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Kolmen Trichoderma reesei-hometta glukoosialustalla kasvatettaessa voimakkaasti il-
mentyvén geenin tarkastelu
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Tyossi tutkittiin Trichoderma reesei-homeen kolmea geenid, jotka ilmentyvit voimak-
kaasti, kun hometta kasvatetaan glukoosialustalla. Koska em. homeen aiemmin tunnetut
promoottorit ovat transkriptionaalisesti aktiivisia vain kasvatettaessa hometta monimut-
kaisemmilla alustoilla, tarkoituksena oli eristdd glukoosialustalla tehokkaasti ilmentyvi
geeni transkriptioelementteineen, jota voitaisiin sitten hyddyntii muunnellussa gee-
niekspressiossa. Aiemmin 7. reeseilli suoritetun glukoosialustakasvatuksen lahetti-
RNA:ista valmistetun cDNA-pankin kolmea voimakkaasti tuotettua geenii vastaavien
cDNA-kloonien A10, Al12 ja A15 DNA sekvensoitiin, niiti vastaavat genomiset frag-
mentit eristettiin Southern-hybridisaation avulla geenipankista ja sekvensoitiin geenien
rakenteen selvittimiseksi. Geenien kromosomaalista kopioméiria selvitettiin Southern-
hybridisaation avulla ja klooneista syntyvien lihetti-RNA:iden 5'-pdin sijainti méi-
ritettiin "primer extension"-menetelmilld. Geenien transkriptioon vaikuttavia promootto-
rielementtejd haettiin vertailemalla sekvenssejid "Transciption Factor Database"-tietokan-
taan. Geenien koodaamien proteiinien toimintojen selvittimiseksi kloonien DNA- ja pro-
teiinisekvenssejé vertailtiin monilla eri ohjelmilla kiyttien useita eri tietokantoja mahdol-
listen samankaltaisten sekvenssien havaitsemiseksi. Kloonien promoottorialueiden to-
dettiin sisiltdvin yleisid transkription initiaatioon Liittyvid elementtejd, mutta spesifisem-
pid transkriptiota edistivia DNA -konsensussekvensseja ei havaittu.
Samankaltaisuusvertailujen perusteella klooni A10 koodaa hydrofobiinia HFB1 ja kloo-
ni Al2 koodaa erittdin todennikdisesti transmembraaniproteiinia. Kloonin A15 koodaa-
ma proteiini sisdltdd S-adenosyylimetioniinin (SAM) sitoutumiskohdat, joiden rakenteen
Ja sijainnin perusteella geenituote on todennikdisesti SAM-riippuvainen metyylitransfe-
raasi. Nukleotidisekvenssin ja ldhetti-RNA:n ilmentymisen perusteella kloonin A10
promoottoria voidaan todenndkdisesti kiyttid glukoosialustalla suoritettavaan ekspressi-
oon, mutta sen toimivuus on todettava kiytinnossd. Kloonin A12 ja A15 promoottorin
transkription initiaatioon littyvit konsensussekvenssit eivit ole yhtd konservoituneita
kuin kloonissa A10. Kloonin A15 geenituotteen SAM:iin sitoutuminen on varmennetta-
va kokeellisesti ja kloonin A12 geenituotteen tehtivi tulisi selvittéii kokeellisesti tai ver-
tailemalla sen proteiinisekvenssia edelleen tunnettuihin transmembraaniproteiineihin.
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