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kifejezd vektorok eldéllitasara és a fehérje kifejezésére E. coliban

(57) KIVONAT
A talilmény targya eljirds Streptomyces lipmanii DNS szekvencidt tartalmaz6 rekombinans DNS
IPNS aktivitds kifejezésére rekombinéns E, coli gaz- kifejezd vektorral transzformalnak, és
dasejtekben, melynek soran (2) az (1) 1épésben transzformélt gazdasejtet te-
(1) E.coli gazdasejtet, egy E. coli gazdasejtben mi- nyésztik,
koddképes promotort és transzlacids aktivalo A taldlmény tirgya még az IPNS-t kodol6 DNS-
_ szekvencidt és a promotor utdn egy Streptomy- szekvencidt tartalmazd kifejezG vektorok elGallitdsa
ces lipmanii izopenicillin N szintetizt k6dold is.

A lefrds terjedelme: 19 oldal, 4 dbra
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A jelen talilmény olyan DNS szekvencidval foglalko-
zik, amely a Streptomyces lipmanii izopenicillin N
szintetéz aktivitdst anyagot kédolja. Az izopenicillin
N szintetdz azt a reakciot katalizilja, amelyben izope-
nicillin N keletkezik §-(L-a-amino-adipil)-L-cisztei-
nil-D-valinbél. Ez a reakcié kritikus 1épés az olyan
fontos antibiotikumok szintézisében, mint a penicilli-
nek Streptomyces lipmanii-bél, Aspergillus nidulans-
b6l, Penicillium chrysogenum-bol,Cephalosporium
acremonium-bdl és S. clavuligerus-bdl; a cephalospo-
rinok C. acremoniumbél; valamint a 7a-metoxi-cefa-
losporinokS. clavuligerus-bélés S. lipmanii-bol.

Az ij DNS szekvencidt, amely az izopenicillin N
szintetdz aktivitdsG anyagot kddolja, Streptomyces
lipmanii-bél izolaljuk, és az alkalmas olyan rekombi-
néns DNSkifejez6 vektorok megalkotdsihoz, amelyek
eléreviszik az aktivitds kifejez6dését. A jelen taldl-
mény olyan vektorokat foglal magéban, amelyek az
izopenicillin N szintetdz aktivitdsd anyag magas szin-
ti kifejezését viszik végbe igen sokféle gazdasejtben
pl. Streptomycesben, E. coli-ban, Cephalosporium-
ban, Aspergillusban és Penicilliumban.

AzE. coli altal termelt izopenicillin N szintetiz ak-
tivitdsd anyag azt a reakci6t katalizdlja, amely izope-
nicillin N-t képez §-(L-c-aminoadipil)-L-ciszteinil-
D-valin-bdl. A jelen taldlmany szerinti E. coli vekto-
rokbél transzformélt E. coli gazdasejtekbdl nyert
nyers sejtkivonatok izopenicillin N szintetdz aktivi~
téstmutatnak. A jelen taldlmédny szerinti E. colivekto-
rok tehat hatékony eszkGzt nydjtanak nagymennyisé-
gii aktiv izopenicillin N szintetdz kinyerésére. Az izo-
penicillin N szintetiz nem csupén az izopenicillin N
termelésére hasznilhatd, hanem a §-(L-q-amino-adi-
pil)-L-ciszteinil-D-valin-t6l eltérd tripeptidek kon-
denzécibjéra is, hogy Gj antibiotikumokat lehessen
képezni, Az izopenicillin N szintetdzt kbdold DNS
anyagok konnyen médosithatdk, hogy olyan kifejezd
vektorokat alkossunk meg, amelyek novelik az antibi-
otikum fermenticiék hatékonysdgit és kitermelését,
beleértve olyan torzsek fermentaldsit, mint az Asper-
gillus midulans, Cephalosporium acremonium, Peni-
cillium chrysogenum, Streptomyces clavuligerus ésS.
lipmanii. Bir a jelen talilmény szerinti izopenicillin N
szintetizt kbdolo DNS-t S. lipmanii-b6l izolaljuk, a je-
len DNS anyagokat alkalmazhatjuk olyan vektorok
megalkotdséra, amelyek eléreviszik az izopenicillin N
szintetdz aktivitds kifejezését gazdasejtek széles vé-
lasztékéban, amint ezt a jelen talilmény szerinti E.
coli vektorok illusztraljak. Minden olyan organizmus-
ndl, amely penicillineket és cefalosporinokat termel,
tigy véljiik, hogy a kozds 8-(L-o-amino-adipil)-L-cisz-
teinil-D-valin prekurzort és izopenicillindz N-t alkal-
maz. Ennekmegfelelden a jelen taldlmany szerinti izo-
penicillin N szintetdzt k4dol6 DNS anyagokat lehet
alkalmazni olyan vektorok kialakitdséra, amelyek al-
kalmasak a fermentécitk hatékonységénak és kiter-
melésének javitdsira, barmilyen nemzetségbe tartozd
penicillin-és cefalosporin antibiotikum-termeld orga-
nizmusokrdl legyen sz6.

A jelen taldlmény szerinti izopenicillin N szintetéz-
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Kk6dol6 DNS anyag STreptomyces lipmanii genomiélis
DNS-bél szdrmazik, és egyiitt izoldljuk azzal a
transzkripcids és transzlicids aktivald szekvencidval,
amely szabélyozza az izopenicillin N szintetézt kédold
genomislis DNS kifejezddését. A jelen talilmény ma-
géban foglalja ezt az {ij transzkripcits &s transzlici6s
aktivilo szekvenciit, amelyet arra hasznilhatunk,
hogy elésegitse gének kifejezddését Streptomycesben,
elsésorban S. lipmanii-ban, és rokon organizmusok-
ban.

A jelen taldlmény magiban foglalja az izopenicillin
N szintetiz gén szabalyozd szigniljait is, amelyek a
gén kédold teriilete kddold szilinak 3' végén helyez-
kednek el. Ezek a 3’ szabélyozd szekvencidk kédoljik
a Streptomyces lipmanii izopenicillin N szintetdz gén
transzkripcis-termindciés mRNS poliadenilezs és
feldolgozé szignéljait. Ezeknek a szignéloknaka jelen-
1éte megfeleld helyen (a kifejezendd gén kbdold teri-
lete kédold szélanak 3’ végénél) egy kifejez vektor-
ban ndveli a vektor dltal kddolt termék kifejezését.

Az aldbbi fejezetek a jelen talilmény részletesebb
lefrésdt nydjtjik. Abbél a célbdl, hogy a leirds viligo-
sabb legyen és segitsiink a taldlmény részletes leiras4-
nakmegértésében, ahogyan itt lerjuk és igénypontok-
ban foglaljuk, az alibbi fogalmakat kell meghatiroz-
nunk.

2cis ~—két cisztron transzliciés aktivilo szekvencia

Antibiotikum — olyan, mikroorganizmusok &ltal
termelt anyag, amely vagy természetes dllapotdban,
vagy korldtozott kémiai médositds utdn gitolja més
mikroorganizmusok vagy eukari6ta sejtek névekedé-
sét, vagy elpusztitja ezeket.

Antibiotikum bioszintetiz4l gén —— DNS szeg-
mens, amely olyan aktivitdst kidol, amely primer me-
tabolitok antibiotikumokkd valé talakitdsinak eljd-
raséban sziikséges.

Antibiotikum ~— termel6 organizmus — bérmilyen
organizmus, beleértve (de nemcsak ezekre korldtozva)
az Aspergillus, Streptomyces, Bacillus, Monospora,
Cephalosporium, Penicillium és Nocardia nemzetség
tagjait, amely vagy valamilyen antibiotikumot termel,
vagy olyan gént tartalmaz, amely, ha kifejez6dik, anti-
biotikumot termelhet.

Antibiotikum rezisztencia dtad6 gén —— DNS szeg-
mens, amely olyan aktivaldstkddol, amelyrezisztenci-
4t ad 4t valamely antibiotikummal szemben.

ApR — az ampicillin rezisztencia 4tad6 gén c1857
— a lambda bakterioldg cI represszor génjének hé-
mérséklet-érzékeny muténs allélje.

Klénozis ——egy DNS szegmens beépitésének folya-
mata egy rekombinéns DNS vektorba.

Genom kényvtir — olyan rekombinéns DNS k16-
nozb vektorok készlete, amelybe DNS szegmensek —
amelyek 1ényegében az adott organizmus teljes ge-
nomjatképviselik —vannak kl6nozva.

HmR — a higromicin Brezisztencia dtad6 gén.

Hibridizilds — két homol6g egyszali DNS moleku-
1a Gsszeforrasztisinak folyamata abb6l a célbdl, hogy
Kkétszald DNS molekuldt képezzenek, amely lehet tel-
jesen bdzisparokba rendezett, delehethogy nemaz.
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IPS vagy IPNS —- izopenicillin N szintetaz; a szdve- cia, pl. riboszéma-kit6 helyet kédold szekvencia —-
gosszefiiggéstdl fiiggden utalhat a fehérjére vagy a fe- DNS szekvencia, pl. riboszéma-k6t6 helyet kddold
hérjétkodol6 DNS-re. szekvencia, amely mRNS-sé dtirodva eldsegiti az

Izopenicillin N szintetiz — enzim, amely ciklaz- mRNS transzléciéjit fehérjévé, '
ként is ismert, és amely az izopenicillin N képz6dését 5 A mellékelt 4brak koziil az 1-4. dbrikban bemuta-
katalizélja &-(L-a-amino-adipil)-L-ciszteinil-D-va- tott restrikciés hely- és miikodési térképek az itt tar-
linb6l, gyalt rekombindins DNS vektorok hozzivetdleges db-

MCS - t6bbszérds klonozd hely. rizoldsai. A restrikci6s helyek térkdzei a térképen ari-

mRNS — hirvivé (messenger) ribonukleinsav. nyosak a vektoron levd restrikcifs helyek tényleges

pL vagy \pL - a lambda bakteriofdg baloldalipro- 10 térkozeivel, de a megfigyelt restrikcids hely tavolsa-
motora. gok valamelyest eltérhetnek a szamitott térkép-tivol-

Rekombindns DNS klénozd vektor ~ barmilyen sdgoktél. A restrikcids hely informici6 nem teljesen
autoném médon replikilédd vagy integrél6dd objek- kimerit6; ennek megfelelGen egy vektoron tébb adott
tum, beleértve, de nemcsak ezekre korlatozva, a plaz- tipusi restrikciés hely is lehet, mint amennyit tényle-

midokat, amely olyan DNS molekuldt tartalmaz, 16 gesenbemutatunka térképen.
amelyhez egy vagy tobb tovibbi DNS molekula van l.dbra: A 0GO0239 plazmid restrikciés hely- és

hozzéadva vagy lehet hozzdadni., miikddési térképe
Rekombindns DNS kifejezé vektor -- barmilyen 2.4bra: A pOGO0246 plazmid restrikciés hely- és
autoném médon replikiléd6 vagy integralodd objek- miikddési térképe
tum, beleértve, de nemesak ezekre korlatozva, aplaz- 20 3,4bra:  a pCZR111 plazmid restrikcibs hely- és
midokat, amely egy transzkripcids és transzlacios ak- miikddési térképe
tival6 szekvencit tartalmaz Ggy ethelyezve, hogy el- 4.4bra: A pOGO249 plazmid restrikcibs hely- és
Gsegitse egy olyan DNS szegmens kifejez6dését, amely miikodési térképe
kutatdsi vagy kereskedelmi szempontbol érdekes poli- A jelen taldlmany olyan DNS vegyiileteket és re-
peptidet vagy RNS-tkodol. 25 kombinins DNS klénozd és kifejezs vektorokat foglal
Rekombinans DNS vektor — barmilyen rekombi- magéban, amelyek kbdoljak a Streptomyces lipmanii
ndn sDNS kl6noz6 vagy kifejezé vektor. izopenicillin N szintet4z aktivitdsit. A S. lipmanii izo-

Restrikciés fragmentum —— bérmilyen lenedris penicillin N szintetiz-kddold6 DNS-t az alibbiakban
DNS molekula, amely egy vagy tobb restrikci6s enzim dbrizoljuk a DNS-nek egy olyan részével egyiitt,

tevékenységével alakult ki. 30 amely szegélyezi a kodold teriilet 3’ és 5’ végeit a S.
Erzékeny gazdasejt —— gazdasejt, amely nem képes lipmanii genomban. Az &brizoldsban a kettds szali
néni egy adott antibiotikum jelenlétében egy olyan DNS molekuldnak csak az ,értelmetlen” (nonsense)
DNS szegmens nélkiil, amely rezisztenciat visz it az vagy k6dold szalat mutatjuk be.
adott antibiotikum ellen. A nukleotid szekvencidt szdimozzuk; a szdmok a
SIPNS — Streptomyces lipmanii izopenicillin N 35 DNS szekvencia f6lott vannak feltiintetve. Kozvetle-
szintetaz-kodol6 DNS-e. niil a DNS szekvencia minden egyes vonala alatt a
S. lip DNS ~- Streptomyces lipmanii-b6l szirmazd DNS éltal kodolt izopenicillin N szintetdz aminosav-
DNS. gyok szekvencidja fel van sorolva balrél jobbra az ami-
TcR ~-~a tetraciklin rezisztencia dtado gén. no-termindlis — karboxi-terminélis irinyban. Az
Transzkripci6 aktivéld szekvencia -~ DNS szekven- 40 egyes aminosav-gyokok az alatt a DNS alatt vannak
cia, pl. promotor, amely elGsegiti a DNS dtirasat. feltiintetve, amely kddolja ezeket, Az aminosav-gySk
Transzformdns -- befogadd gazdasejt, amely szekvencidt szimozzuk; a szimok az aminosav-gyok
transzformaldson ment keresztiil, szekvencia alatt vannak feltiintetve. A transzldci6s
Transzforméils — DNS bevezetése valamely befo- iniciécids kodon elsé DNS gydkét 1. szimmal latjukeel;
gadd gazdasejtbe, amely megviltoztatja a genotipust 45 a negativ szimok a tdvolsdgra utalnak bp-ben (bdzis-
ésvéltozast eredményez a befogadd sejtben. par) s a transzlacids inicidcids helytol folfelé (zérot
Transzlacibs aktivilo szekvencia —— DNS szekven- nem hasznélunk),

A Streptomyces lipmanii izopenicillin N szintetzt k6dold DNS
szekvencia és a megfelel aminosav szekvencia

-40 -20
5"-GCAAGACACCGCACGCCATGTCCAGCGCCCACGCCIGGCGCACACTCCACGGAGGATGCC
1 20 40 60

ATGCCTGTCCTGATGGCGTCGGCCGACGTGCCGACGATCGACATCTCCCCCCTGTICGGG
MetProValLeuMetProSerAlaAspValProThrlleAsplleSerProLeuPheGly
1 10 20

80 100 120
ACCGACCCGGACGCCAAGGCGCACGTCGCGCGGCAGATCAACGAGGCCTGCCGCGGTICG
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A Streptomyces lipmaniiizopenicﬂlinstintetﬁztkédolé DNS
szekvencia és a megfelel§ aminosav szekvencia

ThrAspProAspAlaLysAlaHisValAlaArgGlnIleAsnGluAlaCysArgGlySer
30 40

140 160 ' 180
GGCTICTICIACGCCTCCCACCACGGCATCGACGTGCGGCGGCTGCAGGACGTGGTCAAC
GlyPhePHeTyrAlaSerHisHisGly]]eAspValArgArgLeuGlnAspValValAsn

50 60

200 220 240
GAGTTCCACCGGACCATGACCGACCAGGAGAAGCACGACCT GGCGATCCACGCGTACAAC

GluPheHisAIg'IhrMet'Ihl:AspGlnGluLysHisAspLeuAla]leHisAlaTyrAsn
70 80

260 280
GAGAACAACI'CGCATGTGCGCAACGG'ITATI‘ACATGGCCCGCCCGGCCGGAAGACCGTC

GluAmAsnSerHisVﬂArgAsnGIyTererehMaArgProGlyArgLysThrVal
90 100

300

320 , 340 360
GAGTCCTGGTGCI'ACCIGAACCCGTCGTI’CGGCGAGGACCACCCGATGATCAAGGCCGGG

GluSerTrprsTereuAsnProSerPheGlyGluAspHisProMetﬂeLysAlaGly
110 120

380 400 420
ACGCCGATGCACGAGGTGAACGTCTGGCCGGACGAGGAACGCCATCCGGACTT CCGGTCC
ThrProMetHisGIuValAanalTerroAspGIuGluArgHisProAspPheArgSer

130 140

440 460
'ITCGGCGAGCAGTACTACCGCGAGGTG’ITCCGGCTCTCGAAGGTGCTGCTGCTGCGGGC

PheGlyGluGInTyr TyrArgGluValPheArgLeuSerLysValL euleuLeuArgGly
150 160

500 520 540
TTCGCGCIGGCGCTH CGGCAAGCCGGAGGAGTTCTI‘CGAGAACGAGGTCACCGAGGAGGAC
PheAlaLeuAIaLeuGlyLysProGluGluPhePheGIuAsnGIuValThrGluGluAsp

170 180

560 580
ACCCICTCCTGCCGATCTCTGATGATCCGGTACCCGTACCTGGATCCGTACCCGGAAGCG
’I’hrIcuSerCysArgSerLeuMeﬂleArgTerroTereuAsthoTerroGluAla

190 200

620 640 660
GCGATCAAGACGGGCCCGGACGGCACCAGGCTCAGCTI‘CGAGGACCACCI'CGACGTGTCG
AIaHeLysThrGlyProAspGlyThrArgLeuSerPheGluAspHisLeuAspValSer

210 220

680 700 720
ATGATCACCGTCCI‘GTICCAGACCGAGGTGCAGAACCTCCAGGTCGAGACGGTGGACGGG
MetlleThrValleuPheGinThrGluValGInAsnLeuGinValGluThrValAspGly

230 240

740 760 - 780
TGGCAGAGCCTGCCGACGTCCGGGGAGAAC’ITCCTGATCAACIGCGGCACCTACCT CGGG
TrpGlnSerLeuProThrSerGlyGluAsnPheLeuLeuAsnCysGlyThrTereuGly

260

250 :
800 820 840

TACCTCACGAACGAC’I‘ACTICCCGGCCCCCAACCACCGGGTCAAGTACGTCAACGCGGAA

TyrLeuThrAsnAspTyrPheProAlaProAsnHisArgValL ysTyrValAsnAlaGlu

270 280
860 880 900

CGCCTGTCCCTGCCGTICTI.'CCTCCACGCCGGGCAGAACAGCGTGATGAAGCCG’ITCCAC

AIgLeuSerLeuProPhePheLeuHisAlaGlyG]nAsnSerVaMetI.,ysProPheHis

290 300
920 ' 940 960

CCGGAGGACACCGGCGACCGGAAGCTCAACCCGGCCGTCACGTACGGGGAGTACCT GCAA

480

600
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A Streptomyces lipmanii izopenicillin N szintetdzt kodol6 DNS
szekvencia ésa megfelelﬁ aminosav szekvencia

ProGluAspThrGlyAspArgLysLeuAsnProAlaValThrTyrGlyGluTyrLeuGln

310
980

320

1000 1020

GAGGGCTTCCACGCGCTGATCGCGAAGAACGTCCAGACCTGAGCAATCGTCAAACTGTGA

GluGlyPheHisAlal eulleAlaLysAsnValGinThr
330
1040

1060

GCTGGTGAAGGAGCTTGCCGGGCACAGCGTGGTGCCCGGCGG-3’

ahol A jelentése dezoxi-adenil, C jelentése dezoxi-
citidil, G jelentése dezoxi-guanin, T jelentése timidil
csoport, mig ALA jelentése alanin gyok, ARG jelen-
tése arginin gyok, ASN jelentése aszparagin gydk,
ASP jelentése aszparaginsav gyok, CYS jelentése cisz-
tein gyok, GLN jelentése glutamin gydk, GLU jelen-
tése glutaminsav gyok, GLY jelentése glicin gydk, HIS
jelentése hisztidin gySk, ILE jelentése izoleucin gyok,
LEU jelentése leucin gydk, LYS jelentése lizin gyok,
MET jelentése metionin gySk, PHE jelentése fenilala-
nin gydk, PRO jelentése prolin gySk, SER jelentése
szerin gySk, THR jelentése treonin gydk, TRP jelen-
tése triptofdn gydk, TYR jelentése tirozin gyok, és
VAL jelentése valin gyok.

Azok, akik a szakteriileten jirtasak, felismerik,
hogy a fentebb dbrézolt DNS szekvencia fontosrésze a
jelen taldlménynak. A genetikai kéd degenerélt ter-
mészete kovetkeztében, amely annak eredménye,
hogy a legtbb aminosavhoz és a stop szignilhoz egy-
nél t8bb kodon tartozik, az izopenicillin N szintetaz
fentebb dbrazolt aminosavgydk szekvencidjit kiilon-
boz6 DNS szekvencidk sokasdga kodolhatja. Mivel
ezek a valtozé DNS szekvencidk ugyanazt az amino-
savgySk szekvenciit kédolhatjik, mint a jelen taldl-
many szerinti szekvencia, a jelen talilminy magiban
foglalja ezeket a valtozo szekvencidkat is.

Ezek az IPNS kédold szekvencidk hagyomanyos
mddon szintetizdlhaték a médon szintetizdlhatok a
mbdositott foszfotriészter mbdszerrel, teljesen védett
dezoxiribonukleotid épitGblokkokat alkalmazva. Az
ilyen szintetikus médszerek jol ismertek a szakiro-
dalomban és lényegében Gsszhangban vannak Itakura
és munkatirsai eljirdsival [Science, 198, 1056
(1977)], valamint Crea és munkatirsai eljirdsaval
[Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 75, 5765 (1978)]. ADNS
szintetizildsinak egy kiilondsen el6nySs modszerét
ismertetik Hsiung és munkatirsai [Nucleic Acid Re-
search, 17,3227 (1983)], valamint Narang és munka-
tirsai [Methods in Enzymology, 68, 90 (1980)]. A fen-
tebb idézett manuilis moédszereken kiviil a DNS szek-
venciét lehet szintetizdlni automatizilt DN szinteti-
2416 berendezést alkalmazva, pl. Systec 1450A vagy
ABS 380A DNS szintetizild berendezést.

A fentebb tirgyalt IPNS kédol6 DNS szekvencia-
kon kiviil a jelen talalmény szerinti izopenicillin N
szintetdz kodol6 DNS-nek lehetnek genetikai varidn-
sai is. Ezek a genetikai varidnsok 1ényeges DNS- és
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aminosav gydk szekvencia homoldgidval birhatnak a
jelen taldlmény szerinti vegyiiletekkel és hasonlé, ha
nem éppen azonos, aktivitassal rendelkezhetnek, bar
nukleotid szekvencidjukban valamelyest kiildnboznek
a jelen lefrdsban megadott, bemutatds céljit szolgdld
vegyiiletektél. Ezek a genetikai varidnsok ekvivalen-
sek a jelen talilmany szerinti vegytiletekkel, és a jelen
taldlmény IPNS kodok DNS szekvencidival val ho-
moldgia alapjin kaphatok meg.

A jelen taldlmény szerinti izopenicillin N szintetiz
aktivitast k6doldo DNS vegyiileteket a Streptomyces
lipmanii egyik t6rzsébél izoldljuk. A S. lipmanii teljes
genomiilis DNS-ének genom kdnyvtarat alkotjuk meg
és vizsgdljuk 4t olyan szekvencidk jelenlétére, ame-
lyek homolégok egy dezoxiribonukleotid vizsgdld
mintéval, Ezt a vizsgdlé mintdt azzal az informaciéval
Gsszhangban alkotjuk meg, amelyet a S, lipmanii ami-
no-terminflis aminosav szekvencidjar6l kaptunk, fi-
gyelembe véve a genetikai kéddal kapcsolatos ismere-
teket, és azokat az ismereteket, amelyek a Streptomy-
cesben el6nydsen felhaszndlhaté kodonokra vonat-
koznak. A genom konyvtar vektoraibol sokrdl azono-
sitjuk, hogy k&zel homoldgok ehhez a dezoxiribonuk-
leotidhoz. A DNS szekvenciaelemzés feltirja, hogy
ezek koziil mely vektorok kodoljak a S. lipmanii izope-
nicillin N szintetdzt.

A Streptomyces lipmanii izopenicillin N szintetiz
gént azutdn egy mésik vektorba kiénozzuk, hogy létre-
hozzuk a pOGO0239 plazmidot, amelyet E. coli K12
IM109 gazdasejbe transzformalunk, Az E. coli K12
IM109/p0G0239 transzforménst deponéltuk, ez ré-
szét képezi a Northern Regional Research Laboratori-
es (NRRL) torzsgylijteményének (Agricultural Rese-
arch Service, U.S, Department of Agriculture, Peoria,
Illinois 61604) NRRL B-18250 deponalasi szdmon (a
deponilis napja: 1987. augusztus 11.). A pOGO239
plazmid restrikciés hely- és miikédési térképét a mel-
1ékelt dbrak koziil az 1. 4bra mutatja be.

A p0G0239 plazmidot az E. coli K12 IM109/pO-
G0239-bél az 1. példiban leirt eljarassal izolalhatjuk.
A p0OGO239 plazmid szolgil hasznos kiindulasi
anyagkénta jelen talilmény vektoraihoz. ApOGO239
plazmid tartalmazza az ép Streptomyces lipmanii
IPNS gént, amelyet a plazmidbdl egy ~ 2,8 kb Sall rest-
rikcids fragmetumban izoldlhatunk. A pOGO239 al-
kalmazhatd kiinduldsi anyagként egy olyan, pO-
G0249-nek nevezett plazmid megalkotdsdban, amely
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izopenicillin N szintetiz magas szintii kifejezGdését
segiti el§ E. coliban. Abbdla célbdl, hogy megkonnyit-
stikazS. lipmanii IPNSkédol6 szekvencia manipulaci-
6jat, valapiint a nativ Streptomyces promoter szek-
vencia birmiféle manipulicibjit, egy NdeL restrikcios
enzim felismerd szekvencit alkotunk mega S. lipma-
nii IPNS DNS kédol6 szekvencia —3—+3 helyénél.

Az Ndel hely megalkotisit M13 helyre irdnyuld
mutagenezis technikikkal hajtjuk végre, ez magiban
foglalja a DNS bazisok kicserélését -1—3 kozott
GCC-18l CAT-re. Azok, akik a szakteriileten jartasak,
tudjak, hogy a DNS mutagenezis technikét dltaldban
akkor haszniljik, ha DNS szekvencidkban restrikcids
enzim felismerd helyeket akarnak bevezetni, é& hogy
ebben az esetben a kédolt aminosavszekvencia nem
véltozik meg. A mutagenezist & akoztes konstrukci6-
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kat nagyobb részletességgel irjuk le a 2-4. példikban. -

Az igy 1étrej6vs plazmid, amelyet p0GO246-nak ne-
veziink és nagyobb részletességgel a 4. példaban frunk
le, a p0G0239 plazmidtdl csupdn a Ndel restrikcids
enzim hely jelenlétében kiilonbozik. A p0G0246
plazmid restrikcids hely- & miiksdési térképet a mel-
18kelt abrak koziil a 2. dbra mutatja be. A p-0G0246
kbztes plazmidot alkalmazzuk azutén a p0GO0249 ki-
fejezG vektor megalkotisdra. A pOG0249 plazmidot
az 5. példiban irjuk le részletesebben. A p0GO0249
plazmid restrikcids hely- és miik5dési térképét a mel-
1ékelt Abrak koziil a 4. dbra mutatja be.

A p0G0249 plazmidot {igy alkotjuk meg, hogy a
Streptomyces lipmanii IPNS kédold szekvenciit beik-
tatjuk a pCZR 111 plazmidba, ez olyan kifejezd vek-
tor, amely tartalmazza a lambda pL. transzkripciGs €s
transzlAci6s aktivalo szekvenciat, a c1857 homérsék-
let-érzékeny represszor gént, egy tetraciklin rezisz-
tencia 4tadd gént, és olyan DNS szekvencidkat, ame-
lyek vektor replikiciés funkcifkat kédolnak. A
pCZR111 plazmidban jelen levé hémérséklet-indu-
kélhat6 kifejez6 rendszer tipusinak alkalmazisit a
0217529 sorozatszdmi eurépai szabadalmi kozzété-
teli irat irja le, amelyet 1987. dprilis 8-in publikiltak.
Ennek Iényege az, hogy alacsony hémérsékleten, va-
gyis mintegy 30 *Chémérsékletena c1857 gén-termék
elfojtja a pL promoter dltal el6segitett transzkripciot;
amikor azonban a hgmérsékletet ~42 °C-re emeljik, a
cI857 géntermék inaktivalodik és a pL promoter ak-
tivv4 vilik. A pCZR 111 plazmid az NRRL-nél NRRL
B-18249 szimon rendelkezésre 4ll (a deponélds ditu-
ma 1987, augusztus 11). A pCZR11 plazmid restrikci-
6shely- és miikddési térképét amellékelt dbrakkozila
3.4bramutatja be.

A pOGO0249 plazmid tartalmazza a lambda pL pro-
motert, & tartalmaz egy 2-cisztron transzlici6 aktiva-
16 szekvenciit (igy elhelyezve, hogy eldsegitse a Strep-
tomyces lipmanii izopenicillin N szintetdz gén fehér-
je-kodold szekvencidjinak kifejez8dését. 2-cisziron
konstrukciékat irnak le altaldban Schoner és munka-
tarsai [Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 5403-5407 (1984),
valamint Proc. Natl. Acad. Sci. 83, 8506-8510
(1986)]. Az IPNS kédolé szekvencia, amelyet a pO-
G0249 plazmid tartalmaz, a p0GO246 plazmid
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~1,2 kb-s NdeI-BamHI restrikcids fragmentumébdl
ered.

Mintegy 42 °C hémérsékleten az E. coli Ki2
TM109/pOG0249 sejtek magas szinten fejeznek ki
izopenicillin N szintetdzt, ez megkozeliti a teljes sejt-
fehérje 25%-at. Az ezekbl az E. coli K12 IM109/pO-
BO249 transzforménsokbdl nyert nyers sejtkivonatok
képesek katalizilni a 8-(L-a-amino-adipil)-L-cisztei-
nil-D-valin 4talakulésit izopenicillin N-né, mig a nem
transzformalt E. coli K12 TM109 sejtek nem képesek
Katalizilni ezt az 4talakulést. Az dtalakitdsi reakcié
meghatéroziséra szolgl6 modszert a 6. példiban fr-
jukle.

A p0G0249 plazmid hatékony eszkozt nyijtnagy-
mennyiségi izopenicillin N szintetdz termelésére E.
coli-ban. Mivel a pOHO249 plazmidot tartalmazd E.
coli transzformansok olyan szinten fejezik ki izopeni-
cillin N szintetdzt, amely a teljes sejifehérje 25%-4t
Kzeliti meg, és mivel az E. coli tenyésztése kevésbé
komplex, mint azoknak az organizmusoknak a te-
nyésztése, amelyek természetes modon termelnek izo-
penicillin N szintetézt, az E. coli/p0GO249 transzfor-
ménsokat hatékonyabban és gazdasigosabban lehet
alkalmazni rekombinéns izopenicillin N szintetz ter-
melésére, mint a nem-rekombindns vagy ,termé-
szetes” izopenicillin N szintetdz termeld térzseket. A
jelen taldlmény szerinti E. coliX12/p0G0249 transz-
forméansok az ilyen magas szintii izopenicillin N szin-
tetaz termelésiik révén lehetdvé teszik aStreptomyces
lipmanii genomban kédolt izopenicillin N szintetdz
izoldlasat lényegében tiszta formiban. Az IPNS-re
tisztitdsi munkamenet talilhat az alabbi irodalmi he-
lyen: Pang és munkatérsai: Biochem. J. 222, 789795
(1984).

Azizopenicillin N szintetdzt izopenicillin N el6alli-
tésira lehet alkalmazni §-(L-o-amino-adipil)-L-cisz-
teinil-D-valinbél sejtmentes rendszerben, amint ezt a
6. példiban lefrjuk. Az izopenicillin N nemcsak hasz-
nos antibiotikum, hanem az olyan fontos antibiotiku-
mok elallitasénak kiinduldsi terméke, mint a penicil-
lin N, a cefalexin és més cefalosporinok, amint azt a
4.307.192 lajstromszamd amerikai egyesiilt dllamok-
beli szabadalmi lefrésban leirjik. Az izopenicillin N
szintetdznak egy mésik fontos alkalmazdsa 3-(L-o-
amino-adipil)-L-ciszteinil-D-valint6l eltérd tripepti-
dekkondenz4lisa 1j B-laktim szirmazékokbdl.

A penicillin-termel6 organizmusok sejtmentes ki-
vonatait lehet alkalmazni nem természetes (a termé-
szetben el§ nem forduld) p-laktimok szintézisére. A
jelen tallmény szerinti E. coli kifejez vektorok nem
driga éshatékony médszert nytjtanak izopenicillin N
szintetdz nyerésére, mind nyers sejtkivonat forméjé-
ban, mind lényegében tiszta forméban, amelyet in vit-
rolehet alkalmazni olyan tripeptidek kondenzéldséra,
amelyek a természetben nem fordulnak el, ilyen for-
méban képezve ij antibiotikumokat vagy antibioti-
kum vizszerkezeteket.

A p0G0249 plazmid kiilndsen elonyds IPNS kife-
jez6désének el6segitésére, nem csupén az elért nagy
kifejezGdési szint miatt, amelyet akkor ériink el, ami-
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kor ezt a plazmidot alkalmazzuk, hanem a plazmid je-
len levé szelektalhatd marker miatt is. Sok rekombi-
néns DNS vektor kédol valamely B-laktamdzt, Ggy,
hogy az ilyen vektorokkal transzformélt sejtek képe-
sek ndni bizonyos B-laktam antibiotikumok, pl. ampi-
cillin jelenlétében. Ha azonban valaki IPNS-t tartal-
mazb sejtmentes kivonatot kivén alkalmazni B-lakta-
mok megalkotdsa céljabél, nem kivanhatja, hogy a ki-
vonat p-laktaméz akiivitdst tartalmazzon. fgy a pO-
G0249 plazmid nem kédol B-laktamazt szelektithatd
markerként, hanem e helyett tetraciklin rezisztencia
4tadé gént kodol, amelynek gén-terméke nem reagil
p-laktamokkal.

A jelen talilmény IPNS kifejez6 vektorai nem kor-
litozbdnak egy adott szelektilhaté markerra. Azok,
akik a szakteriileten jirtasak, tudjék, hogy sok szelek-
t4lhatd marker alkalmas IPNS kifejezG vektorokhoz
valé alkalmazésra. Az ilyen szelektdlhaté markerek
Kkozott taldljuk azokat a géneket, amelyek kanamicin
rezisztenciit adnak 4t, pl. a tn903-ban levé szelektél-
haté marker, és azokat a géneket, amelyek kloramfe-
nikol rezisztencit adnak &t, pl. a pACYC184 és
pBR325 plazmidokban levS szelektalhato marker.

A jelen taldlmény vektorai magukban foglaljak
azokat a vektorokat, amelyek IPNS kifejezését segitik
el p-laktdm termeld organizmusokban. Nyilvénval6
okokbdl a B-lakiaméz gént nem elényds szelektilhatd
markerként alkalmazni B-laktim-termeld mikroorga-
nizmusokban. A p-laktaméz gén viszont jelen lehet a
jelen taldlmany vektoraiban, amelyeket B-laktim-ter-
meld organizmusokban, pl. Penicilliumban vagy Cep-
halosporiumban vald alkalmazdsra szdnnak, egyszerti-
en E. coli-ban szelektdlhatd markerként val6 hasznél-
hatésdga miatt. Sok, B-laktim-termeld organizmusok-
hoz tervezett vektort alkotunk meg Gigy, hogy repliki-
16djanak E. coli-ban a plazmid-elGllitas megkonnyi-
tésére. Bizonyos B-laktdm termeld organizmusok, Pl
C. acremonium, eukaridta sejtek, de a pBR322-bdl
szhrmazé prokariéta B-laktaméz gén, figy tiinik, mi-
kédik bizonyos eukaribta gazdasejtekben [lasd
Marczynski és Jachning: Nuc. Acids. Res. 13(23)
8487-8506 (1985); és Breunig és munkatérsai; Gene,
20, 1-10 (1982)]. Abbbl a célbdl, hogy elkeriiljiik egy
p-laktaméz gén bevezetésének Iehetdségét, amely gén
vélhetden képes kifejez6dni egy transzformdlt orga-
nizmusban, hogy nagyobb B-laktém-termeld képessé-
géhez jussunk, a jelen talilmény tartalmaz olyan vek-
torokat is, amelyek a B-laktim-laktamaz géntdl eltérd
szelektilhaté markert hasznositanak, pl, kiéramfeni-
kol acetil-transzferdz k6dol6 gént.

Amint fentebb leszigeztiik, a B-laktaméz géntdl el-
téré szelektalhatd markert hasznositanak, pl. Klbram-
fenikol acetil-transzferiz kodold gént.

Amint fentebb leszogeztik, a B-laktaméz gén dlta-
l4ban nem alkalmas szelektdlhaté markerként vald
felhasznéldsra penicillin- vagy cefalosporin antibioti-
kum-termel8 organizmusokban, pl. Cephalosporium
acremonium, Penicillium chrysogenum, Streptomices
clavuligerus vagy Aspergillus nidulans organizmusok-
bas, és ezek az organizmusok endogén B-laktamdzt
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sem kédolnak, Tébb E. coli torzs azonban, még azok is,
amelyek érzékenyek B-laktamokra, kédolnak és kife-
jeznek —— alacsony szinten —-— egy exogén p-lakta-
mézt, azaz az E. coli ampC génterméket 1dsd Juarin és
munkatérsai, Proc. Natl. Acad. Sci. 78(8), 4897-4901
(1981), valamint Grundstrém és munkatarsai: Proc.
Natl. Acad. Sci. Usa. 79, 1111-1115 (1982). Az ampC
géntermék jelenléte IPNS-t tartalmaz6 rekombinéns
E. coli sejtek nyers sejt kivonataiban az ezzel az ext-
raktummal készitett B-laktdmok elbomldsahoz vezet-
het. Hogy ezt a bomlast elkeriiljik, E. coli K12
RV308-ot mutagenezisnek vetiink ald, hogy az E. coli
K12 A85892-nek nevezett torzset kapjuk meg, amely
nemfejezki B-laktamdz aktivitdst (hacsak az aktivitds
nem kédolédik egy, a sejtben jelen levd rekombinéns
vektorban). Az E. coli K12 A85892 a Northern Regio-
nal Research Center-t6l szerezhetd be, ahol ez az
NRRL B-18096 letéti szdmon talalhatd (a depondlds
dituma; 1986. augusztus 8.).

A kutatis olyan nem természetes tripeptidek ird-
nyéban, amelyek szubszirdtumként szolgélnak az izo-
penicillin N szintetdzhoz, kiegésziilhet a kutatdssal
olyan muténs izopenicillin N szintetdzok iranyaban,
amelyek elfogadnak nem természetes tripeptideket
szubsztritumként. A jelen taldlmény szolgiltat ilyen
kiindulasi anyagot a kutatdshoz muténs izopenicillin
N szintetdzhoz. Az E. coli a legjobb gazdaszervezet a
muticids klénozo kisérletekhez, és a jelen taldlmany
szerinti E. coli kifejez6 vektorok kdnnyen mutélhatok
olyan eljdrdsokkal, amelyek jol ismertek a szakteriile-
ten; ilyenek pl. a besugdrzisos kezelés (ROntgen vagy
UV) vagy kezelés kémiai mutagénekkel (pl. etil-me-
tanszulfonat, nitrozo-guanidin vagy metil-meténszul-
fonat), vagy hely-specifikus mutagenezis; az eljarasok
célja olyan muténs enzimek létrehozésa, amelyek nem
természetes tripeptideket ismernek fel szubsztratum-
ként és katalizdljik ezeknek a nem természetes tripep-
tideknek a kondenzéldsit nem természetes B-laktd-
mokkd.

A jelen taldlmany nem korldtozodik az itt példa-
Kként felhozott adott vektorokra. A jelen taldlmény
DNS vegyiiletei a Streptomyces lipmanii izopenicillin
N szintetéz aktivaldsit kodoljak és alkalmazhaték ho-

‘molég DNS vegyiiletek izoldldsra més Streptomyces

térzsekbél, amely DNS vegytiletek a jelen taldlmény
szerinti izopenicillin N szintedz genetikai véltozatait
kédoljik. Kovetkezésképpen a jelen taldlmény olyan
DNS vegyiileteket is magdban foglal, amelyek homo-
16gok a p0GO239, p0GO246 és p0G0249 plazmi-
dokban talilhatd, izopenicillin N szintetdzt kédold
DNS-sel és maguk is kédolnak izopenicillin N szinte-
taz aktivitast.

Ezenkivill a jelen talilmany DNS vegyiiletei alkal-
mazhatdok olyan kifejez6 vektorok megalkotdséra,
amelyek izopenicillin N szintetiz kifejez6dését segitik
elé barmiféle gazdasejtben. Ezeket a vektorokat agy
alkothatjuk meg birmiféle gazdasejthez, hogy olyan
elemeket vilasztunk ki, amelyek miikddSképesek a ki-
valasziott gazdasejtben. Az ilyen elemek kédolhatnak
vektor replikciés aktivalo szekvenciat, hogy eldsegit- .
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sék azizopenicillin N szintetiz aktivitist.

A jelen taldlményE. coli kifejez6 vektorai nem kor-
latozédnak az itt példaként felhozott, adott vektorok-
ra. A jelen taldlminy magdban foglal minden olyan E.
coli kifejezd plazmidot vagy vektort, amely eldsegiti
az izopenicillin N szintetiz kifejezédését E. coliban.
fay a jelen talilmény magéban foglal olyan kifejez6
vektorokat, amelyek elGsegitik az izopenicillin N szin-
tetdz kifejezGdését és egy E. coliban miikGdoképes
replikont hasznosit, pl. egy ,szabaduls” (runaway)
replikont, vagy egy replikont a pBR322, pACYC184,
F,ColV-K94,R1,R6-5vagyR100 plazmidok valame-
lyikébdl. A jelen talilmény nem csupén plazmid vek-
torokra korlitozédik, hanem a jelen talilmany tartal-
maz olyan kifejezd vektorokat is, amelyek izopenicil-

lin N szintetdz aktivitist fejeznek ki, és integricios |

vagy virdlis replikéci6t hasznositanak, hogy replikéci-
6t és fenntartdst biztositsanak a gazdasejtben.

A jelen talilminy nem korlitozddik egy adott
transzkripcibs és transzlicifs aktivil szekvencidra,
amely el6segiti az izopenicillin N szintetdz aktivitist
kédolé DNS kifejezGdését. A jelen talilminy magi-
ban foglalja barmiféle transzkripcibs és transzlicios
aktivalo szekvencia alkalmazisit az izopenicillin N
szintetdz kifejezéséhez E. coliban. T6bb E. coliban
miik§déképes transzkripcids és transzlicits aktivild
szekvencia is ismeretes és alkalmas izopenicillin N
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szintetdz aktivitds kifejezésének eldsegitésére E. coli~
ban. Az ilyen transzkripciGs és transzlici6s aktivalé
szekvencidk kozott taldljuk (de nemcsak ezekre korld-
tozédnak) azlIpp, lac, trp, tac, APy és AP transzkripci-
0s és transzlicis aktivalo szekvencidkat.

A kiilénboz6, itt példaként felhozott E. coli replikd~
¢ibs origdkon és transzkripcibs és transzlicids aktivi-
16 szekvencidkon kiviil mis organizmusokbél szirma-
z6 replikonokat és transzkripcids és transzlicids akti-
valé szekvencidkat is lehet ligilni a jelen izopenicillin
N szintetdzt kddold DNS vegyiiletekhez, hogy kifejezd
vektorokat képezziink, amelyek eldsegitik az izopeni-
cillin N szintetdz aktivitds kifejezését olyan gazdasej-
tekben, amelyekben a replikon és az aktival6 szekven-
cia miik3dik. Bir az E. coli a legjobb gazdaszervezet,
amely az izopenicillin N szintetdz termeléshez és az
ezt kovetd tisztitdshoz illeszkedik in vitro alkalmazis-
nil, azok a vektorok, amelyek az izopenicillin N szin-
tetdz aktivitds kifejezését E. colitdl eltérs gazdasejt-
ben segitik eld, szintén hasznélhatok, elsGsorban egy
adott organizmus B-laktim antibiotikum-termeld ké-
pességének és hatékonysiginak novelése céljabal.

Nagyon sokféle organizmus termel B-laktim anti-
biotikumokat. Az aldbbi tiblizat bemutatja a B-lak-
tdm antibiotikum termelS organizmusok nem teljes
listajat.

L idbldzat
B-lakt4dm antibiotikum termeld organizmusok
Organizmus Antibiotikum
Agrobacterium kiilénboz6 B-laktdmok
Aspergillusnidulans kiilénboz6 B-laktamok
Cephalosporium acremonium penicillinek és cefalosporinok
Chromobacterium kiilénbozG B-laktimok
Gluconobacter kiilénbszd B-laktamok
Nocardia lactamdurans cefamicinC
Nocardia uniformis nokardicin
Penicillin chrysogenum kiilonb6z6 penicillinek és mas B-laktdmok
Serratia kiil6nb6z6 B-laktamok
Streptomyces antibioticus Klavuldnsav
Streptomyces argenteolus aszparenomicin A, MM 4550 ésMM 13902
Streptomyces cattleya tienamicin
Streptomyces chartreusis SF 1623 és cefamicin A és B
Streptomyces clavuligerus PA-32413-1, cefamicin C, A16886A, penicillinek,
cefalosporinok, kKlavuldnsav és més klavimok
Streptomyces fimbriatus cefamicin A ésB
Streptomyces flavovirens MM 4550 ésMM 13902
Streptomyces flavus MM4550 ésMM 13902
Streptomyces fulvoviridis MM 4550ésMM 13902
Streptomyces griseus cefamicin A és B, éskarpetimicin A ésB
Streptomyces halstedi cefamicin A ésB
Streptomyces heteromorphus C2081X éscefamicin A ésB
Streptomyces hygroscopicus dezacetoxi-cefalosporin C
Streptomyceslipmanii cefamicin, penicillin N, 7-metoxi-cefalosporin C,
A16884, MM4550, MM1390”
Streptomyces olivaceus epitienamicin F, MM4550, é&sMM 13902
Streptomyces panayensis C2081X és cefamicin A ésB
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I tdbldzas
B-laktdm antibiotikum termeld organizmusok

Organizmus Antibiotikum
Streptomyces pluracidomyceticus pluracidomicin A
Streptomyces rochei cefamicin A ésB
Streptomyces sioyaensis MM 4550 é&sMM 13902
Streptomyces OA-6129 sp. OA-6129A
Streptomyces KC-6643 sp. karpetimicin A
Streptomyces tokunomensis aszparenomicin A
Streptomyces viridochromogenes cefamicin A ésB
Streptomyces wadayamensis ‘WS-3442-D

A fentebb lefrt g-laktim antibiotikum termel6 or-
ganizmusok kdziil sokat alkalmaznak a gyGgyszeripar-
ban antibiotikum termelés céljabol.

Ezeknek az organizmusoknak az antibiotikum-ter-
mel6 képességét lehet novelni és hatékonyabbé tennia
sebességet korlatozd antibiotikum-bioszintetikus en-
zimek intracelluldris koncentricidjanak ndvelésével a
fermentdcié sordn, A jelen taldlmény szerinti, izope-
nicillin N szintetdz aktivitast kédolé DNS vegyiiletek

alkalmazhaték kifejezd vektorok megalkotdsdra, -

Amikor ezeket az IPNS kifejezG vektorokat valamely
olyan gazdasejtbe transzforméljuk, amely B-laktdm
antibiotikumot termel egy izopenicillin N szintetéz
aktivitast foglalkoztatd intermedier reakei6 révén, az
izopenicillin N szintetdz aktivitds intracelluléris konc-
netricija ndvekszik. Feltéve, hogy az IPNS aktivitisa
B-laktdm bioszintézis sebesség-korlitozé tényezdje a
nem franszforméltgazdasejtben, az ezeket azIPNS ki-
fejezé vektorokat tartalmazd gazdasejtek t6bb B-lak-
tam antibiotikumot termelnek, mint nem transzfor-
mdlt tarsaik.

Egy olyan vektorhoz, amely ndveli egy adott gazda-
sejt izopenicillin N szintetdz aktivitdsdnak intracellu-
laris koncentrici6jat, amely gazdasejtbe a vektort
transzformaljuk, a koveikezs elemek sziikségesek: 1.
izpenicillin N szintetdz aktivitast kodolé DNS vegyii-
let, 2. transzkripciGs és transzlicids aktivald szekven-
cia, amely nem csupan miikddik a transzformaland6
gazdasejtben, hanem a korrekt orientdcioban és pozi-
ci6ban helyezkedik el, hogy eldsegitse az izopenicillin
N szintetdz aktivitdst k6dold DNS kifejez6dését; és 3.
replikiciés és integracids elemek, amelyek lehetévé
teszik a vektor fenntartisit a gazdasejtben.

Egy DNS vektor integrici6jinak gyakorisiga gyak-
ran erdsen fiigg a gazdasejt dltal kodolt aktivitasoktol;
gyakran meg lehet figyelni azonban, hogy bizonyos
DNS szekvencidk (azaz virusokbol és figokbdl szir-
mazd szekvencidk, amelyek megkonnyitik az integra-
cibt, és szekvencifik, amelyek homolégok a gazdaszer-
vezet genom DNS-ével), amikor egy rekombiy.ins vek-
torban vannak jelen, megkSnnyitik az integraciot.

Egy IPNS kifejez6 vektor természetesen tartalmaz-
hat antibiotikum rezisztencia 4tadd gént is, vagy to-
vabbi olyan elemeket, amelyek eszkoziil szolgilhatnak
a vektort tartalmazd gazdasejtek szelektildsihoz, de
az ilyen szelektdlhat elemek sem nem sziikségesek,
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sem nem kivdnatosak, amikor a vektor a gazdasejt
kromoszom4lis DNSé-ébe integralodik,

A jelen taldlmany plazmidjainak sokasiga alkal-
mas az izopenicillin N szintetdz aktivitds intracelluld-
ris koncentricidjinak novelésére a B-laktdm antibio-
tikum-termel8 sejtben. A pOG0O239 plazmid tartal-
mazza a Streptomyces lipmanii ép izopenicillin N
szintetdzgénjét, igy a S. lipmanii transzformélasa pO-
G0239 plazmiddal az izopenicillin N szintetiz gén
megndvekedett kopiaszdméahoz és igy az enzim meg-
novekedett intracelluldris koncentrici6jihoz vezet.

A jelen taldlmény szerinti ép S. lipmanii izopenicil-
lin N szintet4z gén hasznalhatd az olyan gazdasejtek-
ben is, mint az Aspergillus, Cephalosporium &s Peni-
cillium, Kévetkezésképpen ezeknek a gazdasejteknek
a transzforméldsa egy jelen talilmény szerinti plaz-
middal, pl. a pOG0239 plazmiddal, az izopenicillin N
szintetdz gén megndvekedett kopiaszamahoz és az en-
zim megndvekedett intracelluléris koncentraciéjihoz
vezet.

Mivel a jelen talilminy IPNS génjét egy Strep-
tomyces gazdasejtbdl izoldljuk, az IPNS gén kiilénd-
sen jol illik olyan kifejez6d6 vektorokban valé alkal-
mazdsra, amelyeket IPNS Streptomycesben valé ma-
gasszintii kifejezGdésének elGsegitésére terveziink. Az
irodalom tele van olyan technikékkal, amelyek Strep-
tomyces kifejezé vektorok megalkotdséval és Strep-
tomyces gazdasejtek transzformélasdval foglalkoz-
nak. Ldsd pl. Garcia-Dominguez és munkatérsai:
Applied and Environmental Microbiology 53(6),
1375-1381 (1987). A jelen taldlmany IPNS génje
konnyen beépithet6 egy olyan kifejezd vektorba,
amely egy Streptomyces replikont tartalmaz; ismert
Streptomyces replikonok széles valasztéka 4ll rendel-

" kezésre ilyen alkalmazisi célra.
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AL tébldzat olyan Streptomyces plazmidok listé-
ja, amelyekbdl Streptomyces replikdcios origokat le-
het kapni, a lista bemutatds céljit szolgélja, & nem
torekszik teljességre. Azok, akik a szakteriileten jar-
tasak, tudjak, hogy mindaddig, amig a replikon funk-
ci6 nem szakad meg, a téblazatban felsorolt plazmi-
dok részét vagy egészét fel lehet hasznélni olyan vek-
torok megalkotésara, amelyek a jelen taldlmény sze-
rinti IPNS gént tartalmazzik. A plazmidot tartalmazd
gazdaszervezetek és a depondlisiszdmok szintén fel
vannak sorolva a IL tiblézatban.
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II. tdbldzat
Streptomyces plazmidok

Plazmid Gazdaszervezet Depondlési szdm
SCP2 Streptomyces coelicolor A3(2) NRRL 15042
scp2’ Streptomyces coelicolorM110 NRRL 15041
pEL7 Streptomyces ambofaciens/pEL7 NRRL 12523
pUC6 Streptomyces espinosus NRRL 11439
pUC3 Streptomyces 3022A. NRRL 11441
SLP1 Streptomyceslividans NCIB*11417
pNM100 -Streptomyces virginiae NRRL 15156
pEL10+ Streptomyces granuloruber

A39912,13/pEL103 NRRL 12549
plI702 Streptomyces lividans ATCC™ 39155

Post Office Box 31, 135 Abbey Road, Aberdeen AB98DB,

¥National Collection of Industrial Bacteria (NCIB), Torry Research Station,

Skcia, Egyestlt Kirslysig.

#American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, 20852.

A jelen talilmény szerinti Streptomyces lipmanii
IPNS kédold szekvencit szintén lehet Penicilliumbdl,
Cephalosporiumbdl, vagy barmilyen mas gazdasejtbol
szérmaz6 transzkripcids és transzlicids aktivélé szek-
vencidk szabilyozasa ald helyezni, hogy olyan rekom-
binfns gént alkessunk meg, amely féleg az adott orga-
nizmushozvalé felhasznélishozalkalmas. A 0200425,
szdmi eurdpai szabadalmi kozzétételi irat, amely
1986. december 10-6n keriilt nyilvinosségra, és amely
ebben a bejelentésben referenciaként van bepitve, is-
merteti a C. acremonium IPNS gén transzkripcids és
transzZldci6s aktivald szekvencidjat, amelyet fiziondl-
ni Iehet a jelen talilmény S. lipmanii IPNS k6dol6
szekvenciAjaval, hogy olyan rekombindns IPNS gént
alkossunk meg, amely el6segiti a 8. lipmanii IPNS k-
dolé szekvencia kifejez6dését Cephalosporiumban
(amikor beépiil a gén egy kifejez6 vektorba és a vektor
bevezetddik Cephalosporiumba). Hasonléképpen a
0225128 sz4mil eurdpai szabadalmi kozzétételi irat,
amelyet 1987. jinius 10-én hoztak nyilvdnossagra és
amelyet ebbe a bejelentésbe referenciaként épitiink
be, ismerteti a P. chrysogenum IPNS gén transzkripei-
&s és transzlici6s aktivalé szekvencidit, amelyeket a
fentiekben lefrtak szerint lehet alkalmazni olyan Peni-
cillium vektorok megalkotdséra, amelyek eldsegitik a
S.lipmanii IPNS kédol6 szekvencia kifejez6dését.

A jelen talilminy egy ép, miikddésképes Strep-
tomyces lipmanii DNS szekvencia klénozésénak ered-
ménye, eznemesak az izopenicillin N szintetdz amino-
sav szekvenci6jit kodolja, hanem azt a transzkripcids
és transzlci6s aktivld szekvencidt is, amely azizope-
nicillin N szintetiz kifejez6désének eldsegitéséhez
sziikséges S.lipmaniiben. Hasonl6képpen a jelen talal-
mény szerinti izopenicillin N szintetdz gén tartalmaz-
za 8 k6dold teriilettdl lefelé elhelyezve azokat a szek-
vencidkat, amelyek felel&sek a transzkripcid befejezé-
séért és azmRNS poliadenilezd és feldolgozd szignilo-
Lat szolgaltatjik. Ezek az 5 és 3* szabilyoz6 elemek
fontos szempontjait jelentik a jelen taldlmanynak.

Mivel a p0G0239 és pOG0246 plazmidok tartal-
mazzik a genomiAlis DN ~1,0 kb-4t, amely az izope-
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nicillin N szintetzt kédolé DNS-t6l felfelé helyezke-
dik el a S. lipmanii genomban, a p0G0239 és pO-
G0246 plazmidok sziikségszeriien tartalmazzik a S.
lipmanii izopenicillin N szintetdz gén transzkripci6s
és transzliciés aktivald szekvencidjit. A legtibb
transzkripcids és transzldcids aktivild szekvencia az
aktivilandé DNS-t6l felfelé k6dolddik, bar néhany ri-
boszomélis RNS-t kédold DNS szekvencia a transzk-
ripci6s aktivald szekvencidk révén Ggy aktivalodik,
hogy nem a k6dol teriilettdl felfelé helyezkedik el A
Jfelfelé” kifejezés a jelen szovegbsszefiiggésben olyan
DNS-re vonatkozik, amely 5" irdnyban van az izopeni-
cillin N szintetazt k6dold DNS 5’ végétal.

A p0G0239 plazmidban kédolt Streptomyces lip-
manii transzkripci6s és transzlécids aktivald szekven-
cia korrekt médon helyezkedik el ahhoz, hogy elGse-
gitse az izopenicillin szintetdz aktivitdst k5dol6 DNS
kifejez6dését. A pOGO plazmid megalkotdséban nin-
csenek bevezetve olyan kiiktatdsok és beiktatasok az
izopenicillin N szintetdz aktivitdst kodolo DNS kédold
széldnak 5’ végét szegélyezd DNS-ben, amelyek hat-
nénak a transzkripcids és transzldcids aktivalo szek-
vencidra. Mivel a pOG0239 plazmidon elhelyezett S.
lipmanii transzkripci6s és transzlicids aktivalo szek-
venciét alkalmazhatjuk DNS szekvencidk széles vé-
lasztéka kifejezésének el6segitésére, az aktivald szek-
vencia fontos részét képezi a jelen taldlminynak. A.S.
lipmanii izopenicillin N'szintetdzgénta ~1,2 kb-s Sall-
Pstl restrikci6s fragmentumban izolélhatjuk, amely a
p0OG0239 plazmidban kizvetleniil felfelé és szomszé-
dosan helyezkedik el az izopenicillin N szintetéz akti~
vitast kédold DNS-hez képest. A PstI hely az izopeni-
cillin N szintetaz fehérje 55. és 56. aminosavgyokeit
kédolja figy, hogy az izopenicillin N szintetiz amino-
termindlis kbdold teriilete is benne van ebben a Sall-
Pst] fragmentumban. Birmilyen restrikci6s fragmen-
tum, amely tartalmazza a fentebb emlitett ~1,2 kb-s
Sall-Psfl restrikcis fragmentumot, sziikségszeriien
tartalmazza jelen talilmény szerinti S. lipmanii
transzkripci6s és transzldcids aktivild szekvencidt is.

A Streptomyces lipmanii transzkripcids €s transz-
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14cibs aktivald szekvencidt alkalmazhatjuk barmilyen
DN szekvencia kifejez6désének eldsegitésére S, lip-
maniiban és més Streptomyces fajokban, A S, lipmanii
izopenicillin N szintet4z génbél vald transzkripcids és
transzldcios aktivdlo szekvencidt fizionlhatjuk fe-
hérje kbdolé teriiletekhez szdmos haszmélhatd Gton.
fgy pl. az aktivild szekvencidt izoldlhatjuk egy pO-
G0246 plazmidbél szdrmazd ~1 kb-s Sall-Ndel rest-
rikciés fragmentumban. Ahogy a pOGO246 plazmid a
p0G0239 plazmidbé! szirmazik helyre irinyuld mu-
tagenesis révén, hogy Ndel restrikcids hely jojjoniétre
a transzlacids inicidcibs helynél, ugyantigy lehet bar-
milyen adoti fehérje-kddolé szekvencidt adaptélni,
hogy sszeférhetd végeket tartalmazzon a kényelmes
ligilas érdekében a S. lipmanii akiivild szekvencdhoz.
Az ilyen stratégidk természetesek és nyilvinvaldak
azok szdméra, akik a szakteriileten jértasak, és kiilon-
bozhetnek egymdstdl a kiilonboz fejhérje-kodold
szekvencidkndl. Példdval aldtdmasztott stratégidt
irunkle az 5. példdban, amely lefrja a munkamenetet a
S. lipmanii izopenicillin N szintetdz fehérje kédold
szekvencia f6ziGjindl az E. coli transzkripcids és
transzlacids aktivdld szekvenciihoz pCZR111 plaz-
midban.

Hasonl$ stratégidk teszik lehet6vé, hogy a Strep-
tomyces lipmanii izopenicillin N szintetdz fehérje ko-
dold szekvencia Osszekapcsolhat legyen barmilyen
adott mikroorganizmusb6l szirmaz6 transzkripcids €s
transzlicids aktivild szekvencidkhoz, fgy pl. a széban
forgd organizmusbdl szdrmazd aktivdlé szekvencit
{ijra megalkothatjuk olyan mddon, hogy az 5-ATG
transzkripeids inicidcios helyet beillesztjiik egy Ndel
restrikcidés helybe, az 5°-CATATG-3-be. A pO-
G0246 plazmid S, lipmanii izopenicillin N szintetdz
fehérje-kddold szekvencidjit azuidn egyszerlien Gsz-
szekapesoljuk a promotorral, hogy olyan hibrid gént
készitsiink, amely elGsegiti a S. lipmanii izopenicillin
N szintetdz kifejez6dését barmilyen organizmusban,
amelyben az aktivil szekvencia miikddik. A hibrid
gén szegélyezd végeit hasonloképpen adaptilhatjuk,
ha sziikséges, hogy lehetdvé tegyiik a hibrid gén beik-
tatdsit egy olyan vektorba, amely a szban forgd orga-
nizmushoz megfeleld. -

A p0GO0239 plazmid szintén tartalmazza a Strep-
tomyces lipmanii izopenicillin N szintetdz gén 3’ sza-
bélyozd szekvenci4it. Altaldban a transzkripcid befe-
jezéséért, az mRNS poliadenilezéséért és az mRNS
feldolgozisiért felelds szekvencidk egy gén kodold te-
riilete stop kodonjtdl ~500 bp-re lefelé terjedd terii-
leten beliil koédolédnak, FEnnek megfeleléen a
~0,94 kb-s Kpnl-Sall restrikci6s fragmentum, amely
tartalmazza az izopenicillin N szintetdz karboxi ter-
mindlisit k6dolé DNS-t és tartalmaz lefelé levd szek-
vencidkat, tartalmazza a S. lipmanii izopeniciilin N
szintetdz gén dtirasi termindciés, mRNS poliadenilezé
ésfeldolgozd szigniljait is. -

A p0G0239-benlevd transzkripcits (dtirsi) termi-
piciés szekvencidt hozzi lehet fiizni mis rekombi-
néns gén-konstrukcidkhoz, hogy megkonnyitsiik a
transzkripcit befejezddését ezekben a konstrukeidk-
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ban. fgy pl. egy KpnlI restrikciés hely (amelya S. lipma-
nii izopenicillin N szintetdz aminosav gyok-szekven-
cia mintegy 260~261. aminosav-gyGkeihez tartozd
kodonoknal helyezkedik el) kényelmes a transzkripci-
s termindcids szekvencidk izoldlasahoz, mivel a Kpnl
hasitési hely kézel van a transzlacids terminicids
helyhez (a transzlécid a 333. aminosav-gySkutén feje-
z6dik be). Egy Sall restrikcids enzim felismerd hely,
amely ~800 bp-vel a transzlicibs terminéci6s helyt6l
lefelé helyezkedik el, kényelmes disztalis vagy lefelé
levé véget biztosit, lehetGvé téve, hogy a transzkripcibs
termindtor izolilhat6 legyen ~940 bp-s KpnlI-Sall
restrikcios fragmentumban a pOG0239 plazmidbél,

Egy adott DNS szekvecia kifejez6dését egy rekom-
bindns DNS kifejez6 vektorban {igy lehet fokozni,
hogy egy transzkripcids termindcids és mRNS polia-
denilez6 és feldolgozo szignilt helyeziink el a kifeje-
zendG k6dold teriilet kodold szdlanak 3°' végénél, A je-
len talilminy olyan transzkripciés termindcids és
mRNS poliadenilez§ és feldolgozd szignélt nydjt,
amelyet lehet hasznélni birmilyen rekombinins DNS
vekiorbdl szdrmaz0 géntermék kifejezddése novelésé-
nek céljibol Streptomyces és rokon gazdasejtekben.

Az ezutdn kovetkezd példak tovabb illusztraljik és
példakkal tamasztjék ald a taldlményt, de semmikép-
pen sem az a céljuk, hogy korlatozzdk a taladlmany
oltalmi korét. ‘

1. példa
a) E, coli K12 JM109/pOG0239 tenyésztése

Az E, coli K12 JM109/p0G0239 liofilizitumait a
Northern Regional Research Laboratories-tdl
(NRRL; Peoria, llinois 61604) kapjuk, aholezZNRRL
B-18250 depondlisi szdmon talilhatd (a deponélds
détuma; 1987, augusztus 11.) A liofilizitumot kizvet-
leniil alkalmazhatjuk tenyészetként az alibb leirt
munkamenetben.

1 liter L-tapkdzeget (10 g tripton, 10 gNaClés S g
élesztGkivonat literenként), amely 100 pg/ml ampicil-
lint is tartalmaz, inokuldlunk E. coli K12 JM109/pO-
G0239 tenyészetével ésleveglztetés mellett inkubal-
juk 37 *Chdémérsékleten egy éjszakin dt (15-18 ora).
B. p0OG0239 plazmid izoldidsa

Az 1 A példiban készitett tenyészetet Beckman JS-
5.2 rotorban centrifugiljuk (Beckman Instruments,
Inc., Spinco Division, Palo Alto, Kalifornia 94304)
5200 fordulat/percnél 25 percen 4t 4 °C hémérsékle-
ten, Az igy kialakult feliilisz6t eléntjiik. A sejtiiledé-
ket @jra szuszpendiljuk 28 mi oldatban, amely 25%
szachardzt és 50 mmoll EDTA- tartalmaz, Mintegy
1 mi olyan oldatot, amely 20 m ; ml lizonimot és 0,25
mdl triszHCI-t tartalmaz 50¢ - os glicerinben (pHe
8,0), és mintegy 1,5 ml 0,5 mé'{ EDTA-t (pH= 8,0)
adunk hozzd a sejtszuszpenzill « z, és Osszekeverjiik.
Az igy létrejott keveréket jégen :\kubaljuk 15 percen
4t. 3 ml 1iz416 oldatot [amely ¢ 1v késziil, hogy 3 mi
10%-os Triton-X100-at, 75 ml ),25 moél/l EDTA-t
(pH=8,0), és 7 ml vizet Osszekey : riink] adunk a lizo-
zimmal kezelt sejtekhez gyengéc everés mellett, Az
igy 1étrej6tt oldatot jégen inkub. | juk tovdbbi 15 per-
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cenét.

A sejtiiledéket az oldatbdl centrifugdlassal eltavo-
litjuk 17.000 fordulat/percnél Beckman JA-17 rotor-
ban, a centrifugdldst 45 percen it 4 ‘Chémérsékleten
végezve. Mintegy 28,6 g CSCI-t és ~1 ml 5 pg/mi-es
etidium-bromid cldatot adunk a ~30 ml feliilész6hoz.
Ezutin a térfogatot vizzel 40 ml-re llftjuk be és az
oldatot dekantiljuk VTi50 ultracentrifuga csdbe
(Beckman). A csovet leforrasztjuk és azoldatot VTi50
rotorban centrifugéljuk 49.500 fordulat/percnél ~18
éré 4t. Az igy létrejott plazidesikot, amelyet ultraibo-
lya fénnyel tesziink lithat6vé, izolljuk, soval telitett
izopropanollal extrahaljuk, hogy etidium-bromidot
eltavolitsuk, &s dializéljuk hiromszor cserélt, ~20 tér-
fogat TE pufferral szemben [10 mmal1 trisz-HCl (pH=
7,5) és 1 mm6l1 EDTA] A dializitumot Ssszegyjt-
jiik, majd két térfogat etanolt€s 0,05 térfogat 3 mol/li-
teres natrium-acetit oldatot adunk hozzi. Az etanolos
keveréket ~20 °Chémérsékletre lehiitjiik, és a plazmid
DNS-t centrifugdléssal iiledékbe vissziik, a centrifu-
gélést JA-17 rotorban (Beckman) végezve 10.000 for-
dulat/percnél 30 percen 4t —10 °C hémérsékleten. Az
igy 1étejott tiledéket jra szuszpenddljuk ~1 ml TE
pufferban, majd extrahéljuk azonos térfogat fenol-
Kioroform keverékkel (1:1, térfogat/térfogat). A vizes
fazisban levé DNS-t 0,1 térfogat 3 molliteres NaOAc
nitrinm-acetit és 2 térfogat etanol hozzdaddséval
nyerjiik ki, amelyet 20 °C hémérsékleten ~30 perc
inkubélés és 15.000 fordulat/percnél 20 perces centri-
fugdlds kovet. Az igy 1étrejott DNS iiledéket el6sz0r
70%-0s etanollal, majd 100%-os etanollal &blitjiik,
majd széritjuk.

_ A~1,5mgp0G0239 plazmid DNS-t, amelyet ezzel
a munkamenettel kaptunk, 1,5 m! 0,1-szeres TE puf-
ferban szuszpendiljuk és ~20 “C hdmérsékleten térol-
juk. A p0G0239 plazmid restrikcids hely-ésmiikgdé-
si térképét a mellékelt dbrék koziil az 1. dbra mutatja
be.

2. példa

m0GO244 fig megalkotisa

Azok, akik a szakteriileten jértasak, tudjik, hogy
azonos plazmid-konstrukciékhoz lehet jutni kiilonbo-
26 mbdszereket és a gén-szekvencidk kiilonbozG forra-
sait alkalmazva. Az mOGO244 figot egy lambda
EMBL3 Kl6n Salf restrikci6s emésztményének shot-
gun Klénozdsival alkotjuk meg egy Sall-gyel emésztett
M13 vektorba. A lambda EMBL3 kién egy Streptomy-
ceslipmanii genom EMBLE3 knyvtdrbolered, és tar-
folt hibridizildssal azonosftjuk tisztitott S. lipmanii
IPNS amino-terminlis aminosavgydk-szekvencidja-
nak &s a speciesre jellemzd kodon-alkalmazési torzu-
1asoknak alapjin tervezett ,becsiilt” (guessmer) DNS
vizsglé mintt alkalmazva. A kivint M13 fég kint
nguessmer” vizsgdlé mintit alkalmazva azonositjuk,
tarfolt hibridizdciés eljardst alkalmazva. A jelen talal-
mény miattazonban azm0G0244 megalkotisa nagy-
mértékben egyszerlisddik, elssorban azért, mert a S.
lipmanii IPNS gén forrdsaként pOG0239 plazmidot
alkalmazhatunk. Az M13-credeti mOGO044 fig
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hasznos kdztes termék a hely-specifikus mutagenezis-

ben, amelyet azért végziink, hogy Ndel restrikcids en-

zim felismerd helyet képezziink ki a S. lipmanii IPNS

kodolé szekvencidban.

A. Sall-gyel emésatett pOGO239 plazmid elbdllisd-
sa

Mintegy 25 ! 0,1-szeres TE pufferban lev6 mint-
egy 25 mg p0G0239 plazmid DNS-t, amelyet az 1B.
példa szerint llitottunk el6, hozzdadunk 40 pl 10x
Sall pufferhoz [1,5 méV/1 NaCl; 100 mmél/]1 triszHCl
(pH=7,5); és 100 mmdV/1MgCly], 335 pl livegbdl desz-
till4lt vizhez &s 5 pl (~50 egység) Sall restrikcids en-
zimhez, ésmindezeket Gsszekeverjiik.

Hacsak mésképpen nem jelezziik, a restrikciés enzi-
meket a New England Biolabs-t6l szerezziik be (32 To-
zer Road, Beverly, Massachussets 01915). Az egység
definicija itt annak felel meg, amelyet az adott gyér-
16 egységnek hatiroz meg. Az igy kapott reakcidkeve-
réket 37 °C hémérsékieten 90 percen t inkubéljuk. A
reakcidkeveréket ezutdn azonos térfogatt CHCly-mal
extrahaljuk. A vizes fazisban levé DNS-t etanolos ki-
csapéssal koncentrédljuk az aldbbiak szerint. A DNS
oldathoz 1/10 térfogat 3 mol/l-es natrium-acetat (Na-
OAc) oldatot és 2,5 térfogat etanolt adunk, ezutin
ezeket Ssszekeverjiik és —20 ‘Chémérsékleten ~1 érén
4t inkubdljuk. Ha sziikséges, tRNS-t adhatunk az eta-
nol-DNS oldathoz, hogy megkdnnyitsiik a DNS kicsa-
past. —20 *C hémérsékleten végzett inkubilas utin az
oldatot 20 percen &t centrifugdljuk 15.000 fordu-
lat/percnél, A DNS iiledéket elGszor 70%-os etanollal,
majd 100%-os etanollal &blitjiik, végiil széritjuk. Az
iiledéket Wijra szuszpenddljuk ~20 ul 0,1XTE puffer-
ban, igy alkotunk meg ~10 pg, Sall-gyel emésztett pO-
G0239 plazmid DNS-t. A Sall-gyel emésztett DNS-t
-20 °Chémérsékleten taroljuk.

B. Sall-gyel emésztett M13mp19 vektor elbdllitdsa

Mintegy 2,5 pgM13mp19 fig DNS-t (amely a New
England Biolabs-nél (NEB) szerezhetd be) emésztiink
100 pl Sal pufferban 1 pl (~20 egység) Sall restrikcibs
enzimmel, 90 percen 4t 37 ‘C hémérsékleten. A reak-
ciékeveréket fenol/kloroformmal extrahéljuk, és a vi-
zes fizisban levG DNS-t etanolos kicsapdssal koncent-
riljuk. A DNS iiledéket dijra szuszpenddljuk 20 pl
0,1XTE pufferban és igy alakitunk ki ~2 ng kivéat,
Sal-gyel emésziett M13mp19 vektort. A kapott vektor
DNS-t-20 *Chémérsékleten tiroljuk.

C. m0G0244 fdg megalkotdsa

k1 pl, Sall-gyel emésztett pOGO239 plazmid DNS-
t és 1 yl, Sall-gyel emésztett M13mp19 vektort liga-
Iunk 20 pl reakcifkeverékben, amely tartalmazza a
DNSfragmentumokat, 2 ul 10Xligdz puffert [0,5m6l1
triszHCl (pH= 7,5), és 100 mmdll MgChy), 2 ul 5
mmol/IATP-t, 1 p16 pg/ul BSA-t, 12 pliivegben desz-
tillAlt vizet, és 1 pl (1 Weiss-egység) T4 DNS ligazt
[Boehringer-Mannheim Biochemicals (BMB), P.O.
Box 50816, Indianapolis, Indiana 46250]. A reakci6-
keveréket ~18 6rén 4t inkubdljuk 15 ‘C hémérsékle-
ten. A ligdlt DNS alkotja a kivint m0GO0244 fagot
mas ligdlasi termékekkel egyiitt.
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D) E. coli K12 JM109 transzformdldsa mOHO244

Jfdggal

Kompetens E. coli K12 JM109 torzset (“Epicurean
Coli” mérka-néven) vasdrolunk a Stratagene-nél
(3770 Tansy Street, San Diego, Kalifornia 92121) és
transzformaljuk azmOG0244 fagot alkotd lighlasire-
akcibkeverékkel (amelyet a 2.C. példdban frtunkle), a
gyartok Gtmutatisit kovetve, azzal a kivétellel, hogy a
DNS 20 pl térfogatii és a tipkozegbe higitds vagy kife-
jez6dési id6 nem sziikséges. A transzformélds utin a
sejteket ~1, 10, 20, 40 és 50 pl-es alikvotokra osztjuk
13x100 mm steril {ivegesovekbe, amelyek 0,25 ml/csé
logaritmikus ndvekedési fazisban levd E. coli K12
IM109-¢t tartalmaznak, Ezekhez a csovekhez 3 ml fe-
dé-agart adunk (L-tdpkozeg 0,8% agarral, olvadt lla-
potban tartva 45 °C hdmérsékleten). A sejt-feddagar
keveréket ezutdn L-agar lemezekre szélesztjiik, ame-
lyek 40 pg/ml 5 brom-4-Klér-3-indolil-B-D-galaktozi-
dot (X-gal) és 0,1 médll izopropil-tio-B-galaktozidot
(PTG) tartaimaznak és a lemezeket egy éjszakén &t
inkubaljuk 37 “C hémérsékleten. [Az M13-mal kap-
csolatos eljirdsok részletesebb lefrdsai és magyardza-~
tai megtaldlhatok az alibbi kiadvanyban: M13 Clo-
ning/Didezoxy Sequencing Instruction Manual, Bet-
hesda Research Laboratories (BRL), Life Technologi-
es, Inc., Gaithersburg, Maryland 20877}, Transzfor-
ménsokat azonositunk részben azon az alapon, hogy a
B-galaktoziddz aktivitis a beiktatdsra inaktivalodik
(szintelen tarfolt fenotipus), részben a replikativ for-
méji (RF) DNS restrikcifs enzimes elemzésével. Az
4tvizsgélas céljabol vildgos tarfoltokat szivunk 4t a le-
mez feliiletérél Pasteur pipettdval tarfoltonként 3 ml
korai logaritmikus fézisd E. coli K12 JM109 tenyé-
szetbe, A tenyészeteket 6-18 6ran &t inkubiljuk 37 °C
homérsékleten, levegbztetés mellett.

Ezt az inkubalast kivetden az egyes tenyészetekbol
1,5 ml-t iiledékbe visziink kiilon-kiilon 1,5 ml-es Ep-
pendorf cs6vekben. A feliiliszokat friss csovekbe de-
kantéljuk és 4 °C hémérsékleten tdroljuk, hogy fig
inokulum forrdsaként szolgéljon. Replikativ forméji
DNS-t készitiink a sejtiiledékekbdl 1ényegében Birn-
boim és Doly alkalikus plazmid-készitési eljirdsiban
taldlhaté kitanitds szerint [Nuec. Acid. Res. 7(6),
15131523 (1979)], az alabbi kivételekkel. Az eljirds
1éptékét noveljiik tigy, hogy 1,5-sz0rds térfogat I, I és
111 oldatot alkalmazunk, és a feliisztult lizditumot egy-
szer azonos térfogatd CHCls-mal extrahdljuk, A
DNS-t ezutén kicsapjuk 0,4 térfogat izopropanol hoz-
zdadésdval, és szobahémérsékleten végzett 20 perces
inkubéldssal.

A DNS-t centrifugdldssal 6sszegy(ijtjiik, majd eta-
nollal kicsapjuk 0,3 mél/1 NaOCAc-bol. Az RF DNS
resttikciés mintdinak elemzését megkOnnyiti egy
aszimmetrikus Xhol restrikcids enzim elismer6hely
jelenléte, amely nem csupén diagnosztikus jelentGsé-
gli a kivant beiktatds jelenlétére, hanem lehet alkal-
mazni a beiktatott szekvencia orientdldsdra is azM13
vektor t6bbsz8rds klonozo helyéhez (MCS) viszonyit-
va.
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3. példa
AYmOG0244 egyszdli fdg DNS elbdllitdsa és hely-

specifikus mutagenezis oz mOG0245 fdg megal-

kotdsdra

E. coli K12 IM109 korai logaritmikus novekedési
f4zisabél 10 ml tenyészetet inokuldlunk ~200 pl fag-
készlettel (amelyet a 2.d. példdban allitottunk €ld), és
inkubéljuk ~18 érén 4t 37 °C hémérsékleten, leveglz-
tetés mellett. A tenyészetet centrifugiljuk, és az igy
1étrejott feliiliszot dtvissziik egy ij cs6be és djra cent~
rifugaljuk. a feliiliszot ismét friss csébe dekantaljuk.
1 ml 25%-o0s polietilénglikol oldatot (molekulatémeg=

. 3350/3 m6l/l NaCl-ben adunk hozzi a feliiliszéhoz,
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amelyet azutdn 15 percig inkubdlunk szobahSmérsék-
leten. Az igy 1étrej6tt keveréket 30 percen 4t centrifu-
giljuk 10. 000 fordulat/percnél JA-14 rotorban
(Beckman). A centrifugdldssal kapott iiledék tartal-
mazza az egyszalasmOGO244 figot, és ezt Gijra szusz-
pendaljuk 400 pl TE pufferban. Azoldatot extrahl-
juk el8szér CHCly-mal, majd TE-vel telitett fenollal.
A fenolt hagyjuk allni a vizes fazissal kapcsolatban 15
percig, Az oldatot ezutdn kétszer extrahaljuk TE-vel
telitett fenol:CHCl, keverékével (1:1, térfogat/térfo-
gat), és kétszer extrahdljuk csak CHCl;-mal. A DNSt-
azutin 0,3 mol/1 NaOAc-bdl csapjuk ki, ADNS-t cent-
rifugdldssal dsszegytijtjiik és az tiledéket Gjra szusz-
penddljuk 100 p1 0,1 X TE pufferban. Ez az oldat al-
kotja az egyszili mOGO0244 fag DNS-t, mintegy 5 ug
mennyiségben,

B) Mutagenezis

A mutagenezisben (és az ezt kovetd hibridizilds-
ban, a kivant fagok észlelésére) alkalmazott egyszili
DNS fragmeniumokat szintetizdlunk automatizilt
DNS szintetizdlé berendezésen, az M13 univerzilis
primer (egy 15-mer) kivételével, amelyet a BRL-t¢l
szerziink be. A mutagenezis gragmentumait az aldbbi-
ak szerint jeloljiik: (1) SIPS6, egyszild, 36 nukleotid
hosszlisdgi DNS, amely homolog az m0G0244 fag-
ban levs IPNS k6dold szekvencdval hirom bézis kivé-
telével, amelynek hibds illesztése (aldhiizva) egy Ndel
felismerd szekvencidt képez IPNS kodold szekvencia
mintegy 1. helyénél az aldbbi DNS szekvencidval:

Ndel

5-CACACICCACGGAGGAT
TATGCCTGTCCIGATGC-3" és

(2) SIBS7, egy 18 nukleoiid hosszsigl egyszald
DNS, amely a SIPS6-nak csupén al-fragmentuma a
kévetkezd DNS szekvenciaval:

Ndel

5-GAGGATCATATGCCIGTC-3".

A mintegy 100 pmol SIPS6 5° végeit foszforilezziik
(kindzzal kezeljiik) olyan reakcidkeverékben, amely
egyszali DNS-t tartalmaz 1 pmél/uul koncentriciban,
tartalmaz tovabbd 10 ul 0,1 mél/i DDT-t, 65 pl iiveg-
bél desztillalt vizet és 1 ul 0,1 mél1 (10 Richardson
egység) T4 polinukleotid kindzt (BMB). A reakcidke-
veréket 37 °Chdémérsékleten inkubéljuk 30 percig, ek-
Lor tovabbi 1 pl enzimet adunk hozzi. A reakcidkeve-
réket ezutdn tovabbi 30 percen 4t inkubéljuk 37 °C
hémérsékleten, majd a reakcit ledllitjuk 68 °C hé-
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mérséideten 5 percig végzett inkubildssal. Az M13
univerzilis primer mintegy 40 pikoméljinak 5’ végeit
lindzzal kezeljik 40 pl analég reakcidkeverékben,
amelyugyanilyen mennyiségii enzimet tartalmaz.

Az egyszili mOG0244 faigDNS-t mutageneziljuk
Adelman és munkatérsai kitanitds4val Gsszhangban
[DNA 2(3), 183-193 (1983)], amint ezt késGbb lefr-
juk. Az Gsszeforrasztisi reakeit gy hajtjuk végre,
hogy {500 nanogramm (15 10,1 X TE pufferban) egy-
szili m0GO244 fig DNS-t hozzdadunk 8 ul 10X
§sszeforraszté  pufferhez [100 mmoll trisz-HCI
(pH7,5); 1 mméUI EDTA,; és 500 mm6l/I NaCl], 4 ul 4
pmol) kindzzal kezelt SIPS6-hoz, 4 pl (4 pmol) kindz-
zal kezelt M13 univerzlis szekvenciél primerhez, és
50 pl vizhez, & keveréket 80 °C homérsékleten 2 per-
cig, majd 55 °C hémérsékleten 5 percig, végiil szoba-
hémérsékleten 5 percig inkubaljuk.

A Kiterjesztési reakciét gy hajtjuk végre, hogy az
alibbi keverék 120 pl-jét adjuk az Gsszeforrasziott
DNS oldatdhoz; 20 pl 10X Klenow ligiz puffer
100 mméli trisz-HCl (pH 7,5), 1 mméll EDTA,; és
500 mmdll NaCl, 20 pl 0,1 mél/l-es DTIT; 20 pl
6,25 mmél/literes oldat dGTP, dATP, dTTp és dCTP
mindegyikébdl; 20 pl 5 mméli-es ATP, 120 pl viz &
2,5 pl (12,5 egység) Klenow enzim (BMB). A kiterjesz-
tési rakciokeveréket szobahSmérsékleten 1 6rdn at,
majd 37 °C hémérsékleten 4 rén &t, végiil 14 "Ché-
mérsékleten 18 6rén &t inkubéljuk.

A Kiterjesztési reakciokeveréket egyszer CHCl3-
mal extrahaljuk és a DNS-t etanollal és NaOAc-cal
kicsapjuk, majd cenfrifugéléssal Osszegytjtjiik. A
DNS iiledéket Gijra szuszpendaljuk 400 pl 1X SI puf-
ferban (0,3 méV1 NaCl és 3 mmél/l ZoOAc). A DNS
oldat felét tartalékként Srizziik -20 ‘Chémérsékleten;
a felét alikvotokra mérjiik ki 6t 1,5 ml-es csébe. Ezek
kisziil & csovek koziil négyhez 1 pl S1 nukledzt (BMB)
adunk, amelyet el6z6leg 200 egység/ul-re higitottunk.
A reakciékeverékeket szobahGmérsékleten inkubil-
juk 5; 10; 15 illetve 20 percig. A reakciokat eldszor
5-10 pg tRNS-nek a reakcidkeverékhez adasival al-
litjuk le, amely hordozéként szolgdl, majd TE-vel telf-
tett fenol-CHCIy keverékkel extrahaljuk (1:1, térfo-
gat/térfogat). Azt a mintat, amelyet nem kezeliink S1-
gyel (negativ kontroll), szintén extrahdljuk. A vizes fa-
zisban Ievé DNS-t etanolos kicsapéssal koncentraljuk
és centrifugdldsssal Ssszegyijtjiik. A DNS iiledékeket
egyenként Gijra szuszpendiljuk 20 plvizben.

10 pl-t hasznalunk fel az egyes, igy képzddstt S1-
Kkezelt DNS oldatokbél 1ényegében a 2.D. példdban le-
frt eljérds szerint, azzal a kivétellel, hogy a lemezek
nem tartalmaznak sem X-Gal-t, sem IPTG-t. A kivant
mutinsokatradioaktivan jelzett SIPS7 oligonukleotid
hibridirécibjaval azonositjuk nitrocelluléz sziirokre
rogzitett fig DNS-sel, amint ezt az alédbbiakban Tefr-
juk, '

Tarfolt képzddés utén alemezeket 4 ‘Chémérsékle-
ten ~1 6rén 4t inkubaljuk, hogy a fedGagar megkemé-
nyedjen. Nitrocellul6z sziirgket helyeziink két-kétle-
mez mindegyike mezejének tetejére, amelyek ~50-
200 tarfoltot tartalmaznak; ezek a lemezek a negativ
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kontrollbdl, a 10 perces S1-kezeléses sorozatbdl és a
20 perces Sl-kezeléses sorozatbdl szirmaznak. Az
érintkezést a sziir§ és a mez6 feliilete koztt ~1 percig
tartjuk fenn, ekkor a nitrocellul6z sziirt kezeljiik, te-
litett 3 MMChr sziirGpapirt (Whatman LabSales, Inc.,
P.OBox 1359, Hillsboro, Oregon 97123-1359) alkal-
mazva, 0,1 n NaOH-1,5 mél/1 NaCl-lel ~5 percig. A
nitrocelluléz sziiréket ezutén levegdn sziritjuk, majd
vikuumban siitjiik 80 ‘Chémérsékleten 30 percig.

A nitrocelluléz sziirdket ~5 percig el6hibridizaljuk
olyan oldatban, amelynek Gsszetétele: 6X SSC oldat
(20X SSC bsszetétele: 3 ml/1NaClés 0,3 mdl/I Na-cit-
rat); 10X Denhardt oldat [0,2 g poli(vinil-pirrolidon),
0,2 g szarvasmarha szérum balbumin, és 0,2 Ficoll
10 ml vizben]; 0,1% NaPPi (ndtrium-difoszfit), 0,1%
SDS, és 10 pg/ml denaturélt E. coli kromoszomélis
DNS. A sziiréket ezutén olyan oldatban hibridizéljuk,
amelynek sszetétele: 6X SSC, 10X Denhardt oldat,
0,1% NaPPi, és 1 pmél/5 m1 32P-SIPS7. A 32P-SIPS7-
et figy llitjuk el6, hogy 100 pml SIPS7 5* végeit fosz-
forilezziiklényegében a szerint azeljiras szerint, ame-
Iyet ebben a példiban mar kordbban lefrtunk, azzal a
kivétellel, hogy ~70 pmél ~-32P-ATP-t (New England
Nuclear (NEN), 549 Albany Street, Boston, Massa-
chussets, 02118, katalégusszim= NEG-002A) alkal-
mazunk nem radioaktiv ATP helyett. Hibridizdlds
utén a sziiréket kétszer Oblitjiik 5-5 percig 6X SSC
foloslegében szobahdmérsékleten, majd kétszer 6X
SSC foloslegében 56 °C hdmérsékleten 20-20 percig,
A sziir6ket levegdn szaritjuk és autoradiogréfiinak
vetjiik ald 2 6rdn 4t -70 ‘C hémérsékleten Quanta I
erdsits sziirével (DuPont). A kivant mutinsok, ame-
lyek az SIPS7 szekvencidval komplementer szekvenci-
ikat tartalmaznak, exponiljék a filmet a sziir6h6z k6-
t6tt radioaktivan jelzett oligomer miatt, amelyet a tig
DNS jelzett. Az egyik korrekt mutdns, amelyet mO-
G0245 fignak neveziink, azonossdgit RF DNS-ének
restrikeios elemzésével igazoljuk, amely REDNS-t 1¢-
nyegében a 2.D példdban leirt eljérds szerint Allitjuk
eld.

4. példa

pOG0246 plazmid megalkotdsa

Bir az mOGO0245 fig RF-je tartalmazza az IPNS
kédolb szekvenciat a (részleges) Ndel-BamHI restrik-
ciés fragmensben, amelyet a pOGO249 E. coli kifeje-
26 plazmidban hasznositunk. Néha nehéz az mO-
G0245 RF-jét dsszegylijteni megfeleld mennyiségben
a fragmentum izol4lasahoz. Abbél a célbél, hogy meg-
konnyitsiik a p0G0249 E. coli kifejezd plazmid meg-
alkotdsat, megalkotjuk a pOGO246 koztes plazmidot.

GV '
A. m0G0245 fig NDS Sall restrikcids enzimes

emésztése

mOG0245 faggal fertdzott E. coli K12 IM109-bél
replikativ forméji DNS-t izolilunk 1ényegében a 2.D.
példdban leirt eljards szerint. Azm0G0245 fag DNS
RF-jének mintegy 2 pg-jit emésztjiik Sall restrikecids
enzimmel (~10 egység) olyan reakcibkeverékben,
amely a DNS-t 1X Sall pufferben tartalmazza.
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~90 perces inkubalds utin 37 “C hémérsékleten a re-
akcitkeveréket CHCly-mal extrahiljuk é a DNS-
etanollal és NaOAc-cal végzett kicsapdssal koncent-
riljuk. A DNS-t centrifugdldssal Osszegytjtjik és az
{iledéket @ijra szuszpendaljuk 10 plvizben.
B. Sall-gyel emésztett pUC19 plazmid készitése

Sall-gyel emésztett pUC19 plazmid DNS-t (amely a
NEB-nél kaphatd) készitiink, 1ényegében a 2.B. példa-
ban leirt eljarassal.
C. pOG0246 plazmid megalkotdsa

5 pl (~ 1 pg), Sall-gyel emésztett mOGO245 fag
DNS-t és 1 pl (~100 ng) Sall-gyel emésztett pUCLY
plazmid DNS-t ligdlunk 1ényegében a 2.C. példdban
leirt eljéras szerint. A ligdlt DNS alkotja a kivant pO-
G0246 plazmidot, mas ligaldsi termékekkel egyiitt. A
pOG0246 plazmid restrikciés hely- és miikddési tér-
képét a mellékelt Abrak koziil a 2, Abra mutatja be.
D.E. coli K12 JM109/p0G0246 megalkotdsa
akcidkeveréket kompetens E. coli K12 JM109-be
(Stratagene) transzforméljuk, lényegében a gyartd 4l-
tal javasolt munkamenet szerint azzal a kivételle, hogy
higitdshoz 1 mi L-tapkozeget alkalmazunk, A transz-
formacids elegy alilvotjait L-agar lemezekre szétoszt-
juk, amelyek ampicillint (100 pg/ml), X-gal-t (40
p.g/mi) és IPTG-t (0,1 mél/l) is tartalmaznak. A leme-
zeket 37 °C hémérsékleten ~18 6rdn &t inkubiljuk. A
kivant transzforminsokat ampicillin-rezisztens feno-
tipusuk és fehér telepsziniik alapjan (amely szin a -
galaktoziddz beiktatdsbol eredd inaktiviloddsinak tu-
lajdonfthatd), valamint plazmid DNS-iik restrikcids
enzimes elemzésével azonositjuk. 3 ml tenyészetbdl
plazmid DNS-t azonosftunk 1ényegében a 2.D. példa-
ban lefrt eljérds szerint, ahol RF DNS-t dllitottunk eld
M13 figgal fert6zoit E. coli K12 JM109 sejtiiledék-
bél. A tovibbi 1épésekhez az egyik transzforménsbol
plazmid DNS-t dllitunk el6 1ényegében az 1. példiban
leirt eljaras szerint.

5. példa

pOG0249 plazmid megalkotdsa
A. E. coli K12 RV308/pCZR111 r1enyésztése és

PCZR111 plazmid izoldldse

AzE, coli K12 RV308/pCZR 111 liofilizitumait az
NRRL-t6l szerezziik be, ahol ez az NRRL B-18249
depondldsi szdmon taldlhatd. A liofilizdtumot L tip-
kbzegben allitjuk helyre; az igy 1étrejott tenyészetet
alkalmazzuk pCZR 111 plazmid eléalliiasara, lényegé-
ben az 1. példéban leirt eljaras szerint, Mivel azonban
a pCZR111 plazmidban levs szelektalhatd marker a
tetraciklin rezisztencia 4tadd gén, a tenyészkizeg tar-
talmaz 10 pg/ml tetraciklint is, de nem tartalmaz ar-
picillint, Ezen kiviil a tenyészetet 25-30 ‘Chomérsék-
leten inkubéljuk 37 ‘Chelyett, hogy megakadalyozzuk
az atirddést a lambda pL promotorbél, Mintegy 1ng
pCZR111 plazmid DNS-t kapunk ezzel az eljdrdssal,
és ezt feloldjuk ~1 m1 0,1X TE pufferben. A pCZR111
restrikcids hely- é miikddési térképét a mellékelt 4b-
rakkoziil a 3. dbra mutatja be.
B. A pCZR111 plazmid ~5,8 kb-s Xbal-BamHI
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restrikcids fragmentumdnak izoldldsa

Mintegy 25 pg (25 p10,1X TE pufferben) pCZR111
plazmid DNS-t, amelyet az 5.A. példiban allitottunk
el6, hozzdadunk 40 pl 10X Xbal pufferhez [500
mmél/1 trisz-HCl (pH= 8,0); 500 mmél/1 NaCl, és 100
mmol/1MgCly], 335 pl vizhez; 2 pl (50 egység) BamHI
restrikcids enzimhez; és 3 pl (60 egység) Xbal restrik-
ciés enzimhez, és mindezeket dsszekeverjiik. Az igy
iétrejové reakcidkeveréket 37 ‘C hémérsékleten inku-
baljuk 90 percen it. A DNS-t etanollal és NaOAc-cal
végzett kicsapéssal koncentraljuk, és centrifugdldssal
dsszegylijtjiik. A DNS csapadékot fijra szuszpendal-
juk ~80 ml vizben és ~20 pl 5X terhel puvverben
(70% glicerin, 50 mmoY1 EDTA és 1 mg/ml brémfenol-
kék), és elekiroforézisnek vetjiik ald ~1,0%-os agaréz
gélen, amig akivant ~5,8 kb-s Xbal-BamHI restrikcids
fragmentum vildgosan elkiiloniil a masik emésztési
terméktdl, egy ~600 bp-s Xbal-BamHI restrikcios
fragmentumtdl. Az elektroforézisnek aldvetett DNS
lathatové tételét a gél festésével hajtjuk végre etidi-
um-bromid hig oldatdval (~1 pg/ml), és a gélt hosszii-
hulldmd UV fénynek tessziik ki,

A Kivént fragmentumot behatéroljuk, kimetssziik a
gélbdl ésa ~5,8 kb-s Xbal-BamHI restrikcids fragmen-
tumot kinyerjiik D-Gel DNS elektro-eludld berende-
zési alkalmazva (Epigene, Box 4817, Baltimore,
Maryland 21211) 1ényegében a gyirté Gtmutatdsai
szerint, Két térfogat etanolt adunk a DNS-hez, ame-
lyet az eludlé berendezésbél 500 pl 1 mélliteres
NaCl-ben nyeriink ki. Az igy 1étrejott oldatot ~20 °C
hémérsékleten inkubéljuk ~5 oran 4t, majd centrifu-
giljuk 15.000 fordulat/percnél 20 percen 4t. A DNS

< iiledéket elfszr 70%-os etanollal Gblitjiik, majd
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100%-o0s etanollal sziriijuk és djra szuszpendaljuk

20 pl 0,1X TE pufferben. Ez az oldat képezi a kivnt

~5,8 kb-s Xbal-BamHI restrikciés fragmentumot,

mintegy 2 pg mennyiségben, ezt ~20 “C hémérsékle-

ten taroljuk.

C. A pOG0246 plazmid DNS 1,2 kb-s Ndel-BamHI
restrikcios fragmentumdnak izoldldsa

Mintegy 20 ug pOG0246 plazmid DNS-t, amelyet
a 4.D. példdban allitoitunk eld, teljességig emésztiink
Ndel restrikciés enzimmel olyan reakcibkeverékben,
amely 40 pl 10X Sall puffert, pOGO246 plazmid
DNS-t 20 ul 0,1X TE pufferban, 340 yl vizet, és 10 pl
(~80 egység) Ndel restrikci6s enzimet tartalmaz. A re-
akcikeveréket 37 °C hémérsékleten 90 percen 4t in-
kubéijuk, és az emésztést Ggy vizsgaljuk teljességre,
hogy megbizonyosodunk két restrikcids fragmentum
megjelenésérol vagyis egy ~1,9 kb-s fragmentum és
egy ~3,6 kb-s fragmentum megjelenésérdl ~1%-os
agardz analitikai gélen. A reakci6keveréket CHCly-
mal extrahdljuk, etanollal és NaOAc-cal végzett ki-
csapdssal koncentriljuk és centrifugdldssal dssze-
gytjtjiik.

A DNS iiledéket Gjra szuszpendaljuk 400 pl Sall
pufferban. Mintegy 2 yl (46 egység) BamHI restrikci-
ds enzimet adunk a reakci(l'everékhez, amelyet az-
utdn 37 °C hémérsékleten i-. wubalunk S percen &t. A
restrikci6t CHCl3-mal végz:tt extrahaldssal allitjuk
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le, és a DNS-t etanollal és NaOAc-cel végzett kicsa-
péssal koncentriljuk. A reakcid elérehaladésit az
emésztmény egy alikvotjinak futtatdsival értékeljiik
1%-os analitikai agar6z gélen, és megkeressiik a lehet-
séges restrikciés fragmentumok teljes tartomanyat,
amelyek keletkezhetnek a pOGO0246 plazmid DNS-
enjelen levs BamHI felismer6 helyek egy, kétvagyhé-
rom hasitésdval véletlenszeren. A DNS-t ezutin
elektroforézisnek vetjiik ald 1%-os preparativ agaroz
gélen, amiga kivdnt ~1,2kb-s Ndel-BamHI restrikcids
fragmentum elkiiloniil a tobbi keletkezett Testrikcits
fragmentumokt6l, amelyek kiz6tt taldljuk a BamHIL
restrikciés enzimmel végzett teljes emésztésnél a
~0,20, ~0,47, ~0,58, ~0,65 és ~3,5 kb-s restrikcids
fragmentumokat, mig a BamHI restrikcids enzimmel
végzett nem teljes emésziésnél a ~0,67, ~1,1, ~1,3,
~1,7 &s ~1,9 kb-s restrikeiés fragmentumokat. A ki-
vént ~1,2 kb-s NdeI-BamHI restrikcis fragmentumot
az 5B.példéban lefrtak szerint nyerjiik ki. ADNS ile-
déket Gijra szuszpenddljuk 10 pl vizben és ez képezia
kivént ~1,2 kb-s NdeI-BamHI restrikcids fragmentum
~1 pg-jat.

D.Xbal-Ndel kapcsold megalkotdsa

Két komplementer egyszili DNS fragmentumot
szintetizélhatunk egy automatizilt DNS szintetizild-
berendezésen, majd ezt kovetSen Gsszeforrasztjuk
ezeket 1igy, hogy egy kétszild fragmetum képzGdjék.
Tébb DNS szintetizilé berendezés ismert a szakterii-
leten &s alkalmas ezeknek a fragmentumoknak az el6-
4llitashra. Az egyik ilyen berendezés az ABS 380A
DNS Synthesizer (Applied Biosystems, Inc.). Ezen ki-
viil a fragmentumot hagyoményos médon is eld lehet
4liftani pl. Ttakura és munkatirsai eljirdsival [Scien-
ce, 198], 1056 (1977) és Crea ésmunkatirsai eljarasi-
val [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 5765 (1978)].

Az alabbi kapesolékat szintetiziljuk:

5'-CTAGAGGGTATTAATAATGTATCGCGA
TITAAATAAGGAGGAATAACA-3';és

5*-TATGTTATTCCTCCTTATITAAATCGCGA
TACATTATTAATACCCT-3’

Mintegy 100-100 pikomolt az egyes egyszili DNS
fragmentumokbdl kindzzal kezeliink kiilén-kiilon re-
akcitkeverékekben, amelyek az egyszild DNS frag-
mentumot, 5 pl 10X ligdz puffert, 5 ul Sm&l/1 ATP-
t, annyi vizet, hogy a végs( reakcidtérfogat 50 plre
4lljon be, és 1 ul (~10Richardson egység) T4 polinuk-
leotid kindzt tartalmaznak. A reakcidkeveréket 37 °C
h&mérsékleten 30 percig inkubéljuk. A két reakcidke-
veréket azutdn 90 "C hémérsékletre melegftjiik, majd
hagyjuk Iassan lehiilni 4 °C hémérsékletre, hogy a
komplementer egyszil fragmentumok Ssszeforrasz-
t4sat optimalizaljuk. Az igy1étrejott kettds szAld DNS
fragmentum az alibbi:

Xbal
5'-CTAGAGGGTATTAATAATGTATCGCGA

TTTAAATAAGGAGGAATAACA-3’
3'-TCCCATAATTATTACATAGCGCTAA-
ATTTATTICCTCCTTATIGTAT-S
Ndel
E. A p0G0249 plazmid és az E. coli K12
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JM109/p0G0249 plazmid végsS megalkotdsa

1 ul (0,1 pg) pCZR111 plazmid ~5,8 kb-s Xbal-
BamHI restrikciés fragmentumot, 1 pl p0GO246
plazmid ~1.2 kb-s Ndel-BamHI restrikcios fragmen-
tumot és 1 i szintetikus Xbal-Ndel DNS fragmentu-
mot ligilunk lényegében a 2.C. példaban leirt eljérés
szerint, A ligélt DNS alkotja a kivint p0G0249 plaz-
midot, A p0G0249 plazmid restrikcids hely- és mi-
kidési térképét a mellékelt abrik koziil a 4, dbra mu-
tatja be. AligdlasireakciGkeveréket kompetensE. coli
K12 TM109 sejtekbe (Stratagene) transzformiljuk,
Iényegében a gyartd cég Gitmutatisai szerint, A transz-
formalé keveréket L-agar lemezekre szélesztjik,
amely tetraciklint is tartalmaz (10 pg/ml), ésalemeze-
ket 25 °C—30 "C hémérsékleten inkubéljuk, hogy meg-
akadilyozzuk az 4tirdst a lambda pL promotorbdl. A
kivant transzformansokat tetraciklin-rezisztens feno-
tipusuk, valamint plazmid DNS-iik restrikcis enzi-
mes elemzése alapjan azonositjuk, amely DNS-eket 2
4D.példdban lefrtak szerint dllitunk elo.

6. példa

E. coli 4ltal termelt izopenicillin N szintetdz vizsgd-
lata
A.E. coli K12 JM109/p0G0249 tenyészuése izope-

nicillin N szintetdz aktivitds kifejezddéséhez

E. coli K12 IM109 p0G0249 izolitumot inokuld-
lunk ~5 ml L-tipkdzegbe, amely 10 pg/ml tetraciklint
is tartalmaz, és a tenyészetet levegtn raz6 inkubald
berendezésen inkubaljuk 30 ‘C hémérsékleten ~18
6rén 4t. 1,5 ml-t hasznilunk ebbdl a tenyészetbdl
15ml L-tipkozeg inokulaldséra, amely 10 pl/ml tetra-
ciklint is tartalmaz, és az igy 16trejott tenyészetet 42 °
hémérsékleten 6 6rén 4t inkubaljuk.

6 6ris, 42 °C hémérsékleten végzett inkubalds utin
a tenyészetet centrifugdljuk és a sejtiiledéket Gjra
szuszpenddljuk ~1 m1 IPNS extrahalf pufferban [0,05
mmél/l trisz-HCl (pH= 8,0); 0,01 mol1 KCI; és 0,1%
Triton X-100]. A sejteket ultrahangos kezelésnek vet-
jiik al hat, tizmasodperces 16késsel, amelyeket Soni-
fier Cell Disruptor, Model W-225 berendezéssel idé-
ziink el (Het Systems-Ultrasonics In.c, Plainview,
Long Island, New York), mikro-csicsot alkalmazva.
Az iddkéz az ultrahangos kezelés 16kései koz5tt 30
mésodperc, és a keveréket ennek a munkamenetnek a
sorén jégecetben tartjuk. Az ultrahangos kezelés utin
a sejtkeveréket centrifugdljuk, hogy eltavolitsuk a sej-
tiiledéket, és ezutin ezt a keveréket alkalmazzuk k6z-
vetleniil a vizsgdlatban,
B. Vigsgdlat izopenicillin N szintetdz akeivitdsra

Az itt kovetkezd vizsgdlati munkamenet Shea és
munkatarsai eljirdsabl szdrmazik [J. of Antibiotics
37.(9), 1044-1048 (1984)]. Az izopenicillin N szinte-
taz vizsgilati reakci6t 500 pl dssztérfogatban hajtjuk
végre. Kiinduldsként 1 ml oldatot, amely 1,4 mmél1
8-(L-a-amino-adipil)-L-ciszteinil-D-valint é 3,75
mméll DTT-t tartalmaz, hagyunk reagilni szobah6-
mérséldeten 30 percig, hogy minden dimer tripeptid
monomer forméjiva redukaléd jék. Ekozben kiilonbs-
26 mennyiségi sejtkivonatokat vizzel 350 pl-re higit-
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va 1,5 ml-es cs6vekbe osztunk el. Az egyes cstvekbe
50 ul-es alikvotokat mériink az aldbbi oldatbol:
500 mméll Trisz-HCl (pH= 7,4); 100 mmél/=1 KCI;
100 mmdl1 MgSOy; 2,0 mmél/l FeSO, és 6,7 mmoll
aszkorbinsav. Végiil a tripeptid oldat 100 ul-es alik-
votjait adjuk hozz4 az egyes csovekhez; eza hozzdadds
inditja be a reakcidt. Az egyes cstveket Vortex beren-
dezésen felkeverjiik a szubsztrdtum hozzdaddsakor és
inkubaljuk enyhe keverés mellett szobahGmérsékleten
30-45percig.

Inkubilds utdn 2 150 pl-es mintdt vesziink ki és bio-
16giai vizsgdls (bioassay) lemezek iiregeibe visszik; a
minta megmarad6részéhez 100 egység penicilliniz A~
t adunk. A penicilliniz A-t a Riker’s Laboratories,
Inc.-t6l szerezziik be; ezt az enzimet 100 000 egységet
tartalmaz6 ampullikban hozzék forgalomba, ezt 5 ml
H,0-val rehidraljuk. 5 ml (100 egység) rehidrélt peni-
cilliniz A-t adunk az egyes reakcitkeverékek megma-
radd részéhez, 5 percig hagyjuk reagélni szobahGmér-
sékleten, majd 100 pl-t adunk a biol6giai vizsgdld le-
meziiregeibe azegyes penicillindz A-val kezelt extrak-
tumokbdl. Ezt a panicillindz A kezelést azért végez-
ziik, hogy ellendrizziik azokat a zondkat a biol6giai
vizsgilélemezen, amelyek penicillin jelenlétének és a
nem cefalosporin vagy més szennyezések jelenlétének
tulajdonithaték.

A bioldgiai vizsgdld lemez K131 tdpagarbol all,
amelyet (gy készitiink, hogy feloldunk 30,5 g BBL An-
tibiotic Medium I-et (Bevion Dickinson & Company,
Cockeysville, Maryland) 1 liter ionmentesitett vizben,
forraldssal oldatba vissziik, 70 °C hémérsékletre le-
hiitjiik, majd 35 percen 4t autoklavozzuk 121 °C hé-
mérsékleten és ~10° Pa tobblet nyoméason. A lemeze-
ket beoltjuk Micrococcus luteus (ATCC 9341) friss,
egy éjszakén 4t nétt tenyészetével, 4 ml tenyészetet
alkalmazva 700 ml agarra, A M. luteust K544 folyé-
kony tapkozegen novesztjiik, amely az aldbbiakbol 4ll,
1 liter vizben: 5,0 g Difco pepton; 1,5 g élesztdkivonat;
3,5 g nétrium-klorid; 3,7 g dikalium-foszfat (vizmen-
tes); 1,3 g monokilium-foszfat; 1,5 gDifco marhahis-
kivonat; az oldatot felforraljuk, lehitjiik 25 ‘Chémér-
sékletre, 1 n HCl-lel vagy 1 n NaOH-val pH-jit 7,0-ra
allitjuk be, majd 20 percen 4t autokldvozzuk 121 °C
hémérsékieten és ~10° Pa tobbletnyoméson felhasz-
nalas eldtt. A beoltott agart 100x15 mm-es lemezekre
teritjiik el, lemezenként 15ml beoltott agart hasznélva
fel. Az iiregeket igy alakitjuk ki, hogy szivast alkalma-
zunk, eldobhat6 5 mi-es pipettakat alkalmazva; min-
den iireg 10 mm dtmérdji.

Miutén a lemezeket elkészitettlik és a mintdkat az
iiregekbe szétosztottuk, a lemezeket 37 °C homérsék-
letli inkubdtorba helyezziik 18 6rara. A. vizsgilati
eredményeket Ggy hatirozzuk meg, hogy megmérjiik
afeltisztult teriiletek 4tmérGjét az egyes minta-iiregek
koriil; ezek a feltisziult teriiletek annak eredménye-
képpen alakulnak ki, hogy a Micrococcus luteus nem
képes novekedni, amikor penicillin van jelen,

A vizsgilati eredmények azt demonstraljik, hogy
azE, coliK12 RV308/p0G0249 transzformansok fe-
jeznekki izopenicillin N szintetdz aktivitast.
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SZABADALMIIGENYPONTOK

1.Eljaras Streptomyces lipmanii IPNS aktivitas ki-
fejezésére rekombinins E. coli gazdasejtekben, azzal
Jellemezve, hogy

(1) E. coli gazdaseitet, egy E. coli gazdasejtben mii-
kbdGképes promotort és transzlacios aktivald szekven-
ciat és a promotor utin egy Streptomyces lipmanii izo-
penicillin N szintetdzt kddold DNS szekvenciat tartal-
mazd rekombinins DNS kifejezd vektorral transzfor-
malunk, és

(2) az (1) 1épésben transzformilt gazdasejtet te-
nyésztjiik.

2.Az 1.igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy az alabbi aminosavgyk szekvencidt kodold DNS-
szekvenciat alkalmazzuk:

H,N-Met Pro Val Leu Met Pro Ser Ala Asp Val Pro
Thrlle Asp .

Tle Ser ProLeuPhe Gly Thr AspProAspAlaLysAla
His Val

Ala Arg Gln Ile Asn Glu Ala Cys Arg Gly Ser Gly
PhePhe Tyr

Ala Ser His His Gly Ile Asp Val Arg ArgLeu Gln Asp
Val Val

Asn Glu Phe His Arg Thr Met Thr Asp Gln Glu Lys
His AspLeu )

AlalleHis Ala Tyr Asn Glu Asn Asn Ser His Val Arg
Asn Gly

Tyr Tyr Met Ala Arg Pro Gly Arg Lys Thr Val Glu
Ser Trp Cys

Tyr Leu Asn Pro Ser Phe Gly Glu Asp His Pro Meg
TeLysAla

Gly Thr Pro Met His Glu Val Asn Val Trp Pro Asp
GluGluArg

His Pro Asp Phe Arg Ser Phe Gly Glu Gln Tyr Tyr
ArgGluVal

Phe ArgLeu Ser Lys Val Leu Leu Leu Arg Gly Phe
AlaleuAla

Leu Gly Lys Pro Glu Glu Phe Phe Glu Asn Glu Val
Thr Glu Glu

Asp Thr Leu Ser Cys Arg Se rLeu Met lle Arg Tyr
ProTyrLeu

AspProTyrPro Glu Ala Alalle Lys Thr Gly Pro Asp
Gly Thr

Arg Leu Ser Phe Glu Asp His Leu Asp Val Ser Met
Xle Thr Val

Leu Phe Gln Thr Glu Val Vin Asn Leu Gin Val Glu
Thr Val Asp

Gly Trp Bln Ser Leu Pro Thr Ser Gly Glu Asn Phe
LeulleAsn

Cys Gly Thr Tyr Leu Gly Tyr Leu Thr Asn Asp Tyr
PheProAla .

Pro Asn His Arg Val Lys Tyr Val Asn Ala Glu Arg
Leu SerLeu '

Pro Phe Phe Leu His Ala Gly Gin Asn Ser Val Met
LysProPhe

His Pro Glu Asp Thr Gly Asp Arg Lys Leu Asn Pro
AlaVal Thr

Tyr Gly Glu Tyr Leu Gln Gln Gly Phe His Ala Leu
Tle AlaLys

17
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AsnVal Gln Thr-COOH

ahol ALA jelentése alanin gyok, ARG jelentése ar-
ginin gy&k, ASN jelentése aszparagin gyok, ASP jelen-
tése aszparaginsav gyok, CYS jelentése cisztein gyok,
GLN jelentése glutamin gydk, GLU jelentése gluta-
minsav gyok, GLY jelentése glicin gydk, HIS jelentése
hisztidin gyok, H,N- jelentése az amino-terminalis,
ILE jelentése izoleucin gydk, LEU jelentése leucin
gydk, LYS jelentése lizin gyok, MET jelentése metio-
nin gydk, PHE jelentése fenilalanin gydk, PRO jelen-
téseprolin gydk, SER jelentése szerin gySk, THR jelen-
tése treonin gyok, TRP jelentése triptof4n gyok, TYR
jelentése tirozin gyGk, és VAL jelentésevalin gyok.

3. Az 1.vagy 2. igénypont szerinti eljarés, azzal jel-
lemezve, hogy az alibbi DNS szekvenciit tartalmazd
DNS-szekvencidtalkalmazzuk:

5. ATGCCTGTCCTGATGGCGTCGGCCGAC
GTGCCGACGATCGACATCTCCCCCCIGTICG
GG

ACCGACCCGGACGCCAAGGCGCACGTCG -
CGCGGCAGATCAACGAGGCCIGCCGCGGIT
CG

GGCTICTICTACGCCTCCCACCACGGCATC
GACGIGCGGCGGCTGCAGGACGTGGTCAAC

GAGTTICCACCGGACCATGACCGACCAGGA
GAAGCGACCTGGCGATCCACGCGTACAAC

GAGAACAACTCGCATGTGCGCAACGGTT
ATTACATGGCCCGCCCGGCCGGAAGACCGTC

GAGTCCTGGTGCTACCTGAACCCGTCGTT
CGGCGAGGACCACCCGATGATCAAGGCCG
GG

ACGCCGATGCACGAGGTGAACGTCIGGC
CGGACGAGGAACGCCATCCGGACTICCGGT
cc

TICGGCGAGCAGTACTACCGCGAGGTGTT
CCGGCICTCGAAGGTGCIGCTIGCIGCGGGC

TTCGCGCIGGCGCICGGCAAGCCGGAGG
AGTICTICGAGAACGAGGTCACCGAGGAG
GAC

ACCCICTCCTIGCCGATCICIGATGATCCGG
TACCCGTACCTGGATCCGTACCCGGAAGCG

GCGATCAAGACGGGCCCGGACGGCACCA
GGCTCAGCTTCGAGGACCACCTCGACGTGT
CG

ATGATCACCGTCCIGTTCCAGACCGAGGT
GCAGAACCTCCAGGTCGAGACGGTGGACG
GG

TGGCAGAGCCIGCCGACGTCCGGGGAGA.
ACTTCCTGATCAACTGCGGCACCTACCICGGG

TACCTCACGAACGACTACITCCCGGCCCC
CAACCACCGGGTCAAGTACGTCAACGCGGAA

CGCCIGTCCCTGCCGTTICTICCTCCACGCC
GGGCAGAACAGCGTGATGAAGCCGTTICCAC

CCGGAGGACACCGGCGACCGGAAGCTCA
ACCCGGCCGTCACGTACGGGGAGTACCIGA
CAA

GAGGGCTTCCACGCGCIGATCGCGAAGA
ACGTCCAGACC-3'

ahol A jelentése dezoxi-adenil, G jelentése dezoxi-
guanil, C jelentése dezoxi-citidil és T jelentése timidil
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csoport.

4. Fljarés rekombinins DNS vektor elgallitasara,
azzal jellemezve, hogy egy DNS-vektorba beépitiink

a) egy E. coli gazdasejtben miikdd6képes promotort
&s aktivaci6s szekvenciit, és

b) a promotor utén egy Streptomyces lipmanii IPNS-
tkddol6 DNS-szekvenciat.

5. A 4. igénypont szerinti eljérs, azzal jellemezve,
hogy azIPNS aktivitist k6dol6 DNS szekvenciaként az
alibbi aminosav-szekvenciit kédold DNS-t alkalmaz-
zuk:

H,N-Met Pro Val Leu Met Pro Ser Ala AspValPro
ThrIle Asp

Tle Ser ProLeuPhe Gly Thr AspProAsp AlaLys Ala
HisVal

Ala Arg Gln Tle Asn Glu Ala Cys Arg Gly Ser Gly
PhePhe Tyr

Ala Ser His His GlyTle Asp Val Arg ArgLeu Gin Asp
Val Val

Asn Glu Phe His Arg Thr Met Thr Asp Gln GluLys
His AspLeu

AlalleHis Ala Tyr Asn Glu Asn Asn Ser His Val Arg
AsnGly

Tyr Tyr Met Ala Arg Pro Gly Arg Lys Thr Val Glu
Ser Trp Cys

Tyr Leu Asn Pro Ser Phe Gly Glu Asp His ProMeg
TleLysAla

Gly Thr Pro Met His Glu Val Asn Val Trp Pro Asp
GluGluArg

His Pro Asp Phe Arg Ser Phe Gly Glu Gln Tyr Tyr
ArgGluVal

Phe ArgLeu Ser Lys Val Leu LeuLeu Arg GlyPhe
AlaLeuAla

Leu Gly Lys Pro Glu Glu Phe Phe Glu Asn Glu Val
Thr Glu Glu

Asp Thr Leu Ser Cys Arg Se rLeu Met Tle Arg Tyr
ProTyrLeu

AspProTyr ProGlu Ala AlaTleLys Thr GlyProAsp
Gly Thr

ArgLeu Ser Phe Glu Asp His Leu Asp Val Ser Met
Tle Thr Val

Leu Phe Gin Thr Glu Val Vin Asn Leu Gln Val Glu
Thr Val Asp

Gly Trp Bln Ser Leu Pro Thr Ser Gly Glu Asn Phe
Leulle Asn

Cys Gly Thr Tyr Leu Gly Tyr Leu Thr Asn Asp Tyr
PheProAla

Pro Asn His Arg Val Lys Tyr Val Asn Ala Glu Arg
LeuSerLeu

Pro Phe Phe Leu His Ala Gly Gln Asn Ser Val Met
LysProPhe

His Pro Glu Asp Thr Gly Asp Arg Lys Leu Asn Pro
AlaVal Thr

Tyr Gly Glu Tyr Leu Gln Gln Gly Phe His Ala Leu
TeAlaLys

AsnValGln Thr -COOH

ahol ALA jelentése alanin gySk, ARG jelentése ar-
ginin gyok, ASN jelentése aszparagin gydk, ASP jelen-
tése aszparaginsav gyok, CYS jelentése cisztein gyok,
GLN jelentése glutamin gyok, GLU j elentése gluta-




1 HU 204091 B 2

minsav gyok, GLY jelentése glicin gydk, HIS jelentése
hisztidin gydk, H)N- jelentése az amino-termindlis,
ILE jelentése izoleucin gyok, LEU jelentése leucin
gyok, LYS jelentése lizin gytk, MET jelentése metio-

nin gy6k, PHE jelentése fenilalanin gyk, PRO jelen-
tése prolin gyok, SER jelentése szerin gyok, THR jelen-
tése treonin gydk, TRP jelentése triptofan gyok, TYR
jelentése tirozin gydk, és VAL jelentése valin gyok.
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HU 204091 B
Int,CL5: C12N 15/31

A, dbrma

A p0G0239 plazmid restrikcids helyei és funkciondlis térképe
| (5500 bp)

EcoRI-MCS




HU 204091 B
Int.CL5: C12N15/31

L. oo

A pOGO246 plazmid restrikeids helyei és funkciondlis térképe
(5.500 bp)

Ndel EcoRI-MCS

MCS-HindIII




HU 204091 B
Int.CLS: C12N 1531

%, Sty

A pOZR111 plazmid restrikeids helyei és funkciondlis térképe

Hpal HindIII




HU 204091 B
Int.CL3: C12N 1531

\'\.&bcd '

A pOGO249 plazmid pestrikeids helyei és funkciondlis térképe

BamHI

HindIII
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