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(57) Sammendrag:

Lysinet fra en Lactococcus (fortrinsvis med prolathoved) bakterio-
fag anvendes til lysering af bakteriestarterkulturer under ostefremstil-
Ting. Sidanné bakteriofager omfatter gvML3.

OvML3-1ysinet er desuden blevet karakteriseret, og en kodningsse-
kvens derfor er blevet klonet.
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Bakteriofagen ®vML3, der anvender Streptococcus lactis ML3 som vaert, pro-
ducerer et bakteriofaglysin, der frembringer tydelige "ringe” omkring virale
plaguer. Dette lysin er ansvarligt for nedbrydning af cellevaeggen og lysis af
vaertscellerne. Streptococcus lactis er fornylig blevet omdebt til Lactococcus

5 lactis subsp. lactis.

Baktériofaglysinet af ®vML3 er blevet delvist oprenset og dets evne til at lysere

andre bakterier end Lactococcus lactis subsp. lactis ML3 er blevet undersogt
tidligere. Det blev fundet, at lysinet lyserede stammer af Lactococcus lactis

10 subsp. lactis og subsp. cremoris, og at det havde en svag virkning pa gruppe D
streptococcer. Andre testede bakteriesleegter blev ikke pévirket (J.D. Oram og
B. Reiter (1965), J. Gen. Micorbiol. 40, 57-70, B. Reiter og J.D. Oram (1963), J.
Gen. Microbiol. 32, 29-32). ’

15 Lysis af oste-fremstillende bakterier med bakteriofager eller pa anden made har
tidligere vist sig at vaere problematisk. Det har nu vist sig, at et i det veesentlige
rent lysinenzym faktisk kan anvendes med fordel ved fremstilling af ost.

| et forste aspekt tilvejebringer opfindelsen et i det v&sentligé rent praeparat af
20 ®vML3 lysin eller en variant deraf, der er fri for aktiv bakteriofag.

| et andet aspekt tilvejebringer opfindelsen en formulering omfattende lysinet af
en Lactococcus bakteriofag eller en variant af et sadant lysin, def er egnet til
tilsaetning til oste eller til en ostepraakursdrblanding. En formulering er egnet til
25 tilsaetning til ost eller til en praskursor, hvis den ikke med det samme eller sene-
re gor osten uegnet til forteering eller forhindrer dannelsen af fortaerbar ost ud
fra preekursorblandingen. Formuleringen er fri for levedygtig (aktiv) bakteriofag.

Fortrinsvis er bakteriofagen en bakteriofag med prolathoved.

30 | et tredje aspekt tilvejebringer opfindelsen dvML3-gen eller DNA-kodnings-
sekvens for lysin, isoleret fra generne, der normalt ville befinde sig umiddelbart
ovenstrems eller umiddelbart nedenstrems for dette gen i ®vML3, kendetegnet
ved, at naevnte gen eller kodningssekvens ligger inden for det omtrentlige 0,84
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kb fragment af ®VML3-bakteriofagets genom, som er flankeret af sekvenserne
S'-TTTAAAACAGACTG-GACTTGTTCCGC-3' 0g 5-AGTGAAATAGGAGGAAGTGAA-
TGAG-3', og hvor pvML3-bakteriofaget i overensstemmelse med Budapest-
Traktaten er deponeret i den skotske nationalsamling af industrielle bakterier
og marinebakterier i Aberdeen (Nafional Collections of Industrial and Marine
Bacteria, Aberdeen, Scotland, UK) under accessionsnummer 40160, eller en
variant heraf, som indkoder et lysin, som bibeholder mindst 10% af den bakte-
rielle cellevaégsnedbrydende aktivitet i neevnte lysin.

I en konservativ variant adskiller DNA-sekvensen sig fra den naturligt fore-
kommende DNA-sekvens, men koder for samme polypeptidfragment som den
naturidentiske sekvens p.g.a. degeneration af den genetiske kode. Andre vari-
anter omfatter kodningssekvenser, der koder for polypeptider med aminosyre-
sekvenser, der er lidt forskellige fra lysinets, men bibeholder mindst 10%, for-
trinsvis mindst 50%, 90%, 95% eller 99% af lysinets bakteriecellevaegnedbry-
dende aktivitet. Denne aktivitet kan males ved at iagttage aendringen af den
optiske densitet i en cellesuspension, fx. af Lactococcus lactis subsp. lactis, der
udsaettes for lysinet. Polypeptidvarianterne kan omfatte s&danne, der er lidt

lzengere eller kortere end lysinet eller har konservative aminosyresubstitutioner.
For eksempel kan en serin erstatte en threonin 0g omvendt, og en glutamin kan
erstatte en asparagin og omvendt. Generelt pavirker substitutioner, deletioner
0g additioner ved N-terminalen funktionen i mindre grad end ved C-terminalen.

| et fierde aspekt tilvejebringer opfindelsen en DNA-kodningssekvens som
ovenfor beskrevet i et ekspressionsvehikel, der er egnét til transformation af en
mikrobiel veert. Ekspressionsvehiklet kan have et kontrolomrade for kodnings-
sekvensen, idet kontrolomradet omfatter en startkodon ovenstrems for genet,
0g genet befinder sig i en passende leeseramme i forhold til startkodonen eller
ekspressionsvehiklet, kan serge for indfjelse af kodningssekvensen i en en-
dogent arvelig enhed, saledes at'kodnihgssekvensen er under kontrol af et sa-
dant kontrolomrade deri. Kontrolomradet kan omfatte det naturlige virale kon-
trolomrade, et kontrolomrade for lactostreptococcer (sasom lactoseoperonen)
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eller et andet kontrolomrade, der, fortrinsvis inducerbart, kontrolierer ekspressi-

on af genet i den mikrobielle veert. | E. coli kan der fx. anvendes lac-

kontrolelementerne eller kontrolelementerne af arabinose, colicine E1, galacto-
v se, alkalisk phosphatase, tryptophan eller lambda-operonerne. | geer (fx. Sac-
5 charomyces cerevisiae) kan der anvendes promotorerne for phosphoglyceroki—

nase eller for galactose. -

| et femte aspekt tilvejebringer opfindelsen en mikrobiel veert, der er transfor-
" meret med et sadant ekspressionsvehikel og i stand til at udtrykke lysinkod-

10 ningssekvensen. Den mikrobielle vaert kan vaere en hvilken som helst mikroor-
ganisme, der har vist sig-at veere i stand til at udtrykke dette lysingen, og den
kan vaere en bakterie (sasom E. coli eller Bacillus subtilis), en svamp (sasom S.
cerevisiae eller Aspergillus nidulans), en plantecelle, en planteprotoplast eller
en dyrecelle. Fortrinsvis er vaerten B. subtilis eller Lactobacillus.

15
Under forudsaetning af at vaertens cellevaeg ikke selv nedbrydes med lysin, kan

den lysin-udskillende, transformerede veert veere anvendelig til undertrykkelse

af bakteriepopulationer, der er modtagelige over for lysis med lysinet.

20 | etvsjette aspekt tilvejebringer opfindelsen et polypeptid stammende fra eks-
pressionen af lysinkodningssekvensen i en egnet mikrobiel veert, der er trans-
formeret med et sadant ekspressionsvehikel. Opfindelsen angar ogsa klonings-

vehikler, der omfatter sddanne kodningssekvenser.

- 25 | et syvende aspekt tilvejebringer opfindelsen en fremgangsmade til i det mind-
ste delvis isolering af lysingenet fra en bakteriofag med prolathoved ved ud fra
dens DNA at fremstille restriktionsfragmentet EcoRV-EcoRl i fig. 7 eller et til-

i . svarende fragment deraf, fortrinsvis isoleret fra ved siden af beliggende bakte-

| riofagsekvenser. (EcoRI-restriktionsstedet er faktisk blevet kunstigt skabt ved
30 addition af en EcoRI-linker til et Alul-sted.) Lysingenet af andre bakteriofager
end ®vML3 kan i aimindelighed opnas ved identificering af det bakteriecelle-

vaeg-lyserende proteolytiske enzym deraf, sekvensbestemmelse deraf, frem-

stilling af en mDNA-probe og isolering af genet, altsammen pa kendte mader.
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I et ottende aspekt tilvejebringer opfindelsen en fremgangsmade til fremstilling
af ost, hvilken fremgangsmade omfatter, at man lyserer bakteriestarterkulturen
pa et forud fastlagt tidspunkt under fremstillingen af osten ved tilsaetning af et
Lactococcus bakteriofaglysin. Egnede starterkulturbakterier omfatter Lactococ-
cus lactis subsp. lactis og cremoris. Fortrinsvis tilszettes Iysinét ved slutningen
~af maelkefermentationen, saledes at fermentationens starterceller bliver lyseret
og de intracellulaere enzymer saledes frigares. Noglebaf disse enzymer kan sa
serge for udviklingen af ostens modne smag, og saledes kan fremgangsmaden
ifolge 6pﬁndelsen anvendes til fremskyndelse af ostens modning. Lysinet, i det
mindste i de pakraevede maengder, gar ikke den resulterende ost uegnet til
human fortaering og kan let fiernes fra ostefremstillingsbeholderen eller uska-
deliggeres for tilsaetning af den nzeste starterkultur.

I et niende aspekt tilvejebringer opfindelsen ost, der er fremstillet ved en sadan
fremgangsmade.

Bakterioféger med prolathoved omfatter felgende bakteriofager af Lactococcus

lactis:
Bakteriofag ' Underart
- c2 lactis ¢2

cba lactis c6 eller c10
c6B lactis ¢6 eller c10
c6D lactis c6 eller c10
C10l _ lactis c10
C10w lactis ¢10
drc lactis DRCA1
643 - lactis C8

I alle de ovenfor beskrevne aspekter af opfindelsen er lysinet fortrinsvis lysinet
fra bakteriofag ®vML3. Bakteriofagen er velkendt, men for at udelukke enhver
tvivl er den blevet deponeret hos The National Collection of Industrial and Ma-
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rine Bacteria, Aberdeen, iht. til Budapest-traktatens bestemmelser. Depone-
ringsdagen var den 5. juli 1989, og lsbenummeret er NCIMB 40160.

Den naturlige vaert for ®vML3, nemlig Lactococcus lactis subsp. lactis ML3,
blev ligeledes deponeret d. 5. juli 1989 som NCIMB 40161.

Fagmanden vil let vaere i stand til at bestemme de bedste anvendelsesbetin-
gelsef for lysinet, fx. tilsaetningstidspunktet for lysinet, maengden, der skal til-
sattes, arten af praeparatet, der skal tilsasttes, osv. Disse betingelser kan varie-
re alt efter, hvilken type ost der fremstilles. | almindelighed tilszettes lysinet
imidlertid som et lille volumen, fortrinsvis ikke over 5% eller 1% af ostekulturens
volumen)' steril oplesning til opnaelse af en koncentration pa mellem 0,01 pg/l
0og 1500 mgh i ostefermentationskulturen, eller lysinet kan indkapsles i kapsler,
eksempelvis liposomer (som i Kirby et al. (1987) Int. J. Food Sci. Tech. 22,
355-375) og tilsattes ved starten for forsinket afgivelse.

Foretrukne udferelsesformer af opfindelsen belyses naermere i de falgende

eksempler og under henvisning til tegningen, hvor

fig. 1 (pa to ark) er et skema over genkloningstrinnene, der anvendes til isole-

. ring af ¢vML3-Iysingenet,

| fig. 2 er et fotografi af vektor g.gt10 plaquer og kloner, der udtrykker lysingenet

af bakteriofag PvM13,

fig. 3 er et fotografi af en E. coli stamme, der baerer klonet pFI106, der udtryk-
ker bakteriofag ®vML3 lysin,

fig. 4 er et restriktions- og deletionskort over et fragment af bakteriofag ®vML3,

der koder for lysingenet,

B1
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fig. 5 er en fluorograf af proteiner, der udtrykkes af pUC13 plasmidvektor DNA,
af plasmid pFI106, der udtrykker lysin, og af plasmid pFI115, der ikke udtrykker
lysin,

fig. 6 er et skema, der viser den anvendte DNA-sekvensbestemmelsesstrategi,
0g

fig; 7 viser hele sekvensen af et 1,2 kb fragment af bakteriofag ®vML3 DNA,

der koder for lysingenet, der blev klonet i g.gt10-lysin 4, inklusive DNA-
sekvensen og den deraf afledte aminosyresekvens for bakteriofaglysingenet.

EKSEMPEL 1

Kloning af lysingen etc.

Fremstilling af bakteriofag ®vML3 DNA

Hojtiter bakteriofag ®vML3 lysater fremstilledes ved at inokkulere 500 mi lacto-

se M17 naeringssubstrat (Terzagh & Sandine, 1975) med 2% lactose M17 nze-
ringssubstratkultur af Lactococcus lactis subsp. lactis ML3, der var blevet dyi'-
ket natten over. Den kan frit opnas fra The National Collection of Food Bacte-
ria, Shinfield, Reading, Berks., U.K. Kulturen dyrkedes titen O.D. 600 pa 1,00 £
0,05, og 5 ml 0,05 M calciumborgluconat og 10 mi ®vML3 bakteriofaglysat med
en koncentration pa 3,3 x 1010 plaque-dannende enheder pr. mli tilsattes.
®vML3 kan ogsa frit opnas fra NCFB. inkubation fortsattes, indtil der optradte
komplet lysis og der ikke iagttoges et yderligere fald i den optiske densitet (den
optiske densitet faldt til en O.D. 600 pa 0,34). Celleaffald fiernedes ved-centri-
fugering ved 8000 x g i 15 minutter.

Bakteriofager koncentreredes ved centrifugering af lysatet ved 125.000 x g i 3
timer. Supernatanten fiernedes, og bakteriofagpelleten resuspenderedes ved

- henstand natten over ved 40C i 8 ml puffer med sammensaetningen 0,01 M Tris
hydrochlorid, 0,4 mM EDTA, 1 mM magnesiumsulfat, pH 8,0.
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Bakteriofagsuspensionen centrifugeredes ved 1.600 x g i 5 minutter, og 4 m! af
supernatanten aflejredes péa en trinvis gradient fremstillet ud fra 2 ml portioner
af caesiumchloridoplesninger i puffer (som ovenfor), med en specifik gravitet pa
hhv. 1,6, 1,5, 1,4 og 1,3. Gradienterne centrifugeredes ved 92.000 x g i 2 timer
ved 50C i en udsvingbar centrifugerotor. Det resulterende bakeriofagband fjer-
nedes fra gradienten med en lille hypodermisk spreijte i et volumen pa ca. 0,5
mi og blandedes med et lige sa stort volumen maettet casiumchloridoplgsning i
puffer (som ovenfor). Bland‘ingen anbragtes pa bunden af en ligeledes trinvis
gradient og centrifugeredes som fer, og igen fiernedes bakteriofagbandet og
anbragtes i et 1,5 ml Eppendorf-rer.

Haoijtiter-bakteriofagsuspensionen lyseredes til frigorelse af DNA ved at erstatte
toppen af Eppendorf-raret, med en dialysemembran, holdt pa plads med et
stramt gummiband, og udfere dialyse i 18 timer ved stuetemperatur mod 50%
formamid i en puffer med sammensaetningen 0,1 M Tris hydrochlorid, 0,01 M
EDTA, pH 8,5. Formamid fiernedes ved dialyse i 24 timer ved 40C over for en
puffer med sammensaetningen 0,1 M Tris hydrochlorid, 0,1 mM EDTA, pH 7,5.
Det resulterende bakteriofag-DNA rensedes ved caesiumchiorid-ethidium-
bromid Iigevaegtsdensitetscentrifugering i 60 timer ved 125.000 x g. DNA-
bandet synliggjordes under ultraviolet lys og fjernedes med en liI‘le hypodermisk
sprejte. Ethidiumbromid ekstraheredes med caesiumchloridmzettet isoamylal-
kohol, og caesiumchiorid fiernedes ved dialyse i 24 timer ved 40C over for en
puffer med sammensaetningen 0,1 M Tris hydrochlorid, 0,1 mM EDTA, pH 7.,5.

Kloning af bakteriofag ®vML3 lysingenet

Bakteriofag ®vML3 DNA'et var et 23,3 kb molekyle med 3 genkendelsessteder
for restriktionsendonuklease EcoRI. Et restriktionskort over bakteriofagen er
vist i fig. 1. Bakteriofag ®vML3 DNA blev delvist nedbrudt med restriktionsen-
donuklease Alul i en reaktionspuffer til fremstilling af vilkarlige stumpendede
DNA-fragmenter. Disse fragmenter adskiltes ved elektroforese ved 40C i aga-
rose med lavt smeltepunkt (Sigma), og omradet med adskilte DNA-holdige

fragmenter i storrelsesintervallet 0,5 til 4,0 kb blev udskaret fra gelen. Agarose-
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‘blokken blandedes med 5 vol. puffer med sammenseetningen 20 mM Tr@s hy-
drochlorid, 1 mM EDTA, pH 8,0, og smeltedes ved opvarmning til 650C i 5 mi-
nutter. Ved stuetemperatur ekstraheredes DNA'et og agaroseopl@sningen suc-
cessivt med lige store volumener af phenol, phenol-chloroform og chloroform,
og DNA'et fiernedes ved ethanoludfaeldning og resuspensibn i TE-puffer. 8 bp
phosphorylerede linkere med DNA-sekvensen 5'—GGAATTCC-3' (Pharmacia),
der omfatter genkendelsesstedet for restriktionsendonuklease ECORI, ligere- .
des til de rensede stumpendede fragmenter af bakteriofag ®vML3 DNA. Lige-
ringen udfertes natten over ved 150C i en reaktionsblanding bestaende af
stumpendede ®vML3 DNA fragmenter, linker DNA og 5 enheder DNA-
ligaseenzym (Boehringer Mannheim) i 50 p! puffer med sammensaetningen 70
mM Tris hydrochlorid, 7 mM magnesiumchlorid, 0,07 mM ATP, pH 7,5. Reakti-
onen standsedes ved inkubation i 10 minutter ved 650C, og linkerne blev trim-
met ved nedbrydning ved 370C i 2 timer med restriktionsendonuklease EcoRl i
100 pi puffer med sammensatningen 100 mM Tris hydrochlorid, 50 mM natri-
umchlorid, 10 mM magnesiumchlorid, pH 7,5. Reaktionen standsedes ved
phenolekstraktion, og fragmenterne af bak{eriofag ®vML3 rensedes ved kro-
matografi over en NENSORB 20 kolonne (DuPont). |

Rensede, EcoRI-nedbrudte og dephosphorylerede DNA-arme af bakteriofag

lambda-vektor g.gt10 indkebtes hos Northumbria Biologicals Ltd. og ligeredes
med rene DNA-fragmenter af ®vML3 DNA ved inkubation natten over ved 40C
med 1 enhed DNA-ligase pr. 10 pl i en reaktionspuffer indeholdende 50-mM
Tris hydrochlorid, 7 mM magnesiumchlorid, 1 mM dithiothreitol, 1 mM ATP, pH
- 8. Ligeret DNA pakkedes in vitro i lambda-bakteriofag under anvendelse af ra
celleekstrakter fremstillet som beskrevef af Scalenghe et al. (1981) og Hohn
(1979). Nedfrosne/optgede lysater (FTL) fremstilledes ud fra E. coli stamme
BHB2688, og soniske ekstrakter fremstilledes ud fra E. coli stamme BHB 2690.
In vitro pakningsreaktionen udfartes ved sekventiel tilszetning af 350 ul puffer
med sammensaetningen 20 mM Tris hydrochlorid, 3 mM magnesiumchlorid,
0,05% R-mercaptoethanol, 1 pM EDTA, pH 8,0; 50 pl ligeret DNA; 50 pl puffer
bestaende af 30 mM spermine-trihydrochlorid, pH 7,0, 30 mM putrescine-
dihydrochlorid, pH 7,0, 18 mM magnesiumchlorid, 15 mM ATP, 1,2% B-
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mercaptoethanol; 175 pl sonisk ekstrakt (SE); 250 ul nedfrosset/optget ekstrakt
(FTL). Blandingen inkuberedes i 90 minutter ved stuetemperatur, og 11,5 ml
lambda-puffer med sammensastningen 6 mM Tris hydrochlorid, 10 mM magne-
siumchlorid, 100 mM natriumchlorid, 0,5 mg/mi gelatine, pH 8,0, tilsattes sam-
men med 50 pl chloroform. Bakteriofag Iambda-suspensionen udpletteredes pa
E. coli vaertsstammen C600 hfl under anvendelse af NZY agarplader. Lambda-
plaquer, der udtrykte bakteriofag ®vML3 lysingenet, pavistes ved overlejring
med en suspension af Lactococcus lactis subsp. cremoris NCDO 1196 celler i
0,1 M kaliumphosphatpuffer, pH 6,7, med 0,7% agarose. Plader inkuberedes
ved 300C i 6 timer, og kloner, der udtrykte bakteriofag ®vML3 lysin, frembragte
et klaringsomréde over lambda-plaquen som vist i fig. 2. En samling pa 50 klo-
ner, der hver iszer udtrykte lysin, oprensedes ved enkelt-plaque isolering og

gemtes.

| fig. 2 viseé plaquer af g.gt10 med vilkarligt kionede fragmenter af bakteriofag
®vML3 DNA. Plagquerne overlejres med Lactococcus lactis subsp. cremoris
celler. Lambda-kioner, der udtrykker et klonet lysingen (forsynet med pil), har
frembragt et klart vindue i denne plet og fremtraeder merke, hvorimod andre »
lambda-plaquer bibeholder et uklart udseende.

Karakterisering af bakteriofag ®vML3 lysingen

En bakteriofag lambda-klon, der udtrykker bakteriofag ®vML3 lysingenet
(9.gt10-lysin 4), blev karakteriseret mere detaljeret. Bakteriofag lambda-lysat
fremstilledes i stor malestok, og DNA ekstraheredes som beskrevet ovenfor for
bakteriofag ®vML3. Nedbrydning med restriktionsendonukiease EcoRlI afslere-
de tilstedeveerelsen af et 1,2 kb DNA-fragment fra bakteriofag ®vML3, der var
blevet kionet i EcoRl-stedet af lambda-vektor 2.gt.10. |

Dette fragment re-klonedes i EcoRI-stedet af E. coli plasmid vektor pUC13.
Bade vektor DNA og g.gt10-lysin 4 DNA blev nedbrudt med restriktionsendo-
nuklease EcoRI under anvendelse af en puffer med sémmensatningen 100

mM Tris hydrochlorid, 50 mM natriumchlorid, 10 mM magnesiumchlorid, pH
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7.5. Reaktionen standsedes ved phenolekstraktion, og en blanding af de spal-
tede DNA'er inkuberedes natten over ved 15°C med 1 enhed DNA—Iigase ien
reaktionspuffer med sammensaetningen 50 mM Tris hydrochlorid, 7 mM mag-
nesiumchlorid, 1 mM dithiothreitol, 1 mM ATP, pH 8. Ligeret DNA transforme-
redes i kompetente celler af E. coli stamme TBI, og ampicillin-resistente koloni-
er udvalgtes pa B-agar indeholdende IPTG og "Bluog.al" (BRL). Vektorer med
klonet DNA identificeredes ved deres hvide farve. Deres evne til at producere
bakteriofag ®vML3-lysin testedes ved overlejring af kolonier med en suspensi-

on af Lactococcus lactis subsp. cremoris NCDO 1196 celler i 0,1 M kalium-

phosphatpuffer, pH 6,7, med 0,7% agarose. Der pavistes klarede zoner, som
vist i fig. 3, for én isoleret klon. (1 fig. 3 overlejres kolonier af Escherichia coli,
der beerer plasmid pFl 106, med Lactococcus lactis subsp. cremoris celler.
Ekspression af lysin giver en klar lysinzone i den uklare plet af Lactococcus
celler). Plasmidet fra denne klon, betegnet pFI1086, isoleredes og analyseredes
ved restriktionsendonukleasekortizegning. Det havde den i fig. 4 viste struktur.

| fig. 4 bekraeftes det uathaengigt fremstillede restriktionskort af data stammen-
de fra DNA-sekvensen. (RI: EcoRI, M: Miul, RV: EcoRV, HIi: Haell, Mb: Mboll,
D: Dral, H: Hincli, Dd: Ddel, HIll: Haelll, B: Banl, C: Cfol, N: Narl, T: Taql). De
nejagtige beliggenheder af lysingenet og ORF1 bliver udledt af sekvensanaly-

sen. Den brudte linie for ORF1 viser dens mulige udstraekning ovenstrems for
methioninrester pavist ved sekvensanalyse. | deletionsanalysen vises omrader
med DNA bevaret i sub-kioner med fuldt optrukne linier. Tilstedevaerelse eller

fravaer af lysinaktivitet i disse konstruktioner er vist med + eller -.

1,2 kb fragmentet af bakteriofag ®vML3 DNA, der udtrykte lysinaktivitet, re-
klonedes under anvendelse af den ovenfor for vektor pUC13 beskrevne strate-
gi, men i Streptococcus lactis vektorerne pCK1, pCK536 og pTG262. Kloner
udvalgtes iht. deres resistens over for chloramphenicol og pavistes ved deres
evne til at producere lysin, nar de overlejredes med Lactococcus lactis subsp.
cremoris NCDO 1196 celler som beskrevet ovenfor. Eksempler pa klonkon-
struktioner bestaende af Streptococculs lactis vektorer, der er i stand til at ud-
trykke lysingenet af bakteriofag $vML3, er vist i fig. 1. '
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Ud fra pFI106' fremstilledes en raekke deleterede derivater af det klonede 1,2 kb
fragment af bakteriofag ®vML3 DNA under anvendelse af restriktionsendonu-
kleasenedbrydning og enten re-ligation eller re-kloning i en anden vektor. Kon-
struktionsdetaljerne og strukturerne af disse derivater er vist i fig. 4. Alle deri-
vater testedes for deres evne til at fremstille bakteriofag ®vML3 lysin, og re-

sultaterne er ogsa vist i fig. 4. Ud fra resultaterne var det muligt at definere om-

 radet af bakteriofag ®vML3, der koder for lysingenet. Det befinder sig mellem

koordinat 0,37 (Dral-sted) og koordinat 1,2 (EcoRI-sted) pé restriktionsendonu-
kleasekortet i fig. 4. DNA-omradet mellem koordinat 0,565 (Hincll-sted) og ko-
ordinat 0,71 (Hincll-sted) er essentielt for ekspressionen af lysin, og dette om-
rade er deleteret i plasmidderivatet pFl115 som vist i fig. 4.

Proteinerne, der kodes for af plasmid pFI106, der udtrykker bakteriofag ®vML3
lysinet, og derivatplasmidet pFi1115, der ikke udtrykker lysin, sammenlignedes

under anvendelse af in vitro transkriptions- og translationsteknikken. Radioak-

‘tivt maerket 35S L-methionin inkorporeredes i proteiner, der udtryktes af disse

plasmid DNA'er, under anvendelse af reagenser fra et kommercielt tilgeengeligt
saet og de deri anviste metoder (Amersham). Radiomaerkede proteiner, der
blev udtrykt, adskiltes ved SDS-polyacrylamidgelelektroforese og pavistes ved
fluorografi. Som vist i fig. 5 udtrykte plasmid pFI1106 et protein pa 23 kd, der
hverken blev udtrykt af vektoren pUC13 eller af det deleterede derivatplasmid
pFI115. Lysinenzymet af bakteriofag ®vML3 er blevet pavist at vaere et protein

pa 23 kd.

| fig. 5 bestar fluorografen af radioaktivt maerkede proteiner, udtrykt af plasmid-
vektorer og kloner under in vitro transkription/translaton og adskilt ved SDS-
polyacrylamidgeieIektroforese. Der er vist 35S-maerkede proteiner udtrykt med
pAT153 kontrol-DNA (spor A), intet DNA (spor B), pUC19 vektor DNA (spor C),
pF1106 DNA, der udtrykker klonet lysin (spor D), og pFT115 DNA, hvori en del
af lysingenet er deleteret (spor E). Proteinmolekylvaegtstandarder maerket med

14C er vist pa venstre side.

B1
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Som vist i fig. 6 blev 1,2 kb EcoRI-fragmentet, der indeholder ®vML3-
lysingenet, og derivatfragmenter klonet i M13mp18. Klonerne anvendtes som
kilde for DNA-templater til DNA-sekvensbestemmelse ved Sanger dideoxy-
keedetermineringsmetoden. De bestemte DNA-sekvenser er vist ved pilenes
retning og udstrackning. Sekvenser, der er vist ved pile med kasser, blev primet
med syntetiske oligonukleotider udformet pa grundlag af allerede bestemte se-

‘kvensdata. Disse syntetiske primere er ogsa vist i fig. 6.

Udover sekvenser bestemt ved initiering ud fra M13 DNA under anvendelse af

kommercielt tilgaengelige M13 primere blev et antal syntetiske primere frem-
stillet ud fra ®vML3 DNA sekvenser, der allerede var blevet bestemt. De er li-
'geledes visti fig. 7. Den komplette DNA-sekvens for begge strenge af 1,2 kb

DNA-fragmentet af bakteriofag ®vML3 bestemtes. Den er vist i fig. 7. Sekven-
seh analyseredes under anvendelse af Stadens "Analseq"-program, der afslg-
rede en aben laeseramme, der stemte overens med beliggenheden af lysinge-
net som fastslaet ved deletionskortlaegning og lysinekspressionsbestemmelse
(fig. 4) og med molekylvaegten af lysinenzymet bestemt ved in vitro transkripti-
on og translation of plasmiderne pF1106 og pF1115. DNA-sekvensen for lysin-

. genet af bakteriofag ®vML3 og den deraf udledte aminosyresekvens er vist i
fig. 7.

I fig. 7 vises restriktionsendonukleasesteder, der anvendes til opbygning af
M13mp18 kloner til sekvensbestemmelse. Fuldt optrukne linier viser de ved
sekvénsbestemmelsesstrategien anvendte syntetiske primere (fig. 4). Primerne
1 og 3 var som vist, hvorimod primerne 2, 4 og 5 var den komplementzeere se-
kvens. Det strukturelle lysingen befinder sig mellem position 593 og 1153. Dets
aminosyresekvens og sekvensen af ORF1 er vist. For ORF1 er methioninrester
inden for rammen indrammet. Den mulige Strepfocbccus lactis promotor (posi-
tion 550 til 580) og ribosonﬁbindingsstedet (position 585) for lysingenet ér ogsa

indrammet.
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EKSEMPEL 2

Model for ostefremstillingsprocessen

Startercellelysis med klonet bakteriofaglysin

En E. coli stamme, der baerer plasmid pFI1106, dyrkedes il stationeer fase i L-
nzeringssubstrat og vaskedes og resuspenderedes i 1/10 volumen puffer be- -
staende af 0,1 M kaliumphoébhat, pH 6,7. Celler blev spreengt med 4 ultrasoni-
ske stad pa hver 30 sekunder under anvendelse af en MSE-ultrasonikator.
Celleaffald fiernedes ved centrifugering i 30 minutter ved 40C og 20.000 x g.

Supernatanten anvendtes som et rat lysinpraeparat. En negativ kontrolprave
fremstilledes pa samme made ud fra en E. coli stamme med plasmid pFi115,
der ikke udtrykker bakteriofag ®vML3-lysin. Celier af underarten cremoris sus-
penderet i puffer bestaende af 0,1 M kaliumphosphat, pH 6,7, lyseredes hurtigt
af det ra lysinpreeparat: med lysin faldt ODeoo fra 1,2 til 0,19 pa 7 minutter,
hvorimod ODggo uden lysin kun faldt til ca. 1,19. En ostestarterstamme af un-
derarten cremoris dyrkedes i maelk i 6 timer i et forseg, der dannede model for
en malkefermentation. Rat lysinpraeparat, et lignende praeparat fra den negati-
ve kontrolpreve og puffer sattes til tre separate portioner fermenteret maelk og
opbevaredes ved 40C. Antallet af levedygtige celler af underarten cremoris
kontrolleredes, og som vist i tabel 1 iagttoges p.g.a. lysis et hurtigt‘tab af leve-
dygtige celler i maelkefermentationen, der var blevet behandlet med rat lysin-

praeparat, men ikke i den negative kontrolprove eller i pufferen.

B1
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6 timers maelkefermentation under anvendelse af Lactococcus lactis subsp.
cremoris NCDO 1196 starter
(oprindeligt antal levedygtige celler 3,45 x 109)

Antallet af levedygtige celler

24 timer 48 timer

72 timer

% levedygtighed
24h 48h 72h

Ingen tilsaetning
Ekstrakt af lysin- -
producerende klon
Ekstrakt af lysin-
negativ kontrol-

prove

2,9x109  2,8x109

1,5x106  1,5x106

3,0x109  3,3x109

1,6x109

1,3x105

81 81 46

0,04 0,01 0,04

87 96 44

EKSEMPEL 3

Fremstillinq af lysinpraeparat til ostefremstilling

En bakteriekuitur, der udtrykker bakteriofaglysinet (fx. E. coli, der baerer plas-

mid pFi106), dyrkes natten over i naeringssubstrat. En kultur (400 ml) centrifu-

geres, og cellerne resuspenderes i 1/10 volumen TE-puffer. Lysin frigares fra

cellerne, fx. ved tilsaetning af chloroform og centrifugering. Den lysinrige super-

natant praecipiteres med 45% ammoniumsulfat, og pelleten resuspenderes i 3

ml 0,1 m kaliumphosphatpuffer, pH 6,7, og ledes gennem en PD10-kolonne til

afsaltning af preven. Yderligere rensning udfertes ved F.P.L.C. under anven-

delse af en anionbytterkolonne og en Sepharose, 6 gelfiltreringskolonne.
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EKSEMPEL 4
Anvendelse af bakteriofaglysin ved fremstilling af cheddarost

Der folges en konventionel fremstillingsproces for cheddarost. Efter omrering
og saltning tilsaettes et praeparat af klonet bakteriofaglysin. Det inkorporerede
lysin sikrer en hurtig lysis af starterkulturen og fremskynder ostens modning

ved frigorelse af en smagsdannende blanding af starterenzymer.

Alternativt indkapsles lysinet, saledes at tidspunktet for dets tilszetning ikke er
af betydning. Indkapslingsmidlet oplgses efter afslutning af ostefremstillings-
processen, saledes at det ikke pavirker starterbakterierne, far deres rolle ved

syrningen er udspillet.

Referencer

B. Hohn (1978), Methods in Enzymology (ed., R. Wu), bind 68, 299-309,

F. Scalenghe, E. Turco, J.E. Edstrom, V. Pirrotta og M. Melli (1981), Chromo-
soma 32, 205-216,

B.K. Terzaghi og N.E. Sandine (1975), Applied Microbiology 29, 807-813.

Negle til fig. 1A oq 1B

Fig. 1A: A er et restriktionskort over ®vML3, der, ved pil 1, er delvist Alul-
nedbrudt. Stumpended fragmenter pa 0,5-4,0 kb isoleres, ligeres med EcoR1-
linkere og trimmes ved nedbrydning med EcoR1. B er et kort over vektor
lambda.gt 10, hvor pil 2 repraesenterer EcoR1-nedbrydning og dephosphoryle-
ring deraf til lambda.gt 10 arme. Ved pil 3 bliver produktet ligeret, pakket in vitro
i lambda-fag og udpletteret pa E. coli C6000 hfl” for pavisning af lysinprodukti-
on. | trin 4 kombineres produkterne af trin 1 og 3 til dannelse af en lysin-
producerende klon lambda gt.10-lysin 4, vist ved C. Denne nedbrydes (5) med
EcoR1 og ligeres (6) med EcoR1-nedbrudt og dephosphoryleret vektor pUC13,
vist ved D. Produktet transformeres i E. coli TB1 under anvendelse af agar med

ampicillin, IPTG og Bluogal. Hvide, lysin-producerende kolonier udveelges.

B1
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Fig. 1B: Klon pF1106 (E) nedbrydes med EcoR1 og ligeres (7) med EcoR1-
nedbrudt Streptococcus lactis vektor pCK536 (vist ved F) og (8) med EcoR1-
nedbrudt vektor pCK1 (ved G). E. coli 1106 transformeres med produkterne af

trin 7 og 8, chloramphenicol-resistente kolonier udvaelges, og der opnas to am-

picillin-fglsomme lysin-producerende kioner, pFl136 (vist ved H) og pFI137 (vist
ved |). '
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PATENTKRAV

1. Formulering omfattende lysinet af en Lactococcus bakteriofag eller
en variant af et sadant lysin, som bibeholder mindst 10% af omtalte lysins
baIfteriecellévaeg-nedbrydend'e aktivitet, hvilken formulering er egnet til tilszet-
ning til ost eller til en ostepraekursorblanding og er fri for bakteriofagen i aktiv

form.

2. Formulering ifelge krav 1, hvori bakteriofagen er en bakteriofag med

prolathoved.

3. Fdrmu!ering ifelge krav 1 eller 2, hvori bakteriofagen er dvML3.

4.  Formulering ifelge et hvilket som helst af kravene 1 il 3, der er ind-
kapslet i kapsler, der under en ostefremstillingsproces frigiver deres indhold pa
et forudbestemt tidspunkt.

5. Fremgangsmade til fremstilling af ost, kendetegnet ved, at starter-
kulturen lyseres med lysin fra en Lactococcus bakteriofag eller en variant af et

sadant lysin, der er fri for bakteriofagen i aktiv form.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, hvor bakteriofagen er en bakteriofag
med prolathoved fortrinsvis ®VML3.

7. Fremgangsmade ifalge krav 6, hvor bakteriofagen er ®vML3.

8. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 5-7, hvor

lysinet tilseettes ved slutningen af meaelkefermentationen.

9.  Ostfremstillet ved fremgangsmaden ifelge et hvilket som helst af

kravene 5-8.
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10. Praeparat af ®vML3-lysinet, kendetegnet ved, at det i det vaesentli-
ge er rent og er frit for aktiv ®vML3-bakteriofag, og hvor ®vML3-bakteriofagen i
overensstemmelse med Budapest-Traktaten er deponeret i den skotske natio-
nalsamling af industrielle bakterier og marinebakterier i Aberdeen (National
Collections of Industrial and Marine Bacteria, Aberdeen, Scotland, UK) under
accessionsnummer 40160. ‘

11.  ®vML3-gen eller DNA-kodningssekvens for lysin, isoleret fra gener-
ne, der normalt ville befinde sig umiddelbart ovenstrams eller umiddelbart ne-
denstrems for dette gen i ®vML3, kendetegnet ved, at naevnte gen eller kod-
ningssekvens ligger inden for det omtrentlige 0,84 kb fragfnent af PvML3-
bakteriofagens genom, som er flankeret af sekvenserne 5-TTTAAAACAGACTG-
GACTTGTTCCGC-3 og 5-GAAGTGAAATAGGAGGAAGTGAATGAG-3', og hvor
cvaLB-baktériofaget i overensstemmelse med Budépest—Traktaten er depohe-
ret i den skotske nationalsamling éf industrielle bakterier og marinebakterier i
Aberdeen (Natlonal Collections of Industrial and Marine Bacteria, Aberdeen,
Scotfand, UK) under accessionsnummer 40160 eller en variant heraf, som ind-
koder et lysin, der bibeholder mindst 10% af den bakterielle cellevaegsnedbry-
dende aktivitet i navnte lysin. ' '

12. * DNA-kodningssekvens, omfattende DNA-kodningssekvensen i fig. 7

eller varianter deraf, som indkoder @vML3 lysin eller en variant af vML3-
lysinet, som indkoder et lysin, der bibeholder mindst 10% af den bakterielle

celleveegsnedbrydende aktivitet i naevnte lysin.

13. DNA-konstruktion omfattende en kodningssekvens ifeige krav 11
eller 12 i et ekspressionsvehikel, der er egnet til transformation af en mikrobiel

veert.

14. DNA-konstruktion ifalge krav 13, hvor ekspressionsvehiklet omfatter
et ekspressionskontrolomrade for kodningssekvensen omfattende det naturlige
bakteriofagkontrolomrade eller et Streptococcus lactis kontrolomrade.
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15. Mikrobiel veert, der er transformeret med en konstruktion ifeige krav

13 eller 14, og som er i stand til at udtrykke lysinkodningssekvensen.

16. Lysin stammende fra dyrkningen af en veert ifelge krav 15.
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€ FP S, K XD EGTGY ATFURIKTDGQLYVYG S

GAATTFCCCTAGTAAGAAAGACGAGGGAACTGGGTACGCCTTTAGAAAAGACGGACAATTATATGTCGGTTCC 72
EcoRI ’ )

I K A Y NAKIKNAMWERTTFEDTILIVNATIGKDI .I
ATTAAAGCATATAACGCAAAGAAAAACGCGTGGGAACGTACTTTTGACATTGTGAACGCAATTARAGATATC 144

EcoRv

I D EFDULKOY HMATLTET?P 1{MGRNRIKH
ATAGATGAGTTTGACTTAAAAGAC TATCACATGGCTATTGAAACGCCTATCATGGGTAGAAACAGAAAGCAC 216

S 1 TLUANCNGYTF I GATDGLVNGULYF
AGTATCACATTGGCTAATTGTAACGGTTATTTTATCGGTGCTATTGACGGTCTAGTAAATGGCCTATACTTT 288

y
TATTGATAACTCTAAATGGTGTAGCTATCATTTAATTTCAGGCAAACGAGAACAACGAAAAGAAGAAAGTTT 360
5 - 1 . i

. GGAACTTTTAAAACAGACTGGACTTGTTCCGCTTGATTGTAAAGATGATAACATGGCTGACGCTTATAACAT 432
Oral

TTTGACATATTGCGAACACTTGGGTTAGTTGTTCCCTTATAAAAAAACAATAATAATAATTGGAGGTGGTAA 504

TATAAAAGTATCACAAAACGGTTTGAACTTGATTAAAGAGTIT TGAGEG TTGTAGGTTGACTGETTATARRCE 576
. Hincll '

M YT I GWGHY GV TAGTTMWTAQ
TGTACCGGGGAACAAATGTACACTATCGGTTGGGGTCATTATGGAGTGACAGCAGGTACAACATGGACACA 648
‘ 2

A Q A D S QULET DT NNIKY AP MY D A Y VK
AGCTCAAGCAGATAGCCAGCTAGAGATTGACATCAATAATAAGTATGCACCTATGGTTGACGCTTACGTAAA 720
Hincll '

G X ANQ NETFDALUVYV SLAYNCGNVYVF VA
AGGCAAAGCAAATCAAAATGAGTTTGACGCCTTAGTTTCATTGGCTTATAACTGTGGTAATGTTTTCGTTGC 792

0 6 WAPTF SHATYT CASMTIPIKTYRNATG GG GHNQ
TGACGGTTGGGCGCCTTTCTCACATGCTTATTGTGCTTCAATGATACCGAAGTATCGTAATGCAGGCGGTCA 864

vV LQGLVRRRQAELNLTFNEKPUYVSS NS
AGTCTTACAAGGC TTAGTAAGACGCAGACAGGCAGAGCTTAACTTATTTAATAAACCAGTATCAAGTAATTC 936
3

N Q NNQTGG®M I K MY LTI I GLDNSG GKA
AAACCAAAACAATCAAACAGGAGGAATGATAAARATGTACCTTATTATAGGACTAGATAATTCAGGTARAGC 1008
4

K H W YV SD0DG VSV RHKYRTIRMLEHNTYHQ
TARACATTGGTATGTTTCTGACGGTGTAAGTGTTCGTCATGTTCGTACAATTCGTATGTTGGAAAACTATCA 1080

N X W A KLNLPVDTNVYYCRNRSRVWT :
AAACAAATGGGC TARACTTAACTTGCCAGTTGATACCAATGTTTATTGCAGAAATCGAAGCAGAGTTTGGAC 1152

GTAAGATTGACATGGCTTCAGGAGAAGTGAAATAGGAGGAAGTGAATGAGGGAATC
’ EcoRl 1209

Flaur 3
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