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Ser-Xj - Xo-rscu-PA 43411 0,

kurioje X1 ir X2 yra tam tikros aminortgs¢€iy liekanos arba trumpi polipeptidai, X2 vietoje gali bati vienguba jungtis
ir rscu-PATA3ATT neglikozilinta aminoragsciy sekos sritis nuo 143 (Glu) iki 411 (LeuOH) i8 scu-PA 54 k. Siems
junginiams gauti buvo sukonstruotos naujos plazmidés, kurios patios smulkiau apraSomos arba apraSomas jy
konstravimas. Jos ekspresuoja aukstomis iSeigomis tinkamuose bakterijy kamienuose nepasizymintj plazmino-
geno aktyvacija produkta. Po iy junginiy modifikacijos gaunami nauji viengrandziai junginiai, kuriy formulé |,
svarbls, kaip plazminogeno aktyvatoriai.
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Pagal 5i aprasyma nauji polipeptidai yra efektyvas
plazminogeno aktyvatoriai, todeél Jjie su didele sékme
naudojami kaip trombolitinés medZiagos. Gydant fibrino
sudarytus trombus kraujagyslése, pavyzdZiui, miokardo
infarktas, plau¢iy arterijos embolija, galuniy veny ir
arterijy tromboze ir kt., didele reiksme turi plaz-
minogeno aktyvatoriai. Apytikriai nuo 1950 m. pradZios
zinoma, kad Zmogaus $lapime yra maZiausia vienas pro-
teolitinis fermentas, kuris paverc¢ia plazminogeng i
plazming, tai yra, i fermentg, kuris suskaldo fibring i
tirpius polipeptidus 1ir tuo padiu idtirpina fibrino
trombus. Sis plazminogeno aktyvatorius buvo pavadintas
urokinaze, po to pasirodé, kad faktiskai egzistuoja
ivairios urokinazeées formos, maZy maZiausia Zinomas nuo
1970 metu urokinazes pirmtakas - prourokinazé. $§i prou-
rokinaze turi vieng grandine, taip pat yra vadinama
scu-PA (urokinazes tipo vienos grandinés plazminogeno
aktyvatorius). Sig scu-PA sudaro 441 aminortgsties lie-
kana, gamtineje formoje vyra glikozilinta 302 amino-
rigSties liekanos. Sios scu-PA molekuliné mase (M) 1i-
teratdroje yra nurodoma apytikriai 54 000 daltony.

Po to, kai 1977 metais Nolan ir kiti (Biochim. Biophys.
Acta 496, p. 384-400) nustaté Zmoniy audiniy kultiaroje,
tarp Kkitko, wurokinazés profermentg, kurio molekuline
masé atitiko Zinomos mazZos molekulinés masés formos
urokinazés molekulinei masei (31 500 D), Wijngaards ir
kiti (Thrombosis Res. 42 (1986), p. 749-760) ir Pijken
ir kiti (Thrombosis Res. 42 (1986), p. 761-768) prane-
Se, kad egzistuoja prourokinaze, kurios dydis 30kD (30 ki-
lodaltony), bezdZioniy audiniy kultiroje, apie jos gry-
ninimg ir fibrinolitines savybes. Taip pat 1986 metais
Strump ir kiti pranesé (J. Biol. Chem. 261 p. 17120-
17126), kad Zmoniy auglio CALU-3 (ATCC, HTB 55) super-
natente yra vienos grandinés prourokinazeé, kurios mo-
lekuliné mase (M,) yra apie 32 000 daltony ir tam, kad

skirti nuo didelés molekulinés masés prourokinazeés
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("scu-PA 54k") buvo pavadinta "scu-PA32k". Sis scu-PA 32k
atitinka scu-PA 54k, kuriame néra 143 aminorigsciy lie-

143

kany 1% N-galo (nuo Ser' iki Glu ), glikozilinta yra

ta pati aminorug3ties liekana 302 (Asn.).

Publikuotoje Europos paraiskoje Nr. 247 674 Al apra-
fomas scu-PA32k gavimas i3 lagsteliy linijos CALU-3 mai-
tinimo terpés ir i transfekuoty plazmidemis pSVscu-PA-32k
ir pSVSDHFR lgsteliy CHO- (kinietidky Ziurkény kiausdi-
diy lastelés) maitinimo terpés. Nors ten minima gali-
mybé panaudoti genetiSkai pakeistus mikroorganizmus,
norint gauti scu-PA 32k, bet papildomas aprasSymas arba

atitinkamas pavyzdys nepateikti.

Europcs parai&koje Nr. 92 182 AZ aprasoma, tarp kitko,
DNR koduojanciy mazos molekulines masés urokinaze, ku-
rios molekuliné masé apie 33 000 daltony, ir atitinkamy
plazmidziy gavimas, o taip pat Jjuy ekspresija E. coli
K12 294 (ATCC, 31 446) lastelése neglikozilinto balty-
mo, kurio molekulineé masé apie 33 000 daltonuy, su nuro-
dyta ten fig. 2A aminortgs&iy liekany seka, kuri ati-

tinka srityje nuo 133 iki 411 scu-PA 54k baltymui.

Apie kai kurias neglikozilinto produkto, kuriame yra
136-411 aminorug3¢iy liekanos, apradé 1987 Gunz-Iev ir
kiti (Trombozé ir hemostaze, 58(1987) p. 216) .

Publikuotame Europos patente Nr. 312 941 A2 aprasomi
scu-PA 32k struktiros polipeptidai, turintys prouroki-
nazés aktyvuma, kurie &iuo atveju turi papildomg sriti
nuo 136 iki 143 aminorugs$ties 1liekany arba atskiras
sritis, kuriose, esant biutinumui, (priklausomai nuo N-
galo prigimties) 156 aminorug3ties liekana (Arg) pa-
keista, ir ju gavimas, ekspresuojant atitinkamoms plaz-

midems E. coli K12 JM10S5 lastelése, kurios metu vyksta

§iy peptidu ekspresija, produktas kaupasi vidulgs-

teliniuose intarpiniuose kuaneliuose.
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Pateikiamas 1iSradimas yra naujuy polipeptidy, kuriy
bendra formulé - I arba kurie atitinka struktirine
schemg, pateiktai fig. 1, panaudojimas tepapijoje plaz-

minogeno aktyvatoriais:

143-411

Ser-X,-X,-rscu-PA (I),
kurioje
rscu—PAlu““J~neglikozilinta aminorigsc¢iy sekos sritis

nuo 143 (Glu) iki 411 (LeuOH) i3 scu-PA 54k,

X, - viena 18 Siy aminortgdcCiy liekany: Asn, Pro arba
Ser ir
X, =- vienguba jungtis arba Glu, Pro-Glu, Pro-Pro-Glu

arba Glu-Leu-His-Leu-Leu-Gln-Val-Pro-Ser-Asn.

Geriausia, kal X; yra Asn arba ypatingai Ser. Ge-
riausia, kai X, yra paprasta jungtis arba Glu, Pro-Glu

arba Pro-Pro-Glu.

Teikiama pirmenybé tiems Jjunginiams, kuriy bendra (I)

formule yra:

143-411

Ser-Ser-Pro-Pro-Glu-rscu-PA (Ia),
kurioje

rscu-Pa' M _turi ta paCig reikSme, kuri nurodyta auk3-
Ciau, formuleje (I).

Nauji junginiai, kuriy formulé yra (I), turi stipriai

i8reikstg specifiskumg lizuojant fibrino kresSulius,
t.y., Jie aktyvuoja plazminogeng, esant fibrinui, Dbet
neskelia arba labai silpnai skelia cirkuliuojanti plaz-

minogena, paversdami ji i plazming. Tokiu budu pasie-
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kiamas fibrino kresuliy iStirpimas, iSvengiama nepa-
geidautiny terapijoje kreSejimo faktoriy ir kity bal-
tymy suardymo, nes, esant plazminul, tai vyksta ne taip
stipriai, kai naudojami nespecifiniai plazminogeno ak-
tyvatoriai. Nauji junginiai, kuriy formulé yra (I),
skirtingai nei scu-PA 54k arba Jjo neglikozilintai
baltyminei daliai ("zaruplaze"), iSsiskiria padidintu
apytikriai 1.7 karto specifiniu amidolitiniu aktyvumu
(matuojama naudojant chromogenini substratga piro-Glu-
Arg-p-nitroanilidg po pervedimo 1 dvigrandiius plazmi-
nogeninius aktyvatorius plazmino pagalba). Jei matuo-
iama tiesiogiai fibrinolitinis aktyvumas fibrino-agaro
pléveléje, tai nauji junginiai, kuriu formule yra (I),
lyginant su scu-PA 54k, <turi 2,5-3 kartus didesnj
efektyvumg (lizuotas plotas mm’ miligramul baltymo). Be
to, naujil junginiai, kuriy formule yra (I), priedingail
nei scu-PA 54k arba "=zaruplaze", negali susiristi su
specifiniais lasteliy urokinazes receptoriais ir deak-
tyvuotis. Tokiu biddu, Jjie ilgesni laiko tarpa cirku-
liuoja ir sustiprina terapini veikimg. Deka stipresnio,
palyginus su ijprastomis fibrinolitinémis priemonémis,
specifinio veikimo ir didesnés galimybes biosintezei
veikimo vietoje, pasiekiama patikimesné lizavimo tera-
pija su mazesnémis dozémis ir maZesniais pa$aliniais

poveikiais, tokiais kaip kraujavimas.

Efektyviai ir patikimai trombolizei, specialiail esant
arterijuy trombams, ypatingai esant miokardo infarktui,
terapiskai efektyvi vienkartiné doze suaugusiam yra tik
iki 15 mg junginio, kurio formule yra (I). Palyginimui
reikia pateikti darbo Bode ir kt. (Am. J. Cardiol. 61
(1988) p. 971-973) duomenis: ivedus 74 mg glikozilinto
scu-PA 54k, seéekminga trombolizé wvyksta tik 55% atvejuy,
ir reikia atkreipti démesi, kad Siam Zinomam produktui
pagal Bode ir kt. (Circulation 81 (1990) 907, p. 910),
esant reikalingoms didelems dozems, beveik nespecifis-

kai lizuoja fibrinini kre3uli ir, pagal daugelio tyri-
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netojuy duomenis, Sios didelés dozés sukelia ry3ky nei-

giamg poveiki hemostatinei sistemai. R

Nauji junginiai, kuriy formulé yra (I), gaunami rekom-
binantines DNR technologijos pagalba. Tam, pagal $i i&-
radimg, buvo sukurtos naujos plazmidés, jos ekspre-
suotos tinkamuose bakterijy Seimininkuose ir po pro-
dukto, gauto su didele i3eiga, veikiancio ne kaip plaz-
minogeno aktyvatoriai, procesingo, gauti nauji jun-

giniai, kuriy formule yra (I).

Kaip ir daugumoje atvejuy, ekspresuojant eukariotinius
baltymus bakterijose, taip ir junginiai, kuriy formulée
yra (I), lasteleje yra denaturuoti intarpuy kineliuose,
kurie Cia ir Zemiau Zymimi "probaltymu", kuris po tar-
pinio procesingo turi buti surinktas atgal su teisinga
norimo produkto tretine struktdra. Tokiu budu gauty
junginiu, kuriy formuleé yra (I), plazminogeninio akty-
vatoriaus kieki galima nustatyti, pav., pridedant plaz-
mino prie atitinkamo dvigrandZio neglikozilinto maZos
molekulines masés urokinazés darinio, kurio po to nu-
statomas fermentinis aktyvumas ir tai yra junginio,
kurio formulé yra (I), kiekio matas. Bet, aisku, taip
pat galima nustatyti probaltymo iSeiga arba junginio,
kurio formule yra (I) ir tuo paliu ekspresijos 1lygi,
pavyzdziui, elektroforegramos, kurioje yra visi pro-

dukuojami baltymai, desitometrijos pagalba.

Pagal 5i iSradimg plazmides iSsiskiria tuo, kad jy ope-
ronas turi reguliuojamg, duotu atveju sintetini, pro-
motoriy, veikianti, kaip ribosominé ry$io vieta, Shine-
Dalgarno- seka, startini kodona, sintetini junginio,
kurio formulé yra (I), struktarini geng ir 5'- kryptimi
strukturiniam genui maZzy maziausia grandinés nutraukimo
agenta. Geriausia, kad buty du vienas po kito sekantys
grandines nutraukimo agentai, ypatingai trpA grandine

nutraukiantis agentas ir/arba tetA/orfl grandine nu-
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traukiantis agentas i§ Th10 (pal. Schollmeier ir kiti
Nucl. Acids Res. 13 (1985) p. 4227-4237).

Reguliuojamas promotorius - tai Trp promotorius arba

Tac  promotorius.

Kontroliuojamoje plazmidziy srityje, pagal i3radima,
tarpas tarp Shine-Dalgarno-sekos ir startinio kodono

yra 6 -12, geriau 8 -10 nukleotidy

Konstruojant pagal §j i8radimg, i plazmidés struktarini
geng iterpia koduojandias aminortgstis-tripletus, kuriy
baziy seka pateikta lenteleje. Be to, strukt@riniame

gene galil biti pakeisti ne visi tripletaz

Aminorigstis Tripletas
argininas CGT
leucinas CTG
valinas GTT
glicinas GGT

IS kitos pusés, konstruojant struktiarini geng tikslin-
ga, esant galimybei, vengti $&iy kodony (taip pat ir
Siuo atveju struktiriniame gene gali biti pakeisti ne

visi tripletai):

Kodonas, kurio reikia vengti Aminorugdtis
ATA izoleucinas
GTC valinas
CCC prolinas
AAG lizinas
AGG, AGA, CGG, CGA argininas

GGA, GGG glicinas
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Déka $Sio kodony pasirinkimo struktdriniame gene ir deka
auksc¢iau nurodyty poZymiy kontroliuojanc¢ioje _dalyje,
stipriai sumaZéja galimybé susidaryti antrinéms struk-
tdroms tarp struktdrinio geno ir kontroliuojand&ios

srities.

Sintetiniy struktiriniy geny, koduojanéiy junginius,
kuriy formule yra (I), gavimui pirmiausia sintetina nu-
kleotidus po 40 -80 baziy sekas. Tikslinga jas sinte-
tinti po 1 puM ant nes$iklio pagal Adams ir kt. J. Am.
Chem. Soc. 105 (1983) p. 661 -663, naudocjant DNR sinte-

zatoriy (Mode II Biosearch 8600 modelis, New Brunswick

Scientific Co). Kailp monomeriniai sintonai naudojami
prekybiniai reikalingu dezoksiribonukleozidy B-ciane-
til-apsaugcti diizopropilaminofosforamiditai. Po nedik-
lio nuskelimo, galinés tritil-apsaugotos grandinés ste-
riliomis salygomis nudruskinamos gelfiltracijos pagalba
ir valomos, po to du kartus frakcionuojamos atvirkd&ios
fazes pirmgja preparatyvine plonasluoksne chromato-
grafija. Pagrindinis produktas detritilinamas ir po
kity dvieju valymy preparatyvine plonasluoksne chroma-
tografija gaunamas reikalingas 3varus oligonukleotidas,
jo Svarumas tikrinamas gelelektroforezeés pagalba (PAGE).

IS 4-9 grupiu $iy atskiry nukleotidy grandiniu gaunami
fragmentai, kuriy 1ilgis apie 200 nukleotidu, del to,
kad galiniai oligonukleotidai su atskiromis grandinemis
S'-gale fosforilinami ir atitinkamos papildomos gran-
dines kartu su galiniais oligonukletidais persidengia.
Gautus po persiklojimo fragmentus, kuriuos galima klo-
nuoti 1ir Jjie turi sudvigubintas grandines, iterpia |
tinkamus linijinius ne$iklius. Tolesnis veiklos prin-

cipas iSplaukia 1§ pateikty pavyzdZiy.

Panaudoti Siame iSradime sutrumpinimai turi sekandias

reikSmes:
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bp baziy poros
DES52 anijonitas "Whatman" firmos
EDTA etilendiamintetraacto ruagstis
IPTG izopropil-fB-D-tiogalaktopiranozidas
PA plazminogeninis aktyvatorius
PAGE elektroforeze poliakrilamidiniame geélyje
PU Ploug vienetai
SDS natrio dodecilsufatas
S.D. - Seguenz Shine-Dalgarno seka
tris-HC1 trishidroksimetilaminometano
hidrochloridas
Tween-80 polietilencksido (20) sorbitanmonooleatas
TMAC tetrametilamonio chloridas
Pagal 383 1i1Sradima, konstruojant plazmides, pasirenkama
prekybine plazmidé pBR 332 (4363 bp). DaZniausia i3 jos
paSalinama nic/bom - sritis ir/arba tetraciklinui re-

zistentinis genas. Tam nebOtina pilnai pa8alinti tetra-

ciklino rezistentini geng, pakanka tokiy pakeitimy, kad

plazmidé nesuteikty atsparumo tetraciklinui

muotiems jos

priemoniy

Ziausia vienos srities 135 tetraciklinui

pagalba

(paSalinamas nic/bom -

transfor-

bakterijy kamienams. Déka Siy
srities ir maZuy ma-

rezistentinio

geno) gaunama taip vadinama "saugi plazmide".

Pagal §i isradima,

ravimui i$ modifikuotos,

mides pBR 332

(arba 18

pirmenybeé teikiama plazmidés konst-
kaip aprasyta auksciau,
kity,

plaz-

minimy toliau), sekanti

operacija yra sintetinés polilinkerinés sekos ivedimas

tarp EcoRI ir HindIII kirpimo vietos.

seka

esancCias tarp

seka tarp Xbal ir Ndel,

(ziar. fig.

ju bazes

Si polilinkeriné

3) turi nustatytas kirpimo vietas,

laisvai pasirenkant, i&skyrus

kuri turi ribosomine suri3imo
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vietg (Shine-Dalgarno seka) i% B. subtilis Xyl operonas
5'-AAGGAG-3' (Wilheim ir kiti, Nucl. Acids Res. 13
(1985) p. 5717-5722) ir nustatytg fragmentg tarp S.D. -

sekos ir startinio kodono ATG. Po S.D. - sekos esandios
bazes GAAAT, gautos i% Wilheim ir kt. ir sujungtos su
CATATG NdeI kirpimo vietoje. Tokiu badu, tarpas tarp
S.D. - sekos ir ATG yra 8 baziy poros. Atstumai tarp
atskiry kirpimo viety polilinkerinéje sekoje pagal klo-
navimo teorijag turéty tureéti 20 nukleotiduy ilgi, ko pa-

sekoje, palengvéja tarpiniy fragmenty paSalinimas.

Polilinkerinés sekos pagalba i plazmide ijvedamos kir-
pimo vietos, kurios - tikslingos ivesti PO grandinés
nutraukimo agento transkripcijos, - palengvina jterpti
einanc¢ias viena po kitos struktidrinio geno sekas ‘Jjun-
giniui I, geriausia, pradedant nuo baltymo C-galo,
t.y., nuo gaunamo struktGrinio geno DNR grandineés
3'-galo, taip pat, pavyzdZiui, sintetinio, i3skirto 1§
kitos plazmidés, arba prekybinio Trp arba Tac pro-

motoriaus jterpimg.

Panasiu budu galima pradeti plazmidZiy konstravimg i
kituy Zinomu komerciniy plazmidZiy, kurios turi vienin-
teles EcoRI ir HindIII kirpimo vietas, tokiy kaip:
PHCY9, pHC12, pHC13, pHC18, pHC19 ir kitos.

Taip, pavyzdZiui, gaunama plazmide PGR Tac 06 (zZiar.
pavyzdy ir fig. 8). Si plazmidé koduoja jungini, kurio
formule I, kurioje X; reidkia Asn ir X, - sekg: Glu-Leu-
His-Leu-Leu-Gln-Val-Pro-Ser-Asn (Ziar. fig. 9). &is

junginys toliau Zymimas " PA/Q6" .

Sig seka koduoja nuo Nde I ir Xba I nukleotidy, kuriems
laisvai buvo pasirinkti baltymo scu-PA 54k N-galo
kodonai. Si seka nutraukiama ties Leu-Leu, Pst I kir-

pimo vieta.
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Sis ekspresuotas, pavyzdZiui i E. coli lasteles, bal-
tymas PA/06 po struktiros atstatymo, nelauktai pasi-
zyméjo dideliu fibrinolitiniu aktyvumu, tikrinant ant

fibrino-agarinés pléveles.

Jei plazmidéje pGR Tac 06 pakeiciamas Tac promotorius
tarp Eco R I ir Xba I sintetiniu Trp promotoriumi

(ziur, fig. 10), tai gaunama pGR Trp 06 plazmidé.

Transformuotos pGR Trp 06 pagalba E. coli lasteles
K12JM 103 (ATCC 39 403) po indukcijos indolakrilo
rigstimi produkuoja intarpiniais kaneliais baltymg, ku-
ris pc lgsteliy lizavimo ir baltymo struktiros atsta-
tymo pasiZzymi fibronolitiniu aktyvumu, tikrinant ant

fibrino-agarinés plévelés.

Pagal si 1i8radimg, kitas plazmides galima gauti i3
sukonstruoty plazmidZiy, aprasSytu auks¢iau, pavyzdZiui
Eco R I ir Hind III pagalba gaunamas sintetinis struk-
tirinis genas su visais reguliacijos elementais ir

iterpiamas i kitg enterobacteriaceae 3Zeimos bakterija,

ypatingai sugebandia autonomidkai daugintis. E. coli,
plazmide, kuri tam buvo linerizuota ir sutrumpinta
pjuviai nuo Eco R I ir Hid III. Principe, tokiu pat
btdu, bet naudojant Eco R I ir Xba I, galima pakeisti
bet kurioje 3Siame iSradime esanciy plazmidZiy, pavyz-
dZziui, Trp promotoriy Tac~ promotoriumi (ir atvirk$-

¢iai) .

Pagal 381 i8radimg, plazmides, prailgintas tarp Shine-
Dalgarno sekos ir startinio kodono ATG, galima gauti,
kaip aprasyta auks$&iau, sukonstruota plazmidé, kur mi-
nimas tarpas yra, pavyzdZziui, 8 nukleotidai, kerpama su
Nde I, wuZpildomos kirpimo vietos ir uZciklinami nu-
pjauti galai, taip gaunama pagal §1i i8radimg plazmide,
kuroje atstumas tarp S.D. - sekos ir startinio kodono

yra 10 nukleotidy.
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Konstruojant strukturinius genus, kurie koduoja jun-
ginius, kuriy formule I, pasirenkamos tokios nukleotidy
sekos, kuriy 5' gale yra metionino kodonas, po kurio
seka serino kodonas. Ekspresuojant §j strukturini gensg,
del to kad rysys tarp Met-Ser nestabilus, gaunami
junginiai, kuriy formulé I, su serinu aminordgs$ties N-
gale. Tinkami struktUriniai genai, kurie koduoja jun-
ginius, kuriy formule I, atitinkami 5'galai (baltymy,
kuriy formule I, N-galy atitinka sriti Ser-X,-X, ir
koduojamas, bet baltyme nesantis metioninas nurodytas

skliausteliuose) :

(Met) Ser Asn-

ATG AGC AAT

(Met) Ser Asn Glu-

ATG AGC AAT GAA

{Met) Ser Pro Pro Glu-

ATG AGC CCA CCA GAA

(Met) Ser Ser Pro Pro Glu-

ATG AGC AGC CCA cca GAA

(Met) Ser Asn Glu Leu His Leu Leu Gln val Pro Ser ASn

ATG AGC AAT GAA CTT CAT CTG CAG CAA GTT CCA TGC AAC

Kaip buvo paZyméta, bakterijos, transformuotos &%io is-
radimo plazmidémis, pasizymi auk3tu ekspresijos lygiu.
Tinkamy transformavimui Seimininky paieska atliekama
zinomais budais. $io isradimo plazmidZiy ekspresijai
geriausia tinka E. coli arba giminingos Enterobac-

teriaceae Seimos bakterijoms, kaip Pseudomonas,

Salmonella, Enterobacter, Klebsiella arba Serratia

kamienai.

Labiausia tinkami &eimininkai yra E. coli, pavyzdziui,

E. coli GRT-I kamienas ir ypatingai E. coli K12 po-

grupio kamienai, tokie kaip: E. coli GRT-I kamienas ir

ypatingai E. coli K12 pogrupio kamienai, tokie kaip:
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E. coli K12 JM101 (ATCC 33876), E. coli K12 JM103 (ATCC
39403), E. coli K12 JM105 (DSM 4162), E. coli K12 MM294
(ATCC 33625), E. coli K12 (ATCC 31446) arba E. coli K12
DHI (ATCC 33849).

E. coli ekspresijos sistemose, kuros turi Tac promo-
toriy, indukcija galima atlikti, pavyzdZiui, pridedant
laktozés arba pa$alinant gliukoze, bet geriausia - B-D-
tiogalaktopiranozidu (IPTG). Jei plazmideje vyra Trp
promotorius, tai indukcijg geriausia vykdyti indolak-
rilo, indolakrilacto arba indclakrilpropano riagstimis.
Taip pat suprantama, kad indukcijg galima vykdyti ir su

kitais Zinomails induktoriais.

Po indukcijos ir pasiekus tam tikra lgsteliu tankij,
lastelés centrifuguojamos ir nuosedes, suspenduotos
druskos tirpale, homogenizuojamos 1r lgsteles suar-
domos. Po pakartotino centrifugavimo, nuosedose lieka
probaltymas, kurio formulé yra I, kartu su lasteliy
nuolauzomis. Probaltymas iStirpinamas gaunidinhidro-
chlorido tirpale ir paveikiamas redukcijos-oksidacijos
sistema (pavyzdZiui, oksiduotu ir redukuotu glutatio-
nu), tam kad baltymas igauty natyvig konformacija,
t.y., susidaryty junginiai, kuriy formule I. Sie jun-
giniai lieka reakcijos mi3inyje iStirpe ir galima juos
isgryninti iprastinémis operacijomis (pavyzdZiui, chro-

matografija ir po jos sekancCia liofilizacija).

Analitiniams tikslams tikslinga dirbti taip: fermentuo-
jamos transformuotos 3$io iSradimo plazmidemis E. coli,
pasiekus reikiama lasteliy suspensijos tanki, indukuo-
jama baltymo ekspresija. Po reikiamo laiko fermen-
tacijos, suspensija dalimis centrifuguojama, lgsteles
liozuojamos lizocimu (1 mg lizocimo 1 ml 50 mM Tris-HCI
buferinio tirpalo, pH 8.0, su 50 mM EDTA ir 15% sachro-
zés) . Homogenizuotos lastelés tirpinamos 4-5 M gauni-

dino hidrochlorido tirpale, praskiedus iki guanidino
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hidrochlorido 1.2 M koncentracijos, pridedama redukto-
riy (glutationo, merkaptoetanolio arba cisteino) su
priéjimu orui paliekama kelioms valandoms, kad atsi-
statytu baltymo strukttra (palyg. taip pat Winkler ir
kiti Bioche. 25, 1986, p. 4041-4045). Tokiu bidu gauti
viengrandziai junginiai, kuriy formule I, pridejus
plazmino, paver¢iami i atitinkamus dvigrandzius poli-
peptidinius darinius, kuriy aktyvumas nustatomas su
chromogeniniu substratu piroGlu-Gly-Arg-p-nitroanilidu,
kuris skaldomas tik dvigrandziy aktyviy urokinaziy. 8i
junginio, kurio formulé I, aktyvacija atliekama plaz-
mino tirpalu 50mM Tris-HCL buferyje su 12 mM natrio
chlorido, 0.02% Tween 80, kai pH 7.4 37°C temperatiroje
keleta valandy. Junginio santykis su plazminu turi bati
apytikriai nuo 100 iki 1500 vienam moliui plazmino,
perskaiciavus moliais, arba nuo 8000 iki 36000 su 1,
skaiCiuvojant pagal fermenty aktyvumo vienetus. Aktyvumo
nustatymas atliekamas 50 mM Tris-HCl buferiniam tirpale
su 0.36 mM natrio chlorido, kai pH 8.8, pridéjus 0.36 mM
aprotinino (plazmino susilpninimui) ir 0.27 mM subst-
rato 37°C temperaturoje. Priklausomai nuo junginio, ku-
rio formule I, kiekio, po 5-60 minué¢iy inkubavimo reak-
cija stabdoma, pridedant 50% acto ragdties ir optinis
tankis matuojamas 405 nm bangoje. Taip nustatant akty-
vumg, pagal substrato gamintoja (Kabi Vitrum, Svedija),
0.05 vienetais optinio tankio padidéjimas 405 nm ban-
goje per 1 minute atitinka 25 Ploug urokinazés viene-

tams 1 ml standartinio tirpalo.

ISradimo figlrose pavaizduota:

Fig. 1: Junginiuy, kuriy formulée T, struktiros
schema, nurodant butinus disulfidinius

tiltelius

Fig. 2a ir 2b: Plazmidés pBF 158 konstravimas i3 komer-

cines plazmidés pBR 332. Konstruojant,
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vienas po kito paSalinami nic/bom sritys
ir didesne dalis atsparumo tetraciklinui

geno.
Sintetiné polilinkeriné seka.

Plazmides pBF 158-01 konstravimas. Pa-
teiktas intarpas sintetinés polilin-
kerines sekos plazmideje PBF 158 tarp

EcoR I ir Hind III kirpimo vietas.

Plazmideés pBF 158-01 konstravimas. Frag-
mentas Cla I - Hind III pakeiciamas ati-
tinkamu fragmentu "T" i3 plazmidés pRT
61 (Zitr. Jorgensen ir kiti J. Bacteriol.
138, 1978, p. 705-714), kuriame vyra

tetA/orf L grandinés nutraukimc agentas

18 TnlC (zitGr. Sohollmeier ir kiti Nucl.
Acids Res. 13, 1985, p. 4227-4237).

KoduojancCio geno sintetiniy fragmenty
nukleotidy sekos (Juy ijungimas, sudarant
struktidrini geng junginiams, kuriy for-
mulée I, pagal 38i iSradimg, i plazmide
pBF 158-01, T apraSomas I d pavyzdyje ir

pavaizduotas fig. 7a-7c)

Plazmidziy pBF-02 T - pBF 158-06 konst-
ravimas, iterpiant oligonuleotidinius
fragmentus M4-M8, pradedant nuo plaz-
mides pBF 158-01 T nuo C-galo.

Plazmidé pGR Tac 06, gauta is pBF 158-06
T, iterpiant Tac promotoriuy tarp EcoRI ir

Xbal (Zidr. pavyzdi 1)
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Nukleotidy seka, iterpta tarp Nde T 1ir
Sac I kirpimo viety plazmidéje pGR Tac 06
ir atitinkanti aminorug$ciy seka. Amino-

ruagsééiy numeravimas toks pats kaip fig. 1.

Sintetinio Trp promotoriaus nukleotidy

seka.

Junginiy, kuriy formulé I, arba juy pro-
baltymy, sukonstruoty pagal fig. 9,
transformuotu pGR Tac 06 plazmide su Tac
promotoriumi E. coli lastelése, ekspre-
sijos lygio priklausomybé, indukuojant
IPTG, kai laikas lygus 0. Nurodomi akty-
vumai Ploug vienetais 1 ml kulturos
skysCio, kurio optinis tankis lygus 1, ma-
tuojant 578 nm bangoje, nustatyti nau-
dojant chromogenini substratg (o----- 0)
po nuskélimo plazminogenu ir be skelimo
(8- - -®) Nurodyti aktyvumai yra vidur-

kiai i3 4 fermentaciju.

Nukleotidy sekos 1ir atitinkanti amino-
rogs¢iy seka Jjunginiu, kuriy formule
(Met)*Ser—Xl—Xz—rscu—PAlu'“l. Metioninas,

nurodytas skliausteliuose, nukerpamas

E. coli lasteleje.

Junginiu, kuriy formule I, arba juy pro-
pbaltymy, transformuoty pGR 318, pGR 319
arba pGR 327 tai yra su Trp promotoriumi
E. coli K12 JM 103 1lastelése, eksp-

resijos 1lygio priklausomybe. Indukcija
buvo atliekama, kai laikas 1lygus 0 su
indolakrilio ruag&timi. Nurodomi akty-
vumai Ploug vienetais 1 ml kulturos

skys¢io, kurio optinis tankis 1lygus 1,
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matuojant 578 nm bangoje, nustatyti nau-
dojant chromogeninj substrata (0----0)
po nuskélimo plazminogenu ir be skélimo

(- - -®).

Pateikiamuose pavyzdZiuose eksperimentuose naudojami
komerciniai fermentai (palygink Nachr. Chem. Techn.
Nab. 35, 1987, p. 939).

Naudojamos pavyzdZiuose mitybinés terpés talp pat ko-

mercines.
Pavyzdys 1:

Ekspresines plazmides pPGR Tac 06, kuriose koduojami
junginiai, kuriy formule I, pagal fig. 9, su sintetiniu

Tac  promotoriumi, konstravimas.
A. Plazmidés pBF 158 konstravimas

i) I3 plazmidés pBR 322 (Farmacija, Nr. 27-4902, 4363 bp)
pasalinama nic/bom sritis, kuri yra tarp 2207 ir 2263
baziy (Ziur. Winnacker, "Genai ir klonai", leidykla
VCH, Vainhaim, 1985, p. 296), sekan&iu budu (Zidr. taip
pat fig. 2): pBR 322 plazmide perkerpama su Nde I ties
2998 baze ir tuo paliu plazmide linerizuojama. Lipnus
galai wuZpildymo reakcijos pagalba uzbukinami (ziur.
Maniatis ir kiti, Molecular Cloning, Cold Spring
Harborlab, 1982). Po to kerpama ties 2068 baze su Pvull
ir abu plazmidés pBR 322 lipnius galus jiprastu badu
sujungia ligaze T4. FO to transformuojama 1 kompe-
tentines E. coli K12 JM 103 (ATCC 39403) 1lasteles
(#iGr. Hanahan, DNA Cloning, T.I, IRL Press, Oksford,
1985, p. 109-135). Transformuotos lastelés kultivuo-

jamos terpéje, kurioje yra 150 pg/ml ampicilino. IS
gauty klony strenkami tie, kurie savyje turl plazmide

pBF 157, kuri skiriasi nuo pradinés plazmides pBR 322
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230 nukleotiduy: a-Pst-BspMII, b-PstI-Ball, c-PstI-Aval
fragmentais. Abiejy vieninteliy PvulIl ir NdeI kirpimo
viety, esanciy plazmidéje pBR 332, plazmidéje pBF 157

nera.

i) I8 plazmidés pBF 157 didesnioji tetraciklinui at-
sparumo geno dalis paSalinama, kerpant EcoPV-Nrul ir
sujungiant lipnius galus. Po transformacijos i E. coli
K12 JM 103 ir kutivavimo terpéje, kurioje yra 150 pg/ml
ampicilino, gaunami klonai, 13 kuriy atrenkami tokie,
kurie turi sgvyje plazmide pBF 158. §i plazmidé mazesné
787 nukleotidais, nei pBF 157 ir skiriasi tuo, kad joje
nera BamHI kirpimo vietos. Transformuoti kamienai plaz-

mide pBF 158 neigyja atsparumo tetraciklinui.

B. pBF 158-01 plazmidés konstravimas, sintetines po-

lilinkerinés sekos iterpimas

Is plazmidés pBF 158 EcoPI ir HindIII iSkerpamas 31
nukleotido fragmentas ir i ta vietg iterpiamas mul-
tiklonavimo saitas, kurio seka parodyta fig. 3. Po tran-
sformacijos i E. coli K12 JM 103 lasteles ir kultiva-

vimo terpéje, kurioje yra 150 jug/ml ampicilino,
atrenkami klonai, kurie turi sgvyje plazmide pBF 158-
0l1. Si plazmidé nuo pBF158 skiriasi tuo, kad ji turi
papildomas vieninteles kirpimo vietas Xbal, NdeI, EagI,
KpnI, Spel ir turi antrg PstI kirpimo vietg (fig. 4).

Tarp Xbal ir NdeI yra Shine-Dagarno seka i3 Xyl operon

B. subtilis (Ziur. Thelm ir kt, cituotoje vietoje).

C. pBF 158-01, T plazmidés konstravimas, transkripcijos

grandinés nutraukimo agento iterpimas.

I5 plazmidés pBF 158-01 pa$alinamas Clal - HindIII

polilinkerines sekos fragmentas ir pakeidiamas Clal -
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HindIII fragmentu i$ pRT 61 (Ziur. Jorgensen ir Kkiti,

cituojamoje vietoje).

Po transformacijos i E. coli K12 JM 103 1lagsteles ir

kutivavimo terpeje, kurioje yra 150 pg/ml ampicilino,
atrenkami tie klonai, kurie turi savyje plazmide pBF
158-01 T. 3i plazmidé nuo pBF158-01 skiriasi tuo, kad
ji didesne 297 nukleotidy Clal - HindIII fragmentu
(fig. 5).

D. Plazmidziy pBF 158-02 T-pBF 158-06 T konstravimas,
sintetiniy fragmenty M4-M8 ijterpimas i koduojanti geng.

Visi sintetiniai fragmentai aprasyti fig. 6a-6e. Jie
ivedami 200 nukleotiduy fragmentais i atitinkamus vek-
torius. Tam vektoriai su Zinomomis kirpimo vietomis
fermenty pagalba uZbukinami, perkerpami ir elektro-
forezés pagalba agarczeje, elektroeliucija ir valant
per DE 52 celiulioze, atskiriami nuo paSalinamo frag-
mento. Po to vykdomas suriSimas ligazes T4 pagalba su
atitinkamu sintetiniu dvispiraliu fragmentu, transfor-

muojami i E. coli K12 JM 103 (fig. 7a-7c) ir vykdoma

atranka terpeéje su ampicilinu.

i). Fragmento M8 ijterpimas tarp BamHI ir Clal plaz-
midéje pBF 158-01 T

Gaunama plazmide pBF 158-02 T.

Oligonukleotidas 019 turi junginio, kurio formulé I, C-

galo seka.

Uz stop kodono TAA yra Ndel kirpimo vieta po kurios yra
papildomos transkripcijos galo trpA grandinés nutrau-
kimo agento sekos (Zilr. Shristie ir kiti, P.N.A.S. 78,
1981, p. 4180-4184) iki Clal.
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i1) Fragmento M7 jterpimas tarp Spel 1ir BamHI plaz-
mideje pBF 158-02 T.

Gaunama plazmidé pBF 158-03 T.

iii) Fragmento M8 iterpimas tarp KpnI ir Spel plaz-
mideje pBF 158-04 T.

Gaunama plazmidé pBF 158-04 T.

iv) Fragmento M5 jterpimas tarp Eagl ir Kpnl plazmidéje
pBF 158-04 T.

m

Gaunama plazmidé pBF 158-05 T.

v) Fragmento M4 iterpimas tarp Sacl ir Eagl plazmidéje
PBEF 158-05 T.

Gaunama plazmidé pBF 158-06 T.

I$ gauty klony i) - v) atrenkami tokie, kuriuose vyra
iterptas atitinkamas fragmentas su patikrinta tai-

syklinga seka.

E. Plazmidés pGR Tac 06 konstravimas, Tac  promotoriaus

jterpimas

Plazmide PBF 158-06 T kerpama Eco I ir Xba 1I. 26
nukleotidy fragmentas paSalinamas preparatyvine elekt-
roforeze agarozés gelyje, likusioji plazmideés dalis

eliuojama elektroeliucija ir valoma per DE 52.

IS plazmidés ptacSDT (DSM 5018) iSskiriamas Eco I ir
Xpa I fragmentas, kuriame yra Tac promotorius. Tam
plazmide ptac SDT kerpama su Ecol ir Xba, ir at-
skiriamas fragmentas preparatyvines elektroforezés aga-

rozes geélyje. Fragmentas pasildomas iki 65°C amonio
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acetato - SDS buferiniame tirpale, pH 8.0, eliuocjamas
i85 mechaniskai susmulkinto poliakrilamido 1ir valomas
kelis kartus ekstrahuojant fenoliu prisotintu 1M TRIS-
HC1 buferiu, pH 8.0.

Gauti abu fragmentai sujungiami iprastu btdu su ligaze T4

ir transformuojami i E. coli K12 JM 103. Po kultivavimo

terpéje, kurioje yra 150 pg/ml ampicilino, atrenkami
tie klonai, kurie po IPTG idejimo produkuoja probal-
tyma, "PA/06", kurio formulé I pagal fig. 9. Sie klonai
turi savyje plazmide pGR Tac 06.

f) Ekspresijos testas

i) Fermentacija

Transformuotos E. coli K12 JM 103 lasteles plazmide pGR

Tac 06 terpeje, kurioje yra: 38 mM amonioc sulfato, 56 mM
fosfatinio buferinio tirpalo, kurio pH 7.0, 1 mM magnio
sulfato, 1% mieliy ekstrakto, 1% gliukozés ir 150 mg/1l
ampicilino. Probaltymo PA/06 indukcija atliekama 0.5 mM
IPTG.

Pries indukcija ir po kiekvienos wvalandos po induk-
cijos, viso 6 valandas, paimamas 1 ml lgsteliy suspen-
sijos taip, kad optinis tankis (OD) 578 nm bangoje bity

lygus 1, ir nustatomas ekspresijos lygis.

ii) Probaltymo struktiros atstatymas, Jjo suskaldymas
iki atitinkamo dvigrandZio Jjunginio PA/06 ir jo PA-

aktyvumo matavimas.

Atskirtos centrifuguojant, lastelés tirpinamos lizo-
cime, po to lasteliy lizatas apdorojamas auks3cCiau

aprasSytu buadu.
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PA/06 arba jo probaltymo ekspresijos lygis nustatytas,
matucjant dvigrandZio plazminogeninio aktyvatoriaus,
gauto 1S junginio PA/06 (gauto atstacius struktidrg pro-
baltymui), aktyvumg. Gauti rezultatai pateikti fig. 11.
Si aktyvumg turi tik po skélimo plazminu (zidr. fig. 11),
todel junginys PA/06 (arba jo probaltymas) yra su viena

grandine.
Pavyzdys 2
Ekspresinés plazmidés pGR Trp 06 konstravimas

ApraSyta De Boer ir kituy PNAS, 80, 1983, p. 21-25 Trp
promotoriaus seka yra 1iki Xbal kirpimo vietos prail-

ginama 5' gale seka 5'-AATTCTGAAAT-3'.

Rezultate gaunama EcoRI kirpimo vieta (fig. 10, frag-
mertas M1l). Atskiros grandinés 021 ir 0212 surenkamos
ir sujungiamos su EcoRI ir Xbal fragmentu i3 plazmideés
pGR tac 06. Po transformacijos i E. coli K12 JM 103

lasteles ir kultivavimo terpeje, kurioje yra 150 mg/ml
ampicilino, atrenkami tie klonai, kurie turi plazmide
pGR Trp 06. Plazmidée pGR Trp 06 skiriasi nuo auk3&iau
minety pirmtaky tuo, kad ja trasformuotos E. coli ka-
mieny bakterijos, pridéjus indolakrilo rug3ties, pro-

dukuoja probaltyma junginio PA/06.

Pavyzdys 3

Ekspresinés plazmidés pGR 318 konstravimas

Plazmide pGR Trp 06 kerpama Ndel ir SacI. Gautas 58 bp
ilgio fragmentas, kuris yra polilinkeriné seka i&ski-
riama preparatyvines elektroforézés pagalba agarozes
gelyje, 1likusi plazmidés dalis paSalinama elektro-

eliucija ir fragmentas valomas per DE 52 celiulioze.
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Sis fragmentas su sintetiniu oligonukleotidu 18

5'-TATG AGC AAT GAG CT-3'

AC TGG TTA C

iprastu bidu sujungiamas ligaze T4 ir transformuojamas

i E. coli K12, kultivuojamas ampicilino turinc¢ioje ter-

peje. Atrenkami tie klonai, kurie, pridejus indolakrilo
rugsties, produkuoja probaltyma Jjunginio PA 318. G&ie
klonai turi plazmide pGR 318, kuri koduoja junginius,
kuriy formule I, "PA 318". Siy junginiy aminorigséiy

seka nurodyta fig. 12.
B. Ekspresijos testas

Po transformacijos E. coli K12 JM 103 plazmide pGR 318,

fermentucjamos tokiu pat budu, kaip apraSyta pavyzdyje 1.
Indukcija vykdoma 62 mg indoilakrilo ragstimi 1 litrui
fermentinei terpei prie 578 nm, kai lasteliy suspen-

sijos optinis tankis pasiekia 2-3 optinius vienetus.

Prie$ indukcija ir po kiekvienos valandos po induk-
cijos, viso 5 valandas, paimamas 1 ml lgsteliy suspen-
sijos taip, kad optinis tankis (OD) 578 nm bangoje butuy

lygus 1, ir nustatomas ekspresijos lygis.

Po junginio PA 318 probaltymo (ziar. pavyzdi 1) struk-
tliros atstatymo, surinktuose méginiuose nustatomas ami-
dolitinis aktyvumas, paveikus plazminu, pried indukciijg
ir 1-5 valanda po indukcijos. Rezultatai pateikti fig. 13.
IS 8iy duomenuy seka, kad pasiektas toks pats ekspre-
sijos lygis kaip ir su plazmide PGR Tac 06 (tiesa, tik
kitam probaltymui) ir kad amidolitinis aktyvumas pasi-
reiskia tik po apdorojimo plazminu. Todél junginys

PA 318, kurio formule I, produkuojamas E. coli K12 su

plazmide pGR 318 kaip probaltymas su viena grandine.
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C. ISskyrimas, gryninimas ir charakterizavimas

Tam, kad i8gryninty baltymus, fermentuojama 1 iitro ta-
ryje, kontroliuojant pH ir temperaturg (pH 7.0, 37°).
Siomis sglygomis galima iSauginti lgsteles iki 20 opti-
niy vienety, matuojant 578 nm bangoje. Po ekspresijos
pabaigocs (apie 5-6 valandos) 50 ml lasteliy suspensijos
centrifuguojama, nuoseédos Suspenducjamos 40 ml vandens
ir suardomos aukito slegio homogenizatoriuje. Po cent-
rifugavimo nuosedos, kuriose yra visas neaktyvus pro-
baltymas, tirpinamos 100 ml 5 M guanidinhidrochlorido
tirpale su 40mM Ccisteino, 1 mM EDTA (pH pasiektas 8.0)
ir praskiedZiama 400 mi 25 mM TRIS-HC1 buferinio
tirpalo, pH 9.0. Prieinant Orul arba prapudiant deguo-

nimi, baltymo struktiros atstatymas trunka apie 12 va-

Junginys PA 318 iSskiriamas ir isgryninamas chroma-
tografijos pagalba. Nustatant N-galus, buvo Lrodyta,
kad baltymas turi vieng grandine ir kad N-gale yra no-

rima seka.
Pavyzdys 4:
Ekspresinés plazmides PGR 319 konstravimas

Plazmidé pGR Trp 06 kerpama kaip aprasSyta pavyzdyje 3a,

Su Ndel ir SacI, iiskiriamas didelis fragmentas.

Sis fragmentas su sintetiniu oligonukleotidu 19

S5'-TATG AGC AAT GAA GAG CT-3"

AC TCG TTa CTT C

iprastu badu sujungiamas ligaze T4 ir transformuojamas
i E. coli K12, kultivuojamas ampicilino turinioje

terpeje. Atrenkami tie klonai, pridéjus indolakrilo
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rugSties, kurie produkuoja junginic PA 318 probaltyma.
Sie klonai turi plazmide pGR 318, kuri koduoja Jjun-
ginius, "PA 319", kuriy formulé I. Siy junginiy amino-

ragsciy seka nurodyta fig. 12.
B. Ekspresijos testas

E. coli K12, trasformuotos su plazmide pGR 319, fer-

mentuojamos, vykdoma indukcija ir surenkami pavyzdZiai

bandymams tokiu pat bidu, kaip apradyta pavyzdyje 3b.

Junginys PA 319 iSskiriamas, iSgryninamas ir charakte-

rizuojamas taip pat, kaip pavyzdyje 3C.

Junginio "PA 319" probaltymc struktlros atstatymas ir
ekspresijos lygio jvertinimas atliekamas kalp pavyzdy-
je 3B. Rezultatai pateikti fig. 13. I§ 3iy duomeny
seka, kad pasiektas toks pats ekspresijos lygis kaip ir
su plazmide pGR Tac 06 ir kad amidolitinis aktyvumas
pasireisSkia tik po apdorojimo plazminu. Todél junginys

PA 319, kurio formmule I, produkuojamas E. coli K12

plazmide pGR 318 kaip probaltymas su viena grandine.

Pavyzdys 5:

Ekspresinés plazmidés pGR 327 konstravimas

Plazmide pGR Trp 06 kerpama kaip apra$yta pavyzdyje 3a,

su NdelI ir SacI, iSskiriamas didelis fragmentas.

Sis fragmentas su sintetiniu oligonukleotidu 27

5'-TATG AGC AGT cca cCa GAG CT-3"'

AC TCG TCA GGT CCT CTT C

iprastu budu sujungiamas ligaze T4 ir transformuojamas

i E. coli K12. Selekcija ir klony atranka atliekami
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kaip aprasSyta pavyzdyje 3A. Atrinkti klonai turi plaz-
mide pCR 327, kuri koduoja junginius, "PA 327", kuriy
formule T. Siy Jjunginiuy aminorigddiy seka nurodyta

fig. 1z.
B. Ekspresijos testas

E. coli K12, trasformuotos su plazmide pGR 327, fermen-

tuojamcs ir tikrinamas ekspresijos lygis taip pat kaip

pavyzdyje 3B. Rezultatai pateikti fig. 13.

Junginio "PA 319" probaltymo strukt@ros atstatymas ir
ekspresijos lygioc ivertinimas atliekamas kaip pavyzdy-
ie 3B. Rezultataili pateikti fig. 13. IS 8iy duomeny
seka, =<ad pasiektas toks pats ekspresijos lygis kaip ir
su plazmide pGR Tac 06 ir kad amidolitinis aktyvumas
pasireiskia tik po apdorojimo plazminu. Todél junginys

PA 327, kurio formule I, produkuojamas E. coli K12

plazmide pGR 327 kaip probaltymas su viena grandine.
ISskyrimas, 1i8gryninimas ir charakterizavimas buvo at-
liekami taip pat kaip pavyzdyje 3C.

Pavyzdys 6:

Plazmide pGR Trp 06 kerpama kaip aprasSyta pavyzdyje 3a,

su NdelI ir Sacl, iSskiriamas didelis fragmentas.

Sis fragmentas su sintetiniu oligonukleotidu 36

5'-TATG AGC CcCa cca GAA GAG CT-3'

AC TCG GGT CCT CTT C

iprastu bidu sujungiamas ligaze T4 ir transformuojamas
i E. coli K12 JM 105. Selekcija ir klony atranka

atliekami kaip aprasyta pavyzdyje 3A. Atrinkti klonai
turi plazmide pGR 336, kuri koduoja junginius, "PA
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336", kuriuy formulé I. Siuy junginiy aminorug3&iy seka

nurodyta fig. 12.

E. coli K12 JM 105, trasformuotos plazmide pGR 336,

fermentuojamos 1ir po indukcijos tikrinamas ekspresijos
lygis taip pat kaip pavyzdyje 3B. I3 pirminio pro-
baltymo gaunamas vienos grandines junginys PA 336 (ami-
norigsciy seka parodyta fig. 12). Pasiektas toks pats

ekspresijos lygis kaip ir su plazmide pGR Tac 06.
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ISRADIMO APIBREZTIS
1. Neuj1l polipeptidai, kuriy bendra formule I:

Ser-X,-X,-rscu-pa' ! (1),

kurioje

143-411 . . . . e owos .
rscu-PA - negliukozilinta aminorug&diy sekos sri-

tis nuo 143 (Glu) iki 411 (LeuOH) i3 scu-PA 54k,

X, - viena 1% &iy aminorag3&iy liekanuy: Asn, Pro arba
Ser, ir
X, - wvienguba Jjungtis arba Glu, Pro-Glu, Pro-Prc-Glu

arba Glu-Leu-His-Leu-Leu-Gln-Val-Pro-Ser-Asn.

2. Polipeptidai pagal 1 punktg, be s i s kir ian -

o+

1 s tuo, kad X, yra Asn arba Ser.

3. Polipeptidai pagal 1 ir 2 punkta, b e s i s k i -

riantys tuo, kad X, yra Ser.

4. Polipeptidai pagal 1-3 punktus, b e s i s k i -
rianty s tuo, kad X, yra vienguba ijungtis arba
Glu, Pro-Glu arba Pro-Pro-Glu.

5. Polipeptidai pagal 1 punktga, b e s i s k irian -
t y s tuo, kad X; yra Asn arba Ser, o X, yra vienguba
jungtis arba Glu, Pro-Glu arba Pro-Pro-Glu ir rscu-

PA' T turi tg paCia reiksSme kaip 1 punkte.

6. Polipeptidas pagal 1 ir 3 punktus, b e s i s k i -

riantis tuo, kad jo formulé yra (I a):

Ser—Ser—Pro—Pro—Glu~rscu—PA“341%
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143-411

kurioje rscu-PA turi tg pacia reikdme kaip ir 1

punkte.

7. Naujos plazmides, naudojamos polipeptidams pagal 1-6
punktus gauti, be s i s k i r i an ¢ 1 0o s tuo, kad
Ju operonas turi requliuojamg promctoriy, pasireiskian-
ti kaip suriS$imo vieta su ribosomine Shine-Dalgarno
seka, startinj kodona, sintetinj struktirini geng po-
lipeptidams pagal 1-6 punktus ir S5' kryptimi nuo
struktidrinio geno nuo vieno iki dvieju terminacijos
agerty, 1ir naudojami probaltymc ekspresijai Enterobac-

teriaceae 3Zeimos bakterijose, geriausia Escherichia

)

<.

8. Plazmidés pagal 7 punktg, b e s i s k i r i a n -
¢ 1 0 s tuo, kad atstumas tarp Shine-Dalgarno sekos ir

startinio kodono yra 6-12, geriausia 8-10 nukleotidy.

9. Plazmidés pagal 7 ir 8 punktus, b e s i s k i -
rianc¢ios tuo, kad reguliuocjamas promotorius yra

sintetinis Trp arba Tac promotorius.

10. Plazmidés pagal 9 punktg, b e s i s ki r ian -
¢ 1 o0 s tuo, kad reguliuojamas promotorius yra sinte-
tinis Trp promotorius, kurio nukleotidy seka yra pa-

rodyta fig. 10, o fig. 10 yra $io punkto dalis.

11. Plazmidés pagal 9 punkta, b e s i s ki rian -
¢ i o s tuo, kad reguliuojamas promotorius yra plaz-

mideés ptac SDT(DSM 5018) Tac" promotorius.

12. Plazmidés pagal 7-11 punktus, be s i s kirian-
¢ i o s tuo, kad terminacijos agentais operone yra
einantys vienas po kito Trp A terminacijos agentas

ir/arba tet A/orf L terminacijos agentas i3 Th 10.
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13. Plazmidés pagal 7-12 punktus, besiskirian-
& i o s tuo, kad struktiriname gene argininas koduoja-
mas tripletu CGT, leucinas - CTG, valinas - GTT ir/arba

glicinas - GGT.

14. Plazmideés pagal 7-13 punktus, besiskirian-
¢ 1 o s tuo, kad struktiirinls genas turi nukleotidy
sekas, parodytas fig. 6a-6e, o fig. 6a-6e yra Sio

punkto dalis ir ypatingai vieng i3 8iy nukleotidu seky:
ATGAGCAAT
ATGAGCAATGAA

ATGAGCAGTCCACCAGAA

ATGAGCCCACCAGAA.

15. Plazmidés pagal 7-14 punktus, b e s iskirian-

& i o s tuc, kad struktirinls genas yra sudarytas 18

Zios nukleotidy sekos:

ATGAGCAAT
ATGAGCAATGAA
ATGAGCAGTCCACCAGAA

ATGAGCCCACCAGAA.

16. Plazmidés pagal 7-15 punktus, b e s iskirian-
& i o s tuo, kad struktdrinio geno nukleotidy sekos 5'
gale yra metionino kodonas, po kurio eina serino ko-

donas.

17. Plazmides pagal 7-16 punktus, b e S iskirian-
& i o s tuo, kad jose yra operonas plazmidéje pBR 322,

i& kurio padalinta nic/bom sritis.

18. Plazmides pagal 7-16 punktus, b e s iskirian-
& i o s tuo, kad jose yra operonas plazmidéje pBR 322,

i3 kurio pa8alintas atsparumo tetraciklinui genas pil-
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nai arba dalinai taip, kad plazmidé neturéty atsparumo

tetraciklinui.

19. Plazmidés pagal 7-18 punktus, b e s i s ki r i an -
&1 o s tuo, kad jose yra operonas plazmidéje pBR 322,
i8 kurio pa$alinta nic/bom sritis ir paSalinta tokia
atsparumo tetraciklinui geno dalis, kad plazmide ne-

turety atsparumo tetraciklinui.

20. Plazmidés pagal 7-19 punktus, b e s i s ki r i an -
¢ i o s tuo, kad jos yra pGR, Trp 06, PGR 318, pGR
319, pGR 336 su sintetiniu struktariniu genu, kontro-

liucramu Trp promotoriumi.

21. Plazmidé pagal 7-19 punktus, b e s i s ki r i an -

t i tuo, kad ji yra tokia, kaip atvaizduota piedinyje:

Pstl

Nhel
Hindill Clal

22. Plazmidziy pagal 7 punkta gavimo budas, b e s 1 -
s kir iant i s tuo, kad i plazmide pBR 322, i3
kurios pa8alinta nic/bom sritis ir/arba rezistentinio
tetraciklinui geno bent dalis tarp EcoRI ir HindIII
kirpimo viety, iterpia polilinkerine seka, kurios
nukleotidy seka parodyta fig. 3 (fig. 3 yra 3io punkto

dalis) ir kurios pagalba Zinomais budais iLterpia
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transkripcijos terminavimo agenta, atskiros sintetines
struktirinio geno sekos I formulés junginiams, ge-
riausia pradedant nuo strukturinio geno 3' C galo, bei

sintetinis Trp promotorius.

23. Plazmidziy pagal 7 punktg gavimo budas, b e s i -
s kiriantis tuo, kad i3 gautos pagal 22 punkta
plazmides EcoRI ir HindIII fragmentas kaip ekspresijos
kasete Zinomais buadais iterpia i kita, galinCig auto-

nomiskai replikuotis enterobacteriacea &Seimos bakte-

rijose, geriausia E. coli, plazmide.

24. Polipeptido pagal 1-6 punktus gavimo budas, b e s i -
s ki r i ant i s tuo, kad Zinomais budais tran-
sformuoza plazmidémis pagal 7-21 punktus enterobac-
teriacea Seimos bakterijuy kamienus, geriausia E. coli
kamienus, indukuoja struktdrinio genc ekspresiia,
i8skiria 1§ terpés ir lagsteliy nuolauzy jungini, kurio
formulé I, probaltymg, probaltymg 1stirpina ir po to,
naudojant oksidacijos-redukcijos sistema, gauna poli-

peptidg pagal 1-6 punktus.

25. Budas pagal 24 punkta, be s i s kiriantdis
tuo, kad plazmide transformuoja E. coli kamieng, ge-

riausia E. coli K12.

26. Trombolitinis preparatas, be s i s ki r i a n t 1 s
tuo, kad jo sudétyje yra vienas i3 junginiy pagal 1-6
punktus, kaip aktyvuojantis plazminogeng i aktyvy jun-
ginij.

27. Junginio pagal 1-6 punktus, kurio formule I, pa-
naudojimas trombolitinio preparato su plazminogeno

aktyvatoriumi, kaip veikliaja medZiaga, gamybai.
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Fig.2a
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pBF 157

BcoRYV ir Nrul didziyjy fragmenty i3kirpimas
Ligavimas
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Fig.2b
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Sintetiné polilinkeriné seka

o e Blom e e
AATTCATTCTGGTCTGCGATGCTAGTCTAGATAAGGAGGAMATCATATGAGCAATCAACT
GTAAGACTAGACGCTACGATCAGATCTATTCCTCCTTTAGTATACTCGTTACTTGS
S e e BlA= == mmmm e

——————————— > e e e e e B2
TCATCTGCAGCAAGTTCCATCCAACGAGCTCAAATTCCAGTGCGGTCAGCGGCCGTTCTE
AGTAGACGTCGTTCAAGGTAGCTTGCTCGAGTTTAAGGTCACGCCAGTCGCCGGCANCAG
——————————————————— > e B2 A e

GTCTCAACTCTGGTACCTCTTGCGATTTCACAGGTA CTAGTTTGCTCTCGCCAGCGTGGA
CAGAGTTCGAGACCATGGAGAACGCTAAAGTGTCCATGATCAAACGAGAG CGCGTCGCACCT

————————————————————————————— ><———-——-—-——-———-——-———————-———-——-———
B3 e L >
TCCGTTCTCACACCAAAGAAATCCATGACCTTCAAGTTCTGCA Hindlll
AGGCAAGAGTGTGGTTTCTTTAGCTACTGGAAGTTCAAGACGTTCGA

B A e e e e >

Fig.3
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ECORI ir HindIII didziyjy tragmenty
iSkirpimas
Ligavimas susintetine polilinkerine

seka Hindlll
EcoRl Ndel Sacl Kpnl BamHi
LXl?al | Psltl IE?gl !Splel ’Clql [

26 19 24 21 20 26 20 22 24 21
(223 bp)

Fig.4
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Pst]

pBF 153-01 Kpnl

Spey
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lal ir HindIII didziyjy fragmenty i3kirpimas
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Hindlll Clal

Fig.5
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M4 (08-010; 03A-01 0A)

T T T T T e e e 03--

Sacl CAAATTCCAGTGCGGTCAAAAAACCCTACGTCCGCSTT
TCGAGTTTAAGGTCACGCCAGTTTTTTGGGATGCAGGCGCAA

S e e e OBA-————— e
_________________________________ D e e ———————— e

TTAAAATCATCGGTGGTGAGTTCACCACCATCGAAAACCAGCCGTGGTTCGCTGCTATCT
AATTTTAGTAGCCACCACTCAAGTGGTGGTAGCTTTTGGTCGGCACCAAGCGACGATA~A

ACCGTCGTCACCGTGGTGGTTCTGTTACCTACGTTTGCGGTGGTTCTCTGATCTCTCCGT
TGGCAGCAGTGGCACCACCAAGACAATGGATGCAAACGCCACCAAGAGACTAGAGAGGCA

GCTGGGTTATCTCTGCTACCCACTGCTTCATCGACTACCCGAAAAAAGAAGACTACATCG
CGACCCAATAGAGACGATGGGTGACGAAGTAGCTGATGGGCTTTTTTCTTCTGATGTAGC

TTTACCTC Eaol
AAATGGAGCCGG ag

Fig.6a
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M5 (011-013; 011A-013A):

S e e Ol)—mm e .
GGCCGTTCTCGTTTAAACTCTAACACCCAGGGTGAAATGAAATTCGAAGTTG

Eagi CAAGAGCAAATTTGAGATTGTGGGTCCCACTTTACTTTAAGCTTCAAC
S e e e L OllA~————e__

-------- St e P

AAAACCTGATCCTGCACAAAGACTACTCTGCTGACACCCTGGCTCACCACAACGACATCG
TTTTGGACTAGGACGTGTTTCTGATGAGACGACTGTGGGACCGAGTGGTGTTGCTGTAGC

———————————————————————————— ><—.———-——-——-—————————————-——————.———
CTCTGCTAAAAATCCGTTCTAAAGAAGGTCGTTGCGCTCAGCCGTCTCGTACCATCCAGA
GAGACGATTTTTAGGCAAGATTTCTTCCAGCAACGCGAGTCGGCAGAGCATGGTAGGTCT

T A e JIIITTIITITeE P Sttt Dol P P
-“-013--7 ———————————————————————————————— >
CCATCTGCCTGCCGTCTATGTACAACGACCCGCAGTTCGGTAC
GCTAGACGGACGGCAGATACATGTTGCTGGGCGTCAAGC }<Pnl
—————————— Ol A e S

Fig.6b
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6c
M6 (014-016; O14A-016A,B):
< ————————————————
i(pnl CTCTTGCGAAATCACCG
CATGGAGAACGCTTTAGTGGC
R St D R G
“014T-—m—m S Ol41T -~~~ S<m—mm———

GTTTCGGTAAAGAAAACTCTACCGACTACCTGTACCCGGAACAGCTGAAAATGACCGTTG
CAAAGcCATTTCTTTTGAGATGGCTGATGGACATGGGCCTTGTCGACTTTTACTGGCAAC
------ O A e e gL o

————————————————— Ol S e e e e S
TTAAACTGATCTCTCACCG’I’GAATGCCAGCAGCCGCACTAC’I‘ACGGT’I'CTGAAGTTACCA
AATT‘I‘GACTAGAGAGTGGCACTTACGGTCG’I‘CGGCGTGATGATGCCAAGAC'I‘TCAATGGT
~O15A==—mm e R 016A=———m—mee

O 6 L e S Ol6II-—=—-mmm—
CCAAAATGGTGTGCGCTGCTGACCCGCAGTGGAAAACCGACTCTTGCCAAGGTGACTCTG
GGTTTTACGACACGCGACGACTGGGCGTCACCTTTTGGCTGAGAACGGTTCCACTGAGAC

GTGGTCCA Spel
CACCAGGTGATC pe

Fig.6c
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6d

M7 (017/018; O17A/018A):
e 017===—=m——mm—e
CTAGTTTGCTCTCTCCAGGGTCGTATGACCCTGACCGGTATTGTTTCTTCCS
Spel ARACGAGAGAGGTCCCAGCATACTGGGACTGGCCATAACAAAGAACCC
T —— o
———————————————————— D e (1. ETE .

GTCGTGGTTGCGCTCTGAAAGACAAACCCGGTIGTTTACACCCGTGTTTCTCACTTCCTGC
CAGCACCAACGCGACACTTTCTGTTTGGCCCACAAATGTGGGCACAAAGAGTGAAGGACG

———————— i 3 N
_——

CGTG

Geaccrag  BamHl

——————— >

Fig.6d
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M8 (019; 0O19A):
BamH]j
o e e 019=——mm e __
GATCCGTTCTCACACCAAAGAAGAAAACGGTCTGGCTCTGTAAGCTAGCCCGCCTA
GCAAGAGTGTGGTTTCTTCTTTTGCCAGACCGAGACATTCGATCGGGCGG?—.T
o e e e O19A—=—meem
___________________ >
ATGAGCGGGCTTTTTTTTAT Ckﬂ
TACTCGCCCGAAAAAAAATAGC

T, — e ———————

Fig.6e
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Kpnl ir Spel didZiyjy fragmenty 18kirpimas
Ligavimas su M6
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pBF 153-04 T

Eagl ir Kpnl didZiyjy fragmenty iskirpimas
Ligavimas su M5

Nhel
Hindill Clal

Sacl ir Eag I didziyjy fragmenty iSkirpimas
Ligavimas su M4
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Fig.8
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Leu His Ley Leu Gln val pro Ser Asn

Fig.9

CTT CAT cTg CAG CAA GTT cca TCG AAcC

410 411
Ala Leuy
GCT CTG
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M1 (021; 021A):

=021
EcoR] AATTCT”AAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGC

GACTTTACTCGACAACTGTTAATTAGTAGCTTGATCAATTGATCATGCG
D O021A-~—mmme

____________________ >
AAGTTCACSTAAAAAGGGTAT Xbal
T CAAGTGCATTTTTCCCATAGATC

_____________________ >

Fig.10



1)

PA-aktyvumas (PU/ml OD

LT 3948 B

1500+
PGR Tac06 f
1
1000+ .
: [
500+
100 -+
5 6

valandos po indukcijos

Fig.11

11



Nukleotidy ir jiems atitinkamy aminorig

junginiy , kuriy formulé

(Met)-Ser—Xl—xz-rSCu_PAl43—411
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S¢iy sekos

Nukleotidy seka PGR bzw.PA-Nr. Xl X2
ATGAGCAAT 313 Asn -
ATGAGCAATGAA 319 Asn Glu
ATGAGCAGTCCACCAGAA 327 Ser Pro-Pro~Glu
ATGAGCCCACCAGAA 336 Pro-Glu

Pro

Fig.12
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