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Sio i§radimo objektas yra transformuotas Bacillus lastelés gavimas, panaudojant

rekombinantines technologijas.

Bacilos placiai naudojamos, gaminant svarbius pramonéje fermentus, tokius kaip
alfa-amilazé, neutrali proteazé ir Sarminés arba serino proteazes. Bendrai, bakterinés
serino proteazés gali biiti gaunamos i§ daugelio prokariotiniy organizmy, jskaitant gram-
neigiamus organizmus, tokius kaip Serratia arba Pseudomonas riSys ir gram-teigiamas
bakterijas, tokias kaip Micrococcus ir Baccillus ruSys. ] svarbiy pramonéje serino
proteaziy grupg, kuria ypa¢ domimasi, jeina tos proteazes, kurios pasiZymi dideliu
aktyvumu Sarminéje terpéje. Pramoninés serino proteazés gaminamos jvairiy
mikroorganizmy raSiy, tarp jy ir B.subtilis, B.licheniformis, B.amyloliquefaciens,
B.alcalophilus ir kity Bacillus riisiy, o stipriai $arminés proteazes pagrindinai gaminamos
Bacillus kamieny, kurie sugeba augti esant Sarminiam pH. Tokios bakterijos pavyzdZiu
gali buti Bacillus novo species PB 92. Domimasi sukiirimu bakterijy kamieny, sugebanciy

gaminti proteolitinius fermentus su didele iSeiga, tarp jy ir stipriai Sarmines proteazes.

Buvo sékmingai klonuoti keletas bacily geny, koduojanéiy nelastelinius fermentus.
Tai alfa-amilazés genai B.amylolique-faciens (Palva et al, Gene 15 (1981) 43-51),
B.licheniformis (Ortlepp, Gene 23 (1983) 267, B.stearothermophilus (Mielenz et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983) 5975-5979; EPA - 0057976) ir B.subtilis (Yang et al.,
Nucleic Acids Res.11 (1983) 237); levansukrazés genai B.subtilis (Gay et al., J.Bacterio
153, /1983/ 1424), genai koduojantys neutralia proteaz¢ B.stearothermophilus (Fuji et al,,
J.Bacteriol 156, /1983/ 831), B.amiloliquefaciens (Honjo et al., J.Biotech. 1 /1984/ 165;
B.subtilis (Yang et al., J.Bacteriol 160/1984/115), genai, koduojantys serino ar Sarming
proteazg B.subtilis (Wong et al., Proc.Natl Acad. Sci. USA 81/1984/1184), B.lichenifomis
(Jacobs et al., Nucleic Acids Res. 13/1985/8913) ir B.amyloliquefaciens (Wells et al.,
Nucleic. Acids Res. 13/1985/8913 ir B.amyloliquefaciens (Wells et al., Nucleic Acids Res.,
11/1983/7911).

Pramoniniy serino proteaziy gamyba jvairiose Bacillus riuSyse apraSyta, pvz., JAV

patentuose Nr. 3 674 643, 3 723 250 ir 4 480 043. Didelio Sarmingumo proteolitinio
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fermento gamyba Bacillus kamienuose, galinciuose augti esant Sarminiam pH, apraSyta,
pvz., JAV patentuose Nr. 3 723 250, 30 602 ir 4 480 037. ApZzvalginis straipsnis apie
bakterijy panaudojimg pramonei svarbiy fermenty gamybai, pvz., Debabovo str. “The
industrial Use of Bacill’s”, in The Molecular Biology of Bacili, (Acad. Press. New York,
1982. B.subtilis protoplasto transformacijos protokolas buvo apraSytas Chang ir Goken
str. (Mol.Gen.Genet. 168/1979/111-115). PanaSiis sckmingos B.megaterium protoplasty
transformacijos protokolai buvo aprayti (Vorobjeva et al., FEMS Microbiol. Letters
7/1980/261-263, taip pat B.amyloliquefaciens protoplasty (Smith et al., Appl. and Env.
Microbiol. 51/1966/643), B.thuringiensis protoplasty (Fisher et al., Arch. Microbiol
139/1981/213-217), B.sphaerieus protoplasty (McDonal d, J.Gen.Microbiol. 130/1984/203
ir B.larvae protoplasty (Bakhiet et al., Appl. and Env. Microbiol. 49/1985/377). Taciau
Bakhiet su bendr. (auk$¢iau) pranesa apie nesekmingus rezultatus su B.popillae. Mann et
al., Current Microbiol. 13/1986/181-185 praneS¢ apie sékminga B.Polymyxa,
B.licheniformis, B.Macerans ir B.laterosporus transformacija. Taciau tie biidai nebuvo
s¢kmingi B.coagulans, B.cereus ir B.pumilus, nors ir galima buvo stebéti gera protoplasty
susidaryma. Kiti DNR jvedimo | protoplastus biidai panaudoja .susiliejimat su

liposomomis, turiniomis DNR (Holubeva, Folia Microbiol. 30/1985/97).

Sitlomi nauji alkalofiliniai Bacillus kamienai, biidai ir sastatai tokiy kamieny
transformacijai. Siitloma nauja DNR seka, beje, | minéta seka jeina genas, koduojantis
stipriai Sarminj proteolitinj fermenta, gautas i§ alkalofilinio Bacillus kamieno. Lastelé-
Seimininke, pageidautina, turinti teigiama fona, transformuojama, panaudojant plazmide
konstrukcija, turincia gena, koduojantj minétg stipriai §arminj proteolitinj fermenta. Gali
biiti panaudota protoplasto transformacija plazmidine konstrukcija, esant
polietilenglikoliui Sarminéje terpéje. DNR seka gali biiti palaikoma nechromosomoje

arba jjungta j Iastelés-Seiminkes genoma.

Fig. 1 rodo histidin/MORS gel-elektroforezés rezultatus, kurie gauti su kultiry
B.subtilis DB104, turin¢iy atitinkamai pUB110 ir pMS58 lyginant su kai kuriais
subtilizinais.

1 takelis: subtilizinas Carlsberg;

2 takelis: proteaze Bacillus PB92;
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3 takelis: subtilizinas Bacillus subtilis;

4 takelis: Bacillus subtilis DB104 (pM58);

5 takelis: Bacillus subtilis DB104 (pUB110).

Fig. 2 rodo plazmidés pMS58 restriktograma. Dar daugiau, virSutin€je pieSinio
dalyje parodyta seky nustatymo strategija. IStisinés linijos su rodyklémis vaizduoja
fragmentus, klonuotus fago M13 vektoriuose mp10, mp11 ir mp13 fago M13. Apatine
piesinio dalis rodo seky nustatymo stategija, naudojant 10 oligonukleotidy, esanciy
lygiais tarpais proteazés gene.

Fig. 3 rodo koduojandios grandinés nukleotidy seka, nustatyta pagal serino
proteazés Bacillus PB92 aminoriigs¢iy seka. Taip pat parodyti promotoriai (P1,P2),
ribosomy prisiri§imo vietos (rbs) ir DNR sekos terminacijos rajonai (term).
Sunumeruotos iStisinés linijjos rodo deSimties oligonukleotidy, panaudoty seky
nustatymui, iSsidestymo vieta.

Fig. 4a rodo plazmidés pE194-neo konstravimo schema.

Fig. 4b rodo plazmidés pMAX-4 konstravimo schema.

Atitinkamai su iSradimo objektu, siGlomos kaip naujos DNR konstrukcijos ir
Bacillus kamienai, skirti proteolitiniy fermenty gavimui su auksta iSeiga, taip ir jy
paruo§imo biuidai. Lastelés-Seimininkés transformuojamos, sujungiant protoplastus,
paruostus i$ Bacillus kamieno-Seimininko, susiliejant su plazmidés konstrukcija, turincig
DNR seka, koduojancia proteolitinj fermenta.

Stipriai Sarminés proteazes - tai serino proteazés arba subtilizinai, pasiZymintys
dideliu aktyvumu Sarminéje terpéje. Konkrefiau, stipriai Sarminés proteazes turi
optimaly aktyvuma, kai pH mazdaug 9 ir islaiko bent jau 80% to aktyvumo, kai pH
mazdaug 11 ar net daugiau. Stipriai Sarmines proteazes daugiausiai pagamina Bacillus
kamienai, kurie sugeba augti Sarminiame pH.

Sioje mokslo srityje zinomi biidai, naudojami i§skiriant proteazés geng, apimantys
sintezg, iSskyrimg geno i§ genominés DNR, paruoSima i§ kDNR arba jy derinius. Stipriai
Sarminés proteazés geno iSskyrimas ir ekspresija atskleisti prioritetiniame dokumente -
paraiSkoje Europos patentui Nr.EP-A-87200358.7, kuriuo remiasi ir i paraiSka, kurios
turinys jjungtas ¢ia nuorody pagalba. Jvairiis darbo su genais biidai gerai Zinomi ir apima

restrikcija, skaidyma, iSkirpimg, sujungima, mutagenez¢ in vitro, pirmin¢ reparacija,
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linkeriy ir adapteriy panaudojima ir pan. (Zitir. Maniatis et al., Molecular Cloning, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1982).

Kaip taisyklé, bidas apima genominés bibliotekos paruoSimg i§ organizmo,
ekspresuojancio stipriai Sarming proteazg. Donorinio mikroorganizmo genomas
iSskiriamas ir sukarpomas tinkamu restrikciniu fermentu. Gauti donorinio kamieno
DNR fragmentai po to sujungiami su klonavimo vektoriumi, kuris sukarpomas ta pacia
restrikcijos endonukleaze. )

Klonai, turintys jstatyta DNR fragmenta, gali biiti aptikti stabilaus markerio
pagalba arba panaudojant tiesioginés ar teigiamos selekcijos biida, kaip tai yra parengta
B.subtilis (Gryczan and Dubnow, Gene 20/1982/459-469). Be to, klonai, ekspresuojantys
stipriai Sarmine proteaze, gali biiti identifikuoti antikiiny prie§ ekspresijos produkta
pagalba arba aptinkant substrato sunaudojima, arba susidarant proteolitinio fermento
veikimo produktui. Pavyzdziui, kolonijos, ekspresuojan¢ios markerinj geng, kokiu yra
stabilumo antibiotikui genas, gali biti iSanalizuotos proteazes gamybai, nustatomi pagal
kazeino precipitacijos aureolés padidéjima aplink kolonijas 1€kstelése su agaru, turinciu
kazeino.

Kada pilnas genas identifikuotas arba kaip kDNR, arba kaip chromosominé DNR,
po to ekspresijos uZtikrinimui juo galima manipuliuoti jvairiais keliais. Gali biiti
panaudoti jvairlis Bacillus Seimininkai, pvz., Sarminés bakterijos, tame tarpe tokios
alkalofilines bakterijas, kurios jau yra stipriai Sarminiy proteaziy producentais.
Pageidautinu §eimininko organizmu yra Bacillus novo sp. pB 92, todél patogu palaikyti
laukinio tipo seka su reguliatoriniais signalais ir sektorinémis pradzios sekomis ir taip
toliau, nors gali biiti panaudotos kontroliuojancios atkarpos, gautos i$ kity bacily, kurios
funkcionuoja Bacillus kamiene-Seimininke. Patogus Bacillus lastelés transformacijai
vektorius tuo biidu turi savyje struktiirinj gena, koduojantj stipriai Sarmin¢ proteaze,
gauta i§ alkalofilinés Bacillus ir turinCios kontroliuojancias atkarpas, tokias kaip
promotoriaus seka, seka, sudaranti ribosomy suri§imo atkarpg ir sekas, kontroliuojancias
transkripcijos terminacijg ir $arminés proteazés geno transliacija, beje, iSvardintos
kontoliuojancios atkarpos yra funkcionalios alkalofilinés Bacillus lastel¢je-Seimininke.

Be to, vektorius gali turéti markerinj gena, pvz., suteikiantj atsparuma antibiotikui,
kuriam kamienas-Seimininkas jautrus, ir replikacijos pradmuo, kuris sugeba

autonomiskai replikuotis lasteléje-Seimininke. Replikacijos pradmuo gali biti toks, kuris
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turi mutacijg, darancia jo funkcionavima lasteléje-§eimininke jautriu temperatirai, tuo
budu uZtikrinant chromosomalinio jsistatymo selekcija, kaip aprasyta Erlich, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75 (1978) 1433.

Aminorigsciy seka gali bati panaudota tam, kad biity sukurtas KDNR bibliotekos
arba genominés bibliotekos, paruoSty i§ mPNR ar DNR lasteliy, skriningo zondas;
pastarosiomis lastelémis domimasi, kaip stipriai Sarminés proteazés geno donorinémis
lastelemis. Panaudojant stipriai Sarminés proteazés kDNR arba jos fragmenta, kaip
hibridizuojantj zonda, gali biti lengvai klonuojami struktiiriSkai giminingi genai, rasti
kituose organizmuose. Ypatingas démesys skiriamas geny i$skyrimui i§ organizmy, kurie
ekspresuoja stipriai Sarmines serino proteazes, panaudojant oligonukleotidinius zondus,
kurie pagaminti pagal stipriai §arminiy serino proteaziy geny nukleotidines sekas, kurias
galima gauti i§ alkalofiliniy Bacillus kamieny, tame tarpe ir Bacillus novo species pB 92.
Tokie zondai gali biiti Zymiai trumpesni, negu visa seka, bet jy ilgis turi biti bent jau 10,
geriau 15, o dar geriau 20 nukleotidy. Tinkami ir ilgesni oligonukleotidai, iki pat pilno
geno ilgio, bet ne ilgesni, negu 1200 nukleotidy. Galima naudoti kaip RNR, taip ir DNR
zondus.

Naudojami zondai paprastai Zyméti detektuojamu biidu (pvz., 32 3, biotinu arba
avidinu) ir inkubuojami su vienos grandinés DNR ar RNR suspensija i§ organizmo,
kuriame ieSkomas genas. Hibridizacija aptinkama pagal Zyme, atskyrus vienos grandinés
ir dviejy grandiniy (hibridizuota) DNR (arba DNR/RNR), paprastai panaudojant
nitroceliuliozinj popieriy. Hibridizacijos biidai, tinkami naudojimui su oligonukleotidais,
gerai Zinomi Sios srities specialistams.

Nors dazniausiai naudojami zondai su detektuojama Zyme, kuri garantuoja lengva
identifikacija, nezymeti oligonukleotidai taip pat naudingi kaip Zyméty zondy pirmtakai,
bei naudojant juos tiesioginiam dviejy grandziy DNR (arba DNR/RNR) nustatymui.
Todel terminas oligonukleotidinis zondas tinka kaip Zymétoms, taip ir neZymétoms
formoms. Ligavimo miSinys po to naudojamas B.subtilis kompetentiniy lasteliy
transformacijai. Naudojant markerinj gena kaip selekcijos priemong, rekombinantines
plazmides po to galima iSskirti ir charakterizuoti, pasitelkiant j pagalba restrikcine

analiz¢ ir sekos nustatyma.
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Gaminant stipriai $arming proteaze, geriausia DNR seka yra seka, gauta i§ Bacillus
novo species PB 92, naudojant transformacijai Bacillus kamienus, kurie jau produkuoja

serino proteazg. Serino proteazés aminoriigi¢iy seka, koduojama DNR seka, yra tokia:

HN-A-Q-S-V-P-W-G-I-S-R-V-Q-A-P-A-A-H-N-R-G-L-T-G-S-G-V-K-V-A-
V-L-D-T-G-I-$-T-H-P-D-L-N-I-R-G-G-A-S-F-V-P-G-E-P-S-T-Q-D-G-N-
G-H-G-T-H-V-A-G-T-I-A-A-L-N-N-S-I-G-V-L-G-V-A-P-N-A-E-L-Y-A-V-
K-V-L-G-A-$-G-S-G-S-V-S$-S-I-A-Q-G-L-E-W-A-G-N-N-G-M-H-V-A-N-L-
S-L-G-S-P-S-P-S-A-T-L-E-Q-A-V-N-S-A-T-S-R-R-G-V-L-V-V-A-A-S-G-N-
S-G-A-G-S-I-S-Y-P-A-R-Y-A-N-A-M-A-V-G-A-T-D-Q-N-N-N-R-A-S-F-S-
Q-Y-G-A-G-L-D-I-V-A-P-G-V-N-V-Q-S-T-Y-P-G-S-T-Y-A-S-L-N-G-T-S-
M-A-T-P-H-V-A-G-A-A-A-L-V-K-Q-K-N-P-S-W-S-N-V-Q-I-R-N-H-L-K-N-
T-A-T-S-L-G-S-T-N-L-Y-G-S-G-L-V-N-A-E-A-A-T-R-COOH.

Nors tinkamiausiu kamienu proteazés geno apriipinimui yra riisis Bacillus PB 92, is
esmes tokia pati serino proteazé gali biiti gauta ir i§ kity Sarmine terpe megstanciy
bakterijy. Proteaziy genai, turintys gimininguma su aminoriigi¢iy seka Bacillus PB 92
bent jau 70%, o geriau vir§ 80%, turi biiti laikomi pateke j $io i§radimo objekto sritj.

Pageidautina, kad iSraiSkos produktas biity isskiriamas j terpe. Kadangi $arminé
proteaze yra sekretuojama, gali biiti panaudoti sekreciniai pradzios signalai ir laukinio
tipo procesingo signalai. Be to, sujungtas genas gali biti gautas, suteikus 5’ seka
struktiriniam genui, koduojanéiam sekrecijos pradzios signalg ir processingo signala.
Charakteringos skirtingos sekretorinés pradzios sekos apima Bacillus amilazés ir
proteazés geny sekretorines pradZios sekas. Teisingai sujungus pagal atskaitos rémelj
sekretoring pradZios seka su norimu struktiiriniu genu, j augimo terpe gali biti
sckretuojama alkalofiliné proteazé.

' Ekspresijos blokas gali biti pilnai ar dalinai gautas i§ gamtiniy 3altiniy arba i3
Saltiniy, giminingy lastelei-Seimininkei. Ivairios DNR konstrukcijos, DNR sekos,
vektoriai, plazmidés, ekspresijos blokai pagal §j iSradima isskiriami ir/arba valomi ir
sintetinami, ir tuo bidu néra “gamtiniai”. Priklausomi nuo to, ar norima jstatyti
struktiirinj geng j kamieno-Seimininko chromosoma ar palaikyti jj nechromosominiame

elemente, replikaciné Bacillus sistema gali biiti, o gali ir nebiiti jjungta.
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Norint jstatyti giminingos su Bacillus genomu, plazmidés konstrukcijos atkarpos
gali buti panaudotos rekombinacijy tikimybés padidinimui, Dar daugiau, tai kad i
plazmiding konstrukcijg jjungiamas temperatiirai jautrus replikacijos pradmuo, leidzia
vykdyti atranka pagal jterpima j chromosoma. Ziirék, pavyzdziui, Ehrlich, Proc. Natl.
Acad. Sc. USA (1978) 1433.

Strukturinio geno ekspresijos padidinimui | lastelg-Seimininkg gali biiti jstatyta
daugiau, nei viena struktiirinio geno kopija. Stabili struktiirinio geno amplifikacija gali
buti gauta, jstatant bent vieng papildoma struktiirinio geno kopija | lastelés-Seimininko
genoma ir atrenkant transformantus, kuriuose struktiirinio geno kopijos atskirtos
endogeninemis chromosominémis sekomis. DNR konstrukcijos ir panaudojimo biidai
prokariotinése sistemose apradyti paraidkoje Europos patentui Nr.EP-A-87200356 -
iSradimui, kuris ¢ia minimas kaip literatiiros $altinis.

Papildant replikacijos sistema, paprastai biina bent vienas markerinis genas,
jjungtas i plazmiding konstrukcija. Markerinis genas - tai struktiirinis genas, sugebantis
reikstis Seimininke, suteikiantis atsparumg biocidams ar virusams arba atsparuma
sunkiesiems metalams, imuninteta ir pan. Kalbant apie atsparumg biocidams, galima
sakyti, kad tai apima ir atsparumg antibiotikams, pvz., neomicinui, kanamicinui,
tetraciklinui ir t.t. Markerinis genas bus parinktas taip, kad uZtikrinty atranka esant
mazam kopijy skaiCiui ir antibiotiko koncentracijai, kuri nestipriai sulétina
rekombinaciniy lgsteliy augima. Ypatingai jdomus yra atsparumas neomicinui.

Ivairios DNR sekos gali biiti gaunamos i§ skirtingy $altiniy ir sujungtos kartu, kad
buty gautas vektorius, kuris turi vieng ar daugiau patogiy, pageidautina - unikaliy
restrikcijos saity, kurie leisty jstatyti arba pakeisti struktiirinius genus pagal tuos saitus ir
gauti plazmiding konstrukcija.

Po to, kai plazmidin¢ konstrukcija paruosta, ji gali biiti panaudota tinkamos
Iastelés-Seimininko transformacijai. Bacillus Seimininku gali biiti bet koks Bacillus
kamienas, taCiau parenkant tinkama kamiena, jvertinami faktoriai, kurie gali pagerinti
Sarminiy proteaziy produkcija. Produkcija gali biiti pagerinta jvairiais keliais, jskaitant
Seimininka, kuriame sumaZinta norimo produkto degradacija, reguliatoriniy signaly
pazinimas, sekrecijos palengvinimas ir t.t. Tuo biidu, nors tinkamas Bacillus Seimininkas

yra stipriai Sarminés proteazés producentas, arba Bacillus laukinio tipo arba Bacillus
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mutantas, Bacillus Seimininkas gali biiti mutantiniu producentu alkalofilinés proteazés,
kuris negamino alkalofilinés proteazés.

Bacilos, produkuojancios stipriai Sarmin¢ proteazg, taksonomi$kai néra
pakankamai Klasifikuotos, ir paprastai jas priskiria prie alkalofiliniy Bacillus kamieny.
PavyzdZiai Bacillus kamieny, galin¢iy augti esant Sarminiam pH, aprasyti, pavyzdZiui,
JAV patentuose Nr.Nr.3 723 250, Re.30 602 ir 4 480 037. Labiau tinkamo tkinio
alkalofilinio Bacillus kamieno-8eimininko pavyzdziu yra Bacillus novo species PB92,
atskleistas kartu su kitais JAV patente Nr.Re.30602.

Pramoniniai alkalofiliniai Bacillus kamienai taip pat gali biiti naudojami kaip
Igstelés-Seimininkai. Pramoniniai Bacillus kamienai yra i$vedami i§ organizmy, kurie gali
buti i8skirti i§ dirvos arba gali biiti paimti i§ banky ar kity $altiniy ir gaunami genetidkai
modifikuojant tokius Bacillus kamienus. Pramoniniams Bacillus kamienams
charakteringas atsparumas genetiniams mainams, tokiems kaip fagy infekcija arba
transformacija. Tie kamienai stabils, ir transformacijos gali arba negali sudaryti sporas.
Kamienai daZniausiai yra fototrofai ir modifikuoti taip, kad biity gaunamos didelés
endogeniniy baltyminiy produkty, tokiy kaip alfa-amilazés fermentai ir jvairios
proteazes, iSeigos. Endogeniniy baltyminiy produkty iSeiga, gauta pramoninés gamybos
procese, gali siekti bent jau 5 g/l 0,5% (svoris/tliris). Pramoniniai kamienai taip pat
isskiria DNRzes, kurios degraduoja DNR terpéje, tuo apsaugodamos nuo genetiniy
mainy.

Alkalofiliniy Bacillus kamieny transformacija pirmoje eiléje jjungs minéty kamieny
protoplasty panaudojima. Taciau, kaip aprasyta Cohen et al. (auk$Ciau), paprastas
protoplasty transformacijos biidas netinka alkalofiliniams Bacillus kamienams. Taigi,
turi biiti sukurti papildomi biidai.

Alkalofilinems bakterijoms protoplasty susidarymas ir regeneracija gali vykti
aukStame pH, geriausia apie pH 8. Protoplastai gali biiti paruosti, resuspenduojant
lasteles Sarminéje buferinéje terpéje (AHM - alkaline holding medium) pH 7,8-8,5 su po
to sekancia lgsteliy inkubacija 37°C temperatiiroje 30-80 minuéiy. Tai matome 5
pavyzdyje. Gauti protoplastai po to plaunami, siekiant pasalinti lizocimg, o po to
resuspenduojami Sarminéje buferinéje terpéje (AHM). Dalyvaujant tinkamam sukirpimo
reagentui, plazmidiné konstrukcija ir Sarming terp¢ mégstancio Bacillus-§eimininko

protoplastas susijungia. Nors gali biiti naudojamas bet koks sujungimo reagentas,
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uStikrinantis norima efektyvuma, tafiau buvo rasta, kad tam geriausiai tinka
polietilenglikolis, kurio molekul. svoris 1000-8000. Protoplastai, paruosti i§ akceptorinio
Bacillus kamieno ir laikomi ne ilgiau kaip 5 min., geriau ne ilgiau kaip 2 min., sumai§omi
su plazmidine konstrukcija, dalyvaujant polietilenglikoliui. Sujungimo reagenty misinys
po to pakeiCiamas paprasta maitinimo terpe, kurioje lastelés inkubuojamos iki 5 h,
geriau 2-3 h, po to perneSamos ant regeneracijos terpés l¢ksteliy. Regeneracijos
lekstelese yra antibiotikas, toks, kaip neomicinas - transformanty atrankai.

Klonai su episomaliniu DNR konstrukcijos palaikymu gali biti identifikuoti,
aptinkant stipriai Sarminés serino proteazés ekspresija. Klonai, kuriy ekspresiné
konstrukcija yra atkarpa, jsistaciusi j jy chromosomas, yra atrenkami ir identifikuojami,
iSskiriant sumaring lasteling DNR ir atrenkant tuos klonus, kuriuose gali biiti aptikta
laisva plazmidiné DNR, su ekspresuojamu markeriniu plazmidés genu. Tie klonai gali
biiti atrenkami stipriai §arminés serino proteazés aptikimui tinkamais biidais.

Ivairts aptikimo biidai, jskaitant ir specifiniy antikiiny panaudojima, DNR ir RNR
hibridizacija, fermentinio produkto susidaryma arba fermentinio substrato i$nykima, gali
buti panaudojami tam, kad atrinkus klonus, norint aptikti ekspresinés konstrukcijos
buvimg ir dominanCio struktiirinio geno ekspresijg, bitent, proteazés gamyba.
Gaminama proteazé gali biiti charakterizuojama biochemiskai, pavyzdZiui, nustatant
proteazés molekuling mas¢ elektroforezés SDS-poliakrilamidiniame  gelyje,
elektroforezés Histidin-MOPS gelyje pagalba, nustatant kinetinius K ir V parametrus
sintetiniam substratui sukcinil - L - alanil - L - alanil - L - propil - L - fenilalanil - p - nitro
- anilidui.

Bacillus Seimininkas, turintis ekspresuojanéia konstrukcijg, jjungta episomaliai ar
chromosomaliai, auginamas maitinancioje terpéje tokiose salygose, kurios palankios
fermento sintezei. Maitinanti terpé biitinai turi plazmidés palaikymui skirty medziagy,
kaip antibiotiko, kuriam jautrus netransformuotas $eimininkas. Fermentacija gali testis
tol, kol nebus iSnaudotos maisto medZiagos. Tuo atveju, kai produktas sekretuojamas, jis
gali buti iSskirtas i§ buljono patogiu badu, pvz., ekstrakcijos, chromatografijos,
elektroforezes ar pan. Ten, kur produktas lieka citoplazmoje, lastelés gali biiti surinktos
centrifugavimu, filtravimu ir t.t., suardomos mechaniskai pertrinant, detergentu,
lizocimu ar kitais metodais, ir produktas gali biiti i$skirtas, kaip aprasyta auks¢iau. Kai

netransformuota lastelé-Seimininké yra stipriai Sarminés proteazés producenté, tai
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pateikto metodo pagalba gali biiti pasiektas smarkiai stipriai Sarminés serino proteazés
iSeigos padidéjimas, bent jau 120%, lyginant su iSeiga netransformuotos lgstelés-
Seimininkeés su vienintele nechromosomine geno kopija.

Pavyzdziai sitllomi kaip iliustracija, bet ne kaip iSradimo apribojimas.

I pavyzdys
Genominés DNR banko paruosimas i$ alkalofilinés
naujos risies Bacillus PB 92 banko ir

serino proteazés geno iSskyrimas

Chromosomin¢ DNR, iSskirta i§ Bacillus novo sp. PB 92 (saugoma Delfto
Techninio universiteto mikrobiologijos laboratorijoje NR.OR-60; Niderlandai, Ziiir. JAV
patentg Nr.30 602) biidu, apraSytu Saito-Miuva, Biochim.Biophys. Acta 72 (1963) 619-
623, dalinai buvo sukarpyta restrikciniu fermentu Sau 3A ir liguota Bam HI kirpimo
vietoje plazmidéje pUB110 (Gryczan et al., J.Bacteriol. 134 (1978) 313-3295. Plazmidiné
DNR pUB110 buvo paruosta, kaip aprasyta Birnboim and Doly (Nucl. Acids Res. 7
(1979) 1513-1523).

Ligavimo miSiniu transformavo B.subtilis 1A40 (Genetinis bacily saugojimo
centras) pagal biida, apraSyta Spizizen et al., J. Bacteriol. 81 (1961) 741-746, naudojant
0,6-1 ug DNR/ml komponentiniy lasteliy. Lasteles i§ transformacijos miSinio i§s¢jo ant
minimaliy I€ksteliy, turinciy: 2,8% K,HPOj; 1,2% KH,PO4; 0,4% (NH4):SOs; 0,2% tri-
Na-citrato 2H,0; 0,04% MgSO4-7H,0; 0,00005% MnSQO4-4H,;0; 0,4% L-gliutamininés
rigsties; 0,5% gliukozes; 0,02% kazamino riigsties, 50 pg/ml triptofano; 20 pg/ml
metionino; 20 pg/ml lizino; 20 pg/ml neomicino; 0,4% kazeino ir 1,5% agaro. Po to, kai
lekstelés buvo islaikytos per naktj 37°C temperatiiroje, viena i§ 50000 kolonijy, atspariy
neomicinui, parode iSaugusia proteazés produkcija; tai nustaté pagal padidinta kazeino
skilimo produkty precipitacijos Ziedo padidéjimg aplink kolonijg ant agaro plokstelés.
Plazmidiné DNR buvo i$skirta i§ tos kolonijos biidu, aprasytu Birnboim and Doly,

Nucleic Acids Res. 7 (1979) 1513-1523 ir paZzyméta pM 58.



11

LT 4000 B
2 pavyzdys '

PB serino proteazés geno ekspresija

Bacillus subtilis 1A 40, turinti pM 58, buvo iSauginta minimalioje terpéje (Spizizen
et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 44 (1958) 1072-1078), j kurig buvo pridéta 0,02%
kazamino rugsc¢iy; 50 pg/ml triptofano; 20 pug/ml metionino; 20 pg/ml lizino ir 20 pg/ml
neomicino. Po 24 valandy kultiirg centrifugavo ir tikrino nuopilo proteazinj aktyvuma,
substratu naudodami dimetilkazeing. (Lin et al., J Biol. Chem. 244 (1969) 739-793).
Kulttira B.subtilis IA 40, turinti plazmid¢ pUB110, panaudota kaip kontroliné, parodé
maziau nei 1/60 proteazés aktyvumo, lyginant su kultiira, transformuota pMSS.
Proteazés aktyvumas pilnai nuslopinamas, apdorojant 1 mM fenilsulfanilfluoridu (FSF),
bet ne 20 mM EDTA.

AuksCiau apraSyty nuopily tokie bandiniai buvo analizuojami, panaudojant
baltyminj gelj apradytu Leamly, Nature, 227 (1970) 680 biidu. Analiziy ant $iy geliy
bandiniai buvo paruosti, apdorojant nuopilus 5% trichloracto riigstimi (TCA). Pavyzdj
nucentrifugavus, i$sodinto baltymo nuosédos du kartus buvo praplautos acetonu, po to
iStirpintos 40 ul buferio pavyzdziams (0,5 M TrisHCl pH 7,5; 10% (tiirio) 2-
merkaptoetanolio; 50% tirio glicerino ir 0,05 % bromfenolio mélio), virinant 10 min. Po
elektroforezés geliai daZomi, panaudojant Kumassi Briliantinj Mélji. Po to kultiiry
nuopily bandiniai buvo analizuojami elektroforeze. Buvo naudojami trys skirtingi
B.subtilis 1A40 kamienai: kamienas, turintis pUB110; arba pM58; arba be plazmidés ir
Bacillus pB92 proteazé kaip kontroliné. Po elektroforezés gelius dazé, panaudodami
Kumassi Briliantinj Mé¢lj ir atplové. Pavyzdys i§ B.subtilis kamieno 1A40, turin¢io pM58,
turéjo 31 kDa svorio baltyma, kuris migruoja kartu su Bacillus PB92 proteaze. Tas
baltymas nebuvo aptinkamas kontroliniame kamieno B.subtilis 1A40, turin¢io pUB110,
takelyje.

Visos serino proteazés turi vienodg molekulinj svorj. Dél to klonuota Bacillus PB92
serino proteazé buvo atskiriama nuo Zinomy serino proteaziy subtilizino B.subtilis,
subtilizino Calsberg, panaudojant pM58 ir pUB110 transformacija j beproteazinj
kamieng B.subtilis DB104 (R.Doi, J.Bacteriol. 160(1984)442-444) ir produkuojamos
nelastelinés proteazés analizg. Gauti transformantai buvo auginami minimalioje trerpéje

(‘Spizizen et al., auksciau), turincioje 0,02% kazamino riigséiy, 50 pug/ml histidino ir 20
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pg/ml neomicino. Po 24 h buvo paimti pavyzdziai, centrifuguoti ir be papildomo
apdorojimo analizuoti, panaudojant histidin/MORS gelj, turintj 75 mM KOH; 40 mM
histidino; 100 mM MORS (3-(N-morfolino)-propansulforiigitis), pH 7,5 ir 5%
poliakrilamido. Elektroforezés buferis turéjo 40 mM histidino, 100 mM MORS, pH 6,6.
PavyzdZiai judéjo katodo link. Proteazés juostos buvo aptinkamos specialiy pléveliy Agfa
Pan 100 pagalba (Zuidweg et al., Biotechnol. and Bioengin 14 (1972) 685-714). Sie
rezultatai parodyti Fig. 1. Kaip matome, pM58 turi gena, koduojantj Bacillus PB92

proteaze.

3 pavyzdys
Serino proteazés Bacillus PB92 geno nukleotidy

seky nustatymas

Pilna seka Ball-Hpal fragmento pM58 buvo nustatyta biidu, aprasytu Sanger, Proc
Natl. Acad. Sci USA 77 (1977) 6463. Restrikcijos fragmentai pM58 (Zitir. Fig. 2) buvo
klonuoti fago M13 vektoriuose mp10, mp11 ir mp18 (Messing at al., Nucleic Acids Res.
9 (1981) 309-321). Apie pM58 fragmenty jsistatyma buvo sprendziama fago kolonijy
hibridizacijos pagalba. Po seky nustatymo (sekvenavimo) buvo padaryta de§imt
oligonukleotidy, lokalizuoty gene lygiais tarpais ir buvo pakartotas seky nustatymas,

kuris patvirtino seka, parodyta Fig. 3.

4 pavyzdys
Plazmidés pMAX-4, turincios serino proteazés geng,

konstravimas

Plazmidés pUCN710 (Fig. 4A) konstravimui pUB110 buvo sukarpyta
endonukleazémis Tayl ir Pvnll. Fragmentas, turintis atsparumo neomicinui gena, buvo
iSvalytas Zemos lydymosi temperatiiros agarozés pagalba ir uZbukintas Klenovo
polimeraze ir TNF (Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor 1982). Plazmidé pUC7 (Vieira et al., Gene 19 (1982) 259-268) buvo linearizuota
Sall ir uZbukinta, kaip aprasyta auk3$¢iau. Abu fragmentai buvo sujungti T4 ligaze

(Maniatis) ir transformuoti j E.Coli JM103. Atranka vykdé ant 2xTY léksteliy (1,6%
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sv./tur. Bakto-triptono; 1% sv./tir. mieliy ekstrakto; 0,5% NaCl), turinéiu 50 pg/ml
ampicilino ir 10 pg/ml neomicino. Gauta plazmide, pavadinta pUCN710, buvo sukarpyta
BamHI. Plazmidé pE194 (Vardanescu, Plasmid 1 (1978) 468-479) buvo paveikta Bcll.
Fragmentai i$ abiejy karpymy buvo sujungti T4 ligaze ir transformuoti j B.subtilis 1A40.
Atrankg vykdé minimalios terpés lekstelése, turinciose 20 pg/ml neomicino.

Proteazés geno pakartoting perklonavima, panaudodami jstatymo vektoriy, atliko
tokiu biidu: pMS58 (ziiir. 1 pavyzdys) sukarpé Hpal ir Ball ir Bgell. Plazmide pE194-neo
karpe Hpal. Tuos fragmentus sujungé T4 ligaze ir jais transformavo B.subtilis 1A40.
Transformantus atrinko pagal atsparuma neomicinui ir proteazés produkcijos
padidéjima, apie kg spfendé pagal kazeino skilimo produkty precipitacija (Ziedo
susidarymg, Zidr. 1 pavyzdj). Buvo gauta plazmidé pMAX-4, kurios struktiira patvirtinta

restrikciniy fragmenty analize (Ziar. Fig. 4B).

S5 pavyzdys
Bacillus PB92 pMAX-4 kamieno protoplasty

transformacija

Bacilus PB92 kamiena augino per naktj 100 ml terpés NBSG-X (Thorne et al.,
J.Bacteriol. 91 (1966)1012-1020) Kultiirg 10 min. centrifugavo Sorvall tipo GSA modelio
rotoriuje esant 4500 aps/min. Protoplastai buvo paruosti, inkubuojant bacilas 37°C
temperatiiroje laike 1 h 10 ml Sarminés terpés, turinios 0,5 M sacharozés; 0,02 M MgCl,
ir 0,02 M Tris/maleato, pH8,0; steriliame vandenyje, j kurj buvo pridéta 0,4 mg/ml
lizocimo. Protoplastai buvo nusodinti centrifuguojant 10 min., esant 4500 aps/min
resuspenduoti 5 ml buferinio miS§inio AHMpH 8,0 (AHM buferis, | kurj pridéta 3,5%
sv./tirio Bakto Panessay buljono ir 0,04% sv./tir. Merieux albumino), sumaisyti, po to
persodinti, kaip anks¢iau. Po suspendavimo 5,0 ml AHM, 0,5 ml Sios protoplasty
suspensijos buvo sumaisyta su 5 pg demineralizuoto vandens, su 1 pg plazmidés DNR ir
2 min. inkubuoti, esant 30% sv./tir. polietilenglikolio 8000, pH 8,0. Triskart praskiedus
AHM' terpe pH 8,0 ir centrifugavus, nuosédas suspendavo mazame tiiryje - 1 ml AHM"
ir inkubavo 2-3 h. Tokie pat tdriai po 100 pl buvo iSséti ant 3vieZiai paruosty
regeneracinés terpés 1éksteliy, turinéiy 0,5 M sukcinato Na/HCI pH 8,0; 1,5% sv./tiir.

agaro; 0,5% sv./tiir. kazamino riig8¢iy, 0,5% sv./tiir. mieliy ekstrakto; 0,031 M fosfatinio
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buferio pH 8,0; 0,5 sv./tiir. gliukozés; 0,02 M MgCl, ir 0,02 % sv./tiir. Merieux albumino.
Selekcijos tikslais lekstelése buvo 1000 pg/ml neomicino. Inkubavus 37°C temperatiiroje
bent jau 72h, kolonijos buvo pernestos ant 1€ksteliy su agaru, turinciu Sirdies ekstrakto ir

20 pg/ml neomicino.

6 pavyzdys
pMAX-4 jstatymas | Bacillus PB92 kamieno chromosoma

Bacillus PB92 kamieno, turinéio pMAX-4, kolonija, iSauginta ant I¢kstelés su
agaru, turinCiu Sirdies ekstrakta ir 20 pg/ml neomicino, buvo patalpinta j 100 ml
triptoninio sojos buljono, turinio 1 pg/ml neomicino ir inkubuota 24h 37°C
temperatiiroje. 2 ml kultiiros (apie 10° Iasteliy/ml) buvo praskiesti 100 mlltos pat terpes,
turinCios 1 ug/ml neomicino ir inkubuota 24 h 50°C temperatiiroje. Po 24 h 5 ml kultiiros
(apie 10° Iasteliy/ml) buvo vél praskiesti, kaip apradyta auksciau, ir inkubuoti 24 h 50°C,
esant 1 pg/ml neomicino. Pastaroji procediira buvo pakartota dar kartg. Po to lasteliné
suspensija buvo praskiesta 100 karty ir iSséta j lékstele su agaru, turindiu Sirdies
ekstrakto (HI-agaras Difco), turin¢io 1 pg/ml neomicino. Lékstelés inkubuotos 16 h
50°C. Kolonijos, atsparios neomicinui, buvo izoliuotos ir kultivuotos 16 h laikotarpyje
37°C 10-je ml terpés TSB, turin¢ios 1 pg/ml neomicino. I§ ty kultiry buvo isskirta
bendra DNR (Holnus et al., Anal. Biochem. 114(1981) 193-197) ir DNR elektroforezés
agaro gelyje pagalba buvo patikrinta, ar néra plazmidés. Pavyzdziui, kuriuose nerasta
plazmidinés DNR, buvo dar kartg patikrinti, sumarine DNR transformuojant j B.subtilis
IA40. Pavyzdziai, neturintys sugebéjimo transformuoti B.subtilis 1A40, buvo laikomi
neturintys plazmidés. Buvo rastas atsparus neomicinui ir neturintis plazmidés kamienas,
gautas i§ Bacillus PB92, ir pavadintas PBT109. Sis kamienas turéjo plazmidés pMAX-4
kopija, jstatytg j jo chromosoma. Istatymas j PBT109 kamiena vykdo pagal taip vadinamg
Campbell tipo mechanizma homologinés rekombinacijos keliu, duodanéiu du paeiliui
i$sidésciusius proteazés genus ant chromosomos, atskirtus plazmidinémis sekomis. Si
genetine kamieno PBT109 organizacija buvo patvirtinta, kaip parodyta bendroje
paraiSkoje Europos patentui, uZregistruotoje kartu su $ia, kurios atradimas jjungtas ¢ia

kaip literatiiros nuoroda.
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7 pavyzdys

Transformuoty kamieny proteazés produkcija

Transformuoty kamieny proteazés produkcija buvo nustatyta, pridedant 0,2 ml
TSB kultiiros suspensijos, turindios apie 10° lasteliy/ml, 500 ml supamoje kolboje,
turinioje 100 ml produkcinés terpés, aprasytos JAV patente Nr. Re.30 602. Tadiau,
tiriant B.subtilis kamienus, pH buvo sureguliuota iki pH 7,0. DB104 (pUB110), DB104
(pPMAX-4), PB92 pMAX-4 kamienams pridédavo 20 pg/ml neomicino, o kamienui
PBT109 - 1 pg/ml neomicino. Santykiné proteazés produkcija Sioms lasteliy linijoms

pateikta 1 lentel¢je.

1 lentelé

Transformuoty bacily proteazés produkcija

Kamienas Santykine neomicino
proteazés priedas
produkcija
%

Bacillus PB92 100.0% -

Bacillus PB92 pMAX-4 120.0% +

Bacillus PBT109 120.0% +

B.subtilis B104 (pUB110)* 1.5% +

B.subtilis B104 (pMAX-4) 10.0% +

* Tik proteazino pMAX-4 geno proteazés produkcijos
matavimui plazmidé buvo taip pat transformuota
(Spizizen et al., (1961) auks¢iau) j beproteazinj kamieng

B.subtilis DB104 (R.Doi, J.Bacteriol. 160 (1984) 442-444)
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kaip apraSyta 2 pavyzdyje.
** Proteazinj aktyvuma matavo, panaudojant kaip substrata
dimetilkazeing, kaip aprasyta Lin et al., J. Biol. Chem.
244 (1969) 789-793.

Fermentuojant didesniame kiekyje - 10-je litry, Bacillus PB92 pMAX-4 pasirodé
nestabilus ir duodantis maZesng produkcija, negu PB109, jei j fermentacine terpe
nepridédavo neomicino.

IS auksCiau minéty rezultaty seka, kad pasidlytas paprastas ir efektyvus serino
proteazés produkcijos bidas, stabiliai jvedant homologinj ir heterologinj gena,
koduojantj serino proteazg, | pramoniniy Bacillus kamieny chromosoma. Taip pat
sitloma padidinta serino proteazés produkcija Bacillus-Seimininke, kuris jau gamina
serino proteazg. Plazmidiniy konstrukcijy jstatymas | lastelés-Seimininko chromosoma
lemia stabilumg gamybinése fermentacijose ir Zymiai padidina proteazés produkcija
negu esant kamienams su nechromosominémis plazmidémis.

Visos publikacijos ir paraiSkos patentams, minétos Siame iSradimo aprasyme,
nurodo tos srities specialisty kvalifikacijos lygj. Visos publikacijos ir paraiskos patentams
iraSyti | §j patentg kaip nuorodos taip, lyg kickviena atskira publikacija ar paraiska
patentui biity specialiai ir individualiai nurodyta literatiiros sarase.

Kadangi iSradimas dabar pilnai aprasytas, tai daugelio pakeitimy ir modifikacijy
jame galimybe, neatitriikstant nuo iSradimo esmés ir apibrézties apimties bus, matyti,

jprastu technikos dalyku.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Ekspresijos blokas, j kurj jeina transkripcijos kryptimi: transkripcijos reguliavimo seka
ir transliacijos inicijavimo seka, funkcionuojantys Bacillus lgsteléje-Seimininke; DNR
seka, koduojanti stipriai Sarminj proteolitinj fermenta; transliacijos ir transkripcijos
terminacijos sekos, funkcionuojancios minétoje lasteléje-Seimininke, kurioje minétos
DNR sekos ekspresija vyksta minéty seky iniciacijos ir terminacijos reguliacinéje
kontrol¢je; ir bent jau vienas markerinis genas ir temperatiirai jautrus bakterinés
plazmides replikacijos pradmuo.

2. Ekspresijos blokas pagal 1 punktag,besiskiriantis tuo, kad minétas proteolitinis
fermentas gautas i$ alkalofilinio Bacillus kamieno PB92 riidies.

3. Ekspresijos blokas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR seka
turi bent jau 70% nukleotidinés sekos homologijos su proteolitinj fermentg koduojanciu
Bacillus novo species PB92 genu.

4. Ekspresijos blokas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR seka

koduoja polipeptida, turintj tokia aminortig§éiy seka:

H,N-A-Q-S-V-P-W-G-I-8-R-V-Q-A-P-A-A-H-N-R-G-L-T-G-S-G-V-K-V-A-
V-L-D-T-G-I-S-T-H-P-D-L-N-I-R-G-G-A-S-F-V-P-G-E-P-S-T-Q-D-G-N-
G-H-G-T-H-V-A-G-T-I-A-A-L-N-N-$-I-G-V-L-G-V-A-P-N-A-E-L-Y-A-V-
K-V-L-G-A-$-G-§-G-$-V-8-S-I-A-Q-G-L-E-W-A-G-N-N-G-M-H-V-A-N-L-
S-L-G-$-P-S-P-S-A-T-L-E-Q-A-V-N-S-A-T-S-R-R-G-V-L-V-V-A-A-S-G-N-
S-G-A-G-S-I-S-Y-P-A-R-Y-A-N-A-M-A-V-G-A-T-D-Q-N-N-N-R-A-S-F-S-
Q-Y-G-A-G-L-D-I-V-A-P-G-V-N-V-Q-S-T-Y-P-G-S-T-Y-A-S-L-N-G-T-S-
M-A-T-P-H-V-A-G-A-A-A-L-V-K-Q-K-N-P-S-W-$-N-V-Q-I-R-N-H-L-K-N-
T-A-T-S-L-G-S-T-N-L-Y-G-S-G-L-V-N-A-E-A-A-T-R-COOH.

5. Transformuota Bacillus Igstelé-Seimininké, be siskirianti tuo, kad turi savyje
ekspresijos blokg, kuriame yra transkripcijos kryptimi transkripcijos reguliavimo seka ir
transliacijos inicijavimo seka, funkcionuojantys minétoje lasteléje-Seimininke, DNR

seka, koduojanti stipriai Sarming¢ serino proteaz¢ ir transliacijos ir terminacijos
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transkripcijos sekos, funkcionuojan¢ios minétoje lasteleje-Seimininke, kurioje minétos
DNR sekos ekspresija vyksta minéty seky iniciacijos ir terminacijos reguliacinéje
kontroléje; ir bent jau vienas markerinis genas ir temperatiirai jautfus bakterines
plazmides replikacijos pradmuo.

6. Lastelé pagal 5 punkta,besiskirianti tuo, kad turi bent jau dvi minétos DNR
sekos kopijas, istatytas j minétos Igsteles chromosoma.

7. Lastelé pagal 5 punktg, besiskirianti tuo, kad minéta lastele-Seimininké yra
laukinio tipo serino proteazés transformuotu producentu.

8. Lastel¢ pagal S punkta, besiskirianti tuo, kad minéta lgstele-Seimininke yra
laukinio tipo serino proteazes transformuotu mutantiniu kamienu.

9. Lastelé pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas mutantas néra serino
proteazes producentu.

10. Lastele pagal 5 punktag, besiskirianti tuo, kad minécta stipriai Sarminé serino
proteazé gauta i§ Bacillus novo species PB92.

11. Serino proteazes produkcijos biidas alkalofilineje Bacillus Igsteléje-Seimininke, b e s i
skiriantis tuo, kad j mincta lastelg-Seimininke jveda ekspresijos bloka, turintj
transkripcijos kryptimi transkripcijos kryptimi transkripcijos ir transliacijos reguliacinj
iniciavimo seka; DNR seka, koduojancia serino proteazg; transkripcijos ir transliacijos
terminacijos reguliavimo seka, kur minéti reguliavimo rajonai funkcionuoja minétoje
Iasteleje-Seimininke; ir selekcinj markerinj gena transformuoty lasteliy-Seimininkiy
atrankai;

augina minétas transformuotas lasteles-§eimininkes, turin¢ias minéta ekspresijos bloka,
selektyvinése salygose, kur gauta transformuota kultiira yra laisva nuo netransformuoty
lasteliy-Seimininkiy ir

inkubuoja minéta transformuota kultlira maitinimo terpéje, gaudami del to didesng
serino proteazes produkcija.

12. Budas pagal 11 punktag, besiskiriantis tuo, kad minéta lastele-Seimininke yra
laukinio tipo serino proteazées producenté.

13. Budas pagal 11 punkta,besiskiriantis tuo, kad minéta lastele-Seimininke yra
laukinio tipo serino proteazés producento mutantas.

14. Budas pagal 13 punkta,besiskiriantis tuo, kad minctas mutantas néra serino

proteazes producentu.
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15. Budas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas alkalofilinis kamienas
yra Bacillus novo species PB92.

16. Alkalofiliniy lasteliy transformacijos biidas, besiskiriantis tuo, kad minéty
Bacillus lasteliy pradinj apdorojima atlicka lizocimu $arminéje terpéje mazdaug 20-37 C
temperatiiroje, kad susidaryty protoplastai;

minétus protoplastus atskiria nuo minéto lizino,

apjungia minétus protoplastus su DNR kostrukeija, dalyvaujant sujungimo reagentui
mazdaug 20-37 C temperatiiroje,

praskiedZia minétg reagenta, kad minétos Bacillus lastelés susijungty ir regeneruotysi ir
augina minétas regeneruotas Bacillus lgsteles selektyvinése salygose.

17. Budas pagal 16 punktag, besiskiriantis tuo, kad minéta DNR konstrukcija
transkripcijos Kryptimi turi transkripcijos ir transliacijos reguliacing seka; DNR seka,
koduojancia dominantj polipeptida; ir terminacijos transkripcijos ir transliacijos
reguliacing seka, kur minétos reguliacinés sekos funkcionuoja minétoje lgsteléje-
Seimininke.

18. Dominancio polipeptido produkcijos alkalofilinio Bacillus kamieno lasteléje-
Seimininke sustiprinimo biidas,besiskiriantis tuo, kad dalyvaujant susijungimo
Sarminiame pH reagentui, sujungia minétos lastelés-$eimininkés protoplasta ir
plazmiding konstrukcija, j kurig jeina DNR seka, koduojanti minétos lastelés-
Seimininkeés endogeninj fermentg, replikaciné sistema, funkcionuojanti minétoje
lasteléje-Seimininke ir sclektyvus markerinis genas, déka ko minéta DNR jjungiama j
minétg lastelg-Seimininke;

minétas lgsteles-Seimininkes, turindias minéta DNR, atrenka ir

minétas lasteles-Seimininkes augina salygomis, turinéiomis gera poveiki minéto
dominancio polipeptido sintezei.

19. Biidas pagal 18 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta lastelé-Seimininké yra
Bacillus novo species PB92.

20. Budas pagal 18 ar 19 punktus,besiskiriantis tuo, kad minétas endogeninis
fermentas yra serino proteazé, geriausiai, stipriai $arminé proteazé.

21. Budas pagal bet kurj i§ punkty nuo 18 iki 20,besiskiriantis tuo, kad bent jau
viena minétos DNR kopija yra jstatyta j lastele-Seimininke.

22. DNR seka, koduojanti tokios aminoriigi¢iy sekos polipeptida:
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H,N-A-Q-S-V-P-W-G-I-S-R-V-Q-A-P-A-A-H-N-R-G-L-T-G-S-G-V-K-V-A-
V-L-D-T-G-I-S-T-H-P-D-L-N-I-R-G-G-A-S-F-V-P-G-E-P-$-T-Q-D-G-N-
G-H-G-T-H-V-A-G-T-I-A-A-L-N-N-S$-I-G-V-L-G-V-A-P-N-A-E-L-Y-A-V-
K-V-L-G-A-S-G-S-G-8-V-S-S-I-A-Q-G-L-E-W-A-G-N-N-G-M-H-V-A-N-L-
S-L-G-S-P-S-P-S-A-T-L-E-Q-A-V-N-S-A-T-S8-R-R-G-V-L-V-V-A-A-S-G-N-
S-G-A-G-S-I-S-Y-P-A-R-Y-A-N-A-M-A-V-G-A-T-D-Q-N-N-N-R-A-S-F-S-
Q-Y-G-A-G-L-D-I-V-A-P-G-V-N-V-Q-S-T-Y-P-G-S-T-Y-A-S-L-N-G-T-S-
M-A-T-P-H-V-A-G-A-A-A-L-V-K-Q-K-N-P-8-W-S-N-V-Q-I-R-N-H-L-K-N-
T-A-T-S-L-G-S-T-N-L-Y-G-S-G-L-V-N-A-E-A-A-T-R-COOH

23. DNR seka pagal 22 punkta, besiskirianti tuo, kad koduoja serino proteaze,
kilusia i§ Bacillus novo species PB92.

24. Transformuotos Bacillus Igstelés-Seimininkés,besiskirianc¢ios tuo, kad yra
gautos pagal biida, i kurj jeina:

DNR fragmento, turinio geng, koduojant] serino proteazg, sugebantj ekspresuotis
minétoje Iasteléje-Seimininke, atskyrimas:

mincto DNR fragmento sujungimas su linijine vektorine DNR, norint gauti vektoriy,
turintj minétg gena ir selekcijos markerj;

protoplasto, paruosto i§ lastelés-Seimininkes, sujungimas su minétu vektoriumi, esant
sujungimo Sarminiame pH reagentui, ir déka to minétas genas jvedamas j minétg lastele-
Seimininke ir jstato j minétos lastelés-Seimininkés chromosoma;

lasteliy-Seimininkiy, stabiliai turinc¢iy minéta gena, atrinkimas.

25. Transformuota Bacillus lastelé-Seimininké pagal 24 punkta, besiskirianti tuo,
kad mineta Bacillus yra Bacillus novo species PB92.

26. Transformuota Bacillus lastele-Seimininke pagal 24 punkta,besiskirianti tuo,
kad minétu vektoriumi yra pMAX-4.

27. Plazmide pMAX-4.

28. I§skirtas DNR arba RNR oligonukleotidas, turintis sekg bent jau i 15 nukleotidy,
atrinkty i§ nukleotidy, galindiy hibridizuotis su seka, kuri koduoja stipriai Sarminés
serino proteazes, gaunamos i§ Bacillus novo species PB92, aminorugsciy seka.

29. Oligonukleotidas pagal 28 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi radioaktyvig
Zymg.
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30. Oligonukleotidas pagal 28 arba 29 punktus,besiskiriantis tuo, kad turi seka
bent jau i§ 20 nukleotidy.
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