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AtskleidZiamas naujai iskirto geno, vadinamo SAF (antrinio metabolizmo aktyvacijos faktorius), klonavimas ir
apibadinimas. $is genas koduoja nauja polipeptida, vadinama SAF polipeptidu, kuris tiesiogiai arba netiesiogiai
moduliuoja i§ lastelés iSskiriamy fermenty ekspresijg Streptomyces. Apra$yti DNR vienetai arba fragmentai,
koduojantys SAF polipeptida; vektoriai, turintys minéta DNR; organizmai-Seimininkai, transformuoti tokiais vekto-
riais, ir i& lastelés idskiriamy fermenty arba heterologiniy polipeptidy gavimo badai, kultivuojant tokius organizmus-
Seimininkus.
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Sis i3radimas yra i8 biotechnologijos srities. Tiksliau
jis skirtas naujam polipeptidui, didinan&iam i3
lastelés i¥skiriamy fermenty gamyba, DNR, koduojand&iai
3, polipeptida, rekombinantiniam vektoriui, i kurj
jeina 3i DNR, ir organizmui-Zeimininkui, transformuotam
8io rekombinantinio vektoriaus, kurio sudetyje yra DNR,
koduojanti &j polipeptida. Be to, iZradimas skirtas
geno, koduojan&io 3i nauja polipeptida, promotoriaus
sekai. Toliau $is iSradimas skirtas Streptomyces
ekspresijos sistemoms ir svetimy DNR seky ekspresijos
Streptomyces ir polipeptidy bei baltymy koduojamy
Siomis svetimomis DNR sekomis, i3skyrimo i terpe

bldams.

Streptomyces yra gerai Zinomi ivairiy i3 lastelés
i8skiriamy fermenty, iskaitant proteazes, fosfatazes,
ksilanazes, celiuliazes, amilazes, lipazes ir
nukleazes, gamintojai. Be to, Streptomyces giminés
nariai gamina daugybe antibiotiky, pigmentg bei kity
antriniy metabolity ir pasiZymi sudétinga
diferenciacija pasibaigiandia spory susidarymu.

Bandymuose Streptomyces kultiry serijose paprastai i3

lasteles i3skiriamy fermenty gamyba, antibiotiky
gamybos pradZia ir pigmenty biosintezé bei sporuliacija
sutampa. Visus Siuos procesus slopina maitinimo
sgalygos, skatinanéios dideli augimo greiti, ir

aktyvuoja P, C ir N kiekio sumaZejimas. Gali buati, kad
fermenty i3skyrimas, antriniy metabolity susidarymas ir
diferencijacija vieni nuo kity nepriklauso, bet
reaguoja i tuos padius paleidimo mechanizmus.

A

Klonuoti keli Streptomyces genai, koduojantys i3

lastelés iSskiriamus fermentus. Tarp jy - agaraze i3
Streptomyces caelicolor, endoglikozidaze H is
Streptomyces plicatus, ksilanazé i8 Streptomyces

lividans, alfa-amilaze i$% Streptomyces hydroscopicus,
celiuliaze is Strept.spA2, beta-galaktozidaze is
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Strept. lividans 1ir beta-lakmatazé i8 Strept. cacaoi,

badius ir fradiae.

Ta&iau mechanizmai, kurie reguliuoja iy geny
ekspresija, yra i3 esmes neZinomi. Prie specifiniy
reguliavimo mechanizmy, tokiy kaip amilazés indukcija
dekstrinais bei maltotrioze ir anglies metabolinis
amilazes “arba agarazés reguliavimas, matyt, atsiras
bendri keliy is lasteleés iSskiriamy fermenty
aktyvacijos mechanizmai, kadangi, sumaZinus maitinima,
Streptomyces tuo pa&iu metu stebeta keliy polimerinius
substratus degraduojanciy fermenty gamyba. Tokie
transaktyvuojantys reguliuojantys genai rasti Bacillus
subtilis (J.BACTERIOL. 169:324-333, 1987), Bacillus
natto (J.BACTERIOL.166:20—28,1986), ir Bacillus

licheniformis.

Pozityvas reguliuojantys genai, veikiantys fermentuy
gamyba ir/arba sekrecija galety biti klonuoti, ieSkant
padidintos i3 lasteles iZskiriamy fermenty sekrecijos
menkuose sekreciniuose kamienuose, tokiuose kaip

S.lividans.

Apra3ytos sistemos svetimy DNR seky ekspresijai
Streptomyces, pvz., EP 148552 ir WO 88/07079. S3ios
sistemos naudoja Streptomyces gaminamus i3 lasteles

isskiriamy fermenty endogeninius promotorius.

Pagrindinis &ios i3radimo tikslas yra pateikti naujo
i$skirto geno, ¢&ia toliau vadinamo saf (antrinio
metabolizmo aktyvacijos faktorius) genu, koduojancio
nauja polipeptida {toliau ¢ia vadinamg SAF
polipeptidu), klonavima ir apibidinima. §is  SAF
polipeptidas tiesiogiail arba netiesiogiai keidia
Streptomyces 13 lasteles i3skiriamy fermentuy geny
ekspresija, saveikaudamas su ekstralasteliniy fermenty

struktidriniy geny kontroline sritimi.
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Kitas 3io i3radimo aspektas yra organizmai-Seimininkai
arba 1lasteles, transformuotos auk3¢iau apra3ytais
klonuojamais vektoriais, tuo bidu padidinant is
lastelés i3skiriamy fermenty arba norimo heterologinio

polipeptido gamybgy.

Penktas gio iSradimo aspektas yra i3 lastelés
iSskiriamy fermenty arba norimo polipeptido gavimo
bidas, kultivuojant transformuotga organizmga-Seimininkg
pagal 8i isSradimg ir i3skiriant produkta i3 auginimo

terpes.

Dar wvienas Sio iSradimo aspektas yra saf geno

promotorius.

Ir dar vienas $io i3radimo aspektas vyra klonuojamy
vektoriy, kurie apima saf geno promotoriy, sujungto su
endogeninio i3 lastelés iSskiriamo fermento.sekrecijos
signaline dalimi, abi dalis sujungiant su svetima DNR
seka, sukirimas; 3is aspektas taip pat apima organizmus
arba lasteles-3%eimininkus, transformuotus tokiy
klonuojamy vektoriy, sukelian&iy svetimo polipeptido,

koduoto svetimos DNR seka, ekspresijag ir sekrecijg.

Kitas $io i3radimo aspektas yra tokio klonuojamo
vektoriaus, turin&io svetimg DNR seks, integracija |
Streptomyces chromosomine DNR. Ekspresijos vektorius,
turintis saf gena, taip pat bus ijungtas i tokius
transformuotus organizmus, ir panaudotas gaunant

produkta.

Sie ir kiti 3io i%radimo objektai bus detaliau aprasyti

tolesniuose skyriuose.

IS Streptomyces qriseus ATCC 10137 isskirtas DNR

fragmentas koduojantis saf (antrinio metabolizmo
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aktyvacijos faktorius) geng, dalyvéujantis S.lividans
ir S.caelicolor ma%iausiai penkiy fermenty jprastoje
requliacijoje. Saf genas aptiktas visuose tikrintuocse
Streptomyces, tai leidZia daryti prielaids, kad 3is
genas vaidina svarby vaidmenj metabolizme. I3 tikryjuy,
DNR fragmentas, turintis gena, pana3y j saf gena, musy
buvo klonuotas i3 Streptomyces qriseus IMRU 3370,
kandiciding gaminan&io kamieno. Tiriant kai kuriuos
Streptomyces, pvz., S.lividans ir S.lactamdurans, pagal
hibridizacijos pobiidi daroma prielaida, kad saf genas

yra chromosominéje DNR keliose kopijose.

Toliau aprasSomas deno, dalyvaujan&io i3 1lasteles
i8skiriamy fermenty gamyboje ir sporuliacijoje

Streptomyces, pirmas pavyzdys.

Saf genas koduoja 113 amino rag3&iy polipeptida (SAF
polipeptida); transkripcijos- transliacijos tyrimai in
vitro E.coli parodé, kad pasigamina taisyklingo dydZio
baltymas - apie 15000 daltony. SAF polipeptidas turi
dideli teigiamg kravi (18 teigiamai pakrauty amino
ragsciy) ir neturi sudeties, bidingos lyderiniam
polipeptidui arba transmembraniniam baltymui, ir todel
maZai tikétina jo tiesioginé jtaka baltymo iSskyrimui.
Teigiamo krivio baltymas gali lengvai saveikauti su
DNR. I3 tikryjy, SAF polipeptide aptinkama DNR
suridanti sritis, buadinga kai kuriems reguliuojantiems
baltymams (ANN. REV. BIOCHEM. 53: 293-321, 1984).
Netikétai buvo nustatyta, kad saf promotorius yra
Yymiai veiklesnis negu natiralus i$ lastelés isskiriamy
fermenty promotorius. Pvz., amilazés genas ekspresuoja
Zymiai daugiau amilazeés, kai gamtinis amilazes
promotorius pakeidiamas saf promotoriumi. Tuo budu, saf
promotorius gali biiti panaudotas vietoj gamtinio
baltymo promotoriaus bet kuriuo endogeninio polipeptido

arba baltymo ekspresijos padidinimui.
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SAF polipeptidas pasiZymi plejotropiniu poveikiu, t.y.,
veikia daugiau negu viena kryptimi is lgstelés
i3skiriamus fermentus, pigmenty gamybg ir
diferencijacija. Pagal 3§j i8radimg pasiekiama padidinta

endogeniniy i3 lastelés i3skiriamy fermenty gamyba.

Kalbant pladiau, saf genas ir atitinkamas polipeptidas
gali bati panaudoti norimy heterologiniy baltymy i3
Streptomyces ekspresijos padidinimui, jterpiant gena,
koduojanti norimg baltymg i tinkama skaidymo vietg
geno, koduojan¢io i35 lagstelés iSskiriamg fermenta,
kurio ekspresija didina SAF, arba jo dalies,
transformuojant Streptomyces Seimininka, turinti saf
geng, su rekombinantiniu genu ir kultivuojant
transformuotas bakterijas, kad jos iSskirty norimg
baltymg arba jo dalj. Geriau, kuomet heterologiné DNR,
kontroliuojama saf promotoriaus, yra iterpiama
chromosomine DNR, ir tuo padiu metu jterpiamas
ekspresijos vektorius, turintis DNR, koduojan&ig SAF
polipeptida. Ekspresijos vektoriaus nereikia.integruoti
i, chromosomine DNR.

Jau ra3yta apie plejotropinius genus, veikian&ius
antibiotiky sinteze ir Streptomyces diferencijacija.
Genas afsB, teigiamai reguliuojantis A-faktoriaus,
aktinorodino ir prodigiozino gamybg Streptomyces
caelicolor ir Streptomyces lividans, buvo klonuotas i3
S.caelicolor A3(2) (Horinouchi et al., J.BACTERIOL.
155:1238-1248, 1983).

Saf genas skiriasi nuo afsB, ir 13 tikryjy jie
prieSingai veikia aktinorodino gamyba. Bendra tarp iy
yra tai, kad jy aminoriigi&iy sekos yra bidingos DNR-
riSantiems baltymams. Abu genai, saf ir afsB, turi
promotorius be =-10 ir -35 suderinimo seky ir gali
jungtis su potencialias transliacijas reguliuojan&iais

signalais bei stipriu kamienu ir kilpelinémis
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struktiromis, galin&iais veikti kaip transkripcijos
terminatoriai (Horinouchi et al., J.BACTERIOL. 168:257-
269, 1986). Jeigu transkripciné forma sudaro labai
stabilia kilpsa, tai ribosomy prisijungimas darosi
neimanomas. Rasta, kad tokie i atenuacija pana3ds geny

veiklos kontrolés mechanizmai moduliuoja Streptomyces

atsparumo antibiotikams genus (Horinouchi et al., PROC.
NATL. ACAD. SCI. USA 77:7079-7083, 1980). Kadangi saf
genas gali bati laikomas "pagrindiniu” genu,

ijungian&iu daugybe geny fermenty sekrecijai, jo
ekspresija, matomai, grieZ?tai kontroliuojama lasteléje.
Visi fermentai, stimuliuojami saf geno, dalyvauja
sudétingy polimery skaidyme, ir todél galima prielaida,
kad 3is genas yra bendros requliacijos sistemos dalis,
kuri dalyvauja alternatyviy mitybos $altiniy paieskoje,
pana$iai kaip tai sitloma Bacillus atveju (Henner et
al., J.BACTERIOL.170:296-300, 1988).

Fig.l1 Chromosominés DNR fragmenty 13 S.qriseus ATCC
10137 klony pIJ702 Bgl II saite, turind&iy genetineg
determinante Sarmines fosfatazes supergamybai,

restrikcine analize.

Fig.2 Homologijos tarp pULAD3 1 kb Bgl II fragmento ir
kity Streptomyces ra3iy genominés DNR analize Sputhern
hibridizacijos bidu. (A) DNR fragmentai, gauti
genomines DNR skaidant BamHI (2-7 takeliai). (B) DNR,
parodyty panelyje A, hibridizacija su 1 kb fragmentu
kaip zondu. Takeliai: 1.DNR, skaidyta Hind III, gaunant
23, 9.59, 6.68, 4.29, 2.28,1.94 ir 0.58 kb dydZio
fragmentus; 2.S.lactamdurans; 3.S.acrimycini;
4.S.caelicolor 1157; 5.S.qgriseus 2212; 6.5.griseus
3570; 7.S.lividans 1326.

Fig.3 S.lividans, transformuoty pIJ702 (kairéje) ir

S.lividans, transformuoty pULAD3 (desinéje), proteazés
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(A), amilazés (B) ir lipazés (C) aktyvumy tyrimai Petri
lékstelése.

Fig.4 Geno dozés efektas saf geno  ekspresijai.
S.lividans, transformuoty plJ702 (kairéije) ir
S.lividans, transformuoty pULAD3 (viduryje), ir
S.lividans, transformuoty PULAD30 (de8inéje), proteazeés
(A) ir amilazés (B) gamyba.

Fig.5 Saf geno atskleidimas PULAD3 1lkb Bgql 1II
fragmentas panaudotas kaip pradine medZiaga. I3
lastelés i3skiriamy fermenty gamyba, panaudojant visas
plazmidZiy konstrukcijas, ivertinta lekStelése su kieta
terpe, kaip paZymeéta apradyme: laukinio tipo
producenats; ++; +++ ir ++4++ Zymi skirtingus
supergamybos laipsnius. Trumpos atviros rodyklés rodo
tirozinazés geno (mel) plazmidéje pIJ702 lokalizacija
ir transkripcijos krypti. UZjuodinti ratukai (e—») Zymi
mel geno promotoriy; Atviri ratukai (¢ —) rodo jprastg
promotoriaus plazmidéje pIJ702 aktyvumg ir atviri
kvadratai (-) Zymi saf promotoriy. Transkripcijos
kryptis parodyta rodyklémis. ORF1 atitinka saf skaitymo
rémelj, iSvesta i¥ nukleotidinés sekos duomeny,.

Fig.6 pULAD3 1 kb Bgl II fragmento nukleotidineé seka ir
saf geno produkto aminorigs¢iy seka. Pabrauktas antras
ATG iniciacijos kodonas. Invertuotos komplementarios
pasikartojandéios sekos parodytos susieinan&iomis
rodyklémis. Banguota linija rodo aminorug3diy seka,
panasig i Zinomg DNR-suriSan¢iy baltymy DNR-jungian&ius
domenus.

Fig.7 Saf geno produkto i&vesto aminorug$d&iy sekos
srities palyginimas su Zinomy DNR-suri$an&iy baltymy
DNR-jungiandiais domenais.
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Fig.8 Pasikartojanc&ios nukleotidinés sekos prie3 srove

ir pasroviui nuo saf geno.

Fig.9 Pasikartojancios nukleotidy grupés, esanéios saf

gene.
Fig.10 Plazmidé pIJ702.

Fig.1l1 11 A ir B breéZiniuose parodyta i3skirto 13
S.qriseus amilazés geno pilna nukleotidy seka ir jo
produkto aminorig$&iy seka. Manoma, kad BstE II pjavis

yra optimali vieta svetimo geno prijungimui.

Fig.12 Strategija, naudota S.griseus IMRU 3570
a-amilazes geno klonavimui, panaudojant plazmide
plJ699.

Fig.13 Grafiky serijos rodo ivairiy plazmidZiy
a-amilazés gamyba lék3telese priklausomai nuo laiko,

esant ivairiai terpei:
(A) MM+krakmolas (1%)+tio
() MM 1 mMP+krakmolas (1%)+tio
() MM be fosfato+krakmolas (1%)+tio
(¢) MM+krakmolas(1%)+tio+ITPG.

Apatinis panelis dedinéje rodo plazmides pULVD10
gamybos dyd%ius, palyginus su pULTV1, S.lividans 1ir
pULTV100 (Zidr.Fig.6a) geriausioje gamybos terpéje (X).
S.lividans (pIJ699) MM be fosfato+l%krakmolas+tio: (*)
pULTV1 auk3¢iau apra3ytose terpése; (=) pULTV100
auk3&iau apraSytose terpése; ir (~A) pULVDIO MM 1
mMP+1%krakmolas+tio.
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Fig.14 Rekombinatinés Streptomyces lastelés, turin&ios
chromosomini gena, gaminanti sulietg baltymga su CRF
molekule, ir plazmides, turin&ias DNR, koduojandia SAF

polipeptidg, konstrukcijos schema.
Igyvendinimy, kuriems teikiama pirmenybé, apraiymas

Cia apraSomas darbas buvo atliktas su tokiomis

medZiagomis ir metodais.

Bakterijy kamienai ir plazmidés. 3iuose tyrimuose
panaudoti Streptomyces ir E.coli kamienai, pateikti
l-oje lenteleje. Plazmides ir fagai pateikti 2-oje

lenteléje.

Terpeé ir auginimo salygos. Streptomyces  kamienai
auginti RZYE, minimalioje terpéje (MM), TSB (Difco)
arba IEUE, papildytoje 34% sacharozés ir 5 mM MqgCl,
(Hopwood et al., Genetic manipulation of Streptomyces.
A LABORATORY MANUAL. The John Innes foundation,
Norwich, U.K., 1985). Streptomyces kamienai auginti
induose su trigubomis pertvaromis, esant 28°%C tempera-
tirai rotaciniame kratytuve, sukant ji 220 aps/min.

greiciu.

E.coli kamienai auginti Luria terpéje (LB) (Miller et
al., EXPERIMENTS IN MOLECULAR GENETICS, p.433. Cold
Spring Harbor Laboratories, New York, 1972) arba Luria

Agare (LA), esant 37°c temperatirai.

Fermenty aktyvumo tyrimai lékStelése. Streptomyces
kamieny Sarmineés fosfatazés (AP-angl.) aktyvumo tyrimai
atlikti PRMM terpéje (MM) be gliukozés, turin&ioje
sumaZzintg fosfaty kieki (1 mM), pridéjus 30 mkg/ml 5-
bromo-4-chloro-3- indolilfosfato-p-toluidino (XP) .
Kolonijos, gaminand¢ios AP, buvo mélynos, o nepajégios

jos pagaminti buvo baltos. E.coli kamienams naudota BXP



10

15

20

25

30

35

LT 3312B
10

terpé (1 1ltr turinti 10 g baktopektono,12 Trizma
bazés,10 g NaCl, 20 g Difoagaro, pH 7.5 ir 40 mkg/ml
XP).

Streptomyces kolonijy amilazés aktyvumas tirtas MM (be
gliukozés), pridedant 1% krakmolo. Po 3-jy dieny augimo
lék3telés paveiktos jodo garais. Pras$viesejimo zonos
aplink kolonijas atsiranda dél krakmolo suskaidymo.
Lipazés aktyvumas matuotas, auginant Streptomyces MM,
pridéjus 2% (w/v) alyvy aliejaus, 0,5% (w/v) Tween 80
ir 0.5% Tween 20 (w/v).

Po 20 dieny augimo i lék3teles jpilta 1 ml 1 M CacCl,.
Lipazés gamyba stebima kaip Ca’’-riebios riagsties-
komplekso nuosédos. Proteazés aktyvumas tirtas MM (be
gliukozeés), pridejus 0,5% kazeino ir 10 mM CaCl,.
Fermento aktyvumas nustatytas kaip prasSviesejimo 2zonos

apie kolonijas.

S.caelicolor agarazes aktyvumas tvirtas MM be
gliukozés, uZliejant lék3teles Gramo Jjodino tirpalu.
Beta-galaktozidazeés aktyvumas stebimas kaip melyna
spalva kolonijy, augan&iy MM be gliukozés, pridéjus X-
gali (36 mkg/ml) ir IPTG (10 mkg/ml).

DNR isSskyrimas. Visa DNR i3 Streptomyces iSskirta kaip
apra8yta Hopwood ir kt. (Hopwood et al., Genetic
manipulation of Streptomyces A LABORATORY MANUAL. The
John Innes Foundation, Norwich, U.K., 1985). Plazmidiné
DNR 18 Streptomyces arba E.coli i3skirta Kieser metodu
(Kieser et al., PLASMID 12:19-36, 1984).

Klonavimas.10 mkg S.qriseus kamieno ATCC 10137
chromosominés DNR ir 0.5 mkg pIJ702 suskaidyta Bgl II
ir liguota 12 valandy, esant 14°c, panaudojant T4 DNR
ligaze. Ligavimo midinys naudotas betarpiskai

transformacijai. DNR fragmenty subklonavimas atliktas
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skaidant 1-2 mkg plazmidinés DNR atitinkamu
restrikcijos fermentu(-ais), ir reakcijos produktai
atskirti panaudojant gelio elektroforeze Zemos lydymosi
temperatiros agarozéje (LMPA-angl.). Norimos DNR
juostos ekstrahuotos, panaudojant CTAB metodg
(Landgridge et al., ANAL. BIOCH.103:264271,1980).

Transformacijos budai. Streptomyces kamienai
transformuoti, kaip apraSyta (Hopwood et al., Genetic
manipulation of Streptomyces. A LABORATORY MANUAL. The
John Innes Foundation, Norwich, U.K., 1985). Po
transformacijos protoplastai patalpinti i R2YE terpe ir
palikti regeneruotis 15-20 valandy, esant 30°C. Tada po
1 ml vandeninio tiostreptono tirpalo (300 mkg/ml)
iSpilstyta i lekSteles, dZiovinta 1 arba 2 valandas ir
inkubuota 2-3 dienas. Transformantai perne$ti i PRMM
terpe, turindig tiostreptono (50 mkg/ml) ir XP (30
mkg/ml) .

E.coli transformacija atlikta pagal Cohen et al.,
(PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 69:2110-2114,1972).
Transformanty selekcija atlikta lék3telése, turindiose
ampicilino (200 mkg/ml). Esant reikalui, pridéta X-gal
(36 mkg/ml) ir IPTG (10 mkg/ml) i LA lék3teles.

Hibridizacijos tyrimai. DNR perneSta i3 agarozés gelio
ant nitroceliulioziniy filtry ir hibridizuota kaip
aprasSyta (Hopwood et al., Genetic manipulation of
Streptomyces. A LABORATORY MANUAL. The John Innes
Foundation, Norwich, U.K.,1985). 7.2 Kb Bqgl II
fragmentas i3 plazmidés ©pULADl ir 2 Kb Bqgl II
fragmentas iS5 plazmidés pULAD3 panaudoti kaip =zondai.
Hibridizacijos atliktos, esant 79% 24 valandas.
Filtrai plauti dukart po 30 min. 2 g SSC, 0.1% SDS ir
tada dar du kartus po 30 min. 0.2 g SSC, 0.1%, esant
70°C.
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Nukleotidines sekos analize. Nukleotidine seka
nustatyta grandinés terminacijos metodu pagal Sieger et
al., (PROC. NATL. ACAD SCI. USA 74:5463-5467,1977). DNR
fragmentai subklonuoti i M13mpl0 ir Ml3npll, kad
gautysi bet kurios orientacijos iterpimas. Ligavimo
mis8iniai transfektuoti i kompetentines E.coli JM103
lasteles ir pagal baltas démes atrinkti intarpai. Sekos
nustatytos grandinése, naudojant Amersham International
plec. (U.K.) ir Sequenase (United States Biochemical
Corporation, USA) rinkinius analizei. Visy fragmenty
sekos nustatytos, naudojant dGTP, bet DITP naudotas
vietoj dGTP, kai reikéjo. Reakcijos miSiniai atskirti
6% ir 8% poliakrilamidiniuose sekvenavimo geliuose, po

to eksponuojant su rentgeno juosta autoradiografijai.

Promotoriy klonavimas. Fragmentai, pasiZymintys
transkripcijos iniciacijos aktyvumu, buvo atrinkti,
panaudojant daugiakopijine promotoriaus-zondo plazmide
pIJ486 (Ward et al., MOL. GENET. 203:468-478, 1986).
Transformantai, atsparis kanamicinui, (Km) i3skirti

perkeliant i MM, turindiag 15 mkg/ml Km.

Transkripcija-transliacija in vitro. Plazmidés pULAD300
ir pUCl9 transkribuotos ir transliuotos, panaudojant
prokariotinés DNR kryptingos transliacijos rinkini 1§
Amersham International plc. L(35S) metioninas naudotas
kaip radiocaktyvi Zyme. 12.5% poliakrilamidiniai geliai,
turintys natrio dodecilo sulfato, panaudoti Zymety

baltymy analizei.
Iiradimo igyvendinimo variantai

Tolesnis detalus apra$ymas jliustruos S5i i3radima:
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Ivairiy Streptomyces sarminés fosfatazés gamyba.

Tirta de3imties jvairiy Streptomyces kamieny (sara3as
l-oje lenteléje) Sarmines fosfatazés gamyba keliose
kietose terpése. S.qriseus ir IMRU 3570 ir S.griseus
ATCC 10137 buvo geriausi producentai visose iStirtose
terpése. Geriausia kieta terpe 3arminés fosfatazés
gamybai buvo PRMM (turinti 30 mkg/ml XP). Sioje terpéje
S.griseus IMRU 3570 1ir S.griseus ATCC 10137 parode
tamsiai meélyng spalvg po 48 augimo val. S.lividans 1326
ir S.caelicolor JI 2280 buvo menki Sarminés fosfatazés
producentai: per 20 augimo valandy PRMM, turindioje XP,

stebéta tik 3viesiai mélyna spalva.

Geno, dalvyaujandio Sarminés fosfatazés gamyboje,
klonavimas

I8 kamieno S.griseus ATCC 101137 1iSskirta wvisa DNR
suskaidyta Bgl II, ir ligavimo misinys transformacijos
bGdu ivestas i protoplastus S.lividans 1326.
Transformantai perkelti i PRMM, turindia tiostreptono
(50 mkg/ml) ir XP (30 mkg/ml). Viena tamsiai meélyna
kolonija rasta tarp 2800 melanino negatyviy S.lividans
transformanty. 3i tamsiai meélyna kolonija turéjo pIJ702
darinj su 7.2 kb Bgl II intarpu, kuris pavadintas
pULAD1 (Fig.1l).

Plazmidé pULAD]l buvo nestabili kamiene S.lividans ir po
retransformacijos atsirasdavo baltos ir meélynos
kolonijos. Visos mélynos kolonijos tureéjo pradine
pULAD]l, o baltos kolonijos - turéjo pULAD]l su delecija
ir toliau nebuvo tirtos. Kadangi nestabilumas galéjo
buti deél per didelio intarpo dydZio tokioje plazmideije,
kaip pIJ702, kuri pasiZymi nestabilumu, tai 7.2 kb
intarpas buvo subklonuotas i plazmidés pIJ699 5 kb Bgl
II fragmenta (Kieser et al., GENE 65: 83-91,1988).

Gautos dvi plazmidés su intarpu, orientuotu priesinga
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kryptimi. Abi plazmidés buvo stabilios ir genas

ekspresavosi abiem orientacijom kamiene S.lividans.
Saf geno lokalizacija

7.2 kb Bgl II fragmentas dalinai suskaidytas Sau3Al ir
liguotas prie Bgl 1II suskaidytos pIJ702. Ligavimo
misinys transformuotas i, S.lividans protoplastus, 1ir
transformantai pernesti i PRMM, turinc¢ig XP. Plazmidiné
DNR iSskirta i35 keliy meélyny koloniijy. Smulkiai
iStirtos keturios nedidelés plazmidés: pULAD2, pULAD3,
pULAD16 ir pULAD18, turincios determinante Sarminés
fosfatazeés gamybai; jos buvo stabilios,
retransformuodavo S.lividans protoplastus ir turéjo
atitinkamai 2.4, 1, 2.1 ir 1.9 kb dydZio intarpus
(Fig. 1) . Plazmide pULAD3 turéjo pati mazZiausia intarpa
1 kb dydZio, kuris vél galéjo buti isSpjautas Bgl 1II
pagalba. Ivesta i S.lividans, pULAD3 (deponavimo nr.
I-859 19.0589 CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes, 28 rue du Docteur Roux, F75724 Paris
Cedex 15, France pagal Budapes3to sutarti EPK 28
Taisykle) padidino Sarminés fosfatazés gamybg kaip ir
p ULAD1.

Hibridizacija su keliy Streptomyces kamieny

chromosomine DNR

ISskirta i3 S.griseus ATCC 10137 kamieno visa DNR
suskaidyta BamHI arba Bgl II buvo hibridizuota su 7.2
kb Bgql 1 II fragmentu is pULADl, paZymetu (32p) dCTP
"nick" transliacijos badu. Kaip ir tiketasi,
homologinis Siam zondui 7.2 kb Bgl II fragmentas
aptiktas S.griseus ATCC 10137 kamieno DNR, skaidytoje
Bgl 1II. Visg DNR suskaidZius BamHI, tame fragmente
rastas vidinis BamEHI saitas, kuris dave dvi ai$kias
hibridizacijos juostas (7.9 Kb ir 9.4 Kb).
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Tam, kad bty iSsiaiSkinta, ar toks pat genas yra
kituose Streptomyces kamienuose, visa DNR is
S.acrimycini, S.caelicolor 1157, S.qriseus 2212,

S.griseus 3570, S.lividans 1326 ir S.lactamdurans NRRL
3802 skaidyta BamHI ir hibridizuota su 1 Kb pULAD3 Bal
ITI fragmentu kaip zondu. Hibridizuojant su 9.5 Kb
bendra juosta pastebeta tiriant pirmus keturis
Streptomyces kamienus, minétus anks&iau. Tuo tarpu
pastebétos atitinkamai 4 ir 5 silpnos hibridizacijos
juostos, tiriant DNR iSskirta i3 S.lividans ir
S.lactamdurans. Be to, taip pat stebéta hibridizacija
su S.albus G, S.caelicolor JI 2280, S.clavuligerus NRRL
3585 ir S.fradiae ATCC 10475 DNR. Daugiau nieko

nadaryta hibridizacijos juosty apibidinimui.
E.coli pho-mutanty komplementacijos stoka

Pabandyta patikrinti E.coli phoA mutanty E15 ir AW 1046
komplementacijag, kai klonavome struktﬁrini Sarmines
fosfatazés gena iS5 S.griseus ATCC 10137 kamieno. 7.2 Kb
Bgql II fragmentas iS5 pULAD]l ir 1 Kb Bgl II fragmenats
i8S pULAD3 subklonuoti atskirai abiem orientacijomis
BamHI-suskaidytoje pUC19. Visos Sios plazmides
konstrukcijos buvo patikrintos E.coli kamieno JM103
lastelése ir po to panaudotas E.coli E 15 (Sarthy et
al., J.BACTERIOL. 145:288-292, 1981) ir E.coli AW 1046
transformacijai. B-XP nerasta jokiy meélyny kolonijuy,
tai leido padaryti prielaids, kad arba pilno
struktirinio Sarminés fosfatazés geno néra S.qriseus
7.2 kb fragmente arba kad S$is genas nesiekspresuoja
E.coli. Sarminés fosfatazés struktirinis genas (phoA)
i8 Bacillus licheniformis (Hullett, F.M., J.BACTERIOL.
158:978-982, 1984) nesihibridizavo su klonuotu 1 Kb
fragmentu (duomenys neparodyti) . Be to, phoB
(reguliacinis) E.coli mutantas H2 (Kreuzer et al.,
GENETICS, 81:459-468, 1975) nebuvo komplementuotas nei
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pULAD3 1 kb Bgl II fragmentu, nei- pULAD1 7.2 Bgl 1II
fragmentu.

Kity i8 lastelés isskiriamy fermenty supergamyba

Kai pULAD3 naudota S.lividans protoplasty
retransformacijai, stebeta aiski paveluota ir
sporuliacija. 8ie plejotropiniai poveikiai paskatino
mus i3tirti 3io geno vaidmenj baltymo iSskyrimo arba
geno ekspresijos kontroléje. Kaip parodyta Fig. 3, kai
kuriuos i3 lasteles i3skiriamus fermentus, tame tarpe
amilaze, proteaze ir 1lipaze, labai gausiai gamino
S.lividans, transformuotas pULAD3. (B-galaktozidazés
gamyba taip pat padidéjo ir jos gamyba prasidéjo
mazdaug 24-30 wval. anks&iau negu netransformuoto
S.caelicolor. Dél klonuoto geno plejotropinio poveikio
i85 lasteles iSskiriamiems fermentams, pigmento gamybai
ir diferencijacijai $is genas buvo pavadintas saf genu

(antriniy metabolizmy aktyvacijos faktorius).

Geno dozés efektas

Nustatyta, kad plJd kopijy skaicdius yra 100-
200/chromosomai. Nors tikslus pULAD3 kopijuy skaidius
nenustatytas, abiejy pIJd702 ir pULAD3 juosty

intensyvumas rodé esant panasy kopijy skaidiy.

Kad i3tirtume geno dozés efekta, mes subklonavome
PULAD3 1 kb Bgl 1II fragmentg i maZo kopijy skaidiaus
plazmidés pIJ61 BamHI saitg (3-4 kopijos lastelei)
(Hopwood et al., A LABORATORY MANUAL. The John Innes
Foundation, Norwich, U.K.). 3i nauja plazmidé pavadinta
pULAD30. Fig. 4 rodo, kad S.lividans transformuoty
PULAD30, i3 lastelés i3skiriamy fermenty gamyba aidkiai
sumaZéjo, palyginus su S.lividans, turindiu pULAD3. Be

to, S.lividans, turintis pULAD30, pasiZyméjo pana$ia
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pigmento gamyba ir sporuliacijos pobadZiu kaip ir

netransformuoti S.lividans.

Ekspresija E.coli kamiene ir geno atskleidimas

Nors saf genas nekomplementavo E.coli Pho mutanty, mes
pastebéijome, kad pULAD 1 kb  Bal II intarpas,
subklonuotas viena kryptimi i pUCl9 (plazmidé pavadinta
PULAD300) buvo ekspresuotas E.coli, sukeldamas
bakterijy nenormalig morfologija, auginant kietoje
terpeje, 1ir nebuvo ekspresuotas, kai buvo jterptas
prie8inga kryptimi (plazmide pULAD301). Plazmidéje
PpULAD300 ORF (Ziar. Zemiau) yra iSsidéstes Zemyn nuo
lacZ promotoriaus. Sie rezultatai rodo, kad saf genas
ekspresuojamas E.coli 18 lacZ promotoriaus, esand&io
pUC19.

Transkripcijos-transliacijos E.coli (su plazmide
pULAD300) tyrimai atlikti taip pat in vitro; reakcijos
produktus uZneSant i 12.5% poliakrilamidini geli. 1500
mol masés juosta buvo takelyje atitinkandiame pULAD300,

ir jos nebuvo kontroliniame pUCl9 takelyje.

Kad tiksliai nustatytume saf geno vieta, nuspresta
toliau testi plazmidés pULAD300 1 kb fragmento
skaidyma. Siuose bandymuose pasinaudota restrikcija
fermenty SstI (nt 216), Kpnl (nt 648) ir SalGI (nt 936)
unikaliais pjivio saitais, esandiais 1 kb fragmente.
IvairGs sub-fragmentai i3 pULAD300 1 kb intarpo
klonuoti i pIJ2921, po to pUCl8 darinys, turintis
modifikuota polilinkeri, buvo apribotas Bgl II saitais
(Fig. 10), 1iSskirtas Bgl II lipniy galy pagalba ir
klonuotas 3 Bqgl II-suskaidyta pIJd702. Tirta
Streptomyces lividans Sarminés fosfatazés, amilazés ir
proteazés gamyba panaudojant visas plazmidZiy

konstrukcijas. Siy tyrimy rezultatai parodyti
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schematidkai Fig. 5, ir i3 jy galima padaryti tokias

isvadas:

1. 1 kb fragmente yra visas saf genas, jiskaitant jo
gamtiniy promotoriy, kadangi jis buvo ekspresuotas
pana3iam lygyje abiejose plazmidés pIJ702 orientacijose
(plazmides pULAD3 ir pULAD4).

2. Matomai, 3is saf genas yra i3sidéstes 648 nukleotidy
BqllII-Kpnl fragmente (plazmidés pULADS5 ir pULADS6) .

3. Fragmentas SstI-Kpnl (432 nukleotidai), atrodo, turi
genetine determinante i3 1lastelés iSskiriamo fermento
supergamybai, bet, matyt yra prarades savojo
promotoriaus sriti, kadangi jis ekspresuojamas esant
tik vienai orientacijai (plazmidés pULAD10 ir pULAD14),
bet ne priesingai (plazmidés pULAD9 ir pULADI13).

4. 215 nukleotidy fragmentas Bgl II-SstI turi saf geno

promotoriaus sritj.

5. Visi poveikiai 18§ lastelés iSskiriamiems fermentams
ir diferencijacijai pasireiks8davo kartu arba buvo
prarandami kartu, tuo parodant, kad vienintelis geno

produktas yra atsakingas uZ poveiki visiems fermentams.

6. Nelauktas pasirode fragmento SstI-Kpnl (saf genas be
promotoriaus) ekspresijos nebuvimas, pradedant mel-
geno, esandio plJ702, tirozinazés promotoriumi, kuris
vis dél to buvo ekspresuotas kryptimi (pagal laikrodzio
rodykle). 8is atradimas reiskia, kad fragmentas,
pasiZymintis promotoriaus aktyvumu, iSdéstytas pries
mel genag, prie Bgl II kolnuojamo saito (Bernar et al.,
GENE 37:101-110,1985). Nors 8is atradimas nebuvo
paskelbtas, bet apie ji buvo uZsimine keli autoriai
(Gil and Hopwood, GENE 25:119-132, 1983). Veiklaus ORF
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galimybé prie3inga kryptimi (nuo KpnI-SstIl) atmesta dél

keliy prieZaséiy:
A. Toks ORF nebuvo aptiktas, tiriant nukleotidine seks.

B. Jei toks ORF egzistuoty, ai3ku, kad 3jis turety
turéti savaji promotoriy, kadangi fragmentas BqlII-SstI
(ntl - nt648$ ekspresuojamas abiem kryptim (plazmidés
pULADS ir pULAD6). Be to, beprasmi3ka atrodo, kad
fragmentas KpnI-SstI, kuris turéty turéti promotoriy

zonoje Kpnl, galéty ekspresuotis tik viena kryptimi.

C. Ekspresija E.coli visada vyksta tuomet, kuomet
promotorius lacZ - yra vietoje ar prie3 numatomg ORF ir

niekada - prie3inga kryptimi.
DNR virsutinio fragmento ORF1l promotoriaus aktyvumas

Tam, kad patvirtintume promotoriaus egzistavima Bgl-
Sstl fragmente, i3 ankstesniy bandymy galime padaryti
i8vada, kad 3is fragmentas turi geng, koduojantj
aminoglikozidofosfotransferaze (neo), be jo
promotoriaus. 8io geno ekspresija daro S.lividans
atspariu kanamicinui ir neomicinui. Kada 3is fragmenats
buvo subklonuotas i pIJ486 (SstI galu, Salia neo geno),
buvo sukurta plazmidé pIJ 484:216. Pastebéta, kad
S.lividans, trasnformuotas pIJ 486:216, auga MM terpeéje
pridéjus daugiau kaip 100 mkg/ml Km, tuo tarpu
S.lividans, transformuotas pIJ486, neaugo MM terpeje,
pridéjus 5 mg/ml Km. Sie rezultatai rodo, kad toks
fragmentas pasiZymi promotoriaus aktyvumu ir palaiko

prielaida apie numatytg ORF.

Kiti samprotavimai, kurie i8vesti i3 nukleotidinés

sekos tyrimy ir galimo ORF yra tokie:
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1. Saf genas apsuptas dviem sritimis su apverstomis ir
komplementarinémis pasikartojan&iomis sekomis, galin-
¢iomis sudaryti rRNR labai stabilius ry%ius G=-38.4
kkal; esant genui saf padétyje (nt 637-697) (Fig. 8).

2. Sekvenuotas fragmentas turi dideli G+C procentg, kas
bidinga Streptomyces genams.

3. Prie$ saf geng, tarp ATG (nt 219) ir i3sidesd¢iusiy
"aukstyn" kryptimi pasikartojan&iy struktiry yra labai
jdomi nukleotidine sritis: joje yra trys
pasikartojanéiy nukleotidy poros (kiekviena su 7 nt)
(Fig. 9). Labai panasu, kad 81 sritis, ypad
promotoriaus zona, vaidina svarby vaidmeni saf geno

ekspresijos requliavime.

4. Verta paminéti, kad SAF-baltymas turi 18 suminiy
teigiamy krdviy. I3 teoriniy samprotavimy galima daryti
i8vada, kad tai salygoja Zymiai didesnj afiniskuma DNR.
Netgi i3vestoje aminorig3&iy sekoje galima stebeéti
sritj, labai pana$ia i DNR-jungiand&ius baltymy domenus
(Pabo and Sauer,1984) (Fig. 7).

Saf nukleotidine seka

Viso pULAD3 1 kb Bgl II intarpo nukleotidiné seka
nustatyta, panaudojant plazmide pULAD300 kaip pradine
medZiaga. Kadangi M13mplO ir M13mpll neturi KpnI saito,
fragmentai su Kpnl galais pirmiausiai subklonuoti i,
pUCl1l9, ir po to i3skirti EcoRI ir HindIII fragmenty
pavidalu ir jterpti i mpl0 ir mpll, suskaidytus EcoRI
ir HindIII. Aktyvaus rajono pilna nukleotidiné seka
turi ORF1l, susidedanti i% 339 nukleotidy, koduojandiy
numatomg SAF polipeptida (Fig. 6). Yra tik vienas
atviras skaitymo rémelis, turintis BglII-Kpnl
fragmenta, kuris prasideda ATG iniciacijos kodonu ties
nt 183 ir baigiasi TGA stop kodonu ties nt 524 (ORF1
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Fig. 5 ir 6). Kadangi Sstl-Kpnl 1intarpas, esantis
plazmidéje pULAD14, pasizyméjo maZesniu aktyvumo
laipsniu, negu plazmidés, turindios pasroviui SstI
saito sriti (pULAD3, pULAD4 ir pULAD6), tikétina, kad
ATG (nt 219) rémelyje su numatomu saf skaitymo rémeliu
gali veikti kaip iniciacijos kodonas plazmidése pULADI1O
ir pULAD14. Jokie kiti alternatyvis iniciacijos
tripletai negalimi, kadangi egzistuoja TGA terminacijos
kodonas prie8 srove pirmojo ATG. Ilga invertuota
pasikartojanti sritis, galinti sudaryti labai stabily
stiebg ir kilpine struktirg (G=-53.6 kkal), yra
auks&¢iau saf geno, nuo nt 90 iki nt 135. Kita
invertuota pasikartojanti seka stebeta pasroviui nuo
ORFl1 terminacijos tripleto ir tesési nuo 637 iki 697
nukleotidy (G=-38.4 kkal).

Saf genas turi didelj G+C kieki (76.3%) ir Zymétus
genus (Hopwood et al., Regulation of Gene Expresion 25
Years on, Cambridge University Press, p. 251-27e,
1986) .

Esandio prie# srove nuo ORF1 DNR fragmento promotorinis
aktyvumas

Kadangi plazmidés, neturin&ios BglII-Sstl fragmento
(nuo nt 1 iki nt 216), ekspresavosi tik viena
orientacija (plazmidés pULAD1O ir pULAD14), bet ne
priedinga (plazmidés pULADY ir pULAD13), atrodo
tiketina, kad ORFl1 promotorius yra tame fragmente.
Transkripcijos iniciacijos sekos buvimas Sioje srityje
jrodytas subklonuojant &j fragmentg i promotoriaus
zonding plazmide pIJ486 (Ward et al., MOL. GEN. GENET.
203:468-478, 1986), turindig aminogliukozido
fosfotransferazés geng (neo) be promotoriaus. Sio geno
ekspresija sglygoja S.lividans atsparumg kanamicinui ir
neomicinui. Bgl II fragmentas subklonuotas i pIJ4se

(SstI galas proksimaliai neo genui) (plazmideée pavadinta
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plIJ 486:216). S.lividans, transformuotas plJ486:216
galéjo augti MM, turin¢ioje daugiau negu 100 mkg/ml
kanamicino, tuo tarpu S.lividans, turintis pIJ486,
neauga MM, turin&ioje 5 mkg/ml kanamicino. Tai rodo,
kad fragmentas BgllI-Sstl pasiZymi promotoriaus
aktyvmu. Ta&iau nukleotidines homologijos su kitais
Streptomyces promotoriais tyrimai neisry3kino tipisko -
10 ar =35 sri&iy "konsensuso" (Hopwood et al.,
Regulation of gene Expresion 25 Years On, Cambridge
University Press, p. 251-276, 1986).

Amilazés geno klonavimas

Dabar nustatyta S.griseus IMRU 3570 amilazés geno (amy)
nukleotidineé seka. Visa nukleotidy seka ir 1i3vesta
S.qriseus amilazés geno produkto aminortugs&iy seka
parodyta Fig. 11. Baltymas su lyderiniu peptidu turi
566 aminorig3tis ( nuo nt 318 iki nt 2155, abu
iskaitant), kas atitinka 59,713 D PM. Plazmidé pULADV1,
turinti visa o-amilazés gena, sukonstruota, skaidant
S.griseus IMRU 3570 DNR su Sau3A, ir iSskiriant nuo 3
iki 9 kb frakcijas bei liguojant su BglII-suskaidyta
plJ699. Po a-amilazés aktyvumo skryningo atrinkta
plazmide pULTV1, turinti visa a-amilazeés gena. Sios
plazmidés pULTV1 konstrukcija pateikta Fig. 12. Kitas
plazmidés su visu a-amilazés genu gavimo budas yra jos
konstravimas is dviejy maZesniy fragmenty. Tarp
plazmidZiy, gauty klonuojant S.qriseus DNR biblioteka
yra tokiy plazmidZiy, kurios turi dalini gena,
prasidedanti 5'-gale, ir tokiy, kuriose dalinis genas
prasideda 3'-gale. I3 pirmojo galima gauti 1.3 kb
fragmentag BamHI-SacI, i kuri ijeina geno 5' galas, o i3
antro galima i3skirti 1.2 kb Sacl-Sall fragmentsy,
turinti 8io geno 3'-gala. Abu fragmentai gali bati
sujungti su pIJ2921, paveikta Sall-BamHI, kad gautume
plazmide su intaktiniu a-amilazés genu (pULTV200) .
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Padidintas saf promotoriaus efektyvumas

Tam, kad iSbandytume amy geno ekspresija,
kontroliuojant ivairiems promotoriams, tyréme kamieny
S.lividans JI66 amilazes gamybsa. Sis amy genas
pateiktas jvairiy promotoriy kontrolei, ir amilazes
gamyba lyginta su gamyba, gauta kontroliuojant savam
gamtiniam promotoriui (PamY). Tirti saf geno (Psaf),
Km" geno (Pneo), sintezés PABA geny (Ppab) ir E.coli
B-galaktozidazés geno (Plac) promotoriai. Plazmide
pULTV220, turinti amilazés gena be promotoriaus, gauta,
liguojant fragmenta EcoRI-BglII, iSskirtga is pULTV200,
su 5 EcoRI-Bamlll suskaidyta pUC18. Fragmentas EcoRI-
HindIII i3 pULTV220 liguotas tiesiog su saf, pab arba
Km" geny promotoriais, kad gautume atitinkamai
plazmides pULVD10, pULVAl ir pULTV8O0. pULTV150,
turinti lac promotoriy, gauta pULTV220 skaidant HindIII
ir liguojant su 5 kb pIJd699 HindIII fragmentu.

Gauty plazmidZiy gamybos tyrimai atlikti lékételése su
terpe MM+krakmolas(l%)+tiostreptonas, MM be fosfato+
krakmolas+tiostreptonas ir MM+krakmolas(l%)+tiostrep-
tonas+IPTG. Kontrolei naudotos plazmides plJe99,
pULTV100 (2iGr. Fig. 6a) ir pULTV1. Santykiniai
amilazés gamybos matavimai atlikti, jvertinant Ziedo
apie kiekvienag kolonija, atsiradusio augimo terpe

nudaZius su I,, plota.

Ivairiy konstrukcijy plazmidZiy gamybos grafikai
pateikti Fig. 13. I3skyrus kontrole, didZiausia gamyba
stebéta terpéje M(1 mM P)+krakmolas+tiostreptonas.
AisSkiai matyti, kad gamybos maksimumas gautas
panaudojus pULVD10, kuri turi saf geno promotoriy
(1482 mm’, palyginus su 1335 mm’° kito geriausio
producento pULTV150, turincio Plac promotoriy,

inkubuojant 114 valandy).
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Fig. 13 (Zemutinis panelis, de%inéje) pateiktas pULVD10
gamybos lygis, palyginus su kontrolémis, esant
geriausioms kiekvienai konstrukcijai Zinomoms salygoms.
PULVD10 gamybos padidéjimas, 1lyginant su gamtinio
pULTV1 gamyba, yra gana Zymus: 1482 mmz, palyginus su
1105 mm’.

Tokiu badu, saf geno promotorius gali biti panaudotas
pakeisti kitus, nuosavus, gamtinius promotorius, kad
bity padidinta ivairiy endogeniniy Streptomyces
polipeptidy ir baltymy ekspresija. Pana$iai, galima
tiketis, kad jterpus svetimg DNR, saf geno promotorius
duos pana$ius pagerintus rezultatus, kaip tai parodyta

su amilaze.
Svetimo polipeptido ar baltymo ekspresija

Tam, kad bidty ekspresuojamas svetimas polipeptidas arba
baltymas, geriausia jterpti svetimg DNR i{ tinkamg
endogeninio geno, koduojan&io i3 lastelés i3skiriamg
fermenty, atpaZinimo saita taip, kad bty gauta svetimo
polipeptido arba baltymo sekrecija. Kai 3iuo genu yra
amilazés genas, tinkamu atpafinimo saitu yra BstE 1II
saitas (Fig. 11). Svetima DNR jterpiama tokiu badu, kad
buty iSsaugoti sekrecijos signalai tiek, kiek imanoma,
i3 1lastelés i3skiriamo fermento geno. Kadangi 3ie
signalai isdeéstyti daugiausia lyderineéje sekoje,
akivaizdu, kad amilazés geno atveju terminalinis
karboksilinis galas taip pat svarbus sekrecijai. Tokiu
bidu, gali bGti geriau sukurti sulietg baltyma,
jterpiant svetima DNR j endogenine DNR, negu pa3alinti
endogeninés DNR transkripcine dali ir pakeisti ja

svetima DNR.

Zinoma, kad saf genas kontroliuoja i% 1lgstelés
i3skiriamy fermenty gamyba chromosominéje DNR. Matyt,
chromosominéje DNR yra atpaZinimo sekos, kurios
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atpaZista SAF polipeptida ir sukelia i3 lgsteles
iSskiriamo fermento gamybos padidejimg. Saf geno
kombinacija su amilazés genu plazmidéje neis3aukia
amilazés padidintos gamybos. Tokiu  bGdu, geriau
patalpinti svetima baltyma, sujungta su sekrecijos seka
endogeninio is lastelés iSskiriamo fermento,
kontroliuojamo SAF, ir geriausia toliau sujungti su saf
promotoriumi (nesant nuosavo promotoriaus), i,
chromosomine DNR, vietoje plazmidés. Tuo bidu, svetimo
polipeptido arba baltymo gamyba bus toliau sustiprinta
gamtiniu SAF. Tolimesniame darbo etape saf genas bus
plazmides pagalba jterptas i tuos pacius organizmus,
kuriuose svetima DNR seka buvo iterpta j chromosomine
DNR. Tai uZtikrins svetimo polipeptido arba baltymo
padidinta sekrecija.

DNR fragmentai gali bati klonuoti i Streptomyces
chromosomine DNR bet kurio i3 Zinomy Streptomyces
bakteriofaginiy vektoriy pagalba, tokiy kaip,OCBl arba
R4 (Chater et al., "Gene cloning in Streptomyces" in
Gene Clonin 1in Organisms Other than E.coli, ed. by
P.H.Hofschneider et al., Springer-Verlag, Berlin, 1982,
p.87-95). Fig. 14 diagrama rodo geriausig svetimo
baltymo sekrecijos gavimo bidg, 3$iuo atveju CRF, i3
Streptomyces. KC 400 yra 031 darinys, kuris neturi
suriSimo saito (att’) ir turi C+ gena. Zidr. Charter,
K.F. et al., "Mutational cloning in Streptomyces and
the isolation of antibiotic production genes", Gene,
26:67-78 (1983) . ct genas koduoja represoriy,
reikalinga lizogeninei bisenai palaikyti. Saitas att
laukinio tipo fage salygoja fago prisijungimg prie
lastelés-3eimininkés DNR bei iSsilaisvinima i% ten. Be
att saito 8is fagas negali integruoti i Seimininko
chromosomg, kol Jjoje neklonuotas homologinis DNR
fragmentas. Tam kamiene-3eimininke gali bati panaudotas
bet kuris endogeninis genas ir, tuo bidu, jis paprastai

Zymimas "genas X" Fig. 14. Fagas 031 KC 400 paruoSiamas
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Yinomais budais (Zidr. Hopwood, D.A. et al., "Genetic
manipulation of Streptomyces A Laboratory Manual", The
John Foundation, Norwich, U.K. (1985)), tam, kad buty
jiterptas geno (geno X) homologinis fragmentas, kaip ir
geno turinéio saf promotoriy ir endogeninj a-amilazes
gena su genu CRF, sujungtu skaitymo rémelyje su -
amilazes genu. UZkretus Streptomyces kamienag-
éeimininia, geriausia S.caelicolor A3(2) (turima
kolekcijoje John Innes Institute, Norwich, U.K.), 3iuo
fagu visa fago DNR bus jterpta i, lastelés-Seimininkés
chromosomine DNR, pradedant homologinio geno X, Siam
tikslui geriau panaudojant Campbell tipo rekombinacija.
Kaip nurodyta, visi naudojami budai 8iy procediry
igyvendinimui yra Sios srities specialisto Ziniy
ribose, taip kad toks iterpimas gali buti atliktas

tiesiogiai be nereikalingo eksperimentavimo.

Lastelés su iterptu chromosominiu genu po to
paveikiamas taip, kad galima bty iterpti plazmide
pULAD3. Tokios 1lastelés ekspresuos SAF polipeptida,
kuris savo ruoftu padidins chromosominio geno o-
amilazés sekrecija. Saf promotoriaus, esantis 3Siame
gene toliau didins oa-amilazés sekrecija. I3skirta oa-
amilazeé turés prijungta prie CRF molekule, kuri gali

biati lengvai atskirta paveikus atitinkamu fermentu.

Nors Streptomyces a-amilazés genas pateiktas pavyzdZiu,
tadiau reikia suprasti, kad norint padidinti ekspresijg
saf promotoriaus pagalba, galima panaudoti
Streptomyces, bet kokio polipeptido ar baltymo gena ir
ji, modifikuoti pa3alinant Jjo gamtiny promotoriy ir
pakeic&iant saf promotoriumi. Pana$iai svetimas
polipeptidas ar baltymas gali buti iterpti i bet kurj
i¥ endogeniniy geny. Geriau, kai parenkamas toks
endogeninis genas, kuris ekspresuoja sekretuojamag
baltyma, $iuo atveju svarbu i3saugoti sekrecijos

signaline seka. Geriausi rezultatai bus gauti, kuomet
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pasirinktas genas svetimo geno iterpimui yra SAF
promotoriaus valdomas ir kuomet iterpiama i
chromosomine DNR, be to, panaudojant konkurentini

plazmidés, turinc¢ios saf gena, ijterpima.

Nors CRF buvo paminétas specialiai, reikeéety suprasti,
kad svetima DNR seka gali buati bet kuri ne i$
Streptomyces iSskirta DNR seka, koduojanti baltyma arba
polipeptidg, ypac eukariotines arba virusinés
prigimties. Tokiy eukariotiniy ir wvirusiniy DNR seky
pavyzdZiai yra sekos, koduojandios Zmogaus ir gyvulio
leukocity interferonus (IFN-a) , fibroblasty
interferonus (INF-B) ir imuninius interferonus (INF-y),
Zmogaus insuling, Zmogaus ir gyvulio augimo ir kitus
hormonus, pavyzdZiui, kartikotroping islaisvinantij
faktoriy (CRF), Zmogaus serumo albuming ir ijvairius
Zmogaus kraujo faktorius ir plazminogeno aktyvatorius,
bei audiniy, urokinazeés, hepatito B viruso Serdies ir
pavir3iaus antigenus, FMD viruso antigenus ir kitus

Zmogaus, gyvdny ir virusinius polipeptidus ir baltymus.

Nors saf promotoriui teikiama pirmenybe, svetimo
polipeptido arba baltymo gamyba toliau bus didinama,
transformuojant lgsteles-Seimininkus ekspresijos
vektoriumi, turiné¢iu saf gena. Ekspresijos vektorius
gali buti Sios lastelés plazmidés DNR. Tuo biadu, gali
biti panaudotas endogeninis arba bet kuris kitas
promotorius, 1ir bus gauta svetimo polipeptido arba

baltymo sekrecija.

Sis konkre&iy igyvendinimy aprasymas taip atskleidZia
bendrg iSradimo esme, kad kiti, panaudodami savo Zinias
Sioje srityje, galés lengvai modifikuoti ir/arba
pritaikyti iSradimg ivairiems kitiems panaudojimams
konkrecdiy kity ivairiy igyvendinimy forma,
neatsitraukdami nuo bendros koncepcijos, todél tokios

adaptacijos 1ir modifikacijos ijungiamos i atskleisty
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igyvendinimy reiks3me ir apimti. Taip pat reikety
suprasti, kad 3$io i3radimo frazeologija ir terminologija

panaudota ne apribojimams, o apraSymo aiSkumui.

l1-a lentelé. Bakteriniai kamienai

Pazyméjimas Atit. charakteristika Saltinis
S.griseus ATCC 10137 laukinis tipas ATCC
S.qriseus JI 2212 laukinis tipas JI
S.qriseus IMRU 3570 laukinis tipas IMRU
S.griseus JI 1326 laukinis tipas JI
S.acrimycini JI 2236 laukinis tipas JI
S.caelicolor JI 2280 CysE24, PabAl, strl JI
S.clavuligerus NRRL 3585 laukinis tipas NRRL
S.lactamdurans NRRL 3802 laukinis tipas NRRL
S.albus G laukinis tipas JI
E.coli E15 phoAB CGSC
E.coli AW1046 phad, phoC, tsZ::tnS, leu, Kan® 1
E.coli H2 (E.coli OGSC 5259) phoB52, pho-35 CGSsC
E.coli JM103 proAB, lacZz M12 2
JI: Collection of microorganisms of John Innes
Institute.

Coleny Lane, Norwich NR4 UH, United Kingdom.
ATCC: American Type Culture Collection.
IMRU: Waksmans Institute of microbiology, Rutgers
University,
New Brunswick, N.J., USA.
NRRL: Northern Regional Reseach Laboratories, Peoria,
ILL.USA.
CGSC: E.coli Genetic Stock Center.
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2-a lentelé. Plazmidés ir fagai

Zyméjimas Atit. charakteristika Saltinis
pIJd702 atsparumas tiostreptonui ir melaninas® 3
pIJe99 atsparumas tiostreptonui, biomicinui

ir kanamicinui 4
plJél atsparumas tiostreptonui ir

neomicinui 5
plJ48e6 atsparumas tiostreptonui ir saf

genas be promotoriaus 6
pULAD Streptomyces ir E.coli vektoriai,
serija turintys saf genag

ir/arba papildomas sekas Sis darbas
plJ486::216 plJ486, turinti saf promotoriaus sriti Sis darbas
pUC19 bla', lacZpZoZ' 7
pIJ2921 bla',lacZpzoz’ Zidr. Fig. 10
M13mpl0
ir mpll fagai viengrandinés DNR gavimui 8
pULTV1
ir 200 Streptomyces vektoriai, turintys

amilazés geng S$is darbas
pULTV220 Streptomyces vektorius, turintis

amilazés geng be

promotoriaus 8is darbas
pULVD10 Streptomyces vektorius, turintis

amilazeés geng su

saf promotorium S$is darbas
pULVALl Streptomyces vektorius, turintis

amilazeés genag su

pab promotorium Sis darbas
pULTV80  Streptomyces vektorius, turintis

amilazés gena su

Km" promotorium Sis darbas
pPULTV150 Streptomyces vektorius, turintis

amilazés geng su

lac promotorium S8is darbas
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Streptomyces lividans KULTURY TRANSFORMUOTY IVAIRIOMIS
PLAZMIDEMIS BALTYMO-NESEJO (AMILAZES) KIEKYBINIS
IVERTINIMAS KULTUROS TERPESE (SUPERNATANTUOSE)

Mes naudojome tris skirtingus bldus iSskirto baltymo

kiekiui nustatyti:

1. NudaZyty sudabru baltymo juosty SDC-PAGE geliuose
arba ty paciy geliy fotonegatyvy (juosty)
spektrodensitometriija, panaudojant Shimadzu

spektrodensitometrsy.

2. Ivairiy baltymy kiekiy analizé, panaudojant auksto
slégio skystine chromatografijg, irengtg su kolonele C8
Aquapore RP-300 (200x4.6 nm: Brownlee Labs, USA).

3. HPLC analizé, panaudojant molekuline Sievino (gelio
filtracija) kolonéle Protein Pak 300 SW.

REZULTATAI

S.lividans (pULTV1100), S.lividans (pULVD10) ir
S.lividans (pULTV80) sporos inokuliuotos i Lechevalier
+ 1% krakmolo terpe. Maksimalus amilazes aktyvumas
gautas atitinkamai per 36, 60 ir 60 fragmentacijos
valandas. Bendras baltymo kiekis belasteliniame
skystyje (supernatante) nustatytas Bradford metodu. 5
Ug proteino i3 kiekvienos terpés istirta SDS-PAGE 1ir

nudaZyta sidabru.

1. Spektrodensitometrija atlikta S.lividans (pULTV100)
(Sbug proteino), S.lividans (pULVD10) (5ug proteino)
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S.lividans (pULTV80 (5 ug proteino) supernatanty SDS-
PAGE (10% akriliamido) juosty spektrodensitometrija.

2. Auk3to slégio skystinés chromotografijos (HPLC)
kolonéléje Awuapore RP-300-baltymai eliuoti panaudojant
50 mM acto rig3ties-amonio acetato buferi ir metanolio
gradienta; 0-20 min. 0% metanoli; 30-35 min. 100%
metanoli;‘ 45 min. 0% metanolij. Amilazé eliuota 100%
metanoliu per 33-34 min. Rezultatai parodyti 3-ioje

lenteléje.

3. HPLC proteine-Pak 300 SW - ty pacdiy dariniy, kaip
auk3€iau kultiros terpiy supernatantai, dializuoti ir
koncentruoti liofilizacija. Baltymai i3plauti acto
rigSties- amonio acetato buferiu su srauto grei&iu 0.5

ml/min. Amilazeés eliucijos piko centras 21-22 min.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Grynas polipeptidas, turintis tokia aminoritg3ciy

seka:

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

Gly Thr Ala Ala Asn Gly Arg Gly Ter

ir/arba jos fragmentus, pasizZymincius tuo paciu

aktyvumu.

2. DNR seka, be s i s kiriant i tuo, kad ji

koduoja polipeptida pagal 1 punkta.
3. DNR seka, turinti tokiag nukleotidine sekga:

ATG TGC TCG GCC GTC GCG GCG GCG GCC GTG AGC TCG ATG TCC CGC
CGT CGC CGC CGG GCC AGC GCC ACC CGG CGC TCC GCT GCG GTG AGC
CCG CCC CAC ACT CCG TAC CGC TCG GGC TGT ACT AGC CGC TGC TCC
TGG CAC TCC ACC ATC ACC GGA CAC CGG GCA CAG ACC CGC TTG GCC
GCC TCC TCG CGG GCC AGC CGG GCG GCG GTC GGC TCC TTC GAC GGG
GCG AAG AAC AGG CCG GCC TCG TCG CGG CGG CAG GCC GCA TCG GAA
TGC CAG GGG CCC GCG TCG TCC TCC CGT GCG GGG GTC CGC TGG GCC
GGA ACG GCG GCG AAC GGC AGA GGC TGA.

4. DNR seka, b e s i s ki riant i tuo, kad ji
hidridizuoja su nukleotidine seka pagal 3 punkta ir

koduoja SAF tipo polipeptida.

5. Vektorius, be s i s kiriant i s tuo, kad jis

turi DNR seka pagal 2 punktg.



10

15

20

25

30

35

LT 3312B

35

6. Vektorius pagal 5 punkta, b e s i s ki r i an -
t 1 s tuo, kad DNR seka apribota reguliacijos

vienetais.

7. Vektorius pagal 6 punkta, b e s i s k i r ian -
t i s tuo, kad reguliacijos vienetas pries srove ATG

turi tokia polipeptidine seky:

AGATCTCCTCGTCCCACCGGCTGTCGAAGCTCCGCGCCTACAGCGCCATCGACTT
CGACCGGGCGAAATAGGAAGCGGCCGGCGACAAAACGGGGAGGGGCGGGAAACGG
TGGTCCGTTTCCCGCCCCTGCCCGTAGGCCGTGCGCGTCCCGCCGGTGCGCGGCG
TTCAGCCCGCCGCT.

8. Streptomyces lastelé-Seimininké b e s i s k i -
rianti tuo, kad ji transformuota vektoriumi pagal

5 punktg.

9. Polipeptido gavimo bidas, b e s i s k irian-
t i s tuo, kad polipeptidg gauna kultivuojant lastele-
Seimininke pagal 8 punkta.

10. Vektorius, be s i s k i r i a n t i s tuo, kad
jis turi DNR sekg pagal 3 punktsy.

11. Vektorius pagal 10 punkta, b e s i s kirian -
t 1 s tuo, kad DNR seka apribota reguliacijos

vienetais.

12. Vektorius pagal 11 punkta, b e s i s kirian -
t i s tuo, kad reguliacijos vienetas turi tokig

nukleotidine seka:

AGATCTCCTCGTCCCACCGGCTGTCGAAGCTCCGCGCCTACAGCGCCATCGACTT
CGACCGGGCGAAATAGGAAGCGGCCGGCGACAAAACGGGGAGGGGCGGGAAACGG
TGGTCCGTTTCCCGCCCCTGCCCGTAGGCCGTGCGCGTCCCGCCGGTGCGCGGCG
TTCAGCCCGCCGCT.
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13. Streptomyces lastelé-3eimininké, b e s i s k 1 -
rianti tuo, kad ji transformuota vektoriumi pagal

10 punktsy.

14. Polipeptido gavimo bidas, b e s i skirian-
t 1 s tuo, kad polipeptida gauna, kultivuojant
lastele-3eimininke pagal 13 punkta.

15. Vektorius, b e s i s ki r i ant i s tuo, kad

jis turi DNR seka pagal 4 punkta.

16. Vektorius pagal 15 punkta, b e s iskirian-
t i s tuo, kad DNR seka apribota reguliacijos

vienetais.

17. Vektorius pagal 16 punkta, b e s i s kirian-
t i s tuo, kad reguliacijos vienetas priesd srove ATG

turi tokiag nukleotidine seka:

AGATCTCCTCGTCCCACCGGCTGTCGAAGCTCCGCGCCTACAGCGCCATCGACTT
CGACCGGGCGAAATAGGAAGCGGCCGGCGACAAAACGGGGAGGGGCGGGAAACGG
TGGTCCGTTTCCCGCCCCTGCCCGTAGGCCGTGCGCGTCCCGCCGGTGCGCGGCG
TTCAGCCCGCCGCT.

18. Streptomyces lastelé-3eimininke, b e s is k i -
rianti tuo, kad ji transformuota vektoriumi pagal
15 punkts.

19. Polipeptido gavimo bidas, b e s i s kirian-
t i s tuo, kad polipeptidag gauna kultivuojant lagstele-
Seimininke pagal 18 punkta.

20. Plazmidé pULAD3, deponuota CNCM (Prancuzija) 1989 05 19,
Nr.I-859.
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21. Promotorius, be s i s kiriantdis tuo, kad

jis turi tokig DNR seksy:

AGATCTCCTCGTCCCACCGGCTGTCGAAGCTCCGCGCCTACAGCGCCATCGACTT
CGACCGGGCGAAATAGGAAGCGGCCGGCGACAAAACGGGGAGGGGCGGGAAACGG
TGGTCCGTTTCCCGCCCCTGCCCGTAGGCCGTGCGCGTCCCGCCGGTGCGCGGCG
TTCAGCCCGCCGCT.

22. Klonuojamas vektorius, be s i s ki riantdis
tuo, kad turi DNR seka, koduojandia polipeptida arba
baltymg, besijungianti su promotoriumi pagal 21 punktg.

23. Klonuojamas vektorius pagal 22 punktg, b e s i s -
kiriantdis tuo, kad minéta DNR seka yra viena

1% Streptomyces kamieny endogeniniy seky.

24. Klonuojamas vektorius pagal 22 punkta, b e s i s k
i riant i s tuo, kad minéta DNR seka turi visg
arba dalj sekos, koduojandios polipeptida arba baltyma,
endogeniniu Streptomyces, prie kurios buvd prijungta
tame pac¢iame skaitymo rémelyje DNR seka, koduojanti ne

Streptomyces polipeptidg arba baltymg.

25. Streptomyces lastelé-Seimininké, b e s i s k i -
r i an t i tuo, kad 3ji transformuota klonuojamu

vektoriumi pagal 22 punktsg.

26. Streptomyces lastelé-3eimininké, b e s i s k i -
r i a n t i tuo, kad ji transformuota klonuojamu

vektoriumi pagal 23 punktsg.

27. Streptomyces lastelé-Seiminikeé, b e s i s k i -
r i a n t i tuo, kad Ji transformuota klonuojamu

vektoriumi pagal 24 punktsg.

28. Svetimos DNR sekos ekspresijos Streptomyces kamiene

bidas, b e s i s kiriantis tuo, kad jis numato
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operatyvy nurodytos svetimos DNR sujungimg su
Streptomyces seka, kontroliuojancia ekspresija,

ijungian&iai promotoriy pagal 21 punktsy.

29. Ekspresijos budas pagal 28 punktg, b e s i s k 1 -
r i a n t i s tuo, kad svetima DNR seka ir
Streptomyces ekspresijos kontrolés seka yra jterpiamos

i chromosomine Streptomyces DNR.

30. Ekspresijos budas pagal 29 punktg, b e s i s k i -
r i ant i s tuo, kad Streptomyces toliau jjungia

plazmide, galin&ig i3skirti SAF tipo polipeptids.

31. Ekspresijos bidas pagal 28 punktg, b e s i s k i r
i ant i s tuo, kad minéta svetima DNR seka yra
operatyviai sujungta su minéta Streptomyces ekspresijos
kontrolés seka per DNR seka, koduojanc¢ia bent dalj
baltymo arba polipeptido, sekretuojamo Streptomyces, ir
minéta DNR seka, koduojanti 3igq signaline sekg,
iSskiriama kartu su nurodyta svetima DNR seka,
reguliuojant minétai Streptomyces ekspresijos kontroles
sekai, kad ivykty $io baltymo arba polipeptido,
koduojamo 3ia DNR seka, sekrecija.
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