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Prezenta inventie se refera la
secventa de ADN ce codifica oxalat
decarboxilaza, utilizata in protectia plantelor
la atacul acidului oxalic.

Este cunoscut faptul ca cea mai
mare parte a oxalatului de la animale,
inclusiv oameni isi are ariginea in oxalatul
ingerat cu material vegetal. Unele legume
cu frunze mari (de exemplu, Amaranthus,
spanac, revent) sunt surse bogate de
vitamine si minerale, dar ele contin acid
oxalic ca factor nutritional stresant. Astfel
de plante, cand sunt consumate in cantitati
mari devin toxice pentru oameni datorita
chelatilor de oxalat de calciu si precipitarii
oxalatului de calciu in rinichi ceea ce are
ca urmare hiperoxalurie si distrugerea
tesuturilor renale [ Decastro, J. Pharm.
Biomed. Anal. 6:1 (1986);Hodgkinson,
Clin. Chem. 16,547 (1970)).In afara de
acestea pot fi amintite cel putin alte doua
situatii cand acidul oxalic este implicat in
mod indirect. Intr-un caz producerea
acidului oxalic este un mecanism impartant
de atac utilizat de catre Whetziinia
sclerotiorium, o ciuperca ce produce daune
serioase culturilor cum ar fi floarea-
soarelui. Acidul oxalic se acumuleaza in
tesuturile infectate in timpul patogenezei
timpurii si concentratia sa creste in
perioada cand patogenul colonizeaza
tesuturile gazda. Acumularea acidului oxalic
in frunze producand simptome de vestejire
si eventual moartea frunzei. Astfel, acidul
oxalic functioneaza ca o toxina mobila ce
se deplaseaza de la baza stemurilor
xilenului de legatura si frunze.(Maxwell,
Physiol. Plant Pathal. 3:279 (1 973]).

In alt caz, consumul de Latimus
sativus (mazarichea puiului) produce
neurolatirism, care se caracterizeaza prin
spasticitatea muschilor picioarelor, paralizia
membrelor inferioare, convulsii st moarte.
[.sativus este o leguma puternic bogata
intr-o proteind care creste in conditil
extreme, precum locuri expuse curentilor
de aer si suprafetelor mlastinoase si nu
necesita practici complexe de conducere.
In diferite parti ale plantei este prezenta
neurotoxina acid B-N-oxalil-L-, p-diami-
nopropionic (ODAP). Sinteza ODAP este
o0 reactie in doua etape in care acidul oxalic
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este un substrat de start esential. ODAP
actioneaza ca un antagonist metabolic al
acidului glutamic care este implicat in
transmiterea impulsurilor nervoase in
creier. Asadar, in ciuda continutuiu sau
bogat in proteine, leguma nu poate fi
folositd ca sursa alimentara (Mickelson
et al., (1973)1n Modern Nutrition in Health .
and Disease: Dietotherapy (Goodhart, R.
S. and Shils, M. E., Eds) Sth Ed. pp.41e2-
433, Lea and Febiger, Philadelphia).

Un studiu al functier acidului oxalic
in sistemele mentionate anterior eviden-
tiaza rolul sau drept un factor de stres
important. Este evidenta valoarea unei
gene izolate care sa codifice un produs
proteic care sa degradeze acidul oxalic.
O astfel de gena poate fi folosita ca un
instrument pentru degradarea acidului
oxalic n plantele unde el se acumuleaza
ca atare sau este un substrat in sinteza
neurotoxinei sau este un mediu pentru
patogeneza. Aceasta se poate obtine
numai prin efectuarea transferului genetic
la aceste plante.

De un interes deosebit este sistemul
enzimatic cunoscut, care degradeaza acidul
oxalic, oxalat decarboxilaza de la ciuperca
Bazidiomiceta Collubia velutipes datorita
unei lucrari care foloseste o enzima partial
purificatd aratd o singura etapa pentru
degradarea acidului oxalic la dioxid de
carbon si acid formic, un acid arganic lipsit
de toxicitate in absenta oricarui cofactor
{Shimozono et al., J Biol. Chem. 227:151
(1957)).

Problema pe care o rezalva inventia
este secventa de ADN care codifica oxalat
decarboxilaza utilizatd in protejarea la
atacul acidului oxalic.

Secventa de ADN, conform inventiel,
inlatura dezavantajele mentionate prin
aceea ca, secventa ADN care codifica
oxalat decarboxilaza, are secventa de
nucleotide prezentata in fig.11, precum
si variante ale acesteia obtinute prin
degenerarea codului genetic.

De asemenea,prezenta inventie
asigurd metode de utilizare a secventel
de codificare a pentru producerea plantelor
transgenice care au un continut scazut
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de acid oxalic. Intr-o astfel de realizare,
inventia de fata, face posibila ameliorarea
conditilor de stres generate de acidul
oxalic in cazurile mentionate mai sus. Ea
face posibila, de asemenea, dezvoltarea
sistemelor de cercetare pentru urmarirea
nivelurilor deoxalatilor in urinad si ser.

In prezenta inventie, se prezinta
introducerea unei gene care exprima oxalat
decarbaoxilaza in plante (inclusiv plante
cultivate cum ar fi: floarea-soarelui, soia,
fasole in general, rapitd/lucerna, safflower,
arahide si trifoi, legume cultivate cum ar
fi - laptuca, tomate, cucurbitacee, cartofi,
marcovi, ridichi, mazare, linte, conopida
si varza de brussel, flori precum petunia
si pyrethrum si specii de pomi cum ar fi
piersic), prin care se confera la astfel de
plante rezistenta la boli, in special boli
cauzate de fungi, in care acidul oxalic joaca
rol principal, asa cum este cazul in balile
datorate genurilor de fungi Sclerotinia,
Sclerotium, Aspergillius, Streptomyces,
Penicillium, Pythium, Paxillius. Mycena,
Leucostoma, Rhizoctonia si Schizophyflum.

In linii mari, prezenta inventie, este
orientata spre utilizarea unei enzime care
degradeaza oxalat, asa cum s-a exem-
plificat prin oxalat decarboxilaza, pentru
utilizari comerciale, cum ar fi industria
berii, sau pentru utilizari agronomice, cum
ar fi reducerea susceptibilitatii unei plante
fata de acidul oxalic sau pentru a reduce
concentratia endogena de acid oxalic dintr-
o planta. Enzima oxalat decarboxilaza care
degradeaza oxalatul poate fi folosita pentru
reducerea mortalitatii plantelor sau distru-
gerii datorate bolilor sau altui fenomen in
care acidul oxalic joaca un rol invaziv critic.
Producerea oxalat decarboxilazei poate
avea ca rezultat prevenirea maortalitatii
plantelor si infectiilor de la bolile in care
acidul oxalic este critic. Asemenea boli sunt
provocate, in special, printe altele, de
genurile specifice de fungi, notate mai sus.

Aici este expusa inventia oxalat
decarboxilazei substantial purificate si
caracterizate. Enzima are un pH acid, este
stabild pe un domeniu larg de pH si este
moderat termostabild. Greutatea mole-
culara a enzimei pe SDSPAGE este 64
kDa in stare glicozilata si 55 kDa in stare
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De asemenea, aici se expune
inventia unei gene substantial integrala si
substantial purd, care caodifica enzima
oxalat decarboxilaza cu o secventa ADN
specifica precum cea prezentata in sec-
venta ID nr.1. Gena ce codifica enzima
care prezinta activitate oxalat decarboxilaza
avand o greutate moleculara (deglicozilata)
de aproximativ 55 kDa, asa cum s-a
determinat prin SDS-PAGE.

Inventia se refera, de asemenea,
la compozitii pentru utilizarea pentru
combaterea patogenezei plantei, compozitii
care includ substante chimice ce prezinta
activitate de degradare a acidului oxalic.
in mod deosebit activitate oxalat
decarboxilazica. In mod specific, compusdul
are activitate oxalat decarboxilazica intr-o
cantitate suficienta pentru descompunerea
acidului oxalic produs de patogeni. Se va
aprecia ca o altd utilizare agrochimica
pentru un asemenea comMpus este aceea
de a combina cu un purtator cores-
punzator, care este acceptabil agronomic,
permitand eliberarea compusului direct
catre planta sau catre sol.

Aici, este descrisa, de asemenea,
o celuld transformata de planta, celula care
este transformata cu o gena care codifica
oxalat decarboxilaza. Gena care codifica
o astfel de enzima poate include secventa
ADN mentionata, Secventa 1D nr.1.

Este descrisa aici 0 metoda pentru
asigurarea protectiei impotriva acidului
oxalic pentru o planta care are nevoie de
o asemenea protectie. Metoda include
furnizarea la o planta care are nevoie de
o astfel de protectie, a unei enzime care
degradeaza acidul oxalic intr-o cantitate
suficienta  pentru  efectuarea  unei
asemenea protectii. De preferinta, se are
in vedere ca enzima care degradeaza acidul
oxalic este oxalat decarboxilaza codificata
printr-o gena ce are secventa mentionata
in Secventa 1D nr. 1. Metadologia pentru
asigurarea unei asemenea protectii poate
lua 0 multitudine de forme inclusiv trans-
formarea unei plante cu o gena care
codificd o enzima ce degradeaza acidul
oxalic si, in special, care codifica oxalat
decarboxilaza. Alternativ, metoda poate
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include furnizarea unei enzime care
degradeaza acidul oxalic in combinatiie cu
un purtdtor agronomic acceptabil pentru
aplicare directa la o planta sau la solul in
care creste planta.

Oxalat decarboxilaza purificata a
acestei inventii, utilizeaza ca agent de lupta
contra patogenezei si utilizarea sa in
transformarea celulei de planta asigura
o metoda de combatere a bolilor plantelor,
fie in timpul prognozei, fie la stadiul de
invazie. Aceasta inventie aduce o speranta
deosebitd datorita faptului ca principala
calamitate a plantelor de importanta
agricola cultivate comercial, de exemplu,
plante de culturd cum ar fi floarea soarelut,
este produsa de specii de fungi precum
Sclerotinia care secreta acid oxalic.

Daca se va folosi o aplicare externa
a enzimei pentru protejarea unei plante
sau parti a unei plante fata de patogen,
enzima se poate dilua pentru a forma o
solutie sau suspensie lichida, sau se poate
amesteca cu un diluant solid pentru
aplicarea ca pulbere. Natura precisa a
aplicarii va depinde in parte de patogenul
(i) particular (i) si planta (1e) avuta in
vedere. Metode detaliate pentru adaptarea
metodelor generale de aplicare la plante
cultivate specifice si patogeni specifici se
pot gasi in “ Metods for evaluating pes-
ticides for controlof plant pathogens™ K.
D. Hickey, ed., The American Phytological
Society, 1986. Adjuvantii care se pot
adauga formularii includ agentii auxiliari
de solubilizare, agenti de umectare si
stabilizatori, sau agenti de producere a
produselor micracapsulate. Astfel de
adjuvanti sunt binecunoscuti h domeniu.

Aplicarile externe pot sa utilizeze,
de asemenea, microorganisme recom-
binate, fie intr-o forma viabila, fie dupa
convertire, intr-o forma neviabila printr-o
metodd care sa nu inactiveze enzima.

Purificarea oxalat decarboxilazei de
la C. Velutipes ca si caracterizarea enzimei
izolate se descriu in exemplele de mai jos.
S-au separat doud forme ale enzimei prin
localizare cromatograficd. Cele doua
izoenzime s-au aratat a fi inrudite prin
compozitia de aminoacizi, configuratie
peptidicd si reactivitate imunologica.
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Maximul A care s-a eluat la pH 3,3 s-a
folosit pentru studii ulterioare; K, s-a gasit
afi de 45 mM si V,, a fost 166
pmol/min/mg. Masa moleculara a
subunitatii enzimei glicozilate este 64 kDa,
in timp ce masa proteinei deglicozilate este
55 kDa. Enzima prezintd un pH acid, este
foarte stabila pe un domeniu larg de pH .
si este moderat termostabil.

Gena care caodifica oxalat decar-
baxilaza derivata de la fung avand secventa
aratata in Secventa ID nr: 1, a fost clonata
asa cum s-a descris In exemplele care
urmeaza. Pe scurt, cADN-ul care codifica
enzima s-a obtinut imunacreeting de la o
banca de expresie Agtll. Translatarea in
vitra a mARN-ului hibrid selectat a dat o
proteina de 55kDa. Hibridizarea genomica
Southern a aratat cé oxalat decarboxilaza
este codificatd printr-o gena unica. Sonda
cADN a hibridizat la o singura specie de
mARN de 1,5 kb. S-a dovedit ca mARN-ul
este indus prin acid oxalic. S-a abservat
o relatie temporald intre activitatea
enzimatica si nivelurile mARN, aratand ca
expresia oxalat decarboxilazei este reglata
la nivel transcriptional.

Gena care are structura Secventel
nr.1, continand secventa de codificare
pentru enzima matura oxalat decarboxilaza
se poate atasa la elemantele genetice
reglatoare care sunt necesare pentru
expresia unei gene structurale intr-o celula
gazda definita. Primul tip de element
reglator necesar este o regiune promo-
toare de gena care contine secvente ADN
recunascute de catre dispozitivele biologice
ale celulei plantei si care induce trans-
criptia secventei ADN intr-un ARN mesager
{mARN]). Apai se translateaza ARN-ul intr-
un produs proteic codificat de catre
regiunea structurald a genei. Promotorul
este atasat in fata sau la 5-ul genei pentru
oxalat decarboxilaza, ceea ce se poate
realiza conform metodelor standard cunos-
cute in domeniu. Vezi, de exemplu,
Maniatis et al., {1982) Malecular Cloning,
Cold Spring Horbar Laboratory, New York,
pp. 104-106.

Regiunile promotor care se pot
folosi pentru expresia genei oxalat decar-
boxilaza in celulele de planta includ pro-
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motori care sunt activi intr-un domeniu larg
al diferitelor tesuturi vegetale. De exemplu,
promotorul 35S de la virusul mozaicului
conopidei, poate fi adecvat acestui scop.
Alt tip de promator ce se poate folosi in
celule de planta este unul dintre cei care
se exprima in conditii mai restrictive. Inclusi
in aceasta clasd sunt promatorii activi
numai intr-un anumit tesut sau anumite
tesuturi ale plantei si/sau indusi spre a
fi activi prin anumiti stimuli cum ar fi
ranirea. Un exemplu de acest tip de
promaotor este regiunea 9' de la gena
pentru gena fenilamaoniac liaza (PAL). Acest
tip de promaotor care este prezentat in
Liang et al, (1989), PNAS, USA,
86:9284-9288. Expresia genei oxalat
decarboxilaza in gazde bacteriene poate
fi obtinuta prin folosirea promotorilor
obtinuti din surse bacteriene. Exemplele
de asemenea promatori includ promotorul
tip pentru expresie n bacterii precum
E.Coli, asa cum s-a exemnplificat In Amann
et al., (1983). Gene 25:167-168, sau
promotorul gliceraldehid fosfat
dexidrogenaza (GAPD) pentru expresie n
drojdie, asa cum s-a exemplificat in Edens
et al., (1984), Cell 37:628-633.
Secventele promator de gene pot fi, de
asemenea , derivate partial sau in intre-
gime de la secventa promotor gasite in
celule, altfel, decat ale celulei gazda, cu
conditia ca ei sa indeplineasca conditiile
de mai sus pentru transcriptie si transiatie.

Un al doilea element genetic
regulator care poate fi dorit, dar nu
neaparat necesar, atasat la gena oxalat
decarboxilaza, este o secventad terminator
sau secventa de poliadenilare care
promoveaza eficient terminarea trans-
criptiei genei, si la eucariote promoveaza,
de asemenea, poliadenilarea, adica aditia
unui  numar oarecare de adenozin
nucleotide la capatul 3' al mARN-ului. Pot
fi folosite pentru a atasa regiunea
terminator in urma sau la 3-ul genei
metode standard cunoscute in domeniu.
(Vezi, de exemplu, T. Maniatis et al., de
mai sus pp. 104-108). O secventa de o
astfel secventa terminator/poliadenilare
pentru expresie in plante este cel de la
gena octopin sintaza de la un plasmid Ti
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de la Agrobacterium tumofaciens cum s-a
enuntat in DeGreve et al., (1982]. J. Mal.
Appl. Genet. 1:493-511. Un exemplu de
asemenea terminator pentru expresie in
gazde bacteriene este secventa termina-
toare de transcriptie rho-independenta de
la Salmonella typhimurium, vezi, de
exemplu, E.E. Winkler, (1887), “Esche- .
richia coli and Salmonella Typhimurium,
Cellular & Molecular Biology”, F. C.
Neidhardt, editor; American Society for
Microbiology. Secventele terminator de
gene pot fi derivate , de asemenea, partial
sau in intregime, de la secvente terminator
gasite in cele ale celulei gazda care au
aceiasi lungime si indeplinesc criterille de
mai sus pentru terminarea transcriptiel
si poliadenilarii ceruta de catre celula
gazda.

Alt tip de element regulator care
poate fi atasat la gena pentru oxalat
decarboxilaza este o secventa ADN, care
caodificda un semnal peptidic. Semnalul
peptidic se ataseaza la terminusul amino
al proteinei si pemite proteinei sa se
localizeze la peretele celular sau sa fie
secretat din celula gazda. In timpul acestui
proces de localizare, peptida semnal este
clivatd producand un produs proteic cu
secventa proteinei mature. Secventa ADN
pentru semnalul peptidic se insereaza intre
promoator si regiunea codificatoare. Se pot
folosi pentru atasarea secventei ADN
pentru semnalul peptidic metode standard
cunoscute Th domeniu {vezi, de exemplu,
Maniatis, T., et al., de mai sus, pp 104-
106). Exemple, de asemenea, secvente
semnal, includ semnalul peptidic de la o
gend extensiva a plantelor (Chen & Verner,
1985, EMS0 J.4 2145-2151) de la gena
bacteriana pe1B (pectatliaza) de la Erwinia
carotovara((Lei et al., {1987), J. Bacteriol,
169:4379) si de la preprofactorul de
drojdie (Smith et al., 1985, Science
229:1219-1229). Secventele semnal
pratidic pot fi derivate, de asemenea, in
intregime sau partial de la secvente semnal
gasite in celulele diferite de cele ale celulei
gazda, care au aceleasi lungimi s
indeplinesc conditile de mai sus pentru
prelucrarea si localizarea proteinei in celula
gazda.
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Pentru insertia genei oxalat decar-
boxilaza poate fi folositd oricare dintre
diferitele metode cunascute pentru intro-
ducerea genelor straine in plante. Meto-
dologia aleasa pentru realizarea trans-
formarii plantei cu gena oxalat decar-
boxilaza este in functie de planta gazda.
Ca exemplu, o metodologie bine carac-
terizata ce ar fi utila pentru transformarea
plantei cu gena oxalat decarboxilaza este
transformarea mediata de Agrobacterium.

Transformarea mediata de Agrobac-
terium folosind gena oxalat decarboxilaza
urmeaza pracedurile bine cunoscute pentru
acesta metodologie. Initial, se introduce
0 caseta genetica adecvata pentru expresie
in planta se introduce o tulpina inafensiva
de Agrobacterium tumefaciens ca gazda
intermediara. Caseta genei oxalat decar-
boxilaza se introduce in regiunea T-ADN
a unei plasmide recombinate care contine
un marker genetic detectabil cum ar fi,
o gena codificatoare pentru neomicin fosfa-
transferazall, fosfinotricinacetiltransferaza
sau altele asemenea. Aceasta metodologie
este mentionata in numeroase publicatil
in literatura, inclusiv Horsch et al., (1983),
Science 227:12x29-1231. Bucati de tesut
de plante, de exemplu, frunza, cotiledon
sau hipacotil se coincubeaza cu bacterii
timp de 2-3 zile inainte de a se omori
bacteriile, folosind antibiotice precum
carbenicilina. Suplimentar, se includ in
mediul de cultura pentru tesuturile vege-
tale, antibiotice corespunzatoare marke-
rului genetic selectabil folosit, astfel, incat
s& creasca celulele de planta transformata.

S-au regenerat plantele de la celulele
transformate si apoi s-au testat pentru
prezenta si expresia genei oxalat decar-
boxilaza. Pentru identificarea transfor-
mantilor virali se pot folosi imunocercetar
si teste pentru activitate oxalat decar-
boxilazica. De asemenea, ca un test
functional al tesuturilor intacte se poate
folosi toleranta la acid oxalic exogen.

Asa cum s-a notat pentru trans-
formarea plantei in afara de transformarea
Agrobacterium sunt accesibile cateva alte
metodologii. Exemple ale catorva astfel de
metodologii de eliberare a ADN-ului includ
electroporarea, adica eliberarea indusa
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chimic prin protoplaste microinjectare,
balistica precum si altele. Un exemplu de
tipuri de plante care nu sunt in mod special
carespunzatoare transformarii mediate
de Agrobacterium sunt soia si anumite
cereale, inclusiv porumbul. Aceste plante
vor putea beneficia n Intrgime de
incercarile de transformare a plantelor .
folosind  alte  metodologii decat
transformarea mediata de Agrobacterium.

Avantajele prezentel inventii consta
in utilizarea genei ce codifica oxalat decar-
boxilaza pentru transformarea plantelor
pentru ca acestea sa-si sintetizeze singure
gena oxalat decarboxilaza sau prin
aplicarea de oxalat decarboxilaza ca
pesticid, cel mai probabil, in combinatie
cu un purtator adecvat ce este acceptabil
in agricultura. Un beneficiu important al
utilizarii ca pesticid este cel ecologic,
aceasta fiind nepoluanta si nedaunatoare
plantelor.

In continuare, se prezinta exemplele
de realizare a invetiei, in legatura cu fig.
1-12 care reprezinta:

- fig. 1, Profilul de elutie al oxalat
decarboxilaza din coloana de cromato-
focusare. Proteina de la etapa Acetona-V
s-a incarcat intr-o coloana DEAE-Sepharoza
CL-68 (1 x 13 cm) echilibrata cu acetat
de potasiu 0,02M (pH 4,5). Proteinele
legate s-au reluat cu un gradient de pH
descrescator. Activitatea a fost asociata
cu maximul de elutie A fa pH 3,3 si
maximul de elutie B la pH 2,5. Incluse,
benzile proteice corespunzatoare celor
doud maxime. Maximele A (traseu A] si
B (traseu B) s-au stabilit prin SDS-PAGE
11% si s-au colorat cu Coomassie Blue.
Traseul S prezintd markerii moleculari de
masé de la Sigma(SDS-7).

fig. 2, Criterii de puritate. (A] S-au
separat pe gradient SDS-14 7-15% de
doua ori dilutii seriale (traseele 1 la 7 )de
oxalat decarboxilaza ncepand cu 3pg
proteind {traseul 1). (B] Sau separat prin
focalizare izoelectrica 10pg de oxalat
decarboxilaza (maxim A} (pH 2.5-5.0
amfoliti Pharmacia ) in dimensiunea initiala
si prin SDS-PAGE 12% Tn cea de-a doua
dimensiune. Traseul S arata standele de
calibrare SDS-7 (Sigma) pentru estimarea
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greutatii moleculare. in (A) si(B) gelurile
s-au colorat cu Coomassie Blue.

-fig. 3, Carelarea activitate-banda.
S-au supus electroforezei 500 ng proteina
in doua trasee de gel poliacrilamidic 6%
nedenaturat; un traseu s-a colorat cu
Coomassie Blue s-a decupat in 12 sectiuni
de cate 4mm. Fasiile de gel s-au incubat
in 200ug de tampon acetat de potasiu 0,1
pH 4.5. Acrilamida s-a sfaramat si s-a
umezit peste noapte la 4°C. Activitatea
enzimatica s-a cercetat si s-a corelat la
banda din traseu colorat. Distanta migrata
(R, de 0,35, fasia de gel nr.4) de activitate
enzimatica [ 0,2 unitati) s-a corelat cu cea
a benzii unice colorate (500 ng). Nu s-a
gasit nici o banda proteica sau activitate
enzimatica in nici o alta parte a gelului.

- fig. 4, Comparatie a modelelor
digestului Cleveland de la doua forme de
oxalat decarboxilaza. S-au generat hartile
peptidice direct in gel pentru depozitare
4, 5% al unui gel de separare 14%. S-au
taiat 10 pg din polipeptidele maximului A
si maximului B din gelul SDS-paliacrilamidic
11%, si s-au digerat cu 100pg/ml
proteaza VB (5. Aureus, Sigma). Peptidele
s-au elecropotat la o membrana
nitrocelulozica si s-au imunadetectat cu
dilutie 1:5000, de anticorp anti-oxalat
decarboxilaza. Trasee:1, maximul A al
proteinei 1 si 2, maximul B al proteinei.

fig. 5, Deglicozilarea oxalat decar-
boxilazei. S-a tratat 1pg din maximul
enzimatic A cu 1 mU (traseu 3) si 10 mU
(traseu 4) de EndoH timp de 22 h si s-au
separat in SDS-PAGE 11%. Traseele 1 si
2 contin controale netratate pentru
maximul A. Traseul S (dreapta) arata
markeri de greutate moleculara (Phar-
macia) si traseul S (stanga) are greutatea
moleculard cea mai ridicata, markerii
precolorati (BRL).

- fig. 6, Imunotitrarea activitatii
enzimei. Sau incubat 1.5 pg de enzima in
tampon acetat de potasiu 0,02M. pH 4,5
cu diferite volume de ser (1) la 25°C, timp
de 2h. Imunocomplexele s-au scos prin
centrifugare la 12000 xg timp de 10 min.
si s-a determinat activitatea reziduala prin
test standard. Incubarea controlului s-a
realizat cu ser preimun (Pi).
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- fig. 7. (A) fuziunea proteinelor
oxalat decarboxilaza-f-galactozidaza. S-au
lizat microplacile induse IPTG in tampon
Laemmli 1% si s-au separat pe SDS-PAGE
10%, s-au transferat la nitroceluloza si s-au
sondat cu  anticorpii anti-oxalat
decarboxilaza. Numerele traseelor de sus
corespund la clonele numerele “C" este .
traseul de cantrol cu macroplaca de la non-
recombinat. (B) Hibridizarea diferentiala
a ARN-urilor de la placile imunopozitive.
Fagul ADN (500ng) izolat de la clone a fost
legat la membrana Gene Screen Plus in
duplicat si s-au hibridizat cu oxalat neindus
(minus) si oxalat-indus sonde cADN( 2,5
x 10° cpm/pg cADN)). “C'se refera la ADN
nerecombinant A gtll..

-fig. 8, (A) Translare in vitro. S-au
imunaoprecipitat si s-au separat prin SDS-
PAGE 10% produsele de translare ale ARN
poli (A+) neinduse translatate total in vitro,
O-h (traseul 1) si stadille induse oxalat
(traseul 2), 12-h. Gelul s-a fluorografiat
si autoradiografiat. Traseul 3 arata
disparitia benzii de 55 kDa cand oxalat
decarbaoxilaza purificata a fost prezentata
drept competitor pentru legare la anticorp
in timpul imunoprecipitarii. (B) Translarea
hibrid-selectiva. ARN poli (A+) (20pg/ml)
izalat de 1a C. velutipes s-a hibridizat cu
plasmid ADN (1,2 kb insert cADN in
pTZI8UJlegat la membrana Gene Screen
Plus. ARN-ul s-a eluat si s-a transplatat
in lizat reticulocitar de iepure si produsele
translatate s-au imunoprecipitat si s-au
separat prin SDS-PAGE 10%. Traseul 1
nici un MARN; traseul 2, mARN hibrid
selectat de la insertul 1,2 -kb; traseul 3
ARN poli(A+) total 12-h; si trasel 4
secventele vectorului nerecombinat. Este
indicatd masa molaculara a markerilor.

-fig 9, (A} Northern blot care arata
mARN de 1,5 kb de la oxalat decarboxilaza
de la C. velutipes. 1 ug ARN poli (A+) de
la stadiile neinduse (h) si de la stadile
oxalat induse (12h) au fost glioxat dena-
turate si s-au separat pe gel de agaroza
1,2%, s-au patat la membrana Gene
Screen Plus si s-au sondat cu cADN
marcat -(¢**P) (9 x 107 cpm/ug) pentru
oxalat decarboxilaza. S-a utilizat ca
standard de marime etalon de 1kb (BRL).
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(B) Southern blot al ADN genomic de la
C. velutipes. S-a digerat ADN genomic (4
g}, cu enzime de restrictie s-a separat
pe gel de agaroza 1,2%, pata s-a trans-
ferat la membrana Gene Screen Plus si
s-a hibridizat cu insertul cADN marcat -
(«**P). Ca standarde de marime mole-
culara s-au utilizat digerate AHindlll/ECoRl
si UCISHinfl.

- fig. 10, Reglarea expresiei genel
oxalat decarbaoxilazei. Se prezinta ARN-ul
total (10 pg) izolat din cultura de C.
velutipes 1n diferite momente dupa
adaugarea acidului oxalic. (A) Gel agaroza
1,2% colorat cu bromura de etidiu arata
incarcar relative de ARN glioxal denaturat.
(B) ARN-ul total transferat la Gene Screen
Plus si hibridizat la insertul cADN 1,2
marcat {«°*P). Cantitatea relativa a ARN
poli (+A) care codifica oxalat decarboxilaza
(O) de la ariile integrate ale traseului
densiometric de la autoradiografia (B).
Activitatea specifica a enzimei izolate din
aceiasi cultura este, de asemenea,
prezentatd(.].

- fig. 11, Secventa nucleotidica a
insertului cADN de 1420 bp in pOXD1.

- fig. 12, Constructia plasmidului
pSR21.

Exemplul 1. Purificarea si caracterizarea
oxalat decarboxilaza
Protocoalele experimentale:

Organismul si conditii de crestere

Se creste C.velutipes (tulpina S.
A.T.C.C. 13547)pe suprafata mediului care
contine dextroza 5%, peptona 1%, KH,PO,
0,1%, MgS0, x 7H.0 0,05% si extract
de mait Difco 1% la pH 5,2. Organismul
se creste de la inoculare de miceliu la
25°C, in culturi stationare intr-un volum
de mediu reprezentand 1/5 din volumul
baloanelor de cultura. Dupa circa 25 zile
de la inoculare se induce enzima oxalat
decarboxilaza prin adaugare de acid oxalic
12,5 mM la fiecare vas de cultura. Se
recolteaza miceliul dupa 2-3 zile de la
adaugarea acidului oxalic si miceliul se
spald cu apa distilata rece si se
depoziteaza la -20°C, C. velutipes se
mentine pe acelasi mediu inclinat (Lakoby,
Methods in Enzymology 5:637 (1862)).
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Purificare:

Etapa 1. Prepararea extractului brut

Miceliul inghetat se macina intr-un
amestecator Waring timp de 10 min. cu
gheatd uscata sau azot lichid. Pudra se
extrage cu 3 volume tampon citrat de
potasiu 0,1 M, pH 3,0, timp de 10 min.
la 4°C si suspensia se centrifugheaza la
10000 x g, timp de 30 min. la 4°C.
Supernatantul se filtreaza printr-un strat
dublu de tifon.

Etapa 2. Precipitare cu acetona

Se adapteaza concetratile de
acetona dupa Shimozo si Hayaishi (J. Biol.
Chem. 227:151 (1957)), exceptand faptul
ca ultimele doua etape s-au realizat.
Procentajele cuantificate sunt pe baza de
val/vol asumand volumele aditionale. (a]
temperatura scazuta pentru precipitarea
acetonica se mentine la -10°C printr-c baie
gheata-sare. Proba se raceste pana la O°C
sl prima precipitare acetonica la 33,3%
se obtine prin adaugare in picatura de
acetona racita la supernatant cu agitare
mecanica constanta (Acetona ). Amestecul
se echibreaza timp de 15 min. si
precipitatul format prin centrifugare intr-o
centrifuga preracita la 10000 x g, 20 min.
la 2°C. Precipitatul obtinut de la
fractionarea 33,3%-50% in 1/5 din
volumul de strat al tampaonului acetat de
potasiu O, 1M racit si la pH 4,5 solutia
enzimatica se dializeaza timp de 16h la
4°C contra de 2 ori schimbat tamponul
acetat de potasiu 0,02 M, pH 4,5 si o
micad cantitate de pecipitat format in timpul
dializei se indeparteaza prin centrifugare
(Acetona 11). (b) Supernatantul se aduce
la 40% acetona (Acetona Ill) si precipitatul
se indeparteaza. Precipitatul de Ia
adadugarea ultericara pana la 50%
(acetona) se dizolva intr-un volum de acetat
de potasiu 0,02M, pH 4,5.

Etapa 3. Focalizarea cromatografica

Se echilibreaza si se foloseste
pentru pregatire o coloana de 10 mi de
DEAE-Sepharoza CE-68 (Pharmacia) (1 x
13cms) in tampon acetat de potasiu
0,02M pH 4,5. Precipitatul de la ultima
precipitare acetonica se incarca la o rata
de curgere de 10 ml/h. Se spala coloana
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cu doua volume de coloana de acetat de
potasiu 0,02M pH 4,5 si se efectueaza
elutia prin dizolvarea unui volum intens de
pH folosind un amestec de tamponare acid,
4 mM (4 mM fiecare acid aspartic -DL,
acid Lglutamic, si glicerina, pH 2,3). Elutia
se efectueaza la o ratd de curgere de
10ml/h si se colecteaza 10 ml de
fractiune; se urmaresc proteinele prin
adsorbtie de 280 nm; se testeaza
fractiunile pentru activitatea enzimatica
si se determina pH-ul fiecarei fractiuni.
Fractiunile continand activitate enzimatica
se colecteaza si se distileaza contra apa
si se concentreaza intr-un micracon-
centrator Amicon (30000 separate).
Enzima se depoziteaza la 4°C.

Controlul enzimei

Activitatea oxalat decarboxilazica
se determind, de asemenea, prin Masu-
rarea eliberarii de '“CO, de acid oxalic -
("“C) (Amerscham 4,1 mCi/ml). Controlul
enzimei se relizeaza in fiole mici de sticla
care au un continut de 1 ml, din urmatorul
amestec de reactie: citrat de potasiu 0,2
M, pH 3.0, oxalat de potasiu 0,005 M,
pH 3.0, acid oxalic-('“C)5,6nM (00,0227
pCi) si 0,2 ml de saolutie de enzima.
Eprubetele se preincubeaza 5 min. inaintea
adaugarii enzimei. Eprubetele se sigileaza
cu dopuri de cauciuc si se incubeaza la
37°C, timp de 30 min. intr-0 baie de apa
agitata. Reactia se termina prin injectarea
de O,2 ml acid tricloracetic 50°v/v prin
dopurile de cauciuc si eprubetele se agita
pentry un timp suplimentar pentru
captarea in intregime a '“CO, degajat in
0.3 ml hidroxid metilbenzentonit (Sigma)
plasate intr-un tub de plastic in interiorul
eprubetei de sticla. Tuburile de sticla se
retrag si continutul se transfera la 5 ml
de toluen pe baza fluidului de scintilare si
se determind radioactivitatea intr-un
contoar de scintilare in lichid. Se monteaza
eprubete martor in care se adauga 0.2
ml de TCA 50% inaintea enzimel s-au
enzima a fost omisa. Din cinetica
experimentelar se corecteaza valorile
pentru radioactivitatea obtinutd de la
enzima denaturata termic.
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Definitia unei urnitatr.

0 unitate se defineste ca fiind
cantitatea de enzima care elibereaza 1 pM
de "CO, per minut la 37°C, in conditii
standard de control. Totalul eficientei
controlului a fost de obicel intre 60 si 70%.
Prateina se determing prin metoda Lowry
(Peterson, Anal. Biochem. 83:346 .
(1977]). V.. si K, se determina prin
Lineweave-Burk plot (Leneweaver & Burk.
J-Am.Chem.Soc. 56:658-666 (1834)).

Determinarea masei moleculare

Masa moleculara a oxalat decar-
baxilazei se determina prin cromatografie
de filtrare pe gel. Enzima purificata (100ug
in 100ul) se incarca pe o coloana FPLC
in gel de permeatie (Superoza 12:10 x
300 nm) la o rata de curgere de
0,5ml/minut folosind tampon de acetat
de potasiu 0,02 M, KCI 0.1 M, pH 4.5
la temeratura camerel. Proteinele se
detecteaza la 280 nm. Proteinele standard
folosite sunt tiroglobulina (660 kDa,
Pharmacia), feritina (440 kDa, Pharmacia),
catalaza (8230 kDa, Pharmacia), aldoza
{158 kDa Pharmacia), alcool dehidro-
genaza (150 kDa, Sigma), si anhidraza
carbonica (29 kDa, Sigma). Compozitia
subunitatii se determina prin electroforeza
in placa de gel dodecilsulfat de sodiu
poliacrilamidic 1n gradiente de geluri /%,
folosind sistemul de tampon Laemmli)
{Laemmli, Nature 227:680 (127/0]).

Criterii de puritate

Omogenitatea oxalat decarboxilazei
unificate se determinad prin separarea a
10pg de proteind (maximul A] pe
elecroforeza in gel bidimensionala conform
OFarrell, J.Biol.Chem. 250:4007 (1975)}.

Compozitia aminoacidica

Se hidrolizeaza praobele in HCI 6M
din eprubetele sigilate evacuate la 110°C,
timp de 22 h. Hidrolizatele se analizeaza
cu un analizor de aminoacizi (LKB 4151
Alpha Plus). Cisteina si cistina se determina
cu acid cistic dupa oxidare cu acid
perfarmic. Triptofanul nu se determina.
Digestia cu proteaza se va face cum s-a
descris mai devreme (Cleveland, Methods
in Enzymol, 896,/222(1983)S.
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Analiza carbohidratilor

Colorarea glicoproteinei se face
folosind reactivul propionat-baze Schiff.
Continutul de zahar natural se determina
prin metoda fenol-acid sulfuri (McKelvy et
al... Arch. Biochem. Biophys. 132:88
(1969)), cu glucoza drept standard.
Enzima se deglicazileaza prin Endo-p-,N-
acetilglucozaminidaza H de la S. Plicatus,
(Boehringer Mannehein, 40 muU/pg)
conform lui Trimble (Trimble et al., Anal.
Biochem. 141:515(1984)).

Prepararea antiserului

Oxalat decarboxilaza (1 mg/ml) se
denatureaza termic prin fierbere timp de
10 min. in PBS in prezentd de SDS 0,5%.
Antigenul proteic (150 pg) din PBS se
emulsioneaza cu adjuvant Freund complet
si se injecteaza subcutanat intr-un iepure
alb neozeelandez. Dupa o perioada de trei
saptamani se vor da urmatoarele sustineri
in adjuvanti Freund incomplet. Se da a 4-a
injectie intravenos. Titrul anticorpului se
urmareste folosind tehnica imunodifuzie
Ouchterlony (Garvey et al., (1877) Metods
in Immunol, 3rd Ed., W.A.Benjamin
Inc.,N.Y.). Purificarea de afinitate a
anticorpului se face conform lui lwaki et
al., Cell 57:71(1889).

Westhern blot-ul si imunodetectia

Proteinele se transfera la o mem-
brand microcelulozicd (Schleicher &
Schuell) la un curent constant de 150 mA,
timp de 3 h, la 15°C, conform procedurii
lui Towbin et al., (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 76:4350(1979)). Imunodetectia se
face folosind dilutie 1:5000 de anticorp
anti-oxalat decarboxilaza si se detecteaza
calea reactiei fosfatazei alcalina (Amers-
cham, Su perecreen immunoscreeningg
system).

Rezuitate

Activitatea maximala a oxalat decar-
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boxilazei se obtine dupa 2 sau 3 zile de
la adaugarea acidului oxalic. Rezultatele
unei praceduri tipice de purificare sunt date
in tabelulul 1. Enzima se separa in doua
maxime pe o coloana de focalizare
cromatografica: maximul A se elueaza la
pH 3,3, si maximul B se elueaza la pH 2,5
(fig. 1). Maximul A se purifica de 1670 )
de ori cu o recuperare de 2,0%, in timp
ce maximul B se coelueaza cu 2
contaminanti minori si se purifica de 614
ori cu 15% recuperare {tabelul 1). Acesti
contaminanti se indeparteaza dupa trecere
printr-o coloana de cromatografie cu gel
de filtrare Sepharoza 48, si aceasta
proteina se foloseste pentru determinarea
compozitiei de aminoacizi. Datorita puritatii
ridicate a maximului A acesta proteina se
foloseste pentru lucrul in continuare. Ma-
terialul din maximul A se elueaza ca un
maxim unic pe o coloana de cromatografie
a proteinei in lichid rapid Superoza 12, si
10ug de proteind se dau un singur spot
pe electroforeza bidimensionala in gel (fig.
2B). Cele doua dilutii seriale facute de doua
ori aratd ca cel putin 45mg de proteina
se pot detecta prin colorare Coomassie
Blue (fig. 2A). Distanta migrata a activitatil
enzimatice (R=0,35, fasia de gel 4) se
coreleaza cu cea a singurei benzi colorate
pe PAGE nedenaturat (fig.3). Nu se
gaseste nici o banda proteica s-au
activitate enzimatica in nicit o alta parte
a gelului. Astfel, banda proteica
corespunzatoare maximului A are activitate
oxalat decarboxilazica.  Preparatele
enzimatice sunt stabile la 4 sau -20°C, si
mai mult de 70% din activitatea initiala
poate fi masurata dupa 4 luni de stocare
la 4°C, la 1mg/ml in acetat de potasiu
0.02M (pH 4,9}
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Tabelul 1
Tabelul purificarii de la un experiment tipic
Etapa de Proteina Activitate Activitate Purificar | Randament
purificare totalad totald specifica X %
1. Extract brut 4480 950 0,21 1 100
2. Acetona |l 120 608 5,06 24 B4
3. Acetona V 3.8 260 68.8 328 27.3
4. Focalizare
cromatografica
a. Maxim A 0.08 28 330 1670 2.9
b. Maxim B 1,24 160 129 614 16.8
* se utilizeazd 150 g de pudra méacinata in azotat lichid.

Datele compozitiei aminoacizilor ale 15 Tabelul 2
celor maxime indica prezenta unui continut Compozitia de aminoacizi
foarte ridicat de aminoacizi acizi [22%) Maxim A %° Maxim B %
(tabelul 2). Aceasta ar putea contribui la Asx 1057 1037
valorile sca I | proportia ami-

a 0_1‘“1 cazupe ale pH, desi proportia ‘a 1 Gix 1175 11 50
darii in proteina nativa nu s-a determinat. 2o .
- . - . Lys 3.2 2,96
Cele doua maxime au compozitii amino-
acide foarte asemanatoare unui continut Arg 2,84 2,89
in metionina si tirozind de 2 ori mai ridicat His 2,66 2,74
in maximul B si a unui continut n acid Gly 8.44 9.44
cisteic de 2 ori mai ridicat in maximul A.  2:
- o ] o ) Ser 7,23 7,19
Inrudiri suplimentare sunt indicate prin
configuratia peptidica a celor doua maxime Thr 8.56 8.48
folosind proteaza V8 de Staphylococcus Cys* 0,66 0.28
aureus (fig. 4). Anticorpii purificati prin Tyr 0,84 1.95
afinitate directionati impotriva maximului - 30 Ala 1103 10,992
A reactioneaza incrucisat cu proteina
. . y . . Val 6,31 6.52
maximului B. Compozitia de aminoacizi,
hartile peptidice si reactivitatea imunologica Leu 7.79 /.19
incrucisata arata ca cele doud maxime lle 4,00 3.86
rezolvate pe cromatifocalizare sunt inrudite 35 Pro 864 8.46
unul cu altul. Cele doua forme cu diferente Phe 513 469
in pH pot fi datorate gradelor diferite de
. . . .. Met 0,34 0.69
amidare sau aminoacizilor acizi, sau pot
b
fi datorate microheterogenitatii din catenele Trp Nd ND
oligozaharidice constituiente. 40 Amoniac ND ND

3

b

: moli %
: nu s-a determinat

. determinat ca acid cistic.
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Masa moleculara a enzimei native
estimata prin filtrare in gel a fost 560 kDa.
Electroforeza pe gradient SDS-gel poliacril-
amidic aratd prezenta unei singure poli-
peptide de 64kDa (fig.2A). Aceasta mari-
me moleculara este obtinuta constant cu
toate procentele diferite de gel folosite cu
sistemul de tampon Laemmli. Cand enzima
se tratateaza cu endo-p-N-acetilglucozamini-
daza N, marimea benzii principale degli-
cozilate este 55kDa (fig. 9). Enzima se
gaseste a fi glicozilatd si marimea
moleculara aparent ridicatd obtinuta prin
filtrarea In gel poate datorata tendintei
anumitor glicoproteine de a interactiona
necovalent in solutie (Farach-Carson et al.,
Biotechniques 7:482 (1989); Kleiman et
al., Biochemistry 25:312 (1986])).

De la punctele LineweaverBurk se
calculeaza un k_, aparent cu valoarea de
4,5 mM pentru oxalat de potasiu ca
substrat. Aceasta da un V., de 166
pmali/min/mg. Enzima este inhibata
competitiv prin ioni fosfat si se abtine un
Ki de 9mM cand se adauga la reactie S0
mM PO,%. Enzima este specifica pentru
oxalat ca substrat decarece acidul citric,
acidul acetic, acidul oxalacetic, acidul
succinic si acidul formic nu s-au folosit ca
substrat.

Enzima nu este inactivata ireversibil
pe un domeniu extins de valori ale pH-ului,
pH-ul optim pentru decarbaxitare fiind 3,0.
Enzima si-a pastrat 78% din activitatea
initiala dupa 20 de min. de incubare la
80°C. Inactivarea aproape totala se
abserva la 96°C in 10 min. de incubare.
Activitatea enzimatica nu este afectata prin
reactivi cu grupare sulfhidril, enzima
mentinand 95% din activitatea sa in
prezenta a 50 mM acid p-clormer-
curbenzensulfonic sau 50 mM iodacetat.
Oxalat decarboxilaza si-a pastrat 45% din
activitatea sa dupa incubare cu SDS 10%
timp de 30 min. la temperatura camerei.
Totusi, cand se incalzeste la 60% in
prezenta de SDS 10% aproape intreaga
sa activitate se pierde. Natura
glicoproteinei este indicatd prin coloratie
pozitivd cu reactivul periodat-baza Schiff;
el se leaga la concavaliva A-Sepharoza si
se elueaza cu a-metilmonozida. Continutul
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zaharului neutru se estimeaza a fi 15%
prin metoda fenol/acid sulfuric.

Imunotitrarea enzimei cu 8 pl de
antiser brut anti-oxalat decarbaoxilaza redu-
ce la mai putin de 60% din activitatea
initiala n supernatant (fig. 6). Antiserul
contra oxalat decarboxilaza folosit la o
dilutie 1:5000 poate detecta un minim .
de 1,0 ng a proteinei maximului A. Anti-
serul reactioneaza incrucusat cu toate
peptidele obtinute de la o digestie V38
prateazica (fig. 4) si cu formele deglico-
zilate ale maximelor A ale enzimelor.
Antiserul purificat prin afinitate contra
maximului A reactioneaza incrucisat cu
maximul B al oxalat decarboxilazel si oxalil-
CoA decarboxilaza de la Oxalobacter
formigenes tulpina OxB. Ea nu reactioneaza
incrucisat cu oxalat decarboxilaza de la
Hordeum vulgare (orz).

Exemplul 2 - Clonarea moleculara
si expresia ADN-ului care codifica oxalat
decarboxilaza

Protocol experimantal

Clonare moleculara

Se extrage ADN-ul total de la pudra
macinatd in azot lichid de C. velutipes
conform metodei lui Chomzynski si Sacchi
{Anal.Biochem. 162:156 (1887)] si se
selecteaza ARN poli(A+) prin doua cicluri
de cromatografie pe celuloza oligo(dT).
Sinteza cADN, clonarea si imunocreening-ul
bancii se realizeaza urmand instructiunile
de la Amerscham. Se sintetizeaza cADN-ul
din mARN dintr-o cultura de 12 h indusa
oxalat prin initiere oligo(dt) a 5 pg de ARN
poli (A+) si se cloneaza intr-un sit restrictie
EcoRl al lui Agtil. Fagii s-au crescut in gazda
E. Coli Y1090 r* pentru imunocreening.

Anticorpii antioxalat decarboxilaza
se vor preadsorbi cu 1mg/ml lizat celufar
E.Coli Y1090 pentru indepartarea
ractivitati si se va folosi pentru
imunocreening. Pentru detectarea clonelor
pozitive, se folosesc conjugat alcalin
fosfataza IgG capra ant-iepure. ADN-ul se
prepara de la fagii imunopozitivi conform
lui Del Sal (Biotehniques 7:514 (1989))
si se determind marimea insertului lor.
Fuziunea proteinelor se caracterizeaza
conform la ( Anal. Biochem. 156:354
(1986)); inrudirea insertiilor se studiaza
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folosind ca sonda unul dintre inserti.
Insertul 1,2 kb de la clona nr. se
subcloneaza in pTZ18U (USB] si se
foloseste ca sonda pentru alte
experimente.

Hibridizarea diferentiala

Hibridizarea diferentiald a clonelor
imunopozitive se studiaza prin prepararea
de sonde cADN cu impletire simpla
sintetizata de la mADN-ul izolat din miceliu
la O hsila 12 h de inductie prin oxalat.
Fagul ADN recombinat (O,5ug] se leaga
la membrana Gene Screen Plus in duplicat
Hybrid-slot™ Filtration, in mod diversificat
conform instructiunilor din manualtul Gene
Screen Plus si se hibridizeaza la sende
cADN induse si neinduse oxalat. Activitatea
specifica a sondei este 2 x 10%cpm/pug
cADN.

Hibridizare

Hibridizarea ADN-ului si ARN-ului
se face la 42°C folosind procedura
formamida din manualul Gene Screen Plus.
Se face peste noapte o prehibridizare in
formamida deionizata 50%, SDS 1%,
clorua de sodiu 1M si dextran sulfat 10%.
Petele se hibridizeaza la sonda denaturata
(1-4 x 10° dpm/ml)la 42°C timp de 24
h. Membranele se spala succesiv in doua
spalari fiecare de 2 x SSC la temperatura
camerei 2 x SSC plus SDS 1% la 65°C
tmp de 30 min. si 0,1 x S5C la
temperatura camerei timp de 30 min.
Membranele umezite infasutate in plastic
sunt expuse la filme Kaodac XAR in prezenta
ecranului de intensificare.

Prepararea sondei

ADN-ul subclonat in pTZ18U se
digera cu ECoRI si se separa pe gel de
agaroza cu punct de topire scazut 2%,
insertul ADN s-a incizat si se marcheaza
cu (a-**P) dATP prin metoda de marcare
cu primer oarecare al lui Feinberg si
Vogelstein (Anal. Biochem. 137:226
(1984}).

lzolarea ADN-ului genomic si analiza
Southern

Se izoleaza ADN genomic de la C.
velutipes liofilizat prin metada lui Zolan si
Pukkila (Mol.Cell.Bial. 6:125 (19886])). ADN-
ul se stratifica de 2 ori pe gradient CeCl
pentru a abtine ADN-ul care poate sa fie
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digerat cu enzima de restrictie. Se digera
4pg ADN genomic cu diferite endonucleaze
de restrictie si se separa pe gel de agaroza
1.2%. Se transfera ADN-ul la membrana
Gene Screen Plus prin procedura de patare
alcalind (Reed & Mann, Nucleic Acids R
Resc 13:7207 )1985])).

Translatarea in vitro

ARN pali(A+) se translateaza
folosind un reticulocitar de iepure, confarm
instructiunilor fabricantului (Promega).
Proteinele transiatate se precipita prin
antiseruri specifice si se analizeaza prin
electraforeza SDS-gel paliacrilamidic.

Selectie hibrida

Selectia hibrida a mARN de oxalat
decarboxilaza se realizeaza prin hibridizarea
ARN poli(A+) (20 pg in 200 pl formamida
65% Pipes 10 mM, pH 6,4, NaCl 0,4 M,
EDTA 8 miM, SDS 0,5%, 100 pg/ml tARN
de drojdie] la 50°C, timp de 4 h, la
membrana Gene Screen Plus pe care s-a
legat cADN denaturat (4ug). Filtrele se
prepara conform manualului Gene Screen
Plus s-a hibridizare, spalare si elutia ARN-
ului hibridizar se realizat conform (Jagus,
Methods in Enzimol. 152:567 (1987);
Parnes et al., Prac. Natl. Acad. Sci. USA
78:2263 (1981)). Se extrage ABN-ul eluat
cu fenol:clorofarm {1:1), se precipita in
etalon, se reconstituie direct in vitro
amestecul translatat si se imunopre-
cipiteaza conform lui Anderson si Blobel
(Methods in Enzimology 96:111(1983])).

Analiza Northerm blot

Se denatureaza 1pg ARN poli(A+)
sau 10 pg ARN total cu glioxal si se separa
pe geluri de agaroza 1,3% conform lui
Sambrook (Sambrook et al., {1989)
Moaolecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y.]) si se pateaza prin capilari-
tate pe o membrana Gene Screen Plus
dupd instructiunile din manualul Gene
Screen Plus. Filtrele se sondeaza cu
insertul cADN 1,2 kb **P-marcat.

Rezultate

Asa cum s-a notat mai sus, se
construieste o banca de expresie cADN
de la mARN indus oxalat la 12-h in 4 gtll.
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Se cerceteaza aproximativ 47000
recombinati cu anticorpul preparat cu lizat
E. Coli. Se obtine 15 placi imunopozitive
si se purifica, 12 dintre acestia se
hibridizeaza incrucisat. Acestia codifica
fuziuni de proteine comparabile marimilor
insertului (fig.7A). Fagul ADN de la 15
clone se imobilizeaza in duplicat pe o
membrana Gene Screen Plus si se
sondeaza cu sonde cADN neinduse oxalat.
Hibridizarea diferentiala a celor 15 clone
imunopozitive arata ca 12 au hibridizat la
sonda cARN si nu au dat nici un semnal
cu oxalat minus mARN (fig.7B.]. Astfel,
expresia a 12 clone se induce prin oxalat.

Subclona pTZ18U a insertulut 1,2
kb de la clona 3 a A se foloseste pentru
a hibridiza selectiv mARN-ul. Translatarea
in vitro a ARN-ului selectat hibrid si
imunoprecipitarea produsului translatat
da o banda de 55 kDa (Fig. 8B, traseul
2) care este similara marimii obtinuta cu
mARN poli(A+) tatal (traseul 3] si
corespunde marimii proteinei deglicozilate.
Aceasta proteina de 53 kDa nu se obtine
cand este omis mARN-ul (fig. 8B)
(traseul1) sau cu secventele vectorulu
nerecombinat (traseul 4) si nu cu MARN
O-h neindus (traseul 1), banda de 55 kDa
se prezintda a fi inruditd cu oxalat
decarboxilaza ca oxalat decarboxilaza
purificatd concurand pentru siturile de
legare antigenice, si produce o descrestere
in intensitatea benzii de 55 kDa (traseul
3) din translarea in vitro si experimentele
de imunoprecipitare. Petele Southern
genomice care folosesc ca sonda insertul
1,2 kb arata prezenta de benzi unice cu
BamRi, Hindlll, Pvull, Sspl, Xbal si Xhal,
indicand prezenta unei singure copii a genel
(fig. 9B). Cele doua benzi ale intensitatilor
inegale obtinute cu Kpnl si Pstl se
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datoreaza prezentet situsurilor interne (sit
unic pentru fiecare enzima) in insertul
cADN de 1,2 kb pentru aceste enzime.
Sonda 1,2 kb hibridizeaza la o singura
specie de mARN de 1,5 kb de la ARN
poli{A+) 12-h indus oxalat si nu hibridizeaza
la ARN-ul de la traseul neindus (fig.SA).

Se colecteaza in aceeasi serie de .
culturi probe de la stadi diferite dupa
inductie si se analizeaza pentru nivelurile
ARN, activitatea enzimatica si proteina
totald. Northernblot-ul ARN-ului ARN-ului
total arata ca banda 1,5 kb este absenta
la O-h si se maximizeaza la 12-h. La trei
zile dupa inductie nu se detecteaza nici un
ARN (fig.10B.) Activitatea enzimatica se
detecteaza la 12-h dupa adaugare de
oxalat si la meximul activitatii se observa
in 2 zile dupa care exista un declin
constant. Nu se observa o crestere sau
descrestere in proteina totala (fig. 10C).
De aici, se observa o relatie temporala
intre aparitia activitatii enzimatice si
nivelurile mMARN, decarece nivelurie mARN
ating maximul la 12-h dupa inductie si
activitatea enzimatica maxima se obtine
la 48 h dupa adaugarea acidului oxalic.

Toate referintele citate aici sunt
incorporate prin referire.

Exemplul 3. Clonarea oxalat
decarboxilazei

Pentru atasarea ADN-ului care
cadifica o peptida de tranzit la gena oxalat
decarboxilaza a pOXD1, se foloseste PCR.
Peptida de tranzit aleasa este cea de la
gena extinsa de la Nicotina plumbaginofilia.
Intreaga peptida de tranzit plus doi
aminoacizi ai proteinel extensina matura
ce fuzioneaza in amonte ATG-ului decar-
boxilazei. 5 -ul oligonuclectidei PCR a fost
EXTOXD-5:

5 -GAAGACGATAGGATCCATTTGTTTCAAAG*ATG GGA AAA ATG
*Met Gly Lys Met

BamHil
—ADN care nu codifica-

GCT TCT CTA TTT GCC ACA TTT TTA GTG GTT TTA GTG TCA
Ala Ser Leu Phe Ala The Phe Leu Val Val Leu Val Ser

CTT AGC TTA GCT /TCT GAA (ATG TCC AAC ACC TCC CAA)
Leu Ser Leu Ala Ser Glu (Met Phe Trp Trp Phe GIn]

(-} Suprapunerea cu stratul genei oxalat decarboxilaza
* Startul transiational la inceputul peptidei de tranzit

/ Prelucrarea sitului in produsul de translatie
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3-ul nucleotidei PCR a fost EXTOXD-
3, desemnat impatriva secventei la pozitia
210-190 pe secventa pOXD1 originala
(aval-ul sitului Kpnl):

5 -TGGGTCACTGGTCTCATT-3"

Folosind primerii de mai sus intr-o
reactie PCR cu plasmidul ADN pOXD1 ca
matrice se obtin numai pete.

Pentru Tmbogatire Tn vederea
obtinerii produselor de lungime integrala,
acest pradus primar se reamplifica folosind
aceleasi 3°, dar un primer 5" nou, EXTOXR-
6
(5 -GAAGACGATAGGATCCATTTG-3 )care
reprezintd indepartarea secventel 5’ a lui
EXTOXD-5 de mai sus.

Urmarind o a doua runda a PCR,
se vizualizeaza o bandd de marime
asteptata (aproximativ 290bp). Aceasta
se purifica, se digera cu BamHI-Kpnl si se
cloneaza in pOXD1 din care fragmentul
rezident BamHIKpnl(125 bp), fusese
indepartat. Se secventializeaza un total de
17 clone care contin fragmentul mai mare
de-a lungul insertului .

Se confirma o clond care contine
secventa corecta in insertul BamHI-Kpnl.
Gena oxalat decarboxilaza/peptida de
tranzit se indeparteaza din aceasta clona
ca un fragment BamHHEcoR!, care s-a tesit
cu Klenow si se insereaza in situl Smal al
lur pJRIRL.

Se identifica recombinatii prin
hibridizare si sa confirmat/orientat cu
digesturi de diagnostic (Hinflll-EcoRI, Kpnl,
Hindlll si Pstl}. O clona care contine caseta
0X-D in aceiasi orintare ca si caseta nptll
s-a numit:caseta pSR21 = OX-D insertata
in situl Smal.

Exemplul 4. Transformarea tutu-
nului folosind vectorii descrisi mai sus

(a) Transferul vectorilor la Agrobac-
terium

Constructiile se introduc in A. Teme-
faciens LBA4404 prin transformare direc-
ta urmand procedurile publicate.

Prezenta si integritatea construc-
tiilor se verifica prin digestie de restrictie
si experimente blod pentru a verifica ca
nu se intalneste nici o recombinare in
timpul transferului vectorilor la Agrobac-
terium.
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(b) Transferarea discului de frunza
de tutun

Se transforma discuri de frunze de
tutun (N. Tabacum, varietate Samsun)
folosind proceduri bine stabilite publicate
anterior. Plante continand constructia se
identifica prin PCR si se selecteaza pentru
analiza ulterioara.

Exemplul 5. Determinarea activi-
tatii oxalat decarboxilazice in plante trans-
genice

Activitatea enzimei se determina
prin masurarea celor doua produse de de-
gradare ale oxalat decarboxilazei (dioxid
de carbon si format). Eliberarea de "CO,
de la acid arganic "“C se masoara dupa
cum urmeaza (Mehta si Datta, 1991). Se
preincubeaza fiole de sticla care contin un
amestec de reactie (vezi mai jos) timp de
5 min. Tnaintea adaugarii de extras/en-
zima. Fiolele se sigileaza si se incubeaza
la 37°C timp de 30 min. intr-0 baie cu apa
agitatd. Reactia se opreste prin injectarea
a 0,2 ml de acid tricloacetic 50%(v/v) prin
dop. Ficlele se agita in hidroxid de
metilbenzentonil (0,2 ml) continut intr-o
fild de plastic n interiorul unei eprubete
de sticla. Fiolele se golesc si continutul se
transfera la fluidul de scintilatie si s-a
determinat radicactivitatea printr-un
contoar de scintilatie in lichid.

Amestec de reactie
Azotat de patasiu pH 3,0,2 M
Oxalat de potasiu pH 3,0,005 M
Acid oxalic-('*C) 5,6nM (0,0227 uCi)
Productia de format se masoara prin
metoda lui Magro et al., (1988) adaptata
pentru proprietatile biochimice diferite ale
oxalat decarboxilazei izolate de la Collybia
velutipes mai degraba decat de Ia
Scleratinia. Se foloseste o metoda in doua
etape. Initial, se pregdteste amestecur
de reactie continand 20 pl de acid oxalic
40 1M (pH corectat cu hidroxid de potasiu
la pH 3,5), ofenilendiamina 15 mM Si
albumind serica bovina O,1TmM Tintr-un
tampon citrat (0,2M]. Se dauga extrac-
tul /enzima (volumul final 0,5 ml) si reactille
se incubeaza la 25°C, timp de 20 min.
Decarboxilarea se opreste prin adaugare
de K,HPO, (pentru a da un pH final 7,5].
Se adauga si se amesteca o jJumatate
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valum de sare nicotinamida adeninucleo-
tidlitiu (NAD] 45 mM. Dupa trei minute
se adauga 15 pl de format dehidrogenaza
(FDH, 80 U/ml). Concentratia formatului
produs se estimeaza apoi prin masurarea
cresterii in absorbanta la 340nm a
amestecurilor de reactie Tnainte si dupa
20 min. dupa adaugarea de FDH. Se
realizeaza controale fara acid oxalic pentru
fiecare extract si activitatea ulterioara se
calculeaza pe baza proteinei.

Exemplul 6. Oligonucleotide pentru
PCR si analiza southern

Pentru diagnosticele PCRin vederea
confirnarii prezentei genei oxalat decar-
boxilaza in vlastarii regenerati se alege
oligoDEC1 de la secventa genei. In
combinatie cu oligonucleotida 35S (43)
aceasta da o banda PCR de diagnastic de
circa 283bp. Aceste oligonucleitide se
foloseste pentru confirmarea starii trans-
genice vlastarelar inradacinate. Pentru a
genera o sonda oxalat decarboxilaza 5'se
foloseste inca doua secvente oligonucleo-
tidice DEC2 si DEC 3. un fragment de
aproximativ 450 bp pentru utilizare in
analiza Southern a plantelor transgenice
generate si a urmasilor lor.

Oligonucleotida DEC1-5" n secventa
care cadifica oxalat decarboxilaza pentru
utilizare cu promator oligo in diagnostice
PCR.

5°-GAG AAG GAT GAC AGT GAG
CAG ACG TTG-3°

Oligonucleotidele DEC2 si DECS -

Presedintele comisiei de examinare: ing.
Examinator: ing. Eremia Laura

por
w

(5]
(e}
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Mid si 3" din regiunea care codifica oxalat
decarboxilaza se foloseste combinate
pentru a genera sonde pentru analize
Southern:

DEC2
5-CCA TGA CGA CGG TAC ATT CTT GCT CAG-3'

DEC3
5-TGA AGG AAC ATA AGC GAT ATC ACC ACG-3

Revendicari

1. ADN, caracterizat prin aceea
ca, codifica oxalat decarbaoxilaza, care are
secventa de nucleotide prezentata in fig.
11, precum si variante ale acesteia
obtinute prin degenerarea codulut genetic.

2. ADN, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ca, se utilizeza
pentru protectia plantelor la atacul acidulu
oxalic, prin aplicarea oxalat decarboxilazel
in combinatie cu un purtator adecvat,
acceptat in agricultura.

3. ADN, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ca, se utilizeaza
pentru protectia plantelor la atacul acidului
oxalic, prin incoporarea in genomul planter,
prin transformare, a ADN-ului ce codifica
oxalat decarboxilaza, precum si a regiunilor
de initiere si de terminare care regleaza
exprimarea acestuia, obtinandu-se astfel,
o celula de planta transformata, precum
si 0 planta recombinata.

Barbu Mara
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