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Fermentiniam suliety baltymy skaldymui ir Siy suliety baltymy norimy daliy gavimui, modifikuojama

(1) genoinZineriniais metodais tarpineé sritis, kuria sujungtos dvi sulieto baltymo dalys, 3ioje tarpinéje srityje yra
bent viena IgA-proteinazés atpazinimo sritis, kurios aminoragsciy liekany seka yra Y-Pro- -1+ -X-Pro, kur X yra bet
kuri aminortgsties liekana ir Y- gali biti viena arba kelios bet kokios aminorags&iy liekanos,

(2) gautas (1) stadijoje sulietas baltymas suskaldomas Ig A-proteinaze paZymetoje simboliu -1- atpaZinimo srities
vietoje,

(3) po suskaldymo gaunama viena arba kelios tikslinés sulieto baltymo dalys.
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1
I3radimas susietas su specifiniu sekoms
biotechnologijos bidu gauty baltymy skaldymo budu,
naudojant IgA-proteinazes (taip pat vadinamomis

igazemis), ir vypatingai su buidu, kuriuo gaunami
prokariotuose rekombinantiniai baltymai arba peptidai,

nuo kuriy N-galo paSalinamos aminoridg3c¢iy liekanos.

Biotechnologijos pagalba gaunami baltymai, panaudojant
mikroorganizmus, kurie lengvai kultivuojami ir 1S kuriy
paprastais budais 1iSgryninami baltymai. Tam tinkami
mikroorganizmai, pavyzdZiui, yra gramneigiamos
bakterijos Escherichia coli, gramteigiamos bakterijos

Streptococcus carnocus ir kepimo mielés - Saccharomyces

cerevisiae. Bet, autentiniy svetimy genuy ekspresija

tokiuose mikroorganizmuose dazZznai turi trakumus.
PavyzdzZiui, E. coli transliacijos metu baltymuose
esantis metioninas N-gale gamtiniuose baltymuose
daugeliu atvejy efektyviai nuskeliamas proteinazémis.
Bet svetimy baltymy pirmos aminoruig$ties liekanos
baltymo N-gale atskeliama tik dalinai. Todél tokiy
baltymy, kuriuose N-gale yra kita aminortgsSties
liekana, nei metioninas, tinkamiausias gavimo bidas yra
pirmiausia gauti sulieta baltymg ir po to ji suskaldyti

specifine proteinaze.

Be to, prieSingai nei autentiniams baltymams, sulieti
baltymai turi privalumg - jie mikroorganizmo lasteléje
ekspresijos metu susirenka i intarpinius kidnelius,
kuriuos lengvai galima atskirti nuo kituy lastelés daliy
ir todel palengvéja tikslinio baltymo i3skyrimas ir
gryninimas. I3 kitos pusés, baltymai-ne$ikliai, kurie
geny inZinerijos pagalba suliejami su tiksliniu
baltymu, tikslinis sulietas baltymas igauna atsparumg
nespecifinei proteinolizei; 3i svetimy baltymy
proteolizés problema yra labai svarbi norint gauti
mazus peptidus biotechnologijos budu. Naudojant kitus
baltymus-neSiklius, galima padaryti taip, kad tikslinis
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baltymas bity lokalizuotas tam tikrose lagsteleés
vietose, ten kur jie vyra stabilds ir/arba lengvai
prieinami, o tai igalina lengvai i&gryninti tikslinius
baltymus. Pagaliau, baltymai ne$ikliai gali pasizyméti
specifinémis savybémis, jas panaudojant, galima
efektyviai iSgryninti sulietus baltymus, pavyzdziui,
afinines chromatografijos pagalba. Daugeliu atvejy
konstruojamas toks sulietas baltymas, kai jo N-gale yra
baltymas neSiklis, o C-gale yra tikslinis baltymas.
Bet, kai kuriais atvejais, gali bati naudingas ir
atvirkd¢ias variantas arba tikslinis baltymas vyra
suliejamas su dviem baltymais tikslinio baltymo
galuose. Be to, gali buati naudingas toks variantas, kai
tikslinis baltymas atvirk3tine tvarka yra pakartojamas

sulietame baltyme.

Norint gauti laisvg tikslinj baltyma i§ sulieto
baltymo, reikia atskelti kovalentiskai sujungtus
baltymus. Tai galima atlikti naudojant cheminius arba
biocheminius (fermentinius) biadus. Bet da¥nai tai
ribojama mazu iki 3iol esandiy buady specifiskumu; nes
norint gauti tikslini baltymg, svarbu, kad skélimas
baty atliktas dviejy komponenty sujungimo vietoje,
t.y., tarpinéje srityje, bet jokiu bidu papildomai, ne
tikslinio baltymo viduje. Todél komponenty skaldymas

turi badti labai specifidkas.

Iki $iol naudojami cheminiai suliety baltymy skaldymo
metodai, pavyzdZiui, skaldymas cianido bromidu per
metionino liekana vidury baltymo ir skélimas tarp Asp-
Pro rugStinéje terpéje skruzdZiy rug3timi. Bet 3ie
bidai tinka tik tada, kai specifiné skélimo vieta

nepasikartoja tiksliniame baltyme. Bendrai,
biocheminiai skaldymo badai yra palankesni, nei
cheminiai, nes biocheminis skaldymas vykdomas

fiziologinémis arba, blogiausiu atveju, chemiskai
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Svelniomis reakcijos sglygomis, nepaZeidZiant tikslinio

baltymo.

Biocheminiuose suliety baltymy skaldymo btduose
naudojamos specifinés proteinazes. PavyzdZiui,
tripsinas skelia viduje esandig peptidine jungtj tarp
arginino arba lizino baltymo viduje. SpecifiSkumas gali
bati padidintas i3 anksto cheminiu bidu modifikuojant
lizing, skélimas tokiu atveju vyks tik po arginino
liekanos. Kita biotechnologijoje naudojama proteinaze
yra klostripainas; 3§is fermentas skelia peptidine
jungti tarp arginino ir bet kokios kitos, uz jo
esancios, aminortgities liekanos. Iki $iol naudojamy
suliety baltymy fermentiniy skaldymo bidy apzvalga
parasyta G. A. 0. Ma ([ D.M. Clover, E.]: DNR cloning
IIT, IRL Press, Oksford, Vashington, 1987).
Fermentiniai skaldymo badai turi apribojimus, nes
specifiné skélimo vieta taip pat gali bati ir
tiksliniame baltyme. Todel suliety baltymy biocheminiam
skaldymui labiausiai tinka tokie fermentai, kuriy
specifiskumas apsprestas ne viena aminorugities
liekana, bet tam tikra atpazistama aminortgidiy liekany
seka; tikimybé, kad pasikartos atpaZinimo seka, kuri
turi biti tarp suliety komponenty, tiksliniame baltyme
tuo maZesné, kuo daugiau aminorig8céiy liekany yra

atpaZinimo ir skélimo sekoje.

Zinomos proteinazés, kurios labai specifiskai skelia
baltymus. Nors dauguma tokiy specifiniy proteinaziy
(kurios yra, pavyzdziui, komplementinéje Zmogaus kraujo
kreséjimo sistemoje) skelia tam tikroje substrato
vietoje; bet $ia skélimo vieta perkelus i kita baltymag
(pavyzdZiui, sulietg baltymg) tokios proteinazeés, kaip
taisyklé, nesugeba skelti baltymo. Tai apsprendZziama
ivairiomis prieZastimis, pavyzdZiui, $ios proteinazés
atpazista antrine ir tretine substrato struktlrg arba
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sulietame baltyme skélimo sritis tampa neprieinama

fermentui.

Tarp specifiniy, atpaZistanéiy sekas, proteinaziy,
kurios 1iki Siol naudojamos suliety baltymy skaldymui,
yra faktorius Xa. §i proteinazée skelia specifine sekg
Ile-Glu-Gly-Arg-.|.-X, kur .|. yra skélimo vieta ir X -
bet kokia aminorug3ties liekana. Bet ir &i proteinaze
nera universali suliety baltymy skaldymui, kuriuose
tarpinéje srityje vyra atpaZinimo ir skelimo vieta;
daznai tokie substratai (t.y., sulieti baltymai,
kuriuose yra tikslinis baltymas kovalentigkai sujungtas
su baltymu nedikliu) visai neskaldomi, skaldomi tik
labai silpnai arba skaldomi, kai sulieti baltymai vyra

istirpe.

Gaunant rekombinantinius baltymus prokariotuose yra
labai svarbus efektyvus suliety baltymy skaldymas.
Klonavimui DNR sekoje batinas startinis kodonas AUG
prie$§ koduojamg baltymo sekg. Del to prokariotuose,
pavyzdiiui, E. coli, ekspresuojami baltymai, kuriuose

pirma aminorig8ties liekana yra metioninas.

Daugumoje atvejy bitina gauti rekombinantinius
baltymus, kuriuose pirma aminorigSties liekana nebuty
metioninas. Tokius baltymus, sintetinamus
prokariotuose, galima gauti metionin-specifinés

peptidazés pagalba, kuri atskelia metioning, esant]j
baltymo N-gale. Bet $is bidas yra imlus, nes atskélimg
galima patikrinti tik nustatant baltymo N-gale esandig
aminordgsties liekang. Be to, atskirti baltymag, kurio
N-gale yra metioninas, nuo  baltymo su nuskeltu
metioninu yra labai sunku arba tai atliekama nepilnai,

nes Sie baltymai turi beveik tokig pat molekuline mase.

PCT paraiskoje W084/02351 atskleistas aminorugsciuy
liekany, esanfiy suliety baltymy N-gale, atskélimas.
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Daugelis aminortg3&iy liekany, esanciy baltymo N-gale
viena po kitos atskeliamos egzopeptidaze, pageidautina
leicinpeptidaze, iki sekos X-Pro. Seka X-Pro atskeliama
nuo produkto arba dviem arba viena reakcijos stadija,
naudojant postprolin—dipeptidil—aminopeptidaze (EC
3.4.14). Bet 35is buadas turi trikumg, nes, skeliant po
viena aminorigsties liekang i§ N-baltymo galo, susidaro
ne vienas produktas, o produkty mi$inys, kuriame be
tikslinio produkto yra baltymas, kurio N-gale yra ne

vVisos aminorigidiy liekanos atskeltos.

Kitas fermentinio skaldymo budas yra pateiktas Europos
patente Nr. 0 020 290. Siame suliety baltymy, kuriuose
yra atitinkama atpaZinimo seka, skaldymo bide yra
naudojama kolagenazé. Po skaldymo kolagenaze, kitas
sulieto baltymo aminorug3¢iy liekanas galima paSalinti

antru fermentiniu skaldymu. Buvo nustatyta, kad
kolagenazé ir kitos endopeptidazés pasiZymi nedideliu
specifiSkumu (Zidr. Biocim. Biophys. Acta 271 (1972),
133-144). Be to, kolagenazé yra aktyvi, kai baltymai
turi specifine kolagenazei erdvine Struktirg.

Zinomas jau minéto Xa faktoriaus panaudojimas suliety
baltymy N-galo skaldymui. Bet ir 3is budas, be jau
paminety efektyvaus skélimo problemy, turi kitus
triokumus, tokius kaip: matomai 3is fermentas atpazista
ir skelia vidines baltymo sritis. Be to, reikia
iSgryninti faktoriy Xa i3 raguoCiy serumo, o skaldant
juo baltymus, kurie yra naudojami medicinos praktikoje,
Po to reikia papildomai juos valyti ir analizuoti, tam
kad irodyti, jog juose néra patogeniniy faktoriy arba

virusy.

Ivairios patogenineés bakterijos (pavyzdziui, ruadies

Neisseria, tokios kaip Neisseria gonorrhocae ir

Neisseria meningitalis arba rddies Haemophillus, tokios

kaip Haemophillus influenzae ir Haemophillus
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aegypticus), kurios auga Zmogaus gleivinéje, produkuoja

proteinazes, kurios iSsiskiria savo sekomis, artimomis
giminingomis proteinazeéms, kurios yra specifines
Zzmogaus IgAI, todél jos vadinamos IgA-proteinazeémis
arba igazémis. Imunoglobulinas IgATI yra svarbus
sekrecinio imuninio atsako komponentas, kuris apsaugo
nuo tokiy patogeniniy mikroorganizmy infekcijos
(Apzvalga: Kornfeld ir Plant, Rev. Infect. Dis. 3
(1981), 521-534). Be to, IgA-proteinazé skaldo savo
probaltymg. IgA-proteinazes 13 Neisseria gonorrhocae
MSLL sinteze autentiniame bakterijy kamiene ir
gramneigiamose 3eimininko lgstelése smulkiai apradyta
(VFR patentas Nr. 36 22 221.6).

IgA-proteinaze skelia, kaip apraSyta Pohlner (Nature
325 (1987), 458-462), pavyzdZiui, sekanc¢ias atpaZinimo

sekas:

1. Pro-Ala-Pro-.|.-Ser-Pro,

2. Pro-Pro-.|.-Ser-Pro,

3. Pro-Pro-.|.-Ala-Pro,

4. Pro-Pro-.|.-Thr-Pro.

Simbolis .|. nurodo IgA-proteinazés skeélimo vietg. IgA-

proteinazeés klonavimas aprasytas Pohlner ir kt., 1987.

Todel 3Sio iSradimo tikslas buvo patobulinto suliety
baltymy biocheminio (fermentinio) skaldymo buado
suklirimas, kurio geny inZinerijos badu gautus sulietus
baltymus, kurie sudaryti 1§ bet kokiy komponenty ir
specifinés skelimo vietos tarpinéje srityje, bulty
galima naudoti kaip substratus, norint gauti didelés
iSeigos norimus Dbaltymus ir kad &is biddas buty

atsikartojantis.
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Sis uZdavinys buvo sprendZiamas geny technologijos
metodu, jvedant j tarping suliety baltymy sritj

atpazinimo seka arba skélimo vietg Pro-.|.-X-Pro,
specifiskai skaldant ja IgA-proteinaze paZymétoje
simboliu .|. vietoje, kur X pageidaujama, kad baty Ser,

Thr, Ala ir ypatingai pageidaujama, kad baty Ser arba
Thr, bet taip pat gali biti ir kitokios aminortgsciy

liekanos.

Todél 3Sio i3radimo tikslas yra fermentinio suliety
baltymy skaldymo budas ir tikslinis 3iy suliety baltymy

gavimas, kuris besiskiria tuo, kad

(1) tarpiné sritis, kuria sujungtos dvi sulieto baltymo
dalys, modifikuojamos geny inZinerijos pagalba, taip,
kad 8ioje srityje bty bent viena IgA-proteinazés

atpaZzinimo vieta, kurioje yra $ios aminoriugd&iy
liekanos Y-Pro-.|.-X-Pro, kur X gali buti bet kokia
aminorugSties liekana ir Y - viena arba kelios bet

kokios aminortgities liekanos,

(2) gautas (1) stadijos metu sulietas baltymas
skaldomas IgA-proteinaze simboliu <. paZiymétoje

vietoje atpaZinimo srities vietoje ir

(3) po skaldymo gaunamos viena arba kelios sulieto

baltymo norimos dalys.

Terminas IgA-proteinazé pagal 53 iSradimg apima
proteinazes, kurios specifiikai skelia IgA, kurios yra
aprasSytos, pavyzdZiui, Rev. Infekt. Dis. 3 (1981), 521-
534, Tinkamos ir rekombinantines IgA-proteinazes,
kurios aprasytos, pavyzdzZiui, paraisSkoje VFR patentui
Nr. 36 22 221, Proc. Natl. Acad. Sci JAV 79 (1982),
7881-7885, Proc. Natl. Acad. Sci JAV 80 (1983), 2681-
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2685, Nature 325 (1987), 458-462 ir EMBO Journ. 3
(1984), 1595-1601.

Pagal $io iSradimo bida atliekamas suliety baltymy
tarpinés srities modifikavimas, pagrindinai, taip, kad
i sulieto baltymo tarpine sriti iterpiama nukleotidy
seka, kuri koduoja IgA-proteinazés atpaZinimo vieta, 35i
nukleotidy seka ijterpiama prie$§ arba/ir po vieno arba
keliy DNR segmentuy, koduojan&iy norimy suliety baltymy
dalis. Siam tikslui, pagrindinai, naudojamos cheminiu

btGdu susintetintos nukleotidy sekos.

Nelauktai buvo nustatyta, kad Sio iSradimo budas
ypatingai tinkamas taip pat ir suliety baltymy, kurie
neturi (t.y., prie$§ tarpinés srities modifikavimag)

jokios IgA-proteinazés atpazZinimo vietos, skaldymui.

IgA-proteinazes atpazinimo vieta §iam i8radimo badui
yra nustatyta aminortg3c¢iy seka Y-Pro-.|.-X-Pro. Kur X
gali biti bet kokia aminorigsties liekana ir Y - gali
bditi viena arba kelios Dbet kurios aminorigdcdiy
liekanos. Pageidautina, kad X bty Ser, Thr arba Ala ir
ypatingai pageidautina, kad buty Ser arba Thr. Y gali
bGti jvairios aminortgs¢&iy sekos, kurios baigiasi Pro,
Pro-Ala, Arg-Pro, Pro-Arg-Pro, Ala-Pro-Arg-Pro arba
Pro-Ala-Pro-Arg-Pro.

Todel 3io isradimo budas atskleidZia tai, kad IghA-
proteinazés atpaZinimo vietg kartu su skélimo vieta
Pro-.|.-X-Pro galima jterpti i sulieto baltymo tarpine
sriti, pavyzdzZziui, tarp Dbaltymo-neS$iklio ir norimo
baltymo, panaudojant IgA-proteinaze skelti jg, gaunant
norimg baltymg. Skélimo vietoje Pro-.|.-X-Pro yra
Lterpiamas X padétyje, pagrindinai, Ser, Ala arba Thr.
Tolesniam nurodytoje vietoje skaldymo optimizavimui
galima jterpti prie skelimo vietos kitas specialias

aminorigs¢&iy liekanas, ypatingai Pro.
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Ypatingai pageidautinos aminortugsciy sekos:
aj) Pro-Ala-Pro.|.Ser-Pro,

b) Pro-Pro.|.Ser-Pro,

c) Pro-Arg-Pro-Pro.|.Ala-Pro,

d) Pro-Pro.|.Thr-Pro,

e) Ala-Pro-Arg-Pro-Pro.|.Thr-Pro arba

f) Pro-Ala-Pro-Agr-Pro-Pro. |.Thr-Pro.

Pritaikant 3io i&radimo suliety baltymy skaldymo bidg,
kuriuose norimas baltymas vyra prijungtas po baltymo-
nesiklio, po IgA-proteinazeés skelimo, susidaro
baltymas, kurio N-gale yra X-Pro seka. &i seka, kaip
norimo baltymo dalis, gali bati naudinga, nenaudinga
arba neesminé. Naudinga $i seka tada, kai geny
inZinerijos badu gautas norimas baltymas ir gamtinis
Savo N-gale turi atitinkamas aminorGg3¢iy liekanas X-
Pro. Svarbis biotechnologijoje baltymai, kuriy N-gale
yra X-Pro seka, sutinkami gamtoje.

Sio isradimo budas, prie3ingai, nei kiti Zinomi suliety
baltymy skaldymo budai, turi privalumus: Ji galima,
nelauktai, universaliai taikyti suliety baltymy, kuriy
tarpinéje srityje yra nurodyta skélimo vieta,
skaldymui, ji taip pat galima naudoti netirpiy, tirpiy,
lokalizuoty 1lastelés membranoje ir suristy lgsteléje
suliety baltymy skaldymui. Be to, kaip ypatingas 3io
bado privalumas yra galimybe sulietus baltymus
skaldyti, kai jie yra gaunami mikroorganizmuose kaip
intarpiniai kGneliai, kuriuos yra lengva i3gryninti.

Kitas 38io metodo privalumas yra tas, kad naudojamg
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skelimui fermenta - igaze, galima gauti be dideliuy

iglaidy i3 nepatogeniniy bakterijuy kultirinio skyscio.

IgAs skélimo vietos iterpimas i tarpine suliety baltymy
sriti atliekamas geny inZinerijos pagalba. Taip,
pavyzdiiui, nukleotidy seka arba nukleotidine seka,
koduojancia skelimo vieta arba Jjos dali, galima
cheminiu badu susintetinti 1ir jterpti Zinomais geny
inZinerijos metodais tarp baltymo-nediklio DNR dalimis
ir norimo baltymo. Atitinkamail galima taip pat iterpti
gamtines nukleotidy sekas, kurios koduoja tinkama
skaldymui vieta arba jos dali. Genas, koduojantis
sulietus baltymus iterpiamas pagrindinai taip, kad bity
jo ekspresija kontroliuojama (pagrindinai indukcijos)
promotoriumi, taip kad atitikty norimus suliety baltymy
sintezés reikalavimus. Suliety baltymy sintezei galima
naudoti prokariotinius arba eukariotinius (kaip
augalines, taip ir gyvulinés kilmes) recipientus; bet
galimi recipientai, kurie neturi lastelées sistemos.
Pasirenkami baltymai-ne8ikliai gali tureti ivairias
funkcijas, priklausomai nuo to, kokias savybes jie turi
suteikti sulietiems baltymams, pernesimo funkcijas,
savybes, kurios palengvina sulietuy baltymy gryninimg
arba savybes, kurios padidina suliety baltymy stabilumg
ir kitas. Tinkamiausi baltymai-nedikliai yra aiskinami

Zemiau.

Atitinkamas §io isradimo suliety baltymy skaldymo budas
vykdomas IgAs pagalba, kuri gaunama i§ nepatogeninio
bakterijy kamieno superproducento, i8gryninant Jja 18
kultdrinio skys&io (Ziur., pavyzdZiui, VFR patenta Nr.
36 22 221).

io isradimo buda galima naudoti tiek preparatyviniams,
tiek ir analitiniams tikslams. Sio bido pagalba galima
biotechnologijos metodais gauti svarbius baltymus,

kurie, pavyzdziui, gali pati pritaikyti medicinos
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praktikoje, moksliniuose tyrimuose, aplinkos
iSsaugojimui, pramoniniuose procesuose arba

produktuose. Naudojant analitiniams tikslams su kitomis
tinkamomis ekspresijos sistemomis, 3is budas gali bati
naudojamas, pavyzdZiui, standartiniam geny suliejimui

tirti.

Pageidautinas 3io i&radimo bido, skirto fermentiniam
suliety baltymy skaldymui, gaunant norimo sulieto
baltymo dalis realizavimas, besiskiriantis tuo, kad

{l) lastele transformuojama su rekombinantine DNR arba
rekombinantiniu nedikliu, kur DNR  arba neSiklio
sudétyje yra bent viena geno, koduojancio sulietg
baltyma, kuriame yra bent IgA-proteinazés atpazinimo

vieta tarpinéje sulieto baltymo dalyje, kopija,

(2) transformuotos lastelés auginamos tam tinkamoje

terpeje,

(3) pasiekiama geno, koduojandio sulieta baltymg,

ekspresija transformuotoje lasteléje,
(4) sulietas baltymas suskaldomas IgA-proteinaze ir

(5) 1iSskiriamos viena arba kelios tikslines sulieto

baltymo dalys.

Sulieto baltymo skaldymg IgA-proteinaze galima atlikti
kultiGriniame skystyje po lasteliy lizavimo arba/ir po
dalinio arba lasteliy baltymy visi3ko pa%alinimo.

Be to, geriausia skaldyti sulieta baltyma, geriau
prokarioty ekspresijos produkta, imobilizuota Zinomais
specialistui imobilizacijos metodais, pavyzdziui,
aprasSytais Europos patente Nr. B 0 141 223 arba Europos
patente Nr. B 0 141 224, IgA-proteinaze.
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Ypatingai pageidaujama naudoti &io isradimo buda,
norint gauti rekombinantinius baltymus arba peptidus be
metionino N-baltymo gale i3 suliety baltymuy arba
peptidy, kuriuose yra aminorigs&iy liekany seka Met-Y-
Pro-.|.-X-Pro-A, kur X yra bet kokia aminorug3ties
liekana, pageidautina, kad Thr, Ala arba Ser, Y - viena
arba kelios bet kokios aminorug3ciy liekanos,
pageidautina, jei X yra Thr arba Ala, tai Y gale turety
piti Pro, jei X yra Ser, tai Y gale turety bati Pro-Ala
arba Pro-Pro, ir A yra bet kokia aminoragsc¢iy liekany
seka. Sulietas baltymas arba peptidas skaldomi IgA-
proteinaze, gaunamas skelimo produktas, kurio
aminorigsfiy liekany seka yra: X-Pro-A. PavyzdZiui,
rekombinantiniy baltymy 1% prokarioty be metionino
paltymo N-gale gavimo, pagal 33 bada, yra sekancios

stadijos:

(1) prokariotinés lasteles transformacija genu, kuris
koduoja baltymg arba peptida, kuriame yra aminorug3c&iy
liekany seka Met-Y-Pro-.|.-X-Pro-a, kur X, Y, A vyra

tokios, kaip apibreitos auk8ciau,

(2) transformuoty lasteliy auginimas tam tinkamoje

terpéje ir transformuoto geno ekspresija,

(3) ekspresijos produkto, gauto 18 transformuoty
lasteliy, kuriame yra aminorugscCiy seka Met-Y-Pro-.|.-

X-Pro-A, skaldymas IgA-proteinaze,

(4) gauto po skaldymo produkto, kuriame yra
aminortigdc¢iy liekany seka X-Pro-A, bet nera baltymo N-

gale metionino.

$iuo isradimo badu nelauktai galima gauti su didele
iseiga ir auk3tu specifiskumu viena stadija baltymus,

kuriuose N-gale nera metionino, kuriy N-galo
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aminorug8Ciy seka yra X-Pro, kur X pageidautina, kad
bity Thr, Ala arba Ser.

Sulieto baltymo neSiklio Y dalis yra aminorug3diy seka,
maziausiai 18 wvienos, pageidautina iki 100 liekany,
ypatingai tinkama, kai yra nuo 1 iki 50 aminorugiciy
liekanuy, jos gale yra IgA-proteinazés atpaZinimo
nuskelta seka. Jei X yra Ser, tai Y gale turéty buti
Pro-Ala seka arba Pro. Jei X yra Thr arba Ala, tai Y
gale turéty btti Pro, ypatingai gerai, kai Arg-Pro,
Pro-Arg-Pro arba Ala-Pro-Arg-Pro.

Ypatingai pageidaujamas variantas yra toks, kai Y yra 5
aminorug8¢iy liekanos, 3ios sekos gale turéty bdti Pro-
Ala-Pro-Arg-Pro. Vis delto $io iSradimo bide naudojamos

visos IgA-proteinazeés skélimo vietos.

Y neSiklio dalyje gali bati ir kitos bet kokios
aminordgsfiy liekanos, paprastai iki 100 1liekany,
ypatingai pageidautina kad buty iki 50 aminorags&iy
liekany. Pagrindinai naudojamos tokios aminorigsdiy
sekos, kurios DNR 1lygyje pagerina baltymo Met-Y-Pro-
.1 .-X-Pro-A ekspresija arba/ir palengvina sulieto
baltymo gryninimg.

Baltymo Met-Y-Pro-.|.-X-Pro-A ekspresijag, DNR lygyje,
galima pagerinti, pavyzdZiui, suliejant su B-
galaktozidazes geno fragmentu, t.y., ne3iklio Y dalyje
turi bdti dalis P-galaktozidazés baltymo. Zinomos ir
kitos baltymo Met-Y-Pro-.|.-X-Pro-A ekspresijos
padidinimo galimybés. Sujungiant su kitais
polipeptidais, ypatingai su dideli kravi turindiais
(pavyzdziui, poli (Lys, Arg)) arba su polipeptidais,
kurie suri$a medZiagas dideliu selektyvumu (pavyzdZiui,
streptovidinas) arba su baltymais, kurie palengvina
ekspresijos produkto i8skyrimg ir gryninima (Ziar.,
pavyzdziui, EP Nr. A 0 089 626, EP Nr. A 0 306 610).
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Taip pat 3%io i3radimo objektu yra sulietas baltymas,
kuriame yra daug polipeptido daliy ir kuris yra
iterptas bent tarpineje srityje tarp polipeptidy daliy,
ir kuriame vyra viena arba kelios IgA-proteinazeés
atpazinimo sritys, kuriy seka yra Pro-.|.-X-Pro, kur X
yra bet kuri aminorigSties liekana, geriausia, kad bity
Ser, Thr arba Ala. Ypatingai pageidautina, kad baty
Sios atpazinimo sekos:

(a) Pro—Ala—Pro.l.Ser—Pro,

(b) Pro-Pro.|.Ser-Pro,

(c) Pro-Arg-Pro-Pro.|.Ala-Pro,

(d) Pro-Pro.|.Thr-Pro,

{e) Ala-Pro-Arg-Pro-Pro.|.Thr-Pro arba

(f) Pro—Ala—Pro-Arg—Pro—Pro.l.Thr—Pro, kur simbolis .|.

nurodo skélimo vietg.

Sis i3radimas taip pat apima baltyma arba peptids,
kuriame yra sekanti aminoruag3éiy seka: Met-Y-Pro-.|.-X-
Pro-A, kur X pageidautina, kad badty Thr, Ala arba Ser,
Y yra viena arba kelios bet kokios aminorugséiy
liekanos, geriausia, jei X yra Thr arba Ala, tai Y gale
turi bati Pro, arba jei X yra Ser, tai Y gale turi buti
Pro-Ala arba Pro, ir A yra bet kokia aminorugsdiy
liekany seka. Toks, pagal 3i i3radimg, baltymas arba
peptidas ekspresuojami po transformacijos b
prokariotines lgsteles rekombinantinio nesiklio,
kuriame yra bent viena geno, koduojan¢io tokj baltymg

arba peptida, kopija.
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Seka A reiSkia bet kokig aminortugsc¢iy liekany seks.
Tikslinga, kad 3ios sekos viduje nebaty kitos IgA-

proteinaze skeliamos srities. .

Taip pat $Sio iSradimo objektu yra rekombinantine DNR,
kuri koduoja baltyma arba peptida, ir kurioje yra bent
tarpinéje suliety baltymy srityje viena arba kelios

IgA-proteinazés atpaZzinimo arba skeélimo sritys.

Rekombinantine DNR, pagal §i iSradimg, galima gauti
Zinomais molekulinés biologijos metodais. Paprastai tai
nediklis, kuriame yra koduojanti A aminorug3&iy liekany
sekyg, DNR, kuri yra skaldoma endonukleazémis 5' &io
geno gale ir liguojama su oligonukleotidais, kurie
koduoja norimg sekg. Oligonukleotide turi butti seka,
kuri koduoja IgA-proteinazés skélimo vietg arba jos
dalj,.

Taip pat $io i8radimo objektu yra rekombinantinis
neSiklis, kuriame yra bent viena rekombinantinés DNR,
kopija. Pagrindiniai nes$ikliai, tinkami baltymy
klonavimui i prokariotinius organizmus, yra Zinomi
specialistams. Tinkamas ne3iklis yra tas, kurio pagalba
galima gauti rekombinantinés DNR, didele transkripcija.
Rekombinantinés DNR  transkripcija, paprastai, yra
kontroliuojama ekspresijos indukcijos signalu (pav., A&,

Tac, Iac arba trp promotoriumi).

NeSiklis gali bGti nechromosominis (pav., plazmide),

integruotas (pav., bakterofagas A).

Pagrindinai, pagal $§i iSradima, ne3iklis yra plazmide.

NeSikliai, kurie yra tinkami geno klonavimui
pasirinktame recipiente, yra Zinomi molekulineés
biologijos specialistams. Recipientai gali bati

eukariotai, bet daZniausiai, prokariotai. Tinkamy DNR
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neSikliy, pagal 3i iSradimg, klonavimui prokariotuose,

yra komerciniai, tai pUC ir pUR ne$Sikliai.

Kitas iSradimo objektas yra lastele, ypatingai
pasirinkta E. coli 1lastelé, kuri transformuojama su
rekombinantine DNR, pagal 53, idradimg, arba/ir

rekombinantiniu ne$ikliu, pagal $i isSradimg.

PavyzdZziai baltymy, kuriy N-galuose yra sekos X-Pro,
kur X yra Thr, Ala arba Ser, ir kuriuos galima viena
stadija gauti pagal 53 iSradimg, yra Zmogaus
eritropoetinas, Zmogaus T-lasteliy receptoriaus ?-
grandiné ir ypatingai, Zmogaus granulocity kolonijas

stimuliuojantis faktorius (G-CSF).

G-CSF sintetinamas aktyvuojamy monocity, makrofagy ir
taip pat kity lasteliy linijy limfokinais. Limfokinai
dalyvauja imunineés sistemos arba kraujo sistemos

lasteliy brendime.

Jie stimuliuoja kauly c&iulpy 1lasteliy brendimg iki
lasteliy diferenciacijos. PavyzdzZiui, G-CSF indukuoja

neitrofileno ir granulocity susidarymg.

Kadangi G-CSF gali greitai ir Zymiai padidinti
neutrofiliniy 1lgsteliy populiacijas, tai G-CSF gali
buti placiai taikomas terapijoje. G-CSF faktorius gali
bati panaudotas po chemoterapijos, gydant veéZi, kurios
metu Zusta imunineés sistemos lgstelés. Taip pat G-CSF
gali buati panaudotas transplantuojant kauly <&iulpus,
esant sunkiems nudegimams, infekcijoms, atsirandandioms

dél silpno imuniteto ir leukemijos gydymui.

G-CSF yra sekretuojama baltymo molekule. Todel
transliacijos produkto - G-CSF probaltymo signaliné
seka, esanti baltymo N-gale, sekrecijos metu vyra

nuskeliama, gaunamas subrendes G-CSF, kurio N-gale yra
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Thr (+1) ~-Pro (+2) (aminoragd¢iy 1liekany padetys +1 ir
+2) . Prokariotuose G-CSF signalinis peptidas
nuskeliamas dalinai arba visai nenuskeliamas, todeél,
norint gauti G-CSF prokariotuose be signalinio peptido,
reikia klonuoti AUC (Met) kodona kaip inicijuojanti
kodong prie§ DNR seka, koduojanc&iag subrendusi G-CSF,

kuri prasideda Thr (+1) -Pro(+2) . To pasekoje
prokariotuose, tokiuose kaip E. coli, ekspresuojamas G-
CSF, kuriame pirma aminortgsties liekana yra
metioninas.

Sio isradimo budu galima lengvai gauti prokariotuose be
pirmos aminorugities liekanos-metionino, G-CSF, kurio
N-gale bity Thr(+1)-Pro(+2).

Tai pasiekiama sekanéiai: gaunamas neprokarioty G-CSF
darinys, kurio sekos +1 ir +2 padetyje yra aminoriugscéiy
liekanos Thr(+1)-Pro(+2) ir prie§ IJas prijungiama
aminorigsgiy liekany seka, kurig atpaZista IgA-
proteinaze, ir gali bati atskeliama nuo G-CSF sekos,

kuri prasideda nuo Thr (+1)-Pro (+2) .

Teikiama pirmenybé tokiam variantui, kai G-CSF darinio
baltymo sekos padetyje -1 ir -2 yra Pro, padétyse nuo -
3 iki -1 yra aminorigs&iy liekany seka Arg-Pro-Pro,
padetyse nuo -4 iki -1 yra Pro-Arg-Pro-Pro arba kai nuo
-5 1ki -1 padéties yra aminortg$¢iy liekany seka Ala-

Pro-Arg-Pro-Pro.

Ypatingai pageidautinas G-CSF darinio variantas, kai
baltymo sekoje nuo padéties -6 iki -1 yra aminorugs$céiy

liekanos:

=6;-5;-4;-3;-2;-1
Pro-;Ala-;Pro-;Arg-;Pro-;Pro
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G-CSF Siame idradime suprantamas, ai8ku, G-CSF, kurio
seka publikuota, pavyzdZiui Science 232 (1986), 61, ©
taip pat Jjo dariniai, kurie pasizymi granulocity
stimuliavimu, kuriy aminortg3&iy liekany seka prasideda
X (+1)-Pro(+2), kur yra Thr, Ser arba Ala, ypatingai

pageidaujamas variantas, kai X yra Thr.

G-CSF darini, pagal isradima, po ekspresijos
prokariotuose galima skaldyti IgA-proteinaze  tarp
aminorugs&iy liekany -1 ir +1 (tarp Thr(+l) 1ir Pro(-
1)) . To pasekoje, vienintele hidrolizés stadija
gaunamas G-CSF, neturintis -1 padetyje metionino, jo
aminorugs&iy liekany seka N-gale prasideda Thr(+l)-
Pro(+2), o toks G-CSF sutinkamas ir gamtoje.

Ekspresuojant G-CSF, prokariotuose susidaro sunkiai
tirpis agregatai, kurie neturi aktyvumo. Visy pirma,
tam kad baltyma galima buty naudoti terapiniams
tikslams, ji reikia pervesti i Jjo aktyvia forma.
7inomais budais (pavyzdzZziui, Europos patentas Nr. A 0
219 874, Europos patentas Nr. A 0 114 506, WO
84/03711), i3 pradziy, pridéjus denatGruojanciy agenty,
idtirpinamas, po to renatGruojamas ir Jei to reikia,
gryninamas. Baltymo skaldymg IgA-proteinaze, pagal
i3radima, galima atlikti prie$§ baltymo iStirpinimg, po
istirpinimo arba po baltymo renatiracijos. Tuo atveju,
kai baltymo skaldymas IgA-proteinaze turi buti atliktas
po baltymo iStirpinimo, reikia prie$ pridedant IgA-
proteinaze, pa$alinti dializuojant denatdruojancCius
agentus (pavyzdZiui, guanidino hidrochlorida, arba
karbamidg) . Paprastail IgA-proteinaze skaldymas
atliekamas po baltymo renatiracijos, nes tokiu atveju

pasiekiamos didesnés G-CSF iSeigos.

G-CSF arba kito atskeliamo Dbaltymo skaldymo IgaA-
proteinaze salygos gali biti jvairios. Bet

pageidautina, kad skaldymas buty atliekamas, kai G-CSF
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(arba kito baltymo) santykis pagal svori su IgA-
proteinaze buity nuo 1:1 iki 100:1. Skaldymas wykdomas
vandeniniame buferiniame tirpale, kurio pH
pageidautina, "kad bty nuo 6.5 iki 8.5. Buferinio
tirpalo koncentracija turéty bati nuo 50 mmol/1l iki 300
mmol/l, o esant bitinybei, pridedama nuo 20 iki 100
mmol/l natrio chlorido. Skaldymas vykdomas kambario
temperatiroje ilgiau, nei 20-60 minuciy.

Po baltymo iStirpinimo, renatdaravimo ir skaldymo IgA-
proteinaze, gautas skaldymo produktas gryninamas
paprastai jony mainy chromatografijos pagalba ir grubiu
frakcionavimu. Taip gautame G-CSF, kurio sekos -1
padétyje néra metionino, pasaliniy baltymy yra maziau,

. . - . -3
nei 0.1%, o paprastai maziau, nei 10 °%.

Tokiu biidu, G-CSF, kuriame néra N-gale metionino,
gaunamg skaldant IgA-proteinaze, galima atskirti ir

i8gryninti nuo sulieto baltymo, kuriame yra metioninas.

Pagal $io isradimo buda galima gauti rekombinantini, G-
CSF prokariotuose, kuriame pa3aliniy baltymy yra
maziau, nei 0.1%, o paprastai maZiau, nei 107%% ir
kuriame néra G-CSF, gaunamo prokariotuose, kurio sekos

padetyje -1 yra metioninas.

ISradimo objektu taip pat yra vaistinis preparatas,
kurio  sudétyje yra pagal  iSradimo bada gautas
prokariotuose G-CSF, kaip veiklioji medZiaga, ir jei to
pageidaujama, pridedami iprasti farmaciniai nesSikliai,
uZpildai ir pagalbinés medZiagos. Toks wvaistinis
preparatas ypatingai tinka gydymui, kurio metu
reikalinga stimuliuoti granulocity, ypatingai

neutrofily, susidarymg.

Paprastai vaistine forma, pagal iSradimg, bana tirpalas

injekcijoms, kuriame yra $io iSradimo komponentai.
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Galimos ir liofilizuotos vaistinés formos. Pastarosios
paruosiamos naudojimui Zinomomis, tinkamomis
priemonémis arba tirpalais. Tirpikliu, paprastai

naudojamas vanduo, kuriame yra iprasti injekcijoms
naudojami priedai, tokie kaip stabilizatoriai, tirpumo
padidinimo agentai, buferiniai tirpalai, priedai, kad
susidaryty izotonis tirpalas, pavyzdZiui, fiziologinis
natrio chlorido tirpalas. Priedai gali biti,
pavyzdziui, manitas, tartrato arba citrato buferinis
tirpalas, etanolis, kompleksodaris, toks kaip,
etilendiamintetraacto ragstis ir jos netoksiskos
druskos, o) taip pat didelés molekulinés masés
polimerai, tokie kaip, polietileno oksidas, kuris
naudojamas klampumui pakeisti. Skys€iai, naudojami kaip
neSikliai injekcijoms, turi biati sterilds, ir

paprastai, iSpilstyti i ampules.

Pagaliau, $is iSradimas apima G-CSF, kurio baltymo
sekoje -1 padétyje nera metionino, gaunamo
prokariotuose, panaudojimg farmaciniy preparaty, pagal

81, i3radimg, gavimui.

Tuo atveju, kai skaldant bet kokj kitg sulietg baltymg
$io iSradimo budu, gaunamas produktas X-Pro-A (kur X
yra bet kuri aminorigsties liekana ir A yra bet kokia
aminortg8¢iy seka), kurio N-gale yra nepageidaujamas
dipeptidas X-Pro, tai 3j dipeptidg galima nuskelti

dipeptidilaminopeptidaze (DPAP) .
Dipeptidilaminopeptidazés buvo surastos kai kuriuose
mikroorganizmuose, vabzdzZiuose, amfibijose ir
ivairiuose Zmogaus audiniuose. Jos reikalingos

palaipsniniam probaltymy modifikavimui ir pasizymi
dideliu specifi3kumu baltymo N-galo dipeptidui X-Pro
(X-ProDPAPazés: G. Kreil, Trends in Biochemical
Sciences 15, 23-26, 1990). Todel derinant, pagal 3§i
iSradimg, skaldymg igaze ir X-Pro-DPAP, galima gauti
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norimus baltymus su norimomis aminorig3¢iy liekanomis
baltymo N-gale. .
Dabar, panaudojus auk3¢iau apradyta igazés ir X-Pro-
DPAP skaldymo derini, galima taip pat gauti
prokariotuose baltymus su kitokia aminor@g3ties liekana
baltymo N-gale, kai -1 padétyje néra metionino. Tam i3
pradZiy gaunamas sulietas baltymas, kuriame yra
aminorig8c&iy liekany seka Met-Y-Pro-.|.-X-Pro-A, kur
§iuo atveju A yra pageidaujama ekspresuojamo baltymo
aminorugsfiy liekany seka be dviejy aminoragiliy
liekany X-Pro N-gale.

Prokariotinés 1lastelés ekspresijos produktas, kurio
aminorigsciy liekany seka yra Met-Y-Pro-.|.-X-Pro-A, i$
pradziy skaldomas IgA-proteinaze, susidaro pirmas
skaldymo produktas, kurio aminorig3&iy seka yra X-Pro-
A.

Toki, baltymg, kaip apradyta auk3&iau, galima skaldyti
dipeptidilaminopeptidaze, kuri specifiskai atpazista
seka X-Pro ir skelia uZ Pro. Tokiu b@du yra gaunamas
antras skaldymo produktas, kurio seka A gali buti
laisvai pasirenkama. Todél 3io iZradimo badas gali biati
ypatingai naudingas padiy ivairiausiy baltymy gavimui,
kuriuose néra N-gale metionino, ir neapsiriboja
baltymy, kuriy N-gale vyra X-Pro seka, kur X yra

paprastai Ser, Thr arba Ala, gavimu.

Pagaliau, iSradimas apima taip pat ir rekombinantine
DNR, kurioje yra klonuota (apibréZta auk3&iau) IgA-
proteinazés atpaZinimo seka, ir tinkama iterpimui i
tarpine suliety baltymy sriti. Pagrindinai DNR sekos
fragmentas yra gaunamas cheminiu sintezés biadu, kurio
galuose yra viena arba kelios tinkamos persidengimo

sritys.
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Terminai

Sio isradimo Dbidas apima norimy baltymy gavimg
biotechnologijos metodais. Biotechnologija suprantama,
kad norimas baltymas arba jo tarpinis produktas
gaunamas naudojant geny inZinerijos metodus ir kitus
biotechnologijos badus (pavyzdziui, mikroorganizmy

kultivavimas) .

Norimas baltymas yra tarpinis produktas arba galinis
produktas, kuris gali bati naudojamas, pavyzdZiui,
medicinoje, tyrimams, aplinkos apsaugai arba

pramoniniuose procesuose arba produktuose.

_Sio iSradimo bidas apima ir tai, kad norimas baltymas

gaunamas 13 sulieto Dbaltymo, kai sulieto baltymo
sudétyje yra kovalentiskai sujungti vienas su kitu
suliejami komponentai. Vienas 1§ suliejamy komponenty
yra tikslinis baltymas. Komponenty sekos ir jy
pasikartojimas sulietame baltyme gali bOti bet kokios;
bet paprastai sulietame baltyme N-gale yra baltymas-
ned3iklis ir C gale - tikslinis baltymas.

Baltymas-ne3iklis arba jo dalis yra reikalinga tam, kad
suteikty norimam baltymui, kuris yra sulietame baltyme,
ypatingas savybes. Sios savybés gali buti, pavyzdZiui,
suliety baltymy stabilumo padidinimas, kuris remiasi
struktirinémis savybémis, tuo paciu Zymiai padidéja jo
atsparumas lastelés proteinazeéms arba suliety baltymy
lokalizacija, tose vietose - kur yra nedidelis
proteolitinis aktyvumas. Be to, baltymas-ne3iklis gali
turéti tokias savybes, kuriy pagalba galima efektyviai
iSgryninti sulietus baltymus. Tai gali biti,
pavyzdziui, tam tikry 1liganduy surisSimas, kurio déka
galima pritaikyti afinine chromatografijg Dbaltymy
gryninimui, sulieto baltymo lokalizacija intarpiniuose

kineliuose, o tai igalina be didesniy sgnaudy isskirti
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juos, ir baltymy lokalizacija i 1lengvai prieinamas

sritis.

Sritys, esan¢ios sulieto baltymo viduje, kuriomis
sulieto baltymo komponentai (baltymai-ned8ikliai ir
tikslinis baltymas) sujungiami vienas su kitu,

vadinamomis tarpinémis sritimis.

Kiekviena tarpiné sritis gali bati apibréziama viena
arba keliomis aminordgsciuy liekany sekomis.
AminorugsCiy liekany sekos (kaip ir visos kitos baltymy
aminorigsciy liekany sekos) yra suprantamos ir
vaizduojamos nuo N-baltymo galo (is kairés) baltymo C-

galo kryptimi (i§ dedineés).

ISradimo biade visos aminoragsciy liekany sekos,
esanCios tarpinése srityse, kurios turi biti perskeltos
IgA-proteinaze, turi turéti skélimo arba atpaZinimo

sritis, pagal isradimo buda.

Ta vieta, tarp dviejuy aminortag3&iy liekany seky, kur
yra skeliamas sulietas baltymas, vadinama skélimo

vieta.

Bidas, pagal §i iSradimg, apima fermentini suliety
baltymy skaldyma tarpinése srityse, naudojant IgA-
proteinaze. IgA-proteinazé arba igazé, idradimo bado
ribose, yra IgA-proteinaze, idskirta is kamieno

Neisseria gonorrhocae MSII ir wvisi kiti fermentai,

giminingi $iai proteinazei nukleotidy lygyje ir pagal
susidarymo process. Ypatingai Ltrauktinos IgA-

proteinazeés 1iSskirtos 13 Neisseria ir Haemophillus

risies.

E. coli ED 8654 mikroorganizmas buvo deponuotas
Vokietijos mikroorganizmy Centre, Grizebach3trase, 8,
3400 Gettingen, suteikiant jam numeri DSM 2102.
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ISradimas aiskinamas sekanciais pavyzdzZiais ir

figlromis.
FigGry apradymas:

Fig. 1 schemati3kai pavaizduotas MS2-polimerazés (99
aminorigsdiy liekanos) ir IgA-proteinazés is N.

gonorrhocae  MSII probaltymo B-srities (1195-1505

aminorigs§ciy liekanos) suliejimas. Tarpineje srityje
tarp 8iy dviejuy daliy yra 12 aminortgs§c¢iy liekany,
kurioje yra igazés skélimo seka Pro-Pro-.|.-Thr-Pro.
Konstruojant skélimo vietg, buvo iterpiami keturi
oligonukleotidai nuo (1) iki (4) i EcoRI ir HindIII
skelimo saitg. Polipeptido gavimas ir skaldymas su

i8gryninta igaze smulkiai paaiskinti 5 pavyzdyje.

Fig. 2 pavaizduotas baltymo-ne3iklio (99 aminorugsgiy
liekanos yra MS2-polimerazés ir 6 koduojamos
plazmidéje) ir 206 aminorigs&iy Zmoniy T-limfocity CD8-
baltymo liekanos suliejimas. CD8 baltymo sekoje yra

gamtiné igazés skélimo seka (ZiGr. 6 pavyzdi) .

Fig. 3  pavaizduotas baltymas B63, kuris  buvo
produkuojamas E. coli 1lastelés sekrecinés sistemos
pagalba. Jo N-gale yra choleros B toksino apatiné dalis
(103 aminorigsciy liekanos), tarpine sritis (11
aminorigsciy liekany), kurioje yra igazeés skélimo vieta
ir baltymo C-gale IgA-proteinazés probaltymo P-sritis
(1097-1160 aminorugsc¢iy liekanos). Igazés skélimo vieta
buvo iterpiama tarp dvieijy baltymuy dvejais
oligonukleotidais Tk 006 ir Tk 007.

Fig. 4 schematidkai pavaizduotas baltymy B49 ir BS9
suliejimas. Jis sudarytas i3 choleros toksino B
apatinés dalies ir IgA-proteinazés probaltymo B-
srities. Tarp 3iy daliy yra dvi skirtingos igazés



10

15

20

25

30

35

25
skélimo wvietos (Pro-Pro-Ala-Pro ir Pro-Pro-Thr-Pro).
Skélimo sekos buvo konstruojamos is sintetiniy
oligonukleotidy (Zitr. fig. 3).

I PAVYZDYS

Plazmidées konstravimas G-CSF ekspresijai, kuriame néra

metionino.

Konstravimas buvo atliekamas panaudojant ekspresijos
ne3ikli pPz07 - mglIIac (WO 86/09373). Tam, ekspresijos
ne3iklis pPZ07 - mgllac buvo skeliamas su Ncol ir
pasSalinami lipnGs galai su Mung bean nukleaze. Po to
nesiklis skeliamas su BamHI. IgA-proteinazés atpaZzinimo
seka DNR lygyje buvo gaunama naudojant Siuos

oligonukleotidus:

A Oligonukleotidas:

5'-AAT TCG GAG GAA AAA TTA ATG ACA CAA CTG CGA CCT CCT
ACA CCA CTG GGC CCT G-3!

B Oligonukleotidas:

5'-GAT CC AGG GCC CAG TGG TGT AGG AGG TCG CAG TGC TGT
CAT TAA TTT TTC CTC CGA ATT-3'

Abu nukleotidai sumaiSomi ekvimoliniais kiekiais ir 100
kartiniu pertekliumi sudedami, kaip apradyta auk3&iau,
i suskaldyta nedikli pPZ07-mglIlac. Po pakartotinio
ligavimo Jjuo transformuojamos E. coli K12 1lastelés.
Zinomais metodais i&skiriama i§ lasteliy DNR ir
skaldoma Apal ir BamHI restriktazemis. G-CSF
fragmentas, kurio ilgis yra apie 520 bp, i3skiriamas,
naudojant Apal ir BamHI restriktazes, i3 G-CSF sekos
(Science 232 (1986), 61-65) . Sis fragmentas

suliguojamas su perskeltu Apal ir BamHI ne$ikliu.
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2 PAVYZDYS

Papildomai prie IgA-proteinazés atpazinimo sekos
sulietame baltyme gali buti tokie peptidai, kurie
palengvina baltymo gryninimg. Tai gali buti DNR, kuri
koduoja streptaviding. Tam streptovidino genas (WO
89/03422) klonuojamas pried IgA-proteinazés atpaZinimo

srities sekg.
3 PAVYZDYS
Panaudojant 1 pavyzdyje apradyta plazmide,

transformuojamos E. coli K12 lastelés (EDS 8654, DSM
2102), atliekama selekcija naudojant antibiotikag

(ampiciling) ir atliekama restrikciné plazmidés
analizé. Atrinktas klonas naudojamas tolesniam
kultivavimui ir G~CSF ekspresijai. Lasteles
kultivuojamos pilnoje terpéje. Sios terpés sudetis

vienam litrui: 16 g baktotriptono (Difco), 10 g mieliy
ekstrakto (Difco) ir 5 g natrio chlorido. Lastelés
auginamos iki ODge = 2.0 ir po to atliekama indukcija
10-3 mol/lIPTG. Po 4 valandy lastelés surenkamos
centrifigquojant, lizuojamos lizocimu su EDTA
(etilendiamintetraacto rugdtimi) ir iSskiriami G-CSF
intarpiniai kaneliai (IB'S, pal. Europos patenta Nr. A
0 219 874).

I3skirty netirpiy suliety baltymy, kuriuose yra G-CSF,
denatiravimas arba renatGravimas atliekamas pagal
Europos patentg Nr. A 0 219 874. Denaturavimas
atliekamas tirpinant 6 mol/l guanidinhidrochlorido
tirpale. Po denatiravimo tirpalas, atskiriamas nuo
nuosedy, dializuojamas pried 5 mmol/l buferini kalio
fosfato tirpalsa, pH7 ir baltymas skaldomas IgA-

proteinaze (pavyzdys 4).
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Kitokiu bidu po denatiracijos vykdoma dialize guanidino
chloride prie§ 5 mmol/l kalio fosfato buferini tirpalg,
pPH 7, kuriame yra 1lmmol/l GSH ir 3 mmol/l GSSG. Po
renataracijos dabar taip pat dializuojama pries 5
mmol/1l kalio fosfato buferinj tirpalg, kurio pH 7.

4 PAVYZDYS

Sulieto baltymo skaldymas IgA-proteinaze, gaunant G-CSF

be metionino padétyje - 1.

IgA-proteinazé iSskiriama pagal EMBO Jour., 3, (1984),
1595 - 1601. I 10 pg renatiruoto arba denatiruoto pagal
3 pavyzdi G-CSF, pridedama 2 - 5 Hg IgA-proteinazés ir
inkubuojama 30 minuciy kambario temperatiroje.
Panaudojus jonuy mainy sorbentus, tokius kaip Mono-Q
arba Mono-S, galima iSskirti G-CSF, kuris N-gale neturi
metionino. Aminorugid&iy liekany analizée baltymo N-gale
parode, kad G-CSF N-gale vyra reikalinga aminorugs§éiy
liekany seka Thr (+1)-Pro(+2).

5 PAVYZDYS

Suliety baltymy gavimas, netirpiy baltymy agregatuy,

esanciy_intarpiniuose kineliuose, skaldymas specifinéje

igazés skélimo vietoje

Prokariotinis ekspresijos nesiklis PEX31C (K. Strebel,
Journal of Virology 57, 983 - 991, 1986) buvo
modifikuotas taip, kad superprodukuotus $§ioje E. coli
sistemoje sulietus baltymus buvo galima suskaldyti
igaze i baltyma-ne$ikli ir norimg baltymg. Tam buvo i
sintetiniu badu gauty oligonukleotidy gautas
dvispiralinés DNR fragmentas, koduojantis aminortgiciy
seka Thr-Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Pro-.|.-Thr-Pro. 3is DNR
fragmentas buvo iterpiamas, naudojant genu inZinerijos
metodus, i Eco RI skélimo vieta ekspresijos neSiklyje
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PEX31C. Be to, HindIII skélimo vietoje buvo jterpiami
kiti du sintetiniai DNR fragmentai, kuriuose yra
daugelio restriktaziy skélimo vietos ir ekspresijos
terminavimo kodonas. I tokiu badu gautg ekspresijos
plazmide pEV 37 per Smal ir Hind III skélimo vietas
buvo iterpiamas DNR fragmentas, koduojantis IgA-
proteinazés i§ Neisseria gonorrhocae MSII probaltymo f-

sriti. To pasékoje buvo gautas hibridinis genas, kurij
transformavus i E. coli, buvo gaunamas sulietas
baltymas. Sulieto baltymo 1% N-galo buvo baltymas-
nesiklis - MS2-polimeraze, jos ilgis - 99 aminorugscdiy

liekanos, vidurinéje tarpinéje srityje buvo igazeés

skelimo vieta, kurios ilgis - 12 aminoriig§diy liekany
ir norimas baltymas - MSII probaltymo f-sritis C-gale
(zigr. fig. 1). I3gryninta iga e buvo galima nuskelti

nuo sulieto baltymo C-galo MSII probaltymo f-sriti,
tarpines srities skélimo vietoje Pro-.|. -Thr.

Hibridinio geno plazmide buvo transformuojamos E. coli
lastelés, kuriose buvo reguliacijos faktorius cI1®’ is
bakterofago A (E. Remaut, Gene 22, 103-113, 1983).
Pakélus temperatiira nuo 28° iki 42°, buvo inaktyvuojamas
cr®’ represorius, ko pasékoje buvo aktyvuojama baltymo
sintezé rekombinantinése E. coli lastelése. Tam 50 ml
E. coli lasteliy, auginty 12 valandy 28° temperatiroje,
suspensijos buvo perpilama i 200 ml i3 anksto pasSildyta
iki 45°C terpe ir po to buvo kultivuojama 2 valandas
42°C temperatiroje. S$ioje stadijoje dideliais kiekiais
kaupesi sulieti baltymai intarpiniy kineliy formoje
bakterijy Ccitoplazmoje. Lastelés buvo surenkamos
centrifiguojant, suspenduojamos 20 ml lizatinio
buferinio tirpalo (10% sacharozes, 50 mmol Tris-HC], pH
8.0, 1 mmol EDTA) ir pridéjus 400 pl lizocimo tirpalo
(5 mg/ml) inkubuojamos 30 minuc¢iy 22$ temperatiroje.
Pridejus detergento Triton X-100 iki galutines
koncentracijos 0.1%, buvo vel inkubuojama 30 minuciy.

ISsiskyrusi lizavimo metu DNR buvo suardoma ultragarsu,
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nuosedos, tame tarpe ir sulieti baltymai, esantys
intarpiniuose kineliuose, buvo atskiriamos
centrifiguojant ir po to praplaunamos 5 ml HINTE
buferiniu tirpalu (1 mol karbamido, 50 mmol NaCl, 50
mmol Tris-HCl, pH 8.0, 1 mmol EDTA). Po pakartotino
centrifigavimo, nuosédos buvo suspenduojamos ultragarso
pagalba 5 ml PBS (20 mmol kalio fosfato, pH 7.5, 140
mmol NaCl) ir plaunamos. Si stadija buvo pakartojama
kelis kartus, tam kad paSalinty karbamido liekanas.
Pagaliau, netirpi frakcija, kurioje buvo sulietas
baltymas, buvo suspenduojama ultragarso pagalba 5 ml
PBS.

Suspenduoty suliety baltymy Svarumas ir kiekis buvo
nustatomas SDS PAGE (elektroforézé denatiruojandiomis
salygomis poliakrilamidiniam gelyje), gelio
koncentracija 12.5%, daZant Coomasie Briliant Blue.
Skaldant sulietus baltymus_ suspensija buvo inkubuojama
santykiu fermentas/substratas: 1/100 (m/m) 3 valandas
37°C temperatiiroje. Po skaldymo  miSinys buvo
analizuojamas SDS PAGE, buvo nustatyta, kad susidare
reikalingo ilgio B-baltymas. Sis baltymas buvo
perneStas ant nitroceliuliozés membranos ir buvo
nustatoma jo seka. Nustatyta galiniy aminoragsdiy
liekany seka patvirtino, kad buvo gautas norimas
baltymas i3 suliety baltymy ir kad sulietas baltymas

buvo perskeltas igazés skélimo vietoje.

Bet skaldymo metu buvo suskaldoma tik 50% sulieto
baltymo. Pridéjus didesnius kiekius igazés ir ilgiau
vykdant skaldyma, nebuvo pasiekiama didesne skaldymo
iSeiga. Tai vyksta todél, kad neperskelta sulieto
baltymo vieta yra neprieinama igazei. Hibridinis
baltymas ir skaldymo produktai po inkubavimo su igaze
yra netirpiy agregaty formoje, todél negali biati

atskirti centrifugavimu.
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Skaldymo i8eigos 1iki 90% buvo pasiekiamas tada, kai
vietoj intarpiniy kGneliy uZter3tos frakcijos Dbuvo
imami sulieti baltymai, kurie buvo papildomai
i8gryninti. Tam, 35ios netirpios nuocsédos po praplovimo
HINTE buferiniu tirpalu (ZidGr. auksciau), buvo
suspenduojamos 5 ml H7NTE buferiniame tirpale (7 mol
karbamido, 50 mmol NaCl, 50 mmol Tris-HCl, pH 8.1, 1
mmo 1l EDTA) . Netirpi dalis buvo padalinama
centrifuguojant, o tirpi frakcija buvo dializuojama
pries 5 litrus PBS 4SC temperatdroje. PaSalinus
dializuojant karbamida, sulietas baltymas iSseda
netirpiy agregaty pavidalu. Nuséde agregatai buvo
suspenduojami ultragarsu ir, kaip aprasyta aukséiau,

buvo skaldomi igaze ir analizuojami.
6 PAVYZDYS

Renatidruoto tirpaus sulieto baltymo specifinis

skaldymas igaze

Naudojant pEX ekspresijos sistema, buvo gautas
hibridinis baltymas (Zidr. pavyzdi), kuriame yra MS2-

polimerazé 1ir ZImogaus citotoksiniy T-limfocity CDS8

baltymo dalis (Zidr. fig. 2). Po pirminio iSgryninimo
ir baltymo, esancio intarpiniuose kdneliuose,
iStirpinimo H7NTE buferiniame tirpale, sekanti

gryninimo stadija buvo elektroforézeée, naudojant 12.5%
SDS poliakrilamidini geli. Sulietas baltymas, kaip
viena juosta, dazZzant Coomasie Briliant Blue, buvo
i3pjaunama 15 gelio ir, po to ©pagal Hunkapiller
(Methods in Enzymology 91, 227 - 235, 1983) buvo
ekstrahuojamas i3 gelio. Elektroeliucija buvo vykdoma
TAE Dbuferiniame tirpale (40 mmol Tris-acetatas, pH
7.9), 1 kuri papildomai buvo idedama 0.1% SDS (natrio
laurilsulfatas). SDS veliau buvo paSalinamas
dializuojant pried3 5 litrus TAE buferinio tirpalo 22°C

temperatiroje. Toliau dializuojant, baltymas buvo
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pervedamas i saugojimo buferini tirpala (20 mmol kalio
fosfato, pH 7.5, 140 mmol NaCl, 50% glicerino). Gautas

tokiu budu tirpus sulietas baltymas buvo inkubuojamas

su 1i8gryninta igaze (2iGr. pavyzdi 5) 1ir pilnail
suskaldomas baltymo CD 8 molekulés skélimo vietoje (-
Pro-Pro- . -Thr-Pro-Ala-, zZiar. fig. 2) i du

polipeptidus. Skélimo specifiSkumas buvo jvertinamas,
analizuojant trumpesnio produkto aminortgsCiy sekg 18
N-galo. Buvo gauta, kaip ir tiketasi, seka Thr-Pro-Ala-

Pro-Thr-Ile.
7 PAVYZDYS

Renatiruoto tirpaus sulieto baltymo, gauto is

kultirinio skysCio supernatanto, specifinis skaldymas

igaze

Sulieti baltymai, kuriy sudétyje yra apatiné ir P-dalis
choleros toksino B (padétys 1097 - 1160; J. Pohlner,
Nature 325, 458-462, 1987) ir IgA-proteinazeés i3 N.

gonorrhocae MSII probaltymas, buvo gaunami tirpuds

rekombinantiniy E. coli lasteliy kultiriniame skystyje.
Tam, kad btaty galima atskirti dvi baltymo dalis, i
tarpine sriti tarp choleros toksino B apatinés ir f-
dalies, naudojant geny technologijos metodus, Dbuvo
iterpta sintetiné igazés skélimo vieta (Pro-Pro- .|. -
Thr-Pro-). Tuo tikslu oligonukleotidai Tk 006 ir Tk 007
buvo iterpiami i EcoRI ir SacII skelimo vieta (Ziur.
fig. 3). Sulietas baltymas buvo paimamas 1§ 2 litry
bakterijy kultirinio skys¢io po 12 wvalandy auginimo
37°C temperatiroje, i¥sodinant amonio sulfatu, po to
dializuojamas prie§ 5 litrus PBS buferinio tirpalo. Jo
skaldymas, esant baltymo koncentracijai 50g/ml, PBS
buferiniame tirpale, kai santykis fermentas/substratas
buvo 1/50 (m/m), vykdomas su 1iSgryninta 1igaze 2
valandas 37°C temperatiroje. Imuninés analizés metu
buvo nustatyta, kad pilnai suskaldZius sulieta baltymg,
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didesnis fragmentas pagal molekuline mase ir pagal
reakcija su antiserumu, atitiko gamtinei apatinei
choleros toksino B daliai.

8 PAVYZDYS

Renatiruoto tirpaus sulieto baltymo, esanio ant

gramneigiamy bakterijy pavirSiaus, specifinis skaldymas

lgaze

Ekspresijos sekreciné sistema buvo panaudota tam, kad
sulietus baltymus TKB 49 ir TKB 59, kuriy sudetyje yra
apatiné choleros toksino dalis ir IgA- proteinazés JB-
sritis, gauti lokalizuotus ant rekombinantiniy
salmoneliy pavir$iaus. Hibridiniame gene, koduojanciame
sulietg baltymga TKB 49, tarpinéje srityje tarp toksino
ir PB-srities buvo originali igazés skélimo seka (c) (-
Pro-Pro- .|. -Ala-Pro). Priedingai, i geng, koduojanti
baltymg TKB 59, buvo ijterpiamas sintetinis DNR
fragmentas i§ oligonukleotidy Tk 006 ir Tk 007 tarp
EcoRI ir SacII skélimo viety, kuris kodavo skélimo seka
(=Pro-Pro-.|. -Thr-Pro) (zZidr. fig. 3). Jei nepaZeistos
bakterijos, ant kuriy pavir3iaus buvo sulieti baltymai,
buvo inkubuojamas su i8gryninta igaze, tai vyko
specifidkas skaldymas igazés skélimo vietoje. Imuninés
analizés metu buvo nustatyta, kad pilnai suskaldzius
sulieta baltymg, nedideli fragmentai pagal molekuline
mase ir pagal reakcija su antiserumu, atitiko gamtinei

apatinei choleros toksino B daliai.
9 PAVYZDYS

Aktyvios igazes iSgryninimas i3 rekombinantiniy, E.

coli, lasteliy kultdrinio skys&io

Rekombinantines E. coli C 600 1lastelés, kuriose yra
plazmidé pEX 1070 (VFR patentas Nr. 36 22 221.6) su
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modifikuotu IgA-proteinazés genu, iSskiria aktyviag
igaze i kultdrini skysti. Filtruojant per membrang
kultdrini skysti, galima sukoncentruoti fermenta ir, po
to, iSsodinti amonio sulfatu (0.42 g/ml) . Po
centrifigavimo, nuosedos buvo tirpinamos Bio Rex
buferiniame tirpale (50 mmol kalio fosfato, pH 7.0,
8.6% glicerino) (1 ml buferinio tirpalo 1 litrui
kultirinio skys¢io), nulygsvarinamos dializuojant pries$
2 litrus buferinio tirpalo ir po to vykdoma jony mainy
chromatografija (BioRex 70). Sorbuota IgA-proteinazée
buvo atplaunama buferiniu tirpalu (500 mmol kalio
fosfato, pH 7.0, 8.6% glicerino) ir eliuojama. Po to
frakcijos, kuriose buvo IgA-proteinazé, buvo tiriamos
SDS elektroforeze poliakrilamidiniame geélyje (12.5%).
Po Sios gryninimo stadijos buvo pasiekiamas
vidutiniskai >90% Svarumo baltymo preparatas. Tam, kad
gauty 1iSgrynintg igaze, buvo atliekama gelfiltracija
per Sephacryl HR 300 BioRex buferiniame tirpale, po to
buvo atliekama jony mainy chromatografija (Zilr.
auks¢iau) . Igazés aktyvumas buvo tikrinamas inkubuojant
su IgA antikinais ir analizuojant gautus produktus

poliakrilamidiniame gelyje.

10 PAVYZDYS

Plazmidés konstravimas interleukino 3 ekspresijai,

kuriame nera metionino N-gale,

Konstravimas buvo atliekamas naudojant ekspresijos
nesikli pPZ 07 -mgIac (WO 88/09373). Tam ekspresijos
neSikliu pPZ 07 -mglac skeliamas NCOI, lipnus galai
paSalinami su Mung bean nukleaze. Po to papildomai
skaldomas nes$iklis su BamHI. Optimizuota sulieto
baltymo aminorugs&iy liekany seka, DNR lygyje, gaunama

naudojant Siuos oligonukleotidus:

1A Oligonukleotidas:
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S'AATTCGGAGGAAAAATTAATGAAAGCCAAACGTTTTAAAAAACATGTCGACCA
TGGAG-3'

1B Oligonukleotidas:

5 'GGATCCTCCATGGTCGACATGTTTTTAAAACGTTTGGCTTTCATTAATTTTCC
TCCGAATT-3"

Abu oligonukleotidai sumaisomi kartu ekvimoliniais
kiekiais su apytikriai 100 kartiniu pertekliumi su
suskaldytu, kaip apradyta auksc¢iau, nesikliu pPZ 07 -
mglac. Po ligavimo, atlikto iprastu badu,

transformuojamos kompetentinés E. coli K12 1lastelés.

Zinomais budais i§ 1last"1liy i&skiriama DNR, skaldoma
SallI/BamHI ir liguojama su DNR fragmentu, kuriame vyra
interleuking 3 koduojanti seka, kurioje néra baltymo

signalinés sekos (kaip aprasyta auks§&iau).

Koduojanti interleukina 3, seka su IgA-proteinazes
skélimo vieta, DNR 1lygiu, buvo gaunama panaudojant
Zzinomg PGR metoda, PGR vykdoma naudojant matricag

interleukino 3 DNR su sekanciais pradmenimis:

2A Pradmuo:

5'-AAGCTTGTCGACCCACGTCCACCAGCTCCCATGACCCAGACAACGCCC-3"

2B Pradmuo:

5'-TTCGTTGGATCCCTAAAAGATCGCGAGGCTCAAAGT-3"

Gaunamas PGR metu fragmentas papildomai skeliamas
fermentais Sall ir BamHI, toks fragmentas gali buti
tiesiogiai ijterpiamas i apraSyta DNR-ne$ikli liguojant.
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Po DNR transformacijos i, atitinkamg recipienta,
pavyzdziui, E. coli K12 C 600, galima sintetinti IL

3 E. coli lastelése Rb'S formoje ir po to idskirti.
Kaip apradyta G-CSF atveju, atliekama baltymo

denatiracija ir renatiracija ir renatlruotas baltymas

skaldomas IgA-proteinaze. Gautas tokiu bidu IL 3, kurio
N-gale néra metionino, po kity gryninimo stadijuy, gali

bati naudojamas terapijoje.

11 PAVYZDYS

Plazmidés konstravimas interleukino 2, ekspresijai,

kuriame néra metionino N-gale,

Konstravimg galima atlikti naudojant ekspresijos
nedikli pPZ07 -mgllac (WO 88/09373), kuris, po
oligonukleotidy 1A ir 1B jterpimo, kaip aprasyta
pavyzdyje 10, skaldomas Sall/BamHI. Koduojanti
interleuking 2 seka su IgA-proteinazés skélimo vieta,
DNR lygiu, buvo gaunama panaudojant Zinomg PGR metods,
PGR vykdoma naudojant matrica interleukino 2 DNR su
pradmenimis 3A ir 3B, kurie taip pat koduoja IgA-

proteinazés atpaZinimo sekg.

3A Pradmuo:

5' -AAGCTTGTCGACCCACGTCCACCAGCACCTACTTCACGTTCTACAAAG-3'

3B Pradmuo:

5'-TTCGTTGGATCCTCAAGTTAGTGTTGAGATGATGCTTT-3"

Gaunamas PGR metu fragmentas papildomai skeliamas
fermentais Sall ir BamHI, toks fragmentas gali buti
tiesiogiai iterpiamas i apradyta DNR-ne$ikli liguojant.
Toliau viskas vykdoma, kaip apradyta IL 3 atveju.
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Ankstesniame pavyzdyje buvo apraSyta, kaip panaudojant
atitinkamg IgA-proteinazés atpaZinimo sekg ir po to
sekanCiais metodais galima gauti baltymuos, neturindéius

N-gale metionino, kuriy N-galas prasideda aminorigséiy

liekany seka Ala-Pro. Kiti baltymai, kuriuos
analogiskai, pagal apradytus biudus, galima gauti be
metionino N-gale, konkrec¢iai, naudojant
oligonukleotidus, kurie koduoja IgA-proteinazés

atpazinimo seks, ir sriti, kuri, pagal analogija,
atitinka publikuotos sekos 5'- arba 3'- gala ir gali
bati gaunama per PGR amplifikacija. Zemiau pateikiami
kiti atitinkami naudojami terapijoje baltymai, kurie
subrendusioje formoje, sutinkamoje gamtoje, prasideda
nuo Ala-Pro ir, todél, gali bati gaunami analogisku

bidu pagal Sio isSradimo budg.

Katepsinas L (EC 3.3.22.15), Masoh, R.W. et.al.,
Biochem. J. 240, 373 - 377, 1986.

Eritropoetinas, Lai P. H. et al., J. Biol. Chenm., 261,
3116 - 3121, 1986.

Interleukinas IB, Iseto K.M. et al., Blood 71, 962 -
968, 1988.

Osteonektinas, Fisher L. N. et al., J. Biol. Chem.,
262, 9702 - 9708, 1987.

Kolagenazé tipas IV, Collier. I. E. et al., J. Biol.
Chem., 263, 6579 - 6587, 1988.

Taip pat, tokiu keliu galima gauti baltymus, kurie
subrendusioje formoje prasideda aminorig$&iy liekany

seka Ser, Pro. Kaip pavyzdi galima pateikti:

al antitripsinas, Hill R. E. et all., Nature, 311, 175
- 177, 1984.
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Atrial natriuretic factor, Kambayashi j., et al., FEBS
Lett., 259, 341 - 345, 1990.

Kiti baltymy pavyzdZiai, kuriuy subrendusioje formoje N-

gale yra Thr-Pro ir gali buti naudojami terapijoje:

Komplemento B faktorius, Campell R. D. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 80, 4464 - 4468, 1983.

Apolipoproteinas A, Eato D. L. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 84, 3224 - 3228, 1987.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Geny inZinerijos biddu gauty sulietuy baltymuy,
sudaryty i3 bet kokiy komponenty ir specifinés skélimo
vietos tarpineje srityje, fermentinio skaldymo buadas,
besiskiriantis tuo, kad

(1) tarpine srit'i., kuria sujungtos sulieto baltymo
dalys, modifikuoja geny inZinerijos metodais taip, kad
Sioje tarpinéje srityje biGty bent viena IgA-proteinazés
atpazinimo vieta, kurioje turi biti Sios aminorigscCiy
liekanos Y-Pro. |.X-Pro, kur X gali btti bet kurios
aminorigsSties liekana, o Y - viena arba kelios

aminorigs¢éiy liekanos,

(2) sulietg baltymg, gauta (1) stadijoje, skaldo IgA-
proteinaze simboliu . |. paZyméetoje atpaZinimo srities

vietoje ir

(3) po skaldymo gauna vieng arba kelias norimas sulieto

baltymo dalis.

2. Biudas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad suliety baltymuy tarpine sriti modifikuoja,
iterpiant nukleotidy sekas, kurios koduoja IgA-
proteinazés atpaZzinimo vietg arba jos dali; be to,
nukleotidy sekas iterpia prie$§ arba/ ir po vieno arba
keliy DNR segmenty, kurie koduoja norimas sulieto

baltymo dalis.

3. Bidas pagal vieng i3 auk3¢iau esanciy punkty, b e -

siskiriantis tuo, kad

(1) lastele transformuoja su rekombinantine DNR arba/ir
rekombinantiniu nedikliu, kur DNR arba nesiklio
sudétyje yra bent viena geno, koduojanCio sulietg
baltymg, turinti bent IgA-proteinazés atpazinimo vieta

tarpinéje sulieto baltymo dalyije, kopija,
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(2) transformuotas lasteles augina tam  tikslui
tinkamoje terpéje,
(3) pasiekia geno, koduojan&io sulieta Dbaltyma,

ekspresija transformuotoje lasteleje,
(4) sulietg baltymg suskaldo IgA-proteinaze ir

(5) i&skiria viena arba kelias tikslines sulieto

baltymo dalis.

4. Bldas pagal vieng 1i$8 auk3&iau esancéiy punkty, b e -

s i s ki r i an t 1 s tuo, kad norint gauti
rekombinantinius baltymus prokariotinése lgstelése be
metionino baltymo N-gale, sulieta baltyma, kuriame yra
Met-Y-Pro. |.X-Pro-A seka, kurioje X yra bet kurios
aminorigdties liekana, Y - viena arba kelios bet kuriy
aminortg3&iy liekanos ir A yra bet kokia aminorug3cCiy
liekany seka, skaldo IgA-proteinaze ir gauna baltymg
arba polipetida, kuriuose yra X-Pro-A aminortgsciy

liekany seka.

5. Budas pagal vieng i3 auks¢iau esanCiy punkty, b e -
s is kiriantis tuo, kad X-Pro-A yra Zmogaus
granuliocity kolonijas stimuliuocjantis faktorius (G-

CSF) arba jo dariniai.

6. Sulietas baltymas, kuriame yra kelios polipeptido
dalys,besiskiriantis tuo, kad jo
tarpinéje srityje tarp atitinkamy polipeptidy daliy yra
bent viena arba kelios geny inZinerijos budu ijungtos
IgA-proteinazés atpazinimo sritys, kuriuy aminorugsciuy
liekany seka yra Y-Pro. |.X-Pro, kurioje X yra bet
kurios aminorugsties liekana, geriausia Ser, Thr arba
Ala, o Y gali buti wviena arba kelios bet kuriy

aminordgsciy liekanos.
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7. Rekombinantinis G-CSF arba rekombinantinis G-CSF
darinys, gauti i3 prokariotu, neturintis metionino
baltymo N-gale, b e s iskiriantdis tuo, kad
G-CSF arba G-CSF darinys 13- esmés nera uztersti
prokariotuose gaunamu G-CSF, kurio N-gale yra

metioninas.

8. Vaistinis preparatas, b e s i s ki r i ant i s
tuo, kad jo sudétyje yra G-CSF arba G-CSF darinys pagal
7 punkta ir, esant reikalui, iprasti farmaciniai

priedai, pagalbines medZiagos arba/ir ne8ikliai.

9. Rekombinantiné DNR, be s i s kirianti tuo,

kad ji koduoja baltymg pagal 6 punkta.

10. Lastelée, be s i s kirianti tuo, kad ji yra

transformuota DNR pagal 9 punkta.
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