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antigeny HBsAg, HBpreS2Ag ir HBpreS1Ag, sukonstruotos panaudojant geny inZinerijos metodus. Efektyvi
antigeny biosintezé mielése pasiekta panaudojus hibridinj reguliuojama mieliy promotoriy, susidedant] i§ geny
GAL1 ir PYK1 promotoriy daliy. Rekombinantiniy plazmidziy stabilumui uZtikrinti bei produktyviy kamieny
atrankai panaudotas mieliy Candida maltosa genas, apsprendziantis atsparumg formaldehidui. Sio geno
panaudojimas leidZia auginti rekombinantinius kamienus bet kokios sudéties maitinamosiose terpése.
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ISradimas priklauso biotechnologijos sriciai ir apibrézia
Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigeny producenty gavimo
budg mielese Saccharomyces cerevisiae. Hepatito B viruso
antigenai gali biti naudojami efektyviy rekombinantiniu vakciny
ir diagnostikumy klrimui.

Dauguma i$ zinomy Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus
antigeny gavimo bidy remiasi rekombinantiniy mieliy kamieny
panaudojimy. Mielés naudojamos nes jose vyksta 22nm daleliy,
sudaryty i$ imunologidkai aktyvaus baltymo, susidarymas. Sios
daleles analogiskos 22 nm daleléms aptinkamoms zmoniy-hepatito
B viruso (HBY) neSiotojy kraujo plazmoje.

imogaus hepatito B viruso pavirSiaus antigeny sintezé
mielese pasiekama panaudojant rekombinantines plazmides,
turinfias efektyvius reguliacijos elementus (reguliuojamus
promctorius, transkripcijos terminatorius), o taip pat
priklauso nuo recipientinio mieliy kamieno.

Patentuose apradyta visa eilé plazmidziy apsprendzianc¢iuy
Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigeny HBSAg,HBpreS1Ag
ir HBpreS2ZAg sinteze:

Pyk1-6, GAP1-6 ir kt.pagal EP 0164556,tarp.k1.C12N 15/00,1985;
PHBSGAP 347/337 ir pHBpreSGAP 347/33T pagal EP 0174444,1986;
PYCGAP/pSSA, pYGAP/pSSC, pYGAL/pSSA,pYGAL/pSSC,

PYADH2/pSSA ir pYADH2/pSSC pagal EP 0244924,1987;

pGG6, pGGH1/Tn-1 ir pGGB3 pagal EP 0248410, 1987;

pHBpreSGAP 347/197 ir pYGpreS281 pagal EP 0312159,1989;
pTBOSA ir pHBG pagal EP 0339567,1989 ir EP 0341746,1989;

pPHO P31-R, pPHO P31-W, pGLD P31-R ir pPKT P31-R pagal

EP 0401941, 1590.
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pYeHBs pagal GB 2104902, 1983; pRIT10673 ir pRIT10674
pagal AU-B-16750/83,1983; pAH201,pAH203 ir pAH205 pagal
SU 1387878, 1988 ir pNMVG 39-54 pagal SU 1380207.

8iy plazmid?iy panaudojimas neuZtikrina labai efektyvaus
HBV pavir$iniy antigeny sintezés lygio. Be to, patentuose
neminima visy trijy baltymy HBSAg, HBpreS1Ag ir HBpreS2Ag,
aptinkamy zmoniy HBV nediotojy kraujo plazmos 22nm dalelese,
sintezé.

Artimiausias ¢ia apraSytam zmogaus hepatito B viruso
pavirdiaus antigeny gavimo bldui yra EP 0164556, tarp. Kl.

C 12 N 15/00, 1985 apraSytas Pyk5 plazmidés konstravimo bldas.
Pyk5 plazmidé sudaryta i$ mieliy markerinio geno LEU2, 2mkm
Saccharomyces  cerevisiae plazmidés ori srities, geno,
koduojanéio atsparumg ampicilinui ir S geno, koduojantio
Zmogaus hepatito B viruso pavirdiaus antigena, kurio ekspresija
reguliuojama hibridiniu GAL 1-10-PYK promotoriumi ir ADH1
transkripcijos terminatoriumi.

Toliau pateikiamas Pyk5 konstravimo budas. pLGSD5 plazmide
buvo suskaldyta XhoI resitriktaze, paveikta Klenovo fermentu,
liguoti EcoRI linkeriai (GGAATTCC), po to pilnai suskaldyta
EcoRI ir Sau3A restriktazémis ir i$skirtas 370 b.p. fragmentas.
S8is fragmentas buvo klonuotas pBR322 plazmidéje perskeltoje
EcoRI ir BamHI restriktazémis, gauta plazmidé pBRGAL4.pBRGAL4
plazmide buvo suskaldyta Sau3A restriktaze, paveikta Klenovo
fermentu, liguoti Sall linkeriai(CGTCGACG), po to apdorota
Sall ir XhoI restriktazeémis, izoliuotas 370 b.p. fragmentas
kuris klonuotas i plot5 plazmidés restriktazés Sall skelimo
saitg ir gauta plot 5GAL4/370. Gauta plazmidg perskelé BamHI ir
Sall, i8skirta fragmenta klonavo i pCi/1 plazmide apdorotg
BamHI ir Sall ir gavo plazmide pC1/1GAL4/370. Plazmide plotS
PyksAg57 perskélé Sall ir Xbal restriktazémis, iSskyré
fragmenta, turinti geno PYK1 promotoriy ir geno 3 5' galg ir
ligavo su XbaI-Sall fragmentu gautu i§ plot 5s AgtADH plazmides
ir turindiam S geno 3' galg ir geno ADH1 transkripcijos
terminatoriy. Gauta produkta skaldé restriktaze Sall ir klonavo
i plazmidés pC1/1GAL4/370 Sall saita ir gavo Pyk5 plazmideg.

Pagrindinis duotos Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus
antigeny ekspresijos mielése Saccharomyces carlsbergensis
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sistemos trikumas yra batinumas naudoti 1leu2 mutacija
turinCius kamienus ir to pasekoje §iy kamieny, turingiy
rekombinantine PYKS plazmide, kultivavimui panaudoti
minimalias mitybines terpes. Mieliy kamienai produkuojantys
Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigenus tokiose terpése
auga letai, lasteliy biomasés ir rekombinantinio baltymo i$eiga
yra maZza. Maksimali imunologikai aktyvaus baltymo HBsAg ieiga
apsprendziama Pyk5 plazmidés sudaro 1,4 mg/g tirpaus baltymo.
Maksimalus produktyvumas 8ioje sistemoje naudojant kitus
promotorius sudaro 2,1mg/g.

Misy i8radimo tikslas yra zmogaus hepatito B viruso
pavir8iniy antigeny HBsAg, HBpreS1Ag ir HBpreS2Ag biosintezés
padidinimas mielése 8. cerevisiae.

Viruso antigeniniy baltymy biosintezés padidéjimas yra
pasiekiamas panaudojant naujas rekombinantines plazmides pFS19,
pFpS2-48 ir pJLFdS1, koduojanfias HBV pavirdiaus antigeny
sintezg¢, ir naujus S.cerevisiae kamienus (FH4C[pFS19],
FH4C[pFpS2-48] ir FH4C[pJLFdS1]) produkuojanius 40-80 mg
antigeninio baltymo 1l.kultiros (0,4-0,8% imunologi$kai aktyvaus
baltymo nuo bendro tirpaus lastelinio baltymo).

Rekombinantiné plazmidé pFS19, koduojanti HBsAg baltymo
sinteze, pasizymi 3iomis savybémis:

- yra 10.4 tokst.b.p. dydzio,

- sudaryta i$:

- KpnI-Xbal plazmidés pTZ19R fragmento, turinfio gena,
apsprendzianti atsparuma ampicilinui ir E.coli ori sritj;

- Xbal-BamHI Candida maltosa DNR fragmento, turinfio geng FOR-R,
apsprendzianti atsparuma formaldehidui;

- Eco147I-HindII fragmento, turinéio geno  GAL1-10
transkripcijos aktyvatoriy, PYKi geno promotoriuy, Zmogaus
hepatito viruso S gena, PGK1 geno transkripcijos terminatoriy;

- HindIII-Eco91I 2mikm mieliy plazmidés fragmento, turinéio mieliy
ori sritj;

- atsparuma formaldehidui koduojanéio geno FOR-R, reikalingo
transformanty atrinkimui;

- turi unikalias restriktaziy BamHI, BglII ir Sall atpazinimo
vietas.
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Rekombinantiné plazmidé pFpS2-48, koduojanti Zmogaus
hepatito B viruso HBpreS2Ag pavir$iaus antigeno sinteze,
pasizymi Siomis savybemis:

- yra 10,8 tukst.b.p. dydzio;

- sudaryta i$:

- KpnI-Xbal pTZ19R plazmidés fragmento, turinfio gena,
apsprendzianti atsparumg ampicilinui; A

- XbaI-BamHI Candida maltosa DNR fragmento, turindio gena FOR-R,
apsprendzianti atsparuma formaldehidui;

- NcoI-HindIII fragmento, turinfio GAL1-10 geno transkripcijos
aktyvatoriy, geno PYK1 promotoriy, Zmogaus hepatito B viruso
preS2 geng ir PGK1 geno transkripcijos terminatoriy;

- HindIII-Eco91I mieliy 2mkm plazmidés DNR fragmento, turinéio
mieliy ori sriti;

- turi atsparumo formaldehidui geng FOR-R, reikalinga
transformanty selekcijai;

- turi unikalias restriktaziy BamHI, BglII ir Sall atpazinimo
vietas.

Rekombinantiné plazmidé pJLFdS1, koduojanti Zmogaus
hepatito B viruso HBpreS1Ag pavir$iaus antigeno sinteze,
pasizymi sekanciomis savybémis:

- yra 11,4 tukst.b.p. dydzZio,

- susideda 1i$§:

- XbaI-Pstl C. maltosa DNR fragmento, turinfio gena FOR-R,
apsprendzianti atsparuma formaldehiduij;

- EcoS1I-HindIII mieliy 2mkm plazmidés fragmento, turinlio
mieliy ori sritj;

- HindIII-EcoRI fragmento, turinic PGK1 geno transkripcijos
terminatoriy, PYK1 genc promotoriy ir 2Zmogaus hepatito B viruso
preS1 gena;

- ECORI-Bsp68I fragmento, turinio geno GAL1-10 transkripcijos
aktyvatoriy, mieliy URA3 gena, atsparumo ampicilinui geng ir
E.coli ori sritj;

- turi geng FOR-R, apsprendzianti atsparuma formaldehidui;

- turi unikalias restriktaziy BamHI ir BglII atpazinimo vietas.

Pagrindinis plazmidziy pFS19, pFpS2-48 ir  pJLFdSt
konstravimo principas yra sujungimas vienoje plazmidéje
dominantinio, transformanty atrinkimui skirto FOR-R geno kartu
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su pre-S81, preS2 arba S genais, kuriy ekspresija reguliuojama
hibridiniu, galaktoze indukuojamu GAL1-10 - PYK1 promotoriumi
ir PGK1 transkripcijos terminatoriumi, bei su 2mkm mieliy
plazmidés ori sritimi ir E.coli genu, koduojanliu atsparuma
ampicilinui. Dominantinio, transformanty selekcijai skirto
FOR-R geno klonavimas apima Candida maltosa geny banko gavima
panaudojant bifunkcini mieliy vektoriy, mieliy Saccharomyces
cerevisiae transformacijg Siuo geny banku selekcijai naudojant
LEUZ markeri, transformanty, galin€iy augti terpéje su
formaldehidu, selekcija, plazmidziy iSskyrima i$§ formaldehidui
atspariy transformanty, geno FOR-R subklonavima ir pirminés
sekos nustatymg.

Pagrindiniai Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigeny
producenty konstravimo etapai yra Sie:

1. Dominantinio, transformanty selekcijai reikalingo geno FOR-
R, apsprendzian€io atsparuma formaldehidui, klonavimas.

2. Piruvatkinaze koduojanio PYKt1 ir fosfdgliceratkinaze
koduojan¢io PGK1 geny klonavimas.

3. Ekspresijos kasetés, sudarytos i§ PYK! ir GAL1-10 geny
promotoriaus ir PGK1 geno terminatoriaus konstravimas.

4. PlazmidZiy, koducjanliy Zmogaus hepatito B viruso pavirsiaus
antigeny sinteze mielése konstravimas.

5. Saccharomyces cerevisiae kamieny su sumazintu proteolitiniu
aktyvumu ir superprodukuojanCiy Zmogaus hepatito B viruso
pavir8§inius antigenus paie$ka.

Naujy S.cerevisiae kamieny, zmogaus hepatito B viruso
pavir$iaus antigeny superproducenty gavimas pagristas laukinio
tipo kamieny transformacija pFSi19, pFpS2-48 ir pJLFdS1
plazmidémis, panaudojant FOR-R markerini gena, po to atrenkant
geriausius producentus tarp jy.

Saccharomyces ceregvisiae FH4C[pFS19] (BKIIM  Y1831)
kamienui, produkucjanCiam zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus
antigena, bidingi $ie poZymiai:

Morfologiniai poZymiai. Lastelés -ovalios formos.

Kulturos pozymiai. Lastelés gerai auga ant YEPD terpés (2%
peptono, 2% gliukozés, 1% mieliy ekstrakto, 2% agaro). Auginant
ant kietos terpés - lygios baltos kolonijos, kurios ilgiau
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laikant tampa rauk$létomis. Gerai auga skystoje YEPD terpéje,
turinfioje 2% peptono, 2% gliukozés ir 1% mieliy ekstrakto.

Biologiniai-fiziologiniai pozymiai: Lastelés auga nuo 10C
iki 37 OC temperatiroje, pH optimumas nuo 5.0 iki 6.0.

Anglies Saltiniu naudoja gliukoze, galaktoze.

Azoto 3altyniu - amonio druskas, peptona, triptona.

Neisisavina laktozés, celobiozés, citrinos ruagSties,
0-ksilozés, L-arabinozés, D-ribozés, L-ramnozés.

Atsparios formaldehidui iki 10mM konc. Pasizymi sumazintu
proteolitiniu aktyvumu.

S.cerevisiae FH4C[pFpS2-48] (BKIIM Y1833) kamienui,
produkuojanciam Zmogaus hepatito B viruso HBpreS2Ag baltyma, ir
FHAC[pJLFdS1] (BKIIM Y1832), produkuojantiam HBpreS1 baltyma,
bddingos analogi8kos kultdrinés-morfologinés ir fiziologinés-
biocheminés savybeés.

Fig.1 pavaizduota geno, apsprendziancio atsparumg
formaldehidui, klonavimo schema. Fig.2 - FOR-R geno
nukleotidiné seka. Fig.3 pateikta pPT plazmidés, turincCios
PYK1 promotoriy ir PGK1 geno transkripcijos terminatoriy,
konstravimo schema. Fig.4 plazmidés p37pS2-2 konstravimo
schema. Fig. 5,6,7 - pFpS2-48, pFS19 ir pJLFAdSt plazmidZiuy,
koduojanCiy 2zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigeny
sinteze, konstravimo schemos.

I8radimas iliustruojamas $iais pavyzdziais:

1 pavyzdys. Dominantinio FOR-R geno, reikalingo
transformanty selekcijai, klonavimas.

Candida maltosa mielés buvo auginamos iki velyvosios

logaritminés fazés YEPD terpéje ir i$§ lasteliy buvo iSskirta
chromosominé DNR. Chromosomine DNR dalinai restriktavome Sau3A
restriktaze ir gautus fragmentus ligavome Su pL3 plazmide
perskelta BamI restriktaze ir paveikta Sarmine fosfataze.
Liguota DNR buvo panaudota kompetentiniy Escherichia coli
HB101 kamieno lasteliy transformacijai. Rekombinantinés DNR
i8skyréme i8 E. coli ir tokiu bidu gautu C.maltosa geny banku
transformavome S.cerevisiae DBY746 (his3 leu2 trpt ura3). Po
transformacijos 1asteles i8séjome ant minimalios terpés,
turinCios po 50mkg/ml histidino, uracilo ir triptofano. Leut
transformantai buvo pernedti ant pilnavertés YEPD terpés,
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turinCios 3-10 mM formaldehido. Atrinkti S.cerevisiae
transformantai, augantys ant terpés su formaldehidu.
Analizuojant plazmides, i8skirtas i$§ mieliy transformanty,
atspariy formaldehidui ir retransformuoty i E.coli, buvo
pastebeta, kad visos plazmidés turi bendra Candida maltosa DNR
fragmenta. Subklonavimo bldu buvo izoliuotas 3.6 tikst.b.p.
XbaI-BamHI C.maltosa DNR fragmentas, koduojantis atsparumo
formaldehidui geng FOR-R ( pRA1 plazmidé, Fig.1). BamH}Xbal
fragmentas buvo sekvenuotas ir aptiktas 1 ilgas atviras
skaitymo remelis, turintis introng ir koduojantis baltyma
susidedanti i§ 381 amino rugSties (Fig.2). FOR-R genas,
klonuotas gaugiakopijinese plazmidése, turinliose 2mkm mieliy
DNR ori sritj, apsprendzia transformanty atsparumg 3-10 mM
formaldehido ir 1leidZia transformuoti laukinius S.cerevisiae

kamienus.

2 pavyzdys. PGK1 ir PYK1 geny klonavimas.

Norint klonuoti PYK1 (piruvatkinazés) ir PGK1
(fosfogliceratkinazés) genus, S.cerevisiae genu banku,
sukonstruotu pL3 plazmidés pagrindu, buvo transformuoti DFY331
(leu2 pgk1) ir Pyk1-5(adet leul met14 ura3 pyki-5) S.cerevisiae
kamienai ir i8séti ant sintetiniy terpiy be leucino su gliukoze

kaip anglies $Saltiniu. Kamienai su mutacijomis pykil ir pgki
negali augti terpéje su gliukoze. IS iSaugusiy transformanty
buvo i8skirtos plazmidinés DNR ir subklonavimo bdGdu buvo
izoliuoti PYK1 ir PGK{igenai ( Fig.3 pL3-pyk ir pL3-pgk
plazmidés).

3 pavyzdys. Ekspresijos kasetés, susidedanios id PYK1
promotoriaus ir PGK1 terminatoriaus, konstravimas.

Klonuoti PGK1 ir PYK1 genai panaudoti reguliatoriniy
elementy $altiniais konstruojant ekspresijos vektorius. pL3-PGK
plazmide restriktavome BglII ir HindIII restrikazémis.
ISskirta 0.38 tdkst.b.p. fragmenta, turinti PGK1 geno
transkripcijos terminatoriy, klonavome i pIC19R plazmide (March
ir kt., Gene, 1984, t32, 481-485p.) perskelta BglII ir HindIII
restriktazémis. Naujai gauta plazmide pavadinome pPGKT. pL3-PYK
plazmide restriktavome EcoRI ir BglII, iSskyréme 1.0 tOkst.b.p.
fragmenta, turinti PYK1 geno promotoriy ir ligavome su pPGKT
plazmide, perskelta EcoRI ir BglII restriktazémis. Gavome pPT
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plazmide (Fig.4). PPT plazmide turi ekspresijos kasete
susidedanCig i¥ PYK!1 geno promotoriaus (EcoRI-XbaI) ir PGK1
transkripcijos terminatoriaus (BglII-HindIII).

4 pavyzdys. pFpS2-48 plazmidés konstravimas.

50 mkg plazmidés pH320 (Iymmesn m gp. JAH CCCP, 1983. T.271
€.230-235) restriktavome Dral restriktaze (100 vnt.) 200mkl
buferio B ( 10mM tris-HCl, 10mM MgCl, tmM DTT; pH 7.50) 2val.
370C, po to restriktaze inaktyvavome inkubuodami 700C 20min.
DNR iSsodinome pridéje 2 tdrius etanolio, centrifugavome 3min.
15000 aps/min, DNR idtirpinome 200 mkl ligavimo buferio (50mM
tris-HCl1, 10mM MgCl, 10 mM DTT; pH 7.5) pridéjome
adenozintrifosfato (ATP) 0.01 opt. vnt. BglII linkeriy ir 50
vnt. T4 DNR ligazés, 1ligavome 16 val. 120 temperatiiroje.

Gauta DNR midini i8sodinome etanoliu, i$tirpinome 200 mkl
buferio O (50mM tris-HCl, 10 mM MgCl, 100 mM NaCl, 1mM DTT;pH
7.5) ir paveikéme 50 vnt. BamHI restriktazés ir 100 vnt. BglII
restriktazeés 2 val. 370 temperatiroje.

Po elektroforezés 1% agarozés gelyje iSskyréme 1.68
tukst.b.p. dydZzio BamHI-BglII fragmenta ir ligavimo buferyje
ligavome su 3mkg pIC19R plazmidés, perskeltos BglII restriktaze.

DNR midiniu po ligavimo transformavome kompetentines
E.coli HB101 kamieno 1lasteles, transformacijag vykdéme
inkubuodami 1 val. O°C ir 5 min. 420 C temperatliroje. Po to
lasteliy miSinj 10 kartu atskiedéme LB terpe (1% triptono,0.5%
mieliy ekstrakto, 1% NaCl) ir inkubavome 37° C 1 val., po to
iSséjome ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu (100 mkg/ml).
Tarp transformanty restrikcinés analizés bldu buvo atrinkti
klonai, turintys pIC19RS plazmide. 50mkg pIC19RS plazmidés
skaldéme FEco1471 restriktaze (100vnt.) 2 val. 379 C 200 mkl
buferio B. Gauta reakcijos midinj veikéme fenolo-chloroformo
1:1 midiniu, centrifugavome, DNR persodinome etanoliu,
tirpinome 200 mkl ligavimo buferio su ATP ir pridéjome 0.1
opt.vnt. sintetinio oligonukleotido i§ 53 b.p., homologisko 5°
preS2 geno galui:

5' CT AGA CAA TGG AAC TCC ACT TTC CAC CAA ACT TTG CAA
3 T GTT ACC TTG AGG TGA AAG GTG GTT TGA AAC GTT

GAC CCA AGA GTT AGA GG-3'
CTG GGT TCT CAA TCT CC-5'
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Ligavome 16 val. 120 C temperatlroje. Reakcijos midinj po
ligavimo 20 min. kaitinome 70° C temperatlroje. DNR persodinome
etanoliu, iStirpinome 200 mkl buferio O, pridéjome 10 vnt.
restriktazés BglII ir 200 vnt. restriktazés Xbal ir inkubavome
2 val. 370 C temperaturoje.

$i midini frakcionavome 1% agarozés gelyje, i¥skyréme
0.85 tukst.b.p. XbaI-BglII fragmenta, kuri ligavome su 3 mkg
pP-T plazmidés, perskeltos Xbal ir BglII restriktazémis.

Po 1ligavimo gautu miSiniu +transformavome E.coli HB101
kamieno kompetentines 1lgsteles ir iSséjome ant LB terpés su
ampicilinu. Atrinkti klonai, turintys plazmide p37-pS2-1.

50mkg p37-pS2-1 idtirpinome 200 mkl buferio G (10mM tris-
HCl, 10mM MgCl, 50mM NaCl, 1mM DTT; pH 7.5) pridéjome po 100
vnt. Kpnl ir HindIII restriktaziy ir inkubavome 2 val. 370 C
temperaturoje. Gauta miSinji frakcionavome 1% agarozés gelyje
ir i8skyréme 1.5 tikst.b.p. KpnI - HindIII fragmenta, kuri
ligavome su 3 mkg pTZ19R plazmidés ( Pharmacia, évedija ),
suskaldytos KpnI - HindIII restriktazémis.

Gautu midiniuv transformavome E.coli DH5a kamieno
kompetentines lgsteles ir iSséjome ant LB terpés su ampicilinu.
Tarp transformanty buvo atrinkti klonai, turintys p37-pS2-2
plazmide (Fig. 4).

50mkg p37-pS2-2 idtirpinome 200 mkl buferio R (10mM tris-
HC1, 10mM MgCl, 100mM KCl, 1mM DTT; pH 8.5), pridejome 100 vnt.
EcoRI restriktazés ir inkubavome 2val. 370 C temperaturoje.

DNR persodinome etanoliu ir iStirpinome 200 mkl Klenovo fermen-
to buferio (50 mM tris-HCl, 6 mM MgCl, ,1mM merkaptoetanolio;
pH 7.6 ) pridéjome iki 0.1 mM koncentracijos dezoksi-
nukleotidtrifosfaty, 3 vnt. Klenovo fermento ir inkubavome
30 min. 20° C temperatlroje. Po to reakcijos miSinji

20 min. inkubavome 70° C, DNR persodinome etanoliu, i8tir-
pinome 200 mkl buferio R, pridéjome 100 vnt. restriktazés ir
inkubavome 2 val. 379 C temperatiroje.

Gauta midinj frakcionavome 1% agarozeés gelyje ir iSskyréme
1.5 tikst.b.p. EcORI-HindIII fragmenta , kuri ligavome su 3mkg
YepSec1 plazmidés (Baldari ir kt., EMBO J.,1987, t.6, p 229-234)
restriktuotos HindIII ir Xhol restriktazémis 1ir paveiktos
Klenovo fermentu.
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Po ligavimo gautu miSiniu transformavome E.coli HB101
kamieno kompetentines lasteles ir i$sé¢jome ant LB terpés su
ampicilinu. Atrinkti klonai, turintys p6pS2 plazmide.

50 mkg p6pS2 plazmidés idtirpinome 200 mkl buferio O,
pridéjome po 50 vnt. NcoI ir Eco91I restriktaziy ir inkubavome
2 val. 370 C temperaturoje, po to inaktyvavome fermentus 20min.
700 C. DNR persodinome etanoliu, iStirpinome 200 mkl Klenovo
fermento buferio, pridéjome dezoksinukleotidtrifosfaty, 3 vnt.
Klenovo fermento ir inkubavome 1 val. 20°C temperatiroje. Gauta
misini frakcionavome agarozés gelyje, idskyréme 4.3 tikst.b.p.
NcoIl-Eco91I fragmentg ir ji ligavome su 3 mkg pRA1 plazmidés,
perskeltos Smal restriktaze.

Po ligavimo gautu miSiniu transformavome E.coli HB101
kamieno kompetentines lasteles ir i$séjome ant LB terpés su
ampicilinu. Tarp gautu klony buvo atrinkti turintys pFpS2-48

plazmide (Fig. 5 ).

.Plazmide analizuojame Siuo badu:
1. Atsparumo ampicilinui geno buvimas jrodomas E.coli kamieno,
turinCio plazmide pFpS2-48, sugebéjimy augti agarizuotose
terpése, turinfiose nuo 50 iki 100 mkg/ml ampicilino.
2. Atsparumo formaldehidui geno FOR-R buvimas jirodomas
S.cerevisiae kamieno, turinéio plazmide su FOR-R genuy,

sugebejimu augti agarizuotose terpése, turinfiose 3-10 mM
formaldehido.

3. Plazmidés pFpS2-48 sugebéjimas koduoti Zmogaus hepatito B
viruso pavirsSiaus antigeno HBpreS2Ag sinteze jirodomas
transformuojant &ia plazmide S.cerevisiae FH4C kamiena,
atrenkant atsparius formaldehidui transformantus, po to
tikrinant antigeno produkcija gautuose transformantuose
radioimunologiniu metodu. Duomenys pateikti $io kamieno

aprasyme.

4. Skaldant pFpS2-48 plazmide EcoRI restriktaze gauname 1.0,
4.8 ir 4.9 tikst.b.p. dydzio fragmentus. Skaldant BamHI ir
BglII restriktazémis - 2.1 ir 8.7 tikst.b.p. dydzio fragmentus.
Skaldant PstI restriktaze - 0.5, 2.2 ir 8.1 tukst.b.p. dydzio
fragmentus.
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S5 pavyzdys. Plazmidés pFS19 konstravimas.

S0 mkg p37pS2-2 plazmidés, gautos kaip apradyta 4
pavyzdyje, idtirpiname 200 mkl buferio R, pridéjome 100 vnt.
Hin6I restriktazés, inkubavome 2 val 37° C.

DNR persodinome etanoliu, idtirpinome 200 mkl Klenovo
fermento buferio, pridéjome dezoksinukleotidtrifosfaty, 3 vnt.
Klenovo fermento ir 30 min inkubavome 200°C, po to inaktyvavome
20 min. 70° C. '

DNR persodinome etanoliu,i$tirpinome 200 mkl buferio 0,
pridejome 100 vnt. BglII restriktazés ir inkubavome 2 val.
379 C temperatilroje.

Po elektroforezés 1% agarozés gelyje iSskyréme 0.68
tikst. b.p. dydzio fragmenta, kurj ligavome su 3 mkg p6pS2
plazmides, paeiliui apdorotos Xbal restriktaze, Mung Bean
nukleaze ir restriktaze BglII. Naujai gauta plazmide pavadinome
pS-6S.

S50 mkg p6-6S plazmidés idtirpinome 200 mkl buferio Y
(33 mM tris-acetato, 10 mM magnio acetato, 66 mM kalio acetato,
0.5 mM DTT; pH 7.9), pridéjome po 100 vnt. Eco147I ir EC0911I,
inkubavome 2 val. 379 C temperatlroje.

DNR iSsodinome etanoliu ir i&tirpinome 200 mkl Klenovo
fermento buferio, pridéjome nukleotidtrifosfaty, 3 vnt.
Klenovo fermento ir inkubavome 30 min. 20° C temperatiroje.

Po elektroforezées iSskyréme 3.9 tlkst.b.p.dyd2ic Eco1471I-
Eco91I fragmenta ir 1ligavome ji su 3 mkg pRA1 plazmidés
perskeltos Smal restriktaze.

Po ligavimo gautu mi$iniu transformavome E.coli HB101
kamieno kompetentines lasteles ir i§séjome ant LB terpés su
ampicilinu. Tarp transformanty buvo atrinkti klonai, turintys
PFS18 plazmide (Fig.6).

Plazmides analize atliekame 4 pavyzdyje apradytu bidu.

Skaldant pFS19 plazmide EcORI restriktaze gauname 4.9
ir 5.5 tukst.b.p. dydzio fragmentus. Skaldant BglII ir BamHI
restriktazémis - 1.8 ir 8.6 tikst.b.p., o skaldant PstI-0.5,
2.2 ir 7.7 tikst. b.p.

6 pavyzdys. pJLFdS1 plazmidés konstravimas.

S0 mkg pHB 320 plazmidés idtirpinome 200 mkl buferio G,
pridejome po 100 vnt.BamHI ir Xbal restriktaziy ir inkubavome
2 val. prie 37° C,
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Po elekroforezés agaroziniame gelyje idskyréme 0.53
tikst.b.p. dydzio fragmenta, turinti virusinés DNR preSt ir
preS2 rajonus ir ligavome ji su 3 mkg pTZi19R plazmidés
perskeltos BamHI ir Xbal restriktazémis.

Gautu miSiniu transformavome kompetentines HB101 E.coli
lasteles. Tarp transformanty atrinkome klonus, turinfius pTZS1
plazmide.

0.001 mkg pT2S1 plazmidés iStirpinome 100 mkl
amplifikacijos buferio (67 mM tris-HCl, 6.7 mM MgCl, 1 mM
merkaptoetanolio, 50 mM KC1l, 0.17 mg/ml jau€io serumo albumino;
pH 8.8 prie 25° C), pridéjome dezoksinukleotidtrifosfaty iki
0.2 mM koncentracijos, 5 vnt. Taql DNR polimerazés ir po 0.01
opt.vnt. sintetiniy oligonukleotidy 5' -ATGGAGAACATCACATCAG-

3' ir 5' - GCCACCAGCAGGGAAATAC-3'.

Su gautu miSiniu atlikome 35 amplifikacijos ciklus (1 min.
850 €, 2 min. 509 C, 3 min. 729 C). Gauta po polimerazineés
grandininés reakcijos 3.4 tUkst.b.p. dydzio fragmenta
apdo%ojome fenolo-chloroformo miSiniu ir persodinome etanoliu.

DNR iStirpinome 200 mkl ligavimo buferio, pridéjome ATP,
5 vnt. T4 fago polinukleotidkinazés ir 50 vnt. T4 fago DNR
ligazés. Gautg miSini inkubavome 1 val. prie 379 C. Gautu
miSiniu transformavome HB101 E.coli ir tarp transformantu
atrinkome turinfius pTZdSt plazmide.

50 mkg pTZdS1 plazmidés iStirpinome 200 mkl buferio R,
pridéjome po 100 vnt. BamHI ir EcoRI restriktaziy ir inkubavome
2 val 379 C temperatiroje. Gauta midinj apdorojome fenolo-
chloroformo midiniu ir DNR persodinome etanoliu.

10 mkg pTZdS1 plazmidés, suskaldytos BamHI ir EcCoORI
restriktazémis iStirpinome 100 mkl ligavimo buferio, pridéjome
ATP, 0.01 opt. vnt. sintetinio DNR fragmento, turinCio preSt

geno 5' dali:
5" -AA TTC TCT AGA GGT CAA AAC TTA TCT ACC TCT AAC CCA
3' - G AGT TCT CCA GTT TTG AAT AGA TGG AGA TTG GGT

TTA GGT TTC TTC CCA CAC CAC CAA TTG - 3

AAT CCA AAG AAG GGT GTG GTG GTT AAC CTAG - 5
50 vnt. T4 fago DNR ligazés inkubavome 16 val. 120 C. Gautu
midiniu transformavome HB101 E.coli ir atrinkome klonus,
turinCius pdSis plazmide.
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50 mkg pdS1s plazmidés iStirpinome 200 mkl buferio Y,
pridejome 100 vnt. Xbal restriktazés ir inkubavome 2 val 37°C
temperatiroje.

Po elektroforezés 1% agarozés gelyje iSskyreme 0.49
tukst.b.p. dydzio XbaI-Xbal DNR fragmenta ir ligavome ji su
8.9 tukst.b.p. dydZzio fragmentu, gautu i$ p6-pS2 plazmidés,
suskaldytos Xbal restriktaze.

Gautu midiniu transformavome HB10f1 AE.coli ir tarp
transformanty atrinkome turinéius pJLdS1 plazmide.

50 mkg pJLdS1 plazmidés iStirpinome 200 mkl buferio O,
pridejome po 100 vnt. Bsp68I ir Eco91I restriktaziy ir
inkubavome 2 val.37° C. DNR persodinome etanoliu, i$tirpinome
200 mkl Klenovo fermento buferio, pridéjome NTP, 3 vnt.
Klenovo fermento ir inkubavome 30 min. 20° C. DNR persodinome
etanoliu, iStirpinome 100 mkl ligavimo buferio su ATP,
pridéjome 50 wvnt. T4 fago DNR ligazés .ir ligavome su 2.2
tokst.b.p. dydzio Xbal - PstI pRAI plazmidés fragmentu,
apdorotu Mung Bean nukleaze. Gautu mi$iniu transformavome HB101
E.coli ir tarp transformanty atrinkome turinius pJLFdSt
plazmide (Fig.7 ).

pJLFdS1 plazmides analizé atliekama kaip nurodyta 4
pavyzdyje.

URA3 markerinio geno buvimas jrodomas $ios plazmidés
sugebéjimu kompensuoti ura3 mutacija.

Skaldant pJLFdSt plazmide EcoRI restriktaze gauname 3.8
ir 7.6 tukst.b.p. dydzio DNR fragmentus. Skaldant BglII ir
BamHI restriktazémis gauname 1.0 ir 10.4 tiOkst.b.p. dydzio
DNR fragmentus. Skaldant HindIII restriktaze - 0.25, 0.35, 2.0,
ir 8.8 tdkst.b.p. dydzio fragmentus.

Siekiant padidinti HBsAg, HBpreS2Ag antigeniniy baltymy
produkcija buvo patikrintas didelis skaifius laukinio tipo
S.cerevisiae kamieny. Pasirodé, kad geriausiu produktyvumu

pasizymi greitai augantys, poliploidiniai kamienai, turintys
sumazinta proteolitini aktyvuma (1 lentelé). Tolimesniam darbui
buvo pasirinktas FH4C kamienas.
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1 lentelé
S.cerevisiae mieliy HBsAg kiekis Proteolitinis
kamienal (pFS19) (sutart. vnt.) aktyvumas
1* (sutart. vnt.) 2*

DBY746 (D.Botstein) 1.0 2.75
DC5 (J.Hicks) 1.5 2.60
a3-41 pep4-1 (E.Jones) 4.2 1.35
FH4C (0Q.Lampen) 10.0 1.0
VIL-2N2 (Taik.enz.inst.) 3.0 2.5
7A(12) 2.5 2.8
7A(16)322 2.7 2.8
188 I1 4 2.3 2.7
442 K2 10.0 1.2
P6 4.2 2.0
P67 K252 3.8 2.7

1* nustatyta radioimunologiniu metodu
2* nustatyta, naudojant substraktg HBsAg zymétg I125

7 pavyzdys. S.cerevisiae FH4C[pFS19] (BKIM Y1831) kamieno
gavimas ir jo produktyvumo nustatymas.

pFS19 plazmide transformavome S.cerevisiae FH4C kamieng
pasinaudodami Ito metodu (Ito ir kt.,J.Bacteriol.,1983, T 153
p.163-168).

FH4C[pFS19] kamieno lasteles auginome 300 C temperaturoje
100 m1 YEPD terpés 24 val. kratykleje 200 aps/min. Po 24 val.
pridejome 4% galaktozés ir toliau auginome lasteles 8-12 val.
analogidkose salygose. Po 8-12 val. buvo imami ir analizuojami

meginiai.

1 ml 1lgsteliy kultdros centrifugavome 10 min. 3000
aps/min, lasteles suspendavome 1 ml buferio (0.05 M Na-fosfa-
tinio buferio, 0.05% Tritono X-10Q, pH 7.2), pridéjome 1 g
0.5 mM dydZio stikliniy Sraty ir ardéme 4 min., periodi$kai
Saldydami lede, po to centrifugavome 10 min. 3000 aps/min.

Zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigeno HBsAg
kiekio nustatymag atlikome radioimunologiniu metodu,panaudodami
rinkinius HBSAg nustatymui ("Radiopreparat®, UiP VYiaCCP )
Standartinius preparatus, gautus i3 Medicininés kontrolés



-15- - LT 3988 B

instituto, naudojome kalibracinei kreivei gauti. Duomenys
pateikti 2 lenteléje.

8,9 pavyzdziai. S.cerevisiae FH4C[pFpS2-48](BKIM Y1833)
ir S. cerevisiae FH4C[pJLFdS1] (BKIM Y1832) buvo gauti ir
patikrinti analogi8kai 7 pavyzdziui, tik transformacijai buvo
panaudotos pFpS2-48 ir pJLFdS1 plazmidés. Duomenys pateikti 2
lenteléje.

2-lentele
PavirSiaus antigeniniy baltymy HBsAg, HBpreS1Ag ir
HBpreS2Ag ekspresijos lygis mielése (nurodytas % rodo
imunologidkai aktyvaus baltymo kieki lyginant su visu
tirpiu baltymu).

Sistema HBpreSiAg HBpreS2Ag HBsSAgQ

S. cerevisiae pagal

patenta EP 0164556 0.2%

S. cerevisiae -

EP 0174444 0.18% 0.067%
S. cerevisiae HBpreSt1Ag+HBpreS2Ag

EP 0248410 0.36 mkg/ml 0.69 mkg/ml

P.pastoris 9-60 mkg/ml

EP 0339567 0.11-0.63%

P. pastoris HBpreS2+HBSAg

EP 0339567 1%

S. cerevisiae

EP 0401941 2.4 mkg/ml

Pareiksta 0.5-0.8% 0.7-1.3% 0.7-1.3%
sistema 50-90 mkg/ml 80-160 mkg/ml  80-160 mkg/ml

18 2 lentelés matome, kad pareik$ta iSradimy grupe pagal
?mogaus hepatito B viruso pavir$iaus antigeny i3eiga procentais
nuo bendro lastelinio baltymo vir8ija Zinomus analogus
S. cerevisiae mielése iki 20 karty, o pagal ideigg 1§ 1 1
kultdros - iki 100 karty. Pagal antigeny sintezes produktyvuma
duota sistema neZymiai vir$ija efektyviausia i$§ dabar zinomy -
Pichia pastoris sistema. S. cerevisiae mielés yra patogios,nes
seniai naudojamos maisto pramonéje, neturi toksiny beil
pirogeniniy medziagy.
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Didelé antigeny iSeiga pareik3toje sistemoje pasiekiama
panaudojant indukuojamg hibridinji GAL1-10-PYK1 promotoriy,PGK1
geno transkripcijos terminatoriy ir domipantini gena FOR-R,
leidzianti vykdyti laukiniy S. cerevisiae kamieny su padidintu
antigeny produktyvumu selekcijg. Dominantinio geno panaudojimas
leidzia panaudoti laukinio tipo kamienus, kuriy kultivavimui

galima naudoti pilnas, pigias terpes, tai yra svarbus
pranasumas vykdant pramoninj mieliy auginima.

Pilny terpiy panaudojimas padidina biomasés iSeigq 15 to
paties kultlrinio skys€io turio, be to sutrumpina fermentacijos
laika, nes sutrumpina mieliy lgsteliy generacijos laika.

Mieliy FH4C kamieno su sumaZintu proteolitiniu aktyvumu
panaudojimas sumazina heterologiniy baltymy degradacija, tai
palengvina natyviy hepatito B viruso antigeny valyma.
Dominantinio geno panaudojimas leidzia vykdyti kamieny su
padidintu heterologinio baltymo produktyvumu atranka.
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I1SRADIMO APIBREZTIS

1. Rekombinantiné pFS19 plazmidé, koduojanti Zmogaus
hepatito B viruso pavirdiaus S antigeno sinteze, yra
10.4 tdkst.b.p. dydzio ir sudaryta i3 sekanliy elementy:

Kpnl-Xbal 2.9 tdkst.b.p. dydZio pTZ19R plazmides
fragmento, turinéio gena, apsprendziantji atsparumg
ampicilinui ir E.coli ori sriti; ) ‘

Xbal-BamHI 3.6 tikst.b.p. dydZzio C. maltosa DNR
fragmento, turin¢io geng FOR-R, apsprendZianti atsparumg
formaldehidui (dominantinis genas);

Eco147I-HindIII 2.16 tdkst.b.p. dydzio fragmento,
turindio GAL 1-10 transkripcijos aktyvatoriy,piruvatkinazes
PYK1 geno promotoriy, Zmogaus hepatito B viruso S geng,
fosfogliceratkinazés PGKi geno transkripcijos terminatoriy;

HindIII-Eco911 1.74 tdkst.b.p. dydzio mieliy 2 mkm
plazmidés fragmento, turinio ori sriti.

2. Rekombinantiné pFpS2-48 plazmidé, koduojanti Zmogaus
hepatito B pavir$inio preS2 antigeno sinteze, yra
10.8 tdkst.b.p. dydzio ir susideda i§ sekanCiy elementy:

KpnI-Xbal 2.9 tdkst.b.p. dydzio pTZi19R plazmides
fragmento, turindio gena, apsprendzianti atsparuma
ampicilinui ir E.coli ori sritj;

XbaI-BamHI 3.6 tOkst.b.p. dydzio C. maltosa DNR
fragmento, turin€io geng FOR-R, apsprendziantj atsparumg
formaldehidui (dominantinis genas);

NcoI-HindIII 2.56 tukst.b.p. dydzio fragmento,
turinéio GAL 1-10 transkripcijos aktyvatoriy,piruvatkinazes
PYK1 geno promotoriy, zmogaus hepatito B viruso preS2
gena, fosfogliceratkinazés PGK1 geno transkripcijos
terminatoriy;

HindIII-Eco91I 1.74 tdkst.b.p. dydzio mieliy 2 mkm
plazmidés fragmento, turinCio mieliy ori sriti.

3. Rekombinantiné pJLFdS1 plazmidé, koduojanti Zmogaus
hepatito B pavir$iaus preSi antigeno sinteze, yra
11.4 tikst.b.p. dydZio ir susideda i§ sekanliy elementy:
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XbaI-PstI 2.2 tukst.b.p. dydZio C.maltosa DNR
fragmento, turin¢io FOR-R geng, apsprendzianti atsparumag
formaldehidui (dominantinis genas);

HindIII-Eco911 1.74 tdkst.b.p.dydzio mieliy 2 mkm
plazmidés fragmento, turinio mieliy ori sriti;

HindIII-EcoRI 1.74 tidkst.b.p. dydzio fragmento,
turinfio piruvatkinazés PYK1 geno promotoriy, 2Zmogaus
hepatito B viruso preS1 gena, fosfogliceratkinazes PGK1
geno transkripcijos terminatoriy;

EcoRI-Bsp68I 5.63 tikst.b.p. dydZio fragmento,
turinlio GAL 1-10 transkripcijos aktyvatoriy, mieliy
URA3 gena, atsparumo ampicilinui gena ir E.coli ori sritj.

4. Plazmidziy pFS19, pFpS2-48 ir pJLFdS1, koduojantiy
pavir$iniy antigeny HBsAg, HBpreS2Ag ir HBpreS1Ag
sinteze, konstravimo bldas, b e s i s ki riantis
tuo, kad apima dominantinio geno FOR-R sujungimg vienoje
plazmidéje su S, preS2 arba preSi1 genais, kuriy ekspresija
reguliuojama hibridinio, galaktoze indukuojamo GAL1-10-PYK1
promotoriaus ir PGK1 transkripcijos terminatoriaus, o taip
pat su mieliy 2 mkm plazmidés fragmentu, turindiu mieliy
ori sritj, bei atsparumo ampicilinui genu ir E.coli ori
sritimi, o dominantinio geno FOR-R klonavimas apima Candida
maltosa geny banko konstravimg panaudojant bifunkcini
mieliy vektoriy, transformacija i Saccharomyces cerevisiae
ir transformanty, komplementuojanciy leu2 mutacija,
parinkimg, transformanty, galin¢iy augti ant terpiy su
formaldehidu, atranka, plazmidziy i8skyrimg i8 8iy
transformanty, FOR-R geno subklonavimg ir jo pirmines
sekos nustatyma.

5. Bidas pagal 4 punkta, be s iskiriantis tuo,
kad konstruojant pFpS2-48 plazmide, pHB320 plazmide skaldo
Dral restriktaze, 1liguoja BglII 1linkerius, skaldo
BglII ir BamHI restriktazémis, iSskirta 1.68
tikst.b.p. dydzio fragmenta liguoja su pICISR plazmide,
suskaldyta BglII restriktaze, gautg pIC19RS plazmide
skaldo Eco1471 restriktaze ir prijungia sintetinji
oligonukleotida
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5' CT AGA CAA TGG AAC TCC ACT TTC CAC CAA ACT TTG CAA
3' T GTT ACC TTG AGG TGA AAG GTG GTT TGA AAC GTT
GAC CCA AGA GTT AGA GG-3'
CTG GGT TCT CAA TCT CC-5' ,

po to skaldo Xbal ir BglII restriktazémis, izoliuotg 0.85
tikst.b.p. dydzio fragmenta 1liguoja su pP-T plazmide,
perskelta Xbal ir BglII restriktazemis, gautg p37-pS2-1
plazmide skaldo Kpnl ir HindIII restriktazémis ir
izoliuoja fragmenta, turintj PYK1 geno promotoriy, preS2
gena ir PGK1 terminatoriy, kuri klonuoja i pTZ19R plazmide,
suskaldyta KpnI ir Hind III restriktazémis; gautg p37pS2-2
plazmide skaldo EcoRI restriktaze, veikia Klenovo fermentu
ir skaldo HindIII restriktaze, o gauta 1.51 tikst.b.p.
dydzio fragmenta liguoja su YepSect plazmidés fragmentu,
gautu paeiliui apdorojant Xhol restriktaze, Klenovo
fermentu ir HindIII restriktaze, po to gauta p6pS2 plazmide
skaldo Ncol ir Eco91I restriktazémis, paveikia Klenovo
fermentu, i¥skiria 4.3 tdkst.b.p. dydzio DNR fragmenta ir
liguoja su pRA1 plazmide, suskaldyta Smal restriktaze.

6. Bldas pagal 4 punkta, be s iskiriant i s tuo,
kad konstruojant pFS19 plazmidg, pHB320 plazmide skaldo
Dral restriktaze, liguoja BglII 1linkerius, skaldo BglII
ir BamHI restriktazémis, i%skirta 1.68 tlkst.b.p. dydZio
fragmenta liguoja su pIC19R plazmide, suskaldyta BglII
restriktaze, gautg pIC19RS plazmide skaldo Eco1471
restriktaze ir prijungia sintetinj oligonukleotida

5' CT AGA CAA TGG AAC TCC ACT TTC CAC CAA ACT TTG CAA
3' T GTT ACC TTG AGG TGA AAG GTG GTT TGA AAC GTT

GAC CCA AGA GTT AGA GG -3'
CTG GGT TCT CAA TCT CC -5' ,

po to skaldo Xbal ir BglII restriktazemis, izoliuotg 0.85
tokst.b.p. dydzio fragmenta liguoja su pP-T plazmide,
perskelta Xbal ir BglII restriktazemis, gauta p37-pS2-1

plazmide skaldo KpnI ir HindIII restriktazémis ir
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izoliuoja fragmenta, turintji PYK1 geno promotoriy, preS2
gena ir PGK1 terminatoriy, kuri Kklonuoja 1} pPTZ19R
plazmide, suskaldyta KpnI ir HindIII restriktazémis;
gauta p37pS2-2 plazmide skaldo ECoORI restriktaze, veikia
Klenovo fermentu ir skaldo HindIII restriktaze, 0
gauta 1.51 tlikst.b.p. dydzio fragmenta liguoja su YepSect
plazmidés fragmentu, gautu paeiliui apdorojant Xhol
restriktaze, Klenovo fermentu ir HindIII restriktaze, po to
gauta p6pS2 plazmide paveikia Xbal restriktaze, Mung Bean
nukleaze ir BglII restriktaze, liguoja su 0.68 tikst.b.p.
fragmentu, i$skirtu i$ p37pS2-2 plazmidés, paveikus j3a
Hin6I restriktaze, Klenovo fermentu ir BglII restriktaze;
gauta p6-6S plazmide skaldo Eco147I, Eco91I restriktazémis,
veikia Klenovo fermentu,iskiria 3.9 tdkst.b.p. dydzio
fragmenta, kurj liguoja su pRA1 plazmide, suskaldyta Smal
restriktaze.

7. Bidas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo,
kad siekiant sukonstruoti pJLFdS1 plazmide, pHB320 plazmide
skaldo BamHI ir  Xbal restriktazémis, ig§skirta 0.53
tikst.b.p. dydzio fragmenta liguoja su pTZi9R plazmide,
suskaldyta BamHI ir Xbal restriktazemis, gautg pTZSti
plazmide panaudoja matricos vietoje polimerazineje
grandininéje reakcijoje, §ioje reakcijoje pradmenimis
naudojant 2 sintetinius nukleotidus

5' -ATGGAGAACATCACATCAG-3' ir 5'-GCCACCAGCAGGGAAATAC-3';
§ios reakcijos produkta - 3.4 tikst.b.p.dydzio DNR
fragmenta paveikia polinukleotidkinaze ir ligaze, gauta
pTZdS1 plazmide skaldo BamHI ir EcoRI restriktazémis ir
liguoja su sintetiniu DNR fragmentu, koduojan&iu 5' preSt

geno dali,

5'-AA TTC TCT AGA GGT CAA AAC TTA TCT ACC TCT AAC CCA

3'- G AGT TCT CCA GTT TTG AAT AGA TGG AGA TTG GGT
TTA GGT TTC TTC CCA CAC CAC CAA TTG -3

AAT CCA AAG AAG GGT GTG GTG GTT AAC CTAG-5' ,

gauta pdSis plazmide skaldo Xbal restriktaze, izoliuoja
0.49 tikst.b.p. dydZzio XbaI-Xbal fragmenta, kurj liguoja
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su 8.9 tikst.b.p. dydZio DNR fragmentu, gautu suskaldzius
p6pS2 plazmide Xbal restriktaze; gauta pJLdS1 plazmide
skaldo Bsp68I ir Eco91I restriktazémis, veikia Klenovo
fermentu ir liguoja su 2.2 tidkst.b.p. dydZio XbaI-PstI pRAt
plazmidés fragmentu, paveiktu Mung Bean nukleaze.

8. Saccharomyces cerevisiae FH4C[pFS19] (BKIOM Y1831)
kamienas - zmogaus hepatito B viruso pavirsiaus $ antigeno

producentas.

9. Saccharomyces cerevisiae FH4C[pFpS2-48] (BKIIM Y1833)
kamienas - 2mogaus hepatito B viruso pavir$iaus preS2
antigeno producentas.

10. Saccharomyces cerevisiae FH4C[pJLFdS1] (BKIIM Y1832)
kamienas - zmogaus hepatito B viruso pavir$iaus preSt
antigeno producentas.
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AGAAAGAAAAAGAAAAAGCANGCGATAGTCAACACANAGAGANTATCTGAGTTTAAGTGT 60
GTCAACGTTACATCAAANTAGAGAATTAGTAATCAAGATAGAACCAATACTTTTCTAAAC 120
AATATTGCGGGTGAGATACTTCGTGATTATATGAGTITAAGCGATAAGTTTCCGCGCTAT 180
TTGTGATACCTAATTATTAAGCATGGTCAAAATTATGCGAAACTAAAAAAAAAAAACGTG 240
AGTAAGCCGTAAAGATGAGGCCTAATCGGGTAACCAATTCCCTGCAACGTTCAGCGCGAG 300
AAACAAAGAAGTTCAATGAAACTGATAGAACGAAGAAAANANAAAAAAAAGATTATAAAA 360
ACCAAATCAACTCCTTCTTCTTCTTTTCATTTTCTAGTCTTACCATTGATTAATTAACTT 420

ACTTACTTATTTTATCAATTGTTACTATAATAATGTCTGAATCAACTGTTGGAAAAGTAT 480
MetSerGluSserThrvalGlyLys 8

GTAACTCAATTCATTTATCCCCCTTTTTTTTCCATTTGTTCTTTCTTAATTGAAATTGGA 540
AAATGATTITTCAATTGGTGGAGAARAATTGTTAATTTTTTTTTTTTTTTGAAAAAAAGGGA 600
AATTTTCATCATATTTTATACCCACACACCATGAGCANTTCGAAAATCACCCTAGTGGTT 660
AAAACATAAA?TCAAAAAAAAGPAATTATGTTCATTTTACTAACTTTACTCAGCCAATTA 720

ProlleT 10

CCTGTAAAGCCGCTGTTGCTTGCGAAGCTGCTAAACCATTATCCATTGAAGATGTCACTG 780
hrcysLysAlaAlavalAlaTrgGluAlaAlaLysProLeuSerIleGluAspValThrv 30

TTGCTCCACCAAAACGTCATGAAGTCCGTATCAAACTTTATGACACTGGTGTTTGTCACA 840
alAlaProProLysArgHisGluvalArgIleLysLeuTyrAspThrGlyvValCysHisT 50

CTGATGCTTACACTTTAAGTGGGGTTGATCCAGAAGGTGCTTTCCCAGTTATTTTGGGAC 900
hrAspAlaTyrThrLeuSerG.iyValAspProGluGlyAlaPheProvallleLeuGlyH 70

ATGAAGGTGCCGGTATTGTCGAAAGTATTGGTGAAGGTGTCACCAATGTTAAAGTTGGTG 960
isGluGlyAlaGlyIlevalGluserIleGlyGluGlyvalThrAsnvalLysvalGlyA 90

ACCATGTCATTGCCTTGTATACCCCAGAATGTGGTGAATGTAAATTCTGTAAATCTGGTA 1020
spHisvValIleAlaLeuTyrThrProGluCysGlyGluCysLysPheCysLysSerGlyL 110

AAACCAACTTGTGTGGTAAAATTAGAGCTACCCAAGGTAAAGGTGTTATGCCAGATGGTA 1080
ysThrAsnLeuCysGlyLysIleArgAlaThrGlnGlyLysGlyvalMetProAspGlyT 130

CTTCAAGATTTACATGCAAAGGTANAGAAATTCTCCACTTTATGGGTTGTTCCACTTTCT 1140
hrSerArgPheThrCysLysGiyLysGluIleLeuHisPheMetGlyCysSerThrPhes 150

CCCAATATACTGTTGTTGCTGACATTTCTGTTGTTGCCATCAATCCAANAGCTGAATTTG 1200
erGlnTyrThrvalvalAlaAspIleServalvalAlalleAsnProLysAlaGluPheA 170

ACAAAGCTTGTTTGTTAGGTTGTGGTATTACTACTGGTTATGGTGCCGCCACCATCACCG 1260
spLysAlaCysLeuLeuGlyCvsGlyIleThrThrGlyTyrGlyAlaAlaThrIleThrA 190

Frg.2
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CCAACGTTCAAAAAGGTGACAACGTTGCTGTTTTCGGTGG TERTAT I T ORI TTATCCG 1320
laAsnvalGlnLysGlyAspiAsnvalAlavalPheGlyGlyGlyIlevalGlyLeuserV 210

TCATTCAAGGTTGTGCTGAAAGAGGASGCTGCTCAAATCATTTTAGTTGATATCAGTGACA 1380
allleclnGlyCysAlaGluargGlyAlaAlaGlnIleIlel,euvalAsplleSerAspL 230

AGAAAGAAGAATGGGGTCAAANAACTTGGTGCCACTGCCT TTGTTAACCCAACCAAATTAC 1440
ysLysGluGluTrpGlyGlnLysLeuGlyAlaThrAlaPhevalAsnProThrLysLeuP 250

CAGAAGGTACCACTATTGTCGATAAATTGATTGAAATGACCGATGGTGGTTGTGATTTCA 1500
roGluGlyThrThrIlevalAspLysLeulleGluMetThrAspGlyGlyCysAspPheT 270

CTTTTGATTGTACCGCTAATGTTGGGGTTATGAGAAACGCTTTGGARGCTTGTCATAAAG 1560
hrPheAspCysThrGlyAsnvalGlyvalMetArgAsnAlaLeuGluAlaCysHisLysG 290

GTTGGGGTACTTCCGTCATTATTGGTGTTGCTGCAGCTGGTAAAGAAATTTCCACCAGAC 1620
lyTrpGlyThrServalIlelleGlyvalAlaAlaAlaGlyLysGlulleSerThrArgpP 310

CATTCCAATTGGTTACCGGTAGAACTTGGAANGGAGCTGCTTTCGGTGGTGTTAAAGGTA 1680
roPheGlnLeuValThrGlyArgThrTrpLysGlyAlaAlaPheGlyGlyvalLysGlyA 330

GATCCCAATTACCAGGAATTGTTAACAATTACTTGGATGGTAAATTGAAGGTTGAAGAAT 1740
rgserGlnLeuProGlyIlevalAsnAsnTyrLeuAspGlyLysLeuLysValGluGluP 350

TCATTACCCACAGAGAACCTTTGGCAGCCATTAACAAAGCTTTTGAAGAAATGCATGCTG 1800
heIleThrHisArgGluProLeuAlaAlaIleAsnLysAlaPheGluGluMetHisAlaG 370

GTGATTGTATCAGAGCTGTTGTTGACTTGTCATGACTAGACAGCAAACTTTAAGTTGTTT - 1860
lyAspCysIleArgAlavalvalAsplLeuSerEnd 381

GTTTGTTCGTTTGTAATTAAGATACGSTATATATTATCTATTATTATAACCTTCAAATAAA 1920
AATAAAAATAAAAAATGGATTACTAAAAATTCTATTCATTATCTGAATCTGTCACTAATT 1980
CTSCAGCTGATGGAATATCTACATCTTCATCGTCTTCGTCTTCGTCTTCATCGTCTTCTT 2040
CACTTTCTTCATAGTCATCGACACCATCCATGATTTCATCTTCATCATCGTCGCTGATAA 2100
CACCAATATACTGAGCATCGTCAAGTTCTTCGATATATTCCACGTCACTTCCTTCTTCCA 2160
CATATTCATCTTCAACATCATCTTCAACGAAAATTTCATTCTTCAAATCAGTATTATCAT 2220

TAAGTAAATTCAATCTACCTTGTAATTCCAATAACCTT 2258

Frg. 2 (Zesinys)
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