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Referatas:

Siekiant pagaminti hepatito B viruso (HBV) pavir8iaus baltymus kaip daleles, kuriose yra Zymiai maZesnis jterpty
angliavandeniy kiekis, rekombinantiniame mieliniame $simininke, negalintiame glikozilinti baltymy, buvo ekspre-
suojama HBV pavirsiaus baltymy DNR. Sie paviriaus battymai turi antigeninius saitus, kuriuos genetiskai koduoja
HBYV viriono apvalkalo atviro skaitymo rémelio S domenas, ir pasizymi sumazintu jterpty angliavandeniy kiekiu,
lyginant su HBsAg dalelémis, pagamintomis “laukinio” tipo mieliy Iastelése. Sios dalelés yra naudingos kaip
vakcina tiek aktyviam, tiek pasyviam gydymui arba profilaktikai ligos ir/arba infekcijos, kurig sukelia HBV arba kiti
agentai, serologiniu atZvilgiu giminingi HBV.
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Hepatito B virusas (HBV) yra uZkrecdiamas agentas,
sukeliantis kelias Zmogaus kepeny ligas. Po Gmios ligos
fazés daugelis individy, uZkreésty HBV, pasveiksta.
Deja, dalis uZkrésty individy nejveikia infekcijos ir
tampa létiniais infekcijos ne3iotojais. Daugelyje
pasaulio $aliy HBV infekcija yra endeminé, yra daug
perinatalinés infekcijos atvejy, kai motinos su létine
infekcija perduoda ligg savo naujagimiams, kurie daZnai
ir lieka su létine infekcija. Manoma, kad pasaulyje yra
daugiau kaip trys $imtai milijony infekuoty asmeny.
Sioje ne3iotojy grupéje Simtai tukstanéiy kiekvienais
metais mir8ta nuo ilgalaikiy 1létinio hepatito B

pasekmiy (cirozé ir/arba hepatoceliuliariné karcinoma).

Hepatito B delta virusas yra toks virusas, kuris,
uZkreésdamas kartu su HBV, sukelia 1Umy, greitaeigj
susirgimg, paprastai pasibaigianti paciento mirtimi.
Delta virusas nekoduoja (i3 savo genetinés medZiagos)
baltymy, i8 kuriy sudarytas viriono apvalkalas, o
pasidengia apvalkalo baltymais, kuriuos koduoja
uZkrétime kartu dalyvaujantis HBV, taigi atsiranda
artimas struktirinis ir imunologinis rySys su Zemiau
apradytais HBV baltymais. 3iuo metu neZinoma, ar koks
nors kitas uZkrec¢iamas agentas turi analogisky rySiy su
HBV. Akivaizdu, kad baltymai, pasiZymintys placiu
serologiniu reaktingumu arba padidinta imunogenine
potencija, bty naudingi sistemoms, skirtoms susirgimy
diagnozei arba profilaktikai (arba gydymui), panasiai
kaip grupée agenty, turinciy maza ar dalinj

krosreaktingumg HBV atZvilgiu.

HB virionas yra sudarytas i3 dviejy grupiy struktidriniy
baltymy ir pavirdiaus baltymy. Apvalkalo baltymai yra
ne tik pagrindiniai viriono pavirSiaus baltymai, t.y.
Dane dalelé, bet ir pagrindiniai Australijos antigeno,
arba 22 nm daleliy komponentai. 3ie apvalkalo baltymai

yra didelio virusinio atviro skaitymo rémelio (ASR),
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koduojan&io maZiausiai 389 amino rig$tis, transliacijos
produktai. 3iame ASR galima i&%skirti tris domenus,
kiekvienas i¥ jy prasideda ATG kodonu, kuris
funkcionuoja kaip transliacijos inicijavimo saitas in
vivo. 8ie domenai Zymimi preSl (108 ar), preS2 (55 ar)
ir S (226 ar) pagal juos atitinkan&ig 5'-3' kryptj
gene. Taigi Sie domenai apibréZia tris polipeptidus,
kurie Zymimi S arba HBsAg (226 ar), preS2+S (281 ar) ir
preSl+pres2+S (389 ar), arba atitinkamai p24/gp27,
p30/gp33/gp36 ir p39/gp42 (jie dar vadinami pagrin-

dinis, vidutinysis ir didysis baltymas).

HBV  apvalkalo baltymai yra glikoproteinai, kuriy
S$oninés angliavandeniy grandinés (glikanai) per N-
glikozidines jungtis prijungtos prie tam tikry peptido
atpaZinimo saity. [ Heermann et al., J. Virol. 52,
396 (1984) and Stibbe et al., J. Virol. 46,
626 (1983)]. Taigi HBV polipeptidai, susintetinti
natiralios infekcijos metu, apima baltymus p24/gp27 (S
polipeptida ir jo glikozilintg darini),
gp33/gp36 (preS2+S polipeptida, kuriame glikozilintas
tik preS2 domenas, ir tas pats polipeptidas, kuriame
glikozilintas ir S, ir preS2 domenas) ir
p39/gp/42 (preSl+preS2+S peptidas ir jo darinys,
kuriame glikozilintas preSl domenas). Dabar prieinamos
i§ plazmos pagamintos vakcinos, kuriy sudetyje 135 esmés
yra tik S domeno baltymai (p24 monomeras ir Jo
glikozilintas darinys gp27), Siuo metu sékmingai
kuriamos vakcinos, sintetinamos mielése ir sudarytos
tik 18 S polipeptido (i jo sudéti ieina tik
neglikozilinti p24 baltymai) apvalkalo baltymy.

HBsAg 22nm dalelés buvo i&skirtos is chronisky
neSiotojy plazmos. Kadangi $iy individy plazma teigiama
daleliy atZvilgiu, 3ie chroni3ki ne3iotojai apibitdinami
HBs". Jei uZkrésti individai pademonstruoja pakankamg

imunini atsakg, jie gali iveikti infekcija ir tapti
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HBs . Apibidinant 3juos pagal besiformuojanc¢ius anti-
kinus prie3 HBs, $ie individai Zymimi anti-HBs®. Todél
anti-HBs' reik3mé siejama su pagijimu nuo 3ios ligos,
su imunitetu pakartotinam uZkrétimui 3Sia liga ir su
imunitetu pakartotinam uZkrétimui HBV. Taigi tikimasi,
kad skatinant anti-HBs susidarymg arba juos sudarant HB

vakciny pagalba, galima apsisaugoti nuo HBV infekcijos.

§i hipotezé buvo patikrinta eksperimentiSkai. Greta
¥moniy, $impanzés yra viena i3 nedaugelio ri8iy, kurios
visiZkai jautrios uZkrétimui HBV; tai galima parodyti
kiekybiniais markeriais, pavyzdZiui, HBs®, ir padide-
jusiy kepeny fermento kiekiu serume. Simpanzés buvo
vakcinuojamos trimis dozémis valyty HBsAg daleliy ir
pakartotinai uZkréstos intraveniniu bidu infekciniu
HBV. Visiems kontrolinés grupés gyvinams pasireiske
dmios HBV infekcijos poZymiai, o gyvinai, vakcinuoti
HBsAg, pasirodé visi3kai apsaugoti nuo infekcijos.
Taigi 3ioje eksperimentinéje sistemoje HBsAg dalelés,
sudarytos i3 p24 (arba p24 ir p27), sukelé pakankama
imunitetsy. Siy stebéjimy paskatinti kai kurie
gamintojai pradéjo gaminti HB vakcinas, kurios

sudarytos i3 HBsAg daleliy.

Siekdami padaryti HB vakcinas prieinamomis, gamintojai

panaudojo DNR technologijas viruso apvalkalo baltymy

ekspresijai. I% mikrobiniy sistemy rekombinantiniy
baltymy ekspresijai daZniausiai buvo naudojamos
Escherichia «coli ir S. <cerevisiae. Daugkartiniai

bandymai ekspresuoti  imunoclogiskai aktyvias HBsAg
daleles E. coli buvo nesékmingi. Tadiau S. cerevisiae
sistema gana universali, ekspresuojanti imunologiskai
aktyvias HBsAg daleles. Pasirodé, kad vakcina, paruosta
i% 3%iy daleliy (sudaryty vien tik 15 p24), visidkai
apsaugo $impanzes nuo uZkrétimo gyvu ivairiy serotipy
HBV. Be to, ir mielése susintetintos S daleles yra

imunologiskai aktyvios; kaip parode klinikiniai
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bandymai su Zmonémis, jos taip pat efektyviai apsaugo
nuo susirgimo arba infekcijos, kaip ir i$ plazmos
pagamintas HBsAg [ Stevens et al., JAMA, 257:2612-
2616 (1987)) . Taigi buvo nustatyta, kad S. cerevisiae
sistema yra tinkamas Seimininkas rekombinantinio HBsAg
sintezei. Be to, kadangi mielése nera endotoksiny, jos
nepatogeniskos Zmogui, fermentacija galima pramoniniu
mastu ir nereikalauja daugumos saugumo priemoniy,
badingy Zinduoliy lagsteliy kultivavimui (dauguma jy yra
transformuojamos virusais, gali sukelti auglius peleéms
ir wvisos turi protoonkogenus), terapiniy agenty ir
vakciny, skirty Zmonéms, ekspresija mielése gali biti

labai naudinga produkty kidrimui.

S. cerevisiae (kepimo mielés) yra eukariotas, galintis
sintetinti glikoproteinus. Baltymy glikozilinimas
mielése apradytas daugybeje pastaruoju metu
pasirodZiusiy apZvalgy [ pvz., Kukuruzinska et al., Ann.
Rev. Biochem., (1987) 56, 915-44; Tannen et al., BBA,
(1987) 906, 81-99] . Toks glikozilinimas arba glikany

prijungimas vyksta prie atitinkamy receptoriniy amino

rags¢iy (ar), esandiy polipeptido sudétyje, jungiamasi
prie serino (Ser) arba treonino (Thr) liekanos (O-
glikozilinimas), arba prie asparagino (Asn) (N-
glikozilinimas) liekanos. 0-Glikozilinimo specifiskumas
per Ser ar Thr dar néra iSsamiai iStyrinétas ir

kiekvienu atveju nustatomas empiriniu baGdu.

N-Glikozilinimo signaliné seka yra patikimai nustatyta:
tai gali bati amino rigs&iy seka Asn-X-Thr arba Asn-X-
Ser (kai X yra bet kokia amino rigstis). Mielés ne tik
sintetina daugybe autologiniy, natyviy, glikozilinty
baltymy (tarp jy tokie, kurie vadinami manoproteinais
arba manopeptidais), bet ir sugeba glikozilinti
heterologinius arba svetimus baltymus, kuriuos jos

ekspresuoja taikant rekombinantine technologija (jei
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heterologinis baltymas turi savo sudétyje atitinkamg

glikozilinimo signaline sekgy N- arba O-glikozilinimui).

I preS2+S polipeptidy, kurie sintetinami natdralios
infekcijos metu, sudéti ieina ne daugiau kaip du
"3erdies"” glikanai [ maZdaug 3 kilodaltony (3 kD)
dydZioc] , prijungti per azota: vienas S regione, o
antras prie ketvirto Asn liekanos preS2 domene.
AtpaZinimo saitas S domene néra glikozilintas nei
Recombivax HBO, nei rekombinantiniame preS2+S, kuris
susintetintas mielése. Tadiau preS2 domene esantis
ketvirtos amino rigsties saitas mielése yra

atpaZistamas ir glikozilinamas.

preSl Domene yra N-glikozilinimo saitas, esantis prie
ketvirtos amino rig3ties liekanos preSl regione 1ir,
serotipo adw atveju, yra potencialus saitas prie
26 amino rig3ties liekanos. Specialistams suprantama,
kad teiginius, isdéstytus kalbant apie preS2
glikozilinimg, galima pritaikyti ir jvairioms sekoms,
esandioms preS2 regione, o taip pat preSl ir S

domenuose.

Mielés, sintetindamos rekombinantini preS2+S, prijungia
"Serdini" glikang, kuris yra panaSus j glikanag, pri-
jungiamg prie natyvaus polipeptido virusinio uZkrétimo
metu. Tadiau tuo atveiju, kai mieliy-Seimininkiy
kamienas yra "laukinio" tipo glikozilinimo atZvilgiu
(t.y., turi pilna komplekta fermenty, kurie reikalingi
natyviam glikozilinimui - faktisSkai tuo pasiZymi visi
daZniausiai naudojami mieliy kamienai), dauguma 3iy
glikany turi prisijunge dideli kiekj papildomy manozes
liekany - pavyzdZiui, tai vyksta mieleése, kai
sintetinami jy struktdriniai manoproteinai. Toks
papildomas glikany prijungimas, kai jis vyksta su
svetimo geno produktu, pavyzdZiui, preS2+S polipeptidu,

vadinamas hiperglikozilinimu. Specialistams suprantama,
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kad teiginius, i3déstytus kalbant apie mieles, galima
pateikti aptariant ir kity Seimininky lasteles
(pavyzdZiui, vabzdZiy, grybuy ir pan.), kuriose galimi

skirtingi glikozilinimo variantai.

Be to, buvo parodyta, kad HBV pavir$iaus baltymy 22 nm
rekombinantinés formos dalelés, ekspresuotos "laukinio"
tipo mieliy lastelése, turi 22 nm daleliy viduje didelj
kieki iterpty angliavandeniy i3 mieliy lasteliy, kuriy
dalis kile i3 mieliy lastelés struktidriniy manoproteiny
ir manopeptidy. Dél $iy jterpty angliavandeniy gali
kilti problemy, nes jterpti angliavandeniai gali
sukelti antikiiny atsiradimg prie$ mieliy angliavandeniy
fragmentus, esan&ius glikozilinto baltymo sudétyje, ir
vakcininis imunogenas su ijterpty mieliniu anglia-
vandeniy reaguos su antimieliniais antikinais, kuriuos
turi dauguma Zinduoliy rasiy, ir tokiu bidu
potencialiai sumaZins jo, kaip imunogeno ir vakcinos,
efektyvumg.

Galima iSvengti hiperglikozilinimo arba iStisy manopro-
teiny ir manopeptidy isiterpimo, arba apriboti
glikozilinimg HB viruso preS ir S polipeptiduose bei
atitinkamose dalelése, taikant vieng i3 Zemiau pateikty

metody.

Pirma, N-hiperglikozilinimo galima i8vengti arba jj
apriboti rekombinantinio Seimininko auginimo metu,
pridéjus i augimo terpe egzogeninj agentg (pavyzdZiui,
tunikamicing). Antra, rekombinantinés ar natdralios
kilmés polipeptidai gali buati deglikozilinti arba
cheminiu bidu (pavyzdZiui, veikiant bevandene
trifluormetansulfonine rigs$timi arba bevandeniu fluoro
vandeniliu), arba fermentiniu btdu (pavyzdZiui,
veikiant N-glikanaze, endo-F  arba Endo-H), arba
fizikiniais metodais (pavyzdZiui, veikiant ultragarsu).

Trec¢ia, glikozilinimo atpaZinimo saitas gali bati
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pakeistas arba deletuotas mutagenezés bidu DNR lygyje,
Sitaip i3vengiant 3erdies glikozilinimo ir taip pat
hiperglikozilinimo. Tokie modifikuoti preS+S sekos ASR,
kuriuose atpaZinimo seka pakeista (valdomi tinkamais
promotoriais, kurie yra aktyvis mielése) buvo
transformuoti i mieliy 8Seimininkiy lasteles. Gauti
preS+S polipeptidai yra neglikozilinti. Ketvirta,
galima rasti tokias 3eimininko lasteles, kuriose neéra
biatiny glikozilinimui fermenty - tai pademonstruota ir
Siame i8radime, neapribojant jo apimties. Yra
identifikuotas vienas tokio tipo mieliy kamienas (mnn9-
mutantas) [ Ballou, L. et al., (1980) J.Biol.Chem. 255,
pp 5986-5991], kuris glikozilinimo schemoje neturi
bidtino fermento, reikalingo N-prijungty glikany
prailginimui (hiperglikozilinimui); cheminiai tyrimais
parodé, kad S3is mutantas gamina monoproteinus Dbe
iSorinés grandinés manozés liekany, turindius tik
"Serdinius" angliavandenius [ Ballou, C.E. et al.,
(1986), Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 83, pp 3081-3085;
Tsai, P. et al., (1984) J.Biol.Chem. 259, pp 3805-
3811] . S arba preS+S atviras skaitymo rémelis

(transkripcija valdoma tinkamais promotoriais, kurie
aktyviis mielése) buvo panaudotas siekiant transformuoti
tokias mnn9- mutantines mieles. Gautas preS+S
polipeptidas turi tik "Serdinius" angliavandenius 1ir

néra hiperglikozilintas.

Nors S polipeptidai, ekspresuojami mielése, néra nei
glikozilinti, nei hiperglikozilinti, i3 Juy sudarytose
dalelése yra daug iterpty angliavandeniy, kilusiy i3
mieliy manopeptidy. Todél mieliy lastelese, kurios
negali hiperglikozilinti, ekspresuojant S polipeptidus
ir preS turin&ius polipeptidus, gaunamos 22nm daleles,

turin&ios maZesni kieki angliavandeniy.

S. cerevisiae sistema pasirode gana universali

ekspresuojant imunologiSkai aktyvias 22nm daleles. Sios
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dalelés vakcinos pavidalu pasirode galinios visiskai
apsaugoti Simpanzes nuo uZkretimo gyvu HBV. Be to,
klinikiniai tyrimai Zmonéms parode, kad mielése
sintetintas HBsAg toks pat efektyvus, kaip ir i3
plazmos pagamintas HBsAg. Taigi galimybé panaudoti
S. cerevisiae sistemg rekombinantiniam HBsAg sintetinti
yra irodyta.

Daugelyje rekombinantiniy mikrobiniy ekspresijos
sistemy daugelio jvairiy polipeptidy sintezé pasirode
esanti kenksminga Seimininko lastelei. Del to
egzistuoja pastovus selekcinis spaudimas pried tokiy
polipeptidy ekspresija, pasireiskiantis tuo, kad
didinant rekombinantines kultGros auginimo masta
terpéje kaupiasi tik tos lastelés, kurios nustoja
gaminti svetimg baltymg arba gamina jo taip maZai, jog
kultaros kultivavimas tampa ekonomidkai nenaudingas.
Kai kuriais atvejais lastelés taip stipriai pakenkia-
mos, kad ekspresuojant su stipriu konstitutyviniu
promotoriumi, transformuotos lasteles selekcijos
lek3Stelése nesugeba daugintis ir sudaryti kolonijy. 3iy
Zalingy efekty galima i8vengti naudojant indukuojamus
promotorius, valdan€¢ius tokiy polipeptidy sinteze.
S. cerevisiae mielése yra nemaZai indukuojamy geny.
Keturios gerai iStyrinétos indukuojamy geny sistemos
yra galaktozés isisavinimo genai (GAL), alkohol-
dehidrogenazeés 2 genas (ADH2) , alfa poravimosi

faktoriaus genas ir pho5 genas.

S. cervisiae mielés turi 5 genus, kurie koduoja fer-
mentus, atsakingus uz galaktozés, kaip anglies
Saltinio, reikalingo augimui, }sisavinimg. Genai GAL1,
GALZ, GALS, GAL7 ir GAL10 atitinkamai koduoja galakto-
kinaze, galaktopermeaze, pagrindinij fosfoglutamutazeés
izozimg, alfa—D—galaktoz—l—fosfatidiltransferaze ir
uridindifosfogalaktoz-4-epimeraze. Kai terpeje néra

galaktozeés, 3iy fermenty ekspresuojama labai maZai. Jei
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lasteles auginamos ant gliukozés ir po to i terpe
pridedama galaktozés, 3$ie trys fermentai koordinuotai
indukuojami maZiausiai 1000 karty daugiau (i3skyrus
GAL5, kurio indukuojama 5 kartus daugiau) negu RNA
transkripcijos lygis. Genai GALl, GAL2, GALS5, GAL7 ir

GAL10 buvo klonuoti ir sekvenuoti. Regquliatorinés ir

promotorinés sekos i3 atitinkamy koduojanciy regiony 5'
pusés buvo patalpintos $alia lacZ geno koducjancio
regiono. Siais eksperimentais buvo nustatytos regu-
liatorinés ir promotorinés sekos, kurios reikalingos ir

kuriy pakanka indukcijai galaktoze.

S. cerevisiae mielés taip pat turi 3 genus, kuriy
kiekvienas koduoja alkoholdehidrogenazés (ADH) izozimg.
Vienas i$§ 8iy fermenty, ADHII, atsako uZ S. cerevisiae
mieliy sugebéjimg isisavinti etanoli kaip anglies
Saltini oksidatyvinio augimo metu. ADHII geno, kuris
koduoja ADHII izozimg, ekspresija kataboliskai
represuoja gliukozé taip, kad fermentinio augimo metu,
esant 0.1% (svoris/turis) gliukozés, fakti3kai nevyksta
ADH2 geno transkripcija. Pasibaigus gliukozei ir esant
terpéje nerepresuojantiems anglies Saltiniams, ADH2
geno transkripcija indukuojama nuo 100 iki 1000 karty.
8is genas buvo klonuotas bei sekventuotas ir buvo
nustatytos reguliatorinés bei promotorinés sekos,

bitinos ir pakankamos transkripcijos derepresijai.

Alfa poravimosi faktorius yra S. cerevisiae lytinis
feromonas, kuris reikalingas MATalfa ir MATa lasteliy
poravimui. Sis tridekapeptidas ekspresuojamas kaip

preproferomonas, nukreipiamas i gruby endoplazminj

retikuluma, glikozilinimas ir proteolizeés bidu
procesuojamas 1iki galutinio brandaus baltymo, kurij
sekretuoja lasteles. Sis biocheminis kelias yra

naudojamas kaip svetimy polipeptidy ekspresavimo
strategija. Alfa poravimosi faktoriaus genas buvo

klonuotas ir jo promotorius su pre-pro-lyderine seka
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buvo panaudotas jvairiy polipeptidy ekspresijai ir
sekrecijai. Analogiskai, pasirode, kad pho5 geno
promotoriy galima indukuoti, esant Zemoms fosfato
koncentracijoms - tai irgi buvo panaudota fiziologiniu

baddu reguliuojamai svetimy baltymy ekspresijai mielése.

Kaip ir buvo galima numatyti, svetimi baltymai,
pereidami gruby endoplazmini retikulumg ir Golgi
aparata, gali patirti N- ir O-glikozilinimg. Alfa
poravimosi faktoriaus promotorius yra aktyvus tik alfa
fenotipo lastelése. S. cerevisiae yra 4 genetiniai
lokusai, vadinami SIR, kurie sintetina baltymus,
reikalingus paprastai tylindiy a ir alfa informaciniy

kopijy represijai.

Bent vienas i3 8iy lokusy turi tokius geny produktus,
kurie pasiZymi temperatirai jautriom mutacijom ir
trukdo tokiai represijai. Tokiame mutante augimas,
esant 35°C, paSalina represija, dél to 1lgsteliy
fenotipas pasidaro a/alfa ir alfa poravimosi faktoriaus
promotorius tampa neaktyvus. SumaZinus temperatiirg iki
23°C, lasteliy fenotipas pasikei&ia 4§ alfa ir
promotorius tampa aktyvus. Buvo parodytas kamieny su
temperaturai jautria SIR mutacija panaudojimas keleto

svetimy baltymy kontroliuojamai ekspresijai.

Sio i3radimo tikslas yra pateikti HBV pavirZiaus
baltymg, sudarantj daleles, kuriose yra Zymiai
sumaZintas jterpty angliavandeniy kiekis. Kitas 3io
isradimo tikslas - pateikti buadsg, kaip mielése
susintetinti HBV pavirZiaus baltyma, kuris sncdaas
daleles, ir kuriame yra Zymiai sumaZintas iterpty
angliavandeniy kiekis. Papildomas $io i%radimo tikslas
- pateikti vakcing prie$ HBV, i kurios sudéti ieina HBV
pavirSiaus baltymas, sudarantis daleles, kuriose yra
Zymiai sumaZintas jterpty angliavandeniy kiekis ir kuri

skirta tiek aktyviam, tiek pasyviam susirgimo ir/arba
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infekcijos, kilusios del HBV  ar kito agento,
serologisdkai artimo HBV, gydymui arba profilaktikai.
Kitas 3io i8radimo tikslas yra pateikti salygas
rekombinantiniy lasteliy kultivavimui dideliu mastu ir
rekombinantiniy HBV pavir$iaus baltymy valymui. Sie ir
kiti 8io i3radimo tikslai taps ai3kis 18 Zemiau

pateikiamo apraSymo.

HBV pavir3iaus baltymai buvo ekspresuoti su didele
iSeiga rekombinantinése mielése, kurios genetiskai
negali glikozilinti baltymy. HBV pavir$iaus baltymy
ekspresija mielése salygoja charakteringy daleliy
susidaryms. Tokioms daleléms susidarant mieliy
lastelése, i jas isiterpia mieliy lasteliy medZiagos.
Naudojant kaip Semininka "laukinio" tipo mieles, |
HBsAg daleles jsiterpia didelis kiekis mieliy lagsteliy
angliavandeniy. Siekiant i%vengti HBV vakcinos, kurig
sudaranciose dalelése yra didelis angliavandeniy
kiekis, HBV pavir$iaus baltymai buvo gaminami ir valomi
i3 rekombinantiniy mieliy 3eimininko, kuris genetiskai
negali glikozilinti baltymy. HBV pavir3iaus baltymai,
kuriuos gamina toks 3eimininkas, turi Yymiai maZiau
angliavandeniy negu dalelés, pagamintos "laukinio" tipo
mieliy lastelése. Sie HBV pavir$iaus baltymai yra
naudingi kaip vakcina, skirta su HBV susijusiy
infekcijy gydymui ir/arba profilaktikai, ir kaip
antigenas imunologinei diagnostikai, pasiZymintis
suma®intu reaktingumu gamtoje sutinkamy antimieliniy

antikiny atzZvilgiu.
TRUMPAS FIGOROS APRASYMAS

Fig.l schemati3kai parodyta plazmideé pCl/1pGAL10HBsAg-
tADH-1, i kurios sudéti ieina pGAL1l0 promotorius,
valdantis HBsAg ASR transkripcija, po to seka

+tADH1 terminatorius ir selektyvus markeris LEU2+.
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8is i3radimas apra3o metodsy, skirta gaminti HBV
pavir3iaus baltymy daleles, i kuriy sudéti jeina Zymiai
sumaZintas jterpty angliavandeniy kiekis, ir kurios

skirtos naudoti kaip vakcina pries HBV.

Dane dalelés (stereotipas adw) buvo panaudotos HBV
nukleino rigsdiy iSskyrimui is virusinio ASR.
Specialistams akivaizdu, kad %is i3radimas apima taip
pat nukleino ritg3tis i% HBV kamieny giminingy virusy,
pasiZymin&iy kitokiu serologiniu reaktingumu, kuris
salygojamas virusy genetikos jivairoveés. Siekiant
pagaminti kovalentidkai sujungtas Ziedines dvigrandes
HBV genomo DNR i3 sutrikinéjusiy ir turinéiy tarpus
nukleino rdg3&iy, kurios natyvioje formoje aptinkamos
HB wvirione, buvo panaudota endogeniné polimerazine
reakcija. DNR buvo i8skirta, visiskai suskaldyta
naudojant EcoRI ir klonuota j PBR322 EcoRI saita, tokiu
bidu buvo gauta pHBV/ADW-1. Buvo atrinktos
rekombinantinés plazmides, i kuriy sudéti ieina HBV
genomas, cirkuliariai sukeista forma PreS regiono EcoRI
saite. Pilnas ACR, koduojantis 55 amino ragitis i3
preS2 regiono, ir 226 amino ragstis i8 S regiono, i3
pradZiy buvo sukonstruotas iSgryninus 0.8 kilobaziy
pory (kbp) fragmenta, gauta suskaldZius pPHBV/ADW-1 su
EcoRI ir AccIl; 3is fragmentas koduoja preS2+s
polipeptids, kuriame tetrahidrofurane triksta tik
iniciacijos kodono, trijy N-galo amino rag3&iy, trijy
C-galo amino rags&iy ir transliacijos terminavimo

kodono.

Buvo susintetinti oligonukleotidai, kurie buvo liguoti
su Siuo fragmentu, paversdami jJi 1 HindIII fragmenta,
turinti 10 bp mieline netransliuojamg 5' supandig sekgq,
ir pilnas preS2+S ASR buvo parinktas taip, kad
terminavimo kodonas baty prijungtas tiesiog prie
naturalaus HindIII saito ADH1 transkripcijos

terminatoriuje, tuo badu sukuriama i%tisai natyvi
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mieliné jungtis, kurioje néra jokiy papildomy jterpty
baziy. Specialistams akivaizdu, kad, norint ekspresuoti
HBV pavir$iaus ir jam giminingus baltymus, ADH1 gali
pakeisti bet koks tinkamas aktyvus mielése trans-

kripcijos terminatorius.

5' supanti seka konstrukcijai ACAAAACAAA (SEKOS NR:1)
1 10

buvo parinkta taip, kad atitikty mieliy geno
GAP63 (GAP) netransliuojama lyderine sekg (NLS)
[ Holland, J. Biol. Chem., 225, 2596 (1980)], ji taip

pat turi tikti visai GAP geno 3eimai. Konstrukcija buvo

atlikta taip, kad NLS galima baty prijungti tiesiai
prie preS2+S ASR inicijavimo kodono ir tokiu bidu
i3vengti iterpty papildomy baziy. Todél specialistams
akivaizdu, kad, siekiant ekspresuoti HBV pavir$iaus
baltymus, NLS galima pasirinkti ir i3 kity seky, kurios

salygoja tinkamus ekspresijos lygius.

DNR sekos analizé atskleidé du baziy pakeitimus, kurie
salygoja amino rig3&iy skirtumus sekoje, kurig koduoja
pHBpreSGAP347/19T DNR, lyginant preS2+S seka
[ Valenzuela et al., Biotechnology, 3(4), 317-
320 (1985)] . Siekiant, kad abiejose konstrukcijose

polipeptidai bity identidki, S$ie nukleotidy pakeitimai,
pbitent, T vietoj C HBV preS2+S ASR 64-oje bazéje i3
846 bp (koduojanti Phe vietoj Leu) ir C vietoj A bazéje
352 (koduojanti His vietoj Gln), buvo padaryti sait-
mutagenezés bidu [ Zoller et al., Nucleic Acids Research
10:6487-6500 (1982)] . Po to 8i optimizuota koduojanti

amino rag3&iy seka buvo patikrinta. Specialistams
akivaizdu, kad 3is i3radimas neapsiriboja $ia seka ir
apima bet kuria seka, kai DNR koduoja polipeptidus,

pasiZzymin&ius HBV giminingu antigeniSkumu.
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Didelis 3.3 kpb DNR fragmentas, i kurio sudéti ijeina
pPUC19 ir HBsAg koduojantis regionas, buvo atskirtas nuo
preS2 koduojané&io DNR fragmento suskaldZius ji
restriktazémis EcoRI ir StyI ir i3gryninus prepa-
ratyvine agarozés gel elektroforeze. Sintetinis DNR
oligonukleotidas po to buvo liguotas su pUC19-HBsAg
fragmentu. Sintetinis DNR oligonukleotidas turi 5
EcoRI ir 3' StyI lipnius galus, taip pat HindIII saita,
kuris yra &ia pat uZ 5°' EcoRI saito. Be to, sintetinio
DNR oligonukleotido sudétyje yra HBsAg ATG kodonas,
9 nukleotidai aukséiau ir 21 nukleotidas Zemiau,

iskaitant Styl saita.

Sis oligonukleotidas rekonstruoja pilna HBsAg
koduojanti regiong ir jgalina ji po to nepaZeistay
paSalinti i3 vektoriaus, sukonstruoto pUC19 pagrindu,
skaldant HindIII.

pUC19-HBsAg DNR fragmentas su liguotu sintetiniu DNR
oligonukleotidu, apra3ytu auk§&iau, buvo panaudotas

E. coli transformacijai. Buvo parinktos rekombinantinés

plazmides, turincéios visidkai rekonstruotg HBsAg
koduojanti regiona. Pilnas HBsAg atviras skaitymo
remelis (ASR) buvo paSalintas i% rekombinantines

plazmidés, skaldant HindIII, po to buvo iSskirtas ir
preparatyvine agarozes gel-elektroforeze iSvalytas
0.7 kpb HBsAg DNR, skirtas klonavimui i

GALl10 promotoriaus ekspresijos vektoriy.

Ekspresijos kaseté (pGAL10-tADH1) valdo svetimy genuy,
lterpty ties unikaliu HindIII saitu, Zemiau uZ
galaktoze indukuocjamo GAL10 promotoriaus, ekspresijga.
AukS&iau apra3ytas HBsAg ASR (turintis gale HindIII)
buvo liguotas i  vektoriaus  HindIII saitgy. Si

ekspresijos kasete buvo iterpta tarp E. coli

Saudyklinio vektoriaus pC1l/1 (Beggs, supra) Sphl saity,
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o pats vektorius buvo jterptas i S. cerevisiae kamienus

CF52 arba CF54 ir buvo atrinkti transformuoti klonai.

Po mutagenezés fragmentas, koduojantis § arba preS+S,
apradytas auk3&iau, buvo panaudotas ekspresijos kasetei
konstruoti, kaip tai jau apraSyta anks&iau [ Kniskern et
al., Gene, 46:135-141 (1986)] , kuri sudaryta 1is: (a)
mazdaug 1.1 kbp GAP491 promotoriaus, (b) 10 bp mielinés
supan&ios sekos, (c) 1230 bp preSl+preS2+S virusinio
ASR arba 846bp preS2+S virusinio ASR arba 681 bp S
virusinio ASR, ir (d) maZdaug 0.4 kbp mielinio ADH1

terminatoriaus.

Trys skirtingi ekspresijos vektoriai buvo panaudoti
konstruojant HBsAg ekspresijos kasetes. GAP 491
promotoriaus ekspresijos kasete, kuri buvo apradyta
anks&iau [ Kniskern et al., Gene, 46:135-141 (1986)]1,
sudaryta i3 maZdaug 1.1 kbp gliceraldehid-3-fosfat-
dehidrogenazés (GAPDH) promotoriaus ir maZdaug 350 bp
mieliy alkoholdehidrogenazés I (ADH1) terminatoriaus
pBR322 grandinéje, ir kuri turi unikaly HindIII saitg
tarp promotoriaus ir terminatoriaus. HBsAg ASR i3
pav.2 buvo liguotas i unikaly HindIII saitg, o analizé
restrikcijos endonukleazémis ir Southern blotas

patvirtino jo buvimg ir orientacija.

Naudojant kita varianta, (0.5 kbp) GAL10 promotorius
[ Schultz et al., Gene, 25:113—123 (1987)] buvo

pakeistas 1.1 kbp GAP promotoriumi is auk3&iau

nurodytos konstrukcijos, arba (1.25 kbp) ADH2
promotorius [ Kniskern et al., Hepatology, 8:82-

87 (1988)] buvo pakeistas GAP promotoriumi (Zr. pav.l).

Kiekvienu atveju ekspresijos kasete, kurios sudetyje
yra specifinis promotorius, HBsAgASR ir
ADH1 terminatorius, buvo klonuota i 3Saudyklinj vektoriy

pCl/1 (Beggs, supra; Rosenberg, et al., supra),
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siekiant sukurti mielinj ekspresijos vektoriy, kuris
buvo panaudotas S. cerevisiae transformacijai, kaip tai
apradyta Zemiau. $ie transformantai buvo pateikti kaip
uzsaldyti pavyzdZiai analizei ir vélesniems
eksperimentams. Parentalinis kamienas CF52 buvo gautas
tokiu biddu: alfa poravimo tipo kamienas CZ5/LB347-1C
(mnn9-, .SUCZ-) buvo suporuotas su a tipo kamienu 2150-
2-3 (leu2-, adel-), maiSant kamienus lék3teléje su YEHD
pilna terpe. Siekiant atrinkti diploidus, suporuoti
kamienai buvo replikuoti i leu- minimalig terpe,
turinc¢iag 2% sukrozes, kaip vieninteli anglies Saltinij,.
Atskiros kolonijos buvo atskirtos, diploidai sporuliavo
ir ascitai buvo suardyti standartiniais biidais. KHY-

107 kamienas buvo iSskirtas kaip spora ir apibidintas

kaip cir’, adel®, leu2” ir mnn9 (naudojant Sifo daZymo
technikag) .

KHY107 (cir 0) yra kamieno KHY107 (cir’) darinys, kaip
tai apra8yta Broach darbe [ Methods in Enzymology, 101,
Part C, 307-325 (1983)] . Pagydytas kamienas buvo

padarytas ura3’ integruojant suskaldytg ura3 geng.

Gautas kamienas KHY-107ura3A buvo auginamas turtingoje
terpeéje, siekiant akumuliuoti spontanines mutacijas.
Buvo atrinktas kanavaninui atsparus mutantas. Komple-
mentariais testais parodyta, kad mutantinis kamienas
CF55 yra canl . Siekiant gauti galutini Seimininko
kamieng CF52 (Mata leu2-2, 112 ura3Acanl his3A: :GAL10pGAL4-
URA3, cir’), GAL10pGAL4 ekspresijos kaseté buvo integ-
ruota i CF55 HIS3 genag [ Methods in Enzymology, 185,

297-309 (1990)] . Sie transformantai buvo pateikti kaip
uzSaldyti pavyzdZiai analizei ir vélesniems
eksperimentams.

Rekombinantinés mielés i3 uzsaldyty pavyzdZiy buvo
auginamos YEHD terpéje [Carty et al., J. Industrial
Microb., 2:117-121 (1987)] . Po auginimo stacionarioje

fazéje mieliy lastelés buvo surinktos. Buvo paruosti
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lizatai, kurie frakcionuoti natrio dodecilsulfato
poliakrilamidino gelio elektroforeze (SDS-PAGE) ir
atliktas imunoblotingas su antikinais prie$ HBsAg. Buvo
rastas vienas polipeptidas, kurio molekulinis svoris
yra maZzdaug 24 kD, o tai atitinka prognozuojamg S ASR
transliacijos produkto molekulinij svorij. Be to,
rekombinantiniy (o ne parentaliniy) mieliy lizatai buvo
teigiami S atZvilgiu pagal radiocimunine analize
(Ausria®). Dalinai valyty mieliy lizaty tyrimas
elektroninés mikroskopijos metodais parodé dideles

tipidky HBsAg daleliy sankaupas.

Mielinis promotorius inicijuoja HBsAg ir jam giminingy
geny transkripcija. Todél specialistams akivaizdu, kad
bet kuri mielése aktyvi promotoriné seka (pavyzdZiui, i
kurios sudéti ijeina GALl1l, GAL10, ADH2, Pho5 ir kt.,
ta&iau vien tik Jjais neapsiribojant) gali pakeisti
GAP491 promotoriy. Taip pat specialistams akivaizdu,
kad tinkama analizés sistema, pavyzdZiui,
imunoblotingas arba EIA, turi biti panaudota HBsAg arba
giminingy polipeptidy ekspresijos analizei Sioje
sistemoje, optimizuojant kultdros kultivavimo laika,

kad baty gauta maksimali i3eiga.

GAP491 promotorius pasirodé labai tinkantis svetimy
baltymy, tarp ju HBsAg, ekspresijai mielése [ Bitter et
al., Gene, 32:263-274 (1984); Wampler et al.,
Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 82: 6830-6834 (1985)] .

Remiantis midsy ankstesniais rezultatais, kuriy metu

HBsAg ekspresija sudaré beveik 40% nuo tirpiy mieliy
baltymy (Kniskern et al., supra), mes panaudojome §j
promotoriy HBsAg ir panasiy baltymy ekspresijos

valdymui tinkamose mielinio Seimininko lastelese.

Specialistams akivaizdu, kad mieliy kamienas, tinkamas
HBV pavir8iaus baltymo ekspresijai, parenkamas i3

daugybés kandidaty. Tarp tinkamy mieliy kamieny galima
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paminéti, tuo neapsiribojant, mieles, pasiZymin&ias
tokiomis genotipinémis ir fenotipinémis charakteris-
tikomis, kaip proteaziy deficitas ir pakeistas
sugebéjimas glikozilinti.

Siekiant kontroliuoti ir charakterizuoti rekombi-
nantiniy mielése ekspresuojamy HBV baltymy gliko-
zilinimg, buvo sukonstruotas, kaip tai parodyta
auks&iau, S. cerevisiae kamienas CF52 (Mata leu2-2,
112 ura3Acanl his3A::GAL10pGAL4-ura3, cir’).

Kamieno CF52 (Mata leu2-2, 112 ura3Acanl his3A::
GAL10pGAL4-ura3, cir’) transformacijai buvo panaudota
plazmidé pCl/1pGAL10HBsAg-tADH-1. Transformuoti klonai

buvo atrinkti minimalioje (leu’) terpéje, kurios

sudétyje yra 1M sorbitolis. Klonuoty transformanty
pavyzdZiai buvo uZ8aldyti 17% glicerine tolesniems

tyrimams ir eksperimentams.

Siekiant gauti kontrolini kamieng "laukinio" tipo
glikozilinimui, ta pati ekspresijos plazmidé buvo
panaudota transformuoti mieliy kamiena CF54, kuris
Zinomais metodais buvo iSskirtas i3 kamieno CF52, ir
yra savaiminis revertantas j MNN9+ (taigi pagal
glikozilinima $is kamienas yra "laukinio" tipo, o
visais kitais atZvilgiais jo genotipas identiZkas
kamienui CF52). Transformuoti klony izoliaty pavyzdzZiai
buvo uZ3aldyti 17% glicerine tolesniems tyrimams ir

eksperimentams.

Transformuoty mieliy, turin&iy ekspresijos plazmides,
klonai buvo patalpinti 3§ leu- selektyvias agaro
léksteles {kuriose mnn9-transformantams jdéta 1M
sorbitolio) ir inkubuoti 2-3 dienas, esant 30°C. &ios
mielés buvo inokuluotos i kompleksines YEHD (Carty et
al., supra) terpes, turinéios 0.1-1M sorbitolio,
kultiras (5-7 ml), kartu pridedant 2% galaktozeés
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GAL10 plazmidems. Kultiiros inkubuojamos esant aeracijai
ir 30°C 12-18 val. Kolbos, turincéios 50 ml kompleksinés
YEHD terpés su 1M sorbitoliu (toliau vadinamos YEHDS),
buvo inokuliuotos auk3&iau minétomis kultfiromis (iki
pradinio Age=0.1) 1ir buvo inkubuojamos esant 30°c
purtant (350 rpm) 48-72 valandas iki galutinio Agy,,=10-
16. PavyzdZiai, turintys 10 A, vienety, buvo padalinti
i, megintuvelius ir mieliy lastelés buvo tabletuotos
centrifuguojant 10 minudiy esant 2000 g. PavyzdZiai
buvo analizuojami i3 karto arba saugomi uZ3aldyti esant
-70°C. Analizei tabletes resuspenduojamos 0.4 ml
fosfatiniame druskos buferyje (PBS), turindiame 2mM
fenilmetilsulfonilo fluorido (PMSF), ir perkeliamos i I
1.5 ml Ependorfo mégintuvélius. Mieliy lasteles
homogenizuojamos taip: 1) pridéti 200-300 g plauty
stikliniy karoliuky (0.45 nm) ir maisSyti 15 min. Vortex
tipo maisikliu, 2) prideti TRITON X-100 iki 0.5%, 3)
maisyti 2 min. Vortex tipo mais3ikliu, 4) inkubuoti
10 min. esant 4°C. Lasteliy nuolauZos ir stiklo
karoliukai buvo atskirti ir supernante nustatomas
baltymo kiekis [ pagal Lowry et al., J. Biol. Chem.,
193, 265 (1951)] ir atliekama pre2S+S specifine RIA
[ Hansson et al., Infect. Immunol., 26: 125-130, (1979),
Machida et al., Gastroenterology 86: 910-918 (1984)]
arba S specifiné RIA (AUSRIA®).

Transformuoty mieliy mnn9, turindéiy ekspresijos
plazmides, klonai buvo patalpinti i leu- selektyvias
agaro léksteles, kuriose yra 1M sorbitolio, ir
inkubuoti 2-3 dienas, esant 30°c. 8Sios mielés buvo
inokuliuotos i kompleksinés YEHDS terpés kultiras (5-
7 ml), kartu pridedant 2% galaktozés GAL10 promotoriaus
plazmidéms. Kultaros inokuliuojamos is auks&iau
nurodyty kultiry (iki pradinio A,,,=0.1) ir inkubuocjamos
esant 30°C 48-72 val. purtant (350 rpm) iki galutinio
Ago=10-16. Trys rinkiniai pavyzdZiy i8S 10 A4y, vienety

buvo padalinti i meégintuveélius ir mieliy lagstelées buvo
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tabletuotos centrifuguojant 10 minu&iy esant 2000 g.
PavyzdZiai buvo analizuojami i3 karto, kaip apradyta

aukS8¢iau, arba saugomi uZSaldyti esant -70°%C.

Polipeptido, gauto Seimininko 1lastelése su mnn9-
fenotipu i8 wvisy rekombinantiniy klony, aprasyty
auk3&iau, imunoblotingas rodé vieng juostele, kuri

atitinka maZdaug 24 kD molekulini svorij.

Rekombinantiniy baltymy kiekybinis ir kokybinis
glikozilinimo profilis labai priklauso nuo 3eimininko
lastelés ri3ies, o ra3ies viduje - nuo 1lasteliy
linijos. Specialistams akivaizdu, kad Seimininko
kamiena galima pasirinkti ne tik i3 S. cerevisiae, bet
ir is$ kity ra8iy ir lasteliy linijuy, kuriose gali bati
identifikuotos fermenty ir glikozilinimo metaboliniy
keliy mutacijos. Specialistams taip pat akicaizdu, kad
Seimininko kamiena pasirenkant i3 S. cerevisiae, galima
rinktis i3 visy kamieny, kuriuose gali biti
identifikuotos fermenty ir glikozilinimo metaboliniy

keliy mutacijos.

Transformuoti klonai buvo patikrinti ar turi HBsAg DNR
ir ar ekspresuoja p24 HBsAg. Lastelés buvo auginamos
YEHDS terpeéje (i jos sudeti taip pat ieina galaktoze,
skirta GAL10 promotoriaus plazmidai, siekiant indukuoti
ekspresija po gliukozés suskaldymo). Buvo paruosti
lizatai, kurie buvo frakcijonuoti natrio dodecilsulfato
poliakrilamidinio gelio elektroforeze (SDS-PAGE), ir
atliktas Western blotas ant nitroceliuliozés. Remiantis
tuo, kad p24 produktas rastas tik indukuotuose
transformantuose bei jo reakcija su anti-p24 serumu,
buvo nustatyta, kad p24 produktas yra specifiskas S
baltymui. Vienas 15 35iy klony buvo parinktas tolesnei
analizei. Be to, transformanty lizatai {(bet ne
parentalines S. cerevisiae lizatai) buvo tegiami HBsAg

atZvilgiu, analizuojant RIA metodu.
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Tuo pabréZiamas ekspresijos vektorius, naudojandio

GAL10 promotoriy, tinkamumas valdyti HBsAg ir jam

artimy pavirSiaus baltymy ekspresija S. cerevisiae
mielése. Specialistams akivaizdu, kad reguliuojamas

GAL10 promotorius, arba GALl, GALZ, GAL7 arba
MELl promotoriai, kurie veikia identiSkai, igalina
auginti rekombinantine S. cerecisiae kultirg
pramoniniais tiriais prie3 inicijuojant rekombinantinio
baltymo sinteze, taip sumaZinami neigiami efektai,
kuriuos patiria Seimininko lastele. Be to,
specialistams akivaizdu, kad ekspresijos vektorius,
kurio sudétyje yra kitas reguliatorinis promotorius,
tarp jy ADH2 ir alfa poravimosi faktorius (ta&iau vien
jais neapsiribojant), kurie indukuojami fiziologiskai
arba derepresuojami kitomis priemonémis, gali biati
panaudotas tiesioginei S ir preS turindiy peptidy
ekspresijai. Specialistams taip pat akivaizdu, kad
silpnesnis nei GAPDH konstitutyvinis promotorius, tarp
ju, bet neapsiribojant juo, CYC1l, salygoja Zemesne S ir
preS turin&iy polipeptidy ekspresija, taigi taip pat
galima iSvengti neigiamy superekspresijos fiziologiniy
efekty. Specialistams akivaizdu, kad turi biati
naudojama tinkama analizés sistema, pavyzdZiui, Western
blotas arba RIA, norint sekti 3ioje sistemoje S ir presS
turindiy polipeptidy ekspresija ir optimizuoti

kultivavimo laika, siekiant gauti maksimalig iSeigs.

S ir S giminingy baltymy i¥ transformuoty S. cerevisiae
valymui buvo panaudota imunoafininé kolonélé, prie
kurios prijungti oZkos antikinai, atpaZistantys HBsAg
daleliy forma. Eliuuojamas produktas yra teigiamas
HBsAg atZvilgiu, analizuojant RIA, ir sudaro daleles,
stebimas per elektronini mikroskopa. Tokia daleliy
forma, i kurios sudéti ieina HBsAg ir preS antigenai,
arba vien tik HBsAg antigenas, yra efektyvi kaip

vakcina prie$ HBV ir kaip diagnostinis reagentas.
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Mieliy lastelés, transformuotos ekspresijos vektoriais,
koduojan&iais hepatito B viruso pavir3iaus baltymg arba
jo variantus, kultivuojamos ir surenkamos. Kai to
reikia, lastelés saugomos praplovus jas buferio
tirpalu, pavyzdZiui, PBS, ir paruoSiant lgsteliy pasta,
kuri paprastai laikoma uZ$aldyta prie -70°%C.

HBsAg ir jam artimy baltymy valymas apraSytas Zemiau.
SvieZios arba uZ3aldytos 1lasteliy pastos partija
suspenduojama buferyje, labiau tinka TRIS'as, esant
dideliam pH nuo maZdaug 8.5 maZdaug 11.0, labiau tinka
pH 10.5 (buferyje taip pat gali biti tinkamy proteaziy
inhibitoriy). Lastelés suardomos, tam labiau tinka
mechaninés priemonés. 3velnus lasteliy ardymo metodas,
panaudojant stiklo karoliukus, pasirodé netinkamas
dirbant dideliais mastais. Labiau tinka ardymas,
naudojant didelio slégio homogenizatoriy (mazZzdaug nuo
10000 iki 20000 psi, naudojant Gaulin'o arba Stansted'o
homogenizatoriy) - procesa galima vykdyti greitai ir

efektyviai.

SuardZius mieliy lasteles, gaunamas grubus ekstraktas.
Toliau 3Sio ekstrakto pH koreguojamas taip, kad pH
reik3mé biaty nuo 8.0 iki 11.0 labiau tinka reiksme
10.5.

Sioje stadijoje gali prireikti pridéti i gruby
ekstraktg detergento. Pridéjus detergento lengviau
atskirti mieliy lasteliy membranas nuo nepageidaujamy
lasteliy nuolauZy. Parodyta, kad preS2+S baltymas, taip
pat ir kitos pavirSiaus baltymy formos, gali
asocijuotis su mieliy lasteliy membranomis. Gali buti
panaudota daugybé neutraliy arba nejoniniy detergenty,
tarp Jju, bet vien jais neapsiribojant, TRITON-N
serijos, TRITON-X serijos, BRIJ serijos, arba EMASOL

serijos detergentai, deoksicholatas, oktilglukopirano-
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zidas arba NONIDET-Np-40. Cviterjoniniai detergentai,
tokie kaip CHARPS arba CHARPSO, yra naudingi ir tinkami

agentai.

Jei detergentas naudojamas, labiau tinka detergentas
TRITON X-100, kurio koncentracija yra maZdaug 0.5%.
Reikia pabréZti, kad dirbant pagal %io iSradimo metods,

detergento naudojimas 3ioje stadijoje néra biatinas.

Toliau ekstraktas gali biuti apdorojamas termiskai, jei
lizuojant nebuvo jdéta proteaziy inhibitoriy. Terminis
apdorojimas yra efektyvus pladiose tempetardros ir
apdorojimo trukmes ribose. DaZniausiai naudojama
temperatira nuo 45 iki 60°C, labiau tinka 50°C. Terminio
apdorojimo trukmé paprastai yra nuoc 20 iki 40 min.
labiau tinka 30 min. Ekstraktas apdorojamas termiskai
tinkamame inde, kuris panardinamas i 3ildoma vonig,
arba naudojamas Silumokaitis. MedZiaga pe to at3aldoma
iki 10°C, labiau tinka at3aldyti panardinant i ledinio
vandens vonig arba naudojant 3ilumokaitij,. Specialistams
akivaizdu, kad pagal 3io i3radimo metoda terminio
apdorojimo stadija ir nuolauZy pa3alinimo stadija gali
biti sukeistos vietomis be pastebimy Sios operacijos
pasekmiy. Antai: sveikos mieliy 1lastelés 3ildomos
neutralaus pH  buferyje, suardomos ir pridedamas

detergentas, kaip tai aprasyta auk3&iau.

Lasteliy nuolauZy paSalinimas i3% termiskai apdoroto
grubaus ekstrakto yra biitinas norint iSvengti fizines
okliuzijos tolimesniy valymo stadijy metu. NuolauZos
paSalinamos centrifuguojant, mikrofiltruojant arba
filtruojant - taip gaunamas skaidrus ekstraktas.
Centrifugavimas ir mikrofiltravimas vyra labiausiai
tinkami metodai. Centrifugavimo trukmé ir kiti
parametrai gali buti labai jvairas. Buvo nustatyta, kad
tinkami centrifugavimo parametrai vyra tokie: 3000 g

15 min esant 4°C. Gali bati naudinga pried§ centri-
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fugavimg ekstrakta praskiesti, siekiant sumazZzinti
grubaus mieliy lasteliy ekstrakto klampums .
Praskiedimas neturi jitakos tolimesnéms 3ios procediros

stadijoms.

Mikrofiltravimo pranaSumai yra tokie, kad filtravimas
ir dializé vyksta tuo padiu metu. Sioje stadijoje tinka
keli mikrofiltracijos aparaty tipai, pavyzdZiui,
KROSFLO (Microgon Inc.) arba jvairios AMICON arba A/G
Technology tusdiavidurio pluosto kasetés. Labiau
tinkamas mikrofiltravimo metodas yra praleisti
ekstraktg per Prostak Durapore (Millipore) membraninj
mikrofiltracijos aparata, kur pory dydis yra maZdaug
nuo 0.1 mikrono iki 0.2 mikrono, jvado slégimas maZdaug
nuo 2 iki 7 psi, naudojant buferi, i kurio sudéti jeina
0.1M TRIS'o, kurio pH yra apie 10.4, ir maZdaug 0.1%
TRITON X-100.

Centrifugavimo supernatantas arba mikrofiltravimo
filtratas gali biti sukoncentruoti prie3 tolimesne Sios
procediros stadijg. Koncentruoti galima keliais
metodais, tarp juy, bet neapsiribojant vien paminetais,
dialize, filtracija, liofilizacija, ultrafiltracija ir
diafiltracija. Pagal 3i i8radimg labiau tinkamas
koncentravimo metodas yra praleisti nuskaidrinta
ekstraktg per tusdiavidurio pluosto wultrafiltracineg
sistemg su 10° kD riba. Nuskaidrinto ekstrakto tiris
paprastai sumaZéja maZzdaug 6.5 karto, koncentruojant
mikrofiltracijos produkta, ir mazdaug 2 kartus,
koncentruojant praskiesta centrifugavimo produktsy.
Gautas koncentratas retentatas diafiltruojamas norint
pasalinti Zemo molekulinio svorio priemaisas.
Diafiltruojama per tud&iavidurio pluoSto sistema su
10° kD riba.

Jei buvo prideta TRITON X-100, jis gali bati paSalintas

keliais Zinomais metodais, tarp jy (neapsiribojant vien
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jais) dialize, veikiant kai kuriais organiniais
tirpikliais, i$Saldymu, atskiriant chromatiskai 1ir
naudojant gelj arba dervg, kuri specifiskai suri3a
detergentus, tokig kaip Extractogel (Pierce) ir XAD
dervg (Romicon). Pagal 8i i8radimg labiau tinkamas
metodas paSalinti TRITON X-100 leisti termisSkai
apdorota ekstraktg su TRITON X-100 per XAD-2 arba XAD-
4 dervos kasete (polistirolo divinilbenzolgy).
Termi3kai apdorotas ekstraktas cirkuliuoja per XAD
kasete maZdaug 10 valandy 4°C, ir po to surenkamas
tinkamame inde, pavyzdZiui, stikliniame butelyje su

prislifuotu kam3c&iu.

Jei 1lagstelés buvo ardomos buferyje su dideliu pH,
termiskai apdoroto ekstrakto pH arba ekstrakto su
proteaziy inhibitoriais pH koreguojamas maZdaug iki
7.0 - 7.9, labiau tinkama pH reik3mé maZdaug 7.7.
Pakélus pH maZdaug iki 7.7, o po to termiskai
apdoroijus, esant dideliam pH pagal $5i iSradimg, Zymiai
palengvéja apvalkalo baltymy adsorbcija ant silikagelio
su pladiomis poromis, kuris naudojamas tolimesnéje
stadijoje. Koreguoti termiSkai apdoroto ekstrakto pH
galima ir prie§ TRITON X-100 paSalinimo stadijg -
procediros i8eigai tai neturi jokios Jjtakos. Todeél
specialistams suprantama, kad pagal S8Sio i3radimo
metods, pH koregavimo stadijg ir TRITON X-
100 paSalinimo stadija galima sukeisti vietomis ir tai

netures itakos $ios procediros rezultatams.

Po to HBsAg lengvai atskiriamas nuo priemaisy ir
gaunamas gana S$varus HGsAg. Labiau tinkamas priemaisy
paSalinimo metodas yra HBsAg adsorbcija ant silikagelio
su didelémis poromis. Labiausiai tinkamas metodas pagal
§i 1iSradimg yra HBsAg adsorbcija ant silikagelio su
poromis, kuriy dydis siekia nuo 1000 iki
1500 angstremy, o silikagelio daleliy dydis yra nuo

30 iki 130 mikrony (Amicon) . PavirS$iaus baltymas
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lengvai paklitva i silikagelio poras ir jose
sulaikomas. Mieliy lasteliniy baltymy priemaiSos tokiu

atveju lengvai i3plaunamos.

PavirSiaus baltymg sorbuoti ant dideliy pory silika-
gelio galima chromatografifkai arba nechromatografiniu,
batch-metodu. Chromatografiné adsorbcija atliekama
leidZiant ekstrakta, kurioc pH pakoreguotas, per
sluoksnij dideliy pory silikagelio kolonines
chromatografijos aparate. Paprastai per 5 cm kolonéle
su mardkiniais, kurioje telpa apie 300 ml (apie 100 g
sauso svorio) dideliy pory silikagelio sorbento, esant
tekéjimo greidiui apie 200 ml/val, leidZiama maZdaug
1 litras termi3kai apdoroto ekstrakto.

Nechromatografiné adsorbcija ant dideliy pory silika-
gelio paprastai atliekama maiSant termiZkai apdorota
ekstraktg su silikageliu tinkamame inde, pavyzdZiui,
uZdaromame stikliniame butelyje. Labiau tinkamas
metodas yra pridéti 300 ml dideliy pory silikagelio |
maZdaug vieng litrg termi3kai apdoroto ekstrakto
stikliniame butelyje ir inkubuoti nuolat maiSant.
Labiau tinkamos salygos adsorbcijai yra maZzdaug
1.5 valandos esant 4-80C, ta¢iau tinka ir kitokie

laikai bei temperaturos.

ISplauti silikageli, adsorbuojant pavir$iaus baltyma,
nuo neadsorbuoty medZiagy galima nechromatografiniu
bidu, arba silikagelis supilamas i kolonéle, kaip tai
auksCiau aprasyta, skirta chromatografinei adsorbcijai.
Plaunant batch-metodu, termi$kai apdorotas ekstraktas
nupilamas nuc dideliy pory silikagelio ir pridedama
keli tariai Dbuferio, kuris neatpalaiduoja HBsAg,
adsorbuoto ant silikagelio. Tinkamesnis yra  PBS
buferis. Buferis nupilamas nuo silikagelio ir plovimo

operacija pakartojama 3-5 kartus.
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Silikagelis, ant kurio adsorbuotas pavir$iaus baltymas,
plaunamas chromatografiSkai leidZiant per ji PBS, esant
tekéjimo grei&iui 200 ml/val tol, kol ekstinacija prie

280 nm nebekinta.

HBsAg eliuuojamas  nuo nuplauto dideliy pory
silikagelio, naudojant buferini tirpalg, kurio pH yra
tarp 8.5 ir 9.0. Pavir3iaus baltymas geriau desorbuoti
naudojant buferio tirpala, kuriame yra maZdaug 0.05 M
borato, esant pH apie 8.7. HBsAg desorbcija vyksta
lengviau, esant auk3tesnei temperatirai, kurios
diapazonas gali bati labai platus. Labiau tinka vykdyti

desorbcijg esant 55°C temperatiirai.

Nechromatografiné desorbcija atliekama maiSant 1200 ml
0.05 M boratinio buferio (pH 8.7) su maZdaug ml plauto
dideliy pory silikagelio, ant kurio adsorbuotas HBsAg.
Desorbcija trunka maZdaug 25 minutes. Po to eliuatas
surenkamas, desorbcijos stadija pakartojama du kartus

ir eliuatas at8aldomas.

Chromatografiné desorbcija atliekama S$ildant plauto
silikagelio kolonéle su mar3kiniais iki 55°C. Boratinis
buferis (0.05 M, pH 8.7) &Sildomas iki 55°C ir po to
leidZiamas per kolonéleg, esant tekeéjimo greiciui
500 ml/val. Po to eliuatas surenkamas ir atvésinamas.
Eliuato tQiris paprastai yra maZdaug toks pat, kaip ir
termiskai apdoroto ekstrakto tldris, kuris buvo

leidZiamas per kolonéle.

Eliuata HBsAg paprastai reikia sukoncentruoti. Labiau
tinka koncentravimo metodas, kai eliuatas leidZiamas
per tu3&iavidurio pluosSto diafiltracine sistemg su 10°
molekulinio svorio riba, naudojant 0.05 M boratinj
buferi, pH 8.7. Naudojant Sig sistema, eliuuoto

pavir3iaus baltymo tGris paprastai gali bati sumaZintas
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maZzdaug 16 karty. Diafiltracijos retentatas gali bati,
jei to reikia, sterilizuojamas mikrofiltracijos badu.

Angliavandeniy kiekis HBsAg nustatomas Dubois metodu:
Dubois, M. et al., Anal. Chem., 28, pp. 350, 1956. §i
procediira grindZiama tuo, kad paprasti sacharidai,
olisacharidai, polisacharidai ir jy dariniai, tarp ijy
metilo eteriai, turintys laisvas arba potencialiai
laisvas redukuojandias grupes, paveikti fenoliu arba
koncentruota sieros rigs$timi, nusidaZo oranZiniai
geltona spalva. Spalvds intensyvumas, esant vienodai
fenolio koncentracijai, yra  proporcingas esancio

cukraus kiekiui.

Norint nustatyti angliavandeniy kieki HBV pavir$iaus
baltymo pavyzdyje, 1 ml tirpalo, kuriame yra nuo 10 iki
70 mikrogramy baltymo, talpinamas i mégintuvelij.
RuoSiami angliavandeniy standartai ir kontroliniai
pavyzdZiai. I kiekviena mégintuvéli pridedama po 1 ml
5% fenolio tirpalo, mégintuvéliy turinys iZmaiSomas,
pridedant 5 ml 96% sieros rag3ties ir iSmaiZoma.
Mégintuveéliai inkubuojami kambario temperatiroje
10 min, maiSoma, po to inkubuojama dar 20 min, esant
25-30°C. PavyzdZiai matuojami spektrofotometru (A,q,
heksozéms ir metilintoms heksozéms, A,5 pentozeéms,
uroninei ruag3&iai bei Jjy metilintiems dariniams) ir
angliavandeniy kiekis HBsAg pavyzdZiuose nustatomas

lyginant su angliavandeniy standartais.

Angliavandeniy kiekis HBsAg, sintetinio "laukinio” tipo
rekombinatinése mieliy lastelése (CF54) ir HBsAg,
sintetinio CF52 rekombinatinése mieliy lastelése, buvo
analizuotas auk3¢iau nurodytu metodu. Remiantis $iais
rezultatais, buvo apskaiciuotas angliavandeniy ir
baltymo santykis kiekviename pavyzdyje, dalinant
angliavandeniy mikrogramus i3 pavyzdyje esan&io baltymo

kiekio. 8is santykio skai&iavimas parodé, kad HBsAg,
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gautas mnn9-rekombinatinese mieliy 1lastelése, nuolat
turédavo de$imtadali angliavandeniy kiekio, lyginant su
HBsAg, gautu i3 " laukinio" tipo rekombinantiniy
lasteliy. 8ie rezultatai rodo, kad HBsAg, pagamintas
mnn9 mutantiniy rekombinantiniy mieliy lastelése, turi
Zymiai maZesni kieki angliavandeniy lyginant su HBsAg,

gautu i8 "laukinio" tipo mieliy lagsteliuy.

Tolesni pavyzdZiai iliustruoja 3ij iSradimg, taciau jo
neapriboja. Kiekviena nuoroda, esanti pavyzdZiuose,
atskleidZiama pac¢ia nuoroda.

1 PAVYZDYS

HBV DNR klonavimas i pBR322

IS Zmogaus (neSiotojo) plazmos buvo 1iSskirtos ir
iSvalytos Dane dalelés (serotipas adw), o dvigrandeé DNR
buvo susintetinta Dane dalelése su endogenine
polimeraze remiantis metodais, apraSytais Landers, et.
al., [J. Virology, 23, 368-376, (1977)] ir Hruska et
al., [J. Virology, 21 (1977)) . DNR buvo iSskirta po

skaldymo SDS su Proteinaze K, ekstrakcijos

14
14

fenoliu/chloroformu ir iSsodinimo etanoliu. HBV
genominé DNR buvo suskaldyta EcoRI, gautas vienas 32kpb
fragmentas buvo klonuotas i EcoRi saita pBR322,
sudarydamas pHBV/ADW-1. HBV DNR buvimas buvo
patvirtintas skaldant EcoRI, Southern blotu ant

[32

nitroceliuliozés ir hibridizacija su P] Zymeta

oligonukleotidine proba.
2 PAVYZDYS

preS2+S Geno klonavimas i  pGAP-tADH-2 ekspresijos

vektoriy
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Plazmidé pHBV/ADW-1 (apraSyta 1 pav.) skaldoma EcoRI ir
Accl ir 0.8 kbp fragmentas gryninamas preparatyvine
agarozés gel-elektroforeze. Taip pat pUC plazmide
skaldoma EcoRI ir BamHI ir 1linijinis vektorius

gryninamas preparatyvine agarozés gel-elektroforeze.

Siekiant rekonstruoti preS2+S ASR 5 dali, buvo
susintetinta oligonukleotidy pora, kuri atstato ASR nuo
EcoRI saito auk3tyn iki ATG per 10 bp netransliuojamos
lyderinés sekos per HindIII saita iki EcoRI galo. 3iy

oligonukleotidy seka yra tokia:

AATTCAAGCT TACAAAACAA  AATGCATGG (SEKOS NR: 2)
1 10 20 30

GTTCGAATGT TTTGTTTTAC GTCACCTTAA (SEKOS NR: 3)
1 10 20 30

Siekiant rekonstruoti preS2+S ASR 3' dali, Dbuvo
susintetinta antra oligonukleotidy pora, kuri atstato
ASR nuo Accl saito per transliacijos terminatoriy per
HindIII saita iki BamHI galo. S5iy oligonukleotidy seka
yra tokia:

ATACATTTA AGCTTG (SEKOS NR: 4)
1 10 15

TGTAAATTTC  GAACCTAG (SEKOS NR: 5)
1 10 18

Nukleotidy poros buvo sulydytos, po to liguotas su pUC

vektoriumi, skaldytu EcoRI-BamHI. Gautas vektorius
(2.8 kbp) gryninamas preparatyvine agarozes gel-
elektroforeze. EcoRI-AcoRI fragmentas (0.8 bp),

apraSytas ank3&¢iau, liguojamas Siuo vektoriumi. PreS2+S
ASR atitikimas ir orientacija patvirtinama analizuojant

restrikcijos endonukleazémis ir Southern blotu. DNR
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sekos analizé [ Sanger et al., 1977] parode, kad
pakeistos dvi bazés, o tai salygojo skirtingg amino
rug8&iy seka, lyginant su seka, kurig koduoja plazmidés
HBpreSGAP347/19T. Siekiant gauti abiejy konstrukecijy
identi3kus polipeptidus, 3ie pakeitimai, bdtent, T
vietoj C (bazé 64, koduojanti Phe vietoj Leu) ir C
vietoj A (bazé 352, koduojanti His wvietoj Gln, buvo
atstatyti sait-mutagenezés biudu. [ Zoller et al.,
Nucleic Acids Research, 10:6487-6500 (1982)] .

Plazmidé, i kurios sudéti ijeina HBsAg koduojantis
regionas be preS2 koduojancéio regiono, buvo
sukonstruota taip: pUCHBpreS2+S plazmidé (aprasyta
auks&iau) skaldoma  EcoRI ir Styl restrikcijos
endonukleazémis. Didelis DNR fragmentas (3.3 kbp),
kurio sudétyje yra pUC ir HBsAg koduojantis regionas,
buvo atskirtas nuo preS2 koduojan&¢io DNR fragmento ir
i8grynintas preparatyvine agarozés gel-elektroforeze.

Sintetiniy DNR oligonukleotidy pora:

AATTCAAGCT TACAAAACAA AATGGAGAAC ATCACATCAG GATTC (SEKOS NR: 6)
1 10 20 30 40 45

GTTCGAATGT TTTGTTTTAC CTCTTGTAGT GTAGTCCTAA GGAT  (SEKOS NR: 7)
1 10 20 30 40 45

po to liguojama su pUCHBsAg fragmentu. Si sintetiné
oligonukleotidy pora turi 5' EcoRI ir 3' StyI lipnius
galus, o uZ 5' EcoRI saito yra HindIII saitas. Be to,
sintetiné DNR oligonukleotidy pora turi HBsAg ATG
kodong, auk3&iau esandig 10 bp netransliuojamg lyderine
sekg ir 21 Zemiau esanti nukleotida, kur yra Styl

saitas.

8i oligonukleotidy pora atstato pilng HBsAg koduojantj
regiona ir igalina ji pa8alinti, jo nepaZeidZiant, i3

vektoriaus pUC pagrindu, skaldant HindIII.
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pUC-HBsAg DNR vektoriaus liguotas su auk3&iau aprasyta
DNR oligonukleotidy pora buvo panaudotas E. coli
transformacijai. Buvo parinktos plazmidés, turindios
visiZkai rekonstruots HBsAg koduojanti regiong. Pilnas
HBsAg atviras skaitymo rémelis (ASR) buvo pa3alintas i3
rekombinantinés plazmidés skaldant HindIII, po to
preparatyvine agarozés gel-elektroforeze buvo i3skirtas
ir iSgrynintas HBsAg DNR (0.7 kpb), skirtas klonavimui
i, ekspresijos vektoriy.

3 PAVYZDYS

HBsAg ASR klonavimas i tris skirtingus ekspresijos

vektorius

Trys skirtingi ekspresijos vektoriai buvo panaudoti
konstruojant HBsAg ekspresijos kasetes. GAP
491 promotoriaus ekspresijos kaseté, apradyta ank3&iau
[ Kniskern et al., Gene, 46:135-141 (1986)], kuri
sudaryta i3 maZdaug 1.1 kbp gliceraldehid-3-fosfat-
dehidrogenazés (GAPDH) promotoriaus ir maZdaug 350 bp
mieliy alkoholdehidrogenazes I (ADHI) terminatoriaus
PBR322 sekoje, turin&io unikaly HindIII saitg tarp
promotoriaus ir terminatoriaus. HBsAg ASR i3 Pav.
2 buvo 1liguotas i unikaly HindIII saitg ir Jjo
atitikimas bei orientacija patvirtinama analizuojant

restrikcijos endonukleazémis ir Southern blotu.

Kitu atveju, GAL10 promotorius (0.5 kbp) [ Schultz et
al., Gene, 54:113-123 (1987)] buvo pakeistas 1.1 kbp

GAP promotoriumi auk3$&iau nurodytoje konstrukcijoje, ir

(1,25 kbp) ADHZ2 promotorius [ Kniskern et al.,
Hepatology, 8:82-87 (1988)] buvo pakeistas GAP

>

promotoriumi (Zr. pav.l).
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Kiekvienu atveju ekspresijos kaseté, kurios sudétyje
yra specifinis promotorius, HBsAg ASR ir
ADHl1 terminatorius, buvo klonuota j Saudyklini vektoriy
pCl/1 (Beggs, supra; Rosenberg, et al., supra),
siekiant sukurti mielini ekspresijos vektoriy, kuris
buvo panaudotas S. cerevisae transformacijai, kaip tai

apra$yta Zemiau.
4 PAVYZDYS

Mieliy S. cerevisiae CF52 (mnn9 ) mutantinio kamieno

konstravimas

Mieliy S. cerevisiae kamienas KHY 107 (gi£+, ggglﬂ
leu2” ir mnn9) buvo konstruojamas taip: alfa-poravimosi
tipo kamienas CZ5/LB347-1C (mnn%, SUCZ ) buvo poruojama
su a tipo kamienu lék3teléje su YEHD pilna terpe.
Siekiant atrinkti diploidus, suporuoti kamienai buvo
replikuojami i leu minimalia terpe, kurios sudétyje
kaip vienintelis anglies 3altinis yra 2% sukrozés.
Atskyrus kolonijas, diploidai buve sporuliuojami ir
ascitas buvo suardytas naudojantis Zinomais metodais.
Kamienas KHY-107 buvo i8skirtas kaip spora ir

apibiidintas kaip cir’, adel’, leu2  ir mnn9 (naudojami

Sifo daZymo bidai).

KHY-107 (cir 0) buvo i3vestas i3 kamieno KHY107 (cir’),

apraSyta Broach darbe [ Methods in Enzymology, 101, Part

C, 307-325 (1983)] . Pagydytas kamienas tapo ura3

integravus suskaldyta ura3 gena. Gautas kamienas KHY-
107 ura3A, buvo auginamas turtingoje terpéje siekiant
akumuliuoti spontanines mutacijas. Atrinktas
kanavaninui atsparus mutanas. Komplementariais testais
buvo parodyta, kad mutantinis kamienas CF55 yra canl .
Siekiant gauti galutini Seimininko kamieng CF52 (Mata
leu2-2, 112 ura3Acanl his3A ::GAL10pGAL4-URA3, cir’),
GAL10pGAL4 ekspresijos kaseté buvo integruota i
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CF55 HIS3 geng [ Methods in Enzymology, 185, 297-
309 (1990)].

5 PAVYZDYS

Mieliy transformavimas ir loto pagaminimas HBsAg

mutantinéms CF52 mnn9 mieléms, ekspresuojanc¢ioms

HBsAg.

Plazmidé pCl/1 pGAL10HBsAg-tADH-1, apraSyta 3 pav.,
buvo panaudota S. cerevisiae CF52 kamieno
transformacijai. Klonai buvo atrinkti ant minimalios
terpés (leu su 1M sorbitoliu), pagamintas ir
uzZS8aldytas lotas (pavyzdZiai 17% glicerine). Toliau

apdorojami kaip tai aprasyta Zemiau.
6 PAVYZDYS

Mieliy klonai, turintys ekspresijos plazmide, aprasyta
5 pav., buvo patalpinti i leu” selektyvias agaro
lekSteles, kuriose ijdéta 1M sorbitalio, ir inkubuoti 2-
3 dienas, esant 30°C. 3ios mielés buvo inokuliuotos 5-
7 ml kompleksinéje YENDS (YEHD +1M sorbitolio) terpéje.
Kultira inkubuojama esant aeracijai ir 30°c 12-18 val.
Kolbos, turin€ios 50 ml kompleksinés YEHDS + 2%
galaktozés terpés, buvo inokuliuotos auk3¢iau minétomis
kultiromis (iki pradinio A,y = 0.1) ir inkubuojamas
esant 30°C purtant (350 rpm) 72 valandas iki galutinio
Agoo = 10-16. PavyzdZiai, turintys 10 A4, vienety, buvo
padalinti i megintuvélius ir mieliy lastelés
tabletuotos centrifuguojant 10 minu&iy esant 2000 g.
PavyzdZiai buvo analizuojami i3 karto arba saugomi
uzsaldyti esant -70°C. Analizei tabletés
resuspenduojamos 0.4 ml fosfatiniame druskos buferyje
(PBS), turinc¢iame 2mM (PMSF) . Mieliy lasteleés
homogenizuojamos taip: 1) pridéeti 200-300 g plauty
stikliniy karoliuky (0.45 nm), 2) maisyti 15 min.
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Vortex tipo maisSikliu, 3( prideti TRITON X-100 iki 0.5%
(tiGris/taris), 4) maid3yti 2 min. Vortex tipo maidik-
liu, 5) inkubuoti 10-15 min. esant 4°c. Lasteliy nuo-
lauZos ir stiklo karoliukai buvo atskirti centrifu-
guojant 13000 g 10 min. Supernatantas atskirtas ir
nustatomas baltymo kiekis [ pagal Lowry et al., J. Biol.
Chem., 193, 265 (1951)] bei HBsAg kiekis (AUSRIA®)

metodu (Abbott). Zemiau pateikti bidingi analizes

rezultatai.

LENTELE I

Pavyzdys AUSRIA, ug/mg Homogenizavimas P24 lygis
baltymo Imunoblotas

Purtomos

kolbos

mnn9 mutantas (0.55, 0.61, Stiklo karoliukai +++

0.53)
"laukinio " (1.8) Stiklo karoliukai +

tipo (mnn9")

7 PAVYZDYS

S. cerevisiae (mnn9), gaminané¢iy HBsAg, auginimas

dideliais kiekiais fermentatoriuje.

UZsaldyta rekombinantiniy mieliy kultdra buvo
inokuliuota i leu léksteleés su 1M sorbitoliu.
Apverstos leékStelés inkubuojamos 2-3 dienas esant 28°c.
Auginimas lekStelése buvo perkeltas i YEHDS terpe ir po
to perkeltas i 2 1 Erlenmejerio kolbg, kurioje yra
500 ml YEHDS ir 2% galaktozés. Kolba laikoma 18-22 val

esant 28°C ir 350 rpm purtykléje-inkubatoriuje su
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kontroliuojama aplinka. 85i seéjamoji kulti@ira naudojama

inokuliacijai gamybinio mastelio induose.

Inokuliatas (1-5% t/t) i3 vienos ir daugiau kolby
perkeliamas i 16 1 arba 250 1 fermentatoriy su
atitinkamai 10 1 arba 200 1 YEHDS. Procesas 16 1
fermentatoriuje vykdomas esant 500 rpm, 5 1/min
aeracijai ir 28°C. Procesas 250 1 fermentatoriuje

vykdomas esant 160 rpm, 60 1/min aeracijai ir 28°C.

Fermentacija baigiama praéjus 40-46 val po
inokuliacijos séjamaja kultira. Optinis tankis
daZniausiai bidavo 15.0 A4 vienety. Lastelés
koncentruojamos tud¢iavidurio pluosto filtravimo

aparatu ir plaunamos buferiniais druskos tirpalais.
Biomasé analizuojama kaip apraSyta Zemiau arba laikoma
uzS8aldyta esant -70°C iki tolesnio apdorojimo ir

analizes.

Mazi 20%-inés plautos biomasés pavyzdZiai buvo homoge-

nizuojami 1.5 ml Ependorfo meégintuvéliuose naudojant

stiklo karoliukus (0.45-0.52 mm). Proteazéms inhibuoti
buvo idéta PMSF (6.5 ul i3 200 mM koncentruoto
tirpalo). Po homogenizavimo i3 mégintuvéliy buvo paim-

tos ir uZSaldytos alikvotos, skirtos imunoblotingui. I
mégintuvéliuose likusi pavyzdi buvo pridéeta iki 0.5%
koncentracijos TRITON X-100, pavyzdZiai trumpai maiSomi
ir inkubuojami 20-40 min esant 4°C. Lasteliy nuolauZos
paSalinamos centrifuguojant ir nuskaidrintame lagsteliy
ekstrakte analizuojamas antigeno (Ausria®) ir baltymo

kiekis (Lowry).
8 PAVYZDYS

S Baltymo, esanc¢io daleliy formoje, valymas imuninés

afininés chromatografijos metodais.
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Rekombinatinés S. cerevisiae mielés, sukonstruotos kaip
apradyta Pav. S, buvo auginamos kolbose arba
fermentatoriuose. Mieliy lastelés buvo koncentruojamos
mikrofiltruojant aparatu Amicon DC-10, suspenduojamos
30 ml buferio A [0.1M Na,HPO,, pH 7.2, 0.5 M NacCl],
homogenizuojamos Stanstedo presu, praleidZiant 7 kartus
esant slégiui 75-85 psi. Homogenizuota lasteliy
suspensija (31 g drégnos biomasés) praskiedZiama 120 ml
buferio A, pridedama Tritono X-100, kol jo
koncentracija pasiekia 0.5 % (s/t), nuskaidrinama
centrifuguojant 10 000 g 20 min esant 4°c. Skaidri
terpé dekantuojama ir inkubuojama su Sepharose 4B, kuri
konjunguota su antikinais prie3 HBsAg [ McAleer et al.,
Nature 307: 178 (1984)], 19 valandy esant 4°C, siekiant

absorbuoti antigong ant sorbento. Po inkubacijos

sorbento tyré at3ildoma iki kambarioc temperatiiros
(8ioje temperatiroje vykdomos visos tolesnés stadijos)
ir 15 min  vakuume 3alinamos iStirpusios dujos.
Nudujinta tyré supilama i 2.5 x 40 cm kolonéle. Kai
kolonele visiskai uZpildoma, nesuristas baltymas
nuplaunamas buferiu A. Antigenas eliuuojamas buferiu A,
kurio sudétyje yra 3 M KSCN. Frakcijos, turindios
antigena, dializuojamos pried 0.007 M Na,HPO,, pH 7.2,
0.15 M NaCl esant 4°C ir sujungiamos i Dializuotg
afinini tirpala, kurio 20 ml yra 1.08 mg baltymo. 16 ml
Dializuoto afininio tirpalo praskiedZiama iki 40 ug/ml
su 5.6ml 0.006 M Na,HPO,, pH 7.2, 0.15 M NaCl.
Produktas sterilinamas filtruojant per Millex-GV
0.22 mikrony membrang. Produkto identiZkumas diali-
zuotame afininiame tirpale buvo patvirtintas testuojant

HBsAg Ausria”® testu.
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Lenteleée 2

PAVYZDZIO APRASYMAS AUSRIA, ug/mg/baltymo HOMOGENIZAVIMD

METODAS
Fermentatoriai
mnn9 (1.13, 1.10, 1.06) Stiklo karoliukai
mnn9 (3.1, 4.4) Manton-Gaulin
"laukinio" tipo (3.3) Manton-Gaulin
9 PAVYZDYS

Didelio kiekio rekombinantinio HBsAg valymas

MaZdaug 250 g uzsaldyty lasteliy (gaminanciy
rekombinantini S baltymg) pastos resuspenduojama iki
17% (83lapias svoris/taris, mazZzdaug 1500 ml)
koncentracijos fosfatiniame druskos buferyje (PBS).
Lasteles Sildomos vandens vonioje iki 45°C. Lasteles
i%laikomos 15 min esant 45°C ir at3aldomos ledu iki
mazZdaug 10°C. Po to lasteles homogenizuojamos,

praleidZiant du kartus per Gaulin homogenizatoriy.

Po homogenizacijos pridedama 10% Tritono X-100 iki
galutinés 0.3% koncentracijos ir maiSoma maZdaug 15 mi-
nuéiy. Lasteliy ekstraktas centrifuguojamas prie 3600 g

. > » (o} .
20 minué&iy esant 4°C ir surenkamas supernatantas.

Supernatantas praleidZiamas per kolonéle, kurioje yra
maZdaug 200 g XAD-2 dervos, siekiant paSalinti Triton
X-100. Eliuentas leidZiamas tiesiai per kolonélg,
kurioje yra apie 150 g dideliy pory silikagelio (pory
dydis maZdaug 1500 angstremy, daleliy dydis maZdaug
50 mikrony). Naudojamy koloneliy skersmuo yra 5 cm
(Pharmacia), tekéjimo greitis maZdaug 200 ml per

valanda.



10

15

20

25

30

35

LT 3367 B
39

Silikagelio kolonéle plaunama PBS, kol A,g, griZta iki

bazinés linijos.

S Baltymas eliuuojamas i3 silikagelio kolonélés,
naudojant 1§ pradZiy 3altg boratini buferi (50 mM, pH
8.7, 4°C, tekéjimo greitis maZdaug 500 ml, per
valanda), tol kol pastebimas A,;, padidejimas. Kai tik
B,e0 pradeda kilti, kolonélé paZildoma iki 55°C ir
pradedamas leisti pa$ildytas iki 55°C boratinis buferis
(tekéjimo greitis 500 ml per valandg). Eliuatas
(mazdaug 1 1), kuriame yra S baltymas, surenkamas ant
ledo. Po to eliuatas koncentruojamas maZdaug iki 200 ml
diafiltruojant prieS 50 mM boratini buferi esant pH
8.7, naudojant tusSdiavidurio pluosSto diafiltracinij
aparatg, kurio molekulinio svorio riba yra 10° . Po to
S baltymas filtruojamas per 0.2 mikrono filtrg ir
saugomas. Produktas pasirodé stabilus: Western blot

analizé nerodo jokio Zymesnio skilimo.
10 PAVYZDYS

Angliavandeniy kiekio analizé rekombinantiniuose HBV

pavirSiaus baltymuose.

Angliavandeniy kiekis rekombinantiniuose HBV pavir3iaus
baltymuose buvo nustatytas Dubois metodu [ Dubois, M. et
al., Anal. Chem., 28, pp. 350, 1956]. 3i procedira

grindZiama tuo, kad paprasti sacharidai,

oligosacharidai, polisacharidai ir jy dariniai, tarp jy
metilo eteriai, turintys laisvas arba potencialiai
laisvas redukuojanc¢ias grupes, paveikti fenoliu arba
koncentruota sieros riugstimi, nusidaZzo oranZiniai
geltona spalva. Spalvos intensyvumas, esant vienodail
fenolio koncentracijai, yra proporcingas esandio

cukraus kiekiui.
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Norint nustatyti HBsAg baltymo, susintetinto "laukinio"
tipo mielése ir mnn9 mielése, angliavandeniy kieki, j
mégintuvélius talpinama po 1 ml tirpalo, kuriame yra
nuo 10 iki 70 mikrogramy baltymo. RuosSiami
angliavandeniy standartai ir kontroliniai pavyzdZiai,
kuriuose yra ivairas kiekiai angliavandeniy. I
kiekvieng mégintuvéli pridedama po 1 ml 5% fenolio
tirpalo, meégintuveliy turinys iSmaiSomas, pridedama
5 ml 96% sieros rugSties ir i3maiSoma. Mégintuvéliai
inkubuojami kambario temperatiroje 10 min, mai3oma, po
to inkubuojama dar 20 min, esant 25-30°C. PavyzdZiai
matuojami spektrofotometru (A, heksozéms ir metilin-
toms heksozems, A,5, pentozéms, uroninei rug$éiai bei jy
metilintiems dariniams) ir angliavandeniy kiekis HBV
pavirSiaus baltymy pavyzdZiuose nustatomas lyginant su

angliavandeniy standartais.

Remiantis Siais rezultatais, buvo apskaic¢iuotas
angliavandeniy ir baltymo santykis kiekviename
pavyzdyje, dalinant angliavandeniy mikrogramus i8

pavyzdyje esanfio baltymo kiekio, kaip parodyta Zemiau.

Angliavandeniy - baltymo santykis HBsAg baltyme

Mieliy kamienas Angliavandeniai/baltymas

mnn9 0.05

"laukinio" tipo

glikozilinimo atZvilgiu 0.56

Sis santykio skai&iavimas parode, kad HBsAg, gautas
mnn9 rekombinantinése mieliy lgstelése, nuolat
turédavo desSimtadali angliavandeniy kiekio, lyginant su
HBsAg, gautu i35 " laukinio" tipo rekombinantiniuy mieliy
lasteliy. Sie rezultatai rodo, kad HBsAg, pagamintas

mnn9 mutantiniy rekombinantiniy mieliy lastelése, turi
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daug maZesni kiek] angliavandeniy lyginant su HBsAg,
gautu i8 "laukinio" tipo rekombinantiniy mieliy
lasteliy.

Seky sara8as

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 1:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 10 bp

(B) TIPAS: nukleininé riigitis

(C) GRANDZIU KIEKIS: viena grandis

(D) TOPOLOGIJA: tiesine

(1i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 1;

ACAAAACAAA

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 2:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 30 bp

(B) TIPAS: nukleinine rugstis

(C) GRANDZIY KIEKIS: viena grandis

(D) TOPOLOGIJA: tiesine

(1i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
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(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 2;

AATTCAAGCT TACAAAACAA AATGCAGTGG

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 3:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 30 bp

(B) TIPAS: nukleinineé ragStis

(C) GRANDZIU KIEKIS: viena grandis

(D) TOPOLOGIJA : tiesine

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 3;

GTTCGAATGT TTTGTTTTAC GTCACCTTAA

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 4:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 15 bp

(B) TIPAS : nukleininé rutgstis

(C) GRANDZIU KIEKIS: viena grandis

(D) TOPOLOGIJA : tiesiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
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(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 4;

ATACATTTAA GCTTG

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 5:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 18 bp

(B) TIPAS : nukleinine rag3tis

LT 3367 B

(C) GRANDZIU KIEKIS: viena grandis

(D) TOPOLOGIJA : tiesine

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genomine)

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 5;

TGTAAATTTC GAACCTAG

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 6:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 45 bp

(B) TIPAS : nukleininé rigstis

(C) GRANDZIU KIEKIS: viena grandis

(D) TOPOLOGIJA : tiesine

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genomine)

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 6;
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AATTCAAGCT TACAAAACAA AATGGAGAAC ATCACATCAG GATTC
INFORMACIJA APIE SEKA NR. 7:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 45 bp
(B) TIPAS : nukleininé rug3tis
(C) GRANDZIY KIEKIS: viena grandis
(D) TOPOLOGIJA : tiesiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 7;
GTTCGAATGT TTTGTTTAC CTCTTGTAGT GTAGTCCTAA GGATC
(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 8;
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 29 bp
(B) TIPAS : nukleinineé rugstis
(C) GRANDZIY KIEKIS: viena grandis
(D) TOPOLOGIJA : tiesine
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 8;
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AATTGTCGAC AGCTAGCTGA ATTCCCGGG

(2) INFORMACIJA APIE SEKA NR. 9:

5 (1) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 29 bp

(B) TIPAS : nukleininé riag3tis

10
(C) GRANDZIY KIEKIS: viena grandis
(D) TOPOLOGIJA : tiesine

15 (1i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA NR. 9;

AGCTCCCGGG AATTCAGCTA GCTGTCGAC
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Hepatito B viruso pavir3iaus baltymas, kuris sudaro
daleles, b e s i s kiriantis tuo, kad turi
Zymiai maZesnj isiterpusiy angliavandeniy arba

glikoproteiny kiekj.

2. Hepatito B viruso pavir3iaus baltymas pagal
l punktz, b e s i s k i riantis tuo, kad jj
gamina rekombinantinése mieliy lasteleése, kurios

genetidkai negali glikozilinti baltymy.

3. Hepatito B viruso pavirSiaus Dbaltymas pagal
2 punkta, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad

genetinis mieliy lasteliy trikumas yra mnn9 gene.

4. Hepatito B wviruso ©pavirSiaus Dbaltymas pagal
1l punktg, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad
angliavandeniy ir baltymo santykis i3valytame

pavir$iaus baltyme yra maZesnis nei 0.5.

5. Vakcina prie% hepatito B wvirusa, skirta naudoti
Zmonéms, kurios sudétyje yra hepatito B pavir$iaus
baltymas, sudarantis daleles, be s i s kirianti
tuo, kad dalelés turi Zymiai maZesni isiterpusiy

angliavandeniy arba glikoproteiny kiekij.

6. Vakcina pagal 5 punktg, b e s i s ki rianti
tuo, kad ja sintetina rekombinatinése mieliy lastelese,

kurios genetiskai negali glikozilinti baltymy.

7. Vakcina pagal 6 punkta, b e s i s ki rianti
tuo, kad genetinis mieliy lgsteliy trukumas yra

mnn9 gene.
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8. Vakcina pagal 5 punktg, b e s i s k i r i an t i
tuo, kad angliavandeniy ir baltymo santykis i3valytame

pavir$iaus baltyme yra maZesnis nei 0.5.

9. Imunologinis diagnostinis reagentas, be s i s k i -
riantis tuo, kad i jo sudéti ieina hepatito B
viruso baltymas, sudarantis daleles, kuris turi daug
maZesni isiterpusiy angliavandeniy arba glikoproteiny
kieki ir pasiZymi sumaZintu reaktingumu gamtoje

sutinkamy antimieliniy antikidny atZvilgiu.

10. Imunologinis diagnostinis reagentas pagal 9 punkta,
besiskiriantis tuo, kad angliavandeniy ir
baltymo santykis iJ¥valytame pavirfiaus baltyme vyra

maZesnis nei 0.5.
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