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"‘ffié‘ Asperglllus : terreus 1°vestu genq,
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~pa51rlnk1mq i konkretus parlnklmas
*faktorlus tam, kad léradlmas velktq sekmlnga

v naudotl atsparumo antlblotlkams zymesh,ykg;p




o  LT3083B

”rlpamf1c1nu1,_streptom1c1nu1 1r t t. Gauta

: netransformantu mlsln; gallmar

yraglcvastatlno:mlslnlo, gauto 1r 1sgry~ﬁ

355 ;:$yJﬂﬁn1nto 1s;hidr1do kamleno,;lﬂ BMR spektras,; R

'37 Fig;f3g¥;yra*fbnpatiés mi§ihio bendias"spektrasf

.g»



'ﬂl;1r53§)§§3]E3,

Flg 4“'vvalzdu°3a nau]o transformanto AoAt/NBJ~V?
morfologlnes charakterlstlkas,"‘,,~ e g

‘wQ{PAvYZbYs"i’f ’

'-f;{MEpi;AGos;IR<METQﬁAI

~;Ciklohek31m1du1 atsparus lovastatlnas,
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‘“?gamlnantls A terreus 1zollata, buva 5 atrenkama
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'PROTOPLASTO IR DNR RUOSTMAS

Aspergillus  o}yzde -ir'»AcikloheksimidUi atsparus,

, lovastatina géminanéio A. terreus-(c1a Zymimas JAG-4703)

1zollafas buvo atskirai kulturlnaml 50 ml- Czapek doks
sultlnyje Kultdros lnkubUOJasz_ 58 wval. 2842°C
temperaturo;e be51sukanc1ame pfaktuvé (New Brunsw1ck*

SClentlflC Inc. ) prle 200 aps/mln . PO to’ surenkamos ir

,,' plaunamos sterlllu dlstllluotu vandenlu,r.pakartot;nal
10 | . L

centrxfuguogant

1{ Ableju ru31u kulturq pxotoplastal buvo gautl naudo;ant

Nov021ma .234. (Novo Nordlsk Novo AlLe,,;' 2880

Qagsvaerd Denmark) kad per 12 14 ~val: ardymo butq"
pasallntos ] lastelq by 31eneles Daznlau31a1 ' “buvo
maudo;amas metodas,. aprasytas chklnson and Isenberg,:
J.Gen,,,Mlcroblolﬁ 128, p. 651- 654(1982) Klekv1en03'

“rﬁéies ':brdtoplaétq meglnlal - regeneravo:v gyvyblngas

‘ ‘ *'v1enalastellnes sporas su 31enelemls 28°C temperaturoge
20
o agaro (leco) 5 g sorbozes ﬂir~ 0; 35 g EDTA 50 ml

po 24 val. ,regeneraugneje terpeje (R), turlnéLOJe 0, lg

dlstllluoto vandens klekyJe Sudygus;os rsporos turejo

v1sas savo motlnlnlu kulturu charakterlstlkas

Vlsas DNR ?buvo 1ssk1rtasfi' Asperglllus terreus_
protoplastq pagal metodlka aprasyta ‘Schlief - df
L Wens;nk.‘“Practlcal Methods “in~ Molecular Bl@logf"- 33,

21‘29'(1981) Protoplastal suspendUOJaml tlrpale 18 10
mg/ml 'sDs, 0, 1M NaCl ir 0,1 M-tri-HCl, "pH 9,0, ' Buvo

. prldpdamas toks pat klekls fenollo, prlsotlnto trls HCl

‘buferiu. MiSinys- centrlfuguOJamas 10 mln po~12, QOO g

Eppendorf Centrlfuge vamzdyje“(Brlnkman Instruménts,

‘Canada Ltd', Rexdale;'Ontario). Virdutiné faZéfgnurinti;

DNR buvo pasallnta, sﬁmaiéyta su 95% etanolu, laikoma
-2000 temperaturOJe ~r60 min.,  po  to 10  min.

centrifuguojama kaip ir anks&iau.. Gumulas buvo vél

 suspenduojamas buferyje, pH 7,0 ir inkubuojamas su

~N
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"f_«RNaZe;(Sigma, St Louls,bﬁo, U ‘S.A. ), apdorota femoliu,,
.o DNR nusodlnama is vandenlngo sluoksnlo Issklrta DNR;
. gryn1nama adsorbuogant ir plaunant ant DEAE cellullozesu“

- };,(DE 52,. Whatman), prles tal lsm;rklus 10 mM trlseHCLQ
Tf5;55bufery3e,~pﬁ 1, 5 ir .0, 3 M NaCl ir lalkoma paster -
3‘”‘L§p1peteje DNR skled21ama su 10 m trls—HCl bufer1u1 oH
' ’tur1n01u l 5 M NaCl Tas tlrpalas atsklestaigf fJ

Kéi“ D’NR‘T buv

”*%7rot6plastq._

) ﬁ hlJungta i 1nkubac'as;,protoplasto

, ?Gﬂlkl ma21au nel 101: ir: panasus kleklal talp
>‘~’7:protoplastu . (10) neparode v;fjpk%é
‘?501klohek31m1du1»;3;;H'E R R

35'
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5 "LOVAS;TATIN{) "GAMY.BAY IR : BANDiNYé T

'73*f$P5f§? 1§aug1ntu lnkubuOJant A orxzae protoplastus
'k : QA terreus DNR suspen513a ;te:pta po ]. ml i
‘**Czapek doks agaro"'” |

‘ vaICO'koloneléE(ZS % 0:46 cm) bel?V*'

lﬁ,tlrplnlmo 31stema' 5 acetonltrllo 1i vandens (SS\.:45)', 
. ftekmes greltls 1 0 lemln. Pagamlnto lovastatlno klele ":
  35 , ;lyg1namas 1r apska1c1u03amas pagal sukurta standart1n$  ‘,

‘ _j”lovastat1no krelvenv.,f’
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'ff79 c1klohek51mldu1 atsparus 1zollata1,v ;skaltant
d f lovastat1na gamlnanc1us 12011atus,3 gauti 1s”“ﬁ

'i;j5yf; A oryzade protoplastq,?, 1nkubuotq ;
; ‘fﬂic1klohek31mldu1:] atsparaus,

1ovastat1nq

CUUAL terreus Hmtanto, : Transformac1]os
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= Vlena transformuotq kulturq, AO 11,‘> »lalke nga'
‘ 3transformuotas charakterlstlkas SeSlS mene51us Fig.“l,
',gglllUStIUO]a ASSC anallze ekstraktq,.gautq 1s ‘AL orgzae ,
"1»}rec1p1ent0 1r donoro kulturq dir ekstraktq apdlrbtu su

_57»]3A terreus DNR.; Kalp transformuotl '1zollata1 fgamlna,
'rr“flovastatlna yra parodyta lenteleje 2

. :”ransformuotq 1zollatdf
gamyba Czapek dbks sultlnyje (pH 6. 8) ’

‘;Izollatas 'jLovastatlno klekls, (mg/l)”fi
A '15 36+1 78 |

13'46’-{:4 '56 | .. .

:@tlnlnes kulturos e terreusff
klekls sudaro 166 72+5 92 mg/l"" '

'}ff;o motlnlne AL orzzae kultura 1ovastat1no nepagamlno.,,

“‘TQCzapek dokSLSUltinyje

’{'iésjfi%Fig;;fﬂzl valzdu03a ASSC budu hlbrldo ﬂ kamlenol‘f‘

'7ilsgryn1nto lovastatlno mlSlnlO 1H BMR spektra Lyglnantﬁfx

Soosu 21nomu,. standartlnlu lovastatlno spextru,> éis7ﬁf

‘”'7spektras patv1rt1na produkto tapatybe
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“'~fF1g 3 yra to patles produkto bendras spektras ir rodo,

. kad gautas lovastatlnas yra 991 grynumo.g

ng x terpes ,ﬁl -

“fatsparumo ’ hie
 '30; "Jtransfermac1]a buvo

"';v1lé1u,; jog genal,

*lsralska, yra lelskalwart1m1°1r“gal1 jungtls i grupes.;l

) Naugo transformanto,vl AoAt—NBJ/S “eimorfologlja 31Yféf,

- 35 N pavalzduota Flg 4ir gall butl aplbudlnta ‘tokiu buduz




f»‘« ¢§t1rpa1o‘
"57§ﬂant sterlllq ryzlq {50 - g), lalkomu Erlenmeyer k°1b°39 5
(250 ml talpos). T kolba papildomai jpilta 10 ml

| .‘  £fster11aus vandens, smarklal plakama ir 1nkUbu°33ma 5- -7
35
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f.,Konidihés' galvutés,,striﬁofiiofmoé,fﬂéviésiai"rﬁdésf{
-“Konldloforal lygﬁs;' bespalviai‘ PﬁSlélés pusrutullofy
”jﬁformos,¢iiki puseszg- dv1e3u trecdallq padengtoé’*
 j{f1al1dq,3q 1351desc1u51u dv1gm,: sluoksnlals Kon1da1: 
“*frutullo pav1dalo “arba. elipsihlal,‘ Hu kolonljos 'anta'
’"Czapek agaro auga;vlyglal 1aba1 greltal,v spalva:'
«ﬁflOkOZlne ~arba svelnlal 01namo rusvumo del konldul “
ggamybosoiEksudatas oran21nls, atv1rkscio;1 puse g@lt@naé?j
?'galkl rudumov‘-"“'7¥~af‘ G e e :

ls pr1n01po,: genétiékai?i

s jrus;es " antlblotlkus;j

‘.z“lsrelkstos -

fo] ﬁré (1loflllzuotas

o 5peratur03e._Inkubac130 _pébalgOJe paruosta kOnldlne
(0 Ol )
ﬁsmarklal plakant konldlno suspen51]a perkelta

dlenasf' 28°C temperatuIOJe : Inkubac1jos perlodoﬁg

pabalgOJe xpllta stexllaus vandens (50 ml)



-ﬁ ijon1d1ne Sﬁépenéijé flltru03ama: per. ‘sferilu-,muslinblb
':f'audekla flltratas (1x10U konldQ/ml) perpiltas"i_ 

*-Qsequ fermentuqtuva (50 l talpos), turlnt; 30 1 seklu ’
{ifterpes, Haudotos sequ terpes sudetls buvo tokla

- 3;20 g/l
s . 207g/1:
s 3 g/l
: '1}{:1 |

:f??15 ;iJ_T hw't i v:' ‘; fermentav1mo: idda; '

:3fﬁ§KHZPo .
. Mnso, 4H20
| v€ iBeta1nas v 0y o
':”:?;Lpzooo k:rfﬂ:?”;’Vbil’fiiiizf}n;f7"”; .

“20 pH S, 8 (p}ie§”fsﬁériiiié&iﬁa;wisukété§@¢?é*Ls@*hios,
"”VJNaOHfﬂst), SterlllZUOja 121°C ftémperatﬁroje*»viena;
s valanda prie 103 138 kPa..* f.{{ff S i

”terpe Terpeslﬂ; ;
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-Po J.nokullacn.jos k‘u'ltfzra auglnama 7-8" dlenas @18°C

s ,temperaturo;;e su pH kontrole prle 6 0 6 2 '(su : 10%
s sto) R | | SR s

S ‘Sv_j_"‘_‘;-,.,'Vedlnlmo greltls buvo palalemas tarp 0 7«-_1, 0 vy /mis

"(suskaldytas deguonls 80 100 %)

O anm RAs ’GAMYBQS : fE;rKPAs ,

; 30 temperaturoge 1?* ekstrahuo;amas, B



| EKSTRAHAVIMAS IR GRYNINIMAS
brlketasw : kg) homogeni-

"elo'ls “min. ),,.aé':”

Tal zym1a1i 
rastina -galim ‘ bl Kalp aprasyta,f
"”ifjlcvastatlna pagal él buda gallma gautlg
tlrpxlxu P.pejv butlnybes Lrsufo muot1f 

”:ekstrahUOJant
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esterius;; druskas if:'t:t. gavxmo metu EkstrahaVLmasf,'

tirpikliu yra zymlal paprastesnls ir ekonomlskesnls',

gav1mo 1r grynlnlmo budas negu chromatografja.
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5 kuri, ‘,'sudaro ~maitinimo

$ transformuotu Asperglllus

;;-f..mlkroorganlzmu, i atrlnktu :LS rus:.q' a

“”‘*_kad aplma paplldoma hldrok31*~

o ',»"rﬁgéft-ies"‘ ‘f"érial‘-"ogo a‘ktonlzacuos stadqu, Lo tas ’

2 th.dIOkSl rugstles ianalogas fermentacu os procese

'"5"""35._’.\i“--'-‘}-paV1rsta J. 1ovastat1na,
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15

j.ls A oryzae, A. nlger, A nldulans ir A fumlgalls

”‘ fl2 Grybellnlal transformantal pagal 10 1r 11 punktus,wﬁ

30
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7. Budas pagal bet kur; ankstesn; punktg, b e s is K i

‘r i a n t i s tuo, kad - lovastatlna (1§sk1r1a
ekstrahuojant tirpikliu.

8. Grybeliniai 'trahsformanﬁai,‘, galintys‘ \dearyti  

fermehtq, ‘pajégianéiy 'sintétint17’loVastatina} grupe,f 

 yra Asperglllus ru51es kamlenal, atrlnktl i3 A. orxzae,]
A nlger, A. nldulans, A.fumigatus lr A flavus, b e s 1 Sj

kiri a_n,t y s tuo, 'kad turl svetlma DNR su" genu"
: U§kodavimﬁ ‘ferméntqf-grupelrv sugebanélalv s;ntgtlnt;u
"lévastatina. S el | e : e

“,79 GrybeLlnlal transformantal pagal 8 punkta, b e s i 8; 1 

ki roin a n t y s‘ tuo, kad Asperglllus ru31s atrenkamaf@g

:;10 Grybellnlal transformantal pagal 9 punkta, b e é7i;é§”f7

R k J. roiant y s tuo, kad Asperglllus'iﬁéisﬁyrg'
:‘  A oryzae. S L
R > }11 Grybellnlal transformanta1 pagal 8 punkta, bfejsfifs;:u5

ko i x: 1 a n t y s - tuo,’kad svetlma DNR yra gaﬁnama i§"

'M:’Asperglllus terreus"ru51es lovastatlna 1sreiékianéibiﬁ

‘kamieno.

"b esiskir i a n ty s’ tuo,‘kad aplma v1sa 'DNR' 15
 m1neto Al terreus kamlenO' i mlneta A oryzae kamlenoj_'

““protoplasto transformac1jos produkta

13; Grybellnlal transformantal, pagal 8 12 punktus,_”‘

‘be siskir ian ty s-.tup,nkad yra,AoAti— NBJ/S_[ ‘

kaip apradyta ir apibrézta.
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