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DNR molekulés nukleotidiniy baziy sekos nustatymo bidas

Sis patentas yra patentinés parai$kos Stenley Tabor ir kt. “T7 DNR Polimerazé”, paduo-
tos 1987 sausio 14 d., registracijos Nr. 003 227, ir | kurig yra nurodoma $iame apraSyme,
tesinys.

Sis isradimas lie¢ia DNR polimerazes, tinkamas DNR sekoms.

DNR seka jjungia keturiy vienguby DNR fragmenty generacija, kurie turi vieng pastovy
ir vieng kintantj galus. Pastovus galas visada baigiasi specifine nukleotidine baze (arba
guaninas (G), arba adeninas (A), arba timinas (T), arba citozinas (C)). Keturios fragmenty
eilés iSskiriamos pagal savo ilgj aukstos skiriamosios galios poliakrilamido gelyje; kiekviena
gelio zona atitinka DNR sekos specifiniam nukleotidui, ir tokiu bidu identifikuojama
duotos nukleotidines bazes vieta sekoje.

Paprastai yra naudojami du DNR sekos sudarymo budai. Vienas badas (Maksamo ir
Hilberto sekos sudarymas) jjungia cheminj DNR fragmenty iSskaidyma, kuriy kiekvienas
pazymetas unikaliu radioizotopu savo pastoviame gale, ir kiekviena reakcija sukelia speci-
finj skilima ties viena ar daugiau baze (G, A, T arba C). Kitas budas (didezoksi sekos suda-
rymas) jjungia DNR grandinés fermenting sintezg¢. Vykdomos keturios skirtingos sintezés,
ir kiekviena reakcija veda prie specifinés bazés (C, A, T ar G) istatymo | sekos gala,
uzbaigiant didezoksinukleotidy seka. Pastarasis budas yra tinkamesnis, kadangi DNR
fragmentai tolygiai pazymimi (lyginant su jy galy Zymé¢jimo metodu), ir tokiu budu ilgesni
DNR fragmentai turi didesnj radioaktyvuma. Be to, vietoje Zyméjimo izotopu *P,
nukleotidai gali bati Zymimi izotopu *°S, kas pagerina matavimy tikslumq, ir reakcijos
produktus labai paprasta identifikuoti, kadangi kiekviena linija atitinka arba C, arba A,
arba T arba G. Fermentas, naudojamas didZiausiai didezoksi sekai, yra platus Esherichia
coli DNR polimerazés fragmentas (Klenovo fragmentas). Kita naudojama polimerazé yra
atvirkStine AMYV transkriptazé.

Trumpas iSradimo esmés apra§vmas

~ Pagal viena i§ iSradimo aspekty, numatomas DNR molekulés nukleotidinés sekos nusta-

tymas, jjungiantis DNR molekulés aneliacija su pradmens molekule, kuri gali hibridintis su
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DNR molekule; atskiry aneliuoto miSinio daliy maZiausiai keturiuose induose su skir-

tingais dezoksinukleozidotrifosfatais inkubacija su procesyvine DNR polimeraze, kada
polimerazé pasilieka surista su didesne negu 500 baziy DNR molekule pries disocijacija,
esant aplinkos salygoms, paprastai sudaromoms DNR sekos sudarymo reakcijose, kai
polimerazé turi aktyvuma 50 vnt. egzonukleazés 1 mg polimerazés, ir vieng i§ DNR sintezés
terminacijos agenty, kurie uzbaigia DNR sintez¢ prie specifinés nukleotidines bazés. Sis
agentas uzbaigia sinteze ties specifinémis nukleotidinémis bazémis kiekviename inde. DNR
inkubacijos reakcijos produktai i$skirstomi pagal savo dydj tokiu budu, kad galima nusta-
tyti bent dalji DNR nukleotidines sekos.

Pagal pageidaujamus §io iSradimo realizavimo principus polimerazé pasilicka surista su
DNR molekule maZiausiai 500 baziy, po ko jvyksta disocijacija; $i polimerazé tapati fagu
T7 (t. y. fago, kurio DNR kaip subvieneto reikalauja Seimininko tioredoksino. Taip, pvz.
T7 tipo fagas yra T7, T3, F1, F11, H, WS1, gh-1, Y, A1122 arba SF6, Studier: Virology, 95,
70, 1979) uZkrésty lasteliy polimerazei; §i polimerazé yra neatpazjstama didezoksinukleo-
tidiniams analogams; $i polimerazé yra modifikuojama tokiu budu, kad turi mazenj akty-
vuma, negu 50 vnt. egzonukleazés aktyvumo 1 mg polimerazés, geriau - maziau kaip 1 vnt.,
dar geriau - maZiau kaip 0,1 vnt., o geriausiai - i§ viso neaptinkamg egzonukleazes
aktyvuma; polimerazé gali naudoti pradmenis iki 10 baziy ilgio arba pageidautina iki 4
baziy, $is pradmuo jjungia nuo 4 iki 40 nukleotidiniy baziy ir yra viengrandine DNR arba
RNR; aneliacijos etapas jjungia duotos DNR molekulés ir pradmens paSildymg iki
didesnés kaip 65°C temperatiiros, pageidautina nuo 65 iki 100°C, ir paSildyto miSinio
atSaldyma iki Zemesnés kaip 65°C temperaturos, pageidautina iki 0-30°C; inkubacijos
etapas jjungia pulsacijos ir skiedimo etapa, kur pulsacijos etapas jjungia aneliuoto misinio
mai$yma su visais keturiais skirtingais dezoksinukleozidotrifosfatais ir su procesyvine DNR
polimeraze, kai bent vienas i§ dezoksinukleozidotrifosfaty yra paZymeétas, labiausiai pagei-
dautina, kai pulsacijos etapas vykdomas salygose, kuriose polimerazé nerodo savo pro-
cesyviniy savybiy, ir kai jis trunka nuo 30 sek. iki 20 min. esant temperatirai nuo 0 iki 20°C,
arba kai maZiausiai vienas i§ nukleotidotrifosfaty yra uzbaigiantis nukleotidas; ir skiedimo

periodas jjungia grandine uZbaigianCio agento jvedimg | keturis skirtingus méginius po
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pulsacijos etapo; skiedimo etapas trunka nuo 1 iki 60 min., esant temperatarai nuo 30 iki

50°C; uzbaigimo agentas yra didezoksinukleotidas arba ribojantis dezoksinukleozidofosfa-
tas; vienas i§ keturiy dezoksinukleotidy yra DPTP arba deazaguanozinas; Zymeti prad-
menys naudojami tam, kad iSvengti pulsacijos etapo, ir pageidautina, kad Zymeétas pradmuo
bity radioaktyvus ar fluorescuojantis; duota polimerazé negali biti procesyvi antros
aplinkos, kuri paprastai naudojama DNR seky sudarymo pulsacijos reakcijoje, salygose.
Pagal kitus $io iSradimo aspektus numatoma: a) dviskaiduliniy DNR molekuliy su
nukirptais galais i$ tiesios DNR molekulés, neturin¢ios 3’ galo, gavimo budas, naudojant
nepriklausancig nuo egzonukleazes aktyvumo procesyving DNR polimeraze; b) DNR sekos
amplifikacija, kuri jjungia pirmojo ir antrojo pra.dmens aneliacija su prieSingomis dvigubos
DNR grandiniy sekomis ir aneliuoto misinio inkubacija su procesyvine DNR polimeraze,
kurios aktyvumas mazesnis uz 500 vnt. egzonuklezes aktyvumo 1 mg polimerazes,
pageidautina maziau kaip 1 vnt., kai pirmasis ir antrasis pradmuo sukimba su prieSingomis
DNR grandinémis; pagal pageidautinus $io iSradimo principus, Sie pradmenys turi 3’ galus,
nukreiptus viens | kita; buda, kuris papildomai jjungia, po inkubacijos etapo, gaunamos
DNR denatiiracija, pirmojo ir antrojo pradmens aneliacija su sudaroma DNR ir aneliuoto
miSinio inkubacijg su polimeraze; denaturavimo ciklas, aneliacija ir inkubacija kartojami
pageidautina 10-40 karty; c) klonuoty DNR fragmenty mutagenezés budas “in vitro”,
yjungiantis klonuojamaji fragmenta ir DNR skaidulos sintez¢, naudojant procesyving DNR
polimeraze, kurios aktyvumas yra maZesnis, negu 1 vnt. egzonukleazés aktyvumo 1 mg.
polimerazes; d) aktyvios T7 tipo DNR polimerazés gamybos budas i§ klonuojamy DNR
fragmenty, kontroliuojant promotoriams (Zr. Zemiau) toje palioje lasteléje, kurioje
indukuojami genai tik tada, kai lastelés randasi augimo logaritminéje arba stacionarioje
fazéje, ir polimerazes iSskyrimas i§ lastelés; klonuoti fragmentai kontroliuojami
promotoriais, kuriems reikalinga T7 RNR polimerazé; e) genas, koduojantis T7 tipo DNR
polimeraze, ir Sis genas genetidkai uzkoduotas ir sukelia natiralios egzonuklezizés
aktyvumo sumazéjima, modifikuojama histidininé grupé (His), o geriausiai - His-123 geno
5; £) geno, koduojandio genetiSkai modifikuojama polimeraze, produktas; g) T7 tipo DNR
polimerazés valymo nuo lasteliy, jjungianciy aktyvuojantj duota polimeraze vektoriy,
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budas, jjungiantis 1asteliy lizavimo ir polimerazeés perleidimo per jony mainy kolonéles,

kolonéle DES2 DEAE, fosfoceliuliozing kolon¢lg ir hidroksiacetating kolonéle etapus;
pageidautina kad iki $io etapo polimerazé buty nusodinta amonio sulfato pagalba;, be to
pateiktas biidas jjungia polimerazés praleidimo etapa per kolon¢le Sefadeks DEAE AS50; ir
jony mainy kolonélé yra DES2EAE; h) egzonukleazés, esancios DNR polimerazgs tirpale,
veikimo inaktyvacijos budas, jjungiantis $io tirpalo inkubacijg inde, kuriame yra deguonis,
redukuojantis agentas ir pereinamasis metalas; i) DNR sekos sistema, jjungiancCia procesy-
vine DNR polimeraze, nustatoma kaip apraSyta auksciau, turin¢ia 500 endonukleazés akty-
vumo vnt. 1 mg polimerazés, kur polimerazé gali veikti pirmos aplinkos salygose, ir neveikli
antros aplinkos salygose; ir reagehtas, parinktas i§ uzbaigimo agenty, reikalingas Siai sekai,
bei dTTP; j) DNR fragmento 3’ galo Zyméjimo metodas, jjungiantis DNR fragmento
inkubacija su procesyvine DNR polimeraze, kurios aktyvumas yra mazesnis kaip 500
egzonukleazés aktyvumo vat. 1 polimerazés mg. bei Zyméta dezoksinukleotida; g) klonuoto
DNR fragmento mutagenezés budas “in vitro”, jjungiantis pradmenj ir modelj, ir pradmuo
ir modelis turi netaisyklingai suporuotas bazes, bei pradmens papildymas procesyvine
DNR polimeraze; ir 1) klonuoto DNR fragmento mutagenezés budas “in vitro”, jjungiantis
klonuojamajj fragmenta ir DNR grandinés sinteze naudojant procesyving DNR polime-
raze, kurios aktyvumas yra maZesnis kaip 50 egzonukleazés aktyvumo vnt., sglygose, suke-
lin¢iose neteisinga nukleotido bazés jjungima.

Siame iSradime DNR polimeraze, kuri yra procesyving, yra skaitoma neatpaZjstama, ir ji
gali naudoti trumpus pradmenis. Be to §i polimerazé neturi asociatyvinés endonukleazes
aktyvumo. Tai idealios auk$ciau aprasyty budy charakteristikos, lieCiancios konkreciai
DNR sekos sudarymo reakcijas, kadangi fono radioaktyvumo lygis poliakrilamidiniuose
geliuose yra nepastebimas, ir prakti¥kai neegzistuoja dirbtinés energetinés zonos, kas
leidZia lengvai identifikuoti DNR seka. Be to, tokia polimerazé leidZia naudoti naujus ilgy
DNR fragmentq sudarymo bidus, kas smulkiau bus aprasyta toliau. |

Kitos §io i§radimo savybés ir prana$umai bus aiSkas i§ $io apralymo ir iSradimo

apibrézties.



Pageidautiny iSradimo principy realizavimo aprasymas

Trumpas piesiniy aprasymas:

Pies. 1-3 - vektoriy pTrx-2, mGP1-2 ir pGP5-5 schematinis pavaizdavimas;

Pies. 4 - T7 DNR polimerazes selektyvaus oksidavimo grafinis pavaizdavimas;

PieS. 5 - modifikuotos T7 polimerazés galimybés sintetinti DNR, esant eten-dATF,
grafinis pavaizdavimas;

Pies. 6 - genomines DNR fermentines amplifikacijos, naudojant modifikuota T7 DNR
polimeraze, schematinis pavaizdavimas;

Pies. 7,8 ir 9 - atitinkamai nukleotidinés sekos pT1x-2, daliy pGP5-5 it mGP1-2;

Pies. 10 - schematinis pGP5-6 pavaizdavimas.

Pies. 11 - pagrindiné DNR sekvenavimo strategija, pagal Current Protocols in Molecular
Biology, Vol. 1, 7.1.1, 1987.

DNR polimerazé

Paprastai DNR polimerazé, atitinkanti §j iSradima, yra procesyviné, nepasizymi
asociatyvinés egzonukleazés aktyvumu, netskiriama nuo jvesto nukleotidinio analogo ir gali
naudoti nedidelius oligonukleotidus (tokius, kaip keturiy, $esiy ir astuoniy nukleotidy
sekos) kaip specifinius pradmenis. Toliau §ios savybés aprasomos smulkiau.

Procesyvumas

Procesyvumas suprantamas .kaip DNR polimerazés savyb€ nenutraukiamam daugelio
nukleotidy jvedimui, naudojant ta patj pradmenj - modelj netskiriant nuo modelio, DNR
sekos sudarymo salygose. Procesyvumo lygis priklauso nuo polimeraziy tipo: kai kurios iki
disocijacijos apjungia tik kelias bazes (pvz. Klenovo fragmentas (mazdaug 15 baziy), T4
DNR polimerazé¢ (maZdaug 10 baziy), TS DNR polimerazé (mazdaug 180 baziy),
atvirkitiné transkriptazé (mazdaug 200 baziy)) (Das ir kt. , T. Biol. Chem., t. 254, psl.
1227, 1979, Bambara ir kt. T. Biol. Chem., t. 253, psl. 423, 1978), tuo tarpu kai kitos
polimerazes, atitinkancios $j iSradima, neapsiriboja maZziau kaip 500 baziy, ir netgi ne
. maziau kaip 1000 baziy, esant atitinkamoms aplinkos salygoms. Tokios salygos turi jjungti
visy keturiy dezoksinukleozidofosfaty tiekima ir inkubacijos temperatiira nuo 10 iki 50°C.
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Procesyvumas stipriai padidéja, aplinkoje esant E. coli viengrandinio suriSimo baltymui

(SSb).

Esant procesyviniams fermentams, sekos susudarymo terminacija vyks tik prie ty baziy,
kurios jjungia sekos uzbaigimo agentus, kaip didezoksinukleotidas. Jeigu DNR polimeraze
neprocesyvine, tai sekos sudarymo reakcijos eigoje atsiras dirbtin€s zonos pozicijose, atitin-
kanciose nukleotidui, kur disocijuoja polimerazé. DaZna disocijacija sudaro energetiniy
zony fona neteisingose vietose ir trukdo teisingos DNR sekos sudarymui. Si problema
dalinai iSsprendziama inkubuojant reakcijos misinj ilga laiko tarpa (30-60 min) esant
aukStai koncentracijai substraty, kurie “pakelia” dirbtiniy zony molekulinj svorj iki auksto
lygio virSutinéje gelio dalyje, kuri nutolusi nuo tos zonos, kurioje registruojama DNR seka.
Tai néra idealus problemos sprendimas, kadangi egzistuoja didel¢ tikimybe, kad
neprocesyviné DNR polimerazé atsiskirs nuo modelio kompaktines antrinés struktiiros
zonose. Pakartotinis pradmens ilginimo inicijavimas Siuose taSkuose yra neefektyvus, ir
paprastai sukelia zony susidarymag vienoje vietoje visiems keturiems nukleotidams, kas
sudaro klitutj DNR sekai.

Analoginis skirtumas

DNR polimerazes, atitinkacCios duotg iSradima, neskiria didezoksinukleotidiniy analogy
ir normaliy nukleotidy. Kitaip sakant, analogo jjungimo tikimybé pana$iai tokia pati, kaip
ir normalaus nukleotido, arba bent jau sudaro 1/10 normalaus analogo jjungimo tikimybés.
Polimerazes, atitinkancios iSradima, nelabai skiria ir kai kuriuos kitus analogus. Tai labai
svarbu, kadangi kartu su keturiais normaliais dezoksinukleozidotrifosfatais (dGTF, dATF,
dTTF ir dCTF) sekos sudarymo reakcijose yra reikalingi ir kiti nukleotidiniy dariniy tipai,
kaip: radioaktyviis ar fluorescuojantys Zymeéti nukleozidotrifosfatai, paprastai nudojami
sintetinamoms grandinéms Zyméti izotopais **S ir P, bei kiti cheminiai reagentai. Kai
DNR polimeraze neskiria analogy, yra galimybé jungti analoga, kaip normaly nukleotida.
Zymétiems nukleozidotrifosfatams tai labai svarbu, siekiant gauti efektywy sintezuoty
DNR grandiniy Zyméjima, palaikant radioaktyvumo minimumg. Be to, tokiy fermenty
atveju galimi mazesni analogy lygiai, kas daro sekos sudarymo reakcija pigesne, lyginant su

skiriancio fermento atveju.

J
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Skirianéios polimerazés rodo kit atpaZinimo laipsni, kai jos polimerizuoja procesyviniu

biduy, ir sintetezé vyksta, pereinant antrinés struktiiros sudaromq klittj. Esant tokioms
klitims, bus pastebimas gelyje skirtingy radioaktyviy zony variabilumas, kuris gali sukelti
sekos identifikavimo sunkumus.

Egzonukleazés aktyvumas

DNR polimerazé, atitinkanti §j i§radima, turi maZiau kaip 50%, pageidautina maziau
kaip 1%, o geriausiai - maZiau kaip 0,1% normalaus ar gamtinio egzonuklezes asocijuoto
aktyvumo lygio (aktyvumo lygis vienai polimerazés molekulei). Normalus arba gamtinis ak-
tyvumas suprantamas nemodifikuotos T7 tipo polimerazés egzonukleazés aktyvumas. Pap-
rastai asociatyvinis aktyvumas sudaro 5000 vienety egzonukleazés aktyvumo miligramui
polimerazés, kaip apraSyta Zemiau, modifikuojant metotika Chase ir kt. (T. Biol. Chem,, t.
243, psl. 4545, 1974). Egzonuklezés padidina DNR sintezés tiksluma naujy sintezuoty
baziy pagalba, kurios neteisingai poruojasi su modelio bazémis. Toks asociatyvines egzo-
nuklezés aktyvumas kenksmingas DNR sekos sintezés reakcijy tvarkai. Jis pakelia mini-
malia reikalingg koncentracija pradiniy nukleotidiniy dariniy, kurie turi bati jvesti j reak-
cija, kadangi, kai krenta nukleotidiné koncentracija, polimerazés aktyvumas sumazeja ir
tampa egzonukleazés aktyvumo eilés, kas veda prie negrynos DNR sintezés ar net prie
sintezuotos DNR degradacijos.

Labiausiai svarbu tai, kad asociatyvinés egzonukleazés aktyvumas sukels DNR polime-
razés akyvumo kritima zonose su antrinés strukturos kliatimis. Kai polimerazé priartéja
prie tokios struktiiros, sintezés greitis mazéja proceso vykimo eigoje. Asociatyvine egzonu-
kleazé i$8auks naujai sintezuotos DNR ekscizija, neveikiant polimerazei. To pasekoje gali
vykti daugkartiniai sintezés ir ekscizijos ciklai. Tai gali sukelti galuting polimerazes
vykdoma sinteze (be neigiamo poveikio sekos susidarymo reakcijai); arba polimeraze gali
buti atskirta nuo sintezuotos grandines (kas veda prie dirbtinés zonos susidarymo toje
pacioje pozicijoje visose keturiose sekos sudarymo reakcijose); arba grandinés uzbaigimo
agentas gali buti daZnai jjungiamas, kas sukelia skirtingy sekos fragmenty intensyvumo
gelyje variabiluma. Tai vyksta todél, kad grandinés terminacijos agento jjungimo daznumas

bet kuriame nustatytame taske didéja, didéjant polimerazés galimybéms jvesti grandines
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uzbaigimo agenta, ir tokiu badu DNR polimerazé pasizymés Zymiai didesniu grandines

uZbaigimo agento jjungimo aktyvumu neaktyviuose taskuose, negu kitose taskuose.

 Ideali sekos sudarymo reakcija sudaro vienodo intensyvumo zonas visame gelyje. Tai
labai svarbu optimaliam rentgeno fotojuostos eksponavimui kiekvienam radioaktyviam
fragmentui. Jeigu radioktyviy zony intensyvumas skiriasi, silpnesnés zonos gali buti
neaptiktos. Tam, kad gauti tolygy visy fragmenty radioaktyvumo intensyvuma, DNR
polimerazé turi sugaisti vienoda laika kiekvienoje DNR vietoje, vienodai jvedant ar
pasalinant nukleotidus bet kuriame taske. Tai buna tada, kai DNR polimerazei triiksta
asociatyvinés egzonukleazés aktyvumo, kad biity galima per modelio ilgi kiekvienoje sekos
vietoje jvesti grandinés uZbaigimo nukleotida.

Trumpi pradmenvs

DNR polimeraze, atitinkanti §f isradimg, gali naudoti pradmenis, susidedancius i§ 10
baziy ir maZesnius, o taip pat ilgesnius pradmenis, pageidautina susidedancius i§ 4-20
baziy. Galimybé naudoti trumpus pradmenis suteikia visg eil¢ svarbiy pranaSumy DNR
sekai. Trumpesni pradmenys pigesni ir juos lengviau sintezuoti, negu jprastus 15-20 ilgio
pradmenis. Be to, jie grei¢iau sukimba su DNR modelio papildomais taskais, kas padidina
sekos susidarymo greitj. Toliau, galimybé naudoti trumpus (ne ilgesnius kaip 6-7 baziy)
oligonukleotidinius pradmenis DNR sekoje igalina pasiekti proceso operatyvuma sudarant
ilgy DNR fragmenty sekas, kas nejmanoma kitais atvejais.

Taip, pvz. gali biti sukurta sistema, susidedanti i§ 80 heksamery, i kuriy nei vienas
nepapildomas nei viename klonavimo vektoriaus taSke. StatistiSkai viena i§ 80 heksameri-
niy seky teks vidutini$kai kievienoms 50 baziy per visa DNR fragmento ilgi. 3000 baziy se-
kos nustatymui reikés tik penkiy cikly. Pirmasis “universalus” pradmuo (pvz. New England
Biolabs 1211, seka S’GTAAAACGACGGCCAGT?Y’) naudojamas mazdaug 600 baziy
sekai nuo vieno intarpo galo. Naudojant duotos sekos sudarymo reakcijos rezultatus, gali
buti parinktas sékantis pradmuo i§ duotos sistemos homologineés srities nustatomos sekos
galo srityje. Antro ciklo metu bus nustatytos sekancios 600 baziy, naudojant duota
pradmenj. Sios procediiros pakartojimas penkis kartus leis pilnai nustatyti 300 baziy seka,

nenaudojant subklonavimo ir kokiy nors naujy oligonukleotidiniy pradmeny cheminés
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sintezés. Tokiy trumpy pradmeny naudojimas gali buti padidintas, jjungiant j sekos

susidarymo reakcija T7 tipo baltymines sekos genus 2,5 ir 4.

DNR polimerazés, atitinkancios §j iSradimg (t. y. turinCios visas aukSCiau minetas
savybes), jjungia T7 tipo modifikuotas polimerazes. Tai DNR polimerazes, kurioms reikia
Seimininko tioredoksino kaip subvieneto, ir jos faktiSkai identiSkos DNR modifikuotai
polimerazei T7 ar ekvivalentiniams fermentams, iSskirtiems i§ giminingo fago, tokio, kaip
T3, F1, F11, H, W31, gh-1, Y, A1122 ir SP6. Kiekvienas iS Siy fermenty gali bati
modifikuotas tokiu badu, kad turés savybes, analogiSkas T7 modifikuoto fermento
savybéms. Minétus fermentus galima iSskirti iS lasteliy, uzkréstu fagu, bet geriausiai jj
iSskirti i§ lasteliy kurios jj intensyviai gamina. FaktiS8kai identiS$ka suprantama taip, kad
duotas fermentas gali turéti aminortgstinius pakaitalus, kurie neturi jtakos bendroms
fermento savybéms. Pageidaujamas aminorugstinis pakaitalas yra toks, kuris modifikuoja
nattraly fermenta, anuliuodamas jo egzonukleazés aktyvuma. Sia modifikacija galima
atlikti genetiniame arba cheminiame lygyje (Zr. Zemiau).

Polimerazés T7 klonavimas

Kaip 3io iSradimo pavyzdj reikia aprasyti T7 DNR polimerazés klonavimg, intensywy
gaminima, i$valyma, modifikacija ir panaudojima. Sis procesyvinis fermentas susideda i§
dviejy polipeptidy, sudaranciy kompleksg su stechiometriniu santykiu 1 su 1. Vienas jy yra
T7 fago geno 5 koduotas baltymas 84000 daltony (Modrich ir kt., T. Biol. Chem., t. 150,
psl 5515, 1975), kitas yra E. coli koduotas tioredoksinas 12000 daltony (Tabor ir kt., T.
Biol. Chem., t. 262, 16, 216, 1987). Tioredoksinas yra papildomas baltymas ir prijungia
geno 5 baltyma (neprocesyviné DNR polimeraze) prie pradmens modelio. Nattrali DNR
polimerazé turi labai aktyvig asocijuota su ja 3’-5° egzonukleaze. Sis aktyvumas leidZia
naudoti polimeraz¢ DNR sekoje, ir ji gali buti inaktyvuota ar modifikuota pries
polimerazés panaudojima. Tai labai lengvai realizuojama, kaip apraSyta Zemiau, chemiskai,
lokaliai oksiduojant egzoriukleazés sritj, arba geneti$kai, modifikuojant polimerazés geno |

koduojancia zona, kuri koduoja mihétq egzonukleazes aktyvuma.
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plrx-2
Siekiant klonuoti E. coli geng trx A (tioredoksing), laukinio tipo E. coli DNR dalinai

buvo suskaldoma Sau 3A pagalba ir gauti fragmentai, susiati su T7 DNR, suskaldytos
BamH1 pagalba, buvo iSskiriami i§ Stamo T7ST9 (Tabor ir kt. Tioredoksinines ir
Glutaredoksininés sistemos, Struktura ir funkcija, psl 285-300, Kaven Press; ir Tabor ir kt.,
1. auk$&iau). Si susiita DNR buvo pernesta j lasteles E. coli trxA’, miSinys buvo pasétas
lastelése trxA’, ir buvo i$skirti gauti fagai T7. Kadangi fagas T7 negali bati auginamas be E.
coli trxA aktyvaus geno, tai tik fagai, turintys geng trxA gal¢jo sudaryti kolonijas. Klonubti
genai trxA buvo fragmente Hincll 470 baziniy pory.

Tam, kad biity galimas intensyvus tioredoksino gaminimas, Kaip konstruktorius buvo
paimta plazmidé PTrx-2. Fragmentas HincllI i§ 470 baziniy pory, turintis geng trxA, buvo
isskirtas standartiniu budu (Maniatis ir kt. Klonavimas, A Laboratory Manuals, Cold
Spring Harbor Labs, Niujorkas) ir susiutas su plazmides pBP 322 dariniu, turinCiu
promotoriy Ptac (ptac-12, Amann ir kt., t. 25, Geno 167, 1983). Kaip parodyta pies. 2,
ptac-12, jjungiantis B-laktamaz¢ ir Saltinj ColE1l, buvo sudaromas Pvull, sudarant
fragmentg i§ 2290 pagrindiniy pory (bp), kuris paskui buvo susiuvamas su dviem
tandemineémis trxA kopijomis (fragmentas Hincll), naudojant pramones gaminamas
jungimo grandis (polijungianéios grandys Smal-BamlIIl), sudarant pTrx-2. Si pilna
nukleotidine seka pTrx-2 parodyta pieS. 7. Tioredoksino gavimas Kkontroliuojamas
promotoriumi tac, ir tokiu badu gali budi specifiSkai indukuotas, pvz. 1PTG (izopropil-8-
D-tiogalaktozidas) pagalba.

pGP5-5 it mGP1-2

Kai kurie T7 geniniai produktai yra letalis E. coli. Buvo iSdirbta aktyvacijos sistema,
palengvinanti letaliy geny klonavimg ir aktyvavima, pagrista indukuotu T7 RNR
polimerazés aktyvavimu. Geno 5 baltymas yra kai kuriuose E. coli Stamuose letalus; ir
tokios sistemos pavyzdys apraSomas darbe Tabor ir kt. Proc. Nat. Acad. Sci,, t. 82, 1074,
1985, kur T7 genas kontroliuojamas promotoriu F10, ir aktyvuojamas tik kai T7 RNR

polimeraz¢ yra lgstel¢je.
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pGP5-5 (pies. 3) buvo padaryta standartiniais metodais, naudojant sintetines

jungian&iasias grandis BamH1 T7 fragmento nuo 14306 (Ndel) iki 16869 (Ahalll), turincio
gena 5, sujungimui su T7 fragmentu (560 bp) nuo 5667 (HinclI) iki 6166 (Fnu4HI),
jjungiantj kaip F1,1A ir F1,1B promotorius, kurie atpaZijstami T7 RNR polimerazes
pagalba, taip ir fragmenta 3kbBamHI - HinclI pACYC177 (Chang ir kt., T. Bacteriol, 134,
1141, 1979). 8i T7 intarpy ir jungianéiyjy grandziy nukleotiné seka parodyta pies 8. Sioje
plazmidéje genas 5 aktyvuotas tik tada, kai T7 RNR polimeraz¢ randasi lgsteleje.

Kaip parodyta pies. 3, T7 RNR polimerazé yra fago mGP1-2 vektoriuje. Ji analogiska
pGP1-2 (Tabor ir kt.), iskyrus tai, kad T7 fragmentas nuo 3133 (HaellI) iki 5840 (Hinfl),
turintis T7 RNR polimerazg, susiuvamas naudojant jungiancias grandis (atitinkamai Bgl 11
ir Sal I) su M13 mp8, nukirptos BamHI-Sol pagalba, patalpinant polimerazés geng taip,
kad jis biity promotoriaus lac kontroliuojamas. Pilna mGP1-2 nukleotidin€ seka parodyta
pies 9. Kadangi pGP5-5 ir pTrx-2 turi skirtingg replikavimo kilme (atitinkamai P15A ir
ColE1l), tai jie gali buti transformuojami j viena lastele. pTrx-2 aktyvuoja didesnj
tioredoksino kiekj, esant 1PTG. mGP1-2 gali kartu koegzistuoti kaip dvi plazmides, ir gali
buti naudojamas T7 RNR polimerazés aktyvavimui i§ pGP5-5 gaminant T7 RNR
polimeraze promotoriaus lac, pvz. 1PTG, indukavimo deka.

T7 DNR polimerazes per intensyvi gamyba

Egzistuoja keli trxA ir geno 5 geniniy produkty galimo intensyvaus gaminimo ir pertvar-
kymo keliai. Visuose juose gali buti naudojamas vieni ir tie patys Stamai ir plazmid¢s. Pagal
pageidauting bida, du genai kartu aktyvuojami toje pacioje lastel¢je. (Tai salygota tuo, kad
genas 5 jautrus proteazei, jeigu néra suriStas tioredoksinu). Kaip apraSyta toliau, procedtira
jjungia abiejy geny patalpinima dviejose plazmidése toje pacioje 13stel€je. Kaip vienas i$
varianty abu genai gali buti toje pacioje plazmideje. Labai svarbu, kad T7 genas 5 bity
kontroliuojamas indukuojamo promotoriaus, tokio, kaip F1, 1A, F1B ir F10.T7, kadangi
net ir nedideliy polipeptidy kiekio sintezeé, kartu paémus yra toksiSka E. coli. Turima
galvoje, kad gaminama ne daugiau kaip 500 geninio produkto molekuliy per laiko vieneta,
kai aktyvuojantis geng promotorius nektyvus. DaZniausiai naudojama T7 RNR polimera-

zés aktyvacijos sistema, nors galimos ir kitos aktyvacijos sistemos, kurios naudoja
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indukuojamus promotorius. Kai kurie promotoriai, pvz. plac, net neindukuoti leidilizzl
gaminti daugiau kaip 500 baltymo molekuliy, tokiu budu lgstelés, kurios turi letalinius
genus, kontroliuojamus tokiy promotoriy, auga blogai ir netinka Siame iSradime aprasy-
tiems biidams realizuoti. Galima, aiSku gaminti Siuos produktus lastelése, kurioms jie nera
letalis; tokiu atveju tinka ir tokio tipo promotoriai, kaip plac.

Pagal antrajj buda, kiekvienas genas gali buti klonuojamas atskirai ir stipriai aktyvuo-
jamas. Naudojant $ita buda, lastelés, kuriose vyksta didel¢ atskiro polipeptido gamyba,
sumai$omos ekstrakty gamybai, ir taip du polipeptidai sudaro T7 DNR polimeraze.

Pavyzdys 1: T7 DNR polimerazés gamyba

Linijos mGP1-2 (ATCC 40303) paruosimui naudojamas £. coli Stamas 71.18 (Messing ir
kt., Acad. Sci., 74, psl. 3642, 1977). Sis stamas 71.18 saugomas 50% glicerine esant -80°C

temperatQrai, ir uzséjamas l€ksteleje su standartine minimalia agaro terpe. Viena kolonija
auginama per naktj 25 ml standartinés terpés M9 esant 37°C temperatirai, ir viena
kolonija mGP1-2 gaunama darant minétos linijos 71.18 lasteliy titrg. Si linija naudojama
inokuliacijai 10 ml x 2X1B (2% Bakto-Triptono, 1% micliy ekstrakto, 0,5% NaCl, 8 mmol
NaOH), turinéio JM103, i$auginto iki Ase=0,5. Si kultiira uztikrina fago linija kulttros
mGP1-2 paruosime. Po 3-12 val 10 ml kutiros centrifuguojama, ir virSutinis sluoksnis
uzkreCiamas didele (2 1) kuttra, ir Sios dideles kultiros 4x500 ml 2XI.B kiekis inokuliuoja-
mas 4x5 ml Stamo 71.18 lastelémis, iSaugintomis M9, ir sukratoma, esant 37°C. Kai didZioji
kultiira uzauginama iki Ase=4,0 (mazdaug per 3 val.) ji inokuliuojama 10 ml pavirSiniu
sluoksniu, turinCio uzkreciamajj lizata mGP1-2. UZzkréstos 1asteleés po to auginamos per
naktj esant 37°C. Sekancia dieng lastelés pasalinamos centrifuguojant, ir iSplaukes sluoks-
nis tinka K38/pCP5-5/pTrx-2 (ATCC 67287) indukavimui (Zr. Zemiau). Sis sluoksnis gali
buti saugomas esant 4°C mazdaug $eSis ménesius, esant titrui ~5x10" f/ml. Esant tokiam
titrui 1 1 fago uzkrés 12 11asteliy esant Asg=5 su infekcijos iSplitimu 15. Jeigu titras Zemas,
tai fagas mGP1-2 gali biti koncentruojamas nuo iSplaukusio sluoksnio tirpinant NaCl
(60g/1) ir PEG-60 (65 g/) miSinyje, ko pasekoje miSinys gali biiti nusodinamas esant 0°C 1-
72 valandy beégyje, o po to cetrifuguojamas (7600 aps/min, 20 min). Nuosédos, turincios
faga mGP1-2, pakartotinai suspenduojamos mazdaug 1/20 M9 terpés pradinio tirio.
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K38/pGP5-5/pTrx-2 yra E. coli Stamas, (genotipas HfrC) turintis dvi sulyginamas

plazmides pGP5-5 ir pTrx-2. pGP5-5 plazmidé kilusi i§ P15A replikacijos ir turi atspary
kanomicinui (Km) gena. pTrx-2 kilusi i§ ColE1 replikacijos ir turi atspary ampicilinui (Ap)
gena. Sios plazmidés jvedamos | K38 standartiniais metodais, atitinkamai atrenkant Km® ir
Ap®. Lastelés K38/pGP5-5/pTrx-2 saugomos 50% glicerine, esant -80°C temperaturai.
Prie$ panaudojima jos uzséjamos 1¢ksteléje su 50 mkg/ml ampicilino ir kanomicino, augina-
mos per naktj 37°C, ir viena kolonija auginama 10 ml terpés LB, turincios 50 mkg/ml ampi-
cilino ir kanomicino, esant 37°C 4-6 val. 10 ml lasteliy kultura naudojama 500 ml terpés
LB, turin¢ios 50 mkg/ml ampicilino ir kanomicino, inokuliacijai, po ko kratoma esant 37°C
per naktj. Sekan¢ia diena kultira (500 ml) naudojama inokuliuoti 12 1 2XI.B-KPQOy terpés
(2% Bakto-Triptono, 1% mieliy ekstrakto, 0,5% NaCl, 20 mmol KPO;, 0,2% dekstrozes ir
0,2% kazamino riigsties, pH=7,4), ir auginama aeruojant fermentatoriuje easant 37°C. Kai
kutiira pasiekia Asp=>5,0 (t.y. lasteliy logaritmine ar stacionarig augimo fazg), lasteles
uzkrec¢iamos mGP1-2 su uzkrétimo koeficientu 10 ir jvedamas IPTG (galutiné koncentra-
cija 0,5 mmol). IPTG indukuoja tioredoksino ir T7 RNR polimerazés gamybg mGP1-2, po
ko indukuojamas klonuotos DNR polimerazés gaminimas. Lastelés papildomai auginamos
2,5 val. maiSant ir aeruojant, po ko jos surenkamos. Lastelés suspenduojamos 1,5 1 10%
sacharozés tirpale (20 mmol Tris-HCl; pH=8,0), i kurj pridéta 25 mmoliai etilendiamin-
tetracto ragsties (EDTA) ir vél auginamos. Po to lastelés vél suspenduojamos 200 ml 10%
sacharozeés tirpale (20 mmol Tris-HCl; pH=38,0), | kurj pridéta 1,0 mmolio EDTA ir
uZSaldomos skystame azote (N,). IS 12 litry indukuoty lasteliy gaunama 70 g sausos bio-
masés, kurioje yra mazdaug 700 mg geno 5 baltymo ir 100 mg tiorodoksino.

K38/pTrx-2 ATCC 67286 (K38, turintis tik pTrx-2) gamina didelius tioredoksino kiekius,
ir jis jvedamas kaip “aktyvatorius” j K38/pGP5-5/pTrx-2 ekstrakta, siekiant uztikrinti, kad
valymo pradZioje biuty tioredoksino perteklius lyginant su geno 5 baltymu. Lastelés
K38/pTrx-2 saugomos 50% glicerine, esant -80°C temperatiirai. Prie§ naudojima jos
uzséjamos léksteléje su 50 mkg/ml ampicilino, auginamos 24 val. 37°C, ir viena kolonija
auginama 25 ml terpés LB, turin¢ios 50 mkg/ml ampicilino, per naktj esant 37°C. 25 ml
lasteliy kultiiros naudojama 2 1 terpés 2XLB inokuliacijai, ir kratoma-esant 37°C. Kai
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lastelés pasiekia Asg=3,0, indukuojama promotoriaus ptac gamyba, atitinkamai gamina-

mas ir tioredoksinas jvedant IPTG (galutiné koncentracija 0,5 mmol). Sios lastelés kratant
dar auginamos 37°C temperatiroje 12-16 val., po to surenkamos, suspenduojamos 600ml
10% sacharozés tirpale (20 mmol Tris-HCl; pH=8,0), { kurj pridéta 25 mmoliai EDTA ir
vél auginamos. Po to lastelés vél suspenduojamos 40 ml 10% sacharozés tirpale (20 mmol
Tris-HCl; pH=38,0), i kurj pridéta 0,5 mmolio EDTA ir uzSaldomos skystame azote (N;). I$
2 litry Iasteliy gaunama 16 g sausos biomases, kurioje yra 150 mg tiorodoksino.

Kiekybin¢je polimerazes analizéje kaip substratas naudojama verSelio uzkrucio liaukos
DNR grandiné (6 mmoliai). Ji gaunama pries$ naudojima denattruojant dvigubg DNR spi-
rale 50 mmoliy NaOH esant 20°C 15 min. bégyje, véliau neutralizuojant HCl. Bet kuri

-iSvalyta DNR gali buti naudojama kaip modelis kiekybinéje analizeéje, bet pageidautina,
kad DNR ilgis buty didesnis kaip 1000 baziy.

Naudojama standartine T7 DNR polimerazés analizé yra aprasytos metodikos modifika-
cija (Grippo ir kt. T. Biol. Chem., t. 246, psl. 6867, 1971). Standartinis reakcijos miSinys
(taris - 200 mkl) turi 40 mmol Tris-HCl, pH=7,5, 10 mmol MgCl,, 5 mmol ditiotroitolo,
100 nmol denattruotos uZzkrii¢io liaukos DNR, 0,3 mmol dCTF, dATF, dGTF IR
[PH]dTTF (20 cpm/pm), 50 mkg/ml BSA ir skirtingus T7 DNR polimerazés kiekius. Inku-
bacija trunka 30 min (5-60 min) esant 37°C (10-45°C). Reakcija uZbaigiama, jvedant 3 ml
Salto (0°C) miSinio i§ 1-normalinés HCl ir 0,1 mol pirofosfato. Neistirpusio rigstyje pro-
dukto radioaktyvumas matuojamas pagal Hinkle ir kt. metodika (T. Biol. Chem., t. 259, psl.
5523, 1974). DNR nusodinama ant ledo per 15 min. (5-12 min.), po ko filtruojant nusodi-
nama stiklo pluosto filtruose. Filtrai penkis kartus perplaunami 40 ml $altu (0°C) miSiniu i3
0,1 mol HCl ir 0,1 mol pirofosfato, ir po to dar du kartus - $altu (0°C) 90% etanoliu. Po
dZiovinimo nustatomas filtry radioaktyvumas, naudojant bevandenj scinciliuojantj tirpala.

Vienas polimerazés aktyvumo vienetas katalizuoja 10 nmol nukleotidy jvedimg | tirps-
tancia rugstyje forma 30 min. bégyje esant 37°C ir nurodytoms auk3&iau saglygoms. Nattrali
T7 DNR polimeraz¢ ir modifikuota T7 DNR polimerazé (Zr. Zemiau) turi vienodg specifinj
polimerazés aktyvumg (£20%), kuris yra diapazone nuo 5000 iki 2000 vnt./mg nattraliai
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polimerazei ir nuo 5000 iki 50000 vnt./mg modifikuotai polimerazei, priklausomai nuo

kiekybinés analizés standartiniy salygy paruosimo ir panaudojimo.

T7 DNR polimerazé nuo ekstrakty i§valoma nusodinimo ir chromatografijos metodais.
Zemiau pateikiamas tokio valymo pavyzdys.

UZSaldyty lasteliy ekstraktas (200 ml K38/pGP5-5/pTrx-2 ir 40 ml K38/pTrx-2) atSildo-
mas per naktj 0°C temperatiroje. Lastelés sumaiSomos, ir pridedama 5 ml lizocimo (15
mg/ml) bei 10 ml NaCl (5 mol). Po 45 min., esant 0°C, 13stelés patalpinamos | ledo vonia,
esant 37°C, ir laikomos tenai, kol temperatura nukrenta iki 20°C. Po to lastelés uzSaldomos
skystame azote (N;). Papildomai pridedama 50 ml NaCl (§ mol), ir lastelés atSildomos van-
dens vonioje 37°C temperaturoje. Po atSildymo lgstelés atsargiai maiSomos 0°C temperati-
roje 60 min. bégyje. Lizatas centrifuguojamas vieng valandg Beckman 45Ti rotoriuje
(35000 aps/min). ISkiles sluoksnis (250 ml) yra frakcija I. Joje yra 700 mg geno § baltymo ir
250 mg tioredoksino (tioredoksino ir geno 5 baltymo santykis sudaro 2:1).

90 g amonio sulfato iStirpinama 250 ml frakcijos I ir maiSoma 60 min. Suspensija 60
min.. palickama nusistovejimui, ir gautos nuosedos iSskiriamos centrifuguojant 8000
aps/min 60 min begyje. ISskirtos nuosédos tirpinamos 300 ml 20 mmol Tris-HCl pH=7,5/5
mmol 2-merkaptoetanolio/0,1 mmol EDTA/10% glicerino miSinyje (buferis A). Tai
frakcija I1. |

Paruogiama kolonélé Batman DE52 DEAE (12,6 cm® x18 cm) ir praplaunama buferiu
A. Frakcija II dializuojama per naktj dukart pakeiciant 1 | buferio A, kol frakcijos II
elektrolaidumas bus lygus buferio A, kuriame yra 100 mmol NaCl, elektrolaidumui.

Dializuota frakcija II tiekiama | kolonéle 100 ml/val grei¢iu ir perplaunama 44 ml
buferio A, kuriame yra 100 mmol NaCl. Baltymai eliuojami 3,5 1 NaCl gradientu nuo 100
iki 400 mmol buferyje A, kuris tiekiamas 60 ml/val grei¢iu. Frakcijos, turingios T7 DNR
polimerazg eliuojamos esant 200 mmol NaCl, apjungiamos. Tai frakcija III (190 ml).

Paruosiama kolonél¢ Batman PII su fosfoceliulioziniu uzpildymu (12,6 cm®x12 cm) ir
praplaunama 20 mmol KPO,, pH=7,4/5 mmoliai 2—mérkaptoetanolio/0,1 mmolio
EDTA/10% glicerino miSiniu (buferis B). Frakcija III skiedZiama du kartus (380 ml)
buferiu B, po ko paduodama j kolonéle 60 ml/val greiiu ir praplaunama 200 ml buferio B,
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kuriame yra 100 mmol KCl. Baltymai eliuojami 1,8 1 KCl gradientu nuo 100 iki 400 mmol

buferyje B, kuris tiekiamas i kolonélg 60 ml/val greiciu. Frakcijos, turin¢ios T7 DNR poli-
meraze, eliuojamos 300 mmol KCl, ir apjungiamos, sudarydamos frakcijg I'V (370 ml).

Paruosiama kolonélé DEAE-Sephadeks A-50 (4,9 cm?x15 cm) ir praplaunama 20 mmol
Tris-HCl, pH=7,0/0,1 mmoliai ditiotreitolo/0,1 mmolio EDTA/10% glicerino miSiniu
(buferis C). Frakcija IV dializuojama dukart pakeiciant 1 1 buferio C, kol frakcijos IV
elektrolaidumas bus lygus buferio C, kuriame yra 100 mmol NaCl, elektrolaidumui. Diali-
zuota frakcija IV tiekiama i kolonélg 40 ml/val greitiu ir perplaunama 150 ml buferio C,
kuriame yra 100 mmol NaCl. Baltymai eliuojami 1 1 NaCl gradientu nuo 100 iki 300 mmol
buferyje C, kuris tiekiamas | kolonéle 40 mi/val greiciu. |

Frakcijos, turinCios T7 DNR polimeraze, eliuojamos 210 mmol NaCl, ir apjungiamos,
sudarydamos frakcija V (120 ml).

Paruosiama hidroksilapatitiné kolonélé BioRed HTP (4,9 cm’x15 cm) ir praplaunama
20 mmol KPO,, pH=7,4/10 mmoliai 2-merkaptoetanolio/2 mmoliai natrio citrato/10%
glicerino misiniu (buferis D). Frakcija V dializuojama dukart pakeiciant 500 ml buferio D.
Dializuota frakcija V tiekiama j kolonélg 30 ml/val greiciu ir perplaunama 100 ml buferio
D. Baltymai eliuojami 900 ml KPO, gradientu nuo 0 iki 180, pH=7,4, buferyje D, kuris
tiekiamas j kolonéle 30 ml/val greiciu. Frakcijos, turincios T7 DNR polimerazg, eliuojamos
500 mmol KPO,, ir apjungiamos, sudarydamos frakcija VI (130 ml). Ji jjungia 270 mg
homogeninés T7 DNR polimerazes.

Frakcija VI dializuojama 20 mmoliy KPO,, pH=7,4/0,1 mmol ditiotreitolo/0,1 mmolio
EDTA/50% glicerino misiniu. Si koncentruota frakcija VI (~ 65 ml, 4 mg/ml) ir saugoma
esant —20°C.

I&skirta T7 polimerazé turi asocijuota nukleazés aktyvumg. Kaip buvo nurodyta
auksciau, jis turi buti inaktyvuotas. Cheminis inaktyvacijos biidas pateiktas Zemiau.

Koncentruota frakcija VI dializuojama "per naktj, naudojant 20 mmoliy KPO,,
pH=7,4/0,1 mmol ditiotreitolo/10% glicerino misiniu, siekiant paéalinti EDTA. Po dializés
koncentracija privedama iki 2 mg/ml naudojant 20 mmoliy KPO,, pH=7,4/0,1 mmol
ditiotreitolo/10% glicerino tirpalo pagalba, ir méginiai po 30 ml (2g/ml) supilstomi j 50 ml
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propileno mégintuvélius. (Méginiuose 2 mg/ml T7 DNR polimerazés koncentracija sudaro

22 mkmol).

Pries pat naudojimg paruoSiamos SvieZios ditiotreitolo (DTT) ir dvivalentés gelezZies
amonio sulfato Fe(NH,),(SO,)#6H,O porcijos, ir jos pridedamos | 30 ml T7 DNR
polimerazés méginj iki koncentracijos 5 mmol DTT (0,6 ml 250 mmol linijos) ir 20 mmol
Fe(NH,),(SO4),#6H,0 (0,6 ml 1 mmol linijos). Modifikacijos eigoje T7 DNR polimerazes
ir gelezies moliarinés koncentracijos sudaro mazdaug 20 mkmol, o DTT koncentracija
sudaro 250-kartinj moliarinj pertekliy.

Modifikacija atlickama prisotintoje deguonies aplinkoje, esant 0°C temperatirai,
sekandiai. Reakcinis miSinys patalpinamas ant ledo eksikatoriuje, kuris prapudiamas oru ir
po to uZpildomas deguonimi. Sis ciklas kartojamas tris kartus. Reakcija gali vykti ir ore
(20% deguonies), bet tada greitis bus 2/3 kartus maZesnis.

Egzonukleazés aktyvumo kritimas laike parodytas pies. 4. ParuoSiama Zyméta °H
dviguba DNR (6 cpm/pmol) ir bakteriofago T7, kaip apfas'syta Richardson darbe (T. Molec.
Biol, 15, 49, 1966). Prie$ naudojima, denattruojant dvigubg Zymeta H DNR 50 mmol
NaOH 20°C 15 min bégyje, po ko neutralizuojama HCI, gaunama vienguba Zyméta HT7
DNR grandiné. Naudojama kiekybiné egzonukleazés analize yra modifikuota procedura,
apra$yta Chase ir kt. darbe (Zr. auk§ciau). Standartinis reakcinis misinys (galutinis taris 100
mkl) jjungia 40 mmol Tris-HCl pH=7,5, 10 mmol MgCl,, 10 mmol DTT, 60 mmol Zymetos
3H viengubos T7 DNR (6 cpm/pmol), ir skirtingus T7 DNR polimerazés kiekius. Zyméta
H dviguba T7 DNR taip pat gali buti naudojama kaip substratas. Be to, kiekybineje
analizéje gali bati naudojama bet kuri radioaktyviai paZzyméta DNR, tiek vienguba, tiek ir
dviguba. Taip pat gali buti naudojama Zyméta 3*-galiné vienguba ar dviguba DNR. Po 15
min inkubacijos 37°C reakcija uzbaigiama, jvedant 30 mkl BSA (10 mg/ml) ir 25 mkl TCA
(100% svoris/tiris). Kiekybiné analizé gali buti atlikta esant 10-45°C temperaturai per 1-60
min. DNR nusodinma ant ledo per 15 min (1 min - 12 val), po to centrifuguojama prie
12000g 30 minuciy (5 min - 3 val). 100 mkl i$plaukusio sluoksnio naudojama netirpstancio
vandenyje produkto radioaktyvumui nustatyti, jpilant 400 mkl vandens ir 50 ml vandeninio

scinciliacinio tirpalo.
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Vienas vienetas egzonukleazés aktyvumo Katalizuoja ragsting soliubizacijg 10 nmol nu-

Kleotido 30 min. bégyje, esant nurodytoms kiekybinés analizes salygoms. Natarali T7 DNR
polimerazé turi santykinj egzonuklezés aktyvumg 500 vnt/mg, kas buvo nustatyta aukSciau
minétos kiekybinés analizés pagalba. T7 DNR modifikuotos polimerazés aktyvumas pri-
klauso nuo cheminio modifikacijos tipo, bet idealiu atveju jis 10-100 karty maZzesnis negu
natiralios T7 DNR polimerazés ir sudaro 500-50 ar maZiau vnt./mg, kas nustatyta aukdiau
minétos kiekybinés analizés pagalba. Naudojant dvigubos DNR substrata, egzonukleazes
aktyvumas yra mazdaug 7 kartus didesnis.

Esant apra$ytoms salygoms, egzonukleazés aktyvumas eksponentiskai maz¢ja su skilimo
pusperiodziu 8 valandos. Viena kartg per dieng tolygiam deguonies paskirstymui reakcinio
indo turinys permai$omas, nes Kkitaip reakcija vyks greiciau pavirSiuje, kur deguonies kon-
centracija didesné. Karta per diena pridedama 2,5 mmol DTT (0,3 ml 250 mmol linijos 30
ml reakcinio mi$inio) oksiduotam DTT papildyti.

Po 8 valandy T7 DNR egzonuklezinis polimerazes aktyvumas krinta 50%, polimerazes
aktyvumui praktiSkai nesikeiCiant. Sis 50% kritimas gali buti i$3auktas visiSku egzonu-
kleazés aktyvumo inaktyvavimu puséje polimerazés molekuliy, o ne bendru visy molekuliy
egzonukleazés aktyvumo sumaZzéjimu. Taip, po aStuoniy valandy visos molekules turi nor-
maly polimerazés aktyvuma, pusé molekuliy turi normaly egzonukleazés aktyvuma, o kita
pusé - <0,1% pradinio egzonukleazés aktyvumo.

Kada modifikuojasi 50% molekuliy (per 8 val.), fermentas yra tinkamas (nors dar
neoptimalus) DNR sekos sudarymui. Optimaliai DNR sekos sudarymo kokybei reikalinga
reakcija,kurios metu modifikuojama daugiau kaip 99% molekuliy (egzonukleazes aktyvu-
mas turi sudaryti maZiau kaip 50 vnt.), kam reikia keturiy dieny.

Po keturiy dieny reakcinis misinys dializuojamas per du ciklus pakeiCiant 250 ml 20
mmol KPO, pH=7,4/0,1 mmol DTT/0,1 mmol EDTA/50% glicerino miSinio, siekiant
pasalinti gelezj. Modifikuota T7 DNR polimerazé (4 mg/ml) saugoma -20°C.

T7 DNR polimerazés cheminés modifikacijos reakcijos mechanizmas priklauso nuo

aktyviy deguonies jony, susidaran¢iy esant pereinamiesiems redukuojantiems metalams,
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kaip Fe'?, ir molekuliniam deguoniui. Galimas reakcijos mechanizmas, vedantis prliz
hidroksiliniy radikaly susidarymo, pateiktas Zemiau

1) Fe&* +0, > Fe* + O,

2) 20, +2H" 5> H,0, + O,

3) Fe** + H,0, » Fe’* + OH + OH'

Lyatyje 1, redukuojandiy metalo jony oksidacija veda prie peroksidinio radikalo susida-
rymo. Sis radikalas gali dalyvauti pernesimo reakcijoje susidarant vandenilio peroksidui
(lygtis 2). Ir, pagaliau, vandenilio peroksidas gali reaguoti su redukuojanciais metalo jo-
nais, sudarant hidroksilo radikalus OH' (lygtis 3). Oksiduotas metalo jonas grizta j redu-
kuota forma, redukuojandiy reagenty, kaip DTT, pagalba.

Sie chemitkai aktyvis jonai gali inaktyvuoti baltymus, negriZtamai modifikuodami
specifines aminorgsciy grupes. Toks pakenkimas pastebimas geno 5 SDS-PAGE fragmen-
te, gauto CNBr arba tripsino pagalba. Kai kurie fragmentai iSnyksta, pastebimas skersinis
didelés molekulinés masés produkty susiuvimas, ir kai kurie fragmentai suskaidomi j du
mazesnius fragmentus.

Kaip buvo nurodyta auki¢iau, redukuojantis agentas (pvz. DTT, 2-merkaptoetanolas) ir
pereinamasis metalas (pvz. geleZis) yra pagrindiniai modifikavimo reakcijos elementai.
Reakcija vyksta ore, bet ji tris kartus pagreitéja esant 100% deguonies aplinkai. Si reakcija
vyks létai ir nesant jvedamy pereinamyjy metaly terpéje del iy metaly pedsaky (1-3
mkmol) buvimo buferiniuose preparatuose.

Modifikacijos reakcijos inhibitoriai gali buti anaerobinés salygos (pvz. Ny), ir metaly
chelatus sudarantys junginiai (pvz. EDTA, citratas, nitrilotriacetatas). Be to, fermento
katalazé gali inhibuoti reakcija, kas patvirtina didel¢ deguonies jony reikSm¢ gaunant
modifikuota T7 DNR polimeraze.

Pagal $io budo varianta galima T7 geno 5 mutacija, siekiant specifiSkai inaktyvuoti egzo-
nukleazing baltymo dalj. T7 mutavusio geno 5 iSvalytas baltymas, apvalytas nuo kitokio
tipo mutanty, yra idealus naudoti DNR sekoje be tolimesnés egzonuklezinio aktyvumo
inaktyvacijos oksidavimo pagalba, ir atitinkamai, be antrinio paZeidimo, kuris galimas, kai
'vykdoma chemine baltymo modifikacija.
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GenetiSkai modifikuota T7 DNR polimerazé gali bati iSskirta atsitiktinés geno 3

mutagenezés budu, ir toliau atrenkant tuos mutantus, kurie praranda egzonukleazés
aktyvumg, neprarandant polimerazés aktyvumo. Mutagenez€¢ vykdoma sekancin budu.
Genas §, turintis viengubg DNR (pvz. klonuotas pEMEL—S, plazmideje, turincioje pradinj
viengubos DNR replikantg) ir kontroliuojamas promotoriumi - T7 RNR polimeraze,
paruosiamas standartiniu budu, po ko apdorojamas dvejais skirtingais mutagenais: hidrozi-
nu, kuris sukelia C ir T mutacijas, ir skruzdziy rugStimi, kuri sukelia G ir A mutacijas
(Myers ir kt., 229, Science 242, 1985). DNR paveikiama mutageno doze, kuri pakeicia
vidutinisSkai vieng baze vienoje plazmides molekul€je. Po to i vienskaidulines mutagenizuo-
tas plazmides jvedamas uneversalus 17 nukleotidy pradmuo (Zr. auk$¢iau) ir naudojamas
kaip modelis prieSingy DNR grandiniy sintezéje. Sios sintezuotos grandinés turi
netvarkingai jjungtas bazes vietose, kuriose buvo modeliy mutageninés bazés. Toliau Si
dviguba mutagenizuota DNR naudojama Stamo K38/pGP1-2, kuris yra Stamas K38 su
plazmide pGP1-2 (Tabor ir kt., zr. auksciau), transformacijai. Paveikus Siluma, 3is $tamas
aktyvuoja T7 RNR polimeraz¢. Lasteliy transformacija vykdoma I¢kStelése su 200
kolonijy, esant 30°C. |
Lasteliy atrinkimas, kurios turi T7 DNR polimeraze be egzonuklezés aktyvumo, pagris-
tas sekanciu atradimu. DNR polimerazes 3’-5° egzonukleazé tarnauja kaip koreguojantis
faktorius. Kai bazés jvestos neteisingai, egzonukleaz¢ paSalins naujai jvedamg baze, kuri
bus atpazinta kaip “anomalin¢”. Toks yra dATF analogo - eteno-dATF atvejis, kuris
lengvai jvedamas T7 DNR polimerazes pagalba vietoje dATF. Vienok, esant T7 DNR
polimerazés 3’-5° egzonukleazei, Sis analogas taip pat greitai, kaip ir jvedamas, bus ir
pasalinamas, ko pasekoje bus susintetinta ne visai gryna DNR. Kaip parodyta pies. 6,
naudojant sukeitiamg kopolimera poli-d(AT) kaip modelj, natirali T7 DNR polimerazé
katalizuoja DNR sintezg tik esant dATF, bet ne eteno-dATF. Skirtingai nuo to, modifikuo-
ta T7 DNR polimerazé dél to, kad joje néra asociacijuotos egzonukleazés, stabiliai jveda
eteno-dATF | DNR sekg greiciu, sulyginamu su dATF jvedimo greiciu. Taip, naudojant
kaip modelj poli-d(AT) ir kaip pradines medZiagas dATF ir eteno-dATF, nustatyta, kad
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nattrali T7 DNR polimerazé nesugeba sintetinti DNR pagal §itg modelj, tuo tarpu kaip

modifikuota T7 DNR polimeraze gali naudoti 8j modelj DNR sintezéje.

Lizavimo ir didelio kolonijy skaiiaus atrankos procediiros aprasytos Ractz darbe (Proc.
Nat. Acad. Sci., 72, 2274, 1975). Lasteles 638/pCP1-2, transformuotos plazmidémis, turin-
¢iomis mutagenizuota gena 5, perneSamos i$ Petri 1€kSteles, kurioje buvo 200 jy kolonijy,
ant filtrinio popieriaus gabalélio. Diskai iS Sio filtrinio popieriaus laikomi 42°C 60 min bé-
gyje, siekiant indukuoti T7 RNR polimerazg, kuri atitinkamai aktyvina geno 5 baltymo
sinteze. Sio geno pagalba sintetinamas tiorodoksinas. Ant filtrinio popieriaus, siekiant
sulizuoti lasteles, uzZlaSinamas lizocimas. Po lasteliy lizavimosi, filtrinio popieriaus diskai
inkubuojami poli-d(AT)[c*?PJITTF ir eteno-dATF 37° temperatiiroje 60 min bégyje. Po to
Sie diskai perplaunami rigstimi nejjungtos [*?P]ATF pasalinimui. DNR nuséda ant filtrinio
popieriaus, tuo tarpu kaip nukleotidas lieka iStirpes ragstyje. Po to praplautas filtrinis po-
pierius naudojamas fotojuostos eksponavimui. Kolonijos, kurios indukuoja aktyvig T7
DNR polimeraze su apribotu egzonukleazés aktyvumu, jjungs netirpstantj ragstyje P, ir
bus juostoje uzfiksuotos. Kolonijos su natdralia T7 DNR polimeraze, bus eksponuotoje
juostoje nematomos.

Pozityvios kolonijos paimamos i§ Petri 1¢kstelés, kurioje auga pradinés kolonijos. Laste-
Iés, kurios turi potencialiai pozityvius klonus, indukuojamos dideliame turio kiekyje (1 lit-
ras), ir T7 DNR polimeraze iSvaloma nuo kiekvieno preparato iki egzonukleazés, asocijuo-
tos su kiekvienu mutantu, lygio. Tie mutantai, kurie turi maZa egzonukleazés aktyvuma, yra
tinkami DNR sekos sudarymui.

T7 geno 5 mutantus su mutavusia baltymy egzonukleazés sritimi galima isskirti ir tiesio-
ginés mutagenezés bidu. Zemiau pateikiamas tokios procediros pavyzdys.

T7 DNR polimerazé su sumazintu egzonuklezés aktyvumu iSskiriama i§ natiiralios T7
DNR polimerazés pagal jos sintezés galimybes antrinés struktiiros zonose. Taip, esant mo-
difikuotai DNR polimerazei, DNR sintezé i§ Zyméto pradmens ant modelio, turinéio an-
tring struktiirg, duos rezultate Zymiai labiau iStemptas grandines, negu naudojant nemodi-
fikuotg arba nattiralig DNR polimeraze. Tai gali tarnauti kaip kriterijus, atrenkant DNR

polimerazés molekules konversijai  modifikuota forma.
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Pateikta auk$¢iau procediira naudojama T7 DNR pakeistos polimerazés atrinkimui

paveikus eile cheminiy reagenty. Trijy reakcijy rezultate gaunama modifikuota fermento
forma. IS pradziy paveikiama geleZimi ir redukuojanciu agentu kaip apraSyta auk3ciau. Se-
kantys du cheminio poveikio etapai jjungia fermento reakcija su fotooksiduojanciais dazais
(metileno méliu), tuo pat metu eksponuojant. Sie daZai turi biti kruopsiai titruojami, ir
net esant optimalioms salygoms, egzonukleazes aktyvumo inaktyvacijos specifiSkumas turi
buti maZesnis lyginant su aukStu gelezies indukuoto oksidacinio proceso specifiSkumu.
histidinines grupes yra pagrindinés grupés, esancios aktyviuose egzonukleazés taSkuose.

T7 geno 5 baltyme yra 23 histidininés grupés. AStuonios i$ $iy grupiy yra baltymo ami-
nojunginiy zonoje, kur, pagal homologija su dideliu E. coli DNR polimerazes fragmentu,
gali buti egzonukleazine sritis (Ollis ir kt. Nature, 313, 818, 1984). Kaip bus aprasyta Zze-
kleotidy, kurie veliau jvedami | geng 5, sintezés pagalba.. Jie atitinka mutantams 1, ir 6-10
lenteleje 1.

Sios mutacijos sukeliamos pGP5-5 T7 geno (Tabor ir kt., Biol. Chem., 282, 1987) ir
vektoriaus M13p18 taSko Smal ir HindIII pirmojo klonavimo pagalaba, sudarant mGP5-2.
(Naudojamas vektorius ir pradinis genas 5 néra svarbis vykdant $ig procedurg). Vienguba
mGP5-2 DNR gaunama i§ Stamo, kuris jjungia dezoksiuracila vietoje dezoksitimidino
(Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 82, 488, 1985). Si procedura jjungia tiktai sintezuotos
grandinés (mutantinés) grieZta atranka pagal gyvybinguma, transfekuojant ja j laukinio
tipo E. coli, kadangi Kita grandiné, turinti uracila, daZniausiai degraduoja.

Mutantiniai 15-20 baziy ilgio oligonukleotidai, sintezuojami standartiniais buidais. Kiek-
vienas oligonukleotidas aneliuojamas su modeliu, kuris i$tempiamas natiiralios T7 DNR
polimerazes pagalba, ir susiuvamas naudojant T7 DNR ligaze. KovalentiSkai suriStos Ziedi-
nés molekulés iSskiriamos elektroforezés .gelyje pagalba, esant terpéje 0,5 mkg/ml etilbro-
mido. Rezultate gautos i§valytos molekulés naudojamos gauty ir i$skirty pagal mutacijas E.

coli 71.18 DNR transformacijai.

7Y
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7Zemiau pateikiami duomenys apie oligonukleotidy panaudojima genetiniy mutanty su

pakeista geno 5 egzonuklezine zona, generacijoje. Aminoragsciy ir pagrindiniy pory skai-
&ai paimti i§ Dunn ir kt., T. Molec. Biol. 166, 477, 1983. Atitinkamai parodytos ir mutavu-

sio geno 5 zony sekos.

Laukinio tipo seka:
109 (aa) 122 123
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly Ser His Ala Leu Glu
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGG TCT CAC GCT TTG GAG

Mutacija I: His 123 -> Ser 123
Naudojamas pradmuo: 5' CGC TTT GGA TCC TCC GCT TTG 3’
Mutanto seka:
123
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly Ser Ser Ala Leu Glu .
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGG TCT TCC TCC TTG GAG

Mutacija 2: Delecija Ser 122 ir His 123
Naudojamas pradmuo: 5’ GGA AAA CGC TTT GGC GCC TTG GAG GCG 3'
A
6 baziy delecija
Mutanto seka:
‘122 123
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly ... ... Ala Leu Glu
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGC --- --- GCC TTG GAG

Mutacija 3: Ser 122, His 123 -> Ala 122, Glu 123
Naudojamas pradmuo: CGC TTT GGG GCT GAG GCT TTG G 8’
Mutanto seka:
122 128
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly Ala Glu Ala Leu Glu
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGG GCT GAG GCT TTG GAG

Mutacija 4: Lys 118, Arg 119 -> Glu 118, Glu 119
Naudojamas pradmuo: 5' 5' G CCC GGG GAA GAG TTT GGG TCT ACA GC 3'
Mutanto seka:
118 119
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Glu Glu Phe Gly Ser His Ala Leu Glu
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGG GAA GAG TTT GGG TCT CAC GCT TTG GAG

Mutacija 5: Arg 111, Ser 112, Lys 114 -> Glu 111, Ala 112, Glu 114
Naudojamas pradmuo: 5' G GGT CTT CTG GAA GCC GGC GAG TTG CCC GG 3’
Mutanto seka:
111 112 114
Leu Leu Glu Ala Gly Glu Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly Ser His Ala Leu Glu
CTT CTG GAA GCC GGC GAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGG TCT CAC GCT TTG GAG

Mutacija 8: His 59, His 62 -> Ser 59, Ser 62
Naudojamas pradmuo: 5' ATT GTG TTC TCC AAC GGA TCC AAG TAT GAC 3’
Laukinio tipo seka:
aa: 55 59 62
Leu Ile Val Phe His Asn Gly His Lys Tyr Asp Val
CTT ATT GTG TTC CAC AAC GGT CAC AAG TAT GAC GTT
T7 bp: 14515



Mutanto seka:
55 59 62
Leu Ile val Phe Ser Asn Gly Ser Lys Tyr Asp Val
CTT ATT GTG TTC TCC AAC GGA TCC AAG TAT GAC GTT

Mutacija 7: His 82 -> Ser 82
Naudojamas pradmuo: 5' GAG TTC TCC CTT CCT CG 3'
Laukinio tipo seka:
aa: 77 82
Leu Asn Arg Glu Phe His Leu Pro Arg Glu Asn
TTG AAC CGA GAG TTC CAC CTT CCT CGT AGA AAC
T7 bp: 14581
Mutanto seka:
82
Leu Asn Arg Glu Phe Ser Leu Pro Arg Glu Asn
TTG AAC CGA GAG TTC TCC CTT CCT CGT AGA AAC

Mutacija 8: Arg 96, His 99 -> Leu 96, Ser 99
Naudojamas pradmuo: §' CTG TTG ATT TCT TCC AAC CTC 3’
Laukinio tipo seka:
aa: 93 96 99
val Leu Ser Arg Leu Ile His Ser Asn Leu Lys Asp Thr Asp
GTG TTG TCA CGT TTG ATT CAT TCC AAC CTC AAG GAC ACC GAT
T7 bp: 14829 )
Mutanto seka:
96 99
Val Leu Ser Leu Leu Ile Ser Ser Asn Leu Lys Asp Thr Asp
GTG TTG TCA CTG TTG ATT TCT TCC AAC CTC AAG GAC ACC GAT

Mutacija 9: His 180 -> Ser 180
Naudojamas pradmuo: 5' CT GAC AAA TCT TAC TTC CTT 3’
Laukinio tipo seka:
aa: 185 190
Leu Leu Ser Asp Lys His Tyr Phe Pro Pro Glu
CTA CTC TCT GAC AAA CAT TAC TTC CTT CTT GAG
T7 bp: 14905
Mutanto seka:
190
Leu Leu Ser Asp Lys Ser Tyr Phe Pro Pro Glu
CTA CTC TCT GAC AAA TCT TAC TTC CTT CTT GAG

Mutacija 10: His 218 -> Ser 218
Naudojamas pradmuo: &' GAC ATT GAA TCT CGT GCT GC 3°*
Laukinio tipo seka:
aa: 214 218
val Asp Ile Glu His Arg Ala Ala Trp Leu Leu
GTT GAC ATT GAA CAT CGT GCT GCA TGG CTG CTC
T7 bp: 14992
Mutanto seka:
218
val Asp Ile Glu Ser Arg Ala Ala Trp Leu Leu
GTT GAC ATT GAA TCT CGT GCT GCA TGG CTG CTC

Mutacija 11: aminordg8&iy nuo 118 iki 123 delecija
Naudojamas pradmuo: 5' C GGC AAG TTG CCC GGG GCT TTG GAG GCG TGG G 3’
A
18 baziy delecija

8



Laukinio tipo seka:

109 (aa) 118 122 128
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly Ser His Ala Leu Glu
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGG TCT CAC GCT TTG GAG

14877 (77 bp)
Mutanto seka:
117

Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly ..(8 amino rig$tys)...
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGG .. (18 baziy delecija).

Mutacija 12: His 123 -> Glu 128
Naudojamas pradmuo: 5' GGG TCT GAG GCT TTG G 3'
Mutanto seka:

124
..Ala Leu Glu
..GCT TTG GAG

123
Leu Leu Arg Ser Gly Lys Leu Pro Gly Lys Arg Phe Gly Ser Glu Ala Leu Glu
CTT CTG CGT TCC GGC AAG TTG CCC GGA AAA CGC TTT GGG TCT GAG GCT TTG GAG

Mutacija 13:Arg 131, Lys 136, Lys 140, Lys 144, Arg 145 ->
Glu 131, Glu 138, Glu 140, Glu 144, Glu 145
Naudojamas pradmuo:

§' GGT TAT GAG CTC GGC GAG ATG GAG GGT GAA TAC GAA GAC GAC TTT GAG GAA ATG

CTT GAA G 3’

Laukinio tipo seka:

129 (aa)131 136 140 144
Gly Tyr Arg Leu Gly Glu Met Lys Gly Glu Tyr Lys Asp Asp Phe Lys
GGT TAT CGC TTA GGC CAG ATG AAG GGT GAA TAC AAA GAC GAC TTT AAG
14737 (T7 bp)

Mutantiné seka:

129 131 136 140 144
Gly Tyr Glu Leu Gly Glu Met Glu Gly Glu Tyr Glu Asp Asp Phe Glu
GGT TAT GAG CTC GGC CAG ATG GAG GGT GAA TAC GAA GAC GAC TTT GAG

145
Arg Met Leu Glu Glu
CGT ATG CTT GAA G

145
Glu Met Leu Glu Glu
GAA ATG CTT GAA G

Kiekvieno mutantinio geno 5 baltymas gaminamas uzkreCiant mutantiniu fagu

K38/pGP1-2, kaip aprasyta Zemiau. Sios lastelés auginamos esant 30°C temperatirai iki

Asx=1,0. Temperatura pakeliama iki 42°C per 30 min., tuo indukuojant T7 RNR

polimeraze. Jvedama 0,5 mmol IPTG, ir kiekvieno fago lizatas jvedamas esant moi=10.

UZkréstos lastelés auginamos 37°C temperatiroje 90 min. Po to §ios lastelés surenkamos ir

i§ jy paruoSiamas ekstraktas, kuris naudojamas standartinése T7 geno 5 apdorojimo

procedurose.

Ekstraktai dalinai apvalomi praleidziant juos per fosfoceliuliozing ir DEAE-A-50

kolonéles, po ko vykdoma jy kiekybin¢ analizé, nustatant polimerazes ir egzonukleazés

aktyvuma, kaip apraSyta auksdiau. Rezultatai pateikti lentel¢je 1.

Lentelé 1

T7 mutanty geno 5 egzonukleazés ir polimerazes aktyvumo apibendrinti duomenys
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Mutantas

Egzonukleazés aktyvumas % Polimerazes aktyvumas %

[Laukinis tipas]

Mutantas 1
(His 123 -> Ser 123)

Mutantas 2
(ASer 122, His 123)

Mutantas 3
(Ser 122, His 123 ->
Ala 122, Glu 123)

Mutantas 4
(Lys 118, Arg 119 ->
Glu 118, Glu 119)

Mutantas 5
(Arg 111, Ser 112, Lys 114 ->
Glu 111, Ala 112, Glu 114)

Mutantas 6
(His 59, His 62 ->
Ser 59, Ser 62)

Mutantas 7
(His 82 -> Ser 82)

Mutantas 8
(Arg 96, His 99 ->
Leu 96, Ser 99)

Mutantas 9
(His 190 -> Ser 190)

Mutantas 10
(His 218 -> Ser 218)

Mutantas 11
(ASer 118, Arg 119, Phel20, Gly 121,
Ser 122, His 123)

Mutantas 12
(His 123 -> Glu 123)

Mutantas 13

(Arg 131, Lys 136, Lys 140, Lys 144,
Arg 145 -> Glu 131, Glu 136, Glu
140, Glu 144, Glu 145)

[100]*
10-25

0,2-04

<?2

< 30

> 75

> 75

> 75

> 75
> 75
> 75

< 0,02

< 30

< 30

[100p°
>90

>90

>90

>90

>90

>90

>90

>90
>90

>90

>90

>90

>90
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a) Egzonukleazés aktyvumas matuotas viengubai [°’H]T7 DNR. 100% egzonukleazés

aktyvumas atitinka 5000 vnt./mg.

b) Polimerazés aktyvumas matuotas viengubai verSelio uzkrucio liaukosDNR. 100%
polimerazés aktyvumas atitinka 8000 vnt./mg.

IS septyniy testuoty histidiny tik vienas (His 123: mutantas 1) turi fermentinj aktyvuma,
budinga T7 DNR modifikuotai polimerazei. Toks T7 geno 5 baltymas iSvalomas naudojant
chromatografines kolonéles su DEAE-celiulioze, fosfoceliulioze, DEAE-Sefadeksu ir
hiroksilapatitu. Gauto produkto polimerazinis aktyvumas yra beveik normalus (>90%
natiiralaus fermento aktyvumo), o egzonukleazes aktyvumas sumazintas 4-10 karty.

Buvo sukurtas §io mutanto variantas, kuriame nebuvo tiek His 123, tiel Ser 122. Toks
geno 5 iSvalytas baltymas pasizymi 200-500 karty maZesniu egzonuleazés aktyvumu, bet
i8saugo >90% polimerazés aktyvumo.

Sie duomenys patvirtina, kad His 123 yra T7 geno 5 baltymo egzonukleazés aktyvioje '
zonoje. Be to, gali buti kad His 123 faktiSkai yra grupé, modifikuota oksidacijos pagalba,
kadangi nustatyta, kad toks oksidinimas modifikuoja histidino grupés liekang ir kituose
baltymuose (Levinc, T. Biol. Chem., t. 258, 11823, 1983; Hodgson ir kt., Biochemistry, t.
14, 5294, 1975). Mutanto 11 liekamasis egzonukleazés aktyvumas yra tos pacios eilés, kaip
modifikuojant cheminiu badu.

Nors His grupés mutacijos ir aprasytos, taéiau ir gretimy taSky mutacijos gali taip pat
duoti mutantinius fermentus, atitinkanc¢ius §j iSradima, pvz. Lys ir Org taSkuose (mutantai
4 ir 15). AnalogiSkai, nors ir mutacija kai kuriuose His grupése neZymiai veikia j egzonu-
kleazes aktyvuma, tai dar nereiSkia, kad Sios mutacijos neturi reikSmés egzonuklezés akty-
vumui.

Ypac efektyvios yra tos mutacijos, kuriy metu pasalinamos 2 ar daugiau aminoragséiy,
pageidautina 6-8 aminoragsys, pvz. His 123 srityje. Kitos mutacijos papildomai sumaZins
egzonuklezés aktyvuma, ar ir visai jj pasalins.

Zemiau pateikiamas mutavusiy §tamy panaudojimo pavyzdys. Stamas, turintis pGP5-6
(mutacija 11) buvo pateiktas saugojimui (ATCC) (1. Zemiau). Sis $tamas buvo i§augiritas

kaip apraSyta auks¢iau, ir indukuotas, kaip aprasyta Tabor ir kt. darbe (T. Biol. Chem., t.
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262, 16212, 1987). Lasteles K38/pTrx-2 gali bati jvestos, siekiant padidinti genetiSkai

modifikuotos T7 DNR polimerazés iSeiga.

Minétas saugojimui pateiktas Stamas taip pat turi plazmid¢ pGP1-2, kuri aktyvuoja T7
RNR polimeraze. Si plazmidé aprasyta Tabor ir kt. (Proc. Nat. Acad. Sci. USA, t. 82, psl.
1074, 1985) yra buvo pateikta saugojimui (ATCC) 1985 kovo 22 d. ir paZyméta numeriu
40,175.

Kaip parodyta pies. 10, pCP5-6 jjungia sekancius segmentus:

1. Polisujungiancios grandies seka EcoR1-Sacl-Smal-BamHI nuo M13 mp10 (21 bp).

2. T7 14309-16747 bp, kuris turi T7 tipo gena 3, su sekanciomis modifikacijomis:

14703 bp T7 i$ A pakeista j G, sudarant taska Smal,
14304-14321 bp T7 iSimtos (18 bp).

3. Sujungiancios grandies sekg Sall-Pst1-Hind 11 nuo M13 mp10 (15 bp).

4. pBR322 29 bp (taskas Hind III) - pBR322 375 bp (taSkas BamHI). ‘

5. 22855 bp T7 - 22927 bp T7, kuris turi F10 T7 RNR polimerazés promotoriy su
jungianciomis grandimis BamHI, esanciomis kiekvienme gale (82 bp).

6. pBR322 375 bp (taSkas BamHI) - pBR322 4321 bp (taskas EcoR1).

DNR sekos sudarymas, naudojant modifikuota T7 tipo DNR polimeraze

DNR sintezés reakcijos, naudojant modifikuota T7 tipo DNR polimeraze, jgalina gauti
baigty seky fragmentus su vienodu radioaktyvumu zonoje, kurios ilgis nuo keliy iki
tukstanciy baziy. PraktiS$kai yra neaptinkamas joks foninis aktyvumas, apsprendZziamas ter-
minacija taSkuose, nepriklausanciuse nuo grandinés uzbaigimo agento jvedimo.

Sekos sudarymo reakcijos, naudojant T7 tipo modifikuotag DNR polimeraze, susideda i3
pulsacijos ir skiedimo etapy. Pulsacija suprantama kaip trumpo Zyméto DNR fragmento
sudarymas; skiedimas suprantamas kaip §io fragmento ilginimas iki uZbaigimo agento
ivedimo. Kiekvienas etapas skiriasi nuo jprasty DNR sekos sudarymo reakcijy. Pulsacijos
etape inkubuojama 0-37°C temperatiiroje 0,5 - 4 min bégyje, bei esant trijy nukleotidtrifos-
faty (pvz. dCTF, dGTF ir dTTF) didelioms koncentracijoms ir likusio Zyméto nukleotidtri-
fosfato (pvz. [>S]dATF) ribotai koncentracijai. Siose salygose modifikuota polimerazé ne-

gali parodyti savo procesyviskumo, ir susintetinty radioaktyviy fragmenty populiacija -
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jjungs molekules nuo keliy iki keliy §imty baziy ilgio. Pulsacijos tikslas yra paZymeti kiek-

vieng pradmeni, naudojant maksimaly radioaktyvumga ir minimalius nukleotidy radioakty-
vumo lygius. Siame pavyzdyje dvi pulsacijos reakcijos salygos (maza temperatiira, pvz. 0-
20°C, ir ribota dATF koncentracija, pvz. 0,1 mkmol-1mkmol) yra kliatis T7 tipo DNR poli-
merazés procesyvumui pasireikiti. Kiti svarbis miSinio komponentai sukels analogiSkus
efektus, pvz. jeigu bus sumaZinta kity nukleotidy koncentracija ar padidintas reakcijos
aplinkos joninis aktyvumas. Jeigu pradmuo yra jau paZymetas, pulsacijos etapas yra
nereikalingas.

Skiedimo etape inkubuojama esant 45°C 1-30 min. bégyje esant aukStoms visy keturiy
nlﬂdéozidtrifosfatq koncentracijoms (50-500 mkmol) ir nustatytoms uzbaigimo agenty,
pvz. didezoksinukleozidtrifosfaty, koncentracijoms (1-50 mkmol), ko pasekoje DNR sin-
tezé baigiama po vidutini$kai 50-600 baziy jjungimo. Skiedimo tikslas yra iStempti kiekvie-
na zymeétg pradmenj esant procesyvinémis saglygomis vykdomai DNR sintezei, su kiekvieno
iStempimo uzbaigimu taisyklinguose taSkuose keturiose skirtingose reakcijose, naudojant
‘kiekvienq iS keturiy didezoksinukleozidtrifosfaty. Dvi skiedimo reakcijos salygos (auksta
temperattra, pvz. 30-50°C, ir aukstos visy keturiy didezoksinukleozidtrifosfaty koncentra-
cijos, pvz.. didesnes uz 50 mkmol) leidzia pasireiksti T7 tipo DNR polimerazes procesyvi-
néms savybems; todel ta pati polimerazés molekule bus sintetinama i§ pradmens-modelio,
kol nebus jjungtas didezoksinukleotidas. Esant temperatirai 45°C sintezé bus vykdoma
>700 nukleotidy/sek. grei¢iu. Tokiu budu, sekos sudarymo reakcijose skiedimo etapas
baigsis maziau kaip per sekund¢. Ssb procesyviSkai didés sekos sudarymo reakcijos metu
naudojant, pvz. dTTP, arba esant Zemoms temperatiiroms, arba esant aukS$tai joninei
galiai, arba esant maZoms trifofosfaty koncentracijoms.

[o®°S]dATF, arba [a”P]dATF; arba fliuorescentiskai paZyméti nukleotidai gali buti
naudojami DNR sekos sudarymo reakcijose, naudojant T7 tipo modifikuota DNR polime-
razg. Jeigu fluorescencinis analogas yra 5’ gélo tipo pradmuo, reikalingas pulsacijos etapas.

Du komponentai apsprendzia vidutinj iStempimo dydj sintezés reakcijy eigoje. Pirmas
yra pulsacijos reakcijos trukmeé. Kadangi pulsacija vykdoma nesant grandinés uzbaigimo
agentams, tai kuo ilgesnis pulsacijos laikas, tuo daugiau i$tempiami pradmenys. Esant 0°C -
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temperatiirai polimerazés iStempimas sudaro 10 nukleotidy/sek. Antras komponentas yra

dezoksiribonukleozidtrifosfaty santykis su uZbaigimo agentais skiedimo reakcijos metu. T7
tipo modifikuota DNR polimerazé nesikiria iy analogy, todeél vidutinis iStempimo ilgis
skiedimo reakcijoje yra keturguba dezoksinukleozidtrifosfato koncentracija lyginant su su
uzbaigimo agento koncentracija. Tam, kad sutrumpinti vidutinj iStempimo dydj, trumpina-
mas pulsacijos laikas, pvz.. iki 30 sek. ir/arba padidinama uZbaigimo agento koncentracija
arba sumaZinama dezoksinukleozidtrifosfato koncentracija skiedimo reakcijoje. Siekiant
padidinti iStempimo dydj, pulsacijos laikas padidinamas, pvz.. iki 3-4 min.., ir/arba skiedimo
reakcijoje sumazinama uzbaigimo agento koncentracija (pvz.. iki 20-2 mkmol).

Pavyzdys 2: DNR sekos sudarymas, naudojant T7 DNR polimeraze

7Zemiau pateikiamas sekos sudarymo pavyzdys, naudojant didezoksinukleotidus kaip ter-
minacijos agentus.

9 mkl viengubos M13 DNR (mGP1-2, ATCC 40303 gauta standartiniais budais) 0,7
mmol koncentracijos sumaiSoma su 1 mkl sekos sudarymo pradmeniu (standartinis univer-
salus, 17 baziy, 0,5 pmol/mkl) ir 2,5 mkl 5X aneliuojancio buferio (200 mmol Tris-HCl
pH=7,5, 50 mmol MgCl,), psildoma iki 65°C per 3 min. ir létai atSaldoma iki kambario
temperattros per 30 min. Pulsacijos reakcijoje 12,5 mkl Sio aneliuoto miSinio sumaiSoma
su 1 mkl 0,1 mmol DTT, 2 mki 3 mmol 3dNTF (dCTF, dGTF,dTTF) (P. L.. Biochemicals,
TE), 2,5 mkl [a*S]dATF (1500 Ci/mmol, New England Nuclear) ir 1 mkl T7 tipo DNR
modifikuotos polimerazés, aprasytos pavyzdyje 1, (0,4 mg/ml, 2500 vnt/ml, t. y. 0,4 mkg,
isskirty i§ ATCC 67287) ir inkubuojama, esant 0°C 2 min. maiSant ir po to centrifuguojant
mikrocentrifugoje 1 sek. Inkubacijos laikas gali sudaryti nuo 30 sek. iki 20 min., o tem-
peratira - nuo 0 iki 37°C. Seky, paSalinty i$ pradmens, nustatymui gali prireikti ir ilgesnio
laiko tarpo. Méginiai (4,5 mkl) iSpilstomi j keturis megintuvélius, kuriose yra paSildyti iki
45°C skiedimo miSiniai. Keturi mégintuvéliai, paZzyméti kaip G, A, T, C turi kiekvieno i§
didezoksi (dd) G, A, T, arba C pédsekinius kiekius (P. L. Biochemicals). Zemiau pateikti
specifiniai skiedimo tirpalai. Kiekviename mégintuvelyje buvo 1,5 mkl 1 mmol dATF, 0,5
mkl 5X aneliuojanéiq buferio (200 mmol Tris-HCl pH=7,5, 50 mmol MgCl,), ir 1,0 mkl
100 mkmol ddNTF (kur N yra atitinkamuose mégintuvéliuse G, A, T arba C). Kiekviena
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skiedimo reakcija inkubuojama esant 45°C (arba 30-50°C) 10 min. bégyje, po to j kiekvieng

mégintuvelj jvedama 6 mkl stop tirpalo (90% formaldehido, 10 mmol EDTA, 0,1% ksilol-
cianolio) ir mégintuvélis padedamas ant ledo. Skiedimo reakcijos laikas gali sudaryti nuo 1
iki 30 min.. |

Sekos sudarymo reakcijos vykdomos 6 valandas standartiniame, 6% sekos sudarymo
poliakrilamidiniame gelyje, uzpiltame 7 mol Slapalu ir naudojant 30 W galinguma. Pries
reakcija miSinys pakaitinamas 75°C temperataroje 2 min. bégyje. Gelis fiksuojamas 10%
acto rugStimi 10% metanole, iSdziovinamas ir eksponuojamas per naktj | aukSto
kontrastingumo Kodak tipo fotojuostg, reaguojancia j radioaktyvumg.

DNR seka gali buti nustatyta analizuojant juostas fotojuostoje. Toks sekos nustatymo
pavyzdys parodytas pieS. 11. Sekos nustatymo budas remiasi aukstos skiriamosios galios ge-
lio elektroforezeés metodika, naudojant denatiiruoty poliakrilamidinj gelj, kuri jgalina i§-
skirti viengubus oligonukleotidus iki nuo 300 iki 500 baziy ilgio, kurie skiriasi ilgiu pagal
vienetininj dezoksinukleotida. Praktikoje, kad nustatyti eiliSkuma, jvedama serija Zyméty
vienguby oligonukleotidy, kurie turi vieng fiksuotg gala ir kurie skiriasi ilgiu kitame gale
per kiekvieng sekantj dezoksinukleotida. Dezoksinukleotidy sekos nustatymas vykdomas
generuojant keturiomis skirtingomis cheminémis ar fermentinémis reakcijomis visus de-
zoksinukleotidus, kurie savo kintanciuose galuose uzbaigiami atitinkamai A, T, C arba G.
Po to Siy reakcijy oligonukleotidiniai produktai suskaldomi denattiruojant j gretimas
skiriancio gelio vietas. Kadangi visi galimi oligonukleotidai yra tarp keturiy viety, DNR
seka gali biiti tiesiogiai nustatyta i§ oligonukleotidy “kopétéliy”, kaip iliustruojama pies.
11.

Pavyzdys 3. DNR seky sudarymas, naudojant ribotas dNTFs koncentracijas

Sieme pavyzdyje pateikta DNR sekos mGP1-2 analizé, naudojant ribotas visy dezoksi-
ribonukleozidrifosfaty koncentracijas pulsacijos reakcijos metu. Sis bidas turi visg eile
pranasumy prie§ pavyzdZio 2 buda. Visy pirma, pulsacijos reakcija vykdoma iki galo, tuo
tarpu kai prieS tai apraSytame biide reakcija yra nutraukiama. Todél $io pavyzdZio reakcija
yra lengviau vykdyti. Antra, Siame bide kontroliuojamas molekulés i§tempimas pulsacijos

metu, ir tokiu budu Zyméjimo efektyvumas (pirmosios 50 baziy) iSauga mazdaug 10 karty.
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7 mkl 0,75 mmol koncentracijos viengubos M13 DNR (mGP1-2) sumaiSoma su 1 m-)]ﬁ
sekos sudarymo pradmeniu (17 baziy, 0,5 pmol/mkl) ir 2 mkl 5X aneliuojancio buferio
(200 mmol Tris-HC1 pH=75, 50 mmol MgCl,, 250 mmol NaCl), pasildoma 65°C
temperattiroje 2 min. ir 1étai atSaldoma iki kambario temperatiros per 30 min. Pulsacijos
reakcijoje 10 mkl aneliuoto miSinio sumaiSoma su 1 mkl 0,1 mmol DTT, 2 mkl 1,5 mmol
3dNTF (dCTF, dGTF, dTTF), 0,5 mkl [oS]dATF (o 10 mkmol) (mazdaug 10 mkmol,
1500 Ci/mmol, New England Nuclear) ir 2 mkl T7 tipo DNR modifikuotos polimerazés
(0,1 mg/ml, 1000 vnt/ml, t. y. 0,2 mkg 2 wvnt.) ir inkubuojama, esant 37°C 5 min.
(Inkubacijos laikas gali sudaryti nuo 1 min. iki 60 min., o temperatira - nuo 20 iki 45°C).

Pulsacijos reakcijos produktai (po 3,5 mkl) iSpilstomi j keturis mégintuvélius, kuriose yra
37°C temperatiiros skiedimo miSiniai. Keturi mégintuvéliai, pazyméti kaip C, A, T, G turi
kiekvieno i§ didezoksi C, A, T, arba G peédsekinius kiekius. Zemiau pateikti specifiniai
skiedimo tirpalai. Kiekviename mégintuvélyje buvo 0,5 mkl 5X aneliuojancio buferio (200
mmol Tris-HCl pH=7,5, 50 mmol MgCl,, 250 mmol NaCl), 1 mkl 200 mkmol dNTF
(dGTF, dATF, dTTF, dCTF) ir 1,0 mkl 20 mkmol ddNTF. Kiekviena skiedimo reakcija
inkubuojama esant 37°C (arba 20-45°C) 5 min. (arba 1-60 min.) bégyje, po to | kiekvieng
megintuvelj jvedama 4 mkl stop tirpalo (95% formaldehido, 20 mmol EDTA, 0,05
ksilolcianolio) ir mégintuvelis padedamas ant ledo, po ko vykdomos apraSytos auksciau
standartinés proceduros seka sudaranciame gelyje.

Pavyzdys 4. dTTF naudojimas vietoje dGTF DNR sekos sudaryme

Sekos sintezéje, sudarant DNR molekulé¢je antrines struktiras, prasminga naudoti dTTF
(Mills ir kt. Proc. Nat. Acad. Sci., 76, 2232, 1979) arba deazaguanozintrifosfata (deaza-
GTF, Mizusawa ir kt. Nuc. Acid. Res., 14, 1319, 1986). Buvo nustatyta, kad abu analogai
gerai funkcionuoja su T7 tipo polimerais, ypa¢ gerai funkcionuoja dTTF, esant SSb. Sios
reakcijos vykdomos naudojant auki¢iau aprasyta T7 modifikuota polimeraze, arba skiedi-
mo reakcija vykdoma 1-2 minutes ir/arba esant 20°C, tuo siekiant sumazinti egzonukleazés-
skilimg.

Modifikuota T7 DNR polimerazé efektyviai naudoja dTTF arba deaza-GTF vietoje
dGTF. dTTF naudojamas vietoje dGTF tiek pulsacijos miSiniuose, tick .ir skiedimo
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misiniuose 2-5 kartus didesnémis koncentracijomis negu dGTF. Skiedimo miSiniuose ddG

naudojamas ddGTF, o ne ddITF

Skiedimo teakcijos, kurios vykdomos naudojant dTTF, yra jautrios egzonuklezés liku-
siam aktyvumui (mazdaug 0,01 vnt.). Tam, kad i§vehgti Sios problemos, skiedimo reakcijos
laikas neturi vir§yti 5 min.., kai naudojamas dITF. Rekomenduojama, kad keturios reak-
cijos su dITF buty vykdomos, kartu naudojant ir dGTF. Jeigu kartu naudojami abu Sie jun-
giniai, tai reikalingy miSiniy skaiCius gali biti minimizuojamas sekanCiai: 1) paSalinant
dGTF ir dITF i§ skiedimo miSiniy, kas reiSkia, kad keturi skiedimo miSiniai gali buti
naudojami skiedimo reakcijose tiek su dGTF, tiek su dITF; 2) jvedant dideles dGTF ir
dITF koncentracijas (2 mkl su atitinkamai 0,5 mmol ir 1-2,5 mmol koncentracijomis) i
atitinkama pulsacijos miSinj. Tada Siuose pulsacijos miSiniuse bus mazos dCTF, dTTF ir
[*°S]dATF koncentracijos ir aukitos dGTF ir dITF koncentracijos. Tokia modifikacija
paprastai nekenkia sekos sudarymo reakcijy kokybei, bet sumaZzina reikalingy pulsacijos ir
skiedimo miSiniy kiekj reakcijose, kada naudojama dGTF ir dITF, iki SeSiy.

Si sekos sudarymo reakcija vykdoma kaip ir pavyzdyje 3, tik su tuo skirtumu, kad du
pulsacijos miSiniai jjungia: a) miSinj 3dNTF, kai yra dGTF: 1,5 mkmol dCTF, dTTF ir 1
mmol dGTF, ir b) misinj 3dNTF, kai yra dITF: 1,5 mkmol dCTF, dTTF ir 2 mmol dITF.
Siose reakcijose dGTF pasalinama i§ skiedimo misiniy (pvz.. skiedimo miSiniai jjungia 30
mkmol dATF, dTTF ir dCTF), o skiedimo reakcijos laikas, naudojant dITF nevirSija
penkiy min.

Deponavimas

Stamai K38/pGP5-5/pTrx-2, K38/pTrx-2 ir M13 mGP1-2 buvo priduoti saugojimui kaip
ATCC su numeriais 67287, 67286 ir 40303. Sis deponavimas buvo atliktas 1987 sausio 13
d. Stamas K38/pGP1-2/pGP5-6 buvo priduotas saugoti kaip ATCC 1987 gruodzio 4 d., ir
jam buvo suteiktas numeris 67571.

- PareiSkéjai ir jy jgaliotieji asmenys atsako uZ duoty kultiry pakeitima, jeigu jos Zusta iki
patento galiojimo pabaigos, penkis metus po kultiiry pareikalavimo, arba 30 mety, nepri-
klausomai kuris i§ $iy termimy ilgesnis, taip pat pripaZjsta savo atsakomybe uZ tokio paten-

to iSdavimg, po to laiko kultiros bus galutinai prieinamos visuomenei. Iki to laiko



deponuotos kultiros bus prieinamos patenty Komisarui su pavadinimu 37 CFR, Sekcija 1-
14, ir 35 USC, sekcija 112.

Kiti iSradimo realizavimo principai

Kiti isradimo realizavimo principai aprépiami pateiktdje toliau iSradimo formul¢je.

Kitos modifikuoty DNR polimeraziy, pasizymin¢iy procesyvumu ir egzonukleazes akty-
vumo nebuvimu, jjungia tiesioging fermenting DNR genominiy seky amplifikacija. Tai
apraSyta kity polimeraziy atveju Saiki ir kt. (Science 230, 1350, 1985) ir Scharf darbuose
(Science, 233, 1076, 1986).

Kaip parodyta pies. 6 specifinés DNR zonos fermentiné amplifikacija reikalauja kity
pradmeny naudojimo, kurie anéliuojasi su DNR sekos dominanéioje zonoje 3’ galais. Sios
proceduros vykdymas reikalauja daugelio (10-40, pageidautina 16-20) DNR denatiravimo,
aneliavimo ir sintezés cikly. Naudojant tokia procedura galima amplifikuoti Zmogaus
genominés DNR specifing zong daugiau kaip 200 000 karty. To rezultate specifinis geno
fragmentas sudaro vieng penktaja, o ne prading vieng milijoning, dalj. Tai labai palengvina
tiek klonavima, tiek ir tiesioging genominés DNR analiz¢. Diagnostikoje tai gali pagreitinti
analizg nuo keliy savaiCiy iki 1-2 dieny.

Skirtingai nuo Klenovo fragmento, kur amplifikacijos procesas apribojamas fragmentais,
siekiandiais Simtus baziy ilgio, T7 tipo DNR modifikuotos polimerazés (pageidautina kartu
su E. coli DNR suriSanc¢iuoju baltymu arba SSb, kad i§vengti greito “atvirk$inio” viengubos
DNR susidarymo) turi padéti DNR fragmenty, kuriy ilgis keli tikstandiai baziy,
amplifikacijai.

Modifikuotos T7 tipo DNR polimerazés taip pat tinka standartiniams reakciniams
miSiniams: a) 5> DNR fragmento galo uZpildymui, kai fragmentai gaunami naudojant
skaldymo fermentg, kad gauti dvigubg DNR be 3’ galo; b) 3’ galo Zyméjimui ribojanciuose
fragmentuose vykdant RNR kartografavima SI nukleazés analizés pagalba arba DNR
sekos sudarymui, naudojant Maksamo ir Hilberto cheminés modifikacijos procediiras; ir c)
klonuoty DNR fragmenty mutagenezei “in vitro™. Taip, pvz.. cheminiu biidu susintetintas
pradmuo, kuris turi specifines netaisyklingai suporuotas bazes, hibridzuojamas su DNR

modeliu, po ko iStempiamas T7 tipo modifikuotos DNR polimerazés pagalba. Tokiu btdu
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mutacija jjungiama i sintetinama grandine. Sios polimerazés privalumas yra sintezés is

pradmens per visg DNR ilgj galimybé. Kaip Sito variantas, mutageneze gali biiti vykdoma
neteisingo jvedimo pagalba DNR sintezés metu (Zr. auk3ciau). Tai naudojama klonuoty
DNR fragmenty sepcifiniy zony mutagenezei. Ypac svarbu tai, kad naudojamas fermentas
neturi egzonukleazés aktyvumo. Standartinis reakcinis miSinys suprantamas buferinis

tirpalas, jjungiantis polimerazg ir reikalingus dezoksinukleozidus, ar kitus junginius.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. DNR nukleotidinés sekos nustatymo buidas, besiskiriantis tuo, kad jjungia: DNR
molekulés aneliacija su galin¢ia hibridizuotis su $ia DNR molekule pradmens molekule;
atskiry aneliuoto miSinio porcijy inkubacija maziausiai keturinose induose, kuriy kiekvie-
name yra keturi skirtingi dezoksinukleozidtrifosfatai, procesyving DNR polimeraze, kai
polimerazé lieka suriSta prie§ disocijacija su ne trumpesne kaip 500 baziy DNR molekule
salygose, kurios paprastai sudaromos DNR sekos sintezes reakcijose, ir kai minéta polime-
razé turi maZesnj kaip 500 vienety egzonukleazés aktyvumg vienam mg polimerazés, ir vie-
ng i8 keturiy DNR sintezés uzbaigimo agenty, kuris uzbaigia sintezg pric tam tikros
nukleotidinés bazés, kada kiekvienas minétas agentas baigia DNR sintez¢ prie skirtingos
nukleotidinés bazés, ir kiekvienos inkubacijos reakcijos DNR produkty frakcionavimg
pagal jy dydj, ko rezultate gali bati nustatyta maziausiai tam tikra minétos DNR molekulés
nukleotidy sekos dalis.

2. Budas pagal Apibrézties punktg 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimerazé licka
surista prie$ disocijacija su ne mazesne kaip 500 baziy DNR molekule.

3. Budas pagal ApibréZties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze lieka
suriSta prie§ disocijacija su ne maZesne kaip 1000 baziy DNR molekule.

4. Budas pagal Apibrezties punktg 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze yra
polimeraze, aptinkzima 1astelese, uzkréstose T7 tipo fagu.

5. Budas pagal Apibrézties punkta 4, besiskiriantis tuo, kad minétas T7 tipo fagas
yra T7, T3, F1, F11, H, W31, gh-1,Y, A1122 arba SPC.

6. Budas pagal Apibrezties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze yra
neatpaZzjstama didezoksinukleotidiniams analogams polimeraze.

7. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimerazé yra
modifikuota polimerazeé, turinti maZzesnj kaip 50 vienety egzonukleazés aktyvumo 1 mg
polimerazés.

8. Budas pagal Apibrezties punkta 7, besiskiriantis tuo, kad minéta polimerazé yra
modifikuota polimeraze, turinti maZesnj kaip 1 vienetas egzonukleazés aktyvumo 1 mg

polimerazés.
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9. Biidas pagal ApibréZties punkta 7, besiskiriantis tuo, kad minéta polimerazé yra

modifikuota polimeraz¢, turinti maZesnj kaip 0,1 vieneto egzonukleazes aktyvumo 1 mg
polimerazes.

10. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad mineta polimerazé
nerodo egzonuklezés aktyvumo.

11. Badas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze gali
naudoti 10 baziy pory ilgio ir ilgesnius pradmenis.

12. Badas pagal Apibrézties punktg 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze gali
naudoti 4 baziy pory ilgio ir ilgesnius pradmenis.

13. Budas pagal ApibréZties punkty 1, besiskiriantis tuo, kad minetas pradxhuo
/ ijungia 4-20 baziy pory ir minéta polimeraze gali naudoti 4-20 baziy pory ilgio pradmenis.

14. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze yra
neatpazjstama nukleotidiniams analogams, ir yra modifikuota polimeraze, turinti mazesnj
kaip 500 vnt. egzonukleazés aktyvumo 1 mg polimerazés, minétas pradmuo yra vienguba
RNR arba DNR i$ 4-10 baziy, ir minéta polimerazé gali naudoti 4-10 baziy ilgio pradme-
nis, ir inkubacija jjungia pulsacijos ir skiedimo etapus.

15. Budas pagal Apibrezties punktg 1, besiskiriantis tuo, kad minétas pradmuo yra
vienguba DNR arba RNR.

16. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad aneliacija jjungia
minétos DNR molekulés ir pradmens paSildyma iki temperaturos, didesnés kaip 65°C, bei
pasildyto miSinio at§aldymag iki 0-30°C.

17. Budas pagal ApibréZties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad inkubacija jjungia
pulsacijos ir skiedimo etapus.

18. Budas pagal Apibrézties punkta 17, besiskiriantis tuo, kad pulsacijos etapas jjun-
gia aneliuoto miSinio sumaiSyma su visais keturiais dezoksinukleozidtrifosfatais ir procesy-
vine DNR polimeraze, kai maziausiai vienas dezoksinukleozidtrifosfatas yra Zymétas ir jo
koncentracija yra ribota. |

19. Budas pagal ApibréZties punkta 18, besiskiriantis tuo, kad min¢tas inkubacijos
pulsacijos etapas vykdomas nuo 30 sekundZiy iki 20 minudiy.

2
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20. Budas pagal ApibréZties punkta 18, besiskiriantis tuo, kad skiedimo etapas jjun-

gia vieno minéto grandinés uzbaigimo agento jvedimg i keturis skirtingus misinio alikvotus
po pulsacijos etapo.

21. Budas pagal Apibrézties punkta 20, besiskiriantis tuo, kad inkubacijos skiedimo
etapas vykdomas nuo 1 iki 60 minuciy.

22. Bidas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad grandinés uzbaigimo
agentas yra didezoksinukleotidas.

23. Budas pagal ApibréZties punktg 1, besiskiriantis tuo, kad grandinés uzbaigimo
agentas yra viena dezoksinukleozidtrifosfatg ribojantis lygis.

24. Budas pagal ApibréZties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad dezoksinukleozid-
trifosfatas yra pasirenkamas tarp dI'TF arba diazaguanozino.

25. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad pradmuo yra
pazymimas iki aneliacijos etapo.

26. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad inkubacija jjungia
skiedimo etapa.

27. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad pradmuo yra
fluorescentidkai paZymétas.
V 28.T7 tipo DNR polimerazés gaminimo i§ klonuoty fragmenty badas, besiskiriantis
tuo, kad jjungia koduojanciy minét polimerazg geny, kontroliuojamy promotoriais, patal-
pinimg vienoje lastelé€je, indukuota minéty geny aktyvavima, kai lastel¢ yra logaritminéje
arba stacionarioje augimo fazése, ir minétos polimerazés i$skyrima i§ minétos lastelés.

29. Budas pagal ApibréZties punkta 28, besiskiriantis tuo, kad vienas i§ minéty geny
yra kontroliuojamas promotoriaus, kurio aktyvavimui reikalinga T7 RNR polimeraze.

30. Budas pagal ApibréZzties punkta 28, besiskiriantis tuo, kad minéta polimerazé yra
T7_ aktyvi DNR polimerazé, gauta i§ dviejy klonuoty geny, ir kad vienas genas yra

kontroliuojamas promotoriaus, kurio aktyvavimui reikalinga T7 RNR pdlﬁnerazé.

* 31. T7 DNR polimerazés i§valymo nuo lsteliy, turinéio i§rei§i<iant_i $ig polimeraze

vektoriy, budas, besiskiriantis tuo, kad jjungia: minéty lasteliy lizavimg ir praleidimg
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pro skiriantigja kolonélg, DES2 DEAE kolonéle, fosfoceliuliozing kolonél¢ ir

hidroksiapatiting kolonelg.

32. Biidas pagal ApibréZties punkta 31, besiskiriantis tuo, kad pries praleidziant per
kolonéle polimerazé nusodinama amonio sulfatu. ‘

33. Biidas pagal ApibréZties punktg 31, besiskiriantis tuo, kad jjungiami papildomi
polimerazés praleidimo etapai per kolonélg Sefadeks DEAE A-50.

34. Budas pagal Apibrézties punkta 31, besiskiriantis tuo, kad skiriancioji kolonéle
 yra kolonélé Sefadeks 150.

35. Produkuojamos rekombinantiniais metodais DNR polimerazes tirpalo egzonu-
kleazés aktyvumo inaktyvacijos budas, besiskiriantis tuo, kad jjungia minéto tirpalo
inkubacija inde, kuriame yra deguonis, redukuojantis agentas ir pereinamasis metalas.
<Z \/ 36. DNR sckos sudarymo sistema, jjungianti DNR polimerazg, kai polimerazé yra
] sujungta disocijacija, ir kai §i polimerazé turi maZesnj kaip 500 vienety egzonukleazes
aktyvuma 1 mg polimérazés, ir §i polimerazé parodo savo procesyvines savybes esant
paprastai naudojamoms DNR sekos sudarymo reakcijos sglygoms; ir reagenta, reikalinga
minétos sekos sudarymui, parenkama tarp:

a) dITP, ir

b) sekos uzbaigimo agentas. .

37. Sistema pagal ApibréZties punktg 36, besiskirianti tuo, kad minetas reagentas yra
dITP. ,

38. T7 tipo DNR polimeraz¢ koduojantis genas, kuris yra genetiSkai modifikuotas,
siekiant sumaZinti natiaralios kilmés egzonukleazés aktyvuma.

39. T7 tipo DNR polimerazé, pagaminta geno, apibrézto Apibrézties punkte 38.

40. Dvigubos DNR i linijinés DNR molekulés, turincios grandinés zona, kurioje miné-
tos molekulés 3’ galas yra dvigubas ir turi 3’ terminala, gamybos budas, besiskiriantis
tuo, kad jjungia minétos molekulés inkubacij su procesyvine DNR polimeraze, kuri prak-
tiSkai neturi nattralios kilmés egzonukleazés aktyvumo. |

41. DNR sekos amplifikacijos buidas, besiskiriantis tuo, kad jjungia pirmojo ir .

antrojo pradmens aneliacija su prieSingomis- dvigubos DNR grandinemis, ir aneliuoto
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misinio inkubavima su procesyvine DNR polimeraze, kuri turi maZesnj kaip 500 vienety

egzonukleazés aktyvuma 1 mg polimerazes, ir kada pirmasis ir antrasis pradmenys aneliuo-
jasi su prieSingomis minétos DNR sekos grandinemis.

42. Budas pagal Apibrézties punktg 41, besiskiriantis tuo, kad pirmasis ir antrasis
pradmuo turi 3’ galus, po aneliacijos nukreiptus vienas j kita.

43. Biidas pagal ApibréZties punkta 41, besiskiriantis tuo, kad papildomai jjungia po
inkubacijos etapo gautos DNR denaturacija, pirmojo ir antrojo pradmeny aneliacija su
gauta DNR ir aneliuoto miSinio inkubacijg su minéta polimeraze.

44. Budas pagal ApibréZties punktg 43, besiskiriantis tuo, kad minétas denaturacijos,
aneliacijos ir inkubacijos ciklas kartojamas 10-40 karty. |

45. Budas pagal Apibrézties punkta 41, besiskiriantis tuo, kad egzonuklezés aktyvu-
mas yra mazesnis kaip 1 vnt. 1 mg polimerazes.

46. DNR fragmenfo 3’ galo zyméjimo budas, besiskiriantis tuo, kad jjungia minéto
DNR fragmento inkubacija su procesyvine DNR polimeraze, kuri turi maZesnj kaip 500
vienety egzonukleazés aktyvumg 1 mg polimerazes, ir su Zymeétu dezoksinukleotidu.

47. DNR klonuoto fragmento mutagenezés “in vitro” budas, besiskiriantis tuo, kad
ijungia pradmens ir modelio panaudojima, kada minéti pradmuo ir modelis turi neteisingai
suporuotas bazes, ir minéto pradmens iStempima naudojant procesyving DNR polimerazg.

48. DNR klonuoto fragmento mutagenezes “in vitro” budas, besiskiriantis tuo, kad
jjungia min¢to fragmento panaudojimg ir DNR grandinés, naudojant procesyving DNR
polimeraze, kuri turi maZesnj kaip 500 vienety egzonukleazés aktyvumg 1 mg polimerazés,
sintezg salygose, kurios sukelia neteisinga nukleotidinés bazés jvedima.

49. Budas pagal ApibréZzties punkta 12, besiskiriantis tuo, kad miSinys jjungia T7 tip
gena 2.5 arba geng 4.

50. Budas pagal ApibréZties punkta 13, besiskiriantis tuo, kad miSinys jjungia T7 tip
gena 2.5 arba geng 4. |

51. Gena pagal ApibréZties punktg 38, besiskiriantj tuo, kad jis turi modifikuota His
grupg.
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52. Geng pagal ApibréZzties punkta 51, besiskiriantj tuo, kad minéta grupé yra T7

DNR polimerazés grup¢ His-125.

53. Geng pagal ApibréZties punktg 51, besiskiriantj tuo, kad minéta His grupe yra
pasalinta.

54. T7 DNR polimeraze, pagaminta geno, atitinkancio ApibréZties punktus 52 arba 53.

55. Geng pagal Apibrézties punkta 38, besiskiriantj tuo, kad amino ragstys 118-123
yra pasalintos i$ geno, koduojancio T7 tipo DNR polimerazg.

56. Sistema, jjungianti aib¢ i maZiausiai 25 oligomery, tinkamy DNR sekos sudarymui,
kai kiekvienas oligomeras yra atskirame inde ir turi kitokia (negu Kiti oligomerai)
pagrinding seka, susidedancia i$ maZiau kaip 15 baziy.

57. Sistema pagal Apibrézties punktg 56, besiskirianti tuo, kad mineti oligomerai
(kiekvienas) turi nuo 6 iki 9 baziy. |

58. Budas pagal Apibrézties punkta 1, besiskiriantis tuo, kad minéta polimeraze
neparodo savo procesyvumo antros aplinkos sglygose, paprastai naudojamose DNR sekos
sudarymo proceso pulsacijos reakcijose.

59. Sistema pagal Apibrezties punktg 36, besiskirianti tuo, kad minéta polimeraze
neparodo savo procesyvumo antros aplinkoé salygose, paprastai naudojarribse DNR sekos
sudarymo proceso pulsacijos reakcijose.

60. Budas pagal Ab.ibréitjés puhktq 4, besiskiriantis tuo, kad minétas T7 tipo fagas
yra fagas T-7. |
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