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DNR NUKLEOTIDINES SEKOS NUSTATYMO BUDAS IR PRIEMONIY RINKINYS

§is i%radimas skirtas DNR nukleotidinés sekos nustatymo bi-
dui, tawme tarpe ir automatiniawms DNR sekvenavimo biudams.

Apskritai, DNR nukleotidinés sekos nustatywas grindZiamas bu
du, kurj pasitlé F. Sengeris ir kt./Proc. Nat. Acad. Sci. HSA, v.
74, p. 5463, 1977/ ir kurj sudaro fermentiné viengrandinés DNR
sintezé, panaudojant viengrandinés DNR matricg ir pradweni. Paé?e
gus § 1 pav., matyti, kad vykdomos 4 atskiros sintezés. Viengran-
diné matrica naudojama kartu su pradweniu, kuris hibridizuojamas
su matrica. Pradmuo ilginamas panaudojant DNR polimeraze, ir kiek
viena reakcija baigiasi ties specifine baze /guaninas, G, adeni-
nas, A, timinas, T, arbé citozinas, C/ prisijungus atitinkamam
grandinés augimg stabdandiam agentui, pavyzdZiui, didezoksinukleo
tidui. Dabartiniﬁ metu naudojant éi sekos nustatymo bidg, vartojs

wi sekantys fermentai: Escherichia coli DNR polimerazés didysis
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fragmwentasI/Klenovo fragmentas/, atvirk¥tiné transkriptaze, Tag
polimerazé ir T7 bakteriofago DNR polimerazés modifikuota forma.

I pav. matyti, kad DNR sintezés keturiy reakcijy pasékoje
gaunamos DNR produkty keturios serijos, kuriose kiekvienas produk-
tas turi vieng pastovy galg, o kitg - kintawg. Pastovusis galas
prasideda pradmens molekule. Kintamas galas baigiasi grandinés
augimg stabdandiu agentu, specifiniu nukleotido bazei /arba G,A,
T, arba C/, ties kuria sintezés reakcija sustoja. Keturios skir-
tingos produkty serijos frakcionuojamos priklausomal nuo molekuli-
nés masés didelés skiriamosios gebos poliakrilamidiniawme gelyje
elektroforezas bidu keturiuose skirtinguose takeliuose taw, kad
buty gautos keturios juosty serijos, kur kiekviena juosta gelyje

atitinka pagal sekg DNR nukleotidinéje sekoje specifiniam nukleoti-
dui. Tokiu budu, juosty santykinés pozicijos identifikuoja kiek-
vienos nukleotidy bazés vietq}DNR nukleotidinéje sekoje. Apskritai
paémus, DNk produktai Zywimi, kad gautas juostas buty lengva ap-
tikti. Kaip matyti I pav., viename takelyje esandiy juosty inten-
syvumas nevienodas, kadangi intensyvumas tiesiogiail susijegs su to
paties molekulinio svorio DNR produkty kiekiu ar kbncentracija,
esandia tame takelyje, 0 tas kiekis svyruoja ir kiekvienamwe pro-
dukte yra kitoks, net jeigu jie ir turi apytikrial panady moleku-
1ini svori ar turi tokji pat grandinés augimo stabdymo agentsg.

Pasitilytos jvairios DNR nukleotidinés sekos nustatymo auto-
matinés sistemwos, péremtos auk$&iau apra¥ytos metodikos panaudoji-

DU. Vienas tokiy pristaisy, kuriuos gawina EG&G firua, naudoja

32P-%yme ir DNR polimerazeg, 0 reakcijos metu gautus DNR produktus

frakcionuoja elektroforezss gelyje budu. Tonegucco ir kt., Biotech-
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niques 6, p. 460, 1988, 32P-detektorius skanuoja radioaktyvunmg
apatinéje gelio dalyje, praeidamas pro pastargjg dali. Keturios
sintezés reakcijos bitinos kiekvienos matricos seky analizei, ©
taip pat reikalingi ir keturi takeliai kiekviepame gelyje, atski-
ras takelis reikalingas produktams, besibaigiantiems grandinés
augimo stabdymo agentu, kaip tai parodyta, pavyzdZiui, I pav.

Kanbara ir kt., Biotechnology, 6, p. 816, 1988, 32P-paZyms-
tg pradmenj, aprasyts aukX&iau, pakeité pradmweniu, pazymétu fluo-
rescentu. Gauti reakcijos metu fluorescenciniu agentu paZyméti
produktai apatinéje gelio dalyje suZadinawi lageriu, o fluorescer
cinis agentas aptinkamas STV-monioru. §ios procediiros metu reikic
keturiy sintezés reakcijy ir keturiy takeliy gelyje kiekvienai
analizuojamwail mwatricai.

Applied Biosystems firma gawmina prietaissg, kuriame panaudo-
jawi keturi skirtingi pradwmenys, kuriy kiekvienas Zymimas savu
fluorescenciniu mwarkeriu. Swith ir kt., Nuc. Acid. Res., 13, p.
2399, 1986 ir Nature, v. 321, p. 674, 1986. Kiekvienas pradwmuo
naudojamas atskiroje reakcijoje, turinéioje vieng i¥ keturiy di-
dezoksinukleotidy. Atlikus Zias keturias reakcijas, Jjos apjungia-
mos ir analizuojawos vienawe gelilo takelyje. Lazeris apatinéjé ge
lio dalyje naudojamas tam, kad buty aptikti fluorescenciniai pro-
duktai po to, kai jie buvo panaudoti elektroforezei gelyje. Si
sistema reikalauja keturiy atskiry renattracijos ir keturiy ats-
kiry sintezés reakcijy kiekvienai ﬁatricai, ta¢iau pakanka vieno
takelio gelyje. Sios sekos kompiuteriné analizé pasidaro papras-
tesné, negu tuo atveju, kai viename takelyje bina keturios Juos—

tos.

DiuPon firma gawina prietaisq, kuriame skirtingi fluores-—
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cenciniai markeriai "prikabinami" prie kiekvieno i3 keturiy dide=
zoksinukleozidtrifosfaty. Prober ir kt., Science, v. 238, p.336,
1987. Bhtina viena renataracijos stadija, viena polimerazés reak-—
cija /turinti kiekvieng i% keturiy Zyméty didezoksinukleozidtri-
fosfaty/ ir vienas takelis gelyje, naudojawawe sekos analizei. Kg'
turi skirtingi fluorescenciniai warkeriai DNR produktuose aptin-
kami atskirai Jjy elektroforezés gelyje metu.

Englert ir kt. JAV patente Nr. 707 237 /1987/ apraso dau--
giakanali prietaisg elektroforezei, turintj priemwong, iZdéstyts
gelio plotyje ir galincig registruoti Zymetus DNR produktus, mig-
ruojandius pro ¥j detektoriy j keturius atskirus takelius, ir su-
sekti ta takelj, kuriawe yra pavyzdys. Pirmenybé teikiama varianQ
tui, kuriawe naudojama radioizotopiné Zymé. |

Dabartiniu wetu naucdojamy DNR nukleotidinsgs sekos nustatymb
budy charakteringu bruoZu yra tai, kad DNR produktus, Zymétus
fluorescenciniais ar radioaktyviais agentais, reikia atskirti pa-
naudojant j geli isiterpencius budus, tokius kaip elektroforezs
poliakrilamide ar kitame gelyje, 0 po to aptikti juos i¥sidésdiu-
sius jsiterpimo ar judéejimo gelyje a¥yje vienas kito atévilgiuf‘
Sio budo tikslumg sglygoja i% dalies signalo juostoje vienoduwas,
prasiskverbus gelyJje tuo padiu atstumu. Signaly intensyvumy skir—
tumai ar variacijos tarp artimy Jjuosty kelia kai kurias problemés
Visu pirwa, tai suma%ina wetodo jautrumg, kuris apsiriboja suge?
béjimu surasti Jjuostas, turinéias padius silpniausius signalus.k
Antra, iskyla sunkumal nustatant ar §i juoéta su silpnu signalu -
tal realus signalas, kylantis 1% grandinés augimg stabdanéio agén
to, ar tai tik artefaktas, kurji sukelé pauzés DNR saitas, kuriam’e

polimerazé i¥siskiria. Tredéia, tal maZina sekos nustatymo tikslu-
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wg tarp artimy juosty, kadangi vienos juostos stiprus signalas
gali "uZdengti" savo "kaimynés" silpna signalg. :

Sis i%radimas i¥sprendZia visas auk¥diau paminétas proble—
mas, kadangi pagal ji seky analizés reakcijos metu gaunawi apy-
tikriai vienodi kiekiai to paties wolekulinio svorio DNR produk-
ty, ir toklu bldu artimos juostos seky analizés gelyje tame pa-
diame takelyje pasi’ymi apytikriai vienodu intensyvumu. '

Apytikriai vienodo intensyvumo juostos sujungimo galimybél
labai naudinga, kadangi tai leid%ia sekos analizés metu bet ku— 
rios reakcijos rezultatus i¥¥ifruoti paprasdiau ir patikimiau. Be
to, kadangl sekos analizés reakcijos DNR produktai su specifini@
grandinés augimo stabdymo agentu sudaro juostas, turindias pana4
S3ius intensyvumus kaip ir kaimyniniy Jjuosty, tai padios Juostos
intensyvumas suteikia specifine Zywg visai serijai tokiu badu
gauty juosty. Apytikriai to paties molekulinio svorio DNR produk¥
ty kiekis, sglygotas grandinés augimo stabdymo agento, varijuoja
priklausomai nuo ¥io agento koncentracijos. Taip panaudojus kiek-
vieno i¥ stabdymo agenty kitg koncentracijg sintezei, DNR produk?
tus, jungiandius vieng grandinés augiwmo stabdymo agentg, skiria
nuo DNR produkty mazdaug to paties wolekulinio svorio, bet jun—‘
gian¢iy kitus grandinés augimo stabdymo agentus, tuo,kad jie ski-
riasi skaidiumi ar kiekiu; tuo budu, DNR produkty juostos gali bu-
ti identifikuotos pagal grandinés augimo stabdywo agentg, tiesioé
pagal ju intensyvumg, palyginus su gretimy juosty intensyvumu. DVj
ar daugiau DNR produkty serijos, kuriose kiekviena serija turi |
skirtingus grandinés augimo stabdymo agenfus,_gali biati analizUo¥
Jamos gelyje viename takelyje ir gali buti identifikuotos, t.y. f
tarpusavyje atskirtos pagal kiekvienos juostos intensyvumg, paly-

8intg su kaimyniniy juosty intensyvumu. Be to, DNR produkty, jun-
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giandiy skirtingus grandinés augimo stabdywo agentus, sintezé ga-
1i vykti nebutinai atskirai atskirose talpose, o visa tal gali‘
vykti vienu metu vienawe wreakcijos inde, ir galima panaudoti vie-
nodg Zywe, pavyzdZiui, radioizotoping, fluorescencing ir t.t.,bjei
gu tai blUtina, visiews grandinés augiwo stabdywo agentaus, vieto=
je to, kad panaudoti kiekvienam i¥ jy skirtingg Zywe, o tai Zy-
miai supaprastina eigsg. ' '

Bitina pa?ywméti, kad stebimas visy DNR produkty juosty in-—
tensyvumo palaipsnis ma%éjimas skverbimosl per gelj eigoje: tié,'
kurie prasiskverbé trumpesnj atstumg, rodo waZesni intensyvumg
palyginus su tais, kurie nukeliavo toliau. NeZidrint to, kiekvie—
nos juostos santykinis intensyvumas palyginus su kaimyninémis
juostomis bet kuriame tadke i%¥ilgai a%ies, lieka ma%daug vienodas.
Santykinio intensyvumo i¥saugojimas viso prasiskverbimo gylio at-
stume sglygojo $io ijradimo galimybeg.

"Kaimyninémis Jjuostowmis" suprantamos juostos, esandéios Vie—
name ir tame padiame takelyje 20-30 wm { priekj arba atgal nuo ti-
riamos juostos atskaidéiuojant pagal prasiskverbimo asj. Bendrai
paémus, kaimyninés juostos apima DNR produktus, besiskiriandius
nuo tiriamwo produkto ne daugiau kaip 20 baziy /t.y. masiy skirfu—
mai ne daugiau 6000 daltony/. k

Apskritai, $iaw i3radimul bidingas DNR polimeraszés panaudo%
Jjimas. = DNR sekos analizés reakcijose, kuris sekos analizés reak-
cijoje duoda DNR produktus, turinéius mwenkal besiskirianéius wmole-
kulinius svorius, ir apytikriai vienods produkty kiekj. Kadangi
tokius DNR produktus i¥skirsto gelio matricoje, pastarieji
sudaro Jjuostas, kurios yra arti viena kitos ir pasiZywi panadiu E

intensyvumu. Neapsiribodamas kokia nors konkreéia teorija, parei$
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kéjas %itri i intensyvumo vienoduwo pasireifkiwmg, kaip j faktq, ,
rodantj, kad 3%i polimerazé neskiria normaliy nukleozidtrifosfaty
nuo grandinés augimo stabdymo agenty, tokiy, kaip didezoksinukleo-
zidtrifosfatai. ‘

Pirmuoju aspektu, atitinkamai ¥iawm i%radimui, sitlomas DNk
nukleotidinés sekos nustatymo budas, susidedantis i¥ 8iy stadijy:
viengrandinés DNk gavimo, jos renatiuracijos, tawm, kad pradmuo ga-
16ty hibridizuotis su viengrandine DNR ir gautysi renattruotas wi-
§lnys, renaturuoto wisinio inkubacijos su dezoksiribonukleozidtri-
fosfatu, DNR poliweraze ir pirmuoju grandinés augimo stabdymo
agentu tokiomis sglygowis, kai polimerazé ilgina pradweni ir su—
formuoja pirmg "serijg" pirmyjy DNR produkty, besiskirianéiy pa-
ilginto pradmwens ilgiu, kai tuo tarpu kiekvienas pirwas DNR pro—l
duktas savo pailgintame gale turi grandinés augimo stabdywo agen-
tg; kiekvieno pirmojo DNR produkto kiekis apytikriai toks pats
visiews DNR produktams, kurie skiriasi savo ilgiu 1-20 baziy. Ge-
resnlawe variante sitlomas budas %alia anksé&iau pawinéty dar api-
ma sias stadijas: pirmyjy DNR produkty frakcionavimg gelyje pagal
molekulini svori taw, kad buty gauta Juosty pirmoji serija, kurio-
je kiekviena juosta - tai taw tikro molekulinio svorio pirmasis
DNk produktas, ir visy gretimy Juosty intensyvumas apytikriai toks
pats, o tuo padiu ir i% eswés visoms pPirmos serijos juostoms Jis
yra panasus; ir kiekvienos pirmos juostos padéties nustatyums.

Terminu "i¥ esmés visowms" suprantama, kad maZiausiai 9 isg
10 /arba 19 i%¥ 20/ gretimy juosty turi apytikriai vienodsg intensy-
vumg. Tai yra, tik étsitiktinés Juostos gali buti kito intensyvu-
Bo. Kito intensyvumo yra artefaktai. Vienu i§ tokio artefakto pa-
vyzdZiy yra skirtingo molekulinio svorio dvieju ar daugiau DNR

produkty "sangruda" vienos juostos viduje. 2 pav. parodytas dviejy
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tokiy "sangraody" pavyzdys, kur artefakto juostos pazymétos Zvai-
gtdute. Terminu "apytikriai vienodas" iZ¥reiskiama, kad juosty in-
tensyvumas pasikeidia daugiy daugiausia 2 kartus,?ﬁaudojant ge—
resnj variantg - ne daugiau 1,2 karto. Kalbant apie analizg gely-
je, turima galvoje poliakrilamidiniail geliai, naudojami DNR nuk-
leotidinds sekos analizei, bei visi kiti btdai, naudojami DNR pro-
dukty frakcionavimui pagal molekulinj svori.

Vienawe i¥ i%radimo varianty gaunamos apytikriai vienodo in-
tensyvumo gretimos juostos, inkubuojant DNR polimerazeg¢ tirpale su
mangano ir geleZies Jjonais.

Viename i% geresniy i%radimo varianty sitlomas budas papil-
domai jjungia stadijg, kurioje j renatiruotsg wisini jvedamas ant-
rasis grandinés augimo stabdymo agentas tokia koncentracija, kuri
skirtusi nuo pirmojo grandinés augimo stabdywo agento koncentraci-
Jos. To pasékoje DNR polimerazé susintetina antryjy DNR produkty
antrgjg serijsg, kurioje kiekvienas antras DNR produktas turi sa-
vo pailgintawe gale antrgji grandinés augimo stabdymo agentsg, o
kiekvieno antrojo DNR produkto kiekis apytikriai panasus kaip ir
visy DNR produkty, kurie skiriasi 1-20 baziy ilgiu. Tuo tarpu kie-
kis visy pirmy ir visy antry DNR produkty, kurie skiriasi 1—26 ba-
ziy ilgiu, %Zywial skiriasi. Geriausio varianto wetu antra DNR pro-
dukty serija sudaro antrg juosty serijq; frakcionuojamt gelyje pa-
gal wolekulinj svorj, kurioje i esmés visy gretimy antros serijo:
Juosty intensyvumas apytikriai vienodas, 0 i3 esmés visy pirmos
serijos juosty intensyvumas ryskiai ir "akivaizdziai" skiriasi
nuo antros serijos kiekvienos gretimos juostos intensyvumo. Sit-~
lomas buadas dar papiidqmai jjungia stadijg, kurios metu nustatowma
kiekvienos juostos padétisAir intensyvumas, ir savo rudZtu inten-

syvumas tampa tam tikros serijos juosty charakteristika. .
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Terminu %akivaizd%iai skiriasi" nusakoma tai, kad vienos
serijos juosta galima atskirti nuo gretimos kitos serijos juos-
tos /t.y. juostos besiskiriandios 1-20 baziy ilgiu/. Tokiu buadu,
prietaisas, matuojantis tam tikro molekulinio svorio DNk produk-
ty kieki, gali vienas nuo kito atskirti dviejy serijy DNR produk-
tus.

Dar viename geresniame variante pagal %i i¥%radimg sitlomas
bidas ijungia dar du kitus grandinés augimo stabdymo agentus ir
tuomet DNR polimerazé sintezuoja antry ir trediy DNR produkty an-
trg ir tredia serijas. Gautas kiekvieno antro ir trecio DNR pro-
dukto kiekis apytikriai vienodas kaip ir i% esmés visy DNR produk-
ty, besiskirianéiy 1-20 baziy ilgiu. Tuo tarpu kiekis visy pirmy,
visy antry ir visy treéiy DNR produkty, besiskirianéiy 1-20 baziy
ilgiu, Zywial skiriasi. Geriausiawe variante kiekviena antry ir
treéiﬁ?%boduktq antra ir tredia serija sudaro skirtingas antry ir
tred¢iy Jjuosty serijas, frakcionuojant gelyje pagal molekulini SVO-
ri, kuriose i% esmés visy antros serijos gretimy juosty intensy-
vumas apytikriail vienodas, 1% esmés visy tredios serijos'gretimq
Juosty intensyvumas apytikriai vienodas. Tuo tarpu skirtingy seri-
Ju gretimy juosty intensyvumas akivaizdZiai skiriasi. Sidlomas
btdas papildomai jjungia dar stadijas, kuriy metu nustatoma kiek-
vienos juostos padétis ir intensyvumas, ir savo ruoZtu intensyvu-—
was tawpa taw tikros serijos juosty charakteristika.

Dar viename geresniame variante pagal ¥j i¥radimg sitGlomas
budas jjungia i renatliruotg mi%inj keturis skirtingus dezoksiri-
bonukleozidtrifosfatus ir keturis skirtingus grandinés augimo éta
bdymo agentus, ir tuomet DNR polimerazé sintezuoja antrsg, tredig
ir ketvirtg serijg i antry, trediy ir ketvirty DNR produkty. Gau
tas antry, trefiy ir ketvirty DNR produkty kiekis apytikriai vie-

e
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nodas kaip ir i3 esmés visy DNR produkty, besiskiriandiy 1-20 ba-
ziy ilgiu. Tuo tarpu kiekis visy pirmy, visy antry, visy tgéiu ir
visy ketvirty DNR produkty, besiskiriandiy 1-20 baziy ilgiu, aki-
vaizdsiai skiriasi. Geriausiame variante kiekviena antra, treéia

ir ketvirta -serijos sudaro antrg, tredig ir ketvirtg juosty seri-
jas, frakcionuojant gelyje pagal wolekulinj svorj, kuriose i$ es-
wés visy antros serijos gretimy, arba tredios serijos gretimy, ar
ba ketvirtos serijos gretimy juosty intensyvumas apytikriai vie-

nodas. Tuo tarpu skirtingy serijy gretimy juostq intensyvumas aki
vaizdZiai skiriasi. Sitlowas budas papildomai jJjungia dar stadi-

jas, kuriy metu nustatoma kiekvienos juostos padétis ir intensy-

vumas, ir savo ruoztu intensyvumas tampa tam tikros serijos juos-—
ty charakteristika.

Dar vienawe geresniame variante pagal ¥j i%radimg i renatiu-
ruotg mising jvedami mangano ir geleZies jonai, kurie polimerasze
padaro grandinés augimo stabdymo agentams nediskriwinuojama. DNR
produktai frakcionuojami pagal molekulini svorj maZiau kaip ketu-
rivose gelio takeliuose. Kiekvienos juostos intemsyvumas watuoja-
mas gelio diagramy ¥ifravimo prietaisu. DNR polimerazé pasirepka—
wa 13 3iy polimeraziy tarpo: T7 tipo DNR polimerazés, E. coli DNk
polimerazés didZiojo fragmento I ir Taq polimerazés. Grandinés
augimo stabdymo agentu panaudotas didezoksinukleozidtrifosfatas.

Ry8ium su auk3&iau i¥déstytais aspektais pagal %i i¥radimg
siulowas budas viengrandinés DNR nukleotidinei sekai analizuoti,
jjungiantis Sias stadijas — arba a) DNR polimerazés gavimg ir DNR
polimerazés ir viengrandinés DNR inkubacijg tirpale Su mangano ir
geleZies jonais bei grandinés augimo stabdymo agentu, arba

b) DNR polimerazés gavimg, kuomet polimerazs tampa nediskriminuo-
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jama grandinés auglmo stabdymo agentuil.

Dar vienu artimu aspektu ¥is i8radimas sitlo budg kaip gau-
ti DNR polimerazg DNR sekos nustatymui, jjungiant stadijg, kuomet
DNR poliwerazé sumaiSowma tirpale su mangano ir geleZies jonais.

Dar vienu aspektu pagal ¥j i%radimg sitlomas tirpalas, tu-
rintis A-7 tipo arba Taq polimeraze ir mangano ar geleZies Jjonus.
- Geresniame variante 8iy jony koncentracija nuo 0,005 iki 100 mi-
limoliy.

Dar vienu aspektu pagal 5j i%radimg sitlomas priemoniy DNR
‘sekos nustatywul rinkinys, susidedantis i¥ DNR polimerazeés, gran-
dinés augimo stabdymo agento ir mangano ar gele%ies jony.

Sio iZradimo realizacijos geresniame variante polimerazé pa
sirenkama T7 tipo DNR polimerazé, E. coli DNR polimerazés I didy-
sis fragwentas arba Taq polimerazé, grandinés augimo stabdymo
agentu yra didezoksinukleotidas: i priewoniy rinkinj dar jeina ir
dezoksiribonukleozidtrifosfatas.

Dar vienu aspektu ¥is i%radimas apima ir DNR sekos nustaty-
wo automatizuotg budg, jjungianti polimerazés gavimg, kuri i¥ es—
mes yra grandinés augimo stabdymo agento nediskrimwinuojama ir_sti
muliuoja sintezg "serijos" DNR produkty, kurie skiriasi savo mo-
lekuliniu svoriu ir baigiasi vienodu grandinés augimo stabdymo
agentu. Be to, DNR produktai duoda i% esmés apytikriai wvienodo
intensyvumo gretimas juostas.

Terminu "nediskriminuojama" nusakowa tai, kad grandinés
augimo stabdywo agentai isijungia tolygiai pagal visg DNR ilgi,
nepriklausomai nuo DNR nukleotidinss sekoé. Terminu‘"apytikriai.
vienodi" nusakoma, kad intensyvumai skiriasi daugy daugiausia 2-

3 kartus.
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Dar vienu aspektu pagal &§j isradimg sitilomas DNR s@kos nu-
statymo automatinis prietaisas, susidedantis i¥ reaktoriaus, rei-
kalingo maziausia 2 serijy DNR produkty gavimui, kurie gaunami i:
vienintelio pradmens ir viengrandinés DNR. Serijos kiekvienas DN
produktas skiriasi savo molekuliniu svoriu ir gale turi grandiné:
augimo stabdymo agentg. Prietaisas turi DNR produkty frakcionavi-
mwo priemong tam, kad buty gautos juostos serijowis, i% esmés se-
rijoje visy gretimy juosty intensyvumas apytikriai vienodas, o
gretimy juosty skirtingose serijose intensyvumas skirtingas.
Prietaisas turi priemone juosty "skaitywui" tam, kad po i¥frak-
cionaviwo buty nustatyta kiekvienos juostos vieta ir intensyvu-
mas. Prietaisas taip pat turi kowpiutering jrangg tam, kad re-
miantis tieslogiai Ziniowis apie juosty .padétj ir intensyvumg,
nustatyty viengrandinés DNR nukleotiding seks.

Geresniamwe ifradimo realizacijos variante j reaktoriy de—
dawi wangano ar geleZies jonai ir T7 tipo DNR polimeraze. |

Dar vienu aspektu pagal ¥i i¥radimg siulomas tirpalas ar
rinkinys, j kurj jeina pirofosfatazé, DNR polimerazé ir grandiné:
augimo stabdymo agentas arba DITF; ir DNR nukleotidinés sekos nu-
statywmo budas, kurio metu sekos analizés reakcijoje naudojama.pi-
rofosfatazée. Ivedus | sekos analizés reakcijg pirofosfataze, su-
wazéja pirofosfato koncentracija ir padidéja gretimy juosty in-
tensyvumo vienodumas.

Bet kuriawe i¥ anks&iau paminéty aspekty mangano ir gele-—
Zies jonus galima gauti esant chelatui, tokiam, kaip citratas ar
lzocitratas. Tokiy chelaty pagalba galima geriau kontroliuoti re-
kalingo jono koncentracijg DNR sekos analizés reakcijoje.

Galiausiai, paskutiniame aspekte pagal i iSradimg sitloma



-13 -
DNR polimerazé T7 Lys 118 - Arg 145 ir DNR, kuri koduoja 3ig po-
limeraze. Si polimerazé nepasifywmi egzonukleazés aktyvumu.
Paraiskos pateikéjai nuastate sglygas, kuriy metu galima
modifikuoti DNR polimerazes taw, kad pasikeisty Jjy sugebéjimas
ijungti grandinés augimo stabdywo agentsg pailgintame pradmens ga-
le, dalyvaujant DNR matricai. Sis sugebéjimas leidzia atlikti ‘
DNR sekos analize esant maZesméms grandinés augimo stabdymo agen-
ty koncentracijoms, ir tokiu buadu, Zymiai sumaZéja DNR sekos nu-
statymo savikaina. Be to, pateikéejai nuataté, kad DNR polimerazsé:
pasizymindios tokiais sugebéjimais, produkuoja naudojaﬂose DNR
sekos analizei geliuose gretimas juostas, pasiZywindias apytik-
riai vienodu intensyvumu. Tai reikia, kad polimerazé jokiu léip—
sniu nediskriminuojamwa tarp prisijungusiy grandinés augimo stab-
dymo agenty ir normaliy dezoksinukleozidtrifosfaty. Pareiékéjas‘
parodé, kad waZiausiai tris polimerazes galima modifikuoti to-
kiu bidu, iskaitant tame tarpe modifikuotsg T7 polimeraze, E. co-
1i DNR polimerazésldidiji fragmentg ir Tagq polimerazg¢. Kitos pol:
merazés, homologiXkos auk3diau paminétoms polimerazéms, taip pat
gali buti veiklios pagal & isradius. |
Dar vienas ¥ilo i¥radimo privalumas yra tai, kad galima
lengvai paskaidiuoti bet kurio grandinés augimo stabdymwo agento,
naudojamo sekOs analizés reakcijoje, koncentracijg, kadangi juoéA
tos intensyvumas tiesiogiai susijes su bet kurio grandinés augi-

mo stabdymo agento koncentracija ir yra toks pats kiekvienam to-

kiam agentui.
S ypacé
Modifikuotos polimerazés, esandios ¥io i3radimo objektu,
naudingos sekos analizés reakcijose, kadangi reikalinga tik vien:
sekos analizés reakcija, turinti visus keturis grandinés augimo

stabdymo agentus keturiomis skirtingomis koncentracijomis. Tokiu
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budu, bet kuriai konkreliai DNR matricai galima panaudotil maéiad
keturiy skirtinguy sekos analizés reakcijy.

810 isradimo kiti skirtumai ir privalumai bus aikus, Ze—
miau pateikus jo realizacijos geresniy varianty aprasymus ir is-

radimo apibréZties punktus.

Geresniu realizacijos varianty aprasymas

Pirmiausia trumpai aprafomos iliustracijos.

Iliustracijos

I pav. péteikta DNR nukleotidinés sekos nustatymo Sengerio
ir kt. btdu schema (Zitr. auk3éiau). k

2 - 7 pav. graftilkai pavaizduotas ¥e3¥iy skirtingy geliy
DNR sekos analizés metu gauty, panaudojus Applied Biosystems fir-
mos Sekos Analizas Sistemsg, Jjuosty santykinis intensyvumas (Mode-
lis 370A). Kiekviena Jjuosta priklauso vienam gelio takeliui, tu-
riné¢iam sekos analizés reakcijos misinj, kuriame panaudota gene-—
tiskai wodifikuota T7 DNR polimerazé bei jvairis wangano ar mag-
nio wi%iniai ir skirtingi didezoksinukleozidai.

Kiekvienoje #&iy iliustracijy analizuojama DNR buvo mG PI-2
(koduojanti T7 DNR poliwmeraze, Tabor ir kt., Proe..Nat, Acad.. Sc:
USA, v. 84,p. 4767, 1987), o pradmuo —Applied Biosystems firmos

faw pradmuo. Kiekvienu atveju parodyta visa neapdorota ifeiga .
fam pradmeniui, ¥ios i3eigos pradZia ir pabaiga. Be to, parodyto:
seky pozicijos pagal jy atitinkamas pozicijas T7 tipo laukinégje
DNR ( Danc ir kt., J. Mol. Biol., v. 8, pp. 452, 1983). Kiekvie-
nawe grafike vietos, paZymétos Zvaigidute, yra "sangfﬁdos", atsi-
radusios ma%iausiai dviems skirtingo molekulinio svorio DNR'pro—
duktamé migravus { tg padig pozicijg. Tokios "sangrudos" bend-

rais bruoZais aprasytos Taboro ir kt. darbe Proc. Nat. Acad.Sci.

¥ a
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USA, v. 84, pp. 4767, 1987.

8 pav. pateiktas grafikas, rodantis DNR polimerazés (gene-
tiskali modifikuotos T7 DNR polimerazés atvejis) aktyvumui opti-
malig magnio ir mangano koncentracijg, pridéjus 4,0 wM izocitra-
to ir be jo.

9 pav. pateiktas grafikas, rodantis jvairiy izocitrato kon-
centracijy poveiki genetiskai wodifikuotos T7 DNR polimerazés ak-
tyvumui, pridéjus 10 mM wagnio arba wangano.

10 pav. pateikta plazmidés pG P5-8, koduojandios genetis-
kai wodifikuotg T7 DNR polimerazg, neturindig Lys 118 - Arg 145
aminorug¥tiy srities bei egzonukleazés aktyvumo, schema.

11 pav. pateikta automatinio sekos nustatymo prietaiso,

esantio 3io ijradimo objektu, schema.

DNR polimerazé

Siame i%radime naudotos DNR polimerazés, priklausandios ho-
wologiniy poliweraziy klasei, kaip antai, T7 tipo DNR polimera-
zés (tokios kaip T7, T8, FI, FII, H, W31, gh-1, U, AII22 arba
SP6), E. coli DNR polimerazés I didysis fragmentas ir Taqg polime-
raze. Howologinémis polimerazémis laikomas fragmwentas, kuris
esant magniui, diskriminuoja didezoksinukleozidtrifosfatsg palygi-
nus su dezoksinukleozidtrifosfatais, tadiau, kuomet magnis pakei-
¢iamas manganu, didezoksinukleozidtrifosfaty atzvilgiu diskrimina
cija sumazéja. Sias polimerazes naudoja DNR sekos analizés reakci
joje tokiowis sglygomis, kuomet Jjos produkuoja apytikriai vienodo
intensyvumo gretimas juostas (wazdaug 1,5 - 2,0~ kartines intensy
vumo variacijos), atliekant sekos analizés reakcijos DNR produkty
analizg gelyje. Terminu "gretimos" ("kaimynines") nusakomOS juos-—

tos, atstovaujanéios DNR produktus, kuriy molekulinis svoris ski-
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riasi 6000, t.y. 20 baziy.

S8io intensyvumo realus dydis ma%és slenkant i¥ilgai gelio,
tai apradyta %Zemiau ir parodytaviliustracijose. Juostos intensy-
vumas atspindi ¥ioje juostoje esandiy DNR produkty kieki. Tam,
kad buty gauta lengvai aptinkama juosté, kurios intensyvumas at?
spindi tokiy DNR produkty kiekj, naudojamos tokios Zywés, kaip
fluoroforezés arba radioizotopai. Pagal ¥ isradimg gretimos juos
tos, gautos vienos sekos analizés reakcijos wetu, dalyﬁaujant
grandinés augimo stabdymo agentui, turi apytikriai vienodg DNR
produkty kieki, ir tokiu bGdu, vienodg juosty intensyvumg. [ se-
kos analizés squgas.ieina polimerazés inkubacija, dalyvaujant
specifiniawms dvivalendéiams ar trivalenéiams katijonawms tokiews,
kaip wanganas (II ir III), dvivalentés ir trivalentés geleZies
jonai. Vienvalenliaws ir dvivalendéiaws katijonaws, kurie nepasizy
mi radimo efektu arba kurie nepalankiai veikia DNR sintezg, pri-
klauso: K, Na, Ba, Be, Ca, Ce, Cr, Co, Cu, Ni, Si ir Zn. Anijonai
nevaidina jokio vaidwens, pavyzdZiui, galima naudoti chloridsg,
acetatg ir sulfatg. Esant Zioms sglygoms, tokiemws fermentauws,
kaip E. coli DNR polimerazés I didysis fragmentas ir Taq polimera
z8, 1000 karty, o wodifikuotai T7 polimerazei - 10 karty sumaiéja
grandinés augimo stabdymo agenty tokiy, kaip didezoksinukleozidai
poreikis. ] toki tirpalg galima jdéti chelato tam, kad palengvé-
ty prieinamy dvivalencéiy metaly Jjony koncentracijos reguliavimas;
Pavyzdziui, galima prideti citrato ar izocitrato. Sie chelatai
reikalingi taw, kad, pavyzdZiui, laiswvy mahgano Jony koncentraci-
ja buty palaikoma pladiose ribose nuo 10 iki 100 mM. Tai reigkia,
'kad chelatas veikia kaip buferis.

DNR polimerazés, esandios #io i¥radimo objektu, i% eswés i
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ilgai DNR watricos neskiria didezoksinukleozidiniy analogy nuo
dezoksinukleozidy. Tai reiskia, kad, dalyvaujant manganui ar ge-
le%iai, ¥ios polimerazés nesugeba atskirti nukleotido, turinéio
3’-hidroksilo grupe, nuo 3ios grupés neturinéio nukleotido (tu—‘
rindio du vandenilius ribozés 3’-pozicijoje). Tadiau, %ios poli-
merazés diskriminuoja modifikacijas nukleozidy kitose pozicijose.
Pavyzdziui, 8ios polimerazés diskriminuoja kai kuriuos didezoksi-
nukleozidy analogus, turinéius fluorescencines grupes, nuo dezok-
sinukleozidy. Ta&iau, poliwmerazé neskiria gretimy ir kaimyniniqv
nukleotidy, turinéiy arba neturindiy wodifikacijas didezoksinuk-
leozide. Tokiu bQdu, neZitrint to, kad jos grieZtai diskriminuoja
tokius analogus, tadiau pastaruyjy koncentracija DNR sekos anali-
zés reakcijoje privalo bati Zymiai didesné negu nemodifikuoty
didezoksinukleozidy, ir kaimyniniy juosty intensyvumas bus kaip
ir anksCiau vienodas. Pavyzdziuil, dalyvaujant Mn, stetima 10-kar-
tiné didezoksi ITF (ddITF) diskriminacija palyginus su didezoksi
GTF (ddGTF). Tadiau visos juostos, gautos ¥ioje sekos analizés re
akcijoje, yra tokio pat intensyvumo kaip ir AdITF atveju, kadan-
gl néra diferencinés diferenciacijos i$ilgai DNR matricos.

Tokiu budu, polimerazés, esandios ¥io i3radimo objektu,.sq—
lygoja vienodg grandinés augimo stabdymo agenty prisijungimo efek
tyvumg netgi tuo atveju, jei'jos diskriminuoja bendrg prisijungi-
ng. |

Grandinés augimo stabdywo agentai, naudojami pagal 3f i¥ra-
dimg, yra didezoksinukleozidai, turintys 2' ir 3', didezoksi-
struktirg. Kitiems agentams, kuriuos galima naudoti pagal 81 ié-»
radimg, priklauso tokie agentai, kurie sugeba-specifiékai QZbaigF

ti DNR sekos analizés reakcijsg ties specifine baze ir esant auks-
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giau aprasytoms sglygoms, Jjy nesugeba diskriwinuoti polimerazé.

Tam, kad bity nustatyta, ar konkretl DNR polimerazé yra |
veikli derinyje su kokiu nors konkreéiu grandinés augimo stabdy-
mo agentu ar su kitu sekos analizés reakcijos pi¥inyje esandiu |
komponentu pagal #i iZradimg, atliekawa standartine DNR sekos
analizés reakcija, kaip tai apra¥yta Zemiau ir parodyta iliustra-
cijose. Po to jvertinamas juosty susidarymo apimtis ir gretimy
juosty vienodumas sekos analizés gelyje. Jeigu polimerazés reakf
cija nepailgina pradwens nors 20 baziy, tai reiskia, kad tokia
netinkawa naudojiwmui tokiowis sglygomis. Pagal ¥i i3radimg siekia
kaimyniniy juosty vienodumo dvikartinése ir waZiau ribose, © geé |
resniawe variante jis btna 1,0-1,5 ribose. Tuo padiu budu nusta-
tomas ir katijony ar kity potencialiy katijony, naudojawy pagal
% isradimg, optimali koncentracija, patikrinant tai sekos anali-
zés reakcijoje jvairiomis sglygomis. Pavyzdziui, isbando katijony
koncentracijg nuo 0,005 iki 100 mM riboje. Tokio bandymo pavyzdys
apradytas Zewmiau:

DNR sintezel panaudota 17-merinis pradmuo sekandios sek05i
5’ -GTAAAACGACGGCCAGT-3" (nuwmeris 1211 pagal New England Labs kata
logsg), kuris paZymétas 5' gale radioaktyviu 52P ir renatﬁruotés‘
su viengrandininemGPI-2 DNR, Tabor ir kt., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA, v. 84, pp. 4767 (1987) ir Tabor ir kt., J. Biol. Chem., V.
262, pp. 16212 (1987). Blon-pradmenj panaudojo reakcijoje su DNR
polimeraze, dalyvaujant metalo jonaws anksdiau nurodytos koncen-—
tracijos ribose. Reakcijoje dalyvavo visi 4 dezoksinukleotidai
tam tikroje koncentracijoje (DNTFS, 20-200 /AM) bei vienas i3 tarﬁ
tikry didezoksinukleotidy (ddNTF, éiuq atVeju'-ddGTF nuo 10 ikijj
500}4M). Po to buvo analizuojami DNR produktai, panéudojant elek-

troforeze poliakrilamido gelyje, kuriame DNR sintezé buvo aptinka:

ma Produkuojandiy pradmenj Jjuosty tesinio forma ir tai buvo 1vai?
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riy wolekuliniy svoriy tgsa gelyje.
(1Om1)

Specialiame pavyzdyje kiekvienas reakcijos wifinys buvo su-
darytas i% O,1pg 32P-pradmens-matricos, 40 wM Tris-HC1l, pH 7,5;
5 mM ditiotreitolo (DTT), nuo 5 P«M iki 20 oM metalo Jjony, nuo
10 iki 500 MM 44NTF, nuo 1 iki 500 MM ddNTF ir 2 vienety DNR
polimerazés. Inkubuojama 15 win prie 37 °c. Reakcija stabdoma pri
déjus 10 le 90% formamwido ir 0,1% browfenolinio mélia, 50mM EDI.

Gautus méginius kaitino iki 75 °c 2 min pried uZneSant j
poliakrilamidini gelj (8% akrilamido, 0,3% bisakrilawmido) 7 wo-
liuose %lapalo, 100 mM Tris-sorato, pH 8,9. Elektroforezé vykdom:
2000 volty {tampoje 2 val. Gelis fiksuojamas 50% metanolio, 10%
acto rugsties 30 win, po to dZiovinamas ir analizuojawas autora-
diografu. Kiekvieno takelio juosty intensyvumg, gautg juosteléje,
matuoja skanuojant densitometru kiekvieng takelj. Naudotas densi-
tometras - dvispindulinis savira$is prietaisas, modelis MkKIIIC
(Dzois, Lebl end Ko., Ltd., Gate¥eidas ant Taino, II, Anglija).
Galima naudoti bet kokj geliy skanavimul tinkamg densitometrinj -
prietalsg. Kaip alternatyvsg, galima panaudoti DNR produkty skana-
vimg, kai jie analizuojami elektroforeze gelio viduje, ir pagal
tal nustatyti juosty vienodumsg. '

Vieno fermento sugebéjimg prijungti duotg dANTF palyginus‘
su atitinkamu dANTF matavo ddNTF ir ANTF santykiu, batinu tam, kac
ivykty DNR sintezé, besibaigianti fiksuotoje srityje, ir kurig ge
lima aptikti produkuoty juosty, neviriijaméiy fiksuoto molekuli-
nio svorio, pavidalu. Tai reiXkia, kad juostos, gautos reakcijos
metu, baigiasi sekos analizés gelyje specifinés srities Viduje.f
Taip, Jeigu Vienas fermentas diskriwinuoja 1000 karty labiau pa-

teiktg dANTF negu kiti fermentai, tai reikés 1000 karty didesnio

e
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ddNTF su ANTF santykio tam, kad buty gautos juostos, besibaigian-

dios gelio tos padios srities atitinkamose vietoss.

Manganas (Mn)

femiau pateikiama serija pavyzdZiy, kuriuose panaudota mo—‘
difikuota T7 DNR polimerazé arba E. coli DNR polimerazés I didy-
sis fragmentas DNR sekos analizés reakcijose, dalyvaujant Mn
sekos analizés buferyje. I ¥iuos pavyzdZius nereikia Zidréti kaip
i ribojandius ¥j i%radimsg. Jie pateikiami tik taw, kad kiekvienas
§ios technikos srities specialistas gauty pagrindines #Zinias, bua-
tinas DNR polimerazés, esandlios 8io i3¥radimo objektu, panaudoji-
wui. Kaip buvo ank3&iau aprasSyta, kiekvienas %ios technikos sri-
ties specialistas gali lengval nustatyti sglygas, kuriows esant
galima gauti ¥io iXradimo DNR polimérazes, pasiZywmindias &ia ap-
ras8ytomis savybémis apie gréndinés augimo stabdymo agento prisi-
Jungimo vienodumg ir panaudojimg grandinés analizés reakcijoje.

Speciali wodifikuota T7 DNR polimerazé, panaudota Zemiau ap-
radytuose pavyzdZiuose, geneti¥kai modifikuota tam, kad nebeturs-
ty egzonukleazds aktyvumo. Tokia genetizkai modifikuota DNR poli-
merazé Zymiwa kaip a Lys 118 - Arg 145 (41 28), kadangi awinorugi-
$iy sritis nuo Lys 118 iki Arg 145 yra T7 DNR polimerazéje pasa-
linta. Gsi, koduojantis ¥ig polimeraze, buvo pateiktas plazmidéje
PG P5-8 kaip plazwidés variantas pG P5-5, apra8ytas Tabor ir kt.,
JAV patentas Ne. 795 699. |

10 pav. parodoma, kad i pG P5-8 jeina PACYCI77, perskelta

BawHI ir HincII saituose, T7 DNR nuo bazés 5667 iki bazés 6166,
turinti $ I,I A ir ¢ I.IB, ir 77 DNR nuo bazés 14306 iki bazés
16869, turinti geng 5 su modifikacijowis, parodytomis 10 pav.
PG P5-8 konstravo pradZioje sintezuodawi 34-mersg, 5' CCGGCAAGTTGCC(

&3
Aa‘i‘



-21-

GGGATGCTCGAGGAGCAGGG 3'. Sis oligonukleotidas panaudotas kaip
pradmuo DNR sintezei nuo viengrandinés DNR MI3 wGP5-2, turincéios
geno 5 T7, apra3yto Tabor ir kt. darbe (2iﬁr, auksé&iau), intarps.
DNR sintezé ir mutanty atranka atlikta pagal auk¥iiau paminétq'
Tabor ir kt. darbg. I53auke tiksling wmutacijg wGP5-2, atitinkamg
geno 5 T7 sriti, turindig pa%alintg 84 bp (baziy pory) rajons,
istate { pG P5-5 izoliuodami EcoRI-Hpal-fragmwents, turinti T7 DNR
nuo 14306 pozicijos iki 15610 pozicijos, kurioje buvo sritis, tu-
rinti pailgintg 84 bp rajong, ir Jjj ligavus i palyginawgjg sritj
i% pG P5-5. pG P5-8 gavimg patvirtino tai, kad ji turi pasalintg
rajong, kuris buvo nustatytas bagal esandius jame saitus Smwal ir
XhOI, sukurtus mutagenezés pagalba, ir taip pat DNR sekos anali;
ze srityjs, turinéioje pa¥alintg 84 bp rajong. pG P5-8 transfor-
mavo kamiene K38/pT X-3 tam, kad biity gautas kamienas K38/pTrX -
3/pG P5-8. Pastarojo indukcijg ir geneti¥kai pakeistos T7 DNk po-
limerazés valymg atliko pagal metodiks, apradyts Tabor ir kt. dar
be (Zitr. auk¥eiau) ir panaudotsg kawienui K38/pT rX - 3/pG P5-5;
Kadangi %1 polimerazé nepasiZymi endonukleazés aktyvumu, todél ne
reikajo Tabor ir kt. darbe aprasytos chewinés modifikacijos taw,
kad ja panaudoti DNR sekos analizés reakcijoje. Genetiskai modi-
fikuotos T7 DNR polimerazés, panaudotos véliau pateiktuose pavyz-
d%iuose, santykinis aktyvumas buvo 1000 vienety / ml.

1l pavyzdys: DNR sekos analizés reakcija panaudojant mangang

DNR sekos analizei, dalyvaujant Mn, panaudota standartiné
DNR sekos analizés reakcijos metodika. Sekos analizés bendros
stadijos T7 DNR polimerazei detalial aprasytos Tabor ir kt. dar;
be, %itr. auk¥diau. Zewiau trumpai apraomos stadijos ir sglygos.

A. Renatiracijos reakcija

Renatiracijos reakcijai gaunamas tirpalas:
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Analizuojawoji DNR (pvz., DNR mGPI-2)
10 - oM Tris-HCl, pH 7,5: O,1 ull EDTA, 2 mg/7 pl 7 Ml
5X Seg Buf (200 mMi -HC1, pH 7,5, 5 wM MnCl,, 2 w1
250 oM NaCl)
Pradwuo (17-meras, New England Biolabs, 1 Ml

katalogo Nr #1210 , 0,5 nm/ ML)
10 Nl

Sis tirpalas $ildomas iki 65 °¢ 2 win, o po to létai atvésinamas

iki kawmbario tewperatiros.

B. Zymés jvedimo reakcija

Zymés jvedimo reakcijai ruosiamas sekantis tirpalas:

Renatliruotas reaskcijos misinys 10 ”1
Ditiotreitolas 0,1 M 1
/358/ AATF, firwa New England Nuclear NEG-034X 1
dTTF, 4CTF, 4GTF 1,5 MM kiekvieno 2
Geneti¥kal wodifikuota T7 DNk polimerazé, 1 vienetas/
’Al (4 Lys 118 - Arg 145, kaip tai apraiyta ankséiau) 2

16 N1 

Visa tai inkubuojawma kawbario tewperatiroje 5 win.

C. Ubaigimo reakcija

Siai reakcijai ruo¥iami keturi wi¥iniai:

G A T C

5X Seg Buf 0,6 0,6 0,6 0,6 'v\l

43NTF (3 mM) 0,3 0,3 0,3 0,3 Ml

H,0 | 1,9 1,9 1,9 1.9 pl

ddGTF 0,2 uM 0,2 pl

ddATF 0,2 mM 0,2 Ml

ddTTF 0,2 nM 0,2 e

ddCTF 0,2 mM N 0,2 ml
3 3 3 3 r'v\i

2‘?
A



- 23 -

UZbaigimo reakcijos mi¥inius inkubuoja 37 °¢ temperatﬁrojé

2 min, o po to pridedawa po 3 ,wl Zymés jvedimo reakcijos pro- |
‘duktq i 3iuos miéinius. Gautas tirpalas inkubuojamas 37 °¢ 5 win.

UZbaigimo reakcija sustabdoma pridedant 5 Ml 90% formami-
do, 20 mM EDTA, 0,2% browfenolinio mélio,ksilolo~cianolo, pH a,q.
Gauti wéginiai kaitinawmi iki 75 °¢ dvi minutes ir po to uZnesa-
wos ant poliakrilamidinio gelio (8% akrilamido, O0,3% bisakrilami-
do) 7 M 8lapslo, 100 mM tris-borato, pH 8,9 ir atliekama elektro-
forezé prie 2000 volty jtawpos 2 val bégyje. Gelis fiksuojamas
50% metanoliu, 10% acto riugitimi 30 win, po to dZiovinama ir nau-
dojama Jjuostelés analizeil panaudojent autoradiografs.

Po ekspozicijos geliai ry¥kinswmi, ir skanuojant kiekvieng
takelj densitometru, nustatomas radioaktyviy juosty intensyvumas
(Dzois, Lebl end Ko., modelio numeris MkIIIC).

Kuomet méginiai buvo isbandyti, naudojant vietoje mangano
wagni, sekandiuose tripletuose pabrauktos bazss buvo 2 - 5 kar-
tus intesyvesnés negu kaimyninés bazés kiekvienu &iy triplety pa-
sirodymo atveju: TCT, AAG, GCA, CCT. Tadiau tik kg apra3ytame pa-
vyzdyje juostos, atitinkandios kiekvienai bazei visuose kg tik
nurodytuose tripletuose, turi vienodg intensyvuwmsg, besiskiriaﬁti

vienas nuo kito daugiausia 20%.

2 pavyzdys: Sekos analizés reakcija, panaudojant mangang, 2%

ddGTF ir IX ddCTF, tam kad buty diferencijuoti G

ir C pagal santykini juosty intensyvums.

Siame pavyzdyje panaudotas tik vienas indas sekos analizés
reakcijai tam, kad DNR watricoje buty nustatyta dviejy tipy ba—
ziy ( C ir G) seka. Naudotos ¥ios stadijos:

Renatiracijos reakcijoje gautas sekantis tirpalas:
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wG PI-2 DNR (2,7 wM 10-je mM Tris-HC1l

pHE 7,5, 0,1 wM EDTA) 8,6 FAl
5X Seg Buf 4
Pradmuo (pradmuo faw ABIL, 0,4 pum/ Ml 2
, 4
H,0 5
20 ;ql

Tirpalas pakaitinamas iki 65 O¢c 2 win ir letai atvésinamas iki
kambario tewperatiros. Pradmuo fam %ymimas fluorescencine Zyme,
kurig galima aptikti pastarajai migruojant per sekos analizés ge-
1, panaudojant DNR sekos Analizés Sistemwg Modelis 370 A ABI.

Tesiant reakcijg, naudojamas sekantis tirpalas:

Renatiracijos reakcijos wisinys 20 le

Ditiotreitolas 0,1 M 1

4 ANTF 3 uM .3

ddGTF 30 mM 3

ddCTF 30 MM 1,5
28,5 }Al

Sis tirpalas inkubuojamas 37 °C temperatiroje 2 win, po to pride-
dama 1,5 Jnl genetiskai wodifikuotos T7 DNR polimerazés (2 28),
1 vienetas/ Nl ir tirpalas inkubuojamas 37 °c temperatﬁroje 10
win. Reakcija sustabdoma pridéjus 5 /nl 100 oM EDTA, pH 8,0.
Gauti fragmwentai i¥sodinami %iuo bddu: pridedama 3,5 /vtl
3M natrio acetato ir 100 ;v{l 100% etanolio. Inkubuojama ant ledo
10 win ir po to mi%inys centrifuguojamas 30 win 4 °c temperatiaro-
Je wikrocentrifigoje. Nuosédos plaunamos 500 ML 70# etanoliu ir
vél centrifuguojama 5 min. Po to virsutinis sluoksnis nupilamas,
0 nuosédos dZiovinamos centrifuguojant vakuwe keletg win. Po to |

nuosédos suspenduojamos 5 M1 90% formamido, 50 mM EDTA, pH 8,0,
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kaitino iki 75 °C 2 min, po to visa tai ufnedama i DNR Sekos Ana-
1lizés Sistemsg Modelis 370A. Paleidus prietaisg, surinko gautus ‘
neapdorotus duomenis, kaip tai buvo aprasyta Modelio 370A naudo-
jimosi instrukcijoje (preliminari versija , kovas, 1987, §§ 3, (
Air 5). Pateikti neapdoroti duomenys tik pradmeniui fam.

§ios reakecijos rezultatai pateikbi 4 pav. Kiekvienas G pa-
teiktas auk¥tu piku, o kiekvienas C - truwpu piku. Tokiu badu, d
sekas DINR galima'nustatyti pagal piko auk¥tji. Taip, vienoje i3 se
kos analizés reakcijy, kurioje naudota tik viena %ymé visiems DNE
produktams, galima nustatyti DNR sekos G ir C. ISilgai gelio piku
auk$tis pradeda mwa%éti, kadangi produktai, turintys didesnj wole-
xulini svori, yra maZesniamwe kiekyje . Tadiau skirtumai tarp kai-
myniniy G ir C i%lieka apie 2 kartus iZilgai viso gelio, kai tuo
tarpu skirtumai tarp kaimyniniy G pory ir kaimyniniy C pory apyé
tikriai pana3ius (keidiasi apie 1,1 - 1,4 karto), ir tai leidZia
pakoreguoti kiekvienos papildomos pozicijos intensyvuwg isilgai
sekos. PavyzdZiui, 4 pav. signalas sumazéja 2 kartus duotai juos-
ty serijai einant i%¥ilgai apie 60 baziy. Tokiu budu maZéja 1,16%
kiekvienai papildomai pozicijai isilgai éio“pradmens matricos
(kadangi Chi yra 1,016, tai Chi®® = 2).

Svarbu i¥mokti atskirti jvairaus intensyvumo juostas, ku-
rias sglygojo grandinés augimo stabdymo skirtingaé efektyvumas,
esandias tarp gretimy juosty, kada dvi ir daugiau juosty wigruoje
kartu elektroforezés wetu. Pastarasis rei¥kinys, vadinamas "“sang-
rﬁdé", yra gelio elektroforezés artefaktas, o ne DNR sekos anall-
zés pasirei¥kimas. S§io rei¥kinio nei¥vengiawa net ir naudojant
mangang. Vienas toks sangridos atVejis pazymétas ZvaigZdute = 4

pav. Jeigu #Zinoma, kad tokia sangriuda yra dviejy DNR produkty ber
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dra migracija, kaip tai pazyméta 4 pav., tada ¥i juosta yra dvif
gubo intensyvumo tikras warkeris.

Tikra seka sangrudos srityje negali buti nustatyfa, Tam,
kad bity nustatyta %i seka, blGtina: arba 1) nustatyti seksg su’a':c
virk%tine orientacija, arba 2) atlikti bandymsg analizuojant seké
golyje Zymiai grieZtesnémis denatiracijos sglygoumis, t.y. auké—;
tesnéje tewperatiuroje arba pridéejus 50% formamido, arba 3) panau-
doti nukleotidinj analogg, pvz., dANIF arba deazaGTF vietoje gGTF
Tokias sangriudas sglygoja gelio elektroforezés wetu susidariusio
pastovios DNR "sgsagos", 0 prisijunge nukleotidiniai analogai de-
stabilizuoja didele dalj &iy "sgsagy". |

"Sgsagy" sglygotos sangritdos gali tureti bet koki ilgi, pri-
klausomal nuo sgsagos galinguwo. Taip pridéjus Mn, visos artimos
Jjuostos turi apytikriai vienodus DNR produkty kiekius, turinéius
tg patj molekulini svorj, tadiau esant sangriudoms, nebdtinai tu-
rés vienodg juosty intensyvumg. |

| Zvelgdami i 2 pav., galime matyti, kad anksdiau apraéyté
me todika. naudota su ddGTF, pridéjus mangano iki 1 wM. Kiekviena
gauta analizés gelyje metu juosta parodyta 2 pav. piko-pavidalu.
Juostos intensyvumg parodo kiekvieno piko aukitis. Naudojant an-
gang, gretimy juosty intensyvuma, o tuo padiu atitinkamai ir pikc
aukitis, i8ilgai gelio yra apytikriai vienodi, skirtumas tarp |
gretimy juosty sudaro ma¥iau 5 ar 10%.

Tuo tarpu rezultatai, pateikti 3 pav., prie¥ingai, rodo bar
dywg, kur vietoje mangand,vpanaudotas magnis. Siuo atveju gretimv
Juosty intensyvumas, ir, atitinkamai, piky aukdtis, varijuoja
wazdaug 10 karty. | |

Zvelgdami i 5 pav., galime matyti, kad ¥iame bandywe naudo-
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ti visi didezoksinukleotidai vienodose koncentracijose (kiekvie-
no ddNTF galutiné koncentracija 0,75 MM kaip ir 2 pav.) sekos
analizés reakcijoje pridéjus mangano. Siuo atveju, kaimyninés
Juostos ir atitinkamai, pikai yra vienodi, besikeiéiantis ne dau
giau 1,5 karto. DNR produktui,‘turinéiam didesni molekulini svo-
ri, absoliutus intensyvumas ma%éja. Tuo tarpu, pridéjus magnio
ir visus keturis didezoksinukleotidus, kaip tai parodyta 6 pav.,
prie3ingai, gretimy juosty intensyvumas ¥ymiai varijuoja.

Keic¢iant kiekvieno ddNTF koncentracijs sekos analizés reak
cijoje, galima nustatyti DNR grandinés nukleotidy seks. Tokios
proceduros pavyzdys pateiktas 7 pav. Cia kiekvieno ddNTF koncen—
tracija keiéiama 30% intervalu; d4dGTF (4,5 ’4M, 2,2x), 4dTAF
(3,0 MM, 1,7x), 44TTF (2 MM’ 1,3x) ir 44CTF (1,4 /MM 1,0x).
DNR seka, nustatyta pagal 8] grafiksg, pateikta paveikslélyje an—
tra eilute Zemiau. Padarytos tik 6 klaidos (nurodytos s1mb011u'
"V*"), palyginus su realigja DNR seka. Sias klaidas galima paéali:
ti panaudojant kiekvieno AdNTF aukitesnes proporcijas (pavyzdiiu:
1xddCTF, 2xddTTF, 4xddTTF, 4xddATF ip 8xddGTF). Lygiai taip pat,
Jeigu matuoti piky plota, o ne auksti, tal rezultatai buty tlks—
lesni. Tokiy piky ploty matavimo kowpiuterinsés programos é1uo~
laikinei jrangai rasomos lengvai.

ZVelgdami i 8 pav., galime matyti, kad $iuo atveju nustaty-
ta optomali sekos analizés reakcijai mangano koncentracija lygi
1 wM, nenaudojant chelaty, tokiy kaip citratas arba izocitratas,
kai tuo metu magniui ¥i koncentracija 1lygi 20 oM. Kuomet reakci-
Joje dalyvauja izocitratas 40 mM koncentracijoje, tuomet pridsju:

mangano, pPolimerazés aktyvumas padldega 4 kartus (optimali mdnga—

no koncentracija 5 - 20 mM).
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I%¥ 9 pav. matyti, kad esant mangano 10 mM koncentracijai,
izocitrato optimali koncentracija lygi 40 ubM, ir, esant tokiows
sglygoms, polimerazés aktyvumas padidéja 4 kartus. Esant 10 ml
magnio koncentracijai, bet koks izocitrato kiskis slopinanéiai |
veikia polimerazés aktyvumg. Sie rezultatai gauti atliskant poli-
merazés reakcijg pagal tai, kailp aprasyta Zemiau, dalyvaujant
jvairiemws chelatams ir jvairioms Jjony koncentracijoms. Detaliauﬁ
200 wl reakcijos mwisinio turéjo 40 oM Tris-HC1l, pH 7,5, 5 oM di-
tiotreitolo, O,5 mM galvijy &iobrialiaukés denatiruotos DNR, 0,3
oM 4dGTF, dATF, 4CTF ir (3H) dTTF (20 spw/nm), 50 rﬂg/ml jauéio
serumo albumino ir MgClé, MhC12 arba natrio izocitrato nurodytas
koncentracijas. Reakcija pradedama pridedant 0,1 vieneto genetié-
kai wodifikuotos T7 DNR polimerazés ( o Lys 118 - Arg 145). Inku-
budjama prie 37 °C 30 win. Reakcija sustabdoma pridedant 3 ol 1
HC1l tirpalo ir 0,1 M natrio pirofosfato, po to matuojamas radio;
aktyvumas dalyje, netirptandioje rugityje. Sekos analizés sgly-
gomis DNR polimerazés vienetas visada katalizuoja 10 nwoliy nuk;
leotidy, esanéiy netirpiu rugd¥tyje pavidalu, per 30 win. (Tabor;

ir kt., J. Biol. Chem., V. 262,p. 16212, 1987).

Pirofosfatazsé

Kuowmet DNR sekos analizei naudojama chemiskai modifikuota»
T7 DNR polimerazs, ilgilau painkubavus, isnyksta specifiniai frag-
wentai (Tabor ir Ri%ardson, Proc. Naet. Acad. Sci. USA, v. 84, p:
4467, 1987). Pareiskéjas nurodo tas sritis, kur 5is reiskinys mé-
tomas‘"tuétumq" pavidalu, ir ¥i procedira sglygoja sekos analizé:
gelyje tarpus. Tustumos atsiranda daZniau, kai vietoje dGTF nau;
dojamas dITF. L

Sifruojant gelius, akivaizdZia problema tampa tokiy speci-
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finiy fragmenty suirimas. Sifruojant sekg,arba visal ignoruojamac
fragmento nebuvimas, arba tai sglygoja trikumg nustatomoje sekoje
arba, be to, galima stebéti "tu¥tumg", kurig galima interpretuoti
tik kaip ne%inoms bazg, esandig 3ioje pozicijoje.

Galima buty sprgsti &ig problemg, siekiant trumpo reakci-
jos laiko. Tadiau tai netenkina dél dviejy prieZaséiy. Pirma, to-
kiu bidu atlikti reakcijg yra techni¥kai sunku, kadangi Jji turi‘
vykti labai sparéiai tam, kad tuoj po jos pradZios, jg galima ba~
ty uzbaigti. O dar svarbiau yra tai, kad kai kurios juostos itin
jautrios irimui,ir jos i¥nyksta deél %ios prieZasties netgi per
trumpg reakcijos laiksg.

Pareiskajas sukonstravo genetiXkai pakeistg T7 DNR poliwme-
razés formg ( A 28, apra¥ytg anksdiau), kuri nepasiZyméjo éymesé

niu egzonukleazés aktyvumu ( 21077

x laukinio fermwento lygio arba
> 10000 karty Zemesnis negu chewikai modifikuotos T7 DNR polime-
razés aktyvumo lygis). Pareizkéjas tikéjosi, jog jeigu "tustumos'
atsirénda pailgéjus inkubacijai, tai Jjas matomal sglygoja egzonu-
kleazés aktyvumas, ir tokiu budu, naudojant, genetiskai modifi-
kuotg T7 DNR polimerazés formsg, jos turéty neatsirasti. Tadiau
ankséiau pawminéti radioaktyvids fragmwentai vis tiek dingdavo tuo
pac¢iu laipsniu, kaip ir naudojant ar chewiskai, ar genetidkai mo-
difikuotg T7 DNR polimerazg.

Pareiskéjas nustatée, kad specifiniy juosty iZnykimg, sgly-
goja poiimerazés pirofosforolizés aktyvumas. Toks aktyvumas ne-
paaiskinamas DNR polimerazés egzonukleaziniu aktyvumu, o grei-
¢iausial susijes su polimerazés aktyvumo "konversija": dalyvau-
jant pirofosfatui (PPi) polimerazé gali prijungti PPi prie gali-

nio nukleotido, esandio grandinés 3’ gaie, tuo padiu islaisvinda-
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ma didezoksinukleozid-5’-trifosfatg. Zidr. Doitder ir kt., J.
Biol. Chem., v. 244, p. 3019, 1969 ir Kornbergo knyga "DNR repli-
konas", pp.125-126, i¥spausdintg Frimen ir Ko leidyklos, SF. Si
reakcija pasiZymi bloko 3’ gale pasalinimo efektu, o tai leidéia
testi sinteze isilgai matricos. PPi kaupiasi DNR sintezés reakci-
Jjos mi%inyje, kadangi Jjis yra polimerizacijos reakcijos produktaa
Pirofosforolizés sritis priklauso nuo DNR sekos, ir tokiu budu,
tu¥tumos, apradytos anksiau, gaunamos tik specifiniuose saituosc

Taw, kad 8is sunkumas baty nagalétas, reikia nuslopinti pi-
rofosforolizés reakcijg. Vienu i¥ pirofosforolizés inhibicijos ke
liy yra pirofosfato, atsiradusio polimerazés reakcijos metu, su-
ardymas tawm tikslui pridéjus fermento - piro. fosfatazés. Kiti ba-
dai - tai pirofosfato pasikeitimas kity fermentiniy reakcijy pa-
sékoje arba pridéjus analogo, inhibuojandio DNR polimerazés akty-
vumg, i3vengti pirofosforolizés reakcijos. Pareiskéjas nustats,
kad pridéjus ¥io fermento vos padsakiniu kiekiu (viena tikstanto-
Ji DNR polimerazés molekulés moliarinés dalies), sekos analizés
reakcijoje pilnai stabilizuojama anks&iau paminata fermenty spe-
ciali klasé, ir tuo budu i¥vengiama tudtumy. Dalyvaujant genetis-
kai T7 DNR polimerazés pakeistai formai (A 28) ir pirofoéfataéei,
Visos juostos lieka stabilios, netgi esant ilgai (iki 2 val) in-
kubacijai.

Automatizuotos sekos analizés metu naudojant jvairaus inten
syvumo juostas, svarbus tas faktas, kad kiekvienos juostos inten-
syvumg visiskai lewia dANTF ir 4NTF santykis. Pirofosfolizé gali
kelti sunkumy, susijusiy su kai kuriy juosty intensyvumo suma%éji
mu. Todel Ziuo atvejg, naudojant tokig sekos analizés métodikq,

ypad efektyvus pirofosfatazeés pridéjimas}

o
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Pirofosfﬁtaég reikia pridéti kiekvieng kartg, kal sekos
analizei naudojama chemi¥kai ar genetiskai wodifikuota T7 DNR
polimerazé, tokiu kiekiu, kad jo uZtekty katalizuoti pasigaminu4
sio PPi hidrolize tiek, kad nustoty kauptis PPi tokia koncentra;
cija, kufi gali is%aukti pirofosforolizg. Visa tai realu, kada
vietoje AGTF naudojama 4ITF, kuomet tuXtumas isSaukia pirof0sfo;

rolizés reakcija, kuri vyksta dideliu greicdiu.

3 pavyzdys: Pirofosfatazds panaudojimo sekos analizés reakcijose

protokolas

Siame pavyzdyje sekta bendru sekos analizés protokolu. Vie-
nintelis pakeitimas buvo tai, kad naudota neorganiné mieliy pi-
rofosfatazé. Pirofosfatazés Zaltinis neturi reiksmeés, tadiau 3ia-
we pavyzdyje naudota neorganiné mieliy pirofosfatazé Sigma, nu-
meris kataldge 1-4503, papildomai jos nevalant arba po valymo mo-
nokolonéléje FPLCH /skystiné chrowmatografija su programuotu srau-
to greidiu) ir neorganiné Uortingtono mieliy pirofosfatazs, pa-
pildomai nevalyta. Si pirofosfataza pridedama prie wodifikuotos
T7 DNR polimerazés prie¥ Zymés jvedimo reakcijs. Bendrai, wvisai
feakcijai sunaudojama 2 vienetai (0,25 f&g) pelimerazés ir 0,001
vieneto wieliy neorganinés pirofOSfatazés'(4 ng). Efsktyvi gali
buti plati pirofosfatazés aktyvumo sritis: nuo 0,01 ng iki l_ng
mieliy pirofosfatazés sékmingai i¥bandyta sekos analizés reakci-

Jose.

PavyzdZiui, renatiracijos reakcijoje gautas sekantis tirpé-

las:
wG PI-2 DNR (10 mM Tris-HC1l, pH 7,5, 0,1 mM EDTA) T pl
5X Seg Buf ’ 2 -

Pradmuo (17-meras, firma New England Biolabs, O,Snm(pl
katalogo numeris 1211 ) | o R 1

10 ‘wlff
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$is tirpalas keitinamas iki 65 °C 2 win ir lstai atvésinama
iki kawmbario temwperatiros.

Zymés {vedimo reakcijoje gaunamas %is tirpalas:

Renatiuracijos reakcijos tirpalas | 10 rAl
Ditiotreitolas 0,1 M b 4
55 GATF, New England Nuclear NEG-034X ' 1
3 4ANTF (1,5 ‘WM kiekvienam 4TTF, d4CTF, 3 }WM dITF 2
Fermenty miéinys_(iiﬁr. Zemiau) 2

16 ml.

Fermenty wisinys:
Geneti¥kai modifikuota T7 DNR polimeraszé

4 Lys 118 - Arg 145 1 vienetas/p
Neorganiné mieliy pirofosfatazé 0,01 vieneto//w;
20 oM Tris-HC1l, pH 7,5, 10 wM B-merkaptoetano- :
lio, 50 /wg/ml jaudio serumo albumino
Sis tirpalas inkubuojamas kambario temperatiroje 5 win.

UZbaigimo reakcijose gaunami ¥ie keturi reakcijos misiniai:

G A T C
5X Seg Buf (Zilr. anksé&iau) 0,6‘ 0,6 0,6 0,6 Nl
4 ANTF( 3 oM kiekvienam
dATF, 4dCTF ir 6 uM 4ITF) 0,3 0,3 0,3 0,3 Phl
HZO 1,9 1,9 1,9 1,9 Nl
ddGT¥ O, 03 uM 0,2 Nl
ddATF 0,2 oM 0,2 Nl
ddTT¥ 0,2 uM ‘ 0,2 Ml
ddCTF 0,2 mM _ 0,2 Ml
3 3 3 3 M

Sie reakcijos wi%iniai inkubuojami 37 °c temperatiroje 3
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min, po to 3 Ml Zymés {vedimo reakeijos wisinio pridedama i kie
vieng reakcijos uZbaigimo misinj. Gautas tirpalas inkubuojamas‘
37 °C teuwperaturoje 60 min. |
Kiekvieng uZbaigimo reakcijg baigdavo pridédawi 5 lml_90ﬁ
formamido, 20 mM EDTA, 0,2% browfenolio mwélio, ksilodacianolio,
pH 8, 0. :
Méginius kaitino iki 75 °c 2 winutes, uZne$davo j poliak-
rilamido gelj (8% poliakrilamido, 0,3% bisakrilamido) 7 M #lapalc
100 oM Tris-borato, pH 3,9 ir leido elektroforeze, esant 2000 V
jtampai 2 valandas. Gelis fiksuojamas 50% metanoliu ir 10% actoj
rig8timl 30 win, dZiovino ir naudojo juostelés ekspozicijai autp-
radiograrfs. |

Prietaisas

Zvelgiant i II pav., matyti, kad prietaisas 100, skirtas 7
automatizuotali DNR sekos analizei, susideda i¥% reaktoriaus 102,:
turingio ankséiau apra¥ytus reagentus 104, pavyzdziui, DNR poliﬁe
razg, mangano ar geleZies jonus, chelatus ir pirofosfataze. Sis
prietaisas taip pat turi talpg geliui 106, skirts DNR produkty
i8frakcionaviwul pagal jy wolekulinj svori, ir geliy &ifraviwo
Prietaisg 108, skirtsg DNR produkty aptikimui, kai pastarieji wig-
ruoja per gelj (parodyta punktyrinéewis strélémis 107). Be to, déz
yra kowpiuterins 1ranga}lskirta DNR produkty juosty intepsyvumot
ir juosty pozicijy viena kitos atZvilgiu paskaidiavimui. A

Jeigu DNR produktai susikaupe viename takelyje, tai kompiu-
teriné jranga padeda i%skaidiuoti DNR sekg remiantis juosty in-
tensy#umu ir pozicijomis. Sios funkcijos realizacijai naudojamoé
standartinss kompiutérinés programos. .

Kai kurie kiti realizacijos variantai yra sekandiy i¥radi-

mo punkty apibréztyje.
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ISRADIMO APIBRREZTIS

1. Viengrandinés DNR nukleotidinés sekos nustatymo budas,
besiskiriantis tuo, kad atliekamos 3¥ios stadijos:
anks&iau paminétos viengrsndinés DNR gavimas,
ankséiaus paminétos viengrandinés DNR ir pradmens, sugebané¢io hi-
bridintis su %ia DNR, renatiuracija, gaunant renatiracijos wisini,
ir
anks&iau pawminéto renatiruoto wi3inio inkubacija su dezoksiribo-
nukleozidtrifosfatu, DNR polimeraze ir pirmuoju grandinés augimo
atabdymo agentu, be si s kirianti tuo, kad %1 inkubaci~
Jja vykdoma tokiowmis sglygomis, kurioms esant, ankséiau paminéta
poliwerazé i%3aukia ankséiau paminéto pradmens pailginimg (elon%
gacijg) ir tuo bGdu gaunama pirmy DNR produkty pirma serija, ku-
rioje produktai skiriasi pailginto pradmens ilgiu, be to, kiek-
vienas anksdiau paminétas pirmasis DNR produktas savo pailgintaume
gale turl anksélau paminétsg grandinés augimo stabdymo agents. |
Kiekvieno anksCiau paminéto pirmojo DNR produkto kiekis apytik-
riai vienodas visiews DNR produktams, besiskiriantiems 1-20 baziu
ilgiu.

2. Budas pagal 1 punkts, be si skiriantis tuo,
kad atliekamos papildomos stadijos:
anks¢iau paminéty pirmy DNR produkty frakcionavimas gelyje pagai
molekulinj svorj, gaunant pirmg juosty serijs, kurioje kiekviena
pirwos serijos juosta atitinka atitinkamo mwolekulinio svorio ank-
s¢iau paminétg pirmg DNR produktg, ir kurioje kiekvienos pirmos
serijos kaimyninés juostos intensyvumas apytikriai vienodas vi-

soms ankséiau paminétems pirmos serijos juostoms,
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ir anksdiau paminétos pirmos serijos kiekvienos juostos padéties
nustatymas. | :

3. Budas pagal 1 punkts, be si skiriantis tuo,
kad anksdiau paminétame renaturuotame mi¥inyje naudojamas vienas
-trys papildomas grandinés augimo stabdywo agentas, kurio kiekvie-
no koncentracija skiriasi nuo kito grandinss augimo stabdymo agen-
to koncentracijos, o anksé&iau paminéta DNR polimerazé sglygoja pa-
pildomy DNR produkty vienos-trijy papildomy serijy produkcijs,
kur kiekvienos papildomos serijos kiekvienas papildomas DNR pro-:
duktas savo pailgintame gale turi vieng i¥ anksdiau paminéty pa-’
pildomy grandinés augime stabdywo agenty. Kiekvieno i& nurodyty
papildomy DNR produkty, turindiy vieng ir tg patj grandinés augil-
mo stabdymo agents, kiekis apytikriai vienodas visiems ilgiawms
20-baziq‘ribose ir Zymiai skiriasi nuo kiekio visy DNR produktq,‘
turindiy kitg grandinés augimo stabdymo agentg ir esanéiy kitoje
serijoje, tadiau turinéiy apytikriai tokj patj molekulini svorj.:

4. Blhdas pagal 3 punktg, be siskiriantis tuo,.
kad be to dar atliekamos stadijos:
visy anksélau pawminéty DNR produkty frakcionavimas gelyje pagal
molekulini svorj, kurio metu gaunames nuo dviejy iki keturiy juos-
ty serijos, kuriose atitinkamal kiekviena ankséiau paminéta seri;
jos Jjuosta atitinka DNR produktsg, turinti tg pati grandinés augi;
mo stabdymo agentsg, kaip ir kiekviena kita anksdiau paminétos se-
rijos juosta, ir atitinkamg molekulini svori. Kiekvienos kaimyni-
nes juostos, priklausandios tai pacéiai serijai, intensyvumas apy;
tikriai vienodas, tadiau Zymiai skiriasi nuo kitos kaiwmyninés t
juostos intensyvumo, ir |
kiekvienos serijos kiekvienos juostos intensyvumo ir padéties nu%

statymas.
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5. Budas pagal bet kuri i% 1-4 punkty, be s i1 s k i-
ri antis tuo, kad be to dar j ankséiau pawinstg renati-
ruotg wising pridedawma mangano arba geleZies Jjony, ir pastarieji
anksdiau pamihéti Jjonai padaro ankséiau pawinétg polimeraze ne-
diskriminuojama ankséiau paminéty grandinés augimo stabdymo
agenty ativilgiu.

6. Blidas pagal bet kurji i3 1-5 punkty, be s i s ki r i-
antis tuo, kad DNR polimeraze pasirenkama T7 tipo UNR poli-
wmerazé, E. coll DNR polimerazés I diddysis fragmwentas ir Tag
polimerazeé. |

7. Budas pagal bet kurj i% 1-6 punkty, be s i s k i-
riantis tuo, kad ankséiau paminétu grandinés augimo stab-
dywo agentu yra didezoksinukleozidtrifosfatas.

8. Budas pagal bet kurj i% 1-7 punkty, be s i s k i-
riamntis dar tuo, kad i anksdiau pawinédtg renatiruoty wi-
§ini, pridedama chelato.

9. Priemoniy rinkinys, naudojamas nustatant DNR nukleotidi-
ng sekg, be siskiriantis tuo, kad i Jo sudéti jeina
DNR polimerazé, grandinés augimo stabdymo agentas ir mangano ar-
ba geleZies jonai.

10. Rinkinys pagal 9 punktsg, be s i skiriant is
tuo; kad anks¢iau pawminéta polimeraszé yra 17 tipo DNR polimerazs,
Klenovo polimerazé arba Taq polimerazé, o anksdiau pawinsdtu gran-
dinés augimo stabdymo agentu yra didezoksinukleozidtrifosfatas.

11. Rinkinys pagal 9 punktg, b e s i skiriantis

tuo, kad i jo sudétj jeina pirofosfatazé.
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