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I3radimas priskiriamas biotechnologijos sridiai ir susijes su sujungty baltymy, geno
strukttiros ir hibrido gavimo biidu bei streptomicety lasteliy transformavimo budu.

Zinomas sujungty baltymy gavimo biidas, kai modifikuoto tandeminio geno
bitinumo atveju pageidaujamo baltymo struktiirinj geng prijungia prie koduojancio sitlo
3-galo, Sitg geno 'struktﬁrq ckspresuoja | streptomicety lesteles-Seimininkus ir 1S
supernatantinio skyscio iSskiria sekretuota sujungtg baltymg (EP- Nr. A 0289936).
Geriausiame  variante  tandeminis  genas sutrumpinamas 3’-gale.  Sutrumpinimui
panaudojamos restrikeiniy fermenty BstEII triplety 31 ir 32 srityje, Stul triplety 43 ir 44
srityje, o taip pat Sau3A tripety 52 ir 53 srityje skaidymo vietos.

Toliau tobulinant $ig idéja, buvo pasifilyta gauti sujungta baltyma, kurio
tandeminéje dalyje yra sutrumpintas proinsulinas, kurio C-grandiné sudaryta tiktai i$
vienos arba dviejy lizino lickany (“mini-proinsulinas”). Toliau buvo pasiiilyta panaSiuose
sujungtuose baltymuose taip pat trumpinti tandeming dalj (EP- Nr. A 367163 ).

Pastaruoju metu netikétai surasta, kad sujungti baltymai su labai trumpa
tandemine dalimi streptomicety lgstel€je yra stabilis ir i8siskiria j terpe. Tokiu budu gauti
sujungti baltymai dél labai trumpos tandeminés grandines elgiasi kaip “subrendeg”
baltymai ir terpéje egzistuoja taisyklingos tretinés struktiiros pavidalu.

IS EP- Nr.A 0177827 Zinoma sintetine signaline DNR seka baltymy transportui |
ckspresijos sistemas, kuri skiriasi tuo, kad §i DNR i§ esmés atitinka gamting signaling
sckg, bet turi viena arba keleta endonukleaziy skaidymo viety, kuriy néra gamtinéje
DNR. Jeigu transportuojamo baltymo genas prijungiamas prie tokios DNR sekos, Sis
sujungtas genas jstatomas j vektoriy ir tokiu blidu transformuojama lastelé-§eimininkas,
kuri transportuoja i8siskyrusj baltymg i§ citoplazmos,ir taip galima gauti eukariotinius,
prokarjotinius arba virusinius baltymus prokariotinése ir eukariotinése lastelése.
Periplazminio baltymo - Sarminés fosfatazés pavyzdZiu parodyta, kad E.coli ekspresijoje
pageidautina, kad jis biity jvestas po maZdaug 40 pirmyjy Sarminés fosfatazés
aminortgsciy kodony sekos prie§ pageidaujamo baltymo struktiirinj gena.Taciau daugeliu
atvejy pakanka mazesnio papildomy aminortigséiy skaiCiaus, pavyzdZiui 10, dar geriau -
apic 5. Atitinkamas sujungtas baltymas su bezdZioniy proinsulinu mazdaug iki 90 %
transportuojasi | periplazming erdve.

Pasitilytas sujungty baltymy gavimo biidas, konstruojant miSry oligonukleotids,
kuris koduoja sujungto baltymo balasting dalj (PCT Nr. 91/03550 ).Sis oligonukleotidas
jvedamas | vektoriy tokiu biidu, kad jis bty funkcionaliai sujungtas su reguliacijos sritimi
ir norimo baltymo struktiiriniu genu; taip gauta plazmidés populiacija transformuojamos
tinkamos lgsteles-Seimininkai ir selekcionuojami tie klonai, kurie turi didele koduoto
sujungto  baltymo iSeiga. Siuo atveju oligonukleotidas susideda daugiausia i§ 4-12,

ypatingais atvejais - i§ 4-8 triplety.
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Bandyta gauﬁ sujungtus baltymus su trumpa balastine dalimi. PavyzdZiui, buvo
gautas geny sujungimas, kuris koduoja sujungta baltyma i§ B-galaktozidazes pirmyjy 10
aminoriigsciy ir somatostatino. Tadiau pasirodé, kad S§io trumpo B-galaktozidzes
fragmento nepakanka, kad sujuntas baltymas bity apgintas nuo Seimininko proteaziy
(US-A 43662406, 15 skiltis, 2 pastraipa). I$einant i§ to, EP- Nr.A 0290005 ir EP-Nr.A
(0292763 apradyti sujungti baltymai, kuriy balastiné dalis sudaryta i§ B-galaktozidazes
fragmento, susidedancio 18 250 aminorugsciy.

Vistik dabartiniu metu sujungti baltymai, sudaryti i$ tandemo pirmyjy mazdaug 10
N-galiniy aminortgdéiy ir pageidaujamo baltymo, pavyzdZiui, proinsulino, netikétai
pasirod¢ stabillis streptomicety lastelése-Seimininkuose ir galintys iSsiskirti | terpg, i8
kurios jic gali buti idskirti su didele iSeiga. Tai turi reikSmés palyginus nedideliems
baltymams, tokicms kaip “mini-proinsulinai”.

“Mazdaug 10 aminortigsciy” reiskia, kad turima galvoje ir maZesnis aminorugsciy
skaicius, pavyzdziui, pirmosios 7 tandemo N-galo aminoriigtys, bet optimaliausia - ne
daugiau 10. Optimalus variantas - kai sujungty baltymy tandeminéje dalyje 7-je ir/arba 9-
je padeétyse (kaip ir gamtinéje sekoje) yra prolinas.

Savaime aiSku, pagal Zinomus ir sitilomus variantus (EP- Nr.A 0367163)galima
rinktis didele tandemine balasting dalj, Zinoma tuo paciu vis labiau maze¢ja nedidelio
“balasto” pranasumas.

Galima ir net rekomenduotina varijuoti tandeminés dalies gamting 7-10-tos
padeties aminoriigSéiy seka, ty. pakeisti nesanéiomis gamtinéje sekoje aminoriigStimis. Be
to, galima varijuoti aminorugsciy sekg signaliniame peptide.

[Sradimo ¢sme ta, kad paprasty preliminariniy bandymy déka gali biti lengvai
nustatomos ypatingai tinkamos sujungtos konstrukcijos.

Be to, iSradimo idejos gali biti jgyvendintos kitose gram-teigiamy bakterijy
lgstelese, pavyzdziui bacily arba statilokoky lgstelése,panaudojant signalines sekas, kurias
“atpaZjsta” Sic Scimininkai.

Sujungti baltymali, gauti pagal §j iSradima, yra iStirp¢ terpéje, o tai yra labai patogu
toliau apdorojant ir valant. PavyzdZiui, galima vykdyti fermentinj apdorojima betarpiSkai
su sckrecinio produkto pagalba, atskiriant balasting dalj ir iSvengiant apdorojimo stadijy,
reikalingy netirpiy sujungty baltymy atveju. Pries tolesnj apdorojima, galima kondensuoti
arba valyti, pavyzdZiui, afininés chromatografijos, o taip pat ultrafiltracijos, nusodinimo,
jony kaitos, adsorbecinés chromatografijos, gelfiltacijos arba auk$to slégio skyscio
chromatogratijos budu.

Toliau aprasomi pavyzdZiai iSsamiau paaiskina iSradima.

Konstruojant plazmide, pradine medZiaga imta plazmidé pKKS500, pasiilyta EP-A
0367163. Si plazmidé skiriasi nuo Zinomos 1§ EP-Nr.A 0289936 plazmidés pKK400 tuo,
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kad proinsulino genas yra pakeistas analogisku genu, kuris vietoj C-grandinés koduoja tik
aminoriigdtj lizina, o taip pat ir tuo, kad po $io “mini-proinsulino” geno yra  jvestas
terminatorius. Kaip priedas prie apra§ymo, duodamos 1 ir 2 lentelés i8 EP-A 0367163,
kuriose atvaizduotas “mini-proinsulino” genas, atitinkamai, terminatorius.

Plazmidés pKK400 ir pKKS500 inhibuojanéio a-amilaz¢ geno signalingje sekoje turi
Xmalll skaidymo viety (tripleto 5-7 srityje).

1 pavyzdys

Plazmide pKKS00 sukarpo restrikciniais fermentais EcoRI ir Xmalll ir gelio
elektroforezés biidu ant (,8 %-nio agarozés gelio iSskiria didelj fragmentg, kurj po to
atskiria clektrocliucijos pagalba. Sj fragmentg liguoja su DNR fragmentu (1), susintetintu
tostoramidatiniu biidu (SEQ ID NO:1) ir liguotg misinj transformuoja j E.coli.

' -5 -1
Ala Gly Pro Ala Ser Ala
5 G GCC GGG GGC GCC TCC GCC
3 CCC GGC CGG AGG CGG
(Xmalll)

Asp Thr Thr Val Ser Glu Pro
GAC ACG ACC GTC TCC GAG CCG ¥
CTG TGC TGG CAG AGG CTC GGCTTA A ¥
(EcoRI)
Gauna plazmide pKKS10. Ji koduoja pre-proinsuling, kuriame po signalinés tandemo

sekos eina pirmosios 7 aminortigdtys ir po to mini-proinsulino grandiné.

2 pavyzdys

AnalogiSkai aprasytam EP-A 0289936 plazmidés pKK400 pakeitimo | ekspresijos
plazmide pGl 1 budui, plazmide pKKS10 pavercia ekspresijos plazmide pKF1:

izolivotg DNR-plazmid¢ pKKS10 sukarpo restrikciniy fermenty Sphl ir Sstl
pagalba ir atskiria nedidelj fragmenta su sujungtu genu. Parduodama ekspresijos plazmidg
plJ 702 (John Innes Foundation, Norwich, Anglija) sukarpo ty paciy fermenty pagalba ir
atskiria didelj fragmenta. Siuos abu izoliuotus fragmentus liguoja, liguota miSinj
transformuoja | S. lividans TK24 ir i§ tiostrepton-rezistenty, balty (t.y. nesugebanciy
gaminti melanino) transtormanty i§skiria plazmide.Klonus, kurie turi jvestg intarpa,
augina pastoviai purtomoje kultliroje ir tiria sujungty baltymy susidaryma.

Koduoto sujungto baltymo ekspresija vyksta Zinomu biidu. Jeigu transformuotg

Stamg inkubuoja 4 dienas purtykléje esanciose kolbose aukStesnéje nei 25 oC
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lemperatiiroje ir centrifugavimu atskiria micelj nuo kultivavimo skyscio, tai déka
nudazymo COOMASSIE-méliu, gaunant papildomg baltymo juosta, kuri neisryskéja
kontroliniame  cksperimente, kuriame Stamas transformuotas tik plJ 702 pagalba,
susidarius| sujungty baltymg galima aptikti po elektroforezés 20 um supernatantiniame
skystyje ir kultivavimo skyscio filtrate 15 %-niame poliakrilamido gelyje.

Jei kultivavimo skyscio filtratg paveikia lizilendoproteinaze, tai gelio elektroforezés
budu galima aptikti Des-(B30)-Thr-insuling, kurj patvirtina autentiska kontrolé.

‘Toliau, insulino antikiiny pagalba arba imunoblokavimo keliu, arba radioimuninés
insulino analizcs pagalba kultivavimo skyscio tiltrtae galima aptikti sujungta baltymg.

3 pavyzdys

Pagal 1 ir 2 pavyzdZiuose apraSytas metodikas, tik panaudojant sintetinj fragmenta
(2) su SEQ ID NO:2

-5 -1
Ala Gly Pro Ala Ser Ala
S G GCC GGG CCG GCC TCC GCC
CCC GGC CGG AGG CGG

)

(Xmalll)
: S
Asp  Thr Thr Val Ser Glu Pro Asp Pro
GAC ACG ACC GTC TCC GAG CCC GAC CCG 3
CIG TGC TGG CAG AGG CIC GGG CTG GGC TTA A Y
(EcoRI)

gauna atitinkamai plazmides pKK320 ir pKF2.

Sios plazmidés koduoja sujungta baltymg, kuris skiriasi nuo aprasyto 1 ir 2
pavyzdZiuose tuo, kad po pirmyjy 7 tandemo aminoriigiciy seka asparaginas (vietoj
gamtines aminoriigSties - alanino), o devintoji aminoragstis tandeme yra prolinas. Taigi,
del alanino pakcitimo asparaginu jvedamas papildomas teigiamas krivis j sujungto
baltymo balasting dalj. Netikétai, gaunama 20-30 % daugiau norimo produkto negu 2

pavyzdyje.

4 pavyzdys
Pagal | ir 2 pavyzdZiuose apraSytas metodikas, bet panaudojant sintetinj fragmenta
(3) su SEQ ID NO:3
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-5 -1
: Ala Gly Pro Ala Ser Ala
5 G GCC GGG CCG GCC TCC GCC
3 CCC GGC CGG AGG CGG

(Xmalll)
5
Asp  Thr Thr Val Ser Glu Pro Ala Pro
GAC ACG ACC GTC TCC GAG CCC GCA CCG 3

CIG TGC TGG CAG AGG CTG GGG CGT GGC TTA A ¥

gauna atitinkamai plazmides pKK320 ir pKF3. Sios plazmidés skiriasi nuo plazmidziy,
gaulty 1 ir 2 pavyzdZiuose, tuo, kad jos koduoja tandeme pirmgsias 9 gamtines

aminorigitis. Lyginant su 2 pavyzdziu, iSeiga beveik 10 % didesné.
S pavyzdys

Sujungtas baltymas, koduotas pKKS500, tarp tandeminés dalies ir proinsulino B-
grandings turi linkering seka, kuri koduoja aminortigstis Asn-Ser-Asn-Gly-Lys. Galinj Lys
ir sudarantj C-grandine Lys pakeicia Zemiau apradytu biidu. Tam tikslui proinsulino sekoje
kodono B30) iki Al srityje naudojama vienintelé kirpimo vieta Styl.

ISskirtg DNR-plazmidg pKKS500 sukarpo Styl pagalba, iSsiki$usiy galy pasalinimui
paveikia S1 nukleaze, kurios pertekliy iSekstrahuoja fenolio ir chloroformo miSiniu. Gauta
linjjing plazmidg vel karpo EcoRlI, elektroforezés biidu atskiria didyjj fragmentg ir
elektrocliucijos keliu jj i3skiria. Sj fragmenta liguoja su sintetiniu fragmentu (4) (SEQ ID
NO:4)

Bl 10
Asn  Ser Asn Gly Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His
ATTTCG AAC GGC.CGC TTC GCT AAC CAG CAC CTG TGC GGCTCG CAC

GCTTG CCG GCG AAG CAGTTG GTC CTG GAC ACG CCG AGC GTC

(EcoRI)
20 30
Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe
CTC GTG GAG GCC CTC TAC CTG GTG TGC GGG GAG CGC GGCTTCTTC
GAG CAC CTC CGG GAG ATG GAC CAC ACG CCC CTC GCG CCG AAG AAG
B30 C(B31)
Tyr Thr Pro Lys Thr Arg
TAC ACC CCC AAG ACC CGC
ATGTGG GGG TTC TGG GCG



LT 3686 B

ir po ligavimo miSinj transtormuoja | E.coli. Pageidaujamus klonus tikrina turimos
plazmidés restrikeinés analizés badu ir panaudojama naujai susidariusi Sstll kirpimo
vieta. Toliau sckvenuojamas visas Sphl-Sstl-fragmentas.

Koduoto sujungto baltymo ekspresijai tragmentas, iStyrus jo seka, liguojamas |
vektoriy pll 702, sukarpyta ty paciy fermenty ir gaunamas ekspresijos vektorius pGF4.

Koduotg pGF4 ir sekretuotg sujungta baltyma galima nustatyti, pirma, testo ant
ploksteliy su o-amilazés inhibitoriumi pagalba (EP-A 0161629, 3 pavyzdys) ir, antra,
analogiSkai 2 pavyzdziui, i§ auginamos pastoviai purtant kultliros supernatantinio skyscio.

6 pavyzdys

Jeigu pagal S pavyzdyje apraSyta metodikg fragmentas (4) jvedamas | vektorius
pKKS 10, 520 ir 530, tai gaunami vektoriai pKK610, 620 ir 630. Sujungtus baltymus
koduojancios sckos pagalba jmontuoti atitinkamai SphlI-Sstl-fragmentai | vektoriy plJ 702
duoda ckspresijos vektorius pKF11, 12 ir 13. Sekretuoty sujungty baltymy ekspresija
patikrinama pagal 2 pavyzdj.

7 pavyzdys

Plazmides plJ 702 produkty ekspresijos padidinimui, i§ jos Pstl ir Sphl pagalba
paSalinamas mclanininis promotorius ir pakei¢iamas fragmentu (5) (SEQ ID NO:5)

Pstl Bell

L0 : 20 30 40 50
CTGCAGTGATCAGGGGGACCCTTGTGCGAATTTCCGTTACGGGTTTGGGTGGTAGGG
GACGTCATCAGTCCCCCTGGGAACACGCTTAAAGGCAATGCCCAAACCCACCATCCC

Sphl

60 0 80
ACGCACCCGAAGAGGAGGCCCCAGCATGE
TGCGTGGGOTTC TCCTOC GGGGTCGTACG

Taip i3 sintetinio ir tandeminio promotoriy gaunama tandeminé konstrukcija. Plazmidé
pavadinta pGRI110.

Jeigu i pGRT10 po kirpimo su Sphl ir SstI jstatomi sintetiniai fragmentai (1), (2) ir
(3), gaunami ckspresijos vektoriai pGR200, 210 ir 220. AnalogiSku biidu fragmento (4)
pagalba gaunami ckspresijos vektoriai pGR250, 260 ir 270.

8 pavyzdys
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Jeigu tripsino arba panaSiai veikiancio tfermento ir karboksipeptidazés B
kombinacijos keliu 18 insulino pirmtaky reikia gauti Zmogaus insuling, tai geriau atskyrimo
reakcijos cigoje ercitai atskirti balastine dalj su amino galais, kad biity paskatinamos
skaidymo reakcijos B31 (Arg)-insulino kryptimi. Tam tikslui sitloma aminoruagsciy pries
aminorQgSti Bl (Phe) moditikacija.

Pagal 1 pavyzdyje apraSyta metodika plazmid¢ pKKS00 sukarpo restrikciniy
fermenty EcoRI ir ‘Dralll pagalba. Po to pirminj fragmentg fosforamiditiniu metodu
pakeicia | sinteting DNR-fragmenta (6) (SEQ 1D NO:6)

Bi ,
Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu
5 AATTCG GCC CGCTTC GTC AAC CAG CAC CGTTGC GGCTCG CACCTC 3
GC CGO GCG AAG CAGTTG GTC GTG GAC ACG CCG AGC GTG 5
(EcoRI) (Dralll)

[#5]
.

Klonavima [:.coli lgstelése ir ekspresijg Streptomyces lividans lastelése atlicka pagal
atitinkamai | ir 2 pavyzdZius. GGauna atitinkamai plazmides pKK640 ir pKF14.

Analogiskai galima elgtis su plazmide, kurig gauna pagal 5 pavyzdj (jstacius
fragmenta (4)).Taip gaunamos atitinkamai plazmidés pKK650 ir pKF15.
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PRILIDAS
(1S EP-A 0367163)

I lentele
Bl 10
Asn  Ser Asn Gly Lys Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His
AAT TCG AAC GGC AAG TTC GTC AAC CAG CAC CTG TGC GGC TCG CAC
GC TG CCG TTC AAG CAG TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGC GTG
(EcoRI)

20 30
Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe
CTC GTG GAG GCC CTC TAC CTG GTG TGC GGG GAG CGC GGC TTC TTC
GAG CAC (7TC CGG GAG ATG GAC CAC ACG CCC CTC GCG CCG AAG AAG

C Al 40
Tyr Thr Pro Lys Thr Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser
TAC ACC CCC AAG ACC AAG GGC ATC GTG GAG CAG TGC TGT ACG TCC
ATG TGG GGG TTC TGG TTC CCG TAG CAC CTC GTC ACG ACA TGC AGG

50
Ile Cys Ser leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn Stp Stp
ATC TGC TCC CTC TAC CAG CTC GAG AAC TAC TGC AAC TAG TAA
TAG ACG AGG GAG ATG GTC GAG CTC TTG ATG ACG TTG ATC ATT

GTC GAC CTG CAG CCA
CAG TG GAC CTG GGT TCG A

Sall (HindIII)
2 lentele

S-COATAAANCCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTITTGGAGA
GCIATTTGGCTATGTTAATTTCCGAGGAAAACCTCGGAAAAAAAAACCTCT

TTTTCAACGTGGATC

AAAAGTTGCACCTAG-S

SEQ ID NO:]

SEKOS TIPAS: nukleotidas su atitinkamu baltymu

SEKOS H.G1S: 44 bazeés

GRANDINLS FORMA: dviguba grandiné¢ su iSsilaikancia atpaZinimo seka
TOPOLOGIJA: linijin¢

FRAGMLNTO TIPAS: vidinis fragmentas
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KILML:: sintetiné DNR
G GCC GGG CCG GOC TCC GCC GAC ACG ACC GTC TCC GAG CCG

CCC GCG CGG AGG CGG CTG TGC TGG CAG AGG CTC GGC TTA A
Ala Gly Pro Ala  Ser Ala Asp Thr Thr  Val Ser Glu Pro Asn

SEQ D NO:2

SEKOS TIPAS: nukleotidas su atitinkamu baltymu

SEKOS I1.GIS: 50 baziy

GRANDINLS FORMA:  dviguba grandiné su issilaikancia atpaZinimo scka
TOPOL.OGIA: linijin¢

FFRAGMENTO TIPAS: vidinis fragmentas

KILML: sintetiné DNR

G GCC GGG CCG GOC TCC GCC GAC ACG ACC GTC TCC GAG CCC GAC
CCC GGC CGG AGG CGG CTG TGC TGG CAG AGG CTC GGG CTG
Ala  Gly Pro Ala Ser Ala Asp Thr Thr Val Ser Glu Pro Asp

-5 1 5
CCG TTT A
GCC
Pro  Asn

10

SEQ ID NO:3

SEKOS TIPAS: nukleotidas su atitinkamu baltymu

SEKOS ILGIS: 50 baziy

GRANDINES FORMA:  dviguba grandiné su i$silaikancia atpaZinimo seka
TOPOLOGIJA: linijiné

FRAGMLNTO TIPAS: vidinis fragmentas

KILML: sintetiné DNR

G GCC GGG CCG GCC TCC GCC GAC ACG ACC GTC TCC GAG CCC GCA
CCC GGC CGGAGG CGG CTG TGC TGG CAG AGG CTC GGG CGT
Ala Gly Pro Ala Ser Ala Asp Thr Thr Val Ser Glu Pro Ala

-5 l 5
CCG-
GGC TTA A
Pro Asn

SEQ 1D NO:4

SEKOS TIPAS: nukleotidas su atitinkamu baltymu

SEKOS I1.GIS: , 108 bazeés

GRANDINLS FORMA:  dviguba grandiné su isilaikancia atpaZinimo seka
TOPOLOGUA: linjjine

FRAGMELENTO TIPAS: vidinis fragmentas
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KII.ML: ' sintetiné DNR

ATT TCG AAC GGC CGC TTC GTC AAC CAG CAC CTG TGC GGC TCG CAC
GCTTG CCG GCG AAG CAG TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGC GTG

Asn Ser Asn Gly Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His
5 10 15

CTC GTG GAG GCC CTC TAC CTG GTG TGC GGG GAG CGC GGC TTC TTC

GAG CAC CTC CGG GAG ATG GAC CAC AGG CCC CTC GCG CCG AAG AAG

Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe
20 25 30

TAC ACC CCC AAG ACC CGC
ATG TGG GGG TTC TGG GCG
Tyr  Thr Pro Lys Thr Arg

35
SEQ ID NO:5
SEKOS TIPAS: : nukleotidas su
SEKOS IL.GIS: 86 bazém
GRANDINES FORMA: dviguba grandiné
TOPOLOGIA: linijingé
FRAGMENTO TIPAS: vidinis fragmentas
KILML: , sintetiné DNR

CTGCAGTGAT CAGGGGGACC CTTGTGCGAA TTTCCGTTAC GGGTTTGGGT 50
GGTAGGGACG CACCCGAAGA GGAGGCCCCA GCATGC 86

SEQ ID NO:6

SEKOS TIPAS: nukleotidas su atitinkamu baltymu

SEKOS ILGIS: 45 bazés

GRANDINLS FORMA: dviguba grandin¢ su iSsilaikancia atpaZinimo seka
TOPOLOGIIA: linijiné

IFRAGMLNTO TIPAS: vidinis fragmentas

KILML: sintetiné DNR

AAT TCG GCC CGC TTC GTC AAC CAG CAC CTG TGC GGC TCG CAC CTC
GO CGG GCG AAG CAG TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGC GTG
Asn  Scr Ala Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu
5 10 15
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ISRADIMO APIBREZTIS

I. Sujungty baltymy gavimo biidas,besiskiriantis tuo, kad pageidaujamo

baltymo struktiirinj geng suriSa su signalinés sekos kodonu ir tandemo pirmomis mazdaug
deSimtimi aminortgstimis, $ig geno struktiirg jveda | streptomicety lgsteles-Seimininkus
ekspresijai ir sekretuoty sujungta baltyma iSskiria i8 supernatantinio skyscio, ir tandeminio
geno sekos gali bttt modifikuotos.

2. Geno struktliros gavimo biidas,besiskiriantis tuo, kad signaling seka ir

ir mazdaug dceSimt pirmy tandemo kodony suriSa su kito baltymo struktiiriniu genu.
3. Budas pagal 2 punktag, besiskiriantis tuo, kad tandemin¢je dalyje

praleidZia, pakeicia arba jveda | j3 aminortgsciy kodonus.

4. Budas pagal 2 arba 3 punktg,besiskiriantis tuo, kad tarp tandeminio
geno ir pagciduujanﬂo baltymo struktiirinio geno jvesda linkerine seka.

5. Hibrido gavimo bidas,besiskiriantis tuo, kad geno struktirg pagal 2, 3
arba 4 punkty iveda | streptomicetinj vektoriy.

6. Streptomicety Igsteliy transformavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad |

Sias Igstcles vektoriy jveda pagal S punkta.
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