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dalj) enterobakterijcse, dalinai E.coli, tokiais kiekiais, kuriy i8eiga Zymiai virSija iSeiga, pasiekiamg naudcjant
Zinomas plazmides.

Patentucjamu bidu gauty plazmid2iy cperonas pasizymi reguliucjamu sintetiniu promotoriumi, Sain-Dalgarno
seka, startiniu kodonu, sintetiniu struktOriniu genu ir esendiu Zemiau struktrinio geno bent vienu terminatoriumi.
Naujos plazmidés ir sintetinés DNR sekos gaunamos is kemeiciniu plazmidziy. Jas naudojant i$ dideliu laipsniu
ckspresuoto igankstings stadijos baltymo zinomu bdu gijztamaja reakcija gaunamas gydymui naudojamas kaip
plazminogeno aktyvatorius rscu-PA, kuris po to taip pat Zinomu kirpimo biidu gali bti panaudotas gaminant
dideliais kiekiais dvigrandj neglikozilinta urokinazbaltymag (rtcu-PA).
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Isradimas priklauso biotechnologijos sri&iai ir gali
bati naudojamas naujy plazmidZiy su sintetine DNR seka

gavimui.

Gydant uZsikim$iusias fibrinu kraujagysles, pvz. 3ir-
dies infarkta, plauciy embolija, galtniy arteriniy

kraujagysliy susirgimus ir Kkt., plazminogeno aktyva-

. toriai wvaidina svarby vaidmeni. Jau penktojo deSimt-

medio pradiioje buve Zinoma, kad plazmonogenas virsta
plazminu, t.y. fermentu, kuris salygoja fibrino skai-
dyma i tirpius polipeptidus ir, tokiu budu, fibrino sa-
lygojamy tromby istirpinimg. §is plazminogeno aktyvato-
rius buvo pavadintas vurokinaze ir pasirode, kad 18
tikryjy egzistuoja skirtingos urokinazes formos. Taciau
visos $ios formos gaunamos tiesiogiai (betarpiskai) 18
vienos molekulés - pirmtako, Zinomos mazdaug nuo 70-7jy
mety vidurio kaip prourokinazes cimogenas. Tada buvo
nustatyta, kad 3i prourokinaze pasizymi viengrande
struktira ir Ji buvo pavadinta "scu-PA" {viengrandis
§lapimo plazminogeno aktyvatorius). §i scu-PA sudaryta
i3 411 aminorug8&iy ir glikozilinta gamtineje pirminéje

formoje iki 302 aminorigsciy.

I8 ivairiuy darby Zinomas genotechnologinis baltymo scu-PA,
kuris pavadintas kaip "rscu-PA" (rekombinantinis scu-PA)
arba turi trivialini saruplazés pavadinima, negliozi-
lintos dalies gavimas. Naudojant rscu-PA gydymui pasiro-
dé, kad stebimas jo veikimas ir suderinamumas vir§ija
naudojamus fibrinolitikus (r. "Lancet", 1989 m., 863-
868 psl.).

Neglikozilinto plazminogenoc aktyvatoriaus rscu-PA gavi-
mui naudoja prokariotus, apie ka liudija kai kurie duo-
menys literataroje. Zinomi scu-PAR gavimo budai pagristi
struktdrinio geno scu-PA, iSskirto 18 Zmogaus audiniy,
pasireidkimu. Gaila, tacéiau taip pasiekiamas tik ne-

yymus ekspresijos laipsnis, kuris neuztikrina $§io pro-
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dukto gavimo dideliais kiekiais. Taip, pavyzdziui, ap-
raSytas Nibino ir kt., rscu-PA gavimas 18 E. coli duoda
ekspresijos laipsni tik 2 %, kuris iSmatuotas nuo bendro
bakterijos baltymo kiekio (Agric. Biol. Chem. 52, 1988 m.
psl. 329-336). IS kitos pusés, paraiSkoje Europos paten-
tui Nr. 92 182 A2, o taip pat (Holmes, W.E., Pennica) D.,
Blaber, M., Rey M.W., Ginzler, W.A., Steffens, G.J.,
Heynecker, H.L.: Biotechnol. 3, 923-929 1985) pasie-
kiamas ekspresijos laipsnis tiksliai nenurodomas. Ta-
Ciau tikrinant $Siuos duomenis ivairiuose kamienuose

[»)

buvo gauta maZiaus nei 2 % bakterijos baltymo rscu-PA.

Daugeliu atveju eukariotinio baltymo ekspresija bakte—-
rijose gaunama taip pat ir rscu-PA lagsteléje, kaip de-
natiruotas jijungtas kinas, toliau vadinamas "iSankstinés
stadijos baltymus", kuris po tarpinio i8skyrimo turi

biti proteinochemi$kai grazintas i teisingg ketvirtine

- rscu-PA struktarg. .Tokiu budu gauta produktg po to

galima pervesti susidariusio rscu-PA kiekio nustatymui,
pavyzdZiui, pridedant plazming, i dvigrandine negli-
kozilintg urokinaze ("rtcu-PA), kurios aktyvumas nusta-
tytas ir kuri gali bati susidariusio rscu-PA kiekio
matu. Galima nustatyti iSankstines baltymo arba rscu-PA
iSeigg ir, tokiu badu, ekspresijos laipsni, pavyzdziui,
viso Dbaltymo galinés elektroforezés densitometrinio

ivertinimo pagalba.

Netikétai buvo pastebéta, kad bakterijos, transfor-
muotos pagal iSradimg gautomis plazmidémis, duoda daug
karty didesne ekspresija, nei kamienas Seimininkas, Zi-
nomais budais identi3kai transformuotas plazmidémis.
Todel atitinkamai pagal iSradimg gautos plazmidés tin-
kamesnés baltymo gavimui negu visos iki 3iol Zinomos
rscu-PA plazmidés arba ju iSankstinés stadijos. Zinomu
budu auk3¢iau minéto analitiniams tikslams rscu-PA

skaidymo, pavyzdZiui, plazminu, pagalba gali buti gau-
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tas taip pat ir rtcu-PA techniniais kiekiais. Deka

pasitlyto iSradimo rscu-PA Zapo labai prielnamas.

pPlazmidés, naudojamos gaunant plazminogeno aktyvatoriy,
gautos atitinkamai pagal iZradima, skiriasi tuc, kad Ju
operonai turi reguliuojamg sintetini promotoriy, akty-
via, kaip ribosomu suridimo vieta, $ain-Dalgarno seka,
startini, kodong, sintetini, struktarini gena scu-Pa-ei-
ir priesingail struktirinio geno atzvilgiu igsideésciusi,
bent Jjau viena terminatoriy. Pirmenybeé teikiama vienas
paskui kitg einantiems terminatoriams, dalinai kalbant
apie trp A terminatoriy ir/arba tet A/orf L termina-

toriy i8 Tn 10*.

* (Schollmeier, K., Gartner, D., Hillen, W.: Nucl. Acids
Res. 13, 4227 - 4237 1985).
Reguliuojamojo promotoriaus atveju kalba eina, dalinai,

apie trp-promotoriy arba tac-promotoriy.

Kontrolinéje zonoje gautos atitinkamai pagal isradima
plazmidés turi atstumag tarp Sain-Dalgarno sekos ir

startinio kodono 6-12, geriausiai 8-10, nukleotidy.

Konstruojant naudojamag naujose plazmidése struktirinjg
gena, Iistatomos, geriausiai, uzkoduotos atitinkamoms
aminorigitims bazinés sekos, pateiktos sekancCioje len-
teléje. Be to, struktiriniame gene visi S8ie skiriamieji

pozymiai neturi pati ispildyti vienu metu.

Rminorug3tis Tripletas
Argininas CGT
lLeicinas CTG
Valinas ~ GTT
Prolinas CCG

Glicinas GGT
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. IS kitos puseés, konstruojant struktirini geng pagal

galimybes tikslinga iSvengti sekan&io kodono ati-
tinkamoms i3vardintoms aminorigdtims naudojimo (tad&iau
vel gi nereikia i3pildyti vienu metu visy 38iy ski-

riamyjy pozZymiy visoms aminorigstims) .

Kodonas, kurio reikéty vengti Aminoragstis
ATA Izoleicinas
GTC Valinas

CCC Prolinas
AAG Lizinas

AGG, AGA, CGG, CGA Argininas
GGA, GGG Glicinas

Atitinkamai pagal iSradimg atskiroms aminorugstims struk-
tiriniame gene pasirenkahﬁ kodong, o taip pat auk3&iau
iSvardintus kontrolinio geno skiriamuosius poZymius,
pilnai i3vengiama stabiliy antriniy struktary tarp

struktirinio geno ir kontrolinio regiono susidarymo.

Sintetinio struktidrinio geno gavimui i§ pradZiy sinte-
zuojami turintys 40-80 baziy vienoje grandinéje oli-
gonukleotidai. Juos tikslinga gauti 1 mm/mol masteliu
kiety faziy metodu (Adams, S.P., Kavka, K.S., Wykes, E.I.,
Holder, S.B., Gallupi, G.R.: J. 2Am. Chem. Soc. 105,
661-663 1983). New Brunswick Scientific Co. firmos
"Biosearch 8600" modelio DNR sintezatoriumi. Kaip
monomerinis sintomas naudojami esantys pardavime f-
ciano—etildiizopfopilamino—fosfoamiﬁai atitinkamiems
bitiniems dezoksiribonukleozidams. Atskelus nesiklj
esanCios galuose tritil pakeistos grandinés gelfilt-
racijos budu steriliose salygose nudruskinamos, o po to
dviem stadijomis pirmg karta atskiriamos atvirksciy
faziy didelio efektyvumo skyS§¢iy chromatografija -
(HPLC) . Atitinkamas pagrindinis produktas detritili-
namas ir po dviejy papildomy atvirks8¢iy faziy HPLC
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valymo stadiju gaunamas labai Svarus norimas oligo-

nukleotidas, ka parodo gelelektroforezés analize (PAGE) .

1% 4-9 5iy atskiry grandiniy gauna apie 200 nukleotidu
ilgio dvigubuy grandiniy fragmentus, kad negalinius at-
skirus oligonukleotidus 5'-gale fosforilinty 1ir ati-
tinkamas komplementarias grandines kartu su galiniais
oligonukleotidais renataruoty ir liguoty. Po ligavimo
susidare tinkami klonavimui dvigubi fragmentai po to
panaudojami tinkamuose linearizuotuose vektoriuose. Pa-
pildomos priemones jgvardintos pateiktuose pavyz-

dZziuose.

Paraigkoje naudojami Sie sutrumpinimai:

b.p. - bazily poOros

DE 52 - firmos Watman énioniniu mainy kolonéle
EDTA - etilendiamintetraacto rugs8tis

IPTG - izopropil—ﬁ-D~tiogalaktopiranozidas
PAGE - poliakrilamidgelektroforezé

PU - Ploug vienetail

SDS _ natrio dodecilsulfatas

&.p. seka - Sain-Dalgarno seka
Tris-HCl - trihidroksimetilaminometano hidrochloridas

Tween-80 - polietilenoksido (20) sorbitanmonooleatas

Konstruojant atitinkamai pagal isradima naujas plaz-
mides, pirmenybe teikiama esamai pardavimo plazmideil
pBR 322 (4363 b.p.)- Geriausiai 13 pradiiu eliminuoti
nic/bom sriti ir/arba tetraciklinui atsparuy gena. Be
to, nebutina pilnai pasalinti atspary tetraciklinui
genag, ©O daZniausiai pakanka, kad plazmidé neperduoty

tokiu budu transformuotam bakterijos kamienui atsparumo
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tetraciklinui. Siy priemoniy (nic/bom srities ir dalies
atsparumo tetraciklinui geno paSalinimas) pagalba gau-
nama taip vadinama "auk3tc patikimumo plazmide" .

Konstruojant naujg plazmide atitinkamai pagal iSradimg,
remiantis modifikuota kaip buvo minéta auksciau, plaz-
mide pBR 322 (arba kita 3%inoma anksCiau plazmide),
pirmenybé teikiama btdui, kuriame sekanti stadija yra
sintetinés multiklonavime vietos tarp Eco RI ir Hind
ITT kirpimo viety istatymas. $i multiklonavimo vieta
(fig. 2) turi nustatytg kirpimo "viety eile (seka),
esancios tarp $§iy kirpimo viety bazés yra laisvai
pasirinktos, i8skyrus sekas tarp Xba I ir Nde I, kurios
turi ribosomy suri$imo vietas (Sain-Dalgarno seka) i3
Xyl-operonc 5'-AAGGAG-3' B subtilis*, (Wilhelm, M.,
Hollenberg, C.P.: Nucl. Acids Res. 13. 5717 - 5722
(1985), o taip pat nustatyta atstumg tarp $.D. sekos ir
startinio kodono ATG. Einand&ios po S.D. sekos bazés
GAAAT pernestos 13 minéto straipsnio ir suridtos su
CATATG,” Nde I kirpimo vietoje. Tokiu badu, atstumas
tarp S.D. sekos ir ATG yra 8 baziy poros. Atstumas tarp
multiklonavimo vietos atskiry kirpimo viety pagal
klonavimo technologija turi biti maZiausiai apie 20
nukleotiduy, todél palengvinamas tarpiniy fragmenty

pasSalinimas.

Sios multiklonavimo vietos pagalba i plazmide ivedamos
kirpimo vietos, kurios, tikslingai istad&ius transkrip-
cijos terminatoriy, igalina sékmingai istatyti sekancig
viena paskui kitg struktarinio geno scu-PA daline seks,
geriausiai, prasidedandig norimo baltymo C-galu, t.y.
nuo 3'-DNR galo gaunamo struktirinio geno, o taip pat
istatyti, pavyzdZiui, sintetini arba taip pat i8skirtg
i3 kitos plazmidés, arba esantj perdavime trp-promo-
toriy. Fig. 15 pateikta $iuo bidu gauto scu-PA struk-
tdrinio geno pilna nukleotidy seka su atskiram kodonui

atitinkanCiomis aminorigStimis.
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1% sukonstruotos, kaip aprasyta igradime, plazmidés ga-
1i bati gautos kitos naujos plazmides. Pavyzdziiui, ker-
pant Eco RI ir Hind III gaunamas sintetinis scu-PA
struktidrinis genas su visais reguliavimo vienetais ir
po to Jjis istatomas i kita, i enterobakterijos, dali-
nai, E.coli, sutomatidkai besidauginancig plazmide,
kurig po to linearizuoja arba sutrumpina kirpimo Eco RI
ir Hind III pagalba. Tokiu budu, tik naudojant ECo RI
ir XBa I kirpimo vietas, gautoje atitinkamail pagal
idradimg plazmidéje galima pakeisti taip pat, pavyz-
dzidi, trp-promotoriy tac-promotoriumi  (ir atvirks-

¢iai) .

Analogiskai galima naudoti ir kitas Zinomas plazmides,
kurios pasiZymi vienintele ECO RI ir Hind III kirpimo
vieta, pavyzdziui, pUC 9, puc 12, puC 13, pUC 18, pUC
19 ir kt.

Naujas plazmides su padidintu atstumu tarp Sain-Dal-
garno sekos ir startinio kodono ATG galima gautil ati-
tinkamai pagal i3radimg taip, kad sukonstruota, kaip
apradyta auksCiau, plazmidé, kurioje minétg atstuma,
pavyzdziui, 8 nukleotidy, kerpa Nde I, kuri uzpildo
gauta kirpimo vieta ir betarpis8kai po to sujungia
gautus galus, del ko susidaro pageidaujama nauja
plazmidé, kurioje atstumas tarp Sain-Dalgarno sekos ir

startinio kodono yra, pavyzdZiui, 10 nukleotidy.

Kaip jau buvo mineta, su bakterijomis, transformuotomis
plazmidémis, gautomis pagal iSradima, gali bati pa--
siektas daug karty didesnis ekspresijos laipsnis, negu
naudojant Zinomas plazmides. Tinkandiy kompetentingy
organizmy - Seimininky transformacija vykdoma Zinomu
badu. Gauty pagal i3radimg plazmidzZiy pasireiskimui
ypatingai tinkami organizmai - geimininkai yra E. coli

tipo kamienai ir iminingos enterobakterijos, avyz-
J pavy
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dZiui, kamienai Pseudomonas, Salmonella, Enterobacter,

Klebsiella arba Serratia.

Geriausi organizmai - Seimininkai yra E. coli tipo ka-
mienai, pavyzdZiui, E. coli GRT-1 ir dalinai K 12
progrupio E. coli kamienai kaip, pavyzdZiui, E. coli K
12 JM 101 (ATCC 33876). E. coli K 12 JM 103 (ATCC
39403), E. coli K 12 JM 105 (DSM 4162). E. coli K 12
ATCC 31446 arba E. coli K 12 DH1 (ATCC 33849).

Ekspresijos ivedimg i E. coli ekspresine sistemg, kuri
turi tac-promotoriu, galima ivykdyti, pavyzdzZiui, pri-
dedant laktozés arba atimant gliukoze, bet geriausiai
pridedant izopropil-B-D-tiogalaktopiranozido. Taciau,
jei plazmidéje yra trp-promotorius, tai indukcijag vykdo
geriausiai indolakrilacto arba indolakrilpropiono rigs-
timi. Savaime ai3ku, kad gali bati taip pat panaudoti

kiti Zinomi induktoriai.

Po indukcijos pasiekus tam tikrg auk3diau minétg lgs-
telés tanki, lastelés atskiriamos centriftiguojant, o
nuosedos po centrifiigavimo ir suspendavimo vandeniniame
drusky tirpale, sudedamos, pavyzdZiui, i homogeniza-
toriy, kuriame lastelés dél slegio skirtumo atsiduria
tam tikroje vietoje. Po naujo centrifugavimo nuosédose
gaunamas iSankstineés stadijos rscu-PA baltymas kartu su
vandenyje netirpstanéiomis lasteliy nuolauZomis ir kt.
Paveikus guanidino hidrochlorido tirpalu, iZ%ankstinés
stadijos baltymas pereina i tirpala, po naujo centri-
fagavimo nusistovéjes tirpalas paveikiamas red-oks sis-
tema (pavyzdZiui, turin€ia redukuota ir oksiduota glu-
tationg), todél susidaro nattrali ‘konformacija, t.y.
susidaro norimas rscu-PA. Tirpioje formoje jis yra re-
akcijos miSinyje ir ©paprastomis valymo stadijomis
(pavyzdZziui, chromatografija ir tolesniu dZiovinimu

uzSaldant) gali buti i&skirtas grynas.
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Analitiniams tikslams tikslinga fermentuoti transfor-
muotg reikalinga idtyrimui plazmide E. coli kamieng ir,
pasiekus aukiciau minéta lasteliy suspensijos optimaly
tanki, tinkamu induktoriumi indukuoti iSankstinés sta-
dijos rscu-PA-baltymo ekSpresija. Pasibaigus atitin-
kamam fermentacijos laikui atrenkamos lygios dalys ir
iscentrifuguotos 1§ Jju lastelés i8tirpinamos lizocime
(1 mg lizocimo 50 mmol trihidrochlorido buferio su pH
8,0, 50 mmol etilendiaminotetraacto ragdties ir 15 %
sacharozes). Lizuoty lasteliy homogenatas soliubili-
zuojamas 4-5 mol guanidinhidrochlorido tirpale ir pra-
skiedus 1,2 mol guanidinhidrochlorido, pridéjus redu-
kuojancios medZiilagos (glutationo, merkaptoetanolio arba
cisteino) po 2-5 valandy veikiamas atvirk3tine reakcija
(2r. talp pat Winkler, M.E., Blaber, M.: Biochem. 25,
4041-4045, 1986). Tokiu budu gautas viengrandis rscu-
rA, pridéjus plazmide, pavercCiamas i dvigrandini rscu-
PA, kurio aktyvumas nustatomas substrato S 2444 (piro
Glu-Glu-Arg-p-nitroanilidas; Kabi diagnostika, Svedija)
pagalba, kuris (substratés) skaidomas tik nuo dvigran-
dinés aktyvios urokinazés. §is rscu-PA aktyvuojamas
plazminu 50 mmol tris-buferyje, 12 mmol natrio chlo-
rido, 0,02 % tvino-80; prie pH - 7,4 ir 37°C. Rscu-PA
ir plazmino santykis turi buti apytikriai 100-1500:1,
skaidiuojant moliaringumui, arba 8000-36000:1, skai-
giuvojant fermentiniam vienetui. Testuojamg inkubacija
atlieka 50 mmol tris-buferyje, 38 mmol natrio chlorido
prie pH 8,8, esant 0,36 mml aprotinimo (plazmino
stabdymui) ir 0,27 mmol S 2444 prie 37°C. Priklausomai
nuo méginio rscu-PA turinio po 5-60 minuliy inkubacijos
pridedant 90 % acto ragéties reakcija sustabdo 1ir
matuoja absdrbcija 405 nm ilgio bangoje. Pagal subs-
trato S 2444 gamintojo nurodymus, kai &ios i8ankstines
stadijos atveju ekstinkcijos pokytis yra 0,05 per
minute ties 405 mm, tai testuojamo tirpalo aktyvumas
yra 25 PU/ml.
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Rscu~-PA, gauty i¥ iSankstineés stadijos baltymo iZeigos
ivairiose bakterijose, naudojant pagal i3radimg paga-
mintas plazmides, pateiktos fig. 10, 12 ir 14.

ISradimg iliustruoja bréZiniai:

Fig. Ia ir Ib. Plazmidés BF 158 konstrukcija i% par-
davime esan¢ios pBR 322 plazmidés. Siuo atveju nuo-
sekliai paSalintos nic/bom sritis ir didelé atsparumo
tetraciklinui geno dalis.

Fig. 2. Sintetinés "multiklonavimo vietos" nukleotidy
seka.

Fig. 3. Plazmidés pBF 158-01 konstrukcija. Parodytas
sintetinés multiklonavimo vietos ivedimas i pBF 158
plazmide tarp EcoR I ir Hind III kirpimo viety.

Fig. 4. Plazmidés pBF 158-01T konstrukcija. Cla I x
Hind IIT fragmentg pakeicia atitinkamu fragmentu "T" i§
plazmidés pRT 61 (Jorgensen, R.A., Reznikoff, W.S.:
J. Bacteriol. 138, 705 - 714, 1979), kurioje vyra
tetA/orf L terminatorius i3 Tn 10 (Schollmeier, K.,
Gartner, D., Hillen, W.: Nucl. Acids Res. 13, 4227 -

4237 1985).

Fig. 5a-5g. Sintetiniy geno, koduojanéio Zmogaus scu-
PA, fragmenty nukleotidy sekos, ju ivedimas i plazmide
susidarant struktGriniam genui scu-Pa-ei, pagal idra-
dimg, apraSytg 1d-1f pavyzdZiuose ir pavaizduotg fig. 6,
7, 9, plazmidéje pBF 158-01T.

Fig. 6a-6c. Plazmidés pBF 158-02T - pBF 158-06T konst-
rukcija, jvedant oligonukleotidinj fragmentg M4-M8 pra-
dedant plazmide pBF 158-01T, remiantis norimo baltymo C
galu (atitinkamai DNR grandineés 3' galo).
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Fig. 7a-7c. Plazmidés pBF 158-08T konstrukcija per pa-
galbine konstrukcijg plazmidéje pUC 19 (Ziar. fig. lc).

Fig. 8. Sintetinio trp-promotoriaus nukleotidine seka.

Fig. 9. Ekspresinés plazmidés pBF 160, skirtos i3-
ankstinés stadijos Zmogaus baltymui rscu-PA, konst-
rukcija. Scu-PA struktirinis genas pavaizduotas stora

juoda linija tarp Nde 1 ir Cla I kirpimo viety.

Fig. 10. ISankstines stadijos Zmogaus baltymo rscu-PA
ekspresijos laipsnis (nustatytas kaip rscu-PA aktyvumas

pagal griZztamg reakcijg ir aktyvavimg) ivairiuose

transformuotuose plazmide pBF 160 (o— o) arba plaz-
mide pUK 54 trp 207-1 (Holmes, W.E., Pennica, D.,
Blaber, M., Rey M.W., Ginzler, W.A., Steffens, G.J.,
Heynecker, H.L.: biotechnol. 3, 923 - 929, 1985)
(A- -~ -A) E. coli kamienuose, kontroliuojant trp-promo-
toriui, priklausomai nuo laiko po indukcijos su indo-
lakriline r0g$timi iki nulinio (0) laiko momento. Nu-
rodytas substrato S 2444 pagalba nustatytas tcu-PA-
aktyvumas PU/fermentinés terpés mililitrui, kai optinis

tankis esant 578 mm ilgio bangai lygus 1.

Fig. 11. SDS-PAGE baltymy, gauty i35 transformuoty pBF
161 pagalba E. coli K 12 JM 103 lagsteliy, densitograma
po Jju fermentacijos prieS induktoriaus indolakrilinés

rigsties jvedimg (A) ir praejus 6 valandoms (B).

Fig. 12. I3ankstinés stadijos Zmogaus rscu-PA baltymo
ekspresijos laipsnis (nustatytas kaip rtcu-PA aktyvumas
po griZtamos reakcijos ir aktyvavimo), E. coli K 12 JM
103 1lastelése, transformuctose pBEF 171 pagalba, t.y.
kontroliuojant tac-promotoriui. Indukcija buvo vykdoma
0 laiko momentu su izopropil-P-D-tiogalaktopiranozidu.

Nurodytas rtcu-PA - aktyvumas nustatytas pagal substra-
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ta S 2444 PU fermentinés terpés mililitrui, kai optinis
tankis esant 578 mm ilgio bangai lygus 1.

Fig. 13. Atstumo tarp $.D. sekos ir startinic kodono
ATG padidinimas nuo 8 iki 10 baziy papildant Nde 1 kir-
pimo vieta ir toliau sujungiant atitinkamus bukus ga-

lus.

Fig. 14. ISankstinés stadijos #mogaus rscu-PA baltymo
ekspresijos laipsnis (nustatytas kaip rscu-PA aktyvumas
po griZtamos reakcijos ir aktyvavimo), kontroliuojant
trp-promotoriui E. coli GRT-I Dbakterijose, trans-
formuotose plazmidZiy pBF 161 (o——0) arba pBF 163
(A- - -A)pagalba. Indukcija vykdoma indolakriline rugs-
timi betarpiskai po 0 laiko momento. Nurodyti nustatyti
substratu S 2444 tcu-PA aktyvumai PU fermentineés terpés
mililitrui, kai optinis tankis esant 578 nm bangos

ilgiui lygus 1.

Fig. 15a ir 15b. Scu-PA-struktirinio geno pilna nu-
kleotidine seka, nurodant aminorugdtis, atitinkancias

atskirag kodons.

Reakcijos sistemos, analizuojamos iSradimg iliustruo-
janCiuose pavyzdiiuose, yra Zinomos (%Zr. pav. Nachr.
Chem. Tech. Lb. 35, 939, 1987).

Kultlirines terpés, naudojamos pavyzdZiuose klony selek-
cijai, sudétis (1 litrui): 7,8 g peptono i3 Zuvies, 7,8 g
peptono is kazeino, 10 g mieliy ekstrakto, 5,6 g natrio
chlorido, 10 g gliukozés. Si terpé $ilumoje sumaidoma

su 10 g/l agaro ir i3pilstoma i lék3teles.
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1 pavyzdys.

Ekspresinés plazmides pBF 160 isankstinés stadijos
rscu-PA baltymui su sintetiniu scu-PA-genu, kontro-

liuvojant trp-promotoriui, konstravimas.
a) Plazmidés pBF 158 konstravimas

i) I8 plazmidés pBR 322 (Pharmacia, Nr. 27-4902, 4363 b.p.)
iSkerpama nic/bom sritis, kuri yra tarp 2207 ir 2263
baziy (Winnacker E.L.: "Gene und Klone", VCH Ver-
lagsgesellshaft, Weinheim, &. 298, 1985), pagalinama
(2r. taip pat fig. 1) pBR 322 prie 2298 bazes su Nde I
ir tokiu biddu linearizuojama. ISlinde galai uZpildomi
"uZpildymo reakcija" ir, tokiu budu, gaunami buki galai
(Maniatis T., Fritsch E.F., Sambrook J.: "Molecular
Cloning", A A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1982). Po to prie 2068 bazés kerpama Pvu II
pagalba ir likusios PBR 322 dalies abu buki galail
iprastine technika T4-ligazés pagalba vel liguojami.
Betarpiskai po $8io ligavimo intarpas atitinkamose
FE.coli K 12 JM 103 lgstelése (ATCC 39403} trans-
formuojasi (Hanahan I.: "DNA cloning", Vol. 1, ed. D.M.
Glover, IRL Press, oxford, S. 109-135, 1985). Trans-
formuotos lastelés kultivuojamos terpéje, pridéjus
150 pg/ml ampicilino. IS gautu klony atrenkami tokie,
kurie turi plazmide pBF 157, kuri skiriasi nuo pradines
plazmidés pBF 322 228 nukleotidais a) Pst I x BspM II-,
p) Pst I x Bal I-, C) Pst I X Ava I - fragmentais.
Abieju vieninteliy kirpimo viety Pvu II ir Nde I pBR
322 néra plazmidéje pBF 157. '

ii) I8 pBF 157 paSalinama didZioji tetraciklino sekos
dalis, kerpant EcoRV x Nru I pagalba ir atsiradusius
bukus galus toliau liguojant. Po E.coli K 12 JM 103
transformavimo ir kultivavimo terpéje, turindioje

150 pg/ml ampicilino, gaunami klonai, 13 kuriy at-
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renkami tie, kurie turi plazmide pBF 158. Ji 787 nu-
kleotidais trumpesné nei pBF 157 ir skiriasi tuo, kad
neturi Bam H I kirpimo vietos. Bakterijy kamieny trans-
formacija pBF 158 pagalba nesuteikia Jjoms rezix-
tentiSkumo tetraciklinui.

b) pBF 158-01 konstravimas, sintetinés multiklonavimo

vietos ijvedimas.

Kerpant Eco R I x Hind III pagalba, i§ pBF 158 pa-
Salinamas 31 nukleotido fragmentas ir liguojama sinte-
tiné multiklonavimo vieta, kurios seka pateikta fig. 2.
Po 1ligacijos intarpo transformacijos i E.coli K 12
JM 103 ir kultivavimo terpéje, turincioje 150 pg/ml
ampicilino, atrenkami tie klonai, kurie turi plazmide
PBF 158-01. Jie skiriasi nuo pBF 158 papildomomis vie-
nintelemis Xba I, Nde I, Sac I, Eag I, Kpn I, Spe I
kirpimo vietomis, o taip pat antra Pst I kirpimo vieta
(fig. 3).

c), pBF 158-01 T konstravimas, transkripcijos ter-

minatoriaus ivedimas.

IS pBF 158-01 pa3alinamas multiklonavimo vietos Cla I x
Hind III fragmentas ir pakeidiamas Cla I x Hind III
fragmentu i3 pRT 61 (Jorgensen, R.A., Reznikoff, W.S.:
J. Bacteriol. 138, 705 - 714, 1979), kuriame yra tet
A/orf L terminatorius i8 Th 10 (Schollmeier, K.,
Gdartner, D., Hillen, W.: Nucl. Acids Res. 13, 4227 -
4237, 1985).

Po transformacijos E.coli K 12 Jm 103 kamiene ir kul-
tivavimo terpeje, turinc¢ioje 150 ug/ml ampicilino, buvo
atrinkti tie klonai, kurie turéjo plazmide pBF 158-01 T.
Ji skiriasi nuo pBF 158-01 plazmidés Cla I x Hind III
fragmentu, kuris 297 nukleotidais didesnis (fig. 4).
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d) Sintetinio fragmento M4-M8 scu-PA-genui jvedimas,
plazmidiiy pBF 158-02 T - pBF 158-06 T konstrukcija.

Visi sintetiniai fragmentai pavaizduoti fig. 5a-5g. Jie
ivedami i atitinkamus vektorius kaip mazdaug dvigubos
2060 nukleotidy ilgio spirales fragmentai. Siam tikslui
vektoriai kerpami liekamaisiais fermentais, kurie ati-
tinka paminétas kirpimo vietas, ir elektroforezes aga-
roziniame gelyje, elektroeliuavimo ir valymo pagalba
atskiriami per DE 52 nuo skirtuy padalinimui fragmentu.
Po to Td-ligazés pagalba ligucjama priskirtu jam
sintetiniu dvigubos grandinés fragmentu, vykdoma trans-
formaciia E.coli K 12 JM 103 (fig. 6a-6c) ir selekcija

terpéie, rurindioje ampicilinag.

iy M 8 fragmento tarp Bam H I ir Cla I ligavimas plaz-

midéje pBF 158-01 T.

Gaunama plazmidé pBF 158-02 T.

019 oligonukleotidas koduojamas scu-PA C-terminalineil
sekai. Uz stop kodono TAA yra Nhe I kirpimo vieta, kuri
tesiasi nuo papildomos trpA-terminatoriaus transkrip-
cijos sekos (Christie, G.E., Farnham, F.J., Platt, T.:

Proc. Natl. Acad. Sci, USA 78, 4180-4184, 1981) iki Cla I.

ii) M 7 fragmento tarp Spe I ir Bam H1 ligavimas plaz-
midéje pBF 158-02 T.

Gaunama plazmidé pBF 158-03 T.

iii) M 6 fragrento tarp XKpn I ir Spe I ligavimas plaz-
midéeje pBF 158-03 T.

Gaunama plazmide pBF 158-04 T.
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iv) M 5 fragmento tarp Eag I ir Kpn I ligavimas plaz-
midéeje pBF 158-04 T.

Gaunama plazmidé pBF 158-05 T.

v) M 4 fragmento tarp sac I ir Eag I ligavimas plaz-
mideje pBF 158-05 T.

Gaunama plazmidé pRF 158-06 T.

15 gauty i-v klony atrenkami atitinkamai tie, kurie
skiriasi nuo atitinkamo pirmtako papildomoje patik-

rintoje teisingoje sekoje jvestu nauju fragmentu.

e) Sintetiniy M2 ir M 3 fragmentuy scu-PA genui jve-

dimas, pBF 158-08 T konstravimas.

Kadangi M 2 ir M '3 fragmentu jvedimui batinas Pst-1I
kirpimas ir Siam tikslui naudojamoje pBF 158 plazmideéje
yra dar pst-I kirpimo vieta (ampicilino sekoje), kuri
trukdytu tolimesniam klonavimui, todél elgiamasi fig. Ta-

7c pavaizduotu badu.

i) I8 esamos pardavime (pvz. v pharmacia") pUC 19 plaz-
midés pa8alinama multiklonavimo vieta ir papildomai 212
nukleotidu 1 virdy nuo Nde I X Hind III fragmento. Po
to gautame tarpe liguoja sintetine multiklonavimo vieta
is pBF 158-04-3 T kaip Nde I x Hind III fragmenta. 31
pBF 158-04-3 T plazmidé gaunama ig pBF 158-02 T (Zr.
fig. I di), jvedant M 6 oligonukleotidini ﬁragmepta, ir

atitinka plazmide pBF 158-04 T pe M 7 fragmento. PO

transformacijos E;EELE K 12 JM 103 lagstelése ir kul-
tivavimo terpéje, turin¢ioje 150 pg/ml ampicilino, at-
renkami tie klonai, kurie turi puUC 19-04-3 plazmide. Ji
skiriasi nuo pUC 19 plazmides tuo, kad turi Nde I X

Hind III 712 nukleotidy ilgio fragmenta.
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ii) i% puUC 19-04-3 plazmidés pasalinamas Pst I X Sac I
fragmentas, iSskiriamas linearizuotas vektorius, ir li-
guojamas oligonukleotidinis M 3 fragmentas. Po trans-
formacijos E.coli K 12 JM 103 lastelese ir kultivavimo
terpéje, turincioje 150 pg/ml ampicilino, atrenkami tie
klonai, kurie turi pUC 19-07 plazmide. Ji skiriasi nuo
puc 19-04-3 plazmidés Pst I X Sac I 189 nukleotidy
ilgio fragmentu, kuris turi M 3 fragmenta su teisinga

seka.

iii) I& auk3ciau aprasSytos puUC 19-07 . plazmides pa-
galinamas Nde I x Pst I fragmentas ir tarpas liguojamas
M 2 fragmentu. PO transformacijos E.coli K 12 JM 103
lastelése ir kultivavimo terpéje, turincéioje 150 pg/ml
ampicilino, atrenkami tie klonai, kurie turi puC 19-08
plazmide. Ji skiriasi nuo pUC 19-07 plazmidés Nde I X
pst I 246 b.p. fragmentu, kuris turi M 3 fragmentg su

teisinga papildomai patikrinta seka.

iv) I8 puc 19-08 plazmides pasalinami M 2 ir M 3 frag-
mentai kaip Nde I x Sac 1 fragmentas ir liguojama gauta
po kirpimo Nde I x Sac I pagalba didelé pBF 158-06 T

dalis. Po transformacijos F.coli K 12 JM 103 lastelése

“ir kultivavimo terpéje, turincioje 150 pg/ml  ampi-

cilino, atrenkami tie kxlonai, kurie turi plazmide PpBF
158-08 T. Ji skiriasi nuo PpBF 158-06 T Nde I x Sac I
435 nukleotidy ilgio fragmentu.

f) Plazmidés pBF 160 konstravimas, sintetinio trp-pro-

motoriaus ijvedimas.

Apra8yta (De Boer, H.A., Comstock, L.J., Vasser, M.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 21-25, 1983) trp-pro-
motoriaus seka yra iki Xba I kirpimo vietos ir ilginama
nuo 5' galo sekos 51 _AATTCTGARAT-3' pagalba. Taip kons-
truojama Eco R I kirpimo vieta (fig., M 1 fragmentas) .

Atskiros grandinés 021 ir 021 A renatdruojamos ir 1li-
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-guojamos i pBF 158-08 T plazmide, kuri kirpta Eco R I x
ba I (fig. 9). Po transformacijos E.coli K 12 JM 103
‘lgstelése ir kultivavimo terpeje, turincéioje 150 pg/ml
:ampicilino, atrenkami tie klonai, kurie turi pBF 160.
:Plazmide pBF 160 skiriasi nuo visy auk8&iau aprasyty

:pirmtakiy tuo, kad, tokiu badu transformuoty E.coli

_;hakteriju kamienai, pridéjus indolakrilines rugsties,

«kspresuoja iSankstinés stadijos rscu-PA baltymg.
g) :Ekspresinis testas:
i) ‘Fermentacija

Transformuoti pBF 160 plazmide ivairis E.coli kamienai,
Ppavyzdziui, E.coli GRT-I, E.coli K 12 JM 103, o taip
Pat E.coli K 12 ATCC 31446, atitinkamose vienodose
§ﬂlygose fermentuojami terpéje, turin¢ioje 38 mmolio
amonio sulfato, 56 mmolio fosfatinio buferio su pH 7,0,
1 mmolio magnio sulfato, 1 2 mieliy ekstrakto, 1 %
gliukozés, 150 mg ampicilino litrui ir 62 mg/l indo-
lakrilinés rugsdties pagalba indukuojama iZankstinés
stadijos rscu-PA baltymo ekspresija. Palyginimui iZvar-
dinti kamienai transformuojami auk&&iau apradyta plaz-
mide, kuri turi Zmogaus prourokinazés gena i§ cDNR
banko, gautg i35 Detroito 562 mRMR lgsteliy (Holmes,
W.E., Pennica, D., Blaber, M., Rey M.W., Gilnzler, W.A.,
Steffens, G.J., Heynecker, H.L.: Biotechnol.3, 923-929,
1983), paiymétg pUK 54 trp 207-1, po to vienodose
salygose fermentuojami ir indukuojami.

PrieS indukcija ir 6 valandas po indukcijos kiekvieng
valanda atitinkamai centrifuguoja 1 ml lgsteliy suspen-
sijos, kai optinis tankis lygus 1, 578 nm bangos ilgyje
ir naudoja ekspresijos laipsnio testavimui.
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'ii) ISankstinés stadijos rscu-PA baltymo griztamoji

reakcija, jo suskaidymas iki rtcu-PA ir aktyvumo ma-
tavimas.

Lasteleés, atskirtos centrifuguojant apradytu badu, su-
jungiamos su lizocimu ir &is lizuoty 1lgsteliy homo-

genatas naudojamas aktyvumo apradytu budu nustatymui.

Fig. 10 pateikti ekspresijos laipsniai, nustatyti idma-
tavus rtcu-PA, susidariusios i3 rscu-Pa, gautos 1§ 18-
ankstines stadijos baltymo, aktyvumg. IS cZia matyti,
kad E.coli kamienai, kurie buvo transformuoti plazmideés
PBF 160 pagalba, duoda 10-15 karty didesne ekspresijos
iSeiga, nei pUK 54 trp 207-1 plazmide (Holmes ir kt.)
transformuoti tokie pat E.coli kamienai. Pasirode, kad
visuose kamienuose priklausomai nuo transformacijai
naudotos plazmidés ekspresijos iSeiga yra apytiksliai
vienoda, t.y. nepriklausomai nuo atskiry E.coli ka-
mieny, transformuoti pBF plazmide kamienai visada duoda
daug didesni ekspresijos laipsni nei identiski ka-

mienai, transformuoti Zinoma plazmide PUK 54 trp 207-1.
2 pavyzdys

Ekspresiniy plazmidZiy iSankstineés stadijos rscu-PA
baltymui su sintetiniu scu-PA-genu, kontroliuojant trp-

promotoriui, konstravimas.
a) pBF 161 plazmidés konstravimas.

Plazmidé pBR 322 kerpama Eco ir Hind TIT pagalba.
Gautas 31 nukleotidy ilgio fragmentas atskiriamas pa-
ruoSiamosics elektroforezés agaroziniame gelyje pagal-
ba. Likusi pBR 322 dalis eliuojama elektroeliuavimo is

gelio budu ir valoma DE 52 chromatografijos pagalba.
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Plazmide pBF 160 (fig. 1f) taip pat kerpama Eco R I ir
Hind IIT pagalba, 1684 nukleotidy ilgio Eco RI x Hind
ITI fragmentas, kuris turi sintetini scu-PA-geng su
visais réguliavimo vienetais (trp-promotorius), atski-
riamas elektroforezés agaroziniame gelyje pagalba ir,

kaip apradyta auks¢iau, eliuojamas bei valomas.

Tokiu bidu gauti fragmentai iprastu budu T4-ligazes
pagalba liguojami ir po to transformuojami i E.coli K
12 JM 103. Po kultivavimo terpéje, turincioje 150 pg/ml
ampicilino, atrenkami tie klonai, kurie turi 1684 nu-
kleotidy ilgio Eco R I x Hind III fragmentg ir prideéjus
indolakrilinés rugs3ties, atrenkamas iSankstines stadi-

jos rscu-PA baltymas. Sie klonai turi plazmide pBF 161.
b) Ekspresinis testas

E.coli GRT-I, E.coli K 12 JM 103 ir E.coli ATCC 31 466
transformuojamos pBF 161 pagalba, fermentuojamos (kaip
fig. 1g) ir isSméginamas ekspresijos rezultatas. I3anks-
tinés stadijos rscu-PA baltymo iSeiga nustatoma kaip
rtcu-PA aktyvumas per 1-6 valandas po indukcijos ir
palyginama su pateiktomis fig. 10 iSeigos reik3mémis,

naudojamomis plazmides pBF 160 transformacijai.

Centrifiguojant gautos analogid3kai fig I gi 1lgsteliy
nuosedos gali bati iStirpintos virinant 0,25 mol tris
HCl-buferyje, pH 8,0 su 4 % natriododecilsulfato, 1 %
merkaptoetanolio ir 20 % glicerino. Tokiu budu i3~
tirpinti baltymai atskiriami SDS-PAGE pagalba ir i§-
ry$kinami Coomassie~Blue (Blakesley, R.W., Boezi, J.A.:
Anal. Biochem. 82, 580 -~ 582, 1977). NudaZyti geliai
ivertinami densimetriskai ir integruojamos démes tarp
piky. Po indolakrilines rugSties indukéijos susidares
i%ankstineés stadijos rscu-PA baltymo kiekis nustatomas
démiy ekstrakcijos ©pagalba, identifikuoty kaip 13-

ankstinés stadijos baltymo juosty, gautu, pries§ ir po
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indukcijos. Fig. 11 pateikta i§ E.coli K 12 JM 103
lasteliy gauto baltymo densitograma. Siame pavyzdyje
iSankstines stadijos rscu-PA baltymo kiekis po induk-

cijos sudaro 17,9 masés % nuo viso bakterinio baltymo.

Kiti pavyzdZiai nurodyti lenteléje.

Igankstines stadijos baltymo rscu-PA kiekis nuo bendro

baltymo kiekio (procentais)

Transformuotas
E. coli kamienas .pBF 161 pUK 5?'trp 207-1%
(Zinomas)
K 12 ATCC 31446 14 1,5
K 12 JM 103 17,9 1,9
GRT-1 17,8 1,7

* Holmes, W.E., Pennica, D., Blaber, H., Rey M.W.,
Gunzler. W.A. Steffens, G.J., Heynecker, H.L.: Bio-
technol.3, 923-929, 1985.

3 pavyzdys

ISankstines stadijos rscu-PA baltymo su sintetiniu scu-
A-genu, kontroliuojant trp-promotoriui, ekspresines
plazmides konstravimas plazmideje pBR 322 su geno-

resistentidkume trikumu tetraciklinui.
a) Plazmideés pBR 322 del konstravimas

Plazmidée pBR 322 kerpama Eco RV ir Nru I pagalba.
Gautas 787 nukleotidy ilgic fragmentas paSalinamas
agarozgelektroforezés pagalba, 1likes pBR 322 kiekis
elektroeliuavimo pagalba i§ gelio eliuojamas ir valomas
per DE 52. Likusios pBR 322 Eco RV x Nru I dalies buki
galai iprastu budu liguojami T4-ligazeés pagalba. Po

transformacijos E.ccli K 12 JM 103 lgsteléje ir kulti-
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vavimo terpéje, turin&ioje 150 Hg/ml ampicilino, at-
renkami tie klonai, i3 kuriy lygi dalis po perneSimo j
terpe, turinc¢ig 25 pg/ml tetraciklino, neiSauga, t.y.,
nepasizymi tetraciklinine rezistencija. Klonai turi
plazmide pBR 322 del, kuri skiriasi nuo PBR 322 tuo,
kad yra 787 nukleotidais trumpesné, todél daugiau ne-
gali buti kerpama Eco RV ir Nru I pagalba.

b) Plazmidés pBF 162 konstravimas

Plazmidé pBR 322 del kerpama Eco RI ir Hind III pa-
galba. Tokiu bidu gautas 31 nukleotido ilgio fragmentas
atskiriamas preparatyvineés agarozgelelektroforezes pa-
galba, o 1likusi pBR 322 del dalis eliuojama elekt-

roelivavimo i3 gelio pagalba ir valoma DE 52.

Tokiu badu i5 pBF 160 gaunamas 1684 nukleotidy ilgio
Eco R I x Hind III fragmentas, kuris turi sintetini
scu-PA-geng su visais reguliavimo vienetais (trp-pro-

motorius) .

Abu fragmentai iprastu buadu liguojami T4-ligaze ir po
to transformuojami i E.coli K 12 JM 103 lasteles. Po
kultivavimo terpéje, turinioje 150 pg/ml ampicilino,
atrenkami tie klonai, kurie turi 1684 nukleotidy ilgio
Eco Rl x Hind III fragmenta ir, pridéjus 62 pg/ml
indolakrilinés rug3ties, gaunamas iSankstineés stadijos

rscu-PA baltymas. Sie klonai turi plazmide pBF 162.

c) Ekspresinis testas

E.coli GRT-1 transformuojama pBF 162 pagalba, po to

fermentuojama, kaip apradyta lg pav., 1ir i3méginamas
ekspresijos rezultatas. ISankstines stadijos rscu-PA
baltymo iSeiga nustatoma kaip rtcu-PA aktyvumas per
6 valandas po indukcijos, kuri sudaro 1300 PU/ml lgste-

lés suspensijos, kai optinis tankis 1, ir palyginama su
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fig. 10 pateiktomis ekspresijos iSeigos reiksmémis po

E.coli GRT~1 transformacijos pBF 160 plazmide.
4 pavyzdys

ISankstineés stadijos rscu-PA baltymo su sintetiniu scu-
PA-genu, kontroliuojant tac-promotoriui, ekspresinés

plazmidés konstravimas
a) Plazmidés pBF 171 konstravimas

Plazmide pBF 162 kerpama Eco RI ir Xba I pagalba.
Gautas 74 nukleotidy ilgio fragmentas atskiriamas pre-
paratyvinés agarozgelelektroforezés pagalba, likusi
plazmidés dalis eliuojama elektrceliuavimo pagalba ir

po to valoma DE 52.

IS plazmidés p tac SDT (DSM 5018) iSskiriamos Eco RI x
Xba I fragmentas, kuris turi tac-promotoriy. Siam tiks-
lui Eco RI x Xba I pagalba kerpama p tac SDT ir
fragmentas atskiriamas preparatyvinés PAGE pagalba.
PasildZius iki 65°C amonio acetato/SDS buferyje prie
pH 8,0 i% mechanifkai susmulkinto poliakrilamido frag-
mentas eliuojamas ir valomas daug karty ekstraguojant
fenolu, prisotintu 1 mol tris-buferiu, pH 8,0.

Tokiu budu gauti abu fragmentai iprastu budu liguojami
T4-ligaze ir transformuojami i E.coli K 12 JM 103. Po
kultivavimo terpéje, turindioje 150 upg/ml ampicilino,
atrenkant tokie klonai, kurie pridéjus IPTG, produkcija
iSankstinés stadijos rscu-PA baltyma. Sie klonai turi
plazmide pBF 171.

b) Ekspresinis testas

E.coli K 12 JM 103 transformuojama pBF 171 pagalba,

fermentuojama, kaip apra$yta Ig pavyzdyje ir i3tiriamas
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ekspresijos rezultatas. Indukcija vykdoma su IPTG (ga-

lutiné koncentracija 0,5 mmol).

ISankstinés stadijos rscu-PA-baltymo ideiga nustatyta
kaip rtcu-PA aktyvumas per 1-6 valandas po indukcijos
ir pateikta fig. 12. Ja galima lyginti su fig. 10 pa-
teiktomis iSeigos reik3mémis, gautomis vienoduose

E.coli kamienuose panaudojus plazmide pBF 160.
5 pavyzdys

I8ankstinés stadijos rscu-PA baltymo su sintetiniu scu-
PA-genu, kontroliuojant tac-promotoriui, ekspresineés
plazmidés konstravimas plazmidéje pBR 322 su rezisten-

tigkumo tatracklinui trukumu gene.
a) Plazmidés pBF 172 konstravimas.

Plazmidée pBR 322 del (Zr. fig. 3a) kerpama Eco RI x
Hind III pagalba. Gautas 31 nukleotido ilgio fragmentas
atskiriamas preparatyvines agarozgelineés elektroforezes
pagalba, likusi PpBR 322 del dalis eliuojama elektro-

eliuavimo i% gelio pagalba ir po to valoma DE 52.

Tokiu pat badu i pBF 171 (fig. 4a) gaunamas Eco RI x
Hind III fragmentas, kuris turi sintetini, scu-PA geng

su visais reguliavimo vienetais (tac-promotorius) .

Abu fragmentai liguojami jiprastu buadu T4-ligaze ir po
to transformuojami i E.coli K 12 JM 103 1lasteles. Po
kultivavimo terpéje, turinc¢ioje 150 pg/ml ampicilino,
atrenkami tie klonai, kurie esant 0,5 mmol IPTG produk-
cija iBankstines stadijos rscu-PA baltymg. Sie klonai

turi plazmide pBF 172.
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b) Eskpresinis testas

E.coli K 12 JM 103 transformuojama pBF 172 pagalba,
fermentuojama, kaip aprasyta Ig pav. ir iStiriamas
ekspresijos rezultatas. -Indukcija; - tac¢iau vykdoma su
IPTG (galutiné koncentracija 0,5 mmol). IZankstines
stadijos rscu-PA-baltymo iSeiga nustatoma kaip rtcu-PA
aktyvumas per 1-6 val. po indukcijos ir tai sudarc apy-
tiksliai 1100 PU/ml lastelés suspensijos, kai optinis
tankis 1. Si rezultata palygina su fig. 10 pateiktomis
iseigos reikSmémis, gautomis tame padiame E.ccii ka-

miene panaudojus plazmide pBF 160.
6 pavyzdys

Atstumo tarp $.D. sekos ir startinio kodono i8ankstinés
stadijos rscu-PA baltymo ekspresinéje plazmidéje pa-

keitimas.

Visose 1-%5 pavyzdZiy konstrukcijose apraSytas startinis
kcdoras ATG yra Nde I kirpimo vietos - CATATG - su-
detiné dalis. Nde I kerpa u? pirmojo A heksonukle-
otidine seka ir duoda 5' galus, kurie perkloja 2 bazes.
UZzpildomi 3" galai, t.y., konstruojami buki galai, ir
po to vel liguojama taip, kad atitinkama seka pail-
ginama baziuy poromis. Tuo pat metu pasSalinama Nde I
kirpimo vieta. Kaip matyti fig. 13 pateiktame pavyzdyje
atstumas nuo S.D. sekos iki startinio kodono pailgeja
nuo 8 1iki 10 baziy pory. Tolimesni eksperimentai

aiSkinami pavyzdyje.
a) Plazmidés pBF 163 konstrukcija

Plazmidé pBF 161 kerpama Nde I pagalba, po to 1i8sikise
galai wuzZpildomi I DNR polimerazés Klionovo fragmentu
(Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J.: "Molecular
Cloning", A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory, 1982). Po to DNR iprastu badu liguojama T4-
ligaze ir transformuojama i E.coli K 12 JM 103. Po kul-
tivavimo terpeéje, turinc¢ioje 150 pg/ml ampicilino,
atrenkami tie klonai, kurie turi plazmide pBF 163. Ji
skiriasi nuo pBF 161, nes neturil vienos Nde I kirpimo
vietos ir ankstesnés Nde I (vietos srityje turi pa-
pildomas-TA-bazes (fig. 13).

b) Ekspresinis testas

E.coli GRT-I transformuojama plazmide pBF 163, fer-
mentuojama, kaip aprasyta Ig pav. ir istiriamas eks-
presijos rezultatas. I%ankstinés stadijos rscu-PA bal-
tymo i%eigos, nustatytos po griZtamos reakcijos ir-
aktyvavimo, kaip rtcu-PA aktyvumas mililitrui lastelés
suspensijos, kai optinis tankis 1, per 1-6 valandas po
indukcijos su 62 mg/l indolakrilinés rugSties, pa-
teiktos fig. 14. Rezultatus galima palyginti su fig. 10
pateiktomis iSeigos reik3memis, gautomis tame paclame

E.coli kamiene panaudojus plazmide pBF 160.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Naujy plazmidZiy, nauvdojamy gaunant plazminogeno
aktyvatoriy, gavimo bdas, b e s i s kiriantdis
tuo, kad i plazmide pBR 322, i$ kurios pa3alinta
nic/bom sritis ir/arba bent rezistentifkumo tet-
raciklinui dalis, tarp multiklonavimo vietos Xba I ir
Nde I kirpimo viety jveda nurodytgy fig. 2 nukleotidy
sekg (fig. 2 yra 3io apibréZties punkto dalis), kuri
tarp Xba I ir Nde I kirpime viety turi Sain-Dalgarno
sekg, 1r 6-12, geriausiai 8-10, nﬁkleotidﬁ atstumu
startini kodong ATG ir jo pagalba Zinomu budu i vieng
arba du transkripcijos terminatorius istato scu-PA
struktirinio geno sintetine daline seka, geriausiai
prasidedania nuo struktirinio geno 3' galo, o taip pat
reguliuojamg promotoriy, ir tokiu bidu gauna plazmides,

kurios pasiZymi 3iais skiriamaisias poZymias:

a) plazmidés operonas turi reguliuojamg promotoriy, kaip
ribosomy suriSime vietg - Sain—Dalgarho éeka, star-
~tini kodong, viengrandZio uroplazminogeno " scu-PA"
sintetini, struktirini genag, turinti 411 aminorigs$iy
liekany ir Zemiau nuo struktirinio geno viena-du

terminatorius;

b) plazmideés tinka iSankstinés stadijos rscu-PA baltymo
ekspresijai su ekspresijos laipsniu, maZziausiai 190
nuo viso susidariusio enterobakterijos baltymo, ge-

riausiai Escherichia coli kamienuose.

2. Naujy plazmidZiy gavimo budas pagal 1 punkta, b e -
s 1 s ki r i an t i s tuo, kad reguliuojamg
promotoriy multiklonavimo vietos pagalba istato trp

arba tac- promotorius.

3. Naujy plazmidiiy gavimo budas pagal 1 ir 2 punktus,

besiskiriantis tuo, kad kaip reguliuvojama
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. promotoriy jstato sintetinj trp-promotoriu, kurio nu-

kleotidy seka pateikta fig.8, o fig. 8 yra §ios

apibréities punkto dalis.

4. Nauju plazmidZiy gavimo budas pagal 1 ir 2 punktus,
besiskiriant i s tuo, kad kaip reguliuojama
promotoriu istato tac- promotoriy 1§ plazmides ptac SDT
(DSM 5018) .

5. Naujy plazmidZiny gavimo budas pagal 1 punkta, b e -
s is kiriantis tuo kad i naujy plazmidziy
operona kaip einanéius vienas paskui kita transkrip-
cijos terminatorius istato trp A terminatoriy ir/arba

tet Ajorf L terminatoriy is Tn 10.

6. Nauju plazmidZiy gavimo budas pagal 1 punkta, b e -

siskiriantis tuo kad multiplikavimo vietos

: pagalba tarpineje stadijoje istato struktirini gena,

xurio nukleotidy seka nurodyta fig. 15, © fig 15 yra

§ios apibréities punkto dalis.

7. Nauju plazmidZiy gavimo budas pagal 1 punkta, b e -
s i s kiriant i s tuo, kad Eco RI Hind III
fragmenta 1§ gautos atitinkamai pagal 1-6 punktus
plazmides panaudoja kaip ekspresing kasetg kitoje,
enterobakaterinéje, geriausiai galinc¢ioje automatiskai

daugintis Escherichia coli plazmidéje.

8. Naujy plazmidZiy gavimo budas pagal 1 punkta, b e -
s iskiriant i s tuo, kad gautoje_atitinkamai
pagal 1-7 punxtus plazmideje atstumd tarp Sain-Dalgarno
sekos ir startinio kodono padidina kerpant Nde I
pagalba, uzpildant gautas kirpimo vietas ir sujungiant
bukus galus. '

9. Plazmidées, gautos pagal 1-8 punktus panaudojimas

plazminogeno aktyvatoriaus gavimui, b e S i s k 1 -
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r i a-n t i s tuo, kad 8ia plazmide Zinomu bidu

transformuoja enterobakterini, geriausiai, Escherichia

coli kamiena, indukuoja scu-PA struktirinio geno eks-
presija, susidariusi tarpinés stadijos rscu-PA baltymg
atskiria nuo terpés, ir lizuotas bakterines lgsteles,
i%ankstinés stadijos baltymg soliubilizuoja ir po to
paveikiant red-oks sistema, atlieka griZtamajg reakcijg

iki rscu-PA.

10. Plazmidés, gautos pagal 1-8 punktus panaudojimas
pagal 9 punkta, b e s is ki r i ant i s tuo, kad
prie$ igyvendinant 9 punktg, $ia plazmide transformuoija

Escherichia coli tipo, geriausiai, Escherichia coli K

12 kamieng.
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pBF 157

Eco RV x Nru I(787bp)
3348 bp fragmento izoliavimas
Ligavimas

Eco RI “Hind i

Pst |

Fig. Ib
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Sintetiné multiklonavimo vieta

e ——— e T T Bl-m——mmmmm = s
AATTCATTCTGGTCTGCGATGCTAGTCTAGATAAGGAGGAAATCATATGAGCAATGAACT
GTAAGACCAGACGCTACGATCAGATCTATTCCTCCTTTAGTATACTCGTTACTTGA

TCATCTGCAGCAAGTTCCATCGAACGAGCTCAAATTCCAGTGCGGTCAGCGGCCGTTCTC
AGTAGACGTCGTTCAAGGTAGCTTGCTCGAGTTTAAGGTCACGCCAGTCGCCGGCAAGAG
——————————————————— S Cmmm e mmmm == m === = B2 A= m o T T T

GTCTCAACTCTGGTACCTCTTG CGATTTCACAGGTACTAGTTTG CTCTCGCCAGCGTGGA
CAGAGTTGAGACCATG GAGAACGCTAAAGTGTCCATGATCAAACGAGAG CGGTCGCACCT

————————————————————————————— ><——.———.———_-—.—-———.-—___—.—___————

B3mmmm e mmmmmm e mm eSS TS T T >

T CCGTTCTCACACCAAAGAAATCGATGACCTTCAAGTTCTGCA Hind!li
AGGOAAGAGTGTGGTTTCTTTAGCTACTGGAAGTTCAAGACGTTCGA
B3 A e e m S ST S ST >

Fig. 2
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Clal
EcoRl | Liind

Pstl

Eco RI x Hind IiI (31 bp)

3315 bp fragmento izoliavimas
Ligavimas sintetinio multiklonavimo
saito pagalba

Hindlli
EcoRl Ndel ‘Sacl Kpnl BamHI
[Xl?al ' P§t! !Eziagl !Sp!e! lCla;l ]
26 19 24 21 20 26 20 22 24 21
223 bp)

Hindlil

Fig. 3
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Cla I x Hind III

3519 bp fragmento izoliavimas

Ligavimas su Cla I x Hind III

fragmentu i pRT 61 (termina-
torius, 318 bp)

Pstl

gBF 158-01 T

837 bp
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Oligonuklectidy 01-019; 01A-019A baziy seka

M2 (01-04; O1A-04A):

TATGAGCAATGAACTTCATCAAGTTCCATCGAACTGTGACTGTCTAAATGGCGGAACCTG
ACTCGTTACTTGAAGTAGTTCAAGGTAGCTTGACACTGACAGATTTACCGCCTTGGAC

CGTTTCTAACAAATATTTCTCTAACATCCACTGGTGTAACTGCCCGAAAAAATTCGGTGG
GCAAAGATTGTTTATAAACAGATTGTAGGTGACCACATTGACGGGPTTTTTTAAGCCACC

TCAGCACTGCGAAATCGACAAATCTAAAACCTGCTACGAAGGTAACGGTCACTTCTACCG
AGTCGTGACGCTTTAGCTGTTTAGATTTTGGACGATGCTTCCATTGCCAGTGAAGATGGC

TGGTAAGGCTTCTACCGACACCATGGGTCGTCCGTGCCTGCCGTGGAACTCTGCTACCGT
ACCATTCCGAAGATGGCTGTGGTACCCAGCAGGCACGGACGGCACCTTGAGACGATGGCA

TCTGCA
AG Pst i

->

Fig. 5 a
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M3 (05-07; O5A-07A):

] o 05 === mm e
Pstl GCAGACCTACCACGCTCACCGTTCTGATGCATTGCAGCTGGGTCTGG
ACGTCGTCTGGATGGTGCGAGTGGCAAGACTACGTAACGTCGACCCAGACC

Lo e O5A-——==———m e ><
----------- > e e e O e

GTAAACACAACTACTGCCGTAACCCGGACAACCGTCGTCGTCCGTGGTGCTACGTTCAGG
CATTTGTGTTGATGACGGCATTGGGCCTGTTGGCAGCAGCAGGCACCACGATGCAAGTCC

TTGGTCTGAAACCGCTAGTTCAGGAATGCATGGTTCACGACTGCGCTGACGGTAAAAAAC
AACCAGACTTTGGCGATCAAGTCCTTACGTACCAAGTGCTGACGCGACTGCCATTTTTTG

CGTCTTCTCCGCCGGAAGAGCT
GCAGAAGAGGCGGCCTTC Sacl

Fig. 5b
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M4 (08-010; 08A-010A):

———————————— —————————————————————08——

Sacl , CAAATTCCAGTGCGGTCAAAAAACCCTACGTCCGCGTT
TCGAGTTTAAGGTCACGCCAGTTTTTTGGGATGCAGGCGCAA
o OBA-—~——mmm e

_________________________________ D e e e e e e

TTAAAATCATCGGTGGTGAGTTCACCACCATCGAAAACCAGCCGTGGTTCGCTGCTATCT
AATTTTAGTAGCCACCACTCAAGTGGTGGTAGCTTTTGGTCGGCACCAAGCGACGATAGA

ACCGTCGTCACCGTGGTGGTTCTGTTACCTACGTTTGCGGTGGTTCTCTGATCTCTCCGT
TGGCAGCAGTGGCACCACCAAGACAATGGATGCAAACGCCACCAAGAGACTAGAGAGGCA

GCTGGGTTATCTCTGCTACCCACTGCTTCATCGACTACCCGAAAAAAGAAGACTACATCG
CGACCCAATAGAGACGATGGGTGACGAAGTAGCTGATGGGCTTTTTTCTTCTGATGTAGC

TTTACCTC Eacl
- AAATGGAGCCGG ag

Fig. 5c
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M5 (011-013; 011A-013A):

Cmmmm e ——————— 01l-————mmmm———— o ——
GGCCGTTCTCGTTTAAACTCTAACACCCAGGGTGARATGAAATTCGAAGTTCG

Eagl CAAGAGCAAATTTGAGATTCTGCGTCCCACTTTACTTTAAGCTTCAAC

. G O11A-=m———m====
-------- S — e m — e m — == =] 2 = — ==

AAAACCTGATCCTGCACAAAGACTACTCTGCTGACACCCTGGCTCACCACAACGACATCG
TTTTGGACTAGGACGTGTTTCTGATGAGACGACTGTGGGACCGAGTGGTGTTGCTGTAGC

____________________________ S € n o e o e
CTCTGCTAAAAATCCGTTCTAAAGAAGGTCGTTGCGCTCAGCCGTCTCGTACCATCCAGA
'GAGACGATTTTTAGGCAAGATTTCTTCCAGCAACGCGAGTCGGCAGAGCATGGTAGGTCT

D1 2R m e e B S ettt
RIS T S SRR SRttt >
CCATCTGCCTGCCGTCTATGTACAACGACCCGCAGTTCGGTAC
GGTAGACGGACGGCAGATACATGTTCCTGGGCGTCAAGC Kpnl

—————————— 013A-~=—m—m—m==—m—mmmm—m ==

Fig. 5 d
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M6 (014-016; 014A-016A,B):

< ————————————————

Kpnl CTCTTGCGAAATCACCG

 CATGGAGAACGCTTTAGTGGC

< ————————————————————

~014T~~—mmmmmmmmm e m e >Lmmmm 014II-——-———————- ><mmmmm

GTTTCGGTAAACAAAACTCTALCGACTACCFGTALCCGGAACAGCTGAAAATGACCGTTG
CAAAGCCATTTCTTTTGAGATGGCTGATGGACATGGGCCTTGTCGACTTTTACTGGCAAC

TTAAACTGATCTCTCACCGTGAATGCCAGCAGCCGCACTACTACGGTTCTGAAGTTACCA
AATTTGACTAGAGAGTGGCACTTACGGTCGTCGGCGTGATGATGCCAAGACTTCAATGST

CCAAAATGCTGTGCGCTGCTGACCCGCAGTGGAAAACCGACTCTTGCCAAGGTGACTCTG
GGTTTTACGACACGCGACGACTGGGCGTCACCTTTTGGCTGAGAACGGTTCCACTGAGAC

GTGGTCCA Spel
CACCAGGTGATC pe

Fig. 5 e
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M7 (017/018; O17A/018A):

e ———————————— e e Ol7=——mm——————————
Spel CTAGTTTGCTCTCTCCAGGGTCGTATGACCCTGACCGGTATTGTTTCTTGGG
pe AAACGAGAGAGGTCCCAGCATACTGGGACTGGCCATAACARAGAACCC
L —————— ~-017A-========== e ————
———————————————————— NP A ——— § § - PR RS Pl

GTCGTGGTTGCG CTCTGAAAGACAAACCGGGTGTTTACACCCGTGTTTCTCACTTCCTGC
CAGCACCAACGCGAGACTTTCTGTTTGG CCCACAAATGTGGGCACAAAGAGTGAAGGACG

-—

CGTG
coaccTag ~ BamHI

Fig. 5 £
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M8 (019; O19A):

GATCCGTTCTCACACCAAAGAAGAAAACGGTCTGGCTCTGTAAGCTAGCCCGCCTA
GCAAGAGTGTGGTTTCTTCTTTTGCCAGACCGAGACATTCGATCGGGCGGAT

ATGAGCGGGCTTTTTTTTAT Clal
TACTCGCCCGAAAAAAAATAGC :

Fg. 5g
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Bam HI x Cla I
38i3 bp fragmento izoliavimas
Ligavimas su M8 (76 bp)

Pstl

BF 158-02 T
889 bp

N
Hindlil Clal




pBF 153-02 T

Pstl

! BF 158-03 T Kpnl
© Bog3bp

Spel

BamHl

Hindlii Clal

Pstl

4

/ BF 158-04 T

168 bp Kpnl

 ? Spel

" BamHI
Nhel

LT 3611 B

Spe I x Bam HI
3867 bp fragmento izoliavimas
Ligavimas su M7 (116bp)

Kpn I x Spe 1
3962 bp fragmento izoliavimsas
Ligavimas su M6 (205 bp)

Fig. § b




pBF 158-04 T

Pstl

HBF 158-05 T
357 b

p & Kpnl

\-—/:
Hindlij Clal

I
EcoRl 32 éob

O
&

Pstl Sacl

Eagl

/Ampr

,/

! pBF 158-06 T
563 bp

8~ Kpnl
Spel

BamHI

" Nhel
Hindlll Clal

“Fig. 6 c
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Eag I x Kpn I
4142 bp fragmento izoliavimas
Ligavimas su M5 (215 bp)

Sac I x Eag 1

4337 bp fragmento izoliavimas
Ligavimas su M4 (226 bp)

S e M b



Ndel

EcoRl

Hindlil

Nde I x Hind III
712 bp fragmento
izoliavimas

/

LT 3611

Psti

* pBF 158-04-3 T

Hindlli Clal

Nde 1 x Hind III
2417 bp fragmento
izoliavimas

Abiejy fragmenty ligavimas

Ndel

S
&

ea%\

Amp"

/
" pUC 19-04-3
3129 bp

Kpni
4 Spel

7>BamH|

Nhel
Hindll} Clal

Fig. 7 a
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Pst 1 x Sac I
3108 bp fragmento izoliavimas

Ligavimas su M3 (189 bp)

Nde I x Pst 1
3273 bp fragmento izoliavimas

| Ligavimas su M2 (246 bp)
Nde '

‘vk*., Sacl
gt
. Kpnl
: Spel
BamHI

Hindlll Clal

Fig. 7 b
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pBF 158-06 T pUC 19-08
(zx. 6¢C bréz.) (zr. 7b brez.)

Nde I x Sac I
435 bp fragmento

Nde I x Sac 1
4518 bp fragmento
izoliavimas

izoliavimas -

Abiejy fragmenty ligavimas

Xbal

EcoRl

K

7
/

/

Pstl

BF 158-08 T
8953 bp

Fiqg.




LT 3611 B

‘M1 (021; 021A):

EcoRl AATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGC
GACTTTACTCGACAACTGTTAATTAGTAGCTTGATCAATTGATCATGCG
B ettt bty 021A~m=m=m—m—mm=

AAGTTCACGTAAAAAGGGTAT Xbal
TTCAAGTGCATTTTTCCCATAGATC

Fig. 8
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PBF 158-08 T
(Zr. 7c bré3.)
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Xbal sD Ndel
’ S Fr=""""""" | D— |
5 TCTAGATAAGGAGGAAATCATATG... 3'
3 AGATCTATTCCTCCTTrncrﬁjAcr" 5’
L.__-‘.._‘_-_-_ .......
. Met=Start
8 bazés
x Ndel

5’ TCTAGATAAGGFRGGAAATCAA TG.. 3
3' AGATCTATTCCTVCCTTTAGT AC 5°

- uzpildymas

ligavimas

Xbal SD

e A

5 TCTAGATAAGGAGGAAATCATATATG.. 3
3" AGATCTATTCCTCCTTTAGTATATAC.. &
‘ 1

JL----J

Met=Start
10 baziy © o

Fig. 13
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