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A taldlmény trgya eljards Streptomyces sejtekben
tizolin rezisztenciat biztosito rekombinans dezoxi-ri-
bonukleinsav klénozd vektorok, valamint az ilyen
vektorokat hordozd Streptomyces transzforméinsok
elgallitaséra.

Ugy jarnakel, hogya Streptomyces fradiae eredetii
tirB gént hordozé dezoxi-ribonukleinsavat és egy

A lefrds terjedelme: 15 oldal, 12 dbra

Streptomyces replikici6s origbt hordozé dezoxi-ri-
bonukleinsav szakaszt ligilassal Gsszekapcsolnak, az
igy ietrejott vektor dezoxi-ribonukleinsavat Strep-
tomyces protoplasztokhoz adjik, a transzformalt
protoplasztokat regenerdljik, és regenerlds kozben
vagy ez utin a transzformansokat tilozin rezisztenci-
dra szelektaljak. )
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Aleirés a tirB jellel jelzett, tilozin rezisztencidt bizto-
sitb génre, az e gént hordozd rekombinins dezoxi-ri-
bonuKleinsav kl6nozd vektorokra és a tilozin rezisz-
tencidt biztosité dezoxi-ribonukleinsav vektorokat
hordozé transzforménsokra vonatkozik. A tilozint a
Streptomycesfradiae termeli, magdta tilozint az4llat-
gybgydszatban llati névekedés-serkentdként és anti-
biotikumként alkalmazzik. A makrolid antibiotiku-
mok kzé tartozd tilozin egy 16 tagii laktongyliribsl és
hérom cukorcsoportbdl épiil fel. Antibiotikus aktivi-
tésa, hasonléan mis makrolid antibiotikumokéhoz, a
fehérje szintézis gatlisinak kGszonhet. A gitlas me-
chanizmusa abban 4ll, hogy a tilozin a riboszémahoz
kotadik.

A tilozinnal szembeni rezisztenci4t biztosité kiéno-
26 vektorok jél hasznosithatk Streptomyces és mis
gazdasejtekben. A rekombindns dezoxi-ribonuklein-
sav technolégia Streptomyces-ekben val6 fejlesztése
és felhasznilhatdsaga erdsen fiigg attdl, hogy rendel-
kezésre 4llnak-e szelektilhaté genetikai markerek a
megfelel6 kl6noz6 vektorokon. '

Efejlesztést mindeddiggdtolta, hogya jelenleg hoz-
ziférhet, Streptomyces-ben hasznélhat6 szelektdl-
hatd markerek szima kicsi, A taldlmény szerinti eljd-
rés kiilonféle fontos és értékes atekintetben, hogy ki-
tagitja az ilyen célokra alkalmas szelektdlhatd marke-
rek korét, KiildnSsen j6l hasznosithaték az itt kozolt
eljér4s szerinti dezoxi-ribonukleinsav vektorok, mivel
méretiik kicsi, sokoldalak, valamint sokféle tilozinra
érzékeny Streptomyces sejtbe transzformélhatok és
ottszelektilhatok.

A 0176 319 Al sz4mi eurdpai nyilvinosségraho-
zatali irat rekombinins DNS kl6nozdsit ismerteti tir
A gén, mintszelektalhatd marker alkalmazdséval, nem
teszazonban emlitést tir B gén hasznilatirdl.

A Streptomyces-ck termelik a Klinikailag jelentds
antibiotikumok t6bb mint felét, és igy gazdasigilag
fontos csoportot képviselnek. A jelen lefrds dj, és eb-
ben a gazdaségilag jelentds csoportban j6l haszndlhatd
rendszerekre és vektorokra vonatkozik, a lefrds szerin-
ti eljirds tovabbd lehetGvé teszi gének Kl6nozasit
mind az ismert antibiotikumok hozaménak ngvelése,
mind &j antibiotikumok és antibiotikum-szdrmazékok
eléAllitdsa érdekében.

A talilmény szerinti eljirds tovibbi olyan dezoxi-
ribonukleinsav kKlénoz6 vektorokra vonatkozik, me-
lyek lehet6vé teszik a Streptomyces transzforméansok
szelekei6jat anem transzformilt sejtekkel szemben. A
talilmény szerinti vektor dezoxi-ribonukleinsavhoz
nem szelektalhatd dezoxi-ribonukleinsavat kapcsolva,
a modositott dezoxi-ribonukleinsav vektort Strep-
tomyces sejtekbe transzformélhatjuk, és a transzfor-
ménsokat tilozin-rezisztens fenotipusuk alapjén sze-
lektalhatjuk. Mivel a transzforméci6 viszonylag kis
gyakorisdgh esemény, ezért jelentds értékii a gyakor-
latban egy olyan vizsgdlati médszer, amellyel megha-
tarozhatjuk azokat a sejteket, melyek a t5bb milli6
sejt koziil felvették a transzformAciora hasznélt dezo-
xi-ribonukleinsavat.

A lefrasban és az igénypontok megfogalmazisa so-
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rén az alibbi szakkifejezéseket hasznaljuk:

ApR= amipicillin-rezisztens fenotipus, vagy az ezt
biztosito gén.

mel=tiroziniz gén,

Pazmid=figként vagy plazmidként miikodd rekom-
bindns DNS vektor. ‘

rekombindns dezoxi-ribonukleinsav klonozd vek-
tor= barmely autoném médon replikdlddd vagy be-
épiilésre képes elem, amely olyan dezoxi-ribonukiein-
sav molekuldbdl épiil fel, melyhez egy vagy tobb dezo-
xi-ribonukleinsav szakaszt lehet kapesolni, illetve,
melyhez ilyet mér hozzdkapesoltak, ideértve —- de
nem limitAld jelleggel — a plazmidokat is.

Restrikciés fragmens=egy vagy tobbrestrikciés en-
7im miikddése utin 1étrejott barmely linedris dezoxi-
ribonukleinsavmolekula.

Erzékeny gazdasejt=az adott antibiotikum jelenlé-
tében, az adott antibiotikumra rezisztenciit biztositd
dezoxi-ribonukleinsav szakasz nélkiil novekedésre

képtelen gazdasejt.
TCR = tetraciklin-rezisztens fenoltipus, vagy az ezt
biztositd gén.

tlrA=,,A” tipust, tilozin rezisztenciat biztosit6 gén.

tlrB=,,B" tipusi, tilozin rezisztenci4t biztositd gén.

Transzformins=transzformalt gazdasejt.

Transzformécié=a genotipust megvéltoztatd dezo-
xi-ribonukleinsav bejuttatisa a befogadd gazdasejtbe,
afolyamat a befogado sejt megvéltozdsihoz vezet.

tsrR=tiosztrepton-rezisztens fenotipus, vagy az ezt
biztositd gén.

tyl=a tilozin bioszintézis egy génje.

Ismertetjiik az dbrékat.

Az 4brak méretarinyosak. Néhény restrikcids en-
zim, mint péld4ul a SaullTA1 enzim esetén csak a fon-
tosabb hasitasi helyeket jelezziik.
1.4bra:  apSVBY plazmid restrikci6s és funkciond-
lis térképe.

a pHIL315 plazmid restrikcids és funkcio-
nélis térképe.

a pSVB25 plazmid restrikcis és funkcio-
nilis térképe.

a pSFH62 plazmid restrikci6s és funkcio-
nélis térképe.

a PSKC13 plazmid restrikci6s és funkcio-
nélis térképe.

a pSFH60 plazmid restrikcids és funkcio-
nélis térképe.

a pSFH6! plazmid restrikcibs és funkcio-
nélis térképe.

a pSVB36 plazmid restrikcids és funkcio-
néalis térképe.

a pSVB2 plazmid restrikcids és funkciond-
lis térképe.

a pIJ903 plazmid restrikciés és funkciond-
lis térképe.

a pSVBA40 plazmid restrikcids és funkcio-
nilis térképe.

a pSVBA47 plazmid restrikci6s és funkcio-
nilis térképe.
A tilozin rezisztenciat biztosité tirB gén sok mikro-

2.4bra:
3.4bra:
4, §bra:
5.4bra:
6. 4bra:
7.4bra;
8.4bra:
9.4bra:
10.4bra:
11.dbra:

12.4bra:
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organizmusban haszndlhatd szelektilhaté marker-
ként, A tirB gént a pSVB9 plazmidbél lehet kivagni,
egy 3,5 kb nagysigl Bglll-Sacl restrikciés fragmen-
sen. A pSVB9 plazmidot a Streptomyces lividans
TK23/pSVB9 torzsbdl kiilonithetjiik el, e torzset az
alabbi dllando torzsgytijteményben helyeztiik letétbe,
NRRL 18073 sorszamon: Agricultural Research Ser-
vice, Northern Regional Research Center (NRRL),
Peoria, IL. 61604, USA. A pSVB9 plazmid restrikciés
és funkciondlis térképét az 1. dbrin mutatjuk be. A
pSVBY plazmidot az 1. példaban lefrt eljardssal Iénye-
gében megegyezd médon lehet elkiiloniteni az S. livi-
dans TK23/pSVB9 torzsbl. A tIrB gént a pHIL315
plazmidbdl is kinyerhetjiik, ez a plazmid az NRRL
torzsgytijteményben NRRL B-18047 sorszdmon hoz-
zéférhetd.

A pHIL315 plazmid restrikcids és funkcion4lis tér-
képéta 2. dbrdn mutatjuk be.

A pSVB9 és a pHJL315 plazmid hasznos kiinduldsi

anyagként hasznélhatd fel ms, a tirB gén 4ltal kédolt

tilozin rezisztencidt biztosité dezoxi-ribonukleinsav
vektorok eldallitasihoz, Példdul a pSVBI plazmid 3,35
kb méretl Bglll-Sacl tilozin rezisztencidt biztosité
restrikcids fragmensét elkiilnithetjiik és beépithet-
jiik a pIJ702 plazmid (ATCC 39155) nagyobb BgllI-
Sacl restrikeiés fragmensébe, miutin megkapjuk a
pSVB25 jeld plazmidot. A pSVB25 plazmid hordozza
a tlrB gént, és kiilonb6z6 mikroorganizmusokban tilo-
zin rezisztencidt biztosit, amint azt alibb részletesen
leirjuk, A pSVB25 plazmid el84llitasdnak médszerét a
2. példaban irjuk le, a plazmid restrikei6s és funkcio-
nélis térképét pediga 3. dbrdn mutatjuk be,

A pHIL315 jelii plazmidszémos, a trB gént hordo-
20, a jelen talilminy dezoxi-ribonukleinsav vektor
hasznos kiinduldsi anyagként haszndlhatjuk fel. A
pHIL315 plazmidot BgII restrikciés enzimmel
emésztjiik, az igy nyert 5,0 kb méretd, a tlrB gént hor-
dozé BglII restrikciés fragmenst a BamHI enzimmel
emésziett pHIL401 jel- plazmidba épitjiik, amiutin
megkapjuk a pSFH62 és a pSFH63 jelii plazmidokat, A
PHILAO01 jel- plazmidot az aldbbi szdmi eurdpai sza-
badalmi leirds ismerteti: 213 779, A plazmid azZNRRL
torzsgyljteményben férhetd hozza NRRL B-18217
sorszdmon. A pSFH62 és a pSFH63 plazmidok csak az
5,0 kb méretli Bglll restrikcids fragmens irdnyultsiga-
ban kiilénbbznek, a pSFH62 plazmid restrikciés és
funkcionalis térképét a 4. dbrdn mutatjuk be. Hasonlé
eljarassal a pHIJL315 plazmid 5,0 kb méretii tirB-t
hordozd BglII restrikcids fragmensével szomszédos,
0,2 kb méretdi BglIT restrikeiés fragmenst az 5,0 kb
méreti fragmenssel egyiitt épitjuk be a BamHI enzim-
mel emésztett pHIL401 jeld plazmidba, igy megkap-
juk az 5,2 kb méretd, teljes inszert méretii pSKC13
plazmidot,

A pSKC13 plazmid restrikciés és funkcionilis tér-
képétaz 5. dbrdn mutatjuk be. A pSFH62, a pSFH63 és
a pSKC13 plazmidok el§allitisanak mébdszerét a 3.
példdban irjukle,

A pSKC13 plazmidot Kpnl restrikciés enzimmel
emésztjiik, a 3,8 kb méretii, a tirB gént tartalmazd

10

16

20

25

30

35

40

45

50

65

60

Kpnl restrikci6s fragmenst elkiilonitjiik, és beépitjuk
a Kpnl enzimmel emésztett pUC19 plazmidba (ATCC
37,254). fgy megkapjuk a pSFH60 és a pSFH60.1 plaz-
midokat. A két plazmid mind8ssze a 3,8 kb méretii
Kpnl fragmens irdnyultsigiban kiilonbozik. A
DSFH60 plazmid restrikeds és funkcionélis térképét a
6. 4brdn mutatjuk be. A pSFH60 3,8 kb méretd, a tIrB
gént hordozd EcoRI-HindIII restrikciés fragmensét
elkiilonitjiik, és az EcoRI-HindIII enzimekkel emész-
tett pHIL401 plazmidba épitjiik be, amiutdn megkap-
juka pSFH61 plazmidot. A pSFH61 plazmid restrikei-
6s és funkciondlis térképét a 7. dbrin mutatjuk be. A
PSFH60, a pSFH60.1, tovdbba a pSFH 61 plazmidok
eléallitdsinak modszerét a 4, példaban adjuk meg,

A jelen leirds szerinti plazmidokat méis dezoxi-ri-
bonukleinsavak hozziaddsdval knnyen még haszno-
sabb dezoxi-ribonukleinsav vektorokké alakithatjuk
at, Ennek illusztricibjaként a tilozin-rezisztenciit
biztosit6, a 176 319 szdm{ eurdpai szabadalmi lefrds-
ban leirt, Streptomyces fradiae eredetii tirA gént a
pSVB25 plazmidhoz kapcsoljuk, miutdn megkapjuk a
pSVB36 és a pSVB37 jelli plazmidokat. A pSVB36 és a
pSVB37 plazmidokat a pSVB2 plazmid 2,86 kb mére-
tl a tlrA-t tartalmaz6 BamHI-BglII restrikcids frag-
mensének a Bglll enzimmel emésztett pSVB245 plaz-
midba val6 beépitésével allitjuk els. A pSVB2 plazmid
forrdsat, a Streptomyces lividans TK23 t6rzset NRRL
15880 sorszam alatt letétbe helyeztiik. A két plazmid
minddssze a 2,86 kb méretd restrikcis fragmens ird~
nyultsigéban kiilonbozik, A pSVB36 restrikciés és
funkciondlis térképét a 8. dbrdn mutatjuk be. A
pSVB36 és a pSVB37 plazmidok el6allitasinak mod-
szerét az 5, példiban adjuk meg,

A tlrB gént kis misolatszimi Streptomyces dezoxi-
ribonukleinsav vektorok el6dllitdséra is felhaszndl-
hatjuk. A pSVB2S5 plazmid 3,35 kb méretii, a tirB-t
tartalmazo SstI-BglIl restrikcids fragmensét az Sstl-
BamHI enzimekkel emésztett pUC19 plazmidba épit-
jiik, igy a pSVB40 plazmidot kapjuk. A pSVB40 jelii
plazmidot ezutdn EcoRI és HindIII restrikciés enzi-
mekkel emésztjiik, a 3,8 kb méretli, a tirB-t tartalmazé
EcoRI-HindIIY restrikci6s fragmenst elkiilonitjiik,
tisztitjuk, majd az EcoRI-HindIIl enzimekkel emész-
tett pIT903 jeld plazmiddal ligdljuk, amiutin megkap-
Jjuka pSVBA47 jeldi hibrid plazmidot. A pIJ903 plazmi-
dot Lydiate é munkatirsai irjak le [Gene, 35, 223~
235 (1985)]. A plazmid a John Innes Institute, Colney
Lane, Norwich, Anglia, NR4-7UH Streptomyces
torzsgytijteményébdl szerezhets be a 3471 sorszi-
mon. A pIJ903 plazmid képiaszdma Streptomyces sej-
tekben 1; a pSVB47 plazmid kdpiaszdma hasonlé, A
pSVBA40 és a pSVB47 plazmidok restrikcids és funkci-
ondlis térképét a 11. illetve a 12, 4brdn mutatjuk be. A
pSVB47 plazmid eldllitisinak médszerét a 7. példi-
banadjukmeg,

A taldlményunkra jellemz6, hogy a dezoxi-ribo-
nukleinsav vektorok el$éllitaséra hasznilt restrikeids
fragmenseket az ismert médszerekkel médosithatjuk
is aligdlds el6segitése érdekében, Igy példaul kapesold
molekuldkat illeszthetiink az adott tilozin rezisztencia

-3




1 HU 204090 B 2

gént hordoz restrikcids fragmenshez, vagy a vektor
replikici6jatilletve beépiilési funkcifjatkédolo dezo-
xi-ribonukleinsavhoz. fgy konnyen specifikus hasitasi
helyeket 4llithatunk elG az ez utin kovetkezg ligdlas-
hoz. Az adott vektor tovibbi kiilonbozd, a tilozin re-
zisztencia gént tartalmazd restrikcibs fragmenseit,
replikiciés kezdépontjit vagy pedig beépiilést szolga-~
16 szakaszait néhény nukleotid hozzAadasaval, eltavo-
Titésaval, vagy helyettesitésével Gigy véltoztathatjuk
meg, hogy a dezoxi-ribonukleinsav liglaséra alkal-
mas, kiilonféle restrikciés hasitési helyeket hozunk
Iétre. Az e teriileten jératos szakemberek a nukleotid-
kémia és a genetikai kod ismeretében meghatirozhat-
jik, hogy milyen nukleotidok cserélhetdk fel, és mely
dezoxi-ribonukleinsav médositasok elénydsek egy
adott cél elérése szempontjabdl. Emlitést érdemel az
is, hogy a kl6noz6 dezoxi-ribonukieinsav vektoron az
adott tilozin rezisztencia gént hordozé restrikcios
fragmens beépftésének helye nem szigorian meghatd-
rozott; amenhnyiben a beépités a kritikus, a vektor 4l-
tal szabélyozott funkcidkat nem zavarja. Az e teriile-
ten jératos szakemberek ismerik, illetve kénnyen
meghatérozhatjik egy dezoxi-ribonukleinsav vektor
azon hasitési helyeit, melyek az adott tilozin rezisz-
tencia gént fartalmaz6 restrikci6s fragmens ligalasa
illetve beépitése szempontjibdl eldnydsek.

A tIrB gént egy tilozint termeld Streptomyces fra-
diae torzsbél kiilonitjiik el. Streptomyces fradiae ge-
nomidlis dezoxi-ribonukleinsavat részlegesen emészt-
jiik SaullA T restrikeiés enzimmel, majd az igy létre-
jott dezoxi-ribonukleinsavat a BglIl enzimmel emész-
tett plJ702 plazmidba épitjiik be, t6bb tirB-t tartalma-
26 plazmidot, kdztiik a pSVB9 jeliit nyerve igy.Hason-
16 médon eljirva, ugyanezen S. Fradiae torzs genomi-
4lis dezoxi-ribonukleinsavit részlegesen emésztve
Mbol restrikciés enzimmel is, és azigy 1étrejott, Mbol
enzimmel emésztett dezoxi-ribonukleinsavat - a
pKCAG62A. jelii plazmid BamHI helyére klénozzuk. A
pKCA462A. plazmid az NRRL torzsgylijteménybol
NRRIB-15973 sorszimon szerezhetd be. A beépitett
dezoxi-ribonukleinsavat egy EcoRI restrikciés frag-
menssel egyiitt vigjuk ki a plazmidbdl, és a pHILA01
jeli plazmidba Kl6nozzuk, amikor megkapjuk a
pHJIL315 plazmidot. :

Mivel a tIrB gént a Streptomyces fradiae sejtekbl
izol4ljuk, a tIrB gén a Streptomyces fradiae-ben mii-

kSd6képes, de a nem médositott gén més mikroorga-

nizmusokban is megnyilvinul.

A lefras szerinti vektorokkal a Streptomyces livi-
dans sejteket is transzformélhatjuk tilozin reziszten-
cifira szelektélva, amint azt a 6. példdban megadjuk. A
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tirB gént felhasznalhatjuk tGbb, egymistol kiilonboz6
Streptomyces-torzs transzforméldsara is, tilozin re-
zisztencira szelektdlva. A tirB gén azonban nem biz-
tosit rezisztenciat a Streptomyces griseofuscus-ban a
tilozin nagyobb dézisaival szemben, ami arra utal,
hogy a tirB gén promotere talin nem kiik6dik hatéko-
nyan valamennyi gazdasejtben.

ApSVBY és a pHIL315 plazmidok a teljes tlrB gént
hordozzik, vagyis:

1.afehérjét kédolé szekvencia transzkripci6jatird-
nyitd promotert;

2. azokat a szekvencidkat, amelyek a hirvivé ribo-
nukleinsavvé valé 4tirés utén a hirviv ribonukleinsav
transzldcidjat irdnyitjik;

3.afehérjét kodold szekvenciat; végiil

4.a transzkripci6 termindtorat.

A fenti elemek mindegyike 6nélléan is j61 haszno-
sithatd, & a rekombinins dezoxi-ribonukleinsav tech-
nolégia 4ltal kindlt médszerekkel igen sokféle rekom-
bindns gén elGallitdsira hasznilhatdk fel. A pSVB9
plazmid 3,35 kb méreti BglI-Sstl restrikci6s frag-
mensének nukleotid sorrendjét meghatérozva a tirB-t
kbdolé szekvencidk pontos elhelyezkedése is ismertté
fog vélni, ezaltal lehet6vé valik mis promdterek beil-
lesztése a tirB-t kbdold szekvencidkkal azonos leolva-
sési fazisban. A megfelel§ promoter megvilasztasival
olyan vektorok hozhat6k létre, melyek barmely adott
gazdasejtben alkalmasak a tirB gén termékének kife-
jezésére. A tIrB gén promotere onmagéban is hasznos.
A tlrBgén promoterét, illetve egyéb szabélyozd elemét
egy, a tilozintdl eltérd antibiotikum bioszintetikus
génjéhezkapesolva olyan hibrid gént hozhatunk létre,
amely megnyilvinulhat a Streptomyces fradiaeben,
hibrid antibiotikum Iétrejottét eredményezve. fgy az
itt lefrt plazmidokon talilhatd gén egyes elemei is a
taldlméany fontos részei.

Habir a fent lefrt vektorok a plJ702, pIJ903 vagy a
pHILAO1 jelii plazmidok replikonjainak egyikét tar-
talmazzik, sok ismert Streptomyces replikon hasznal-
haté egyarént hasznos, eltéré gazdasejt-specifitds
vektorok elgallitisdra, Az I, tablizat egy szemléltetd
jellegff, ha nem is 4tfogd listat mutat azokrdl a Strep-
tomyces plazmidokrdk, melyekbdl a Streptomyces
replikonok nyerhetdk. Az e teriileten jératos szakem-
berek felismerik, hogy e plazmidok egészét, vagy egy
részeit mindaddig felhasznilhatjuk, mig a jelen taldl-
mény szerinti tirB gént hordozd vektorok elgéllitdsira
t6reksziink, és amig a replikon miikodését nem akada-
lyozzuk. A plazmidot hordozé gazdatdrzset, illetve a
letét sorszamit szintén feltiintettiik az alibbi L tAbld-

zatban.
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L idbldzat
Streptomices plazmidok
Plazmid Gazdasejt Hivatkozési szdm
SCP2 Streptomyces coelicolor A3 (2) NRRI 15042
Spp2* Streptomyces coleicolorM110 NRRI 15041
pEL7 Streptomyces ambofaciens/pEL7 NRRL 12523
pUC6 Streptomyces espinosus NRRI. 11439
pUC3 Streptomyces 3022A. NRRL 11417
SLP1 Streptomyces lividans NCIb* 11417
pNM100 Streptomyces virginiae NRRL 15156
pEL103 Streptomyces granuloruber A399 12.12/pEL103 NRRL 12549
plJ702 Streptomyces lividans ATCC™39115

*= National collection of Industrial Bacteia (NCIB), Torry Research Station, Post Office Box 31, 135 Abbey Road, Aberdeen AB98DB,

Skécia, Egyestlt Kirélysag.
#= American Type Culture Collection, Rockville, MD20852.

Természetesen a tirB gént nemcsak plazmid jellegl
dezoxi-ribonukleinsav vektorok elGéllitasara lehet fel-
hasznilni, A j6l ismert Streptomyces fag, a @C31 ki-
véld kiindulasi anyagul szolgil beépiilésre képes, tilo-
zin rezisztencidt biztositd vektorok eldallitisédhoz,
melyek tovabbi példakkal szemléltetik a jelen taldl-
méanyt. A @31 fig egy szdrmazéka, az E. coli K12
BE447/pKC331 (NRRL B-15828) 16rzsbl nyerhetd
pKC331 fazmid kiilénGsen alkalmas ilyen beépiilésre
képes vektorok elgallitisira. A @ C31 tipusi fagok be-
éplilési vektorok, ezek konnyen mddosithatdk gy,
hogy a tIrB gént beépitve tilozin rezisztenciit biztosi-
tsanak Streptomyces sejtekben.

A jelen talalmany szerinti dezoxi-ribonukleinsav
vektorok egy Streptomyces replikici6s origobol és egy
tilozin rezisztencidt meghatdrozd restrikciés frag-
mensbdl dlinak, Mivel a plazmidok amplifikilasa és a
plazmidokkal végzett egyéb munkik gyorsabban és
hatékonyabban végezheték E. coli sejtekben mind
Streptomyces-ekben, ezért célszerii E. coli-ban vald
replikici6t lehetGvé tevS dezoxi-ribonukleinsav sza-
kaszokat kapesolni a vektorokhoz. fgy kiilénsen el-
Gny&s azE. coli plazmidokb6l, mint példdul a pBR322-
bdl, a pACYC184-bdl, a pBR325-bdl, a pBR328-bblés
mis, hasonl$ plazmidokbdl szdrmazo, miikodSképes
replikicids origt tartalmaz6 és antibiotikum-rezisz-
tencidt meghatarozd restrikcids fragmensek beépité-
se, amely hozzéjarul a taldlmény szerinti, szemléltetd
jelleggel bemutatott vektorok széles korii felhasznil-
hatésdgahozis.

A talalmény szerinti eljaras sorin hasznilt dezoxi~
ribonukleinsav vektorok tilozin rezisztenciat biztosi-
tanak tilozinra érzékeny Streptomyces vagy azzal ro-
kon gazdasejtekben, Mig a tilozin dltaldban 10 pg/ml
koncentriciéban toxikus a tilozinra érzékeny Strep-
tomyces sejtekre, addig a taldlmany szerinti vektorok
a 10 mg/ml-es tilozin-koncentriciét megkdzelits re-
zisztenciit biztositanak. Streptomyces lividans-sej-
tekkel dolgozva, a szelekcib céljabol el6nyss tilozin-
koncentrécid 500 wg/ml, Més tilozinra érzékeny mik-
roorganizmusok esetén a szelekci6 céljabol elényds ti-
lozin-koncentricidt a szakirodalombdl ismert mdd-
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szerek szerint eljarva konnyen meghatirozhatjuk: ez
azérték a tlrB gén kifejezésére hasznalt promotertdl és
a mikroorganizmus tilozin-érzékenységétél fiigg.

A tIrB gén tilozin-rezisztenciit hatdroz meg, de méas
antibiotikumokkal szembeni rezisztenciét is biztosi-
that, A makrolid antibiotikumokkal, mint példaul a
tilozinnal és az eritromicinnel szembeni, indukilhat6
rezisztencia a gram-pozitiv fest6dést baktériumoknil
(példaul Staphylococcus, Streptomyces, Streptococ-
cus és Bacillus) a linkézamid és B-tipusi sztreptogra-
min antibiotikumokkal szembeni korezisztencigval
kapcsolt: ezt a tObbszorés rezisztencia fenotipust
MLS-rezisztencia fenotipusnak nevezik [Fujisawa és
‘Weisblum, J. Bacteriol,, 146, 621-631 (1981)]. A
Staphylococcus aureus-nil az MLS-rezisztencia feno-
tipus egy, a 23S riboszomdlis ribonukieinsavban
(FRNS-ben) NO-dimetil-adenin keletkezéséhez vezetd,
specifikus adenin-metildcé kovetkezménye, Sok
Streptomyces faj, melyek jobbdra MLS-antibiotiku-
mokat termelnek, MLS-rezisztens fenotipusd. E fajok
tRNS-¢ NO-monometil-adenint, N6-dimetil-adenint
vagy mindkett6t tartalmaz, Az eritromicint termel$
Streptomyces erythreus-nil az MLS-rezisztencia
a23S riboszomilis ribonukleinsav egyetlen adenin-
csoportjinak  NO-dimetilici6jinak  eredménye.
Thompson és munkatérsai egy olyan S. erythreus gént
Idénoztak, amely a Streptomyces lividans-ban eritro-
micin-rezisztencidt biztositott a 238 riboszomadlis ri-
bonukleinsav NO-dimetiliciéja Gitjan. Igen valészint
€s varhatd, hogy a tirB gén MLS-rezisztencia fenoti-
pust hatirozmeg,

A Streptomyces lividans TK23 torzs a tirB gént hor-
dozb transzforminsok szelekciGjira hasznilt kon-
centracidknal (500 pug/ml) érzékeny a tilozinra. A
TK23 torzs azonban val6sziniileg rendelkezik egy bel-
sG eredetii, MLS-rezisztenciat biztositd rendszerrel is.
Az el6kisérletekben a TK23 torzs a tilozin kis kon-
centraci6ira (= 25 pg/ml) is érzékeny volt, de a zl1
pg/ml tilozinnal t6rténé eldkezelés 100 wg/ml tilozin-
koncentrécibig terjedd rezisztenciat indukalt, A belsé
eredetii MLS-rendszer azonban alkalmaztlan a kléno-
zott tirB gén szelekeidjinal hasznélt tilozin-koncent-
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réciokkal szembeni rezisztencia biztositasara.

A talAlmény szerinti rekombinéns dezoxi-ribonuk-
leinsav klénozd vektorok széles korben alkalmazha-
t6k, valamint segftséget nydjtanak a megfelelS Strep-
tomyces sejtekben és mds, rokon ¢él6lényekben alkal-
mazhatd Klénozé vektorok irdnt mutatkozé igények
Kielégitésében. Tovibba, az ilyen dezoxi-ribonuklein-~
sav vektorok Altal meghatérozoit tilozin-rezisztencia
médot nyijt a transzforménsok szelektdldsira. Ez an-
nak a gyakorlati kovetelménynek a szempontjibol
fontos, hogy meghatérozhassuk és kivélaszthassuk a
transzforméciés eljérds sordn a vektor dezoxi-ribo-
nukleinsavat felvett sejteket.

Qlyan tovabbi dezoxi-ribonukleinsavszakaszokat is
beépithetiink az ilyen vektorokba, melyek jelenlétét
miikédésiik alapjin vizsgilni nem tudjuk, és a nem
szelektilhaté  dezoxi-ribonukleinsavat  hordozd
transzforménsokat a tilozin rezisztenciira torténé
szelekcival kiilonitjik el

Az ilyen, nem szelektilhat6 dezoxi-ribonukleinsav
szakaszokata plazmid miikidése és replikicidja szem-
pontjabél sziikséges, illetve a tirB génen beliili szaka-
szok kivételével barmely helyre beépithetjiik, igy pél-
déul, ha nem is kizdrdlag, az antibiotikumokat médo-
sitd enzimeket kédold génekbe, illetve birmely tipusi
reguliciés génbe. '

Részletesebben szblva, egy gént hordozd, nem sze-
lektilhaté dezoxi-ribonukleinsav szakaszt épithetiink
egy plazmidba, mint példaul a pSVBI plazmidba a ti-
osztrepton rezisztencia gén kozepén taldlhatd Clal
restrikciés helyre. Ez a beépiilés inaktivdlja a tioszt-
repton-rezisztencia gént, igy lehetdvé téve a rekombi-
néins plazmidot hordozd transzforménsok kdnnyd
azonositisit. Ezt a kovetkezéképpen végezziik: ElG-
sz0r tilozin-rezisztenciira szelektilunk, majd ezutdn
azonositjuk azokat a tilozin-rezisztens transzformén-
sokat, melyek nem rezisztensek a tiosztreptonra. fey
az a lehetdség, hogy Streptomyces sejtekben és mis,
rokon mikroorganizmusokban tilozin-rezisztenciira
szelektilhatunk, médot nydjt azoknak a kiiléndsen
ritka sejteknek azelkiilonitésére, melyek azadott vizs-
gélandé, nem .szelektdlhatd dezoxi-ribonukleinsavat
hordozzik.

A tilozin-rezisztenci4n alapuld, fentebb leirt funk-
ciondlis vizsgdlat az egyes antibiotikum-rezisztencidt
meghatfiroz gének szabdlyozd elemeiként szolgdld,
illetve az ezek kifejezGdését irdnyitd dezoxi-ribonuk-
leinsav szakaszok helyének a megéllapitdsira is fel-

hasznélhatd. Az ilyen szakaszok — ideértve, birnem

kizérdlag a promotereket, attenudtorokat, represszo-
rokat, indukcis szakaszokat, riboszoma kdtGhelyeket
és hasonlokat — ellendrzik Streptomyces sejtekben és
a rokon mikroorganizmusokban més gének kifejez6-
dését is. A jelen lefrds szerinti, tilozin-rezisztencit
biztosité dezoxi-ribonukleinsav vektorok felhasznl-
hat6k annak biztositdséra is, hogy a kapcsolt dezoxi-
ribonukleinsav szakaszok a gazdasejtekben tobb gene-
récién 4t fennmaradjanak. A Streptomyces sejtekben
a tilozin rezisztenciit biztosité dezoxi-ribonuklein-
savhozkovalensen kapesolva azilyen gének vagy dezo-
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xi-ribonukleinsav fragmensek gy maradnak fenn,
hogy a transzforménsokat anem transzformilt sejtek-
re toxikus tilozin-koncentracikat tartalmaz tiptala-
jokon tartjuk fenn.

A vektort, kovetkezésképpen birmely kovalensen
kapesolt dezoxi-ribonukleinsavat elvesztett transzfor-
ménsok igy nem novekedhetnek, és kipusztulnak a te-
nyészetbdl. A jelen talilminy szerinti dezoxi-ribo-
nukleinsav vektorok tehdt stabilizdlhatnak és fenn-
tarthatnak bérmely vizsgalandd dezoxi-ribonuklein-
savszakaszt.

A tal4lmény szerinti klénoz6 dezoxi-ribonuklein-
sav vektorok és transzforménsok a Streptomyces és a
rokon sejtek 4ltal jelenleg is termelt kiilonféle termé-
kek hozaméanak novelésére alkalmas gének klonozésé-
ra is felhasznilhatok. Nem kizdrélagosan ugyan, de
ilyen termékként sorolhatjuk a sztreptomicint, a tilo-
zint, a cefalosporinokat, az aktaplanint, a narazint, a

-monenzint, a tobramicint, az eritromicint és més, ha-

sonlékat, A taldlmany szerinti szelektdlhatd vektorok
szintén alkalmasak a gazdasagi szempontbdl fontos fe-
hérjéket, példdul az emberi inzulint,a humén proinzu-
lint, a glukagont, az interferont és hasonldkat, vala-
mint a gadzasigi szempontbl fontos Atalakitésok, il-
letve vegyiiletek anyagcsere Gtjaiban szerepet jatszd
enzimeket, illetve a gének kifejez8dését kovetd szabd-
Iyozd elemeket meghatirozd -dezoxi-ribonukleinsav
szakaszok Klénozisira jellemzésére és dtalakitdsra.
Azilyen elényds dezoxi-ribonulleinsav szakaszok ko-
26 tartoznak, bir nem kizarélagosan, az antibiotikum-
szirmazékok, mint péld4ul a sztreptomicin-, cefalos-
porin-, tilozin-, aktaplanin-, narazin-, monenzin- és
eritromicin-szirmazékok szintézisét katalizdlé enzi-
meket, valamint azantibiotikum és més termékek bio-
Iogiai elGallitasaban szerepld, illetve az azt ndveld ea-
zimeket k6dold dezoxi-ribonukleinsavak. Az ilyen de-
zoxi-ribonukleinsav szakaszok elkiilonithetGsége és
felhasznilhatésiga lehetdvé teszi a Streptomyces-ek
és a rokon mikroorganizmusok 4ltal termelt antibioti-
kumok hozaménak illetve kitermelésének nGvelését.

A Streptomyces sejteket szdmos médon, t6bb, kii-
16nboz6 Bsszetétell taptalaj barmelyikét felhasznélva
tenyészthetjiik. A tiptalaj elonyds szénhidrat-forra-
sai kzé tartozik példiul a melasz, gliikoz, dextrin és a
glicerin. A nitrogén-forrsok korébe pedig példiul &
szbjaliszt, az aminosav-keverékek és a peptonok tar-
toznak.

A streptomyces-ek a téptalajbl szervetlen sokat is
felhasznilnak, mint példdul nitrium-, kilium-, am-
ménium-, kalcium-, foszft-, klorid-, szulfit- és ha-
sonlé ionok felszabaduldsit eredményezd szokdsos s6-
kat. Minthogy més mikroorganizmusok ndvekedésé-
hez és egyedfejlédéséhez is nélkiilozhetetlenek, igy
esszencidlis nyomelemeket szintén adunk a téptala-
jokhoz. Ezek a nyomelemek 4ltaliban a tiptalaj egyéb
Bsszetevéivel egyiittjaré szennyezddésként keriilnek a
taptalajba.

A Streptomyces-ek levegdztetett koriilmények kd-
zbtt, viszonylag széles, 5-9-ig terjed6 pH intervallum-
ban, 15 °C és 40 "C hémérsékleti tartoményban nove-
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kednek. A plazmidok stabilitisa és fennmaraddsa
szempontjabdl kivinatos kezdetben 7,2 pH-ji te-
nyésztd téptalajt hasznilni, és a tenyésztési hémér-
sékletet 30 ‘C-on tartani.

A kovetkezd példdk tovabb szemléltetik a jelen ta-
1lmany szerinti eljardst. A taldlmény oltalmi korét a
kovetkezd példak nem korldtozzik, a vegyszerek és az
eszkozok forrasait is pusztan tdjékoztatisul kozoljik,
igy ezek semmiképpen sem limitéljék a taldlméany ol-
talmi korét. A taldlmany szerinti eljirds megvalositd-
sainak értelmezését, illetve aktualis modszereit ott ir-
jukle, ahol ez sziikséges.

1. példa

A pSVB9 plazmid elkiilonitése
A) A Streptomyces lividans TK23/pSVB9 torzs te-

nyésztése

108 Streptomyces lividans TK23/pSVB9 (NRRL
18073) spéréval oltunk 10 pg/ml tiosztreptont tartal-
mazb, 10 ml térfogati TSB téptalajt. A tiptalaj
(Trypticase Soy Broth) a kivetkez6 Gsszetételi:

30 g/l koncentriciji oldatot készitiink a Bethesda
Research Laboratories (BRL) Inc., 8717 Grovemont
Circle, P.O. Box 577, Gaithersburg, Maryland 20760
termékébél. A tenyészetet 29 ‘C hdmérsékleten a ko-
rai stacioner fazis eléréséig novesztjiik. A tenyészetet
ezutédn homogeniziljuk, és 5 ml homogenizilt tenyé-
szettel oltunk 100 ml, szintén tiosztreptont tartalmazo
TSB jelii taptalajt. A 100 ml térfogatd tenyészetet
29 °C hémérsékleten inkubiljuk, amig a Streptomyces
lividans TK23/pSVB9 sejtek elérik a stacioner fazist.
B) A plazmid elkiilonitése

A sejteket Ssszegytijtjiik és 10,3%-os szacharéz-ol-
dattal egyszer mossuk. Ezutin 24 ml, 10,3%-os sza-
charéz-oldatban szuszpendiljuk a sejteket, és 6 ml 5x
lizozim-oldatot adunk hozza (az oldat 8sszetétele ako-
vetkezG: '

125 mM trisz-hidro-klorid pH=8,0,

125 mM dindtrium-etilén-diamin-tetraecetsav,
pH=8,0,

10 mg/ml lizozin,

10,3% szachardz).

A szuszpenzi6t Gsszekeverjiik, 30 ‘Chomérsékleten
30-60 percen at inkubaljuk, majd koriilbeliil 18 ml,
0,3 mélos nitrium-hidroxid-oldatot és 1% nitrium-la-
uril-szulfitot tartalmazé, 50 ‘C hémérsékletre elGme-
legitett oldatot adunk hozzi, keverjiik, és az igy nyert
elegyet 80 °C-on 10 perce nét inkubiljuk. Ezutin szo-
bahémérsékletre hiitjiik az elegyet, majd hozzdadunk
500 g fenolbdl, S00 g kloroformbdl, 0,5 g 8-hidroxi-ki-
nolinbdl és 200 ml vizbdl késziilt elegy 12 ml-ét. Ez-
utdn jol dsszekeverjiik a sejtkivonattal, A fazisokat
6000-8000 percenkénti fordulatszamid rotorban 10
percen 4t végzett centrifugdldssal elvdlasztjuk, és az
igy kapott feliiliiszd 45 ml-ét tiszta centrifugacsdbe
toltjiik.

4,5ml 3 mélos nitrium-acetétot és S0 ml izopropa-
nolt adunk a feliiliszohoz, az oldatot Gsszekeverjiik és
szobahémérsékleten hagyjuk &llni 30 percen it. Cent-

rifugéljuk az oldatot (8000 fordulat/perc, 30 percen ¢
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at), a kapott feliilisz6t pedig kidntjiik, A csapadékot
7,5ml, 8 g cézium-Kloridot tartalmaz6 TE jeld puffer-
ban oldjuk fel. A TE jelti puffer Gsszetétele a kovetke-
z6:

10 mM trisz-hidro-klorid, ph=8,0,

1 mM etilén-diamin-tetraecetsav.

0,5 ml 10 mg/ml koncentrci6jé etidium-bromid-
oldatot adunk azelegyhez, és az igy kapott oldatot per-
cenként 40.000-et forduld centrifugdban centrifugél-
juk 48 6rén at. A plazmid-csikot tartalmazo frakci6t
3-5-szor extrahiljuk TE-pufferral, és cézium-klorid-
dal telitett izopropanollal, az etidium-bromid eltavoli-
tdsa érdekében, Az extrakcid utdn a mintat 4 térfogat
TE-pufferral higitjuk, majd 2 és fél térfogat etanolt
adunk hozzi. Az igy nyert elegyet Osszekeverjik, és
-20 °Chomérsékleten egy éjszakan it inkubaljuk.

Az egy éjszakan at tartd, 20 “C hdmérsékleten ki-
vitelezett inkubéci6 alatt keletkezd csapadékot centri-
fugélassal (10.000 fordulat/perc, 30 perc) gydjtjiik
Ossze, megszaritjuk és kétszer Gjrakicsapjuk,

A Xkicsapdsok soran a csapadékot TE-pufferban
oldjuk, natrium-acetit-oldatot adagolunk addig, mig
a végkoncentricié 0,3 M lesz, ezutn 2,5 térfogat eta-
nollal keverjiik, 10~15 percen 4t 70 °C hémérsékle-
ten taroljuk, majd pedig a fentiek szerint centrifugél-
juk az elegyet. A modszer koriilbeliil 100 pg pSVB9
plazmid dezoxi-ribonukleinsavat eredményez, amit
TE-pufferban oldunk @gy, hogy koncentricibja
1 ug/pl legyen, az oldatot ezutin 4 °C hémérsékleten
taroljuk.

2, példa

pSVB25 plazmid el6allitisa

Az 1, példdban lefrtakat ismételjiik meg, a Strep-
tomyces lividans/pIlJ702 (ATCC 39155) torzs te-
nyésztésére és elkiilonitjiik a plJ702 plazmidot. Ti-
osztrepton szelekciéval (10 pg/ml) biztositjuk a
plI702 plazmid fennmaradésit. Az igy nyert 100 pg-
nyi mennyiségli plJ702 plazmid dezoxi-ribonuklein-
savat 1 ml TE-oldatban feloldjuk és 4 °C hémérsékle-
ten taroljuk.

500 ng (5 wl) pIJ702 plazmid dezoxi-ribonukleinsa-~
vatadunk a 2 pl 10X SacI puffert, 12 plvizetés 1,5 pl
(15 egység az egységek definicibja itt megfelel a New
England Biolabs, 32 Road, Beverly, MA. 01915-9990
definiciéinak, hacsak masként nem jelezziik) Sacl en-
zimet, az Sstl restrikcids enzim izoskizomerjét tartal-
maz6 oldathoz. A 10X Saclpuffer 8sszetétele a kovet-
kezd:

60 mM trisz-hidro-Klorid, pH= 7,4,

60 mM magnézium-Kklorid,

60 mM 2-merkapto-etanol,

1 mg/mlborjt szérum albumin (BSA).

Az igy nyert reakcibelegyet 37 °C h6mérsékleten 1
6rén 4t inkubiljuk, ekkor 3 pl reakcidelegyet mintaul ..
véve, agardz gél-elektroforézis segitségével hatiroz-
zuk meg az emésztés teljességét.

4 1 10X Bglll puffert, 16 pl vizet és 2 ul (16 egység)
Bglll restrikcios enzimet adunk a Sacl enzimmel
emésztett pIlJ702 plazmid dezoxi-ribonukleinsav-ol-

7




1 HU 204090 B 2

dathoz, és az fgy nyert reakcidelegyet 1 6rén 4t 37 °C
hémérsékleten inkubaljuk. A 10X BglIl puffer dssze-
tétele akvetkez6:

1,0 Mnétrium-Klorid,

10,0 mM trisz-hidro-klorid, pH=7/4,

10,0 mM magnézium-klorid,

100,0 mM 2 merkapto-etanol,

1,0 mg/ml borjii szérum albumin.

6 ul reakcideleget mintdul véve, ellendrizzik az
emésztés tejességét. Ezutin GsszegyGjtjik a Sacl-
Bglll enzimekkel emésztett dezoxi-ribonukleinsavat
{igy, hogy a reakcibelegy nitrium-acetit koncentrici-
6jat 0,3M-ra 4llitjuk, 2 térfogat etanolt adunk hozzi,
és a reakciGelegyet ~70 °C hémérséidetre hiitjiik. A
kicsapddott dezoxi-ribonukleinsavat centrifugdldssal
kiiilepitjiik.

A BgllT-Sacl enzimekkel emésztett plI702 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat 100 pl 50 mM trisz-hidro-
Kloridot (pH=8,0) tartalmaz4 oldatban oldjuk. A.dezo-
xi-ribonukleinsav-oldathoz pl S0 mM trisz-hidro-klo-
riddal, pH=8,0 1:100 aranyban higftott tartalmaz( ol-
datban oldott borji intesztindlis alkalikus foszfatdz
enzimet adunk (Boehringer-Mannheim). A kapott re-
akcielegyet 30 percen t 37 °C hémérsékleten inku-
béljuk. A reakci6ta reakciéelegy 70 ‘Chémérsékleten
1 6ran &t torténd inkubdldsdval dllitjukIe.

25 pl TE-pufferban oldott 625 ng mennyiségi
pSVB9 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat 6 ul 10X Sacl
pufferbél, 26 ul vizb6l és 2 ul (20 egység) Sacl restrik-
ci6s enzimbdl 4116 elegyhez adunk, és az igy nyert re-
akcielegyet 1 6rén 4t inkubéljuk 37 °C hémérsékle-
ten. 3 ul 1 mélos nétrium-klorid-oldatot és 2 pl Clal
restrikciés enzimet adunk a reakcibelegyhez, és 1 6ran
4t 37 *Chémérsékieten folytatjuk azinkubalast.

A Cial enzimmel tortén6 emésztés csokkenti a
pSVB25 plazmid el6allitdsihoz vezet( ligilds sordn a
nem-kivénatos ligécids termékek keletkezésének gya-
korisagit. 8 pl reakcidelegyet agardz gélen elektrofo-
retizélunk abbdl a célbdl, hogy ellendrizziik az emész-
tés teljességét, majd 1 pl 1 mélos nitrium-Klorid-ol-
datotés 1 ul (8 egység) Bglll restrikcids enzimet adunk
a ClaI-Sacl enzimekkel emésztett dezoxi-ribonuklein-
sav-oldat maradékihoz. A reakcidelegyet tovibbi 1
6rén atinkub4ljuk 37 ‘C hémérsékleten. 8 ul reakcit-
elegyet mintéul véve, ellendrizziik a Bglll emésztés tel-
jességét.

77 1 BglI-Sacl enzimmel emésztett alkalikus fosz-
fatdzzal kezelt pIJ702 dezoxi-ribonukleinsavat adunk
a Bglll-SacI-Clal enzimekkel emésztett pSVB9 dezo-
xi-ribonukleinsavbél, 11 pl 3 mélos nétrium-acetdt-
oldatbél és 300 ul vizmentes etanolbdl 4116 elegyhez.
Az oldatot dsszekeverjiik, ~70 °C hmérsékleten 30
percen 4t fagyasztjuk, majd centrifugdldssal kitilepit-
jiik a dezoxi-ribonukleinsavat. A dezoxi-ribonuklein-
savat 12 ul 1X ligiz-pufferban oldjuk. A puffer Gssze-
tétele akovetkezo:

50 mM trisz-hidro-Klorid, pH=7.8,

10 mM magnézium-klorid,

20 mM ditio-treitol (DTT),

1,0 mM adenozin-trifoszfat,
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50 pg/ml borji szérum albumin,

A dezoxi-ribonukleinsav-oldathoz 1 egység (1 pl)
Bochringer-Mannheim T4 dezoxi-ribonukleinsav Li-
géz enzimet adunk, és az igy nyert reakcidelegyet 1
éjszakin 4t inkubdljuk 15 ‘Chomérsékleten.

A lighlt dezoxi-ribonukleinsav az elGéllitani kivént
pSVB25 jelii plazmid dezoxi-ribonukleinsav.

A pSVB25 plazmid restrikcids és funkciondlis tér-
képét a 3. 4brén mutatjuk be. A ligilt dezoxi-ribonuk-
Ieinsavval transzformaljuk a Streptomyces lividans
TK23 torzssejtjeit, ahogy azt azaldbbiakban kivetke-
z6,6.példdban megadjuk.

A Streptomyces lividans TK23/plJ702 transzfor-
minsokat a transzforméci6s lemezeken a telepek szi-
ne alapjdn kiilsnbdztetjiik meg a Streptomyces livi-
dans TK23/pSVB25 transzforménsoktél. A pli702
plazmid ép tirozindz gént hordoz, igy a Streptomyces
lividans TK23/pIJ702 transzforménsok tirozint tar-
talmaz6 lemezeken fekete sziniiek. A tirozinfz gént a
pSVB25 plazmid eldéllitdsa sordn inaktivaljuk, igy a
Streptomyces lividans TK23/pSVB25 transzformén-
sok nem lesznek fekete sziniiek tirozint tartalmazb

tiptalajon.

3. példe

A pSFH62, a pSFH63 és a pSKC13 plazmidok el64l-
litdsa

A pSFH 62, a pSFH 63 és a pSKC13 plazmidok el6-
4llitasihoz hasznilt plazmid dezoxi-ribonukleinsavat
az E. coli K12 IM109/pHJL315 torzsbol nyerjik, a
kovetkezdk szerint eljirva. Ez a mbdszer a Maniatis és
munkatirsai 4ltal irt Molecular Cloning (1982) [Cold
Spring Harbor Laboratory] cimii konyvben leirt eljé-
rés egyik alkalmazisa. Ugyanezt a modszert alkalmaz-
zuk a talilmany szerinti kiilonféle E. coli transzfor-
ménsok azonositisira haszndlt plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavak elGllitdsahoz, csak kisebb méretben és
az ultracentrifugéldst fenolos, majd kloroformos ext-
rakci6val helyettesitve.

500 ml stacioner novekedési fizisG E. col
K12IM109/pHIL315 tenyészetbsl 4000 xg-n 4 ‘Ché-
mérsékleten 10 percen at centrifugélva gyijtjiik dssze
a sejteket, a feliiliszot kiontjiik. A sejtiiledéket 100 ml
jéghideg STE jeld pufferral mossuk. A puffer Gsszeté-
tele a kivetkez6:

0,1 M nétrium-klorid,

10,0 mM trisz-hidro-klorid, pH=7,8,

1 mM etil-diamin-tetraecetsav.

A sejtek mosdsa utén 10 ml, 5 mg/ml lizozim enzi-
met tartalmazd 1. szimi oldatban szuszpendiljuk a
sejteket, és 10 percen it szobahGmérsékleten hagyjuk
4lini a szuszpenzi6t. Az 1. szAmi oldat Gsszetétele a
kovetkezG;

50 mM gliikéz,

25 mM trisz-hidro-klorid, pH=38,0,

10 mM etilén-diamin-tetraecetsav.

A lizozimmal kezelt sejtekhez ezutdn 20 ml 2. sz4-
mi oldatot adunk, ennek Ssszetétele a kovetkezd:

0,2 normél nitrium-hidroxid,

1% nétrium-lauril-szulfat.




1 HU 204090 B 2

A sejtszuszpenzi6t finoman, fel-le forgatva kever-
jiik. A keveréket 10 percen 4t jégfiirdGben inkubéljuk.

A lizilt sejtszuszpenzi6hoz 15 ml jéghideg 5 mélos
kilium-acetdt, pH= 4,8, oldatot adunk, és az elegyet
fel-le forgatva keverjiik. Az elegyet ezutan 10 percen
it jégfiirdben inkubiljuk. Az 5 mélos toménységi
kilium-acetat-oldat készitésekor 11,5 ml jégecetet
adunk 28,5 ml vizhez, és 60 ml 5 moélos kilium-acetit-
oldathoz; az igy nyert oldat 3 mélos kéliumra és Smo-
los acetitranézve.

A lizilt sejtszuszpenziot Beckman SW27 rotorban
(vagy ennek megfelels, mds rotorban) percenkénti
20.000-es fordulatszammal centrifugaljuk, 20 percen
it, 4 "Chémérsékleten. A sejt dezoxi-ribonukleinsavit
és a sejttérmeléket a centrifugacsé aljin gydijtjik
Ossze. Az igy eldallitott, koriilbeliil 36 ml térfogati fel-
iitiszéhoz 0,6 térfogat izopropanolt adunk, az elegyet
dsszekeverjiik és 15 percen 4t szobahSmérsékleten
hagyjuk allni. A plazmid dezoxi-ribonukleinsavat
12.000 xg-n szobahdmérsékleten, 30 percen 4t centri-
fugélva gyiijtjiik Gssze. A feliiliszot kiontjiik, a dezo-
xi-ribonukleinsav iiledéket 70%-os etanollal mossuk
szobahSmérsékleten, A mos6 etanolt kiontjiik, és az
tiledéket cstkkentett nyomdasi térben széritjuk. Az
iiledéket ezutin 8 ml TE-pufferban oldjuk fel.

8 g cézium-kloridot adunk a dezoxi-ribonukleinsav-
oldathoz, A cézium-kiorid-dezoxi-ribonukleinsav-ol-
dat elegyének minden 10 ml-éhez 0,8 ml, 10 mg/ml
koncentrici6jd, vizzel késziilt etidium-bromid-olda-
tot adunk. Az elegy stiriisége 1,55 g/ml, etidium-bro-
mid koncentricitja pedig 600 pg/ml. Az oldatot Beck-
man Type 50 centrifugacsdvekbe toltjiik, a csoveket
paraffinolajjal teljesen feltoltjiik, lezarjuk, és percen-
ként 45.000-et fordulé rotorban 24 6rin 4t 20 °C hé-
mérsékleten centrifugaljuk, A centrifugdlds utin k-
zonséges fényben két dezoxi-ribonukleinsav csik 1t~
hato.

A centrifugacs§ kupakjat eltivolitjuk, majd fecs-
kenddvel, No, 21 jelii injekci6s tiit haszndlva, a centri-
fugacsGben levd oldatot kiszivjuk, és az alsd dezoxi-ri-
bonukleinsav csikot elkiilonitjiik. Az etidium-bromi-
dot néhinyszori vizzel telitett 1-butanolos extrakci6-
val, a cézium-kloridot pedig TE-pufferral szemben
végzett dializissel eltdvolitjuk a plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavat tartalmazd oldatbol. Pufferral telitett fe-
nollal, majd kloroformmal extrahilunk, ezutin a de-
zoxi-ribonukleinsavat kicsapjuk, 70%-os etanollal
mossuk és vizmentesitjiik. fgy 1 mg pHJL315 dezoxi-
ribonukleinsavat kapunk, amit 10 ml TE-pufferban
feloldunk, 5 pl TE-pufferban 5 pg pHIL315 plazmi-
dot adunk 2 ul 10xBglll puffer (1,0 M ndtrium-Kklorid,
100 mM trisz-hidroklorid, pH=7,4, 100 mM magnézi-
um-klorid, 100 mM 2-merkapto-etanol, 1 mg/mlborji
szérum albumin), 12 pl viz és 1 pl (10 egység) Bglll
restrikcids enzim elegyében. az igy nyert reakcidele-
gyet 2 6ran at 37 "Chomérsékleten inkubéljuk.

A Bglll enzimmel emésztett pHIL315 plazmid de-
zoxi-ribonukleinsavat ezutin 1% agarézt tartalmazd
gélen elektroforetiziljuk mindaddig, mig a kivaat 5,0
kb méretii BgIl restrikei6s fragmens vildgosan elkiils-
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niil a tobbi emésziési terméktl. Az elektroforetizalt
dezoxi-ribonukleinsavat Gigy tessziik lathat6va, hogya
gélt etidium-bromid hig oldatdval (0,5 wg/ml) festjiik,
és a festett gélt hosszihulldmi ultraibolya fénnyel vi-
lagitjuk meg, A kivant fragmens helyének megéllapi-
tésa utdn egy kis rést vagunk a fragmens elé a gélbe, és
egykis darab Schleicher és Schuell (Keene, NH03431)
NA-45DEAE membrant helyeziink a résbe. Az elekt-
roforézist folytatva, az 5,0 kb méretii BgIII restrikcids
fragmens nem kovalens mddon kétédik a DEAE
membrinhoz,

kMiutén a kivint fragmens a DEAE membrénhoz
két6dott, eltdvolitjuk azt a gélbdl, és kis sGkoncentra-
¢i6ja pufferral mossuk. A puffer Gsszetétele a kdvet-
kez§:

10 mM kélium-kiorid,

0,1 mM etilén-diamin-tetraecetsav,

20 mM trisz-hidro-klorid, pH= 8,0.

A dezoxi-ribonukleinsav DEAE membranrél vald
leolddsa érdekében 65 °C hémérsékleten 1 oran 4t in-
kubilunk. A 65 °C hdmérsékleten t6rténd inkubalds
utdn az inkubald puffert osszegyijtjiik, a membrént
pedig nagy sékoncentréci6ji pufferral mossuk. A mo-
séoldatot a kivant dezoxi-ribonukleinsav fragmens
Osszegylijtése elGtt egyesitjiik, az inkubaldskor hasz-
nalipufferral.

A dezoxi-ribonukleinsav egy sokoncentricidji puf-
fer-oldat térfogatat igy allitjuk be, hogy natrium-klo-
rid-koncentrécoja 0,25 M legyen, ezutén 3 térfogat
hideg, vizmentes etanolt adunk hozzi. Az igy nyert
elegyet sszekeverjiik, és 10-20 percen 4t ~70 ‘Ché-
mérsékleten tartjuk. Az oldatot fagyasztjuk, majd 15
percen 4t centrifugéljuk, percenként 15.000-et fordu-
16 rotorban. A maradék so eltivolitasa érdekében vég-
zett ijabb kicsapast kovetden a dezoxi-ribonukleinsav
iiledéket etanollal mossuk, széritjuk, végiil 20 pl TE-
pufferban oldjuk. fgy megkapjuk a pHJL315 plazmid
kivant, 5,0 kb méret{i Bglll restrikcios fragmensének
1,0 pg-nyi mennyiségét. A tisztitott fragmenst 2 I
TE-pufferban oldjuk, és — 20 °C hdmérsékleten tirol-
juk.

A Streptomyces klénoz6 vektor pHIL401 plazmi-
dota 213779 sz. eurbpai szabadalmi lefrasban irjékle,
erre az alibbiakban hivatkozunk, A pHJL401 plazmid
eldallitasira szolgald eljirdst a fenti szabadalmileirds
14, példaja ismerteti.

1 Wl TE-pufferban oldva 1 pg pHIL401 plazmid de-
zoxi-ribonukleinsavat adunk 1 pl 10xBamHI puffer,
1 ul (10 egység) BamHI restrikcids enzim és 7 pl viz
elegyéhez. A puffer Gsszetétele a kovetkezo:

1,5M nétrium-klorid,

60,0 mM trisz-hidro-klorid, pH=7,9,

60,0 mM magnézium-klorid, :

1 mg/mi borjii szérum albumin.

Az igy nyert reakcibelegyet 2 6ran &t inkubaljuk
37 ‘Chémérsékleten,

100 pl 50 mmolos trisz-hidro-klorid (pH= 8,0), va-
lamint 1 pl 1:100 arényban a fenti pufferrel higitott
borji intesztinlis alkalikus foszfatiz enzimet (Boeh-
ringer-Mannheim Biochemicals, 7941 Castleway Dr.,
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P.O. Box 50816, Indianapolis, IN 46250) adunk a
BamHI enzimmel emésztett pHILA01 plazmid dezoxi~
ribonukleinsav-oldathoz, majd 30 percen it 37 ‘Ché-
mérsékleten inkubiljuk a reakcielegyet. 34 yl, Bam-
HI enzimmel emésztett, foszfatizzal kezelt pHILAOL
plazmid dezoxi-ribonukleinsavat adunk a pHIL31S
plazmid 5,0 kb nagysigd Bgli restrikciés fragmensé-
nek 1 pl-éhez. A dezoxi-ribonukleinsav keveréket a
fentiek szerint nAtrium-Kloriddal és etanollal kicsap-
juk, a csapadékot 10 ul, 6 egység T4 dezoxi-ribonukle-
insav ligdzt (Boehringer-Mannheim) tartalmaz6 1xl-
géz-pufferban szuszpendiljuk. A puffer Osszetétele a
kbvetkez6:

50 mM trisz-hidro-klorid, pH=7.8,

10 mM magpézium-klorid,

5mM ditio-treitol,

5% glicerin,

0,15 mM adenozin-trifoszfat.

A ligdcis reakcielegyet 4 °C hémérsékleten 16
6rén 4t inkubaljuk, fgy a kivint pSFH62 és a pSFH63
plazmidokhoz jutunk. A pSFH62 plazmid restrikcios
és funkcionalis térképét a 4. dbrdn mutatjuk be.

A pSFH63 plazmid csupdn az 5,0 kb nagysigi Bglll
restrikci6s fragmens irdnyultsigdban kiilonbozik a
pSFH 62 plazmidt6l. A liglt dezoxi-rib onukleinsavval
az E. coli K12 IM109 torzs sejtjeit transzforméljuk,
lényegében az alibblefrt mdszer szerint eljarva,

A transzformaci6 szempontjabdl kompetens E. coli
K12 JM109 sejtek eldllitdsa érdekében az ATCC
torzsgyiijteménybél szdrmaz6, ATCC 53323 Sorszi-
mii E. coli K12 IM109 liofilizalt sejteket reaktivaljuk,
majd filggetlen telepeket izoldlunk. A IM109 egy fiig-
getlen telepébl szirmaz6 izoldtummal oltunk 5ml, 10
mM magnézium-szulfitot és 10 mM magnézium-klo-
ridot tartalmazé L jelii taptalajt. Ennek Gsszetétele a
kovetkezd:

10 gBacto-tripton,

10 gnitrium-klorid,

5 g Bacto-¢leszté kivonat,

1000 mlviz.

A tenyészetet egy éjszakén 4t 37 ‘Chémérsékleten,
levegdztetett koriilmények kozott inkubdljuk. Az in-
kubilt tenyészet 50 wl-ével 5 ml 10 mM magnézium-
szulfitot és 10 mM magnézium-Kloridot tartalmaz6 L
taptalajt oltunk. A tenyészetet egy éjszakén 4t 37 °C
hémérsékleten levegdztetve inkubaljuk, Mésnap reg-
gel a tenyészetet 200 ml-re higitjuk, 10 mM magnézi-
um-szulfitot és 10 mM magnézium-kloridot tartal-
mazb L-tiptalajjal. A higitott tenyészetet mindaddig
37 °C hémérsékleten levegbztetve tenyésztjilk, amig
550 nm-en (Assp) 0,5 abszorpeiét mériink. Ez koriil-
beliil 1x108 sejt/ml sejtsiirtiséget jelez. A tenyészetet
10 percen 4t jeges vizfiirdGben hiitjiik, majd 4000 g-n
10 percen 4t 4 °C hémérsékleten centrifugilva Gssze-
gytijtjiik a sejteket. A sejtiiledéket 100 ml hideg, 10
mmélos nitrium-klorid-oldatban felszuszpendaljuk,
és centrifugalissal azonnal ismét kitilepftjik. Az igy
nyert sejtiiledéket 100 m1 30 mmélos kalcium-klorid-
ban felszuszpendiljuk, majd 20 percen it jégfiirdben
inkubéljuk. A sejteket centrifugdldssal Gjra Gssze-
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gytjtjiik, majd 10 ml 30 mmdlos kalcium-Kloridban
Gjra felszuszpendiljuk. A sejtek 1/2 ml-es alikvotjit
adjuk a fentiek szerint elGallitott, ligdlt dezoxi-ribo-
nukleinsavhoz, amit eldz6leg 30 mmoélos kalcium-klo-
rid-oldatban feloldunk. A sejtek és a dezoxi-ribonuk-
leinsav elegyét 1 6rén 4t jégfiirdGben inkubdljuk,
42 °C hémérsékleten 90 masodpercen it hésokkot al-
kalmazunk, majd jégfiird6ben 2 percen 4t hitjiik a
sejtszuszpenziot. A sejtek és a dezoxi-ribonukleinsav
elegyét L-tiptalajjal 10 ml-re higitjuk, és egy 125ml
térfogatt lombikban 37 °C hémérsékleten 1 érén it
inkubéljuk. A pHILAO1 plazmid BamHI hasitési helye
egy polilinker szakaszon talilhatd, ez a lacZ a-frag-
mensét k6dolé dezoxi-ribonukleinsav szakasz egy ré-
szét alkotja. A lacZ a-fragmensének kifejezidése az
E. coli AM15 vagy hasonl6 fpusd mutinsban — mint
amilyen a TM109 —— helyreéllitja a muténs m{iksds-
Képes 5-galaktoziddz enzimet termeld képességét. fay
a pHILAO1 plazmid polilinker szakaszdn taldlhatd
restrikci6s hasitdsi helyekre térténd dezoxi-ribonuk-
leinsav ribonukleinsav-beépités, mint amilyen a
pSFM62 elallitdsa sordn jatszodik le, megzavarja a
lacZ o-fragmensét kbdold szekvencit, kovetkezés-
képpen alkalmatlannd teszi a pHJL401 szirmazékota
AM15-tipust mutéci6 komplementélsira. A 5-ga-
laktozid4z egy indigbszinti termék keletkezése kizben
hidrolizélja a szintelen X-gal-t, vagyis az 5-brom-4-
Wér-3-indolil--D-galakto-piranozidot, ezzel egy ké-
nyelmes sziirémédszer kialakitdsa valik lehetségesséa
kiindul4si pHJLA01 plazmid, illetve a médositott plaz-
midok, mint példdul a pSKC 13, a pSFH62 vagy a
pSFH63 megkiilonbztetésére. A transzformécids
elegy alikvotjait tehdt 100 pg/ml amplicint, 40 pg/ml
X-gal-t és40 pg/ml IPTG-t tartalmaz6 L jelii agar tip-
talajokra szélesztjiik. A tiptalaj dsszetétele azL-tip-
talajjal azonos, azzal a kiilonbséggel, hogyl-enként 15
g agart tartalmaz. AzIPTG a pHILA01 plazmidon ta-
14lhat6 lac promoter indukildsira szolgdl. A lemeze-
ket 37 °C hémérsékleten egy éjszakén it inkubaljuk.
Az inszertet tartalmazé plazmidot hordozd telepek,
mint példéul az E. coli K12 IM109/pSFH62 fehér szi-
niek.

Néhény ampicillin-rezisztens, fehér szind telepet
kivalasztunk, és ezek plazmid dezoxi-ribonukleinsa-
vaiban restrikciés enzimes analizissel vizsgdljuk a
tlrB-t tartalmaz 5,0 kb méretii BglI restrikciés frag-
mens jelenlétét. fly médon azonositjuk és izoléljuk a
Kkivant E. coli K12 JM109/pSFH62 és E. coli K12
TM109/pSFH63 transzforménsokat.

A pSKC13 plazmidot hasonlé médon eljdrva allit-
juk €l6, mint a pSFH62 és a pSFH 63 plazmidokat. A
pSKC13 plazmid el6Allitésa sordn azonban az 5,0 kb
méretd, tirB-t tartalmazd restrikciés fragmens elkiils-
nftése érdekében végzett Bglll emésztési restrikeid
nem valik teljessé. fgy a pMIL315 plazmid 5,0 kb mé-
retii Bglll restrikciés fragmensével szomszédos, 0,2kb
méretii BgIII restrikciés fragmenst is beépitjik az
5,0 kb méretii fragmenssel egyiitt a BamHI enzimmel
emésztett pHJLA01 plazmidba, amikor megkapjuk a
pSKC13 plazmidot. A liglt dezoxi-ribonuKleinsavval
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1ényegében a fent leirt mbdszer szerint eljirva transz-
forméaljuk az E. coli K12 IM109 t6rzs sejtjeit, az E.
coli K12 IM109/pSKC13 transzforménsokat pedig
ampicillin-rezisztens fenotipusuk és plazmid dezoxi-
ribonukleinsavuk restrikciés enzimekkel végzett
elemzése alapjin azonositjuk. A pSKC13 plazm9id
. restrikcids és funkcionalis térképét a melléklet 5. 4b-
ranmutatjuk be.

4.példa

A pSHG60, a pSFH60.1 és a pSFH6I plazmidok
elddilitdsa
A)A pSFH60.1 és a pSFH60 plazmidok elédllitdsa

1 pg, 1 pl TE pufferban oldott pUC19 plazmidot
(ATCC 37254) adunk 2 pl 10 x KpnI puffer, 1 ul (10
egység) Kpnl restrikcids enzim és 16 i viz elegyéhez.
A 10xpuffer Gsszetétele a kivetkez6:

60 mM natrium-klorid,

60 mM trisz-hidro-idorid, pH=17,5,

60 mM magnézium-klorid,

10 mM ditio-treitol,

1 mg/ml borji szérum albumin.

Az igy kapott reakcitelegyet 37 “Chémérsékleten 2
6rén 4t inkubaljuk, majd a reakciot 70 ‘C-on, 10 per-
cen 4t tartd inkubalassal lealiitjuk.

5 ug, 5 ul TE-pufferban oldott pSKC13 plazmidot
adunk 2 pl 10x Kpnl puffer, 1 pl (10 egység) Knpl
restrikcids enzim és 12 pl viz elegyéhez, majd az igy
nyert reakcidelegyet 37 °C hmérsékleten 2 6ran 4t
inkubiljuk. A reakci6t areakcibelegy 70 ‘Chémérsék-
leten 10 percen 4t végzett inkubildsaval allitjuk le. Ez-
utén 1%-os agardz gélre juttatjuk az elegy egy részét,
és mindaddig elektroforetiziljuk a reakci6elegyet,
mig a 3,8 kb méretd, a tlrB-t tartalmazd restrikci6s
fragmens jol elkiiloniil a tobbi emésztési terméktdl. A
3. példaban leirtakkal lényegében megegyez8 mébdon
eljarva, elkiilénitjiik a gélbdl és tisztitjuk a 3,8 kb mé-
ret( tirB-t tartalmaz6 KpnI restrikcis fragmens 1 pg-
nyi mennyiségét.

A 3,8 kbméretii, a tirB-t gént tartalmazd Kpnl rest-
rikci6s fragmens 0,5 pg-jit és a Kpnl enzimmel
emésztett pUC19 plazmid dezoxi-ribonukleinsav
0,1 ng-jat Gsszekeverjiik, etanollal és natrivm-klorid-
oldattal kicsapjuk, majd 6 egység T4 dezoxi-ribonuk-
leinsav ligdzt (Boehringer-Mannheim) tartalmazd,
10 pl térfogatt 1xligaz-pufferban szuszpendaljuk.

A ligicids reakciGelegyet 4 °C hémérsékleten egy
éjszakén &t (16 ora) inkubdljuk; tudnunk kell, hogy a
ligalt dezoxi-ribonukleinsav alkotja a kivint pSFH60
és pSFH60.1 plazmidokat, ezek egymastdl csupén a
3,8 kbméretii KpnIrestrikcits fragmens iranyultsaga-
ban kiilonbdznek. A pSFH60 plazmid restrikcios és
funkciondlis térképét a 6. dbran mutatjuk be,

A ligglt dezoxi-ribonukleinsavval transzforméljuk
az E. coli K12 JM109 t6rzs sejtjeit, 1ényegében a 3.
példiba nleirtak szerint eljarva. A pUC19 plazmid,
hasonl6an a pHILA401 plazmidhoz, a lacZ a-fragmen-
sét kodolja, a pUC19 plazmid egyetlen Kpnl hasitdsi
helye pedig a lacZ a-fragmensét kodold dezoxi-ribo-
nukleinsav szakaszban talalhatd. A transzformili sej-
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teket tehdt kampicillint, X-gal-t és IPTG-1 tartalmazd
L-agarra szélesztjiik. A szintelen (fehér), ampicillinre
rezisztens transzforménsok plazmid dezoxi-ribonuk-
leinsavat restrikci6s enzimekkel elemezve azonositjuk
az. elGillitani szand€kozott E. coli Ki12
IM109/pSFH60 és az E. coli K12 JM109/pSFH60.1
transzformansokat. A 3. példdban megadottak szerint
eljarva el6allitjuk a pSFH 60 plazmidot az E. coli K12
TM109/pSFH60 transzforménsokbdl a pSFH61 plaz-
mid el6allitasa céljabol.

B)A pSFH61 plazmid elbdllitdsa

5 ug, 5wl TE pufferban oldott pSFH60 plazmid de-
zoxi-ribonukleinsavat adunk 2 pl aldbbi Osszetételd
10 x HindIII puffer, 1 1l (20 egység) HindIT restrikci-
o6s enzim és 12 pl viz elegyéhez:

0,5M nétrium-klorid,

0,5M trisz-hidro-klorid, pH= 8,0,

0,1 M magnézium-klorid,

1,0 mg/ml borji szérum albumin,

A reakcidelegyet 37 °C hdmérsékleten 2 6ran it in-
kubdljuk. A HindIll enzimmel emésztett pSFH60
plazmid dezoxi-ribonukleinsavat ezutdn etanollal és
nétrium-klorid-oldattal kicsapjuk, majd 17 ul vizhez
szuszpendéljuk. 2 pl 10 x EcoRI puffert és 1 pl (20
egység) EcoRIrestrikcios enzimet adunk a HindIII en-
zimmel emésztett pSFHE0 plazmid dezoxi-ribonukle-
insav oldathoz, A 10 x EcoRI puffer Gsszetétele a ko-
vetkezd:

1M trisz-hidro-Klorid, pH=17,5,

0,5M natrium-klorid,

50 mM magnézium-klorid,

1 mg/ml borji szérum albumin,

A kapott reakcidelegyet 37 °C hdmérsékleten 2
oran 4t inkubaljuk.

Az EcoRI-HindIlI enzimekkel emésztett pSFH60
plazmid dezoxi-ribonukleinsavat agar6z gélre juttat-
juk, é mindaddig elektroforetizaljuk, mig a 3,8 kb
méretii tirB-t tartalmazo restrikcids fragmens elkiils-
niil a tbbi emésztési termékt6l. A 3,8 kb méreti frag-
menst 1ényegében a 3. példiban leirtak szerint eljarva
kiil6nitjiik el a gélbdl, majd tisztitjuk, amiutn 1 pug
fragmenshez jutunk.

1 pg pHILA01 plazmid dezoxi-ribonukleinsavat

~ emésztiink a fentiek szerint eljirva EcoRI és HindII
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restrikci6s enzimekkel, Az emésztéseket a reakcide-
legy 70 °C hémérsékleten vald inkubalasaval allitjuk
le. Az EcoRI-HindIll enzimekkel emésztett pHIL401
plazmid dezoxi-ribonukleinsav 0,1 pg-jat, valamint a
pSH60 palzmid 3,8 kb méretli, EcoRI-HindII restrik-
cios fragmensének 0,5 ug-jat sszekeverjiik, €s a de-
zoxi-ribonukleinsavat etanollal és natrium-klorid-ol-
dattal kicsapjuk. A dezoxi-ribunukleinsavat 6 egység
T4 dezoxi-ribonukleinsav ligizt (Boehringer-mann-
heim) tartalmazo, 10 pl térfogati 1x ligdz-pufferban
szuszpendiljuk, és az igy nyertreakcidelegyet 4 *Ché-
mérsékleten egy éjszakan at (16 6ra) inkubéljuk.

A ligdlt dezoxi-ribonukleinsav alkotja az el6allitani
szdndékozott pSFH61 plazmidot, ezzel a plazmid de-
zoxi-ribonukleinsavval transzformaljuk azE. coliE12
JM109 torzs sejtjeit, amit a 3. példadban megadottak
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szerint végziink. Az elSillitandd E. coli K12
TM109/pSFH61 transzforménsok azonositsa érdeké-
ben az ampicillinre rezisztens, de azX-gal ‘hidrolizisé-
reképtelen transzforménsok plazmid dezoxi-ribonuk-
leinsavaitrestrikci6s enzimekkel vizsgljuk.

A pSFHG61 plazmid restrikcids és funkcionilis tér-
képéta 7. dbran mutatjukbe.

5. példa

ApSVB36ésa pSVB37 plazmidok elGallitisa
A pSVB2 plazmid elkiilonitésére lényegében az 1.
példaban lefrtak szerint eljirva tenyésztjiik, és feldol-
gozzuk a Streptomyces lividans TK23/pSVB2 (NRRL
1588) torzs sejtjeit. A pSVB2 plazmid restrikcis €s
funkeionalis térképét a 9. dbran mutatjuk be. 500 ng,
5 1 TE-pufferban oldott pSVB2 plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavat adunk 12 pl viz, 2 pl 10x Clal puffer és
2 ul (14 egység) ClaI restrikciés enzim elegyéhez. A. 10
x Clal puffer Gsszetétele a kovetkez6:0,5 M nétrium-
Korid,

60 mM trisz-hidro-Klorid, pH=7.9,

60 mM magnézium-kiorid,

1 mg/ml borjii szérum albumin.

Az elGallitott reakcibelegyet 30 °C hémérsékleten
egy 6rén 4t inkubédljuk. A Clal enzimmel végzett
emésztés csokkenti a nem-kivanatos ligdldsi termékek
gyakorisdgit a pSVB36 és a pSVB37 plazmidok elgal-
litdsa érdekében végzett ligdlaskor.

1 pl 1 mélos nétrium-Klorid-oldatot s 1 yul (8 egy-
ség) Bglll restrikcids enzimet adunk a Clal enzimmel
emésztett pSVB2 plazmid dezoxi-ribonukleinsav-ol-
dathoz, és a reakci6elegyet 37 “Chémeérsékleten dijabb
1 érén 4t inkub4ljuk. Mintaként elektroforetiziljuk a
reakcibelegy 5 pl-ét, agar6z gélen, az emésziés teljes-
ségének meghatdrozisira. 4 pl 10 X BamHI puffert,
19 plvizetés 2 pl (4,8 egység) BamHI restrikcids enzi-
met adunk a BgllI-Clal enzimekkel emésztett pSVB2
plazmid dezoxi-ribonukleinsav mardék 17 pl-éhez, és
a reakcibelegyet 37 ‘C hémérsékleten 1 6rén 4t inku-
béljuk.

A 10xBamHI puffer dsszetétele a kivetkez6:

1,5Mnétrium-Klorid,

60 mM trisz-hidro-Klorid, pH="7,9,

60 mM magnézium-diklorid,

1 mg/ml borjii szérum albumin.

500 ng, 5 ! TE-pufferben oldott pSVB25 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat (amit a Streptomyces livi-
dans TK23/pSVB25 torzs sejtjeibl Iényegében az 1.
példdban fentebb leirtak szerint eljérva allitunk ¢l6)
adunk 11 pl viz, 2 ul 10 x BglIl puffer és 2 pul (16
egység) BglIl restrikcis enzim elegyéhez, és az igy
nyert reakcibelegyet 37 ‘C homérséleten 1 rén at
inkubéljuk. A reakcibelegy 5 pl-6t agardz gélen elekt-
roforetiziljuk a BgllT emésztés teljességének megélla-
pitdsa érdekében, majd a Bglll enzimmel emésztett
pSVB25 plazmid dezoxi-ribonukleinsav maradékat
etanollal kicsapjuk, és az 1. példéban leirtak szerint
eljirva borjii intesztindlis alkalikus foszfatézzal ke-
zeljiik.

A Clal-Bgill-BamHI enzimekkel emésztett pSVB2
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plazmid dezoxi-ribonukleinsav 25 pul-ét és a Bglll en-
zimmel emésztett, alkalikus foszfatdzzal kezelt
pSVB25 plazmid dezoxi-ribonukleinsav 67 pl-ét Osz-
szekeverjiik 9,2 pl 3 mélos nitrium-acetit-oldattal és
250 pl etanollal, Az elegyet ~70 ‘C hémérsékleten 30
percen 4t fagyasztjuk, majd centrifugéléssal kiiilepit-
jiik a dezoxi-ribonukleinsavat. Az iiledéket 10,1
egység T4 dezoxi-ribonukleinsav ligizt tartalmaz6 1x
lighz pufferban szuszpendljuk, és az igy nyert reak-
ciéelegyet 15 “C hémérsékleten egy éjszakén 4t inku-
béljuk. A ligalt dezoxi-ribonukleinsav alkotja az elGél-
litand6 pSVB36 és pSVB37 plazmidokat. A pSVB36
plazmid restrikci6s és funkciondlis térképéta 8. dbrin
mutatjukbe.

A ligélt dezoxi-ribonukleinsav 5 yi-ével transzfor-
méljuk a Streptomyces lividans TK23 tbrzs sejtjeit,
amit a 6. példdban lefrtak szerint végziink. A kivént S.
lividans TK23/pSVB36 és a Streptomyces lividans
TK23/pSVB37 transzforméansokat tilozin-rezisztens
fenotipusuk alapjén, valamint plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavuk restrikciés enzimekkel végzett vizsgila-
tival azonositjuk.

6. példa
Tilozinra rezisztens Streptomyces lividans TK23
transzforménsok elgillitdsa

A)A felhaszndlt oldatok

Az egyértelmiiség kedvéért itt frjuk le azoknak az
oldatoknak az dsszetételét, melyekre a példikban hi-
vatkozunk,

1.P-jelil tdptalaj (100 ml)

Osszetevd Mennyiség

Szacharéz 10,3g

Kilium-szulfét 0,025g

Nyomelem-oldat 0,2ml

(4sd a 3. pontot)

Magnézium-Klorid. 6H,0 0,203g

Viz 80ml
Az autokldvban végzett sterilezés utin a kovetkez6

oldatokat adagoljuk:

Kilium-dihidrogén-foszfat (0,5%) 1mi

Kélium-klorid.2H,0 (3,86/) 10ml

(N-trisz-/hidroxi-metil/-metil-
-2-amino-etin-szulfonsav)

TES-puffer, 0,25M, pH=7,2 10ml

- 2.L jeldl tdptalaj (100 ml)

Osszetevs Mennyiség

Szachar6z(10,3%) 100 m!

TES-puffer, pH=7,2,

(0,25mél) 10ml

Kilium-szulfét (2,5%) 1mil

Nyomelem-oldat (lisd a 3. )

pontot) 0,2ml

Kilium-dihidrogén-

-foszfit (0,5%) 1,0ml

Magnézium-Klorid (2,5M) 0,1ml

Kalcium-Klorid (0,25 M) 1,0ml

Lizozim 1mg/ml

AzL-jeld taptalajt elkészitése utin sziirve sterilez-
ziik.
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3. Nyomelem-oldat (11)

Osszetevs Mennyiség
Cink-klorid 40mg
vas(I)-triklorid.
6H,0 201 mg
réz-diklorid.2H,0 10mg
mangén-diklorid.4H,O 10mg
dindtrium-tetraborat.
J10H,0 10mg
hexaammonium-molibdét.
4H,0 10ml
viz 11
4.R2 jelil regenerdld tdptalaj (11)
QOsszetevd Mennyiség
Szacharéz 103g
kilium-szulfit 0,25¢g
nyomelem-oldat 2ml
magnézium-diklorid.
.6H20 10, 12 g
gliikdz 10g
L-aszparagin.1H;0 2g
kazminosav 0,1g
agar 22g
viz 700 ml-ig

Az autoklavban végzett sterilezés utdn a kovetkezé

oldatokat adagoljuk a tiptalajhoz:

kélium-dihidrogén-foszit

(0,05g/100 ml) -100ml

kalcium-klorid

(2,22 g/100 m1) 100ml

TES-puffer (5,73g/

/100 ml, pH=7,2) 100ml

natrium-hidroxid (5 normaél) 1ml
5.T jeld tdptalaj (14,5 mi)

Osszetevd Mennyiség

szachar6z (10,3%) 2,5ml

desztillalt viz 7,5ml

nyomelem-oldat 20l

kilium-szulfit (2,5%) 100 wl

kalcium-klorid (SM) 217l

trisz-maleinsav, pH=

-8(1M) 543 ul

polietilén-glikol 1000 3,63¢g

Valamennyi dsszetevit a felhaszndlas el6tt sterilez-
ziik. Az oldat-Gsszeteviket Gsszekeverjiik, és ezutén
adjuk a megolvasztott polietilén-glikol megfeleld
mennyiségéhez, Az elsé négy Gsszetevit elbre is Gssze-
keverhetjiik, és szobah6mérsékleten legaldbb egy ho-

napig tarolhatjuk.

6.Lagymutrient agar (SNA, 11)
Osszetevs Mennyiség
DifcoBacto Nutrient
taptalaj 8¢g
agar 5g
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7.AzR2YE jelii taptalaj készitésekor 20 ml 25%-0s
élesztékivonatot adunk az elézdekben ismertetett R2
téptalzj 11-éhez.

8. Eleszt6kivonat-maldtakivonat  tdptalaj (YE-
ME, 11)

Osszetevs Mennyiség
Fleszt6kivonat 3g
pepton Sg
maldtakivonat 3g
gliikdz 10g

9. AYEME + 34% szacharéz folyékony komplett
taptalaj készitésekor 340 g/l szacharbzzal egészitjiik

ki a YEME jeli téptalajt.

10.YMX jelil tdptalaj (11)
Osszetevs Mennyiség
élesztGkivonat 3g
maldtakivonat 3g
gliikdz 2g
agar 20g

B) Protoplasztok elddllftdsa €és tdroldsa

A példdban leirt eljardst alkalmazzuk Streptomyces
lividans TK23 transzformansok elSallitdsakor és
elemzésekor transzformélé DNS-ként kiilén-kiilon,
egymdstol fiiggetlentil hasznéljuk a pSVBY, pSVB2S5,
pSVB36, pSVB37, pSFH61, pSVB47, pSFH63 és a
pSKC13 plazmidokat,

5 mM magnézium-kloriddal és 0,5% glicinnel készi-
tett YEME + 34% szachar6z taptalajon, 30 °C hdmér-
sékleten, 40-48 éran 4t ndvesztjiik a Streptomyces li-
vidans TK23(NRRL 15826) t6rzs sejtjeit. A micéliu-
mot centrifugdlssal Gsszegytjtjiik (800 xg, 10 percen
4t asztali centrifugdban), és kétszer mossuk 10,3%-0s
szachardzzal, 25-50 ml tenyészetbGl szdrmazd sejte-
ket 3-4 ml L jelii tiptalajban szuszpenddlunk, és 1
6rén 4t 32 °C hdmérsékleten inkubaljuk a szuszpenzi-
6t. Ezutin a micélium-scsomok szétvilasztisira egy-
szer vagy kétszer pipettizissal keverjik a szuszpenzi-
6t, ez alatt az id6 alatt a micélium-csomok szétvilnak.
5mlP jelid tdptalajt adunk hozz4, és a szuszpenziot egy
vattadugén 4t sziirjiik. A protoplasztokat centrifugd-
l4ssal 6sszegy(ijtjiik (100 xg, 10 perc), és kétszer mos-
suk SmlP jelii taptalajjal.

Ezutin 4 ml P tiptalajban szuszpendaljuk a protop-
lasztokat, és a protoplasztok szdmét hemocitométer
targylemez segitségével mikroszkoppal meghatiroz-
zuk. Ha nem azonnal kivinjuk 6ket felhaszndlni, ak-
kor aszuszpenzié 5x10°-1010 protoplasztot tartalma-
26 alikvotjait (koriilbeliil 1 ml) steril csavaros teteji
polipropilén cstvekbe osztjuk szét. A szuszpenzidkat
lassan lefagyasztjuk: a csoveket jéggel toltott tarold-
edénybe tessziik, majd a tiroléedényt -70 °C hémér-
sékletre helyezziik. Felhasznlsig ezen a hémérsékle-
ten taroljuk a protoplasztokat. Felhasznalds elGtt a fa-
gyasztott szuszpenzidt 37 °C-os vizfiird6be meritve,
gyorsan felmelegitjiik.

C)A protoplasztok transzformdcidja
5x109 protoplasztot centrifugélissal (800 xg, 10
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perc) kiiilepitiink. A feliiliszot ki6ntjiik, és a protop-
lasztokat a csében maradd kismennyiségii folyadék-
ban felszuszpendéljuk. Nem t5bb, mint 20 ul TE puf-
ferban oldott plazmid dezoxi-ribonukleinsavat, majd
azonnal 0,5 ml T jelii taptalajt adunk a szuszpenzid-
hoz. Az elegyet pipettizéssal egyszer Gsszekeverjiik.
Ezutén a protoplaszt szuszpenzift vagy kbzvetleniil
agaros téptalajra juttatjuk, vagy 0,5 ml P tiptalajjal
higitjuk, és ezutén juttatjuk agart tartalmazo tiptalaj
feliiletére. Lemezenként mindkét esetben 0,1 ml
szuszpenzibt szélesztiink azR2Y” jeld taptalaj feliile-
tén.

A tilozinra rezisztens transzforménsokat figy va-
lasztjuk ki, hogy a regenerdlt portoplasztokat
500 pg/ml tilozint tartalmazé RZYE téptalajra repli-
kézzuk. Alternativ médon Ggy is eljarhatunk, hogy a
tilozin-rezisztens transzforménsok kivlasztdsira a
regenerél6dé protoplasztokat tilozint tartalmaz0, ligy
nutrient tApagarral feliilrétegezziik. A regenerald le-
mezeket 16-22 érén 4t 30 ‘C hémérsékleten inkubil-
juk, miel6tt lemezenként 2,5 ml (45-50 °C hémérsék-
letii) olyan SNA. téptalajjal rétegeznénk, amely ele-
gendd tilozint tartalmaz ahhoz, hogy a diffzi6 utdn
500 pg/ml végkoncentrici6 alakuljon ki, A plI702
szarmazékokat hordozé transzforménsok malein-ter-
melését vagy ennek hiinyit az SNA fedd rétegbe
750 pg/ml tirozint keverve mutatjuk ki. Az ép tirozi-
néz gént hordozd transzforminsok tirozin jelenlété-
ben ndvekedve fekete szindiek.

D)A Streptomyces lividans transzformdnsok vizsgd-
lata

A transzforménsokat tilozinnal (500 pg/ml) kiegé-
szitett R2YE agar téptalajon tenyésztjiik, azért, hogy
kiilonalls telepeket kapjunk. Ezekkel a kiilonall6 tele-
pekkel 20 yg/ml tiosztreptont is tartalmaz, 10 mltér-
fogatd TSB tdptalajokat oltunk. A tenyészeteket ho-
mogenizljuk, majd egy éjszakin 4t 30 °'C hémérsékle-
ten kér mentén mozgd rdzogépen tenyészijik.

A vizsgiland6 plazmidok elkiilonitését az 1. példa-
ban leirt eljirds egy kisebb térfogatokra vonatkozd
véltozata szerint végezziik. Az 1. példa szerinti cézi-
um-Klorid gradiens centrifugdldst etanolos kicsapé-
sokkal helyettesitjiik. A micéliumot centrifugéldssal
Gsszegylijtjiik, 10,3%-0s szacharéz-oldattal kétszer
mossuk, majd 1-2ml 10,3%-os szacharéz-oldattal fel-
szuszpendiljuk. A sejtszuszpenzié 400 ul-ét kis csébe
16ltjiik, és 100 pl Sxlizozim-oldatot (1dsd az 1. példa-
ban) adunk hozzi. A szuszpenzi6t 30 °C hémérsékle-
ten, 30-60 percen At inkubéljuk, majd 300 ul 1% nit-
rium-lauril-szulfitot tartalmaz4, 0,3 mélos natrium-
hidroxid-oldatot adunk hozz4, és Gsszekeverjiik. Ez
utébbi oldatot 50 "C hémérsékleten tartjuk, mieldtt a
sejtszuszpenzi6hoz adnink. 10 percen 80 °C hémér-
sékletre helyezziik az elegyet, szobahdmérsékletre
hiitjiik, majd fenol és Kloroform 50:50 arényd elegyé-
nek 200 pl-ével extrahdljuk. A vizes fézist egy tiszta
csBbe toltjiik, 0,3 M végkoncentriciig nitrium-ace-
tatot, majd 1 térfogat izopropanolt adunk hozzd. 5
percen 4t szobahémérsékleten inkubéljuk a dezoxi-ri-
bonukleinsavat, ezutén centrifugélissal kicsapjuk. Az
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60

iiledéket 400 1 TE-pufferban oldjuk, és ndtrium-ace-
tét-oldatot adunk hozz4 ligy, hogy annak végkoncent-
réci6ja 0,3 Mlegyen.

2,5 térfogat etanol hozziaddsa utén az elegyet -
70 °C hémérsékleten 30 percen 4t inkubéljuk. Centri-
fugdlas és Gjabb kicsapds utdn a plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavat 50 pl TE pufferban oldjuk fel. A plazmid
szerkezetének meghatérozdséra restrikcis enzimek-
kel hasitést, és a reakci6termékek elektroforézisével

analizist végziink.

7. példa

A pSVB47 plazmid elallitdsa
A)A pSVB40 plazmid elbdllirdsa

1,2 pg, 4 pl TE-pufferban oldott pUC19 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat adunk 2 pl 10 x Sacl puffer,
1l (10 egység) Sacl restrikciés enzim és 13 pl viz
elegyéhez. A puffer Ssszetétele a kovetkezd:

60 mM trisz-hidro-Klorid, pH="7.4,

60 mM magnézium-Klorid,

60 mM 2-merkapto-etanol,

100 mg/ml borjd szérum albumin.

A reakcibelegyet 1 6ran 4t 37 ‘Chémérsékleten in-
kubiljuk. 6 ul 10 x BglIT puffert, 2 ul (20 egység) Bglll
restrikcibs enzimet és 32 pl vizet adunk az Sacl enzim-
mel emésztett pUC19 plazmid dezoxi-ribonukleinsav-
oldatahoz, és az igy nyert reakcibelegyet 37 ‘Chémér-
sékleten téroljuk tovabbi 1 oran at.

1 pg, 10 pl TE-pufferben oldott pSVB25 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat adunk 2 yl 10 x Sacl puffer,
1 ud (10 egység) Sacl restrikcids enzim és 7 wlvizele-
gyéhez, majd azigy nyert reakcidelegyet 37 ‘Chémér-
sékleten 1 érén it inkubaljuk. 6 pl 10 x Bglll puffert,
2 11 (20 egység) BgllI restrikcids enzimet é 31 pl vizet
adunk a Sacl enzimmel emésztett pSVB25 plazmid de-
zoxi-ribonukleinsav-oldathoz, és a reakcibelegyet
37 ‘Chémérsékleten 1 érn 4t inkubaljuk.

150 ng (7.5 pl) SacI-Bglll enzimekkel emésztett
pUC19 plazmidot és 375 ng (22 pl) Sacl-Bglll enzi-
mekkel emésztett pSVB25 plazmidot Gsszekeveriink,
és natrium-klorid-oldattal, valamint etanollal kicsap-
juk. A dezoxi-ribonukleinsavat5 pl, 3 egység T4 dezo-
xi-ribonukleinsav-ligizt (Boehringer-Mannheim) tar-
tozé 1 xligizpufferban szuszpendaljuk, ésazigynyert
reakcielegyet 4 ‘Chomérsékleten 16 6ran 4t inkubal-
juk. A ligalt DNS azonos az elGillitani szindékozott
pSVBA40 plazmiddal. A pSVB40 plazmid restrikcids és
funkcionalis térképéta 11. dbrdn mutatjuk be.

Aligalt dezoxi-ribonukleinsavvala 3. példdban leir-
tak szerint eljirva transzforméljuk az E. coli D12
IM109 torzs sejtjeit. A transzformilt sejteket
40 pg/mlIPTG-t, 40 pg/ml X-gal-tés 100 pg/ml ampi-
cillint tartalmaz6 L jelii agar-lemezekre szélesztjiik. A
nem sotétszindi telepek dezoxi-ribonukleinsavat rest-
rikcibs enzimekkel elemezziik, a kivint E coli K12
TM109/pSVVB40 transzforménsok azonositésa érde-
kében. A pSVB47 plazmid eldéllitdsihoz haszndlt
plazmid dezoxi-ribonukleinsavat 1ényegében a 3. pél-
diban lefrtak szerint eljirva, az E. coli K12
TM109/pSVB40 transzforménsokbdl dllitjuk eld.
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B) A pSVB47 plazmid elédlitdsa

1,2 pg, 1,4 pl TE-pufferban oldott pIJ903 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat adunk 2 ul 10xHindII puffer,
1 wl (10 egység) HindII restrikci6s enzim és 13 plviz
elegyéhez, Az igy nyert reakcibelegyet 37 °C hémér-
sékleten inkubéljuk 1 6ran at.

6 wl 10 x EcoRI puffert, 2 ul (20 egység) EcoRI
restrikci6s enzimet és 32 pl vizet adunk a HindIIT en-
zimme] emésztett pIlT903 plazmid dezoxi-ribonuklein-
sav-oldathoz, és a reakcidelegyet tovabbi 1 ordn it
37 ‘Chémérsékleten taroljuk.

1 pg, 10 ul TE-pufferben oldott pSVB40 plazmid
dezoxi-ribonukleinsavat adunk 2 pl 10 x HindIII puf-
fer, 1 pl (10 egység) HindIII restrikcibs enzim és 7 pl
viz elegyéhez, majd a reakcidelegyet 37 °C homérsék-
leten 1 6rén &t inkubéljuk, 6 ul 10xEcoRipuffert,2 ul
(20 egység) EcoRI restrikcits enzimet és 32 pl vizet
adunk a HindIIT enzimme! emésztett pSVB40 plazmid
dezoxi-ribonukleinsav-oldathoz, majd a reakcidele-
gyet 37 "Chémérsékleten 1 6ran it inkubiljuk.

150 ng (7,5 wl) HindII-EcoRI enzimekkel emész-
tett pIJ903 plazmidot és 375 ng (22 wl) HindI-EcoRI
enzimekkel emésztett pSVB40 plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavat 6sszekeveriink, és natrium-kloriddal, va-
lamint etanollal kicsapjuk. A dezoxi-ribonukleinsavat
5 ul, 3 egység T4 ligazt (Boehringer-Mannheim) tar-
talmaz0 1x ligdz pufferben szuszpendaljuk fel. A ligdlt
dezoxi-ribonukleinsav alkotja az elddllitani kivint
pSVB47 plazmidot. A. pSVB47 plazmid restrikcids és
funkciondlis térképét a 12, 4brin mutatjuk be.

A ligdlt dezoxi-ribonukleinsavval a 6. példiban
megadottak szerint eljirva transzforméljuk a Strep-
tomyces lividans torzs sejtjeit.

SZABADALMIIGENYPONT

1. Eljérds rekombinns, tilozin rezisztencidt megha-
taroz6 klénozo dezoxi-ribonukleinsav vektor el64llita-
sdra, azzal jellemezve, hogy a Streptomyces fradiae
tirB génjét, valamint egy Streptomyces replikiciés ori-
g6t hordozd dezoxi-ribonukleinsav szakaszt ligdlunk,

2.Az 1. igénypont szerinti eljiris, azzal jellemezve,
hogyvektorként plazmidot hasznilunk,

3. A 2. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy vektorként plazmidot haszndlunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a pSVB9 plazmid 3,35 kb nagysigi Bglll-Sacl
restrikcis fragmensét, vagy a pHIL315 plazmid 5,0 kb
nagysagi Bglll restrikcios fragmensét ligdljuk a Strep-
tomyces replikicids origbt hordozd dezoxi-ribonukle-
insav szakasszal.

4, A 3. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy a Streptomyces replikici6s origdt tartalmazo de-
zoxi-ribonukleinsav szakasz a pIJ702, a pIJ903 vagy a
PHILAO1 plazmid restrikcids fragmense.

5.A 4. igénypont szerinti eljards a pSVB25 plazmid
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eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a pIJ702 plazmid
Bglll-Sacl restrikcids fragmensét BgllI-SacI-Clal enzi-
mekkel emésztett pSVB9 plazmiddal ligaljuk.

6. A 4. igénypont szerinti eljirds a pSFH62 és a
pSFH63 plazmidok elGallitdsara, azzal jellemezve,
hogy a pHJL.315 plazmid 5,0 kb nagyséagii BglIl restrik-
cids fragmensét BamHI enzimmel emésztett pHIL401
plazmiddal ligdljuk.

7. A 4. igénypont szerinti eljiras a pSKC13 plazmid
eléallitasara, azzal jellemezve, hogy a pHIL315 plaz-
mid 5,2 kb nagysagl BgllI restrikcids fragmensét Bam-
HI enzimmel emésztett pHIL401 plazmiddal ligél juk.

8. A 4, igénypont szerinti eljirds a pSH60 és a
pSFH60.1 plazmidok eldallitisira, azzal jellemezve,
hogya pSKC13 plazmid 3,8 kb méret(i Kpnl restrikcids
fragmensét Kpnl enzimmel emésztett pUC19 plazmid-
dalligaljuk,

9. A 4. igénypont szerinti eljiras a pSFH61 plazmid
el6allitasara, azzal jellemezve, hogy a pSFH60 plaz-
mid 3,8 kb méretli EcoRI-HindII restrikci6s fragmen-
sét EcoRI-HindIIl enzimekkel emésztett pHIL401
plazmiddal ligaljuk.

10. A 4. ighénypont szerinti eljirds a pSVB36 és a
pSVB37 plazmidok elGallitasira, azzal jellemezve,
hogy a psvB2 plazmid 2,86 kb nagységi BamHI-BglIl
restrikcids fragmensét Bglll enzimmel emésztett
PpSVB25 plazmiddal ligaljuk.

11. A 4.igénypont szerinti eljiras a pSVB40 plazmid
elGllitasara, azzal jellemezve, hogy a pSVB2 plazmid
3,35 kb méretti Sal-BgIIl restrikci6s fragmensét Sacl-
Bglll enzimekkel emésztett pUC19 plazmiddal ligaljuk.

12. A4.igénypont szerinti eljards a pSVB47 plazmid
eldallitisira, azzal jellemezve, hogy a pSVB40 plaz-
mid 3,8 kb méretii EcoRI-HindII restrikcids fragmen-
sét EcoRI-HindIlI enzimekkel emésztett 1J903 plaz-
middal ligatjuk,

13. Eljérés Streptomyces gazdasejtek elddllitdsira,
azzal jellemezve, hogy az 1-12. igénypontok birme-
lyike szerint elGallitott vektor dezoxi-ribonukleinsavat
Streptomyces protoplasztok szuszpenzi6jihoz adjuk a
protoplasztokat regeneraljuk, és a regenerdlédo, vagy
mér regenerélt transzformalt sejteket tilozin reziszten-
cifira szelektiljuk.

14. A 13, igénypont szerinti eljiras, azzal jellemez-
ve, hogy a vektor dezoxi-ribonukleinsavat Streptomy-
ces lividans protoplasztok szuszpenzi6jihoz adjuk.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy a regenerilt protoplasztokat tilozint
tartalmazd regenerdlé tiptalajra replikizzuk, és fgy
szelektaljuk a tilozin rezisztens transzforménsokat.

16. A 13. vagy 14. igénypont szerinti eljirds, azzal
Jellemezve, hogy a tilozin rezisztens transzforménsok
szelektélasira a regenerdl6dé protoplasztokat tilozint
tartaimazo komplett tenyésztd tiptalajjal feliilrétegez-
ziik,
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