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Sis i§radimas yra apie naujas DNR sekas, apie naujus baltymus,
koduojamus Siy DNR seky, ir apie Siy baltymy panaudojima, kuris
aprasytas zemiau. Iéfadimas taip pat apima vektorius, tokius kaip
sukonstruotos plazmidés, savo sudétyje turinios Sias DNR sekas,
galinCias ekspresuoti norimus fermentus. ISradimas taip pat apima $iy
sukonstruoty plazmidZiy transfekuotus organizmus, pvz., bakterijas,
mieles, Zinduoliy lasteles ir transgeninius gyvinus. I§radimas taip pat
pasakoja apie iSrasty naujy produkty gamybos procesus. I$radimo nauii
baltymai priskiriami fermentui, Zinomam kaip Zmogaus tulZies druskos

stimuliuojama lipaze.

Moters pieno liauka laktacijos metu gamina ir iSskiria su pienu tulZies
druskos - stimuliuojama lipaze (TDSL) [Blackberg, L., Anqquist, K. A., a.
Hernell, O. (1987) FEBS Lett. 217, 37-41], kuri po specifinés aktyvacijos
pirminés tulzies druskomis [Hernell, O. (1975) Eur. J. Clin. Invest. 5, 267-
272; Hernell, O., a. T. Olivecrona, 1974, Moters pieno lipazés Il. TulZies
druskos - stimuliuojama lipazé. Biochim. Biophys. Acta 369: 234-244:
Hernell, O., L. Blackberg, a. T. Olivecrona. 1981. Moters pieno lipazés.
Kn.: Gastroenterologijos ir kidikiy mitybos vadovélis. red. E.Lebenthal.
Raven Press, New York. 347-354] kratimi maitinamam kadikiui suteikia
endogenine galimybe Zarnyne virSkinti riebalus [Hernell, O., Blackberg, L.
a. Bernback S. (1988) Kn. ,Perinatalinis maitinimas*“/ red. Lindblad, B.S./
Bristol-Myers sinpoziumas maitinimo klausimais, t. 6. pp. 259272,
Academic Press, New York; Bernback S., Blackberg, L. a. Hernell, O.
(1990) J.Clin.Invest. 221-226 (1990)]. Sis fermentas, sudarantis apie 1%
visy pieno baltymy, yra ne specifiné lipazé [Blackberg, L. a. Hernell, O.
(1981) Eur. J. Biochem 116, 221-225]: in vitro jis hidrolizuoja ne tik tri-, di-,

ir monoacilglicerolius, bet taip pat ir cholesteril- ir retenil esterius ir
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lizofosfattidilglicerolius [Hernell, O. a Blackberg, L. (1982) Pediatr. Res 16,
882-885; Blackberg, L. Lombardo, D., Hernell, O., Guy, O. a. Olivecrona,
T. (1981) FEBS Lett. 136, 284-288; Fredrikzon, B., Hernell, O., Blackberg,
L. a. Olivecrona, T. (1978) Pediatr. Res. 12, 1048-1052; Wang, C.-S.,
Hartsuck, J.A. a. Downs, D. (1988) Biochemistry 27, 4834-4840)].

Be to, jo aktyvumas neapsiriboja vien tik emulsiniais substratais, panasiu
grei€iu jis hidrolizuoja tirpius ir micelinius substratus [Blackberg, L. a.
Hernell, O. (1983) FEBS Lett. 157, 337-341].

TDSL nesuskyla keliaudama kartu su pienu per skrandj, o dvylikapirétéje
zarnoje nuo inaktyvacijos tokiomis kasos proteazémis, kaip tripsinas ir
chimotripsinas, jg apsaugo tulzies druskos [Hernell, O. (1975) Eur. J. Clin.
Invest. 5, 267-272; Blackberg, L. a. Hernell, O. (1983) FEBS Lett. 157, 337-
341]. Taciau Sis fermentas inaktyvuojamas pieno pasterizacijos metu,
pvz., kaitinant iki 62.5° C, 30 min. [Bjorksten, B., Burman, L.G., deChateu,
P., Fredrikzon, B., Gothefors, L. a. Hernell, O. (1980) Br. Med. J. 201, 267-
272]. Sprendziant i§ tyrimy in vitro duomeny, manoma, kad triacilglicerolio
virSkinimo galutiniai produktai, gauti reakcijoje dalyvaujant TDSL, yra
skirtingi [Bernback S., Blackberg, L.a.Hernell, O. (1990) J. Clin. Invest.
J.Clin.Invest. 221-226 (1990); Hernell, O.a. Blickberg, L. (1982), Pediatr.
Res 16, 882-885]. Kadangi naujagimystés periode intraluminaliné tulZies
druskos koncentracija yra mazesné, $i salyga yra palankesné geresnei
produkto absorbcijai [Brueton, M.J., Berger, H.M., Brown, G.A., Ablitt, L.,
lyangkaran, N.a. Wharton B.A. (1978) Gut, 19, 95-98; Murphy, G.M. a
Singer, E. (1975) Gut 15, 151-163; Bernback S., Blackberg, L.a.Hernell, O.
(1990) J. Clin. Invest. 221-226 (1990); Hernell, O., Staggers, J.E. a. Carey,
M.C. Biochemistry (1990), 29: 2041-2056].

Atrodo, kad zmogaus kasos sulciy karboksiliné esteriné hidrolazé (KEH)
funkciniu pozilriu yra identiSka arba jau bent labai panasi | TDSL
[Lombardo, D., Guy, O. a. Figarella, C. (1978) Biochim. Biophys. Acta 527,
142-149; Blackberg, L. Lombardo, D., Hernell, O., Guy, O. a. Olivecrona,
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T. (1981) FEBS Lett. 136, 284-288]. Jos turi bendrus epitopus [Blackberg,
L. Lombardo, D., Hernell, O., Guy, O. a. Olivecrona, T. (1981) FEBS Lett.
136, 284-288; Abouakil, N., Rogalska, E., Bonicel, J. a. Lombardo, d.
(1988) Biochim. Biophys. Acta, 961, 299-388], turi identiskas N-
terminalines aminorigs¢iy sekas [Abouakil, N., Rogalska, E., Bonicel, J.
a. Lombardo, d. (1988) Biochim. Biophys. Acta, 961, 299-388] ir jas
inhibuoja  serino  esteraziy inhibitoriai, pvz., ezerinas ir
diizopropilfluorofosfatas [Blackberg, L. a. Hernell, O. (1981) Eur. J.
Biochem 116, 221-225; Blackberg, L. Lombardo, D., Hernell, O., Guy, O.
a. Olivecrona, T. (1981) FEBS Lett. 136, 284-288; Lombardo, D., Guy, O.
a. Figarella, C. (1978) Biochim. Biophys. Acta 527, 142-149]. Spéjama,
kad Sie du fermentai yra to paties geno produktai [Hernell, O., Blackberg,
L.a. Lindberg, T. (1988) Kn. ,Gastroenterologijos ir kidikiy mitybos
vadovelis® /red. Lebenthal, E., pp. 209-217, Raven Press, New York;
Wang, C.-S. (1988) Biochem. Biophys. Res. Com. 155, 950-955]. Stebétas
molekuliniy masiy skirtumas gali biti paai$kintas, matomai, skirtingu
glikozilinimu [Abouakil, N., Rogalska, E., Bonicel, J. a. Lombardo, d.
(1988) Biochim. Biophys. Acta, 961, 299-388].

Maistiniai lipidai yra svarbus energijos S$altinis. Energija turtingi
triacilgliceroliai daugiau nei 95% sudaryti i$ iy lipidy. Kai kurie lipidai,
pvz., tam tikros riebios rigStys ir riebaluose tirpls vitaminai, yra
pagrindiniai dietiniai komponentai. Prie§ rezorbcijg virSkinimo trakte
triacilgliceroliai, o taip pat ir maZesni komponentai, t.y. esterinti riebaluose
tirpls vitaminai ir cholesterolis, diacilfosfatidilgliceroliai, turi bdati
hidrolizuoti suskaldant esterinius rySius tam, kad gautysi maziau
hidrofobiski, gerai absorbuojami produktai. Sias reakcijas katalizuoja
specifiné fermenty grupé - lipazeés.

Suaugusio Zzmogaus organizme pagrindinés lipazés yra $ios: skrandzio
lipazes, nuo kasos kolipazés-priklausoma lipazé (tri- ir diacilgliceroliy

hidrolize), kasos fosfolipazé A2 (diacilfosfatidilgliceroliai) ir karboksiling
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esteriné hidrolazé (cholesteril- ir riebaluose tirpiy vitaminy esteriai). Pas
krGtimi maitinama naujagimj tulzies druskos-stimuliuojama lipazé vaidina
pagrindinj vaidmenj hidrolizuojant keleta auksgiau paminéty lipidy. Lipidy
vir§kinimo produktai drauge su tulZies druskomis sudaro misrias miceles,
kurios dalyvauja absorbcijoje [Hernell, O., Blackberg, L. a. Bernback S.
(1988) Kn. ,Perinatalinis maitinimas*/ red. Lindblad, B.S./ Bristol-Myers
sinpoziumas maitinimo klausimais, t. 6. pp. 259272, Academic Press, New
York; Bernback S., Blackberg, L.a.Hernell, O. (1990) J. Clin. Invest.. 221-
226 (1990)].

Blogos lipidy rezorbcijos priezastys ir i§ to atsiradegs blogas virkinimas
susijgs su sumaZéjusia nuo kasos kolipazés-priklausomos lipazés ir/ar
tulzies drusky intraluminaliniais kiekiais. Tokiy lipaziy stygiaﬁs tipisku
pavyzdziu gali blti pacientai, sergantys cistine fibroze, jprastu genetiniu
susirgimu, kuriy 80% pasireiskia $is stygius per visa gyvenimo trukme,

taip pat jie suserga létiniu pankreatitu ir daznai létiniu alkoholizmu.

Naujagimiy kasos ir kepeny veikla dar néra pilnai iSvystyta, o ypa¢ tai
pasireiskia pas prie§ laikg gimusius naujagimius. Bloga riebaly rezorbcija
dél fiziologiniy priezas€iy - jprastas sutinkamas reigkinys, kurj, kaip
manoma, salygoja maza intraluminaliné nuo kasos kolipazes-
priklausomos lipazés ir tulZzies druskos koncentracija [Hernell, O.,
Blackberg, L. a. Bernback S. (1988) Kn. ,Perinatalinis maitinimas®/ red.
Lindblad, B.S./ Bristol-Myers sinpoziumas maitinimo klausimais, t. 6. pp.
259272, Academic Press, New York; Hernell, O, L. Blackberg, B.
Fredrikzon, and T. Olivecrona. 1981. Zmogaus pieno tulzies druskos -
stimuliuojama lipazé ir lipidy virSkinimas naujagimystés periode. Kn.:
~Gastroenterologijos ir kudikiy mitybos vadovélis® red. E. Lebenthal.
Raven Press, New York. 465-471; Brueton, M.J., Berger, H.M., Brown,
G.A., Ablitt, L., lyangkaran, N.a. Wharton B.A. (1978) Gut, 19, 95-98;
Murphy, G.M. a Singer, E. (1975) Gut 15, 151-163; Hernell, O., Staggers,
J.E. a. Carey, M.C. Biochemistry (1990), 29: 2041-2056]. Tadiau dél TDSL
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bloga rezorbcija yra retesné pas kritimi maitinamus kiadikius negu pas
kudikius, maitinamus pasterizuotu zindyvés pienu [Hernell, O., Blackberg,
L. a. Bernback S. (1988) Kn. ,Perinatalinis maitinimas“/ red. Lindblad,
B.S./ Bristol-Myers sinpoziumas maitinimo klausimais, t. 6. pp. 259272,
Academic Press, New York; Hernell, O, L. Blackberg, B. Fredrikzon, and
T. Olivecrona. 1981. Zmogaus pieno tulZies druskos - stimuliuojama
lipazé ir lipidy virSkinimas  naujagimystés  periode. Kn.:
»Gastroenterologijos ir kudikiy mitybos vadovélis® red. E. Lebenthal.
Raven Press, New York. 465-471; Bernback S., Blackberg, L.a.Hernell, O.
(1990) J. Clin. Invest. 221-226 (1990); Bjorksten, B., Burman, L.G.,
deChateu, P., Fredrikzon, B., Gothefors, L. a. Hernell, O. (1980) Br. Med.
J. 201, 267-272; Atkinson, S.A.,, M.H. Bryan a. G.H. Andersson, 1981.
NeisneSioty naujagimiy maitinimas moters pienu: baltymy, riebaly ir
angliavandeniy balansas gyvenimo pirmosiomis dviem savaitemis. J.
Pediatr. 99: 617-624; Chappell, J.E., M.T. Clandinin, C. Kearney-Volpe, B.
Reichman a. P.W. Swyer. 1986. Riebiyjy rigs¢iy balanso tyrimai pas
neisnesiotus kudikius, maitintus moters pienu arba misiniais: kalcio priedy
efektas. J. Pediatr. 108: 438-447]. Tai yra viena i$ priezasCiy, kodél
patariama, kad naujagimiai, ypa¢ prie§ laikg gime, kurie negali bti
maitinami savo motinos pienu, turéty biti maitinami nepasterizuotu kitos
zindyvés pienu [Bjorksten, B., Burman, L.G., deChateu, P., Fredrikzon, B.,
Gothefore, L. a. Hernell, O. (1980) Br. Med. J. 201, 267-272).

Dabartiniu metu ligoniai, sergantys kasos lipazés nepakankamumu,
gydomi skiriant peroraliai vartoti dideles nei$valyto kiauliy kasos fermenty
preparato dozes. Zemas pH inaktyvuoja nuo kolipazés-priklausoma kasos
lipazeg. Skrandyje kaip tik vyrauja analogiskos salygos, ir tai salygoja
peroraliai pavartoty kasos lipaziy faktiSkai pilng inaktyvavimg joms
keliaujant is skrandZio | Zarnas. Todél naudojant dideles fermento dozes,
negalima pilnai iSvengti §io neigiamo poveikio. Panaudotos didelés dozés

yra neadekvacios daugumai ligoniy, o patys preparatai yra nei$valyti ir
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neskanls. Tam tikros tabletés buvo sukurtos, galinCios pereiti skrandzio
rig8ciaja zona ir iSlaisvinti fermentg santykinai Sarminéje aplinkoje-
tudciojoje zarnoje. Taciau daugelis ligoniu, serganCiy kasos sutrikimais,
turi tusciojoje Zarnoje nenormaliai rugsciag terpe, ir todél tokios tabletés
bus neefektyvios. Be to, kadangi dabartinis komercinis preparatas yra
gautas i§ nezmogaus kilmés S$altinio, tai egzistuoja tam tikra imuniniy
reakcijy rizika, nes Sios reakcijos pacientui gali buti zalingos arba gali
mazinti terapinj efekta. Kitas dabartinis preparaty ypatumas yra tas, kad jy
kiti lipoliziniai aktyvumai, ISskyrus nuo kolipazés - priklausoma lipaze, néra
nustatyti. FaktiSkai, dauguma jy turi mazus KEH/TDSL-aktyvumus. Tai gali
buti viena i$ priezasciy, kodél daugelis ligoniy, serganciy cistine fibroze,
neZiurint papildancios terapijos, vis tiek stokoja riebaluose tirpiy vitaminy
ir pagrindiniy riebiujy ragsciy.

Tokiu bddu, labai reikalingi produktai, pasizymintys Zzmogaus kilmés
lipaziy ypatumais ir sandara, turintys platy substratinj specifiSkuma, ir
kuriuos peroraliai galéty vartoti ligoniai, sergantys vieno ar keletos kasos
lipoliziniy fermenty stygiumi. Sio isradimo produktai patenkina §j poreiki
patys arba derinyje su kitomis lipazémis, arba derinyje su kitais
preparatais, turinCiais kitas lipazes. Be to, kai kuriems Zmoniy kudikiams
reikia pagerinti riebaly jsisavinimg naudojant jprastinius kudikiy maitinimo
produktus arba pasterizuotg kity zindyviy pieng i$ taip vadinamy pieno

bankuy.

TDSL pasizymi keletu unikaliy savybiy, kurios jg daro idealiai tinkama
pakeiciancioje ir papildancioje terapijoje. Sios savybés bitinos vartojant
peroraliai. Taigi, Sis fermentas atsparus slinkCiai per skrandj ir yra
aktyvuojamas plonojoje Zarnoje jos turiniu. Sio fermento specifinés
aktyvacijos mechanizmas turéty apsaugoti nuo rizikingos maisto ar

audiniy lipidy lipolizés saugojimo metu ir slinkties j veikimo vietg metu.

Plataus substratinio specifiSkumo déka jis gali saglygoti pilng daugumos

dietiniy lipidy, jskaitant ir riebaluose tirpiy vitaminy esterius, suvirskinima.
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TDSL gali geriau hidrolizuoti esterinius rysius turinCias polineprisotintas
riebiy ragd¢iy ilgas grandines negu kasos nuo kolipazés priklausoma
lipazeé.

Esant skrandzio lipazei ir nesant arba biinant maziems nuo kolipazés -
priklausomos lipazés kiekiams, TDSL gali uztikrinti pilng triacilglicerolio
suvirskinima in vitro, net jeigu tulZies druskos kiekiai yra tokie mazi kaip
pas naujagimius. Esant TDSL, triacilglicerolio virskinimo galutinis
produktas yra laisvos riebios riigstys ir monoacilglicerolis, kurio
atsiradimg sglygoja kitos dvi lipazés [Bernback S., Blackberg, L.a.Hernell,
O. (1990) J. Clin. Invest. 221-226 (1990)]. Tai palengvina produkto
rezorbcijg ypac tada, kai intraluminaliniai tulzies druskos kiekiai yra mazi
[Hernell, O., Blackberg, L. a. Bernback S. (1988) Kn. ,Perinatalinis
maitinimas*/ red. Lindblad, B.S./ Bristol-Myers sinpoziumas maitinimo
klausimais, t. 6. pp. 259272, Academic Press, New York; Hernell, O.,
Staggers, J.E. a. Carey, M.C. Biochemistry (1990), 29: 2041-20586).

Tulzies druskos-stimuliuoty lipaziy (TDSL) panaudojimg papildymui,
pakeitimui ar gydymui arba baltymy su pagrindinémis TDSL savybémis
panaudojimas auks¢iau paminétiems tikslams reikalauja dideliy produkto
kiekiy. Gamykloje gaminant S$iuos produktus negalima pasikliauti
naturaliais Saltiniais, tokiais kaip pienas, kad jie galéty biti stambiamastés
gamybos pradiné medziaga. Be to, dar be auk$&iau paminétos problemos
kad pasterizacijos metu TDSL inaktyvuojasi, egzistuoja dar papildoma
rizika uzkresti medziagg i$ natdraliy $altiniy jvairiais infekciniais agentais,
pvz., tokiais virusais kaip ZIV ir CMV. Taigi reikalingi dideli gamybiniai
produkty, pasizyminciy TDSL savybémis, kiekiai. Pateikiamas igradimas

pristato Siuos produktus ir jy gamybos bidus.
Prioritetinés publikacijos pateiktos toliau Siame apradyme.

Sio isradimo pagrindg sudaro cDNR (komplementarios DNR),

koduojancios TDSL, iSskirtos i§ pieno liaukos, klonavimas. Mes taip pat
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iSskyréme iS Zmogaus kasos daling cDNR, koduojancig KEH. Prielaida,
kad TDSL ir KEH yra identiSkos, palaiko duomenys, gauti tiriant
aminorugsciy sekas, nustatytas pagal Zzmogaus komplementarias DNR ir

taip pat palyginant su kity rasiy KEH.

Kaip bus apraSyta tai detaliau sekanciuose skyriuose, nustebino
duomenys, gauti nustatant baltymo struktlrg pagal cDNR sekas, kuri
pasirodé besanti visai skirtinga negu kity lipaziy struktira. Netikétai
paaiskeéjo, kad Si struktlra labiau panasi | tipiSky esteraziy struktirg, kaip

pavyzdziui, chlolinesterazés.

Pagal Fig. 2 ir Fig. 7 paveikslus, iSradimo produktai yra:

a) baltymas, apibréztas 1-722 aminorigs$c¢iy sekomis Fig. 7,

b) baltymas, apibréztas 1-535 aminorugsciy sekomis Fig. 7,

c) baltymas, apibrézZtas 1-278 aminoriigsciy sekomis Fig. 7,

d) baltymas, apibréztas 1-341 aminortgsciy sekomis Fig. 7,

e) baltymas, apibréztas 1-409 aminorigsciy sekomis Fig. 7,

f) baltymas, apibréztas 1-474 aminoriigsciy sekomis Fig. 7,

g) baltymu, apibrézty b-f, deriniai, pvz., pagal aminoriigé¢iy sekas Siose
pozicijose: 1-278, 279-341, 279-409, 279-474, 342-409, 342-474 ir 536-
722,

h) baltymu, apibrézty b-g, deriniai, kombinuojant su vienu ar daugiau
pakartojimy pagal Fig. 5,

i) baltymas, apibréZtas a-h, turintis papildomg N-terminaline aminorigst,
metioning ir funkciniu poZilriu ekvivalentiS8kas baltymy, apibrézty
auks§cCiau paminétais a-i, variantams ir mutantams;

Reikia pazyméti, kad a, b, ¢, d, e, f, h ir i auk§€iau nurodyti baltymai nebus
visais aspektais identiski natGraliai TDSL, taciau pasizymi viena ar daugiau
esminiy funkcijy, kurias turi natdrali TDSL. Sios esminés funkcijos
pateikiamos zemiau.

j) DNR seka, koduojanti baltymus, nurodytus auksciau a, b, ¢, d, e, f, hiiri.
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k) DNR seka, nurodyta Fig. 2, apibrézta sekanciy nukleotidy numeriy,
nurodyty Fig. 2:

a) DNR seka 151-2316, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg 1-
722 aminorugsciy seky, nurodyty Fig. 7,

b) DNR seka 151-1755 nurodyta Fig. 2, koduojanti baltymg, apibréztg 1-
533 aminortgsciy seky, nurodyty Fig. 7,

c) DNR seka 151-985, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg 1-
278 aminorugsciy seky, nurodyty Fig. 7,

d) DNR seka 151-1172, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg 1-
341 aminorugsciy seky, nurodyty Fig. 7,

e) DNR seka 151-1376, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg 1-
409 aminorugs$ciy seky, nurodyty Fig. 7,

f) DNR seka 151-1574, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg 1-
474 aminortgs$ciy seky, nurodyty Fig. 7,

g) DNR seka 986-1172, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg
279-341 aminorugsc¢iy seky, nurodyty Fig. 7,

h) DNR seka 986-1376, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltymg, apibréztg
279-409 aminorugsciy seky, nurodyty Fig. 7,

i) DNR seka 986-1574, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg 279-
474 aminorugsciy seky, nurodyty Fig. 7,

j) DNR seka 1173-1376, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg
342-409, nurodyty Fig. 7, aminorugsciy sekuy,

k) DNR seka 1173-1574, nurodyta Fig. 2, koduojanti baltyma, apibréztg
342-474 aminorugscCiy seky, nurodyty Fig. 7.

ISradimo baltymy svarbiosios funkcijos yra:

a) tinkami peroraliniam vartojimui,

b) aktyvuojami specifiniy tulzies druskuy,

c) veikdami kaip ne-specifinés lipazes, plonosios zarnos turinyje jie
hidrolizuoja lipidus, nepriklausomai nuo pastaryjy cheminés sandaros bei

fizinio blvio (emulsiniai, micelés, tirpds),
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d) sugeba hidrolizuoti triacilglicerolius su riebiosiomis riigstimis, skirtingo
grandiniy ilgio ir jvairaus nesotumo laipsnio,

e) sugeba hidrolizuoti taip pat diacilglicerolj, monoacilglicerolj, cholesteril-
esterius, lizofosfatidilacilglicerolj ir retenilg bei kitus riebaluose tirpius
vitaminy esterius,

f) sugeba hidrolizuoti ne tik sn - 1 (3) esterinius rySius triacilglicerolyje, bet
taip pat ir sn - 2 esterinius rysius,

g) sugeba saveikauti ne tik su pirminémis, bet taip pat ir su antrinémis
tulzies druskomis,

h) optimalus aktyvumas priklauso nuo tulzies drusky,

i) toks stabilumas, kad skrandzio turinys negali paveikti jokio jy kristalitinio
aktyvumo,

j) stabilumas kasos proteaziy, pvz., tripsino, atzvilgiu, jeigu yra tulZies
druskos,

k) sugebeéjimas jungtis prie heparino ir jo dariniy, pvz., heparansulfato,

) sugebéjimas jungtis prie lipidy - vandens interfazés,

m) stabilumas, leidziantis atlikti liofilizacijg,

n) stabilumas, esant misinyje su tokiais maisto komponentais, kaip moters

pienas arba pieno misiniai.

Pagrindinés funkcijos, svarbios papildymui, pateikimui ir terapijai
iSvardintuose punktuose: a, ¢, d, e, f, i, j ir |. Kitiems vartojimo tikslams ne

visos pagrindines funkcijos yra batinos.

Tam, kad buty ekspresuoti auk$¢iau nurodyti baltymai, atitinkamos DNR
sekos, nurodytos auksSciau, bus jterptos j tinkamus vektorius, kurie po to
yra introdukuojami j tinkamo $eimininko organizma. Minétas vektorius turi
tureti atitinkama signaling seka ir kitas sekas, reikalingas tam, kad po

introdukcijos organizmas galéty ekspresuoti norimg baltyma.

Tinkami organizmai ekspresijai:
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Panaudojant rekombinantinius DNR metodus, galima klonuoti ir
ekspresuoti norimg baltymg jvairuose prokariotiniuose ir eukariotiniuose
organizmuose-Seimininkuose.  Galimi  ekspresijos organizmai yra
bakterijos, primityvis eukariotai (mielés), gyvuny Iasteliy kultdros, augalai
ir transgeniniai gyvunai. Kiekviena individuali sistema turi savo privalumus
ir trtukumus. Paprasta iSvada yra ta, kad norimo geno ekspresija kiekvienu

atveju yra unikali problema ir néra standartiniy sprendirhq.

Iprastiné naudojama bakteriné sistema E. Coli, Bacillus subtilis, Strepto-
myces. |prastines naudojamos mielés yra saccharomyces ir Pichia Pas-
toris. |prastines naudojamos gyvuny lastelés yra CHO ir COS Igstelés.
|prastinés naudojamos vabzdziy lasteliy kultlros yra i$ Drosophila kilusios

lastelés.

|prastinai naudojami augalai yra tabakas. Galimi transgeniniai gyvinai -

ozka ir karve.

Galimi bakteriniai vektoriai nukopijuojami nuo pUC ir proteino A - vektoriy.
Galimas mieliy vektorius nukopijuojamas nuo pMA 91.

Galimi vabzdziy vektoriai konstruojami panaudojant Baculo-virusa.

Galimi augaly vektoriai konstruojami panaudojant Ti - plazmide.

Galimi gyvuny lgsteliy vektoriai konstruojami panaudojamt SV/40.

Kiekvienoje sistemoje galima panaudoti tiek gamtinius, tiek sintetinius

promotorius ir terminatorius.

Suprantama, kad priklausomai nuo pasirinktos ekspresijos sistemos,
ekspresuotas baltymas gali tureti papildomg N - terminaline aminorugst;
(metioning), turéti kelias papildomas aminoriigstis, arba gali biti sulietas
su heterologiniais baltymais (pvz., proteinu A), arba skirtis nuo gamtinio
baltymo glikolizinimo charakteriu. Be to, vektoriai taip pat gali turéti ir
signalines sekas tam, kad bty galima eksportuoti baltymg | periplazmag

arba kultlros terpe.
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Tokiu bidu, sekantys iSradimo aspektai yra Sie:

a) vektorius, turintis DNR sekg, koduojancig baltymg, apibidintg auksciau, |
b) Seimininko organizmas, turintis DNR sekg, apibldintg auks¢iau,

c¢) apibldinto auks¢iau baltymo gamybos procesas, auginant Seimininko
organizma, turintj a punkte auk§ciau apibudinta vektoriy, ir po to iSskiriant

baltyma.

ISskyrimo metodai priklauso nuo panaudotos ekspresijos sistemos (pvz.,
proteino A/IgG) ir/ar iSskyrimo metodu, naudojamy gamtiniam fermentui
iSskirti, kaip tai aprasyta L. Blackberg, O.Hernell (1981) Eur. J. Biochem.,
116, 221-225.

Papildomi iSradimo aspektai yra Sie: ‘

- farmaciné kompozicija, turinti savo sudeétyje auk$ciau apibldintg
baltymg,

— aukSCiau apibudinto baltymo panaudojimas, vartojamo patalo-
ginés blklés, sukeltos egzokrininio kasos nepakankamumo,
gydymui medikamento gamybai,

— aukSCiau apibudinto baltymo panaudojimas medikamento, skirto
cistinés fibrozés gydymui, gamybai,

— auk$Ciau apibldinto baltymo panaudojimas kadikiy maisto
misiniy papildymui,

— auksCiau apibudinto baltymo panaudojimas medikamento, skirto
letinio pankreatito gydymui, gamybai,

— auksciau apibudinto baltymo panaudojimas medikamento, skirto
bet kokios etiologijos blogos riebaly rezorbcijos gydymui,
gamybai,

— aukscCiau apibudinto baltymo panaudojimas medikamento, skirto
riebaluose tirpiu vitaminy blogos rezorbcijos gydymui, gamybai,

- auksciau apibudinto baltymo panaudojimas medikamento, skirto
fiziologiniy priezasciy sukeltos (pvz., naujagimiy) blogos riebaly

rezorbcijos gydymui, gamybai.
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Fig. 2 parodyta DNR seka, pradedant 151 pozicija iki ir jskaitant 2316
pozicijg, yra. seka, koduojanti visg baltyma. Seka, pradedant 2317 pozicija
iki ir jskaitant 2415 pozicija, netransliuojama j baltyma, bet jeina | nurodyto

2 lenteléje Zemiau egzono d sudét).

Vienoje i§ iSradimo realizacijy baltymas, apibldintas a-i paragrafuose

auksciau, gaunamas izoliuotoje ir/arba grynoje formoje.

DNR sekos, apibudintos a-k paragrafuose auksdiau, viename i$ isradimo

varianty gautos izoliuota ir/arba gryna forma.

EKSPERIMENTINE DALIS

Santrumpos

ar - aminorlgstis, bp - baziy pora, TDSL - tulZies druskos-stiluliuojama
lipaze, c-AMF - ciklinis adenozinmonofosfatas, KEH - karboksiliné esterine
hidrolizé, Da - daltonas, c7GTF-7-deaza-2-dezoksiguanozin-5'-trifosfatas,
EDTA - etilendiamintetraacetatas, kb - kilobazés, MOPS - 3-N-
morfolinpropansulforligstis, nt - nukleotidas, PAGE - elektroforezé poli-
akrilamidiniame gelyje, SDS - natrio dodecilsulfatas, SSC - NaCl citratas,

xGal-5-brom-4-chlor-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas.

Fermentai

Tulzies druskos - stimuliuojama lipazé EC 3.1.1.3

Karboksiliné esteriné hidrolazé EC 3.1.1.1.
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Medziaga ir metodai

A. Fermento ir antikiiny paruo$imas

TDSL buvo isskirta i$ moters pieno pagal metoda aprasyta [Blackberg, L.
a. Hernell, O. (1981) Eur. J. Biochem 116, 221-225]. Tam, kad fermentas
tikty antikiiny gamybai, jis buvo iSvalytas SDS-PAGE metodu. Baltymo
juosta, atitinkanti lipaze, nudazius Kumasi briliantinio melio daZais, buvo i§
gelio elektroeliuota. 25 pg iSvalyto fermento kartu su tokiu paciu kiekiu
Freindo adjuvanto panaudoti pirmai i.c. injekcijai, o véliau tokio pat kiekio
fermento ir nepilno adjuvanto injekcijos kartotos kas ménesj. Praéjus 2
savaitems po busterinés injekcijos, i§ triusiy buvo imamas kraujas, ir

gautas serumas saugotas -20°C temperatdroje.

B. Tripsinizacijos fragmenty paruoSimas ir aminoriig$éiy sekos

analizé

3 mg iSvalytos TDSL istirpinama 1 ml 0.1 M Tris-Cl buferio, pH 8.5, turinéio
6 M guanidinohidrochlorido ir 2 mM EDTA. Pridedamas ditioeritritolis iki 5
mM. Inkubuojama 2 val. 37°C, po to pridedama 50 mM jodo acetato. Po
90 min. inkubacijos 25°C tamsoje redukuotas ir karboksimetilintas
fermentas Sefades G-25 kolonéléje supusiausvyrintoje 0.5 M amonio
bikarbonatu, iSvalomas nuo druskos. Prie$ liofilizuojant pridedama 30 pg
tozil-L-fenilalanino chlormetanu paveikto jaucio tripsino (Worthington
diagnostics system Inc., Freehold, NJ, USA). Liofilizuotas baltymas
iStirpinamas 4 ml 0.1 M amonio bikarbonato ir papildomai pridedama 90
ug tripsino. Po 5 val. inkubacijos 37°C baltymas vél liofilizuojamas. Po to
tripsinizacijos produktas istirpinamas 0.1% trifluoroacto ragstyje (2mg/ml).
300 ug tripsinizuotos TDSL chromatografuojama auksto slégio skysta
chromatografija panaudojant C-18 atvirks¢iy faziy kolonéle ir eliuojama 0-
50% acetonitrilo gradientu 0.1% trifluoroacto ragstyje. Peptidy surinkta
kolekcija pastoviai tikrinta pagal absorbcijg ties 215 m. PrieS seky

nustatyma  (sekvenavima) peptidai toliau valomi panaudojant
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rechromatografija toje pacioje kolonéléje, eliuojant parinktu gradientu.
Peptidy fragmenty pavyzdZiai dziovinami skystu azotu tam, kad baty
pasalintas acetonitrilas, ir po to talpinami | sekvenavimo aparatg. N-
terminalines sekos analizei natyvi TDSL iStirpinama 0.1% acto ragsties.
Seky analizé atlikta panaudojant Applied Biosystems Inc. 477A pulsin;
skystos-fazés sekvenserij ir prijungta PTH 120A analizatoriy su reguliaraus
ciklo programomis ir reagentais i§ gamintojo. Pradihés ir pakartotinés
iSeigos, paskaiciuotos pagal standartinio baltymo, B-laktoglobulino sekos

analize, buvo 47 ir 97% atitinkamai.

C. RNR iSskyrimas

Operacijy metu Zmogaus kasos, riebalinio ir laktuojancios pieho liaukos
audiniai tuoj pat patalpinami j guanidino tiocianatg (1-5g/50 ml). Totaliné
RNR isskiiama pagal metoda, aprasytg Chirgwin [Chirgwin, J.M.,
Przybyla, A.E., MacDonald R.J. a. Rutter, W.J. (1979) Biochemistry 18,
5294-5299]. Poli (A)-RNR gaunama chromatografijos oligodezoksitimidilat
(oligo/Dt)-celiuliozés kolonéléje biidu [Aviv, H. a. Leder, P. (1979) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 69, 5201-5205].

D. cDNR biblioteky konstravimas ir skriningas

Apie 15 pnug poli-adenilintos RNR, iSskirtos 8 Zmogaus kasos
denattruojama metilgyvsidabrio hidroksidu [Bailey, J.M. a. Davidson, N.
(1976) Anal. Biochem. 70, 75-85] ir nukreipiama oligo (dT) 12-18
praimeriais (Pharmacia, Uppsala, évedija) ir atliekama atvirkstiné
transkripcija pagal jprasta metodikg [Maniatis, T., Fritsch, E.F. a.
Sambrook, J. (1982): Kn.: ,Molekulinis klonavimas. Laboratorinis
vadovas®. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York]. Antrasis siul as susintetintas pagal Gubler ir Hoffman [Gubler, U.
a. Hoffman, B.J. (1983) Gene 25, 263-269] metodikg, iSskyrus tai, kad

DNR ligazé ir B-NAD nepanaudotos ir reakcijos temperatira buvo 15°C.
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RNR perteklius pasalinamas paveikus RNaze (50 pug/ml), ir dvisiGlé cDNR
paveikiama EcoRIl metilaze [Maniatis T., Haldison, R.C., Lacy, E., Lauer,
J., O’Conell, C. a. Qvon, D. (1978) Cell 15, 687-701]. Galai sutvarkomi
paveikus Klenow fermentu. Po ligavimo su EcoRl linkeriai ir skaldymo

EcoRI gauta cDNR frakcionuojama Sefarozeés 4B-C1 kolonéléje.

Frakcija precipituojama etanoliu ir cDNR liguojama | fosfataze, paveikta
gtll vektoriy, EcoR1 saitg [Young, R.A. a. Davis R.W. (1983) Science 222,
778-782]. Pakuojant in vitro gaunama daugiau negu 7 x 10°

rekombinanciy.

Moters pieno liaukos cDNR biblioteka, kilusi i$ audinio, gauto i§ moters su
8 meénesiy néStumu, buvo nupirkta i§ Clontech laboratories, Inc., Palo
Alto, CA, JAV.

cDNR biblioteky fagai i$séti po 5 x 10° lizés démes formuojandiy vienety j
120 mm léksteles. Antiserumas praskiestas santykiu 1:3200 ir pagal
Young ir Davis metodikg [Young, R.A. a Davis R.W. (1983) Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 80, 1194-1198] atliktas skriningas. Ozkos-anti-triusiniai
antikdinai, konjuguoti su Sarmine fosfataze, naudoti kaip antriniai antikiinai
(Bio-Rad, Richmond, CA JAV). Tam kad bty i$skirti klonai, atitinkantys
mRNR 5’ galg, atlikta nukleino ragsciy hibridizacija jprastoms salygomis
[Maniatis, T., Fritsch, E.F. a. Sambrook, J. (1982): Kn.: ,Molekulinis
klonavimas. Laboratorinis vadovas*. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, New York], panaudojant kaip zondg subklonuotg

fragmentg vieno iS imunopozityviy klony.

E. RNR analizé

Elektroforezé atliekama 1% agarozés gelyje 40 mM MOPS buferyje pH 7.0
prie$ tai denatlravus glioksaliu ir dimetilsulfoksidu [McMaster, G.K. a.
Charmichael, G.G. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci USA 74, 48 353-48 358].

Po to glioksilinta totaliné RNR perneSama ant nitroceliuliozés filtry
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[Thomas, P. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5201-5205]. Blotai
hibridinami su TDSL ir KEH rekombinacijy subklonais, pazymétais oligo-
zyméjimo metodu [Feinberg, A.P. a. Volgelstein, B. (1983) Abalyt.
Biochem. 132, 6-13].

Prehibridizacija ir hibridizacija atliekama 50% formamide 46°C [Maniatis,
T., Fritsch, E.F. a. Sambrook, J. (1982): Kn.: ,Molekulinis klonavimas.
Laboratorinis vadovas“. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York]. Po hibridizacijos atplaunama labai stropiai (0.1% SDS
ir 0.1 x 8SC 60°C). (1 x SSC, 0.1 M NaCl, 0.0015 M Na; citrato, pH 7.6).

F. Nukleotidy sekos nustatymas

TDSL ir KEH rekombinanciy kDNR intarpai buvo arba tiesiogiai klonuojami
M3mp18 ir mp19, prie$ tai suskaldZius ultragarsu ir i$frakcionavus pagal
dydj, arba kai kurie jy buvo subklonuojami pTZ19R, prie$ tai paveikus
fermentais Pstl, BstXl, Narl, Smal ir Ahall. Nukleotidy seka nustatoma
dideoksi grandinés - terminacijos metodu [Sanger, R., Niclen, S.a.
Coulson, AR. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467]. GC-
turtingi pasikartojimai (Zior. toliau) tai pat buvo sekvenuoti panaudojant
Tagl polimeraze ir dc "GTP. Sekvenuoti abu sidlai. Sekos analizuotos
pagal autoradiogramas panaudojant programine jrangg MS-EdSeg kaip
apraSyta Sjoberg ir kt. metodikoje [Sjéberg, S., Carlsson, P., Enerback,
S., a. Bjursell, G. (1989) CABIOS 5, 41-46].

G. Aminoragséiy seky apskai€iavimas ir homologijos

Tam, kad buty apskai¢iuota aminoriigsciy seka, atitinkanti cDNR intarpus,
pagal Staden metodikg [Staden, R. (1984) Nucl, Acidus Res. 12, 551-567]
palyginti skirtingi skaitymo rémeliai ir pagal tai nustatytas atviras skaitymo
remelis. Homologijy ieSkoma panaudojant UWGCG programinj paketa
[Devereux, J., Haeberli, P. a. Smithies, O. (1984) Nucl. Acids Res. 12, 387-
395].
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REZULTATAI IR APTARIMAS

A. Tripsinizacijos fragmenty sekos ir TDSL N-terminalinis galas

ISvalytos TDSL tripsinizacija davé 50 fragmenty, kurie buvo nustatyti pagal
piky skaiCiy, gautg auksto slégio skysciu chromatografijos metu (Fig. 1).
Pikai surinkti ir tie pikaf, kuriuos buvo galima i$skirti grynus ir pakankamu
kiekiu, buvo sekvenuoti. Gautos sekos parodytos 1 lenteléje. Be to, dar
buvo sekvenuota 30 N-terminaliniy liekany (Fig. 2) ir jos atitiko ankséiau
Abouaki ir kt. paskelbtas sekas [Abouakil, N., Rogalska, E., Bonicel, J. a.
Lombardo, d. (1988) Biochim. Biophys. Acta, 961, 299-388].

22 liekany ilgio N-terminaliné seka, apradyta Wang ir Johnson [Wang, C.-
S. a. Johnson, k. (1983) Anal. Biochem. 133, 457-461], yra pagal mus

glicinas, o pagal Wang ir Johnson - lizinas.

B. TDSL nukleotidy seka

Agt11 cDNR bibliotekos konstravimui panaudota poliadenilinta RNR i$
Zmogaus kasos. PradZioje i$skirti 4 imunopozityviis klonai ir po to $i
kasos ekspresijos cDNR skrininguota panaudojant antiseruma anti-TDSL.
4 klony nukleotidy sekos analizé parodé, kad jie puikiai atitinka mRNR
3'gala. Visi jie prasideda poli A uodega ir skiriasi tik ilgiu, ilgiausias

intarpas, pazymeétas ACEH, turéjo 996 bp.

cDNR biblioteka i moters pieno liaukos skrininguota antiserumu, o kasos
klonas ACEH panaudotas kaip zondas. Skriningy metu i$skirti pozityvis
klonai, kurie visi buvo kile nuo 3'-galo. llgiausias pieno liaukos klonas,
pazymétas ABSSL, turi 21100 bp prieSsrove. Jis talpina 4 i§ sekvenuoty
tripsinizacijos fragmenty (Fig. 2), tadiau neturi N-terminalinés
aminorig$Ciy sekos. Tam, kad bity pasiektos sekos uz transliacijos
starto, pieno liaukos cDNR biblioteka reskrininguota panaudojant 118 bp

ilgio zonda, kilusj i§ ABSSL 5’-proksimalinés dalies. I8skirtas 1 klonas,
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turintis tolimesnius 328 nukleotidus prie§ srove. Jis turéjo N-terminaling
rugsciy seka ir likusj tripsinizacijos fragmenta. Fig. 2 matyti, kad cDNR yra
2428 nukleotidy ilgio ir turi 81 baze prieSsrove nuo pirmojo ATG kodono.
Poliadenilinimo signalas. AATAAA iSsidéstes 13 nukleotidy prie$ srove
nuo poli A uodegos, o terminacijos kodonas TAG yra ties 2317
nukleotidu, o po jo seka 3’-netransliuojamas 112 bp rajonas. GC-turtingas
rajonas, susidedantis i§ 33 baziy 16-kos pasikartojimy, nustatytas sekos
tarp 1756 ir 2283 baziy 3'-gale. Pasikartojimy nukleotidiné seka parodyta
Fig. 3 ir susideda i$ 6 indentiSky pasikartojimy, apsupty 10 pasikartojimu,
turinCiy jvairius pakeitimy skaicius, kurie matomai atsitiko po keletos
dublikacijy. Nedidelis pakeitimy skaiCius leidzia prielaida, kad Sie

pasikartojimai atsirado vélai evoliucijos metu.

C. Ekspresija audiniuose

Northen blotingu iSanalizuotos RNR i$ moters laktuojanéios pieno liaukos,
kasos, riebalinio audinio ir Zmogaus hepatomos Igsteliy linijos HepG2.
Nustatyta, kad mesendZeriy dydis buvo apie 2.5 kb tiek laktuojan&ios
pieno liaukos, tiek ir kasos. Jokio signalo neaptikta takeliuose su RNR,

iSskirta i$ HepGz2 ar riebalinio audinio (Fig. 4).

Kadangi mRNR, panaudota pieno liaukos bibliotekai gauti, buvo i§skirta i$
audinio moters, esancios 8 néstumo ménesyije, tai aisku, kad TDSL geno
transkripcija, o gal transliacija yra perjungiama dar prie§ gimdyma, o tai
atitinka ankstesnius pastebéjimus apie TDSL sekrecijg dar prie§ gimdyma
[Hamosh, M. (1986) Kn.: ,Kudikiy maitinimas moters pienu ir sveikata“ /
Howell. R.R. Morriss, F.H. a. Pickering, L.K. red. /pp. 66-97, Charles, C
Thomas, Springfield]. Zidr. Fig. 4.

D.  TDSL aminorigséiy seka

SDS-PAGE metodu nustatyta, kad molekuliné masé yra 107-125 kDa
[Blackberg, L. Lombardo, D., Hernell, O., Guy, O. a. Olivecrona, T. (1981)
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FEBS Lett. 136, 284-288; Wang, C.-S. (1980) Anal. Biochem. 105, 398-
402] ir analitiniu ultracentrifugavimu - 105 kDa [Wang, C.-S. a. Lee, D. M.
(1983) J. Lipid. Res 26, 824-830]. Fermentas kaip galima spresti i§ cDNR,
susideda i§ 722 aminorug$ciy liekany (Fig. 2), kurios atitinka 76. 271 Da
molekuling mase, o pats fermentas turi 15-20% angliavandeniy. Lyderiné
seka yra 23 aminorigsciy liekany ilgio. Aktyvaus saito serino liekana
iSsidéscCiusi serine-217 (Fig. 5). Sekos apie § sering atitinka sekoms,
esancCioms Salia serino hidrolaziy aktyvaus saito [Brenner, S. (1988)
Nature 334, 528-530]. Neseniai buvo pareik$ta prielaida, kad bazinés
liekanos, esancios arti aktyvaus saito serino, gali dalyvauti lipazéms
skaldant acilgliceroliy eterinius rysius [Yang, Gu, C.-Y., Z.-W., Yang, H.-H.,
Rohde, M.F.Gotto. Jr., A. M. a. Pownall, H.J. (1989) J. Biol. Chem. 265,
16822-16827]. |[domu pastebéti, kad Siy liekany néra TDSL. Vienintelis N-
glikozilinimo saitas iSsidéstes tik per 7 liekanas nuo serino. Glikozilinimo
laipsnis [Blackberg, L. a. Hernell, O. (1981) Eur. J. Biochem 116, 221-225:
Lombardo, D., Guy, O. a. Figarella, C. (1978) Biochim. Biophys. Acta 527,
142-149] leidZia manyti, kad fermentas turi prie O prijungta angliavanden;.
Yra daug saity, kur toks glikozilinimas galéty vykti. I$valyto fermento
aminorugsciy sudeties tyrimai parodé didel] kiekj prolino liekany
[Blackberg, L. a. Hernell, O. (1981) Eur. J. Biochem 116, 221-225].
Aminortgsciy seka, nustatyta pagal cDNR, tai patvirtinta. Be to. dauguma
prolino liekany lokalizuota 16-oje pasikartojimy, kuriy kiekviena sudaro 11
liekany, Sie pasikartojimai sudaro fermento C-terminalinés pusés

pagrindine dalj.

E. Pieno liaukos (TDSL) ir kasos (KEH) fermenty palyginimas

Moters pieno TDSL ir Zmogaus kasos KEH yra panasios, jeigu
neidentisSkos. Tai buvo parodyta jau anksCiau. Masy duomenys remia
prielaidg, kad Sie du fermentai yra vieno geno produktai. cDNR klony

nukleotidy seka rodo, kad kasos klonas ACEH yra identiskas pieno
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liaukos klonui ABSSL, lyginant nuo poli A uodegos ir 996 bazes link 5’
galo, jskaitant seka, koduojancia prolinu-turtingus pasikartojimus. Tiriant
Northern blotu, RNR. i$skirtoje tiek i§ kasos, tiek ir i§ pieno liaukos,
gaunama viena 2.5 kb juosta (Fig. 4). Genominio Southern bloto rezultatai
patvirtina mintj, kad vienas vienintelis genas koduoja tiek TDSL, tiek ir
KEH. TDSL ir KEH judrumo SDS-PAGE skirtumas gali bati paaiskinamas

skirtingu glikozilinimu ar splaisingu.

TDSL panasumas | ziurkés ir jaucio fermentus (Zilr. Zemiau) ir genominio
bloto rezultatai rodo, kad, matomai, skirtingi splaisingai nesalygoja
skirtingo mobilumo. Kadangi C-terminalinés sekos nebuvo patvirtintos
baltymo lygyje, todél atrodo, kad mazesné tikimybé, kad procesingo metu

KEH atskeliama C-terminaliniame gale.

lki Siol kasos fermentai, kurie akivaizdziai atitiko KEH, dazniausiai buvo
vadinami pagal ra$j ir ypa¢ pagal substrata, naudota jy aktyvumui
nustatyti, kaip antai: lizofosfolipaze, cholesterilesterazé,
sterolesterhidrolazé, nespecifiné lipazé, karboksiliné esterine lipaze ir
cholesterilesterilesterhidrolazé. Gauti duomenys patvirtina prielaida, kad
visi Sie aktyvumai kyla i$ vieno ir to paties funkcinio vieneto [Blackberg, L.
(1981) Riebaly virskinimas pas naujagimj kuadikj Umea Universiteto
Medicininiy disertacijy nauja serija Nr. 71; Rudd, E.A. a. Brocman, H.L.
(1984) Kn.: ,Lipazés /red. Borgstrom, B. a. Brockman, H.L. /pp. 184-204,
Elsevier, Amsterdam]. Tai rodo platy substratinj specifiSkuma ir apibidina
Siuos fermentus kaip nespecifines lipazes. Kuomet Zmogaus TDSL/KEH
sekos palyginamos su kasos fosfolipaze [Han, J.H., Stratowa, C., a.
Rutter., W.J. (1987) Biochemistry, 26, 1617-1625] ir cholesterolesteraze is
jaugio kasos [Kyger, E., Wiegand, R., a. Lange, L. (1989) Biochem.
Biophys. Res. Com. 164, 1302-1309], randamas didelis panasumas, kuris
tesiasi nuo N-terminalinio galo 530 liekany (Fig. 5), taciau jos labai skiriasi

toje molekulés dalyje, kur aptinkami pasikartojimai. Ziurkés fermentas turi
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4 pasikartojimus, o jaucio - 3. Tuo budu Zmogaus fermentas - zymiai

ilgesnis peptidas.

Be to, dideli panaSumai aptikti tarp TDSL ir tipiSky esteraziy, pvz., keleto
rusiy acetilcholinesteraziy, jskaitant Zmogaus ir Drosophila, ir
karboksilesteraziy (Fig. 6). Sie panasumai apima tik TDSL N-terminalinio
galo 300 liekany, kurio atkarpoje yra aktyvaus saito serino liekana. Apie
panasuma j acetilcholinesteraze buvo nuspresta i$ to fakto, kad TDSL gali
inhibituoti tipiSki cholinesteraziy inhibitoriai [Blackberg, L. a. Hernell, O.
(1981) Eur. J. Biochem 116, 221-225; Blackberg, L. Lombardo, D.,
Hernell, O., Guy, O. a. Olivecrona, T. (1981) FEBS Lett. 136, 284-288;
Lombardo, D., Guy, O. a. Figarella, C. (1978) Biochim. Biophys. Acta 527,
142-149]. Gal but tik iSskyrus Ziurkiy kepeny karboksilesteraze [Cammulli,
E.D., Linke M.J., Brockman, H.L. a. Hui, D.Y. (1989) Biochim. Biophys.
Acta 1005, 177-182], niekas i§ S$iy panaSiy fermenty neturf tokios
priklausomybés nuo tulZies druskos kaip tai turi TDSL; tai leidzia daryti
prielaida, kad Sios savybés struktlrinis pagrindas slypi baltymo C-
terminalineje dalyje. Be to, TDSL gali sgveikauti su emulsiniais substratais,
o tai nebdtinga panasioms esterazéms. Sis aktyvumas taip pat priklauso

nuo tulzies druskos.

Zmogaus TDSL sekos palygintos su kity gerai apibudinty Zinduoliy lipaziy
sekomis. I8skyrus sekas $alia aktyvaus saito serino (G-X-S-X-G), jokiy
akivaidziy panaSumy nerasta [Mickel, S., Weidenbach, F., Swarovsky, B.,
LaForge, S. a. Ssheele, G. (1989) J. Biol. Chem. 264, 12895-12901].

Be panasumy su kitais fermentais surasti zymis panasumai ir su vienu,
nuo c-AMF priklausomu baltymu, iSskirtu i§ Dictyostelium discoideumn
[Mann, S.K.O. a. Firtel, R.A. (1987) Mol. Cell Biol. 7, 458-469], o taip pat ir
keliy gyvuny rusiy tiroglobulinu (Fig. 4) [Mercken, L., Simons, M.J.,
Swillens, S., Masser, M. a. Vassart, G. (1985) Nature 316, 647-651; Lauro,
R., Obici, S. Condliffe, D., Ursini, V.M., Musti, A., Moscatelli, C. a.
Avvedimento, V.E. (1985) Eur.J.Biochem., 148, 7-11; Malthiery, Y. a.
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Lissitzky, S. (1987) Eur. J. Biochem, 165, 491-498]. Panasumai tarp TDSL
ir tiroglobulino, kurie apima tik aktyvaus saito rajona, bet ne patj aktyvuyjj
saitg, rodo, kad Sie labai konservatyvis aminorlgsCiy pailginimai turi
bendresne reikSme, negu vien tik esteraziy fermentinio aktyvumo

palaikymas.

Galima padaryti iSvadg, kad moters pieno TDSL, susideda i§ 722
aminortgsciy liekany. Gauti duomenys patvirtina, kad jos peptidiné
grandine yra identiSka kasos KEH ir kad jos abi yra koduojamos vieno ir
to paties geno. DidzZiausias jrodymas yra tai, kad jy tiek 3' galo, tiek N-
terminalinio galo nukleotidinés sekos yra identiskos. Ry$kios homologijos,
aptiktos su Ziurkiy kasos lizofosfolipaze ir jaudio kasos cholesterol
esteraze, palaiko prielaida, kad ir Sie fermentai yra funkciniai identigki.
Taciau, kaip tai ir buvo spéjama ankséiau, skirtingi molekuliniai dydziai,
randami tarp skirtingy gyvany rasiy Siy fermenty, yra ne dél glikozilinimo
skitumy, bet jie matomai atspindi 11 aminorlg8éiy pasikartojimy
skirtingus skaiCius. Aktyvaus saito seky panaSumas tarp iy esteraziy

leidzia prielaida, kad Sie baltymai kilo i$ bendro protévinio geno.

REKOMBINANTINIO BSSL EKSPRESIJA EUKARIOTU IR
PROKARIOTY LASTELESE

1. EKSPERIMENTINE DALIS

Rekombinantinés plazmidés

pS146 plazmidé, turinti 2,3 kb Zmogaus BSSL c¢DNR [Nilsson, J.,
Blackberg, L., Carlsson, P., Enerback, S., Hernell, O. ir Bjursell, G. (1990):
Eur. J. Biochem. 192, 543-550], kuri buvo klonuota su pUC19, skaidoma
Hind Il ir Sal | ir BSSL cDNR jterpta j jaucio papilomos viruso (BPV)
ekspresijos vektoriy pS147 (Fig. 1). Sis vektorius turi Zmogaus BSSL

cDNR, kurig kontroliuoja peliy metalotioneino 1 (mMT-1) enhanceris ir
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promotoriaus elementas [Pavlakis, G.N., ir Hamer, D.H. (1983): Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80, 397-401]. iRNR procesingo signalai paimti i$ triusio p-
globino geno fragmento, apimancio dalj egzono Il, introng Il, egzona Il ir
toliau einandius elementus. Sis transkripcinis vienetas klonuotas su
vektoriumi, turinciu visg BPV genoma. BPV ir BSSL transkripcinis vienetas
transkribuojami ta pacia kryptimi. Kad vektorius galéty daugintis E. coli
viduje, jis taip pat turi pML2d, pBR322 darinj [Sarver, N., Byrne, J.C., ir
Howell, P.M. (1982): Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7147-7151].

Ekspresijos vektorius pS147 transfekuotas kartu su vektoriumi,
koduojan¢iu atsparumo neomicinui gena, kurj reguliuoja Harvey
sarkomos viruso 5'-galo ilgojo pasikartojimo ir bezdzioniy viruso su 40
poliadenilinimo singalai [Lusky, M., ir Botchan, M.R. (1984): Cell 36, 391-
401].

Tam, kad E. coli ekspresuoty BSSL, BSSL cDNR subklonuotas kaip Ndel-
BamHI fragmentas i$ pT7-7 plazmidés [Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston,
‘R.E., Moore, D.D., Seidman, J. G., Smith, J.A., Struhl, K. (eds.) in: Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, New York; edition of
| 1992] | pGEMEX-1 plazmide (promega, Madison, WI, JAV) [Studier, F.W.
ir Moffat, B.A. (1986): J. Mol. Biol. 189, 113-130]. Sioje klonavimo
proceduroje T7 geno 10 koduojanti seka pakeiCiama BSSL genu,
koduojanciu subrendusj baltyma, ir startiniu kodonu. Galutinis ekspresijos
vektorius, pGEMEX/BSSL, buvo patikrintas nustatant DNR seka,

panaudojant specifinius BSSL vidinius pradmenis.

Zinduolio lasteliu kultiira ir transfekcijos

Vektoriai buvo drauge transfekuoti | peliy lasteliy linijg C127 (ATCC CRL
1616), pagal kalcio fosfato precipitacijos buda [Graham, F.L., ir Van der
Eb, A.J. (1973): Virology 52, 456-467].

C127 lastelés augintos Ham o F12-Dulbecco modifikuotoje Eagle'o

terpéje (DMEM), (1:1) papildytoje 10% embrioninio verSiuko serumu.
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Neomicinui atspariy Igsteliy klonai atrinkti panaudojant 1,5 mg x mil-1
G418 ir po 10-15 dieny iSauge atspariy lasteliy klonai iSskirti i§ pagrindiniy

leksteliy ir padauginti tyrimams.

Bakteriju kamienai ir auginimo salygos

Atliekant ekspresijos bandymus, vektorius pPGEMEX/BSSL transformacijos
budu pernestas | £. coli JM109(DE3) ir BL21(DE3)pLysS kamienus.
Ekspresijos bandymai atlikti pagal Studier ir kt. (1986) aprasyma.
Surinkus bakterijy derliy, lastelés nusodintos centrifliguojant (5000 x g, 10
min prie 4°C). RuoSiant periplazmos ir citoplazmos frakcijas,
centrifigavimo nuosédos pakartotinai suspenduotos panaudojant 4 ml 20
mM Tris-Cl/20% sacharozes, pH 8,0, 200 ul 0,1 M EDTA ir 40 ‘ul lizocimo
(15 mg/ml vandenyje) kiekvienam centrifigavimo nuosédy gramui.

Suspensija laikyta 40 minuciy ant ledo. Pridéta po 160 ul 0,5 M MgCio

kiekvienam centrifigavimo nuosédy gramui, po to suspensija
centrifiguota 20 minuciy prie 12000 x g. Gautas supernatante buvo
periplazmos proteinai, o centrifigavimo nuosédose - citoplazmos frakcija.
Ruosiant tirpiuosius baltymus, lastelés suspenduotos 40 mM Tris-Cl, 0,1
mM EDTA, 0,5 mM fenilmetilsulfonilfloride, pH 8,2, ir lizuojant keletg karty
Saldomos ir atSildomos bei paveikiamos ultragarsu. Lasteliy lizatas

centrifuguotas (30000 x g, 30 min prie 25 °C).

2. REZULTATAI

BSSL iRNR ekspresija zinduoliy lastelése

Rekombinantiniy BSSL geny ekspresijos tyrimui RNR iSskirta is atskiry

lasteliy liniju. Northern blotingo eksperimentai ir hibridizacija su 32P-
zymétaja BSSL cDNR parodé, kad rekombinantiné iRNR aptinkama visose
lasteliy linijose, priemusiose BSSL vektoriy. Kontroliniuose pavyzdziuose,
paimtuose iS Igsteliy linijy, turiniy ta patj vektoriy, bet be BSSL cDNR,

hibridizacija nebuvo aptikta.
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BSSL varianty produkavimas Zinduoliy lastelése

Surinkta terpé is C127-Iasteliy, transfekuoty pilno ilgio BSSL ir jvairiomis
mutantinemis formomis, atskiry klony ir tirtas BSSL aktyvumas. Klonuose
su didziausia ekspresija pilno ilgio molekulés ir varianty N, B ir C
aktyvumai svyravo nuo 0,7 ki 2,3 pmol riebiyjy rigséiy ilaisvinimo
x min-1 x terpés mi-1. Tai atitiko 7-23 ug x terpés mi-1 ekspresijos lygiams

ir buvo artimas natyvaus pieno BSSL lyginamajam aktyvumui.

Pilno ilgio BSSL ekspresija ir biocheminis apibidinimas E.colilastelése

Du £.coli kamienai, JM109(DE3) ir BL21(DES3)pLysS (Studier ir kt., 1986),
transformuoti ekspresijos vektoriumi pGEMEX/BSSL, turinéiu ?mogaus
BSSL cDNR, kontroliuojamag T7 promotoriaus. Transformantai i$ abiejy
kamieny identifikuoti, auginti ir indukuoti paveikus IPTG apie 90 min
(Studier ir kt., 1986). Visos iRNR Northern blotingo analizé, naudojant
BSSL cDNR kaip 32P-Zymeétajj zonda, parodé, kad ekspresija buvo
produktyviai indukuota abiejuose kamienuose ir kad transkripcija buvo
grieztai valdoma. Matomas rekombinantinés BSSL dydis, apytiksliai 2,4
kb, derinasi su lauktu ilgiu. Baltymo pavyzdziy atskyrimas su SDS-PAGE ir
imunodetekcija su anti-BSSL antiklinais parodé, kad E£.coli efektyviai
gamina pilno ilgio BSSL. BL21(DE3)pLysS kamienas iSskyré j periplazma
daugiau proteino negu JM109(DE3).

Indukuotos su IPTG E£.col/ kultlros turejo aktyvig tirpig BSSL, atitinkancia
0,5 - 4 ng BSSL proteino/kultiros ml. Western blotingas parodé, kad 20-
60% reaguojanCios medZiagos buvo netirpiose centrifigavimo
nuosedose. Neindukuotos bakterijos nerode jokio Zymaus BSSL

aktyvumo.
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Uzra$ai, pateikiami po Fig. 1-7:

Fig. 1 TDSL tripsinizacijos produkty iSskyrimas auks$to slégio skyséiy

chromatografija

ISvalyta TDSL paveikta tripsinu ir chromatografuota auksto slégio skyséiy
chromatografijos metodu, kaip tai apraSyta skyriuje ,Medziaga ir
metodai“. Nurodyti pikai surinkti ir iSvalyti rechromatografija ir nustatyta jy

aminorugsciy seka.

Fig. 2 cDNR nukleotidy seka ir apskaiCiuota zmogaus tulzies druskos

stimuliuojamos lipazés aminorugsciy seka

cDNR yra 2428 baziy ilgio. N-terminaliné 23-kodono seka (nt82-150),
prasidedanti ATG, laikoma lyderinio peptido, kadangi N-terminaliné
aminorugsciy seka subrendusio baltymo prasideda 24 kodone (nt 151,
Ala). Lyderinis peptidas pabréZtas. * Zenklas nurodo egzono starto taska.

# zenklas nurodo pasikartojancios dalies starto taska.

Fig. 3 TulZies druskos-stimuliuojamos lipazés C-terminalinio galo

GC-turtingo pasikartojimy nukleotidy sekos

pakeitimai pazyméti Zzenklu a*

Fig. 4 Northern blot hibridizacija

Totalinés RNR, iSskirtos i moters laktuojanCios pieno liaukos, kasos,
riebalinio audinio ir Zmogaus hepatomos lgsteliy linijos (HepG2) Northern
blot analizé. Totaliné RNR (10 ng) i$ laktuojanCios pieno liaukos (A
takelis), kasos (B takelis), riebalinio audinio (C takelis) ir HepG2 (D takelis)
elektroforezé 1% agarozés gelyje 40 mM MOPS buferyje, pH 7.0 po RNR
denaturacijos 1 M glioksaliu, 50 % dimetilsulfoksidu ir 40 mM MOPS.
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Glioksilinta RNR po to pernesa ant nitroceliuliozés popieriaus hibridizacijai
su (32 P) zyméta TDSL cDNR (ABSSL).

Fig. 5 Moters pieno TDSL, Ziurkés kasos lizosfolipazés (Ratlpl) [Han,
J.H., Stratowa, C., a. Rutter., W.J. (1987) Biochemistry, 26,
1617-1625] ir jauCio kasos cholesterolesterazés (Bovceh)
[Kyger, E., Wie‘gand, R., a. Lange, L. (1989) Biochem. Biophys.
Res. Com. 164, 1302-1309] paskaiciuoty aminorugsciy

seky palyginimas

Serino liekanos, jeinancios | aktyvaus saito sudétj, pazymétos a*, o #
rodo vienintelj galimg baltymo glikozilinimo signala.

Rémeliais pazyméti tiesioginiai aminorugsCiy pasikartojimai. Suderinto
sekos pazymétos didziosiomis raidémis, suderintos sekos tarp 2 fermenty

pazymetos mazomis raidémis ir nesuderintos-taskeliais.

Fig. 6 TDSL pirminés strukturos palyginimas su kitu esteraziy,
tiroglobulino ir vieno c-AMF-priklausomo fermento, iSskirto i$

Dictyostelium discoideurn, pirminémis strukturomis

TDSL: zZmogaus tulZzies druskos-stimuliuojama lipazé, ChesHum:
zmogaus vaisiaus audiniy cholinesterazé [Prody, C., Zevin-Sonkin, D.,
Gnatt, A., Goldberg, O. a. Soreg, H. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84,
3555-3559], Torpace: acetilicholinesteraze, iSskirta i$ 7Torpedo marmorata
[Sikorav, J.L., Krejci, E. a. Massuolie, J. (1987) EMBO J. 6, 1865-1873],
Droschen: karboksiliné esteriné hidrolazeé, iSskirta /s Drosophila
melaogaster [Oakeshott, J.G. Collet, C., Phillis, R.W., Niolsen, KM,
Russel, R.J., Cambers, G.K. Ross, V. a. Richmond, R.C. (1987) Pfoc. Natl.
Acad. Sci, USA 84, 3359-3363], Ratlivce: karboksiliné esteraze i$ ziurkés
kepeny [Long, R., Satho, H., Martin, B., Kimura, S., Gonzaloz, F. a. Pohl,
L. (1988) Biochem. Biophys. Res. Comm. 156, 866-873], Drosace:

acetilcholinesteraze, iSskirta iS Drosophila melanogaster [Hall, L.M.C. a.
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Spierer, P. (1986) EMBO J. 5, 2949-2954], ThyrHum: Zmogaus
tiroglobulinas [Malthiery, Y. a. Lissitzky, S. (1987) Eur. J. Biochem, 165,
491-498] ir Dict. Di: nuo c-AMF- priklausomas fermentas, iSskirtas i$
Dictyostelium discoideurn [Mann, S.K.O. a. Firtel, R.A. (1987) Mol. cell
Biol. 7, 458-469]. Siy fermenty panasis 7 skirtingi domenai. Rémeliais
pazymétos identiSkos liekanos ir mazosios raidés zymi suderintas sekas ir
identidkas liekanas visuose, iSskyrus |, fermentuose. Taskeliais pazymétos
neatitinkan€ios molekuliy vietos. Serino liekana, jeinanti | aktyvaus saito
sandara, pazymeta *. DeSinés pusés kampe esantis Zenklas Zymi kaip

domenai orientuoti.

Fig. 7

rodo viso baltymo 1-722 aminorlGgsciy sekg (vienos raidés kodas) ir
nurodo a, b, ¢ ir d egzonus. Zenklas # Zymi pasikartojanéios dalies

pradzia.

1 lentelé TDSL peptidy aminorugsciy seka

Peptido Nr. 26 sekvenavimo metu (1 ir 2 ciklai) neindetifikuotos liekanos
del gauty piky interferacijos. Peptido numeris atitinka piko numerj,

nurodyta Fig. 1.

TRIPSINIZACIJOS FRAGMENTAI

TP16: LysValThrGluGluAspPheTyrLys

TP19: GlylleProPheAlaAlaProThrLys

TP20: LeuValSerGluPheThrlleThrLys

TP24: ThrTyrAlaTyrLeuPheSerHisProSerArg
TP26: PheAspValTyrThrGluSerTrpAlaGluAsp

ProSerGInGluAsnLys
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2lentelé  a, b, ¢cir d egzony identifikavimas

(numeravimas kaip Fig. 2 ir 7)

lokalizacija
egzonas tarp nukleotidy nr. tarp aminortgsciy nr.
a 986-1172 279-341
b 1173-1376 342-409
C 1377-1574 410-474
d 1575-2415 475-722
visas baltymas 151-2316 1-722

visas baltymas be
pasikartojimy 151-1755 1-635



10.

11.

12.

13.

14.
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ISRADIMO APIBREZTIS

Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 722 pozicijos.
Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 535 pozicijos.
Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 278 pozicijos.
Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 341 pozicijos.
Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 409 pozicijos.
Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 474 pozicijos.

Baltymas, parodytas Fig. 7, nuo 1 iki 278 pozicijos, nuo 279 iki 341
pozicijos, nuo 279 iki 409 pozicijos, nuo 279 iki 474 pozicijos, nuo 342
iki 409 pozicijos, nuo 342 iki 474 pozicijos arba nuo 536 iki 722
pozicijos.

Baltymas pagal bet kurjis 1-7 punkty, besiskiriantis tuo, kad

yra derinyje su vienu ar daugiau pasikartojimuy, nurodyty Fig. 5.
Baltymas pagal bet kurj i$§ 1-8 punkty, besiskiriantis tuo, kad
turi metioning kaip papildomg N-terminaline aminorugst).

Baltymas pagal bet kurj i$ 1-9 punkty besiskiriantis tuo, kad
pasizymi viena ar keliomis esminémis gamtines tulzies druskos-

stimuliuojamos lipazés funkcijomis.

ISskirta DNR molekulé, besiskirianti tuo, kad koduoja baltyma
su aminorugsciy seka pagal 1 punkta.
ISskirta DNR molekulé, besiskirianti tuo, kad koduoja baltyma
su aminortgsciy seka pagal 2 punkta.
ISskirta DNR molekule, besiskirianti tuo, kad koduoja baltymag

su aminoriigsciy seka pagal bet kurj i$ 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9ir 10 punkty.

ISskirta DNR molekulé, besiskirianti tuo, kad yra apibrézta

sekanciais nukleotidy numeriais nurodytais Fig. 2:
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151 - 2316
151 - 1755
151 - 985

151 - 1172
151 - 1376
151 - 1574
986-1172

986 - 1376
986 - 1574
1173 - 1376
1173 - 1574

15. Vektorius, besiskiriantis tuo, kad turi DNR seka, koduojandia

baltymg pagal 1-10 punktus.

16. Vektorius, besiskiriantis tuo, kad turi DNR sekg pagal 11-14

punktus.

17. Seimininko organizmas, b esiskiriantis tuo, kad

transformuotas vektoriumi pagal 15 ar 16 punktus.

18. Baltymo pagal 1-10 punktus gavimo budas, besiskiriantis
tuo, kad auginamas Seimininko organizmas turintis vektoriy pagal 15

ar 16 punkta, ir iSskiriamas baltymas.

19. Vaistiné sudétis, besiskirianti tuo, kad turi baltyma pagal bet
kurj i$ 1-10 punkty.

20. Vaistine sudétis, besiskirianti tuo, kad turi baltymg pagal bet
kurj i$ 1-10 punkty derinyje su lipaze ar su preparatais, turinéiais
lipazes.

21. Kudikiy maisto miSinys, besiskiriantis tuo, kad turi baltymo
pagal bet kurj i$ 1-10 punkty prieda.

22. DNR seka pagal 11-14 punktus, besiskirianti tuo, kad

naudojama grynu pavidalu.
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23. DNR seka pagal 11-14 punktus, besiskirianti tuo, kad yra

iSskirtoje formoje.
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ACCTTCIGTA TCAGTTAAGT GICAAGATGG AAGGAACAGC AGTCTCAAGA TAATGCAAAG 60
AGTTTATTCA TCCAGAGGCT G ATG CIC ACC ATG GGG OGC CIG CAA CTG GTIT 111
a2 Met Teu Thr Met Glv Arg Ieu Gln Leu Val
1 5 1C

[
(94}
K¢}

GTG TIG GGC CTC ACC TGC TGC TGG GCA GIG GOG AGT GCC GOC ARG CTG
Val Ieu Gly Ieu Thr Cvs Cvs Trp Ala Val Ala Ser Ala Ala Lys Leu

15 20 25
GGC GCC GIG TAC ACA GRA GCT GGG TIC GIG GAA GGC GIC AAT AAG AAG 207
Gly Ala Val Tyr Thr Glu Gly Gly Phe Val Glu Gly Val Asn Lys Lys
30 35 40
CIC GGC CTC CTG GGT GAC TCT GIG GAC ATC TIC AAG GGC ATC CCC TIC 255
Leu Gly Leu ILeu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly Ile Pro Phe
43 50 , 55
GCA GCT CCC ACC AAG GCC CIG GAA AAT CCT CAG CCA CAT CCT G&C TGS 303
Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His Pro Giy Trp
60 65 70
CAA GGG ACC CTG AAG GCCT AAG AAC TTC AAG AAG AGA TGC CIC CAC oo 351
Gln Gly Thr Ieu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys Leu Gin Ala
75 80 85 S0
ACC ATC ACC CAG GAC AGC ACC TAC GGG GAT GAA GAC TGC CIG TAC CIC 299
Tnr Ile Tnhr Gln Asp Ser Thr Tvr Glv Asp Glu Asp Cvs Leu Tyr leu
85 100 105
AAC ATT TGG GICG CCC CAG GGC AGG AAG CAA GTC TCC GGG GAC CIG CCC 447
Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg Asp leu Pro
110 115 120
GIT ATG ATC TGG ATC TAT GGA GGC GCC TTC CIC ATG GGG TCC GGC CAT 4595
Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly Ser Gly His
125 130 135
GGG GCC AAC TTC CIC AAC AAC TAC CTG TAT GAC GGC GAG GAG ATC GCC 543
Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu Glu Ile Ala
140 145 150

ACA CGC GGA C GIC ATC GIG GIC ACC TTC 2AC TAC OGT GIC GGT CCC 591
Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg Val Gly Pro

155 160 1€5 170

CTT GGG TIC CIC AGC ACT GGG C GCC AAT CIG CCA GGT AAC TAT GGT 639

Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly Asn Tyr Gly
175 180 185
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400
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415
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Met Pro Val

CAG TAC GTIT
Gln Tyr Val

CAA GAC AGC
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430

GCC AAA ACA
Ala Lys Thr
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GGG GCC CCC CCC TIG COG CCC ACQG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC GIC 1835
Gly Ala Pro Pro Leu Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val
605 610 615

CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCOC CCC CCC GIG O0G CCC AQG GGT GAC 1933
Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp
620 625 630

TCC GGG GCC CCC CCC GIG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CcC 2031
Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Prc
635 640 645 650

GIG COG CCC ACG GGT GAC TCC GGC GCC CCC CCC GIG OCG CCC ACG GGT 2079
Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly
655 660 665

GAC GCC GGG CCC CCC QCC GIG OOG CCC AQG GGT GAC TCC GGC GCC CoCC 2127
Asp Ala Gly Pro Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro
670 675 680

CCC GIG OCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC GIG ACC CCC ACG 2175
Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Thr Pro Thr
685 690 695

GGT GAC TCC GAG ACC GCC CCC GIG COG COCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC 2223
Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala
700 705 710

CCC CCT GIG CCC CCC ACG GGT GAC TCT GAG GCT GCC CCT GIG CCC oCcC 2271
Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Ala Ala Pro Val Pro Pro
715 720 725 730
ACA GAT GAC TCC AAG GAA GCT CAG ATG CCT GCA GIC ATT AGG TIT 2316
Thr Asp Asp Ser Lys Glu Ala Gln Met Pro Ala Val Ile Arg Phe

735 740 745
TAGOGTCCCA TGAGCCTTGG TATCAAGAGG CCACAAGAGT GGGACCCCAG GGGCTCCCCT ~ 2376

CCCATCTTCGA GCTCTTCCTG AATAAAGCOCT CATACCCCTA AAAAAAAAAA AA 2428
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F/’Q. 3

Pakeitimy skaicius

GAGGCCACCCCTGTGCCCCCCACAGGGGACTCL 1 6
* ! * »*
G::xGGCC:l\CTCCCGTGCCICCCCACGGGTGACTCC 2 4
N )
cAcaccchccccrcccgccc,xccccTcAcrcc 3 3
» ¥ * —
GGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 4 0
GGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 5 0
GGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 6 Identika 0
GGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 7 | suderintai sekai 0
GGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 8 0
GGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 9 | 0
GGCGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACGCC 10 2
chccccccccccrcccccccacccc*rcAc;cc 11 1
*
GGCGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCC 12 1
>*
GGGGCCCCCCCCGTGACCCCCACGGGTGACTCC 13 2
GAGACCGCCCCCGTGZCZCCCACGGGTGACTCC 14 3
GZG;CCZCCCC’{CTCCC(lJCCCACGGGTGACTC;I" 15 3
GAGGCTGCCCCTGTGCCCCCCACAGATGACTCC 16 7
* * * » ¥ *

GGGGCCCCCCCC GTGCCGCCCACGGGTGACTCC Suderinta seka
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Fig.5(1/3)

50
MLTHMGRLQLVVLGLTCCWAVASAAKLGAVYTEGGFVEGVNKKLGLLG. DS
.. .MGRLEVLFLGLTCCLAAACAAKLGALYTEGGFVEGVNKKLSLLGGDS
... .MLGASRLGPSPGCLAVASAAKLGSVYTEGGFVEGVNKKLSLFG.DS

.grl....lgltcclaaaaAAKLGavYTEGGFVEGVNKKLsSL1G. DS

100
VDIFRGIPFAAPTKALENPQPHPGWQGTLKAKNFKKRCLQATITQDSTYG
VDIFKGIPFA.TAKTLENPQRHPGWQGTLKATQFKKRCLQATITQDDTYG
VDIFKGIPFAAAPKALEKPKRHPGWQGTLKAKSFKKRCLQATLTQDSTYG

Suderinta SekaVDIFKGIPFAa..KaLEanrHPGWQGTLKAk.FKKRCLQATiTQDsTYG

Bssl
Ratlpl
Bovceh

156
DEDCLYLNIWVPQGRKQVSRDLPVMIWIYGGAFLMGSGBGANFLNNYLYD
QEDCLYLNIWVPQGRKQVSHDLPVMVWIYGGAFLMGSGQGANFLKNYLYD
NEDCLYLNIWVPQGRKEVSHDLPVMIWIYGGAFLMGASQGANFLSNYLYD

Suderinta seka .EDCLYLNIWVPQGRKQVShDLPVMiWIYGGAFLMGSQQGANFL.NYLVYD

Bssl
Ratlpl
Bovech

200
GKKIATRGNVIVVTFNYRVGPLGFLSTGDANLPGNYGLRDQHMAIAWVKR
GKKIATRANVIVVTFNYRVGPLGFLSTGDANLPGNFGLRDQHMAIAWVKR
GRKIATRGNVIVVTFNYRVGPLGFLSTGDSNLPGNYGLWDQHMAIAWVKR

Suderinta seka GKKIATRgNVIVVTFNYRVGPLGFLSTGDaNLPGNYGLrDQHMAIAWVKR

Bssl
Ratlpl
Bovceh

Suderinta seka

Bssl
Ratlpl
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# * 250
NIAAFGGDPNNITLFGESAGGASVSLQTLSPYNKGLIRRAISQSGVALSP
NIAAFGGDPNNITIFGESAGGAIVSLQTLSPYNKGLIRRAISQSGVALSP
NIEAFGGDPDNITLFGESAGGASVSLQTLSPYNKGLIKRGISQSGVGLCP

NIaAFGCDPDNITLFGESAGGAsSVSLQTLSPYNKGLIrRaISQSGvValLsP

300
WVIQKNPLFWAKKVAKKVGCPVGDAARMAQCLKVTDPRALTLAYKVPLAG
WAIQENPLFWAKTIAKKVGCPTEDTAKMAGCLKITDPRALTLAYRLPLKS
WAIQQDPLFWAKRIAKKVGCPVDDTSKMAGCAKITDPRALTLAYKLPLGS

Suderinta seka WaIQ.nPLFWAK.1AKKVGCPvV.DtakMAgClKiTDPRALTIAYKIPL.s

Bssl
Ratlpl
Bovceh

Suderinta seka

350

LEYPMLHYVGFVPVIDGDFIPADPINLYANAADIDYIAGTNNMDGHIFAS
QEYPIVEYLAFIPVVDGDFIPDDPINLYDNAADIDYLAGINDMDGHLFAT
TEYPKLHYLSFVPVIDGDFIPDDPVNLYANAADVDYIAGTNDMDGHLFVG

.EYP.1HY]1.FVPViDGDFIPADPiNLYaNAADiDYi1AGtNdMDGH1Fa.
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400

IDMPAINKGNKKVTEEDFYKLVSEFTITKGLRGAKTTFDVYTESWAQDPS
VDVPAIDKAKQDVTEEDFYRLVSGHTVAKGLKGTQATFDIYTESWAQDPS
MDVPAINSNKQDVTEEDFYKLVSGLTVTKGLRGANATYEVYTEPWAQDSS
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YPKWMGADHADDLQYVFGKPFATPLGYRAQDRTVSKAMIAYWTNFARTGD
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