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Budai, skirti konstravimui naujy grandinei specifiniy nikuojanciy endonukleaziy, pasinaudojant plazmidZiy
bibliotekos, turintios atsitiktinai mutagenizuota restrikcijos endonukleazes geng, praturtinimu in vivo. Plazmidés
turi gretimg genui skaldomg arba nikuojamg seka, skaldymui arba nikavimui geno endonukleazés produktu ir
antraja atpazinimo vieta antrajai endonukleazei. Plazmidziy biblioteka naudojama nemodifikuoty Igsteliy-
eimininkiy transformavimui. Plazmidés i§ iSauginty transformuoty Iasteliy gali bati analizuojamos in vitro badu dél
nikavimo, nikuotos plazmidés surenkamos ir naudojamos transformuoti Iasteles-Seimininkes. Produktas po to
surenkamas ir nustatomas endonukleazés viengrandis specifiSkumas. Produktas arba klonuojamas po
amplifikacijos, arba identifikuojamas, naudojant selektyvy markerj.
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Yra daugiau negu 240 II tipo restrikcijos endonukleaziy su unikaliomis savybémis,
atrasty kaip i3 bakteriniy, taip ir i§ virusiniy Saltiniy. Ta¢iau komercikai yra gaunami tik
septyni nikuojantys fermentai: N.BstNBI, N.Alwl, N.BbvCIA (New England Biolabs, Inc.,
Beverly, MA); N.Bpul0I (Fermentas Inc., Hanover, MD); ir N.CviQXI (CviNY2A) ir
N.CviPII (CviNYSI) (Megabase Research Products, Lincoln, NE (www.cvienzymes.com).

Yra tam tikras skai&ius fago koduojamy nikuojang&iy fermenty, pavyzdziui bakteriofago.f1 II.
geno produktas (gplI), kuris yra biitinas virusinés DNR replikacijai. II geno produktas iveda
trikj (+) grandingje, tuo inicijuodamas riedantio rato replikacija. Jis taip pat dalyvauja
perkeltosios (+) grandinés ligavime, generuojant viengrandg faging DNR (Geider et al., J.
Biol. Chem. 257:6488-6493 (1982); Higashitani et al., J. Mol. Biol 237:388-400 (1994). gplI
baltymas ir egzonukleaze III gali biiti bendrai naudojami viengrandés DNR gavimui, kuri
naudojama mutagenezei ir kaip matrica naujos DNR grandinés sintezei in vitro.

Yra trys pagrindiniai specifiskai DNR grandines nikuojanciy fermenty gavimo
Saltiniai. Vienas i% jy — nikuojandiy fermenty atrinkimas i§ Chlorella algae viruso lizaty, i3
kuriy buvo pradzioje i8skirtiN.CviQXI (CviNY2A) ir N.CviPII (CviNYSI) (Zhang Y. et al.
Virology, 240:366-375 (1998); Xia Y. et al. Nucl. Acids Res. 16:9477-9487 (1988)). Antrasis
Saltinis — bakterijos, kuriose atrasti natiiraliai pasitaikantys nikuojantys fermentai N.BstNBI ir
N.BstSEI (Morgan R.D. et al. Biol. Chem. 381:1123-5 (2000); Abdurashitov, et al., Mol. Biol.
(Mosk) 30:1261-1267 (1996). Tregiasis altinis — nikuojantiy fermenty gavimas baltymy
inzinerijos biidu i3 egzistuojan&iy IIA tipo restrikcijos fermenty.

Sekanti klasifikacija yra skirtingy II tipo restrikcijos endonukleaziy potipiy apibréztys
(Roberts R.J. et al. Nucl. Acids Res. 31:1805-1812 (2003)):

IIA tipo endonukleazéms bidingos asimetrinés DNR atpaZinimo sekos. Kirpimo vieta
gali bti atpaZinimo sekos viduje arba iSoréje (uz) atpaZinimo sekos. Pavyzdziai yra Bsml
(GAATGC 1/-1, virdutiné grandiné kerpama per vieng baz¢ uz atpaZinimo sekos, apatiné
grandiné kerpama atpaZinimo sekoje), Acil (CCGC -3/-1), BssSI (CACGAG -5/-1) ir Sapl
(GCTCTTC 1/4). Svarbiausiai, IIA tipas apima IIG, IIH, IIS ir IIT restrikcijos endonukleaziy
tipus. Todél daugelis fermenty patenka daugiau negu i vieng potipi. PavyzdZiui, Sapl gali bati

identifikuotas kaip IIA arba IIS tipo fermentas.
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IIS tipo restrikcijos endonukleazés turi asimetrines atpaZinimo sekas ir DNR kerpa $iy
atpaZinimo seky iSoréje, t.y. kerpa nuo 1 iki 20 baziy atpaZinimo seky iSoréje. Pavyzdziai yra
BsmAI (GTCTC 1/5), BsmBI (CGTCTC 1/5), Fokl (GGATG 9/13) ir Sapl (GCTCTTC 1/4).

I1G tipo restrikcijos endonukleazeés turi sulietus endonukleazés ir metilazés domenus.
Tuo budu, IIG tipo fermentai turi ir endonukleazini ir metilazinj aktyvumus ir $ie aktyvumai
gali bati stimuliuojami pridedant S-adenozilmetionino. IIG tipo fermenty DNR atpaZinimo
sekos gali biiti simetrinés arba asimetrinés. PavyzdZiai yra Bpml (CTGGAG 16/14) ir BseRI
(GAGGAG 10/8). IIG tipo fermentai gali taip pat priklausyti IIA arba IIS tipams.

IIH tipo restrikcijos endonukleaziy genetiné organizacija panasi { I tipo restrikcijos-
modifikacijos sistema. AtpaZinimo seka gali biiti simetriné arba asimetriné. PavyzdZiai yra
Begl (10/12 CGANSTGC 12/10) (SEQ ID NO:27) ir Bael (10/15 ACNsGTAYC 12/7) (SEQ
ID NO:28).

IIT tipo restrikcijos endonukleazés yra heterodimerai arba tetramerai (2X
heterodimerai). Atpazinimo sekos gali buti simetrinés arba asimetrinés. Pavyzdziai yra
Bpul0I (CCTNAGC —5/-2) ir Bsll (CCN7GG) (SEQ ID NO:29).

Biity pageidautina sukonstruoti didelg jvairovg nikuojan&iy endonukleaziy, ivesty i$
restrikcijos endonukleaziy su asimetrinémis atpazinimo sekomis, kuriy daugiau kaip 79 IIA

tipo endonukleazés Zinomos su unikaliomis savybémis. (http://rebase.neb.com/rebasey/).

Dauguma $iy IIA tipo restrikcijos-modifikacijos sistemy yra klonuotos ir ekspresuotos
heterologiskuose $eimininkuose (Rebase). Tuo biidu daugumos IIA tipo restrikcijos fermenty
baltymy seka yra Zinoma, nors asimetrinio kirpimo mechanizmas paai3kintas tik nedideliam
kiekiui fermenty, dalinai IIT tipui. Likusiy IIA tipo fermenty (kur fermentai yra atviro
skaitymo rémelio produktai) dominuojantis kirpimo mechanizmas iki $iol yra neaikus.

Racionaliai suprojektuoti metodai pritaikyti tam tikriems fermentams, kuriy pradinés
turimos Zinios apie dimerizacijos domenus yra tokios, kad gali biiti pasiektas domeny
atskyrimas. Domeny atskyrimas priklauso nuo santykinai didelio aminoriigi¢iy sekos
panaSumo tarp planinio fermento varianto ir natfiraliai atsiradusio nikuojan&io fermento.
Pavyzdziui, Xu et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98:12990-12995(2001) gavo nikuojantj
fermenta N.Alwl domeny atskyrimu tarp Alwl ir homologisko, natiraliai atsiradusio
nikuojan¢io fermento N.BstNBI (GAGTCNNNN”N, (SEQ ID NO:30), ~ zymi trikio
pozicija). Sukonstruotas fermentas N.Aiwl negali biiti suformuotas i3 homodimero ir vien tik
nikuoja virSutingDNR grandine kaip monomeras.

Besnier et al. EMBO Report 2:782-786 (2001); ir Kong et al. U.S. Patentas Nr.

6395523 naudojo kryptinga mutagenezg Mly virSuting granding nikuojanéio varianto
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sukonstravimui, remdamasis auk§tu panadumo laipsniu su natiiraliai pasitaikandiu nikuojan&iu
fermentu N.BstNBI.

Stahl F. et al. Proc. Nathl. Acad. Sci. USA, 93:6175-80 (1996) i§skyré nikuojantj
fermenta i3 II tipo restrikcijos endonukleazés EcoRV (kurioje natyvus fermentas formuoja
homodimerus ir atpaZista simetring seka GAT/ATC). EcoRV nikuojantis fermentas buvo
pagamintas sujungiant subvieneta, turintj neaktyvy katalitinj saita, su antru subvienetu,
turin&iu DNR prisiri§imo defekta. Tadiau tokie EcoRV variantai yra nespecifiniai tuo
atzvilgiu, kuri grandiné yra nikuojama ir tuo biidu tokiy mutanty taikymas DNR
manipuliacijoms yra labai apribotas. PrieSingai, Heiter et al. (U.S. patento paraiska
20030100094) ir Janulaitis et al. (EP 1176204 Al) inaktyvavo heterodimerinio fermento
vieno subvieneto katalitinj centra, ko pasekoje buvo gauta nikuojanti endonukleazé. Taciau
Sis principas yra ribotas IIT tipo fermentams su aikiai iSreikStomis ir i§saugotomis
katalitinémis vietomis.

Priedingai aukitiau apradytiems biidams, Heitman ir Model apra3¢ EcoRI restrikcijos
endonukleazés atsitikting mutagenez¢ (Heitman J. And Model P., EMBO J. 9:3369-3378
(1990)), kad biity nustatyta substrato atpaZinimo lickamoji reikSmé . Be jokios nikuojanciy
varianty selekcijos Heitman et al. atsitiktinai identifikavo nikuojangio aktyvumo varianta

(Heitman J. And Model P., Proteins 7:185-197 (1990)).
ISRADIMO SANTRAUKA

Iiradimo jgyvendinime, granding specifiSkai nikuojanciy endonukleaziy konstravimo
biidui numatyti sekantys etapai: a) lasteliy- 3eimininkiy, neturin¢iy metilazinés apsaugos pries
restrikcijos endonukleazes, transformacija plazmidZiy biblioteka, turindia atsitiktinai mutuota
gena, koduojanti restrikcijos endonukleazg, plazmides iskaitant sekos vieta iSoréje geno, kuria
skaldo geno koduojama endonukleaze, ir b) transformanty auginima, plazmidzZiy iskyrima i3
ju ir fakultatyvaus in vitro atrinkimo, kurios plazmidés turi nikuota DNR. Be to budas apima
plazmidZiy skaldyma su i3 anksto nustatyta granding specifiskai nikuojangia endonukleaze.
Sios endonukleazés nikavimo vieta yra skirtinga seka, negu atsitiktinai mutagenizuoty
restrikcijos endonukleaziy kirpimo vieta. Kadangi nikuojan&ios endonukleazés kerpa
priesinga granding, negu mutagenizuota restrikcijos endonukleaze, susidaro du lipniis galai.
Reversinis pradmuo, kuris komplementarus lipniam galui 3alia geno, arba yra identidkas
lipnaus galo daliai arba visam lipniam galui, naudojamas geno amplifikavimui kartu su

tiesioginiu pradmeniu, einandiu prie3 gena. Amplifikuotas produktas po to klonuojamos. Arba
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kitaip, atrenkamas Zymétasis genas gali biti jterptas tarp dviejy lipniy galy plazmides, kuri po
to transformuojama { lastelg ir identifikuojama selektyvioje terpéje. Sukonstruota nikuojanti
endonukleazeé taigi, yra gaunama abiem auk$¢iau apradytais metodais.

Nikuojantis fermentas gali nikuoti viena arba daugiau DNR dupleksy, RNR/DNR
hibrida ir RNR dupleksa. Lastelés-Seimininkés gali bati pasirinktos i bet kuriy bakterijy,
naudojamy rekombinantiniy restrikcijos endonukleaziy ekspresijai. Tinkami promotoriai yra
parinkti tokie, kad biity gaunamas norimas ekspresijos lygis. PlazmidZiy biblioteka gali bati
sudaryta i vienos riiSies plazmidziy arba daugybés skirtingy plazmidziy. Kiekviena plazmidé
gali turéti vieng atsitiktinai mutagenizuota restrikcijos endonukleazés geng arba apimti
daugiau negu viena gena, koduojancius daugybe fermenty arba subvienety.

Metodo jgyvendinimas apima restrikcijos endonukleazés geno mutagenizavima,
suformuojant delecija ar insercija arba vieno ar daugiau nukleotidy pakeitimg. Ypatingai,
mutagenizuotas genas gali turéti vieng arba daugyb¢ mutacijy. Mutagenizuotas genas gali
turéti delecijg nuo 3 iki 600 nukleotidy ribose.

Bradimo jgyvendinimo metodas apima atrinkima arba jterpima restrikcijos
endonukleazés kirpimo vietos sekos uZ geno plazmidéje. Po to kai lastelés-Seimininkes,
turinCios plazmidziy biblioteka, i3auginamos, transformantai bendrai sukaupiami ir
plazmides, iskirtos i§ $ios sankaupos, analizuojamos nustatant plazmidZziy koduojamy
nikuojaniy endonukleaziy specifilkumg grandinéms. Nikuojangiy endonukleaziy i$skyrimo
efektyvumas gali biti sustiprintas praturtinimo pakopa, kuria plazmidiné DNR igskiriama i§
transformanty sankaupos, atskyrus nikuota DNR nuo superspiralizuotos ir linijinés DNR. Sis
atskyrimas gali biiti vykdomas elektroforeze agarozés gelyje arba tankio centrifugavimu.
Modifikuotos E. coli lastelés transformuojamos nikuota plazmidine DNR ir plazmidés i§ 3iy
transformanty arba patys transformantai padalinami { dvi sankaupas taip, kad vieng sankaupa
biity galima testuoti, nustatant virSutinés grandinés skilimo aktyvuma, o kita sankaupa —
nustatant apatinés grandinés skilimo aktyvuma.

Nikuojancios endonukleazés kirpimo specifiSkumo grandinei priklausomybe galima
nustatyti liguojant viengrandZius adapterius su i$ anksto nustatytais lipniais galais. Lipnus
galas, prie kurio prisijungia adapteris, susiformuoja, jeigu antroji kirpimo vieta nustatyta i3
anksto yra virSutinéje plazmidés grandinéje ir ekspresuota nikuojanti endonukleazé nikuoja
apating granding. Pana$iai, jeigu antroji numatyta skilimo vieta yra apatinéje plaimidés
grandingje, gali bati atrinktos ekspresuotos nikuojanéios endonukleazés, kurios nikuoja

vir§uting grandine.
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DNR, atitinkanti gena, koduojantj nikuojanlia endonukleaz¢ su apibréztu
viengrand?iu nikavimo aktyvumu, gali biti amplifikuota naudojant pradmenis, kurie
hibridizuojasi su sekomis { kita pus¢ nuo geno, pavyzdZiui su seka prie$ geng ir viengrandZiu
adapteriu arba kur pradmuo prie3 gena yra i$ esmés identidkas viengrandZio adapterio sekos
daliai.

lgyvendinant iradima, pageidautina mutacija nikuojangioje endonukleazgje,
nustatoma sekvenuojant sukonstruotg nikuojan¢ia endonukleaz¢ pagal auk3Ciau apraSyta
metoda, gali biiti jvesta kryptingos mutagenezés biidu { restrikcijos endonukleazés izodizmerg
arba neoSizomera, taip gaunant nikuojan¢ia endonukleaz¢. Analogidkai sukonstruotos
nikuojantios endonukleazés nikuojantis aktyvumas gali biti sustiprintas arba dvigrandés
DNR skilimo aktyvumas sumaZintas kryptingos mutagenezés biidu jvedant pageidauting
mutacija.

lgyvendinant idradima, numatytas biidas, kuriame mutagenizuotas restrikcijos
endonukleazés genas yra IIA tipo endonukleazés genas. Nikuojanti endonukleaze yra
termostabili nikuojanti endonukleaze.

Igyvendinant ifradima, numatytas budas grandinei specifinés nikuojanCios
endonukleazés konstravimui, kuris apima: lasteliy-3eimininkiy transformacija plazmidémis,
turindiomis atsitiktinai mutagenizuota restrikcijos endonukleazés gena, lasteles-3eiminikes
stokojangias apsauginio metilinimo; viengrandZio adaptoriaus ligavima su sukauptomis
plazmidémis, i¥skirtomis i iSaugusiy transformanty nustatymui, kuri plazmidé koduoja
restrikcijos endonukleazés virfutinés arba apatinés grandinés varianta; mutagenizuotos
restrikcijos  endonukleazés geno amplifikavima lasteliy-Seiminikiy transformavimui;
nustatyma kuri lastelé-$eimininké turi nikuojantj aktyvuma ir jos nikuojanti fenotipg; gavima
sukonstruotos grandinei specifinés nikuojan¢ios endonukleazes.

lgyvendinant bida, restrikcijos endonukleazé yra Sapl, i3 kurios i3skirtos
sukonstruotos nikuojan&ios endonukleazés yra Nt.Sapl ir Nb.Sapl.

Igyvendinant idradima, metodas numatytas jvedimui vieno arba daugiau vietos
specifiniy triikiy { i§ anksto parinktas DNR duplekso grandines, metodas apima DNR

duplekso hidrolize su nikuojania endonukleaze palankiomis nikavimo aktyvumui salygomis.
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TRUMPAS FIGORU APRASYMAS

Fig. 1 parodyta ekspresijos vektoriaus pSAPVS6, naudojamo nikuojangio fermento
Sapl klony atrinkimui, polilinkerio seka. Pakopos apima: (a) atsitiktinai mutuotos Sapl
endonukleazés bibliotekos paruofimas pSAPV6, kurioje yra pACYCT7-ter su modifikuotu
polilinkeriu; (b) E. coli kamieno transformacija, kuriame esminé¢ laukinio tipo Sapl klono
ekspresija Zudo lasteles; (c) iSaugusiy kolonijy surinkimas ir plazmidinés DNR i3skyrimas;
(d) plazmidziy bibliotekos frakcionavimas elektroforeze agarozés gelyje ir nikuoty plazmidziy
i§skyrimas; (e) plazmidZiy telkinio padalijimas { 2 grupes ir hidrolizé su N.BvbCI A arba Sapl
nikuoty plazmidziy iitiesinimas ir specifiniy isky3y gavimas B; (f) viengrandZio adapterio
ligavimas su iSky%a; ir (g) darbas su virSutinei ir apatinei grandinei specifiskos grandinés
amplifikacijos strategija.

Fig. 2 parodyta amplifikavimo strategijos apatinei grandinei specifisky Sapl
nikuojanéid fermento klony atrinkimo schema. Pakopos apima: (a) ligavimo adapterj su 4
baziy iskySa; (b) Klionovo uZpildymo reakcijos panaudojimas; (c) nesuliguoto adapterio
padalinimas, naudojant Spin kolonélg; (d) PGR amplifikacija; (e) amplifikacijos produkto
klonavimas | pSAPV6; (f) T7 ekspresijos kamieno, apsaugoto Sapl metilinimu,
transformacija; ir (g) ekstrakty nikuojangio aktyvumo tyrimas.

Fig. 3 parodyta amplifikavimo strategijos virSutinei grandinei specifitky Sapl
nikuojan¢io fermento klony atrinkimo schema.

Fig. 4 parodyta pradinis Nb.Sapl (33 variantas) i$skyrimas. Nikuojantis aktyvumas yra
parodomas inkubuojant lasteliy ekstrakta su superspiralizuota pUC19. M takelis yra 1kb DNR
diagrama, kurioje yra gerai matoma 3 kb juosta. Nikuota pUC19 forma migruoja auki&iau uz
3 kb. 33 takelis turi Zymy lygi nikuotos pUC19, i8skirtos i§ 33 varianto ekstrakto. Kiti takeliai
turi tipiSka lygi nikuotos pUC19, gautos nespecifiniu nikuojan&iu aktyvumu. 39 variantas
parodo dvigrandj kirpimo aktyvuma.

Fig. 5 parodyta idvalyto Nb.Sapl (33 variantas) titravimas naudojant substratu
superspiralizuotag pUC19. M takelis yra 1kb DNR diagrama, kurioje 3 kb juosta yra gerai
matoma. 1 takelyje yra neperkirpta pUCI9. 2 takelyje pUC19 linearizuota Sapl pagalba. 3-8
takeliuose buvo inkubuojama atitinkamai su 4, 2, 1, 0,5, 0,25 ir 0,125 vienetais Nb.Sapl (33
variantas) 60 min 37°C temperatiiroje.

Fig. 6 parodyta Nb.Sapl (33 variantas) nikavimo vietos patvirtinimas “run-off”
sekvenavimo metodu. Substratas pUC19 buvo nikuotas su i¥valyta 33 varianto dauguma.

Nikuotas Ziedinis DNR produktas buvo idvalytas i§ gelio ir sekvenuotas, naudojant pradmenj,
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kuris susieina su Sapl kirpimo vieta. Taq DNR polimeraz¢ prideda adenino baz¢ (A)
pradmens prailginimo produkto gale (DNR transferazinis aktyvumas, nepriklausomas nuo
matricos).

Fig. 7 parodo Nt.Sapl pradinio iSskyrimo variantus, turindius  E250K pakeitima.
Nikuojamntis aktyvumas atskleidZiamas inkubuojant mazéjantj tirj lasteliy ekstrakto su
superspiralizuota pUC19. Klonai Nr. 2, 9, 11, 15 ir 18 buvo sekvenuoti, tam; kad biity surasti
dazni pakitimai K8OE, E250K ir K273R. M takelyje yra 1 kb DNR diagrama, kurioje gerai
matoma 3 kb juosta. Nikuota pUC19 forma juda > 3 kb.

Fig. 8 Nt.Sapl (E250K) aktyvumo tyrimas. Nikuojantis aktyvumas parodomas
inkubuojant mazéjantj lasteliy ekstrakto kieki su superspiralizuota pUC19. M takelis yra 1 kb
DNR diagrama, kurioje gerai matoma 3kb juosta. 1 takelyje yra neperkirpta pUCI19. 2
takelyje — Sapl linearizuota pUC19. 3-8 takeliuose buvo atitinkamai inkubuota su 2, 1, 0.5,
0.25, 0.125 ir 0.0625 pl Nt.Sapl 60 min. 37° C temperatiiroje.

Fig. 9. parodo “run-off” sekvenavima, kuriuo nustatoma Nt.Sapl (E250K) nikavimo
vieta. pUC19 substratas buvo nikuojamas lasteliy ekstraktu, turindiu E250K varianta.
Nikuotos Ziedinés DNR produktas buvo ivalytas i§ gelio ir sekvenuotas, naudojant pradmeni,
kuris susieina su Sapl kirpimo vieta. Taqg DNR polimeraze prideda adening (A) DNR gale
(DNR transferazinis aktyvumas, nepriklausomas nuo matricos).

Fig. 10 parodyta laukinio tipo sapIR geno i3 Saccharopolyspora risies nukleotidy seka
(SEQ ID NO:23) ir atitinkama aminorig¥iy seka (SEQ ID NO:24).

Fig. 11 parodyta Nb.Sapl (33 variantas) aminoriigi¢iy seka (SEQ ID NO:25).

Fig. 12 parodyta Nt.SapI (E250K variantas) aminoriigdtiy seka (SEQ ID NO:26).

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Sio iSradimo jgyvendinimas leidzia kvalifikuotam specialistui sukonstruoti sekai
specifinius ir virSutinei ar apatinei grandinei specifinius DNR nikuojan¢ius fermentus i3
egzistuojandiy IIA tipo restrikcijos endonukleaziy, turindiy asimetrines atpazinimo sekas.

Metodas apima sukiirima plazmidziy bibliotekos, kurioje plazmidés turi viena ar
daugiau atsitiktinai mutagenizuoty restrikcijos endonukleazés geny, kur genas ar genai
koduoja fermentus arba subvienetus. Biblioteka nebitinai turi turéti plazmidziy tipy misinj

ir/arba daugybe atsitiktinai mutagenizuoty restrikcijos endonukleaziy.
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Bakterijos yra transformuotos plazmidziy biblioteka ir i vivo jvyksta grieZta genetiné
atranka, kuria restrikcijos endonukleaze ekspresuojandios plazmides yra letalios (mirtinos)
lasteléms-Seimininkéms, jeigu jvestos i kamieng, neturintj giminingos metilinimo apsaugos ir
kame yra pasiekiamas atitinkamas ekspresijos lygis. _

Genetiné atranka gali bati ivykdyta vienos arba daugiau in vitro atranky metu, kad
biity pasiekta galutine plazmidZiy biblioteka, kurioje dominantis nikuojanéiy fermenty klonas
yra praturtintas ir dél to lengvai i¥skiriamas i¥ bibliotekos ribotu bibliotekos patikrinimu.
Genetiné atranka teikia pirmenybe faktui, kad IIA tipo fermentas yra toksiskas lasteléms-
Seimininkéms, nesant apsauginio metilinimo.

Nikuojan¢iy endonukleaziy griezta genetiné atranka yra galima &ia, kadangi bakterinio
genomo integralumas yra labiau i3laikomas po vienos grandinés perkirpimo nikuojangia
endonukleaze, palyginus su dvigubos grandinés perkirpimu restrikcijos endonukleaze. Taigi,
lasteles, ekspresuojanéios nikuojantj fermenta yra labiau gyvybingos (idlieka gyvos).
I8likusios lastelés surenkamos ir i% Ju i8skiriamos plazmides. Pirmoji fakultatyvi atranka in
vitro atlieckama plazmides frakcionuojant elektroforezes agarozés gelyje biudu arba
ultracentrifuguojant tankio gradiente.

Kadangi plazmidés yra konstruojamos turéti maZiausiai vieng strategiskai nustatyta
substrato vieta, gretimga restrikcijos arba nikuojan¢ios endonukleazés vietai, tokie plazmidziy
klonai, ekspresuojantys nikuojan&ius fermentus, gali biiti nikuoti, Nikuotos DNR migracija
agarozés gelyje yra Zymiai sulétéjusi, palyginus su nenikuota superspiralizuota forma. Arba

kitaip, naudojant centrifugavima, cezio chlorido tankio gradiente nikuotos ir superspiralizuotos

plazmidés po keleto valandy centrifugavimo migruos skirtingas pozicijas. Nikuoty

plazmidziy atskyrimas nuo superspiralizuoty pasiekiamas pirmajame plazmidZiy bibliotekos
praturtinimo in vitro etape.

Po to, kai i3skiriama plazmidiné DNR atitinkanti nikuota, t.y. atvirg apskritimo forma,
DNR perkirpimui in vitro naudojama antroji endonukleazé. Antroji endonukleaze gali biti
nikuojantis fermentas arba restrikcijos fermentas ir & substrato vieta yra strategiskai
lokalizuota gretimai pirmosios nikavimo vietos (dominancios substrato vietos).

Pirmiausiai, endonukleazés skélimo reakcija in vitro linearizuoja plazmiding DNR ir
sukuria i§ anksto numatytus lipnius galus, kurie tarnauja kaip rankenos. Galutinéje in vitro
stadijoje 3ie lipniis galai panaudojami specifiniam tokiy DNR klony atrinkimui, kurie
ekspresuoja arba viriuting arba apating granding nikuojan&iy fermenty variantus. Jeigu lipniis
galai yra per trumpi pradmens priklausomai amplifikacijai (maziau negu 4 nukleotidai), gali

biti prijungtas adaptorius. Tada DNR gali bati amplifikuojama bet kuria ig galimy
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amplifikavio techniky, tokiy kaip polimerazinés grandinés reakcija (PGR), helikazés
priklausoma amplifikacija (HDA) arba grandinés priklausoma reakcija (SDA). Galiausiai,
bibliotekos elementai transformuojami | bakterijas prie§ tai modifikuotas apsauginiu
metilinimu ir nikuojantys fermentai superekspresuojami taip, kad lasteliy ekstraktuose gali
biiti tiriamas nikuojantis aktyvumas. Kai nikuojantis variantas yra i3skirtas, grandinés ir sekos
specifitkumas patvirtintas ir nustatoma istisa klono seka. Aminoriigi¢iy pakeitimai, esantys
kiekviename variante funkciSkai analizuojami, nustatant jy poveiki | nikuojangios
endonukleazés specifiskuma ir nikavimo aktyvuma.

Kai reikalinga, variantas optimizuojamas testuojant Kitus pakeitimus pozicijose,
manomai reik¥mingus nikuojangiam fenotipui. Aminoriigd¢iy pakeitimas endonukleazéje,
gaunant nikuojantj aktyvuma, gali buti {vestas { izoSizomera, neodizomerg arba | fermenta su
gimininga aminoriig¥¢iy seka.

Geny bibliotekos ekspresijos atitinkamas lygis yra paprastai optimizuojamas
vadovaujantis preliminariu laukinio tipo endonukleazés klono tyrimu.

Dalinai metodas yra igyvendinamas naudojant Sapl (Zr. pavyzdzius). IIS tipo
endonukleazé Sapl buvo modifikuota sukuriant grandines specifitkai nikuojancias
endonukleazes. Buvo idskirtas Sapl variantas, kuris daugiausia nikuoja apating granding ir
pavadintas Nb.Sapl 33 variantas. Be to, buvo isskirta keletas Sapl varianty, kurie idimtinai
nikuoja virfuting granding. Labiausiai aktyvus virdutinés variantas buvo nustatytas
palyginimo biidu ir surastas aminoriigsties pakeitimas E250K ir pavadintas Nt.Sapl.

Naujy nikuojandiy endonukleaziy konstravimo metodo jgyvendinimas apima vieng
arba daugiau sekan&iy Zingsniy:

1. Ekspresijos vektoriaus (plazmidés) modifikavimas

Atitinkamas ekspresijos vektorius yra parenkamas pagal tai, koks restrikcijos
endonukleazés kirpimo viety daZnis bus modifikuojamas bakterijos genome. PavyzdZiui,
restrikcijos endonukleazei, kuri yra daznai kerpanti, pageidautina parinkti vektoriy su
sumazintu kopiju skaitiumi ir/arba santykinai silpnu promotoriumi, kadangi nikuojantis
endonukleazés variantas, kuris yra atsitiktinés mutagenezés produktas, priesingu atveju gali
sukelti toksinj efekta, atsirandanti d¢l didelio trikiy skaiCiaus. Pavyzdziui, T7 promotorius
gali biiti naudojamas Seimininke, kuris neturi T7 RNR polimerazés. Vélesniame veiksmy
plane, minimalaus ekspresijos lygio tikimasi i§ i8tisinio nuskaitymo transkripcijos nuo kity
promotoriy, esandiy vektoriuose. Vis deélto, gali biti pageidautina varijuoti vektoriaus-
seimininko derinj, kad biity gauta padidinta ekspresija. 2-ame pavyzdyje Sapl ekspresija nuo

T7 promotoriaus ne T7 eimininke, buvo nepakankama genetinés selekcijos pakopai. Taigi,
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vektorius su T7 promotoriumi buvo ekspresuojamas $eimininke, turin¢iame T7 RNR
polimeraze.

Be T7 promotoriaus, yra daugybé promotoriy ir plazmidZiy, turingiy pasirinktinai
promotorius, kurie yra publikuoti ir/arba komerciskai prieinami. Atitinkama plazmide gali
buti pasirinkta numatyty charakteristiky pagrindu, kad biity sukonstruota norima nikuojanti
endonukleaze ir jos nikuojantis aktyvumas. Tai gali biti nesunkiai apibréZta be pernelyg
dideliy eksperimentiniy tyrimy apraSyty dél Sapl, kuriuose atsitiktinai mutuota restrikcijos
endonukleazé jterpiama | pasirinkta plazmide transformacijai { lasteles-Seimininkes. Lastelés
gali buti surenkamos ir istiriamos nikuojangios formos ir nustatomas preliminariy pakopy
lyginamasis efektyvumas.

Kita aplinkybé vektoriaus konstravime yra substrato kirpimo viety skaiius ir
i$sidestymas. Kad biity maksimizuotas genetinés atrankos pakopos efektyvumas, vektorius
neturi turéti substrato kirpimo vietos replikacijos srityje ir esminiy vektoriaus funkcijy atviro
skaitymo rémeliuose. Pavyzdziui, endonukleazés genas neturéty turéti substrato kirpimo
vietos, pavaldZios ekspresuojamos endonukleazés Kirpimui. Substrato kirpimo vietos
buvimas, kaip aprayta auk$Ciau, gali interferuoti su informacinés RNR molekuliy
transkripcija.

Pateiktame jgyvendinime atitinkamas ekspresijos vektorius yra modifikuotas jterpiant
restrikcijos endonukleazés atpaZinimo seka (substrato kirpimo vieta) uz geny bibliotekos
klonavimo vietos. (Ziiir. fig. 1). Sios DNR substrato vietos strategine padétimi ekspresijos
vektoriuje sudaro salygas tokiy klony selekcijai, kurie ekspresuoja endonukleazés variantus,
kurie yra pajégiis nikuoti kiekvienas savo ekspresijos vektoriy in vivo.

Antroji, alternatyvi nikavimo vieta gali biti iterpta 3alia dominan&ios substrato sekos,
kad skaldymas su antruoju nikuojandiu fermentu sukurty dvigrandj triikj su i§ anksto
numatytais lipniais galais. Sie nustatyti lipniis galai tokiu bidu igalina atranka in vitro tokiy
mutuoty endonukleazés geny, kurie ekspresuoja kirpimo vietai specifines ir grandinei
specifines nikuojancias endonukleazes. Sie nustatyti lipniis galai taip pat gali bati gaunami
dvigrandZio skélimo metu $alia dominanios nikavimo vietos. $iuo atveju mazas viengrandis
DNR fragmentas bus produkuojamas, linearizavus ekspresijos vektoriy. Trumpas viengrandis
DNR (ssDNR) fragmentas isisklaido ir pasalinamas i§ DNR bibliotekos, kad bty iSvengta
trukdymy tolimesniuose molekulinés atrankos Zingsniuose. Trumpos ssDNR pasalinimas gali
bati atliktas gryninimu i§ agarozés gelio arba spin kolonélés procediira, kaip apradyta 1 ir 2

pavyzdZiuose,
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2. Mutantinés endonukleaziy bibliotekos sukiirimas

Mutantiné endonukleazés biblioteka yra sukuriama vienu i§ Zinomy metody.
PavyzdZiui, endonukleazés geno mutagenez¢ gali biti atlikta:

(a)_Turinti polinkj i klaidas PGR (Leung, et al., Technique 1:11-15 (1989), Cadwell
and Joyce, PCR Methods Applic., 2:28-33 (1992)).

(b)_Oligonukleotidy kryptinga mutagenezé, geriau PGR persidengiancio pratgsimo

mutagenezés metodas (Morrison ir Desrosiers, Biotechniques 14:454-457 (1993)).

¢) Surinkimo PGR. Terminas ,surinkimo PGR* remiasi procesu, kuris apima PGR

produkto surinkima i§ mazy DNR fragmenty mi3inio. Didelis skai&ius skirtingy PGR reakcijy
vyksta lygiagretiai tame patiame tiiryje, su vienai reakcijai parengtais produktais su kitos
reakcijos produktais.

d) Lytiné PGR mutagenezé. Sis terminas “Iytiné PGR mutagenez¢” (taip pat Zinoma
kaip “DNR purtymas”) remiasi homologine rekombinacija tarp skirtingy, bet labai susijusiy
DNR seky in vitro, sukelta DNR molekuliy atsitiktinio fragmentavimo, i¥plaukiancio i3 seky
homologijos, paremta krosoverio fiksacija pradmens prailginimo PGR reakcijos metu.

e) Kasetés mutagenezé. Terminas “kasetés mutagenezé” nurodo bet kokj dvigrandes
DNR molekulés mazos srities pakeitimo procesa sintetine oligonukleotido kasete, kuri skiriasi
nuo natyvios sekos. Oligonukleotidas daznai turi pilnai arba dalinai randomizuota natyvia
seka (Dorner et al., J. Mol. Biol. 285:1515-1523 (1999)).

f) Rekursiné visumos mutagenezé. Terminas “rekursiné visumos mutageneze™ nurodo
i baltymy konstravimo algoritma (baltymy mutageneze), sukurtg skirtingy populiacijy
fenotipiskai susijusiy mutanty gavimui, kuriy nariai skiriasi aminorigsciy seka. Sis metodas
naudoja griZtamojo ry$io mechanizma, kontroliuoti nuoseklius kasetinés mutagenezes ciklus
(Arkin and Yuvan, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89:7811-7815 (1992)).

g) Eksponentiné visumos mutagenezé. Terminas ,,eksponentiné visumos mutageneze”
nurodo | kombinatoriniy biblioteky, su dideliu unikaliy ir funkcionaliy mutanty
procentingumu, sukdrimo procesa, kur mazos lickany grupes atsitiktinai parenkamos kad biity
kiekvienoje pakeistoje pozicijoje lygiagretiai identifikuotos aminorugstys, kurios yra svarbios
baltymy funkcionalumui (Delegrave and Youvan, Biotechnology Res. 11:1548-1552 (1993))
ir atsitiktinei ar kryptingai mutagenezei (Amold, Curr. Opin. Biotecnol. 4:450-455 (1993)).

h) Cheminiai mutagenai: hidroksilamino, natrio bisulfato ar bet kurio kito mutageno

veikimas (Sambrook, J., et al., Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 15.105-
15.107 (1989)).
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i) Mutagenezé in vivo. Terminas “mutagenez¢ in vivo” nurodo { atsitiktiniy mutacijy
atsiradima bet kokioje klonuotoje DNR E. coli kamienuose, turiniuose mutacijas vienoje
arba keliose DNR reparacijos sistemose. Tokie mutantiniai kamienai turi aukitesnj atsitiktines
mutagenezés santykij, negu laikinio tipo kamienai. Dauginant plazmiding DNR viename i3 $iy

kamieny atsiras atsitiktinés DNR mutacijos (Long-McGie, et al., Biotechnol. Bioeng. 68:121-

125 (2000)). Nekryptinga mutagenizuota endonukleaziy biblioteka gali biiti sukurta -

ekspresuojant gimininga metilazg in vivo mutagenezés pakopoje.

J) AtvirkStiné PGR mutagenez¢, panaudojant tiesioginj ir atvirkstinj oligonukleotidy

prijungima atsitiktinai mutuoto geno viduje arba iSoréje. Lokalizuoty nukleotidy
randomizacija gali biiti apsunkinta taikant oligonukleotidy valdymui atsitiktinius arba pusiau
atsitiktinius segmentus.

3. Endonukleazes geny bibliotekos klonavimas ekspresijos vektoriuje

Jeigu endonukleazés geny biblioteka yra mutuota naudojant, pavyzdziui, bet kurj i§
(a)-(g) metody, po to mutagenizuota geny biblioteka prie§ transformacija | genetiskai parinktg
bakterijy kamieng klonuota modifikuotame ekspresijos vektoriuje. Jeigu naudojami (h)-(j)
mutagenezés metodai, tuomet mutagenizuota plazmidziy biblioteka gali bati transformuojama
tiesiai i genetidkai parinkta bakterijy kamiena, apeinant klonavimo stadija.

Bakterijy kamienas genetinei selekcijai yra toks, kuriame konstitutyviné arba
indukuota laukinio tipo endonukleazés geno ekspresija baigiasi lasteliy letaliskumu. Dauguma
laboratoriniy kamieny tenkins §j reikalavima. Kamienas gali ekspresuoti T7 RNR polimeraze
geny bibliotekos ekspresavimui nuo T7 specifinio promotoriaus. Be to, konstitutyvinés
ekspresijos i§ T7 vektoriaus letalus lygmuo nereikalauja T7 RNR polimerazés buvimo.

I3gyvenusios bakterijy kolonijos surenkamos ir i§skiriama plazmidiné DNR. Tokios
lastelés, turingios funkcionaliai aktyvias restrikcijos endonukleazes, negali igyventi, nesant
metilazinés apsaugos. I3gyvenusios kolonijos gali paslépti endonukleazés klonus, kurie
neturés dvigrandés DNR skélimo aktyvumo. Daugumoje atvejy, tik maZas procentas iy klony
ekspresuos nikuojangius fermentus, kadangi dauguma klony ekspresuos neaktyvius
fermentus.

4. Plazmidziy analizé isgyvenusiose lqstelése-Seimininkése.

Plazmidziy biblioteka pajungiama elektroforezei preparatyviniame agarozés gelyje ir
i3 gelio i3skiriama nikuota, turinti atvira apskritimo forma DNR. Arba nikuoty plazmidziy
i8skyrimui gali biti naudojamas ultracentrifugavimas tankio gradiente. [prastiniu budu
i3skiriant plazmides i§ E. coli, yra keletas nikuoty plazmidziy. Taigi, nikuotos bibliotekos

plazmidziy i3skyrimas negali garantuoti, kad kiekvienas endonukleazés genas koduos
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nikuojantj fermenta. Tagiau, iuo poZilriu atrinkti klonai gali bati analizuojami pagal
nikuojanéiy fermenty varianty ekspresija. Plazmidziy biblioteka, iSskirta i genetidkai
parinkto Seimininko gali biiti transformuota j $eiminika, ekspresuojantj apsauging metilazg ir
gali biti istirta atskiry endonukleazés varianty aktyvumas ir specifiSkumas nepajungiant

plazmidziy bibliotekos bet kokiai in vitro atrankos procedirai.

S. Fakultatyvi plazmidziy molekuliy, koduojanciy nikuojancias endonukleazes atranka ,,in
vitro“

PlazmidZiy biblioteka gali biiti po to padalinta i dvi grupes. Vélesnés manipuliacijos
su kiekvienos i3 grupiy DNR yra nukreiptos i grandinés specifiSkumo nustatyma. Atitinkamai,
virduting arba apating granding nikuojan¢iy plazmidziy klony nustatymas aprasytas Zemiau.
(Fig. 2 ir 3).

Kiekviena grupé hidrolizuojama su atitinkamu sekan&iu nikuojangiu fermentu (arba
restrikcijos fermentu) tam, kad linearizuotume plazmidés klonus, gautume dominanCius i3
anksto nustatytus lipnius galus. Jeigu restrikcijos fermentai naudojami linearizacijai, tuomet
susidarg trumpi ssDNR fragmentai pasalinami.

Selekcija gali bati pasickiama vienu i3 keleto bady. Keletas selekcijos metodologijos
pavyzdZiy yra pateikiama Zemiau.

(a) Viengrandés DNR adapteris gali biiti liguojamas su plazmidés lipniais galais ir
dominantys mutantiniai genai yra amplifikuojami i3 bibliotekos, naudojant, pavyzdziui, PGR.
Efektyviam ligavimui lipnus galas geriausiai turéty buti apie 4-10 baziy. Jeigu ligavimo
adapteris didesnis negu 4 nukleotidai, plazmidZiy bibliotekos temperatiira galéty biiti pakelta,
pavyzdziui, iki 55°C, pries pridedant adapterio pertekliy ir po to atauginant iki ligavimo
temperatiiros. Ligavimas atlickamas ir po to padalinamas nesuliguotas adapteris valant per
afinine kolonélg. Apatinés grandinés atrinkimo procediiroje komplementarios suliguoto
adapterio DNR grandinés susintetinimui naudojama uzpildymo reakcija. Si naujai suformuota
grandiné naudojama matrica atrinktos geny bibliotekos PGR amplifikacijai. Uzpildymo
reakcija, einanti po adapterio suligavimo, gali bati atlikta , pavyzdZiui, naudojant Klionovo
fragmenta. Ir vir3utinés ir apatinés grandiniy selekcijoje dominantys nikuojangiy fermenty
genai gali biiti amplifikuoti naudojant PGR. Tiesioginis PGR pradmuo turéty bati anilinamas
pries gena. Reversinis PGR pradmuo planuojamas arba komplementarus adapteriui (virutine
selekcija, Fig. 3), arba sutrumpinta adapterio versija (apatiné selekcija, Fig. 2). Norint

sumazinti klaidinga amplifikacija, reversinio pradmens sekos 3° galas geriau nerodyty Zymaus
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bendrumo su bet kuria ekspresijos vektoriaus sritimi arba endonukleazés genu. Amplifikuota
geny biblioteka klonuojama atgal i ekspresijos vektoriy, transformuojama | i§ anksto
modifikuota $eimininka (ckspresuojantj gimininga arba negiminingg DNR metilaze) ir
individualios kolonijos auginamos bei tiriama dominangio nikuojancio fermento ekspresija.

(b) Jeigu plazmidés turi i§ anksto Zinomus lipnius galus, gali biti pridedamas prie

linearizuotos plazmidZiy bibliotekos kaip atrankos Zymuo atsparus antibiotikui genas su.

tokiais pat lipniais galais. T4 DNR ligazé dedama nuo 10 minu¢iy iki 16 valandy ir miginys
transformuojamas | i§ anksto modifikuotas bakterijas, turintias apsaugine DNR
metiltransferaze. Transformacijos miSinys iSs¢jamas ant terpés, turinCios antibiotika,
atitinkantj jterptam atsparumo genui. Atsparios kolonijos auginamos individualiai ir tiriama
dominan¢io nikuojan&io fermento ekspresija.

(c) Jeigu plazmidzZiy biblioteka turi plazmides su vietos ir grandinés specifiniu triikiu,
sukurtu in vivo ir yra inkubuojamos su antru, alternatyviu nikuojangiu fermentu, siekiant gauti
antros grandinés triikj, dominantios linearizuotos plazmidés gali biti atskirtos nuo nikuoty
plazmidZiy elektroforeze agarozés gelyje. Po to gali biti pridedama T4 DNR ligazé maZoje
koncentracijoje (2-4 ng/ul), kad bity cirkuliarizuota kiekviena plazmide. Ligavimo miginys
transformuojamas { i§ anksto modifikuota $eimininka ir individualios kolonijos auginamos bei
tiriama dominangio nikuojan¢io fermento ekspresija.

6. Nikuojanciy fermenty suradimas

Nikuojantys fermentai gali biiti surasti tiriant i§ indukuoty arba neindukuoty kultiiry
gauty lasteliy ekstraktus. Atrinkti bibliotekos klonai transformuojami { i§ anksto modifikuota
Seimininko kamiena ir auginami su atitinkamu antibiotiku plazmidziy atrinkimui. Baltymy

ckspresija gali buti indukuota vélyvoje log fazéje. Lasteliy kultiiros centrifuguotos ir lasteliy

ekstraktas gautas ultragarsu suardytas lasteles resuspendavus buferyje, kuris neturéty jtakos .

fermento aktyvumui ir padéty palaikyti baltyma tirpale (pavyzdziui, tris-HCI arba fosfatinis
buferis, turintis 10mM B-merkaptoetanolio ir 0,1 mM EDTA). Antraip, lizé gali bati atlikta
veikiant lizocimu, veikiant detergentu arba ¥aldant-3ildant. Tipinis bandymas susideda: 2-5pl
lasteliy ekstrakto pridéjus 1ul DNR substrato reakcijos buferyje optimaliame laukinio tipo
endonukleazei. DNR substratas gali turéti viena arba daugiau nikavimo viety ir nikuotos
formos judrumas turi neabejotinai atsiskirti nuo superspiralizuotos formos, jegu pajungiama
elektroforezei agaroziniame gelyje (t.y. geriausiai maza, didelio kopijy skai¢iaus plazmide,
tokia kaip pUCI19). Kiekvieno nikuojangio varianto vietos ir grandinés specifiSkumas
nustatomas nikuota DNR produkta sekvenuojant ,run-off* metodu. Kiekviena dvigrandés

plazmidés matrica sekvenuojama su dviem pradmenimis, kurie konverguoja menamoje
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nikavimo vietoje. Jeigu nikuojantis fermentas yra specifiskas grandinei, viena sekvenavimo
reakcija turéty sustoti triikio vietoje. Jeigu naudojama Taq DNR polimerazé sekvenuojant
didezoksi terminacijos metodu, adeninas (A) pridedamas prie pradmens prailginimo produkto
galo nuo matricos nepriklausomo transferazinio aktyvumo.
7. Mutacijos identifikavimas endonukleazéje

Dominantys mutantiniai klonai sekvenuojami aminoriigi¢iy pakeitimy nustatymui.
Jeigu yra daugiau negu vienas aminoriigties pakeitimas(i), tuomet tikslingas pakeitimas(i)
patvirtinamas kryptingos mutagenezés budu.
8. Nikuojancio fermento aktyvumo optimizavimas

Nikuojan&io fermento aktyvumo optimizavimas gali biti baigtas vykdyti
aminoriigties liekanos, identifikuotos 7 pakopoje, kryptinga mutageneze. Kai kuriais atvejais,
variantai su DNR nikuojangiu aktyvumu taip pat rodo silpna dvigrandés DNR skélimo
aktyvuma. Siekiant optimizuoti nikuojantj aktyvuma, identifikuota aminoraigsties lickana gali
biti pajungiama kryptingai prisotinimo mutagenezei, i3skiriant likusiy aminortigi¢iy
pakeitimus (pavyzdziui 18 mutacijy). Tuomet nikuojantis DNR aktyvumas palyginamas tarp
visy mutanty. Atrenkamas geriausiai nikuojantis variantas su minimaliu dvigrandés DNR
kirpimo aktyvumu. Variantai, turintys skirtingus aminorlig8¢iy pakeitimus toje patioje
pozicijoje, gali baiti i¥skirti tam kad parodyti optimaly nikuojan¢io fermento aktyvuma.
Aminoriigities lickanos, paveikusios nikuojantj aktyvuma, gali biiti atskirtos arba sujungtos
tam, kad biity gautas geresnés kokybés nikuojantis fermentas. Aminortigdties pakeitimai,
duodantys nikuojantj aktyvuma, gali biti jvesti | izoSizomerus arba neoSizomerus arba |
fermentus su gimininga atpaZinimo seka ar panalia aminoriigd¢iy seka (nuo 15% iki 99%
aminoriigi¢iy sekos panalumas).
9. Vietos specifiniy nikuojandiy endonukleaziy gryninimas

Baltymo gryninimo palengvinimui, tag baltymas (peptidas), toks kaip His-tag, chiting
suriantis domenas ar maltoze suridantis domenas gali biiti pridedamas prie nikuojantio
fermento N- arba C- galo. Po igryninimo, tag gali biti pa3alinamas veikiant proteaze arba
baltymy kirpimu (splicing).
10. Fermento varianty atrinkimo Seimininky kamienai

Nikuojangiy fermenty varianty atrinkimo bakteriniai eimininkai neapsiriboja E. coli.
Kiti bakteriniai 3eimininkai, kaip Bacillus it Pseudomonas taip pat gali biiti naudojami i3
anksto tikintis atitinkamo klonavimo/ekspresijos vektoriaus turéjimo ir gana didelio DNR
transformacijos ar elektroporacijos efektyvumo. Termofiliniams fermentams gali biiti

naudojami Thermus thermofhilus 3eimininkas ir Thermus-E. coli purtymo (shuttle) vektorius
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(Wayne et al. Gene 195:321-328 (1997)). Sis genetinés atrankos nikuojanciy fermenty
i3skyrimo metodas gali biiti pritaikytas ir DNR skaldantiems fermentams, tokiems kaip fago
terminazé, transpozazé, rekombinazé, integrazé, introno koduojama endonukleazé arba
inteino koduojama endonukleazé.

Auks¢iau apralytas baltymy inZinerijos metodas gali biiti pritaikytas IIA tipo
fermentuose virSuting arba apating granding nikuojanéiy endonukleaziy gavimui.
Pavyzdziuose IIS tipo restrikcijos endonukleazé Sapl buvo modifikuota siekiant suformuoti
Sapl varianta, kuris daugiausia nikuoja apating grandin¢ buvo pavadintas kaip Nb.Sapl 33
variantas. Be to, buvo idskirti kai kurie Sapl variantai i§imtinai nikuojantys viruting granding.
Labiausiai aktyvus virdutinés grandinés variantas turintis aminorfigities pakeitimg E250K ir
buvo pavadintas Nt.SapI (E250K).

Yra daugeriopi nikuojanéiy endonukleaziy pritaikymai. Jie apima:

1) Grandinés perkélimo DNR amplifikacija. Nikuojanciu fermentu gali biti jvestas
specifinis triikis | DNR matrica. Bst DNR polimerazé arba kitos DNR polimerazés gali
inicijuoti naujos grandinés sintez¢ nuo trikio ir perkelti nikuotg granding, susidarant linijiniam
DNR amplifikacijos produktui.

2) Geno fragmenty surinkimo rekombinantiné technologija. I$skirstyti triikiai gali bati
ivesti i virSuting ir apating grandines tam, kad susidaryty dideli lipnis galai (8-20 bp ilgio).
Komplementariis lipniis galai gali bti atkaitinti kartu ir taip i$vengta ligavimo pakopos
atkaitinta DNR gali biiti naudojama tiesiog transformacijoje, elektroporacijoje ar
transfekcijoje. Nikuojantys fermentai gali biiti naudojami gaminant ssSDNR galus DNR
fragmenty surinkimui linijinéje ar apskritimo formoje. Grandinei specifiniai DNR nikuojantys
fermentai yra naudojami viengrandZiy sri¢iy formavimui, nikuojant prie viengrandés srities
ribos, arba priedingoje DNR grandinéje (sukuriant galines viengrandes sritis) arba toje patioje
grandinéje (sukuriant viengrandZius plySius) (U.S. patentas Nr. 6660475).

3) Genetinio polimorfizmo nustatymas. Mazi PGR fragmentai gali bati amplifikuoti
nuo genominés DNR. Nikuojangiu fermentu gali biiti jvestas triikis j taikinj. Po denatiiravimo
HPLC, nikuotas produktas gali bati ,perskaitytas masiy spektrometru siekiant nustatyti
genetinius pakitimus (alteracijas). Nikuojantys fermentai gali buti naudojami onkogeniniy
mutacijy pasalinimui, bakteriniy ar virusiniy patogeny nustatymui.

4) Specifinis genomo taikinys. Nikuojantys fermentai, turintys ilga atpazinimo seka

arba pastaraja konjuguota su PNA gali nutaikyti specifing sritj genome.
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5) DNR dupleksas, turintis viena trikj, rodo pakeista migracija judrumo gelyje
bandymuose. Si charakteristika gali bati naudojama tiriant skirtinga baziy i3sidéstyma ir
artimiausiy kaimyny energetika.

6) Nikuoty DNR dupleksy arba DNR su plySiais ruosimas, tiriant DNR ekscizijy
atitaisyma. ‘

Sie i%radimo jgyvendinimai toliau iliustruoti sekantiais pavyzdZiais. Pavyzdziai
pateikti tam, kad padéty suprasti iSradima ir neinterpretuojami kaip jo apribojimas. Yra
susitarta, kad patyr¢ tyrinétojai gali su Siuo iSradimu daryti nedideles rﬁodiﬁkacijas ir

variacijas ir pasiekti ta patj rezultata. Nuorodos pacituotos auk3giau ir Zemiau &ia yra jtrauktos

i nuorodas.

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys. Granding specifiSkai nikuojanio fermento Nb.Sapl konstravimas i$

restrikcijos endonukleazés Sapl
1. Ekspresijos vektoriaus, turindio strategidkai fiksuota Sapl kirpimo vieta, projektas ir

konstravimas.
Ekspresijos vektoriaus pACYCT7-ter (Xu et al, Mol. Gen. Genet. 260:226-231

(1998)) polilinkeris buvo modifikuotas, jvedant Sapl kirpimo vieta. Du komplementartis
fosforilinti oligonukleotidai (25 nukleotidai) i§valyti poliakrilamido gelyje, atkaitinti ir liguoti
i pACYCT7-ter BamHI kirpimo vieta. I3 tinkamo jterpimo, sukurto vienoje BamHI kirpimo
vietoje i¥plaukia Sapl, Sall ir BbvClI kirpimo vietos (Zr. Fig. 1). Modifikuotas polilinkeris
buvo patvirtintas sekvenuojant su T7 universaliu pradmeniu i§ NEB Nr. S1248S, New

England Biolabs, Inc,. Beverly, MA. Modifikuotas vektorius pavadintas pSAPV6.

5¢ P.GATCCGCTCTTCGTCGACCCTCAGC 3‘virdutinis jterptas polilinkeris (296-332)
(SEQID NO:1)

5¢ P-GATCGCTGAGGGTCGACGAAGAGCG 3¢ apatinis jterptas polilinkeris (296-333)
(SEQ ID NO:2)
2. Klaidas salygojanti _sapIR geno PGR mutagenezé ir mutantinés plazmidziy bibliotekos

i§skyrimas.
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sapIR genas (1299 bp) buvo PGR amplifikuotas nuo Saccharopolyspora riis§ies DNR
(New England Biolabs, Inc., Beverly, MA), naudojant 0,4pM oligonukleotidy pradmeni,
turintj Ndel ir BamHI kirpimo vietas:

5° AGAGTCTTGCATATGCGGAGGCTTGCTACAC 3¢ tiesioginis (298-022) (SEQ ID
NO:3)

Ndel kirpimo vieta pabraukta.

5 TGGTTTGGATCCCCTGAAATGGGTTAGGGC 3° reversinis (298-023) (SEQ ID NO:4)

BamHI kirpimo vieta pabraukta.

Termociklinimas buvo atliktas per 30 cikly (94°C 30 s, 56 °C 30 s ir 72 °C 90 s) esant NEB
ThermoPol buferio (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA), turinio 7 mM MgSO; ir
penkis vienetus Taq DNR polimerazés. Kad biity itakojamas mutacijos daznumas, buvo
dedama nevienoda dNTP koncentracija: 0.2 mM dATP, 0.2 mM dGTP, 1.0 mM dCTP ir 1.0
mM dTTP. Termociklinimas buvo atliekamas naudojant Gene Amp® 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). PGR produktas buvo i§valytas , naudojant Qiagen spin
kolonélg, hidrolizuotas su Ndel/BamHI ir iSvalytas i agarozés gelio. ISvalyta geny biblioteka
buvo liguota { pSAPVS, paruosta hidrolizuojant Ndel/BamHI ir veikiant CIP. Inkubavus per
naktj 16°C temperatiiroje, ligavimo misinys buvo kaitinamas 10 min 65°C temperatiiroje ir 4
valandas dializuojamas prie§ distiliuota vandeni. Pabaigoje ligavimo miSinys buvo
elektroporacijos arba cheminés transformacijos bidu transformuotas i ER1992 lasteles ir
isétas ant LB agaro, turin&io 30pg/ml chloramfenikolo ir 80 pg/ml X-gal. ER1992 yra DNR
pakenktas indikatorinis kamienas, turintis dinD]:lacZ geny suliejimg (U.S. patentas Nr.
5498535). Jeigu lastelés yra i3séjamos ant terpés, turinCios X-gal, mélynos spalvos
idsivystymas Zymi SOS atsako indukcija. Buvo padaryta prielaida, kad pilnai nikuojantis
endonukleazés klonas gali indukuoti SOS atsakg E. coli lastelése. Todél 120 vidutiniskai
melyny i8augusiy kolonijy buvo sutelkta { dvi grupes. Dvi sankaupos po 10m! buvo auginama
iki prisotinimo 37°C temperatiiroje ir i3skiriama plazmiding DNR.

3. Sapl klony, pasirinktinai nikuojangiy dvigrande DNR, atranka in vitro.

Kiekviena grupe buvo kryptingai nikuojama arba su N.BbvCIA arba N.BvbCIB 37°C
temperatliroje 60 min. N.BbvCIA buvo taikomas viriutinés grandinés nikuoty Sapl klony
atrinkimui (Fig. 3) ir N.BvbCIB buvo taikomas apatinés grandinés nikuoty Sapl klony
atrinkimui .(Fig. 2). Paskui nikuojantys fermentai buvo pazalinti naudojant Qiagen

centrifugavimo kolonéle ir sudétos adapterio ligavimo reakcijos. N.BbvCIA nikuota DNR
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buvo liguota su 10 pmol fosforilinto 296-334 adapterio per naktj 16°C temperatiiroje.
N.BbvCIB nikuota DNR buvo liguota su 10 pmol fosforilinto 296-335 adapterio per naktj

16°C temperatiiroje:
5° P-TCGACCCTCACTACGTTAGTTCGCATCTGC 3’ (296-334) (SEQ ID NO:5)

5 GCAGATGCGAACTAACGTAGGGGT 3’ (296-335) (SEQ ID NO:6)

Klionovo fragmentas (0.5 vieneto) ir 30 pM dNTP buvo pridéta prie “B ligavimo”, virSutinés
DNR grandinés, komplementarios suliguotam adapteriui, gavimui. Si pakopa yra biitina,
norint gauti matrica apaciai specifinés amplifikacijos strategijai (Fig. 2). Po uZpildymo
Klionovo fragmentu, polimerazé ir adapterio perteklius pa3alinti Qiagen centrifugavimo
kolonéle. Uzbaigiant, “A ligavimo” ir “B ligavimo” produktai buvo amplifikuoti PGR,

naudojant ta paia pora pradmeny (298-024 ir 275-224):

5" P-GGGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACG 3° (298-024) (SEQ ID NO:7) yra

tiesioginis pradmuo, kuris leidZia klonuoti { Smal kirpimo vieta prieSais T7 promotoriy.

5 GCAGATGCGAACTAACGTAG 3’ (275-224) (SEQ ID NO:8) yra strateginis reversinis

pradmuo.

PGR amplifikacija buvo atlikta per 33 ciklus (94°C 30 s, 56°C 30 s ir 72°C 90 s) esant
TermoPol buferiui, 0.2 pM kiekvieno dNTP, 0.4 uM kiekvieno pradmens ir Tag/Vent
polimeraziy miginiui (5/0.1 vieneto). Laukiamas 1493 bp produktas buvo stebimas abiejose A
ir B matricose, i kurias ligavimo metu buvo idétas adapteris. Matricos i tariamo ligavimo (i
kurj nebuvo jdétas adapteris) nedavé norimo PGR produkto. Pakankamam produkto kiekiui
gauti, reikalingam perklonavimui | pSAPV6, buvo pravestos papildomos PGR reakcijos per
35 ciklus, naudojant 58°C anilinimo temperatira. PGR produktai i3valyti per kolon¢l,
sukarpyti BamHI ir suliguoti su pSAPV6, paruodta su Smal/BamHI ir paveikta CIP. Ligavimo
reakcijos miinys transformuotas i T7 ekspresijos $eimininka ER2744 [fhuA2 lacZ::T7 genel
ginV44el4-rfbD1? RelA1? EndAl spoT1? Thy-1 (mcrC-mrr)114::1S10], turintj dviguba
metilazés klong pBR322-SapIMIM2 (U.S. patentas Nr. 5663067).

4. Nikuojan&iy fermenty atranka i3 lasteliy ekstrakty.

Fermento superprodukavimas buvo atliktas inokuliuojant atskirus transformantus i10

ml LB, turingios 30 pg/ml chloramfenikolo ir 100 pg/ml ampicilino, auginant iki vélyvosios
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log fazés ir indukuojant su 0.1 mM IPTG 37°C temperatiiroje per naktj. Lastelés buvo
i3sodintos centrifuguojant ir 1.0 ml lasteliy ekstrakto buvo gauta dalinai suardzius ultragarsu
10 mM Tris-HCL (pH 7.8), 10 mM B-merkaptoetanolio ir 0.1 mM EDTA. Nikuojantis
aktyvumas buvo tiriamas inkubuojant pUC19 (viena Sapl kirpimo vieta) su 3 pl Iasteliy
ekstrakto 45 min. 37°C temperatiiroje, esant 1XNEB buferio 4 (New England Biolabs, Inc.,
Beverly, MA). I§ 16 spéjamy apatinei grandinei specifiniy klony vienas lasteliy ekstraktas
parodé zymy nikuojantj aktyvuma (Fig. 4). Sis klonas nuo pat pradZiy buvo pavadintas N.33.
I§ 32 spéjamy virdutinei grandinei specifiniy klony, né vienas lasteliy eksfraktas nerodé
nikuojantio aktyvumo. Sekvenuojant N.33 klono sapIR geng parodytos mutacijos
atskleidZianCios 4 aminoriigi¢iy pakeitimus: D34/ 182V/P168L/R4201.

5. SapI N.33 varianto specifiskumo grandinei nustatymas.

pUC19 DNR substratas buvo inkubuojamas arba su N.33 lasteliy ekstraktu, arba
dalinai i3valytu baltymu. Nikuotas DNR produktas buvo valomas i§ 1% %emos lydymosi
temperatiiros agarozés gelio. Nikuota matrica buvo identifikuota sekvenuojant dvigrande
matrica su dviem pradmenimis, kurie susilieja Sapl atpaZinimo vietoje: (New England

Biolabs, Inc., Beverly, MA).

5’GGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG 3 (266-113) (SEQ ID NO:9)

anilinamas prie pUC transkripcijos pradzios tasko.

5’ CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’ (SEQ ID NO:10) (Nr. S1224S) M13/pUC

sekvenavimo pradmuo.

Sekvenavimo reakcija, naudojant Nr. S1224S pradmenj sustoja ties GCTCTTCCGCTA (SEQ
ID NO:11) (Fig. 6). Si sutrumpintra seka yra nikuotos apatinés grandinés panaudojimo |
matrica produktas. Apatiné grandiné nikuojama tarp 4-to ir S5-to nukleotido u? Sapl
atpazinimo sekos. Galinis adeninas (A) yra klaidingas, kadangi jis yra pridedamas Tag DNR
polimerazés transferazinio aktyvumo. Patvirtinus grandinés specifiskuma, N.33 buvo
pervadintas Nb.Sapl (33 variantas).

6. Nb.Sapl (33 variantas) i¥valymas ir charakterizavimas,

N.33 klonas buvo transformuotas { i§ anksto modifikuotas ER2848 [Er2744 su lacl su

F’ (TetR)] su pBR322-SapIM1M2. [3ankstiné modifikacija yra atlickama transformuojant {
ER2848 metilazing plazmide ir po to gaminant kompetentines lasteles CaCl, metodu.

ER2848[pACYCT7ter-N.33, pBR322-SapIM1M2] buvo auginamos prie 30°C galutiniame 3
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litry tiiryje. Nikuojang&io fermento superprodukcija buvo indukuojama pridedant 0.5 mM
IPTG per paskutines 5 augimo valandas. Lastelés issodinamos centrifuguojant ir $aldomos
prie —20°C. Valymo procediira buvo numatyta atitinkamai pagal laukinio tipo Sapl restrikcijos
endonukleazés valymo procediirg. Lasteliy nuosédos buvo resuspenduojamos, pridedant 60
mL HEPES skaldymo buferio: 20 mM HEPES (pH 7,7), 200 mM NaCl,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 10% glicerolio. Lastelés buvo lizuojamos suardant ultragarsu, kuris buvo
kontroliuojamas Bradfordo bidu matuojant i3siskyrusi baltyma. Lasteliy lizatas buvo
centrifuguojamas prie 15000 aps ir nuskaidréjes lizatas buvo uZnestas ant DEAE-Sefarozés
kolonélés prie¥ tai ekvilibruotos su HEPES skaldymo buferiu. Pratekéjes skystis buvo
surenkamas ir uZne$amas ant heparino-sacharozés FF kolon¢lés, pried tai ekvilibruotos su
HEPES skaldymo buferiu (be EDTA). Buvo surinkta trisde8imt frakcijy, suformuojant 0,2-1,0
M NaCl eliucijos gradienta. I3 jy 3-16 frakcijos, iStyrus su pUCL9, turéjo Zymy nikuojantj
aktyvuma. Aktyvusis telkinys buvo uznestas ant hidroksiapatito biogelio HTP kolonélés, pries
tai ekvilibruotos su HEPES skaldymo buferiu (be EDTA). A fosfato gradientas tarnavo
baltymo i3plovimui i3 hidroksiapatito dervos. A menziira su HEPES buferiu (be EDTA), tuo
tarpu B buferis turi 0,9 M kalio fosfato (pH 7,7), 200 mM NaCl, 1 mM DTT ir 10%
glicerolio. I8 dvide$imt a3tuoniy i3plauty frakcijy, 9-14 rod¢ nikuojantj aktyvuma. Aktyvusis
telkinys buvo praleistas per antra DEAE pakopa, kad bty atliktas nukleorigdties pasalinimas.
Antroji DEAE kolonélé buvo ekvilibruota su 20 mM HEPES (pH 7,7), 200 mM NaCl, 0,3
mM EDTA, 1 mM DTT ir 10% glicerolio. Paskutin¢je kolonéléje buvo frakcionuojama
heparin sefaroze FF, naudojant 0,2-1,0 M NaCl HEPES skaldymo buferyje (turiniame 1 mM
EDTA). Paskutinioji 15 ml sankaupa buvo dializuota per nakti Sapl saugojimo buferyje (be
BSA): 10 mM Tris-HCL (pH7,5), 300 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT ir 50%
glicerolio. Po dializés tiiris buvo sumazintas iki 5,5 ml.

I$valyta Nb.Sapl (33 variantas) partija buvo titruojama 50 pl reakcijos tiryje,
turindiame 4xNEB buferj (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA), 1 pg pUC19 ir 2 pl
praskiesto fermento (Fig. 5). 4-kartinis fermento praskiedimas po 60 min prie 37°C pasalina
visas superspiralizuotas pUC19 formas. Tuo bidu, i3valyta 33 varianto partija turi 2
vienetus/pl. (Vienas vienetas apibréZiamas kaip fermento kiekis, reikalingas 1 pg pUCI9
paversti | atviro apskritimo forma per 60 min, esant optimaliai reakcijos temperatirai.)

Po i¥gryninimo ER2848 [pACYCT7ter-Nb.SapI33, pBR322-SapIMIM2] kamienas
i¥skiria 1100 vienety Nb.Sapl (33 variantas) i3 lasteliy gramo.
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7. Individualiy aminoriig§¢iy pakaity, rasty 33 variante, reik§més analizavimas kryptingos

mutagenezeés biidu.

Prisotinimo mutagenezei buvo pasirinktos 34, 168 ir 420 pozicijos. Buvo rasti
daugybiniai pakeitimai 420 padétyje fermentuose, geriausiai nikuojan¢iuose pUCI9.
Analizuojant variantus i§ lasteliy ekstrakto, 420 pozicijoje buvo patvirtintos, leidziangios
didziausig konversija j nikuojan¢ia forma, sekangios lickanos: asparaginas, serinas, treoninas,

leucinas, izoleucinas, valinas, alaninas ir glicinas.

5‘GCGGGATCCGTTCAGTCCAGTGGTAGTGCTTCATCGAGAAGTGCGTCTGGNNNT
TCCTTCAACTTCTC 3¢ (300-045) (SEQ ID NO:12) reversinis pradmuo dél 420
randomizacijos

N =tolygus A, C, G, T miSinys

Molekulinés biologijos metodikos, pritaikytos Siame darbe:

Plazmidinés DNR i3skyrimo metodika: Qiagen centrifugavimo kolonélés buvo
naudojamos plazmidinés DNR iSskyrimui. Lasteliy lizé, baltymy ir lastelinés DNR
denatiiracija buvo atliekama pridedant P1, P2 ir N3 buferius. Nuskaidrintas supernatantas,
turintis plazmiding DNR, buvo uZne3amas ant Qiagen centrifugavimo kolonéliy ir plaunamas
PE buferiu. Plazmidiné DNR i$plaunama distiliuotu vandeniu.

Transformacijos atlikimo metodika: Chemiskai kompetentinés lastelés buvo paruostos
veikiant eksponentinés fazés E. coli lasteles ledo Saltumo 70 mM CaCl, 30 min.
Kompetentinés lastelés sumaidytos su plazmidine DNR buvo inkubuotos lede 30 min. Po 3-5
min. temperatiirinio veikimo 37°C, buvo pridedamas vienodas tiiris LB terpés ir lastelés
inkubuojamos 37°C temperatiiroje viena valandg. PlazmidZiy atrinkimui transformantai
i¥s¢jami ant LB agaro léksteliy su atitinkamu antibiotiku.

Elektroporacijos atlikimo metodika: Elektrokompetentinés lastelés buvo paruostos
dukart paveikiant eksponentinés fazés E. coli lasteles su ledo 3altumo 10% gliceroliu (500 ml
10% glicerolio Iasteliy nuosédoms i§ 500 ml lasteliy kultiros). Sumaigius SOmL lasteliy su
DNR, atliekama elektroporacija , esant sekan¢ioms salygoms: 1.8 kV, 200'Q, 25 mF, 0.1 cm
kiuveté. | lasteles pridedama SOC terpés (0.5 ml) ir inkubuojama 1 val. transformanty
i3dauginimui. Plazmidziy atrinkimui transformantai iSsé¢jami ant LB agaro lékSteliy su

atitinkamu antibiotiku.

“Run-off’ sekvenavimas ir DNR sekvenavimas: “Run-off” sekvenavimui buvo

naudojami nikuoti produktai arba i3 gelio i3valyti nikuoti produktai. Sekvenavimo reakcijose
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buvo naudojama Big dye AmpliTag didezoksi terminatorinis sekvenavimo rinkinys (Applied
Biosystems, Foster City, CA). DNR seka buvo nustatyta automatiniu sekvenatoriumi
AB1373A. DNR seka buvo redaguojama ir analizuojama su DNASTAR Lasergene ir GCG

programomis.

2 pavyzdys. Vir$uting granding specifi¥kai nikuojancio fermento Nt.Sapl konstravimas i3
restrikcijos endonukleazés Sapl

Nepasisekimas tiesiogiai i¥skirti vir§uting granding nikuojantj variantg buvo labiausiai
tiketinas padarant riboto dydZio prading biblioteka (tik 120 klony). Be to, véliau buvo
nustatyta, kad genetiné atranka ER1992 kamiene buvo nepakankamai griezta tiksliam
varianty su dvigubos grandinés skélimo aktyvumu idskyrimui. Retai kerpanCio fermento
atvejais (t.y. SapI) buvo naudinga genetinés selekcijos stadijg atlikti su kamienu, koduojandiu
T7 RNR polimeraze, kad biity sumaZinta konstitutyvimé Sapl ekspresija i3 pSAPV6.

1. Mutantinés plazmidZiy bibliotekos i3skyrimas genetine atranka i§ ER2848.

Toks pat mutagenizuotas sapIR genas, apradytas 1 pavyzdyje, buvo liguotas i pPSAPV6
ir transformuotas | ER2848 elektroporacijos biidu. Transformacijos midinys buvo isétas ant
LB agaro su Km ir inkubuotas per naktj 30 °C ir 37 °C temperatiirose. Prie abiejy inkubavimo
temperatiiry buvo vienodas kolonijy skaitius. Vidutiniskai 600 iSaugusiy kolonijy buvo
surinkta i 500 ml LB terpés su Km. Kultira auginama iki vélyvos log fazés 37 °C
temperatiiroje, i$sodinama centrifuguojant ir plazmidine DNR i3skiriama naudojant Qiagen
Maxiprep.

2. Nikuotos plazmidziy bibliotekos atranka in vitro elektroforeze agarozés gelyje.

Mazas meéginys (2 i§ 150 ul) ER2848 plazmidZiy bibliotekos buvo pajungta
elektroforezei agarozés gelyje (0.7% agarozé, 150 mV 90 min). Légiau migruojanti DNR
buvo i¥pjautra i§ gelio ir idvalyta adsorbcija prie silicio dioksido (Compass DNA purification
kit, American Bioanalytical, Natick, MA). 8i stadija pa3alina dauguma superspiralizuotos
plazmidinés DNR ir tarnauja bibliotekos praturtinimui nikuota plazmidine DNR.

3. Sapl klonu, kurie pasirinktinai nikuoja dvigrandés DNR virSuting granding, atranka in vitro.

Praturtinta plazmidziy biblioteka buvo inkubuojama su N.BbvCIA 60 min prie 37 °C,
kad biity linearizuoti plazmidziy klonai, prie tai nikuoti virSutinéje grandin¢je ‘S‘é‘pl kirpimo
vietoje in vivo. Tokiu atveju, apatinés grandinés nikavimas N.BbvCIA sukuria 10-ties baziy
lipny gala (Fig. 3). Po to, N.BbvCIA buvo palalintas su Qiagen centrifugavimo kolonéle ir
atlikta adapterio ligavimo reakcija. Su N.BbvCIA nikuota DNR buvo liguota su fosforilintu

adapteriu 296-334 pernakt 16 °C temperatiiroje. Adapterio pridéjimas atlickamas po nikuotos
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DNR kaitinimo 65 °C temperatiiroje, kad bity garantuotas 10-ties baziy lipnaus galo
atskyrimas. T4 DNR ligazé (1000 vienety) pridedama at3aldzius iki kambario temperatiiros.

Taip pat buvo sudedamas kontrolinis ligavimas be adapterio.

5’ P-TCGACCCTCACTACGTTAGTTCGCATCTGC 3’ (296-334) (SEQ ID NO:13)

Po ligavimo per nakti 16 °C temperatiroje adapterio perteklius palalinamas Qiagen -

centrifugavimo kolonéle. “A ligavimo™ produktas PGR amplifikuojamas, naudojant pradmeny
298-024 ir 275-224 pora. Matrica, turinti suliguota adapterj, davée numatyto dydzio (1493 bp)
PGR produkta, tuo tarpu kai matrica i§ kontrolinio ligavimo produkto nedavé. “A ligavimo”
produktai buvo surinkti (400 ml), i$valyti per Qiagen centrifugavimo kolonéle ir hidrolizuoti
su Ndel ir BamHI. Po i$valymo i§ gelio, geny biblioteka buvo liguojama j pSAPVS. Ligavimo
reakcijos miSinys transformuotas | ER2744 [pBR322-SapM1M2] elektroporacijos biidu ir,
inkubavus per naktj 37 °C temperatiiroje, i3sétas ant LB agaro leksteliy su Am ir Km.

4. Nikuojan¢io fermento varianty atranka i¥ lasteliy ekstrakty.

KeturiasdeSimt astuonios kolonijos buvo individualiai inokuliuotos j 10 ml LB kultiiros
su Am ir Km. Kultdros buvo auginamos 37 °C temperatiiroje iki vélyvosios log-fazés ir per
nakt{ indukuotos 0.1 mM IPTG. Kultiros buvo centrifuguojamos ir lasteliy nuosédos
resuspenduojamos 1 ml ultragarsinimo buferio: 10 mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM B-
merkaptoetanolio ir 0.1 mM EDTA. Ultragarsinimas buvo atliekamas naudojant Ultrasonic
Cell Disruptor. Nikuojantis aktyvumas buvo tiriamas inkubuojant pUC19 (su viena Sapl
kirpimo vieta) su 3 pl lasteliy ekstrakto 60 min 37 °C temperatiiroje, esant 1XNEB buferio 4
(New England Biolabs, Inc., Beverly, MA). Penki i§ 48 lasteliy ekstrakty rodé Zymy
nikuojantj aktyvuma (Fig. 7). Visi penki klonai (Nr. 2, Nr. 11, Nr. 9, Nr. 15 ir Nr. 18)
atsakingy aminorfigd&iy pakeitimy nustatymui buvo sekvenuoti. Du aktyviausiai nikuojantys
variantai (Nr. 11 ir Nr. 15) turéjo tris daZniausius pakeitimus: K80E, E250K ir K273R.
Kryptinga PGR mutagenezé (persidengian¢io prailginimo metodas) buvo atlikta nustatyti
kuris pakaitas(i) atsakingas uZ nikuojantj fenotipa. I3 3iy tyrinéjimy nustatyta, kad abu
viengubi E250K ir K273R variantai produkuoja iSimtinai virSuting granding nikuojantj
pUC19 produkta, kadangi K80E variantas buvo negatyvus nikuojantiam aktyvumui. Kituose
tyrimuose Q240R ir G271R irgi rodé virSuting granding nikuojantj aktyvuma, kai buvo
tiriama su pUC19. Keturi virduting granding nikuojantys variantai buvo pavadinti Nt.Sapl

(E250K), Nt.Sapl (K273R), Nt.Sapl (Q240R) ir Nt. Sapl (G271R). Visy keturiy viriuting
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granding nikuojan&iy varianty palyginamoji analizé parodé, kad E250K pakeitimo rezultate
gautas aktyviausias virSuting granding nikuojantis Sapl variantas.

E250K mutagenezés pradmenys:

5¢ GCACTTATCACACGTAAGCGAAAGATATTCCTG 3¢ (304-120 tiesioginis) (SEQ ID
NO:14)

5¢ CAGGAATATCTTTCGCTTACGTGTGATAAGTGC 3¢ (304-121 atvirkstinis) (SEQ ID
NO:15)

5. Nt.Sapl (E250K) grandinés specifiSkumo nustatymas.
pUC19 (1 pg) DNR substrato buvo inkubuojama su 5 pl E250K lasteliy ekstrakto.

Nikuotas DNR produktas i$valytas i§ 1% Zemos lydymosi temperatliros agarozes gelio.
Nikuota matrica buvo identifikuota sekvenuojant dvigrande matricg su dviem pradmenimis,
kurie susieina Sapl kirpimo vietoje: (266-113 ir New England Biolabs, Inc., Beverly, MA,
katalogo Nr. $1224S). Naudojant 266-113 pradmenj sekvenavimo reakcija baigiasi ties
GGAAGCA (Fig. 9). Si sutrumpinta seka gaunama naudojant matrica virSuting nikuotg
granding. Virdutiné grandiné nikuojama tarp 1-mo ir 2-ro nukleotidy uZ Sapl atpazinimo
sekos. Galinis adeninas (A) yra klaidingas, kadangi jis prijungiamas Taq DNR polimerazés
transferazinio aktyvumo.

6. Nt.Sapl (E250K) superprodukavimas.
Nt.Sapl buvo superprodukuotas ER2848[pACYCT7ter-Nt.Sapl, pBR322-SapIMIM2,

pSYX33-EarIM1M2] kamiene, auginant LB terpéje su Km/Am/Kn 30 °C temperatiiroje iki
vélyvosios log fazés ir po to 5 val. indukuojant 0,5 mM IPTG 30 °C temperatiiroje. Lasteliy
ekstraktas i 10 ml Nt.SapI (E250K) buvo titruotas 50-yje pl reakcijos, turingios 4NEB
buferio (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA), 1 pg pUCI19 ir 2 pl ekstrakto arba
praskiesto ekstrakto (Fig. 8). Reakcija su 2 pl nepraskiesto ekstrakto po 60 min 37 °C
temperatiiroje i§ esmés padalina superspiralizuota pUC19 forma. Taigi, Nt.Sapl produkavimo
lygis i¥ ER2848 [pACYCT7ter-Nt.Sapl, pBR322-SapIM1M2, pSYX-EarIMIM2] nustatytas
10000 vienety/gramo 3vieziy lasteliy.
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Iradimo apibréztis

1. Grandinei specifiniy nikuojanéiy endonukleaziy konstravimo biidas, besiskiria
ntis tuo, kad apima: '

a) lasteliy-3eimininkiy, stokojan&iy  metilazinés apsaugos prie$ restrikcijos
endonukleazes, transformavima plazmidziy biblioteka, turindia atsitiktinai mutuota gena,
koduojant] restrikcijos endonukleaze, plazmides be to dar apimangias sekos vieta iSoréje
geno, kuris yra skaldomas arba nikuojamas geno ekspresuojama endonukleaze;

(b) auginima (a) pakopos transformanty, iSskyrimg i§ Ju plazmidziy ir atlikima
fakultatyvios atrankos in vitro, nustatant, kuri plazmide yra nikuota in vivo;

(c) skaldyma (b) pakopos plazmidZiy su i§ anksto nustatyta grandinei specifine
nikuojan¢ia endonukleaze, turin&ia skirtingg skélimo vieta, negu atsitiktinai mutagenizuotos
restrikcijos endonukleazés skélimo vieta ir i€ anksto paruoStus prieSingoje grandinéje pirma ir
antrg lipnius galus plazmideéje;

(d) atsitiktinai mutagenizuoto endonukleazés geno lipniy galy naudojima amplifikacijai
plazmidése ir po to klonavima amplifikuoto geno Iastelése-Seimininkése arba selektyvaus
markerio ligavimg i plazmide tarp pirmo ir antro lipniy galy ir geno klonavimas selektyvioje
terpéje; ir '

(e) Zinomo grandinés specifidkumo nikuojanéios endonukleazés gavima i§ (d) pakopos

DNR klono.

2. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad restrikcijos endonukleazés

skélimo vieta yra lokalizuota transkripcijos kryptimi uz geno.

3. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (b) pakopa be to apima:

transformanty surinkima prie$ idskiriant plazmides.

4. Buidas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad (b) pakopa be to apima:

surinkty transformanty praturtinima genais, ekspresuojandiais nikuojangia endonukleaze.

5. Budas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad praturtinimo punktas apima:

plazmidinés DNR isskyrima i§ surinkty transformanty, plazmidziy analizavima atskyrimo
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biidais, atskiriant nikuota DNR nuo superspiralizuotos ir linijinés DNR, ir retransformavima i§

anksto modifikuoty E. coli lasteliy-Seimininkiy nikuota plazmidine DNR.

6. Biidas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad atskyrimo priemonés yra

parinktos i$ gelio elektroforezés ir tankio centrifugavimo.

7. Biidas pagal 3, 4, ir 5 punktus, besiskiriantis tuo, kad be to apima dviejy
auginamy transformanty telkiniy formavima, kad vienas telkinys baty testuojamas virSutinés
grandinés skélimo aktyvumui nustatyti, o kitas telkinys apatinés grandinés skelimo aktyvumui

nustatyti.

8. Biidas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad (d) pakopa be to apima
viengrandzio DNR adaptoriaus ligavima su i§ anksto nustatytu lipniu galu geno

amplifikavimui.

9. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad antra i3 anksto nustatyta
skelimo vieta yra fiksuota virdutinéje plazmidés grandinéje, apatinés grandinés trukio vietos

nustatymui.

10. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad antra i anksto nustatyta
skélimo vieta yra fiksuota apatinéje plazmidés grandinéje, virSutinés grandinés trukio vietos

nustatymui.

11. Biidas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad (c) pakopa be to apima
viengrandZio adaptoriaus ligavima su pirmu lipniu galu, kur pirmas lipnus galas yra gretimas

genui.

12. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas restrikcijos

endonukleazés genas turi vieno ar daugiau nukleotidy delecija, insercija ar pakeitima.

13. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas genas turi

daugybg mutacijy.
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14. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas genas turi

viena mutacija.

15. Biidas pagal I punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagemzuotas genas turi

delecija nukleotidy srityje nuo 3 iki 600.

16. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (a) pakopos lastelés-

Seimininkés paruoSimas yra parinktas i3 gramneigiamy arba gramteigiamy bakterijy.

17. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad be to apima: mutacijos
identifikavimg nikuojanéioje endonukleazeje, palyginus su laukinio tipo restrikcijos
endonukleaze, i§ kurios ji yra gauta ir ekvivalentinés mutacijos jvedimg kryptingos

mutagenezés bidu { restrikcijos endonukleazés izogizomera arba neo$izomerg

18. Budas pagal 1 punktg be to apimantis papildomos mutacijos jvedima i (f) pakopos
nikuojantia endonukleaze kryptingos mutagenezés biidu nikuojangio aktyvumo sustiprinimui

arba dvigrandés DNR skélimo minimizavimui, arba abiems variantams.

19. Buidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas restrikcijos

endonukleazés genas yra IIA tipo endonukleazés genas.

20. Bodas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad nikuojanti endonukleazé yra

termostabili nikuojanti endonukleazé.

21. Grandinei specifinés DNR nikuojan&ios endonukleazés konstravimo bidas, besis
kiriantis tuo, kad apima:

(a) lasteliy-3eimininkiy trasformavima plazmidémis, turiniomis atsitiktinai
mutagenizuota restrikcijos endonukleazés gena, lastelés-Seimininkés stokoja apsauginio
metilinimo;

(b) viengrandzio adaptoriaus ligavima su sutelktomis plazmidémis, i3skirtomis i$
iSaugusiy (a) pakopos transformanty, nustatymui kuri plazmidé koduoja virSuting granding
arba apating granding nikuojangius restrikcijos endonukleazés variantus;

(¢) mutagenizuoto restrikcijos endonukleazés geno amplifikavimg lasteliy-$eimininkiy

transformacijai;
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(d) nustatyma Kurios lastelés-3eimininkés turi nikuojantj aktyvuma ir ju nikuojantj
fenotipa; ir

(e) sukonstruoty nikuojan&iy endonukleaziy gavima.

22. Biidas pagal 1 arba 21 punkta, besiskiriantis tuo, kad restrikcijos

endonukleazé yra Sapl.

23. Nikuojanti endonukleazé apimanti Nt.Sapl.

24. Nikuojanti endonukleazé apimanti Nb.Sapl.

25. Nikuojanti endonukleazé pagaminta pagal 1 punkta.

26. Vieno arba daugiau vietos specifiniy triikiy ivedimo { i§ anksto parinktas DNR
duplekso grandines biidas, besiskiriantis tuo, kad biidas apima: DNR duplekso

hidrolize nikuojangia endonukleaze, pagaminta pagal 1 punkta palankiomis nikuojan¢iam

aktyvumui salygomis.



LT 5263 B

SEKOS
<110> New England Biolabs, Inc.
Xu, Shuang-yong
Samuelson, James
<120> Grandines specififkai nikuojanc¢iy endonukleaziy konstravimo
i$ restrikcijos endonukleaziy bidas
<130> NEB-237-LT
<150> JAV 60/530,754
<151> 2003-12-18
<160> 30
<170> PatentIn versija 3.2
<210> 1
<211> 25
<212> DNR
<213> neZinomas
<220>
<223> sintetinis
<400> 1
gatccgctet tcgtcgacce tcage 25
<210> 2
<211> 26
<212> DNR
<213> neZinomas
<220>
<223> pradmuo
<400> 2
gatcgctgag ggtcgacgaa gagccg 26
<210> 3
<211> 31
<212> DNR
<213> neZinomas
<220>
<223> pradmuo
<400> 3
agagtcttgc atatgcggag gcttgctaca ¢ 31
<210> 4
<211> 30
<212> DNR
<213> neZinomas
<220>
<223> pradmuo
<400> 4

tggtttggat ccecctgaaat gggttagggce 30




<210> §
<211> 30
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<400> 5
tcgaccctca ctacgttagt tecgcatctge

<210> 6
<21l> 24
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<400> 6
gcagatgcga actaacgtag gggt

<210> 7
<211> 30
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 7
gggagatctc gatccecgecga aattaatacg

<211> 20
<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 8
gcagatgcga actaacgtag

<210> 9
<211> 34
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 9
ggggggcgga gcctatggaa aaacgccagc aacg

<210> 10
<211> 24
<212> DNR

<213> neZinomas
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<220>
<223> pradmuo

<400> 10

cgccagggtt ttcccagtca cgac 24
<210> 11

<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 11

gctectteege ta 12
<210> 12

<211> 68

<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<220>

<221> jvairlis poZymiai

<222> (51)..(53)

<223> n=tolygus miSinys a,c,g,t

<400> 12

gcgggatccg ttcagtccag tggtagtget tcatcgagaa gtgegtctgg nnnttectte 60
aacttctc 68
<210> 13

<211> 30

<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<400> 13

tcgaccctca ctacgttagt tcgcatctgce 30
<210> 14

<211> 33

<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 14
gcacttatca cacgtaagcg aaagatattc ctg 33

<210> 15




<211l> 33
<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 15
caggaatatc tttcgcttac gtgtgataag tgc

<210> 16
<211> 26
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<400> 16
ggatcecgecte ttcgtcgacc ctcagce

<210> 17
<211> 15
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<400> 17
gctecttegte gaccce

<210> 18
<211ls> 30
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
«223> sintetinis

<400> 18
tcgaccctca ctacgttagt tcgcatctgce

<210> 19
<211> 29
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<400> 19
tgcgtattgg gecgectcttece gettecteg

<210> 20
<211> 28
<212> DNR

<213> neZinomas
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<220>
<223> sintetinis

<220>

<221> jvairiis poZymiai

<222> (24)..(24)

<223> nukleotidas pridétas polimerazes pagalba

<220>
<221> jvairts poZymiai
<222> (25)..(29)

<223> n=g,a,c arba t

<400> 20
tgcgtattgg gcgectcttecec gectannnnn

<210> 21
<211> 24
<212> DNR

<213> neZinonmas

<220>
<223> sintetinis

<400> 21
gggcgetctt ccgettecte getce

<210> 22
<211> 19
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>
<223> sintetinis

<220>

<221> jvairiis poZymiai

<222>  (13)..(13)

<223> nukleotidas pridétas polimerazés pagalba
<220>

<221> jvairlis poZymiai

<222> (14)..(19)

<223> n=g,a,c arba t

<400> 22
gagcgaggaa gcannnnnn

<210> 23
<211> 1299
<212> DNA

<213> Saccharopolyspora sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1299)

<400> 23
atg cgg agg ctt gct aca caa cga ¢gc gag gac gcg tac aaa tca aat
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Met Arg Arg Leu Ala Thr Gln Arg Arg Glu Asp Ala Tyr Lys Ser Asn LT 5263 B

agg gat tat cag acc gtg cac gaa gct cag agc ctt cga gtc aac tcg 96
Arg Asp Tyr Gln Thr Val His Glu Ala Gln Ser Leu Arg Val Asn Ser
20 25 30

acc gat gat gac aac ctg agc ctc ttc ctc ttg aaa gat att tca ccc 144
Thr Asp Asp Asp Asn Leu Ser Leu Phe Leu Leu Lys Asp Ile Ser Pro
35 40 45

cgc gaa gat tct aaa aat att gta gga ttt gga ggc ttc gtc aag ccc 192
Arg Glu Asp Ser Lys Asn Ile Val Gly Phe Gly Gly Phe Val Lys Pro
50 55 60

gaa atc gcc acc acc atg gcg ctt acc tta acg aca gac atc gat aaa 240
Glu Ile Ala Thr Thr Met Ala Leu Thr Leu Thr Thr Asp Ile Asp Lys
65 70 75 80

caa ata aaa tca gtg ccg tta tcc teg aat tgg aat cgg atc agc atc 288
Gln Ile Lys Ser Val Pro Leu Ser Ser Asn Trp Asn Arg Ile Ser Ile
85 90 95

gtt gca aag ttc geg agc aac ceg tct gtt agc att act ctg gga ttt 336
Val Ala Lys Phe Ala Ser Asn Pro Ser Val Ser Ile Thr Leu Gly Phe
100 105 110

gat caa acc cca tgg gtc gat tte tgg ggc atc aat tcg gac gat atc 384
Asp Gln Thr Pro Trp Val Asp Phe Trp Gly Ile Asn Ser Asp Asp Ile
115 120 125

ggc ctt tca ttt gta tcg gac gca gtc cct ctt gaa atg agc atg att 432
Gly Leu Ser Phe Val Ser Asp Ala Val Pro Leu Glu Met Ser Met Ile
130 135 140

gat agc ata cat att gcc ccc gaa aca cta tac ctt gat cac tca agc 480
Asp Ser Ile His Ile Ala Pro Glu Thr Leu Tyr Leu Asp His Ser Ser
145 150 155 160

gca tgt ctc ctt gac att gat cca gtg gaa tcg aca cgc ttc aaa aca 528
Ala Cys Leu Leu Asp Ile Asp Pro Val Glu Ser Thr Arg Phe Lys Thr
165 170 175

ggc cat ggt gac cct tta agt ctg aag aaa tgc tca tac tgc ggc cgce 576
Gly His Gly Asp Pro Leu Ser Leu Lys Lys Cys Ser Tyr Cys Gly Arg
180 185 190

ctt ctt cct ata gac ctc gag cgt ccc ggc aag ctg tct ttt cac aaa 624
Leu Leu Pro Ile Asp Leu Glu Arg Pro Gly Lys Leu Ser Phe His Lys
195 200 205

cat cga gcc aaa atc act aat cat cag aac gag tgt cgt tca tgt aag 672
His Arg Ala Lys Ile Thr Asn His Gln Asn Glu Cys Arg Ser Cys Lys
210 215 220

aag tgg cga ata aac aac tcc ttc aat ccg atg cgc acg att gac cag 720
Lys Trp Arg Ile Asn Asn Ser Phe Asn Pro Met Arg Thr Ile Asp Gln
225 230 235 240

ctt aac gag tca gca ctt atc aca cgt gag cga aag ata ttc ctg caa 768
Leu Asn Glu Ser Ala Leu Ile Thr Arg Glu Arg Lys Ile Phe Leu Gln
245 250 255

gaa cca gaa att ctt cag gaa att aag gat agg acc ggc gcg gga ctt 816
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Glu Pro Glu Ile Leu Gln Glu Ile Lys Asp Arg Thr Gly Ala Gly

260 265 270
aaa agt caa gtg tgg gaa cga ttc cat cgc aag tgc ttc aac tgt aga 864
Lys Ser Gln Val Trp Glu Arg Phe His Arg Lys Cys Phe Asn Cys Arg

275 280 285
aaa gat ctc aaa cta agc gag gtt caa ctg gac cac act cgg ccg ctt 912
Lys Asp Leu Lys Leu Ser Glu Val Gln Leu Asp His Thr Arg Pro Leu
290 295 300
gca tac cta tgg ccg att gat gag cat gcg act tgc ttg tgc geca caa 960
Ala Tyr Leu Trp Pro Ile Asp Glu His Ala Thr Cys Leu Cys Ala Gln
305 310 315 320
tgc aac aat acc aaa aaa gac cgc ttt cct gta gat ttc tat agc gaa 1008
Cys Asn Asn Thr Lys Lys Asp Arg Phe Pro Val Asp Phe Tyr Ser Glu
325 330 335

cag cag ata cgc gaa ctg tcg gac att tgc gga ctt ccg tat cag gat 1056
Gln Gln Ile Arg Glu Leu Ser Asp Ile Cys Gly Leu Pro Tyr Gln Asp

340 345 350
cta tgt gct cgc tcg’ ttg aat tta gat caa ctc gat agg atc gag cgt 1104
Leu Cys Ala Arg Ser Leu Asn Leu Asp Gln Leu Asp Arg Ile Glu Arg

355 360 365
aat atc gca gag ttc tcc aaa gaa tgg gat gta aga act ttc gca tca 1152
Asn Ile Ala Glu Phe Ser Lys Glu Trp Asp Val Arg Thr Phe Ala Ser
370 375 380
acc gcc cgg aga ata tcg gaa gtt tac ccc gcg cga gac cta ttt gaa 1200
Thr Ala Arg Arg Ile Ser Glu Val Tyr Pro Ala Arg Asp Leu Phe Glu
385 390 395 400
act ctt aag aag gaa agc gag tca gcg tac aat aaa att att gag aag 1248
Thr Leu Lys Lys Glu Ser Glu Ser Ala Tyr Asn Lys Ile Ile Glu Lys
405 410 415

ttg aag gaa aga cca gac gca ctt ctc gat gaa gca cta cca ctg gac 1296
Leu Lys Glu Arg Pro Asp Ala Leu Leu Asp Glu Ala Leu Pro Leu Asp

420 425 430
tga 1299

<210> 24
<211> 432
<212> PRT

<213> Saccharopolyspora sp.
<400> 24
Met Arg Arg Leu Ala Thr Gln Arg Arg Glu Asp Ala Tyr Lys Ser Asn

1 5 10 15

Arg Asp Tyr Gln Thr Val His Glu Ala Gln Ser Leu Arg Val Asn Ser
20 25 30

Thr Asp Asp Asp Asn Leu Ser Leu Phe Leu Leu Lys Asp Ile Ser Pro
35 40 45




Arg

Glu

65

Gln

val

Asp

Gly

Asp

145

Ala

Gly

Leu

His

Lys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Glu

50

Ile

Ile

Ala

Gln

Leu

130

Ser

Cys

His

Leu

Arg

210

Trp

Asn

Pro

Ser

Asp
290

Asp

Ala

Lys

Lys

Thr

115

Ser

Ile

Leu

Gly

Pro

195

Ala

Arg

Glu

Glu

Gln

275

Leu

Ser

Thr

Ser

Phe

100

Pro

Phe

His

Leu

Asp

180

Ile

Lys

Ile

Ser

Ile

260

Val

Lys

Lys

Thr

val

85

Ala

Trp

Val

Ile

Asp

165

Pro

Asp

Ile

Asn

Ala

245

Leu

Trp

Leu

Asn

Met

70

Pro

Ser

val

Ser

Ala

150

Ile

Leu

Leu

Thr

Asn

230

Leu

Gln

Glu

Ser

Ile

55

Ala

Leu

Asn

Asp

Asp

135

Pro

Asp

Ser

Glu

Asn

215

Ser

Ile

Glu

Arg

Glu
295

val

Leu

Ser

Pro

Phe

120

Ala

Glu

Pro

Leu

Arg

200

His

Phe

Thr

Ile

Phe

280

val

Gly

Thr

Ser

Ser

105

Trp

val

Thr

val

Lys

185

Pro

Gln

Asn

Arg

Lys

265

His

Gln

Phe

Leu

Asn

90

Val

Gly

Pro

Leu

Glu

170

Lys

Gly

Asn

Pro

Glu

250

Asp

Arg

Leu

Gly

Thr

75

Trp

Ser

Ile

Leu

Tyxr

155

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

235

Arg

Arg

Lys

Asp

Gly

60

Thr

Asn

Ile

Asn

Glu

140

Leu

Thr

Ser

Leu

Cys

220

Arg

Lys

Thr

Cys

His
300

Phe

Asp

Arg

Thr

Ser

125

Met

Asp

Arg

Tyr

Ser

205

Arg

Thr

Ile

Gly

Phe

285

Thr

val

Ile

Ile

Leu

110

Asp

Ser

His

Phe

Cys

190

Phe

Ser

Ile

Phe

Ala

270

Asn

Arg

Lys

Asp

Ser

95

Gly

Asp

Met

Ser

Lys

175

Gly

His

Cys

Asp

Leu

255

Gly

Cys

Pro

Pro

Lys

80

Ile

Phe

Ile

Ile

Ser

160

Thr

Arg

Lys

Lys

Gln

240

Gln

Leu

Arg

Leu
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Ala Tyr Leu Trp Pro Ile Asp Glu His Ala Thr Cys Leu Cys Ala Gln
305 310 315 320

Cys Asn Asn Thr Lys Lys Asp Arg Phe Pro val Asp Phe Tyr Ser Glu
325 330 335

Gln Gln Ile Arg Glu Leu Ser Asp Ile Cys Gly Leu Pro Tyr Gln Asp
340 345 350

Leu Cys Ala Arg Ser Leu Asn Leu Asp Gln Leu Asp Arg Ile Glu Arg
355 360 365

Asn Ile Ala Glu Phe Ser Lys Glu Trp Asp Val Arg Thr Phe Ala Ser
370 375 380

Thr Ala Arg Arg Ile Ser Glu Val Tyr Pro Ala Arg Asp Leu Phe Glu
385 390 395 47

Thr Leu Lys Lys Glu Ser Glu Ser Ala Tyr Asn Lys Ile Ile Glu Ly
405 410 415

Leu Lys Glu Arg Pro Asp Ala Leu Leu Asp Glu Ala Leu Pro Leu As :
420 425 430

<210> 25
<211> 432
<212> PRT

<213> neZinomas

<220>
<223> Saccharopolyspora species Variantas 33

<400> 25
Met Arg Arg Leu Ala Thr Gln Arg Arg Glu Asp Ala Tyr Lys Ser Asn

1 5 10 15

Arg Asp Tyr Gln Thr Val His Glu Ala Gln Ser Leu Arg Val Asn Ser
20 25 30

Thr Tyr Asp Asp Asn Leu Ser Leu Phe Leu Leu Lys Asp Ile Ser Pro
35 40 45

Arg Glu Asp Ser Lys Asn Ile Val Gly Phe Gly Gly Phe Val Lys Pro
50 55 60

Glu Ile Ala Thr Thr Met Ala Leu Thr Leu Thr Thr Asp Ile Asp Lys
65 70 75 80

Gln Val Lys Ser Val Pro Leu Ser Ser Asn Trp Asn Arg Ile Ser Tle




Val

Asp

Gly

Asp

145

Ala

Gly

Leu

His

Lys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Ala

305

Cys

Gln

Ala

Gln

Leu

130

Ser

Cys

His

Leu

Arg

210

Trp

Asn

Pro

Ser

Asp

290

Tyx

Asn

Gln

Lys

Thr

115

Ser

Ile

Leu

Gly

Pro

195

Ala

Arg

Glu

Glu

Gln

275

Leu

Leu

Asn

Ile

Phe

100

Pro

Phe

His

Leu

Asp

180

Ile

Lys

Ile

Ser

Ile

260

val

Lys

Trp

Thr

Arg

85

Ala

Trp

val

Ile

Asp

165

Pro

Asp

Ile

Asn

Ala

245

Leu

Trp

Leu

Pro

Lys

325

Glu

Ser

Val

Ser

Ala

150

Ile

Leu

Leu

Thr

Ile

230

Leu

Gln

Glu

Ser

Ile

310

Lys

Leu

Asn

Asp

Asp

135

Pro

Asp

Ser

Glu

Asn

215

Ser

Ile

Glu

Arg

Glu

295

Asp

Asp

Ser

Pro

Phe

120

Ala

Glu

Leu

Leu

Arg

200

His

Phe

Thr

Ile

Phe

280

val

Glu

Arg

AsSp

Ser

105

Trp

val

Thr

val

Lys

185

Pro

Gln

Asn

Arg

Lys

265

His

Gln

His

Phe

Ile

90

Val

Gly

Pro

Leu

Glu

170

Lys

Gly

Asn

Pro

Glu

250

Asp

Arg

Leu

Ala

Pro

330

Cys

Ser

Ile

Leu

Tyr

155

Serx

Cys

Lys

Glu

Met

235

Arg

Arg

Lys

Asp

Thr

315

val

Gly

Ile

Asn

Glu

140

Leu

Thr

Ser

Leu

Cys

220

Arg

Lys

Thr

Cys

His

300

Cys

Asp

Leu

Thr

Ser

125

Met

Asp

Arg

Tyr

Ser

205

Arg

Thr

Ile

Gly

Phe

285

Thr

Leu

Phe

Pro

Leu

110

Asp

Ser

His

Phe

Cys

190

Phe

Ser

Ile

Phe

Ala

270

Asn

Arg

Cys

Tyr

Tyr

95

Gly

Asp

Met

Ser

Lys

175

Gly

His

Cys

Asp

Leu

255

Gly

Cys

Pro

Ala

Ser

335

Gln

Phe

Ile

Ile

Ser

160

Thr

Arg

Lys

Lys

Gln

240

Gln

Leu

Arg

Leu

Gln

320

Glu

Asp
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340 345

Leu Cys Ala Arg Ser Leu Asn Leu Asp Gln Leu Asp Arg

355 360 365

Asn Ile Ala Glu Phe Ser Lys Glu Trp Asp Val Arg Thr

370

375 380

Thr Ala Arg Arg Ile Ser Glu Val Tyr Pro Ala Arg Asp

385

390 395

Thr Leu Lys Lys Glu Ser Glu Ser Ala Tyr Asn Lys Ile

Leu Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Arg

1

Arg Asp

Thr Asp

Arg Glu

50

Glu Ile

65

Gln Ile

Val Ala

Asp Gln

405 410

Glu Ile Pro Asp Ala Leu Leu Asp Glu Ala Leu
420 425
26
432
PRT
nezinomas

Saccharopolyspora species variantas E250K
26
Arg Leu Ala Thr Gln Arg Arg Glu Asp Ala Tyr

5 10

Tyr Gln Thr Val His Glu Ala Gln Ser Leu Arg
20 25

Asp Asp Asn Leu Ser Leu Phe Leu Leu Lys Asp
35 40 45

Asp Ser Lys Asn Ile Val Gly Phe Gly Gly Phe
55 60

Ala Thr Thr Met Ala Leu Thr Leu Thr Thr Asp
70 75

Lys Ser Val Pro Leu Ser Ser Asn Trp Asn Arg
85 90

Lys Phe Ala Ser Asn Pro Ser Val Ser Ile Thr
100 105

Thr Pro Trp Val Asp Phe Trp Gly Ile Asn Ser
115 120 125

350

Ile

Phe

Leu

Ile

Pro
430

Lys

Val

30

Ile

Val

Ile

Ile

Leu

110

Asp

Glu

Ala

Phe

Glu

415

Leu

Ser

15

Asn

Ser

Lys

Asp

Ser

95

Gly

Asp

Arg

Ser

Glu

400

Lys

Asp

Asn

Ser

Pro

Pro

Lys

80

Ile

Phe

Ile

LT 5263 B




Gly

Asp

145

Ala

Gly

Leu

His

Lys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Ala

305

Cys

Gln

Leu

Asn

Leu

130

Ser

Cys

His

Leu

Arg

210

Trp

Asn

Pro

Ser

Asp

290

Tyr

Asn

Gln

Cys

Ile
370

Ser

Ile

Leu

Gly

Pro

195

Ala

Arg

Glu

Glu

Gln

275

Leu

Leu

Asn

Ile

Ala

355

Ala

Phe

His

Leu

Asp

180

Ile

Lys

Ile

Ser

Ile

260

Val

Lys

Trp

Thr

Arg

340

Arg

Glu

Val

Ile

Asp

165

Pro

Asp

Ile

Asn

Ala

245

Leu

Trp

Leu

Pro

Lys

325

Glu

Ser

Phe

Ser

Ala

150

Ile

Leu

Leu

Thr

Ile

230

Leu

Gln

Glu

Ser

Ile

310

Lys

Leu

Leu

Ser

Asp

138

Pro

Asp

Ser

Glu

Asn

215

Ser

Ile

Glu

Arg

Glu

295

Asp

Asp

Ser

Asn

Lys
375

Ala

Glu

Pro

Leu

Arg

200

Phe

Thr

Ile

Phe

280

val

Glu

Arg

Asp

Leu

360

Glu

val

Thr

Val

Lys

185

Pro

Gln

Asn

Arg

Lys

265

His

Gln

His

Phe

Ile

345

Asp

Trp

Pro

Leu

Glu

170

Lys

Gly

Asn

Pro

Lys

250

Asp

Arg

Leu

Ala

Pro

330

Cys

Gln

Asp

Leu

Tyr

155

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

235

Arg

Arg

Lys

Asp

Thr

315

val

Gly

Leu

vVal

Glu

140

Leu

Thr

Ser

Leu

Cys

220

Arg

Lys

Thr

Cys

His

300

Cys

Asp

Leu

Asp

Arg
380

Met

Asp

Arg

Tyr

Ser

205

Arg

Thr

Ile

Gly

Phe

285

Thr

Leu

Phe

Pro

Arg

365

Thr

Ser

His

Phe

Cys

190

Phe

Ser

Ile

Phe

Ala

270

Asn

Arg

Cys

TYr

Tyr

350

Ile

Phe

Met

Ser

Lys

175

Gly

His

Cys

Asp

Leu

255

Gly

Cys

Pro

Ala

Ser

335

Gln

Glu

Ala

Ile

Ser

160

Thr

Arg

Lys

Lys

Gln

240

Gln

Leu

Arg

Leu

Gln

320

Glu

Asp

Arg

Ser
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Thr Ala Arg Arg Ile Ser Glu Val Tyr Pro Ala Arg Asp Leu Phe Glu

385

Thr Leu Lys Lys

Leu Lys Glu Arg
420

<210> 27
<211> 11
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>

390 395 400

Glu Ser Glu Ser Ala Tyr Asn Lys Ile Ile Glu Lys
405 410 415

Pro Asp Ala Leu Leu Asp Glu Ala Leu Pro Leu Asp
425 430

<223> sintetinis

<220>

<221> jvairils poZymiai

<222> (4)..(8)

<223> n=g,a,c arba t

<400> 27
cgannnnntg c

<210> 28
<211> 11
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>

<223> sgintetinis

<220>

<221> jvairtis poZymiai

<222> (3)..(6)

<223> n=g,a,c arba t

<220>

<221> jvairus poZymiai
<222> (10)..(10)
<223> vy=c arba t

<400> 28
acnnnngtay c

<210> 29
<211> 11
<212> DNR

<213> neZinomas

<220>

<223> sintetinis

<220>

<221> jvairds poZymiai

LT 5263 B
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<222>
<223>

<400>

(3)..(9)

n=g,a,c arba t

29

cennnnnnng g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

30

10

DNR
neZinomas

sintetinis

jvairis poZymiai
(6)..(10)
n=g,a,c arba t

30

gagtcennnnn

LT 5263 B
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sapIR*
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B

v

BamHI Sapl ¢ N.BbvCI

5'GGATCCGCTCTTCGTCGACCCTCAGE 3
3CCTAGGCGAGAAGCAGCTGGGAGTCG -
(SEQ ID NO:16) t

A
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N.BbvCI B
Sapl

5 GCTCTTCGTCGACCC (SEQ ID NO:17)
3 CGAGAAGCAG?

3TGGGGATGCAATCAAGCGTAGACG &’
Nb.Sapl

T7 promotorius
pradmuo

saplR* <

3'GATGCAATCAAGCGTAGACG 5’
pradmuo 275-224

Fig, 2
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Nt.Sapl

5'P- TCGACCCTCACTACGTTAGTTCGCATCTGC 3
9" GCTCTTCG (SEQ ID NO:18)
3 CGAGAAGCAGCTGGGA}GT

N.BbvCI A

T7promotorius
pradmuo

saplIR*

<
3’GATGCAATCAAGCGTAGACG 5'

pradmuo 275-224

Fig. 3
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5" TGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG 3
(SEQ ID NO:19)
3 ACGCATAACCCGCGAGAAGGCG*AGGAGC 5’

pUC19 substratas

Nb.SapI
Geliu i$valytas nikuotas produktas

pradmuo
—
Run-off seka 5' TGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTannnnn 37
o (SEQ ID NO:20)
Nikuota matrica 3’ ACGCATARCCCGCGAGAAGGCGA 5'

n
Run-off sekvenavimas nuo nikuotos apatinés grandines

il

TGCGTAT €Ce6CT

Sekvenavimas matrica naudojant intakting virSuting grandine
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nikuota -» & £

superspiralizuota » 4

.
e
)
b
}-.‘
H

Fig. 7
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M 1 2 3 4 5 6 7 8

— ol o sk ded deed aend G -« SUperspiralizuota

Fig. 8
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57 GGGCGCTCTTC&GCTTCCTCGCTC 3’
pUC19 substratas . (SEQ ID NO:21)

3’ CCCGCGAGAAGGCGAAGGAGCGAG 5'

Nt.Sapl
Geliu iSvalytas nikuotas produktas

pradmuo .
—
Run-off seka - 5’ GAGCGAGGAAGCannnnnn
(SEQ ID NO:22)
Nikuota matrica 3'CTCGCTCCTTCG 5’

) . . sl -
pRun-off sekvenavimas nuo nikuotos vir§utinés grandinés

Sekvenavimas matrica naudojant intakting apating grandine

-
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(SEQ ID NO:23)

ATGCGGAGGCTTGCTACACAACGACGCGAGGACGCGTACAAATCARAATAGGGATTATCAG
1l —rmmemene- o ——— fomm - Fomm Fom e ——— femm—————— + 60

M R RL AT QU RIRETDA AYI K S NIR D Y Q
AC CGTGCACGAAGCTCAGAGCCTTCGAGTCAACTCGACCGATGATGACAACCTGAGCCTC

61 —-=----—- ittt o Fommm e oo e + 120
T VvV H EA Q S L R V NS TDDDNTIL S L
TTCCTCTTGAAAGATATTTCACCCCG CGAAGATTCTAAAAATATTGTAGGATTTGGAGGC

121 - it tommmm oo tmmm e + 180
F L L KD I S P R E D S KNTI UV G F GG
TTCGTCAAGCCCGAAATCGCCACCACCATGGCGCTTACCTTAACGACAGA CATCGATARA

181 —=--mmm—- Frmm—————— o ——— Frmm—————— frmm e ——— tomm e + 240
F V X P E I aT™T™MAULTULTTD I D K
CAAATAAAATCAGTGCCGTTATCCTCGAATTGGAATCGGATCAGCATCGTTGCAAAGTTC

241 ~-meme—-- tem—m————— fmmme————— o ——— fomm e ———— Fom e ———— + 300
Q 1 XK S V PL S S NWWNI RTIZSTIUVA K F
GCGAGCAACCCGTCTGTTAGCATTACTCTGGGATTTGATCAAACCCCATGGGTCGATTTC

301 ---—-m——- to—mme e Fmmm e ————— fommm————— trmmm————— fomm e ——— + 360
A 8§ NP S VvV S I TULGU FDOQTUPW vV D F
TGGGGCATCAATTCGGACGATATCGGCCRTTCATTTGTATCGGACGCAGTCCCTCTTGAR

361 -—--——-—- Fomm fomm—————— Fmm——————— fommm to = + 420
W 6 I NS DPDD1IGUL S FVS DAV PILE
ATGAGCATGATTGATAGCATACATATTGCCCCCGAAACACTATACCTTGATCACTCAAGC

421 ——mmmm—e- frmm - o fow e ——— tmmm - Fommm + 480
M S M I DS I #HI aPETTULJYULDHS S
GCATGTCTCCTTGACATTGATCCAGTGGAATCGACACGCTTCARAAACAGGCCATGGTGAC

481 —mmmm——e— tmmm—————— fmmm - tomm—————— Fommr————— o + 540
A C L L D I D P V E S TURF KT G H G D
CCTTTAAGTCTGAAGAAATGCTCATACTGCGGCCGCCTTCTTCCTATAGACCTCGAGCGT

541 ——-=mme—-- frmmmm— e fomm Fomm————— fommmm e Fomm + 600
P L S 1L K K C S Y C G R L L P I D L E R
CCCGGCAAGCTGTCTTTTCACARACATCGAGCCARAATCACTAATCATCAGAACGAGTGT

601 —=--—e——- o fmmmm e Fomm e ——— Fom——————— fommmm e + 660
P G KL S FH K H R A K I T N H Q N E C
CGTTCATGTAAGAAGTGGCGAATAAACAACTCCTTCAATCCGATGCGCACGATTGACCAG

661 ~——m——-—--— Fommmm————— o Fmm—————— o ————— Fommm———— + 720
R S C K K W R I N N S F N P M R T I D Q
CTTAACGAGT CAGCACTTATCACACGTGAGCGARAGATATTCCTGCAAGAACCAGAARTT

721 —mmme———— fomm e ———— o m———— Fmmm—————— tm——————— Fmm—————— + 780

Fig. . 10-1



LT 5263 B
{SEQ LD MO:23 tesinys j

CTTCAGGAAATTAAGGATAGGACCGGCGCGGGACTTAAAAGTCAAGTGTGGGAACGATTC
781 ———mmmm e o —— Fom— e Fom e ——— e e e Fom—————— + 840
L 0 E I KDRTGAGTLK S Q V W E R F
CATCGCAAGTGCTTCAACTGTAGAAAAGATCTCAAACTAAGCGAGGTTCAACTGGACCAC
841 ~-meeeeeo e Fom—————— Fom Fom e ———— Frm—————— + 900
H R K CF NI CURIK D I K L S E V Q L D H
ACTCGGCCGCTTGCATACCTATGGCCGATT GATGAGCATGCGACTTGCTTGTGCGCACAA
901 ~--mem—ee B Fmmme e Fr e fom e + 960
T R P L A Y L W P I D E HATOCUL CA Q
TGCAACAATACCAAAAAAGACCGCTTTCCTGTAGATTTCTATAGCGAACAGCAG ATACGC
961 —--ee——ee Fmm—————— o ———— R Rt e e Fomm e + 1020
C NN T K KD R F pP Vv D F Y S E Q Q9 I R
¢ GAACTGTCGGACATTTGCGGACTTCCGTATCAGGATCTATGTGCTCGCTCGTTGAATTTA
1021 ==~eee—m Fomm e ————— tomm— e Fom e ——— R Frme e + 1080
EL S DI CG UL P Y 0O DL CARSTILN L
GATCAACTCGATAGGATCGAGCGTAATATCGCAGAGTTCTCCAAAGAATGGGATGTAAGA
1081 ~--memmea fmm——————— Fom——————— i tom e Fomm e + 1140
D QL DR I EURINTI A E F $ K E W D V R

ACTTTCGCATCAACCGCCCGGAGAATATCGGAAGTTTACCCCGCGCGAGACCTATTTGAA

1141 ~=mmmeee e et tomm— e e et L Frommm———— + 1200
T FA ST ARRTIGSEVYZPARTDTILTFE
ACTCTTAAGAAGGAAAGCGAGTCAGCGTACAATAAAATTATTGAGAAGTTGAAGGAAAGA

1201 ~--memeee e R Fommmmme L Fomm e + 1260
TLKI KEGSESA AV YNNI KTITITE K L K E R
CCAGACGCACTTCTCGATGAAGCACTACCACTGGACTGA

1261 ---mme—o R e i it 1299
P DAL L DEA ATLUPTL D *

Fig. 10-2



(SEQ ID NO:25)

1

51

101

151

201

251

301

351

401

MRRLATQRRE
DSKNIVGEFGG
ASNPSVSITL
PETLYLDHSS
PGKLSFHKHR
RKIFLQEPEI
TRPLAYLWPI
QDLCARSLNL

TLKKESESAY

LT 5263 B

DAYKSNRDYQ TVHEAQSLRV NST gDDNLSL FLLKDISPRE
FVKPEIATTM ALTLTTDIDK Q EKSVPLSSN WNRISIVAKFE
GFDQTPWVDF WGINSDDIGL SFVSDAVPLE MSMIDSIHIA
ACLLDIDgVE STRFKTGHGD PLSLKKCSYC GRLLPIDLER
AKITNHQ&EC RSCKKWRINI SFNPMRTIDQ LNESALITRE
LQEIKDRTGA GLKSQVWERF HRKCFNCRKD LKLSEVQLDH
DEHATCLCAQ CNNTKKDRFP VDFYSEQQIR ELSDICGLPY
DQLDRIERNI AEFSKEWDVR TFASTARRIS EVYPARDLFE

NKIIEKLKE §| PDALLDEALP LD*

FIGa. 11



LT 5263 B

(5EQ ID NO:26)

1 MRRLATQRRE DAYKSNRDYQ TVHEAQSLRV NSTDDDNLSL FLLKDISPRE
51 DSKNIVGFGG FVKPEIATTM ALTLTTDIDK QIKSVPLSSN WNRISIVAKF
101 ASNPSVSITL GFDQTPWVDF WGINSDDIGL SFVSDAVPLE MSMIDSIHIA
151 PETLYLDHSS ACLLDIDPVE STRFKTGHGD PLSLKKCSYC GRLLPIDLER
201 PGKLSFHKHR AKITNHQNEC RSCKKWRINI SFNPMRTIDQ LNESALITR E
251 RKIFLQEPEI LQEIKDRTGA GLKSQVWERF HRKCFNCRKD LKLSEVQLDH
301 TRPLAYLWPI DEHATCLCAQ CNNTKKDRFP VDFYSEQQIR ELSDICGLPY
351 QDLCARSLNL DQLDRIERNI AEFSKEWDVR TFASTARRIS EVYPARDLFE

401 TLKKESESAY NKIIEKLKER PDALLDEALP LD*

FIG, ~ 12
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