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DNR sekos, koduojan&ios baltymus, biotechnologiniai iy
baltymy gamybos btdai ir farmacinés kompozicijos,

turinéios $iuos baltymus.

Isradime apra3oma Zinduoliy genomo, ypa Zmogaus genomo
DNR sekos, koduojanlios baltymus, pasizyminéius HUSI I
tipo inhibitoriuy biologiniu aktyvumu, klonavimo ir
ekspresijos vektoriai, kuriy sudétyje yra tokios DNR
sekos, bei rekombinantines DNR technologijos panaudojimas.

Isradime taip pat aprasomi Seimininky organizmai,
transformuoti minétais vektoriais, bei budai, skirti
baltymy, turinéiy HUSI I tipo inhibitoriy biologini
aktyvumg, gamybai, panaudojant minétus transformuotus

$eimininky organizmus.

Taip pat ijradime apra3omi baltymai, pasiZymintys HUSI I
tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu, bei farmacines

kompozicijos, turincios tokius baltymus.

Gyvose lastelése ir organizmuose fermenty aktyvuma visu
pirma feguliuoja jy sintezé de novo ir ju chemine
modifikacija. .

Kai lastelei ar organizmui reikia greitai prisitaikyti
prie pakitusiy aplinkos salygu ir kartu reikalingas
didesnis specifinio fermento aktyvumas, tai nereiskia, kad
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visuomet i3 naujo sintetinamas didesnis fermento kiekis.
Da?nal panaudojama jau esanti fermento atsarga.
Pavyzdziui, virgkinantys fermentail (proteinazeés) pervedami
i% juy saugojimo formos, vadinamos zimogenais, i aktyvia
proteinaze. Pana8iai kraujo kresejimo faktoriai, esant
reikalui, pervedami i3 neaktyvios saugojimo formos i
biologiZkai aktyvig forma. '

Z7inomi tokie fermenty, esaniy saugojimo formoje,
aktyvacijos mechanizmai kaip skaldymas specifinemis
peptidazémis, fosforilinimas proteinkinazemis,
atpalaidavimas i3 vezikuly ir baltymo konfigiracijos
pakeitimas veikiant juos alosteriniais ligandais.
Kontroliuojama degradacija arba 3iy fermentuy specifiné
inhibicija leidZia i3vengti minétu aktyvacijos reakcijy
pertekliaus ir aktyvuoty fermenty ilgalaikiy efekty.
PavyzdZziui, aktyvuoty proteinaziy biologini aktyvuma
paprastai blokuoja specifiniai proteinaziy inhibitoriai.

Pastaraisiais metais buvo pripaZinta ivairiy proteinaziy
inhibitoriy klinikiné ir patogenetiné reik3me (1, 2). Buvo
pastebéta, 'kad lizosominiai proteinaziy inhibitoriai tinka
sepsio, reumatinio tipo chronisky ligy bei virdutiniy
kvépavimo taky susirgimams gydyti. Taliau dabartiniu metu
néra tokiy proteinaziy inhibitoriu, kurie galéty biti
taikomi iy ligy gydymui. 3iuo metu tik proteinaziy
inhibitorius aprotininas yra naudojamas gydymui.
Aprotininas naudojamas pooperaciniy hemoragijy gydymui,
kurias sukelia hiperfibrinolize ir ankstyvasis 3oko
gydymas. Siy auk&Ziau minéty susirgimy gydymui gali tikti
HUST (Human Seminal Plasma Inhibitor) I tipo inhibitoriai.
$ios medZiagos yra baltymai. HUSI I tipo inhibitoriy
pavyzdziai yra HUSI—I, CUSI-I (Cervix-Uterus-Secretion
Inhibitor) ir BSI (Bronchial-Secretion Inhibitor).

HUSI-I yra rug3&iai atsparus proteinaziy inhibitorius 1§
Ymogaus séklos plazmos, Kuris inhiblioja proteinazes i3

granulocity lizosominiy granuliy (pévyzdiiui, elastaze).
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HUSI-I maZai aktyvi kituy vidulasteliniy arba nelgsteliniu
proteinaziy atZvilgiu. Jos molekulinis svoris yra apie
11000. HUSI-I daliné amino rugs&iu seka yra Fritz (48)
publikacijoje.

Be HUSI-I Zmogaus séklos plazmoje yra ir kitas rogsciai
atsparus proteinaziy inhibitorius - HUSI-ITI (3). Jo
molekulinis svoris yra apie 6500. HUSI-I ir HUSITII
inhibicinés savybés visidkai skirtingos. HUSI-II
inhibicinis aktyvumas apsiriboja tripsinu ir akrozinu, O
HUSI-I i&skirtiné savybe yra specifiné proteaziy is
granulocity lizosominiy granuliuy, pavyzdZiui, elastazes,
dezaktyvacija. Dél skirtingo biologinio aktyvumo HUSI-II
néra HUSI-I tipo inhibitorius.

ROog&&ial atsparus inhibitorius CUSI-I buvo igskirtas i3
gimdos kaklelio sekreto (4). CUSI-I molekulinis svoris yra
beveik toks pat, kaip ir HUSI-I molekulinis svoris.

Be to, HUSI-I ir CUSI-I inhibicijos spektras toks pat.
Ouchterlony imunodifuzijos teste HUSI-I ir CUSI-I
kryzmiskai reaguoja su antiHUSI-I antik@Gniais (5, 6).
Pagaliau amino rtugs&iy analizes duomenys, nors §iuo metu
inomi tik fragmentidkai, beveik sutampa (47).

Bronchy sekrecijos inhibitorius (BSI) buvo i%skirtas i§
bronchy sekreto (41, 44, 45, 46). Pirmu 25 BSI amino
rigééiy seka buvo nepilnai publikuota (41) . BSI
molekulinis svoris yra maZdaug 10000. Imuncloginiuose
testuose BSI kryZmidkai reagpoja su triu8io anti-HUSI-I
antikiniais (47). BSI yra atsparus rig3tims ir inhibuoja
tokias proteinazes: leukocity elastaze, katepsing G,

tripsing ir chimotripsing.

Nors HUSI-I tipo inhibitoriy biologinis aktyvumas 1% esmes
jau Zinomas, %ie inhibitoriai nebuvo haudojami gydymui,

nes buvo neprieinami pakankami ir idgryninti ju kiekiai.

oy
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Sio i&radimo esmeé yra pateikti baltymy, pasizZyminéiy HUSI-
I tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu, koduojancias DNR
sekas ir, naudojantis tomis sekomis, biotechnologiniais
metodais, pagaminti baltymus, pasiZymincius HUSI-I tipo

inhibitoriy biologiniu aktyvumu.

i problema sprendZiama pateikiant DNR sekas i3 Zinduoliy
genomo, ypac i3 Zmogaus genomo, kurios hibridizuojasi,
ypal esant grieZtoms salygoms, i DNR sekas, pateiktas Pav.
4 ir/arba 5, ir kurios koduoja baltymus, pasiZyminéius
HUSI-I tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu.

Siame iZradime isireidkimas "baltymai, pasiZymintys
HUSI-I tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu" reiskia
sulietus arba nesulietus baltymus, paéiiyminéius HUSI-I,
CUSI-I arba BSI inhibitoriy biologiniu aktyvumu,
pavyzdZiui, tai gali bfti natyviniy baltymuy imunologinés
savybés ir /arba specifinés natyviniy baltymy
inhibitorinés savybés. 3io isradimo baltymuy, pasiZyminciy
HUSI-I tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu, inhibitorinis
aktyvumas nustatomas matuojant chimotripsino inhibavimg.
Del termino "grieZtos hibridizacijos salygos " ir
"jprastinés hibridizacijos salygos" Zr. (28), psl. 387-389
ir Bonner et al. (28). Paprastal Tm reiksmes yra nuo -15
iki -30, labiau tinka Tm nuo -20 iki -27.

Sulieti ir nesulieti baltymai, kuriy sudétyje yra tik
dalis HUSI-I, CUSI-I ir BSI amino rag8¢iuy seky, Siame
i8radime vadinami baltymais,.pasiiyminéiais . HUSI-I tipo
inhibitoriy biologiniu aktyvumu. Atskiri baltymo amino

rigééiy sekos regionai dar vadinami "domenais".

8io isradimo labiau tinkamame pavyzdyje DNR sekos koduoja
baltymus, pasizyminfius CUSI-I baltymo aktyvumu. Kitame
$io isradimo tinkamame pavyzdyje DNR seka koduoja baltyma,

kurio amino rig3&iy seka parodyta Pav. 5.

|

Y
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Ypa& tinkami $io iSradimo pavyzdziai yra DNR sekos,
pateiktos Pav. 4 ir 5, esancios plazmidziy pRH31 1ir pRH34
sudétyje kaip PstI fragmentai. Plazmidés pRH31 ir pRH34
yra deponuotos Vokietijos mikroorganizmy kolekcijoje -
Deutsche Sammlung fiir Mikrorganismen (DSM), atitinkamy
depozity numeriai - DSM 3634 ir DSM 3635. Plazmidés pRH31
ir pRH34, ju fragmentai ir atitinkami sintetiniail
oligonukleotidai tinka kaip meéginiai identifikavimui ir
i&skyrimui kity DNR seky, kurios koduoja baltymus,
turin&ius HUSI-I tipo inhibitoriy biologini aktyvuma,
pavyzdZiui, HUSI-I ir BSI. Tokia isvada specialistui
padaryti nesunku, nes inhibitoriy HUSI-I ir BSI pirminés
struktdros, nors &iuo metu ir nevisidkal isStyrineétos, yra
labai panadios. Homologija galima 1r DNR lygyje. Deél
tokios didelés seky homologijos negalima atmesti
prielaidos, kad visus tris inhibitorius koduoja vienas
genas ir kad individualus inhibitoriai yra audiniy
specifinés ekspresijos produktai. Sio i3radimo tikslams
tinka taip pat DNR sekos, kurios hibridizuojasi (geriau -
esant grieZtoms salygoms) su viena 18 auk3ciau nurodyty
DNR seky. Minetos DNR sekos yra natliralios,
pusiausintetinés arba sintetineés, jos gaunamos 18 auksCiau
minety DNR seky, panaudojant mupacijas, nukleotidy
pakeitimus, nukleotidy delecijas, nukleotiduy jterpimag arba
nukleotidy regiono inversijg, jos koduoja baltymus,
pasiZymin&ius HUSI-I tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu.

I3radimas taip pat apima vektorius, skirtus auksc¢iau
minéty DNR sekuy klonavimui if ekspresijai. Siame iSradime
terminas "vektorius" reiskia plazmides, pavyzdZiui,
pBR322, pUC18, pUR290, pWH701 ir pSP6, viruso genomus, Ju
fragmentus ar darinius, pavyzdZiui, A fago arba fago M13
genomg. Sio i3radimo ekspresijos vektoriuose pateikta
idradimui DNR seka operatyviai prijungta prie ekspresijos
kontrolés sekos. Tinkamame pavyzdyje ekspresijos vektorius

5 geno gale turi DNR fragmentg su tokiag seka:
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S5 AATTCGGAGGTGTCGACTATGAAGTCCA
GCGG 3
GCCTCCACAGCTGATACTTCAGGT

CcGCC

Kaip ekspresijos kontrolés sekos (promotorinés sekos)
Siame i3radime gali bati panaudotas E.coli lac
promotorius, E. coli trp promotorius, E. coli lipoproteino
promotorius, Sarminés fosfatazés promotorius, X—PL
promotorius, X-PR promotorius, mieliy ekspresijos
kontrolés seka arba kitos eukariotinés ekspresijos
kontroles sekos.

Ypa& tinkamos $io isradimo plazmidés yra pRH31 (DSM 3634)
ir pRH34 (DSM 3635). Kitos ypal tinkamos plazmideés yra
pRH24, pRH21 ir pBAl7, kurios gali bGti sukonstruotos su
plazmidémis pRH31, pRH34 ir pRH1810 (DSM 3905).

Kitas $io isradimo objektas yra Seimininkuy organizmai,
kurie buvo transformuoti auk3&iau minétais vektoriais.
Labiau tinkami 3eimininkuy organizmai yra E.coli, Bacillus
subtilis ar kity bakterijuy genciy kamienai, Saccharomyces

cerevisiae, kiti mikroskopiniail maZieji grybai, gyviny ir

zmogaus lasteles.

Sio isradimo objektas yra taip pat baltymai, pasiZymintys
HUSI-I tipo inhibitoriy biologiniu aktyvumu. 3io i3radimo
baltymai daZniau pasiZymi CUSI—I baltymo biologiniu
aktyvumu. Ypaé tinkamas pavyzdys, kal baltymas,
pasizymintis CUSI-I baltymo biologiniu aktyvumu, turi

amino rugsciy seka, parodyta Pav. 5.

Kitame ypac tinkamame pavyzdyje baltymas, pasiZymintis
CUSI-I baltymo biologiniu aktyvumu, turi tokig amino
rigsciy seka: '
Pro—Val—Asp-Thr—Pro—Asn—Pro—Thr-ArgLArgrLys—Pro—Gly—Lys—
Cys-Pro-Val-Thr- Tyr—Gly-Gln—Cys—Leh—Met7Leu—Asn-Pro—Pro—
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Asn-Phe-Cys-Glu-Met-Asp-Gly-Gln- Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-Lys-
Cys—Cys—Met—Gly—Met—Cys—Gly—Lys—Ser—Cys—Val—Ser—Pro—Val—
Lys-Ala-OH.

Kitame ypaé& tinkamame pavyzdyje baltymas, pasiZymintis
CUSI-I baltymo biologiniu aktyvumu, turi tokig amino

—_ -

rigscéiy seka:

Asp—Pro—Val—Asp—Thr—Pro-Asn—Pro—Thr—Arg—Arg—LysPro—Gly—
Lys-Cys-Pro-Val- Thr-Tyr-Gly-Gln-Cys-Leu-Met-Leu-Asn-Pro-
Pro-Asn-Phe-Cys-Glu-Met-Asp- Gly-Gln-Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-
Lys—Cys-Cys—Met—Gly—Met—Cys—GlyLys—Ser—Cys—Val—Ser-Pro—
Val-Lys-Ala-OH.

v

&io isradimo baltymai paprastai yra i3gryninti baltymai.

I3radime apradomas procesas auk3Ciau minéty baltymy
gaminimui, i kurio sudeti ieina vieno 1% auk3fiau minety
transformuoty 3eimininko organizmo auginimas standartinéje
maitinimo terpéje;Ageno produkto ekspresija, kuri gali
bati indukuojama arba neindukuojama, ekspresijos produkto
isskyrimas i% kultdrineés terpés, pavyzdziui, is
kultivuojamy lasteliy ir\arba 18§ maitinamosios terpes,
galimas tolesnis ekspresijos produkto apdorojimas
apibréZtomis r0g3tinés hidrolizes salygomis siekiant
jvykdyti daline hidrolize ir atskirti reikiamg biologiskai
aktyvaus baltymo-fragmenta nuo hidrolizato, naudojantis
gel-chromatografijos metodais. Priklausomai nuo tolesnio
ju panaudojimo tokiu bldu gaﬁti baltymai gali bati toliau
gryninami, ypaé chromatografiniais metodais, pavyzdZziui,
afinine chromatografija arba didelio efektyvumo skystine

chromatografija, arba derinant 5iuos metodus.

Baltymai ir baltymy fragmentai, pagaminti pagal 3j
isradima yra ypa& tinkami létinio bronchito, létiniy
gimdos kaklelio uZdegimy gydymui, taip pat gydymui kity
letiniy uZdegiminiy procesy, susiju%iu su pernélyg didele



10

15

20

25

30

35

(v

gleiviy sekrecija ir del to kylan&iy Gmiuy pavojingu
situacijy. Taip pat 3ie baltymai tinka ankstyvajam 3oko
gydymui ir, pavyzdZiui, pooperaciniy hemoragiju, kilusiy
del hiperfibrinolizés, gydymui. Farmacinés kompozicijos, i
kuriy sudeti ieina efektyvus kiekis baltymo, pasizymincCio
HUSI-I tipo inhibitoriaus biologiniu aktyvumu,
standartiniai ne$éjai ir/arba skiediklial ir /arba
adjuvantai taip pat yra $io igradimo dalis. Gydymui
naudojamas baltymas, pasiZymintis HUSI-I tipo inhibitoriy
biologiniu aktyvumu, gali bati skiriamas kaip sterilus
izotoninis tirpalas injekcijoms i raumenis, i veng arba po
oda uZdegimo vietoje arba kaip infuzinis tirpalas. Sio
i%radimo atveju labiau tinka pur$kiamos arba inhaliacinés
farmacinés kompozicijos. Jos ypalC tinka kvépavimo takuy
susirgimy gydymui tiesiogiai veikiant veikliaisiais

komponentais ligos paZeistas bronchy ar plauciy vietas.

Zeimininko organizmo, galindio sintetinti svetimg baltyma,
konstravimas, apima keletg eksperimentiniy stadiju. Visy
pirma identifikuojamas ir iSskiriamas genas, kuriame yra
informacija, reikalinga pageidaujamo baltymo biosintezei.
Yra Zinomi ivairfis geny identifikavimo ir igskyrimo bidai.
Pavyzdiiui, i§skiriant DNR seka, koduojanciag baltyma,v
pasizyminti CUSI-I baltymo biologiniu aktyvumu, 1i$
pradZziy, remiantis HUSI-I baltymo daline amino rug8ciy
seka, ruodiami du sintetiniy oligonukleotidy miSiniai. Sie
oligonukleotidai yra komplementards DNR sekai,
koduojancéiai 6 aminb rigstis ir gali bliti naudojami kaip
geno meéginiai (Pav. 1, RHI ir RHZ). Remiantis nepilnais
duomenimis apie CUSI-I, HUSI-I (48) ir BSI (41) pirmine
struktira, nebuvo imanoma susintetinti tinkamus
oligonukleotidubmiéinius. Zinomi duomenys apie amino
rigsciy seka buvo gauti analizuojant :chemi8kai
nevienaly&ius triptiniy fragmenty mi&inius, fragmentus,
gautus skaldant bromcianu, arba NHy galus (48). Taip gauta
daliné seka daugiau kaip 30% skiriaki nuo CUSI-I baltymo

aminorugs&iy sekos, nustatytos $iame iSradime. Gerai
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inoma, kad jau deél vienos sekoje neteisingai nustatytos
amino ritg3ties oligonukleotidinis zondas, gautas pagal 3ia
seka, gali bati neaktyvus. Pavyzdziui, Saltinyje (48)
teigiama, kad amino rig&&iy seka RH2 regione yra Cys-Ser-
Met-Gly-Met-Cys, tadiau 3iame i3radime nustatyta seka yra

Cys-Cys-Met-Gly-Met-Cys (Zr. Pav. 4.).

Pagal &i, is5radima kDNR bibliotekose atliekama paiesSka,
naudojant auki&iau minétus sintetiniuy oligonukleotidy
miZinius. Sios kDNR bibliotekos buvo paruoStos naudojant
mRNR i3 Zmogaus gimdos kaklelio audiniy kaip prading
medziaga. Pradine medZiaga kDNR bibliotekos paruo$imui
pagal §i i3radimg gali btti panaudota mRNR i3 Zmogaus
plaudiy virdutiniy kvepavimo takuy audiniy (autopsijos
medZiaga, paimta praéjus 10 valandy po mirties) (7). mRNR,
i%skirta i% donoro audiniy, yra naudojama jprastiniu budu
komplementarios DNR (kDNR)- molekulés sintezei, kurl po to
iterpiama i plazmidés pBR322 PstI saita. Naudojant taip
paruostas kDNR molekules transformuojami Seimininky
organizmai, pavyzdziui, E. coli K12 DHl1 ir standartiniu
bidu isséjami agaro lékstelése su tetraciklinu.
Transformuoty Seimininky bakterijuy, turinciy plazmide su
kDNR seka, koduojancia baltymg su CUSI-I baltymo
biologiniu aktyvumu, kolonijos identifikuojamos
hibridizuojant, t.y. vadinamasis kolonijy hibridizavimas.
Siam eksperimentui ruo3iama replika nuo nitroceliuliozinio
filtro i ant agaro leék3teliy auganciy bakterijuy
koloniju, Zr.Thayer (8). Nitroceliulioziniy filtry
replikos hibridizuojamos su‘dviem auk3Ciau mineétais
oligonukleotidy misiniais pagal Wallace (9).
Rekombinantine kDNR turinti plazmidé iSskiriama i3
teigiamy kolonijq. Nustatomas kDNR intarpo plazmideéeije
dydis ir plazmidé su atitinkamo dydZio intarpu detaliai
apibtidinama, analizuojant kDNR intarpb DNR sekg. Taip
iSskiriama rekombinantiné plazmidé pRH31. Ji deponuota
Vokietijos mikroorganizmy kolekcijoje, depozito nr. DSM
3634. Toliau vykdant paieska kDNR bibliotekoje, paruodtoje

WOBRILRA st vmwmicicc,was RO U L T 2
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i% gimdos kaklelio audinio pavyzdZiy mRNR su
oligonukleotidu i% plazmideée pRH31 DNR sekos, veikiancio
kaip hibridizavimo zondas, iiskiriama rekombinantineé
plazmidée pRH34 (ir.-Pav. 4,RH5). Nustadius rekombinantines
plazmides pRH34 intarpo DNR seka pasirodé, kad 8i plazmide
apima visa regiong, koduojanti CUSI-I baltymg.
Rekombinantiné plazmidé pRH34, deponuota Vokietijos
mikroorganizmy kolekcijoje, depozito nr. DSM 3635.
Naudojantis kDNR sekomis, esanciomis plazmidése pRH31 ir
pRH34, konstruojami ekspresijos vektorial. Pirma
rekombinantine plazmidé pRH24 yra gaminama i$ tarpines
rekombinantinés plazmidés pRH1810. I rekombinantines
ekspresijos plazmidés pRH24 sudéti jeina plazmidés pRH34
regionas, koduojantis baltyma, pasiZyminti CUSI-I baltymo
biologiniu aktyvumu, taip pat susintetintas DNR
fragmentas, apimantis ir Shine-Dalgarno sekg ir
transliacijos pradzia. Ekspresijos produktas, gautas
naudojantis rekombinantiniu ekspresijos vektoriumi pRH24

apima visas amino rigStis, parodytas Pav. 5.

Po to konstruojama rekombinantiné ekspresijos plazmide
pRH21. Tam SaullIA fragmentas iSpjaunamas 15 plazmides
pRH31 ir jterpiamas i plazmidés pUR290 BamHI restrikcijos
saita. Ekspresijos produktas, gautas 135 taip sukonstruotos
rekombinantinés ekspresijos plazmidés pRH21 yra sulietas
baltymas, kurio N galas turi P-galaktozidazés amino
rigsciy seka, o 59 C galo amino rlOgstys atitinka
paskutines 59 CUSI-I baltymo_amino rigsétis (Zr. Pav. D).
Polipeptidas, turintis 58 amino rg3tis, atskeliamas nuo
ekspresijos produkto standartiniu jungties Asp-Pro
rigdtinés hidrolizes bidu (pavyzdziui, veikiant 20-40
valandy 10-70% -ine acto arba skruzdziy riigstimi, esant
temperatfirai nuo 10 iki 30°C, labiau:tinka kambario
temperatira). Po to pioduktas gryninamas gelio
chromatografijos metodu. Sis polipeptidas, turintis 58
amino riigétis, atitinka seka C galihio domeno, esandio

{
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baltyme, kuris apraSytas Pav. 5, ir pasiZymi baltymo CUSI-

I biologiniu aktyvumu.

Po to konstruojama kita rekombinantiné ekspresijos
plazmidé - pBAl7. Tam BamHI/HinfI fragmentas iSpjaunamas
i% plazmidées pRH1810 ir liguojamas, papildZius galus, |
ekspresijos plazmide pSP6. Ekspresijos plazmidé ruoSiama
ligavimui skaldant ja HindIII ir po to veikiant nukleaze
i8§ Mung'o pupy bei Sarmine fosfataze. Ekspresijos
produktas, gautas 13 taip sukonstruotos rekombinantinés
ekspresijos plazmidés pBAl7 susideda i8 59 amino rtgsciy.
Jo seka atitinka 59 C galo amino ritg3ciy seka, parodytg
Pav. 5. Ekspresijos produktas pasiZymi baltymo CUSI-I

bicloginiu aktyvumu.

Auks&iau minéty produkty ekspresija i§ atitinkamai
transformuoty Seimininky organizmy patvirtinta
imunoprecipitacijos (10) arba Western bloto analizes (11,
12) duomenimis. Ekspresijos produkty biologinis aktyvumas

nustatytas inhibuojant proteinaze chimotripsing.
Paveiksluose pateikta:

Pav. 1l: Natdralaus CUSI-I baltymo fragmenty, gauty
skaldant baltyma tripsinu ir iSgryninty HPLC metodais,
amino r0gs¢iy seka. Sekos regionai, pagal kuriuos buvo
ruodiami du oligonukleotidy miSiniai, vadinami RH1 ir RH2.

Tekste jie yra pabraukti.

Pav. 2: Plazmidés pRH31 restrikcijos Zemélapis.
Rekombinantine plazmide pRH31 yra parodyta su restrikcijos
saitais, kur P = PstI, E = EcoRI, B = BamHI, H = HindIII.
Juodas stulpelis rodo kDNR intarpg, rodyklémis apskritime
paZymetas atsparumo tetraciklinui genas (tetl) ir

pertrauktas atsparumo ampicilinui genéa (ampS) .
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Pav. 3: kDNR intarpo plazmidéeje pRH31 sekvenavimo
strategija

Juodas stulpelis rodo 500 baziy pory (bp) PstI fragmentg
i% plazmidés pRH31, juodos rodykles kiekvienu atveju
atitinka sekvenavimo reakcija. Baltos, kont@irinés rodyklés

Zymi kDNR intarpo regiong, koduojanti CUSI-I.

Pav. 4: Plazmidés pRH31 CUSI-I kDNR fragmento nukleotidy
seka.

Parodyta dvigrande DNR seka. CUSI-I atviras skaitymo
rémelis prasideda tuoj pat po kKDNR intarpo 5" (G : C)
homopolimerinio galo. Skaitymo reémelis koduoja 90 amino
rigidiy, kurios Zymimos trijuy raidZiy kodu. Be to,
parodytos 178 baziy poros, esancCios uz stop-kodono TGA.

Pav. 5: Plazmidés pRH34 CUSI-I kDNR fragmento nukleotidy

seka.

Parodyta dvigrandé DNR seka. Amino rigstys pagal DNR sekg
pateiktos trijy raidZiy kodu. Nukleotidai nuo 59 iki 133

koduoja CUSI-I baltymo signalinj péptida.

Pav. 6. Plazmides pRH1807, kurios sudétyje yra plazﬁidés
pRH34 CUSI-I kDNR fragmentas, intarpo PstI sekvenavimo
strategija.

Kiekviena rodyklé Zymi sekvenavimo eksperiments.

H = HindIII, P = PstI, B = BamHI.

Pav. 7: Ekspresijos vektoriaus pRH24, turincio
reguliuojamo promotoriaus X-P;, 3' gale CUSI-I gena.

ampt atsparumo ampicilinui genas

N-CUSI-I: DNR fragmentas, koduojantis CUSI-I N gala

C-CUSI-I: DNR fragmentas, koduojantis CUSI-I C galg

O1Pr,: bakteriofago A kairysis operatoriaus ir

promotoriaus regionas

SD: Ribosomy prisijungiﬁo saito Shine-Dalgarno
seka
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Restrikcijos endonukleaziuy sutrumpinimai:
B = BamHI, E = EcoRI, H = HindIII, Hae = Haelll, P
Sph = SphI.

il

PstI,

Pav. 8. Plazmides pRH34 restrikcijos Zemelapis

Parodyta rekombinantiné plazmidé pRH34 su restrikcijos
saitais restriktazéms B = BamHI, E = EcoRI, H = HindIII,
Hae = HaelII, P = PstI. Juodas stulpelis Zymi kDNR intarpo
vieta, rodyklés apskritime Zymi atsparumo tetraciklinui
geng (tetl) ir suardytag atsparumo ampicilinui geng (ampS) .

Pav. 9. Amino rig3&iy sekos analizé iSkelia idomy aspekta:
nekreipiant démesio i du poslinkius sekoje, visos
molekuléje esan&ios cisteino liekanos sutampa, kai
baltymas padalinamas i dvi dalis ir jos ra3omos viena virs
kitos (amino riigétys 1-54 ir 55-107). Be to, pastebéta,
kad greta esanfios amino rugstys daznai yra konservatyvios
cisteino liekany atZvilgiu. Yra du skirtingi 8io
pastébéjimo aiskinimai:

1. CUSI baltymo sudétyje gali bati du beveik identidkai
sulankstyti segmentai, pasiZymintys inhibitoriniu
aktyvumu, pavyzdZiui, vienas inhibuoja tripsing, o kitas -
leukocitarine elastaze arba chimotripsing.

2. Baltymas susiformavo genetinio kodo lygyje i35 jau
esanéio domeno, po to abu domenai vystési nepriklausomai

vienas nuo kito.

Pav. 10. Klonavimo strategijé daliniy CUSI-I seky kaip su
B-galaktozidaze sulieto baltymo ekspresijai. Juodas
stulpelis Zymi dalines CUSI-I sekas, kontirinis stulpelis
- B—galaktozidazés gena (lacZ) , rodyklés apskritime Zymi
atsparumo tetraciklinui geng (tetf) ir atsparumo
ampicilinui geng (ampft). ,

P = PstI, S = Sau3hA, E = EcoRI, H = HindIII, B = BamHI, p

= lac promotorius, = lac operatorits. ~
w, . .
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Pav. 11: Ekspresijos vektoriaus pBAl7, skirto C galinio
CUSI-I domeno ( = CUSI-I II-as domenas) ekspresijai,
konstravimo schema.

AmpY = atsparumo ampicilinui genas

Ptac = tac promotorius

Tet+s= = neaktyvus atsparumo tetraciklinui liekamasis

genas
rrnBT1To» = ribosominés RNR geno transkripcijos pabaigos
genas

Zemiau naudojami sutrumpinimai turi tokias reiksmes:

Ag7g absorbcija prie 578 nm

DTT ditiotreitolis

Bis N,N,N',N'-metilenbisakrilamidas
bp baziy poros

D daltonai

DE (DEAE) dietilaminoetilas
dg kDNR dvigrandeé kDNR
dNTP deoksinukleozid-5'~trifosfatas

EDTA etilendiamintetraacto rligdtis

IgG imunoglobulinas

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas

32p fosforo izotopas, kurio santykiné mase lygi 32
RPM apsisukimai per minute

333 sieros izotopas, kurio santykiné mase lygi 35

vg kDNRviengrandé kDNR
TPEG p—aminofenil-1—tio—ﬁjD—galaktopiranozidas

Tris trishidroksimetilaminometanas
Y fermentinio aktyvumo vienetas
' sarkozil-laurilsarkozinas
a—(32P)¥dCTP deoksicitidil-5'- trifosfatas su
izotopu 32p q-fosfato liekanoje

LB terpé 10 g/l fermentiSkai suskald&to kazeino (Sigma),
5 g/1 mieliy ekstrakto (Sigma), 8 g/l NaCI, pH 7.5

t
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PavyzdZiuose vartojami Zemiau apra3yti metodai ir minétos
medZziagos. MedZiagos ir metodai taip pat aprasyti T.

Maniatis et al. (28).

1. Fermentai

Restrikcijos endonukleazés (Bethesda Research Laboratory)
(BRL) ir T4-DNR ligaze (Boehringer Mannheim), T4-
polinukleotidkinazé (Boehringer Mannheim), ir Mung'o pupu
nukleazé (Pharmacia) naudotos komercinés pagal gamintojo
nurodymus. Terminalinés deoksinukleotidiltransferazes
(BRL) vartojimo bidas pateiktas sekcijoje 7. E. coli DNR
polimerazé (BRL), ribonukleazé H (BRL) bei AMV atvirkstine

_ transkriptaze (Life Science) naudojamos pagal (13). E.

coli DNR polimerazé I (Klenow fragmentas) (Boehringer

Mannheim) naudojama kaip aprasyta (14).

2. Mikroorganizmai

Baltymy, pasiZymin&iy CUSI-I biologiniu aktyvumu,
ekspresijai galima naudoti ir gram-neigiamus, 1r gram-
teigiamus kamienus, pavyzdZiui, E. coli ir Bacilus
subtilis kamienus.

Taip pat gali biiti naudojamos standartinés eukarioty
ekspresijos sistemos, pavyzdziui, Saccharomyces cerevisiae
arba zinduoliy lastelés, turinéios tinkamus vektorius su
struktiriniu genu, koduojanéiu baltymg, pasiZyminti CUSI-I
biologiniu aktyvumu. Pagal 3i iSradimg E. coli kamienas
K12 MC 1061A15 (deponuotas DéM, depozito nr. DSM 3631) yra
naudojamas tiesioginei pilno natfiralaus CUSI-I baltymo
ekspresijai. Jo genotipas gali btti apibréitas taip:
araD139, A(ara, leu) 7697, Alacx74, galU~, galk™, hsr~,
hsmt, strA. Pagal $i idradimg E.coli-kamienas K12 JM 101
(deponuotas American Type Culture Collection (ATCC),
depozito nr. 33876) yra naudojamas sulietb baltymo i3 fB-
galaktozidazés ir CUSI-I baltymo C galinio abmeno
ekspresijai. Jo genotipg galima taib apibrezti: A (lac
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pro), thi, strA, supE, endA, sbcB, hsdR™, F'tra, D36, pro
AB, lacI9, ZA M15. Rekombinantiniy plazmidziy isskyrimui,
kurios buvo gautos jterpus sintetine kDNR (Zr. taip pat
pavyzdi lc), naudojamas kamienas E. coli K12 DH 1
(deponuota ATCC, depozito nr. ATCC 33849) (17). Jo
genotipas gali biti apibrézZtas taip: F~, recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, hsdR17 (r7k', mty) supE44, relAl.

Siekiant iZskirti plazmides ir naujas sukonstruotas
plazmides, turinfias promotoriuy pr, i8 A-fago, pirmiausia
transformuojama E. coli K12 laukinio tipo W6 bakterija.
Siose Seimininky bakterijose A-pj promotoriy visg laikag
blokuoja temperatfirai atsparus A represorius. E.coli K12
laukinio tipo Wé kamienas deponuotas DSM, depozito nr. DSM
3632.

3. Vektoriai

E. coli bakterijy transformavimui naudojamos Zemiau
pateiktos Zinomos plazmideés. Kai kurios is jy yra
komercinés.

pBR322 (ATCC 31344, (23) Pharmacia, Freiburg),
pUC18 (deponuota DSM, depozito nr. DSM 3424, (24)
Pharmacia, Freiburg),

pUR 290 (DSM 3417, (25)),

pWH 701 (DSM 3633, (26)),

PRK 248 cIts E.coli K12 JMBY9 (ATCC 33766, (27), (49)),
pSP6 (DSM 3904) ir

PRH1810 (DSM 3905).

Specialistams Zinomi ir kiti tinkami vektoriai, kurie gali
biti panaudoti pagal 3i iSradimg dirbant su Seimininkuy

organizmais, kurie, savo ruoZtu, taip pat jiems Zinomi.

4, Elektroforeze gelyje

Priklausomai nuo DNR dydZio DNR fragmenty atskyrimui
naudojami agarozés arba poliakrilamido geliai. DNR
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fragmentai, didesni nei 800 bp, skiriami 1-1.2% agarozes
gelyje TAE buferyje (40 mM Tris-acetatas, pH 8.3, 2 mM
EDTA), DNR fragmentai, maZesni nei 800 bp, skiriami 5%
poliakrilamido gelyje (akrilamidas/bisakrilamidas (19:1))
TBE buferyje (60 mM Tris'o bazé,'60 mM boro ritgstis, 1 mM
EDTA, pH 8.3). Elektroforezé agarozes gelyje
denatﬁruéjanéiomis salygomis kDNR atskyrimui atliekama,
pavyzdZiui, 1.2% Sarminés agarozés gelyje pagal McDonnell
et al. (19).

MRNR elektroforetinis atskyrimas atliekamas 1.4% -iniame
agarozeés gelyje su 15 mM metilgyvsidabrio hidroksidu.
PavyzdZiai gali bOti analizuojami elektroforetiskai ir
denatiruojami Bailey et al. (20) metodu. Baltymy
atskyrimui SDS-poliakrilamido gelyje naudojamas Laemmli

metodas (21).

5. Eliucijos i§ geliy metodai

Preparatyvinis maZesniy nei 1000 bp DNR fragmenty
atskyrimas atliekamas 5% poliakrilamido geliuose.
Fragmento eliucija atliekama pagal Maxam ir Gilbert (22).
Taip atskirti fragmentai naudojami atitinkamai

subklonavimui ir sekos analizei.

6. RNR iSskyrimas

Visos RNR iSskyrimas 1§ 2zmogaus audiniy atliekamas pagal
Maniatis et al. metoda (28). Po ekstrakcijos visa RNR
centrifuguojama CsCl gradiente - taip atskiriama DNR (29).
I 16 ml Beckman-SW27 centrifugos mégintuveéli talpinama 3
ml 5.7 M CsCl ir 100 mM EDTA, pripilama 4 ml RNR tirpalo
(3-4 mg nukleino riig8ties tirpale, sudarytame i5 1% N-
laurilsarkozino, 5 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 4 g/4
ml CsCl). Centrifuguojama 17 valandy esant 15° C ir 17000
rpm Beckman SW-27 rotoriuje. RNR ntiosédos
resuspenduojamos TE buferyje (10 mMiTris—HCl, pH 8.0} 1 mM
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EDTA), i8sodinamos etanoliu ir gryninamos
chromatografiskai, siekiant sukaupti poli (A1) -mRNR, su
oligo (dT) celiulioze (Type 9, Pharmacia, Freiburg) pagal
Aviv ir Leder (30). mRNR iZsodinama i% eliuato etanoliu ir
saugojama 70% etanolyje esant -70°C. mRNR izoliato
tinkamumas gali bfti patikrintas atliekant in wvitro
triudio retikulocity lizate transliacija (Zr. sekcija 16)
arba atliekant gelio elektroforeze denatlruojanciose
salygose. Taip isskirta mMRNR toliau naudojamakDNR sintezeil

ir Northern bloto analizei.

7. kDNR sintezé

Komplementari viengrandé arba dvigrandé DNR sintetinama
pagal Gubler et al. (13). Sintezés i8eiga jvertinama
jterpiant a—(32P)—dCTP, nustatant gautos kDNR molekulés
ilgi 1.2% Sarmines agarozés gelyje, ir naudojant
standartines DNR molekules su radioaktyvia Zzyme. kDNR 3'
galy pailginimés oligo—(dc)homopolimerais atliekama
bendrame 40 pl tudryje esant tokioms salygoms: 100 mM K
kakodilato, pH 7.2, 10 mM CoClp, 1 mM DTT, 500 uM dCTP, 1-
2 mg/ml kDNR, 600 V/ml terminalines
deoksinukleotidiltransferazes. Reakcijos mi3inys
inkubuojamas 50 minucdiy esant 200C, reakcija sustabdoma
pridedant EDTA iki galutines koncentracijos 20mM) .
I8sodinta etanoliu i3 0.3 M natrio acetato tirpalo

kDNR suspenduojama TE puferyje (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 1
mM EDTA) ir hibridizuojama su Pstl suskaldyta 3'-oligo (dg)
pailginta plazmide pBR322 (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH
7.8, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EDTA, 0.1=0.3 ng/pl kDNR, 1.2 ng/
pl plazmidineés DNR). $is misinys hibridizuojamas
atitinkamai 5 minutes esant 65°C, 45 minutes esant 560C ir
15 minuéiy esant kambario temperatirai. Po to 8is misinys

naudojamas transformacijai (zZr. sekcija 9).
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8. Northern blot analizé

Atliekama RNR gelio elektroforeze denattruojancdiomis
sglygomis ir perne3imas ant nitroceliuliozeés filtro pagal
Thomas (31). Prehibridizacija ir hibridizacija su 5'-
ymeétais oligonukleotidais gali biti atlikta pagal (9)

(2r. sekcija 11). NespecifiSkai suristi oligonukleotidai
gali bGti pafalinti po hibridizacijos plaunant
nitroceliuliozés filtra, pavyzdZiui, plaunant filtrus 15
minuéiy kambario temperatiroje ir 3 minutes esant 20cC
Jemesnei u? lydymosi tadka temperatiroje SSC buferyje (900
mM NaCl, 90 mM natrio citrate, pH 7.0). Lydymosi

temperatiira apskaiiuojama pagal Suggs et al. (32).

9. E. coli transformacija ir plazmidZiy iSskyrimas

Rekombinantiniy plazmidziy, turinéiuy naujai susintetintas
kKDNR (Z2r. Pav.lc), ruoSiamos E. coli K12 DHI lasteles
pagal Hanahan (17). E. coli K12 kamieny JM101, W6 ir
Mcl061 lastelées transformuojamos pagal Mandel ir Higa
(33) .

DNR plazmidé ruodiama i$ vieno litro kultiros pagal
metoda, aprad$yta nuorodoje (34). PlazmidZiy ekspres-

analize atliekama pagal Holmes et al. (395).

10. Oligonukleotidy sinteze

Oligonukleotidai sintetinami fosfoamiditiniu metodu (36).
Oligonukleotidai gryninami,’bavyzdiiui, atvirkstinés fazes
chromatografijos metodu ant Shandon-Hypersil 0ODS® (daleliuy
dydis 5um, kolonélés dydis 4.6 x 250 mm). Tritilo grupe
paSalinama veikiant 80% acto rig&timi, produktai vel
valomi chromatografidkai - per jau minéta koloneéle ir
analizuojami 20% poliakrilamido gelyje, paZymeéjus 5'galsa
(2r. sekcija 11). Siuo metodu sintetinami du
oligonukleotidy mi%iniai: RH1 ir RHZ. Abu S§ie

oligonukleotidy miSiniai naudojami kaip zondai.
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Oligonukleotidy molekuliuy sekos abiejuose miSiniuose
nustatytos i3 atitinkamy HUSI-I baltymo (Zr. Pav.1l)
triptiniy fragmenty amino rag3ciy seky. 8iy fragmenty
amino rigs¢iy sekos nustatytos pagal W. Machleidt (30).
Siame i%radime naudojamus oligonukleotidy miZinius buvo
imanoma gauti tik koreguojant Zinomas HUSI-I sekas,
analizuojant kelis triptinius fragmentus ir kelis
bromciano fragmentus.

Oligonukleotidy miSiniai yra vadinami " mi3riais zondais",
tai reigkia, kad oligonukleotidai tam tikrose padetyse
skiriasi dél genetinio kodo i%sigimimo. Iprastiniy "misriy
zondy" trikumus galima sumaZinti iSgryninant nukleotidus
HPLC metodais, o taip pat kiekybiniuv32P fosforilinimu.
Oligonukleotidy miSinys RHi atitinka CUSI-I baltymo (Zr.
Pav.l) triptinio fragmento T2 amino rugs8¢&iy seka. Taigi
oligonukleotidy midini sudaro SeSiolika skirtingy
oligonukleotidy, turinliy po septyniolika baziy. Sekos yra

tokios:

3' AAGACGCTTTACCTGCC 5'
A A C " A

Oligonukleotidy miSinys RHZ étitinka HUSI-I baltymo (Zr.
Pav.l) triptinio fragmento T3 amino rtg3c¢iy seka.
Susintetinti 32 skirtingi oligonukleotidai, turintys po
septyniolika baziy. Sekos yra tokios:

3' ' ACAACATACCCATACAC 5
G G G
C
T

E :S?Ir‘

Kicod.
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11. Radioaktyvus DNR Zymeéjimas

ChemiZkai susintetinty oligonukleotidy ir dvigrandes
defosforilintos DNR fragmentai fosforilinami veikiant T4-
polinukleotidkinaze 20-50 ul reakcijos turyje ( 50 mM
Tris-HCl, pH9.5, 20 mM MgClp, 1 mM EDTA, 10-20 pmol 5'-OH
galo substrato, 8ul y-{ 32p] -ATP (~8000 Ci/mmol), 0.2 V/ul
T4-polinukleotidkinazes), po to preparatyvinés gelio
elektroforezés metodu atskiriamas nepanaudotas y—[32P]—
ATP ir chromatografuojama per jonuy mainy kolonéle su DE-52
(diaminodietilceliulioze) (Whatman). DNR restrikcijos
fragmenty nevienodi 5' galai gali buti sulyginti naudojant
E. coli DNR polimerazés I Klenow fragmenta dalyvaujant
komplementariems a—[32P]—deoksiribonukleozidtrifosfatams
pagal Volkert et al. (14). Nejterpti a-[ 32p) - '
deoksiribonukleozidtrifosfatai atskiriami gelfiltracine
chromatografija ant Sephadex G-50, ©o surinktos frakcijos

koncentruojamos esant sumaZintam slégiui.

12. DNR sekos analize

DNR molekuliy sekos nustatomos pagal Maxam ir Gilbert
(22) .

13. Sulieto PB-galaktozidazés baltymo gryninimas

CUSI-I-B-galaktozidazés sulietas baltymas gryninamas
afinine chromatografija pagal Ullmann (37).

S



10

15

20

25

30

35

/57

-22 -

14. Baltymy perkélimas ant nitroceliuliozeés filtro

Baltymai, atskirti NDS-poliakrilamido gelyje, perkeliami
ant nitroceliuliozés filtro pagal Towbin et al. (12).

15. CUSI-I inhibavimo testas

Baltymy, pasiZyminc¢iy CUSI-I biologiniu aktyvumu,
aktyvumas jrodomas matuojant tripsino (38) ir

chimotripsino (39) inhibavimg.

16. Belgsteliné mRNR transliacija

Belgsteliné mRNR transliacija i retikulocity lizata
atliekama pagal Pelham et al. (40), naudojant
radioaktyviai Zymétg amino rigsti - 358—metionina, turinti
specifini aktyvumg 1200 Ci/mmol.

Pavyzdziai iliustruoja i3radima.

Pavyzdys 1

Dalinio CUSI-I baltymo specifinio kDNR klono klonavimas ir

identifikavimas
a) mRNR i&skyrimas ir apibGdinimas

Visa RNR arba mRNR yra iSskiriama i$ Zmogaus gimdos
kaklelio audiniy (biopsiné medZiaga) pagal metodikg, jau
apradyta sekcijoje 6. MaZdaug 1.6 -2.2 mg visos RNR
gaunama i% 14-17 g gimdos kaklelio audiniy. Po afininés
chromatografijos su oligo (dT)-celiulioze (Type 9,
Pharmacia) sukaupus poli (At)-mRNR, gaunama 20-25 Ug
mRNR/mg visos RNR. Tai atitinka 2.0-2.5% mRNR i3eiga.
Gelio elektroforetiné analizé agarozés gelyje
denatGruojanciomis sglygomis rodo, kad RNR skyrimo metu

nesuskyla. Pana3ls rezultatai taip pat gaunami i8§ visos
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RNR ir poli (At)-mRNR in vitro transliacijos i triu3io

retikulocity lizatg.

b) Iiskirtos mRNR Northern blot analizé su sintetiniu
oligonukleotidu, siekiant nustatyti CUSI-I baltymui

specifines sekas

Northern blot analizé atliekama, siekiant identifikuoti
specifines MRNR sekas gimdos kaklelio mRNR izoliate.
Oligonukleotidy miSinys RH1, kuris yra komplementarus
mRNR, koduojanCiai amino rugstis Phe—Cys¥Glu—Met—Asp~Gly
(2r. Pav. 1), naudojamas kaip hibridizacijos zondas.
Eksponuojant rentgeno juosta (,Kodak X-omat-AR"™) su
hibridizacijoje gautu nitroceliuozés filtru, aptinkamas
specifinis signalas.

Naudojant oligonukleotidy mi3ini RH2, teigiamas signalas
negautas, nors véliau (po sekvenavimo) pasirode, kad viena
i% mis8inio oligonukleotidy seky yra teisinga. Lyginant
hibridizuojamos mRNR ir standartinés DNR molekulés dydj

"denatdruojanciame gelyje, nustyta, kad hibridizuojamos RNR

ilgis yra mazdaug 650-800 baziy.
c) kDNR bibliotekos ruoSimas, naudojant plazmide pBR322

kKDNR sintezei pradine medZiaga imama 4-6 Hg poli (A')-mRNR.
Viengrandés kDNR iSeiga yra mazdaug 280 ng (maZdaug 7%).
Susintetinty viengrandZiy kDNR molekuliy dydis yra maZdaug
400-2500 nukleotidy. I3 280 ng vg kDNR sintetinant antra
grandi gaunama maZdaug 270 ng dvigrandés kDNR. Todel
dvigrandes kDNR iSeiga yra mazZdaug 50%. kDNR molekulés 3'
galus prailgina homopolimeriniais (dC) regionais. Taip
gautos kDNR molekulés pridedamos i hibridizavimo reakcijos
mis$ini kartu su plazmidés pBR322 molekulemis, kurios
suskaldytos PstI ir kuriy 3' galai prailginti
homopolimeriniais (dG) regionais. Prisijungimo produktai
naudojami E. coli K12 DH1 transformicijai. Po to atrenkami

transformantai, atspariis tetraciklinui ir transformantai,
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jautris ampicilinui. Vienam ng kDNA gaunama 120
transformanty (12000 transformanty/100 ng dg kDNR).
Atspariy tetraciklinui ir jautriy ampicilinui
transformanty ar kolonijuy dalis yra maZdaug 80%. Sie
transformantai talpinami i mikrotitravimo léksteles (98
gulineliai lékiteléje) kaip saugojimo kultlGros (terpé: LB
terpe, 10 g/l fermentiZkai suskaldyto kazeino (Sigma), 8
g/l NaCl, pH 7.5, 5 g/l mieliy ekstrakto (Sigma), 20ug/ml

tetraciklino, 20% glicerino) ir laikoma esant -20°cC.

d) Rekombinantinés plazmideés, turinéios CUSI-I baltymo
specifine kDNR, identifikavimas

6000 transformanty, gautuy pagal auk3¢iau apraSytas
metodikas, analizuojami hibridizuojant kolonijas
oligonukleotidy midiniu RH1. Oligonukleotidy misinio
aktyvumas yra mazdaug 1 X 106 cpm hibridizacijos tiaryje
esant aktyvumui 0.8 pCi/pmol. Rentgeno juostos
eksponuojamos su filtrais, gautais hibridizuojant
kiekvieng ju 12 valandy su dviem intensyvumg didinan&iais
ekranais esant -70°C. Registruojamas teigiamas signalas.
I8 atitinkamo transformanto saugojimo kultGros ruoSiama
rekombinantiné plazmidé pRH31 (0.5 1 kultdros, i kurios
sudeti ieina LB terpeé, 10 g/l fermentidkai suskaldyto
kazeino (Sigma), 10 g/l NaCl, pH 7.5, 5 g/1 mieliy
ekstrakto (Sigma), 20ug/ml tetraciklino). Naudojant
restrikcijos endonukleazes Pst I, EcoRI, BamHI ir HindIII
paruo3iamas rekombinantinés plazmidés pRH31 restrikcijos
Jemelapis (Zr. Pav. 2). kDNR intarpas yra 500 bp ilgio
(Zr. Pav. 2).

Plazmidée pRH31 deponuota DSM, depozito nr. DSM 3634.

e) kDNR intarpo plazmidéje pRH31 sekos analize
Sekvenavimui pagal Maxam ir Gilbert (22) PstlI fragmentas
(500 bp) i8% plazmides pRH31 perklonﬁojamas i plazmide
pUC18. 10 ug DNR i$ pRH31 skaldoma‘30 V restrikcijos
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endonukleazés PstI, skiriama preparatyviskai ant agarozes
gelio ir gautas 500 bp fragmentas eliuojamas 18§ gelio. Po
to 10 Ug plazmidés pUC18 DNR skaldoma restrikcijos
endonukleaze PstI, defosforilinama, ekstrahuojama fenoliu
ir dietilo eteriu ir i%sodinama etanoliu i3 0.3 moliarinio
natrio acetato tirpalo. Po to sekanciai T4-DNR ligazes
reakcijai naudojama 0.2 pmol plazmidés DNR ir 0.4 pmol
PstI fragmento. Taip gautos rekombinantinés DNR molekulés
naudojamos E. coli K12 JM 101 transformacijai. Selekcija
atliekama LB lékstelése su ampicilinu (10 g/l kazeino, 8
g/l NaCl, 5 g mieliy ekstrakto, 100 pg/ml ampicilino).
Rekombinantinés plazmidés esandios ampicilinui atspariuose
transformantuose charakterizuojamos atliekant plazmidZiy
ekspresine analize. Gaunamos rekombinantineés plazmidés
pRH181 ir pRH182, kuriy sudétyje yra priesingos
orientacijos pRH31 PstI fragmentas. Sekvenavimo
strategija, parodyta Pav. 3, apibréZia konstrukcija Siy
plazmidZiuy, kurios naudojamos tik kaip pagalbines
lengvesniam DNR sekvenavimui.

Plazmidés pRH31 500 bp PstI fragmento nukleotidy seka,
nustatyta sekvenuojant (22), parodyta Pav. 4. Sekos
pradZzioje 5' gale yra 20 (dG) liekany. Po to eina atviras
skaitymo rémelis, apimantis 273 bp (Zr. Pav. 4, padétys
nuo 25 iki 297). 8&is atviras skaitymo rémelis koduoja 90
amino rugiéiy ir baigiasi stop kodonu TGA (Zr. Pav 4.). IS
nukleotidy sekos matyti, kad oligonukleotidy miSinio RHI
oligonukleotidai yra komplementarts nukleotidy sekos
pozicijoms nuo 247 iki 263.

Po stop kodono TGA dar yra 178 bp.

Nukleotidy sekos analizé rodo, kad regiono, koduojancio

CUSI-I baltymo N galo segmentg, nukleotidy sekoje néra.

Pavyzdys 2

'

Rekombinantinés plazmidés, kurios éudétyje yra kDNR
fragmentas, koduojantis visa CUSI-I'baltyma, idskyrimas
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a) Oligonukleotido RH5 sintezeé.

Siekiant i&skirti kDNR fragmenta, apimanti visg CUSI-I
baltymg koduojanti regiona, fosfoamiditiniu metodu (36)
sintetinamas oligonukleotidas RH5. Oligonukleotido RH5
ilgis yra 20 baziy. Jis yra komplementarus koduojancios
DNR grandinés padétims nuo 31 iki 50, parodytoms Pav. 4 ir

turi tokig seka:

5' CACTCAGGTTTCTTGTATCT 3

Oligonukleotidas RH5 Zymimas radioaktyvia Zyme ir
naudojamas kaip zondas, identifikuojant naujoje kDNR
bibliotekoje transformantus, turincéius plazmides, kuriy
kDNR fragmentai savo 5' galuose turi plazmidés pRH3i bent

jau 5' galo regiona.

b) Naujos kDNR geno bibliotekos paruo$imas, apimancios
rekombinantine plazmide su visu regionu, koduojanciu CUSI-

I baltymsa.

Siekiant paruo3ti nauja kDNR biblioteka E. coli, naudojant
plazmide pBR322, iSskiriama mRNR, koduojanti CUSI-I
baltyma. visos i% Zmogaus gimdos kaklelio audiniy RNR
(250 ug) frakcionuojama pagal dydi elektroforetiniu metodu
denatGruojanéiame 1.4 % ,Zemail besilydancios™ agarozés
gelyje, turinciame 15 mM metilgyvsidabrio hidroksido (Zr.
sekcija 4). MaZdaug 10pg mRNR, kurios ilgis yra nuo 700
iki 850 baziy, idskiriama ekstrahuojant 3i geli. 4 HUg Sios
mRNR suvartojama kDNR sintezei (Zr. sekcijg 7) ir
iterpiama i E. coli K12 DHl (r. sekcijgq 9). IS 53 ng
dvigrandés kDNR gaunama 4300 transformanty. Transformantai
analizuojami kolonijuy hibridizacijos hmetodu su 5°' zymeétu
oligonukleotidu RH5 (Zr. Pavyzdi 2a). Oligonukleotido
aktyvumas hibridizacijos tirpale yré‘2 x 102 cpm/ml,
specifinis aktyvumas - 0.72 uCi/pmgl. Iéskiftg 12
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transformanty, kuriy plazmide hibridizuojasi su
oligonukleotidu RHS5. IS transformanty saugojamos kulttros
méginiy iSskiriamos plézmidés ir paruo$iami ju
restrikcijos Zemélapiai su PstI, BamHI ir Hind III. Rasta,
kad 11 3&iy plazmidZiy turi identiskus restrikcijos
Jemélapius kaip ir plazmidé pRH31l, t.y. kiekviena juy turi
viena BamHI/PstI fragmenta, sudaryta i% 380 bp, ir vieng
i% mazdaug 125 bp, taip pat vieng HindIII/PstI fragmenta
i% mazdaug 290 bp ir vieng i3 mazdaug 200 bp. Pstl
fragmenty ilgis kiekvienu atveju buvo maZdaug 500 bp. Tik
vienos plazmidés restrikcijos Zemeélapis skirtingas, t.y.
jos sudétyje yra BamHI/PstI fragmentasis 285 bp ir vienas
i% 275 bp bei HindIII/Pstl fragmentas i% mazdaug 450 bp ir
vienas 1% mazdaug 105 bp. Intarpo ilgis 8ioje
igsiskirian¢ioje plazmidéje yra mazZdaug 550 bp. 5i
rekombinantiné plazmideé vadinama pRH34. Jos restrikcijos
emeélapis parodytas Pav. 8. Plazmide pRH34 deponuota DSM,
depozito nr. DSM 3635.

c) rekombinantinés plazmidés intarpo pRH34 nukleotidy

seka.

pUC18 DNR skaldoma PstI arba Pstl ir BamHI ir veikiama
farmine fosfataze, po to i ja subklonuojami PstI -kDNR
fragmentas i35 pRH34 ir abu BamHI/PstI fragmentai iS5 pRH34.
Taip sukonstruotos rekombinantinés plazmideés, kurios
atlieka pagalbini, vaidmeni DNR sekos analizeje, Zymimos
pRH1807 (PstI fragmentas), pRH1808 (N galinis BamHI/PstlI
fragmentas), ir pRH1809 (C galinis BamHI/PstI fragmentas).
Subklonuoty DNR fragmenty seka analizuojama Maxam-Gilbert
metodu (22). Rekombinantiniy plazmidziu sekvenavimo
strategija matoma Pav. 6.

kDNR fragmento i§ pRH34 nukleotidy seka parodyta Pav. 5.
Ji identiika kDNR intarpo sekai 1% pRH34 nuo 25 iki 308
padeties (Zr.Pav. 4). Tadiau kDNR intarpas i35 pRH34 184 bp
ilgesnis 5' gale. I3 to skaidiaus 143 bp atitinka seka,
kuri yra komplementari mRNR ir 41 bb yra 15 kDNR

groes B R
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homopolimero prailginimo su dCTP kartu su Pstl

restrikcijos saitu.

+1
Nustatyta, kad amino ragsdtys Ser-Gly-Lys-Ser-Phe yra
inhibitoriaus HUSI-I N galas. Kai amino rﬁgééiu kodonai
riustatomi pagal izoliuotos DNR sekos 5' galinius
nukleotidus, 3ioje skaitymo rémelio dalyje nerandama stop
kodono. Todél ATG, kuris atsiranda skaitymo remelyje,
atsako uZ iniciacijg ir koduoja CUSI-I baltymo pradZig. Be
to, sekretuojamy baltymuy signaliniy peptidy sekos retai
bina ilgesnés nei 25 amino rigstys. Restrikcijos saitai
tarp signalinio peptido ir atitinkamo natyvinio baltymo
daZniausiai biina toliau negu tokios amino rigStys kaip
alaninas, serinas ir glicinas; seka Gly*Ser yra daZnai

sutinkama.

Taigi Zmogaus CUSI-I baltymo i3 gimdos kaklelio sekreto
pirmine struktirg sudaro 107 amino riGg3tys. Nustatyta
nukleotidy seka koduojama amino rtug5¢iy seka i3 esmes
sutampa su bronchinés antileukoproteazés N-galine amino
riagsc¢iy seka, kuri iki $io iSradimo buvo nepakankamai

geral Zinoma (41).
Pavyzdys 3

CUSI-I baltymo ekspresija E. coli

'a) Eksprésijos plazmidés, apimanéios visa CUSI-I kDNR

Zemiau reguliuojamo A-prpromotoriaus, konstravimas.

PradzZzioje sintetinami du sintetiniai oligonukleotidai,
kurie Zymimi RH6 ir RH7. Jie yra komplementariis vienas
kitam ir turi sekas, atitinkanéias optimalius ribosomy
prisijungimo saitus (42), Sall ir EcoRI restrikcijos saitg
ir CUSI-I koduojancio regiono nukleétidu:sékq nuo
pozicijos 1 ikl pozicijos 14. Abu bligonukleotidai yra

it oY
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fosforilinami nuo 5' galo, veikiant T4-
polinukleotidkinaze, atskiriami preparatyvines
elektroforezes metodu 12% gelyje, eliuojami i3 gelio ir
chromatografuojami ant DE52. Po gel-filtracijos ant.
Sephadex G-50 sumaiSoma PO 10 pmol kiekvieno
oligonukleotido, denatiruojama esant 90°C ir
hibridizuojami vienas su kitu, léetai audinant iki kambario

temperatdros. Taip gaunami tokie dvigrandes DNR

fragmentai:
Met Lys Ser Ser
10 20 30
RH6 5' AATTCGGAGGTGTCGACTATGAAGTCCAGCGG 3'
RH7 GCCTCCACAGCTGATACTTCAGGTCGCC
EcoRI SD Sall HaelIIl

Antras i&skirtas komponentas yra plazmides pRH34 210 bp
(HaeIII/BamHI) fragmentas, kuris koduoja tolesni N galo
regiong. Tuo tikslu 10 Ug plazmidés pRH34 skaldoma
restrikcijos endonukleazémis HaeIll ir BamHI ir atskiriama
elektroforezés badu 5% poliamido gelyje. Plazmidé pRH1807
(Pav. 6) yra treliasis komponentas, atliekantis vektoriaus
vaidmeni (Pav. 7). Tuo tikslu 10 pg plazmides skaldoma
restrikcijos endonukleazémis EcoRI ir BamHI. Vektoriaus
fragmentas veikiamas Sarmine fosfataze, ekstrahuojamas
fenoliu ir i%sodinamas etanoliu. Siekiant liguoti visus
tris komponentus (Pav. 7), hibridizuojama po 1 pmol
kiekvieno sintetinio oligonukleotido, sumaiSoma ir
liguojama 0.2 pmol N galinio HaeIII-BamHI fragmento ir
0.03 pmol DNR vektoriaus 30 pl tiryje su 5 V T4-DNR
ligaze. Transformacijai naudojamas E. coli K12 kamienas JM
101.

Transformanty plazmidés tikrinamos hibridizuojant su
radioaktyviai Zymetu oligonukleotidﬁ RH6. Be to,
patikrinami Sall, EcoRI ir BamHI reétrikcijos saitail ir

o ©ommiog
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nustatomas atitinkamy fragmenty ilgis. Taisyklingai
sukonstruota nauja plazmidé Zymima pRH1810 (DSM 3905)
(Pav. 7).

Siekiant sukonstruoti ekspresijos plazmide, 10ug
vektoriaus pWH701 (26) skaldoma EcoRI ir SphI,
defosforilinama, ekstrahuojama fenoliu ir iSsodinama
etanoliu. Siekiant paruodti EcoRI-SpHI fragmentg is
plazmidés pRH1810, lOug'DNR skaldoma EcoRI ir SphI. Gautas
525 bp fragmentas atskiriamas nuo vektoriaus
elektroforezés metodu 5% poliakrilamido gelyje ir
eliuvuojamas i3 gelio. Po to 0.3 pmol vektoriaus pWH 701 ir
1 pmol EcoRI-Sphl fragmento liguojami vienas su kitu 1r
iterpiami i E.coli K12 laukini kamiena W6. Gauty
transformanty plazmidés apibGdinamos plazmidZiy ekspres-
analize bel elektroforeze agarozés gelyje. Rekombinantines
ekspresijos plazmidés yra 280 bp ilgesnés negu ekspresijos
plazmidés be intarpo. Naujai sukonstruota rekombinantineé
ekspresijos plazmideée yra Zymima pRH24 ir naudojama
tolesniems eksperimentams. Pav. 7 parodyta rekombinantineés

ekspresijos plazmidés pRH24 konstravimo schema.

b) CUSI-I kDNR ekspresija su ekspresijos plazmide pRH24
E.coli K12 MC1061/pRK248 cITs (15, 27).

Seimininko bakterijos kamienas néra A-lizogeniskas, t.y.
neturi A-cI represoriaus. Genetiné informacija apie
temperatfirai jautry represoriy A-cI 857 lokalizuota
plazmidéje pRK248 cITs, kuri taip pat suteikia Seimininko
bakterijoms atsparumg tetraciklinui (27). Esant 30°C A-
prpromotoriaus kontroliuojama transkripcija yra visiskail
represuota. Esant 42°C, temperattrai jautrus cI 857
represorius yra neaktyvioje formoje ir transkribuojami
genail, esantys Zemiau p, promotoriaus.

E.coli K12 MC1061/pRK248 cITs transfbrmﬁojamas su
ekspresijos plazmide pRH24. Norint iqdukuoti CUSI-I geno,
esanfio Zemiau A-py, promotoriaus, 200 ml LB terpes (20U

@ '
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g/ml tetraciklino, 50 pug/ml ampicilino) inokuliuojama su
3ml per nakti iSlaikytos E. coli K12 MC1061/pRK248
cITs/pRH24 kultlOros ir auginama esant 28°C iki lasteliu
optinio tankio 0.7 Ag7g V/ml. Po to kultiira purtoma toliau
esant 42°C. Norint atlikti baltymy analize, pried
ekspresijos indukcijg ir ivairiais laiko tarpais po
indukcijos pradZios imami lasteliy meéginiai, atitinkantys
1l Ag7yg vienetg (maZdaug 1 x 109 lasteliy),
centrifuguojami 3 minutes (12000 g), nuosédos laikomos

uzsSaldytos iki -20°C iki tolesnés analizés.
Pavyzdys 4

Grubaus baltymo ekstrakto charakterizavimas po CUSI-I
baltymo ekspresijos E. coli K12 MC1061/pRK248 cITs/pRH24

a) Imuninés kros-reakcijos testas su triuSio anti-HUSI-I

antiserumu

Lasteliy nuosedos resuspenduojamos 60Ul ardancio buferio
(50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 2% Triton-X-100) ir
pridedama 404l redukuojancio buferio (4% NDS, 40% PB-
merkaptoetanolio, 20% glicerino, 0.1 % bromfenolio
mélynojo). Po to pavyzdZiail inkubuojami 5 minutes esant
100°C, laikomi 5 minutes ultragarso vonioje ir vel 5
minutes esant 100©C. 20 ul suardytu lasteliy
frakcionuojamos elektroforetiskai 13.5% NDS-poliakrilamido
gelyje ir perkeliamos ant nitroceliuliozés imuninei
analizei. Nitroceliuliozés filtras inkubuojamas 1 valanda
esant 370C su blokuojanéiu buferiu (50 mM Tris-HCl, pH
7.4, 200 mM NaCl, 0.05 % Tween 20, 1.5 % Zelatinos)
siekiant prisotinti nespecifinius suridimo saitus ant
filtro. Triu3io anti-HUSI-I antiserumas (praskiestas
blokuojan¢iu buferiu 1:600) naudojamas- reakcijai su-
pirmais antiktGnais (inkubuojéma 2 valandas kambario
temperatiroje), avies anti—triuéio—igG—peroksidazés
konjugatas yra naudojamas kaip antrés antikinas.

oy
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Peroksidazes i3 krieny substratu naudojamas
diamonobenzidinas.

P
b) Proteinazés inhibitoriaus, ekspresuoto E. coli,

inhibitorinio aktyvumo testas

Indukuoty (6 val po indukcijos pradzios) ir neindukuoty
lagsteliy méginiai suardomi ir testuojami. Lasteliy
nuosedos (1 Ag7g lasteliy vienetas) suspenduojamos 50 gl
lizozimo ardanéiame buferyje (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM
EDTA, 1 mg/ml lizozimo), inkubuojamos 10 minucCiy kambario
temperatiiroje, praskiedZiamos 150 pl 50 mM Tris-HCl, pH
8.0, 1 mM EDTA ir inkubuojamos 5 minutes kambario
temperatiroje ultragarso vonioje. 20 pl ir 80ul,
atitinkamai, neindukuotu ir indukuotuy lasteliy grubaus
ekstrakto analizuojama chimotripsino inhibavimo testu
(39), siekiant nustatyti inhibitorini aktyvuma.

Rezultatali pateikti Lenteleje I.
Lentele I

CUSI-I baltymo, ekspresuoto E. coli, inhibitorinio

aktyvumo matavimas

Inhibuojantis indukuota neindukuota

tirpalas Chimotripsino
E. coli ekstraktas ‘ aktyvumas,
nl
2 pmol, %
20 - + 99.2
80 - + 89.7
20 + - ©91.2
80 + - | 56.4
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Lyginant chimotripsino aktyvumg matyti, kad indukuoty
lasteliy ekstrakto inhibitorinis aktyvumas yra didesnis

negu neindukuotu, atitinkamai, 8 ir 37%.

Pavyzdys 5

C galinio CUSI-I domeno, esancio P-galaktozidazés sudétyje

ekspresija E. coli K12 JM 101

Kaip matyti i3% Pav. 9, CUSI inhibitoriaus struktira gali
biti apradyta kaip baltymo molekulée, sudaryta i3 dvieju
domenuy, susiformavusiy intrageninés duplikacijos budu.
Siekiant ekspresuoti C galini domeng E. coli, DNR seka,
koduojanti C galines 59 amino rigStis yra liguojama i
teisinga skaitymo rémeli su DNR seka, koduojancia
plazmidés pUR290 PB-galaktozidazés C galg (25). Klonavimo

schema parodyta Pav. 10.

10ug plazmidés pRH31 skaldoma restrikcijos endonukleaze
Sau3A, atskiriama preparatyviai 5% poliakrilamido gelyje
ir 320 bp CUSI-I fragmentas eliuojamas 185 gelio. pUR290
(10pg) skaldoma fermentu BamHI, veikiama Sarmine fosfataze
ir liguojama su 320 bp fragmentu. Trecdalis liguotos DNR
iterpiama i kalcio chloridu paveiktas E. coli K12 JM 101
lasteles. Klonai atrenkami LB-amp agaro lékStelése (10 g/1
fermentiniu bidu suskaldyto kazeino (Sigma), 8 g/l NaCl, 5
g/l mieliy ekstrakto (Sigma), pH 7.5, 100 pg/ml
ampicilino). Kadangi rekombinantineje plazmidéje galimos
dvi CUSI-I fragmento orientacijos, plazmidé analizuojama
ekspres-metodais ir po to skaldoma HindIII restriktaze.
Klonai, kuriy plazmidése yra 165 bp HindIII fragmentai,
analizuojami - toliau. Viena 18 $iy plazmidZiy Zymima
PRH21. Siekiant sukelti sulieto baltymo ekspresija, 100
mg LB terpés, kurioje yra 100 ug/ml ampicilino,
inokuliuojama plazmide pRH21 transformuotomis bakterijomis
E.coli K12 JM 101 i$ kultQiros, kuri‘islaikyta per naktj.

Kultira inkubuojama esant 37°C ir lasteliq augimas

’
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stebimas prie 578 nm. Kai optinis tankis (578 nm)

pasiekia 0.5, IPTG kiekis kultGroje koreguojamas iki 500 p
mol ir kult@ira toliau inkubuojama esant 37°C. Sekama
sulieto baltymo indukcijos priklausomybé nuo laiko bei
analizuojama elektroforezes metodu NDS poliakrilamidiniame
gelyje. Po indukcijos i$ pradZiuy susidaro tik CUSI-I-B-
galaktozidazes sulietas baltymas, o véliau - ir
galaktozidaze. Siekiant pademonstruoti imunine reakcijag su
anti-CUSI-I antiktniais, grubaus E. coli ekstrakto
baltymali atskiriami NDS gelyje elektroforezés metodu ir
pernesami ant nitroceliuliozés. Atliekama Western blot
analize suliety baltymy specifiniam nustatymui, kaip
prarasyta Pav. 4a). Sulietas baltymas i3skiriamas ir

gryninamas taip:

Pagal (37) IPTG analogas TPEG prijungiamas prie CH-
Sefarozés. Siekiant isgryninti CUSI-I-PB-galaktozidazés
sulietg baltyma, kamienas E. coli K12 JM 101, turintis
plazmide pRH21, kultivuojamas viename litre LB terpés su
50 Mg/ml ampicilino, ir, esant 0.5 Ag7g vienety/ml,
indukuojamas IPTG, kurio koncentracija terpéje privedama
iki 0.5 mmol. Po 1 valandos indukcijos fazé sustabdoma
greitai at8aldant kultirg iki 4°C. Lastelés i3sodinamos
(5.5 g dregno svorio), suspenduojamos lizavimo buferyje
(20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 20 mM MgCl,, 20 mM B-
merkaptoetanolio) ir suardomos veikiant ultragarsu.
Grubiame ekstrakte baltymo koncentracija koreguojama iki
mazdaug 20 mg/ml, o NaCl - iki 1.6 mol, ir ekstraktas
gryninamas chromatografiniu bGdu per TPEG-Sefaroze. Kolona
perplaunama 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM B-
merkaptoetanoliu, 10 mM MgCly ir 1.6 M NaCl, po to CUSI-I-
B-galaktozidazés sulietas baltymas eliuojamas praleidZiant
100 mM natrio borata, 10 mM B-merkaptoetanolio, pH 10.
Chromatografinis procesas sekamas matuojant [B-
galaktozidazés aktyvumg (43). I& 1 litro kultdros gaunama
8 mg 3Svarios CUSI-I-B-galaktozidazés (90 %). Be to, buvo

- S s e

£ o m—————r——



10

15

20

25

30

35

-35.

parodyta, kad isgrynintas sulietas baltymas reaguoja su

anti-HUSI-I antik@nais.

Norint atskelti C galini CUSI-I domeng, taip isgrynintas
baltymas iitirpinamas 10 arba 30 % acto rigsétyje arba 70%
skruzdziy rugdtyje. Skylant rugsciai neatsparial Asp-Pro
jungé&iai (Zr. CUSI-I amino rig3Ciuy seka), per 24-36
valandas susidaro 40-60% C galinio CUSI-I domeno. .
Suskaldzius rugstimi, CUSI-I domenas gali bati atskirtas

gel-filtracijos bidu per G-75 ir isgrynintas.
C galinio CUSI-I domeno amino rugsdiy seka yra tokia:

Pro—Val—Asp—Thr—Pro—Asn—Pro—Thr—Arg—Arg—Lys—Pro—Gly—Lys—
Cys-Pro-Val-Thr- Tyr-Gly-Gln-Cys-Leu-Met-Leu-Asn-Pro-Pro-

'Asn—Phe—Cys—Glu—Met—Asp—Gly—Gln— Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-Lys-

Cys—Cys—Met—Gly—Met—Cys—Gly—Lys—Ser—Cys—Val—Ser—Pro—Val—
Lys-Ala-OH.

8i seka sutampa su baltymo CUSI-I seka nuo 50 iki 107

padeties.
Pavyzdys 6
C galinio CUSI-I domeno ekspresija E. coli K12JgM101

Kaip matyti i3 Pav. 5, C galinis CUSI-I domenas gali buti
ekspresuotas E. coli K12JM101l kaip sulietas su B-
galaktozidaze baltymas. Kaip'parodyta Pav. 11, kDNR,
koduojanti 59 C galines amino rigstis, yra prijungta
skaitymo rémelyje prie plazmidés pSP6 Sarmines fosfatazes
geno, siekiant ekspresuoti C galini CUSI-I domena kaip
natyvini baltyma. Plazmidé pSP6 deponuota Vokietijos
mikroorganizmy kolekcijoje (DSM), depbzito nr. DSM 3904.

30 ug plazmides pRH1810 skaldoma restrikcijos

endonukleazémis BamHI ir HinfI. DNR[fragmentai atskiriami

B e s AL
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8% poliakrilamido gelyje. CUSI-I DNR fragmentas,
koduojantis C gaiini domena, eliuojamas 15 gelio. I5skise
DNR galail sulyginami panaudojant DNR polimerazés Klenow
fragmenta. Gaunama dvigrandé 182 bp DNR molekule bukais

galais.

3ug vektoriaus pSP6 skaldoma restrikcijos endonukleaze
HindIII. I&sidove viengrandés DNR galai nuskeliami
veikiant nukleaze i3% Mung pupy ir 5' galineés fosfaty

liekanos pasSalinamos veikiant Sarmine fosfataze.

0.3 pmol taip apdoroto vektoriaus liguojama su 1 pmol C
galinio CUSI-I DNR fragmentu. E. coli kamieno K12DH1
transformuotis galin&ios lasteles (17) transformuojamos su
puse gauto ligavimo produkto. Klonai atrenkami LB-amp
agaro lékitelése. 4 klonai identifikuojami koloniju
hibridizavimo metodu su oligonukleotidu AH12. Klonuy
plazmidés DNR turi DNR sekas, kurios yra komplementarios
panaudotam méginiui. Oligonukleotidas AH12Z yra
komplementarus CUSI-I kDNR klono nukleotidy sekal 241-258.
Jis turi tokiag seka:

5' CCT GTT GAC ACC CCA AAC 3'

Atlikus plazmidés ekspres-analize ir suskaldzius DNR
restrikcijos endonukleazeémis HindIII ir BamHI,
identifikuojamas klonas, turintis kaip intarpa 540 bp
fragmenta.3i, DNR fragmenta sudaro promotoriaus regionas
Ptac , Sarminés fosfatazés signalinio peptido seka ir C
galinio CUSI-I domeno kDNR seka. Talp sukonstruota
plazmidé Zymima pBAl7.

Po to kompetentingos E. coli K12 JM 101 lastelés
transformuojamos, veikiant jas sukonstruotos ekspresijos
plazmidés pBAl7 DNR. Siekiant ekspresuoti C galinj CUSI-I
domeng, 250 ml LB-Amp terpeés inokuliuojama gautais
transformantais. Inkubuojama esant §7OC. Lasteliy augimas

"
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stebimas prie 578 nm. Esant optiniam tankiui 0.97,
pridedama IPTG iki galutinés koncentracijos 0.5 mM,
siekiant indukuoti ekspresija. Prie$ ir po ekspresijos
jvairiais laiko tarpais imami méginiai po 1 Ag7g vieneta
(2r. Lentele II, pateiktag Zemiau), centrifuguojami prie
12000 g 3 minutes ir lasteliy nuosedos laikomos esant -
200C. Ekspresijos produktas sudarytas i3 59 amino rfgsciy,

kuriy seka yra tokia:

Asp—Pro—Val—Asp—Thr—Pro—Asn—Pro—Thr—Arg—Arg—Lys—Pro—Gly—
Lys-Cys-Pro-Val-Thr- Tyr-Gly-Gln-Cys-Leu-Met-Leu-Asn-Pro-
Pro-Asn-Phe-Cys-Glu-Met-Asp-Gly-Gln- Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-
Lys-Cys-Cys-Met-Gly-Met-Cys-Gly-Lys-Ser-Cys-Val-Ser-Pro-
Val-Lys-Ala-OH.

Bandymas C galinio CUSI-I domeno, ekspresuoto E. coli,

inhibitoriniam aktyvumui nustatyti

Chimotripsino inhibavimo testas (39) atliekamas kaip
apradyta Pavyzdyje 4. Grubaus E. coli ekstrakto
inhibitorinio aktyvumo didéjimas chimotripsinoc atzvilgiu
matuojamas priklausomai nuo laiko. Kiekvienu atveju: pusé
E. coli lizato (100 ul) testuojama, siekiant nustatyti

inhibitorini aktyvumag. Rezultatai pateikti Lenteleje II.

Voo
RS §

Vo



-38-

Lenteleé I1

C galinio CUSI-I domeno, ekspresuoto E. coli,

inhibitorinio aktyvumo nustatymas

Méginio paémimo pries m TV/ml Chimotripsino
indukcijg laikas kulttiros aktyvumas
(valandos) (2 pmol, %)
0.624 90
2.5 1.88 75
2.00 77

Méginio paemimo po
indukcijos laikas

(valandos)

1 4.83 67
2 6.57 67
3 7.24 67
4 9.56 64
5 8.00 67
6 10.66 60
21 16.98 37

Lenteléje III i3vardinti mikroorganizmai, deponuoti pagal

Budapesto sutarti.
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Mikroorganizmas Kur deponuota Depozito Nr.
E. coli K12 MC1061 DSM 3631
E. coli K12 JM101 ATCC 33876
E. coli K12 DHI ATCC 33849
E. colli K12 W6 DSM 3632
PBR322 ATCC 31344
pUC18 DSM 3424
pPUR290 DSM 3417
pWH701 DSM 3633
PRK248cITs ATCC 33766
PRH31 DSM 3634
PRH34 DSM 3635
pSP6 DSM 3904
PRH1810 DSM 3905
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I3radimo apibreéZtis

1. DNR seka, pasiZyminti tuo, kad ji:

kilusi i& Z?induolio genomo, ypaC 13 Zmogaus genomo,
hibridizuojaéi su DNR seka pagal Pav. 4 ir/arba 5,
koduoja baltyma, pasiZyminti HUSI-I tipo inhibitoriy

|

biologiniu aktyvumu.

2. DNR seka pagal p. 1, pasiZyminti tuo, kad ja koduojamam
baltymui bidingas HUSI-I tipo inhibitoriy biologinis
aktyvumas bei CUSI-I baltymo biologinis aktyvumas.

3. DNR seka pagal p. 2, pasiZyminti tuo, kad ji koduoja
baltyma, turinti amino rug8ciy seka, pateikta Pav. 5.

4, DNR seka pagal p. 2, pasizyminti tuo, kad ji turi Pav.
4 parodyta sekg, kuri yra rekombinantineés plazmides pRH31
(DSM 3634) sudétyje kaip PstI fragmentas.

5. DNR seka pagal p. 2 ir p. 3, pasiZyminti tuo, kad Ji
turi Pav. 3 parodyta seka, kuri yra rekombinantines
plazmidés pRH34 (DSM 3635) sudétyje kaip Pstl fragmentas.

6. DNR seka, pasiZyminti tuo, kad ji hibridizuojasi su DNR
seka pagal bet kuri i% p. nuo 1 iki 5, yra nataralios,
pusiausintetinés arba sintetinés kilmés, skiriasi nuo DNR
sekos pagal vieng i3% p. 1-5 mutacijomis, pakeistais
nukleotidais, nukleotidy delecijomis, iterptais
nukleotidais arba nukleotidy segmenty inversija ir koduoja
baltyma, pasiZyminti HUSI-I tipo inhibitoriy biologiniu

aktyvumu.
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7. DNR fragmentas, turintis tokig seka:

5° AATTCGGAGGTGTCGACTATGAAGICCAGCGG 3~
GCCTCCACAGCTGATACTTCAGGICGCC

8. Rekombinantinis klonavimo vektorius, pasiZymintis tuo,
kad jo sudetyje yra DNR seka pagal bet kuri is p. 1-7.

9. Rekombinantinis ekspresijos vektorius, pasiZymintis
tuo, kad jo sudétyje yra DNR seka pagal bet kurji i$ p. 1-
7, kuri operatyvial sujungta su ekspresijos kontroles

seka.

10. Rekombinantinis vektorius pagal p. 9, pasiZymintis
tuo, kad ekspresijos kontroles seka parinkta i§ E. colil
lac promotoriaus, E. coli trp promotoriaus, E. coli

lipoproteino promotoriaus, A Pp-promotoriaus, mieliy

- ekspresijos kontrolés sekos ir kity eukariotiniy

ekspresijos kontrolés seky.

11. Plazmidé pRH 31 (DSM 3634).

12. Plazmidé pRH 34 (DSM 3635).

13. Plazmidé pRH 1810 (DSM 3905).

14. Plazmidée pRH 24.

15. Plazmidé PRH 21.

16. Plazmide pBA 17.

17. Seimininko organizmas, pasiZymintis tuo, kad jis

transformuotas veikiant vienu i3 rekombinantiniy vektoriy

pagal p. 8-16.

P —————
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18. Seimininko organizmas pagal p.l17, pasizZymintis tuo,
kad tai yra E. coli, B. subtilis ar kitos bakterijos
riiSies kamienas, Saccharcmyces cerevisiae, kitas

mikroskopinis grybas, gyvino arba Zmogaus lastele.

19. Baltymas, pasiZymintis HUSI-I tipo inhibitoriuy

biologiniu aktyvumu.

20. Baltymas, pasizZymintis CUSI-I tipo baltymo bicloginiu

aktyvumu.

21. Baltymas pagal p. 20, pasizZymintis tuo, kad jis turi

amino rig3Ciy sekg, pateiktg Pav. 5.

22. Baltymas pagal p. 20, pasiZymintis tuo, kad Jis turi

tokig amino rlg3Ciy seky:

Pro-Val-Asp-Thr-Pro-Asn-Pro-Thr-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Lys-

Cys-Pro-Val-Thr- Tyr-Gly-Gln-Cys-Leu-Met-Leu-Asn-Pro-Pro-
Asn-Phe-Cys-Glu-Met-Asp-Gly-Gln- Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-Lys-
Cys-Cys-Met-Gly-Met-Cys-Gly-Lys—-Ser-Cys-Val-Ser-Pro-Val-

Lys-Ala-0QH.

23. Baltymas pagal p. 20, pasiZymintis tuo, kad jis turi

tokig amino rugsciy sekg:

Asp-Pro-Val-Asp-Thr-Pro-Asn-Pro-Thr-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-

Lys-Cys-Pro-Val-Thr- Tyr-Gly-Gln-Cys-Leu-Met-Leu-Asn-Pro-
Pro—Asn—Phe-Cys—Glu—Met—Asp—Gly—Gln— Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-
Lys-Cys-Cys-Met-Gly-Met-Cys-Gly-Lys-Ser-Cys-Val-Ser-Pro-

Val-Lys-Ala-OH.

24. Baltymo pagal vieng 15 p. 19-23 .gaminimo btdas,

pasiZymintis tuo, kad Seimininko orgahizmas kultivuojamas
pagal p. 17 arba p. 18 maitinamoje terpéje, indukuojant
arba neindukuojant geno produkto ekspresijos, ekspresijos

produktas ijskiriamas i3 kult@iros ir gali bati
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hidrolizuojamas rug3timi kontroliuojamomis salygomis,
reikiamas biologiskai aktyvus baltymo fragmentas

igskiriamas 1% hidrclizato gelio chromatografijos metodu.

25. Farmaciné kompozicija su standartiniais uZpildais,
ir/arba skiedikliais ir /arba adjuvantais, pasiiyminti
tuo, kad i jos sudéti jeina baltymas, turintis HUSI-I tipo
inhibitoriy biologini aktyvuma.

26. Farmaciné kompozicija pagal p. 25 kaip purSkiamas ar

inhaliacijal skirtas preparatas.

27. HUSI-I tipo inhibitoriy taikymas letinio bronchito,
létiniy gimdos kaklelio uZdegimy gydymui, kity leétiniy
uédegiminﬁu procesy, susijusiy su pernelyg didele gleiviy
sekrecija ir dél to kylanéiy Umiy pavojingy situaciju,
taip pat pooperaciniy hemoragijuy, kilusiy del
hiperfibrinolizés, gydymui bei ankstyvajam Soko gydymui.
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Pav. 1: HUSI-I triptiniuy fragmenty amino ragiciy seka

1 - 10 1¢

Tl Lys-Arg-Cys-Cys-Pro-Asp-Thr-Lys-Gly-1le-Lys-Cys-Leu-Asp-Pro-
16 23 |

Val-Asp-Thr-Pro-Asn-Pro-Thr-Arg

1 10 - 15
T2 Lys-Pro-Gly-Lys-Cys-Pro-Yal-Thr-Tyr-Giy-Gln-Cys-Leu-Met-Ley
16 20 29

Asn-Pro-Pro-Asn-Phe-Cys-Giu-Met-Asn-Gly-GIn-Cys-Lys-Arg

3'  AAG ACG CTT TAC CTG CC 5'
A A C ‘A

b RH1 .'

1 ‘ 11
T3 Asp-Leu-lys-Cys-Cys-Met-Gly-Met-Cys-Glu-Lys
3’ ACG ACG TAC CCTA TAC AC 3!
A A G

[9n By |

! 8

74 Ser-Cys-Yal-Ser-?ro-Yal-Lys-ila
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Plazmideés pRH 31 restrikcijos Zemélapis
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Pav. 3: kDNR intarpo plazmidéje pRH 31 sekvenavimo
strategijos schema
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Plazmidés pRH 31 CUSI-I-kDNR fragmento nukleotidy
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Pav.
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s
T
A
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TCPGGAGTPTCCTGCTCTGTGTGGTCCAGGTCCTTTCCACCC
AGACCTCAGGACGAGACACACCAGGT CCAGGAAMAMGGTGGG

Qo Q
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Plazmidés pRH 34 CUSI-I-kDNR fragmento nukleotidy
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Asn Pro
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Pav. 6: Pstl intarpo plazmidéje pRH 1807 sekvenavimo

strategija
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Pav. 7: Ekspresijos vektoriaus pRH 24 konstravimo schema
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Plazmidés pRH 34 restrikcijos Zemelapis
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pav. 10: Daliniy CUSI-I seky ekspresijos kaip sulieto B-

galaktozidazés baltymo klonavimo strategija
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Pav. 11: Ekspresijos plazmidés pBAl7, skirtos C galinio
CUSI-I domeno (= CUSI-I 2-ojo domeno), konstravimo schema
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