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ISradimas skirtas glutamato dehidrogenazés, p ‘acetilheksozaminidazes ir

v-aktino geny promotoriams ir jy panaudojimui filamentiniy gryby ekspresijos, sekrecijos ir antisensinése
sistemose. ISradimas taip pat skirtas geny promotoriy panaudojimui, kuriy genai koduoja: (l) Penicillium
chrysogenum NADP priklausandia glutamato dehidrogenaze (EC.1.4.1.4), (Il) Penicillium chrysogenum [ -N-
acetilheksozaminidaze (EC.3.2.1.52) ir (Ill) Penicillium chrysogenum ir Acremonium chrysogenum y -akting,
kurie gali biti panaudoti galingy ekspresijos ir sekrecijos vektoriy konstrukcijai, naudingy tiek P. chrysogenum,
tiek A. chrysogenum bei giminingoms rG8ims. Taip pat $ie promotoriai gali bati panaudoti geny ekspresijai
blokuoti per antisensines konstrukcijas. Reguliuojant auk$éiau minétiems promotoriams, jmanoma valdyti kity
geny ekspresijg filamentiniuose grybuose, taip pat padidinant antibiotiky ir/arba jiems budingy baltymy
gamyba,.
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ISradimas skirtas Penicillium chrysogenum gdh ir hex geny bei P.
chrysogenum ir Acremonium chrysogenum act geno ekspresijos techninei
sriciai. Analizuojant $iy geny nukleotidy seka, aptikta promotoriy sritis, turinti
transliacijos inicijavimo vieta, kuri gali bdti panaudota sukurti galingus
ekspresijos ir sekrecijos vektorius, naudojamus tiek P. chrysogenum, tiek A
chrysogenum ir jy giminingoms radims. Be to, Sie promotoriai gali bdti panaudoti
geny ekspresijos bIokaVimui antisensinémis konstrukcijomis. Kity geny
ekspresija filamentiniuose grybuose gali bdti vykdoma, reguliuojant auksciau
minétais promotoriais, gaunant padidintg kiekj bddingy antibiotiky ir/arba
baltymuy.

~ P. chrysogenum ir A. chrysogenum yra filamentiniai grybai, keliantys
pramoninj susidomeéjimg dél jy gebos gaminti atitinkamai peniciling ir
cefalosporing. Pastarojo deSimtmecio metu buvo Zymiai iSvystyta genetinés
manipuliacijos  technika, pritaikoma  abiejuose = mikroorganizmuose.
P. chrysogenum ir A. chrysogenum genetinés manipuliacijos technikg sudaro
protoplasty transformavimas vektoriais, kurie turi fleomicino atsparumo geng
(toliau vadinamas ble” genu) (Kolar, M. et al. (1988), Gene 62, 127-134) kaip
selektyvia Zyme, o taip pat papildomq;dominanéiq nepaliesty geny kopijy
ekspresija ir tiriamo geno promotoriaus pakeitimas kitu promotoriumi, kuris gali
pagerinti jo ekspresija. Homologiniy geny ekspresija grybuose, tokiuose, kaip P.
chrysogenum ar A. chrysogenum, gali bati regufiuojama neigiamai, tuo tarpu,
kalbant apie heterologinius denus, yra jmanoma, kad jy promotorius nebus
efektyviai atpazintas Siais grybais. Siekiant iSvengti 3iy problemy, buvo
identifikuoti ir klonuoti genai, kurie yra ekspresuoti esminiai ir kuriuose 8i
ekspresija neturi neigiamo Kkatabolinio reguliavimo, toliau vadinami stipriais
promotoriais. Bendru atveju, manoma, kad aukStos ekspresijos genai turi
signalus promotoriaus srityje, kurie palengvina auk3tus transkripcijos lygius ir

kurie atlieka pagrindinj vaidmenj funkcijose, vykstanCiose pirminiame lgstelés
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metabolizme. Sie genai yra: genai, kurie koduoja NADP priklausancig glutamato
dehidrogenaze (EC.1.4.1.4) (toliau vadinamas gdh genu), B-N-
acetilheksozaminidaze (EC.3.2.1.52) (toliau vadinamas hex genu) ir y-akting
(toliau vadinamas act genu).

Yra ankstesnés nuorodos | gdh, hex ir act genus i$ mikroorganizmy,
kitokiy nei tie, kurie naudojami $iame iSradime. Tinkamiausi bibliografiniai
Saltiniai yra: (I) grybo Neurosporra crassa gdh geno nukleotidy seka (Kinnaird,
J.H. ir Fincham, J.R.S. (1983), Gene 26, 253-260), o taip pat Aspergillus nidulans
grybo gdhA geno ekspresijos reguliavimas (Hawkins, AR. et al. (1989), Mol.
Gen. Genet. 418, 105-111), (lI) Cand/'da albicans grybo hex1 geno klonavimas ir
ekspresija (Cannon, R.D. et al. (1994), J. Bacteriol. 2640-2647) ir (lil) A. nidulans
grybo act geno charakteristika (Fidel, S. et al. )1988), Gene 70, 283-293). P.
chrysogenum heterologiniy geny ekspresija, naudojant pcbC ar penDE geny
promotorius, buvo apradyta Cantwell, C.A. et al. 1992 m. (Proc. R. Soc. London
Ser. B 248, 283-289). Be to, A. chrysogenum heterologiniy geny ekspresija,
naudojant p-izopropilmalato  dehidrogenazés (Japonijos patentas Nr.
80295/1989) ir gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazés geny promotorius (EP A
037622A1/1989) taip pat yra aprasyta.

Geny ekspresijos inaktyvavimas pramoniniuose kamienuose kartais yra
reikalingas, siekiant eliminuoti nepageidaujamus fermenty poveikius. Kadangi
dél daugelio pramoniniy kamieny chromosomy pasikartojmo laipshio
ploidiskumo lygio labai daznai yra sunku blokuoti ekspresijg tiesioginiu geny
suskaldymu, tenka naudoti sistemas ekspresijos inaktyvinimui, kurios yra
‘nepriklausomos nuo chromosomy pagrindinio skai¢iaus pasikartojimo laipsnio
lygio. Sukidrus antisensines konstrukcijas, ekspresuotas stipriy promotoriy
jtakoje, tapo jmanoma nutraukti geﬁq ekspresija. Tokios rasies konstrukcijos yra
ypatingai naudingos pramoniniuose kamienuose, nes del jy chromosomy
pagrindinio skaitiaus pasikartojimo laipsnio lygiy (Kunkel et al. (1992) Appl.
Microbiol. Biotech. 36, 499-502) yra sunku visiSkai inaktyvuoti genus. Yra
apraSytas antisensiniy konstrukcijy naudojimas blokuoti fermenty veiklg mielese
(Atkins, D. et al. (1994), Biol. Chem. H-S 375, 721-729) ir augaluose (Hamada, T.
(1996), Transgenic research 5, 115-121; John, M.E. (1996) Plant Mol. Biol. 30,
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297-306). Hex promotorius pasizymi ypatinga ekstralgstelinio fermento
kodavimo sgvybe, kuri leidZia jj panaudoti ekstralgsteliniy baltymy ekspresijai.
TaCiau néra nuorody | jokius Saltinius, Kkuriuose apraSytos arba
filamentiniy gryby naudojamy Siame iSradime geny sekos arba fermenty , kurie
sintezuojami ekspresuojant tuos genus, sekos. Taip pat niekur néra apraSytas
gryby geny stipriyjy promotoriy panaudojimas geny ekspresijai, sekrecijai ar

inaktyvavimui, aprasytas Siame iSradime.

Stipriyjy promotoriy naudojimas tam tikry geny padidintai ekspresijai gali
iSSaukti penicilino ar cefalosporino gamybos pagerinimg ir taip pat naujy
antibiotiky, gauty pakeitimo budu i$ pastaryjy, sinteze.

Siame idradime apradytas naujas P. chrysogenum ir A. chrysogenum
kamieny, galinCiy ekspresuoti homologinius ar heterologinius genus,
kontroliuojamus promotoriy, gavimo bldas. Yra apradytas promotoriy,
atitinkanciy genus, kurie koduoja P. chrysogenum NADP priklausandig
glutamato dehidrogenaze (EC.1.4.1.4) - gdh geno, P. chrysogenum B-N-
acetilheksoaminidaze (EC.3.2.1.52) — hex geno ir P. chrysogenum bei A.
chrysogenum y-akting — act geno, apibldinimas ir po to sekantis panaudojimas.
éiq promotoriy panaudojimas padidintai ekspresuoti genus, susijusius su
penicilino ir/arba cefalosporino biosinteze auk$€iau minétuose kamienuose yra
vienas i3 $io idradimo tiksly. Sie promotoriai taip pat gali biti panaudoti blokuoti
geny ekspresijg antisensiniy konstrukcijy ﬁagalba.

Sis iSradimas yra pagristas tuo, kad P. chrysogenum ir A. chrysogenum
yra nukleino ragsties donorai. Turint iSgrynintg genomine DNR, buvo
sukonstruotos abiejy mikroorganizmy DNR seky bibliotekos, kaip aprasyta 1 ir 4
pavyzdziuose, ir buvo atliktas jy skryningas: (l) sintetiniais oligonukleotidais,
atitinkandiais N. crassa gdh gena, siekiant klonuoti homologinj P. chrysogenum
gena, (i oligonukleotidy deriniais, sintezuotais pagal B-N-
acetilhneksoaminidazés fermento amino galo seka, siekiant klonuoti P.
chrysogenum hex genag, ir (lll) A. nidulans act geno fragmentu, siekiant klonuoti

homologinius P. chrysogenum ir A. chrysogenum genus. Klonai, iSgryninti jy
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teigiamos hibridizacijos su atitinkamu méginiu gebos déka, veliau buvo
analizuojami, bandant aptikti ieSkomus genus.

P. chrysogenum grybo gdh genas buvo identifikuotas 7,2 kb EcoRl
fragmente ir dviejuose atitinkamai 2,9 ir 1,5 kb BamH| fragmentuose. DNR
srities, turinCios §j gena, restrikcijos diagrama parodyta fig.1. Po to buvo
nustatyta 2816 nukleotidy seka (SEQ ID No:1), turinti atvirg skaitymo remel]
(ORF) su ryskiai isreikStu pirmenybiniu kodono naudojimo pavyzdziu, kurio ATG
transliacijos inicijavimo kodonas buvo aptiktas 922 pozicijoje ir TAA transliacijos
beprasmis kodonas buvo aptiktas 2522 pozicijoje. Taip pat buvo aptikti du 159
bp ir 56 bp intronai atitinkamai pozicijose tarp 971-1130 ir 1262-1318. Sis ORF
koduoja 49837 Da baltyma, turintj izoelektrinj taska 6,18, kurio 461 aminorigséiy
seka (SEQ ID No:5) turi 72,4% tapatumg su N. crassa fermento NADP
priklausanio glutamato dehidrogenazés fermento aminorigdCiy seka.
Promotoriaus srityje rastos pirimidinu praturtintos zonos, panasios | tas, kurios
yra labai ekspresuotuose genuose, o taip pat dvi numanomos TATA sekos (3ios
sekos aptinkamos tam tikry gryby promotoriuose nuo 30 iki 50 bp prie$
transkripcijos inicijavimo vietg) (Davis, M.A. ir Hynes, M.J. (1991), More Gene
manipulations in Fungi, Academic Press, San Diego, California) ir CCAAT seka
(kuri aptinkama mazdaug 30% eukariotiniy geny promotoriy nuo 50 iki 200 bp
prie$ transkripcijos inicijavimo vieta) (Bucher, P. (1990) J. Mol. Biol. 212: 563-
578). Sis promotorius buvo panaudotas ekspresuoti P. chrysogenum ir A.
chrysogenum E. coli geng, kuris koduoja B-galaktozidaze (toliau vadinamas
lacZ genu) ir S. hindustanus ble® geng. Tuo tikslu, kaip apraSyta 1 pavyzdyje,
buvo sukurtos plazmidés pSKGSu ir pALfleo7 (fig.5). IS gauty rezultaty padaryta
iSvada, kad gdh promotorius (toliau vadinamas Pgdh) gali valdyti heterologiniy
lacZ ir ble” geny ekspresija tiek P. chrysogenum, tiek A. chrysogenum grybuose,
o taip patir E. coli.

Antisensiniy  konstrukcijy, ekspresuojamy nuo stipriy promotoriy,
sukOrimas leidzia nutraukti geny ekspresija. Siuo tikslu buvo sukurta plazmidé
pPALP888 (fig.5), kaip tai apradSyta 1 pavydzio 1.3 skyriuje. Gauti rezultatai
patvirtina galimybe visiSkai ar dalinai blokuoti nepageidaujamg fermenty veiklg

P. chrysogenum, naudojant antisensines konstrukcijas, naudojant Pgadh.
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P. chrysogenum hex genas buvo identifikuotas 3,2 kb Sacl fragmente ir
3,1 kb Sall fragmente. DNR srities, turin€ios hex gena, restrikcijos diagrama
parodyta fig.2. Tuomet buvo nustatyta 5240 nukleotidy seka (SEQ ID No:2),
patvirtinanti dviejy ORF su ryskiai idreikétu preferencinio kodono naudojimo
pavyzdZiu egzistavima, vienas i$ jy atitiko hex gena. Hex geno ATG transliacijos
inicijavimo kodonas buvo aptiktas 1324 pozicijoje, o TGA terminacijos kodonas
- 3112 pozicijoje. Sis ORF neturi introny ir koduoja 66545 Da baltyma, turintj
izoelektrinj taska 5,34, kurio 596 amino ragsciy seka (SEQ ID No:6) turi 49,0%
identiskuma su Candida albicans fermento B-N-acetilheksozaminidazes
aminorig3tiy seka. Be to, nustatytoji amino rugsciy seka turi polipeptidus,
nustatytus chemidkai i§ iSgryninto fermento 19-40 ir 99-120 pozicijose.
Promotoriaus srityje aptiktos dvi pirimidinu praturtintos zonos, numanoma TATA
seka ir CAAT seka. Tuomet §is promotorius buvo naudojamas ekspresuoti S.
hindustanus ble® gena P. chrysogenum. Siuo tikslu, kaip aprasyta 2 pavyzdyje.
buvé sukurta plazmidé pALP480 (fig.6). IS gauty rezultaty padaryta iSvada, kad
hex promotorius (toliau vadinamas Phex) gali kontoliuoti heterologinio bie® geno
ekspresija P. chrysogenum grybelyje. Be to, faktas, kad fermentas B-N-
acetilheksozaminidazé yra baltymas, gausiai sekretuotas P. chrysogenum |
kultGrine terpe, leidZia panaudoti hex geng homologiniy ar heterologiniy baltymy
ekspresijai ir sekrecijai P. chrysogenum ar gimininguose  grybuose.
Ekspresuojami genai gali bGti sulieti su promotoriaus sritimi, turincia hex geno
sekrecijos signalo sekg tuo paciu skaitym_é rémeliu, ar dar jie gali bati sulieti su
pilnu hex genu.

P. chrysogenum act genas (toliau vadinamas actPc) buvo identifikuotas
5,2 kb BamH|, 4,9 kb EcoRl ir 5,9 kb Hindlll fragmentuose. DNR srities, turinCios
actPc gena, restrikcijos diagrama parodyta fig.3. Turint nustatyta 2994
nukleotidy sekg (SEQ ID No:3), buvo patvirtintas ORF su ry8kiai iSreikstu
preferencinio kodono naudojimo pavyzdziu egzistavimas. ATG transliacijos
inicijavimo kodonas buvo aptiktas 494 pozicijoje, O TAA beprasmis kodonas -
2250 pozicijoje. Sis ORF turi 5 intronus ir koduoja 41760 Da baltyma, turint]
izoelektrinj taskg 5,51, kurio 375 aminoragsciy seka (SEQ ID No:7) turi 98,1%

identiSkuma su A. nidulans y-aktino baltymo aminortigs&iy seka. Promotoriaus
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srityje aptiktos dvi pirimidimu praturtintos zonos, numanoma TATA seka ir
keturios CAAT sekos. Tuomet §is promotorius buvo naudojamas ekspresuoti S.
hindustanus grybo ble® gena P. chrysogenum grybe. Siuo tikslu, kaip aprasyta 3
pavyzdyje, buvo sukurta plazmidé pALPfleo1 (fig.6). I8 gauty rezultaty padaryta
idvada, kad P. chrysogenum act promotorius (toliau vadinamas PactPc) gali
valdyti heterologinio ble® geno ekspresija P. chrysogenum .

A. chrysogenum act genas (toliau vadinamas actAc) buvo identifikuotas
24 ir 1,1 kb Sall fragmentuose, 3,9 kb Smal fragmente ir 8,7 kb Hindill
fragmente. DNR srities, turinCios actAc geng, restrikcijos diagrama parodyta
fig.4. Nustatyta 3240 nukleotidy seka (SEQ 1D No:4) patvirtino ORF su ryskial
idreikdtu  preferencinio kodono naudojimo pavyzdziu egzistavimg. ATG
transliacijos inicijavimo kodonas buvo aptiktas 787 pozicijoje, 0 TAA terminacijos
kodonas — 2478 pozicijoje. Sis ORF turi 5 intronus ir koduoja 41612 Da baltyma,
turintj izoelektrinj taskg 5,51, kurio 375 amino rigssiyseka (SEQ ID No:8) turi
98,4% ir 98,1% identiskuma su aminorigigiy sekomis, atitinkanCiomis A
nidulans ir P. chrysogenum gryby y-aktino baltymus. Promotoriaus srityje
aptiktos pirimidimu praturtintos zonos ir CAAT seka, tatiau TATA sekos
egzistavimas nenustatytas. Tuomet Sis promotorius buvo naudojamas
ekspresuoti S. hindustanus ble® geng A. chrysogenum. Siuo tikslu, kaip apradyta
4 pavyzdyje, buvo sukurta plazmide pALCfleol (fig.6). |18 gauty rezultaty
padaryta iSvada, kad A. chrysogenum act promotorius (toliau vadinamas
PactAc) gali kontroliuti heterologinio ble” geno ekspresija A. chrysogenum .

Visais atvejais heterologinio geno ekspresija P. chrysogenum ar A.
chrysogenum, reguliuojant gryby promotoriui, buvo pasiekta, suliejant §j geng
teisingame skaitymo rémelyje. Nors lacZ ir ble® genai buvo ekspresuoti kaip
pavyzdziai, panasiu bldu bdty jrﬁanoma ekspresuoti genus, kurie koduoja
fermentus, dalyvaujanéius penicilino biosintezéje: pcbAB (a-
aminoadipilcisteinilvalino sintetazé), pcbC (izopenicilino N sintetaze), penDE
(acil-CoA:6-APA aciltransferazeé), pc/ (fenilacetil-CoA ligazé) ir tt, ar
cefalosporino biosintezéje: pcbAB (a-aminoadipilcisteinilvalino sintetaze), pcbC
(izopenicilino N sintetazé), cefD (izopenicilino N izomeraze), cefEF

(deacetoksicefalosporino C sintazé/hidroksilaze), cefG (deacetoksicefalosporino
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C acetiltransferazé) ir t.t. Ekspresuojamas genas gali bdti gautas jvairiais bldais:
iSskirtas i§ chromosominés DNR, cDNR sintezuota i§ mRNR, sintezuotas
chemiskai ir t.t. Pagrindiniai teisingo promotoriaus-geno suliejimo procesai yra
aprasyti Sambrook, J. et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA, ir Ausubel
et al. (1987), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New
York, USA.

P. chrysogenum ir A. chrysogenum buvo panaudoti kaip Seimininko
kamienai, tadiau gali bati panaudotas bet koks giminingas ar iSvestas i$ jy
kamienas. Budas, naudojamas protoplasty gavimui ir P. chrysogenum
transformacijai, pagristas Contoral et al. 1987 m., (Biotechnology 5. 494-497) ir
Diez et al. 1987 m. (Curr. Genet. 12: 277-282) ir apradytas 1 pavyzdyije.
Protoplasty gavimas ir A. chrysogenum transformacija aprasyti 4 pavyzdyje.
Abiem atvejais selektyvia Zyme buvo naudojamas antibiotikas fleomicinas, ir
plazrhidés pALfleo7, pALP480, pALPfleol ar pALCfleo1, turinCios bie” gena,
ekspresuojama, atitinkamai reguliuojant, Pgdh, Phex, PactPc ir PactAc. Taciau
bty galima panaudoti bet kuriag 2yme, kuri galéty selektyviai atskirti
transformanto kamienus nuo Kity.

Transformantas gali bati uzaugintas kultlrinéje terpéje, turinCioje anglies
ir azoto Saltiniy, kurie gali bdti asimiliuoti. Anglies Saltiniais galéty bati gliukoze,
sacharoze, laktoze, krakmolas, glicerinas, organinés rugstys, alkoholiai, riebaly
rugstys ir t.t., naudojamos pavieniui ar derinyje. Azoto Saltiniais galéty bati
peptonas, salyklo ekstraktas, mieliy ekstraktas, kukurlzy mirkymo skystis,
glitimas, karbamidas, amonio druskos, nitratai, NZ-aminai, amonio sulfatas ir t.t.,
naudojami pavieniui ar derinyje. Neorganinés druskos, kurios gali biti
naudojamos kaip kultlrinés térpés komponentai, yra fosfatai (pavyzdziui, kalio
fosfatas), sulfatai (pavyzdziui, natrio sulfatas), chloridai (pavyzdZiui, magnio
chloridas) ir t.t., o gelezis, magnis, kalcis, manganas, kobaltas ir t.t. gali bt
naudojami kaip jonai. Kultivavimo sglygos, tokios, kaip inkubacijos temperatura,
kultOrinés terpés pH, aeracija, inkubacijos laikas ir t.t. gali bati pasirinktos ir

priderintos prie naudojamy kamieny. Taciau, kalbant apskritai, fermentacija
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vykdoma nuo 4 iki 14 dieny anaerobinémis salygomis, esant temperatdrai tarp
20°C ir 30°C, o pHtarp 5ir 9.

Apibendrinant, galima pasakyti, kad 8is iSradimas apima: () DNR
fragmentus, kurie turi P. chrysogenum gdh, hex ir act geny ir A. chrysogenum
act geno promotorius, (Il) plazmides, turincias savo sudétyje auksciau minétus
promotorius kartu su jy transliacijos inicijavimo vieta, (lll) plazmides, kuriose yra
jklonuotas homologinis ar heterologinis struktdrinis genas ar antisensinis DNR
fragmentas, reguliuojamas $iais promotoriais, (IV) P. chrysogenum ar A
chrysogenum kamienai, turintys Sias plazmides, (V) transformanty kamienus,
galinCius ekspresuoti plazmidéje esantj struktdrinj gena ar antisensing DNR,
reguliuojama promotoriumi, ir (VI) transformanty kamienus, galinCius iSskirti
homologinius ar heterologinius ekstralgstelinius baltymus, reguliuojamus Phex.

Sekantys pavyzdZiai apra$o iSradimg iSsamiau, neapribojant jo apimties.

1 PAVYZDYS
1.1. P. chrysogenum grybo gdh geno klonavimas ir apibudinimas

Siekiant klonuoti P. chrysogenum grybo gdh gena, fago vektoriuje
AGEM12, naudojant nustatytas proceddras, buvo sukurta DNR seky biblioteka
(Sambrook, J. et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA). Visa grybo
DNR (i8gryninta Barredo et al. (1994) Ispanijos_patente P9400934 aprasytuoju
bldu) buvo dalinai surestriktuota Sau3Al, ir rr{aidaug 20 kb fragmentai buvo
iSgryninti  sacharozés gradiente (10-40%). Sie fragmentai buvo suliguoti su
vektoriumi, kuris buvo prie$ tai suskaidytas su BamH! ir iSgrynintas, ir tuomet
ligavimo miSinys buvo supokuotas in vitro pagal gamintojo instrukcijas,
naudojant Gigapack Il Gold (Stratagene) sistema. Supokavimo reakcijos misinys
i$ naujo suspenduotas 500 pl SM, buvo naudojamas infekuoti E. coli LE392,
siekiant titruoti esanciy fagy skaidiy, ir E. coli NM539 , siekiant nustatyti
rekombinantiniy fagy procentinj kiekj. E. coli NM539 yra fago P2 lizogeninis
dtamas ir sukelia tik lize, kuomet fagas, kuris infekuoja ji, neturi neesmines
centrinés srities. Nustatyta, kad fago titras yra E£. coli LE392 yra 132 =2y
=zt fpl (18 viso 66000 2L dmsl), o E. coli NM539 — 113 fagimiut caisiy /ul
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(i3 viso — 56000 -7 . <c=zi=iy). Tai reiSké, kad mazdaug 85% fagy neseé
egzogeninj DNR jtarpa. Batiny sudaryti uzbaigta DNR seky bibliotekg
rekombinantiniy fagy skai€ius buvo apskaiciuotas pagal lygtj; N=In(1-p)/In(1-f),
kur “p" yra pageidaujama tikimybé, “f’ - atrenkamo organizmo, esancio
rekombinante, genomo proporcija ir “N” yra reikalingy rekombinany skaicius.
Jvertinant tai, kad P. chrysogenum genomas yra mazdaug 30000 kb (Fierro et al.
(1993), Mol. Gen. Genet. 241: 573-578) ir kad supokuoty jtarpy vidurkis yra 18
kb (nepaisant to fakto, kad buvo parinkti mazdaug 20 kb dydZiai), buvo gauta P.
chrysogenum DNR seky biblioteka su 99,999% tikimybe gauti rekombinantinius
fagus. Po to buvo atlikta eilé teoriniy patikrinimy, E. coli NM539 buvo infekuotos,
ir visa DNR seky biblioteka buvo iSséta ant penkiy 150 mm skersmens Petri
lékSteliy (mazdaug 11300 faginiy daleliy/Petri éksteléje), surinkta j 50 ml SM,
plius 2,5 ml chloroformo ir laikoma 4°C temperatiroje. Tokiu bldu buvo gautas
pakankamas ir tipinis paruosty iSséti bet kuriuo metu rekombinantiniy fagy tdris
(5300 faginiy daleliy/ul).

Apie 60000 faginiy daleliy buvo paskleista ant trijy 150 mm skersmens
Petri lékSteliy ir tuomet perkelta ant nitroceliuliozés filtry (BA85, 0.45 um,
Schleicher & Schuell). Sie filtrai buvo hibridizuoti, naudojant standartines
metodikas (Sambrook, J. et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA), su
sintetiniais oligonukleotidais, atitinkanciais N. crassa gdh gena. Antrojo ir tre€iojo
hibridizavimo cikly metu buvo idvalyta i3 vfso 10 teigiamy klony, ir jy DNR buvo
veikiama eile restriktaziy ir analizuota Southern blot budu. Siuo biddu buvo
identifikuotas gdh genas 7,2 kb EcoRI fragmente ir atitinkamai dviejuose 2,9 ir
1,5 kb BamHI fragmentuose. Po to, kai buvo- atliktas atitinkamas subklonavimas
pBluescript | KS(+) (Stratagene) ir pUC13 plazmidése, buvo sukurtos plazmidés
pALP784 ir pALP785, kurios turi abi 2,9 kb Sau3Al-Xbal fragmento su gdh genu
skirtingas orientacijas. DNR srities, turinCios 3] gena, restrikcijos diagrama
parodyta fig.1.

Siekiant nustatyti gdh geno nukleotidy sekg, i plazmidziy pALP784 ir
pALP785 “Erase a base” bldu (Promega) buvo sukonstruota serija klony ir

sekvenuoti didezoksinukleotidy metodu, naudojant “Sequenase” bandymy
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rinkinj (USB); abiem atvejais tai buvo atlikta pagal gamintojo instrukcijas. Gautoji
2816 nukleotidy seka (SEQ ID No:1) buvo analizuota pagal Geneplot programa
(DNRSTAR), patvirtinant ORF su ry3kiai iSreikstu preferencinio kodono
naudojimo pavyzdziu egzistavima. ATG transliacijos inicijavimo kodonas buvo
aptiktas 922 pozicijoje, ir TAA beprasmis kodonas — 2522 pozicijoje. Taip pat
buvo aptikti du 159 bp ir 56 bp intronai atitinkamai pozicijose tarp 971-1130 ir
1262-1318. Sis ORF koduoja 49837 Da baltyma, turintj izoelektrinj taskg 6,18,
kurio 461 aminorgsties seka (SEQ 1D No:5) turi 72,4% identiSkumg su N. crassa
fermento NADP priklausancios glutamato dehidrogenazes aminorﬂgééiq seka.
Promotoriaus srityje aptinkamos jvairios pirimidinu praturtintos zonos,
nors esancioji tarp 766-796 pozicijy yra labiausiai ekstensyvi. Sios zonos
aptinkamos labai ekspresuotuose genuose ir yra iSdéstytos betarpiskai pries
transkripcijos inicijavimo vieta. Be to, Cia yra dvi numanomos TATA sekos
(konservatyvi seka grybuose yra TATAAA) pozicijose tarp 752 (TATATAAAT) ir
852 (TATAATTT). Sios TATA sekos aptinkamos grybuose nuo 30 iki 50 bp pries
transkripcijos inicijavimo vietg, todél labai tikétina, kad autentiSka TATA seka yra
iSdestytoji 752 pozicijoje, ty. 42 bp prie§ transkripcijos inicijavimo vieta.
MaZzdaug 30% Zinomy eukariotiniy geny promotoriaus srityje turi CCAAT seka,
iSdéstyta tarp 50 ir 200 bp pries transkripcijos inicijavimo vieta. CCAAT seka yra
gdh geno promotoriaus srities 691 pozicijoje, t.y. apie 105 bp prie$ tikéting

transkripcijos inicijavimo vieta.

1.2. P. chrysogenum ir A. chrysogenum kontroliniy geny ekspresija gdh
promotoriumi.

P. chrysogenum ir A. chrysogenum transformacijos ir transformanty
selekcijos procesas buvo atliktas, 'kaip apraéyta Zemiau, priklausomai nuo jy
atsparumo antibiotikui fleomicinui. Siam tikslui buvo bdtina sukonstruoti
plazmide pAlLfleo7, kurios dydis 5.4 kb ir kuri turi S. hindustanus ble® gena,
ekspresuojama nuo Pgdh, kuris yra kaip Zymé grybams, chioramfenikolo
atsparumo gena kaip Zyme E. coli ir plazmidés pBC KS (+) polilinker]
(Stratagene) .
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Nezymiai modifikuota protoplasty gamybos ir P. chrysogenum
transformacijos proceddra aprasyta Cantoral et al. 1987 m. (Biotechnology 5:
494-497) ir Diez et al. 1987 m. (Curr. Genet. 12:. 277-282). Pirmiausia, P.
chrysogenum buvo uZaugintas PM apibréztoje terpéje (Anne, J. (1997),
“Agricultura 25), pridéjus 10% mieliy ekstrakto ir inkubuojant 18-21 val. 25°C
temperatdroje, ir micelis buvo regeneruotas, perfiltruojant per neilono filtrg ir
perplaunant 3-5 tdriais 0,9% NaCl. |8dzZiovinus tarp popieriaus filtro, jis buvo i3
naujo suspenduotas (100mg/ml) protoplasty buferyje. Kuomet micelio
suspensija tapo homogening, j protoplasty buferj buvo pridéta Caylasa tirpalo
(Cayla) (trinis santykis - 4 mg/ml) ir inkubuota 3 val. 25°C temperaturoje,
maidant 100 aps/min greidiu. Protoplasty pasirodymas buvo stebimas
mikroskopu. Kuomet daugelis i$ jy iSsilaisvino, jie buvo atskirti nuo micelio,
perfiltruojant per neilono filtra, kurio pory dydis 30 um. Protoplasty suspensija
buvo perplauta tris kartus 0,7 M KClI tirpalu, centrifuguojant 400xg tris minutes
tarp perplovimy. Nuséde protoplastai buvo i§ naujo suspenduoti 10 mli KCM
tirpalo ir, jvertinus jy koncentracijg Thoma kameroje, buvo praskiesta KMC iki 1-
5x 10° protoplasty/mi. Po to 100 pl Sio tirpalo buvo kruopsciai sumaisyta su 1-10
1g DNR plius 10 ul PCM, ir misinys buvo inkubuotas at3aldytoje vandens vonioje
20 min. Véliau buvo pridéta 500 ml PCM, ir miSinys buvo inkubuojamas
kambario temperatdroje 20 min, po to buvo pridéta 600 ul KCM. Transformantai
buvo atrinkti pagal geba augti terpéje su 30 pg/ml fleomicino, suteiktg fleomicino
atsparumo geno, esancio pAlfleo7, pAL'P480 ir pALPfleo1 plazmidése. Siuo
tikslu 200 pl transformacijos reakcijos misinio buvo sumaidyta su 5 ml Czapek
terpés, pridédant sorbitolio (1 M) ir fleomicino (30 pg/ml), ir tuomet ;cai buvo
iSséta ant Petri léksteliy su 5 ml tos pacios terpés. Lékstelés buvo inkubuotos
25°C temperatiiroje iki pasirodant transformantams (4-8 dienas).

Protoplasty gamybos ir A. chrysogenum transformacijos procedura
apradyta Gutierrez et al. (1991), Mol. Gen. Genet. 225: 56-64. Pirmiausia, A.
chrysogenum kamienas buvo auginamas MMC apibréZtoje terpéje 20-24 val.
28°C temperattroje, ir micelis buvo regeneruotas, perfiltruojant per neilono filtrg
ir perplaunant 3-5 tdriais 0,9% NaCl. |8dZiovinus jj tarp filtro popieriaus, jis buvo

i§ naujo suspenduotas (50 mg/ml) protoplasty buferyje. Kuomet micelio
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suspensija tapo homogening, | ja buvo pridéta DTT iki 10 mM galutinés
koncentracijos ir inkubuota 1 val. 28°C temperatdroje, mai$ant 150 aps/min
greiciu. Po to ji buvo centrifuguota 12000xg 15 min. ir nuosédos buvo i$ naujo
suspenduotos 30 ml protoplasty buferio. Véliau j protoplasty buferj buvo pridéta
Caylasa tirpalo (Cayla) (tdrinis santykis - 4 mg/mi) ir jis buvo inkubuotas 3 val.
25°C temperatiroje, mai$ant 100 aps/min greiéiu. Protoplasty pasirodymas
buvo stebimas mikroskopu. Kuomet daugelis i$ jy i$laisvino, jie buvo atskirti nuo
micelio, perfiltruojant per neilono filtra, kurio pory dydis 25 um. Protoplasty
suspensija buvo perplauta tris kartus 0,7 M KClI tirpalu, centrifuguojant 1000xg
tris minutes tarp perplovimy. Nuséde protoplastai buvo i$ naujo suspenduoti 10
ml NCM buferio ir jvertinus jy koncentracija Thoma kameroje, buvo praskiesta
KMC iki 1-5x10° protoplasty/ml. Po to 100 ul $io tirpalo buvo kruopsciai
sumaisyta su 1-10 ug DNR ir miSinys buvo laikomas at$aldytoje vandens vonioje
20 min. Veliau buvo pridéta 1 ml CCM, ir miSinys buvo inkubuotas kambario
temperaturoje 20 min. Midinys buvo centrifuguotas 1,000xg 5 minutes, ir
nuosedos buvo i§ naujo suspenduotos 800 pl NCM buferio. Transformantai
buvo atrinkti pagal gebg augti terpéje su 10 ng/ml fleomicino, suteikta fleomicino
atsparumo geno, esancio pALfleo7 ir pALCfleo1 plazmidése. Siuo tikslu 200 pl
transformacijos reakcijos mi$inio buvo sumaiSyta su 5 ml TSA terpés, pridedant
sacharozes (0,3 M) ir fleomicino (10 ug/ml), ir tuomet tai buvo i$séta ant Petri
lekSteliy su 5 ml tos padios terpés. LékStelés buvo inkubuotos 28°C
temperaturoje iki pasirodant transformantams (‘5.-8 dienas).

' Gauti transformantai buvo analizuoti, siekiant nustatyti () DNR,
atitinkancios transformacijoje naudotg plazmide, buvima, (Il) transkripto,
atitinkancio kontrolinj gena, egzistavimg ir. (Ill) fermentinj aktyvuma, gauta
ekspresuojant geng. Visa DNR buvo gauta pagal sglygas, aprasytas Barredo et
al. 1994 m. (Ispanijos patentas P9400931), ir tuomet ji buvo analizuota Southern
blot bldu, aprasytu Sambrook et al. 1989 m. (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA).
Visa totaliné RNR buvo i$gryninta apradytuoju Ausubel et al. 1987 m. (Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, USA) badu.
Gautoji RNR buvo laikoma i§sodinta etanolyje —20°C temperatiroje. Norint ja
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panaudoti, ji buvo regeneruota, centrifuguojant 10000xg 4°C temperataroje 20
min. RNR molekuliy atskyrimas pagal jy molekuliy dydj buvo atliktas agarozes-
formaldehido elektroforeze. Po to DNR buvo perkelta ant nitroceliuliozés filtro ir
hibridizuota su pageidaujamu méginiu, visa tai atliekant Sambrook et al. 1989 m.
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, New York, USA) apraSytuoju bidu. Hibridizavimo juosty
atsiradimas parodé transkripty egzistavimg ir, tuo bldu, gebg ekspresuoti
bakterinj .geng grybe-Seimininke: P. chrysogenum ar  A. chrysogenum.
Fermentinis B-galaktozidazés aktyvumas transformantuose buvo jvertintas
Sambrook et al. 1989 m. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA) apraSytuoju bddu.
. Fleomicino atsparumo geno ekspresija buvo jvertinta pagal atsparumo lygj,
suteiktg P. chrysogenum ar A. chrysogenum Czapek kietojoje terpéje po 7 dieny

inkubavimo 25°C temperatiroje.

1.2.1. E. coli lacZ geno ekspresija P. chrysogenum ir E. coli, reguliuojant
Pgdh.

E. coli lacZ genas buvo sulietas transliacis8kai su Pgdh, siekiant
ekspresuoti jj P. chrysogenum. Tuo tikslu lacZ genas buvo subklonuotas | pML1
plazmidés (Carramolino et al. 1989, Gene 77: 31-38) EcoRl ir Sall kirpimo vietas
sukuriant, plazmide pMLac. Po to Pgdh buvo jklonuotas tarp pMLac EcoRl ir
Smal kirpimo viety, sukuriant plazmide ;f)SKG (fig.5). Galiausiai, sulfonamido
atsparumo genas (Carramolino et al. 1989, Gene 77: 31-38) buvo jklonuotas |
plazmides ties pSKG EcoRl kirpimo vieta, sukuriant plazmide pSKGSu (fig.5). P.
chrysogenum transformantuose su plazmide pSKGSu, atrinktuose pagal ju
sulfonamidinj atsparuma, buvo atliktos analizés plazmidés buvimui nustatyti
Southern blot bldu ir transkripto, atitinkancio /acZ geng, egzistavimui nustatyti -
Northern blot bldu. Tuomet buvo iSmatuotas fermentinis B-galaktozidazes
aktyvumas transformantuose, kurie buvo pozityvis dviejose ankstesnese
analizése. Transformantai efektyviai ekspresavo E. coli lacZ geng, ir buvo
pastebéta, kad p-galaktozidazés aktyvumo lygiai buvo aukStesni tuose

transformantuose, kurie turéjo plazmidés, integruotos | ju genoma, kopija, nei
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pavieniuose transformantuose, kurie ekspresavo lacZ geng, reguliucjamg
triptofano C geno promotoriumi (&rpC).

Plazmide pSKG buvo jterpta j E. coli DH5a (AlacZ), siekiant iSsiaiskinti ar
P. chrysogenum grybo Pgdh taip pat galéjo reguliuoti /acZ geno ekspresijg E.
coli. Gautieji transformantai pasizyméjo geba generuoti mélyngsias kolonijas po
desimties dieny inkubavimo 25°C temperatiroje LB terpeje, | kurig buvo pridéta
izopropil-p-galaktozidazés (IPTG) ir 5-brom-4-chlor-3-indolil-B-D-galaktozidazes
(X-gal). Sis rezultatas patvirtino, kad Pgdh-lacZ darinys ekspresuoja p-
galaktozidazés fermentinj aktyvumg E. coli, nors ne tai.p efektyviai kaip

endogeninis E. coli lacZ genas.

1.2.2. S. hindustanus ble® geno ekspresija P. chrisogenum ir A.
chrisogenum, reguliuojant Pgdh.

BleR genas be jo promotoriaus srities buvo gautas i$ plazmidés pUT737
(Millaney et al. (1985), Mol. Gen. Genet. 199: 37-45) kaip 1100 bp Ncol-Apal
fragmentas. Po to &is fragmentas buvo subklonuotas j plazmide pUT713 (pries
tai jg paveikus su Ncol-Apal) gaunant plazmidg pALfleoS. Pgdh buvo iSkirptas is
PALP25 kaip 726 bp EcoRl-BamHI| fragmentas, kuris po to buvo subklonuotas |
plazmide pALfleo5 (prie$ tai ja paveikus su EcoRI-BamHl), siekiant sukurti
pALfleos. Sios pastarosios plazmidés dydis yra 4,2 kb, ji turi ble” gena,
ekspresuojama, reguliuojant Pgdh, ir ampicilino atsparumo geng kaip zyme E.
coli. Siekiant pakeisti pastaraja Zyme chloramfenikolio atsparumo genu, 1900 bp
EcoRI-Notl fragmentas, turintis Pgdh, bie® ir trpC geno terminatoriy (TtrpC), buvo
iSskirtas i$ pALfleo6ir =~ = - == su plazmide pBC KS (+) (Stratagene), paveikta
su EcoRlI-Notl. Taip buvo sukurta plazmidé pALfleo7 (fig.5), kurios dydis yra 5,4
kb ir kuri turi S. hindustanus ble® génq, regulidojamq Pgdh, kaip gryby selekcijos
7yme, chloramfenikolo atsparumo geng kaip E.coli selekcijos Zyme ir plazmidés
pBC KS (+) polilinkerj. Nukleotidy sekos nustatymas suliejimo srityje tarp Pgdh
ir ble” patvirtino pastarojo geno issidéstyma teisingame skaitymo rémelyje.

P. chrysogenum ir A. chrysogenum transformacijos buvo atliktos
plazmide pALfleo7, transformantai buvo atrinkti pagal jy atsparuma atitinkamai

30 pg/ml ir 10 pg/ml koncentracijos fleomicinui. Po to maksimalus transformanty
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fleomicino atsparumo lygis buvo nustatytas Kietoje terpéje. Kai kurie i§ jy
pasiZyméjo geba augti didesnéje nei 100 ug/ml  fleomicino aplinkoje.
Transformantai, parinkti pagal jy atsparumg fleomicinui, buvo analizuoti, siekiant
nustatyti plazmidés buvimg Southern blot badu ir transcripto, atitinkandio bfe”
gena, egzistavimg - Nothern blot bldu; abiem atvejais gauti teigiami rezultatai.
Sie rezultatai patvirtino galimybe ekspresuoti heterologinius genus P,
chrysogenum ir A. chrysogenum grybuose, reguliuojant Pgah.

Plazmidé pALfleo7 buvo jterpta | E. coli, siekiant suZinoti ar P.
chrysogenum grybo Pgdh taip pat gali reguliuoti ble” geno ekspresijg E. co/i.
Gautieji transformantai pasizyméjo geba augi LB, turinCioje 0,2 pg/ml
fleomicino, tuo tarpu kai maksimali fleomicino slopinimo koncentracijai E. colj
yra maZiau kaip 0,025 upg/ml. Sis rezultatas patvirtino, kad Pgdh buvo
ekspresuotas E. cofi, nors ne taip efektyviai kaip P. chrysogenum.
Transformantas E. coli DH5a su plazmide pALfleo7 buvo patalpintas | Spanish
Colleétion of Type Cultures (CECT) su registracijos numeriu CECT4849. Kitos
plazmides, tokios, kaip pALP784 ir pALP785, gali blti gautos i§ deponuotos
plazmidés paprasd&iausiai pasirenkant 29 kb Sau3Al-Xbal fragmenta,
hibridizuojant su gdh geno promotoriumi, esandiu pALfleo7 sudétyje, ir
subklonuojant jj atitinkamai pBluescript | KS (+) ar pUC13.

1.3. Antisensiné ekspresija P. chrysogenum ir A. chrysogenum
reguliuojama gdh promotoriumi. :

Geny ekspresijos inaktyvinimas pramoniniuose kamienuose Kartais yra
reikalingas, siekiant eliminuoti nepageidaujamus fermenty poveikius. Kadangi
del daugelio pramoniniy kamieny chromosomy pasikartojimo laipsnio
ploididkumo lygio labai daznai'yra sunku blokuoti ekspresijg tiesioginiu geny
suskaldymu ir tenka naudoti sistemas ekspresijos inaktyvinimui, kurios yra
nepriklausomos nuo chromosomy pasikartojmo laipsnio  lygio. Sukdrus
antisensines konstrukcijas, ekspresuotas reguliuojant stipriems promotoriams,
tapo jmanoma nutraukti geny ekspresija,

Zemiau aprasytas Pgdh panaudojimo inaktyvuoti ekspresijg geno, kuris
koduoja P. chrysogenum fenilacetato-2-hidroksilazes (pahA), ekspresijg
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pavyzdys. Pirmiausia, buvo sukurta plazmidé pALP, turinti Pgdh ir TtrpC, sulietus
per vieng BamH! kirpimo vieta. Plazmidé pALP873 buvo paveikta su BamH|, jos
galai buvo uZpildyti DNR polimerazeés | Klenow fragmentu, ir ji buvo suliguota su
1053 bp pahA geno cDNR fragmentu, gautu i$ plazmidés pALP555 veikiant jg
EcoRV. Gautoji plazmidé, pavadinta pALP874, buvo atrinkta, nes ji turejo
antisensinj pahA geno fragmenta, gimininga Pgdh. |$ Sios plazmidés buvo
igskirtas 2,5 kb EcoRl-Xbal fragmentas, turintis antisensing kasetg, uzpildyta
veikiant Klenow fragmentu ir subklonuotg j plazmidés pALfleo7 EcoRV kirpimo
vieta, sukuriant plazmide pALP888. Pastaroji plazmidé pasizymi tuo, kad jos
dydis yra 7,9 kb ir ji turi (I) pahA geno, reguliuojamo Pgdhl, antisensing kasete,
(Il) ble” gena kaip selekcijos zyme grybuose, (lll) chloramfenikolo atsparumo
geng kaip zyme E. coli, ir (IV) plazmidés pBC KS (+) polilinkerj.

Buvo vykdoma P. chrysogenum transformacija plazmide pALP888, ir
transformantai atrenkami pagal jy atsparumg 30 pg/ml koncentracijos
fleomicinui. Mazdaug 20% atrinkty transformanty pasizyméjo mazesne fenilacto
rigsties oksidavimo geba, kai kurie i$ jy neturéjo Sio aktyvumo aptinkamy lygiy.
Sie transformantai buvo analizuoti, siekiant nustatyti plazmidés buvima Southern
blot bldu ir antisensinio transkripto, atitinkancio pahA gena, egzistavima -
Nothern blot bGdu, naudojant oligonukleodita, atitinkantj koduojancig granding,
kaip meginj. Abiem atvejais gauti teigiami rezultatai, patvirtinantys galimybe
visiSkai ar dalinai blokuoti nepageidaujama fermenty aktyvuma P. chrysogenum,
naudojant antisensines konstrukcijas. Sie reiultatai gali blti ekstrapoliuoti
pritaikyti giminingiems filamentiniams grybams ir bet kokiam fermenty
aktyvumui, naudojant bet kurj promotoriy, aprasyta Siame iSradime (Pgdh, Phex,

PactPc ir PactAc), ar bet kurj Kitg turimg promotoriy.

2 PAVYZDYS
2.1. P. chrysogenum hex geno klonavimas ir apibudinimas.

P. chrysogenum woe, gautame pramoninés fermentacijos metu
gaminant peniciling G, buvo aptiktas pagrindinis baltymas, kuris po iSgryninimo

ir apibGdinimo pasirodé esgs fermentas B-N-acetilheksozaminidazé. 15gryninto
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baltymo amino galo aminorig$ciy seka buvo nustatyta Edman skaidymo budu,
ir gautos dvi skirtingos sekos:
(A). AIa-Pro-Ser—Gly-Ile-His-Asn-VaI«Asp-Val-(His)-VaI-Va!-(Asp)-Asn-(Asp)-Ala-

(Asp)-Leu-GIn-Tyr-(Gly)

(B) Val-Gln-Val-Asn-Pro-Leu-Pro-Ala-Pro-(Arg)-(Arg)-lie-(Thr)-?7?-(Gly)-(Ser)-

(Ser)-(Gly)-(Pro)-(lle/Thr)-???-(Val)

Pagal Sias sekas ir jvertinant kodono naudojimo Kryptj, kuri egzistuoja
keliuose P. chrysogenum genuose, buvo suprojektuotos sekanCios sintetiniy
oligonukleotidy kombinacijos: |

() 5 TCGACGACGTGSACGTCSACGTTGTGGATGCC 3

(I) 5 CCGTAYTGSAGGTCRGCGTCGTTGTCGACGAC 3

(1) 5 GGGGCVGGSAGVGGGTTGACYTG 3"

P. chrysogenum grybo hex genas buvo klonuotas, naudojant DNR seky
bibliotekg ir bldus, apradytus 1 pavyzdyje. Buvo iSgryninta i$ viso 11 teigiamy
klonq, ju DNR buvo paveikta keliomis restriktazémis ir analizuota Southern blot
bddu. Siuo bldu hex genas buvo identifikuotas 3,2 kb Sacl ir 2,1 kb Sall
fragmentuose. Sall fragmento subkionavimas pBC KS (+) plazmidéje abiejomis
orientacijomis davé plazmides pALP295 ir pALP303. DNR srities, turincios hex
gena, restrikcijos diagrama parodyta fig.2.

Siekiant nustatyti hex geno nukleotidy seka, buvo panaudotos auksCiau
minétos plazmidés pALP295 ir pALP303, o taip pat pALP319 ir pALP461 (abi 2,8
kb BamH| fragmento orientacijos), pALP388 ir pALP389 (abi 2,4 kb Sall
fragmento orientacijos) bei pALP377 ir pALP378 (abi 1,2 kb Pstl fragmento
orientacijos) (fig.2). 18 iy plazmidZiy “Erase a base" (Promega) budu buvo
sukonstruoti keli kionai ir sekvenuoti didezoksinukleotidy bddu, naudojant
“Sequenase” bandymy rinkinj (USB), abiem atvejais pagal gamintojo
instrukcijas. Gautoji 5240 nukleotidy seka (SEQ ID No:2) buvo analizuota
Geneplot programa (DNRSTAR), patvirtinant dviejy ORF su rySkiai iSreikstu
preferencinio kodono naudojimo pavyzdZiu egzistavimg. Hex geno ATG
transliacijos inicijavimo kodonas buvo aptiktas 1324 pozicijoje, 0 TGA beprasmis
kodonas ~ 3112 pozicijoje. Sis ORF neturi introny ir koduoja 66545 Da baltyma,
turintj izoelektrinj taskg 5,34) kurio 596 aminorigsc¢iy seka (SEQ ID No:6) turi
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49,0% identiSkumg su Candida albicans fermento B-N-acetilheksozaminidazés
aminorlgsciy seka. Be to, 19-40 ir 99-120 pozicijose nustatyta aminortgsciy
seka turi aminorlg3ciy sekas, nustatytas chemiskai i§ idgryninto fermento.
Proteazes atpaZinimo vieta (Lys-Arg) atsiranda pozicijose, esanciose betarpiskai
greta auksciau apraSytos aminorigsciy sekos (A) (aminoriigstys 97-98).

Promotoriaus srityje tarp 1106-1128 ir 1182-1200 pozicijy aptinkamos dvi
pirimidinu  praturtintos zonos, numanoma TATA seka - 1258 (ATAAATA)
pozicijoje ir CAAT seka ~ 1163 pozicijoje.

2.2. S. hindustanus ble® geno ekspresija P. chrysogenum, reguliuojama
Phex.

() P. chrysogenum transformacijos ir transformanty atrinkimo, () DNR
analizes, (lll) RNR analizés ir (IV) fermenty matavimy procesai buvo atlikti, kaip
aprasyta 1 pavyzdzio 1.2 skyriuje.

Siekiant ekspresuoti ble® gena, reguliuojama Phex, pirmiausia buvo
sukonstruota Ncol kirpimo vieta pries ATG kodonag, kuris koduoja hex geno
inicijatoriy metioning. Tai buvo atlikta PRC déka, naudojant sekandius
oligonukleotidus kaip pradmenis:

5" CTCCATGGTGATAAGGTGAGTGACGATG 3

5" GTAAAACGACGGCCAGTG 3' (pradmuo -20)

PRC déka gautasis DNR fragmentas buvo subklonuotas abiejose
orientacijose plazmidés pBC KS (+) (Stratagene) Smal Kirpimo vietoje, sukuriant
PALP427 ir pALP428. Abiejy plazmidZiy intarpai buvo sekvenuoti naudojant
bandymy rinkinius “Erase a base” (Promega) ir “Sequenase” (USB), abiem
atvejais pagal gamintojo instrukcijas. Tokiu budu buvo parodyta, kad gautasis
Phex neturéjo mutacijy ir turéjo Ncol Kirpimo vietg prieS ATG, kuris koduoja
baltymo iniciatoriy metionina,

Plazmidé pALP427 buvo pasirinkta ble” geno subklonavimui atlikti. ble®
genas be promotoriaus srities buvo gautas i$ plazmidés pUT737 (Mullaney et al.
(1985), Mol. Gen. Genet. 199: 37-45) kaip 1100 bp Ncol-Apal fragmentas. Po to
Sis fragmentas buvo subklonuotas plazmideje pALP427 (turinCioje Phex), pries
tai sukarpytoje su Ncol-Apal, gaunant plazmide pALP480 (fig.6). Sios
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pastarosios plazmidés dydis yra 5,4 kb, ji turéjo ble® gena, ekspresuojama,
reguliuojant Phex, trpC geno terminatoriy uz ble® geno, chloramfenikolio
atsparumo geng kaip Zzyme E. coli ir plazmidés pBC KS (+) polilinker].
Nukleotidy sekos nustatymas suliejimo srityje tarp Phex ir ble? patvirtino
pastarojo geno issidéstyma teisingame skaitymo remelyje.

P. chrysogenum transformacijos buvo atliktos plazmide pALP480,
atrenkant transformantus pagal jy atsparumg 30 pg/ml Koncentracijos
fleomicinui. Po to maksimalus transformanty fleomicino atsparumo lygis buvo
nustatytas kietoje terpéje, kai kurie i$ jy pasizyméjo geba augti, esant didesnei
nei 100 npg/ml fleomicino koncentracijai. Transformantai, atrinkti pagal jy
fleomicino atsparuma, buvo analizuoti Southern blot bldu, siekiant nustatyti
plazmidés buvimg, ir Nothern blot budu - siekiant nustatyti transkripto,
atitinkangio ble® gena, egzistavima; abiem atvejais gauti teigiami rezultatai. Sie
rezultatai patvirtino heterologiniy geny ekspresavimo P. chrysogenum galimybe,
reguliuojant Phex. Transformantas E. coli DH5a su plazmide pALP480 buvo
deponuotas Spanish Collection of Type Cultures (CECT) su registracijos
numeriu CECT4852. Plazmides pALP295, pALP319, pALP377 ir pALP388 gali
blti gautos i$ deponuotos plazmides tiesiog parenkant atitinkamai 2,1 kb Sall,
2,8 kb BamHlI, 1,2 kb Pstl ir 2,4 kb Sall DNR fragmentus, hibridizuojant su hex
geno, esancio plazmideje pALP480, promotoriumi ir po to subklonuojant juos
pBluescript | KS (+).

2.3. P. chrysogenum ekstralasteliné baltymy gamyba, naudojant hex gena.

Fermentas B-N-acetiiheksozaminidazé  yra  baltymas, gausiai
sekretuojamas P. chrysogenum j kultirine terpe pramoniniuose fermentatoriuose
penicilino G gamybos metd. Sio ferrhento geba blti sekretuotam leidzia
panaudoti hex geng homologiniy ar heterologiniy baltymy ekspresijai ir
sekrecijai P. chrysogenum ar gimininguose filamentiniuose grybuose.

Fermentas turi sekrecijos signalo seka, sudarytg 8 sekanciy
aminoridgs¢iy:  Met-Lys-Phe-Ala-Ser-Val-Leu-Asn-Val-Leu-Gly-Ala-Leu-Thr-Ala-
Ser-Ala (SEQ ID No:6 aminorigstys nuo 1 iki 18). Paprastai, signaliniai peptidai
turi tris konservatyvius struktdrinius domenus (Takizawa, N. et al. (1994)
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Recombinant mikrobes for industrial and agricultural applications, Murooka, Y.
and Imanaka, T. (eds), Marcel Dekker, Inc. New York): (I) teigiamai |krautg
amino galo sritj, vadinamg “n”, kuri paprastai turi nuo 1 iki 5 liekany ir yra
reikalinga efektyviam baltymo perne$imui per membrang (Met-Lys), (ll)
hidrofobing sritj, vadinamag “h”, sudarytg i§ 7-15 liekany (Phe-Ala-Ser-Val-Leu-
Asn-Val-Leu) ir (Ill) poling sritj karboksilo gale, vadinamg “c”, sudaryta i$ 3-7
liekany  (Gly-Ala-Leu-Thr-Ala-Ala-Ser-Ala).  Lastelés viduje  susintetintas
prebaltymas subresta, atskylant dviems bazinéms liekanoms (Lys-Arg, SEQ ID
No:6 aminorgstys 87 ir 98), gaunant'subrendusi baltyma.

Imanomi du variantai baltymy ekspresijai ir sekrecijai pradéti, naudojant
hex gena: () promotoriaus srities, turincios sekrecijos signalo seka, suligjimas
su ekspresuojamo geno kodavimo sritimi skaitymo remelyje, ir (Il) pilno hex
geno suliejimas su ekspresuojamo geno kodavimo sritimi skaitymo rémelyje.
Naudojant standartinius molekulinés biologijos metodus (Sambrook, J. et al.
(1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Colg Spring Harbor, New York, USA: Ausubel et al. (1987), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, USA), bet kuris
Sios srities specialistas sugebéty panaudoti promotoriy, turintj hex geno ar kito
uzbaigto geno sekrecijos seka, baltymy ekspresijai ir sekrecijai P. chrysogenus

ar gimininguose filamentiniuose grybuose.

3 PAVYZDYS
3.1. P. chrysogenum act geno kionavimas ir apibudinimas.

P. chrysogenum act genas buvo klonuotas, naudojant DNR seky
bibliotekg ir metodus, apradytus 1 pavyzdyije. Siuo atveju hibridizacija buvo
atlikta su 888 bp Ncol-Clal fragmentu; kurio kilm\és $altinis yra A. nidufans grybo
act genas (Fidel et al. (1988), Gene 70: 283-293). 13 viso buvo iSgryninta 10
teigiamy klony, juy DNR po to buvo suskaidyta keliomis restriktazémis ir
analizuota Southern blot bdu. Tokiu bldu 5,2 kb BamHI, 4,9 kb EcoRl ir 59 kb
Hindlli fragmentuose buvo identifikuotas act genas. Hindlll fragmentas buvo
subklonuotas abiejose orientacijose plazmidéje pBluescript | KS (+)
(Stratagene), sukuriant plazmides pALP298 ir PALP299. EcoRIl fragmento
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subklonavimas abiejose orientacijose plazmidéje pBluescript I KS (+)
(Stratagene) sukuria plazmides pALP315 ir pALP316. DNR srities, turinCios act
gena, restrikcijos diagrama parodyta fig.3.

Siekiant nustatyti act geno nukleotidy sekg, buvo panaudotos auksciau
minétos plazmidés pALP315 ir pALP316. IS Siy plazmidziy buvo sukonstruoti keli
klonai “Erase a base” (Promega) bldu ir tuomet sekvenuoti dideoksinukleotidy
bldu, naudojant “Sequenase” bandymy rinkinj (USB), abiem atvejais pagal
gamintojo instrukcijas. Gautoji 2994 nukieotidy seka (SEQ ID No:3) buyo
analizuota pagal Geneplot programg (DNRSTAR), patvirtinant ORF su ry3kiai
iSreikdtu preferencinio kodono panaudojimo pavyzdziu egzistavima. Act geno
ATG transliacijos inicijavi'mo kodonas buvo aptiktas 494 pozicijoje, O TAA
~ beprasmis kodonas - 2250 pozicijoje. Sis ORF turi 5 intronus 501-616, 649-845,
905-1046, 1078-1180 ir 1953-2021 pozicijose ir koduoja 41760 Da baltyma,
turintj izoelektrinj tadkg 5,51, kurio 375 aminorlgsciy seka (SEQ ID No:7) turi
98,1% identiskuma su A. nidulans y-aktino baltymo aminortgsciy seka.
Promotoriaus srityje tarp 356-404 ir 418-469 pozicijy aptiktos dvi ekstensyvios
pirimidinu praturtintos zonos, 259 pozicijoje (T ATAAAAAT) numanoma TATA
seka ir keturios CAAT sekos 174, 217, 230 ir 337 pozicijose.

3.2. P. chrysogenum ble® geno ekspresija, reguliuojant PactPc.

Siekiant ekspresuoti ble” gena, reguliuojamg PactPC, pirmiausia, pries
ATG kodono, kuris koduoja hex geno inicijatoriy metioning, buvo sukonstruota
Ncol kirpimo vieta. Tai buvo atlikta APCR pagalba, naudojant sekancius
oligonukleotidus kaip pradmenis:

5 CTCCATGGTGACTGATTAAACAAGGGAC 3

5 GTAAAACGACGGCCAGTG 3 (pradmuo -20)

PRC pagalba gautasis DNR fragmentas buvo subklonuotas plazmides
pBC KS (+) (Stratagene) Smal kirpimo vietoje abiejose orientacijose, sukuriant
pALPact1 ir pALPact2. Abiejy plazmidziy intarpai buvo sekvenuoti, naudojant
bandymy rinkinius “Erase a base” (Promega) ir “Sequenase” (USB), abiem

atvejais pagal gamintojo instrukcijas. Siuo bidu buvo parodyta, kad gautoji
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PactPc neturéjo mutacijy ir turéjo Ncol kirpimo vneta prie§ ATG, Kuris koduoja
baltymo inicijatoriy metionina,

PALPact1 buvo plazmidé, parinkta atlikti ble® geno subklonavima. ble”
genas be jo promotoriaus srities buvo gautas i§ plazmidés pUT737 (Mullaney et
al. (1985), Mol. Gen. Genet. 199: 37-45) kaip 1100 bp Ncol-Apal fragmentas.
Tuomet Sis fragmentas buvo subklonuotas plazmideje pALPact1 (neSancioje
PactPc), pries tai suskaidytoje su Ncol-Apal, gaunant plazmide pALfleo1 (fig.6).
Si pastaroji plazmidé turi ble® gena, ekspresuojama, reguliuojant PactPc, trpC
geno terminatoriy uz ble” geno, chlofamfenikolio atsparumo geng kaip Zyme E.
coli ir plazmidés pBC KS (+) polijungtuva, Suliejimo srities tarp PactPc ir ble®
sekvenavimas patvirtino pastarojo geno istatyma teisingame skaitymo rémelyje.

P. chrysogenum transformacijos buvo atliktos plazmide pALPfleo1,
atrenkant transformantus pagal jy atsparumg  30ug/ml  koncentracijos
fleomocinui. Po to maksimalus transformanty fleomicino atsparumo lygis buvo
nustatytas kietoje terpéje; kai kurie i$ jy pasizymejo geba augti didesnéje nei
100 pg/ml fleomicino aplinkoje. Transformantai, parinkti pagal jy fleomicino
atsparuma, buvo analizuoti, siekiant nustatyti plazmidés buvimg Southern blot
bldu ir transcripto, atitinkancio bfe? geng, egzistavimg - Nothern blot bddu:
abiem atvejais gauti teigiami rezultatai. Sie rezultatai patvirtino galimybe
ekspresuoti heterologinius genus P, chrysogenum, reguliuojant PactPc.
Transformantas E. coli DH5a. su plazmide PALP315 buvo deponuotas Spanish
Collection of Type Cultures (CECT) su regi’stracijos numeriu CECT4851.
Plazmidé pALP316 gali biti gauta i$ deponuotos plazmidés pALP315,
paprasciausiai subklonuojant pALP315 in: tarpg pBluescript | KS (+) EcoRl

Kirpimo vietoje priesingoje orientacij joje.

4 PAVYZDYS
4.1. P. chrysogenum act geno klonavimas ir apibudinimas.

Siekiant klonuoti A. chrysogenum gdh geng, buvo sukurta DNR seky
biblioteka fago AGEM12 vektoriuje, kaip apraSyta 1 pavyzdZio 1.1 skyriuje.
Gautasis fago titras buvo 50 faginiy daleliy/ul (i§ viso 20000 faginiy daleliy) E.
coli LE392 ir 41 faginé dalelé/ul (i§ viso 20500 faginiy daleliy) £. coli NM539. Tai
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reiské, kad mazdaug 82% fagy neSé egzogeninj DNR fragmenta ir kad A
chrysogenum DNR seky biblioteka gauta su 99,999% tikimybe. Po Siy teoriniy
patikrinimy E. coli NM539 buvo infekuotos, ir visa DNR biblioteka buvo iséta ant
trijy 150 mm skersmens Petri Iéksteliy (mazdaug 7000 faginiy daleliy/Petri
leéksteléje), surinkta | 50 ml SM plius 2,5 ml chloroformo ir laikoma 4°C
temperattroje. Siuo bddu buvo gautas pakankamas ir reprezentatyvus
rekombinantiniy fagy tdris (2100 faginiy daleliy/ul), paruostas idséti bet kuriuo
metu. '

Mazdaug 20000 faginiy daleliy buvo paskirstyta ant dviejy 150 mm
skersmens Petri Ieksteliy ir po to perkelta ant nitroceliuliozés filtry (BA8S, 0,45
um, Schleicher & Schuell). Sie filtrai buvo hibridizuoti, naudojant standartines
metodikas (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA), su 888 bp Ncol-Clal
fragmentu, atitinkan&iu A. nidulans act gena. IS viso buvo isgryninti 5 teigiami
klonai, ir tuomet juy DNR buvo suskaidyta keliomis restriktazémis ir analizuota
Southern blot bldu. Tokiu bldu 8,7 kb Hindlil fragmente buvo identifikuotas act
genas. Sis fragmentas buvo subklonuotas abiejose orientacijose plazmidéje
pBluescript | KS (+) (Stratagene), sukuriant plazmides pALC52 ir pALC53. DNR
srities, turinCios act geng, restrikcijos diagrama parodyta fig.4.

Auksdiau minétosios plazmidés pALC52 ir pALC53 buvo panaudotos
nustatyti act geno nukleotidy sekai. 1$ 8iy plazmidziy “Erase a base” (Promega)
bidu buvo sukonstruoti keli klonai ir sekvenuoti didezoksinukleotidy bddu,
naudojant “Sequenase” bandymy rinkinj (USB), abiem atvejais pagal gamintojo
instrukcijas. Gautoji 3240 nukleotidy seka (SEQ ID No:4) buvo analizuota pagal
Geneplot programg (DNRSTAR), patvirtinant ORF su rySkiai iSreikStu
preferencinio kodono naudojimo paWzdiiu egzistavima. Act geno ATG
transliacijos inicijavimo kodonas buvo aptiktas 787 pozicijoje, 0 TAA beprasmis
kodonas - 2478 pozicijoje. Sis ORF turi 5 intronus 794-920, 952-1123, 1180-
1289, 1321-1410 ir 2183-2249 pozicijose ir koduoja 41612 Da baltymg, turintj
izoelektrinj tadka 5,51, kurio 375 aminorgsciy seka (SEQ ID No:8) turi 98,4% ir
98,1 % identiS8kuma su attinkamai A. nidulans ir P. chrysogenum y-aktino baltymy

aminorigséiy sekomis. Promotoriaus srityje tarp 607-654 pozicijy aptikta
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pirimidinu praturtinta zona, numanoma TATA seka 747 pozicijoje (TTATAAAA) ir
CAAT seka 338 pozicijoje.

4.2. P. chrysogenum ble® geno ekspresija, reguliuojant PactAc.

Siekiant ekspresuoti ble® gena, reguliuojant PactAc, buvo sukonstruota
plazmidé pALCfleo1 (fig.6), turinti ble® gena, ekspresuojama, reguliuojant
PactAc, trpC geno terminatoriy uz ble® geno, chloramfenikolio atsparumo geng
kaip zyme E. coli ir plazmidés pBC KS (+) polilinker].

I$ plazmidés pUT737 buvo gautas ble” genas be jo promotoriaus srities
(Mullaney et al. (1985), Mol. Gen. Genet. 199: 37-45) kaip 1100 bp Ncol-Apal
fragmentas. Tuomet §is fragmentas buvo sulietas skaitymo rémelyje su PactPc,
ir pasinaudota tuo, kad act genas turi Ncol kirpimo vietg pries ATG, kuris
koduoja baltymo inicijatoriy metioning. Tuo tikslu plazmidéje pALCactt
(turin€ioje PactAc) buvo klonuotas ble® genas, prie$ tai suskaidytas su Ncol-
Apal, gaunant plazmide pALCfleol (fig.6). Suliejimo srities tarp PactAc ir ble?
geno sekvenavimas patvirtino pastarojo geno iSsidéstyma teisingame skaitymo
rémelyje.

P. chrysogenum transformacijos buvo atliktos plazmide pALCfleot,
atrenkant transformantus pagal jy atsparumg 10pg/ml Koncentracijos
fleomocinui. Po to maksimalus transformanty fleomicino atsparumo lygis buvo
nustatytas kietoje terpeje; kai kurie i$ jy pasizymejo geba augti didesnéje nei 30
ug/mi fleomicino aplinkoje. Transformantai..' atrinkti pagal jy atsparumg
fléomicinui, buvo analizuoti, siekiant nustatyti plazmidés buvima Southern blot
badu ir transcripto, atitinkancio ble” geng, egzistavima - Nothern blot bldu;
abiem atvejais gauti teigiami rezultatai. Sie rezultatai patvirtino galimybe
ekspresuoti heterologinius genus A. chrysogenum, reguliucjant PactAc. E. coli
DH5q transformantas su plazmide pALCS52, turinCia act geng, buvo deponuotas
Spanish Collection of Type Cultures (CECT), registracijos numeris - CECT4850.
Plazmidé pALC53 gali blti gauta i3 deponuotas plazmidés pALCS2,
papraséiausiai subklonuojant pALCS52 intarpg pBluescript | KS (+) Hindlll

Kirpimo vietoje prieSingoje orientacijoje.



2 LT 4557 B

Intarpy, esanéiy deponuotose plazmidése, naudojant E. coli kaip
Seimininkg, jterpimas j aktinomicetus Penicillium, Aspergillus, Acremonium ar
Saccharomyces, yra tik technikos ir tinkamiausiy vektoriy, buatiny Sios

generacijos ar $eimy transformacijai, pasirinkimo reikalas.

ISsamus bréziniy apraSymas

Fig.1 - P. chrysogenum gdh geno, koduojantio NADP priklausandios
glutamato dehidrogenazés fermento aktyvuma (EC.1.4.1.4), restrikcijos
diagrama.

Fige - P. chrysogenum hex geno, Kkoduojanfio  B-N-
acetilheksozaminidazés fermento aktyvumg (EC.3.2.1.52), restrikcijos diagrama.

~Fig.3 - P. chrysogenum act geno, koduojanCio y-akting, restrikcijos
diagrama.

Fig.4 - A chrysogenum act geno, koduojanio y-akting, restrikcijos
diagrama.

Fig.5 - E. coli lacZ geno, S. hindustanus ble® geno ir P. chrysogenum
pahA geno ekspresijos P. chrysogenum irfarba A. chrysogenum, reguliuojant
promotoriui Pgdh, vektoriai.

Fig.6 — S. hindustanus ble™ geno ekspresijos P. chrysogenum ir/arba A.

chrysogenum, reguliuojant promotoriams Phex, PactPc, PactAc, vektoriai.

SEKU SARASAS

BENDRA INFORMACIJA

PAREISKEJAS:
PAVADINIMAS: ANTIBIOTICS, S.A.U.
GATVE: Avda de Burgos, 8-A
MIESTAS: Madridas
VALSTIJA AR PROVINCIJA: Madridas
SALIS: Ispanija
PASTO KODAS: 28036
TELEFONAS: 91-3841200
FAKSAS: 91-3841220
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PAVADINIMAS: “GLUTAMATO DEHIDROGENAZES, B-N-ACETILHEKSOZAMINI-
DAZES IR y-AKTINO GENY PROMOTORIAI BE!I JU PANAUDOJIMAS
FILAMENTINIY GRYBY EKSPRESIJOS, SEKRECIJOS IR
ANTISENSINESE SISTEMOSE”.

SEKU SKAICIUS: 8

KORESPONDENCIJOS ADRESAS:

ADRESAS: ANTIBIOTICS, S.A.U.
GATVE: Avda de Burgos, 8-A
MIESTAS: Madridas

VALSTIJA AR PROVINCIJA: Madridas
SALIS: Ispanija

PASTO KODAS: 28036 -

KOMPIUTERIZUOTA FORMA:

LAIKMENA: 3,5" DISKAS
KOMPIUTERIS: PC

OPERACINE SISTEMA: WINDOWS
PROGRAMA: WORD

INFORMACIJA APIE ADVOKATA/AGENTA,;:

VARDAS, PAVARDE: ALBERTO DE ELZABURU

REGISTRACIJOS NUMERIS: 232/1

ADRESAS: Miguel Angel, 21

28010-Madridas

TELERYSIY INFORMACIJA :

TELEFONAS: 3085900

FAKSAS: 3193810

TELEKSAS AR ELEKTRONINIS PASTAS: elzaburu@elzaburu.es
INFORMACIJA APIE SEQ ID No:1
SEKOS CHARAKTERISTIKOS

ILGIS: 2816 pagrindinés poros

TIPAS: nukleotidai

GIJY SKAICIUS: 2

TOPOLOGIJA: linijine
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MOLEKULES TIPAS: genominé DNR
HIPOTETISKA: ne
ANTISENSINE: ne
KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
TIESIOGINIS SALTINIS: plazmidés pALP784 ir pALP785
POZICIJA GENOME: nezinoma
YPATYBE:

PAVADINIMAS/RAKTAS: koduojanti seka

VIETA: jungtis (922...970, 1131...1261, 1319...2521)
YPATYBE:

PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas

VIETA: 971...1130
YPATYBE:

PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas

© VIETA: 1262...1318

YPATYBE:

KITA INFORMACIJA: gdh genas

LT 4557 B



GATCGCCGTT
AGTTGGCRGT

TATGGGATAG
TGGTGGCGGA

TTTTAGTITT
TCATAATAGS
CCAATTCTTT
ARATTIACTT
ACACGAATIC
GCTGTGATTG
GAGAGATAAG
COGCCCCaAR
TCITGGATCT
AGGCGCATTA
CCGGCTTCGA

CCTATIITIC
TCGATCATAG
ACTTAGACTA
TTTAACATIT
AARCACGGAAG
ATGGGAAGGT
CCAARTTCTG
CTTCCCACCT
TITATCCTAAT
ACCCATCTCC
CICTCICICT

CIITCTTCT
TTGTCITTAY
GAGTTAACAG

CITCTCATCT
TTATAATTTA
TACCGGCCGA

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:1

TGGGCACGTS
GAACTCGAGA
CTATTTIGGT
TACAAGCACC
AGGTITCICT
TATTTATTCA
GGATATTALG
TARAOTUTAG
TGCARATICT
TCITTCCCALG
TCTCCTTIGCA
CATCTTICCCT
CTCCACATCT
ACTCTCTTGA
TIAGATCALT

28

ACAQAGCCTIG
TTTIARITIGC
TGATTCOATC
AACTCGTCGC
CAGCCTCCTA
GAAGRITGTC
GACARGGAAG
TAATGAAGTT
CTGALCCTITIAA
GAAAGCCAAA
ACCIGGITTT
CCAATCAATC
CTATATIAATT
ATCTCAATIG
GCTTAGCATT

CAGCCGAGTC
GTTTATITCG
CAACTTTATA
ATCATGCATT
ATAAMLTALC
CGAGAGGACC
ATTTAGGGAT
GATGGGACCA
ACCATAMGAT
TCATTGSCTY
GGGGATTATT
CCGRATTCTC
GTACACTCCC
TCTTAATACT
SATCTIACTITA

A ATG ATG CAA AAC CIT CCC TTC GAG COT GAS
Met Mat Gln Asn Leu Pro Pha Glu Pro Glu
i 5 io0
TTC GAG CAG GCC TAC AAG G GTATGTCICT TTTAATTTIT CACTITCITA TTTTAA
Phe Glu Gln Ala Tyr Lys
15
TICCATATCG TCCATATCAC ACACTATTIC CCRACTCAAT TCCITTACCC ATCGGEATCT
TCCCGGLCTT TGGCTCCACC GGGGGCATAR TTTCGGGGIG ACTCAGCTAA CAATCCCGAR
ACAG ARG CTC GEC TCC ACT CIC GQAS AAC TCC ACT CIT TTC CAS AAC ANG
Glu Leu Ala Ser Thr Leu Glu Asn Ser Thr Leu Phe Gla Lye Lys
20 25 30
TAC CGC AAG GCT CTT CAS GTIC GIT TCT CTIC CCC GAG CGT oIT
Tyr Arg Lys Ala Leu Gln Val Val Ser Vai Pro Glu Arg val
3s 40 45
TTC CGT GIT GTIC TGG GAA GAT GAC AAA GTAAGACCTT
Phe Ary Val Val Trp Glu Asp Asp Lys
50 ss
TCTITTTGAA AATGTCTAAT TAATTGCCAC ATGCTAATTS

CCT GAG
Pro Glu

ATT OAG
ile Gln

GGT CAG
Gly Gln
60
CGTTCAG <
Val Gln
CCC TAC
Pro Tyr

ATC
Ilae
AAG
Lys

AAC
Asn

(sepy
Arg
€5

GGC
Cly

GGA
Gly

cGC
Gly

TAC
Tyx

CGG
Arg

GAG
Glu

csT
Arg

GTC
Val

TCC
Ser

GCT
Ala

CIT
Leu
75

TCC
Ser

CAG TIC
Gln Phe
70

ccce
Pro

AAC
Asn

GGT
Gly
ao

opgal
Ley

CTC
Leu

=C
Phe

CAC
Risg
&8s

ATC
Ile

AAC
Asn

ATC
Ile

ALCG
™nr

GIG
Val

ceT
Leu
50

fayya)
Leyg

[opg ey
Lau

e
Phe
9§

ATG
Mat

Lys

——
LS

Leg

GaT
Gly

TTIC
Pae

CAG
Gln
100

GCC
Ala
10§
GAC
Asp

AAC
Asn
llg
AAG ACC
Lys T
125

GGC
Gly

TIC
Phe

AAG
Lys

AAT
Amn

ACC
Thr

v wlaf
Gly

GGT
Gly

GGT
Gly

GGA
Gly

-
==

Pra

SGC
Gly

AAG
Lys=

GAT
Asp

TCS GAZ
Ser Asp

ITC
Pha
220
TCC
Ser

Lys
115
caC
Arg

Gly

AAC
Asn

[ote{wd
Arg

=<
Phe-

GAG
Glu
140
ATCT G&

Gly

TGC
Cys

TGT
Cys

GAT

Asp
.150

TIC
Fha

ATG
Met

GZC
val
138
GTT
Val

ACC
Thar

AAG

Glu Ile Lys
130
GGT

Gly

Leu

CAC
Hisa

ATC
Ile
145%

GeoC
Ala

GAC
Arp

ACc
Tox

GCC GGT
Ala Gly

STG
Val

ccc
Pro

GAT

Asp Ile
155

ACC
Thr

LT 4557 B

60
220
isa
240
300
360
420
480
540
600
680
720
700
840
900
951

1008

1066

11236
1174

12322
1271

1327

1378
1423
1471
=518
1567

1615
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G3C CGC GAG GTT GGT TIC ATG TIC GIC CAG TAC AAG AAG ATC CGC AAC 1663
Gly Arg Glu Val Gly Phe Met Phe Gly Gln Tyr Lys Lys Ilc Arg Asn

160 165 170 175

CRG TGG GAG GGT GTIC CUT ACC GGT AAG GGT GGC AGC TGG GGT GGT TCC 1711
Gla Trp Glu Gly Val Lau Thr Gly Lys Gly Gly Ser Trp Gly Gly Sax

la¢ 185 1%0
€ ATC COC CCC QAG GCC ACC CGC TAL GGT CTC GTC TAC TAC GIC GAG 1789 .
Leu Ilc Axg Pro Glu Ala Thr Gly Tyx Gly Val Val TyT Tyr Vval Glu
195 200 40§
CAC ATG ATIC CAG CAC GCC TZ2C GGC GGC AAG GAA TCC TTC GCT GGT AAG 1887
His Mot Ile dln His Ala Ser Gly Gly Lys Glu Sax Phe Ala Cly Lys
2149 218 220 .
CGC GTC GCC ATC TCT GGT TCC GGA AAG @TC GEC CAG TAC GCC GCT CTC 1855
Arg Val Ala Ile Ser Gly Ser Gly Asz Val Ala Gla Tyr Als Ala Leu
228 230 23§

ARG GTC ATC GAG CIC GGT GGC TCC GTC AIC TCC CIT TCC GAC TCC CAG 1903
Lys Val Ile Glu Leu Gly Gly Ser Val Ila Ser Lau Ser Asp Ser Gln

240 245 250 288

ST GCT CTC GIC CTIG ARC GGC GAG GAG GGC TCC ITC ACC GCT QAG GAG 19331
Gly Ala Leu Val Leu Aan Gly Glu Glu Gly Ser Phe Thxr Ala Glu Glu

260 265 270

ATC AAC ACC ATC GCT GAG ATC AAG GTC CRAG CGC AAG CAG ATC GCC GAG 19%9
Ilc Aazm Thr Ile Ala Glu Ile Lyz Val Gla Arg Lys Gla Ile Ala Glu

2758 280 285
" CTC GCT ACC CAG GAC GCC TTIC AGC TCC AAG TIC AAG TAC ATC COC GGT 2047
Leu Ala Thr Gln Asp Ala Pne Ser Ser Lys Phe Lys Tyr Ile Pro Gly
290 288 30¢
GCC CGC CTC TW ACC AACT ATC GCC GGC CGC ATC GAT GTC 6CT CTIC CCC 2098
Ala Arg Pro T+p TAr Agsn Tle Ala Gly Ary Ile Asp Val Ala Leu Pro
308 i 318

TCC GTC ACC CAG AAC GAG GTC TCC GAC GAT GARG GCC AAQ GCT CTT ATC 2143
Ser Ala Thr Gla Asn Glu Val Ser Gly Aap Glu Ala Llys Ala Leu Ile
320 129 330 3as
GCC GCT GGC TGC ARG TTC ATC GCT GAG GGC TCC ARC ATG GGT TCC ACC 219
Ala Ala Cly Cys Lys Phe Ile Ala Glu Gly Ser Asn Met Glv Ser Thr

340 345 3350
CAG GAG GCT ATC GAT GIC TTC GAG GCC CAC CGT GAT GCC AAC CCT GGT 2239

Gin Glu Ala Ile Asp Val Phe Glu Ala Hix Arg Asp Ala Asn Pro Gly

iss 180 i6S
GCC GCT GCC ATC TGG TAS GLC CCT GGT AAG GCC CCC AAC GCT GGT GGT 2287
Ala Ala Ala Ile Trp Tyr Ala Fro Gly Lys Ala Ala Asn Ala Gly Gly
a7 378 380
STT GOC GTC TCT GGT CTC GAG ATG GCC CAG AAC TCT GCC C€GT GTC AAC 233%
Val Ala Val Ser Gly Leu Glu Met Ala Gln Aszn Ser Ala Axg Val Asn
185 RY-1] 198

TGG TCC CGT GAG GAG GIT GAC TCC CGT CIT ARG AAG AIT ATG GAG GAC %2382
Trp Ser Arg Glu Glu val Asp Ser Arg Leu Lys Lys Ile Mec Glu Asp
400 40§ 410 <18
TGC TTC AAC ARC GGT CTIC -TCT ACT GCT AAG GAG TAT GTC ACC CCT GCT 2431
Cys Phe Asn Asn Gly Leu Ser Thr Ala Lys Glu Tyr Val T Pro Ala
420 425 430
(Em NEE e (e A0S eme sms 0m 0OC TCC ANC MNTT CCT COT T T8

m\c N A MAd Wl Wl A WAL WL s Al M DA wws wwa - b -
Glu Gly val Leu Pro Ser Leu Val Ala Gly Sar Asn Ile Als Gly Phe
435 - 440 445
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RCC AAG GTC GCT GAG GCC ATG ARG GAG CAC GGT

Thr Lys Val Ala Glu Ala Met Lys Glu His Gly
450 455

GCATCICCAT TTATICTGSG AGGTCITCTIG TGACGATTTC

CAGCIITGAT GCATTTICTIT TTCATITAAA TAGCTTTTTA
ACGGATAGAZ GCGCTTGGTT TTCTCCACTG TTIGCATTCGA
. CCGCTGTITTIG TTITIGGITICT GCACTTGGGA CTGTCATGAT
AACTTAMAAA TAATTGIGTIG GTCTCGTAAA GTIGTAAACT

INFORMACIJA APIE SEQ ID No:2
SEKOS CHARAKTERISTIKOS
ILGIS: 5240 baziy pory
TIPAS: nukleotidai
GIJY SKAICIUS: 2
TOPOLOGIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: genominé DNR
HIPOTETISKA: ne
ANTISENSINE: ne
KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
TIESIOGINIS SALTINIS: plazmidés Palp295 ir pALP388
POZICIJA GENOMOJE: nezinoma
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: koduojanti seka
VIETA: 1324...3111
- KITAINFORMACIJA: hex genas
SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:2

GTCGAZICTIG
CTACTAACCC
ATCACAGCCC
GCCGSCICTG
CCACGICCCa
GAGTCCATGC
TACAACTTCC
GCARGAACACZC
CGTGTTIGIGS
CACACGTTCE
TCGTISTSTGC
CASGCTATTG
ACGGGECCTCT
TCTGCT.

CAACAGTCGA
ACSGGTACCAA
CCACACGTCS
acaleeLcTe
ACCCTCTCCT
ACGCCCACTT
cceeccerean
CCAATATCAT
CGGCCRAGCT
TTICTICECTGC
GTCTGATGGA
TTGCSLGIGC
AAGCCTACCA
ATGCGGLAGT

GAAGCACCCC
TCGCGAACCC
CCCOETECAC
AACCCGTGAG
CGTGCTCCCA
CCGGGCTCTIC
GTCCGECCTC
CGGCTCTAAG
GGATTICTIG
CSCGGCGATT
GTTIGTATCGT
TGACIGERTT
CGGTTALCGGT
CATTCAGGAG

GCCTATCTICS
GTCCACCTAG
CCAGCCQSECST
ACCATCCAAT
CCCACCTACT
GCCGATGCOT
GATCTCAGCT
CTCACGTGLG
ACTTTIGGIG
ATCGGITGGCG
GCTGGOARGS
GCTATCCRIG
GETCTTCCTC
GAGTTCCGGG

CCOCCALCCO
ACCGGGAAGA
ACAGCAACAT
TCTGCCAGGA
ACAAGTCCCT
CGCCcCcGTCCC
CAGATGATAT
GCRACACGGG
GCTCCOICGA
TGGCTRAACAT
TTCASCALGCC
GTGGCTIITAT
GGCCLLCTIG
AGGGAATGGA

GGTAACCGGE
ACCCRACCTC
GCCGGTGATT
cTecoacAa
CGTGAGCACT

TCTCCTCATC -

CTTARCTOTC
TAAGTTGGCT
TTTCACGCTG
GATTCCTCGC
GCAGAACGTG
CGCTGTITAAG
IGICETGCCT
GCTIGCAGARG

LT 4557 B

GAC TGG TGG TAAATTAGTC 2531
Asp Trp Trp
460
TGTCCICICT TAAGGAGAGS
CCCTTITIGT CAAGCGSGTT
TTGATATCCC CACTIGAGOAN
GATAATGAGA TACAATGAAT

CTAGA

2591
2651
2713
2771
2818

60
120
180
240
a060
350
420
480 .
540
600
860
720
780
840
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TCGTTGGACT CCTAATGGAT ATAGTAGATT AAATCATGAT TACCAGAGAT CCTATCTCCA 900
GATTTCTATT CCTTIICCAGG GGTTITCOAG GGGITTTCCA GATGTITICC AGGIGITTIIC 250
CAAATGTTIC AGGTIGCITC ATAGATCGAC AGACCGGTGT GACTGTGTCA TITGCCAGTA 1020
CATCCCGAGRA TCCCGTAGCT TTCCCCCTICT TTATCTTITA ATATINGITS TTAYIATGGGA 1080
CTTCAAGTTG CATGTAGAGG TTGCACTICTC TCTSITICTIC TTTCCCTITCA ATTATTTGAL 1140
TCCRAGG TS T O T TAGTICTA ~TGeRATGTAR LTABGGAGCT GITTGTItTT CUCTTICSCC 1200
AGGSTTIGCAT CCTGGGCCAT TCCCCATTOC GATSAARGAT CGACAATGCA GCTAAACATA 1260
AATAGTTCIG GTTATCICCT GGCCACAGTT TCTCTACTTT TCATOGTOAS TCASCITATC 1320
AAC ATG AAG TTZ GCC TCG GIC TTIC AAT GTC CTIC GGG GCC CIG ACC GCT 1368
-Met Lys Phe Ala Ser Val Lcu Asn Val Leu Gly Ala Leu Thr-Ala
1 S 10 15
GCG TCC GCC GTT CARA CTC AAT CCA CTT CCC GCC CCC CGT AAC ATC ACC 1416
Ala Ser Ala Val Gla Val Asn Pro Leu Pro Ala Pro Arg Axn Ile Thr
2Q 25 30
TGC GZA TCC T¢C GGT CCA AIC CAA GIC AAC AAC TTG AAT CTC AAC GGT 1464
Ixp Cly Ser Ser Gly Pro Ile Gln Val Asn Asn Leu Asn Leu Aan Gly
35 40 45
CTT CAC TCC CCT TTS CIC ACT CAR GCT TGG GAG CGA GTA TSG GAA ACC 1512
Pro Hie Secr Pro Leu Leu Thr &Sla Ala Trp Glu Axg Ala Trp Glu Thrs
S0 58S &0
ATC AZC ACZ CTG CAA TGG GIT CCT GCT GCT GIT GAA TCC CCA ATC Gcr 1860
Ile Thr Thr Leu Gln Trp Val Pro Ala Ala Val Glu Ser Pro Ile Ala
65 70 75
TCC TAT CCC GCC TTS CCC ACC TSG ACS CCT GTT TCC TCT GCC CCT AAG 160890
Sex Tyr Pro Ala Phe Pro Thr Ser Thr Pro Val Ser Ser Ala Pre Lys
80 as 20 25
GCC AAR CGT GCG CCC ICS GGA ATIC CAT AAC GTC GAT GTT CAT GTG GIG 1656
Ala Lys Arg Ala Pro Ser Cly Ile Hiz Asn val Asp val Kis val Val
i00 195 110
GBAC AAC GAT GCC GNAT CIC QAA TAC CGCT TG GAT CAR ICC TAT ACGA ClG 1704
Asp Asn Asp Ala Rsp Leu Gln Tyr Gly Val Asp Glu Ser Tyr Thr Leu
115 120 128
OTA GIG AGC GAT G3T C ATC AGG RTT ART TIT CAG ACG GTC TGG GGT 1752
Val Val sSer Asp Gly Gily Ile Arg Ile Asn Ser Gln Thr val Trp Gly
132 L3s 140
TG TIG CAG GCA TTC ACC ACC CTG CAC CAG ATT ATIC AIC TCG GAT GGG <800
Val Leu Gin Ala Phe Thr Thr Leu Gln Gln Ile Ile Ile Ser Asp Gly
145 15¢ 153
AAG GGT GGT TIG ATC ATT GAA CAG CCC GTC AAC ATC AAG GAT GCC CCG 1844
Lys Gly Gly Leu Ile Ilm Glu Gln Pre Val Lys Ile Lys Asp Ala Pro
160 165 N 170 175
CTG TAC CIT CAT CGT GGT ATC ATG ATA GAC ACC GGG CCC AAC TTC ATT 1896
Leu Tyr Pro His Arg Gly Ile Met lle Asp Thr Gly Arg Asa Phe Ila
180 188 190
ACC GIT CGC AAG CTC CTIT GAG CAG ATC S GO8T ATG GCT CTC TCC AAG 1944
Thzr Val Arg Lys Leu Leu Glu Glp Ile Asp Gly Met Ala Leu Ser Lys
195 00 205
€TC AAT GTIT CTC CAC TGG CAC TTC GAC GAT TCT CAG TCG TSQ CCC AfTC 1992
Leu Asn val Leu His Trp His Leu Asp Asp Ser Gln Ser Trp Pro Met
210 ) 218 220
CAG ATG AGT TCC TAC CIG GAG ATG ACC AAA GAT GCT TAC TCG CCT €GC 2040
Gln Mer Ser Ser Ty: Fro Glu Met Thr Lys Asp Ala Tyr Ser Pro Arg
228 230 235 .
GAA ATC TAC ACC GAG CAC GAC ATG CGZ €&~ 6TG ATT GCC TAC GCA CGE * 2088
Glu lle Tyr Thr Glu Kis ASpD Met Axg Arg Val Iles Ala Tyr Ala Arg
240 24% 250 255



GCG
Ala

GlcT
Ala

TCC
Ser

Gly

Glu
400
AGC
Ser

GAC
Asp

asc
Gly

CGA
Axg

T™C

e

TCS
rp

cTT
Pre
308
AAT
Aan

GTT
val

ATC
le

GG
Ala

GAC
Aap
38s
AGC
Sarx

GGC
Gly

3STT
Val

aGe
Gly

GGC
Cly
485

[Open

Fro

(e

N Leu

Trp

cGC
Arg

GG
Ala
S45

cee
GCly,

TGG

Trp
290

Gly

GTC
Val

GGT
Cly

AcY
Thr

CAS
Gin
379
CAS
His

GCcC
Ala

GIT

530
GGT
Gly

GTC
Val

TCee

278
o]
Sar

Gln

TAC

GCA
Ala

Lys
358
TAC

CGC
Arg

Hia

GST
Gly

Gt
Val
4158
GTC
Val

GTIG
val

AAG

Lya

TCC
Ser

Glu
S1s
GCT
Ala

AGA
Axg

cGe
260
din

AAC
AEn

CIC
Leu

CAQG
Clna

GAC
Aap
340
6o
T

TGS
Trp

CGT

Asp

Glu
420
<CS

Ser

ACC

AAC
AED

ACC
The

-
S

Sayx
500
Gln

SCT
Ala

ARG

qTC
Val

Clno

Asp

Asp

Qly

328

Glu

Phe

val

[y
Leu

GTC
val
408

Gly

ACC

-

et

AAC
Asn

TIC
Pha

3858
GAA
Glu
GTC
Val

Lau

CGT
ATg

ATC
Ile

cTe
Val

GIT
val

ATT
Ile
310
TIG
Lau

ATC
Ile

acs
Ala

Asp

ATG
Met
aso
cce
PIo

AAC
Asn

TCC
Ser

GAC
Asp

AAC
Asn
470
Slno
GCG
Ala
Asp

Gly

RCC

-
-

53¢

ccc
Pro

Asp

=P
298
ATC
Ile

F ry
Sarx

CAG
Gln

CAT
His
37s
ATG
Mexo

Lys

ATC
Ile

GAT
Asp

aee
Ala
455
TAC

cGe
Arg

Lys

GAT

Asp’

Glu
335
ALC
Thy

32

cCcs
Pro
280

-~
L 4

Ala

cce
Pro

GAT

80
TCC
Ser

66

Asp

AAG
Lys

TTIC
Phe
440
[wle o
-]

GGC
Gly

ATC
Ile

<AC
Hisg

GTG
‘Val
520
lau

AGC

Sar

Val
265

Glu

Glu

cce
Pro

ATC
Ile

Aan
348
cco
Pro

ATIG
Met

GAG
Glu

GTC
val

Lys
425
CT<
Ley

TAC
Tyr

Gae
Gly

TRAC

ATT
Ile
711
ACC

GTC

vVal

T
Fhe

Asp

ATC
Ile

CAG
His

ARG
Lys

e
Pha
330
e
Cys

Tca
Ser

ccco
Pro

ATC
Ile
410
cIc
Leu

TAC
Trr

AAC
Amn

Asp

ATGC
Met

val

ACC

ACC
Thr
315

Ser

TAC

cGC

ATC
Ile

ATA
Ile
ass
ATG
Met

ACC
Thr

cTC
Lay

GTG
Val

~—
Ga%T

Gly

- 475

GAC
Asp
490
ATC
Zle

GTC
val
Py
Tzp

ACT
=

TAC
Iyr

GGC
Gly

TICC
Ser

CcT

Sarx

Gln
555

cce
Pro

Ala

GCeC
Ala
300
TAC

GAC
Asp

AAC
Asn

ACC
Tar

TIc
Phe
380

Ala

CAG
Gln

TCC
Ser

GAC
Asp

Gln
460
GGC
Gly

GAC
Asp

Gee
Ala

AGC
Ser

GaGT
Cly
540

AXg

cce
Ala

Cys
285
GIC
val

Glu

AAC
Asn

TAC

TAC

368
CGT

ATC
Ile

aAce
Thr

GCC
Ala

TGS
Cys
445
AGC
Ser

TC
Sex

MC

Phe

Glu

val
625
AAC
Asn

ATT
Ile

CAC
Hix
270
GC¢
Ala

CAG
Gln

GTT
Val

Leu

Ser
180

ABn

AGT

Ser

430
Gly

AAC
Asn

jyee
Tzp

oo
Leu

GCT
Ala
%510
Pha
CGT

cTs
Leu

TCA
Ser

GAA
Glu

[sate
Pro

GIC
val

TI¢C
Phe
33g
ACC

GAC

GTC
Val

ACT

Asn
415
TAC

(el

ACc
Thx

6e
Cys

ACG
ho
455
ccT
Pro

Trp

GAC
Aap

AAC
Asn
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213¢
2164
2232
2280
2328

2376

2424
2472

2520
2588

26816

2664

2712
2760
2808
2856
2904
2852

3000



< CQaT
Phe Arg
560

CCC AAG
Pro Lys

Glu

TAT
TyT

CAG ACT
Gln Thr

GTA
val

QCCTCTICGT
CAGGATACAT
GAATTTATCC
ACTTGATACC
CAGCCCTCCG
AARCAAATCC
CCTCCACAAA
CTTCCGTCCC
CTALTACGAA
GTTCGAGTAC
CGGCATAACC
GATGCAATIAC
ATGTCTAGTC
GCAAACCAGC
GAGCTGGEGT
CAGGATGCAG
TCICGTITCGS
CGAATTTGTG
GATGGTCART
SATITGGRTT
ACAACIZTSG
GCTGCGAGTA
CEETCCTTCT
GATTIGGGAT
GTCTOCTATG
TTISGTIIGY
CGTCGTGT:T
TGCCGTAGTG
ACGTTGAGGT
TATCAACATT
CITGATCITA
CCCAAGAACC
GTTTAGSGCG
TTATATCTAC
TCTGALSTGE

QAR

TAC
Tyr

cT<
Leu

565

TGT
Cys

ATGC

Mat

€95
CTGTATATAC
GTCCCTGATC
AAACCAATCA
CAATCETATT
AGCCCAACCC
ATCACGCCCA
CCAAACCCCA
GTCCZLGAALT
GTACGCCOTA
GCAGTACGTA
TACGCTATGC
ATGTACATGT
CTCTATAAGT
CCATTCAGAC
TIGGGTGTIG
GGAATGACAA
GATGTTIRIG
GCAAXCTGTC
GGGTATICCA
GAATTCTICT
CTTCCATATA
GATCGGGAAC
GCGTAACCCE
AAQCTITCTAT
TGATATTTCC

cIG6
Leu
sB0
ryery
Ser

‘GSTTTACGTC

yuw -

Y
CSCCTTCSTA
CAAGCITGGT
GCCAAARACAS
CTCTGACTCS
AGGTATAGTC
ACCGAATCTCS
ATGGTTIGTTC
GTATGTATCS

TTATICIAIC
AGTATACCAT
CCACCCTAGR
CCAACCAGGC
TCTCCACATA
AGGACCCCAC
ARTICAGAACT
TAGATGGGCT
CACATIGTAGT
GIGTCGCATG
ATCTAATAIT
ACATGTGCAT
GTAGTCTCAT
ARTCCCTGCTC
CTACATGCRT
ATTGACGAAT
TTIACCTALG
AGTGGCCAGS
AGGAGGATGT
TICTCACGTCG
TCATGIGTCC
TGATCTCGCA
TIGITTATCT
CCIGGGRATG
RAAATAGTIAG
TIACCTIGGCGS
CCGGETCCTIT
TAATGCATGT
TIGAGGTTAC
AACTTCATIC
TATCTCATCT
TGATCGTGGA
CACTGCATTC
CCTGGTIGTIGT
CTGGAARGGC

33

570

sas

TTCGATACCC
TICACGTCCA
TETASCALAN
GCAAAAGGCG
TCCATACCCT
ASACCTCCCC
GCCGTGCARC
TCGGGALGGC
AGGGGATATA
CAGGTTAGCT
CTTCGGTATA
ACCTAGGTAL
CTCATATATA
GRAACCCRGY
ACGCCTACAT
TGAGAARTAL
TATACTGGCT
TCCITGITIC
ATCATCIGCT
ATGTAGATTC
ATACTAAGTA
TGICIGTACA
TATTGAATTT
GGIGCTIGGET
TTTTCSATAA
TTTAGAGGGA
TCCCTGATAT
CTGGTATATC
ATATATIGAS
GTTCGATGCC
CACCTITGGTT
TGIGGGCCALC
CAGACGGGCC
GTOGATGITT
TCGTAGGGGC

AATTCCATTG
CATTCAATCT
CASTAZCTTT
TGCCCAGTCC
AATCAAAATIC
TICCCAACCC
TCICCGICIT
TTGCTGTAIG
TGITATGIALT
AGTATIGGCA
TACCACATGG
AAAGTGAATC
CAAGCCCAZA
CTACGGATTG
ACGTAGGRAG
GCQACTIATY
GGGGCGTCRT
ATTTATATGCT
TTACALCQGTC

LT 4557 B

$TT GCC AAY GGT GIG AIG GCT ACT KT CT GIG
Val Ala Asn Gly val Met Ala Thr Ala Leu Val

§7s

CAGB CAC CCT CAT GCT TGC GAC CTC TAT AAR AAC
Gln Eis Pro Mis Ala Cys Axp Leu TyTr Lys Asn

Sy0

TGATTCTGGT TAASCTGGAL TGCTAGTAAG CCTTACAACT

GAATTICTIC
TCAGCAACAC
ATACATATICT
AAATCAAAAT
ACCTTAATCT
ACCCAGTCCA
AGAACTCSCC
CACTATGCAT
ATGTACGCAT
GTAGCATATA
TACGGAATTA
TCGTTATIGT
COGCATCGRA
AGACCGGGCT
ATATCTIGCA
AGATGTIART
CATACACGTG
TIGGGRIGES
CCTTGCCTGG

+TCCCCGRAG
CAGACGCTIC
CGAAGCGTTG
GGTATTCGTC
ATAGITCAGC

CTATTCGEGT
GATTICCGGT
TACARGCACG
TAATATCGCAT
CTAGTACTIC

GTATATCTZC
GGGATALGTT
ATATCTIGGC
ATACGGCATT
CCARAATGGT
ATGCCAAATT
ATTCGITACA
GACAARATAG
TCCGCAGAAT
CATGATATAT
TGCGTCGAT

TACCTTTAGNC
TCIITATCAC
TTATGTIITCG
AGTGACTGSEG
CGAAARTATA
GCTAATAGGT
CAGCATTAAL
AAGGTCTCGT
TTGCAGTATT
CCTGGTCGAT

30448

3096

115

3211
axn
3331
3391
3451
siy
35N
3631
3691
3751
3811
3871
3931
3991
4051
1111
4171
4231
4291
41381
4412
472
4531
4591
4651
4711
477)
4831
4891
4981
S0l
5071
5131
5131
5240
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INFORMACIJA APIE SEQ ID No:3
SEKOS CHARAKTERISTIKOS
ILGIS: 2994 baziy poros
TIPAS: nukleotidai
GIJY SKAICIUS: 2
TOPOLOGIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: genominé DNR
HIPOTETISKA: ne
ANTISENSINE: ne
KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
TIESIOGINIS SALTINIS; plazmidés pALP315 ir pALP316
POZICIJA GENOMOJE: nezinoma
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: koduojanti seka
VIETA: jungtis  (494...500, 617...647, 846...901,
1181...1952, 2022...2249)
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 501...616
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 648...845
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 802...1046
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 1078...1180
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 1953...2021
YPATYBE:

LT 4557 B

1047...1077,
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KITA INFORMACIJA: act genas
SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:3

- GAATTCRGCA GCCTACGGRG TCCATAAGAC ACCAAGACAC AGCCATIGIA TGGATTATAT €0
ATCCCATGTA TGCCIGACAA TGCTGTATAA GTACTGTAAT ACAASGTAAA CCUCCAACCC 120
GGTCAAGGTA CUTTTITCCCO CCATACCTAA AAGGGTCCCC AAGAATGTCC ACGCAATACT 180
TTPAGCTAGA CATTGAAGGA ATCCAAGTUA GAAATICAAT GAACATGAAC AATAGITCIG 240
CCITATAATC TTTATAAGTA TARKAAATCAG ARAGAGRATT ATATACAAAN GGGTAGQATICT 300
GGAGGGGGTT CAGAGTTAAG GCCTCAGGCA GGCGCACAAT CCCAGCCAIC ACAAACTCCT 3160
CTCCACTCTT CCLSTCICTICT CITTICCITS TTICCITTCIC CCCTAATCCC AACTATATCC 420




CCTCTAACCT
TTAATCAGTT

CGRAAGCTCS
CCGTATATCT

CTATSTSCTA
GGTCGCAGTT
CTTTCEATCT
TGATTATTTA

36

CTTTCCATCT TICTTITCTT TTTTCCCITC TICICCCCTA AGTCCCTTGT
ACA ATO GAS G GTATGTTAIT CCAGTIGIGG CCACATCAGC AGCTICCC
Met Glu
1
CCCCCCTGTT GGCTACAGCT TOGATTCCAT ATTTGCGAAT GACAACTAAC
CATTATAG AA GAA GIT GCT GCT CIC GIC ATC GAC AAT GG
Glu Glu Val Als Ala Leu Val Ile Asp Asn Gly
5 1o
TACTTTITCSC CQGAGCTTCT GOCTTGTIGIT GGCCTCCCOA ACTCRAGCCCC
GTTIGCCACCC CTAATCLOGCC CGCGACGGCA GATGGAATCC ATCCCRAAIGG
CGCTCCACAA CTACCAGAGG GTGATCCAAR GACTACAAGA ACTATGATAC
CAATATAS T TCG GGT AIG IGT AAG GCC GGT TTIC GCC GGT GAC
Ser Gly Net Cys Lys Ala Gly FPhe Ala Gly Asp
1s 20

GAC GCA CCA CGA GCT GTT TTC C GTAAGTCCA ACCCCACAGA ATATGRCACC

Asp Ala Pxo
25
CCTCLTGTAC

Arg Ala Val Phe
30
GAAGACCSCS ATECCACCAR CCCTTOCETC GARIGGCITC CICTICITTIG

CTTGGCTAGG AGGAACCTCSG AAGTTAGGAA ATCAAATAAC TGACAAAATT CAACAG

CT TCC AIT
Pro Ser Ile

GTC GOT CGT CCC CGC CAC CAT GG GTAAATGATC CCCCCTTITIT
val Gly Arg Pro Arg His His Gly
35 40

TTTCCGGCTC GITTCGGCTG TATACCTTAT ACGCAGCCAA TTTGATCCCT AATGAACCAR
ARAGAATACT AACATGGGCG CAS T ATT ATG ATT GGT ATG GGT CAG AAG GAC

TCG TAC GTIT
Ser Tyr val

CGT TAC CCT
Arg TyTr Pro
70
AAG ATC TGG
Lvs Ile Trp
a5
GAG TAL CCC
Glu Mxs PIo

COT GRG ARG
Arg Glu Lys

T=C TAC GIC
Fhe Tyr Val

ACT ACT GGT
Thr Thr Gly
150
cCc ATC T
Pro Ile Tyr
165

Mer Ala Gly
180
CST GST TAC

Ile Met Ile Gly Met Gly Glo Lys Asp
45 50
GGT QAT GAG GCA CAG TCG AAG CTT GOT ATC CTT ACGU CIC
Gly Agp Glu Ala Gln Ser Lys Arg Gly Ila Lau Thr Leu
85 60 €S
ATT GAG CAC GGT GIT GIC ACC AAC TGG GACL GAC ATG GAG
Ile Glu His Gly val val Thr Asm Trp ASp AsD Met Glu
75 80
CAC CAC ACC TTC TARC AAC GAG CTC CGT GTT GCCT CCC GAA
His His Thr Phe Tyr Asn Glu Leu Arg Val Ala Pro Glu
30 95
ATT CTC TTG ACC GAA GCT CQOC ATC ARC €CC ARG TTC AAC
Ile Leu Lau Thr Giu Ala Pro Ile Asn Pro Lys FPhe Asn
1058 110 115
ATG ACC CAG ATC GIG TIC GAG ACT TTC AAC GLC CCC GCC
Mec Thr Gln Ile Val Phe Glu Thr Phe Asn Ala Pro Ala
120 135 130
TCC ATC CAG GCC GIT CTG TCC €IG TAC GCC TCC GGT CGT
Ser Ile Gln Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg
135 140 K 1453
ATC GIT CIC GAC TCC GGT GAC GGT GIC ACC CAC GIC <
Ile Val Leu Asp Ser Gly Aap Gly Val Thr His Val Val
155 160
GAG GST TTC TCT C€TG CCC CAC GTT ATC TCG CGT GIC GAC
Glu Gly Phe Ser lLeu Pro His Ala Ile Ser Axg Val Asp
170 1758
€GT GAT CTC ACC GAC TAC CTIG ATG AAG ATC CTIC GCT GAG
Arg Asp Leu Thr Asp Tyr Leu Met Lya Ile Leu Ala Glu
18s 180 19s
ACT TTC TCC ACC ACC GCC GAG CGT GAA ATC GIC CGT GAC
Tax Phe Ser Thr T Ala Glu Arg Glu Ile Val Arg Asp
200 205 219

LT 4557 B

480
538

s98
647

707
167
827
973

930

999
1046
1087

11587
1208

1256
1304
1352
14900
14480
1498
1544
1592
1640

1688



. wMet

ATC

lle Lys Glu
CAG
Cln

GCT
Ala
230
CAS
Gln

Thx

T GGA
Asp Gly

245
GCT
Ala
260
GIC
Val

TTC

Leu Phe

ACC
Thy

ACC
Thr

GAT
Asp

cTe
Lay

TAC
Trx

Lys Lau
215
TCC

Eew

CAG
Gln

GIC
val

ATIC
Ile

cCT
Glon Pra
AALC
Aan
280
AAC
Aan

Pha

Gse
aly
295

TCcC
Ser

ATT
Ile

GIC
val

AGC
Ser
238
GGC
Gly
250
GIT
Vel

cTT
Ley

AIC
Ile

ATG
Ket

GIC
Val

ATG
Mec

GCC
Ala
220
cICT
Leu

AAC
Asn

aGC
Gly

ARG
Lys

37

cTC
Lau

Glu

Qlu

[opg =y
Leu

TGT
cys
285

Glu Gln
225
TAC
Tyt
240
cGT

Arg

Glu

GTT
Ala
255
T
Ser

GGC
Gly

GaT
Gly

GTT
val

GAT
Asp

GIC
val

LT 4557 B

ATC

Glu Ils

cTT
Leu

cce -
Fro

ccT
Pro

GAG
Glu

ATC
Ile

CAC
His
275
ARG

Ly=

CGT

Arg
230

GTAAGAAAAA AGCCICTAGA GCTGATGTTG

CCGCAANGATC CCOACTAACR TACAACTCST TITIIICAG TS: GGT GAT ACC ACC

Ser Gly Gly Thr Thr
300

ATG TAC

Tyxr

cce
Pro
308
acT
Ala

cCcT
Pro

TCT
Sexr
TAC
Tyr

TCC
Ser

GTC
Val

TAG
Gln

CAG
Glan

ATIG
MetL
358
CAC
His

ATC
Lle

T
val
170
TICGCTSGTA
GTIGTIGGAC
TAQAAITCGGT
TCCATTICIG
TCCGCTCTCC
TCAACTAGTGT
TGCGTTGTICC
TARACTSCCC
TIGTATTCIG
ACAAGACGTA
CAGGCCQTAT
ATTCTCEGAA

GaT
Gly

ATC
Ile

TCT

GAC
Asp

caT
Arg

310

TCC
Ser

AIG
Met
azs
ATC
Ile

GG
Trp
3490
136
Tp

ATC
Ile

cGeC
Arg

AAG
Lys

SITICCTIGGT
TCGCATTATC
CGTITIICTIT
CTTTGAACCA
CETCCACCTC
ACCTGTAGGG
TTTICGALCGT
TIGICCGTAG
CTAGAAACGC
TCSAAGAAGA

Lys

Gly

<cc
Ser

GG
Cys

GIC
val

ARG
Lys

GGA
Gly

TCC
Ssx

ATG
Mat

AIC
Ile

ATT
Ile

Cln Lys
318
GCT

Als

ATC
Ile
330
CIC
Leu

~
N

Ala

345

AAG
Lys

CAG

360
*IC
Phe
37s
GTATCAAAAA
AAGCGGATAG
TITGTTACTCT
TITCACCTIT
TCTGATTGTT
CAAGGATGTA
CITTCTACCTC
CTTITARCGT
TCCTTCAALG
CAACAAAANG

TAGGCICTTIG
TATGTAGSCT

TCATGGTTIAT
GACGAGATAA

INFORMACIJA APIE SEQ ID No:4
SEKOS CHARAKTERISTIKOS

ILGIS: 3240 baziy pory
TIPAS: nukleotidai
GIJY SKAICIUS: 2
TOPOLOGIJA! linijine

. nhe

GAG
Gln Glu

TAC
IyT

GAC
Asp

GCAGGRATGGA
CCTGAARATG
TTACCITACT

GAG
Glu

‘ATC
Ile

ACT
The

ccc
Pro

ccc
Pro

GAG
Glu

TCC
Ser

CTG
Leu

TC&
Ser
350
GoT
Gly

GAG
Glu

AGC
Sex
365

GGCACTGGTG
GAATCTICGAT
CTTITALTCGA

ACTCCATCIT
TTSCCTCOAL

MOLEKULES TIPAS: genominé DNR
HIPOTETISKA

TTICCCTTIC
CECTCTTTSG
GITGOCTATA
CCCCTTGCCT
TCAAATATIC
GICTTCTIRIG

clayy
Ala

oy 9y
Lau
330
AAG
Lys

CGC
Arg
azs
ACC
Thr

TTC
Phe

CCT
Pro

TC
Ser

TAAGCTTTIT GCAGCACTTT ACTACTICGTA

GATTGCAAGT
TTTAGTGGAA
TCTCTATICCA
CTCATTCGARA
CGATGCGGCTA
GGGATTAGGT
TGTCTTCAAC
CACTGGTTCS
TCCAACATCT
AAAACTTGGC
CCATATTGAT
ATCTT

176

1784

1832

1880

1928

is02

2036¢

2004

2132

2180

22218

2279

2339
2399
2455
2518
2379
2639
2899
2759
2319
2879
2332
2994
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ANTISENSINE: ne
KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
TIESIOGINIS SALTINIS: plazmidés pALC52 ir pALC53
POZICIJA GENOME: nezinoma
YPATYBE:

PAVADINIMAS/RAKTAS: koduojanti seka

VIETA: jungtis (787...793, 921...951, 1124...117S,

1411...2182, 2250...2477)
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 794...920
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 952...1123
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 1180...1289
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 1321...1410
YPATYBE:
PAVADINIMAS/RAKTAS: intronas
VIETA: 2183...2249
YPATYBE:
KITA INFORMACIJA: act genas

LT 4557 B

1290...1320,
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SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:4

GCCAGGCTGG CACCGGCCTG CCTTGATGCG AGATGCCTAC TCGTACTATG CCTACAGGTA &0
TGGGCTTITCC GOGTGICGTC AGCITGCGAC CGOGCGGCTS CIGACGACCC AAGGCAAGST 120
GGTAACATIGG CGGCACGARR TTICTCICTG CCTGCTCGTC CICTTGGINT GGALGGGTAC lea
GAGTGCAGGT ATGATCGGAL GGCAGAGGAG TGACGGACCC TGIGCGGITO QCACGAGTAC 240
TGTACGAGTA CICGTALSTGT AGGIGCAGCG ACTGTGGIGG TACIGCTIAGO TGGAATTGGG 30Q
TOCAGCAGGT ATGCAGCTCC CAGCCALCGT CGTTAACCAA TCAGITAAAG CAGCAROGCA 180
ACCOGLECOCT GTTTTICTIGC CAGAMITIG GGCGATGICG TGCOCCCAGT CGETGTIGCC 420
CGCCCTIGTIC TGGTCGCCIA CAGGTIGCAC CACAGGTAAC AACAGCCCGE CCORIGGTCCT 4BO




TGTAGGTGCC
TGGAAGCCCA
AGCCAACCCT
CCCTCCIGCT
CTTCITGACA
GACGCC ATG

Mat
1
TCGCGT ATCCACACSG CGCCGCGATG CCTAGCCATC COOAGGGTGC ATCGCAAZGA CTT

CAGTGAGTGC CCGGTGCCCA CARGTTICIC GTGGCATCCA CIGGEGGACT
TCAGTGATGS TTCCCTCCET TOCCICTCCA CATCTCACTIC AGCTCACGTA
CTCTCOCCSC GTCICCATIC CATCITCTIC TCICCACGAC CCTTARGAGT
CACGTICGALC ATCOTICGCT CCCAGCTTCA CGACATCTIGC ATCGTCTGCG
CTCTGTCATT TCTITCCTTAT AAAACCTCIT TACCGCTCIT CCCGTAAICC
GAG G GTACGICTZC CCGCAACGCA CTCCOGCITC CCOCTACTACC CCTA

Glu

40

CCCTAAC TSTITCITCGE TTCACAG AG GAG QTIC GCC GCC CTIC GIT ATIC GAC
Glu Glu Val Ala Ala Leu Val Ile Asgp
10
AAT GG GTAAGCTCGE CCGCIGTCTS ACCGACATCC ATCGTCCCCS TGGLCITIGT

Asn

CGACSATGGGA GCCTCCAGGG GTCCCITCGA CGAGCACSTC GATIGCCAAA ATCTAACGAG
ATCGGGCCAT ACTGAGCOGA CACTOGTGTG TTITICTIGGAC ATTAGGACTG ACTIGATICT
AC T TCG GGT ATG TGC AAG GCQ GGT TTC GCC GGT GAT GAT CCT CCC CGA
Ser Gly Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Rla Pro Axyg

Gly

18

aCT GIT TTC
Ala Val Phe

GCGAGARGGS GGCASAACGS GGCAAACTGE ATCGCAAACA TGGCTIARITC GATGCGACAG
£G TCC ATT GTC GGT CGT C2C CGC CAC CAT GG GITAAGTTICC GGCCGOAGEC

30

20

5

35
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540
600
660
720
780
817

asé
946

1001
1061

1121
1189

C GTRAGTACCC CACTTCCAGC CGTCGAGCTC CCCAATIGTC CACCGCCAGG 1229

Pro Ser Ile Val Gly Azrg Pro Arg Hisz His Gly

GACACCTCTC ACCCCOCROC GAEGGGTTTC TAASCGAGIC AGCGCIGGT: CTIGACCGCTG
GATACTATAG C ATC ATG ATC GGC ATG GGC CAG AAG GAL TCG TAC GTC GGT
Ile Meat Ile Gly Mat GQly Glm Lyw Asp Sax TyT Val Gly

GAC
Asp

GAG
Glu

CAC
His

Leu

ACC
Thze
120
ATC
1le

GTC
vVal

GaT
Gly

GAT
Agp

Glu

CAC

His

ACC
Thr

cTC
Leu
108
CAG

Cin

Glan

e

Phe

———
e

Leu
188

GCcT
Ala

GST
Gly

e
Phe
S0

ACC
Thx

ATC

Ilc

[~{te)
Ala

GAC
Asp

SCC
Ala
170
ACC
Thr

as

CAC
Gla

STT
val
75

TAC
Tyz

GAG
Glu

cIC
val

-~
~

val

T
Ser
158
CIG
Leu

GAC
Aap

TCC
Ser
6o

GTC
Yal

AAC
Aarn

GCG
Ala

T2C
Phe

fop y e
Leu
140
Gly

ccc
Pro

TAC

-

45
AAT
Lya

ACC

Th:

GAG
Glu

cce
Pro

GAG
Qi
125
TCEA
Ser

GAT
Asp

CAC
His

cTC
Leu

cGT
Arg

AAC
Asn

CcIG
Leu

ATC
Ile
110
ACC
Thr

clG
Leu

GGT
Gly

GCC
Ala

ATC
Met
190

GGT
Gly

TGG
1232

ST
Arg
95

ANC
Asn

i C

Phe

TAC
T

GTC
val

40

ATC
Ile

GAC
Asp
80

GTT
val

ccC
Pro

ARC
Asn

Gec
Ala

ACC
Thr

. 160

ATT

Ile
178
ARG
Lys

GCC
Ala

ATC
Ile

czc
Leu
€5

GAC
Agp

GCC
Ala

AAG
Lys

Gece
Ala

TCC
Sar
145
AL
His

CGT
Axg

L-au

50
ACC
L

ATS
Met

cece
Pro

TCcS
Ser

ccT

Pro.

130
GGC
Gly

GTT
Val

GicC
val

GCC
Ala

G
Leu

GAG
Glu

GAG
Glu

AAC
Aan
115
[elatad
Ala

coT
Arg

GiC
Val

GAC
Asp

Glu
198

ol
Arg

AMNG
Lys

GAG
Glu
100
CGT

Arg

o wyal
Phe

ACG
Thr

cce
pPzo

ATG
Met
180
cee
Azxg

TAC
YT

ATIC
cle
31

CAQ
Hisg

GAS
Glu

TAC
Tyr

ACC

-
-

ATC
Ile
168

Ala

-~
-

Gly

[ateday
Pro
10

P eie]
-

Ll

Trp

€CG
Pro

AAG
Lys

{oy ol
val

QGT
Gly
150
TAC

Gly

TAC

ss
ATT
Ile

CAC
His

GTC
val

ATG
Mez

TCC
Se3
135
ATC
Ile

Glu

cGT
Axg

ACC

-
-

1289
1340

1400
1450

1498

1546

1594

1642

1650

1728

1786

1834

1882
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41
TTC TCC ACC ACG GCC GAG CGT GAG ATT CTC €OGT GAC ATC ARG GAG ARG 1930
Fhe Ser Thr Thr Ala Glu Arg Glu Ile Val Axy Asp Ille Lys Glu Lye
200 205 210 215
CTC TGC TAC GIC GCC C2t GAC TTC GAG CAG GRS ATC CAG ACT GCC &CC 1574
Leu Cyx Tyr Val Ala Leu Asp Phe Glu Gla Glu Ile Gln Thr Ala Ala
220 228 230
CAG AGC TCC AGC CTIG GAG AAG C TAC GAG CIT CCC GAC GGC CAG GTC 2026
Gln Ser Ser Ser Leu Glu Lys Ser Tyr Glu Leu Pro Asp Gly Gln val
235 240 245
ATCACCATIGGCMIGMCGC?ICCGTGCTCCCGAGGC:CTCTI’CCM 2074
Ile Thr Ile Cly Asn Glu Arg Phe Arg Ala Pru Glu Ala Leu Phe Gln
250 288 260
CCCTCCGIC(.TGGGICTCG&GMCGGCGGCRTCCRCGTCICCACCTIC 2122
Fre Ser Val Leu Gly lLeu Glu Ser Gly Oly Ile Ris Val Thr Thr Phe
265 270 275

AAC TCC ATC ATG AAG TGC GAC GTC GAT GTC CGT ARG GAT CIG TAC GGC 2170
Aso Ser Ile Me: Lys Cys Asp Val Asp Val Arg Lys Asp Leu Tyr aly
280 285 2%0 29S8
ARC ATT CTC ATG GTAAGTCAGA TACCGAAICCT GGAAGACACC TTATTITAGCA TCT 2225
Asn lle Val Met
TGCTAAC ACCAATTTIT TTTTITAC TCT GGT GGT ACC ACC ATG TAC CCT cac 2276

Ser Gly Gly Thr Thxr Mer Tyr Pro Gly

300 308
ey GAC CGT ATG CAG AAG GAG ATC ACT GCT CIT GCT CCT TCT TTC 2324
Leu Ser Asp Arg Met Gln Lye Glu Ile Thx Ala Leu Ala Pro Ser Sex

310 1S 320
ATG AAG GTC AAG ATC ATT GCT CCC CCG GAG CGC AAG TAC TCC GIC TGG 2373
Mer Lys Val Lys Ile Il= Ala Pro Pro Glu Arg Lys Tyxr Ser Val Trp
325 . 330 aas 340
ATC GGT GGT TCC AIT CIG GCG TCT CIG TCC ACC TTC CAG CAG AIG TGG 2420
Ile Gly Gly Ser Ile Leu Ala Sar Leu Ser Thx Phe Gln Gln Met Trp
345 350 358
ATC TCC AAGC CAZ GAG TAC GAC GAG AGC GGC €CC TCC ATC GTC CAC CGC 2468
Ile Ser Lys Gln Glu Tyr Asp Glu Ser Gly Preo Serx Ile Val His Arg
380 365 370
AAZ TGC TTC TAAGGTATGT TGICGICGEG AAGCCGGATA CCCGAATGTA AGATTGACRG 2527
Lys Cys Phe
378

CTTCGAAAAG ACAAGGCAAC CGGCCAGAAC CAAATCCTTC CACCTTTCCSC ARRAGAALGC 2587
CAAGATGTCG GAGTCGGTGG CGACCGATGC AACGTCTACT CACGTGIGCG CGTATCCCAC 2647
TCAAGTCTCA TATITACGAA AAGTTATTTIC ACATGGTCAG GCGGTIGGTGS GCGTTCGCCIT 2707
TICTCGGAAC AGACATGACG GCGGCCACTT TIGTAGTCGAG ATGCGTTTAS GCGATGCGAGC 2787
CTAGGGSTGT AGGAAGCTGA GGTTGATATA CAATAACTIT TTTTGCTITC CGITTCTAGAC 2827
TCGTTCAATG GGANGACGTG ACGGAATCGC TTGGCTGICT AATAGCCAGC TTGATCRGGC 2087
GAGTCGGGTT GTICTSTTIC GATGTTGAGA GGTGCACCAG CGTATTTGIA TGGCCGAGGT 2947
AGGTATTATG GTCTCCTATIT TCCAACACTA GAGCTCGCIT GCTCGTITIIIT ACCAGCAGTG 3007
TCCTCTGOCA TGCCGCGECT CCGACTCTOG TCTGGCOTTICT CAGACCGTGC CTCGTTAATA 3067
GTATTATCCS CLGTAGTAAC CICCGOACTA GCCGGTTCIT TGICGICITC CIGCTICGCCG 3127
ATGAGCTTCC TGTACTIGCG CCTCITCTIT TIGTCGGCGC TGGOAGCCTT CTTOTGCTIC 3187
ATGCGCCCGA CCOGCTCIGE TCLCCGITGA GCAGCTCGIC GAC 3240

CCATGGIGGA

INFORMACIJA APIE SEQ ID No:5
SEKOS CHARAKTERISTIKOS

ILGIS: 461 aminorugstys

TIPAS: aminortgstys
GIJY SKAICIUS: 1
TOPOLOGIJA: linijiné

MOLEKULES TIPAS: peptidas

KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
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YPATYBE:
KITA INFORMACIJA: fermento glutamatodehidrogenazés (EC.1.4.1 4)
aminortgsciy seka, molekuliné masé 49837 Da.

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:5

Met Met Glo Asn Leu Pro Phe Glu Pro Glu Phe Glu Gln Ala Tyx
b S 10 15
Lys Glu Leu Ala Ser Thr Leu Glu Asn Ser Thr Leu Phe Gln Lys
20 25 30

Lys Pro Glu Tyr Arg Lys Ala Leu Gln Val Val Ser val Pro Glu
' 35 40 ‘ 45

Arg Val Ile Gln Phe Arg Val Val Trp Glu Asp Asp Lys Gly Gln
1) £-3 60

Val Gln Ile Aan Arg Gly Tyr Arg Val Gln Phe Asn Ser Ala Leu
65 70 75

Gly Pro Tyr Lys Gly Gly Leu Axrg Phe His Pro Thr Val Asn Leu
80 8% 20

Ser Ile Leu Lys Phe Leu Gly Phe Glu Gln Ile Phe Lysz Asn Ala
95 100 105

Leu Thr Gly Leu Asn Met Gly Gly Gly Lys Gly Gly Ser Asp Phe
llo 1158 120

ASp Pro Lys Gly Lys Thr Asp Asn Glu lle Arg Arg Phe Cys val
128 130 ‘ 138

Ser Phe Met Thr Glu Leu Cys Lys His Ile Gly Ala Asp Thr Asp
140 145 150

Val Pro Ala Gly Asp Ile Gly Val Thr Gly Arg Glu Val Gly Phe
155 160 165

Met Phe Gly Gln Tyr Lys Lys Ile Arg Asn Gln Trp Glu Gly Val
170 175 180

Leu Thr Gly Lys Gly Gly Ser Trp Gly Gly Ser Leu Ile Arg Pro
18§ 190 188

Glu Ala Thr Gly Tyr Gly Vval val Tyr TyT Val Glu His Met TIle
200 205 210

Gln His Ala Ser Gly Gly Lys Glu Ser Phe Ala Gly Lys Arg val

215 220 225
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Ala Ile Ser Gly Sexr Gly Asn Val Ala Gln Tyr Ala Ala Leu Lys
, 230 235 240
Val Ile Glu Leu Gly Gly Ser Val Ile Ser Leu Ser Asp Sexr Gln
245 250 255
Gly Ala Leu Val Leu Asn Gly Glu Glu Gly Ser Phe Thr Ala Glu
260 265 270
Glu Ile Asn Thr Ile Ala Glu Ile Lys Val Gln Arg Lys Gln Ile
275 2B0 285
Ala Glu Lau Ala Thx Gln Asp Ala Phe Ser Ser Lys Phe Lys TyT
290 295 igo
Ile Pro Gly Ala Azg Pro Txp Thr Asn Ile Ala Gly Arg Ile Asp
305 310 31s
Val Ala Leu Pro Ser Ala Thr Gln Asn Glu Val Ser Gly Asp Glu
320 325 330
Ala Lys Ala Leu Ile Ala Ala Gly Cy=s Lys Phe Ile Ala Glu Gly
iis 340 345
Ser Asn Met Gly Ser Thr Gln Glu Ala Ile Asp Val Phe Glu Ala
380 askg 360
His Arg Asp Ala Asn Pro Gly Ala Ala Ala Ile Trp Tyr Ala Pxo
365 370 375
Gly Lys Ala Ala Asn Ala Gly Gly Val Ala Val Ser Gly Leu Glu
3a0 385 3%0
Met Ala Gln Asn Ser Ala Azy val Asn Trp Ser Arg Glu Glu Val
395 400 405
ASp Ser Arg Leu Lys Lys Ile Met Glu Asp Cys Phe Asn Asn Gly
410 415 420
Leu Ser Thr Ala Lya Glu Tyr Val Thxr Pro Ala Glu Gly Val Leu
425 430 435
Pro Ser Leu Val Ala Gly Ser Asn Ile Ala Gly Phe Thr Lys Val
440 445 450
Ala Glu Ala Mer Lys Glu His Gly Asp Trp Trp
455 460

INFORMACIJA APIE SEQ ID No:6
SEKOS CHARAKTERISTIKOS
ILGIS: 5§96 aminorlgstys
TIPAS: aminortgstys
GIJY SKAICIUS: 1
TOPOLOGIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: peptidas
KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
YPATYBE:
KITA INFORMACIJA: fermento B-N-acetilheksozaminidazés (EC.3.2.1.52)

aminorigsciy seka, molekuliné masé 66545 Da.
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SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:6

Met Lys Phe Ala Ser Val Lau Asn Val Leu Gly Ala Leu Thr Ala
b -] 10 is

Ala Ser Ala Val Gln Val Asa Pro Leu Pro Ala Pro Arg Asa Ile
20 25 30

Thr Trp Gly Ser Ser Gly Pro Ile Gln Val Asn Asn Leu Asn Leu
3s 40 45

Asn Gly Pro His Ser Pro Leu Leu Thr Glm Ala Trp Glu Arg Ala
50 sS 60

Trp Glu Thr Ile Thr Thr Leu Gln Trp Val Pro Ala Ala Val Glu
65 70 75

Ser Pro Ile Ala Ser Tyr Pro Ala Phe Pro Thr Ser Thr Pro Val
80 as 90

Ser Ser Ala Pro Lys Ala Lys Arg Ala Pro Ser Gly Ile His Asn
95 100 105

Val Asp Val His Val Val Asp Asn Asp Ala ASp Leu Gla Tyr Gly
110 115 120

Val Asp Glu Ser Tyr Thr Leu Val Val Ser Asp Gly Gly Ile Axg
125 130 135

Ile Asn Ser Gln Thr Val Trp Gly Val Leu Glan Ala Phe Thr Thr
140 145 150

Leu Glo Gln Ile Ile Ile Ser Asp Gly Lys Gly Gly Leu Ile Ile
A 155 16¢ 165
Glu Gln Pre val Lys Ile Lys Asp Ala Pra Leu Tyr Pro His Arg
170 178 180

Gly Ile Met Ile Asp Thr Gly Arg Asn Phe Ile Thr Val Arg Lys
185 190 1958

Leu Leu Glu Gln Ile Asp Gly Met Ala Leu Ser Lys Leu Asn Val
200 205 210

Leu His Trp His Leu AsSp Asp Ser Glm Ser Trp Pro Mer Gln Met
215 220 228

Ser Ser Tyr Pro Glu Met Thr Lys Asp Ala TyT Ser Pro Arg Glu
210 235 240

Ile Tyr Thr Glu His AsSp Met Arg Arg Val Ile Ala Tyr Ala Arg
245 250 2585

Ala Arg Gly val Arg Val Ile Pro Glu Val Asp Met Pro Ala lHis
260 13 270

Sexr Ala Ser Gly Trp Gln Gln Vval Asp Pro Glu Ile Val Ala Cys
275 280 285

Ala Glu S=r Trp Trp Ser Asn Asp Val Trp Ala Glu His Thr Ala
29¢ 295 300

Val Gln Pro Asn Pro Gly Gln lLeu Asp Ile Ile Tyr Pro Lys Tiar
308 - 310 315

Tyr Glu Val Val Asn Asn Val Tyr Gln Glu Leu Ser Arg Ile Phe
320 325 330

Ser Asp Asn Leu Phe His Val Gly Ala Asp Glu Ile Gln Pro Asn

338 ' 340 345

Cys Tyr Asn Tyr Ser Thr His Ile Thr Lys Trp Phe Ala Glu Asp
350 3585 160

Pro Ser Arg Thr Tyr Asn Asp Leu Ala Gln Tyr Tzp Val Asp His

365 - 370 375

Ser Met Pro lle Phe Arg Ser Val Gly Asp His Axrg Arg Leu Met

3g0 385 390
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Met Trp Glu Asp Ile Ala Ile Ala Thr Glu Ser Ala Hig AsSp Val

ass 400 40S
Pro Lys Asp Val Ile Met Gln Thr Trp Asn Ser Gly Glu Gly Glu
410 415§ 420
Gly Asn Ile Lys Lys Leu Thr Ser Ala Gly Tyr Asp val val val
428 430 415
Ser Thr Ser Asp Phe Leu TyTr Leu Asp Cys Gly Arg Gly Gly Tyxr
440 445 450
Val Thr Asn Asp Ala Axg TyTr Asn Val Cln Ser Asn Thr Asp Gly
485 460 465
Gly Val Asn Phe Asn Tyr Gly Gly Asp Gly Gly Ser Trp Cys Ala
470 475 480
Pro Tyr Lys Thr Tzp Glo Arg Ile Tyr Asp TyT Asp Phe Leu Thx
4885 490 ' 495
Asn Leu Thr Ser Ser Glu Ala Lys His Ile Ile Gly Ala Glu Ala
500 505 510
Pro Leu Trp Ser Glu Gln Val Asp Asp Val Thr Val Ser Ser Val
515 520 525
Phe Trp Pro Arg Ala Ala Ala Leu Gly Glu Lau Val Trp Ser Gly
S30 8338 540
Asn Arg Asp Ala Ala Gly Arg Lys Arg Thr Thr Ser Phe Thr Gin
545 550 558
Arg Ile Leu Asn Phe Arg Glu Tyr Leu Val Ala Asn Gly Val Met
: 560 565 s7¢
Ala Thr Ala Leu Val Pro Lys Tyr Cys Leu Gln His Fro His Ala
575 580 585
Cys Asp Leu Tyx Lys Asn Gln Thr Val Met Ser
550 595

INFORMACIJA APIE SEQ ID No:7
SEKOS CHARAKTERISTIKOS
ILGIS: 375 aminortgstys
TIPAS: aminorigstys
GIJY SKAICIUS: 1
TOPOLOGIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: peptidas
KILMES SALTINIS: Penicillium chrysogenum
YPATYBE
KITA INFORMACIJA: y-aktino baltymo, kurio molekuliné masé 41760 Da

aminortgscéiy seka.
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SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:7

Met Glu Glu Glu Val Ala Ala Lau Val Ile Agp Asn Gly Ser Gly
1 S 10 is

Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Ala Pro Arg Ala Val
30 25 30

Phe Pro Ser Ile Val Gly Arg Pro Asg His Him Gly Ile Met Ile
a5 40 45

Gly Met Gly Gln Lys Asp Ser Tyr val Gly Azp Glu Ala Gln Ser
so 55 60

Lys Arg Gly Ile Leu Thr Leu Arg Tyr Pro Ile Glu His Gly Val
65 70 758

Val Thr Asn Trp Asp Asp Met Glu Lys Ile Trp His Eig Thr Phe
BO 8BS %0

Tyr Asn Glu Leu Arg Val Ala Pro Glu Glu His Pro Ile Leu Leu
95 . 100 108

Thxr Glu Ala Pro Ile Asn Pro Lys Phe Asan Arg Glu Lys Met Thr
1l0 1158 120

Gln Ile Val Phe Glu Thr Phe Asn Ala Pro Ala Phe Tyr Val Ser
: 125 130 13as

Ile Gln Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr Gly
140 145 is0

lle Val Leu Asp Ser Gly Asp Gly Val Thr Hix Val Val Prxo Ile
: 155 160 165

Tyr Glu Gly Phe Ser Leu Pro His Ala Ile Ser Arg Val Asp Met
170 178 la¢0

Ala Gly Arg Asp Leu Thr Asp Tyr Leu Met Lys Ile Leu Ala Glu
188 190 1958

Arg Gly Tyr Thr Phe Ser Thr Thr Ala Glu Arg Glu Ile Vval Arg
200 205 210

ASp Ile Lys Glu Lys Leu Cys Tyr Val Ala Leu Asp Phe Glu Gln
215 220 225

Glu Ile Gln Thr Ala Ser Gln Ser Ser Ser Leu Glu Lys Ser Tyr
230 2138 240

Glu Leu Pro Asp Gly Gln Vval rle Thr Ile Gly Asn Glu Arg Phe
245 250 255

Arg Ala Pro Glu Ala Leu Phe Gln Pro Asn Val Leu Gly Leu Glu
260 - 265 270

Ser Gly Gly Ile His Val Thr Thr Phe Asn Ser Ile Met Lys Cys
275 280 285

Asp Val Asp Val Arg Lys Asp Leu Tyr Gly Asn Ila Val Met Ser
280 2935 300

Gly Gly Th- Thr Met Tyr Pxo Gly Ile Ser Asp Arg Met Gln Lys
308 - - aio 315

Glu Ile Thr Ala Leu Ala Proc Ser Ser Met Lys Val Lys Ile Ile
320 32s 330

Ala Pro Pro Glu Arg Lys Tyr Ser Val Trp Ile Gly Gly Ser Ile

33s 340 345

Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe Gln Gln Met Trp Ile Sexr Lys Gln

350 355 380

Glu Tyr Asp Glu Ser Gly Pro Ser Ile Val Hix Arg Lys Cys Phe

365 370 375



i LT 4557 B

INFORMACIJA APIE SEQ ID No:8
SEKOS CHARAKTERISTIKOS
 ILGIS: 375 aminorGgstys
TIPAS: aminortgstys
GIJY SKAICIUS: 1
TOPOLOGIJA: linijine
MOLEKULES TIPAS: peptidas
KILMES SALTINIS: Acremonium chrysogenum
YPATYBE:

KITA INFORMACIJA: y-aktino baltymo, kurio molekuliné masé 41612 Da
aminorugséiy seka.
SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:8

Met Glu Glu Glu Val Ala Ala Leu Val Ile Asp Asan Gly Sexr Gly
1 5 10 1s
‘Met Cys Lys Ala Gly Phe Ala Gly Asp Asp Ala Pro Arg Ala Val
20 25 30
Phe Pro Ser Ile Val Gly Arg Pro Ary His His Gly Ile Met Ile
35 40 45
Gly Met Gly Gln Lys Asp Ser Tyr Val Gly Asp Glu Ala Gln Ser
50 55 60
Lys Arg Gly Ile Leu Thr Leu Arg Tyr Pro Ile Glu His Gly Val
&5 70 75
Val Thr Asn Trp Asp Asp Met Glu Lys Ile Trp His His Thr Phe
80 85 50
Tyr Asn Glu Leu Arg Val Ala Pro Glu Glu His Pro Val Leu Leu
85 100 105
Thr Glu Ala Pro Ile Asn Pro Lys Ser Asn Arg Glu Lys Met Thx
110 115§ 120
Gln Ile Val Phe Glu Thr Phe Asz Ala Pro Ala Phe Tyr Val Ser
128 130 13s
Ile Gln Ala Val Leu Ser Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Thr Thr Gly
140 i 145 150
Ile Val Leu Aep Ser Gly Asp Gly val Thr His Val Vval Pro Ile
155 160 165
Iyr Glu Gly Phe Ala Leu Pro His Ala Ile Ala Arg Val Asp Met
170 1758 180
Ala Gly Arg Asp Leu Thr Asp Tyr Leu Met Lys Ile Leu Ala Glu
185 180 185
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Thr
360
Phe
375
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Geny ekspresijos padidinimo arba blokavimo mikroorganizmuose
bldas, besiskiriantis tuo, kad geny, daliniy geny seky arba DNR
fragmenty ekspresija minétuose mikroorganizmuose vykdo kontroliuojant
Penicillium chrysogenum gdh geno promotoriumi.

2. Geny ekspresijos padidinimo arba blokavimo mikroorganizmuose
bldas, besiskiriantis tuo, kad geny, daliniy geny seky arba DNR
fragmenty ekspresija minétuose mikroorganizmuose vykdo kontroliuojant
Penicillium chrysogenum hex geno promotoriumi.

3. Baltymy ekstralgstelinés ekspresijos mikroorganizmuose bldas, b e -
siskiriantis tuo, kad minétuose mikroorganizmuose ekspresuojamag geng
sulieja su Penicillium chrysogenum hex genu.

‘ 4, Geny ekspresijos padidinimo arba blokavimo mikroorganizmuose
bldas, besiskiriantis tuo, kad geny, daliniy geny seky arba DNR
fragmenty ekspresijg minétuose mikroorganizmuose vykdo kontroliuojant
Penicillium chrysogenum act genu.

5. Geny ekspresijos padidinimo arba blokavimo mikroorganizmuose
blidas, besiskiriantis tuo, kad geny, daliniy geny seky arba DNR
fragmenty ekspresijg minétuose mikroorganizmuose vykdo kontroliuojant
Acremonium chrysogenum act genu.

6. Bldas pagal 1-5 punkta, besiskiriantis tuo, kad
transformuotas mikroorganizmas yra eukariotas, iSskyrus Zmogy, geriausia
Penicillium, Aspergillus arba Acremomonium. _

7. Bldas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad geriausias
naudojamas mikroorganizmas yra Penicillium chrysogenum, Aspergillus
nidulans arba Acremomonium chrysogenum.

8. 2811 bp DNR darinys, iSskirtas i§ P. chrysogenum, apribotas Sau3Al ir
Xbal restriktaziy kirpimo vietomis, turintis gdh geno promotoriy.

9. 7737 bp DNR darinys, iSskirtas i§ P. chrysogenum, apribotas BamHI ir

Sacl restriktaziy kirpimo vietomis, turintis hex geno promotoriy.
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10. 4947 bp DNR darinys, iSskirtas i$ P. chrysogenum, apribotas Bglll ir
EcoRl restriktaziy kirpimo vietomis, turintis act geno promotoriy.

11. 8650 bp DNR darinys, iSskirtas i§ A. chrysogenum, apribotas dviem
Hindlll restriktaziy kirpimo vietomis, turintis act geno promotoriy.

12. DNR seka, identifikuota kaip SEQ No:1, turinti P. chrysogenum gdh
gena.

13. DNR seka, identifikuota kaip SEQ No:2, turinti P. chrysogenum hex
gena.

14. DNR seka, identifikuota kaip SEQ No:3, turinti P. chrysogenum act
gena. .

15. DNR seka, identifikuota kaip SEQ No:4, turinti A. chrysogenum act
gena.

16. Nukleotidy sekos, besiskirianc¢ios tuo, kad restrikcijos
sglygomis jos gali bati hibridizuojamos su DNR dariniais pagal 8-15 punkta.

17..Aminorﬂg§éiq seka, identifikuota kaip SEQ ID No:5, atitinkanti P.
chrysogenum fermentg glutamatdehidrogenaze.

18. Aminortgsciy seka, identifikuota kaip SEQ ID No:6, atitinkanti P.
chrysogenum fermentg B-N-acetiiheksozaminidazg.

19. Aminorlgséiy seka, identifikuota kaip SEQ [ID No:7, atitinkanti P.
chrysogenum baltyma y-aktina.

20. Aminortgsciy seka, identifikuota kaip SEQ ID No:8, atitinkanti A.
chrysogenum baltyma y-aktina. '

21. Vektoriai, turintys DNR darinius pagal 8-16 punktus arba jy
fragmentus.

22. Vektoriai pagal 21 punktq, besiskiriantys tuo, kad juos
sudaro plazmide. ' |

23. Vektoriai pagal 22 punktg, besiskiriantys tuo, kad juos
sudaranti plazmidé yra pALP784, pALP785 ir pALfleo?.

24 Vektoriai pagal 22 punkta, besiskiriantys tuo, kad juos
sudaranti plazmide yra pALP295, pALP319, pALP377, pALP388 ir pALP480.

25. Vektoriai pagal 22 punkta, besiskiriantys tuo, kad juos
sudaranti plazmide yra pALP315 ir pALP316.
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26. Vektoriai pagal 22 punktg, besiskiriantys tuo, kad juos
sudaranti plazmidé yra pALC52 ir pALCS53.

27. Transformuoty organizmy, i§skyrus Zmogy, su padidinta homologiniy
arba heterologiniy geny ekspresija gavimo budas, besiskiriantis tuo,
kad | jj jeina tokios operacijos: ,

a) vektoriy, kurie turi pilnas arba dalines SEQ ID No:1, SEQ ID No:2, SEQ
ID No:3 arba SEQ ID No:4 arba jy rekombinantinius DNR darinius, konstravimas;

b) vektoriy jvedimas | Seimininky, idskyrus Zmogy, organizmus, gaunant
transformuotus organizmus, kurie ekspresuoja homologinius arba heterologinius
genus;

c) transformuoty ofganizmq. pasizyminéiy padidinta homologiniy arba
heterologiniy geny ekspresija, lyginant su netransformuotais kontroliniais
organizmais, atrinkimas.

28. Transformuoty organizmy, iSskyrus Zmogy, sugebandiy gaminti
ekstralgstelinius baltymus, gavimo bldas, besiskiriantis tuo, kad | ji
jeina tokios operacijos:

a) vektoriy, turin€iy pilng arba daline SEQ ID No:i2 arba jos
rekombinantinius DNR darinius, konstravimas;

b) vektoriy jvedimas j Seimininky, iSskyrus Zmogy, organizmus, gaunant
transformuotus organizmus, kurie ekspresuoja ir sekretuoja bent vieng baltyma;

c) transformuoty organizmy, galinCiy sekretuoti bent vieng baltymg
aukstesniu lygiu nei netransformuoti kontroliniai organizmai, atrinkimas.

29. Transformuoty organizmy, iSskyrus Zmogy, su antisensine geny
ekspresija, pilnai arba dalinai blokuojant jy aktyvuma, gavimo bildas, besisk
irtantis tuo, kad | jj jeina tokios operacijos:

a) vektoriy, turinciy pilnés arba dalines SEQ ID No:1, SEQ ID No:2, SEQ
ID No:3 arba SEQ ID No:4 arba jy rekombinantinius DNR darinius, konstravimas;

b) vektoriy jvedimas | Seimininky, iSskyrus Zmogy, organizmus, gaunant
transformuotus organizmus su antisensine geny ekspresija;

¢) transformuoty organizmy, pasizyminéiy visiS8kai arba dalinai blokuota
geny ekspresija, lyginant su netransformuotais kontroliniais organizmais,

atrinkimas.
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30. Transformuoty organizmy gavimo bddas pagal 27 ir 29 punktus, b e -
siskiriantis tuo, kad jame naudoja vektorius pagal 21-26 punktus arba i§
ju gautus vektorius.

31. Transformuoty organizmy gavimo bldas pagal 28 punkta, besiski
riantis tuo, kad jame naudoja vektorius pagal 24 punkta arba i§ iy gautus
vektorius.

32. Transformuoty organizmy gavimo bldas pagal 27-31 punktus, be s |
skiriantis tuo, kad jame $eimininko organizmas yra eukariotas, iSskyrus
Zmogy, geriausia Penicillium, Aspergillus arba Acremomonium.

33. Bldas pagal 32 punktg, besiskiriantis tuo, kad jame
geriausias mikroorganizmas yra Penicillium chrysogenum, Aspergillus nidulans
arba Acremomonium chrysogenum.

34. Transformuoty organizmy gavimo bldas pagal 27-31 punktus, b e s
iskiriantis tuo, kad jame $eimininko organizmas yra prokariotas, geriausia
Escherichia coli arba aktinomicetas.

35. Transformuoti organizmai, i$skyrus Zmogy, besiskiriant y s
tuo, kad | juos yra jvestos DNR sekos pagal 8-16 punktus, dalinai arba pilnai
jeinancios | vektorius pagal 21-26 punktus, gaunami 27-34 punktuose aprasytais
bldais.

36. Transformuotas organizmas pagal 35 punkta, besiskiriantis
tuo, kad jis yra prokariotas, geriausia Escherichia coli arba aktinomicetas.

37. Transformuotas organizmas pagal 35 punktg, besiskiriantis
tuo, kad jis yra eukariotas, geriausia Penicillium, Aspergillus  arba
Acremomonium.

38. Transformuotas organizmas pagal 36 punkta, besiskiriantis
tuo, kad geriausiu atveju jis yra Penicillium chrysogenum, Aspergillus nidulans,
Acremomonium chrysogenum arba Saccharomyces cerevisiae.

39. Organizmas pagal 36 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra
grynas kamienas, batent CECT4849, CECT4852, CECT4851 arba jy mutantai ir
Ju transformuoti dariniai.

40. Transformuoty organizmy pagal 35-39 punktus panaudojimas

antibiotiky gamybai.
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41. Transformuoty organizmy pagal 35-39 punktus panaudojimas
penicilino gamybai.
42. Transformuoty organizmy pagal 35-39 punktus panaudojimas

cefalosporiny gamybai.
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