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Pavadinimas:
Tiesioginé peptidy ekspresija j augimo terpe

Referatas:

Aprasomos ekspresijos sistemos, skirtos tisioginei peptidinio produkto ekspresijai j augimo terpe, kurioje
auginamos geny inzinerijos bidu gautos Igstelés-Seimininkai. Panaudojant naujuosius vektorius, specialiai
pasirenkant Seimininkus irfarba fermentacijos bldus, kurivose kruopsciai kontroliuojamas lasteliy augimo
greitis, ir augimo fazéje naudojant induktoriy, gaunama didelé produkto iSeiga. Pateikiami specialUs vektoriai,
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kuriuvose yra kontrolinés sritys, turindios daug promotoriy, funkciSkai sujungty su signalinj peptidg
koduojanciomis sritimis, esandiy prie$ kryptj nuo koduojandios srities, kuri koduoja dominantinj peptida.
ISeigai padidinti naudojamos daugybinés transkripcijos kasetés. Taip pat apra$omas amidinty peptidy
produkavimas naudojant Sias ekspresijos sistemas.
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ISradimo sritis

Sis isradimas yra susijes su geny inZinerijos bldu sukurty lasteliy-
Seimininky, ekspresuojanéiy peptidinj produkta, tiesiogin’e‘ peptidinio
produkto ekspresija j augimo terpe. Konkreciau, Sis isradimas yra susijgs su
ekspresijos vektoriais, lastelémis-Seimininkais ir/arba fermentacijos metodais,
skirtais didele iSeiga produkuoti peptidinj produkta, kurj iSskiria $eimininkas |
augimo terpe. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose S8is iSradimas yra
susijes su tiesiogine peptidinio produkto, C-gale turinio glicing, ekspresija,
Kuris po to yra paveriamas j amidinj peptida, minéto glicino vietoje turintj

aminogrupe.
Su iSradimu susijusio technikos lygio aprasymas

Peptidiniy produkty, ty. bet kokio junginio, kurio molekule sudaro
daug aminorugsciy, sujungty peptidiniu  rySiu, rekombinantiniam
produkavimui yra sukurta daug jvairiy metody. Jeigu svetimasls peptidas yra
mazas, iSkyla tokia problema: §j peptida daznai lengvai skaldo lgsteliy-
Seimininky, kurios buvo naudojamos peptidui ekspresuoti, citoplazmoje arba
periplazmoje esancios endogeninés proteazés. Kitos problemos yra:
pakankamos i8eigos pasiekimas ir pélyginus grynos formos peptido
iSgavimas, nepakeiiant jo tretinés struktlros (kurios pakeitimas gali
nepageidaujamai sumazinti jo gebg atlikti pagrindine funkcijg). Norint jveikti
mazo baltymo dydzio problerﬁq. anks&iau daZnai bldavo ekspresuojamas
dominantis peptidinis produktas, kaip sulietas baltymas su kitu (paprastai
didesniu) peptidu, ir $is sulietas baltymas sukaupiamas citoplazmoje. Sis
kitas peptidas gali atlikti keletg funkcijy, pavyzdziui, apsaugoti dominanti
peptidg nuo $eimininko citoplazmoje esanciuy proteaziy. Viena tokia
ekspresijos sistema yra apraSyta Ray et al., Bio/Technology, Vol. 11, p. 64-70
(1993).
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Tadiau peptidinio produkto iSskyrimas, naudojant tokig technologija,
reikalauja atskélimo nuo sulieto baltymo ir atskyrimo nuo visy paprastai
Seimininko citoplazmoje esanciy peptidy. Tam tikslui gali reikéti keleto kity
stadijAu.. kurios gali sumazinti bendrg proceso produktyvuma. Pavyzdziui, kai
anksCiau apraSytas sulietas baltymas yra sukaupiamas citoplazmoje,
paprastai Iastelés turi bati surenkamos ir lizuojamos, ir skaidrinimo stadijoje
padalinamos lasteliy skeveldros. Viso to iSvengiama Siame iSradime
sillomame bGde, kuriame dominantis peptidinis produktas yra
ekspresuojamas tiesiogiai j augimo terpe ir iSgaunamas is jos.

Pagal .ankstesnj technikos lygj daznai reikia naudoti afininés
chromatografijos stadijg sulieto baltymo gryninimui, Kkuris turi bati dar
suskaldomas, norint atskirti dominant] peptidg nuo jo sulieto partnerio.
Pavyzdziui, auk$Ciau nurodytame Bio/Technology straipsnyje laSiSos
Kalcitonino pirmtakas buvo atskeliamas nuo jo sulieto partnerio naudojant
bromciana. Siai skaldymo stadijai reikéjo dar papildomos stadijos, kad bity
apsaugotos cisteino sulfhidrilinés grupés, esancios lasiSos kalcitonino
pirmtako 1- ir 7-je padétyje. Norint gauti apsaugancias grupes cisteinams,
buvo naudojamas sulfoninimas. Tai savo ruoztu pakeité lasdidos. kalcitonino
pirmtako tretine stfukn]ra ir po to §j pirmtaka reikéjo renatdruoti (ir, sinoma,
pasalinti apsaugancias grupes).

Sio isradimo peptidinis produktas yra ekspresuojamas tik su signaline
seka, ir neekspresuojamas su dideliu sulietu partneriu. Sis isradimas duoda
“tiesioging ekspresijg”. 1S pradziy ekspfésuojama su signaline sritimi,
prijungta prie jos N-galines dalies. Taciau $i signaliné sritis yra atskeliama po
transliacijos, peptidinio produkto sekrecijos | Igstelés periplazmg metu. Po to
Sis peptidinis produktas difunduéja arba yra kitaip iSskiriamas i$ periplazmos
j augimo terpe uz Iastelés, iS kur jj galima iSskirti reikiamoje tretingje formojé.
Jis néra prijungtas prie kokio nors suliejimo partnerio, kurio pasalinimui
pirmiausia reikety lasteliy lizavimo, denatiiracijos arba modifikacijos, nors kai
Kuriuose Sio iSradimo jgyvendinimo variantuose peptidinio produkto cisteino

sulfhidriliniy grupiy apsaugojimui yra naudojamas sulfoninimas.
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Kita problema, susijusi su ankstesniuose darbuose naudojamu
peptidinio produkto sukaupimu lIgstelés viduje, yra tai, kad sukaupiamas
peptidinis produktas gali bdti toksiskas Igstelei, ir tai gali apriboti sulieto
baltymo, kurj galima bty sintezuoti, kiekj. Kita Sios strategijos problema yra
tai, kad didesnis suliejjmo partneris sudaro didesniajg iSeigos dalj.
PavyzdZiui, 90 % produkavimo iSeigos gali bati didesnis suliejim,o. partneris, ir
lieka tik 10 % iSeigos, priklausancios dominancéiam peptidui. Dar kita $ios
strategijos problema yra tai, kad sulietas baltymas gali sudaryti netirpius
inkliuzinius kinelius lasteleje, ir 8iy inkliuziniy kdneliy soliubilizavimas, o po to
suskaldymas gali nebeduoti biologiskai aktyviy peptidy.

Ankstesniuose darbuose bandyta ekspresuoti peptida kartu su
prijungtu prie N-galo signaliniu peptidu, kad blty nukreipiama norimo
peptidinio produkto sekrecija j periplazmg (Zr. EP 177343, Genentech Inc.).
Buvo identifikuota keletas signaliniy peptidy (2r. Watson, M. Nucleic Acids
Research, Vol. 12, Nr.13, pp: 5145-5164). Pavyzdziui, Hsiung et al.
(Biotechnology, Vol. 4, November 1986, pp: 991-995) tam tikriems peptidams
nukreipti j periplazma naudojo E. coli iSorinés membranos baltymo A (OmpA)
signalinj peptida. Labai daznai j periplazmg sekretuojami peptidai linke joje ir
pasilikti, ir maZai iSsiskiria | terpe. Norint iélafsvinti pakankamg kiek|
periplazminiy komponenty, reikalinga kita nepageidautina stadija - iSorinés
membranos suardymas arba padarymas laidZzia membrana. Kai kuriuose
ankstesniuose darbuose buvo bandoma .i$skirti peptidus i$ periplazmos |
augimo terpe uZ lastelés, statant | pavojy iSorinés membranos barjero
integralumg, imant Seimininka, ekspresuojant] norimg peptidinj produkta,
turintj signalinj peptida kartu su liziniu peptidiniu baltymu, kuris padaro iSorine
membrang laidZia arba nesandaria (U.S. Patent No. 4,595,658). Tadiau reikia
bati atsargiam su lizinio peptidinio baltymo kiekio produkavimu, kad nebdty
pavojy lasteliy integralumui ir jos nezuty. Pagal Sig metodikg dominancio
peptido iSgryninimas dar labiau pasunkéja.

Apart auksSCiau apraSyty iSorinés membranos destabilizavimo
metodiky, yra netokie griezti gram-neigiamy bakterijy laidumo padidinimo

bldai. Sie bdai nebitinai sukelia iSorinés membranos destrukcija, kuri gali
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sumazinti lastelés gyvybinguma. Tokie bldai apima, bet neapsiriboja,
katijoniniy agenty (Martti Vaara, Microbiological Reviews, Vol. 56, p. 395-411
(1992) ir glicino (Kaderbhai et al., Biotech. Appl. Biochem., Vol. 25, p. 53-61
(1997) panaudojimg. Katijoniniai agentai membrang padaro laidZia
sgveikaudami su iSorinés membranos liposacaridiniu karkasu ir sukeldami jo
paZeidimus. PaZeidimy ir suardymo laipsnis gali biti neletalinis arba 'Ietalinis
priklausomai nuo panaudotos koncentracijos. Glicinas gali pakeisti alanino
liekanas peptidoglikano peptidiniame komponente. Peptidoglikanas yra
vienas i§ gram-neigiamy bakterijy lgsteliy iSorinés sienelés struktdriniy
komponenty. Auginant E. coli esant dideléms glicino koncentracijoms,
padideja glicino-alanino mainy dazZnis ir gaunama defektyvi lastelés sienelé,
dél ko padidéja laidumas.

Kitas anksCiau apraSytas norimo peptidinio produkto iSskyrima
sukeliantis metodas yra produkto suliejimas su baltymu-nesikliu, kuris
paprastai yra iSskiriamas | terpe (hemolizinas), arba viso baltymo
ekspresavimas ant iSorinés membranos (pvz. ompF baltymas). Pavyzdziui, E.
coli |astelés gali iSskirti Zmogaus B-endorfing kaip sulietg baltyma, jeigu jis
yra suriStas su ompF baltymo fragmentu (EMBO J., Vol. 4, No. 13A, pp:
3589-3592, 1987). Tadiau norimo peptidinio produkto iSskyrimas yra sUnkus.
kadangi jj reikia atskirti nuo peptido-nesiklio, ir metodas turi kai kuriuos (nors
nevisus) trikumus, susijusius su suliety peptidy ekspresija citoplazmoje.

Dar kita anks&iau apraSyta strategija yra genetinis Iastelés-$eimininko
pakeitimas, sukuriant naujus kamienus, kurie‘ turi laidzig iSoring membrana,
kuri santykinai negali iSlaikyti jokiu periplazminiy peptidy arba baltymu.
Taciau tokius kamienus gali bdti sunku islaikyti ir gali reikéti griezty salygu,
kurios nepalankiai veikia norimo peptido ieiga.

Raymond Wong et al. (U.S. Patent No. 5,223,407) pasillé dar vieng
peptidinio produkto iSskyrimo strategija, pagaminant rekombinantinj DNR
Konstrukta, Kkurj sudaro DNR, Kkoduojanti heterologinj baltyma, sujungta
skaitymo rémelyje su DNR, koduojancia ompA signalinj peptida, ir kontroliné
sritis, turinti tac promotoriy. Tokios sistemos duodamos ieigos, kaip

aprasoma, yra daug mazesnés nei gaunamos naudojant §j isradima.
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Nors ankstesniuose darbuose yra nurodomé galimybé eksportuoti
baltymus i$ periplazmos | terpe, toks bldas gali duoti nesveikas Igsteles,
kurias bus sunku iSauginti iki norimy dideliy tankiy, ir tai nepalankiai veiks
produkto i3eiga.

Siame iSradime stengiamasi pagaminti peptidg didele ieiga,
panaudojant produktyvy ekspresijos vektoriy, pateikti didele iSeigg
duodanéias kultivavimo metodikas ir Kitokius patobulinimus, kurie leidZia
gauti didele dominancio idskirto peptido iSgavimo i8 augimo terpés iSeigg,

nesuardant lgsteles membranos integralumo.

Isradimo santrauka

Taigi, Sio iSradimo tikslas yra turéti peptidinj produkta, gera iseiga
sukauptg terpéje, kurioje auginamos peptidg produkuojancios lagstelés-
Seimininkai. Tai yra naudinga, nes terpéje beveik néra daugumos lasteliniy
peptidy tersaly.

Kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti pagerintg fermentacijos blda
peptidinio produkto, kurj ekspresuoja geny inzZinerijos bldu sukurtos
lastelés-Seimininkai, iSeigos padidinimui.

Dar kitas $io idradimo tikslas yra pateikti geny inZinerijos bQdu
sukurtas Igsteles-Seimininkus, kurios yra ypatingai tinkamos naujiems $io
iSradimo vektoriams ekspresuoti.

Dar kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti lgsteles-Seimininkus, kurios
yra ypatingai tinkamos® ladiSos kalcitonino pirmtakui  produkuoti,
nepriklausomai nuo ekspresijos vektoriaus, naudojamo lasiSos kalcitonino
ekspresijai.

Dar kitas 3io idradimo tikslas yra pateikti pagerintus amidinty peptidu
produkavimo bddus, naudojant peptidus-pirmtakus, turinius C-galinius
glicinus; Sie pirmtakai po tiesioginés ju ekspresijos | augimo terpe pagal §
iSradima, yra amidinami.

Viename $io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas ekspresijos
vektorius, kurj sudaro: (a) koduojanti sritis i§ nukleortigsciu, koduojanciy

peptidinj produkta, sujungta nukleorligsCiy skaitymo rémelyje 3,
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koduojan&iame signalinj peptida; ir (b) kontroliné sritis, funkciskai sujungta su
koduojanéia sritimi; §i kontroliné sritis turi daug promotoriy ir bentr vieng
ribosomy prisiri§imo vieta, o bent vienas i minéty promotoriy yra tac.
Pateikilamos Siuo vektoriumi transformuotos arba transfekuotos lasteles-
deimininkai bei tiesioginés peptidinio produkto ekspresijos metodai,
kultivuojant tokias Iasteles-Seimininkus. ’

Kitame 8io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamos lgsteles-
$eimininkai, transformuoti ekspresijos vektoriumi, kuris turi lasisos kalcitonino
pirmtako arba su kalcitoninu susijusio peptidinio pirmtako ekspresijos gena;
Sios lastelés-Seimininkai yra E. coli BLR kamienas; ir jy kultivavimo bldai,
gaunant minéta pirmtaka terpéje.

Dar kitame S$io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas amidinto
peptidinio produkto produkavimo buadas, kuriame yra produkuojamas
pirmtakas, turintis C-gale glicing, naudojant bet kurj i$ Cia apraSytu vektoriy,
$eimininky arba fermentacijos bldy; o po to minétas glicinas paverCiamas
aminogrupe, gaunant peptidinj amida.

Dar kitame S§io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas tiesioginis
peptidinio produkto ekspresijos j augimo terpe bldas, kuris susideda i3 tokiy
stadiju. (a) geny | inZinerijos blOdu gauty lgsteliy-Seimininky, Kkurios
ekspresuoja mineétg peptidinj produktg kartu su signaliniu peptidu kultivavimo
minétoje terpéje salygomis, kuriomis minéty lgstelés-Seiminky augimas yra
kontroliuojamas taip, kad jis blty 0,05-0,20 padvigubéjimy per valanda,; ir
tam tikrg minéto kontroliuojamo augimo Iaikofarpj yra prideta induktoriaus; ir
(b) minéto peptidinio produkto idgavimo i§ augimo terpés po vidulgstelinio
signalinio peptido atskélimo.

Dar kitame $io iSradimo jgyvendinimo variante tiesioginés ekspresijos. .
fermentacijos eigoje | terpe yra pridedama glicino, norint padidinti iSorinés

membranos laiduma, ir peptidinio produkto iSskyrima.

Trumpas figary aprasymas
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Fig. 1A ir 1B parodyta pSCT-016B vektoriaus (1A), Kkuris yra

naudojamas konstruojant pSCT-018D vektoriy (1B), kuris savo ruoZtu yra
naudojamas konstruojant pSCT-025 vektoriy, konstrukcijos schemine
diagrama.

Fig. 2 parodyta pSCT-019 vektoriaus Kkonstrukcijos schemine
diagrama. LAC-OMPASCTGLY kaseté, panaudota konstruojaﬁf pSCT-025
vektoriy, buvo gauta polimerazinés grandinés reakcijos (PGR) badu,
amplifikuojant dalj pSCT-019.

Fig. 3 parodyta pSCT-025 vektoriaus, kuris buvo panaudotas
konstruojant pSCT-029A, pSCT-025A, pSCT-037 ir pSCT-038 vektorius,
konstrukcijos scheminé diagrama,

Fig. 4 parodyta pSCT-029A vektoriaus, kuris buvo panaudotas
konstruojant pSCT-038 ir pSCT-034 vektorius, konstrukcijos schemine
diagrama. Be to, pSCT-029A buvo panaudotas E. coli BLR transformuoti ir
naujam digeniniam UGL 165 klonui produkuoti.

Fig. 5 parodyta pSCT-E vektoriaus, Kkuris buvo panaudotas
konstruojant pSCT-EY vektoriy, konstrukcijos scheminé diagrama.

Fig. 6 parodyta pRLA4 vektoriaus, kuris buvo panaudotas konstruojant
pSEC-EY vektoriu, konstrukcijos scheminé diagramé.

Fig. 7 parodyta pSEC-EY vektoriaus, kuris buvo panaudotas
konstruojant pSCT-037 ir pSCT-038 vektorius, konstrukcijos scheminé
diagrama.

Fig. 8 parodyta pSCT-037 ir pSCT-038 vektoriy konstrukcijos
scheminé diagrama. pSCT-037 buvo panaudotas E. coli BLR transformuoti ir
monogeniniam UGL 702 klonui produkuoti. pSCT-038 buvo panaudotas E.
coli BLR transformuoti ir naljjam digeniniam UGL 703 klonui produkuoti.
pSCT-038 turi dvi OmpA-sCTgly operono kopijas (koduojanfias OmpA
signalg kartu su laSiSos kalcitonino pirmtaku), ir tai padaro jj nauju digeniniu
ekspresijos vektoriumi. Jame taip pat yra kopijos geny, koduojanéiu du
antrinius struktdrinius baltymus, kurie stiprina translokacijg per vidine
membrang j periplazmine sritj. Toliau duodamas sutrumpinimy, naudojamy

Siam fig.8 vektoriui aprasyti, sgrasas:
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TAC - triptofano E ir lac operatoriaus seky hibridinis promotorius;

LAC P/O - sritis, turinti B-galaktozidazés geno lac promotoriy ir lac
operatoriy;

LAC-IQ - genas, koduojantis lac represoriy, kuris susirida su lac
promotoriaus ir tac promotoriaus operatorine sritimi. IPTG konkuruoja su lac
represoriumi ir inhibuoja lac represoriaus susirisimg su tac prométoriaus ir
lac promotoriaus operatorine sritimi, ir taip indukuoja Siuos promotorius;

TRP P/O - triptofano E geno promotoriaus operatoriné sritis;

OMPA-SCTGLY - geno suliejimas, turintis iSorines membranos
baltymo A geno sekrecijos signaling sekg ir glicinu pailginto lasisos
kalcitonino (lasiSos kalcitonino pirmtako) kodavimo seka,;

SEC-E (taip pat zinomas kaip “PriG”) - genas, koduojantis E. coli
sekrecijos faktoriy E. Jis susijungia su prlA (taip pat zZinomas kaip secY) arba
priA-4, susidarant sec kelio, kuriuo signaling sekg turintys baltymai yra
translokuojami  i§ citoplazmos | periplazma, vidinés membranos
translokacijos daliai;

PRLA-4 - prlA geno mutantiné alele;

PRNB T1-T2 - tandeminiai transkripcijos terminatoriai 1 ir 2 i8 E. coli
ribosominio baltymo geno; ir

KAN-R - atsparumo kanamicinui genas.

Fig.9 parodyta pSCT-034 vektoriaus Konstrukcijos, Kkuris buvo
panaudotas E. coli BLR transformuoti ir -trigeniniam UGL 168 klonui
produkuoti, schemine diagrama.

Fig.10 parodytas lIgsteliu augimo ir UGL 165 klono (E. coli BLR
plazmidé pSCT029A) sCTgly produkcijos priklausomybé nuo laiko po
tipiskos 1 litro fermentacijos 'ensant induktoriui. Lasteliy augimas buvo .
matuojamas pagal $viesos sugertj esant 600 nm bangos ilgiui. sCTgly
produkcija iSreiksta mg sCTgly, iSskirto | litrg inkubavimo terpés. Nuliniu laiku
pazymétas laikas, kada j kultivavimo terpe, kurioje buvo inkubuojamos $io
iSradimo lgstelés-Seimininkai, pirma karta pridéta induktoriaus. Fig. 10 rodo,
kad didziausia UGL 165 duodama sCTgly produkcija yra tarp 20 ir 25,5 val.
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po to, kai | kultivavimo terpe, kurioje buvo inkubuojamos 3io iSradimo
~ Igstelés-Seimininkai, pirma kartg buvo pridéta induktoriaus.

Fig.11 parodytas lgsteliy augimo ir UGL 703 klono (E. coli BLR
plazmidé pSCT 038) sCTgly produkcijos priklausomybé nuo laiko po tipiSkos
1 litro fermentacijos esant induktoriui. Lasteliy augimas buvo matuojamas
pagal Sviesos sugertj esant 600 nm bangos ilgiui. sCTgly produ},(éija iSreiksta
mg sCTgly, i§skirto | litrg inkubavimo terpés. Nuliniu laiku pazymeétas laikas,
kada j kultivavimo terpe, kurioje buvo inkubuojamos Sio iSradimo lastelés-
Seimininkai, pirmg kartg pridéta induktoriaus. Fig. 10 rodo, kad didziausia
UGL 703 duodama sCTgly produkcija yra tarp 20 ir 26 val. po to, kai j
kultivavimo terpe pirma kartg buvo pridéta induktoriaus.

Fig.12 duotas UGL 172 klono (E. coli BLR plazmidé pSCT 025), UGL
165 klono ir UGL 168 klono (E. coli BLR plazmideé pSCT 034) lgsteliy augimo,
iSmatuoto pagal Sviesos sugertj esant 600 nm bangos ilgiui, tipiSkoje 1 litro
fermentacijoje esant induktoriui priklausomybés nuo laiko palyginimas. Fig.
12 nerodo Zymaus skirtumo tarp UGL 165 ir UGL 172 Iasteliy augimo greiciu,
o UGL 168 greitis Siame konkre¢iame eksperimente yra Siek tiek mazesnis.

Fig.13 duotas UGL 172 klono, UGL 165 klono ir UGL 168 klono sCTgly
produkcijos, iSreistos mg sCTgly iSskirto | litra inkubavimo terpés tipiSkoje 1
litro fermentacijoje po inkubavimo esant induktoriui, priklausomybés nuo
laiko palyginimas. Fig. 13 rodo, kad digeninis UGL 165 klonas geriausiai tinka
sCTgly produkavimui, o trigeninis klonas yra antras pagal geruma, lyginant
su monogeniniu UGL 172 klonu.

Fig.14A ir 14B duotas UGL 165 klono sCTgly produkcijos (14A) ir
lgsteliy augimo (14B) po tipiskos 1 litro fermentacijos esant induktoriui
priklausomybés nuo laiko p'élyginimas‘.' j paduodamg org pridéejus arba
nepridéjus deguonies. Lasteliy augimas buvo matuojamas gramais drégnu
lasteliy masés litre inkubacijos terpés. sCTgly produkcija isreista mg sCTgly,
iSskirto | litrg inkubavimo terpés. Fig.14A ir 14B rodo, kad deguonies
pridejimas | fermentacijos terpe néra kritiSkas UGL 165 Igsteliy augimui, bet

yra labai svarbus didinant sCTgly produkcija.
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Fig.15A ir 15B duotas E. coli WA837 ir BLR kamienu, kur kiekvienas
kamienas ekspresuoja pSCT-029A vektoriy (atitinkamai UGL164 ir UGL 165)
lasteliy augimo (15A) ir sCTgly produkcijos (15B) po tipiskos 1 litro
fermentacijos esant induktoriui priklausomybés nuo laiko palyginimas.
Lasteliy augimas buvo matuocjamas pagal Sviesos sugertj esant 600 nm
bangos ilgiui. sCTgly produkcija idreista mg sCTgly, iSskirto | litrg inkﬁbavimo
terpés. Fig.15A ir 15B rodo, kad E. coli BLR kamienas yra tinkamesnis sCTgly
produkavimui nei WA835 E. coli kamienas.

Fig.16 duotas E. coli WA837, BLR, BL21 ir B834 kamienu, Kkur
kiekvienas kamienas ekspresuoja pSCT-029A vektoriy (atitinkamai UGL164,
UGL 165, UGL167 ir UGL166) sCTgly produkcijos po tipiSkos 1 litro
fermentacijos esant induktoriui palyginimas. sCTgly produkcija iSreista mg
sCTgly, iSskirto | litrg inkubavimo terpés. Fig.16 rodo, kad E. coli BLR
kamienas yra tinkamesnis sCTgly produkavimui nei bet kuris i WA835, BL21
ir B834 E. coli kamienu.

Fig.17 duotas UGL 165 (pSCT-029A BLR), UGL 168 (pSCT-034 BLR),
UGL 172 (pSCT-025 BLR), UGL 702 (pSCT-037 BLR) ir UGL 703 (pSCT-038
BLR) klony geriausios sCTgly produkcijos, gautos is skirtingy eksperimenty
po 1 litro fermentacijos esant induktoriui palyginimas. sCTgly produkcija
i8reista mg sCTgly, iSskirto j litrg inkubavimo terpés. Fig.17 rodo, kad
digeniniai UGL 7083 ir UGL 165 klonai geriau tinka sCTgly produkavimui nei
monogeniniai UGL 172 ir UGL 702 klonai ir trigeninis UGL 168 klonas. Fig. 17
taip pat rodo, kad digeninis UGL 703 klonas, kuris ekspresuoja sekrecijos
faktorius, yra tinkamesnis sCTgly produkavimui nei digeninis UGL 165

klonas, kuris neekspresuoja sekrecijos faktoriy.
ISsamus iSradimo aprasymas
Sis iSradimas leidzia gauti peptidinio produkto iseigas, virsijandias 100

mg litrui terpés. Tai pasiekiama naudojant naujus ekspresijos vektorius,

naujus Seimininkus (kaip transformuotus, transfekuotus arba naudojamus
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pagal §j iSradimag), naujus fermentacijos bldus arba derinant du arba

daugiau auks$c¢iau minéty faktoriy.

Tinkamiausiu ekspresijos vektoriu apzvalga

Viename $io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamaé ekspresijos
vektorius, kuriame yra koduojanti sritis ir kontroliné sritis. Koduojancig srit]
sudaro nukleorigstys dominanCiam peptidiniam produktui, sujungtos
skaitymo rémelyje pagal kryptj nuo nukleorig3Ciy, koduojanciy signalinj
peptida. Kontroling sritis yra prijungta funkcionaliai prie koduojanc&ios srities ir
turi daugybe promotoriy ir bent viena ribosomu prisiri§imo vieta, kur bent
vienas i§ promotoriy yra pasirinktas i$ grupés, kurig sudaro tac ir lac.

Pageidautina, kad vektorius turéty daug transkripcijos kaseciu,
sudelioty viena paskui Kkita, ir kiekvienoje kasetéje bdty kontroliné sritis ir
koduojanti sritis pagal §j iSradima. Manoma, kad toks digeninis arba
muiltigeninis vektorius turéty duoti geresne ekspresijg nei dicistroninis arba
multicistroninis ekspresijos vektorius. Tai yra netikétas pagerinimas, lyginant
su dicistronine arba multicistronine ekspresija, kurios atrodo nebuvo
pasiulyta ankstesniuose darbuose. |

Siame vektoriuje taip pat gali bdti nukleorligdtys, koduojandios
represorinj peptida, kuris nuslopina operatorius, susijusius su vienu arba
daugiau promotoriy kontrolinéje srityje, transkripcijos baigmés sritis,
selektyvios 2ymeés sritis ir/arba sritis, koduojant bent vieng sekrecija
stiprinant] peptida. Kitu atveju, kai Kkuriuose jgyvendinimo variantuose
nukleorligdtys, KkoduojanCios represorinj peptidg ir sekrecija stiprinant;
peptida, gali bdati atskirame"'vektoriuje‘,‘ kuris kartu ekspresuojamas toje
pacCioje lasteléje-Seimininke, kaip ir peptidinj produktg ekspresuojantis
vektorius.

Sukonstruoty ekspresijos vektoriy konkretlls pavyzdziai ir tokiu
ekspresijos vektoriy konstravimo metodai yra duodami toliau. Pradiniais
vektoriais tinkamiausiems Sio iSradimo vektoriams gauti gali b{ti naudojami

daugelis prekybiniy vektoriy. Kai kurios i3 Sio iSradimo vektoriy pageidautiny
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sri¢iu gali bati jau pradiniame vektoriuje, taigi modifikacijy, reikalingu $io
iSradimo vektoriui gauti, skaiCius yra palyginus nedidelis. Tinkamais
pradiniais vektoriais yra (bet jais neapsiribojama) pSP72 ir pKK233-2.

Tikimasi, kad naujieji Sio iSradimo vektoriai turi vektoriams bldingus
pranasumus, ir kad Sie nelaukti pranadumai isliks net ir tuo atveju, jei vektoriai
bus naudojami lgstelese-Seimininkuose, kurios yra ne tos paéioé ‘nei Cia
nurodytos, kaip ypatingai tinkamos ir nepriklausomai nuo to, ar naudojamas
Cia apraSytas pagerintas fermentacijos bldas.

Be to, kai kuriuose jgyvendinimo variantuose yra identifikuotos
konkrecios |gstelés-Seimininkai kaip ypatingai tinkancios peptidy, kaip antai
ladiSos kalcitonino pirmtako ir su kalcitonino genu susijusio peptido pirmtako,
ekspresijai. Tikimasi, kad cia identifikuoty konkreCiy lasteliy specialaus
panaudojimo duodami pranaSumai iSlieka nepriklausomai nuo to, ar
vektorius yra vienas i$ naujyjy Cia aprasyty vektoriy, ir nuo to, ar yra
naudojamas &ia aprasSytas fermentacijos blidas. Kitaip tariant, manoma, kad
Sios Iastelés-Seimininkai duoda Zymius nelauktus pranasumus net ir
naudojant anksciau aprasyta fermentacijg arba anksciau aprasytus vektorius.

Tikimasi, kad naujieji fermentacijos budai duos padidintg iSeigg dél
bldingy privalumy, kuriuos duoda $is fermentacijos blidas. Manoma, kad $ie
privalumai iSliks nepriklausomai nuo to, ar yra naudojamos Cia apradytos
tinkamiausios lastelés-3eimininkai ir/arba naujieji vektoriai.

Nepaisant to, kas pasakyta auk$Ciau,.viename i§ tinkamiausiy Sio
iSradimo jgyvendinimo varianty vienu metu yra naudojami S$io iSradimo
pagerinti ekspresijos vektoriai, transformuoti | konkrecias identifikuotas Sio
iSradimo Igsteles-Seimininkus ir ekspresuojama, naudojant tinkamiausius
Siame iSradime aprasytus badus: Kai yra n‘éudojami Sie visi trys iSradimai . .
derinyje, tikimasi, kad galima bus pasiekti Zymy iSeigos ir produkto iSgavimo

padidejima, lyginant su ankstesniu technikos lygiu.

Kontroliné sritis

Kontroliné sritis yra funkcidkai sujungta su koduojandia sritimi ir apima

daugybe promotoriy ir bent vieng ribosomy surisimo vieta, kur bent vienas i$
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promotoriy yra pasirinktas i§ grupes, susidedancios i$ lac ir tac. Netikétai
buvo rasta, kad auk$c¢iau nurodytas promotoriy derinys vienoje kontrolinéje
srityje labai padidina koduojancios srities produkuojamo peptidinio produkto
iSeiga (smulkiau apraSyta toliau). Buvo tikétasi, kad du tokie promotoriai
atliks padidintg funkcijg, bet nebus sumarinio arba sinergetinio efekto.
Pareiskejy atlikti eksperimentai netikétai parodeé, kad naudojar;t apibréztyje
nurodytg promotoriy derinj gaunamas sinergetinis efektas. Sioje srityje yra
Zinomi ir kiti promotoriai, ir pagal §j iSradimg jie gali bdti naudojami derinyje
su tac arba lac promotoriais. Tokiais promotoriais yra (bet jais
neapsiribojama) Ipp, ara B, trpE, gal K.

Geriausia, kai kontrolinéje srityje yra tiksliai du promotoriai. Jeigu
vienas i8 promotoriy yra tac, geriausia, kad $is tac promotorius blty j 5' puse
nuo kito kontrolinés srities promotoriaus. Jeigu vienas i$ promotoriy yra lac,
geriausia, kad 8is lac promotorius bdty j 3' puse nuo kito kontrolings srities
promotoriaus. Viename iradimo jgyvendinimo variante yra ir tac, ir lac

promotriai; geriausia, kai lac promotorius yra j 3' puse nuo tac promotoriaus.

Koduojanti sritis
Koduojanti sritis apima nukleorlgstis, koduojancias dominant

peptidinj produkta, sujungtas skaitymo rémelyje pagal kryptj nuo
nukleordgsiy, koduojandiy signalinj peptida, ir koduojanti sritis koduoja
peptidg, apimant] atitinkamai nuo signalo N-galo ki C-galo ir peptidin
produkta. Pagal teorijg nelaikant, kad jj reikia prijungti, tikimasi, kad signalinis
peptidas gali Siek tiek apsaugoti peptidinj produkta nuo proteolitinio
skaldymo bei dalyvauti jo sekrecijoje | periplazma.

Daugelio peptidy signal'i'nés sekos yra Zinomos ir gali bati naudojamos
Siame iSradime. Tokiomis sekomis yra gerai Zinomy lgsteliy-8eimininky
iSoriniy membrany baltymu signalinés sekos ir bet kokios sekos, kurios gali
perkelti peptidinj produktg | periplazmg ir kurias po transliacijos atskelia
Seimininkas dél translokacijos. Tinkami signaliniai peptidai yra (bet jais
neapsiribojama) Omp A, pel B, Omp C, Omp F, Omp T, B-1a, Pho A, Pho S ir
Staph A.
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Pageidaujama, kad peptidinis produktas bity pakankamai mazas,
todél nesant $io iSradimo, pagal ankstesne technologijg bity reikalingas
suliejimo partneris. Paprastai peptidinis produktas turi molekuling masg
mazesne nei 10 KDa. Dar geriau, kai peptidinis produktas C-gale turi glicing ir
yra naudojamas kaip pirmtakas fermentinéje amidinimo reakcijoje,
paverciancioje C-galinj glicing | aminogrupe, tokiu bldu gaunant’émidinta
peptida. Smulkiau tokia konversija yra apra$yta toliau. Daug biologiskai
svarbiy peptidiniy hormony ir neuroperdavikliy yra $io tipo amidinti peptidai.
Pavyzdziui, koduojancios srities koduotas peptidinis produktas gali bdti
lasisos kalcitonino pirmtakas arba su kalcitonino genu susijes peptidinis
pirmtakas; abu $ie peptidai C-gale turi glicing ir abu gali bati fermentiskai
amidinami iki subrendusio la$iSos Kkalcitonino arba subrendusio su
kalcitonino genu susijusio peptido. Kiti amidinti peptidai, kurie gali bt
produkuojami pagal §j iSradima, yra (bet jais neapsiribojama) augimo
hormong i$laisvinantis faktorius, vazoaktyvus Zarnyno peptidas ir galaninas.
Sioje srityje yra gerai Zinomi ir kiti amidinti peptidai.

Pagal §j iSradimg taip pat gali bdti produkuojami paratiroidinio
hormono analogai. Pavyzdziui, peptidas, turintis paratiroidinio hormono
pirmas 34 aminordgétis, gali atlikti funkcija, panasig | paties paratiroidinio
hormono funkcijg, kaip ir 34 aminorlgsciy analogo amidinta versija.
Pastarasis gali bati produkuojamas, ekspresuojant pagal vieng arba daugiau
Cia apraSyty ekspresijos sistemy ir bldy paratiroidinio hormono pirmasias 34
aminorlgstis, po kuriy yra prijungtas glicinas-35. Po to cCia aprasyto
fermentinio amidinimo bddu §is glicinas gali buti paverCiamas j aminogrupe.

Nepaisant to, kad d&ia apraSyty tiesioginiu ekspresijos sistemu
tinkamiausuose jgyvendinimo variantuose produkuojami peptidai C-gale turi .
glicing, manoma, kad naudojant ¢ia aprasytus vektorius, Seimininkus ir/arba
fermentacijos metodikas, bus gautos bet kokio peptido geros ideigos ir bus

lengva ji iSgauti.

Tinkamiausiu_Sio_iSradimo _vektoriu Kiti _galimi aspektai arba kiti vektoriai,

kuriuos galima ekspresuoti tame paciame $eimininke kaip iSradimo vektorius
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Represorius
Esant reikalui, tinkamiausias Sio iSradimo vektorius gali tureti

nukleordigstis, koduojancias represorinj peptida, galint] slopinti ekspresija,
kurig kontroliuoja bent vienas i$ promotoriy. Tadiau kitu atveju nukieorlgstys,
koduojancios represorin] peptida, gali bati atskirame vektorihje Igsteléje-
Seimininke su Sio iSradimo vektoriumi. éioje srityje daugeliui operatoriy yra
Zinomi atitinkami represoriai. Geriau, kai koduojancios represoriu
nukleortgstys koduoja lac represoriy tinkamiausiuose Sio iSradimo
igyvendinimo variantuose, kadagi jis slopina lac operatoriy, kuris yra ir tac, ir
lac promotoriuose, o bent vienas i$ jy visada yra tinkamiausiuose 8io

iSradimo vektoriuose.

Selekcijos Zymé
Pageidautina, kad Sio iSradimo vektoriuje bty kuris nors i$ didelio

skaiCiaus selekciniy zymiy geny (pvz. genas, koduojantis atsparumg
kanamicinui). Tai duoty galimybe atrinkti atitinkamas specifines lgsteles-
Seimininkus, Kkurios yra efektyviai transformuotos arba transfekuotos

naujaisiais Sio iSradimo vektoriais.

Sekrecija stiprinantis peptidas

Sio i$radimo vektoriuje gali bati nukleortgstys, koduojancios bent
vieng sekrecijg stiprinant] peptidg. Kitu atveju, sekrecijg stiprinant] peptida
koduojanios nukleorlgstys gali bati  atskirame vektoriuje, kurios
ekspresuojasi tose paciose lgstelése-Seimininkuose kaip ir peptidinj produktg
koduojantis vektorius. Geriausia, Kai sekrecijg stiprinantis peptidas yra
pasirinktas i$ grupés, susidedancios i$ SecY (priA) arba prlA-4. Pazymima,
kad SecY ir prlA yra vienodi, abu terminai Sioje srityje yra naudojami kaip
sinonimai. prlA-4 yra zinoma prlA modifikacija ir atlieka panasia funkcija. Kitas
sekrecijg stiprinantis peptidas yra SecA, taip pat zinomas kaip “prlG”; Sis
terminas yra naudojamas Kaip “SecA” sinonimas. Geriausia, kai koduojama

keletas sekrecijg skatinanéiy peptidy, bent vienam i$ jy esant SecE, o kitg
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pasirenkant i§ grupés, susidedancios i§ SecY (prlA) ir prlA-4. Manoma, kad
abu 3ie peptidai saveikauja padédami perkelti peptidinj produktg i$
citoplazmos | periplazma,. Pagal teorijg nelaikant, kad juos reikia prijungti, Sie
sekrecijg stiprinantys peptidai, apart jy sekrecijg skatinanciy funkciju, gali

padéti apsaugoti peptidinj produktg nuo citoplazminiy proteaziy poveikio.

Lastele-Seimininkas

Siame isradime taip pat pateikiama lgstelé-Seimininkas, transformuota
arba transfekuota bet kuriuo i§ $io iSradimo vektoriy. Geriau, kai Igstele-
Seimininkas yra bakteriné lgstelé. Dar geriau, kai lastelé-Seimininkas yra
gram-neigiama bakteriné lgstelé. Dar geriau, kai Igstelé-Seimininkas yra E.
coli \gstelé. Dar geriau, kai E. coli yra BLR, BL21 arba WA837 kamienas.
Geriausia, kai E. coli yra BLR kamienas. Visy geriausia, kai lgstelé-
Seimininkas ekspresuoja dar ir bent vieng sekrecija stiprinantj peptida.

Siame i$radime taip pat pateikiama Iastelé-$eimininkas, transformuota
ekspresijos vektoriumi, kuriame yra genas [adiSos kalcitonino pirmtakui arba
su kalcitonino genu susijusio peptido pirmtakui ekspresuoti; Si lastele-
Seimininkas yra E. coli BLR kamienas. Tikimasi, kad Siy dvieju peptidy
ekspresija BLR bus ypatingai efektyvi net ir tuo atveju, jeigu ekspresijai bus
naudojami anksCiau Zinomi vektoriai. Kitaip tariant, nemanoma, kad gerai Siy
peptidy ekspresijai BLR S$eimininke gauti reikia naudoti Cia apraSytus

naujuosius vektorius.

Heterologinio peptido produkavimo bldas

[Sradime pateikiamos néujos fermentavimo sglygos [gstelems:-
Seimininkams iSauginti iki labai dideliy Iasteliy tankiy kultivavimo salygomis,
Kurios suteikia galimybe peptidiniam produktui difunduoti arba iSsiskirti |
augimo terpe didelémis iSeigomis.

Naujajai fermentacijai tinkamos lgstelés-Seimininkai yra (bet jomis
neapsiribojama) auk3dCiau aptartos lIgstelés-Seimininkai ir/arba lastelés-

Seimininkai, transformuotos arba transfekuotos vienu arba daugiau auk3ciau
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aptarty naujyjy ekspresijos vektoriy. Gali badti naudojamos ir Kitos genu
inZinerijos bldu gautos lastelés-Seimininkai, kurios ekspresuoja peptidini
produktg su signaline sritimi. Lastelés yra patalpinamos | fermentatoriu,
kuriame pageidautina, kad blty atitinkamos priemonés orui arba kitoms
dujoms, anglies $altiniui ir kitiems terpés komponentams tiekli i( priemones
promotoriaus indukcijai. Taip pat pageidautinos deguonies k{ekio, lasteliu
tankio, pH ir pan. kontrolés priemonés.

Parei$kéjai rado, kad peptidinio produkto, tiesiogiai ekspresuojamo |
augimo terpe, Zymiai padidinta iSeiga yra gaunama kruopsciai kKontroliuojant
vidutinj Igsteliy augino greitj, kurio kritinés ribos yra tarp 005 ir 0,20
padvigubéjimy. Pageidautina, kad Sis kontroliuojamas augimas prasidéty
ankstyvoje kultivavimo lag fazéje. Dar svarbiau iSlaikyti vidutinj lasteliu
augimo greitj fermentacijos laikotarpiu (ty. Cia aprasyto kontroliuojamo
lasteliy augimo laikotarpiu) tarp 0,10 ir 0,15 padvigubejimy per valanda,
geriausia 0,13 padvigubéjimy per valandg. Augimo greitis gali buti
kontroliuojamas reguliuojant bet kurj i$ toliau duodamame skyrelyje,
pavadintame “sCTgly produkavimas (fermentacija)” minéty parametry pagal
formule, risancig tiekimo greitj “Q"” su jvairiais kitais parametrais. Pareiskéjai
nustaté, kad anglies S3altinio tiekimo fermentuojamos Igsteléms greiCio
keitimas yra geriausias bldas palaikyti augimo greitj kritinése ribose. Norint
palaikyti palyginti pastovy augimo greitj, anglies 3altinio kiekio tiekimas |
fermentatoriy turi bati didinamas proporcingai Iasteliy skaiciaus didéjimui.

PareiSkéjai taip pat atrado, kad daug geresne iSeigg galima gauti
pateikiant induktoriy Siame kontroliuojamo augimo fermentacijos laikotarpyije.
Kaip ir anglies Saltinio atveju, reikiamuy induktoriaus kiekiy padavimas reiskia
tieckimo greicCio dideéjimg prop“orcingai Iésteliq skaiCiaus didéjimui. Kadangi
pageidautina didinti ir anglies 3altinio, ir induktoriaus tiekimg su lIgsteliy
augimu susijusiu bddu, pareiskejai nustaté, kad geriausia yra sumaisyti
maistg ir induktoriy kartu, ir ju abiejy misinj tiekti reikiamu greiCiu lasteliy
augimui  kontroliuoti  (anglies $altiniu), tuo paliu metu palaikant
nepertraukiama induktoriaus, kurio santykis iSlieka pastovus anglies Saltinio

atzvilgiu, tiekima. Taciau suprantama, kad anglies Saltinj ir induktoriy galima
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tiekti atskirai. Tadiau net ir tokiu atveju, jeigu yra naudojamas cheminis
induktorius, kurio dideli kiekiai gali bati toksiski Igstelems, pageidautina, kad
induktoriaus ir anglies $altinis bty pridedami kiekvieng kultivavimo valandg
tokiais kiekiais, kad tam tikra valanda pridedamo induktoriaus masés santykis
su ta padia valandg pridedamo anglies 3altinio mase nesikeisty daugiau nei
50 %. skaidiuojant nuo induktoriaus, pridéto per visg fermentacijoé .procesaL
(kontroliuojamo augimo laikotarpj) kiekio santykio su anglies $altinio, prideto
per visg fermentacijos procesa, kiekiu. Sis 50 % kitimas yra matuojamas nuo
maziausio dviejy lyginamy santykiy santykio. Pavyzdziui, jei per visg
fermentacijg anglies Saltinio santykis su induktoriumi yra 2:1, geriausia, Kai
Sis santykis bet kurig duotg valanda bus ne didesnis nei 3:1 ir ne mazesnis
nei 1,333:1. Augimo metu taip pat galima indukuoti vieng arba daugiau
promotoriy Kitokiais bldais, kaip antai kultivavimo temperatlros pakeitimu
arba tam tikro junginio, arba maistinés medziagos koncentracijos pakeitimu.
Jeigu Kkaip lgsteliy augimo kontroliavimo bilidas yra naudojamas
iSorinis anglies $altinio tiekimas, yra naudinga palaukti, kol pradZioje esantys
terpéje (pries iSorinj anglies tiekimag) anglies Saltiniai iSsieikvos iki tokio lygio,
kada lgsteliy augimo jau nebegalima ilgiau palaikyti be iSorinio anglies
padavimo. Tai uZtikris iSorinio tiekimo tiesioging kontrole Igsteliy augimui,
Zymiai netrukdant pradiniam (netiekiamam) anglies Saltiniui. | fermentacijos
terpe pageidautina nepertraukiamai tiekti deguonies S$altinj, matuojant
iStirpusio deguonies kiekj. Aukstyn kylanti deguonies kiekio smaile rodo
Zymy lasteliy augimo sumazéjimg, kas savo ruoztu gali rodyti pradinio
anglies Saltinio iSsieikvojima ir reiksti, kad jau laikas pradéti iSorinj padavima.
Netikétai buvo rasta, kad peptidinio produkto iSeiga didéja, didéjant
fermentacijos terpés prisotinimui'-deguonimi.'Tai yra teisinga ir tuo atveju, kai .
Iasteliu augimui palaikyti pakanka mazesniy prisotinimo kiekiy. Taigi, per visg
fermentacijos procesg pageidautina, kad j fermentacijos terpe bty tiekiamas
deguonis arba deguonimi praturtintas Saltinis, ir blty pasiekiamas bent 20 %,
geriau bent 50 % prisotinimas deguonimi. Cia naudojamas terminas
“prisotinimas deguonimi” reiSkia deguonies procentus fermentacijos terpéje,

kai terpé yra visiSkai prisotinta paprastu oru. Kitaip tariant, fermentacijos
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terpé prisotinta oru turi 100 % “prisotinimg deguonimi”. Nors ir sunku
palaikyti daug .didesnj nei 100 %, ty. daugiau nei deguonies Kiekis ore,
fermentacijos terpés prisotinima deguonimi, tai yra galima ir netgi
pageidautina, nes didesni deguonies kiekiai duoda geresnes ideigas. Tai gali
bti pasiekiama, paduodant | terpe dujas, turinCias didesnj nei oras
deguonies Kiekj.

Zymus i$eigos padidéjimas gali biti pasiekiamas, palaikant ne
mazesn] nei 70 %, ypatingai ne mazesnj nei 80 %, fermentacijos terpés
prisotinimg deguonimi. Tokius lygius yra palyginti nesunku palaikyti.

Prisotinimo deguonimi padidinimui gali padéti greitesnis maiSymas.
Kai fermentacijos terpé pradeda tirStéti, pasidaro sunkiau palaikyti prisotinimg
deguonimi, ir todél bent jau Sioje stadijoje rekomenduojama tiekti dujas,
turinCias didesnj, nei oras, deguonies kiekj. Pareidkéjai nustaté, kad geram
prisotinimui deguonimi palaikyti iki palyginti vélyvo fermentacijos laikotarpio
gali pakakti paprasto oro. Vélesniame fermentacijos laikotarpyje pareiskéjai
tiekiamg ora papilde 50 % deguonies arba tieké 100 % deguon]. Pageidautina
lgsteles-Seimininkus  kultivuoti  20-32 val. (prasidéjus kontroliuojamam
augimui), geriau 22-29 val., geriausia apie 24-27 val.

Pageidautina Iasteles-Seimininkus  Igsteles inkubuoti 20-35 °C
temperatlroje, geriau 28-32 °C temperatlroje, geriausia 29,5-30,5 °C
temperatiroje. Keliose pareiSkéjy atliktose fermentacijose optimali
temperatdra buvo 30 °C.

Pageidautina, kad kultivavimo terpés pH buty 6,0-7,5 intervale, geriau
6,6-7.0 intervale, ypatingai gerai 6,78-6,83 (pvz. 86,8) intervale.

Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose fermentacija vykdoma
naudojant $eimininkus, trah-‘sformuotus‘ ekspresijos vektoriumi, turinciu
Kontroling sritj, | Kurig jeina ir tac, ir lac promotorius, ir koduojancig sritj,
apimancig signalinj peptidg koduojancius nukleotidus, esancius prie$ krypti
nuo lasiSos kalcitonino pirmtakg koduojanciy nukleotidy. Geriausia, kai
tokiame ekspresijos vektoriuje yra Kkeletas, ypatingai dvi transkripcijos
kasetés, esandios viena uz kitos. Cia naudojamas terminas “transkripcijos

kasetés, esancios viena uz kitos” reiskia, kad po kontrolinés ir koduojancios
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stities yra bent viena papildoma kontroliné sritis ir viena papildoma
koduojanti sritis, koduojanti tg patj peptida kaip ir pirmaoji k_oduojanti sritis. Tai
reikia skirti nuo dicistroninés ekspresijos, kurioje viena kontroline sritis
kontroliuoja dviejy koduojanéios srities kopijy ekspresijg. Toks apibldinimas
leidZia pakeitimus koduojancioje srityje, kurie neturi rySio su peptidiniu
produktu, pavyzdziui, nukleotidy, koduojanciy skirtingg signalinj pébtida. nei
tas, kurj koduoja pirmoji transkripcijos kaseté, jterpima antroje transkripcijos
kasetéje.

Siam tikslui yra Zinomi jvairls anglies Saltiniai. Buvo rasta, kad
veiksmingas yra glicerolis. Tinkamiausiais indukcijos bldais yra cheminiy
induktoriy, tokiy kaip IPTG ir/arba laktozés pridéjimas. Gali bati naudojami ir
kiti bldai, kaip antai temperatlros arba maitinimo medziagy Kkiekiy
pakeitimas. Taip pat gali bdti naudojamos kitos indukavimo metodikos,
tinkan&ios kontrolinés srities operatoriui arba promotoriui (arba vienam i$
keleto naudojamy promotoriu, kai kontrolinéje srityje jy atsiranda daugiau nei
vienas).

Bldinga, kad peptidinio produkto produkcija smarkiai sumazéja
mazdaug tuo paciu metu, kai lgsteliy augimas fermentacijos terpeje tampa
nebeislaikomas aukciau aptarto pageidautino augimo greicio ribose. Tada
fermentacija stabdoma, anglies Saltinio ir induktoriaus tiekimas ir deguonies
srautas nutraukiamas. Pageidautina kultrg greitai atSaldyti, kad bdty
nuslopinamas proteaziy aktyvumas ir su_maéinama peptidinio produkto
degradacija. Taip pat pageidautina pakeisti pH iki tokio lygio, kuris i5 esmes
sumazinty proteolitinj aktyvuma. Jeigu produkucjamas [adiSos kalcitoninas
naudojant tinkamiausius Sio iSradimo vektorius ir lgsteles-Seimininkus,
proteolitinis aktyvumas sumaiéja maZinant pH. Geriausia partgstinimg.
vykdyti Kartu su terpés atsaldymu'. Tinkamiausios pH ribos smulkiau bus
aptariamos toliau. Degradacijai esant skirtingiems pH iSmatuoti gali blti
naudojamas tas pats testas, kaip ir fermentacijos produktui matuoti, tokiu

bldu nustatant duoto peptido optimalig pH reikSme ir jo priemaisas.

Heterologinio peptido iSgavimas
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Toliau Siame iSradime pateikiamas peptidinio produkto iSgavimo
bldas, kuris susideda i$ Seimininko lgsteliy atskyrimo nuo Kultlrinés terpés ir
po to kultlrinés terpés chromatografavimo pagal bent vieng chromatogafijos
tipg, pasirinktg iS gelfiltracijos, jony mainy (geriausia Kkatijony mainy, jei
peptidas yra kalcitoninas), atvirkstiniy faziy, afininés ir hidrofobisnés sgveikos
chromatografijos. Jeigu peptidas turi cisteino liekanas, norint apsaugoti nuo
agregacijos ir taip padidinti monomerinio peptido iSeigg, prie$ gryninimo
stadijas arba jy metu turi bt atliekamas S-sulfoninimas. Pageidautina
naudoti tris chromatografijos stadijas tokia tvarka: jonu mainy
chromatografija, atvirkstiniy faziy chromatografija ir kita jony mainy

chromatografija.

" arba galima parligstinti pa3alinus bakterines lasteles.

Kai pasibaigia fermentacija, norint sumazinti proteolitinj aktyvumg
galima pakeisti Kkultdrinés terpes pH. Testas, naudojamas produkto
produkcijai matuoti, taip pat gali blti naudojamas produkto degradacijai
nustatyti ir geriausiam pH stabilumo at2vilgiu nustatyti., Jeigu yra
produkuojamas $io idradimo lasiSos kalcitonino pirmtakas, pageidautinas pH
yra 2,5-4,0, ypatingai 3,0-3,5, intervale. Manoma, kad toks pH reikSmiu
intervalas padeda sulaikyti laSiSos kalcitonino pirmtakg katijony mainy
Kolonélése, ir tokiu budu Cia apraSytos tinkamiausios gryninimo metodikos
metu gauti geresnj iSgryninima,

Taip pat, jeigu pageidaujama, po fermentacijos galima sumazinti
terpés temperatirg iki Zzemesnés uz 10 °C temperatlros, geriau tarp 3°Cir 5
°C, geriausia 4 °C. Manoma, kad tai sumaiina nepageidaujama proteazinj
aktyvuma, |

Siame isradime taip pat pateikiamas amidinto peptidinio produkto
produkavimo bldas, susidedantis i§ tokiy stadijy: bet kurio Sio iSradimo
lasteliu-8eimininky, kurios ekspresuoja peptidinj produkta, C-gale turint]
glicing, kultivavimas augimo terpéje; minéto peptidinio produkto iSgavimas i§
minétos augimo terpés; minéto peptidinio produkto amidinimas, veikiant
minetg peptidinj produktg deguonimi ir redukcijos agentu, esant
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peptidilglicin-a-amidinancios  monooksigenazés arba  peptidilglicin-o.-
hidroksilinan¢ios monooksigenazés. Jeigu ankséiau nebuvo naudojama
peptidilglicin-a-amidinanti monooksigenazé ir jeigu reakcijos misinys dar
néra bazinis, tada didinamas reakcijos misinio pH, kol jis tampa bazinis. Po
to amidintas peptidas gali bt iSgaunamas i$ reakcijos misinio, geriausia
naudojant toliau duodamame 6 pavyzdyje aprasytg gryninimo metoaika.
Pageidautina lgsteles-eimininkus Kkultivuoti augimo terpeje esant
induktoriaus, palaikant vidutinj lasteliy augimo greitj kultivavimo metu tarp

0.05 ir 0,20 padvigubejimy per valands.
EKSPERIMENTY DETALES

pSCT-037 ir pSCT-038 klonavimo strategija
pSCT-038 ir pSCT-037 konstravimas yra sudarytas i§ astuoniy daliy,

sueinanéiy | tarpiniy vektoriy, reikalingy galutinei norimai ekspresijos
plazmidei sukurti, sukonstravima. Visi genai ir fragmentai, kurie buvo
panaudoti arba sukonstruoti Siam projektui ir nepateko | apraSymg yra

idvardinti 1 lenteléje.

| dalis. pSCT-018D konstravimas

TAC promotoriaus kaseté (1 lentelé) buvo jkionuota | pPGEM11ZF+ (1
lentelé) kaip Hind lll-Bam HI fragmentas, gaunant pGEM11ZF+TAC. pelB-
sCTgly cas2 genas (1 lentelé) jjungiamas pagal Kryptj nuo tac promotoriaus
(PGEM11ZF+TAC) | Bam HlI vieta, gaunant ekspresijos vektoriy pSCT-013B.
IS pSCT-13B, naudojant Hind il ir Eco RI, iSpjaunamas tac-pelBsCTgly
operonas. Po to Sis fragmentas k-értu su Hi'nd ll-Pst | adapteriu jjungiamas | .
pSP72 (1 lentelé), gaunant pSCT-015B. Po to j pSCT-015B Pst | kirpimo vietg
jjungiamas atsparumo kanamicinui genas, gaunant pSCT-016B. §-
Laktamazés geno (atsparumas ampicilinui) 5 koduojanti sritis paSalinama
perkerpant vektoriy Pvu Il ir Fsp |, 0 po to vél sujungiama, gaunant pSCT-
017B. Po to i§ pSP72 T1-T2 (1 lentelé) iSkerpamas T1-T2 transkripcijos

terminatorius ir jjungiamas | PCCT-017B naudojant Sal | ir Bgl Il kirpimo
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vietas, gaunant pSCT-018B. Po to | PSCT-018B Bgl Il - Eco Rl kirpimo vietas

jjungiamas LAC-IQ genas (1 lentelé), turintis Bam HI ir Eco RI kirpimo vietas,

gaunant pSCT-018D (zr. fig. 1Air 1B).

Il dalis. pSCT-019 konstravimas N

Trigubu sujungimu j pSP72 Pst | ir Eco RI kirpimo vietas jterpiamas lac
P/O fragmentas(1 lentelé) su Pst | ir Hind Ill kirpimo vietomis ir Hind lll-Eco RI
fragmentas i§ pSCT-013B (turintis tac-pelBsCTgly). Kaip apraSyta pSCT-017B
konstravime, jterpiamas Kan-R genas, ir i§ pSCT-015A pa3alinamas B-
laktamazés ‘genas, gaunant pSCT-016A ir pSCT-017A. IS pSP72-OMPA
iSkerpamas Ipp-lac-ompAsCTgly (1 lentelé) Pst | -Acc | fragmentas (taip pat
yra sCTgly 5' koduojancios srities 17 baziy pory) ir jjungiamas | pSCT-017A

suderinamas kirpimo vietas, gaunant pSCT-019 (Zr. fig. 2).

11l dalis. pSCT-025 konstravimas

PGR amplifikuoto operono lac-ompAsCTgly (1 lentele) Bam HI
fragmentas jjungiamas j pSCT-018D Bam HI kirpimo vietg, pakeiCiant
pelBsCTgly gena. gaunant pSCT-023(-). Zenklas (-) rie$kia, kad intarpas
buvo jterptas atvirk$cia kryptimi tac promotoriaus atzvilgiu. Po to, naudojant
Bam HI ir Sal I, i pSCT-023(-) iSkerpamas lac-ompAsCTgly operonas ir
jjungiamas j pSCT-017B suderinamas Kirpimo vietas, gaunant pSCT-017
DELTA. IS pSCT-017 DELTA iSkerpami.didesnis Bgl I-Bgl Il fragmentas,
turintis atsparumo kanamicinui gena, tac-lac promotorius ir ompAsCTgly ir
jjungiamas j pSCT-018D Bgl I-Bam HI Kirpimo vietas, gaunant pSCT-025 (Zr.
fig. 3).

IV dalis. pSCT-029A konstravimas

RRNB T1-T2-20 PGR produktas (1 lentele), turintis Xho | ir Eco RI
kirpimo vietas, jjungiamas j pSCT-025 Sal | - Eco Rl Kirpimo vietas, gaunant
pSCT-025A. 15 pSCT-025 iSkirptas Hind lil-Sac | fragmentas, turintis tac-lac-
ompAsCTgly RRNB T1-T2 terminatoriy geny kasete, jjungiamas | pSpSP72
suderinamas kirpimo vietas, gaunant pCPM-01. pCMP-01A vektorius buvo
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sukonstruotas, panaudojant tg patj metoda, kaip aprasyta pSCT-025A atveju.
pSCT-025A ir pCPM-01A plazmidés skiriasi nuo pSCT-025 ir pSCT-01
plazmidziy restrikcijos viety, esanciy pries$ kryptj ir pagal kryptj nuo RRNB T1-
T2 transkripcijos terminatoriaus, tipais. Xho I-Eco Rl fragmentas, turintis tac-
lac-ompAsCTgly RRNB T1-T2 terminatoriy genu kasetg, iSkerpamas i$
pCPM-01A ir jjungiamas | pSCT-025A Sal I-Eco Rl vietas, gaunar}t‘ digenin;
ekspresijos vektoriu pSCT-029A (fig.4). pSCT-029A suklrimui panaudoti
metodai gali bdti pakartojami, gaunant papildomus poligeninius ekspresijos

vektorius, kaip parodyta toliau pSCT034 konstrukcijos atveju.

V dalis. pSEC-E konstravimas

pCPM-01 vektorius karpomas Pst | ir Xba |, iSkerpant lac P/O, kuris po
to jjungiamas j pSP72 suderinamas kirpimo vietas. PGR budu amplifikuotas
secE genas (1 lentele), turintis Xba | ir Bam HI kionavimo vietas, jjungiamas |
ompAsCTgly T1-T2 cistroninio klonavimo vektoriaus (1 lentelé) suderinamas
vietas, gaunant pCM-SECE. I§ pCM-SECE iSkerpami secE ir T1-T2
terminatoriai kaip Xba I-Eco Rl fragmentas ir kartu su Xba I-Sal | fragmentu,
turinCiu lac P/O (i8kirptas i pSP72-lac), jjungiami | pSP72 Sal I-Eco Rl
Kirpimo vietas, gaunant pSEC-E (Zr. fig. 5).

VI dalis. pPRLA-4 (prlA-4 yra prlA mutantiné alelé arba secY genas)
konstravimas )

Naudojant Bam HI ir Sma |, iSkerpama ompAsCTgly T1-T2 cistroninio
vektoriaus T1-T2 terminatoriaus sritis, kuri po to jjungiama j pSP72 Pvu |l ir
Bam HI kirpimo vietas, gaunant PRLA4-INT tarpinj klonavimo vektoriy. I3
pSP72-LAC su Xba | ir Sac | iéke‘rbamas lac P/O ir kartu su priA-4 fragmentu .
(1 lentelé), turinCiu Xba | ir Bam HI kirpimo vietas, jjungiamas | PRL4-INT Sac

| - Bam HI kirpimo vietas, gaunant pPRLA-4 (Zr. fig.6).

VIl dalis. pSEC-EY konstravimas
Sintetinis oligonukleotidinis fragmentas, turintis trpE P/O sekg (1
lentelé) jklonuojamas | pCPM-01A Xho i-Xba | kirpimo vietas, gaunant pCPM-
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08. IS pRLA-4 su Xba | ir Xho | iSkerpamos prlA-4 ir T1-T2 sekos ir jjungiamos
su Sal I-Eco Rl fragmentu i§ pSEC-E, turinCiu lac-seckE-T1-T2 operong, |
pCPM-08 Xba | ir Eco Ri kirpimo vietas, gaunant pSEC-EY (zr. fig.7).

VIll dalis. pSCT-037 ir pSCT-038 konstravimas ’

I8 pSEC-EY su Xho I ir Bgl Il iSkerpama secE ir prlA-4 koduojanti sritis.
Po to gautas fragmentas jjungiamas j pSCT-025A ir pSCT-029A Sal I-Bgl Il
Kirpimo vietas, gaunant atitinkamai pSCT-037 ir pSCT-038 (Zr. fig.8).

pSCT-034 konstravimas

pSCT-034 yra trigenineé ekspresijos plazmidé, turinti Tac-Lac-
ompAsCTgly RRNB T1-T2 transkripcijos kasetés tris kopijas. Sis vektorius (Zr.
fig.9) sukonstruojamas jterpiant | pSCT-029A Sal | ir Eco RI kirpimo vietas
aprasytg kasete i§ pSPM-01A, pridedant treciajg ekspresijos kasetés kopija.
Konstravimo metodas yra identiSkas pSCT-029A konstravimo i pCPM-01A ir
pSCT-025A metodui. Vel sukuriamos 3 Sal | ir Eco Rl Kirpimo vietos gaunant

vietas, kuriy reikia, kad baty galima pridéti daugiau kaseciy kopijy.

1 lentelé
Klonavimo fragmentas | Komponento tipas | Kilmé arba matrica
GEM 11 ZF(+) Plazmidé Promega
pGEX 1N Plazmide Pharmacia Biosciences
pSP 72 Plazmide Promega
Tac promotorius tac promotorius- Pharmacia Biosciences
DNR blokas
pelB-sTCgly-cas2 PGR amplifikuotas | pelB-sTCgly genas,
genas surinktas i$ sintetiniy
oligonukleotidy
atsparumo kanamicinui | geny blokas - Pharmacia Biosciences
enas '
RRNB T1-T2 PGR fragmentas ribosominio proteino geno
T1 ir T2 transkripcijos
terminatoriai i$ pKK 233-2
pSP72 T1-T2 subkionas jklonuotas i$ auksciau
nurodyto PGR fragmento |
SP72
lac represorius (LAC-1Q) | PGR amplifikuotas | pGEX 1-N plazmidé
genas
lac promotorius/ PGR amplifikuotas GEM11ZF+

IR
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operatorius (P/Q)

fragmentasas

Ipp-lac-ompAsCTgly
(nepilnas)

PGR amplifikuotas
produktas (3' PGR
pradmuo turintis 17

pIN [HA

pirmujy sCTgly
nukleotidy

pSP 72-ompA auksCiau nurodyto | jklonuotas is auksciau
fragmento nurodyto PGR fragmento |
subklonas pSP72

lac-ompAsCTgly PGR amplifikuotas | pSCT-019
operonas

RRNS T1-T2-02 PGR amplifikuotas | pSCT-025
produktas

OMPASCTGLY T1-T2

ompAsCTgly PGS

pSCT-025 matrica

CISTRONAS amplifikuotas
produktas
jklonuotas | pSP72
T1-T2
SECE PGR amplifikuotas | E. coli WA 837 genominé

genas

DNR
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PRLA-4 PGR amplifikuotas | E. coli prlA 4 genas i$
genas pRLA41+ + vektoriaus

TRP P/O i$ sintetiniy E. coli triptofano E
oligonukleotidy promotoriaus/operatoriaus
surinktas genas seka i$ literatlros

* pelB - pektatliazes B geno signaliné seka i$ Erwinia carotovora., -

++ pRLA41 vektoriu pateike Tom Silhavy i$ Princetono universiteto. priA-4
mutantiné alelé gali turéti savybes, kurios suteikia galimybe lengviau
translokuoti heterologinius peptidus ir baltymus. Taciau gamtinis pri1A (secY)
genas taip pat turety funkcionuoti.

E. coli BLR transformacija pSCT-029A arba pSCT-038
Sukonstravus pSCT-029A arba pSCT-038 plazmides, ty. sujungus
jvairius DNR fragmentus, batina panaudoti galutinj sujungimo misinj E. coli

Seimininko kamienui, skitam plazmidés padauginimui ir bisimai baltymo
ekspresijai, transformuoti. Norint atlikti Sig transformacija, reikia E. coli
lasteles padaryti imliomis DNR priemimui. Imliosios Igstelés gali bdti
paruoSiamos jvairiais budais, tokiais kaip apdorojimas CaCly ir
elektroporacija. Tinkamiausiy lgsteliy linijy (UGL 165 ir UGL 703) paruosSimui
mes panaudojome abu bldus is eiles pagal toliau duodamas metodikas.

I. Pirminé transformacija j E. coli K-12 (BB4) Seimininka

Si pirmoji transformacija yra neesming, tadiau jl yra pageidautina, nes
E. coli BB4 K-12 Seimininkas pasizymi dideliu efektyvumu transformacijos,
kuri duoda daugybe transformanty ir didele tikimybe identifikuoti jvairius
pageidaujamus klonus.
A. Imliujy BB4 Iasteliu paruoSimas, panaudojant apdorojima CaCl,

BB4 genotipas...LE392.32 [F' lac®ZAMI5proAB Tn 10 (Tet?)]

1. ParuoSiama per nakij prisotinta Igsteliy kultdra.

2. Pagaminama SvieZiy lasteliy kultlra, inokuliuojant 100 mi terpés iki
0,5 % (t/t) ir auginama iki Asgo Nm = 0,02-0,03.

3. Kultdra auginama ki Ase nm = 0,15-0,3, apytikriai 3
padvigubéjimai.

4. Lastelés palaikomos 10 min. leduose.
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5. Atskiriamos lastelés nuo Kkultivavimo terpés centrifuguojant (5K
aps/min x 10 min).

6. Nusodintos Igstelés vél suspenduojamos 0.5 tdrio ledu atSaldyto
0,iM CaCl,, palaikoma leduose 30 min., po to lasteles

nusodinamos auk$Ciau aprasytu budu.
7. Nusodintos lastelés vél suspenduojamos 0,1 tdrio 0,1M CaCly; pries

naudojant palaikoma leduose 1 val.

B. Transformavimo metodika
1.] 100 pl imliyjy lgsteliu, pagaminty kaip apraSyta aukscCiau,

pridedama 1-2 pl sujungimo misinio, kuriame turi bdti tiksliai 2-10 ng
plazmidinio vektoriaus DNR.

2. Misinys laikomas leduose 30 min.

3. MiSinys paveikiamas S&iluminiu &oku, padedant j | 37 °C
temperatdros Sildymo bloka arba vandens vonia.

4. | misinj pridedama 1 ml susildytos kultivavimo terpés, ir miSinys
inkubuojamas 37 °C temperatdroje 30-60 min.

5. Tam tikras kiekis transformavimo misinio paskleidZziamas ant
tinkamos Kietos terpés, turinCios reikiamg selektyvy antibiotikg, ir

lék&telés inkubuojamos 18-24 val., kol atsiranda kolonijos.

Il. Antriné transformacija '

Transformantai identifikuojami jvairiais btdais. Pasirenkama keletas
klony perkélimui | antrgji Seimininkg (E. coli B Seimininko kamienas, BLR).
BLR yra Seimininko kamienas, pasirinktas fermentacijai ir baltymo ekspresijai.

BLR genotipas yra F or’h'pT hst‘B' (rs".mg’) gal dcm A(srl-recA).
306::Tn10(Tc%). E. coli lastelés priims DNR, palaikius jas elektriniame lauke
kontroliuojamomis ir tiksliai apibréztomis sglygomis. E. coli B Seimininko
kamienai yra lengviau transformuojami sveika plazmide, lyginant su
sujungimo misiniu, ir geriau priima svetimg DNR, kai padaromi imliais

panaudojant elektroporacija, o ne apdorojimg CaCla.
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1.
2.

Paruosiama per naktj prisotinta lgsteliy kultdra.
ParuoSiama Svieziy lasteliy kultdra, inokuliuojant 100 ml terpés iki

1,0 % (t/t) ir auginama iki Aspo Nm = 0,3-0,5.

. PaSaldzius kultlrg leduose 15 min., lgstelés nucentrifuguojamos.

. Nuopilas nupilamas, paSalinant kiek galima daugiau terpés.

Lastelés vel suspenduojamos i viso 100 m! ledu atSaldyto 10 %
(m/t) vandeninio glicerolio (glicerolis turi bati labai geros kokybés).

Suspenduotos lgstelés tuoj pat vél nucentrifuguojamos.

. Lastelés vél suspenduojamos 50 ml ledu at$aldyto 10 % (mft)

glicerolio. Vél nucentrifuguojama.

. Lasteles vel suspenduojamos 25 ml ledu atSaldyto 10 % (m/)

gliceralio. Vel nucentrifuguojama.

. Pakartojama 6 stadija.
. Lasteleés vél suspenduojamos galutiniame 2 ml tdryje ledu at3aldyto

10 % (m/t) glicerolio. Galutiné Iasteliy koncentracija turi bati 1-3 x
10" Igsteliy/ml. Lasteles galima laikyti iki 1 mety -80 °C

temperatlroje.

B. Transformavimas elektroforacijos metodu

1.

Sterilios kiuvetés ir baltosios kameros rémeliai palaikomi 10 min.
leduose. Leduose taip pat palaikoma keletas polipropileniniy

megintuveliy.

. SumaiSoma 40 pl lIgsteliy suspensijos su 1-2 pl plazmidine DNR

turinCio tirpalo Tris/EDTA, kurio apytikré koncentracija yra 100 pg/ul.
(Sis DNR misinys turi turéti kaip galima maZiau drusky, kad bty
galima iSvengti jrangos kibirk$&iavimo). Tirpalas gerai sumai$omas

ir palaikomas leduose 0,5-1,0 min.

. llungiamas Gene-Pulser prietaisas, nustatant 25 yF. Nustatoma 200

omy pulsacijas kontroliuojancio jtaiso varza. Gene-Pulser prietaise
nustatoma 2,5 Kv 0,2 cm kiuvetéms arba 1,5-1,8 Kv, jei naudojamos

1.0 cm Kiuvetés. Lasteliy ir DNR miSinys perpilamas | Saltg
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elektroporacijos kiuvetg ir suspensija sukratoma | kiuvetés dugna,
pagalinant visus oro burbuliukus. Kiuveté patalpinama | Saldomos
apsaugines kameros rémélius ir stumiami réemeliai j kamerg tol, kol
Kiuveté atsiduria tarp kontakty kameros apacioje.

4. Kiuveté viena karta paveikiama srovés pulsacija, esant auksCiau
nurodytiems prietaiso parametrams. '

5. Tuoj pat | Kiuvete pridedama 1 ml SOC (20 g triptono, 5 g mieliy
ekstrakto, 0,5 g NaCl, 11 HxO ir 20 mM gliukozés) buferinés terpés
ir lastelés vel suspenduojamos.

6. Suspensija perpilama | sterilius 17x100 mm polipropileninius
meégintuveélius ir 37 °C temperatlroje inkubuojama 1 val.

7. Elektroporuotu midiniu padengiamos selektyvios terpés lékstelés.

sCTqly produkavimas (fermentacija)

Fermentacijos vonios terpé pagaminama naudojant 2 lenteleje
iSvardintus komponentus. Si fermentacija inokuliuojama vélyvosios log fazés
kultdra, iSauginta inokuliavimo terpéje (2 lentelé). I[nokuliavimo tdris
nustatomas pagal inokulo kiek| (lasteliy skai€iu), kurio reikia, kad pradinio
fermentacijos misinio Asco N buty tarp 0,015 ir 0,24, pH, DO, ir temperatlros
parametrai, reikalingi fermentacijos vykdymui, duoti 3 lenteléje. Fermentacijos
palaikymo stadija pradedama tada, kai iSsenka partijos terpéje esantis
glicerolis (Glicerolio i8sekimg galima nustatyti pagal iStirpusio deguonies
kreivés smaile ir/arba pagal glicerolio testal).. Padavimo greitis nustatomas
toks, kad baty palaikomas pastovus lIgsteliy dalijimosi greitis, nustatytas
pagal Igsteliy mase (sausy lgsteliy masé) glicerolio iSsekimo metu.
Papildymo komponentai yra duoti 2 lenteléje. Padavimo greitis remiasi tokia
formule:

(V) x (Mu) x (dcw) x (e Mu+ty
(Yx/s x [Feed))

Q =

Kurioje:

Mu = augimo greitis (padvigubéjimai per valanda),
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dwc = sausy lasteliy masé (gramais litre terpés) padavimo pradZioje,
nustatomas empyriskai atskiriems E. coli kamienams,

t = laikas (valandos), 7

Yx/s = 3eimininko glicerolio sunaudojimo konstanta (E. coli WA 837
yra 0,327, panasi ir BLR),

V = fermentacijos tdris (litrai),

[feed] = gramai glicerolio litre paduodamos terpés (visuose Cia
duotuose pavyzdziuose buvo 629 gramai),

Q = glicerolio padavimo greitis (litrai per valanda).

Indukcijos procesas vykdomas naudojant gradienting indukcija,
susietg su padavimo greiciu, laikui bégant didinant induktoriaus (IPTG) kiek],
atitinkant] nustatytg augimo greitj.

Fermentacijos eiga kontroliuojama matuojant sugert] esant 600 nm
bangos ilgiui, drégny lasteliy mase g/l, apart terpés méginiy CEX
chromatografines analizés sCTgly buvimui ir jo koncentracijai (mg/!) nustatyti.

Norint padidinti iSorinés membranos laidumg, | fermentacijos terpeg
galima pridéti glicino. Glicino galima prideti j vonios terpe arba j papildymo
misinj. Geriau pridéti glicino | papildymo miSinj taip, kad glicino koncentracija
fermentacijos ku‘lturoje didety priklausomai nuo lIgsteliy augimo greicio.
Optimali glicino koncentracija turéty bati 0,1-1 g 100-ui ml besibaigiant
fermentacijai. PraktiSkai pridedamo | papildymo misinj glicino kiekis yra
apskai€iuojamas taip, kad fermentacijos gale baty pasiekiama norima glicino
koncentracija. Konkretus pridedamo ‘ glicino kiekis priklauso nuo
fermentacijos trukmés (po indukavimo) ir norimos galutinés glicino
koncentracijos. MUsy naudoti bldai: j fermentacijos papildymg pridedama 24
g/l dlicino, Kuris praéjus 26 val po' indukcijos, duoda 5 g/l glicino
koncentracijg. Mes nustatéme, kad glicino pridéjimas j papildymo misinj yra

efektyvesnis uz glicino pridéjima j vonios terpe.
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2 lentelé - Terpés komponenty sarasas

Inokuliavimo terpe

Vonios terpe

Papildymo terpé
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Komponentai | Kiekis Komponentai | Kiekis Komponentai | Kiekis
g/l g/t g/
(NH4)2SO4 7,00 (NH4)2SO4 14.80 Glicerolis 629
KH2PO4 2,00 KH>PO4 4,40 IPTG 2,80
MgSQ..7H,O | 1,00 MgS0..7H,O | 2,10
CaCl, 0,25 CaCly 0,53
FGSO4.7H20 0,05 F98047H20 0,1 1
natrio citratas | 1,50 natrio citratas | 2,20
N-Z Case+ 5,00 N-Z Case+ 10,60
Hy Yeast 412 | 2,00 Hy Yeast 412 | 3,10
L-metioninas | - 4,50 L-metioninas | 4,50
Kanamicinas | 0,05 Kanamicinas | 0,05
Glicerolis 18,00 Glicerolis 2,50
3 lentelé - Fermentacijos parametrams nustatytos salygos
Parametras geriausias geresnis geras
pH 6,78-6,85 6,50-7,00 6,00-7,5
Temp. °C 29,5-30,5 28,0-32,0 20,0-35,0
DO (prisotinimas deguonimi) >80 % >70 % >50 %
Mu reikSme 0,12-0,14 0,10-0,16 0,05-0,20
Fermentacijos laikas (val. po 24-27 22-29 20-32
indukcijos)

sCTaly iSskyrimas

Kondicionuota terpé apdorojama atskiriant lgsteles nuo terpes,

panaudojus arba tangentinio srauto filtravimg arba centrifugavima; terpe

surenkama, o lgstelés atmetamos. lésiskyres» sCTgly stabilizuojamas terpéje

pridedant 2,0 N HCI iki galutinio pH 3,0. Glicinu pailgintas lasSiSos kalcitoninas

yra stabilus ilgesnj laikg esant pH 3,0. Atskyrus lgsteles ir stabilizavus pH,

peptidas gryninamas katijony mainy ir atvirkstiniy faziy chromatografijos

metodais. Nors atvirkstiniy faziu chromatografija ir po jos vykdoma Katijony

mainy chromatografija gali duoti gerg isgryninima, pageidautina, kad pries

atvirkstiniy faziy skysCiy chromatografija bltu vykdoma pradiné katijony

mainy stadija. Gryninant didelius kiekius, tai sumazina | atvirkstiniy faziy

chromatografijg paduodamg turj, tokiu blGdu sumazinant aplinkosaugos ir
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saugumo faktorius, iskylancius dél butinumo naudoti didelius kiekius
organiniy tirpikliy, tokiy kaip acetonitrilas.

Kita pageidautina modifikacija yra lasiSos kalcitonino peptidinio
pirmtako cisteino liekany S-sulfoninimas prie$ gryninimg arba jo metu, norint

pagerinti monomerinio peptido iSeigas.

Klonu aprasymas
Monogeninis UGL 172 klonas yra E. coli BLR kamienas, turintis pSCT-

025A vektoriy, kuriame yra viena transkripcijos kaseté (monogening),
koduojanti lasisos kalcitoning su glicinu C-gale (sCTgly)2. Digeninis UGL 165
klonas yra E. coli BLR kamienas, turintis pSCT-029A vektoriu, kuriame yra dvi
viena po kitos einancios kasetés (digeninis), ir kiekviena ju koduoja lasios
kalcitoning su glicinu C-gale (sCTgly). Trigeninis UGL 168 klonas yra E. coli
BLR kamienas, turintis pSCT-034 vektoriy, kuriame yra trys viena po kitos
einancios kasetés (trigeninis), ir kiekviena jy koduoja ladi$os kalcitoning su
glicinu C-gale (sCTgly). Monogeninis UGL 702 klonas yra E. coli BLR
kamienas, turintis pSCT-037 vektoriy, kuriame yra 1 transkripcijos kaseté ir
sekrecijos faktoriaus genai. Digeninis UGL 703 klonas yra E. coli BLR
kamienas, turintis pSCT-038 vektoriy, kuriame yra 2 viena po kitos einan&ios

kasetes ir sekrecijos faktoriaus genai.

1 pavyzdys - 1 | apimties UGL 165 fermentacija

UGL 165 kiono fermentacija buvo vykdoma taip, kaip aprasyta
skyrelyje “Eksperimenty detalés”. Fermentacijos parametrai ir rezultatai
susumuoti 4 lenteléje. Trumpai tariant, UGL 165 klono lastelés buvo
auginamos inokuliavimo terpéje ir panaudotos uzséti fermentacijos talpai,

turinCiai 1| terpés, gaunant

2 Tinkamiausioje transkripcijos kasetéje yra dvigubas tac/lac promotorius, po
Kurio eina ribosomy suri§imo vieta, o po jos sekos OmpA signaliniam
peptidui ir po jy sekos sCTgly, po kuriy eina transkripcijos terminacijos sekos
rmnB T1-T2.
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pradinj Asso nm = 0,06. Lastelés buvo auginamos 6,25 val., kol terpéje iSseko
glicerolis. Po to buvo pradéta fermentacijos vonios papildymo stadija ir be
pertraukos buvo tiekiama papildoma terpe 25,5 val. Squgds nuliniame laiko
tadke (papildymo ir indukcijos pradzia) buvo tokios: prisotinimas deguonimi
94 %, temperatira 30 °C ir pH 6,8. Salygos fermentacijos gale (25,5 val) buvo
tokios: prisotinimas deguonimi 40 %, temperatira 31 °C ir pH 6,'8.' Be to,
fermentacijos pabaigoje sugertis esant 600 nm bangos ilgiui buvo 1133, 0
dregny lasteliy masé g/l buvo 168 g. Fermentacijos pabaigoje taip pat buvo
iSmatuota sCTgly produkcija, ir ji yra 222 mg/litre terpés (zr. fig.10 ir 4

lentele).
4 lentelé - UGL 165 fermentacijos santrauka
Laikas Asoco nm | Drégny | sCTgly, | Papildy- | [IPTG] Maisy-
po -1gsteliy mg/i+x | mo tdris, uM mas,
papildy- mase, g/l pridéta aps./min.
mo, val. ml
-6,25 0,06 - - - - 500
Ox*x* 11.1 - - - - 1300
15 51,7 83,3 netirta 441 528 1000
17 48,7 92,3 netirta 513 614 1200
19 53,6 100,5 38 78,2 948 1300
21 67,6 1173 77 104.8 1256 1300
22 86,7 130,9 111 120,4 1442 1350
23 92,6 140,0 104 138,2 1654 1350
24 106.,5 153,7 156 158,4 1896 1350
25 108,5 162,8 183 181,2 2174 1400
25,5 113,3 168 222 194,1 2324 1400

«+ sCTgly nustatytas naudojant CEX-HPLC testa, kaip aprasyta 4 pavyzdyje.
=+« per naktj ir 2 val nuo papildymo pradzios maisyta esant 1450 aps/min.

2 pavyzdys - 1| apimties UGL 703 fermentacija

Rekombinantinis E. coli UGL 703 buvo deponuotas Amerikos tipiniu
kultdry kolekcijoje (ATCC) su Zyme ATCC 98395 pagal Budapesto sutartj del
mikroorganizmy patentiniams tikslams deponavimo. UGL 703 kiono
fermentacija buvo vykdoma taip, kaip apraSyta skyrelyje “Eksperimentu
detalés”. Fermentacijos parametrai ir rezultatai susumuoti 5 lenteléje.
Trumpai tariant, UGL 703 klonas buvo auginamas inokuliavimo terpéje ir

panaudotas uzZséti fermentacijos talpai, turin€iai 1 | terpés, gaunant pradinj
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Asoo nm = 0,06 (geriausia 0,06-0,12). Lasteles buvo auginamos 6,25
val.(geriausias intervalas yra 6,0-7,0 val), kol terpéje iSseko glicerolis. Po to_ |
buvo pradéta fermentacijos vonios papildymo stadija ir be pertraukos buvo
tiekiama papildoma terpé 26 val. Sglygos nuliniame laiko taSke (papildymo ir
indukcijos pradzia) buvo tokios: prisotinimas deguonimi 95 %, temperatiura
30 °C ir pH 6,8. Salygos fermentacijos gale (26 val) buvo tokios:’ prisotinimas
deguonimi 80 %, temperatira 31 °C ir pH 6,8. Be to, fermentacijos pabaigoje
sugertis esant 600 nm bangos ilgiui buvo 80,9, o drégny lgsteliy mase g/l
buvo 129,1 g. Fermentacijos pabaigoje taip pat buvo iSmatuota sCTgly
produkcija, ir ji yra 284 mg/litre terpés (zr. fig.11 ir 5 lentele).

5 lentelé - UGL 703 fermentacijos santrauka

Laikas Asoo Dregnuy | sCTgly, | Papildy- | [IPTG] Maisy-
po lasteliy mg/l** | mo tdris, uM mas,
papildy- mase, g/l pridéta aps./min.
mo, val. mi
-6,25 0.06 - - - - 500
O 8,1 - - - - 1300
15,5 22,6 7.3 ~18 47,5 570 1150
19 36,5 83,1 25 72,9 948 1250
21 53,5 94,2 53 104,8 1256 1350
22 61,3 100,8 58 120,4 1442 1450
23 59,7 106,0 69 138,2 1654 1550
24 73,3 119,0 83 158,4 1898 1580
25 74,1 119,1 203 181,1 2174 1620
26 80,9 129,1 284 207.6 2487 1620

*+ sCTgly nustatytas naudojant CEX-HPLC testg, kaip apradyta 4 pavyzdyje.

ISvados

Kiti eksperimentai buvo atlikti panasiomis bendromis salygomis,
naudojant UGL 172, UGL 168 ir UGL 702 klonus. Fig. 12 ir 13 rodo, kad
digeninis UGL 165 klonas geriausiai tinka sCTgly produkavimui, o trigen.inis
~ UGL 165 kionas yra antroje vietoje lyginant su monogeniniu UGL 173 kionu.
Taciau UGL 165 sCTgly produkavimg galima dar labiau pagerinti esant
koekspresuojamiems sekrecijos faktoriams (UGL 703) (plg. fig. 10 ir 11, ir
17).

Kai dél prisotinimo deguonimi fermentacijos metu, fig.14A ir 14B

paremia idvada, kad j fermentacijos terpe pridétas deguonis neturi kritisko
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poveikio UGL 165 asteliy augimui, bet yra labai svarbus sCTgly produkcijos
padidinimui.

‘Fig. 15A, 1-58 ir 16 aidkiai rodo, kad E. coli BLR kamienas geriausiai
tinka sCTgly produkuoti.

sCTgly produkavimg galima dar labiau padidinti pridejus glicino, kaip

pridedamo papildomo komponento.

3 pavyzdys - sCTgly i$skyrimas i§ UGL 165 kutivavimo terpés: katijony
mainy chromatografija #1

Apie 1000 | kultivavimo terpés, kuri buvo atskirta nuo [asteliy arba
tangentinio srauto filtracija, arba centrifugavimu, partgstinama pakankamu
tdriu 2N vandenilio chlorido ragsties, kad pH sumazéty iki 3,0. Po to terpe
praskiedZziama pakankamu kiekiu vandens, kad laidumas bty sumaZintas iKi
< 7,5 mS. Praskiesta terpé jkraunama | katijony mainy kolonélg (Pharmacia
SP-Sepharose Big Beads, 99,0 cm x 13,0 cm), kuri buvo iSlyginta su 10 mM
citrinos ragstimi pH 3.0, esant 25 I/min (3,25 cm/min.) srauto grei€iui. Kai
jkrovimas buvo baigtas, kolonélé plaunama 10 mM citrinos ragstimi pH 3.0,
esant 8 I/min (1,0 cm/min.) srauto greiCiui mazdaug 40 min. (3 jkrovos tlriai)
arba tol, kol pasiekiama stabili UV baziné linija. Produktas (sCTgly)
eliuuojamas 10 mM citrinos ragstimi, 350 mM natrio chloridu, pH 3,0, esant 8
I/min (1,0 cm/min.) srauto greiCiui. Kolonélé iSvaloma ir regeneruojama 0,5 M
natrio hidroksidu, 1,0 M natrio chloridu per 60,0 min (5 jkrovos tdriai), esant 8
[/min (1,0 cm/min.) srauto greiciui.

| maiSomg baka, kuriame yra gautas eliuatas CEX#1 (apytikriai 100 1),
pridedama 60,57 g trometamino. Tirpalas maiSomas tol, kol itirpsta visa
Kieta medziaga. Naudojant 2 M"NaOH, tir‘palas pasarminamas iki pH 8,25
(intervalas: 8,0-8,5). Pridedama 23,64 ¢ TRIS:HCI (tris[hidroksimetil]-
aminometano hidrochlorido), ir tirpalas maiSomas tol, kol istirpsta visa kieta
medZiaga. | bakg maisant supilama 1,0 kg natrio sulfito, iStirpinto TRIS-HCI, ir
200 g natrio tetrationato, istirpinto TRIS-HCI. Reakcijos misinys maisomas 15

min. Jeigu reikia, pakoreguojamas pH iki 8,25 (intervalas: 8,0-8,5)su 2 M
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NaOH. Reakcijos misinys maiSomas per naktj kambario temperaturoje.
Reakcijos midinio pH sumazinamas iki 2,25 (intervalas: 2,0-2,5) su 2M HCL.

Atvirktiniu faziy chromatografija #1 (RP #1)
Gautas S-sulfoninimo reakcijos misinys (apytikriai 100 1) jkraunamas
tiesiai | atvirkstiniy faziy kolonéle (Toso Haas Amberchrom CG300md, 25,0

cm x 18,0 cm), kuri buvo i8lyginta 0,1 % trifluoracto ragstimi, esant 2,0 I/min
(4,0 cm/min) srauto greidiui. Kai jkrovimas buvo baigtas, kolonéle plaunama
0.1 % trifluoracto ragétimi, esant 750 ml/min (1,5 cm/min.) srauto greiciui, kol
pasiekiama’ stabili UV baziné linija. Kolonélé plaunama 0,1 % trifluoracto
ragétimi 20 % acetonitrilu, esant 750 mi/min (1,5 cm/min.) srauto greiciui, kol
buvo visiSkai iSplauta pagrindiné priemaiSy smailé. Produktas (sCTgly)
eliuuojamas 0,1 % trifluoracto rlgstimi, 40 % acetonitrilu, esant 750 mi/min
(1,5 em/min.) srauto greiciui. Kolonélé valoma 0,1 % trifluoracto rugstimi, 80

% acetonitrilu 30 min., esant 750 mi/min (1,5 cm/min.) srauto greiciui.

Katijonu mainy chromatografija #2 (CEX #2)

Gautas RP #1 eliuatas (apytikriai 8,0 I) jkraunamas tiesiai | katijony
mainy kolonelg (E. Merck Fractogel EMD SO3 650M, 18,0 cm x 24,0 cm), Kuri
buvo iSlyginta su 256 mM MES (2-[N-morfolino]etansulfonrigstis), pH 5,8,
esant 500 mi/min. (2,0 cm/min) srauto greiciui. Kai jkrovimas buvo baigtas,
kolonéle plaunama, esant 750 mi/min. (3,0 cm/min) srauto greiciui, 25 mM
MES (2-[N-morfolino]etansulfonriigstis), pH 5,8 tol, kol iStekéjusio i$
kolonélés skysCio pH grizta iki 5,8 (intervalas:5,6-59). Pagrindinems

peptidinems priemaiSoms pasalinti kolonélé plaunama 25 mM MES (2-[N-
morfolino]etansulfonrligstis), ﬁH 5,8, dér 30 min. esant 750 mi/min. (3,0
cm/min) srauto greiiui. Produktas (sCTgly) eliuuojamas 25 mM MES, 100
mM natrio chloridu, pH 5,8, esant 750 ml/min. (3,0 cm/min) srauto greiciui.
Jeigu tuoj pat nevykdomas amidinimas, produkto frakcija partgsinama iki pH
3,0-50 su 1,0 M HCI. Kolonéle iSvaloma ir regeneruojama 0,1 M natrio
hidroksidu, 1,0 M natrio chloridu per 60 min., esant 750 ml/min (3.0 cm/min.)

srauto greiCiui.
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Amidinimo reakcija ,,
Gautas CEX #2 eliuatas su sureguliuotu pH turi iSgrynintg sCTgly ir yra

tinkamas substrato tirpalas, kurj galima naudoti sCTgly in vitro konversijai |
tikrg ladisos kalcitoning; $ig reakcijg katalizuoja peptidilglicing c.-amidinantis

fermentas (PAM), kaip parodyta tolimesniame 5 pavyzdyje.

4 pavyzdys - Analitiné katijony mainy HPLC sCTgly kiekiui nustatyti
sCTgly surinktose chromatografinése frakcijose identifikuojamas ir jo
kiekis hustatomas analitinés CEX-HPLC metodu. Kiekvienos frakcijos alikvota
supilama |  katjony mainy  kolonéle  (The  Nest  Group,
polisulfoetilaspartamidas, 4,6 mm x 50 mm), kuri buvo iSlyginta su 10 mM
natrio fosfatu pH 5,0, esant 1,2 ml/min srauto greiCiui. Atskiriama
panaudojant tiesinj gradientg nuo 10 mM natrio fosfato pH 5,0 iki 10 mM
natrio fosfato, 250 mM natrio chlorido pH 5,0, esant 1,2 ml/min srauto greiciui
per 15 min. 18tekantis i$ kolonélés skystis kontroliuojamas pagal UV sugert]
esant 220 nm bangos ilgiui. sCTgly identifikuojamas palyginant jo sulaikymo
trukme su iSgryninto etaloninio sCTgly sulaikymo trukme. sCTgly kiekis
nustatomas pagal smailés plota, lyginant su etaloninio sCTgly plotu. Sis
analizes metodas taip pat buvo naudojamas sCTgly kiekiui nustatyti

fermentacijos terpéje.

5 pavyzdys - Glicinu pailginto lasiSos kalcitonino pavertimas tikru
kalcitoninu naudojant a-amidinantj fermenta

Norint gauti optimalias amidinto lasiSos kalcitonino iseigas, reikaligi
tokie kritiniai parametrai: ..

1) Siekiant iSvengti nespecifinés peptido adsorbcijos ant reakcijos
indo sieneliy, amidinimo reakcija vykdoma silanizuotame stikliniame inde.

2) Reakcijos miSinyje palaikomi dideli istirpusio deguonies kiekiai
purskiant ir/arba mai$ant. Pageidautina, kad istirpusio deguonies kiekis bty
>75 %.

3)Inkubacijos temperatilra amidinimo metu palaikoma 35 °C - 39 °C ribose.
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1) Amidinimo reakcijos pH palaikomas 6,0 - 6,5 ribose.

2) Glicinu pailginto lasiSos kalcitonino pradiné koncentracija amidinimo
reakcijos misinyje turéety bati 3,5-10,5 mg/ml (0,95-2,9 mM) ribose.

3) Jeigu j reakcijos misinj pridedama 12000-24000 vienetu/m! i§ esmés
neturinCio proteaziy a-amidinancio fermento (peptidilglicing a-amidinancios
monooksigenazés, Cia zymimos “PAM") ir substrato koncentra&:ija yra tokia
kaip nurodyta 5) abzace, reakcijai leidZziama vykti 4-6 valandas. Taciau
reakcijos laikas gali bati pailgintas iki 24 valandy be kenksmingo poveikio
produktui.

4) Siekiant iSvengti, kad amidinimo reakcijg pradéty limituoti
askorbatas, mazdaug reakcijos viduryje pridedamas papildomas ekvivalentas
askorbato.

Amidinimo reakcijos komponentai yra tokie:

3,5-10,5 mg/ml S-sulfoninto glicinu pailginto lasiSos kalcitonino,

30 mM MES buferio, pH 6,0-6,5,

0,5-1,0 uM CuSOq, (pvz. 0,5)

4-15 mM Kl (pvz. 5)

1-5 % etanolio (pvz. 1 %)

10-100 png/mi katalazes (pvz. 35)

1,5-3,0 mM askorbato (pvz. 1,5)

peptidilglicing a-amidinancios monooksigenazes (12000-24000 vienety
mililitrui reakcijos midinio. 1 vienetas yra DansilTyr-Val-Gly substrato 1
pikomolio per minute konversija | produktg 37 °C temperatlroje, pH 7). PAM
fermentas gali bati gaunamas pagal Miller et al., ABB 298: 380-388 (1992),
U.S. Patent 4,708,934, Europ._ean Publication 0 308 067 ir 0 382 403 bei
Biotechnology, Vol. Il (1993) pp. 64-70, kurie &ia duodami kaip literatiros
Saltiniai.

PrieS amidinimg glicinu pailgintas lasiSos kalcitoninas gali bt
produkuojamas 1 arba 2 pavyzdyje apraSytos fermentacijos bldu ir
iSgryninamas taip, kaip apradyta 3 pavyzdyje.

Tais atvejais, kai amidinimui naudojamas fermentas yra peptidilglicing

a-hidroksilinanti monooksigenazé (PHM), naudojamas toks pats reakcijos
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miinys, kaip apraSytas auksciau, PAM'¢ pakeitiant PHM'e. Be to. 4-6
valandy inkubacijos laikotarpio pabaigqje reakcijos misinio pH padidinamas
iki 8-9, pridedant bazés. Prie§ nutraukiant reakcijg, Sis reakcijos misinys
pamaidomas dar 4-8 val. Peptidilglicing o-hidroksilinanti monooksigenaze
gali bati gaunama ekspresuojant tik N-galing PAM dalj (mazdaug 40 pirmujy
kDa). Zr. pvz. Mizuno et al. BBRC Vol. 148, No., pp.546-52 (1987) kurio
apraSymas (kiek jis susijes su Mizuno “AE1") duodamas kaip literatlros
$altinis. Yra zinoma, kad gamtoje PHM ekspresuoja varles oda.

Pabaigus amidinimo reakcijg, reakcijos misinys praskiedZiamas tokiu
kiekiu vandens, kad galutiné peptido koncentracija bity mazesné uz 3,0
mg/ml. | miSin] pridedama tiek 1M TRIS pH 9,0, kad galutiné TRIS
koncentracija bty apytikriai 100 mM. Jeigu reikia, pakoreguojamas pH (8,0-
9,0) 2M NaOH. Maiant j reakcijos misinj létai pridedama 3,0 kartus didesnis,
skaidiuojant pagal galuting SO3-sCT koncentracijg (mM), kiekis L-cisteino.
Jeigu reikia, pakoreguojamas pH (8,0-9,0) 2M NaOH. Renaturacijos reakcijos
misinys maidomas 1 valandg kambario temperatlroje. Reakcija nutraukiama

partgstinant 10 % fosfato ragstimi iki pH 2,0 (1,9-2,3).

6 pavyzdys - Gryninimas po amidinimo

Katijonu mainu chromatografija #3 (CEX #3)

Si kolonélé naudojama sCT gryninimui po a-amidinimo ir
renatUracijos. Pagrindiné priemais$a po a-amidinimo/renatdracijos yra sCTG.
CEX £3 chromatografijoje naudojama Amicon Vantage-A Kkolonélé (18,0 x
16,0 cm) pripildyta Toyopearl SP650S dervos. Vienkartineé operacija
atliekama naudojant injekcijoms _skirta vandenj (WFl) ir 0,5 M, 50 mM ir 175
mM natrio chlorido tirpalus kartu -su natrio 'fbsfatu pH 5,5. Toliau duodamas
trumpas Sio proceso stadijy aprasymas:

1) Nustatomas 750 ml/min operatyvinis srauto greitis.

2) Naudojant LC sistemos Kkontroliavimo jtaisg, nustatomi tokie
chromatografijos kontroliavimo parametrai:

UV bangos ilgis 230 nm,

intervalas 0,64 AUFS,
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laidumas X1000.

3) IS pradziy kolonélé plaunama WF| maZiausiai 5 min., esant 750
ml/min srauto greiCiui.

4) Skiedimo siurblys (150 mM natrio fosfatas, pH 5,0) pastatomas ant
50 mi/min reikSmeés ir kolonélé lyginama 10 mM natrio fosfatu, esant 750
ml/min. srauto greiciui tol, kol gaunama stabili pH baziné linija.

5) Kolonélé vél lyginama 10 mM natrio fosfatu, esant 750 mi/min.
srauto greiciui tol, kol gaunama stabili pH bazine linijja Zzemiau 6.0.
(Atkreipkite démesj: jeigu kolonélés pH néra zemiau 6,0, tada reikia plauti
150 mM natrio fosfatu). Jeigu atliekamas plovimas 150 mM natrio fosfatu pH
5,5, prie§ pereinant prie tolimesnés stadijos, kolonélé vel turi bati iSlyginama
naudojant 10 mM natrio fosfata.

6) Po papildomo ilyginimo kolonglé eliuuojama 175 mM natrio
chloridu, 10 mM natrio fosfatu pH 5,5 4 min., esant 750 mi/min. srauto greiciui
(tuséiasis elivavimas).

7) Kolonéle vél lyginama 10 mM natrio fosfatu pH 5,5, esant 750
ml/min. srauto greiciui tol, kol gaunama stabili pH baziné linija.

8) Kai pasiekiamas iSlyginimas, amidinto/renatdruoto produkto,
turin¢io 10-25 g sCT, pH sukoreguojamas iki 3,5 naudojant 2N natrio
hidroksidg ir produktas jkraunamas j CEX #3 kolonélg 400 mi/min greiciu. Po
meginio jkrovimo jkrovimo Konteineris perplaunamas 500 m| WFI.

9) Po jkrovimo kolonélé plaunama 10 mM natrio fosfatu pH 5,5 esant
750 ml/min srauto greiciui 30 min, kol kolonélés pH stabilizuojasi ties daugiau
nei 5,0.

10) Kai kolonélés pH .stabilizavosi ties daugiau nei 5,0, kolonélé
plaunama 750 ml/min greiciu 50 mM natﬁo chloridu, 10 mM natrio fosfatu pH
5,5 100 minuciy, kol pasirodo sCTgly smailé. ,

11) Kai praeina 100 min., prie sistemos prijungiamas 175 mM natrio
chloridas. Kolonélé plaunama 175 mM natrio chloridu, 10 mM natrio fosfatu
pH 55, esant 75 ml/min srauto grei€iui ir eliuuojamas produktas. Visa

produkto smailé surenkama | vieng talpg. Nustatoma gauto po CEX3
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produkto masé ir | frakcijg pridedama 1N acto rdgsties (10 % frakcijos
mases).

12) Kolonélé valoma 0,5 M natrio chloridu, 10 mM natrio fosfatu pH
5,5, esant 750 ml/min srauto greiCiui, 15 min.

13) 18valius kolonélg, prie sistemos prijungiamas 1,0 M natrio
chloridas/0,25 M natrio hidroksidas. Skiedimo siurblys pastatomaé ‘1 0,000
ml/min., ir kolonélé plaunama 1,0 M natrio chloridu/0,25 M natrio hidroksidu,
esant 600 ml/min. srauto greiciui, maziausiai 30 min.

14) Kolonélé plaunama WF| 5 minutes, esant 750 mi/min srauto
greiciui.

15) Kolonélé plaunama 10 mM natrio hidroksidu 30 minuciy, esant 500

mi/min srauto greiciui. Kolonélé jaikoma tokiomis salygomis.

Atvirkstiniu faziu chromatoarafija (RP #2)

Si stadija eina po CEX#3 ir yra naudojama kaip druskos ir buferio
pakeitimo stadija pries liofilizacijg. Pagrindinis Sios stadijos tikslas yra pakeisti
druskg acetatu. RP #2 chromatografijoje naudojama Amicon Vantage-A
kolonélé (13,0 x 12,5 cm), pripildyta Amberchrom CG300md dervos.
Vienkartiné operacija atliekama naudojant injekcijoms skirtg vandenj, etilo
alkoholj, 250 mM natrio acetatg ir 0.5 % acto ragstj Toliau duodamas
trumpas Sio proceso stadijy aprasymas:

1) CEX#3 eliuatas (apytikriai 4 litrai) parugstinamas iki pH 2,0 fosfato
ragstimi, po to praskiedziamas 3 lygiais tlriais 333 mM natrio acetato tirpalo
ir paliekamas stoveti maziausiai 1 valanda.

2) Nustatomas 320 ml/min srauto greitis, o skiedimo siurblys (0.5 %
acto rugstis) nustatornas 80 ml/m'i'r-w., gaunahf 400 mi/min bendrg operatyvinj-
srauto greit].

3) Naudojant LC sistemos Kkontroliavimo jtaisg, nustatomi tokie
chromatografijos kontroliavimo parametrai:

UV bangos ilgis 230 nm,

intervalas 2,54 AUFS,

laidumas X1000.
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4) I§ pradziy kolonélé plaunama 0,1 % acto rtgstimi, esant 400 mi/min
srauto greiciui, kol gaunama stabili laidumo bazine linija.

5) Kolonélé valoma 80 % etilo alkoholiu, 0,1 % acto rtgstimi, esant 400
ml/min srauto greiciui, kol gaunama stabili pH baziné linija.

6) Kolonélé plaunama 0,1 % acto rugstimi, kol gaunama stabili pH
baziné linija. :

7) Po plovimo atliekamas kolonelés testas dervos iSvalymui patikrinti.
Kolonélé eliuuojama 40 % etilo alkoholiu, 0,1 % acto rdgstimi 6 min, esant
400 ml/min srauto greiciui (tusciasis eliuavimas). Surinktas kolonélés tikrinimo
eliuatas analizuojamas QC metodu.

8) Kolonélé plaunama 0,1 % acto rlgstimi, esant 400 mi/min srauto
greidiui, kol gaunama stabili laidumo baziné linija.

9) Pabaigus plauti, nuo jleidimo atjungiamas WFI ir prijungiamas 250
mM natrio acetatas. Skiedimo siurblys pastatomas j 0,000 ml/min. padét].
Kolonélé lyginama 250 mM natrio acetatu, esant 400 mi/min srauto greiCiui,
kol gaunama stabili pH baziné linija.

10) Pasiekus iSlyginimg, | RP #2 kolonéle 400 mi/min greiCiu
jkraunamas CEX #3 eliuatas. Po meéginio jkrovimo jkrovimo konteineris
perplaunamas 1,0 | 250 mM natrio acetato.

11) Kolonele plaunama 250 mM natrio acetatu, esant 400 ml/min
srauto greiciui, 60 minuciy.

12) Po plovimo natrio acetatu natrio acetatas atjungiamas nuo
padavimo ir prijungiamas WFI. Skiedimo siurblys grazinamas | 80 ml/min.
srauto greiCio padét], ir kolonélé plaunama 0,1 % acto rdgstimi, esant 400
ml/min srauto greiciui, 25 minutes.

13) Po plovimo 0,1 % écto rlgstimi produktas eliuuojamas naudojant
40 % etilo alkoholj, 0,1 % acto rugst, esant 400 ml/min srauto greiCiui.
Surenkama visa produkto smaile, ir tirpalas liofilizuojamas gaunant iSgryninto
sCT miltelius.

14) Kolonélé valoma 80 % etilo alkoholiu, 0,1 % acto rlgstimi, esant

400 ml/min srauto greiciui, maziausiai 20 minuciy.
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15) |8valius kolonele, skiedimo siurblys pastatomas | 0,000
mi/min.padétj, ir kolonélé plaunama WFI, esant 400 ml/min. srauto greiiui,
maziausiai 5 minutes. |

16) Po plovimo WFI WFI atjungiamas nuo padavimo ir prijungiamas
0,5 N natrio hidroksidas. Kolonélé plaunama 0,5 N natrio hidroksidu
maziausiai 20 minuciy, esant 400 ml/min srauto greiciui. .

17) Nuo sistemos atjungiamas 0,5 N natrio hidroksidas ir prijungiamas
WFI. Kolonélé plaunama 50 % etilo alkoholiu, esant 400 ml/min srauto
greiciui, maziausiai 30 min. Kolonélé laikoma tokiomis salygomis.

18) RP #3 eliuatas laikomas 2-8 °C temperatdroje.

Nors §is iSradimas buvo apradytas remiantis konkreliais jo
igyvendinimo variantais, specialistams bus aiskios jvairios kitos jo variacijos ir
modifikacijos ir kitokie panaudojimo variantai. Todél Sis idradimas
neapsiriboja ¢ia duotais konkreCiais atvejais; jj apriboja toliau duodama

apibréztis.
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ISRADIMO APIBREZTIS
1. Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad jis susideda

a) koduojancios srities, kurioje yra peptidinj produktg lfoduojanc':ios
nukleortgstys, sujungtos skaitymo remelyje 3' kryptimi nuo signalinj peptida
koduojanéiy nukleorlgs¢iy, ir

b) kontroliné sritis, funkcisSkai sujungta su koduojancia sritimi; Sioje
Kontrolinéje srityje yra daug promotoriy ir bent viena ribosomy prisiriimo
'vieta, o bent vienas i§ minéty promotoriy yra tac.

2. Vektorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame yra
daug transkripcijos kaseciy, ir kiekvienoje kasetéje yra minéta kontroliné sritis
ir minéta koduojanti sritis.

3. Vektorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad minetoje
Kontrolinéje srityje yra tiksliai du promotoriai.

4. Vektorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame
minétoje Kontrolinéje srityje minétas tac promotorius yra 5 Kryptimi nuo kito
promotoriaus.

5. Vektorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéto
peptidinio produkto C-galiné aminordgstis yra glicinas.

6. Vektorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame yra
dar ir nukleorgstys, koduojancios bent vieng sekrecijg skatinantj peptida,.

7. Vektorius pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo kad §
sekrecijg skatinant] peptidg pasirenka i§ grupés, susidedancios i§ secY ir
priA-4.

8. Lalstelé-éeimininkas," transforrhUota arba transfekuota vektoriumi
pagal 1 punkta.

9. Lastelé-Seimininkas, transformuota arba transfekuota vektoriumi
pagal 6 punkta.

10. E. coli Seimininkas, turintis ir ekspresuojantis ekspresijos vektoriy,
kuriame yra daug sujungty viena paskui kitg transkripcijos kasediy, kur

Kiekvienoje kaseteje yra:
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a) koduojanti sritis, turinti peptidinj produkta koduojanCias
nukleorlgstis, sujungtas skaitymo rémelyje 3 kryptimi nuo signalinj peptidg
koduojanéiq nukleortgsciy, ir

b) kontroline sritis, funkcidkai sujungta su koduojancia sritimi, ir Sioje
kontrolinéje srityje yra daug vienas paskui kitg einanciy promotoriy ir bent
viena ribosomy prisiri§imo vieta, kur bent vienas i§ minéty prométbriq yra
pasirinktas i$ grupés, susidedancios i$ tac ir lac.

11. Lastele-8eimininkas, transformuota ekspresijos vektoriumi, kuriame
yra laios Kkalcitonino pirmtakg ekspresuojantis genas, ir Si Igstele-
Seimininkas yra E. coli BLR kamienas.

12. Lastelé-Seimininkas, transformuota ekspresijos vektoriumi, kuriame
yra su Kalcitonino genu susijusj peptidinj pirmtaka ekspresuojantis genas, ir
§i Iastelé-Seimininkas yra E. coli BLR kamienas.

13. Peptidinio produkto produkavimo bddas, besiskirianti tuo,
kad jis susideda i$ lasteliy-Seimininky pagal 8 punktg kultivavimo augimo
terpéje ir po to Sio peptidinio produkto iSgavimo i3 terpés, kurioje buvo
kultivuotos Igstelés-Seimininkai.

14. Peptidinio produkto produkavimo bldas, besiskiriantis
tuo, kad jis susideda i$ Igsteliu-Seimininky pagal 9 punkta kultivavimo augimo
terpeje ir po to Sio peptidinio produkto iSgavimo i$ terpés, kurioje buvo
kultivuotos lgsteles-Seimininkai.

15. Peptidinio produkto produkavimo bldas, besiskiriantis
tuo, kad jis susideda i$ tokiy stadijy: -

(a) lgsteliy-Seimininky pagal 8 punktg kultivavimo, augimo terpéje
esant anglies Saltiniui ir indukuojant peptidinio produkio ekspresija,
kontroliuojant minéty lgsteliy augimo greitj tarp 0,05 ir 0,20 padvigubejimu
per valandg; ir po to

(b) mineto peptidinio produkto isgavimo is terpés.

16. Budas pagal 15 punktg, besiskiriantis tuo, kad bent jau
minéto kontroliuojamo augimo metu terpéje yra membrang padarantis laidzia

glicino kiekis.
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17. Bldas pagal15 punktg, besiskiriantis tuo, kad mineto
peptidinio produkto iSgavimas susideda is:

(a) lasteliy-Seimininky atskyrimo nuo kultivavimo terpes;

(b) terpés chromatografavimo atvirk8tiniy faziy chromatografijos
metodu, ir peptidinj produkta turinciy frakcijy iSskyrimo; .

(c) minéty (b) stadijos frakcijy chromatografavimo Katijonu mainy
chromatografijos metodu; ir po to

(d) peptidinj produkta turinciy frakcijy iSskyrimo.

18. Amidinto peptido produkavimo bldas, besiskiriantis tuo,
kad jis susideda is:

(a) lasteliy-Seimininky, kurios ekspresuoja peptidinj produkta, turintj C-
galinj glicing kartu su N-galiniu signaliniu  peptidu, kultivavimo
kontroliuojamomis salygomis, kad minety lgsteliy augimo greitis bty 0,05-
0,20 padvigubéjimy per valanda ribose, kuriose Kkultivavimas yra
indukuojamas tam tikrg minéto kontroliuojamo augimo laikotarpj;

(b) minéto peptidinio produkto iSgavimo i$ augimo terpes; ir

(c) minéto peptidinio produkto pavertimo | amidintg peptida,
paverciant minétg C-galinj glicing amino grupe.

19. Budas pagal 18 punktg, besiskiriantis tuo, kad pavertimg
amidintu peptidu vykdo:

(@) pagamindami reakcijos misinj, kuriame minetg peptidinj produkta
veikia deguonimi ir redukcijos agentu esant peptidilglicing a-amidinancios
monooksigenazés arba peptidilglicing a-hidroksilinancios monooksigenazes;

(b) jeigu (a) stadijoje nenaudojama peptidilglicing «-amidinanti
monooksigenaze ir jeigu reakcijos misinys dar néra pakankamai bazinis,
padidina reakcijos misinio pH.kol jis tamba bazinis; ir

(c) iSgauna minétg amidintg peptidg i§ minéto reakcijos misinio.

20. Tiesioginés peptidinio produkto ekspresijos | augimo terpe
budas, besiskiriantis tuo, kad jis susideda i$ tokiy stadiju:

(a) lasteliy-Seimininky, kurios ekspresuoja peptidinj produktg kartu su
signaliniu peptidu, kultivavimo Kontroliuojamomis salygomis, kuriose minéty

lasteliy augimo greitis blty 0,05-0,20 padvigubéjimy per valanda ribose ir
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kuriose kultivavimas yra indukuojamas tam tikrg minéto kontroliuojamo
augimo laikotarpj; ir

(b) minéto peptidinio produkto iSgavimo i$ kultivavimo terpés,
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