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Sio isradimo sritis priskiriama prokariotinéms laste-
léms, kuriose gauta stabili geno amplifikacija panau-
dojant ne maZiau dviejy tam tikros sekos DNR kopijy
1S8sklaidyta netandemini iterpimg i auks&iau paminetos

prokariotines lastelés chromosomg.

Bacililos placiai naudojamos pramoniniy fermenty, tokiy
kaip alfa-amilaze, neutrali proteazé ir Sarminé ar
serino proteazes, gamybai (Zr. Debado "Bacily panau-
dojimas pramoneje" knygoje "Bacily molekuliné biolo-

gija", Acad. Press, New York, 1982).

Bacillus fermenty gamybos tobulinimas galimas tiek
panaudojant klasikinius genetinius buadus, tokius kaip
mutacijos ir po Jjuy sekanti selekcija, tiek ir &iuo-
laikinius molekulinius-biologinius biudus. Paskelbta ke-
letas homologiniy ir heterologiniy geny auksto 1lygio
ekspresijos tam tikruose prokariotiniuose ir eukario-
tinlluose organizmuose pasiekimo buady, tam tikslui

panaudojant genetine inZinerija.

Vienas 185 geno auk3to lygio ekspresijos pasiekimo budy
yra geno papildymas efektyviomis reguliacinémis se-
komis. Kitas budas, daZnai naudojamas derinyje su pir-
muoju, yra reikiamo geno kopijy pagausinimas. Pirmiau-
sia amplifikacija gaunama iterpiant daugiakopijine ne-
chromosomine DNR molekule tokig kaip plazmidé. Tacdiau
norint panaudoti plazmides kaip vektorius genetinés
informacijos ekspresijai ir amplifikacijai Zymia klia-
timi yra jy nestabilumas. Amplifikuoto geno stabilumas
yra butina sglyga norint i8laikyti ekspresijos pro-
dukto, kuri koduoja amplifikuotas genas, auk3ta produk-
cijos 1lygi, kadangi lastelés turi daugeli karty pasi-
dalinti, kol susidarys pakankama biomasée, reikalinga

norimo produkto didelei gamybai.
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Yra dvi nestabilumo formos: segregacinis nestabilumas,
kuomet plazmideé prarandama kultivavimo metu, 1ir struk-
tarinis nestabilumas, kuomet ijvyksta kai kuriy plaz-
midés rajony delecija. Segregacinis nestabilumas gali
pasireiksti, pavyzdziui, tada, kuomet lastelé-recipien-
té turi wvektoriy, nesanti geng, pasiZyminti stipria
ekspresija. Apskritai, tokiu atveju pasireiks selek-
cinis spaudimas lastelems, prarandanciom, sugebeiimg
superekspresuotl geng, kadangili superekspresija yra ne-
pageidautina transformuotos lasteles-recepientes savy-
bé. Geno superekspresuotam produktui iSeikvojama daug
metabolinés energijos, o taili neigiamai veikia lastelés
konkurentini sugebejimg (augimo greitis) palyginus su
lgstelemis-recipientemis, kurioms tokia superekspresija

nebidinga.

Budas, kuri panaudoja segregacinic nestabilumo isven-
gimui, grindZiamas atranka lasteliy, turinc¢iu daugiako-
pijines plazmides, neSancias genus, suteikiancius plaz-
mide turinciai lastelei pirmenybe, pavyzdZiui, atspa-
rumg antibiotikui. Tuomet i fermentine terpe pridéjus
atitinkamo antibiotiko, galima atrinkti $ias atsparias
lasteles. Taciau stambiamastes pramoninés gamybos pro-
cesuose antibiotikal paprastai néra naudingos atrankos
priemones, kadangi jie gali neigiamai veikti fermentini

procesg ar pati produktg.

Kitas budas, naudojamas plazmidés praradimo, kuri saly-
goja segregacinis nestabilumas, sumazZinimui, grindzZia-
mas svarbaus 1lastelei-recipientei funkciniu poZiuariu
geno iterpimui i vektorine molekule (Ferrari ir kt.,
Biotechnology, 3 (1985) 1003-1007). Tacdiau 3is metodas

nelaiduoja vektoriaus struktirinio stabilumo.

Bddai, nauvdojami struktGrinio plazmidés nestabilumo
problemai iSspresti, grindZiami geno ekspresijos ekspo-

nentineéje augimo fazeéje idvengimui. PavyzdZiui, tam
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tikslui panaudojamos requliacines sekos, tokios kaip
temperaturai Jautrios reguliacineés sekos, o talp pat
galima iterpti egzogenine DNR 1 lasteles-recipientes
chromosomg. Kiti naudojami budai grindZiami tuo, kad
vengiama panaudoti autconomidkai besireplikuojancias
vektorines molekules, o vietoje to naudojami budai,
palengvinantys ijvestos DNR isiterpimg i lastelés-re-

cipientés chromosomg.

Svetimos DNR iterpimo i lastelés-recipientés chromosomag
badai grindziami homologine rekombinacija ir netai-
syklinga rekombinacija. Yra du DNR seky iterpimo i
atitinkamg vietg chromoscmoje budai, panaudojant ho-
mologine rekombinacijg: Campbell tipo ir dviguba
reciprokiné rekombinacija. Sie biodai parodyti ati-
tinkamai Fig. 1A ir Fig. 1B. Trecias DNR seky iterpimo
i chromosomg budas - tai Dbudas, naudojantis dvieju
stadiju pakeitimo mechanizmg. Jis parodytas Fig. 1C. I3
esmés Cia panaudojama Campbell tipo rekombinacija,
taciau Jjos galutiniu rezultatu vyra chromosoma, ne-
turinti duplikuoty sekuy. Tuo pac¢iu metu chromosomos
rekombinuotoje dalyje néra amplifikuoto vieneto. Tokiu
bidu 8is procesas panaSus i dviguba reciprokine re-

kombinacija.

Svetimos DNR jterpimui i chromosomg be homologinés
rekombinacijos galima naudoti netaisyklinga rekombi-
nacija. Integruotos vektorinés molekulés gali bati at-
rinktos parenkant tokias salygas, kurios slopinty ne-
integruotu vektoriniy molekuliuy replikacija. Netaisyk-
lingos replikacijos panaudojimas jterpimui pavaizduotas
Fig. 1D. Tai, kad gautuose chromosominiuose dariniuose
nera tandeminiy duplikacijy, budams, parodytiems
Fig. 1B, C ir D, suteikia privalumg naudojant Jjuos
stabiliam DNR seky iterpimui i genomg. Genai, iterpti i
chromosomg, gali buti tiek homologiniai, tiek ir he-

terogeniniai genai. Iterptos i chromosomg DNR amplifi-
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kacija wvykdoma tandemine tvarka. Skelbiama, kad sie
chromosomoje amplifikuoti genai vyra nestabilis, nors
kartais pasitaiko darby, rodanc¢iy Siuy geny stabilumg.
Tokiu btdu, pageidautina surasti metodus, kuriy pagalba

DNR, iterpta i chromosomg, likty stabili.
Literatiros apzvalga

Egzogenines DNR iterpimas i Bacillus subtilis chro-

mosomg homologinés rekombinacijos budu apraSytas Duncan
ir kt. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978) 3664-3668,
O 1 Anacystis hidulans - Williams ir Szalay, Gene, 24,
(1983) 37-51 ir Tarptautineje patento paraiskoje
w0084/00381. Paraiskoje EP-A-0127328 apradytas hetero-
loginio geno, negalin¢io stabiliai iSsilaikyti plaz-
midinio vektoriaus sastate, iterpimas i mikroorganizmo

chromosomg panaudojant homologine rekombinaciijg.

Paskelbti duomenys apie tiek homologiniu, tiek hete-
rologiniy geny, iterpty i chromosomg, amplifikacijg.
Zr., pavyzdZiui: Saito ir kt. Ketvirto tarptautinio
simpoziumo pramoniniy mikroorganizmy klausimais
medZiaga, Kioto, Japonija, 1982, p.125-130; Youny, J.
Gen. Microbiol., 130 (1984) 1613-1621; Jeanniere ir kt.
Gene 40, (1985) 47-56; Surgent ir Benett, J. Bacteriol.
161, (1985) 589-595; Gutterson ir Koshland, Proc. Natl.
Acad, Sci, USA, 80, (1983), 4894-4898; Hashiguchi ir
kt., Agric. Biol. Chem. 49, (1985) 545-550; Wilson ir
Morgan, J. Bacteriol. 163, (1985), 445-453; prancizy
patentineée paraiSka Nr. 84.06701; ir EP-A-0134048.

Taip pat apra$Syta spontaniné amplifikacija prokarioti-
nése lastelése. Zr., pavyzdZiui, apZvalga Anderson ir
Roth, Ann. Rev. Microbiol. 31, (1977) 473-505.

Visais auk3Ciau apraSytais atvejais j chromosomg iterp-

tos DNR amplifikacija vykdyta tandemine seka. Skel-
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biama, kad $§io tipo chromosomine sekos amplifikacija
yra nestabili, nors kai kuriais atvejais .stebétas
zymial didesnis stabilumas negu apradyta Janniere ir
kt., Gene, 40, (1985), 47-55.

Yra duomeny aple gamtiniy amplifikuoty prokariotiniy
geny stabilizacija, kuri atsiranda deéel svarbiu genu,
esanciy tarp Siy amplifikuoty seky. Pavyzdziui, B.
subtilis esantys du tandemiSkai iSsidéste ribosominés
RNR genc 9-10 kopiju rinkiniai yra atskirti tRNR geny
klasteriu (Waumausen ir Hansen, J. Biol. Chen. 258,
(1983), 291-298. Kitais atvejais tiek E. coli, tiek B.
subtilis sutinkami gamtiniai tandemidkai pasikarto-
jantys ribosominés RNR operonai buvo deletuoti, ir tai
turejo nedidele itakg organizmo fenotipiniams ypa-
turams: atitinkamai Elwood ir Momura, J. Bacteriol.
143, (1980), 1077-1080 ir Houghney ir kt. J. Bacteriol.
154, (1983) 525-532.

Hofemeister ir., Mol. Gen. Genet. 189 (1983) 58-63 ir
Prozorov ir kt. Gene 34, (1985), 39-46 apra3é plazmidés

iterpimg i B. subtilis chromosomg tam tikslui panau-

dojant netaisyklingg rekombinacijg.

Sekmingai klonuoti keletas bacily ekstralasteliniy fer-
menty geny, tokiy kaip alfa-amilazés genai, i3skirti i$
B. amyloliquefaciens (Pulva ir kt. Gene, 15, (1981),
43-51), 1i8 B. licheniformis (Ortlepp, Gene 23 (1983),

267), 18 B. stearothermophilus (Mielenz ir kt., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 80, (1983), 5975-5979; EP-A-
0057976) ir i3 B. subtilis (Yang ir kt. Nucleic Acids

REs. 11, (1983), 237); levansukrazés genas, iSskirtas
i$ B. subtilis (Gay ir kt., J. Bacteriol. 153, (1983),
1424); genai, koduojantys neutralia proteaze, iSskirti

i$ B. stearothermophilus (Fuji ir kt. J. Bacteriol.,
156, (1983), 831), 1§ B. amyloliquefaciens (Honjo ir

kt., J. Biotech., 1, (1984), 165) ir i3 B. subtilis
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(Yang ir kt., J. Bacteriol., 160, (1984), 115); genai,
koduojantys serinine ar S$armine proteaze, 13skirti i$
B. subtilis (Wong ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81, (1984), 1184), 1% B. licheniformis (Jacobs ir kt.
Nucleic Acids Res., 13, (1¢85), 8913) ir i3% B.

amyloliquefaciens (Wells ir kt., Nucleic Acids Res. 11,
(1983), 7911).

Paskelbti duomenys apie kai kuriy gramteigiamy mikro-
organizmy protoplasty transformacijg. Chang ir Cohen
(Mol. Gen. Genet. 168, (1979), 111-115) apra%é B.
subtilis protoplasto transformacija, kuri $Siuo metu
placiai naudojama. Apradytas panadus sékmingas B.
megaterium protoplasto transformacijos budas (Vorobjova
ir kt., FEMS Microbiol. Letters, 7, (1980), 261-263),
B. amylcliquefaciensis (Fisher ir kt., Arch. Microbiol.
139, (1981), 213-217), B. sphaericus (McDonald, J. Gen.
Microbiol., 130, (1984), 203), ir B. larvae (Bachiet ir
kt., Appl. and Env. Microbiol. 49, (1985), 577). Toje

pacioje publikacijoje praned3ta apie neigiamus rezulta-

tus, gautus dirbant su B. papillae. Sis buadas buvo

seékmingas taikant ji B. polymyxa, B. licheniformis, B.

macerans, B. laterosporus, ta¢iau nedave teigiamy re-

zultaty B. coagulans, B. cereus ir B. pumilus atvejais,

nors 1ir buvo stebimas geras protoplasty susidarymas
(Mann ir kt., Current Microbiol. 13, (1986), 131-135).

Kiti DNR jterpimo i protoplastus badai grindZiami su-
liejimu su liposomomis, turin¢iomis DNR (Holubova, Folia
Microbiol. 30, (1985), 97), arba protoplasto suliejimu
su lengvai transformuojamu organizmu kaip tarpine las-
tele-recipiente (EP-A-0134048).

Trumpas iSradimo turinys

Siulomos prokariotines lgstelés-recipientés ir juy pa-

ruo$imo budai, kuriy pagrinda sudaro DNR sekos, koduo-
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jan¢ios norima peptida, ne maziau dviejy kopijy sta-
bilus iterpimas i lastelés-recipientes chromosomg. Sve-
timos DNR sekos stabilus iSlaikymas pasiekiamas Lter-
piant i lastelés-recipientés chromosomg dvi ir daugiau
sekos kopijas, kurios tarpusavyje atskiriamos endoge-

nines chromosominés DNR sekomis.
Trumpas figiiry iliustracijy aprasSymas

Fig. 1A-D schematigkai pavaizduoti keturi nechromoso-
mineés DNR seky jterpimo j prokariotiniy organizmy chro-

mosomg budai.

T - seka-taikinys, tai yra chromosomoje ir plazmidéje
esancios DNR sekos, tarp kuriuy gali vykti homologine

rekombinacija.
S - DNR seka, kurig reikia lterpti i chromosomg.

M - rekombinantinio kamieno atrankai naudojamo markeri-

nio geno seka.

Fig. 2A ir 2B schematiZkai pavaizduoti du geno stabi-
lios amplifikacijos prokariotinéje chromosomoje gavimo
bidai.

Fig. 3 parodyti histidin/MOPS gel-elektroforezés rezulta-
tai, gauti tiriant B. subtilis DB104, turindios pnB110

arba pM58, kultidros supernatantg ir lyginant su kai

kuriais subtilizinais:
1 takelis: Carlsberg subtilizinas
2 takelis: Bacillus PB92 proteazé

3 takelis: Bacillus subtilis subtilizinas
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4 takelis: Bacillus subtilis DB104 (pM58)

5 takelis: Bacillus subtilis DB104 (pnB110)

Fig. 4 pavaizduota plazmidés pM58 restrikciné karto-
grama. Be to, paveikslelio vir3utinéje dalyje parodyta
sekvenavimo strategija. I&tisinés linijos su strele-
mis - tai fragmentai, klonuoti fago M13 vektoriuose
mp 10, mp 11 ir mp 18. Apatinéje paveiksleélio dalyje
pavaizduota sekvenavimo strategija, panaudojant dedimt
oligonukleotiduy, 1i&déstytu proteazés gene vienodais

tarpais.

Fig. 5 pavaizduota koduojancios grandines nukleotidine
seka, atitinkanti Bacillus PR9?2 serininés proteazeés
aminorugsciy seka. Taip pat parodyti promotoriai (P1,
P2), ribosomy suridimo saitas (rbs) ir DNR sekos ter-
minacijos rajonai (term). Sunumeruotos 15tisinés lini-
jos nurodo sekvenavimui naudoty dedimties oligonukleo-

tidy iSsidéstymo viets.
Fig. 6A pavaizduotas plazmideés pPE194-neo konstravimas.
Fig. 6B pavaizduotas plazmidés PMAX-4 konstravimas.

Fig. 7A pavaizduotas radioautografas, gautas atlikus

sekanti tyrimg:

kamieny PB92, PBT109 ir PBT108 chromosominés DNR skal-
domos Hind 111, po elektroforezes 0,5 % agarozés gelyje
produktai perneSami ant nitroceliuliozes ir hibridinami
pagal Southern su nik-transliacija 32P pazyméeta pM58
DNR.

Fig. 7B ir 7C parodoma integracija, gauta panaudojant
homoclogine (B) rekombinacijg ir netaisyklingg (C) re-
kombinacija tarp pMAX-4 ir Bacillus PB9?2 chromosomos.
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Fig. 8 parodytas integracinio vektoriaus pElatB konst-

ravimas.

Fig. 9A iliustruoja plazmides pElatB iterpimg i B. 1i-

cheniformis kamieno T9 chromoscma, tuo buadu gaunant B.

licheniformis kamieng TB13.

Fig. 9B iliustruoja B. licheniformis kamieny TB13 ir

TSB rekombinacija, suliejant iy kamieny protoplastus

ir po to gaunant B. licheniformis kamieng T13F.

Fig. 10 parodoma devyniy skirtingy kolonijy, gauty po
kamieno T13 poveikio fermentais, aprasyto 11 pavyzdyje,
chromosominé analizé. TI&skirta chromosominé DNR vei-
kiama Eco R1, elektroforetiskai frakcionuojama 0,8 2
agarozes gelyje ir perneSama ant nitroceliuliozes. Po
to hibridinama su nik-transliacija 32P pazymeta pElatB
DNR. PieSinyje - radicautografas. Vir3utineé strele rodo
pozicija, i kurig migruoja 15000 baziy pory ilgio Eco
Rl DNR fragmentas, turintis pilng pElatB seky, kuri
buvo iterpta j chromosomg dalyje, nesancioje $alia pra-
dinio alfa-amilazés geno, prieSingai tam, kaip tai buvo
padaryta kamienoc  TB13 atveiju, kuris pavaizduotas
Fig. 9A. Apatiné strélé rodo pozicija, 4 kurig migruoja
33000 baziy pory ilgio Eco R1 DNR fragmentas, turintis
visg alfa-amilazés geng, 18 pradziy buvusi B. liche-
niformis TS5 kamiene (ir. taip pat Fig. 9B). Analizuoti

sekantys DNR pavyzdziai:

1 takelis: Bacillus licheniformis T5 DNR

2 takelis: Bacillus licheniformis TB13 DNR

3 takelis: Bacillus licheniformis T390 DNR
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4 takelis: DNR, i$skirta i& neomicinui jautraus Bacillus

licheniformis kamieno T390, paveikto fermentais, kaip

tai aprasyta 12 pavyzdyje.

5 takelis: Bacillus licheniformis T13F DNR

6-14 takeliai: 9 skirtingy kolonijuy, iSskirty is ka-
mieno T13F paveikus fermentais, kaip tai aprasyta

12 pavyzdyje, DNR.

Pavyzdziai

Sis i3radimas sidlo prokariotines lasteles, ju paruo-
§imo budus, pagal kuriuos dvi ar daugiau DNR seky ko-
pijy stabiliai iterpiamos i chromosomg. Lastelé-reci-
piente, i kurig lterpiama DNR seka, koduojanti norimg
polipeptida, yra transformuocjama panaudojant DNR konst-
rukcijag, turincig aukséiau pamineétg DNR seksg. Po to at-
renkamos transformuotos lgstelés, kuriose iterptos DNR

sekos atskirtos endogeninémis chromosominémis sekomis.

Paprastai endogeninés tarpines sekos yra svarbios las-
telei-recipientei. Amplifikuoty seky praradimas deél ho-
mologinés rekombinacijos bus letaliikas lastelei-reci-
pientei. Tokiu buadu pasireiks selekcinis spaudimas las-
teléms, turindioms amplifikuotas sekas, ir nereikeés
naudoti antibiotiky ar kituy pana$iy atrankos priemoniy.
Iterpti galima panaudojant homologine rekombinacijg ar-
ba netaisyklingg rekombinacija. Fig. 2A ir 2B pa-
vaizduoti budai, kuriuos galima panaudoti norimy las-

teliy gavimui.

Naudojant homologine rekombinacijg, vektorinése mole-
kulése gali buti tarpai, homologiski lastelés-recipien-
tés chromosomai, ypa¢ jeigu viena ar daugiau ampli-
fikuoto geno kopijy Jjau lterpta | lastele—recipiente.

Tokiu buadu, vektoriné molekulé gali turéti savo su-
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detyje norimg DNR seky, seka-DNR taikini ir marketine
DNR sekg.

Reikia atkreipti démesi, i tai, kad atrenkamos tik no-
rimos rekombinantines chromosominés struktiros. Tai pa-
siekiama naudojant rekombinacijai linijines DNR mole-
kules. Ziediné vektorine molekulé, kurig reikia iterp-
ti, skaldoma restrikciniais fermentais homologiios su
seka-taikiniu srityje, tokiu budu rekombinacija ir
iterpimas vyks pasirinktinai Sioje specifinéeje vietoje.
Be to, kai norima DNR seka yra vektorinéje molekuléje,
Ji taip pat gali Dbuati ir lastelés-recipientes chro-
mosomoje. DNR seka gali buati lastelei—recipientei en-
dogeniné arba gali buati iterpta i recipientés chro-

mosomg pradineéje transformacijos stadijoje.

Sekas-taikinius netandeminei geny amplifikacijai geriau
parinkti 1§ nereik3Smingy geny tarpo. Pavyzdiiui, kai
recipientiniai organizmai vyra Bacilli, tuo atveju se-
komis-taikiniais galima panaudoti genus, koducjanéius
ekstra lastelinius fermentus arba sporuliacijos genus.
Kaip taisyklé, DNR seky ijterpimas i Siuos genus i8Sauks
pastaryjy inaktyvacija. Geno ekspresijos netekimas gali
bati patikrintas ir Panaudotas norimy rekombinantiniy

kamieny atrankai.

Chromosominio geno amplifikacijai naudojant netaisyk-
lingg rekombinaciig, kaip tai parodyta Fig. 1D ir 2A,
geriau parinkti tokias iterpimo ir atrankos sglygas,
kuriose homologine rekombinacija nevirsija netaisy-
klingos rekombinacijos. Homologinés rekombinacijos ga-
lima iSvengti transformuojant pirmag ir antra lasteles-
recipientes, neturincéias norimo struktuarinio geno. Tam
tikslui Panaudojamas vektorius, turintis DNR seka, ko-
duojancig norimg polipeptida ir markerini geng. Po to
pirmoji ir antroji lastelés—recipientés, kuriose DNR

seka yra skirtingose chromosomos vietose, gali buti at-



10

20

25

30

35

LT 4001 B

12
rinktos ir sujungtos suliejant. Tokiu budu gaunama
transformuota 1lgstele, turinti ne maziau dviejy DNR
seky, koduojand&iy norima struktirini gena, 1iSdéstytg
skirtingose antrosios lastelés recipientés genomo vie-
tose. Norint palengvinti atranka, pirmoji lastelé-re-

cipienté pries suliejimg turi buti uZmudta.

Interesuojantis genomas (kuriame yra norimi genai) gali
buti iS5 prokariotineés arba eukariotinés lasteles. 3Sie
genai gali buati: bakteriniai genai, vienalags&iy mikro-
organizmy genai, Zinduoliy genai ir pan. Struktdrinius
genus galima paruo3ti ivairiais bidais, panaudojant ta-
me tarpe sinteze, genominés DNR 18skyrima, CcDNR pa-
ruosimg arba jy rekxompinacijag. Ivairis manipuliaciijy su
genais budai gerai Zinomi. Tai: restrikcija, i3kirpi-
mas, ligavimas, mutagenezé in vitro, pirmine repara-

cija, linkeriy ir adavteriy fanaudojimas ir pan. Tokiu

3}
[
ki
[

padu gautos DNR sekos g biti apdorotos jvairiais ba-
dais, parinktais pagal DNR konstrukcija (Maniatis ir
Kt., "Molekulinis <loravimas", Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1982).

Struktdriniai genai gali ekspresuoti daugeli polipep-
tidy ir baltymy, tokiu kaip fermentai, hormonai, lim-
fokinai, pavir3iaus baltymai, kraujo baltymai, staty-
biniai baltymai, imuncglobulinai ir pan., priklausanc¢iy
zinduoliams, vienalgs&iams mikroorganizmams, pvz., gry-
by bakterijoms tokioms kaip mielés, hifiniai grybai,
jiry dumbliai, pirmuonys ir t.t., o taip pat jie gali
biti augalinés bei kitokios kilmés. Ypatingo démesio
susilaukia fermentai, tame tarpe proteazeés ir amilazés.
Tokiy fermenty pavyzdiiu gali bliti serininés ir neseri-
ninés proteazés. Pastaryju tarpe - labai Sarmingos se-
rininés proteazés, alfa- ir beta-amilazés ir pan. Se-

rininiy proteaziy geras saltinis yra Bacillus novo

species PB92, o alfa-amilazes- TS5 B. licheniformis, bei

$iu kamieny variantai ir mutantai.
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Geng kaip sudetine atitinkamo vektoriaus dalj galima
gauti ivairiais Zinomais Siuolaikiniais budais. Pap-
rastai, i35 organizmo, ekspresuojané¢io labai Sarmingg
proteaze, paruo$iama genominé biblioteka. Pastaraja pa-
togu paruosti liguojant donorinio kamieno DNR frag-

mentus prie tinkamo vektoriaus.

Terminu " Tinkamas vektorius" ivardinamas DNR darinys
(konstrukcija), savo sudétyje turintis Struktirini ge-
ng, koduojantj norima baltymg arba polipeptida. Struk-
tidrinis genas sujungiamas teisingai orientuojant su
kontroliniais rajonais, tokiais kaip promotorine seka,
seka, formuojanti ribosomy surisimo sriti ir sekos,
kontroliuojan&ios Struktarinio geno transliacijos ir
transkripcijos terminacijg, C.y. su tokiais kontro-
liuojanciais rajonais, kurie funkcionuoija recipien-

tineje lasteleéje.

Kuomet lastelé-recipiente bPasiziymi per Zemu transfor-
macijos ir integracijos dazniu, kaip tai btna, pvz.,
pramcniniy Bacillus kamieny atveju, tam, kad buty is-
Sprestas tiesiogineés iterpimo atrankos klausimas, ne-
naudojant tarpinio lgsteliy, turinciy plazmides, i3sky-
rimo, reikia i vektoriy papildomai Ljungti replikacijos
pradmens vienets, salygojantj autonomine replikaciijg
lasteléje—recipientéje.

Tuo atveiju, kai genas gaunamas i35 donorines lasteles,
turinc¢ios transkripcijos ir transliacijos, iniciacijos
ir terminacijos requliacinius signalus, kuriuos atpa-
Zista recipientiniai prokariotiniy lgsteliy kamienai,
patogu iSsaugoti struktirinio geno pradines requlia-
Cines sekas. Be to, transkripcijos reguliacijos gali
salygoti konstitucine arba indukuojamg ekspresijg ir
todel, esant atitinkamai Situacijai, recipientg galima
kultivuoti iki didelio tankio, kol bus pasiektas tiks-
liniy Struktidriniy geny aukStas ekspresijos lygis.
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Tuo atveju, kai struktiriniai genai gauti i§ 3altinio,
kurio reguliaciniy signaly lastelé-recipiente neatpa-
Zista, reikia tureti reguliacinius signalus, kuriuos
atpazista recipientineé lastelé. Struktarinis genas turi
biti iterptas tarp iniciacijos ir terminacijos regu-
liaciniuy signaly. Kartais €gzogenini struktarini gena,
turinti nuosavg stopkodong (kodonus), galima Lterpti
skaitymo rémelyje po 18$saugojusio savo reguliacinius
signalus endogeninio Struktarinio geno N-galiniy ko-

dony.

Pageidautina, kad ekspresijos produktas baty sekretuo-
jamas. Tai nesudetinga realizuoti tuo atveju, kai eks-
presijos produktas i3siskiria naturalia eiga ir reci-
pientine 1lagstele atpazista lyderinius ir procesingo
(brendimo) signalus. Tadiau tuo atveju, kai produktas
neiSskiriamas todél, kad lagstelé-recipiente neatpazista
sekrecijos lyderiniy signaly ir/arba procesingo signalo
(signaly), arba 3ie signalai nepakankamai veiklis reci-
pientéje, tuomet reikia iSskirti arba susintetinti DNR
sekas, koduojandias lastelés-recipientes sekrecijos ly-
derinius 1ir polipeptido procesingo signalus ir pri-
jungti Jjas taisyklingame skaitymo remelyje prie struk-

tdrinio geno 5' galo.

Papildomai | vektoriy galima ijungti markerini geng,
suteikianti atsparumg antibiotikui, kuriam lastelé re-
cipienté yra Jjautri. Naudojant vektoriy chromosominei
integracijai, markerinis genas privalo atitikti 13gyve-
namumo atrankos galimybés reikalavimus, neZilrint to,
kad recipientéje bus tik viena ar keletas markerinio
geno kopijy. Markeriniu genu laikomas struktirinis ge-
nas, galintis ekspresuotis lasteléje—recipientéje ir
sglygojantis pastarosios 15gyvenamumg selekcijos saly-
gomis. Tai gali bati fototrofiskumo suteikimas aukso-
trofinei recipientei, atspariai biocidams arba viru-

sams. Fototrofiskumo suteikimui gali buti panaudoti
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ivairts genai, tokie kaip lui, his, trp ir pan. Mar-
keriais gali tarnauti atsparumas sunkiesiems metalams,
imunitetas ir pan. lvairias DNR sekas galima gauti i3
Lvairiy DNR Saltiniuy, sujungti jas kartu i vektoriuy,
turinti vieng ar daugiau patogquy, pageidautina, unikaly
restrikcijos saita. Tai leidZia i $iuos saitus Lterpti
arba pakeisti struktirinius genus, arba juos ijterpti i
paprastuy fragmentuy vieta, tuc badu konstruojant plaz-

midini darinij,.

Plazmide su replikacijos pradmens vienetu, turinciu
mutacija, salygojandia 3io geno veiklos recipientinéje
lasteléje priklausomybe nuo temperatiros, galima panau-
doti chromosominio iterpimo atrankai (Ehrlich, Proc.
Natl. Acad. Sci. Usa, 75 (1978) 1433).

Sukonstruotg plazmidini darini galima klonuoti tam
tikslui panaudojant tinkamg klonavimo Seimininkg. Ga-
lima panaudoti bet koki Seimininka, kuris patogus,
lengvai transformuojasi, leidsia plazmidiniui dariniui
replikuotis. Po to pastaraji darini galima pernesti j
lastele—recipiente. Yra daug kamieny, pasizyminciy
aukstu transformacijos efektyvumu, auksotrofidkumu
ir/arba jautrumu antibiotikui. Kuomet lastele-recipien-
te parenkamas Bacillus pramoninis kamienas, jis turi
daug privalumy, tame tarpe ir klonuojant plazmidinj
darini. Jis leidZia Panaudoti vieng replikacine sis-
tema, o taip pat vieng ir tg patj markeri isgyvenamumo
atrankai tiek klonavimo Seimininke, tiek ir recipien-

tiniame kamiene (Europos patentas EP-A-134048) .

Plazmidini darinj galima iterpti i klonavimo Seiminin-
kg, panaudojant patogius budus, tokius kaip: transfor-
macija, DNR kalcio precipitacija, konjugacija ir pan.
Po to klonavimo Seimininka galima iSauginti tinkamoje
maitinimo terpéje selekcijos salygomis, leidZianciomis

atrinkti Seimininkg, turinti plazmidini darinij.
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Auksotrofiniams Seimininkams naudojama maitinimo terpe,
stokojanti butinos maitinimo medZiagos. Tuo tarpu bio-
cidiniam atsparumui, pvz., atsparumui antibiotikams,
patikrinti i maitinimo terpe pridedami biocido (bio-

cidy) citotoksiniai kiekiai.

Galima naudoti ivairias lasteles-recipientes, tokias

kaip E. coli, Bacillus, ypaC Bacillus subtilis,

Pseudomonas ir Streptomyces kamienus. Pasirenkant 1lgs-

tele-recipiente atsizvelgiama i ivairius faktorius, ta-
me tarpe ir i tokius, kurie gali tureéti itakos ampiifi-
kuoto geno ekspresijai ir norimo produkto gamyba:.
Geriausia panaudoti lastele-recipiente, kurioje galimas
reguliaciniy signaly atpazinimas, sekrecijos paleng-
vinimas, norimo produkto degradacijos sumaZinimas ir
t.t. Tinkamiausia recipientiné lastele, kuri jau pro-
dukuoja norimg polipeptida ir gali buati arba laukinio
tipo, arba mutantinio tipo organizmas. Recipiente taip
pat gali bati organizmo, produkuojanc¢io norimg polipep-
tida, mutantas, kuris liovési produkaves. Kada norimu
polipeptidu yra proteazé ar amilazeé, tinkamiausi kamie-

nai yra atitinkamai Bacillus novo species PB92 ir T5

Bacillus licheniformis, o taip pat S5iy kamieny mutantai

ir variantai.

Be to, dar galima panaudoti ir pramoninius kamienus,
pasizymincius norimais privalumais. Kamieny, kuriuos ga-
lima panaudoti pavyzdzZiais yra kamienai, naudojami pra-

moninei fermenty gamybai, tokie kaip B. licheniformis,

B. amyloliquefaciens ir bazofilines bacilos. Pramoni-

niai kamienai atrenkami i3 organizmy, kuriuos galima
i8skirti i3 dirvos arba gauti i35 banky ar kity 38al-
tiniy, arba gaunami modifikuojant turimus kamienus.
Pramoniniai kamienai labai na&ds ir stabilds. Dar dau-
giau, $ie kamienai atsparus faginei infekcijai ir gene-
tiniams mainams, kuriems priklauso ir DNR Lterpimas,

panaudojant transformacijos budus. Tinkami pramoniniai
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kamienal yra taip pat fototrofisdki tam, kad nereikty i

maitinimo terpe papildomas brangias aminorugstis.

Kiti pramoniniy kamieny ypatumai yra jy auk3tas pro-
duktyvumas, iSsilaikantis iki fermentacijos, kuri gali
testis net savaite, pabaigos; stabili lasteliy koncent-
racija :ki bulijono i1&sekimo ir specifinio sekretucjamo
baltymoc auk3tas produkcijos lygis (iprastas ne maziau

5 g/l - 0.5 % (masé/turis).

Galima gauti transformantus, turin&ius arba tandemidkai
i8destytus genus, arba iSsklaidytus i%ilgai chromoso-
mos. Paprastai galima atrinkti transformantus, turin-
Cius i$sklaidytus genus tam tikslui iSskiriant i abie-
ju tipy transformanty misinio chromosomine DNR i3 kiek-
vieno transformanto, po to analizuojant 3ig DNR ir nu-
statant geny lokalizaciija, pvz., Southern, J. Mol.
Biol. 98 (1975) 503-517, metodu ar kokiu kitu budu.

Vengiant tandeminio iterpimo, transformantus su i&-
sklaidytais genais galima gauti panaudojant DNR lini-
jines konstrukcijas, turin&ias DNR sekg, kuria reikia
amplifikuoti, markerini geng ir seka-taikini rekom-
binacijai dvigubos reciprokines rekombinacijos badu

kaip tai parodyta Fig. 1B ir 2B.

Dar daugiau, transformantus su iSsklaidytais genais
galima gauti panaudojant netaisyklingag rekombinaciijg,
pavaizduotg Fig. 2A. Jos metu galima iSvengti tandemi-
niy transformantuy, panaudojant atrankg ir markerinio
geno (pvz., koduojandéio atsparumg antibiotikui) dife-
rencine ekspresija, kuomet kamienuy su netandeminiu ir
tandeminiu geno iterpimu Jautrumas antibiotikui skir-
tingas. DaZniausiai iterpty endogeniniy DNR seky ilgis -
maziau 10.000 baziy pory.
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Be to, vengiant tandeminés duplikacijos transformantus
su 1i8sklaidytais genais galima gauti protoplastus, gau-
tus 1S homologinio donorinio kamieno, turindio DNR kons-
trukcija, sudaryta 1§ struktarinio geno ir markerinio
geno, kurioje, palyginus su akceptoriniu kamienu,

struktirinis genas yra kitoje chromosomos vietoje.

Recipientiniuy lgsteliy transformacijai geriausiail pa-
naudoti protoplastus, paruostus i3 recipientinio ka-
mieno. Protoplastai ruoSiami i3 lgsteliy iprastiniais
budais, pvz., paveikiant lizocimu arba zimoliaze. Po to
protoplastai atsargiai suspenduojami terpeije, kurios
osmotiskumas tinkamas protoplasty i8silaikymui. Proto-
plasty i3 Bacillus pramoniniy kamieny paruosimo budai
aprasyti EP-A-0134048, kuris &ia pateikiamas kaip lite-
ratdros Saltinis. Kuomet recipientiniu kamienu parenka-
mas bazofilinis Bacillus kamienas, protoplastai gali
baiti paruo$ti esant 3arminiam pH, geriau 8.0. $is badas

apraSytas Europos patente Nr. EP-A-87200358.7.

Lastelé recipienté transformuojama suliejant plazmidinij
darini arba klonavimo Zeimininko protoplasta su lgste-
lés-recepientés protoplastu tam tikslui panaudojant
tinkamg suliejimo reagenta. Galima naudoti bet kuri
pakankamai aktyvy reagentsy. Paprastai, polietilengli-
kolis salygoja pakankamai efektyvy suliejimg: Po trumpo
laikotarpio reakcijos mifinys pakei&iamas tinkama mai-
tinimo terpe. Lastelés regeneruoja selektyvioje terpéje

i8§sejus i lék3teles su agaru.

Transformantai, gauti suliejus lastele-recipiente su
tinkama DNR konstrukcija, gali tureti 8ig visg konst-
rukcija arba jos dalj kaip sriti, iterptag i chromosomg.
Jei DNR konstrukcija turi replikacijos pradmens vie-
neta, funkcionuojanti recipientéje, tuomet DNR konst-
rukcija lasteléje bus laisvos vektorinés molekulés pa-

vidalu.
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Transformanty, turin&iy DNR konstrukcija, iterpta |
chromosomg, selekcijos bidas grindZiamas plazmides, tu-
rincios temperaturai jautry replikacijos pradmens vie-
netq, panaudojimu. Transformantai auginami selektyvioje
terpéje optimalioje temperatiroje, po to temperatira
pakeiciama i neoptimaliag. Kolonijos, ekspresuojandios
markerini geng neoptimalioje temperattroje i3skiriamos
1r auginamos selektyvioje terpéije optimaliocje tempera-
taroje. Plazmidés nebuvimas gali bati patikrintas,
pvz., sumineés DNR iSskyrimu i3 kolonijy ir jos elektro-
foreze agaro gelyje arba transformanty nesugebejimu
transformuoti kompetentines lasteles. Isiterpimo 1
chromosoma tipas gali biiti nustatytas chromosominés DNR
analize, apra$yta Southern, J. Mol. Biol. 98, (1975)

503-517 arba kitais Zinomais budais.

Kuomet transformantai, turintys papildomas tandemidkai
isdéstytas markerinio geno kopijas, palyginus su tran-
sformantais, turindiais iZsklaidytg reciplentés genome
markerini geng, pasiZymi diferenciniu Jautrumu selek-
tyviam agentui, tada transformantus galima auginti ter-
peje su selektyviniu agentu, tam kad baty atrinkti

transformantai su netandeminiais intarpais.

Transformantus su i3sklaidytai iterptomis norimomis DNR
sekomis galima gauti ir kitu budu, panaudojant proto-
plastus, paruo3tus i homologiniy donoriniy lasteliuy,
turin¢iy nors vieng norimos DNR sekos kopijg, esancig

kitoje negu recipientinés lastelés chromosomos vietoje.

Homologiné donoriné lgstelé gali bati paruosta, tran-
sformuojant lastele, neturinc¢ig norimo struktarinio ge-
no. Tam tikslui panaudojamas vektorius turintis norimag
strukturini geng. DNR seka i donorineés lgstelés chro-
mosomg gali buti jterpta lengvesniu badu - panaudojant
plazmide, turindig temperaturai jautry replikacijos prad-

mens vienetg ir po to auginant transformantg selekcijos
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salygomis 15 pradZziy optimalioje temperatiroje, o ve-
liau neoptimalioje temperaturoje kaip tai apradyta
auksc¢iau. Kolonijos, ekspresuojanc¢ios markerini geng,

1Sskiriamos.

Po to, kai isitikinama, kad néra plazmidinés DNR, galim
i8skirti chromosomine DNR ir idtirti ja Southern metodu
(Zzr. aukS8c¢iau) hibridizucjant su zondu, pazymetu, pvz.,
32P arba biotinilintu nukleotidu. Zondu gali buti cDNR,
koduojanti norimg polipeptida, arba jos fragmentai, o
taip pat ir DNR konstrukcija arba jos fragmentai, tu-
rintys savo sudétyje norimg DNR sekga, pvz., vektorius.
Transformantai, turintys norimg geng kitoje vietoje,
palyginus su genu, esantiu donoriniame kamiene, gali
buti po to panaudoti kaip homologineé donoriné lastele.
Recipientiniu kamienu geriau parinkti ta kamiena, kuris
naudojamas kaip norimos DNR sekos &altinis, arba tg
kamieng, kuriame norima DNR seka yra kitoje chromosomos

vietoje, negu transformuotos donorinés lastelés.

Siekiant palengvinti atranka, donorineé lasteleé uZmudama
citotoksiniu agentu prie3 ar protoplasto susidarymo
metu. Donorinés lastelés uzZmu$imui galima naudoti ivai-
rius agentus, tame tarpe ir antibiotikus. Pastebeta,
kad patogiu efektyviu agentu, neveikiandiu busimo su-
liejimo, yra jodoacetamidas. Naudojant klonavimo 3ei-
mininko uzZmu$tus protoplastus, santykis uzmu$ty proto-
plastuy su akceptoriniu recipiento kamienu turi buti ne
maziau 1:1 arba galima naudoti uzmusSty protoplasty per-
tekliy.

Suliejus uZmustos donorinés lagstelés protoplastg su re-
cipientinés lastelés protoplastu, transformantai gali
biti atrinkti panaudojant markerini geng. Po to DNR ga-
lima i3skirti ir istirti kaip tai apraSyta auk3¢&iau.
Identifikuojami transformantai, kuriy genome yra isi-

terpusios daugiau kaip viena norimo geno kopijos, at-
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skirtos tarpusavyje endogeninémis chromosominémis se-

komis. .

Transformantai su iSsklaidytais genais skrininguojami
ieSkant variantuy, paZymin¢iy norimo polipeptido padi-
dinta ekspresija. Tam tikslui naudojami ivairts budai,
pvz., naudojami fermentai. Tais atvejeis, kai néra fer-
mentuy ar nera tinkamos iedkojimo sistemos, klony skri-
ningui galima naudoti bicanalize, antikanus, DNR ar RNR
hibridizacijg, siekiant identifikuoti plazmidine konst-

rukcijgq ir norimo struktirinio geno ekspresija.

Be to, recipientineé lastelé, turinti i chromosomg iterptg
plazmidine konstrukcijg arba jos fragmentus, auginama
maitinimo terpeje tinkamose fermentacijai sgalygose.
Fermentacija tesiasi, kol 1i&senka bulijonas. Jeigu
produktas sekretucjamas, tai jis iSskiriamas i&§ buli-
jono, panaudojant atitinkamg buds, pvz., ekstrahavimg,
chromatografija, elektroforeze ir pan. Jeigu produktas
lieka citoplazmoje, tuomet lasteles galima surinkti
centrifuguojant ar filtruojant ir t.t., jas lizuoti me-
chaniskai arba detergentu, lizocimu ar kitokiu badu ir
i8skirti produkta kaip tai apradyta auki&iau. Naudojant
Siame iSradime apradyta buda, galima stabiliai iterpti
ne maziau dviejuy DNR seky kopijy, pasiekiant geno amp-

lifikacijsg.

Sekantys pavyzdiZiai pateikiami kaip iliustracija, kuri

neissemia visy galimybiy.
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EKSPERIMENTINE DALIS

1 pavyzdys

Genominés DNR bibliotekos is bazofilinio Bacillus novo
species PB92 kamieno paruosSimas ir serininés proteazés

geno isskyrimas

Chromosomineé DNR, iSskirta 13 Bacillus novo sp. PB92

{saugoma Olandijoje, Delfte, Technikos Universiteto
mikrobiologijos laboratorijoje, Nr. OP-60. Zr. patentg
JAV Nr. Pl 30.602) pagal bidg, aprasSyta Saito-Miuva,
Biochim. Biophys. Acta, 72 (1963) 619-€32, po to pa-
velkta restrikciniais fermentais Sau 3A ir liguota Bam
111 saite i plazmide puRll0 (Gryczan :r kt., J.
Bacteriol. 134 (1978) 318-3229). puBl110 plazmidiné DNR
parucSta kaip aprasSyta Birnbcim ir Boly, Nucl. Acids
Res., 7, (1973) 1513-15Z3.

Liguotas midinys transfcormuoiamas 3 B. subtilis 1A40

(Baciluy saugojimo Genetinis Centras) pagal metoda,
aprasyta Spizizen ir kt., J. Bacteriol., 81 (1961) 741-
746, panaudojant 0,6-1 pg DNR/Iml kompetentiniy las-
teliy.

Lasteles 13 transformuojancio midinio i3séjimas i mini-
malias leéekSteles su 2,8 % KH,PO,; 1,2 % KH,PO,; 0,4
(NHy) ,S04; 0,2 % tris-Na-citrato-2H,0; 0,04 % MgSO,* 7H,0;
0,00005 % MnSO,*4H,0; 0,4 % L-gliutamininés rugdties;

o\e

0,5 % gliukozes; 0,02 % kazamininiy rags$ciy; 50 p/ml
metionino; 20 pg/ml lizino; 20 pg/ml neomicino; 0,4 %
kazeino ir 1,5 % agaro. Po lékSteliy ir inkubacijos per
nakti 37°C temperatiroje viena i% 50.000 koloniju, at-
spariy neomicinui, pasiZyméjo padidinta proteazés pro-
dukcija. Tai buvo nustatyta pagal padidéjusi preci-
pitacijos lauka, atsiradusi aplink kolonijg ant agaro

ir kazeino skaldymo produkty. Plazmidiné DNR idskirta
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is Sios kolonijos pagal metoda, apradyta Birnboim ir
Doly (Nucleic Acids Res. 7 (1979) 1513-1523) ir paiyme-
ta pM58.

2 pavyzdys
Serininés proteazés geno PB92 ekspresija

Bacillus subtilis 1A40, turinti pM58, isauginta minima-

lioje terpeje (Spizizen ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 44 (1958} 1072-1078), i kuriag prideta 0,02 % kaza-
nininiy ruags$¢iy; 50 pg/ml lizino ir 20 pg/ml neomicino.
Po 24 wval. kultara nucentrifuguojama ir patikrinamas
Supernatanto proteazinis aktyvumas panaudojant kaip
substratg dimetilkazeing (Lin ir kt., J. Biol. Chem.
244 (1969) 789-793). Kultira B. subtilis 1A40, turinti
plazmide puBl10, panaudota kaip kontrole, kurios pro-

teazinis aktyvumas sudaré mazZiau kaip 1/60 kulturos,
transformuotos pMS58, proteazinio aktyvumo. Proteazinij
aktyvumg slopino 1 mM fenilsulfonilfluorido (PMSF), bet
ne 20 mM EDTA.

AuksSCiau paminéti supernatantai iSanalizuoti baltymi-
niame gelyje pagal buda, apradyta Laemmli, Nature 227
(1970) 680. Méginiai $iai analizei paruosiami superna-
tantg paveikiant 5 % trichloracto ruagdtimi (TChA). Po
to centrifuguojama, precipituoto baltymo nuosédos 2
kartus plaunamos acetonu, po to iStirpinamos 40 ul bu-
ferio (0,5 M Tris*HCl, pH 7,5; 10 % (tdrio) 2-mer-
kaptoetanolio; 50 % (tario) glicerino ir 0,05 % brom-
fenolio mélynojo) virinant 10 min. Kultary supernatanto
meginiai tiriami elektroforetidkai. I&tirti trys skir-

tingi B. subtilis 1A40 kamienai: kamienai, turintys

puBl10 arba pM58, kamienas be plazmidés ir Bacillus
PB92 proteazé kaip kontrolé. Po elektroforezés geliai
daZomi Kumasi briliantiniu méliu ir atplaunami. B.

subtilis kamieno 1A40, turinéio pM58, méginys turéjo 31
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kDa baltyma, kuris migravo kartu su Bacillus PB92 pro-
teaze. Sis baltymas neaptiktas kontroliniame - kamieno

B. subtilis 1A40, turincio puBl110, takelyje.

Visos serininés proteazeés turi vienoda molekuline mase.
Todel klonuota Bacillus PB92 serininé proteazée dife-
rencijuojama nuo visy kity Zinomy serininiy proteaziuy

(B. subtilis subtilizino, Carlsberg subtilizino) tran-

sformuojant pM58 ir puBl110 i beproteazini B. subtilis
kamieng DB104 (R. Doi, J. Bacteriol. 160 (1984) 442-

444) . Po to analizuojama produkuojama ekstralasteline
proteaze. Gauti transformantai auginami minimalioje
terpeje (Spizizen ir kt., Zr. auk&c¢iau), turinéioje

0,02 % kazamininiy rug8c¢iy, 50 ug/ml histidino ir
20 pg/ml neomicino. Po 24 val. paimami méginiai, cen-
trifuguojami ir be papildomo paruo$imo analizuojami tam
tikslui panaudojant histidino IMOPS gelius, turindéius
75 mM KOH; 40 mM histidino; 100 mM MOPS)3-)N-morfo-
lino) -propansulfortgstis), pH 7,5 ir 5% poliakrilamido.
Elektroforezes buferis turéjo 40 mM histidino, 100 mM
MOPS, pH 6,6. Méginiai Jjudéjo katodo kryptimi. Pro-
teazes juostos aptinkamos profesionaliy juosteliuy AgFa
Pan 100 pagalba (Zuidweg ir kt., Biotechnol. and
Bioengin. 14 (1972) 685-714). Sie rezultatai parodyti
Fig. 3. IS jy matyti kad PM58 turi gena, koduojanti
Bacillus PB92 proteaze.

3 pavyzdys

Bacillus PB92 serininés proteazés geno nukleotidiniy

seky nustatymas

pM58 Bal I - Hpa I fragmento seka nustatyta panaudojant
buda, apraSyta Sanger, Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 77
(1977) 6463. pM58 restrikciniai fragmentai (Zr. 4 pav.)
klonuoti fago MI13 vektoriuose mpl0, mpll ir mpl8
(Meshing ir kt., Nucleic Acids Res., 9 (1981) 309-321).
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Fragmenty pM558 1siterpimas skrininguojamas pagal
hibridizacijos rezultatus. Sekvenavus paruosta desdimt
nukleotiduy, lokalizuotu gelyje lygiais tarpais, ir pa-
kartotas sekvenavimas, patvirtines seka, parodyta Fig. 5.

4 pavyzdys

Plazmidés pMAX-4, turindios serinineés proteazés geng,

konstravimas

Konstruojant plazmide puCN (Fig. 6A) plazmide puB110
paveikiama fermentais Tag 1 ir Pvu 11. Fragmentas,
turintis atsparumo neomicinui gena, i8valytas panau-
dojant Zemos lydymosi temperatiros agaroze 1r po to jo
galai paveikti Klenovo polimerazeés fragmentu (Maniatis,
Molekulinis klonavimas: A laboratory Manual Cold Spring
Harbor, 1982). Plazmide puC7 (Vilira ir kt. Gene 19
(1982) 259-268) linearizuota Sal 1 ir galaili apdoroti
kaip apradyta auksciau. Abu fragmentai liguoti Tu
ligaze (Maniatis) ir transformuoti i E. coli IML 03.
Atranka atlikta 2xTY lékStelése (1,6 % svoris/taris
Bakto triptono; 1 % svoris/tdris mieliy ekstrakto; 0,5 %
NaCl, 50 pg/ml ampicilino ir 10 pug/ml neomicino). Gauta
plazmidé, pavadinta puCN710, paveikta restriktaze Bam
Hl. Plazmidé pE194 (Iordanescu, Plasmio (1978) 468-479)
suskaldyta Bcl 1. Fragmentai liquoti T4 ligaze ir
transformuoti i B. subtilis 1A40. Atranka atlikta mi-

nimaliose lék3telése, turindiose 20 pg/ml  neomicino
(zr. Fig. 1). Gauta plazmidé pE194-neo (Fig. 6A) turéjo
neomicino geng ir temperatirai jautry replikacijos

pradmens vienetg.

Proteazes genas subklonuotas j iterpimo vektoriy pE194-
neo sekanc¢iu badu: pM58 (Zr. Fig. 7) paveikiama fer-
mentais Hpasl ir Ball ir Bgl 11. Plazmide pE194-neo
paveikiama Hpa 1. Sie fragmentai liguojami T4 ligaze ir

transformuojami i B. subtilis 1A40. Transformantai at-
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renkami pagal atsparumo neomicinui ir proteazés pro-
dukcijos padidéjimo poZymius. Apie tai sprendZiama i3
precipitacijos arealo, kuri sudaro kazeino skaldymo
produktai (Zr. Fig. 1), dydzZio. Gauta plazmidé puAx-4,
kurios struktira nustatyta restrikcine fermenty analize

{(Zr. Fig.6B).
5 pavyzdys
Bacillus PB92 pMAX-4 protoplasto transformacija

Bacillus PB92 augintas per nakti 100 ml NBSG-X tirpale
(Thorne etcel., J. Bacteriol. 91 (1966) 1012-1020) .
Kultura buvo centrifuguojama 10 min esant 4.500 aps/min
rotoriuje Sorvcell modelis CSA. protoplastai buve pa-
ruosti inkubuojant bacilas 1 val. 37°C temperatiroje
10 ml Sarminio tirpalo (ANM), turindio 0,5 M sacha-
rozes; 0,0Z M MgCl, ir 0,02 M Tris-maleat, pH 8,0;
steriliame vandenyje, i kuri buvo prideta 0,4 mg/ml
lizocimo. Protoplastai buvo nusodinti per 10 min esant
4.500 aps/min, resuspenduoti 5 ml ANM' buferinio mi&i-
nio (ANM buferis, i kuri pridéta 3,5 % svoris/tdris
Bakto Penassay bulijono ir 0,04 % svoris/tiris Merieux
albumino), kurio pH 8,0, sumaiSyti ir veél nusodinti
kaip aprasSyta auk$§¢iau. Po resuspendavimo 5,0 ml ANM,
0,5 ml $Sios protoplasty suspensijos buvo sumaiSyta su
55 pg demineralizuoto vandens, turincio 1 ug plazmi-
dinés DNR ir inkubuota 2 min. su 30 % svoris/tdris
polietilenglikolio 8.000, pH 8,0. Tris kartus praskie-
dus tirpalu ANM’ pH 8,0 ir centrifugavus, nuosédos
resuspenduotos mazame tuiryje 1 ml ANM'® ir inkubuotos 2-
3 wval. Alikvotos po 100 ml buvo i3sétos naujai pa-
ruoStose regeneracinése léek3telése su 0,55 M sukcinato-
HC1 pH 8,0; 1,55 % svoris/turis agaro; 0,5 % svo-
ris/turis kazamininiy rug3céiy; 0,55 % svoris/taris mie-
liy ekstrakto; 0,031 M fosfatinio buferio pH 8,0; 0,5 %

svoris/turis gliukozés; 0,02 mg MgCl, ir 0,02 % svo-
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ris/tiris Merieux albumino. Siose 1lékStelése taip pat
buvo 1000 pg/ml neomicino selekcijai. Po inkubacijos
prie 37°C ne maZiau 72 val. kolonijos pernedtos i
léksteles su agaru, turinfiu 3irdies raumens ekstraktg

ir 20 pg/ml neomicino.

6 pavyzdys

pPMAX-4 jterpimas i Bacillus kamieno pB92 chromosoma

Transformantas Bacillus pB92, turintis plazmide pMAX-é,
inkubuojamas Triptono sojos bulijone (TSB), turindiame
arba 1 pg/ml, arba 20 pg/ml neomicino, 24 val prie
37°C.

Po to po 2 ml lagsteliy suspensijos atskiedZiama 100 ml
TSB, turinCio atitinkamai 1 pg/ml arba 20 pg/ml ne-
omicino, ir inkubuojama 24 val prie 50°C. Po 24 wval.
abiejy kultary meéginiai po i ml veél atskiedZiami, kaip
nurodyta auk&8¢iau ir inkubuojami 24 val. prie 50°C vel
pridejus atitinkamai 1 ug/ml arba 20 ug/ml neomicino.
Pastaroji procedira pakartojama dar viena karta. Tada
lasteliy suspensijos atskiedZiamos 100 karty ir idse-
jamos i lékSteles su agaru, turinéiu &irdies raumens
ekstraktg (Hl-agaras) ir atitinkamai 1 pg/ml neomicino
(kultdry, auginty terpéje su 20 pg/ml neomicino mé-
giniams. LeékStelés inkubuojamos 16 val prie 50°C. Re-
zistentiskos neomicinui kolonijos iSskiriamos ir augi-
namos 10 ml TBS terpés, turincios 1 pg/ml neomicino,
16 val prie 37°C. I3 3iy kolonijy iSskiriama suminé DNR
(Holmes ir kt., Anal Biochem 114  (1981) 193-197).
Plazmideés nebuvimas tikrinamas DNR elektroforeze agaro-
zes gelyje. Plazmidinés DNR nebuvimas méginiuose pa-

tvirtinamas transformuojant sumine DNR i B. subtilis

1A40. Nuspresta, kad méginiai, negalintys transformuoti

B. subtilis, neturi plazmides.
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Tam, kad buoty nustatyta, kur ir kokiu buadu pMAX-4
isiterpusi 1 chromosomg, 1Sskiriama chromosominé DNR
paveikiama Hind III ir analizuojama 0,5 % agarozés
gelyje perneSant ant nitroceliuliozés (Southern, J. Md.
Biol., 98 (1975) 503-517) ir hibridizuojant su 32P
pazyméta po niktransliacijos pM58 (Maniatis, 1982).

Sios analizés duomenys parodyti Fig. 7A.

Po selekcijos 1 pg/ml neomicinu proteazés genai buvo
tandemiskali i8sideste chromosomoje, o po Campbell-tipo
homologinés rekombinacijos $ie genai buvo atskirti
kamieno PBT109 plazmidineémis sekomis. I3skyrus 30 ne-
priklausomy integranty, vél buvo atlikta atranka ter-
péje su 1 ug/ml neomicino. I3skirtas vienas integrantas
po netaisyklingos rekombinacijos (kamienas PBT122), tu-
rintis plazmide pMAX-4, isiterpusig atsitiktinéje chro-
mosomos vietoje. Sis kamienas paZymétas PBT108. Kamieny
PBT109 ir 108 genetiné organizacija parodyta atitinka-
mai Fig. 7B ir 7C. Chromoscminé analizé patvirtina, kad
PBT122 ir PBT108 intarpail yra skirtingose chromosomos

vietose.

7 pavyzdys

Kamienuose PBT108 ir PBT109 esanéiy dviguby proteazés
geny stabilumas

500 ml talpos kolbos su 100 ml gamybinés terpés be
neomicino (turinc¢ios: 1 % krakmolo, 4 % laktozés, 0,8 %
K,HPO4; 0,5 % mieliy ekstrakto; 2H,0; 0,55 % MgSO,* 7H,P;
0,07 % CaCl,; 0,068 % FeO,*7H,0 ir 1 ml/l skys&io pries
putojima) paséjama po 0,2 ml lagsteliy suspensijos i$
kamieno PBT108 arba PTB109 kultary, augintu per nakti
37°C temperatiroje. Inkubuojama 44 val. 37°C tempera-
tdroje pastoviai aeruojant. Po to klonuojant patikri-
namas kultiros atsparumas neomicinui ir jos proteazinis

aktyvumas.
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Kamienai PBT108 ir PBT109 patikrinti Eschweiler fermen-
tatoriuose, wuZpildytuose auk3¢iau paminéta gamybine
terpe, norint iSsiaiSkinti turio padidéjimo iki 11 efek-

tg. Fermentacijos bandymy duomenys suvesti 1 lenteleje.

1 lenteleé
. o Santykiné proteazes Atsgariy neomicinui
Kamlenas gamyba* -asteliy % po
fermentacijos
Kontrolée (PB92 100 % -
PBT108 120 % 100 %
PBT109 115-120 % 75-97 %

* Proteazes aktyvumas patikrintas naudojant dimetilka-
zeing kaip substratga (Lyn ir kt., J. Biol. Chem. 244
(1869) 789-793.

Patikrinus kolonijas, gautas i& kamieno PBT109 po jo
auginimo 2 dienas Eschweiler fermentatoriuje, rasta,
kad 3-25 % 3iy kolonijy proteazés aktyvumas buvo kaip
kamieno, turinéio tik viena proteazeés geng. Nustatyta,
kad auk$ciau paminétos kolonijos yra neomicinui Jjaut-
rios, kadangi homologinés rekombinacijos metu pMAX-4
yra iskerpama. Tuo tarpu patikrinus kolonijas, gautas
i5 kamieno PBT108 po jo auginimo fermentatoriuje, ras-
ta, kad visos 3Sios lastelés yra neomicinui atsparios.
Parinkta $imtas neomicinui atspariy kolonijuy atsitik-
tiniam ir individualiam proteazinio aktyvumo testavi-
mui, siekiant nustatyti, kiek proteazés geny - vieng ar
du jos turés. Visos 100 individualiai testuoty kolonijy
produkavo kamieno, turindio du genus, lygyje. Tai rodo,
kad du, atsitiktiniai iterpti i kamieng PRBT108 pro-
teazes genai stabiliai laikési naudotose fermentacijos

salygose.
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8 pavyzdys
Integracinio vektoriaus pElaTB konstravimas

Plazmide pB34, apraSyta EPA 0134048 paveikta restrik-
ciniais fermentais bcll, Bgll ir Bglll. Gauty restrik-
cijos fragmenty galai paveikiami klenovo polimeraze ir
po to liguojami i pEl194-neo Hpal saita (Zr. fig. 6).
Plazmides pEl94-neo DNR iSskirta kaip apradyta birnboim

ir Doly (Nucl. Acids. Res. 7 (1979) 15513-1523.

Gautas miSinys transformuojamas i B. subtilis 1A40

pagal budg, kuri apra$é Spizizen ir kt. (J. Bacteriol.
81 (1961) 741-746), panaudoiant 0,55-1 pg DNR/I1 ml kom-
petentiniy lasteliy.

Po to lastelés iSseéjamos i minimalias lék3teles, tu-
rin¢ias 2,8 % KHPO,; 1,2 % KH,PO,; 0,4 % (NH,),S0,; 0,2 %
tris-Na-citrato*2H,0; 0,04 % MgSO,*7H.0; 0,00005 &
MnSO.*H,0; 0,4 % gliutamininés rugsties; 0,555 % gliu-
kozes; 0.02 % kazamininiy rugsciy; 50 pg/ml lizino;

20 pg/ml neomicino; 0,4 % kazeino, 0,5 % krakmolo ir

1,5 % agaro.
Birnboim ir Doly apradytu badu i§ koloniju, produkuo-
janciy alfa-amilaze, i3skirta DNR, paveikta restrikci-

niais fermentais ir analizuota i§ vieno transformanto

i8skirta plazmidé pElaTB (Zr. Fig. 8).

9 pavyzdys

PElaTB panaudojimas alfa-amilaze neprodukuojan&io ka-

mieno Bacillus licheniformis T9 transformacijai

Kamienas Bacillus licheniformis T9 transformuotas buadu,

aprasytu EP-A-02553455, su nedidele pataisa - procedira

atlikta (30°C, o ne 37°C temperatiuroje). Transformanty
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atranka atlikta minimaliose lekSteleése, turinciose
20 pg/ml neomicino. Visi transformantai produkavo ami-
laze. Birnboim ir Doly aprasytu budu isskirta DNR,
atlikta restrikcine analize, kuri parode, kad visi

transformantai turi pElaTB.
10 pavyzdys
PElaTB ijterpimas i B. licheniformis T9 chromosomg

Bacillus licheniformis kamienas T9, turintis plazmide

pElaTB, i3sejamas i Triptono sojos bulijong (TSB), su
20 pg/ml neomicino ir inkubuojama 16 wval. 30°C tempe-
ratiroje. 5 ml lasteliy suspensijos atskiedZiama 100 ml
auk3&iau paminétos terpés ir inkubuojama 50°C tempe-

ratiGroje 24 val.

Si procediira pakartojama. Po to lasteliy suspensija
atskiedziama 100 karty 1ir i8séjama i léksteles su
agaru, 1 kuri idetas $§irdies raumens ekstraktas ir
10 pug/ml neomicino. Inkubuojama 40 val. 50°C temperati-
roje, po to iSskiriamos kolonijos, atsparios neomici-
nui, ir kultivuojamos 10 ml TSB terpés su 10 pg/ml
neomicino 16 val. 30°C temperatiroje. Tada i3 kultary
iSskirta seiminé DNR (Holmes ir kt., Anal. Biochem. 114
(1981) 192-197). DNR elektroforezés agarozés gelyje
bidu nustatyta, kad lagstelés neturi plazmidZziy. Tai
patvirtino ir papildomi tyrimai bandant transformuoti

B. Subtilis 1A40 i neomicinui atspary kamieng.

Tam, kad Dbity patikrinta, ar pElaTB yra isiterpusi i
genomg ir kokiu budu i35 transformanty iSskiriama chro-
mosominé DNR (Saito-Miuva, Biochem. Biophys., Acta, 72
(1963) 619-632), paveikiama EcoRl, frakcionuojama 0,55 $%
agarozes gelyije, perne3ama ant nitroceliulioczés
(Southern, J. Mol. Biol. 98 (197555) 503-517) ir

hibridizuojama su 32P pazyméta nik-transliuota p-B33
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(zr. EP-A-0134048). Siy tyrimy duomenys parodyti

Ty

1g. 9A. Duomenys rodo, kad yra jvykusi pElaTB netai-
sykiinga rekombinacija ir deél to kamienas turi atskirg
amilazes geng kitoje genomo vietoje, palyginus su

pradiniu amilaziniu kamienu Bacillus licheniformis

T5555. Gautas kamienas, turintis pElaTB, pazZymétas
TB13.
11 pavyzdys

Kamieno T13F, turinéio du amilazeés genus, atskirtus

endogeninémis chromosominémis sekomis, konstravimas

Tam, kad Dbutuy sukonstruotas kamienas, turintis du
amilazes genus atskirtus endogeninémis chromosominémis
sekomis, atliktas bandymas suliejant Bacillus

licheniformis kamieng TS5 (amilazinis Kamienas, turintis

pradini amilazés geng, Zr. EP-A-0134048. Pries padarant
protoplastus, kamienas TB13 uZmuamas tam tikslui pa-
naudojant jodacetamidg. Kamienas T5 (Jautrus neomici-
nui) nebuvo uZmusStas. Suliety lagsteliy atranka atlie-
kama regeneracinése 1lékStelése, turinciose 10 ng/ml

neomicino.

Tam, kad buty patikrintos ir identifikuotos potencia-
lios sulietos lgstelés, buvo iSskirta chromosominé DNR,
paveikta EcoR1, frakcionuota 0,5 agarozeés gelyije,
pernesta ant nitroceliuliozés filtry (Southern, J. Mol.
Biol. 98 (1975) 503-517) ir hibridizuota su 32P pazy-
meta nik-transliuota pB33 (%Zr. EP-A-0134048). S&io ty-
rimo rezultatai parodyti Fig. 9B. Vienas i3 gauty su-
liety 1lasteliuy klonuy, T3F, turéjo 2 amilazes genus,

atskirtus endogeninémis sekomis.
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12 pavyzdys

Kamienuose T390 ir T1F esanciy dviguby amilazés geny

stabilumas

Kamieno T1F, turinc¢io du chromosominius amilazés genus,
atskirtus esminemis chromosominémis sekomis, stabilumas
palygintas su kamieno T390 stabilumu. Pastarasis ka-
mienas turi du chromosominius amilazés genus, lokali-
zuotus tandemine seka. Kamieno T390 gavimas apradytas
EP-A-134048 (17 psl. 1 lentelé), kur jis priskirtas B.
licheniformis T5 (pGB33). Kamienai TI13F ir T390 pa-

tikrinti fermentacijos sglygomis. Tam tikslui 0,2 ml
TSB kultidros, iSaugintos per nakti 37°C temperatiroje,
paseta i 500 ml talpos kolbas, turin&ias 100 ml gamy-
binés terpes (Zr. Fig. 7). Po sterilinimo pridedant
NaOH pasiekiamas pH 6,9 (neomicinas nepridedamas). Po
inkubacijos 6 dienas 40°C temperatiroje pastoviai
aeruojant, testuojamas kultiros atsparumas neomicinui

ir amilazes aktyvumas. Bandymy duomenys suvesti 2 len-

teléje.
2 lentele
- Santykinis amilazés Atspariu neomicinui
Kamienas . . .
aktyvumas gsteliy % po
fermentacijos*
T> 100 3 -
TB13 20 % 100 %
T390 200 % 88 %

* testuota virs 1000 kiekvieno kamieno kolonijy

Tam, kad buty nustatyta, ar kamiene T13F prarastas vie-
nas amilazés genas, i3laikant neomicino geng, iSana-
lizuota 20 kolonijy, gauty po T13F auginimo fermen-

tatoriuje. ISskirta chromosominé DNR id 20 atsitiktinai
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atrinkty kolonijuy ir 1i8%analizuota hibridizuojant kaip
tai apradyta auk3¢iau. Fig. 10 parodyti 9 tokiy tyrimy
duomenys. Visi istirti kamienai turejo du alfa amilazes

genus Jy chromosomineje DNR.

Priedingai geneti3kai stabiliam T13F kamienui, kamienas

ow

T390 pasirodé besas fermentacijos metu nestabilus - 12
kolonijy buvo Jjautrios neomicinui. Patikrinus vieng ko-
lonija aptiktas tik vienas alfa-amilazes genas (Fig. 10,
4 takelis). Tai rodo, kad issklaidytail isiterpe genal
yra stabilesni fermentacijos sglygomls negu tandemiSkai

isiterpe genai.

I5 auk3&iau pateikty duomeny akivaizdu, kad galima
gauti prokariotines 1lasteles, kuriose stabili geno
amplifikacija pasiekta atrenkant transformuotas laste-
les, kuriose iterpta ne maziau dviejy struktirinio geno
kopijy. Geno iterpimas gali ivykti homologines rekom-

binacijos arba netaisyklingos rekcombinacijos budu.

Siame iSradimo apradyme paminétos publikacijos pri-
lygsta specialiai ir individualiail paminetoms kaip nuo-

roda.

Kadangi dabar is8radimas pilnai aprasSytas, tal ivairiy
pakeitimy ir modifikacijuy galimybe, nenukrypstant nuo
iSradimo apibreézZties, apimties ir esmes, téra tik tech-

ninis reikalas.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Transformuota prokariotine lastele-recepiente, tu-
rinti savo chromosomoje ne mazZiau dvieju koduojancios
norimg polipeptida DNR sekos kopijuy, b e s i s k 1 -
ry i an t 1 tuo, kad kopijos atskirtos endogeninemis

DNR sekomis.

2. Transformuota prokariotine lgstelé-recepiente, tu-
rinti savo chromosomoje ne mazZziau dviejy koduojancios
norimg polipeptidg DNR sekos kopiju, b e s i s k i -
r i ant i tuo, kad minetos kopiios atskirtos endo-
geninemis DNR sekomis lgstelés-recepientés genome, 0

pati lastele-recepiente formuojama tokiu badu:

lgsteles-recepientés, turincCios ne maziau vienos auks-
¢iau paminetos sekos kopijos, ijterptos i chromosomg
kombinavimo transformacijos salygomis su a) DNR kons-
trukcija, turinc¢ia ne mazZziau vienos auks$Ciau paminétos
DNR sekos kopijos ir ne mazZiau vieno markerinio geno
bei temperatirai jautry replikacijos pradmens vienets
arba su b) donorine lagstele, turinc¢ia auksc¢iau paminétsg

DNR konstrukciijg;

transformanto, kuriame minéta DNR konstrukcija iterpta

i jo chromosomg, atrankos;

transformuoty prokariotiniy recepientiniy lasteliy,
turin€¢iu ne maZiau dviejy auk3¢iau paminétos DNR sekos
kopiju, atskirty endogeninémis DNR sekomis, 1i3skyrimo

18 didelio auks$ciau pamineto transformanty skaicdiaus.

3. Transformuota prokariotiné lastelé-recepiente pagal
1 ir 2 punktg, b e s 1 s k 1 r 1 a n t i tuo, kad

mineéta prokariotine lgstelé yra Bacillus kamienas.
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4. Transformuota prokariotiné lastelé-recepienté pagal
l ir Z punkta, b e s i s k 1 r i a n t i tuo, kad
minétos Bacillus kamienas yra bazofilinis Bacillus

kamienas arba Bacillus licheniformis kamienas.

5. Transformuota prokariotiné lgstelé-recepienté pagal
4 punkta b e s i s k 1 r i an t i tuo, kad minétas

bazofilinis Bacillus kamienas yra Bacillus novo species

PB92 arba jo mutantas, ar variantas.

6. Transformuota prokariotiné lastelé-recepienté pagal
4 punkta, b e s i1 s k1r iant i tuo, kad minéetas

receplentinis Bacillus licheniformis kamienas yra

Bacillus licheniformis T5 kamienas arba jo mutantas, ar

variantas.

7. Transformuota prokariotiné lgstelé-recepienté pagal
1l ir 2 punktga, b e s i s ki r i an t i tuo, kad

mineétas norimas polipeptidas yra fermentas.

8. Transformuota prokariotiné lastelé-recepiente pagal
7 punkta, b e s i s kiriant i tuo, kad minétas
fermentas yra proteolitinis fermentas arba amilolitinis

fermentas.

9. Transformuota prokariotineé lastelé-recepienté pagal
8 punkta, b e s i s kiriant i tuo, kad minétas

proteolitinis fermentas yra serino proteazé.

10. Transformuota prokariotiné lastelé-recepienté pagal
9 punktg, b e s i s kir iant i tuo, kad minéta

serino proteazé turi tokig seka:
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H2N-A-Q-5-V-P-W-C-[-5-R-V-OQ-A-P-A-T1-N-R-C-]-T-C-8-C-V-K-V-A -V - )-T-C-]-S-T-
H-P-1-1-N-1-R-C-C-A-5-P-C-F-P-S-T-Q-1D-C-N-G-H-C-T-H-V-A -C-Tel-A-A-] -N-N-S--
C-VL-CAV-ASP-N-A-EAL Y -A-V-K-Vo]L-G-A-S-C-S-( S-0-S- VS-S A -Q-CHL-E-W-A-C-
N-N-G-H-T-VEA-N-L-S--CaS-P-S-P-S- AT =E-Q-A-V-N-S-A-T-S-R-C- VT -V-V-A A S-
C-N-G-A-C-S-1-5-Y-P-A-R-Y-A-N-A-M-A-V-C-A -T-1D-Q-N-N-N-R-A -5-P-5-0Q-Y-C-A-C-
P VAT -CVEN-V-Q-ST-Y-PoOAS-T-Y-A S -N-GET-SA TP VA-GA A A -] - Ve
KAQ-K-N-P-S-W-S-N-V-Q-1-R-N-H-T-K-N-T-A -T-5-1 -C-8-T-N-I -Y=( =S-CAL-V-N-A-B-A-

A-T-R-COOH,
11. Transformuota prokariotiné lastelé-recepienté pagal
8 punkta, b e s i s ki riant i tuo, kad minétas

amilolitinis fermentas yra alfa-amilazeée.

12. Transformuota prokariotiné lastelé-recepienté pagal
1 arba 2 punkta, b e s i s ki r i ant i tuo, kad

Bacillus novo species PB92 arba jo mutanto, arba

variantc genomas turi minéta DNR sekg.

13. Transformuota prokariotiné lastelé-recepienté pagal
1l ar 2 punkta, b e s i s k i r i ant i tuo, kad

Bacillus licheniformis TS5 arba jo mutanto arba varianto

genomas turi minétg DNR seksy.

14. Transformuotos prokariotinés lastelés-recepientés,
turin¢ios ne mazZiau dviejuy koduojancios norimg polipep-
tidg DNR sekos kopiju, atskirty endogeninémis chromo-
sominémis sekomis minétos recepientés genome paruodimo

bodas, be s i s kiriantis tuo, kad

recepientine lgstele, turincig ne maZiau vienos minétos
DNR sekos kopijg, iterpta i jos chromosomg kombinuoja
transformacijos salygomis su a) DNR konstrukcija, tu-
rinCia ne maziau vienos minétos DNR sekos kopijg ir ne
maziau vieno markerinio geno bei temperatirai jautraus
replikacijos pradmens vieneto, arba su b) donorine lags-

tele, turincia minétg DNR konstrukcija;



10

20

N
on

30

35

LT 4001 B
38

atrenka transformantg, kuriame minéta DNR konstrukcija

iterpta i chromosomg, ir

isskiria ctransformuotas prokariotines recepientines
lasteles, turin¢ias ne mazZiau dviejy minétos DNR sekos
kopijy, atskirty endogeninémis sekomis, i3 didelio mi-

nety transfomantuy skaiciaus.

15. Budas pagal 14 punkta, be s i s k i riant i s

tuo, kad atranka susideda i§:

mineto transformanto, turindio DNR konstrukcija su mar-
keriniu genu, auginimo terpéje su biociduy, atsparumg

kuriam salygoja minétas markerinis genas, ir

transformanty, neturiné¢iy plazmideés, identifikacijos ir

iSskyrimo 18 minéty transformanty.

16. Bldas pagal 14 punktg, be s i s k i riant i s

tuo, kad atranka susideda i3:

minéto transformanto, turincio markerini geng ir tem-
peraturai jautry replikacijos pradmens vienetg, augini-

mo terpeje su biocidu, permisyvinéije temperatiroje; ir

transformanty, neturindiy plazmidés, atrankos i mineétuy

transformanty.

17. Budas pagal 14 punkta, be s i s kiriantis

tuo, kad minétas i8skyrimas susideda i§:

chromosomines DNR i3 minéty transformanty idskyrimo; ir
minetos chromosominés DNR hibridizacijos su Zymétu zon-
du, turinciu DNR konstrukcija arba jos fragmentg, ko
pasekoje pagal aptiktg Zyme atrenkamos minétos trans-

formuotos prokariotinés lgstelés.
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- 18. Budas pagal 14 punktg, be s i s ki riantdi s

tuo, kad minéta recepientiné lgstelé gaunama budu, su-

sidedanc¢iu 1i5:

prokariotinés lagstelés, neturinéios DNR sekos, koduo-
janCios norimg minéta polipeptida, kombinavimo sulie-

Jimo salygomis su DNR konstrukciia;
transformuoty lgsteliy idskyrimo;

minety lasteliy auginimo nepermisyvioje temperatidroje;

ir

transformuoty lasteliy, kuriose minéta DNR konstrukcija
Lterpta kitoje chromosomos vietoje negu minetos rece-

pientines lastelés, identifikavimo ir iSskyrimo.

19. Budas pagal bet kuri i5 14-18 punkty, b e s i s k i -
riantis tuo, kad minéta prokariotine lastelé yra

Bacillus.

20. Budas pagal 19 punkta, be s i s kiriant.i s
tuc, kad minétas Bacillus yra bakteriologinis Bacillus

kamienas arba Bacillus licheniformis kamienas.

2l. Budas pagal 20 punkta, be s i s kiriant.i S
tuo, kad minétas bazofilinis Bacillus novo species PB92

ir minétas Bacillus licheniformis kamienas yra Bacillus

licheniformis TS kamienas.

22. Budas pagal bet kuri i& 14-21 punkty, b e s i s k i -
riantis tuo, kad minétas norimas polipeptidas yra

fermentas.

23. Budas pagal 22 punkta, b e s i s ki r i a n t 1 s
tuo, kad minétas fermentas yra serino proteaze arba

amilaze.
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24. Biudas pagal 23 punktg, b e s i s kir iantis

o

tuo, kad minéta serino proteazé, turi ne maziau 70
nukleotidines sekos homologijos su proteolitini fer-

menta koduojanciu genu 13 Bacillus novo species PB92.

25. Budas pagal 23 ar 24 punkta, be s i s kirian-t
i s tuo, kad minéta serino proteazeée turi sekancig

aminorugsc¢iy sekg:

FE2ZN-A-Q-5- VPO [-SRAVQ-A-P-A-HEN-R-CH-T-0S-0- VKAV A V] S )-T-O-1-S-T-
FEP-D-L=N-LR-CACA SPGB DS T D-CoN-CmH =T VA O T=1-A A ] -NN-S-]-

G-V -C-VEAPN-A-T-] YAV C-A-S-CmS-CnS-GoSaVaS-S A Q-G - F-WAA-C-

N-N-CHHEV-ACNAL S L -CaSaP-SaP S AT L1 A - VANES-A T-5-R-UC-Ve] -VoVA-A-S-

CN-CA-CES-1-5-Y-P-AR-Y-A-N-A-M-A -V =AT-D-Q-N-N-N-R-A-S-P-S-Q-Y-CG-A-C-
D=1V AP -GNV O-S-TY PGS T-Y-A S -N-GT-SA TPV A=A A AL <V

K- KN-P-S-W SNV Q- T-RENFHAE -KEN-T-A-T-S-1,-0CmS-T-N=L Y -0-54(¢ =L-V-N-A-E-A-

20

25

30

35

A-T-R-COOIH.

26. Budas pagal bet kuri 1% 14-25 punktuy, b e s i s k i -
r i an t i s tuo, kad mineta DNR konstrukcija yra

pMAX-4 arba pElaTB.

27. Budas pagal bet kuri 18 14-26 punkty, b e s i s k i -
r i an t i s tuo, kad minéta DNR seka ijterpta ne-

taisyklingos rekombinacijos buadu.

28. Budas pagal bet kuri 1% 14-26 punkty, b e s i s k i -
riantis tuo, kad mineéta DNR seka jterpta homo-

logines rekombinacijos buadu.

29. Budas pagal bet kurji i8 14-16 punkty, be s i s k i -
r i ant i s tuo, kad minéta DNR konstrukcija turi
dar ir temperatGrai jautry replikacijos pradmens vie-

netg.
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30. Budas pagal 29 punkta, be s i s kiriantdi s
tuo, kad mineta temperatirai jautri plazmidé yra plaz-

mides pE194 darinys.
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Fig. 1
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