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Pavadinimas:
Alfa-amidinanéius fermentus turinéios kompozicijos ir jy gavimo budas

Referatas:

Sio igradimo fermentinése kompozicijose yra alfa-amidinantys fermentai, kurie gali katalizuoti peptidinio
junginio, turingio C-gale glicino liekana, virsma j atitinkama peptidinj junginj, turintj aminogrupe vieto] minéto
glicino. I$valyty fermentiniy kompozicijy santykinis fermentinis aktyvumas yra maziausiai 25 mE/mg baltymo;
jose néra proteaziy, ir todél jos gali efektyviai katalizuoti peptidy, sudaryty i§ L-aminoriig$céiy, virsmus.
Naudojant $io fermento katalizuojamas alfa-amidinimo reakcijas, efektyviai gaminami biologi$kai svarbus alfa-
amidinti produktai, tokie kaip kalcitoninas ir kiti reguliuojantys hormonai. Alfa-amidinantys fermentai valomi
idskirstymo pagal dydzius ir anijony mainy chromatografijos metodais; taip gaunami iSvalyti fermentai, kurie
naudojami specifiniams alfa-amidinangiam fermentui antikinams gauti. Genas, galintis ekspresuoti alfa-
amidinantj fermenta, jstatomas | ekspresijos vektoriy ir transformuojamas j Seimininko lastele, galindig
ekspresuoti §j gena.
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Si paraiska yra dalis paraiSkos JAV patentui, reg. Nr.655366, paduotos 1984 m.
rugscjo 27 d., ir j kurig bus nurodoma ioje pateikiamoje paraiskoje.

Sis iSradimas skirtas alfa-amidinantiems fermentams, jy gavimui ir panaudojimui
alfa-amidintiems produktams gauti, veikiant $iais fermentais glicinu pailgintus substratus.
Tam tikrais realizavimo atvejais alfa-amidinantis fermentas pagal iSradimg gali biti
panaudojamas naudingy alfa-amidinty hormony ir produkty, naudojamy Zemés iikyje ir
medicinoje, gamyboje, jskaitant kalcitoninus, augimo reguliavimo hormono faktorius,
kalcitonininius peptidus ir kitus alfa-amidintus produktus.

Vidulastelinis apdorojimas (gamtiniy baltymy skaidymas ir/arba jy pradiniy formy,
gauty po transliacijos ribonukleino riigityse, funkcinis pakeitimas) yra aprasytas jvairiuose
dokumentuose. |

Paprastai Zinduoliy ir kity eukarioty lastelése galimos tam tikros potransliacinés
operacijos su baltymais, tuo tarpu kai prokariotuose tas nevyksta. Kai kurie prokariotai,
kaip pavyzdziui, E.coli, pladiai naudojami kaip $eimininkai zinduoliy baltymams gauti,
naudojant rekombinantinés DNR (rDNR) metoda, kadangi jie gali biti lengvai iSauginami
parcialinés fermentacijos eigoje ir yra genetikai tiksliai aprasyti. Taciau daugeliui
zZinduoliy baltymy, gauty geny inZinerijos budu, reikia atitinkamo potransliacinio
apdorojimo, kuris paprastai biina realizuojamas in vitro, panaudojant sudétingas chemines
reakcijas, kuriy didel¢ kaina neleidzia jy pritaikyti pramonin€je gamyboje.

I vieng i§ apdorojimo biidy jeina baltymy karboksilinio galo aminoriig§ties
amidinimas. Daugelis gamtoje sutinkamy peptidy ir hormony turi $itokj pakeitima, kuris
yra labai svarbus, kad baltymas biity biologiskai aktyvus. Kaip pavyzdys yra kalcitoninas,
kai, pakeitus amidintg prolino lickang j neamidinta, biologinis aktyvumas sumaZzéja 3000
karty.

Agentas, veikiantis C-galo amidinima (alfa), atpaZjsta glicino lickana, kuri eina tuoj
pat po amidinamos aminorfigsties (R-X-Gly, kur R yra pagrindin¢ baltymo seka, X -
amidinama lieckana ir Gly - glicino liekana). Glicinas yra skaldomas ir faktiskai atiduoda
aminogrupg prieSpaskutinei aminoriigiéiai, ir taip ja amidina.

Pirmieji autoriai, paskelbg apytiksle alfa-amidinanéio fermento molekuling mase,

buvo Bradbury AF. et al., Nature, 298 , 686-688 (1982). Panaudoje Sephadex G-100, jie
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isreiske prielaida, kas minimali molekuliné mas¢ yra apie 60000 daltony (1 daltonas =
1.6601x107" kg).

Tolimesni tyrimai parodg, kad tokio fermento molekuliné mas¢ yra nuo 60000 iki
70000 daltony (matuota gel-filtracinés chromatografijos metodu). Sie tyrimai atspindeti
tokiuose darbuose: Husain L ir Tate S.S., FEBS Letters, 152, Nr.2, 277-281 (1983); Eipper
et al., PNAS, 80, 5144-5148 (1983); Gomez et al., FEBS Letters, 167, Nr.1, 160-164 (1984)
i Kizer J.S. et al., PNAS, 81, 3228-3232 (1984).

Eipper et al., PNAS, 80, 5144-5148 (1983) paskelbe, kad maksimaliam amidinimo
fermento aktyvumui pasiekti, be molekulinio deguonies, yra reikalingi du kofaktoriai -
askorbino rigstis ir vario(Il) jonai.

Cheminé peptido karboksilinio galo amidinimo reakcijai reikia aminogrupés
Saltinio. Bradbury A.F. et al,, Nature, 298, 686-688 (1982) parodé, kad glicinas skyla ir
atiduoda aminogrupe priespaskutinei aminordgséiai, kuri tokiu biidu yra amidinama.
Glicino, kaip aminogrupés donoro, reikalingumas buvo parodytas ir kity autoriy darbuose.

Landymore AEN et al., BBRC, 117, 283-293 (1983) parode, kad D-alaninas taip
pat gali biti aminogrupés donoriumi amidinimo reakcijoje. Kizer ir kt., PNAS, 81, 3228-
3232 (1984) atliktas darbas parodé du skirtingus fermentinius aktyvumus Ziurkes
smegenyse, kurie gali katalizuoti alfa-amidinimo reakeijas. Didesnés molekulinés mases
forma (70000 daltonu) pasizymi specifiSkumu tik glicinui, esanéiam substrato karboksilo
gale. Fermentas su mazesne molekuline mase veikia substrata su p-alaninu, kuris yra
karboksilo galo aminoriigStimi.

Optimali pH reikSme alfa-amidinan¢iam fermentui, iSskirtam i kiaulés hipofizio ir
dalinai i§valytam, pagal Bradbury AF. ir Smythe D.G., BBRC, 112, Nr.2, 372-377 (1983)
yra apie 7,0. Eipper B.A. et al, PNAS, 80, 5144-5178 (1983) patvirtino $ig reikSme,
paskelbdami duomenis apie optimaly pH 7,0 alfa-amidinanéiam fermentui, iSskirtam is
siurkes hipofizio. Jie taip pat pazyméjo, kad aktyvumas greitai krenta, kai pH mazesnis nei
6,5 arba didesnis nei 7,5.

Auks¢iau paminétose publikacijose ckstraktai ir dalinai iSvalyti fermentiniai
miginiai turi dar ir proteolitiniy fermenty, kurie gali skaldyti potencialius substratus 1ir

produktus, o taip pat ir pacius alfa-amidinanéius fermentus, tokiu bidu sumazindami
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peptidy ir polipeptidy, gauty 1§ gamtiniy Saltiniy arba naudojant rekombinantinés DNR
metoda, amidinimo efektyvuma.

Bendrai paémus, visi amidinimo aktyvumo matavimai buvo paremti virsmais D-
substraty, tokiy kaip tripeptidai, pvz., D-Tyr-Val-Gly-COOH | D-Tyr-Val-CONH,. I§
dviejy galimy konfigiracijy (D arba L) gamtoje biologiSkai svarbios aminoriigstys
sutinkamos tik L-formoje. Taciau D-formos naudojimas buvo salygotas tuo, kad reikéjo
neutralizuoti paSaliniy proteolitiniy fermenty buvima uZterStuose amidinanciy fermenty
preparatuose, kurie buvo naudojami $iuose eksperimentuose. Sie pasaliniai fermentai gali
turéti iSreikSta proteolitinj poveikj } substratus su L-aminortgstimi ir silpnai veikti D-
substratus. Todél eksperimentatoriai naudojo nenatiraly D-substrata. Iki pastarojo laiko
nickas negaléjo parodyti, kad jy fermentiniai preparatai gali amidinti atitinkamus
fiziologiskai svarbius substratus, t.y. L-substratus pakeisti 1 biologiSkai aktyvius alfa-
amidintus L-produktus.

Siame iSradime parodyta, kad §io i§radimo preparatai gali efektyviai amidinti L-
substratus, o D-substratams turéti nuo 60 iki 1000 karty didesnj aktyvuma negu didziausias
aktyvumas, parodytas anksciau pateiktuose iSradejams Zinomuose darbuose.

Fermentiniai preparatal, kurie gali amidinti peptidy ir baltymy karboksilines
grupes, aprasyti daugelyje literatiiros Saltiniy. Pvz., Bradbury A'F. et al,, Nature, 298, 686-
688 (1982) raSoma, kad alfa-amidinimo aktyvumas surandamas kiauliy hipofizyje.
Fermenta turintis preparatas i§ kiaulés hipofizio gali pakeisti peptidus, kurie baigiasi
glicinu, i atitinkamus deglicininius amidopeptidus. Taciau, Bradbury et al. teigia, kad
preparatai neamidina peptidy ar polipeptidy, i8skirty i§ gamtines kilmes Saltiniy:

“Amidinimo aktyvumo aptikimo ir jvertinimo tyrimo sistema buvo sukurta, tiriant

fermentiniy preparaty galimybes pakeisti sintetinj D-tirozilvalilglicina j atitinkama

dipeptida - D-tirozilvalinamida... D-tirozino lickana apsaugo nuo suskaldymo
amino-peptidazémis, kurios buvo audiniy homogenatuose... Kontroliniai eksperi-
mentai parodé, kad i§ 1éto skyla ir sintetinis D-tirozilvalinamidas, inkubuojamas
tokiose salygose. Tokiu biidu, tripeptido amido pagaminimas hipofizio fermento
pagalba buvo lydimas jo skaidymo kitais fermentais, esanciais hipofizio ekstrakte.”

(686 psL.).
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Taigi, Bradbury et al., pripazista, kad apraSytuose preparatuose yra Kkiti
proteolitiniai fermentai, kurie skaldo peptidus arba polipeptidus, ir kad naudojama
negamtinio D-tirozino liekana, siekiant minimizuoti §j skaldyma.

Be to, Bradbury et al. siilo amidinan¢io fermento iSvalymui naudoti
homogenizacija arba sublastelinj frakcionavima, o po to gel-filtracing chromatografija,
taciau Sis fermentas, pagal bendra nuomong, vistick lieka uzterStas proteolitiniais
fermentais.

Husain I. ir Tate S.S., FEBS Letters, 152, Nr.2, 277-281 (1983) apraSo alfa-
amidinantj aktyvumga jaucio hipofizio neuroskrecinése granulése..

Eipper et al, PNAS, 80, 5144-5148 (1983) paskelbé, kad alfa-amidinantis
fermentinis aktyvumas stebimas ir priekinése, vidurinése ir uzpakalinese Ziurkés hipofizio
liaukos dalyse bei jaucio tarpiniame hipofizyje. Taciau ¢ia nurodoma, kad alfa-
amidinancio aktyvumo tyrimui naudojamas sintetinis D-Tyr-Val-Gly substratas, ir
pripaZjstama, kad naudoti preparatai yra nesvars.

Gomez ir kt, FEBS Letters, 167, Nr.1, 160-164 (1984) nustaté, kad Ziurkiy
hipotalamas taip pat pasizymi alfa-amidinanc¢iu fermentiniu aktyvumu.

Bradbury AF. ir Smythe D.G. “Peptides Structure and Function”: Proceedings of
the Eighth American Peptide Symposium; p.249-252 (1983). Eds. Hruby V.J. and Rich
D.H. apraSo alfa-amidinanc¢io aktyvumo buvima ziurkiy skydliaukéje.

Maines R.E. et al., Endocrinology, 114, 1522-1530 (1984) paskelb¢, kad Ziurkiy
arba peliy lasteliy linija, gauta i§ priekinés hipofizio dalies (ATT-20), turi alfa-amidinantj
fermentinj aktyvuma, kuris, laikui bégant, mazéja.

Liaukos arba organai, apie kuriuos Zinoma, kad jie turi amidintus peptidus, gali
turcti fermenta, sugebantj katalizuoti amidinimo reakcija. Pavyzdziui, Zemesnés formos,
tokios kaip jiros Suo (Squalus acanthias), pagal O’Donohue T.L. et al., Peptides 3, 393-395
(1982) pranesima, turi amidintus peptidus hipofizio ekstrakte. Scheller R.H et al., Cell, 32,
7-22 (1983) paskelbé apie signaliniy amidinty peptidy buvima jiros sraigése Aplysia.
Nezitrint j lyg ir platy Sio aktyvumo tipo paplitima gamtoje, informacijos apie fermento
fizikines-chemines savybes néra daug. Tai gali biiti susije su tuo, kad neuroendokrininiuose

organuose yra mazas peptido kiekis.
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Amidinty peptidy buvimas tam tikruose audiniuose nebitinai suriStas su alfa-
amidinandio fermento dideliais Kiekiais. Pvz., priekin¢ Ziurkiy hipofizio dalis pasizymi
dideliu alfa-amidinanéiu aktyvumu, bet neturi Zinomy substraty (Eipper et al.,, PNAS, 80,
5144-5148 (1983)). Ziurkiy hipofizio uzpakalin¢je dalyje yra amidinty peptidy (oksitocino
ir vazopresino), bet ji pasizymi nedideliu alfa-amidinanéiu aktyvumu (Eipper et al., Endo,
116, 2497-2504 (1985)). Todél tol. kol nebus iStirtas atskiry audiniy alfa-amidinantis

aktyvumas, esanciy arba potencialiy fermento kiekiy numatyti negalima.

Sio isradimo tikslas yra alfa-amidinanéiy kompozicijy sukiirimas, kurios galéty biti
efektyviai naudojamos, gaminant naudingus alfa-amidintus produktus net 1§ L-
aminorfigstis turin¢iy substraty, tokiy kaip peptidiniai ir polipeptidiniai substratai tiek
gamtinés kilmeés, tiek ir gauti rekombinantings DNR technologijos bidu.

Papildomas §io i§radimo tikslas yra efektyvaus ir ekonomisko fermentiniy
kompozicijy gamybos biido suktirimas.

Kitas papildomas $io iSradimo tikslas yra monokloniniy antikiiny, specifiniy alfa-
amidinanéiam fermentui, ir imobilizuoty antikiiny, valymo dervy, imunines
chromatografijos arba | jas panasiy kolon¢liy, kurios, naudojant minétus antikinus,
efektyviai i$valyty alfa-amidinantj fermenta, suktrimas.

Kitas papildomas tikslas yra Seimininko lasteliy sukiirimas geny inZinerijos budu,
kurios galéty uztikrinti auksta alfa-amidinancio fermento ekspresijos lygi.

Kitas papildomas i§radimo tikslas yra alfa-amidinty produkty gavimas i3 substraty,
turinéiy glicino liekana C-gale, naudojant reakcijoje substratg ir fermenting kompozicija.

Sie ir kiti tikslai paaiskés i§ toliau duodamo aprasymo. Pagal §] isradima, pareiSkéjai
pateikia naujas pakankamai Svarias alfa-amidinandias fermentines kompozicijas, kuriy
santykinis alfa-amidinantis aktyvumas yra maZiausiai 25 mE/mg , geriau 50 mE/mg arba
daugiau nei 150 mE/mg baltymo, esanéio minétoje kompozicijoje. Visos ¢ia pateiktos
santykinio aktyvumo reik§més yra duotos pagal Dansil-D-Tyr-Val-Gly-COOH virsmo |
Dansil-Tyr-Val-CONH; reakcija. Vienu mE laikomas toks aktyvumo dydis, kurio reikia
paversti 1 nanomoliui Dansil-Tyr-Val-Gly-COOH | vienag nanomolj Dansil-Tyr-Val-
CONH, 37 °C temperatiiroje per 1 minutg, esant pH 7,0, askorbato jony koncentracijai - 3

mM (skai¢iuojant sumariniam reakcijos misiniui, jskaitant fermenta, substratg, kofaktorius
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ir t.t.), molekulinio deguonies pertekliui ir pakankamam kiekiui vario jony (paprastai apie
2 uM, priklausomai nuo fermento §varumo).

Pagal iSradima, alfa-amidinantys fermentai yra fermentai, tokie kaip peptidil-glicin-
alfa-amidinanti monooksigenazé, gali katalizuoti peptidilinio junginio, turin¢io glicino
lickana bent jau peptidinés grandings C-gale, virsma atitinkamu peptidil-amidiniu
junginiu, turin¢iu aminogrupg Vvietoj C-gale buvusio glicino. Terminas “peptidine
grandiné” &ia reiSkia bet koki polipeptida, turintj maZziausiai dvi aminoriigdtis, sujungtas
tarpusavyje peptidine jungtimi. Terminas “peptidinis junginys” reiskia bet koki junginj,
turintj peptiding granding. Terminas “atitinkamas peptidil-amidas” reiskia bet kurj
reakcijos produkta, kuriame peptidines grandinés C-gale esantis glicinas yra pakeistas
aminogrupe.

Alfa-amidinimo reakcija tikslinga vykdyti esant deguoniui ir redukuojanciam
agentui. Tokiais reduktoriais gali buti (bet neapsiriboti) askorbino riigdtis, askorbino
riigties druskos, dihidroksifumaratas, metaly cianidai, tetrahidropterinas. Buvo nustatyta,
kad tam tikri kofaktoriai skatina reakcija ir/arba létina fermento skilima, bei jo aktyvumo
mazéjima. Tokiais kofaktoriais gali bati (bet neapsiriboti) katalazé, etanolis, kalio jodidas
ir vario jonai. Iivalytos fermentinés kompozicijos pagal §j iSradimg neturi proteolitinio
aktyvumo, galinio suardyti alfa-amidinantj fermenta, alfa-amidinimo reakcijos produktus
arba reagentus, todél Sios kompozicijos gali katalizuoti alfa-amidinimo reakcijas ir tais
atvejais, kai substratas ir produktas susideda is L-aminoriig§¢iy. Proteolitinis aktyvumas
amidinimo reakcijos misinyje gali tiesiogiai neatitikti proteazés koncentracijos.
Aktyvumas, netgi esant dideléms proteazes koncentracijoms, gali biti uZslopintas,
pavyzdziui, veikiant jvairiems inhibitoriams. Proteolitinio aktyvumo nebuvimas,
padidinantis fermentinés kompozicijos panaudojamuma pramonéje ir praktkoje, kai
naudojami substratai sudaryti i§ L-aminoriigs¢iy, jokiu biidu nesumaZzina $ios kompozicijos
naudingumo substratams, kuriuose néra L-aminorgsciy.

Kaip toliau aprasyta, parciskéjai iSvalé labai daug specifiniy baltymy, pasiZymin¢iy
alfa-amidinanéiu aktyvumu, pavyzdZiy. Cia naudojamas terminas “alfa-amidinantis
aktyvumas” reiskia bet kokj aktyvuma, turint] tendencija peptidinio substrato C-gale,
kuriame yra glicino liekana, palikti tik aminogrupe. Tokio pakeitimo metu glicinas,

i$skyrus aminogrupg, gali biiti suardomas, ir toje vietoje, kur pirma buvo glicinas, licka tik
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aminogrupé. “Alfa-amidinantis fermentas” Cia naudojama prasme yra bet kokia
kompozicija arba junginys, jo aktyvus homologas arba fragmentas, pasizymintys alfa-
amidinanéiu aktyvumu.

Fermentinés kompozicijos, i§grynintos pagal §j iradima, gali bati valomos tol, kol
jos taps vienalytémis . Cia naudojamas terminas “vienalytis” reiSkia fermentinj preparata,
kuris duoda vienintele - rySkia juosta natrio dodecilsulfato/poliakrilamido  gelio
elektroforezéje ir parodo vienintele aminorugsciy seka, nustatant ja jprastais seky
nustatymo bidais.

Atitinkami alfa-amidinantys fermentai, igryninti iki vienalytés bisenos pagal S
isradima, turéjo santykinj aktyvuma, didesnij nei 1500 mE/mg baltymo.

Fermentinés kompozicijos, pagamintos pagal §j iSradima, gali biiti panaudotos alfa-
amidinimo reakcijy katalizei, gaminant naudingus alfa-amidintus peptidinius produktus.
Substratu naudojamas toks peptidinis junginys, turintis glicino lickang bent jau peptidinés
grandinés gale, kuriame pakeitus C-galo glicing, gaunamas norimas produktas. Substratas
reaguoja, esant deguoniui ir redukuojan¢iam agentui bei fermentinei kompozicijai, gautai
pagal § iSradima, ir reakcija vykdoma tol, kol peptidas pavirsta | atitinkama peptidil-
amida. Virsmas prasideda tuoj pat, kai tik substratas sueina | kontakta su fermentu, bet
reakcijos greitis labai priklauso nuo pH, temperatiros, substrato specifiSkumo, kofaktoriy
koncentracijos bei kity parametry, kuriuos galima keisti, norint optimizuoti procesg.
Paprastai reakcija turi biiti vykdoma tol, kol pasiekiamas norimas virsmo (substrato ]
produkta) procentas. Tinkamiausiuose iSradimo realizavimo variantuose, siekiant
pagreitinti reakcija ir/arba padidinti arba palaikyti fermento aktyvuma, naudojami
auk$c¢iau minéti kofaktoriai.

Daug naudingy produkty, jskaitant gamtinius hormonus ir panasius junginius,
kuriems reikalingas arba pageidautinas alfa-amidinimas, gali biiti gaunami i§ peptidiniy
junginiu, besibaigianéiy glicinu, kai reakcijoje dalyvauja Sio iSradimo alfa-amidinancios
fermentinés kompozicijos. Tokie produktai, kurie gali biiti panaudoti, pavyzdziui, zemeés
iikyje arba medicinoje, gydant hormony trikumu charakterizuojamas ligas, apima (bet
neapsiriboja) jvairius kalcitoninus, augimo hormony faktorius, kalcitonininius peptidus ir
panasius. Cia minimi hormonai, kuriems priklauso jvairiis kalcitoninai, augimo hormony

faktoriai ir kalcitonininiai peptidai, yra jvairis baltymai, turintys C-gale amidogrupe,
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pasizymintys charakteringu minéty hormony aktyvumu, Zinomu S§ios srities specialistams.
Pavyzdziui, kalcitoninai apima visokias ju atmainas, kurios sugeba reguliuoti kalcio
jsisavinima kauluose. kas budinga kalcitoninams.. Ivairiy baltymy homologai taip pat
priklauso §iam i§radimui, o taip pat ir nukleotidy sekos, koduojancios baltymy sekas bei jy
homologus, modifikuotus taip, kad sekos atlickamos funkcijos nepasikei¢ia. Pageidautina,
kad 40 %, o dar geriau 50 % aminortigiciy atitikty iSradime pateiktoms aminorgstims.
Nukleotidy sekose kodonai gali biiti pakeisti ekvivalentiniais kodonais, koduojanciais tas
pacias aminorugstis.

Sio i§radimo fermentinés kompozicijos gali katalizuoti netgi substraty, turinciy L-
aminoriigstis, alfa-amidinimo reakcija, realizuoti efektyvig ir ekonomiSkg amidinimo
produkty gamyba, panaudojant substratus, gaunamus iSvalant gamtinius baltymus, arba
rekombinantinés DNR technologijos pagalba gaunamus substratus.

Kai kuriuose tinkamiausiuose $io iSradimo realizavimo variantuose alfa-amidinimo
reakcija gali biti palengvinta, imobilizuojant fermenta ant kieto nesiklio, kuris netirpsta
vandeninéje terpéje ir nesuyra reakcijos salygomis, leidZiant substratg per imobilizuotg
fermenta, geriausia esant kofaktoriams. Terminas “imobilizacija” Cia suprantamas kaip
fermento suriSimas su pagrindu arba nesikliu. Tokio tipo neSikliams priklauso (bet
neapsiriboja) kontroliuojamo porétumo stiklas arba aktyvuotas adsorbentas, pavyzdziui,
sefaroze, aktyvuota bromcianu. Tokiu blidu imobilizuoti fermentai gali buti daug karty
panaudojami, atskiriant reakcijos miSinj nuo kieto neSiklio, prie kurio yra prikibes
fermentas.

Pareiskéjai atrado, kad fermentinés kompozicijos pagal iSradimag gali biiti gautos ir
iSvalytos daugeliu blidy. Nustatyta, kad geriausi pradiniai alfa-amidinancio fermento
Saltiniai yra ziurkiy karcinomos paZeistos skydliaukés Serdies audinys, jo lgsteliy linijos
ir/arba lasteliy kultliros i§ minétos lasteliy linijos terpé. NeSvarus alfa-amidinantis
fermentas gali biiti valomas tiek iSstimimo chromatografija, tiek ir anijony mainy
chromatografija, ypatingai stipria anijony mainy chromatografija. Terminas “stipri anijony
mainy chromatografija” ¢ia suprantamas kaip anijony mainy chromatografija, vykdoma
bet kokioje dervoje, kuri iSsaugo pastovy teigiamg kriivi pH ribose 2-12. Tam tikrais
iSradimo realizavimo atvejais po iSstimimo chromatografijos naudojama stipri anijony

mainy chromatografija, o taip pat ir prie§ iSstiimimo chromatografijg gali buti vykdoma
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stipri anijony mainy chromatografija. Tam tikrais atvejais gali biiti reikalinga antroji stipri
anijony mainy chromatografija, einanti po pirmojo etapo. Viename i$ tinkamiausiy
realizavimo varianty arba pirmoji stipri anijony mainy chromatografija arba antroji stipri
anijony mainy chromatografija vykdoma, esant $arminiam PH, o kita - esant riig§tiniam
pH.

Naudojant gerai isvalytus vienaly¢ius $io i§radimo fermenty méginius, kaip antigena
sickiant iSaukti imuninj atsaka pelése ir vis¢iukuose, buvo gauti atitinkamai
monokloniniai ir polikloniniai antikiinai. Talp gauti antikiinai gali bati Svalyti ir
imobilizuoti ant kieto nesiklio, siekiant gauti kolonéle fermento imuninei chromatografijai
realizuoti. Si kolonélé gali buti panaudota pradinés fermentinés medZiagos valymui,
padidinant fermento efektyvuma ir sudarant Jo pakartotino panaudojimo galimybe.

Fermentas, iSvalytas pagal §j iSradima, bei jo skaidymo tripsinu fragmentai, buvo
sekvenuojami Zinomais biidais ir seky analizés duomenys panaudoti oligonukleotidiniams
zondams gauti. Naudodami Zymétus oligonukleotidinius zondus, pareiSkéjai isskyre alfa-
amidinantj fermentg koduojantj gena i§ kDNR bibliotekos, kuria sintezavo i§ iskirtos i
ziurkes karcinominés skydliaukés poli-A RNR. Sis genas, kuris bus smulkiai apragytas
toliau, gali biiti jstatytas j atitinkama ekspresijos vektoriy ir transformuotas j bet kuria
lastelg-Seimininka, galintia ekspresuoti gena. Tokiais Seimininkais gali bati (bet
neapsiriboja) E. colli, mieliy §tamai, tokie kaip S. cerevisiae arba aukstesniyjy eukarioty
Iasteles, tokios kaip lasteliy linija, i§ kurios buvo gautas fermentas. Galima manyti, kad
dideliems alfa-amidinanéio fermento kiekiams gauti pramoninéje gamyboje bus naudojami
mikroorganizmai, sukurti geny inZinerijos bidu.

Pramoninéje gamyboje galima naudoti gamtinius fermentus, juos i§valant
i8stimimo  chromatografijos arba anijony mainy chromatografijos metodais, kur
kolon¢l¢je sulaikyti fermentai eliuuojami valgomosios druskos tirpalu, kurio koncentracija
didesné nei 250 mM, pageidautina apie 350 mM arba 500 mM. Didelés Koncentracijos
druskos tirpalas eliuuoja labiausiai sulaikytus kolonéléje fermentus. ISstiimimo
chromatografija naudojama fermenty rasims, kuriy molekuliné mas¢ 58000-67000, geriau
apytikriai nuo 60000 iki apytikriai 65000 daltony, atskirti. I8valytas preparatas gali amidinti
peptidinj junginj, gauta i§skiriant jj i§ gamtiniy Saltiniy arba naudojant rekombinantinés

DNR metoda, t.y. peptidus turin¢ius L-aminoriigstis.
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Trumpas figliry apraSymas

Fig.1 - Fig.5 paaiSkina 1 pavyzdi.
Fig.6 - Fig.12 paaiSkina 2 pavyzdj.
Fig.13 - Fig.16 paaiSkina 3 pavyzdi.
Fig.17 -Fig.21 paaiSkina 4 pavyzdi.
Fig.22 paaiSkina 5 pavyzdi.

Fig.23 paaiskina 6 pavyzdi.

Buvo rasta, kad vienalytis alfa-amidinantis fermentas gali biiti gautas daugiaetapiu
metodu, naudojant iSstimimo ir jony mainy chromatografija, i§ augliy kiety audiniy
ekstrakty, augliy lasteliy linijy ir tokiy lasteliy linijy audiniy kultiiry terpiy.

Fermentas buvo ekstrahuojamas i§ Ziurkiy skydliaukés karcinomos (MTC), sukeltos
WAG/Rij Wistar ziurkéms, kurig aprasé Roos B.A et al., Endocrinology, 150, Nr.1, 27-32
(1979). Sis audinys deponuotas kaip eksponatas Nr.IVI-10028. Fermentas buvo i§skirtas ir
i kity Saltiniy, bitent i§ Zmogaus ir Ziurkés skydliaukés karcinomos lasteliy linijos. Ziurkiy
Iasteliy linija (CA-77) buvo gauta i§ Ziurkés skydliaukés karcinomos auglio, kaip aprasé
Muszynski M. et al, J. Biol. Chem., 258, 11678-11683 (1983). Si lasteliy linija buvo
deponuota kaip eksponatas IVI-10029. Zmogaus Iasteliy linija (HTT 54/34) buvo idvesta
B.A. Roos (VA Medical Center of Cleveland, Ohajo), pradine kultiira naudojant Zmogaus
skydliaukés karcinomos lasteles. Zmogaus Iasteliy linija (HTT 54/34) buvo deponuota kaip
cksponatas IVI-10031. (Zr. “Recognition of the Deposit of Micro-Organisms for the
Purposes of Patent Procedure” ir “Budapest Notification” Nr.34, 1983.11.03)

Buvo nustatyta, kad tam tikros tick Zmogaus, tiek ir ziurkés lasteliy linijy audiniy
terpes, pasiZymi nemazu alfa-amidinancio fermento aktyvumu, kas rodo, kad dalis
fermento iSsiskyré i§ lasteliy. Fermentas gali biiti gautas ir i§valytas, apdorojant pradine
medziagy (jskaitant kultiiros terpe, fermentus ir priedus) anijony mainy chromatografijos
blidu. Méginys gali biti patalpinamas  patrong, tokj kaip CUNO-250 (CUNO Corp.). su
dietilaminoetilu (“DEAE”).

Eliuuota i§ Sio patrono kompozicija, pasizyminti alfa-amidinanéiu aktyvumu, toliau
apdorojama iSstimimo chromatografijos biidu, panaudojant tam tikros skiriamosios gebos
derva, pvz., Sephacryl S-200 (firma Pharmacia Fine Chemicals).

Po to aktyvi frakcija chromatografuojama jony mainy metodu, naudojant stipria

anijony mainy matrica. Siuo atveju naudojama derva - stipri anijoniné derva Mono Q
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HR5/5 (Pharmacia Fine Chemicals). Norint gerai iSgryninti fermenta, gali reikéti vieno
arba keliy valymu. Kolonélé Mono Q HRS/5 turi 10 um dydzio daleles, porétumas - 40 %,
joniné gelio grupé - CH,N"(CHs3)3, jony mainy talpa - 0,28-0,36 mmol/ml.

Kiekvienas valymo etapas gali biiti kontroliuojamas tiek pagal baltymo kiekj, tiek ir
pagal alfa-amidancio aktyvumo lygj. Si informacija naudojama specifinio fermento
aktyvumo, kuris yra fermento santykinio Svarumo rodiklis, nustatymui.

Peptidil-glicin-alfa-amidinanti monooksigenaze, i§valyta pagal iSradima (fermentas,
gautas i§ Ziurkiy lasteliy, depozito Nr.IVI-10032; fermentas, gautas i§ Zmogaus lasteliy,
depozito Nr.IVI-10033), turi molekuling mas¢ apie 60000-65000 daltony, kas buvo
nustatyta gel-filtracijos metodu.

Fermentas buvo 1Svalytas taip, kad jo santykinis fermentinis aktyvumas buvo
maziausiai apie 25 mE/mg baltymo, pageidautina - maziausiai 50 mE/mg baltymo.
Santykinis fermento aktyvumas, didesnis nei 150 mE/mg baltymo, yra ypa¢ tinkamas. Alfa-
amidinantis fermentas buvo iSvalytas taip, kad dodecilsulfato/poliakrilamido gelio
elektroforezéje (SDS-PAGE) rodé vienintelg ryskia juosta.

ISvalyta peptidil-glicin-alfa-amidinanti monooksigenazé naudojama polipeptido,
kurio C-gale yra glicinas, karboksilo grupés amidinimui, kur glicino liekana yra kaip
aminogrupes donoras. Substratinis peptidas arba polipeptidas gali biiti iSskirtas i§ gamtiniy
produkty, sintezuotas i§ jj sudaranciy aminorfigi¢iy arba gautas, naudojant
rekombinantinés DNR technologija. Polipeptidas su glicino galu jungiasi su deguonimi,
esant efektyviam fermento kiekiui. Reikalingas fermento kiekis priklauso nuo keliy Sioje
srityje Zinomy faktoriy, tokiy kaip santykinis fermentinio preparato aktyvumas,
reaguojancio substrato prigimtis ir kiekis, reakcijos laikas, reakcijos miSinio temperatiira ir
pH. Sios srities specialistams Zinomi ir kiti veikiantys faktoriai. Paprastai biina deguonies
perteklius, lyginant su substrato koncentracija. Reikalinga vario jony koncentracija galima
palaikyti, panaudojus bet kurig druska, kuri nekenkia reakcijos eigai. Fermentui, kurio
santykinis fermentinis aktyvumas yra tik apie 1 mE/mg baltymo, maksimalus alfa-
amidinimas pasickiamas tik esant didelei vario jony koncentracijai (apie 4uM). Didéjant
fermento grynumui, egzogeniniy (iSoriniy) vario jony poreikis sumazéja. Fermentinj
aktyvumg taip pat galima padidinti askorbato jonais, gaunamais i§ askorbino riigsties

drusky, kuriy katijonas netrukdo reakcijos eigai. ISvalytam fermentui, kurio santykinis
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aktyvumas yra 50 mE/mg, maksimalus alfa-amidinimas pasickiamas, esant 50mM
askorbato koncentracijai. Alfa-amidinimo aktyvumas taip pat gali biti padidintas,
pridedant katalazés. Optimalus alfa-amidinimo reakcijos biologiSkai svarbiems
substratams pH yra nuo 6,5 iki 7,5.

Monokloniniai ir polikloniniai antikiinai, nukreipti prie$ fermenta, buvo gauti,
naudojant §vary fermenta, kaip antigeng, sickiant atitinkamai gauti peliy ir viS¢iuky
imunines reakcijas. Tiek monokloninius, tiek ir polikloninius antikiinus parei§kéjai gavo ir
isvale pagal metodika, aprayta 8 pavyzdyje. Specifisky alfa-amidinanc¢iam fermentui
antikiiny sukiirimo iSradimas laikomas iSradéjy laboratorijose.

Antikiinai gali biiti imobilizuoti ant kietos matricos, netirpstancios naudojamoje
terpéje. Pageidautina, kad matrica bity atspari irimui. Matricoje yra funkciné grupg,
sugebanti suriti baltymus, kuriuose funkcinés grupés po to kovalentiS§kai susiriSa su
antikiinais. Tokia antikiiny imobilizacija palengvins alfa-amidinancio fermento isskyrima i§
gamtiniy ir/arba rekombinantiniy Saltiniy. Tai padaroma, sumaiSant imobilizuotus
antikiinus su pradiniais fermento preparatais. Antikiinai specifiskai surisa alfa-
amidinanéio fermento molekules. Pasaliniai baltymai nesusiriSa su antik@inais ir lengvai
pasalinami eliuuojant arba centrifuguojant. Pasalinus priemaisas, alfa-amidinantis
fermentas gali biti atskirtas nuo imobilizuoty antikliny, pakeiciant joning jéga, pH arba
pridedant atskirian¢iy jony (“Affinity Chromatography: Principles and Methods”,
Manual, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) ir i§skiriamas labai $variame
pavidale.

Fermentas buvo i$valytas taip, kad buvo galima nustatyti jo aminorigsciy scka. Si
informacija buvo panaudota, siekiant i§skirti nukleino riigstj, koduojancia fermenta.

Tolimesnis jvedimas | atitinkamg vienalastj organizma arba Seimininko lastele
vykdomas, naudojant standartinius rekombinantinés DNR gavimo budus (Maniatis et al.,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, 1982 arba Wu R,
ed.,“Methods in Enzymology”, Vol.68, Academic Press, 1979). Gautos lastelés, turincios
heterologing, koduojanc¢ig alfa-amidinantj fermenta DNR, gamina pakankamus fermento
kiekius, kad bity galima vykdyti in vitro potransliacinj alfa-amidinimg ir teoriskai leidzia

sioms lasteléms vykdyti peptido ar polipeptido modifikacijg in vivo.
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Nors §is iSradimas ir apraomas pagal pageidautinus jo realizavimo variantus, $ios
srities specialistams bus suprantami ir jvairis galimi pakeitimai. Tinkamiausi $io iSradimo

realizavimo variantai pateikti pavyzdZiuose.

1 pavyzdys

Alfa-amidinancio fermento, gauto i§ skydliaukés karcinomos, i§valymo metodika

Uzsaldyti ziurkiy MTC augliai buvo susmulkinti j mazZyCius fragmentus ir
homogenizuoti 150 mM Tris (pH 7,5) su 250 mM sacharozes, 0,25 % N-
acetilglikopiranozido, 0,1 mM PMSF, 20 ug/ml pepstatino ir 100 wug/ml tripsino
inhibitoriaus i§ sojos pupeliy. Paprastai 25 g auglio audinio buvo homogenizuojama 200 ml
ledu $aldomo minéto buferio. Homogenizacija buvo atlikta Poltyron (Brinkman)
homogenizatoriumi, 7-je padetyje, naudojant 4 impulsus po 20 sek.. Homogenatas
centrifuguojamas 15 min. rotoriniame jrenginyje JA-20 (Beckman), esant 9000g, ir
supernatantas nupilamas. Nuosédos vél homogenizuojamos 60 ml homogenizacijos
buferio 3 impulsais po 20 sek. 7-je padétyje. Sis antrasis homogenatas centrifuguojamas 15
min., esant 9000g. Sio centrifugavimo supernatantas sumaiSomas su pirmuoju
supernatantu. Gautas misinys centrifuguojamas 30 min. SW-28 (Beckman) rotoriumi 4 °C
temperatiiroje, esant 100000g. I nuskaidrinta homogenatg buvo dedama amonio sulfato
kristaly iki 25 % koncentracijos. Kristalai dedami palaipsniui per 15 min., maiSant
homogenatg 4 °C temperatiroje. PamaiSius 30 min. Sioje temperatlroje, miSinys
centrifuguojamas 15 min., esant 27000g, JA-20 (Beckman) rotoriumi 4 °C temperatiroje.
Supernatantas nupiltas ir | jj pridéta amonio sulfato iki 40 % koncentracijos. Pamaisius 30
min., miSinys vél centrifuguotas 15 min., esant 27000g. Po to supernatantas buvo atskirtas,
ir nuosédos, kurios turéjo bent 50 % bendro fermentinio aktyvumo homogenate, buvo vel
suspenduotos 50 mM Tris-HCI (pH 7,0) bandiniy suformavimui. Aktyvumas sudare 8,2
mE/mg baltymo.

Gelio filtraciné i§skyrimo pagal dydi chromatografija per Sephacryl S-300

Sephacryl S-300 (Pharmacia) buvo stabilizuotas 50 mM Tris-HCl (pH 7,0) ir

supiltas j kolonéle K 50/100 pagal gamintojo instrukcija. Kolon¢les sluoksnio tris - apie
1,3 litro. Pakrautas bandinys sudaré 3 % kolonélés sluoksnio tiirio. Baltymai buvo eliuuoti

i§ kolonélés 50 mM Tris-HCI (pH 7,0), esant 20 ml/min. srautui. Surinktos frakcijos po 10
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ml, ir iStirtas jy alfa-amidinantis aktyvumas, kaip substrata naudojant Dansil-D-Tyr-Val-
Gly. Eliuuotas i§ kolonélés fermentas, kurio vienintelis aktyvumo maksimumas parodytas
Fig.1, turéjo molekuling mas¢ 60000-65000 daltony. Jo aktyvumas buvo maZiausiai 50
mE/mg baltymo.

Mono-Q chromatografija, esant pH 6,0 (stipri anijonu mainy chromatografija)

Frakcijos i§ kolonélés Sephacryl S-300 su maksimaliu alfa-amidinanciu aktyvumu
buvo surinktos ir dializuotos 4 litruose 20 mM bis-Tris buferio (pH 6,0). Gautas tirpalas
supiltas j kolonéle mono-Q HR 5/5, kuri buvo paruoSta pagal gamintojo instrukcijas ir
stabilizuota 20 mM bis-Tris, pH 6,0. Surinkus nesusijungusj su kolon¢lés adsorbentu
baltyma eliuente, suristi baltymai buvo eliuuojami tiesiniu drusky gradientu nuo 0 iki 300
mM NaCl 20 mM bis-Tris, pH 6,0, buferyje. Srautas per kolonélg buvo 0,5 ml/min., ir buvo
frakcionuojama po 2 ml. Baltymy tirpalas, itekantis i§ mono-Q kolon¢lés esant pH 6,0,
buvo tuoj pat neutralizuotas, renkant j mégintuvélius, turin¢ius po 200 ul 1,0 M Tris (pH
7,0). Frakcijos buvo testuojamos pagal alfa-amidinimo aktyvuma, ir aktyvumo pikas buvo
pastebimas, eliunojant 160 mM NaCl (Fig.2). Aktyvumas buvo 161 mE/mg baltymo.

Mono-Q chromatografija, esant pH 8.0

Frakcijos su maksimaliu alfa-amidinan¢iu aktyvumu po mono-Q chromatografijos,
esant pH 6,0, buvo dializuojamos du kartus keiciant po 4 litrus 5 mM Tris-HCI (pH 8,0).
Fermentas buvo supiltas | Mono-Q HR 5/5 kolonéle (Pharmacia), stabilizuota 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0. Baltymai buvo eliuuoti drusky gradientu 0-300 mM NaCl 50 mM Tris-
HCIl (pH 8,0). Srautas buvo 0,5 ml/min., ir buvo frakcionuojama po 2 ml. Kickviena
frakcija buvo neutralizuojama, pridedant 200 ul 1,0 M Tris, pH 7,0. Pastebeti du fermento
aktyvumo maksimumai: eliuojant 190 mM NaCl ir 220 mM NaCl (Fig.3). Fermento
aktyvumai buvo atitinkamai 80 mE/mg ir 400 mE/mg baltymo.

Aktyviausiy fermento frakciju i§ Mono-Q (pH 8,0) chromatografijos gel-elektroforeze

Vienodos maksmumo frakcijos dalys (eliuuotos 220 mM NaCl, aktyvumas 408
mE/mg baltymo) po Siluminés denatfiracijos buferyje su SDS ir B-merkaptoctanoliu
uzdétos ant 10 % SDS-poliakrilamidinio gelio. Stebima vienintelé juosta i 220 mM NaCl
frakcijos (Fig.4), ir $ia juosta atitinkanti molekuliné masé yra 73000-75000 daltony.

73000-75000 daltony juostos, kaip alfa-amidnancio fermento, patvirtinimas
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Isvalyto alfa-amidinancio fermento vienodos dalys buvo analizuotos elektroforeze
nedenatiruojanéiame 10 % akrilamidiniame gelyje. 50 ul méginiai buvo suleisti | vieng i$
dviejy takeliy. Po elektroforezés, baltymas i§ vienos juostelés buvo eksponuotas nudazant
sidabru. IS kitos juostelés i§pjautos 3 mm dydzio gabaliukai ir kiekvienas i8 jy patalpintas j
mikrotitravimo plokstelés lizdus. | kiekviena lizdg buvo pridéta po 100 ul miSinio, kuriame
yra dansil-substrato, katalazés, askorbino rugsties ir 150 mM Tris, pH 7,0. Inkubacija buvo
vykdoma 16 valandy 37 °C temperatiiroje ir pastoviai kratant. Po to, patalpintos ]
kickviena lizdg dalys buvo analizuojamos pagal sugeb¢jimg paversti substrata | amidintg
produkta. Fermentinis aktyvumas buvo aptiktas dviejose gelio iSpjovose. Aktyviausias buvo

tas, kuris atitiko stipriai nudaZzyta baltyma atitinkamoje gelio juostelcje (Fig.5).

2 pavyzdys

Rekombinantinio Zmogaus Kalcitonino gavimo metodikos

Zmogaus kalcitoninas - tai 32 aminoriigi¢iy sekos hormonas, C-gale turintis
amidintg prolino lieckang. Mikroorganizmas buvo gautas geny inZinierijos biidu, norint
gauti rekombinantinj sulieta baltyma, turint} aminoriigs¢iy seka, atitinkancia Zmogaus
kalcitonina. Sulieto baltymo genas buvo parinktas tokiu budu, kad Zzmogaus kalcitonino
seka buty apribota arginino liekana N-gale, o C-gale buty glicino liekana, kuri uzbaigty
rekombinantinj dirbtin} baltyma (Fig.7). Patalpinus Zmogaus kalcitonino gena j plazmide,
mikroorganizmas buvo transformuotas Sios plazmidés pagalba ir gauta geno ekspresija
(Fig.6). Sis baltymas, turintis Zmogaus kalcitoning, buvo gautas i§ rekombinantiniy lasteliy
lizaty nusodinant. Cisteino liekanos buvo paverstos S-sulfonatais , o lizino lickanos buvo
griztamai blokuotos citrakonio anhidridu. Kadangi Zmogaus kalcitoninas neturi arginino,
tai rekombinantinj dirbtinj baltyma apdorojus tripsinu, gaunamas peptidas su Zmogaus
kalcitonino seka, kuri C-gale yra pailginta glicinu. Sis peptidas buvo isskirtas atvirkséiy
faziy HPLC arba jony mainy chromatografijos biidu, o jo struktiira (Fig.7) nustatyta
aminordgsciy analizés ir mikroseky analizés metodais.

Peptido glicino lickana paSalinta ir prieSpaskutiné prolino lickana pakeista j
prolinamida, panaudojant $io iSradimo alfa-amidinantj ferments. Sio peptido pusiau
preparatyvinio alfa-amidinimo salygos buvo tokios: liofilizuotas peptidas (200-300
nanomoliy) (substratas) buvo iStirpintas 200 ul 150 mM Tris-HCl buferio (pH 7,0),
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turinéio apie 750 uE alfa-amidinancio fermento. Fermentas buvo gautas arba i§ Ziurkiy
karcinomos audinio arba i§ ziurkiy MTC lasteliy linijos SA-77. Fermentas buvo ivalytas
iki proteolitinio aktyvumo paSalinimo. Tai buvo padaryta, naudojant jony mainy
chromatografija ir iSskyrimo chromatografija (Zr. aukS¢iau aprasyta metodika). Svarus
homogenizuotas fermentas néra biitinas. I §j misinj pridéta askorbino rigsties ir vario
sulfato atitinkamai iki 3 mM ir 2 uM. Gautas tirpalas sumaisytas ir inkubuotas 37 °C
temperatiiroje 5-6 val. Paprastai 70-90 % substrato virsdavo produktu. Pasalinus S-
sulfonatines grupes, rekombinantinis Zmogaus kalcitoninas (rkCT) valomas atvirksciy
faziy chromatografijos metodu (Zr. Fig.9). Galutinis produktas buvo charakterizuotas jo
sulaikymu atvirk§ciy faziy HPLC chromatografijoje (Fig.10), tripsininzacijos fragmenty
kiekybiniu vaizdu (Fig.11), aminoriigd¢iy analize (I lentele) ir jo biologiniu aktyvumu
(Fig.12). Visuose pavyzdziuose rekombinantinis Zmogaus kalcitoninas buvo identiSkas
sintetiniam Zmogaus kalcitoninui.

Aukitiau pateikta medziaga rodo, kad $io iSradimo preparatai gali amidinti
fiziologiskai tinkamus substratus, pvz., Zmogaus Kalcitoning, gauta naudojant
rekombinantinés DNR technologija, t.y. turintj tik L-aminoragstis.

PALYGINIMO EKSPERIMENTAI

Pateikiamo preparato aktyvumo palyginimas su Zinomais preparatais

Bandymo sistemy pateikiamy preparaty santykiniam aktyvumui nustatyti palyginimas

Jau anks¢iau buvo naudojamos kelios aktyvumo nustatymo sistemos. Daugelyje
zinomy darby buvo naudota mectodika, paremta D-Tyr-Val-Gly pavertimu j D-Tyr-
ValNH,. Si metodika yra kiekybiné, jei naudojamas Zymeétas atomas (‘"*1-D-Tyr-Val-Gly),
kuris sumai$omas su nezymétos medziagos pertekliumi (D-Tyr-Val-Gly). ISmatuotas
7ymétos medziagos pakeitimas leidzia ekstrapolivoti | neZzyméty medZziagy ir taip
isskaiciuoti aktyvuma

Nors pareiskéjai naudojo ir tokio tipo aktyvumo nustatymo metodika, pateikiamy
preparaty aktyvumo nustatymas paremtas tiesioginiu Dansil-Tyr-Val-Gly pavertimo |
Dansil-Tyr-ValNH; matavimu.

Norint nustatyti ir palyginti Zinomy preparaty ir pateikiamy preparaty santykinj
aktyvuma, buvo atliktas metodiky palyginimo testas.

Eksperimentiniai protokolai buvo sugrupuoti taip:
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I. Monodansil-L-Tyr-Val-Gly

Alfa-amidinantis fermentinis preparatas, gautas i$ Ziurkiy skydliaukés karcinomos
ir i$ audiniy kultiiros terpés, surinktos i§ i§ CA-77 lasteliy, buvo naudojamas kaip fermento
Saltinis. Naudojama pastovi fermento koncentracija, idskyrus kai kuriuos nurodytus
atvejus.

Reakcijos misinys, skirtas monodansilo pakaito pakeitimui, susid¢jo i8:

5 ul fermento,

5 ul 30 mM askorbato,

5 ul 20 uM CuSOsq,

5 ul 100 wg/ml jaucio kepeny katalazes,

5 wl tirpalo, turinéio 2 nanomolius substrato,

25 nl 150 mM TES, pH 7,0.

Buvo paruodti du bandiniai ir inkubuoti 37 °C temperatiiroje 10, 20 ir 30 min.
Fermentiné reakcija nutraukiama, pridedant 10 u1 500 mM EDTA. Substratas atskiriamas
nuo produkto atvirkséiy faziy RP HPLC chromatografijos metodu, naudojant skysciy
chromatografijos jranga (Hewlett Packard-1090), o kiekybiniai rodikliai buvo gauti,
naudojant integratoriy HP-3392. Monodansil-L-Tyr-Val-Gly virsmo | alfa-amidintg
produkta priklausomybé nuo laiko buvo tiesing.

IL. '®I D-Tyr-Val-Gly

D-Tyr-Val-Gly ir D-Tyr-ValNH; buvo paZymimi jodu, naudojant Pierce Chemical
Company firmos jodo preparata. Gauti junginiai buvo panaudoti jony mainy kolonéles su
sulfopropilu kalibracijai. 131 D-Tyr-Val-Gly buvo pridétas prie 650 uM D-Tyr-Val-Gly, ir
naudotas kaip substratas. Reakcijos misinys monodansilo substratui pakeisti susid¢jo 18:

5 pl fermento,

5 11 30 mM askorbato (30 mM),

5 ul 20 uM CuSQOq,

5 wl 100 ug/ml katalazes,

S ul substrato, 600 M koncentracija,

25 11 150 mM TES, pH 7,0.

Bandiniai buvo inkubuoti 37 °C temperatiiroje 10, 20 ir 30 min. Fermentine

reakcija buvo nutraukiama, pridedant 500 mM EDTA. Bandinys buvo praskiestas 10 mM
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natrio fosfato buferiu (pH 5,2) ir patalpintas j sulfopropilo katijoniting koloncle.
Substratas neprisijungdavo prie kolonélés; amidintas produktas buvo elivuojamas 500 mM
NaCl. Zyméto substrato amidinimo priklausomybé nuo laiko buvo tiesiska.

III. D-Tyr-Val-Gly

Reakcijos salygos, naudojamos D-Tyr-Val-Gly amidinimui, yra identiskos kaip ir
dansilinio bei Zyméto jodu substraty atveju. Substraty ko‘ncentracija reakcijos misinyje
buvo 650 uM. Substratas atskiriamas nuo produkto, naudojant gradientinj eliuavimg
atvirkiciy faziy RP-HPLC chromatografijos biidu, naudojant skys¢iy chromatografijos
jranga HP-1090. Istekantis i§ kolonélés skystis buvo kontroliuojamas pagal absorbcija ties
280 nm. Sio tyrimo jautrumas yra daug mazesnis negu tiriant dansilinius ar jodintus
substratus. Norint pasiekti tokj patj jautruma, alfa-amidinimo reakcija buvo vykdoma
ilgesnj laika ir/arba padidinamas alfa-amidinan¢io fermento kiekis.

Frakcijy analizés duomenys, paveréiant '*I-D-Tyr-Val-Gly | '*I-D-Tyr-ValNH, ir
Dansil-Tyr-Val Gly j Dansil-Tyr-ValNH; , rodo, kad bet kokiu laiko momentu jodinto
substrato buvo paversta mazdaug 1,55 karto daugiau, negu dansilinio substrato. Taigi,
lyginant ankstesniy tyrimy sistemas su Zinoma pareiSkéjy naudojama sistema, nustatant
akytvuma pagal dansilinio substrato metodika, turi biiti taikomas koeficientas 1.5.

Be to, buvo panaudota grieztesné kinetiné analize, siekiant sulyginti tyrimus su

Dansil-Tyr-Val-Gly (pareiskéjy) ir D-Tyr-Val-Gly (zinomas anksciau) substratais:

Substratas Km Vmax
D-Tyr-Val-Gly 37 31
Dansil-Tyr-Val-Gly 1,7 21

Galima matyti, kad lyginant dviejy substraty maksimaly greiti (Vma = produkto
pmol/min/ul), D-Tyr-Val-Gly (zZinomas anksciau) yra mazdaug 1,48 Dansil-Tyr-Val-Gly
(pareiskéjy) aktyvumo. Tai patvirtina ir atitinka anks¢iau pateiktus duomenis.

Aktyvumo palyginimas
Eipper ct al. (PNAS) psl.5147, fig.4. duoda Vi = 39 pmoljug/val. Tai atitinka

santykinj aktyvuma 0,65 mE/mg baltymo per minute. Tai didZiausias apraSytas aktyvumas.
Padalinus §j dydj i§ minéto koeficiento 1,5, gausime santykini aktyvuma 0,4 mE/mg
baltymo per minutg. Sj gautg dydj galima sulyginti su auk$¢iau minetu pareiskéjy gautu

aktyvumu. Auksciau buvo minéta, kad pareiskéjai pasické maziausiai 25 mE/mg baltymo ir
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daugiau kaip 1500 mE/mg baltymo. Taigi pareiSkejai gavo 60-3750 karty didesnj aktyvuma,
negu Eipper (PNAS) minimas aktyvumas.

3 pavyzdys

Alfa-amidinanc¢iu fermentu, gauty i$ Ziurkés skydliaukeés karcinomos, iSvalymas ir tyrimas

UzSaldyta ziurkés skydliaukés karcinomos audin} susmulkindavo | maZycius
gabaliukus ir homogenizuodavo vandeniniame buferyje, naudodami Polytron
homogenizatoriy. Nucentrifugavus, nupilamas supernatantas, o nuoscdos Vvél
ekstrahuojamos nauju buferiu. Antrasis homogenatas buvo centrifuguojamas ir Sis
supernatantas sumaiSomas su pirmuoju. MiSinys buvo centrifuguojamas dideliu greiciu, ir
gautas supernatantas naudojamas kaip pradin¢ medZiaga iSvalytam fermentui gauti.

Frakcionuojama amonio sulfatu. Nustatyta, kad esant 26-40 % amonio sulfato,
nus¢da didelé dalis aktyvaus fermento, ir tokios nuosédos buvo vél valomos pagal aukséiau
apraSyta metodika. .

Isskyrimo chromatografija buvo atlickama Sephacryl S-300 kolonéléje. Cia
pateiktame 1 pavyzdyje visas iS kolonelés eliuuotas fermentas turéjo viena aktyvumo
maksimuma. Siame pavyzdyje kolonélé buvo pailginta, o pratekantis srauto greitis
sumazintas. Siose naujose eliuavimo salygose, kaip ir 1 pavyzdyje, stebimas pagrindinis
aktyvumo maksimumas, 0 po jo buvo nedidelis Salutinis pikas, kuris gali atitikti fermenta
su mazesne molekuline mase. NeaiSku, ar egzistuoja fermentas su mazesne molekuline
mase in vivo, ar jis susidarc; del dalinio proteolitinio suskaldymo ekstrahavimo ir valymo
metu.

Pagrindinis aktyvumo pikas i§ S-300 kolonelés buvo chromatografuotas Mono-Q
kolonéléje, esant pH 6,0. Siame pavyzdyje buvo panaudota didesné kolonélé negu 1
pavyzdyje (Mono-Q HR 10/10) ir eliuuojama naudojant 1ékstesnj drusku gradienta. Siuose
matavimuose buvo rasti keturi alfa-amidinan¢io fermento pikai, eliuuojant su NaCl 160
mM, 200 mM, 220 mM ir 240 mM (atitinkamai I, I, IIT ir IV pikai, Fig.13). Tai rodo, kad
egzistuoja daug fermento formuy, ir kad Sios formos pasizymi nevienodu kriiviu. Atskiry
piky baltymy analizé poliakrilamidiniame gelyje parode, kad II, III ir IV piky alfa-

amidinantys fermentai turi mazdaug ta paciag molekuling mas¢ (73000-75000 daltony), o I
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aktyvumo pikas atitinka fermentg su Kkitokia, tikriausiai maZesne, molekuline mase. III
piko fermentas buvo paverstas j vienalyt¢ medZiagg tokiu budu:

I piko fermentas buvo surinktas ir chromatografuotas Mono-Q HR kolonéléje
10/10, esant pH 8,0 (Fig.14). I§ Sios kolonélés fermentas eliuuotas kaip vienas pikas, esant
250 mM NaCl, ir analizé gelyje parodé, kad 8is fermentas yra vienalytis (Fig.15a, 6
juostelé). Tolimesni eksperimentai atlikti su i$valytu III piko fermentu.

1. III piko fermento molekuliné masé, nustatyta analizuojant 7 % poliakrilamido
gelyje, yra apie 75000 daltony (Fig.15b).

2. Optimalus fermento aktyvumo pH yra 5,0-5,5, naudojant N-dansil-Tyr-Val-Gly
kaip substrata (Fig.16), bet kadangi fermentas pastovesnis neutraliame pH, amidinimo
reakcijas galima vykdyti ir tokiomis salygomis.

3. Nustatyta, kad vario jony , reikalingy kaip kofaktoriaus fermento aktyvumui
pasireiksti, kiekis yra atvirk§Ciai proporcingas fermento Svarumui. Norint pasiekti
maksimaly gerai iSvalyto fermento aktyvuma, reikéjo 0,1 uM ar maziau Cu** jony, tuo
tarpu kai pradiniy preparavtq atveju - 2 uM.

3.Fermento izoelektrinis taskas (pI) yra 4,8.

5. Santykinis homogeninio fermento aktyvumas buvo 2100 mE/mg baltymo.

II piko fermentas taip pat buvo i§valytas iki homogeninio stovio. Pasirode, kad
norint gauti §j homogeninj fermenta, nepakanka Mono-Q chromatografijos esant pH 8,0.
Todél, perleidus per Mono-Q (pH 6,0) kolonélg, II piko (Fig.13) fermentas buvo
dializuotas 1M Tris pH 7,0 ir suleistas j kolonéle su fenilsefaroze, buferinta tuo paciu
buferiu. Didzioji dalis pasaliniy baltymy paSalinama Sioje kolonél¢je, o amidinantis
fermentas, gautas paskutinéje stadijoje, buvo gana $varus. I3valius surinkta fermenta
Mono-Q HR 10/10 (pH 8,0) kolonél¢je), gautas homogeninis II piko fermento preparatas,
eliuuojamas i§ kolonélés, esant 220 mM arba daugiau NaCl.

I piko fermento tyrimai parode, kad:

1. II piko fermento molekuliné mase, nustatyta analizuojant 7 % poliakrilamido
gelyje, yra apie 73000-75000 daltony. Taigi, pagal molekulines mases II ir III piky
fermentai yra vienodi.

2. Optimalus fermento aktyvumo pH yra 5,0-5,5, t.y. sutampa su analogiska III piko

fermento charakteristika.
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3. Fermento izoclcKtrinis taskas (pI) yra 5,8.

4 pavyzdys

Alfa-amidinandio fermento, gauto iS lasteliu CA-77 kulturos, iSvalymas ir tyrimas

Ziurkes MTC lasteliy CA-77 kultlira buvo iSauginta kaip monosluoksnin¢ kultura
150 cm? T-kolbose (Corning), esant 8 % CO,. Kultira laikoma terpcje 1§ Dulbecco
Modified Eagle Medium:F-10 (1:1), 3,7 g/1 NaHCOs;, 5 pg/ml transferino, 10 ug/ml
insulino, 30 nM seleno, 4 ug/ml gentamicino sulfato. Taip iSaugintas kultdras buvo galima
laikyti ilga laika, keiciant terpe kas 48 valandas. Norint gauti didesng lasteliy iSeiga,
lastelés buvo augintos terpéje su kraujo serumu (5 % arklio ir 2,5 % verselio fetalinio
serumo) tris dienas. Po to, lastelés buvo perplautos fiziologiniu tirpalu su fosfatiniu
buferiu ir uzpilamos minéta terpe.. ,

Audinio kultiiros terpé buvo pagaminta aseptinémis salygomis ir laikoma -20 °C.Ji
praskiedziama 2 litrais dejonizuoto vandens (3:1) ir 50 ml/min greic¢iu paduodama | silpny
anijony mainy kolonélg¢ DEAE (Cuno 250), kuri buvo buferinta 1,0 litru 20 mM bis-Tris-
HCI (pH 6,0) 4 °C temperatiiroje. Alfa-amidinantis fermentas (“alfa-AE”) eliuuojamas i§
kolonélés laipsnisku bidu 50 mM Tris-HCI (pH 7,0) su 500 mM NaCl tirpalu 50 ml/min.
grei¢iu. Frakcijos, pasizymincios alfa-AE aktyvumu (santykinis aktyvumas - 10-15 mE/mg),
surenkamos ir koncentruojamos sumazintame slégyje kol turis sumaZzéja 4-5 kartus,
naudojant preparatyvinj rotoriy Savant RH-100.

Si medziaga tiesiogiai leidziama j 5x50 cm Sephacryl 300-SF (Pharmacia) kolonéle.
Mobili fazé buvo 100 mM TrissHCl (pH 7,0), srauto greitis - 1,0 ml/min.
Chromatografuojama 4 °C temperatiiroje (Fig.17).

Sioje isvalymo stadijoje fermentas nerodo proteolitinio aktyvumo, o jo alfa-
amidinantis aktyvumas yra maziausiai 50 mE/mg baltymo. Sios stadijos fermentinis
preparatas buvo sckmingai panaudotas glicinu pailginty Zmogaus rekombinantinio
kalcitonino ir augimo hormono atlaisvinimo faktoriaus amidinimui. Pradedant nuo lasteliy
tankio 1-1,5 x 10° lasteliy/ml (i§ T-kolby), paprastai buvo gaunama 200-350 mE fermento
aktyvumo 1 sunaudotos litrui terpés, kuri praeidavo §iuos du valymo etapus. Fermentas

yra stabilus ir tinkamas naudoti tirpale, arba, ji imobilizavus, ant kieto pagrindo.
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Kolonélés frakcijos, turinéios aktyvy alfa-AE, buvo surinktos ir dializuotos 6
litruose 20 mM bis-Tris-HCI (pH 6,0). Fermentas buvo suleistas | stipriy anijony mainy
Mono-Q HR 10/10 kolonéle (Pharmacia), kuri prie§ tai buvo islyginta 20mM bis-Tris-HCI,
pH 6,0. Po to, i$ Sios kolonélés eliuuojamas fermentas, naudojant tiesinj 0-300 mM NaCl
gradicnta per tris valandas, esant 2,5 ml/min. srautui. Siuose valymo ctapuose buvo isskirti
keturi chromatografiskai skirtingi alfa-amidinantys fermentai. Maksimumai sunumcruoti
pagal eliuavimo eilg (Fig.13). III ir IV pikai priklauso fermento formoms su didele
molekuline mase ir atitinka fermento, gauto is ziurkiy skydliaukés karcinomos, IT ir 111
pikus. I ir II pikai priklauso mazesnés molekulinés masés fermento formoms, kurios gali
susidaryti dél proteolitinio aktyvumo.

Keturios miisy laboratorijoje identifikuotos alfa-amidinan¢io fermento formos
skiriasi pavirSiaus kriviu, ka rodo jy skirtingas sulaikymo laikas chromatografijos metu
(Fig.18). Optimali pH reik§m¢ Sioms formoms taip pat skirtinga. Fig.19 pateikti rezultatai
rodo, kad III ir IV pikai turi ta patj pH optimuma tarp 5,0 ir 5,5. Sie rezultatai atitinka pH,
nustatytg II ir III piky fermentams, gautiems i§ Ziurkés skydliaukes karcinomos. I ir II
pikai turi platesni pH diapazong - nuo 5 iki 8,5 (Fig.19). Sie rezultatai atitinka Eipper et al,
“Peptides”, vol.4, p.921-928, 1983 bei Murthy et al, J. Biol. Chem., 261, 1815-1822 (1986)
nurodyta pH optimumo reik$me.

Pazymejus Na'®I izotopais I ir IV piky fermentus ir po to atlikus ju SDS-PAGE,
gauta, kad IV aktyvumo piko fermentas turi molekuling mas¢ 73-75 kDal, o 1I piko -
mazesné uz 55 kDal. Tiksli II piko molekuliné masé nezinoma, nes jis nebuvo i$valytas iki
homogeninés biisenos (45-55 kDal diapazone yra keletas baltymy juosteliy).

Il ir IV piky fermentai buvo iSvalyti iki homogeninés biisenos, naudojant
hidrofobine chromatografija ir stiprig anijony mainy chromatografija, esant pH 8,0. IV
piko (Fig.18) fermentas surinktas, koncentruotas vakuume iki 2 ml ir tuoj pat suleistas |
1,3x8 cm kolonélg su fenilsefaroze (Pharmacia), buferinta 500 mM Tris-HCl, pH 7,0.
Frakcijos, rodancios alfa-amidinant] aktyvuma, eliuuotos 0,5 ml/min. buferio srautu
(Fig.20). Surinktos aktyvuma turinéiy piky frakcijos, dializuotos 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
po to jos suleistos i Mono-Q HR 10/10 kolonéle, subalansuota 50 mM Tris-HCI, pH 8,0.
Fermentas buvo eliuuotas i§ kolonélés, naudojant 0-300 mM NaCl tiesinj gradientg 3

valandas 2,0 ml/min. grei¢iu (Fig. 21). Alfa-amidinanciu aktyvumu pasizymincios frakcijos
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buvo eliuuotos, esant 240 mM NaCl ir daugiau, surinktos, nustatoma 0,001 % (pagal tir})
koncentracija Tritone X-100 ir laikomos 4 °C temperatiiroje. Pagal matavimy duomenis
santykinis iévélyto fermento aktyvumas buvo apic 1500 mE/mg baltymo, esant pH 7,0. III
piko alfa-amidinancio aktyvumo fermentas buvo iSvalytas iki homogenincs biscnos taip
pat kaip ir IV piko fermentas.

Auglio piko (3 pavyzdys) ir audiniy kultiros IV piko (4 pavyzdys) fermenty
fizikocheminiai tyrimali, .lyginant molekulines mases (73-75 kDal), pH optimumus (5,0-
5,5), aminoriigi¢iy sekas ir eliuavimo eiga (stiprioje anijony mainy chromatografijoje, pH
8,0, eliuavimas vyksta esant daugiau nei 240 mM NaCl) rodo, kad Sie du pikai gali atitikti

vieng ir tg patj fermenta.

5 pavyzdys

Biologiskai svarbiy peptidiniu hormony alfa-amidinimas, naudojant alfa-amidinantj

fermenta

Buvo gauta ir sékmingai alfa-amidinta, naudojant $io iSradimo alfa-amidinant]
fermenta, keletas rekombinantiniy peptidiniy hormony substraty, jskaitant lasisos ir
Zmogaus Kalcitoninus, Zmogaus augimo hormono atpalaidavimo faktoriy Ir Zmogaus
kalcitonino gimininga genui peptida. Kaip iliustracija galima pateikti rekombinantinio
lagisos ir Zmogaus kalcitoniny bei Zmogaus augimo hormono atpalaidavimo faktoriaus
gavima. Tie patys gavimo principai gali biiti panaudoti ir kitiems rekombinantiniams
peptidams.

Lasigos kalcitoninas yra 32 aminoriigi¢iy sekos peptidas, kurio C-gale yra alfa-
amidinta prolino lickana. Sickiant gauti dirbtinj rekombinantinj baltyma, kuris turéty
aminoriigi¢iy seka, atitinkancia lasiSos kalcitoninui, geny inZinerijos budu buvo sukurtas
mikroorganizmas. Dirbtinio baltymo genas buvo sukonstruotas taip, kad lasiSos
kalcitonino seka biity apribota i§ N-galo metionino lickana, o C-gale biity glicino lickana,
kuria baigysi dirbtinis rekombinantinis baltymas. [jungus kalcitonino geng | plazmidg,
mikroorganizmo genas buvo transformuotas $ia plazmide ir vyko dirbtinio baltymo
ekspresija. Sis  Kalcitoning turintis baltymas buvo iSskirtas 1S rekombinantiniy
mikroorganizmy lizato, jj nusodinant, o cisteino lickanos buvo paverstos S-sulfonatais.

Kadangi ladiSos kalcitoninas ncturi metionino, skaldant bromcianu, buvo galima gauti
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peptida, turintj ladiSos kalcitonino seka, kurios C-gale yra glicinas. Sis peptidas buvo
isskirtas atvirksGios fazés auksto slégio skysCiy (RF-HPLC) arba jony mainy
chromatografijos bidu, o jo struktira buvo nustatyta analizuojant aminoragsciy sudétj ir
seka.

Pricgpaskutiné prolino liekana buvo paversta | prolinamida, veikiant alfa-
amidinanéiu fermentu. Sio alfa-amidinancio fermento reakcijos salygos buvo tokios:
liofilizuotas peptidinis substratas (lasiSos kalcitonino pirmtakas, C-gale turintis glicina,
200-300 nanomoliy) buvo iStirpintas 200 w! 150 mM Tris-HCI buferio, pH 7,0, kuriame
buvo 750 nE alfa-amidinancio fermento. Fermentas buvo gautas i§ ziurkiy skydliaukeés
karcinomos auglio arba lasteliy linijos CA-77. Jis turi buti iSvalytas taip, kad neturéty
proteolitinio aktyvumo. To galima pasiekti, panaudojus iSstimimo ir jony mainy
chromatografijas (Zr. 4 pavyzd)). Svarus vienalytis fermentas néra butinas. | §j misinj buvo
pridéta askorbino riigsties ir vario sulfato, kad jy koncentracijos miinyje biity atitinkamai
3 mM ir 2 pM. Norint padidinti kalcitonino iSeiga, | misinj galima prideéti katalazes (7,5
pg/ml), etanolio (1 % pagal tirj) ir kalio jodido (50 mM). Gautas miSinys sumaiSomas ir
inkubuojamas 37 °C temperatiiroje 5-6 valandas.

Pagalinus S-sulfonatines grupes veikiant B-merkaptoetanoliu, lasiSos kalcitonino
rekombinantas isvalomas auksto slégio skyséiy su atvirkd¢iomis fazémis chromatografijos
biidu. Galutinis produktas charakterizuojamas jo sulaikymu atvirks¢iy faziy HPLC
chromatografijoje, skaidymo tripsinu produkty kiekybiniu pasiskirstymu ir aminoragséiy
analize. Visuose pavyzdZiuose rekombinantinis ladiSos Kkalcitoninas buvo identiSkas
sintetiniam lasiSos kalcitoninul.

Zmogaus kalcitoninas yra 37 aminortig§ciy sekos ilgio hormonas, C-gale turintis
alfa-amidinta fenilalanino lickana. Buvo sukonstruotas dirbtinio baltymo genas analogi$kai
lasiSos genui, kuris apribotas metionino liekana N-gale ir glicino lickana C-gale, kuria ir
baigiasi rekombinantinis dirbtinis baltymas. ISskyrimas, iSvalymas, alfa-amidinimas ir
tyrimas buvo tokie patys, kaip ir laSiSos kalcitonino rekombinanto atveju.

Zmogaus augimo hormono atpalaidavimo faktorius (hGHRF) - tai 44 nariy
peptidinis hormonas, kurio C-gale yra alfa-amidinta leucino liekana. Dirbtinio baltymo
hGHRF genas buvo sukonstruotas taip, kad peptidinio hormono aminoriigsciu seka buvo

apribota triptofano lickana N-gale ir glicino lickana - C-gale, kuria ir baigiasi dirbtinis
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baltymas.. hGHRF turintis dirbtinis baltymas buvo isskirtas i3 lasteliy lizato nusodinant.
Neturinti hGHRF baltymo dalis buvo denatiruota, paverCiant cisteino lickanas | S-
sulfonato darinius. Kadangi hGHRF neturi triptofano, paveikus baltyma BNPS-skatolu,
jvyksta oksidacinio skaldymo reakeija, ir gaunamas ncamidintas hGHREF, pailgintas glicinu
C-gale. Tuo paciu mctu oksidinama 27 padetics metionino liekana j metionino sulfoksida.
Sis pailgintas glicinu peptidas isskirtas, panaudojant gel-filtracinés ir atvirks¢iy faziy
skys¢iy chromatografijos metodus. Jo struktiira nustatyta, naudojant peptidy fragmenty,
gauty skaldant tripsinu, aminorugsciy analizés metoda.

Prie§paskutiné leucino lickana buvo paversta i leucino amida, paveikus alfa-
amidinanéiu fermentu pagal iSradimg. Alfa-amidinto hGHRF gavimo salygos yra tokios:
Liofilizuotas peptidinis substratas (20-40 nanomoliy) buvo itirpintas 150 ul dejonizuoto
vandens ir sumaiSytas su 90 ul (500 nE) (pH 7,0) alfa-amidinancio fermento preparato,
igskirto arba i§ ziurkés MTC auglio arba C-77 lasteliy linijos terpés. Fermentas valytas tol,
kol neliko proteolitinio aktyvumo; tai galima pasiekti, naudojant i§stimimo ir jony mainy
chromatografija. 1 miSinj pridedama askorbino rigsties ir vario sulfato, kad jy
koncentracijos bity atitinkamai 3 mM ir 2 uM. Gautas tirpalas sumaiSytas ir inkubuotas 37
°C temperatiiroje 4-6 valandas. Paprastai 95 % substrato virsdavo produktu (pagal tripsinu
suskaidytos medziagos aminoriigd¢iy analizes duomenis). Metionino sulfoksidiné lickana
buvo redukuota iki metionino, naudojant 4 M beta-merkaptoetanolio tirpala buferyje (pH
4,0) i§ 10 mM natrio acetato, 80 °C temperatiroje 1 valandg. Galutinis produktas buvo
i§valytas auksto slégio chromatografijos su atvirk$¢iomis fazémis bﬁdu ir identifikuotas
pagal skaidymo tripsinu produkty kiekybinj pasiskirstyma ir aminortgs¢iy analizg. Taip
pat buvo patikrintas jo biologinis aktyvumas. Visuose pavyzdziuose rekombinantinis
hGHREF buvo identiskas sintetiniam hGHRF.

Be aukiciau aprasyty tyrimy, buvo jvertinti du pramoniniu bidu gaminami pailginti
glicinu peptidiniai hormonai pagal jy galimybg biiti substratu alfa-amidinanciam
fermentui. Sios medziagos buvo alfa-melanocita stimuliuojan¢io hormono ir P-mcdziagos
pirmtakai. Abiem atvejais pasirode, kad Sie preparatai yra tinkami substratai alfa-

amidinan¢iam fermentui.

6 pavyzdys
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I$valyto alfa-amidinanc¢io fermento seky analize

Frakcijos, turinéios alfa-amidinantj fermenta, buvo surinktos arba i Ziurkiy
skydliaukés karcinomos audinio, arba i$ lasteliy kulttros CA-77 supernatanty, redukuotos
fermento sulfhidrilinés grupés, o po to karboksimetilinta. Gautas reakcijos misinys
sulcistas j Vydac C4 atvirkséiy faziy skys¢iy chromatografijos kolonelg (daleliy dydis 5 um,
pory dydis 33 nm), kuri buvo subalansuota 0,4 % trifluoracto ragsties tirpalu. Buferio
druskoms pasalinti kolonélé plaunama §iuo tirpalu. Nudruskintas fermentas eliuuojamas i§
kolonélés 80 % acetonitrilu, turinéiu 0,08 % trifluoracto rigsties. IS kolonélés iStekantis
srautas kontroliuojamas, matuojant absorbcija ties 220 nm. Gautos baltymy frakcijos
surinktos, sumaisytos ir liofilizuotos. Po to §i medziaga tirpinama 100 ul 0,1 % SDS ir
patalpinta | baltymy seky analizés jrenginj (Applied Biosystems, Model 470 A).
Atlickamos operacijos buvo tokios, kokios nurodytos Applied Biosystems instrukcijoje.
Gauti aminoriigi&iy feniltiohidantoino dariniai analizuoti skys¢iy chromatografijos bidu,
naudojant Hypersil C18 kolonélg (daleliy dydis 5 um, pory dydis 10 nm). Naudojamas
Helwett Packard 1090 skysCiy chromatografas, ir matuojama absorbcija ties 269 ir 313 nm.
Pagrindinio fermentg turinéio piko (III piko) i§ auglio audinio N-galo seka buvo tokia:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19
NH,-Ser-Phe-Ser-Asn-Glu-Cys-Leu-Gly-Thr-Ile-Gly-Pro-Val-Thr-Pro-Leu-Asp-Ala-Ser-

20 21 22 23 24 25 26 27 28
-Asp-Phe-Ala-Leu- Asp- Ile-Arg-Met- Pro

Fermento, gauto i$ lasteliy kuliros CA-77 (IV piko) N-galo aminoriigiciy seka yra
identigka fermento, gauto i§ auglio audinio (III piko) aminorigsCiy sekai. Taciau
analizuojant $io fermento seka, buvo rasta nedidele papildoma komponenté¢, kuri, matyt,
yra $io fermento sekos N-galo tesinys. Ji galéjo atsirasti potransliacinio apdorojimo metu.
Sios komponentés seka yra tokia:

12 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 14
NH;-Phe-Lys-Gly-Thr-Thr-Arg-Ser-Phe-Ser-Asn-Gly-Cys-Leu-Gly-

Papildomi duomenys apie alfa-amidinancio fermento, iSskirto 18 Ziurkiy skydliaukés
karcinomos, aminoriigé¢iy seka, gauti atlickant tokias operacijas: Mazdaug 400 pg iSvalyto
fermento buvo redukuota ir karboksimetilinta. Po to 18 valandy vykdoma Sio tirpalo
ekstruziné dializé, naudojant 25 mM Tris-HCI (pH 8,0) ir 0,5 mM karbamido. Lickana

buvo patalpinta j 1,5 ml talpos centrifugos mégintuvelj ir koncentruojama iki 600 ul
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sumazintame slégyje. | fermento tirpalg pridcdama 2 ul (2 ug) tripsino, ir misinys buvo
inkubuojamas 1 valanda 37 °C temperatiiroje. Tada pridedama antra tripsino porcija (2
wg) ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje dar 2 valandas. Reakcija nutraukiama, pridedant
200 ul 4 M karbamido/10 % acto rugstyje. Gautas produktas skirstomas Vydac C18 skysciy
chromatografijos kolon¢leje (daleliy dydis 5 um, pory dydis 33 nm), kuri buvo stabilizuota
0,1 % trifluoracto rugsties tirpalu. Koloneleé buvo eliuuojama tiesiniu acctonitrilo
gradientu iki 50 % koncentracijos 4 valandas; frakcijos renkamos kas 2 min. Fermento,
suskaldyto tripsinu, eliuavimo pikai skys¢iy chromatografijoje su atvirk§¢iomis fazémis
parodyti Fig.23. Nustatytos trijy gauty peptidy aminorigsciy sekos. Rezultatai parodyti
Zemiau (peptidai pazymeti pagal frakcijos numerj).

Peptidas Nr.65: Ser-Met-Gln-Pro-Gly-Ser-Asp-Gln-Asn-His-Phe-Ser-Gln-Pro-Thr
Peptidas Nr.58: Asn-Gly-Gln-Trp-Thr-Leu-Ile-Gly-Arg k

Peptidas Nr.86: Phe-Val-Thr-Gln-Trp-Gly-Glu.

7 pavyzdys

Alfa-amidinancio fermento geno arba DNR sekos, koduojancios Ziurkés MTC arba CA-77

alfa-amidinantj fermenta, molekulinis klonavimas

Norint klonuoti geng arba koduojancia alfa-amidinantj fermenta DNR seka, reikia
turéti atitinkama informacijg ir reagentus. Reikia surasti patikimg fermentinio baltymo
Saltinj, kuris savo ruoztu bus fermento signalinés RNR (mRNR) Saltiniu ir galy gale
komplementarios DNR (kDNR) S$altiniu. Fermento geno arba kDNR iSskyrimas
reikalauja molekulinio zondo, specifiSko duotam fermentui. Paprastai jis gali biiti arba
oligonukleotidas, kurio seka yra komplementari daliai fermento geno, arba antikiino
molekulé (arba antiklino molekuliy kolekcija), kuri specifiSkai atpazjsta fermento baltyma.
Tokiems molekuliniams zondams gauti reikia tokios fermento iSvalymo metodikos, kad
biity galima gauti specifinius fermentui antikiinus, arba biity nustatyta fermento
aminorig$¢iy scka, kad biity galima Kkonstruoti oliginukleotidinius zondus. Tokia
metodika buvo surasta $io iSradimo alfa-amidinanciam fermentui.

Alfa-amidinantis fermentas buvo isskirtas i§ Ziurkes skydliaukés karcinomos auglio

audinio arba i§ lasteliy CA-77 kultiros. Buvo priimta, kad Sios lastelés turi koduojancig
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fermento baltyma mRNR. Metodai, pagal kuriuos buvo gauta kDNR alfa-amidinan¢iam
fermentui, yra gerai zinomi molekulinéje biologijoje.

Siy metody aprasymai gali biiti rasti laboratoriniuose Zinynuose, pvz., “Molecular
Cloning” (1982), “DNR Cloning” vol.l a Practical Approach (1985), arba pirminiuose
literatiiros saltiniuose, pvz., Gubler V., Hoffman B.J, Gene, 25, 262-269 (1983) arba
Young R.A., Davis RW,, PNAS, 80, 1194-1198 (1983). Minétos metodikos yra bendros,
jas taikant reikia atsizvelgti | naudojamos mRNR S$altinj. Specifinés amidinancio fermento
kDNR gavimui mes panaudojome Ziurkes skydliaukés karcinomos ir lasteliy linijos CA-77
mRNR. Dvigrandés kDNR pavyzdziai, kurie buvo sintezuoti, buvo savo ruoztu panaudoti
atskiry geny kolekcijos sukiirimui pagal Zinomas metodikas.

Kaip aprasyta auk§¢iau, tam tikry kDNR alfa-amidinanéiam fermentui
identifikacija reikalauja molekuliniy zondy, kuriais galima atskirti tuos rekombinantus nuo
kity rekombinanty. 3 ir 4 pavyzdziuose duotos metodikos, naudojamos fermento,
reikalingo molekuliniy zondy sukirimui, iSvalymui. 6 pavyzdyje apraSytas Sio baltymo
panaudojimas, nustatant aminoriigiéiy sekas, o 8 pavyzdyje apraSoma iSvalyto baltymo
panaudojimas, gaminant specifinius fermentui antikiinus.

Aminoriigi¢iy sekos, duotos 6 pavyzdyje, yra specifinés sudarant selektyvias
oligonukleotidy sckas. Gaminant oligonukleotidinius zondus, yra svarbu atsizvelgti | keleta
faktoriy. Pilna §ios problemos iaiskinima galima rasti Lathe R.J., J.Mol. Biol,, 183, 1-12
(1985). Kadangi ta pacia aminorigs¢iy sekg gali koduoti daugiau kaip viena nukleotidy
seka (genetinio kodo issigimimo principas), bet kuri atskira nukleotidy seka jeis |
potencialiy nukleotidiniy seky aibe. Norint uzsitikrinti, kad nukleotidinis zondas
identifikuos dominantj gena, galima pagaminti visy galimy seky, kurios gali koduoti
specifing amidinan¢io fermento aminoriigséiy seka, ekvimolinj midinj. Tokiuy misiniy
sudétingumas daro juos maziau selektyviais, ir reikia naudoti oligonukleotidy miSinius
daugiau negu vienai aminorigiciy sekos sri¢iai, kad blty gaunamas absoliutus
selektyvumas duotam genui.

I§ kitos puscs, oligonukleotidas, selektyvus dominan¢iam genui, gali buti gautas
pagaminant unikalia pakankamo ilgio nukleotidy seka, kuri sudaro stabily hibrida.
Tikimybé¢, kad §i scka sudarys stabily hibrida su kitomis geny sckomis, yra labai maza

(priklauso nuo ilgio). Unikali seka yra sudaryta i§ labiausiai naudojamo aminortgsciy
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sckos kodono. Kodono naudojimo daZznis gali biiti nustatytas i§ Zinomy genetiniy seky ir
atitinkamy aminortgsciy seky kompiliacijos. Tai yra gerai Zinoma molekulin¢s biologijos
specialistams.

Dar vienas biadas, kuris gali biiti panaudotas gaminant specifinius
oligonukleotidinius zondus, yra deoksiinozino lieckany jjungimas j oligonukleotidus
maksimalios degeneracijos padetyse. Sis nukleotidinis pakeitimas tarnauja zondo
degeneracijos sumazinimui, ir tokiu bidu gali teigiamai veikti selekcijos procesa. (Apie
deoksiinozino panaudojima oligonukleotidiniuose zonduose zr. Ohtsuka et al, J. Biol
Chem., 260, 2605-2608 (1985)).

Mes naudojome alfa-amidinancio fermento sekas jvairiy oligonukleotidiniy zondy
projektavimui, kuric yra reikalingi amidinancio fermento kDNR isskyrimui. Naudotos
sekos ir paruoiti zondai parodyti II lenteléje. Reikia pazymeti, kad molekulinés biologijos
specialistas gali panaudoti ir alternatyvias geny iSskyrimo strategijas.

Tokiu biidu pagaminti oligonukleotidiniai zondai buvo panaudoti gerai Zinomais
metodais (Zr. “Molecular Cloning”, 1982) plazmidZziy ir bakteriofagy kDNR klonavimui ir

alfa-amidinanc¢io fermento KDNR iSskyrimui.

II lentele
N-galo sekos
AAH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
seka: Ser Phe Ser Asn Glu Cys Leu Gly Thr Ile Gly Pro Val Thr

Suprojek- 5 TCC TTC TCC AAT GAG TGC CTG GGC ACC ATT GGC CCT GTG ACC
tuotogeno AGT T AGT C A TTT A T C A A C T

sekos A A A G A A G C T A
G G C T G T G A G
Oligo-zondas
AE1 3’ TTA CTC ACG GAC CCG TGG TAA CCG GGA CAC TGG
T G

Oligo-zondas
AES8 3’ ACCCG TGG TAA CCG GGA CAC TGY
I I I I 1 I |

AA# 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
seka: Pro Leu Asp Ala Ser Asp Phe Ala Leu Asp lle Arg Met Pro
Suprojek- CCC CTG GAT GCC TCT GAC TTT GCCCTG GACATCCGG ATG CCT
tuoto geno TTT C TAGC T C TTT T TAA A
sekos A A A G A A A C C
G C G G C T G

Skaidymo tripsinu maksimumas Nr.58
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AA# 1 2 3 4 5 6 7 8 9

scka: “©  Asn Gly Gin Trp Thr Leu lle Gly Arg

Suprojek- 5" AAT GGC CAG TGG ACC CTG ATT GGC CGG ¥

tuoto geno C A A TTC C A AA

sekos G A T A G C
T G G T T

Oligo-zondas 3" TTA CCG GTC ACC TG ¥’
AE4 G T T

Oligo-zondas 3’ TTA CCG GTC ACC TG ¥
AES G T T

Skaidymo tripsinu maksimumas Nr.65

AA# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
seka: Ser Met Gln Pro Gly Ser Asp Gln Asn His Phe Ser Gln Pro Thr
Supro- ’TCC ATG CAG CCT GGC TCT GAC CAG AAC CACTTCTCC CAG CCCACT¥

jektuo- AGT A A AAGC T A T T TAGT A T A
to geno A cC G A A A C
sekos G G T G G G G
Oligo-zon- 3’ TAC GTC GGI CCI AGICTG GTC TT¥S

das AE6 T A T

Oligo-zon- 3’ TAC GTC GGI CCI TCA CTG GTC TT¥

das AE7 T G A T

Oligo-zon- 3> CTG GTC TTG GTG AAY

das AE10 A A A

Oligo-zon- 3 CTGGTC TTIGGTG AAY

das AE11 A A A

Skaidymo tripsinu maksimumas Nr.86

AA# 1 2 3 4 5 6 7
seka: Phe Val Thr GIn Trp Gly Glu
Suprojek- 5 TTT GTG ACC CAG TGG GGA GAG ¥
tuoto geno C C T A T A
seka T A G

A G C
Oligo-zondas 3° AAA CAC TGC GTC ACC CCC CT'Y
AE9 G I I T I

Si lentelé parodo visas galimas geny sekas, atitinkancias alfa-amidinancio fermento
baltymo sritims. Po suprojektuotomis sekomis parodyti kai kuric komplementarQs genui

zondai, kurie yra naudingi kDNR identifikacijai ir i$skyrimui.

8 pavyzdys

A. Specifiniy alfa-amidinanéiam fermentui monokloniniy antikiny pclése sudarymas




31 LT 4029 B

Vienuolika Balb/cJ peliy buvo imunizuota ir reimunizuota i$valytu amidinanciu
fermentu. Paimta $iy peliy kraujo, scrumas apdorotas, ir titruota iSvalyto fermento
atzvilgiu ELISA mctodu. Analizé atlikta (5i mectodika yra gerai Zinoma), adsorbuojant
iSvalyta fermenta ant polistirolo ploksteles, kuri po to buvo perplauta ir blokuota jaucio
serumo albuminu (BSA) pasaliniy antikiiny prikibimui prie ploksteles iSvengti. Po to ant
padengtos amidinané¢iu fermentu plokstelés buvo inkubuotas praskicstas peliy serumas
(kuriame, kaip manoma, yra antikiiny prie§ amidinant} fermentg), ir perplauta. Po to,
lizduose buvo inkubuoti antrieji antikiinai, paZzyméti Sarmine fosfataze, kas palengvina
nustatyti, ar pirmasis antikiinas susiri$o su plokstele. Perplovus ir pridejus substrato
tirpalo, iSmatuotas kalorimetrinis signalas spektrofotometriniu jrenginiu. “Teigiami”
serumai rodé signalo ir triuk§mo santykij maZiausiai 2:1.

Pelé Nr.7, kuri parodé didelj titra ELISA teste, buvo papjauta po 4 dieny,
aseptiSkai pasalinta bluznis, mechaniSkai supjaustyta, norint gauti bluznies lasteles
(132,6x106), kurios buvo sumaisytos su 122,8x10° mielomos NS-1 lasteliy 1,28 ml PEG
(polietilenglikolio) 4000. Lastelés buvo iSdalintos po lygiai | penkias 24 lizdy ploksteles,
kurios prie$ tai buvo padengtos Balb/cJ peliy timocitais ir splenocitais, kurie tarnavo kaip
maitinancios lastelés. Lastelés buvo laikomos selektyvinéje HAT terpeje, kurioje galéjo
isgyventi tik hibridinés Iasteles.

116 lizdy supernatantai, kurie parodé kloninj augimg, buvo atrinkti radioimuniniu
ir ELISA metodais antikiinams gauti. Radioimuninés analizés metodikos buvo analogiSkos
ELISA analizci, apradytai aukiciau, tik antrieji antikiinai buvo pazyméti 'ZI, ir
radioaktyvumas matuojamas gama-skaiciuokliu.

5615 116 lizdy parodé teigiama rezultata antikiino gavimo atzvilgiu; buvo iStirtas jy
reaktyvumas alfa-amidinanciam fermentui. Tokiu biidu atrinkti 25 klonai, parodg teigiamg
reakcijg | alfa-amidinancius fermentus, buvo iSskirti laipsniSko praskiedimo metodu.
Pirminiai klonai buvo atrinkti pagal alfa-amidinancius fermentus ir BSA (kadangi
polistirolo plokstelés buvo blokuotos BSA, antikiinai, kurie buvo prilipdyti prie ploksteles,
tikriausiai prikibdavo, arba juos adsorbuodavo BSA nespecifiSkai), norint nustatyti ar
tikrai jie yra specifiski amidinanciam fermentui. Klonai, Kuric parod¢ signaly alfa-
amidinan¢iam fermentui, kuris buvo maziausiai dvigubai didesnis, ncgu BSA, buvo

klonuoti pasiskirstymo santykiu 2 lastelés/1 akuté.



21 teigiama hibridoma (Zr. III lentelg) buvo pernesta j tretinio klonavimo stadijg ir
dvidc$imt iS jy buvo charakterizuota pagal Ouchterlony ir ELISA metodikas. Septyniolika

klony turéjolsunkias grandines IgG,,, ir trys - sunkias grandines IgG,. Visi 20 klony
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parodé sekreto antikiinus su kapa lengvomis grandinémis.

111 lentelé

Alfa-amidinantéio fermento monokloniniy lasteliy linijos

Lasteliy linija Sunkioji grandine Titras*
4-1-4 20-3 [gGaa ~ 1:5000
4-1-4-18-1 1gG2a
4-5-7-3 IgGaa ~1:5000
4-2-3-17-7 1gGa,
3-7-1-20-24 IgGaa ~1:10000
4-8-18-5-2-6 IgG2, :
4-7-21-14-9 IgGaa
4-10-45-1-16 IgG3a
54-2-1-39-2 1gG2a ~1:10000
4-6-12-1-3-17 IgGaa
52-1-31-24-2 IgGsa
4-3-11-46-1 1gGaa
3-7-9-9-3 IgG2a
86-1-38-15 IgG, ~1:1000
4-5-6-1 IgG ~1:1000
4-4-24-3-5 IgG2a ~1:5000
4-11-3-1-8 IgG,
8-9-94-4-2 IgG2,
4-10-30-3-1 IgG2a
75-10-17-14-4 IgG3,
92-10-26-32-39 nesuklasifikuota

* Ascitiniai skysciai buvo titruoti su 100 ng iSvalyto fermento ELISA metodu.

Kiekviena linija buvo individualiai iSauginta kultiiroje, ir vienodi kiekiai lasteliy
buvo uzialdyti skystame azote. Pristane-primed Balb/cJ peléms j pilva buvo suleista 5x10°
hibridomos lasteliy. Po savaités, peléms, kurioms nebuvo stebimas ascitinis auglys,
injekcija pakartota. Po 1-2 savai¢iy paimtas ascitinis skystis ir kraujas. Po apdorojimo
atrinkti ascitai ir kraujo serumas ir nustatomas alfa-amidinantis fermentas bei neigiami

antigenai (pavyzdziui, jau¢io serumo albumino, kiau$inio albumino, anglies anhidrazes ir

augimo hormono iSlaisvinimo faktoriaus), norint uZztikrinti antikiiny specifiSkuma
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B. Monokloniniy antik@iny, gauty pelése, iSvalymo metodika

Monokloniniai antikiinai, specifiniai alfa-amidinan¢iam fermentui, gauti pagal
auki¢iau apradytas metodikas, buvo valomi taip. Ascitinis skystis, surinktas i3 keliy peliy,
kurioms jskicpytas tas pats klonas, buvo panaudotas kaip antikiiny Saltinis. Skystis
praskicstas 5 kartus 10 mM MES, pH 5.,6. Praskicstas skystis supiltas | 1,5x20 cm koloné€lg,
uzpildyta 40 um sumaiSytos ABX rezime silikagelio dervos (J.T. Bakcr), 1§ anksto
subalansuotos 10 mM MES (pH 5,6) buferiu. Monokloniniai antikiinai eliuuojami 1§
kolonélés, naudojant 0-500 mM natrio acetato gradientg (pH 7,0). Frakcijos su iSvalytais
antikiinais sumaiSomos, tikrinamas jy santykinis aktyvumas ir laikomos 4 °C temperatiiroje
iki kito panaudojimo.

C. Specifiniy alfa-amidinanéiam fermentui polikloniniy antikiiny generavimas viStose

Dviems dédeklems 1 vena, | raumenis ir po oda suleista i§ viso mazdaug po 50 ug
isvalyto alfa-amidinan¢io fermento Ribi adjuvante. Ribi adjuvantas yra pilnai
metabolizuota riebaliné emulsiné sistema, kuri susideda i§ vi§¢iuko limfocity mitogeno ir
adjuvanto antikiino reakcijai i antigeng naminiuose pauksciuose sustiprinti (Ribi
Imunochem Research, Montana). Po pradinés imunizacijos buvo padarytos dar dvi
injekcijos, mazdaug po 30 ug/vistai, su dviejy savaiciy pertrauka. Po 21 ir 35 dieny i8 visty
buvo paimtas kraujas, gautas serumas buvo apdorotas ir atrinktas pagal specifika
antigenams pagal tokia metodika: abiejy viSty serumai, gauti 0 dieng (pries imunizacija),
21 diena ir 35 dieng buvo analizuoti ELISA metodu, naudojant 100 ng iSvalyto alfa-
amidinancio fermento. Antikiiny specifinio sukibimo neigiamai kontrolei buvo panaudotas
jau¢io serumo albuminas. Fermentui specifinis antikiinas buvo detektuotas Sarmine
fosfataze Zymétu triusio pries vistos IgG serumu.

Aukiciau apradyty tyrimy rezultatai parodé, kad specifiniai antikinai gali biiti
aptikti vistos 257 serume po 35 dieny. Praskiestas 1:10000 serumas davé signalo santykj su
triuk§mu apie 4:1. Vista 258 parodé specifinius fermentui antikiinus po 21 ir 35 dieny.
Abiejy kraujo méginiy praskiestas 1:10000 serumas davé signalo santykj su triuk§mu apie
4:1. Abiejy visty kiausiniai pradéti rinkti po 56 dieny. ISskirti, nusodinant polietilenglikoliu
(PEG), preimunizuoty ir postimunizuoty visty kiau$iniy IgY buvo istirti Ouchterlony
metodu, ir fermentui specifiniai antikiinai buvo atrinkti ELISA metodu.

D. Visty antikiiny IgY iSvalymas
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Polikloniniai paukséiy antik@inai, specifiniai alfa-amidinan¢iam fermentui, buvo
generuoti viStose taip, kaip apraSyta auks$¢iau. Imunizuoty viSty KiauSiniai surinkti ir
panardinti j parafing arba uz§aldomi iki tol, kol bus naudojami IgY iSskyrimui. Kiausiniy
baltymai atskiriami nuo tryniy, kuriuose yra alfa-amidinan¢iam fermentui specifiniai
antikiinai. Tryniai praskiedZiami 3 kartus 10 mM natrio fosfatu (pH 7,5), kuriame yra 0,1
M NaCl ir 0,01 % natrio azido. Pradinis nusodinimas PEG’u atliktas, naudojant 3,5 %
galutine PEG 8000 koncentracija. Nusodinimas vykdytas 30 min. kambario temperatiiroje,
po to centrifuguojama ir atskiriamas supernatantas (jame yra IgY). ] supernatantg vel
pridledama PEG, kad jo koncentracija buty 12,5 %. IgY ahtikﬁnai, nusodinti
polietilenglikoliu, atskirti centrifuguojant. IgY antikiinai toliau valomi tokiais dviem
budais:

1) Nusodinti IgY antikiinai vél suspenduoti 10 mM MES (pH 5,6), po to dializuoti
per naktj 4 °C temperatiiroje tame paciame buferyje. Po to meginys supilamas j 1,5x20 cm
kolonéle, turiniag 40 um sumai§ytos ABX silkagelio dervos (J.T. Baker). Tolimesnes
valymo procediros buvo tokios pacios, kaip ir ascitinio skyscio valymo metodikoje.

2) Nuosédos, turingios IgY, vel suspenduotos pradiniame buferyje ir vél
nusodintos, naudojant soty amonio sulfato tirpalg (3:1, tiris/taris). Nuosedos su IgY vél
suspenduotos nedideliame distiliuoto vandens kiekyje ir laikomos 4 °C temperatiiroje.

Visty IgY imobilizacijos metodika apraSyta 12 pavyzdyje.

9 pavyzdys

Alfa-amidinanéio fermento aktyvumo Kinetiniai tyrimai

Alfa-amidinantis fermentas, i$valytas iki homogeniskumo, tiek i§ CA-77 kultiiros,
tiek ir i§ Ziurkés skydliaukés karcinomos audinio) paverc¢ia neaktyvius glicin-peptidinius
prohormonus | bioaktyvius C-terminalinius amidus. Tyrimais buvo nustatyta, kad
prohormono C-galiné aminoriigdtis turi biti glicino liekana, kad fermentas galéty ja

atpazinti ir amidinti taip:

amidinantis fermentas

R-X-Gly-COOH + O, > R-X-CONH; + HCO-COOH + H;0

Sio aktyvumo realizavimas in vitro reikalauja be substrato dar ir deguonies bei

redukuojancio agento (L-askorbino rigdties). Mes nustatéme, kad fermentinis aktyvumas
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gali biti padidintas, pridedant Cu?* jony (vario sulfato) ir katalazés. Sis cgzogeninj varj
suriSa fermentas; jo reikia suriSti molekuliniam deguoniui ir aktyvacijai. I§ antros pusés,
katalazé yra reikalinga vandenilio peroksidui suardyti, kuris prieSingu atvcju susikaupty ir
vykty  Salutinés reakcijos, dalyvaujant dcguoniui, askorbatui, variui, ir ardyty alfa-
amidinantj fermenta.

Alfa-amidinanéio. fermento aktyvumui nustatyti mes radome jautrius
neradiometrinius metodus. Siuose metoduose, kaip substratai, naudojami sintetiniai
tripeptidai. Siy peptidy amidinimg patogu kontroliuoti, atskiriant ir nustatant produkto
kiekj (amidintg dipeptida nuo substrato-tripeptido) HPLC metodu. Jautriausiame i§
sukurty metody substratu naudojamas monodansil-L-Tyr-Val-Gly. Galima nustatyti labai
mazus $io junginio kiekius, kadangi dansilo grupé fluorescuoja. Sio metodo jautrumas
prilygsta panaSaus radiometrinio metodo, sukurto kitose laboratorijose, jautrumui.

Mes naudojome §j metoda alfa-amidinancio fermento kinetiniy savybiy tyrimui.
Kinetiniai parametrai K, ir Vg buvo nustatyti, matuojant fermento aktyvumo
priklausomyb¢ nuo substrato koncentracijos. Kn yra giminingumo tarp fermento ir
substrato matas. Kuo mazesnis Kn, tuo didesnis giminingumas. Vga yra maksimalus
greitis, kuriuo fermentas pavercia substrata produktu, ir stebimas, esant substrato
prisotinimo koncentracijoms (t.y. fermento atzvilgiu yra didelis substrato perteklius).

Tipiskas amidinan¢io fermento méginio reakcijos miSinys (50 wl) susides is
fermento (apie 7 ug), dansil-L-Tyr-Val-Gly (iki 40 uM), askorbino riigSties (3 mM),
katalazes (nuo O iki 100 ug/ml) ir vario sulfato (nuo 0 iki 2 uM), itirpinty 60 mM TES
buferyje (pH 7,0). Reakcija inicijuojama 37 °C temperatiroje, pridedant fermenta, ir
nutraukiama po tam tikro laiko tarpo, pridedant 0,1 M EDTA, kuri suriSa varj,
padérydama ji neprieinamg fermentui.

Alfa-amidinantis fermentas turi didelj gimininguma fermentiniam dansil-L-Tyr-
Val-Gly amidinimui, kurio Ky, yra 1-2 uM ribose. Atrodo, kad §is dydis yra pastovus,
nepriklausomai nuo fermento iSvalymo laipsnio. Pavyzdziui, fermento meéginys, gautas
chromatografuojant per Sephacryl S-300, turi ta patj K, kaip ir elektroforetiSkai §variis
fermento preparatai, gauti i§ MonoQ pH 8,0 arba mazesnés molckulinés masés formos 18
MonoQ pH 6,0 chromatografijos. IS antros pusés, kaip ir galima laukti, Vma reikSmes

(iSreikStos mg baltymo) labai priklauso nuo iSvalymo laipsnio. Pavyzdziui, V. gauto po
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Sephacryl S-300 fermento, yra nuo 50 iki 100 nmol produkto/min/mg baltymo, tuo tarpu
kai $varaus fermento Vm, yra apie 5000 nmol/min/mg baltymo.

Mes nustatéme, kad askorbatas ir substratas gali konkuruoti tarpusavyje dél
sqveikos su fermentu tam tikromis sglygomis. Pavyzdziui, jeigu substrato koncentracija
labai daug virSija jsisotinimo lygj, fermento aktyvumas mazé€ja dél jo saveikos su askorbino
ragstimi. Taigi, kickvienam konkrec¢iam substratui, matyt, egzistuoja tam tikras balansas
tarp optimaliy substrato/askorbato kickiy priklausomai nuo fermento giminingumo $iam
substratui.

Amidinancio fermento giminingumas glicinu pailgintiems peptidams

Reakcijai tarp amidinanéio peptido ir keleto glicin-prohormoniniy peptidy
identifikuoti buvo naudotas monodansil-L-Tyr-Val-Gly amidinimas. Sio tyrimo tikslas
buvo nustatyti fermento santykinj giminingumg jvairiy tipy peptidiniams substratams.
Nors anksciau parodéme, kad fermentas sékmingai amidina Zmogaus kalcitonino ir
Zmogaus augimo hormono islaisvinimo faktoriaus glicinu pailgintus substratus, tai dar
nieko nepasako, kuris i§ $iy peptidiniy substraty turi didesnj giminingumg fermentui.

Mes nustatems, kad glicinu pailgintas alfa-melanocito stimuliuojantis hormonas,
substancija P, vazopresino analogai ir augimo hormono i§laisvinimo faktorius pasiZymi
dideliu giminingumu amidinanéiam fermentui, ir fermentas nemetabolizuoja dansil-L-Tyr-
Val-Gly. Be to, Zmogaus kalcitoninas, neuropeptidas Y, cholecitokinas, kortikotroping
isskiriantis faktorius ir kalcitonininis peptidas, kuriy C-gale yra papildoma glicino lickana,
rodo konkurencija Siame bandyme. Kitaip sakant, fermentas gali suri§ti ir tikriausiai
amidinti visus Siuos glicinu pailgintus peptidinius substratus.

Atvirkciai, amidinti $iy substraty produktai daug blogiau saveikavo su fermentu.
Sio fermento katalitinio centro savyb¢ atpazinti daugelj glicinu pailginty peptidiniy
substraty daro jj labai naudinga peptido prohormono, gauto rekombinantinés DNR

technologijos biidu, amidinimui.

10 pavyzdys
DNR SEKOS, KODUOJANCIOS III PIKO a-AMIDINANT] FERMENTA,
ISSKYRIMAS

RNR gavimas
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RNR buvo gauta i§ Zziurkés skydliaukés karcinomos, naudojant guanidino
tiocianata. Pali-A-RNR buvo isskirta, panaudojant oligo dT celiuliozg.
kDNR sintcze

Dvigrandé kDNR buvo gauta Zinomais metodais. Naudojant Ziurkés skydliaukes
karcinomos A RNR kaip matricg ir oligo dT\2.15 kaip pradmenj, pirmos grandincs sinteze
buvo atlikta, panaudojant atvirkstinés transkriptazés fermenting reakcija. kDNR ir RNR
atskirtos, ir RNR suskaldoma $armais. Antros KDNR grandinés sintezé buvo vykdoma,
naudojant E.coli DNR polimeraz¢ I. Norint pasalinti KDNR Kilpas ir viengrandes kDNR
sritis, panaudotas skaldymas nukleaze S1. Po raekcijos su DNR polimeraze I dvigrandé
kDNR apdorota EcoR1 metilaze ir S-adenozilmetioninu EcoR1 saity metilinimui,
apsaugant juos nuo fermentinio skaldymo. EcoR1 linkeriai liguoti | kKDNR. Po skaldymo
EcoR1 papildomi linkeriai atskirti nuo kDNR, ir kDNR buvo frakcionuota pagal dydj
Sepharose 4B kolonéléje. Vienos tokios molekulés sintezéje panaudota daugiau nei 500
baziy pory, kitoje - buvo jjungta daugiau nei 1000 baziy pory.
kDNR Agt 11 kolekcijos konstravimas

Susintetinta dvigrandé kDNR buvo panaudota vektoriuje Agt I kDNR kolekeijos
konstravimui. Tai realizuojama, prijungiant kDNR prie Agt II DNR, kuri buvo suskaldyta
EcoR1 pagalba ir paveikta fosfatu, siekiant sutrukdyti DNR vektoriaus savaiminiam
susiri§imui. Po to, i§ rekombinantiniy DNR in vitro buvo gaminamos infekuotos
bakteriofago dalelés (ekstraktus daleliy sudarymui galima gauti i§ Promega Biotech arba
Clontech laboratorijy arba pasigaminti standartiniais metodais).

Buvo patikrintos gautos DNR alikvotos, norint nustatyti rekombinanty skaiciy
kolekcijose. Rasta, kad vienoje i§ kolekcijy buvo apie 2,57x10° infekciniy daleliy, i§ kuriy
mazdaug 78 % buvo rekombinantai (duoda aiSkias démes ant X-Gal ploksteliy, auginant
su IPTG). Kitoje kolekcijoje buvo apie 2,75x10° daleliy, ir mazdaug 81 % i§ jy yra
rekombinantai.

Kolekcijos atrinkimas

Norint identifikuoti rekombinantinj bakteriofaga, kuris turi alfa-amidinancio
fermento kDNR, fagas buvo atrinktas panaudojant radioZzymétus oligonukleotidus,
sukonstruotus pagal alfa-amidinanéio fermento aminoriigiciy seka (7 pavyzdys, 11 lentel¢).

Atranka buvo vykdoma, uZséjant bakteriofaga ir pernesant jj ant nitroceliuliozés filtry
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disky. Fago imobilizacijos metodikos ant nitroceliuliozes disky yra gerai Zinomos. Dvigubi
filtrai buvo hibridizuoti Zymctu 2P oligonukleotidu AE 9. Hibridizacija buvo vykdoma 37
°C temperatﬁrojr 20-24 val. 6xXNET, 0,5 % NP40, 5x Denhardt tirpale, 100 pg/ml lasiSos
spermos DNR, esant oligotidinio zondo koncentracijai 0,3-0,4 pmol/ml. Po hibridizacijos
filtrai buvo plauti 6x SCC 44-45 °C temperatiiroje kelias valandas ir eksponuoti j rentgeno
plévele. Teigiamai hibridizuotas fagas buvo identifikuojamas pagal sutampancias demes
dvigubuose filtruose. Tc;kie fagai buvo i$valyti per kelis uzsé¢jimo ir hibridizacijos etapus. IS
mazdaug 4-5x10* atrenkamy fagy 18 buvo identifikuota AE 9 pagalba.

Selekcijos specifiskumo nustatymui buvo hibridizuojama su antru alfa-amidinancio
fermento oligonukleotidu AE 8. Sis bandymas parodé¢, kad maZiausiai 4 i§ 18 fagy turéjo
alfa-amidinan¢io fermento kDNR. Sis faktas buvo patvirtintas papildoma specifine
oligonukleotido hibridizacija (AE 4 ir AE 5 pagalba), o taip pat DNR sekos analize.

Alfa-amidinanéio fermento ekspresija

Alfa-amidinancio fermento aktyvumo pikas III atitinka junginj, kurio molekulinis
svoris yra 75000 daltony. Laikant, kad aminoriigities vidutinis molekulinis svoris yra 120
daltony, gaunama, kad amidinantis fermentas turi daugiausiai 625 aminoriigstis. Genas,
atitinkantis tokig aminorlgs¢iy seka, turi turéti maziausiai 1875 baziy poras. Visos
keturios kDNR, kurios buvo isskirtos kaip specifinés alfa-amidinan¢iam fermentui, yra
pakankamai ilgos, kad galéty koduoti alfa-amidinantj fermentg. Vieno i§ KDNR klony,
AAEI, ilgis yra 2200 nukleotidy. Pirmy 50 nukleotidy ribose prasideda N-galo
aminorigsciy sekos, atitinkancios III piko fermento sekg, kodavimas. Todel galima teigti,
kad $§i kDNR turi visa koduojan¢ia III piko fermento seka; tai Zinant, galima naudoti
kDNR atitinkamuose prokariotiniuose organizmuose, tokiuose kaip E.coli.

Viena i§ potencialiy metodiky, kuri gali biiti pritaikyta KDNR AAEI, duota Fig.22.
Pavyzdziui, 2200 bp kDNR AAEI iSskiriama po rekombinantinio bakteriofago DNR
skaldymo EcoR1 ir elektroforezés agarozés gelyje. Ji klonuojama j EcoR1 saita pBR 322
susidarant plazmidei pAES-1, kuri turi unikaly Kpnl skilimo saitag kDNR sckosc ir unikaly
saita Hind III sekose pBR 322. Apdorojus pAES-1 su Kpnl ir Hind III, gaunamas apic
2,14 Kb fragmentas, praradgs 62 kDNR baziy poras (N-gale). Pilnam sekos atstatymui

fragmentas, besibaigiantis Kpn I-Hind III, liguojamas su oligotidiniy linkeriy adapteriais.
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Duotame pavyzdyje naudota E.coli ekspresijos plazmidé pKK233-2, gauta 1§ Pharmacia.
kDNR 2,15 Kb fragmentas liguojamas su dvigrandziu linkeriu-adapteriu, susidedancio i§

AE17(+)30° CATGTCATTTTCCAATGAATGCCTTGCTAC?

AE18(-)22° CAAGGCATTCATTGGAAAATGA’.

Adaptuotas fragmentas liguojamas su plazmidés pKK233-2 DNR, kuri buvo
suskaidyta su Ncol ir Hind III, ir gaunamas 4,6 Kb linijinis vektorius. Liguotas produktas,
pAE12, turi alfa-amidinanc¢io fermento kDNR, prasidedancia ATG startiniu kodonu ir
ribosomg jungianciu saitu, bei turi hibrido kontroliuojama IPTG iniciatoriy trc. Po $io
geno eina RNR 5S genas ir transkripcijos pabaigos saitas. IPTG indukuojama pAE12
ekspresija gaunama po plazmidés DNR transformacijos j laci® genotipo E. coli granding.

2.2 kb AAEI kDNR intarpo sekos fragmentas

2,2 Kb ilgio intarpas buvo i8kirptas, apdorojant AAEI su EcoR1, ir intarpas buvo
paZymétas *’P. Po antrinio apdorojimo Hind II, gauti 1,6 Kb ir 0,6 Kb ilgio fragmentai
buvo sekvenuoti cheminio skaldymo biidu pagal Maxam ir Gilbert metoda.

Siuo metodu gauta DNR seka sekvenuojant 600 bp AAEI fragmenta nuo Eco R1
galo yra:

AATTCCGG’IYCTTTAAGAGVGTITAAAGAZ\ACTACCAG.ZTCAT]TTCSC(I)IVAATG
AATGCCTI‘C:GTAC CATTGVGACCAGTCAECCCTCTFGA‘:TGCATCA%:?/QV’ITTT
GCGCTGGA';ATTCGCAT(;CCTGGGGTTXCACCTAAG(:AGTCTGA?X‘E?ATA
CTTTCTGCXCCGTCCATGgGTCTACCT

DNR seka, gauta sckvenuojant 1600 bp fragmenta AAEI nuo Eco R1 galo yra:

\Y \% \Y v 50v
AATTCCGTCTCAGTTTCTGTTTCTCTTGCATCTTCTGCAATTCTGAGGAG
v Y \Y v 100v
GTGGGTTTGTTCTCCACTTTGGGTTCGACAACTGCCTCGGCTTCTTTGAT
\ v v \Y 150v
TTCGTGGACTTCGATGCCAGCCTTTTTAACTGACGCATGCTCCATTTTTT
v \% \ % 200v

CGGTCAGGGTGAACTTCCACACGGTGTTGTGTGTGCGCTCGAAGACCG

Oligonukleotidinio zondo AE8(-)33 sekos homologijos paieskos
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Buvo atliktas kompiuteriniai tyrimai homologijai tarp aminorug$¢iy, panaudoty
sudarant AE8 zonda (Lcu-Gly-Thr-Gly-Pro-Val-Thr) it AAEI DNR fragmento 600 bp

nustatyti.

€, &

Buvo gauta homologiné sritis, kuri iSskirta “*“. Aminoragstys, identifikuojancios
NH, gala, duotos skliausteliuose. Aminoriigstys, kurios skiriasi nuo DNR seka koduojamy
aminoragséiy, pazymetos “+7:

AATTCCGGTCTTTAAGAGGTT [AAAGAAACTACCAGATCATTTTCCAATG
L LT LTI LTI foceenn - -+ 50
i p v f k r f k e t t T s f s n e

sk ok sk ok sksk sk kok ok ok ckok kk ok ok ok ok okok

AATGCCTTGGTACCATTGGACCAGTCACCCCTCTTGATGCATCAGATTTT
e T T +---------+100
CcCL G T I G P V T p 1 d a s d f

GCGCTGGATATTCGCATGCCTGGGGTTACACCTAAAGAGTCTGACACATA
L T R R =LY
a | d I r m p g v t p k e s d t 'y

CTTTCTGCACGTCCATGCGTCTACCT
--------- e ceee ce - -2 176
f 1 h v h a s t

11 pavyzdys

Fermento imobilizacija

Alfa-amidinancio fermento iSvalymas.

Prie§ imobilizacijg alfa-amidinantis fermentas buvo iSvalytas silpnos anijony mainy
ir gelio filtracijos chromatografijos metodais (4 pavyzdys). Tam tikrais atvejais | fermento
valymo procedira gali jeiti ir papildomas valymas, naudojantr arba imuning
chromatografija, arba fenilsefarozés chromatografija. Imobilizacijos metodika nepriklauso
nuo valymo metodikos, taciau specifinis fermento aktyvumas turi biiti ne maZzesnis ncgu 25
mE, o geriau 50 mE arba daugiau.

Alfa-amidinan¢io fermento imobilizacija.

Alfa-amidinancio fermento imobilizacija gali bliti paremta vienalaike reakcija tarp
trijy komponenty: fermento, vandenyje tirpaus akrilamido kopolimero (PAN) ir nedidelio
molekulinio svorio skersines jungtis sudarancio reagento (TET). I§ anksto paruostas

polimeras (PAN) susideda i§ akrilamido ir N-akriloksisukcinimido, kuris polimerizuotas
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THEF tirpalc, naudojant terming inicijacijg su azobis (izobutironitrilu). Skersines jungtis
sudarantis reagentas gali biti a,0-diaminas, trictilentetraminas (TET), cistaminas.
Diamino reakcija su aktyviomis esterinémis PAN grupcmis sukuria skersinj polimero
grandiniy susijungima per amidines jungtis ir suformuoja netirpstantj gelj. Fermento
aminogrupés (geriausia lizino e-aminogrupé) tuo paciu metu reaguoja su likusiomis gelio
esterinémis grupémis ir sudaro stabilias kovalentines amidines jungtis. Imobilizacija
vykdoma, esant substratui ir kofaktoriams. Didelio giminingumo laipsnio substratas ir
kofaktoriai, kuriy koncentracijos didesnés uz K, neleidzia reaguoti PAN ir nukleofilinéms
grupéms arti katalitinio fermento centro, ir taip fermentas apsaugomas nuo chemings
inaktyvacijos.

Imobilizacijos salygos.

Dalinai i§valytas alfa-amidinantis fermentas iStirpinamas 30 mM HEPES buferyje
(pH 7,0). PAN ir TET santykis yra toks, kad 15 % aktyviy esteriniy grupiy licka
nesureagavusios, kurios licka rySiams su alfa-amidinanciu fermentu sudaryti. Standartinis
PAN tirpalas yra 20 % (pagal svorj). Alfa-amidinanc¢io fermento reakcijos misinys
susideda i§ 0,2 uM CuSOQy, 40 uM dansil-His-Phe-Gly, 10 mM askorbato ir 0,5-2,0 mg a-
AE gramui PAN. TET koncentracija lygi 0,85 pirminio amino ekvivalento/aktyvaus esterio
ckvivalentui. Paprastai parenkant optimalias reakcijos salygas, reakcija vykdoma be
fermento, norint nustatyti gelio susidarymo laika, tai yra laikg pra¢jusj nuo TET pridejimo
iki gelio susidarymo. Optimalios alfa-amidinancio fermento imobilizavimo i3eigos
gaunamos tada, kai fermentas pridedamas netoli gelio susidarymo tasko. Bendra taisykle
yra tokia, kad kuo maziau fermentas biina sgveikoje su PAN, tuo didesnis jo aktyvumas.
Daugelyje reakcijy alfa-amidinantis fermentas (apie 2,0 mg/PAN gramui) pridedamas,
praéjus 45-60 sek. po TET pridéjimo. Kad pilnai jvykty reakcija, fermentg prisijunges gelis
laikomas kambario temperatiroje 1 valanda. Po to gelis susmulkinamas, padarant 100 p
dydzio fragmentus. Sios dalelés plaunamos amonio sulfatu, norint paSalinti
nesureagavusias medziagas ir pakeisti aktyvias esterines grupes amidinemis. Laukiama,
kad aktyvaus fermento iSciga po imobilizacijos bus mazesné nei 60 %. Nuoplovose gali
likti nuo 30 iki 40 % pradinio aktyvumo. I§ nuoplovy galima regeneruoti alfa-amidinantj
fermenta, didinant amonio sulfato koncentracija iki 45 %, kuris skatina alfa-amidinancio

fermento nus¢dima.
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Gelio su imobilizuotu fermentu dalelés yra tinkamos porcijiniam alfa-amidinimui,
kur dalelés yra suspenduotos, maiSant mechanine maiSykle. Pasibaigus fermentinei
reakcijai, dale‘lés nuséda, o supernatantas, kuriame yra produktas -amidintas pcptidas -
nupilamas. Gelio dalclés néra pakankamai tvirtos, todel jomis negalima uzpildyti
kolonélés, per kuria blty galima leisti substratg tinkamais greiciais. Sios problemos
sprendimui galimi du alternatyvis keliai:

1. Gelis polimerizﬁojamas, esant terpéje stiklo granuléms (pridedama likus minutei
iki galutinio gelio susiformavimo ir maioma mechanine maiSykle, kol granulés pasidengia
PAN tirpalo sluoksniu). Gautos kompozicinés medzZiagos savybés pratekéjimo atzvilgiu yra
daug geresnés, negu gelio daleliy.

2. PAN dalelés sumaiSomos su Celitu 545, skirtu filtracijai. PAN ir Celito miSinyje
PAN yra maziau nei 8 % nuo bendro miSinio svorio. Tokiai kolonélei pagamnti gelio
dalelés suspenduojamos 50 mM Tris-HCI, pH 7,0, maiSant pridedama Celite 545 ir
maiSoma dvi valandas. Kolonélé uzpildoma gautu misiniu (3x40 cm), ir temperatiira joje
palaikoma apie 37 °C, sickiant sudaryti optimalias amidinimo sglygas. Tokioje kolon€léje
galima pasiekti 8-10 litry per dieng srauto greitj.

Patrauklia alternatyva kolonéliy chromatografijai gali biiti tangentinio srauto
sistemos panaudojimas. PAN polimeras prie§ gelio susidarymo taSkg uzpilamas ant poréto
(0,45 pm poringumo) polisulfono lapo. Susidarius geliui, lapai gali biiti supjaustomi ir
naudojami ultrafiltracijos su tangentiniu srautu Millipore arba New Brunswick sistemos
irenginiuse. Sioje sistemoje kompleksiniai polisulfono-PAN lapai su imobilizuotu
fermentu dedami sluoksniais, ir taip labai padidéja pavirSiaus plotas. Toks variantas leidZia
pasiekti apytikriai iki litry per minut¢ srauto greit]. Sio tipo sistemos leidZia patogiai
reciklinti reakcijos misinj ir pasiekti maksimaly amidinima.

Alfa-amidinto fermento imobilizacija leidZia regeneruoti ir vél panaudoti fermentg.
Be to, imobilizuotas ant matricos fermentas yra stabilesnis; tokia fermento forma tinka

stambaus masto (nuo gramo iki kilogramy) amidinimui ir gali biiti naudojama ilgy laika.

12 pavyzdys

Imuninés kolonélés gaminimas uzter§toms alfa-amidinancio fermento kompozicijoms

valyti
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A. Imobilizacijos metodika

Imobilizacijos matrica buvo bromcianu aktyvuota Sepharose 4B (Pharmacia). I3
pradziy sausas gelis perplaunamas 1 mM HCI (200 ml/g dervos), ibrinkinant ir iSplaunant
kieta nediklj. Apie 10 mg iSvalyty polikloniniy antikiiny, i$skirty i§ viStos kiausiniy tryniy,
dializuojama, naudojant 100 mM NaHCO;, pH 8,3, pridéjus 0,5 M NaCl. SuriSama,
naudojant 8 ml kicto iSbrinkinto ir i§plauto nesiklio. Reakcija buvo vykdoma tris valandas
kambario temperatiiroje natrio bikarbonato buferyje (100mM, pH 8,3) su 500 mM NaCl,
kuris buvo pridetas, norint sutrukdyti nespecifinio ry$io su neSikliu susiformavima.
Likusios aktyvios gelio grupés buvo blokuotos 0,2 M glicinu. Po to gelis buvo plaunamas 4-
5 kartus, naudojant didelio ir maZzo pH buferius (100 mM NaHCO; pH 8,3 + 500 mM
NaCl buferj, 100 mM acetato, pH 4,0, + 500 mM NaCl buferj). Taip plaunant pasalinami
nesuriSti baltymai ir blokuojantis reagentas (glicinas). Gauta derva pamerkiama | bazinio
pH buferj, turintj mertiolato, kaip bakteriostatinio agento, ir laikkoma 4 °C temperatiroje.
AnalogiSku biidu galima imobilizuoti ir iSvalytus monokloninius antikiinus.

B. Imunogeniné chromatografija

Kaip alternatyva geram alfa-amidinancio fermento iSvalymo laipsniui pasiekti
naudojama imuniné kolonele. CA-77 (4 pavyzdys) lastelés praskiedziamos distiliuotu
vandeniu ir perleidziamos per DEAE anijony mainy jrenginj, subalansuota 20 mM bis-
Tris-HCI, pH 6,0. Alfa-amidinantis fermentas eliuuojamas i§ jrenginio 50 mM Tris-HCl
(pH 7,0) su 500 mM NaCl. Frakcijos, kuriose yra amidinan¢io fermento, prie§
imunogening chromatografija arba dializuojamos Tris-HCl (pH 7,0) buferyje arba
valomos, panaudojant gel-filtracijos chromatografija (4 pavyzdys). Méginiai, kuriuose yra
amidinanc¢io fermento, perleidziami per imunoadsorbcing kolonéle su neutraliu pH.
Antiklinai specifiSkai suriSa fermenta, o paSaliniai baltymai nesuriSami ir patenka j
iStekantj tirpala. Alfa-amidinantis fermentas gali bati eliuuotas i§ kolonélés 100 mM
glicino-HCl buferiu, kurio pH 3,0 (gali biiti panaudoti ir kiti desorbcijos agentai, jskaitant
karbamidg, dioksana, etilenglikolj ir Nal). Frakcijos renkamos j 1,0 M Tris-HCI (pH 7,0)
buferj, kad bty neutralizuojama buferiné sistema ir i§laikomas alfa-amidinancio fermento

aktyvumas.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Izoliuota DNR scka, besiskirianti tuo, kad ji turi Sias charakteristikas:
A. Si DNR scka koduoja peptidilglicino alfa-amidinan¢ig monooksigenaze;
B. Sios DNR sekos molekulés sudétyje yra bent viena sudedamoiji dalis, pasirinkta

i§ grupés, kuria sudaro:

a)
v \% \Y \Y 50v
AATTCCGGTCTTTAAGAGGTTTAAAGAAACTACCAGATCATITTCCAATG
v \% v \% 100v
AATGCCTTGGTACCATTGGACCAGTCACCCCTCTTGATGCATCAGATTTT
v v v v 150v
GCGCTGGATATTCGCATGCCTGGGGTTACACCTAAGGAGTCTG ACACATA
v \Y v v 200v
CTTTCTGCACGTCCATGCGTCTACCT, ir
b)
% \% Y Y S50v

AATTCCGTCTCAGTTTCTGTTTCTCTTGCATCTTCTGCAATTCTGAGGAG

v v Y \Y 100v
GTGGGTTTGTTCTCCACTTITGGGTTCGACAACTGCCTCGGCTTICTTTGAT

v Y \Y v 150v
TTCGTGGACTTCGATGCCAGCCTTITITAACTGACGCATGCTCCATTTTTT
v v \% \% 200v

CGGTCAGGGTGAACTTCCACACGGTGTTGTGTGTGCGCTCGAAGACCG, ir
C. Si DNR seka hibridizuojasi su bent dviem oligonukleotidiniais zondais,
pasirinktais i§ grupes, kurig sudaro:

oligonukleotidinis 3 TTA CTC ACG GACCCG TGG TAA CCG GGA CAC
zondas AE1 T G
TGG GGG GACCTA CG 57

oligonuklcotidinis ~ 3* TTA CCG GTCACCTG 5 ;

zondas AE4 G T T
oligonukleotidinis 3> TTA CCG GTCACCTG 5 ;
zondas AES G A T

oligonukleotidinis 3> TAC GTC GGI CCIAGICTG GTCTT 5’ ;



45 LT 4029 B

zondas AE6 T | A T
oligonukleotidinis 3 TAC GTC GGICCITCACTG GTCTT 5’ ;
zondas AE7 T G A T
oligonukleotidinis  3° AC CCG TGG TAA CCG GGA CACTG 5 ;
zondas AE8 I 1 I I 1 I I
oligonukleotidinis ~ 3° AAA CACTGC GTCACCCCC CT 5 ;
zondas AE9 G I 1 I 1
oligonukleotidinis  3° CTGGTCTTCGTG AA 5’ ;

zondas AE10 A A A

oligonukleotidinis 3 CTG GTT TTG GTG AA 5°

zondas AE11 A A A

2. Seimininko lastelé, besiskirianti tuo, kad ji yra transformuota arba transfekuota
ekspresijos vektoriumi, turin¢iu DNR sekg pagal 1 punkts.

3. Peptidilglicino alfa-amidinandios monooksigenazes (PAM) rekombinantinés
ekspresijos biidas, besiskiriantis tuo, kad jis apima Seimininko lgsteliy pagal 2 punkty
kultivavima tokj laikg, kurio pakanka min¢tos PAM ekspresijai, ir minétos PAM iSskyrima.

4. Amidinto peptido gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad j jj jeina pradinio
peptido, turin¢éio C-gale glicing, veikimas peptidilglicino alfa-amidinancia

monooksigenaze, pagaminta pagal 3 punktg.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig.12

Sintctinio ir rckombinantinio Zzmogaus kalcitoninyg (hCT) amino ragsciy kompozicija

Amino- Rckombinantinis Rekombinantinis  Sintetinis LikuCiai

rigstis hCT-Glyq, hCT hCT
ASX 2.78 2.96 3.01 3
GLX 2.12 2.08 2.03 2
SER 1.03 0.80 0.78 1
GLY 4.97 4.11 4.18 4
HIS 0.97 0.99 1.06 1
ARG 0.00 0.00 0.00 0
THR 4.52 4.82 4.67 5
ALA 2.07 2.08 2.05 2
PRO 2.03 2.11 2.07 2
TYR 0.93 0.98 0.96 1
VAL 1.09 1.06 1.03 1
MET 1.00 0.99 0.98 1
cYs 1.58 1.82 1.78 2
ILE 1.01 1.02 1.01 1
LEU 2.15 2.13 2.10 2
PHE 2.92 3.00 3.07 3
LYS 1.03 0.99 1.00 1
TRP N.D. N.D. N.D. 0
732
BIOBANDYMAS
SINTETINIS hCT REKOMBINANTINIS hCT
SYSTEMA SU

HIPOKALKINIU EFEKTU ZIURKESE

NERA ZYMAUS SKIRTUMO
BIOLOGINESE SISTEMOS
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Fig.14
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Fig.16
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Fig.17
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Fig.21

A 1300mM

)
\

60 70

50

FRAKCIJIOS NUMERIS

20

!
O el o
e}

(01 X refioyesy/eIoudtA) SYLNTWYEL SILNVNIAINY -0-0-0-

40

30

10



LT 4029 B

Pyu Il
Fig.22 xmn | L
Aval — —75."
. Bgll —
E{ Bgl | —
\ oIKIK233 — Byt
o —A 4602 bp
s 5 Sall-— ‘
: Spht-—"" Pvu
/
[ BamH |
Ecofl | Xxmn {

mel 3sls sts sl lys  lev

\ Neo | Psi I!nd__l_!l_
. A6 GCi GCATGEC 'AAG CIT
% . [RGGAJAACAGATCAIG GC1 GCA GCC /

|

’ SKAIDYMAS ! SKAIDYMAS

| KpnI+Hind III ] Nco I+Hind III

| |

IZOLIUOTAS 2,1 kb
_ ) IZOLIUOTAS 4,6kb
l
PRIJUNGTA PRIE AE17 (+) 30 SKAIDYMAS BAP

IR AE18 (-) 22 LINKERIU

LIGAVIMAS




LT 4029 B

.Jul
N r ..l_\ : g
Lyt v —; !‘l’ll!. | o— o | oot e bb| W i ioeloe rem it i i L L e illLL.L or _-r " -l\.v‘ o 1 | e ettt s L - !’lll}!l.-.,!l.l.-.j:. vedlany
pfwﬁt;-u ;_rL_w;_;___LuH__Jﬁgl_:_wa ;;,rf lJ [T u:~:_tr:V?LLthﬁ::_:Tupcm
SRR i ,_\zi A S_L_:,/ \[HY )‘Z i.. cvM .94 /r, t. & P d
SURRERRRY " T “J e . e i I N
.\*- A~ C* 4 e ™~ - _ fR - - - f,.|. g e b e Qe TR I||l_ ——— — ———— At 2.
A | A _h_ !
| Loy L : ) PR B . . __
| L R ) R "
i— B L T —_—— s el e o e. e — BN Pl
4 ) o ” | e
n - _ ] 1\\\\\1\\\\\\\\\\1%\\ o
- e @ |J—.I. I-I\I\l
N SR A
‘- ' ; ; f "
. | H [
»e T i B I T
~.too— I —- : . - L — e — 2
L w " SANISIW ALMDT ,
7 S S A S " ~7-0¥d NNISJdI¥L OWAQIVYYS .
—ap—% . g - ¢ OINITILAWISMOGYYY :SANIANVE -~ %
znww\xWI:.ee-n,-!;.lnlll..-u» S T[T;:lr-l pout/utug SYWIAVNOIDAVHA ,w
: g Gl TeA/uD0T STLTHYD oxTawvan 1| .
I S I A b i wuQzz SIDTI soonvd |1
, M P f , 2'0-0 snrTaosMsLLAa |
S ) §—- — NO'HD%U8 /Y L%80 0 ss 1N 88 7 7
- - ——oo ATEYE e el e Vbl 'O 1S 1adnt Vo —eem——

0g/0¢
81D DOVUAA

<xc__.<x”._ li.r.—.—.

SV dWOd

S TANOTON
O AVHWY A



	Bibliography
	Claims
	Drawings
	Description
	Abstract

