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ISradimas apima alfa-amidinimo fermenty gavimg
rekombinantinés DNR metodais, 13 dalies ekspresijos
vektorius ir Seimininkus, gebanc¢ius didelémis iéeigomis
ekspresuoti auk3to atgaminamo lygio ir didelio grynumo

alfa-amidinimo ferments.

Literaturoje gerai atspindétas natyviy baltymy pirmtako
formy vidulastelinis procesingas (funkciniy grupiu
atskeélimas ir/arba modifikacija) po transliacijos nuo

koduojan&iy nukleino rugsciy seku.

Apskritai, Zinduoliy lastelése ir kituose eukariotuose
galima realizuoti tam tikras post-transliacinio
procesingo metodikas, tuo tarpu prokariotuose tai
nepavyksta. Kai kurie prokariotai, kaip E. coli,
plad¢iai naudojami kaip Seimininkai Zinduoliuy baltymams
igskirti, panaudojant rekombinantines DNR (rDNR)
technologija, kadangi Jjuos nesunku iSauginti grupines
fermentacijos metodais ir charakterizuoti. Taciau
daugumai Zinduoliy baltymy reikia keleto tipu post-
transliacinio procesingo 1ir, Jjeigu, pavyzdZiui, $Sie
baltymai gaunami E. coli geny inZinerijos metodais,
tada daZnai post-transliacinis procesingas 1in vitro
turi bati 1lydimas sudétingy cheminiy metody, kurie

ekonomi3kai neapsimoka gamyboje.

Vienas procesingo tipas vykdo specifini peptido arba
baltymo karboksi-galinés aminorigsties amidinimg.
Daugelis gamtoje rasty hormony ir peptidy turi tokig
modifikacija, kuri daznai apsprendZia, ar baltymas bus
biologisdkai aktyvus. PavyzdZiui, kalcitoninas, kuriame
neamidinto prolino liekanos pakeitimas amidintu
natyvios formos prolinu 3000 karty sumaZina biologinj
aktyvumg. Kiti biologiniai peptidai, kuriy aktyvumas
visisdkai isry3kéja tik po post-transliacinio amidinimo,
turi (bet neapsiriboja) augimo relising-faktoriy, kitus

kalcitoninus ir peptida, suri$tg su kalcitonino genu.
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Specifini baltymo aminorugSties karboksi-galinj
amidinimg katalizuoja alfa-amidinimo fermentai.

Daugeliui biologiskai svarbiy baltymy, kuriy maksimalus
efektyvumas pasiekiamas amidinimo déka, polipeptidinés
sekos gali bati sukonstruotos geny inZinerijos
metodais. Taciau svarbus ir kartais esminis
karboksigalo amidinimas daznail turi buti atliekamas 1in
vitro. Pageidautina S$Siuo momentu isvengti brangiy ir
varginanciy cheminio amidinimo metodikuy, todel
specifiniam amidinimui paranku panaudoti amidinanti
fermenta. Tadiau alfa-amidinimo fermenta sunku gauti

laisvoje bukléje.

Amidinty peptidu buvimas konkreCiame audinyje nebltinai
reidkia sinonimidkai dideli alfa-amidinimo fermento
aktyvuma. PavyzdZiui, Ziurkés adenohipofizio audinys
pasizZymi dideliu alfa-amidinimo aktyvumu, taciau
(neturi) né vieno Zinomo substrato (Eipper ir kt., PNAS
80, 5144-5148 (1983). Ziurkés neurohipofizio audinyje
yra amidinti peptidai (oksitocinas ir vazopresinas),
tacdiau labai Zemas alfa-amidinimo aktyvumas (Eipper ir
kt., Endo ... 116, 2497-2504 (1985). Taigi, kol alfa-
amidinimo aktyvumas tiriamas atskiruose audiniuose,

negalima tikeétis rasti fermentg ar jo potencialy lygi.

Dar didesné kliatis 18§ naturaliy Saltiniy isskirto
amidinimo fermento taikymui yra Zemas JO grynumo
laipsnis. Amidinimo fermentai, iSskirti 18§ gamtiniy
S8altiniy, da¥niausiai yra uZterdti proteolitiniais
fermentais ir kitomis priemaiSomis. Efektyvus amidinto
produkto redukavimas labai apsunkintas, kai Sie
fermentai su priemaisomis panaudojami amidinti
substratui, susidedan¢iam i3 L-aminorugsciy. Proteazeés
gali suskaldyti substrata ir/arba amidintg produkta
ir/arba pati amidinanti ferments. Daugelis biologidkai

svarbiy polipeptidy susideda i3 L-aminorutg3¢iy ir
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lengvai veikiami proteolizés ir kity amidinimg
trukdanciy faktoriy atsirandanc¢iy del priemaisdy

amidinan¢io fermento preparatuose.

Nesant pakankamai gamtiniy Saltiniy, dél Zemos alfa-
amidinimo fermenty i$eigos 1ir nepakankamo grynumo,
bitina sukurti efektyvius masinius alfa-amidinio
fermento skyrimo metodus, duodané¢ius geras auksto

grynumo fermento iSeigas.

Siame apradyme terminai "amidinimo fermentas" ir "alfa-
amidinimo fermentas" reiSkia bet kokia medZiagg,
sugebaniag katalizuoti peptidil-substrato konversija 3
atitinkamg peptidil-amida, turinti amino grupe vietoje

C-galinés nurodyto substrato aminorug3ties.

Sio iSradimo tikslas yra didelémis iSeigomis iSskirti

labai gryng alfa-amidinimo ferments.

Kitas 8io iSradimo tikslas yra sukurti organizmus-
Seimininkus, sugebanc¢ius ekspresuoti alfa-amidinimo
fermentus, iSskiriamus su didele isSeiga ir labai

grynus.

Kitas 8io iSradimo tikslas yra sukurti ekspresijos
vektorius, turinéius DNR sekas, koduojancias alfa-

amidinimo fermentsa.

Dar vienas 35io iSradimo tikslas yra sukurti ekspresijos
vektorius, sugebané&ius ekspresuoti alfa-amidinimo
fermenta tokiu bitdu, kad ekspresuotas fermentas bity
lengvail iSskiriamas ir i3Svalomas tokiu laipsniu, kad
bity efektyviai amidinami peptidilsubstratai, sudaryti
i§ L-aminoridgs$&iy, pavyzdzZiui, substratai, iSskirti i3
natiraliy 3$altiniy, susintetinti cheminiu bddu arba

gauti rekombinantiniais metodais.
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Kitas 8io i8radimo tikslas yra sukurti ekspresijos
vektorius, apsprendziancius alfa-amidinimo fermento

ekspresija Seimininke-eukariote.

Dar vienas &io idradimo tikslas yra sukurti ekspresijos
vektorius, apsprendzianlius alfa-amidinimo  fermenty

ekspresija Seimininke-prokariote.

Kitas &io isradimo tikslas yra sukurti priemones

efektyviai masinei alfa-amidinimo fermento gamybail.

Zie ir kiti tikslai pasiekiami, sukuriant Zeimininka,
gebantj ekspresuoti alfa-amidinimo fermento
polipeptidine seka, be to deimininkas turi ekspresijos
vektoriuy, kuriame yra transkripcijos promotorius su
yemiau pateikiama nurodytam Seimininkui svetima DNR
seka, koduojancia amidinimo fermenta, be to nurodytas
vektorius sugeba vykdyti polipeptidu ekspresija

Zeimininke.

Tam tikruose 3io 1i8radimo igyvendinimo variantuose
sitilomas &Seimininkas, kuris sugeba ekspresuoti alfa-
amidinimo fermento polipeptidu seka, be to Seimininke
yra ekspresijos vektorius, turintis transkripcijos
promotoriy su Zemiau pateikiama Seimininkui svetima DNR
seka, kuri grieZtose salygose hibridizuojasi su DNR-
seka, pavaizduota Fig. 5 kaip A tipo seka.

Kitame $io idradimo jgyvendinimo variante sitlomas
Seimininkas, kuris sugeba ekspresuoti alfa-amidinimo
fermento polipeptiduy seka, kartu geimininkas turi
ekspresijos vektorivy, kuriame yra transkripcijos
promotorius su Zemiau duota DNR seka, svetima nurodytam
Seimininkui, kuri grieZtose salygose hibridizuojasi su

DNR seka, pavaizduota Fig. 6 kaip B tipo seka.
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Siame apra3yme terminas "grieZtos sglygos" reisSkia 2 X
SSC (0,3 M natrio chlorido ir 0,03M natrio  citrato)

62°C temperaturoje.

Siame iSradime taip pat pateikiami ekspresijos
vektoriai alfa-amidinimo fermento ekspresijos ijvykdymui
prokariotinése ir eukariotinése sistemose. PavyzdZiui,
sitlomas ekspresijos vektorius, kuris sugeba
prokariotiniame Seimininke ekspresuoti alfa-amidinimo
fermento polipeptidy sekg, be to nurodytame vektoriuje
yra transkripcijos promotorius, kurio pirminé DNR seka
pateikiama Zemiau, 3i DNR seka turi amidinimo fermento
kodavimo sriti, minéta pirminé seka yra pakankamai
homologiska natGraliai DNR sekai, kad ekspresuoty
natiralus amidinimo fermentas, ivykstant hibridizacijai
pagal nurodytg natitralig seka grieZtose sglygose, be to
pirmine seka turi inicijuojanti apytikriai 50
nukleotidy metionin-kodong nurodytos fermentg

koduojancios srities pradZioje.

Analogiskai, sitdlomas ekspresijos vektorius, kuris
sugeba ivykdyti alfa-amidinimo fermento polipeptidy
sekos ekspresija eukariotiniame Seimininke, be to
nurodytas vektorius turi transkripcijos promotoriy su
Zemiau duota pirmine DNR seka, turinéia amidinimo
fermento kodavimo sriti, nurodytoji pirminé seka yra
pakankamai homologiska natiuraliai DNR  sekai kad
ekspresuoty nattralus amidinimo fermentas, tam kad
ivykty  hibridizacija su natdralia seka grieZtose
sglygose, ir nurodyta pirminé seka turi stop kodong
auksciau sekos, kuri antraip koduoty domeng,

perdengianti membrang.

Paskul ta pirming sekg turi eiti seka, specifikuojanti
poli A prijungimg prie informacinés RNR, kuri generuota

transkripcija nuo nurodyto promotoriaus.
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Siame apradyme terminas "domenas, perdengiantis
membrana" reiskia, DNR seka, kuri, kaip nustaté Kaitas
ir Dulitlas J. Mol. Biol., 157, 105-132 (1982) (jo
pilnas aprasSymas itrauktas, kaip nuoroda), koduoja
aminorugs§c¢iy seka, kurios hidrofobiSkumas, ilgis,
struktiros pobudis ir t.t. yra pakankami tam, kad Jji
isitvirtinty membranoje. PavyzdZiui, taip gali ivykti
tada, kai baltymas sintezuojamas ant su membrana
susijusios ribosomos arba, alternatyviai, aminoruagsc&iy
seka, koduojama domeno, perdengiancio membrang, gali
piti surifama su kitomis baltymo sritimis, kur ji tampa
dalimi, taip kad seka tampa iterpta i hidrofobineg
membranos terpe posttransliacijos pasékoije. Domenai,
perdengiantys membrang, detaliau apradyti Von Heine
(Seky analize molekulinéje biologijoje: lobis arba
trivialds radiniai. Academ. Press, 1987, p. 81-121)
darbe, kurio teiginiai iame aprasSyme itraukti, kaip

nuoroda.

&ia naudojami Dbaziy numeriai tai numeriai, kurie
konkrediai duodami bet kuriai DNR sekai, specialiai
pateiktai kartu su baziy numeriy nuorodomis. Visoms
sekoms, kurioms baziy numeriai &ia néra konkrefiai
skirti, Dbazés turi buti nuosekliai sunumeruotos nuo I
bazés numerio, kuris reidkia pirmg baze pirmo kodono,
ekspresuoto aptariama seka, o aminorutgstys numeruotos
nuosekliai nuo pirmos aminorugsties, kuriga iSreiskia 1-

3 bazés.
Trumpas bréZiniy aprasymas

Fig. 1 pavaizduota 7induoliy alfa-amidinimo fermento

ekspresijos vektoriaus konstravimo schema.

Fig. 2 pavaizduota prokariotinio alfa-amidinimo

fermento ekspresijos vektoriaus konstravimo schema.
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Fig. 3 pavaizduota NaDS-PAGE-elektroforegrama (dazZyta
Kumasi meliu) netirpios baltymo frakcijos is§ JM105 E.
coli, neSancios nurodytas plazmides (kuriy
charakterizavimas duotas (1 pavyzdyje); kultyvuota
mitybinéje terpéje su (+) arba be (-) IPTG. (C =
netirplis baltymai JM105 E. coli, neSanCios pKK233-2).

Fig. 4 pateikta 3 paveiksle pavaizduoto gélio Vestern-
blot analizé; baltymas, perkeltas ant nitroceliuliozeées
filtro tuoj pat apdorojamas triudio antiserumu AE 1ir
anti-triusio imunoglobulinu kartu su Sarmine fosfataze,
véliau apdorojant chromogeniniu Sarminés fosfatazes

substratu.
Fig. 5 pateikta A tipo seka.
Fig. 6 pateikta B tipo seka.

Pagal §j iSradimg gaunami ekspresijos vektoriai,

tinkami prokariotinéms sistemoms, ir ekspresijos
vektoriai, tinkami eukariotinéms sistemoms. DNR,
koduojanc¢iag amidinimo fermenta, iSreiksta Siuose

vektoriuose, galima 1i3skirti, kaip apradyta Europos
patento paraiSkoje Nr. 0308067, kuri toliau yra
iSskleista 3Siame aprasyme. Alfa-amidinimo fermentai
i8skirti i§ Ziurkes skydliaukés karcinomos smegeninio
audinio arba i§ Ziurkes lasteliy linijos kondicijonuoty
terpiy ir i8valyti iki homogeniskumo, kaip nurodyta
auksc¢iau pateiktoje pagrindinéje paraiskoije ir
pirmineje paraiSkoje Nr. 655366, paduotoje 1984 m.
rugsejo 27 d. ir dabar publikuojamoje, kaip JAV
patentas Nr. 4708934, kuri turi prioriteta ir 3ioje
paraiskoje ji pilnai atskleidZiama, panaudojant ja kaip
nuorodg. Nustatytos gryno alfa-amidinimo fermento
aminoriagscéiy sekos, ir Sios sekos panaudojamos

projektavimui visos eilés oligonukleotidiniy zonduy,
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kurie pazyméti radiocaktyviu izotopu ir naudojami

amidinanc¢io fermento kDNR iSskyrimui.

ISskirtos kDNR panaudojamos gauty biblioteky
atrinkimui, pavyzdziui, is Ziurkeés skydliaukes
karcinomos smegeninio audinio pilnos RNR, 13 1lgsteliy
linijy, arba i$ lasteliy linijuy, zZinomy kaip amidinimo
fermento 3$altinis, pavyzdZiui biologinio depozito IVI
10028 (In Vitro International, Liptikum, Mariland)
(Ziurkes MTC (karcinomos) audinys), arba giminingos
lasteliy linijos IVI 10029. Pilna RNR gaunama ir Poli-A
RNR atrenkama ogilo DT celiulioze. kDNR gaunama gerai
Zinomais metodais, panaudojant pirmg atvirkstine
transkriptaze ir po to DNR polimeraze. kDNR naudojama
kDNR biblioteky generavimui vektoriuje A gtII, o
rekombinantines DNR supakuoja in vitro infekuotame
bakteriofage. S8iam tikslui yra prieinami komerciniai
ekstraktai, pvz. Promega Biotech arba Klontech
Laboratories, arba gali biOti gaunami 3$ioje srityije
gerail Zinomais metodais. Faginis atrinkimas atliekamas
radioaktyviais oligonukleotidiniais =zondais, gautais,
kaip apraSyta auksciau. Atrinkimas (skriningas)
bakteriofage, turinciame alfa-amidinimo fermento kDNR
("AE kDNR"), atliekamas faginio praskiedimo badu ir
uznedant faga ant nitroceliuliozes filtro.
Specifiskumas pasiekiamas, atliekant hibridizacija
dviem ar daugiau radioaktyvias Zymes neSaniais AE-

specifiniais oligonukleotidiniais zondais.

Oligonukleotidiniai zondai, paZymeti AE4, AES5, AE8 ir
AE9 Europos patento paraiSkoje Nr. 0308067, 61-64 psl.,
specifiskai atrenkami i3 biblioteky, gauty is
biologinio depozito IVI 10029, kaip nurodyta auk3c¢iau.

I5 daugelio Dbakteriofagy minetu atrankos budu ir
oligonukleotidinés hibridizacijos metodais i3skirtuy AE
kDNR analizeée rodo, kad kDNR gali buti suskirstytos j
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daugybe skirtingy tipuy. Vieno tipo struktidra parodyta
Fig. 5, kaip seka A, kur nukleotidai sunumeruoti pagal
I baze, kaip pirmgajg metionino 1iniciatoriaus kodono
baze. Zemiau nukleotidinés sekos pateiktas
vienaraidinis aminorug$c¢iy kodas baltymg koduojanciy
geny sekos transliacijai. Skaiciai apvaliuose

skliaustuose eilés gale nurodo aminorug3Ciy skaicdius.

Kitas kDNR sekos tipas, iSskirtas oligonukleotidines
hibridizacijos atrankos bGdu, pateiktas Fig. 6 kaip
seka B, kurioje numeravimas ir kiti Zyméjimai tokie

pat, kaip ir A tipo diagramoje.

PareiSkéjas panaudoja kDNR, i3skirtas auk3¢iau aprasytu
badu, kaip prokariotiniy, taip ir eukariotiniy
ekspresijos  vektoriy konstravimui, ir wvisa eilé
Seimininky buvo transformuoti, panaudojant Siuos
vektorius efektyviai alfa-amidinimo fermento

ekspresijai.

Igyvendindamas labiau pageidaujamus 5io iSradimo
variantus, pareiSkéjas atliko naujas modifikacijas
auks¢iau minimos kDNR atZvilgiu, turédamas tikslg
optimizuoti ne tik ekspresija, bet ir amidinandio
fermento  redukavimg. Modifikacijos charakteris ir
laipsnis gali biati varijuojami priklausomai nuo
pasirinkto Seimininko ir/arba vektoriaus. PavyzdZiui,
siekiamuose variantuose pareiSkéjas iterpé stop-kodonag
auksciau sekos, kuri antraip koduoty domeng,
perdengianti membrang. Membranas perdengiandiy domeny
buvimas gali biti nepageidaujamas rekombinantinés DNR
ekspresijos sistemai, kadangi jie gali skatinti
ekspresuotg baltymg asocijuotis su membrana ir, gal
but, buti neaktyviu 3Seimininko organizme arba lasteliy
linijoje. Domeny, perdengianc¢iy membrang, pavyzdZiai
atsiranda dvejuose kDNR variantuose, parodytuose sekose

A ir B (ziar., atitinkamai, Fig. 5 ir Fig. 6)
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(apytikriai 2275-2355 bazés sekoje A ir apytikriai
2587-2667 bazés sekoje B). kDNR diagramose A ir B, 18§
esmés identi3kos $§iy transmembraniniy domeny amininéje
puséje, iS8skyrus tai, kad, nuo 1178 bazés iki 1492

bazés, tikriausiai, yra kDNR tipo B intron-sritis.

Seky A ir B kDNR koduoja mazZdaug 94 ir 105 kD
baltyminius produktus atitinkamai. Abu S8Sie baltymai
didesni negu branduas aktyvis fermentai, kurie
iSgryninti i§ gyvuliniy lasteliy ekstrakty arba
lasteliy linijy sekrecijy. Kiekvienas i3 $iy pirmines
transliacijos produkty yra pre-profermentas, kuris turi
membrang-perdengianc¢ius domenus koduojanc¢ios sekos C-
galo 1/3 dalyje. Labiau pageidaujama, kad stop-kodonas
iSsidestyty taip, kad ekspresuotas baltymas turéty
molekuline mase apie 75 kD, ekspresuojant su kDNR i$
sekos A (t.y., "stop" lokalizuotas tarp baziy 2025-
2275) ir 87 kD, ekspresuojant su kDNR i§ sekos B (tai
yra, "stop" lokalizuotas apytikriai tarp 2340 ir 2690

bazés) .

Brandaus E.coli alfa-amidinimo fermento citoplazminei
ekspresijai, pavyzdziui, labiau pageidaujama, kad bity
paSalintos genu sekos, kurios koduoja sekretorinio
signalo natiralig sekg, kad iniciacijos kodonas bity
lokalizuotas apytikriai 50 nukleotidy apimtyje genuy
sekose, koduojaniose brandaus baltymo, atitinkancio
alfa-amidinimo fermentg, starta, ir kad nebity
transliuotos geny sekos, koduojancios membranos
perdengimo domenus C-galo srityje. Iniciacijos kodonas,
be abejo, yra remelyje su seka, kuri koduoja ferments,
ir, kai kuriuose pageidaujamuose variantuose, iSsidésto

auks&iau srities, o kartais betarpi3kai uZ tos srities.

Ekspresuojant AE kDNR E. coli, rasta, kad natirali genuy
seka turi kriptine E. coli ribosomos ("RBS") suri$imo

sriti ir natoraliy iniciacijos seky vidinés iniciacijos
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kodona. Taip gaunamas amidinimo fermento Dbaltymas,
nukirstas N-gale. Nors tai nesutrukdo gauti
pageidaujama E. coli produkta, taCiau tiesiogines

iniciacijos ir wvidinés iniciacijos produktuy buvimas
kartu apsunkina brendimg ir rekombinantinio produkto
isgryninimg norimoje formoje, todél nepageidaujamas.
Norint atskirti netikéta ir nepageidaujamg produkta,
btitina atskelti arba ribosominio suriSimo sriti, arba

vidines iniciacijos kodong, arba abu.

PavyzdZiui, kai kuriuose 3io i8radimo igyvendinimo
variantuose valin-kodonas, kuris prokariotinése
sistemose koduoja inicijuojanti metioning, taskines
mutacijos badu pakeicCiamas ekvivalentisku
neinicijuojanc¢iu valin-kodonu ties 661-663 Dbazemis
(kDNR 18 bet kurios A ar B tipo sekos). Vietoje Sios
taskinés mutacijos, arba papildomai prie jos, kituose
pirmenybe turiniuose io i8radimo igyvendinimo
variantuose, pareisSkejas paSalino arba Zymiu mastu
modifikavo bet kurig sriti, koduojancig ribosominio
surisimo saita, kuris sutinkamas DbetarpiSkai wvirs$
vidinés iniciacijos saito, ir kas labiau pageidaujama -
bet kurig ribosominio suri$imo vieta, kur Jji bebtty
aptikta. Sios modifikacijos atliktos tam, kad bty i$
esmeés eliminuota vidine iniciacija, kad Dbaltymas,
ekspresuotas vidines iniciacijos paseékoje, po

elektroforezés neidsiskirty atskira juosta.

Norint ekspresuoti sekretuotg aktyvaus alfa-amidinimo
fermento baltymg is rekombinantinio eukariotinio
Seimininko 1lgsteliy 1linijos, bidtina pa$alinti geny
sekas, koduojancias transmembranini, domena, esanti
natiraliy geny seky C-galo srityje. Tipo A kDNR tai
jvykdoma, nukerpant baltymo kodavimo sriti, ivedant
stop-kodong toje vietoje arba arti tos vietos, kur
nat@ralus amidinimo fermentas post-transliaciniu biddu

pertvarkomas kai kuriose natlQraliose sistemose, toliau
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tai paaiskinama smulkiau. Tipo B kDNR tai taip pat
atliekama, ijvedant naujg stop-kodong i, ta fermento
baltymo sriti, kur natiralus B tipo amidinimo fermentas
perdirbamas post-transliacijos badu (Zr. Zemiau). Tai
nereiskia, kad isnyksta galimybé kai kuriose 3eimininko
lgsteliy Sistemose ekspresuoti pilnas, gamtoje
pasitaikan¢ias geny sekas. Kadangi B tipo kDNR turi
sekas su neperdirbto introno charakteristikomis, gali
susidaryti sunkumy ekspresuojant Sita kDNR kai kuriose
eukariotinio Seimininko lastelése. Sios lastelés gali
neefektyviai produkuoti mRNR i3 B tipo geno, deél
suporinty akceptoriaus ir sukirpimo donoro saity. Todél
akceptoriaus saito eliminavimas gali bati
neisSvengiamas, norint uZtikrinti efektyvia B tipo
AEKDNR ekspresiijg.

PareiSkéjas aptiko, kad gamtoje pasitaikandio alfa-
amidinimo fermento, kurio molekuliné mase 75 kD,
karboksilinis galas randamas uzZz aminorugsties 709
padeties (814 tipui B) riby. Norint gauti 75 kD baltymg
(87 kD tipui B), rekombinantinés DNR Seimininko
lgsteléje stop-kodonas introdukuotas i kDNR, atlikus
lizino kodono mutacija 716 aminoriagities padétyje (821
tipui  B). Si modifikacija atliekama, panaudojant
kryptinga oligonukleotidine mutageneze. Tokia
mutagenezé gali bati jivykdyta jvairiais biadais.

Sie budai pakankamai i3samiai pateikti literatiroje i3
molekulineés biologijos srities. Pagrindinis pareiskéjo
pPanaudotas biddas vyra apraSytas DZ. W. Teiloro su
bendraautoriais, (1985) Nucl. Acids Res., 13: p.8749-
8764; DZ. W. Teiloro ir kt., (1985), Nucl. Acids Res.,
13: p. 8764-8785; K. Nakamae ir F. EkSteino (1986),
Nucl. Acids Res., 14: p. 9679-9698. Reagentai,
reikalingi mutagenezei ivykdyti $Siuo badu, pristatomi

komplekte i3 Amersham Corporation.
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sekos mutacija pakeicia 1izino kodona AAA i stop-kodona
TAA. Mutagenezeil naudojamas oligonukleotidas atlieka 31
pakeitima, tadiau kituose santykiuose yra identiskas
tai sekai, kuri randama gamtoje kaip kDNR seka
atitinkamam (A arba B tipo) mutavimui skirtam

fermentui.

pareiskejas taip pat aptiko, kad gamtoje randama alfa-
amidinimo fermento baltymo sutrumpinta forma
produkuojama B tipo baltymo brendimu vidinéje baltymo
srityje, kuri yra unikali tipo B fermento baltymul.
Pasékoje susidaro fermentinis produktas, kurio
molekuliné masé 43 kD. Pareigkéjas mano, kad DNR sekos,
esancios auks&iau introno srities, pakanka koduoti
polipeptida, pasiiyminti nemazu alfa-amidiniu aktyvumu.
Taigi, polipeptidus, kurie be vargo redukuojasi ir
kurie sugeba ekspresuoti alfa-amidinj aktyvuma, gali
koduoti kDNR, kurios zymiail trumpesnes déel stop-kodono,
esand¢io kazkur B tipo kDNR introno srityje pries arba
tuoj po tos vietos, kurioje $8is intronas yra laisvas
nuo tipo A kDNR. parankiausia, kail tas kirpimas ivyksta
del stop-kodono lokalizavimo apytikriai 30 baziy pory
ribose nuo introno srities pradZios, geriausiai, Zemiau
jos. Norint garantuotai gauti pageidaujamg frumpesneg
alfa-amidinimo fermento baltymo forma, rekombinantinése
Seimininko lastelése sukuriama modifikuota kDNR, kuri
turi stop-kodonag vietoje lizino kodono 436-0s
aminorigsties padétyje B tipo kDNR. Si mutacija gaunama
ivykdant kryptinga oligonukleotidine B tipo  kDNR

mutagenezeg .-

NeZiarint to, kad alfa-amidinimo fermento baltymo
sutrumpinimas stop-kodono introdukavimu 436
aminorugsties vietoje B tipo kDNR rezultate duoda
paltyma, kuris 1abiausiai priartéja prie to, kuris
gaunamas naturaliu proteolitiniu pirminio transliacijos

produkto skaldymu (arba kai kuriu kity tarpiniy
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skaldymo produkty biosintetiniame apykaitos kelyje),
papildomas alfa-amidinimo fermento baltymo trumpinimas
taip pat gali duoti aktywvy produkta rekombinantinés DNR
Seimininko lastelése. Norédamas sukurti trumpesnio
baltymo formas pareiSkejas modifikavo AE kDNR keletu
kity buady. Viename pavyzdyje pareidkéjas panaudoja
kryptingg oligonukleotidine sait-specifine mutageneze
tirozino kodono performavimui 3, stop-kodong 396
aminorugities padétyje B tipo KkDNR. Toks pakeitimas
leidzia gauti 39 kD molekulineés masés baltyma, kai kDNR
transliuvojama ir perdirbama. Antruoju atveju
pareidkéjas panaudoja gamtoje randamg Bam HI fermento
atpazinimo vieta B tipo kDNR, norédamas introdukuoti
stop-kodong linkeriy (jungiy) mutageneze. Sitas metodas
gerai Zinomas molekulinéje biologijoje, pirmiau
paprastai atliekamas kDNR skaldymas, véliau sujungiant
su dvigrandZiu sintetinés jungés fragmentu, kuris
komplementarus vienam i$ perskeltos kDNR galy ir kuris
introdukuoja rémelyje stop-kodona tuojau uz skaldymo

vietos riby:
5' GATCCACTAATGATCA 3'
3' GTGATTACTAGTTCGA 5'

i jungé patalpina stop-kodonag tuoj po histidino kodono
ties 469 aminorig3timi. kDNR transliacijos ir
procesingo rezultate gaunamas baltymas, kurio

molekuliné masé 46 kD.

Pageidaujamas ribojanc¢io stop-kodono lokalizavimas
atliekamas apytikriai 15 baziy pory apimtyje DNR sekos,
koduojancios i3 eilés einanc¢ias Dbazines liekanas
(dazZniausiai  Lys-Lys), ypac, esanias betarpiSkai
auks&ciau jos. PareisSkéjas mano, kad natGralus
polipeptidas, kuri koduoja B tipo kDNR, deél

posttransliaciniy modifikacijuy, kurios pasitaiko
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nataralios amidinimo fermento ekspresijos eigoje, 1ir
dél brendimo (procesingo) toje vietoje arba 38alia tos
vietos, kur paeiliui i3sidésto tokios bazines liekanos,
kaip pavyzdziui, eile liziny, koduojamy B tipo KkDNR
introno srityje. Netgi kai iterpti stop-kodonai nera
skirti ekspresuoto polipeptido apribojimui nurodytu
biudu, pageidaujama, kad ijterptas stop-kodonas bttty
lokalizuotas apytikriai 20 baziy pory apimtyje
(pageidaujama, betarpiskai auk3¢iau Jju) DNR seku,
koduojan&iy paeiliui einancias bazines aminorugs$tis.
Stop-kodony iterpimas $iose padétyse, matyt, ekspresuos
polipeptida, primenanti kai kuriuos natdralius
amidinimo fermentus po to, kai jie patyre

posttransliacini brendimg.

Norint ivykdyti citoplazmine ekspresija prokariotinese
sistemose, bet kurios signalinés sekos kodavimo sritys
(pvz., abiejy tipu A ir B KkDNR, kurios auksciau
parodytos diagramomis), eliminuojamos, 1ir metionin-
iniciatorius-kodonas insercijuojamas 50 nukleotidy
apimtyje nuo pradZios srities, koduojancios amidinimo

fermenta.

Alternatyviniame prokariotinés ekspresijos variante
eliminuojamos bet kurios signalines sekas koduojancios
sekos arba profermento sekos ir iterpiamas
iniciatorius-metionin-kodonas 50 nukleotidy apimtyje
prad?ioje srities, koduojan€ios amidinimo ferments.
Daugelyje nattraliy AE kDNR tai atitinka pradiig
srities, koduojanc¢ios Ser-X-Ser (X reiSkia Phe arba
Leu). Zr., pavyzdZiui, 124-132 bazés A arba B tipo kDNR
sekoje, Kai kuriuose variantuose gali buti pageidaujama
alfa-amidinimo fermento sekrecija. Tokiu atveju turety
biti iZsaugomos signalinés sekos kodavimo sritys, arba,
alternatyviai, pakeistos heterologinémis sekomis,
kurios gali vykdyti analogiskas funkcijas, pavyzdZiui,

signalinémis bakterinio baltymo OMP A sekomis.
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&ios srities specialistui suprantama, kad 3io iSradimo
ribose galimi daugelis $iame aprasyme pateikty mutaciju
ir DNR seky kirpimy amidinimo fermento kodavimui, ir
kad tokios modifikuotos sekos koduos polipeptidus,
sugeban¢ius funkcionuoti  kaip amidinimo fermentai.
Todel siGlomo isradimo formulé turi bati sudaryta taip,
kad apimty visus DNR sekuy, ekspresijos vektoriy ir

Seimininko lasteliy funkcinius ekvivalentus.

PavyzdZiai prokariotiniy ekspresijos vektoriy, kurie,
pageidaujant, galéty buti modifikuoti taip, kad turety
DNR sekas, koduojantias amidinimo fermentg sutinkamai
su &iuo isradimu, turi (bet neapsiriboja) pKK233-,
pKK322-2, pKROK-I, pkT279, 280, 287, pPL liamda, pYEJ
001, pKC30, pPROK-C, jie visi - komerciniai pavyzdZiai.
Prokariotiniai Seimininkai, kuriuos galima transfekuoti
ekspresijos vektoriais sutinkamai su Siuo iSradimu,
turi (bet neapsiriboja) C600, LE392, RRI, DHI, SF8, Dbe

to visi jie prieinami rinkoje.

Eukariotiniai ekspresijos vektoriai, kurie norint gali
buti modifikuoti taip, kad turety DNR sekas,
koduojan&ias amidinimo fermenta, sutinkamai su Siuo
iSradimu, apimty (bet neapsiriboty) pMAMl1leo,
pdBPVMMTNeo, pRSV, pcnKCI, pCHIIO, i$§ kuriy visi Jjie
prieinami rinkoje. Taip pat gali biti panaudoti
atitinkami mieliy vektoriai. Pageidaujami eukariotiniai
Seimininkai gali biti transfekuoti ekspresijos
vektoriais sutinkamai su $iuo i3radimu, ir Jjie apima
(bet neapsiriboja) IVI depozita 10029, HelIa, CVI, CI27,
CHO (kinuy Ziurkéno kiausides) ir COS.

1 PAVYZDYS

Alfa-amidinimo fermento baltymy ekspresija E. coli.
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Norint ekspresuoti alfa-amidinimo fermenta E. coli,
(Zr. diagrama Fig. 2, kDNR fragmentas, kuric seka A
parodyta Fig. 5, apdorojamas KpnI ir Hind III ir
iSskiria apie 2,1 kb fragmentg. Norédami vel
sukonstruoti amino gala, atitinkanti naturaly brandy

fermenta, oligonukleotidinij linkeri, kurio seka
5' CATGTCATTTTCCAATGAATGCCTTGGTAC 3°
3" AGTAAAAGGTTACTTACGGAAC 5

prijungia prie $io DNR fragmento. Gautame fragmente yra
Nco I-suderintas lipnus galas ir vienas lipnus Hind III
galas. E. coli ekspresijos vektorius PKK233-2 perkamas
i8 Pharmacia Co. ir sukarpomas restrikcijos fermentais
NcolI ir HindIII. Didysis linijinis fragmentas
iSskiriamas ir prijungiamas prie linker-(junges)-
adaptuoto kDNR-fragmento. Jungimo miSinys panaudojamas
kompetentinio JM105 E. coli transformacijai.
Transformantai atrenkami pagal atsparumg ampicilinui,
iSskirtuose klonuose rekombinantine plazmidé tiriama
restrikcijos fermentu, atliekama DNR seky analizé tam,
kad patvirtinti juose esandio ekspresijos vektoriaus
struktirg Edalee "pAE12". Ekspresijos vektorius turi
hibridini trp-lac promotoriy, kuris represuojamas lac-
represoriumi ir indukuojamas, apdorojant lasteles
izopropiltiogalaktozidu (IPTG) . AukS€iau metionino-
iniciatoriaus vektorius taip pat turi stipraus

ribosominio surifimo saito sekas.

Alfa-amidinimo fermento ekspresavimui rekombinantines
E. coli 1lasteles augina kratiklyje LB-buljone, 37°C
temperatiroje iki optinio tankio (ODgoo) » lygaus 0,4.
IPTG pridedamas i kultira iki galinés koncentracijos 1
mM ir kultyvavimas tesiamas 37°C temperatiroje
kratiklyje, 3-5 valandas. Lasteles surenkamos
centrifuguojant kultarg, supernatantas dekantuojamas.
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Lastelés resuspenduojamos buferiniame tirpale, kuriame
yra proteazeés inhibitoriy misinys, apdorojamos
lizocimu, po to ultragarsu tam, kad biuty 1lizuotos
lastelés membranos. Lizatai centrifuguojami 12000 x g
tirpiai ir netirpiai 1lgsteliy frakcijoms atskirti.
Kiekviena frakcija analizuojama elektroforeze
poliakrilamido gélyje su Na dodecilsulfatu (EF PAAG su
Na-DDS), baltymas nudaZomas. Alfa amidinimo fermento
baltymas nesunkiai identifikuojamas, kaip IPTG-
indukcijos produktas netirpioje baltymo frakcijoje.
Kadangi pirminés ekspresijos plazmidéje neéra stop-
kodono, specifikuoto alfa-amidinimo fermento geny
sekoms, susidares indukuojamas produktas turi sekas,
specifikuotas Zzemiau esanciai vektorinei DNR,
sintezuotai su alfa amidinimo fermento baltyminiy seky
C-galu. Be to indukuotas netirpus baltymas turi ir
specifini, amidinimo fermento baltyma, maZesni negu tas,
kuris susidaro, kaip baltymy sintezeées vidines
iniciacijos kriptiniame RBS ir iniciacijos kodono
produktas (221 aminorigsties padetis alfa-amidinimo

fermento sekoje).

Nepageidaujamy seky padalinimui i§ ekspresuoto produkto
C-galines dalies, A tipo sekoje atliekama lizin-kodono
mutacija 716 padetyje tam, kad 3Sioje padétyje bity
generuotas stop-kodonas TAA. Po to mutavusig DNR
apdoroja su Kpn I ir Eco RI ir panaudoja pradinio Kpnl-
Eco RI fragmento pakeitimui pradiniame ekspresijos
vektoriuje pAEl12. Analogiskai B tipo kDNR sekos
mutuojamos palyginamoje padetyje (821 aminoritgstis)
stop-kodonui sukurti, o fragmentas KpnI-Eco RI i3
mutavusios B tipo kDNR panaudojamas atitinkamo pAE1l2
fragmento pakeitimui. Tokiu badu sudarytos dvi
ekspresijos plazmides, pAE24 (tipas A) ir pAE25 (tipas
B) wveliau panaudojamos JM10S5 transformacijai. Gauti
kamienai kultyvuojami ekspresavimo tikslu, kaip

aprasyta auksSc¢iau pAElZ2-kamieny atveju. Aptikta, kad
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pAE24  produkuoja du IPTG- inicijuotus netirpius
baltymus, kuriy molekuliné masé apie 75 kD ir 55 kD,
tuo tarpu rasta, kad pAE25 produkuoja du IPTG-
inicijuotus netirpius baltymus, kuriy molekuline mase
apytikriai 87 kD ir 67 kD. Ir vel, mazas baltymas
kiekvienoje i3 &iy pory, tai - nepageidaujamas amino
gale nukirptas produktas i3 bet kurios A ar B tipo
kDNR.

Siekdami eliminuoti baltymo sintezes iniciacijg
kriptinéje vidinéje ribosominio suridimo vietoje 1ir
iniciacijos kodonus (aminorugsties padetis 221),
startini kodona GTG (GTG gali dirbti kaip MET-kodono
iniciatorius bakterijose) pavercia kodonu GTT,
nesugeban&iu inicijuoti baltymo sintezés, tacCiau vis
del to koduojanc¢iu valina, kuris paprastai bina Sioje
padétyje natiraliy geny koduojamuose alfa-amidinimo
fermenty baltymuose. Kai mutavusi kDNR sritis
pakeiciama nattralia ekspresijos vektoriy pAE24 ir
pAE25 seka, susikuria du nauji vektoriai, pAE31 ir
PAE32. JM105 E. coli transformavimas Siais
modifikuotais ekspresijos vektoriais ir 18
rekombinantiniy kamieny gauty baltymy isStyrimas parodo,
kad mutagenezé yra efektyvi priemone, eliminuojant
nepageidaujamg vidine iniciacija. Seimininko lastelése,
ne3anliose pAE31, IPTG-indukuoto produkto molekuliné
maseé yra 75 kD, tuo tarpu kai to paties produkto i3

lasteliy, transformuoty pAE32, molekuliné masé - 87 kD.

Pareiskéjas rado, kad gamtoje ©paplites amidinimo
fermentas 18 B tipo kDNR posttransliaciniu buadu
perdirbamas i baltymus, kuriy molekuline masé 43 kD, ir
atliko eile mutacijy AE B tipo kDNR, kurios leidZia
ekspresuoti Dbaltymus, pasibaigianc¢ius toje padétyje
(arba arti Jjos), kurioje baigiasi 1ir naturaliu budu
perdirbtas Dbaltymas. Dvi 1§ 8iy mutacijy gaunamos

oligonukleotidinés mutagenezes btdu, tuo tarpu, kai
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treciajg sukuria adapteriojungés mutacija, kaip
parodyta auk3¢iau. Kada neSan¢ios $ias mutacijas kDNR
panaudojamos pakeitimui atitinkamy PAE32 segmenty,
auksciau aprasytuose analogiskuose eksperimentuose
transformuoty i, JM105, tada analizuodami gautus
baltymus, randame nukirstus alfa-amidinimo fermento
galus. Kai mutacija ivyksta B tipo kDNR 396 amino
rigéties padétyje, pakeisdama natfiraly tirozino kodong
stop-kodonu (pAE36), aptinkamas fermentinis baltymas,
kurio molekulés masé 39 kD, o tuo tarpu Jjungiy
(linkeriné) mutagenezé, uZbaigianti transliacijg ties
histidino kodonu 464 aminorug8ties padétyje, rezultate
duoda vektoriy pAES51, kuris tuoj po transformacijos ir
indukcijos JM105 E. coli gamina alfa-amidinimo fermento

rekombinantini baltymg, kurio molekuline masé 46 kD.

Visi auk3&iau apradyti rekombinantiniai alfa-amidinimo
fermento baltymai, pagaminti E. coli, pasiskirsto
netirpioje lastelés ekstrakty frakcijoje. Fermentus
galima paversti tirpiais ir juos aktyvuoti, paveikiant
8 M urea ir po to greit praskiedZiant 50 mM Tris-HCI,
pH 7. Kai JM105 E. coli, neSanti pAEl2, iSauginama ir
indukuojama IPTG, kaip auk3ciau aprasyta, alfa-
amidinimo fermento baltymai sintezuojami maZiausiail iki

30 mg/1l bakterinés kultiros.
Bidingi indukuoto netirpaus baltymo, produkuojamo E.
coli, ne3andioje ekspresijos plazmides AE, pavyzdiiai
pateikiami Fig. 3 ir Fig. 4.

2 PAVYZDYS

Zinduoliy ekspresijos vektoriaus pd BPV-MMINEO-AE,,;

generavimas

Norint generuoti Zzinduoliy ekspresijos vektoriy,

ekspresuojanti ir i8skirianti Zymy kieki A tipo alfa-
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amidinimo fermento, kurio molekuliné mase 75 kD, i3
zinduoliy 1lasteliy (Zr. diagramg Fig. 1. atliekamos

operacijos:

1) Tarpinis ekspresijos vektorius pd MMTNeo (komercinis
tiekimas i8 Amerikos Tipiniy Kultary Kolekcijos) (kaip
parodyta) skaldomas su Bgl IT. Linijiné forma

iSskiriama ir iSgryninama.

2) Rekombinantiné A tipo kDNR, turinti pilng pre-pro
sekg 1r dirbting stop-kodong TAA 2146-2148 padétyje,
iSskiriama laipsnidkai skaldant su Bgl I ir Xho I. Po
to isskiriamas ir iSgryninamas fragmentas, atitinkantis

alfa-amidinimo fermentga.

3) Intarpas (A tipo alfa-amidinimo fermentas) ir
vektorius (pd-MMTNeo) sumaiSomi, ir atitinkami galai
idlyginami, panaudojant Klenovo  DNR-polimerazés I
fragmenta. 5'-i8siki3e segmentai uZpildomi, pridedant
dNTF, 0 3 - islinde segmentai, atvirkscéiai,
suskaldomi, tuo budu iSlyginami galai (alternatyviai,
paeiliui: SI-nukleaze ir Klenovas + dNTF gali bati
panaudoti galy iSlyginimui). Molekulés 1lygiais galais

veliau liguojamos 16 val. 15° temperatiroje.

4) Liguoti produktai po to transformuojami i RRI E.
coli. Rekombinantiniai klonai atrenkami, pridéjus 50
pg/ml ampicilino. Intarpo orientacija
rekombinantiniuose klonuose tikrina, panaudodami
restrikcijos fermenty komplekta. Kaip nustatyta, vienas
klonas, paminétas kaip pdMMINeo a-AE,;s (klonas 1II),
turi A tipo kDNR teisingai orientuota promotoriaus MMT

atzvilgiu.

5) Plazmidine DNR i$ rekombinantinio pdMMTNeo a=AE,;s
(klonas IT) suskaldo pasinaudodami Bam HI.

Linearizuotas vektorius iSskiriamas ir iSgryninamas,
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véliau 2 valandas 37°C temperaturoje  apdorojant
bakterine 3Sarmine fosfataze (B.A.P.), 5' fosfatams
padalinti. BPV-I genomas igskiriamas ir iSgryninamas
tuoj po vektoriaus pdBPV-MMTNeo skaldymo B ir Bam HI.
%itas BAmHI DNR BPV-I fragmentas, kurio dydis apie 8,0
kb, po to liguojamas i vektoriy pdMMTNeo aAE,;5, kuris
linearizuotas, pasitelkiant BamHI ir apdorotas B.A.P.,
jungimas (ligavimas) trunka 3 valandas 14°C
temperatiiroje. Po jungimo misinio transformacijos 1 RRI
E. coli rekombinantiniai klonai atrenkami agarizuotose
plokdtelése su LB buljonu ir 50 pg/ml  ampicilino.
Rekombinantinés plazmidés analizuojamos, nustatant A
tipo kDNR. Restrikciniai emélapiai parodo, kad klono
21 dydis yra apie 17 kb ir Jjis produkuoja laukiamg
restrikcijos Zemélapi. Sia ekspresijos plazmide veliau

panaudoja 0AE,;s ekspresijai pelés CI27 lastelése.

6) Peleés CI27 lastelés transfekuojamos 20 pg pdBPV-
MMTNeo oAE,;,s standartiniu precipitacijos metodu su

Ca3(P04)2. Praéjus 2 savaitems po transfekavimo,
transformacijos Zidiniai kiekvienas atskirai perkeliami
ir auginami mitybinéje terpeje, su antibiotiku G418.
Kai lastelés i8auga iki pakankamo produkavimo lygio
modifikuotoje Dulbeko terpeje, i kuria prideta 10 %
fetalinio ver8elio serumo, tiriamas klonuy sugebéjimas
sekretuoti alfa-amidinimo ferments, matuojant
fermentinij éktyvuma kondicionuotose lasteliy kultury
terpése, o tap pat matuojant alfa-amidinimo fermento
imunoreaktyvumg terpeje, standartiniais radioaktyviy
izotopuy Zymiy metodais ir imunoprecipitacija. Klonus,

sekretuojan&ius aktyvu, imunoreaktyvy alfa-amidinimo
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fermenta, kurio molekuliné mase 75 kD, padaugina
dideliame 1lasteliy kiekyje (perkeldami i .kultirine
terpe su sumaZintu serumo kiekiu ir tuo paciu sumazintu
ekzogeninio Dbaltymo kiekiu) ir panaudoja aktyvaus
rekombinantinio fermento gamybai is lasteliniy

kondicionuoty terpiy.

Terminai 1ir ¢&ia pateikti apradymai - tal 1iSradimo
realizavimo variantai, pateikti tik iliustravimui, 1ir
negali buti apribojimai daugeliui variantu, kurie,
specialisto manymu, galimi praktiskai taikant §ji

iSradimg.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. &eimininkas, sugebantis ekspresuoti alfa-amidinimo
fermento polipeptidy seka, b e s iskiriantdis
tuo, kad jis turi ekspresijos vektoriy, kuriame yra
transkripcijos promotorius su Zemiau i8Zsidésc¢iusia DNR
seka, svetima minétam Seimininkui, kuris koduoja
peptidilglicin- -amidinancig monooksigenaze (PAM), ir
§i seka yra parinkta i35: A tipo sekos, pavaizduotos
Fig.5, ir B tipo sekos, pavaizduotos Fig.6, o Fig.5 ir
Fig.6 yra $ios apibréities dalis, kuri minéta DNR seka
ieina stop-kodonas auk3Ciau sekos, kuri pried3ingu

atveju koduoty domeng, perdengianti membrana.

2. &Seiminikas, sugebantis ekspresuoti alfa-amidinimo
fermento polipeptidy seka, b e s i skiriantis
tuo, kad jis turi ekspresijos vektoriy, kuriame yra
transkripcijos promotorius su Zemiau i8sidésc¢iusia DNR,
svetima minétam Seiminikui, kuris koduoja
peptidilglicin-a-amidinancig monooksigenaze, ir
grieZtomis salygomis gali hibridizuotis su DNR seka,
pasirinkta 13: A tipo sekos, pavaizduotos Fig.5, ir B
tipo sekos, pavaizduotos Fig.6,kur i minétg DNR sekg
ieina stop-kodonas auksfiau sekos, kuri prieSingu
atveju koduoty domena, perdengianti membrana, ir
kurioje minétas stop-kodonas A ir B tipo sekoms yra
iterptas atitinkamai tarp baziy 2025 ir 2275 arba baziy
2340 ir 2590.

3. Ekspresijos vektorius, sugebantis jvykdyti alfa-
amidinan&io fermento polipeptidinés sekos ekspresija,

besiskiriantis tuo, kad §j vektoriy sudaro
ijungiant i ekspresijos vektoriuy pSvV2 DNR seka, kuri
koduoja peptidilglicin-a-~amidinancig monooksigenaze 1ir
grieztomis salygomis gali hibridizuotis su DNR seka,

pasirinkta 1iS:
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A tipo sekos, pavaizduotos Fig.5, ir B tipo sekos,

pavaizduotos Fig.6,

kur i minéta ijungta DNR seka ieina stop-kodonas
auks¢iau sekos, kuri priesSingu atveju koduoty domena,

perdengianti membrang.

4. Ekspresijos vektorius, sugebantis ivykdyti alfa
amidinanCio fermento polipeptidinés sekos ekspresija,

besis kiriant i s tuo, kad i 3i vektoriy
Leina transkripcijos promotorius su Zemiau
iSsidésCiusia DNR seka, turinfia amidinanti fermentg
koduojan€ia sriti, ir 3i pirmoji seka yra pakankamai
homologine gamtinés DNR, vykdancios gamtinio
amidinanc¢io fermento ekspresijg, sric¢iai, kad
grieztomis salygomis ji gali hibridizuotis su DNR seka,
pasirinkta i8: A tipo sekos, pavaizduotos Fig.5, ir B
tipo sekos, pavaizduotos Fig.6, kurioje, noredami
apsaugoti nuo vidinés iniciacijos, modifikavo vidinés
iniciacijos saitg, esanti gamtinés DNR  kodavimo

srityje, panaudojant charakteringg saitui mutageneze.

S. Ekspresijos vektorius, be s i s kiriantdis
tuo, kad jis yra toks, koks nusakytas 1 arba 2 punkte.

6. Ekspresijos vektorius pagal bet kuri i% 3-5 punktuy,
besiskiriantis tuo, kad jame yra A tipo
DNR seka.

7. Ekspresijos vektorius pagal bet kuri i3 3-5 punktuy,
besiskiriantis tuo, kad jame yra B tipo
DNR seka.

8. Ekspresijos vektorius pagal bet kuri i§ 4-7 punkty,
b e s i s kir iamnt i s tuo, kad ji gauna,
ijungiant minéta DNR seka, koduojanéia peptidilglicin-

a-amidinan¢ia monooksigenaze, i ekspresijos sistems,
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pasirinktg i3 grupes, kurig sudaroc pdBPVMMTNeo, pSvV2,
pPRSV, pMAMNeo, pueK-Cl, pCH110 ir jy dariniai.

9. Prokariotinis Seimininkas, be s i s kir ian -
t i s tuo, kad jame yra ekspresijos vektorius pagal bet

kuri i3 3-8 punkty.

10. Eukaritinis Seimininkas, be s i s kir ian -
t i s tuo, kad jame yra ekspresijos vektorius pagal bet

kuri is 3-8 punkty.

11. Seimininkas pagal 10 punkta, be s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad 3ji pasirenka i3 grupés,
susidedanc¢ios i3 IVI depozito 10029 (ATCC CRL 10919),
HeIa, CV, CHO (kiny Ziurkéno kiau$idZiy) ir COS.

12. Seimininkas pagal 11 punkta, be s i s k 1 -

r i a n t i s tuo, kad jis yra CHO, ekspresijos
vektorius yra pSV2, DNR seka yra A tipo, o stop-
kodonas yra jterptas prie baziy 2146-2148.

13. Substrato amidinimo bidas, be s i s kirian -
t 1 s tuo, kad minimam substratui leidZia kontaktuoti
su rekombinantine peptidilglicin-a-amidinancéia
monooksigenaze (PAM) , kurig gauna panaudojant
ekspresijos vektoriy pagal 3-8 punktus, arba i§ PAM
ekspresijos bet kuriame i5 Seimininky pagal 1, 2 arba
9-12 punktus.

14. Amidintas produktas, b e s i s k i r i ant i s

tuo, kad ji gauna pagal 13 punkts.

15. Rekombinantiné peptidilglicin-a-amidinanti
monooksigenaze, b e s i s ki r i an t i tuo, kad ja
gauna, panaudojant ekspresijos vektoriy pagal bet kuri
18 3-8 punkty, arba ekspresuojant PAM bet kuriame i3
Seimininky pagal 1, 2 arba 9-12 punktus.
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