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KONSTRUEERITUD MATRIITSID JA NENDE KASUTAMINE
UKSIKPRAIMERI AMPLIFIKATSIOONIS

Tehnikavaldkond

Kéesolev leiutis kisitleb konstrueeritud matriitse, mis on mdeldud kasutamiseks
nukleiinhappe sihtmiérkjarjestuse amplifitseerimiseks. Leiutis késitleb tidpsemalt
pesistatud oligonukleotiidi ekstensioonireaktsiooniga (NOER) saadud konstrueeritud
matriitse, mis sisaldavad oma vastasotstes komplementaarseid jarjestusi. Konstrueeritud
matriits vSimaldab konstrueeritud maatriksis sihtmérkjirjestuse amplifitseerimiseks
itksikpraimeri amplifikatsiooni (SPA). Eriti kasulikes teostusviisides on poliipeptiidide
vbi proteiinide raamatukogu, nagu niiteks antikeha raamatukogu saamiseks

konstrueeritud maatriksite sihtmérkjéirjestused kloonitud ekspressioonivehiikulitesse.

Leiutustase

Nukleiinhappe amplifikatsiooni meetodid  ja amplifikatsiooniproduktide
avastamismeetodid voimaldavad nukleiinhappejirjestuste avastamist, identifitseerimist,
kvantiseerimist ja jarjestusanaliiiisi. Nukleiinhappe amplifikatsioon kujutab endast
olulist astet sarnastest geenidest, nagu niiteks antikehade geenidest, raamatukogude
koostamisel. Neid raamatukogusid v&ib skriinida spetsiifiliste, soovitud aktiivsusega
antikehade suhtes. Nukleiinhappeanaliiiis on olulise tdhtsusega patogeenide avastamisel
ja identifitseerimisel, defineeritud fenotiilipe andvate geenimuutuste avastamisel,
geneetiliste haiguste v&i haigusele vastuvétlikkuse diagnoosimisel, arengus, haiguse
korral ja teatud stiimulile vastureaktsioonis geeniekspressiooni hindamisel, aga samuti
erinevates  genoomiprojektides. Nukleiinhappe amplifikatsioonimeetodi teisteks
rakendusteks on haruldaste rakkude avastamine, patogeenide avastamine ja paha-
loomuliste haigusseisundite korral muutunud geeniekspressioonide avastamine jms.

Nukleiinhappe amplifikatsioon on kasutatav ka defineeritud geenijarjestuste kvalita-
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tiivses analliiisis (nagu niiteks defineeritud nukleiinhappejirjestuste avastamiseks) ning

defineeritud nukleiinhappejérjestuste kvantiseerimisel (kasutatav, niiteks patogeensele
jirjestuste hulga hindamiseks, aga samuti ka geeni multiplikatsiooni vdi deletsiooni
ning normaalse raku pahaloomuliseks rakutiiiibiks transformeerumise médramisel jne).
Nukleiinhappejérjestuses jarjestuse muutuste avastamine on tiahtis mutantsete geno-
tiiipide avastamisel, mis on geneetilises analiilisis seotud ravimiresistentsust pShjusta-

vate mutatsioonide avastamisega, farmako-genoomikaga jne.

Nukleiinhappe amplifikatsioonil on palju variatsioone, nditeks eksponentsiaalne
amplifikatsioon, aheldatud lineaarne amplifikatsioon, ligeerimispohine amplifikatsioon
ja transkriptsioonipdhine amplifikatsioon. Nukleiinhappe eksponentsiaalse amplifikat-
sioonimeetodi iiheks niiteks on poliimeraasahelreaktsioon (PCR), mis on avaldatud
arvukates publikatsioonides. Vt, nditeks Mullis ez al., Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol., 51:263-273 (1986); Mullis K., EP 201 184; Mullis er al., US patent nr 4 582 788;
Erlich et al., EP 50 424, EP 84 796, EP 258 017, EP 237 362; ning Saiki R. ef al., US
patent nr 4 683 194. Tdepoolest, poliimeraasahelreaktsioon (PCR) on kdige laialda-
semalt levinud sihtmérgi amplifikatsiooni meetod. PCR pdhineb mitmetsiiklilisel
denaturatsioonil, sihtmirkahelate vastasahelate kahe erineva oligonukleotiidpraimeri
mitmetsiiklilise] hiibridisatsioonil ning praimeri ekstensioonil nukleotiidi poliimeraasi

teel, andmaks sihtmirkjirjestuse kaheahelaliste koopiate hulga.

Samuti on avaldatud iiksikpraimeri kasutamisega amplifikatsioonimeetodid. Vt, néiteks
US patendid nr 5 508 178, 5 595 891, 5 683 879, 5 130 238 ja 5 679 512.
Praimeriks v5ib olla DNA/RNA kimédrne praimer, nagu see on avaldatud US patendis

nr 5 744 308.

Monedes amplifikatsioonimeetodites on kasutatud matriitsi liilitavaid oligonukleotiide
(TSOd) ja blokeerivaid oligonukleotiide. Niteks on dokumentides US patendid
nr 5 679 512, 5 962 272, 6 251 639 ja Patel et al., Proc. Nail. Acad. Sci. USA.,
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93:2969-2974 (1996) avaldatud matriitsi liilitav amplifikatsioon, kus on kasutatud

kimédrset DNA praimerit.

Kuid eespool kirjeldatud sihtmérgi amplifikatsioonimeetodite] on mitmeid puudusi.
Niiteks on transkriptsioonipShised amplifikatsioonimeetodid, nagu nukleiinhappejérjes-
tusepShine amplifikatsioon (NASBA) ja transkriptsioonivahenduslik amplifikatsioon
(TMA) piiratud vajadusega sisestada poliimeraasi promootorjérjestus praimeriga
amplifikatsiooniprodukti, mis kujutab endast protsessi, mis v3ib anda tulemuseks mitte-
spetsiifilise amplifikatsiooni. Toodud amplifikatsioonimeetodite teisteks puudusteks on
vajadus kahe sidumissiindmuse jirele, mis vdivad tagada optimaalse sidumise erinevatel
temperatuuridel, aga samuti ka looduslikult esinevaid jérjestusi sisaldavate praimerite
kasutamine. Nende tegurite kombinatsioon suurendab cbadnnestunud praimimise

tdendosust ja sihtmirjirjestusest erinevate resulteerivate jérjestuste amplifikatsiooni

tdendosust.

Seetsttu on olemas vajadus neist puudustest vabade nukleiinhappe parandatud ampli-
fikatsioonimeetodite jdrele. Siinjuures toodud leiutises on need puudused kdrvaldatud

ning sellele on omased veel ka tdiendavad celised.

Kokkuvéte

Siinjuures on avaldatud uued nukleiinhappe amplifikatsioonimeetodid, mis sisaldavad
jirgmisi astmeid: a) praimeri nukleiinhappe matriitsjédrjestusega anniilimist, kusjuures
praimer sisaldab esimest, matriitsiga anniiluvat osa ja teist ettemdiratud jérjestuse osa,
mis matriitsiga ei anniilu; b) poliinukleotiidi siinteesimist, mis on komplementaarne
matriitsi osaga matriitsiga anniilunud praimeri esimese osa ja matriitsi otsa vahel,
kusjuures poliinukleotiidil on esimene ots ja teine ots, kusjuures esimene ots sisaldab
praimerit; c) astmes (b) stinteesitud poliinukleotiidi matriitsist eraldamist; d) matriitsi
oligonukleotiidi astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi teise otsa anniilimist, kusjuures

matriitsi oligonukleotiidil on esimene, poliinukleotiidi teise otsaga anniiluv osa ja teine,
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praimeri feise osaga samasugune ettemédratud jérjestus; e) astmes (b) siinteesitud

poliinukleotiidi pikendamist, andmaks selle terminaalse osa, mis on ettemiiratud
jarjestusega komplementaarne, kusjuures mainitud matriitsi oligonukleotiid ei ole oma
3’-otsa juures pikenenud; ning f) pikenenud poliinukleotiidi amplifitseerimist, kasutades

selleks ettemédratud jirjestusega iiksikpraimerit.

Alternatiivse teostusviisi korral sisaldab meetod jdrgmisi astmeid: a) praimeri ja
piimeva oligonukleotiidmatriitsi  nukleiinhappejérjestusega anniilimist, Kkusjuures
praimeril on esimene, matriitsiga anniiluv osa ja etteméératud jarjestuse teine osa, mis ei
anniilu matriitsiga; b) poliinukleotiidi siinteesimist, mis on komplementaarne matriitsi
osaga matriitsiga anniilunud praimeri esimese osa ja matriitsi selle osa, millega on
piimev oligonukleotiid anniilunud, vahel, kusjuures poliinukleotiidil on esimene ots ja
teine ots, kusjuures esimene ots sisaldab praimerit; c) astmes (b) siinteesitud polii-
nukleotiidi matriitsist eraldamist; d) oligonukleotiidmatriitsi astmes (b) siinteesitud
poliinukleotiidi teise otsa anniilimist, kusjuures oligonukleotiidmatriitsil on poli-
nukleotiidi teise otsaga anniiluv esimene osa ja teine, praimeri teise osaga samasugune
ettemigratud jirjestusega osa; e) astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi pikendamist,
andmaks selle terminaalse osa, mis on komplementaarne etteméddratud jdrjestusega,
kusjuures mainitud oligonukleotiidmatriits ei ole oma 3’-otsa juures pikenenud; ning f)

pikenenud poliinukleotiidi amplifitseerimist, kasutades selleks ettemdératud jérjestusega

tiksikpraimerit.

Samuti on arvestatud sellega, et inseneeritud nukleiinhappe ahel, mis on selle esimeses
otsas ettemiiratud jirjestusega ning mille teise otsa jirjestus on ettemdidratud jérjes-

tusega komplimentaarne, moodustab iseenesest kiesolev leiutise {ihe iseseisva osa.

Uhe teise aspekti kohaselt kiisitleb leiutis nukleiinhappeahela amplifitseerimismeetodit,
sisaldades astmeid, kus saadakse inseneeritud nukleiinhappeahel, mis on selle esimeses
otsas ettemiiratud jérjestusega ning mille teises otsas on ettemidratud jérjestusega

komplementaarne jérjestus ning kus inseneeritud nukleiinhappeahel viiakse poliimeraasi
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Jja nukleotiidide juuresolekul kokku ettemidratud jérjestusega praimeriga nukleotiidide

poliimerisatsiooniks sobivatel tingimustel.

Siinjuures kirjeldatud amplifitseerimisprotsessi ja inseneeritud matriitse véib kasutada
selliste amplifitseeritud produktide valmistamiseks, milliseid voib ligeerida sobivasse
ekspressioonivektorisse. Seejérel vaib vektorit kasutada asjakohase peremeesorganismi
transformeerimiseks, kasutades seejuures standardseid meetodeid sihtmérkjirjestusega
kodeeritud poliipeptiidi v&i proteiini valmistamiseks. Eriti kasulikes teostusviisides on
siinjuures  kirjeldatud tehnilisi votteid kasutatud sarnaste jarjestuste perekonna
amplifitseerimiseks, vdimaldamaks moodustada komplekse raamatukogu, nagu naiteks

antikeha raamatukogu.

Jooniste liihikirjeldus

Joonisel fig. 1 on illustreeritud skemaatiliselt matriitsiga anniilitud praimer ja piimev

oligo.

Joonisel fig. 2A on illustreeritud skemaatiliselt nukleiinhappeahelaga anniilitud

restriktsiooni oligo.

Joonisel fig. 2B on illustreeritud skemaatiliselt liihendatud 5’-otsaga matriitsi anniilitud
praimer.

Joonisel fig. 3 on illustreeritud skemaatiliselt alternatiivne teostusviis, kus on teostatud
poliimerisatsiooni kordsed voorud ning restrikisiooni oligonukleotiid on anniilitud
pigem virskelt siinteesitud ahelatesse, kui originaalmatriitsiga.

Joonisel fig. 4 on illustreeritud skemaatiliselt dsjasiinteesitud nukleiinhappeahelasse
anniilitud pesistatud oligo.

Joonisel fig. 5 on illustreeritud skemaatiliselt kdesolevale leiutisele vastav inseneeritud

matriits.

Joonisel fig. 6 on illustreeritud skemaatiliselt inseneeritud matriitsi iiksikpraimeri

amplifikatsioon.

Joonisel fig. 7 on esitatud tihistatud kui TMX24CMnpt pesistatud oligo jérjestus.
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Joonistel fig. 8a-8e on esitatud néites 3 valmistatud isoleeritud Fab-ide jérjestus.

Joonistel fig. 9a-9d on esitatud niites 5 valmistatud isoleeritud Fab-ide jdrjestus.
Eelistatud teostusviiside iiksikasjalik kirjeldus

Kiesolevas leiutises on avaldatud meetod nukleiinhappe sihtmirkjirjestuse
amplifitseerimiseks. Eriti kasulikes teostusviisides on nukleiinhappe sihtmérk-
jarjestuseks poliipeptiidi vdi proteiini kodeeriv geen. Samuti on leiutises kirjeldatud
seda, kuidas saab amplifikatsiooniprodukte kloonida ja sobivates ekspressiooni-
siisteemides ekspresseerida. Eriti eelistatud teostusviisides on siinjuures kirjeldatud
tehnilisi votteid kasutatud sarnaste jérjestuste perekonna amplifitseerimiseks,

eesmirgiga moodustada kompleksne raamatukogu, nagu niiteks antikeha raamatukogu.

Nukleiinhappe sihtmirkjirjestus on eksponentsiaalselt amplifitseeritud protsessi kaudu,
millesse on haaratud iiksikpraimer. Uksikpraimeri kasutamise vSimalus (st vajaduseta
erinevate jirjestustega péripidise ja p&oratud praimerite jirele) on saavutatud
amplifitseeritavat sihtmirkjérjestust sisaldava nukleiinhappe ahela inseneerimise teel.
Inseneeritud nukleiinhappe ahel (siinjuures on sellele monikord viidatud kui
“inseneeritud matriitsile”) on valmistatud kahest matriitsist, nimelt, 1) ldhtematerjalist,
milleks on amplifitseeritavat jérjestust sisaldav looduslik voi siinteetiline nukleiinhape
(niiteks DNA v&i cDNA) ning 2) pesistatud oligonukleotiidist. Lahtematerjali v3ib
kisitleda originaalmatriitsina. Pesistatud oligonukleotiidi kasutatakse matriitsina
originaalmatriitsi nukleotiidijérjestuse pikendamiseks nukleiinhappe inseneeritud ahela
loomise kiigus. Nukleiinhappe inseneeritud ahel on moodustatud originaalmatriitsist rea
manipulatsioonide kaudu, andes tulemuscks selle vastasotstes komplementaarsete
jarjestuste olemasolu. Just need komplementaarsed jérjestused vdimaldavad teostada

iiksnes iiksikpraimeriga amplifikatsiooni.

Siinjuures kirjeldatud protsesside korral vaib lihtematerjalina kasutada suvalist, puhtas

vormis v3i puhastamata vormis nukleiinhapet, eeldusel, et see sisaldab vdi arvatakse
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7
sisaldavat amplifitseeritavat nukleiinhappe sihtmirkjirjestust. Seega voib protsessis

kasutatavaks ldhtematerjaliks olla nditeks DNA vdi RNA, kaasa arvatud informatsiooni
RNA, kus DNA v&i RNA v3ib olla {iheahelaline v3i kaheahelaline. Lisaks sellele vaib
kasutada DNARNA hiibriidi, mis sisaldab neist kummastki iihte ahelat. Samuti vib
kasutada neist nukleiinhapetest valitud suvaliste hapete segu v&i nukleiinhappeid, mis
on saadud siinjuures varasemalt teostatud amplifikatsioonireaktsioonist, kasutades samu
v0i erinevaid praimereid. Amplifitseeritav nukleiinhappe sihtmérkjirjestus voib
moodustada suurema molekuli osa voi see voib olla diskreetse molekulina juba algselt
olemas. Lahtenukleiinhape vGib sisaldada soovitud nukleiinhappe sihtmaérkjarjestust,
mis v6ib olla sama vdi erinev. Seetdttu voib kidesolev protsess olla kasutatav mitte
iiksnes nukleiinhappe sihtmirkjérjestuse suurte koguste valmistamisel, vaid ka samadel

vdi erinevatel nukleiinhappe molekulidel paikneva rohkem kui iihe erineva

nukleiinhappe jérjestuse samaaegseks amplifikatsiooniks.

Nukleiinhappeid v6ib saada suvalistest allikatest, nditeks genoomi- v8i cDNA
raamatukogud, plasmiidid, kloonitud DNA v6i RNA voi suvalisest allikast pdrinev
looduslik DNA v6i RNA, kaasa arvatud bakterid, pdrm, viirused ja korgemad
organismid, nagu niiteks taimed vdi loomad. Nukleiinhapped vdivad olla kas taielikult
vdi osaliselt looduslikud v&i siinteetilised. Kéesolevas leiutises kasutatud nukleiinhapete
saamise ja valmistamise tehnilised votted on antud ala asjatundjatele tuntud. Kui
nukleiinhape sisaldab kahte ahelat, siis on vajalik enne nukleiinhappe originaal-
matriitsina kasutamist eraldada nukleiinhappe ahelad teineteisest, seda kas siis eraldi
astmena v0i samaaegselt praimeri pikendamise produktide siinteesiga. Lisaks sellele,
kui lahtematerjaliks on DNA esimene ahel, siis vdib DNA teise ahela moodustada
samaaegselt antud ala asjatundjatele tuntud viisil ning kasutada originaalmatriitsina,

millest inseneeritud matriits moodustatakse.

Siinjuures toodud meetodite korral on ¢cDNA esimene ahel eriti kasulik originaal-
matriits. DNA matriitside loomise sobivad meetodid on antud ala asjatundjatele histi

tuntud ja holpsasti valitavad. Eelistatud teostusviisi korral on ¢cDNA esimene ahel
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stinteesitud reaktsioonis, kus podrdtranskriptaas kataliiiisib oligodeokstinukleotiid-

praimeri ja nelja deoksiinukleosiidtrifosfaadi, dJATP, dGTP, dCTP ja TTP juuresolekul
suvalise RNA ldhtematerjali suhtes komplementaarse DNA. Reaktsioon alustatakse
oligodeokstinukleotiidpraimeri mRNA 3’-otsa anniilimisega, millele jirgneb kasvava
ahela 3’-otsa mRNA nukleotiidi jérjestusega seotud paardumise jérgi médratud
asjakohaste deoksti-nukleotiidide jirk-jarguline lisamine. Antud ala asjatundjatele on
arusaadav, et oligo-dT mRNA poliiA sabale anniilimise kaudu cDNA esimese ahela

genereerimiseks voib kasutada proovis kogu mRNAd.

Kui originaalmatriits on juba saadud, siis on praimer 20 ja piirnev oligonukleotiid 30
anniilitud originaalmaatriksiga 10 (vt joonis fig. 1). Alates praimeri 3’-otsast kuni
umbes piimeva oligonukleotiidi 5’-otsani  poliimeriseeritakse originaalmatriitsiga

komplementaarne nukleiinhappe ahel.

Praimer 20, mis on anniilitud originaalmatriitsiga, sisaldab ettemératud jérjestuse
esimest osa 22, mis ei ole originaalmatriitsiga anniilunud ning teist osa 25, mis on
originaalmatriitsiga anniilunud ning valikuliselt restriktsioonisaiti 23 esimese ja teise
osa vahel. Praimer anniilub originaalmatriitsiga amplifitseeritava sihtmérkjérjestuse 12
korval. Arvestatud on sellega, et praimer vdib anniiluda originaalmatriitsiga ampli-
fitseeritavast sihimérkjirjestusest iilesvoolu voi sellega, et praimer voib kattuda
amplifitseeritava sihtmirkjirjestuse 12 algusosaga, mis on niidatud joonisel fig. 1.
Praimeri mitteanniiluva osa 22 etteméiratud jirjestus ei ole originaalmatriitsile omane
ning see on valitud, andmaks jérjestuse, millega voib amplifikatsiooniprotsessis kasu-
tatud iiksikpraimer hiibridiseeruda, nagu see on kirjeldatud allpool. Ettemadratud
jarjestus voib sisaldada valikuliselt restriktsioonisaiti inseneeritud matriitsi osa

ekspressioonivektorisse sisestamiseks, mida on kirjeldatud detailsemalt allpool.

Originaalmatriitsiga anniilitud piirnev oligonukleotiid 30 tdidab nukleiinhappe
poliimerisatsiooni katkestamise iilesannet. Piirneva oligonukleotiidina 30 vdib kasutada

suvalist oligonukleotiidi, mis on suuteline katkestama nukleiinhappe poliimerisatsiooni.
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Eelistatud teostusviisis sisaldab piirnev oligonukleotiid esimest osa 35, mis anniilub

originaalmatriitsiga 10 ning teist osa 32, mis ei ole pikendamisreaktsiooni suhtes
tundlik. Piirneva oligo pikendamissaidina toimimise takistamise tehnilised votted on
antud ala asjatundjatele tuntud. Niiteks v5ib piirneva oligo 30 osa 32 kujundada nii, et
see ei anniilu originaalmatriitsiga 10, mis on niidatud joonisel fig. 1. Selliste teostus-
viiside korral takistab piirnev oligonukleotiid 30 edasist poliimerisatsiooni, kuid ei toimi
nukleiinhappe slinteesis praimerina, kuna selle 3’-ots ei hiibridiseeru originaal-
matriitsiga 10. Alternatiivselt vaib piirneva oligo 30 3’-ots olla kujundatud, sisalda-
maks sama efekti saamiseks lukustatud nukleiinhapet. Lukustatud nukleiinhape on

avaldatud niiteks dokumendis WO 99/14226.

Antud ala asjatundjatele on ldbindhtavad ka teised véimalused piimeva oligo 3’-otsa

pikendamise t0kestamiseks.

Siinjuures kirjeldatud praimerid ja oligonukleotiidid v&ib siinteesida antud ala
asjatundjatele histituntud oligonukleotiidide siinteesis kasutamist leidnud meetoditel.
Oligonukleotiidid, kaasa arvatud kdesoleva leiutise praimerid sisaldavad loomulike v&i
modifitseeritud monomeeride voi ahelduste lineaarseid oligomeere, nagu nditeks
deoksiiribonukleotiide, ribonukleotiide jms, mis on suutelised regulaarsel viisil mono-
meer-monomeeri interaktsioonide, nagu nditeks Watson-Cricki aluspaardumise kaudu,
seostuma spetsiifiliselt sihtmirk-poliinukleotiidiga. Monomeerid on tavaliselt seotud
fosfodiestersidemete v6i nende analoogidega, moodustamaks oligonukleotiidid
suurusega, mis ulatub ménest monomeer-iihikust, néiteks 3-4 kuni monekiimne
monomeer-ithikuni. Priamer on tavaliselt iiheahelaline, kuid ta vdib olla ka kahe-
ahelaline. Praimerites on tiiiipiliselt deoksiiribonukleiinhapped, kuid kéesoleva leiutise
meetodites v5ib kasutada ka antud alal suurel hulgal tuntud erinevaid siinteetilisi ja
looduslikult esinevaid praimereid. Praimer on komplementaarne matriitsiga, millega ta
on kohandatud hiibridiseeruma, andmaks saidi siinteesi kiivitamiseks, kuid ta ei pruugi
kajastada matriitsi tdpset jirjestust. Sel juhul sltub praimeri spetsiifiline hiibridisatioon

matriitsiga hiibridisatsioonitingimuste rangusest. Praimerid vdivad olla mirgistatud,
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nditeks kromogeensete, radioaktiivsete voi fluorestsentsete osistega ning neid vib

kasutada avastatavate osistena.

Nukleiinhappe poliimerisatsiooni voib teostada antud ala asjatundjatele tuntud
meetoditel. Uldiselt teostatakse poliimerisatsiooni ensiimaatiliselt, kasutades DNA
poliimeraasi, mis lisab jirgemdoda vastavalt matriitsi valmistamise juhistele vabu
nukleotiide. Kiesolevas protsessis sobivad kasutamiseks mitmed ecrinevad DNA
poliimeraasid. Teatud teostusviisides hdlmavad valikukriteeriumid eksonukleaasi aktiiv-
suse puudumist v0i DNA poliimeraase, millel puudub tugev eksonukleaas. Kéesoleva
leiutises kasutamiseks mdeldud madala eksonukleaasi aktiivsusega DNA poliimeraasid
voib isoleerida looduslikest allikatest vdi nad vdib valmistada rekombinant-DNA
tehnoloogia kaudu. Poliimeraaside, milliseid v6ib kasutada, illustreerivateks néideteks
on ilma piiranguteta T7 Sequenase v. 2.0, DNA poliimeraas I Klenow fragment, millel
puudub eksonukleaasi aktiivsus, Taq poliimeraasi, exo.-Pfu DNA poliimeraasi, Vent.

(ex0.-) DNA poliimeraasi ja Deep Vent. (exo.-)DNA poliimeraasi Klenow fragment.

Eriti kasulikus teostusviisis on piirneva oligonukleotiidi kasutamine vilditud lihte-
materjali mittevajaliku osa digestsiooni teel eemaldamisega. Selles teostusviisis, mis on
esitatud skemaatiliselt joonisel fig. 2A, on restriktsiooni oligonukleotiid 70 anniilitud
lihtematerjaliga 100 selleks eelnevalt valitud kohas. Restriktsiooni oligonukleotiid
annab restriktsioonisaiti 72 sisaldaval lihtematerjalil kaheahelalise osa. Sobivateks
restriktsioonisaitides on, kuid mitte piirava loeteluna, Xho I, Spe I, Nhel, Hind III, Nco
I, Xma I, Bgl II, Bst I ja Pvu 1. Pirast sobivale restriktsiooniensiiimile eksponeerimist
on ldhtematerjal digesteeritud ning seega mittevajaliku jérjestuse eemaldamiseks
liihendatud, ssilitades samas soovitud amplifitsceritava sihtmirkjérjestuse 12 (voi selle
osa), mida kasutatakse originaalmatriitsina 110. Kui originaalmatriits 110 on juba
saadud, siis anniilitakse praimer 20 originaalmatriitsil 110 (vt joonis 2B) sihtmérk-
jarjestuse 12 korval voi sellega kattuvalt, mis oli kirjeldatud eespool seoses eelnevate
teostus-viisidega. Originaalmatriitsi osaga praimeri 20 3’-otsa ja orginaalmatriitsi 110

5'-otsa vahel komplementaarne nukleiinhappe 40 ahel on poliimeriseeritud. Antud ala
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asjatundjatele on arusaadav, et selles teostusviisis, kus originaalmatriitsi loomiseks on

kasutatud restriktsiooni oligonukleotiidi, puudub vajadus piimeva oligonukleotiidi
kasutamise jércle, kuna praimeri pikendamine saab toimuda tervenisti kirbitud

originaalmatriitsi 110 5’-otsa suunas.

Kui poliimerisatsioon on juba Idppenud (st kasvav ahel 40 ulatub piirneva oligonuk-
leotiidini 30 v&i kirbitud originaalmatriitsi 110  5’-otsani), siis eraldatakse &sja
siinteesi-tud komplementaarne ahel suvalisel sobival denaturatsioonimeetodil, kaasa
arvatud fiilisikaliste, keemiliste vdi ensiimaatliliste vahenditega, originaalmatriitsist.
Ahela eraldumise vdib kutsuda esile ka ensiiiimiga, mis périneb helikaasidena tuntud
ensiitimide riihmast vi ensiiiimiga RecA, millel on helikaasi aktiivsus ning riboATP,
mis teatavasti denatureerib DNA, juuresolekul. Nukleiinhapete ahelate helikaasidega
eraldamiseks sobivaid reaktsioonitingimusi on kirjeldatud dokumendis Cold Spring
Harbor Symposia on Quantitative Biology, kd XLII “DNA: Replication and
Recombination” (New York: Cold Spring Harbor Laboratory, 1978), B. Kuhn er al.,
“DNA Helicases”, lk 63-67 ning RecA kasutamise tehniliste vahendite kohta iilevaate

on esitanud C. Radding, Ann. Rev. Genetics, 16:405-37 (1982).

Seega sisaldab uudselt siinteesitud komplementaarne ahel praimeriga 20 esitatud
jarjestusi (niiteks ettemadratud jérjestus 22, praimeri valikuline restriktsioonisait 23 ja
anniiluv osa 25), aga samuti uudselt siinteesitud osa 45, mis on komplementaarne
originaalmatriitsi 10 selle osaga, mis asub selle koha, kus praimer 20 oli originaal-
matriitsiga 10 anniilunud ja kas originaalmatriitsi 10 selle osa, millega piirnev oligo-

nukleotiid 30 oli anniilunud v3i originaalmatriitis kérbitud 5’-otsa vahel. Vt joonist

fig. 4.

Uudselt siinteesitud komplementaarse ahela jdrgmistes astmetes kasutamiseks ette
nihtud korduskoopiate valmistamiseks on valikuliselt teostatud mitu poliimerisatsiooni
vooru (eelistatult 15-25 vooru), kasutades selleks originaalmatriitsi ja praimerit.

Protsessi selles faasis (ootamata amplifikatsiooni eelselt kogu inseneeritud matriitsi
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valmimist) uudselt siinteesitud komplementaarse ahela korduskoopiate valmistamine

voimaldab tagada selle, et 15ppkokkuvdttes saadud inseneeritud matriitsidesse oleks
sisestatud sihtmirkjarjestuse tipsed koopiad. Arvatakse, et originaalmatriitsil pShinevad
poliimerisatsiooni kordusvoorud suurendavad raamatukogu koigi liikmete parema
esindatuse tGendosust, tagades sellega vorreldes iihevoorulise poliimerisatsiooniga

parema mitmekesisuse.

Alternatiivses teostusviisis on uudselt siinteesitud ahelad valmistatud eespoolkirjeldatud
praimeri 20 originaalmatriitsi 10 anniilimisega ning poliimerisatsiooni kordscte voorude
teostamisega, seda siis kas ilma blokeeriva oligonukleotiidita voi originaalmatriitsi osa
emmaldamiseta. Selles teostusviisis, mis on illustreeritud skemaatiliselt joonisel fig. 3,
on praimer pikendatud originaalmatriitsi kogupikkuse ulatuses, andes kogupikkusega
uudselt siinteesitud ahela 140. Seejérel hiibridiseeritakse restriktsiooni oligonukleotiid
170 uudselt siinteesitud ahelaga selle kogupikkuse ulatuses. Restriktsiooni oligonukleo-
tiid annab restriktsioonisaiti sisaldaval uudselt siinteesitud ahelal kaheahelalise osa.
Sobivateks restriktsioonisaitideks on, kuid mitte piirava loeteluna, Xho I, Spe [, Nhel,
Hind 111, Nco I, Xma I, Bg! 11, Bst I, Pvul, Xem |, Bsal [, Hpa I, ApaL I, Sac I, Dra Ill
ja Sma I. Sobivale restriktsioonienstiimile eksponeerimise jérel on uudselt siinteesitud
ahel digesteeritud ja seega kdrbitud. Seejirel voib pesistatud oligonukleotiidi 50
Kkirbitud uudselt siinteesitud ahelal 142 hiibridiseerida, viimaks lopule inseneeritud

matriitsi valmistamise, mida on kirjeldatud detailsemalt allpool.

Jirgmine insenceritud matriitsi valmistamise aste holmab pesistatud oligonukleotiidi 50
uudselt siinteesitud komplementaarse ahela 3’-otsal anniilimist, nditeks nii nagu see on
niidatud joonisel fig. 4. Joonisel fig. 4 on niha, et pesistatud oligonukleotiid 50 annab
matriitsi edasise poliimerisatsiooni, mis on vajalik inseneeritud matriitsi valmistamise
15puleviimiseks. Pesistatud oligonukleotiid 50 sisaldab osa 52, mis ei hiibridiseeru
ja/voi ei sisalda modifitseeritud aluseid uudselt siinteesitud komplementaarsel ahelal,
takistades seega pesistatud oligonukleotiidi ~praimerina toimimist. Pesistatud

oligonukleotiid 50 sisaldab ka osa 55, mis hiibridiseerub uudselt siinteesitud komple-
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mentaarse ahela 3’-otsal. Osa 55 voib olla uudselt slinteesitud osaga 45 samaulatuslik

vOi ulatuda uudselt siinteesitud osast 45 kaugemale nagu see on niidatud joonisel fig. 4.
Pesistatud oligonukleotiid 50 vdib sisaldada valikuliselt ka restriktsioonisaiti midrat osa
56. Pesistatud oligonukleotiidi 50 15puosa 58 sisaldab sama etteméératud jérjestust nagu
praimeri 20 osa 22. Alates punktist, kus osa 55 ulatub uudselt siinteesitud komple-
mentaarse ahela alguse 3’-otsast kaugemale, toimib pesistatud oligonukleotiid matriit-
sina edasiseks polliimerisatsiooniks, andmaks inseneeritud matriitsi. Tuleb mdista seda,
et pesistatud oligo voib sisaldada sihtmérkjérjestuse osa (kui selle osa oli originaal-
matriitsi valmistamisel kérbitud) voi sisaldada geene, mis kodeerivad poliipeptiidi voi
proteiini (vGi nende osa), nagu nditeks iihte voi mitut CDRi vdi antikeha raampiirkondi
voi piisipiirkondi. Samuti on arvestatud sellega, et v6ib kasutada ka erinevaid jérjestusi
sisaldavaid pesistatud oligonukleotiidide kogumit, andes sellega matriitside valiku, mis
tagab mitmekesiste produktide raamatukogu. Nagu on niidatud joonisel fig. 4, pikendab
poliimerisatsioon pesistatud oligonukleotiidiga komplementaarse tdiendava nukleiin-
happe 60 lisamine uudselt siinteesitud komplementaarset ahelat. Poliimerisatsiooni
tehnilised vétted on antud ala asjatundjatele tuntud. Nagu oli eespool mainitud, vdib

poliimeraasi sobiva valikuga teatud teostusviisides eelistada ensiilimi, millel puudub

eksonukleaasi aktiivsus.

Kui poliimerisatsioon on juba ldpule jéudnud, eraldatakse inseneeritud matriits 120
antud ala asjatundjatele histi tuntud meetoditel, nagu niiteks kuumdenaturatsiooni teel,
pesistatud oligonukleotiidist 50. Saadud inseneeritud matriits 120 sisaldab originaalprai-
merist 20 pirinevat osa, originaalmatriitsi osaga komplementaarset osa 45 ning
pesistatud oligonukleotiidi osaga komplementaarset osa 65 (vt joonist fig. 5). Oluline on
markida, et inseneeritud matriitsi 120 3’-ots holmab osa 68, mis sisaldab jérjestust, mis
on komplementaarne praimeri 20 osa 22 ettemiiiiratud jirjestusega. See vdimaldab antud
ala asjatundjatele tuntud tehniliste v3tetega praimeri osa 22 etteméiratud jérjestusega
samasugust jarjestust omava iiksikpraimeri kasutamise teel amplifitseerida inseneeritud
matriitsis 120 sisalduva soovitud jérjestuse. Uksikpraimeri amplifitseerimise ajal on

eelistatud eksonukleaasi aktiivsust omava poliimeraasi olemasolu, kuna sellised
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ensiiiimid pakuvad teatavasti “korrigeerivat” funktsiooni ning neil on vérreldes ekso-

nukleaasi aktiivsuseta poliimeraasidega suhteliselt suurem protsessiivsus.

Joonisel fig. 6 on illustreeritud uudselt siinteesitud ¢cDNA matriitsi (iksikpraimeri
amplifikatsiooni astmed. Kui praimer on reaktsioonisegus olemas, siis see hiibridiseerub
matriitsi piiravatel jirjestustel ning amplifitseerib matriitsi. Kui praimer puudub, siis
arvatakse, et leiab aset sisemine eneseanniilumine ettemiiratud jérjestuse 5’-otsa ja
ettemédratud jérjestusega komplementaarse jirjestuse 3’-otsa vahel. Uhes eelistatud
teostusviisis vdivad etteméératud jirjestus ja komplementaarne ettemédératud jérjestus
iiksikpraimeri amplifikatsioonireaktsiooni ajal vidrpraimimise véltimiseks olla kujunda-

tud anniiluvatena kdrgematel temperatuuridel.

Pirast amplifikatsiooni teostamist voib produktid avastada antud ala asjatundjatele
tuntud tehniliste vahenditega. Nukleiinhapete avastamiseks kasutatavate meetodite
niideteks on ilma piiranguteta, alleclispetsiifiliste oligonukleotiididega hiibridisatsioon,
restriktsiooni endonukleaasi |Ghustamine, iiksikahelaline konformatsiooniline polii-
morfism (SSCP), geelelektroforees, etiidiumbromiidiga virvimine, fluorestsentsi reso-

nantsenergia iilekanne, juuksendelstruktuuri FRET-analiiiis ja TagMan analiiis.

Kui inseneeritud nukleiinhape on juba soovitud kordi amplifitseeritud, vdib ahela
digesteerimiseks kasutada restrikisioonisaite 23 ja 66 v5i suvalisi sisemisi restriktsiooni-
saite nii, et nukleiinhappe sihtmirkjérjestuse vaib sobivasse ekspressioonivektorisse
ligeerida. Seecjirel voib vektorit kasutada standardsetel meetoditel asjakohase pere-

meesorganismi muundamiseks, andmaks sihtmérkjirjestusega kodeeritud poliipeptiidi

véi proteiini.

Eriti kasulikes teostusviisides on siinkirjeldatud meetodeid kasutatud antikehi véi nende
osi, nagu niiteks muutlikke piirkondi (kas kerget vGi rasket ahelat) kodeerivate
sihtmirkjirjestuste amplifitseerimiseks, kasutades antikeha cDNA-d. Sel viisil vdib

antikehade raamatukogu amplifitseerida ja skriinida. Seega alustades niiteks antikeha
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mRNA-st, vGib originaalmatriitsi saamiseks luua ja digesteerida cDNA esimese ahela.

Praimeri véib disainida valitud komplementaarsust méiraval piirkonnal (CDR) vastas-
suunaliseks anniilumiseks nii, et uudselt siinteesitud nukleiinhappe ahel sisaldab CDR-i.
Naiteks kui sihtmérkjérjestuseks on CDR3 raske ahel, v8ib praimeri disainida raske
ahela karkassi esimesel (FR1) piirkonnal anniilumiseks. Antud alal asjatundjatele on
kergesti arusaadav kuidas kidesoleva leiutise ulatuses disainida teistel vastassuunalistel
saitidel anniilumiseks sobivaid praimereid v6i kuidas reprodutseerida antikeha cDNA-s

teisi valitud sihtmirke.

Jargnevad ndited on lisatud leiutise illustreerimiseks ning mitte selle ulatuse

piiramiseks.

Niide 1

IgM raske ahela varieeruvate geenide repertuaari amplifitseerimine

Esimese ahela cDNA siinteesimine ja modifitseerimine

Inimese perifeerse vere limfotsiiiidi (PBL) mRNA kasutati oligo-dT praimeriga tradit-
sioonilise esimese ahela cDNA genereerimiseks, juhindudes seejuures peamiselt
kasutatud SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life
Technologies) komplekti kasutusjuhendist. Esimese ahela cDNA produkt puhastati
QIAGEN spinnkolonnis (PCR puhastuskomplekt). DNA kaheahelalise piirkonna, mille
saab restriktsiooni endonukleaas EcoR I-ga digesteerida, genereerimiseks lisati esimese
ahela cDNA-le restriktsiooni oligonukleotiid. Restriktsiooni oligonukleotiidi (CMEcoR
I) jarjestus oli 5> TCC TGT GAG AAT TCC CCG TCG 3° (SEQ. ID nr 1). Reaktsioon
teostati esimese ahela cDNA ja 0,1 uM oligonukleotiidiga. Proovi kuumutati 2 minutit
95 °C juures ning seejdrel hoiti spetsiifilise anniilumise toimumiseks 2 minutit 64 °C
juures. Proovile lisati sobiv kogus 10X restriktsioonipuhvrit H (Roche Diagnostics)
ning seejirel see jahutati 37 OC.ni. Lisati restriktsiooni endonukleaas EcoR 1 (New

England Biolabs) ning proovi inkubeeriti 30 minutit 37 OC juures. Restriktsiooniensiiiim
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inaktiveeriti 20-minutilise 65 °C juures kuumutamisega ning seejérel proov jahutati

4 °C-ni.

Teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikendamine

EcoR I-ga digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati koos praimeri “TMX24VH3a”
(Iplikult 0,4 uM), NTP, AmpliTaq ensiiiimi ja selle 10X reaktsioonipuhvriga (Applied
Biosystems) teise ahela ¢cDNA reaktsioonis originaalmatriitsina. Disainitud praimer
sisaldas TMX24 ettemiidratud jirjestust, Xho [ restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis
anniilub esimese ahela cDNA-I inimese antikeha raske ahela geeni karkassi esimeses
piirkonnas. “TMX24VH3a” jirjestus oli 5° GTG CTG GCC GTT GGA AGA GGA
GTG CTC GAG GAR GTG CAG CTG GTG GAG 3’ (SEQ. ID nr 2), kus R aheldab
aluste A ja G vordse molaarse segu. Proov denatureeriti {iheminutilise 95 OC juures
kuumutamisega, siis see tsiiklistati 20 korda 95 °c juures 5 sekundi jooksul, 56 °c
juures 10 sekundi jooksul ja 68 %C juures 1 minuti jooksul. See tagab teise ahela cDNA
lineaarse amplifikatsiooni. Seejdrel lisati jadl 15ppkontsentratsiooniga 0,08 uM pesis-
tatud oligoga mirgistatud “TMX24CM0”. “TMX24CM0” jérjestus oli 5° GTG CTG
GCC GTT GGA AGA GGA GTG ACT AGT ATT TCT CAC AGG AGA CGA GGG
GGA 3’ (SEQ. ID nr 3), mis sisaldab jdrgnevates kloonimisastmetes kasutamiseks Spe [
restriktsiooni endonukleaasi saiti. Pesistatud oligo 3’-ots on disainitud tdkestamaks
pikenemist vastupidiselt seotud (3’-5’ asemel 3’-3’) adenosiini sisestumist. Seejérel
pikendati teise ahela cDNA-d 5-sekundilise 94 %C juures kuumutusdenatureerimise teel
pesistatud oligost eemale, seejérel tsiiklistati 4 korda anniilimiseks ja pikendati 68 °C
juures 10-sekundi ja 95 OC juures 5-sekundi, seejirel 68 °C juures 30-sekundi jooksul ja
4 °C juures. Seejdrel puhastati saadud teise ahela cDNA voi inseneeritud matriits
QIAGEN spinnkolonnis (PCR puhastuskomplekt). Selles astmes eemaldatakse

oligonukleotiidid ja tagatakse piripidiste eeskirjade korral lihtne puhvrivahetus.
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Uksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasi segu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, INTP-id ning jérjestusega 5° GTG CTG
GCC GTT GGA AGA GGA GTG 3’ (SEQ. ID nr 4) iiksikpraimerit (TMX24). Proovid
denatureeriti 95 °C juures 1-minutilise kuumutamisega, seejérel tsiiklistati neid 35 korda
95 °C juures 5 sekundi ja 68 %C juures 1 minuti jooksul. Sellele jirgnes tiiendav 3-

minutiline hoidmine 68 °C ja 4 °C juures.

Kloonimine ja jirjestamine

Umbes 450 bp-ga amplifikatsiooni produktid geelpuhastati ja digesteeriti Xho I ja Spe
I-ga ning klooniti pBluescript KS+ -i (Stratagene). Eraldati iiksikkloonid ja méirati
nende DNA jérjestused. Kdik 16 analiiiisitud klooni olid IgM rasked ahelad, kus neis
igailks sisaldas varieeruva pikkusega CDR3 jérjestusi, ndidates seda, et sellel meetodil

oli amplifitseertitud antikeha ahelate mitmekesine populatsioon (vt tabel 1).

Tabel 1

FR3 HCDR3 FR4
Kloon 1 (SEQ. ID nr 5) YYCAR EGSSSGAFDI wWGQ
Kloon 2 (SEQ. ID nr 6) YYCAR AAFYCSGGSCYFDYYYYGMDV WGQ
Kloon 3 (SEQ. ID nr 7) YYCAK DIGGLGVLNFDY wWGQ
Kloon 5 (SEQ: ID nr 8) YYCAK GVLAAIRICDY wGQ
Kloon 6 (SEQ. ID nr 9) YYCAR | DPGVYDYVWGSYRYPPDAFDI wGQ
Kloon 7 (SEQ: ID nr 10) YYCAR | GMIVGATSYPDY wGQ
Kloon 8 (SEQ: ID nr 11) YYCLL GYCSSTSCPDAFDI WGQ
Kloon 9 (SEQ: ID nr 12) YYCVI GGAVFSGGSYRQQIDY WGQ
Kloon 10 (SEQ: ID nr 13) YYCTR DRGGSYTSHLGAFDI wGQ
Kloon 11 (SEQ. ID nr 14) YYCAK DNDLGGDYYYYGMDV wWGQ
Kloon 12 (SEQ.IDnr 15) | YYCAR | DRRFPTDLFDI WGQ
Kloon 13 (SEQ. ID nr 16) YYCAR EDGYNSGWSYNWFDP WGQ
Kloon 14 (SEQ: ID nr 17) YYCAK | DCVSGSYHYFDY WGQ
Kloon 16 (SEQ. ID nr 18) YYCAK DSYCSGGSCYYYYGVDV WGQ
Kloon 17 (SEQ. IDnr 19) | YYCAR | EVVPAAIIDYYYGMDV WGQ
Kloon 18 (SEQ: ID nr 20) YYCAK DLGIAVVVPAH WGQ
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Niiide 2

VH produktide vektorisse kloonimiseks nii, et loomuliku IgM CHI konstantset piir-
konda saaks (imberkorraldada, kasutati esimese ahela cDNA endonukleaasi
digestsiooniks EcoR I-st CH2-s erinevat saiti. Antud alal asjatundjatele on arusaadav, et
kui antud katse-eeskirjas on kasutatud Taq poliimeraasi, lisatakse paljudele uudselt
stinteesitud DNA ahelatele terminaalne A. Mitmekesisuse suurendamiseks arvestatakse
terminaalse A olemasoluga pesistatud oligonukleotiidi disainimisel. Kuid tdiendava A
olemasolu tekitab EcoR I rekognitsioonisaidi kadumise. IgM konstantse piirkonna
analiitis t6i esile teised loomulikud restriktsioonisaidid, nagu niiteks Dra III, milliseid
voib antud meetodis potentsiaalselt kasutada. Dra III loomuliku restrikisioonisaidi
kasutamine CH1 domeenis annab tulemuseks, et vastupidine EcoR I sait jadb modifit-
seerimata ning seda voib kasutada raske ahela repertuaari kloonimiseks. Raske ahela

inserdid kloonitakse Xho I ja EcoR I abil asjakohasesse vektorisse, mis sisaldab I1gM

CH1 domeeni, mis péarineb CH2 domeeniga liitunud EcoR I —st.

Esimese ahela cDNA siinteesimine ja modifitseerimine

Inimese perifeerse vere lumfotsiiiidi (PBL) mRNA kasutati oligo-dT praimeriga
traditsioonilise esimese ahela cDNA genereerimiseks. Seejuures juhinduti peamiselt
kasutatud SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life
Technologies) komplekti kasutusjuhendist. DNA kaheahelalise piirkonna, mille saab
restriktsiooni endonukleaas Dra Ill-ga digesteerida, genereerimiseks lisati esimese ahela
¢DNA-le restriktsiooni oligonukleotiid. Restriktsiooni oligonukleotiidi (CMDra III)
jirjestus oli 5> GAC GAA CAC GTG GTG TGC AAA G 3" (SEQ. ID nr 21).
Reaktsioon teostati esimese ahela cDNA ja 1 uM oligonukleotiidiga. Proovi kuumutati
2 minutit 95 °C juures ning seejdrel hoiti spetsiifilise anniilumise toimumiseks 2 minutit
64 °C juures. Proovile lisati sobiv kogus 10X restriktsioonipuhvrit H (Roche
Diagnostics) ning seejérel see jahutati 37 OC-ni. Lisati restriktsiooni endonukleaas Dra

I (New England Biolabs) ning proovi inkubeeriti 30 minutit 37 %C juures. Restrikt-
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siooniensiiim inaktiveeriti 20-minutilise 65 °C juures kuumutamisega ning seejirel

proov jahutati 4 OC-ni.

Teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikendamine

Dra Ill-ga digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati koos praimeri “TMX24VHl1a”
(16plikult 0,4 uM), dNTP, AmpliTaq ensiiiimi ja selle 10X reaktsioonipuhvriga (Applied
Biosystems) teise ahela ¢cDNA reakisioonis originaalmatriitsina. Disainitud praimer
sisaldas TMX24 ettemdiratud jirjestust, Xho 1 restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis
anniilub esimese ahela ¢DNA-I inimese antikeha raske ahela geeni karkassi esimeses
piirkonnas. “TMX24VHla” jirjestus oli 5’ GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTG
CTCGAGCAGGTKCAGCTGGTGCAG 3’ (SEQ. ID nr 22), kus K tihistab aluste G ja
T vérdset molaarset segu. Proov denatureeriti itheminutilise 94 °C juures kuumuta-
misega, siis see tsiiklistati 20 korda 94 OC juures 5 sekundi jooksul, 56 °C juures 10
sekundi jooksul ja 68 OC juures 2 minuti jooksul. See tagab teise ahela cDNA lineaarse
amplifikatsiooni. Seejirel lisati ja4l 16ppkontsentratsiooniga 0,2 uM pesistatud oligoga
mirgistatud  “TMX24CMnpt”. Nagu on ndidatud joonisel fig. 7, sisaldab
“TMX24CMnpt” jérjestus (SEQ. ID nr 23) modifitseeritud struktuuriga kolme 3’-
terminaalset nukleotiidi, mis olid disainitud oligonukleotiidi pikenemise tdkestamiseks.
Spetsiifiliselt sisaldab pesistatud oligo kolme fosfortioaadiga modifitseeritud terminaal-
set nukleotiidi ja 2° OMe, mis on disainitud pikenemise tokestamiseks ning ekso- ja
endonukleaasi aktiivsuse vastaseks kaitsmiseks. Selle oligo 3’-otsa nukleotiid on
mittehiibridiseeriv (¢ asemel on g). Seejérel pikendati teise ahela c¢DNA-d itheminutilise
94 °C juures kuumutusdenatureerimise teel pesistatud oligost eemale, anniiliti ja
pikendati 68 °C juures 2 minutit ja seejdrel 4 OC juures. Seejirel puhastati saadud teise
ahela cDNA voi inseneeritud matriits QIAGEN spinnkolonnis (PCR puhastus-
komplekt). Selles astmes ecemaldatakse oligonukleotiidid ja tagatakse péripidiste
eeskirjade korral lihtne puhvrivahetus. Seda protseduuri korrati ja laiendati iilejéénud
VH praimeri paneelile (vt praimerite loetelu), genereerimaks immunoglobuliini

produktide raamatukogu, mida v3ib kloonida asjakohasesse vektorisse.
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VH esimese karkassi spetsiifilised praimerid:

PRAIMER TMX24VHla (SEQ. ID nr 25)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTKCAGCTGGTGCAG

PRAIMER TMX24VH1b (SEQ. ID nr 26)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCCAGCTTGTGCAG

PRAIMER TMX24VHI¢ (SEQ. ID nr 27)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGSAGGTCCAGCTGGTACAG

PRAIMER TMX24VHId (SEQ. ID nr 28)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCARATGCAGCTGGTGCAG

PRAIMER TMX24VH2a (SEQ. ID nr 29)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGATCACCTTGAAGGAG

PRAIMER TMX24VH2b (SEQ. ID Nr 30)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCACCTTGARGGAG

PRAIMER TMX24VH3a (SEQ. ID nr 31)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGGAG

PRAIMER TMX24VH3b (SEQ. ID nr 32)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTGGTGGAG

PRAIMER TMX24VH3¢ (SEQ. ID nr 33)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGAGGTGCAGCTGTTGGAG

PRAIMER TMX24VH4a (SEQ. ID nr 34)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGSTGCAGCTGCAGGAG

PRAIMER TMX24VH4b (SEQ. ID nr 35)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTACAGCAG

PRAIMER TMX24VH5a (SEQ. ID nr 36)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGCAG

PRAIMER TMX24VH6a (SEQ. ID nr 37)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTACAGCTGCAGCAG

PRAIMER TMX24VH7a (SEQ. ID nr 38)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTSCAGCTGGTGCAA

Toodud jérjestustes R on A ja G vordne segu, K on G ja T vordne segu ning Son Cja G

vordne segu.
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Uksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasi segu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ning jarjestusega 5° GTG CTG
GCC GTT GGA AGA GGA GTG 3’ (SEQ. ID nr 4) iiksikpraimerit (TMX24). Proovid
denatureeriti 95 °C juures 1-minutilise kuumutamisega, seejérel tsiiklistati neid 30 korda
95 °C juures 5 sekundi ja 68 OC juures 1 minuti jooksul. Sellele jirgnes tiiendav 3-

minutiline hoidmine 68 °C ja 4 °C juures.

Kloonimine ja jdrjestamine

Umbes 450 bp-ga amplifikatsiooni produktid geelpuhastati ja digesteeriti Xho I ja EcoR
I-ga. Inserdid klooniti suvalisse ekspressioonivektorisse, mis sisaldab IgM CHI
domeeni iilejiinud osa alates loomuliku EcoR I saidist kuni vdi sisaldades CH2

domeeni ning amplifitseeritud fragmentide kloonimiseks ihilduvat restriktsioonisaiti.

Niide 3

Fagemiiddisplei raamatukogu konstrueerimine B-hepatiidi positiivse doonori mRNA-st

Esimese ahela cDNA siinteesimine ja modifitseerimine IgG raske ja kappa kerge ahela

jaoks

B-hepatiidi suhtes vaktsineeritud doonorilt pirineva inimese perifeerse vere liimfotsiitidi
(PBL) mRNA kasutati oligo-dT praimeriga traditsionaalse esimese astme CDNA
genereerimiseks. See teostati, kasutades SuperScript First-Strand Synthesis System for
RT-PCR-i (INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES), jirgides seejuures pohiliselt
komplektiga kaasasolevat juhendit. Kaheahelalise DNA piirkonna, mille v&ib
digesteerida IgG restriktsiooni endonukleaasiga ApaL I-ga vdi kappa kerge ahela Sac I-
ga, genereerimiseks lisati esimese astme cDNA-le IgG “CGApalL [” vdi kappa kerge

ahela “CKSac I” restriktsiooni oligonukleotiid. “CGApaL I” jdrjestus on 5 CCA GCG



10

15

20

25

EE-EP 1 436 404 Bl

22
GCG TGC ACA CCT TCC 3’ (SEQ. ID nr 39). “CKSacl * jarjestus on 5° AGG GCC

TGA GCT CGC CCG TC 3’ (SEQ. ID. nr 40). Reaktsioon teostati esimcse ahela
¢DNA, 1 uM oligonukleotiidi ja vastava koguse 10X restriktsioonipuhvriga A (Roche
Diagnostics). Proovi kuumutati 95 OC juures 2 minutit ja siis hoiti seda 64 OC juures 2
minutit, tagamaks spetiifilise anniilumise ja siis see jahutati 37 OC-ni. Lisati restrikt-
siooni endonukleaas ApaL 1 v&i Sac I (New England Biolabs) ning proovi inkubeeriti
37 °C juures 30 minutit. Restriktsiooni ensiiiim inaktiveeriti Sac I suhtes 20-minutilise

65 °C juures kuumutamisega ning seejérel jahutati proov 4 °C-ni.

Esimese ahela cDNA digestsiooni iga restriktsiooni endonukleaasiga kontrolliti PCR-
amplifikatsiooni kaudu, kasutades antud ala asjatundjatele tuntud tehnilisi vahendeid.
Neid produkte ei kasutatud antikeha geenide kloonimiseks. Digesteeritud esimese ahela
cDNA positiivset amplifikatsiooni téheldati reaktsioonides, kus oli kasutatud 5’
VBVHIa ja 3’ CGO sisekontrolli praimerit 1gG suhtes ning 5’ VBVKIla ja 3> CKO sise-
kontrolli praimerit kappa suhtes. Hea amplifikatsioon praimeritega 5° VBVHI1a/3” CGO
vi 5° VBVKla/3® CKO ja minimaalne amplifikatsioon praimeritega 5’ VBVHI1a/3’
CGIZ vbi 5° VKla/3® CKldx2 viitavad esimese astme cDNA matriitsi edukale
digestsioonile iga restriktsiooni endonukleaasiga. PCR kontrollimiseks kasutatud
praimerite jarjestused olid VBVHla: 5° GAG CCG CAC GAG CCC CTC GAG CAG
GTK CAG CTG GTG CAG 3’ (SEQ. ID nr 41); CGO0: 5° GRG CGC CTG AGT TCC
ACG ACA CCG 3’ (SEQ. ID nr 42); VBVKIla: 5° GAC GCG CAC AAC ACG GAG
CTC RAC ATC CAG ATG ACC CAG 3’ (SEQ. ID nr 43); CK0: 5° GTG ACT TCG
CAG GCG TAG ACT T 3’ (SEQ. ID nr 44); CGlz: 5" GCA TGT ACT AGT TTT GTC
ACA AGA TTT GGG 3’ (SEQ. ID nr 45); CK1dx2: 5> AGA CAG TGA GCG CCG
TCT AGA ATT AAC ACT CTC CCC TGT TGA AGC TCT TTG TGA CGG GCG
AAC TCA G 3’ (SEQ. ID Nr 46).
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Kerge ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikendamine

Sac | digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati originaalmatriitsina kordsete teise
ahela cDNA reaktsioonide alustamiseks, kasutades esimese karkassi spetsiifilist
praimerit (16plikult 0,4 uM), dNTP-id, AmpliTaq ensiiiimi ja selle 10X reaktsiooni-
puhvrit (Applied Biosystems). Praimerid disainiti, sisaldades kappa korral ettemaératud
TMX24K jirjestust 5* GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA GTG 3° (SEQ. ID nr
47), Xba I restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis anniilus inimese antikeha kappa kerge
ahela geenide esimeses karkassis esimese ahela cDNA-Il. Nood anniilunud jarjestused
parinesid  VBase andmebaasi praimeritest (www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-
doc/public/INTRO.html), mis disainiti inimese antikehade tuntud jérjestuste pohjal ja

mis teatavasti katavad inimese antikeha kappa kerge ahela geenide kogu repertuaari.

Kappa kerge ahela esimese karkassi spetsiifilised praimerid:

TMX24Vkla (SEQ. ID nr 48) Xbal
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGARACATCCAGATGACCCAG

TMX24Vk1b (SEQ. ID nr 49)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGMCATCCAGTTGACCCAG

TMX24Vklic (SEQ. ID nr 50)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGCCATCCRGATGACCCAG

TMX24Vkld (SEQ.ID nr 51)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGTCATCTGGATGACCCAG

TMX24Vk2a (SEQ. ID nr 52)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATATTGTGATGACCCAG

TMX24Vk2b (SEQ. ID nr 53)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATRTTGTGATGACTCAG

TMX24Vk3a (SEQ. ID nr 54)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATTGTGTTGACRCAG

TMX24Vk3b (SEQ. ID nr 55)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATAGTGATGACGCAG

TMX24Vk3c (SEQ. ID nr 56)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATTGTAATGACACAG
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TMX24Vk4a (SEQ. ID NR. 57)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATCGTGATGACCCAG

TMX24Vk5a (SEQ. ID nr 58)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAACGACACTCACGCAG

TMX24Vk6a (SEQ. ID nr 59)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATTGTGCTGACTCAG

TMX24Vkéb (SEQ. ID nr 60)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATGTTGTGATGACACAG

Eelnevates jirjestustes R on A ja G vordne segu, Mon A jaC vordne segu, YonCjaT

vérdne segu, W on A ja T vordne segu ning S on C ja G vordne segu.

Proovid denatureeriti 94 °C juures itheminutilise kuumutamisega, seejdrel tsiiklistati
neid 20 korda 94 °C juures 5 sekundi, 56 OC juures 10 sekundi ja 68 OC juures 2 minuti
jooksul. See tagas teise ahela cDNA lincaarse amplifikatsiooni. Kappa ahelate korral
“TMX24CKnpt”-na tahistatud pesistatud oligo lisati jail 1oppkontsentratsiooniga 0,2
uM. “TMX24CKnpt” sisaldab etteméiratud jarjestust T MX24K ja jdrjestuseks oli 5’
GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA GTG CTC GAG CTC AGG CCC TGA TGG
GTG ACT TCG CT 3’ (SEQ. ID nr 61). Seejirel pikendati teise ahela cDNA-d
pesistatud oligost eemale 94 9C juures iheminutilise kuumdenatureerimisega,
anniilimisega ning 68 C juures 2-minutilise, seejérel 4 %C juures pikendamisega.
Saadud teise ahela cDNA-d (inseneeritud matriits) puhastati, kasutades selleks
QIAGEN spinnkolonni (PCR puhastuskomplekt). Selles astmes eemaldatakse vabad

oligonukleotiidid ja tagatakse paripidiste eeskirjade jirgne lihtne puhvrivahetus.

Kerge ahela iiksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ja kappa ahelate “TMX24K”
praimerit. “TMX24K” jirjestus on 5’ GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA GTG 3’

(SEQ. ID nr 62). Proovid denatureeriti 95 °C juures iiheminutilise kuumutamisega,
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seejdrel tsiiklistati neid 30 korda 95 C juures 5 sekundi ja 68 °C juures 1 minuti

jooksul. Sellele jirgnes tdiendav 3-minutiline 68 %C ja 4°C juures hoidmine.

Kerge ahela kloonimine

Amplifikatsiooni kappa-produktid geelpuhastati ja seejirel digesteeriti Xba I ja Sac I-
ga. Inserdid klooniti sobivasse ekspressioonivektorisse, mis sisaldas kappa kerge ahela
konstantse piirkonna iilejééinud osa. Ligeeritud produkt sisestati elektroporatsiooni teel
E. coli’sse ja kasvatati lile6d 37 °C juures. Jirgmisel hommikul kasutati DNA
maksiprepi (QIAGEN) kerge ahela raamatukogu DNA taastamiseks. Seejirel kasutati
kerge ahela raamatukogu DNA jdrgnevates astmetes Xho I/Age l-ga raamatukogu

konstrueerimise 15puleviimiseks raske ahela Fd fragmentidesse kloonimiseks.

Raske ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikendamine

ApalL I digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati originaalmatriitsina kordsete teise
ahela ¢cDNA reaktsioonide alustamiseks, kasutades seejuures esimese karkassi spet-
siifilist praimerit (I5plikult 0,4 uM), dNTP-id, AmpliTaq ensilimi ja selle 10X
reaktsioonipuhvrit (Applied Biosystems). Praimerid disainiti, sisaldamaks etteméératud
TMX?24 jirjestust, Xho I restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis anniilus inimese antikeha
raske ahela geenide esimeses karkassis esimese ahela ¢cDNA-ga. Need anniilitud
jarjestused périnesid VBase andmebaasi praimerite hulgast, mis olid disainitud inimese

antikehade tuntud jérjestuste pShjal ning mis katavad teadaolevalt inimese antikeha

raske ahela geenide kogu repertuaari.
Raske ahela esimese karkassi spetsiifilised praimerid:

TMX24VHla (SEQ. ID nr 63)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTKCAGCTGGTGCAG

TMX24VHIb (SEQ. ID nr 64)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCCAGCTTGTGCAG
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TMX24VHlc (SEQ. ID nr 65)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGSAGGTCCAGCTGGTACAG

TMX24VH1d (SEQ. ID nr 66)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCARATGCAGCTGGTGCAG

TMX24VH2a (SEQ. ID nr 67)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGATCACCTTGAAGGAG

TMX24VH2b (SEQ. ID nr 68)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCACCTTGARGGAG

TMX24VH3a (SEQ. ID nr 69)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGGAG

TMX24VH3b (SEQ. ID nr 70)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTGGTGGAG

TMX24VH3c (SEQ. ID nr 71)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGAGGTGCAGCTGTTGGAG

TMX24VH4a (SEQ. ID nr 72)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGSTGCAGCTGCAGGAG

TMX24VH4b (SEQ. ID nr 73)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTACAGCAG

TMX24VH5a (SEQ. ID nr 74)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGCAG

TMX24VH6a (SEQ. ID nr 75)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTACAGCTGCAGCAG

TMX24VH7a (SEQ. ID nr 76)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTSCAGCTGGTGCAA

Toodud jérjestustes R on A ja G vordne segu, K on G ja T vordne seguning Son C ja G

vordne segu.

Proovid denatureeriti 94 °C juures itheminutilise kuumutamisega, seejdrel tsiiklistati
neid 20 korda 94 °C juures 5 sekundi, 56 %C juures 10 sekundi ja 68 OC juures 2 minuti
jooksul. See tagas teise ahela cDNA lineaarse amplifikatsiooni. Pesistatud oligo-
nukleotiid, tahistatud kui “TMX24CGnpt” (jarjestusega 5’ GTG CTG GCC GTT GGA
AGA GGA GTG TGT TTG CAC GCC GCT GGT CAG RGC GCC TGA GTT G 3’
(SEQ: ID nr 77)) lisati jésl I5ppkontsentratsiooniga 0,2 uM. Nagu on niha joonisel fig.

1, oli IgM pesistatud oligo korral kolm 3’_terminaalset nukleotiidi oligo pikenemise
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tokestamiseks modifitseeritud. Seejirel pikendati teise ahela cDNA-d pesistatud oligost

eemale 94 °C juures iiheminutilise kuumdenatureerimisega, anniilimisega ning 68 °C
juures 2-minutilise, seejdrel 4 OC juures pikendamisega. Saadud teise ahela cDNA-d
(inseneeritud matriits) puhastati, kasutades selleks QIAGEN spinnkolonni (PCR
puhastuskomplekt). Selles astmes eemaldatakse vabad oligonukleotiidid ja tagatakse

piripidiste eeskirjade jirgne lihtne puhvrivahetus.

Uksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ja praimerit “TMX24”. Proovid
denatureeriti 95 °C juures itheminutilise kuumutamisega, seejérel tsiiklistati neid 30
korda 95 °C juures 5 sekundi ja 68 °C juures 1 minuti jooksul. Sellele jérgnes tdiendav

3-minutiline 68 °C ja 4 °C juures hoidmine.

Raske ahela kloonimine ja raamatukogu koostamine

Amplifitseeritud produktid koguti ning puhastati seejdrel geelpuhastuse teel. DNA
taastati QIAquick PCR puhastuskomplektiga (QIAGEN). DNA digesteeriti jargemodda
Xho I ja Age I restriktsiooniensiiiimiga ja seejdre] puhastati geelpuhastuse teel. Age I
sait on IgG konstantse piirkonna CH1-s ApaL I saidist iillevoolu loomulikult olemas.

DNA taastati QlAquick geeli ekstraktsioonikomplektiga (QIAGEN).

Kerge ahela raamatukogu DNA digesteeriti jirgemooda Xho [ ja Age I-ga ning siis
puhastati geelpuhastuse teel. Kerge ahela raamatukogu DNA ligeeriti raske ahela
fragmentidega. Ligeeritud DNA asetati reaktsioonipuhvri ja DNA kontsentreerimiseks
spinnkolonnile (PCR puhastuskomplekt, QIAGEN). Loplik transformatsioon teostati

elektrokompetentsetes XL-1 sinistes rakkudes (Stratagene).
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Raamatukogu HBsAg suhtes paanimine ja skriinimine

Raamatukogu paaniti 4 vooru immobiliseeritud HbsAg suhtes, peamiselt nii nagu seda
on kirjeldanud Barbas III, CF, Burton, DR, Scott, JK ja Silverman, GJ (2001), Phage
Display: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York. 2., 3. ja 4. vooru iiksikkloone skriiniti HBs Ag suhtes ELISA

analiitisi kaudu.

Esimese ahela cDNA siinteesimine ja lambda kerge ahela suhtes modifitseerimine

B-hepatiidi vastu vaktsineeritud doonorilt périnevat inimese PBL mRNA kasutati oligo-
dT praimeriga traditsioonilise esimese ahela ¢cDNA loomiseks. Selle teostamiseks
kasutati SuperScript First-Strand Synthesis for RT-PCR (INVITROGEN LIFE
TECHNOLOGIES) komplekti p&hiliselt komplektiga kaasasoleva juhendi jérgi. Kahe-
ahelalise DNA piirkonna, mille saab restriktsiooni endonukleaas Sma 1-ga digesteerida,
genereerimiseks lisati restriktsiooni oligonukleotiid “CLSma I” esimese ahela cDNA-le.
“CLSma I” jarjestus on 5° GAC TTC TAC CCG GGA GCY GTG 3’ (SEQ. ID nr 78),
kus Y on C ja T segu. Reaktsioon alustati esimese ahela cDNA, 1 uM oligonukleotiidi
ja sobiva koguse 10X restriktsioonipuhvriga A (Roche Diagnostics). Proovi kuumutati
95 °C juures 2 minutit ning siis hoiti seda spetsiifiliseks anniilumiseks 2 minutit 64 °c
juures ning seejérel jahutati 37 OC.ni. Lisati restriktsiooni endonukleaas Sma 1 (New
England Biolabs) ja proovi inkubeeriti 37 OC juures 30 minutit. Restriktsioonienstiiim

inaktiveeriti 65 °C juures kuumutamisega ning seejérel jahutati proov 4 OC-ni.

Esimese ahela cDNA restriktsiooni endonukleaasiga digesteerumist kontrolliti PCR
amplifikatsiooni kaudu, kasutades seejuures antud ala asjstundjatele tuntud tehnilisi
votteid. Neid produkte ei kasutatud antikeha geenide kloonimiseks. Digesteeritud
esimese ahela cDNA positiivset amplifikatsiooni vaadeldi reaktsioonis, kasutades
5'VBVLla ja 3’CLO sisekontrolli praimerit. Hea amplifikatsioon praimeritega

5'VBVL1a/3’CLO ja minimaalne amplifikatsioon praimeritega 5’VBVL1a/3’CL2dx2
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nditasid Sma I-ga esimese ahela cDNA matriitsi edukat digesteerumist. PCR

kontrollipraimerit jdrjestused olid VBVLla 5 GAC GCG CAC A AC ACG GAG CTC
CAG TCT GTG CTG ACT CAG 3’ (SEQ. ID nr 79), CLO 5* CCT CAG AGG AGG
GYG GG A ACAG 3’ (SEQ. ID nr 80) ja CL2Dx2 5’ AGA CAG TGA CGC CGT CTA
GAA TTA TGA ACA TTC TGT AGG 3’ (SEQ. ID nr 81).

Lambda kerge ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikenda-

mine

Sma I digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati originaalmatriitsina kordsete teise
ahela vDNA reaktsioonide alustamiseks, kasutades esimese karkassi spetsiifilist prai-
merit (I5plikult 0,4 uM), dNTP-id, AmpliTaq ensiitimi ja selle 10X reaktsioonipuhvrit
(Applied Biosystems). Praimerid disainiti, sisaldades ettemératud TMX24L jérjestust,
Xba I saiti ja piirkonda, mis anniilus inimese antikeha lambda kerge ahela geenide
karkassis esimese ahela cDNA-I. Need anniilunud jdrjestused périnesid VBase andme-
baasi praimeritest (www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html), mis disainiti
inimese antikehade tuntud jérjestuste pShjal ja mis teatavasti katavad inimese antikeha
lambda kerge ahela geenide kogu repertuaari. Lambda kerge ahela esimese karkassi
spetsiifilised praimerid on need, milliseid on kasutatud niites 4. Proovid denatureeriti
94 °C juures itheminutilise kuumutamisega ning seejirel tsiiklistati neid 20 korda 94 °C
juures 5 sekundi, 56 °C juures 10 sekundi ja 68 °C juures 2 minuti jooksul. See tagas
teise ahela cDNA lineaarse amplifikatsiooni. Pesistatud oligonukleotiid, mis on niites 4
tahistatud kui “TMX24CLnpt”, lisati jadl 1dppkontsentratsiooniga 0,2 uM. Nagu on
niha joonisel fig. 7, on IgM pesistatud oligonukleotiidi “TMX24CMnpt” korral
“TMX24CLnpt” 3’-terminaalsed nukleotiidid oligo pikenemise tdkestamiseks modifit-
seeritud. Seejirel pikendati teise ahela ¢cDNA-d pesistatud oligonukleotiidist eemale
94 °C juures iiheminutilise kuumdenatureerimisega, anniilimisega ning 68 OC juures 2-
minutilise, seejérel 4 OC juures pikendamisega. Saadud teise ahela cDNA-d (inseneeri-

tud matriits) puhastati, kasutades selleks PCR puhastuskomplekti (QIAGEN). Selles
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astmes eemaldatakse vabad oligonukleotiidid ja tagatakse péripidiste eeskirjade jdrgne

lihtne puhvrivahetus.

Lambda kerge ahela iiksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades seejuures Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, INTP-id ja praimerit “TMX24L”. TMX24L
ettemadratud jarjestus on 5' GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA CAG 3’ (SEQ. ID
nr 82). Proovid denatureeriti 95 °C juures liheminutilise kuumutamisega, seejérel
tsiiklistati neid 30 korda 95 °C juures 5 sekundi ja 68 OC juures 1 minuti jooksul. Sellele

jérgnes tdiendav 3-minutiline 68 %C ja 4 °C juures seismine.

Lambda kerge ahela kloonimine

Lambda kerge ahela amplifkatsiooniproduktid puhastati PCR puhastuskomplektiga
(QIAGEN) ning digesteeriti Xba I ja Sac I-ga. Insert puhastati geelekstraktsiooni
komplekti (QIAGEN) abil ning klooniti sobivasse vektorisse, mis sisaldas lambda kerge
ahela konstantse piirkonna iilejadnud osa. Ligeeritud produkt sisestati elektroporatsiooni
teel E. coli’sse ja kasvatati iile6d 37 OC juures. Jargmisel hommikul kasutati DNA

maksiprepi (QIAGEN) lambda kerge ahela raamatukogu DNA taastamiseks.

Raske ahela kloonimine ja IgG lambda raamatukogu koostamine

Eespoolkoostatud lambda kerge ahela raamatukogu DNA digesteeriti jairgemédda Xho I
ja Age I-ga raske ahela Fd fragmentide, mis olid juba eespool kirjeldatud viisil 1gG
kappa raamatukogu jaoks valmistatud, insertsiooniks. Ligeeritud produkt sisestati
elektroporatsiooni teel E. coli’sse ja kasvatati {ile6o 37 °C juures. Jargmisel hommikul

kasutati DNA maksiprepi (QIAGEN) kogu IgG lambda raamatukogu DNA taas-

tamiseks.
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Raamatukogu HBsAg suhtes paanimine ja skriinimine

Paanimist ja skriinimist teostati eespool IgG kappa raamatukogu korral kirjeldatud
viisil. DNA jérjestamises analiiiisis ja iseloomustamises uuriti ELISA skriinimise teel
isoleeritud Fab kloone, mis ilmutasid HBsAg-ga spetsiifilist  seostumist ja
mittespetsiifilise proteiiniga, ovalbumiiniga minimaalset seostumist. Vt jooniseid fig.
8a-8e. B-hepatiidi vastu vakisineeritud doonorilt pirinevast PBL mRNA-st valmistatud
raamatukogudest isoleeriti HBsAg suhtes kokku 38 eristuvat IgG kappa Fab-i (25 rasket
ahelat ja 37 kerget ahelat) ning 17 eristuvat IgG lambda Fab-i (13 rasket ahelat ja 16

kerget ahelat).

Niiide 4

Faagdisplei antikeha raamatukogu konstrueerimine inimese PBL mRNA-st.

Esimese ahela cDNA siinteesimine ja kergete ahelate jaoks modifitseerimine

Doonorilt pirineva inimese PBL mRNA kasutati oligo-dT praimeriga traditsioonilise
esimese ahela cDNA genereerimiseks, juhindudes peamiselt SuperScript First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) komplekti kasutus-
juhendist. Kappa ja lambda kerge ahela reaktsioonid toimusid eraldi. Kaheahelalise
DNA piirkonna, mille v&ib digesteerida kappa kerge ahela restriktsiooni endo-
nukleaasiga Sac 1 vdi lambda kerge ahela restriktsiooni endonukleaasiga Sma I,
genereerimiseks lisati restriktsiooni oligonukleotiid “CKSac I” v5i “CLSma I” esimese
aheal cDNA-le. Kuna esineb hulgaliselt konstantseid lambda piirkondi (C1, C2, C3 ja
C6), siis on oluline mirkida, et Sma I sait on konserveerunud kdigi funktsionaalsete
konstantsete lambda domeenide (C1, C2, C3 ja C6) keskel. “CKSac I” jérjestus on 5’
AGG GCC TGA GCT CGC CCG TC 3’ (SEQ. ID nr 179), “CLSma I” jérjestus on 5’
GAC TTC TAC CCG GGA GCY GTG 3’ (SEQ. ID nr 180), kus Y on Cja T segu.
Reaktsioonid on teostatud esimese ahela ¢cDNA ja 1 uM oligonukleotiidiga. Proovi

kuumutatakse 95 °C juures 2 minutit ning siis hoitakse seda spetsiifiliseks anniilumiseks
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2 minutit 64 °C juures. Proovidele lisatakse asjakohane kogus 10X restriktsioonipuhvrit
A (Roche Diagnostics) ning seejdrel jahutatakse need 37 OC-ni. Lisatakse restriktsiooni
endonukleaas Sac 1 v6i Sma 1 (New England Biolabs) ja proove inkubeeritakse 37 °c
juures 30 minutit. Restrikisiooniensiiim inaktiveeritakse 20-minutilise 65 OC juures

kuumutamisega ning seejérel proovid jahutatakse kuni 4 °C.

Kerge ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikendamine

Sac I digesteeritud esimese ahela cDNA-d v6i Sma | digesteeritud esimese ahela cDNA-
d kasutati originaalmatriitsina kordsete teise ahela cDNA reaktsioonide teostamiseks,
kasutades esimese Kkarkassi spetsiifilist praimerit (Ioplikult 0,4 uM), dNTP-id,
AmpliTaq ensiilimi ja selle 10X reaktsioonipuhvrit (Applied Biosystems). Praimerid
disainiti, sisaldades TMX24K (kappa korral) v&i TMX24L (lambda korral) jérjestust,
Xba I restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis anniilub inimese antikeha kappa vOi lambda
kerge ahela geenide karkassis esimese ahela ¢cDNA-l. Need anniilunud jérjestused
pirinesid ~ VBase andmebaasi  praimeritest (www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-
doc/public/INTRO.html), mis disainiti inimese antikehade tuntud jérjestuste pohjal ja
mis teatavasti katavad inimese antikeha kerge ahela geenide kogu repertuaari. Kappa
kerge ahela esimese karkassi spetsiifilised praimerid on need, milliseid on kasutatud

ndites 3. Vt praimerite jargmist loetelu kasutamiseks lambda amplifikatsioonis.
Lambda kerge ahela esimese karkassi spetsiifilised praimerid:

TMX24VL1a (SEQ. ID nr 181)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGTGCTGACTCAG

TMX24VLI1b (SEQ. ID nr 182)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGTGYTGACGCAG

TMX24VL1c (SEQ. ID nr 183)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGTCGTGACGCAG

TMX24VL2 (SEQ. ID nr 184)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGCCCTGACTCAG

TMX24VL3a (SEQ. ID nr 185)
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GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGICTAGATCCTATGWGCTGACTCAG

TMX24VL3b (SEQ. ID nr 186)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGICTAGATCCTATGAGCTGACACAG

TMX24VL3c (SEQ. ID nr 187)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGATCTTCTGAGCTGACTCAG

TMX24VL3d (SEQ. ID nr 188)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGATCCTATGAGCTGATGCAG

TMX24VL4 (SEQ. ID nr 189)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGCYTGTGCTGACTCAA

TMX24VL5 (SEQ. ID nr 190)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGICTAGACAGSCTGTGCTGACTCAG

TMX24VL6 (SEQ. ID nr 191)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGAAATTTTATGCTGACTCAG

TMX24VL7 (SEQ. ID nr 192)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGRCTGTGGTGACTCAG

TMX24VL8 (SEQ. ID nr 193)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGACTGTGGTGACCCAG

TMX24VL4/9 (SEQ. ID nr 194)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTICTAGACWGCCTGTGCTGACTCAG

TMX24VL10 (SEQ. ID nr 195)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGICTAGACAGGCAGGGCTGACTCAG

Toodud jarjestustes R on A ja G vordne segu, M on A ja C vordne segu, Yon Cja T

vordne segu, W on A ja T vdrdne segu ning S on C ja G vordne segu.

Proovid denatureeriti 94 °C juures iiheminutilise kuumutamisega, seejérel tsiiklistati
neid 20 korda 94 °C juures 5 sekundi, 56 %C juures 10 sekundi ja 68 °C juures 2 minuti
jooksul. See tagas teise ahela cDNA lineaarse amplifikatsiooni. Pesistatud oligo-
nukleotiid, tahistatud kappa ahelate korral kui “TMX24CKnpt” voi lambda ahelate
korral kui “TMX24CLnpt” lisati jadl 18ppkontsentratsiooniga 0,2 uM. Pesistatud
oligonukleotiidi jirjestused on: “TMX24CKnpt” 5° GAC GAC CGG CTA CCA AGA
GGA GTG CTC GAG CTC AGG CCC TGA TGG GTG ACT TCG CT 3’ (SEQ. ID Nr
196) ja “TMX24CLnpt” 5° GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA CAG AAG AGC
TCC TGG GTA GAA GTC ACT KAT SAG RCA CAG 3’ (SEQ. ID nr 197). Nagu on
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ndha joonisel fig. 7, oli IgM pesistatud oligo korral kolm 3’-terminaalset nukleotiidi

oligo pikenemise tokestamiseks modifitseeritud. Seejérel pikendati teise ahela cDNA-d
94 °C juures itheminutilise kuumdenatureerimisega, anniilimisega ning 68 °C juures 2-
minutilise, seejirel 4 °C juures pikendamisega pesistatud oligost eemale. Saadud teise
ahela cDNA-d (inseneeritud matriits) puhastati, kasutades selleks QIAGEN spinn-
kolonni (PCR puhastuskomplekt). Selles astmes eemaldatakse vabad oligonukleotiidid

ja tagatakse piripidiste eeskirjade jérgne lihtne puhvrivahetus.

Kerge ahela iiksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ja kappa ahelate korral praimerit
“TMX24K” v5i lambda ahelate korral praimerit “TMX24L”. “TMX24K” jarjestus on 5’
GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA GTG 3’ (SEQ. ID nr 198) ning “TMX24L"”
jarjestus on 5° GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA CAG 3’ (SEQ. ID nr 199).
Proovid denatureeriti 95 °C juures itheminutilise kuumutamisega, secjérel tstiklistati
neid 30 korda 95 °C juures 5 sekundi ja 68 OC juures 1 minuti jooksul. Sellele jargnes

taiendav 3-minutiline 68 °C ja 4 °C juures hoidmine.

Kerge ahela kloonimine

Kappa ja lambda amplifikatsiooniproduktid puhastati PCR puhastuskomplektiga
(QIAGEN) ning neid puhastati veel kumbagi eraldi geelpuhastuse teel. Saadud
produktid digesteeriti Xba I ja Sac I-ga. Inserdid klooniti sobivasse vektorisse, mis
sisaldas vastava kerge ahela konstantse piirkonna iilejadnud osa. Ligeeritud produkt
sisestati elektroporatsiooni teel E. coli’sse ja kasvatati iile6d 37 C juures. Jdrgmisel
hommiku! kasutati DNA “maxiprep”i kerge ahela raamatukogu DNA taastamiseks.
Kerge ahela raamatukogu DNA “prep”-e kasutati kloonimisvektorina raske ahela Fd

fragmentide Xho I/EcoR I-ga insertsiooniks, viies niiviisi raamatukogu koostamise

15pule.
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Esimese ahela cDNA siinteesimine ja raske ahela jaoks modifitseerimine

Doonorilt pirineva inimese PBL mRNA kasutati oligo-dT praimeriga traditsioonilise
esimese ahela cDNA genereerimiseks. Seejuures juhinduti peamiselt SuperScript First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) komplekti
kasutusjuhendist. Kaheahelalise DNA piirkonna, mille v5ib digesteerida restriktsiooni
endonukleaasiga Dra III, genereerimiseks lisati esimese ahela cDNA-le restriktsiooni
oligonukleotiid CMDra IlI. Reaktsioonid on viidud ldbi esimese ahela cDNA ja 1 uM
oligonukleotiidiga. Proovi kuumutati 95 OC juures 2 minutit ning siis hoiti seda
spetsiifiliseks anniilumiseks 2 minutit 64 OC juures. Proovile lisati asjakohane kogus
10X restriktsioonipuhvrit H (Roche Diagnostics) ning seejérel jahutati see 37 C-ni.
Lisati restriktsiooni endonukleaas Dra III (New England Biolabs) ja proovi inkubeeriti

37 °C juures 30 minutit ning seejérel jahutati 4 OC juures.

Esimese ahela cDNA Dra Ill-ga digestsiooni kontrolliti PCR amplifikatsiooni kaudu.
Amplifikatsiooniprodukte ei kasutatud antikeha fragmentide kloonimiseks. Diges-
teeritud esimese ahela cDNA positiivset amplifikatsiooni vaadeldi reaktsioonides, Kus
kasutati kahe erinevalt puhverdatud tingimuse juures 5’ VBVHIla ja 3' CMO sise-
kontrolli praimerit. Praimeritega 5’VBVH1a/3’CMO0 hea amplifikatsioon ja praime-
ritega S’VBVHI12/3°CM1 minimaalne amplifikatsioon viitavad esimese ahela cDNA

matriitsi edukale Dra III digestsioonile.

Raske ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ia pesistatud oligo pikendamine

Dra Il digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati originaalmatriitsina kordsete teise
ahela cDNA reaktsioonide libiviimiseks, kasutades esimese karkassi spetsiifilist
praimerit (15plikult 0,4 uM), dNTP-id, AmpliTaq ensiiiimi ja selle 10X reaktsiooni-
puhvrit (Applied Biosystems). Praimerid disainiti, sisaldades TMX24 jérjestust, Xho I

restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis on anniilunud inimese antikeha raske ahela geenide
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karkassis esimese ahela ¢cDNA-ga. Need anniilunud jéarjestused périnesid VBase

andmebaasi praimeritest, mis on disainitud inimese antikehade tuntud jdrjestuste pdhjal
ja mis teatavasti katavad inimese antikeha raske ahela geenide kogu repertuaari nagu
seda on kirjeldatud niites 3. Raske ahela esimese karkassi spetsiifilised praimerid on

need, mis on loetletud ndites 3.

Proovid denatureeriti 94 °C juures itheminutilise kuumutamisega ning seejérel tsiiklistati
neid 20 korda 94 °C juures 5 sekundi, 56 OC juures 10 sekundi ja 68 °C juures 2 minuti
jooksul. See tagas teise ahela cDNA lineaarse amplifikatsiooni. Pesistatud oligo-
nukleotiid, mis on tihistatud kui “TMX24CMnpt” (nagu kasutatud ndites 3), lisati jaal
I6ppkontsentratsiooniga 0,2 uM. Seejirel pikendati teise ahela ¢DNA-d pesistatud
oligost eemale 94 OC juures itheminutilise kuumdenatureerimisega, anniilimisega ning
68 °C juures 2-minutilise, seejirel 4 C juures pikendamisega. Saadud teise ahela
cDNA-d (inseneeritud matriits) puhastati, kasutades selleks QIAGEN spinnkolonni
(PCR puhastuskomplekt). Selles astmes eemaldatakse vabad oligonukleotiidid ja taga-

takse péripidiste eeskirjade jargne lihtne puhvrivahetus.

Raske ahela iiksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ja praimerit. “TMX24”. Proovid
denatureeriti 95 °C juures itheminutilise kuumutamisega, seejdrel tsiiklistati neid 30
korda 95 °C juures 5 sekundi ja 68 OC juures 1 minuti jooksul. Sellele jargnes tdiendav

3-minutiline 68 °C ja 4 °C juures hoidmine.

Raske ahela kloonimine ja raamatukogu koostamine

Umbes 500 bp amplifikatsiooniproduktid puhastati geelpuhastuse teel ning seejérel

digesteeriti Xho I ja EcoR 1-ga. Inserdid klooniti sobivasse vektorisse, mis sisaldas IgM
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CHI domeeni iilejiinud osa. Fab raamatukogu sisaldav ligeeritud produkt sisestati

elektroporatsiooni teel E. coli’sse.

Bakteriofaagi pinnal Fab raamatukogu loomiseks kasutati supressorrakke, nagu néiteks
XL1BLUE (Stratagene). Elektroporatsiooni jérel loksutati rakke 1 tund 37 °C juures,
seejdrel lisati karbenitsilliini kuni kontsentratsiooni 20 ug/ml saavutamiseni. Pdrast
tunniajalist 37 OC juures loksutamist suurendati karbenitsilliini kogust kuni 50 ug/ml ja
loksutamist jétkati 37 °C juures veel ithe tunni jooksul. Seejdrel lisati VCS-M13
abistajafaag (Stratagene), andmaks koik vajalikud komponendid fagemiidiosakeste
genereerimiseks ning s66tme ruumala SB keskkonnas tsteti kuni 100 ml. Pérast tunni-
ajalist 37 °C juures olekut lisati abistajafaagi DNA sisaldavate bakterite selekteeri-
miseks kanamiitsiini kontsentratsiooniga kuni 70 ug/ml. S6édet loksutati 37 OC juures
iileds. Selle aja jooksul tootsid bakterid uusi fagemiidi osakesi, mis avaldasid oma
pinnal Fab-i. Jargmisel hommikul v6ib fagemiidi osakesed eraldada spinnimise teel
bakterirakkudest vilja ning secjéirel sadestada fagemiidi osakesed 30 minuti jooksul jaal
olevast 4 % PEG 8000 ja 0,5 M NaCl supernatandist. Sadestunud faagi kuulike
saadakse kiirusega 14300 x g tsentrifuugimisega. Kuulikese v5ib PBS/1% BSA-s uuesti
suspendeerida. Bakteriaalsete jédkide eemaldamiseks voib preparaadi filtreerida.

Saadud raamatukogu on séilitatud 4% juures.

Niide 5
Fagemiiddisplei raamatukogu konstrueerimine IgE voi rekombinantse IgE Fe CH2-4-ga

immuniseeritud hiirte mRNA-st.

Esimese ahela cDNA siinteesimine ja IgG raske ja kappa kerge ahela jaoks modifit-

seerimine

Oligo-dT praimeriga traditsionaalse esimese ahela ¢DNA genereerimiseks kasutati
inimese IgE v&i inimese rekombinantse IgE-ga immuniseeritud hiirte porna mRNA-d.

Selle labiviimiseks kasutati SuperScript First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen
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Life Technologies), juhindudes p&hiliselt komplekti kasutamisjuhendist. Kaheahelalise

DNA piirkonna, mille v6ib digesteerida IgG1 restrikisiooni endonukleaasiga Xcm,
IgG2a korral BsaJ-ga v6i kappa kerge ahela korral Hpa I-ga, genereerimiseks lisati
esimese ahela cDNA-le IgGl korral restriktsiooni oligonukleotiid “mCGl1Xcm [7,
IgG2a korral “mCG2aBsal [” vGi kappa kerge ahela korral “mCKHpa I”. “mCG1Xcm
I” jirjestus on 5’CTAACTCCAT GGTGACCCTGGGATG3’ (SEQ. ID nr 200).
“mCG2aBsal I” jirjestus on S’CAACTGGCTCCTCGGT GACTCTAG3’ (SEQ. ID nr
201). “mCKHpa [” jdrjestus on 5’CAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGG3’ (SEQ. ID
nr 202). Reaktsioon viidi ldbi esimese ahela cDNA, 1 uM oligonukleotiidi ja asjakohase
koguse 10X NE-puhvriga (New England Biolabs) v6i 10X restriktsioonipuhvriga A
(Roche Diagnostics). Proovi kuumutati 95 °C juures 2 minutit ja seejérel hoiti seda
spetsiifiliseks anniilumiseks 2 minutit 64 %C juures ning jahutati Xcm I ja Hpa I korral
37 °C-ni ja BsalJ 1 korral 60 0C-ni. Lisati restriktsiooni endonukleaas Xcm I, BsaJ [ vGi
Hpa I (New England Biolabs) ning proove inkubeeriti vastavalt 37 °C juures 30 minutit,
60 °C juures 30 minutit ja 37 OC juures 10 minutit. Restriktsiooniensiiim inaktiveeriti
Xem I korral 20-minutilise 65 °C juures, BsaJ I korral 20-minutilise 80 OC juures

kuumutamisega ning seejérel jahutati proov 4 °C-ni.

Esimese ahela ¢cDNA restriktsiooni endonukleaasiga digesteerumist kontrolliti PCR
amplifikatsiooni kaudu, kasutades seejuures antud ala asjatundjatele tuntud tehnilisi
votteid. Neid produkte ei kasutatud antikeha geenide kloonimiseks. Digesteeritud
esimese ahela cDNA positiivset amplifikatsiooni vaadeldi reaktsioonides, kus kasutati
IgG1 korral 5 TMX24mVHIIBshort ja 3’'mCGl sisekontrolli praimerit, IgG2a korral 5’
TMX24mVHIIBshort ja 3' mCG2a sisekontrolli praimerit ning kappa korral 5’
TMX24mVKIVshort ja 3° mCKO sisekontrolli praimerit. Hea amplifikatsioon
praimeritega  5°  TMX24mVHIIBshort/3>  mCGl véi  praimeritega 5’
TMX24mVHIIBshort/3’® mCG2a vdi 5° TMX24mVKIVshort/3’ mCKO ning mini-
maalne amplifikatsioon praimeritega 5° TMX24mVHIIBshort/3® mCGIB voi 5’
TMX24mVHIIBshort/3> mCG2aB v6i 5° TMX24mVKIVshort/3> mCKB nditasid
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esimese ahela cDNA matriitsi edukat digesteerumist iga restriktsiooni endonukleaasiga.

PCR kontrollimiseks kasutatud praimerite jarjestused olid

TMX24mVHIIBshort (SEQ. ID nr 203)

5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTCCAACTGCAGCAGYC3’
mCGl (SEQ. ID nr 204) 5>CATGGAGTTAGTTTGGGCAGCAGY’

mCGI1B (SEQ. ID nr 205) 5’CAACGTTGCAGGTGACGGTCTCY’

mCG2a (SEQ. ID Nr206) 5’CGAGGAGCCAGTTGTATCTCCAC3’

mCG2aB (SEQ. ID nr 207) 5°CCACATTGCAGGTGATGGACTG3’
TMX24mVKIVshort (SEQ. ID Nr 208)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAAWTGTGCTCACCCAGT
CTC3’

mCKO (SEQ. ID nr 209) 5’CTGCTCACTGGATGGTGGGAAG3’

mCKB (SEQ. ID nr 210) S’GAGTGGCCTCACAGGTATAGCTG3’

Kerge ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligo pikendamine

Hpa I digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati originaalmatriitsina kordsete teise
ahela cDNA reakisioonide teostamiseks, kasutades esimese karkassi spetsiifilist prai-
merit (16plikult 0,4 uM), dNTP-id, AmpliTaq ensiiimi ja selle 10X reaktsioonipuhvrit
(Applied Biosystems). Praimerid disainiti, sisaldades kappa korral TMX24mK jérjestust
ja Xba I restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis anniilus hiire antikeha kappa véi lambda
kerge ahela geenide esimeses karkassis esimese ahela ¢cDNA-l. Need anniilunud
jirjestused disainiti Kabat andmebaasist (http:Himmuno.bme.nwu.edw/) périnevate hiire
antikehade praimeritest mis disainiti inimese antikehade tuntud jdrjestuste pdhjal, kattes

hiire antikeha kappa kerge ahela geenide kogu repertuaari.
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D. Kappa esimese karkassi spetsiifilised praimerid:

TMX24mVKlIshort (SEQ. ID nr 211) Xbal
5’GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATTGTGATGWCACAGT

CTC3’
TMX24mVKllashort (SEQ. ID nr 212)
5’GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATGTTKTGATGACCCARAC

TC3’

TMX24mVKIIbshort (SEQ. ID nr 213)
5'"GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATTGTGATGACKCAGG
CTG3’

TMX24mVKIIIshort (SEQ. ID nr 214)
5*GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTICTAGAGACAWTGTGCTGACCCART
CTC3’

TMX24mVKIVshort (SEQ. ID nr 215)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAAWTGTGCTCACCCAGT

CTC3’

TMX24mVKVashort (SEQ. ID nr 216)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGICTAGAGACATCCAGATGACMCAGT
CTC3’

TMX24mVKbshort (SEQ. ID nr 217)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATATCCAGATGACACAGA
CTAC3’

TMX24mVKeshort (SEQ. ID nr 218)
5*GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATTGTSATGACCCAGTC
3

TMX24mVKVIshort (SEQ. ID nr 219)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGICTAGACAAATTGTTCTCACCCAGTC

TC3’
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Kusjuures R on A ja G vdrdne segu, M on A ja C vdrdne segu, K on G ja T vdrdne

segu, Won A ja T vordne segu ning S on C ja G vordne segu.

Proovid denatureeriti 94 °C juures itheminutilise kuumutamisega, seejirel tsiiklistati
neid 20 korda 94 °C juures 5 sekundi, 56 °C juures 10 sekundi ja 68 °C juures 2 minuti
jooksul. See tagas teise ahela cDNA lineaarse amplifikatsiooni. Pesistatud oligo-
nukleotiid, tdhistatud kappa ahelate korral kui “TMX24mCKnoer” lisati j&il 15pp-
kontsentratsiooniga 0,2 uM. “TMX24CKnpt” jirjestus on S’GACGACCGGCTA
CCAAGAGGAGTGTCCGGATGTTAACTGCTCACTGGATGGTGGGAAGATGG2’
OMe[A(ps)U(ps)U(ps))(propiiiil) 3’ (SEQ. ID nr 220). Seejérel pikendati teise ahela
cDNA-d 94 °C juures itheminutilise kuumdenatureerimisega, anniilimisega ning 68 o°c
juures 2-minutilise, seejirel 4 0C juures pikendamisega pesistatud oligost eemale.
Saadud teise ahela cDNA-d (inseneeritud matriits) puhastati, kasutades selleks
QIAGEN spinnkolonni (PCR puhastuskomplekt). Selles astmes eemaldatakse vabad

oligonukleotiidid ja tagatakse péripidiste eeskirjade jargne lihtne puhvrivahetus.

Kerge ahela iiksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ja kappa ahelate praimerit
“TMX24mK”. “TMX24mK” jérjestus on 5’GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTG3’
(SEQ. ID nr 221). Proovid denatureeriti 95 °C juures itheminutilise kuumutamisega,
seejarel tsiklistati neid 25 korda 95 OC juures 5 sekundi ja 68 °C juures 1 minuti

jooksul. Sellele jdrgnes tiiendav 3-minutiline 68 °C ja 4 °C juures hoidmine.

Kerge ahela kloonimine

Kappa amplifikatsiooniproduktid puhastati geelpuhastuse teel ja digesteeriti seejrel
Xba I ja BspE I-ga. Inserdid klooniti sobivasse ekspressioonivektorisse, mis sisaldas

vastava kappa kerge ahela konstantse piirkonna iilejdénud osa. Ligeeritud produkt
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sisestati elektroporatsiooni teel E. coli’sse ja kasvatati iiledd 37 OC juures. Jirgmisel

hommikul kasutati DNA “maxiprep”-i kerge ahela raamatukogu DNA taastamiseks.
Kerge ahela raamatukogu DNA  kasutati jirgmistes astmetes raske ahela Fd
fragmentide Xho I/Bln I-ga kloonimiseks, viies allpool 15igus ‘raske ahela kloonimine’

kirjeldatud viisil raamatukogu koostamise 1dpule.

Raske ahela teise ahela lineaarne amplifikatsioon ja pesistatud oligopikendamine

Hem 1 ja Bsal I digesteeritud esimese ahela cDNA-d kasutati  kordsete teise ahela
cDNA reaktsioonide teostamiseks, kasutades esimese karkassi spetsiifilist praimerit
(1oplikult 0,4 uM), dNTP-id, AmpliTaq ensiiiimi ja selle 10X reaktsioonipuhvrit
(Applied Biosystems). Praimerid disainiti, sisaldades TMX24mH jérjestust, Xho 1
restriktsioonisaiti ja piirkonda, mis anniilus hiire antikeha raske ahela geenide esimeses
karkassis esimese ahela cDNA-I. Need anniilunud jérjestused disainiti Kabat andme-
baasist (http://immuno.bme.nwu.edw/) périnevate hiire antikehade tuntud jérjestuste

pohjal, kattes hiire antikeha raske ahela geenide kogu repertuaari.

Raske ahela esimese karkassi spetsiifilised praimerid:

TMX24mVHIAshorter (SEQ. ID nr222) Xhol
5*GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGCAGCTTCAGSAGTC3
TMX24mVHIBshorter (SEQ. ID nr 223)

5’ GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGCAGCTGAAGSAGTCY’
TMX24mVHIIAshorter (SEQ. ID nr 224)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTYCAGCTGCARCARTCY’
TMX24mVHIIBshorter (SEQ. ID nr 225)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTCCAACTGCAGCAGYCY’
TMX24mVHIICshorter (SEQ. ID nr 226)
5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTTCAGCTGCAGCAGTC3’
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TMX24mVHIIIAshorter (SEQ. ID nr 227)

5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGAAGCTGGTGGAGWC3’
TMX24mVHII[Bshorter (SEQ. ID nr 228)
5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGAAGCTTCTGGAGTC3’
TMX24mVHIIDshorter (SEQ. ID nr 229)
5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGMAGCTGGTGGAGTC3’

Kusjuures R on A ja G vérdne segu, M on A ja C vordne segu, Y on C ja T vordne segu

ning S on C ja G vordne segu.

Proovid denatureeriti 94 °C juures itheminutilise kuumutamisega, seejérel tsuklistati
neid 20 korda 94 °C juures 5 sekundi, 56 °C juures 10 sekundi ja 68 °C juures 2 minuti
jooksul. See tagas teise ahela cDNA lineaarse amplifikatsiooni. Pesistatud oligo-
nukleotiid, tihistatud IgGl korral kui “TMX24mCGlnoer” ja IgG2a korral kui
“TMX24mCG2anoer” lisati jiil 1oppkontsentratsiooniga 0,2 uM. “TMX24mCG1noer”
jérjestus oli $*GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCCTAGGGTTACCATGGAG
TTAGTTTGG GCAGCAGA2 OMe[U(ps)C(ps)A(ps)](propiiiil) 3’ (SEQ. ID nr 230) ja
“TMX24mCG2anoer” jérjestus oli 5*GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCCTAG
GGTCATCGAGGAGCCAGTTGTA TCTCCACA2’ OMe[C(ps)A(ps)U(ps)I(propiiiil)
3’ (SEQ. ID nr 231).

Seejarel pikendati teise ahela cDNA-d 94 %C juures iiheminutilise kuumdenatu-
reerimisega, anniilimisega ning 68 °C juures 2-minutilise, seejirel 4 OC juures pikenda-
misega pesistatud oligost eemale. Saadud teise ahela cDNA-d (inseneeritud matriits)
puhastati, kasutades selleks QIAGEN spinnkolonni (PCR puhastuskomplekt). Selles

astmes eemaldatakse vabad oligonukleotiidid ja tagatakse paripidiste eeskirjade jirgne

lihtne puhvrivahetus.
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Raske ahela iiksikpraimeri amplifikatsioon (SPA)

Inseneeritud matriits amplifitseeriti, kasutades selleks Advantage 2 poliimeraasisegu
(Clontech) ja selle 10X reaktsioonipuhvrit, dNTP-id ja raskete ahelate praimerit
“TMX24mH?”. “TMX24mH” jérjestus on 5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTG3’
(SEQ. ID nr 232). Proovid denatureeriti 95 OC juures itheminutilise kuumutamisega,
seejiirel tsiiklistati neid IgG1 korral 28 korda ja IgG2a korral 30 korda 95 OC juures 5
sekundi ja 68 OC juures 1 minuti jooksul. Sellele jirgnes tiiendav 3-minutiline 68 °C ja

4°C juures hoidmine.

Raske ahela kloonimine

Raske ahela amplifikatsiooniproduktid puhastati geelpuhastuse teel ja digesteeriti
seejirel Xho I ja Bin I-ga. Inserdid klooniti kappa ahela raamatukogu DNA-desse, mis
sisaldasid IgG1 ja IgG2a rakse ahela konstantse piirkonna iilejainud osa. Ligeeritud
produkt sisestati elektroporatsiooni teel E. coli’sse ja kasvatati ile66 37 °C juures.

Jargmisel hommikul kasutati DNA maksiprepi IgG1 kappa voi 1gG2a kappa raamatu-

kogu DNA taastamiseks.

Raamatukogude paanimine ja skriinimine rekombinantsel IgE Fc CH2-4-1

Raamatukogud paaniti 4 vooruga rckombinantse IgE Fec CH2-4-1 péhiliselt nii, nagu
seda on kirjeldanud Barbas [II, CF, Burton, DR, Scott, JK ja Silverman, GJ (2001),
Phage Display: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York. Paanimise 2., 3. ja 4.vooru iksikkloonid skriiniti ELISA

analiliisis rekombinantse IgE Fc CH2-4-1.

Kloone, mis ilmutasid ELISA analiiiisi pShjal spetsiifilist IgE Fc CH2-4-ga seostumist

ja minimaalset mittespetsiifilise proteiiniga, ovalbumiiniga seostumist , analiiiisiti DNA
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jirjestuse jirgi. Hiirte raamatukogust eraldati kokku 31 eristatavat IgE Fc CH2-4

seostunud Fab-i. Vt jooniseid fig. 9a-9d.

On arusaadav, et siinjuures kirjeldatud teostusviisides vdib teha erinevaid modifikat-
sioone. Seetdttu ei tule eespool kirjeldatud teostusviise kisitleda leiutise ulatust piira-

vatena, vaid need on lisatud iiksnes eclistatud teostusviiside néitlikustamise eesmérgil.
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Patendinéudlus

1. Meetod nukleiinhappe amplifitseerimiseks, sisaldades

a) praimeri anniilimist matriitsiga, kusjuures praimer sisaldab esimest osa, mis
anniilub matriitsiga ning ettemédratud jérjestusega teist osa, mis matriitsiga ei anniilu;

b) poliinukleotiidi siinteesimist, mis on komplementaarne matriitsi osaga, mis paikneb
praimeri esimene osa matriitsil anniilumise asukoha ja matriitsi otsa vahel, kusjuures
poliinukleotiid sisaldab selle esimese otsas ja selle teises otsas praimerit;

¢) astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi matriitsilt eraldamist;

d) oligonukleotiidmatriitsi astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi teisel otsal
anniilimist, kusjuures oligonukleotiidmatriits sisaldab esimest osa, mis on anniilunud
poliinukleotiidi teise otsaga ning teist osa, mis on samasuguse etteméératud jérjestusega
nagu praimeri teine 0sa;

e) astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi pikendamist, andmaks selle terminaalse osa,
mis on ettemésratud jirjestusega komplementaarne, kusjuures mainitud oligonukleotiid-
matriits ei ole selle 3’-otsas pikenenud; ning

f) pikendatud poliinukleotiidi amplifitseerimist, kasutades etteméiratud jérjestusega

{iksipraimerit.

2. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1, kusjuures oligonukleotiidmatriitsi anniilimisaste
sisaldab erinevate jérjestustega oligonukleotiidmatriitside kogumit ning oligonukleotiid-

matriitside kogumi viimist astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidiga kokkupuutesse.

3. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1, kusjuures matriits on enne praimeri anniilimist

digesteeritud.

4. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1, kusjuures astmes (b) siinteesitud poliinukleotiid

on enne oligonukleotiidmatriitsi anniilimist digesteeritud.

5. Meetod nukleiinhappe amplifitseerimiseks, sisaldades
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a) praimeri ja piirneva oligonukleotiidi matriitsiga anniilimist, kusjuures praimer

sisaldab esimest osa, mis anniilub matriitsiga ja etteméiratud jérjestusega teist osa, mis
matriitsiga ei anniilu, kusjuures piirnev oligonukleotiid seostub matriitsiga praimeri 3’-
otsast allavoolu paiknevas asendis ning katkestab praimeri piki matriitsi pikenemise
umbes selles asendis, millega on piirneva oligonukleotiidi 5’-ots seostunud;

b) poliinukleotiidi siinteesimist, mis on komplementaarne matriitsi osaga, mis paikneb
praimeri esimene osa matriitsil anniilumise asukoha ja matriitsi selle osa vahel, millega
on piirnev oligonukleotiid anniilunud, kusjuures poliinukleotiid sisaldab selle esimese
otsas ja selle teises otsas praimerit;

¢) astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi matriitsilt eraldamist;

d) oligonukleotiidmatriitsi astmes (b) stinteesitud poliinukleotiidi teisel otsal
anniilimist, kusjuures oligonukleotiidmatriits sisaldab esimest osa, mis on anniilunud
poliinukleotiidi teise otsaga ning teist 0sa, mis on samasuguse ettemiératud jérjestusega
nagu praimeri teine o0sa;

¢) astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidi pikendamist, andmaks selle terminaalse osa,
mis on ettemddratud jérjestusega komplementaarne, kusjuures mainitud oligonukleo-
tiidmatriits ei ole selle 3’-otsas pikenenud; ning

f) pikendatud poliinukleotiidi amplifitseerimist, kasutades ettemifratud jirjestusega

iiksikpraimerit.

6. Meetod vastavalt ndudluspunktile 5, kusjuures oligonukleotiidmatriitsi anniilimisaste
sisaldab erinevate jérjestustega oligonukleotiidmatriitside kogumit ning oligonukleotiid-

matriitside kogumi viimist astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidiga kokkupuutesse.

7. Meetod antikeha raamatukogu loomiseks, sisaldades

a) matriitside mitmekesise populatsiooni valmistamist;

b) matriitside mitmekesise populatsiooni viimist kokkupuutesse vihemalt (ihe
praimeriga, kusjuures see vihemalt iks praimer sisaldab esimest osa, mis anniilub

matriitsiga ja ettemédratud jérjestusega teist osa, mis matriitsiga ei anniilu;
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c) poliinukleotiidi siinteesimist, mis on komplementaarne matriitsi osaga, mis paikneb

praimeri esimene osa matriitsil anniilumise asukoha ja matriitsi otsa vahel, kusjuures
poliinukleotiid sisaldab selle esimese otsas ja selle teises otsas praimerit;

d) astmes (c) slinteesitud poliinukleotiidi matriitsilt eraldamist;

e) vihemalt iihe oligonukleotiidmatriitsi astmes (c) siinteesitud poliinukleotiidi teisel
otsal anniilimist, kusjuures vdhemalt iiks oligonukleotiidmatriits sisaldab esimest osa,
mis on anniilunud poliinukleotiidi teise otsaga ning teist osa, mis on samasuguse
ettemiératud jirjestusega nagu praimeri teine osa;

f) astmes (c) siinteesitud poliinukleotiidi pikendamist, andmaks selle terminaalse osa,
mis on etteméidratud jirjestusega komplementaarne, kusjuures mainitud vidhemalt iiks
oligonukleotiidmatriits ei ole selle 3’-otsas pikenenud; ning

g) pikendatud poliinukleotiidi amplifitseerimist, kasutades ettemédratud jérjestusega

liksikpraimerit.

8. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1 v&i 5, kusjuures mainitud oligonukleotiidmatriitsi

3’-ots ei hiibridiseeru astmes (b) siinteesitud poliinukleotiidiga.

9. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1 v5i 3, kusjuures mainitud oligonukleotiidmatriitsi

3'-ots sisaldab modifitseeritud aluseid, mis tokestavad mainitud oligonukleotiidmatriitsi

3’-otsas pikenemise.

10. Meetod vastavalt ndudluspunktile 5, kusjuures mainitud piirneva oligonukleotiidi

3’-ots ei hiibridiseeru matriitsiga.

11. Meetod vastavalt ndudluspunktile 5, kusjuures piirnev oligonukleotiid sisaldab
lukustatud nukleiinhapet, mis tokestab mainitud piirneva oligonukleotiidi 3’-otsas

pikenemise.

12. Meetod vastavalt ndudluspunktile 7, kusjuures mainitud oligonukleotiidmatriitsi 3’-

ots ei hubridiseeru astmes (c) siinteesitud poliinukleotiidiga.
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13. Meetod vastavalt ndudluspunktile 7, kusjuures mainitud oligonukleotiidmatriitsi 3°’-

ots sisaldab modifitseeritud aluseid, mis tdkestavad mainitud oligonukleotiidmatriitsi

3’-otsas pikenemise.
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