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Sis idradimas suriStas su procesu, kurio pagalba modifikuojamos geno, kuris
naturaliai yra genome stabiliy lgsteliy linijoje ar klonuotame mikroorganizme,
ekspresijos charakteristikos. Sis iSradimas suritas su geno, kuris yra stabiliy
lasteliy linijoje ir normaliai netranskribuojamas arba inertiSkas, aktyvacijos ir
ekspresijos procesu. Rezultate - Sio geno koduojamas baltymas yra ekspresuojamas.
Sis reiskinys pasireiskia be lasteliy transfektingo su DNR, kuri koduoja produkta.
CreiCiausia, rezidentinis genas, kuoduojantis norimg produkts, identifikuojamas
lasteléje ir aktyvuojamas ijterpiant tinkamg reguliatorinj segmenta, panaudojant
metodg, kuris vadinamas homologine rekombinacija. Teigiami ir (arba) neigiami
pasirinkti markeriai taip pat gali biiti jterpti tam, kad padéty atrinkti lgsteles,
kuriose teisinga homologiné rekombinacija ivyko. Papildomai iSradime pasirinktas
genas gali blti amplifikuotas tam, kad padidinty ekspresijos greicius, nezitrint kad
genas yra normaliai netranskribuojamas ir gali biti aktyvuotas pagal $i iSradimag
arba kaip endogeniskai ekspresuojamas produktas.

Gerai Zinoma, kad kiekviena lastelé organizme turi genetine informacijg,
kuri koduoja visus baltymus, randamus organizme. Bet, labai nedidelis geny,
esanc¢iy duotgjame lgstelés tipe, procentas yra transkribuojamas. Vidulastelinis
mechanizmas, kuriuo regquliuojamas transkribuojamy genuy masyvas, yra jau
suprastas. Specifiniai lgsteliy baltymai, kurie yra branduojyje, sgveikauja su DNR
reguliatoriniais segmentais, kurie yra susieti su tam tikrais genais. Si sgveika
branduolio baltymy su DNR reguliatorinémis sekomis yra reikalinga geny
traskripcijai. Rezultate vyksta iRNA biosintezé ir koduojamuy genu ekspresija
(Mitchell and Tjian, Science, 245:371,1989).

Sie DNR reguliatoriniai segmentai arba elementai kiekviename gene yra 5'-
krypties, ir atskirais atvejais, viduje arba net 3'-krypties. Déka sgveikos su lastelés
specifiniais branduolio baltymais DNR reguliaciniai segmentai ijtakoja RNR
polimerazés, ekspresijos greitj limituojan¢io fermento aktyvumui, legvina priéjimo
prie geno ir iRNR sinteze. Taigi, Sie DNR segmentai ir rezidentiniai branduoliniai
baltymai turi esmine reikSme specifiniy geny ekspresijos reguliacijai (Johnson and
McKnight, Ann. Rev. Biochem., 58:799, 1989).

DNR reguliatoriniai segmentai yra suriS§imo su branduolio baltymais sritis.
Sie branduolio baltymai jungiasi su DNR spirale ir, matyt, pakeicia jos struktirg
taip, kad reikalingg genag atpaZista RNR polimerazé ir tai palengvina geno
transkripcijq. Siu specifiniy reguliaciniy baltymy ekspesija lastelése apsprendiia,
kuris genas bus transkribuojamas lastelés viduje ir greitj kuriuo $i ekspresija vykty.
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Sios specifinés sistemos pavyzdys: hipofizio lastelés, bet ne kepeny lastelés,
ekspresuoja hipofizio baltymus, nepaisant to, kad, hipofizio genai, yra visose
kepeny lastelése. Kepeny lasteliy branduoliai neturi specifiniy DNR baltymy, kurie
saveikauja su hipofizio rezidentiniais genais kepeny lastelése.

Dabartiniai baltymu ekspresijos metodai, panaudojant rekombinantinés DNR

technologija.

Zinodami, kad specifinés DNR reguliatorinés sekos yra reikalingos aktyvuoti

geno transkripcija tam tikrame lgstelés tipe, mokslininkai ekspresavo svetimus
genus, naudojant genetine inZinerijg. Pagrinde, DNR reguliaciniai segmentai, kurie
yra atpaZstami lastelés branduolio baltymuy, yra 5 krypties ekspresuojamam
svetimo geno koduojamam regionui. Siuo badu po insercijos j lastele, svetima DNR
gali biiti ekspresuojama, kadangi lastelés branduolio reguliatoriniai baltymai dabar
atpaZjsta Sias reguliacines sekas. Sis metodas buvo naudojamas baltymu gavimui,
kuriuos buvo sunku gauti ir i$valyti i§ gamtiniy Saltiniy tradiciniais baltymy
valymo budais.

Salia atpaZjstamy DNR seky ir dominan&io geno yra naudojamas markeris
prijungiamas prie DNR konstrukcijos. Siuo bidu atrenkamos tiktai tos lastelés,
kurios i§gyvena selekcijos terpéje. PavyzdZui, neomicinui atsparus genas gali buti
iterptas | ekspresijos vektoriu. Po transfekcijos lastelés auginamos G418 terpéje,
kurioje esantis neomicinas yra letalus Zinduoliy lasteléms. lastelés, turincios
reikalingg atsparumo neomicinui gena, bus atsparios Siam toksiSkam poveikui.
Tokiu badu, tik lgstelés, turincios transfekuotg DNR, iSlieka kultiiroje. Suprantama,
kad bet koks markeris gali bati naudojamas pakankamai ilgai lgsteliy, turinciy
transfekuota DNR, selekcijai. Taip pat suprantama, kad papildoma genetine
informacija gali btiti bet kur lasteléje. Bet svarbu, kad abu -reguliatorinis
segmentas ir svetimas genas (taip pat ir markeris jame) bty jvesti kartu.

Dabartiniu geny ekspresijos metody trikumai

Nors auksdiau aprasSyti metodai suteikia didesnes galimybes geny
inZinierijai, jie ne visada buna efektyviis geny ekspresijai. Tai surista su tuo faktu,
kad jterpimas DNR j lastelés linijos branduolj paprastai pasiekiamas transfekcijos
metodu. ISskiriama dominanti DNR , kuri jvedama ] lastele, tam kad ji biuty
ekspresuota, istirpinant lgstelés membrang, kad biity prieinama DNR. Kaip
paZyméta auks$Ciau, tiksli vieta, i kurig jjungiama DNR | genoma niekada
nenusakoma; i§ tikryju DNR gali islikti episomine (neintegruota } genoma).
Rezultate nenuspéjama, kaip ir produkuojamo baltymo ekspresijos lygis taip ir
lasteles linijos stabilumas.

Kitas §io metodo trikumas tai, kad ekspresijos vektoriaus konstravimas labai
sudétingas, kai interesuojantis genas yra santykinai didelis (didesnis nei 5-10

kilobaziy). Dauguma baltymy, ekspresuojamy DNR technologijos pagalba,
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koduojami kDNR, o ne didesniy genominiy klony DNR. Tai sumaZzina bendra
intarpy dydj. Nors, naudojant kDNR geny inZinierija yra patogesné, nukencia geno
transkripcijos greitis ir baltymy produkcija. Kaip dabar parodyta, didesnis
ekspresijos lygis pasiekiamas naudojant genominés o ne kDNR intarpus (Brinster
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 85:836-840, 1988, and Chung and Perry, Mol. Cell.
Biol., 9:4395-4405, 1988). Nors mechanizmas, kurio déka vyksta Sie reiskiniai, néra
gerai suprastas, yra Zinoma, kad kai kuriais atvejais papildomi elementai, esantys
intronuose, gali padidinti geno transkripcini efektyvuma. Taip pat yra jrodymu,
kad intronai arba splaisingas, kuris atsiranda déka introny, turi jtakos RNR
procesingui, kuris seka po traskripcijos iniciavimo (Buchman and Berg, Mol. Cell.
Biol., 8:4395-4405, 1988). Tai gali stabilizuoti transkripta, tuo pac¢iu pagerinti iRNR

akumuliacijos greitj. Abiejuose cituojamuose Brinster ir Kkity straipsniuose

postuluojama, kad introny padétis gene gali biti svarbi nukleosomy iSsidéstymui
promotoriaus  atZvilgiu. [vairiy reguliaciniy elementy jtaka eukariotu geny
transkripcijai yra diskutuojama: Khoury et al, Cell, 33:313-14 (1983), Maniatis et
al, Science, 236:1237-45 (1987) ir Muller et al, Eur. J. Biochem., 176:485-95 (1988).

Trecia, tam kad jvesti | branduolj transfekuojamg DNR, su tiksliu koduojamu
svetimo geno regionu, turi biti pernesta per pralaidZia padaryta lastelés membrang
iki branduolio. Tuo metu DNR gali kontaktuoti su liposomy fermentais, kurie gali
pakeisti arba pilnai suardyti DNR. Todél koduojantis DNR regionas gali biti ne
toks, koks biina transfekuojamas.

Naudojant naujg geny aktyvacijos ir (arba) ekspresijos modifikacijos metoda,
kuris apraSomas Zemiau, negaunamos tiksliniy baltymuy mutacinés formos, todél
kad tikslinio geno koduojantis regionas néra veikiamas fermentu.

Apibendrinant galima pasakyti: didelé dalis transfekuojamos ] lastele DNR,
naudojant tradicinius metodus, ir ypatingai koduojantis regionas gali buti
neteisingai transkribuojamas. Degradacija gali jvykti prieS jvedant j branduolij,
fermentai gali pakeisti koduojama tikslinj baltyma arba iSkirpti reikalingus
reguliatorinius segmentus, bitinus transkripcijai. Galimas jsijungimas genomo
dalyje, kurioje nevyksta transkripcija. Jei kDNR transkribuojama, tikslinis baltymas
gali buti efektyviai neprodukuojamas dél introny stokos, kurie padidina arba
jgalina efektyvy iRNR procesinga. Pabaigoje, DNR gali islikti episomine: baltymy
produkcija gali biiti iSsaugoma, bet lastelés gali biti nestabilios.

Norima buvo patobulinti geny ekspresijos indukcijos metoda taip, kad gauti
lgsteliy linijg su reikalingais poZymiais kaip ir egzistuojanciais metodais, bet be
neigiamy reiskiniy. Taip pat buvo norima ekspresuoti arba modifikuoti endogening
ekspresija norimy geny pasirinktame lasteliy tipe. Buvo norima pasiekti
privalumus, kurie gaunami i$ pilnos genomo sekos, kuri gali buti sudaryta is

kryptinio transkripcinio sustiprintojo, kuris gali buti introny viduje, taip pat
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tikamai iSdésius intronus, tam kad vykty budingas nukleosomos fazavimas, ar
efektyvesné iRNR sintezé. Paprastai Sie privalumai néra naudojami
rekombinantinés DNR ekspresijos metoduose, dél geno dydZio. Jeigu pavykty
ekspresuoti gena jau esantj genome, tai yra, endogeninj gena, lasteliy linijos
stabilumas ir ekspresijos greitis tapty pastovesniu ir nuspéjamu.

Sio ifradimo tikslas yra eliminuoti auks¢iau pamineétus trakumus.

Kitas &o ifradimo tikslas - sukurti reguliacijos ir (arba) geno ekspresijos
sustiprinimo metoda, iSsaugant teigiamus rekombinantines geny technologijos
poZymius, bet iSvengiant neigiamy.

Kitas 8io ifradimo tikslas - sukurti ekspresijos metoda specifiniy genuy, kurie
normaliai netranskribuojami pasirinktoje lasteliy linijoje.

Dar vienas $io ifradimo tikslas - sukurti baltymuy ekspresijos metoda, kuris
apima pilnas genomines sekas, atsakingas uZ iRNR kaupimg ir(arba) transkripcija.

Tolesnis &io iSradimo tikslas yra pateikti dominancio geno ekspresijos
charakteristiky modifikavimo metoda, kai jvedami DNR reguliaciniai ir(arba)
amplifikuojantys segmentai i stabiliy lasteliy linijy arba klonuoty mikroorganizmy
genoma 5' kryptimi, geno viduje arba kitoje vietoje arti dominancio natyvaus geno.

Sekantis $io ifradimo tikslas yra pateikti ekspresijos charakteristiky
modifikavimo metodg geno, kuris nattraliai yra stabiliy lasteliy linijy arba
klonuoty mikroorganizmy genome, ir tuo paciu padaryti taip, kad buty galima
atrinkti lasteles, kurios buvo tinkamai modifikuotos.

Kitas $io idradimo tikslas yra pertvarkyti genoma taip, kad reguliaciniai ir
amplifikuojantys segmentai, kurie nataraliai neegzistuoja, buty prie dominancio
geno koduojancio regiono ar egzono.

Dar vienas $io iSradimo tikslas paruosti DNR konstrukcijas, kurios gali bati
panaudotos homologinés rekombinacijos tobulinimui.

Sekantis $io iSradimo tikslas paruosti lasteliu linijas ir mikroorganizmus,
kurie apima genomus, atitinkancius §j iSradima.

Sie ir kiti esamo isradimo objektai buvo tobulinti pasitelkus homologing
rekombinacija, kurios pagalba su paprastu jgudimu galima iSSaukti ekspresija,
grei¢iau, amplifikacija esamy, nors netranskribuojamy genu. Sios technikos
pagalba kiekvienas gali modifikuoti geno, kuris egzistuoja naturaliai, bet nebutinai
tylintis ar inertiSkas stabiliy lasteliy linijos genome, ekspresijos charakteristikas,
pavyzdZiui, padaryti salyging ekspresija, ty. represyvia ar indukuotg, arba
sustiprinti ekspresijos laipsni.

Siuo iSradimu pateikiamas geno, esancio lastelés linijos ar mikroorganizmo
genome, ekspresijos charakteristiky modifikavimo metodas. DNR konstrukcija yra
jterpiama j ta genoma homologinés rekombinacijos pagalba. Konstrukcija turi DNR
reguliacinj segmenta, sugebantj modifikuoti ekspresijos charakteristikas bet kokio
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geno, prie kurio jis yra efektyviai prijungtas Seimininko Iateliy linijoje ar
mikroorganizme, ir taikinio segmentg homologiskq genomo regionui, prie kurio
turi buti jterptas reikiamas DNR reguliacinis segmentas. Konstrukcija ir jterpimo
technika sukurti taip, kad sukelty naujo DNR reguliacinio segmento efektyvy
prisijungimg prie dominandio geno. Todél, nejterpiant kokj nors nauja koduojantj
egzona, ekspresijos charakteristikos yra modifikuojamos. Pateiktoje medZiagoje
genas yra tas, kuris yra normaliai tylintis ar inertiSkas Seimininko lasteliy linijoje ar
mikroorganizme ir kuris DNR reguliacinio regiono pagalba yra nutaikytas tiesiog
prie atitinkamos $io geno pozicijos homologinés rekombinacijos pagalba, ir tuo
badu jis yra aktyvuotas savo produkto ekspresijai.

Paprastai DNR konstrukcija turi du taikinio segmentus, kurie, atskyrus vieng
nuo kito konstrukcijoje ir iterpti i genoma, greiCiausiai yra artimi ir natyviame
gene.

Be to konstrukcija paprastai turi maZiausiai vieng ekspresyvy selektywy
markerinj geng, pavyzdZiui suteikiantj atsparuma neomicinui. Sis markerinis genas,
turintis promotoriy, yra taip pat iSsidéstes tarp dvieju konstrukcijos taikinio
regiony.

Kitu atveju konstrukcija turi ekspresyvy amplifikacijos geng, tam kad
amplifikuoti mus dominan&o geno ekspresija. Sis, promotoriy turintis genas, taip
pat yra tarp dviejy konstrukcijos taikinio regiony. Kai kuriais atvejais selektyvus ir
amplifikacijos markeris gali biti tas pats.

Sekancije Sio iSradimo dalyje DNR konstrukcija turi negatyvuy selektyvy
markerini gena, kuris neekspresuotas lastelése, kuriose DNR konstrukcija yra
tinkamai jterpta. Sis negatyvus selektyvus markerinis genas yra uZ dviejy taikinio
regiony taip, kad gali buati pasalintas, kai konstrukcija yra tinkamai suderinta
homologinés rekombinacijos pagalba. Tokio negatyvaus selektyvaus markerinio
geno pavyzdys yra Herpes viruso timidinkinazés genas.

Dar kitu atveju, imanoma modifikuoti ekspresijos charakteristikas specifinio
geno, kuris jau ekspresuoja dominantj produkta lasteliy linijoje ar mikroorganizme.
Tai gali buti pasiekta jterpiant homologinés rekombinacijos badu DNR
konstrukcija, kuri turi (1) ekspresyvy amplifikacijos geng, kuris didina dominancio
geno kopijy skaiciy, kai lagsteliy linija ar mikroorganizmas yra paveikiami
amplifikacijos salygy ir (arba) (2) promotorinj (stiprinantj) elementa, (arba kitg
reguliacinj elementa), kuris modifikuoja dominanc¢io geno ekspresijg taip kaip,
pavyzdZiui, transkripcijos laipsnio didinimas, transliacijos laipsnio didinimas, iRNR
kaupimo didinimas, ekspresijos induktyvumo veikimas ir t.t. Geno ekspresija, kuri
yra modifikuota Siuo budu, gali biti natirali ekspresija arba ekspresija, kuri gali
buti iSSaukta lagsteliy linijos ar mikroorganizmo ankstesnes genetinés

manipuliacijos. Minéta genetiné manipuliacija gali buti atlikta jprasta technika
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arba remiantis Siuo iSradimu homologinés rekombinacijos budu. Kitu atveju, DNR
iterpimas, kurio pasekmé ekspresijos charakteristiky modifikacija, gali biuti
jvykdytas kaip dalis genetinés manipuliacijos, kuri baigiasi geno ekspresija, arba
atliktas kaip sekantis Zingsnis.

Sis iSradimas taip pat apima konstrukcijas, paruostas remiantis ankstesnémis
diskusijomis, ir genomus, kurie buvo tinkamai paveikti homologinés
rekombinacijos bidu S§iy konstrukcijuy pagalba, bei Ilasteliy linijas 1ir
mikroorganizmus, turinéius Siuos genomus.

Be to, Siame iSradime norimo produkto paruoSimo procese taip pat apraSytas
transformuoty lgsteliy kultivavimas.

T IGU YM

Fig. 1 charakterizuota bendra DNR konstrukcija pagal §j iSradima.

Fig. 2A parodytas DNR konstrukcijos nehomologinés arba atsitiktinés
rekombinancijos integracijos } genoma bidas.

Fig. 2B parodytas DNR konstrukcijos homologinés rekombinancijos
integracijos ]} genomg biidas.

Fig. 3 parodyta galima homologinés rekombinacijos vektoriaus konstrukcija
pagal §j iSradima.

Fig. 4 parodytas fragmentas Ziedines DNR homologinés rekombinacijos
integracijos budas, kai tik vienintelis DNR fragmentas naudojamas.

Fig. 5 parodyta pRSVCAT plazmidé su kirpimo sritimis joje.

Fig. 6 parodyta pRSV plazmidés konstrukcija su kirpimo sritimis joje.

Fig. 7 parodyta pSV2NEO plazmidé su kirpimo sritimis joje.

Fig. 8 parodyta pSVNEOBAM plazmidés konstrukcija su kirpimo sritimis

joje.

Fig. 9 parodyta pRSVNEO plazmidés konstrukcija su kirpimo sritimis joje.

Fig. 10 parodyta pRSVCATNEO plazmidés konstrukcija su kirpimo sritimis
joje.

Fig. 11 parodytas Ziurkiy TSHP geno 15.3 kb fragmentas su kirpimo sritimis
jame.

Fig. 12 parodyta pRSVCATNEOTSHB3 plazmidés konstrukcija su kirpimo
sritimis joje.

Fig. 13 parodyta pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal plazmidés konstrukcija su
kirpimo sritimis joje.

Fig. 14 parodyta dalis TSHf nukleotidy sekos su sritimis, kurioms atitinka
kiekvienas GPR amplifikacijos pradmuo. Egzonai 2 ir 3 yra parodyti didZiosiomis
raidémis. 247 baziy poruy amplifikuojami fragmentai parodyti pabraukiant

ZvaigZdutémis.
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Fig. 15 parodyti rezultatai elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje kDNR,
susintetintos i§ RNR, ekstrahuotos i$ jvairiy lagsteliy populiacijy ir kurios TSHf
cDNR, jei aptikta, buvo amplifikuota PCR keliu. Lasteliy prigimtis nurodyta Zemiau
gelio.

Homologinés rekombinacijos metodas iSvystytas per paskutinius kelis metus
ir skirtas pakeisti genus arba pataisyti mutacija transkriptiSkai aktyviuose genuose
(Kucherlapati, Prog. in Nucl. Acid Res. and ol. Biol,, 36:301 (1989)). Sis
homologinés rekombinacijos metodas buvo iSvystytas kaip metodas specifinéms
mutacijoms iSSaukti specifiniuose zinduoliy genomy regionuose (Thomas et al,
Cell, 44:419-428, 1986; Thomas and Capecchi, Cell, 51:503-512, 198% Doetschman
et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 85:8583-8587, 1988) arba koreguoti specifines
mutacijas defektiniuose genuose (Doetschman et al., Nature, 330:576-578, 1987%).

Sio metodo pagalba DNR segmentas, kurj norima jterpti i genoma, gali bati

nukreipiamas j interesuojamo geno specifinj regiong prijungiant jj prie "taikinio
DNR". "Taikinio DNR" yra DNR, kuri yra komplementari (homologiné) genominés
DNR regionui. Jei dvi homologinés vienspirales DNR dalys (tai yra taikinio DNR ir
genominé DNR) yra labai artimos, tai jos hibridizuojasi sudarydamos dvispirale.
Prijungiama prie taikinio DNR yra DNR seka, kurig norime jterpti i genomsg.

Yra daugybé metoduy, kuriy pagalba pasireiskia homologiné rekombinacija.
Pavyzdys - DNR replikacijos proceso metu, kai vyksta lgsteliy mitoze.

Mechanizmo, kuris néra pilnai suprastas, pagalba, téviné dvispiralé DNR yra
staigial 1Sardoma pries lgstelés skilimg lokaliame regione, vadinamame replikacijos
burbulu. Dwvi i8skirtos DNR grandinés tarnauja kaip pagrindas, nuo kurio
sintezuojama nauja DNR grandiné. Viena replikaciné atSaka turi DNR kodg nuo
5' 1 3' kryptimi, kuri yra tinkama orientacija nuo kurios fermentas DNR polimerazé
gali "nuskaityti". Sis fermentas saveikauja su 5' galu vienspirales DNR ir
atitinkamai grandinei pradeda sintetinti komplementaria DNR. Kita téviné DNR
grandiné yra koduojama nuo 3' | 5' kryptimi. Ji negali biti DNR polimerazés
nuskaitoma $ia kryptimi. Siai DNR replikacijos mechanizmas yra specialus.

Specializuotas fermentas, RNR praimazé, prisijungia prie 3' 5 DNR
grandinés ir sintetina trumpa RNR pradmenj su intervalais grandinéje. Panaudojant
siuos trumpus RNR segmenty pradmenis, DNR polimerazé jau gali prisijungti prie
pradmens ir sintetina komplementaria dali DNR 5 3' kryptimi. Sios naujai
susintetintos DNR dalys yra vadinamos Okazaki fragmentais. RNR pradmenys,
kurie yra atsakingi uZ pilng reakcija yra paSalinami egzonukleazine DNR
polimerazés funkcija ir pakei¢iami DNR. Sis reiskinys tesiasi tol, kol pasiekia DNR
Saka, neturinéia pradmens, ¢ia ir sustoja lokalinis sintezés procesas. Taigi, nors

komplementari téviné Saka yra iStisai sintetinama 3' 5 kryptimi, istikryjy
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"susiuvama" 5 3' kryptimi. Jokiy trukiy, kurie gali atsirasti DNR "susiuvimo"
metu, nebiina, nes jie sujungiami fermentu, vadinamu DNR ligaze.

Absoliu¢iam DNR kody adekvatumui patvirtinti, teisingai nuskaitymo
funkcijai yra naudojama DNR polimerazé. DNR polimerazei reikalingi DNR
pradmenys nuo kuriy sintetinama nauja DNR spiralé. Kaip paZymeéta auksciau, tai
gali buti vienguba DNR grandiné, kuri sintetinama pradmeny pagalba su RNR,
arba komplementari DNR grandinei. Kai DNR polimerazé suranda neatitikimg
komplementariam DNR gabale, ji gali veikti kaip endonukleazé ir paSalinti DNR
bazes 3' 5' kryptimi, kol nepakeicia klaidingy sriciy.

Tai Zinant, galima suprasti apra$yto metodo pagrindus. MaZi gabalai taikinio
DNR, kuri yra komplementari specifiniam genomo regionui, saveikauja su tévine
DNR grandine replikacijos proceso metu. Tai pagrindiné DNR, kuri jterpiama |
hibridizuojamg lastele, savybeée ir todel rekombinuoja su kitais DNR gabalais
iSmétytais homologiniame regione. Jei §i komplementari grandiné yra prijungiama
prie oligonukleotido, kuriame yra mutacija arba skirtumai DNR sekoje, tai taip pat
ji jjungiama j naujai sitetinama grandine, kaip rekombinacijos rezultatas. Teisingo
nuskaitymo funkcijos rezultate galima gauti naujag DNR seka, kuri tarnauja matrica.
Tagi, transfekuojama DNR yra jjungiama i genoma.

Jei tam tikro geno seka Zinoma, tai gabalai DNR , kurie yra komplementarus
pasirinktam geno regionui, gali buti susintetinti arba kitu blidu gaunami, tokiu
kaip atitinkama restrikcija natyvios DNR specifiniuose atpaZinimo vietose,
interesuojané¢iame regione. Sis gabalas naudojamas kaip taikinys jvedimui i lastele
ir gali hibridizuotis su jam homologiniu genomo regionu. Jei §i hibridizacija vyksta
DNR replikacijos metu, tai §is DNR gabalas ir bet kokia papildoma prijungta seka,
gali veikti kaip Okazaki fragmentas ir gali susitti i naujai sintetinama dukterineg
DNR grandine.

Siame iSradimo metode $ie gabalai prijungti prie taikinio DNR yra DNR
regionai, kurie yra Zinomi, kad sgveikauja su reguliatoriniais baltymais, esanciais
lasteléje, ir nebitinai ekspresijg sustiprinanciais ir DNR selektyvumo markeriais.
Tagi, specifiniy baltymy ekspresija gali buti pasiekta ne per DNR transfekcijg, kuri
koduoja patj geng ir DNR markerius, kaip placiausiai naudojamas, bet geriau
naudojant taikinio DNR (homologiniai regionai su dominanéiu endogeniniu genu)
sujunta su DNR reguliatoriniais segmentais, kurie padaro gena atpaZjstama
transkripcijai. Su §io metodo pagalba galima ekspresuoti ir sustiprinti ekspresijg
bet kokio giminingo geno, kuris yra tame lastelés tipe, be Sio geno transfektingo.
Papildant, $io geno ekspresija kontroliuojama visa genomine DNR , o ne geno
dalimis arba kDNR, tuo badu padidina transkripcijos greitj ir iRNR procesingo

efektyvuma. Be to bet kokio giminingo geno, esancio tame lastelés tipe, ekspresijos
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charakteristikos gali bati modifikuojamos atitinkamu intarpu su pilnu koduojanciu
genu.

Sutinkamai su $iais aspektais, $is iSradimas jgalina nauju metodu ekspresuoti
normaliai traskriptiSkai inertiskus dominancius genus arba modifikuoti ekspresijg
endogenidkai ekspresuojamy geny diferencijuotoje lgsteléje. Giminingos
genominés sekos, kurias norima ekspresuoti, arba modifikuoti jy ekspresijg, turi
biti papildytos reikalingomis lastelei specifinémis DNR sekomis (reguliatorinémis
ir (arba) ekspresijos sustiprinimo segmentais) tam kad buty galima valdyti arba
modifikuoti lasteléje esandiu geny ekspresijg. Galutiné DNR apima DNR seka,
koduojanc¢ia norima baltyma, sujungta su heterologine (gimininga DNR seka)
reguliaciniais ir (arba) amplifikaciniais segmentais. Teigiamas atrinkimo markeris
pasirinktinai jjungiamas j konstrukcijg, tam kad bity galima atrinkti pakeistas
lgsteles. Pirmenybé teikiama atsparumo neomicinui genams net jei naudojami ir
kiti markeriai. Neigiami atrinkimo markeriai nebitinai gali biti naudojami.
PavyzdZui, Herpes viruso timidinkinazés (HSVtk) genas gali biti naudojamas kaip
atrankos markeris atrinkti nuo atsitiktinai integruoty vektoriy DNR. Sulietos DNR
arba esancios ekspresuojamos DNR gali biiti amplifikuojamos, jei taikinio DNR yra
sujungiama su amplifikacijos markeriu.

Taip pat, pagal pateikiamo iSradimo metoda bet koks specifinés eukarioty
lastelés, ypatingai diferencijuoty lasteliy, genas, kuris yra normaliai
ekspresuojamas gali stimuliuoti ekspresijg lasteliu linijoje, kurioje normalioje
basenoje neekspresuojami. Tai pasireiskia ir be jterpimo pinos DNR sekos Siam
genui. Papildomai, S§is genas arba normaliai ekspresuojamas genas gali buti
amplifikuojamas ekspresijos grei¢iui padidinti. Papildomai, genu,, kurie nepilnai
neekspresuojami, ekspresijos chrakteristikos gali buti modifikuojamos kaip ir
mikroorganizmuy lgsteliy ekspresijos chrakteristikos.

Vienoje pateikiamo iSradimo dalyje eukariotinés lgstelés, kurios turi, bet
nenormaliai transkribuojamg specifinj dominantj geng, indukuojamos ¢ia aprasomo
metodo pagalba. Homologinis rekombinacinis vektorius, kuris yra Zemiau
apraSomas, iterpiamas j lasteliy klong ir cheminés selekcijos pagalba stebima
specifinio geno produkcija bet kuriuo badu, tokiu kaip, pavyzdZiui naujai
aktyvuoto geno traskribuojamos iRNR nustatymas, imunologineé specifiniy geno
produkty analizé arba specifinio geno produkto aktyvumo nustatymas.

Bendras DNR konstrukcijos, kuri naudojama transkriptiskai aktyvuoti
endogeniniam genui homologinés rekombinacijos metodu, planas pavaizduotas
Fig.1.

Bendrai DNR konstrukcija susideda maZiausia i$ dviejy iki SeSiy arba
daugiau atskiry DNR segmenty. Segmentai susideda i3 maZiausia i§ vieno,

paprastai i§ dviejy, DNR taikinio segmenty (A ir B) homologiniy lastelés genomo
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regionui arba artimo ekspresuojamam genui, teigiamos selekcijos geno (C),
amplifikacijos geno (D), neigiamos selekcijos geno (E) ir DNR reguliacinio
segmento (F), kuris traskribuojamas lastelése, kurios trasfekuojamos. Pagrindiniuse
pateikiamo iSradimo dalyse naudojami tik vienas taikinio segmentas (B) ir
reguliacinis segmentas (F). Visi kiti regionai yra nebiitini pasirenkant konstrukcija.

Regionai A ir B yra DNR sekos, kurios yra homologinés interesuojamo
endogeninio geno regionams, kuriuos norima padaryrti traskribuojamais.
Specifiniai endogeninio geno regionai A ir B pasirenkami atitinkamai 5 arba 3'
krypties, kurioje norima, kad reguliacinis segmentas buty ijterpiamas. Nors Sie
regionai iSskirti konstrukcijoje, bet pageidujama, kad jie buty vientisi
endogeniniame gene. Galimi atvejai kai naudojamos nevientisos genomo, kuris
naudojamas taikinio segmentu, dalys, pavyzdziui, gali biiti iskirpta dalis genomo,
tokia kaip negatyvus reguliacinis elementas.

Kai pasirenkami du taikinio regionai A ir B, tam kad padidinti homologinj
regiong ir rekombinacijos efektyvumg, pateikiamas iSradime metodas taip pat
jgalina panaudoti tik vieng taikinio regiona. Siame paprastesniame bide (kai tik
jvedami reguliacinis segmentas F, selektyvaus markerio genas C ir promotorius C')
yra naudojama plazmidiné DNR, kuri susideda i§ elementy kartu su taikinio DNR
(ziar. Fig. 4). Siuo bidu, homologinis regionas (B) hibridizuojasi su atitinkancia
genomine dalimi. C' segmentas, C ir F yra ijvedami j gimininga geno B dalj
krosingoverio pagalba.

Kai norima kad DNR reguliaciné seka baty jvesta 5 kryptimi j
interesuojama gena, pavyzdZiui, kali norima aktyvuoti ir ekspresuoti normaliai
netranskribuojama geng, pageidaujama, kad homologinis regionas biity
nekoduojancioje genomo dalyje, 5 kryptimi koduojanciai dominancio geno daliai.
Kai yra du taikinio regionai, 5' krypties regionas (A) turi turéti savyje 5 krypties
(A) daljkuri turi turéti savyje koduojantj regiong, nors pageidaujama, kad istisas
koduojantis regionas eity po. Papildomai pageidaujama, kad homologiniai regionai
bity pasirenkami taip, kad DNR reguliaciné seka bty jvesta 5 krypties natyviam
Interesuojamo geno promotoriui, ypa¢ kai natyvus promotorius yra negatyvus, o ne
reguliuojamas teigiamas promotorius.

Taikinio regiony dydis, tai yra, homologijos regionu, néra kritinis, nors
trumpesni regionai su maZesne tikimybe suras atitinkamus homologinius regionus
ir rekombinuosis norimoje vietoje. Taigi, trumpesni homologiniai regionai maZziau
efektyvis homologinéje rekombinacijoje, tai yra, gaunama maZesnée dalis
sekmimingai rekombinuoty klony. Nustatyta, kad maZiausia homologinei sekai
reikalingos 25 baziy poros (Ayares et al, PNAS, USA, 83:5199-5203, 1986). Jeigu bet
koks kitas konstrukcijos elementas surandamas Seimininko lastelés genome, tai

rekombinacija gali vykti klaidingoje vietoje. Kadangi Sio metodo galimybés vykdyti
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teigiamg ir neigiamg atranka yra puikios, jis gali biti sekmingai panaudotas net ir
tais atvejais, kal efektyvumas maZas. Optimalis rezultatai pasiekiami, kai bendras
homologinis regionas, kuris susideda i§ abiejy taikinio regiony, yra didelis,
pavyzdZiui, nuo vienos iki trijy kilobaziy. Reguliatorinis F segmentas gali buti
tokio ilgio, kokj dar galima operatyviai sujungti su interesuojanciu genu, jo ilgis
nelimituojamas taikinio regionu ir ypatingai kai taikinio regionas yra 3' krypties.

Empyriskai lengva nustatyti ar taikinio regionas yra per ilgas, ar
reguliacinis segmentas F iSsidésto per toli nuo koduojamo prijungiamo geno
regiono. Tokiu budu, regionai A ir B gali buti padaryti homologiniais skirtingose
interesuojamo geno dalyse ir procesas kartojamas tol, kol reguliacinis segmentas F
tinkamai bus jterptas ir sujungtas su interesuojamu genu. PavyzdZiui, restrikcijos
sritis sujungty endogeninio geno regiony A-B gali buti pakeista ir procesas
pakartotas. Zinant $io iSradimo koncepcijg ir &a aprasytus metodus, kiekvienas,
turintis jgudZiy Sioje srityje, galés ji panaudot bet kokiam genui, bet kokioj lasteliy
linijoj ar mikroorganizme, nedarant jokiy preliminariy eksperimentuy.

Regionas C yra teigiamas geno selekcijos markeris, kuris gali perteikti
transfekuotal lasteliy linijai atsparuma normaliai toksiSkai terpei. Tokiy geny
pavyzdZiai yra tokie kaip: adenozindeaminazé (ADA), aminoglikozidfosfotransferaze
(neo), dihidrofolatreduktazé (DHFR), higromicin-B-fosfattransferazé (HPH),
timidinkinazé (tk), ksantino-guanino fosforiboziltransferazé (gpt), keliems
reaktyvams atsparumo genas (MDR), ornitindekarboksilazé (ODC) ir N-
(fosfonacetil)-L-aspartatui atsparumo (CAD).

Papildomai prie teigiamo selekcijos markerio geno jjungiamas j konstrukcija
amplifikacijos genas prie regiono D. Amplifikacijos genai, tai tokie genai, kurie
padidina kopijy skai¢iy, esant teigiamam poveikui. Geny, iSdeéstyty greta
amplifikacijos geno, kopijy skaic¢ius dar padidéja. Amplifikacijos genai jjungiantys
DHFR, MDR, ODC, ADA ir CAD gali biiti panaudojami. Sie markeriniai selekcijos
genal ir amplifikuojantys genai persidengia taip, kad teoriskai, vietoj dviejy geny,
vieno atrankai ir vieno amplifikavimui, gali btti panaudotas vienas genas abiem
tikslams. Kadangi dauguma lasteliy linijy turi endogenines kopijas S$iy
amplifikavimo genuy, lagstelés gali biti atsparios atrankos sglygoms ir tada sunku
atrinkti lasteles, kuriose jvyko transfekcija. Tais atvejais, kai reikalingas
amplifikacijos genas, teigiamos selekcijos genas, kuris yra dominuojantis, toks kaip
HPH, gpt, neo ir tk (tk_ lastelése), turi buti jjungtas j konstrukcija. Kai kuriais
atvejais yra galimybé ar pirmenybé nejtraukti amplifikacijos markerj.
Interesuojantis genas gali nereikalauti amplifikacijos kaip, pavyzdZiui,
transkripciné aktyvacija heterologine DNR reguliacine seka yra pakankama ir be
amplifikacijos. Taip pat, jei homologinés rekombinacijos efektyvumas yra Zemas,

tai butina nejjungti amplifikacijos gena, todel, kad santykis nehomologinés DNR
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su homologine DNR tiesiogiai suri§tas su homologinés rekombinacijos efektyvumu
(Letsou, Genetics, 1774759-770, 1987). Taip pat galima eliminuoti teigiama
selekcijos gena ir atrinkti lasteles tiktai tikrinant produkcijg reikalingo baltymo
arba iRNR. Geriau yra daugumoje atvejy jjungti bent teigiama selekcijos gena.

Konstrukcijos regionas E yra neigiamas selekcijos markerio genas. Toks
genas neekspresuojamas lastelése, j kurias DNR konstrukcija tinkamai jterpiama
homologinés rekombinacijos pagalba, bet ekspresuojamas lastelése, } kurias DNR
konstrukcija jterpiama Kklaidingai, atsitiktinés integracijos buidu. Vienas i§ tokiy
genuy yra Herpes viruso timidinkinazés genas (HSVtk). HSVtk turi maZesnj
grieZtumg nukleotidams ir jis pajégia fosforilinti nukleotidy analogus, o to
normalios Zinduoliy lastelés nesugeba. Jei HSVtk yra lastelese, tai nukleotidy
analogai, tokie kaip aciklovir ir ganciklovir yra fosforilinami ir jjungiami j
Seimininko lastele ir nuZudo lgstele. Esant neigiamam selekcijos markeriui,
homologinés rekombinacijos metu jgalina vygdyti teigiama-neigiama selekcijg
pagal Mansour et al (Nature, 336:348-352, 1988). Capecchi naudojama strategija
suteikia galimybe palyginti skirtingus integracijos btdus, kurie galimi, kai tiesinis
DNR vektorius jterpiamas homologinés rekombinacijos pagalba su intarpais, kurie
gaunami atsitiktines integracijos pagalba. Jei DNR vektorius jterpiamas atsitiktinés
integracijos pagalba, tai dauguma intarpy iterpiami per galus (Folger et al, Mol.
Cel. Biol.,, 2:1372-1387, 1982; Roth et al, Mol. Cel. Biol., 5:2599-2607, 1985 ir
Thomas et al, Cell, 44:419-428, 1986). Kitu atveju, jei vektorius ijterpiamas
homologinés rekombinacijos pagalba, tai gali rekombinuotis per homologijos
regionus, ko pasekoje prarandamos sekos, kurios yra uz $iy regionuy.

Naudojant konstrukcija pavaizduotg Fig.1, homologinés rekombinacijos
palyginimas su atsitiktine integracija iliustruotas Fig. 2A ir 2B. Nehomologinés
rekombinacijos atveju (Fig. 2A) vektorius jterpiamas per konstrukcijos galus.Tai
lgalina regiong E, Siuo atvéju HSVtk genas, ijterpti i genoma. Nors, kai vyksta
homologinbé rekombinacija (Fig. 2B), HSVtk genas prarandamas. Pirmas selekcijos
etapas - pasirinkimas tinkamo teigiamos selekcijos reaktyvo arba selekcijos salygy
pasirinkimas. Lastelés, turincios integruota DNR, kaip homologinés rekombinacijos
pagalba, taip ir atsitiktine integracija, turi turéti §j selekcijos etapa. ISlikusios
lastelés turi buti iSlaikomos su selekcijos reagentu, tokiu kaip gancikloviru, kuris
nuZudo visas lgsteles, kurios turi HSVtk geng. Tuo bibu, dauguma lgsteliy, j kurias
vektorius yra integruojamas atsitiktinés integracijos pagalba, turi HSVtk gena ir
yra nuzudomos selekcijos reaktyvo, o tos lastelés, i kurias vektorius jvedamas
homologines rekombinacijos pagalba praranda HSVtk geng ir iSgyvena. Tai jgalina
atskirti daugumg lasteliy, kurios turi integruota DNR atsitiktinés integracijos
pagalba, nuo lasteliy, kurios turi savyje DNR, jvesta homologinés rekombinacijos
pagalba. Tai labai palengvina teisingos rekombinacijos indentifikavima.
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Negatyvios selekcijos etapas taip pat gali bati eliminuojamas, jei tai batina.
Tai reikalauja, inensyvesnio atrinkimo etapo, reikalaujancio tokiy metoduy, kaip
grandininés polimerazinés reakcija (GPR) arba immunologinio tyrimo.

Sestas regionas (F) turi savyje reguliacini DNR segmenta, kuris naudojamas
interesuojamo geno transkripciniam aktyvumui padidinti. DNR reguliacinio
sekmento pasirinkamas priklauso nuo lasteliy tipo. Paprastai reguliacinis
segmentas pasirenkamas toks, kad apie ji Zinoma, kad jis palaiko diferencijuoty
lasteliy linijos geno ekspresija. PavyzdZiui, jei Seimininko lastelés yra hipofizio
lastelés, kurios nattiraliai ekspresuoja tokius baltymus, kaip augimo hormong ir
prolakting, kiekvieno i¥ iy geny promotorius gali buati naudojamas kaip DNR
reguliacinis elementas F. Pagal § iSradima iterpus, reguliacinis segmentas
prijungiamas prie normaliai neekspresuojamo interesuojamo geno, gali stimuliuoti
transkripcijg ir (arba) Seimininko lasteliy linijos geno ekspresija. Taip pat galima
naudoti sumaisytus DNR reguliacinius elementus, kurie veikia jvairiose lasteliy
tipuose, tokius kaip Rous sarkomos viruso (RSV) promotorius. Kol reguliacinis
segmentas stimuliuoja transkripcijg ir (arba) ekspresija, ar gali buti indukuojama
transkripcijos stimuliacija ir (arba) ekspresija interesuojamo geno po to, kai jis
jterpiamas i Seimininko lastelés linija, kuris prijungiamas prie interesuojamo geno
pagal 3§ isradima, toks reguliatorinis segmentas gali buti naudojamas Siame
iSradime. Kai jungiamas reguliacinis segmentas F prie taikinio segmento A svarbu,
kad nebiity pradZios kodonas atsitiktinai jvestas j seka, todeél kad negali buti
pakeistas ekspresuojamo geno skaitymo rémelis. Zinoma, konstrukcija turi biti
sudaryta ir jterpta taip, kad reguliacinis segmentas F biaty prijungtas prie
interesuojamo geno.

DNR reguliacinio segmento, regiono F, gali nebuti tais atvejais, kai jis
reikalingas iSplésti ar amplifikuoti geno transkripcija, kuri egzistuoja pasirinktoje
lasteléje, todel, kad jis natiraliai ekspesuojamas Siose lastelése, ar lasteliy linijos
DNR turi biiti pakeista taip, kad bity i$Saukta Si ekspresija. Kai kuriais atvejais
jvedus amplifikuojanti gena, regiong D, kartu su teigiamu selekcijos markerio
genu, regionu C, ir nebiatinai su neigiamu selekcijos markerio genu, regionu E,
pakanka tam, kad padidéty interesuojamo geno kopijy skaifius ir kad padidéty
transkripcija. Taip pat, jel naujas reguliacinis segmentas, regionas F, i§ esmés
aktyvuoja (ar kitaip modifikuoja), transkripcijos grei¢io padidéjimg, palyginus su
egzistuojanéiu interesuojamo geno reguliacijos regionu, jis gali buti jvestas
egzistuojané&iai interesuojamo geno transkricijai padidinti. Toks naujas reguliacinis
segmentas gali turéti savyje promotorius arba sustiprintojus, kurie padidina
transkripcijos efektyvuma.

Regionai C', D' ir E' yra promotoriaus regionai, ir yra naudojami valdymui
atitinkamy regiony: C, D ir E. Sie promotoriai transkribuojami pasirenkamoje
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lasteliy linijoje ir gali buti tokie pat ar skirtingi, nei regiono F promotoriai, kurie
valdo interesuojamg endogeninj gena. Transkripcijos kryptis, paZymeéta Fig. 1, néra
kritine. Sio bido deka galima pasirinkti geny C, D ir E ir jy promotoriy vieta, taip,
kad Sie promotoriai stimuliuoty asocijuotus genus, be interesuojamo geno
sugadinimo ar bet kokiy kity geny kostrukcijos pazZeidimu.

Pateikiamas iSradimas gali buti iliustruotas Ziurkiy -tyrotropino subvieneto
(TSH) aktyvacija GHy (ATCC CCL 82), GH3 (ATCC CCL 82.1) arba GHy, lasteliy
linijose (GH). GH lasteliy linijos kilusios i§ radiacija Ziukése indukuoto hipofizio
auglio, jos Zymimos MtT/W5 (Takemoto, Cancer Res., 22:917, 1962) ir adaptuotos
auginimui kultiroje Tashjian et al, Endocrinology, 82:342-352, 1968. Siy lasteliy
linijos gali buti subklonuotos ir atrinktos pagal ju sugebéjima produkuoti augimo
hormong ir TSH. Tokia atranka gali buti atlikta Northern blotavimo pagalba,
nustatant Zirkiy augimo hormono geno iRNR ir jrodant, kad $is genas yra ir TSH
geno iRNR neprodukuojama. Taip pat lastelés gali buti tikrinimos Southern
blotavimo pagalba, tam kad nustatyti ar tikrai yra bet viena TSH geno kopija
genome. Tolesniam darbe naudojamos tik tos GH lastelés, kurios produkuoja
augimo hormong, bet ne TSH , bet turin¢ios TSH geno kopija.

Specifinis homologinés rekombinacijos vektorius gali buti toks (Fig. 3).
Regionas A turi turéti 5' krypties netransliuojamg TSH geno segmets, iSkirptag
HindIIl pagalba nuo -74 iki -2785 ir regionas B turi turéti apie 2,1 kb DNR
fragmenta, kuris iSkerpamas HindIIl pagalba nuo -2785 iki Ncol saito yra apraSytas
Carr et al (J.Biol. Chem., 262:981-987, 1987) ir Croyle et al (DNA, 5:299-304, 1986).
Teigiamos atrankos genas (regionas C) gali buti 1067 bp ilgio, Bglll-Smal pagalba
gautas fragmentas i§ plazmidés pSV2neo (ATCC No. 37, 149) (Southern et al, J.
Mol. Appl. Gen., 1:327-341, 1982). Genas neo gali buti valdomas Rous Sarkomos
viruso (RSV) promotoriaus pagalba (regionas C'), kuris paimamas i§ Ndel-HindII
fragmento plazmidés pRSVcat (ATCC No. 37,152) (Gorman et al, PNAS, 79:6777-
6781, 1982). Siame pavyzdyje nereikalinga naudoti amplifikacijos markerio, todél
nereikalingi regionai D, tam kad buty optimizuotas homologinés rekombinacijos
efektyvumas. Efektyvumas atvirks¢iai proporcingas nehomologinés sekos santykiui
su homologinémis sekomis, esanciomis Sioje konstrukcijoje (Letsou et al, Genetics,
177:759-770, 1987). Regionas E, arba neigiamos selekcijos genas, gali btti i§ HSVtk
geno, kurio Xho fragmentas 2 kb dydzio paimamas i§ plazmidées pMCITK
(Capecchi et al, Nature, 336:348-352, 1988). Sioje konstrukcijoje genas HSVtk gali
biti paimamas i§ polinomos viruso promotoriaus ir sustiprintojas (regionas E')
sukonstruotas pagal Thomas et al (Cell, 51:503-512, 1987). Sekancioje DNR
konstrukcijoje polinomos promotorius gali biiti pakeistas RSV promotoriu, aprasytu
aukscéiau. DNR reguliaciné seka, kuria aktyvuojamas TSH genas, gali buti kaip

RSV promotorius, taip ir Ziurkiy augimo hormono promotorius. Ziurkiy augimo
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hormono promotorius yra Sacl-EcoRI fragmete, gaunamas i§ plazmidés
pRGH237CAT (Larson et , PNAS, 83:8283-8287, 1986). RSV promotorius gali buti
naudojamas ne tik GH lastelése, nes GH promotorius aktyvus GH lastelése ir gali
biti specifi$kai indukuotas (Brent et al, J. Biol. Chem., 264:178-182, 1989). Ziurkiy
augimo hormono promotorius ir RSV promotorius atskirose konstrukcijose gali buti
jvestas F pozicijoje.

Po Sios konstrukcijos transfekcijos i GH lasteliy linijg, lastelés gali augti
terpéje, kurioje yra G418, Tai leidZia augti tik toms lasteléms, kuriose yra
integruota DNR plazmide i genomg kaip homologinés rekombinacijos, taip ir
atsitiktinés integracijos pagalba. ISgyvenusios lastelés augs ir terpeje, kurioje yra
gancykloviro. Dauguma lgsteliy iSlaikusiy Sig sekecija, bus tos, kuriose DNR
plazmidés vektorius integruotas homologinés rekombinacijos pagalba. Sios lastelés
gali biti skrininguojamos, tam kad jrodyti, kad jos produkuoja iRNR, kuri atitinka
TSHP geng ir kad jos produkuoja TSHf baltymag. Genominés DNR sritis, | kurig
jvedamas heterologinis promotorius, gali biti sekvenuojamas tam, kad jrodyti, kad
rekombinacija teisingai jvyko.

PAVYZDYS - TSHB geno aktyvacija Ziukiu hipofizio lgstelése
Naudojant Zemiau apra$yta metodikg, tyrotropino beta subvieneto (TSHp)

geno transkripcija, kuri normaliai nevyksta Zziurkiy GHg hipofizio lastelese,
aktyvuojama Siose lgstelése homologinés rekombinacijos pagalba, jvedant
aktyvuojantj elementg 5' kryptimi TSHf kodavimo regionui. Yra Zinoma, kad Rous
sarkomos viruso (RSV) promotorius efektyviai funkcionuoja GHj lastelése
(Christian Nelson et al, Nature, 322:557-562, 1986); Zheng-Sheng Ye et al, The
Journal o iologi C istry, 263:7821-7829, 1988), ir todél pasirenkamas
aktyvuojanciu elementu. Plazmidés vektorius konstruojamas taip, kad turéty RSV
aktyvuojantg elementg, 5’ flankuojancia TSHB geno dalj ir reaktyvo selekcijos
markeri, aminoglikozidfosfotransferazés geng (NEO), reikalingg trasfekuoty lgsteliy
populiacijy atrankai. Ribonukleininé ragstis (RNR) ekstrahuojama i§ GHg lasteliy,
kurios islieka atsparios selekcijos rektyvui, ir paverdiama } komplementarig
dezoksiribonukleinine ragstj (kDNR). Polimerazinés grandininés reakcijos (PGR)
pagalba patikrinama ar kDNR yra TSHB. Homologinés rekombinacijos vektoriai ir
kontrolés vektoriai yra apraSomi eksperimente ir rezultatuose.
PLAZMIDES KONSTRAVIMAS
omologinés rekombinacijos {HR) vektoriaus SVCAT arkasas

Rous sarkomos viruso (RSV) promotorius konstruojamas i§ plazmidés
pRSVCAT (Cornelia M. Gorman et al, Proceedings of National Academy of
Science, 79:6777-6781, 1982) (Fig. 5) isskiriant 580 baziy pory (bp) Ndel-HindlIl
fragmente esantj funkcionuojantj promotoriy. Sio fragmento galai uzbukinami DNR

polimerazés I Klenovo fragmento pagalba ir Xbal linkeriai liguojami prie buky
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galy. Po nuskélimo Xbal restrikcijos endonukleazés pagalba ir valymo, gautas
fragmentas liguojamas pUCI18 plazmidés Xbal saite. Bakteriju kolonija, turinti
plazmide, kurioje yra RSV intarpas schematiskai parodyta Fig. 6, toliau Zymima
pRSV. Aminoglikozidfosfotransferazés genas (NEO) klonuojamas i§ pSV2ZNEO (P.J.
Southern et al, Journal of Molecular and Applied Genetics, 1:327-341, 1982)
iSskiriant BglIl ir BamllIl (Fig. 7) fragmentg ir liguojant prie BamHI saito pRSV
plazmidés (Fig. 6). Plazmidé, kurioje yra NEO genas schematiskai pavaizduota
pieSinélyje 8 ir yra Zymima pRSVNEOBAM. pRSVNEOBAM plazmidé kerpama
Smal pagalba ir 4328 bp fragmentas, kuriame yra RSV promotorius ir pagrindiné
NEO geno ir plazmidés pUC18 dalis, iSskiriamas elektroforezés pagalba. Suliguoti
Xhol likeriai Smal galuose nukerpami Xhol restrikcijos fermento pagalba ir
plazmide ligavimo pagalba vél sujungiama j Ziedg. Gauta plazmidé pavaizduota
Fig. 9 ir vadinama pRSVNEO. Paskutinio klonavimo rezultate iSkerpamas i§ NEO
nuo 3' galo 786 bp ilgio fragmentas, kuris néra butinas funkcionaliai ekspresijai.
Sios konstrukcijos déka gaunama plazmidé su NEO genu, kuri traskriptiskai
reguliuojama RSV promotoriumi.

Sekantis Ndel saitas, esantis 5' RSV promotoriaus gale, plazmidéje pRSVCAT
(Fig. 5) pervedamas i Sall saitg. Tai pasiekiama sulkaldant pRSVCAT plazmide su
Ndel, DNR polimerazés I Klenovo fragmentu uZpildant galus ir liguojant bukus
galus Sall linkeriais. Linkeriai nukerpami su Sall ir plazmidé reciklizuojama
ligavimo pagalba. Naujai sukonstruotame Sall saite yra klonuotas Sall-Xhol
fragmentas i§ pRSVNEO plazmidés (Fig. 9), kuriame yra RSV promotorius i§ NEO
geno. Plazmidé, pavaizduota Fig.10, su RSV promotoriumi ir NEO genu iSkirta ir
pavadinta pRSVCATNEO. Si plazmidé trasfekuota ij GHj lasteles, suteikia Fioms
lasteléems atsparumag G418, sugebéjimg RSV promotoriumi reguliuoti NEO geno
transkripcijg ir sugebéjima RNR transliuoti j funkcinius baltymus (duomenys
nepateikiami). Siy transfekanty RNR analizuojama polimerazinés grandinineés
reakcijos pagalba (PGR), kad nustatyti ar CAT genas yra transkribuojamas. PGR
rezultatai parode, kad CAT genas tikrai transkribuojamas visose G418 atspariose
lgsteliy kolonijose (duomenys nepateikiami) ir kad RSV promotorius CAT geno 5
gale sugeba reguliuoti transkripcijg geno esancio 3' gale. Tai svarbu, nes $is RSV
promotorius gali buti atsakingas uZz TSHf geno transkripcijos reguliavima, kai
TSHB HR vektorius, kuris apraSomas veéliau, integruojamas homologinés
rekombinacijos pagalba | GH3 genoma.
TSHA HR vektorius

Vektorius,  sugebantis integruotis | GH3 genoma homologinés
rekombinacijos pagalba, sukonstruojamas jterpiant dvi sekas 5 flankuojanciy
regiony i$ tirotropino beta subvieneto (TSHf) geno i unikaly Sall ir HindIII saita,
esantj pRSVCATNEO plazmidéje (Fig. 10). Ziurkés bluZnies genomine biblioteka,
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kurioje yra 15 kilobaziy (kb) ar didesni intarpai, klonuota j lambda DASH buvo
gauta i§ Stratagene, San Diego, CA. Panaudojus standartines ooeracijas (Current
protocols in Molecular Biology, pp.1.9.1-1.13.6, 6.1.1-6.4.10), buvo iSskirts Ziurkiy
genominis TSH geno 153 kb klonas, kuriame yra 9 kb ilgio 5 seka i§ pirmo
egzono. 153 kb ilgio fragmentas susideda i§ dvieju Xbal fragmenty, 10,6 kb
fragmentas yra 15,3 kb fragmento 5' gale ir 4,7 kb dalis yra 153 kb fragmento 3'
gale (Fig. 11). Abu §ie Xbal fragmentai subklonuoti j pUC18 ir plazmidés, turincios
intarpus abiejomis orentacijomis yra iSskirtos. 2,3 kb Xbal - HindIIl fragmentas
jeina | 4,7 kb Xbal fragmenta (Fig. 11) buvo isvalytas ir Xbal Sio fragmento saitas
pakeistas HindIII saitu su Klenovo fragmento pagalba ir buvo liguojamas HindIII
linkeriais. 8is fragmentas buvo suliguotas su unikaliu HindIll saitu, kuris yra
pRSVCATNEO plazmidéje (Fig. 10). Darinys, atitinkantis plazmidei su 2,3 kb
intarpu, su teisinga orentacija parodytas Fig. 12 paZymétas pRSVCATNEOTSHBS.

10,6 kb Xbal fragmentas i§ Ziurkiy TSH klono (Fig. 11) buvo i8skirtas ir Xbal
galai pakeisti i Sall saitus DNR polimerazés I Klenovo fragmento pagalba ir
prijungti Sall linkeriai. Sis 10,6 kb ilgio SAIl fragmentas buvo klonuojamas i Sall
saitg plazmidéje pRSVCATNEOTSHB3 (Fig. 12). Plazmideé turinti savyje teisingos
orentacijos intarpg buvo indentifikuota ir pavadinta pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal
(Fig. 13). Véliau plazmidé buvo atiduota saugojimui Amerikos kultiry kolekcija,
Rockvile, MD, suteikiant jai saugojimo numerj ATCC 40933. Ji buvo pervadinta }
pHRTSH. Sis atidavimas saugojimui buvo atliktas pagal visus Budape$to sutarties
reikalavimus.
LASTELIJ LINIJA

GH3 lastelées yra subklonuota MtT/WS populiacija, kuri buvo gauta iS$
radiacija indukuoto Ziurkiy hipofizio auglio (B.K. Takemoto, Cancer research,
22:917, 1962) ir adaptuotos augimui kutliroje Tashjian et al., docrynology,
82:342-352, 1968. GHj lasteles buvo paimtos i§ Amerikos kultury kolekcijos lasteliy
banko ir auginamos Sios sudéties terpéje: Dulbecco modifikuota Eagle terpe
(DMEM) + 15% Arklio serumo (HS) + 2,5% embrioninio versiuky serumo (FBS)
+ 1% L-gliutamino (GHg terpé) 37° C temperatiiroje, esant 5% COy
koncentracijai.
DNR PARUOSIMAS
Didelio kiekio plazmidés iSskyrimas

Plazmidés, kurios naudojamos stabilioms transfekcijoms, valomos Sarminio
lizavimo budu. Sis badas apriytas Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1,
pp 1.72.1 -1.7.2. I8skirta Sarminio lizavimo budu DNR papildomai buvo valoma cezio
chlorido gradiente. Sis valymo btdas apra$ytas Current Protocols in Molecular
Biology, vol. 1, pp 1.2.5 -1.7.%
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Prie$ trasfekcija HR vektoriai buvo apdorojami arba Aatll arba Apal. Apal
buvo naudojama plazmidés pRSVCATNEO linerizavimui ir Aatll - HR plazmidés
pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal linerizavimui. Aatll ir Apal skélimo saitai pavaizduoti
atitinkamai Fig. 10 ir 13. Po kirpimo tikamais restrikcijos fermentais, reakcijos
miSinys ekstrahuojamas fenolio-chloroformo misiniu, ekstrahuojamas chloroformu,
iSsodinama etilo alkoholiu ir karta praplaunamas 70% etanoliu. Plazmidés
suspenduojamos  steriliame dejonizuotame vandenyje (dH-O) taip, kad
koncentracija bity lygi 1 mikrogramui/ mikrolitre (ug/pl), nustatant absorbcija
OD9g- Tam kad padidinti transfekcijos efektyvuma ir/ arba padidinti homologinés
rekombinacijos santyki su atsitiktine integracija, pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal buvo
apdorojama Apal. Apal iSkerpa tris atskirus saitus plazmidéje
pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal ir paSalina visus vektorius, iSkyrus reikalingus
homologinei rekombinacijai (Fig. 13). Po apdorojimo Apal, reakcijos miSinys
elektroforezuojamas 0.8 % agarozés gélyje ir, virSutiné juosta atitinka 10922 bp
ilgio fragmentui. Sis fragmentas susidedantis i§ dviejy 5' flankuojan&iy TSHp geno
regiony, RSV promotoriaus - NEO regiono ir TSHP geno - aktyvuojanc¢io RSV
promotoriaus buvo isskirtas i§ gelio elektroeliucijos pagalba dializés maiSelyje.
Elektroeliuuota DNR toliau buvo valoma elutip minikolonéle (Schleicher and
Schuell) pagal gamintojo standartihes rekomendacijos. DNR buvo eliuuojama nuo
kolonos, iSsodinama etanoliu, praplaunama 70% etanoliu ir suspenduojama iki
koncentracijos - 1ng/pl.

STABILI TRANSFEKCIJA
Kalcio fosfato transfekcija

48 valandas prie§ transfekcijg 3x106 GH4 lasteliy patalpinama i 10
centimetry (cm) léksteles. ] kiekvieng lékStele idedama po 0.5 mililitro (ml)
transfekcijos buferio, kuriame yra 10 pug DNR vektoriaus su 30 pg ultragarsu
apdorotos lasiSy spermos DNR. Transfekcijos buferis paruosiamas i§ 4 g NaCl,
0,185 g KCl, 0,05 ¢ Na2P04, 0.5 g dekstrozés, 2,5 g HEPES, turis privedamas iki
500 ml, pH privedamas iki 7,5. 31 pl 2 moliarinio (M) CaCl, tirpalo pridedama i 0.5
ml DNR + transfekcijos buferj ir iSmaiSoma. Sis tirpalas gali bati saugomas 45
minutes kambario temperaturoje. Kai paruosiamas DNR - CaCl, - transfekcijos
buferis, GH5 terpé nupilama nuo GHj lasteliy ir DNR - CaCl, - transfekcijos
buferis uZsluoksniuojamas ant lgsteliy. Lastelés paliekamos kambario temperatiiroje
20 minuciy. Po 20 minudiy pripilama 5 ml GHj terpés ir lékstelés inkubuojamos 6
valandas 37° C temperatiiroje. Nuo lasteliy paSalinama terpé ir pridedama 3,5
minutéms 5 ml SvieZio transfekcijos buferio, j kurj jdedama 15 % glicerino. Lastelés
du kartus praplaunamos su PBS, uZpilama 10 ml GHj terpés. Po 48 valandy
transfekcijos, terpe nupilama ir uZpilama GHs terpe, kurioje yra 400 pg/ ml G418.

Elektroporacija
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Elektroporacija vykdoma naudojant BTX 300 Transfektoriy su 3,5 milimetro
(mm) tarpais tarp elektrodu. 1x107 GHgj lgsteliy logaritminéje augimo fazéje
nuimamos nuo léksteliy tripsinizacijos pagalba, surenkamos centrifiguojant ir
praplaunamos kartg su PBS. Lastelés suspenduojamos 1,0 ml PBS ir supilamos j 2,9
ml talpos vienkartines Ultra-UV kiuvetes (American Scientific products), kurios
laikomos lede. | lasteles pridedama 10 ug DNR, sumaiSoma ir iSlaikoma 5 minutes
ant ledo. Po 5 minudiy elektrodai jkiSami j kamera, lastelés elektroporuojamos,
esant 750 mikrofaradams su 200 volty pulsacija. Kiuveté 10 minudiy graZinama
atgal ant ledo. Lastelés iSimamos i§ kiuvetés, perneSamos j konusinius 15 ml
mégintuvélius su 9 ml GHj terpes, kurioje yra 1 % penicilino ir 1 % strpetomicino,
ir paliekama 10 minud¢iy kambario temperaturoje. 1x107 elektroporuoty lasteliy
pernesama j tris 10 cm skersmens léksSteles, kiekvienoje léksteléje gaunama
apytikriai po 3x100 lasteliy. Po 48 valandy pridedama GHq terpe, kurioje yra 400
ng/ml G418.

ﬂ?) lasteliy transfekcija su pRSVC SHB3-5Xbal (kirpimas su
SVCATNEOTSHB3-5Xbal irpimas s 1) ir SVCATNEO (kirpimas su
Apal),

pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal (kirpimas su Aatll), pRSVCATNEOTSHB3-
5Xbal (kirpimas su Apal) ir pRSVCATNEO (kirpimas su Apal) plazmideés
transfekuojamos i GH4 lasteles be DNR kontrolés proceso metu, naudojant kaip
kalcio fosfatinj taip ir elektroporacijos metodus. Praéjus 48 valandoms po
transfekcijos, lastelés selekcionuojamos terpéje su G418, Mazdaug po 14 - 21
dienos lgsteliy kolonijos tampa matomos akimi, suskai¢iuojamos kolonijos. Tais
atvejais, kal nebuvo jvestos plazmidés, kolonijos nesusidaro, tai jrodo, kad selekcija
vykdoma su G418 efektyvi ir kad tam biitina plazmidé, turinti RSV-NEO regiona,
tam kad lasteles turéty atsparumg G418. Kolonijos nuimamos ir surekamos 17 mm
skersmens klonavimo Ziedo pagalba. Jei susidaro léksteléje daug kolonijy - nuo 10
iki 70 tai galima lgsteles surinkti tripsinizacijos pagalba. Tripsinizuotos kolonijos
perneSamos | 6 Sulineéliy léksteles ir paliekamos augti GH; terpeje su G418
Pasiekus 70 % - 80% pavirSiaus uZpildymg, po 80000 lasteliy perneSama j 24
Sulineéliy leksteles ir uzSaldoma tam, kad iSsaugoti lasteles vélesniems tyrimams. 24
Sulineliy lékstelése lastelés auginamos, kol uZpildomas pavirSius 50% -70%. Bendra
RNR isskiriama i§ GHj lasteliy pagal Zemiau apaSomg metoda.
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RNR ISSKYRIMAS IS TRASFEKUOTY GH5 LASTELIU, AUGINANT JAS 24
SULINELIY LEKSTELESE.

Toliau aprasoma metodo, kuris aprasSytas Choczynski ir Sacchi, Anal
Biochem., 162:156-159, 1987, modifikavimas. Terpé, i kurg perneSamos GH1 lasteles
24 3Sulineéliy lékstelése, pasalinama ir lgstelés praplaunomos 1 ml PBS. Pripilama 1
ml GTC tirpalo ir lastelés inkubuojamos kambario temperataroje 5 minutes. GTC
tirpalas gaminamas istirpinant 250 g guanidintiociano (Fluka) 293 ml dH»O,
pridedant 17,6 ml 0,75 M natrio citratotirpalo, kurio pH 7,0, 10% sarkosilo (L-
laurilsarkosilas). Prie§ pat naudojimg 50 ml GTC tirpalg jpilama 360 pl B-
merkaptoetanolio. I$laikius 5 minutes kambario temperatiroje, 1 ml GTC-lasteliy
lizato perneSama j Sarstedt 55.518 mégintuvélius, kuriuose yra 2 ml GTC tirpalo. ]|
kiekvieng meégintuveélj pripilama po 300 ul 2 M natrio acetato tirpalo, kurio pH 4,0
ir iSmaiSoma. Po to jpilama 3 ml dH,O prisotinto fenolio ir vél iSmaiSoma. ]
kiekvieng mégintuveélj jpilama po 600 pl chloroformo ir izoamilo alkoholio miSinio,
santykiu 49:1, mégintuveéliai rankomis purtomi 10 sekundZiy ir paliekami ant ledo
15 minudéiy. Po to centrifiguojama 20 minudiy Sorval RC-5B centrifiga su
rotoriumi SM24, kai rotoriaus apsisukimai - 8000 apsisukimy per minute (RPM) ir
temperatiira palaikoma 4° C. Vandens fazé nupilama i nauja Sarstedt mégintuveélj,
kuriame yra 3 ml izopropanolio ir iSlaikoma -20° C temperatiiroje. Po valandos
centrifiguojama 20 minuciy Sorval RC-5B centrifiga su rotoriumi SM24, rotoriaus
apsisukimai - 8000 RPM ir temperatiira palaikoma 4° C. Supernatantas nupilamas,
nuosédos suspenduojamos 500 pl GTC tirpalo. Suspenduota RNR pernesSama j 1,5
ml talpos ependorfg, kuriame yra 500 pl izopropanolio. Mégintuvéliai vél iSlaikomi
valandg -20° C temperatiiroje. Po to nucentrifiguojama per 5 minutes
mikrocentrifiigoje, supernatantas nupilamas. Nuosédos du kartus praplaunamos 70
% etanolio tirpalu tam, kad biity galima pilnai nugarinti etanoli. Nuosédos
suspenduojamos 20 1 vandeniniame dietilpirokarbonate (depc) ir kaitinama 65° C
temperataroje 5 minutes. Tokia RNR buvo naudojama kDNR sitezei, bibais
aprasytais Zemiau.
kDNR REAKCIJOS
1 Bidas

Pirmos kDNR spiralés sintezé vykdoma i§ 2,5-6.0 mikrolitry bendros RNR
(apytiksliai 0,5-6 mikrogramai) reakcijos miSinyje, kurio taris 10-20 mikrolitrai.
Bendra RNR gaunama auks$c¢iau aprasSytu ekstrakcijos metodu, 5-10 minutes
denatiiruojama 70° C temperatiiroje ir po to greitai atS8aldoma ant ledo prie$
jdedant reakcijos komponentus. Reakcijos sglygos: 50 milimoliy (mM) Tris-HCI
(pPH 83) 10 mM MgCly, 10mM DTT, dCTP, dATP, dTTP kiekvieno po 0,5 mM
(Pharmacia), 40 mM KCI, 500 vienety/ml RNasino (Promega Biotech), 85 pg/ml
oligo(dT)j9.1g (Collaborative Research, Inc.), ir 15000-20000 vienety/ml peliy
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Moleney leukemijos viruso atvirkStinés transkriptazés (Bethesda research
Laboratories), inkubacija vykdoma 37° C temperatiroje 60 minuéiy. Reakcija
sustabdoma pridéjus 40 mM EDTA, nukleino ragstys iSsodinamos pridedant natrio
acetato iki 0,3 M koncentracijos ir du reakcijos misinio turius etanolio. Nuosedoms
leidZiama subresti 30 minudiy ir jos nusodinamos trisdeSimt minudiy
centrifiguojant mirocentrifigoje, esant 14 000 rpm apsisukimams. Nuosédos
praplaunamos 70% etanoliu, i§dZiovinamos ir suspenduojamos 15-25 ml vandeninio
depc.
2 Bidas

Pirmos kDNR spiralés sintezés i§ RNR salygos buvo adaptuotos, palyginus su
apra$ytu bidu Carol A. Brenner et al, BioTechniques, Vol. No. 10, pp. 1096-1103,
1989. Prie 1 ul bendros RNR paimtos po iSsodinimo operacijos, kuri aprasoma
aukscdiau, pridedama iki 9 ul reakcijos buferio 0,5 ml tario ependorfe. Reakcijos
buferio sudétis: 200 vienety peliy Moleney leukemijos viruso atvirkstinés
transkriptazés (MMLVRT Bethesda Research Labs) ir sekantys reaktyvai, kuriy
galutiné koncentracija: 70 mM Tris-HCI1 pH 8,8, 40 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 1
mM kiekvieno dNTP, 4 mM MgCl, ir 0,45 OD9ygq vienety atsitiktiniy heksamery
(Pharmacia). Po sumaiSymo mégintuvéliai 10 minuc¢iy inkubuojami kambario
temperatiiroje ir po to i$laikomi 42° C temperatiiroje viena valanda. Po valandos
mégintuvéliai pakaitinami 90° C temperatiiroje 1 minute, tam kad deaktyvuotysi
MMLVRT.
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LASTELIYJ GH5 RNR AMPLIFIKACIJA POLIMERAZINES GRANDININES
REKCIJOS (PGR) PAGALBA

Geno TSHB kDNR sitetinama PGR amplifikacijos pagalba i§ RNR
transkripty, kurie gaunami GHg lasteliy pagalba, kaip HR plazmides aktyvavimo
homologine rekombinacija rezultatas endogeniniame gene TSHf, naudojant

sekancius pradmenis.

pradmuo 5 : 3
TSHBS AGTATATGATGTACGTGGACAGG
TSHB3 CACTTGCCACACTTGCAGCTCAGG

Fig.14 nurodyti TSH geno regionai, kuriuos atitinka kiekvienas pradmuo.

PGR REAKCIJOS SALYGOS
Visos PGR reakcijos buvo vykdomos Ericomp Twinblock termocikleryje. Jei
kDNR buvo sitetinama PGR amplifikacija pagal 2 metoda, tai papildomai 40 pl
buvo pridedama reakcijos misinio prie 10 pl, kDNR sitezé vykdoma 50 pl tiryje.
Galutiné reaktyvy koncentracija 50 ul tiryje yra: 70 mM Tris-HCI pH 8,8, 40 mM
KCl, 0,1% Triton X-100, 2,25 vienetai Tag polimerazés (Pharmacia), po 0,2
mikromoliy (uM) kiekvieno pradmes, 200 ul kiekvieno dNTP ir 0,8 mM MgCls,
Jei kDNR buvo sitetinama PGR amplifikacija pagal 1 metodg, apradyta
auks$ciau, tai nuo 5 iki 10 pl suspenduotos kDNR jdedama j nuo 40 iki 45 pl
tirpala, kuriame galutinés reaktyvy koncentracijos yra: 70 mM Tris-HC] pH 8,8, 40
mM KCI, 0,1% Triton X-100, 2,25 vienetai Tag polimerazés, po 0,2 uM kiekvieno
pradmes, po 200 pl kiekvieno dNTP ir 0,8 mM MgCl,,.
Reakcijos buvo vykdomos sekanciu réZimu.
1 minuté 94° C temperatiroje
30 sekundZiy 55° C temperatiroje
2 minutes 72° C temperatiiroje
Sie ciklai buvo kartojami 30 - 40 karty. 10 pl kiekvieno reakcijos mi$inio buvo
tiriama elektroforezés pagalba 6% poliakrilamidininiame gelyje, tam kad patikrinti
ar yra 247 bp PGR fragmentas, kurio buvimas parodo, kad teisingas TSHf geno
iIRNR splaisingas.
TSH GENO RNR IS GHg LASTELIU IR ZIURKIY HIPOFIZIO BENDROS DNR PGR
AMPLIFIKACIJOS REZULTATAI
Tam kad nustatyti ar GHj3 lastelés normaliai sintetina TSHB geno RNR,
buvo tiriamos PGR reakcijos pagalba, sglygomis, kurios aprasytos auks¢iau, kDNR
i netransfekuoty GHg lasteliy ir kDNR i§ Ziurkiy hipofizio. Teisingas TSHB geno
iRNR fragmetas buvo stebimas teigiamoje kontroléje, Ziurkiy hipofizio
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pavyzdZiuose, bet jo nebuvo bendroje RNR méginyje i§ GHgq lasteliy net po 60
cikly (duomenys nepateikiami).
TRANSFEKCIJOS REZULTATAI

G418 atsparios lasteliy kolonijos, esan¢ios 10 cm skersmens lékstelése, buvo
skaitiuojamos tarp 14 ir 21 dienos po G418 jdéjimo | terpe.

Transkripcijos metodas Koloniju skaicius 10 cm skersmens
leékstelése

pRSVCATNEO pRSVCATNEOTSHB3-5XBAI
kirpimas Apal kirpimas Aat?2

Kalcio fosfato 1 48 13 29
Kalcio fosfato 2 -- 21 58
Elektroporacija 1 -- 1295 415
Elektroporacija 2 -- 1051 723

Bendra RNR buvo isSskirta i$ lgsteliy surinkty kolonijy i§ 24 Sulinéliy
léksteliy, taip kaip aprasyta auk$¢iau. IS RNR buvo susintetinta kDNR ir panaudota
PGR amlifikavimui. Teigiamy lgsteliy, produkuojan¢iy TSHP geno iRNR, kolonijy
skaid¢ius buvo nustatomas pagal 247 bp fragmentg elektroforezés pagalba
poliakrilamidiniam gelyje. Kiekvieno eksperimento metu surinkty lgsteliy kolonijy
skai¢ius buvo nuo 10 iki 70 kolonijy. Lasteliu kolonijy skaidius po transfekcijos
buvo artimas skaiciui atspariy G418 GHq lasteliy, kuriose TSHB genas buvo
traskriptiSkai aktyvuotas, klony. Jei surinktos lgstelés nutestuojamos ir yra
teiglamos, tai daroma prielaida, kad Sios lastelés yra kaip vienas klonas, esantis
Siose surinktose lgstelése.

plazmide (G418 atsparios kolonijos  pozityvios TSHB RNR
pRSVCATNEO 60 0
pRSVCATNEOTSHB3-XBAI 4942 3

(Aat2 kirpimas)

pRSVCATNEOTSHB3-XBAI 8580 6

(Apal kirpimas)

Sie rezultatai demonstruoja normaliai transkriptiskai inertisko TSHPB geno
sékmingg aktyvacija, naudojant Siame iSradime pateiktg metods. Nors kolonijy,

traskribuojanc¢iy TSHP gena, skaiius yra nedidelis palyginus su kolonijomis,
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kurios atsparios G418 (apytikriai viena vienam tikstanciui atspariy kolonijy), Sis
rezultatas pagrinde sutampa su kity homologiniy rekombinacijy gautais
rezultatais, (Michael Krieger, Gene_ transfer and sio borat

Stockton Press, New York, NY, 1990, pp. 56-60). Pastebéta, kad homologines
rekombinacijos greitis, matyt, praporcingas taikinio geno transkripcijos greiciui (M.
Frohman and G. Martin, Cell, 56:145, 1989; S. L. Mansour et al, Nature, 336:348,
1988 ). PaZymétina, kad pasiektas TSHP ekspresijos greitis yra deSimt karty
didesnis, nei atsitiktinés mutacijos atveju. _

Tam kad jsitikinti, kad gauti rezultatai atsikartoja kiekvienamai surinktai
kolonijai ir kad RNR transkripcija yra stabili, kolonijos pirma uZSaldomos atskirai
prie§ pirmg testavimg ir tik po testavimo atSildomos ir padauginamos. SvieZiai
atSildytos atrinktos GHg lasteles uZséjamos § T 25 audiniy kultiry indus ir
padauginamos iki 70% -80% indo pavirS§iaus padengimo. Po 80 000 lgsteliy jdedama
] 24 3ulineéliy leéksteles ir auginamos iki 50% -80% S$ulinélio pavirSiaus padengimo.
Ekstrahuojama RNR, pervedama i kDNR ir vél tikrinamas TSHf geno RNR
buvimas po PGR elektroforeze 6% poliakriamidiniame gelyje. Antro patikrinimo
PGR reakcijos rezultatai pateikti Fig.15. Poliakrilamidinis gelis buvo ryskinamas
etidio bromidu, tam kad fluorescuoty ultaviolete RNR fragmentai. Takeliuose 1, 2
ir 3 uZnesdti GHjy lasteliy, kurios buvo transfekuojamos pRSVCATNEO pagalba,
kDNR PGR reakcijos produktai. pRSVCATNEO neturi homologiniy regiony su
TSHP genu ir todél nesugeba aktyvuoti TSHP geno homologinés rekombinacijos
pagalba. Kaip galima matyti i§ Fig.15, Siuose takeliuose nera 247 bp juostos, tai
jrodo, kad TSHf genas néra aktyvuojamas. Takelyje 6 uZnesSta neigiama kontrolé.
Siame takelyje u¥ne$ti trys apjungti pavyzdZiai GHgj lasteliy, kurios buvo
transfekuojamos pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal pagalba (kerpant Apal), bet kurios
pirmos atrankos metu neturéjo TSHf} geno transkripcijos. Kalp matoma, 6 takelyje
néra juostos, atitinkancios 247 bp ilgui, tai parodo, kad plazmide
pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal (kerpant Apal) ivesta atsitiktinés integracijos pagalba
} genoma, nesugeba produkuoti 247 bp ilgio TSHP geno fragmento, gaunamo PGR
pagalba. Takeliuose 7, 8 9 ir 10 uZnesti atitinkamai 25 nanogramai, 100
nanogramy, 200 nanogramy ir 400 nanogramy kDNR susintetintos i§ bendros
iurkiy hipofizio RNR, produktai, gauti PGR reakcijos pagalba. Siuose takeliuose
esancios 247 bp ilgio juostos, produkuojamos i§ kDNR, iSskirtos i§ Ziukiy lastely,
kurios normaliai ekspresuoja TSHf} geng, parodo, kad PGR reakcijos salygos yra
tinkamai optimizuotos ir kad gaunamos 4 ir 5 takelyje PGR juostos parodo, kad yra
ekspresuojamas ir yra korektisko ilgio TSHP genas, gautas homologinés
rekombinacijos pagalba. Dvi apjungty lasteliy grupes, transfekuotos su
pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal (Apal kirpimas), kurios buvo teigiamos pirmoje
atrankoje, Apal-107 uZnesta 4 takelyje ir Apal-136 uZnesta 5 takelyje, papildomai
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buvo testuojamos, ar turi aktyvuota TSHB geng. Sio geno buvima ir jo teisinguma
jrodo juostos elektroforegramoje, gautos PBR reakcijos pagalba. Taip pat i§ gauty
rezultaty galima pasakyti, kad TSHf geno transkripcija yra stabiliai aktyvuota. 247
bp ilgio juosty, kurios gaunamos i§ Apal-107 ir Apal-136 teigiamy klony, buvimas
4 ir 5 takeliuose ir 8iy juosty nebuvimas neigiamoje kontroléje GHg lasteliy, kurios
buvo transfekuojamos pRSVCATNEO pagalba takeliuose 1 - 3 ir neigiamos
kontroles GHj lasteliy, kurios buvo transfekuojamos pRSVCATNEOTSHB3-5Xbal
(Apal kirpimas) pagalba takelyje 6, parodo, kad geno TSHP RNR neprodukuojama
lastelése, kai RNR jjungiama homologinés rekombinacijos pagalba.

Pateikiamas iSradimas neapsiriboja apraSytomis lastelémis. Visos lastelés
turi genetine informacijg, kuri normaliai buna tyli arba inertiska. Dauguma jy
sugeba ekspresuoti tik kai kuriuos genus. Nors bet kuriy lgsteliy linijos normaliai
transkriptiSkai tylius ar inertinius genus galima aktyvuoti, kad genas ekspresuoty
produkty pagal §j iSradimg ir bet kurio genomo geno eksresijos charakteristikas
galima modifikuoti pagal §i iSradimg. Net ir prie§ tai transformuotas lasteliy linijos
gali biti naudojamos taip ilgai, kol pirmoji transformacija nesuardys interesuojamo
geno. Lasteliy linijuy Saltinis néra svarbus. Lasteliy linijos gali bati gyviny arba
augaly, pirmines, nenutriikstamai kultivuojamos arba immortalizuotos. Zinoma,
svarbu, kad lastelés btity stabilios ir imortalizuotos, nes po apdorojimo $io iSradimo
metodo  pagalba, ekspresija gali buti komercilizuota.  Klonuotiems
mikroorganizmams, kaip prokariotams taip ir eukariotams, gali biti taikomas Sis
iSradimo metodas.

Nors Sis metodas iSradime naudojamas normaliai transkriptiskai tyliy arba
inertiSky genu ekspresijai, jis gali buti pritaikytas ir geny, kurie yra natiraliai
ekspresuojami Seimininko lastelése, ekspresijos charakteristiky modifikavimui.
PavyzdZiui, jei reikalinga pritaikyti geno ekspresijg priklausomai nuo kultivavimo
salygu, arba kad ekspresija biity valdoma, tinkamas reguliatorinis DNR segmentas,
toks kaip reguliuojamas promotorius, gali buti jterptas, kuris pakeis tokias
chrakteristikas, kaip represija arba indukcija. PavyzdZiui, jei Zinoma, kad lgstelés
tipas turi branduolio steroidu receptorius, tokius kaip estrogeno, testosterono ar
gliukokortikoido ar tiroksino receptorius, tai igalina naudoti F segmentu steroido
ar tiroksino elementus. Kaip atsparumo elementas gali bet kuri DNR, kuri surisa
tokius receptorius tam kad igytu santykinj atsparuma transkripcijos metu. Jei net
naturaliai lagstelés néra atsparios glukokortikoidams, pavyzdZiui, DNR fragmetas,
kuris koduoja gliukokortokoido receptoriy, gali buti jterptas j konstrukcija, arba
kitu biadu | ijterptas | genomg, ko pasekoje gaunamos lgstelés atsparios
gliukokortikoidams. Reguliacinio promotoriaus gali biuti naudojamas tuo atvejai,

kail interesuojamas genas normaliai yra silpnai transkribuojamas. Kiti reguliavimo
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budai gali biti gauti jterpiant tinkama DNR reguliacinj segmentg norimoje vietoje
§io iSradimo pagalba.

Tokiu budu, Siame iSradime aprasytu metodu galima ne tik stimuliuoti
normaliai trnskriptiSkai tylius genus, bet platesne prasme 3is budas gali biuti
pritaikytas ir bet kokio endogeninio Seimininko lasteliy linijos geno ekspresijos
modifikavimui.

Specifinis homologinés rekombinacijos metodas néra i esmeés Sio iSradimo
naujumas. Tokie metodai Zinomi, ju pagalba Siame iSradime taikinio reguliaciné
DNR seka jvedama j norimg vietg, tam kad aktyvuoti interesuojamg gena. Nors Sio
metodo pagalba, naudojant linearizuotas konstrukcijas su dviem homologiniais
regionais, kur bet kuris i§ galy gali biti iterptas, bet koks kitas metodas, kurio
pagalba galima tai atlikti, pavyzdZiui, naudojant Ziedines konstrukcijas, gali biti
naudojamas Siame idradime. Sio iSradimo ypatybé yra homologinés rekombinacijos
panaudojimas DNR reguliacinés sekos jvedimui, kurios pagalba modifikuojamos
lasteliy linijos arba mikroorganizmy ekspresijos charakteristikos, kontroliuojamai
sujungiant jg su genu, kuris pagrinde yra normaliai transkripciSkai tylus ar
inertiSkas, lgstelés linijos genome, arba amplifikuojanéios sekos, be reguliacinés
sekos, jterpimui pakankamai arti geno lastelés linijos genomo, kuris tampa
trankribuojamu déka amplifikuojancios sekos. Neéra butina, kad bity iterptas
selekcijos markeris. Atranka gali buti vykdoma tik sekant interesuojama geno
produkta, arba iRNR terpéje arba lastelése po DNR konstrukcijos jterpimo. Be to,
apibréztyje, kur jterpta reguliatoriné seka, amplifikacija, jei to norima, néra bitina.
Neigiamas selekcijos markeris palengvina lasteliy atrankg, bet néra bitinas
sékmingam S$io ifradimo panaudojimui. Tokiu budu, iSradimas reikalauja tik DNR
reguliacinio segmento arba amplifikuojandio segmento, jei to reikia, jterpimo i
specifine vieta. Bet papildomas teigiamo ir (arba) neigiamo selekcijos markerio
jvedimas ir papildoma geno amplifikacija, jei to pageidaujama, gali buti atliktas
Siame metode, kai jvedamas reguliatorinis segmentas.

Terminas "ekspresijos modifikacija", naudojamas $io iSradimo aprasyme ir
apibréZtyse, yra apibréZiamas, kaip ekspresijos terminavimo paSalinimas, jterpiant
homologinés rekombinacijos pagalba, mutacijos, delecijos, stop kodona arba kitas
nukleotidy sekas j interesuojamg geng, tam, kad iSvengti interesuojamo produkto
ekspresijos. Ankstesni darbai nurodo, kaip panaudoti homologine rekombinacija
specifiniy mutacijy jterpimui ir lastelés produkto ekspresijos specifiskam
nutraukimui (pavyzdZiui, Schwarzberg et al, PNAS (USA), 8%3210-3214, 1990).
Siame iradime &ios procediros neéra ijtrauktos. Siame isradime "ekspresijos
modifikacija" atliekama, jterpiant reguliacinius ir/arba amplifikuojancius regionus i
specifine norimg vieta homologinés rekombinacijos pagalba. Sios modifikacijos yra

aktyvuojancios ir/arba sustiprinancios interesuojamo produkto ekspresijg.
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Visur, kur naudojama Siame aprasSyme frazé DNR reguliacinis segmentas
yra "veiksmingai suristas su" genu, tai reiskia, kad DNR reguliacinis segmentas
iterptas taip, kad interesuojamo geno ekspresija reguliujama $io DNR reguliacinio
segmento. Reguliacinis segmentas paprastai buna S5'kryptimi, bet gali buti ir 3'
kryptimi ar geno viduje, svarbu kad jis galéty bet kokiu budu reguliuoti geno
ekspresija. DNR reguliacinis segmentas gali biiti promotorius, terminatorius,
operatorius, sustiprintojas, geno tyléjima sukeliantis, sulétintojas ar pana$is, ar bet
kokia ju kombinacija.

Visur terminai "prie§ srove" arba "pasroviui", kurie yra naudojami iSradimo
apra§yme ir apibreéZtyse, reiskia atitinkamai S5'-kryptji ar 3'-kryptj lyginant su
interesuojamo geno koduojan&ia grandine. Sie, iSradimo aprasyme naudojami,
apibréZimai pilnai atskleidZia metods, kitur jie gali buti modifikuoti ir/arba
adaptuoti jvairiuose pritaikymuose, nenukrypstant nuo pagrindinés koncepcijos.
Ketinama apimti bet kuriuos pritaikymus ir modifikacijas, esancius terminy
reikSmese ir ju ekvivalentuose, kurie yra atskleisti iSradime. Taip pat turi biti
suprasta, kad frazeologija ir terminologija naudojama apibrézimui ir ne

apribojimui.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1.Normaliai transkripti$kai tylaus geno lasteliy linijos genome aktyvavimo
tam, kad nurodyta lasteliy linija galéty ekspresuoti anksciau minéto geno
produkta, budas besiskiriantis tuo, kad apimaDNR konstrukcijos jterpima j minetg
genomg homologinés rekombinacijos biidu, kai ta DNR Kkonstrukcija turi
veiksmingai prijungtg (DNR) reguliacinj segmentg, galintj stimuliuoti minéto geno
ekspresijg ir (DNR) nukreipiantjji segmenta, homologiska nurodyto genomo sriciai,
kurioje yra minétas genas arba arciausiai prie jo, ir mineta konstrukcija jterpta
taip, kad tas reguliacinis segmetas yra veiksmingai prijungtas prie minéto
dominandio geno.

2. Geno lasteliy linijos genome ekspresijos charakteristiky modifikavimo
bidas, besiskiraintis tuo, kad apima DNR konstrukcijos iterpima } minéta genoma
homologinés rekombinacijos budu, kai minéta DNR konstrukcija turi DNR
reguliacini segmentg, kuris tinkamai prijungtas, sugeba modifikuoti minéto geno
ekspresijos charakteristikas, lyginant su jo esamu DNR reguliaciniu segmentu, ir
DNR taikinio segments, homologiskg minéto genomo regionui ir esant} minetame
gene arba prie jo, kur ta konstrukcija yra iterpta taip, kad reguliacinis segmentas
yra veiksmingai prijugtas prie dominancio geno.

3.Geno lasteliy linijos genome ekspresijos charakteristiky modifikavimo
budas, besiskiraintis tuo, kad apima DNR konstrukcijos ijterpima j minétg genoma
homologinés rekombinacijos biidu, kai minéta DNR konstrukcija turi ekspresywvy,
amplifikaly geng ir sugeba amplifikuoti minétg geng, jei jis jterptas pakankamai
arti, ir DNR taikinio segments, homologiskg minéto genomo regionui, esanc¢iam
minéto geno ribose arba arti prie jo, kur ta konstrukcija jterpta taip, kad minétas
amplifikalus genas, esantis pakankamai arti prie minéto dominandio geno, kad
sukelty jo amplifikacijg, kai minétas amplifikalus genas yra amplifikuojamas.

4. Budas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR konstrukcija
papildomai turi maziausiai vieng ekspresyvy selektyvy markerini geng, iSsidésciusi
taip, kad galéety biti jterptas su minétu ekspresyviu, amplifikuojanciu genu.

5. Budas pagal 1, 2 arba 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR
konstrukcija turi du DNR taikinio segmentus, homologiskus minéto genomo
regionui ir esan¢ius minétame gene arba uZ jo, vienas i§ minéty taikinio segmenty
yra 3' krypties lyginant su regulicinu segmentu, o kitas 5' krypties, lyginant su
reguliaciniu segmentu.

6. Budas pagal 1, 2 arba 3 punkts, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR
konstrukcija papildomai turi maZiausiai vieng ekspresyvuy selektyvy markerinj

geng, iSsidésciusj taip, kad galety bati iterptas su minétu reguliaciniu segmentu.
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7. Budas pagal 1, 2, 3, 4, 5, arba 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta
DNR konstrukcija papildomai turi negatyvy selektyvuy markerinj geng, iSsidésciusj
minéto taikinio segmento atZvilgiu taip, kad nebuty jterptas, kada minéta
konstrukcija yra tinkamai jterpta homologinés rekombinacijos biidu, ko pagalba
negatyvus selektyvus markeris neekspresuojamas lastelése, kuriose ta DNR
konstrukcija yra tinkamali jterpta.

8. Budas pagal 1, 2, 5, 6 arba 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR
konstrukcija papildomai turi ekspresyvy amplifikaly gena, iSsidésciusj taip, kad
galéty buti jterptas su minétu reguliaciniu segmentu.

9. Budas pagal 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 arba 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta
lasteliy linija yra eukariotiniy lagsteliy linija.

10. Budas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta lasteliy linija yra
gyvuliy lasteliy linija.

11. Budas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta lasteliy linija yra
zinduoliy lagsteliy linija.

12. Budas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta lasteliy linija yra
augaly lasteliy linija.

13. Budas pagal 6 punkts ir papildomai sukeliant minéto geno produkto
ekspresijg, besiskiriantis tuo, kad toliau apima pakopas, sekancias minétus jterpimo
Zingsnius:

mineéty lasteliy linijy, kurios ekspresuoja minéto selektyvaus markerinio
geno produkta, klony atrinkimas;

atrinkty klony kultivavimas pakankamomis sglygomis, kuriose ekspresuotysi
minéto geno produktas; ir

minéto geno produkto surinkimas.

14 .Budas pagal 13 punkts, besiskiriantis tuo, kad minétas selektyvus
markerinis genas yra neomicino atsparumo genas, ir minéta atrinkimo pakopa
vyksta, atrenkant tuos neomicinui atsparius klonus.

15. Budas pagal 13 arba 14 punkts, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR
konstrukcija papildomai turi negatyvy selektyvy markerinj geng, iSsidéciusi
taikinio segmento atZvilgiu taip, kad nebuty iterpta, minéta konstrukcija yra
tinkamai jterpta homologinés rekombinacijos budu, ko pagalba tas negatyvus
selektyvus markeris neekspresuojamas lgstelése, kuriose minéta DNR konstrukcija
yra tinkamai jterpta, ir minéta atrinkimo pakopa toliau apima ty klony, kurie
neekspresuoja mineéto negatyvaus selektyvaus markerinio geno, atrinkimg.

16. Budas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad mineéetas negatyvus
selektyvus markerinis genas yra Herpes simplex viruso timidinkinazés genas, ir
minétas selekcinis Zingsnis apima selekcijg ty klony, kurie atlaiko veikimg terpés,

uZmusancios lasteles, kurios ekspresuoja minétg geng.
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17. Lasteliy linijos genomas, turintis DNR reguliacinj segmentg, veiksmingai
prijungta prie natiiraliai esancio geno inserciniame saite, kuris charakterizuojamas
kaip predeterminuota DNR seka, besiskiriantis tuo, kad minétas DNR reguliacinis
segmentas minétoje genomo vietoje natiiraliai neegzistuoja.

18. Lasteliy linija, galinti ekspresuoti normaliai transkripciskai tylaus geno
produktg minety lasteliy linijos genome besiskiriantis tuo, kad minétas genomas,
turi jterpta DNR reguliacinj segmentsa, veiksmingai prijungtq prie minéto normaliai
transkripcidkai tylaus geno o minétas DNR reguliacinis segmentas, sugeba
pagreitinti minéty lasteliy linijos geno produkto ekspresija.

19. Lasteliy linija, kuriai budinga sustiprinta geno produkto ekspresija,
palyginus su lasteliy linija, i§ kurios ji yra gauta, besiskirianti tuo, kad minétas
produktas yra endogeninio geno, esancio minétos lastelés genome, produktas, o
mineétas genomas turi jterptus j ji, prie arba netoli minéto endogeninio geno,
egzogeninées DNR reguliacini segmentq ir/arba amplifikaly gena, sugebancius
sustiprinti minéto geno produkto ekspresijg minétoje lasteliy linijoje.

20. Lasteliy linija pagal 19 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
egzogeninés DNR reguliacinis segmentas ir (arba) amplifikacinis genas yra
egzogeninés DNR reguliacinis segmentas.

21. Lasteliy linija pagal 19 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
egzogeninés DNR reguliacinis segmentas ir (arba) amplifikacinis genas yra
egzogeninis amplifikacijos genas.

22. Lasteliy linija pagal 18 arba 20 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
DNR reguliacinis segmentas sugeba pagreitinti geno produkto, normaliai
ekspresuojamo minétoje lasteliy linijoje arba mikroorganizme, ekspresijg.

23. Lasteliy linija pagal 22 punkta, besiskirianti tuo, kad ijterptas DNR
reguliacinis segmentas yra dalis DNR konstrukcijos, turiné¢ios minétg DNR
reguliacini segmentq ir maZiausiai vieng selektyvy markerinj gensg.

24. Llasteliy linija pagal 23 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta DNR
konstrukcija papildomai turi amplifikacini gena.

25. Lasteliy linijos geno prdukto gavimo bidas, besiskiriantis tuo, kad apima -
diferencijuoty lasteliy linijos, pagal bet kuri nuo 15 iki 24 punkts, kultivavima
tokiomis salygomis, kurios pagreitina minéto geno produkto ekspresijg ir
kaupimasi.

26. DNR konstrukcija, skirta jterpimui j predeterminuoty Seimininko lgsteliy
linija, besiskirianti tuo, kad turi veiksmingai prijungta DNR reguliacinj segmenta,
galintj modifikuoti Seimininko lasteliy linijos genu ekspresijos charakteristikas, ir
DNR taikinio segmenty, homologiskg Seimininko lasteliy linijos genome esncio

preselektyvuoto geno regionui.
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27. DNR konstrukcija, skirta jterpimui j predeterminuoty Seimininko lasteliy
linija, besiskirianti tuo, kad turi jterpta pakankamai arti ekspresyvy amplifikacinj
geng, galintj amplifikuoti Seimininko Ilgsteliy linijos geng, ir DNR taikinio
segmenta, homologiskg Seimininko lgsteliy linijos genome esancio preselektyvuoto

geno regionuil.
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TSH BETA STUKTURA LT 3998 B

_ ggcocgccictgootgtggoooggococttotgogctcigiggictHccctctgoHt

ag CATGAATGCTGTCGTTCTCTT TTCCGTGCT TTTCGCTCTTGCTTGTCGECANGTGT
5' TSHBS 3
AGTATATGATGT ACGTGGACAGG

CATCGTTTTGTAT TCCCACTG AGT ATATGATGTACGTGGACAGGAGAGAGTGTCCCTAC
336 % 33 3000 K ONKXNEKONRXIE NN X XRRAX

TGCCTGACCATCAACACCACC ATC T GCGCTGGG TATTGTATGACACEG gtatgt gt

KN KMMN XHENN KRR KRN X X X FoX X N N XK MMM MM MMM NN R KRR MNR

" cactgcgtttcttttogctgtoaat tgtocaggt ctaocagtt gtctgttaatattttag

cocgaggaagigggatocatcatagtc tcctctt tgggaagccaagcacactgetttcoga

attaotaottatgtcattctacac agaaaaagtacagatocat t gtaacagtttacccto

aagtgtttgttctqgctcaotgg tagotgagoagoaagtgtcctttittgtctctgaggg

gttoogtgtagatgtgtgggtao acagagctcaggagtcctitaogatcatcaggaaoca
cogggatattagtcottcta ttacactaogttgcatgcagttiatcatgttaagatctc

ttttcttccacag GATATCAATG GCAAACTGT TTCTTCCCAAGTACGCACTCTCTCAG
B XK KON XX R OROAH XA KRRX 3 KX XK KKK X XN XX

GATG TCTGTACATACAGAGACT TC ACCTACL‘GAACGGTGGAAATACCGGGAMCOKA
KRR K KR RRARKEK K AKX XN XK K R KKK OOOONONONONOGDEEXXRRX X XXARR

CCATGTTGCTCCTTATTTCTCCTAC CCCGTTGCC CTGAGCTGCAAGTGTGGCALGTGIA
KKK KK EHHNRH KUK KR AKX KX R XK % % KKK 00K K K XIONER JOOOOBOO0ER XXX
' G GACTCGACGTTCACACCGTTCAC

3 TSHB3 5

ACACTG ACTI%CAGCGACTGTA CACA CGAGGCTGTCAAAACCAACTACTGCACCADGCCA

CAGAC ATTCTATC TGGGGGGATTT TCTGGTTAACTGTAATGGCAATGCAATCTG GTTAA

ATGTGTTTACCTGGAATAGAACTAATAAAATATCATTGAT atgtct tgcctgccoaottt

ootccotoggcocctccocooggcmlogogogcttocccooctHogooqcogogch
3‘
2 EXONS 2 AND3 ARE IN CAPITAL LETTERS
23 247 BP AMPLIFIED FRAGMENT UNDERLINED BY *
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