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(57) Изобретение -относится к г е н е т и -
ч е с к о й инженерии, в ч а с т н о с т и к к о н -
струированию рекомбинантных пл.аэмид-
Ных ДНК для получения интерферонов.
Плазмиду р9А2 или Е79Е9 п е р е в а р и в а -
ют р е с т р и к т а з о й Ava I I , полученную

Изобретение о т н о с и т с я к г е н е т и ч е с -
кой инженерии, в ч а с т н о с т и к к о н с т -
руированию экспрессионных плазмид
для получения интерФеронов, а имен-
но к способу конструирования э к с п р е с -
сиокных плазмид pRHWl 1 и pRITVlZ, к о -
дирующих новые интерФероны.

Способ осуіцествляют следующим
о б р а з о м .

Человеческую В-лимфомную линию
к л е т о к , например Namalma-клетки,

в с т а в к у к ДНК переваривают Sa и ЗА,
выделяют Фрагмент длиной 189 п . о , ,
плазмиду pER33 переваривают р е с т р и к -
татами EcoR T и Pvu I I , Фрагмент
длиной 389 и . о . д а л е е переваривают
энзимом Ра и ЗА, выделяют фрагмент
длиной 108 п . о . , который лигируют
с фрагментом длиной 189 п . о , , попу-*
ченную ДНК обрабатывают Hind I I I и
лигирутат с Hind I I I линеаризованной
плазмидой ER 103, полученной реком-
бинантной ДНК трансЛо рмируют штамм
Е. c o l i HB 101, полученную при этом
плазмиду pRHW 10 переваривают Bam H I ,
инкубируют в присутствии фрагмента
Кленова ДНК-полимеразы 1 и четырех
д е з о к с и н у к л е о з и д т р и ф о с ф а ю в , п л а з м и -
ду обрабатывают энзимом Nco I , выде-
ляют большой фрагмент Nco I - Alu I
плазмиды р9А2 или Е79Е9, который
получают в р е з у л ь т а т е о б р а б о т к и п л а з -
мйды Ava I I с последующим гидролизом
Nco I и Alu I , рекомбипантной п л а э -
мидой ДНК трансформируют Е. c o l i
НВ 3 0 1 . I т а б л .

обрабатывают вирусом, например
d a i - в и р у с . Вьделяют образовавшуюся
из стимулированных Namalva-клеток
мРНК и используют ее в к а ч е с т в е м а т -
рицы для с и н т е з а к Дії К. Чтобы повы-
сить выход специфических для и н т е р -
ферона п о с л е д о в а т е л ь н о с т е й в п р о ц е с -
се клонирования, мРНК-препарат р а з -
деляют в с а к а р а х с градиентом п л о т -
ности с о о т в е т с т в е н н о на различной
длины индивидуальные мРНК-молекулы.
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Предпочтительнее собирать (накапли-
вать) мРНК в области около 12S (при-
мерно 800 - 1000 основании мРНК).
В атой области седиментирует специ- ,
фическая для об — и jb -интерферонов
мРПК. мРНК из "этой области градиентов кон-
центрируется благодаря осаждению и ^
растворению в воде.

Составление библиотеки кДНК осу- JQ
ществляют известными методами. мРНК
снабжают добавкой олиго-dt. Затем благо-
даря добавке четырех дезоксинуклеоэид-
трифосфатов(6АТР, dGTPs dCTP , <ШТ)
и фермента обратной транскрилтазы в 75
соответственно буферированном раство-
ре в течение 1 ч при 45°С синтезиру-,
шт кДНК. Благодаря экстракции хлоро-
формом и хроматографии на колонке
с гелем, например через сефадекс G50, 20
очищают гибрид кДНК/мРНК. РНК гидро-
лизуют благодаря обработке щелочью
(0,3 моль NaOH при 50°С, 1 ч) , и
кДНК после нейтрализации с помощью
кислого раствора ацетата натрия 25
осаждают этанолом, После добаяки
дезоксинуклеозидтригЪосфатов и E . c o l i
ДНК-полимеразы-1 в соответствующий
раствор осуществляют двухнитевой,
(двойной) с и н т е з , причем ДНК служит зо
одновременно как матрица и как з а т -
равка благодаря образованию структуры
типа шпильки на своем 3 -конце (6 ч
при 15°с) . После экстракции фенолом,
хроматографии на сефадексе G50 и осаж- «
дения этанолом ДНК в пригодном раст-
воре подвергают обработке специфичес-
кой эндонуклеазой S I . При этом р а с -
падается структура шпильки, а т а к -
же непревращенная в двойную нить ДНК. 40
После экстракции хлороформом и осаж-
дения этанолом двухнитевую ДНК
(ds ДНК) разделяют по величине в
сахарах с градиентом плотности. Для
следующей стадии клонирования пред- 45
почтительно применяют только ds ДНК
размером 600 Ьр и более, чтобы повы-
сить вероятность получения кионов,
которые содержат комплектную кодирую-
щую ПОСЛеДОВатеЛЬНОСТЬ НОВЫХ ИНТер- tQ
й ронов. ds ДНК длиной более 600 Ьр
концентрируют из градиентов путем
осаждения этанолом и растворения в
воде.

Для того, чтобы увеличить образо-
вавшиеся ds ДНК-молекулы, их нужно
сначала внести з соответствующий век-
тор, а затем в бактерию E . c o l i , Век-
тор представляет собой плазмиду pBR
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322. Эта плазмида состоит из реплпко-

на и двух селекционных маркеров, Они

придают хозяину резнетентность против

антибиотиков ампициллина и тетрацик-

лина (Ар'\ Тс
г
). Ген для (Ь -лактамаэы

(Ар )содержит последовательность для

распознавания рестрикционной эндо-

нуклеазы Pst I. pBR 322 можно разре-

зать с помощью Ps t T. Выступающие

З'-концы удлиняются с помощью концево-і

го фермента дезоксинуклеотидтрансфе-

разы (TdT) при помещении dGTP в соот-

ветственно буферированный раствор. Од-

новременно также на 3-концах удлиня-

ется ds ДНК с помощью фермента TdT ' '

при применении dCTP, Гомополимерные

концы плаямйды и ds ДНК смешивают

в' соответствующих концентрационных

соотношениях и при пригодных условиях

температуры, солевых и буферных усло-

виях.

Е. coli штамма НВ 101 (генотип F-,

hsds 20 (r-B, m-B) rec AI3, ага-14, -

proA2, lacVl, galK2/ rpsL12O (Smr),

xyI-5 , mt1-1, supE44, 1ambda-) обраба-

тывают путем выращивания в CaCl^.

Компетентный Е. coli НВ 101 смешивают <

с ДНК и после инкубации при 0°С транс-

формируют полученной плазмидной ДКК

путем теплового нагрева при 42 С в

течение 2 мин. Затем трансформирован-

ные бактерии помещают на содержащие

тетрациклинагаровые пластинки (10 мкг

на 1 мл). На этом агаре могут расти

только Е. coli НВ 101, которые воспри-

няли векторную или рекомбииантную

векторную молекулу (Тс ). Рекомбинант-

ные вектор-dc ДНК-молекулы передают

хозяину генотип Ар ТС , так как бла-

годаря введению ds ДНК в ft-лактамазу-

ген разрушается информация для [$ -лак-

тамазы. Клоны переносят на агаровые

пластинки, которые содержат 50 мкг/мл

ампициллина. Растет только примерно

3%, что означает, что 97% клонов со-

держат вставку dsДНК-молекулы. Из них

28600 клонов переносят индивидуально

в лунки (выемки) пластинок для мик-

ротитрования, которые содержат пита-

тельную среду, 10 мкг/мл тетрацик-

лина и глицерина. После того, как

клоны увеличиваются в них, пластинки

хранят при -70 С (кДНК-Оиблиотека).

Клоны после размораживания перено-

сят на нитроцеллктозные фильтры. Эти

фильтры расположены на содержащем

тетрациклин питательном агаре. После
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увеличения колоний бактерии ДНК бак-
терии фиксируют на фильтре.

В качестве образца служит предпоч-

тительно вставка клона рЕКЗЗ, которая

содержит 'ген для IFlW-2-Arg. Благо-
 5

даря никтрансляции этот кусок ДНК

радиоактивно маркируют, причем приме-

няется ДНК-полимераза I, dATP, dGTP,

dTTP и об "P-dCTP. Нитроцеллюлозные
10

фильтры п-ри пригодных нестрогих

условиях гибридизации предваритель-

но прежде всего обрабатывают без до-

бавки радиоактивного образца и затем

гибридизируют примерно в течение 16 ч *е

при добавке радиоактивного образца.

После этого фильтры промывают также в

нестрогих условиях. Благодаря низкой

строгости (точности) гибридизации

и промывки охватывают не только со- 20

держащие интерферон-о(-2-А^-клоны, но

также другие интерферонсодержадие

клоны, последовательности которых

могут заметно отклоняться от последо-

вательностей до сих пор известного ин- 25

терферона-#. После высушивания фильт-

ры экспонируют на рентгеновской плен-

ке. Почернение, которое четко нахо-

дится над уровнем фона, показывает

наличие клона со специфическими ин- ЗО

терферону последовательностями.

Так как,сигналы радиоактивности

имеют различное качество, то положи-

тельные клоны, подозреваемые как поло-

жительно реагирующие клоны, выращива-

ют в маленьком масштабе, Плазмидную

ДНК-молекулы изолируют, переваривают

с рестрикционной зондонуклеазой Pst I

и разделяют по размеру электрофорети-

чески на агаровом геле (геле агарозы)

ДНК в геле агарозы (агаровом геле)

по методу Саутерна переносят на нитро-

целлюлозный фильтр. ДНК этого фильтра

гибридизируют с помощью радиоактив-

ного, содержащего IFN-ген, денатуриро-

ванного образца. В качестве положи-

тельного контроля служит плазмида

IF7 (хранится в DS М под номером 2362)
т

содержащая ген для интерферона о£-2-
arg. Ауторадиограмма четко показывает
что клон F76E9 и клон Р9А2 содержат

последовательность, которая гибридизи-

руется при нестрогих условиях с по-

мощью гена интерферона об-2-Arg. Для

того, чтобы подробнее охарактеризо-

вать ds ДНК-вставку клона Е76Е9 и

клона Р9А2, плазмиды этих клонов при-

готовляют в большем масштабе. ДНК пе-

реваривают различными рестрикционными

35
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эндонуклеазами, например с Alul,

|Sau ЗА, Bg III, Hinf T, Pst I и

Hae III, Образовавшиеся фрагменты

'разделяют в агаровом (агарозном) ге-

ле. Благодаря сравнению с соответст-

вующими маркерами величин, например

с фрагментами, которые образуются пу-

тем переваривания pBR 322 с рестрик-

ционной эндонуклеазой Hinf I, соот-

ветственно Н а е Ш , определяют разме-

ры фрагментов. Определяют последова-

тельность этих фрагментов. Сделан вы—

вод, что в случае вставки клонов -.

Е76Е9 и Р9А2 речь идет о до сих пор

неизвестных интерфероногенах, а имен-

но о омега-интерферонах.

Информацию об омега-интерферонах

используют для того, чтобы переварить

кДНК-ставку с рестрикционными эндо-

нуклеазами. Образовавшиеся фрагменты

лигируют в ds ДНК-форму (репликатив-

ная форма) МІЗ тр9 и секвенсируют с

помощью дидеокси-метода ganger. Од-

нонитевую ДНК рекомбинантных фагов

изолируют. После связывания синтети-

ческого олигомера в четырех отдель-

ных приготовлениях осуществляют двух-

нитевые синтезы при применении боль-

шого фрагмента ДНК-полимеразы 1 из

E.coli (фрагмент Кленова). В каждой

из четырех частичных реакций добавля-

ют один из четырех дидезоксинуклеозид-

трифосфатов (ddATP; ddCTP; ddCTP;

ddTTP). Это приводит к статистически

распределенным обрывам цепи в тех

местах, на которых в матрице ДНК нахо-

дится дополнительное к соответствую-

щему дидезоксинуклеозидтрифосфату ос-

нование. Кроме того, дополнительно

используют радиоактивно маркированный

dATP. По окончании реакции синтеза

продукты денатурируют и однонитевые

ДНК-фрагменты разделяют по величине

в денатурирующем полиакриламидном ге-

ле. После этого гель экспонируют на
f

рентгеновской пленке. Из ауторадио-

граммы можно определить ДНК-последо-

вательность рекомбинантного МІ З фага.

Последовательность вставки различных

рекомбинантных фагов определяют с по-

мощью пригодной компьютерной програм-

мы.

Изолированная кДНК клона Е76ЕД для

омега (Сіи)-интерферона длиной 858

пар оснований имеет 3 -нетранслиро-

ванную область. Область, которая ко-

дирует зрелый омега (Glu)-интерферон,
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доходит от нуклеотида 9 до нуклеоти-

да 524. Изолированная кДНК клона

Р9А2 для омега (Glu)-интерферона дли-

ной 877 пар оснований, кодирующая

зрелый омега-интерферон, доходит от

нуклеотида 8 до нуклеотида 523. з'-

Нетранслированная область в случае

Р9А2 доходит до поли-А-отрезка (участ

ка) .

ДНК-последовательность, кодирую-

щая омега-интерферон, полностью со-

держится в клонах Е76Е9 и Р9А2. Они

начинаются на N-терминальном конце

аминокислот цистеин-аспарагиновая кис-

лота - лейцин. Оба зрелых омега-ин-

терферона имеют длину !72 аминокисло-

ты, что четко отклоняется от длин обо-

их известных интерферонов, например

166 (соответственно 165).аминокислот 20

£ случае об-интерферонов. Оба оме-

15

га-интерферона обладают потенциальным

участком N-гликозидирования в положе-

нии 78 аминокислот (аспарагин-метио-

нин-треонин),

Сравнение ДНК клона Е76Е9 и клона

Р9А2 показывает различие. Кодирующий

аминокислоту 111 триплет в клоне

Е76Е9 представляет собой GAG и коди-

рует глутаминовую кислоту, в то вре-

мя как этот триплет в клоне Р9А2 пред-

ставляет собой GGG и кодирует глицин.

Оба омега-интерферон-протеина поэто-

му различаются одной аминокислотой

и обозначаются как омега (Glu)-HHTep-

ферон (Е67Е9) и омега (Сіи)-интерфе-

рон (Р9А2).
fl4

Сравнение обоих омега-интерферо-

нов с до сих пор известным челове-

ческим об-интерфероном дает следую-

щую картину (см.таблицу).

Характеристика I Омега Альфа

Длина п р о т е и -
на в а м и н о к и с -
лотах 172 166
Потенциальное
место N-гликози-
лирования в по- ^
ложении 78 "

Интерферон альфа-А имеет только
165 аминокислот.
Интерферон альфа-Н имеет потен-
циальное место для N-гликозилиро-
вания в положении 75,

Е. coli НВ 101 с плазмидой Е76Е9

и Е. coli 101 с плазмидой Р9А2 де-

понированы (3.7.1984) в немецкой кол-

лекции микроорганизмов (I S М Got-

tingen) под номером PSM 3003, соот-

ветственно DSM 3004.

Для доказательства того, что

вновь найденные клоны продуцируют

подобную интерферону активность,

например культивируют клон Е76Е9, и

EcoRI Sau3A

лизат бактерий после его роста испы-
тывают в тесте сокращения пятна.

Однако гены экспрессируются в
45 плазмиде экспрессии pER 103, так

как этот вектор содержит все регуля-
ционные элементы, которые приводят
к высокой скорости экспрессии клони-
рованных генов. Согласно изобретению

50 Б плазмиде pBR 322 более короткий
EcoRl/Bam НІ-фрагмент заменен ДНК-
последовательностью формулы

gaattcacgct GATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTCGCGA

imRNA-Starr
ACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCTIAAAG ATG П 6

v RBS H i n d l l l

59



Cys Asp

TGT GAT С IFN - omega - Cen

Sau3A

I. Получение необходимых для этой
цели отдельных фрагментов ДНК.

Фрагмент а.

Для получения фрагмента а плазми-

ду, которая содержит ген для IFN-оме-

га, например плаэмиду Р9А2, перева-

10

1572419 10

ривают с рестрикционной эндонуклеа-

зой Avail. Ііосле хроматографии и

очистки полученной кДНК-вставки ее

переваривают с рестрикционными эндо-

нуклеазами N col и Alul двукратно и

после этого изолируют с помощью хро-

матографии и электроэлюирования.

Этот фрагмент содержит большую часть со~

ответствующего омега-интерфероногена.

Так, например, омега (Сіу)-интерферо-

ноген клона Р9А2 имеет следующую

структуру:

15

His Gly Leu Leu Ser Arg Asn Thr Leu CNcol CAT GGC СТА CTT AGC

AGG AAC ACC TTG 28

20 25 30

Val Leu Leu His Gin Met Arg Arg lie Ser Pro Phe Leu Cys Leu

GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA АТС ТСС CCT TTC TTG TGT CTC 73

35 40 45

Lys Asp Arg Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gin Glu Met Val Lys Gly

AAG GAG A.GA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG A.TG GTA. AAA GGG 118

50 55 60

Ser Gin Leu Gin Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met

AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TGT GTC CTC CAT GAG ATG 163

65 70 75

Leu Gin Gin lie Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser Ala

CTG CAG CAG АТС TTC AGC CTC TTC CAC АСА GAG CGC TCC TCT GCT ?08

80 85 90

Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gin Leu His Thr Gly Leu His

GCC TGG AAC ATG ACC CTC СТА GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253

95 100 105

Gin Gin Leu Gin His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gin Val Val Gly

CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 298

ПО 115. 120
Glu Gly Glu Ser Ala Gly Ala H e Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu

GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343
125 130 135

Ar Ar Tyr Fhe Gin Gly H e Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys

AGG AGG TAC TTC CAG GGA АТС CGT GTC TAC CTG AAA CAG AAG AAA 388

140 145 150

Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Met Glu H e Met Lys

TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA АТС ATG AAA 433

155 160 165

Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met Gin Glu Arg Leu Arg Ser Lys

TCC TTG TTC TTA TCA АСА AAQ ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 478

170

Asp Arg Asp Leu Gly Ser Ser

GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530
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ТААСАҐ т rGCACATGTO ACTCIGGICAATTCMAACACICT IA1TTCGGC ГТ1ЛАТСАС 589

AGAA1TGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648

AAAAGACTfAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707

TIATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTIATATTCTTATATAAC/AATGTTTGCC 766

TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGct 802

Фрагмент б

Для получения фрагмента б плазми-

ду Р9А2 переварі вают с рестрикцион-

ной эндонуклеазой Avail. После хро-

матографии и очистки полученной кДНК-

Alul * <

вставки ее переваривают дапее с рест

!5 рикционной эндонуклеазой Sau3A и

желательной длиной 189 Ьр фрагмент

изолируют с помощью хроматографии

и электроэлюнрованич. Он имеет

следующую структуру:
20

Ї5

42

5 10

Asp Leu Pro Gin Asn His GlyLeu Leu S^" Arg Asn Thr Leu

Sau3A GAT CTG CCT CAG AAC CAT CGC CT/ CTT AGC AGG AAG ACC TTG

20
 N c o 1

 25 30

Val Leu Leu His Gin Met Arg Arg lie Ser Pro Phe Leu Cys Leu

GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA АТС ТСС CGT TTC TFG TGT CTC 87

35 чО 45

lys Asp Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gin Glu Met Val Lys Gly

AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC СГС CAG GAG ATG GTA AAA GGG 132

50 55 60

Ser Gin Leu Gin Lys Ala His Val MtL Ser Val Leu His Glu Met

ACG CAG TTG CAG AAG GGC CAT G1C ATG TCT GTC CTC CAT GAC ATG

Leu Gin Gin H e

CTG CAG CASauiAg ate

Фрагмент с.

Для получения фрагмента с плазми

ду pER 33 двукратно переваривают с

рестрикционными ферментами EcoRI и

PvuII. Полученный после ^.ракциониро

вания на агаровом (агарезном) геле

и очистки фрагмент длиной 389 Ьр, к

горый содержит Trp-промотор, рибо-

177

189

4 0

сомальное место связывания и старто-

выи (инициирующий) кодон, затем пере-

варивагот с Sau3A. Желательный фраг-

мент длиной 10S Ьр получают путем

._ электрофореза на агаровом (агароз-

ном) геле, электроэлюрроваиия и очигт-

К
и на колонке Elutip, Он имеет еле-

дующую структуру:

EcoRI Sau3A

gaattcacget GATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTGCCGA

ACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCITAAAG ATG

59

116

RBS Hind Til

Cys Asp

TGT gate

Sau3A
123
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Пиіирование фрагментов б и с .
Фрагменты б и с лигируіот 14-лига-

зон и после разрушения фермента рпя-

Hind III

ре л «нот с помощью Hind III. Этот лиги-

роваиный фрагмент имеет следующую

структ уру;

ЇМсоІ

a AGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA GTTAGCAGGA 50

ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGACCA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100

CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCrCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150

CCAGTTGCAG AAGGGCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCvGC 200

AGATCACACA TCTTTAagct •

Sau3A Hind III

Этот необходимый для получения

плазмиды pRHWIO ДНК-фрагмент можно

также приготовить путем применения

двух синтетически полученных олиго-

пуклеотидов:

Олигонуклеотид формулы

АСС1ТАААСАТС1СТ-3'оставляют дефосфо-

рилированиым на своем 5
1
 -конце.

Олигонуклеотнд формулы 5'-

GATCACACATCTTTA-3
1
, кинаэирует на 5'-

конде с помощью Т.-починуклеотид& иказы

и АГР. При гибридизации обоих олиго-

ігуклеотидов получают следующий короткий on

ДНК-фрагмент:

5
f
- AGCTTAAAGATGTGT З*

20

25

3'~ ATTTCTACACACTAGp 5

35

45

Благодаря этому на конце образуется

типичный для Hind III 5-переход и

на другом конце - типичный для Sau3A

5-переход.

Фрагмент б дефосфорилируют при при-40

менении фосфотазы из телячьего ки-

шечника. Фрагмент б и вышеописанный

фрагмент собирают вместе к связывают

Друг с другом с помощью Т^-лигазы.

Так как лигазе необходим по край-

ней мере один содержащий з -фосфат

конец, можно связать только кусок син-

тетической ДНК с фрагментом б или

два синтетических фрагмента по их

Sau ЗА-концам. Так как оба получен-

ных в результате фрагмента различают-

ся по своей длине, их можно разделять

путем селективного осаждения изопро-

панолом. Таким образом, очищенный

фрагмент фосфорилируют с помощью Ту-

полинуклеотидкиназы и АТР,

П р и м е р 2.

II. Получение экспрессионных плаз-

мид.

50

55

а. Получение плазмиды pRHWIO,

Линеаризируют экспрессионную плаз-

миду pER 103 с помощью Hind 3II и

затем обрабатывают фосфатазой те-

лячьего кишечника. После изолирова-

ния и очистки таким образом получен-

ную ДНК дефосфорилируют и после это-

го лигируіот с помощью лигированных

фрагментов б и с (после их перевари-

вания с Hind III). Затем Е. coli

НВ 101 трансформируют полученной пос-

ле лигирования смесью и культивируют

на LB-arape плюс 50 мкг/мл ампицил-

лина. Обладающая желательной струк-

турой плазмида получила название

pRHWIO, которая после его репликации

служила в качестве промежуточного про-

дукта для получения дальнейших плаз-

мид.

б. Получение плазмиды pRHW12.

К разрезанной с помощью Ват НІ і

гшазмиде pRHVMO добавляют фрагмент

Кленова ДНК-полимеразы 1 и 4 деэокси-^

иуклеозидтрифосфата. Полученную после

инкубации линеаризированную и снаб-

женную тупыми концами плазмиду очища-

ют и затем разрезают с помощью Ncol.

Больший фрагмент, который получает-

ся с помощью электрофореза на агаро-

вом (агарозном) геле, электроэлюиро-

вания и Elutip-очистки по типу элю-

ирования, лигируют с помощью фрагмен-

та а. Затем смесь после лигирования

трансформируют в Е. coli НВ Ї0І и

культивируют на LB-arape плюс 50 мкг/мл

ампициллина. Обладающая желат ельной

структурой плазмида получила назва-

ние pRHW12, 1 л полученной таким об-

разом инкубированной бактериальной

культуры (оптическая плотность 0,6

при 600 нм).содержит 1-Ю междуна-

родных единиц интерферона.
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в. Получение плазмиды pRHWl1.
К разрезанной с помощью Bam hi

плазмиде pRHWIO добавляют фрагмент
Кленова ДНК-полимеразы I и 4 дезок-
синуклеозидфосфата. Полученная после
инкубации линеаризированная,снабжен-
ная линейными концами плазмида счита-
ется и затем разрезается с помощью
Ncol. Больший фрагмент, который по- .Q
лучается с помощью электрофореза в
агарозном геле, электроэлюирования
и Elutip-очистки (по типу элюирова-
ния), лигируется с помощью получен-
ного аналогично из плазмиды Е79Е9 jg
фрагмента а, в котором лишь кодирую-
щий III аминокислоту - (Gly) GGG-ко-
дон заменен на GAG-кодон (Glu). За-
тем полученной после лигирования
смесью трансформируют Е. coli HB І01 20
и культивируют на LB-агаре. Обладаю-
щая желательной структурой плазмида
получила название pRHWI1. pRHWlI экск-
ретирует желательный омега-(Gly)-ин-
терферон, 25

П р и м е р 1. Нахождение специфи-
ческих к IFN-последовательности кло-
нов.

а. Приготовление кДНК-библиотеки.
мРНК из стимулированных вирусом 30

Sendai-клеток применяют в качестве
исходного материала для приготовле-
ния кДНК-банка по известным из лите-
ратуры методам. Образовавшиеся 30000
клонов переносят индивидуально в ,,
углубления (лунки) пластин для мик-
ротитрования. Используют следующую
среду для роста и замораживания коло-
ний: 1-0 г триптона; 5 г дрожжевого
экстракта; 5 г NaCl; 0,51 г цитрата 40
натрия Х2 Н*0; 7,5 г K

2
hPO

4
'2 Н

г
О;

1,8 г КН
2
РО

4
; 0,09 rMgSO

4
.7H

z
O;

0°9 г (NH
4
)

2
SO

4
; 44 г глицерина;

0,01 г тетрациклин УНС1; вода до
1 л. 45

Для микротитрования пластины с
индивидуальными клонами инкубируют
в течение ночи при 37 С и затем хра-
нят при -70°С.

б. Гибридизирующая проба (образец). \Q
В качестве исходного материала гиб-

ридизирующего образца служит реком-
бинантная плазмида pBR 33, Эта плазми-
да содержит кодирующую область для ,
зрелого интерферона IFN-2 arg плюс ^
190 оснований З' -нетрансляцированной
области. 20 мкг peR 33 инкубируют в
течение 1 ч при 37°С с 30 ед. Hind
III рестрикционной эндонуклеазы в

9
 16

200 мкл реакционного буфера (10 мМ
трис-НСЇ, рН 1\ 10 мМ MgCl

2
; 1 мМ

дитиотрейтода (ДТТ);50 мМ NaCl). Ре-
акцию прекращают добавлением 1/25
объема 0,5 М эгилендиаминтетрауксус-
нои кислоты (ЭДТА) и прогревают при
70 С в течение 10 мин. После добав-
ления 1/4 объема 5х буфера (Ь0% гли-
церина; 40 мМ грис-уксусной кислоты,
рН 7; 8; 50 мМ ЕДТА, 0,05% додецил-.
сульфата натрия (SDS); 0,1% бромфено-
лового синего) образовавшиеся фраг-
менты разделяют по величине в 1%-ном
агарозном геле (гель-буфер и электрод-
ный буфер (ТВЕ): 10,8 г/л трис-гидр-
оксиметиламинометана (трис-основания);
5,5 г/л борной кислоты; 0,93 г/л
ЕДТА). После инкубации геля в раство-
ре бромистого этидия (0,5 мкг/мл)
участок геля, который содержит фраг-
мент ДНК с геном IFN (длиной пример-
но 800 Ьр), вырезают. ДНК электро-
элюируют в І/1 Ох ТБЕ-буфере. Раствор
ДНК экстрагируют однократно фенолом
и четырехкратно эфиром и ДНК осаж-
дают добавлением 1/10 объема З М аце-
тата натрия (Na AC), рН 5,8, и 2,5
объемами этанола при -20 С. Осадок
ДНК промывают однократно 70%-ным эта-
нолом и высушивают в течение 5 мин в
вакууме. ДНК растворяют в 50 мкл во-
ды (примерно 50 мкг/мкл). Эту ДНК ме-
тят методом перемещения разрыва:
50 мкл реакционной смеси содержит
50 мМ трис-НСЇ; рН 7,8; 5 иМ MgCl^;
10 мМ меркаптоэтанола; 100 нг ДНК-
вставки pER 33, 16 нг DNaSel; 25 мкм
dATP; 25 мкм d GTP; 25 мкм dTTP;
20 мкСі [V

n
-Pj-d CTP (более 3000 Сі/

ммоль), а также 3 ед. ДНК-полимера-
зы І (Е. coli). Реакцию проводят
при 14°С в течение 40 мин. Реакцию
заканчивают добавлением 1 объема раст-
вора, содержащего 50 мМ EDTA; 2% SDS;
10 мМ трис-HCl, рН 7,6, и прогревают
•при 70°С в течение 10 мин. ДНК отде-
ляют путем хроматографии через сефа-
декс G 100 в ТЕ-буфере (10 мМ трис-
НСЇ, рН 8,0; 1 мМ ЕДТА) от невклю-
ченной радиоактивности. Радиоактив-
но меченный образец (проба) имеет
удельную активность примерно 4 х

it 10 срм/мкг.
в. Скрининг клонов на содержание і

вставок гена IFN.
Вмороженные в микротитр-пластины

бактериальные культуры оттаивают (а).
Кусок нитроцеллюлозного фильтра соот-
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ветствующего размера (размер пор

0,45 мкм) помещают на LB-arap (LB-

агар:10 г/л триптона; 5 г/л дрож-

жевого экстракта; 5 г/л NaCl; 15 г/л

бакто-агара; 20 мг/л тетрациклин- **

НС!). С помощью приспособленного к

микротитропластинкам штампа индиви-

дуальные клоны переносят на нитро-

целлюлозный фильтр. Бактерии выра- ««

щивают в течение ночи при 37°С до

больших [диаметром примерно Ъ мм) '

колоний. Для разрушения бактерий и -

денатурирования ДНК нитроцеллюлозпые

фильтры помещают по очереди на стоп- \с

ку пропитанных следующими раствора-

ми фильтров из ватмана ЗММ:1 - на

8 мин в 0,5 М NaOH; 2 - на 2 мин в

I M трис-НСІ,
 Р
Н 7,4; 3 - на 2 мин

в 1 М трис-НСІ, рН 7,4, и 4 - на 20

4 мин в 1,5 М NaCl, 0,5 М трис-НСІ,

рН 7,4. Фильтры высушивают на возду-

хе и затем выдерживают 2 ч при S0°С.

Предварительную обработку фильтров

осуществляют в течение 4 ч при 65 С 25

в растворе для гибридизации, состоя-

щем из 6х SSC (Ix SSC соответствует

0,15 М NaCl, 0,015 М тринатрийцитра-

та, рН 7,0), 5 х раствора Денхардта

(їх раствор Денхардта соответствует 30

0,02% PVP (поливинилпирролидон);

0,02% Ficoll (молекулярный вес 40000D
1

0,02% BSA (альбумин бычьей сыворотки)

и 0,1% SDS (додецилсульфата натрия).

На фильтр берут примерно 1-10 срм

пробы, приготовленной согласно (б),

денатурируют кипячением и добавляют

в гибридизационную смесь. Гибриди-

зацию проводят в течение 16 ч при

65 С. Отмывку фильтра осуществляют 40

при 65 С четырехкратной промывкой в

течение 1 ч в буфере Зх SSC/01% SDS.

Фильтры высушивают на воздухе, пок-

рывают тонкой пленкой и экспонируют

на пленке Кодак X-Omats. 45

П р и м е р 2. Перенос по Саузер-

ну для подтверждения наличия TFN-re-

на в рекомбииантных плазмидах.

Из колоний, дающих положительный

сигнал при радиоавтографии, выращи- 50

вают культуры объемом 5 мл в течение

ночи при 37°С в LB-среде (lO г/л трип-

тона; 5 г/л дрожжевого экстракта;

5 г/л NaCl; 20 мг/л тетрациклина

х НС1). Плазмидную ДНК выцеляют*по 5̂

Birnboim и Doly. 1,5 мл суспензии

клеток центрифугируют и суспендиру-

ют при О С в 100 мкл лизисного раст-

вора, состоящего из 50 мМ глюкозы;

35

І0 мМ ЕДТА; 25 мМ трис-НСІ, рН 8,0,

и 4 мг/мл лизоцима. Инкубируют

5 мин при комнатной температуре, до-

бавляют 2 объема охлажденного льдом

раствора (0,2 М NaOH и 1% SDS), ин-

кубируют еще 5 мин, затем добавляют

150 мкл охлажденного льдом раствора

ацетата калия, рН 4,8, и инкубируют

в течение 5 мин. Образовавшийся оса-

док отделяют на центрифуге. Раствор

ДНК экстрагируют 1 объемной частью

смеси фенола с CHClj(1:l), ДНК осаж-

дают добавлением 2 объемов этанола.

После осаждения на центрифуге осадок

в пробирке промывают однократно

70%-ным этанолом и высушивают в тече-

ние 5 мин в вакууме. ДНК растворяют

в 50 мкл (ТЕ)-буфера. 10 мкл получен-

ного раствора добавляют в 50 мкл реак-

ционного буфера (10 мМ трис-НС1, рН

7,5; Ю мМ MgCl^i 50 мМ NaCl, 3 мМ

ДТТ), переваривают вместе с 10 ед.

Pstl-рестрикционной эндонуклеазы в те-

чение 1 ч при 37°С. Затем добавляют

1/25 объема 0,5 М ЕДТА; 1/4 объема

5х буфера, прогревают 10 мин при 70 С

ДНК разделяют электрофоретически в

1%-ном агарозном геле (ТВЕ-буфер),

ДНК из агароэного геля по методу Сау-

зерна переносят на нитроцеллюлозный

фильтр. ДНК в геле денатурируют в

течение I ч раствором 1,5 М NaCl/

/0,5 М NaOH. Затем в течение часа

нейтрализуют раствором 1 М трис х HCI,

рН 8 (1,5 М NaCl).ДНК переносят в 10х

SSC (1,5 М NaCl; 0,15 М цитрата нат-

рия; рН 7,0) на нитроцеллюлозный

фильтр. После полного переноса (при-

мерно 16 ч) фильтр быстро споласкива-

ют в 6х SSC-буфере, затем высушивают

на воздухе и после этого прогревают

в течение 2 ч при 80°С. Затем фильтр

обрабатывают при 65 С в течение 4 ч

с помощью 6х SSC/5x раствор Денхард-

та/0,1% SDS. Примерно 2*10* срм гибри-

дизационной пробы денатурируют нагре-

ванием до 100°С и затем вносят в

раствор для гибридизации. Продолжи-

тельность гибридизации составляет

16 ч при 65°С.

П р и м е р 3. Обнаружение интер-

феромовой активности в клоне Е76Е9,

100 мл культуры клона Е76Е9 выра-

шивают в LB-среде (см. пример 2) при

37 С до оптической плотности А
й 0 0

 -

= 0,8. Бактерии отделяют на центрифу-

ге в течение 10 мин при скорости

7000 об/мин, промывают однократно



19 15724

раствором 50 мМ трис х НС1, рН 8,0,

30 мМ JJaCl, суспендируют в 1,5 мл про-

мывочного раствора. Инкубируют с

мг/мл лиоцима при О С в течение

игучаса, бактериальную суспензию

пятикратно замораживают и оттаивают.

Остатки разрушенных клеток осаждают

путем центрифугирования в течение

1 ч при 40000 об/мин. Надосадочную \Q

жидкость стерильно отфильтровывают

и испытывают на интерфероновую ак-

тивность. В качестве теста применя-

ют бляшку редукционного теста с V3-

клетками и вирус Vesicular Stomati- 15

tis. Клон продуцируют до 9000 IV

(международных единиц) интерферона

на 1 л исходной культуры.

П р и м е р 4. Получение экспрес-

сивной плазмиды pRHWl2 и экспрессив- *0

ной плазмиды pRHWll.

а. Получение плазмиды pRHWIO.

100 мкг плазмиды Р9А2 гидролизуют

со 100 ед. рестрикционной эндонукле-

азы Avail. После гидролиза фермент 25

инактивируют путем нагревания при

70°С и полученные фрагменты разделя-

ют в 1,4%-ном агарозном геле с ТБЕ-

буфером соответственно размеру. Поло-

су, которая содержит зсю кДНК-вслав- 30

ку, электроэлюируют и очищают на

Elutip-колонке, Из полученных 20 мкг

6 мкг далее гидролизуют с рестрикци-

онной эндонуклеазой Sau3A (20 ед. в

100 мкл раствора). Фрагменты разделя- 35

ют в 2%-ном агарозном геле в ТБЕ-бу-

фере. После окрашивания с помощью

этидийбромида (EtBr) электроэлюируют

кусок ДНК длиной 189 Ьр и очищают

аналогично описанному, 40

Для того, чтобы ген интерферона

связать с промотором, местом связыва-

ния рибосомы и стартовым кодоном, со-

ответствующий кусок ДНК изолируют

из экспрессирующей плазмиды pER 33. 45

Для этой цели 50 мкг pER 33 двукрат-

но гидролизуют рекстрикционными фер-

ментами EcoRI и PvuII, полученные

фрагменты фракционируют соответствен-

но их размеру в 1,4%-ном агарозном 50

геле в ТВЕ-буфере. Кусок ДНК длиной

389 Ьр, который содержит Тгр-промо-

тор, место связывания рибосомы и стар-

товый [инициирующий] кодон, электро-

элюируют и очищают с помощью Elutip- 55

колонки. Полученный фрагмент затем

гидролизируют с Sau3A и получают тре-

буемый фрагмент длиной 108 Ьр путем

электрофореза в агарозном геле, элект-

9 20

роэлюирования и очистки на колонке

Elutip с выходом примерно 100 нг.

20 нг фрагмента 5* лигируют при

14°С в течение 18 ч с 20 нг фрагмен-

та с в объеме 40 мкл при применении

10 ед. Т
4
-лигазы в растворе, который

содержит 50 мМ трис-НСІ, рН 7,5;

10 мМ MgCl
4
; 1 мМ DTT и I мМ АТР.

Затем фермент инактивируют путем наг-

ревания цо 70 С и полученную ДНК

разрезают Hind III в объеме 50 мкл.

J0 мкг экспрессивной плазмиды pER

103 линеаризируют с помощью Hind III

в объеме 100 мкл. Инкубируют 2 ч при

37°С, добавляют 1 объем 2-фосфатаэ-

ного буфера (20 мм трис-НСІ, рН 9,2;

0,2 мМ ЕДТА) вместе с 1 ед. фосфа-

тдзы телячьего кишечника (СІР), Пос-

ле 30 мин при 45 С добавляют следую-

щую единицу CI? и инкубируют еще раз

в течение 30 мин. Полученную таким

образом ДНК очищают двукратной феноль

ной экстракцией, однократной экстрак-

цией СНС1з, осаждают добавлением

1/10 объема 0,3 М ацетата натрия

(рН 5,5) и 2,5 объемами этанола.

100 нг линеаризированного pER 103

и лигированных фрагментов S" и с (пос

ле Hind ІІІ-гидролиза) вносят в

100 мкл раствора, содержащего лигаз-

ный буфер, и лигируют при 14 С в

течение 18 ч с помощью Т
4
-ДНК-лигазы.

200 мкл компетентной Е. coli

ИВ 101 смешивают с 20 мкл легирую-

щей смеси и инкубируют в течение

45 мин на льду. Затем поглощение

ДНК полностью прекращают тепловым

нагревом в течение 2 мин при 42°С.

Суспензию клеток инкубируют 10 мин

на льду и наносят на LB-arap, содер-

жащий 50 мг/л ампициллина. Из полу-

ченных 24 колоний выделяют плазмид-

ную ДНК по методу Birnboim и Doly.

После гидролиза с различными рестрик-

ционными ферментами плазмида имеет

желательную структуру. Она получила

название pRHWIO,

б. Получение плазмиды pRHWl2.

Примерно Ю мкг плазмиды pRHWIO

разрезают Bam HI, затем добавляют

фрагмент Кленова ДНК-полимеразы 1 и

4 дезоксинуклеозидтркфосфата и инкуби

руют в течение 20 мин при комнатной

температуре. Полученную линеаризиро-

ванную плазмиду с тупыми концами очи-

щают фенольной экстракцией и осажде-

нием спиртом. После этого разрезают

рестрикционной эндонуклеазой Ncol в
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объеме 1 00 мкл. Больший фрагмент получа-

ют путем электрофореза в агарозном ге-

ле,, электроэлюнрования и очистки на

Elutip. Фрагмент q получают путем гид-

ролиза 4 мкг Avail-фрагмента, который

содержит Р9А2-кДНК-вставку, с Ncol и

Alul, причем получают примерно 2 мкг

фрагмента.

В последней стадии лигирования Фраг-,о

мент а и добавленный к нему дву-

кратно гидролизованный BamHI/Ncol

pRHWIO лигируют в объеме 10 мкл,

причем каждой ДНК используют по

10 нг. Цитирование достроенного Bam J5

HI-сайта рестрикции Alul дает снова

Ват НІ-сайт рестрикции.

I .- • ••

Полученной после лигирования ..-, •.

смесью трансформируют компетентные 20

клетки Е. coli HB 101 аналогично опи-

санному. Из полученных 40 колоний

выбирают одну, она получила название

PRHW12.

Плазмиду изолируют и EcoR I/Bam 25

НІ-вставку секвенируют дидезокси-
 (

..

методом. Плазмида имеет ожидаемую

последовательность.

в. Получение плаэмиды pRHVJl 1 .

Осуществляют аналогично примеру ЗО

4б. 1 мкг плазмиды pRHWIO гидролизу-

гот Bam HI.rОстрые концы полученных

ДНК делаются тупыми с помощью фраг-

мента Кленова ДНК-полимеразы 1 и 4

дезоксинуклеозидтрифосфатов, затем

линеаризированную ДНК разрезают с

помощью Ncol. Больший фрагмент полу-

чают электрофорезом в агарозном геле,

электроэлюированием и колоночной

хроматографией по типу элюирования. ^О

NcoI-AluI-фрагмент выделяют из

клона Е76Е9 аналогично примеру 4б.

Затем 10 нг векторной части лигиругот

с 10 нг кДНК-части в объеме 10 мкл в

соответствующих условиях и при при- ,с

менении 1 ед. Т
4
-лигазы. Полученной

смесью ДНК трансформируют Е. coli

HB 103, Селекцией полученных 45 ко-

лоний на содержащих ампициллин LB-чаш-

ках выбирают клон, который обозначают 50

pRHWl1. Выращивают соответствующий

клон, выделяют плазмидную ДНК. Ее

структуру подтверждают наличием нес-

кольких специфических мест разреза '

рестрикционной эндонуклеазой (Alul, <-<-

EcoRI, Hindlll, Ncol, PstI).

г. Экспрессия интерфероновой актив-

ности клетками Е. coli HB 101, содер-

жащими плазмиду pRHV12.

35

;9 •-•
 2 2

 - ; v
v
"

100 мл бактериальной культуры ин-

кубируют до оптической плотности

0,6 при 600 нм в минимальной среде

М9, которая содержит все аминокислоты

за исключением триптофана (20 мкг/мл

на аминокислоту); I мкг/мл тиамина;

0,2% глюкозы и 20 мкг/мл индол-(3)-

актиловой кислоты (IAA), индуктор

триптофан-оперона. Затем бактерии

осаждают путем центрифугирования -\ I:

(10 мин при 7000 об/мин), промывают

однократно буфером 50 мМ трис-НСІ,

рН 8; 30 мМ NaCl, суспендируют в

1,5 мл этого же буфера. Инкубируют в

течение 30 мин с 1 мг/мл лнзоцнна на

льду, бактерии 5 раз замораживают и

оттаивают. Обломки клеток удаляют

центрифугированием в течение 1 ч при

40000 об/мин. Надосадочную жидкость

стерильно фильтруют и испытывают на

интерфероновую активность в анализе

по методу уменьшения пятна при при-

менении человеческих А549 клеток и

Encophalomyocarditis-вируса.

Результат: 1 л приготовленной бак-

териальной культуры содержит 1-10

международных единиц интерферона,

ф о р м у л а и з о б р е т е н и я

Способ получения рекомбинантной

гшазмидной ДНК pRHWlI или pRHW12, -•

кодирующей омега-интерферон, включаю-

щий обработку плазмиды Р9А2 или

Е79Е9 эндонуклеазой Avail, выделение

вставки кДИК, обработку полученного

фрагмента зндонуклеазой Sau3A с после-

дующим выделением фрагмента размером

189 п.о ., обработку плазмиды энзима-'

ми EcoRI и PvuII, обработку полученно-

го фрагмента размером 389 п.о., со-

держащего trp-промотор, место рибом-

ного связывания и стартовый кодон,

эндонуклеазой Sau3A, выделение фраг-

мента размером 108 п.о., лигирование

полученного фрагмента с фрагментом

размером 189 п.о. с помощью ДНК-ли-

газы, обработку полученной плазмид-

ной ДНК эндонуклеазой Hindlll, де-

фосфорилирование, литированне полу-

ченных фрагментов, трансформирование

рекомбинантными плазмидными ДНК штам-

ма бактерий Е. coli HB 101, культиви-

рование штамма, выделение плазмиды

pRHWIO, обработку плазмиды pRHWIO

эндонуклеазой Bam HI, инкубирование

в присутствии фрагмента Кленова ДНК-

полимеразы 1 и четырех дезоксинукле-
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озндтрифоефатов, обработку эндонукле- которая в Hindi!I-сайте плазмиды pER

азой Ncol с последующим выделением ЮЗ содержит^ ДНК фрагмент со следую-

большего фрагмента плазмиды pRKWIO, щей нуклеотидной последовательностью:

Hindlll SauA Ncol

aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50

ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGA^nA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100

CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150

CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

AGATCACACA TCTTTAagctt

Sau3A ' Hindlll

лигирование полученного фрагмента с ботку полученной вставки кДНК энзина-

фрагментом NcoI-AluII плазмиды Р9А2 ми Ncol и Alul со следующей нуклео-

или Е79Е9, полученные путем перевари- тидной последовательностью:

вания плазмиды эндонуклеазами, обра- .

CAT GGG СТА СТТ AGC AGC AAC ACC TTG 28

Ncol

GTG СТТ CTG САС САА АТС AGG AGA АТС ТСС ССТ ТТС TTG TGT СТС 73

AAG GAC AGA AGA GAC ТТС AGG ТТС ССС OAG GAG АТС GTA AAA GGG 118

AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG ТСТ GTC СТС CAT GAG ATG 163

CTG CAG САС АТС ТТС AGC СТС ТТС САС АСА GAG CGC ТСС ТСТ GCT 208

GCC TGG AAC ATG АСС СТС CIA GAC САА СТС САС ACT GGA "СТТ CAT 252

CAG САА CTG САА САС CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 298

GAA GGA GAA ТСТ GCT GXG GCA ATT AGC AGC ССТ GCA CIG ACC TTG 343

AGG AGG ТАС ТТС CAG GGA АТС CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388

ТАС AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA АТС ATG AAA 433

TCC TTG TTC TTA TCA АСА AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 478

GAT AGA GAC CTG CGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530

' TAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTCT TATTTCGG CTTTAATCAC 589

AGAATTGACTGAATTAGTTGTCCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648

AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707

TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766

TTTACATTGTATTAACATAACAAAACATCTTCAGct 802

Alul
' I
где X - нуклеотид С или А, рекомбинантной плазмидной ДНК с пос-
хроматографии, лигирования и трансфор- ледующим выделением целевого продукта,
мацин штамма бактерий Е. c o l i НВ 10J 5 0
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