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NAUJAS VEKTORIUS BIOLOGISKAI SVARBIY PEPTIDY GAMYBAI

Sioje iSradimo paraitkoje apraSome naujo sekrecijos vektoriaus, kurio pagrinda
sudaro E. Coli enterotoksino koduojaﬂti seka, sukiirimg. Parodome, kad toksino
geno pre ir pro rajonas yra besalygiai biitinas stabilaus toksino ekstralastelinei
sekrecijai. Mes taip pat specnahaxs pévﬁdiiais parodome, kad kuomet j heterologinj
peptida koduojanti nukleotidiné seka jliejama j rémelj st gene pro rajono gale,

tuomet gautas vektorius E. Coli kaip Seimininke sekretuoja j lastelés iSore teisingai
pagaminta heterologinj peptida. Si parai¥ka taip pat apima ir tinkamy vektoriy, kur
toks geny susiliejimas gali biiti pasiektas, konstravimg. Taip pat apraSomi bendri
metodai, naudojami tokiems suliejimams gauti, kaip antai: a) rekombinantiniy DNR |
technologija ir b) saitui-specifiné in vitro mutagenézé. Sioje paraiSkoje taip pat
apraSomas bendras heterologiniy peptidy valymo biidas. Si naujo vektoriaus sistema
gali biiti naudojama biologi¥kai svarbiy peptidy hiperprodukcijai ir ekstralastelinei
sekrecijai.

Sekretuojami baltymai, kaip ir daugelis kity membraniniy baltymy pradZioje
sintezuojami kaip pradiniai intralasteliniai preproteinai, turintys N- gale signalinj
peptida. Signalinis peptidas jgalina 'baltyma perkirsti vidiniy lastelés membrany
barjera. Sio proceso metu baltymas suskyla, virsdamas subrendusiu baltymu, kuris Y
iprastai bina iSsidéstes periplazminéje erdvéje. Kaip ifimtis $iam mechanizmui yra
tam tikri membraniniai baltymai, kuriy signaliniai peptidai lieka neatskelti (S.
Letenhardt ir kt. Kn, “Baltymy konstravimas, pritaikymas mokslui, medicinai ir
pramonei” , red. M. Inouye ir R. Sharma, 1986 Academic Press. Inc. , 157-171). Kai
kurie prokariotiniai baltymai ar peptidai sintezuojami kaip dideli pirmtakai, turintys
signalinius peptidus pre- ir pro rajone, Abiems segmentams atskylus, gaunami“
subrendg baltymai ar peptidai. PavyzdZiais gali bati Bacillus subitilis (C. Nishio ir kt..,
1983, Biochem. Biophys. Res. Commun. 116. 751-758 ) arba Eserichia coli stabilus
toksinas (P. Dwarakanacht ir kt., 1989, Gene 81, 219-226). Ententerotoksigeniski
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E. coli kamienai (ETEC) sukelia Zmonéms viduriavima, iéskirdami ekstralastelinius
toksinus, kurie klasifikuojami kaip toksiny termolabili (LT) ir termostabili (ST)
Seimos (R. N. Greenberg ir R. L. Guerrant (1981). Pharmacol Ther. 11, 507-537,
M.D. Gill ir M. Woolkalis 1985, Kn. “Mikroby toksinai ir viduriavimas”, Ciba
Foundation simpoziumas 112, Pitman, London, 57-73). ST toksinai yra dviejy tipy:
metanolyje tirpls toksinai (STI) i metanolyje netirpds toksinai (STII). STI toliau
skirstomi j 3 grupes, priklausomai nuo kilmés, pvz.: STh (2mogaus), STp (kiaulés) ir
ST® (jaudio). Ir LT, ir ST genai koduoti plazmidéje. st geno nukleotidy seka
parodyta 1 pav. (P. Dwarakanacht ir kt., 1989, Gene 81, 219-226). SprendZiant tiek
pagal nukleotidy seka, tiek pagal translivoty amino rogs¢iy seka, nustatyta, kad 72
aminoriigsdiy peptidas yra ST pirmtakas, kuris po transliacijos procesingo metu
pertvarkomas atskeliant 19 aminoriigiiy peptida nuo nuo karboksilinio galo ir
tampa biologiSkai aktyviu toksinu. (P. Dwarakanacht ir kt.; 1989, Gene 81, 219-226).
Daugelis grupiy bandé panaudoti gamtiniy sekretuojamy baltymy “signalinés sekos
dali” tam, kad biity sukurtas rekombinantinis vektorius, iskiriantis heterologinius
baltymus. Daugeliu atvejy taip pat naudotos ir sintetinés signalinés sekos. Visais
Siais atvejais rekombinantiniai produktai yra iSsidést sublasteliniuose
kompartmentuose. Specifiniai pavyzdZiai yra : Gray ir kt. patentas (US patent 4,
755, 4 465 July 5, 1988), kuriame i§radéjai paskelbé sukonstrave vektoriy, padedantj
teisingai suformuoto Zmogaus augimo hormono (hGH) sekrecijai i§ E. coli ir
Pseudomonas. “Signaliné seka”, kuri taip pat uZpatentuota, labai skiriasi auo E. coli
stabilaus toksino sxgnalmes sekos”.

I1. Antrajame patente (US patent No. 4, 704, 362 dated Nov. 3, 1987) Itakura ir ki.
apraso rekombinantinj klonuojama vektoriy, skirta mikrobinio polipeptido
ekspresijai, kuomet b- gal ir somatostatino suliejimo produktas gaminamas ir po jo
procesingo in vitro gaunamas galutinis produktas.

PavyzdZiu, kur specifikai panaudota enterotoksino signaliné seka, gali biti Gray ir
kt. (US patent, 4, 630, 262, 1985) darbas, kuriame i§radéjai sujunge metanolyje



netirpaus stabilaus toksino (STII) “signaling seka” su Zmogaus augimo hormono
(hGH) genu ir lokaliiavo produkta Seimininko lgsteles periplazminéje dalyje. Jdomu
paZyméti, kad i§radéjai specifiskai ieSkojo ekspresijos vektoriaus, kuris lokalizuoty
ekspresuojama rekombinantinj baltymg intraceliuliariai, st IT signaliné seka
nepanasi j st I signaling seka ir todél manoma, kad ji yra skirtingos sandaros.

Sio patento paraikoje iSradéjai pasinaudojo STI pre ir pro rajono teikiamais
pranaSumais tam, kad sukurty rekombinantinj vektoriy, kuriame nukleotidy seka,
koduojanti peptida, ilicjama j rémelj pro rajono gale. Viso geno ekspresijos iSdavoje
gaunamas teisingai subrandintas rekombinantinis peptidas, sekretuojamas i lastelés

iSore. Principiné seka parodoma Zemiau.

signal; seka subrendes
| pre rajonas pro rajonas ' ST peptidas R
vektorius
signal. seka subrendes
[ pre rajonas pro rajonas heterologinis o]
peptidas
vektorius

§ios sistemos pranaSumas yra tai, kad rekombinantinio produkio valymas tampa
Zymiai paprastesnis, kadangi lastelés turindios §j rekombinantinj vektoriy, gali buti
auginamos sintetinéje terpéje ir todél sekretuojamas peptidas yra pagrindinis
peptidas, kultiiros supernatante. Cia aprasomas tokio rekombinantihio peptido
(Angiotenzinas I) bendras valymo biidas. |



REFERATAS:

Panaudojus i§ Zmogaus i8skirto E.coli st I geno pre ir pro rajong, sukurtas naujas
rekombinantinis ;fektorius, galintis tinkamai subrandinti ir sekretuoti bet kokj
peptida. Tai pasiekiama, suliejus koduojandia seka su pro rajono galu. Sioje
paraiS§koje aprasytas bendras tokio rekombinantinio peptido ivalymo biidas.

Pateikiamas iSradimas apibendrintas sekan¢iuose punktuose:

1. E.coli st pre-pro sekos, koduojanéios (vienos raidés kodas) MKKSILFIFLS
VLSFSPFAQDAKPVESSKEKITKKESKKCNIAKKSNKS ‘
G P E 5 M,panaudojimas vektoriaus heterologiniy baltymy sekrecijos sukiirimui.

2. Vektorius pARC 0101, depozit. nr. NCIB 40115.

3. E. coli- Seimininkas, turintis vektoriy pARC 0101 pagal 2 punks.

4. pARC 0101 pagal 2 punkty panaudojimas heterologiniy baltymy ekspresijos
vektoriaus sukiirimui. |

5. Vektorius, turintis E. coli st pre- pro seks, kaip aprasyta 1 punkte.

6. Vektorius pagal 5 punkta, turintis E. coli st pre-pro sekos, apibréztos 1 punkte,
Bam HI-Hind II1I sekg.

7. E. coli kaip Seimininkas, turintis vektoriy, apibréXta bet kuriame i& 5 ir 6 punkty.

8. Heterologiniy baltymy gamybos E. coli biidas, auginant jprastais badais E. coli
kaip Seimininka, apibréZtg 7 punkte, ir i$skiriant iprastais biidais norimg
baltyminj produkts.

9. Bidas pagal 8 punkta, kuomet baltyminis produktas iSskiriamas 1 lastelés iSore.

10. pARC 0726 darinys, turintis E. coli st pre-pro seka, sulieta su Angiotenzing I
koduojancia seka rémelyije.

11. pARC 0726 darinio pagal 10 punkta panaudojimas Angiotenzino I ckspresijai.

12.E. coli kaip Seimininkas, turintis pARC 0726 darinj pagal 10 punkta.

13. Angiotenzino I gamybos biidas, auginant E. coli kaip Seimininka pagal .12 punkta
ir ifskiriant norimg baltyminj produkta. '

14, Budas pagal 13 punkta, kuomet baltyminis produktas iSskiriamas i lastelés iSore.
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* 15, pARC 0801 darinys, turintis vidinj Eco RI saita, kuris buvo sukurtas, panaudojus
sﬁbrendusio ST peptido Ser 55 kodona.

16. Pirmojo pARC 0801 darinio pagal 15 punkta panaudojimas kaip pradinés
medZiagos, kuriant antrajj darinj, gaunama, suliejant heterologinio ar

- homologinio sek3 su pARC 0801 dariniu ties jo Eco RI saitu. )

17. Vektorius, galintis palengvinti heterologinio baltymo, ekspresuojamo $eimininko

Iasteléje, sekrecija, pastarasis vektorius turi DNR koduojancig E. coli st pre-pro
sckgy MKKSILMIFLSVLSFSPFAQDAKPVESSKEKEKITK
ESKKCNIAKKSNKSGPESM.

18. Darinys, turintis vektoriy pagal 5, 6 ar 17 punktus, jliets j skaitymo rémelj prie
DNR, koduojandios norimg baltyma.

19. Darinys pagal 18 punkta, kuriame yra DNR, koduojanti Angiotenzing 1.

20. Darinys pagal 18 punkta, kuriame yra DNR, koduoja insulino A grandine.

21, Darinys pagal 18 punktg, kuriame yra DNR, koduoja insulino B grandine.

22. pARC 0726 darinys, turintis E. coli st pre-pro seka, suliets su insulino A
granding koduojanéia seka rémelyje.

23. pARC (726 darinys, turintis E. coli st pre-pro seka, suliet3 su insulino B
granding koduojancia seka rémelyje. .

24. E, coli kaip Seimininkas, turintis vektoriy ar darinj pagal pries tai iSvardintus
punktus. |

25. Baltymo, heterologisko E. coli , gamybos biidas, auginant E. coli kaip
Seimininky, kaip apibréZta 24 punkte, ir ifskiriant ekspresuota baltyma.

26. Budas pagal 25 punkta, kuomet baltymas i§skiriamas j lastelés iSore.

27. Budas pagal 25 ir 26 punktus, kuomet i§skiriamas Angiotenzinas 1.

28. Budas pagal 25 ir 26 punktus, kuomet i§skiriama insulino A grandiné.

29, Badas pagal 25 ir 26 punktus, kuomet i§skiriama insulino B grandiné.

30. Buidas, palengvinantis ekspresuojamo Seimininko I3steléje baltymo sekrecija is
Seimininko lgstelés, apimantis norimo ekspresuoti baltyma koduojangios DNR



suliejima rémelyje su E. coli st pre-pro seka, kaip tai nurodyta bet kuriame i 1-11
punkty.

31. Darinio, sukonstruoto jlicjus norima seka pARC 0801 darinio Eco RI saite,
gavybos bidas.

Detalus iSradimo aprasymas

I§ Zmogaus i§skirtos E, coli stI geno apibuidinimas ir klonavimas aprasyti detaliai P.
Dwarakanath ir kt. darbe (1989, Gene, 81, 219-226). Trumpai, 100 MDa plazmidé
identifikuota E. coli kamiene 86 cal kuris turéjo st geng. 100 MDa plazmidés i§ E,
coli 86 cal BamHI biblioteka sukonstruota panaudojus pBR ir st gena turintis kionas
identifiknotas hibridiznojant su DNR probe. Sis st genas buvo subklonuotas
M13mp19 kaip BamHI - Hind III fragmentas ir pilnas fragmentas sckvenuotas

Sanger’s metodu.

1 pav. parodyta dalis st geno sekos, turindios atvi_rq skaitymo rémelj (ASR). ASR
koduojamo peptido karboksi- galo 19 amino riigiiy atitinka Sty peptido sekai
(Aimoto ir kt. 1982 Eur. J. Biochem. 129, 257-263). Manoma, kad 4 nukleotidai,

- einantys pries startinj kodong, gali biiti spéjamo ribosoma jungiandio saito vieta. UZ
koduojandios sekos seka pora stop kodony (TTA) ir dvigubos simetrijos 15
nukleotidy pailginimas, spéjamas, galintis rodyti transkripcijos terminacijos signalg.
ASR koduoja 72 aminortigiiy peptida, kuriame karboksi -gale iSsidesCiusios 19
aminoriigiiy sudaro biologifkai aktyvy peptida. N- galo 19 ar 20 aminordg3iciy

 pailginimas sudaro signalinj peptida, turintj 2 bazines lickanas (Lys2, Lys3),
sckancias iniciatorinj met.ionina‘, hidrofobinj aminoriigs¢iy pailginimg ir atitinkama
seka skaldymo signalui prisijungti. Tiksli vieta, kur prisijungia signalinis peptidas i§
pro- ST rajono néra Zinoma. pro ST rajonas driekiasi imtinai iki Met 53, kur véliau
jis suskyla j biologiSkai aktyvy peptida, sekretuojamg j lastelés iSore, ir Asn54, kaip
subrendusio peptido, N-galine dalj.
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Panaudojus konkurenciny ELISA metoda, iSmatuota Sty koncentracija kulttros
supernatante. Viso tyrimo metu naudotas Sis ELISA metodas, nustatant Sty
koncentracija kultiiros supernatante. Subklonavus geno fragmenta T7 promotoriy
turin¢iame vektoriuje, pasiekta st geno hiperekspresija. Tokioje hiperekspresinéje
sistemoje hiperekspresija indukuojama pridéjus induktoriaus
(1zopropiltiogalaktozido) IPTG . ST peptido (laukinis tipas/ mutantas) valymo
schema panaudota pagal P. Dwarakananth ir kt., aprasyta biida (1989, Gene 81 219-
226). Peptido aminorigitiy seky analiz¢ atlikta panaudojus Applied Biosystem
Aminoriigiiy seky analizatoriy (477 A modelis). Tam, kad biity gatitos mutacijos
tiek pro rajone, tiek ir toksino peptido subrendusia dalj koduojancios sekos dalyje,
panaudotas saito-specifinés mutagenezés in vitro metodas (Das ir kt. , 1989, Proc..
Natl. Acad. Sci. USA. 86, 496-499). Pana&iai panaudojus in vitro saito-specifing
mutageneze, pilng subrendusi ST peptida koduojantis rajonas buvo pakeistas
Angiotenzing I (Ang I) koduojandia seka, ir Ang I sekrecija buvo vertinama
radioimuniniu metodu (RIA) . Gauti rezultatai apra$yti Eksperimentiniy duomeny
skyriuje.

Eksperimentiniai duomenys

L Sekrecijos vektoriy sukiirimas:

St,, nustatytas ETEC E. coli 86 cal, turincios 100 MDa plazmide, kultiiros
supernataate. E. coli 86 cal 100 MDa plazmidés BamHI biblioteka sukonstruota
panaudojus pBR 322 ir rekombinantinivose klonuose paie$kota st geno. Aptiktas
vienas rekombinantinis klonas, neSantis st gena 1.9 Kb BamHI fragmente (pARC
074). 1.1 Kb BamHI - HindIII fragmentas, gautas i§ pARC 0.74 , klonuotas pBR 322
ir to pasckoje gauta plazmidé pARC 0101, Visuose tolimesniuose bandymuose §i
plazmidé pARC 0101 naudota kaip pradiné medZiaga. Si plazmidé deponuota
Pramoniniy bakterijy nacionalinéje kolekcijoje, Aberdeen, Scotland (NCIB 40115
kamienas), pagal Budapesto sutartj deponavimo data 1989 m. vasario 15 d. pARC



0101 turincios E. coli HB 101 kultiiros supernatantai Zindomose pelése sukelia .
teigiamg ST biologinj atsaka.

IL M13mp19ss DNR fago, turincio st intarpq, sukirimas

11Kb BamHI HindIlI fragmentas, turintis st geng, ifskirtas i$ pARC 0101. Jis
subklonuotas M13mp19RF paveikus BamHI ir HindIII. Rekombinantiné
replikaciné forma (RF) transformuota JM101 ir paséta terpéje su X-gal ir IPTG.
Atliktas st geno skriningas transformanty baltuose plotuose ir vienas toks fago
klonas identifikuotas kaip 0192 (2 pav.). Pastarasis, besidaugindamas JM101, i§skiria
i kultiros supernatanta stabily toksing. 0192 yra pradiné medZiaga visiems

aprafytiems in vitro mutagenezés eksperimentams.

I Hiperekspresijos vektoriaus laukinio tipo ar mutantinio ST,
hiperekspresijai sukiirimas

0192 ar jo mutantai auginti JM101 ir po bakterijy augimo per naktj, i§valius jprastu
biidu plazmidg, iSskirtas RF (T. Maniatis ir kt. 1982. Molekulinis klonavimas.
Laboratorinis vadovas. Cold Spring Harbour Laboratory, Code Spring Harbour,
NY). Isskirtas 1.1 Kb dydZio BamHI-HindIlI fragmentas ir subklonuotas T7
promotoriy turintiame vektoriuje kaip BamHI-HindIlI fragmentas, kurio
promotorius orientuotas ta pa¢ia kryptimi kaip ir st geno transkripcijos
promotoriaus. Hiperekspresijos plazmidé, turinti laukinio tipo st gena, pavaizduota
kaip pARC 0601 (3 pav).

IV.  Pavyzd¥iai, rodantys pro rajono svarbg ekstralgstelinei sekrecijai.

Tam, kad biity parodyta pro rajono svarba stabilaus toksino ekstralgstelinei
sekrecijai, buvo sukurti st géno 2 mutantai, kuriuose mutacija buvo lokalizuota pro
rajone. Pirmame pavyzdyje mutacija sukelta procesingo saite, kuriame Met53
pakeistas Ile 53, panaudojant 0192, auginta CJ236 kamiene kaip matrica (dut ung).
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Mutageninis pradmuo, panaudotas, kuriant & pakeitima, turéjo $ia seka: 5CCT G
AAAGCATTAATAGTAGCZ3 (ATG — ATT). Sis pradmuo (GD21)
prikabinamas prie matricos ir pridedama Sekvenazeé ir 4 dNTP. Nusidriekusi
grandiné liguojama, panaudojant T4 DNR ligaze, ir §i in vitro susintetinta dviguba
dvisitleDNR panaudota transformuojant JM101. Transformanty plotai patikrinti,
sekvestruojant DNR, ir identifikuoti mutanty klonai. Vienas tokiy mutantiniq klony
(0GD21) i%valytas ir subklonuotas j hiperekspresijos vektoriy, panaudojus metoda,
nurodyta Eksperimentiniy duomeny ITI skyriuje Gauta plazmidé pARC 0701
panaudota E, coli HB 101 transformacijai. Ekstralastelinio ST produkcija naktinéje
kultiiroje palyginta (M53-153) su produkcija pARC 0601, augintoje E. coli HB 101.
Rezultatai parodyti Zemiau. |

plazmidé, esanti HB101 ST produkcija ug/mi

pARQO0601 7
pARC0701 1

Sis bandymas parodé, kad konservatyvus pakeitimas (Met53-Ile53) pro rajone
sumaZino stabilaus toksino sekrecijos lygj daugiau kaip 85%.

Sty, sekrecijos sumaZéjimas buvo dar didesnis, kuomet st delecitﬁs mutantas buvo
sukonstruotas, kuriame delecija pro rajoné drickesi nuo Ser 48 iki Ser52.
Eksperimento scema buvo ta pati, kokia aprasyta ankstesniame skyriuje, i8skyrus tai,
kad naudotas mutageninis pradmuo Sios sekos ' GCAAAAAAAAGTAAT
AAAATGAATAGTAGCAATTACY3 (GD-11). Turinti § mutantg st
(Del. Ser48-Ser52)hiperekspresijos plazmidé paZyméta kaip pARC 0702.
Padauginus $i3 plazmid¢HB101, gautas klonas neprodukuojantis Zymesnio kiekio
ekstralastelinio Sty , Sie pavyzdziai (Met53-Tle53 ir Del. Serd8-Ser52) akivaizd¥iai
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parodé, kad intaktinio pro rajono buvimas yra bitinas ekstralastefinei Sty

ekspresijai.

V. Pavyzdiiai, rodantys subrendusio peptido N-galo lickany ne-specifiSkumsg

teisingo procesingo ir Sty peptido ekstralastelinés sekrecijos ativilgiv.
Tam, kad bty iSaiSkinta ST peptido N-galo lickanos reik§mé procesingui ir peptido

ekstralgsteliniam i¥skyrimui, buvo sukurti st du mutantai. Pirmame pavyzdyje St
Asn54 pakeistas | GIn54 tokiu paciu biidu, kuris apradytas Eksperimentiniy
duomeny I skyriuje. Mutageninis pradmuo turéjo §ig seka ’ GAAAGCATG
CAGAGTAGCAATZJ (ATT - - CAG). Turinti mutant st Asn54 - - Gin54
hiperekspresijos plazmidé paZyméta kaip pARC 0732. Kuomet plazmidé buvo
padauginta E, coli HB101 arba hiperekspresiniame kamiene BL21-DES3, ji
produkavo ekstralastelinj toksing ekvivalentiniu kiekiu tam kiekiui, kuris buvo '
stebimas turin¢inose pARC 0601 kamienuose HB101 arba BL21-DE3. Tam, kad
biity nustatytas ekstralgsteliniai i$skiriamo mutanto ST procesingo saitas (Asn54--
Gln54), mutantinis genas buvo superekspresuotas ir peptidas iSvalytas pagal
metoda, apraSyta P. Dwarakanath ir kt. (1989, Gene 81, 219-226). Valymo auksto
slégio skystine chromatografija profilis parodytas 4 pav. Sio peptido N-galo
terminaliné seka yra Gln - Ser - Ser - Asn - Tyr.

Atliktas kitas panaSus bandymas, kurio metu St,, Asn54 pakeista i His54. Gauta
plazmidé, turinti st mutanta, paZyméta pARC 0716. Po st Asn54--Lle54
superekspresijos ir peptido i§valymo, nustatyta peptido N-galo terminaliné seka.
Gauti duomenys parodé, kad yra du peptidai su N-galo terminalinémis sekomis 1)
His-Ser-Ser-Asn-Tyr... ir 2) Ser-Ser-Asn-Tyr... Sio peptido valymo auksto slégio
skystine chromatografija profilis parodytas 5 pav.

Sie pavyzdZiai akivaizd¥iai rodo, kad Sty peptido (Asn54) N-galas néra lemiamas
peptido posttransliaciniam brendimui ir sekrecijai.
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VL Pavyzdys, rodantis stabilaus toksino pagrindu sukurto sekrecijos vektoriaus
universalumg

Tam, kad biity i§bandytas st pagrindu sukurto.sekrecijos vektoriaus universalumas,
koduojantis rajonas, atitinkantis subrendusj ST peptida (t.y. Asn54 iki Tyr72), st
gene pakeistas | Angiotenzing I koduojantia seka. Angiotenzinas I yra dekamerinis
peptidas, gaunamas Reninproteazés pagalba i§ didelio Angiotenzinogeno pirmtako.
Angiotenzing konvertuojantis fermentas modifikuoja Angiotenzing I | Angiotenzing
I1, panaikindamas Angiotenzino I paskutines dvi karboksilines terminalines lickanas
(His-Leu). Angiotenzinas II Zinomas kaip stiprus kraujagysliy konstriktorius. St
koduojancios sekos pakeitimas st gene | Ang I koduojancia sek‘q atliktas pagal
Kunkelio metoda (T. A. Kunkel, 1985 Proc. Natl. acad. Sci. USA 82, 488-492) su
tam tikromis modifikacijomis. Susintetintas mutageninis pradmuo (GD?9), turintis
5iaseka S GTGGTCCTGAAAGCATGGACCGGGTGTACAT
ACACCCCTTCCACCTCTTAATAATATAAAGGG?3.8is62
mer pradmuo prikabintas prie ss 0192 DNR matricos, augintos CJ 236. Prikabinant
prilydymo reakcijos temperatiira 55° C. Reakcijai naudojama 3 ng matricos ir 10 ng
pradmens. PrilydZius reakcija tesiama 37° C temperatiroje 4 val, pridéjus 8 vienetus
Sekvenazes ir 4 ANTP (kiekvieno dN'TP galutiné koncentracija ImM). Pridedama 4
vienetai T4 DNR ligazés tam, kad biity liguotas pailgintas pradmuo. Sis kompleksas
panaudotas E. coli IM101 transformacijai. Jtariami klonai identifikuoti DNR
sekvenavimu. st susijusi Ang I koduojanti seka subklonuota hiperekspresijos
plazmidéje, ir tokia plazmidé paZyméta kaip pARC 0726, Si plazmidé padauginta
HB101 arba hiperekspresiniame kamiene BL21-DE3. Radioimuniniu metodu
nustatyta, kad plazmide turintys kamienai produkavo ekstralasteliniai Ang I
peptida. Po pARC 0726 hiperekspresijos BL21-DE3) terpéje M9, peptidas iSvalytas
ir atliktas N-galo sekvenavimas. Bvalymo schema apraSyta Zemiau. Manome, kad &
schema gali buti tinkama ir kity peptidy |§valymm

P

+
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Turintios pARC 0726 Iasteles BL21-DE3 augin\tos augintos terpéje M9 (250 ml x 4),
Kultiirai pasickus tankj A600 nm - 0.86. lastelés buvo indukuojamos pridedant
IPTG (galutiné kon. 0.5 mm). Praéjus 20 val po indukcijos , Istelés surenkamos ir
470 ml kultiiros supernatanto sumaiSoma su 30 g Amberlite XAD-4 ir palickama
stovéti kambario temperatiiroje per naktj. Kruopidiai atplovus derva vandeniu,
prisiri§es peptidas elivojamas 99% etanoliu (1% acto riigitimi ir po to 80%
etanoliu) 1% acto rigtimi. Elivatas sukoncentruotas staigiai iSgarinant ir po to
koncentratas terpiamas j SP Sephadex C-25 kolonélg (10 ml), prie§ tai
ekvilibruojant 20 mM fosfatiniu buferiu, pH 6.4. Prie§ eliucija kolonélé sudrekinta
vandeniu. Eliucijai panaudojamas 50 mM trietilaminas. Acto riig§timi pasiekiamas
elivato pH iki 6.0. Eliuatas liofilizuojamas ir sausi milteliai iftirpinami 1 ml vandens.
Po to atliekama §io preparato aukito slégio skystiné chromatografija RP-8
kolonéléje su acetonitrilo gradientu (Tirpiklis A: 0.1% TFA, tirpiklis B: 0.1%
TFA/95% acetonitrilo: 1étas greitis 1 ml/min. Gradientas 10-50% B per 40 min.).
Ang I pikas rastas 29% B (6 pav.). Isvalytas peptidas sckvenuotas ir seka palyginta
su gamtine scka.

Sis pavyzdys akivaizdZiai ;bdo, kad visai heterologinj peptida koduojanti seka gali
bti prijungta st pro rajone ir po tokio darinio padauginimo atitinkamame E. coli
Seimininke, galima stebéti teisingai subrandinto peptido ekstralgstelinj iSskyrimg.

VIL Bendro sekrecijos vektoriavs, turinfio tinkamg klonavime saits, sukirimas.

] subrendusj peptida koduojantj rajona jterpti tinkamga klonavimo saitg galima
sekanciu bidu: jterpti restrikcijos saitg j arba labai arti subrendusi peptida
koduojanti rajona, pasirenkama DNR atkarpa 5’ ATG AATA G T3, atitinkanti
aminoriigitiy sekai nuo Met53 iki Ser55. Pakeitus Ser kodono (AGT) nukleotidy
seky j alternatyvaus TCT kodono, galima biity gauti EcoRI saitg nepakeitus
aminorigs¢iy liekanos. Tai parodyta schemoje apacioje:
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Met53 Asn54 ' Ser55

ATG | AAT AGT
ATG AAT TCT
EcoRl1 saitas

Vienasiiile (ss) 0192 DNR matrica mutagenizuojama, panaudojus auksCiau apradyta
metoda. Mutagenezinis pradmuo (GDI3) turéjo $ia nukleotidy seka: 5’ AGCAT
GAATTCTAGCAATT A C3'. Bendra hiperekspresijos vektoriaus sistema
gali biiti sukurta, panaudojus §j EcoRI sait kaip tinkamg vieta heterologinj baltyma
ir peptida koduojancios sekos jterpimui. Hiperekspresijos plazmide pET7
paveikiama fermentais EcoRI ir BamHI ir i§skiriamas didysis fragmentas. 0192
(GDI3) RF isskiniama ir paveikiama EcoRI ir BamHI. Paveikus CIP (verSio
intestinaline fosfataze), gaunamas produktas -620 bp fragmentas, i§skiriamas. Sis
fragmentas liguojamas su did¥iuoju pET?7 fragmentu. Gauta rekombinantiné
plazmidé pavadinta pARC 0801.

PARC 0801 plazmide deponuota pagal Budapesto sutartj Pramoniniy ir jiiros
bakierijy Nacionalinéje kolekcijoje, Aberdeen, Skotija, nr. NCIMB 40417.
Deponavimo data 1991 m. balandZio 29 d.

(7 pav.) Si plazmidé gali biiti naudojama kaip bendras sekrecijos vektorius. Betkokj
heterologinj peptida ar baltyma koduojanti seka gali biiti jterpta EcoRI saite

~ (insercijos saitas), pavyzdZiui tokie peptidai kaip Angiotenzinas 1, jaudiy fibroblasty
augimo faktorius (bFGF), insulinas ir kt.
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Sios plazmidés ekspresija E. coli kaip Seimininke s3lygoja peptido ar baltymo, kurj
galima i&valyti, iSskyrimg j terpe. Reikia pastebéti, kad ios rekombinantinés
plazmidés produkuojamas peptidas turés vieng papildoma aminorigiciy lickana,
esancia aminoterminale (Ser). ’

Angiotenzino I ir ypad, insulino produkcijos galimybé sudaro svarby §io iSradimo
aspekta. Rvalyta insulino A grandiné ir insulino B grandiné gali biti panaudotos
insulino gamybai. '

VL PavyzdZiai, rodantys insuline A ir B grandiniy sekrecijq i$ stabilaus toksino
pagrindu sukurto sekrecijos vektoriaus.

Sekantis pavyzdys rodo stabilaus toksino pagrindu sukurto sekrecijos vektoriaus
universaluma. Zmogaus insulinas sudarytas i§ 2 polipeptidiniy grandiniy A (21
aminorig§ciy lickana) ir B (30 aminorigiciy liekany), kurios tarpusavyje sujungtos
SH rysiais. Redukuojant in vitro Sias grandines, galima iSskirti ir gauti grynas A ir B
grandiniy formas. Tam tikromis salygomis ivalytos A ir B grandinés gali buti
reoksiduotos tam, kad gautysi imunoreaktyvus ir biologiSkai aktyvus Zmogaus
insulinas. Zmogaus insulino A ir B grandiniy geno sekos jlietos atskirai ST pre- ir
pro sekos gale. Rekombinanting plazmidé, esanti aktyviai auvgancioje E. coli kaip
Seimininke, sekretavo i kultiros terpe medZiagas, kurios imunifkai reagavo su
antikiiniais Zmogaus insulinui. Antikiiny Zmogaus insulinui inkubacija su autentisko
insulino A ir B grandinémis slopino reakcija konkurenciniu biidu tais atvejais, kai
buvo tikimasi, kad rekombinantinés A ir B grandinés bus produkuotos.
Rekombinantinés plazmidés sukurtos, panaudojus strategija, panasia i aprasyta
Eksperimentiniy duomeny VI skyriuje. M13 mp pagrindu sukurta rekombinantiné
fago DNR (0 GD24) panaudota kaip matrica pirmajam mutagenezés etapui. 0 GD
24 turéjo ST gena, jterpts kaip BamHI-HindIHI fragmenta M13 mp 19 daugybinio

klonavimo saite. Sis savotidkas ST intarpas turéjo beprasme mutacija subrendusio
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toksino peptido N-galo lickanoje, kur Asn 54 buvo pakeista j Gly 54. Mutageninis
pradmuo, panaudotas mutagenezés pirmajame etape, buvo Sios nukleotidinés sekos

5 CCTGAAAGCATGGGTATCGTGGAG
CAGTGCTGTACATCTATCTGCTCA
CTGTATTAATAATATAAAZY |

Sios mutagenezés pasckoje gautas fagas 0GD26, kuris turéjo DNR seka,
atitinkandia insulino A grandinés N-galo 1-14 liekanoms, ir kuri buvo jlieta j rémelj
ST pre-pro rajone. Antrajame mutagenezés etape kaip matrica panaudota GD26
DNR. Mutagenezés pradmuo buvo 3ios sekos )

| $ TGCTCACTGTATCAGCTAGAGAAC

TACTGCAACTAATAATATAAAY |
Po mutagenezés GD28 identifikuotas kaip turintis pilng A grandinés geng, jlieta ST
pre-pro rajono C terminalinéje dalyje. Visumoje, atlikus 2 mutagenezés etapus, visa
insulino A grandinés geno nukleotidiné seka jlicta rémelyje ST pre-pro sekos 3’
gale, pilnai pakeifiant subrendusio toksino geno seka. Tac¢iau galutiniame darinyje
buvo paliktas intaktinis ST geno 3’ sekos likutis, Rekombinantinis GD28 fagas
augintas JM101 ir iéskirtas RF. RF paveiktas BamHI-HindIIl ir1.1 Kb fragmentas
klonuotas pET7 kaip BamHI-HindIIlI fragmente tam, kad biity gauta pARC 0750.
Hiperekspresinis E. coli kamienas BL21-DE3 transformuotas su pARC 0750.
Panaliu biidu insulino B grandin¢ sintezuota ir seka jlieta ST pre-pro rajono 3’ gale.
Pradiné matrica panaudota GD23, kuri turéjo ST intarpa N54F. Pirmosios

mutagenezcs pradmens seka buvo

5 GGTCCTGAAAGCATGTTTGTGAAT
CAGCATCTTTGCGGAAGTCATCTG
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GTTGAGGCTCTTTATTAATAATAT
AAAY .

Po mutagenezés mutantinis klonas (OGD 32) identifikuotas kaip turintis DNR seka,
atitinkandia insulino B grandinés 1-16 liekanoms, ir kuri buvo jlieta rémelyje su ST
pre-pro seka. 0 GD 32 ss DNR panaudota kaip matrica mutagenezés antrajam
etapui. Mutagcninio pradmens nukieotidy seka buvo:

5 GTTGAGGCTCTTTATCTTGTATGT
GGTGAACGTGGTTTCTTCTATACA
CCTAA.GACATAATAATATAAAG GG

3

Po mutagenezés mutantinis fagas 0 GD33 i¥skirtas. Jis turéjo pilng B grandinés

seka, jlieta ST pre-pro sekos 3 gale. Sis jlieto geno intarpas buvo iskirtas i§ 0 GD33

kaip BamHl-HindIlI fragmentas ir subklonuotas pET7 tam, kad buty gauta
plazmidé pARC 0759. E. coli hiperekspresinis kamienas BL21 DE3 transformuotas,
panaudojus pARC 0759, ir transformuoti klonai skrininguoti plazmidés atZvilgiu.

ELISA metodu i§testuoti kuitiiry supernatantai tam, kad bty Zinoma, ar kionai

pARCU750 ir pARC0759 sekretuoja atitinkamai A ir B grandines, Pagrindiniai

ELISA metodo momentai apraSomi Zemiau:

7Zmogaus insulinas jsigytas i§ Novo Industries. Jis buvo labai iSvalytas ir tai patvirtino
auksto slégio skystinés chromatografijos analizés duomenys. Insulinas redukuotas,
panaudojus DDT, ir karboksiamidintas, panaudojus jodacetamida tam, kad biity
gautos patvarios A ir B grandinés. Tiesioginis ir netiesioginis ELISA metodai
panaudoti A ir B grandiniy detekcijai, panaudojant antikinus Zmogaus insulinui,
pARQC0750 ir pARC0759 augintos BL.21-DE3 kaip Seimininke atskirai terpeje M9 ir

indukuotos IPTG kaip aprafyta ankstesniuose pavyzdZivose. Po indukcijos kultiros
4
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nucentrifuguotos ir patikrinti supernatantai, ar juose yra A ir B grandiniy.
Tiesioginiu ELISA metodu i¥matuotas A ir B grandiniy kiekis buvo 16 ug/ml ir
30 ug/ml atitinkamai. Netiesioginis ELISA metodas patvirtino duomenis apie A ir B
grandiniy sekrecijoé lygi.

(
MedZiaga, i3déstyta sekanciuose punktuose, turi biiti skaitoma kaip Sio iSradimo
bendro apra$ymo dalis.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Vektorius, galintis palengvinti heterologinio baltymo, ekspresuojamo Seimininko
Iasteleje, sekrecija, minétas vektorius turi DNR, koduojantia E. coli st pre-pro
sekg MKKSILFIFLSVLSFSPFAQDAKPVESSKEKITKKE
SKKCNIAKKSNKSGPESM.

2. Vektorius pagal 1 punktg, turintis E. coli st pre-pro sekos BamHI-HindIIl
segmenta, kaip apibréZta 1 punkte.

3. Vektorius pARC 0101, deponavimo Nr. NCIB 40115,

4. Darinys, turintis vektoriy pagal bet kurj i§ aukSCiau minéty punkty, jlietg skaitymo
rémelyje prie DNR, koduojancios norimg baltyma,

5. Darinys pagal 4 punkta, kuriame DNR koduoja Angiotenzing 1.
6. Darinys pagal 4 punkta, kuriame DNR koduoja insulino A grandine.
7. Darinys pagal 4 punkta, kuriame DNR koduoja insulino B granding,

8. Darinys pARC 0726, turintis E. coli st pre-pro seka, ilieta rémelyje prie sekos,
kodnojancios Angiotenzing I.

9. Darinys pARC 0726, turintis E. coli 5t pre-pro seka, jliet rémelyje prie sekos,
koduojancios insulino A granding.

b
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10. Darinys pARC 0726, turintis E. coli st pre-pro seka, ilieta rémelyje prie sekos,
koduojancios insulino B granding.

11. Vektorius arba darinys pagal bet kurj i§ auki¢ian minéty punkty, esminiai, kaip
Cia, apradytas, nurodant lydinius bandymy duomenis ir schemas.

12. E. coli kaip Seimininkas, turintis vektoriy ar darinj pagal bet kurj i§ auk$Ciau
paminéty punkty.

13. Heterologinio E. coli baltymo gamybos biidas, auginant E. coli kaip Seimininkg,
kaip tai nurodyta 12 punkte, ir iskiriant ekspresuota baltyma.

14. Bidas pagal 13 punkta, kuomet baltymas iskiriamas ekstralasteliniai.
15. Biidas pagal 13 ar 14 punkty, kuomet i§skiriamas Angiotenzinas I.

16. Buidas pagal 13 ar 14 punktg, kuomet iSskiriama insulino A grandiné.
17. Biidas pagal 13 ar 14 punkta, kuomet 1.§skmama insulino B grandiné.

18. Bidas pagal bet kurj i§ 13 - 17 punkty, esminiai kaip ¢ia aprasytas, nurodant

lydin¢ius bandymy duomenis ir schemas.

19, Bﬁdas, palengvinantis baltymo, ekspresuoto Seimininko Iasteléje, turin¢io sulieta
skaitymo rémelyje DNR, koduojanéia norimg ekspresuoti baltyma, su E_ggl_l_ st
pre-pro seka, kaip tai apibréZta bet kuriame i§ 1-11 punkty, sekrecijg i§
Seimininko Iastelés.
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20. Budas pagal 19 punktg, esminiai kaip ¢ia aprasytas, nurodant lydincius bandymy

duomenis ir schemas.

21. Darinys pARC 0801, turintis pilng E. coli st geno sekg ir turintis vidinj Eco RI
saita, kuris buvo sukurtas panaudojant subrendusio ST peptido Ser 55
alternatyvy kodong.

22. Bidas, pagal kurj sukurtas darinys, turintis ilieta norima prie pARC 0801 darinio
Eco RI saito.

23. Bdas pagal 22 punkty, esminiai kaip &ia aprasytas, nurodant lydmélq bandqu
duomenis ir schemas.

24. E. coli st pre-pro sekos, koduojandios MKKSILFIFLSVLSFSPFAQ
DAKPVESSKEKITKKESKKCNIAKKSNKSGPESM,
panaudojimas heterologiniy baltymy sekrecijos vektoriaus sukiirimui,

25. Vektoriaus pARC 0101, deponavimo Nr. NCIB 40115, panaudojimas
heterologiniy baltymy ekspresijos vektoriaus sukirimui.

26. Darinio pARC 0726, turincio E. g_o_ii St pre-pro seka, jlieta rémelyje prie
Angiotenzing I koduojancios sekos, panaudojimas Angiotenzino 1 ekspresijai.

27. Pirmojo darinio pARC 0801, turincio pilng E. coli st geno seka ir turincio vidinj
Eco RI saitg, kuris buvo sukurtas panaudojant subrendusio ST peptido Ser 55
alternatywy kodona, panaudojimas kaip pradinés medZiagos ruoSiant antrajj
darinj, gauty jliejant heterologinio ar homologinio geno seka prie pARC 0801
darinio Eco RI saito,
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28. Darinio pARC (0726, turinc¢io E, coli st pre-pro seka, jlieta rémelyje prie insulino

A granding koduojancios sekos, panaudojimas insulino A grandinés ekspresijai.

29. Darinio pARC (726, turincio E, coli st pre-pro seka, jlietg rémelyje prie insulino
B granding koduojancios sekos, panaudojimas insulino B grandinés ekspresijai.

30. Darinys pARC 0801, deponavimo Nr. NCIMB 40417,
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