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Iiradimas yra skirtas fitazés mikrobiologiniam gavimui.

Fosforas yra nepakeiciamas elementas, reikalingas bet kokio organizmo augimui.
Gyvulininkystéje, norint kad greitai augty gyviinai su paprastu skrandZiu (pavyzdZiui,
kiaulés, Zuvys, naminiai pauk3ciai), pasaras yra praturtinamas neorganiniu fosforu.

Atvirkidiai, | atrajojanéiy gyviiny paSarus fosforas néra dedamas, nes didZigjame
skrandyje esantys mikroorganizmai produkuoja fermentus, kurie katalizuoja fitato
(mioinozitolheksakis-fosfato) pavertimg j inozitolg ir neorganinj fostata.

Fitatas yra rezervinis fosforo Saltinis beveik visuose augaliniuose maisto
produktuose (Ziiir. apZvalga: Phytic acid, Chemistry and applications, E.Graf (ed), Pilatus
Press, Minneapolis, MN, USA, 1986). Fitato kiekis rieSutuose, gridinése, ankStin€se ir
aliejinése kultiirose, sporose ir Ziedadulkése yra 1-3 %. Sudétines fitinés rugsties druskos
vadinamos fitinais. Laikoma, kad fitiné riigstis blogina vir§kinima, nes ji yra chelatuojantis
agentas tokiems elementams, kaip kalcis, cinkas, geleZis ir magnis, ir be to, gali reaguoti
su baltymais, ir tokiu biidu susilpnéja jy jsisavinimas ir sumaZ¢ja mineraliniy elementy
kiekis paSare.

Fitate esantis fosforas praeina per gyviiny su vienskilCiais skrandZiais virSkinimo
traktg ir pasiSalina su ekskrementais. Nors storojoje Zarnoje vyksta daliné fitato hidrolize,
iSsilaisvings neorganinis fosforas neturi maistinés vertés, nes jis gali rezorbuotis tik
plonajame Zarnyne. Todél tokie gyviinai nejsisavina didelés fosforo dalies, kuris turi didele
maisting verte, nors ir gauna jj su maistu.

Fitate esanCio fosforo iSsiskyrimas su ekskrementais turi savas pasekmes.
Paskutiniais deSimtmediais labai padaugéjo naminiy gyvuliy, kartu padaugéjo ir meslo
kiekis, o tai sudaro grésme aplinkai jvairinose rajonuose. Dalinai tai apsprgsta fostoro,
esanCio mésle, susikaupimu pavir§iniuose vandenyse, ir taip eutrofikuojami vandens
telkinial.

Mikroorganizmy sintetinami fermentai, kurie katalizuoja fitato skilimg j inozitolg
ir neorganinj fosfora, Zinomi kaip fitazés. Mikroorganizmai, kurie produkuoja Siuos
fermentus yra bakterijos: Bacillus subtilis (V.K.Paver and V.JJagannathan, 1982», J.
Bacteriol., 151, 1102—1108) ir Pseudomonas (D.J.Cosgrove, 1970, Austral. J. Biol. Sci., 23,
1207-1220), melés: Saccharomyces cerevisiae (N.R. Nayki and P. Markakis, 1984,
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Lebensmittel Wissenschaft und Technologie, 17, 24-26), grybai: Aspergillus terreus
(K.Yamada, Y. Minoda and S. Yamamoto, 1986, Agric. Biol. Chem., 32, 1275-1282).
Fitaze produkuoja ir kitos Aspergillus rtsys, tarp kuriy Aspergillus ficuum sintetina didelio
specifinio aktyvumo termostabily fermentg, palyginus su fitazémis i§ kity mikroorganizmy
(nepublikuoti duomenys).

Idéja pridéti baktering fitazg | gyviiny su paprastu skrandZiu paSarus buvo iSsakyta
ne karta (Zidr., pvz., Ware LH., Bluff L. and Shien T.R., 1967, US Patent No0.3297548,;
Nelson T.S., Shien T.R., Wodzinski R.J. and Ware LH., 1971, J. Nutrition, 101, 1289-
1294), bet iki Siol jos praktinis pritaikymas buvo ekonomiskai netikslingas d¢l dideles
mikrobiologinés fermenty gamybos kainos (Y.W. Han, 1989, Animal Feed Sci.&
Technol.,24, 345-350). Dél ekonominio netikslingumo iki Siol pridedamas neorganinis
fosforas j gyviiny su paprastu skrandZiu pasarus.

Bakterinés fitazés turi kita pritaikyma Zemés tikyje. Kaip pavyzdj galima paminéti
pramoning krakmolo gamybg i§ griidiniy kulttry, tokiy kaip kukuriizai ir kvieCiai. Malant
produktus, gaunami gliutenai, parduodami gyviiny pasarams. Mirkant paSarus, jdedama
fitazés; technologinés salygos ypatingai palankios fitazéms i§ gryby (temperatiira apie 50°,
pH 5,5) (Zitr. paraiska Europos patentui Nr.0321004 Alno Ltd.). Svarbi apraSytojo
metodo ypatybé yra ta, kad i§ gamybos atlicky galima gauti gyviinams paSarus, kuriuose
yra tosfatas vietoj fitato.

Taip pat pasiillyta panaudoti fitaz¢ perdirbant soja (Finas TM Enzymes by Alno -
informaciné brosiiira isleista kompanijos Alno Ltd., Rajamani, Suomija). Sojy pupelés turi
daug fitato - faktoriaus, kuris blogina virSkinima; sojos baltymy negalima naudoti vaiky
maitinimui, taip pat Zuwvy, verSiuky ir neatrajojandiy gyviiny pasSarams. Praturtinus $j
svarby baltymy Saltinj atitinkamais fermentais, padidéja Sios medZiagos komercine ir
maistin€ svarba.

Buvo atlikti bandymai jvairioms fitazéms charakterizuoti, patobulinti jy gavybos
biidus ir praktinj pritaikyma. Ullak pasitlé fitazés i$ laukinio kamieno Aspergillus ficuum
valymo metoda, taip pat iStyré galutinio valymo produkto biocheminius parametrus (Ullak
A., 1988a, Preparative Bchhem., 18, 443-458). Sio autoriaus gauti rezultatai pateikti 1

lentel€je.
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Aminoriigiéiy seka i$ N-galo A. ficuum fitazés buvo pateikta Ullak du kartus: Ullak
A., 1987, Enzyme and Engineering Conference IX, October 4-8, 1987, Santa Barbara,
California (poster presentation) ir Ullak A., 1988b, Prep. Biochem., 18, 459-471. Sio
autoriaus nustatyta aminoriigiCiy liekany seka pateikta Fig.1A (seka E).

[§ Ullak gauty duomeny seka kelios jdomios iSvados. Pirmiausia, “iSvalytas”
preparatas, jo apraSytas 1988a ir 1988b, elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje su
natrio dodecilsulfatu metu duoda dvi baltymo juostas. Mes ﬁustatéme, kad iSgrynintoje i3
A. ficuum fitazéje yra pasaliné medziaga, kuri elektroforezes poliakrilamidiniame gelyje
metu duoda viena i§ dviejy juosty, kurig Ullak identifikavo kaip fitazg.

I§ Ullak publikuotos (1987, 1988a; palyginkite sckas A ir B su seka C Fig.1A)
aminoriigi¢iy sekos galima padaryti analogiSkas iSvadas. Mes parodéme, kad viena i8
vidinio fitazés peptido aminoriigséiy seky, kuri aprasyta Ullak (Zitr. Fig.1B, seka E), i3
tikryjy yra pagalinis baltymas, kurio molekuliné mas¢ 100kD (Fig.1C), kuris randamas
preparate, gaunamame pagal Ullak metoda, ir duoda vieng i§ dviejy juosty elektroforezes
poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu metu (Ullak, 1988a, 1988b). Ullak
nepripaZjsta, kad yra tokia pasaliné medZiaga, o tg juostg priskiria kitai fitazés formai.
Tarp kitko, $is paSalinis komponentas apsunkina atrankg ir identifikavimg tos nukleotidy
sekos, kuri koduoja fitazés biosinteze¢. Be to, jo buvimas sumaZina santykinj testuojamo
baltymo aktyvuma.

Tesiant Ullak duomeny analizg, reikia paZzyméti, kad buvo nustatyta, kad 12-toji
aminorligsties lickana yra glicinas. Naudojant baltymy ir DNR sekvenavimg, mes
parodéme, kad Sioje vietoje i3 tikryjy yra ne glicinas, o cisteinas (Zitr. Fig.6 ir 8).

Pagaliau, pagal Ullak, fitazés molekuliné masé yra 85 kD, kuri po deglikozilinimo
sumaz¢ja iki 61,7 kD (Ullak, 1988c). Si reik§mé maZesné, nei to paties autoriaus pateikta -
76 kD (Ullak A. and Gibson D., 1988, Prep. Biochem., 17(1), 63-91), kuri buvo nustatyta
pagal santykinj polisacharidy kiekj, iSsiskiriantj hidrolizuojant, ir natyvaus baltymo
molekuling mase, kuri nustatoma elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje su natrio
dodecilsulfatu pagalba. Miisy tyrimuose buvo nustatyta, kad glikozilintos fitazes
molekuliné masé vienareik§miskai yra 85 kD, tuo tarpu kai neglikozilinto‘ baltymo

molekuliné masé yra nuo 48 iki 56,5 kD, priklausomai nuo deglikozilinimo laipsnio.
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Mullancy et al. (Filamentous Fungi Conference, April, 1987, Pacific Grove,
California, poster presentation) pranesime taip pat pateikiama fitazés 1§ A. ficuum
charakteristika. Ir Siame darbe elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje su natrio
dodecilsulfatu metu buvo gautos dvi juostos: vienos molekuliné masé - 85 kD, kitos - 100
kD, ir abi “iSvalytame” preparate. Autoriai identifikavo Sias juostas kaip dvi skirtingas
fitazés formas. Bet Siame darbe neapraSoma bakterijy lasteliy-recipienty transformacija.
Klonavimo, DNR sekos, klonuojancios fitaze, isskyrimo metody apraSymy taip pat néra.

Akivaizdu, kad rentabilaus fitazés gamybos bido sukiirimas yra labai svarbus,
dalinai gaminant pramoniniu bidu pasarus gyvulininkystei. Vienas $io tikslo pasiekimo
bady yra rekombinantiné DNR technika, kurios pagalba galima sustiprinti fermento
ekspresija jvairiose mikroorganizmy rii§yse, kurie produkuoja didelio aktyvumo peptidus
ir baltymus. Tadiau Siuo metu néra sukurta iSskyrimo ir klonavimo DNR seky,

koduojanéiy fitazg, budy.

Sis isradimas yra DNR sekos, koduojancios fitaz;, gavimo ir valymo biidas. Tokios
sekos iSskyrimas ir klonavimas buvo atlickamas, naudojant specifinius nukleotidinius
zondus, kurie buvo specialiai susintetinti Siam tikslui. Reikalinga DNR seka, koduojanti
fitaze, buvo gauta i§ gryby, konkreciai i Aspergillus sitiliniy gryby Seimos.

Kitas iSradimo tikslas yra vektoriaus, turin&io ekspresijos faktoriy, gavimo budas;
Siame vektoriuje turi biiti maZiausia viena replika, maZiausiai viena (pageidautina
homologiné) DNR, kuri koduoja fitazg. Tokia DNR scka funkciSkai suriSta su atitinkama
reguliavimo sritimi, kuri uZtikrina didelj peptidy arba baltymy su fitazes aktyvumu
ekspresijos lygj tinkamuose Siam tikstui lastelése-Seimininkuose.

Ekspresijos faktorius, pagal §j iSradima, gali biti jterptas j vektoriy, pageidautina §
plazmidg, kuris sugebety transformuoti bakterinio recipiento lasteles ir jsijungti | genomg.

Dar vienas §io isradimo tikslas - transformuoty Igsteliy gavimo blidas, pageidautina
bakterijy, transformuojamy vektoriumi, kuris apraSytas ankstesniame paragrafe. Pagal
isradima tokiomis transformuojamomis lastelémis gali bati siiiliniai grybai Siy genCiy:
Aspergillus, Trichoderma, Mucor it Penicillium, mielés: Kluyveromyces it Saccharomyces

arba bakterijos Bacillus. Geriausia naudoti recipientais sifilinius grybus Aspergillus.



’ LT 3957 B

Transformuotos lastelés sugeba pramoniniu mastu sintetinti daug rekombinantinés fitazes
su pakankamu rentabilumu.

Kiti i$radimo aspektai - tai rekombinantiniai baltymai ir peptidai, kurie pasiZymi
fitaziniu aktyvumu, tiek glikozilinti, tiek ir neglikozilinti; tokiy neglikozilinty baltymy ir
peptidy gavimo biidai; baltymai ir peptidai, kurie pasiZymi fitaziniu aktyvumu, be
paSaliniy priemaiSy; monokloniniai antiktinai, sugebantys reaguoti  su  Siais
rekombinantiniais arba iSgrynintais baltymais.

1 lenteléje palygintos fitazés, gautos Ullak i§ laukinio kamieno A. ficcum ir
papildomai iSgrynintos fitazés i§ A. ficuum laukinio tipo, gautos pagal §i iSradima,
biocheminés charakteristikos. Reikia atkreipti démesj | santykinj aktyvumg, kuris musy
gauto fermento yra du kartus didesnis, nei fitazes, aprasytos Ullak.

Sis iSradimas tai nukleotidy seka, koduojanti baltymus su fitaziniu aktyvumu, taip
pat $iy baltymy aminorigiciy sekos. Gautas sckas galima panaudoti oligonukleotidy
zondy sukirimui, kuric naudojami hibridizacijos skryninge fitazés genams kituose
Saltiniuose identifikuoti, ypatingai jvairiuose mikroorganizmuose, kurie po to gali biti
iSskirti ir klonuoti.

Sekos, gautos pagal 3j iSradima, gali bati panaudotos kaip pradiné medZiaga,
konstruojant “antros kartos” fitazes. “Antros kartos” fitazés - tai fitazes, pakeistos
mutageniniais faktoriais (konkreciai kryptingos mutagenezés metodas) ir pasiZymincios
savybémis, kurios skiriasi nuo laukiniy arba rekombinantinio tipo fitaziy savybiy,
pavyzdziui, nuo gaunamy Siame iSradime. Optimizuojant vieng arba kita procesg, kei¢iami
jo parametrai, tokie kaip temperatiira ir optimali pH reikSme, santykinis baltymy
aktyvumas arba giminingumas substratams.

Terminas “fitazé” Siame iSradime apjungia Seima fermenty, kurie katalizuoja
reakcijas, kuriy déka paSalinamas neorganinis fosforas i§ jvairiy mioinozitolfostaty.

Fitazés aktyvumui nustatyti yra daug metody, jy pasirinkimas neapribojamas Siuo
isradimu. Iliustracijai galima pateikti kiekybinj fermento aktyvumo nustatymo metoda
pagal fermento sunaudojama kiekj, reikalinga neorganinio fosforo atskélimui i§ 1,5 mM
natrio fitato, kai greitis yra 1 uM/min, 37° temperatiiroje, esant pH 5,50.

Taip pat reikia turéti omenyje, kad terminas “fitazé”, naudojamas Siame aprasyme,

apima visus baltymus ir poilpeptidus, kurie pasiZymi fitaziniu aktyvumu. Sis teiginys
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iliustruojamas Fig.1A, kurioje palyginamos A ir B sekos (miisy tyrimuose nustatytos
sekos) su C seka, nustatyta Ullak (1988b). Figiira. parodo, kad miisy metodu galima gauti
baltymus, kuriuose néra natyvios fitazés i§ A. ficuum pirmyjy 4 aminoriigiéiy liekany
(Baltymas, kurio seka A, neturi 7 pirmyjy aminoriigséiy liekany). Taciau Sie nurodyti
baltymai vistiek turi fitazinj aktyvumg. Pilna fitazés baltymo aminoriigsciy seka, gauta
analizuojant nukleotidy seka, pateikta Fig.8.

Fitazés, gaunamos pateikiamu biidu, gali biiti panaudotos jvairiuose procesuose,
kuriuose reikia fitatg paversti j inozitolg ir neorganinj fosfora.

Atskiru atveju, naudojant fitaze, gautg pagal §j iSradimg, galima sumazZinti jos
mikrobiologinés gamybos kaing ir uZtikrinti rentabiluma, naudojant ja pasary gyviinams
gamyboje ir galy gale pasiekti tokj pat efektyvuma, kaip ir naudojant pasary priedais
neorganinj fosfora. Be to, Zymiai sumaz¢ja fosforo kiekis mésle.

Fitazés gamyba tokiomis pat kainomis kaip ir neorganinio fosforo, pridedamo j
pasarus, praplés paSary gamybos galimybes ta prasme, kad padides kokybiSky pasary
asortimentas. PavyzdZiui, paSary praturtinimas fitaze jgalina atsisakyti nuo neorganinio
fosforo ir padidinti juose fitato turinéiy komponenty dalj.

Be gaunamos pagal §j iSradimg fitazés panaudojimo kaip priedo gyviiny paSarams
ir panaudojimo perdirbant sojg (Zitir. auk$éiau), ji gali biti pritaikyta Siose pramonés
Sakose:

- skysty paSary gamyboje kiauléms ir naminiams pauksciams. Siuo metu pladiai
taikomas paSary mirkymas kelias valandas prie$ $érima. Per §j laikg fitazé paverdia fitatg j
inozitolg ir neorganinj fostora;

- inozitolo arba inozitolfostato pramoniné gamyba i$ fitato;

- kiti pramoniniai procesai, kuriuose naudojami fitata turintys substratai, tokie kaip
krakmolo gamyba ir fermentacija, jskaitant ir alaus gamyba. Metaly jony suriSimas |
chelatus fitato pagalba gali padaryti juos nepricinamus mikroorganizmams. Fitato
fermentiné hidroliz¢ pasalina $ig problemg.

Sie ir kiti io iSradimo privalumai tampa dar akivaizdesni detaliau aprasius §j

i1Sradimg.
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Trumpas figliry aprasymas

Fig.1A. Isgrynintos fitazés aminorigsciy liekany seka i N-galo. Aminortigsciy
lickany sekos, paZymétos raidémis A ir B, nustatytos naudojant fitazés poformas, kuriy
izoelektrinai tagkai, atitinkamai, yra 5,2 ir 5,4. Seka C pateikiama pagal Ullak publikacijas
(1987, 1988b). Pagal misy duomenis 12-tos aminoriigties lickana sekose A ir B néra
glicinas (Zenklas * reigkia abejong, o Zenklas ** - nustatomos lickanos nebuvima).

Fig.1B. Viduryje esanciy fragmenty N-galy aminortgiCiy lickany seka po
suskaldymo CNBr. Aminorigiiy sekos, paZymétos raidémis A ir B, kuriy apytikres
molekulinés masés atitinkamai yra 2,5 ir 36 kD, nustatytos miisy tyrimuose. Sekos C ir E
pateikiamos pagal Ullak (1988c).

Fig.1C. Aminoriigiciy lickany seka i§ N-galo baltymo, kurio molekuliné¢ mas¢ yra
100 kD, kuris pagal $iuos tyrimus randamas nevalytuose fitazés preparatuose.

Fig.2A. Oligonukleotidiniai zondai, sukonstruoti pagal Fig.1A duomenis (peptidai
A-B).

Fig.2B. Oligonukleotidiniai zondai, sukonstruoti pagal Fig.1B duomenis (peptidai
Air B).

Fig.3. Oligonukleotidinaia zondai, naudojami geno, koduojancio rigsting fosfatazg,
iSskyrimui.

Fig.4. Bakteriofago lambda AF 201, turindio fitazés A. ficuum lokusa, restrikcinis
Zemélapis. Rodykle nurodomas fitazés genas ir transkripcijos kryptis. Klonas # nurodo
subklonus, kurie gaunami nurodyty restrikcijos fermenty pagalba i§ fago AF 201
plazmidéje pAN 8-1 (subklonui pAF 28-1) ir plazmidéje pVC 19 (visiems kitiems
subklonams).

Fig.5. Plazmidés pAF 1-1 fizinis Zemélapis. Fragmentas BamHI, kurio ilgis 10
kilobaziy, jterptas | pVC19, jame yra pilnas genas, kuris koduoja rligsting fosfataze iS A.
ficuum.

Fig.6. Plazmidziy pAF 2-3, pAF 2-8 ir pAF 2-7 nukleotidy sekos su fitazes
chromosominiais geno lokusais. Fitaz¢ koduojanti sritis yra tarp 210 ir 1713 nukleotido.
Intronas chromosominiame gene yra tarp 254 ir 355 nukleotido. Parodyti ir kiti reikSmingi
poZymiai: pradinis ir galinis fitazés kodonali, restrikcijos vietos ir introno padeétis.

Fig.7. Detalus sekvenuoto chromosominio fitazés lokuso fizinis Zemeclapis.
Rodyklémis pazyméta srities, kuri koduoja fitaze, dviejy egzony lokalizacija.

Fig.8. Fitazés kDNR transliacinés zonos fragmento nukleotidy seka ir atitinkama
jai aminorfigsciy lickany seka. PradZia subrendusios baltymo molekulés pazymeta +1
padétimi. Vidinio baltymo, kurio molekuliné masé 36 kD, N-galo pradZia yra 241
padétyje, o baltymas, kurio molekuliné masé yra 2,5 kD, prasideda nuo 390 padcties.

Fig.9. Fitazés ekspresijos bloko pAF 2-28 fizinis Zemélapis. Rodyklemis parodytos
geny transkripcijos kryptys.

Fig.10. Fitazés superekspresijos transformuotose lastelése 4. ficuum NRRL3135
jrodymas izoelektrofokusavimu ir elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje. Tie patys
kiekiai kultirinio skysCio A. ficuum (juosta 1) ir transformuoty lgsteliy pAF 2-2S§ SP7
(juosta 2) augintos vienodomis salygomis, analizuotos elektroforezes sistemoje Phast
(Farmacia) elektrofokusavimu ir elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje, kai pH yra nuo
4,5 iki 6,0. Palyginimui buvo analizuojama homogeniné fitazé i§ A. ficuum arba atskiral
(juosta 4) arba miSinyje su kultiriniu skyséiu (juosta 3). Geliai buvo daZomi arba
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selektyviai (tik fosfatazé), arba bendras baltymas (Coomasie Briliant blue, B).Fitazes
juostos pazymétos Zvaigzdutemis.

Fig.11. Fitazés superekspresijos transformuotose lgstelese A. niger CBS 513.88
jrodymas izoelektrofokusavimu ir elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje. Tie patys
kultiirinio skyscio kiekiai tévinio kamieno A. niger (juosta 1) ir transformuoty lgsteliy pAF
2-2S # 8 (juosta 2), pFYT3 # 205 (juosta 3) ir # 232 (juosta 4) buvo analizuojamos
izoelektrofokusavimu ir elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje, figiroje apraSytomis
salygomis. Geliai buvo daZomi tik bendram fosfatazés aktyvumui (A) ir bendram baltymui
(B). Fitazés juostos paZzymetos Zvaigzdutémis.

Fig.12. Plazmidés pAB 6-1 fizinis Zemélapis. HindIII DNR i§ plazmides pVCI19
intarpas, kurio dydis 14,5 kilobaziy, kuriame yra pilnas gliukoamilazés i3 4. niger lokusas.

Fig.13. Promotoriaus AG ir fitazés geno sujungimo polimerazinés grandininés
reakcijos schema. Visy pradmeny nukleotidinés sekos nurodytos tekste.

Fig.14. Fitazés ekspresijos bloko pAF 2-2S H tizinis Zemélapis.

Fig.15. Fitazés ekspresijos tarpiniy bloky pXXFYT1 ir pXXFYT2 ir bloko
pXXFYT3, kuriuose XX - lyderiné seka (L), fiziniai Zemélapiai. I plazmides p18FYT# ir
p24FYT# jterptos lyderinés sekos AG 18 aa ir 24 aa, tuo tarpu plazmideje pFYT# kaip
lyderis panaudota fitaze.

Fig.16. Plazmidés pFYT3 amdS fizinis Zemé¢lapis.

Fig.17. Plazmidés pFYT3INT fizinis Zemélapis.

Fig.18. Pakeiiancio fitazg/AG vektoriaus pREPFYT3 fizinis Zemelapis.

Fig.19. Chromosominés DNR autoradiografija po skaldymo Pvull (A) ir BamHI
(B) ir hibridizacijos, zondu naudojant su *P Zyméta fitazés i§ A. ficuum kKDNR, Siy
mikroorganizmy: S. serevisiae (juosta 2), B. subtilis (juosta 3), K. lactis (juosta 4), P.
erysogenus (juosta 5), P. aeruginosa (juosta 6), S. lividans (juosta 7), 1 ug A. niger (juosta 8),
5 ug A. niger (juosta 9), kontrolé (juosta 10), C. thermocellum (juosta 11). Juosta 1 -
markerine DNR.

Geny, koduojanéiy tam tikrus baltymus, kurie produkuojami mikroorganizmuose,
klonavimas gali biiti atliktas jvairiais biidais. Vienas i§ jy: reikalingo baltymo iSgryninimas,
nustatymas jo aminorligiéiy lickany sekos i§ N-galo, pasirinkto mikroorganizmo
genominés bibliotekos skryningas, naudojant DNR oligonukleotidinj zondg, kuris
sintetinamas pagal nustatyta aminoriigiéiy lickany seka i§ baltymo N-galo. Kaip sekmingg
pavyzdj galima pateikti izopenicilin-N-sintetazés i§ Cephalosporium aeremonium geno
klonavima (S.M. Samson et al., 1985, Nature, 318, 191-194) ir geno, koduojancio TAKA
amilaze i§ Aspergilus oryzae, iskyrimg (Boel et al., 1986, Europos paraiska patentui
Nr.0238023).

Naudojantis §ia strategija, mes paméginome i8skirti geng, kuris koduoja fitazg i3

Aspergillus ficuum. Baltymas buvo kruops€iai iSgrynintas ir nustatytos jo biochemines
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savybés. Gauti duomenys buvo palyginti su Ullak tyrimy duomenimis (1988a). Abiejy

tyrimy rezultatai pateikti 1 lenteleje.

1 lentele

Parametras Sio i§radimo duomenys Ullak duomenys
Santykinis aktyvumas* 100 v/mg baltymo 50 v/mg baltymo
I3gryninimo laipsnis pagal 85 kD A 85/100 kD
elektroforezés duomenis "
Isgyninimo laipsnis pagal 3 arba 4 juostos nebuvo nustatyta
izofokusavimo duomenis
Ky (giminingumo konstanta) 250 uM 40 uM
SpecifiSkumas:

inozitolas-1-P neaktyvi neaktyvi

inozitolas-2-P Ku = 3,3 mM 5 % aktyvumo
pH optimumas 2,5i1r 5,5 2,51r5,5
Optimali temperatira, °C 50 58
Molekuliné masée, kD ** 85 85 ir 100
Neglikozilinto baltymo 56,5 61,7
molekuliné masé, kD **
Izoelektrinis taskas *** 5,0-5,4 4,5

* Ullak fitazés aktyvumas buvo nustatomas 58° temperatiroje, o ne 37° . Vienas
fitazés aktyvumo vienetas - tai toks fermento kiekis, kuris reikalingas neorganinio fosforo
atpalaidavimui i§ 1,5 mM natrio fitato, kai greitis yra 1 uM/min, 37° temperatiira ir pH
5,50. Fermentacijos intensyvumo ir santykinio aktyvumo palyginimui su Ullak
nustatytomis reikdmémis, tos reik§més buvo koreguojamos, jvertinant temperatiry
skirtuma. Si korekcija remiasi aktyvumo skirtumais, matuojant 37° ir 58° temperatiirose;
Sie Ullak duomenys (1988b) pateikti 3 lentel¢je.

** Molekuliné mas€ nustatyta elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje su natrio
dodecilsulfatu budu.

*#% Pagal izoelektrofokusavimo ir elektroforezeés poliakrilamidiniame gelyje
duomenis.

Geno, koduojan¢io fitazg, iSskyrimui 1§ pradZiy buvo sintetinami
oligonukleotidiniai zondai, kuriy konstravimas aprasSytas auksCiau (Fig.2A), remiantis
nustatyta aminoriigiéiy lickany seka. Viso proceso kontrolei tokiu pat biidu buvo iSskirtas
genas, koduojantis rigsting fosfatazg, naudojant Siam tikslui Ullak ir Cummins (Prep.
Biochem., 17, 397-422, 1987) nustatytas baltymo charakteristikas. Rigstinés fosfatazes
geno isskyrimas nebuvo sudétingas. Visai kitaip buvo su fitazés geno iSskyrimu. Nezitrint

daugelio méginimy naudojant zondus, gauty pagal nustatyta aminoriigiCiy lickany sekg
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baltymo N-gale, nepasiseké idskirti KDNR genominiy fragmenty ar genominés bibliotekos
klony, kuriuose vienareik§miSkai galima baity jrodyti esant fitazg koduojantj gena.

Sio uzdavinio sprendimui fitazé buvo suskaldyta CNBr, isskirti gauti baltymo
fragmentai, nustatytos $iy fragmenty aminortig8ciy lickany sekos i§ N-galo (Fig.1B).

Panaudojant gautus duomenis, buvo konstruojami nauji oligonukleotidiniai zondali
(Fig2B). Siy nukleotidiniy zondy pagalba buvo galima identifikuoti specifinius DNR
fragmentus ir panaudoti $iuos zondus reikalingy genominés bibliotekos klony atrankai.
Nepavyko kryZminé hibridizacija tarp gauty naujy klony arba DNR tragmenty ir
oligonukleotidiniy zondy pirmo rinkinio arba klony, kurie buvo atrinkti, panaudojant
pirma zondy rinkinj.

Todél antras zondy rinkinys taip pat gali buti naudojamas koduojanciy atitinkamas
titazes seky identifikavimui.

Naujai atrinkti klonai buvo hibridizuojami (Northern blot hybridization).
Diskretines iRNR galima buvo nustatyti tik tais atvejais, kai jos buvo iSskiriamos 18
micelio, produkuojangio fitaz¢. Hibridizacijos signalo nebuvo, kai iRNR biidavo skiriama
i§ micelio, kuris neprodukuoja fitazés. iRNR ilgis apytikriai buvo 1800 baziy ir teoriskai
galéjo produkuoti baltyma, kurio maksimali molekuliné mas¢ galéjo biti apie 60 kD. Si
molekulinés masés reik§mé atitinka neglikozilinto baltymo ir molekulinei masei baltymo,
kuri apskai¢iuojama i§ DNR sekos.

Be to, transformuojant tokia iRNR gryby lasteles, buvo stebimas fitazinio
aktyvumo padidéjimas. Tai neabejotinai jrodo, kad buvo gauta nukleotidy seka, kuri
koduoja fitaze. Aminoriigiciy lickany seka iSgrynintos fitazés ir baltymy fragmenty, gauty
suskaldant baltyma CNBr, buvo tokia pati, kaip aminorugsciy lickany seka, nustatyta i$
klonuojamo geno nukleotidy sekos. Nukleotidy seka ir i$ jos iSvesta aminoriig§ciy liekany
seka pateiktos Fig.6 ir 8, tai yra papildoma klonuojamo geno, koduojancéio fitazg,
struktiiros iliustracija.

Nukleotidy sekos, koduojangios fitazg, iSskyrimas yra prielaida fitazes gavimui
pramoniniu mastu, naudojant dabarting rekombinantinés DNR technologija, kuri
susideda i§ tokiy operacijy, kaip geno amplifikavimas, reguliaciniy elementy pakeitimas

(promotoriy, sekrecijos signaly) arba jvairiy metody kombinacija.
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Todél $io isradimo objektas yra transformuotos lgstelés-Seimininkai, kuriose vyksta
su didelémis baltymo koncentracijomis efektyvi baltymy ir peptidy, kurie pasiZymi
fitaziniu aktyvumu, ekspresija, o taip pat (jei to reikia) - efektyvi rigstiniy fosfataziy
ckspresija. Tokios lastelés gali biti ir i§ Siy sitliniy gryby genciy: Mucor, Aspergillus,
Trichoderma it Penicillium, mielés: Kluyvermyces ir Sacharomyces ir bakterijos,
priklausan&ios Bacillus  gen&iai. Rekomenduojama recipientais naudoti tokias
mikroorganizmy formas, kuriose gali vykti intensyvi savy endogeniniy baltymy sekrecija.

Ypatingai idomiis pramoniniai Aspergillus kamienai, tokie kaip A. niger, A. ficuum,
A. awamori, A. oryzoe. Kaip alternatyvg, galima naudoti Trichoderma reesei, Mucor micheli,
Kluyvermyces lactis, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis.

Transtormuotose lgstelése yra nukleotidy sekos, kurios koduoja norimg baltyminj
produkta, taip pat jose jterpiama signaliné sekrecijos seka, sugebanti funkcionuoti tame
$eimininke, kurios déka sintetinamas peptidas arba baltyminis produktas yra
sekretuojamas.

Pagal §] iSradimg, galima naudoti jvairias signalines sekas. Pirmiausia, galima
naudoti signalines sekas, kurios yra homologinés klonuotai ekspresuojamai nukleotidy
sekai. I§ kitos pusés, homologinés rekombinacijos optimizacijai galima naudoti signaling
seka, kuri yra pilnai homologin¢ arba dalinai homologiné signalinei sekai atitinkamam
recipiento geno lokusui. Be to, galima naudoti specialiai sukonstruoty signaling scka
norimo produkto sekrecijos padidinimui, pavyzdZiui, apraSytg darbuose Von Heyne
(1983), Eur. J. Biochem., 133,17-21, Perlman & Halverson (1983) J. Mol. Biochem., 167.
DNR seka, koduojanti signaline seka, gali biiti prijungta tiesiogiai prie koduojancios
procesingo signalg (skélimo vietos atpaZinimo sritis) sekos arba per trumpg intarpg, kurio
ilgis paprastai biina ne didesnis, nei deSimt kodony.

Pagal §j iSradimg pageidautina naudoti signalines sekas, homologines klonuojamai
ekspresuojamai nukleotidy sekai, 18 aminorygsciy liekany gliukoamilazés (AG) signaling
seka arba 24 aminoriigiciy liekany gliukoamilazés (AG) signaling seka. Abi Sios sekos gali
biiti homologinés arba heterologinés ekspresuojamai nukleotidy sekai.

Ekspresijos produktu arba reikalinga nukleotidy seka gali bati DNR, kuri gali biiti

homologiné arba hetrologiné pasirinktam recipientui.
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Siame i¥radime terminas “homologiné” DNR suprantama kaip lasteliy, kurios yra
tos padios genties kaip ir recipientas, DNR. Pavyzdziui, Aspergillus gryby lastelés
transformuojamos DNR i§ Aspergillus gryby genties. Toks biidas jgalina pagerinti
pasirinktos genties gryby savybes, suteikaint jiems tokias savybes, kurios néra budingos
pasirinktam organizmui be transtormavimo.

“Heterologiné” DNR - tai DNR, gauta i§ keliy mikroorganizmy genciy lgsteliy
(pagal pavyzdi, pateiktg ankstesniame paragrafe, heterologine DNR gali buti DNR i3 kity
nei Aspergillus mikroorganizmy, kuri naudojama ekspresijai Aspergillus lgstelése).

Nukleotidy sekas, koduojanéias baltymus su fitaziniu aktyvumu, pageidautina
isskirti i§ gryby. Pirmenybé teikiama nukleotidinéms sekoms, koduojancioms fitazg, iS
gryby Aspergillus ficuum arba Aspergillus niger.

Atviroje 5 skaitymo rémelio srityje turi biiti reguliacing, inicijuojanti transkripcija,
zona (arba promotorius). Galima panaudoti bet kurig recipiento funkcijai aktyvig
nukleotidy seka, tame tarpe promotoriy ir homologin¢ ekspresuojamg nukleotidy seka,
kuri koduoja fitazinj aktyvuma. Bet daugeliu atvejy naudojama sritis homologine lokuso
sriiai-taikiniui. Tai jgalina pakeisti lokuso-taikinio ekspresijos produkts. Siuo atveju
reguliaciné transkripcijos iniciavimo sritis patenkina keliamus reikalavimus ta prasme, kad
yra pasickiamas baltymo, koduojamo lokusu-taikiniu, ekspresijos ir sekrecijos lygis, ir
pasiekiama efektyvi baltymo produkcija. Taciau kai kuriais atvejais gali buti reikalingas
didesnis transkripcijos lygis, negu tas, kuris pasiekiamas su lokusu-taikiniu, arba, iSkilus
biitinybei, ekspresijos produkta gauti naudojant specifinj indukcijos faktoriy. Tokiais
atvejais naudojama transkripcijos iniciavimo reguliaciné sritis, kuri skiriasi nuo srities,
esancios pasirinkto geno lokuse-taikinyje. Zinoma daug funkciSkai aktyviy transkripcijos
inicijavimo reguliaciniy sri¢iy i§ jvairiy sialiniy gryby rasiy. Tokios sritys yra tos, kurios
koduoja gliukoamilazg (AG), gryby amilaze, rugsting fosfatazg, GAPDH, TrpC, AmdS,
AleA, AldA, histong H2A, PyrG, PyrY, izopenicilin-N-sintetazg, FGK, ragsting
proteinaze, aciltransferaze ir kt.

Pageidautina, kad lokusas-taikinys koduoty didelio ekspresijos lygio baltymo gena,
ty. gena, kurio ekspresuojamo produkto koncentracija biity ne maZesné, nei 0,1 g/l
(fermentacijos pabaigoje). Tokio proceso trukmé, be Kity faktoriy, gali priklausyti nuo

produkuojamo baltymo prigimties. Tokio geno pavyzdys gali biti genas, koduojantis
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glivkoamilazg (AG). Kiti dominantys genai: gryby alfa-amilazés, rugstinés fosfatazes,
proteinazeés, lipazes, fitazés ir celobiodegradazés. Ypatingai vertingi glikoamilazes 1§ A.
niger geno lokusai, amilazés i§ A.. oryzae, celobiohidrolazés i§ 7. reesei, rugstin€s
proteinazés i Mucor michei, laktazés i§ Kluyromyces lactis ir invertazés i3 Saccharomyces
cerevisiae.

Transkripcijos pabaigos reguliacin¢ sritis gali biiti gauta i§ panaudojamo geno,
lokuso-taikinio arba kita tinkama seka. Esant lgstelcje dviems sekoms, einan¢ioms po
naudojamo geno (pagal transkripcijos krypti), transkripcijos pabaigos sritis, jei Ji
homologiné lokusui-taikiniui, turi buti Jymiai trumpesné, nei homologine flankuojanti
sritis.

Paprastai naudojamas selektyvumo markeris, kuris yra transformuojamo
ekspresuojamo genomo dalis, arba atskiras nuo transformuojamos srities, ko pasekoje jis
gali biiti jterptas uZ panaudojamo geno riby. Kadangi rekombinantinés molekulés, pagal §j
i¥radima, transformuojamos j pramoninius mikroorganizmy kamienus, tai selektyvumo
markeriai, kuric naudojami transformacijos kontrolei, turi biiti dominuojantys. Jy
jterpimas | recipiento Igsteles neturi i$Saukti mutacijy. PavyzdZiu markeriy, Kurie
apsprendzia transformuoty lasteliy augimg selektyvioje terpéje, gali biti A. nudulams
amdS genas, kurio déka transformuotos A. niger lastelés gali augti tik esant acetamidui,
kaip vieninteliam maitinimo komponentui; markeriy, jgalinanciy augti lgsteles, esant
antibiotikams, pavyzdys gali biti blc genas, suteikiantis atsparuma fleomicinui, arba hph
genas, suteikiantis atsparumg higromicinui B.

Selektyvumo genas turi turéti savas reguliacines iniciavimo, transkripcijos ir
transliacijos sritis, todél kad tai reikalinga nepriklausomai markerio ekspresijai. Kaip buvo
minéta aukidiau, Zinoma daugybé transkripcijos iniciavimo reguliaciniy sriciy, kurias
galima panaudoti kartu su markeriniu genu. Tais atvejais, kai naudojamas atsparumas
antibiotikams, jy koncentracija gali kisti priklausomai nuo atsparumo geny tipo ir bati nuo
30 iki 300 pg/ml.

Atskiras sckas galima prijungti vienu i§ dviejy egzistuojandiy bidy, pavyzdZiui,
kerpant, komplementarias restrikcines vietas junginiuose, liguojant juos, gaunami buki
galai, lipnius galus liguojant Bal, pradmens reparacija, mutagenéze in vitro ir kt. Esant

bﬁtihybei, galima naudoti daugelio rySiy sekas (polilinkerj) ir adapterius. Jie jvedami ir
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iskerpami jprastais metodais ekspresijos elementy konstravimui palengvinti. Kiekviename
tokiy bloky sintezés etapy naudojamas fragmenty klonavimas, restrikcin¢é analize,
sekvenavimas, hibridizavimas ir kitos operacijos. Yra daugybe vektoriy klonavimui, bet iy
vektoriy pasirinkimas neapribojamas $iuo iSradimu. Paprastai klonavimas vykdomas E.
coli 1astelese.

Flankuojanéiose srityse gali buti tik dalis atviros nuskaitymui lokuso-taikinio srities,
ypatingai jos signalin¢ seka, reguliacinés lokuso-taikinio 5’ ir 3’ geno sritys gali buti uz
reguliacinés srities. Paprastai flankuojancios srities ilgis bina ne maZesnis, nei 100 baziy
pory, pageidautina ne maZiau 200 baziy pory, bet gali biiti 500 baziy pory ir ilgesné.
Flankuojancios sritys pasirenkamos tokiu blidu, kad biity pertraukiamas genas-taikinys ir
tuo biidu jis tampa neekspresuojamu. Sis tikslas gali biiti pasiektas, jterpiant ekspresijos
bloka (kuriame yra ekspresuojama seka ir, jeigu reikia, tokie papildomi elementai, kaip
signaliné seka, reguliaciné transkripcijos iniciavimo sritis ir/arba reguliacin€ transkripcijos
nutraukimo sritis) j nuskaitoma sritj Salia 5’-srities, pakeiciant geno-taikinio visg arba tik
jo dalj sukonstruotu ekspresijos bloku, arba jterpiant sukonstruotg ekspresijos blokg tarp
reguliacinés transkripcijos iniciavimo lokuso-taikinio srities ir atviro nuskaitymo rémelio.
Kaip buvo minéta, kai yra homologija tarp reguliacinés transkripcijos nutraukimo srities ir
lokuso-taikinio srities, 3’-flankuojancios srities ilgis turi blti Zymiai didesnis, nei
reguliacinés transkripcijos srities, kuri yra transformuojamame genome.

Sio isradimo objektas taip pat yra pradinés konstrukcijos “antros kartos” fitaziy
suk@irimui, t.y. fermenty su fitaziniu aktyvumu, kurie savo savybémis skiriasi nuo iki $iol
iSskirty fermenty. Antros kartos fitazés gali biiti charakterizuojamos pakeistais pH,
temperatiiros veikimo optimumais, specifiniu aktyvumu arba giminingumu substratui, o
taip pat kitais skirtumais, kurie iSplecia jy pritaikymo galimybes jvairiuose procesuose.
Geriausias tokiy mutacijy, tame tarpe ir kryptingy, objektas yra E. coli lastelés. E. coli
Igstelés nesugeba paSalinti introny, kurie gali biiti fitazés gene. Ekspresijai Siuose
organizmuose geriausia naudoti klonuotg fitazés iDNR. Klonuota iDNR seka lengvai
paveikiama Zinomais btdais atlickamy mutacijy, po to mutuotas genas gali biti jterptas |
norimg genomg.

Naujai sukonstruotg blokg galima transformuoti j recipientg linijiniu arba Ziediniu

vektoriumi, o esant biitinybei, jis gali biiti paSalinamas i§ vektoriaus. Geriausias vektorius
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yra plazmidé, kurig paprastai linearizuoja, tam kad jterpty iki 1 kilobazés ilgumo
klonuojamo geno sekg. Pageidautina jterpti fitazés ekspresijos bloka, gaunamg pagal §j
iSradima, j tam tikros mikroorganizmy riies genoma.

Yra daugybé transformacijos | siilinius grybus metody. IS jy reikia paminéti
protoplasty  suliejima arba  transformacija, elektroperforacija arba  lIgsteliy
mikrobombardavima. Ypatingai geri rezultatai gaunami protoplasty transformacija, jos
naudojimas turi daug privalumy.

I§ pradziy pasirinkto grybo kamieno micelis pervedamas, lizuojant lasteliy sieneles
fermentais, | protoplastus, osmozei stabilizuoti naudojant Kcl arba sorbitolg. CaCl.
panaudojimas palengvina DNR jsijungimg j protoplastus. Analogis$ku poveikiu pasiZzymi
koncentruotas polietilenglikolio tirpalas, be to, jis sukelia protoplasty agregacijg, kurios
metu vyksta DNR jterpimas | protoplastus ir po to jungiamas transformavimo faktorius.
Po to protoplastai regeneruojami agarizuotoje terpé€je, kurioje yra osmozes stabilizatorial,
ir esant bitinybei, selektyvumo reagentas, atsparumas kuriam yra koduojamas
transformuojanciojoje DNR.

Po transformuoty lasteliy atrankos reikalingo geno jsijungimg galima nustatyti
jvairiais biidais. Jei sintetinamas produktas yra hetrologinis recipienui, geno ekspresija
nustatoma antikiiny pagalba. Kitas metodas yra vienas hibridizacijos variantas, kurio
pagalba galima aptikti jterpta geng arba jo transkripcijos produkta.

Nukleotidy sekos amplifikacija arba transformuoto genomo ekspresija vykdoma
standartiniais metodais: keliy transformanto kopijy jvedimas j transformacijos vektoriy,
selektyvumo markerio amds (Zitir., pavyzdZiui, Weinars et al., 1985, Current Genetics, 9,
361-368) panaudojimas. Amplifikuojama DNR seka gali biiti, kaip nurodyta auksCiau,
arba homologiné arba heteroliginé recipiento DNR.

Atlikus visas $itas operacijas, lasteles galima auginti jprastoje terpéje. Auginant
lasteles, naudojami  nedidelémis  koncentracijomis  proteinaziy inhibitoriai:
fenilmetilsulfonilfluoridas, alfa-2-makroglobulinas, pepstatinas ir kiti. Paprastai 3iy
inhibitoriy koncentracijos yra nuo 1 ug/ml iki 1 mg/mil. Norint ivengti baltyminio

produkto proteinolizés, galima inaktyvuoti proteinaziy geng(-us).



16 LT 3957 B

Transformuotas Igsteles galima auginti nepertraukiamos arba periodinés
fermentacijos biidu, po kurios atskiriamas kultirinis skystis ir i§ jo ekstrahuojamas
galutinis produktas.

ISgryninti galutinj produkta galima jvairiais metodais: chromatogratija (tame tarpe
ir HPLC), ekstrakcija tirpikliais, elektroforeze, taip pat kitais metodais arba jy deriniais.

Sio i$radimo objektas taip pat yra baltymo mastabavimas, kurio metu atlickamas
kultarinio skyscio (esant reikalui, i§ anksto apdoroto) filtravimas, po S§io filtravimo
atliekama sterilizuojanti filtracija, po to tirpalas koncentruojamas. Tokiu biidu gautg
skysta koncentratg galima apdoroti tokiais biidais:

a) nepertraukiamai maiSant, iSsodinant fitaz¢ ir kitus baltymus acetonu iki
galutinés jo koncentracijos 60% (tiirio procentai). Nuosédas galima i§dZiovinti vakuume
35° temperatiiroje. Susmulkinus sausus miltelius, fermentacijos produktas naudojamas
praktinio jo pritaikymo bandymuose. Sio biido galutinio produkto ideiga sudaro 90 %.

b) i8dzZiovinant purkStuvineje dZiovykloje; iSeiga - 80-99 %.

¢) sumaiSant su uZpildais, pavyzdZiui, su kvieciy s€lenomis. Gautus miSinius galima
18dZiovinti dZiovinimo arba verdancio sluoksnio kolonose.

d) stabilizuojant osmotinj slégj, pridedant, pavyzdZiui, sorbitolo. Apsaugojimui nuo
mikroorganizmy augimo naudojami konservantai, pavyzdZiui, benzoiné rugstis.

Sios apradytos keturios galutinio produkto formos gali biti parduodamos
pustabrikaciy gamintojams, kombinuoty paSary gamintojams, kitiems vartotojams ir
fermeriams.

Pateikiami pavyzdZiai yra iSradimo iliustracija ir neapriboja Sio iSradimo
pritaikymo. Sios srities specialistams nesunku suprasti, kad fitazés genas, pagal §j
iSradima, gali biiti panaudotas heterologinés hibridizacijos eksperimentuose, norint i$skirti

fitaze¢ koduojantj geng i kity mikroorganizmy risiy.

1 pavyzdys
A. ficuum NRRI. 3135 fermentacija

NRRL 3135 Aspergillus ficuum kamienas buvo gautas i§ Northern Region Research
Lab. USDA, 1815, Northern Univ. str. Peoria, JAV. Gryby spory preparatai buvo

paruoSiami pagal standartin¢g metodika.
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Sporos, 0 po to ir lastelés, daug karty buvo pers¢jamos Erlenmejerio kolbose ir
pernesamos | 10 litry fermentatoriy. Po ciklinio kultivavimo, Siame fermentatoriuje
iSaugusi kultiira buvo naudojama inokuliantu 500 litry galutinei fermentacijai.

Naudojamos terpés sudétis: 91 g/l kukuriizy krakmolo (BDH Chemicals Ltd.), 38
g/ gliukozés kristalohidrato, 0,6 g/l MgSO4-7H:0, 0,6 g/l KCl, 0,2 g/l FeSO4.7TH0O ir 12 g/l
KNO;. pH buvo palaikomas 4,6+0,3, automatiskai titruojant 4N NaOH ir 4N H,SO4
tirpalais.

Lastelés buvo auginamos 28° temperatiiroje, automatiskai reguliuojant jsotinimg
deguonimi, palaikant jo 25 %. Maksimali fitaz¢s produkcija nuo 5 iki 10 v/ml buvo

pasieckiama po 10 dieny nuo fermentacijos pradzios.

2 pavyzdys

Fitazés i§ A. ficuwm iSgryninimas ir jos savybes

A. Fitazés i$ A. ficuum aktyvumo nustatymas

Nufiltravus, 100 ul kultiirinio skys&io (jei reikia, praskiedZiama) arba supernatanto,
arba tirpiklio (kontrolei) buvo pridedama j inkubacijos tirpala:

- 0,25 M natrio acetatinis (pH 5,5) arba glicino-HCI (pH 2,5) buferinis tirpalas,

- 1 mM fitinés rigsties natrio druska,

- tirpiklis iki bendro ttrio 900 wl.

Miiinys buvo inkubuojamas 30 min. 37° temperatiiroje. Reakcija buvo stabdoma,
pridedant 1 ml 10% TChA (trichloracto rigdtis) tirpalo. Po reakcijos sustabdymo buvo
pridedama 2 ml reagento (3,66 g FeSO47H,O 50 ml amonio molibdato tirpale (2,5 g
(NH4)sM0702¢.4H,0 ir 8 ml H,SO, praskiesto 250 ml tirpiklio)). Susidariusios melynos
spalvos intensyvumas buvo matuojamas spektrofotometru 750 nm ilgio bangoje. Matavimy
rezultatai rodo, kad iSsiskyrusio reakcijos metu fosfato kiekis buvo nuo 0 iki 1 mM/l
(nustatant pagal fosfato kalibracing kreiveg).

Fosfatazés dazymas

Komponentai, kurie pasiZymi fosfataziniu aktyvumu, buvo nustatomi
izoelektrofokusavimu, naudojant jprastg daZg. Gelis buvo inkubuojamas alfa-naftilfosfato
ir Fast Garnet GBC, Sigma (atitinkamai 0,1 ir 0,2 % (svoris/tris) 0,6 M natrio

acetatiniame buferiniame tirpale, pH 5,5. Reakcija, kurios metu susidaro juodos
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nuosédos, sustabdoma metanolio ir acto ragsties miiniu, tiriy santykis 30:10 arba, norint
iSgauti baltyma su fitaziniu aktyvumu, perplaunant distiliuotu vandeniu.
B. Fitazés i$ A. ficuum iSgryninimas

Fitazé buvo gryninama i§ A. ficuum NRRL 3135 kultarinio skysCio ki
homogeninés. Kultirinis skystis buvo filtruojamas  sterilizuojancios filtracijos budu.
Filtratas buvo koncentruojamas Filtron ultrafiltracijos jrangos pagalba su 30 kD filtrais.
Reikalinga joniné jéga ir pH buvo pasiekiami, perplaunant koncentratg 10 mM natrio
acetatiniu buferiniu tirpalu, pH 4,5. Sios stadijos metu pasickiamas 20-ties karty
sukoncentravimas.

Po koncentravimo tirpalas buvo sorbuojamas ant jony mainy sorbento (kolona HR
16/10, 20 ml, su sorbentu S-sefaroze (Fast-Flow, Pharmacia), chromatogratija buvo
atlickama su pagreitinta baltymy gryninimo sistema (Waters Preparative 650 Advanced
Protein Purification System). Sorbuoti baltymai buvo eliuuojami nuo 0 iki 1 M natrio
chlorido koncentracijos gradientu, fitazé desorbavosi, esant 250 mM NaCl koncentracijai.
Frakcijos, kuriose buvo fitazinis aktyvumas, buvo koncentruojamos ir nudruskinamos
ultrafiltracijos bidu. Gautas tirpalas buvo uZpilamas ant jony mainy sorbento kolon¢les
(katijony mainy Q-sefarozé Fast Flow, HR 16/10, 20 ml, Pharmacia), baltymai buvo
eliunojami natrio acetatiniu buferiu su NaCl koncentracijos gradientu nuo 0 iki 1 M taip,
kaip apradyta aukiciau. Fitazé buvo eliuuojama, kai NaCl koncentracija pasiekdavo 200
mM.

Po $iy stadijy produkto santykinis fitazés aktyvumas buvo nuo 40 iki 50 v/mg
baltymo, buvo pasiekiamas 25 karty iSgryninimas.

Analizuojant dalinai iSgryninta fitazés preparata, buvo nustatyta vienintele
priemaiSa, kurios molekuliné mas¢ apytikriai buvo lygi 100 kD (Fig.1B, seka E).
Izoelektrofokusavimu buvo nustatyti keli fermentai, pasizymintys fitaziniu aktyvumu, tame
tarpe 3-4 fitazés formos, kuriy izoelektriniai taskai buvo tarp 5,0 ir 5,4 (Fig.1A, sekos A ir
B).

Norint gauti homogeninj fosfatazés preparata, preparatas buvo du kartus
gryninamas izofokusavimu sistemos LBB Multiphor pagalba plokstelése Ampholine PAG
(pH intervalas nuo 4,0 iki 6,5). Baltymai su fitaziniu aktyvumu (tame tarpe ir fitazé) buvo

nustatomi, daZant bendras fosfatazes, kaip nurodyta auksciau. Atitinkamos juostos buvo
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iSpjaunamos i8 gelio ir aktyvus baltymas eliuuojamas, 16 valandy inkubuojant gelio
gabaliukus 10 mM natrio acetatiniame buferiniame tirpale, pH 5,5. Baltymy trakcijos
buvo analizuojamos, norint nustatyti santykinj fitazés aktyvuma pagal 2 pavyzdyje aprasyta
metodg ir norint atskirti po analizés fitazg nuo kity rigstiniy fosfataziy. Galutinis iSvalymo
laipsnis buvo 60 karty (santykinis iSgryninto baltymo aktyvumas buvo 100 v/mg). Sioje
paskutinéje valymo stadijoje pasisekdavo igskirti fitazés izoformas (Fig.1A, sekos A ir B).

Efektyvus iSgryninimas buvo pasiekiamas, naudojant- monokloninius antikiinus A.
ficuum. Antikiinai buvo imobilizuojami ant cianobromidu aktyvuotos sefarozés 4B (5
mg/ml sorbento), gautas sorbentas buvo naudojamas imunoafininei chromatografijai.
Sorbento imlumas buvo apie 1 mg fitazes 1 ml. Fitazé buvo eliuuojama buferiniu tirpalu,
kurio pH 2,5 (100 mM HCl-glicino, 500 mM Na(Cl), chromatografijos metu nebiidavo
aktyvumo nuostoliy. §j valymo biida galima panaudoti, iSgryninant fitaze iki homogenines
i% kultiirinés terpés, vieninteles $ios stadijos pagalba. Sio bido iseiga - 80 %, idvalymo
laipsnis - 60 karty.

C. Fitazés deglikozilinimas

Fitazés i8 A. ficuurn (70 pg baltymo) buvo inkubuojama su 25 vienetais N-glikazés
(Genzyme) 0,2 M natrio fosfatiniame buferiniame tirpale, pH 6,8, su 10 mM 1,10-
fenantrolinu, bendras reakcijos tuiris - 30 ul.

Po 18 valandy inkubacijos 37° temperatiiroje deglikozilinimo laipsnis buvo
jvertinamas elektroforezes sistemos Phast System (Pharmacia) pagalba. Fitazés
molekuliné masé sumazédavo nuo 85 kD iki apytikriai 56,5 kD. DaZant cukrams
selektyviu dazu - Sifo reagentu ,- norint nustatyti polisacharidy kieki baltymo juostoje,
nebuvo rasta polisacharidy lickany baltyme. Pilnas angliavandeniy nebuvimas papildomai
buvo tikrinamas didelio jautrumo metodu - blotuojant lektinu. Natyvi ir deglikozilinta
fitazé (po 1,5 ug) buvo analizuojama clektroforezés metodu standartinémis salygomis
poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu, baltymai perneSami ant membranos
PVDF (Immobilon, Millipore) 25 mM Tris-glicininiame buferiniame tirpale, pH 8,3, su
20% metanolio 16 valandy, esant 30 V jtampai.

Po to membrana buvo inkubuojama su 1 % stambiyjy raguociy serumo albuminu
fosfatiniame bufériniamc tirpale, po to konkavalin-A-peroksidazés konjugato (Sigma) (10

pg/ml) tokiame paciame buferinaime tirpale.
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Siuo jautriu metodu taip pat nebuvo aptikta angliavandeniy liekany
deglikozilintoje fitazeje.
Po deglikozilinimo fermentas pilnai netekdavo aktyvumo, matyt del molekuliy

agregacijos.

3 pavyzdys

Fitazés aminoriigs§éiy liekany sekos nustatymas ir oligonukleotidiniy zondy konstravimas

A. Aminoriigsciy lickany sekos nustatymas i$ baltymo N-galo

Po elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsultatu ir po
izofokusavimo fitazé buvo perneSama ant membranos. Elektroblotingas buvo atlickamas
10 mM CHAPR (3-cikloheksilaminopropansultfoniné rigstis) buferiniame tirpale, pH
11,0, su metanoliu (10 % pagal turj) 16 valandy, esant 30 V jtampai, 4° temperatiiroje.

Baltymo lokalizacija buvo nustatoma, daZant Kumasi brilianto meéliu. Atitinkama
juosta buvo iSkerpama, iSblukinama metanolyje ir buvo nustatoma seka dujy-fazinio
sekvenavimo pagalba. Si procediira buvo kartojama keleta karty, naudojant skirtingus
pavyzdZius. Gauti rezultatai pateikti Fig.1A (sekos A ir B).

Lygiagreciai buvo nustatoma ir 100 kD baltymo, kuris biidavo dalinai iSgrynintame
preparate, aminoriigiéiy lickany seka. Sie duomenys pateikti Fig.1C. Nustatyta
aminorigsciy liekany seka tam tikru laipsniu buvo homologine fosfatazes, iSskirtos i$
Aspergillus niger, aminorig8¢iy liekany sekai, kuri buvo nustatyta (Mac Rac et al., 1988,
Gene, 17, 339-348).

B. Aminorigsciu lickany seky nustatymas baltymo viduryje

Baltymo skaldymas cianbromidu

Ultracentrifugavimo biidu iSvalyta homogenine fitazé buvo pridéta | 100 mM
NaHCOj tirpalg, naudojant mikrokoncentratoriy Centricon 30 (Amicon). Po to baltymas
buvo liotilizuojamas, tirpinamas 70 % (masé/tiris) trifluoracto riigstyje ir inkubuojama su
300 karty moliniu CNBr pertekliumi 6 valandas. Reakcija buvo stabdoma, praskiedZiant
inkubacijos miSinj vandeniu. Po to méginys buvo praskiedZiamas clektroforezés
poliakrilamidiniame gelyje su dodecilsulfatu buferiniu tirpalu su DTT (ditiotrietolis), ir
pagal nurodytg elektrbforezés metodikg buvo jvertinamas baltymo suskaldymas.

Analitiniams SDS elektroforezés tikslams buvo naudojamas Phast System (Pharmacia)
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elektroforezés aparatas, naudojamo gelio koncentracija buvo 20%. MaZzy peptidy
funkcionavimo elektroforezés metu padidinimui i§ pradziy buvo atlieckama elektroforeze
be méginiy, tuo bidu gaunama vienoda buferiné sistema gelyje (tai buvo atlickama,
prisilaikant gamintojo instrukcijy). Peptidai buvo nustatomi dazant sidabru; toks metodas
placiai taikomas tokiems tikslams, nes dazant Kumasi brilianto méliu, mazy peptidy
nepasiseka nustatyti. Atlikus skaldymo operacijg, buvo nustatyta, kad fitazé pilnai buvo
suskaldyta j polipeptidus, kuriy molekulinés masés buvo nustatytos 2,5, 36, 57 ir 80 kD.

Sie peptidai buvo i§skirti dujy-faziniu sekvenavimu, panaudojant elektroforezg
poliakrilamidiniame gelyje su tricinu ir natrio dodecilsulfatu, kaip aprasyta Schragger &
Jagav (1987, Anal. Biochem., 166, 368-379), po to buvo atlickamas elektroblotingas pagal
auks$Ciau aprasyta metodikg.

Fragmento, kurio molekuline masé¢ 57 kD, aminoriigséiy lickany seka i3 baltymo
N-galo buvo identiska aminortigiciy lickany sekai i3 fitazés N-galo, kuri buvo apraSyta
Ullak (1988c, supra), ji skyrési tik tuo, kad nurodytame fragmente nebuvo pirmuyjy 4
aminoragséiy liekany (Fig.1A, seka B). Peptidy, kuriy molekulinés masés buvo 2,5 ir 36
kD, aminoriigiéiy lickany seka i§ N-galo pateikta Fig.1B (sekos A ir B).

Oligonukleotidiniai zondai

Oligonukleotidiniy zondy konstravimas rémési nustatytomis aminoriigiCiy liekany
sckomis (Fig.1A ir 1B). Jy sintezé buvo atlickama DNR sintezatoriumi Applied
Biosystems ABI 380B. Sie oligonukleotidai pavaizduoti Fig.2A ir 2B.

4 pavyzdys
Genominiy kompleksy ir genominiy biblioteky hibridizacija su pirmuoju oligonukleotidy

zondy rinkiniu

Genominés DNR i§ A. ficuum buvo idskiriamos po micelio susmulkinimo skystame
azote pagal standartines metodikas (Siuo atveju naudojant metodikg Yelton et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. USA, 1470-1474). Genominé biblioteka buvo konstruojama
bakteriofago lambda EMBL3 vektoriuje, panaudojant dalinai restriktuotg Sau3A A.
ficuum kamieno NRRL 3135 chromosoming DNR (pagal standarting metodikg, aprasyt3
Maniatis et al,, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab.,
N.Y., 1982). Tokiu biidu gauta genomin¢ biblioteka sudaro 60-70 kartinj A. ficuum
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genoma. Tusdiy démiy be intarpo kontrolé bibliotekoje buvo vykdoma hibridizacijos
pagalba su labiau uZdaru fago lambda EMBL 3A fragmentu. Hibridizuojant su lambda
EMBI. 3A zondu démes, hibridizuodavosi ne daugiau 1 %. Intarpo dydis buvo 13-17
kilobaziy.

Zondy, reikalingy genominés bibliotekos skryningui, sglygy ir savybiy iSaiskinimui
genominé DNR buvo suskaldyta keliais restrikcijos fermentais, fragmentai atskirti
agarozéje ir blotuojami Genescreen aparatu pagal gamintojo rekomendacijas. Gauti
preparatai hibridizavosi su visais oligonukleotidiniais zondais. Hibridizacija buvo vykdoma
salygose, besiskirian¢iose limitavimo laipsniu (6xSSC, nuo 40 iki 60° hibridizacijos metu ir
iki 0,2xSSC 65° perplaunant). Genominés bibliotekos skryningui buvo pasirinkti zondai
1068 ir 1024 (Fig.2A), nors bendri DNR fragmentai, kurie hibridizuotysi su abiem
zondais, nebuvo rasti. Zondas 1025 Sarminei fosfatazei (Fig.3) dave specifinj diskretinj
hibridizacijos signalg. Todél jis buvo pasirinktas riigiCios fosfatazés genominés bibliotekos
skryningui.

Visy trijy zondy pagalba galima nustatyti genomingje  bibliotekoje
hibridizuojan¢iasias démes. Hibridizacijos signalas, atitinkantis zondui 1025 (rugstinés
fosfatazés), buvo intensyvus ir atsikartojantis. Zondai 1024 ir 1068 duodavo kintamo
intensyvumo hibridizacinius signalus, jie charakterizavo fitazés savybes. KryZminés
reakcijos tarp abiejy serijy nebuvo pastebétos. Buvo atliktas pakartotinis skryningas visy
trijy serijy démiy, i§ aStuoniy vienetiniy, sugebanciy hibridizuotis démiy, buvo isskirta
DNR (Maniatis et al., supra). Kiekvienoje serijoje buvo identifikuoti klonai, turintys
identiskus hibridizuojanciuosius fragmentus. Tai jrodo, kad klonuose esantys intarpai
dalinai gali persidengti vienoje ir toje pacioje genominés DNR srityje. Bet ir Siuo atveju
kryzminés hibridizacijos nebuvo (naudojant dvi serijas specifiniy fitazés zondy 1024 ir
1068). Tokiu biidu, nors abu zondai, kurie buvo naudojami dviejy klony serijy analizei,
buvo sukonstruoti pagal baltymo aminoriigi¢iy lickany i§ N-galo sekg, identifikavosi ir
klonavosi skirtingi genominés bibliotekos DNR fragmentai.

Visos trys klony serijos hibridizavosi su démémis, kuriose buvo iRNR, isskirtomis i3
aktyvuoto ir neaktyvuoto micelio (Northerm blots, 6 pavyzdys). Specifiski rugstinei
fosfatazei klonai ir iSskirtas i3 $iy klony vidinis fragmentas Sall, kurio ilgis 3,1 kilobazés,

hibridizavosi tik su indukuotos iRNR pavyzdZiais. Identifikuotos su specifiniais rugstines
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tosfatazés zondais iRNR ilgis buvo apytikriai 1800 baziy, tai atitinka Zinomam baltymo
dydziui (68 kD pagal Ullak & Cummins, 1987, Prep. Biochem., 17, 397-422). Specifiski
fitazei klonai nesihibridizavo su specifiskomis iRNR. Todél mes padareme isvada, kad
aprasytosios metodikos pagalba negalima klonuoti geno, koduojancio fitazg. Kita isvada -
$is metodas néra blogas, nes jo pagalba buvo klonuotas genas, koduojantis riigSting
fosfataze. Lambda klonas, turintis savyje rigdtinés fosfatazes gena, buvo perduotas
saugojimui | Centrinj gryby kulttry biurg Baarn, Olandija (Central Bureu voor
Schimmelentures. Baarn, Netherlands) 1989 m. balandZio 24 d., kuriam buvo suteiktas
numeris CBS 214.89. I§ démés Z1 buvo isskirtas BamHI fragmentas, kurio ilgis 10
kilobaziy, kuris buvo klonuotas | pUCI9. Sis paklonis turi pilng gena, koduojantj rugsting
fosfatazg. Paklonis, paZymétas pAF 1-1 (Fig.5), buvo perduotas saugojimui 1989 m.
balandZio 24 d., jam buvo suteiktas numeris CBS 213.89.

5 pavyzdys

Geno, koduojandio fitaze, i$skyrimas, naudojant antrajj oligonukleotidiniy zondy rinkinj

Zondai buvo konstruojami pagal aminoriigiéiy lickany sekas i$ peptidy fragmenty
N-galy, kurie buvo gaunami skaldant baltymg CNBr (Fig.2B, zondai 1295,1236 ir 1297), ir
buvo hibridizuojami, kaip aprasyta auksciau, su genomine DNR. Siy zondy tinkamumas
fitaze koduojandio geno nustatymui buvo tikrinamas, hibridizuojant juos su genominiais
kompleksais (Southern hybridization). Siuo atveju, naudojant visus tris zondus, buvo
gaunami hibridiniai atitinkamo ilgio fragmentai, neZitirint | tai, kad zondai buvo
sukonstruoti i§ persidengianciy sri¢iy. Nebuvo hibridizacijos tarp naujo zondy rinkinio ir
klony, atrinkty pirmuoju zondy rinkiniu (4 pavyzdys). Todel buvo atlikti specialis
pakartotiniai genominés bibliotekos skryningo su trimis zondais bandymai. Taip pat
nustatyta pogrupés (lambda AF 201, 219, 241 ir 243) klony, kurie buvo atrinkti su vienu i8
trijy zondy, su kitais dviem zondais hibridizacija. Tai parodo, kad naudojant tris skirtingus
zondus, buvo iskirti klonai i§ vienos ir tos paios genomo srities. Buvo pabandyta
hibridizuoti naujai atrinktus klonus su zondais 1024 ir 1068. Abiem atvejais nauji klonai su
$iais zondais nesihibridizavo tokiose sglygose, kuriose Sie zondai hibridizavosi su i(lonais,

atrinktais $iy zondy pagalba (4 pavyzdys). Tai jrodo, kad naujai atrinkti klonai buvo
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nehomologiniai zondams, sukonstruotiems pagal fitazés N-galo aminoriigsciy lickany
seka.

Klonas lambda-EMBL3, kuris hibridizavosi su visais trimis zondais (1295, 1296 ir
1897), buvo pavadintas lambda-AF201 (Fig.4). Jis buvo perduotas saugojimui 1989 m.
kovo 9 d., jam buvo suteiktas numeris CBS 155.89.

Klono AF201 BamHI fragmentas, kurio ilgis 5,1 kilobaziy, subklonuotas | pUCI19
ir pazymétas pAF 2-3 (ZiGr. Fig.4), hibridizavosi su visais trimis oligonukleotidiniais
zondais ir buvo naudojamas blotingui. Siuose eksperimentuose buvo iSskirta diskretiné
iRNR, kurios ilgis buvo 1800 baziy. Si iRNR buvo tik aktyvuotuose miceliuose. Panasis
rezultatai buvo gauti, naudojant oligonukleotidinius zondus. Todél, naudojant naujg zondy
rinkinj, buvo identifikuotas bendras DNR fragmentas, kuris specifiSkai hibridizavosi su
indukuota iRNR. Sios RNR ilgis (1800 baziy) yra pakankamas baltymo, kurio molekuliné
masé yra apie 60 kD, kodavimui, ty. tokio pat dydZio, kaip ir neglikozilintas fitazes

baltymas. Akivaizdu, kad i§skirtuose fragmentuose yra bent dalis geno, koduojancio fitaze.

6 pavyzdys

“Neindukuotos” ir “indukuotos” iRNR isskyrimas

I§ literatiros Zinoma, kad fitazés sintezé¢ A. ficuum lasteleése grieZtai
kontroliuojama priklausomu nuo fostato mechanizmu (Han & Callagher, 1987, J. Industr.
Microbiol., 1, 295-301). Todél mes laikéme, kad parodzius panaSy reguliacijos
mechanizmag iSskirtam genui, mes jrodysime $io geno klonavima.

Norint iskirti iRNR, sintezuojamg produktyviomis ir neproduktyviomis sglygomis,
A. ficuum lastelés (kamienas NRRL 3125) buvo auginamos tokiu biidu. I$ pradZiy sporos
buvo auginamos per naktj neindukuojanéioje terpéje. Kitg dieng buvo surenkamas micelis,
perplaunamas steriliu vandeniu ir perne§amas j aktyvuojancig ir neaktyvuojancia terpes,
kurios sudétis: 20 g/l kukuriizy krakmolo, 7,5 g/l gliukozés, 0,5 g/l MgSO4.7H,0, 0,2 g/l
FeSO4.7H,0 ir 7,2 g/l KNO;. Fitazés indukcijai } terpe buvo pridedama iki 2 g/l kukuruzy
ekstrakto, o j neindukuojancia terpe jdedama iki 2 g/l K2HPO4. Micelis buvo auginamas
ne maZiau 100 valandy, imant méginius po tam tikro laiko tarpo. Fitazés produkcija buvo
kontroliuojama pagal metodika, aprasyta 2A pavyzdyje. Denatiiruota DNR buvo iSskirta

elektroforezés ir bloto Genescreen plus aparate biidu. Gautos démés buvo
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hibridizuojamos su Zymétu 32p pAF 2-3 arba su isskirtu i§ pAF 1-1 Sall tragmentu, kurio
ilgis 3,1 kilobaziy pagal 4 pavyzdj (riigstines fosfatazcs atveju). Sio eksperimento rezultatai
pateikti 2 lentel€je.

2 lentelé

Démiy hibridizacija su specifiniu fitazei fragmentu Bamll, kurio ilgis 5,1 kilobaziy
(A), arba specifiniu rugstinei fosfatazei fragmentu Sall, kurio ilgis 3,1 kilobaziy (B),
naudojamy zondais. Zenklas + parodo esant fitazés iRNR, kurios ilgis 1800 baziy, arba
rugitinés fosfatazés iIRNR, kurios ilgis 1800 baziy. Santykinis fitazés aktyvumas buvo
nustatomas meéginiuose, gautuose po 24 valandy kultivavimo. Aktyvuotose kultlirose
fitazés aktyvumas buvo 10 karty didesnis, nei neaktyvuotose.

Laikas | Aktyvuota kultiira Neaktyvuota kultiira
A 24 valandos + -
B 24 valandos + -

Hibridizacija tarp specifinio fitazei fragmento BamHI, kurio ilgis 5,1 kilobaziy, ir
specifinio riigitinei fosfatazei fragmento Sall, kurio ilgis 3,1 kilobaziy, su iSskirta iRNR
vyko tik tais atvejais, kai lastelés buvo auginamos indukuojanciomis fitazés ir rigstines
fosfatazés biosinteze salygomis. I§ §iy rezultaty buvo padaryta iSvada, kad Sie iSskirti genai

yra reguliuojami aprasytais fitazés ir riigdtinés fosfatazes reguliavimo mechanizmais.

7 pavyzdys

Fitazés geno klonavimo jrodymas

Norint neginéijamai jrodyti, kad sékmingai iSskirtas fitaz¢ koduojantis genas ir
pademonstruoti galimybe padidinti jos ekspresijos lygi, Sis genas buvo subklonuotas |
atitinkama vektoriy ir juo buvo transformuotos A. niger 402 (ATCC 9092) kamienas. Siam
tikslui buvo idskirtas fitazés genas is klono lambda AF 201 fragmento Nrul pavidalu, kurio
ilgis 10 kilobaziy, ir jis buvo klonuotas Stul saite vektoriuje pAll 1-3, kuriame
selektyvumo markeris buvo atsparumas fleomicinui (Mathern LE. & Puni P.J,, 1988,
Fungal Genetics Newsletter, 33, 25). Gautas darinys buvo pavadintas pAF 28-1 (Fig.4) ir
buvo transformuotas j A. niger 402 kamieng pagal metodika, apraytg 9 pavyzdyje, su tuo
skirtumu, kad protoplastai buvo uZneSami ant minimalios Aspergillis kultiirinés terpées, |
kurig buvo pridedama 30 pg/ml fleomicino ir kietinama su 0,75 % agaro. Atskiri

transformantai po atrankos buvo valomi ir buvo nustatomas jy produktyvumas, auginant
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mikrobiologinése kolbose, kaip apraSyta 1 ir 2 pavyzdZiuose. Kontrolei buvo naudojami
transformantai, turintys savyje tik vektorius arba netransformuotas Igsteles-recipientes (3
lentel¢). Buvo nustatyta, kad fitaze, susiriSancig su specifiniais antikiinais fitazei 1§ A.
ficuum, sintetino tik A. niger 402 kamienas, kuris turéjo pAF 28-1. Fermentas, kuris riosi
su nurodytais antikiinais, buvo eliuuojamas nuo imunoafininio sorbento esant pH 2.5.
Pagal molekuling mase, glikozilinimo laipsnj, izoelektrinj tadkg ir santykinj aktyvuma
eliuuotas baltymas nesiskyré nuo fitazes i8 A. ficuum. Sie duomenys pilnai jrodo, kad
lastelés A. niger 402, transformuotos pAF 28-1, ekspresuoja fitazg, praktiskai identiskg

fermentui i§ 4. ficuum. Analogiska ekspresija kontroléje nebuvo pastebeta.

3 lentele
Kamienas Fitazes aktyvumas, Sorbuotos imunosorbentu
v/ml fitazés kiekis, %
A. niger 402 0,5 0
A. niger 402 pAF 28-1 0,7 10
A. niger 402 pAN 8-1 0,5 0

Gryby kamienai buvo auginami aktyvuojancioje terpéje (6 pavyzdys).

Méginiai buvo paimami po 96 valandy nuo kultivavimo pradZios.

8 pavyzdys

Fitazés geno charakteristika

Lambda klonai, kuriuose yra fitazés genas, buvo analizuojami jvairiy restrikcijos
fermenty pagalba. Genominés srities, kurioje yra fitazés genas, Zemelapis pateiktas Fig.4.

Auksciau (5 pavyzdys) buvo parodyta, kad esanfiame pAF 2-3 BamHI fragmente,
kurio ilgis 5,1 kilobaziy, yra bent dalis fitazés geno. Be to, oligonukleotidinai zondai 1295
ir 1237 hibridizavosi su Sall intarpu pAF 2-7 (Ziiir. Fig.2B; klony pAF 2 padétys nurodytos
Fig.4), kai zondas 1236, matyt, riSasi su saitu Sall tarp fragmenty pAF 2-6 ir pAF 2-7.

Siy eksperimenty rezultatai parodo, kad koduojanti fitaze seka yra lokalizuota
kairéje BamHI intarpo dalyje plazmidéje pAF 2-3.

Sekanciy bandymy metu buvo pilnai i$8ifruota intarpy plazmidése pAF 2-3, pAF 2-
6 ir pAF 2-7 nukleotidy seka. Siam tikslui buvo naudojama didezoksi-grandZiy
nutraukimo metodika (Sauger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463-5467) ir
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bombardavimo metodika, aprasyta Messing et al., 1981, Nucl. Acids Res., 9, 309-321.
Specifiski oligonukleotidai sintetinami pagal nukleotidy sekas, gautas sekvenavimo metu.

Klony pAF 2-3, pAF 2-6 ir pAF 2-7 pilna nukleotidy seka, jjungiant ir
chromosominj titazés geno lokusa, pateikta Fig.6, o lokuso schema - Fig.7.

Analizuojant ar gali pilna nukleotidy scka koduoti baltyma, buvo nustatyta, kad N-
galo aminoriigs¢iy liekany scka suformuotoje baltymo molekuléje koduojama nukleotide
sritimi, kuri yra 381 padétyje (pagal Ullak duomenis, N-galas lokalizuotas 369 padctyje).
Taip pat nustatyta, kad vidiniy peptidy fragmenty, kuriy molekulinés masés 53 ir 2,5 kD
(zir. Fig.1B, sekos B ir A), N-galo scka koduojama nukleotidy sekomis, kurios yra
atitinkamai 1101 ir 1548 padétyse. Atviras skaitymo rémelis baigiasi 1713 padétyje.

Sie rezultatai pilnai patvirtina, kad fitazg¢ koduojanti DNR seka yra apraSytame
auks¢iau chromosominiame lokuse.

Nuskaitomoje sekoje, kuri yra prie atviro nuskaitymo rémelio subrendusio baltymo
sekos, 3’ kryptimi nuo chromosominés nukleotidy sekos, kuri koduoja pilng fitazes
molekule, nesurastas startinis kodonas ATG. Taciau, remiantis Salia esanc¢ios Zonos tarp
egzono ir introno savybémis, galima postuluoti, kad yra intronas tarp nukleotidy 254 ir
355. Galima laikyti, kad ATG kodonas yra 210 padétyje sekos, kuri apima subrendusios
fitazés kodavima. Atkurta aminoriigiciy lickany seka i$ nukleotidy sekos baltymo N-galo
pilnai atitinka sekai, atsakingai uz sekrecijos signalg, kurig nustaté von Heyne (Eur. J.
Biochem., 1983, 133, 17-21). |

Norint patvirtinti i§sakytas hipotezes, buvo pabandyta iSskirti fitazés kDNR
amplifikacijos pagalba su specifiniu pradmeniu, naudojant kaip matrica bendros
populiacijos iRNR/DNR. Procediira aprasyta Zemiau.

Poli-A+RNR isskyrimas i§ Aspergillus ficuum
Bendra RNR buvo iiskirta i§ A. ficuum NRRL 3135 kamieno, kultivuojamo

aktyvuojandioje terpéje, kaip apraSyta 6 pavyzdyje. Sausas micelis buvo uzSaldomas
skystame azote ir susmulkinamas. Po to milteliai buvo homogenizuojami
homogenizatoriuje Ultra-Turrax 1 minutg, maksimaliu greiciu 3M LiCl ir 6M karbamido
tirpale, 0° temperatiiroje. Homogenizatas buvo paliekamas nak¢iai 4° temperatiiroje, kaip
apraSyta Auffrey & Raugear (Eur. J. Biochem., 1980, 187, 303-314). Bendra lasteliné

RNR buvo gaunama po 30 minuciy centrifugavimo, esant 16000 g, ir po dviejy, viena po
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kitos einanciy, ekstrakcijy fenolio, chloroformo ir izoamilo alkoholio miSiniu (50:48:2).
RNR buvo iSsodinama etilo alkoholiu ir praskiedZiama iki 1 ml 10 mM Tris-HCI buferiniu
tirpalu (pH 7,4) su 0,5 % natrio dodecilsulfato. Poli-A+RNR atrankai bendra RNR buvo
pasildoma 60° temperatiiroje 5 minutes ir uZne$ama ant oligo(dT)-celiuliozés. Po keliy
perplovimy tirpalu, kuriame buvo 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) su 0,5 % natrio
dodecilsultato ir 0,1 M NaCl, poli-A+RNR buvo eliuuojama 10 mM Tris-HCl buferiniu
tirpalu, pH 7,4, su 0,5 % natrio dodecilsulfato.
Fitazés kDNR fragmenty klonavimas

kDNR sekos, koduojancios fitazg, buvo iSskirtos dviem fragmentais grandininés
polimerazin¢s reakcijos (GPR) pagalba. Pagal genomine fitaz¢ koduojanciag seka,
parodytg Fig.6, buvo konstruojami oligonukleotidiniai pradmenys:

oligo 1: 5’-CGG TAG AAT TCA AAA ATG GGC GTCTCT GTC GTT CTA-3
oligo 2: 5-AGT GAC GAA TTC GTG CTG GTG GAG ATG GTG TCG-3’
oligo 3: 5-GAG CAC CAA GCT GAA GGA TCC-3’

oligo 4: 5’-AAA CTG CAG GCG TTG GCT GTG ATT GTT TAA AGC C-3

Oligo 1 seka yra §-kryptimi nuo startinio ATG kodono (padétys 210-231) ir
flankuojanciu per 5’ ribg saitu EcoRI. Oligo 2 seka yra prie saito Sall 3’-kryptimi (padétys
1229-1109) ir taip pat flankuota papildomu saitu EcoRI. Oligo 3 seka yra prie saito
BamHI (padeétys 845-865). Oligo 4 seka yra nukleotidy seka 5’-kryptimi nuo fitazés stop
kodono (padétys 1890-1867) ir flankuota papildomai Psal saitu.

Grandinin€ polimeraziné reakcija buvo vykdoma pagal Taq polimerazés gamintojy
(Cetus) rekomendacijas. Kaip matrica fitazés N-galo sekos amplifikacijos reakcijoje buvo
naudojamas auks¢iau paminéty iRNR/KDNR hibridy tirpalas (1,5 ul), kaip pradmenys
buvo naudojami oligo 1 ir oligo 2 (po 0,3 ug kiekvieno), ir oligo 3 ir oligo 4 C-galo sekos
tos pacios kDNR amplifikacijos reakcijoje (Zitr. Fig.3). Po 7 minuciy denatiracijos 100°
temperaturoje ir pridéjus 2 vientus Taq polimerazés, amplifikacijos reakcija buvo
vykdoma 25 ciklus Perkin Elmer amplifikatoriuje (Cetus) (kiekvienas ciklas po 2 minn.
55° 3 min. 72° 1 min. 94° temperatiirose). Paskutiniame cikle denatiiravimo stadija buvo
praleidziama. Po restrikcijos (EcoRI N-galo kDNR sekai ir BamHI ir Pstl C-galo kDNR
sekai) abu kDNR fragmentai buvo klonuojami j atitinkamus saitus plazmidéje pTZ18R

(P. range).
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Abiejy gauty nukleotidy fragmenty sekos buvo nustatomos didezoksi-grandZiy
nutraukimu (Sanger, supra), naudojant sintetinius oligonukleotidus, sukonstruotus pagal
chromosominio fitazés geno seka. Sie oligonukleotidai buvo naudojami pradmenimis,
matrica buvo amplifikuota kDNR. KDNR srities seka, koduojanti fitaze, ir pagal jg iSvesta
$io fermento aminoriigsciy lickany seka pateikta Fig.8.

kDNR analizé patvirtino esant intronus nusakytoje lokalizacijoje, ir parodyta, kad
néra chromosominéje geno sekoje Kity introny. Fitazés genas koduoja pirminj trasliacijos
produkta, kuris susideda i§ 487 aminorug3ciy liekany, jo molekuliné mase 51091 D. Po
pirminio produkto procesingo, kurio metu atskeliamas signalinis peptidas, susidaro
subrendes baltymas, pasizymintis fitazés aktyvumu, jo sudétyje yra 444 aminorugscéiy
liekanos (jskaitant 4 pirmas liekanas, kurias minéjo Ullak), Siuo atveju molekuliné mase

yra 49232 D.

9 pavyzdys

Fitazés superekspresija Aspergillus genties grybuose po papildomy genominiy fitazes DNR

seky iterpimo
Ekspresijos vektoriaus konstravimas

Visi vektoriai buvo konstruojami, naudojant standartinius molekulinés biologijos
metodus, kurie apradyti laboratoriniame klonavimo vadove (Maniatis et al., Molecular
Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y., 1982).

Ekspresijos vektorius pAF 2-2S buvo gaunamas, subklonuojant pvull DNR
fragmenta, kurio ilgis 6 kilobazés, i§ genominio fitazés lambda-AF201 klono | Smal saitg
(Fig.9). Tokiu biidu gauta plazmidé buvo paZyméta pAF 2-2 (Fig.4). Selektyvumo
markeriu transformacijoje | Aspergillus buvo naudojamas EcoRI/Kpnl DNR fragmentas i3
plazmidés pGU 325 (Wernars K., Thesis, Agr. Univ. Wageningen, Netherlands, 1986),
kurioje yra homologinis amdS genas i§ Aspergillus nidulans. Sis fragmentas buvo jterptas |
EcoRI/Kpnl saitg plazmidéje pAF 2-2. Tokiu bidu sukonstruotas ekspresijos vektorius
buvo paZzymétas pAF 2-28. Jis parodytas Fig.9.
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A A. ficuumn NRRL 3135 kamieno fitazés superekspresija

Plazmidé pAF 2-2S buvo jvedama | A. ficuum kamieno NRRL 3135 Igsteles
transformacijos metodu, apraSytu Tilburn J. et al.,, (Gene, 1983, 26, 205-221) ir Kelly J. &
Hynes M. (EMBO, J., 1985, 4, 457-479) su Siais pakeitimais:

- micelis buvo auginamas gryby Aspergillus minimalioje terpéje (Cove D., Biochem.
Biophys. Acta, 1966, 113, 51-56), praturtintoje 10 mM arginino iir 10 mM prolino, 30°
temperatiroje 16 valandy mikrobiologinése kolbose, purtomose 300 apsisukimy per
minute dazniu.

- formuojant protoplastus, vietoj chelikazés buvo naudojama Novozym 234 (Novo
Industry).

po 30 minuciy po protoplasty susidarymo j suspensija buvo jdedama 1 suspensijos
tiris STC (1,2 M sorbitolo, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM CaCl,) buferinio tirpalo ir
centrifuguojama esant 2500 g 4° temperatiiroje 10 minuciy, po to protoplastai i$plaunami
ir suspenduojami STC buferiniame tirpale taip, kad lgsteliy koncentracija buty lygi 10°
lasteliy 1 ml.

- | 100 ul protoplasty suspensijos buvo pridedama plazmidiné DNR 10 ul TB
buferinio tirpalo (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, ir 0,1 mM EDTA).

- po protoplasty suspensijos su DNR 25 minuciy inkubacijos 0° temperatiiroje
laSinant buvo pridedama 200 ul polietilenglikolio tirpalo (25 % polietilenglikolis 4000,
Merck) ir 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, su 50 mM CaCl; ). Po to, pastoviai maiSant, l¢tai
pripilama dar 1 ml polietilenglikolio tirpalo (60 % polietilenglikolis 4000, iStirpintas 10
mM Tris-HCl, pH 7,5, su 50 mM CaCl;). Po inkubacijos kambario temperatiiroje
suspensija buvo praskiedZiama STC buferiniu tirpalu, sumaiSoma purtant ir
centrifuguojama 2000 g 4° temperatiroje 10 minuciy. Protoplastai buvo atsargiai
resuspenduoti 200 ul STC buferinio tirpalo ir uZsluoksniuoti ant minimalios Aspergillus
gryby auginimui terpés, kurioje papildomai buvo 20 mM acetamido, kaip vienintelio azoto
Saltinio, 15 mM CsCl ir 1 M sacharozés; terpé buvo sukietinta 0,75 % bakteriologiniu
agaru #1 (Oxoid). Auginama 35° temperattiroje 6-10 dieny.

Buvo atrinkti atskiri transformantai, pazyméti SP4, SP7 ir SP8, iSvalyti ir buvo
tikrinamas jy sugebéjimas sintetinti fitaze, auginant mikrobiologinése kolbose, pagal 1 ir 2

pavyzdZiuose apraSyta metodika. AnalogiSkos operacijos buvo atlieckamos su
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transformantais, kuriuose buvo tki vektorius (amdS genas plazmidéje pVC 19), arba su
netransformuotais recipientais (kontroliniai bandymai).

Gryby kamienas buvo auginamas aktyvuojan&iomis salygomis (Zitr. 6 pavyzd),
pavyzdZiai analizei buvo imamai po 96 valandy kultivavimo. Buvo analizuojamas fitazes
aktyvumas (4 lentel¢) ir vykdomas elektrofokusavimas poliakrilamidiniame gelyje.

4 lentele
Produkcijos sustipréjimas po kamieno transformacijos

Kamienas Fitazés aktyvumas, v/ml
A. ficuum 0,6
A. ficuum +kontroliné plazmide 0,6
A. ficuum pAF 2-2S SP8 78
A. ficuum pAF 2-28 SP7 6,7
A. ficuum pAF 2-28 SP4 4,3

Méginiy, gauty auginant vienodomis sglygomis A. ficuum it A, ficuum pAF 2-2S
kultiiras, vienodi tiriai buvo analizuojami izofokusavimu poliakrilamidiniame gelyje
(Phast System, Pharmacia) pH intervale nuo 4,5 iki 6,0. Elektroforezé buvo atlickama
pagal gamintojo rekomendacijas. Gelis buvo daZomas Kumasi brilianto meliu bendram
baltymui (Fig.10B) arba dazu, selektyviu fosfataziniam aktyvumui, kaip apraSyta 2
pavyzdyje (Fig.10A).

Be to buvo naudojama fitazé i§ A. ficuum, i3gryninta ki homogeniskos
imunoafininés chromatografijos pagalba, kaip apraSyta 7 pavyzdyje, vicna arba miSinyje su
kultariniu skysciu.

Kaip buvo paZyméta aukiCiau, fitaze atskiruose méginiuose bilina jvairiose
izoformose (paZymétos Zvaidzdutémis). ISgryninta fitaze, dazant abiem budais, duoda
gerai matomas juostas 3 ir 4, kurios atitinka dviems fitazés izoformoms (A ir B).
Analogiskos juostos gaunamos, daZant fitazg, gautg iS tévinio kamieno A. ficuum.
Transformuotame kamiene pAF 2-2S SP7 jos yra intensyvesnes.

B. Fitazés superekspresija grybuose 4. niger CBS 513.88

Ekspresijos vektorius pAF 2-2 buvo jterptas i lgsteles A. niger CBS 513.88, jas
transformuojant, kaip aprasyta A. ficuumn atveju. Transtormantai buvo i$skiriami, iSvalomi
ir buvo nustatom.as ju sugebéjimas produkuoti fitazg, auginant mikrobiologinése kolbose

indukuojandiose salygose, kaip apraSyta 6 pavyzdyje. Ekspresijos lygis atskiruose



32 LT 3957 B

transformantuose, paZymétuose pAF 2-2S #8, #20 ir #33, o taip pat kontroliniuose
kamienuose buvo nustatomas, kaip aprasyta 9A pavyzdyje, duomenys pateikti 5 lenteleje.

5 lentele
Fitazés produkcija transformuotose su pAF 2-2S A. niger CBS 513.88 lastelese

Kamienas Fitazés aktyvumas, v/ml
A. niger 0,2
A. niger + kontroliné plazmide 0,2
A. niger pAF 2-2S #8 14
A. niger pAF 2-28 #33 5
A. niger pAF 2-28 #20 4

Fitazés ekspresijos lygis transformuotose A. niger lastelése buvo panaSus
ekspresijos lygiui A. ficuum kamienuose. Be to, parodyta, kad A. ficuum fitazés
promotorius yra aktyvus A. niger kamienuose.

Tolimesné analizé buvo atliekama, naudojant transformuoty lgsteliy pAF 2-25 #8
kamieno kultirinj skystj elektroforezés ir izofokusavimo pH intervale nuo 4,5 iki 6,0
poliakrilamidiniame gelyje pagalba elektroforezés aparate (Phast System, Pharmacia)
pagal aukiciau apradyta metodikg. Vienodi supernatanto tiriai tévinio kamieno A4. niger ir
transformuoty lasteliy pAF 2-2S #8, iSauginty vienodomis sglygomis, buvo jdedami j gelj,
kuris buvo daZomas po elektrofokusavimo, kaip apraSyta auksCiau.

Tévinis kamienas A. niger sintetino labai nedidelj fitazés kiekj ir tokio kiekio
nepasiseké aptikti elektroforezes pagalba. Kamienas pAF 2-2S #8 produkavo mazdaug 90
karty didesnj fermento kiekj, nei tévinis kamienas. Sis skirtumas gerai matomas Fig.11.

Buvo nustatytos kelios fermento formos (paZyméta Zvaidzdutémis). Dazant visus
baltymus, buvo nustatyta, kad atitinkamy juosty intensyvumas labai padideja, tuo tarpu

kity baltymy juostos neisrySkeja.

10 pavyzdys

Fitazés ekspresija transformuotose ekspresijos vektoriais 4. niger lastelese, kuriose yra

fitazés genas i$ A, ficuum, sujungtas su promotoriumi ir/arba signaline amilogliukozidazés

(AG) seka i§ A. niger

Ekspresijos vektoriy konstravimas
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Norint pasiekti fitazés superekspresja A. niger lastelése, buvo sukonstruoti
papildomi ekspresijos blokai, kuriuose fitazés i§ A. ficuum genas kontroliuojamas
amilogliukozidazés (AG) promotoriumi i3 A. niger deriniuose su skirtingomis signalinémis
sekomis. Plazmidése p18FYT3 ir p24FYT3 yra atitinkamai 18 ir 24 aminoragsciy lickanos
geno AG i§ A. niger lyderines sekos, sujungtos su fitazés geno fragmentuy, kuris koduoja
subrendusj baltyma. Ekspresijos vektoriuje pFYT3 promotoriaus AG seka sujungta su
seka, koduojandia fitazg, kurioje yra limituojanti $io baltymo-biosintez¢ seka.
p18FYT3 konstravimas

Promotoriaus AG sujungimas su 18 aa AG-lyderine scka su seka, koduojancia
pilnai suformuotg fitazg, buvo atlickamas grandininés polimerazinés reakcijos pagalba.
Buvo naudojamos dvi skirtingos matricos: pAF 2-2S, kurioje yra, kaip aukSCiau minéta,
pilnas fitazés genas, ir pABC-1-plazmid¢, kurioje yra pilnas AG lokusas i§ A. niger,
igskirtoje i§ A. niger plazmidinés bibliotekos, kurioje yra HindII fragmentai, kuriy ilgis 13-
15 kilobaziy, plazmidéje pVC19. ISskyrimui buvo naudojami AG specifiniai
oligonukleotidai:

AG-1 5.GAC ATT GGC TAC ACC AGC ACC GCA ACG GAC ATT GTT TCC CCC-3’
AG-2 5°-AAC CAG CCA TTG CCC GAA GCC GAT-¥

Abu oligonukleotidai buvo gauti pagal A. niger nukleotidy sekg (Boel et al., 1984, EMBO
J., 3, 1097-1102; Boel et al., 1984, Mol. & Cell. Biol., 4, 1306-1315). Oligonukleotidiniai
zondai buvo konstruojami remiantis seka, kuri yra aplink introng 2: oligo AG-1
lokalizuotas 3’-kryptimi introno atzvilgiu ir turi tokj patj poliariskuma, kaip ir AG iRNR,
o ologo AG-2 yra 5’-kryptimi nuo introno 2 ir yra antilygiagretus AG iRNR. Plazmid¢je
pAB 6-1 yra AG genas HindIII fragmente, kurio ilgis yra 14,5 kilobaziy.

Kaip amplifikacijos pradmenys buvo naudojami keturi sintetiniai oligonukleotidai
tokios struktiiros:

Oligo 1 5-CTC TGC AGG AAT TCA AGG TAC-3 (AG specifin¢ scka aplink
EcoRI saita, apytikriai 250 kilobaziy 3’-kryptimi nuo ATG-startinio

kodono)

Oligo 182  5-CGA GGC CGG GACTGC CAG TGC CAA CCC TGT GCA GAC-¥
subrendusi fitazé 18 AA AG-lyderin¢ seka

Oligo 18-3  5-GTC TGC ACA GGG TTG GCA CTG GCA GTC CCC GCCTCG-3
18 aa AG -lyderiné seka - subrendusi fitaze

Oligo 4 5-GGC ACG AGG ATC CTT CAG CTT-¥ (specifiné  fitazei seka,
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lokalizuota BamHI saite 861 padétyje)

Grandininé polimerazine reakcija buvo vykdoma pagal Saiki et al. metodikg (1988,
Science, 239, 487-491) su nedideliais pakeitimais (Zitir. 8 pavyzdj).

Sujungimui AG sekos su fitaz¢ koduojancia seka buvo atlickamos dvi atskiros
grandininés polimerazinés reakcijos. Pirmojoje - ampilfikacijai DNR fragmentui, kurio
ilgis 300 baziy pory, kuriame yra 3° AG sritis - promotoriaus ir 18 aa AG lyderine seka,
tflankuota 3’ gale fitazes geno nukleotidais, pradmenimis buvo naudojami oligonukleotidai
1 ir 18-2, kaip matrica buvo naudojama pAB 6-1. Antrojoje reakcijoje buvo naudojama
matrica pAF 2-2 ir oligonukleotidai 18-3 ir 4 kaip pradmenys, amplifikuojant DNR
fragmenta, kurio ilgis 600 baziy pory, ir kuriame yra fitazes geno 5’-sritis, flankuota 5’ gale
18 signalinio peptido AG nukleotidy. Amplifikacijos procediira schematiskai pavaizduota
Fig.13.

Tokiu budu gauti DNR fragmentai buvo valomi elektroforezés poliakrilamidiniame
gelyje pagalba, i8sodinama etanoliu, o po to jie buvo naudojami kaip matricos treciojoje
grandinin€je polimerazin€je reakcijoje su oligonukleotidais 1 ir 4, kaip pradmenimis,
sujungiant AG-fitazes sekas. Susidares DNR fragmentas buvo skaldomas EcoRI ir BamHI
ir subklonuojamas | plazmide pTZI18R. Gautas kompleksas buvo sekvenuojamas ir
pazymetas p18FYTI.

Kita AG promotoriaus seka, einanti 3’-kryptimi, kurios ilgis 3,5 kilobaziy, buvo
gauta, skaldant plazmide¢ pAB 6-1 Kpnl ir dalinai EcoRI, po to sujungta su EcoRI/BamHI
fragmentu i§ plazmidés p18FYTI, kurio ilgis 1,1 kilobazés, ir klonuotas | Kpnl/BamHI
saitus plazmidéeje pTZ18R. Tokiu blidu gauta plazmidé pavaizduota Fig.15. Papildomas
HindlII saitas buvo jterpiamas, jvedant sintetinj fragmenta:

5-  AAT TCA AGT TTG ¥
3- GT TCG AACTTA A ¥

1 EcoRI saita, kuris flankuoja amdS gena plazmidéje pAF 2-2S. Tokiu biidu gauta
plazmide buvo paZzymeta pAF 2-2S (Fig.14) ir ji buvo naudojama pradine plazmide,
pakeiciant titazés promotoriaus seka DNR fragmentais, gautais polimerazin€s grandinin€s
reakcijos pagalba sulietomis AG ir fitazés sekomis.

Paskutiniame konstravimo etape plazmidés p18FYT2 ir pAF 2-2S buvo skaldomos
Kpnl ir dalinai BamHI. Plazmidés p18FYT2 DNR fragmentas, kurio ilgis 4,6 kilobaziy, ir
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plazmidés pAF 2-2S fragmentas, kurio ilgis 11 kilobaziy, po isskyrimo buvo valomi
elektroforezés pagalba, po to buvo liguojami ir pernesti | E. coli. Tokiu biudu gautas
ckspresijos vektorius buvo pavadintas p1 8FYT3 (Fig.15).
Plazmidés p24FYT3 konstravimas

Promotoriaus ir 24 aa AG lyderinés sekos su seka, koduojanéia subrendusj fitazes
baltyma, sujungimas buvo vykdomas polimerazinés grandininés reakcijos pagalba pagal
metodika apraSyta auk3éiau, konstruojant plazmide p18FYT3, su tuo skirtumu, kad
pradmenimis buvo naudojami kiti oligonukleotidai:

Oligo 24-2: 5§- CGA GCC CGG GACTGC CAG GCG CTT GGA AAT CAC ATT-3’;
subrendusi fitazé; 24 aa AG - lyderin€ seka

Oligo 24-3:  5-AAT GTG ATT TCC AAG CCC CTG GCA GTC CCC CCCTGC-3;
24 aa AG - lyderiné seka - subrendusi fitaze

Buvo vykdomos dvi skirtingos polimerazinés reakcijos. Pirmosios reakcijos metu
buvo naudojama matrica pAB 6-1, o oligonukleotidai 1 ir 24-2 naudojami kaip pradmenys,
amplifikuojant DNR fragmenta, kurio ilgis 313 baziy pory, kuriame yra promotoriaus AG
3-sritis ir 24 aa AG lyderiné seka, flankuota 3’-gale fitazés geno 18 nukleotidy. Antrojoje
reakcijoje matrica buvo naudojama plazmidé pAF 2-25, o nukleotidai 24-3 ir 4 naudojami
kaip pradmenys, amplifikuojant DNR fragments, kuriama fitazés geno 5’-sritis, flankuota
5-gale 18 nukleotidy 24 aa AG lyderinés sekos. Amplifikacijos procedira schematiskai
pavaizduota Fig.13.

Ekspresijos vektoriaus p24FYT3 galutiniame konstravimo etape, naudojant
plazmides p25FYT1 ir p24FYT3, buvo klonuojama ta padia klonavimo metodika, kaip
apraSyta konstruojant vektoriy p18FYT3 per tarpines p18FYT1 ir p18FYT2 konstravimo
stadijas (Fig.15).

Plazmidés pFYT3 konstravimas

Sujungimas AG-promotoriaus su fitazés geno seka, kuriame yra lyderin€ seka,
buvo atliekamas amplifikacijos grandininés polimerazinés reakcijos pagalba, kaip aprasyta
aukiciau, konstruojant plazmide p18FYT3, tik su tuo skirtumu, kad buvo naudojami Sie
oligonukleotidai:

Oligo fyt2:  5- AAC AGC AGA GAC GCC CAT TGC TGA GTT GTA ATG ATG-3’;
lyderiné seka, AG-promotorius

Oligo fyt3:  5’- CAT CAT TAC ACC TCA GCA ATG GGCCT C TCT GCT GTT-3
AG-promotorius, lyderiné seka
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Buvo atlickamos dvi atskiros grandininés polimerazinés reakcijos. Pirmojoje
reakcijoje matrica buvo naudojama plazmidé pAB 6-1, o nukleotidai 1 ir fyt2 naudojami
kaip pradmenys, amplifikuojant DNR fragments, kurio ilgis 282 baziy poros, kuriame yra
promotoriaus AG 3’-sritis, flankuota 3’-gale 18 nukleotidy iS lyderines fitazes sekos.
Antrosios reakcijos metu buvo naudojama matrica pAF 2-2S, o oligonukleotidai tyt2 ir 4
naudojami kaip pradmenys, amplifikuojant DNR fragmenta, kuriame yra fitazés 5’-geno
§’-sritis (su lyderine seka) ir flankuota 5’-gale 18 AG-promotoriaus nukleotidais.
Amplifikacijos procediira schematiskai pavaizduota Fig.13.

Ekspresijos vektoriaus pFYT3 galutiniame konstravimo etape per tarpines
plazmides pFYTI ir pFYT2 buvo klonuojama ta pacia klonavimo metodika, kaip apraSyta
konstruojant vektoriy pl8FYT3 per tarpines pl8FYT1 ir pl8FYT2 konstravimo stadijas
(Fig.15)

Fitazés, kontroliuojamos AG promotoriumi, ekspresija 4. niger grybuose

IS apraSyty auksciau fitazes ekspresijos bloky, skaldant HindIlI, buvo paSalinamos
E. coli sekos. Po to A. niger kamienas CBS 513.88 (atiduotas saugojimui 1988 m. spalio 10
d.) buvo transformuojamas 10 ug DNR fragmentu tokiu pat bidu, kaip 9 pavyzdyje. I§
kiekvieno ekspresijos bloko buvo iSskirti individualts A. niger transformantai. Gryby
sporos buvo pas¢jamos ant selektyviy acetamid-agariniy ploksteliy. Kiekvieno
transformanto sporos buvo surenkamos po 3 dieny auginimo agarizuotose lckstelése,
esant 0,4 % bulviy dekstrozés (Oxoid, England) 37° temperatiiroje. Fitazés produkcija
buvo jvertinama, auginant grybus mikrobiologinése kolbose Siomis salygomis.

Apytikriai 10* spory buvo jdedama j 100 ml pradinés terpés, kurioje yra: 1 g/l
K:HPOy, 30 g/l maltozes, 5 g/l mieliy ekstrakto, 10 g/l kazeino hidrolizato, 0,5 g/l
MgS0O,4.7TH0 ir 3 g/l Tween 80. pH buvo nustatomas 5.5.

Po kultivavimo per naktj mikrobiologinése kolbose 34° temperatiiroje, 1 ml
augancios kultiiros buvo pridedamas j 100 ml pagrindinés terpes: 2 g/l K;HPO,, 70 g/l
maltodekstrino (Maldex MDO3; Amylum), 12,5 g/l mieliy ekstrakto, 25 g/l kazeino
hidrolizato, 2 g/l K>SO, 0,5 g/l MgSO4.7H0, 0,05 g/l MnSO4.4H:0 ir FeSO,. Misinio pH

nureguliuojamas 3,6.
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Micelis buvo auginamas ne maziau 140 valandy. Fitazés produkcija buvo
jvertinama pagal 2 pavyzdyje apraSyta budg. Sio jvertinimo rezultatai, atsitiktinai
pasirinkus transformantus i§ kiekvieno ekspresijos bloko, pateikti 6 lentel¢je.

6 lentele

Fitazés produkcija kai kuriuose A. niger CBS 513.88 kamienuose, transformuotuose
plazmidémis, kuriose yra fitazés i§ A. ficuum genas, kontroliuojamas AG promotoriumi 1§
A. niger su jvairiomis lyderinémis sekomis

Ekspresijos vektorius Transformantas  Fitazes aktyvumas, v/ml
pl8FYT3 : p18FYT3#240 82
(AG-promotorius/18 aa AG-lyderiné seka) p18FYT3#242 84

pl18FYT3#243 62
p18FYT3#244 43
p18FYT3#245 80
p18FYT3#246 82
p18FYT3#250 110
p24FYT3 p18FYT3#256 8
(AG-promotorius/24 aa AG-lyderin¢ seka) p24FYT3#257 30
p24FYT3#258 13
p24FY'T3#259 33
p24FY'T3#260 17
p24FY'T3#261 28
p24FYT3#262 18
p24FYT3#265 12
pFYT3 pFYT3#205 50
(AG-promotorius/fitazes lyderiné seka) pFYT3#282 280
pFYT3#299 96
pFYT3#302 220
pFYT3#303 175
pFYT3#304 150
pFYT3#305 150
pFYT3#312 140

Sie duomenys jtikinamai patvirtina didelj fitazés ekspresijos lygj transformuotose

A. niger lastelése, kuriose fitazés genas kontroliuojamas AG-promotoriumi 18 A. niger.
Taip pat Sie duomenys demonstruoja, kad fitazés maksimali ekspresija pasiekiama, kai
naudojamas pFYT3 ekspresijos vektorius, kuriame yra lyderiné fitazés seka. Naudojant
panasius ekspresijos vektorius, kuriuose yra fitazés genas be introny (po transformacijos |

A. niger), ekspresijos lygis buvo panasus, kaip ir A. niger grybuose, transformuotuose

plazmide .
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Papildomai lasteliy, transformuoty pFYT3#205 ir #282, kultiros supernatantas
buvo analizuojamas izofokusavimu poliakrilamidiniame gelyje pH intervale nuo 4,5 iki
6,0. Vienodi supernatanty kiekiai tevinés 4. niger gryby kultiros ir abiejy transformanty,
iSauginty vienodomis sglygomis, buvo pridedami | gelj ir po izofokusavimo gelis buvo
dazomas, kaip aprasyta 9 pavyzdyje. Tévinis A. niger kamienas sintetino nedidelj fitazes
kiekj. Kamienai pFYT3#205 ir #282 sintetino atitinkamai 250 ir 1400 karty daugiau
fitazés, nei tévinis kamienas (palyginkite fitazés produkcija su téviniu kamienu ir fitazes
produkcija pagal 4 ir 5 lentelése pateiktais duomenimis). Sis skirtumas gerai
iliustruojamas Fig.11. Identifikuotos kelios fitazes izoformos (pazymétos ZvaigZdutémis).
Dazant bendra baltyma, atsirasdavo labai intensyvios fitazés juostos, taciau kity baltymy

juostos neisrySkedavo.

11 pavyzdys

Fitazés i3 A. ficuum ir A. niger superekspresija, kultivuojant gamybinémis salygomis

A. A. ficuum

A. ficuum kamienai pAF 2-2S#4 ir NRRL 3135 buvo kultivuojami taip, kaip
apraSyta 1 pavyzdyje. Abu transformuoty lgsteliy tipai sintetino 50 karty daugiau fitazes,
nei laukinio to paties grybo kamienas.

7 lentele
Fitazés superekspresija transformuotose A. ficuum lastelése, kuriose yra pasikartojantis
fitazés genas. Lastelés buvo kultivuojamos pagal 1 pavyzdj

Auginimo laikas, val Fitazés aktyvumas, v/ml kultirinio skyscio
A. ficuum NRRL 3135 A. ficuum pAF 2-2S#4
0 0 0
24 0 0
92 2 142
141 5 270
B. A. niger

A. niger kamienas pAF 2-2S#8, gautas transformuojant 4. niger CBS 513.88
kamiena, ir tévinis A. niger kamienas buvo kultivuojami taip, kaip aprasyta 1 pavyzdyje.
Transformuotos lastelés sintetino apytikriai 1000 karty daugiau fitazes, nei pradinis tévinis

kamienas.
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8 lentele
Fitazés superekspresija transformuotose A. niger lastelese (CBS 513.88), kuriose yra
pasikartojantis fitazés genas. Lastelés buvo kultivuojamos pagal 1 pavyzdj

Auginimo laikas, val. Fitazés aktyvumas, v/ml kultiirinio skyscio
A. niger CBS 513.88 A. niger pAF 2-25#8
0 0 0
24 0 0
92 0,1 . 65
141 0,1 95
12 pavyzdys

Konstruojant pREPFYT3 vektoriy, kuriuo buvo pasiekiama fitazés ekspresija ir
geno AG pakeitimas, plazmidé buvo skaldoma Kpnl. Gautas linijinis fragmentas buvo
panaudotas ligavimui dviem atvejais.

1 ligavimas, naudojant adapterj Kpnl - HindIII

5 CGGG GG -3
3-CTAGGC CCC CICGA -¥
Kpnl HindIlI

2 ligavimas, naudojant adapterj Kpnl - HindIII*, kuriame HindIII restrikcijos victa

neislieka po ligavimo:

- CGGG GG -3
3-CTA GGC CCC CICGA -5
KpnI HindIII

Seka, gauta liguojant 1 biudu, dalinai buvo suskaldoma HindIIl pagalba. Po
fragmento, kuriame yra amdS genas, paSalinimo elektroforezés pagalba, likes DNR
fragmentas buvo ciklizuojamas liguojant ir jterptas | E. coli. Tokiu biidu gauta plazmide
buvo pazyméta pFYT amdS (Zitr. Fig.16).

Seka, gauta liguojant 2 biidu, taip pat buvo suskaldoma HindIIl pagalba. DNR
fragmentas Hind[II/HindIII*, kurio ilgis 4 kilobazés ir kuriame yra amgS genas, buvo
isskirtas elektroforezés pagalba ir liguojamas su dalinai suskaldyta HindIIl plazmide
HindIII/HindIII#, po to buvo jterptas j E. coli. Plazmide, kurioje 3’-gale fitazes geno buvo
amdS genas, buvo pazyméta pFYT3 INT (Zidr. Fig.17).
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Norint jterpti DNR fragmenta Sall/HindIII i§ plazmidés pAB 6-1, kurio ilgis 6
kilobazés ir kuriame yra 3’-flankuojanti AG sritis, plazmidé pFYT3INT buvo dalinai
suskaldoma HindIII pagalba ir prijungiama prie adapterio:

5- AGCTACGGG G -3
3- TCC CCC AGCT -5
HindIIl Sall

(kuriame HindIII* skélimo vieta neiSlieka po ligavimo), o po to su plazmidés pAB 6-1
fragmentu Sal/HindIII). Po transformacijos | E. coli buvo gaunama tikslin¢ plazmide
pREPFYT3, kurioje yra 3’-flankuojanti AG seka reikalingoje vietoje.
Fitazés ekspresija A. niger grybuose, pakeitus geng AG

Prie§ A. niger transformacija pREPFYT3 plazmide, i8 Sios plazmidés buvo pasalinta
E. coli seka (skaldant HindIII ir iSskiriant elektroforezés pagalba). A. niger kamienas CBS
513.88 buvo transformuojamas 10 ug DNR fragmento, panaudojant procediirg, aprasytg 9
pavyzdyje. Tik dalis (apytikriai 20 %) i§ atrinkty transformanty netureji AG aktyvumo.
Chromosominés DNR hibridizacijos analizé AG teigiamuose ir neigiamuose pagal fitaze

transformantuose buvo naudojama AG geno pakeitimo kontrolei.

13 pavyzdys

Fitazés geno konservatyvumas jvairiose mikroorganizmy riisyse

Norint i$siaiSkinti fitazés geno konservatyvumag mikroorganizmuose, buvo
atlickama deSimties rii§iy mikroorganizmy chromosominés DNR hibridizacija, naudojant
zondu A. ficuum fitazés kKDNR.

Chromosominés DNR buvo iSskiriamos i$ siiiliniy gryby, mieliy ir bakterijy. IS
kiekvienos mikroorganizmy grupés buvo atrenkama ribotas rasiy skaicius, konkreciai:
sitiliniai grybai: Penicillum chrysogenum ir Aspergillus niger, miel€s prokarioty formos,
kaip: Bacillus subtilis, Clostridium thermocellum, Streptomyces lividans ir gramm-neigiamos
bakterijos Pseudomonas aeruginosa.

Siy rtisiy mikroorganizmy didelés molekulinés masés chromosominé DNR buvo
skaldoma pvull ir BamHI (atskirai) ir analizuojama elektroforeze 0,7 % agarozes gelyje.

Po perkélimo ant nitroceliulioziniy membrany buvo vykdoma hibridizacija

nelimituojanciomis sglygomis (6x SSC 50° temperatiiroje per naktj) su Zymetu 2P fitazés
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5 kKDNR fragmentu (kaip apraSyta 8 pavyzdyje). Kompleksai buvo perplaunami 6xSSC
kambario trmperatiiroje ir 18 valandy buvo rySkinama autoradiograma.

Kaip parodyta Fig.19a ir 19b, praktiSkai kiekvienoje autoradiogramoje yra
matomos diskretiskos juostos, jrodancios didelj fitazés geno homologijos laipsnj jvairiuose

mikroorganizmuose.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1.Isgryninta iSskirta DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji koduoja peptidg arba
baltyma, pasiZymin¢ius dideliu fitaziniu aktyvumu.

2. Isgryninta i8skirta DNR seka pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad ji iSskirta i§
mikroorganizmy.

3. Isgryninta i$skirta DNR seka pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra iSskirta
1§ gryby.

4. I8gryninta i$skirta DNR seka pagal 1 punka, besiskirianti tuo, kad ji yra iSskirta i$
Aspergillus.

5. Isgryninta i$skirta DNR seka pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra iSskirta
i8 Aspergillus ficuum arba Aspergillus niger.

6. Isgryninta iSskirta DNR seka pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad ji koduoja
fitaze, pasiZzymincia tokiomis savybémis:

a) vykdant elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu, ji
duoda vieng juosta, atitinkancig baltyma, kurio molekuliné mase yra 85 kD (ekspresuojant
Aspergillus 1astelése);

b) po deglikozilinimo molekuliné mase yra nuo 48 iki 56,5 kD;

c) jos santykinis aktyvumas yra apie 100 v/mg baltymo.

7. ISgryninta iSskirta DNR seka pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad ji pasiZymi
bent viena iS Siy savybiy:

a) hibridizuojasi su oligonukleotidiniu zondu, gautu pagal DNR seka, pateiktg
Fig.6, o Fig.6 yra Sios apibrezties dalis;

b) hibridizuojasi su oligonukleotidiniu zondu, gautu pagal DNR secka, pateikia
Fig.8, o Fig.8 yra Sios apibréZties dalis.

8. Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad DNR seka pagal 1-7 punktus yra
funkciSkai suriSta su reguliacine sritimi, kuri gali reguliuoti baltymo arba peptido,

pasiZzymin¢iy fitaziniu aktyvumu, ekspresijg atitinkamame Seimininke.
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9. Ekspresijos vektorius pagal 8 punktg, besiskiriantis tuo, kad jo reguliacijos srityje
yra lyderiné seka, kuri uZtikrina baltymo arba peptido, pasizyminCio fitaziniu aktyvumu,
sekrecijg.

10. Ekspresijos vektorius pagal 9 punktg, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido su fitaziniu aktyvumu ekspresijos reguliavimas vyksta, naudojant AG promotoriy.

11. Ekspresijos vektorius pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, pasiZyminciy fitaziniu aktyvumu, sekrecijai naudojama homologin¢ fitazés
lyderine seka.

12. Ekspresijos vektorius pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, kurie pasizymi fitaziniu aktyvumu, sekrecijai naudojama lyderiné AG seka, kuri
sudaryta i$ 18 aminoriigiciy lickany.

13. Ekspresijos vektorius pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, kurie pasizymi fitaziniu aktyvumu, sekrecijai naudojama lyderiné AG seka, kuri
sudaryta i§ 24 aminorigiciy liekany.

14. Ekspresijos vektorius pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, kurie pasizymi fitaziniu aktyvumu, ekspresijos reguliavimui naudojamas
homologinis fitazés promotorius.

15. Ekspresijos vektorius pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, pasiZymindiy fitaziniu aktyvumu, sekrecijai naudojama homologiné fitazes
lyderin¢ seka.

16. Ekspresijos vektorius pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, pasiZymin¢iy fitaziniu aktyvumu, sekrecijai naudojama homologiné lyderine seka
AG, kuri yra sudaryta i§ 18 aminoriig8¢iy liekany.

17. Ekspresijos vektorius pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad baltymo arba
peptido, pasiZymin¢iy fitaziniu aktyvumu, sekrecijai naudojama homologiné lyderine seka
AG, kuri yra sudaryta i§ 24 aminortigs¢iy liekany.

18. Vektorius, sugebantis transformuoti lgstele-Seimininka, besiskiriantis tuo, kad
jame yra ekspresijos blokas pagal 8-17 punktus.

19. Vektorius pagal 18 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra plazmidé.
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20. Vektorius pagal 18 punktg, besiskiriantis tuo, kad yra naudojama plazmid¢ i$
grupes, kurioje yra plazmidés pAF 28-1, pAF 2-2S, pAF 2-2, pAF 2-3, pAF 2’-4, pAF 2-6,
PAF 2-7, p18FYT3, p24FYT3, pFYT3.

21. Transformuota lastelé-Seimininkas, besiskirianti tuo, kad ji transformuojama
vektoriumi pagal 18-20 punktus.

22. Transformuota lgstelé-Seimininkas pagal 21 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra
mikroorganizmas, toks kaip bakterijos, miel€s ir grybai.

23. Transformuota lastel¢-Seimininkas pagal 22 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra
18 Siy mikroorganizmy genciy: Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Mucor, Bacillus,
Kluyveromyces, Saccharomyces.

24. Transformuota lgstelé-Seimininkas pagal 22 punktg, besiskirianti tuo, kad ji yra
18 8iy mikroorganizmy rsiy: Aspergillus niger, Aspergillus ficuum, Aspergillus awamori,
Aspergillus oryzoe, Trichoderma reesei, Mucor michei, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces
cerevisiae, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis.

25. Peptido arba baltymo, pasiZyminéiy fitaziniu aktyvumu, gavimo bidas,
besiskiriantis tuo, kad transformuotos lastelés-Seimininkai pagal 21-24 punktus
kultivuojamos sglygose, kurios aktyvuoja peptido arba baltymo, pasizyminciy fitaziniu
aktyvumu, susidaryma.

26. Peptidas arba baltymas, pasiZymintis fitaziniu aktyvumu, besiskiriantis tuo, kad
fitazinis aktyvumas formuojamas procese pagal 25 punktg.

27. Isgryninta fitaze, besiskirianti tuo, kad ji turi Sias savybes:

a) elektroforezeje poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu yra viena
juosta, atitinkanti baltyma, kurio molekuliné masé yra 85 kD (ekspresijos Aspergillus
atveju);

b) po deglikozilinimo jos molekuliné masé yra nuo 48 iki 56,5 kD;

c) jos santykinis aktyvumas yra 100 v/mg baltymo.

28. Gyviny paSarai, besiskiriantys tuo, kad juose yra pasiZymincio fitaziniu
aktyvumu peptido arba baltymo pagal 26 ir 27 punktg.

29. Peptido arba baltymo, pasiZymin¢iy fitaziniu aktyvumu, pagal 26 ir 27 punkta

panaudojimas fitato skaldymui j inozitolg ir neorganinj fosfora.
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30. Gyviiny augimo stimuliavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad gyviiny racione yra
paSarai su fitazés priedais pagal 26 ir 27 punkta.

31. Fitato kiekio sumaZinimo gyviiny mésle buidas, besiskiriantis tuo, kad gyviiny
racione yra pasarai pagal 26 ir 27 punkts, kuriuose yra fitazés kiekis, pakankamas

pasaruose esandio fitato suskaldymui j inozitolg ir neorganinj fosfora.
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Amino riig¥iy lickany sekos is N galo.

padéus

A B C
01 LEU
02 . ALA
03 VAL
04 PRO
05 ALA - ALA
06 SER - SER
07 _— ARG
08 I _— ASN
09 GLN GLN GLN
10 SER SER SER
11 SER SER SER
19 — — GLY
13 4 ASP ASP ASP
14 THR THR THR
15 VAL VAL VAL
16 ASP ASP ASP
17 GLN GLN
18 GLY
19 : TYR
20 GLN
21 ARG
22 PHE
23 SER
24 GLU
25 THR
26 SER
27 RIS
o8 LEU
29 ARG
30 (GLY)*
31 GLN
32 TYR
33 -ALA
34 PRO
35 PHE
36 PHE
37 (ASP)
38 LEU
39 ALA

Fig.1a



Peptidy amino rligiiy lickany sekos.

padets
01
02
03
04
05
06
07
08
0S8
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

A B
GLN (TRP)*
—— s« SER
GLN PHE
ALA ASP
GLU THR
GLN ILE
GLU SER
PRO THR
LEU SER
VAL THR
(ARG) VAL
VAL ASP
LEU THR
VAL LYS
ASN LEU
(ASP SER
(ARG) PRO
(VAL) PHE
VAL (CYS)
PRO (ASP)

LEU
PHE
THER

G

MET
MET
GLN
CYS
GLN
ALA
GLU
GLN
GLU
PRO
LEU
VAL
ARG
VAL
LEU
VAL
ASN
ASP
ARG

Fig.1b

D

ALA
SER
SER
ALA
GLU
LYS
GLY
TYR
ASP
LEU
VAL
VAL

LT 3957 B

E

VAL
VAL
ASP

ARG
PHE
PRO
TYR

THR
GLY

ALA
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100 kD baltymo amino riigdciy seka N gale.

padeus
01 VAL
02 VAL
03 ASP
04 GLU
05 - ARG
06 PHE
07 PRO
08 TYR
09 THR
10 GLY

Fig.1c
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(fitazés N galas, tesinys)

21 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32 3334 35 36 37 38 39

pepdas B: (Arg-Phe-Ser—Glu-Thr- Ser-His-Leu- Arg~(Gly)~Gin-Tyr-Ala—Pro— Phe~Phe— (Asp)-Leu-Ala
CGG-TTT- TCG-GAG-ACG-TCG-CAT-CTG-CGG- GGG- CAG-TAT-CGC-CCG-TTT- TTT- GAT- CTG-GCG

T A C A A A A C A A A C C A C C ¢Cc A a

T T T T T T T T T T T
c c C C cC ¢ c cC C cC C
AGG AGT AGT TTG AGG TTG
A o C A A A
AB1388; . 3'-CCG-GTC- ATG-CGG-GGG- AAG-AAG- CTG- GA
c cC C A

Fig.2a (2 lapas i§ 2)
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. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
peptidas B:  (Trp)-Ser-Phe—Asp-Thr-lle-Ser-Thr- Ser-Thr-Val-Asp-Thr-Lys-Leu-Ser-Pro-Phe—-

(TGG)-TCG-TTT-GAT-ACG-ATA-TCG~-ACG -TCG~ACG-GTG-GAT-ACG-AAG-CTG-TCG-CCG-TTT~-
A C c A T A A A A A o A A A A A C

T T C T T T T T T T T 7T
C c c C ¢ ¢ ¢ c C ¢ ¢
AGT AGT AGT : : TTG AGT
C C c A C
AB1296 : 3'-AAG. CTG.TGC. TAG.AGG. TGG.AGG.TGG. CAC. CTG. TGC. TTC-5'

TCC CTCC C AB1297: 3'-GGC.AAG.

G

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
(Cys)—(Asp)-Leu-Phe~Thr—(Thr)-(Asp)-(Glu) - (Cys)-(lle)—(Thr/Asn)-( Tyr)-(Arg/Gly)-(Tyr)-Leu

(GTG)-(GAT)- CTG- TTT- ACG-(ACG)- (GAT)~ GAG) =~ (TGT)-(ATA)-(ACG/AAT) - (TAT)-(CGG/GGG)-(TAT)-CTG

Cc Cc A Cc A A Cc A C T A C Cc A A C A
T T T A c . T T T T

Cc C Cc . C C C C

TTG AGG TTG

A A A

(ACG). (CTG). GAG. AAG. TGC.(TGC). (CTG). (CTC). (ACQG).(TAG).(T)-5"
C G G

Fig.2b (2 lapas i§ 2)
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conmmscmemems A AF 20 1 —

4
i
i

BamHI
Nrul BamHl BamHl Ncol Ncol Nrul BamHI

N L O R | | _

| [ _ | _ _
Sall Pvull Sall Sall Pvull Sall Sall

Fitazés iRNR
klonas #

Nrul —] pAF28-1 cmm—w
Pvull _| pAF2-2 SR———
pAF2-3

BamHI| pAF2-4 e
pAF2-5

pAF2-6 comcansiona
Sall pAF2-7 —

Fig.4
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Sall B amHi

Hindil Hindll

~

Hindlll

BamHi

pAF 1-1
13000 bps

Hindlll

Hindlll
Sall

Fig.5



Fig.6 (1 lapas i§ 7)

GTCGACTTCCCGTCCTATTCGGCCTCGTCCGCTGAAGATCCATCCCACCA
Sall

TTGCACGTGéGCCACCTTTéTGAGCTTCTAACCTGAACT&GTAGAGTAT&
ACACACCATéCCAAGGTGGéATGAAGGGGfTATATGAGAéCGTCCGGTCé
GGCGCGATGéCCGTAGCTG&CACTCGCTG&TGTGCAAGAAATTACTTCT&
ATAGGCATCéIQGGCGTCTéTGCTGTTCTACTTCCTTTG&ATCTCCTGTé

transliacijos pradZia

TGGGTATGCTAAGCACCACAATCAAAGTCTAATAAGGACCCTCCCTTCCG
start<—-———==—mm—mm——— o ———— o — s

AGGGCCCCTGAAGCTCGGACTGTGTGGGACTACTGATCGCTGACTATCTG
——intron-——-—=-—mmmm— o s e e e oo

TGCAGAGTCACCTCCGGACTGGCAGTCCCCGCCTCGAGAAATCAATCCAG

~->end

TTGCGATACéGTCGATCAGéGGTATCAATéCTTCTCCGAéACTTCGCATé
TTTGGGGTCAATACGCACC&TTCTTCTCT&TGGCAAACGAATCGGTCAT&
TCCCCTGAGéTGCCCGCCGéATGCAGAGT&ACTTTCGCT&AGGTCCTCT&
CCGTCATGGAGCGCGGTAT&CGACCGACT&CAAGGGCAA&AAATACTCC&
CTCTCATTGAGGAGATCCAéCAGAACGCGACCACCTTTGACGGAAAATA%
GCCTTCCTGAAGACATACAACTACAGCTTéGGTGCAGATéACCTGACTCé
CTTCGGAGAACAGGAGCTAéTCAACTCCGéCATCAAGTT&TACCAGCGG%
ACGAATCGC%CACAAGGAA&ATCGTTCCA%TCAT&CGAT&CTCTGGCTC&
AGCCGCGTGATCGCCTCCGéCAAGAAATTéATCGAGGGC%TCCAGAGCA&
CAAGCTGAAéGATCCTCGT&CCCAGCCCG&CCAATCGTC&CCCAAGATC&
BamHI

ACGTGGTCATTTCCGAGGCCAGCTCATCCARCAACACTCTCGACCCAGGC

ACCTGCACTGTCTTCGAAGACAGCGAATTGGCCGATACCGTCGAAGCCAA

LT 3957 B
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Fig.6 (2 lapas i§ 7) LT 3957 B

TTTCACCGCéACGTTCGTcéCCTCCATTcéTCAACGTCTéGAGAACGAcé
TGTcccGTGiGACTCTCAcAGACACAGAAéTGACCTACC%CATGGACATé
TGCTCCTTcéACACCATCTéCACCAGCAcégzggggAccAAcCTGchcé
Sall
CTTCTGTGAéCTGTTCACCéATGACGAATéGATCAACTAéGACTACCTCé
AGTCCTTGAAAAAGTATTAéGGCCATGGTéCAGGTAAccéGCTCGGcccé
ACCCAccccéTCGGCTACGéTAACGAGCTéATCGCCCGTéTGACCCACTé
GCCTGTCCAéGATcACAccAGTTCCAACCACACTTTGGA&TCGAGCCCG&
CTACCTTTcéGCTCAACTciACTCTCTAcéCGGACTTTTéGCATGACAAé
GGCATCATC%cCATTCTCTfTGCTTTAGGfCTGTACAACéGCACTAAGcé
GCTATCTACéAcGACCGTGéAGAATATCA&CCAGACAGA%GGATTCTCGf
CTGCTTGGA&GGTTCCGTT&GCTTCGCGT%TGTACGTCGAGATQATGCAé
TGTCAGGCGéAGCAGGAGcéGCTGGTCCG%GTCTTGGT&AATGATCGccf
TGTCCCGCTéCATGGGTGT&CGGTTGATG&TTTGGGGAGATGTACCCGGé
ATAGCTTTGiGAGGGGGTTéAGCTTTGCTAGATCTGGGGéTGATTGGGcé
GAGTGTTTTéCTEAQCTGAATTACCTTGA%GAATGGTATéTATCACATTé
transliacijos pabaiga
CATATCA TéGCACTTCAGéTATGTATTA%CGAAGATGTATATCGAAAGé

ATCAATGGTGACTGTCACTGGTTATCTGAATATCCCTCTATACCTCGTCC

CACAACCAATCATCACCCTTTAAACAATCACACTCAACGCACAGCGTACA

AACGAACAAACGCACAAAGAATATTTTACACTCCTCCCCAACGCAATACC*

AACCGCAATTCATCATACCTCATATAAATACAATACAATACAATACATCC

1100

1200

1300

1400

1500

1600

1700

1800

1500

2000



Fig.6 (3 lapasi§7)

ATCCCTACCéTCAAGTCCAéCCATCCTATAATCAATCCC&ACTTACTTA&
TTCTCCCCC%CCCCCTCACéCTTCCCAGAACTCACCCCC&AAGTAGTAA&
AGTAGTAGTAGAAGAAGCA&ACGACCTCTéCACCAATCTéTTCGGCCTC%
TATCCCCATACGCTACACAAAACCCCCAC&CCGTTAGCA%GCACTCAGAA
AATAATCAAAAATAACTAAéAAGGAAAAAAAAGAAGAAGAAAGGTTACA&
ACTCCTCTCATACAAACTCéAAGACGTATACATCAAGATéGGCAATCCCA
CCATTACTGATATCCATCTATGAACCCAT&CCCATCCCAéGTTAGTTGA%
TACTTTACT%AGAAGAAGAAAAAGGGAAGéGAAGGGAAAéAAGTGGATGé
GATTGAGTTAGTGCTCACCéTCTCGCAGCAAGTTTATAT%CTTTTGTTT&
GCGGATATC%TTCACTGCT&CTGCTGGACéTTGTCACGGéGTGGTAGTGé
TTGGCGGTGéTGAGGGTCCATGATCACTC%TGGTTTGGG&GGTTGTTGT&
GTCGTTGTTéTTGTTGTTGéGTGGGCATT&TCTTTTCTT&ACTTGGGGA%
TATTATTTGéAATTGGTTAéTTTGAGTGAéTGGGTAATAiTGAATGGGTé
ATTATTGGGAATGAAGTAGATTTGGCTAT&AATGGTTGA%GGGATGGAA%
GAATGGATGéATGAATAGA&GGAGGCGGAAAAGTCAGGTéGTTTGAGGTé
CGGATTATTATCTTTGTGCéTGAGGCATCACTCTCCATC&ATGTTGTTC%
TTCTATACCéATCTACCAGAGCTAAGTTGACTGATTCTA&CACAGTGCA&
AATAAGTATéTACTTATTT&ATTTAGAGTATTTAGATTAACCCGCTGTG&
TATTTGCCG%AGCTTTCCA&CCAATTTCGAAGTTCGAAGAATTAAAACT&

ATCCTACAGTACAGAATAGAAGTAANAGGAGAAGAGAAAAACAAGATAAT
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Fig.6 (4 lapas i87) LT 3957 B
ACAACCAGT&CAGGTCCAT%CTAGATCTcéAATGACCAc&AAATAAGAAA
GCAACAAGCAAGTAAGCAAAGCATAAGTciAAATGAACGéCAATAACTTé 3100
ATCGCCTGcéTTTGAAACTéAACGCTATGéACGAATGGchGAAATGAT%
CCCTTAACTéCGTAGTATTéAGAGTGAGAéGAAAAGAAAAAAAGAGACA& 3200
AAAAGCTGAéCATGGGAAAéAAGCATGAT&AGTCGGGAA%GGATCTGCG&
GTTGAGATAéATATGAGTTéCCTCGCAGAECCGGTGACAAGATAAGAGAA 3300
TTGGGAGAT&TGATCAGccACTGTAACTTéATCAAGCATéGACATTCAA&
GGTCGGGTCiGCGGGTTGAéATGCAAGTTéAGATGCCACéCAGAccCGAA 3400
CAGAGTGAGAGATGTGAGA&TTTTGAACCACTGTGACTTéATCAAGCATé
AAAACACAC%CCATGGTCAATCGGTTAGGéTGTGAGGGTéGATATGCCAé 3500
GTTCGATGC&ACGCAGACC&GAACCGACTéAGAAATATGAAAAGTTGGA&
AGCCACTTCATCTTCATCAAGCGTAAAAcéCCAATCAATéGTAAATCGAA 3600
AACGAATCTéccGGCTGATéTGGAAATGAéACGAATGcciCGCAGATTcé
AAGACACGTAAATCGAGAT&AACAATCAC%TTAACTTCAfCAAAGCCTTA 3700
AATCACCCAA?GGCCAGchATTCGGGTciGCGGGTTGAéGTTCCTGTTé
AGATGCCAcéCAGACTGCGAACATGCGATéCATTATAAGiTGGACGAGTé 3800
TAGACTGAcéATTcATAAC&GAGATAAACAATCACTTCAACTTCATCAAA
cCCTTAAATéACTCAATGcéCAGTCTGTTicchTCchéGGCTGATACé 3900
CAAGTTGCGATGCCACGCAéACTGCAAACATTQATCGAGAGACGAGAAAA

ACAACG CACTTTAACTTCAACAAA.AGCCTTTCAATCAGTCAATGGCCAGT 4000



Fig.6 (5 lapas i§ 7) LT 3957 B

CTGTTCGCGéTCTGCGGGC%GATATGCGA&TTGAGGTCCéTCGCAGACCé
CGAACATGCéATG?AATTT&TTAGTTAGA&GAGTGCCTGéCCATTGAGAA 4100
ACGAGAGAAACAACCACTT&AACTTCATGAAAGCCTTGAACTACTCAATé
ACCCGTCTG&TGGCGGTCTéCGGGCTGATATTCGAGTTGAGATGCCACGé 4200
AGACCGCCAACATGCGATGfATCATGTAAéTTAGATGAG%GACTGGCCA&
TGAGAAACGAGAGAAACAAéCACACTTCA%GAGAGCCTTAAATTATTCAA 4300
TGACCAGTC%GTTCACGGT&TGCGGGTTG&TATGCGAGT&GAGGTGCCT&
GCAGACCGCéAACATGCGA%GTTTTCGATéGACGAGTGAAGCCTGACGA% 4400
CGAGAACTA%CTCAGTTGG&TTGGCCATT&GGCTGGCCG&TGGGTTTAG%
ATTAGGATCéTCAGGTTTG&CCGATGGAA&GTTCCGTTTéCGTGCGTTGé 4500
CGCGACGAGéCCTCTCCTCéGCGTGATTC%GAAATTCTGéAATCAGGGCA
GCCGCAGCAéGGCGACGGGACGTCCTCCA&GAGCTGTGT%GAAGTTTCG& 4600
GGTGGCGGTéCAGAAGGGGéAGTTACATTAAAAGCCTCA%AGATGTCTT%
GGGTGGTTC&GQGGGGCCCATCGCAAGAT&TTCTGGAGT%GTGCGTCTGA 4700
TCATCTCTTéAGTGTAATTéCGACGCAGA&CGAGCTTCAéGATTTTGGAA
GGGCTGGAT&GCTCCTGCTéACTCTTTCCéTCAGCGGGC%TCGTCTCGG& 4300
AGTCTTCAT%TCGGCGGGCiGATCTTCCA%CTCAGAATGéGATCGCTTT&
TGGTCGCTGéACCCGCTCC&CCCTTCAAG&TCAGCTTGA%GCGCAGCGT& 4900
TTGGGCGGC&CAGCTGGTGéAGTTGGTTC&GGCTCTGGC%CCCTCCGGCé

TCGCTTGGGCACTTGAGTAGTCTCTGAGGCTTCGCCGCGGCGCCGTTTGC 5000



Fig6 (6lapas 87) LT 3957 B
GAGTCGGCTéCTTGGTCTC%TTGGCCTCT&TCACTTCAC&TGGACCGTC&
TTCGGGGCGéTTTCATCGTéCTGAGCGAT&AAGGTTTGGATGTAGGCAG& 5100
CGGCATCAT%CGATCAACGéCAATTCCTC%CTTGCGGGC&TCCTCCCGA&
CCTTGATTG%CGCCTTGACéTCGTCCACG%TTTCGAAGAAGAAAGGCAT& 5200
TTGTTATCC%GAGGCAAGT%GCGCTCTCCéATGCGTGGGéATATCCGAAé
ATGCGGTCCiTCTCGAACT&TTCATGAGA&TTCAGACGAATTGGAGGCTé 5300
GGGGAGCAA%TTGTCTCCG%AGGTGTTGT&AGGGCGGAA&CAAGAATAG&
CTTCGCCTA&AACGACAAGéTCTTCGCCAAATTTATTTT&TTGGCCTGTA 5400
AAAACGAACéCATCCTCGTéAGTCCACCGéTGCGTCTCGéACGTAGAGA%
TGGCTTACT%ATTCCCTCAACGCCGATCT&TGCCTGGGG&TGCGCTTCGé 5500
ATGCGGCCT&GGTCACGGC%CCGCCTCGGACTGCACCGC%GGAGTTTCG&
TCTTCTTCTéCTGCTTCTC&AGGTACTCC&TGCGTAACT&TTCGATCAG& 5600
CTCGGCTTC&GATGACTGC&CAAATTCTG&AGCAACAGCiGCCGCGGCCA
GGTCAAGCA&GCGGTTTGC%AAAACTGCCéATTTTCCATéGACACCTGCé 5700
TCCGACGCC%GTGCAAAAC&AGCTGTTTT&GCATTGGCC%GTTTGTTGG&
ACGCGTCTT&TTGACTGCT&CCTTGCCCT%TACTTCCTT&AGRGCAGAC% 5800
CTGGCTTAGATGATGGTGCACGGTTTCTG&GGAAGCGCCéCTCAGATTCé
AAAGATTCCATAGCTTTAA%GGTAGGCTT%CTGGTTCTT&CAGAAGTGC& 5900
CGCACCTGA&GTAGTGGTT&AGTAGCTGG&AGTTGGGGA&CCTGGGCCC%

CATTGGAACCATCAAGACCAAATTTGTTTCCATACATATCAGCATGGTAT 6000



Fig.6 (7 lapas i3 7)
TCAAAAGGAAAACTTTCGcéGTACGGAGTACTGCGTTCGATTCCGGGTGf
ATCCAAGTCéTATCCAGACATGGTGTCGAATTCAGCCTTéCTGTCAAGAé
CAGGGGTAchTCAATGCTéTCAGCAACCACGCGGCCAAAGGGCGTCTT&
GGGAAAGAAéGTGTTTCAAéAGAAGCGTCATCCACGGCCfGGCTrgCGGé
GTTGATTGCAGACTTTCGA&TAGATCGCTéAGGTCGCGAACTGGTTCGA&
TAGCAACCTéTGAATTGGCAGCCTTGTGAéTGCTTCGATiCACTGCAGAé
ACGGAGTAGACTGCACTGAiTTGGAATTCfGAGTCGCAGéCATTCTGGAf
TTGCGTTCGécGCGACGAGATCTCGCAGTéGTGGTACGAéGAGTAGAGcé
AGGCTGCGTAGCAGTGTTGéAAGCTTGGTéCTAGCCTCC%GGGCTTCAGé
AGCTTCAGcAGTGGTGGCAéACGCAGCAGAATTAGCGGAéCTTTATCGGé
TTTGcccCTéTGAGCGTTGéGAGTAGAAGfGAGAGAAGAéGTAGAGchA
CGGAAGAAG%CTTCTCGCTéTTCTCAAAGéCGTTCAGCTiTGCTGGCATA
GACTTACGC&TCTTGCGGCfGTTGGAAGCéGAAGAGTTcATGGCGGGAGA
GGAGACGTTAGAAGTAGACATGGTQGGGT%TGTTGACGG&TTTTGAGTAA
CAAGAGACTiGccTCGATC&TTGAGTGTT&TTGACAGAAAGTTATGCAAé

GTCGAC 6756
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Fig.8 (1 lapas i§ 2)

ATGGSCGTCTCTGCTGTTCTACTTCCTTTGTATCTCCTGTCTGGAGTCAC
M 6 V. s AV L L P L Y L L S G V T

-23 =20 ! -10
CTCCGGACTGGCAGTCCCCGCCTCGAGAAATCAATCCAGTTGCGATACGG 100
s 6 L A V P A 8§ R N Q 8 s C D T
’ -1 +1 ! 10

TCGATCAGGGGTATCAATGCTTCTCCGAGACTTCGCATCTTTGGGGTCAA
v D @ G ¥ @ €C F 8 E T S H L W G Q
4 4

20
TACGCACCGTTCTTCTCTCTGGCAAACGAATCGGTCATCTCCCCTGAGGT 200
Y A P F F 8§ L A N E s VvV I §8 P E V
30 ! 40

GCCCGCCGGATGCAGAGTCACTTTCGCTCAGGTCCTCTCCCGTCATGGAG
P A G C R V T F A Q@ VvV L s R H G

’ 50 ! 60
CGCGGTATCCGACCGACTCCAAGGGCAAGAAATACTCCGCTCTCATTGAG 300
A R Y P T D S K G K K Y 8 A L I E

’ 70 '

GAGATCCAGCAGAACGCGACCACCTTTGACGGAAAATATGCCTTCCTGAA
E I 9 @ N A T T F D G K Y A F L K

80 ! 90
GACATACAACTACAGCTTGGGTGCAGATGACCTGACTCCCTTCGGAGAAC 400
T ¥ N ¥ s L 6 A D DUIL T P F G E
! 100 ’ 110

AGGAGCTAGTCAACTCCGGCATCAAGTTCTACCAGCGGTACGAATCGCTC
Q E L V N s 6 I K F Y Q R Y E s L

! 120 ’
ACAAGGAACATCGTTCCATTCATCCGATCCTCTGGCTCCAGCCGCGTGAT 500
T R N I VvV P F I R 8§ 8 6 8 8 R V I
130 d 140

CGCCTCCGGCAAGAAATTCATCGAGGGCTTCCAGAGCACCAAGCTGAAGG
A S G K K F I E G F Q s T X L K
’

’ - 150 160
ATCCTCGTGCCCAGCCCGGCCAATCGTCGCCCAAGATCGACGTGGTCATT 600
D P R A Q P G Q 8§ s p K I D V V I

! 170 4

TCCGAGGCCAGCTCATCCAACAACACTCTCGACCCAGGCACCTGCACTGT
S E A 8 § 8§ N N T L D P G T C T V

180 : ’ 190
CTTCGAAGACAGCGAATTGGCCGATACCGTCGAAGCCAATTTCACCGCCA 700
¥F E D 8§ E L A D T V E N F T A

’ 200 ’ 210



Fig.8 (2 lapas i§ 2) . LT 3957 B

CGTTCGTCCCCTCCATTCGTCAACGTCTGGAGAACGACCTGTCCGGTGTG
T F v P S I R Q R L E N D L S G V
’ 220 ’

ACTCTCACAGACACAGAAGTGACCTACCTCATGGACATGTGCTCCTTCGA
T L T b T E V T ¥ L M p M C s F D
230 g 240

CACCATCTCCACCAGCACCGTCGACACCAAGCTGTCCCCCTTCTGTGACC
r I §s T S T vV b T K L s P F C D
’ 250 ’ : 260

TGTTCACCCATGACGAATGGATCAACTACGACTACCTCCAGTCCTTGAAA
L F T H D E W I N YD YL Q S L K
’ 270 ‘

AAGTATTACGGCCATGGTGCAGGTAACCCGCTCGGCCCGACCCAGGGCGT
K Y Y 6 H G A G N P L G P T Q G V
280 _ ’ 290

CGGCTACGCTAACGAGCTCATCGCCCGTCTGACCCACTCGCCTGTCCACG
G Y A N E L I A R L T H s » V H
Y] 300 ’ 310
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p D T S S N H T L D S8 S8 P A T F P
! 320 ’
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L N s T L Y A D F S H D N G I I s
330 ! 340

CATTCTCTTTGCTTTAGGTCTGTACAACGGCACTAAGCCGCTATCTACCA
i L F A L G L Y N G T K P L s T
s 350 ! 360

CGACCGTGGAGAATATCACCCAGACAGATGGATTCTCGTCTGCTTGGACG
T T v E N I T Q@ T D G F S § A w T
’ 370 !

GTTCCGTTTGCTTCGCGTTTGTACGTCGAGATGATGCAGTGTCAGGCGGA
v P F A S R L Y V E M M Q C Q A E
380 ! 390

GCAGGAGCCGCTGGTCCGTGTCTTGGTTAATGATCGCGTTGTCCCGCTGC
9 E P L V R V L V XN D R vV vV P L
d 400 ‘ 410

ATGGGTGTCCGGTTGATGCTTTGGGGAGATGTACCCGGGATAGCTTTGTG
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! 420 ’
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13. AG/Fitazés geno sujungimas polimerazinés grandininés reakcijos

pagalba
————PABG6-1 pAF2-2S
promotoriaus 3'-galas fitazes 5'-galas
| | ! I
E ATG ATG BamHl
Primers — —— — , —
used for
p18FYT1— 1 18-2 18-3 4
p24FYT1— 1 24-2 24-3 4
pFYT1 —_— fyt-2 fyt—3 4
tPCR } PCR
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S I | L.
' B
EcoRl ATG 7 5
N S |
1 T
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- | N
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