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a) geny seka, koduojandia heterologinj susilietg baltyma; auk$tiau minéta susilietg baltyma, apimant]
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b) geny seka, koduojanéia heterologinj sulietg baltyma, anksciau minéta sulieta baltyma, apimant] antrg
peptida i$ risamujy peptidy poros i§ (a) arba segmenta i$ anksCiau minéto antro peptido, prijungto arba prie
DNR risamojo domeno, arba jj atitinkandio transkripcijos aktyvavimo domeno, kuris nepanaudotas @;

c) geng reporterj, efektyviai susieta su transkripcijos aktyvavimo baitymu arba jo dalimi;

d) jei reikia, delecijg arba mutacijg mieliy Igstelés Seimininko chromosominéje DNR transkripcijos
aktyvavimo baltymui, jei jis lasteléje Seimininke yra.
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Iiradimas priklauso naujoms lgstelems, ekspresuojanfioms heterologinius sulietus
baltymus, ir bidams atrinkti junginius, turinéius peptidy suriSimo aktyvumg; kur

buduose naudojamos $io iSradimo naujos Igsteles.

Specifinis peptidy poros suriSimas vienas prie Kito indukuoja gyvoje lgsteléje didziulj
kiekj funkcijy. PavyzdZiui, specifinis ligando suriSimas su paviriaus receptoriumi
tarnauja kaip lastelés reakcijy j daugelj iSoriniy signaly paleidiklis. Zinduoliy lgstelés
reaguoja | didelg jvairovg cirkuliuojanciy peptidiniy hormony daznai per atskirus
tarpmembraninius domeno receptorius. PripaZinta, jog citokino receptoriy grupe
iliustruoja jvairius lgstelés funkcijos ir fiziologinés reakcijos aspektus. Nauji citokino
receptoriaus funkcijos tyrimai atskleide skirtingas ligandas-receptorius baltymo
stechiometrijas, apimant kaip 2-baltymy (ligandas/receptorius) (Cunningham BC,
Ultsch M, De Vos AM, Mulkerrin MG, Clauser KR and JA Wells. (1991)
Dimerization of the extracellular domain of the human growth hormone receptor by
a single hormone molecule. Science 254:821-825; Staten NR, Byatt JC and GG Krivi.
(1993) Ligand-specific dimerization of the extracellular domain of the bovine growth
hormone receptor. J. Biol. Chem. 268:18467-18473), taip ir 3-baltymy
(ligandas/receptorius/receptorius ar ligandas/receptorius/ perdavéjas) tarpusavio
sgveikg (Young PR (1992) Protein hormones and their receptors. Curr. Opin.
Biotech. 3:408-421; Taga T and T Kishimoto (1993) Cytokine receptors and signal
transduction. FASEB J. 7:3387-3396; Mui A and A Miyajima (1994) Cytokine
receptors and signal transduction. In: Progress in Growth Factor Research. pp 15-35.
Pergamon Press. NY). Tokiy baltymo asociacijy sudétingumas buvo tiriamas in vitro,
naudojant daZnai daug darbo reikalaujancius metodus (Fuh G., Cunningham BC,
Fukunaga R, Nagata S, Goeddel DV and JA Wells. (1992) Rational design of potent
antagonists to the human growth hormone receptor. Science 256:1677-1680; Fuh G,
Colosi P, Wood WI and JA Wells. (1993) Mechanism - based design of prolactin
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receptor antagonists. J. Biol. Chem. 8:5376-5381; Davis S, Aldrich TH, Stahl N, Pan
L, Taga T, Kishimoto T, Ip NY and G Yancopoulos. (1993) LIFR and gp 130 as
heterodimerizing signal transducers of the tripartate CNTF receptor. Science
260:1805-1808), kadangi pasirodé, jog genetinés lengvai formuojamos ekspresijos
sistemos buvo netinkamos. Sis ¥radimas yra nukreiptas j daugelj naujy modifikuoty
sistemy, kurios gali biti panaudotos tokiems baltymy tyrimams, tuo labiau, kad

naujos sistemos Zymiai sumaZina darbo sanaudas.

Neseniai paskelbtos Siuolaikinio lygio sistemos nurodo "2-hibridy" sistemg, kaip
diskutuota Fields S and O. Song. (1989) A novel genetic system to detect protein-
protein interactions. Nature 340:245-246 ir taip pat Chein, C-T., Bartel, PL.,
Sternglanz R. and S. Fields (1991) The two-hybrid system: A method to identify and
clone genes for proteins that interact with a proteins of interest. Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 88:9578-9582 . "2-hibridy" sistema apima jvairiapus¢ sgveikg tarp atskiry
DNR suri$imo ir aktyvavimo domeny i§ mieliy transkripcijos aktyvatoriaus, Gal 4.
Heterologiniai baltymai yra ekspresuoti kaip hibridiniai baltymai, sulieti su bet kuria
Gal4 dalimi (Ziareti fig.1; Fields S and O. Song. (1989) A novel genetic system to
detect protein-protein interactions. Nature 340:245-246; Chein, C-T., Bartel, PL.,
Sternglanz R. and S. Fields (1991) The two-hybrid system: A method to identify and
clone genes for proteins that interact with a proteins of interest. Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 88:9578-9582 diskusijg apie 2-hibridy sistemg). Heterologiniy baltymy
sgveika sukelia Gal4 baltymo dviejy daliy tarpy rysj, kuris aktyvina geno reporterio
ekspresijg. Pagal Sinos duomenis tokios 2-hibridinés sistemos yra naudingos nustatant
ar pirmoji duota tiriamyjy peptidy seka turi riSamajj aktyvuma su jau Zinoma antrojo
peptido seka; kur tiriamojo peptido afiniSkumas Zinomam peptidui yra neZinomas.
Tyrimai, naudojantys tokig sistemg, pasuko vidulasteliniy baltymy, tokiy kaip
transkripcijos faktoriai ir kinazés-taikinio baltymo, sgveikos tyrimo kriptimi (Young
PR (1992) Protein hormones and their receptors. Curr. Opin. Biotech. 3:408-421 ;
Durfee T., Becherer K., Chen P-L., Yeh, S-H., Yang Y., Kilburn AE., Lee W-H. and
SJ Elledge. (1993) The retinoblastoma protein associated with the protein
phosphatase type 1 catalytic subunit. Genes and Devel. 7:555-569 ; Li, JJ and L
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Herskowitz (1993) Isolation of ORCS6, a component of the yeast origin recognition

complex by a one-hybrid system. Science 262:1870-1874).

Naujos modifikuotos 3io Bradimo lastelés ir nauji budai, pagristi Siy lasteliy
panaudojimu, s3lygoja paZangg tiriant ir atrandant peptidy imitatorius, tame tarpe
ligandy ir receptoriy imitatorius. Iki $iol niekas nesukuré efektyvios ir specifinés
atrankos sistemos $ios srities tyrimuose. Naudojant lastel€je riSamyjy peptidy pors,
kuriai jungimosi afinifkumas yra Zinomas, 8is i§radimas leidZia tirti fiEamqjq peptidy
poras, tokias kaip ligandas ir receptorius, kur peptidai riSasi dél sgveikos tarp lgsteliy.
Sis i¥radimas turi pranagumg atrandant junginius, kurie gali kaip ligandai sgveikauti
su specifiniais receptoriais ar perdavéjais. Iskaitant potencialius ligandus, bet
neapsiribojant, Zinduoliy hormonai su receptoriais yra giminingi tarplgsteliniui
liganda riandiam peptidui. Dar daugiau, 8is iSradimas aprao panaudojimg lgsteliy
sistemy , kurios ekspresuoja gausius heterologinius baltymus, jskaitant du
heterologinius sulietus baltymus, specifinio ir griztamo ligando ir receptoriaus rysio
nustatymui. Auki¢iau aprasyto rySio specifiné saveika yra lengvai nustatoma pagal

i¥matuojamus pakitimus lastelés fenotipe, pavyzdZiui, augimg ant selektyvios terpes.

Pirma, §is i§radimas yra susijes su naujomis modifikuotomis lgstelemis Seimininkais,
skirtomis heterologiniy suliety baltymy ekspresijai. Naujos modifikuotos lgsteles

$eimininkai apima:

a) geny seky, koduojanctig heterologinj susilietg baltymg; auks¢iau minéty susilietg
baltyma, apimantj pirmg peptidg i§ riSamyjy peptidy poros arba segmentg i§ anksc¢iau
minéto pirmojo peptido, kuris yra prisijunges arba prie DNR rifanciojo domeno, arba
prie atitinkamo transkripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos aktyvavimo
domeno;

b) geny seka, koduojandig heterologinj sulietg baltymg , anksCiau minétg sulietg
baltymg, apimant| antrg peptidg i§ riSamyjy peptidy poros i§ (a) arba segmenty i§
ankséiau minéto antro peptido, prijungto arba prie DNR riSamojo domeno, arba jj

atitinkandio transkripcijos aktyvavimo domeno, kuris nepanaudotas (a);
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c) geng reporterj, efektyviai susieta su transkripcijos aktyvavimo baltymu arba jo
dalimi;
d) jeireikia, delecijg arba mutacija mieliy lgstelés Seimininko chromosominéje DNR

transkripcijos aktyvavimo baltymui, jei jis 13steléje Seimininke yra.

Sio iSradimo naujos modifikuotos 1gstelés Seimininkai gali biiti panaudotos nustatyti
tiriamy pavyzdziy sgveikg su atrinktu peptidu i riSamyjy peptidy poros, pavyzdZiui,
lastelé gali biiti panaudota tiriamo pavyzdZio sgveikos su atrinktais ligandu arba

receptoriumi nustatymui.

Antra, ¢ia pateikiamas iSradimas susijes su naujomis modifikuotomis lgstelémis ir
atrankos bidais, kurie nustato tiriamojo pavyzdZio sgveikg su atrinktu peptidu ir
receptoriumi pagal atpaZistamus pakitimus fenotipe. Lastele rodo fenotipo pakitimus
tik esant tiriamam junginiui, turin¢iam suriSimo afiniSkumg peptidui, i§ riSamyjy

peptidy poros, pavyzdziui, rySio afiniSkumas ligandui ar jo receptoriui.

Trecia, $is iSradimas susijes su naujomis lgstelemis ir atranka budy, leidZianciy
nustatyti, prie kurio peptido i8 riSamyjy peptidy poros riSasi tiriamasis pavyzdys.

Ketvirta, 8is iSradiams liecia naujas lasteles, kurios ekspresuoja tris ar daugiau
heterologiniy komponenty auk3tesnés eilés arba polibaltymy asociacijy tarp trijy ar
daugiau peptidy tyrimui (pavyzdZiui, tokiam kaip ligando priklausomos dimerizacijos

tyrimas).

Terminas riSamujy peptidy pora apibudina bet kurig peptidy porg, turin¢ig Zinomg
riS$imosi afiniS$kuma, kuriai yra Zinoma ar gali biti nustatyta DNR seka. Peptidai i§
risamyjy peptidy poros turi rodyti pirmumg risimesi vienas su kitu, palyginus su kitais

modifikuotos lasteles komponentais.

Terminas peptidas, kaip panaudotas anksciau ir bus minimas toliau, apibidina bet

kurj peptidg, polipeptidg arba baltymg, jei tik nenurodyta kitaip. Kaip nurodyta
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anksciau, peptidai i$ riSamyjy peptidy poros gali biti ligandu ir bet kuriuo peptidu,

turinéiu Zinomg riSimosi afiniSkumg ligandui.

Heterologinis, kaip paminéta auks¢iau ir bus naudojama toliau, apibidina peptidus,
kurie (1) neekspresuojami natiiraliai sutinkamose 1gstelése Seimininkuose, arba (2)
modifikuotos lgstelés Seimininko ekspresuojami kitokiu ekspresijos bidu, negu tas,

kuriuo lgstele $eimininkas normaliai ekspresuoty peptids.

Jei nenurodyta kitaip, terminas receptorius, kaip vartojama toliau, apima terminus
receptoriusy, tirpus receptorius, perdavéjas ir rifamasis baltymas. Siame iradime
receptorius yra naudojama - receptorius arba tirpus receptorius, labiau tinkantis yra

receptorius.

Receptorius,, kaip pavartota Zemiau, apibidina plazmos membranos baltymus, kurie
suriSa specifines molekules, tokias kaip augimo faktoriai, hormonai arba
neuromediatoriai, ir po to perduoda signalg tarp lasteliy, kas sukelia lgstelés specifinj

atsakg. Tai apima atskirus tarpmembraninius baltymus.

Tirpus receptorius yra tarpmembraninis receptorius, sugebantis suristi ligands. Sie
receptoriai realizuojami i§ lastelés proteolizés keliu arba alternatyviai sujungiant

mRNR.

Risamasis baltymas apibidina baltymus, kurie demonstruoja ri§imosi afiniskumg
specifiniam ligandui. RiSamieji baltymai gali biiti gauti i§ atskiry ir skirtingy geny.
Duotam ligandui riSamieji baltymai, gauti i specifiniy geny, yra skirtingi nuo liganda

riancio receptoriaus arba jo tirpaus receptoriaus domeno.

Perdavéjas apibidina molekule, kuri leidZia paversti vienos rusies signalg i kita. Si
molekulé yra Zinoma kaip perdavéjas vienam ar daugiau peptidy i3 rifamyjy peptidy

poros, pavyzdziui, perdavéjas ligandas/receptorius grupei.
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Fig. 1 pavaizduota schema lgstelés, kuri ekspresuoja i§ atskiry plazmidziy du
heterologinius sulictus baltymus (vienas, bidamas ligandu, suritas su transkripcijos
aktyvavimo baltymo aktyvavimo domenu; kitas baltymas, budamas receptoriumi,
suridtas su transkripcijos aktyvavimo baltymo DNR suriSimo domenu. Schema rodo
dviejy suliety baltymy ekspresija ir ligando bei receptoriaus surifimg, kas suveda
kartu rifamajj domeng ir aktyvavimo domeng, atstatant transkripcijos aktyvavimo
baltyma. Kada transkripcijos aktyvavimo baltymas atstatytas ir pritvirtintas DNR
rifamojo domeno prie atvirkitinés aktyvavimo sekos vietos, yra inicijuojama geno

reporterio (HIS3) transkripcija.

Fig. 2 patalpintos léksteliy fotografijos, rodancios rezultatus augimo eksperimentuy,
atlikty pavyzdyje 1 kamienams CY722, CY723, CY724 ir CY781 ant neselektyvios
terpés (foto A) ir selektyvios terpés (foto B).

Fig. 3 yra schema dimero modelio, kuriame ligandas prisiriSa prie dvigubo
receptoriaus sistemos. Scheminé diagrama vaizduoja lgstele, kuri ekspresuoja
baltymus i§ trijy skirtingy plazmidZiy. Yra ekspresuojami du heterologiniai sulieti
baltymai (vienas baltymas yra pirmas receptorius, suriStas su transkripcijos
aktyvavimo baltymo aktyvavimo domenu, ir kitas baltymas yra antras receptorius,
suriStas su transkripcijos aktyvavimo baltymo DNR rifamuoju domenu) ir laisvas
ligandas (l. y. ligandas, kuris néra suriStas nei su vienu i§ dviejy transkripcijos
aktyvavimo domeny), kuris yra ekspresuojamas i treCios plazmidés. Fig. 3 rodo
dviejy suliety baltymy ekspresijg bei suriéiinq laisvo ligando ir dviejy receptoriy, kas
suveda Kartu riSamgji domeng ir aktyvavimo domeng, atstatant transkripcijos
aktyvavimo baltymg. Kai transkripcijos aktyvavimo baltymas yra sukonstruotas ir
prikabintas prie DNR ri$amojo domeno prie Atvirkstines Aktyvavimo Sekos (AAS)

vietos, yra inicijuojama geno reporterio (HIS3) transkripcija.

Fig. 4 parodytos augimo l¢kstelés, gautos kamienams CY846, ir CY847 iS pavyzdzio

3, fotografija, rodanti priklausomg nuo ligando receptoriy dimerizacijos stimuliacijg.
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Sio #¥radimo modifikuota lastelé yra naudojama kaip lgstelé Seimininkas. Efektyvi
Igstelé Seimininkas Siame iSradime turi buti apibrezta genetiskai, konstruojant
atitinkamga heterologiniy suliety baltymy ekspresijg, reporterj(ius) ir kitas norimas
genetines manipuliacijas. Lastelé Seimininkas gali buti bet kuri eukariotiné,
stuburiniy ar bestuburiy lgstelé. Lastelé Seimininkas gali biti Zinduoliy, o taip pat
amfibijy, pavyzdZiui, Xenopus kiausialgste. Priimtiniau, kai lgstelé 3eimininkas yra
grybo, pavyzdZiui, Aspergillus arba Neurospora lastelé. Labiausiai tinkamos 1gsteles
$eimininkai yra mielly, pavyzdZiui, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces

pornbe arba Pichia pastons.

Modifikuota lgstelé 3eimininkas naudoja maZiausiai du genus atskirai abiejy
heterologiniy suliety baltymy ekspresavimui. Vienas i§ Siy suliety baltymy apima
pirmg peptida i§ riSamyjy peptidy poros arba jo segmentg, kuris yra prijungtas arba
pric DNR riSamojo domeno, arba jj atitinkancio tarnskripcijos aktyvavimo baltymo
transkripcijos aktyvavimo domeno. Antras sulietas baltymas apima antrg peptidg is
riSamyjy peptidy poros arba jo segmentsa. Antras peptidas yra priristas pric DNR
rifamojo domeno, jei jis nepanaudotas pirmame heterologiniame sulietame baltyme.
Rysio tarp peptidy i riSamyjy peptidy poros aktyvumas yra kontroliuojamas
panaudojant geng reporteri, Kuris operatyviai sujungtas su dviejy suliety baltymy
transkripcijos aktyvavimo baltymu.

Transkripcijos aktyvavimo baltymas gali pladiai varijuoti, tiek kiek DNR rifamieji
domenai ir aktyvavimo domenai yra istirti, ar gali buti nustatyti prieinamais metodais.
Transkripcijg aktyvuojantis baltymas gali biti bet kuris baltymas, turintis du
komponentus, DNR riSamgji komponentg ir aktyvavimo komponents, kur
tarnskripcijos aktyvavimo baltymas transkripcijos aktyvavimui turi riigiéiy alfa
spiralg. Geriau, kai transkripcijos aktyvavimo baltymas yra atrinktas i Gald, Gend,
Hapl, Adrl, SwiS5, Stel2, Mcml, Yapl, Acel, Pprl, Arg8l, Lac9, QalF, VP16,
LexA, ne Zinduoliy branduoliy receptoriy (pavyzdziui, ekdizono) arba Zinduoliy
branduoliy receptoriy (pavyzdZiui, estrogeno, androgeny, gliukokortikoidy,

mineralkortikoidy, retino ragsties ir progesterono; ziireti Picard D, Schena M and
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KR Yamamoto. (1990) An inducible expression vector for both fission and budding
yeast. Gene 86:257-261). Tinkamiau, kai transkripcijos aktyvavimo baltymas yra
mieliy baltymas, ir dar geriau, jei jis iSskirtas i§ Gal4, Gend ar Adrl. Reikia paZymeéti,
jog gali biti panaudotas bet kuris DNR riSamasis baltymas, kuris funkcionuoja su
aktyvavimo domenu. DNR riSamasis baltymas gali biiti pavaduotas DNR riSamajam
domenui transkripcijos aktyvavimo baltymo, jei atpaZistamos sekos, operatyviai
asocijuotos su genu reporteriu, yra atitinkamai sukonstruotos. Ne mieliy riSamuosius
baltymus iliustruoja Zinduoliy steroidy receptoriai ir bakterine LexA (Ziaréti Wilson
TE, Fahmer TJ, Johnston M and J Milbrandt. (1991) Identification of the DNR
binding site for NGFI-B by genetic selection in yeast. Science 252:1296-1300).

Genas reporteris yra parinktas, bitent todél kad transkripcijos aktyvavimo baltymo
rifimosi domenai gali biiti regulivojami placiai Zinomu ir tiesiu metodu. DaZniausiai
genas reprteris yra parinktas remiantis jo Kkaina, jo aktyvumo matavimo
nesudétingumu ir Zemu fonu (t.y. aktyvumas gali biti nustatytas esant santykinai
Zemam reporterio ekspresijos lygiui del auksto signalas/fonas ir/arba santykinai Zemo,
arba nenustatomo aktyvumo). Reporteriu gali biiti bet kuris reporteris, kuriam gali
buti nustatytas aktyvumas bet kuriais prieinamais bidais. Reporterius, kurie gali buti
panaudoti §iame iSradime, iliustruoja genai reporteriai, pasirinkti i§ grupiy:

a) lacZ, liuciferazés geno, Zalio fluorescuojancio baltymo geno, CAT;

b) geny, komplementuojanciy auksotrofams, tokiems kaip HIS, URA, LEU, ARG,
MET, ADE, LYS, TRF;

¢) geno, lemiandio atsparumg antibiotikams, tokiems kaip neor, KAN;

d) geny, lemiandiy jautruma cheminiams preparatams, tokiems kaip CYH2, CAN1
(atsparumas kanavinui). Daugeliu atvejy tai gali buti tinkama genui reporteriui
sustabdyti augimg (CYH2). Patogiausia geno reporterio aktyvumg nustatyti

kolorimetriniu ar fluorescentiniu badais ir/arba matuojant mieliy Igsteliy augima.

Kaip paZzyméta auki¢iau, panaudotas modifikuotoje lgsteleéje peptidas yra peptidas i3
riSamyjy peptidy poros, kuriam yra Zinoma DNR seka, kaip ir seka antram peptidui

i riSamyjy peptidy poros. Taigi, peptidais gali biati peptidai i§ peptidg riSancio
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komplekso, kuris sudarytas i§ dviejy ar daugiau peptidy, kurie jungiasi vienas su kitu,
suformuodami riSamgjj kompleksg. Peptidai i riSamyjy peptidy poros gali buti
specifinis ligandas ir atitinkamas receptorius arba bet kurie kiti peptidai, kurie
pirmiausia ri$asi vienas su kitu taip, kaip fermento subvienetai.

Vienas i§ svarbiy $io iSradimo pasiekimy yra aptikimas to, jog modifikuota lastele,
panaudodama transkripcijos baltymo riSanciuosius ir aktyvaimo domenus, gali biti
panaudota reguliuojant riSamuosius peptidus i8 riSamyjy peptidy poros, kuri risasi dél
tarplastelinés sgveikos. Zinoma, jei pageidaujama, peptidai, kurie riasi dél
vidulgstelinés sgveikos, gali biiti panaudoti Kurioje nors iS naujy modifikuoty lgsteliy
ir io iSradimo bady. Peptidai gali biti 1§ Zinduoliy ir neZinduoliy Igstelés. Vienas i§
svarbesniy Sio Bradimo pritaikymy yra susijgs su naujy modifikuoty lgsteliy ir
atitinkamy atrankos metody panaudojimu tiriant gausias Zinduoliy peptidy sgveikas.
Zinduoliy peptidai apima Zinduoliy ligandas/receptorius sgveikas, tokias kaip
hormonas/receptorius sgveika. Peptidinius hormonus, kurie gali buti panaudoti §iame
Sradime, iliustruoja peptidai, parinkti, bet neapsiribojant, i§ vienos $iy grupiy:

(a) grupés, turindios citokiny, interleukiny, kraujodaros faktoriy, insulino, insulinui
panadiy augimo faktoriy, augimo hormono, prolaktino, interferony ir augimo
faktoriy;

(b) ligandy G-baltymy suriStiems receptoriams;

(c) ligandy bestuburiy receptoriams;

(d) higandy guan‘ﬂﬂo ciklazes receptoriams;

(e) ligandy tirozino fosfatazés receptoriams.

Alternatyviame tyrime peptidas yra augimo faktorius (AF), atrinktas i§ epiderminio
AF, nervy AF, leukemijos inhibitoriaus faktoriaus (LIF), fibroblasto AF, i§
trombocity gauto AF, vaskuliarinio endotelinio AF, auglio nekrozinio faktoriaus,
onkostatino M, ciliarinio neurotropinio faktoriaus (BNF), eritropoetino, steel

faktoriaus, placentinio laktogeno ir transformuojandio AF .

Ivairiuose labiau tinkamuose tyrimuose peptidinis hormonas yra ligandas G-baltymo

suriStam receptoriui, toks kaip augimo hormona realizuojantis faktorius, sekretinas,
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kraujo indy aktyvuma inhibuojantis peptidas, gliukagonas, tyrotropinas,
interleukinas-8, luteinizacijos hormonas (LH), folikulg stimuliuojantis hormonas

(FSH).

Papildomame alternatyviniame tyrime panaudotas peptidas yra peptidas i3
bestuburiy, toksai kaip tie, parinkii i§ grupés, turincios augaly systemino ir vabzdZiy
diferenciacijos peptidus. Nors tinkamiau, kai baltymas yra parinkti i§ grupés, turincios

Zinduoliy peptidus, ir dar geriau - Zinduoliy peptidinius hormonus.

Reikia paZzymeéti, jog specifiniai receptoriy tipai gali biiti peptidai i8 riSamyjy peptidy
poros ir riamyjy peptidy komplekso. Jvairiis receptoriai parenkami i§ vienos 3iy
grupiy:

a) 1gstelés adhezijos molekules;

b) imunomoduliatoriaus, antigeno atpaZinimo ar prezentacijos molekules ir kity
gininingy peptidy.

Lasteliy adhezijos molekules iliustruoja: vidulgsteliné adhezijos molekule (VAM),
vaskuliariné lasteliy adhezijos molekuleé (VLAM), tarplgsteliné adhezijos molekulé
(TAM), fibronektinas, integrinas, selektinas ir fibrinogenas. Imunomoduliatorius,
antigeno atpaZinimo ar prezentacijos molekulés yra: T lasteliy receptoriy
kompleksas, B lgsteliy receptoriy kompleksas, Fc receptoriai, pagrindinis audiniy
suderinamumo kompleksas 1, pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas 2, CD4,

CD8, CD27, CD30, MAC kompleksas.

Taip pat paZymétina, kad specifinfais perdavejy tipais gali biati riSamyjy peptidy
poros ar riSamuyjy peptidy komplekso peptidas. Perduodanciais baltymais gali biti bet
kuris perduodantis baltymas, kuris suriSa vieng peptida i8 riSamyjy peptidy poros ar
riSamyjy peptidy komplekso. Perduodantys baltymai yra gpl30, kh97, AIC2A,
AIC2B.
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DaZniausia heterologiniai sulieti baltymai iSskiriami transformuojant mieliy lgstele
autonomiskai replikuojandia plazmide, gebancia ekspresuoti sulietg baltymg, nors jie

gali biiti ekspresuojami esant chromosominei modifikacijai.

Kaip paZyméta, $io iSradimo atrankos budai skiriami tiriamojo pavyzdZio poveikio
rifamyjy peptidy poros riSimuisi, pavyzdZiui, ligando-receptoriaus sgveikos,
stebéjimui. I§ esmés, bidas apima geno reporterio aktyvumo nustatyma pridéjus
tiriamgjj pavyzdj | Sio iSradimo modifikuotg lastele Seimininkg esant sglygoms,
tinkamoms aktyvumui stebéti, esant pavyzdZiui arba sglygose, kuriose modifikuota
lastele 3eimininkas turi toki aktyvumga tiktai dalyvaujant, pavyzdZiui, gaiindiam
susiriSti su riSamyjy peptidy pora. DaZniausiai geno reporterio aktyvumas nustatomas

matuojant pasirinkto fenotipo pakitimg, kuris tiesiogiai korelivoja su geno aktyvumu.

Sio i$radimo naujos modifikuotos lgstelés lengvai panaudojamos jvairiuose atrankos
biiduose tiriamojo pavyzdZio geb€jimo suriSti nustatymui. Tiriamasis pavyzdys gali
biti peptidas, kuris yra apie dviejy amino ragsciy ilgio, arba néra peptidinis cheminis
junginys. Nepeptidinis tiriamasis junginys apima junginius, kompleksus ir druskas,
taip kaip ir naturalius produktus, pavyzdZiui, tokius kaip augaly ekstraktai ir
medZiagos, gautos i§ fermentacijos terpés. Modifikuotos lgstelés Seimininkai
auginamos tinkamose augimui sglygose, kad istirty tiriamojo pavyzdZio poveikj
risamyjy peptidy poros riSamumui. Modifikuotos 1gstelés Seimininkai patalpinamos j
mitybine terpe, kuri daZniausia susideda i§ agaro su tiriamuoju pavyzdZiu, esanéiu ant
mitybinés terpes pavirSiaus. Mitybine terpe daZniausiai yra jprastiné skysta terpé su
reagenlais augimui»(mitybai) ir vandens, kaip antai, mieliy sintetingé terpé (YSM
gaunama i§ BIO101, taip pat Ziaréti Rose MD, Winston F, and P Hieter. (1990)
Methods in yeast genetics. Cold Spring Harbor Labaratory Press ).

Vienas $io iSradimo realizavimo biidy nukreiptas | naujg modifikuota lgstele
Seimininky ir atrankos budg, kuris parodo tiriamojo junginio sgveikg su pasirinkta
ridamyjy peptidy pora pagal atpaZjstamg fenotipo pokytj. Si modifikuota Igstele
$eimininkas kei¢ia fenotipg tiktai dalyvaujant tiriamajam junginiui, turinéiam gebg

ristis tik su vienu peptidu i riSamyjy peptidy poros. Si lastelé 3eimininkas yra
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nurodoma kaip sistema "gelbétoja". Paprastai lastelés atsakas sukeliamas, kai
sgveikauja abu transkripcijos aktyvavimo baltymo domenai. Be to, sistemoje
"gelbétojuje” nejvyksta teigiamas pokylis fenotipe, kai abu transkripeijos aktyvavimo
baltymo domenai saveikauja. Teigiamas pokytis biuna tiktai tada, kai tiriamasis
pavyzdys nutraukia abiejy transkripcijos aktyvavimo baltymo domeny sgveikg.
Sistemoje gelbétojoje modefikuota lgstelé Seimininkas gali ekspresuoti maZiausiai du
heterologinius sulietus baltymus. Be to, Igsteleje Seimininke yra: genas reporteris,
efektyviai asocijuotas su transkripcijos aktyvavimo baltymu; kur minétasis genas
reporteris dél transkripcijos aktyvavimo baltymo ar jo dalies trukdo specifinio
fenotipo pasirodymai selektyvioje terpeje. Lastelés Seimininko chromosominéje DNR
mutacija sugraZina fenotipo pasireiskimg selektyvioje terpeje nesant geno reporterio
ckspresijai. Jei reikia, delecija ar mutacija jvykdoma lgstel€s Seimininko transkripcijos
aktyvavimo baltyme chromosomin¢je DNR tam, kad transkripcijos aktyvumas
pasireiksty tiktai esant produktyviai pasirinktos riSamosios poros sgveikai. Tiktai kai
riSamasis pavyzdys nulraukia tarnskripcijos aktyvumo baltymo abiejy domeny
saveikg, modifikuota Igsteleé augs ar iSgyvens, ar pademonstruos kitg atrinktg

fenotipg. DaZniausiai fenotipas 1Sreiskiamas lgstelés augimu.

Jei atrankos budas, kaip aptarta anks¢iau, naudojamas nustatyti ar tiriamasis
pavyzdys sgveikauja, ar greifiau nutraukia peptidy riSimgsi, stebimg nesant
tiriamajam pavyzdZiui, tai antriné atranka naudojama tiriamojo pavyzdZio specifinei
suriSimo gebai nustatyti, t.y. prie kokio peptido i§ riSamyjy peptidy poros jungiasi
tiriamasis pavyzdys. Antriné atranka naudoja Sio i§radimo naujas lgsteles, kur Igstelés
adaptuojamos sukelti fenotipo pasireiskimg ar fenotipo pakitimg tik esant tiriamajam
pavyzdZiui, kurj suriSa vienas peptidy i8 riSamyjy peptidy poros. Vienas i§ bevelijamy
biidy tiriamojo pavyzdZio specifinio ri§imosi charakteristiky nustatymui apima
naudojamas lgsteles, kurios turi efektyvy (santykinai didelj) vieno i§ dviejy sulieto
baltymo, turincio vieng i§ dviejy peptidy, kopijy skai¢iy. Efektyvus kopijy skai¢ius yra
bet kuris kopijy skaicius, pakankamas tiriamojo pavyzdZzio specifinio riSimosi
nustatymui. DaZniausiai geny kopijy skaiCius yra maziausia mazdaug S, daZniausiai

svyruoja nuo mazdaug 5 iki maZdaug 50, labiausiai bevelijama su didesniu kopijy
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skai¢iumi. Kitas sulietas baltymas palaikomas santykinai Zemame lygyje (1 iki
mazdaug 2 kopijos lastelei) arba jjungiant | lgsteles chromosomg, ar panaudojant
chromosomy centromering sekg ant ekspresuojancios plazmides. Jei $io iSradimo
lasteléje naudojamas pirmojo peptido didelis kopijy skaitius, lgstele bus jautresne
tiriamajam pavyzdZiui, kuris suriSa riSamyjy peptidy poros antrajj peptida, kadangi
apribojantis antro peptido kiekis nulemia geno reporterio aktyvumo lygj, t.y. stebimas
fenotipo pakitimas. Atvirk§Ciai, jei yra naudojamas geno, koduojantio riSamuyjy

etidy poros antrgjj peptida, didelis kopijy skailius, tai lgstelé bus jautresné
liriamajam pavyzdZiui, kuris rifa pirmajj peptida, kadangi apribojantis antrojo
peptido kiekis nulemia geno reporterio aktyvumo lygj {t.y. stebimas fenotipo pokytis).
Tiesioginis tiriamojo pavyzdZio poveikio abiejy kamieny fenotipui palyginimas
(receptorius> > >ligandas atZvilgiu ligandas>> >receptorius) parodo junginio
specifing baltymy saveikg. Kaip aptarta anksciau, genai, ekspresuojantys peptidus,
taip kaip ir genas reporteris, daZniausia ekspresuoja transformuojant mieliy lgstele

autonomiskai replikuojancia plazmide.

Sie ifradimo papildomai modifikuota lastelé $eimininkas nukreipta j lasteles, kurios
gali bati panaudotos tirti peptidy ligandus, kurie turi dvejopus receptorius ar
receptoriy ir perdavéja aktyvinimui ar signalo perdavimui i8 daugybinio peptidy

suridimo komponenéiy, t.y. trijy ar daugiau peptidy suriSimo komponenciy, rysio.

Tam tikros klasés receptoriams receptoriy dimerizacija yra kritiSkas pirmas Zingsnis
signalo perdavimui. Dimerinés receptoriaus struktiros gali biti sudarytos i§ identisky
receploriaus subvienety (pavyzdZiai: insulino receptorius, insulinui pana$aus augimo
faktoriaus-I (IAF-I) receptorius, i trombocity gauto augimo faktoriaus (TAF)
receptorius, kinazés inertinio domeno receptorius (KDR) ar kolonijg stimuliuojantis
faktorius (KSF)-I receptorius), ar nevienody receptoriaus subvienety (pavyzdys: IL -
6R + gpl130; insulino - IAF - I hibridinis receptorius, LIF+gp130; BNF+gp130,

jvairus interferono receptoriai).
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Modifikuotos lastelés Seimininko komponentés peptido, turindio dvejopg receptoriy
sistemg, risamumo (gebéjimo ristis) kontrolei yra Sios: geny seka (a) yar geny seka,
koduojanti heterologinj sulietg baltymg; minétasis sulietas baltymas, turintis vieng
peptida i¥ daugybinio peptidy suri§imo komplekso, ar minétojo peptido segments,
kuris jungiasi arba su vienu i DNR rifamuoju domenu, ar jam atitinkanciu
transkripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos aktyvavimo domenu; ir geny seka
(b) yra geny seka, koduojanti heterologinj sulieta baltymg: minétasis sulietas
baltymas, turintis antrgjj minétojo daugybinio peptidy suri§imo komplekso peptida ar
segmenty minélojo receptoriaus, sulieto su vienu i DNR riSamuoju domenu ar jj
atitinkanéiu transkripcijos aktyvavimo domenu, bet kuris nenaudojamas punkte (a).
Modifikuotoje lgsteléje Seimininke daugybinio peptidy suriSimo komplekso, kaip
antai, dvejopos receptorinés sistemos tyrimui taip pal yra genas reporteris ir
chromosominé mutacija peptido (ligandas/receptorius) saveikos specifinei analizei,
kaip aptarta toliau. Galima ekspresuoti tredigjj peptidg (pavyzdZiui, ligandg), kad

jvertinty lyginamgjj ir konkurentinj tyrimg.

Kaip paZyméta anksCiau, daugybiniy peptidy suriS§imo kompleksy, t.y. aukstesnes
eilés baltymy, kurie turi vieng ar daugiau peptidy, tyrimui faktiSkai galima naudoti
$io iSradimo modifikuotg Igstele Seimininkg trijy ar daugiau peptidy ekspresijai.
Tripeptidy suri$imo komplekso atveju bet kurie du peptidai gali biiti sulieti su abiem
transkripcijos aktyvavimo baltymo komponentais. PavyzdZiui, kad istirty ligando,
kuris veikia per dimerizacijos receptoriy, saveika, gali biti ekspresuoti receptoriai
kaip sulieti baltymai su ligandu, ekspresuotu kaip nesulictas baltymas. Si lgstelés
Seimininko sistema gali biti panaudota polibaltymy fermenty kompleksy tyrimui.
Kiekvienam daugybiniam peptidy suri$imo kompleksui galima identifikuoti naujus
peptidus, kurie sgveikauja su kompleksu ekspresuojant naujus baltymus i§ atsitiktiniy
komplementariy DNR seky (pavyzdzZiui, ¢cDNR bankas), sulietus su vienu i3
transkripcijos aktyvavimo domeny. Tokioje sistemoje vienas i§ Zinomy riSamuyjy
peptidy komplekso peptidas yra sulietas su kitu transkripcijos aktyvavimo baltymo
domenu, tuo metu kai kiti riSamyjy peptidy komplekso elementai ekspresuojami

kaip nesulieti peptidai. Toliau paZymima, kad skailius petidy, ekspresuoty
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modifikuotos lastelés $eimininko, bus tik apribotas prieinamais detektavimo badas ir

1gstelés Seimininko pajégumu.

Nauji atrankos biidai gali biiti panaudoti identifikavimui junginiy, saveikaujanciy su
bet kuria rifamuyjy peptidy pora, pavyzdZiui, bet kuris receptorius ir/ar ligandas. Taip
pat §i modifikuoty lgsteliy sistema su genu reporteriu atrinkimui sukurti gali buti
panaudota bet kuriai baltymas-baltymas saveikai, kad surasty naujus junginius, kurie
nutraukia tg saveika. Specifiniais pavyzdziais yra:

a) kinaziy baltymai, iterpti | auglj, gali biiti patalpinti | sistemg greitam atrinkimui
junginiy, kurie blokuoja kinazé-taikinys sgveika, ir tokiu budu gali buti unikaliais
vienetais prie$ auglj;

b) virusy apvalkaly baltymai, tokie kaip Zmogaus imunodeficito viruso glikoproteinai,
ir atitinkantys lastelés pavir§iaus receptoriy baltymai, tokie kaip CD4, gali buti
patalpinti i sistemg greitai atrankai junginiy, kurie nutraukia 3ig sgveiks, ir gali bati
anlvirusiniais agentais;

¢) abu Plasmodium ribonukleotidy reduktazés enzymo subvienetai gali bati
ekspresuoti sistemoje, kad atrinkty junginius, kurie trukdo 3iai specifinei baltymo

asociacijai ir tuo biidu gali biiti naujais antimaliariniais agentais.

Toliau pateikiami pavyzdZiai yra skirti toliau iliustruoti jvairius Sio iSradimo aspektus.

Jie negali biti aiskintini kaip ribojantys iradimg.

Pavyzdys 1: Specifiné ir griZtama ligando - receptoriaus sgveika

Genai, koduojantys sulietus baltymus, yra produkuojami klonuojant augimo hormong
(AH) ir augimo hormono receptoriaus (AHR) cDNR sekas | plazmides, turincias
domenui Gal4 kodavimo rajonus. DNR riSamyjy domeny (Gal4) suliejimai
jkonstruojami | pAS2, kurios apradytos Wade Harper J. Adami GR, Wei N,
Keyomarsk K and SI Elledge. (1993) The p21 Cdk-interacting protein Cipl is a
potent inhibitor of G1 Cyclin-dependent kinases. Cell 75:805-816. Geny aktyvavimo
domeny (Gal4) suliejimai konstruojami j pACT-II, kuri yra tapati pACT (aprasyta
Durfee T., Becherer K., Chen P-L., Yeh, S-H., Yang Y., Kilburn AE., Lee W-H. and
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S] Elledge. (1993) The retinoblastoma protein associated with the protein
phosphatase type 1 catalytic subunit. Genes and Devel. 7:555-569), isskyrus
modifikacijas su pililinkeriy rajonu. [ Bgl II jjungiama tokia seka: Bgl II -
Hemagliutinino epitopas - Ndel - Ncol - Smal - BamHI - EcoRI - Xhol - Bgl II,
adaptuotg i§ polilinkeriy sekos pAS2 (Wade Harper J, Adami GR, Wei N,
Keyomarsk K and SJ Elledge. (1993) The p21 Cdk-interacting protein Cipl is a
potent inhibitor of G1 Cyclin-dependent kinases. Cell 75:805-816). cDNR, koduojanti
kianlés AH subrendusj baltyma, yra produkuojama standartiniu polimerazinés
grandinés sintezés (PGS) metodu (Ziuréti Finny M. (1992) The polymerase chain
reaction. In: Current Protocols in Molecular Biology. Chapter 15 Eds (FM Ausubel,
R Brent, RE Kingston, DD Moore, JG Seidman, J Smith and K Struhl) John Wiley
& Sons, NY).

Oligonukleotidai, gauti ABI oligosintezatoriumi, projektuojami pagal paskelbty
kiaulés AH ¢DNR sekg ( zidréti Su T-Z and MR E1-Geweley. (1988) A multisite -
directed mutagenesis using T7 DNA polymerase: application for recontructing a
mammalian gene. Gene 69:81-89). TrisdeSimties baziy 5' oligonukleotide yra Ncol
saitas (5-CATGCCATGGAGGCCTTCCCAGCCATGCCC 3') ir dvidesimt septyniy
baziy 3 oligonukleotide yra BamHI saitas (5"
CGGGATCCGCAACTAGAAGGCACAGCT-3"). AH c¢DNR generuojama
naudojant kiaulés hipofizio lambda gt11 bankg kaip matricg. 540 bp fragmentas yra
gaunamas, suriSamas su pCR II vektoriu (Invitrogen Corp.), rekombinantai yra
patikrinami hidrolizuojant restrikciniais fermentais, it DNR produkuojama kaip
aprasyta Maniatus T, Fritsch EF and J Sambrook. (1982) Molecular Cloning. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. cDNR seka nustatoma spalvine deoksine (dye-
deoxy) baigmés reakcija naudojant Perkin-Elmer Cetus Corp. reagentus ir metodikg
ir ABI 373A automatinj seky analizatoriy. AH ¢DNR yra tiesiogiai klonuojama |
pACT-1I per Ncol ir BamHI saitus. cDNR, koduojanti AHR tarplgstelinj domeng,
produkuojama naudojant standartinius PGS metodus. TrisdeSimt trijy baziy 5'
oligonukleotide yra Ncol saitas (5'-

CATGCCATGGAGATGTTTCCTGGAAGTGGGGCT-3'") ir trisdeSimt devyniy
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baziy oligonukleotide yra baigmés kodonas, einantis po Ncol saito (5
CATGCCATGGCCTACCGGAAATCTTCTTCACATGCTGCC-3'), ir naudojami
produkuoti 742 bp fragmentui, koduojan¢iam Ziurkés AHR 1 - 247 amino rugstis
(Baumbach WR, Horner D. and JS Logan. (1989) The growth hormone-binding
protein in rat serum is an alternatively spliced form of the rat growth hormone
receptor. Genes & Devel. 3:1199-1205). Si AHR ¢DNR klonuojama j pCRII
vektoriy, kaip apraSyta ankséiau, ir po to vél subklonuojama | vektoriaus pAS2 Ncol
saitg. Galutiniy rekombinantiniy vektoriy DNR perkeliama li¢io acetato metodu
{Rose MD, Winston F, and P Hicter. (1990) Methods in yeast genetics. Cold Spring

Harbor Labaratory Press) j mieliu Kamicna.

Mielés $eimininkas, (Y190), turin¢ios UASg 4y -HIS geny reporterj, gaunamos pagal
metodika, aprasyta Wade Harper J, Adami GR, Wei N, Keyomarsk K and SJ
Elledge. (1993) The p21 Cdk-interacting protein Cipl is a potent inhibitor of Gl
Cyclin-dependent kinases. Cell 75:805-816. Kamieno Y190 genotipas yra MATa leu2-
3, 112 ura3-52 trpl-901 his3d200 ade2-101 gald gal80 URA3: :GAl-lacZ LYS2:
:GAL-HIS3 cyh'. Y190 kamienas perkeliamas su abiem sulictom Konstrukcijomis ar
su vienintele sulieta konstrukcija ir prieSpriesiniu vektoriumi, neturinciu heterologiniy
seky. Buvo rasta, kad kamienai vienodai auga neselektyvioje terpéje (fig. 2A). Po to
iy kamieny augimas buvo tiriamas selektyvioje terpeje (t.y. mitybiné terpé be amino
rigsties, kurl sintezuojama aktyvuojant genui reporteriut). Tiklai kamienas, turintis
hibridinius baltymus, (CY722) gali augti. kadangi neauga tiktai kamienas, turintis
arba sulietg ligandg ar receptoriy (CY724 1 CY723, eatitinkamai, fig. 2B). Du
kickvieno kamieno nepriklausomi pavyzdZiai dryZeliais uzneSami ant sintetines
terpés, turindios 2 % gliukozés, mieliy azoting baze, amino sulfato, 0,1 mM adenino ir
60 mM 3-aminotriazolo (B 1ékstele) arba ant tos pacios terpés su histidino priedu (A
l1ékstelé). A 1ékstelé inkubuojama prie 30°C tris dienas, lekstele B - penkias dienas.
Sie rezultatai rodo, kad AH ir AHR gali biti nuo Gal4 priklausomo geno reporterio

aktyvavimo mediatoriais sgveikoje, tokioje kaip ligando-receptoriaus riSimasis.
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Pavyzdys la: Konkurinojanciai ekspresuotas laisvas ligandas (AH) esant AH ir
AHR sulietiems baltymams
Kad jvertinty akivaizdy AH prisijungimg prie jo receptoriaus svetimoje mieliy

"e

branduolio aplinkoje, sistema modifikuojama pridedant "trecig plazmide"™, esancig
"laisvo ligando" ekspresijos mediatoriumi, kad parodyty, kuris AH peptidas
konkuruoja su AH-Gal4 sulietu baltymu, apgreziant 2-hibrido sgveikg, parodyty
pavyzdyje 1. Tévinis kamienas Y190 (Wade Harper J, Adami GR, Wei N,
Keyomarsk K and SI Elledge. (1993) The p21 Cdk-interacting protein Cipl is a
potent inhibitor of G1 Cyclin-dependent kinases. Cell 75:805-816) auginamas ant
terpés, rturinios 5-F-oroto rigdtj, atrinkti dariniams, kuriuose spontaniskai
prarandamas URA3 genas (Ziiréti Rose MD, Winston F, and P Hieter. (1990)
Methods in yeast genetics. Cold Spring Harbor Labaratory Press). Galutinis
kamienas, pazymétas CY770, naudojamas visuose eksperimentuose, turinciuose
efektus baltymy, kurinos ekspresavo konkurentiskai trefias komponentas (t.y., trecia
plazmidé¢). ¢cDNR, koduojanti AH, yra produkuojama PGS metodais naudojant
trisde$imt aStuoniu baziy 5' oligonukleotidg, turintf EcoRI saitga (5"
CCGAATTCAAAATGGCCTTCCCAGCCATGCCCTITGTCC-3")  ir dvideSimt
Sesiy baziy 3 oligonukleotidsg, turintj HindIII saitg '
CCAAGCTTCAACTAGAAGGCACAGCT-3") paskesniam sublokavimui j vektoriy
pCUP. pCUP yra indukuotas mieliy ekspresijos vektorius, gautas i§ pRS316 (Hill JE,
Myers AM, Koerner TJ and A Tzagoloff. (1986) Yeast / E.Coli shuttle vectors with
multiple unique restriction sites. Yeast  2:163-167). Trumpai, 3is vektorius
konstruojamas jjungiant 3' mieliy PGK geno (i§ pPGK; Kang Y-S, Kane I, Kurjan J,
Stadel JM and DJ Tipper. (1990) Eftects of expression of mammalian G and hybrid
mammalian-yeast G proteins on the yeast pheromone response signal transduction
pathway. Mol. Cell. Biol. 10:2582-2590) galg | pRS316 klonavimo rajong Kkaip
BamH]I-Sall fragmentg, kad tapty transkripcijos baigmés signalu. Prie Sios plazmidés
CUP1 promotoriaus rajonas (Butt TR, Sternberg EJ, Gorman JA, Clark P, Hamer
D, Rosenberg M and ST Crooke. (1984) Copper metallothionein of yeast, structure
of the gene and regulation of expression. Proc. Natn. Acad. Sci. USA 81:3332-3336)

prapleiamas PGS metodu kaip Sacl-EcoRi fragmentas ir jterpiamas j atitinkamus
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plazmidés saitus pCUP sukirimui. AH ekspresijos plazmidé (AH-pCUP) yra toliau
transformuojama su AH ir AHR sulietomis konstrukcijomis j kamieng CY770, kad
produkuoty CY781. Laisvo AH ir AH ir AHR suliety baltymy (CY781)
konkurenciné ekspresija rodé nuo AH-AHR priklausomo lasteles augimo ant
selektyvios terpés blokavimg (fig. 2B). Sis eksperimentas patvirtina konkurencijg in

vivo ir demonstruoja stebimos ligandas-receptorius sgveikos griZtamuma.

Pavyzdys 1B: peptidinio hormono prolaktine (PRL) ir jo receptoriaus suriSimas

Sios technologijos iSplétimui ir jvertinimui buvo iStirta panadi sistema naudojant
peptidinj hormong prolakting (PRL) ir jo receptoriy. Prolaktinas struktiriskai
giminingas AH ir prolaktino receptorius (PRLR) yra taip pat citokiny receptoriy
grupés narys. Kitaip negu Zmogaus AH, subprimaty AH nelengvai jungia PRLR
(Yang KH and FW Bazer (1989) Porcine endometrial prolactin receptors detected by
homologous radioreceptor assay. Mol. and Cell. Endocrinol. 64:145-154); PRL nerisa
lengvai AIIR (Leung DW, Spencer SA, Cachianes G, Hammonds G, Collins C,
Henzel WJ, Barnard R, Waters MJ and WI Wood. (1987) Growth hormone receptor
and serum binding protein: purification, cloning and expression. Nature 330:537-543).
Subrendes kiaulés PRL produkuojamas sulietas su GAL4 aktyvavimo domenu.
Oligonukleotidai konstruojami pagal kiaulés PRL (gauta i§ geny banko X14068) ir
naudojama produkuoti subrendusi kiaulés baltyminj hormong PRL i§ kiaules
hipofizio lambdos gtll banko naudojant PGS metodus. Trisde$imt vienos bazés 5'
oligonukleotidas turi saitg (5-CGGAATTCTGCCCATCTGCCCCAGCGGGCCT-
3") ir atitinka sekai, koduojanciai 1 - 7 amino rigstis. TrisdeSimties baziy
oligonukleotidas turi EcoRI saitg
(5'GAATTCACGTGGGCTTAGCAGTTGCTGTCG-3") ir atitinka ¢cDNR 3’ rajonui
galiniam baigmés kodonui. 600 bp fragmentas yra gaunamas, sujungiamas su pCRII
vektoriumi ir patvirtinamas testrikciniy fermenty karpimais ir baziy sekos analize.

c¢DNR PRL klonuojama j pACT-II per LEcoRI saitg.

Tarplgstelinis kiaulés PRL receptoriaus (PRLR) domenas produkuojamas sulietas su

GAIA DNR risamuoju domenu. Oligonukleotidai projektuojami remiantis peliy
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PRLR baziy seka (Davis ] and DIH Linzer. (1989) Expression of multiple forms of

the prolactin receptor in the mouse liver. Mol. Endocrinol. 3:674-680). TrisdeSimt
vienos bazes 5 oligonukleotide yra Smal saitas ("
TCCCCCGGGGATGTCATCTGCACTTGCTTAC-3"), tuo metu kai trisde$imt
vienos bazés 3' oligonukleotide yra baigmeés kodonas, po kurio seka Sall saitas (3'-
TCCGTCGACGGTCTTTCAAGGTGAAGTCATT-3"). Sie oligonukleotidai riboja
tarplastelini PRLR domena, koduojant] 1-229 amino ragstis. Kiaulés hipolizio
lambda gtll bankas naudojamas kaip matrica. Panaudojus standartinius PGS
metodus, 687 bp (ragmentas produkuojamas, prijungiamas prie pCRII ir nustatoma
nukleotidu seka. ¢<DNR PRLR klonuojamas i pAS2 vektoriy per Smal ir Sall

restrikeinius saitus.

Kamienas Y190 transformuojamas panaudojus suliety PRL ar PRLR ekspresijos
plazmides arba pavieniui (CY727 ar CY728, atitinkamai), arba kartu (CY726).
Lasteles, ekspresuojancios tiek PRI, tiek ir PRLR suliejimus, gali augti ant
selektyvios terpes, tuo metu kai kamienai, turintys tik jungtinj ligandg ar tiktai
receptoriy, negali. Sie rezultatai atspindi rezultatus, stebétus AH-AHR sistemoje
ankstesniame pavyzdyje, ir nustato bendrg 2-hibridiniy sistemy panaudojimg tirti

ligandy jungimuisi su §ios grupes receptoriais.

Pavyzdys 1C: Papildomas ligando-receptorians specifiSkumo naujai mielin
Igstelés Seimininko sistemai patvirtinimas

Papildomi kamienai yra i$plésti tirti ligando-receptoriaus specifiskumui, URA minus
kamienai, ekspresuojantys AH ir AHR sulictus baltymus, transformuojami
panaudojant pCUP ar PRL-pCUP; tuo metu kai kamienai, ekspresuojantys PRL ir
PRLR sulietus baltymus, transformuojami panaudojant pCUP ar PRL-pCUP.
Trumpai, PRL-pCUP konstruojamas budu, panasiu apradytam AH-pCUP. PRL
cDNR generucjama PGS metodu naudojant trisdeSimt trijy baziy 5' nukleotidg su
EcoRI saitu (5-GAATTCAAAATGCTGCCCATCTGCCCCAGCGGG-3) ir 1§
pavyzdzio 1B 3' oligonukleotidg. Galutinis fragmentas jvedamas | pCUP per EcoRI

saitg. Kaip parodyta ankstesniame pavyzdyje, kamienas, ekspresuojantis sulietus AH
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ir AHR, be konkurenty auga ant selektyvios terpés, ir $is augimas sustabdomas laisvo
AH ekspresija. Eksperimente su prolaktinu gauti panasis rezultatai, kas patvirtina
ligando-receptoriaus riSimosi specifiskumg mieliy Igsteleje. Kamienas, turintis
sulietus PRL ir PRLR (CY787), gali augti ant selektyvios terpes, it §i augima
nutraukia laisvos PRL ekspresija (CY786; 1 lentelé).

AHR selektyvumui patikrinti kamienas, turintis sulietus AH i AHR,
transformuojamas panaudojant PRL-pCUP. Sis kamienas auga ant selektyvios terpés
(CY785, 1 lentelé). Sie duomenys nurodo, kad AH riSimasis su jo receptorium ioje
sistemoje gali buti efektyviai konkuruojamas perteklinio AH riSimosi, bet ne
giminingo PRL peptido riSimosi (CY753). AnksCiau pateikty trijy heterologiniy
baltymy ekspresavimo eksperimenty rezuitatai iliustruoja ligando-recepotoriaus

saveikos specifiSkuma $io iSradimo sistemoje.

1 lentelé. Kamieny sgrasas ir biobandymy rezultatai

Pavadinimas  AD sulietas  BD sulietas pCUP Augimas
CY700 - - - 0
CY722 AH AHR - +
CY723 vektorius AHR - 0
CY724 AH vektorius - 0
CY726 PRL PRLR - +
CY770 - - - 0
CY781 AH AIIR All 0
CY784 AH AHR vektorius +
CY785 AH AHR PRL +
CY786 PRL PRLR PRL 0
CY787 PRL PRLR vektorius +

» Visi mieliy kamienai yra i$vesti i§ kamieno Y190 (Wade Harper J, Adami GR, Wei N, Keyomarsk K
and SJ Elledge. (1993) The p21 Cdk-interacting protein Cipl is a potent inhibitor of G1 Cyclin-
dependent kinases. Cell 75:805-816). Genotipas yra MATa gal4 gall80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52
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leu2-3,112 URA3: :GAL-lacZ LYS2: :GAL-HIS3 cyk. Kamienai, pazymeti skaitivmi lygiu arba
didesniu kaip 770, neturi URA3: :GAL-lacZ geno. Bruksnelis Zymi, kad kamienas neturi Zymétos
plazmides.

» AD sulicjimai yra pACT dariniai; AH arba PRL sulicti su Gai4 axtyvavimo domenu.

o D sulicjimai yra pAS2 dariniai; AH arba PRL receptoriy tarplgsteliniai domenai sulieti su DNR
risimo domenu Gal4.

« pCUP Zymi peptidus, ckspresuojamus i$ pCUP plazmideés.

« Biobandymy rezultatai trumpai: kickvienas kamienas auginamas selektyvioje terpéje nuo 3 iki

5 dieny esant 30° C temperatiirai, tada stebimas Iastelés augimas Zyrnimas plius.

Pavyzdys 2: Atranka junginiv, nutraukianciy sgveika lidandas-receptorius

MaZo kopiju skaifiaus plazmideés, ekspresuojancios AHR- ar AH-Gal4 sulietus
baltymus (pOZ153 ir pOZ152 atitinkamai), Konstruojamos, kad sumaZinty Sity
baltymy ekspresijg. Be to, naujas genas reporteris yra konstruojamas taip, kad
sutrukdyty lgsteliy proliferacija selektyvioje terpéje, jei ekspresija nenutraukta. Kad
sukonstruoty AHR suliejimo ekspresijos plazmide, Sacl-BamHI restrikcijos
fragmentas, turintis mieliy struktirinj promotoriy ir GALA sekas, i$skiriamas i§ pAS1
(Durfee T., Becherer K., Chen P-L., Yeh, S-H., Yang Y., Kilburn AE., Lee W-H.
and ST Elledge. (1993) The retinoblastoma protein associated with the protein
phosphatase type 1 catalytic subunit. Genes and Devel. 7:555-569) ir klonuojamas |
pUNB30 (Elledge ST and RW Davis. (1988) A family of versitile centromeric vectors
designed for use in the secteringshuffle mutagenesis assay in Saccharomyces
cerevisiae. Gene 70:303-312). Tada AHR tarplastelinis domenas sulicjamas su GALA
liguojant kaip Ncol fragmenta, kaip aprasyta pavyzdyje 1, kad sukurty pOZ153. Kad
sukonstruoty AH suliejimo ekspresijos konstrukcijg, visas AH-Gal4 rajonas su
promotoriaus ir baigmés sekomis yra atskiriamas i§ plazmides, aprasytos pavyzdyje 1,
kaip Pvul-Sall fragmentas. Sis DNR segmentas yra klonuojamas j pUN100 (Elledge
SJ and RW Davis. (1988) A family of versitile centromeric vectors designed for use in
the secteringshuffle mutagenesis assay in Saccharomyces cerevisiae. Gene 70:303-
312), produkuojantis pOZ152. Genas reporteris yra konstruojamas, atskiriant mieliy

CYH?2 kodavimo rajong ir tuoj pat prijungiant prie GAL promotoriaus rajono micliy
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ekspresijos plazmidéje. Trumpai, GAL1 promotoriaus rajonas jterpiamas j YEp352
(Hill JE, Myers AM, Koerner TJ and A Tzagoloff. (1986) Yeast / E.Coli shuttle
vectors with multiple unique restriction sites. Yeast 2:163-167) kaip 685 bp EcoRI-
BamHI fragmentas. CYH2 sekos gausinamos PGS bidu naudojant oligonukleotidy
pradmenis (5'-GGATCCAATCAAGAATGCCTTCCAGAT-3' ir 5'-
GCATGCGTCATAGAAATAATACAG-3") ir PAS2 kaip matricg. PGS produktas
yra hidrolizuojamas BamHI plius Sphl ir klonuojamas | atitinkamg saitg YEp352-
GAL vektoriuje. Sios plazmidés transformuojamos | mieliy kamieng CY770, kuris
turi mutacijy chromosominiame cyh2? gene, lemiandiame kamienui ats;i)arunw2
baltymy sintezés inhibitoriui cikloheksimidui. Visy trijy plazmidZiy buvimas biitinas,
kad palyginty jautrumg cikloheksilimidui (cyh.).

Kamienas (CY857), turintis ligando ir receptoriaus suliejimy plazmides plius
plazmidg reporteri, sudaro pagrindg paprastam pirminiam atrinkimui junginiy, kurie
nutraukia AH riSimgsi su jo receptoriumi. Kamienas CY857 jterpiamas standartinéje
mieliy mitybineje terpéje, turindioje 10,0 pg/ml cikloheksilimido. Dél to, kad
ligando/receptoriaus saveikg skatina CYH2 geno reporterio ekspresija, kamienas yra
jautrus cikloheksilimidui ir tod€l negali augti. Cheminiai junginiai yra patalpinami ant
Sios tiriamosios terpés. Junginiai, kurie silpnina AH-AHR rifimasi, yra
identifikuojami pagal augimg lasteliy, supanciy §j junginj, kadangi nesant CYH?2

ekspresijai, Igstelés tampa atspariomis cikloheksilimidui, esanéiam terpéje.

Antriné atranka pavyzdzio taikiniui nustatyti
Ligando receptoriaus rifimosi nutraukimas Siame tyrime gali biiti junginio reakcijos
ar su receptorium, ar su ligando suliejimo komponentu pasekmé. Naujo junginio
specifinis taikinys apsprendZiamas paprastu antriniu tyrimu, naudojant kamienus,
perteklinai ekspresuojancius vieng i8 suliety baltymy. Kamienas (Y858 ekspresuoja
AHR-GAILA suliejimus dideliu pertekliumi dél konstrukcijos, esancios lgstelese, esant
dideliam kopijy skaiciui (pOZ149), tuo metu kai AH-suliejimas (pOZ152) licka
lygyje, panaSiame baziniam kamienui (CY857). PrieSingai, kamienas CY859
ekspresucja AH-GALA4 suliejimg didesniu pertekliumi del to, kad 8i Konstrukcija yra
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lastelése su dideliu kopijy skaidiumi (pKY14), tuo metu kai AHR suliejimas
(pOZ153) yra lygyje, panaSiame kaip bazinio kamieno (CY857). Junginiai, gelbstintys
augima pirminéje atrankoje naudojant CY857 (AH ir AHR suliejimai, ekspresuoti
Yemesniy kopijy skaidiaus plazmidZiy) yra po to tiriami tokiu pat bidu, naudojant
CY858 (AHR>>AH) arba CY859 (AH>>AHR) kaip tiriamgjj kamieng. PavyzdZiui,
kai ligando-receptoriaus ri§imasis yra inhibuojamas junginiu, reaguojanciu su AHR,
antriné atranka pademonstruos stebimg pakeiting matuojamame fenotipe.
Gelbstinlio junginio antrinis tyrimas, atliktas kamienui CY858, kuris perteklinai
ekspresuoja AHR suliejimg, rodo maZesnj augima esant junginiui, negu augimas,
stebétas kamienui CY859. Sis Zymus pakitimas matucjamame fenotipe jvyksta todél,
kad AHR perteklius titruoja junginj, del to padidéja CYH2 ekspresija ir Igsteles
augimo inhibavimas. CY858 rodo Zymy pakitimg, analogiskg CY857, kadangi AHR
sulietas baltymas yra limituojantis. Junginys, saveikaujantis su ligando suliejimu, rodo

priesingg pakitimg matuojamame fenotipe Siame antriniame tyrime.
Pavyzdys 3: Receptoriaus dimerizacijos, priklausomos nuo ligando, parodymas:

Daugybinés baltymy saveikos (pavyzdZiui, ligandas-receptorius-receptorius) tiriamos

iSpléstine sistema, kuri ekspresuoja trec¢ig baltymg, naudojant toliau pateiktg schemg.

Vienas receptoriaus dimero vienetas produkuojamas kaip sulietas baltymas ar su
Gald DNR riSamuoju, ar su aktyvavimo domenu. Receptoriaus dimero kitas vienetas
produkuojamas kaip sulietas baltymas sn atitinkamu Gal DNR ri8amuoju ar
aktyvavimo domenu, kas nebuvo naudota pirmajam suliejimui. Genas, koduojantis
ligandg, ekspresuojamas trecios plazmidés ir produkuojamas kaip laisvas (nesulietas)

ligandas. Suliety baltymy sgveika jvyksta tik esant ligandui (Ziareti fig. 3).

Vaskuliarinio endotelio lasteliy augimo faktoriaus (VEAF) sgveika su jo konjugato
receptoriaus ligandg rifan¢iu domenu (KDR, kinazg¢ iterpiantj domeng turintis
receptorius) apraSyta kaip pavyzdys $iai sistemai. KDR yra tirozino kinazeés

receptorius, ir dimero susidarymas (1 ligandas - 2 receptoriai), manoma, yra svarbus
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hormono indukuotai receptoriaus funkcijai. cDNR, koduojanti KDR ligando domeng
(Terman BI, Carrion ME, Kovach E, Rasmussen BA, Eddy RL and Shaw B. (1991).
Identification of a new endothelial cell growth factor receplor tyrosine kinase.
Oncogene 6:1677-1683) izoliucjama kaip Nco I - BamHI fragmentas ir klonuojama §
pACT-II ir pAS2 vektoriy. cDNR, koduojanti subrendusj baltymg VEGEF, yra
produkuojama, naudojant standartinj PGS biidg. Oligonukleotidai projektuojami
pagal paskelbtg sekg (ziaréti Tischer E, Mitchell R, Hartman T, Silva T.
Gospodarowicz D, Fiddes JC, and JA Abraham. (1991) The human gene for vascular
endothelial growth factor. Multiple protein forins are encoded through alternative
exon splicing. J. Biol. Chem. 266:11947-11954). TrisdeSimt keturiy baziy 5'
oligonukleotidas, turintis EcoRI saitg (5-
CGGAATTCGAAGTATGGCACCCATGGCAGAAGGA-3") ir dvidesimt astuoniy
baziuy 3 oligonukleotida turint] EcoRI saita (5'-
CGGAATTCGGATCCTCATTCATTCATCA-3"), naudojamas predukuoti 450 bp
fragmenty, koduojanti subrendusj baltymg, ir klonuoti j pCUP saitg EcoRI. Galutiniy
rekombinantiniy vektoriy DNR transformuojama | mieles naudojant li¢io acetato

budag, kad produkuoty tinkamg kamiena.

Mieliy Seimininko kamienas (CY770) transformuojamas su KDR-pACT-II, KDR-
pAS2 i VEGF-pCUP, kad produkuoty kamieng CY846; arba transformuojamas
abiem receptoriy suliejimais ir pCUP, kad produkuoty kamieng CY847. Be to, ir
KDR-pACT-II, ir KDR-pAS2 transformuojami kartu (CY845) ar atskirai (CY843
arba CY844) ar tiktai VEAF-pCUP (CY841) kaip kontroliniai kamienai. Kamienai
tiriami ar jie auga selektyvioje terpéje. Kamienas (CY846), kuris ekspresuoja VEAF
liganda ir abiejy receptoriy sulietus baltymus, Zymiai labiau auga selektyviose terpése
lyginant su kamienu CY847, kuris neekspresuoja VEAF ligando (Zifiréti fig. 4). Sie
rezultalal rodo, kad efektyvios Sio BSradimo 1gsteles gali biti naudojamos, kad istirty

receptoriaus dimerizacija, priklausoma nuo ligando.

Pavyzdys 4: Atranka junginiy, kurie yra ligandais dimeriniy receptoriy sistemoje
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Receptoriaus vienety dimerizacija (oligomerizacija) daZnai yra svarbus pirmas
Zingsnis aktyvuojant receptorius, tokius kaip augimo faktoriai, citokinai ir tokius,
kurie aprasyli auksCiau. Nauja Igsteliy sislema, apraSyla pavyzdyje 3, gali biti
pritaikyta atrasti naujiems junginiams, Kurie aktyvina (ar blokuoja) receptoriy
dimerizacijg. Tokie nauji sgveikaujantys junginiai gali bati efektyviais terapiniais

agentais potologijoje, susijusioje su $iais receptoriais.

Plazmidés, ekspresuojandios dimeriniy receptoriy vieneta(us), kaip sulietus baltymus,
produkuoja, kaip aptarta pavyzdyje 3. Kamienas (CY845), turintis KDR-pACT-II ir
KDR-pAS?2 suliejimus, yra paprastos plazmides atrankos receptoriams, kurie turi
dimering struktirg, pavyzdys. Kamienas CY845 patalpinamas sintetinéje agaro
terpéje, kurioje yra histidino trikumas (Rose MD, Winston F, and P Hieter. (1990)
Methods in yeast genetics. Cold Spring Harbor Labaratory Press). Tiriamasis junginys
patalpinamas ant $ios tiriamos terpes virSsaus. Cheminiai junginiai, kurie stimuliuoja
abiejy receptoriy suliejimg (nesant ligando) sgveiky, pertvarko endogeninj
transkripcijos aktyvatoriy, kuris yra sujungtas su genu reporteriu, tokiu kaip HIS3.

Pertvarkymas identifikucjamas 1gsteliy augimu aplink junginj.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Modifikuota lastelé $eimininkas, besiskirianti tuo, kad ji apima:

a) geny seka, koduojandia heterologinj susilietg baltyma; auk$¢iau minétg susilietg
baltymg, apimant] pirma peptidg i§ ridamuyjy peptidy poros, arba segmenty 1§
ankséiau minéto pirmojo peptido, kuris yra prisijunggs arba pric DNR riSanciojo
domeno, arba prie atitinkamo transkripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos
aktyvavimo domeno;

b) geny seka. koduojanéia heterologinj susilieta baltymg, anksciau minétg susilieta
baltyma, apimantj antrg peptida i§ riSamyjy peptidy poros i§ (a), arba jo segments,
prijungta arba prie DNR riSamojo domeno, arba ji atitinkancio transkripcijos
aktyvavimo domeno, kuris nepanaudotas (a);

c) geng reporterj, efektyviai susiets su transkripcijos aktyvavimo baltymu, arba jo
dalimi;

d) jei reikia, delecijg arba mutacijg mieliy lasteles Seimininko chromosominéje DNR
transkripcijos aktyvavimo baltymui, jei jis 1gstel€je Seimininke yra;

be to, minétas modifikuotas Scimininkas yra gebantis ekspresuoti bent du

heterologinius sulictus baliymus ir bent vicng geng reporteri.
¥ !

2. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punkta, besisKivianti tuo, kad

mincta Igstele Seimininkas yra eukariotiné Igstele.

3. Modifikuota Igstelé §eimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad

minéta lgstelé Seimininkas yra zinduoliy arba amfibijy lastele.

4. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punkty, besisKirianti tuo, kad

minéta lgstelé seimininkas yra grybo lgstele.
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5. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad
grybo lgstelé Seimininkas yra Aspergillus arba Neuropora lgstele.

6. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 4 punktg, besiskirianti tuo, kad

grybo lastelé seimininkas yra mieliy lgstele.

7. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 6 punktg, besiskirianti tuo, kad
mieliy lastelé yra parinkta i§ Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharormyces pombe

arba Pichia pastors 1gsteles.

8. Modifikuota Igstelé Seimininkas pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad
pevtidai i€ riSamyiy peptidy poros saveikoja su kiekvienu kitu per tarplgstelinj

aktyvuma jy natdralioje aplinkoje.

9. Modifikuota Igstelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
peptidai i§ riSamyjy peptidy poros sgveikoja su kiekvienu Kitu per Igstelés vidaus

aktyvumg jy naturalioje aplinkoje.

10. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad

riSamyjy peptidy pora yra parinkta i§ grupes, turincios zinduoliy peptidus.

11. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad

riSamyjy peptidy pora yra parinkta i§ grupeés, turin¢ios ne Zinduoliy peptidus.

12. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
risamyjy peptidy pora yra parinkta i§ grupés, turmdcios ligandy ir atitinkamg

receptoriy.

13. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad

vienas peptidas i8 riSamyjy peptidy poros yra hormonas.
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14. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad
vienas peptidas i§ rifamyjy peptidy poros yra parinktas 1§ grupés, turintios Zinduoly

peptidiniy hormony.

15. Modifikuota lastelé seimininkas pagal 1 punkta, bes iskirianti tuo, kad
minétas transkripcijos aktyvumo baltymas yra parinktas i$ (a) Gal4, Gend, Hapl,
Adrl, SwiS, Ste12, Mcm1, Yapl, Acel, Pprl, Arg8l, Lac9, QalF, VP16, LexA arba

(b) Zinduoliy branduolio receptoriy.

16. Modifikuota lastelé $eimininkas pagal 15 punkta, besiskirianti tuo, kad
minétas transkripcijos aktyvavimo baltymas yra mieliy transkripcijos aktyvavimo

baltymas.

17. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 16 punkty, besiskirianti tuo, kad

minélas mieliy transkripeijos aktyvavimo baltymas yra GALA4 arba lac9.

18. Modifikuota lgstelé $eimininkas pagal 1 punkts, besiskirianti tuo, kad
genas reporteris yra pasirinktas i§ grupiy:

a) lacZ, liuciferazés geno, zalio fluorescuojancio baltymo geno, chlorono
fenikolo acetilo transferazeés,

b) geny, komplementuojanéiy auksotrofams;

¢) geny, lemiandiy atsparumg antibiotikams; ir

d) geny, lemian¢iy jautrumg cheminiams preparatams.

19. Modifikuota Igstelé Seimininkas pagal 1 punkts, besiskirianti tuo, kad
bent vienas i§ heterologiniy suliety baltymy ekspresuojamas transformuojant miehy

lastele autonomiskai replikuojanéia plazmide, gebancia ekspresuoti sulietg baltyma.

20. Modifikuota lgstelé $eimininkas pagal 19 punkts, besiskirianti tuo, kad
heterologiniai sulieti baltymai ekspresuojami transformuojant mieliy lastelg

autonomiskai replikuojanéia plazmide, gebancia ekspresuoti sulietg baltymg.
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21. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 19 punktg, besiskirianti tuo, kad
ben vienas peptidas i§ riSamyjy peptidy poros yra parinktas i3 vienos $iy grupiy:

(a) grupés, turindios citokiny, interleukiny, kraujodaros faktoriy, insulino,

insulinui panadiy augimoe faktoriy, augime hormeno, prolaktino,

interferony ir augimo faktoriy;

(b) ligandy G-baltymy suriStiems receptoriams;

(c) ligandy bestuburiy receptoriams;

(d) ligandy guanililo ciklazés receptoriams;

(e) ligandy tirozino fosfatazés receptoriams.

22. Modifikuota Igstelé $eimininkas pagal 21 punkts, besiskirianti tuo, kad
peptidas yra augimo faktorius, atrinktas i$ epiderminio AF, nervy AF, leukemijos
inhibitoriaus faktoriaus, fibroblasto AF, i§ trombocity gauto AF, vaskuliarinio
endotelinio AF, auglio nekrozinio faktoriaus, onkostatino M, ciliarinio neurotropinio
faktoriaus, eritropoetino, steel faktoriaus, placentinio laktogeno ir transformuojancio

AF.

23. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 21 punkta, besiskirianti tuo, kad

bent vienas peptidas i§ riSamyjy peptidy poros yra perdavejas.

24. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 23 punktg, besiskirianti tuo, kad
perdavéjas yra atrinktas i§ perduodanéiy baltymy grupés gp130, kh97, AIC2A ir
AIC2B.

25. Modifikuota Iastelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
bent vienas peptidas i§ ri$amyjy peptidy poros yra receptorius, atrinktas i$ vienos $iy
grupiy:

(a) Igstelés adhezijos molekulés:

(b)imunomoduliatoriaus, antigeno atpaZinimo ar prezentacijos molekulés.
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26. Modifikuota lgstelé $eimininkas pagal 25 punktg, besiskirianti tuo, kad
receptorius yra lasteliy adhezijos molekule, atrinkta iS vidulgstelinés adhezijos
molekulés, vaskuliarinés lasteliy adhezijos molekules, tarplastelinés adhezijos

molekulés, fibronektino, integrino, selektino ir fibrinogeno.

27. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 25 punktg, besiskirianti tuo, kad
receptorius yra imunomoduliatorius, antigeno atpaZinimo ar prezentacijos molekule,
atrinkta i§ T lasteliy receptoriy komplekso, B lgsteliy receptoriy komplekso, Fe
receptoriy, pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso 1, pagrindinio audiniy

suderinamumo komplekso 2, CD4, CD8, CD27, CD30, MAC komplekso.

28. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 21 punkts, besiskirianti tuo, kad
vienas peptidas i§ riSamyjy peptidy poros yra ligandas G-baltymo suristam

receptoriui.

29. Modifikuota lgstele Seimininkas pagal 28 punktg, besiskirianti tuo, kad
ligandas G-baltymo suriStam receptoriui yra atrinktas i§ augimo hormong
alpalaiduojancio faktoriaus, sekretino, kraujo indy aktyvuing inhibuojancio peptido,
gliukagono, interleukino-8, luteinizacijos hormono (LH), folikulg stimuliuojandio

hormono (FSH) ir tyrotropino.

30. Modifikuota lastelé Scimininkas pagal 11 punkta, besiskirianti tuo, kad
bestuburiy peptidai yra atrinkti i grupés, turinfios augaly systemino ir vabzdZiy

diferenciacijos peptidus.

31. Tiriamojo pavyzdZio poveikio riSamyjy peptidy poros risimosi sgveikai aptikimo
badas, besiskiriantis tuo, kad jis apima: geno reporterio aktyvumo
nustatymga pridejus tyriamajj pavyzdi j 1 punkto modifikuotg lgsiele Seimininkg esant
salygoms, tinkamoms aktyvumui stebéti arba sglygoms, kuriose modifikuota Igstele
Seimininkas turi minétg ak(yvuma tiktai dalyvaujant pavyzdziui, galiné¢iam susiri§ti su

risamyjy peptidy pora.
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32. Badas paga! 31 punkta, besiskiriantis tuo, kad geno reporterio
aktyvumg nustato matucjant pasirinktg fenotipa, kuris priklauso nuo reporterio

aktyvumo.

33. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
genas reporteris (¢) yra efektyviai susietas su transkripcijos aktyvavimo mieliy
baltymu; kur minctas genas reporteris selektyvioje terpéje trukdo stebimo fenotipo
pasireiskimui dalyvaujant transkripcijos aktyvavimo mieliy baltymui arba jo daliai; ir
kai lastelé Seimininkas be to apima: (e) jei reikia, delecijg arba mutacijg Igstelés
$eimininko chromosominéje DNR. leidZiancia pasirodyti atrinktam fenotipui
selektyvioje terpéje nedalyvaujant plazmidés (¢} geno reporterio ekspresijai, jei

reikalaujama, kad genas reporteris (¢) bity vienintelis Smatuoto aktyvumo Saltinis.

34. Tiriamojo pavyzdZio poveikio riSamyjy peptidy poros ri§imuisi aptikimo budas, b
esiskiriantis tuo, kad minétasis bidas apima: modifikuotos lgstelés
$eimininko pagal 33 punktg matuojamo fenotipo pokycio stebejimg jd€jus tiriamgjj
pavyzdj i minétajg modifikuotg lgstele Seimininkg; minétgjg lastele, auginamag
salygose, tinkamose aptikti pasirinktgji fenotipg, esant tiriamajam pavyzdZiui; arba
auginama salygose, kuriose minétoji 1astelé rodo fenotipg tiktai esant tiriamajam

pavyzdziui, saveikaujanciam su riSamyjy peptidy pora.

35. Nustatymo biidas ar tiriamasis pavyzdys sgveikauja su riSamyjy peptidy poros
peptidu; minétasis bidas apima: (a) tiriamojo pavyzdZio jdejimg | modifikuoty lastelg
seimininkg ir pasirinktojo fenotipo pasireiskimo esant tiriamajam pavyzdZiui ir nesant
tiriamojo pavyzdzio, besiskiriantis tuo, kad minetoji modifikuota Igstele
Seimininkas pritaikyta pasireiksti paitimui fenotipe tiktai esant tiriamajam pavyzdziui,

Kuris riSasi su vienu peptidu i$ risamyjy peptidy poros.

36. Budas pagal 35 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétasis biidas naudoja

modifikuota lastele Seimininka, kuris apima:
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a) genu seka, koduojaniia heterologini sulieta baltyma: minétaji sulietg baltyma,
apimantj pirmgji peptida i rifamyjy peptidy peros ar mingtojo pirmojo peptido
segmenty, kuris syjunglas ar su DNR riSamuoju dowmenu, ar su ji atilinkandiu
transkripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos aktyvavimo domenu; Kur genas,
koduojantis minétajj pirmajj peptida, yra efektyvaus kopijy skaiciaus;

b) geny sekg, koduojandig heterologinj suliety baltymg , minetgjj sulietg baltymag,
apimantj antrgjj peptidg i¥ riSamyjy peptidy poros iS papunklio (a) ar minctojo
antrojo peptido segmenta, sulietg ar su DNR risamuoju domenu, ar su Jj atitinkanciu
transkripcijos aktyvavimo domenu, bet kuriuo nenaudotu (a);

c) geug reporteri, efektyviai asocijuoty su transkripcijos aktyvavimo mieliy baltymu ar
jo dalimi;

d) delecijg ar mutacijg transkripcijos aktyvavimo baltymui mieliy lgstelés Seimininko

chromosominéje DNR.

37. Badas pagal 36 punkiy, besiskiriantis {uo, kad maZiausia vienas i§
heterologiniu suliety baltymy yra ekspresuojamas transformuojant modifikuota
lastele Seimininkg autonomiskai replikuojancia plazmide, gebancia ekspresuoti

minetgj suliety baltyma.

38. Budas pagal 36 punkta, besiskiriantis tuo, kad genas yra ekspresuojamas
transformuojant modifikuotg lgstele Seimininkg plazmide, geban¢ia ekspresuoti

minetgjj geng reporter;.

39. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
genu seka (a) yra seka, koduojanti heterologinj sulietg baltymg; minétas sulietas
baltymas, apimantis vieng i dviejy receptoriaus molekully peptidy arba minéto
receptoriaus segments, kuris yra prisijunges arba prie DNR riSanciojo domeno, arba
prie atitinkamo {ranskripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos aktyvavimo
domenc; ir geny seka (b) yra geny seka, keduojanii heterologinj sulietg baltyma:

auk$¢iau minétas sulictas baltymas apima kitg receptoriy peptidui arba segmentyg i§
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minéto receptoriaus, prijungto arba prie DNR riSamojo domeno, arba jj atitinkanéio

transkripcijos aktyvavimo domeno, kuris nepanaudotas (a).

40. Modifikuota lastelé Seimininkas pagal 39 punkta, besiskirianti tuo, kad
genas (a) koducja heterologinj sulietg baltymg; mine¢tas sulietas baltymas apima
perdavejg peptidui arba minelo perdavejo segments, kuris yra prisjjunges arba prie
DNR risanciojo domeno, arba prie jo atitinkamo transkripcijos aktyvavimo baltymo

transkripcijos aktyvavimo domeno.

41. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 40 punktg, besiskirianti tuo, kad
baltymas nes¢jas yra isrinktas is gp130, KH97, AIC2A ir AIC2B.

42. Tiriamojo pavyzdZio gebos funkcionuoti kaip ligandas receptoriui aptikimo biidas,
besiskiriantis tuo, kad jis apima: modifikuotos lastelés Seimininko pagal 40
punktg geno reporterio aktyvumo lygio nustatymg pridéjus tiriamajj pavyzdj j

minétgjq Iastele sglygose, tinkamose aptikti minétaji aktyvumg.

43. Medifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
genu seka (a) yra seka, koduojanti heterologinj sulietg baltyma, minétas sulietas
baltymas apima vieng peptidg i§ daugybinio peptidy suri§imo komplekso arba
segimentg minéto peptido, kuris yra prisijunges arba prie DNR rifamojo peptido
aomeno arba ji atitinkancio transkripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos
aktyvavimo domeno; ir geny seka (b) yra geny seka, koduojanti heterologinj sulieta
baltymg; minétas sulietas baltymas apima antrajj peptidg i§ daugybinio peptidy
suri§imo komplekso arba segmentg minéto receptoriaus, kuris yra prisijunges arba
prie DNR ri3anciojo domeno, arba jj atitinkandio transkripcijos aktyvavimo domeno,

kuris nepanaudotas (a).

44. Tiriamojo pavyzdzio gebos funkcionuoti kaip daugybinio peptidy suri§imo
komplekso peptidy komponentas aptikimo biidas, besiskiriantis tuo, kad jis

apima: modifikuotos lgstelés $eimininko pagal 43 punktg geno reporterio aktyvumo
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lygio nustatymg pridéjus tiriamaji pavyzdj | minétajg lgstele salygose, tinkamose

aptikti minetajj aktyvuma.

45. Modifikuota lgstelé Seimininkas pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
genu seka (a) yra seka, koduojanti heterologinj sulietg baltyma: minétas sulietas
baltymas apima vieng peptidg i§ daugybinio peptidy suriSimo komplekso arba
segmentg minéto peptido, kuris yra prisijunges arba prie DNR riSamojo peptido
domeno arba ji atitinkan&io transkripcijos aktyvavimo baltymo transkripcijos
aktyvavimo domeno; ir geny seka (b) yra geny seka, koduojanti heterologing sulietg
baltyma; minétas sulietas baltymas apima antraji peptida i8 daugybinio peptidy
suri$imo komplekso arba segmenta minéto receptoriaus, kuris yra prisijunges arba
pric DNR riSanciojo domeno, arba jj atitinkancio transkripcijos aktyvavimo domeno,
kuris nepanaudotas (a); kur minéta modifikuota lastelé Seimininkas toliau apima (e)
bent vieng geny sekg, koduojancig peptidag; kur moditikuota lgstele geba ekspresuoti

minetus peptidus.

46. Modifikuota Igstel¢ Seimininkas pagal 45 punktg, besiskirianti tuo, kad
bent vienas komponentas (a), (b) arba (e) yra geny seka, atitinkanti komplementary

DNR banka.

47. Modilikuota lgstelé Seimininkas pagal 46 punktg, besiskirianti tuo, kad

(b) yra geny seka, atitinkanti komplementary DNR banka.

48. Atsitiktinai parinkto baltymo gebos [unkcionuoli kaip daugybinio peptidy
suri§$imo komplekso komponentas nustatymo biidas, besiskiriantis tuo, kad
minctas biudas apima: modifikuotos lastelés $eimininko pagal 47 punkta geno
reporterio aktyvumo lygio nustatymg atsitiktinai parinkto i§ DNR banko baltymo

ekspresijos metu sglygose, tinkamose minetajam aktyvumui aptikti.
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