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Aprasytas cefalosporano 7beta-(4-karboksibutanamido)riigsties fermentinis gavimo biidas panaudojant
modifikuota Trigonopsis variabilis D-aminoriigSties oksidazg, produkuota Escherichia coli. Sio fermento
ekspresijos biidas apima: () DNR, atitinkancios geno, kuris koduoja D-aminorigsties oksidaze, isskyrima; (ll)
introno, kuris yra $iame gene, pa3alinima; (lll) gauto DNR fragmento jterpima j plazmide, kuri gali replikuotis
Escherichia coli; (V) sintetinio asemblerio, turin&io $eSis histidinus koduojancig nukleotidy seka, prijungima
geno struktiirinés srities 5' gale; (V) Escherichia coli kamieno transformavima gauta rekombinantine plazmide;

. (V) transformuoty Escherichia coli lasteliy auginima; ir (V) D-aminor{igsties oksidazés i§skyrimg i$ gautos
kultliros, panaudojant giminingumo chromatografija.
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ISRADIMO SRITIS

Sis iSradimas yra susijes su 7B-(4-karboksibutanamido)cefalosporano
rigsties fermentiniu gavimo bddu. Konkreciau, jame aprasomas geno, kuris
koduoja fermenta, turintj D-aminorlgsties oksidazes aktyvuma, iSskyrimo
bldas, panaudojant rekombinantines DNR metodikas, Sio geno klonavimas
Escherichia rGsies mikroorganizme, Sio fermento modifikavimas baltymu
inZinerijos metodais, $io modifikuoto fermento hiperprodukavimas minéto
mikroorganizmo fermentavimo budu ir modifikuoto fermento ekstrahavimas
norint gauti 7p-(4-karboksibutanamido)cefalosporano rigstj. Si rdgstis yra
tarpinis junginys 7-aminocefalosporano rugsties, kuri savo ruoztu yra
Zinomas tarpinis junginys gaminant daugybe cefalosporiny $eimos

prieSbakteriniy agenty, gamyboje.
ANKSTESNIS TECHNIKOS LYGIS

7B-(4-Karboksibutanamido)cefalosporano rlgéties, dar vadinamos
glutaril-7-aminocefalosporano rigstimi (toliau Zymima GL-7ACA), gamyboje
1§ cefalcsporino C yra Zzinomas D-aminordgsties oksidazés fermento (toliau
Zzymima DAOQ) i§ jvairiu mikroorganizmu, kaip antai Trigonopsis variabilis
(Biochem. Biophys. Res. Commun. (1993) 31:709), Rhodotorula gracilis (J.
Biol. Chem. (1994) 269:17809) ir Fusarium solani (J. Biochem. (1990)
108:10863), panaudojimas. DAO gavimas panaudojant $iuos mikroorganizmus
turi daug trGkumu. Pirmiausia aktyvios DAQO produkcijos lygis yra labai
Zemas, o antra vertus, kartu su minétu fermentu yra stebimi kitokie

nepageidautini fermentiniai aktyvumai, kaip antai esteraziy ir katalaziq.
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Pirmasis skaldo GL-7ACA rlg$tj, sumazindamas iSeigq ir tuo padciu
padidindamas gryninimo 'proceso kaing. Antrasis aktyvumas suardo
vandenilio peroksidag, kurio reikia katalizei, ir todél reikia pridéti Sio junginio,
kas taip pat didina Sio proceso kaina, o be to sumazina fermento aktyvumg ir
jo pakartotino panaudojimo galimybes. Norint iSvengti tokio fermentinio
uzterStumo, reikia idgryninti aktyvig DAO, o tai labai padidina kainas ir
apsunkina GL-7ACA gavimo i$ cefalosporino fermentinj procesa.

Neseniai buvo aprasytas geno, kuris koduoja DAO T. variabilis ir ji
ekspresuoja E. coli ir T. variabilis, iSskyrimo bldas (Japonijos eksponuota
patentiné paraiSka Nr. 71180/1988; Europos patentiné paraiska Nr.
93202219.7, publikacijos Nr. 0583817A2). Be to, genas, kuris koduoja
F.solani aktyvig DAO, taip pat buvo klonuotas ir ekspresuotas E. coli ir
Achremonium chrysogenum (Japonijos eksponuota patentiné paraiska Nr.
2000181/1990; J. Biochem. (1990) 108:1063; Bio/Technology (1991) 9:188), o
dar veliau genas, kuris koduoja DAO R. gracilis, buvo klonuotas ir
ekspresuotas E. coli (Ispanijos patentas P9600906).

ISeinant IS didelio susidomejimo iSgryninta aktyvia DAO, skirta
pramoninei GL-7ACA gamybai, $is iSradimo pagrindinis tikslas buvo gauti
DAQ aktyvuma turintj fermenta, kurj galima lengvai i$gryninti. Sia prasme yra
Zinoma, kad vienas i3 efektyviausiy baltymy gryninimo bddu yra giminingumo
chromatografijos panaudojimas (Sassenfeld, H. M. (1990) Trends Biotechnol.
8:88). Siam tikslui reikia surasti chromatografinj adsorbentg, kuris leistu
selektyviai suristi ir/arba eliuuoti dominantj baltyma. Toks chromatografinis
adsorbentas turi tureti tokig minétg baltyma atpazistanCia mciekule arba
liganda, kad baltymo saveika su ligandu bdty specifine ir pakankamai stipri, ir
leisty selektyviai eliuuoti §] baltyma. Giminingumo chromatografijos
adsorbenty sukdrimas nera paprastas, ir iki Siol nera aprasyty budy,
duodanciu galimybe isgryninti aktyvu DAO fermentg per vieng stadija.

Be to, yra Zinoma, kad tam tikri genetinés inZinerijos budai duoda
galimybe modifikuoti baltymus, pagerinant individualias savybes, Kkurios
palengvina jy gryninimag. Tokiu bUdu, baltymo struktdrai modifikuoti buvo

iStobulintos jvairios sistemos, suteikianCios galimybe gryninti jj giminingumo
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chromatografijos metodu (Sii, D. and Sadana, A. (1991) J. Biotechnol. 19: 83;
Narayanan, S. R. and Crane, L. J. (1990) Trends Biotechnol. 8. 12; Scouten,
W. H. (1991) Curr. Opinion Biotechnol. 2: 37, Sassenfeld, H. M. (1990)
Trends Biotechnol. 8: 88). IS esmeés tokios modifikacijos pasireisSkia
polipeptido, kuris turi specifines sgveikos su tam tikru chromatografiniu
adsorbentu savybes, prijungimu prie baltymo, ir tai suteikia sulietam
baltymui galimybe bdti iSgrynintam giminingumo chromatografijos metodu.
Viena 1§ tokiy modifikacijy yra polihistidinines sekos prijungimas prie
aptariamo baltymo, kuri suteikia sulietam baltymui galimybe bGti gryninamam
giminingumo chromatografijos metodu naudojant adsorbentg, turint
dvivalencio metalo jonu (Arnolds, F. H. (1991) Bio/technology 9: 151; Hochuli
et al. (1988) Bio/technology 6: 1321).

Nors suliety baltymy gavimas, norint pagerinti ju gryninimo savybes, i$
principo yra paprastas ir efektyvus metodas, jo pagrindinis trikumas
pasireiSkia tuo, kad baltymo pirminés struktiros modifikavimas sukelia
pokycCius, kurie gali turéti svarby poveikj jo antrinei, tretinei ir ketvirtinei
struktlrai. Tokie struktdriniai pokycCiai gali paveikti baltyma tokiu laipsniu, kad
jis visiSkai arba dalinai praranda savo funkcionaluma, paversdami jj baltymu,
Kuris nebetinka numatomai funkcijai atlikti. Todél sulieto baltymo gavimas
visada yra susijgs su dideliu neapibréztumu, nes galutinis rezultatas yra labai
neprognozuojamas, ypatingai kai vykdomas pirmas suliejimo eksperimentas,
t.y. kai ankstesniy suliejimy rezultatas néra finomas. Batent tokio galutinio
rezultato neapibréztume ir yra sulieto baltymo gavimo bUdo naujumas, nes
Siuo metu negalima tiksliai numatyti, kas atsitiks, kai bus atliktas baltymo
suliejimo eksperimentas.

Mokslinéje literatlroje néra aprasyta jokio T. variabilis DAO fermento,
Kuris yra modifikuotas taip, kad baty galima jj isgryninti per viena stadijg ir
kad jj bUty galima hiperprodukuoti veiklioje formoje arba E. coli, arba kitame

mikroorganizme, gavimo budo.
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SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

Sio isradimo apradyma reikia pradéti nuo mieliy T. variabilis ATCC
20931, kurios yra dezoksiribonukleino rlgsties (toliau Zymimos DNR)
donorius. Gavus mieliy genomine DNR (kurioje yra genas, turintis susijusig
su DAO genetine informacija, toliau vadinamas dao genu), ji buvo naudojama
DNR bibliotekai konstruoti E. coli, naudojant fago vektoriy ».-GEM12. Sios
DNR bibliotekos analizé buvo atliekama pagal standartines hibridizacijos
metodikas, meginiais naudojant sintetinius oligonukleotidus, sukonstruotus
remiantis panasumo sritimis, rastomis skirtingose DAO. Tokiu blddu buvo
iSskirta eilé E. coli rekombinantiniy klony, kuriuose buvo T. variabilis DNR
fragmentas, koduojantis dao gena. Taip gautas DNR fragmentas buvo
perklonuotas | plazmidinj vektoriy, gautg i§ E. coli kamieno. Rekombinantinis
vektorius buvo panaudotas DNR fragmento, kuriame yra 7. variabilis dao
genas, sekai gauti (SEQ ID NO:1). Minétos sekos analizé leido apibudinti dao
gena, kuris susideda IS dviejy egzony ir vieno introno.

Kadangi anksCiau gautas DNR fragmentas, turintis T. variabilis dao
geno genomine seka, turi viena introng, jo negalima naudoti tiesiogiai
ekspresijai £. coli. Todél buvo dedamos pastangos gauti dao gena, kuris
neturéty minéto introno. Siam tikslui dao genas buvo amplifikuotas PGS
bldu, naudojant du sintetinius oligonukleotidus. Pirmasis i§ ju buvo
sukonstruotas taip, kad jame b{tu tokie elementai: ribosomos surisimo vieta,
transliacijos inicijavimo vieta, pilna pirmojo egzono seka ir antrojo egzono 5’
galo pirmieji nukleotidai. Antrasis oligonukleotidas turéjo komplementarig 3'
galo seka, atitinkanCig dao- geno antrajj egzong, jskaitant trasliacijos
uzbaigimo kodong. | Siuos sintetinius oligonukleotidus taip pat buvo jvestos
skirtingos restrikcijos vietos, tinkancios DNR fragmenty klonavimui. Tokiu
bddu buvo gautas naujas DNR fragmentas, kuris po iSskyrimo buvo
Klonuotas | E. coli plazmidinj vektoriu (Fig.1). Po to, naudojant anksCiau
sukurtus restrikcijos taikinius, DNR fragmentas, turintis pilng dao geng be
introno, buvo jklonuotas | jvairius E. coli plazmidinius vektorius, kurie turéjo

promotorius, suteikianCius galimybe ekspresuoti genus Siame Seimininke-
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bakterijoje. |vairiuy klony produkuotos DAO aktyvumas buvo nustatomas
panaudojant kalorimetrines metodikas ir HPLC chromatografijg. Tokiu bldu
buvo gauti rekombinantiniai E. coli klonai, kurie gamina didelj kiekj aktyvaus
DAO fermento.

Po to dao genas buvo modifikuojamas prijungiant nukleotidy seka,
koduojandia polihistiding. Siam tikslui dao geng turinti plazmidé karpoma
restrikcijos fermentu, kuris jkerpa transliacijos iniciacijos kodona, ir
perkirpimo metu atsirade DNR galai atbukinami E. cofi DNR polimerazes |
Klenovo fragmentu. Po to jie sujungiami sintetiniu linkeriu, kuriame yra
polihistidino kodonai, su kuriais buvo pagaminta plazmide, turinti modifikuotg
dao gena jos koduojancios srities 5 gale (SEQ ID NO:2). Taip gauta
rekombinantiné plazmideé buvo transformuota | E. coli kamieng ir atrinkta
pagal hibridizacijos metodikas, meginiais panaudojant polihistidininio linkerio
oligonukleotidus. Norint patikrinti ar teisingai buvo produkuotas norimas
suliejimas, buvo nustatyta modifikuoto dao geno seka.

Po to buvo tiriamas modifikuotos polihistidinu DAO (toliau Zymima
hisDAQ) produkavimas, naudojant jvairius E. coli kamienus kaip anksCiau
sukonstruotu plazmidziu Seimininkus. Siuo bddu buvo patikrinta ar hisDAO
fermentas yra aktyvus.

Norint  produkuoti hisDAO panaudojant anksCiau  atrinktus
rekombinantinius E. coli klonus, jie buvo auginami terpéje, turinioje anglies
Saltinj, azoto Saltinj ir mineraliniy drusky. Inkubavimo temperatlra buvo tarp
18 °C ir 37 °C, o pH turi b(ti palaikomas térp 5 ir 9. MaZo masto fermentacijai
gali blti naudojamos jvairios talpos (nuo 50 m! iki 1000 ml) kolbos, kuriose
terpés kiekis yra tarp 10 % ir-50 % kolbos tdrio. Fermentacijos trukme gali
bati 12-90 val. ribose.

DAO produkavimas, panaudojant §j rekombinantinj mikroorganizma,
gali blti pagerinamas, jeigu parenkamos auginimo salygos, tinkamos
rekombinantinio vektoriaus stabilumui palaikyti, o tai pasiekiama | auginimo
terpe pridedant antibiotiky, Kkuriems dao geng turintis rekombinantinis
vektorius turi atsparumo markerj (ampicilino, chloramfenikolio, kanamicino,

tetraciklino ir t.t.). Nekalbant apie produkavimo stabilizavimag, tai apsaugo nuo
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auginimo terpés uzter§imo kitais nepageidaujamais mikroorganizmais ir taip
pat pa3alina kamienus, kurie prarade rekombinantinj vektoriy stabdo DAO
produkavima.

Rekombinantinés hisDAO produkuojancios lastelés buvo atskirtos nuo
kultivavimo terpés centrifuguojant ir buvo suardytos arba padarytos
laid?iomis cheminiais, fermentiniais arba mechaniniais bGdais. Norint gauti
didesnio grynumo fermentinj ekstrakta, hisDAO  buvo gryninama
vienastadijiniu giminingumo chromatografijos metodu naudojant Co**-IDA
kolonéles. Siam tikslui negrynintas fermentinis ekstraktas buvo uZpilamas ant
Co?*-IDA dervos, ir baltymai-priemaidos eliuuojami plaunant 20 mM fosfatiniu
buferiu, pH 7,0, kuriame yra 0,2 M NaCl. Po to hisDAO fermentas eliuuojamas
plaunant 10 mM i‘midazolu.

Jeigu vietoj Co?*-IDA chromatografiniu adsorbentu yra naudojamas
Cu?*-IDA arba Zn®*-IDA, hisDAO fermentas idlieka stipriai prijungtas prie
matricos aktyvioje formoje ir jo negalima eliuucti didelémis imidazolo
koncentracijomis. Siuo atveju adsorbentas, ji tinkamai iSplovus pasalinant
baltymus-priemaias, gali blti naudojamas kaip imobilizuota fermentine
sistema.

Naudojant i$skirta i§ rekombinantiniy E. coli klonu, kurie ekspresuoja
chimerinj gena, hisDAO, i$ cefalosporino C buvo gauta GL-7ACA.

Dializuoti ir sukoncentruoti fermentiniai ekstraktai, gauti po
chromatografijos per Co?*-IDA adsorbenta, taip pat gali bati imobilizuojami
ivykdant reakcijg su kitais tinkamais inertiniais kietais nesikliais, ir
imobilizuotas hisDAO gali biti naudojamas cikliniame procese.

Sio isradimo naujumas’;-,yra tame, kad pirma kartg T. variabilis mieliy
fermentas DAO, modifikuotas kaip hisDAO, gali bdti ekspresuojamas
aktyvioje formoje prokariotiniame organizme, tokiame kaip E. coli, ir gali bati
iSgryninamas giminingumo chromatografijos metodu per vieng stadija. Be to,
buvo gautas DAO produkavimo padidéjimas, lyginant su Kiekiu, gaunamu T.
variabilis, o tai palengvina $io fermento panaudojimg pramoniniu mastu.
Galimybeé produkuoti hisDAQ |jvairiuose E. coli kamienuose, Kurie neturi

nepageidautiny fermenty, tokiy kaip katalazé arba esterazeés, o taip pat
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galimybé pagerinti jos stabilumg ir katalitines savybes, panaudojant
papildomus baltymu inZinerijos metodus, yra Kiti aspektai, kurie padidina Sio

patento naujumo sgvoka.
Sis isradimas, jo neapribojant, smulkiau bus pailiustruojamas

pavyzdziais, kurie apraSomi toliau.
1 PAVYZDYS

1. DAQO aktyvumo tyrimas

DAO aktyvumo tyrimas buvo atliekamas pagal anksCiau apradyta
metodikg (J. Biol. Chem. (1967) 242: 3957) substratu naudojant D-feniiglicing
(25 mM). Inkubacija buvo vykdoma 50 mM fosfatiniame buferyje, pH 8,0, 15-

30 min., sustabdant reakcijg 1/10 tdriu grynos acto rtgsties. Optinio tankio
(OD) pokytis esant 252 nm bangos ilgiui atspindi fermento aktyvuma,
priimant demesin, kad 89,77 nmol reakcijoje susidariusios benzoilskruzdziy

ragsties ODas, yra 1,0.

2. DNR vektoriy ir transformacijai skirtu imliuju £. coli lasteliu gavimas
Plazmidiniai vektoriai pBluescript | KS (+) (Ap") (Stratagene) ir
pKK233.2 (Ap") (Pharmacia) buvo gauti Sarminés lizés metodu (Sambrook et
al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA). Siam tikslui aukédiau

mineétas plazmides turintys E. coli kamienai buvo inkubuojami 16 val. maisant
sukamu 250 aps./min. maisikliu 37 °C temperatdroje 500 m! LB su 100 ug/m
ampicilino. Siuo metodu gauta plazmidés DNR buvo gryninama
centrifuguojant CsCl gradiente.

Imliosios E. coli TG1 ir E. coli DH5« Igstelés buvo gautos pagal RbCl
metodikg (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA).

3. Donorinés DNR, turinCios su DAO produkavimu susijusia genetine

informacija, gavimas
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T. variabilis ATCC 20931 kamienas buvo kultivuojamas YMPG terpéje
(0,3 % salyklo ekstrakto, 0,3 % mieliy ekstrakto, 0,5 % peptono ir 1 %
gliukozés). Inkubavimas buvo vykdomas 36 val. (ODeso = 5.0) maiSant
sukamu 250 aps./min. maisikliu 30 °C temperatdroje.

Po to Iastelés buvo nusodinamos, plaunamos ir lizuojamos zymoliaze,
o DNR buvo ekstrahuojama pagal anksciau aprasytg metodikg (Sherman et
al. (1986) Laboratory Course for Methods in Yeast Genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York). Norint pasiekti didesn]
grynuma, DNR buvo veikiama RNaze, keletg kartu ekstrahuojama fenoliu ir
chloroformo-izoamilo alkoholio misSiniu  24/1  (CIA), ir nusodinama
izopropanoliu. Nusodinta DNR buvo plaunama 100 % etanoliu ir 70 %
etanoliu, ir istirpinama 10 mM Tris-HCI buferyje, pH 7.5, turin¢iame 1 mM

EDTA (TE buferyje).

2 PAVYZDYS

1. T. variabilis DNR bibliotekos konstravimas
T. variabilis ATCC 20931 kamieno pilna DNR buvo gauta pagal 1

pavyzdZio 3 dalyje aprasytg metodika. Minétos DNR 300 ng buvo dalinai
sukarpoma 20 vienety Sau3Al 600 p! reakcijos taryje 37 °C temperatdroje, ir
atitinkamai po 45 sekundziy, 1 minutés ir 2 minuciy paimamos 3 alikvotos
sustabdant karpyma $alta 20 mM EDTA. Patikrinus sukarpymus 0.7 %
agarozés gelyje, meéginiai buvo sumaidomi, pasildomi 10 min. 68 °C
temperatlroje, leidziama létai atvesti iki kambario temperatlros ir uzpilama
ant 38 ml (10-40 %) sacharozes gradiento. Sis gradientas centrifuguojamas
24 val. 15 °C temperatlroje esant 26000 aps./min., surenkamos 0.5 ml
alikvotos, ir 10 ul Siy alikvoty analizuojama 0,4 % agarozes gelyje. Alikvotos,
kuriu DNR yra 18-22 kb dydZio, sumaiSomos ir praskiedziamos distiliuotu
vandeniu iki mazdaug 10 % sacharozes. Po to §i DNR nusodinama etanoliu,
resuspenduojama 50 ul TE buferio ir 3 ul pastarojo tirpalo analizuojama 0,4 %
agarozés gelyje. Analizé Siame gelyje patvirtina, kad yra tinkamas DNR

fragmenty dydis ir kad jy koncentracija yra mazdaug 50 ng/ul.



9 LT 4628 B

LygiagreCiai, pagal anksdéiau apraSytas metodikas su nedideliais
pakeitimais (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA)
pagaminama bakteriofago A-GEM12 DNR. Siam tikslui £. coli NM538
kamienas (Promega) buvo auginamas 10 val. NZCYM-0,2 % maltozéje ir jo
OD buvo matuocjamas esant 600 nm bangos ilgiui. Kultdros, atitinkan&ios
3x10° lasteliu, tdris buvo centrifuguojamas staline centrifuga 10 min. 4 °C
temperatlroje esant 4000 aps./min. ir resuspenduojamas 1,2 ml SM buferio. |
Sias lasteles pridedama 3x10” ploksteliy sudarandiy vienety (pfu) A-GEM12
fago, ir misinys inkubuojamas 30 min. 37 °C temperatlroje nemaisant.
Kiekviena pasildyta iki 37 °C temperatiros koiba (500 ml tdrio su 100 m!
NZCYM-0.2 % maltozés terpés) inokuliuojama 200 ul iy infekuoty Iasteliu.
Minetos kolbos inkubuojamos 37 °C temperatGroje tol, kol prasideda kuitdros
lizavimasis (5-6 val.). Lizatai veikiami DNaze (1ug/ml) ir RNaze (2 ng/ml) 45
min. kambario temperatdroje. Po to 100-ui ml lizato pridedama 5,8 g NaCl, ir
misinys laikomas 60 min. lede. Po $io laiko lizatas nufiltruojamas, norint
pasalinti Igsteliy liekanas, ir 100-ui ml lizato pridéjus 20 ml 50 % PEG-6000
misinys laikomas 60 min. lede ir centrifuguojamas 20 min. 4 °C temperatlroje
esant 10000 x g. Nuosédos resuspenduojamos 1 ml TE buferio ir
ekstrahuojamos du kartus CIA, norint pasalinti PEG-6000 liekana nesuardant
fago. Po to ekstrahuojama du kartus neutraliu fenoliu, vieng kartg - fenoliu-
ClA ir vieng kartg - CIA. | vandening faze p'ridedama NaCl iki 0,5 M (pridedant
4M NaCl), ir DNR nusodinama dviem tdriais etanolio -20 °C temperattroje. Po
20 min. centrifugavimo minicentrifuga 4 °C temperatiroje esant 12000
aps./min., nusodinta DNR .plaunama 70 % etanoliu, dziovinama ir
resuspenduojama 50 ul TE buferio.

50 ul bakteriofago DNR buvo karpoma endonukleazémis BamH| ir Xbal
37 °C temperatlroje 2 valandas. Sis dvigubo karpymo miSinys buvo
ekstrahuojamas  fenoliu-CIA  ir  CIA, nusodinamas etanoliu ir
resuspenducjamas 50 pl TE buferio. Atskyrus 2 pl alikvota, | liekana
pridedama MgCl, iki 10 mM koncentracijos ir inkubuojama 1 val. 42 °C

temperaturoje norint paskatinti vektoriaus at$aky susijungima lipniais galais.
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Vél buvo atskirta 2 ul frakcija, kuri buvo analizuojama kartu su pirmesniaja 0,5
% agarozés gelyje. Patvirtinus, kad susijungimas lipniais galais jvyko
reikiamu bddu, midinys supilamas ant 38 mi sacharozés gradiento (10-40 %).
Siuo atveju, pries pilant ant gradiento DNR nebuvo Sildoma 68 °C
temperatdroje, nes tai atskirty fago lipnius galus. Sis gradientas buvo
centrifuguojamas 15 °C temperatlroje 24 val. 26000 aps./min. greiiu, po to
surenkamos 0,5 ml alkivotos. I8analizavus 15 ul kiekvienos i$ $iy alikvoty 0,5
% agarozes gelyje, frakcijos, kuriose nebuvo nebutino centrinio fragmento
arba “Slamsto”, buvo sumaidytos ir praskiestos distiliuotu vandeniu iki
mazdaug 10 % sacharozés koncentracijos. Si DNR buvo nusodinama
etanoliu, resuspenduojama 50 pl TE, ir 2 pl pastarojo tirpalo buvo
analizuojama agarozés gelyje (0,5 %), norint patvirtinti, kad néra centrinio
fragmento ir kad jos apytikré koncentracija yra 100 ng/ul.

Po to buvo atlikta eilé ligavimu, naudojant 0,25 g intarpo ir 0,25-0,75
ng ribose esandius vektoriaus kiekius, keiCiant intarpo/vektoriaus santyk|.
Reakciju miginiai buvo inkubuojami 12-14 °C temperatlroje 16 valandy.
Patvirtinus 0,4 % agarozés gelyje, kad pasirodé DNR fragmentai (gauti
ligavimo reakcijoje) didesni nei vektorius arba intarpas, visi ligavimo reakciju
misiniai sumaiSomi, nusodinami etanoliu ir resuspenduojami 4 pl ligavimo
buferio.

Gautos po ligavimo rekombinantinés fago DNR pakavimas buvo
vykdomas su Packagene (Promega) -“in vitro" pakavimo ekstraktais.
Pakavimo reakcijos rezultatas, resuspenduotas 500 wl SM, buvo naudojamas
infekuoti £. coli NM538 esanciy fagu skaiciaus nustatymui, ir £. coli NM539
(Promega) - rekombinantiniq_ fagy procentinio kiekio nustatymui. E. coli
NM539 yra fago P2 lizogeninis kamienas ir duoda tik lizes ploksteles, jeigu
fage, kuris ji infekuoja, néra nebGtinos centrinés srities. Sukonstruota DNR
biblioteka turéjo apie 200000 pfu ir apie 85 % fagu turéjo egzogeninj DNR
fragmenta.

Atlikus $iuos skaiGiavimus, buvo infekuota E. coli NM539 ir pilna

genetiné biblioteka paskleista ant 150 mm skersmens Petri [éksteliu.
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2. Klonu, kurie turi dao gena, identifikavimas

Pilna DNR biblioteka buvo perkelta | nitroceliuliozes filtrus ir pagal

anksciau aprasyta hibridizacijos metodikg (Sambrook et al. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, USA) buvo atrinkti teigiami klonai. Atrinkimas buvo
pradétas nuo nitroceliuliozés filtry prehibridizacijos inkubuojant juos 42 °C
temperattroje 3 val. hibridizacijos buferyje. Hibridizacija buvo vykdoma
pasalinant prehibridizacijoje naudotg bufer| ir jvedant nauja hibridizacijos
buferj kartu su 10 pmol oligonukleotido OA (5'-TCTTGTCCTCGACACC-3') ir
OB (5-GACGTGGATTGTCAACTG-3'), pazyméty ju 5' gale **P panaudojant
fago T4 polinukleotiding kinaze ir [y->*P]JATP (ICN Biochemicals) pagal
standartines metodikas (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York, USA). Filtrai buvo inkubuojami 42 °C temperatdroje 16 valanduy ir
plaunami du kartus po 20 min. kambario temperattroje 2 x SSC-0,1 % SDS,
0 po to plaunama dar du kartus tok| pati laikg hibridizacijos temperattroje 0,1
x SSC-0,1 % SDS buferiu. Po to nitroceliulioziniai filtrai buvo eksponuojami su
Hyperfiim-MP (Amersham) po amplifikacijos ekranais -70 °C temperatdroje
48 valandas.

Pabaigus prehibridizacija, hibridizacijg, plovimus ir autoradiografija,
buvo atrinkti 63 klonai, kurie daveé teigiamus signalus su abiem meéginiais -
OA ir OB. Tik 9 i8 teigiamuy lizés ploksteliu buvo surinktos atskirai
panaudojant Pastero pipete ir kiekviena IS ju buvo resuspenduota 1 ml SM
plius 50 ul chloroformo. Po to buvo titruojami Siame tirpale esantys fagai.
Siam tikslui reikéjo praskiesti ’r:ninétus fagus 5000 kartu, norint uztikrinti, kad
jeigu bus infekuojama 20 ul éié misinio, lizés ploksteliy skaiCius Petri lekstelei
bus tarp 500 ir 1000. Perkélus kiekvienos Petri lekstelés turinj ant atinkamo
nitroceliuliozinio filtro, pastarasis buvo vél hibridizuojamas su tais paciais OA
ir OB méginiais. Autoradiografija parodé, kad tarp 20 ir 50 % fagy is
kiekvienos Petri lékstelés davé teigiamg signalg. Todel reikéjo iSgyninti
Kiekvieng teigiamg fagg, panaudojant trecCig hibridizacijos ciklg. Siuo tikslu

buvo panaudota Pastero pipeté teigiamoms lizés ploksteléms, kurios buvo
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labiau atsiskyre nuo kity, arba Kurios buvo apsuptos taip pat teigiamomis
lizés plokstelémis, surinkti, ir jos buvo resuspenduotos 1 ml SM plius 50 pl
chloroformo. Praskiedus fago tirpalg 100 karty ir infekavus 15 i $io tirpalo,
buvo gauti mazdaug 300 lizés ploksteliu/Petri 1ékStelei titrai. Pakartojus
bandyma ankstesniems dviems ciklams identiS8komis saglygomis, buvo gautas
rezultatas, kad 100 % fagu i$ kiekvienos Petri Iékstelés buvo teigiami. Tokiu
bldu buvo idgrynintos 9 nepriklausomos lizés ploksteles. Kiekviena lizés
ploksteleé buvo resuspenduota 100 wl SM plius 10 ul chloroformo, ir
panaudojant 2 ul §io tirpalo buvo gautos susijungusios lizes plokstelés turint
tiksla amplifikuoti minétus teigiamus fagus ant kietos terpés. Surinkus virdutinj
agarozes sluoksnj ir resuspendavus jj 5 ml SM, buvo gauti kiekvieno teigiamo
fago tirpalai, kuriy koncentracija apytikriai 107 pfu/ul.

Naudojant Southern'o metodg (Sambrook et al. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, USA), auk$&iau minéti oligonukleotidai OA ir OB buvo taip
pat naudojami kaip méginiai nustatyti genomines DNR fragmentams,
kuriuose yra T. variabilis dao genas. Siam tikslui buvo vykdoma hibridizacija
su DNR, sukarpyta restrikcijos endonukleazemis (Pharmacia) BamHI, EcoRl,
Hindlll, Knpl, Pstl, Pvull, Xbal ir Xhol ir frakcionuota agarozés gelyje zemiau
aprasytomis salygomis. Agarozés gelis, kuriame buvo iSskirstyti DNR
fragmentai remiantis ju molekuliy dydziu, buvo i$ eilés inkubuojamas
kambario temperatdroje, silpnai mai$ant, 15 min. - 0,25 M HCI, 1 val. -
denatlravimo tirpale ir 1 val. - neutralizavimo tirpale. Po to $is gelis buvo
padétas ant pluosto Whatman 3 MM filtro popieriu. iSmirkyty 10 x SSC, o ant
jo buvo uzdétas tokiy paciu kaip ir gelis i3matavimy BA85 nitroceliuliozes
filtras (0,45 um) (Schleicher and Schuell), iSmirkytas 2 x SSC, stengiantis, kad
nesusidaryty burbuliukai. Ant $io nitroceliuliozés filtro buvo uzdéti du lapai
Watman 3MM popieriaus, iSmirkyto 2 x SSC, ant jy uzdéta 8-10 cm aukscio
pluostas tokiy paciy iSmatavimy sauso filtrinio popieriaus, o ant ju virsaus -
mazdaug 500 g svoris. PerneSimo procesas buvo vykdomas 16 valandu.
Pernesus DNR, nitroceliuliozes filtras 5 minutems buvo atsargiai panardintas |

6 x SSC, paliktas 1 valandg i8dziGti kambario temperatdroje ir laikomas tarp
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dvieju Whatman 3 MM popieriaus lapy 80 °C temperatlroje vakuume 3
valandas, kad DNR prisitvirtinty prie filtro. Tada buvo prehibridizuojama ir
hibridizuojama tomis paciomis salygomis kaip aprasyta anksCiau DNR
bibliotekos atrinkimui. Autoradiografijos rezultatai parodeé, kad atsirado
kiekvienam sukarpymui badingos hibridizacijos juostos. Tiksliau sakant, Sias
juostas atitinkantis dydis buvo: 10,2 kb karpant EcoRl, 3,7 kb - BamHlI, 3,5 kb
- Hindlll, 11,6 kb - Knpl, 11,3 kb - Pstl, 4,8 kb - Pvull, 2,8 kb - Xbal ir 4,7 kb -
Xhol.

3. DNR fragmento, kuris koduoja dao gena, klonavimas

ISgryninus fagy DNR, kaip nurodyta 2 pavyzdzio 1 dalyje bakteriofago

A-GEM12 atveju, ji buvo karpoma Sall, ir identifikuota 9,2 kb juosta, kuri buvo
[klonuota | pBluescript | KS(+) plazmide (Stratagene), sukarpomg
panaudojant T4 fago DNR ligaze, ATP ir fermento tiekéju rekomenduojamg
buferj. Gautas ligavimo miSinys buvo inkubuojamas 5 val. 12 °C
temperatiroje ir naudojamas imliosioms E. coli TG1 Igsteléms (Amersham)
transformuoti. Transformantai buvo atrinkti kietoje LB terpéje, | kurig pridéta
ampicilino (100 pug/ml), X-gal (40 pg/ml) ir 0,2 mM IPTG. I$ klonu, kurie rodo
baltaji selekcijos fenotipg, iSskirta pALT1 plazmide. Naudojant Sauthern'o
metodikg ir OB meéginj, po to buvo lokalizuotas 3,7 kb BamHI fragmentas,
jeinantis j pALT1 plazmide. Sis BamH| fragmentas buvo jkionuotas |
pBluescript | KS(+) plazmide (Stratagene), sukarpytg BamHI|. Tokiu bldu
buvo iSskirtos pALT2 ir pALT3 plazmidés, kurios abiejose orientacijose turi
3.7 Kb BamHl fragmentg (Fig.1).

4. Fragmento, kuris turi dao gena, sekos nustatymas

Fragmento, esancio pALT2 plazmideje, nukleotidy seka buvo nustatyta
imant ta pacia plazmide anksciau aprasytu bldu (Sanger et al. (1977) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5464), naudojant T7 DNR polimerazés rinkinj
(Pharmacia) ir [**S]dATP. Si seka yra parodyta SEQ ID NO:1. Sekos analizé ir
jos palyginimas su kitomis tarptautinése duomeny bazese (GeneBank/EMBL)
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Zinomomis sekomis parodé, kad klonuotas fragmentas koduoja 7. variabilis

dao gena.
3 PAVYZDYS

1. dao geno introno eliminavimas PGS bddu

0,15 ug DNR meginys i§ pALT2 plazmidés buvo sumaisytas su 10 ul
(25 uM) kiekvieno is Siy oligonukleotidu: DAO1
(5'-CATGCCATGGCTAAAATCGTTGTTATTGGGGCCGGTGTTGCCGGTTTAAC-3)),
Kuris koduoja pirmojo egzono pilng sekg ir antrojo egzono 5" gala ir turi Ncol
restrikcijos vieta, ir DAO2 (5-CCCAAGCTTCTAAAGGTTTGGACGAG-3), kuris
turi Hindlll restrikcijos vietg ir 3' galo seka, atitinkanCig dao geno antrajj
egzona, jskaitant transliacijos baigmés kodona. | §j misinj pridedama 2,5
vieneto Taqg polimerazes (Perkin-Elmer) kartu su atitinkamu tiekeju
rekomenduojamu buferiu, ir preparatas amplifikuojamas PGS elemente
(Gene-ATAQ, Pharmacia), naudojant 30 cikly, kiekviename cikle esant 95 °C
(1 minuté), 50 °C (2 minutés) ir 55 °C (2,5 minutés). Ampilfikacijos rezultatas
ivertinamas nudaZant etidzio bromidu po elektroforezés 1 % agarozés gelyje.

PGS bldu gautas fragmentas, kurio dydis apytikriai 0,9 kb, buvo
gryninamas ekstrahuojant agarozés gelj, panaudojant (-agaraze (Biolabs)
pagal gamintojy instrukcijas. 0,2 pg iSgryninto fragmento buvo liguojama su
1ug M13tg130 vektoriaus (Amersham)‘. sukarpyto Hincll (Pharmacia),
panaudojant T4 fago DNR ligaze (Amersham) esant ATP, naudojant tiekejo
rekomenduojama bufer. Siuo-bldu buvo pagamintas M13DAO fagas (Fig.1),
po to buvo nustatyta jo seka, norint patikrinti ar buvo pakankamai eliminuotas
intronas. M13DAO fage esancio fragmento nukleotidu seka buvo nustatyta
imant tg patj rekombinantinj fagg anksciau aprasytu bddu (Sanger et al.
(1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5464), naudojant T7 DNR
polimerazés rinkinj (Pharmacia) ir [*>S]dATP. Si nukleotidy seka parodg, kad
klonuotas fragmetas yra 0,9 kb dydzio ir turi T. variabilis dao geno seka be

introno.
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2. Neturingio introno dao geno jklonavimas j pKK233.2
0.1ng DNR meéginio i$§ pKK233.2 plazmidés buvo karpoma restrikcijos

endonukleazémis Ncol ir Hindlll (Pharmacia) 37 °C temperatlroje tiekéju

rekomenduojamame buferyje 1 valandg ir norint sustabdyti reakcijg
paildoma 10 min. 65 °C temperatlroje. Sukarpyta plazmide sumaisoma su
0,2 ug M13DAO fago, sukarpyto tomis paciomis auk$Ciau nurodytomis
endonukleazémis, ir abi DNR liguojamos, panaudojant T4 fago DNR ligaze
(Amersham) esant ATP ir naudojant tiekéjo rekomenduojama buferj.

Gautas ligavimo miSinys naudojamas imliosioms E. coli TG1 lasteléems
transformuoti. Transformantai buvo iSskirti LB terpéje su ampicilinu (100
ng/mi). Pagal $ia metodika buvo gautas klonas, turintis rekombinanting
plazmide pKDAOS (Fig.1), kuris turi 0,9 kb DNR fragmenta, atsirandant] i$
amplifikacijos PGS bldu, jterptg tarp pKK233.2 plazmidés Ncol ir Hind I

viety, t.y ekspresuotg kontroliuojant trc promotoriui.
4 PAVYZDYS

1 Chimerinio DAQO fermento, turinio uodega is 6 histidinu, konstravimas

Norint j 7. variabilis DAQO fermento amino-galg jterpti polihistidinine

uodega, 0,1 ng pKDAOS3 plazmideés buvo karpoma restrikcijos endonukieaze
Ncol (Pharmacia) 1 val. 37 °C temperatiroje tiekéjo rekomenduojamomis
salygomis ir Sildoma 10 min. 65 °C tembératt]roje reakcijai sustabdyti. Taip
sukarpyta plazmidé veikiama E. coli DNR polimerazes | Klenovo fragmentu
(Pharmacia) pagal tiekéjo istrukcijas, po to $is meginys Sildomas 10 min. 85
°C temperatiroje reakcijai sustabdyti. Gauta iStiesinta plazmide liguojama su
DNR fragmentu, kuris turi 6 histidino liekanas koduojancCig nukleotidy seka,
panaudojant T4 fago DNR ligaze (Amersham), esant ATP ir naudojant tiekejo
rekomenduojama buferj. Sesias histidino liekanas koduojantis fragmentas
buvo gautas panaudojant 1,5 ug dvieju komplementariy oligonukleotiduy,
vadinamy HIS1 (5-CATCATCACCACCATCACTT-3') ir HIS2 (5-
AAGTGATGGTGGTGATGATG-3), misinio, kuris buvo pakaitintas 100 °C
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temperatlroje 5 minutes ir po to atvesintas iki kambario temperatlros, kad
susihibridizuoty susidarant dvigrandziam DNR fragmentui.

Gautas ligavimo miSinys buvo panaudotas imliosioms E. coli TG1
lasteléms transformuoti. Transformantai buvo iSskirti LB terpeje su ampicilinu
(100 ng/ml). Pagal Sig metodikg buvo gautas klonas, turintis rekombinanting
plazmide pKDAOHIS, kuris turi dao gena, prijungta prie 18 nukleotidu sekos,
koduojanéios 6 histidino liekanas 5 gale. Norint patikrinti, ar pKDAOHIS
plazmidé (Fig.1) turi laukiama chimerinj konstrukta, buvo nustatyta seka
imant tg pacig rekombinantine plazmide pagal ankscCiau aprasyta metodika
(Sanger et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5464), naudojant T7
DNR polimerazeés rinkinj (Pharmacia) ir [*®*S]dATP. Gauta seka parodyta SEQ
ID NO:2.

pKDAOHIS plazmide transformuotas E. coli TG1 kamienas buvo
fermentuojamas LB terpéje 20 val. 25 °C temperatdroje esant 250 aps./min.
Po to lastelés buvo surenkamos centrifuguojant, esant 5000xg, 10 min.,
suardomos ultragarsu ir tiriamas ju DAO aktyvumas pagal 1 pavyzdzio 1
dalyje aprasyta metodika. Pagal Sig metodikg gautos DAO aktyvumas buvo
350 vienetu/mg baltymo. Siuo bldu buvo patvirtinta, kad taip gautas
chimerinis DAO fermentas su histidiny grandine (hisDAO) yra aktyvus. Be to,
naudojant SDS-poliakrilamidinio gelio elektroforeze buvo patvirtinta, kad, kaip
ir buvo laukiama, hisDAO fermentas yra Siek tiek didesnis nei natyvus DAO
fermentas. pKDAOHIS plazmide transformuotas £. coli TG1 kamienas buvo
deponuotas Ispanijos tipiniu kultlry kolekcijoje (CECT), kuri yra Valensijos
universiteto biologijos moksly fakulteto mikrobiologijos departamente, 46100
Burjasot (Valencia), 1997.06.10.su depozito numeriu CECT4888.

5 PAVYZDYS

1. Agarozés-metalo chelato adsorbento gavimas

5,7 ml epichlorhidrino ir 11,4 ml etilenglikolio dimetilo eterio miSinys
létai supilamas j 7 g agarozes CL6B suspensijg 57 ml 0,1 N NaOH tirpalo,

turinéio 340 mg NaBHa, ir suspensija létai maiSoma be pertraukos 4 val. 25
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°C temperatdroje. Taip gautas agarozé-epoksidas plaunamas dideliu Kiekiu
distiliuoto vandens ir sudedamas | tirpalg, pagamintg i 2,5 m! 2M natrio
iminodiacetato ir 19 ml 0,1 M natrio rigsciojo karbonato buferio, pH 11. Si
suspensija létai maidoma be pertraukos 12 val. 25 °C temperatlroje. Pagaliau
adsorbentas plaunamas distiliuotu  vandeniu ir resuspenduojamas
vandeniniame tirpale, kuriame yra norimo metalo druskos (5 mg/ml). Taip
gautas agarozés-metalo chelato adsorbentas plaunamas dideliu kiekiu
vandens ir paruosiamas tolimesniam naudojimui. Jeigu pridedama metalo

druska yra CoCl,, gaunamas agarozes-kobalto chelato adsorbentas.

2. Chimerinio hisDAO fermento qgryninimas panaudojant agarozés-

kobalto chelato adsorbenta

Kolonélé, kurioje yra agarozes-kobalto chelato adsorbentas,
iSlyginama 20 mM natrio fosfato buferiu (pH 7,0) ir 0,2 M NaCl. | ig kolonéle
supilamas tirpus lasteliy ekstraktas, gautas taip kaip aprasSyta ankstesniame
pavyzdyije i$ transformuoty pKDAOHIS plazmide E. coli TG1 lgsteliu. Supylus
§j ekstrakta, kolonélé plaunama dideliu kiekiu to paties i8lyginimo buferio,
tokiu bldu i§ ekstrakto paSalinant visus baltymus, i8skyrus hisDAO, kuris
lieka kolonéléje. Po to hisDAO fermentas eliuuojamas, naudojant 20 mM
natrio fosfato buferj, pH 7,0, kuriame yra 10 mM imidazolo. Surenkamos
frakcijos, kuriose yra hisDAO fermento, ir dializuojama 20 mM natrio fosfato
buferyje, pH 7.0. Taip pagamintas fermentas (9000 vienetu/mg) yra didesnio
nei 90 % grynumo ir yra paruostas naudoti cefalosporino C pavertimui | GL-

7ACA.
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SMULKUS FIGURY APRASYMAS

Fig.1. - pKDAOHIS plazmidés konstravimo btdas

Neturintis introno ir turintis Ncol vieta ATG, kuris koduoja baltymo
pirmajj metioning, dao genas buvo gautas PGS budu i$ pALT2 plazmidés. Po
to PGS budu amplifikuotas fragmentas buvo jklonuotas prie M13tg130
vektoriaus Hincll vietos, susidarant M13DAO. IS M13DAO gautas Ncol-Hindlll
fragmentas buvo [klonuotas prie pKK233.2 plazmides Ncol-Hindlll vietu,
susidarant pKDAO3. Si plazmideé turi dao gena, ekspresuojama kontroliuojant
E. coli trc promotoriui. Galy gale buvo jvestas DNR fragmentas, koduojantis

dao geno polihistidining uodegg 5' gale, gaunant pKDAOHIS plazmide.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Modifikuoto Trigonopsis variabilis D-aminortigsties oksidazes
fermento Seimininko (ne Zmogaus) organizme gavimo bldas, besiskKi
-riantis tuo, kad jis susidada i$ tokiu operaciju:

(a) DNR geno, kuris koduoja aktyvia D-aminorlgsties oksidaze $§j
fermentg gaminancéiame bet kokio kamieno mikroorganizme, iSskyrimo;

(b) introno, esancio minétg gene, pasalinimo sintetiniy oligonuleotidy ir
polimerazinés grandines sintezes (PGS) panaudojimu paremtos metodikos
pagalba;

(c) (b) stadijoje gauto DNR fragmento jterpimo | plazmide, Kuri gali
replikuotis Seimininko organizme;

(d) sintetinio asemblerio, turinCio 8eSis histidinus koduojancia
nukleotidy seka, prijungimo introno neturincio geno, kuris koduoja aktyvig D-
aminorlgsties oksidaze, struktlrinés srities 5 gale;

(e) Seimininko organizmo transformavimo (d) stadijoje gauta
rekombinantine plazmide;

(i gauto (e) stadijoje organizmo transformuoty lgsteliy auginimo
tinkamoje kultivavimo terpéje D-aminorigsties oksidazés gaminimasi
uztikrinanc¢iomis salygomis;

(g) D-aminorigsties oksidazes iSskyrimo i (f) stadijoje gautos
kultdros, panaudojant giminingumo chromatografija.

2. BUdas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad D-
aminorigsties oksidazés fermentg koduojantis genas yra Trigonopsis
variabilis genas.

3. Bldas pagal 1 arba 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad
Seimininko (ne Zmogaus) organizmas yra Escherichia coli.

4. Bldas pagal bet kurj i§ pirmesniujy punktu, besiskiriantis
tuo, kad giminingumo chromatografija, naudojama modifikuotam fermentui

idskirti, yra paremta panaudojimu adsorbento dvivalenciy Katijony pagrindu.
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5. D-aminoragsties oksidazes fermentas, besiskiriantis tuo,
kad jis yra modifikuotas, pagamintas ir iSgrynintas bet kuriame i$ pirmesniujy
punkty apibréztu badu.

6. 7B-(4-karboksibutanamido)cefalosporano ragsties fermentinés
sintezés bidas, besiskiriantis tuo, kad jame naudoja D-
aminorugsties oksidazes fermentg pagal 5 punkta.

7. Budas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad
cefalosporing C veikia D-aminorugsties oksidazés fermentu vandeningje
terpeje.

8. Bldas pagal 6 ir 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad
fermentine reakcijg vykdo su imobilizuotu D-aminordgsties oksidazés

fermentu.
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SEKU SARASAS

<110> ANTIBIOTIKAI, S.A.V.

<120> “CEFALOSPORANO 7B-(4-KARBOKSIBUTANAMIDO)RDGéTIES
FERMENTINIS GAVIMO BUDAS  PANAUDOJANT  MODIFIKUOTA
TRIGONOPSIS VARIABILIS D-AMINORUGSTIES OKSIDAZES FERMENTA,
PRODUKUOTA ESCHERICHIA COLI"

<130> PCT-47

<150> ES 9702008

<160> 2

<210> SEQID NO: 1

<211> 3668 baziy poros

<212> DNR

<213> Trigonopsis variabilis

<220>

<221> CDS

<222> (1481... 1508, 1543...2506)

<223> dao genas

<220>

<221> Intronas

<222> 1504...1442

<220>

<221> CDS

<222> 2952...3668

<223> ORF 1

<400>
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CTG ATG TCC CAA TGC TTA TCG CTC GGC GCC ACG GTG GTT AAAR CGT CGA 2028
Leu Met Ser Gln Cys Leu Ser Leu Gly Ala Thr Val Val Lys Arg Arg
155 160 165 170
GTG AAC CAT ATC ARG GAT GCC ARAT TTA CTA CAC TCC 7CA GGA TCA CGC 2076
Val Asn His Ile Lys Asp Ala Asn Leu Leu His Ser Ser Gly Ser Arg
175 180 185
CCC GAC GTG ATT GTC RAC TGT AGT GGT CTC TTT GCC CGG TTC TTG GGA 2124
Pro Asp Val Ile Val 2sn Cys Ser Gly Leu Phe Ala Arg Phe Leu Gly
190 1353 200
GGC GTC GAG GAC ARG ARG ATG TAC CCT ATT CGA GGA Cha GTC GTC CTT 2172
Gly Val Glu Asp Lys Lys Met Tyr Pro Ile Arg Gly Gln Val Val Leu
205 210 2i5
GTT CGA A2C TCT C CT TTT ATG GCC TCC TTIT TCC AGC ACT CCT CGax 2220
Val Arg Bsn Ser Leu Pro Phe Met Rla Ser Phe Ser Ser Thr Prc Gliu
220 225 230
A22 GAA ART GAA GAC CGAA GCT CTA TAT ATC ATG ACC CGa TTIC GaT GGT 22838
Lys Glu Asn Glu Asp Glu Ala Leu Tyr Ile Met Thr Arzg Phe Asp Gly
235 249 245 230
ACT TCT ATC ATT GGC GGT TGT TTC €22 CCC AAC ARC TGE TCA TCC Gaa 23l¢
Thr Ser Ile Ile Gly Gly Cys Phe CGln Prec &sn Asn Trp 3Ser Ser Glu
235 2693 265
CCC GAT CCT TCT CTC 2ACC CAT CGA ATC CTIG TCT AGA GCC CTC GRC CGA 2324
Pro Asp Pro Ser Leu Thr His Arg Ile leu Ser Arg =lz Leu Asc Arg
270 275 280
TTC CCG GaR CTG ACC 232 GAT GGC CCT CTT GAC ATT GG CGC Gaa TGC 2412
Fre Pro Glu Leu Thr Lys Asp Gly Pro Leu Asp Ile Val Arg Glu Cys
285 290 232
GTT GGC CRC CGT CCT GGT 2GA GAG GGC GGT CCC CGA GTa Gan TTa GAG 2480
Val Gly Eis Arg Pro Gly 2Arg Glu Gly Gly Pro Arg Val Glu Leu Glu
300 305 310
ARG ATC CCC GGC GTT GGC TIT GIT CGTC CAT BAC TAT GGT GCC GCC GGT 2zC38
Lys Ile Prc Gly Val Gly Phe Val Val Eis Asn Tyr Gly Ala 2la Gly
315 32¢C 325 330
GCT GGT TACT CaG TCC TCT TAC GGC ATG GCT GAT GAA GIT GTT TCT TaC 233¢
Ala Gly Tyr Gla S=2r Ser Tyr Gly Met Ala Asp Glu =2z Vel Ssr Tyr
333 3490 3453
GTC G2A AGA GCT CTT ACT CGT CCa 2AC CTT TAGRARTCAT GTaTACARTT 28C%
Val Glu Arg Ala Lsu Tnhr Arg Pro &sn Leu
350 355
ATTCTCTCTC TATARATCTR ATTTTITTGT GTGGICTAAT A 2¢6¢8
CGTCTATGTC GCCCTCGTCA CCGTGTCCAA AGTCCTARAG T 2728
ARCRCGTGAC TCGACCTGCC TCCTTACCTIC CCATCAACAA C T 273¢
AGACGGTCTGT TGACGAGCEC TCGTAAGAAC GGCRRACATA GARAC B Z34¢
CCTGGARACT GTCGTTATATA CTATCACTAG TGAGGGTGAG TGATT ACT 2806
AGAATACTGA CATGGATAGA CGATCCAGGAG CCTTATRAAT ARATCA A ATT 2663
! Asn Ile
GAT TTG G2A TCT TGG GAT GAT GAT CCA GRT TTC GCA GAT GAC TIT GAS 3Ci1
Asp Leu Glu Ser Trp 2&sp Asp Asp Fro Asp Phe Ala Asp Asp Pnes Gliu
360 385 370 373
AAT TTA ARG ACT CCA GCT CCT ACG TTT TAT GAA GCC AaC GART ATT 305%
Asn Leu Lys Th 12 Pro Thr Fhe r Glu Ala Asn Asp Ile
S
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CT CRA G2
er A

T7G 3107

Arg Asp G Gln 2 Phe Leu

395 400 405
GAT GAT ARG RAT ACA CTC GGA CGA CAG RAC AAG ATT TCG ACT AGT CAC 3155
Asp Asp Lys Asn Tnr Leu Gly Arg Gln BRsn Lys Ile Ser Thr Ser His
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CTA ARAG TCC GCG AGT CAG GAA CARA GCA GAG ACC TCC TTT CGT GAC TCG 3203
Leu Lys Ser Ala Ser Gln Glu Gln Ala Glu Thr Ser Phe Arg Asp Ser
425 430 435
AC GCT GGC GTC BRAT GCT TTC AGC TGC GGG ACT ATA ARA GCC TTA GGA 3251
Asn Ala Gly Val Asn Ala Phe Ser Cys Gly Thr Ile Lys Ala Leu Cly
440 445 450 455
RAG BAT AGG ATG ACG ACG GTG GAA GAG ARG TGG GAA 232G GAA GTT AGA 3283
Lys & Arg Met Thr Thr Val Glu Glu Lys Trp Glu Lys Glu Val arg
420 463 470

CGC GAT CaA ATT GGG TTC RAT GAA GCT ACT CTT AGA T CAT GaAG ACT 3347
Arg Asp Gln Ile Gly Phe Asn Glu Ala Thr Leu Arg Ala His Glu Thr

4753 480 485
ACC AGA GAA TGG TTA ARA TCC CAG ACT GGC CGAA GCT GGG ACT ARn 2ZC 33353
Thr Arg Glu Trp Leu Lys Ssxr CGln Thr Gly Glu &la Gly Thr Lys Ser

4359 435 500
EAG GTC TTT AGC CCA ATT CTC GAC CGGa& TCA TTC TTC C22 CCG CCT 771G 3443
Lys Val Phe Sexr Pro Ile Leu Asp Gly Ser Phe Phe Glu Pro Pro Leu

§C> 510 515
GRA TCT ARA GTC AGG CGT TAT CAT TCA CCT CZG AarA CAG GCA CCT CCT 3592
Glu Ser Lys Vzl Arg &xg Tyr Els Ser £ro Arg Lys Gln Rlz Fro Zro
520 528 $30
CCT CCT CCT GAC GAT TTT TCA GAT GCA TTT GAA CTA TCT ACR GAR GAG 3539
Pro Pro Pro Asp Asp Phe Ser Asp Ala Prhe Glu Leu Ser Thr Glu CGlu
535 540 545 2395
CCA CTG RRA TTA RRA CGTC CAA CCA GTT CR2 CCT CAT 2ATG ACG CCT GCT 3337
Pro Leu Lys Leu Lys Val Gln Pro Val Gln Pro His Mst Thr Pro 2lsz
555 562 565

CTG AGT GAT ART GAT CTA TGG GGT GAG CGARA TCT ARTT GGT GTG CGa Cza 3€33
Leu Ser Asp Asn BAsp Leu Trp Gly Giu Glu Ssr Ile CGly Val Erg 2rg

570 575 580
GGA GGC ARGG GaC TCG TCA AGT ATG GGA GGR TCC 3588
Gly Gly Arg Asp S2xr Ser Ser Y=t Gly Gly Ser

585 530

<210> SEQID NO: 2

<211> 1128 baziy poros
<212> DNR :
<213> Trigonopsis variabilis
<220>

<221> CDS

<222> 16...1107

<223> dao genas, kurio 5’ gale prijungtas nukleotidas, koduojantis 6 nariy
polihistiding (hisDAQO)
<400>
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CACAGGAADC AGACC ATG CAT CAT CAC CAC CAT CAC TTC ATG GCT ARA ATC 51
‘Met His ‘His His Eis His His Phs Met Ala Lys Ile
1 5 10

t* )

GTT GTT ATT GGG GCC GGT GTT GCC GGT TTA ACT ACA GCT CTT Caa CTT 9%
val val Ile Gly Rla Gly Val Ala Gly Leu Thr Tnr Ala Leu Gln Leu
- 15 ‘ 20 . 23 .
TT CGT ARZA GGA CAT GAG GTT ACA ATT GTIG ICC GAG TTT ACG CCC GCT 147
eu Arg Lys Gly His Glu Val Thr Ile Val Ser Glu Phe Thr Pro Gly
30 35 40
GAT CTT AGT ATC GGA TAT ALCC TCG CCT TGG GCAR GGT GCC ARC TGG CTC 1395
Asp Leu Ser Ile Gly Tyr Thr Ser Fro Trp Ala Gly Ala Asn Trp Leu
4 50 S5 60
ACA TTT TAC GAT GGA GGC AAG TTA GCC GAT TAC GAT GCC GIC TCT TAT 243
Thr Phe Tyr Asp Gly Gly Lys Lsu Rla Asp Tyr asp Ala Val S=xr Tyr
65 790 75
CCT ATC TTG CGA GAG CTG GCT CGA AGC AGC CCC GRG GCIT GGA ATT CCGA 221
Pro Ile Leu Arg Glu Leu Ala Arg Ser Ser Pro Glu 2lz Gly Ile Arg
80 85 99
CTC ATC 22C CAR CGC TCC CAT GTT CTC 232G CZT GAT CTT CCT 222 CTC 339
Teu Ile Asn Gln Arg Ser His val Leu lLys Arg Asp Lsu Pro Lys Leu
85 100 105
GAA GGT GCC ATG TCG GCC ATC TGT CAA CGC ARZ CCT TGG TTC RRA 2AAC 387
Glu Gly Ala Mst Ser Rla Ile Cys Gln Arg Asn Pro Trp Phe Lys Asn
110 115 120
ACA GTC GAT TCT TTC GAG RTIT ATC GAG GAC AGG TCC AGG ATT GIC CAC 435
Thr Val Asp Ser Phe Glu Ile Ile Glu Asp Rrg Ser Arg Ile Val His
125 130 135 140
GAT GAT GTG GCT TAT CTA GTC GAA TTT GCT TCC GTT TGT ATC CaC ACC 483
Asp Asp Val Ala Tyr Leu Val Glu P Lla Sar Val Cys Ile Eis Thr
145 150 i35
GGA GTC TAC TTG BRAC TGG CTG ATG TCC Ca2x TGC TTA TCG CTC GGC GCC 531
Gly 1 Tyr Leu Asn Trp Leu Met Ser Gln Cys Leu Ser Leu CGly Als
180 165 170
ACG GTG GTT 22A CGT CGA GT5G RAC CaT RTC GCC AAT TTa CT2 3739
Thr Val val Lys Arg Arg Val Asn His Ils 2lz Asn Leu Leu
173 189 133
CAC TCC TCA G3A TCA CGC CCC GAC GTG ATT GTC ART TIGT AGT GGT CIC €27
His Ser Ssr Gly Ser Arg Pro Asp Vel Ils Val Asn Cys Ser Gly Leu
190 195 2C3
TTT GCC CG3 T7C TIG GGA GGC GTC GG GRT 2AT ARG ATG TaC CCT ATT 675
Phe Ala Arg Pae Leu CGly Gly 1 Glu Asp Lys Lys Met Tyr Fro Ils
05 210 215 220
CGA GGA CAA GTC GIC CTT GTT CGA AAC TCT CTT CCT TTT ATG GCC TCC 723
Arg Gly Gln val val Leu Vel Arg Asn Ser Leu Pro Fhe Met Ala Ser
225 230 235
TTT TCC AGC ACT CCT GAA ABA GAA RAT GAR CGAC GAA GCT CTA TAT ATC 771
he Ser Ser Thr Pro Glu Lys Glu &sn Glu Asp Giu Ala Leu Tyr Ile
240 245 250
ATG ACC CGA TIC GAT GGT ACT TCT ATC ATT GGC GGT TGT TTC CRA CCC 819
Met Thr Arg Phs 2sp Gly Thr Ser Ile Ile Gly Gly Cys Phe Gin Fro
255 260 2865
RAC RAC TGS TCA TCC GRA CCC GAT CCT TCT CTC ACC CAT CGA ATC CTG 867
Rsn Asn Trp Ser Ser Glu Pro BAsp Pro Ser Leu Thr His Arg Ile Leu

270 275 280

TCT AGA CTC GAC CGA TTC CCG GAA GGC CCT C1IT 915

GCC CTG ACC A2R GAT
Ser Arg Ala Leu Asp Arg Phe Pro Glu Leu Thr Lys Asp Gly Pro Leu

285 290 295 300
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GAC ATT GTG CGC GAA TGC GTT GGC CAC CGT CCT GGT AGA GAG GGC GGT 963
2sp Ile Val Arg Glu Cys Val CGly His Rrg Pro Gly Arg Glu Gly CGly

305 310 315

CCC CGA GTA GAA TTA GAG AAG ATC CCC-GGC GTT GGC .TTT GTT GTC CAT 1011
Pro Arg Val Glu Leu Glu Lys Ile Pro Gly Val Gly Phe Val Val His
320 ’ } 325 330
2AC TAT GGT 6CC GCC GGT GCT GGT TAC CAG TCC TCT TAC GGCT ATG GCT 1059
Asn Tyr Gly Ala Ala Gly Ala Gly Tyr Gin Ser Ser Tyr Gly Met Ala
335 340 345

GAT GAA GCT GTT TCT TAC GTC GAA AGA GCT CTT ACT CGT CCa ARC CTT 1107
Asp Glu Ala Val Ser Tyr Val Glu Arg Ala Leu T~r Rrg Pro &sn Lau

350 355 3€0 3¢4

TAGAAGCTTG GCTCTTTTGG C 1128
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