfatiz
L. kapcsolé ligdlds(L)
Hagml
5?4GCGTCGACGCT-3?
PTCGCAGCTGCGA
5. IZOPROPNAOLOS KICSAPAS
6. a gylriis szerkezet visszadllitdsa
!
L Hgal
Pvul
R HIR
am
P pML 3101
BamHi
1. Bam¥l emégztés
7. rvul "
3 HEzal "
h' 0.2kb Hpal-3Bau:il fragmentum
" elkiildnitése
Ta
Hgal BamHl
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8 . iBra
EcoRl
Sall . EcoRl
Hindlli
BamH| l umpR
PHO5
Ball '™ Xho!

p31/PHOS-TPA 18

{

HU 211207 B

Int. C1.%: C 12N 15/81

1. 3211 emésztés
2 kppcsolé ligdlés(L)
5 *~CCAATGCA
3?7 OGTPACGTCAACA
3 Bamdl emisztés

L 0.6 kb fragm. elkiildn.|

promoterss l SS=jelz8szekvenct

BamH|

Hall Hgal

Sall BamHl EcoRl

Hindlll

BamHl

TPA

pJ0B207R/PHOS - TPA[12-2)

1. BandI emnésztés

2. alkdlikus foszfataz

3. 64 8

Hindlli

BamH|

BamHl

Hgal

BamH|

a 7. dbrébdl

EcoRl

amp

BamHl

Ball

34

EcoRl

Hindll|

HiR
BamHl
pJ0B207/PHO5- HIR

kb frazgm.elkiilonitése
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g . ABRA
Hind 1l
BamHI
' HIR
p31/R Druli\/ Dral
BamHl pJ0B207/PHO5-HIR
1 Becorl emésztés
9 BamHI "
3 234 bp fragm. 1.Dral emésztés |1 Bamhil emésztés
elkiilonitese 24.2 kb fragm. |9 HindIII "
elkildnitése |3 6.5 kb fragm.
3 kapcs.ligdlds elkiilonitése
‘ L. BcoRI emésztés

5 HindIII emészt,
g 643 bp fragm.

h elkiilonitése
{

|
s, HIR Hind!l
FSS R
EcoRl Dral BamHl  Hind!Il
Bami|
ligaléds
|
Hindill

EcoRl  pJDB207/PHO5(Eco)-KIR
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16kb
)

R HIR R
P TN\ GAPOH-F anp
Ball
Ball UAS1+UAS2(PHOS]  Ball Ball
Sall  BamHl Sall BamHl
pJ0B207/PAPFL-HIR (UAS1+UAS2) pJ0B207/PHOS - TPA1B
1.5all emésziés 1. 3211 emésztés
7.1indII1 " 2 HindIII
33all " 3.2.6kb fragna.
4,920 bp fragm. elkiilonitése
elkiilonitese k.3all emésztés
5 1.8kb fragm.
‘ elkiilonitése
|
UASH+UAS2 GAPOH-F SS _ TPA __
Sall BamHl Ball Ball Xho! Hindlll

pJ0B207
1. 5211 emésztés

2 HindIIX " ligalds

6.2kb fragm.
“elkiilonitése

1 Hindli

Sall BamHl
pJDBZU7/PAPFL'TPAlUAS1+UA52)

Kiadja az Orszdgos Taldlmdnyi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Gyurcsekné Philipp Clarisse osztalyvezetd
ARCANUM Databases - BUDAPEST
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