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'V‘nelaStéliniq ffefmentq-,gamybos,fvantlblotlkq gamybos
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ISradimas yra i$ biotechndlogijos srities. Tiksliau,

- jis -skirtas - naujam - kalciu reguliuojaﬁam promotoriui,. . -
~kuris | naudojamas_ ] neiasteliniu . fermenty arba .-
‘ hete:ologiniq- .. polipeptidy - gamybos ‘padidinimui,

" rekombinanto vekteriui, i - kuri jeina promotoriaus,

operatyv1a1 .sujungto'.su'jDNR. (dezoksiEibbnukleihinei?
rugstlml),, uikoduojanéia anksc¢iau paminetg - fermenta%:
arba pollpeptida; DNR seka, Seimininko organlzmu1,ff

transformuotam rekomblnanto vektorluml, i kuri - ;elnaf‘

&is promotorlus,. operatyviai 'sujungtas su DNR, '
;uikoduOJanc1a“m1neta fermenty arba polipeptida. élsfi
 ~1§:adimas  'toliau skirtas Streptomyces ekspreSLJosf*

- sistemoms - ir svetlmq " DNR ° seky = iSreiskimo - 1sf

Streptomyces ’1r pollpeptldq bei protelnq, uzkoduotu i

- Siomis svetimomis DNR sekomls,v»léskyrimo_ i supan01af=

Streptomyces' bakterljos'ryra.ygerai,féinomos ‘ivéifjﬁﬂ

nelastellnlu fermentq, apimanéiq proteazes, fosfatazes,"

k51lanazes, C cellullazes, .. amilazes, llpazes v”'i£ "

Dar daﬁgiau}‘Streptomyces*genties nariai'gamina daugybef"

.antibiétikq; plgmentq ir kity antrlnlq metabolltu 1r5*

tufi fi»"sudetlnqa - dlferenc1a01]os o struktura

besmba1g1anc1a ‘ sporq su31formav1mu.;= Streptomyces

ir

Ne;tlketlna, kad fermento. ‘i8skyrimas, antrlnlq:f@

metabolltq su51darymas ir d1ferenc1ac1ja yra visiskai'

neprlklausoml,,'bet_.reaguoga -1 ~panaSius paleldlmo;f

-mechanlzmus,
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Buvo klonuoti keli Streptomyces genal, uZkoduojantys
nelastelinius fermentus. Jie '~ apima agaraze, 18§
.Streptomyces coelicolor, -  endoglikozidaze H 28
Streptomyces plicatus, ksilanaze is Streptomyces

lividans, alfa-amilaze 18 Streptomyces hygroscopicus,
celiuliaze - i% Strep.spAZ, beta-galaktozidaze i35 Strep.
lividans ir beta-laktamazes i§ Strep. cacaoi, badius ir

fradiae.

.TaCiau reguliavimo mechanizmai,” kurie kontroliuoja 3&iy

geny -ekspresija, yra i3 esmés neZinomi. Be specialiy

;eguliavimo mechanizmu,'tokiu kéip’amilazés;indukcija

dekstrinais ‘ar maltotrioze ir -amilazés ar agarazés

anglies metabolinis reguliavimas, turbat, i3kyla bendri

keliq nelasﬁeliniu fermenty skatinimo mechéﬁizmai,

kadangi Streptomyces buvo pastebétas keliy polimerinio.
substrato degradavusiq'fermentu‘susidarymas tﬁo ﬁaéiu

mety, sekant - maitinimo = poslinki Eémyn; Tokie

reguliuojantys genai buvo rasti Bacillus subtilis (J.

BACTERIOL = 169:324-333,1987),  Bacillus  natto  (J.

BACTERIOL 166:20-28,1986) ir Bacillus licheniformis.

Téigiami reguliavimo genai, Veikiantys fermentq‘sihtéze
ir/arba  i8skyrima, gali = buti "klonuoti,  ie3kant
padidinto nelasteliniy fermenty i3skyrimo prastuose

sekreciniuose kamienuose, tokiuose, kaip S. lividans.

Svetimy DNR seky viéreiékimo is StreptomycéSH sistemos
buvo ankséiau apraSytos, pavyzdZiui, EPH148,552 i: WO
88/07079. Tos sistemos naudoja Streptomyces pagamintus-ﬂ
nelgsteliniy frégmentq endogeninius promotorius.
Endogeniniy :proﬁototiq - pakeitimas . svefimais'
promotoriais buvo atskleistas WO  90/14426,  kur
aprasomas naujai izoliuoto_ geno,  saf géno,
uzZkoduojandio naujg polipeptida,‘ vadinamg = " saf

‘Polipeptidu, kuris tiesiai arba netiesiai moduliuoja
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geny .. ekspresija nelasteliniams . fermentams =~ i3
StreptomyceS,u 'saveikaujant su - struktiriniy geny -
: ."‘,nela,stellnlams . Ferm'enta"ms , ‘kdntroline_' ’ sritimi,

*~jklonav1mas ir charakterlzav1mas.

i
T

~BuVé‘lrasta;*‘kad fsaf geno"promotorihs' yrafidaﬁgQ:
galingesnis - uZ nelastellnlu - fermenty 'natﬁréluff‘
“promotorlq. Pvi;;ramllazes genas 1ssk1r1a daug dauglaufﬁ

‘,amllazes, o kai;: saft~ promotorius pake1c1a naturalufﬁ

amilazés promotorlq ‘Tﬁo.'bﬁdu,'-saff‘promptor;us:“gal;f

Cbatiol panaudotas ’vigtoj ‘-,p:oteino natiiralaus’

"3;Tpr0motor1aus, kad padidintQV bet kurlo éndogeninibf?

,jplazmlde ‘turi savyje t1r021nazes = fermeﬂtO,,atsaklngo/;
i "‘E u2 H@lanlno., SUSIdaryma 7>i§' ‘trloz1noiv kelluosef‘
0

}fgplazmldeje pIJ702 sekos 1r nustatytl du atv1r1 skaltymoi?

“quollpeptldo arba protelno ekspre51ja4_.

:.}Sé"f: *genof, klonavimui - ir charakterlzavmul ‘plazmide
. pIJ702°  (Katz ir . kt.  Jo ' GEN.MICROBIOL.129: 2703—" i_],
'“ﬂ2/14 1983) buvo panaudota kalp klonav1mo vektorlus

3Streptomyces tlpuose, gena deo sudarytos mel lokuso{3

*remal (ASR) plrmas ARS{ORF angl ),' atltlnkantls’ m613

vi'g,gena, kurls koduoja pollpeptldlne tlrozlnazes grandlne,ﬁ

25

f}lr antras ‘ARS; lsdestytas mel genul prles srove, kurlsi
7,buvo pavadlntas ORF438 (Bernan ir kt. GENE 37 101—5;

7;‘110,1985) ;r kurio valdmuo dar nealskus. o

x'f;"Tyrlnejlmuose,, tlkSllal nustatant saf geno Vleta, ;xf 

300

- plJro2 BglII vietg buvo ;terptas fragmentas SstI—Kpn{j;
(432 “_ nukleotldal saf ~genas . be promotorlaus) '

rSteblnantls s1u tyrlmu aspektas “buvo: SLO fragmen:%¢

"'ekspre31]os : nebuv1mas,"k kai ;terplama ) tleSlah
 or1entac1ja,r1r jo ekspre51ja, ka1 i ORF438 lterplama 
v*.piieéinga kryptimi - (priesd - lalkrod21o rodykle) aSis_
’ atfadimaS"reiéké fragmento su p;omotorlaus poveikiu'
’buv1ma prles ‘mel geng ir BglII klonavimbv'vietcje;

' esanéloje ORF438~ v1duje, su pr1e51nga or1entac1ja




10

15 -

20

25

30

35

LT 3133 8B
4
Paérindinis §io i3radimo tikslas yra pateikti nauig

promotoriy, kuris buvo nustafytas7 DNR fragmente,

.esan&iame pIJ702 plazmidés ORF438 viduje. Promotoriaus

poveikis yra teigiamai reguliuojamas kalcio jony, ir

geny ekspresija nelgsteliniams  fermentams is

<Streptomyces; operatyviai sujungtiems su anksdiau

minétu promotoriumi, yra labai padidinama, dalyvaujant

CaCl, tirpalams.

.Kitas &io i3radimo aspektas ‘yra pateikti klonavimo

ne3éjus (vektorius), kurie - apima auks&iau minétg

promotoriy, operatyviai sujungta su endogenine arba

svetima DNR seka, uZkoduojanéia polipeptidg arba
protéina, taip pat Seimininko organizmus' arba lgsteles,
transformuotas tokiy klonuojan&iy - nedeéju, dél to
sukeliahéiq ekspresija ir polipeptidy, uZkoduoty minéta

DNR seka, iSskyrimg.

Kitas Sio iéradimoAaspektas yra tokio klonavimo neséjo,
neSancio svetima'DNR seka, integracija i Streptomyces

chromosomine DNR.

Dar vienas - 8ie isSradimo aspektas 'yra ~nelastelinio
fermento, reikalingo polipeptidé arba proteino
paruoSimas, . kultivuojant tranSformudta Seimininko
organizma pagal $i i8radimg ir i3skiriant pfbdukta 18

Sios kulttros skystos terpes.

Naujas . pfomotorius, turétas réme ORF438, rodo
promo.oriaus poveiki prieSinga. orientacija - ‘ORF438
orientacijai ir toliau : yrai‘ vadinamas Po438
(Promotorius, . prie3ingas ORF438). Zinios apie fof
laikrodZio rodyklés »krypties promotoriaus'vplaémidéje.
pIJ702 veiksmingumg yra labai svarbios, kad iévehgtume

klaidingy interpretacijq DNR fragmenty, klonuoty Siame

‘vektoriuje, geny ekspresijos tyrimuose.
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“upesanciose” atltnnkamsl nestlmulluOJant; amlnogllk021dof

@aQSJj

tokiais. klonuojandiais — ne$éjais ir kultlvuO}ant;f}

 _trahsformuotas4‘baktérijas, dalyvau]ant Ca . tlrpalgl

 Po438 'prdmoteriAus'A*véiksmingumas' buvo ~ nustatytas.
S _ “ panaudOJant du promotorlaus—bandlnLO"vektbriusfﬂ'DNRj,

' :Subklonuotas - dvlejose L sklrtlngose e plazmldeée,_b

f_fragmentas,_ v aplmantls» promotorlu ;f P0438 buvoﬁ

‘*7ffosfotransferazes geng ~ “{neo) = ir nestlmulluOJan

: ‘v:f;katech0lo dl@kSlgenazes gena_y(XylE) {1 bréZ.}. ‘
jggff:'
' H”f?jgdalyvaujant dldejanc1oms kalc1o\ jony- 'koncentra01joms

i;ipramotorlaus vexksm;nguma.
ifﬁfTranskrlp01jos pradlnls taskas Po438 promotorxuge buv
’lwnustatytas}351 nukleazes‘ kartograflnlu eksperlmentu

” ﬂkur1s nustate pradln; taska C 24 nt.»(angl ) nuo Sst
ﬂ-VLetos (flg; 4}, : :

Tﬁuprodbs:ijpridedamns'bréiinius:
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 Promotor1us -Po438 yfa . pirmas '2inomas/  kalciuf
‘.fregullu03amas promotorlusr kuris - buvo charaktarlzuotas!
. _StreptomyCes ir gali butl _panaudotas padidinti 1ér1nktuf
‘“aheterologlnlq_ protelnq igskyrima "i§¢ Streptomycesg:

iterpiant DNR fragmenta, tﬁrinti savyje promotorlu?;
Po438, i tinkama suskaidymo v1eta pries’ srove genulra

koduoganc1am ‘reikalinga protelna tlnkamame klonaVLmoyg

.’V_DGSGJUJe, transformuogant; Streptomyces selmlnlnka suf%

‘kad'iéskirtu.ﬁasirinkta'pxbtelna arba jo dali.

' genai 1ssklrla ‘labai a'daug ”'kiekv1eno,: fermento P

budn,; parodydaml : Po438 v kalc1u regulluOJamai»

Sy

7.~;Flg. 1, Plazmld21q pULADJO ir pULADSl, neéanélu pIJ?OZ?i

;eaplmanc1o Po438. 242 bp- SstI Bglll. fragmenta, klonuota?

'“promotorlgus"bandlnlo vektoriuose plJ4s87 - (Ward lr kt. 
"1986}.;r 'plJ4083, struktira.
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Fig. 2. pIJ702 242 bp SstI-BglII frgmento promotoriaus

veiksmingumas. Kanamicino gradientas (0-180 ug/mll -
‘angl.) buvo nustatytas kietoje MM (minimalioje te;péje)

‘(Hopwood,”1967).ir buvo Strichuotas (streaked - angl.)

su S. lividans,vneéanéiais plazmide pULADS0 (A) arba
pIlJ487 (B). |

Fig. 3. pULADS0 srities, ne$an&ios pIJ702 242 bp SstI-
Bglll fragments, scheminis i3déstymas ir 'strategija,
sekanti S1 kartqegrafijai. Diagramoje baras, paZymétas

'ivaigidutémis,.vaizduoja paZymétg fragmenty, o baras su

51 véizduoja gautg apsaugotsy fragmentg. Takai A-C-G-T
rodo keturiar sekos reakcijas Ml3mp18 vienintelei

étsajai DNR (de$iné) ir 242 bp SstI-BglIl fragmentui i8

pIJ702 (kaire).

1 - Apsaugotas fragmentas hibridizacijoje tarp pULADS0
270 nt. HindIII-Sstl fragmento ir mRNA i8 S. lividans

[ pULADS0] .

2 - 270 nt. HindIII-Sstl bandinys.

3 - 242 nt. BglII-Sstl bandinys.

4 - Apsaugotas fragmentas hibridizacijeje tarp pIJ702
242 nt. BglII-SstI fragmento ir mRNA 1% S. lividans

[ p1J702] .

Rodykliy smaigaliai Zymi  hibridizacijos  juostas,

atitinkan&ias apsaugotiems fragmentams.

.Fig. 4 DNR srities mel klasteryje, kuris’apima ORF438,

nukleotidy seka, paZyminti jos amino rigSties sekgy. Yra

parodytos BglII ir Sstl apribojimo vietwes, kurios

ribojasi su DNR fragmentu, klonuotu plJ487, kad

~ sudaryty pULADS0.
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© - Mel matricos iniciavimas pagal'Geistlich ir kt.

(1989) ir Leu ir kt. (1989).

o TranskripcijOS»' iniciavimas = i3 Po438 pagal

Slnukleazés kartografinius eksperimentus (Fig 3).
rbs ribosomé’¥ surisanti vieta.
Fig. ' 5. :Ekspresijos i§ Po438 promotoriaus fosfato

slqpihimas_  Neomicino gradientas (0-180 ug/ml) ,buvo”fi

padarytas ant kieto MM+TES (angl.). buferio 825 mM, pH

7,2 (virSutineé 'plokételé) if ant tos padios: terpés;lif
L ’paplldytos‘ 207 natrio fosfato buferiu, pH 7,2
'(zemutlne plokstele)’ Abi‘plokételés buvd étrichhotosﬁfk.

-

‘Flg. 6. Pseudomonas putida nestimuliuojandio XylE geno,ﬂﬂ
Jpatalplnto _ Po438 a promotor1u1 pasrov1u1,_' ka1c1olﬂ
¥:indﬁkcijav‘ Strﬁptomyces bakterijose. - S. llvldans'f

[pULADSH buvo auginamos R2YE skystoje terpeje (0)'be_f

kalc1o ir R2YE terpéje, papildytoje CaCl2 iki 60 mM (A) .

:‘QS¢ llV1dan31 ‘transformuoty ~su pIJ4083 (o), katecholoij

diOksigenazés'aktyvumas (Cat. 0O, azé)’ nebuvo ke1c1amas,fff

:kéi'bﬁvOfauginama‘RZYE terpéje su arba be CaCl,.

~fC1a aprasomas darbas buvo atllktas, naudojant‘ tokias

-fmed21agas ir. metodus .

,Bakterlnlal " .kamienai  ir ~'plazmidés. Streptomycesjf
ﬁkamlenal ir plazmldes,f naudojami - $iame = tyrime, . yraf;

 i¥vardinti 1l-oje lenteléje.

.Terpe ir auglnlmo sglygos. Protoplast. StreptomYCeS?j

‘ kam1enq transformac1ja buvo auglnama R2YE, minimalioje . :

terpeje (MM) arba YEME, paplldytOJe 34% sacharozés ir 5 
mM MgCl, (Hopwood ir kt., Genetic m&nlpulatlon pf‘ 
Streptomyces. A. LABORATORY MANUAL. The John _ Innes
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Foundatioh, Norwich, U.K., 1985). Skystos Streptomyces

kult@ros buvo ‘auginamos kolbose su trimis pertvaromis

-28°% temperatiroje besisukan&iame kratytuve su 220_rmp

(angl.) kratymu.

S. lividans 'protoplastu paruo3imas ir transformacija

buvo - tokie, kaip apra3yta (Thompson ir kt., ~J.°

~ BACTERIOL. 151:668-677, 1982).

. DNR izo%;acijé, 'manipuliacija ‘ir DNR seky sudarymas.
“Plazmidé DNR buvo atskirta, naudojant Kieser  bidg
(Kieser ir kt., PLAZMID 12:19-36,1984). Isisavinimas ir

ligavimas buvo kontroliuojami agarozes ~helio

elektroforeze. Isisavinimo salygos su  endonukleazés

‘apribojimu ir ligavimo reakcijosv buvo tokios, -kokios

rekomenduotos gamintojq. DNR fféghentq subklonavimas

buve atliekamas, “isisavinant 1-2 ug' DNR .plazmidés su

atitinkamu apribojan&iu fermentu(-ais), iz nreakcijos
produktai buvo atskiriami helio elektroforeze  Zemame

agarozés lydymosi tadke (LMPA - angl.).

Nukleotidy = seka buvo nustatyta Sangér gfandinés
nutrﬁkimo;metodu'(Sanger ir kt;, PROC. NATL. ACAD. SCI..
USA 74:5463-5467,1977), naudojant ML 3 klonus (Messing
ir kt., NUCL, ACIDS RES. 9:309-321, 1981). ‘

RNR (ribonukleininés rigSties) izoliacija ir S1

nukleazés kartografija. RNR buvo'atskirta'pagal Kirby'
- (Kirby ir kt., Biochem J. 104:258-262, T967)ii§‘50-ties

valandos kultdry MM terpéje. §1 ”kartografijéi DNR

‘bandiniai buvo galuose paZfyméti (Maxam and Gilbert,

METHODS ENZYMOL. 65:499-560, 1960). RNR (40 ug) . buvo
sumaiZyta su 10° c.p.m. [ p]-gale paZymétu DNR
fragmentu ir denatdruojama 85°C 15 min. (Favalora ir
kt., METHODS ENZYMOL. 65:718-749, 1980). Hibridizacija
buvo atliekama 60°C temperatiroje 3 valandas;'apdofota

su 60 vienety S1 nukleazés ir S1 jisisavinimo produktas
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buvo uidétas ant 7% (w/v - angl.) poliakrilamido helio,
turmc‘lo ™ Zlapalo ir lyglagrec1a1 leistas su M13 mp18>_’f_j
..-“Tfagu 11 ‘pIJT02 242 bp BglII SstI . fragn_tentu (sekos":‘f{;'
7-'sudarytas Sanger metodu) . e S

"b'."“:-'.Katechola d:LOkSlgenazes . ’v‘ei‘ksm.ningumas"' Plokﬁtellu‘
",.f:fbandymuose ‘ Streptomyces transformanto kolonljos buvo,
vf‘_"__":'::g_lauglntes 28 C temperatnroge ‘3 dlenas,‘ ir plokételes
., i“--‘»,"":}-buvo &plmrkstcs 0,5 H katecholla vandenmLu tlrpalu '

:.1mam1 bandlnlal lI katecholo dloksz.genazes velksmln—

uve nustatlnejamas talp, k;up aprasyta __'( 'I:n¢gria
‘ BACTERIOL 171: 6617—6624 1989).,,9r¢te1

kcmcantracmjos buvo nustatmejamos Bradfordo zmetodu

“panaudmjant ;va.w*lé -Serumo. albumlna kalp
(Bradf‘rdf ANAL. BIOCHEM 72 248—254 1976)

ok smnlmamasyml nutrua. sadma
bruvo m_tstatytas

,osfmtransfexazes genc f’-kéttec':hbl.q
' turetq dm.e]uose sklrtmguose

?-'»'l‘uose, ekspresua-

BglII~SstI fragmentas e
fﬁard ir kt-, ‘MOL. GEN GENET,
3 kuns nese nestmul:.uog ant;

amlnoglzkozz.do fosfotransferazes gena (neo) Slo geno
: 'ij*ekspresua palyglna g Kam:.c:.no (‘,km) Cir ne@mlcn.no-ﬂ,f,
‘5‘3‘3’»..v-'_‘-:latsparuma, Streptomyces : 11V1dans Talp buvo sukurtaf‘j,‘

'*~'v'--plazm1de pULADSO (Fig. 1) .- S. llv;dans,-_ transformuotos':;v":,”'
| pU’LADSO,- galejo - augfi- ,mi.nimall,OJe . terpéje, '
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sudarytoje = i3 daugiau kaip 15 wug/ml Xm, kur S.

lividans, transformuotos su bIJ487 (promotoriaus-

bandinio vektorius be jterpto pfomotoriaus) neaugo MM

su 10 ug/ml Km, kaip parodyta fig. 2. Sis rezultatas
aiSkiai parodo, kad pIJ702 BglII-Sstl fragmentas turi
promotoriaus veiksminguma Streptomyces' bakterijose su

orientacija i¥ SstI vietos i BglII vieta.

Katecholo dioksigenazés geno ekspresija. 242 bp BglII-

.SstI fragmentas, kaip: auki&iau pateiktame pavyzdyje,

buvo - subklonuotas 1 skirtinga promotoriaus-bandinie
vektoriy, plazmide pIJ4083, kuri ne3é XylE geng i3
Pseudomonas putida, . koduodama fermentui = katecholo
dioksigénaze. Hibridiné plazmidé buvo pavadinta pULADS1

(fig. 1). Streptomyces lividans, transformuotds su

'PULAD51, buvo auginamos R2YE terpéje, papildytoje CaCl2
iki 60 Mm. Kiekybinis kest#thelo  dioksigenazés

veiksmingumo jvertinimas pareodé, kad Po438. daro itaka
promotoriaus veiksmingumui taip pat, kai iterpiamas

genul XylF prie$ srove (fig. 6).
Ekspresijos is Po438 reguliévimas kalcio jonais
Buvo nagrinéjama ivairiy kalcio .jonq ‘itaka Po438

promotoriaus = veiksmingumui. ‘Kadangi = Katamicino

atsparumo lygis priklauso nuo druskos kiekio ‘auginimo

“ terpéje (Hopwood . ir kt;} Genetic . Manipulation of"

Streptomyces. A Laboratory Manual. The John Innes

' Foundation, Norwich, .U.K., 1985), Siems tyrinéjimams

buvo panaudotas neomicinas(neo) minimalioje terpeéje.

Visais atvejais MM buvo papildyta TES buferiu (25 mM,

2+

zn®*, cu®’ katijonai neturi itakos Po438 stiprumui

(atsparumas 170 ug/ml Neo ant MM;'plokételiu), tuo
tarpu, kai keli vienvalendiai katijonai (Na*, K', Li%,
+ - .

Cs’, 10 mM) silpnai sumaZina promotoriaus veiksminguma,

ir nebuvo augimo MM, sudarytoje i3 daugiau_‘ kaip 100
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ug/ml Neo. Promotoriaus veiksmingumo éumaiéjimas'ﬁbuVO

pastebetas taip pat, kai MM buvo papildyta natrio .

. fosfato,bufgriu (20'mM, pH 7.2), kaip parodyta fig..5_?_

Kalcio jonai teigiamai reguliuoja Po438 promotoriaus

aktyvuma.. Cazf,’iymiai - padidino . Neo &S. liVidéhé,f”f

vtransformuotq'su'plazmide pULADS0, atspafuma, irAbﬁVOﬁ

‘parodytas grieZtas ry3ys tarp CaCl2 koncentrac1]os 1r3f

Neo -atsparumo lyglo {2-a lentele)

Plazmidé pULAD6O yra panaSios plazmidés sﬁ_tuoﬂpaéiuff

neo-genu, _sujungtu = su | sklrtlngu promotoriumi,.[‘

piomotoriumi saf, kalp buvo aprasyta WO 90/14426m

. pavyzdys. Tac¢iau- neo »stabilumas_.-S;  llVldanS,
*tiénéformuotq-éu pULADG0, nebuvo modifikuotas, auglnantif
- MM, turlnc1OJe sklrtlngas CaCl2 koncentrac1jas (0,10, j?
‘20'1 ‘30 40 mM), - -;telgdamas,-lfkad néra. nei
3 potransllaCLnes neo geno produkto"étimuliac1jos, ?néif?
: neom1c1np_kalc;<‘inaktyvabijos;'Jei Cam7poveikis‘nebﬁﬁfo
| specifinis,:'stimuiiécinis vaéikis» bﬁtq;,sfebimasf3spfl

’"visbmis,strUktﬁromis. Tai rodo, kad Po438 promotoriaus'

veiksmingumas  yra _specifiSkai . reguliuojamas kalcio -
jony. ' ‘ ‘ '

Kaléib 'ihdukbija t"p - buvo. steblma ,SQ llVldans,;'

 ka;p, parodyta ;‘fig.‘ 6. »Katechollo‘ lekSlgenazesr
: Veiksm;ngumas'(Cat 0, ‘azé) Zymiai padidéjo, kai R2YE

kultiriné = terpé buvo papildyta CaCl, iki 60 mM.-

'koncentrac1305 'S. lividans, - transformuoty su,pIJ4038 ;
'(promotorlaus bandinio 'vektorius - be promotoriaus -

'Po438), katecholio diokéigenazés veiksmingumas,;

prieSingai, nesikeité, kai buvo auginama R2YE perpéje'”

su arba be kalcio chquidb.4
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'Eranskx:.pcz;[aa pzmotaéko Pod38 mustatymes

.81 nukleazes ka.rtograf:mlal ekspermental ‘buvo - atllkt*,_ :
kad nustatytume transkripcijes pradini taﬁka ir Po438 )
promotorlaus seka. 270 bp HindIII-SstI :frag:mentas,

atskirtas i& plazm:.des pULADSO buvo’ pa:symtas ‘HindIII

ga.le ir hlbrld.lzuotas su mRM atsklrto .18 - S.
1.1v1da.ns,~ ne%anélq ‘ pULADSQ- Apsaugctas fragmentas‘
p&slr@de ciydz:.u aple 24 nt trmrpesnls negu kDﬂtIOllﬂls

bandmys (flg- 3¥, todél. pradlms tn:anskr1pc1jcs taskas

buvo nustatytas apie € 24 nt nuo Sstl v:.etos {flg.‘ 4). ‘@
Antras 51 nukleazes kartugraflnls eksperlmentas “buvo

atllktas -su ‘pirmine plazmlde pIJ'TOZ Ckuri taJ.p pat‘:‘
aplma P0438 DNR - sriti. pIJ’!OZ 242 bp BglII SstI -
fragmentas buvo panaudotés kalp bandmys Fragmentas :
‘buvo: pazymetas Bg].l’l 5° gale 1r hlbrldlzuotas su anNA

hv"vy.vat':klrtals ‘if 8. liwvidans, _transformuotomls su PIJ702';‘:

-'Flg- 3 rodo, kad apsaugcta.s frag“merrtas buvo dar 24 nt
- trumpesnls negu bandlnys,‘ pazymedamas,' kad trans-'-'
20

krlpc:L]as _ m1c1ac1ja pas:chdo pIJ,'_TUZ pana.SJ.ame»"'

: nukleotlde, k.alp ir pULADSD-, |

qu. 4 rodo mel ge.no ORF 438, 1§desty'to aple 30 nt:"
pr1e§ ORF- 438 pradlm, kodcna, promo’r.orlaus aktyvacu os

: srltl, €Gemt11ch 3.1: kt‘, ﬁolecnla.r chroblology 3 1061-— 

1069, 1989; Leu ir kt., ‘GENE 84: 267 277, 1989) kalp irot

Po438 prcmotorlq, Isdestyta; pr:.e51nga erentaCLJa ORF-~"

438 or1entac1ja1 ir jo transkrlpt:ljos pra,dlm, taskaj :
pagal Sia darbo §1 nuklu.azes kartograflm, ekspenmenta‘, S

Hors . aminoglikofz-ido fosfotransferazes genas ff‘i’r'

katechollo dio‘ksigertazes genas & buvn aplbudlnt‘

" _pa*a‘;_mdg.z.aus,r  reikety suprastl, jog. ‘tam, kad padldetq :
':'ekspresija, panaudo;;ant promotorlu 9043& genas’. bet-

kur:.am pollpeptldUI ar® - protelmu., pa;gamlntas
panaudogant Streptomyces tipus, gah bati. modlflkuotas,::
paéallnant glmta,ja, promotorlq ir pake1c1ant j], Eo438
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promotoriumi . Panasiai svetima DNR, koduojanti ”

polipeptida‘ar proteina/ gali bati itetpta i bet kuri;:f
“tokij, endogenln; gena. Ta01au geriausia parlnktl toki
- endogeninj gena, kuris 1ssk1r1a protelna per . lasteles 3l
‘sienele kulturlneje terpeje, ir tuo atveiu svarbu“

1sl*1kyt1 sekrec1ne 51gnalo seka. Tuo bidu, svetlma DNR f;

geriausia . jterpti tok1u> bldu,  kad .. 1§la1kytume”“

- sekrecijos -  signalus ‘kiek -galima dauglau’ nuo.

nelastelinio fermento geno..NOIS'éie‘signalal,dqmlnudja7ﬁ

vyraujancioj -~ sekoj, endogeniniy - génq nelasteliniams
"fermentams"”afévilgiu akivaizdu,_"kéd' termlnallnls_ "

karbok51lo galas yra taip pat svarbus sekrec1jal Tuo

 budu, butq geriau sukurtl lydym031 protelna, ;terplant 
- ‘l‘svétima,vDNR_ sekg i endogenlne VDNR, ‘negu paéaiinti; 
15 R

transkripcine endogenihés'DNR dali, pékeiéiant svetiméﬁ

DNR. o S e

"Talp pat relketu suprastl, kad svetima DNR seka gali;

biti bet kurl ne i$§ Streptomyces isvesta DNR seka,*

-

;uzkodUOJantl . _proteinag - arba pollpeptlda, ypacfi'
‘.eukarlotlnes v'“érba . virusinés prlglmtles. Tok1q7
'feukarlotlnlq arba v1ru51n1q DNR - seky " pavyzdZiai 'yrai
Qsekosv. uzkoduo;anc1os Zmogaus -arba gyvulio leukoditq

"ihteiferonUS‘{INF-alfa), #mogaus insuling, Zmogaus ir

gyvulio —augimo = ir  kitus - hormonus, - tokius kaib"

':kortikbiropino -'iésky%imo faktorius - (KIF), ”‘imOgaﬁs;b

serumo albumlnas ir ;valrus Zmogaus kraujo faktoriai 1r'

' plazmlnogenlnlal aktyvatorﬂal, audiniai ir uroklnaze,
f v1rus1n1s hepatlto B branduolys ir paviréiaUS‘antigenai;
30

bei kiti Zmogaus ir gyvullo v1ru31n1a1 pollpeptldal 1r’f

bprotelnal.
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1 lentelé. Kamienai ir plazmidés

PaZyméjimas " Svarbios o Literatiiros
charakteristikos %altinis
S. lividans JI1326 laukinis tipas- -JI
S. antibioticus laukinis tipas,. ,
ATCC 11891 melanino gamintojas ATCC
pIJ702 o tiostreptono '
' " atsparumas ir - " Katz. ir

) melaninas+ - o kt., 1983
pULAD60 - - pIJ702, neSantis saf |
| ' promotoriy | W090/14426
plJas’ -~ promotoriaus-bandinio

vektorius deél Streptb— _
myces, neSantis neo = Ward ir

geha kaip praneseja ~ kt., 1983

‘pULAD50 - : pIJ487, neSantis 242
bp.SstI-Bglll
fragmentag i3 pIJ702 S8is darbas’

pIJ4083 ‘ promotoriaus-bandinio
v | vektorius dél Strepto-
myces, ne3antis XylEv 
geng kaip praneseja-
PULADS1 = - © . pIJ4083, nedantis 242
‘ | | bp SstI-BglII . '

fragmenta i% pIJ702 $is darbas

JI, mikroorganizmy kplekéija is ‘John Innes Institute,
Colney Lane, Norwich; NR4UH, UK; ATCC, American Type

Culture Collection
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2'lentelé}'S.;lividahs [ pULADS0] , augan&iy MM terpéje,

pépildytoje CaCl,, neomicino atsparumo lygis

CaCl, koncentracija (mM) - Neo atsparumas (pg/ml)
o O . . . .‘ . —— 180 V ’
10 : : 300
20 S 1650
30 .. 1100

40 ' - 1900

v 403, .
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kalciu reguliuojamas promotorius, kurio DNR seka

yraz:

CCGCGGCGCGCGGGGTGTCCACCGGCTCGTAGTGGCTGACGACGCTGATCCACGA‘
GCCGTCGéCGTTGCGCATCACATCGAGTTCGACGCCGTCCACGAACACGGCGTAA
CCGCCGCCGTGATGGCCGCCGCCGTGAGCGTGAC”GCCGTGACCGCCGCCGTGGT

GGCCCCCGCCGTCGGTGACCGTCCGGCCCTGTATCCGGCGGCCCTTGTAGATCT
arbaAjos”fragmentai, turintys ta.pativpoﬁeiki.
)3 2. DNR seka, kuri hibridiiuoja su nukleotidy seka pagal.
1 punktg ir turi kalciu reguliuojamg promotdriausiv

- veiksminguma .

3.  Klonuojamtis ne3éjas, apimanﬁis - DNR  seka,

uzkoduojan&ia polipeptida arba proteina,  operatyviai'

sujungta su promotoriumi pagal 1 punkta.

.'4. Klonuo;antls nesejas pagal 3 punkta, b e s i's k. i ey

r iantis tuo, kad pamlneta DNR seka Yra endogenlne7*

Streptomyces bakterljoms.f

5. Klo]u03antls nese]as pagal 3 punktq, b e's. is k L wg*
riantis tuo, kad mlneta DNR seka aplma visg: arba»a

dal;_sekos, uzkoduojancios: pollpeptldq arba protelnq, 

endogenini Streptomyces bakterijoms, J, kur;.suSLl;ejo
tame pac1ame ‘skaitymo réme - DNR seka, uikoduojanti he

Stret@myceS'pollpeptlda arba protelna.f

6. Streptomyces selmlnlnko lqstele, transfdrmubtafw§u-

klonuojancéiu neseju pagal 3 punkta o - v

7. Streptomyces ‘$eimininko lastele, :transformuota* Su.

~ klonuojan¢iu ne3éju pagal 4 punkﬁq.
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. : N \ -
8. Streptomyces &eimininko -lastelé, transformuota su’

klonuojanc¢iu nesSéju pagal 5 punkta. L.

- 9. Svetlmos DNR sekos Streptomyces ekspres1jos budas,fﬁ

besisk.i r a,l n t 1 s tuo, kad apima operatyvq

 m1n°tos DNR sekos sujunglma su Streptomyces ekspre51jos3 
Koritrolés . seka, - i kurla ieina promotorius pagal 1 -

punktg.

10. Bidas pagal 9 punkta, be s i's kirian tfi;é:;
~tuo,; kad minéta‘_svetimq DNR sekg ir StrePtom?ceSf
~ekspresijos:gkontrolés sekg iterpia i chromdsomingf

 Streptomyces DNR..

S 11. Bﬁdas ‘pagal 9"puﬁkta,'b e s'i s‘Kvi‘r iva‘n3£ iﬁsf'
“tuo, . kad svetimg - DNR seka . operatyviai -su;ungla-fsu:k
'ﬁmlneta Streptomyces ekspre51jos kontroles ‘seka per DNRP
fseka, ; uzkoduogan01a‘ bent dali’ . proteino .- arba 
C ."‘polipeptldo, 1ssk1rto is Streptomyces 51gnalo sekos,,lrﬁ
 26 f‘ kad mlneta DNR seka, uzkoduo;anéla '51gnalo _seka,
‘ '1sre1ksta kartu su” mlneta DNR seka, kontrolluOJa mlneta]"
‘T:Streptomyces' ekspre51jos kontroles, seka,  kad butui
"_iéékirtas‘”vproﬁeinasf jarba;‘,pol;peptidas; _.uzkoduota§i

v~svétimaQDNR*seka.
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FIG.3 |
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: TCC(I}GCLKLCCGGTCCGOGCCGATTTCTCCCETTCTCCTCOGGTCGATIGCTLTG@GCGTCGTCUCCIJ
LGCDC@CTTGGCCJGGC@GGCTLBGLGGCGUGLGGACGCC—LGCT ITCCJTLCOCI:C.CAG(JGTWT

N MR x?xLTRRRALcAAAvvx
xm;mmemTMArmumxmwwmmlmrmm
TGCGTGGGGTCCTGCLGGGCGTACC-G(ITTGLGTC«GCAGCIGCGCGCGAG&CCCGGCLTCOCC}G&!GCSC .

,.x‘(‘-YPLY&LPIABADDRGEET?B?P-;{
| GCCOGTG TCCEEET 66 TCRCCOT TCOOGCC000CECGCGG ACO A TCO0000C CCACACOCCCG A G TCOCC .
mac;m;mAmucmmmmmtmnmwmﬁ ,

'G’iPA£~SG&PA&FDE‘.IX(GRRIQGR[.:
GO0 R CLOGELIGLGT COLGCLLOCOCELCOGOCTTCG ACGAGA TCTAC A GCGOCGLOGGATACLGCOCCOG
I mmxmmuccmmmmncmmnmm .

: gl S
’T'YTDGGGHHGGGHGGDGHCGGHBG

k 4 LC&'TCLCCG&CGGCDGGGGGCACCICGCCGGCGGTCLCGGCGGTG&CGGTCICGGCGGCGGCCLTCJCC&,

. TG&AGTGGCTWI%W&GWIMLGTGWT AGTGCCG 3

:acrx-*_vf?bcvsx.avxxzADGST‘I'.S’.
 GELOGTTECGCLGTGTICATGGACGOCETCOLAC TOCA TG TOATOCOCAL COC0E A COOCTCE TG ATCAGE,
,cooocutccoccxcuomcacccsummccuuc*1ccccnoooccrccccwcmcnc'rcc”~

—évsaxsrvnrrnaa«;R~x‘1VDBLQG
+GTCGTCAGCLACTACE AGCOGGTGE ACA CLLLGOOCLLLLLGECLOECECTCCG TCOACG AGCTCLAGOGE
i cwummmcnmmmmcommmmmeMTM'
: . ] . . LY # 1 :
giRLLPFPS!@- "‘rbs": X T
) ocmmccccnmccumcxccnmcccocoucmocmucccccncncAcc
”‘ccoocccmcmc.ocumxmneamucxmmuummmtcrm

'o-“

Fig.4
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