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Fenilacetato katabolizmo fermentus koduojané¢iy geny inaktyvavimo budas,

su tuo susijusios plazmideés ir jomis transformuoti kamienai

|8radimo sritis

Sis idradimas priklauso geny inZinerijos sridiai ir yra susijgs su naujais
DNR junginiais ir rekombinantinemis DNR molekulémis, kurios koduoja gaunamg
i§ filamentiniy gryby Aspergillus nidulans ir Penicillium chrysogenum fermenta,
fenilacetato 2-hidroksilaze, su transformuotais kamienais ir jy mutantiniais
dariniais bei plazmidémis, inaktyvuojan¢iomis 3iy kamieny gena, susijusj su
fenilacetato skaldymu. Peniciling produkuojanciy kamieny transformacija
auks&iau minétais DNR junginiais leidZia padidinti Sio antibiotiko produkcijos

iSeiga.

Ankstesnés zinios

Paskutinysis benzilpenicilino (penicilino G) biosintezés kelio Zingsnis kai
kuriuose filamentiniuose grybuose priklauso nuo izopenicilino N pavirtimo |
peniciling G. To prieZastis yra transacilinimo reakcija, kurios metu izopenicilino N
L-aminoadipato $oniné grandiné pakeitiama viena i$ fenilacto rugsciy.
Fermentas, kuris katalizuoja $ig reakcijg (acil-CoA:izopenicilin-N-transferaze)
naudoja aktyvuotg fenilacto rigstj kofermento A (CoA) tioesterio formoje kaip
viena i$ savo substraty.

Penicillium chrysogenum, grybas naudojamas pramoninei penicilino
gamybai, ir Aspergillus nidulans negali sintetinti fenilacetato. Todeél, norint
palengvinti penicilino G biosinteze, bltina j pramonines P. chrysogenum
kultdras prideti fenilacetato pertekliy. Sis perteklius, trukdantis nepageidaujamai
kity peniciliny su alifatinémis Soninémis grandinémis biosintezei, padidina
galutine fermentacijos proceso kaina,

Dalis fenilacetato, dedamo | penicilino gamybos kulturas, gali buti

metabolizuota. Tai yra pilnai nustatytas faktas, kad zymus 2-hidroksifenilacetato
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kiekis kaupiamas P. chrysogenum fermentacijose. Si Soniniy grandiniy pirmtaky
frakcija aidku negali prisidéti prie penicilino G biosintezés.

Ir Aspergillus nidulans, ir P. chrysogenum sintetina peniciling i3 trijy
pradiniy aminorig8¢iy per tas pacias fermentines stadijas. Be to, panasiai P.
chrysogenum, A. nidullans pavercia fenilacetato frakcijg | 2-hidroksifenilacetata,
jeigu kultlroje yra pirmojo junginio perteklius. Be to, paverciant fenilacetatg 2-
hidroksifenilacetatu, A. nidulans taip pat gali katabolizuoti pastargjj junginj ir i8
tikryjy gali panaudoti fenilacetata kaip vienintelj anglies saltinj.

Katabolinis A. nidulans kelias pavaizduojamas sekancia schema:

Fenilacetatas

\2 fenilacetato hidroksilazé

2-hidroksifenilacetatas

J 2-hidroksifenilacetato hidroksilaze
Homogenizatas
J homogenizato dioksigenazé

Maleilacetoacetatas

\ maleilacetoacetato izomeraze
Fumarilacetoacetatas

\2 fumarilacetoacetato hidrolaze

Fumaratas + acetoacetatas

Fenilacetato orto-hidroksilinimas yra pirmasis zingsnis Siame kelyje. Antroji
hidroksilinimo reakcija pavercia 2-hidroksifenilacetatg, | 2.5-dihidroksifenilacetatg
(= homogenizata). Homogenizatas skaidomas per fumarilacetoacetatg | fumaratg
ir acetoacetata, kuris jjungiamas j Krebso ciklg (Zr. Fernandez Canon y Penalva,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:9132-9136, 1995).

Auks$&iau minéty filamentiniy gryby sugebeéjimas pilnai ar dalinai skaldyti
fenilacetatq yra Zalinga charakteristika penicilino gamyboje. Dél Sios prieZasties Si
savybé turi blti pilnai ar dalinai pasalinta kamienuose, produkuojanciuose
peniciling G.

Sios nepageidaujamos charakteristikos pasalinimas (bGtent sugebéjimo

dalinai ar pilnai skaidyti fenilacetatg) i$ peniciling produkuojanciy gryby klasikines
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mutagenezés pagalba reikalauty milZinisky selekcijos pastangy dideliame
kamieny skaiGiuje. Priedingu atveju, minéta mutageneze daznai sukelia antrines
mutacijas, kurios gali pasalinti naudingas pradiniy kamieny, produkuojanciy,
pavyzdziui, auksotrofines mutacijas ar mutacijas, kurios mazina augimo ar spory
susidarymo intensyvuma, kurios yra lemiamos pramoninése fermentacijose,
savybes. Todél tikslinga naudoti geny inZinerijos technika, kuri neturi tokiy
apribojimy, pa$alinant sugebéjima dalinai ar pilnai skaidyti fenilacetata. Bltina
salyga geny inZinerijos kryptingam atlikimui — geny, kurie sukelia auksCiau
minétas nepageidaujamas peniciling produkuojanéiy gryby savybes, klonavimas

ir charakterizavimas.

Detalus iSradimo apraSymas

Sio idradimo tikslas - auk$tame lygyje iSspresti auksCiau minétas
problemas. Jame charakterizuojamas gryby genas, kuris koduoja fenilacetato 2-
hidroksilaze, fermenta, katalizuojantj Aspergillus ir Penicillium  fenilacetato
katabolizmo pirma fermentine stadijg, ir jo panaudojimas paSalinti gena, esantj
peniciling produkuojanéiy gryby genome, rekombinantines DNR pagalba. Siame
isradime apradoma, kaip $is genas inaktyvuojamas geny inZinerijos bldu
sukonstruotame kamiene. Sis kamienas, negalintis skaidyti fenilacetato, gamina
daugiau penicilino, negu pradinis kamienas.. Be to, maksimaliai penicilino
gamybai Siame rekombinantiniame kamiene reikalingas maZesnis fenilacetato
perteklius, negu naudojamas pradiniame kamiene. Fenilacetato katabolizmo
inaktyvavimas, naudojant auk$¢iau minétus DNR junginius, Zymiai pagerina
penicilino gamyba,

A.nidulans 1986 baziy pory (bp) genomo DNR fragmento, turin€io naujg
gena, haudojamo Siame iSradime, nukleotidy seka pavaizduota SEQ ID NO: 1.

Genas pavadintas phacA (phac, nes phenylacetate) ir koduoja fermenta, kuris

ortohidroksilina fenilacetatg (8i reakcija yra A. nidulans fenilacetato katabolizmo

pirmoji pakopa). Komplementaraus DNR klono (cDNR), apimancio visg
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koduojandia sritj, nukleotidy seka ir jos vélesnis palyginimas su genominés DNR
seka atskleidZia sekandias $io geno charakteristikas:

Genas koduoja 518 aminorlgsciy polipeptida, Pirmasis metioninas yra
kodojamas ATG tripleto 82 pozicijoje, tuo tarpu galinis kodonas (TAG) nustatytas
1810 pozicijoje. Sios pozicijos suderintos nukleotidy sekoje, kuri pavaizduota
SEQ ID NO: 1.

Koduojanti sritis pertraukta trimis 65, 56 ir 53 nukleotidy ilgio intronais
(SEQ ID NO: 1).

Nustatytas 518 grupiy polipeptidas parodytas Zemiau jo atitinkamy
egzony trijy raidziy aminorags¢iy kode SEQ ID NO: 1, bei izoliuotas SEQ ID NO:
2. Nustatyto baltymo molekuliné masé 58,495 g/mol. PaiesSka, atlikta naudojant
Nacionalinio Biotechnologijos Instituto centro vie$a priéjimo serverj BLAST
baltymy seky duomeny bazése (t.y. SwissProt ir PIR) ir DNR seky duomeny
baziy (ty. GenBank ir EMBL duomeny bazés) schematiska interpretavima,
eSiuose galimuose skaitymo rémeliuose parodé, kad aminorligsCiy seka buvo
panadi j citochromo P450 8eimos (hemotiolinto baltymo) struktiros elementus.
Sie baltymai paprastai dalyvauja oksidaciniuose procesuose. I$ tikryju, sekos
tarp 431 ir 439 liekany atitinka peptida, kuris turi aminorugstj cisteing, Gly-X-Gly-
X-X-X-Cys-X-Gly (kur X bet kokia aminoragstis), kuri yra susijusi su hemo grupés,
budingos Siems hemotiolintiems baltymams, suriSimu.

Naujas DNR junginys, kurio struktlra detaliai apraSyta SEQ ID NO: 1 ir
Kuris buvo i§skirtas i$ natOralaus mikroorganizmo, gali buti pilnai sintezuojamas,
naudojant automatinj DNR sintezatoriy. Be to, déka iSsigimusios genetinio kodo
prigimties, baltymas uZzkoduotas nauju DNR junginiu, gali bati uZkoduotas
alternatyvia DNR seka. Tai yra jskaityta ir Siame iSradime. |5 kitos puseés, bet kuris
natdralus genetinis variantas, kiles i$ naujo DNR junginio, apra8yto auksciau, yra
laikomas ekvivalentisku. Sie genetiniai variantai apima homologinius genus
organizmuose, artimai susijusiuose su A. nidulans evoliucijos eigoje, tokiuose
kaip P. chrysogenum. Sie genai gali bati lengvai identifikuoti naudojant DNR

junginj i8 A. nidulans kaip hibridizacijos zonda, kaip apraSyta Zemiau.
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A. nidulans phacA genas gali bati naudojamas kaip molekulinis zondas,
hibridizacijos bldu ieskant funkciskai homologisky geny kity gryby rusiy
genominés DNR ar cDNR bibliotekose. Tuo bldu, pavyzdZziui, Sis iSradimas
apraso jo panaudojimg P.chrysogenum DNR bibliotekos atrankai, parodant, kad
A. nidulans phacA genui homologinis genas gali bt i8skirtas i§ pramoniniy P.
chrysogenum kamieny. P. chrysogenum 2558 bp DNR sekos fragmentas,
iSskirtas hibridizuojant su phacA geno zondu, parodytas SEQ ID NO: 3. P.
chrysogenum genas, homologinis A. nidulans phacA genui, buvo pazymetas
pahA (phenylacetate hydroxylation) . P. chrysogenum phacA genas koduoja 516
aminorugé¢iy polipeptida, kuris rodo 84% identiskuma PhacA aminorugséiy
sekai, A. nidulans phacA geno produktui. P. chrysogenum pahA geno produkto
seka parodyta SEQ ID NO: 4. Kaip buvo paZzyméta anksciau, Sis naujas DNR
junginys, i$skirtas i§ P. chrysogenum, taip pat jtrauktas | §j iSradima, kaip ir Kiti
homologiniai genai, kurie gali bati iSskirti i$ kity gryby rasiy panasiu budu.

Kionuoti genai gali bdti naudojami atvirktinéje genetikoje sukelti
mutacijas, panaikinan¢ias geno funkcija. Siuo tikslu nauja rekombinantiné
molekulé gali blti sukonstruota Escherichia coli vektoriuje, turinéiame grybo
geno sutrumpintg versijg, kuri gali bdti naudojama endogeninio geno
inaktyvacijai. PavyzdZiui, §i rekombinantiné plazmidé gali turéti A. nidulans phacA
geno 5’ sritj, o po jos eina modifikacijos phacA geno koduojancioje srityje, kurios
glidi 289 bp Nael — Kpnl fragmento pakeitime 3,2 kb Xbal -fragmentu, turinciu
A.nidulans argB* gena (Zr. Fig. 1). Tada phacA geno 3’ sritis pasidaro prieinama.
Sis mutuotas phacA genas turéty ekspresuoti baltyma, kuris nukirptas ties 297
grupe, ir todél neturi 221 karboksi-galo dalies. Pastarosios grupés, nesancios
mutantiniame baltyme, turi anksc&iau minétg peptida su Cys grupe, kuri dalyvauja
hemo grupés surisime ir yra butina Sio tipo baltymy aktyvumui.

Linijinis DNR fragmentas, turintis auk3¢iau minétas sritis, gali buti
atitinkamomis restriktazémis atskirtas nuo vektoriaus sekos ir iSvalytas

standartiniais metodais. Sis linijinis DNR fragmentas gali bdti naudojamas A.

nidulans argB* kamieno transformacijai | arginino prototrofg. Kadangi DNR
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naudojama transformacijai neturi sekos, reikalingos autonominei replikacijai,
prototrofiniai transformantai yra DNR fragmento integracijos | genomg iSdava.
Vienas i§ galimy integracijos metody, kuris gali sukelti argB™ fenotipg per
dviguba sukryZminima linijinés molekulés ir turimo phacA lokuso, esancio gryby
genome, parodytas fig. 1. Sio dvigubo sukryZminimo iSdavoje originalus phacA
genas pakei¢iamas sutrumpintu, in vitro sukurtu genu, sukelianéiu phacA
funkcijos netekima. Transformantas, turintis §j pakitimg (ty. su funkcijos
praradimo mutacija) gali bt atpazintas jo hibridizacijos bldu, jeigu jo genomo
DNR sukarpoma su tam tikrais restrikcijos fermentais ir analizuojama
hibridizuojant Southern metodu, naudojant radioaktyviai ¥p pafymétus phacA
arba argB genus kaip zondus. Tokiu badu, kity tipy transformanty hibridizacijos
badai gali biti lengvai atskirti nuo 8io, sutinkamai su geno pakeitimu.
Transformantas, kuris neturi geno suteikiamos funkcijos, tolimesniems tikslams
gali bti i$valytas naudojant standartinius metodus.

Skirtingai nuo laukinio tipo A. nidulans kamieno, transformantai, gauti
atvirkétinés genetikos bldu, ir neturintys phacA geno funkcijos, negali augti
terpéje, kur pagrindinis anglies $altinis yra fenilacetatas. TaCiau jie gali augti
terpeéje su 2-hidroksifenilacetatu ir 2,5-dihidroksifenilacetatu. Tai rodo, kad naujas
DNR darinys (A. nidulans phacA genas) koduoja fermentinj aktyvuma, reikalinga
fenilacetato ortohidroksilinimui, t.y. pagrindinei A. nidulans fenilacetato naudojimo
stadijai. P. chrysogenum nenaudoja fenilacetato, kaip pagrindinio anglies saltinio,
bet, kaip parodyta ankséiau, turi geng, koduojantj homologg fermentui. Tokiu
bldu, naujas DNR darinys suteikia metoda Salutinio metabolinio pavertimo, kuris
gali sumazinti fenilacetato kaupimasi penicilino biosintezes metu.

Panasi | apradytajg metodika gali biti naudojama P. chrysogenum pahA
geno inaktyvavimui, naudojant naujg DNR junginj, jtrauktg j $j iSradima, ir bet
kokig transformacijos Zyme jau turimg P. chrysogenum, pavyzdziui trpC gena.
Reikéty pripazinti, kad gali bati naudojamos naujo DNR junginio koduojancios
srities pertraukimui ir kitos transformacijos zymés negu argB (A. nidulans) arba

troC (P. chrysogenum). Tai galéty bdti auksotrofinés Zymes (pvz., pyrG arba
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riboB) ir atsparumo antibiotikams genai (pvz., genai, kurie suteikia grybams
atsparumg fleomicinui arba higromicinui  B). Tokie metodai, pagrindinai
ekvivalentidki &ia naudojamiems, taip pat yra jtraukti | § iSradima. Fig. 2
pavaizduotas vienas i$ $iy metody, kuris gali buti naudojamas P. chrysogenum
pahA geno pakeitimui. Siuo atveju, inaktyvacijos konstrukte vidiné pahA geno
sritis pakeista chimeriniu genu, kur P. chrysogenum gdh geno (geno, kuris
koduoja glutamatdehidrogenaze) promotorius reguliuoja bakterinj ble”® gena,
kuris suteikia atsparuma antibiotikui fleomicinui. Plazmide, kuri turi
inaktyvuojancia konstrukcija, pavadinta pALP696. Transformantai tokiu bldu gali
biti atrenkami pagal jy sugebéjima augti terpéje, turin¢ioje fleomicino (Kolar, M.,
Punt, P.J., van del Hondel, C.A.M.J.J. and Schwab, H. Gene 62: 127-134, 1988).

Be to, gali biiti naudojamos ir kitos reversinés genetikos strategijos sukelti
funkcijos praradimo mutacijas klonuotame ir charakterizuotame gene.
Pavyzdziui, transformacija Ziedine plazmide, turin¢ia vidinj geno-taikinio
fragmenta‘,’ po vienos transformanto DNR kopijos homologinés integracijos, yra
dviejy nepilny geny kopijy, neturinéiy funkcijos, priezastis, jeigu fragmentas,
jjungtas j plazmide yra tinkamai parinktas. Bldai, kurie naudoja Sias ar kitas
strategijas funkcijos praradimo mutacijy sukélimui norimame gene reversines
genetikos pagalba, taip pat jjungti j 3j iSradima.

Gryby kamienai, kuriuose buvo pa3alinti genai, susij¢ su fenilacetato
modifikacija arba metabolizmu, rodé padidintg penicilino gamybos ypatybe.
Nepaisant to, jy sugebéjimas augti peniciling produkuojancioje terpéje
neskiriamas nuo pradinio kamieno sugebejimo. PavyzdZiui, A. nidulans
transformantas su phacA geno pakeitimu, apradytu auk$ciau (ty. neturintis
fenilacetato 2-hidroksilazinio aktyvumo), produkuoja 3-8 kartus daugiau
penicilino, negu pradinis kamienas ir yra maziau priklausomas nuo jdedamo
fenilacetato (Zr. fig. 8). Tokiu bldu, kai fenilacetato koncentracija sumazéja nuo
0,125 % (m/t) iki 0,0625 % (m/t), penicilino ieiga laukiniame kamiene zymiai
krenta, o transformantai, neteke phacA geno funkcijos, produkuoja daug

penicilino, esant abiems fenilacetato koncentracijoms.
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Pagaliau, is isradimas lie¢ia ne tik phacA gena ir jo homologus. Mes Cia
naudojome gena, kuris koduoja fenilacetato 2-hidroksilaze, kadangi Sis fermentas
katalizuoja pirma Zingsnj fenilacetato metabolizmo kelyje, ir P. chrysogenum
pramoniniai kamienai sekretuoja didelius 2-hidroksifenilacetato kiekius. Kiti genali,
susije su fenilacetato metabolizmu, gali bdti inaktyvuoti naudojant metoda,
panasy j ¢ia apraSyta, Sis igradimas, t.y. kad penicilino iSeiga grybuose gali buti
pagerinta inaktyvuojant individualius fenilacetato metabolizmo genus reversinés

genetikos metodais, taip pat apima Sias alternatyvias galimybes.
Pavyzdziai
1 PAVYZDYS. A. nidulans phacA GENO KLONAVIMAS IR CHARAKTERIZAVIMAS

cDNR klonai, atitinkantys phacA gena, buvo gauti skirtingai atrenkant i$

cDNR bibliotekos, taikant Zemiau apradytas stadijas:

a) Gavimas cDNR populiacijos, atitinkancios transkriptus geny, kurie
pirmenybiskai ekspresuojami, kai grybai auga esant fenilacetato (kaip “plius”
zondas DNR bibliotekos atrinkimui).

A.nidulans A26 kamienas i8 Gryby genetikos kamieny centro kolekcijos
(Mikrobiologijos departamentas, Kanzaso universiteto Medicinos centras) buvo
auginamas 37 °C temperatliroje atitinkamai praturtintoje minimalioje terpéje,
turingioje (g/) KPO4H,, 13,6; (NH4)2S0,, 2,0; MgS0,.7H.0 0,0005 ir 0,3% (m/t)
gliukozés, kaip anglies $altinio. Laikas, kai gliukozé buvo iSnaudota, buvo
nustatomas analizuojant gliukozés koncentracijg augimo terpéje (naudojant
fermenty rinkinius). Tai paprastai blidavo po 18 valandy inkubacijos, pastoviai
maiSant. Po dviejy valandy j kultlirg buvo jvedamas fenilacetatas iki galutines
koncentracijos 10 mM, ir kultdra maioma toliau 1 valandg 37 °C temperatroje
siekiant indukuoti nustatyty geny ekspresijg. Po Sio laiko tarpo micelis buvo

surinktas filtruojant, perplautas vandeniu, uzsaldytas skystame azote, liofilizuotas

i
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ir naudojamas suminés RNR iSskyrimui. Sis suminés RNR preparatas buvo
naudojamas poly(A") mRNR iSskyrimui oligo-dT  celiuliozés afinine
chromatografija. Viengrandé cDNR buvo gaunama naudojant pauks¢iy
mieloblastozés viruso atvirksting transkriptaze (komercinés kilmes), matrica
naudojant 2 pg auk$tiau minétos mMRNR, isskirtos i micelio indukavus
fenilacetatu, ir oligo-dT (15-mer) pradmenj. Reakcijos misinys buvo
inkubuojamas 1 valandg 42 °C temperatdroje buferyje, turinéiame 10 mM Tris-
HCI, pH8,8 (25 °C), 50 mM KCl, 0,1 % Triton X-100, 5 mM MgCl,, 10 mM dNTP ir
05 vieneto RN-azino. Susintetinus pirmg granding, RNR matrica buvo
pasalinama inkubuojant 1 valandg 60 °C temperatiroje su 3M NaOH.
Neutralizavus acto rigstimi, viengrandé DNR buvo regeneruota iSsodinant 2,5

tario absoliutaus etanolio 2 valandas —80 °C temperatiroje ir centrifuguojama. Si

cDNR buvo pasalinta su 30-kartiniu perteklium po|y(A+)RNR, iSskirtos i§ micelio,
regenuorant tuo metu, kai gliukozé i$naudota, naudojant budg, aprasyta Sargent,
T.D., Methods Enzymol. 152: 423-432, 1987. Hibridinés cDNR-RNR molekules

buvo atskirtos hidroksiapatito chromatografija 68 °C temperaturoje ir pasalintos.

Likusi cDNR buvo hibridizuota jprastai, su poly(A+)RNR pertekliumi i micelio
kultGros nesant fenilacetato. Hibridinés cDNR — RNR molekulés buvo pasalintos
vél kaip jprasta, ir susidariusi surinkta viengrandés cDNR populiacija, kurios
atstovaujamy geny transkriptai pirmenybiskai ekspresuojami esant fenilacetato.
Si cDNR buvo vienodai pazyméta [ o *P]dCTP ir visy likusiy dNTP pertekliui,
naudojant DNR polimerazés Klenovo fragmentg ir atsitiktines nukleotidy sekas
kaip pradmenis. Gauta *p pazymeta cDNR populiacija (specifinis aktyvumas >
10° ipm/mg) buvo naudojama kaip zondas atrenkant cDNR biblioteka,
sukonstruotg kaip apra8yta skyriuje c).

b) Gavimas cDNR zondo, atitinkanéio genus, transkribuojamus nesant

fenilacetato (“minus” zondas).
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Viengrandé cDNR buvo sintetinama ir Zymima %P kaip apraSyta paragrafe

a), bet naudojant mRNR i$ micelio, kuris kultivuojamas tol, kol augimo terpéeje

iSnaudojama gliukozeé, ir dar inkubuojama 1 valanda ilgiau 37 °C temperatiroje

nesant fenilacetato.

c) cDNR bibliotekos konstravimas Agt10 vektoriuje, naudojant cDNR i8skirta
i& micelio, auginamo esant 10 mM fenilacetato, kaip vienintelio anglies Saltinio.

Siy cDNR biblioteky konstravime pirmosios cDNR grandinés sintezes
reakcija buvo atliekama kaip apraSyta anksciau. ISskirtas cDNR-RNR hibridas
buvo paverstas | dvigrande cDNR, jvedant j RNR granding su RN-aze H
atsitiktinius trakius, kurie buvo naudojami kaip pradiniai takai Escherichia coli
DNR polimerazei |. Prie $io cDNR buky galy preparato norint prideti EcoRl galus,
sintetiniai adaptoriai, kurie turi bukg fosforilintg galg ir EcoRl issikisusj (“lipny”)
galg, ir dvigrandé DNR buvo inkubuojama su T4 ligaze. cDNR su EcoRl galu po
to buvo iSgrynintos ir fosforilintos, naudojant T4 polinukieotidkinaze ir ATP.
Fosforilinta cDNR buvo sumaisyta su Agti0 vektoriumi, kuris prieS tai buvo
sukarpytas su EcoRl ir defosforilintas, ir miSinys inkubuojamas su T4 DNR ligaze.
Rekombinantines DNR molekulés supokuotos in vitro, naudojant komercinius
pokavimo ekstraktus. Rekombinantiniai fagai, kuriuose cDNR intarpai inaktyvavo
cl geng (kuriuose yra EcoRI kirpimo vieta) buvo atrinkti pagal jy lyzes fenotipa E.
coli hfl kamiene (F-, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21, supE44, hfIA150,
[chr::Tn10]).

d) cDNR biblioteky atrinkimas.

cDNR bibliotekos buvo i§sétos ant E. coli C600 kamieno ir susidarg lyzes
démés buvo perkeltos dviem egzemplioriais ant nitroceliuliozés filtry. Viena i$
kopijy buvo hibridizuota su “plius” cDNR zondu (apraSyta a)), o antroji kopija
buvo hibridizuota su “minus” cDNR zondu (aprasyta b)). Klonai, kurie
hibridizavosi su “plius” zondu ir nesihibridizavo su “minus” zondu, buvo atrinkti ir
iSgryninti.
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e) cDNR, atitinkanéios phacA geng, identifikavimas.

cDNR intarpas buvo i8kirptas i$ vektoriaus, veikiant endonukleaze Notl,
naudojant Notl kirpimo vietas, esancias adaptoriuje. Atrinkty klony intarpai buvo
perklonuoti j pBluescript SK(+) plazmide, sukarpyti su Notl ir po to sekvenuoti
standartiniais metodais. cDNR intarpy sekos buvo schematiskai interpretuctos
Sesiuose skaitymo rémeliuose ir sulygintos naudojant algoritma BLAST su
schematiniu (abstrakéiu) interpretavimu $eSiuose skaitymo rémeliuose viesai
prieinamy DNR seky duomeny banky GenBank ir EMBL arba su baltymy seky
duomeny bazémis SwissProt ir PIR. Viena i§ cDNR intarpo seky duoda
ekstensyvy atvirg skaitymo rémelj, nepertraukiamag terminacijos kodonais.
I&vestoji aminoriig&iy seka rodo Zzymy tapatumg su citochromo P450 Seimos
baltymy, kurie paprastai susijg su oksidacijos reakcijomis, aminorugsciy
sekomis. Kaip bus parodyta véliau (Zzr. 3 pavyzdj), atviras skaitymo rémelis
koduoja fenilacetato 2-hidroksilaze. Sis cDNR intarpas buvo panaudotas
hibridizacijos bldu gauti naujus cDNR klonus, atitinkan&ius $j gena. Sie klonai
buvo sekvenuoti nuo abiejy grandiniy ir gauta 1554 bp nukleotidy seka,
pavaizduota atviru skaitymo rémeliu, kuris koduoja 518 aminor(igsCiy polipeptidg
(SEQ ID NO: 2). Sios sekos identi8kumas su citochromo P450 8eimos baltymais

neabejotinai jrodo, kad $is nustatytas baltymas atstovauja naujg Sios Seimos narj.

f) phacA geno klonavimas.

A.nidulans DNR genomo biblioteka, sukonstruota AEMBL4 vektoriuje, buvo
atrenkama su *P zymétu ¢DNR zondu, atitinkandiu beveik pilng transkripta.
Teigiami klonai buvo i$valyti ir jy intarpai charakterizuoti pagal skaidymg
restrikcijos fermentais ir hibridizacijg auk$Ciau minétu zondu.Tokiu bldu buvo
pazymeéta dviejy gretimy 2,4 ir 1,9 kb ilgio BamHI fragmenty hibridizacijos zona.
Fig. 4 parodytas genomo srities, turinios Siuos fragmentus, restrikcijos

7emeélapis. Sie BamHI fragmentai buvo perklonuoti | pBluescript SK (+).
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Rekombinantiné plazmidé, turinti 2,4 kb BamHI fragments, pavadinta pBS-FG4A,
o plazmidg, turinti 1,9 kb BamHI fragments, pavadinta pBS-FG4B.

2 PAVYZDYS. P. chrysogenum pahA GENO, KURIS YRA FUNKCISKAI
HOMOLOGISKAS A. nidulans phacA GENUI, KLONAVIMAS IR
CHARAKTERIZAVIMAS.

a) P. chrysogenum pahA geno klonavimas ir jo nukleotidy sekos nustatymas.

P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 genomo biblioteka, sukonstruota
dalinius Sau3A fragmentus klonavus j AEMBL4 BamHI| kirpimo vieta, buvo
atrenkama su radioaktyviai Zymétu (®P) cDNR zondu, atitinkanciu beveik pilng
phacA gena. Naudojant standartines technikas, maZdaug 12 000 klony buvo
perkelta ant celiuliozés filtry. Po to jie buvo 24 valandas hibridizuoti 37°C
buferyje, turinéiame 50 % formamido, 5 x Denhard tirpalo, 5 x SSC, 0,1 % SDS,
50 uM/ml ultragarsintos silkiy spermos viengrandés DNR ir 50 ng Zyméto zondo.
Galutinis hibridizuoty filtry plovimas buvo atliekamas 0,2 x 88C ir 0,1 % SDS 37
°C temperatiroje. Siuo bidu buvo idvalyta dedimt klony ir i$skirta jy DNR. Siy
klony intarpai po to buvo charakterizuoti karpant restrikcijos fermentais ir
hibridizuojant su ankséiau minétu zondu. Hibridizacijos sritis buvo lokalizuota
2,55 kb Xhol fragmente, kurio restrikcijos Zzemélapis parodytas fig. S. Sis DNR
fragmentas buvo perklonuotas | plazmide pBluescript SK(+), gaunant plazmide
pALP520. Xhol fragmento, turin¢io pahA gena, nukleotidy seka (fig. 5) buvo
nustatyta didezoksinukleotidy metodu (Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A. R.
(1977) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 74, 5463-5467).

b) P. chrysogenum cDNR bibliotekos i iSvalytos RNR konstravimas, esant
penicilino gamybos  sglygoms. cDNR, atitinkandios pahA  gena,

charakterizavimas.
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Micelis i§ pramoninio P. chrysogenum kamieno fermentatoriaus kulturos,

augangios penicilino gamybos salygomis, buvo surinktas po 100, 124 ir 148
valandy inkubacijos ir naudojamas iSskirti poly(A+) mRNR, naudojant Poly (A)

Quick mRNR Kit (Sratagene). Si poly(A+) mRNR buvo naudojama kaip matrica
konstruojant cDNR biblioteka, naudojant Zap-cDNR Synthesis Kit (Stratagene),
sutinkamai su gamintojo instrukcijomis. Dvigrandé cDNR buvo jterpta ] vektoriaus
AZAP EcoRl ir Xhol kirpimo vietas, transkripto 5’ galui esant EcoRl kirpimo vietos
puséje. cDNR biblioteka buvo supokuota naudojant Gigapack |l Gold pokavimo
ekstrakta (Stratagene), pagaminant apie 10° nepriklausomy klony.

Sios cDNR bibliotekos atrinkimas buvo vykdomas standartiniais metodais

(Sambrook, J. Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989), Molecular cloning. A

Laboratory Manual, 2" ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York),
naudojant 1174 bp EcoRV fragmenta su pahA genu kaip zondg (fig. 5). Siuo bdu
buvo i$skirta dvylika teigiamy rekombinantiniy klony (pavadinti #1 iki #12) ir
klonas su didziausiu intarpu (mazdaug 1600 bp) buvo atrinkias
charakterizavimui. Buvo nustatyta §io klono pilna nukleotidy seka. Pastebéta, kad
ji turi 1548 bp atvirg skaitymo rémelj (ORF), kuris koduoja 516 aminorugsciy
polipeptida, turintj 58112 Da molekuling mase ir 84 % aminorigsciy sekos
identiskuma su A. nidulans phacA geno koduojamu baltymu. Kaip ir homologinio
A. nidulans geno atveju, duomeny bazés tyrimas parodé Zymy identiskuma tarp
PahA baltymo ir P450 baltymy $eimos nariy. PahA baltymas turi sekg Gly-X-Gly-X-
X-X-Cys-X-Gly (liekanos 430-438, SEQ ID NO: 4), kuri charakterizuoja $j baltymy
tipa (Zidréti detaly $io iSradimo aprasyma). I$ Siy rezultaty daroma i8vada, kad P.

chrysogenum pahA genas yra homologinis A. nidulans phacA genui.

3 PAVYZDYS. A. nidulans phacA GENO INAKTYVAVIMAS REVERSINE
GENETIKA

A.nidulans phacA geno laukinis alelis buvo pakeistas mutantiniu aleliu,

kuriame dalis koduojancios srities, matyt esminés jos funkcijai (liekanos 298-392
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sekoje SEQ ID NO:1), buvo supresuota, pakei€iant argB+ genu. Tokiu budu Si
genetiné manipuliacija nukirpo phacA geng ties 297 kodonu, pagamindama
nulinj mutantinj alelj.

Be to i§ plazmidés pBS-FG4B (fig. 4) buvi iSskirtas Kpni-EcoRl fragmentas
ir perklonuotas | pUC18, sukarpytg Siais dviem fermentais, gaunant plazmide
pUCB. Po to i§ plazmidés pBS-FG4A (fig. 4) buvo iskirtas 1,9 kb Nael
fragmentas ir klonuotas | pBluescript SK(+), sukarpytg Smal. Buvo atrinkta
plazmidé, kurioje nepilno phacA geno (prasidedancio nuo Nael kirpimo vietos)
koduojanti grandiné buvo rasta toje pacioje orientacijoje, kaip genas, koduojantis
B-galaktozidaze vektoriuje. Si plazmidé pavadinta pBSA. 18 pBSA iSskirtas Xbal-
Hindlll DNR fragmentas, jstatytas j pUCB, sukarpytg Xbal- Hindlll, gaunant

plazmide pUCA-B. Galiausiai, 3,2 kb DNR fragmentas, turintis A. nidulans argB+

gena, buvo jterptas pUCA-B Xbal kirpimo vietoje, gaunant phacA::argB+.
Pradedant nuo pUC18 lacZ promotoriaus, phacA::argB turi 0,94 kb phacA geno
5 srities fragmenta, einantj nuosekliai ties pirmais 297 jo genomo sekos
kodonais, 3,2 kb fragmenta, turintj argB geng, phacA geno genomo seka,
atitinkandig 393-518 kodonus, ir 1,2 kb phacA geno 3’ srities. Linijinis fragmentas,
turintis visas Sias sritis, gali bati i§skirtas i$ plazmidés, kerpant jg EcoRl (fig. 6).
Taip pat transformacija gali bati naudojama konstruoti A nidulans kamieng
kuris turi phacA gene skaldymo-delecijos mutacija, naudojant $j linijinj fragmenta
ir taikant apibenrintg strategijg, apraSyta auksciau. Siuo tikslu A. nidulans biA1,
methG1, argB2 kamieny protoplastai buvo transformuoti 2 ug Sio DNR fragmento
pagal Tilburn, J., Scazzocchio, C., Taylor, G.G., Zabicky-Zissman, J.H.,
Lockington, R.A. ir Daves, R.W.(1983) Gene 26: 205-211. Transformantai buvo
atrinkti pagal arginino prototrofiskuma, naudojant tinkama selektyvig terpe ir po
to idvalyt. DNR buvo iSskirta i$ atitinkamos transformaty serijos micelio,
sukarpyta su Pstl ir analizuota Sauthern'o hibridizacijos budu, naudojant
specifinius phacA ir argB geny zondus. Transformanty, kurie rode hibridizacijg ir
i§ kuriy buvo tikimasi sékmingo dvigubo susikryZminimo, skaiCius parodytas
fig.1. PavyzdZiui, naudojant zondu phacA geno 0,9 kb Pst/ fragmentq (zr. fig. 4),

Iy
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surasta, kad atskira 0.9 kb hibridizacijos grupé receptoriaus kamiene gali bati
pakeista 3,8 kb grupe transformantuose, kuriy atskleistas integracijos tipas
parodytas fig. 1. Si grupé taip pat hibridizuojasi su argB zondu. Du i§ Siy
transformanty buvo atrinkti vélesniam charakterizavimui ir pavadinti A phacA #1 ir
A phacA #2. Sie transformuoti kamienai galéjo augti terpése su fenilalaninu, 2-
hidroksifenilacetatu arba 2,5-dihidroksifenilacetatu kaip vieninteliu anglies
Saltiniu, bet priesingai jie negaléjo augti terpéje su fenilacetatu, kaip anglies
altiniu. Tai parémé idvadg, kad fermentas citochromas P450, koduojamas A.
nidulans phacA geno (arba koduojamas P. chrysogenum pahA geno), turi
aktyvuma, kuris hidroksilina fenilacetaty iki 2-hidroksifenilacetato, Sis aktyvumas
katalizuoja A. nidulans fenilacetato panaudojimo kelio pirmg pakopg (Zr.
Ankstesnés Zinios). A. nidulans A phacA #1 kamienas, kuris fenotipiskai
neatskiriamas nuo A phacA #2 kamieno 1996 m. birZelio 19 d. buvo atiduotas
saugoti j Spanish Collection of Type Cultures (CECT), University of Valensia,
Research Building, Burjasot Campus, 46100, Valensia , kaip A. nidulans biAT

veAT1 methG1 argB2 phacA :: [pPhacA :: argB+] su registracijos numeriu CECT
20195. P. chrysogenum transformanty su inaktyvuotu pahA genu iSskyrimas yra
labai aiSkus kvalifikuotam $ios srities specialistui. P. chrysogenum pahA geno
i&skyrimas yra paprastas hibridizuojant su A. nidulans phacA genu, esanCiu
transformanty CECT 20195 arba pasirinktinai hibridizuojant su sintetiniais
oligonukleotidais, esangiais SEQ ID NO: 1. Véliau, naudojant plazmide pALfleo7
(1997 m. vasario 20 d. atiduotg saugoti | Spanish Collection of Type Cultures
(CECT), University of Valencia su registracijos numeriu CECT 4849), buvo
sukonstruota plazmidé pALP696, kaip parodyta Sio patento fig. 7.

4 PAVYZDYS. BANDYMAS INAKTYVUOTI phacA GENO FUNKCIJA IR PADIDINTI
PENICILINO ISEIGA.

Norint nustatyti kas pagerina penicilino iSeiga, reikia pa3alinus geno phacA

koduojama, fenilacetato 2-hidroksilazinj aktyvuma eksperimentiSkai iSmatuoti A

2%
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phacA kamieno produkuojamg penicilino lygj ir palyginti jj su kamieno phac *,
Abu kamienai buvo palyginti pagal fermentacijg kolbose minimalioje terpeje,
turinGioje 2,5 % (m/t) laktozés, kaip svarbiausias anglies altinis ir 2,5 % (M)
gridy ekstrakto agaro, su skirtingais kiekiais natrio fenilacetato (m/t) kaip
pazyméta. Kultlros buvo inokuliuojamos lygiu skai¢iumi gyvy konidiospory (2 x
10%ml) ir inkubuojama 37° C temperatlroje su sukamuoju maiSymu (250
aps/min.). Méginiai buvo imami skirtingu laiku, filtruojami per Miracloth, ir
supernatantai buvo naudojami matuoti biopavyzdyje produkuotam penicilinui.

Bioméginiams 1ml Micrococcus luteus kultdros auginama  iki ODeoo = 6,
sumaisyta su 1l terpés Antibiotic No. 1 (Difco) 50 °C. Sis miinys buvo idpilstytas j
13,6 cm Petri leksteles (65 mi/lekst.). 100 ul méginiai su atitinkamu supernatantu
i% kultdros (tinkamai praskiesti 10 mM natrio fosfato buferiu, pH 6,8) buvo sudeti |
8 mm diametro indelius. Pripildytos Iékstelés buvo inkubuojamos 2 valandas 4
°C temperatiroje ir toliau 22 valandas 37 °C temperatiroje. Po to, buvo
iSmatuotos bakterijy augimo inhibicijos zonos, susidariusios dél penicilino
buvimo pavyzdZiuose, ir nustatomas antibiotiko kiekis palyginant su kalibracine
tiese, gauta su skirtingais penicilino G kalio kiekiais.

Fig. 3 rodo, kad auk$¢iausias penicilino lygis, atitinkantis kontrolinj

kamieng phacA * buvo i$skirtas po 24 valandy, naudojant 0,125 % fenilacetato
auginimo terpéje. 1Seiga, pasiekta per §j laika, buvo 1,8 pg/ml penicilino.
Sumazinus fenilacetato koncentracija, sumazéja maksimalus $io kamieno
produkuojamas penicilino lygis iki 1,1 ng/ml.

Fig. 3 taip pat rodo Zymy skirtuma tarp auk3ciausio penicilino lygio A
phacA kamieno kultdroje, kuris siekia 5,6 ug/ml, ty. 3,1 karto aukStesnis negu
pradiniame kamiene. Be to, kaip phacA geno inaktyvavimo rezultatas, penicilino
produkcijos padidéjimas nebuvo veikiamas pradinés fenilacetato koncentracijos
sumazéjimo iki 0,0625 %.

Daroma iSvada, kad skilimo-delecijos mutacija phacA gene,

koduojan¢iame fenilacetato 2-hidroksilazinj aktyvuma, gaunama reversines

14>
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genetikos technika, kaip parodyta fig. 1, turi maziausiai du pritaikymus penicilino
gamyboje i§ A. nidulans : (l) penicilino lygis yra Zymiai padidéjes ir (Il) penicilino

gamyba maziau priklausoma nuo iSorinio fenilacetato tiekimo.

Detalus figliry apraSymas

Fig. 1: Strategija, haudojama skilimo-delecijos mutacijos jvedimui j A. nidulans
phacA gena homologinés rekombinacijos budu. Tariamas sukryZzminimas
parodytas dideliais pary$kintais kryZiais.

Fig. 2: Strategija, naudojama skilimo-delecijos mutacijos jvedimui | P.
chrysogenum pahA geng homologinés rekombinacijos budu. Tariamas
sukryzminimas parodytas dideliais punktyriniy linijy kryZiais.

Fig. 3: Penicilino i8eiga A. nidulans transformuotame kamiene phacA:.argB

palyginus su laukinio tipo kamienu (phacA +). Abscisiy asyje: laikas valandomis
(n); ordinadiy: penicilino iSeiga (ug/ml,). Istisiné linija: fenilacetato koncentracija
0,125 %; punktyrineé linija; fenilacetato koncentracija 0,0625 %.

Fig. 4: A. nidulans genomo stities, turin¢ios phacA gena, restrikcinis Zemélapis,
rodantis fragmentus, kurie buvo perklonuoti sukuriant plazmides pFG4A ir
pFG4B. Tamsi zona yra 3 intronai.

Fig. 5. P. chrysogenum genomo srities, turinios pahA geng, restrikcinis
Zemélapis, rodantis 2,55 kb Xhol fragmenta, kuris buvo perklonuotas sukuriant
plazmide pALP520. Tamsi zona yra 3 intronai.

Fig. 6. pPhacA :: argB+ inaktyvacijos konstrukto argB restrikcinis zemelapis ir
svarbios charakteristikos. Tamsi zona yra sekos sritis, turinti phacA geng; Sviesi

zona — Soninés zonos pries ir uz phacA geno; dryZuota zona yra argB+ sritis.

Fig. 7. pALP696 inaktyvacijos konstrukto restrikcinis Zemélapis ir svarbios
charakteristikos. Tamsi zona yra sekos sritis, turinti pahA gena, (1745 bp); balta
sritis — Soninés zonos pries ir uz pahA geno (4143 bp); dryZuota zona yra ble”

geno fleomicino rezistentiSkumo sritis (2048 bp).
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SEKU SARASAS
PAGRINDINE INFORMACIJA:

PAREISKEJAS:
PAVADINIMAS: ANTIBIOTICOS S.A.U.
GATVE: Avda. de Burgos, 8 -A
MIESTAS: Madridas
VALSTIJA ARBA PROVINCIJA: Madridas
SALIS: Ispanija
PASTO KODAS: 28036
TELEFONAS: 91-3841200
FAKSAS: 91-3841220

PAVADINIMAS: “FENILACETATO KATABOLIZMO FERMENTUS
KODUOJANCIY GENU INAKTYVAVIMO BUDAS, SU TUO
SUSIJE PLAZMIDES IR JOMIS TRANSFORMUOTI
KAMIENAI”

SEKUY SKAICIUS: 4

KORESPONDENCIJOS ADRESAS:
ADRESAS: ANTIBIOTICS, S.AU.
GATVE: Avda. de Burgos, 8 -A
MIESTAS: Madridas
VALSTIJA ARBA PROVINCIJA: Madridas
SALIS: Ispanija
PASTO KODAS: 28036
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KOMPIUTERIU NUSKAITOMA FORMA:
LAIKMENOS TIPAS: 3,5 colio diskelis
KOMPIUTERIS: PC
OPERACINE SISTEMA: WINDOWS
PROGRAMINE JRANGA: WORD

INFORMACIJA APIE JURISTA/AGENTA:
PAVARDE: ALBERTO DE ELZABURU
REGISTRACIJOS NUMERIS: 232/1
INFORMACIJOS/REGISTRACIJOS NUMERIS: PTC-42

TELEKOMUNIKACINE INFORMACIJA:
TELEFONAS: 91 7009400
FAKSAS: 91 3193810
TELEKSAS ARBA ELEKTRONINIS PASTAS: elzaburu@elzaburu.es

INFORMACIJA SEQ ID NO: 1

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
ILGIS: 1986 baziy poros
TIPAS: nukleotidai
VIJISKUMAS: 2
KONFIGURACIJA: linijiné
MOLEKULIY TIPAS: genominé DNR
HIPOTETISKUMAS: NERA
ANTISENSISKUMAS: NERA
ORIGINALUS SALTINIS: Aspergillus nidulans
TIESIOGINIS SALTINIS: plazmide pPhacA::argB*
PADETIS GENOME: neZinoma
CHARAKTERISTIKOS:
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PAVADINIMAS/RAKTAS: koduojanti sritis
VIETA: 82...1810
KITA INFORMACIJA: phacA genas

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO: 1

c

CCTTAGACGA CTTGATCTTA CTCTGGTTTC TAAAAGTTCA
ATG TCT CTT CAA
Met Ser Leu Gln

CTC
Leu

CCT
Pro

GAC
Asp

GTT
Val
65

ATC
Ile

GAA
Glu

CAG
Gln
50

TTC
Phe

CGC TAC
Arg Tyr
20

GTT CCA
Val Pro
35

CAC GCG
His Ala

CAG GTT
Gln Val

AGAC GACAATATTG

AAC
Asn

CTC
Leu
95

TCT
Ser

CGT
Arg

TCG
Ser

TTG
Leu

TAC
Tyr
175
ATC
Ile

GAT
Asp

ACC
Thr
80

ATC
Ile

CAG
Gln

CGT
Arg

TAT
Tyr

CTC
Leu
160
TTC
Phe

CGA
Arg

GTC
Val

TTC GAC
Phe Asp

TCC CGG
Ser Arg

GGA TTC
Gly Phe

CGG AAG
Arg Lys
130
ATG CCT
Met Pro
145
AGG GAT
Arg Asp

CAG CGG
Gln Arg

ATC GAG
Ile Glu

GAG CGC
Glu Arg
210

ACA
Thr
5

TTC
Phe

GGC
Gly

ACC
Thr

CGC
Arg

ATC
Ile

AAC
Asn

GTA
Val

GTA
Val

ATG
Met

GGG
Gly

CGC
Arg

CCG
Pro

GCG
Ala

55
GGG
Gly

ATC
Ile

ACA
Thr

ATC
Ile

40
CAG
Gln

AAT
Asn
70

GCC GCT GTC
Ala Ala Val

GAC
Asp

25
TTT
Phe

AAA
Lys

AAA
Lys

10
ATC
Ile

GGC
Gly

TGG
Trp

GTGAGTTCRG TGTCTGCATT TGTAAC

CCA
Pro

AAC
Asn

GCG
Ala

CAGCCAGATA TAAAGGCCGT 21
CTGATTATCG CAAGGTATCC 81
GCG GTG GTC

Ala

AAG
Lys

CTC
Leu

AAG
Lys
60

CGAGAATAAT TCTGACCTAA CACAG CGC

TCT
Ser

CCG
Pro

ACC
Thr
115
GCT
Ala

ATT
Ile

AGC
Ser

TTC
Phe

GGC
Gly
195
GGG
Gly

GTC
Val

ACC
Thr
100
ATC
Ile

GCA
Ala

ATC
Ile

GCG
Ala

GCG
Ala
180
AAT
Asn

GTG
Val

CGT
Arg
85

TTT
Phe

GGA
Gly

GCT
Ala

GAT
Asp

AAT
Asn
165
TTG
Leu

GTG
Val

TCG
Ser

CAG
Gln

CAC
His

ACG
Thr

ACA
Thr

CTT
Leu
150
GGA
Gly

AAC
Asn

AAC
Asn

AAC
Asn

CTA
Leu

ACC
Thr

TCG
Ser

GCC
Ala
135
GAG
Glu

ACA
Thr

ACG
Thr

GAT
Asp

TTC
Phe
215

TGG
Trp

TTC
Phe

CCG
Pro
120
TTG
Leu

TCG
Ser

ATG
Met

AGC
Ser

GAG
Glu
200
CGG
Arg

ATC
Ile

CAC
His
105
TGG
Trp

AAC
Asn

ATG
Met

GAT
Asp

TTA
Leu
185
CTT
Leu

AGT
Ser

Arg

AAA
Lys
90

AGT
Ser

GAC
Asp

CGC
Arg

TCG
Ser

ATC
Ile
170
ACA
Thr

TTG
Leu

ACC
Thr

Val

ATC
Ile

ATC
Ile

45
AAAM
Lys

GTT
Val
75

GAT
Asp

GTA
Val

GAG
Glu

CCG
Pro

AGT
Ser
155
AAC
Asn

TTG
Leu

CGC
Arg

AGC
Ser

Val

AAG
Lys

30
CAG
Gln

TTT
Phe

GTC
Val

CAG
Gln

GTT
Val

TCG
Ser

GCT
Ala
140
ATC
Ile

CCG
Pro

AAC
Asn

GAA
Glu

AAC
Asn
220

TAT
Tyr

15
GGT
Gly

CTC
Leu

GGA
Gly

TTC
Phe

TCC
Ser

TCC
Ser

TGC
Cys
125
ACC
Thr

CGG
Arg

ACA
Thr

TAT
Tyr

ATT
Ile
205
CAG
Gln

TTT
Phe

CTC
Leu

GGT
Gly

CCT
Pro

GCA
Ala

GCG
Ala

AGC
Ser
110
AAG
Lys

CAG
Gln

GAA
Glu

GCG
Ala

GGA
Gly
190
GTC
Val

TGG
Trp

129

177

225

273

326

380

428

476

524

572

620

668

716

764

812



CAG
Gln

GCT
Ala

GAT
Asp
255
ACT
Thr

GAC
Asp

GAG
Glu
240
GTT
Val

GGA
Gly

TAT
Tyr
225
GAG
Glu

CTC
Leu

AAC
Asn

ATC
Ile

TTC
Phe

AAG
Lys

ATC
Ile

CCG
Pro

CGG
Arg

GAT
Asp

CTC
Leu
275

CTC
Leu

GTG
Val

CGC
Arg
260
AAA
Lys

CTG
Leu

CGG
Arg
245
ATT
Ile

GAC
Asp

CCGTC CGGTCCTGTC CGCGCTTGAA

ATT
Ile

CCG
Pro

CAA
Gln

GAC
Asp
335
GTC
Val

ATC
Ile

GTT
Val

TAC
Tyr

TAC
Tyr
415
GGC
Gly

AAA
Lys

GGC
Gly

AGG
Arg
320
GGC
Gly

ACA
Thr

TGT
Cys

ATC
Ile

GAC
Asp
400
CTC
Leu

GCG
Ila

TCG
Ser

AAC
Asn
305
ATC
Ile

GAT
Asp

GCT
Ala

CTG
Leu

CCT
Pro
385
GAA
Glu

ACC
Thr

GGC
Gly

ATC
Ile
290
TTG
Leu

CAG
Gln

GCA
Ala

TTG
Leu

CCT
Pro
370
AAG
Lys

ACA
Thr

GCC
Ala

TCG
Ser

ACTG ATTTATTATG

TTC ACC GCT
Phe Thr Ala

450

AAG AGG GCT
Lys Arg Ala

465

ATC CCG ACC
Ile Pro Thr

480

TAC
Tyr

GAG
Glu

GCT
Ala

TGC
Cys

ATC
Ile

AAG
Lys

TGG
Trp

GTC
Val
355
AGA
Arg

GGA
Gly

CAC
His

TCA-

Ser

CGC
Arg
435
AAG

GTC
Val

GAT
Asp

TTG
Leu

TTG
Leu

ATG
Met

CGC
Arg

GAG
Glu
340

Lys

GAA
Glu

ACG
Thr

TTC
Phe

TCT
Ser
420
ATG
Met

TGC
Cys

CGT
Arg

CGG
Arg

ACG
Thr
485

ACC
Thr

GGC
Gly

GCC
Ala
325

Lys

GAA
Glu

AAC
Asn

ACC
Thr

ACC
Thr
405
GAC
Asp

AGA
Arg
230
AGA
Arg

GCA
Ala

CCT
Pro

ATC
Ile

GAC
Asp

AAG
Lys

GAG
Glu

21

TTC
Phe

AAG
Lys

GGA
Gly

GCT
Ala
280

CCG
Pro

TAT
Tyr

ACC
Thr
265
AAG
Lys

AAG
Lys

CTT
Leu
250
GAC
Asp

CTC
Leu

ATG
Met
235
ACC
Thr

AAG
Lys

AAT
Asn

AAC
Asn

TAT
Tyr

CCC
Pro

GAT
Asp

CGC
Arg

CTT
Leu

TGT
Cys

GAG
Glu

TTG
Leu

ATT
Ile
270

G GTATG

GGAAAATAAA GATTAACAGA GTCTAG CC

ATG
Met

ATC
Ile
310
CAC
His

TGC
Cys

ACC
Thr

ACC
Thr

TTT
Phe
390
AAT
Asn

GGC
Gly

GTC
Val
295
GCG
Ala

GAC
Asp

CTG
Leu

CTC
Leu

AAG
Lys
375
TTC
Phe

CCA
Pro

TCC
Ser

TCC GCC GGC

Ser

TAC
Tyr

GAG
Glu

CTC
Leu

CGC
Arg
360
GAT
Asp

ATG
Met

CAC
His

GGC
Gly

Ala

CTC
Leu

ATC
Ile

GAA
Glu
345
TTC
Phe

ATT
Ile

AAC
Asn

GCC
Ala

ACT
Thr
425

Gly

GCC
Ala

ATG
Met
330
GAG
Glu

TGG
Trp

GTC
Val

GCC
Ala

TTT
Phe
410
CCA
Pro

CTC
Leu

TCC
Ser
315
AAA
Lys

AAA
Lys

ACT
Thr

TGG
Trp

TAC
Tyr
395
GAA
Glu

CAC
His

GAT
Asp
300
GAA
Glu

GTC
Val

GTC
Val

GTC
Val

AAC
Asn
380
GCT
Ala

CCA
Pro

TAC
Tyr

Ala
285
ACT
Thr

GAC
Asp

TAC
Tyr

ccc
Pro

ATT
Ile
365
GGA
Gly

GCA
Ala

GAA
Glu

GGC
Gly

GAG
Glu

GTT
Val

GGC
Gly

CCG
Pro

TAC
Tyr
350
ccc
Pro

GCC
Ala

GAC
Asp

CGC
Arg

TAC
Tyr
430

GTACCTCCCC CACAACCCAC ATGTTATATA GACAAT

GCT
Ala

CTG
Leu

CCG
Pro
470
ACG
Thr

GGC
Gly

ATC
Ile
455
ATC
Ile

GAG
Glu

TCG
Ser
440
ACA
Thr

CTC
Leu

CCG
Pro

CAT CTT GCG AAC CGC

His

GCA
Ala

GAT
Asp

AAG
Lys

Leu

TTT
Phe

GCG
Ala

CCC
Pro

Ala

ACC
Thr

ATT
Ile
475
TTC
Phe

490

Asn

ATG
Met
460
GAG
Glu

AAG
Lys

Arg
445
CAT
His

TGT
Cys

GTT
Val

GAG
Glu

CCA
Pro

AAT
Asn

GGG
Gly

CTC
Leu

GCT
Ala

GCG
Ala

TTT
Phe
495

860

908

956

1004

1060

1108

1156

1204

1252

1300

1348

1396

1444

1492

1546

1596

lo44

1692

1740
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AAA CCG AGA GAT CCT GIC TTG GTA AGG AAA TGG ATT GCG GAG AGT GAG 1788
Lys Pro Arg Asp Pro Val Leu Val Arg Lys Trp Ile Ala Glu Ser Glu
500 505 510
GAG AGG ACG AAG CAC CTG AAT TAGTTTTICT TTTCTTTCTT GCGTGCAAGT TAC 1842
Glu Arg Thr Lys His Leu Asn
515

AGCCCAATTT ATACTTAGCT GGGACATGGT CGATTGGAGT ATACTGATTT CAGCAACAGC 1902
GCAAATAAAA ATAAGGCAAC CAATAGAAAT GCAACAATAT GCAATCTCCC AAGACCATTA 1962
AATGGTTGAT CAGATGATCC CAAG 1986

INFORMACIJA SEQ ID NO: 2

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
ILGIS: 518 amino rags¢iy
VIJISKUMAS: 1
KONFIGURACIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: peptidas
ORIGINALUS SALTINIS; Aspergillus nidulans
CHARAKTERISTIKOS;

KITA INFORMACIJA: fermento fenilacetato 2-hidroksilazés amino ragsciy

seka
CHARAKTERISTIKOS:
KITA INFORMACIJA: Molekulinis svoris 58495 Da.

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO: 2

Met Ser Leu Gln Thr Ile Gly Ile Ala Ala Val Ala Val Val Tyr

Phe Leu Ile Arg Tyr Phe Asn Arg Thr Asp Ile Pro Lys Ile Lys
20 25 30
Gly Leu Pro Glu Val Pro Gly Val Pro Ile Phe Gly Asn Leu Ile
35 40 45
Gln Leu Gly Asp Gln His Ala Thr Val Ala Gln Lys Trp Ala Lys
50 55 60
Lys Phe Gly Pro Val Phe Gln Val Arg Met Gly Asn Lys Arg Val
65 70 75
Val Phe Ala Asn Thr Phe Asp Ser Val Arg Gln Leu Trp Ile Lys
80 85 90
Asp Gln Ser Ala Leu Ile Ser Arg Pro Thr Phe His Thr Phe His
95 100 105
Ser Val Val Ser Ser Ser Gln Gly Phe Thr Ile Gly Thr Ser Pro
110 115 120
Trp Asp Glu Ser Cys Lys Arg Arg Arg Lys Ala Ala Ala Thr Ala



Leu
Glu
Gly
Leu
Asn
Gly
Ile
Glu
Val
Thr
Glu
Thr
Glu
Lys
Glu
Phe
Asp
Phe
Asn
Asp
Met
Tyr
Ala
Pro
Lys

Glu

Asn
Ser
Thr
Asn
Val
Val
Pro
Phe
Leu
Gly
Ile
Val
Asp
Val
Lys
Trp
Ile
Met
Pro
Gly
Cys
Val
Glu
Thr
Pro

Glu

Arg
Met
Met
Thr
Asn
Ser
Leu
Arg
Lys
Asn
Lys
Pro
Gly
Tyr
Val
Thr
Val
Asn
His
Ser
Ala
Arg
Asp
Ala
Arg

Arqg

Pro
Ser
Asp
Ser
Asp
Asn
Leu
Val
Asp
Ile
Ser
Gly
Gln
Pro
Pro
Val
Trp
Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
Arg
Leu
Asp

Thr

125
Ala
140
Ser
155
Ile
170
Leu
185
Glu
200
Phe
215
Arg
230
Arg
245
Arg
260
Leu
275
Ile
290
Asn
305
Arg
320
Asp
335
Tyr
350
Ile
365
Asn
380
Tyr
395
Phe
410
Thr
425
Ser
440
Ile
455
Pro
470
Thr
485
Pro
500
Lys
515

Thr
Ile
Asn
Thr
Leu
Arg
Ile
Arg
Ile
Lys
Cys
Leu
Ile
Gly
Val
Pro
Gly
Ala
Glu
Pro
His
Thr
Ile
Thr
Val

His

Gln
Arg
Pro
Leu
Leu
Ser
Phe
Asp
Ala
Asp
Leu
Ile
Gln
Asp
Thr
Ile
Ala
Ala
Pro
His
Leu
Ala
Leu
Glu
Leu

Leu

Ser
Glu
Thr
Asn
Arg
Thr
Pro
Lys
Lys
Pro
Thr
Met
Lys
Ala
Ala
cys
Val
Asp
Glu
Tyr
Ala
Phe
Asp
Pro
Val

Asn

Tyr
Leu
Ala
Tyr
Glu
Ser
Lys
Tyr
Gly
Glu
Met
Gly
Arg
Trp
Leu
Leu
I1é
Tyr
Arg
Gly
Asn
Thr
Ala
Lys

Arg

23

130
Met
145
Leu
160
Tyr
175
Gly
190
Ile
205
Asn
220
Met
235
Leu
250
Thr
265
Ala
280
Val
285
Ile
310
Ala
325
Glu
340
Val
355
Pro
370
Pro
385
Asp
400
Tyr
415
Tyr
430
Arg
445
Met
460
Ile
475
Pro
490
Lys
505

Pro
Arg
Phe
Ile
Val
Gln
Asn
Thr
Asp
Lys
Ser
Ala
His
Lys
Lys
Arg
Lys
Glu
Leu
Gly
Glu
His
Glu
Phe

Trp

Ile
Asp
Gln
Arg
Asp
Trp
Arg
Tyr
Lys
Leu
Ala
Tyr
Asp
Cys
Glu
Glu
Gly
Thr
Thr
Ala
Leu
Pro
Cys
Lys

Ile

Ile
Ser
Arg
Ile
Val
Gln
Glu
Leu
Pro
Asn
Gly
Leu
Glu
Leu
Thr
Asn
Thr
His
Ala
Gly
Phe
Ala
Asn
Val

Ala

Asp
Ala
Phe
Glu
Glu
Asp
Ala
Leu
Cys
Asp
Leu
Ala
Ile
Leu
Leu
Thr
Thr
Phe
Ser
Ser
Thr
Lys
Ala
Gly

Glu

135
Leu
150
Asn
165
Ala
180
Gly
195
Arg
210
Tyr
225
Glu
240
Asp
255
Ile
270
Ala
285
Asp
300
Ser
315
Met
330
Glu
345
Arg
360
Lys
375
Phe
390
Thr
405
Ser
420
Arg
435
Ala
450
Arg
465
Ile
480
Phe
495
Ser
510

e
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INFORMACIJA SEQ ID NO: 3

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
ILGIS: 2558 baziy pory
TIPAS: nukleotidai
VIJISKUMAS: 2
KONFIGURACIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: genominé DNR
HIPOTETISKUMAS; NERA
ANTIPRASMISKUMAS: NERA
ORIGINALUS SALTINIS: Penicillium chrysogenum
TIESIOGINIS SALTINIS: plazmidé pALP520
PADETIS GENOME: neZinoma
CHARAKTERISTIKOS:
PAVADINIMAS/RAKTAS: koduojanti seka
PADETIS: 371...2094
CHARAKTERISTIKOS:
KITA INFORMACIJA: pahA genas

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO: 3

CTCGAGAAGG TCTGTTGACA CGAGTCCACA AGATGTTGCG AAGTATATAA TATGAGAAAT 60
GGATATACAG CGGAAAATTG AAGTTTCATT CCGCGGGGGC GGGGAACAAG AGGAAGCGCG 120
GAATGAACAT TCCGTCTATG CGCGGTGGAG AGATCTTCGl ACTGGGGACT TGTGGACTTG 180
GACCTATGAG AGAGCTGCCT TTACTGATTC TGGGACTTGT GGCCAATGAA ACATGTCATG 240
GATGTTACAG CTTTCTTTAT GCGACTCTCT AAACTCGGAA ATATGCCGTA GCCGAAATGC 300
AGGAAAGGCT GGGCTATAAG AGATGCATGC TCCCACCGAA CGTCTGCAAT TCCTTGTTTC 360
ACTCTATATC ATG GCC ATC CAA ACA CTC GCA GTC GCC GTG ATC ACG GTG GTC 412
Met Ala Ile Gln Thr Leu Ala Val Ala Val Ile Thr Val Val
5 10

TAT TTC GTC ATT CGA TAC TTC AAC CGC ACT GAT ATC CCT AAG ATT AAA 460
Tyr Phe Val Ile Arg Tyr Phe Asn Arg Thr Asp Ile Pro Lys Ile Lys

15 20 25 30
GGC CTC CCG GAG ATT CCT GGT ATA CCC ATA TTT GGC AAT CTA TTG CAG 508
Gly Leu Pro Glu Ile Pro Gly Ile Pro Ile Phe Gly Asn Leu Leu Gln

35 40 45
CTA GGA GAT CAA CAT GCC ACA GTC ACG GGG AAA TGG GCA AAG AAA TTT 556
Leu Gly Asp Gln His Ala Thr Val Thr Gly Lys Trp Ala Lys Lys Phe
50 55 60
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GGC CCA GTT TTC CAA GTG CGC ATG GGA AAC AAG GTAAGTAATC AAATAATCTT 609
Gly Pro Val Phe Gln Val Arg Met Gly Asn Lys
65 70
TTAAATCGGA CATTCTGATA ATCTAATGCC CTTTTAG CGC ATC GTG TTC GCC AAC 664
Arg Ile Val Phe Ala Asn
75
GEC TTT GAC TCC GTT CGT CAA TTG TGG ATT AAG GAC TCG TCG GCT CTG 712
Gly Phe Asp Ser Val Arg Gln Leu Trp Ile Lys Asp Ser Ser Ala Leu
80 85 90 95
ATC TCC CGC CCA ACT TTC CAC ACT TTC CAC AGC GTC GTC TCC AGT TCA 760
Ile Ser Arg Pro Thr Phe His Thr Phe His Ser Val Val Ser Ser Ser
100 105 110
CAG GGC TTC ACG ATC GGA ACT TCC CCG TGG GAT GAT TCC TGT AAG AAA 808
Gln Gly Phe Thr Ile Gly Thr Ser Pro Trp Asp Asp Ser Cys Lys Lys
115 120 125
CGT CGC AAG GCA GCT GCC ACT GCG CTG AAT CGA CCG GCC GTG CAA TCG 856
Arg Arg Lys Ala Ala Ala Thr Ala Leu Asn Arg Pro Ala Val Gln Ser
130 135 140
TAT ATG CCC ATC ATC GAT CTT GAA TCC AAT TCC AGC ATC AAA GAA CTG 904
Tyr Met Pro Ile Ile Asp Leu Glu Ser Asn Ser Ser Ile Lys Glu Leu
145 150 155
TAC CGG GAC AGC CAA AAT GGC AAA CGT GAT GTG AAT CCC ACT GCA TAC 952
Tyr Arg Asp Ser Gln Asn Gly Lys Arg Asp Val Asn Pro Thr Ala Tyr
160 165 170 175
TTC CAG CGA TAC GCT TTC AAC ACC AGT TTG ACT TTG AAC TAT GGA TTC 1000
Phe Gln Arg Tyr Ala Phe Asn Thr Ser Leu Thr Leu Asn Tyr Gly Phe
180 185 190
CGC ATC GAG GGC AAT GTG GAT GAT ACG CTG CTG CAT GAG ATT GTG GAT 1048
Arg Ile Glu Gly Asn Val Asp Asp Thr Leu Leu His Glu Ile Val Asp
195 200 205
GTG GAG CGT GGT GTG TCC AAC TTC CGC AGC ACT TCG AAC AAC TGG CAG 1096
Val Glu Arg Gly Val Ser Asn Phe Arg Ser Thr Ser Asn Asn Trp Gln
210 215 220
GAC TAC ATT CCC CTA TTG CGC ATT TTC CCC AAG ATG AAC AAT GAG GCC 1144
Asp Tyr Ile Pro Leu Leu Arg Ile Phe Pro Lys Met Asn Asn Glu Ala
225 230 235
GCT GAC TTC CGG GGT CGC CGT GAT AAA TAT CTG ACC TAC TTG CTC GAT 1192
Ala Asp Phe Arg Gly Arg Arg Asp Lys Tyr Leu Thr Tyr Leu Leu Asp
240 245 250 255
ATG CTC AAG GAT CGA ATC GCC AAG GGA ACC GAT AAG CCT TGC ATC ACT 1240
Met Leu Lys Asp Arg Ile Ala Lys Gly Thr Asp Lys Pro Cys Ile Thr
260 265 270
GGT AAT ATC TTG AAG'GAT CCC GAG GCT AAG CTG AAT GAT G GTGAGTTACA 1290
Gly Asn Ile Leu Lys Asp Pro Glu Ala Lys Leu Asn Asp

275 280
AAOTCTCGCG AAATCTTTGT GAATGTTGGT ATTGAGTACT CATCTATCGT CTAG CC 1346
Ala
285

GAG GTG AAA TCG ATC TGT TTG ACT ATG GTG TCG GCT GGC CTT GAC ACC 1394
Glu Val Lys Ser Ile Cys Leu Thr Met Val Ser Ala Gly Leu Asp Thr
290 295 300
GTT CCG GGC AAC TTG ATT ATG GGA ATT GCC TAC CTG GCA TCT GAA GAC 1442
Val Pro,Gly Asn Leu Ile Met Gly Ile Ala Tyr Leu Ala Ser Glu Asp
305 310 315
GGC CAA AGA ATT CAG AAA AAG GCC TAT GAT GCA ATC ATG GAG GTA TAC 1490
Gly Gln Arg Ile Gln Lys Lys Ala Tyr Asp Ala Ile Met Glu Val Tyr
320 325 330



GAC
Asp
335
GTG
Val

GGC
Gly

CCG
Pro

ACG
Thr

TAT
Tyr
350
CCT
Pro

ATT
Ile

TGT
Cys

ACA
Thr

GCT
Ala

ATC
Ile

GTCCCT'UTCG

TAC
Tyr

GAT
Asp
400
TTG
Leu

GAA

TAT
Tyr
415
GCG
Ala

GGA
Gly Ser
TTC
Phe

ACT
Thr

GCT
Ala

ANG
Lys

GAG
Glu Thr
465
ATT

Ile

CCG
Pro
480
GCA
Ala

AGT
Ser
495
GAA
Glu

CcGC
Arg

CGG
Arg Thr
TCGGAGGCTA

ATAGACCTGC

GAACCGAATA

CTAAGATCTG

TCTCTCCTCT

CCTCACCCTT

AATCAATTGC

CGAG

GAT
Asp

GCT
Ala

CTG
Leu

GCA
Ala

TGG
Trp

GTC
Val

GAG
Glu
340
AAG
Lys

AAA
Lys

GAG
Glu

355

CTG
Leu

CCA
Pro
370
CCT GCC
Pro Ala
385

GGACGTTGCT AACAGGATCT GATAG

CGC
Arg

GGG
Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

ACG
Thr

ACC
Thr

TGT
Cys

GTC
Val

ACC
Thr

TTT
Phe

26

GTG
Val

TTG
Leu

CcGC
Arg
360
GAT
Asp

TTG
Leu

AAG
Lys
375
TTC
Phe
390

ATG
Met

AAG
Lys

GAG
Glu
345
TTC
Phe

GAG
Glu

ACG
Thr

TGG
Trp

ATC
Ile

CAG

Gln Trp

GTATGTTGCG

TGG

CCT
Pro

GTC
Val

ATT
Ile
365
AAT GGA
Asn Gly
380
CCTTGCTTCT

GTC
Val

AAT GTT TGG GCT GCC GAT

Asn Val Trp Ala Ala Asp

395

GAT

CAC TTT AAG

Glu

GAG
Glu

TCA

ACG

ACA
Thr

ACC

Asp His

AGT
Ser

GCC
Ala

CGT
Arg

ATG
Met
435
ATC
Ile

TTT
Phe
450
GCC
Ala Asp
GCC
Ala

TTG
Leu

GAC
Asp

CCT
Pro

AAA
Lys

GAT
Asp
515

GAC.

Phe

GAG
Glu
420
TGT
Cys

CGC
Arg

CGA
Arg

ACA
Thr

AAG
Lys
500
CTA
Leu

Lys
405
GGT
Gly

GCA
Ala

CTC
Leu

CCG
Pro

ACC
Thr
485
AAG
Lys

GAT
Asp

GCA
Ala

GGC
Gly

GTC
Val

ATT
Ile
470
GAG
Glu

CTT
Leu

GCC
Ala

GGC
Gly

TCA
Ser

ACT
Thr
455
CTG
Leu

CCG
Pro

GAG
Glu

GAT
Asp

ACT
Thr

CAT
His
440
GCT
Ala

AAT
Asn

AAG
Lys

CAG
Gln

AAA
Lys

CCA
Pro
425
CTC
Leu

TTC
Phe

GCA
Ala

CCA
Pro

TGG
Trp
505

TTC
Phe
410
CAC
His

GCC
Ala

AAC
Asn

ATT
Ile

TTC
Phe
490
ATT
Ile

ATC

CCG GAG CGT

Ile Pro Glu

GCA
Ala

TAT
Tyr

TAT
Tyr

AAT
Asn

CGC
Arg

GAG
Glu
445
AcG
Thr

cAc
His
460
TGC
Cys

ATG
Met

GAG
Glu
475
AAG
Lys

AAT
Asn

GTT
Val

GGC
Gly

GCT GAG AGC
Ala Glu Ser

Arg

GGA
Gly
430
CTG
Leu

GcG
Ala

TTG
Leu

TTT
Phe

GAT
Asp
510

1538

1586

1634

1687

1740

1788

1836

1884

1932

1980

2028

2076

TAAGAGGAAG TTTTATCTGA TATGATTCCC TTTTTTTTTT

TTTATGTATC
CCAGGTGAGA
GAAATTTGAG
CTAATTCTTA
ATGACTCCCG
TTCTTCCTCT
ATCCCGAAGT

TACTTGAATA
CCTACATGTA
TGATGAAGGG
GACTCCTTTC
GCCTTGTCAC
TCACCCTCTC
CATTTTGGAT

INFORMACIJA SEQ ID NO: 4

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
ILGIS: 516 baziy pory
TIPAS: amino ragstys

TATGTGAAAT
TGTAATCGAC
TGAAGAATAA
CCTGAATTAT
ACCGGCGGAA
CCCATCCACT
GATGAATAAT

AAAGGCAATG
GTCTCCCAGT
CCTCAGAGAA
TGCCAATTTC
TCTCCCCGCA
TGAAATGAAC
CCGCAGATGT

AAGTATAGAT
ACCTATTTAG
CATAGGTCTA
CCCAGTTGTC
TTTTCCTCGA
CTCTGATCGC
ACCCTGTCCT

2194
2254
2314
2374
2434
2494
2554
2558

e
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VIJISKUMAS: 1

KONFIGURACIJA: linijiné

MOLEKULES TIPAS: peptidas

CHARAKTERISTIKOS:

KITA INFORMACIJA: fermento fenilacetato 2-hidroksilazés amino rigsciy

seka
CHARAKTERISTIKOS:
KITA INFORMACIJA: molekulinis svoris 58112 Da.

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:

Met Ala Ile Gln Thr Leu Ala Val Ala Val Ile Thr Val Val Tyr Phe

Val Ile Arg Tyr Phe Isn Arg Thr Asp Ile Pro Lys Ile Lys Gly Leu
20 25 30
Pro Glu Ile Pro Gly Ile Pro Ile Phe Gly Asn Leu Leu Gln Leu Gly
35 40 45
Asp Gln His Ala Thr Val Thr Gly Lys Trp Ala Lys Lys Phe Gly Pro
50 55 60
Val Phe Gln Val Arg Met Gly Asn Lys Arg Ile Val Phe Ala Asn Gly
65 70 75 80

Phe Asp Ser Val Arg Gln Leu Trp Ile Lys Asp Ser Ser Ala Leu Ile
85 90 95
Ser Arg Pro Thr Phe His Thr Phe His Ser Val Val Ser Ser Ser Gln
100 105 110
Gly Phe Thr Ile Gly Thr Ser Pro Trp Asp Asp Ser Cys Lys Lys Arg
115 120 125
Arg Lys Ala Ala Ala Thr Ala Leu Asn Arg Pro Ala Val Gln Ser Tyr
130 135 140
Met Pro Ile Ile Asp Leu Glu Ser Asn Ser Ser Ile Lys Glu Leu Tyr
145 150 155 160
Arg Asp Ser Gln Asn Gly Lys Arg Asp Val Asn Pro Thr Ala Tyr Phe
165 170 175
Gln Arg Tyr Ala Phe Asn Thr Ser Leu Thr Leu Asn Tyr Gly Phe Arg
180 185 190
Ile Glu Gly Asn Val Asp Asp Thr Leu Leu His Glu Ile Val Asp Val
195 200 205
Glu Arg Gly Val Ser Asn Phe Arg Ser Thr Ser Asn Asn Trp Gln Asp
210 215 220
Tyr Ile Pro Leu Leu Arg Ile Phe Pro Lys Met Asn Asn Glu Ala Ala
225 230 235 240
Asp Phe Arg Gly Arg Arg Asp Lys Tyr Leu Thr Tyr Leu Leu Asp Met
245 250 255
Leu Lys Asp Arg Ile Ala Lys Gly Thr Asp Lys Pro Cys Ile Thr Gly
260 265 270
Asn Ile Leu Lys Asp Pro Glu Ala Lys Leu Asn Asp Ala Glu Val Lys
275 280 285



Ser
Asn
305
Ile
Asp
Ala
Leu
Pro
385
Glu
Glu
Ser
Ala
Thr
465
Thr

Arg

Thr

Ile
290
Leu
Gln
Ala
Leu
Pro
370
Ala
Asp
Ala
Arg
Phe
450
Ala
Ala

Asp

Lys

Cys
Ile
Lys
Trp
Val
355
Arg
Gly
His
Ser
Met
435
Ile
Asp
Leu

Pro

Asp
515

Leu
Met
Lys
Glu
340
Lys
Glu
Thr
Phe
Glu
420
Cys
Arg
Arg
Thr
Lys

500
Leu

Thr
Gly
Ala
325
Lys
Glu
Ser
Thr
Lys

405
Gly

Met
Ile
310
Tyr
Cys
Val
Thr
Phe
390
Asp

Ala

AlalGly

Leu
Pro
Thr

485
Lys

Val
Ile
470
Glu

Leu

Val
295
Ala
Asp
Leu
Leu
Lys
375
Phe
Ala
Gly
Ser
Thr
455
Leu

Pro

Glu

Ser
Tyr
Ala
Val
Arg
360
Asp
Met
Asp
Thr
His
440
Ala
Asn
Lys

Gln

Ala
Leu
Ile
Glu
345
Phe
Ile
Asn
Lys
Pro
425
Leu
Phe
Ala

Pro

Trp
505

28
Gly
Ala
Met
330
Glu
Trp
Gln
Val
Phe
410
His
Ala
Asn
Ile
Phe

490
Ile

Leu
Ser
315
Glu
Lys
Thr
Trp
Trp
395
Ile
Tyr
Asn
Met
Glu
475
Lys

Ala

Asp
300
Glu
Val
val
Val
Asn
380
Ala
Pro
Ala
Arg
His
460
Cys
Val

Glu

Thr
Asp
Tyr
Pro
Ile
365
Gly
Ala
Glu
Tyr
Glu
445
Thr
Asn

Gly

Ser

Val
Gly
Pro
Tyr
350
Pro
Ala
Asp
Arg
Gly
430
Leu
Ala
Leu

Phe

Asp
510

Pro Gly

Gln Arg
320

Asp Gly

335

Val Thr

Ile Cys
Thr Ile

Tyr Asp
400

Tyr Leu

415

Ala Gly

Phe Thr
Lys Glu

Ile Pro
480

Ser Ala

495

Glu Arg
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ISRADIMO APIBREZTIS
1. Mikroorganizmy geny, koduojan¢iy fenilacetato katabolizmo

fermentus ir konkuruojandiy su penicilino biosintezes fermentais dél Sio
junginio, inaktyvavimo bldas, b e s i s Kiriantis tuo, kad jis apima
integruotg transformacija per homologing rekombinacijg tarp bent vieno
egzogeninio DNR junginio ir bent dalies inaktyvuojamo geno sekos.

2. Biidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad transformuotas
DNR junginys yra Ziediné molekulé, kuri turi bent vieng geno, kuris turety bt
inaktyvuojamas, ekspresuojama fragmenta.

3. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad transformuotas
DNR junginys yra linijiné molekulé, kuri turi bent vieng DNR fragmenta,
nejjungta j seka geno, kuris turéty bati inaktyvuojamas, bet kuris turi bent
vieng transformacijos Zyme, kuri pertraukia jo koduojancia seka.

4. Blidas pagal anksteshius punktus, besiskiriantis tuo, kad
transformuota DNR molekulé turi, pilnai ar dalinai, kopija sekos to geno, kuris
turéty biti inaktyvuojamas mutacija, geriau skaitymo remelio pasislinkimo
mutacija, panaikinan&ia prasme, arba delecija, kuri panaikina mineto geno
funkcijos fenotipa,

5. Bldas pagal bet kurj ankstesnj punkta, besiskiriantis tuo, kad
transformacijos,  kuria  inaktyvuojamas  genas, objekiu  esantis
mikroorganizmas, gali produkuoti peniciling G arba V.

6. Bldas pagal 5 punkta, b e siskiriantis tuo kad
mikroorganizmas, produkuojantis peniciling G arba V, yra grybas.

7. Bldas pagal 1-6 punktus, b e siskiriantis tuo, kad
transformuojamas mikroorganizmas yra Aspergillus nidulans.

8. Bidas pagal 1-6 punktus, b e siskiriantis tuo, kad

transformuojamas mikroorganizmas yra Penicillium chrysogenum.
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9. Bldas pagal 1-7 punktus, besiskiriant i s tuo, kad naudojamas
transformuotas DNR junginys yra pilnai ar dalinai jjungtas | vektoriy, geriau |
plazmide pPhacA::argB.

10. Budas pagal 1-6 ir 8 punktus, besiskiriant i s tuo, kad
naudojamas transformuotas DNR junginys yra pilnai ar dalinai jjungtas |
vektoriu, geriau j plazmide pALP696.

11. BOdas pagal 1-7 ir 9 punktus, besiskiriantis tuo, kad
inaktyvuotas genas yra atvaizduotas SEQ ID NO: 1, jo mutuoto geno sekos
ir/arba homologiniai genai.

12. Budas pagal 11 punktg, besiskiriantis tuo, kad inaktyvuotas
genas koduoja polipeptida, pavaizduotg SEQ ID NO: 2, ar panaSias sekas,
kurios ekspresuoja P450 fenilacetato 2-hidroksilazinj aktyvuma.

13.  Budas pagal 1-6, 8 ir 10 punktus, be siskiriantis tuo, kad
inaktyvuojamas genas yra atvaizduotas SEQ ID NO: 3, jo mutuoto geno
sekos ir/arba homologiniai genai.

14. Budas pagal 13 punktg, besiskiriantis tuo, kad inaktyvuojamas
genas koduoja polipeptida, atvaizduotg SEQ ID NO: 4, ar panasSias sekas,
kurios ekspresuoja P450 fenilacetato 2-hidroksilazinj aktyvuma.

15.  Transformuotas Aspergillus nidulans kamienas ir i$ jo gauti mutantiniai
dariniai, besiskiriantys tuo, kad juose yra bent vienas egzogeninis
DNR junginys, kuris susideda i§ sutrumpintos, nepilnos arba inaktyvuotos
sekos bent vieno geno, kuris koduoja fenilacetato katabolizmo fermentg ir
kuris inaktyvuoja endogeninj gena po jo integracijos per homologine
rekombinacija.

16.  Transformuotas A. nidulans kamienas pagal 15 punktg, besiskiria
ntis tuo, kad genas, kuris turéty biti inaktyvuojamas, koduoja ferments,
tarpininkaujantj fenilacetato hidroksilinimui.

17.  Transformuotas A. nidulans kamienas pagal 15 ir 16 punktus, besis
kiriantis tuo, kad genas, kuris turéty bdti inaktyvuojamas, yra phacA,
kurio seka ir Soninés sritys yra pavaizduotos SEQ ID NO: 1, jo mutuoty ir

homologiniy geny sekos.
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18.  Transformuotas A. nidulans kamienas pagal 17 punktg, be siskiria
ntis tuo, kad inaktyvuojamas genas yra homologinis phacA, kurio skirtinga
negu A. nidulans kilmé ir homologija su A. nidulans phacA DNR seka yra
pakankama homologinei rekombinacijai su endogeniniu A. nidulans lokusu.
19. Transformuotas kamienas pagal 15-18 punktus,besiskiriantis
tuo, kad genas, kuris yra inaktyvuotas, koduoja polipeptidg, pavaizduotg
baltymo seka SEQ ID NO: 2, ar pana$iomis sekomis, kurios ekspresuoja
P450 fenilacetato 2-hidroksilazinj aktyvuma.

20. Transformuotas kamienas pagal 15-19 punktus, besiskiriantis
tuo, kad jis yra grynas A. nidulans CGECT20195 kamienas, jo mutantai ir/arba
transformuoti dariniai.

21,  Plazmidé pPhacA::argB inaktyvuojanti A. nidulans phacA gena, kaip
parodyta fig. 6 esanéiame restrikciniame Zemélapyje, sudaryta i$ plazmides
pUC18, turindios 6,8 kb EcoR! intarpa, kuris turi A. nidulans phacA gena,
inaktyvuotg jterpus 3,2 kb fragmenta, kuris savo ruoZtu turi A. nidulans argB
gena.

22.  Transformuotas Penicillium chrysogenum kamienas ir i8 jo gauti
mutantiniai dariniai, be siskirianty stuo, kad turi DNR junginj, kuris
susideda i8 sutrumpintos, nepilnos arba inaktyvuotos sekos geno, kuris
koduoja fenilacetato katabolizmo fermenta ir kuris inaktyvuoja endogenin;
gena po jo integracijos per homologing rekombinacija.

23. Transformuotas P. chrysogenum kamienas pagal 22 punktg, besisk
iriantis tuo, kad genas, kuris turéty buti inaktyvuojamas, koduoja
fermenta, tarpininkaujantj fenilacetato hidroksilinimui.

24. Transformuotas P. chrysogenum kamienas pagal 22 ir 23 punktus, b e
siskiriantistuo, kad jame yra phacA genas, kurio seka ir Sonines sritys
yra pavaizduotos SEQ ID NO: 3, jo mutuoto geno ir/arba homologinio geno
sekos.

25. Transformuotas P. chrysogenum kamienas pagal 22 ir 24 punktus, b e

siskiriantistuo, kad genas, kuris yra inaktyvuotas, koduoja polipeptida,
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pavaizduotg baltymo seka SEQ ID NO: 4, ar panasiomis sekomis, kurios
koduoja apibrézta P450 fenilacetato 2-hidroksilazinj aktyvuma,

26. Transformuotas P. chrysogenum kamienas pagal 24 punktg, b e s isk
iriantis tuo, kad genas yra A. nidulans phacA arba bet kuris kitas
homologinis DNR junginys, i$skirtas i$ skirtingo negu P. chrysogenum Saltinio
ir kurio homologija su P. chrysogenum pahA DNR seka yra pakankama vykti
homologinei rekombinacijai su P. chrysogenum endogeniniu lokusu.

27.  Plazmidé pPALP696 inaktyvuojanti P. chrysogenum pahA gena, kaip
parodyta fig. 7 esanéiame restrikciniame Zemelapyje, sudaryta i$ plazmides
pBC KS*, turin¢ios 7,9 kb Sall intarpa, Kuris turi P. chrysogenum pahA gena,
inaktyvuotg jterpus 2,0 kb fragmentg, kuris savo ruoztu turi S. hindustanus

ble® gena, reguliucjamg P. chrysogenum gdh promotoriumi.
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