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Sis i§radimas skirtas naujai rekombinantiniy dezoksiribonukleino riigiéiy sekai (DNR),
apimanciai seka, koduojanéia Zmogaus proapolipoproteing A-I, klonavimo ir ekspresijos
vektoriams, turintiems Sias DNR sekas, naudojamiems Igsteliy arba mikroorganizmy,

sugebanciy produkuoti Zmogaus proapolipoproteing A-I, transformacijai.

Zmogaus apolipoproteinas A-I (apo A-I) yra pagrindiné baltyminé sudétiné didelio tankio
lipoproteiny (DTL) ir limfos chilomikrony dalis. Kepenys ir plonoji Zarna yra pagrindiniai
apo A-I sintezes centrai. Apo-I sintezuojamas §iuose organuose kaip baltyminis pirmtakas
(preproapo A-I). Bendras transliacinis prepeptido suskaldymas vyksta lastelés viduje, ir

proapo A-I yra iSskiriamas plazmoje ir limfoje.

Proapo A-I turi SeSias papildomas aminoriigitis (Arg-His-Phe-Trp-GIn-Gln), prijungtas
prie apo A-I galinés amino grupés. Pasickes kraujagysliy iSsidéstymo sriti, proapo A-I
suskaldomas organizme specifiniu proteolitiniu fermentu (apo A-I propeptidaze),

sudarydamas susiformavusj apo A-L

Sis subrendes apo A-I yra vienintelis neglikozilintas Zinomos sekos, susidedandios i§ 243
aminorig§ciy, polipeptidas (H. B. BREWER ir kt., Biochem. Biophys. Res. Commun. 80,
(1978), 623-630); jis tarnauja kaip kofaktorius plazmos fermentui lecitinui: cholesterolio
aciltransferazei, kuri atsakinga uz daugumos cholesterolio esteriy susidaryma plazmoije.
Defektai apolipoproteino struktiiroje arba biosintezéje gali sukelti sutrikimus plazmos
lipidy pernesimo sistemoje ir koronariniy arterijy susirgimus. Jrodyta, kad Zemos apo A-I
ir DTL koncentracijos plazmoje yra reik§mingas irdies priepuoliy (miokardo infarkto) ir
kity susirgimy, susijusiy su kraujagysliy ateroskleroze, rizikos faktorius. Geno,
koduojancio apo A-I, mutacijos susijusios su DTL koncentracijos sumazéjimu, o taip pat

pirmalaikiais koronariniy kraujagysliy susirgimais.

Apo A-l'ir DTL yra pagrindinés plazmos sudétinés dalys, kurios dalyvauja cholesterolio

perneSime i§ periferiniy audiniy (arterijy) | kepenis (taip vadinamame atvirkstiniame
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cholesterolio pernesime) ekskrecijai i organizmo. Turint omeny tai, kad cholesterolio
susikaupimas arterijose yra svarbiausias aterosklerozés mechanizmas ir ypatybe,
atvirkstinio cholesterolio pernesimo stimuliacija apo A-I gali sulétinti bei transformuoti

aterosklerozinj procesa ir tuo paéiu sumazinti Sirdies priepuoliy galimybes.

Proapo A-I ir apo A-I susiformavimas gali vykti kiekybiskai ne lasteléje, iSsilaikant
kraujyje maziau negu 12 valandy. Turint omeny tai, kad A-I yra pagrindinis, jeigu ne
vienintelis susiformavusio apo A-I pirmtakas, jis gali biti naudojamas pakeiciancioje
terapijoje kiekvieng karta, kai sumazéja DTL koncentracija, pvz., esant jgimtoms ir
igytoms ydoms. Dél apo A-1 terapinio naudingumo tyrinétojai bandé rasti badus,
igalinancius produkuoti apo A-I dideliais kiekiais. Tokie visuotinai Zinomi biidai apima

apo A-I, gauto i§ kraujo plazmos, i§valyma.

Keliose publikacijose (P.CHEUNG and L. CHAN, Nucleic Acids Res. 11, (1983), 3703-
3715; J.J. SEILHAMER ir kt., DNA,_3, (1984), 309-317 ir Japonijos patento paraiskoje
Nr. 96998/86) buvo parodyta, kad papildancioji DNR koduojanti preproapo A-1, gali biti
gauta gerai Zinomais genetinés inZinerijos biidais. R. LORENZETTI ir kt. (FEBS Lett.
194, (1986), 343-346) parodé, kad apo A-I gali buti ekspresuojamas E.coli kaip
nesuskaldomas sujungtas su beta-galaktozidaze baltymas. Taciau bandymai ekspresuoti

susiformavusj nesujungto baltymo pavidalo apo A-I buvo nesekmingi.

Japonijos patento parai§koje Nr. 98998/86 aprasoma baltymo, panaSaus | Zmogaus
apolipoproteing A-I, ekspresija E.coli, kuris transformuojamas plazmide pHAIE-],
turincia struktiirinj apo A-I gena, kontroliuojant promotoriui tac. Tadiau §is struktiirinis
genas yra nepilnas ir sudarytas i§ aminoriigi¢iy kodony nuo +4 iki +243, prie§ kuriuos
eina ATG transliacijos iniciacijos kodonas. Dél to gautas ekspresijos produktas turi N-
galinj metioning (atitinkantj ATG kodona), kuris gali sukelti pasalinius poveikius,

naudojant terapijoje.

J.B. MALLORY ir kt. (J. Biol. Chem. 262, (1987), 4241-4247; PCT paraiSky publikacijos
WO 86/04920 ir WO 87/02062) aprasyta Zmogaus apolipoproteino A-I ekspresija
kinietisky ziurkény kiausidziy lastelése (gyvuléliy lasteliy kultdra). Si naudojama struktiira

turi pilng Zmogaus preproapolipoproteino A-I gena. Kinietisky Ziurkény kiausidziy
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Iasteles, matyt, transformuoja proapo formg i susiformavusia forma,kadangi tik 5-10%

i$skirto baltymo apo A-I yra baltymas proapo A-I, likusig dalj sudaro susiformaves

baltymas apo A-I. Sistemos produktyvumas santykinai maZas, kadangi 0.5 x 106 lasteliy
i$skiria tik 25-30 pg/ml apo A-I per 24 valandas. Tarptautinés patentinés PCT paraiskos
apraSyme WO 87/02062 pateikti pavyzdziai, susij¢ su Zmogaus apolipoproteino A-I
ckspresija kituose Scimininkuose, tokiuose kaip E. coli (bakterinis $eimininkas) ir S.
cerevisiac (mielés). Taciau né vienoje i$ naudoty struktiiry néra genetinés informacijos

apie proapo forma, ir iSreikStas baltymas néra Zzmogaus proapolipoproteinas A-I.

Sis i§radimas apima Zzmogaus proapolipoproteino A-l, t.y. susiformavusio proapo A-I, kurj
galima suskaldyti specifiniu proteolitiniu apo-I fermentu propeptidaze, gavimo
rekombinantinés DNR metodais priemones ir biidus. Cia naudojama savoka
"susiformaves” reiSkia ne tik Zmogaus proapo A-I kaip tokj, bet taip pat atitinkama
baltyma, kurio pirmoji aminorfigStis yra metioninas, ir kurio buvimas yra sglygotas ATC

transliacijos iniciacijos kodono ekspresijos vektoriaus struktiiroje.

Sis iSradimas skirtas klonavimo ir ekspresijos vektoriy, turin¢iy DNR, koduojancia
zmogaus proapo A-l, sudarymui tokiu bidu, kad jgalinama amplifikacija ir po to
subrendusio Zmogaus baltymo proapo A-I ekspresija, o taip pat Met-, jy sujungimo
konjugaty arba konjugaty su signaliniu N-galu ekspresija. Toliau §is iSradimas skirtas
gyvybingy lasteliy kultaroms arba genetikai modifikuotiems mikroorganizmams, kadangi
juose yra Sie vektoriai ir jie gali produkuoti Zmogaus polipeptida proapo A-I. Be to, §is
iSradimas apima Zmogaus proapo A-I fizinéje biikléje, besiskiriandioje nuo fizinés biklés,
kurioje jis randamas arba i§ kurios jis iSskiriamas i§ natiiraliy $altiniy arba natiralios
supancios aplinkos. Dél §io gavimo biido Zmogaus proapo A-I visiskai laisvas nuo jprasty
endogeniniy ir kity pradiniy medziagy arba produkty.

Sis isradimas taip pat skirtas zmogaus proapo A-I gavimui rekombinantinés DNR biidu su
visais aspektais ir nereikety manyti, kad tai biidas, apribotas Sio apraSymo specifinémis
detalemis ir remais.

Pagrindinis Sio iSradimo aspektas skirtas gavimui baltymo, kuris sudarytas i§ arba kurio

sudétyje yra susiformaves Zmogaus proapo A-l, ir kuris tokiu atveju gali biiti paverstas in
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vitro arba in vivo salygose susiformavusiu Zmogaus apo A-I, proteolitiskai veikiant apo A-I

propeptidaze. Gaunamas Zmogaus proapo A-I kaip toks gali biiti panaudotas terapiniams
tikslams; gali biiti naudojamas taip pat met-proapo A-I, jei metionino radikalo buvimas
yra farmaciskai priimtinas, kadangi 8is produktas gali biiti nataraliai ir efektyviai paverstas
susiformavusiu autentiSku Zmogaus apo A-I cirkuliuojan¢iame kraujyje. Norint Zmogaus
proapo A-I gali biti produkuotas parinktuose mikroorganizmuose arba Iastelinésc
kultlirose, kurios gali paveikti N-terminalinj metioning ir tuo paciu gali produkuoti
Zzmogaus proapo A-lI tokioje formoje, kurioje néra N-terminalinio metionino.
Alternatyviai Zmogaus proapo A-I, nepaisant to, ar jame yra, ar néra N-terminalinis
metionino radikalas, gali biiti suskaidytas in vitro salygose, taip gaunant susiformavusj
Zmogaus apo A-I, kuris gali buti naudojamas terapiniams tikslams. Tai taip pat galioja ir
sujungimo konjugatams bei konjugatams, turintiems proapo A-I signalinj N-gala: $io
produkto suskaldymas veda prie autentiSko Zmogaus apo A-I be N-terminalinio metionino

susidarymo.

Antras svarbus 8io iSradimo aspektas skirtas modifikuotos sekos, koduojanéios bent dalj
Zmogaus proapo A-I molekulés, panaudojimui; tokia modifikuota koduojanti seka
pagerina transliacijos efektyvuma dél sumazéjusio smeigtuky pavidalo struktiry
susidarymo arba i$ viso apsaugojimo nuo jy. Gal bit, R. LORENZETTTI ir kt. (FEBS Lett.
194, (1986), 343-346) negaléjo nustatyti nesujungto subrendusio apo A-I proteino, kadangi
ju gautos DNR gali sudaryti smeigtuky pavidalo struktiiras, dél ko ekspresija yra labai
neefektyvi. Nustatyta, kad efektyvi ekspresija gali biiti garantuota, atitinkamai
modifikuojant kai kuriuos kodonus sekoje, koduojancioje aminoriigstis nuo -6 iki +14
zmogaus proapo A-I. Sgvokos "atitinkamai modifikuojant" ¢ia reiskia, kad kai kurie
natiiraltis kodonai pakeiciami Kitais kodonais, kurie pagal genetinj kodg yra tos pacios
aminoriigsStys, ir be to, Sios savokos reiSkia, kad visos paimtos kartu modifikacijos
sumazina smeigtuky pavidalo struktiiry susidaryma arba net visiSkai apsaugo nuo jy.
Reikia pabrezti, kad tokios DNR sekos modifikacijos nedaro jokios jtakos skaldymo

propetidaze vietai del to, kad aminoriigs¢iy seka, atpazistama propeptidazes, islicka tokia

pat.
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Baltymy atzvilgiu Sis iSradimas skirtas Zmogaus proapo A-I kaip genetiskai modifikuoty
lasteliy kultiiros arba mikroorganizmo produktui. Sis Zmogaus proapo A-I gali biiti
pateiktas susiformavusio proapo A-I formoje, kurio pirmtakas yra metionino radikalas,
sujungto baltymo formoje, tokio kaip, pvz., beta-galaktozidaze-proapo A-l, ir preproapo
A-] produkto formoje. Gautas produktas faktiSkai neturi jprasty endogeniniy baltymy ir
kity natyviy medzZiagy arba produkty, bendry su nagrinéjamo baltymo naturaliu Saltiniu
(kraujo plazma). Lasteliy kultiira arba mikroorganizmas, naudojami Siam produkavimui,
neapsiriboja specifinémis lasteliy linijjomis ir organizmais: gali biiti naudojamos ir
prokariotinés lastelés, ir eukariotinés Igstelés, jskaitant gyvuliy ir Zmoniy lasteliy linijas.
Tik kaip iliustracija toliau pateikiamas ekspresijos bakterijoje E. coli (kaip prokariotiniy

lasteliy atstovo) ir mielése Saccharomyces cerevisiae, taip pat vabzdziy, uzkrésty

bakulovirusu, Igstelése (kaip eukariotiniy lasteliy atstovo) pavyzdys.

Baltymy atzvilgiu §is iSradimas skirtas taip pat Zmogaus apo A-I, gauto Zmogaus proapo
A-I, produkuoto kaip apraSyta auks¢iau, apdirbimu apo A-I propeptidaze. Sis zmogaus
apo A-I identi$kas Zmogaus susiformavusio apo A-I autentiSkai formai ir jame néra jokiy

N-terminalinio metionino radikaly.

Panaudojimo atzvilgiu §is iSradimas skirtas farmacinéms kompozicijoms, kuriy sudeétyje
yra Zmogaus proapo A-l ir/arba Zmogaus apo A-I, nurodyti auk3¢iau, ir bent vienas
farmaciSkai tinkamas neS$iklis tirpiklis, skiediklis arba priedas, parinkti visuotinai
priimtinas bidais, atsizvelgiant | jvedimo | organizma biidus ir jprastus farmaciniy

kompozicijy receptiiry ruoimo reikalavimus.

DNR atzvilgiu Sis iSradimas skirtas rekombinantinés DNR sckai, apimanciai seka,
koduojancig proapoliproteina A-I, kurioje natiiralios koduojancios sekos dalis pakeista
DNR fragmentu, koduojanciu tas pacias aminortigstis, bet susidedanciu i§ kitos nukleotidy
sekos, tokiu biidu, kad sumazéja smeigtuky pavidalo struktiry susidarymas arba i§ viso
nuo jy apsaugoma. Pagal specifinj Sio iSradimo jgyvendinima, kuriam teikiama pirmenybe,
natiirali seka, koduojanti proapo A-I aminoriigtis nuo -6 iki +14, pakeic¢iama tokia seka

(nurodyta tik viena grandine):
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5S-ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAG
AGTTAAGGACTTG-3

i kurig jeina papildomas transliacijos iniciacijos ATG kodonas ir modifikuoti kodonai 6, -

1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11, +14 aminoriigstims.

DNR atzvilgiu §is iSradimas skirtas taip pat replikatyviniams klonavimo vektoriams ir
ekspresijos vektoriams, apimantiems rekombinanting DNR seka, nurodyta aukséiau, kuri
koduoja Zmogaus proapo A-I. Atskiru atveju S§is iSradimas skirtas rekombinantinéms
plazmidéms pULB9291, pULB9292, pULB9296, pULB9299, pNIV1612, ir pNIV1613,
kuriy konstravimas yra ¢ia Zemiau apraSytas. Pirmos plazmides pULB9291 ir pULLB9292
turi proapo A-I modifikuotos struktiiros gena, prieS kurj eina kodonas ATG ir kuris

kontroliuojamas fago lambda Py promotoriaus. Sios plazmidés yra tinkami E. coli

ckspresijos vektoriai ir nukreipia Zmogaus proapo A-l sintezg, kuris gali biiti suskaldytas
propeptidaze, gaunant susiformavusj autentiSkg Zmogaus apo A-1. Plazmidé pULB9296,
jvesta j E. coli nukreipia sujungto baltymo, susidedancio i§ beta-galaktozidazés ir zmogaus
proapo A-I, ekspresija, kontroliuodama E. coli lac promotoriaus sritj. Kadangi Sis
sujungimo produktas dar turi propeptidazes suskaldymo seka, tai jis gali bati suskaldytas,

taip gaunant autentiSka subrendusj Zmogaus apo A-I.

Plazmidé pULB9299 yra ekspresijos vektorius, tinkantis mieléms, ir turintis ERG3
promotoriaus ir transkripcijos terminatoriaus sritis, jgalinantis garantuoti efektyvig
ekspresija mielése. Gautas zmogaus proapo A-I gali biiti vél suskaldytas propeptidaze,

gaunant autenti§ka susiformavusj apo A-I.

Plazmid¢ pNIV1612 turi proapo A-I struktiirinj gena, sujungta su E. coli baltymo ompA
signalinio peptido DNR seka, kontroliuoja;nt Ipp (lipoproteino) promotoriui ir lac
promotoriui-operatoriui. Sioje struktiiroje seka, koduojanti signalinj peptida ompA, eina
prie§ proapo A-I seka be ATG transliacijos iniciacijos kodono. Si plazmidé yra tinkantis E.
coli sekrecijos vektorius ir nukreipia Zmogaus proapo A-I, kuris gali buti iSskiriamas
periplazmoje be N-terminalinio mationino, sintez¢. Plazmide pNIV1613 yra pernesimo

vektoriaus sekos DNR jvedimui i§ Zmogaus proapo A-I | bakulovirusa. Ji susideda i§
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bakuloviruso polihedrino promotoriaus ir proapo A-I struktirinio geno, jskaitant ATG

transliacijos iniciacijos kodona.

Kartu su natiiraliu bakulovirusu (Autographa californica branduolinés polihedrozes

virusas, AcNPV) plazmidé pNIV1613 nukreipia proapo A-I sintezg vabzdZiy lastelese ir

gali vél iSsilaisvinti i§ metionino po posttransliaciniy modifikacijy vabzdziy lastelese.

Ir galiausiai $is iSradimas skirtas taip pat lasteliy kultiroms ir mikroorganizmams, kurie
transformuoti klonavimo vektoriumi arba ekspresijos vektoriumi, apraSytais auksCiau, ir,
atskiru atveju, lasteliy kultiroms ir mikroorganizmams, kurie transformuoti ir kurie gali
produkuoti Zmogaus proapo A-IL. Cia naudojamo "transformuoti” prasmé yra plati, kaip
"senetiskai modifikuoti" ir jokiu blidu neapsiriboja siaura "bakterinés transformacijos

sgvoka.

Priklausomai nuo naudojamo vektoriaus tipo ir pasirinkto Seimininko gali buti
naudojamas bet koks genetinés inZinerijos biidas, tinkantis norimos genetines

modifikacijos atlikimui, jskaitant transfekcija, transdukcijg ir kt.

Lasteliy kultiiros ir mikroorganizmai, gauti pagal §j iSradima, gali biiti naudojami gauti

#mogaus proapolipoproteing A-I gamybos sglygose fermentacijos bdu.

Sis isradimas buvo jgyvendinamas, naudojant tarp kity E. coli K12 kamieng MM 294
(endoA thi-, hsdR, supE); Sis kamienas buvo deponuotas Amerikos kultiry tipy
kolekcijoje (ATCC Nr. 33625) be apribojimy pri€jimui prie jo.

Tadiau gali biiti panaudoti jvairdis kiti mikrobiniai kamienai, jskaitant Zinomus E. coli

kamienus tokius kaip E. coli B, E. coli x 1776 (ATCC Nr. 31537, deponuotas 1979 birzelio

3 d., be apribojimy), E. coli AR58, darinys Nr. 99 (ATCC Nr. 33956) su cIII",cI 857, bio’,
netekusios lambda funkcijos delta H, tiekiamos firmos PL-PHARMACIA (J.E. MOTT ir
kt. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, (1985) 88-92; G. DEVARE ir kt. Cell, 36 (1984), 43-49;
E. coli IM101 (ATCC Nr. 33876) (J. MESSING ir kt., Nucleic Acids Res. 9. (1981) 309-

321), arba E. coli JA221 (Ipp, hdsM+, trpES5, leuB6, lacY, recAl/F, lagl4, lac+, pro+)
(J. GHRAYEB ir kt., EMBO J., 3, (1984), 2437-2442) i kitus mikrobinius §tamus, i§ kuriy

daugelis yra deponuoti ir prieinami Zinomuose mikroorganizmy deponavimo bankuose,
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tokiuose kaip Amerikos tipy kultiiry kolekcija (ATCC) - ziir. ATCC kataloga. Sie
mikroorganizmai apima, pvz., Bacilli, tokias kaip Bacillus subtilis ir kitos Zarnyno

bakterijos, i§ kuriy galima paminéti, pvz., Salmonella Typhimurium ir Serratia marcesans,

panaudojant plazmides, kurios gali replikuotis ir ekspresuoti heterologiniy geny sekas.

Ekspresijos plazmidés naudojimui bakterijoms, pvz., E. coli, paprastai gaunamos i$
plazmidés pBR322, naudojamos kaip vektorius (deponuota ATCC su Nr. 37017), ir
atitinkamai jterpiant heterologinio geno sekas kartu su transliacijos iniciacijos ir
uzbaigimo signalais, skaitymo rémelyje su funkciniu promotorium, teikiant pirmenybg
natiiralioms arba dirbtinai sudarytoms kirpimo vietoms. Sis vektorius bus vieno arba keliy
charakteringyjuy atrinkimo pagal fenotipg geny ir replikacijos Saltinio amplifikacijos
Seimininko viduje uZtikrinimui neSiklis. Sis heterologinis intarpas gali biiti vél iSreikStas
tokiu biidu, kad biity gauta ekspresija kartu su prieSeinancia sujungta seka, gauta, pvz., 1§

geny sistemos lac.

Sie bakuloviruso ekspresijos vektoriai, pvz., pAcRP6 arba pAcYMI (Y. MATSUURA ir
kt., J. Gen. Virol,, 68, (1987), 1233-1250) ir laukinio tipo bakulovirusas (branduolinés

polihendrozés Autographa californica virusas AcNPV) dabar yra placiai naudojami. Jie

smulkiai aprasyti literatiiroje ir gali buti gauti Texas eksperimentinéje iikio stotyje.

Pagal § iSradima galima naudoti taip pat jvairias vabzdziy lasteles kaip Seimininkg

suderinamiems ekspresijos vektoriams, pvz., lasteles Spodoptera frugiperda Sf9 (M. D.

SUMMER and G. E. SMITH, A manual of Methods for Baculovirus Vectors and Insect
cell culture Procedures, Texas University, College Station, (1987); ATCC CRL 1711).

Pagal § iSradima, gali bliti naudojami jvairls mieliy kamienai, kaip Seimininkai
suderinamiems  ekspresijos  vektoriams, tokiems kaip plazmidée YRp7 (D.T.

STINCHCOMB ir kt., Nature, 282, (1979), 39-43), kuri sugeba atrinkti ir replikuoti kartu

ir E. coli, ir mielése, atskiru atveju, Saccharomyces cerevisiae.

Tinkami naudojimui mieliy kamienai yra kamienas RH218 (G. MIOZZARI ir kt, J.
Bacteriol., 134, (1987), 48-59), deponuotas Amerikos kultiiry tipy kolekcijoje be
apribojimy (ATCC Nr. 44076), kamienas 10S44c (T. CABEZON ir kt., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 81, (1984), 6594-6598), kuris turi genotipa leu2-3, leu2-112, pep4-3 (M.
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HOYLAERTS ir kt., FEBS lett. 204, (1986), 83-87) ir kamienas Ic 1697d (arg J., leu2-1),
braditrofinis argininui (ATCC Nr. 20631).

Heterologinio geno, tokio kaip Zmogaus proapo A-I kDNR ekspresijai mielese bitina

sudaryti plazmidinj vektoriy, turintj keturis komponentus.

Pirmas komponentas yra fragmentas, kuris jgalina transformacijg kartu ir E. coli, ir

mielése, ir kuris dél to turi turéti selekcijos geng i§ kickvieno organizmo. Tai gali biti
genas, atsakingas uZ atsparumg ampicilinui i§ E. coli (Zir. "AmpA") ir genas leu2 i§
mieliy. Sis komponentas taip pat reikalauja replikacijos $altinio i§ abiejy organizmy, kad
issilaikyty kaip plazmidiné DNR Siuose dviejuose organizmuose. Tai gali buti Saltinis E.
coli, kiles i§ pBR322 ir Saltinis arsl mieliy chromosomos III arba 2u ciklines DNR

replikacijos Saltinis.

Antras plazmidés komponentas yra seka, iSdéstyta stipriai iSreikSto mieliy geno padetyje 5'
Yemiau patalpinto struktiirinio geno transkripcijos jgyvendinimui. Si seka, i§déstyta
padétyje 5', gali biiti seka, kilusi i§ mieliy geny TDH3 arba ARG3. Sis fragmentas
sudarytas tokiu biidu, kad paSalina struktiirines sekas TDH3 arba ARG3, kurios
pakei¢iamos seka, turinéia alternatyvius restrikcijos saitus, pvz., restrikcijos saitus Ncol

arba BamHI sékmingam §ios sekos, iSdéstytos 5' padétyje, sujungimui su struktiiriniu genu.

Tredias sistemos komponentas yra struktiirinis genas, sudarytas tokiu biidu, kad turi kartu

ATG transliacijos iniciacijos ir transliacijos uZbaigimo signalg.

Ketvirtas komponentas yra mieliy DNR seka, turinti seka, iSdéstytg mieliy geno padetyje
3', kuri turi savyje atitinkamus transkripcijos uzbaigimo ir poliadenilinimo signalus. Pvz.,
plazmidés, nukreipiancios Zmogaus proapo A-I gamybg mielése, gali biti gautos, jterpiant
zmogaus proapo A-I polipeptido geno fragmentus j ekspresijos plazmidés pRIT10774,
apraSytos EP paraiskoje Nr. 151102, BamHI saitg.

Papildomos skiriamosios $io i§radimo ypatybés paaiSkés i§ toliau pateikiamo tinkamesniy
vektoriy, apimanc¢iy rekombinanting DNR pagal §j i§radima, ir salygy, kuriose Sie vektoriai

gali biiti naudingai panaudoti, aprasymo.

ApraSyme pateiktos tokios figliros:
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Fig. 1A, B pateikta Zmogaus preproapo A-I nukleotidy ir aminoragsciy seka. Zmogaus
preoapo A-I informacinés DNR nukleotidy seka, gauta i§ cDNR klono pULB1609 DNR
sekos analizés. AminoriigStys, kurios yra signaliniame peptide, propeptide ir
susiformavusiame apo A-I polipeptide, yra identiSkos ir jos numeruotos nuo baltymo apo
A-I pirmos aminoruigs¢iy grupes. Pabraukta sritis, kuri atitinka parinktg sintezuotos DNR
sekos praba, naudojama §io klono iSskyrimui. Raidiniai aminoriig§ciy sutrumpinimai yra
tokie: A, alaninas; C, cisteinas; D, asparagino riigstis; E, gliutamino ragstis; F,
fenilalaninas; G, glicinas; H, histidinas; I, izoleucinas; K, lizinas; L, leucinas; M,
metioninas; N, asparaginas; P, prolinas; Q, gliutaminas; R, argininas; S, serinas; T,

treoninas; V, valinas; W, triptofanas; ir Y, tirozinas.

Fig. 2 pateikta oligonukleotidinio adapterio DNR fragmento, koduojancio subrendusio
apo A-I 6 aminorigiciy peptidg ir 14 pirmy aminoriigsCiy polipeptida, sintezés schema
kartu su ATG iniciacijos kodonu. Rodyklés rodo oligonukleotidus, naudojamus 65/61

pagrindiniy pory NCOI- Ball fragmento sintezei.

Fig. 3 parodytas plazmidés pULB9291, kuri turi reguliacines zonas lambda Py , sudarymas

ir proapo A-I nukleotidy seka.

Fig. 4 parodytas plazmidés pULA9296, kuri turi E. coli lac promotoriy, sudarymas ir
betagalaktozidazés proapo A-I nukleotidy seka.

Fig. 5 parodytas plazmidés pULB9299, kuri turi ARG3 mieliy reguliacines zonas,

sudarymas ir proapo A-I nukleotidy seka.

Fig. 6A, B ir C parodytas plazmidés pNIV1612, kuri turi lac ir Ipp reguliacines zonas,
sudarymas; seka, koduojanti ompA signalinj peptida ir proapo A-I nukleotidy seka.

Fig. 7 parodytas plazmidés pNIV1613, kuri turi polihedrino geno reguliacing zong,

sudarymas ir proapo A-I nukleotidy seka.
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Smulkus iSradimo apraSymas

Ribonukleino riigsciy gavimas. Zmogaus kepeny bendra RNR buvo gauta guanidino

chlorido metodu (R.A. COX, Methods Enzymol. XII, part B, (1968), 120-129). Sis

bendros ribonukleino riigsties preparatas buvo praleistas per kolonéle su oligo(dT)-

celiulioze, norint gauti bendras poliA+ RNRs (T.MANIATIS ir kt., Molecular Cloning
(Cold Spring Harbor, New York, 1982). IS 10 g. Zmogaus kepeny buvo gauta 200 pg

polyA™ RNR.

Komplementarios DNR (cDNR) gavimas in vitro salygomis. AtvirkStinés transkripcijos

reakcijos, panaudojant kaip pradinj produkta 0.1-5 ug poliA+ RNRs, buvo atliekamos,
dalyvaujant oligo(dT)12_18 (apytikriai 1 pg; Saltinis BOEHRINGER). Paskui $i

viengrandé cDNR transformuojama j molekulg su dviguba grandine (¢cDNRds), naudojant
ta patj atvirkStinés transkriptazés fermentg. cDNRds preparatai, paprastai 1 pg, buvo
apdirbami S1 nukleaze, sudarant bukus galus. Sie biidai gerai Zinomi Sios srities
specialistams ir smulkiai apraSyti T. MANIATIS ir kt., nurodyta auks¢iau. Paskui cDNRds
buvo pailgintos oligo(ds) badu, aprasytu L.VILLA-KOMAROFF ir kt., (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 75, (1978), 3727-3731). Paprastai 100 ng cDNRds apdirbama terminaline

dezoksinukleotidiltransferaze.
Paprastai pailginimai, atitinkantys 15 baziy, prijungiami pric cDNR molekules 3' galy.

Pailgintos ¢cDNRds klonavimas j plazmidés vektoriy pBR322. Plazmidés pBR322 DNR

buvo tiesikai ilyginta fermentu Pstl ir pailginta oligo (dG) biidu, apraSytu RM. LAWN
ir kt. (Nucleic Acids Res. 9, (1981), 6103-6114).

Komplementarios DNR, pailgintos oligo(dC), sumaiSomos lygiomis moliarinémis
porcijomis su plazmidés pBR322 DNR, pailginta su oligo (dG). Paprastai plazmideés
recirkuliacijai buvo aneliuojama 50 pg miSinio. Sios salygos gerai zinomos Sios srities
specialistams ir smulkiai apraSomos R.M. LAWN ir kt., zidir. nuoroda auksciau. Keli

§imtai transformanty buvo gaunama atrenkant pagal augimg tetraciklino terpéje,
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atsparumg Siam antibiotikui suteikia plazmide pBR322. Taip pat buvo tirtas
transformanty jautrumas ampicilinui. Tie i§ jy, kurie parodé jautruma, turéjo chimering

plazmidg, kadangi svetimos DNR jterpimas j vektoriy daro neveiky ampicilino geng. -

Selektyvus cDNR banko atrinkimas. E. coli transformantai buvo atrenkami su sintezuotais

oligonukleotidais, paZymétais prie 5' galo izotopu 32P atitinkanciais apo A-I geno

fragmentag.

Zmogaus apo A-I nukleotidy seka jau yra Zinoma (ziir. P. CHEUNG ir L. CHAN, cituota
auksdiau ir J.J. SEILHAMER ir kt., cituota aukséiau); tokiu biidu, yra patogu chemiSkai
sintezuoti N.D. SINHA ir kt. bidu (Nucleic Acids Res. 12, (1984), 4539-4557)
oligonukleotidy fragmenta, kurio ilgis atitinka 22 bazes, atitinkantj geno 5' galg. Atrinkta

seka yra tokia:
5-GCTGCGGTGCTGACCTTGGGCCG-3..

Prie§ naudojant hibridizacijai sintezuotas oligonukleotidas fosforilinamas jo 5' gale,
panaudojant T, polinukleotido kinaze (P-L  Biochemicals) ir gama->~P)
adenozintnifosfata. Zyméjimo ir hibridizacijos sglygos gerai Zinomos S§ios srities
specialistams ir smulkiai aprasytos T. MANIATIS ir kt., cituota auksciau, ir A. BOLLEN
ir kt. (DNA, 2, (1983), 255-264).

Ekspresijos plazmidZiy sudarymas. DNR gavimo, DNR fragmenty i§skyrimo biidai, o taip

pat analizés, naudojant restrikcijos fermentus, salygos bei fragmenty sujungimo salygos
gerai Zinomos §ios srities specialistams ir smulkiai apradytos RM LAWN ir kt., cituota

auksdiau, ir yra taikomos Siame darbe.

Fragmento NCol-Ball sintezé. Fig. 2 smulkiai parodyti pagrindiniai 35'-nariy 30-nariy, 18-

nariy ir 43-nariy oligonukleotidy projektavimo principai, naudojami 65/61 bpNcol-Ball
fragmento sintezei. Sie sintezuoti 30-nariai ir 18-nariai fragmentai buvo fosforilinami jy 5'
gale, naudojant T4 polinukleotido kinazg¢ (P-L Biochemicals). 1 pg kiekvieno

oligonukleotido, jskaitant nefosforilintus 35-narius ir 43-narius, buvo anelivojami tris

minutes 95°C temperatiiroje 300 mM natrio acetate (PH 7.0), po to létai atSaldyti iki 4
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OC. Aneliavimo miinys kaip toks buvo naudojamas klonavimo operacijai ekspresijos

plazmidés sudarymui.

DNR seky nustatymas. DNR seckos analizé buvo atliekama budais, apraSytais A.M.
MAXAM ir W. GILBERT (Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 74, (1977), 5463-5467).

Baltymu analizé. Lasteliy sankaupos, turincios optinj tankj OD630 lygy 1, buvo gaunamos

jvairiose kamieny, turin¢iy Zmogaus proapo A-I ckspresijos plazmides pULB9291,
pULB9292, pULB9296 or pULB9299, fermentavimo stadijose (transformuoty atitinkamai
i E. coli kamieng ARS8, JM101 arba | micliy kamiena 10S44c). Kiekvienas pavyzdys
resuspenduotas 50 mM Tris-HCL buferyje, pH 6.8, turin¢iame 2% natrio dodecilo sulfato
(SDS), 6 M karbamido, 10% glicerolio ir 5% merkaptoetanolio, ir virinamas 3 minutes.
Pavyzdziai tiriami elektroforezés polikrilamido geliuose bidu (Nature, 227, (1970), 680-
685). Bendras baltymo kiekis nustatytas apdaZzant Coomassie Brilliant Blue dazu, ir
sintezuotas Zmogaus proapo A-I indentifikuojamas Western blot analizés bidu (Zitr.

A.BOLLEN ir kt., cituota auksciau).

Rekombinantiniy vektoriy Zmogaus proapo A-I ekspresijai bakterijose, mielése ir

vabzdziy lastelése, uzkréstose bakulovirusu, konstravimas

1. Zmogaus preproapo A-I pradinis cDNR klonas: pULB1609 (Fig.1).

Buvo atrinkta keli Simtai transformanty, g.;:lunamq klonuojant cDNRds, atitinkancig

Zmogaus kepeny poliA+ RNR, j plazmidés pBR322 saita Pstl, naudojant 22-nario apo A-
I sintetinj bandinj, apraSyta aukSciau. Siame cksperimente vieno i$ klony hibridizacijos
signalas buvo intensyvus. Sis klonas, pazymétas pULB1609, buvo iSskirtas, ir Sio DNR
intarpo, jterpto j rekombinanting plazmidg, nustatyta DNR seka. Jos ilgis yra 878 baziy
pory (bp); ji koduoja pilng preproapo A-I polipeptida. Kaip parodyta Fig. 1, Sis klonuotas
DNR fragmentas turi 5' ir 3' nekoduojanéias zonas (atitinkamai 19bp ir 55bp), 54bp seka,
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pCQV2 buvo aprasyta C. QUEEN, J. Mol. Appl. Genet., 2, (1983), 1-10 ir lengvai

prieinama.

Sio konkretaus tipo vektoriaus pasirinkimas nebiitinas: gali biti naudojamas bet kuris
kitas vektorius, turintis promotoriy ir pasroviui atitinkamg Ncol saity. Apytikriai 0.1 ug
sintezuoty fragmenty, tokiy kaip aprayti aukiciau, liguojami DNR ligaze T4, apytikriai su
1 pg 744bp Ball-Pstl fragmento, gauto i§ plazmidés pULB1609, ir apytikriai su 1 pg
plazmidés vektoriaus pULB1221, atkirsto Ncol-Ball. Iki sujungimo operacijos 744 bp
Ball-pstl fragmentas buvo apdorotas DNR polimeraze T tokiu biidu, kad vykty iStempty
galy padétyje 3' transformacija | laisvus galus. Sis biidas gerai Zinomas $ios srities

specialistams ir smulkiai aprasytas T. MANIATIS ir kt., cituota auksciau.

Po amplifikacijos kompetentiskose E. coli kamieno AR58 lastelése sudarytos plazmideés
charakterizuojamos restrikcijos saity analizés ir sintezuoty fragmenty bei jungimo saity
DNR sekos analizés bidu. Rekombinantiné plazmidé pULB9291 atitiko visus kriterijus,
kadangi ji turéjo visus fragmentus teisinga tvarka ir teisingoje orientacijoje. Ji buvo

naudojama ekspresijos tyrin€jimuose.

3. Bakterinio ekspresijos vektoriaus, turindio sujungtas sekas, atitinkancias beta-

galaktozidaze ir Zmogaus proapo A-1, sudarymas: pULB9296 (Zitr. Fig. 4)

Sioje struktiiroje DNR seka, koduojanti Zmogaus proapo A-l, buvo sujungta tesingo
skaitymo rémelyje pasroviui su beta-galaktozidazés DNR seka. Beta-galaktozidazes genas
yra E. coli ekspresijos plazmidéje, pUR288, kuri yra laisvai prieinama (U. RUTHER and
B. MULLER-HILL, EMBO J. 2, (1983), 1791-1794) ir kuri turi efektyviai indukuojama
promotoriy lac ir atitinkamus restrikcijos saitus beta-galaktozés sekoje. Sukonstruota
atitinkama rekombinantiné plazmidé, kaip parodyta Fig. 4. Pirmiausia plazmidés pUR288
seka buvo atkirsta BamHI, po to apdorota DNR polimeraze Ty ir vel atkertama Sall.
Paskui 805 bp DNR fragmentas sudarytas i§ pULB9291, suskaidant Kpnl, apdorojant
DNR polimeraze T4 ir suskaidant Sall. Sie du fragmentai buvo sujungti vienas su Kitu
moliniu santykiu T4 DNR ligaze ir gauta plazmide panaudota E. coli kamieno JM101,

kuris yra pladiai paplitgs ir lengvai prieinamas kamienas (ATCC Nr. 33876),
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kompetentisky lasteliy transformacijai. Transformantés buvo tikrinamos restrikcines
analizés biidu dél teisingos Zmogaus prepro A-I sekos orientacijos beta-galaktozidazes
geno atzvilgiu ir atstatyto BamHI saito buvimo dviejy seky sudiirime. Analizé parode, kad
smogaus proapo A-I seka sujungta pasroviui beta galaktozidazés DNR sekos ir | teisinga
skaitymo rémelj. Viena i§ transformanc¢iy pULB9296, patenkino visu kriterijus ir buvo

naudojama ekspresijos eksperimentams.

4. Mieliu ekspresijos plazmidés, turin¢ios Zmogaus proapo A-I cDNR seka. konstravimas:

pULB9299 (Fig. 5)

Sioje struktiiroje ¢cDNR scka, koduojanti Zmogaus proapo A-l, klonuojama tarp
promotoriaus ir terminatoriaus signaly, kuriuos turi mieliy ckspresijos plazmidé. Siam
cksperimentui buvo parinktas mieliy ekspresijos vektorius pRIT 10774. Ekspresijos
plazmidés pRIT 10774 konstravimas yra aprasytas EP paraiSkoje Nr. 151, 102. Ji buvo
sukonstruota pradedant, i$ vienos pusés, i§ plazmidés pRIT 10749, deponuotos ATCC Nr.
39133 pagal Budapesto sutarties nuostatus ir, i§ kitos puses i§ E. coli-S cerevisiae

audyklinio vektoriaus YEp13, aprasyto J.R. BROACH ir kt., Gene, 8, (1979), 121-133,

kuris yra saugomas ATCC Nr. 37115 ir yra lengvai prieinamas. Vektorius pRIT 10774 gali
lengvai replikuotis ir E. coli , ir mielése, ir turi ornitinkarbamoilo transferazes
transkripcijos terminatoriy bei promotoriy, atskirtus unikaliu restrikcijos saitu BamHI,
patogiu svetimos DNR, turin¢ios nuosavg ATG transliacijos iniciacijos kodona, jterpimui.
Be to, §is vektorius turi 2y mieliy sekas, metabolinius markerius atrinkimui mielése ir
AmpA atrinkimo markerj Saudykliniam E. coli vektoriui. Tai ne vienintelis vektorius, kuris
gali biiti naudojamas Zmogaus proapo A-I ekspresijai mielése: gali biiti naudojamas bet
kuris kitas mieliy vektorius, turintis reguliacinius signalus, ir tai veda pric kokybiskai
vienody rezultaty. Konstravimas iliustruotas Fig. 5, buvo atlickamas tokiu budu.
Plazmidés pRIT 10774 DNR tiesiSkai iSlyginamos naudojant fermenta BamH], ir
veikiamos DNR polimeraze Ts. I§ kitos pusés, 810 bp DNR fragmentas gaunamas i8
pULB9291, suskaidant fermentais Asp718 ir Sall, paskui veikiant DNR polimeraze Ts. Sis
fragmentas koduoja Zmogaus proapo A-I ir apima transliacijos iniciacijos kodona. Sie du

fragmentai, gauti kaip apraSyta auks¢iau, buvo susiuvami vienas su kitu ekvimoliniu
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santykiu DNR ligaze T4, ir 8is miSinys buvo naudojamas kompetentiniy E. coli MM294
lasteliy trasformacijai. Transformuojanéiq kontrolé buvo atlickama restrikcijos analizes
biidu, jgalinant patikrinti Zmogaus proapo A-I DNR  sekos teisingg orientacija
promotoriaus ARG3 sekos atzvilgiu. Viena i§ transformuojanciy turi rekombinanting

plazmidge pULB9299, kuri patenkina Sias salygas. Plazmide pULB9299 buvo

amplifikuojama E. coli ir naudojama mieliy Saccharomyces cerevisiae kamieno 10S44c

(pep4-3, leu2-3, leu2-112) sferoplasty transformacijai; (T. CABEZON ir kt. cituota

aukiciau). Naudojant kamieng Ic 1679 (ATCC Nr. 20631), gaunami kokybiskai analogiSki
rezultatai. Paskui micliy transformantés buvo tiriamos dél Zmogaus proapo A-I

ckspresijos.

5 Bakterinio sekrecijos vektoriaus, turin¢io Zmogaus proapo A-I cDNR seka,

konstravimas: pNIV1612 (Fig. 6A, B, C)

DNR secka koduojanti Zmogaus proapo A-I, sujungiama pasroviui teisingo skaitymo
rémelyje su E. coli Ompa baltymo signalinio peptido DNR seka. Siam eksperimentui
buvo parinktas sekrecijos vektoriaus pIN-III-ompA-2 (J. GHRAYEB ir kt., EMBO J, 3.
(1984), 2437-2442). Sis vektorius ir jo Seimininkas E. coli kamienas JA221 yra prieinami ir

gali biiti gauti Niujorko Valstybinio Universiteto Biochemijos skyriuje.

Sis sekrecijos vektorius turi stipry lpp (lipoproteino) promotoriy, promotoriaus-
operatoriaus lac fragmenta, represoriaus lac seka lacl ir atitinkamus restrikcijos saitus,
igdéstytus  betarpiskai po sekos, koduojancios signalinj ompA peptidg. Tinkama
rekombinantiné plazmidé sukonstruota kaip parodyta Fig. 6A, B ir C. Pirmiausiai
sekrecijos vektorius pIN-III-ompA-2 buvo tiesiSkai iSlygintas su EcoRI ir apdirbtas DNR
polimeraze Ts. Po to 805 bp DNR fragmentas iSskiriamas is pULB9291, suskaidytos i§
cilés restrikcijos fermentais Kpnl ir Sall, po to apdirbant DNR polimeraze Ta. Sis
fragmentas koduoja zmogaus proapo A-l ir turi ATG transliacijos iniciacijos kodong. Abu
fragmentai, gauti kaip nurodyta auksCiau, susiuvami vienas su kitu ekvimoliniu santykiu,
naudojant DNR ligazg T4, ir §is susiitas miSinys naudojamas E. coli kamieno JA221

kompetentisky lasteliy, kultivuoty terpéje M9 (J.H. MILLER, "Experiments in Molecular
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Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1972, p. 431),
turinéioje triptofano (200 mg/l), leucino (20 mg/1), laktozés (2 g/l) ir ampicilino (50 mg/l),
transformacijai. Transformantés buvo parinktos pagal jy atsparumg ampicilinui ir buvo
sijojamos su 18-nariu sintezuotu oligonukleotidu (tas pats, kuris buvo naudojamas
adapterio sintezéje, kaip parodyta Fig. 2). Atrinktos transformantés buvo tikrinamos
restrikcijos analize, nustatant, ar teisinga proapo A-I DNR sekos orientacija signalinio
peptido, kurio nesiklis yra sckrecijos vektorius, sckos atzvilgiu (atstatomas taSkas EcoRI
§iy dviejy seky sujungime). Viena i§ transformanciy turi rekombinanting plazmide,
tenkinandia §ia salyga. Papildoma seka i§ adapterio, pabraukta zemiau pateikiamoje

nukleotidy sekoje:

5' GTA GCG GAG GCC GCT GAA TTC ATG AGA CAT TTCTGG 3'

Val Ala Gln Ala Ala Glu Phe Met Arg His Phe Trp

aa_¢

buvo pasalinta kryptinga mutageneze. Tam buvo atlikta Zemiau pateikiamo 24-nario

oligonukleotido:

signalinis peptidas ——> <—— proapo A-I

5' GTA GCG GAG GCC AGA CATTTCTGG 3
Val Ala Gln Ala Arg His Phe Trp

netekusio 12 papildomy baziy, sintezé, ir jis toliau buvo naudojamas pasalinti 12 baziy

linkerio seka.

Mutagenezés atlikimui buvo naudojama Amelrsham sistema. Ji remiasi F. ECKSTEIN ir
kt. badu (Nucleic Acids Res. 13, (1985), 8765-8785). Siuo biidu gaunama didelé produkto
iSeiga ir didziausias efektyvumas i§ visy egzistuojanciy biidy: iki 95%. Pirmiausiai DNR
sritis, kuri turi bati mutagenizuota, klonuojama | vektoriy M13. Tam rekombinantines
plazmidés pIN-III-ompA-2 DNR fragmentas Xbal-Ball, turintis proapo A-l gena,
jterpiamas j vektoriy M13mp19, atkirsta Xbal ir HindII. Vektorius M13mp19 komerciskai

pricinamas; jis gali biiti gautas i§ Amersham firmos (Buckinghamshire, England). Tada
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mutageninis 24-naris nukleotidas hibridizuojamas vienagrandine matrica ir iStempiamas
DNR polimerazés Klenow fragmentu, dalyvaujant DNR ligazei T,, kad buty gautas

mutantinis heterodupleksas.

Selektyvus nemutantinés grandinés pasalinimas galimas, jvedant tionukleotida j mutanting
granding sintezés metu in vitro salygose, ir suskaidant nefosforotionuota granding Ncil.
Toks jtrikimas turi saita ekzonukleazei III, kuri suardo granding, kuri néra mutantas.
Tokiu atveju granding, kuri yra mutantas, naudojama kaip matrica Ziedinés molekulés su
dviguba grandine pertvarkymui, susidarant homodupleksinei mutantinei molekulei. Tokia
mutagenezé patvirtinama atrenkant jungtj tarp signalinio peptido ir proapo A-I geno
sekos pradzia. Rekombinantine plazmidé pNIV1612 pertvarkoma, susiuvant vektoriaus
pIN-IIT-ompA-2 fragmentg Xbal-HindIII su fragmentu Xbal-Ball DNR fragmentu, kuris
netekes 12 papidomy baziy, ir su proapo A-I geno fragmentu Ball-HindlII Sie trys
fragmentai liguojami DNR ligaze Ty, ir Sis miSinys naudojamas E. coli kamieno JA221
kompetentiniy lasteliy transformacijai, kaip apraSyta auk$¢iau. Sios transformantés
atrenkamos pagal atsparuma ampicilinui ir sijojamo 18-nariu oligonukleotidu, aprasytu
auksciau. Vienas i§ transformanty turi rekombinanting plazmidg pNIVI16I2. Sioje
baigtinéje struktiroje seka, koduojanti signalinj peptida ompA, eina prie$ pilng proapo A-
I seka be kodono ATG (Fig. 6a, B ir C). E. coli transformantés i§bandomos dél proapo A-

I ekspresijos.

6. Perneiimo vektoriaus Zmogaus proapo A-I cDNR_sekos jvedimui j bakulovirusa

konstravimas: pNIV1613 (Fig. 7)

Plazmidé pNIV1613, turinti Zmogaus proapé A-I DNR seka, buvo sudaryta, iSdéstant
segmenta, i$vesta i§ klono pULB9291 pasroviui bakuloviruso polihedrino geno
promotoriaus (Fig. 7). Siame eksperimente buvo naudojamas bakuloviruso perneSimo
vektorius pAcRP6 (Y. MATSUURA ir kt., J. Gen. Virol. 67, (1986), 1515-1529). Jis gali
biiti gautas i§ Otavos Universiteto Mikrologijos ir Imunologijos skyriaus. Si plazmidé turi
polihedrino geno promotoriy iki nukleotido -7 lyderinéje sckoje 5'; joje néra polihedrino

ATG kodono ir pirmyjy 170 nukleotidy sekos, koduojancios polihedring. Pageidaujamas
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BamHI saitas yra pasroviui nukleotido -7. Konstravimas, iliustruotas Fig. 7., buvo
atlickamas taip. Plazmidés pAcRP6 DNR tiesiSkai iSlyginama su BamHI. Be to, 810 bp
DNR fragmentas iSskiriamas i pULB9291, suskaidant restrikciniais fermentais Asp718 ir
Sall. Sis fragmentas koduoja Zmogaus proapo A-I ir turi ATG transliacijos iniciacijos
kodona. Sie du fragmentai ekvimoliniu santykiu kartu veikiami DNR polimeraze Ty,
susiuvami DNR ligaze T, ir naudojami E. coli Stamo ARS8 kompetentiniy Igsteliy
transformacijai. Sios transformantés atrenkamos pagal jy atsparuma ampicilinui, sijojamo

35-nariu 9

2p. zymeétu oligonukleotidu (Zitir. Fig. 2), atitinkanciu proapo A-I DNR sekos
dalj, ir restrikcine analize kontroliuojama proapo A-I DNR sekos teisinga orientacija
polihedrino geno promotoriaus atzvilgiu. Viena iS §iy transformanciy turi rekombinantine

plazmide pNIV1613, kuri tenkina $ig salyga, ji naudojama ekspresijos eksperimentuose.

7. Zmogaus proapo A-I produkavimas transformuotais mikrooreanizmais

20 ml E. coli kamieno ARS8 arba JM101 kultiiros, tansformuotos atitinkamai pULB9291
ir pULB9296, buvo kultivuojamos praturtintoje terpéje, papildytoje 50 pg/ml ampicilino
(kulttrinis buljonas LB, Ziur. T. MANIATIS ir kt. eksperimento detaléms iSaiskinti, ¢ia

cituota auksciau), iki tol, kol optinis tankis ties 630 nm (OD 630) Pasiekia 0.6. pULB9291

atveju promotoriaus lambda PL indukcija buvo jgyvendinta, pakeiciant pradines kultiiros

augimo salygas nuo 30 °C iki 42 °c, taip kad vyksta promotoriaus lambda P slopintojo

inaktyvacija (M. ROSENBERG ir kt., Methods Enzymol. 101, (1983), 123-138). Indukcija

buvo atlieckama 20 minuciy.

pULB9296 atveju promotoriaus lac indukcija igyvendinama, jvedant j kultiirg, inkubuota

37 °C temperaturoje, cheminj induktoriy IPTG (izopropil-beta-D-tiogalaktozidg) iki tol,
kol pasieckiama galutiné I mM koncentracija (L) LORENZETT ir kt., cituota auksciau).
Indukcija vyko 60 minuciy.

I§ kitos puses, kultiiros, susidedancios i§ 20 ml mieliy lasteliy 10S44c, transformuoty

pULB9299, kultivuojamos 30 OC temperatiiroje azotintos bazés micléms terpéje (Difco),
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papildytoje gliukoze (1%) iki tol, kol optinis tankis ties 630 nm pasiekia 0.6. Nereikalingas

né vienas induktorius, kadangi §iuo konkre¢iu atveju ekspresija savaimine€.

Atrenkami 1 ml auk$¢iau nurodyty kultiiry pavyzdZziai, ir jie centrifuguojami su 15 000 g
penkias minutes. Gautos nuosedos lizuojamos verdanéiame natrio dodecilsulfate (SDS).
Sios sankaupos suspenduojamos 50 pl buferio, turincio SDS (5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2%

SDS, 6 M karbamido, 5% 2-merkaptoetanolio ir 10 % glicerolio), ir §i suspencija buvo

virinama 3 minutes 100 °C temperatiiroje. Po to ekstraktai centrifaguojami su 15000 g 10
minuéiy. Taip $ie pavyzdziai buvo paruosti analizei elektroforeze ant poliakrilamidiniuose
gelivose, turindiuose 15 % arba 75 %, SDS, denatiiruojanciose salygose (U.K.

LAEMMLYI, cituota auksciau).

Po elektroforezés poliakrilamidiniai geliai buvo greitai perplauti 40 ml distilivoto vandens
ir 40 ml buferinio natrio fosfato (50 mM) tirpalo su pH 7.5. Po to Sie baltymai elektriskai
perneSami nuo geliy ant nitroceliuliozinio lapo per dvi valandas, esant 60 V ir 1.5 A tame
paciame buferiniame fosfato tirpale (T. CABEZON ir kt, cituota auksCiau).
Nitroceliulioziniai lapai prisotinami albuminu (1%) 50 mM natrio fosfato buferyje, pH
7.5, tada jie inkubuojami kambario temperatiiroje per naktj su triusio anti-Zmogaus apo
A-I serumu, praskiestu 1/500 (plazmides pULB9296 atveju su monoklonaliniais pelés anti-
beta-galaktozidazés antikiinais) tame paciame buferiniame tirpale, tik be albumino. Sie
lapai penkis kartus perplauti 40 ml to paties fosfatinio buferio tirpalu ir po to inkubuojami
40 ml fosfatinio buferio tirpalo, turin¢io 10 pg/ml peroksidaze Zyméto asilo anti-triusio
antikino arba anti-pelés antikino serumo. Po 4 valandy inkubavimo kambario
temperatiiroje §ie lapai buvo penkiskart perplauti 40 ml fosfatinio buferio tirpalo ir
galiausiai rySkinami, prid¢jus 50 ml chromogeninio substrato tirpalo (10 mg
diaminobenzidino, 100 pl karbamido peroksido (10%), 100 mM Tris-HCI su pH 7.6).
pULB9291 ir pULB9299 atveju buvo rastas vienintelis produktas, reaguojantis su anti-
7mogaus apo A-I antikiinais. Sio produkto molekuliné masé¢ atitinka molekuline
etaloninio natiiralaus apo A-I masg. pULB9296 atveju buvo rastas sujungtas polipeptidas,
kurio dydis atitinka beta-galaktozidazés ir proapo A-l polipeptidy sumai (144 kDa),

reaguojantis su Zmogaus anti-apo A-l serumu ir anti-beta galaktozidazés serumu. Sie
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imatavimai nustatyti i§ anksto pagal kalibracing kreivg, paremtg molekulinés mases

etalony, esanéiy tuose patiuose galuose, kaip ir lasteliniai ekstraktai, migracija.

Kitame cksperimente 20 ml E. coli kamieno JA221 kultiiry, transformuoty pNIV1612,
kultivuojama praturtintoje terpeje, papildytoje 50 pg/ml ampicilino (maitinimo buljonas

LB, ziar. T. MANIATIS ir kt,, cituota auksciau), iki tol, kol optinis tankis ties 630 nm

pasické 0.6, lac promotoriaus indukcija, jvedant j kultiira, inkubuota 37 OC temperatiiroje,
cheminj induktoriy IPTG (izopropil-beta-D-tiogalaktozida) buvo vykdoma iki tol, kol
buvo pasickta galutiné 2 mM koncentracija. Indukcija atliekama 60 minuciy. Atrenkami
Siy kultiiry pavyzdziai po 1 ml ir centrifiiguojama su 15 000 g penkias minutes. Gautos
nuosédos surenkamos nedidelio osmotinio poveikio biidu, kad bity i§laisvintos
periplazminés frakcijos (D. KOSHLAND and D. BOTSTEIN, Cell, 20, (1980), 749-760),
Iglasivinta frakcija buvo suspenduota buferiniame pavyzdzio tirpale, turin¢iame SDS,
minéto aukiéiau, bet be karbamido, suspensija buvo pasildyta iki virimo, centrifaguota ir
atlickama elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje (SDS koncentracija 12.5 %), ir
imunodetekciné analizé po elektroforezinio perneSimo. Sintezuoto proapo A-I frakcija
randama §ioje lasteléje, bet ne periplazmoje. Taip yra dél to, kad proapo A-l
neiSskiriamas, arba dél to, kad osmotinio poveikio efektyvumas néra optimalus. Proapo A-
I pagrindiné frakcija buvo rasta laisvoje biikléje Sioje terpéje po osmotinio poveikio, tuo

parodydama, kad lasteles baltyma iSskiria.

8. Uzkréstuy bakulovirusu vabzdziy lasteliy Zmogaus proapo A-I produkavimas

Rekombinantiné plazmidé pNIV1613 buvo naudojama kartu su laukiniu bakuloviruso

kamienu, kad kartu jvykty Spodoptora frugiperda lasteliy uzkrétimas kultiiroje. Paémus

rekombinantiniy virusy, netekusiy polihedrino, praba, buvo gautos rckombinantines
kolonijos. Rekombinantinis virusas, i$valytas nuo kolonijos, buvo naudojamas vabzdziy
lasteliy uzkrétimui. Si procediira grai Zinoma $ios srities specialistams ir sulkiai apraSyta
M.D. SUMMERS and G.E. SMITH "A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and
insect cell culture Procedures, Texas University, College Station, (1987)". Sis

rekombinantinis virusas buvo tirtas dél proapo A-I produkavimo imunologiniu Western
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blot analizés bidu ir elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje (SDS koncentracija 12.5
%), po lasteliy buvo lizavimo RIPA buferiu (0.05 M Tris-HCl buferis, pH 7.2, turintis 0.15
M NaCl, 1 % Triton X100, 0.1 % SDS, 0.1 % natrio dezoksicholato ir 1 mM
fenilmetilsulfonilo fluorido (PMSF)) ir apdorojimo verdanc¢iu SDS. Buvo surastas vienas
vienintelis produktas, reaguojantis su anti-Zmogaus apo A-I antikiinais. Jo molekuline
masé atitinka natiiralaus apo A-I etalono molekuling masg, ir Sis ekspresuotas baltymas
yra pagrindinis bendro baltymy kiekio komponentas. Proapo A-I koncentracija kultiiros
litrui, i¥matuota paprasta radialine imunodifuzija (G. MANCINI ir kt. Immunochem. 2.

(1965), 235-254), buvo apie 100 mg.

9. Zmogaus proapo A-I citoplazminis produkavimas E. coli. Nustatytos minimalios terpes

panaudojimas

Citoplazminiam Zmogaus proapo A-I produkavimui E. coli minimalioje terpeje buvo
naudojama plazmide pULB9292. Plazmide pULB9292 buvo sukonstruota plazmides
pULB9291, koduojanéios promotoriy lambda P, fragmento EcoRI-Ncol pakeitimu

plazmidés pOTS fragmentu EcoRI-Ncol (M. ROSENBERG ir kt. Methods Enzymol.
101, (1983), 123-138). Vektoriaus pOTS fragmentas EcoRI-Ncol (G. DEVARE ir kt,
Cell 36, (1984), 43-49) turi taip pat efektyvy ir reguliuojama fago lambda PL promotoriy.

E. coli kamieno AR58, transformuoto plazmide pULB9292, 20 ml kultiros auginta
nustatytoje minimalioje terpeje. Minimalios terpés sudétis tokia (1 litrui): 3 g
NazHPO4.2H20; 3 g KH,PO,; 0.5 g NaCl; 1 g NH,Cl; 1.37 mM MgSO,.7TH,0; 29.5 uM
FeCl3.6H20; 236 uM MnSO 4.HZO; 10 g gliukozés; 1 pg vitamino B1, 50 mg ampicilino;
LB buljono 1/20 (tar./tir.). Lasteles buvo kultivuojamos Sioje minimalioje terp¢je iki tol,

kol optinis tankis ties 630 nm pasieke 0.5. Promotoriaus lambda Py indukcija pasickiama,
pakei¢iant pradines kultiiros augimo salygas nuo 30 iki 42 OC taip, kad biity inaktyvuotas
promotoriaus lambda Py slopintojas (M. ROSENBERG ir kt, cituota auksciau).

Indukcija vykdoma 60 minu¢iy. Buvo atrinkti kultiiry pavyzdZiai po 1 ml ir praleisti per

French presg arba centrifaguoti su 15000 g penkias minutes. Gautas bendras lastelinis
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ekstraktas arba nuosédos apdirbamos SDS verdant, kaip aprasyta 7 sk. Po elektroforezes
ir Western blot analizeés gautas vienas. vienintelis produktas, kuris reaguoja su anti-
zmogaus apo A-I antikiinais. Sio produkto molekuliné mas¢ atitiko etaloninio natiiralaus
apo A-I molekuling masg. Ekspresuoto proapolipoproteino  A-I kiekis nustatytoje
minimalioje terpéje sudaro 13.5 % bendro baltymo kickio ty., apskaiciuota proapo A-I

koncentracija sudaro mazdaug 270 mg kultiros litrui.

10. Zmogaus proapo_ A-I, produkuojamo transformuotais mikroorganizmais, iSskyrimas.

valymas ir charakterizavimas

10.1. I§skyrimas ir valymas

Proapo A-I rekombinanto nevalyti ekstraktai centrifiiguojami 15 minuéiy su 4000 g ir
nuosédos isskiriamos. Spernatantas centrifiiguotas su 100000 g dvi valandas. Gautos
nuosédos buvo suspenduotos minimaliame buferinio tirpalo tryje (TEN100), turinciame
20 mM Tris-HCl, pH 7.5; 1 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1.75 pg/mi PMSF ir 100 pg/ml
natrio mertiolato (etilgyvsidabrio-tionsalicilo ~ rugsties natrio druska), ir nurodyti
suspencijos bei supernatanto tariai atskirai vienas nuo Kito praskiesti iki pradinio
ckstrakto tiirio su tokiu buferiniu tirpalu. Po to baltymas nusodinamas abicjose
suspensijose, didinant izopropilo alkoholio koncentracija. Radialinés imunodifuzijos budu
(G. MANCINI ir kt,, cituota auksciau), panaudojant pramonini apo A-I etalona, buvo
nustatyta kiekvienos suspensijos nusodinto baltymo frakcija, kuri sudaré pagrinding
imunoreaktyvumo dalj, atitinkancig Zmogaus apo A-. Tokiu biidu gauta kiekviena frakcija
toliau gryninama chromatografijos budu Sephacryl $200 kolonéléje, panaudojant ta patj
buferinj tirpala kaip eliuenta. 0.9 ml frakeijos buvo surinktos, ir radialinés imunodifuzijos
bidu kickvienoje frakcijoje buvo nustatytas bendras baltymo, pasiZymincio
imunoreaktyvumu, atitinkanciu apo A-I imunoreaktyvuma, kiekis. Baltymo, iSplauto
eliucija $iose frakcijose, molekuline masé nustatoma kalibruojant kolonélg Zinomos
molekulinés masés etalonais, tokiais kaip aldolaze, jaucio serumo albuminas, ovalbuminas,

chimotripsinogenas ir citrochromas C2 identiskose salygose. Proapo A-1 grynumas 1-am
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mg bendro baltymo pagrindinése frakcijose, turinciose ta patj imunoreaktyvumg, kaip ir

pramoninio apo A-I etalono, buvo 95 %.

10.2. Charakterizavimas

10.2.1. Fizinés rekombinantinio proapo A-I savybés

Centrifuguojant su 100000 g rekombinantinj proapo A-I, iSvalytg ir atskirta nuo
supernatanto, nuosedy izoelektriniu fokusavimu pagal N. CANSIMPOOLAS (Anal.
Biochem. 26, (1969), 54-62) ir naudojant savaiminj pH gradienta nuo 4 iki 6, buvo gauta
viena vienintelé juosta su izoelektriniu tasku 4.95. Plazmos apo A-I buvo truputj labiau
ragStinis ir jo izoelektrinis taskas buvo 4.75. Sis 0.2 skirtumas pH dydyje tarp
rekombinantinio apo A-I ir plazmos A-I izoelektriniy tasky gerai atitiko tg skirtuma, kuris
kaip buvo pranesta auksciau, lygus 0.17 (G.L. MILLS ir kt., Lab. Tech. Biochem. Mol. 14,
(1984), 244-245). Kai dél molekulinés masés, nuosédy ir supernatanto rekombinantiniai
proapo A-I abu susid¢jo i§ vienos vienintelés identiskos 29.9 +1.4 kDa molekulinés masés
polipeptidinés grandinés. Zmogaus plazmos apo A-I buvo truputj maZesnis turéjo

molekuling masg, lygig 29.3 +1.3 kDa.

10.2.2. Rekombinantinio proapo A-I peptidinio zemelapio sudarymas su BNPS-skatolu

Buvo atlickamas cheminis suskaldymas su 3-bromo-3-metil-2-[(2-nitrofenil)tio]-3H-
indolu (BNPS-skatolu) pagal A FONTANA biidg (Methods Enzym. 25, (1972), 419-423).
5-10 pg iSvalyty baltyminiy preparaty buvo istirpinta 100 pl fenolio tirpalo (0.15 % tiirio

%), vandeniniame (50 tiirio %) acto riigsties tirpale. Tada buvo prideta 50 pl BNPS-

skatolo (4.8 mg mililitrui) tirpalo ledinéje acto riigdtyje, po to inkubuojama 25 °C

temperatiiroje 72 valandas. Paskui buvo pridéta 50 pl 2-merkaptoetanolio ir veél

inkubuojama 37 °C temperatiroje 5 valandas. Pavyzdziai buvo iSgarinti, vél istirpinti 100
ul vandens ir ekstrahuoti 200 pl etilo acetato. Organinés fazés buvo atskirtos, o vandeninés

fazes liofilizuotos bei analizuojamos SDS-poliakrilamido gelio elektroforeze.



LT 3600 B

26

Cheminio suskaldymo su BNPS-skatolu atveju fragmenty i3 apo A-I skaicius ir dydis gali
buti daugiau ar maziau numatytas, kada.ngi naudojamose eksperimento salygose BNPS-
skatolas selektyviai skaldo po triptofano likuéiy. Jei darysime prielaidg, kad skilimo
efektyvumas yra 100 % kiekviename skilimo taske, didZiausias fragmentas, kurio galima
tiketis, yra C-galo 15.4 kDa fragmentas. Likusiy fragmenty molekuliné masé yra nuo 0.5
iki 5.3 kDa ir tuo biidu jie yra per mazi, kad juos galima biity nustatyti. Nepilno skilimo
atveju 15.4 kDa fragmentas bus i8pléstas N-galo kryptimi, taip gaunant atitinkamai 20.7
kDa, 23.1 kDa ir 27.6 kDa fragmentus. Sic numatymai yra puikiai patvirtinami Zmogaus

plazmos apo A-l ir jvairiems iSvalytiems rekombinantinio proapo A-I preparatams.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Rekombinantiné DNR seka,besiskirianti tuo, kad ji apima seka, kuri koduoja
zmogaus proapolipoproteing A-l, kurioje natliralios koduojancios sekos dalis yra
pakeista DNR fragmentu, koduojanéiu tas pacias aminoruagstis, bet susidedanciu 1§

kitos nukleotidy sekos, taip kad sumazinamas arba visai panaikinamas smeigtuky

pavidalo struktiiry susidarymas.

2. DNR seka pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad naturali seka, koduojanti
proapoliproteino A-I aminoriigstis nuo -6 iki +14, yra pakeista tokia seka (nurodyta tik
viena grandiné):

5“ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGG
GATAGAGTTAAGGACTTG-3'

ir nurodyta seka apima papildoma ATG transliacijos iniciacijos kodong bei
modifikuotus kodonus aminoriig§¢iy grupéms -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10,

+11ir +14.

3. Replikuojamas klonavimo vektorius, be siskiriantis tuo, kad jis apima

rekombinanting DNR seka pagal 1 arba 2 punkta.

4. Ekspresijos vektorius, be siskirianti's tuo, kad jis apima rekombinantinés DNR
seka pagal 1 arba 2 punkta, operaciniu biidu sujungtg su reguliacine DNR seka ir

apsupta transliacijos iniciacijos ir uzbaigimo signalais.

5. Ekspresijos vektorius pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad reguliacine DNR

seka apima fago lambda Py promotoriaus sritj.
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. Ekspresijos vektorius pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad Zmogaus
proapolipoproteino A-I DNR seka yra sujungta pasroviui beta-galaktozidazés DNR

sekos ir reguliaciné DNR seka apima prmotoriaus lac sritj.

. Ekspresijos vektorius pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad reguliaciné DNR

apima mieliy ARG3 promotoriaus ir transkripcijos terminatoriaus sritis.

. Ekspresijos vektorius pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad Zmogaus
proapolipoproteino A-I DNR seka be ATG kodono sujungta pasroviui E. coli OmpA
baltymo signalinio peptido DNR sekos, ir tuo, kad reguliacine DNR seka apima

promotoriaus lpp ir promotoriaus-operatoriaus lac sritis.

. Ekspresijos vektorius pagal 4 punktg,besiskiriantis tuo, kad reguliacine DNR

seka apima polihedrino bakuloviruso geno promotoriaus sritj.

10. Rekombinantiné plazmidé, besiskirianti tuo, kad ji yra parinkta i§ grupes,

apimanéios pULB9291, pULB9296, pULB9299, pNIV1612 ir pNIV1613.

11. Lastelés kultiira arba mikroorganizmas, b e siskiriantys tuo, kad jie

transformuoti ekspresijos vektoriumi pagal bet kurj i§ 4-9 punkty.

12. Lastelés Kkultira arba mikroorganizmas, besiskiriantys tuo, kad jie

transformuoti rekombinantine plazmide pagal 10 punktg.

13. Zmogaus proapolipoproteino A-I gavimo biidas,besiskiriantis tuo, kadjji
jeina transformuotos lastelés arba mikroorganizmo pagal 11 arba 12 punkta
kultivavimas tinkamose sglygose ir taip produkuoto Zmogaus proapolipoproteino A-I

iSskyrimas.
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