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Sis iSradimas - tai kiaulés augimo hormono gavimo
budas, apimantis kDNR, koduojan&ios kiaulés augimo hor-
mong, gavimg, kDNR iterpimg j bakterine plazmide,
Escherichia coli kamieny transformacija gauta rekombi-
nantine plazmide, klonuy, kuriuose yra rekombinantines
plazmidés, atranka ir kDNR 18§ Siy plazmidziy iterpimg i
ekspresijos vektoriy po to sekancia Escherichia coli
kamieny transformacija gauta rekombinantine, plazmide,
transformuoty kamieny atranka, kultivavimg tikslinio

produkto iSskyrimg ir gryninimg.

Geny ekspresija eukariotuose ir prokariotuose, nors ir
naudojamos vienos ir tos palios pagrindinés geny
transkripcijos j informacine RNR (iRNR) stadijos ir po
to sekancios Sios iRNR transliavimas i baltymus, nau-
doja Siose stadijose ivairius vidulgstelinius regu-

liatoriy derinius.

Be to, eukariotuose dauguma tiksliniy baltymy i3 pra-
dZiy transliuojami kaip probaltymai, tai yra, kaip po-
lipeptidai, kuriuose be tikslinio baltymo sekos yra
lyderiné arba signaliné seka. Eukariotiné iRNR koduoja
pilna probaltyma, kuris PO transliacijos pakeidiamas
taip, kad pasalinama lyderiné seka ir gaunamas tiks-
linis baltymas. Eukarioty lastelése yra procesingo sis-
tema, kurios pagalba probaltymai paverdiami i tiks-
linius baltymus, prokarioty lastelés nesugeba atpazinti
eukariotiniuose baltymuose esandiy procesingo signaly.
Tokiu badu, jei pilna komplementarios eukarioty DNR
(kDNR) transkriptai, iRNR, kuri naudojama kaip DNR seka
ekspresijai prokariotuose, tai gaunamas probaltymas, o
ne tikslinis baltymas, po to laboratorinémis sglygomis
galima gauti tikslinius baltymus, bet toks biudas labai

imlus.

Tuo atveju, kai tikslinio baltymo ekspresijai prokario-
tuose naudojama DNR seka, koduojanti pilng baltyma,
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Sioje sekoje néra eukarioty transliacijos ir potrans-
liaciniy signaly, kurie bendru atveju yra pagrindinés
DNR sekos viduje. Todél tam, kad ekspresuoti klonuotus
eukarioty genus arba kitas heterologines DNR sekas
prokariotuose, kaip buvo nustatyta, pageidautina nau-
doti prokariotinius kontroles signalus, nes jie yra
efektyvesni, o eukariotiniai signalai neatpaZistami
prokariotiniy recipienty.

Terminas "heterologiné DNR", naudojamas Siame iSradime,
reisSkia tokig DNR, kurios bent dalies néra recipiento
lastelés genome. Heterologinés DNR pavyzdZiai yra vi-
rusiniai ir eukariotiniai genai, geny fragmentai, ale-
linés ir sintetinés DNR sekos. Terminas "heterologinis
baltymas" arba "heterologinis polipeptidas" Siame i&-
radime reiSkia baltymg arba polipeptida, kuriy bent
dalis néra koduojama recipiento genome.

Prokariotiniai valdymo signalai yra promotorius, kurio
pagalba nurodomas transkripcijos iniciavimas, trans-
liacijos valdymo signalai, kuriuose yra ribosomos suri-
§imo sritis, transliacijos pradZios ir pabaigos signa-
lai. Visi 3ie signalai, iSskyrus transliacijos pabaigos
signala, turi buti pries eukariotini geng arba kitg
DNR, kuriuos norima ekspresuoti.

Zinomi keli heterologinés DNR (pavyzdZiui, eukariotiniy
geny) ekspresijos prokariotuose bidai. Pagal vieng i3
Ju, DNR segmentas, koduojantis norimg baltymg, liguo-
jamas su DNR, koduojancia visg bakterini baltymg arba
jo dali, su bakteriniu promotoriumi. Endogeninéje pro-
kariotinéje DNR batinai turi bati ribosomos surisimo
sritis ir transliacijos pradZios signalas. Tokios 1i-
guotos DNR ekspresijos produktas yra sulietas baltymas,
kuriame yra eukariotinis polipeptidas sujungtas arba
sulietas su visu arba dalimi bakterinio baltymo.

Eukariotini baltymg galima gauti selektyviu fermentiniu
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arba cheminiu skaldymu eukariotinio ir endogeninio bal-
tymo suliejimo srityje arba selektyviai suskaldant pro-

kariotines sekas.

Darby, kuriuose aprasyta eukariotiniy baltymy ekspre-
sija bakterijose, pPavyzdZiai yra paraiska Europos
patentui Nr. 47 600 (publikuota 1982 m. kovo 17 d.),
joje apradomas suliety baltymy ir "vientisy" baltymy,
kuriuose yra jaucio augimo prohormonas arba jaucio
augimo hormonas ("jAH") baltymo C gale ir prokariotinio
baltymo dalis N baltymo gale gavimas, paraidka Di-
dZiosios Britanijos patentui Nr. 2073 245a (publikuota
1981 m. spalio 14 d.), joje apra3omas sulieto baltymo
JAH ir E. coli B-laktamazes gavimas; E. KeSet ir kt.
Nucleic acid Research, 9: 19-30 (1981) apra3omas sulie-
to baltymo jAH ir E. coli B-laktamazés gavimas; pa-
raiSkoje Europos patentui Nr. 95361 (publikuota 1988 m.
lapkri¢io 30 d.) aprasomas sulieto baltymo, kurio N
gale yra endogeninis baltymas, amino rugSties liekana -
transkripcijos pradZios signalas - enterokinazeés skeélj-
mo sritis ir egzogeninis baltymas (pavyzdZiui, augimo
hormonas) C baltymo gale. Toks bidas néra tinkamas,
nes, 1iSgryninus sulietg baltymg, reikia ji labora-
torinémis salygomis perskelti fermentu, o §io fermento
kaina, tai darant pramoniniu badu, gali bati limi-

tuojanti.

Vis delto, suliety baltymy sistema tapo patrauklia sis-
tema kai kuriy eukariotiniy geny arba kity hetero-
loginiy DNR ekspresijai prokarioty lastelése, nes su-
lietas baltymas nera veikiamas proteinaziy ir hete-
rologinis baltymas lieka nepazeistas. Bakterijy 1lgs-
telés "atpaZista" kai kuriuos eukariotinius baltymus,
produkuojamus lasteléje kaip "svetimus" ir tokiu biadu
stengiasi suskaldyti 3$iuos baltymus i§ karto po  juy
sintezés arba po tam tikro trumpo intervalo. Sulietuose
baltymuose, sudarytuose, norint idvengti tikslinio bal-
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tymo proteinolizes, gali bati endogeninés polipeptidy
sekos N gale arba C heterologinio baltymo gale. Tokios
konstrukcijos pavyzdys apra3omas paraiskoje Europos
patentui Nr. 111814 (publikuota 1984 m. birzelio 27 d.);
aprasomas sulieto baltymo, kuriame yra tam tikra jaH
forma, turinti sintetine baltymo pradzia (N galas), ir
E. coli ﬁ—galaktozidaze C baltymo gale. Bet visi priva-
lumai vel sumenkéja, nes reikia sulieta baltymg atskel-
ti nuo endogeninio baltymo, aukiciau apraSytu buadu.

Pagal kitg budg transliacijos pradZios signalas ATG,
€sant reguliuojamam bakteriniam promotoriui, yra pried
pat DNR sekg, koduojandig heterologinj (pavyzdZiui,
eukariotini) baltyma, kurio nei N, nei C gale néra
endogeninio baltymo. Nors tokiy baltymy ir nereikia po
iSskyrimo skaldyti, bet Siuo budu gauti baltymai turi N
gale metionina (atskirais atvejais - formilmetioning),
nes startinis kodonas ATG yra ir metionino kodonas. Jei
tikslinis baltymas prasideda ne metioninu, tai tokiu
budu gauto baltymo N gale bus papildoma amino/rugsties

liekana - metioninas.

Tokios konstrukcijos pavyzdys yra: Harent ir kt., Cell,
(1980), t. 20, p. 543-553, kur triusio B-globino genas,
kurio N gale yra valino liekana, ekspresuojamas E. coli
lastelese, naudojant tik ka apradyta konstrukcijg.
IStyrus, buvo nustatyta, kad triudio B-globino N gale
néra metionino liekanos, o leucino liekanos yra 3, 14,
28, 31, 32 ... padétyse. Zymétam baltyme leucino lieka-
nos buvo nustatytos 4, 15, 29, 32 ir 33 padétyse, o
metionino liekana nustatyta 1 padétyje. Tai demonst-
ruoja, kad 3is baltymas yra triuSio B-globinas plius
metionino liekana N baltymo gale, kuri nera nuskeliama
E. coli lasteléje, Ziur. ten pat p. 546-547.

Kitas pavyzdys yra augimo hormono gavimas bakterijose,
naudojant auksdiau aprasyta konstrukcijg. Soter ir kt.,
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Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (1984), t. 81, p. 5403-5407,
kur apraSoma jAH auk3tos ekspresijos bakterijose siste-
ma, kurios pagalba gaunamas N-metioninis jAH, t.y.,
junginys, kurio amino rug3&iy liekany seka yra tokia
pat kaip ir vieno i§ gamtoje sutinkamy jAH formy plius
metionino liekana N baltymo gale. Metionino liekanos
prijungimas jvairiy augimo hormono formy N gale, sin-
tetinamy bakterijose, buvo nagrinéjamas paraikoje
Europos patentui Nr. 103395 (publikuota 1984 m. kovo
30 d.) ir paraiskoje Europos patentui Nr. 74 444 (pub-
likuota 1983 kovo 30 d.) jAH atveju ir Siburg ir kt.,
DNA (1983), t. 2, p. 37-45 jAH ir kiaulés augimo hor-

mono (" kAH") atvejais.

Metionino liekanos prijungimas natyvaus baltymo N gale
gali buti nepageidautinas dél keliy prieZasCiy. Pir-
miausia, gali bati (nors $iuo metu tai mazai tiketina),
kad baltymas su papildoma metionino liekana yra anti-
genas tame organizme, kur 3is baltymas be metionino
liekanos baltymo N gale yra endogeninis. Antra, pa-
pildoma metionino liekana N baltymo gale gali sumazZinti
Sio baltymo biologini aktyvuma arba pakeisti jo fi-
zikines savybes. Trecia, &i modifikuota baltymo forma
gali buti netinkama natyvaus baltymo funkcijos pri-
klausomybés nuo jo struktdros tyrimams. Be to, pa-
geidautina medicininiams ir veterinariniams tikslams
naudoti biosintetini baltyma, kuris yra labiausiai

artimas gamtiniam.

Pastaruoju metu didelis démesys skiriamas prokarioty,
tokiy kaip bakterijos, sugebéjimui paSalinti metionino
liekang baltymo N gale sintezés metu ir po jos.
PavyzdZiui, Waller, J. Mol. Biol., (1963), t. 7, pP-
483-496 iStyré E. coli belagstelinio ekstrakto "tirpiy"
ir ribosominiy baltymy amino liekanas N baltymy ga-
luose, paraiskoje Europos patentui Nr. 103 395 (pub-
likuota 1984 m. kovo 21 d.) pateikiamas metionino lie-
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kanos eukariotinio baltymo, sintetinamo E. coli, N gale
pasalinimo budas. Metionino liekana pa$alinama i3
dviejy minimy jAH, susintetinty bakterijose, Siuose
abiejuose baltymuose po metionino liekanos N baltymy
gale yra serino liekana. Geno konstrukcija, kuri buvo
naudojama $iuose tyrimuose, buvo sudaryta i3 sintetinés
startinés sekos, kuri kodavo S'-metioninas-serinas-
leucinas-3', ir kuri buvo iterpiama prie S5'-galo sekos,
koduojan¢ios jAH, i3 kurios buvo is anksto pa3alinamos
pirmosios 4 arba 9 gamtinio baltymo aminordgsdiy lie-
kanos. Tokiu budu, sintetinamas E. coli lastelése bal-
tymas, nebuvo natyvus. Paraiskoje DidZiosios Britanijos
patentui Nr. 2073245A (publikuota 1981 m. spalio 14 d.)
nurodoma, kad jei Met ir Pro, tiksliniame jAH baltyme
yra pakeisti Ala, tai "Met nuskeliamas bakterijose, ir
gaunamas modifikuotas jAH, prasidedantis aminoragsdiy
liekany seka Pro-Phe-Ala-Pro".

Tokiu budu, reikalingas ekonomiZkas ir aprasomas hete-
rologiniy (pavyzdziui, eukarioty) baltymy, kuriuose ne-
buoty pirmos aminorigsties liekanos - metionino - to-
kiuose mikroorganizmuose, kaip bakterijos, gavimo bua-
das. Ypatingai pPageidaujamas toks budas, kurio ragalba
tokie baltymai gaunami bakterijose, kurias naudojant
nereikety papildomo baltymo apdorojimo po fermentacijos
ir gaunamas baltymas neturety papildomos metionino

liekanos baltymo N gale.

Augimo hormonai (taip pat vadinami somatotropinais) yra
polipeptidai, produkuojami ir sekretuojami hipofizio
lastelése, jie pasiZymi rua$iniu specifiskumu. Be ske-
leto augimo padidinimo, augimo hormonai jtakoja daugumg
metabolizmo procesy: stimuliuoja pieno i8siskyrimg,
padidina insulino ir gliukagono i$siskyrimag; ju pagalba
pasireidkia lipidy mobilizacijos efektas. Naudojant jAH
stambiems raguoc¢iams, pavyzdZiui, padidedavo primelzto
pieno kiekis, efektyviau buvo naudojami paSarai ir/arba
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padidédavo prieaugis, trumpédavo penéjimo laikas ir
padidédavo liesos mésos kiekis palyginus su riebalais.
Bet iki 3iol pilnai neaiSku, kokiu btdu &§is hormonas

i83aukia 3iuos efektus.

Platias tyrimai, atlikti su Zmogaus augimo hormonu
(ZAH), parodé, kad hipofizyje yra sekretuojamas ne vie-
nas augimo baltymas, o polipeptidy miSinys. Frakcio-
nuojant $Sias ivairias ZAH formas, buvo gautos ZAH
frakcijos, kurios nepasiZyméjo diabetogeniniu aktyvumu

ir frakcijos, kurios nepasizZyméjo lipolitiniu aktyvumu.

Taip pat JjAH sutinkamas stambiuose raguoCiuose yra
keliy formy. Sintetinamos keturios jAH formos, kuriose
yra skirtingos aminorig3diy liekanos dvejose padétyse.
Baltymo N gale aminoriugities liekana gali varijuoti del
nepilno signalinés sekos pasalinimo, todél subrendes
baltymas prasideda NH,-Phe-Pro arba NH,-Ala-Phe-Pro. Be
to, gali buati skirtingos aminordgs8c¢iy liekanos 126 pa-
detyje: tai gali bati arba Leu, arba Val. Tai, matyt,
apspresta alelinémis populiacijos variacijomis. Wllis
(1969) FEBS Letters, 3, p. 118-120; Fellous ir Rogol
(1969) J. Biol. Chemn. 224, p. 1567-1575; Feriades ir
kt. (1971) FEBS Letters, 18, p. 53-54, Felloys (1973)
personalus komentaras, pateikiamas Recent Progress in
Hormone Research, 29, p. 404; Santoyn (1973) Eur. J.
Biochem., 37, p. 164-170; Graf ir Li (1974) Biochem.
Biophys. Res. Comm., 56, p. 168-176. &Siuose darbuose
iSskiriamos keturios molekulinés hipofizinio jAH for-

mos:
Sutrumpinimas Seka

JAH (L) NH,-Phe (1) -Pro(2)...Leu(126) .. .COOH
JAH(A, L) NH;-Ala(-1)-Phe (1) -Pro(2)...Leu(126) .. .COOH
JAH (V) NH,-Phe (1) -Pro(2)...val(126)...COOH

JAH(A, V) NHZ—Ala(—l)—Phe(l)—Pro(Z)...Val(126)...COOH
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Formos jAH(A, V) ir JAH(V) kartais vadinamos bendru
pavadinimu "Valininés alelines JAH formos" arba "Vali-
nines jAH formos". Lygiai taip pat jAH(A, L) ir jAH(L)
formos kartais vadinamos bendru pavadinimu " Leucininés
alelinés JjAH formos" arba "Leucininés JAH formos" .
SkaiCiai prie aminorngsdiy liekany auk3¢iau nurodytose
JAH baltymy sekose, naudojami tik identifikacijai ir
nuorody patogumui.

Mills ir kt. (1970) J. Biol. Chem. 245, p. 3407-3415,
taip pat identifikavo du bromciano pagalba perskeltus
kiaulés augimo hormono (kAH) fragmentus, kuriy N galai
buvo skirtingi. Viename fragmento N gale buvo fenil-
alaninas, kitame - papildomas N gale alaninas. Sios kAH
molekulinés formos toliau, atitinkamai, trumpinamos
kAH(F) ir kAH(A).

Pilnos DNR sekos, koduojanios atitinkamas JAH(L) ir
kAH(F) amino-rug§&iy liekany sekas buvo paskelbtos Si-
burgo ir kt. DNA (1983), 2, p. 37-45, &is darbas nau-

dojamas Siame iSradime nuoroda.

Atskiry ra3iy stambiy raguodiy hipofizio lastelés, kaip
buvo nustatyta bendru atveju, produkuoja augimo hormony
misSini: jAH(A, L) ir jAH(L) arba JAH(A, V) ir JAH(V).
Analizuojant JjAH, gauty, kultivuojant hipofizio lags-
teles baltymy N galus, buvo nustatyta, kad preparatuose
yra molekuliy mi3inys santykiu 50:50; vienose N baltymo
gale yra fenilalaninas (Phe), kitose - alaninas (Ala).
Preparatuose, pagamintuose pramoniniu badu is surenkamy
daugelio gyviny hipofiziy, yra visos keturios jAH
formos. Be to, Zinoma, kad JAH preparatuose, gautuose
i§ surenkamy hipofiziy, mazdaug 30% molekuliy yra leu-
cinas 126 pozicijoje pakeistas valinu (Fernandes ir
kt., (1971) FEBS Letters, t. 18, p. 53-54). Stan-
dartiniais biocheminiais metodais negalima atskirti

arba i8skirti Sias keturias formas pramoniniu budu.
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Pageidautina istirti ir pagaminti augimo hormono pre-
paratus pramoniniais kiekiais, kuriuose buty paminétos
atskiros JjAH formos, besiskiriandios savo biologiniu
aktyvumu, naudojant vieng i keturiy paminéty hormono
formy, kuriy preparatuose nebity vienos formos arba
kity i$§ likusiy triju, ir/arba kad $Siuose preparatuose
nebuty kity jaud&io baltymy priemai3y. Terminas "pa-
grindinai &varus" $Siame i3radime naudojamas, charakte-
rizuojant specialaus baltymo arba baltymy; reiskia, kad
baltymo preparate néra baltymy ir/arba kity medZiagy,
su kuriomis baltymas (baltymai) yra susiriSe natyviomis
salygomis arba jo 3altinyje. Del $ios ir kity prie-
ZasCiy, S8io iSradimo tikslas yra kiaulés augimo hormono
gavimas, i3skiriant kDNR, koduojancig kiaulés augimo
hormong, iterpiant kDNR i bakterine plazmide, trans-
formuojant E. coli kamienus gauta rekombinantine plaz-
mide, atrenkant klonus, kuriuose yra rekombinantine
plazmide, ir iterpiant kDNR i §iy plazmidZiy i eks-
presijos vektoriy ir po to sekancia transformacija
gauta rekombinantine plazmide, tam kad ekspresuoti
baltymg E. coli kamienuose, atrenkant transformuotus
kamienus, kultivuojant kultirinéje terpéje, i&skiriant

ir isgryninant tikslini produktg.
KonkreCiai $io isradimo tikslas yra kAH(A) gavimas.

kAH polipeptidai, gauti pagal 3$io isradimo buda, pasi-
Zymi tokiomis somatotropinémis savybémis, kaip pieno
iSsiskyrimo padidéjimas, augimo padidéjimas ir/arba

efektyvesnis paSary panaudojimas.

Pateikiamuose breéZiniuose diagramose punktyriniu kon-
tdru pavaizduota DNR seka, koduojanti bakterini pro-
motoriy, i3tuduotas kontiras yra heterologinés DNR
koduojanti seka, bruk&neliais pavaizduota papildomos
koduojancios DNR sekos (jos konkre¢iai pavaizduotos
pieSinéliuose) rodykle parodoma koduojan¢iy DNR seky
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orientacija 5' ir 3'. Taip pat nurodomos atitinkamos
skélimo sritys. PaZymétos DNR sritys yra pateikiamos
vaizdumui ir jos nesusietos su realiais Siy sriciy dy-

dziais.

Fig. 1 pavaizduota konstrukcija M13mp8/Xbal, kurioje
yra vektorius M13mp8, kuriame Smal restrikcijos srityje
iterptas Xbal fragmentas.

Fig. 2 pavaizduota konstrukcija M13mp8/BGH.,.,, kurioje
yra M13mp8/XbalI, koduojanti jAH(L) DNR seka.

Fig. 3 pavaizduota konstrukcija DNR, koduojancios
jAH(A, 1), naudojant kryptingg oligonukleotidy mutage-

neze specialioje srityje.

Fig. 4 ©pavaizduota konstrukcija DNR, koduojancCios
jAH (A, V), naudojant kryptingg oligonukleotidy mutage-

neze specialioje srityje.

Fig. 5 pavaizduota ekspresijos vektoriaus pMON3209
konstrukcija su pBGH,,.;, kurioje yra koduojanti JAH(A, L)
DNR seka vietoje koduojancios jAH(L) DNR sekos.

Fig. 6 pavaizduota ekspresijos vektoriaus pMON3215
konstrukcija su pBGH.,.;, kurioje yra koduojanti JAH(A, V)
DNR seka vietoje koduojanc¢ios JjAH DNR sekos.

Fig. 7 pavaizduota konstrukcija M13mp9/PGH.,.,, kurioje
yra M13mp9, kurioje yra koduojanti kAH(F) DNR seka.

Fig. 8 pavaizduota konstrukcija DNR, koduojancios KkAH,
gauta naudojant kryptinga oligonukleotidy mutageneze

specialioje srityje.
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Fig. 9 pavaizduota konstrukcija pBGHg,;« su pBGHg,
kurioje EcoRI skélimo sritis, esanti i wvir3y_nuo O

galo, koduojanéio ptro, buvo i3 anksto paSalinta.

Fig. 10 pavaizduota ekspresijos vektoriaus pMON3213,
kuriame yra pBGH._;+, konstrukcija, kurioje yra DNR se-
ka, koduojanti kAH(A), vietoje DNR sekos, koducjancios
JAH(L) .

Pagal 8i 1iSradimg pateikiamas heterologinio polipep-
tido, tokio kaip eukariotinis (pavyzdZiui, Zinduolio
arba pauk3fio) baltymas, kurio N gale yra alaninas,
gavimo prokariotuose bitdas. Tokiu budu, gaunamas poli-
peptidas be papildomo metionino jo N gale. Pastovus
tokio polipeptido, kurio N gale néra metionino, kuris
yra gene, koduojanCiame polipeptida, gavimas yra naujas

ir nelauktas rezultatas.

Pagal 8i 1iSradima pateikiamas efektyvus pagrindinai
Svariy baltymuy, kuriy N gale yra alaninas, gavimo
btdas. Tokie baltymai gali bdti, be kokiy nors ap-
ribojimy, minéti jaudio ir kiaules somatotropinai ir juy
variantai, augaly baltymai, konkre&iai, nedidelis sub-
vienetas riboz-1,5-bisfosfatkarboksilaze, gliutationo
S-transferazé ir termo Soko baltymas 70. Be to, S3is
i8radimas gali buti efektyviail panaudotas, norint gauti
kitus polipeptidus, kai pageidaujama, kad N gale bituy
alaninas, o ne metioninas. Gali bUti naudinga, kad N
gale buty alaninas, o ne metioninas, pavyzdZiui, nes
alanino forma gali bdti maZiau imunogenidka, arba
pasiZyméti kitomis fizikinémis savybémis arba modifi-

kuotu biologiniu aktyvumu.

Sio isradimo realizavimo pavyzdZiai, kai gaunamos at-
skiros JjAH arba kAH formos, kultivuojant bakterijy
lasteles, kai 8iy baltymy N gale néra metionino todel

nereikalingas Jjo paSalinimas. Visuose jAH, homologisko
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gamtiniam, ekspresijos bakterijose darbuose gaunami
baltymai su metioninu baltymo N gale. Straipsnyije
Siburgo ir kt., DNR, (1983), t. 2, p. 37-45, 44 pus-
lapyje nurodyta, kad JjAH, kuriy N gale yra fenil-
alaninas, pavyzdZiui, jAH(L), samoningai pasirenkama jo
ekspresija E. coli lgstelése, kad i3vengti antros hid-
rofobinés aminoriugSties liekanos (metionino) prisi-
jungimo prie hidrofobinio alanino, esandio baltymo N
gale, pavyzdziui jAH(A, L). Tokiu biadu, prieinami iki
§iol atlikti tyrimai rodo, kad i3lieka baltymo, sin-
tetinamo bakterijose, N gale metioninas. NeZiarint j
tai, pareiskéjai nustaté, kad dél prieZasdiuy, nurodyty
auksCiau, bitina gauti kiekvieng i3 dviejuy formy JjAH,
JAH(A, L) ir jAH(A, V) ir kiaulés augimo hormono forma
kAH(A) . Siy somatotropiny gavimo bandymai bakterijose
buvo atlikti, laukiant, kad bus sintetinami baltymai,

kuriy N gale bus metioninas.

Sio i3radimo realizavimo pavyzdZiuose detaliai apra-
Sytas pareiskeéejy metodas, kurio pagalba bakterijose
gaunami JAH(A, L), JAH(A, V) 1ir KkAH. Trumpiau, 3is
metodas gali biGti apraSomas sekanCiai. DNR sekos, ko-
duojancios mineétus baltymus, sudaromos kryptingos mu-
tagenezés tam tikroje DNR sekoje, kuri koduoja jaudio
ir kiaulés somatotropinus, kuriy N baltymy gale yra fe-
nilalaninas, nukleotidy srityje, tai parodyta Fig. 3, 4
ir 8. Po to sekos, koduojancios jAH(A, L), jAH(A, V) ir
kAH, iterpiamos i ekspresijos vektoriué, tokiu budu,
kad galutiné geno seka yra: promotorius, suri3imo su
ribosomomis sritis, ATG pradZios kodonas (metioninas,
esantis prie DNR sekos, koduojandios arba JjAH(A, 1),
arba jAH(A, V), arba kAH(A), ir transliacijos pabaigos
kodonas. E. coli kultiira transfekuojama gautu ekspre-
sijos vektoriumi, kuriame vyra norimas genas, kul-
tivuojama tokiose salygose, kad bity ekspresuojamas
tikslinis heterologinis baltymas. Gauti baltymai ana-
lizuojami, nustatant jy seka ir biologini aktyvumg.



10

15

20

25

30

35

LT 3916 B
13

Tokiu budu, pagal $i isradimg, gaunama, kai DNR seka,
kurioje yra transliacijos kodonas (metioninas) po to i$
kart heterologinio polipeptido, kurio N gale yra ala-
ninas, kodonai, tai i&skirtame i3 prokariotinio mikro-
organizmo baltyme, i§ tikruyjuy, N gale yra alaninas, o
ne metioninas. Pana8u, kad analogi3kas rezultatas gali
buti gaunamas, jei alanino kodonas yra po apytikriai
trijuy vienas po kito einand¢iy metionino kodonu, kurie
apima iRNR transliavimo pradZig i tikslinj polipeptids.
Pavyzdziui, DNR, kurios sudétyje yra transliacijos pra-
dZios signalas ir tikslinio polipeptido kodonai, gali
biti bet kokia seka, kuri atitinkamai koduoja Met-Ala,
Met-Met-Ala, Met-Met-Met-Ala arba bet koki jo funkcini
ekvivalentsg.

N-alanininis polipeptidas apibréZiamas, kaip polipep-
tidas, kurio N gale yra alaninas. Pareidkéjas nenoréty
apsiriboti Zemiau pateikiama mechanizmo teorija, bet
Jis 4isitikines, kad po transliacijos N baltymo gale
esantis metioninas fermenty pagalba pa3alinamas pro-
kariotuose, jei sekanti po metionino aminorigsties lie-
kana vyra alaninas arba kita aminorugsSties liekana,
pasiZyminti tokiomis pat charakteristikomis (pavyz-
dZiui, poliaringumas arba hidrofobiikumas), kurios iga-
lina pasalinti N gale esantj metioning. Be to, taip pat
itikétina, kad dauguma prokarioty sugeba padalinti N
gale esanti heterologiniy ir/arba endogeniniy poli-
peptidy metioning, jei po metionino, esandio N gale, 1i$

kart seka alaninas.

Sie prokariotai (pavyzdZiui, ivairios bakterijos, Zi-
nomos ir prieinamos déka mikroorganizmy deponavimo ins-
tituty, tokiu, kaip ATCC ir kity) tai E. coli ir jvai-
rias Jju kamienai (matyt sara$as neapsiriboja jais). IS
tikrujuy, tikétina, kad bet koks prokariotas, sugebantis
sintetinti polipeptida, kurio N gale yra alaninas, ko-

duojanfioje DNR, kuri prasideda nuo vieno iki trijuy
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gretimy metionino kodonuy, po kuriy i$ kart seka alanino
kodonas, potencialiai gali buti efektyvus $io isradimo
realizacijai. Naudojami pramoneje ir kiti prieinami
prokariotai gali buti patikrinti, ar sugeba jie pro-
dukuoti tokius N-alanininius polipeptidus, jterpiant i
§iy mikroorganizmy genomg gena, kuriame yra promo-
torius, funkcionuojantis pasirinktame mikroorganizme,
DNR, koduojan¢ig suri$imo su ribosomomis sriti, nuo
vieno 1iki trijy, sekandiy vienas po kito metionino
kodonu, kurie yra ir transliacijos pradZios kodonas ir
po to i3 kart sekandius N-alanino polipeptido kodonus
ir transliacijos pabaigos kodong, po atliekama minéto
geno ekspresija ir nustatoma tokiu bidu gauto hete-
rologinio polipeptido N galiné aminordg$ties liekana.
Jei nustatoma, kad prokariotinis organizmas produkuoja
toki heterologini N-alaninini polipeptida, tai toks
mikroorganizmas yra klasés, vadinamos "i&rinkta" pa-

tento ir Apibréities punkty apradymui.

Sio isradimo palankiausiame variante buvo naudojami
trys E. coli K12 kamienai, kurie deponuoti Amerikos
Kultiry Kolekcijoje, Rocvilles, Meryland, ju kolekcinis
numeris ATCC 39986, 53010 ir 53009, 3ie kamienai pasi-
zymejo sugebéjimu paSalinti metioning N baltymy gale,
kai po 5io metionino seké iskart alaninas.

Sis isradimas yra reikSmingas, nes ijgalina gauti hete-
rologinius polipeptidus, kuriy N gale yra alanino lie-

kana.

Viename pageidaujamame isradimo budo realizavime, kuris
yra $io iSradimo objektas, jis buvo naudojamas gaunant
dvi jAH formas: JjAH(A, L) ir JAH(A, V) ir vieng kAH
forma - kAH(A), 8iy preparaty sudetyje nera kity jaucio
arba kiaulés baltymy ir/arba kity jAH arba kAH formy.
Sis budas igalina gauti JAH(A, L), jAH(A, V) arba
kAH(A), kaip vieng forma. Sugebejimas produkuoti vie-
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nintele jAH arba kAH formg, kuriy aminorugsc¢iy liekany
sekos, homologinés gamtoje sutinkamiems somatotro-
pinams, labai svarbus, norint ivertinti tiksly jAH arba
kAH formy biologini aktyvumg, nustatant daugumg sustip-
rinan¢iy jAH ir kAH efektuy, bendru atveju, kaip buvo
apraSyta auk3&iau. I3 tikryju, buvo nustatyta, kad
naudojant vieng i$§ dviejy N-alanininiy JAH formy, pa-
sirei8kia JjAH funkcijos sustipréjimas - pieno i&si-
skyrimas. Be to, buvo nustatyta, kad naudojant pieno
iSsiskyrimo sustiprinandig JAH formg, jAH(A, V), gauta
pagal 3i iSradimg, pieno primilZis Zymiai padidéja
(statistiniu pozZidariu, pavyzdziui, p<0.05) palyginus,
kai naudojamas jAH(A, L). Iki $iol nebuvo tirta ijvairiy
JAH formy santykinis efektyvumas, norint pakelti pieno
primilZius. Be to, nebuvo atlikti tyrimai in vivo arba
laboratorinémis sglygomis ivertinant ivairiy JjAH formy
biologinio aktyvumo skirtumus. Galima padaryti isvada,
kad jAH valininés alelinés formos jtakoja didesni, pieno
i8siskyrimg, nei jAH leucino alelinés formos. 3i isvada
yra labai svarbi ir nelaukta. 3ios isvados deéka galima
padaryti prielaida, kad galima tokiu pat budu jvertinti
skirtumus tarp jAH formy, tokius kaip paSary efekty-
vesnis sunaudojimas ir augimo stimuliavimas. Tokiu btG-
du, panaudojant i iSradimg, kurio pagalba galima gauti
bakterijose bent dvi atskiras molekulines hipofizinio
jAH formas ir/arba panaudojant kitus Zinomus metodus,
galima gauti jAH formas, kurios efektyvesnés specia-
lioms reakcijoms, isZauktoms augimo hormono. Kiti Zino-
mi budai yra (bet jais apsiriboja visas ju sara3as)
pilno jAH baltymo arba jo fragmenty cheminé sinteze,
ir/arba Jju ekspresija kituose mikroorganizmuose to-
kiuose, kaip mielés arba Zinduoliy 1lgstelés, panau-

dojant Zinomus rekombinantinés DNR metodus.

Be to, nustacdius visy gamtoje sutinkamy formy biolo-
ginius aktyvumus, galima gauti polipeptidinius kiekvie-

nos formos variantus, kurie turéty dar daugiau padi-
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dinti 9y somatotropini aktyvuma. Galima numatyti, kad
sudarant somatotropiny variantus, paSalinant nukleo-
tidus arba aminorags&iy liekanas, pakei¢iant ir/arba
pridedant nukleotidus arba aminorugs$¢iy liekanas, iga-
lina gauti ivairias naudingas ekvivalentines kompozi-
cijas, pateikiamas 3iame iSradime. Tokie jAH variantai
yra pakeista jAH(V) forma, kurioje N baltymo gale vyra
metionino liekana. 3is JAH variantas, sintetinamas ge-
netiskai transformuotoje bakterijoje, kaip buvo nusta-
tyta, padidina pieno iSsiskyrimg iki labai dideliy
dydZiy, naudojant Ji tokiais kiekiais, kad padidéty
laktacija. Be to, laktacijos padidéjimas, naudojant 53
JAH(V) variantag, kaip buvo nustatyta, Zymiai didesnis,
nei naudojant identiskus variantus, kuriuose vietoje
126 aminoriig§ties liekanos yra leucinas.

NezidGrint i tai, kad pareisSkejas nenoreéty apriboti save
Zemiau apradyta mechanizmo teorija, pasirode, kad pa-
keiCiant leucing 126 pozicijoje valinu, Zymiai padidina
tokiy somatotropiniy baltymy bioisisavinimg ir/arba
biologini aktyvumg. Somatotropiniy baltymy rentgeno
kristalografiné analize parode, kad minéty baltymy
sritis, apytikriai nuo 90 iki 136 aminorugsties lie-
kanos, sudaro santykinai labiliag sriti. Tiriant kitus
baltymus, buvo nustatyta, kad Siose labiliose srityse
daugeliu atvejy yra biologiskai aktyvi sritis (pavyz-
dZiui, sritis, kuri sgveikauja su biologiniu recep-
toriumi ir/arba su kitomis to paties baltymo dalimis,
igaudamas biologiskai aktyvig formg). Tokiu badu, ga-
lima tikeétis, kad papildomi JjAH(A, V) variantai, ku-
riuose yra pakeitimai, paSalinimai, papildymai ir/arba
aminortags¢iy liekany inversijos 3ioje labilioje srityje
ir/arba ne 3ioje srityje, gali bati gaunami, juos nau-
dojant Zymiai padidéja pieno i8siskyrimas, nei nau-
dojant identiskus kitais poZiuriais jAH arba jAH(A, L)
leucino formas. PavyzdZiui, pakeidiant 126 pozicijoje
arba aplink $&ig aminorugsties liekana hidrofiliskes-
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nemis ir/arba maZesnémis aminorigsties liekanomis (pa-
lyginus su leucinu), tokiu bidu, kad pieno i8siskyrimas

nesumazety iki minimumo.

Be to, galima tikétis, kad jAH wvalino tipai, kuriy N
gale yra Phe(l) arba Ala(-1), gali uZtikrinti aprasdyta
primilZzio padidéjimg, naudojant kartu su paSarais. Taip
pat galima tikétis, kad pakeitus N galag (pavyzdziui
Met (-1)), taip kad jis Zymiai nesiskirty nuo gamtoje
sutinkamy jAH baltymy N galo, jAH valininés formos ne-
padidins primilZiy taip, kaip identidki visais kitais
atzvilgiais 3jAH leucino formos ir jAH(A, L). Be to,
taip pat galima tikeétis, kad JAH kompozicija, kurioje
JAH valininiy formy koncentracija, perskaidiavus visy
JAH formy svoriui, Zymiai didesneé, nei jAH valininiy
formy, iSskirty i3 jaudio hipofizio, taip pat igalinty
pasiekti reikalingg rezultatg.

Pagal vieng placdiausig 3&io idradimo realizacijg $is
iSradimas yra rekombinantinés DNR technologijos isple-
timas, norint prokariotuose gauti heterologinius poli-
peptidus. Tokiu badu, $io idradimo apraSymas susietas
su pagrindiniais metodais, kurie naudojami rekombi-
nantineje DNR technologijoje, norint i&skirti ir klo-
nuoti DNR sekas, koduojandias polipeptidus, pergru-
puojant arba pakeiiant klonuotas DNR sekas ir ekspre-
suojant klonuotas arba modifikuotas DNR sekas trans-
formuotuose mikroorganizmuose. Su 3iais metodais yra
susipazines kiekvienas $ios srities specialistas.

(ziur., pavyzdZiui Maniatis, Fritsch ir Sambrook, 1982).
Heterologinés DNR izoliavimas ir/arba konstravimas

Pagal vieng 38io i3radimo realizacijg DNR seka, koduo-
janti tikslinij heterologinj polipeptidg, kuri norima
ekspresuoti prokariote, pasirenkama ir i8skiriama, arba

DNR seka, kuri 3ji koduoja, konstruojama arba sinte-
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tinama cheminiu badu. Daugumoje svarbiy realizaciijy
toks polipeptidas yra eukarioty baltymas. Jei poli-
peptidas yra nedidelis ir Zinoma jo aminorigscéiy lie-
kany seka, tai galima sukonstruoti sintetine DNR mole-
kule arba seka, kuri koduoty 3§i polipeptida. Jei po-
lipeptido aminorag$¢iy liekany seka néra Zinoma arba
Jis yra labai didelis, kad bty galima DNR sekg su-
sintetinti, tai atvirkStineés transkripcijos pagalba ga-
lima gauti atatinkamg kDNR i iRNR, kuri gaunama 1i$
audiniy arba lasteliy, kurie ekspresuoja &i polipep-
tida. PavyzdZiui, viename 3$io i3radimo realizavimame
tokia JAH seka Zinomais metodais, kurie yra aprasdyti
Gudmano ir kt., Methods in Enzymology, t. 68, p. 75-90
(1979), buvo gauta i35 jaudio hipofizio. Kaip alter-
natyva kDNR gali bati gaunama i3 iRNR, i&skirtos i$§
lasteliy transformuoty genomine DNR, kuri i&skiriama i
natyvaus geny banko specialaus zondo pagalba. Genominé
DNR gali bati taip pat modifikuojama ivairiuose vek-
toriy sistemose tokiu budu, kad DNR gali buati ekspre-
suojama prokariotuose. Sie metodai yra Zinomi kiek-

vienam Sios srities specialistui.

Po to, kai gaunama heterologiné DNR seka, kurioje yra
tikslinio polipeptido kodonai, gali biiti naudinga at-
likti kai kurias modifikacijas $ios molekulés nukleo-
tidy sekoje. Pavyzdziui, jei 3i molekulé buvo gauta
atvirkStinés transkripcijos i3 iRNR matricos, tai joje
daugeliu atvejy bus bent dalis DNR, koduojanéios lyde-
ring probaltymo sekg. Todél bitina paSalinti lyderine
seka, esanCig prie$ pirmg tikslinio baltymo kodonag. Kai
kuriais atvejais batina papildyti arba jterpti valino
kodong vietoje kito kodono sekos, koduojan&ios tikslinj
baltyma, pradZioje, jei 35iame baltyme néra baltymo N
gale valino kodono. Po to jterpiamas transliacijos pra-
dzios kodonas (jis taip pat yra ir metionino kodonas),
prie$ ir prie pat alanino kodono. NeZidGrint i tai, kad

yra kompleksas transliacijos pradZios signaly (metio-
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nino kodonas bendru atveju) palankiausiame variante
(nukleotidy seka ATG, seka GTG taip pat kartais gali
buti transliacijos pradZios signalu) naudojamas metio-
nino kodonas. Be to, tuo atveju, kai yra keli metionino

kodonai, pavyzdziui, du, trys, gali bati ir daugiau

gretimy metionino kodonuy, reikia vertinti, kaip neZymig

§io iSradimo bido modifikacija.

Bent vienas transliacijos pabaigos kodonas turi biti
iterptas po baltymo C galo aminorligSties 1liekanos ko-
dono, jei jo nebuvo iki tol. Transliacijos kodony pa-
vyzdZiai yra: deoksinukleotidiniai tripletai TAA, TGA
ir TAG. IS esmés, naudojami rekombinantinés DNR metodai
tam, kad sukonstruoti rekombinantinés DNR seky, kurioje
buaty, eilés tvarka, transliacijos pradZios signalas
(metionino kodonas), tikslinio polipeptido kodonai
(N gale turi bati alanino kodonas, kuris yra prie pat
transliacijos pradZios signalo) ir bent vienas trans-
liacijos pabaigos kodonas, esantis i§ kart po poli-
peptido C galo aminorug3ties kodono.

Buvo nustatyta, kad efektyviai iRNR ekspresijai gali
trukdyti antrinés struktiros, susidarandios vandeni-
liniy ry$iy, kurie sujungia dvi komplementarias sekas
iRNR viduje, pagalba. $iy komplementariy seky paSa-
linimas toje molekulés dalyje, kuri koduoja polipeptido
N gala, palengvina iRNR susiriZimg su ribosoma, ir to
pasekoje, padidéja ekspresijos 1lygis. Gali bati pa-
geidautina pakeisti kodonus, kurie dalyvauja susidarant
tokioms antrineéms struktiroms, tos pacCios aminoragsties
liekanos kodonais, bet i3 kity nukleotidiniy tripletuy.
ZiGr. Europos patenta Nr. 75 444 (publikuota 1988 m.
kovo 30 d.); Siburg ir kt., (1983) DNR, 2, p. 37-45 ir
Soier ir kt., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, p.
5403-5407.
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Kiti heterologinés DNR sekos konstravimo budai su-
prantami kiekvienam 3ios srities specialistui. Pavyz-
dZiui, jei turima DNR molekulé, kuri koduoja polipep-
tidg, kuri norima ekspresuoti, kurio N gale yra seka
NH,-Met-X-Y-..., kur X vyra bet kokia aminorigsties
liekana, i8skyrus alaning, tai alanino kodonas gali
buti jterptas tarp metionino kodono (transliacijos
pradzios kodono) ir X aminortg3ties liekanos kodono.
Kaip alternatyva, X aminorigsties liekanos kodonas gali
bati paSalinamas, o alanino kodonas iterptas vietoje
jo. Tokiu bGdu, 3io idradimo budo pagalba bty gaunamas
baltymas, kurio N gale bity seka NH,-Ala-X~Y-... arba
NH,-Ala-Y-...

Tokiu pat bidu galima paSalinti, pridéti ir/arba pa-
keisti bet kurij aminorugSties liekanos kodong, esantij
gene ir $io i8radimo budo pagalba galima ekspresuoti
variantinius polipeptidus. "Variantinis" polipeptidas
pagal Si i3radimg yra polipeptidas, kuriame yra pa-
Salintos viena arba kelios amino riugi&iy liekanos, pa-
keiciant ir/arba papildant kitomis, palyginus su gam-
toje sutinkamo polipeptido seka. Tokiy varianty pa-
vyzdZiai (bet tai ne visi), kuriuose aminortgsciy lie-
kany seka 8iy variantiniy jAH formy identiska JAH(L) ir
JAH(V), iSskirtiems iJ jau&io hipofizio lasteliy, i&-
skyrus, kad yra papildomas metioninas baltymo N gale.
Sie variantiniai polipeptidai konstruojami taip, kad jy
aminorug&cCiy liekany seka bty pagrinde tokia pat kaip
ir gamtiniy polipeptidy ir kad 3ie polipeptidai tureéty
biologini aktyvuma. Variantiniy polipeptidy konstra-
vimas ir ekspresija gali bati naudinga tam, kad pa-
siekti didesni ekspresijos lygi, padidinti baltymo sta-
bilumg, tam, kad supaprastinti polipeptido idgryninimg

ir/arba optimizuoti jo biologini aktyvuma.

ApraSytos aukS¢iau DNR molekulés, koduojandios tikslinij
polipeptida, modifikacijos gali bati atliktos naudojant
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restriktazes, egzonukleazes, endonukleazes ir kt., nau-
dojant Zinomus metodus. Taip pat galima naudoti bendrus
kryptingos oligonukleotidy mutagenezés metodus specia-
lioje nukleotidy sekos srityje tam, kad atlikti nuro-
dytas struktGros arba DNR molekulés sekos modifika-
cijas; $Sie metodai taip pat yra Zinomi $ios srities
specialistams. Zidr., pavyzdZiui, Zoller ir Smit (1982)
Nuc. Acids Res., t. 10, p. 6487-6500; Zoller ir Smit
(1983), Meth. Enzymol., 10, p. 468-500; Norris ir kt.
(1983), Nucl. acids res., t. 11, p. 5103-5112.

Pagal Zinomus rekombinantinés DNR metodus, po to, kai
gaunama tiksliné heterologiné DNR seka, toliau %i seka
iterpiama i atitinkamg klonavimo vektoriy, kurio pa-
galba atliekama DNR sekos replikacija. Tam galima pa-
naudoti bet koki tinkama klonavimo vektoriy, palan-
kiausiame variante - vektoriy, kuriame yra selektyvumo
markeris, pavyzdZiui, E. coli plazmidés vektoriai, ku-
rivose yra Col EI, Xerifild ir kt., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, (1974), t. 71, p. 3455; pPBR322, Bolivar ir
kt., Gene, (1977), t. 2, p. 95; PBR325, Sobersi ir kt.,
Gene (1978), t. 4, p. 122 ir PKC7, Rao ir kt., Gene
(1979), t. 7, p. 79; ir E. coli bakterofago vektoriai,
kuriuvose yra AL 47.1, Saron, Loenen ir kt., Gene,
(1980), t. 10, p. 249; ir M13mp8 ir M13mp9, Sessing ir
kt., Gene, (1982), t. 19, p. 269. Bendri minétos DNR
sekos iterpimo metodai i klonavimo vektoriy, konst-
ruojant rekombinantini vektoriy, Zinomi kiekvienam 3ios
srities specialistui. Ziur., pavyzdZiui knyga "Moleku-
linis klonavimas; Laboratorinis vadovas" red. Maniatis,
Fritsch ir Sambrook, 1982.

Po to, kai gaunamos kelios tikslinés DNR sekos kopijos,
Sias sekas galima iSskirti i3 rekombinantiniy vektoriy
ir iterpti i ekspresijos sistemg tam, kad gauti ir
i8skirti tikslini heterologinij baltyma pagal apradyma,

kuris Zemiau detaliai pateikiamas. Pries iterpiant Sias
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DNR sekas i ekspresijos vektoriy, galima atlikti ivai-
rias heterologinés DNR sekos modifikacijas, naudojant
zinomus kiekvienam $ios srities specialistui budus; Zi-
nomais metodais modifikaciijg galima atlikti ir po mi-

néto ijterpimo.

Sio i3radimo realizavimo pavyzdZiuose be M13mp9, kuris
apraSytas Mesingo ir kt., Gene, (1982), t. 19, p. 269,
taip pat buvo pasirinktas klonavimo vektorius M13mp8,
apraSytas ten pat, modifikuotas taip, kad jame buty
Xbal skélimo sritis, tai parodyta Fig. 1. Vektoriai
M13mp8 ir M13mp9, kurie kartu vadinami "vektoriai M13",
igalina i8skirti rekombinantinius vektorius dvigrandZiy
(ds) arba replikacinéje formoje (RF), taip pat ir vien-
grandziy (ss) DNR formoje. RF rekombinantiniy DNR vek-
toriy iSskyrimas supaprastina tiksliniy DNR seky iter-
pimg po ekspresijos vektoriy replikacijos, tai parodyta
Fig. 5, 6 ir 10. Kaip alternatyva, iSskiriant 3iy re-
kombinantiniy vektoriy viengrande formg, kurioje vyra
tiksliné DNR seka su teisinga 5'-3' orientacija, eks-
presijai, taip pat ir atliekant bet kokias DNR sekos
modifikacijas, tokiais metodais, kaip kryptinga oli-
gonukleotidy mutagenezé specialioje srityje, tai pa-
rodyta Fig. 3, 4 ir 8. Be to, 3ie M13 vektoriai gali
"suderinti" DNR fragmentus arba genus, kuriy ilgis yra
iki 4 kilobaziy (kb), kuriy pagalba galima klonuoti

tipine, pilng, eukariotine geno seks.

Markerine funkcija, naudojama M13 vektoriuose, kaip ap-
raSyta Mesing ir kt., Gene, (1982), t. 19, p. 269, pa-
siZymi fermentas [P-galaktozidazé. Konkrediu atveju
tiksliné heterologiné DNR seka iterpiama i geno lacZ
fragmenta, kuris yra M13 vektoriuje, tai paZeidZia nor-
malig fragmento lacZ komplektacija, kuri yra vektoriuje
M13, daliniu geno fragmentu lacZ, kuri yra recipiento
chromosominéje DNR (pavyzdZiui, JM101 E. coli), taip,

kad recipientas nesugeba isisavinti laktoze, kuri yra
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bakterijy auginimo terpéje. E. coli po transfekcijos
vektoriais M13, kuriuose néra svetimo geno sekos,
jterptos i vektoriy, kuriame yra lacZ geno fragmentas,
gali isisavinti laktoze, kuri yra auginimo terpéje, su-
darydamos charakteringas mélynas démes, jei &Sios bak-
terijos auginamos ant agaro, kuriame yra terpé 1xYT,
jos sudetis - 0.8% (m/t) triptono, 0.5% (m/t) mieliy
ekstrakto, 0.5% (m/t) NaCl, spalvinis B-galaktozidazes
indikatorius. Kai bakterijos auginamos nurodytoje ter-
péje, E. coli démés po transfekcijos rekombinantiniais
vektoriais, kuriuose yra jterpta heterologinés DNR seka
i vektoriaus M13 fragmento genoma, yra skaidrios ir
bespalvés. Todél, kai jterpiama heterologiné DNR seka i
S§iuos klonavimo vektorius, tai stebimos bespalvés démes
po recipiento E. coli transfekcijos rekombinantiniais
vektoriais. Iterpimas DNR sekos, koduojanCios jAH(L) ir
kAH(F), i vektorius M13 pateiktas Fig. 2 ir 9.

Palankiausiame $Sio iSradimo realizavimo variante DNR
sekos, koduojanCios JjAH(L) ir KkAH(F), yra plazmidése
PBGHey-; ir pPGH.,.,, atitinkamai, tai apradyta Siburgo ir
kt., DNR, (1983) 2 (1), p. 37-45, i3skiriamos i3 Siy
plazmidZiy endonukleaziy pagalba specifinéje srityje.
Reikia paZymeéti, kad po transfekcijos plazmidémis
PBGHg,-; arba pPGH.,; ir po kultivavimo tokiose sglygose,
kuriose vyksta ekspresija seku, koduojan&iy JAH(L) ir
kAH(F), bakterijos produkuoja somatotropinus, kuriy bal-
tymo N gale yra metioninas (pavyzdZiui, Met-jAH(L) arba
Met-kAH(F), atitinkamai). Atitinkamos sekos po to
iterpiamos i RF DNR modifikuota vektoriy M13mp8
M13mp8/Xbal) ir vektoriy M13mp9, tai parodyta Fig. 2 ir
7, atitinkamai. Tikslinés DNR sekos, koduojancios
JAH(L) arba kAH intarpas RF DNR M13mp8/Xbal ir M13mp9
buvo patvirtinamas naudojant endonukleazes, tai pa-
rodyta Fig. 2 ir 7, atitinkamai. E. coli JM101 po to
transfekuojamos vienu i§ rekombinantiniy vektoriumi,

kaip apraSyta Messingo ir kt., Methods in Enzymology,
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(1983), t. 101, p. 20 ir rekombinantiniy vektoriy ss
DNR, iSskiriama pagal metods, pateikta Messingo ir kt.,
Gene, (1982), t. 19, p. 269. Atitinkami Messingo ir kt.

darbai ¢ia pateikiami kaip nuorodos.

Po S8iy rekombinantiniy vektoriy ss DNR i8skyrimo at-
liekama modifikacija kryptingos oligonukleotidy muta-
genezes pagalba specialioje srityje, norint gauti ko-
duojancias jAH(A, V), JAH(A, L), JAH(V) ir kAH(A) se-
kas. Konkrec¢iu atveju, JAH(L) buvo modifikuojamas pa-
pildant seka alanino kodonu, pavyzdZiui GCC sekos, ko-
duojan&ios JjAH(L), 5°' gale, kaip parodyta Fig. 3.
Galima tikétis, kad tokiu biddu galima papildyti bet
kuriuo i keturiy alanino kodonu. Pageidautinas alanino
kodonas, norint pasiekti ekspresijos sistemoje, pagal
§i i3radimo buda, optimalig somatotropino iSeigg, yra
GCC. Alanino prisijungimas, konstruojant koduojandiag
jAH(A, L) sekg, patvirtinamas analizuojant pilnos ko-
duojancios jAH(A, L) DNR seka, arba jos 5' gala, nau-
dojant metoda: Zanger ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, (1977), t. 74, p. 5468,

Seka, koduojanti JjAH(A, V), konstruojama kryptingos
oligonukleotidy mutagenezés pagalba specialioje sri-
tyje, koduojantioje JAH(A, V), tai parodyta Fig. 4,
pakeiCiant leucino kodong 127 pozicijoje (jAH(A, L)) i
valino kodong, pavyzdZiui i GTG. vel galima tiketis,
kad atliekant tokius pakeitimus, galima naudoti bet
kuri wvalino kodong. Sekos, koduojancéios JAH(A, V),
konstrukcijos teisingumas tikrinamas, analizuojant gau-
tos DNR sekj.

Seka, koduojanti jAH(V), kurios pagalba sintetinamas po
bakterijy transfekcijos vektoriais, kuriuose vyra ko-
duojanti jJAH (V) seka, baltymas Met-jAH (V), analogiskai
konstruojama kryptingos mutagenezés pagalba, pakeiliant
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leucino kodong 126 padetyje [ jAH(L)] i wvalino kodong,
pavyzdziui, GTG.

Seka, koduojanti kAH(A), konstruojama kryptingos muta-
genezés pagalba specialioje kAH(F) srityje taip pat,
kaip parodyta Fig. 8 ir konstravimas detaliai yra ap-
radomas Zemiau, konstrukcijos teisingumas tikrinamas

analizuojant DNR sekg.

Po tikslinés heterologines DNR sekos, i3skyrimo 1ir
konstravimo, analogiskai kaip ir jAH(A, L), JAH(A, V)
ir kAH(A) atvejails, 38ios sekos gali biti replikuojamos
ir gaunama daug jos kopijy, dauginant atitinkamus re-
kombinantinius vektorius, naudojant metodus, Zinomus
kiekvienam $ios srities specialistui, 35ie metodai buvo
apradyti auk3&iau. Sios heterologinés DNR sekos gali
biti iterptos i bet kokius tinkamus ekspresijos vek-
torius, norint produkuoti prokariotuose heterologinius

polipeptidus.
Polipeptidy, kuriy N gale yra alaninas, gavimas

Kaip buvo nurodyta auk3&iau, tinkamame ekspresijos vek-
toriuje turi biti reikalingi transkripcijos ir trans-
liacijos signalai tam, kad bity galima gauti hetero-
logini baltymg pasirinktame recipiente, taip pat turi
biti markeris tam, kad identifikuoti tuos ekspresijos
vektorius, kuriuose yra iterpta tiksliné heterologine
DNR seka. Panaudojant prokariotini ekspresijos vekto-
riy, rekombinantinés DNR sekos gali buti iterpiamos
transdukcijos, transformacijos arba transfekcijos pa-
galba (visi Sie metodai toliau vadinami vienu terminu -
"transfekcija") ir po to minetas mikroorganizmas kul-
tivuojamas tokiose salygose (3ios salygos priklauso nuo
pasirinkto promotoriaus 1ir recipiento), kuriose yra
simuliuojama tikslinio polipeptido produkcija. Tokiu

bGdu, mikroorganizmy, naudojamy pagal 3i iSradimg, "ge-



10

15

20

25

30

35

LT 3916 B
26

nominés" DNR yra kaip chromosominé, taip ir episominé

DNR.

Zinoma keletas heterologinio geno ekspresijos ir pro-
dukavimo prokariotiniame recipiente vektoriu, Sie vek-
toriai dabar yra Zinomi kiekvienam Sios srities spe-

cialistui.

Palankiausiame 38io i8radimo realizavimo variante buvo
naudojami ekspresijos vektoriai pBGH.,.;, Zitdr. Siburg
ir kt., DNA (1983), 2 (1), p. 37-45 ir pBGH...;+, kuris

yra vektoriaus pBGH,,.; modifikacija.

Ekspresijos vektoriai pBGH,,.; yra bakterine plazmidé
pBR322, kurioje yra jAH(L) genas. Sis genas sudarytas
i8 triptofano promotoriaus (ptrp), Shine-Dalgarno se-
kos, transliacijos pradZios signalo ATG (metionino ko-
donas, kuris yra prie pat koduojan&ios sekos N gale
esanCio fenilalanino, pirmos jAH(L) amino rag3ties lie-
kanos), sekos, koduojanc¢ios jAH(L) ir transliacijos pa-

baigos kodono.

Ekspresijos vektoriaus pBGH.,; markeris yra atsparumas
antibiotikui. Konkreliu atveju pBGH,,.; yra du atsparumo
antibiotikams genai: vienas - atsparumo ampicilinui
(amp”) ir kitas - atsparumo tetraciklinui (tet”), kurie
suteikia stabiliai transformuotiems ekspresijos vekto-
riais recipientams atsparumg antibiotikams. Tokiu budu,
stabiliai transformuotos lastelés gali bGti atrenkamos
pagal sugebéjimg augti terpeje, kurioje yra arba tet-
raciklinas, arba ampicilinas, arba abu 8&ie antibio-

tikai.

8io isradimo realizavimo pavyzdZiuose ekspresijos vek-
toriai pMON3209 ir pMON3215, kuriuose yra pBGH..;, ku-
riuose yra sekos, koduojancios JjAH(A, L) ir jAH(A, V),

atitinkamai, vietoje sekos, koduojancios JAH(L), buvo



10

15

20

25

30

35

LT 3916 B
27

gaunami pagal Fig. 5 ir 6 pateikta schemg. Po to tokios
bakterijos buvo stabiliai transformuojamos ekspresijos
vektoriais, transformuotos lagstelés atrenkamos auginant
terpeje, kurioje yra atitinkami antibiotikai. Ekspre-
sijos plazmidés, esanc¢ios transformuotose bakterijose,
buvo restriktaziy pagalba analizuojamos, norint pa-
tikrinti, ar sekos, koduojancios jAH(A, L) ir JjAH(A, V),
yra teisinga 5'-3' orientacija.

Sio i8radimo realizavimo pavyzdyje, konstruojant eks-
presijos vektoriy pMON3213, kuriame yra seka, koduo-
janti kAH(A), vietoje sekos, koduojanios jAH(L), buvo
panaudotas pBGH,.;., kuriame yra vektorius pBGH,, ;,
modifikuotas, paSalinant EcoRI skélimo sriti, kuri yra
prie$S 5' galg sekos, kuri koduoja ptrp. Gautame vek-
toriuje pBGH..;«» yra tik viena EcoRI skélimo vieta, tai
parodyta Fig. 9. Sekos, koduojanios jAH(L) pakeitimas
seka, koduojanc¢ia kAH(A), vektoriuje pBGH.,.;«, konst-
ruojant ekspresijos vektoriy pMON3213, pavaizduotas
Fig. 10. Toliau E. coli kultira buvo transformuojama
auk3Ciau minetu vektoriumi ir transformuotos lastelés
buvo atrenkamos auginant terpéje, kurioje buvo anti-
biotikas. Ekspresijos plazmidése, esandiose transfor-
muotose bakterijose, buvo tikrinama, ar yra seka, ko-
duojanti kAH(A), restriktaziy pagalba.

jAH(A, L), jAH(A, V) arba kAH(A) produkavimas buvo vyk-
domas E. coli bakterijose, transformuojant kamienus
arba E. coli W3110, arba E. coli LK892, arba E. coli
294, kurie yra deponuoti, jy katalogo numeriai yra ATCC
39936, 53010 ir 53009, vektoriais pMON3209, pMON3215
arba pMON3213, metodais, kurie buvo auk3&iau detaliai
apraSyti. Transformuotos E. coli W3110 1lastelés buvo
auginamos tokiomis sgalygomis, kuriose vyksta somato-
tropino genuy ekspresija, ir produkuojami tiksliniai

heterologiniai polipeptidai.
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Heterologinio polipeptido iSgryninimas priklausys kaip
nuo polipeptido prigimties taip ir nuo pasirinkto
recipiento. PavyzdZiui, buvo pastebeta, kad hetero-
loginiai baltymai, gaunami tokiose bakterijose, kaip
E. coli, daZnai buna viduj lastelés netirpioje formoje
kaip "intarpiniai kidneliai". Cia naudojamas terminas
"intarpiniai kaneliai", nes 8iuos kinelius galima ma-
tyti fazinio kontrasto mikroskopu. Budas, kuris naudo-
jamas heterologiniy baltymy iSgryninimui, iSsaugant jy
biologini aktyvumg, apradSytas paraiSkoje Europos paten-
tui Nr. 114506 (publikuota 1984 m. rugpjucio 1 d.),
Siame i3radime 3is budas vartojamas kaip nuoroda. Trum-
pai apradant $i buada, tai producento lasteliy koncent-
ravimas, 3iy lasteliy lizavimas, gaunant ekstrakta arba
lasteliy homogenizatg ir intarpiniy kineliy i8sisky-
rimas, naudojant diferencini centriffigavimag, visos $ios
stadijos yra gerai Zinomos $ios srities specialistams.
I§skirti intarpiniai kineliai iStirpinami stipriame de-
natdruojané¢iame agente tokiame, kaip guanidino hidro-
chloridas, ir istirpintas baltymas toliau dializuojamas
tinkamame tirpiklyje (pavyzdZiui, uréjoje), gryninamas
chromatografijos pagalba ir pagaliau biologisSkai akty-
vuojamas, t.y., atstatoma aktyvi baltymo konformacija,
i%saugant disulfidinius ry3ius tarp cisteino liekany
pagal paraiska Europos patentui Nr. 114506. Detalesnis
heterologiniy baltymy isgryninimo apraSymas pateikiamas
pateiktose nagrinéjimui paraiSkose JAV patentui, viena
pateikta S.B. Storros, kurios pavadinimas - "Somato-
tropiny soliubilizacijos budas", ir antra pateikta L.E.
Bentl, S.B. Storros ir J.Y. Mitchell, kurios pava-
dinimas - "Somatotropiny renatiravimo biddas", $ios pa-
raidkos naudojamos kaip nuorodos. Dvi paminétos nag-
rinéjamos paraidkos JAV patentui ir 38is patentas pa-
teiktos Monsanta kompanijos vardu. Tolesnis hetero-
loginio baltymo i3gryninimas, atskiriant nuo bakteriniy
baltymy, gali bati atliekamas Zinomais chromatogra-

finiais metodais tokiais, kaip gelfiltracija arba jony



10

15

20

25

30

35

LT 3916 B
29

mainy chromatografija. Bendru atveju, gautame preparate
yra apytikriai nuo 90% iki 99.5% polipeptido, kurio
N gale yra alaninas ir nuo 0.5% iki 10% bakterijuy arba
kito prokarioto baltymy, kuriame buvo sintetinamas bal-

tymas.

Buvo nustatyta, kad, bendru atveju, bent 80% hetero-
loginio baltymo, ekspresuoto pagal 3io iSradimo buda,
N gale yra NH,-Ala-... tipo struktira. Likusi polipep-
tidy dalis, paprastai, turi N gale metioning, ju N gale
yra NH,-Met-Ala-... tipo struktira. Visdeéelto, keidiant
auginimo sglygas ir/arba indukcijos trukme, galima pa-
didinti polipeptido iSeiga, kurio N gale yra alaninas

bent iki 95% ir daugiau.

Palankiausiame 3io iSradimo realizavimo variante soma-
totropiniai polipeptidai, produkuojami ir iZskiriami
pagal §i apradSyma, pateikta auk3ciau, buvo pademons-
truota, kad jie pasiZymi biologiniu aktyvumu artimu so-
matotropino aktyvumui; tai buvo nustatyta analizuojant
triuSio kepeny receptoriy reakcija, atliekant pagal
PiSim ir Frizen, J. Cin. Endocrinol. Metab. (1973), t. 37,
p. 334-337 ir analizuojant Ziurkiy priaugimg. Pagal
paskutini somatotropinuy, gaunamy E. coli lastelése,
biologinio aktyvumo analizés metoda biologinis ak-
tyvumas buvo nustatomas pagal Zinomg somatotropino
partija (pavyzdZiui, jaudio arba kiaulés hipofizarini
somatotroping), palyginant Ziurkiy, kurioms buvo pa-
Salintas hipofizis, priaugimg, jvedant skirtingus jun-
ginio kiekius. Konkrec¢iai, dienos dozés (nuo 0 iki
60 mikrogramy) Zinomo arba i3 standartinio 3altinio so-
matotropino buvo injekcijomis ivedamos Ziurkéms (95-135 g)
su pa$alintais hipofiziais 7 ir daugiau dienas. Pa-
naudojant regresine analize, buvo nustatoma gyviany, ku-
riems buvo jvedamas Zinomas ir tiriamas kiekis augimo
hormono, svorio priaugimo regresijos 1lygtis priklau-

somai nuo jvesto hormono kiekio logaritmo. Tiesés lyg-
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ties tga buvo kontroliuojamas, norint idvengti lygia-
gretumo ir persidengimo. Biologinis aktyvumas buvo i&-
reiSkiamas kaip tga santykis padaugintas i3 standarto

aktyvumo.

N-alanininiy jJjAH panaudojimas, kuris yra 3io i3radimo
objektas, padidina karviy primilZi ir, matomai, suma-
Zzéja paSary, reikalingy norimam primilZiui pasiekti,
sunaudojimas. Duodant karvéms, kurios auginamos pienui,
JAH tas formas, kuriose yra valinas 126 arba artimoje
pozicijoje, ypatingai tinkamos pieno primilZiui pa-
didinti. Sie preparatai, kurie yra 3io isradimo ob-
jektas, gali buti naudojami injekcijomis, ivedant i ve-
na arba implantuojant ant polimery arba kity ne$éjuy,
kurie uZtikrina reikalingo augimo hormono kiekio idsi-
skyrimg i kraujg. Galima naudoti farmaciskai tinkamas
formas, kaip tirpalai, emulsijos arba géliai, kurie yra
apvalkale arba be Jjo. Siose formose gali bati tik
atskiros jAH formos arba jy variantai, o taip pat bet
kokia kombinacija natyvaus ir/arba variantinio poli-
peptido [ pavyzdZiui, miSinys JjAH(A, V) ir JAH(A, L),
ir/arba miSinys JjAH(A, V) ir Met-jAH(A)]. Dozeés gali
kisti nuo 0,005 mg iki 200 mg vienam gyvinui per dieng,
palankiausiame variante - apytikriai nuo 5 mg iki 40 mg
vienam gyvinui per dieng. Labiausiai efektyvus kiekis,
norint padidinti primilZius ir/arba padidinti pasary
sunaudojimo efektyvumg, gaunant pieng, galima nustatyti
eksperimentu. Realiai pageidautinos jAH dozés priklauso
nuo tokiy parametry, kaip gyvino kGno svoris, bendra
gyvano sveikatos buklé ir 3Sérimo statusas. Nors jAH
poveiki karvems galima naudoti primilZio rodikli, &Siam
tikslui galima naudoti ir kitus karviy produktyvumo
rodiklius - bendras augimo dydis ir gyvo svorio padi-
dejimas. Jeigu tai batina, tai jAH gali bdti naudojamas
kartu su kitais stimuliuojanc¢iais agentais, tokiais,
kaip biologiSkai aktyvis baltymai, antigenai ir kt.,

tuo atveju pasiekiamas Zymesnis efektas.
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Kaip buvo mineta auk$¢iau, 3Siuo i3radimu pateikiamas
jJAH varianty, kuriy N gale yra alaninas, kuriuose yra
paSalintos, papildytos, sukeistos ir/arba pakeistos
aminorugsCiy liekanos polipeptidinéje grandinéje, ga-
vimo budas. Ivairios modifikacijos, kuriuy déka pasie-
kiami tokie efektai, kaip laktacijos ir/arba augimo
greiCio padidéjimas, gali bati identifikuoti bandymuose

su karvemis.

Zemiau pateikiami pavyzdZiai yra $io iZradimo pa-
lankiausio realizavimo 1iliustracija ir jie néra 3io
i8radimo apribojimas. NezZiurint i tai, kad pateikiamas
iSradimas buvo apraSomas palankiausiais 3io i3radimo
realizavimo pavyzdZiais, kiekvienam 8ios srities spe-
cialistui suprantama, kad pagal $Sio iSradimo apradyma
galima atlikti 4vairias modifikacijas, neperZengiant

§io i8radimo ApibréZties.
Mikroorganizmai ir Plazmidés
ISvardinti mikroorganizmai gali bati gauti i3 Amerikos

Kultiry Tipu Kolekcijos (ATCC), 12301 Parklawn Drive,
rockville, Maryland, 20852 - 1776, JAV.

ATCC 39936~ E. coli W3110

ATCC 53010- E. coli LK392

ATCC 53009- E. coli kamienas 294
ATCC 53024- E. coli W3110/pMON3209/
ATCC 53022~ E. coli W3110/pMON3215/
ATCC 53023- E. coli W3110/pMON3213/

Sie deponuoti mikroorganizmai gali biati iZduoti po Sios
paraiskos JAV patento iSdavimo firmoje Monsanta Company.
Sie deponuoti mikroorganizmai bus prieinami po bet

kokio JAV patento, kurio prioritetas bus nustatytas
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pagal pateikimo datg, iddavimo. Bet reikia turéti ome-
ny, kad galimybé pasinaudoti deponuotais mikroorganiz-
mais nesuteikia licenzijos 3io i&radimo naudojimui, pa-
ZzeidZiant teisétas pareiskéjo teises. Be to, $§is i3ra-
dimas neapsiriboja deponuotais mikroorganizmais, nes
deponuoti mikroorganizmai tik iliustruoja $io isradimo

objekts.
Pavyzdys 1

Visi oligonukleotidai buvo susintetinti firmoje Monsanta
Botanikos skyriuje, sintezé buvo atliekama DNR sinte-
zatoriumi (Applied Biosystems) pagal procedirsg, pa-
teiktg gamintojo - Applied Biosystems Inc., Foster sity,
Kalifornija. Restriktazés ir DNR modifikavimo fermentai
buvo gauti i5 firmos New England Biolabs, Inc.
(Beverly, MA), i3s firmos New England Nuclea (Bostonas,
MA) ir 18§ firmos Bethesda Reseach Laboratories (BRL)
(Gavtensburg, Meryland), linkeris Xbal buvo gautas i3
firmos Colaborative Reseach, 1Inc., (Leksington, MA).
DNR ligazé T4 buvo gauta i§ firmos BRL (Gavtensburg,
Meryland), DNR kinazé T4 buvo gauta 15 firmos New
England Biolabs, Inc. (Beverly, MA). Zyméti ?P nukleo-
tidai buvo gauti i3¥ firmos American (Arlington, 1IL).
Klenovo fragmentas DNR polimerazé I buvo gauta i§ fir-
mos New England Nuclea (Bostonas, MA). E. coli JM101
buvo gautas i3 dr. Joe Mesing, Minesotos Universitetas

(Sant Paul, Minesota).

Skaldymas restriktazémis, ligavimas DNR ligaze T4 ir
Klenovo fragmentu DNR polimeraze I E. coli gali buati
atliekami pagal gamintoju rekomendacijas. Tinkamiausi
buferiniai tirpalai apraSytiems Zemiau fermentams gali
biti sekantys: XbaI:100 mM NaCl, 50 mM TRIS, pH 7.5, 10 mM
MgSO,; EcORI, HindIII ir SmaI:50 mM NaCl, 10 mM TRIS,
pH 7.5, 10 mM MgSO,. DNR ligaze T4 reakcija vykdoma bu-
feriniuose tirpaluose, kuriy sudétyje yra: 25 mM TRIS,
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pH 8.0, 10 mM MgCl,, 10 mM ditiotrietolio (DTT), 2 mM
spermidino ir 0.2 mM ATF, Klenovo fragmentas DNR poli-
meraze I E. coli buvo naudojama buferiniame tirpale,
kuriame yra: 20 mM TRIS, pH 7.2, 10 mM MgCl,, 10 mM di-
tiotrietolio (DTT), 1 mM ATF ir po 1 mM kiekvieno dATF,
dGTF, dDTF, dCTF. Jei bUtina gauti sintetinamg DNR sekag
pazymeta, tai vykdant reakcijg su Klenovo fragmentu bu-
vo pridedama a-*pP-ATF (400 Ci/moly).

Zyméti oligonukleotidai buvo gaunami naudojant y—”P—ATF
(specifinis aktyvumas didesnis, nei 5000 Ci/mol) ir DNR
kinaze T4 su 100 mM TRIS, pH 8.0, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT.

Plazmides, kuriose yra DNR sekos, koduojanéios 3jAH(L)
ir kAH(F) (pBGHe..; ir pPGH,.;, atitinkamai), buvo gautos
i8 firmos Genentex, Inc., SanFrancisko, Kalifornija.
Sios plazmidés gali buti gaunamos pagal aprasSymg, pa-
teikta paraidkoje Europos patentui Nr. 75444 (publi-
kuota 1983 m. kovo 30 d.); Siburg ir kt., DNR (1983), 2
(1), p. 37-45; Geddel ir kt., Nature (1979), t. 281, p.
544-548; Debber ir kt., knygoje "Promotoriai: Struktira
ir funkcijos" (1982); redaktoriai: M.J. Cemberlin ir R.
Rodriges, Sk. 293; Mioccari ir Janothski, J. Bacteriol
(1978), t. 133, p. 1457-1466; ir Rozenbegr ir Kurt,
Annual Review of Genetic t. 13, p. 319-353. Pirmieji
transliuojami DNR, koduojané¢ios jAH(L), kodonai pateik-
ti paraidkoje Europos patentui Nr. 75444 (DeBoer ir
kt.) yra ATG TTC CCA GCT ATG TCT GGT CTA TTC GCT AAC
GCT GTT CTT CGT GCT CAG CAT CTT arba ju funkciniai
ekvivalentai. (Kaip alternatyva, suprantama, galima pa-
naudoti funkcinius 85iy kodony ekvivalentus). Kita, su-
sijusi su nagrinejamais klausimais, medZiaga pateikia-
mose publikacijose taip pat naudojama &ia kaip nuo-

rodos.

MI13mp8 ir M13mp9 buvo gauti i3 daktaro Joe Mesing is
Minesotos Universiteto (St. Paul, Minesota).
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Visos terpés bakterijuy auginimui ir antibiotikai buvo
gaunami arba i3 firmos Sigma (St. Louis, MO), arba i3

firmos Difco Laboratories (Detroitas, Miciganas).
Pavyzdys 2

Pateikiamuose Zemiau pavyzdZiuose iliustruojamas trijy
koduojanc¢iy DNR seky, kurias ekspresavus, pasiekiama
tiesiogine produkcija bakterijose polipeptidy, kuriy
N gale yra alaninas, konstravimas. Konkrediu atveju,
koduojan€ios DNR sekos buvo konstruojamos tokiu budu,
kad transliacijos pradZios signalas (metionino kodonas
ATG) buvo prie pat alanino kodono (pavyzdziui, GCC).
Sios trys koduojan¢ios DNR sekos, koduojandios jAH(A, L),
JAH(A, V) ir kAH(A), buvo konstruojamos kryptingos mu-
tagenezes pagalba, naudojant ankséiau iSskirtas somato-
troping koduojancias DNR sekas. $is pavyzdys iliust-
ruoja taip pat ir DNR sekos, koduojan&ios JAH(V), kuria
ekspresuojant bakterijose, sintetinamas Met-jAH (V).

A. DNR sekos, koduojancdios JAH(A, L) konstravimas

DNR seka, koduojanti somatotroping, jAH(L), buvo idski-
riama i§ pBGH,,.,, kaip Xbal fragmentas ir klonuojama |
Xbal skélimo sriti vektoriuje M13mp8 (M13mp8/Xbal).
Vektorius M13mp8/Xbal, kuriame yra Xbal linkeris pra-
dinéje Smal skélimo srityje, konstravimas pateiktas
Fig. 1. Kaip parodyta Fig. 2, XbaI skelia viename DNR
sekos, koduojanc¢ios jJAH(L), "i3pjaudama" pilng DNR se-
ka, koduojan¢ia JAH(L). Plazmide PBGH.,.;, perskelta
Xbal restriktaze buvo sumaidoma, esant DNR ligazei T4,
su RF DNR Ml13mp8/Xbal, linerizuota restriktazes Xbal
pagalba, ir paveikiama Sarmine fosfataze, iZskirta is
jJauCio Zarnyno. Po to midinys buvo inkubuojamas per
nakti 14°C temperatiroje. Paveikus 3armine fosfataze,
iSvengiama vektoriaus M13mp8/Xbal recirkuliacijos. DNR
sekos, koduojan¢ios  jAH(L), iterpimas i vektoriy



10

15

20

25

30

35

LT 3916 B
35

M13mp8/Xbal, konstruojant rekombinantinj, vektoriy
M13mp8/BGH.,.;, 18 pradziy buvo kontroliuojamas pagal
bespalviy démiy susidaryma, auginant E. coli JM101 bak-
terijas 1xYT terpéje, naudojant mink$to agaro paruo3imo
procedirg, apradyta knygoje "Molekulinis klonavimas:
Laboratorinis vadovas" red. Maniatis, Frit3 ir Sembruk
(1982), p. 64, Siame agare yra 10 pl 100 mM IPTGP (izo-
propil-B-G-tiogalaktopiranozidas) ir 50 pl 2% (m/v) X-
GAL (5-brom-4-chlor-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas) 3 ml
virSutinio agaro, ir buvo atliekama transfekcija minétu
rekombinantiniu vektoriumi, aprad$ytu auk3&iau budu. Se-
kos, koduojan¢ios JAH(L), ijungimas buvo patvirtintas
analizuojant restrikcine analize i3skirtg rekombi-
nantinio vektoriaus RF DNR restriktaze Xbal, buvo gau-
namas 590 baziy pory fragmentas, kuriame buvo jterpta
seka ("Molekulinis klonavimas: Laboratorinis vadovas"
red. Maniatis, Fritsch ir Sambrook (1982), skyrius 3).
590 baziuy poru fragmentas buvo identifikuojamas elekt-
roforézes 1% (m/t) agarozéje pagal apradytg knygoje
"Molekulinis klonavimas: Laboratorinis vadovas" red.
Maniatis, Fritsch ir Sambrook (1982) metodikag. Visi
kiti restrikciniai fragmentai buvo identifikuojami 3ios
procediuros pagalba. Iterpty sekuy, koduojanéiy jAH(L),
orientacija buvo kontroliuojama skaldant rekombinantinij
RF wvektoriy fermentais Smal ir HindIII. Jei koduo-
janCios sekos yra teisingos 5'-3' orientacijos, tai po
skaldymo Siais fermentais turi bati gaunamas 207 baziy
pory fragmentas. Fago ssDNR i8skyrimas buvo atliekamas
pagal metodika, apradyta Missing ir kt., Gene, (1982),
t. 19, p. 269. Po to vektorius M13mp8/BGH._,; buvo nau-
dojamas kaip matrica atliekant kryptinga mutageneze i3
esmes pagal aprad3yma, pateikta Zoller ir Smith, Nuc.
Acids Res., (1982), t. 10, p. 6487-6500, Zoller ir
Smith, Methods in Enzymology (1983), t. 100, p. 468-
500, Norriss ir kt., Nuc. Acids Res., (1983), t. 11, p.

5103-5112, Sie apradymai Cia pateikiami kaip nuorodos.
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Fig. 3 pateikiama mutagenezés diagrama, konstruojant
DNR seka, koduojancia JjAH(A, L) i3 sekos, koduojancios
jAH(L) . Trumpai, tai oligonukleotidy pradmeni (ZiGr.
Lentele 1, Zemiau), kuriame yra norimos mutacijos seka,
naudojamas ciklizuotos DNR matricos M13mp8/BGH..; i3
ssDNR, pradmens sintezei. Tokiu budu gautos uZdaros
Ziedines dsDNR molekulés buvo atskiriamos nuo nepilny
ir vienspiraliy DNR Zieduy, naudojant ultracentrifiga-
vimg paSarmintame sacharozés gradiente, pagal metodika,
apraSyta Zoller ir Smith, Methods in Enzymology (1983),
t. 100, p. 468-500. Ziedinés dsDNR molekulés toliau bu-
vo naudojamos E. coli JM101 transformavimui, kuris buvo
atliekamas pagal metodika, apraSyta Messing ir kt.,
Gene, (1982), t. 19, p. 269-276, gautos bespalvés démés
buvo pernesSamos ant Pall filtry, gauty i3 firmos Pall
Ultrafine Filtration Corp. (Glen Kown, New York), ir
buvo tikrinamos hibridizuojant su Zymétu 2p oligo-
nukleotidiniu pradmeniu, kuris buvo naudojamas kryp-
tingai mutagenezei. Mineéty démiy surinkimas buvo at-
liekamas pagal filtry gamintojo Pall pateikiamg meto-
dikg. ISsejimas hibridizuojant buvo atliekamas naudo-
jant nailoninius Biodine filtrus, kurie yra apradyti
Pall Ultrafine Filtration Corp. (Glen Kown, New-York)
publikacijoje "Vadovas DNR perneSimui ant nailoniniy
Pall Biodine™ filtry" (1983). Filtrai buvo praplau-
nami, didinant temperatira, iki tol, kol atsiplaudavo
radiocaktyvi Zymé i3 kontrolinio filtro, kuris buvo pa-
ruo3iamas naudojant fagg M13mp8/BGH,, ;. Bendras atplo-
vimo protokolas: praplovimas kambario temperatiroje su
6xSSC (0.9 N NaCl ir 0.09 M natrio citratas) 10 mi-
nudiy, po to praplovimas 50°C temperatiroje su 6xSSC
5 minutes 1r po to sekantys praplovimai, pakeliant
temperatirg kas 5°C. Démés, kurios hibridizavosi su
zymetu oligonukleotidiniu pradmeniu auk3tesnése tempe-
ratarose, nei kontroliniai fagai, buvo ivertinamos,
kaip turinf¢ios naujai sudarytg sekg, koduojancig jAH(A,

L), 1ir Jos buvo toliau vadinamos potencialiai tei-
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giamomis. Kaip alternatyva, atskiros bespalvés démés
buvo atrenkamos i3S transformuoty E. coli JM101 lasteliy
ir buvo auginamos 5 ml terpéje 2xYT (1.6% (m/t) tripto-
no, 1,0% (m/t) mieliy ekstrakto, 0.5% (m/t) NaCl) per
nakti aeruojant 37°C temperataroje. Fago DNR, gauta pa-
gal apraSymag, pateikta Messing ir kt., Gene (1982), t.
19, p. 269, démémis buvo uZneSama ant nitroceliuliozés
membranos, atliekama hibridizacija su Zymetu pradmeniu
ir atplaunama, keliant temperatiirga tokiu pat butdu, kaip
buvo apraSyta auk8&iau. Fago DNR, kurios hibridizavosi
aukStesnéje temperatiroje, nei kontrolinés M13mp8/BGH,,.,
demes, buvo ijvertinamos kaip teigiamos. Potencialiai
teigiamos deémeés, atrinktos abiejy metoduy metu, buvo
auginamos pagal aprad3ymg, pateikta anksc¢iau, ir buvo
naudojamos fago ssDNR iSskyrimui, 3Sios DNR seka buvo
analizuojama pagal metodikg, pateikta Zanger ir kt.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1977), t. 74, p. 5463,
tam, kad patvirtinti, kad jos koduoja jAH(A, L). RF DNR
i5 M13mp8/BGH...; (Ala) taip pat buvo tikrinama, ske-
liant restriktaze HaeIII, norint isitikinti, kad vyra
Ala kodonas po transliacijos pradZios signalo (metio-
nino kodono ATG), nes ivedus Ala kodong, gaunama papil-
doma HaeIII skelimo sritis. Alanino kodono prisijungimo
iSeiga prie DNR sekos, koduojanc¢ios 3JjAH(L), yra apy-

tikriai 2%.
B. DNR sekos, koduojancios kAH(A), konstravimas

Siuo atveju taip pat buvo naudojama kryptinga mutage-
neze, norint prijungti alanino kodong prie DNR sekos,
koduojancios kAH(F), pagal metodikg, apradyta Siburg ir
kt. DNR, (1983), 2 (1), p. 37-45. Mutageneze, pagal

diagramg, pateiktg Fig. 8, buvo atliekama sekanciai:

DNR seka, koduojanti kAH(F), kurios ilgis 590 baziy po-
ry, esanti plazmidéje pPGH., ,, buvo iSskiriama restrik-

tazemis EcoRI ir HindIII, kurios skelia plazmide 5'-3"
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galuose, tai parodyta Fig. 7. Perkirpta plazmidé pPGH,,.,
buvo sumaiSoma su RF DNR M13mp9 po skélimo EcoRI ir
HindIII, bet i3 anksto paveikta Sarmine fosfataze 1i§
jau¢io Zarnyno tam, kad i3vengti pakartotino M13mp9
ligavimosi. Po to i 3i midini buvo pridedama DNR liga-
zé T4. Esant lipniems galams fago RF DNR sekoje ir DNR
sekoje, koduojancioje kAH(F), kurios gaunamos, panau-
dojant dvi skirtingas restriktazes, kAH(F) DNR seka ga-
1i bati selektyviai iterpta i fago RF DNR ir gali buati
jterpiama teisinga 5'-3' orientacija, tai pavaizduota
Fig. 7. Po to buvo atliekama E. coli JM10l1 transfor-
macija tokiu pat bidu, kaip ir aprasSytu auksciau
M13mp8/BGH,,.; atveju, gaunamame rekombinantiniame vek-
toriuje M13mp8/PGH.,, yra DNR seka, koduojanti jAH(F).
Po to transformuotos E. coli JM101 lastelés buvo augi-
namos 1xYT terpéje, kurioje buvo chomogeninés medZia-
gos, ir atranka buvo atliekama pagal bespalviy démiy
susidarymg, tai apraSyta auksSc¢iau. DNR sekos, koduo-
jan€ios kAH(F), iterpimas buvo patikrinamas sekand&iai.
Buvo atrenkamos bespalves démeés, o RF DNR i$§
M13mp8/PGH,,.,, iSskirta pagal apradyta auk3diau buda,
buvo skaldoma restriktazémis EcoRI ir HindIII ir, ana-
lizuojant elektroforezés agarozéje pagalba, buvo gau-
namas 590 baziy pory dydZio fragmentas, kuriame buvo
iterpta kAH(F) DNR seka. Po to fagas M13mp8/PGH.,; buvo
padauginamas naudojant E. coli JM10l1, o fago ssDNR buvo
iSskiriama pagal aprasSyta auksc¢iau buadag.

DNR i35 MI13mp8/PGH,,_; buvo naudojama matrica kryptingai
mutagenezei, tai pavaizduota Fig. 8, mutagenezé buvo
atliekama taip pat kaip ir konstruojant seka, ko-
duojanc¢ig jAH(A, L), panaudojant specialy pradmeni (ZitGr.
Lentele 1, kuri pateikiama Zemiau). Alanino kodono,
Siuo atveju GCC, prijungimo prie DNR sekos, koduojan-
¢ios kAH(A), tikimybé yra apie 12%. Gauta seka, koduo-
janti kAH(A), buvo analizuojama sekvenuojant.
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Pavyzdys 3

§is pavyzdys tal ekspresijos vektoriuy, kuriy pagalba
pasiekiama tiesioginé heterologiniy polipeptidy, kuriy
N gale yra alaninas, produkcija bakterijose, konstra-
vimo ir ekspresijos iliustracija. Gaunami trys polipep-
tidai, somatotropiny formos JAH(A, L), JAH(A, V) ir
kAH(A). &is pavyzdys yra JAH(V) konstravimo ir eks-
presijos ir JjAH(L) konstravimo ir ekspresijos iliust-
racija. Gaunami polipeptidai, atitinkamai, yra Met-
JAH (V) ir Met-jAH(L).

LENTELE 1

Seky, koduojanéiy somatotropinus, kuriy N gale yra ala-

ninas, konstravimas

Baltymas Pradmens seka' Matrica Plazmide’

Met-jAH (V) 5'-GGT GCC ATC TTC  M13mp8/BGHe.; PMON3214
CAC CTC CCG CAT CAG

SAH(A, L) 5'-CAC ATA GCT GGG  MI13mp8/BGH,.; PMON3209
AAG GCC ATA GAA TTC

SAH(A, V) 5'-GGT GCC ATC TTC  MI13mp8/BGH,,.; PMON3215
CAC CTC CCG CAT CAG

kAH (A) 5'-CCA GTG AAT TCT M13mp8/PGH,,.; PMON3213
ATG GCC TTC CCA GCT
ATG

1 pabrauktos bazes pradmeny sekoje koduoja norimg pri-

jungima arba mutacija.

2 Taip Zymimos galutinés plazmides, kurios buvo naudo-
jamos polipeptidy, kuriy N gale yra alaninas, gavimuil
kultivuojant E. coli.
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A. JAH(A, L), jAH(A, V), JAH(L) ir jJAH(V) ekspresija

DNR sekos, koduojancios jAH(A, L), JAH(A, V) ir jAH(V),
kurios yra rekombinantiniuose vektoriuose M13mp8/BGH,,_,
/Ala/, M13mp8/BGH.,., /Ala, Val/ ir M13mp8/BGH,,., /Val/,
atitinkamai, buvo panaudotos pakeiCiant DNR seka, ko-
duojan¢ig JjAH(L), kuri yra ekspresijos plazmidéje
PBGHgy; (Zidr. Fig. 5 ir 6). Tai buvo atliekama ske-
liant RF DNR i§ M13 restriktaze XbaTI. Ekspresijos plaz-
mide pBGH,,.; taip pat buvo skeliama restriktaze XbalI,
po to paveikiama 8armine fosfataze is jaucio Zarnyno,
norint iSvengti pakartotinio ligavimosi. Kiekviena per-
skelta RF DNR atskirai buvo sumaifoma su perskelta
plazmidés pBGH.,.; DNR ir buvo atliekamas ligavimas pa-
gal auk3Ciau apradyta metodika, per nakti 14°C tempe-
raturoje. Gautuose rekombinantiniuose ekspresijos vek-
toriuose, Zymimuose pMON3209, pMON3215 ir PMON3214, yra
DNR sekos, koduojanc¢ios jAH(A, L), JjAH(A, V) ir JAH (V),
atitinkamai. Po to buvo transformuojamos E. coli W3110
lgstelés ligavimo midiniu, kuriame buvo arba pMON3209,
arba pMON3215, arba pMON3214, arba PBGH.,.;, po trans-
formacijos bakterijos buvo auginamos Lauria buljone
(LB), kuriame buvo 1% (m/t) triptono, 0.5% (m/t) mieliy
ekstrakto ir 0.5% (m/t) NaCl ir 12.5 pg/ml tetraciklino
ir 200 pg/ml ampicilino. E. coli W3110 kamieno, kuriame
yra pMON3209, deponavimo kodas yra ATTC 53024, E. coli
W3110 kamieno, kuriame yra pMON3215, deponavimo kodas
yra ATTC 53022. Lasteliy transformacija trumpai gali
buiti apraSoma sekanciai: E. coli W3110 kultdra buvo
auginama apie 50 ml LB terpés iki ODgpe=0.60. Po to
lagsteleés surenkamos ir suspenduojamos 10 ml buferinio
tirpalo A:25 mM TRIS, pH 7.6 ir 10 mM NaCl. Suspensija
centrifiguojama, lastelés veél suspenduojamos 1 ml bu-
ferinio tirpalo A i kuri buvo pridedama 14 ml buferinio
tirpalo B:25 mM TRIS, pH 7.6, 10 mM NaCl, 50 mM CaCl,
ir lasteliuy suspensija buvo iZlaikoma lede 30 minuciy.

Po to 1lastelés buvo nucentrifiguojamos ir suspenduo-
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jamos 3 ml buferinio tirpalo B. 0.2 ml lasteliu su-
spensijos buvo sumaisoma su 0.1 ml buferinio tirpalo B
ir su 0.1-0.5 pg tikslinio ekspresijos vektoriumi
(pMON3209, pMON3215, pMON3214 arba su pBGHg, 1) ir 13-
laikomos lede 60 minu&iy. MiSinys per 1 minute buvo
padildomas iki 37°C temperatiros ir pridedama 3 ml LB
terpés; gautas miSinys buvo inkubuojamas 60 minucCiy
37°C temperatiroje. Po inkubacijos lagstelés buvo nu-
centrifiguojamos ir vél suspenduojamos 300 ml LB terpés
ir auginamos lékStelése su LB, pridéjus antibiotikus,
kaip apradyta auk3Ciau. Buvo atrenkamos atsparios an-
tibiotikams bakteriju kolonijos ir i3 ekspresijos vek-
toriy pMON3209, pMON3215, pBGHe, ir pMON3214 buvo 18-
skiriama DNR pagal metoda, aprasyta knygoje "Moleku-
linis klonavimas: Laboratorinis vadovas", Maniatis,
Fritsch, Sambrook (red.), (1982). DNR id pMON3209,
PpMON3215, pMON3214 ir pBGHex buvo patikrinama ar yra
590 baziy poruy Xbal fragmentas ir 200 baziy pory
HindII/Smal fragmentas, jei §ie fragmentai yra, tai DNR
seka, koduojanti JAH(A, L), JAH(V) 1ir jAH(A, V), yra
teisingai orientuota. Plazmides pMON3209 ir pMON3215
buvo analizuojamos, skaldant restriktaze HaeIlIl, norint
isitikinti, kad yra nauja HaelIll skélimo sritis, kuri
susidaro prijungus kodona GCC (alanino). Pagaliau, buvo
dalinai analizuojama, pagal pateikta auksciau apradyma,
Xbal fragmento, kurio ilgis 590 baziy poruy, i$§ vektoriy
pMON3209, pMON3214 ir pMON3215, seka tam, kad patvir-
tinti, kad yra ekspresijos vektoriuose DNR sekos, ko-
duojandios JjAH(A, L), JAH(V) ir JAH(A, V).

Kiekviena E. coli W3110 kolonija, kuriose buvo vek-
toriai pMON3209, pMON3214, pBGH..; 1ir PMON3215, buvo
perséjamos atskirai i 5 ml LB, kurioje buvo 12.5 pg/ml
tetraciklino, ir buvo auginamos aeruojant per nakti
37°C temperatiroje. Po iSauginimo kiekvienos kultaros
0.5 ml buvo perséjami atskirai i 250 ml mikrobangines
kolbas po 25 ml M9 terpés, jos sudétis: (litrui terpes)
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100 ml 10x drusky miSinio tirpalas [ 70 g Na,HPO,, 30 g
KH,PO,, 5 g NaCl, 10 g NH,C1 iki bendro 100 ml tario],
1.2 ml 1M MgSO, tirpalo, 0.25 ml 0.1% vitamino B;, 12.5 ml
20% (m/t) gliukozes tirpalo, 0.025 ml 1M CaCl, tirpalo,
§i terpé buvo papildoma 0.5% (m/t) casamino rug3timis
ir 6.25 pg/ml tetraciklinu. Kiekviena kultdra buvo
auginama aeruojant 37°C temperatiroje tol, kol ODgoq
(optinis tankis 600 nm ilgio bangoje) pasiekdavo 1.0.
I8 kiekvienos kolbos buvo paimama 0.2 ml. kultdrinio
skys€io 1ir 1lasteles lizuojamos buferiniame tirpale su
natrio dodecilsulfatu (SDS) ir 1lizatas buvo ana-
lizuojamas SDS PAGE (elektroforezé denatiGruojanciomis
sglygomis) pagal metodika, apraSyta Lemli, Nature
(1970), t. 227, p. 680-685. Elektroforegramoje visy
E. coli W3110 1lagsteliy lizatuose buvo matomi dominuo-
jantys baltymai, kuriy molekuliné masé 22 000 D. Sie
dominuojantys 22 000 D baltymai riSosi su antikinais F
11-A1-86 (ZitGr. Krivy ir Royold, Hibridoma, (1984), t. 3,
p. 252-262), kurie yra prie$§ jaucio hipofizio somato-
troping, analizuojant Western Blot (Zidr. Krivy ir
Royold, Hibridoma, (1984), t. 3, p. 252-262), tai pa-
tvirtina, kad gauti polipeptidai yra tokie pat, kaip ir
hipofizinis somatotropinas. Kontrolinés E. coli W3110
kultiros 1lasteles, kuriose yra tik téviné plazmide
pBR322, neprodukavo 22 000 D baltymy, Kkurie susiridty

su antikinais pried somatotroping.

Bakterijos, kuriose buvo ekspresijos plazmidés pMON3209,
pMON3214, pBGH..; ir pMON3215, buvo saugomos sekancCiai.
Kiekviena E. coli W3110 kultiros kolonija, transfor-
muota viena plazmide arba pMON3209, arba pMON3215, arba
pMON3214, arba pBGH,,.; buvo auginamos aeruojant per
nakti 37°C temperatiiroje 5 ml LB, pridéjus 12.5 pg/ml
tetraciklino. Kiekvienos iSaugintos kultiaros 1 ml buvo
ipilamas i atskiras kolbas, kuriose buvo 25 ml 1B ir
12.5 pg/ml tetraciklino, lastelés buvo auginamos kol
ODgy9 pasiekdavo 1.0. Lastelés buvo surenkamos 5 mi-
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nutes centrifuguojant 6 000 xg, esant 4°C temperatirai.
Lastelés buvo atskirail suspenduojamos 12 ml LB, pri-
déjus 7.5% (m/t) DMSO ir greitai uZ3aldomos sausame le-
de porcijomis po 1 ml. Lastelés buvo saugomos skystame
azote. Be to apie 10 mikrogramy iggrynintos plazmidés

DNR buvo saugoma minus 80°C temperaturoje.

E. coli W3110 kultara, kurioje yra pMON3213, buvo depo-
nuota Amerikos mikroorganizmy muziejuje (ATCC), jos ko-
das - ATCC 53023. Sekos, koduojancios KkAH(L), pakeiti-
mas seka, koduojancia kAH(A), ekspresijos vektoriuje
pBGH . ;+ buvo patvirtintas igskiriant DNR pMON3213 1ir
skaldant 383 ekspresijos vektoriy fermentais EcoRI 1ir
HindIII, norint patikrinti, ar susidaro 590 baziy pory
fragmentas, o skeliant restriktaze HaeIII, turi buti
gaunamas papildomas fragmentas, kuris susidaro DNR
sekoje, koduojan¢ioje kAH(A), papildomai ivedus alanino
kodong. Galutinis jrodymas, kad tikrai ekspresijos vek-
toriuje pMON3213 yra DNR seka, koduojanti kAH(A), buvo
gaunamas dalinai nustatant 590 baziy pory EcoRI/HindIII
fragmento nukleotidy seka, naudojant buda, aprasdyta

auks3ciau.

DNR sekos, koduojan&ios kAH(A), ekspresija ir KkAH(A)
produkcija E. coli W3110 kultdroje buvo atliekama taip
pat kaip JjAH(A, L) ir JAH(A, V) atveju, kuris yra
apradytas auk8¢iau. Taip pat buvo stebima dominuojancio
22000 D baltymo produkcija, analizuojant SDS PAGE, §is

analizes metodas buvo apradytas auksCiau.

E. coli W3110 lastelés, transformuotos ekspresijos vek-
toriumi pMON3212, buvo saugomos taip pat, kaip buvo
aprasyta auk3¢iau, jos buvo naudojamos gaunant didelius
kAH (A) kiekius (fermentacijos buvo vykdomos nuo 10 iki
100 1) auginimas buvo atliekamas taip pat, kaip buvo
apradyta auk3¢iau. kAH(A) iSeiga auginant 100 1 fermen-

tatoriuje apytikriai buvo 1 g tikslinio baltymo 1 litre
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kultirinio skys&io; tai buvo nustatyta, analizuojant
radioimuninés analizés pagalba (Rozner ir kt., J.
Immunol. Methods, (1982), t. 52, p. 175-181.

Pavyzdys 4

Sis pavyzdys buvo atliktas, norint nustatyti heterolo-
giniy baltymy jAH(A, L), 3JjAH(A, V), Met-jAH(V), Met-
JAH(L) ir kAH(A), produkuoty bakterijose, butdu, apra-
Sytu Sio iSradimo realizavimo pavyzdZiuose, kuris yra
$io iSradimo objektas, N baltymy galy aminortagscé¢iy lie-

kany sekas.

Somatotropiniai polipeptidai, produkuojami E. coli lags-
telese, buvo gryninami i3 iStirpinty intarpiniy kane-
liy, kuriuose buvo vienas i3 baltymy arba jAH(A, L),
arba jAH(A, V), arba Met-jAH(V), arba Met-jAH (L), arba
kAH(A), panaudojant imunoafinine chromatografiijg, 3is
gryninimo metodas aprasytas Krivy ir Rould, Hibridoma,
(1984), t. 3, p. 151-161. Visi trijy formy somatotro-
pinai buvo i3gryninami imunoafininés chromatografijos
pagalba iki 95%; tai buvo nustatoma SDS PAGE, naudojant
gradientini poliakrilamido géli nuo 7.5 iki 15%, uZne-
Sant 1 pg i3gryninto baltymo, tai buvo atliekama pagal
Lemli, Nature (1970), t. 227, p. 680-685. ISgryninty
JAH formy baltymy koncentracija buvo nustatoma, nau-
dojant auk3to efektyvumo skys&iy chromatografijg. Bal-
tymai, prie$ nustatant aminorugsdiy liekany sekas N ga-
le, 1i3gryninti imunoafininés chromatografijos pagalba,
buvo dializuojami prie§ vandeni ir po to buvo liofi-
lizuoti. Prie$ analizuojant N galy sekas, 1iSgryninti
baltymai buvo iStirpinami 50 mM amonio bikarbonato
buferiniame tirpale su 0.1% (m/t) SDS (natrio dode-
cilsulfato) ir dializuojami 3&iame buferiniame tirpale
tam, kad paSalinti TRIS (tris-oksimetilaminometang) ir
glicing. Po to N galo sekos buvo nustatomos, panau-
dojant Baltymy aminorugscéiy liekany seky Analizatoriy,
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modelis 470A, firma Applied Biosystems (firma Applied
Biosystems, Inc., Foster Sity, Kalifornija), pagal me-
todika, apradyta Chankapiller ir kt., (1983), Methods
in Enzymology, t. 91, p. 399-413 ir Chankapiller ir
kt., (1983), Methods in Enzymology, t. 91, p. 486-493.

Lenteléje 2 pateikiami JAH(A, L), JAH(A, V), Met-jAH (V) ,
Met-jAH(L) ir kAH(A) keliy preparaty seky analizes
duomenys. Baltymo, kurio N gale yra metioninas, kiekis
lenteléje 2 pateikiamas procentais nuo bendro somato-
tropino kiekio bandinyje. Metionino nustatymui buvo
naudojami du metodai. Naudojant netiesiogini metoda,
NH,-Met-Ala-Phe-... kiekis dominuojanéioje populiacijo-
je NH,-Ala-Phe-... buvo skaiCiuojamas pagal lag-signaly
skirtuma. Kadangi &i procedira priklauso nuo "norma-
lios" sekos lag ivertinimo, kuris kinta ciklas nuo cik-
lo, tai &is metodas tinka tik grubiam NH,-Ala-Phe-...
sekos ivertinimui. Tiesioginis metodas, kurio metu bal-
tymas skaldomas Edmano reakcijos pagalba, paremtas PTH-
Met signaly dydZiy sulyginimu su PTH-Ala, atskyrus PTH-
Met signala nuo triuk3my, naudojant didelio efektyvumo
skys&iy chromatografija (HPLC). "PTH" - pazyméta fenil-
tiochidantoinas. Konkre&iai, Edmano degradacijos prin-
cipas yra reaktyvo, kuris nuskelia N gale esanCig ami-
norugdties liekanag, sgveika su §ia aminorigsSties lie-
kana, susidarant laisvam PTH ir aminorigSties liekanos
junginiui. Sio metodo pagalba galima gana tiksliai nu-
statyti seka Met-Ala-Phe-... tuo atveju, kai yra neZy-

mus uZterStumas laisva aminorugStimi.

15 duomeny, pateikty lenteléje 2, kuri yra pateikiama
Yemiau, matome, kad metioninas nera nuskeliamas, jei po
jo seka fenilalaninas. Bet, virsd 80% molekuliy, kurios
produkuojamos, naudojant genetines konstrukcijas MBS(A, L)
ir MBS(A, V), N gale yra alaninas. Metionino, esancio
baltymo gale, nuskélimo laipsnis kinta jvairiose fer-

mentacijose, bet visada yra didesnis, nei 80% nuo visy
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somatotropino molekuliy. Somafotropinu, produkuojamy
transformuotuose mikroorganizmuose, ekspresijos 1lygis
buvo pasiektas 10-15% nuo bendro bakterijy baltymo kie-

kio.
5
Lentele 2
Met-jAH(L), JAH(A, L), JAH(A, V) ir kAH(A) baltymy N galo
aminorigs&iy liekany analize
10
Metioninas N gale, &'
Baltymas Netiesioginis Tiesioginis
Met-jAH (L) 892.0 100.0
jAH(A, L) 20.3? 18.4°
10.8 6.0
jAH (A, V) 7.5° 3.0°
16.7 9.0
kAH (A) 16.7 17.0
Met-jAH (V) neanalizuota 100.0
lBaltymo, kurio N gale yra metioninas, kiekis procen-
tais, nuo bendro somatotropino kiekio meginyje.
15 2Duomenys gauti analizuojant baltymus i3 skirtingy fer-

mentacijy.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kiaulés augimo hormono gavimo buidas, apimantis kDNR,
koduojan&ios kiauleés augimo hormong, gavima, kDNR jter-—
pimg i bakterine plazmide, Escherichia coli kamieny
transformacija gauta rekombinantine plazmide, klonu,
kuriuose yra rekombinantinés plazmidés, atranka ir kDNR
i§ $iy plazmidZiy iterpimg i ekspresijos vektoriy, Ppo
to sekanda Escherichia coli kamieny transformacija gau-
ta rekombinantine plazmide, transformuoty kamieny at-
ranka, kultivuojant terpeje, galutinio produkto iSsky-
rimg ir gryninima, b e s 1 s k iriantis tuo, kad
siekiant gauti kiaulés augimo hormona, kurio N-gale yra
alaninas, i kDNR fragmentga, isskirta i3 rekombinantineés
plazmidés pPPGHey-1-/ vietoje DNR sekos, koduojancios
kAH(F), iterpia alanino kodong prie pat vieno arba ke-

liy, esanc¢iy greta, ATG kodony.

2. Budas pagal 1 punktg, b e s i skiriantis

tuo, kad kiaulés augimo hormonas yra kAH (A) .

3. Heterologinio polipeptido, kurio N gale yra alani-
nas, gavimo bakterijose budas, besiskirian-
t i s tuo, kad vykdo genomines DNR ekspresija pasi-
rinktose bakterijose, paminétoje DNR auks&iau minéto
polipeptido kodonai yra i%kart po vieno - triju, greta
esan&iy, metionino kodonuy, ir idskiria sintetinamg mi-
néty bakterijy viduje polipeptida, kurio N gale yra

alaninas.

4. Budas pagal 3 punkta, b e s i s kiriantis
tuo, kad ne maziau 80 % (pagal svorji) susintetinto
auks&iau minétoje bakterijoje po auksciau minétos DNR
ekspresijos polipeptido sudaro polipeptidas, kurio N gale

yra alaninas.
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5. Budas pagal 3 punkta, b e s i s k i riantis
tuo, kad naudoja E. coli bakterijas.

6. Budas pagal 3 punkta, b e s i s k iriantis
tuo, kad auk3iau mineto, gauto polipeptido amino rags-
¢iy liekany seka i3 esmés yra tokia pat, kaip sutinkamo

gamtoje eukariotinio polipeptido.

7. Bidas pagal 6 punkta, b e s i s k iriantis
tuo, kad eukariotinis polipeptidas turi somatotropinj,

aktyvumg.
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