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(57) KIVONAT

Eljaras Cephalosporium sejt transzformalasara

A taldlmény térgya eljérds Cephalosporium gazdasej-
tek transzformé4ldséra, melynek sordn

1) higromicin-foszfotranszferdzt k6dol6 szakaszt €s
ennek kifejezédését elGsegitd modon elhelyezett Sac-
charomyces cerevisiae transzkripcids és transzlécios
aktivald szakaszt és autoném replikdci6t lehetGvé teve
szakaszt vagy a gazdagenommal homoldg régi6t tar-
talmazé rekombinins DNS-vektort juttatak Cepha-
losporium gazdasejtbe és

2) az emlitett gazdasejtet higromicint tartalmaz6
tépkozegben novesztik.

A letrds terjedelme: 32 oldal (ezen beliil 8 lap dbra)
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A jelen taldlmény térgya eljirés a cefalosporintermeld
gombsk genetikai, transzformélésira. Jelenleg vildg-
szerte a Cephalosporium acremonium torzset hasznél-
jik a gyéarté fizemekben a cefalosporin-C, a klinikai
gyakorlatban fontos cefém antibiotikumok kiindulési
anyaga gyArtiséra. A genetikai transzformaciés rend-
szer lényege a megfeleld transzformici6s kortlmé-
nyek, valamint a Cephalosporium acremoniumban és
rokon fajokban gének bejuttatfsat és kifejezGdését le-
hetdvé tevS rekombindns DNS-k16noz6 vektorok. Az
ilyen bejuttatds eredményeképpen dj genotipusii — a
transzforménsokban meglevs, de a transzformélatlan
sziil6kbo]1 hinyz6 — Cephalosporium transzforméanso-
kat 4llitunk el6.

Ez idéig a rekombindns DNS-technolégia kifej-
lesztése &s kihaszn4ldsa késést szenvedett és kiilénd-
sen nehéz volt a Cephalosporium és rokon fajoknél a
rekombinins DNS-kl6nozé vektorok és a transzfor-
méciés médszerek hinya miatt. Tény, hogy a jelen
taldlmény elétt a Cephalosporiumot nem sikeriilt
transzform4lni vagy a rekombinéns DNS-technikéval
manipuldlni. A jelen taldlmény alkalmazhat6 a Cep-
halosporiumokra 4ltalsban, eziltal lényeges eléreha-
ladé4st jelent a szakteriileten.

A jelen taldlmény szerinti eljirdsban alkalmazoft
vektorok kiilondsen hasznosak, mivel viszonylag kicsi-
nyek, sokoldaldak és barmely olyan Cephalosporium
sejtbe transzformélhatck és ott szelektélhat6k, amelyik
érzékeny arra az antibiotikumra, amelyre val6 rezisz-
tencist hordoz az adott vektor. Mivel sz4mos, a klinikai
gyakorlatban fontos cefalosporin antibiotikumot a
Cephalosporium acremonium metabolitjabél, a cefa-
losporin-C-bél 4llitanak el6, kivédnatos olyan klénozé
médszerek és vektorok kifejlesztése, melyek hasznédl-
hat6k ennél az iparilag fontos mikroorganizmusnél. A
jelen taldlmény olyan médszereket és vektorokat nytjt,
melyek teljes géncsoportok Cephalosporium fajokban
val6 kl6nozasat teszik lehet6vé, akar ismert antibioti-
kumok termelésének novelése, akér iij antibiotikumok
és antibiotikum-sz4rmazékok elGallitisa c€ljabol.

A jelen tallmény szerinti eljérds nemesak vektoro-
kat &s DNS-kl6nozési médszereket nyijt Cephalospo-
rium gazdasejtek sz4méra, hanem médszert is a transz-
forménsok egyszerd szelekt4lésra. Mivel a transzfor-

méci6 igen alacsony gyakorisigd esemény, gyakorlati

szitkségszerdsége van annak, hogy meghatérozzuk a
sejtek milli6i kozil, melyik tartalmazza a vektor DNS-
t. Ez azért fontos, mert a vektorokba nem szelektdlhat6
DNS-szakaszokat épithetiink, és a transzformécié utdn
a DNS-t tartalmaz6 sejteket megfeleld szelekci6s m6d-
szerekkel izoldlhatjuk.

Az alabb ismertetett szabadalmi lefrdsban a kovetke-
26 szakkifejezéseket alkalmazzuk.

Rekombindns DNS-klénozé vektor — bérmely a kro-
mosz6méba val6 beépiilésre vagy autoném replikdci6-
ra alkalmas 4gens, ideértve, de nem korlétozva magun-
kat a plazmidokra, amely olyan DNS-molekula, mely-
hez egy vagy t6bb DNS-szakaszt adhatunk.

Transzformdlds — DNS bejuttatdsa befogad6 gazda-
sejtbe. . '
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Transzformdns — transzforméci6n Atesett befogad6
gazdaseijt.

Restrikcids fragment — birmely egy vagy tobb rest-
rikci6s enzim hatéséra keletkezd linedris DNS-frag-
ment.

Transzkripcids aktivdlészakasz — 2 DNS-nek messen-
ger RNS-sé (mRNS) val6 Atirds4t kédolé DNS-szakasz.

Transgldcids aktivdlészakasz — a mRNS-nek poli-
peptiddé val6 leforditését kédold DNS-szakasz.

Funkciondlis polipeptid — kinyerhetd, biol6giailag
aktiv, teljes egészében heterol6g vagy homoldg poli-
peptid vagy prekurzor; kinyerhet6, biol6giailag aktiv
polipeptid, mely egy heterolég polipeptidet és egy ho-
molég polipeptidet vagy annak egy részét tartalmazza;
vagy egy kinyerhetd, biol6giailag inaktiv fiizi6s poli-
peptidet, amely egy heterolog polipeptidet és egy spe-
cifikusan lehasithaté biolégiailag inaktivélé homolég
polipeptidet tartalmaz.

Filzids géntermék - kinyerhet heterolog polipeptid,
amely egy fehérjével vagy homol6g polipeptiddel ké-
pez fiizi6s terméket.

Gazdasejt — transzforméldsra alkalmas sejt, ideértve
az 616 protoplasztokat.

Az dbrék lefrdsa
1. 4bra — A pIT221 plazmid restrikci6s térképe
2. ibra — A pIT123 plazmid restrikci6s térképe
3, bra — A pIT143 plazmid restrikei6s térképe
4, fbra — A pIT213 plazmid restrikci6s térképe
5. &bra — A pPS1 plazmid restrikci6s térképe
6. &bra — A pIT220 plazmid restrikci6s térképe
7. ibra — A pIT219 plazmid restrikci6s térképe
8. 4bra — A pPS6 plazmid restrikcids térképe.
A jelen taldlmény térgya eljérds Cephalosporium
gazdasejt transzforméldséra, azzal jellemezve, hogy
- 1) rekombindns DNS-kI6nozé vektort juttatunk Cep-
halosporium gazdasejtbe, és az emlitett vektor a hig-
romein-B foszfotranszferézt k6dol6 szakasz kifejez6-
dését bizfositd, Saccharomyces cerevisiae transzkrip-
ci6s és transzldci6s aktivil6szakaszt tartalmaz, és
2) az emlitett gazdasejtet az emlitett DN S-vektormo-
lekulénak az emlitett gazdasejtben val6 fennmaradé-
st biztosit6 szelektiv koriilmények kozott novesztjik.
A rekombinéns kl6noz6 vektor tartalmazhat tovbba
egy vagy tobb
1) Cephalosporiumban mikod6 autoném replikécids
szakaszt,
2) Escherichia coli replikici6s orig6t és egy Escheri-
chia coliban szelektdlhaté fenotipust biztosité sza-
kaszt,
3) Cephalosporium riboszomélis génszakaszt,
4) Cephalosporium funkcionslis polipeptidet kédol6
szakasz kifejez6dése céljabol megfeleld helyre helye-
zett transzkripci6s és transzldci6s aktivélészakaszt €s
5) Streptomyces replikéci6s origt és egy Streptomy-
cesben szelekt4lhat6 fenotipust biztosits szakaszt.
A talslm4ny foglalkozik tovabb4 az alabb ismertetett
médszer végrehajtisanal alkalmazott, fent emlitett re-
kombindns DNS-klénozé vektorral és a keletkez

transzforménsokkal.
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A jelen taldlmény lehetGvé teszi a Cephalosporium
sejtek genetikai transzformélését, midltal 4] genotipust
transzformansokat 4llitunk eld. Ezek a transzformén-
sok polipeptideket kédol6 DNS-szakaszokat, szabélyo-
26 DNS-molekuldkat vagy struktirdlis ribonukleinsav-
molekuldkat k6dolé DNS-szakaszokat tartalmazé vek-
tor bejuttatdsa eredményeképpen jonnek létre. A jelen
médszer, vektorok és transzformAci6s koriilmények
kiilénosen j6! haszndlhatok természetes vagy megvél-
toztatott idegen vagy Cephalosporium DNS kl6nozésé-

ra és kifejezésére. A megvéltozott Gsszetételd szaka-
szokat a klénozott természetes szakaszoknak standard
rekombin4ns DNS-technikdkkal val6 in vitro médosi-
tasdval kaphatjuk.

A jelen transzformAci6s eljéras sordn alkalmazott min-
den egyes vektor tartalmaz a Cephalosporiumban szelek-
talhat6 tulajdonsdgot kédold szakaszt. Egy elnyben ré-
szesitett szakasz, melyet az aldbbiakban illusztrécids cél-
lal mutatunk be, higromicin-B-foszfotranszferdzt kédol

10 és Osszetétele a kovetkezd:

Rm
R!m
LYS

R2n CCT GAA CTC ACC GCG ACG TCT GTC GAG AAG TIT CTG

R3n GGA CTT GAG TGG CGC TGC AGA CAG CTC TTC AAA GAC
LYS PRO GLU LEU THR ALA THR SER VAL GLU LYS PHE LEU

ATC GAA AAG TTC GAC AGC GTC TCC GAC CTG ATG CAG CTC

TAG CIT TIC AAG CTG TCG CAG AGG CTG GAG TAC GTC GAG
ILE GLU LYS PHE ASP SER VAL SER ASP LEU MET GLN LEU

TCG
AGC
SER

GGA
CCT
GLY
GAT
CTA
ASP

GCG

CGC
ALA

‘TCG GCC

AGC CGG
SER ALA

GCA
CGT
ALA
AGC

TCG
SER

GAA TIC

CIT AAG
GLU PHE

GGG

ccc
GLY

CGT

GCA
ARG
GAA
CTT

GLU
GAT

CTA
ASP

GCA
CGT
ALA
CTG

GAC
LEU

GCG
CGC
ALA

CAG
GTC
GLN
CccC

GGG
PRO

GGT
CCA
GLY
GCT

CGA
ALA

GIC
CAG
VAL
GIT

CAA
VAL

ACG TIG
TGC AAC
THR LEU
CTG CAG

GAC GTC
LEU GLN

CAA
GTT
GLN
CCG

GGC
PRO

GAG GGC GAA GAA TCT CGT GCT TTC AGC TIC GAT GTA
CTC CCG CTIT CIT AGA GCA CGA AAG TCG AAG CTA CAT
GLU GLY GLU GLU SER ARG ALA PHE SER PHE ASP VAL
GGG CGT GGA TAT GTC CTG CGG GTA AAT AGC TGC GCC
CCC GCA CCT ATA CAG GAC GCC CAT TTA TCG ACG CGG
GLY ARG GLY TYR VAL LEU ARG VAL ASN SER CYS ALA
GGT TTC TAC AAA GAT CGT TAT GTT TAT CGG CAC TIT

CCA AAG ATG TIT CTA GCA ATA
GLY PHE TYR LYS ASP ARG TYR VAL TYR ARG HIS PHE

CAA ATA GCC GTG AAA

CTC CCG ATT CCG GAA GTG CIT GAC AIT
GAG GGC TAA GGC CIT CAC GAA CIG TAA
LEU PRO ILE PRO GLU VAL LEU ASP ILE
GAG AGC CIG ACC TAT TGC ATC TCC CGC

CTC TCG GAC TGG ATA ACG TAG AGG GCG
GLU SER LEU THR TYR CYS ILE SER ARG

GAC CIG CCT GAA ACC
CTG GAC GGA CIT TGG
ASP LEU PRO GLU THR
GTC GCG GAG GCC ATG

CAG CGC CTC CGG TAC
VAL ALA GLU ALA MET

ATC GCT GCG GCC GAT CIT AGC CAG ACG AGC GGG

TAG CGA CGC CGG CTA GAA TCG GTC TGC TCG CCC
ILE ALA ALA ALA ASP LEU SER GLN THR SER GLY
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TIC GGC CCA TIC GGA CCG CAA GGA ATC GGT CAA TAC ACT
AAG CCG GGT AAG CCT GGC GIT CCT TAG CCA GIT ATG TGA
PHE GLY PRO PHE GLY PRO GLN GLY ILE GLY GLN TYR THR
ACA TGG CGT GAT TIC ATA TGC GCG ATT GCT GAT CCC CAT
TGT ACC GCA CTA AAG TAT ACG CGC TAA CGA CTA GGG GTA
THR TRP ARG ASP PHE ILE CYS ALA ILE ALA ASP PRO HIS
GTG TAT CAC TGG CAA ACT GTIG ATG GAC GAC ACC GTC AGT
CAC ATA GIG ACC GIT TGA CAC TAC CIG CIG TGG CAG TCA
VAL TYR HIS TRP GLN THR VAL MET ASP ASP THR VAL SER
GCG TCC GIC GCG CAG GCT CTC GAT ‘GAG CIG ATG CIT TGG
CGC AGG CAG CGC GIC CGA GAG CTA CIC GAC TAC GAA ACC
ALA SER VAL ALA GLN ALA LEU ASP GLU LEU MET LEU TRP
GCC GAG GAC TGC CCC GAA GTC CGG CAC CIC GTIG CAC GCG
CGG CIC CIG ACG GGG CIT CAG GCC GIG GAG CAC GTIG CGC
ALA GLU ASP CYS PRO GLU VAL ARG HIS LEU VAL HIS ALA
GAT TTIC GGC TCC AAC AAT GTC CTG ACG GAC AAT GGC CGC
CTA AAG CCG AGG TIG TTA CAG GAC TGC CIG TTA CCG GCG
ASP PHE GLY SER ASN ASN VAL LEU THR ASP ASN GLY ARG
ATA ACA GCG GTC AIT GAC TGG AGC GAG GCG ATG TTC GGG
TAT TGT CGC CAG TAA CIG ACC TCG CIC CGC TAC AAG CCC
ILE THR ALA VAL ILE ASP TRP SER GLU ALA MET PHE GLY
GAT TCC CAA TAC GAG GIC GCC AAC ATC TIC TIC TGG AGG
CTA AGG GIT ATG CIC CAG CGG TIG TAG AAG AAG ACC TCC
ASP SER GLN TYR GLU VAL ALA ASN ILE PHE PHE TRP ARG
CCG TGG TIG GCT TGT ATG GAG CAG CAG ACG CGC TAC TTC
GGC ACC AAC CGA ACA TAC CTC GIC GIC GIC GCG ATG AAG
PRO TRP LEU ALA CYS MET GLU GLN GLN THR ARG TYR PHE
GAG CGG AGG CAT CCG GAG CIT GCA GGA TCG CCG CGG CIC
CTC GCC TCC GTA GGC CIC GAA CGT CCT AGC GGC GGC GAG
GLU ARG ARG HIS PRO GLU LEU ALA GLY SER PRO ARG LEU
CGG GCG TAT ATG CIC CGC ATT GGT CIT GAC CAA CIC TAT
GCC CGC ATA TAC GAG GCG TAA CCA GAA CIG GIT GAG ATA
ARG ALA TYR MET LEU ARG ILE GLY LEU ASP GLN LEU TYR
CAG AGC TIG GIT GAC GGC AAT TIC GAT GAT GCA GCT TGG
GTC TCG AAC CAA CIG CCG TTA AAG CTA CTA CGT CGA ACC
GLN SER LEU VAL ASP GLY ASN PHE ASP ASP ALA ALA TRP
GCG CAG GGT CGA TGC GAC GCA ATC GIC CGA TCC GGA GCC

CGC GIC CCA GCT ACG CIG CGT TAG CAG GCT AGG CCT CGG
ALA GLN GLY ARG CYS ASP ALA ILE VAL ARG SER GLY ALA



GGG ACT GIC
CCC TGA CAG
GLY THR VAL
GCC GTIC TGG
CGG CAG ACC
ALA VAL TRP

AGT GGA AAC

TCA CCT TIG GCT

GGG CGT
CCC GCA
GLY ARG
ACC GAT
TGG CTA
THR ASP
CGA CGC

GCG
ARG

ACA
TGT
THR
GGC
CCG
GLY
ccC

GGG
PRO
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CAA ATC GCC CGC
GTT TAG CGG GCG
GLN ILE ALA ARG
GTA

CAT
VAL

GTA GAA

CAT CIT
VAL GLU

TGT
ACA
CYs
ACT CGT

TGA GCA
THR ARG

CCG

GGC
PRO

AGC

TCG
SER

AGA AGC GCG
TCT TCG CGC
ARG SER ALA
CTC GCC GAT
GAG CGG CTA
LEU ALA ASP
AGG GCA AAG

TCC CGT TIC
ARG ALA LYS

SER GLY ASN ARG

GAA R*

CIT R
GLU,

ahol

A jelentése dezoxi-adenil,

G jelentése dezoxi-guanil,

C jelentése dezoxi-citidil,

T jelentése timidilcsoport;

R és R, csoportok jelentése egyméstdl fiiggetleniil
lizint k6dol6 dezoxiribonukleotid-triplettek,

R; és Rs olyan dezoxiribonukleotid-triplettek, me-
lyekben a bézisok az R és Ri-ben szereplS bazisok
komplementerei,

m és n=0 vagy 1, azzal a korl4toz4ssal, hogy ha n=0,
akkor m=0 és ha m=1, akkor n=1,

R4 transzldciés stopkodont kédol6 dezoxiribonukle-
otid- triplett,

R;s az Ry bézisokkal komplementer bézisokat tartal-
mazé dezoxiribonukleotid-triplett.

A fenti DNS-sel kédolt aminosavak az alébbi jelzé-
seket kapjék:

MET: metionin,

LYS: lizin,

PRO: prolin,

GLU: glutaminsav,

LEU: leucin,

THR: treonin,

ALA: alanin,

SER: szerin,

VAL: valin,

PHE: fenil-alanin,

ILE: izoleucin,

GLY: glicin,

ASP: aszparaginsav

GLN: glutamin,

ARG: arginin,

CYS: cisztein,

TRP: triptofén,

ASN: aszparagin,

HIS: hisztidin,

TYR: tirozin.

A fenti szakaszt, melyben R, R, Rz, R3, R4 és Rs
jelentését a genetikai kéd hatdrozza meg (Watson, J.
D., 1976. Molecular Biology of the Gene, W. A. Benja-
min, Inc., Menlo Park, California), szokésos médon a
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médositott foszfor-észter-médszerrel szintetizdlhatjuk,
teljesen védett tridezoxinukleotid-elemek felhaszndld-
séval. Ezek a szintetikus mddszerek jol ismertek a
szakteriileten és lényegében Itakura és munkatérsai
[Science, 198, 1056 (1977)], valamint Crea és munka-
thrsai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 5765 (1978)]
eljardsaval hajthatk végre. A szakember szdméra nyil-
vanval6, hogy a fenti illusztrativ DNS-szakasz 4ltal
kédolt aminosavakkal azonos aminosavakat kédold,
més DNS-szakaszok is szintetiz4lhat6k,

Ezek az eltér6 DNS-szakaszok a genetikai kéd dege-
neréltsdgat mutatjak, és egymdssal helyettesithetdk, va-
lamint haszn4lhat6k a jelen taldlmény céljaira.

A fent emlitett DNS-szakaszok 1014 bazisparbél
(mw=n=0), 1017 bézispirb6l (m=0, n=1) vagy 1020 bézis-
pérb6l (m=1, n=1) 4llnak, és ennek megfelelen a higro-
micin-B-foszfotranszferdz utols6 338, 339 vagy 340 ami- -
nosavit kédoljik. A tovdbbiakban ezeket a DNS-szaka-
szokat ,,HPT-szakaszok” néven emlitjiik. A fent emlitett
szakaszok 4ltal kédolt higromicin-foszfotranszferdz ami-
nosavait — a tovibbiakban csak ,,HPT-polipeptidek” né-
ven emlitjiik — is specifikltuk a fentiekben, ez a peptid a
higromicin-B foszforilezését katalizélja. Ennek az enzi-
mes reakciénak és termékének részletes lefrdsdt Rao és
munkatirsai k6zolték [Antimikrob. Ag. Chemother., 24,
689 (1983)]. Mig a higromicin-B magnéziumion tévollé-
tében letélis a Cephalosporiumra, a higromicin-B foszfo-
rilezett szdrmazéka nem letélis, elhanyagolhaté hatisa
van csak. Igy ha az egyik HPT-polipeptidet kédol6 sza-
kasz kifejez6dik egy Cephalosporiumban, példaul Cep-
halosporium acremoniumban, akkor a sejtek rezisztenssé
vélnak higromicin-B-re.

A jelen eljirdsban hasznélt rekombinins DNS-ki6-
noz6 vektorokat részben az jellemzi, hogy Cephalos-
poriumban mdkdd6 autoném replikdci6s szakaszt
(ARS) tartalmaznak. Ha vektor ARS-t tartalmaz, ez
megndveli a Cephalosporium genetikai transzforméci-
6jénak gyakorisagit. Ezt gy igazoltuk, hogy egy
ARS-tartalmit plazmiddal, péld4ul pIT221-gyel kapott
transzform4ci6s frekvencidt hasonlitjuk a megfeleld
dezARS-plazmiddal kapotthoz. A pIT221 plazmid
(l4sd 1. 4bra) tartalmaz (tobbek kozott)
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1) egy HPT DNS-szakaszt,

2) egy E.coli replikéci6s origét,

3) egy E.coli-ban szelektélhatd, fenotipust kédol6
DNS-szakaszt és :

4) egy Cephalosporiumban mikéd6 ARS-t.

A pIT221 plazmidot jellemzi tovabbé, hogy egyetlen
SphI restrikicés hasitési helyet tartalmaz a fent emlitett
szakaszokon kiviil és hogy egy ~0,3 kb méretd Smal
fragmentet is kivighatunk beldle, vagy helyettesithe-
tiink anélkiil, hogy valamelyik funkci6jt elvesztenénk.
J6llehet az E.coli-ban szelektslhaté fenotipust k6dol6
DNS-szakasz a bemutatott pIT221 plazmidban ampi-
cillin-rezisztencist k6dol, ezt més, szelektélhatd szaka-
szokkal helyettesithetjiik. Az ilyen szakaszok lehetnek
példéul tetraciklin, Kloramfenikol, apramicin és ha-
sonlé rezisztencist k6dol6 gének, melyek elérhetdk a
szakemberek szdméra.

A Cephalosporiumban mik6ds ARS-t dgy hatéroz-
zuk meg, hogy az autoném replikdcié képességét hor-
dozza alacsonyrendd eukari6taban. Ezt dgy igazoljuk,
hogy egy olyan ARS-t tartalmazé plazmid autoném
replikici6jét figyeljik meg alacsonyrendd eukari6té-
ban. Példéul Saccharomyces cerevisiae-ben, amely az
adott szervezetben egyébként replikél6dni nem képes
plazmidb6l szérmazik. J6llehet a Cephalosporium
ARS funkci6jit kényelmesen ellendrizhetjik Saccha-
romyces cerevisiae-ben, a vizsgélat céljéra elényben
részesitett alacsonyrendd eukari6taszervezet a Cepha-
losporium acremonium. Azért részesitjik elényben a
Cephalosporium acremoniumot, mivel a Saccharomy-
ces cerevisiae-ben kimutatott ARS-ek koziil csak kevés
képes a genetikai transzformici6 gyakorisigénak no-
velésére Cephalosporium acremoniumban. A bemuta-
tott pIT221 plazmid esetébnen a Cephalosporium ARS
funkci6jét vizsgaltdk élesztében [Skatrud and Queener,
Current Genetics, 8, 155-162 (1984), és Tudzynski and
Esser, Current Genetics, 6, 153 (1982)], és azt is kimu-
tattsk, hogy noveli a Cephalosporium acremonium
transzforméci6s képességét. A pPS5 plazmidbél, me-
lyet Ggy 4llitunk el6, hogy a pIT221-bdl eltdvolitjuk a
~1,9 kb PstI fragmentet, hidnyzik az ARS, és kimutat-
tak, hogy csak igen kis gyakorisiggal képes a Cepha-
losporiumot transzformélni. Ennélfogva a jelen taldl-
mény céljaira elényds az ARS-komponens jelenléte.

A pIT221 plazmid azzal jellemezhet6 még, hogy a
foszfoglicerdt-kinfz (PGK) gén transzkripcifs €s
transzl4ci6s aktivil6szakaszét k6dolé Saccharomyces
cerevisiae DNS-szakaszt tartalmaz. Az emlitett,
pIT141 plazmidon taldlhat6 gén egy erSs aktivil6 sza-
kaszt tartalmaz, melyet egy Mboll fragmenten lehet
kényelmesen izol4lni. A pIT141 plazmidot az Escheri-
chia coli K12/pIT141 torzsbol lehet kinyerni, amely a
Northern Regional Research Laboratories, Peoria, I1li-
nois, 4llandé6 torzsgytjteményében van letétbe helyez-
ve. A torzs, amely a plazmid kinyerésére elénydsen
hasznlhat6 NRRL B-15602 szédm alatt taldlhat6. A
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az YG100 és YGIO01 gének, melyek konstrukci6jét
Tngolia és munkatérsai frjék le (Molecular and Cellular
Biology, 2 (11), 1388 (1982)].

A transzkripci6s és transzléci6s aktivalészakaszt tar-
talmazé plazmidok kiilondsen hasznosak olyan transz-
forménsok eldAllitisaban, melyek javitott termelSkeé-
pességgel rendelkeznek a Klinikailag fontos cefém an-
tibiotikumok eldllitassban haszndlhat6 cefém vegyii-
letekre nézve. Még egy erds aktivél6szakasz is, ha
idegen forrdsbél szirmazik, gyengén, vagy egyéltaldn
nem mikédik Cephalosporiumban. Azonban a HpT
DNS- szakasz idegen aktivél6szakasszal irdnyitott, ala-
csony szintfl kifejez6dése lehetové teszi az 4tmeneti
transzformélést, higromicin-B szelekcids koriilmények
kozétt. Ha az idegen aktivélészakasz gyengén miko-
dik, akkor a HPT DNS-t tartalmazé vektorra erds sze-
lekciés nyomés nehezedik, hogy épiiljon be a Cepha-
losporium kromoszomélis DNS-ébe. Mivel elvileg
nem lehetetlen, Ggy gondoljék, hogy a beépiilés lehetd-
vé teszi, hogy a Cephalosporium kromszéméjin levé
aktival6szakasz helyes transzléci6s leolvasdsi fézisban
keriiljon a vektoron levé HPT DNS-szakasz mellé. Az
ilyen beépiilt HPT DNS-szakaszt hordoz6 transzfor-
ménsok el6nydsek nagy stabilitdsuk miatt szelekcids
vagy nem szelekci6s korilmények kozott is. Példdul a
Cephalosporium acremonium pIT221 plazmiddal val6
transzformélésval nyert higromicin-B-rezisztens
transzforménsok elegendSen stabilak ahhoz, hogy a
torzsek higromicin nélkilli szaporitdsat is lehet6vé te-
gyék. Tény, hogy az dj genotipus elvesztése olyan
ritka, hogy nem szelektiv koriilmények kozott 25 gene-
récién keresztiil szaporitva a sejtek 95%-a megtartja az
1ij genotipust. Tovabb4 a példaként emlithet6 Cepha-
losporium acremonium/pIT221 transzforméns CPC-T1
a cefém antibiotikumok fermentativ korilmények ko-
zZott val6 elGallitdsa kozben is megtartja és kifejezi az
tijonnan nyert gént.

A jelen taldlmény szerinti eljards hatékonységa to-
vébb novelhet§, ha olyan vektort hasznélunk, mely
még a Cephalosporium riboszomilis gén (RG) DNS-
szakaszit is tartalmazza. Az RG DNS-szakaszt barhol
elhelyezhetjik a vektorban, kivéve a replikéciora, sze-
lekciéra vagy a termék kifejez6désére kritikus régid-
kat. Mivel az alacsonyrendd eukari6tik kromoszéma-
jén szémos RG-szakasz taldlhat6, ezért az RG-tartalmi
vektor nagy val6szindséggel épiil be t0bbszdr is, ho-
molég rekombiniciéval a Cephalosporium kromosz6-
méjiba. Az RG-szakaszt tartalmaz6 vektorok, példéul
a pPS6 plazmid t5bbszords beépiilésének nagy val6szi-
nifsége az alapja annak, hogy ezek a plazmidok nagy

" frekvencival képesek transzformélni a Cephalospori-

55

PGK-szakasz helyett més S.cerevisiae aktivél6szaka-

szok is haszn4lhat6k, példéul az éleszt6hdsokk, glikoli-
tikus €s méis metabolikus gének transzkripcifs €s
transzl4ci6s aktivélészakaszai. Kiilondsen elénydsek
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um acremoniumot. A pPS6 plazmidot ugy 4llitjuk el6,
hogy a Cephalosporium acremonium RG-szakasz4t
tartalmazé ~3,7 kb Xmal fragmentet az Xmal-gyel
emésztett pIT221 plazmidba ligaljuk. A kapott pPS6
plazmid nagyobb frekvenciéval transzformélja a Cep-
halosporium acremoniumot, mint az eredeti pIT221
plazmid. Réadésul néhiny pPS6 transzforméns na-
gyobb higromicin-B-rezisztencidt mutat, mint a Cep-
halosporium acremonium pIT221 transzforménsok. Ez



1 HU 204568 B 2

a megfigyelés megegyezik azzal a vérakozéssal, hogy
az RG-tartalmi vektorok nagyobb szdmban épiilnek be
a kromoszéméiba. A Cephalosporium acremonium
pPS6 plazmiddal kapott transzforménsai elég stabilak
ahhoz, hogy higromicin-B-nek a fermenticiés tiptalaj-
hoz val6é hozzdaddsa nélkiil lehessen ket a cefém
vegyiiletek fermentéci6s elGallitdséra hasznalni.

A gyakorlott szakember széméra nyilv4nvald, hogy
a pPS6 plazmiddal kapott Cephalosporium acremoni-
um transzforménsok kiilondsen hasznosak abban az
esetben, ha idegen DNS nagymértékd kifejezéséhez
magas géndézisra van sziikség. Ha alacsonyabb géndo-
zis elegendd, vagy kivénatos az idegen DNS kifejezé-
sében, vagy ha a géndézis mérsékelt ndvekedése szitk-
séges ahhoz, hogy egy Cephalosporium acremonium
gén kifejez6désében a megfelel csekély novekedést
elérjiik, akkor a pIT221 plazmid az elénydsen hasznal-
hat6 vektor. Igy a hasznos Cephalosporium acremoni-
um transzforménsok kiilonbdzd véltozatait Allithatjuk
eld, a jelen taldlmény szerinti HPT DNS-t tartalmaz6
vektorok hasznélatéval.

Tovébbi vektorok, melyekben a pIT221 plazmid ide-
gen transzldci6s és transzkripcids aktivéldsi szakaszét
Cephalosporium acremoniumb6l sz&rmaz6 aktivalo-
szakasszal helyettesitjiik, szintén hasznosak. Ezeket a
szakaszokat tigy helyezzikk el, hogy a HPT DNS-sza-
kasz kifejez6dését vezéreljék. Ezek a plazmidok igen
hasznosak a laboratériumi munkékban, és eszkdzt
nytjtanak idegen gének, Cephalosporium acremonium
gének és Cephalosporium acremonium reguléci6s
DNS-szakaszok klénoz4séra. Kiilénosen fontosak azok
a DNS-szakaszok, melyek a klinikailag fontos cefém
antibiotikumok el64llitdsaban intermedierként szolgdl6
cefém vegyiiletek fermentativ elG4llitdsaban haszno-
sak. Ezek a plazmidok kiiléndsen hasznosak, mert egy-
szerre van meg bennik a Cephalosporiumban miikédo
ARS és a Cephalosporium acremonium transzKripcios
és transzldci6s aktivilészakasza, egy olyan kombina-
ci6, amely lehetdvé teszi a transzformaciét a kromo-
sz6méba val6 beépiilés nélkiil.

Cephalosporiumban mikodé ARS-t nélkiilozd plaz-
middal végzett transzformaldsndl a plazmidnak osztd-
d6 Cephalosporium sejtek populdci6jiban val6 fenn-
maradéséhoz integriciéra van sziikség. Cefalosporium
aktivdlészakasz nélkiili plazmidvektorokkal végzett
transzformélsnal szintén integrdlédésra van sziikség
ahhoz, hogy a HPT-k6dol6 szakasz megfelelen illesz-
kedjen egy kromoszomélis aktivdlészakaszhoz. Ezzel
ellentétben, a HPT-k6dol6 szakasz kifejezéséhez meg-
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vél6szakaszt tartalmazé plazmidok szelekciés nyomds
alatt a Cephalosporium acremoniumban mikddé ARS
miatt 6ndlléan replikdl6d6 vektorokként maradnak
fent. A szelekci6s nyomés azt jelenti, hogy a transzfor-
ménsokat olyan koncentréci6ji higromicin-B-hatésnak
tessziik ki, amelynél a nem transzformilt sejtek nem
nének. A HPT-polipeptid kifejezGdése fiiggetlen a kro-
moszomalis integraci6tél, a plazmidon levd Cephalos-
porium acremonium aktiviloszakasz miatt. A sikeres
transzforméciés eseményhez ennélfogva a Cephalos-
porium acremonium sejtnek csak fell kell vennie az
ilyen plazmidokat. Mindegyik esemény a DNS bejutta-
t4sa a Cephalosporium acremonium sejtbe és beépiilé-
se a Cephalosporium acremonium genomba igen kis
gyakorisaggal koriilbeliil 10°-10 vagy néha 10° gya-
koriséggal. Ennélfogva az a transzforméci6, amelyhez
mindkét eseményre szikkség van, meglehetdsen ritka a
csak bejuttatdst igényld transzformécihoz képest.

A jelen eljirdsban hasznélhaté plazmidokat tovibb
médosithatjuk, ha egy Streptomyces plazmidba, Ggymint
példéul a plJ702-be (ATCC 39155) ligdljuk. Ehhez a
plI702 és pIT221 plazmidokat Pstl enzimmel emésztjik,
majd dsszeligdljuk, igy kapjuk a ~13 kb méretd pETS702
és pPLS221 plazmidokat. Ez ut6bbi plazmidok multi-
funkcionélisak és shuttle-vektorként haszndlhat6k gene-
tikai inform4ci6 4tvitelére Escherichia coli, Cephalos-
porium és Streptomyces f ajok kozott, ideértve a rokon
Nocardidkat is, Ggymint példdul Nocardia lactamdu-
ranst. A Streptomyces és rokon Nocardia fajok transz-
form4ldsit lényegében az International Publication
(PCT/GB79/00095 sorszémi International Patent Appli-
cation) No. W0O79/01169 masodik péld4ja alapjén végez-
zitk. A transzforménsokat kényelmesen szelektdlhatjuk a
thiostrepton- rezisztencia alapjin, szkrinelésiiket pedig
ismert médszerekkel a me- lanintermelés alapjén végez-
hetjiik. Fontos, hogy az el6bb emlitett Cephalosporium
acremonium transzforménsok nagyon stabilak. igy a
plazmidok nagyon hasznosak arra, hogy a Cephalospori-
um acremonium torzsek fermentlevében 4ltalaban, nor-
mélis kériilmények kozott nem taldlhaté médositott pe-
nam és cefém vegyiiletek elGéllitasiban kulcsszerepet
jatsz6 géneket Streptomyces fajokbél Cephalosporium
acremonium torzsekbe vigyiik 4t.

A gyakorlott szakember szdméra nyilvénvald, hogy
barmely, Streptomycesben mikods replikéciés origét
és szelektalhat6 markert tartalmazé Streptomyces kl6-
noz6 vektor helyettesitheti, az emlitett pIJ702 plazmi-
dot. Sz4mos ilyen kl6noz6 vektor ismert, ideértve, de
nem korl4tozé jelleggel emlitve az aldbbi, I. tdbldzat-

felelden elhelyezett Cephalosporium acremonium akti- 50 ban bemutatott vektorokat.
L. tibl4zat
Streptomyces plazmidok

Plazmid Forrés Letéti sorsz.
SCP2 Streptomyces coelicolor A3 (2) NRRL* 15042
SCp2* Streptomyces coelicolor M110 NRRL 15041
pEL7 Streptomyces ambofaciens/pELT NRRL 12523
pUCé6 Streptomyces ospinosus NRRL 11439
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Plazmid Forrés Letéti sorsz.

pUC3 Streptomyces 3022A NRRL 11441

SLP1 Streptomyces lividans NCIB** 11417

pNM100 Streptomyces virginiae NRRL 15156

PELI03 Streptomyces granuloruber NRRL 12549
A39912.13/pEL103

*  Agricultural Research Culture Collection (NRRL), 1815 North University Street, Peoria, Nllinois 61604,

United States of America

*% National Collection of Industrial Bacteria (NCIB), Torry Research Station,
Road, Aberdenn AB98DG, Scotland, United Kingdom

A jelen taldlmény szerinti m6dszer €s rekombinéns
shuttle-vektorok alkalmazisa nem korltozédik egyet-
len Cephalosporium, Streptomyces vagy Escherichia
coli fajra vagy torzsre. Ellenkezéleg, a vektorok széles-
korfen alkalmazhaték és transzformélhaték szémos
Cephalosporium, Streptomyces és Escherichia coli faj-
hoz tartoz6 gazdasejtbe, kiilondsen ezek restrikciémen-
tes torzseibe. Tovabb4 a Streptomyces és Cephalospri-
um koziil szémos gazdasigilag fontos és kiilonbdzd
antibiotikumokat, példdul aminoglikozid, makrolid, B-
laktam, poliéter, glikopeptid, penam és cefam antibioti-

- kumot termel. A Streptomyces és a veliik rokon Nocar-
dia fajok ismertek véltozékony metabolizmusukrél.
fgy szémos Streptomyces és Nocardia faj hasznos for-
résa Cephalosporiumban termelt vegytleteket funkcio-
naliz4l6 vagy médosité enzimeknek.

A Streptomyces és rokon Nocardia fajokb6l konnyen
szelektalhat6k és izol4lhat6k restrikci6mentes torzsek,
a szakirodalomban ismert elvek kiterjesztesével, ismert
eljardsokkal [Lomovskaja et al. Microbiological Revi-
ews, 44, 206 (1980)]. A Cephalosporium torzsekrdl az
a vélemény, hogy eredendden restrikciémentesek. A
restrikci6mentes torzsek gazdasejtjeib6l hidnyoznak a
restrikci6s enzimek, ennélfogva nem vigjik el vagy
bontjék le a transzforméldssal bejuttatott plazmid
DNS-t. A jelen médszer alkalmazésa szempontjabol
azokat a gazdasejteket, melyek a jelen vektorokon 16vé
egyetlen restrikciés helybe sem végnak bele, szintén
restrikciémentesnek tekintjiik.

A Streptomyces fajokhoz tartozd restrikciémentes
torzsek koziil elényben részesitjik gazdasejtként, me-
Iyek B-laktim-antibjotikumokat termelnek, amelyek-
ben a jelenlegi shuttle-vektorok j6l haszndlhat6k €s a
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sejtekbe transzformélhat6k. Ide tartoznak példéul a ko- -

vetkez6 restrikci6mentes torzsek: S. lipmanii (A16884,
MM4550, MM13902), S. clavuligerus (cephamycin-
C, clavulanic acid), S. néha Nocardia lactamdurans-

ként irjak le (cephamycins-A, -B és -C), S. griseus

(cephamycin-A, -B), S. hygroscopicus (deacetoxycep-
halosporin-C), S. wadayamensis (WS-3442-D), S.
chartreusis (SF1623), S. heteromorphus €s S. panayen-
sis (C2081X); S. cinnamonensis, S. fimbriatus, S. hals-
tedii, S. rochei és S. viridochromogenes (cephamycins-
A, -B): S. cattleya (thienamycin): €s S. olivaceus, S.
flavovirens, S. flavus, S. fulvoviridis, S. argenteolus, €s
S. sioyaensis (MM4550 és MM13902).
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A Streptomyces fajokhoz tartozé restrikciémentes
torzsek koziil eldnyben részesitjik gazdasejtként, me-
Iyek aminoglikozid-antibiotikumokat termelnek, ame-
lyekben a jelenlegi shuttle-vektorok j6l hasznélhat6k
és a sejtekbe transzform4lhat6k. Ide tartoznak példéul a
Kkovetkezd restrikcibmentes torzsek. S. kanamyceticus
(kanamicin), S. chrestomyceticus (aminosidin), S. gri-
seoflavus (MA1267 antibiotikum), S. microsporeus
(SF767 antibiotikum), S. ribosidificus (SF133 antibio-
tikum), S. flavopersicus (spectinomicin), S. spectabilis
(actinospectacin), S. rimosus-forma paromormycinus
(paromomicin, catenulin), S. fradiae var. italicus (ami-
nosidin), S. bluensis var. bluensis (bluensomicin), S.
catenulae (catenulin), S. olivo reticuli var. cellulophilus
(destomicin-A), S. tenebrarius (tobramicin, aprami-
cin), S. lavendulae (neomycin), S. albogriseolus (ne-
omycin), S. albus var. metamycinus (metamicin), S.
hygroscopicus var. sagamiensis (spectinomicin), S. bi-
kiniensis (streptomicin), S. griseus (streptomicin), S.
erythrochromogenes Var. narutoensis (streptomicin), S.
poolensis (streptomicin), S. galbus (streptomicin), S.
rameus (streptomicin), §. olivaceus (streptomicin), S.
mashuensis (streptomicin), S. hygroscopicus var. limo-
neus (validamicin), S. rimofaciens (destomicin), S.
hygroscopicus-forma glebosus (glebomicin), S. fradiae
(hybrimicinek, neomicinek), S. eurocidicus (A16316-C
antibiotikum), S. aguacanus (N-metil higromicin-B), S.
crystallinus (higromicin-A), S. noboritoensis (higromi-
cin), S. hygroscopicus (higromicin), S. atrofaciens
(higromicin), S. kasugaspinus (kasugamicinek), S. ka-
sugaensis (kasugamicinek), S. netropsis (LL-AM31 an-
tibiotikum), S. lividus (lividomicinek), S. hofuensis
(seldomicin-komplex) és S. canus (ribozil paromamin).

A Streptomyces fajokhoz tartoz6 restrikciémentes
torzsek koziil elényben részesitjiik gazdasejtként, me-
lyek makrolid antibiotikumokat termelnek, amelyek-
ben a jelenlegi shuttle-vektorok j6l haszn4lhat6k és a
sejtekbe transzformélhat6k. Ide tartoznak példdul a ko-
vetkez§ restrikciémentes torzsek.

S. caelestis (M188 antibiotikum), S. platensis (plate-
nomicin), S. rochei var. volubilis (T2636 antibiotikum),
S. venezuelae (metimicinek), S. griseofuscus (bundlin), S.
narbo nensis (josamycin, narbomicin), S. fungicidicus
(NA-181 antibiotikumy), . griseofaciens (PA133A, B an-
tibiotikum), S. roseocitreus (albociklin), S. bruneogriseus
(albociklin), S. roseochromogenes (albociklin), S. cine-
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rochromogenes (cineromicin-B), S. albus (albomicetin),
S. felleus (argomicin, pikromicin), S. rochei (lankacidin,
borrelidin), S. violaceoniger (lankacidin), S. griseus (bor-
relidin), S. maizeus (ingramicin), S. albus var. coilmyceti-
cus (coleimicin), S. mycarofaciens (acetil-leukomicin,
espinomicin), S. hygroscopicus (turimicin, relomicin,
maridomicin, tilosin, karbomicin), S. griseospiralis (relo-
micin), S. lavendulae (aldgamicin), S. rimousus (neutra-
micin), S. deltae (deltamicin), S. fungicidicus var. espi-
nomyceticus (espinomicin), S. furdicidicus (midekami-
cin), S. ambofaciens (foromacidin-D), S. eurocidicus
(metimicin), S. griseolus (griseomicin), S. flavochromo-
genes (amaromicin, shinomicin), S. fimbritus (amaromi-
cin), 8. fasciculus (amaromicin), S. erythreus (eritromi-
cin), S. antibioticus (oleandomicin), §. olivochromogenes
(oleandomicin), S. spinichromogenes var. suragaoensis
(kujimicin), S. kitasatoensis (elukomicin), . narbonensis
var. josamyceticus (leukomicin A3, josamicin), . albog-
riseolus (mikronomicin), S. bikiniensis (chalcomicin), S.
cirratus (cirramicin), S. dakartensis (niddamicin), S.
aurythermus (angolamicin), S. fradiae (tilosin, lakteno-
cin, makrocin), S. goshikiensis (bandamicin), S. griseof-
lavus (akumicin), S. halstedil (karbomicin), S. tendae
(karbomicin), S. macrosooreus (karbomicin), S. thermo-
tolerans (karbomicin) és S. abireticuli (karbomicin).

A Streptomyces fajokhoz tartozé restrikciémentes
torzsek koziil elényben részesitjik gazdasejtként, me-
lyek poliéter-antibiotikumokat termelnek, amelyekben
a jelenlegi shuttle-vektorok j61 hasznélhat6k és a sej-
tekbe transzforméthaték. Ide tartoznak péld4ul a kovet-
kez6 restrikcids torzsek:

8. albus (A204, A28695A és B, salinomicin), S.
hygroscopicus (A218, emericid, DE3936), A120A,
A28695A és B, eteromicin, dianemicin), S. griseus
(grisorixin), S. conglobatus (ionomicin), S. eurocidicus
var. asterocidicus (laidolomicin), S. lasaliensis (lasalo-
cid), S. ribosidificus (lonomicin), S. cacaoi var. asoen-
sis (lisocellin), S. cinnamonensis (monensin), S. aureo-
faciens (narasin), S. gallinarius (RP 30504), S. longwo-
odensis (lisocellin), S. flaveolus (CP38936), S. mutabi-
lis (S-11743a) és S. violaceoniger (nigericin).

A Streptomyces fajokhoz tartozé restrikciémentes
torzsek koziil eldnyben részesitjikk gazdasejtként, me-
lyek glikopeptid-antibiotikumokat termelnek, ame-
lyekben a jelenlegi shuttle-vektorok j6l haszndlhaték
és a sejtekbe transzformélhat6k. Ide tartoznak példiul a
kovetkezd restrikciémentes torzsek:

S. orientalis és S. haranomachiensis (vancomicin):
S. candidus (A-35512, avoparcin), és S. eburosporeus
(LL-AM 374).

Eldnyben részesitiink gazdasejtként més Streptomy-
ces fajokhoz tartozé restrikcibmentes torzseket, me-
lyekben a jelenlegi shuttle-vektorok j61 hasznélhat6k
és a sejtekbe transzformalhat6k, példdul S. coelicolor,
S. granuloruber, S. roseosporus, S. lividans, S. espino-
sus és S. azureus.

A Cephalosporium fajokhoz tartozo restrikciémentes
torzsek koziil elonyben részesitjik gazdasejtként azokat,
melyekben a jelenlegi shuttle-vektorok joI haszndlhaték,
és melyekbe a vektorok transzformélhat6k. Ide tartoznak
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példaul a kovetkezd restrikciémentes torzsek. Cephalos-
porium acremonium, Cephalosporium. salmosynnema-
tum (jabban Emarcellopsis salmosynnematumként frjak
le), a Cephalosporium chrysogenum taxon, ideértve a
C-1778, 199 C-0012, C-3259, C-1877, C-0003, C-3479
és az ATCC No, 14615 torzseket a Cephalosporium pur-
purascens, Cephalosporium acremonium taxon, ideértve
a C-007, C-0306, C-4653, C-4473, C-5454 torzseket, f6-
leg a CMI 49137 (ATCC 11550) torzset és szdrmazékait,
kiilondsen az M8650 (ATCC 14553) torzset és szdrmazé-
kait, valamint a Cephalosporium curtipis (C. sp. S-0161).
Réadasul més Cephalosporium fajok is hasznilhatok,
példul a Cephalosporium chrysogenes és Cephalospori-
um polyaleusans. Ezek a fajok a cefalosporin-C-t deza-
min4l6 és dekarboxilezd enzimeket termelnek. Ezek az
enzimek lehet6vé teszik olyan cefalosporinok eldalli-
tast, melyeket alacsony pH-n szerves oldészerekbe lehet
extrah4lni és amelyeket olyan amiddzok szubsztritjaként
lehet haszn4lni, melyek a 7-amino-helyzetben elhidroli-
z4ljak a cefalosporin oldalldncét, ezéltal 7-ACA-t és glu-
tarétot termelve. Mind a szerves oldészerbe val6 extrak-
ciénak, mind az enzimatikus oldallinchasitdsnak az egy-
szerisége és hatdsossiga gazdasdgilag fontos tényezo.
Az orélis cefalosporinok eldillitisa sorén a penicillin-V
(és -G) 4talakitssa részben azért knnyd, mert szerves ol-
dészerekbe extrahlhat6k és részben azért, mert 6-APS-t
és fenoxi-acetitot (vagy fenil-acetdtot) eredményezd
amid4zok, szubsztritjaiként szolgélnak. A fentiekben le-
irt, jellemz6 Streptomyces, Nocardia és Cephalosporium
gazdasejtek mellett, a jelen vektorok igen hasznosak és
kiilonb6z6 gomba és E.coli torzseket transzform4lhatnak,
tigymint példul: E.coli K12 RR1, E.coli K12 JA221,
E.coli K12 C600, E.coli K12 C600R-M:-, E.coli K12
HB101, E.coli K12 RV308 és hasonl6 térzseket. A peni-
cillintermelé gombdk koziil azokat részesitjiik elényben
gazdasejtként, melyekben a jelen vektorok j6l hasznélha-
t6k és oda transzformalhat6k, idetartoznak példéul az As-
pergillusok, Ggymint Aspergillus midulans, a Penicillium
fajokat, f6leg a P. chrysogenum és P. notatum, Trichophy-
ton, Epidermophyton, Malbrachea, Emercicella, Eupe- -
nicillia, Talomyces, Polypaecilum, Thermoascus &s
Gymnoascus.

A cefalosporintermel6 gombék koziil elSnydsen
hasznilhat6k gazdasejtként azok, melyekben a jelen
vektorok hasznosak és transzformédlhatok, Ide tartoz-
nak az el6z6ekben emlitett Cephalosporium fajok mel-
lett a Paecilomycesek, Ggymint a P. persinicus, Arach-
nomyces, Anixiopsis és Spirodium. Tehét a jelen taldl-
mény szerinti médszer és vektorok széles korben hasz-
nélhaték a gazdasejtek szempontjébél, kiilonbdz6 mik-
roorganizmusoknél.

A higromicin-B-antibiotikum nagyon széles antibio-
tikum-spektruma, a PGK-gén jelenléte a legtobb gom-
b4n4l, valamint az alacsonyrendd eukari6tik foszfogli-
cerdt-kin4z génjei transzkripci6s és transzlicis aktiva-
16szakasz4nak minimAlis konzervéal6désa dltal lehet6vé
valt alapszind kifejez6dése a HPT-kédol6 szakaszok-
nak, a jelen talslményt széles korben alkalmazhat6va
teszi szdmos kiilonbdz6 gombéndl. Részletesebben a
jelen taldlmény alkalmazhaté.
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1) Az alkoholos italok és alkohol tiizel6anyagok
termelésében hasznélt Saccharomyces cevarum €s ro-
kon éleszt6k alkalmazésdval miikdd6 fermentéci6s el-
jarisok javitdsaban;

2) a citromsav termelésére hasznélt Aspergillus fer-
mentAciok javitdséra;

3) a mikofenolsav elGéllitdsara haszn4lt Penicillium
stoloniferum fermentici6k javitiséra, és

4) a kereskedelmi enzimek termelésére hasznAlt kii-
16nb6z6 gombék termelGképességének javitdséra.

A jelen talilmany kiilondsen j6I hasznélhaté azoknéla
mikroorganizmusoknél, amelyek nincsenek j6l jellemez-
ve genetikailag és biokémiailag, mivel nincs sziikség au-
xotréf mutinsok elézetes izol4ldséra és az auxotréfidt ja-
vit6 génekre. Tovabbé az alacsonyabb rendd eukari6tikat
nagyon hatékonyan 6li a higromicin B ésa legtobb, kilo-
nésen a gombik nem mutatnak lényeges hajlamot arra,
hogy mutéci6éval higromicin-B-rezisztenssé véljanak. A
Cephalosporium acremoniumot magnézium és egyéb, a
toxikus hatést ellenstlyoz6 jonok tavollétében 8 pg/ml ~
5 mg/ml higromicin-B Kipusztitja. Ebben a tartomény-
ban, vagy az elényben részesitett 100 pg/mlkoncentrécié
mellett nem figyeltiink meg higromicin-B-rezisztencia
muticiét. A higromicin-B-mutéicié kialakuldsénak hié-
nya nagyon fontos paraméter a jelen transzforméaci6s
rendszer kereskedelmileg fontos alacsonyrendd eukari6-
takra val6 alkalmazésindl. A mutdciéval keletkez re-
Zisztensmuténsok magas ,héttere” mellett igen nehéz ki-
mutani, izoldlni és manipullni a kevés szémii transzfor-
ménst. Mivel gyengén ismert genetik4ji és biokémidji
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alacsonyrendd eukari6tsk transzforméici6s rendszerének

kifejlesztésében sziikséges id6 és koltség igen Iényeges,

pKC222

ezért a jelen szabadalomnak az ilyen eukari6ta-organiz-
musoknak széles korére val6 alkalmazhat6siga miatt
nagy gyakorlati jelentGsége van.

A pIT221, pPS5, pPS6, pETS702 és pLS221 plazmi-
dokré] kifejez6d6 higromicin-foszfotranszferdz génter-
mékek nemcsak szelekci6ra hasznélhaték, hanem mole-
kulatomeg-markerként is. A higromicingén- termék teljes
aminosav-sorrendje ismert, és a fehérje molekulatomege
~37,972 dalton. A higromicin-foszfotranszferdz-enzimet
szokhsos médon tisztithatjuk, lényegében Haas and
Drowning médszerével [Methods in Enzymology, 48,
611 (1978)]. A higromicin-foszfotranszferdz-fehérje mo-
lekulatomege kényelmes médon a Bio-Rad (32nd and
Griffin Ave., Richmond. CA 94804-9984) Alacsony Mo-
lekulatdmegi Fehérje Standardok legmagasabb moleku-
latdmege és a Bio-Rad Magas Molekulatdmegi Fehérje
Standardok legalacsonyabb molekulatomege kozott ta-
lalhaté. A Bio-Rad fehérje standardok j6l ismertek a
szakteriileten, és az el6zdleg emlitett plazmidok higromi-
cin-rezisztencia génterméke kényelmesen kiterjeszti
mind az Alacsony, mind a Magas Molekulatomegd Fe-
hérje Standardok mérettartomanyat.

A kovetkez6 példak és el6allitdsi sémék tovabb il-
lusztréljgk és részletezik az aldbb ismertetett taldl-
ményt. Ahol sziikséges mind a magyarézatot, mind az
eljarast ismertetjik.

1. elbdlittdsi folyamatdbra .

Eljirés a pKC222 plazmid - kozbens6 termék a
pIT221 plazmid el6allitasiban — elGAllitdsdra a pKC7
(ATCC 37084) plazmidb6l és a pKC203 plazmidot
tartalmazé E.coli JR225-b61 (ATCC 31912).

Lasd a 4960 704 sz. USA szabadalmi lefrés 1B példajit

Sall-Bglll-vel emésztett pKC7 + pKC2032,75 Sall-BglII fragment
{\

pKC7 ,
(ATCC 37084)

II eldllitdsi folyamatdbra

Eljérés a pIT123 plazmid — a pIT222 plazmid eldél-
litdsdban haszn4lt kozbens6 termék — eloallitdséra,
pBR322 és pKC222 plazmidokb6l.

pIT123

pKC203

T
E.coli JR225 (ATCC 31912)

Lésd a 4 960 704 sz. USA szabadalmi lefrés 2. példéjat

EcoRI-gyel linearizélt pIT122 + 1,45 kb EcoRI fragment

1\
pIT122

BamHI-EcoRI emésztés  +

pKC222

BamHI linker és Klenow-enzimmel kezelt megcéonkitott HPT-gén

" EcoRI-gyel emésztett elegye -

pBR322

r

10
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Ecorl-gyel emésztett keverék

0
BamHI linker és Klenow-val kezelt

csonkitott HPT-gén keveréke

BamHI linker (TGGATCCA) + a HPT-gén 325 bp fragmentje, Klenow-enzimmel kezelve a
Hphl enzim iltal hagyott kinyil6 vég eltdvolitisara

325 bp (plusz 3’ kiterjesztés)
Hphl-PstI fragment

pKC222

1. elédllirdsi folyamatdbra

Eljdras a pIT143 plazmid - a pIT221 plazmid el64l-
litAsaban hasznalt kdzbensd termék eldallitiséra pUCP
és pIT141 (NRRL-B- 15602) plazmidokbdl.

pIT143
. Lisd a fiiggd szabadalmi bejelentés 8. péld4jat
Sorozatszdm
' Bejelentve :
BamHI emésztett pUC8  + BamHI linkerek és a pIT141 Klenow-polimerézzal 3’-végen
feltoltott Hball fragmentjének keveréke
pUC8 :

[Megviésérolhat6 BRL-t6l
eldallitisa lényegében
Vieria és Messing, Gene 9,
258 (1982) alapjén torténik]
BamHI linkerek  + A pIT141 Klenow--polimer4zzal kezelt
MblI fragmentje

plT141 Mboll fragmentje
0
pIT141

P
E.coli K12 JA221/pIT141

(NRRL B-15602)
IV. elédllitdsi folyamatdbra Yep24 pRBS5, ATCC 37051) és pIT123 (leirdsa a 4 960
Eljér4s a pIT213 plazmid — a pIT221 plazmid elG4l- 704 szAmi amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi
litds4ban hasznilt kdzbens6 termék — elGéllitdsira az lefrdsban taldlhat6) plazmidokb6l.
pIT213

Lésd a fenti szabadalom 10. péld4jat
Smal-lineariz4lt pIT212 (b)) + ~1,7kb Pvull %agment
pITT212 (b) pN}l\G59 (pNG614)
E.coli K12 JA221/pNG59 (pNG614) (NRRL B-15604)
1,3kb BamHi-BglII fragment + BamHI emésztett pRBS '
pIT123 pRB35 (’1,];Ep24)
(ATCC 37051)

11
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V. elédllitdsi folyamatdbra

Eljérés a pPS1 plazmid - a pIT221 plazmid el64lli-
t4s4ban haszn4lt kézbens6 termék — elGAllitdséra YIp5
(pPRB12, ATCC 37061) plazmidbél és Cephalosporium
acremoniumb6l (ATCC 11550).

pPS1

5,55 kb Pstl fragment
E.coli transzforménsbél +

(tetR, amp®)

YIpS (pRB12)
(ATCC 37061)

Megjegyzés: . ,
% J6llehet a cefalosporin-C termelésben magas szintet
elért Cephalosporium acremonium torzseket is

hasznélhatunk Cephalosporium acremonium ARS -

(anton6m replik416d6 szakasz) forrds aként (Skatrud

pIT221

Sall linearizalt pIT220
p]?il‘\220

Pstl fragment + 1,9 kb PsiI fragment

A C. acremonium mitokondri4lis
DNS (1,9 kb Pst] fragmentje)

C. acremonium
mitokondridlis DNS

C acremonium®*
(ATCC 11550)

és Queener, 1984), az ATCC 11550 tdrzs el6nys-
sebb, mert gyorsan nd és kdnnyen tenyészthetd.

VL el&dllitdsi folyamatdbra
Eljirés a pIT221 plazmid elGdllitdséra a pUC8,
pPS1, pIT213 és pIT143 plazmidokb6l.

s\\\\\‘*\\a;%mmdm@mm

pIT219
L4sd 4 960 704 sz. USA
szabadalmi leirds 13. péld4jat

pUC8 pPS1
BamHI linearizdlt + 230 bp BamHI

pIT213 fragment

pIT213 pIT143
1. példa datot adunk hozz4. Ennek dsszetétele: 0,2 N nétrium-hid-
A pCK222 plazgmid elédllitdsa roxid, 1% SDS. A csovet gyengén vortexeljik, 15 percig
A) A pCK203 plazmid izoldldsa és az E.coli K12 0 °C-on tartjuk, majd kériilbeliil 150 p1 3 mélos nétrium-
' 45  acetétot adunk hozz4. Ennek készitése: 3 m6l nétrium-

BE827IpKC203 készitése .

Az Escherichia coli JR225 baktériumot (ATCC
31912) TY-téptalajon (1% tripton, 0,5% élesztdkivonat,
0,5% nétrium-klorid, pH 7,4) tenyésztjitk 100 pg/ml hig-
romicin-B jelenlétében, a szokdsos mikrobioldgiai eljara-
sok szerint, Koralbeliil 18 6rés tenyésztés utdn a tenyé-
szetnek koriilbelil 0,5 ml-ét 1,5 mi-es Eppendorf-csébe
vissziik &s koriilbelil 15 masodpercig centrifugdljuk. Ha-
csak m4sként nem jelezziik, az Ssszes miveletet szoba-
hémérsékleten végezziik. A kapott feliildsz6t Gvatosan
eltdvolitjuk és vékonyhegyd leszivéval és a sejttémeget
koriilbeltl 100 p frissen készitett lizozimoldatban szusz-
pend4ljuk. Ennek Osszetétele 2 mg/ml lizozim 50 mM
gliiké6z, 10 mM CDTA (ciklohex#n-diamin-tetraacetat) és
25 mM Trisz-HCl (pH 8,0). 30 percig 0 °C-on inkubéljuk,

majd 200 pl alkalikus SDS (nétrium-dodecil-szulfét) ol-
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acetétot minimélis mennyiségd vizben oldunk, pH-jét jé-
gecettel 4,8-ra 4llitjuk, majd egy literre egészitjik ki. A
cs tartalmét enyhén Gsszekeverjiik a csGvet néhanyszor
fejjel lefelé buktatva pér mésodpercig, ezalatt a DNS-
csapadék 1étrejon.

A csovet 0 °C-on tartjuk 60 percig, majd 5 percig
centrifug4lva majdnem tiszta feliilisz6t kapunk. Afel-
{iliisz6b6l korilbeliil 0,4 ml-t egy mésik centrifugacso-
be tesziink, ehhez 1 ml hideg etanolt adunk. A csovet
220 °C-on tartjuk 30 percig, a kapott csapadékot 2
perces centrifugéldssal dsszegydjtjik és a felildsz6t
leszivéval eltdvolitjuk. Az 8sszegydjtott csapadékot
100 pl 0,1 M nétrium-acet4t/0,5 M Trisz-HCI (pH 8)
oldatban oldjuk &s térfogat hideg etanol hozz4adé4séval
tijra kicsapjuk. 10 percig 20 “C-on tartjuk és a kivént
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Escherichia coli JR225 plazmid DNS-t a fent leirt
centrifugéldssal 6sszegydjtjiik.

Az Escherichia coli JR225 plazmid DNS-csapa-
dékot koriilbeliil 40 pl vizben vagy hig pufferban old-
juk és Escherichia coli K12 BE287 transzforméldséra
haszniljuk, 1ényegében Wensink transzforméciés méd-
szere alapjén [Cell, 3, 315 (1974)]. Az Escherichia coli
K12 BE827 torzset letétbe helyezték és az American
Type Culture Collection. Rockville, Maryland 4llandé
torzsgydjteményében taldlhaté, bérki szdméra hozza-
férhetd ATCC 31911 szdm alatt. A kapott transzfor-
ménsokat 200 pg/ml higromicin-B-antibiotikumot tar-
talmazé TY- agaron szelektaljuk. Ennek osszetétele 1%
tripton, 0,5% élesztdkivonat, 0,5% nétrium-klorid,
1,5% agar, pH 7,4. A transzforménsok koziil néhdny
gélelektroforézissel [l4sd Rao and Rogers, Gene, 3,
247 (1978)] és mds tesztekkel kimutathatd médon
mind nagy, mind kis (~15 kb) plazmidokat is tartalma-
zott és rezisztens volt ampicillinre és higromicin-B-re.
Mis transzforménsok csak a kisebb, ~15 kb plazmidot
tartalmaztak és rezisztensek voltak higromicin-B-re és
G 418-ra, de érzékenyek voltak ampicillinre.

Az utébbi tipusd transzformansokat 100 pg/m! hig-
romicin-B-antibiotikumot tartalmazé TY-agarra szé-
lesztjitk és standard mikrobiolégiai technikékkal te-
nyésztjiikk. A kapott sejtekbdl izoldljuk a fent leirt, ~15
kb méretd, higromicin-B és G 418 rezisztenciit okoz6
plazmidot. Ennek jele a tovébbiakban pKC203 plaz-
mid. A higromicin-B és G 418 antibiotikum- reziszten-
ciagének pKC203 plazmidon val6 jelenlétét a tovabbi-
akban transzforméciés és szelekciés analizissel erSsi-
tettiik meg,

B) A pKC222 plazmid és az E.coli K12

JA221/pKC222 transzformdns elddliitdsa

(1) ApKC203 plazmid ~2,75 kb méreti SalllBglII

fragmentjének izoldldsa

Koriilbeliil 5 pg pKC203 DNS-t 100 pl dssztérfo-
gatban BglII restrikciés enzimmel 1x BglI puffer-
ben* 37 °C-on 2 6rén 4t emésztiink. Az emésztés
befejez8dését agarbz-gélelektroforézissel igazoljuk.
A teljes emészt6dés utdn a nétrium-klorid-koncentra-
ciét 2 pl 5 M nétrium-klorid hozzdad4sdval 0,15 M-ra
emeljik. Korilbelil 10 egység Sall restrikciés endo-
nukledzt adunk hozz4, és médsodszor is emésztjik 2
6ran 4t 37 °C-on. Egy kortilbelill 2,75 kb méretd
fragment tartalmazza a higromicin-B és G 418 antibi-
otikumokra val$ rezisztencit k6dolé géneket és sza-
balyozé elemeket, és agaréz-gélelektroforézissel
vagy més szokésos eljardssal nyerhetd ki. [Maniatis
et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, Cold Spring Harbor, New York (1982)].

* 10x Bglll kovetkez$ Osszetételd puffert készitlink
és a kivént 1x koncentriciéra higitjuk.
0,5 M NaCl
0,5 M Trisz-HCI, pH 7,4
0,1 M MgCl;
0,01 M Ditiotreitol
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(2) Ligdlds és végs8 dsszedllitds

Koriilbeliil 5 pg pKC7 plazmidot (ATCC 37084),
melyet Rao és Rogers szerint [Gene, 7, 79 (1979)]
illithatunk eld, az 1. B) (1) példdban leirt médon Sall
és BgllI restrikci6s enzimekkel kezeliink. Miutén az
enzimeket 5 percig 70 °C-on tartva inaktivéltuk, kortil-
beliil 1 pg DNS-t keveriink 1:1 arényban a pKC203
plazmid ~2,75 kb méretd Sall/Bglll fragmentjével. A
fragmenteket 25 pl dssztérfogatban, 1x ligdlé puffer-
ben* 1 Weiss egység, T4 DNS-ligdzzal kapcsolunk
dssze 4 °C-on 16 6rén 4t. A kapott pKC plazmidot az 1.
A) példa szerint Escherichia coli K12 JA221 (NRRL
B-15211) térzsbe transzformaljuk. A kapott transzfor-
ménsokat 50 pg/ml ampicillint tartalmazé TY-agaron
(1% tripton, 0,5% élesztSkivonat, 0,5% nétrium-klorid,
1,5% agar) szelektiljuk. A kapott transzforménsokat
megvizsgiljuk, tartalmazzék-e a kivént plazmidot.

*  10x ligalé puffert készitiink az aldbbi dsszetételben
és a kivant 1x koncentraci6ra higitjuk.
0,3 M Trisz-HCI (pH 8)
0,07 M MgCl,
0,012 M EDTA
0,005 M ATP
0,01 M Ditiotreitol

(3) A pKC222 plazmid izoldldsa

A tisztitott transzforménsokat 50 pg/ml ampicillint
tartalmaz6 TY-tdplevesben (1% tripton, 0,5% élesztd-
kivonat, 0,5% nétrium-klorid, pH 7,4), ismert mikrobi-
olégiai eljérasokkal tenyésztjiik. 18 6rés inkubélés utén
a kivént plazmidot lényegében az 1. A) példéban leirt
médon izolaljuk.

2. példa

A pITI23 plazmid és az E.coli K12 JA221/pITI23

készitése

A) A pKC222 plazmid Hphl-Pstl fragmentjének

izoldldsa ,

Koriilbeliil 50 pug pK222 plazmid DNS-t emésztiink
1x HphI séoldatban (6 mM KCl, 10 mM Trisz-HCI, pH
7,4, 10 oM MgCl;, 1 mM Ditiotreitol) 100 pl dssztérfo-
gatban 20 New England Biolab Egység Hphl restrikciés
endonukledzzal. Az emésztés teljességét a reakcidelegy
2%-finak agar6zgélen val6 elektroforézisével ellendriz-
ziik. A nétrium-klorid-koncentrdci6t megfelel§ mennyi-
ség 5 M nétrium-klorid hozz4ad4séval 60 mM-ra 4llit-
juk, majd 20 egység Pst] restrikciés endonukledzt adunk
hozz4. Az emésztés teljességét ismét agardz-gélelektro-
forézissel ellendrizziik. A kivant ~325 bp (plusz egysz4li
kinyilsok) méretd Hphl-Pst fragmentet standard méd-
szerekkel akrilamidbél tisztitjuk [Schliet and Wensint,
Practical Methods in Molecular Biology, Springer-Ver-
lag, New York (1981)].

Aftisztitott ~325 bp méretd fragmentet a DNS-polime-
riz 1 nagy fragmentjével kezeljiik (New England Bio-
labs). igy koriilbeliil 1,5 pl (1 pg) fragmentet, 0,5 pl 10x
puffert (0,5 M Trisz, pH 7,5, 0,1 M MgCly), 0,5-0,5 pl-t
a dCTP, dATP, dTTP, DGTP mindegyikének 200 mM-os
oldat4bél és 1 i (1 egység tartalmd) DNS-polimeréz I

13
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nagy (Klenow) fragmentet inkub4lunk 15 percig 37 °C-
on. A polimeréz héinaktivéldsa utin Roberts és Lauer
[Methods in Enzymology, 68, 473 (1979)] eljérésa sze-
rint BamHI linkereket adunk hozz4. A kapott BamHI lin-
Kert tartalmaz6 DNS-t szokdsos médon emésztjik Bam-
HI restrikciés enzimmel 1x BamHI pufferben (150 mM
nétrium-klorid, 6 mM Trisz-HCl pH 7,9, 6 mM magnézi-
um-klorid). Ezutin megfeleld mennyiségd 2 M Trisz-
HCl (pH 7,4 hozzdadéséval a Trisz-HCl-koncentréciét
100 mM-ra noveljik és a DNS-t djra emésztjik EcoRI
restrikci6s enzimmel. A kapott, emésztett DNS-t is elekt-
roforetizéljuk 7% akrilamidgélen és a kivént ~250 bp
méretd fragmentet az el6z6k szerint tisztitjuk.

B) A pITI122 plazmid és az E.coli KI2

JA221IpITI22 készitése

Koriilbeliil 2 g pBR322 DNS-t egymés utin emész-
tiink BamHI &s EcoRI restrikci6s enzimekkel lényegében
a 2. A) példéban lefrtak szerint. Miutdn az enzimeket 5
percig 70 “C-on tartva inaktivaltuk, koriilbelil 1 pl (1 pg)
pBR322 DNS-t Gsszekeverink, koriilbeldl 1 pl (1 pg)
tisztitott 250 bp fragmenttel, 37 pl vizzel, 5 p (10 mM)
ATP-vel, 5 pl ligdl6 eleggyel (0.5 M Trisz-HCI, pH 7,8
0,2 M ditiotreitol, 0,1 M magnézium-klorid) és 1 pl T4
DNS-ligdz (koriilbeliil 1000 New England Biolabs Egy-
ség). Az elegyet koriilbeliil 2 6rdn 4t 15 °C-on inkubiljuk,
majd a reakci6t 5 perces 70 “C-0s inkub4l4ssal lellitjuk.
Jégben val6 hités utén a kapott lig4lt elegyet hasznéljuk
Escherichia coli K12 JA221 (NRRL B-15211) transzfor-
mél4séra, Iényegében Wensink 1974-es transzformAcios
eljardsa szerint, 50 ig/ml ampicillint tartalmaz6 TY-le-
mezeken. A kivént transzforménsokat szok4sos médon
azonosftjuk a vért fenotipus (Amp®, Tet’) alapjén, vala-
mint a megfelel§ EcoRI-BamHI inszert alapjén. Akapott
Escherichia coli K12 JA221/pIT122 transzforménsokat
szokdisos médon tenyésztjiik a pIT122 plazmid termelése
és izoldl4sa céljabol.

C) A pKC222 plazmid ~1 45 kb mérenf EcoRI

fragmentjének ligdldsa EcoRI-gyel emésztett

pITI22 plazmidba

A pKC222 és a pIT122 plazmidokb6l kiilén-kiilén
20 pg-ot emésztiink kiilon 200200 pl-es reakcifelegy-
ben 40-40 egység EcoRI restrikci6s enzimmel 1x Eco-
RI keverékben (0,1 M Trisz-HC], pH 7.5), 005 M
nétrium-klorid, 0,005 M magnézium-klorid. A kivént
~1,45 kb méretd EcoRI fragmentet szokvényosan tisz-
titjuk 7%-os akrilamidgélbél és EcoRI-gyel emésztett
pIT122 plazmidba ligdljuk. A kapott liglt DNS-t
pIT123 plazmidnak nevezzik és Escherichia coli K12
JA221 (NRRL B-15211) torzs transzform4ldséra hasz-
néljuk. Mind a ligdl4st, mind a transzform4l4st nye-
gében a 2. B) példdban lefrtak szerint végezzik. Az
ampicillin-rezisztens transzforménsokat szokvényos
médon vizsgéljuk az 1,45 kb EcoRI fragment jelenlété-
re és helyes irényi beépiilésére, a megfeleld plazmidok
restrikci6s enzimekkel és agar6z-gélelektroforézissel
valé emésztésével. Az els6 kilenc bazispér kivételével
a teljes higromicin-B-rezisztenciagént tartalmaz6 plaz-
midok a pIT123 plazmidok. Az igy azonositott Esche-
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richia coli K12 JA221/pIT123 transzforménsokat a
pIT123 plazmidok eldéllitdsa és tisztitdsa céljabol te-
nyésztjik. A pIT123 plazmid restrikci6s térképet a ki-
séré rajzok kozott, a 2. 4rén mutatjuk be.

3.példa ,

A pITI43 plazmid készitése

A) A pITI41 plazmid izoldldsa

A pIT141 plazmid tartalmazza a Saccharomyces ce-
revisiae teljes foszfoglicerdt-kiniz (PGK) génjét és a
pIT143 plazmid készitésére haszndljuk. A plazmidot
szokvényosan izolalhatjuk Escherichia coli K12
JA221/pIT141-b6l, mely torzset a Northern Regional
Research Laboratory-nél (Peoria, Iilinois) letétbe he-
lyezték, és az &llandé torzsgydjtemény része. A t0rzs
barki szdméra hozz4férhet6 az NRRL B-15602 sor-
szém alatt, a pIT141 plazmid eldnyds forrdsaként. A
pIT141 plazmid ampicillin-rezisztenciét kédol és 1é-
nyegében az 1. példdban leirtak szerint izolaljuk.

B) A pITI43 plazmid készitése

A pIT143 plazmidot, melybdl a Saccharomyces cere-
visiae PGK transzkripci6s és transzldciés aktivélészaka-
szAt nyerjiik, tigy 4llitjuk el6, hogy (kb. 200 1 sszreak-
ci6térfogatban), koriilbeliil 50 pg pIT141 DNS-t emész-
tiink 1x BgllI pufferben 100 egység Hindll restrikciés en-
zimmel 2 6rén 4t 37 °C-on. A teljes megemészt6dést aga-
réz-gélelektroforézissel kovetjik. A teljes megemésztd-
dés utén a nétrium-klorid-koncentréciét 4 pl 5 M nétri-
um-klorid hozz4ad4séval 0,15 M-ra noveljik. Ezutin
100 egység Sall restrikci6s enzimet adunk hozz4 és az
emésztést tovabbi két 6rén 4t, 37 °C-on folytatjuk. Ami-
kor az emésztés teljes, a kapott ~958 bp méretd Sall-Hi-
nIl fragmentet szokvényos médon izoléljuk akrilamid-
gélbdl és ismert médszerekkel (Maniatis et al., 1982)
tisztitjuk. .

Koriilbeliil 5 pig tisztitott ~958 bp méretd Sall-HinIl
fragmentet ezutin 20 egység Mboll restrikciés enzim-
mel 1x Mboll pufferban*, 50 jul dssztérfogatban, koril-
beliil 2 6rn 4t 37 °C-on emésztiink. A kapott Mboll-vel
hasitott DNS-t szokvanyos médon fenolos extrakci6-
val, kétszer kloroformos extrakci6val és két etanolos
kicsapéssal tisztitjuk. A tisztitott DNS-t ezutin 20plIx
Klenow-pufferben** szuszpenddlunk, majd 0,5 egység
Escherichia coli DSN-polimeréz I nagy (Klenow) frag-
menttel kezeljitk 37 °C-on 30 percig. A DNS-t egyszer
etanollal kicsapjuk, majd 25 pl 1x ligdlé pufferben
szuszpendéljuk  koriilbelil 30 pm6l foszforilezett
BamHI linkerrel (TGGATCCA, az egyszertiség kedvé-
ért csak az egyik sz4lat mutatjuk be). A linkert Iényegeé-
ben Itakura et al. (1977) és Crea et al. (1978) médsze-
rével szintetizaljuk. A ligdldst Iényegében az 1. B) (2)
példa szerint végezzik. A ligilt DNS-t ezutén elhasit-
juk, a liglé elegyet 100 pl-re higitva 1x BamHI puffer-
rel*** és 100 egység BamHI restrikci6s enzim hozz4-
ad4sdval. Hérom 6rén 4t emésztjik 37 °C-on, majd az
elegyet 7%-os akrilamidgélen elektroforetiziljuk és a
PGK-gén promoterét tartalmazé ~230 bp méretd frag-
mentet szokvényos m6don izoldljuk és tisztitjuk (Ma-
niatis, 1982).



1 HU 204568 B 2

Egy kiilon csében koriilbeliil 1 pg pUC8 plazmidot
(vasérolhat6 a BRL-t6l) 5 egység BamHI restrikci6s
enzimmel emésztiink BamHI reakci6elegyben 37 °C-
on koriilbeliil egy 6ran 4t. A BamHI-gyel hasitott pUC8
plazmidot ezutén a ~230 bp méret BamHI fragmenttel
ligéljuk, 1ényegében az 1. B) (2) példa szerint. A kapott
pIT143 jeld plazmidot szokvényos médon izoldljuk és
tisztitjuk tovabbi felhasznélés céljabol.

A pIT143 megfeleld DNS-szakasza, mely a transz-
l4ci6s inicidci6s hellyel kezdddik, a kovetkezd nukle-
otid-sorrendif 5°-ATG GAT CC-3". A pIT143 plazmid
BamHI hasitasi helye fazisban van a pIT123-on levd,
megcsonkitott higromicin-rezisztencidt k6dolé gén
BamH]I helyével. A pIT143 plazmid restrikciés ha-
sitdsi térképét a kisérd rajzok kozott a 3. dbrén
kozoljik.

*  10x Mboll reakciépuffert készitink az alabbi
dsszetételben, és a kivént 1x koncentrécidra higit-
Jjuk.
0,06 MKCl
0,1 M Trisz-HCl, pH 7,9
0,1 M MgCl,
0,01 M Ditiotreitol
#%  10x Klenow-puffert készitiink az aldbbi Osszeté-
telben és kivént 1x koncentréciéra higitjuk.
0,4 MKPOs4, pH 7,5
0,03 M MgCl,
0,01 M 2-merkapto-etanol
0,31 M dCTP, dATP, dTTP és dGTP (kiilon-ki-
16n)
**% 10x BamHI reakciépuffert készitiink az aldbbi
dsszetételben és a kivant 1x koncentréciora higit-
juk.
1,5 M NaCl
0,5 M Trisz-HCJ, pH 7,4
0,1 M MgClL
0,01 M Ditiotreitol

4. példa

A pIT213 plazmid készitése

A Tn 601 (903)-b6l szdrmazé kanamicin-reziszten-
ciagént beépitjik az YEp24 plazmidba (RB5, ATCC
37051), tigy, hogy a pNG59 plazmidb6l (NRRL B-
15604) kivagjuk a ~1,7 kb Pvull fragmentet és az
YEp24 plazmid egyetlen Smal helyére ligaljuk. A meg-
csonkitott higromicingént is beépitjik, a pIT123 plaz-
midb6l szdrmazé ~1,3 kb Bglll-BamHI fragmentet li-
gilva az egyetlen BamHI helyre.

A Pvull, BamHI, Bglll és Small emésztéseket €s a
szitkséges fragmentizoldsdsokat lényegében az 1. B)
(1) példa szerint végezziik, kivéve hogy a Pvull* és
Smal pufferek (Maniatis et al., 1982) helyett a megfe-
lel helyeken BgllI puffert hasznélunk. A ligdldst 1é-
nyegében az 1. B) (2) példa szerint végezzik. A
pIT213 plazmid restrikci6s térképét a kisérd rajzok 4.
4brajén mutatjuk be.
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5. példa

A pPS1 plazmid készitése

A) ApRBI2 (YIp5) plazmid (ATCC No. 37061)

izoldldsa

Az Escherichia coli K12 RR1 (NRRL B-15210) tor-
zset L-tdptalajban (1% Bacto tripton, 0,5% Bacto élesztd-
kivonat, 1% nétrium-klorid) tenyésztjik, szokvényos
mikrobioldgiai eljirdssal. 16 6rés inkubélds utdn a sejte-
ket centrifugildssal 6sszegydjtjik és pRB12 (YIp5) plaz-
mid DNS-sel (ATCC-t5l szdrmazik) transzforméljuk, lé-
nyegében Mandel és Higa médszerével [J. Mol. Biol. 53,
154 (1979)]. A transzforménsokat 50 pg/ml ampicillinnel
kiegészitett minimél tiptalajon szelektaljuk.

Egy transzforménst izoldlunk és ampicillin jelenlété-
ben, szokvdnyos mikrobiolégiai médszerekkel te-
nyésztiink. Ebbél a tenyészetbdl lényegében Clewell
[Journal of Bacteriology, 110, 667 (1972)] médszerével
izolaljuk a pRB12 (YIp5) plazmid DNS-t. Transzfor-
méciéval és restrikciés analizissel igazoljuk, hogy a
DNS valéban a pRB12 (YIp5) plazmid.

B) A Cephalosporium acremonium mitokondridlis

DNS-ének izoldldsa

Az antibiotikum-termeld fonalas gombét a Cepha-
losporium acremoniumot (bérmely Cephalosporium
torzs, kiilonosen az ATCC 11550 és ATCC 14553 elfo-
gadhaté) TS-tiptalajon (BRL triptikdzszdja) tdpleves
3%, kalium-foszfat 0,035%, pH 6,7) standard mikrobi-
olégiai médszerekkel tenyésztjitk. 48 6rds novekedés
utdn a micéliumot Biichner-tdlcsérbe helyezett What-
man No. 1. szdrén keresztiil vakuumszdréssel dssze-
gy(ijtjik. A micéliumtémeget kétszer azonos térfogati
TE-pufferrel (10 mM Trisz pH 7,9, 10 mM Na,EDTA)
mossuk., 80 g micéliumb6l 6ssz-DNS-t izoldlunk 1¢-
nyegében Minuth et al., médszerével [Current Gene-
tics, 5, 227 (1982)].

A mitokondridlis DNS-t cézium-klorid egyenstlyi
centrifugéléssal (45 000 rpm, 65 6ra), 0,33 mg/ml pro-
pidium-jodid jelenlétében vélasztjuk el a kromoszom4-
lis DNS-t6l. Igy egy széles kromoszomalis csikot ka-
punk és egy kisebb, strtibb csikot, mely féleg mito-
kondri4lis DNS-t tartalmaz. A mitokondriélis DNS-s4-
vot a centrifugacsé oldatt injekciés tdvel étszirva
eltdvolitjuk, hatszor extrahdljuk egyenld térfogatd, cé-
zium-kloriddal telitett izopropil-alkohollal, 16 6rén 4t
TE-pufferral szemben dializ4ljuk a cézium-klorid eltd-
volitssdra, majd etanollal kicsapjuk. A mitokondrilis
DNS jelenlétét szokvanyos médon, restrikciés elem-
zéssel igazoljuk (Skatrud and Queener, Current Gene-
tics, 8, 155 (1984)].

C) A pPSI plazmid és az E.coli K12 HBI101/pPSl

transzformdns elédllitdsa

(1) A ~1,9 kb méretil Pstl fragment izoldldsa a

Cephalosporium acremonium mitokondridlis

DNS-bél

Koriilbeliil 35 pug Cephalosporium acremonium mi-
tokondridlis DNS-t kezeliink a Ps¢I restrikci6s enzim-
mel, 1ényegében a 2. A) példa szerint, azzal a kivétel-
lel, hogy csak Pstl, és nem Pstl-Hphl enzimet haszn4-
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lunk, az emésztésnél. Az 1.9 kb Pstl fragmentet aga-
162g61b6l izol4ljuk DEAE-cellul6zpapira (Whatman)

végzett elektroelicibval. A DEAE-papircsikot a hozzé- -

k5tott DNS-sel kétszer mossuk 100 mM k4lium-klorid,
0,1 mM EDTA, 10 mM Trisz, pH 7,9 Gsszetételd oldat-
tal. A DNS-t 2 DEAE-papirrél 4 ml, 1,0 M nétrium-
Klorid, 0,1 M EDTA, 10 mM Trisz, pH 7.9 sszetételd
oldattal mossuk le, majd egytized térfogatd 3 M nétri-
um-acetit pH 8,0 és két térfogatii jéghideg etanol hoz-
z4adss4val kicsapjuk. Ezt az elegyet -70 “C-on tartjuk
30 percig. A DNS-t centrifugéléssal gydjtjitk dssze
(16 000 g, 25 perc) és TE-pufferben oldjuk.

(2) A Pstl-gyel linearizdlt PRBI2 izoldldsa

A pRBI12 (YIp5, ATCC No. 37061) plazmid két
Pst hasitési helyet tartalmaz, egyiket az ampicillin-
rezisztenciagénben, a mésikat az élesztd URA3 gén-

10

18

ben. Hogy az ~1,9 kb méreti, Cephalosporium acre-

monium mitokondri4lis DNS-b6l szdrmaz6 Pst frag-
mentet az ampicillin-rezisztenciagénben 1év{ PstI ha-
sitsi helyre ligéljuk, 30 pg pRB12 (YIp5) plazmidot
Pstl enzimmel részlegesen emésztiink 20 mM Trisz-
HCI, pH 7,5, 10 mM magnézium-klorid, 50 mM am-
ménium-szulfst, 100 pg BSA és 750 egység Psil
restrikci6s enzim dsszetételd pufferoldatban. 37 °C-
on 3 percig végzett emésztés utén a reakci6t ledllit-
juk, 10 percig 65 °C-on tartva az elegyet. A teljes
hosszliségd line4ris fragmentek elegyét a fent leirt
médon, gélbél izoldljuk.

(3) Ligdlds és végsd koncentrdcid

Korilbeliil 1 g, Cephalosporium acremoniunt mi-
tokondridlis DNS-b6l szdrmazé 1,9 kb méretd Pst
fragmentet azonos mennyiségd, Pstl-gyel linearizalt
pRB12 (YIpS) plazmid DNS-sel keverink dssze. Eze-
ket a DNS-fragmenteket lényegében a 2. A) példa
szerint, T4 DNS-ligdzzal &sszekapcsoljuk. A kapott
plazmidkeverékkel, mely recirkularizilt kiindulési
plazmidot és a pRB12 (YIp5) plazmidnak vagy az

ampicillingén PstI helyére vagy az élesztd URA3 gén

helyére beépitett ~1,9 kb Pstl mitokondridlis fragmen-
tet tartalmaz6 plazmidb6l 411, hasznéljuk. Escherichia
coli K12 RR1 (NRRL B-15210) torzs transzformaldsa-
ra a tetraciklin-rezisztencia alapjén, lényegében Man-
del és Higa [J. Mol. Biol. 53, 154 (1979)] médszere
alapjén. A tetraciklin-rezisztens transzforménsokat az
ampicillin-rezisztencisban 16v6 inszerciés inaktivélas-
ra Boyko és Ganschow [Analytical Biochemistry, 122,
85 (1982)] médszerével vizsgéljuk 4t.

Egy tisztitott, tetraciklin-rezisztens, ampicillin-ér-
zékeny transzforménst szelektiv korilmények kozott
(azaz 12,5 pg/ml tetraciklin jelenlét€ben) tenyész-
tiink. Kis mennyiségd plazmidot izolélunk lényegé-
ben Klein et al., [Plasmid 3, 88 (1980)] m6dszerével
és restrikci6s analizissel vizsgéljuk, hogy melyik
plazmidprepar4tum tartalmazza a ~1,9 kb méretd Psi
fragmentet helyesen beépitve. Miutén azonositottunk
egy a kivént plazmidot tartalmaz6 izoldtumot, nagy
mennyiségd plazmid DNS-t izolflunk Iényegében
Clewell médszerével [Journal of Bacteriology, 110,
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667 (1972)], igy kapjuk a pPS1 plazmidot. A pPS1
plazmid szerkezetét restrikci6s analizissel és hibridi-
zéciés analizissel igazoljuk. Skatrud és Queener
(1984) szerint. A plazmidot hasznéljuk a DBY-746
(ATCC 74773) élesztétorzs transzformaléséra, az ura-
ciltél val6 fiiggetlenséget haszndlva markerkeént, 1é-
nyegében Beggs médszerével [Nature, 275, 104
(1978)]. A transzformacis frekvencia és a hibridiz4-

“ci6s analizis egyiitt azt mutatjik, hogy a pPS1 plaz-

mid képes autoném replikici6ra élesztében. A pPS1
plazmid restrikci6s térképét a kiséré rajzok kozott, az
5. 4brén mutatjuk be.

6. példa ,

A plT22Iplazmid készitése

A) A pIT220 plazmid készitése

(1) A ~1,93 kb Pstl fragment tisztitdsa pPSI

plazmidbol

Koriilbelil 20 pg pPS1 plazmidot emésztiink Psi
pufferben (0,1 M nétrium-klorid, 0,5 M Trisz-HCI, pH
8, 0,01 M magnézium-klorid) 50 egység restrikcids
endonukleszzal 37 °C-on, mig az emésztés teljes lesz.
A ~1,93 kb méret Pstl fragmentet standard mészerek-
kel izol4ljuk és tisztitjuk poliakrilamidb6l (Maniatis et
al.,1982).

(2) A pUC8 plazmid emésztése Pstl-gyel

Koriilbeliil 5 g pUC8-at (kaphat6 a Bethesda Rese-
arch Laboratories cégt6l, Bethesda, Maryland, ugyan-
azzal a m6dszerrel késziil, mint amit az 1. példdban
ismertetiink, a pKC202 izol4l4s4ra) ényegében a fenti,
6. A) példa szerinti médszerrel emésztink.

(3) A ~1,93 kb méreti Pstl fragment ligdlésaa

pPS1 plazmidbél a pUCS plazmidba

Koriilbelil 1 pg Pst-gyel hasitott pUC8 plazmidot
és 0,1 jig ~1,93 kb méretd Pstl fragmentet 1000 egység
(New England Biolabs) T4 DNS-ligdzzal pufferben
(20 mM Trisz-HC], pH 7,6, 10 mM MgCl, 0,5 mM
ATP, 10 mM ditiotreitol) 30 pl Ossztérfogatban
15°C-on 2 6rén 4t inkub4lunk. Ezzel a kapott DNS-sel
transzforméljuk az Escherichia coli K12 RR1 (NRRL
B-1520) torzset, a keresett pIT220 plazmidot az 1. A)
példa szerint, a kapott ampicillin-rezisztens Escheri-
chia coli transzforménsokbél allitjuk el6. A pIT220
plazmid restrikci6s térképét a kisérg rajzok kozott a 6.
4brén mutatjuk be.

B) A pIT219 plazmid készitése

(I) A pIT213 plagmid BamHI-gyel linearizdlt

formdjénak izoldldsa -

Koriilbeliil 5 pg pIT213 plazmidot emésztiink BamHI
pufferben (150 mM nétrium-klorid, 6 mM Trisz-HCI, pH
1.9, 6 mM magnézium-klorid és 150 pg/ml szarvasmar-
ha-szérumalbumin) 25 egység BamHI restrikci6s endo-
nukle4zzal 50 pl térfogatban 37 °C-on, amig az emésztés
teljesen lejatsz6dik. A linearizalt pIT213 plazmidot szok-
véinyos médon, agar6z-gélelektroforézissel izoléljuk és
tisztitjuk. :
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(2) A pIT143 plazmid ~230 bp BamHI

fragmentjének izoldldsa

Koriilbeliil 5 pg pIT143 plazmidot BamHI restrik-
ci6s endonukledzzal emésztiink, ényegében a 3. B)
példa szerint. A fragmentet szokvényos médon, poliak-
rilamid-gélelektroforézissel tisztitjuk.

(3) A BamHI-gyel linearizdlt pIT213 plazmid

ligdldsa a pIT143 plazmid ~230 bp méreti BamHI

fragmentjéhez

Koriilbelill 2 pg BamHI-gyel linearizélt pIT213
plazmidot és 2 pg, a pIT143 plazmidbél szérmazé
~230 bp méretd BamHI fragmentet inkubélunk egyiitt
pufferben (20 mM Trisz-HCI, pH 7,6, 10 mM magnézi-
um-klorid, 0,5 mM ATP és 10 mM ditiotreitol) 1000
(New England Biolabs) egység T4 ligézzal 15 *C-on
két 6rén 4t. A kapott DNS-sel transzformaljuk az Es-
cherichia coli K12 RR1 (NRRL B-15210) torzset, és a
keresett pIT219 plazmidot az 1. A) példa szerint a
kapott ampicillin-rezisztens Escherichia coli transzfor-
ménsokbél izoldljuk. A plazmid szerkezetét szokva-
nyos moédon restrikci6s térpképezéssel hatdrozzuk
meg. A pIT219 plazmid restrikci6s térképét a kisérd
rajzok kozott a 7. 4brdn mutatjuk be.

(4) Saccharomyces cerevisiae transzformdldsa

pIT219-cel

A Saccharomyces cerevisiae replikécibs origé €s a
hibrid PGK/HPT gén miikodését Saccharomyces cere-
visiae-ben a Saccharomyces cerevisiae DBY-746 (AT-
CC 44773) és DBY-689 (vésérolhaté a Yeast Genetics
Stock Center-t6l, Department of Biophysics and Medi-
cal Physics, University of California, Berkeley, Cali-
fornia 94720) transzformélésdval és azzal a megfigye-
1éssel igazoltuk, hogy a kapott higromicin-B-rezisztens
Saccharomyces cerevisiae transzforménsokban a
pIT219 plazmid képes autoném replikdciéra. A Sac-
charomyces cerevisiae protoplasztok készitését és
transzformél4sat Hinnen et al. [Proc. Nat. Acad. Sci.
USA, 75, 1929 (1978)] médszerével végeztik, mini-
mélis médositasokat alkalmazva. Ezek szerint, ahe-
lyett, hogy Hinnen et al. (1978) mddszere szerint az
élesztGt a regenerdlé fedGagarhoz adnénk, az élesztd
1,2 M szorbitolt tartalmazé komplett tiptalajhoz adjuk
és 30 ml-t tesziink minden egyes Petri-csészébe. Az
auxotréfok komplementalésa céljabél a tiptalaj 0,67%
€lesztG-nitrogénbazist tartalmaz aminosavak nélkiil
(Difco), valamint 2% gliik6zt, 3% agart, 1,2 M szorbi-
tolt és més tApigényt kielégité anyagokat 20 pg/ml
koncentréciban. A higromicin-B-szelekcié céljéra al-
kamazott szuszpend4l6 tdptalaj 1% Bacto €lesztékivo-
natot, 2% Bacto peptont, 2% glik6zt, 1,2 M szorbitolt
és 3% agart tartalmaz. Kiilonbdz§ hosszit id§ elteltével
a lemezeket S00 pg/ml higromicin-B-t tartalmazd,
ugyanilyen dsszetételd oldattal rétegezziik le.

A pIT219 plazmidot tartalmaz6 sejteket kdzvetleniil
lehet szelektdlni transzformélds utdn, anélkil, hogy
el6szor uracil- prototréfidra szelektélndnk. A transzfor-
malt sejteket 20 ml, YPD plusz 1,2 M szorbitol és 3%
agar Osszetételd lemezre szélesztjiik és kiilonbozé
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hosszii ideig inkubaljuk 30 "C-on. Ezeket a lemezeket
ugyanilyen Ssszetételd, 1,5 mg/ml higromicin-B-t tar-
talmazé téptalajb6l 10 mi-rel feliilrétegezziik és az in-
kubal4st 30 °C-on folytatjuk. J6llehet a transzformélds
utén szitkséges ,magéhoz térési” id6 kisérletrdl kisér-
letre véltozott, kielégit6 eredményeket kaphatunk, ha a
higromicin-B-t négy 6ra elteltével adjuk a lemezek egy
részéhez, és 20 6rival a transzformalis utin a lemezek
misik részéhez. A magéhoz térési id6 kapcsolatban
lehet a higromicin-B hat4smechanizmuséval. Ha a hig-
romicin-B-t négy 6rdval transzformélds utin adtuk a
sejtekhez, az antibiotikum megdlte néhény kisérletben
a transzformalt és transzformélatlan sejteket is, mig
ezekben az esetekben ha az antibiotikumot 20 6rival
transzformé4lds utén adtuk a sejtekhez, a transzformén-
sokat egyértelmuen tudtuk szelektélni. M4s kisérletek-
ben 20 6réval transzformalds utin a héttérnvekedés
mér til magas ahhoz, hogy a higromicin-B hozz4ad4sa
utdn konnyen tudjuk szelektélni a transzforménsokat.
Ez a véltozékonysdg szdrmazhat abbdl, hogy a protop-
lasztoldsban haszndl zymolydz milyen mértékben
emésztette le a sejtfalat.

C) A pIT221 plazmid készitése

(1) A pIT220 plazmid emésztése Sall restrikcids

endonukledzzal

Koriilbeliil 5 pg pIT220 plazmidot Sall pufferben
(10x puffer=1,5 M nétrium-klorid, 0,06 M Trisz-HCl,
pH 7,5, 0,06 M magnézium-klorid, 0,06 M B-merkap-
to-etanol) 200 pl dssztérfogatban 37 °C-on 10 egység
Sall restrikciés endonukledzzal a hasitds teljes lejatsz6-
dés4ig emésztiink. A DNS-t ezutén a 6. A) példéban
leirt médon tisztitjuk.

(2) A pIT219 plazmid ~3,3 kb Sall-Xhol

fragmentjének izoldldsa

Koériilbeliil 20 pg pIT219 plazmidot inkub4lunk 1x Sa-
11 pufferben 200 l 6ssztérfogatban 10-10 egység Sail és
Xhol restrikci6s enzimmel 37 °C-on amig az emésztés
teljesen lejatsz6dik. A ~3,3 kb Sall-Xhol fragmentet izo-
1aljuk és tisztitjuk 7%-os poliakrilamidgélbél (60: 1=akri-
lamid:biszakrilamid) a 6. A) (1) péld4ban leirtak szerint.

(3) A pIT219 plazmid ~3,3 kb méretif Sall-Xhol

fragmentjének ligdldsa a Sall-gyel hasftott pIT220

plazmiddal

Koriilbeliil 1 pg Sall-gyel hasitott pIT220 plazmidot
és a pIT219 plazmid ~3,3 kb méretd Sall-Xhol frag-
mentjébdl 1 pg-ot a 6. A) (3) példéban lefrt médon
ligdlunk. A keresett pIT221 rekombinéns plazmidot az
1. A) példéban leirt médon izoléljuk és tisztitjuk., A
pIT221 plazmid restrikciés térképét a kiséré rajzok
kozott az 1. 4brdn mutatjuk be.

7. példa

A Cephalosporin acremonium genetikai

transzformdlésa pIT221 plazmiddal

A) Cephalosporium acremonium térzsek

A transzformé4ldshoz el6nydsen hasznalhat6 Cepha-
losporium torzset az Anoricon Type Culture Collection-
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t61 kaptuk, ATCC 11550 lajstromsz4m alatt. Més rest-
rikciémentes Cephalosporium torzs, vagy az ATCC
11550-b61 a cefalosporin-C termelésének javitésa cél-
jabél muticiéval/szelekci6val vagy genetikai kereszte-
zéssel szArmazé ipari torzs is hasznélhat6. '

B) Oltéanyag-készités a sejttenyészethez

Hogy hatékonyan tudjuk a Cephalosporium acremoni-
um sejteket genetikusan transzformalni, ehhez az szitksé-
ges, hogy a sejtfalakat eltavolitjuk és stabil protoplaszto-
kat képezziink. Ilyen protoplasztok készitésekor nagyon
el6nyds, ha egyontetd oltéanyagb6! indulunk ki. Méski-
I6nben a sejtek nem reprodukélhaté médon keletkeznek a
tenyészetben és csak az idot vesztegetjiik az alkalmatlan,
vagy nem elegend§ mennyiségd sejtekbdl val6 protop-
lasztkészitési kisérletekkel. ' '

C) Egységes oltéanyag készitése sejttenyészethez

Egy spérékat tartalmaz6 ampulldt (koriilbeliil 10° ko-
nidium 1,5 ml tArol6 kozegben, 5% laktéz, 10% glicerin
és 0,1% Tween 80) kivesziink a folyékony nifrogénes ta-
rol6b6l szobahSmérsékleten megolvasztjuk és 5 ml steril
séoldattal higitjuk. Kériibeliil 0,1-0,1 ml szuszpenzi6val
oltunk 50 ferdeagart, mely 20 ml Triptikéz-sz6jaagart
(BBL) tartalmaz. Oltis elott a tAptalajt addig hagyjuk
széradni, mig a feliileti nedvesség mér nem l4that6. A.be-
oltott ferdéket koritlbeldl négy napig 25 °C-on inkubél-
juk. Koritlbeliil 10 ml tdrol6, t4ptalajt adunk az egyes fer-
dék felszinét borit6 micélidlis novekedéshez. A ferdeaga-
rokat Vortexeljiik a konidiumok szuszpendéldsa céljab6l,
az egyes ferdékrdl szdrmaz6 konidiumszuszpenzikat
egyesitjikk és 10 ml-es alikvot részeket 80 °C-on fagyasz-
tunk. A lefagyasztott konidiumszuszpenzi6 lassan elvesz-
ti életképességét &s hirom havi, -80 °C-0s térol4s utdn
mér nem hasznélhat6. )

D) A sejtek nivesztése protoplasztkészités céljdbol
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500 ml-es Erlenmeyer-lombikban 1€v6 koriilbelil

106 ml vizes téptalajt 10 ml fagyasztott konidium-
szuszpenzi6val oltunk. A sejteket centrifugildssal nyer-

jik ki (10 perc, 2600/perc), majd kdzvetlenil szusz-

pendaljuk a vizes tenyésztd téptalajban.*

* A vizes tenyésztd téptalajt kovetkezoképpen Allitjuk
elé: 100 ml A oldatot tesziink 500 ml-es Erlen-

40

A szakteriileten jértas szakember felismeri, hogy a 29~
30 °C kitlgnbozik a 25 °C- t6l, mely a Cephalosporium
acremoniumnak - antibiotikum-termelés céljabbl valé
tenyésztése esetén célszerd. i

Aoldat: Glik6z 36 g1
. L-aszparagin 7,5 ¢l
KH;PO, 15g/1
K,HPO, 21 g/l
Na:SO4 0,75 g/ 1
MgS0;3+TH,0 0,18 g7l
CaCl, 0,06 g/t
séoldat 1 ml,
' ) természetes pH
Séoldat:  Fe(NH) (SOq)6H0  15g/
MnSO,4H,0 3gl
ZnSO4TH,0 3gl
CuSO45H0 0,8 g/l
Boldat: Glikéz 108 g/l
- (121 °C-on 30 percig
: : autokldvozva)
Coldat:  Glikéz 25g1
kukoricalekvar* - 12,5ml
ammonium-acetét 55g1
CaCO; 5¢1
pH 6,5 KOH-dal .
Sterilezés 121 °C, 20 perc
* 4 N % nitrogén

E) Cephalosporium protoplasztok készitése
24 6rs tenyészetbdl szdrmaz6 sejteket yakuumszirés-
sel dsszegytijtink (Whatman # 1 papir Biichner-tolcsér-
ben), majd 7,1-es pH-ji Mc Tlvaine-pufferben szuszpen-
déljuk (0,1 M citromsav, 0,2 M kétbézisd nétrium-fosz-
fat), ehhez 0,01 M koncentréciéban ditiotreitolt adunk.
Annyi puffert hasznilunk hogy a végs6 sejtkoncentraci6
1 g (sziftés utdn mért) sejttdmeg per 20 ml puffer legyen.
A sejtszuszpenzi6t korkdrds vizfiirdds rézora helyezzitk
50 ml-es lomibikban és 90 percig 140/perc fordulatszém-
mal, 2,54 cm-es kitéréssel 29-30 “C-on inkubéljuk. Adi-

" Hotreitollal kezelt sejteket vizzel mossuk, majd az enzi-

45

meyer-lombikba, a lombikot szokdsos médon lezir- -

juk és 121 °C-on 20 percig autokldvozzuk. Kétml B
oldatot és 4 mi C oldatot adunk ezutén az A oldat-

hoz.

A feliilisz6 dekant4ldséra a szuszpendélés el6tt azért
van sziikség, mert a lakt6z és a glicerin hétrdnyosan
befoly4solja a sejtek novekedését. A szuszpend4lt sej-

teket tartalmazé lombikot korkords vizfiirdds rdz6gép-

re helyezziik és 24 6rén 4t 285/perc fordulatszdmmal,
2,54 cm-es kitéréssel 29-30 °C-on inkubéljuk. Fontos
figyelni arra, hogy az ajénlott hémérséklet 29-30 °C a
tenyésztS 16pésben, igy kapunk ugyanis transzformé4l-
hat6 protoplasztok készitésére alkalmas sejteket. Azon-
ban az alacsonyabb, 25 °C-os hémérséklet is alkalmas.
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moldatban szuszpendéljuk [25 mg/ml béta-glitkuronidiz
(Sigma Chemical Company) Mc Ilvaine-pufferben pH
6,35, 0,8 M néitrium-kloriddal és 0,2 M magnézium-szul-
fattal kiegészitve]. A végs6 sejtkoncentréci6: 1 g kezelt
sejttomeg 10 ml enzimoldatban. A sejtszuszpenzi6t ez-
uthn korkoros, vizfiirdds riz6gépre helyezzitk és 3 6rén &t
120/perc fordulatszdmmal, 2,54 cm-es kitéréssel 29~
30 °C-on inkubéljuk. A protoplasztszuszpenzi6t 4 térfo-

gat moséoldattal higitjuk (08 M nétrium-klorid és

0,02 M magnézium-klorid), majd graviticiés sziréssel
két réteg papirtoriilkdzon szdrjik 4t A protoplasztokat
tartalmaz6 szdiletet 5 percig 2600/perc fordulatszdmmal,
szobah6mérsékleten centrifugiljuk. A felildsz6t dekan-
tiljuk és a protoplasztiledéket 10 ml mos6oldatban
szuszpenddljuk. Miutén a mos4st kétszer megismételtik,
a mosott protoplasztokat elegendd 0,8 M néitrium-klorid-
ban szuszpendéljuk, fgy 2-3+10% protoplasztot kapunk
milliliterenként (hemacytométer sz4m).
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F) Transzformdlds

1 ml Cephalosporium protoplasztszuszpenzidhoz
(2-3+10% protoplaszt/ml, 0,8 M nétrium-klorid-oldat-
ban) 0,005 ml frissen desztillalt dimetil-szulfoxidot és
80 mM végkoncentréciéban kalcium-kloridot adunk,
majd koriilbeliil 1-20 mikrogramm pIT221 DNS-t. Ez-
utdn 4000-es molekulatdmegd polietilénglikolt (Ba-
ker>20 V% vizben) adunk hozz4, annyit, hogy a keve-
rék térfogata 10 ml legyen. A keveréket 10 percig
szobahSmérsékleten inkubéljuk, majd 700/perc fordu-
latsz4mmal 5 percig, utdna 2500/perc fordulatszdmmal
10 percig centrifugéljuk. A protoplasztiiledéket 1 ml,
0,8 M nétrium-kloridban szuszpendiljuk. 0,1 ml-es
alikvot részeket visziink ki Triptikdz-Sz6ja, agartipta-
laj (BRL) felszinére, melyet a protoplasztok ozmatikus
stabilizdldsa céljabol 10,8% szacharbzzal egészitiink
ki. A Petri-lemezeket 24 6ran 4t 15 °C-on inkubaljuk,
majd 4 ml, 0,8 M nétrium-kloridot és a 100 pg/ml
végkoncentriciée 1éréséhez sziikséges mennyiségd
higromicint tartalmazé folyékony agart (0,41 V%,
42 °C) adunk mindegyik Petri-csészéhez. Miutdn a
felillrétegezett agar megszildrdult, a Petri-lemezeket
25 °C-on, nedvesitett 1égterd kamréban inkubéljuk. J61-
lehet izol4l4sra alkalmas méretd transzforméns telepek
jelen vannak mér 12 nappal a transzformalds utdn, a
lassan n6vé transzforménsok esetleg 60 napig is nének.
Az elvetétlt transzforménsokat kénnyd megkiilénboz-
tetni a stabil transzforménsoktél, mivel ezek nem né-
nek friss szelektiv tdptalajra valé toltds utén.

8. példa

A (®P) pBR322 plazmid DNS-ének

Southern-hibridizdldsa a Cephalosporium CPC-T1

transzformdns nagy molekulatémegi{ DNS-éhez

A Southern-hibridizéci6s kisérletek egyértelmd bi-
zonyitékot szolgéltatnak arra, hogy higromicinrezisz-
tens Cephalosporium transzforménsok, gymint péld4-
ul a CPC-T1 keletkezik a Cephalosporium acremoni-
um protoplasztokkal és pIT221 plazmiddal végzett
transzformaciés kisérletbdl. Az egyik kisérletben ko-
rillbeliil 2,2¢10% protoplaszt volt jelen egy 10 ml-es
transzformaciés elegyben 20 mikrogramm pIT221
plazmid DNS-sel. A teljes transzforméciés elegyet 0,1
ml alikvot részekben Petri- csészékre vittiik, és szelek-
tiv taptalajon inkubélva 60 napig figyeltiik. Ezalatt az
id¢ alatt hérom telep nétt ki. A telepek koziil a legna-
gyobb a CPC-T1, a kisebbek a CPC-T2 és CPC-T3
jelzést kapték. Egy ,vak™ pIT221 transzforméci6s ele-
gyet is haszndltunk, Egyébként az eljérds azonos volt.
A transzform4ci6s elegy egy milliliterébél 6-10° telep-
képz6 egységet kapunk, a ,vak” elegy alikvot részeit
nem szelektiv tdptalajra (higromicin nincs jelen) szé-
lesztve, Egyéltalan nem kaptunk novekedést a ,vak”
transzform4ci6s eleggyel beoltott szelektiv tdptalajon.
A higitott (10*szeres higitds) ,vak” transzform4ci6s
eleggyel beoltott nem szelektiv téptalajrél kivélasztot-
tunk egy telepet és kontrollnak neveztiik el. A CPC-T1,
-T2 és -T3 telepek részeit folyékony nitrogénbe helyez-
tiik. A CPC-T1 telep egy részét nem szelektiv téptala-
jon elszaporitottuk és a CPC-T1 tenyészetb6l, valamint
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a ,kontroll” tenyészetbdl Minuth és munkatérsai méd-
szerével (1982) DNS-t izoldltunk. A CPC-T1 és a
wkontroll” izolatumbdl szdrmaz6, ekvivalens mennyi-
ségii DNS-t agar6zgélen elektroforetizdlunk. Osszeha-
sonlitds cé]jabél lambda-fagbdl, a DBY-746 élesztdbdl
és a DBY-746 élesztd YRp7 transzforménsabol szér-
mazé DNS-preparitumokat is megfuttattuk. Az YRp7
(ATCC 37060) egy olyan éleszt6/Escherichia coli hib-
rid plazmid, mely a DBY-746/YRp7 torzsben autoném
replik416d6 forméban van jelen. A lambda-DNS-t Eco-
RUBamHI enzimekkel emésztettiik elektroforézis eldit.
Az elektroforézis és etidium-bromidos festés utén az
EcoRVUBamHI fragmentek helyzetét ismert méretiikkel
(1,1-16,3 kilob4zis) jeloltik. Southern-hibridiziciét
végeztiink az agarézgélen, (?P) pBR322-t hasznélva
DNS-prébaként {a Nick-transzléciét Rigby et al. {J.
Mol. Biol. 113, 237 (1977)] médszerével végeztiik }. A
CPC-T1 izol4tumb6l szdrmazé nagy molekulatomegd
DNS-nek megfeleld egyik csik tiszta és erds hibridiza-
ciét mutatott a (*?P) pBR322 prébihoz. Ezzel ellentét-
ben a ,kontroll”, azaz a ,,vak” transzforméci6bél szr-
mazé transzformélatlan gazdasejtb6l szédrmazé DNS
egyéltaldn nem mutatott hibridiz4ciét. Hasonl6képpen,
a DBY-746 éleszt6torzsbsl szdrmazé 6ssz-DNS nem
hibridizdlédott a (**P) pBR322 DNS-hez, mig a DBY-
746 YRp7-tel transzformalt sejtjeibs] szdrmazé Ossz-
DNS-ben voltak olyan DNS-csikok, melyek hibridiz4l-
tak a (*’P) pBR322-h6z. Ezek a sévok megfelelnek a
szabadon replik4l6d6 YRp7 plazmid ccc (covalentey
closos circular, normél dllapoti) lineéris, nyitott kor és
multimer form4inak. Ez a plazmid Struhl és munkatér-
sai kdzleménye szerint [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76,
1036 (1979)] pBR322 szakaszokat tartalmaz.

A higromicin-rezisztens Cephalosporium acremoni-
um CPC-T1 izol4tumé4bdl szdrmaz6 nagy molekulato-
megd DNS-nek a (*P) pBR322-hoz valé hibridiz4l6da-
sa azt mutatja, hogy ez az izolitum egy olyan transz-
forméns, melyben a pIT221 plazmid vagy annak egy
része integrilédott a Cephalosporium genomba. A
pIT221 plazmid ccc, linedris vagy nyitott kor alakjénak
megfeleld hibridizdci6s csikok nem taldlhat6k a CPC-
T1-bdl szdrmaz6 DNS-ben. Kiilon kisérletekben kimu-
tattuk, hogy a CPC-T2 és a CPC-T3 higromicin- re-
zisztens izoldtumokbdl szdrmaz6 nagy molekulatdme-
gd DNS is hibridizdl6dott a (*?P) pBR322-hdz. A
transzformé4latlan Cephalosporium acremonium kont-
rollok ismét nem hibridiz4l6dtak.

9. példa

A (**P) pBR322 plazmid Southern hibridizdléddsa a

Cephalosporium CPC-T! transzformdns emésztett

0s5sz-DNS-éhez

A CPC-T1 kl6nbél szdrmaz6 Cephalosporium acre-
monium sejtek a pIT221 DNS-sel val6 transzformélés
utdn genotipusosan higromicin- rezisztensek lettek. Mi-
vel a pIT221 plazmid tartalmaz a pBR322 plazmidb6l
szirmazé részeket, az ezekbdl a higromicin-rezisztens
sejtekb6l szdrmaz6 emésztetlen 8ssz-DNS-ben 1év6 (°P)
pBR322-vel hibridiz416 DNS egyértelmif bizonyitéka an-
nak, hogy a CPC-T1 ki6nbél szdrmazé sejtek pIT211
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DNS-t tartalmaznak. Mivel a transzformécié el6tti sejt-

b6l szérmazé 6ssz-DNS nem hibridizilédik a )

pBR322-hdz, ez azt bizonyitja, hogy a kialakult higromi-
cin-rezisztencia a pIT221 plazmid bejutdséval van kap-
csolatbart. A CPC-T1 hasitatlan 8ssz-DNS (P) pBR322-

hoz hibridiz4l6d6 részének agar6zgélben val6 vandorlési -

sebessége azt mutatja, hogy a pIT221 plazmid integrél6-
dott a nagy molekulatdmegd Cephalosporium acremoni-
um DNS-be. Mivel a higromicin-rezisztens sejtek 0ssz-
DNS-ének alacsony molekulatomegd részében semmi
nem hibridizalédik a (?P) pBR322 DNS-hez, ez azt mu-
tatja, hogy a pIT221 plazmid nem Jétezik auton6m repli-

Cephalosporium torzs DNS-éhez hibridiz416d6 DNS-t. A
pIT221 &t tipustt DNS-t tartalmaz
1) pBR322 szakaszt

~ 2) a Cephalosporium mitokondrilis DNS-b6l szdrma-

10

. z6 1,8 kb méretd Pstl fragmentet,

3) aTn 601 inaktiv fragmentjét,

4)-két Saccharomyces cerevisiae DNS-szakaszt egy,
0,275 kb méretd BamHI fragmentet az élesztd
DNS-bél, melyen a PKG-aktivald szakasz tal4lhatd,
és egy misik 40 bp méretd, ismeretlen funkci6jd

. szakaszt,

~ 5) apKC203 plazmidbél szérmaz6, csonkitott forméjd

K416d6 formaban a CPC-T1 Klén sejtieiben. A (%)

pBR322-h6z hibridiz4l6d6 tobbszOros szakaszokat a
Cephalosporium CPC-T1 transzformans emésziett 5ssz-
DNS-6ben nem részleges DNS-emésztést tikroznek.

A pIT221 plazmid integrici6jar6l kimutattik, hogy
tobb, mint egy helyen trténik. Mivel a Kpnl enzim nem
hasitja a pIT221 plazmidot, ezért ha a pIT221 plazmid
csak egy helyen épiilt be a CPC-T1 kromosz6émaéjaba, ak-
kora CPC-T1 6ssz-DNS Kpnl enzimmel val6 emésztése-
kor csak egyetlen (?P) pBR322-hoz hibridiz416d6 frag-
mentet kapnink. A CPC-T1 6ssz-DNS Kpnl enzimmel
valé emésztésekor kapott két, (?P) pBR322-hdz hibridi-
7616d6 fragment azt mutatja, hogy a pIT221 plazmid leg-
alabb kétszer integralédott a gombakromoszéméaba; egy-
szer a Cephalosporium acremonium DNS olyan régi6ja-
ba, melyet a beépiilt pIT221 plazmid DNS-t6l tévol levé
Kpnl helyek hatérolnak, egyszer pedig a Cephalospori-
um acremonium DNS olyan régi6jdba, melyet a beépitett

DNS végeihez kozel levé Kpnl helyek hatérolnak. A -

CPC-T1 6ssz-DNS Sacl és Xbal emésztése utin megfi-
gyelt, a (%) pBR322-hoz hibridiz416d6 fragmentek sz4-
ma szintén azt sugallja, hogy a CPC-Tl-ben a plT221
plazmid tbbszoros integrél6désa fordul el6. A gombage-
nomba valé minden egyes integréciénal a CPC-T1 ssz-
DNS teljes Sacl vagy Xbal emésztésekor két, °?p)
pBR322-hdz hibridizdlédé fragmentet varhatunk. A
Sacl-gyel valé teljes emésztéskor nyolc, az Xbal enzim-

mel valé emésztéskor hat, a (?P) pBR322-hoz hibridizd- -

16d6 fragment keletkezett. Ezek az eredmények azt mu-
tatjak, hogy a pIT221 plazmid legaldbb négy kiilonbozd
helyre integralédott. .

10. példa

A pIT221 plazmidon levé higromicin-

~foszfotranszferdz-gén kimutatdsa a

Cephalosporium acremonium transzformdnsokban

Hogy tovabb vizsgéljuk a CPC-T1 Cephalosporium
acremonium transzforméAnsban megnyilvinul6 higromi-
cin-rezisztencia alapjt, ehhez az sziikséges, hogy fizika-
ilag kimutassuk a pIT221 plazmidon levé higromicin-
foszfotranszferfz (HPT) génszakaszok jelenlétét. A

pIC10 plazmidbél lehet megfelel6 probat késziteni ennek

a fizikai tesztnek a végrehajtésshoz. A pJC10 plazmid
tartalmazza a pIT221 plazmidban jelen 16v6 teljes HPT-
génszakaszt, és igy keletkezett, hogy az el6z6ekben lefrt
pKC203 plazmidb6l keletkezé nagy Bglll fragmentet
cirkularizéluk. A megfelels préba tartalmazza a HPT-

gént, de semmi més, a pIT221 plazmid vagy a befogadé
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HPT-gént. o ,

Ezeknek a DNS-daraboknak a helyzete az elozdek-
ben lefrt pIT221 plazmid szerkezetéb6l ismert. A (2P)
pIC110 plazmidot hasznéltuk még Pstl-gyel, BamHI-
gyel, EcoRI-gyel és HindlII-mal emésztett pIT221
plazmidminték vizsgélatira. Ezek 2 Southern-hibridi-
Zéci6s kisérletek azt mutattdk, hogy csak a HPT-gént
vagy darabjait tartalmaz6 fragmentek hibridiz4lédtak a
(*%P) pJC10 prébéhoz.

11.példa

A (3*P) pJCI0 plazmid Southern-hibridizdcidja a

CPC-TI Cephalosporium transzformdns nagy

molekulatomegf DNS-éhez- )

Transzformélatlan Cephalosporiumb6l sz4rmaz6 ha-
sftatlan 8ssz-DNS-t és a pIT221 plazmiddal transzfor-

"mélt CPC-T1 Cephalosporiumbo6l szérmazé hasitatlan

5ssz-DNS-t elektroforetiz4lunk agarézgélen. A DNS-
eket (?P) pJC10 plazmidbél készillt prébshoz hibridi-

_ zéljuk Southem-technikdval. Az eredmények azt mu-
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tatjék, hogy a (?P) pJC10 a CPC-T1 Cephalosporium
transzforméns nagy molekulatdmegid DNS-éhez hibri-
diz416dik. Auton6m replik4l6dé plazmidnak megfelel6
sévot nem taldltunk. Az a tény, hogy 2 (°P) pIC10
plazmid nem képes a transzformélatlan Cephalospori-
umb6l szarmazé DNS-bé] hibridiz416dni, azt mutatja,
hogy a CPC-T1 a kromoszéméba integralédott,
pIT221-en 1év6 HPT-gént (géneket) tartalmaz. Ugye-
nezeket az eredményeket kapjuk a CPC-T2 és CPC-T 3
Cephalosporium transzforménsokb6l szdrmazd hasitat-

o g5 2

lan 6ssz-DNS-sel is kiilon Southern-hibridizciés ki-

* sérletben, ugyanennek a probénak a hasznilatival.
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12. példa o

Higromicin-rezisztencia a CPC-T1
transzformdnshan koriilbeliil 25 generdcidn dt
tartd, nem szelektiv tdptalajon vald ndvesztés utdn
Hogy a Cephalosporium acremonium/pIT221 stabi-

 litdshra szdmszerd értéket kapjunk, a szelektiv agaron

55

nétt (100 mikrogramm per milliliter higromicint tartal-
maz) CPC-T1 telep 0,5 cm-es részét eltdvolitjuk és
nem szelektiv tdptalajon 14 cm ftmérdjiire novesztjik.
A nem szelektiv téptalajon nétt sejteket eltavolitjuk,
s6oldatban szuszpenddljuk, homogenizéljuk, higitjuk
és szelektiv, valamint nem szelektiv taptalajra széleszt-
jiik. A II. téblézatb6l lthatjuk, hogy a telepképz6 egy-

- ségek sz4ma lényegében azonos mind a szelektiv, mind

60

a nem szelektiv tdptalajon.
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II. téblazat
A CPC-T1 Cephalosporium transzforméns stabiliti-
sa kortilbeliil 25 generdci6n 4t tarté, nem szelektiv
téptalajon val6 novesztés utdn

Kisérlet szdma Rezisztens sejtek szdma
#1 100%
#2 94%
Eljdrds

10,3 g szacharézzal és 100 pg/ml higromicin-B-vel
kiegészitett Triptikdz-sz6ja agartéptalajon nétt Cepha-
losporium acremonium/pIT221 sejtekbdl egy 0,5 cm
széles csikot higromicin-B nélkiili Triptikdz-Sz6ja-
Szachar6z agarra visziink 4t. Mikor a telep 4tmérGje
eléri a 14 cm-t, a ndvekedést eltdvolitjuk a nem szelek-
tiv téptalajr6l, s6oldatban szuszpendiljuk, egyenietes
s6oldattd szuszpendéljuk, higitjuk séoldatban, majd
Triptik4z-Sz6ja-Szacharéz agartéptalajra és ugyanilyen
osszetételd, 100 pg/ml higromicin-B-vel kiegészitett
téptalajra szélesztjik.

Eredmények: 1. kisérlet:
CFU (telepképzd egység) nem szelektiv
tdptalajon=21
CFU szelektiv tiptalajon=22
2. kisérlet:
CFU nem szelektiv téptalajon=213
CFU szelektiv tdptalajon=201

A CPC-T1 Cephalosporium transzforméns higromi-
cin-rezisztens fenotipusdnak stabilitdsa egybevdg a
Cephalosporium transzforménsok nagy molekulatome-
gif DNS-ében a HPT-génszakasz jelenlétének fizikai
kimutathatéségéval.

Egy miésodik kisérletben a CPC-T1 48 6rés vegeta-
tiv tenyészetébdl egy alikvot résszel a cefalosporin-C
szintézisére alkalmas tptalajt oltunk. 96 érés fermen-
t4ci6 utén a tenyészlé alikvot részét a kovetkezd szem-
pontok szerint analizéljuk.

1) a penicillin-N és cefalosporin-C antibiotikumok
mennyisége,

2) az él6 sejtek szdma,

3) az é16 higromicin-B-rezisztens sejtek szdma.

Az €16 CPC-T1 sejtek mért szdma (nem szelektiv,
azaz higromicint nem tartalmazé téptalajon novesztve)
a statisztikai analizis szerint lényegében ugyanannyi
volt, mint az éI6 higromicin-rezisztens CPC-T1 sejtek
széma (szelektiv agaron, azaz higromicin jelenlétében
ndvesztve). A szelektiv tdptalajra (100 pg/ml higromi-
cin-B) kiszélesztett transzformélatlan Cephalosporin
sejtek kozil egy sem nétt. Mind a CPC-T1 transzfor-
méns mind a kiindulési térzs termelt B-laktdm antibio-
tikumokat a fermentéci6s tenyészetben. A sejtek tome-
gére szémitva a termelt antibiotikum mennyisége kozel
azonos volt, jéllehet a CPC-T1 ndvekedési sebessége
és a sejtek Ossztdomege kicsit alacsonyabb volt, mint a
transzformélatlan sziil6é. Ezek az adatok azt mutatjék,
hogy a pIT221 Cephalosporium acremonium transzfor-
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miansok elég stabilak ahhoz, hogy a cefém antibiotiku-
mok ipari fermentéci6jiban hasznéljék Sket szelektiv
4gensként hozz4adott higromicin-B nélkiil.

13. példa

A pPS6 plazmid készitése

A) Riboszomdlis DNS-szakasz izoldldsa

Cephalosporium acremoniumbdl

(1) Génbank készitése

A kivént génbankot szokvényos médon készitjikk
Cephalosporium acremoniumb6l (barmely Cephalos-
porium acremonium torzs elfogadhatd, kiilondsen az
ATCC 11550 és ATCC 14553 tdrzsek) 1ényegében Ri-
mun és munkatérsai (Gene, 12, 301, 1980) médszeré-
vel. Ezenkiviil a génbank készitésében alkalmazhatd
eljarisokat ismertetnek Maniatis és munkatérsai
(1982). A Charon 28 bakteriofégot és az Escherichia
coli K12 Q359 baktériumgazda-torzset hasznéljuk a
génbank készitésében. A Charon 28 bakteriofdg meg-
vésarolhat6 a Bethesda Research Laboratory-t6l, Gait-
hersburg, Maryland, mig az Escherichia coli K12
Q359-et Regional Research Laboratory-nél, Peoria, II-
linois helyezték letétbe, és lett az alland6 torzsgydite-
mény része. A torzset az NRRL-15894 sorsz4m alatt
taldlhatjuk meg. '

A Cephalosporium acremonium 6ssz-DNS-t lénye-
gében az 5. B) példaban leirt eljardssal izoléljuk. A
DNS-t részlegesen emésztjitk Mbol* restrikci6s enzim-
mel az 5. C) (2) péld4ban leirt eljérds szerint, azzal a
kiildnbséggel, hogy az Mbol DNS-fragmenteket méret
szerint frakcionéljuk szacharézgradiensen. _

A 15-20 kb méretd fragmenteket vélasztjuk a gén-
bank készitéséhez.

A Charon 28 bakteriofdg DNS-ét teljesen meg-
emésztjitkk BamHI restrikciés enzimmel, Iényegében a
6. B) (1) példéban leirt m6édon. A Charon 28 DNS-b6l
hérom fragment keletkezik: a jobb kar, a k6z€psd,
~7 kb méretd, ,kitdoms” fragment és a bal kar. A
kdzépsd ~7 kb méretd, ,kitomé™ fragmentet szacha-
rézgradiens centrifugéldssal eltdvolitjuk, majd a ~15-
20 kb méretd Cephalosporium acremonium DNS-
fragmenteket ligaljuk a Charon 28 bakteriof4g DNS-
ének bal és jobb karjéhoz, lényegében a 6. A) (3)
példaban leirt médszer szerint. A ligélt anyagot hasz-
naljuk az in vitro pakoldsi reakciéban. Az in vitro
pakoldshoz sziikséges anyagok és kitek megvésérol-
hat6k, példdul a Promega Brotech-t6l, Madison, Wis-
consin, vagy més j6l ismert cégektdl. A kapott bakte-
riofag-részecskékkel szokvényos médon fertézziik az
Escherichia coli K12 Q359 torzset és a kapott plak-
kok kozott keressiik a kivdnt DNS-szakaszt, a Maiatis
és munkatérsai 4ltal leirt (1982) plakkhibridizaci6s
technikéval.

* Az Mbol restrikci6s enzim reakciéelegyének Ossze-
tétele a kovetkezs:
100 mM NaCl ,
50 mM Trisz-HCI, pH 7,5
10 mM MgCl,
1 mM Ditiotreitol

21




1  HU 204568 B )

(2) A riboszomdlis DNS keresése a kromoszomdlis

génbankban o

Ezt az eljarést tigy hajthatjuk végre legjobban,
hogy olyan radioaktiv prébét haszn4lunk, mely a ke-
resett gén egy részét, vagy azzal kozeli rokonségban
lev§ szakaszt tartalmaz. A pY1rA12 plazmid tartal-
mazza az 5,8, 18 és 258 riboszomélis RNS-géneket
k6dol6 éleszté DNS-szakaszokat, és elonydsen hasz-
nalhat6 vizsgélatban. A plazmidot a Northern Regio-
nal Research Laboratory-nél helyezték letétbe és lett
az 4lland6 gydjtemény része, hozzéférhetd az NRRL

B-15888 sorszam alatt. A pY1rA12 plazmidot Nick- '
transzldciéval - 32P-dCTP-vel jeloljik Iényegében:

Rigby és munkatirsai médszerével [J. Mol. Biol.,
113, (1977)]. A jelzett pYirAl2 plazmiddal hibridi-

7416d6 egyik plakkot megtisztitjuk &s a DNS-t Mani-
atis és munkatérsai médszerével (1982) kivonjuk a
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bakteriofigbél. A restrikci6s analizis €s a Southern-

hibridizéci6s analizis kideritette, hogy egy ~3,7 kb
méretd Xmal fragment hibridizdlédik a pY1rAl2
plazmiddal. A ~3,7 kb méretid fragmentet DEAE-cel-
lul6zpapirra végzett elektroelici6val izolaljuk, lénye-
gében az 5. C) (1) példdban leirt mdédszer szerint, és
ez a fragment a kivént Cephalosporium acremonium
riboszom4lis DNS-t tartalmaz6 szakasz.

B) A pIT221 plazmid emésztése Xmal enzimmel .

A kivant emésztést 1ényegében a 6. A) példdban lefrt
eljirdssal végezzik, azzal a kiilonbséggel, hogy a Pstl
restrikci6s enzim és reakci6-puffer helyett Xmal rest-
rikci6s enzimet és reakci6puffert* haszndlunk. Egy
~274 bp méretd és egy ~8 kb méretil fragment keletke-
zik a pIT221 plazmid emésztése sordn. '

* Az Xmal restrikci6s enzim reakciépufferét a kovet-
kez§ osszetételben allitjuk el6:
10 mM Trisz-HCl, pH 7,5
10 mM MgCl,
1 mM ditiotreitol

C) Az E.coli K12 600/pPS6 ligdldsa és végs6

elodllitdsa T

A ~3.7 kb méretd Xmal fragmentbdl koriilbelill
0,125 pg-ot keveriink &ssze az Xmal-gyel emésztett

pIT221 plazmid 0,1 pg-javal. A fragmenteket lénye- -
gében az 5. C) (3) példdban lefrtak alapjdn ligdljuk. A -

kapott pPS6 jeli plazmidot hasznéljuk az Escherichia
coli K12 C600 torzs ampicillin-rezisztenssé transz-
form4lésira, lényegében Mandel és Higa (1970)

médszerével. Egy tisztitott transzforménsbél izol4l-

juk a plazmid DNS-t és restrikci6s enzimes emésztés-
sel elemezzik. A pPS6 plazmid restrikci6s térképét a
kisér6 rajzok kozott, a 8. dbran mutatjuk be.

14. példa ,
A Cephalosporium acremonium/pPS6 készitése
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A kivént konstrukci6t 1ényegében a 7. példébén

leirtak alapjén készitjilk, azzal a kiilénbséggel, hogy
a pIT221 plazmid helyett pPS6 plazmidot hasz-
nélunk.
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- 15. példa '
A pETS702 és pPLS221 plazmidok készitése
A) A. plJ702 plazmid emésztése Pstl-gyel -
A plI702 plazmid (ATCC 39155) kivént emésztését

- lényegében az 5. C) (2) példa szerint végezzik, azzala

kiilonbséggel, hogy a részleges emésztés helyett teljes
emésztést végziink. :

B) A pIT221 plazmid részleges emésztése
A kivAnt részleges emésztést lényegében az 502
példiban lefrtak szerint végezziik, azzal a kiilonbség-

~ gel, hogy a pRB12 plazmid helyett a pIT221 plazmidot
hasznaljuk.

C) AzE.coli K12 C600/pETS702 és az E.coli KI2
C600/pPLS221 ligdldsa és végso elkészitése
A fenti A és B DNS-emésztések kivant ligdlsit
1ényegében az 5. C) (3) példiban lefrtak szerint végez-
zitk. A kapott pETS702 és pPLS221 jellel jelolt plazmi-

- dokat hasznéljuk az E.coli K12 C600 torzs ampicillin-

rezisztenssé transzformélisara, 1ényegében Mandel és
Higa médszerével (1970). Két ~13 kb méretd plazmi-

 dot kapunk a fenti ligdldsbél, mivel a plJ702 plazmid

DNS-t ligélhatjuk a pIT221 plazmid 5 6rénél vagy 8
6ranél 16v6 Pstl restrikcis helyére (14sd 1. dbra). Az 5
6randl 16v6 helyre val6 ligélds eredményeképpen kap-
juk a pETS702 plazmidot, a 8 6ran4l 16vd helyre val6
lighlss eredményeképpen kapjuk a pPLS221 plazmi-
dot. A plJ702 fragment orientdci6ja mindkét plazmid-
ban olyan, hogy a Kpnl hasitési hely kozelebb van a
pIT221 plazmid DNS Sall hasit4si helyéhez. A plazmi-
dokat szokvényos médon izolaljuk az E.coli K12 C600
transzforménsokb6l és restrikci6s enzimes analizissel
azonositjuk. -

~16.példa

A Streptomyces lividans/pPLS221 készitése
- A kivént konstrukci6t lényegében a 4 468 462 sor-
szém(i amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi beje-
lentés (f5leg a 9. példa) alapjdn készitjik el, azzal a
kiilonbséggel, hogy Sambofaciens helyett Streptomyces
lividanst hasznélunk. :

'17. példa )
A Cephalosporium acremonium/pPLS221 készitése
Akivant konstrukci6t 1ényegében a 7. példéban leirtak

. szerint készitjiik el, azzal a kiilonbséggel, hogy a pIT221
plazmid helyett a pPLS221 plazmidot hasznéljuk.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljér4s Cephalosporium gazdasejtek transzformé-
14s4ra, azzal jellemezve, hogy legaldbb '
1);higmmicin-foszfotranszfer'ézt kédol6 szakaszt és

ennek kifejez6dését eldsegitd médon elhelyezett

Saccharomyces cerevisiae transzkripcis és transz-

laciés akfival6szakaszt és autoném replikaciét lehe-

t6v6 tevé szakaszt vagy a gazdagenommal homol6g
régi6t tartalmaz6 rekombindns DNS-vektort jutta-
 tunk Cephalosporium gazdasejtbe €s



2) az emlitett gazdasejtet higromicint tartalmazé tdp-
kozegen ndvesztjiik.
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2. Az 1. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve, tartalmazé vektort juttatunk a gazdasejtbe.

hogy vektorként egy plazmidot juttatunk a gazdasejtbe.

transzlaciés aktivilészakaszaként a foszfoglicerdt-ki-
néz-gén transzkripcibs és transzldcids aktiviloszakaszat

4, Az 1-3. igénypontok bérmelyike szerinti eljéris,

3. A 2. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve, 5 azzal jellemezve, hogy a kovetkezd nukleotid-sorrendd
hogy a Saccharomyces cerevisige transzkripcifs és szakaszt tartalmaz6 vektort juttatjuk a gazdasejtbe:

R2n
R3n

ATC
TAG

TCG
AGC

GGA
CCT

GAT
CTA

GCA
CGT

GGG
CCC

CGT
GCA

GAA
CIT

GAT
CTA

TCC
AAG

ACA
TGT

GTG
CAC

GCG
CGC

GCC
CGG

GAT

Rm
Rim
CCT GAA CTIC ACC GCG ACG TCT GTC GAG AAG TIT CTG
GGA CTT GAG TGG CGC TGC AGA CAG CTC TIC AAA GAC

GAA AAG TTIC GAC AGC GTC TCC GAC CIG ATG CAG CTC
CIT TTC AAG CTG TCG CAG AGG CTG GAC TAC GTC GAG

GAG GGC GAA GAA TCT CGT GCT TTIC AGC TTC GAT GTA
CTC CCG CIT CTT AGA GCA CGA AAG TCG AAG CTA CAT

GGG CGT GGA TAT GTC CTG CGG GTA AAT AGC TGC GCC
CCC GCA CCT ATA CAG GAC GCC CAT TTA TCG ACG CGG

GGT TIC TAC AAA GAT CGT TAT GTT TAT CGG CAC TIT
CCA AAG ATG TIT CTA GCA ATA CAA ATA GCC GTG AAA

TCG GCC GCG CTC CCG AIT CCG GAA GTG CIT GAC AIT
AGC CGG CGC GAG GGC TAA GGC CIT CAC GAA CTG TAA

GAA TTC AGC GAG AGC CTG ACC TAT TGC ATC TCC CGC
CIT AAG TCG CTC TCG GAC TGG ATA ACG TAG .AGG GCG

GCA CAG GGT GTC ACG TIG CAA GAC CTG CCT GAA ACC
CGT GTC CCA CAG TGC AAC GTT CIG GAC GGA CIT TGG

CTG CCC GCT GIT CTG CAG CCG GTC GCG GAG GCC ATG
GAC GGG CGA CAA GAC GTC GGC CAG CGC CTIC CGG TAC

GCG ATC GCT GCG GCC GAT CIT AGC CAG ACG AGC GGG
CGC TAG CGA CGC CGG CTA GAA TCG GTC TGC TCG CCC

GGC CCA TIC GGA CCG CAA GGA ATC GGT CAA TAC ACT
CCG GGT AAG CCT GGC GTIT CCT TAG CCA GTT ATG TGA

TGG CGT GAT TTC ATA TGC GCG ATT GCT GAT CCC CAT
ACC GCA CTA AAG TAT ACG CGC TAA CGA CTA GGG GTA

TAT CAC TGG CAA ACT GTG ATG GAC GAC ACC GTC AGT
ATA GTG ACC GIT TGA CAC TAC CTG CTG TGG CAG TCA

TCC GTC GCG CAG GCT CTC GAT GAG CTG ATG CIT TGG
AGG CAG CGC GTC CGA GAG CTA CTC GAC TAC GAA ACC

GAG GAC TGC CCC GAA GTC CGG CAC CIC GTIG CAC GCG
CTC CTG ACG GGG CIT CAG GCC GTIG GAG CAC GTG CGC

TIC GGC TCC AAC AAT GTC CTG ACG GAC AAT GGC CGC

CTA AAG CCG AGG TTG TTA CAG GAC TGC CTG TTA CCG GCG

ATA ACA GCG GTC AIT GAC TGG AGC GAG GCG ATG TTC GGG
TAT TGT CGC CAG TAA CIG ACC TCG CTC CGC TAC AAG CCC
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TCC
AGG

GAT
CTA

TGG
ACC

CCG
GGC

CGG
GCC

GAG
CIC

TAT ATG CTC CGC
ATA TAC GAG GCG

GCG
CGC

CGG
GCC

GAC GGC
CTG . CCG

TTG GIT
AAC CAA

AGC
TCG

CAG
GTC

GGT CGA TGC GAC
CCA GCT ACG CIG

CAG
GTC.

GCG
CGC

CGT ACA
GCA TGT

GTC GGG
CAG CCC

ACT
TGA

GGG
cce

GAT GGC
CTA CCG .

TGG ACC
ACC TGG

GTC
CAG

GCC
CGG

GGA AAC CGA CGC CCC
CCT TIG GCT GCG GGG

AGT
TCA

GAA R4
CIT Rs

ahol

A jelentése dezoxiadenilcsoport,
G jelentése dezoxiguanilcsoport,
C jelentése dezoxicitidilcsoport,
T jelentése timidilcsoport,

R & Rq jelentése egymisté] figgetlentl lizint k6dol6.

dezoxiribonukleotid-triplettek;

AGG CAT CCG GAG CIT GCA
TCC GTA GGC CIC GAA CGT CCT AGC GGC GCC GAG

35.

R: 6s R; olyan dezoxiribonukleotid-triplettek, melyek- .
ben a nitrogénbézisok komplementerei megfeleld

R és R; triplettek bézisainak

m &s n=0 vagy 1, azzal a korldtozissal, hogy ha n=0,
akkor m=0, és ha m=1, akkor n=1, '
R, transzl4ci6s stopkodont kédol6 dezoxiribonukleo-

tid-triplett, Rs pedig az R4 megfelels bézisaival

komplementer bézisokat tartalmaz6 dezoxiribonuk-

leotid-triplett.
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5. Az 1-4. igénypontok birmelyike szerinti eljdrés, - '

azzal jellemezve, hogy Cephalosporiumban miiksdé,
autoném replikéci6t lehet6vé tevd szakaszt tartalmaz6
vektort juttatunk a gazdasejtbe. ,

6. Az 5. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy a gazdagenommal homol6g régi6t tartalmaz6 vek-
tort juttatunk a gazdasejtbe. o :

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljirés, azzal
jellemezve, hogy E.coli replikéci6s orig6t €s E.coli-ban
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CAA TAC GAG GIC GCC AAC ATC TIC TIC TGG AGG
GIT ATG CTC CAG CGG TIG TAG AAG AAG ACC TCC

TIG GCT TGT ATG GAG CAG CAG ACGV ‘CGC_TAC TIC
AAC CGA ACA TAC CIC GIC GTIC TGC GCG ATG AAG

GGA TCG CCG CGG CIC -

ATT GGT CTT GAC CAA CIC TAT
TAA CCA GAA CTG GIT GAG ATA.

AAT TIC GAT GAT GCA GCT TGG
TTA AAG CTA CTA CGT CGA ACC

GCA ATC GIC CGA TCC -GGA GCC
CGT TAG CAG GCT AGG CCT CGG

CAA ATC GCC CGC AGA  AGC GCG
GTT TAG CGG GCG TCT TCG CGC

TGT GTA GAA GTA CTC GCC GAT
ACA CAT CTT CAT GAG CGG CTA

'AGC ACT CGT CCG AGG GCA AAG
TCG TGA GCA GGC TCC CGT TIC

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljérds, azzal jelle-

mezve, hogy Streptomyces replikici6s orig6t, és Strep-
tomycesben szelektAlhat6 fenotipust kédol6 szakaszt is
tartalmaz( vektort juttatunk a gazdasejtbe.
10, Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az emlitett gazdasejteket higro-
micin-B-antibiotikumot tartalmazé téptalajon noveszt-
jik. , :

11. Az 5-10. igénypontok birmelyike szerinti eljérés,
azzal jellemezve, hogy vektorként a pIT221, pPS6,
pETS702 vagy pPL221 plazmidot juttatjuk a gazdasejt-
be 7. -

12. Az 1-11. igénypontok bérmelyike szerinti eljdrss,
azzal jellemezve, hogy Cephalosporium acremonium

torzset transzformAlunk. -

13. Eljérds a pIT221 plazmid el64llitAsira, azzal jel-
lemezve, hogy a pIT219 3,3 kb méretd Sall-Xhol rest-
rikci6s fragmentjét a Sall-gyel emészett pIT220-szal
ligaljuk. o

14. Eljarés a pPS6 plazmid el6éllitdséra, azzal jelle-
mezve, hogy az Xmal-gyel emésztett p[T221 plazmidot

- a Cephalosporium acremonium kromosz6m4jab6l szér-

' mazé, riboszomélis gént tartalmaz6 3,7 kb méretd Xmal

- fragmenttel ligdljuk. :

szelektélhat6 fenotipust k6dol6 szakaszt is tartalmaz6

vektort juttatunk a gazdasejtbe.

8. A 6. vagy 7. igénypont szerinti eljérés, azzal Jjelle-
mezve, hogy Cephalosporium riboszomilis génszakaszt
is tartalmaz6 vektort juttatunk a gazdasejtbe.
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15. Eljérs a pETS702 és pPLS221 plazmidok el64l-
litdséra, azzal jellemezve, hogy a Pstl-gyel emésztett
pl702 plazmidot a Pstl- gyel részlegesen emésztett
pIT221 plazmid 8 kb méretd fragmensével ligdljuk.

16. Eljrss transzformélt Streptomyces sejtek elG4lli-
taséra, azzal jellemezve, hogy a Streptomyces sejtet a
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15. igénypont szerint eldallitott plazmiddal transzfor-
méljuk.

17. A 16. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy Streptomyces lividanst transzformélunk.

18, Eljaras transzformilt E.coli sejtek elodllitiséra,

azzal jellemezve, hogy E.coli sejtet a 13-15. igénypont
szerint elGallitott plazmiddal transzformalunk.
19. A 18. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy az E.coli K12 RR1 sejtet transzforméljuk.
5
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