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Inventia se referd la o polipeptida avand activitate de degradare a arabinoxi-
lanului, o secventd ADN recombinant care o codificd, un procedeu de obtinere a poli-
peptidei si 0 compozitie alimentara cu polipeptida care prezints activitate de degradare
a arabinaxilanului. Polipeptida prezinta activitate enzimatica de degradare a arabinoxi-
lanului si este adecvatd pentru a fi folosita in procese industriale, cum ar fi producerea
painii, prelucrarea hartiei si celulozei, si in prepararea hranei si alimentelor (aditivi).

Sunt cunoscute, din EP 463706, izolarea, caracterizarea si clonarea genei
unei endo-xilanaze din Aspergillus tubigensis. Aceastd enzim& nu este capabild sa
atace catenele laterale ale structurii de arabinoxilan.

Este. de asemenea, cunoscutd compozitia peretelui celular a plantei, iar
aceasta este complexa si variabild. Polizaharidele sunt gasite, n principal, sub forma
de catene lungi de celuloz& (principalul component structural al peretelui celular al
plantei), hemiceluloza (cuprinzand diverse catene B-xilan) si pectina. Intalnirea, distri-
butia si tr&saturile structurale ale polizaharidelor peretelui celular la plantd sunt
determinate de:

(1) specia de planta;

(2) varietate;

(3] tipul tesutului;

(4) conditiile de crestere;

(5) varsta;

(B) prelucrarea plantei Tnainte de alimentare.

Exista diferente de baza intre monocatiledonate (de exemplu, cereale si ierburi)
si dicotiledonate (de exemplu, trifoi, rapitd de s&manta si soia) si intre sdmanta si
partile vegetative ale plantei (Chesson, A., 1987, “Recent Advances in Animal Food
Nutritior”; Carre, B. si Brillouet, J.M., 1986, “J. Science and Food Agric." 37: 314-
351).

Monocotiledonatele sunt caracterizate prin prezenta unui complex de
arabinoxilan ca suport hemicelulozic principal. Structura principald a hemicelulozei in
dicotiledonate este un complex de xiloglucan. Mai mult, concentratii mai ridicate de
pectind sunt gasite in dicotiledonate fatd de monocatiledonate. Semintele sunt, in
general, bogate in substante pectice, dar relativ sdrace in material celulozic.

In peretele celular pat fi distinse trei structuri polizaharidice care interactio-
neaza mai mult sau mai putin:

(1) lamela medie formeaz& exteriorul peretelui celular. Ea serveste, de ase-
menea, ca punct de atasare pentru celulele individuale una de alta in matricea tesu-
tului plantei. Lamela medie constd din s#ruri de calciu ale pectinelor puternic
esterificate;

(2] peretele primar este situat chiar in interiorul lamelei medii. El are o struc-
tura bine organizatd de microfibrile de celuloza imbibate intr-o matrice amorf4 de
pecting, hemiceluloza, esteri fenolici si proteine;

(3) peretele secundar este prezent la plantele mature, in timpul cresterii plantei
si fazei de imb&tranire, se depoziteaza microfibrile de celuloza, hemicelulozs si lignina.

Peretele celular primar al celulelor de plante mature metabolic active (de
exemplu, mezofil si epiderma) este mai susceptibil pentru hidroliza enzimatici decat
peretele celular secundar, care de la acest stadiu devine puternic lignificat.
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in peretele celular existd un grad ridicat de interactiune intre celuloza, hemi-
celulozi si pectind. Degradarea enzimatica a acestei structuri polizaharidice intens
reticulate nu este un proces simplu. De exemplu, pentru degradarea compvleté a unui
arabinoxilan sunt necesare cel putin cinci enzime diferite. Endoclivarea este efectuata
prin folosirea unei endo-p{1-4}-D-xilanaze.

Exo-B(1-4)-Dxilanaza elibereaza unitdti de xiloza la capatul nereducator al
polizaharidei. Alte trei enzime (a-glucuronidaza, a-L-arabinofuranozidaza si acetil
esteraza) sunt folosite pentru a ataca substituentii de pe structura xilanului. Alegerea
enzimelor specifice este dependentd, desigur, de hemiceluloza specifica care trebuie
degradatd (McCleary, B.V. si Matheson, N.K., 1986, “Adv. Carb. Chem. and
Biochem.” 44: 147-278).

Enzimele care ataca catgpele laterale ale structurii de xilan pot fi de interes,
deoarece ele schimba caracteristicile polimerului, facandu4 mai potrivit pentru unele
aplicatii. Mai mult decat atat, aceste enzime pot actiona sinergic cu unele endo-
xilanaze care cliveaza catena principald (Kormelink, 1892, “Tezd Phd", Universitatea
din Wageningen).

Este cunoscut un fragment ADN care codificd o activitate de degradare a
arabinoxilanului. Tn cererea de brevet european EP 463706 este descrisa izolarea,
caracterizarea si clonarea genei endo-xilanaze din Aspergillus tubigensis; aceasta
enzima nu este capabila sa atace catenele laterale ale structurii de arabinoxilan.

Activititi enzimatice capabile sa atace catene laterale sunt cunoscute, de
asemenea, de la Aspergillus niger (Kormelink, 1991, de mai sus, capitolele 6 si 7).
0 enzim3 denumitd arabinofuranozidazi A (ArafurA) este caracterizatd prin capa-
citatea de a elibera resturi de arabinoza din structuri oligozaharidice obtinute din
arabinoxilani. Cu toate acestea, Arafur A nu este activa pe substraturi de greutate
moleculard mare. Suplimentar, Aspergillus niger produce o enzima numita Arafur B
care este activi asupra oligozaharidelor, precum si pe structuri de arabinoxilan de
greutate moleculara ridicatd. Activitatea enzimatica a Arafur B este limitata la elibe-
rarea resturilor de arabinoza de la terminalul substituit cu resturi unice de xiloza.
Deocamdatd nu se cunosc fragmentele ADN.

O activitate capabilé s& elibereze resturi de arabinoza de la non-terminalul
substituit cu resturi unice de xiloza, atat la oligozaharide, cat si la structuri de
arabinoxilan cu greutate moleculard ridicat3, s-a izolat din Aspergillus awamori.
Aceastd enzimd este numitd arabinoxilan arabinofuranozad hidrolazd (AXH). Pana
acum, nu sunt accesibile fragmente ADN si/sau date de secventd. Este clar ca inca
nu s-au detectat toate enzimele implicate in degradarea arabinoxilanului (Kormelink,
1890). De exemplu, nu s-a gésit inca nici o enzima care sd atace molecule de xiloza
dublu substituite cu arabinoza. Motivul pentru aceasta este faptul céd aceste enzime
sunt secretate adesea in cantitéti mici. Clonarea moleculara si supraproducerea intr-o
gazda corespunzitoare a acestor enzime, desi nu usoara, este o cale de a se obtine
cantititi suficiente de enzime pure, care, in schimb, permite sa se cerceteze semni-
ficatia lor in diverse aplicati.

Prezenta inventie se referd la o polipeptidd avand activitate de degradare a
arabinoxilanului, 0 secventd de ADN recombinant care o codifica, la procedeul de
obtinere a unei polipeptide avand activitate de degradare a arabinoxilanului 1n celule
in care se introduce ADN-ul recombinant si la o compozitie alimentard cu polipeptida
care prezinté activitate de degradare a arabinoxilanului.
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Polipeptida cu activitate de degradare a arabinoxilanului, conform inventiei, are
secventa de aminoacizi data in secventa nr. 6 sau secventa nr. 8 precum si portiuni
ale acesteia, care au activitate de degradare a arabinoxilanului.

'ADN-ul recombinant, cuprinzand un fragment ADN care codifica o polipeptida
avand activitate de degradare a arabinoxilanului sau o polipeptida conform inventiei,
are fragmentul ADN precursor al acesteia, ales dintre:

(a) un fragment ADN care codificd o polipeptidd avand secventa aminoacida
reprezentata prin aminoacizii 1-306 din Secventa nr. 5, sau o polipeptida precursoare
a polipeptidei mentionate, reprezentatd prin aminoacizii 27-306 din Secventa nr. 5;

(b) un fragment ADN care codifica o polipeptida avand secventa aminoacida
reprezentatd prin aminoacizi 1-306 din Secventa nr. 7 sau un precursor al
polipeptidei mentionate, reprezentat prin aminoacizii 27-306 din Secventa nr. 7;

(c) un fragment ADN care codificé o portiune a polipeptidelor reprezentate prin
resturile de aminoacizi de la 1-306, ilustrate in Secventa nr. 5 sau 7, care au inca
activitate de degradare a arabinoxilanului, sau o polipeptid& precursoare a acestora;

(d) un fragment ADN codificadnd o polipeptida avand activitate de degradare a
arabinoxilanului si avand secventa nucleotidica reprezentatd prin nuclectidele 784-
1778 din Secventa nr. 5 sau nucleotidele 823-1818 din Secventa nr. 7;

(e) un fragment ADN care codifica o polipeptida avand activitate de degradare
a arabinoxilanului sau o parte a unei astfel de polipeptide, fragment ADN care este
capabil s hibridizeze la un fragment ADN, precum cel reprezentat prin nucleotidele
784-1779 in secventa nr. 5 sau nuclectidele 823-1818 din secventa nr. 7;
iar respectivul ADN recombinant poate cuprinde, in plus, secvente ADN regulatoare
necesare pentru expresia fragementului ADN intr-o celuld procariotd sau eucariota,
reprezentate prin secventele de nucleotide 1-783 din secventa nr. 5 sau un
subfragment al acestuia, capabil sa regleze expresia unei secvente AND atasatd de
el sau secventele de nucleotide reprezentate prin nuclectidele 1-822 din Secventa
nr.7 sau un fragment al acestuia, capabil s& regleze expresia unei secvente ADN
atasata de el.

Procedeul de obtinere a unei palipeptide avand activitatea de degradare a
arabinoxilanului, in celule in care se introduce ADN-ul recombinant care cuprinde un
fragment de ADN-care codificd o polipeptidd avand activitatea de degradare a
arabinoxilanului, sau o polipeptidé precursor al acesteia, conform inventiei, nlaturd
dezavantajele de mai sus prin aceea ca el cuprinde urmatoarele etape:

- celulele obtinute prin introducerea ADN-ului recombinant sunt selectate, apoi
crescute in mediu de fermentatie nutritiv conventional, continand o sursa de carbon,
0 sursa de azot, o sursa de azot organic, surse nutritive anorganice si optional un
inductor {arabinoxilan);

- celulele se las3 sa fermenteze pe o perioada de O,5-20 zile intr-un procedeu
discontiuu sau discontinuu cu alimentare, la temperatura de O...45°C si un pH cuprins
intre 2 si 10;

- se indeparteaza celulele prin centrifugare sau filtrare;

- se recupereazd enzima si, optional, se purifica;

Compozitia cu polipeptida care prezinta activitate de degradare a arabin-
oxilanului, conform inventiei, cuprinde polipeptida care prezinta activitate de degradare
a arabinoxilanului, ca aditiv alimentar.
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Inventia prezintd urmatorul avantaj:

- prezinta posibiliatea de a degrada complet arabinoxilanul, facéndu- mai potrivit
pentru unele aplicatii, cum ar fi, prepararea paini.

" ADN-ul recombinant, se obtine, de preferinta, de la un fung filamentos, mai
precis, de la o specie de Aspergillus. Secventele ADN recombinant preferate in mod
deosebit cuprind fragmente ADN care codificd AXDA de la Aspergillus niger sau A.
tubigensis.

Conform altei realizari, ADN-ul recombinant cuprinde secvente ADN reglatoare
5°si 3' necesare pentru expresia fragmentului ADN intr-o celuld gazda procariota sau
eucariotd in care este prezent. Secventele ADN reglatoare sunt, de preferinta,
heteroloage fat# de secventa care codificd polipeptida numitului fragment ADN, astfel
incat s& sporeasca expresia fragmentului ADN in gazdd, fatd de cazul in care frag-
mentului ADN este legat la secvente omaloage de ADN regulator.

Conform unei alte realiziri, numitul ADN recombinant este sub forma unui
vector.

Pentru realizarea inventiei se asigurd suplimentar o celuld gazda eucariotd sau
procariotd transformats, cuprinzand ADN-ul recombinant conform inventiei, ca
referintd a genului Aspergilius, precum si un procedeu pentru obtinerea unei celule
gazda capabile s& sporeasca expresia unei enzime care degradeaza arabinoxilanul.
Acest fapt se realizeaza prin tratarea unei celule gazda in conditii de transformare cu
ADN recombinant, conform inventiei, si selectia, pentru o expresie sporitd, a numitei
enzime care degradeaza arabinoxilanul.

Sunt furnizate, de asemenea, metode pentru folosirea unei polipeptide pentru
asigurarea degradarii arabinoxilanului pentru hrand sau ca aditiv al alimentelor, in
procese de prelucrare a hartiei si celulozei, si in producerea painii.

Inventia furnizeazd molecule ADN purificate si izolate, cuprinzénd secventa
genelor enzimei care degradeaza arabinoxilanul si variantele genetice ale acesteia.
Moleculele ADN pot include regiunea care codificd enzima care degradeaza arabin-
oxilanul, precum si regiunile regulatoare 5'si 3" aladturate lor. Variantele genetice
includ moleculele ADN proteine arabinoxilan mutante si molecule ADN degenerate, in
care activitatea doritd a enzimei exprimate de catre acestea este mentinuta.

Inventia asigurd, de asemenea, constructe ADN pentru expresia enzimelor care
degradeazi arabinoxilanul intr-0 gazdd de expresie doritd. Aceste constructe de
expresie includ molecule ADN hibride contindnd regiuni care codifica enzime de
degradare a arabinoxilanului lincate operational la regiuni regulatoare, cum ar fi
promotar, semnale de secretie si de stop originare de la organisme omoloage si
heteroloage, aceste regiuni regulatoare fiind capabile s& dirijeze expresia sporita a
enzimei codificate de citre molecula ADN care codificd enzima care degradeaza
arabinoxilanul intr-0 gazda corespunzatoare. De preferintd, constructul de expresie va
fi integrat in genomul gazdei de expresie alese.

Inventia asigurad suplimentar vectori, de preferintd plasmizi, pentru clonare
si/sau transformarea gazdelor bacteriene prin intermediul introducerii in gazda
bacteriand a constructelor ADN pentru expresia enzimelor care degradeaza
arabinoxilanul.

Suplimentar, inventia de fatd asigurd gazde omoloage sau heteroloage,
transformate cu vectori care contin constructele ADN descrise mai sus. Gazde
heteroloage pot fi alese de la bacterii, drojdii sau fungi.
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In contextul inventiei de fata, termenul “‘omolog” acopera tot ce este nativ la
molecula ADN care codificd enzima care degradeaza arabinoxilanul de interes, inclusiv
secventele sale regulatoare. O gazdd omoloaga este definitd ca specia de la care pot
fi izolate astfel de molecule ADN.

Termenul “heterolog” este definit drept tot ceea ce nu este nativ pentru mo-
lecula ADN care codificd enzima care degradeaza arabinoxilanul, inclusiv regiunea
regulatoare. O gazda “heteroloagd” este definita ca orice specie bacteriana, alta decat
cea de la care s-au izolat genele care codificd enzima care degradeaza arabinoxilanul.

In contextul prezentei inventii expresia "expresia sporitd a enzimei de interes
care degradeaza arabinoxilanul” este definitd ca expresia enzimei de interes care
degradeaza arabinoxilanul la niveluri peste cele care sunt observate in maod abisnuit
in organismul omolog de tip s&lbatic. In acest context, expresia sporita acopera, de
asemenea, formularea expresia enzimelor de interes care degradeaza arabinoxilanul
intr-un organism heterolog care, in mad normal, nu produce asemenea enzime care
degradeaza arabinoxilanul, cu exceptia introducerii moleculei ADN sau constructului
de expresie care codificd enzimele de interes care degradeaza arabinoxilanul in gazda
de expresie heteroloagd. Urmasii acestor gazde de expresie sunt desigur, de
asemenea intelesi, ca fiind cuprinsi in aceastd inventie.

Inventia include, de asemenea, secvente ADN care hibridizeaz la secvente
ADN care se pot obtine de la fungii descrisi mai sus, dar care difera in secventa de
codoni datoritd degenerarii codului genetic sau variatiei dintre specii. Astfel, inventia
include fragmente ADN care codificd enzime care degradeaza arabinoxilanul, care se
pot obtine de la alte specii decat Aspergillus. De abicei, procedurile pentru abtinerea
fragmentelor ADN similare implicd cercetarea bacteriilor sau placilor bacteriofage,
transformate cu plasmizi recombinanti care contin fragmente ADN, de la un organism
cunoscut sau asteptat sa produca o enzima care degradeaza arabinoxilanul conform
inventiei. Dupa replicarea in situ a ADN-ului, ADN-ul este eliberat din celule sau placi
si imobilizat pe filtre (in general, nitrocelulozice). Apoi, filtrele pot fi cercetate pentru
fragmente ADN complementare, folosind o sonda de acid nucleic marcat, bazata pe
orice secventd determinatd pentru genele Aspergillus axdA. In functie de faptul c3
organismul de cercetat este inrudit mai de departe sau mai de aproape, hibridizarea
si conditite-de spélare se vor adapta in scopul recuperarii pozitivilor adevarati si pentru
a reduce cantitatea de falsi pozitivi. O procedura tipica pentru hibridizarea ADN-ului
mobilizat pe filtru este descrisé in capitolul 5, tabelul 3, paginile 120 si 121 din
“Nucleic Acid hybridisation - a practical approach, B.D. Hames & Higgins EDS., 1985,
IRL Press, Oxford). Desi conditiile optime sunt de obicei determinate empiric, se pot
da cateva reguli utile pentru secventele inrudite strans sau mai putin strans.

In scopul identificarii fragmentelor ADN foarte strans inrudite la sonda, hibri-
dizarea se realizeaza asa cum s-a descris in tabelul 3, Hames & Higgins, (ale carui
principii de baza sunt reproduse mai jos) cu o etapa finald de spalare la stringenta
ridicatd in G, 1 *tampon set {(de 20 ori SET = 3 mM NaCl, 20 = mM EDTA, 0,4 M Tris-
HCl, pH 7,8), 0,1%SDS) la 68°C.

Pentru identificarea secventelor omoloage limitate la sond&, procedura de
urmat este cea indicata in tabelul 3, Hames & Higgins, supra, dar cu temperaturd
redusa de hibridizare si spalare. O spélare finald de 2*SET tampon, 50°C de exemplu,
va permite identificarea segmentelor care au circa 75% omologie.
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Asa cum este bine cunoscut pentru specialistul avand pregatire obisnuita in domeniy,
relatia exactd dintre omologie si conditiile de hibridizare depinde de lungimea sondei,
‘de compozitia de bazé (% de G + C) si de distributia imperecherilor; o distributie
intamplatoare avand un efect descrescétor mai puternic asupra T, decéat o imagine
neintamplatoare sau grupata, a imperecherilor.

Conditiile de mai sus se aplica pentru sonde care au o lungime de cel putin 300
bp. de preferinta, cel putin 500 bp, mai preferat circa 1 kbp si un continut GC al
ADN-ului de sondat de circa 50+10%. Daca continutul GC al unui organism dat este
cunoscut, atunci conditile se pat optimiza empiric, luand in considerare urmatoarea
ecuatie (la 1M NaCl, in domeniul 35% < % (G+C) < 75%): T,=81,5°C + 0,41* (G +C).
in mare, aceasta inseamna c&, dacd continutul GC (%G + C) este cu 10% mai mare
decat media, conditiile de hibridizare (stringent3) pot fi corectate prin cresterea tem-
peraturii de hibridizare si spalare cu circa 4%C.

Pentru scopurile acestei descrieri, un fragment ADN care este numit ca
hibridizeaza la fragmentul ADN conform inventiei, se difineste ca dand un semnal
pozitiv pe ADN imobilizat dupé hibridizare cu o sonda de cel putin 300 bp, de
preferintd 500 bp, mai preferat 1 kbp al oricérei secvente prezentate in SECV.ID
NR:5 sau 7, si urmand procedura de spélare din tabelul 3 din capitolul 5, Hamens &
Higgins (asa cum este reprodus in esentd, mai jos) la o temperatura de 50°C, 2*
tampon SET (adica, 0,3 M NaCl).

Principiile procedurii descrise in tabelul 3, capitolul 5, Hamens & Higgins sunt
cele care urmeaza:

(1) prehibridizarea filtrelor in absenta sondei,

(2) hibridizarea la o temperatura intre 5 + -68°C intre 0,1-4* tampon SET
(depinzand de stringenta), 10* solutie Denhardt (100* solutie Denhardt contine 2%
albumin sericd bovind, 2% Ficoll 2% polivinilpirclidona), 0,1% SDS, 0,1% pirofosfat
de sodiu, 50 pg/ml ADN spermatic de somon (dintr-un stoc care se obtine dizolvand
1 mg/ml ADN spermatic de somon, sonificat pana la o lungime de 200 pana la 500
bp, l&sat s& stea n baie de apé 20 min si diluat cu apa pana la o concentratie finala
de 1 mg/ml); timpul de hibridizare nu este foarte critic si poate fi uneori intre 1 si 24
h, de preferinta, circa 16 h (0/n]); sonda este de obicei marcata prin translatie in
fanta folosind %P ca marcaj radioactiv pané la o activitate specificd de intre 5 x 107si
5 x 108 c.p.m./pg;

(3) (repetat) spalarea filtrului cu 3 x SET, 0,1% SDS, 0,1% pirofosfat de sodiu
la 68°C la o temperaturd intre 50 si 68°C (in functie de stringenta dorita), spalare
repetatd scazand in acelasi timp concentratia SET pana la 0,1%, spélare o data timp
de 20 min in 4 x SET la temperatura camerei, uscarea filtrelor pe hartie 3MM,
expunerea filtrelor la film raze X intr-o casetd la -70°C, timp de intre 1...86 h
(depinzand de téria semnalului) si developarea filmului).

Tn general, volumele amestecurilor de prehibridizare si hibridizare vor fi men-
tinute la minimum. Toate etapele “ude” vor fi realizate in recipiente mici, sigilate intr-o
baie de apa preincalzita.

Procedura de mai sus serveste la definirea fragmentelor ADN numite a
hibridiza conform inventiei. Evident, pot fi aduse numercase modificari procedurii
pentru identificarea si izolarea fragmentelor ADN conform inventiei. Se va intelege ca
fragmentele ADN astfel obtinute intré in termenii revendicarilor; oricand ele pot fi
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detectate urmand procedura de mai sus, indiferent dac3 ele au fost identificate in
prezent si/sau izolate folosind aceasta procedura.

Numeroase protocoale, care pot fi folosite adecvat pentru identificarea si
izolarea fragmentelor ADN conform inventiei, au fost descrise n literaturd si in
manuale, inclusiv cel notat Hamens & Higgins.

Procedura de mai sus este folositd pentru sonde polinucleotidice. Cand
urmeaza sé fie folosite sonde oligonuclectidice, relatia dintre T,, temperatura la care
un hibrid de imperechere perfecta este jumatate disociat, se estimeaza prin relatia:
T4=4°C per GC bp + 2°C per AT bp. Pe baza protocoalelor existente si folosind aceasts
reguld, se pot desemna, de asemenea, sonde oligonuclectidice pentru izolarea
eficientd de fragmente ADN care codificd enzimele care degradeaza arabinoxilanul,
conform inventiei, de la organisme inrudite si mai departe. Procedura folosind
oligonucleotide este utild in mod deosebit dacéd o enzima s-a purificat de la o surs3
diferitd si s-a determinat partial secventa de aminoacizi. Folosind aceasta secventa,
se poate face un set de sonde degenerate pentru cercetarea unei banci ADN sau
Southern bloot, in esentd, asa cum s-a descris mai sus.

Candidatii buni pentru cautare sunt alti fungi filamentosi precum Trichoderma,
Penicillum, Dichotornitus squalus, Desporotrichum dimorphosporum, si bacterii
precum specii de Bacillus si alte asemenea.

Daca rezultatele cercetarii initiale in clone par sa contind fragmente hibridizate,
astfel de fragmente pot fi izolate si, daca se doreste, secventate, pentru determinarea
similaritatilor secventelor.

O daté ce s-a identificat o enzima de interes care degradeaza arabinoxilanul,
secventa ADN care codifica o astfel de enzima se poate obtine din fungul filamentos
care o produce in mod natural prin cultivarea fungului intr-un mediu care contine
arabinoxilan, izolarea enzimei dorite care degradeaza arabinoxilan, folosind metode
cunoscute asemenea celor evidentiate in exemplul 1, si determinarea cel putin a unei
portiuni a secventei aminoacide a proteinei purificate.

Sonde ADN pot fi obtinute dupd aceea, prin desemnarea secventelor oligo-
nuclectidice bazate pe secventa aminoacida dedusé partial. Secventele aminoacide se
pot determina de la N-terminal al proteinei complete si/sau de la N-terminal al frag-

mentelor peptidice interne, obtinute prin digestia proteolitica sau chimica a proteinei

complete. O data obtinute, sonda(le} ADN se foloseste (folosesc) apoi pentru cerce-
tarea unei banci genomice sau cADN.

O bancé genomica se poate prepara digerand partial ADN cromozomial fungic
cu o enzima de restrictie care recunoaste o secventd de 4 nucleotide succesive, de
exemplu Sau3A, si clonarea fragmentului rezultat intr-un plasmid adecvat sau vectori
fag lambda, de exemplu, lambda GEM-11.

Alternativ, o banca cADN se poate prepara prin clonarea ADN sintetizat de la
mARN izolat din celule fungice induse pentru sinteza unei enzime care degradeaza
arabinoxilanul intr-un vector fag, corespunzator, de exemplu, lambda gt 10.

In continuare, dup3 etalarea unei cantitati suficiente de colonii sau placi, banca
genomicad sau cADN poate fi cercetatd cu o sondd ADN adecvati.

Daca aceastd metodd nu reuseste, banca genomicd sau cADN poate fi cer-
cetata diferential cu sonde cADN obtinute din mARN de la celule neinduse si induse.
Se prepara mARN indus din celule cunoscute, pe medii care contin arabinoxilan ca
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surs# de carbon, in timp ce mARN neindus trebuie sé fie izolat de la celule crescute
pe o sursi de carbon alta decat arabinoxilan, de exemplu, glucoza. Dintre clonele care
hibridizeaza numai cu sonda cADN indusa, poate fi recuperats o clond care contine
gene care codifica enzima doritd care degradeaza arabinoxilan. Alternativ, o gena de
enzimi care degradeaza arabinoxilan se poate identifica prin hibridizare incrucisata cu
o secventd inrudita.

De preferintd, sondele oligonucleotidice sunt obtinute de la secventa
aminoacidd N-terminala (vezi, exemple) a unei enzime care degradeaza arabinoxilan
avand o greutate moleculard aparentd de 32 kDa purificatd dintr-un filament de
culturd Aspergillus niger si/sau de la secventa aminoacida a unui fragment peptidic
intern (vezi exemple) obtinut prin digestia enzimei CNBr.

Amestecurile oligonucleotidice dezvoltate astfel pot fi folosite pentru a hibridiza
cu ambele banci, genomica si cADN. Alternativ, asa cum s-a ilustrat aici, enzima puri-
ficata AXDA se foloseste pentru a provoca anticorpi. Anticorpii se utilizeaza in imuno-
cercetarea bancilor de expresie. Astfel, se identificd expresia clonelor AXDA. Ar fi de
remarcat ci proteina se izoleaza din A. Niger, varietatea tubigensis si cADN se izo-
leaza din A.niger N4OO ilustrand ca activitatea AXDA este continuta in diverse
Aspergillus.

O data cu aparitia a noi tehnici de amplificare ADN cum ar fi direct sau invers,
de asemenea, este posibil s& se cloneze fragmente ADN in vitro, o data ce sunt
cunoscute regiunile de decadificare ale secventelor terminale.

Accesibilitatea unei secvente ADN care codificd o enzimad care degradeaza
arabinoxilanul face posibild constructia moleculelor de enzime mutante prin muta-
geneza directd in sit. Daca structura tertiard a enzimei care degradeaza arabinoxilanul
este cunoscutd si sunt localizate domeniile sale catalitice si de legare la substrat, pot
fi alesi pentru mutageneza aminoacizii (de exemplu, cu ajutorul modeldrii pe computer)
care afecteazi cel mai putin functile catalitice si/sau legare la substrat. Daca
structura tertiara a proteinei nu este accesibild, pot fi generati mutanti oarecare fie
impreuna cu intreaga secventa de codificare, fie cu structura tertiard a proteinei care
poate fi propusd prin comparatie cu enzime similare cunoscute, izolate de la alt
microorganism.

Pentru a facilita insertia fragmentului ADN continand secventa care codifica
AXDA in constructe de expresie cuprinzand una sau mai multe regiuni regulatoare
heterogene, se poate folosi reactia polimerazicé de catena (PCR) (PCR Technology;
Principles and Applicatins for DNA Amplification, (19839)H.A. Ehrlich, ed., Stockton
Press, New York) pentru introducerea situsurilor enzimatice de restrictie adecvate in
capetele 5° si 3" ale secventei care codificd AXDA. Alegerea situsurilor de restrictie
depinde de secventa ADN a vectorului de expresie, adica de prezenta altor situri de
restrictie in molecula ADN.

Pentru obtinerea expresiei marite a proteinelor AXDA in specii productive initial
(omoloage) sau alternativ, intr-o tulpind fungica heteroloaga, regiunile ADN care co-
dificd AXDA, inclusiv propria lor regiune de control, se induc intr-o gazda de expresie
selectatd pentru a creste numarul de copii ale genei si, prin urmare, expresia
proteinei.

Dac3 este preferatd, o gazda de expresie heteroloagé, si se alege o tulpina de
drojdie sau o tulpind bacteriand, se foloseste o moleculd ADN neintrerupta pentru
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constructia unui vector de expresie heterolog in scopul de a evita posibilitatea ca
semnalele de conexiune directd, situate pe fragmentul genomic, sa nu fie recunoscute
de catre gazda hetgroloagd. Aceastd moleculd neintreruptd de ADN poate fi obtinuté
de la o banca cADN construitd de la mARN izolat din celule induse pentru sinteza
AXDA. Aceasta banca poate fi cercetatd cu o sonda oligonucleotidica sau sonda cADN
obtinutd cum s-a descris mai sus. Alternativ, 0 moleculd de ADN neintrerupt poate fi
obtinutd prin aplicarea unei reactii polimerazice de catend, folosind oligonuclectide 5°
si 3" corespunzatoare, pe prima banda cADN sintetizatd de la ARN-ul celulelor induse
arabinoxilan.

Expresia sporitd a AXDA de interes poate fi obtinutd, de asemenea, prin
selectarea regiunilor regulatoare heteroloage, de exemplu, promotor, lider de secretie
si regiuni terminatoare care servesc pentru cresterea expresiei si, daca se doreste,
a nivelurilor secretiei proteinei de interes din gazda de expresie aleasd, si/sau a
asigura controlul inducator al expresiei AXDA de interes.

Exceptand promotorul nativ al AXDA de interes se pot folosi alti promotori
pentru dirijarea expresiei sale. Promotorul se poate selecta pentru eficienta sa in
dirijarea expresiei AXDA de interes in gazda de expresie dorita.

intr-o alta realizare, se poate selecta un promotor constructiv pentru a dirija
expresia AXDA doritd, relativ lipsita de alte enzime. Un astfel de construct de expresie
este mai mult decat avantajos, deoarece el ocoleste necesitatea de a cultiva gazdele
de expresie pe un mediu contindnd arabinoxilan ca substrat de inducere.

Exemple de promatori constructivi puternici si/sau inductori care sunt preferati
pentru utilizare in gazde de expresie fungice sunt promotorii ATP/sintetaza, sub-
unitate (noud) 9 (olic), triozofosfatizomeraza (tpi) alcool dezidrogenazad (adhA), a-
amilaza (amy), glucoamilaza (gam), acetamida (amdS) si gliceraldehid-3-fosfat dehidro-
genaza (gpd).

Exemplele de promotori puternici de drojdie sunt: alcooldehidrogenaza, lactoza,
3-fosfogliceratkinaza si triofosfatizomeraza.

Exemplele de promaotori bacterieni puternici sunt promotorii a-amilazd si
Spo2,precum si promotori de la genele proteazei extracelulare.

Pentru imbunatatirea reglarii de inducere a constructului de expresie pat fi, de
asemenea, folositi avantajos promotorii hibrizi.

Adesea, este de dorit ca AXDA de interes sa fie secretatd din gazda de
expresie in mediu de cultura.

Conform prezentei inventii, pentru a exprima secretia AXDA, se poate folasi
secventa lider de secretie a AXDA de interes nativ.

Totusi, o crestere in expresia enzimei rezultd uneari in producerea proteinei la
un nivel peste cel la care gazda de expresie este capabild sd o prelucreze si s3 o
secrete, creand o strangulare, astfel cad produsul proteic se acumuleaza in celula.
Pentru conformitate, prezenta inventie furnizeazd, de asemenea, secvente lider
heteroloage, pentru a asigura cea mai eficientd secretie a enzimei din gazda de
expresie aleasa.

Conform prezentei inventii, liderul de secretie se poate alege pe baza gazdei de
expresie dorita. Un lider de secretie heterolog poate fi ales astfel, incat sa fie omolog
altor regiuni regulatoare ale constructului de expresie. De exemplu, liderul proteinei
glucoamilazd puternic secretate se poate folosi in combinatie cu, chiar,
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promotorul glucoamilaza, precum si in combinatie cu alti promotori. De asemenea,
se pot folosi in mod avantajos secvente semnal hibride in contextul inventiei de fata.

Exemplele de secvente lider de secretie, heteroloage, preferate, sunt cele
originare de la gena glucoamilaza (fungi) gena a-factor (drojdii) sau gena o-amilaza
(Bacillus).

in general, terminatorii nu se considera a fi elemente critice pentru expresia
sporita a genelor. Daci se doreste, se poate selecta un terminator, un promaotor de
la aceleasi gene sau alternativ, poate fi folosit terminatorul omolog.

in plus, la fragmentul genomic mentionat mai sus, ADN-ul de transformare
poate contine un marker de selectie, pentru a putea diferentia celulele care au incor-
porat gena dorit4 din masa de celule netransformate. Acest marker de selectie, asi-
gurat de secvente regulatoare 5° si 3" corespunzitoare poate sa fie situat pe aceeasi
moleculd ADN care contine gena doritd sau poate fi prezent pe o molecula separata.
in ultimul caz, trebuie s& se realizeze o cotransformare. Raportul vector de
expresie/vector de selectie trebuie sa fie ajustat intr-un astfel de mod, incat un
procent ridicat al transformatilor selectati s& aiba, de asemenea, incorporat vectorul
care contine constructul de expresie al AXDA de interes. Cele mai potrivite sisteme
de selectie pentru microorganismele industriale sunt cele formate de catre grupul de
marker de selectie care nu necesitd o mutatie in organismul gazda. Exemple de
markeri de selectie fungici sunt genele pentru acetamidaza (amdS), ATP-sintetaza,
subunitatea 9 (oliC) si de rezistentd binomil (benA). Markeri de selectie non-fungici
exemplificatori sunt gena bacteriana de rezistentd G418 (aceasta se poate folosi, de
asemenea, la drojdii, dar nu si la fungi), gena de rezistentd la ampicilina (€, Coll) si
gena de rezistentd la neomicina (Bacillus).

O dat3 ce constructul de expresie dorit a fost asamblat, el se trasforma intr-o
gazda de clonare corespunzatoare cum ar fi E. coli, pentru a propaga constructul.
Dupa aceea, constructul de expresie se introduce intr-0 gazda de expresie adecvata,
in care constructul de expresie este, de preferintd, integrat in genom. Anumite gazde
ca specii de Bacillus pot fi folosite atit ca gazde de expresie, cét $i ca gazde de
clonare, evitand astfel o etapa in plus de transformare.

Conform prezentei inventii, se pot folosi ca gazde pentru producerea AXDA de
interes o varietate de organisme.

intr-un mod preferat de realizare, se poate folosi o gazdd de expresie omo-
loags. Aceasta implica introducerea constructului de expresie inapoi la tulpina de la
care s-a izolat secventa ADN care codificd AXDA fie intr-o gend cu numar crescut de
copii, fie sub controlul regiunilor de reglare heteroloagd, asa cum s-a descris mai sus,
sau in ambele.

In alt mod de realizare preferat, o AXDA de interes poate fi produsa si prin in-
traducerea expresiei constructului ADN care codifica gena de interes care degradeaza
arabinoxilanul sub controlul regiunilor regulatoare corespunzatoare, in gazde hetero-
loage precum bacterii, drojdii sau fungi. Pentru acest scop, secventele ADN care
codificd AXDA de interes se exprima, de preferintd, sub controlul promotorului si
secventelor reglatoare originare de la gazda heteroloaga. In plus, poate fi necesar sa
se inlocuiasca secventa lider de secretie nativd cu o secventa lider omoloaga pentru
expresia gazdei, in scopul atingerii celei mai eficiente expresii si secretii a produsului.
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Factori precum marimea (greutate moleculara), necesitatea pentru glicozilare
proprie sau dorinta unei secretii extracelulare a AXDA de interes, joaca un rol
important in alegerea gazdei de expresie.

Bacteria gram-negativa este folosita pe larg ca o gazda pentru expresia genei
heteroloage. Totusi, cantitati mari de proteind hetercloaga tind sd se acumuleze in
interiorul celulei. Purificarea ulterioara a proteinei dorite din masa de proteine intra-
celulare E. coli poate fi uneori dificila.

Spre deosebire de E. coli, bacteriile din genul Bacillus sunt foarte potrivite ca
gazde heteroloage, datoritd capacitatii lor de a secreta proteine in mediul de cultura.

in functie de natura moleculei ADN care codificd AXDA si/sau dorinta de a
prelucra ulterior proteina exprimata, pot fi preferate gazde eucariote ca drojdii sau
fungi. In general, sunt preferate celulele de drojdie fatd de celulele fungice, deoarece
ele sunt mai usor de manipulat. Cu toate acestea, unele proteine sunt fie putin secre-
tate din celulele de drojdie, fie, in unele cazuri, nu sunt prelucrate corespunzator (de
exemplu, hiperglicozilarea de la drojdie). In aceste situatii, va fi ales un organism gazds
fungic.

De asemenea, poate fi aleasd o gazda heteroloaga pentru a exprima AXDA de
interes, lipsitd, in principal, de alte enzime care degradeaza polizaharide, alegand o
gazda care nu produce, in mod normal, asemenea enzime, cum ar fi Kluyveromyces
lactis.

Exemple de gazda de expresie preferata in intinderea inventiei de fata sunt fungi
precum specii de Aspergillus (descrise in EP 18443 si EP 284603) si specii
Trichoderma, bacterii precumn specii de Bacillus (descrise in EP 134048) si drojdii
ca specii Klyveromyces (descrise in EP 96430 si EP 301670) si specii de
Saccharomyces.

Gazde de expresie preferate in mod deosebit pot fi alese dintre Aspergillus
niger, Aspergillus niger var. Awamori, Aspergillus aculeatis, Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens,
Klyveromyces lactis si Saccharomyces cerevisiae.

Expresia enzimei AXDA de interes este efectuatd prin cultivarea gazdelor de
expresie care s-au transformat cu constructul de expresie adecvat, intr-un mediu
nutritiv de fermentatie conventional.

Mediul de fermentatie consta dintr-un mediu ce cultura obisnuit, care contine
o sursa de carbon (de exemplu, glucoza, maltoza, melasa etc.), o sursa de azot (de
exemplu, sulfat de amoniu, azotat de amoniu, clorurd de amoniu etc.}, o sursa de azot
organic {de exemplu, extract de drojdie, extract de malt, peptond etc.) si surse
nutritive anorganice (de exemplu, fosfat, magneziu, potasiu, zinc, fier etc.). Optional,
se poate include un inductor (arabinoxilan).

Selectarea mediului corespunzdtor se poate baza pe alegerea gazdelor de
expresie si/sau pe baza cerintelor regulatoare ale constructului de expresie. Astfel
de medii sunt binecunoscute pentru cei cu pregatire in domeniu. Mediul poate contine,
daca se doreste, componente suplimentare care sa favorizeze gazdele de expresie
transformate fatd de alte microorganisme potential contaminante.

Fermentatia se realizeazd pe o perioada de 0,5-20 de zile intr-o baie, sau
printr-un pracedeu baie, alimentata la o temperatura in domeniul cuprins intre O si
45°C si la un pH intre 2 si 10.
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Conditile de fermentare preferate sunt: o,temperaturd in domeniul dintre 20...37°C
si un pH intre 3...9. Conditiile corespunzitoare se aleg pe baza gazdei de expresie.
Dupa fermentatie, celulele sunt indepartate din bulionul de fermentatie prin
intermediul centrifugarii sau filtrérii. Dupd indepartarea celulelor, enzima poate fi
recuperats si, daca se doreste, purificatd si izolatd prin mijloace conventionale.

Produsul este formulat stabil, fie in forma lichida, fie in forma uscata. Pentru
anumite aplicatii, poate fi preferata imobilizarea enzimei pe o matrice solida.

Enzimele produse prin mijloacele prezentei inventii pot fi aplicate fie singure, fie
impreund cu alte enzime selectate intr-o diversitate de procese care necesita actiunea
unei enzime care degradeaza arabinoxilan.

Enzima care degradeaza arabinoxilan, a prezentei inventii, se foloseste in tra-
tamentul sau prepararea alimentelor (de exemplu, péine), hrana si bauturi (de
exemplu, bere si sucuri din fructe).

Enzima care degradeaz arabinoxilan se foloseste, de asemenea, in prepararea
si tratamentul hartiei si celulozei, Tn special in combinatie cu endoxilanazele.

Asa cum s-a ilustrat in prezenta inventie, enzima care degradeaza arabinoxilan
se adauga la hrana animalelor, care este bogaté in arabinoxilan. Cand s-a adaugat la
hrana (inclusiv furaje insilozate) pentru animale monogastrice (de exemplu, pui sau
porci), care contine cereale, cum ar fi, orz, gréu, porumb, orez sau ovaz sau subpro-
duse de cereale precum tarate de grau si porumb, enzima imbunatateste semnificativ
degradarea peretilor celulari de la plante, ceea ce conduce la utilizarea mai buna a
nutrientilor plantei de catre animal. Ca o consecintd, sunt imbunat&tite rata de
crestere si/sau conversia hranei. Mai mult, enzimele care degradeaza arabinoxilan
se pot folosi pentru reducerea viscozitétii alimentelor care contin arabinoxilan.

0 enzim3 care degradeaza arabinoxilan poate fi addugata la alimente inainte
sau la insilozare, in functie de preferinta pentru regimuri alimentare preumede sau
umede. Mai avantajos, AXDA produsi prin intermediul prezentei inventii continua sa
hidrolizeze in vivo arabinoxilanul din alimente.

Enzimele care degradeaza arabinoxilan sunt utile, de asemenea, in prepararea
painii, asa cum s-a ilustrat in exemplul 8.

in continuare se prezintd 8 exemple de realizare a inventiei, in legatura si cu
fig. 1...5, care reprezinta:

- fig. 1, profilul elutiei activititii care degradeaza arabinoxilanul (0D280) pe
HPLC.

- fig. 2, diagrama care prezintd AXDA asupra solidelor insolubile in apa (WIS),
fractie a porumbului ca o functie a pH-ului.

- fig. 3, procentul digestiei in vitro al WIS de porumb ca o functie a cantitatii de
enzima AXDA bruta.

- fig. 4, harta de restrictie a siturilor din p/M30017.

- fig. 5, harta de restrictie a siturilor din p/M3002.

In exemplele de realizare se folosesc urmatoarele tulpini si vectori:

Tulpini
E. coliBB4 (Silvay, T.J., Berman, M.L., Enquist, L W., 1984, “Experiments with gene
fusions”, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, p.xi-xit):
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e14 (mcrA) hsdR514, supE44, supF38, LacY1, sau A(lac1ZY)B, galk2, gal)22,
metB1, trpRS5, A(argFlac)U169 [F, proAB, lacl'ZAM15, Tn10, (tet)]

E. coli DH5 « (Hanahan,D., 1983, “J.Mol.Biol.” 166: 557):

supkE44, AlacU1689, (¢80lacZAM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrASB, thi-1, relA1.
E. coli LE 392 (Murray,N., 1977, “Mol.Gen.Genet.” 150: 53-58):

e14 (mcrA} hsdR514, supE44, supF59, lacY1, sau Aflac12Y]6, galk2, galT22,
metB1, trpR55

E. coli XL1-Blue MRF’ (Jerseth,B. et al., 1992, “Strategies” 5: 81-83)

A(mcrA}13, AlmerCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recA1, GyrASB,
relA1, lac, [F, proAB, lacl"ZM15, ATn10, (tet)]

Aspergillus niger n400 (CBS 120,49)

Aspergillus niger N4OO (cspA1) Goosen et al., 1987

Aspergillus niger NW2183 (leuA1, nicA1, pyrAB)

Vectori

pBluescript SK +/- (Short, J.M. et al., 1988, “Nucleic Acids Res.” 16: 7583-7600)
pUC189 (Yanish-Peron,C. et al., 1985, “Gene” 33: 103-119)

Urmatoarele solutii s-au preparat conform cu Sambrook, J., Fritsch, E.F.,
Maniatis, T. (1889), “Molecular Cloning: A Laboratory Manuaf’, ed. a 2-a, Cald Spring
Harbor Laboratory Press, NY:

Tampoane: TE, 50*TAE, 20*SSC; hibridizare, 100*Dendardt, SM, incarcare
ADN

Medii: NZYCM, LB si mediu minimal.

Solutia Visniac s-a preparat conform lui Visniac, W., Santer, M., (1957),
‘Bact.Rev.” 21: 195-213.

Exemplul 1. [zolarea enzimei

Exemplul 1.1: Purificarea si caracterizarea activitdti A care degradeazs
arabinoxilan (AXDA) A. niger var. tubigensis.

A. niger var. tubigensis DS 16183 se creste, asa cum s-a descris in EP
0463706, fara extract de drojdie si 2% fractiune arabinoxilan de grau brut in loc de
xilan de ovaz. Celulele se indeparteaza prin filtrare si supernatantul se usuca prin
ultrafiltrare.

Pentru purificarea AXDA se dilueaza 5 g de preparat enzimatic brut in 100 ml
10 mM Tris/HCl pH 8,0. Solutia de enzima se filtreaza (Seith/supro nr. 250 si
Seith/supro EKS]) si se dilueaza pana la o concentratie proteica finala (analiza proteica

_Biorad) de 5,2 g/I. Enzima brut3 se fractioneaza prin HPLC (Waters Preparative 650

Advanced Protein Purification System) pe o coloana de schimb anionic DEA TSK 650
(M) (800 ml) (ratd 25 ml/min). Coloana se echilibreaza cu 25 mM Tris/HC! (pH 8,0).
Proba (3 g de protein) se aplica la o coloana si se elueaza cu un gradient de tampon
de echilibrare continand 100 mM NaCl. Enzima AXDA se elueaza la o concentratie
NaCl de 53 mM, asa cum s-a prezentat in fig. 1.

Exemplul 1.2. pH optim

Pentru determinarea pH-ului optim al preparatului enzimatic brut AXDA, se
foloseste ca substrat fractiunea polimerica de solide insolubile in apa de la parumb
(WIS). Se adauga 1,6 mg de preparat enzimatic brut la 0,5 g WIS si se dilueaza pana
la S ml cu tampon (100 mM NaAc) de pH variind de la 3,40 pana la 7,65. Prabele
se incubeaza B0 min la 39°C si se centrifugheaza timp de 15 min (2800 g). Se
masoara zaharurile reducatoare din supernatant folosind reactiv Sumner.




RO 116211 B1

Prepararea reactivului Sumner: se adauga 10 g fenol la 22 mi de NaOH 10%,
apoi volumul se aduce la 100 ml cu apd demineralizatd. Se adauga 10 g de NaHSQO,.
La 70 ml din aceastd solutie se adaugd 300 ml NaOH 4,5% urmat de 255 g tartrat
K/Na si 800 ml acid 3,5-dinitrosalicilic 1%. Amestecul se agita apoi la temperatura
camerei panad cand se dizolva substantele.

Se adauga 0,5 mi de reactiv Sumner la 200 pl probé si se fierbe 10 min. Dupa
rdcire, se adaugda 5 ml apad demineralizatd. Se masoara extinctia la 515 nm.
Continutul de zahar reducator al probelor se calculeazi folosind o curba de calibrare
a xilozei.

pH-ul optim pentru enzima este 5,0, asa cum se aratd in fig. 2.

Exemplul 1.3. Compozitia aminoacida

Din fractiunile AXDA ale coloanei DEAE se m&soara compozitia aminoacida pe
0 coloand PICO-TAG 150 MM (detectie la 254 nm). Se gaseste urméatoarea
compozitie:

Compozitia aminoacidd a AXDA

Aminoacid mM mol calculat (%]
ASP 1,11 13,43
GLU 0,66 8,13
SER 1.00 12,13
GLN 0,00 0.00
GLY 0,84 10,25
HIS 0,12 1,30

ARG/ASN 0,18 2,12
THR 0,71 8,48
ALA 0,74 8.83
PRO 0,34 4,00
TYR 0,46 5,54
VAL 0,43 5,06
MET 0,11 1,30
ILE 0,29 3,42
LEU 0,52 6,12
pHE 0,43 5,18
LYS 0,38 4,59

Pompa HPLC: CM 4000; detectie M440, 254 nm; injectare 4 pl, Gilson 232;
coloana PICO-TAG 150 MM; sistem de date Maxima.

Exemplul 1.4. Caracterizarea biochimica (IEP si greutate moleculara)

Se determind IEP al AXDA pe un minigel Pharmacia pH 3-9. Proteina se
coloreaza cu o solutie de colorare argint Pharmacia. Se estimeaza IEP al enzimei
AXDA ca fiind 3,6.
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Greutatea moleculard a AXDA se determind pe un minigradient gel SDS
Pharmacia (10...15%) si se detecteaza proteinele prin coloratie argint (Pharmacia).
Greutatea moleculara a AXDA se estimeaza a fi 32 kDa.

Exemplul 1.5. Secventarea proteinei activitatii A care degradeaza arabinoxilan
(AXDA) a A. Niger var. tubigensis

Exemplul 1.5.1. Secventarea aminoacizilor de la capatul N-terminal a activitatii
A care degradeaza arabinoxilan din A. Niger var. tubigensis

Se supune aproximativ 1 nmol (circa 30 pg) AXDA la electroforeza pe un gel
15% poliacrilamida SDS urmat de electrobloting pe membrana Immobilon-P (Millipore),
conform metodei descrise de céatre Matsudaira, P. (1987), “J.Biol.Chem.”, 262:
10035-10038. Fragmentul de membranad care contine banda principald avand o
greutate moleculara aparenta (SDS-PAGE) de 32 kDa se supune la analiza secventei
prin secventare in faza gazoasa (Amons, R., 1887, “FEBS lett.”,212: 68-72) (SCM
facility, Leiden). Se determind urmé&toarea secventa:

Lys-?-Ala-Leu-Pro-Ser-Ser-Tyr (Secventa nr. 1)

Exemplul 1.5.2. Determinarea secventei aminoacizilor unei peptide CNBr a
activitatii A care degradeaza arabinoxilan (AXDA)

Se supun la clivaj chimic prin CNBr aproximativ 2 nmoli AXDA. Aproximativ 2
nmol (circa 60 pg) AXDA se usuca prin inghetare si se resuspenda in 60 pl acid
formic 70% continand 125 pg CNBr (2,5 mg/ml). Acest amestec de reactie se incu-
beaza la intuneric la temperatura camerei 48 h. Lichidul se evapora intr-un Speedvac,
se spald cu apa bidistilata sterild si se evapora din nou. Aceasta etapa de spalare se
repetd de doud ori. Amestecul de reactie se supune apoi la electroforeza pe un gel
SDS-paliacrilamidd 15% urmat de electrobloting pe o membrand Immobilon-P
(Millipore) conform metodei descrise de catre Matsudaira, P. (1987), “J.Biol.Chem.”,
262: 10035-10038. Fragmentul de membrana care contine banda principald avand
o greutate moleculara aparenta (SDS-page) de 9 kDa se supune analizei secventei prin
secventare in faza gazoasa (Amons, R., 1987, “FEBS lett.”,212: 68-72) (SON facility,
Leiden). Se determina urmatoarea secventa:

Peptida CNBr:

lle-Val-Glu-Alalle-Gly-Ser-Thr-Gly-His-Arg-Tyr-pHe{Arg /AsnH{SerHpHeHThr]  (Secventa
nr. 2)

Aminoacizii neclari sunt dati intre paranteze.

Exemplul 2. Profilul enzimatic al AXDA

Activitatea a-arabinofuranozidazicd se masoara pe un substrat para-nitrofenil
arabinofuranozida (Sigma). Se adauga la 1 ml substrat 300 pl solutie de enzima. Dupa
15 min de incubare, la 30°C, reactia se opreste cu 5 ml Na,CO,; (5M). Se masoara
extinctia la 402 nm. Se calculeaza activitatea «-arabinofuranozidazica (volum*
extinctie}/{E*timp).

Preparatul enzimatic pur contine o activitate a-arabinofuranozidazica de 0,30
pNPAF U/mg. Se testeaza pentru activitate fractiunile de la coloana DEAE. Depozitul
arabinofuranozidaza activa contine 3,0 pNPAF U/mg (vezi fig.1). Nu se gésesc alte
fractiuni cu activitate o-furanozidazica. Depozitul a-arabinofuranozidaza activa se tes-
teaza mai tarziu pe o fractiune de polimer a porumbului insolubil in apa si pe acest
substrat nu se masoara nici o activitate.

Aceasta arata cd AXDA nu are activitate a-arabinofuranozidazica pe substrat
paranitrofenil.
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ntr-0 incercare ulterioard de a identifica activitatea AXDA, filtratele unei culturi
Aspergillus niger transformate cu gena axdA Aspergillus tubigensis se cerceteaza
pentru activitate pe un substrat constand din arabinoxilan de gréu. Gena tubigensis
se plaseaza sub controlul promotorului piruvatchinaza (un glicolitic) si conditiile de
crestere se aleg astfel, incat sa favorizeze expresia transgenei, evitand expresia enzi-
melor endogene care degradeaza arabinoza.

Pentru conformitate, se determind cd AXDA are activitate de eliberare a
arabinozei pe substrate arabinoxilanice de greutate moleculara mare. Continutul de
proteind se determind folosind metoda Sedmak. Activitatea AXDA se determina
adaugand 100 pl de diferite dilutii (in tampon 10 mM acetat de sodiu pH 5,0) a
filtratelor culturii la 150 pl acetat de sodiu 50 mM (pH 5,0) si 250 pl arabinoxilan de
grau 0,4% (Megazyme) si incubare la 40°C timp de 1 h. Reactia se opreste prin incal-
zirea amestecurilor pe durata a 10 min la 100°C. Produsele degradarii arabinoxi-
lanului se urmaresc folosind HPAEC (cromatografie de schimb anionic de inalta
performanta), folosind ca probe incubérile inactivate termic.

Rezultatele sunt cele care urmeaza:

Activitatea AXDA a Aspergillus tubigensis pe arabinoxilan de grau.

Tabelul 1
Proba Continut proteind | Unitati AXDA/mi Activitate
(mg/100 mg) specifica
A 3003 12 (conc.) 0,057 22,4 191,5
B 3003 15 (conc.) 0,064 31,48 233.2
C 3003 12 (perm.) * 0,028 -
D 3003 15 (perm.) * 0,032 -

O unitate de activitate arabinofuranchidrolaza se defineste ca fiind cantitatea
de enzimé capabild sa elibereze 1 pmol de arabinoza din arabinoxilan per minut.

Se ajunge la concluzia ca enzima AXDA de Aspergillus tubigensis are activitate
arabinofuranohidrolazica (AXH).

Activitatea arabinazi se masoard cu o trusd de testare arabinazé de la
Megazyme si se executd urmand instructiunile. In experiment depozitul AXDA de la
coloana DEAE nu a prezentat activitate asupra arabinanului liniar.

Aceasta aratd cd AXDA nu este o arabinaza.

Activitatea endoxilanazd se masoara pe xilan de ovaz. Se fierb 10 ml de sus-
pensie xilan 5% (100 mM NaAc pH 3,5] timp de 10 min. Dupa coborarea tempera-
turii, suspensia se incubeaza la 39°C timp de 10 min. Reactia se incepe prin adau-
garea a 0,5 ml solutie de enzima. Dupa cateva perioade de incubare (5, 10, 15, 20
si 25 min) se adauga 1,5 ml proba de la incubarea la 39°C la 1,5 ml apa deminerali-
zat3 si se fierb 10 min. Probele se centrifugheaza 15 min. (2800 g). Se detecteaza
zaharuri reducétoare pe supernatant cu reactivul Sumner (vezi exemplul 1.2].

in depozitul fractiunii AXDA se gadseste o activitate endoxilanaza de 339,0
U/mg. Endoxilanaza si AXDA se testeazd mai tarziu intr-un sistem de digestie in vitro
(vezi exemplul B).
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De aici se ajunge la concluzia ca activitatea endoxilanaza din depozitul fractiunii
ADXA este o activitate asociatd cu o activitate polipeptidica diferitd. O indicatie supli-
mentara este gasita de catre Kormelink (1992, pHD. Thesis, Chapter 6, p.107, ulti-
mele doud paragrafe si p. 108) si anume aceea conform careia o polipeptida avand
activitate endoxilanaza co-elueaza cu o enzimé similard AXDA. Se ajunge la concluzia
ca AXDA in sine nu are activitate endoxilanaza.

Exemplul 3. Constructia unei bénci de expresie cADN

Exemplul 3.1. Inducerea si izolarea mARN

Se creste o cultura A. niger N4OO timp de 69 h si, respectiv, 81 h, asa cum
s-a descris in EP 0463706 fars extract de drojdie si 2% fractiune arabinoxilan de
grau brut in loc de xilan de ovaz, dupa care miceliul se recolteazs prin filtrare si apoi
se spala cu solutie salina sterild. Miceliul este, in continuare, inghetat in azot lichid,
dupé care se transforma in pudré folosind un Microdismembrator (Braun). Se izoleaza
ARN total din pudra de miceliu, in conformitate cu protocolul tiocianat de guanidind
/ CsCl descris in Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., (1989), in “Molecular
Cloning: A Laboratory Manuaf', ed. a 2-a, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY,
cu exceptia faptului cd ARN-ul se centrifugheaza de dous ori folosind un gradient CsCl.
Se izoleaza poliA* mARN din 5 mg de ARN taotal prin cromatografie oligo{dT)-celuloza
(Aviv si Leder, 1972, Sambroock et al., 1889) cu urmatoarele modificari: se omite
SDS din toate solutiile si tamponul de incircare se suplimenteaza cu 9% dimetilsulfoxid
(v/v}.

Exemplul 3.2. Constructia bancii cADN

Se sintetizeazd cADN din 7 pg poliA*mARN si se leaga in bacteriofagul Lambda
A Uni-ZAP XR folosind trusa de sintezi ZAP™-cDNA (Stratagene) urmand instructiunile
fabricantului. Dupa ligarea cADN-ului in vectorul Uni-ZAP XR, fagul ADN se impa-
cheteazd folosind extracte Packagene™ (Promega) conform instructiunilor fabri-
cantilor. Ligarea a 120 ng cADN in 1,2 pg vector ramificat si impachetarea ulterioars
a amestecului de reactie are ca urmare o prima banca constand din 3,5 x 10° fagi
recombinanti. Aceastd banc3 initiald se amplifica folosind E. coli XL1-Blue MRF, se
titreaza si se depoziteaza la 4°C.

Exemplul 4. Cercetarea béncii cADN de A. niger N40O pentru (axdA) cu
anticorpi impotriva AXDA si izolarea clonelor cADN

Exemplul 4.1. Prepararea anticorpilor impotriva AXDA pe un iepure

Se dializeazd 500 pg AXDA contra tampon fosfat 1 mM pH 7.0 si se
liofilizeaza. Proteina se resuspenda in 1 ml PBS steril (0,136 M NaCl; 2,7 mM Kcl;
8 mM Na,HPQ,; pH 7,4). La acest amestec de proteind se adauga 1 ml de adjuvant
Freunds complet si se barboteazs timp de 30 min pentru a obtine o emulsie stabili.
Acest amestec se injecteaza subcutanat la iepure. Dupd 6 saptdmani, se face un
rapel prin injectarea a 250 pg AXDA in 0,5 ml PBS steril la care se adauga 0,5 ml
de adjuvant Freunds incomplet. Se ia sange de la iepure in s&ptdmana 7 si se testeazs
serul. In s&ptimana 13 iepurele primeste un al doilea rapel de 250 Hg, urmat de o
prelevare de sange n s&ptdmana 14. Aceasts procedura de rapeluri cu un interval
de 6 s&ptdmani, urmat de o prelevare de sé@nge poate fi repetatd de cateva ori.

Sangele colectat se incubeazd 30 de min la 37°C si, In continuare, se pas-
treaza la 4°C timp de 16 h. Dup3 centrifugare la 5000 rpm intr-o centrifugd Sorwall
High Speed se colecteaza serul.
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Exemplul 4.2. Imunocercetarea bancii cADN A. niger N4OO cu anticorpi
provocati impotriva AXDA5

Pentru a cerceta banca cADN A. niger N4OO, construitd cum s-a descris in
exemplul 3.2, pentru axdA, clone cADN 5x10° pfu/placa se etaleaza in topagaroza
NZYCM contindnd O,7% agaroza pe placi NZYCM de 85 mm diametru (1,5% agar),
asa cum s-a descris (Maniatis, T., E.F. Fritsch, J.Sambrook, 19882, “Molecular
Cloning: A Laboratory Manuafl’; Cold Spring Harbor Laboratory, NY, p.64), folosind ca
bacterii de etalare E. coli BB4.

Se fac doua replici de la fiecare placa pe filtre de nitroceluloza (Schiecher si
Schill BA8S), asa cum s-a descris de citre Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T.
(1989); i*Molecular Cloning: A Laboratory Manual’, ed. a 2-a, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY, p. 12.16-12.17). AXDA se vizualizeaza folosind anticorpi
provocati contra AXDAqg purificatd (exemplul 4.1) dupd@ imunocolorare cum s-a
descris in EP 91205944.5 (WO 0463706 A1). Se identifica placile imunocolorate
care apar in duplicat pe filtrele replici; se selecteaza 8 placi pozitive. Fiecare placa
pozitivd se ridicd de pe placa folosind o pipetd Pasteur si fagii se elueaza de pe
tamponul de agar in 1 ml tampon SM care contine 20 pl cloroform, asa cum s-a
descris in Maniatis, T., E.F. Fritsch, J.Sambrook, 1982, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual’; Cold Spring Harbor Laboratory, NY, p.64. Fagii obtinuti se
purificd prin repetarea procedurii descrise mai sus, folosind replici filtru de la placile
care contin 5-10 placi ale fagilor izolati.

Dupéa purificare, fagii se propaga prin etalarea 5 x 10°® fagi pe mediu NZYCM.
Dup4 incubare peste noapte la 37°C, se obtin pléci confluente din care se elueaza fagii
prin addugarea a 5 ml tampon SM si pastrarea placii 2 h la 4°C cu agitare intermi-
tentd. Dupa colectarea supernatantului folosind o pipeté se indeparteaza bacteriile din
solutie prin centrifugare la 4000 x g timp de 10 min la 4°C. Se adauga la supernatant
0,3% cloroform si se determind numarul de pfu. Aceste stocuri de fagi contin
apraximativ 10 pfu/ml.

Exemplul 4.3. Analiza de restrictie pe clone cADN axdA

Clonele recombinante Uni-ZAP XR continand cADN axdA se convertesc la
fagemizi Bluescript, folosind suprainfectarea cu fagul filamentos ajut&tor ExAssist™,
care este inclus in trusa de sintezd ZAP™-cADN de la Stratagene, urmand
instructiunile fabricantului.

Fagemidul ADN se izoleaza in continuare cum s-a descris in Sambrook, J.,
Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), “Molecular Cloning: A Laboratory Manual’, ed. a
2-a, Cold Spring Harbor Labaratory Press, NY, p.1.25-1.28.

ADN-ul izolat al celor 8 clone cADN axdA se supune la analizd de restrictie
folosind urmatoarele enzime de restrictie: EcoRl si Xhol. Se digera ADN-ul 2 h la 37°C
intr-un amestec de reactie compus din urmatoarele solutii: 2 pl (circa 1 pg) solutie
ADN; 2 pl de tampon corespunzétor 10*React. (BRL); 10 U din fiecare enzimd de
restrictie (BRL) si apa distilata sterild pentru a obtine un volum final de 20 pl. Dupa
adaugarea a 4 pl tampon de incércare ADN, probele se incarcé pe un gel TAE-agaroza
0,7%. Fragmentele ADN se separd prin electroforeza la 80 V timp de 1,0 h.

Analiza de restrictie aratd ca clonele cADN axdA au o marime moleculara de
aproximativ 1,2 kb.
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Exemplul 4.4. Analiza secventei pe clone cADN axdA A. niger

Structura primara a clonelor cADN se determind prin analiza secventei com-
binate cu folosirea oligonuclectidelor specifice ca primeri in reactiile de secventare.

Secventele nuclectidice se determind prin procedura dideoxinucleotida
terminatoare de catena (Sanger, F., Nickelen, S.,Coulson, A.R. (1977), “Proc. Natl.
Acad. Sci. USA®*, Vol. 74: 5463-5467), folosind trusa de secventare ADN polimeraza
T7, Pharmacia. Analiza pe computer se face folosind programul PC/GENE.

Exemplul 4.5. Marcarea P a fragmentului

Fragmentul clonei cADN axdA A. niger se izoleaza si se marcheaza asa cum
s-a descris n EP 91205944.5 (WO 463706 A1, exemplele 2.2 si 7.1 incluse aici
ca referinte).

Exemplul 4.6. Cercetarea bancii genomice a A. niger var. niger pentru gena
axdA si izolarea genei

Pentru cercetarea bancii genomice A. niger var. niger, construita asa cum s-a
descris de catre Harmsen, J.A.M. et al., 1990, “Curr. Genet.” 18:161-166, pentru
gena axdA 3x10° pfu/placa se etaleazd in top-agarozd NZYCM care contine 0,7%
agaroza pe 5 placi NZYCM de 85 mm diametru (1,5% agar) agsa cum s-a descris
(Maniatis, T., E.F. Fritsch, J.Sambrook, 1982, “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual’; Caold Spring Harbor Laboratory, NY, p.64), folosind ca bacterii de etalare E.
coli LE392.

Dupa incubarea peste noapte a placilor la 37°C, se fac doud replici ale fiecarei
pléci pe filtru HybondN (Amersham) asa cum s-a descris in Maniatis, T., E.F. Fritsch,
J.Sambrook, 1982, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual'; Cold Spring Harbor
Laboratory, NY, p. 320-321.

Dupa umezirea filtrelor in 3 x SSC, filtrele se spala 60 min la temperatura
camerei in 3 x SSC. Filtrele se prehibridizeazé la 65°C timp de 2 h in tampon de
prehibridizare care contine: 6 x SSC, 0,5% SDS, 10 x solutie Denhardt, 0,01 M EDTA
si 100 pg/ml ADN spermatic de hering denaturat termic (Boehringer Mannheim).
Dupa 2 h de prehibridizare, tamponul de prehibridizare se inlocuieste cu tampon de
hibridizare, care este identic cu tamponul de prehibridizare, dar contine fragmentul
care contine clona cADN axdA A. niger de 1,2 kb marcat *°P (vezi exemplul 4.3) si
preparat asa cum s-a descris in exemplul 4.5. Filtrele se hibridizeazéd 18 h la o
temperatura de 65°C.

Dupa hibridizare, filtrele sunt initial spalate la 65°C, timp de 30 minin S x SSC
/ 0,1% SDS; urmeaza o a doua spalare la 65°C timp de 30 de min in 2 x SSC /
0,1% SDS. Filtrele sunt spalate apoi la 65°C timp de 30 min cu 0,1 x SSC / 0,1%
SDS; urmeaza o ultima spélare la 65°C timp de 30 de min in 0,1 x SSC. Filtrele se
usuca la aer si se asaza pe o fasie de hartie Whatman 3MM, se fac semne cu
cerneald radioactiva si hartia Whatman si filtrele se acopera cu Saran Wrap. Placile
hibridizate se identificd prin expunerea filmului Kodak XAR la raze X timp de 72 h la
-70°C, folosind un ecran de intensificare.

Se gasesc 10 placi pozitive hibridizate care apar in duplicat pe filtrele replici.
Se ridica de pe placa 4 placi pozitive folosind o pipeta Pasteur si fagii se elueaza de
pe tamponul de agar in 1 ml tampon SM continédnd 20 pl cloroform asa cum s-a
descris in Maniatis, T., E.F. Fritsch, J.Sambrook, 1982, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual'; Cold Spring Harbor Laboratory, NY, p.64.
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Fagii obtinuti se purifica repetand procedura descrisd mai sus, folosind filtre replici
care contin 50-100 placi de fagi izolati.

Dupa purificare, fagii se propagd prin intinderea a 5 x 10? fagi pe mediu
NZYCM. Dupa incubare peste noapte la 37°C, se obtin placi confluente, din care fagii
se elueaza adiugand 5 ml tampon SM si pastrarea placii timp de 2 h la 4°C cu
agitare intermitentd. Dupa colectarea supernatantului folosind o pipeta, se indepar-
teaza bacteriile din solutie prin centrifugare la 4000 x g timp de 10 min, la 4 °C. La
supernatant se adaugd 0,3% cloroform si se determind numarul de pfu. Aceste
stocuri de fag contin circa 107 pfu/ml.

Exemplul 4.7. [zolarea ADN-ului din bacteriofagul lambda

Fiecare din fagii izolati se propagd combindnd 5 x 10° bacterii E. coli LE392 in
300 pl tampon SM cu 2 x 10° fagi si incubare la 37°C timp de 15 min. Dupa
perioada de incubare, bacteriile infectate se folosesc pentru a inocula 100 ml mediu
NZYCM preincilzit (37°C) si, in continuare se incubeazd S-12 h la 37°C intr-un
agitator rotativ New Brunswick la 250 rpm perioadd dupd care bacteriile se lizeaza.
Deseurile bacteriene se indep&rteaza prin centrifugare 10 min la 10000 rpm la 4°C
intr-o centrifugd Sorvall High Speed. Fagii se precipitd din supernatantul obtinut (100
ml) prin adiugarea a 10 g polietilenglicol-6000 si 11,7 g NaCl si pastrarea solutiei
peste noapte la 4°C. Fagii precipitati se colecteaza prin centrifugare la 14000 x g la
4°C timp de 20 de min. Supernatantul se indepérteaza prin aspirare, ultimele urme
de lichid indep&rtandu-se prin tamponare cu hartie. Fagii se resuspenda atent in 4 ml
tampon SM si se extrag o datd cu un volum egal de cloroform.

nainte sa se extragd ADN-ul din particulele fagice, ADN-ul si ARN-ul originar
din bacteriile lizate se indeparteaza prin incubarea suspensiei fagice cu DNA-aza | si
RNA-aza A (ambele 100 pg/mi) timp de 30 min la 37°C. ADN-ul fagic s-a eliberat
ulterior din fagi prin addugare de EDTA péané la o concetratia finald de 20 mM in
acelasi timp indep&rtandu-se proteina din solutie prin extragere de 2 ori cu un volum
egal de fenol / cloroform / alcool izoamilic (25:24:1). Dupé separarea fazelor prin
centrifugare folosind o centrifugd Solvall (14000 x g, 10 min), faza apoasa s-a extras
o0 datd cu un volum egal cloroform / alcool izoamilic (24:1). Fazele s-au separat prin
centrifugare dupa care ADN-ul s-a precipitat din faza apoasé prin adaugare a O, 1 val.
5M perclorat de sodiu si 0,1 val. izopropanol si incubare pe-gheatd 30 min. Se
recupereaza ADN-ul prin centrifugare 10 min. la 4°C (14000 x g). Supernatantul se
indeparteaza prin aspirare dupa care ADN-ul se resuspenda in 400 pl tampon TE. Se
precipitd ADN-ul inca o data din aceasta solutie, prin adaugarea a 0,1 vol. 3M acetat
de sodiu si 2 vol. etanol. Se colecteazd ADN-ul prin centrifugare 10 min. la 4°C
(14000 x g). Supernatantul se indeparteaza prin aspirare, peleta ramasé se usuca
sumar la vid, dupa care ADN-ul se resuspenda in 125 pl tampon TE care contine O, 1
pg/ml RNA-azd A. Aceastd procedura de purificare are ca rezultat izolarea a
aproximativ 50-100 pg ADN din fiecare fag.

Exemplul 4.8. Analiza Southern a fagilor care contin ADN axdA A. niger var.
niger

Se analizeazd ADN-ul izolat de la fagii Ajgaa PANA I8 A,4,,44 Prin analiza Southern
folosind urmétoarele enzime de restrictie: Kpnl; Sall; Sstl; Xbal; si Xhol si combinatiile
Kpn! + Xbal; Kpnl + Ssti; si Kpnl + Xhol timp de 5 h la 37°C intr-un amestec de reactie
compus din urmétoarele solutii: 5 pl (circa 1 pg) solutie ADN; 2 pl de tampon
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corespunzator 10 x React. (BRL); 10 U enzima de restrictie (BRL) si apa distilatd
sterild, pentru a da un volum final de 20 pl. Dupa digestie, ADN-ul se precipitad prin
adaugarea a 0,1 vol. 3M NaAc si 2 vol. etanol. Se colecteaza ADN-ul prin centrifugare
10 min la temperatura camerei (14000 x g). Supernatantul se indeparteaza prin
aspiratie, peleta care ramane se usuca sumar la vid si se resuspenda in apa distilata
sterild. Dupa adaugarea a 4 pl tampon de incarcare ADN, probele se incubeaza 10
min la 65°C si se racesc rapid pe gheata fnaintea incarcarii probelor pe un gel de
agaroza 0,6% in tampon TAE. Fragmentele ADN se separa prin electroforeza la 25
V timp de 15-18 h.

Dupa electroforeza, ADN-ul se transfera si se denatureaza prin patare alcalind
la vid (VacuGene XL, pHarmacia LKB) la membrana de nylon (HybondN, Amersham)
asa cum este descris in manualul de instructiuni (p.25-26] si, ulterior, se prehibridi-
zeaza si hibridizeaza folosind clona cADN axdA A. niger marcatd asa cum s-a descris
in exemplul 4.6 si in conditile de hibridizare descrise in exemplul 3.3. imaginea
hibridizarii se obtine prin expunere a filmului Kodak XAR-5 la raze X timp de 18 h la
-70°C folosind un ecran de intensificare.

Din rezultatele obtinute, se trage concluzia ca ADN-ul tuturor celor patru clone
izolate a hibridizat cu cADN axdA A. niger. In toate cele 4 clone se gasesc fragmente
originare din aceeasi regiune genomica.

Exemplul 4.9. Subclonarea genei axdA a A. niger var. niger.

Fragmentul Xhol de 3,7 kb din 4,4+ S€ izoleaza din gelul de agaroza 0,7% prin
metoda comprimarii la rece; dupd electroforezd8 banda corespunzatoare este
desprinsa si agitata cu grija timp de 30 min in 1 ml solutie FS1 (0,3 M NaAc pH 7,0;
1 mM EDTA). Fragmentul de agaroza se transfera intr-o eprubeta Eppendorf de 0,5
ml care contine un tampon mic de vata de sticla tratat cu silicon si un orificiu in baza
si se congeleaza in azot lichid. Eprubeta de 0,5 ml se transfera apoi intr-o eprubeta
Eppendorf de 1,5 ml si, in continuare, se centrifugheazd 10 min. Se adauga la
supernatant 1/50 volume de solutie FS2 (0,5 M MgCl,; acid acetic 5%) si 2,5
volume etanol 100%. Dupa 20 min de incubare la -70°C, se colecteazd ADN-ul prin
centrifugare 15 min la 14000 x g la 4°C. Dupa indepartarea supernatantului, peletul
ADN se usuca folosind o centrifuga cu vid Savant Speedvac. Se dizolvd ADN-ul in 10
pl tampon TE si se determind concentratia prin electroforeza in agaroza folosind ADN
lambda cu o concentratie cunoscuta ca referinta si coloratie bromura de etidiu pentru
detectarea ADN-ului.

Vectorul pBluescript SK™ se digera cu Xhal si se defosforileaza cu fosfataza
alcalind preparata dupa cum urmeaza: 1 pl (1 pg/pl) pBluescript se amesteca cu 2
pl 10 * React 2 (BRL), 1 pl (1 U/pl) Xhol si 16 pl apa distilata sterild. Se digera ADN-
ul 2 h la 37°C dupa care se adauga 0,5 pl fosfataza alcalina (1 U/pl} (pHarmacia)
urmat de o incubare suplimentara la 37°C pentru incd 30 de min. Vectorul linearizat
se izoleaza din gelul de agaroza O, 7% asa cum s-a descris mai sus.

Fragmentul Xhol de 3,7 kb se leaga in vectorul pBluescript SK™ digerat Xhol si
defosforilat prin intermediul urmatoarei proceduri: se amesteca 40 ng fragment
pBluescript cu 300 ng fragment Xho! 3,7 kb, 4 pl 5 * tampon de ligare (500 mM
Tris-HCI, pH 7,6; 100 mM ATP, 10 mM ditiotreitol; 25% PEG-6000) si 1 pl (1 U/pl)
ADN ligaza T4 (BRL) se adauga la acest amestec, rezultand un volum final de 20 pl.
Plasmidul rezultat este denumit p/IM3002.
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Dupa incubare 16 h la 16°C, amestecul se dilueaza la 100 pl cu Ca-HEPES pH 7,0.
Se folosesc 10 pl de amestec diluat pentru a transforma celule competente E. coli
DHS5a preparate dupa cum urmeaza: 200 pl dintr-o culturd E. coli DHSa precrescutd
peste noapte in mediu LB (mediu LB per 100 ml: 10 g peptona tripticaza (BBL), 5 g
extract de drojdie (BBL), 10 g NaCl, 0,5 mM Tris-HCl pH 7,5). Aceasta cultura se
incubeazd la 37°C intr-un agitator orbital pand cand densitatea sa corespunde la
0.D.500 de 0,15-0,2. Apoi, bacteriile se colecteaza prin centrifugare la 5000 rpm la
4°C. Dupa indepartarea supernatantului, celulele se mentin constant pe gheata.
Peletul bacterian se spala in 100 ml, 100 mM MgCl,, 5 mM Tris-HCl, pH 7.4 prin
resuspendarea acestor celule urmata de centrifugare, asa cum s-a descris mai sus.
Aceasta se repetd cu 100 ml, 100 mM CaCl,, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4. In final,
celulele se resuspenda in 2 ml 100 mM CaCl,, 5 mM Tris-HCl, pH 7.4, 14% glicerol.
Alicate (50 yl) se folosesc fie imediat pentru transformare, fie se ingheata la -70°C.

Celulele competente E. coli DHS5a se folosesc in experimentul de transformare
combinand 50 pl suspensie de celule cu 4,5 pl amestec de ligare. Dupa o incubare
de 30 de min, pe gheata, celulele se incubeaza 2 min la 42°C. Apoi, se adauga 1 mi
mediu LB si celulele se incubeaza la 37°C timp de 1 h. Apoi bacteriile se colecteaza
prin centrifugare la 14000 x g 30 de sec. Dupa indepartarea supernatantului, celulele
se resuspenda in 200 pl mediu LB. Suspensia bacteriana rezultatd se intinde pe
mediu LB continand 100 pg/ml ampiciling, 50 pg/ml X-gal si 60 pg/ml IPTG.

Din coloniile rezultate se cresc 12 peste noapte in mediu LB care contine 100
pg/ml ampicilind. Din culturi, se izoleazd plasmidul ADN prin metoda lizei alcaline
descrise se cdtre Maniatis T., E.F. Fritsch, J. Sambrook (1982}, in “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual’, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, p.368-
369, care este folosit in analiza de restrictie asa cum s-a descris 1n exemplul 4.3
pentru a selecta o clona care adaposteste plasmidul dorit. Plasmidul ADN se izoleaza
pe scard mare din culturi E. coli DH5« de 250 ml care contin plasmidul pIM3002
crescute in mediu LB continand 100 pg/ml ampiciling folosind trusa Nucleobond PC-
500 (Nagel) conform instructiunilor praducatorului. Plasmidul pIM3002 se analizeaza
ulterior prin enzime de restrictie, rezultdnd harta de restrictie prezentata in fig. 4. O
mostra a E. coli care contine pIM3002 s-a depozitat pe 28 August 1995 la CBS,
Baarn, Olanda, sub numarul CBS 637.95.

Exemplul 4.10. Supraexpresia genei clonate in A. niger NW2139

Exemplul 4.10.1. /ntroducerea axdA A. niger var. niger in A. niger prin
cotransformare.

Plasmidul pIM3002, abtinut in exemplul 4.9, se introduce in A. niger prin
cotransformarea lui A. niger NW218 folosind A. niger pyrA ca marker de selectie pe
plasmidul pGWE35 (Goosen, T. et al., 1987, “Curr Genet", 11: 499-503]) si plasmidul
pIM3002 ca plasmid de cotransformare. O mostra a A. niger NW219 s-a depozitat
pe 25 August 1995, la CBS, Baarn, Olanda, sub numarul CBS 635.95.

Se prepara protoplasti din miceliu prin cresterea A. niger NW213 pe mediu
minimal suplimentat cu 0,5% extract de drojdie, 0,2% casaminoacizi, 50 mM glucoza,
10 mM nicotinamida si 10 mM uridina timp de 18 h fa 30°C. Prepararea proto-
plastilor de A. niger NW218 si procedura de transformare se realizeaza asa cum s-a
descris de céatre Goosen, T. et al., 1987, “Curr Genet’, 11: 499-503. Transformantii
rezultati PYR* se analizeaza pentru expresia genei axdA A. niger var. niger prin analiza
Western blot.
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Exemplul 4.10.2. Ciutarea transformantilor pentru expresia genei axdA A.
niger var. niger.

Transformantii obtinuti in exemplul 4.10.1 se analizeazad pentru formarea pro-
dusului genei axdA a A. niger var. niger, proteina AXDA,;. Se folosesc 19 din acesti
transformanti intr-un experiment de crestere pentru a analiza expresia AXDAc. Ca
tulpina de control se foloseste tulpina de tip salbatic A. niger N4O2. Transformantii
se cresc asa cum s-a descris in exemplul 3.1 timp de 24, 40, 48 si 68 h. Dupa
crestere, miceliul se indeparteaza prin filtrare si filtratul de culturd se analizeaza prin
Western blot folosind anticorpii provocati impotriva AXDAg pe un iepure (exemplul
4.1). Prin aceasta procedura se detecteaza ca 8 din cei 19 transformanti analizati
supraproduc proteina AXDA.

Exemplul 4.11. Analiza secventei si descrierea genei axdA A. niger var. niger.

Secventa genei axdA A. niger var. niger, regiunea sa promaotor/reglatoare,
partea structurald a genei si regiunea terminatoare se determind prin subclonarea
fragmentelor din pIM3002 in pBluescript SK si pUC18 in combinatie cu folosirea
oligonuclectidelor specifice ca primeri in reactiile de secventare. Secventa nucleotidica
se determind asa cum s-a descris in exemplul 4.4 (Secventa nr. 3).

Secventa obtinuta cuprinde 2101 bp, 783 bp in regiunea necodificatoare &' si
322 bp in regiunea necodificatoare 3'. In regiunea necodificatoare 5' se géseste o
casuta TATA la pozitile 665-670. Partea codificatoare a genei axdA A. niger este in
lungime de 996 bp si nu este intreruptd prin introni. Gena codificd o proteind n
marime de 332 aminoacizi. Secventa N-terminald, asa cum s-a determinat in exemplul
1.5.1 bazat pe proteina AXDA A. niger var. tubigensis, este precedatd de o pre-
peptida in lungime de 26 aminoacizi. Proteina matura este in marime de 306 amino-
acizi si are o greutate moleculara presupusa de 33101 kDa si un punct izoelectric
teoretic de 4,07.

Exemplul 5.1. Clonarea fragmentului cADN care contine secventele axdA A.
niger var. tubigensis obtinut prin PCR.

Exemplul 5.1.1. Generarea fragmentelor cADN prin PCR.

Secventa aminoacida partiald a fragmentului intern CNBr (Secventa nr. 2) asa
cum s-a determinat pentru AXDA; se foloseste pentru a determina amestecul de
oligonuclectide. Derivd urmatorul armestec: 5-ATG ATK GTI GAR GCl ATK GG-3' (20-
mera) (Secventa nr. 3), in care | este pentru o inozind, K pentru 0 A, T sau C si R
pentru o A sau G. Aceasta oligonucleotida deriva din secventa aminoacida interna a
AXDA, 5 asa cum s-a descris mai sus, in exemplul 1.4.2 de la aminoacidul 1 (I} pana
la aminoacidul 6 (G). ATG-ul deriva de la metionina care este cunoscuta a fi prezenta
la capatul N-terminal al fragmentului peptidic datoritd mecanismului de clivaj CNBr.

Amestecul oligonuclectidic se foloseste in PCR (Saiki, R.K. et al., 1988,
“Science”, 239, 487-491) in combinatie cu oligonucleotida T7 (Stratagene) 5'-AAT
ACG ACT CAC TAT AG-3' (17-merd) (Secventa nr. 4] folosind cADN care se izoleaza
asa cum s-a descris n exemplul 4.7.

Pentru PCR se combind 2 pi din A-cADN rezultat cu 5 pl 10 x tampon de
reactie (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,; 0,01% gelatina),
4,0 pl 1,25 mM din fiecare dintre cele 4 deoxinuclectide trifosfate si 0,5 pg de
oligonuclectide intr-un volum final de 50 pl. Amestecul de reactie se amesteca si se
adauga 0,5 pl palimeraza TAQ (5 U/pl) (HT Biotechnalogy, Cambridge UK].
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Se incélzeste ADN-ul si se denatureaza prin incubare 3 min la 95°C urmat de 25 de
cicluri de 1 min la 95°C, 1 min la 42°C si 1 min la 72°C. Dup3a aceste 25 cicluri,
amestecul se incubeazd 5 min la 72°C. Analiza produsilor de reactie arata doi produsi
distincti de circa 500 bp si 600 bp. Pe baza unei greutiti moleculare aparente de 32
kDa pentru AXDA si greutdti moleculare aparente de 9 kDa pentru peptide CNBr,
fragmentul este in limitele asteptate.

Exemplul 5.1.2. Clonarea si analiza fragmentelor PCR de 500 bp si 600 bp.

Exemplul 5.1.2.1. Clonarea fragmentelor PCR de 500 bp si 600 bp.

Ambele fragmente de 500 bp si 600 bp se leagé intr-un vector pGEM™-T
(Promega) conform instructiunilor fabricantului. Dup3 incubare 16 h la 14°C, 4,5
amestec de ligare se foloseste pentru a transforma celule competente E. coli DHSa.
Cate 6 dintre coloniile rezultate de la fiecare ligare se cresc peste noapte in mediu LB
care contine 100 pg/ml ampicilind. Se izoleaza ADN din culturile de plasmid prin
metoda lizei alcaline asa cum s-a descris de Maniatis, T., E.F. Fritsch, J.Sambrook
(1982)."Molecular Cloning:A Laboratory Manual’, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York, p.368-369.

Exemplul 5.1.2.2. Analiza secventei fragmentelor PCR de 500 bp si 600 bp.

Structurile primare ale ambelor fragmente PCR de 500 bp si 600 bp se
determina prin secventarea fragmentelor asa cum s-a descris in exemplul 4.4.

Analiza pe computer a secventei nuclectidice a ambelor fragmente PCR arat3
ca fragmentul PCR de 800 bp nu are nici o similaritate cu genele cunoscute care
degradeazd arabinoxilan si, prin urmare, se considera ca un artefact PCR. Secventa
nucleotidicd a fragmentului PCR de 600 bp este foarte aseman&toare secventei
nuclectidice a clonei cADN prezentate in fig. 4 de la nuclectida 706 pana la 1204.

Exemplul 5.2. Marcarea %P a fragmentului PCR de 500 bp.

Fragmentul de 500 bp obtinut prin PCR se izoleaza si se marcheaza asa cum
s-a descris in EP 912059445 (WO 0463706 A1, exemplele 2.2 si 7.1incluse aici
ca referinte).

Exemplul 5.3. Cercetarea bancii genomice a A. niger var. tubigensis pentru
gena axdA.

Pentru cercetarea bancii genomice a A. niger var. tubigensis, construiti asa
cum s-a descris in EP 912059445 (WO 0463706 A1), exemplul 2, pentru gena
axdA 3 x 10° pfu/placa se intind asa cum s-a dscris in exemplul 4.6 cu fragmentul
PCR de 500 bp marcat **P, preparat asa cum s-a descris in exemplul 5.1.1, ca
sonda.

Se identifica 3 placi de hibridizare care apar in duplicat pe filtrele replici si se
desemneaza Ay.qq PANE la Ay.a- Fagii se izoleaza si se propaga asa cum s-a descris
in exemplul 4.6.

Exemplul 5.4. Analiza Southern a fagilor care contin ADN axdA de A. niger
var. tubigensis.

Se izoleazd ADN de la bacteriofagi lambda asa cum s-a descris in exemplul 4.7.
se analizeaza ADN-ul izolat al fagilor A,u.q Panad la Ay,,.s prin analizi Southern
folosind urmatoarele enzime de restrictie: BamHI; EcoRl; Hindlll; Kpnl: Sall; Sstl si
Xhol. Analiza Southern se dirijeazd asa cum s-a descris in exemplul 4.8.

Din rezultatele obtinute se ajunge la concluzia cd ADN-ul tuturor celor 3 clone
a hibridizat cu cADN axdA A. niger var. tubigensis. In toate cele 3 clone se gasesc
fragmente originare din aceeasi regiune genomica.
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Exemplul 5.5. Subclonarea genei axdA a A. niger var. tubigensis.

Se izoleaza fragmentul Sstl de 5,5 kb de la A,.q43 Si se leagd in vectorul
pBluescript SK™ digerat Sstl si defosforilat asa cum s-a descris in exemplul 4.9,
rezultand un plasmid denumit ca p/M3001. Plasmidul pIM3001 se analizeaza ulterior
prin enzime de restrictie rezultdnd harta de restrictie prezentata in fig. 6. O mostra
a E. coli DH5e care adadposteste p/M30017 s-a depozitat pe 28 august 19395, la CBS,
Baarn, Olanda, sub numarul CBS 636.95.

Exemplul 5.6. Expresia genei axdA clonate A. niger var. tubigensis in A. niger
NW218.

Exemplul 5.6.1. Introducerea genei axdA A. niger var. tubigensis in A. niger
NWE2183 prin o transformare.

Plasmidul p/M3001, obtinut in exemplul 5.9, se introduce in A. niger prin
cotransformarea lui A. niger NW219, asa cum s-a descris in exemplul 4.10.1.
Transformantii PYR* rezultati se analizeaz&d apoi prin analizé Western blot pentru
expresia genei axdA A. niger var. tubigensis.

Exemplul 5.6.2. Cercetarea transformantilor pentru expresia genei axdA a A.
niger var. tubigensis.

Transformantii obtinuti in exemplul 5.6.1 se analizeaza pentru formarea pro-
dusului genei axdA A. niger var. tubigensis, proteina AXDA.g. Din acesti transfor-
manti, 19 se folosesc intr-un experiment de crestere pentru a analiza expresia pentru
AXDA 5. Tulpina A. niger N4O2 se foloseste ca un control de tip salbatic. Transfor-
mantii se cresc asa cum s-a descris in exemplul 3.1 timp de 20, 41, 60 si 86 h.
Dupa crestere, miceliul se indeparteaza prin filtrare si filtratul de cultura se analizeaza
prin Western blot folosind anticorpii provocati impotriva AXDA;; pe un iepure
(exemplul 4.1). Din cei 19 transformanti analizati, 12 produc proteina AXDA,; asa
cum s-a detectat prin aceastd procedura.

Exemplul 5.7. Analiza secventei si descrierea genei axdA a A. niger var.
tubigensis

Secventa genei axdA a A. niger var. tubigensis, regiunea sa promotor/ regla-
toare, partea structurald a genei si regiunea terminatoare se determind prin subclo-
narea fragmentelor din p/M3007 in pBluescript SK si pUC79in combinatie cu folo-
sirea oligonuclectidelor specifice ca primeri in reactile de secventare. Secventa
nucleotidicad se determind asa cum s-a descris in exemplul 4.4 (vezi secventa nr. 7).

Secventa obtinutéd cuprinde 2859 bp, 823 bp in regiunea necodificatoare 3' si
1041 bp in regiunea necodificatoare 3'. In regiunea 5' necadificatoare se gaseste o
casutd CAAT la pozitile 651-655 si césuta TATA se gaseste la pozitile 713-720.
Partea cadificatoare a genei axdA A. niger var. tubigensis este in lungime de 886 bp
si nu este intrerupta prin introni. Gena codificd o proteind in marime de 332 amino-
acizi. Secventa N-terminald determinata ca in exemplul 1.5.1 este precedata de o
prepeptida in lungime de 26 aminoacizi. Proteina maturd este in marime de 306
aminoacizi si are o greutate maleculara presupusd de 33250 kDa si un punct
izoelectric teoretic de 4,20.

Exemplul 6. Digestia in vitro a porumbului cu AXDA

Exemplul 6.1. [zolarea solidelor insolubile in apd (WIS]

Pentru sistemul de digestie in vitro se izoleaza fractiunea polimerica insolubila.
Se macind porumb (3 mm) intr-oc moara Retsch si se degreseazd cu hexan
(constructie Soxlet pentru distilare) timp de 6 h.
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Dup4 degresare, porumbul se usuca la 105°C si se macina din nou (1 mm, moara
Retsch). La 400 g porumb degresat se adaugd 1,51 1,5% SDS / 0,05% B-mercapto-
etanol si se agit3 la temperatura camerei 1 h (pentru degradarea proteinelor) dupa
care se centrifugheazi 15 min la 24000 x g. Dupa denaturarea proteinei, peletul se
spald de trei ori cu 1 | SDS / p-mercaptoetanol si de 2 ori cu 1 | de apa deminerali-
zatd. Peletul se resuspenda in 4 | apa demineralizatd si se siteazd pe 32 pm.
Procedura de spalare si sitare se repeta. Peletul fractiunii WIS brut (mai mare de 32
pm) se dizolva intr-un litru tampon maleat (pH 6,5) si se incubeaza la 80°C, 50 min.
Se adauga 2 mg o-amilaza (Maxamyl™ Gist-brocades) si se incubeaza 16 h la 30°C,
dupa care se centrifugheaza 15 min (24000 x g). Digestia enzimatica se repeta, dupa
care peletul se spald de 3 ori cu apa demineralizatd de 65°C. Peletul (WIS) se
liofilizeaza. WIS-ul contine 30% xiloza, 29% arabinoza, 23% glucoza si 7% galactoza.
Se determind ci glucoza nu este amidon (trusd de testare amidon Boehringer
Mannheim).

Exemplul 6.2. Sistemn de digestie in vitro la pdsari domestice

Se determind continutul de substantd uscatd al WIS (85,73%) prin deter-
minarea greutatii WIS inainte si dupa uscare la 120°C.

Tn sistemul de digestie in vitro la p&s&ri de curte la 1 g de WIS se adaugéa 200
pl NaN; (Merck) si 1 ml standard intern (sorbitol 35 mg/ml, Sigma). Pentru digestia
enzimatica in gusa (cu (200 pg proteind) sau fara enzima) proba se umple cu tampon
(NaAc, pH 5,5) pana la 15 ml si se incubeazd la 39°C timp de 1 h. Pentru digestie
in stomac, se adaugd 5 ml pepsina (5,28 g/I, pH 3.0; Merck] si se incubeaza pentru
1,5 h la 39°C. Pentru digestie intestinald, se adaugd 2,5 ml de saruri pancreatice /
biliare (16 g/|, respectiv 0,1 g/I; Merck) si se incubeaza 1,5 h la 38°C. Proba se
centrifugheazd 15 min (2800 g). Se foloseste supernatantul pentru a masura
monozaharidele (HPLC, Spectra pHysics; coloana HPX-87P, Biorad) care se elibereaza
in timpul digestiei enzimatice. Peletul se usucd la 120°C si se determina greutatea.
Se calculeaza procentul de materie uscata.

Drept control in sistemul in vitro se adaugéd o doza raspuns a preparatului
enzimei brute (rezultatele sunt prezentate in fig. 3). Enzima AXDA (se aduga 200 pg
de proteind AXDA) aratd o crestere considerabild a digestiei materiei uscate com-
parativ cu martorul. Procentul digestiei substantei uscate de 15,8% pe fractia WIS
de porumb este crescut cu 4,1% fata de blanc-ul WIS de porumb.

Exemplul 7. Experiment de digestibilitate in vitro cu WIS de porumb

Exemplul 7.1. [zolarea WIS de porumb

lzolarea WIS de porumb se face cum s-a descris in exemplul 6, cu unele
modificari datoritd incubarii SDS / mercaptoetanol care nu se poate aplica la hrana
animalelor. Procedura de izolare se efectueaza pe 1 kg porumb degresat. La 1 kg
porumb degresat, se adaugd 4 g papaina (Gist-brocades) / 100 g proteina de
porumb si se suspenda la 30°C, 2 h. Dupd aceasta, suspensia se digera cu
Maxamyl™ (Gist-brocades) (2 mi/l) la 100°C si se centrifugheaza (15 min, 24000 g).
Supernatantul se indeparteaza si procedura de digestie enzimatica se repeta asupra
peletului. Suspensia este centrifugatd din nou si se spald de 3 ori cu apa
demineralizatd (1 1). Dupé spalare, peletul (solide insolubile in apd) se liofilizeaza.

Continutul mono/oligozaharide in WIS de porumb se determina printr-o analiza
acid trifluoracetic (TFA). La 0,3 g de WIS se adauga 1 ml 35 mg/ml sorbitol (stan-
dard intern), 2 ml apa demineralizatd si 450 pl TFA urmat de hidroliza 1 h la 120°C.
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Dupa racire, se adaugad 20 ml de apa demineralizata si hidrolizarea se continud 1 h
la 120°C. Dupa coborarea temperaturii, probele se liofilizeaza si se resuspenda in 3
ml de apa demineralizatd. Monozaharidele se indepérteaza pe o coloana HPX-87P
(Biorad) intr-un sistem HPLC (Spectra pHysics). Fractiunea polimericd WIS a porum-
bului contine: 124,8 mg/g xiloza; 96,6 mg/g arabinoza; 28,2 mg/g galactoza si
156.,0 mg/g glucoza. Dataritd continutului ridicat de glucaza, fractiunea WIS se anali-
zeaza pentru amidon (trusd de testare amidon, Boehringer Mannheim). Se gdseste
ca fractiunea WIS nu contine nici un amidon.

Exemplul 7.2. Experiment de digestibilitate cu broileri

Se realizeaza un experiment pentru detectarea influentei enzimei AXDA asupra
continutului energetic metabolizabil real al unei diete la care se adaugéd 20% WIS de
la porumb. Metoda folosita este “sibbald-assay” modificata.

Broileri masculi (in varsta de 3 saptamani) se addpostesc individual in custi intr-
o camera cu mediu controlat. Animalele sunt infometate 48 h. Apoi se alimenteaza
prin tub o cantitate de hrana determinatd exact. Pentru corectarea pierderii de
energie endogena pe care o contin componentele, in experiment se include un grup
de control. Aceste animale sunt hranite cu 10 g B-glucoza, in timp ce altele au primit
10 g de hrana. Fiecare tip de hrand se da la 6 animale. Pentru controlul glucozei, se
constituie un grup alcatuit din 5 animale.

Animalele sunt infometate pentru alte 48 h, perioada in care se colecteaza can-
titativ excrementele. Excrementele sunt pastrate la -20°C pana cand se realizeaza
analiza. In timpul acestei perioade, apa este accesibild animalelor o singuréd daté,
printr-un tub.

Digestele colectate se liofilizeaza si se cantaresc dupa echilibrare la aer. In pro-
bele de hrana si in probele de materie uscat8 a digestelor se analizeazd continuturile
de azot si energie.

Pentru corectarea rezultatelor experientelor pe animale de contral, se folosesc
animale hranite conform unor diete experimentale. Metoda aplicata este o adaptare
a procedurilor experimentale descrise de Mcnab, J.M., Blair, J.C., (1888), “British
Poultry Science” 29: 697-707. In aceasta lucrare, este data o descriere a metodelor
si analizelor, si a calculului.

De asemenea, se realizeazd masuratori ale digestibilitati materiei uscate in
vitro pentru metoda descrisa in exemplul 6.2.

Tratamentele experimentale sunt dupa cum urmeaza:
| hrana de baza porumb (tabel 2)

i hrand de bazad porumb + 10% WIS de porumb

i hrand de bazad porumb + 20% WIS de porumb

v hrana de baza porumb+20% WIS de porumb+100 mg/kg AXDA

\" hrana de bazad porumb + 20% WIS de porumb + 45 mg/kg enzima bruta

Vi hrana de bazad porumb + 20% WIS de porumb + 80 mg/kg enzima bruta

Vit hrana de baza porumb + 20% WIS de porumb + 200 mg/kg endoxilanaza.
Compozitia dietei de baza este data in tabelul 2.




RO 116211 B1

Compozitia dietei de baza folosita in experiment

Tabelul 2

Continutul hranei de baza Compozitie (%)
Porumb 50,00
Tapioca 19,69
Faina de soia (50% proteinad bruta) 19,45
Faina de carne si oase 3,60
Mazare (22,8% cp) 3,50
Faina de peste (74% cp) 1,00
Ulei de soia 1,00
Faina de pene (hidrolizata) 1,00
Monofosfat de calciu 1,23
Piatra de var (carbonat de calciu) 0,80
Sare 0,30
L-izind.HCI 0,13
DL-metionind 0,20
Premix vitamine/minerale * 1,00

* Premixul vitamine/minerale eliberat/ kg de hrand: riboflavind, 4 mg; niacind, 40 mg; acid d-pantotenic,
12 mg; clorurd de colind, 500 mg; B12, 15 pg; E, 15 mg; K3, 5 mg; retinilacetat, 3,44 mg;
colecalciferol, 50 pg; biotind, 0,1 mg; acid folic, 0,75 mg; FeS0,.7H,0, 300 mg; Mg0,, 100 mg:
CuS0,.5H,0, 100 mg; ZnS0,.7H,0, 150 mg; Na,Se(,, 0,15 mg; antioxidant, 100 mg; si virginiamicina,

20 mg.

Rezultatele (energie metabolizabild reald corectatd pentru azot (TMEn) si

rezultatele testului in vitro) sunt date in tabelul 3.

Energia metabolizabils reald (corectatd pentru azot: TMEn] si digestibilitatea in vitro

a materiei uscate

Tabelul 3
Tratament Enzima adaugata TMEn Digestia in vitro
(kd/g) (%)
I - 13,59 a*) 36.4
Il - 12,39 b 36,2
I - 1M1.17¢c 31,9
v AXDA 12,37 39,7
VvV enzima brutad 11,87bc 31,4
Vi enzima bruta 11,63bc 33.2
Vil endoxilanaza 11,95b 32,6

*] Eroare standard reziduala: 0,42
LSD (5%): 0,76
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Valorile TMEn cu o litera diferita sunt semnificativ diferite (P este mai mic decat 0,05)
conform testului LSD.

Nivelul TMEn descreste semnificativ cu cresterea addugarii WIS de porumb.

Toate preparatele enzimatice imbunatatesc valorile TMEn, dar numai pentru
endoxilanaza (+ 7,0%) si pentru AXDA (+ 10,7%) aceasta este semnificativd. Conform
valorilor medii, AXDA imbunatateste valoarea energetica pana la nivelul hranei de baza
suplimentata cu 10% WIS de porumb.

In modelul in vitro, care simuleaza procesul digestiv la pui, AXDA imbunatateste
important digestia materiei uscate (+ 24,5%). Endoxilanaza si preparatul enzimatic
brut in acest model nu sunt la fel de eficiente ca AXDA.

Exemplul 8. AXDA in prepararea painii

Se testeaza AXDA intr-un test de producere a unei franzele folosind tavi pentru
péine. Franzelele se coc din bucati de pasta de 150 g obtinuta prin amestecarea a
200 g f&ina (Robijn™/Columbus™80,/20), 104 mi apa, 1,4 g drojdie de panificatie
uscatd (Fermipan™) 4 g sare, 3 g zah&r, 400 mg CaCl,.2H,0, 3 mg (15ppm) acid
ascorbic, 5 mg (25 ppm) alfa-amilaza fungica (Fermizyme™P200) si 25 pg de AXDA
purificatd. Dupd amestecare 6 min si 15 sec la 52 rpm intr-un amestecator cu brate,
pasta se divizeaza, se lasa la intarit 45 min la 30°C, se frémanta, se lasa la intarit
pentru alte 25 min, se modeleaza si se asaza in forma. Dupa o intarire finald de 70
min la 30°C, aluatul se coace 20 de min la 225°C. Volumul franzelei se determina
prin metoda dislocuirii semintei de rapitd. Volumul franzelei creste de la 490 ml
(control) la 535 ml pentru franzelele care contin AXDA, adica o crestere de 9%.

Revendicari

1. Polipeptida cu activitate de degradare a arabinoxilanului, caracterizata prin
aceea ca secventa de aminoacizi este data in secventa nr. 6 sau secventa nr. 8,
precum si in portiuni ale acesteia, care au activitate de degradare a arabinoxilanului.

2. Polipetida conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca se foloseste
ca aliment sau la prelucrarea hartiei si celulozei.

3. ADN recombinant cuprinzand un fragment de ADN care codificd o poli-
peptida avand activitate de degradare a arabinoxilanului, definita in revendicarea 1 sau
o polipeptida precursor al acesteia, caracterizat prin aceea ca fragmentul de ADN
este ales dintre:

(a) un fragment ADN care codifica o polipeptidd avand secventa de aminoacizi
reprezentatd prin aminoacizii 1...306 din secventa nr. 5, sau un precursor al poli-
peptidei mentionate, reprezentat prin aminoacizii 27...306 din secventa nr. 5;

(b} un fragment ADN care codificd o polipeptidd avand secventa aminoacida
reprezentatd prin aminoacizii 1...306 din secventa nr. 7 sau un precursor al poli-
peptidei mentionate, reprezentat prin aminoacizii 27...306 din secventa nr. 7;

(c) un fragment ADN care codificd o portiune a polipeptidelor reprezentate prin
resturile de aminoacizi 1...306 ilustrate in secventa nr. 5 sau 7 care are inca acti-
vitate de degradare a arabinoxilanului sau o polipeptida precursoare a acestora;

(d) un fragment ADN care codificd o polipeptida cu activitate de degradare a
arabinoxilanului si avand secventa nuclectidicd reprezentatad prin nucleotidele 784-
1779 din secventa nr. 5 sau nuclectidele 823...1818 din secventa nr. 7;




RO 116211 B1

(e) un fragment ADN care codificd o polipeptida cu activitate de degradare a
arabinoxilanului sau o parte a unei astfel de polipeptide, fragment ADN care este
capabil s3 hibridizeze la un fragment ADN precum cel reprezentat prin nuclectidele
784...1779 in secventa nr. 5 sau nucleotidele 823...1818 din secventa nr. 7;
iar respectivul ADN recombinant mai poate cuprinde, in plus, secvente ADN regula-
toare necesare pentru expresia fragmentului ADN intr-0 celuld procariota sau
eucariotd, reprezentate prin secventele de nucleotide 1...783 din secventa nr. 5 sau
un subfragment al acesteia capabil sa regleze expresia unei secvente ADN atagata de
el sau secventele de nuclectide reprezentate prin nuclectidele 1...822 din secventa
nr. 7 sau un subfragment al acesteia capabil sa regleze expresia unei secvente ADN
atasata lui.

4. ADN conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca secventele ADN
regulatoare sunt hetercloage fatd de secventa respectivului fragment ADN, care
cadifica polipeptida.

5. ADN conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca secventele ADN
regulatoare sunt selectate astfel, incat sporesc expresia fragmentului ADN intr-o
gazda, comparativ cu expresia fragmentului ADN in gazda mentionatd, atunci cand
este legat la secventele ADN regulatoare omoloage pentru el.

6. ADN conform revendicérii 3, caracterizat prin aceea ca activitatea de
degradare a arabinoxilanului se obtine de la un fung filamentos.

7. ADN conform revendicarilor 3 si 4, caracterizat prin aceea ca fungul
filamentos este o specie de Aspergillus.

8. ADN conform revendicarilor 3 si 5, caracterizat prin aceea ca fungul
filamentos este Aspergillus niger sau Aspergillus tubigensis.

9. ADN conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca este sub forma
unui vector.

10. ADN conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca transforma o
celuld gazda eucariotd sau procariotd, care 1l contine.

11. ADN conform revendicérii 3, caracterizat prin aceea ca transforma o
celuld gazda eucariotd, care apartine genului Aspergillus.

12. Procedeu de obtinere a unei polipeptide definitd in revendicarea 1, prin
intermediul celulelor ce contin ADN-ul recombinant definit in revendicarea 3,
caracterizat prin aceea ca, celulele abtinute prin introducerea ADN-ului recombinant
se selectioneaza, se dezvoltd in mediu de fermentatie nutritiv conventional contindnd
o sursa de carbon, o sursa de azot, o sursa de azot organic, surse nutritive anor-
ganice si, optional, un inductor - arabinoxilan, se lasd sa fermenteze o perioada de
0,5...20 zile intr-un procedeu discontinuu sau discontinuu cu alimentare, la tempe-
ratura de 0...45°C si la un pH de 2...10, apoi se indeparteaza celulele prin centri-
fugare sau filtrare, se recupereaza enzima si, optional, se purifica.

13. Compozitie alimentard, caracterizatéa prin aceea ca, contine polipeptida
definitd in revendicarea 1 si un aditiv acceptabil din punct de alimentar.

14. Compozitie conform revendicérii 13, caracterizata prin aceea ca
polipeptida este imabilizata.
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LISTA DE SECVENTE
(1) INFORMATIE GENERALA:

(i) SOLICITANT:
(A) NUME: GIST-BROCADES
(B) STRADA:WATERINGSEWEG
(C} ORAS: DELFT ‘
(E) TARA: OLANDA
(F) COD POSTAL (ZIP): 2611XT
(i) TITLUL INVENTIE!: POLIPEPTIDA CU ACTIVITATE DE DEGRADARE
A ARABINOXILANULUI, ADN RECOMBINANT CE
O CODIFICA PROCEDEU DE OBTINERE Sl
COMPOZITIE FARMACEUTICA CU ACEASTA
(i) NUMAR DE SECVENTE: 8
[v) FORMA LIZIBILA PE COMPUTER:
(A)  TIP MEDIU: Floppiy disk
(B) COMPUTER: PC compatibil IBM
(C)  SISTEM DE OPERARE: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentin Release nr. 1.0, Versiune nr. 1,25EPO

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID nr.1
0] CARACTERISTIC| DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 8 aminoacizi
(B)] TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULE!: peptida
(i)  IPOTETIC: NU
(iv)  ANTI-SENS: NU
v) TIP FRAGMENT: N-terminal
(xij  DESCRIERE SECVENTEI: SECV. ID nr.1

Lys Xaa Ala Leu Pro Ser Ser Tyr
1 5

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.2

(1 CARACTERISTIC! DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 17 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara

(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida

(i)  IPOTETICA: NU

(i)  ANTI-SENS: NU

(v) TIPUL DE FRAGMENT:intern

(vij SURSA ORIGINALA:
(A)  ORGANISM: Aspergillus niger var. tubigensis
(B) TULPINA: DS168813




lle Val Glu Ala lle Gly Ser Thr Gly His Arg Tyr Phe Xaa Ser Phe Thr

1

(@)

(xi)

(xi)

(xi)

xi)

(xi)

)
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CARACTERISTICA:

(A) NUME/COD: rest aminoacid

(B) LOCALIZARE: 14

(C)  ALTA INFORMATIE: Arg sau Asn
CARACTERISTICA:

(A) NUME/COD: rest aminoacid

(B) LOCALIZARE: 15

(C)  ALTA INFORMATIE: rest=nesigur
CARACTERISTICA:

(A) NUME/CQOD: rest aminoacid

(B) LOCALIZARE: 16

(C)  ALTA INFORMATIE: rest=nesigur
CARACTERISTICA:

(A) NUME/COD: rest aminoacid

(B) LOCALIZARE: 17

(C)  ALTA INFORMATIE: rest=nesigur

DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.2:

10 15

INFORMATIA PENTRU SECV. ID NR.3

(i)

(ii)
(iii)
(iii)
(vi)

(xi)

CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 20 baze perechi
(B)  TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: simpla

(D) TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
IPOTETICA: NU

ANTI-SENS: NU

SURSA ORIGINALA:

(A) ORGANISM: Aspergillus niger var. tubigensis

(B) TULPINA: DS168813
DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.3:

ATGATKGTIG ARGCIATKGG

(2)

INFORMATIA PENTRU SECV. ID NR.4

(i)

(ii)

CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 17 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic

(C)  IMPLETIRE: simpl&

(D) TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
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(i)  IPOTETICA: NU

(i)  ANTI-SENS: NU

(vii  SURSA ORIGINALA:
(A) ORGANISM: Aspergillus niger var. tubigensis
(B) TULPINA: DS168813

(xij  DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.4:

AATACGACTC ACTATAG

(2)

S0

§S

€0

INFORMATIA PENTRU SECV. ID NR.S

(i) CARACTERISTIC! DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 2101 baze perechi
(B)  TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpl3
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
(i)  IPOTETICA: NU
(iii) ANTI-SENS: NU
(vij  SURSA ORIGINALA:
(A)  ORGANISM: Aspergillus niger
(B)] TULPINA: CBS 120.49
(xi  CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: TATA semnal
(B) LOCALIZARE: 665...670
(xj  CARACTERISTICA:
(A) NUME/CQD: CDS
(B) LOCALIZARE: 748...1779
(C)  ALTA INFORMATIE: /produs="enzima care degradeaza
arabinoxilanul”
/gena="axdA”
/nume standard="enzima care
degradeaza arabinoxilanul”
{xi) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: sig-peptida
(B) LOCALIZARE: 784...1779
()  CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: rest aminoacid
(B) LOCALIZARE: 862...1779
(xi) DESCRIEREA SECVENTEL: SECV. ID nr.5

CTGATTGGGA TTCTGCAGGA ATTCTCIGGG GTATGCCAAA AAAGTATACC GACCTGTAAA
AGTCCAACCA GTTCGAAATT ACTAACAATA TGTTTTIGAT CAGGATATCT TTGGCATCTA
TGGTGAGAGC CATATCATCA TCTCTITCTTC CGGCAGCTGT CAACTGCCTG CCGARAGTAC
TGGAAGCCAT TGIGTTTTAA GGTGAAACAA GATCAGGGCG GCTATGTGTC AGGGTAGAAC
CAGTTTGCTT AGCGCCATCA GGGTCCACGT CTAGACTTTC GATGCCCGGA GTTATTCGCC
TTCCCACAGC AGTCATITCC CCGAATCTAR ACCGATGGAC GGATATTGTG GTGTAATGAT
AGAACAACAC GGTGTAGTGT AGTTTTAAGT GCCGTGCTAG ACACGGCAAC GTTCCGGTGG
GGGATTGTTT (TGGCTAATG TACTCCGTAG TTTAGGCAAC AGGCCGATCA TCTTCCCCCA
TAGGAAAGGA CCCTGAATAG TGCGTCAAAF. AGAGCTIGAG GCAAAGGAGG ACTGCACTTT

60
120
180
240
300
3160
420
480

540




190

15

20

as

30

3s

40

4S

§0

CCAAGGCCGA AGTGGGGGGG GGGGATAACC AAGCAGCCCA
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AGGTGTCATC TAATTTGGAT AAATCCGCAT TGTTCTTCGG

AGCCATAAAT ACAAATATCT GGACAAGCTG TTGCCCTTTG

TGGACCACGA TCCCAACCAT TGATCTCTIT TGTTIGTTCC

AAA ATG AAA TTC CTC ARA GCC AAG
Lys Phe Leu Lys Ala Lys

Met

TAC CTC

Tyx

TCG
Ser

GGA
Gly

CAT
His

ATG
Met

Gln
70

Gln

Phe

TCC
Ser

GCC
Ala
Phe
150
Asp

Ala

Gly

Leu
-10

ACA
Thr

TGG
Trp

ATT
Ile

GGC
Gly
S5

ACG
Thr

CCha
Pro

ACC
Thr

Glu

ATT
Ile
138

GCe
Ala

TIC
Phe

ACC

GAG
Glu

-25

ATT GCA
Ile Ala

TAT AGT
TYr Ser

ACT GCA
Thr Ala
25

GTC TAT

Val Tyr
40

TIT GGC
Phe Gly

GCC ACA
Ala Thr

Lys Ser

TAC CGC

Tyr Arg
105

CAA GCT
Gln Ala
120

GAT CAG
Asp Gln

GGC GAC
Gly Asp

CCC GGA
Pro Gly

AAC GAT
Asn Asp
185

GGT GAC

Gly Asp
200

TTG
Leu

TGG
Tzp
10

CTC
Leu

GCG
Ala

GCC
Ala

AGC
Ser

ATC
Ile
90

ACC

Leu

ACT

ART
Asn

Ser

170

Leu

Ser

GCC
Ala

ACT
Thr

ARG
Lys

TCC
Ser

Phe

Phe
75

TCT
Ser

Phe

val

Gly

1s5S

Phe

TTC
Phe

Lys

cCC
Pro

-5
TCG
Ser

GAC

ACT
Thr

Ser
60

Sexr

val

Glan

ACG

ATT
Ile
140

Lys

Gly

Glu

TAC
Tyx

-20

TIT
Phe

Acc
Thr

TTIC
Phe

ATC
Ile

Sex

GCG
Ala

Leu
208

GGT AGC TTG
Gly Ser Leu

GTC AAC GCA
Val Asn Ala

GAT GCT CTC
Asp Ala Leu
. 15

ACC GAT GTC
Thr Asp Val

Asp Thr Gln

TGG TCG GAC
Trp Ser Asp

GTA GCT CCA
Val Ala Pro
80

GCC TAC CAA
Kla Tyr Gln
9s

CCC ACC AAT
Pro Thr Asn
110

ARA ATC AGC
Lys Ile Ser

GAT GAT ACG
Asp Asp Thr

TAC CGA TCC

Tyr Arg Ser
160

CAG TAC GAG
Gln Tyr Glu
17s

GTC CAA GTG
val Gln val
190

ATG ATC GTC
Met Ile Val

ACTTTTATCC GAAACCTTTC
CATATGTGGA TGTCACCATG

GCC ACC CCA AAG TCC
Ala Thr Pro Lys Ser

Val Sex Asn Gly Lys

GGA AAT TAC GGC TCC
Gly Asn Tyr Gly Ser
S0

ATG GCA TCC GCT AGT
Met Ala Ser Ala Ser
65

ACC TTG TTC TAC TTC
Thr Leu Phe Tyr Phe

8s
TGG GGC TCC AGC ACT
Trp Gly Ser Ser Thr

100
GTC AAC GGC TGG TCA
Val Asn Gly Trp Ser
115
GGC TCA AGT ACC GGT
Gly Ser Ser Thr Gly
130

ART ATG TAT CTT TTC
Asn Met Tyr Leu Phe
145

Ser Met Ser Ile Asn
16S

GAG ATC CTC AGC GGC
Glu Xle Leu Ser Gly

TAC ACC GTC GAC GGC
Tyr Thr Val Asp Gly

GAG GCG ATC GGT TCC
Glu Ala Ile Gly Ser
210

600

660

720

780

828

876

924

972

1020

1068

1116

1164

1212

1260

1308

13S6

1404

1452

1500

1510

1515

1520

1525

1530

1535

1540

1545



1550

1555

1560

1565

1570

1575

10

20

25

30

is

(@)

ACC
Thr

GAG
Glu
230

GCC
Ala

val

CAG
Gln

CTC
Leu

Gly
215

AAC
Asn

Leu

TTG
Leu
298

CAT CGT TAT
His Axrg Tyr

ACA
Thr

AGT
Sear

AAC
Asn

CTC
Leu
280

ccc

GCC
Ala

GGC
Gly

AAC
Asn
265

TAC
Tyr

TGG

Gln

Ala
250

ccT
Pro

CAG
Gln

ARG

Pra Trp Lys

TTC
Phe

GCG
Ala
23S

ACC
Thr

GAT
Asp

GGC
Gly

CCA GGA GTIT

RO 116211 B1

CGC TCC
Arg Ser

220

GCA AGT
Ala Ser

TGG ACC

Trp Thr

CAA ACC
Gln Thr

CAT GAC

His

Asp
285

Pro Gly Val

300

TTC
Phe

Glu

Asp

ATG
Met
270

ccc
Pro

CTT
Leu

ACG
Thx

GAT
Asp

GAC
Asp
255

ACG
Thr

AAC
Asn

ACC
Thr

GCC
Ala

CAA
Gln
240

ATC
Ile

val

AGC
Ser

TTG
Leu

ATCATTTGGT TGCAGACCGG GGTTTTCTTC CCCTTCCTTG

ACAGCGGGAT GGGGAGTGAA TACTATCITG GGCTCAATTG

GTGTACATAG GCTACATGCG AATGATTIGG TTTATTCACA

TAGTATACAC CTCTGTATTC ACAGGTGATA GCCTGTCTAC

GAGATGACTG CACGTGATGA TCACATCATC ATCATCGCAG

GACACACACA TA

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.6:
CARACTERISTIC! DE SECVENTA:

(1)

(i)
(xi)

(A)
(B)
(D)

LUNGIME: 332 aminoacizi

TIP: aminoacid
TOPOLOGIE: lineara
TiPUL MOLECULEI: peptida
DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr. 6:

AGC AGT CTC GGC GGA
Ser Ser Leu Gly Gly
22s

CCC TTC GCG GGC AAA
Pro Phe Ala Gly Lys
245

AGT CAT GGT GAC TTG
Ser His Gly Asp Leu
260
GAT CCT TGC AAC CTC
Asp Pro Cys Asn Leu
275

ART AGT GAC TAC AAC

Asn Ser Asp Tyr Asn
290

AAG CAG TGAAAGGCTT

Lys Gln

305

AGTAGTATTG TTGGTGGAAG
AGGTGGAATC CTGTCAGACT
AATAGTATTA ACAGATAGTG
TAGTAGTAGA GATGTGGCTC

TCGCTCACGC GACAGTCTICA

1s48

1596

1644

1692

1740

1789

1843

1909

1969

2029

2089

2101
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7S 80 8s 1580

Pro Lys Ser Ile Trp Val Leu Ala Tyr Gln Trp Gly Ser Ser Thr Phe
90 9s 100

Thr Tyr Arg Thr Ser Gln Asp Pro Thr Asn Val Asn Gly Trp Ser Ser
105 110 11s

Glu Gln Ala Leu Phe Thr Gly Lys Ile Ser Gly Ser Ser Thr Gly Ala 1585
10 120 12s 130

Ile Asp Gln Thr Val Ile Gly Asp Asp Thr Asn Met Tyr Leu Phe Phe
13s 140 145 150

1s Ala Gly 2sp Asn Gly Lys Ile Tyr, Arg Ser Ser Met Ser Ile Asn Asp
1588 160 165

1590
Phe Pro Gly Ser Phe Gly Ser Glm Tyr Glu Glu Ile Leu Ser Gly Ala

170 175 is80
20

Thr Asn Asp Leu Phe Glu Ala Val Gln Val Tyr Thr Val Asp Gly Gly
185 190 195

Glu Gly Asp Ser Lys Tyr Leu Met Ile Val Glu Ala Ile Gly Ser Thr

2s 200 205 210 1595

Gly His Arg Tyr Phe Arg Ser Phe Thr Ala Ser Ser Leu Gly Gly Glu
215 220 228 230

3 Trp Thr Ala Gln Ala Ala Ser Glu Asp Gln Pro Phe Ala Gly Lys Ala
235 240 245

Asn Ser Gly Ala Thr Trp Thr Asp Asp Ile Ser His Gly Asp Leu Val
250 255 260 1600
s

Arg Asn Asn Pro Asp Gln Thr Met Thr Val Asp Pro Cys Asn Leu Gln
265 270 275

Leu Leu Tyr Gln Gly His Asp Pro Asn Ser Asn Ser Asp Tyr Asn Leu
40 280 285 290

Leu Pro Trp Lys Pro Gly Val Leu Thr Leu Lys Gln 1605
295 300 305

(2)  INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 7
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 2858 baze perechi 1610
(B) TIP: acid nucleic
(C)  IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: lineara
(i)  TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
(i)  IPOTETICA: NU 1615
(i)  ANTISENS: NU
(vii  SURSA ORIGINALA:
(A) ORGANISM: Aspergillus niger var. tubigensis
(B) TULPINA: DS16813
(xj CARACTERISTICA: 1620
(A] NUME/COD: CAAT-semnal
(B) LOCALIZARE: 651...655
(xj CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: TATA-semnal
(B) LOCALIZARE: 713...720 1625



1630

1635

1640

1645

1650

25

30
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(xj CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 823...1818

(8] ALTA INFORMATIE: /produs="enzima care degradeaz3

arabinoxilanul”
/gena="axdA”
/nume standard="enzima care

degradeaza arabinoxilanul”

(xi CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: sig-peptida
(B) LOCALIZARE: 823...901
(x)j  CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: mat peptida
(B) LOCALIZARE: 901...1818
(x)  DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.7

CATACTGGGT GTGGTACTGT AGGGAACCTG CAGATGCTCT GCCGAAGGTC TGCAAATAGT
CCCTGGAGTT TGGTAGTAAA GAGTACCAAC TCGTAAAAGT AGTATGTCCA ACCAATTTGA
AAGTACAAAC TTTTAGTTTG ATTGATTAAA ATACTTTIGG TGTGTACAGT GACAGCCAAA
ATATCATCTC TTCAGCCGAT AGATGTCAAC TGCCCGCCGA AAGTACCGGA AGGTCGTGGT

GTTTTAAGGT GAAACACTAT CAGGGCGGCA ATGTGTCAAA GTAGAACCAG TTTGCTTAGC

60

12¢

180

240

3aa
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GCCATTAGGG TCCACGCCTA GACCCCTCGA TGCCCGGGAG TCATCCOGTCC TGTCACAGCA 360
ATTATTTCCC CGAGTCTACT GCCGAAGAAG AGCTATIGTG GCGTAATCAT GGAATTACCC 420
TCTGTGTAGG GTAGTCTTGA ACGCCGTTCT AGACACGGCA ACGTTCCGGT GGACGATCGT 480
TTCTGGCTAA TGTACTCCGT AGTTTAGGCA GCTAGCTGAT CATCTTCCCC CTAGGGAAAG 540 1655
GACCTGAATA GTGCGCCAAA ATGAGCTTGA GCAAAGGAAT GTTCTTTCTA AGCCAAAGIG 600
GGGGAAATAA CCAAGCAGCC CACTTITTATC CGAAACGTIT CTGGTGTCAT CCAATATGGA 660
TAAATCCCGA TIGTTCTTCT GCACGTATCA GTATTGCCAT CAACGTAACT ACATATATIT 720
GAACATGGTC TGGTCCTCCOG TTCGATTTAT TCGTTCTCCG TGGCCAACGA CTTCAGCCAT 780 1660
TGATCTCTTT TGITICTITC CTGCGGCTAA ACCCATTCGA AG ATG AAG TTC TTC 834
Met Lys Phe Phe
-25
AAA GCC AAA GGC AGC TTG CTIG TCA TCA GGC ATC TAC CIC ATT GCA TTA 882
Lys Ala Lys Gly Ser Leu Leu Ser Ser Gly Ile Tyr Leu Ile Ala Leu
-20 -15 -10
. 1665
ACC CCC TIT GTC AAC GCC -AAA TGT GCT CIT CCG TCG TCC TAT AGT TGG 930
Thr Pro Phe Val Asn Ala Lys Cys Ala Leu Pro Ser Ser Tyr Ser Trp
-5 1 S 10
AGT TCA ACC GAT GCT CTC GCA ACT CCA AAG TCA GGA TGG ACC GCA CTG 878
Sexr Ser Thr Asp Ala leu Ala Thr Pro Lys Ser Gly Trp Thr Ala Leu
15 20 25
ANG GAC TTT ACT GAT GTT GTC TCG GAC GGC AAA CAT ATT GTC TAT GCG 1026 1670
Lys Asp Phe Thr Asp Val Val Ser Asp Gly Lys His Ile Val Tyr Ala
30 3as 40
TCC ACT ACT GAT GAA GCG GGA AAC TAT GGC TCG ATG ACC TIT GGC GCC 1074
Sexr Thr Thr Asp Glu Ala Gly Asn Tyr Gly Ser Met Thr Phe Gly Ala
45 S0 5s
TTC TCA GAG TGG TCG AAC ATG GCA TCC GCT AGC CAG ACA GCC ACC CCC 1122
Phe Ser Glu Trp Ser Asn Met Ala Ser Als Ser Gln Thr Ala Thr Pro 1675
60 65 70
TTC AAT GCC GTG GCT CCT ACC CIG TTC TAC TIC AAG CCG ARA AGT ATC 1170
Phe Asn Ala Val Ala Pro Thr Leu Phe Tyr Phe Lys Pro Lys Ser Ile
75 80 as 99
TGG GTT CIG GCC TAC CAA TGG GGC TCC AGC ACA TTC ACC TAC CGC ACC 1218
Trp Val Leu Ala Tyr Gln Trp Gly Ser Ser Thr Phe Thr Tyr Arg Thr
95 100 105 1680
TCC CAA GAT CCC ACC AAT GTC AAT GGC TGG TCG TCG GAG CAG GCG CTIT 1266
Ser Gln Asp Pro Thr Asn Val Asn Gly Trp Ser Ser Glu Gln Ala Leu
110 11S 120
TTC ACC GGC AAR ATC AGC GAC TCA AGC ACC MAAT GCC ATT GAC CAG ACG 1314
Phe Thr Gly Lys Ile Ser Asp Ser Ser Thr Asn Ala Ile Asp Gln Thr
125 1390 13s
1685
GTG ATT GGC GAT GAT ACG AAT ATG TAT CTC TTC TTC GCC GGC GAC AAC 1362
vVal Ile Gly Asp Asp Thr Asn Met Tyr Leu Phe Phe Ala Gly Asp Asn
140 145 150
GGC ARG ATC TAC CGA TCC AGC ATG TCC ATC AAT GAC TTC CCC GGA AGC 1410
Gly Lys Ile Tyr Arg Ser Ser Met Ser Ile Asn Asp Phe Pro Gly Ser
155 160 165 170

1690



1695

1700

1705

1710

1715

1720

1725

1730

s

40

43

s9

S5

10

1$

20

2s

30

Phe Gly

Phe Glu

TAT
Lys

Ser

GC3
Ala

Leu

TAC
17s
CAA
Gln
130

- ATG
Met

ATC
Ile

205

Phe Arg

220

Ala
235

Ala

Thr

GAT

Asp Gln

GGC CAT

His

TCC
Ser

Ser

ACC
Thr

CAA ACG ATG
Thr Met

GAC
Asp

Phe Thr
Glu

Glu

270

ccC
Pro

RO 116211 B1

GAG GIG ATC
Glu Vval Ile

GTA TAC ACC
val Tyr Thr

GTT GAG GCG
Val Glu Ala
210

GCC AGC AGT
Ala Ser Ser.
225

CAA CCC TTC
Gln Pro Phe
240

ATT
Ile

AGC CAT
Ser His

GTC GAT CCT
Val Asp Pro

AGC AGT GGC
Ser

CTG AGT GGC GCC
Leu Ser Gly Ala
180

GTC GAC GGC GGT
Val Asp Gly Gly
195

ATC GGG TCC ACC
Ile Gly Ser Thr

CTG GGT GGA GAG
Leu Gly Gly Glu
230

GCA GGC AAA GCC
Ala Gly Lys Ala
245

GGT GAC TIG GIT
Gly Asp Leu Val
260

TGC AAC CTC CAG
Cys Asn Leu Gln
27S

GAC TAC ARC CTC

' §3 EE 4%

3

Leu

AARC
Asn

g BER

GGC
Gly Asp
200

CAT
His

Thr Ala

AGT GGT
Ser Gly
250

ARC
Asn

ARC
Asn
265

CCT
Pro

CTC
Leu
280

TAT

Tyr Gln

CCG TGG ARG

285

CcCcG
Pro
300

TTTTCATTCC
TAGGCTCAGT
TTGGCAAGGA
ACTCCGTAIT
CACGTGAGCA
GTTIGTTTIT
AGGTATTGGC
ACTGGGCAAC
TTGAACCCTT
CGACCACGGT
ACAGGTAGCT
GTGCAAGGGG
CTCGACAGCC
CTGGTGTGCA
AGATGCTTCA
GTGACCTGAT

GACTTITGAGT

GGC GTC
Gly val Leu Thr Leu

CIT ACC

TTCTTCAAGA
TGGGGTGGGC
GTGCGGTATA

GGGATAGAGA

TGGCTACTTT
ATTCACICTC
GAGCAGACTA
CAGGGGCTCT
GTTGATCAGC
CTTGAATGAC
TGCTATATTC
TGGAACTTCG
TTCGTACGCC
ACAAGCGGCC
TCCAGGAAAC

GTGCAATAARC

TTG

230

Lys Gln
30S

GTGCTTAGTG
TTGTGTCCAT
AATACCISIT
TCTCGTAGTA
ACGGCTAGTC
GAAGGATGGC
CGCGCTTIGC
CGGATATGGG
ATAARGGCGG
ACCTATTAGA
ACTCTGGATC
ACATCTTGCC
CCGACAGTAT
GGAAAGACCC
AATTCGATGC
ATATTCTGGA

CCAAAATAAC

Ser Gly Asp Tyr Asn Leu

GTGGAAGACA
AGGCTAGTAA
CTCACAAAAA
GTAGGATTIGT
GCGTTCTACA
CTATCGAATC
GGGTGCCOGGC
AGATTGTTGA
AAATCTAAAT
TCAGACAACA
CTGATTCAAT
CCAATCCAAG
TCTTACGACG
TCGTCCGACC
CAGCTGTTCA
ACGAAGGARAA

GAAATAATGA

29s

TGTGCGCATA
AAAATAGGCC
GGGCCTCAGA
TARGAAATAG
GCACGTCTCC
ACGAGATGTC
CGACGTTCTT
CTCATGTGCC
ACCTTTGGCT
TTATAATGCG
GGGCGTCGGA
TCGATACTGA

GCGTGGCCTT

Pro

Trp Lys

ARG CAG TGAAGGTATT ATAATTAGTT GCAGATTGTG

GTCACTATCT
ATTCAGTTCA
CGGTGGTCAT
GGATGACCGA
TCRGCTCAGA
TCAATTGGCC
TCCTGGAGAA
CTTGGTAAAT
CTAACGTGTC
CGGAAATTGA
TCACTTGAGC
TCCCATTGTG

AATAGTCCAC

GATTCTGACG

TCGGTTAGAT
TGGCCGCGTC

ACGACCGCTG

GTGCTACACA
AATTTTCATT

T

1458

1506

1554

1602

1650

1698

1746

1754

1848

1908
1968
2028
2088
2148
2208
2268
2328
2388
2448
2508
2568
2628
2688
2748
2808

2859
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(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 8

(i)

(it}

(xi)

1e

30

p L]

49

CARACTERISTICI DE SECVENTA:

(A) LUNGIME: 332 aminoacizi

(B)  TIP: aminoacid

(D) TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULEI: proteina
DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr. 8

mex.y-mvul.y-mny:uynrmms.:s.:cl.y Ile Tyr
-25 -1

uu:l-mmmmmvnmu.mmmmms«:
-10 -5 s

summmur-mmm%mmmmiﬁs«my
10
mma’nmmmmmmvuma«:ugaywam
as a0 3
Ile vniyzmsummupaluun GlyA;:ryz_alymmg
45

mvh-oxymmmmunpa:mu-:nasunamm
70

Thr Ala Thr Pxo Phe Asa Ala Val Ala Pro Thr Leu Phe Tyr Phe Lys
kL3 80 as
Pro Lys= Ser I;c'l‘sz.l Leu ua‘lz;GIn Trp Gly Ser Ser Thr Phe
L 100

Thr Tyr Arg Thr Ser Glo Asp Pro Thr Asn Val Asn Gly Trp Ser Ser
108 110 11s

alumummrumclyz.ysu.wmuzmmmng
120 130

ncupcmmvnnccxyupmmmmcmmm“‘
140 145 150

Ala Gly Asp Asn Gly Lys Ile Tyr Arg Ser Ser Met Ser Ile Asn
160 165

Phe Pro Gly Ser Phe Gly Ser Gln Tyr Glu Val Ile Leu Ser Gly Ala
170 178 160

Arg Asn Asp Leu Phe Glu Ala Val Gln Val Tyr Thr Val Asp Gly Gly
18s 1%0 19s

Glu Gly Asp Thr Lys Tyr Leu Met Ile Val Glu Ala Ile Gly Ser Thr
200 205 210

cxymnzgmmmwvmmno Ser Ser Leu Gly Gly Glu
228 230

'rrp‘rhrhlacln—ﬁa-‘n:s.tdluhpmPtorhnulclyl.ythll
240 245

Asn Ser Gly Ala Thr Trip Thr Glu Asp Ile Sar His Gly Asp Lau Val
250 ass 260

Arg Asn Asn Pro Asp Gln Thr Met Thr Val Asp Pro Cys Asn Leu Gln
26S aro 27s

muumdlnclyusmmhnsa Ser Gly Asp Tyr Asn Leu
280 290

uumrxpx.ysmalyvnmmuunyn Gla
295 308

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: ing. Eremia Laura

1735

1740

1745

1750

1755

1760

1765

1770
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(s1) Int.CL.” C 12 N 15/55;

C12 N 9/24;
A 21 D 8/04;
D21 C 3/00;

C12R 1:55;

PURLFICAREA UNE1 ACTIVITATI A CARE DEGRADEAZA ARABINOXILAR

(AXDA) A A.NIGER var. TUBIGENSIS
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s1 Int.CL.” C 12 Nl 15/55;
C12N9/24:;

A21D8/04:

D21 C 3/00;

C12R 1:55;

pPH OPTIM AL ACTIVITATII A CARE DEGRADEAZA ARABINOXILAN

(AXDA} AL A. NIGER var. TUBIGENSIS
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Fig. 2
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(51 Int.CL.” C 12 Nl 15/55;

digestibilitate % in vitro

C12N9/24;
A21D8/04;
D 21 C 3/00;
C12R 1:55;
DIGESTIE IN VITRO A PCLIMERILOR WIS O PORUMS
20
18}
16 -
14
124
! 1 { |
10
0 500 1000 1500 2000 2500
pg enzind brutl

Fig. 3
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1 kb

ts1 Int.CL.”C 12 N 15/55;

——3st 0

3amhl 0.5

—-Xho! 0.75
=2oR1 0.9

| __Xbzl 1.3
— ow

14 A
TS 1,.S0

—>sil 1.8

L rindlil 3.2
“Szll 3.25

—3amH| 4.2
—Kpnl 4.35

——Sstl 5.7

Fig. 4

C12N9/24;
A21D8/04;
D 21 C 3/00;
C 12 R 1:55;
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0.5 kb

(s11 Int.Cl.” C 12 N 15/55;

——xhol 0

—~st] 0.65
_<:_:coRl i.0

EcoRV 1.0
[ Xpal 1.1

——3all 1.8

F—Hindlll 1.9

| _Hindill 2.15
[ NSall 2.17

—=coR!3.3

—Xhol 3.7

Fig. 5

C12 N 9/24,
A 21D 8/04,
D21 C 3/00;

C12R 1:55;

Editare gi tehnoredactare computerizati - 0SIM
Tipérit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Mérci
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