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Atalalmany targyajavitott eljaras hdstabil al- amely sokszorozott kopiakat képez egy gazda
fa amilaz enzim elballitasara. Az alfa amilazt rmikroorganizmusban.

kodold gént egy kiméra plazmidba épitik be,




A lalalmany hdstabil alfa-amilaz enzimet
kddold génnel rendelkezé kiméra plazmidokkal
és elballitasukkal foglalkozik. A gén kldnozésa
Escherichia coli vagy Bacillus subtilis mikroor-
ganizmusba, és az igy keletkezett mikroorga-
nizmusok alkalmazasa hdstabil alfa-amilaz ter-
meléséhez szintén a taldlmany targyat képezi.

A talalmany hattere.

Nagyiparimennyiségben gyartanak glikoz-
tartalmu szirupot a kukoricakemenyité hidroli-
zisével. A folyamat elsd 1épését altalaban a ke-
meényité-viz keverék alfa amilazos kezelésé-
vel végzik el a viz forraspontjahoz kozeli ho-
meérsékleten. Ezen hdmérsékleten a histabil al-
fa-amilazok a leghatasosabbak. Ezért valdban
Osztonz6 feladat alacsony koltségu forrast talal-
ni ilyen hdstabil enzim elballitasahoz.

A gyartasban hasznalt alfa~amildzokat ki-
16nb6zd mikroorganizmusok termelik. Ismere-
tes, hogy ezek a mikroorganizmusok olyan ge-
nelikai anyagot tlartalmaznak, amelyek kodol-
jak az enzim termelését ebben az organizmus-
ban. Ez a genetikai anyag dezoxiribo-nuklein-
savak formajaban van jelen a sejten belll. A de-
zoxiribo-nukleinsavakat ezutan DNS-nek rovi-
ditjik

Egy baktériumban legtdbb genetikai anyag
oriasi DNS molekulak formajaban, a sejt kromo-
szomajakeént van jelen. A genetikai anyag egy
bizonyos mennyisége azonban kisebb, zart kor-
alaku DNS molekulak formajaban is jelen lehet,
amelyeket plazmidoknak nevezunk.

A genetikai technikanak (genetic enginee-
ring) nevezett miveletek segitségével a DNS
egy szakaszal lehetséges atvinni egyik organiz-
musbol a masikba. Tobb kutatd kisérletezett az-
zal, hogy felhaszndlja ezt a technikat olyan mik-
roorganizmusok kifejlesztésére, amelyek ki-
emelkedd alfa-amilaz termeld képességet mu-
tatnak.

Az egyik felhasznalt technika az, hogy elta-
volitjak a teljes (vagyis kromoszémalis és plaz-
mid) DNS készletet az amilaz termeibnek ismert
mikroorganizmusbol. Az ebbdl a DNS-bdl nyert
fragmenseket 6sszekapcsoljak bakteriofagok
DNS-ével. A kombinalt DNS-t tartalmazé bak-
teriofagok kal mas mikroorganizmusokat fertéz-
nek meg. igy ez a bakteriofag atviszi a geneti-
kai anyagot a megfert6zott mikroorganizmusok
kromoszomalis DNS-ébe. A megfertézott mik -
roorganizmus sejtjei, amelyek aktiv amilaz—
gent tartalmazd DNS-t fogadtak be, amilaz ter-
melévé valnak. Ezeket a sejteket szelektaljak
és tovabbi alkalmazasokhoz novesztik.

Egy masik, histabil alfa-amilazhoz hasznalt

genetikai lechnika abban all, hogy az ityen ami-

lazok termelbjeként ismert mikroorganizmu-
sokbo! kivonjak a DNS teljes mennyiségét, majd
a DNS bizonyos fragmenseil transzformaljak
egy Uj gazda-mikroorganizmusba, amely altal
ezek a fragmensek beépuinek a gazda-mikro-
organizmusok kromoszomajaba. Ezutan azokat
a sejteket, amelyekbe az aktiv amilazt kodold

- genetikai anyag beépllt, szelektaljak és no-
vesztik.
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Arra jottank ra, hogy a hdstabil alfa—amilazt
kddolé gén egy természetesen eléforduld plaz-
midban is létezik. S6t, arra is rajottink, hogy az
ilyen természetesen elbforduld, hbstabil alfa-
-amildzt kédold gént tartalmazé genetikai
anyag kozvetlenil kombinalhatd egy masik,
vektor plazmidnak nevezett plazmiddal. £z a
kombinacid egy szintetikus, a tovabbiakban Ki-
méra plazmidnak nevezett plazmidot eredmé-
nyez. Ezt a kiméra plazmidot be lehet iktatni egy
(j mikroorganizmusba, és ott megsokszorozni.

Ez lehetévé teszi olyan mikroorganizmus ki-
fejlesztését, amely kiemelkedd alfa-amilaz ter-
meldképességgel rendelkezik, és amely
konnyen noveszthetd ipari méretekben. A jelen
talalmany az UGjonnan felfedezett, terme-
szetesen el6fordulo, alfa-amildzt kodold gének -
kel rendelkezd plazmidokkal, az ezek genetikai
anyagat tartalmazé kiméra plazmidok eldalli-
tasaval és az ezeket a plazmidokat tartalmazé
mikroorganizmusok kifejlesztésével foglatko-
zik.

A talalmanyt roviden a kdvetkezdképpen
foglathatjuk 0ssze: a jelen talalimannyal kapcso-
latban egy héstabil alfa—amilazt kodold gént tar-
talmazo kiméra plazmid készitésének folyama-
tat mutatjuk be. Ennek elsd lépése egy termé-
szetesen elbforduld, hdstabil alfa~amilazt kédo-
16 gént tartalmazd plazmid DNS elhasitasa,
amely 1épés soran alfa—amilaz gént k6dol6 line-
aris DNS szekvencia alakul ki. Egy vektort el-
hasitva egy masik linearis DNS szekvenciat ala-
kitunk Ki. Végul a két linedris DNS szek venciat
dsszekapcsoljuk, igy kapjuk meg a kiméra plaz-
midot.

A nyert kiméra plazmid is szerepelhet hds-
tabil alfa- amilazt kddolé gént tartalmazé donor-
ként. Az (j kiméra plazmidot a donor DNS-ének
elhasitasaval és a keletkezett DNS fragmensek
hasonléképpen elhasitott vektorral kombinala-
saval nyerjuk.

Végul a jelen talalmannyal kapcsolatban a
héstabil alfa-amilaz nagy teljesitményl keészi-
tésének folyamatat mutatjuk be. Legalabb egy
alfa-amilaz gént tartalmazé kiméra plazmidot
vezetunk be egy mikroorganizmusba. A kKimeé-
ra plazmidot tartaimazé mikroorganizmust meg-
feleld tapkdzegben tenyésztjuk, majd a te-
nyésztés soran a mikroorganizmus altal termelt
alfa-amilazt izolaljuk.

Ez a taldimany tehat olyan eljarast mutat be,
amelynek segitségével egy sejten belll hésta-
bil alfa-amilazt kddol6 gének tdbbszorés maso-
latat lehet el6allitani. Ez az eljaras arra is lehe-
16ségel nyUjt, hogy amilaz géneket vigylink at
egy olyan mikroorganizmusba, amely sokkal
konnyebben nd, mint a donor mikroorganizmus.
Igy kénnyen érheté el fokozott enzimtermeles.

A talalmany részletes leirasa.

A pontosabb értelmezés kedvéért megad-
juk a klonbdz6 szakkifejezések definicidit.

1.) Természetesen eldforduld plazmid.

Az itt alkalmazott ,természetesen eléfordulo
plazmid” szakkifejezés barmely, természetben
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3
eléforduld mikroorganizmusban jelen levé plaz
mid DNS-re vonatkozik.

2.) Kiméra ptazmid

Az ebben a tudomanyagban altalaban alkal-
mazott ,kiméra plazmid” szakkifejezes egy re-
kombinans plazmid DNS-re vonatkozik, amely
egy donor mikroorganizmusbdl és egy megfe-
leld vektor plazmidbdl keletkezett, a genetikai
technika valamely formajanak segitségével.

3.) Hostabil alfa—amilaz.

Az itt alkalmazott ,héstabil alfa-amilaz”
szakkifejezés barmely olyan alfa-amilaz ké-
szitményre vonatkozik, amely 90°C-on, pH 6
értéken, kalcium ion jeleniétében 45 percen at
tartva megdérzi eredeti aktivitasanak legalabb
60%-at.

4.) Alfa-amilaz gén. '

Alfa-amilaz génnek nevezink egy olyan
DNS darabot, amely a sejten belll termelt alfa-
amilazt kédolja, valamint magaba foglalja a ka-
talitikusan akliv alfa-amilaz szintézisének sza-
balyozasahoz szikséges informaciokat is.

A talalmany szerinti kiméra plazmid eléalli-
tasahoz olyan természetesen eléforduld donor
mikroorganizmus DNS-ét alkalmazzuk, amely
mikroorganizmus tartaimaz héstabil alfa-amilaz
enzimet kodold gént.

Megfelelé donor mikroorganizmusok talal-
hatok a termofil baktériumok korében, amelye-
ket Bacillus stearothermophilus-ként (rovidit-
ve B. stearothermophilus) és Thermus flavus-
ként (réviditve T. flavus) osztalyoztak. A Baci/-
lus licheniformis (réviditve B. licheniformis)
torzsek szintén megtelelé donor mikroorganiz-
musok. A B. stearothermophilus (6rzsek koré-
bél kuldndsen alkalmasak donor-DNS forras-
ként a kovetkezd B. stearothermophilus tor-
zsek: ATCC 31 195, 31 196, 31 197, 31 198, 31
199 és 31 783, valamint ezek variansai és mu-
tansai, valamint ezek mutansainak almutansai.

Arra a felfedezésre jutottunk, hogy hdstabil
alfa-amilaz enzimeket kodold génnel rendelke-
z6 plazmidok szamtalan mikroorganizmusban
jelen vannak. A plazmid DNS kliondsen alkal-
mas donor DNS—-ként, mivel ultracentrifugalas
segitségével kdnnyen lisztithatd. Ezt tehat DNS
forrast jelent ahhoz a folyamathoz, amelyben az
amilaz géneket nagy mértékben koncentraljuk,
nagyobb mennyiség( idegen és nem kivanatos
genetikai anyagoktol mentesen.

Barmilyen vektort, amely dsszeférhetd a
gazda mikroorganizmussal, fel lehet hasznalni a
taldlmany szerinti Kiméra plazmid képzésehez.
Ezek a plazmidok sokkal kdnnyebben felismer-
hetdk, ha a vektor hordoz egy markert. Kulond-
sen hasznos vektorok azok, amelyek antibioti-
kum-rezisztencia markert hordoznak.

Az Escherichiacoli (roviditése E. coli) ilyen
antibiotikum rezisztenciat hordozo plazmidjai
készen rendelkezésre allnak. Alkalmas plazmi-
dok a pBR 322, pBR 325 és pWL 625 plazmi-
dok. A Bacillus subtilis (roviditése B. subtilis)
plazmidjai, mint pl. a pC 194, amely kloramfe-
nikol rezisztenciat atruhazé gént tartalmaznak,
szintén hasznalhatok.
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Az ilyen vektorok atkalmazasanak az az
eldénye, hogy sokszorozott masolatban léteznek
a sejten belil. Ezért ha az alfa—amilazt kodold
gént bevezetjik ezekbe a vektorokba, a gén is
sokszorozott masolatban lesz jelen a sejten be-
I0l. Ez nagyobb sejtenkénti alfa—amilaz terme-
lést eredmeényez. Amikor E. coli torzset haszna-
lunk gazda—organizmusként, tovabbi gén-fel-
erbsités is lehetsége. Ezt D. B. Clewel gén-fel-
erdsitésl modszerével lehet végrehajtani. (J.
Bacterlology, 710, 667-676 (1972)).

A jelen talalmany szerinti kiméra plazmidok
létrehozasanak elsé 1épése a természetesen
eléforduld, hdstabil alfa-amilaz enzimet kédold
génttartalmazgd DNS elhasitasa a megfelel rest-
rikciés endonukleazt hasznalva. A donor DNS,
amelyet az endonukleazzal elhasitunk, elény6-
sen plazmid DNS. Ezt a plazmidot el lehet hasi-
tani akar a kromoszdmalis DNS-t61 torténd sze-
paralas el6tt, akar az utan. Az endonukleaznak
olyannak kell lennie, amely a donor DNS-t elha-
sitja, mig érintetlendl hagyja azt a gént, amely
az alfa-amilaz enzimet kddolja. Erre a célra al-
kalmas endonukleaznak talaltuk a Hind lll enzi-
met.

A vektort, amely szallitdeszkozként miko-
dik, és amelybe az alfa-amildzt k6dold gént be-
illesztjlik, szintén el kell hasitani. Ezeknek a vek -
toroknak- az elhasitdsara ugyanaz az endonuk -
leaz is alkalmas, amelyet a donor DNS hasitasa-
hoz hasznalunk. A vektort azonban barmilyen
endonukleazzal el lehet hasitani, amely linearis
DNS-t alakit ki olyan végekkel, amelyek alkal-
masak a donor DNS fragmensek végeivel
osszekapcsolasra.

Az elhasitast a donor DNS és a vektor ke-
verékén is végre lehet hajtani, de az is lehetsé-
ges, hogy a donor DNS-t és a vektort kilén-k -
{on hasitjuk el. Minden esetben linearis DNS
szekvencidk keverékeét nyerjik. A donor mik-
roorganizmusbdl szarmazé linearis szekvenci-
ak némelyike tartalmazza az alfa-amilazt ko-
dold gént.

A donor DNS és a vektor elhasitasaval nyert
linearis DNS szekvenciakat 6sszekeverjuk és
Osszekapcsoljuk, igy alakitunk ki egy Uj plaz-
midot, a kiméra plazmidot. A linearis DNS szek -
venciak 6sszekapcsolasat ligaz segitségével
hajthatjuk végre, ez a technika jé! ismert ezen
a szakteruleten. Erre a célra szolgalé hagyoma-
nyos ligdz a kereskedelemben is rendelkezés-
re allo T4DNS ligaz.

A taldlmany szerinti kiméra plazmidokat
ugy lehet bioldgiailag aktivva tenni, hogy at-
visszUik ezeket egy megfeteld mikroorganizmus
gazdasejtbe. Alkalmas gazdaszervezetek pl. az
amilaz-negativ £. coli torzsek (RR1 és C600),
és az amilaz-negativ B. subtilis tbrzsek (ATCC
31785 és Bacillus Genetic Stock Center 1 A 289).
A transzformacié jo! ismert moédszerekkel hajt-
haté végre. Ezek a mddszerek magukba foglal-
jak a plazmid abszorpcidjat a megfelel sejtben,
azaz a CaClz-vel kezelt £. coli sejtekben torté-
né protoplaszt fuziot és abszorpciot.

A kivant plazmidokat tartalmazé sejteket
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szeleklaljuk, a donor amilaz aklivitasa szerint
oszlalyozva. Ha a vektor tartalmaz antibiotikum
rezisztencia markert, kénnyen el lehet végezni
egy eldzetes osztalyozast is, a sejteket olyan
agar lemezre szélesztve, amelynek taptalaja-
banantibiotikumtalalhato. Csak a kivant rezisz-
tenciat tartalmazo sejtek névekednek. Oldhato
keményitot adva a lemezhez az amilaz aktivi-
las hatarozhato meg Novesztés utan a lemeze-
ket hig jédoldattal kezeljuk, vagy jodgbzzel hiv-
juk el§. Csak azok a telepek, amelyek rendel-
keznek a megfeleld amitaz aktivitassal, mutat-
nak vilagos terlleteket, ahol a kemeényité el-
bomlott €s ennek megfelelbéen nem festédik a
joddal

Ha a rekombinans plazmidot tartalmazo sej-
lek az alfa amilazt intracellularisan termelik, a
sejleket lizisnek kell alavetni, hogy az enzim je-
lenléte kimutathatd legyen Az E. coli sejtjei leg-
kényelmesebben T4 bakteriofaggal vagy D-
cikloszerinnel lizalhatok.

Azt figyelluk meg. hogy amikor B. subtilist
hasznalunk a kimera plazmidhoz gazda orga-
nizmuskent, a sejt altal termelt alfa-amilaz en-
zim kijut a sejtbdl a tapkozegbe. Ez a felisme-
rés igen fonlos az enzim nagyipari termelése
szempontjabodl, mivel a sejt lizisének koltseges
iépesét el lehet kerlini. A B. subtilis amiatt is
kudtonosen alkalmas gazdaszervezel, mert
olyan fajba tartozik, amely konnyen alkalmaz -
hat¢ az ipari fermentaciokhoz.

A kiméra plazmid, amelyet a gazdasejt ké-
pez, kénnyen izolalhato ismert modszerekkel.
llyen modszer pl. Clewell és Helinski standard
deritett lizatlum modszere ( Biochemistry, 9,
4428 4440, =1970)). Ezeket CsCl slirliséggra-
diens ultracentrifugalassal lehet tisztitani.

Az alta amilaz génttartaimazoé kimeéra plaz-

midot ezeknek a géneknek a donorjakent is
hasznalhatjuk. A plazmidokat egy megfeleld
restrikcios endonukleazzal ethasitva alfa—ami-
laz gent tartaimazo linearis DNS keletkezik . A li-
nearis DNS ! ezutan szachardz gradiens ultra-
cenlrifugalassal tisztitjuk. Ez a genetikai anyag
kombinalhatd ezutan egy masik vektorral, egy
vjabb kiméra plazmidot alakitva ki.

A kiméra plazmidot tartalmazé gazdasejt al-
lal termelt alfa amilaz megtartja héstabil tulaj-
donsagait. Ez igaz még abban az esetben is, ha
a gazda mikroorganizmus mezofil, €s nem ter-
mofil. SOt, a termeék is, amely a kldnozott mikro-
organizmusbdl szarmazé amilaz segitseégevel
keletkezik kemeényitébdl, azonosnak latszik az-
zal a lermekkel, amelyet a donor mikroorganiz-
mus amilaza termel.

A talalmany szerinti eljarast fel lehet hasz-
nalni két vagy 16bb kulonbdzé, héstabil alfa -

amilazt kodolo gent tartaimazd plazmid bevi-
telére is azonos mikroorganizmusba Pl E. coli
RRi- et modositani lehet olyan kiméra plazmi-
dok beiktatasaval, amelyet egy hostabil alfa-

amilaz génnek pBR 325 és pWC 625 veklorok-
kal torténé kombinalasaval nyertink. A gazda
sejt mindket plazmidot beeépiti, replikalja és ki
fejezesre juttatja
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A kovetkezd példak bemutatjak jelen talal-
many néhany alkalmazasat. Hacsak maskép-
pen nem jelezzuk, minden arany és szazalék
sUlyban értendd.

Mindentorzs, amely ATCC szamot visel ren.
delkezésre all az American Type Culture Col-
lection-nal, Rockville, Maryland, Egyes(it Alla-
moKkK.

1. példa

Alfa- amilaz gént és antibiotikum reziszten-
cia markert tartalmazé plazmidok készitése.

Alfa-amilaz gént tartalmazo teljes DNS
készletet izoldlunk B. stearothermophilus
ATCC 31 783 torzs sejtjeibdl, Berns és Thomas
altalanos modszere szerint (J. Molec. Biol. 717,
476-490 (1965)).

Ajeleneljarasban a sejteket tris—(hidroxime-
til)-amino metan-hidrokloridra 50 mmdlos (a
tovabbiakban Tris-HCI) (pH 8) puffer etilén-dia-
min-tetraecetsavra 0,6 mmolos ( a tovabbiak-
ban EDTA) és szachardzra 25 %-0s keverék-
ben szuszpendaljuk, a standard konyhasos cit-
rathelyett. 1 6ran at0-C-onlizozimmal (2 mg/ml)
kezeljik emésziés elétt

Az eljarasban felhasznalt pBR 322 DNS, a
Hind il restrikcios enzim és a T4DNS ligaz a Bet
hesda Research Laboratories (Bethesda, Mary-
land, Egyesult Allamok) termékei.

7.5 mikrogramm B. stearothermophilusbdl
nyert telies DNS, 7 egység Hind Il restrikcios en-
zim és 10 mikrogramm bovin szérumalbumin
100 mikroliter, NaCl -re 50 mmdlos, Tris—HCl-re
6 mmolos (pH 7,5) és MgClz-re 6 mmdlos oldat-
ban képzelt keverékét 37°C-on 30 percen at
inkubaljuk. 2,2 mikrogramm pBR 322 plazmid
DNS-t és 7 egység Hind Ili-t 20 mikroliter fent
leirt oldatban 1 ¢ran at 37"C-on emésztink. A
DNS analizise agardz gélen megmutatja, hogy
az emésztés teljessé vall.

Ezutan 6,75 mikrogramm emésztett B.
stearothermophilus DNS-t és 18 mikrog
ramm emésztett pBR 322 DNS-t 6sszekeverunk
0,3 ml, Tris-HCI-re 66 mmdlos (pH 7.6),
MgClo-re 6.6 mmdlos, ditiotreitolra 10 mmdlos
és adenozin-trifoszfatra 0,067 mmolos oldat-
ban, és d6sszekapcsoljuk T4DNS ligaz segitségé -
vel. A kapcsolds utdn a DNS analizise agaroz
gélen mutatja ki, hogy a kapcsolas teljes, s Ki-
mutathaté mennyiségben nincs maradék linea-
ris pBR 322 DNS.

2. példa

Alfa amilaz gent és antibiotikum reziszten_
cia markert tartalmazo plazmidok transzforma-
lasa E. coli-ba.

E. coli RBy (amely PRC 399 torzs néven alt
rendelkezésre a Plasmid Reference Centerben,
Stanford University Medical Center, Stanford,
Kalifornia, Egyesiit Allamok) torzsek tenyésze-
tét a kdvetkezd Osszetetelli tapkdzegben no -
vesztjuk

glliter
Tripton 10,0
Elesztékivonat 5,0
Natriumklorid 50
Gliko6z 10

4.



7

A lenyészelet egy éjszakan at kémcsdben
novesztjik 37°C-on. Ez utan 9 rész azonos:
osszetétel(i tapkdzeggel higitjuk, és 37°C-onto-
vabbi 135 percen atinkubaljuk élénk razas mel-
lett. A sejieket centrifugalassal kinyerjuk, és hi-
deg, 0,1 mdlos NaCl oldattal mossuk. Az igy
nyert sejteket a transzformaciohoz elékeszitjuk,
Cohen és munkatarsainak kalciumkloridos
modszerével (Proc. Natl. Acad. Sci. US.A, 69,
2110-2114 (1972)).

Az 1. példa szerint készitett, dsszekapcsolt
DNS egyik felét transzformaljuk £. col/ RR1 sejt-
be. A sejteket ugyanolyan taptalajt tartalmazod
lemezen tenyésztjuk, mint amilyenen az £. co-
/i sejtek nétiek, azzal a kivétellel, hogy a tapta-
laj ampicillint is tartaimaz 50 mikrogramm/mi
koncentracioban. Ezaltal csak azok az E. coli
sejtek jelennek meg, amelyek tartalmazzak az
ampicillin rezisztencia génnel rendetkezd pBR
322 plazmidot.

A rekombinans DNS-t tartalmazé sejtek sza-
manak meghatarozasa érdekében az ampicil-
lin-rezisztens sejteket ellendrizzik tetraciklin
reziszlenciara. Mivel egy DNS darab beiktatasa
pBR 322-be a Hind Il elhasitasi helynél altala-
ban inaktivalja a piazmid tetraciklin reziszten-
cia génjét, a tetraciklin érzékenység gyakorisa-
ga megadja a sejt populacioban jelenlevd re-
kombinans DNS-t tar\almazg} sejtek szamat. A
transzformacio utan 3.6 . 10° ampicillin rezisz-
tens sejt és 3,0 . 10" tetraciklin rezisztens sejt
keletkezik milliliterenként. Tehat a sejtek mint
egy 16 %-a érzékeny tetraciklinre, ezek ren-
delkeznek a rekombinans DNS-t tartalmazo
plazmiddal.

3. példa

Alfa—amilaz termeid E. coli telepek izolala-
sa

Az E. coli ndvesztéséhez hasznalt osszeté-
telli tapkozeget készitjuk el, azzal a kivételtel,
hogy 15 g/l agart és 50 mikrogramm/ml ampi-
cillint is adunk hozza. A tapkodzeget 130 petri-
csészébe helyezzik el és inokuldljuk a 2. példa
szerint eldallitott transzformalt £.col/ higitott te~
nyészetével. Atlagban 113 telep keletkezik le-
mezenként. A lelepeket addig hagyjuk néni,
amig 1-2 mm atmerdjliek lesznek, majd repli-
ka modszerrel atvisszik a kdvetkezd osszete-
tell tapkdzegre:

g/liter
NazHPO4 6
KHzPO4 3
NaCi 05
NH4ClI 1
Elesztokivonat 1
Pepton 10
Agar 15
Lintner féle kemeényitd 10

A ndvekedes 3 orajaban T4 bakteriofagot
amely ATCC 11303-B4 szamon all rendelke-
zésre — rétegezunk [,a a keményit6tartalmu le-
mezre. Mintegy 1 10" T4 etalkalmazunk leme~
zenkeént, hogy bekovetkezzék anovekvi E.co-
17 sejtek lizise, €s ilyen modon telszabaduljanak

az intracelluldris enzimek Egy éjszakan at tar-
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8
16 ndvesziés és lizis utan 2,5 %-os Lugol jodol-
datot éntiink a lemezekre, hogy kimutassuk az
amilaz-aktivitas altal termelt vilagos zonakat.

A jelentévd mintegy 15 000 telepbdt 18 te-
lep termel vilagos zonakat, jelezve az amilaz je-
leniétét. Az amilaz aktivitast mutatd telepeket
replika modszerrel atvisszik egy masik lemez-
re, és ismét elvégezzik az amilaz aktivitds mé-
rést. Az amilaz aktivitas azonban csak a sejt Ii-
zisét eldsegité T4 hozzdadasa utan jelentkezik,
jelezve, hogy az amilaz intracellularisan terme-
16dik. Mas kisérletekben kimutathatd, hogy a D-
cikloszerin éppen olyan hatasosan idézi el§ a
sejtek lizisét, mint a T4, ha a D-cikloszerint 600
mikrogrammvmi koncentracioban hasznaljuk
1aplalaj feltirétegezésére.

Az amilaz génnel rendetkezd pBR 322 vek
tort tartalmazdg E. coli t6rzs ATCC 31789 sza-
mon all rendelkezésre.

4. példa

Alfa-amilaz gént és antibiotikumn reziszten
cia markert tartalmazd plazmidok atvitele egy
masik £. coli 1orzsbe.

E. coli C 800 t6rzs (ATCC 23 724) tenyesze-
1ét novesztjuk, a sejteket kinyerjuk, és a 2. pét-
da szerint eldkészitjik a transzformaciohoz. A
3. példa szerint nyert 6t klonbozd amilaz klont
ndvesztunk, és a rekombinans plazmidokat Cle-
well és Helinski standard deritett fizatum mod-
szerével (Biochemistry, 9, 4428-4440 (1970))
vonjuk ki. A részben tisztitott plazmid DNS-t Tris
HCi-re 10 mmdlos, EDTA-ra 1 mmolos keve-
rékben (pH 7.5) szuszpendaljuk, mieldtt at-
vissziik CaClo-velkezelt E.coli sejtekbe. A DNS
szuszpenziot sterilitasi vizsgalatnak is alavetjuk.
hogy olyan telepek ne zavarjak a képet, ame-
lyek esetieg a DNS-el egyUtt bekerdit idegen
sejtek amilaz-aktivitasat mutatjak. A transzfor-
malt sejteket ampicillintartalmu taptalajon no-
vesztjik, hogy csak azok a sejtek legyenek ké-
pesek ndni, amelyek a plazmidot tartalimazzak.
Miutan a telepeket amilaz-aktivitasra megvizs-
galtuk, 100 %-os korrelacio all fenn a plazmid
jeleniéte és az amilaz-aktivitas kozott. llyen mo-
don a plazmid DNS-rdl ki tudjuk mutatni, hogy
képes transzformalddni mindkét £. coli torzs-
be, amilaz—termeldvé téve azokat, vagyis azt
tudjuk kimutatni, hogy a jelenség nem a torzs-
161 figg, hanem rekombinans plazmid szikse-
ges hozza.

Az amilaz génnel rendelkez pBR 322 plaz-
mid vektort tartalmazo £. coli torzs az ATCC 31
788 szamon &l rendelkezésre.

5. példa

Az alfa-amitaz héstabilitasa.

Négy. a 3. példa szerint eléailitott amilaz
Klént és kontrollként £. coli RR 1 tenyészetet no-
veszlunk 15 ml, a 2. példaban alkalmazott tap-
koézegben. A sejteket lizaljuk D-cikloszerinhoz -
z4adasaval, majd a sejtmaradékot centrifuga-
lassal eltavolitjuk. A fellliszéhoz natriumace-
tatot és kalciumkloridot adunk 50 mmol, illetve
25 mmol koncentracid eléréséig, és a pH t
6,0 raallitjuk be. Az enzimoldatot csavaros kKu-
pakkal ellatott kémcs6be helyezzuk, amelyet

5

5.



9

teflon szalaggal is lezarunk. Az oldatot amilaz
aklivitasra megvizsgaljuk hékezelés elétt, majd
90°C on, 45 percen at torténd hdkezelés utan.
Az amilaz aktivitast a keményitd hidrolizisének
aranyaban hatarozzuk meg, ez az arany a jéd-
~-festési kapacitas spektrofotometriasan mér-
hetd csokkenésével mutathato ki B.W. Smith és
JH. Rowe altalanos mddszere szerint (J. Biol.
Chem., 179,53 (1949)). Az E. coli kontroll nem
mutalott amilaz aktivitast. B. stearothermophi-
lusbdl (ATCC 31 783) nyert tisztitott amilazt, B.
subtilisbdl nyert Sigma A 6380 amilazt (Sigma

A sejt lizalum eredete

E coliRR; (kontroll)

Kontroli+ B. stearothermophilus
(ATCC 31783) torzsbdél szarmazé
alfa amilaz

Kontroll + Termamy|

Kontroll + B. subtilis \6rzsbél szarmazé
alfa-amilaz (Sigma A 6380)
Kontroll + 1. Kidn

Kontroll +2. KIon

Kontroll +3. KIén

Kontroli +4 KlIon

A klonok altal termelt amilaz legalabb
annyira hdstabilnak latszik, mint a B. sfearot-
hermophiius donortorzs altal termelt amilaz. A
kionok altal termelt amilaz héstabilitasa mintegy
azonos a Termamyl nevU kereskedelmi hfsta-
bil alfa amilaz hdslabilitasaval, és teitétlen(l
jobb a B. subtil/isbbl nyert alfa amilaz hdstabi-
litasanal.

A kulonbozo amilazokkal emésztetl kemé-
nyiték hidrolizatumait vékonyréteg kromatog-
rafiaval analizaljuk, hogy azonositsuk a termeilt
kis molekulasulyu cukrokat. Az £. colr klénok -
kal nyert amilazok alkalmazasaval kepzédott
kis molekulasulyu cukrok relativ. menhyisé-
ge hasonlo a kontrollként hasznalt ismert alfa -

amilazok alkalmazasaval képzddott cukrok
mennyisegehez.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
rendkivil termofil torzsekbdl nyert héstabil en-
zim génjel megbizhatdan kifejez6dnek a mezo-
fil gazda- baktériumban, hdstabil enzim termé-
ket adva. Arra jottiink ra tehat, hogy a rendki-
vl termofil baktérium génjeit kifejezésre lehet
juttatni mezofil baktériumokban, rekombinans
DNS technikat hasznalva. S6t, az aktiv héstabil
enzim szintézise normal mezofil hémérsékleten
(20°C-40"C) torténik.

6. példa

Alfa—amilaz gént tartalmazo, természetesen
elétorduld plazmid izolalasa.

6
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Chemical Co. St.Louis, Missisipi, Egyesuilt Alla-
mok) és Termanyl nevli héstabil alfa-amilazt
(Novo Laboratories Inc, Wilton, Connectitut,
Egyesult Allamok) adunk az £. col/i kontroll li-
zatuméahoz, ez szolgal standardként a hdstabili-
tas méréséhez. (Bar a Sigma Chemical Company
katalégusa ezt az enzimet B. subtilisb6l szar-
maz6 alfa—amilazként nevezi meg, H. Chung és
F. Freiberg kimutattak, hogy ez Bacillus amy-
loliquefaciensbdl szarmazik (Biochem. J. 185,
387-395 (1980)). A vizsgdlat eredménye az |.
Tablazatban lathato.

I. Tablazat
Hdstabilitasi adatok

Kezdeti aktivitas
egyseg/mi

40

45

50

55

60

65

Aktivitas Maradék

45 perces aktivitas

90°C-on

torténd ho- %

kezelés utan

egység/ml

0

0,21 0,15 714
0,39 0,34 87,2
0,21 0,01 48
0,45 0,38 84,4
0,22 0,18 818
0,36 029 810
0,42 0,35 83,3

Az 1. példaban megadott mdédon B. stearot-
hermophilus ATCC 31 783 sejtjeibd! a teljes
DNS-t izoldljuk. A plazmid DNS-t a teljes DNS-
~bél CsCl-etidium bromid ultracentrifugalassal
valasztjuk ki R. Radloff, W. Bauer és J. Vinog-
rad modszere szerint (Proc. Natl. Acad. Sci..
USA. 57, 1614-1621 (1967)). Azt, hogy ez a
plazmid tartalmaz-e alfa-amilazt, a kévetkezd
eljarassal mutatjuk ki:

Plazmid DNS-t hasitunk el Hind ll restrikci-
0s enzimmel az 1. példaban leirtak szerint. Klo-
nokat képezink, ezt a DNS-t £. coliba bejuttat-
va az 1-3. példak szerint leirt modon. A tetra-
ciklin-reziszlencia fenotipus-analizis szerint a
sejtek 3,3 % a tetraciklin-rezisztens, tehat tar-
talmaz klonozott DNS-t. A sejlek osztalyozasa
alfa-amilaz aktivitasra azt mutatja, hogy 0.42
%, vagyis a klonozott DNS-t tartalmazok kozal
kb. minden nyolcadik sejt tartaimazott amilaz
gént. A B. stearothermophilus plazmidokat
Hind lli-al hasitva linearis DNS darabok kelet-
keznek, amelyek 8 detektalhato csikka szepa -
ralddnak agardz gélen torténd elektroforézissel.
Az amilaz darab klénozasanak frekvenciaja
(1/8) kérulbelul megfelel az elvarasnak, ha fel-
tételezzlik, hogy a nyolc jellegzetes csikbol egy
rendelkezik az amilaz génnel. S6t, ezeknek a
plazmid-csikoknak az analizise azt mutatja,
hogy a csikok egyike kb. 3,6 Md nél van, va-
gyis azonos méretl, mint annak a DNS-nek a

B-
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klonozott darabja, amelyet az 1 példa plazmid-
jainak analizisébdl nyertunk

Ez a kisérlet vilagosan jelzi, hogy legalabb
egy alfa-amilaz gen helyezkedik el az alkalma-
zott B. stearothermophilus természetesen elé-
fordulo plazmidjaiban.

7. pelda

Kaldnbdzb kiméra plazmidokat tartalmazé
E. coli térzsek készitése és izolalasa

A A 3. példa szerint izolait amilaz termeld
E coli (ATCC 31 789) torzs tenyészetét egy 6j-
szakan at ndvesztjik a 2. példaban alkalmazott
1apkozegben. A plazmid DNS t megsokszoroz-
zuk D.B. Clewell mddszere szerint (J. Bacterio-
logy, 710, 667 676 (1972)), 170 mikrogramm
kloramfenikolt hasznalva milliliterenként

g/liter
NasHPO4 6.0
KHzPO, 3,0
NaCl 05
NHaCl 1.0
Kazein aminosavak
(hidrolizatum) 50
Gluk oz 20
CaClp 2H20 0,015
MgSO4.7H.0 0,246
B vitamin 0,00t

A plazmid DNS t ezutan Clewell és Helinski
slandard tisztitott lizatum modszerével izolaljuk
(Biochemistry 9, 4428-4440 (1970)). Az izolalt
plazmidot a 6. pelda szerinti CsCl etidiumbro-
mid modszerrel, majd izopropanolos extrakcid-
val, végul Tris-re 10 mmolos, EDTA ra 1 mmo-
los (pH 7.6) oldatba térténd extenziv dializissel
tisztitjuk

3,9 Md vel jellemezhetd pBR 325 plazmidot
tartalmazo £. colf RRy (PRC 399) tenyészetét
novesztjuk és a plazmid DNS t sokszorozzuk,
izolaljuk és tisztitjuk az elfz6 bekezdés szerin-
ti modszertel

A ket forrasbol szarmazo plazmid DNS-t
Hind 1l restrikcids enzimmel elhasitjuk. Az el-
hasitott plazmidok oldatait dsszekeverjlk, és
0 C on 18 oran al 6sszekapcsoljuk az | peélda
szerinti altalanos eljarassal

Az 0sszekapcsolt DNS-t £ co/i RRi-be
transzformaljuk a 2. példaban leirt médszer sze-
rint. A sejteket higitjuk, és 25 mikrogramm/mi
koncentracioban kloramfenikoll tartalmazo
agar temezre szélesztjuk. Ezzel a modszerrel
csak azokat az £. coli sejteket nyerjuk ki, ame-
lyek tartaimazzak a kidramfenikor rezisztenci-
aval rendelkezé pBR 325 plazmidotl. A sejlek
megjelent telepeit osztalyozzuk amilaz aktivi-
tasra a 3. példaban leirt médszer szerint, D cik-
loszerint hasznalva a sejt liziséhez.

Harom telepbdl, amely amilaz aktivitast mu-
lat és kldéramfenikolra rezisztens, rekombinans
plazmid DNS tvonunk ki a 4. példa szerinti tisz-
titott lizatum modszerrel. A rekombinans plaz-
midok szétvalasziasa agaréz gélen azt mutatja,
hogy ezek a plazmidok egy pBR 325 plazmid +
egy amilaz gént tartalmazé 36 Md fragmens
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kombinacidjanak megfeleld méretlek. A plaz-
mid Hind Il enzimmel végzett emésztésével
3,6 Md fragmenst és a pBR 325 linearis forma-
jat nyerjik. Ez a példa azt mutatja be, hogy az
amilaz gent at lehet kiénozni egy masik veklor-
ra, pBR 325-re anélkil, hogy elveszitené ami-
laz-termeld aktivitasat. Azigy nyert E. coli torzs
ATCC 31 792 szamon all rendelkezésre.

B. Az A. részben kialakitott, kléramfenikol
és ampicillin rezisztens kiméra plazmidot hasz-
naljuk, mint olyan DNS fragmens donort, amely
tartalmazza az alfa-amilaz gént. Ezt a fragmenst
kombinaljuk a 10 Md vel jellemezhets pWL 625
vektor-plazmiddal, az A részben leirt altalanos
modszerrel. A pWL 625 plazmidot W. Goebel és
munkatarsai irtak le (Molec. Gen. Genet. 157,
119-129 (1977)). Ezt az E. coli (ATCC 31 787)
torzs tenyészetébdl izolaljuk ennek a példanak
az A részében alkalmazott plazmid-izolalasi
maodszerrel. Ez a vektor ampicillin és kanama-
cin antibiotikum rezisztenciat visel. DNS beik ta~
tasa pWL 625 be Hind lil helynél megsemmisi-
ti a kanamicin rezisztenciat.

Az E. coli RR1 sejtek, amelyeket rekombi-
nans DNS-el transzformaltunk, novekednek
ampicillintartalmu agar lemezeken. Azokat a te-
lepekel, amelyek rezisztensek kléramfenikora
a pBR 325 miatt, ugyanakkor amilaz aktivitast
mutatnak, szelektdljuk vizsgalat céljabdl A
plazmid DNS tizolaljuk a telepekbdl. Az anali-
zis agaroz gélen Hind Il al térténé emésztés el-
Ott és utan azt mutatja, hogy az amilaz gént tar
taimazo DNS fragmenst rakionoztuk a pWL 625
plazmidra, ityen médon Uj piazmidot alakitva Ki.
Ez a kiméra plazmidot tartalmazo £. coli 16rzs
ATCC 31 791 szamon all rendelkezésre.

8. példa

Két kldénb6z6 kiméra plazmid transzforma
cidja £. coli torzsbe.

A 7. péida B része szerint keészitelt amilaz
termeld £. coli torzset ndvesztjuk és elbké
szitjuk transzformaciohoz a 2 példa szerinti el
jarassal. A 7 példa A része szerint készitett tisz
titott plazmidot transzformaljuk ezekbe a sej
tekbe. Amikor a képz4dott sejteket kloramfeni-
kolt tartaimaz¢ agar lemezen noveszijuk, min-
den telep mutat amildz aklivitast Plazmid
DNS tizolalunk az egyik telepbdl és agaréz gé—
len analizaljuk. A 7. példa A és B részében leirt
kiméra plazmid mindegyikét megtalaljuk. Ez a
kisériet azt demonstralja, hogy az E. coli nove-
kedhet és fenntarthat egyidejileg két kulonbo-
zG, alfa-amilaz gént tartaimazo kiméra plazmi™
dot. (A plazmidok kombinacidjanak hosszu idé-
tartamu vizsgalatat nem végeztik el) Ezt a két
kiméra plazmidot tartalmazd £. coli térzs az
ATCC-nél 31 790 szamon all rendelkezésre.

9. példa

Alfa—~amilaz gént és antibiotikum reziszten-
cia markert tartalmazo plazmidok transzforma-
cidja B. subtilis torzsbe.

A.Donor DNS készitése. A 7 példa B része
szerint készitett kiméra plazmidot hasznaljuk al-
fa amilaz gént tartalimazé DNS fragmens do-
norként. Ezt Clewell és Helinski tisztitott lizatum

7
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eljarasaval vonjuk ki (Biochemistry 9, 4428-40
(1970)). Ezt a plazmid DNS-t Hind Ill restrikcids
enzimmel hasitjuk el. Az emésztett plazmid
DNS-tkis mennyiségu etidium bromiddal kever-
juk ossze es szeparaljuk El-Gewely és Helling
szacharoz-gradiens modszerével (Anal. Bio-
chem 102, 423-428 (1980)). Az alfa-amilaz
gent tartalmazé 3,6 Md fragmenst extrahaijuk
kétszer n-butilalkohollal, kicsapjuk azonos tér-
fogaty izopropil-alkohollal és szuszpendaljuk
Tris-re 10 mmolos, EDTA-ra 1 mmolos (pH 7,5)
keveréekben, majd felhasznalasig 20°C-on
tartjuk

B Vektor készitése. Egy B. subtilis torzset
— amely a Bacillus Genetic Stock Cenlerben
(Department of Microbiology, Ohio State Univer-
sity, Columbus, Ohio Egyesuit Allamok) 1 E 17
szamon all rendelkezésre, és amely kldéramfe-
nikol rezisztenciat atvivé génnel rendetkezd,
2,0 Md vel jelliemezhetd pC 194 plazmidot tar-
talmaz — tripton-szdja agart (Difco Laboratori-
es, Detroit, Michigan, a tovabbiakban Difco) és
50 mikrogramm kloramfenikolt tartalmazé le-
mezre szélesztink A sejteket ezutan 1 |-es
lombikban levé 150 ml Penassay tapkézegbe
inokulaljuk, és a sejleket egy éjszakan at no-
vesztjuk 37°C on razatva. A sejtekel ezutan
elvalaszijuk és Ujra szuszpendaljuk 10 ml pro-
loplaszt készitd pufferban, amely szacharbzra
25 % os, NaCl re, 01 molos, Tris. HCl-re
0,05 molos (pH 75) és EDTA-ra 0,05 mdlos
(pH 8,13) 5 mg tojasfehérje lizozimot (Sigma
Chemical Company) adunk hozza és 30 percig
37°C on tartjuk. Ezutan finoman hozzakeve-
runk 13 ml 2 % os natrium dodecilszulfatot
(NaCl re 0,7 mdlos oldatban) majd 2,4 ml 5 mé-
los NaCl oldatot. A keveréket jeges vizben le-
hdtjuk és 12 100 g vel 20 percen at centrifugal-
juk

A DNS 1 azenos térfogatu izopropilalkohol-
lal kicsapjuk A szilard anyagot 60 oran at jeges
vizben tarjuk, majd centrifugatassal kinyerjuk
és Tris hidrokloridra 0,01 molos, EDTA-ra 0,001
molos oldatban (pH 7 56) szuszpendaljuk. A plaz-
mid DNS t CsCl etidium bromid ultracentrifu-
galassal kllonitjuk el Radloff és munkatarsai
modszere szerint (Proc. Natl. Acad. Sci., US.A,
57,1514 1521 (1967)). A 2 Md-vel jellemezhe-
t6 plazmidot izopropilalkoholos extrakcidval és
Tris-re 10 mmolos EDTA-ra 1 mmolos (pH 7.5)
keverekbe torténé extenziv dializissel kezeljik.

C A kiméra plazmid készitése A 2 Md-vel
jellemezheté vektort, amelyet a B. rész szerint
nyerunk, Hind Il restrikcids enzimmel elhasit-
juk és Osszekeverjuk az A. rész szerint nyert,
36 Md-vel jellemezhetd DNS fragmenssel. A
vektor s a donor DNS koncentracioja 6 mikro-
gramm/ml, illetve 17 mikrogramm/ml Az 0sz-
szekapcsolast az 1 példaban leirt altalanos
modszerrel végezzuk Mindenféle, 3.6 Md-vel
jellemezhetd linearis fragmens tavolléte az
0sszekapcesolas utan — amely agaroz gél elekt-
roforézissel mutathaté ki — jelzi, hogy az 8sz-
szekapcsolas teljes

D A kiméra plazmid transzformacioja a B.
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subtilisbe. Amilaz gént nem tartalmazé B. sub-
tilis ATCC 31 785 torzs tenyészetét egy éjsza-
kan at ndvesztjik egy tripton-vér agart (Trypto-
se-Blood Agar Base (Difco)) és 1 % oldhato ke-
menyitdt tartalmazd lemezen. A lemezre 2 ml,
kovetkezb Gsszetétell tapkozeget helyezink:

%
(NH4)2S04 0,2
K2HPO4 14
KH2PO4 0,6
Natriumcitrat 2 HzO 0,1
MgS0O4.7H20 0,12
Gluko6z 05
Kazein-aminosavak
(Casamino Acids (Difco)) 0,02
L-triptofan 0,005

Az igy nyertsejiszuszpenzié mintegy 0,1 mi-
-6t 10 ml azonos dsszetételll tApkdzegbe juttat-
juk, amely 250 mi-es lombikban helyezkedik el,
és 37°C-on élénken razatjuk 4 éran at. Ezutan
a tenyészet 1 mi-¢t 9 ml 37°C-on elémelegitett
transzformacios tapkdzegbe helyezzik, és foly-
tatjuk a razas kdzbeni inkubalast 90 percen at.
A transzformacios tapkozeg azonos a névesz-
t6 tapkdzeggel azzal a kivétellel, hogy a kaze-
in-aminosavakbdl 0,01 %-ot és L-triptofanbd!
0,0005 %-ot dartaimaz. 0,25 ml sejthez, amely
mintegy 1.10” sejtet tartalmaz milliliterenkent,
5 mikroliter,a C.rész szerintnyert, 0,12 mg plaz-
midot tartalmazo oldatot adunk hozza. A keve-
réket enyhén razzuk 37 'C-on 30 percen at. A
keveréket higitjuk azonos térfogatd Penassay
tapkdzegge! (Difco) és folytatjuk a razatast
37°C-on tovabbi 90 percig. A sejteket 0,1 ml-
-es alikvotokban tripton-vér agart (Tryptose
Blood Agar Base (Difco)), 1 % oldhatd keményi-
101 és 20 mikrogramm kidramfenikoit tartaima-
26 lemezre szélesztjuk. Kontrollként egyrészt
hozzaadott plazmid nélkQli B. subtilis, masrészt
pC 194 vektorplazmidot tartalmazd B. subtilts
sejteket szélesztunk azonos tapkozegre

A lemezeken nem lathatdk azoknak a sej-
teknek a telepei, amelyek nem tartalmaznak
hozzaadott plazmidot. Azokon a lemezeken.
amelyekre pC 194 plazmidot tartaimazé sejte-
ket vittink fel, harom koldnia helyezkedik el, de
a telepek egyike sem mutat amilaz aktivitast.

Egy telep figyelhetd meg azokon a lemeze-
ken, amelyekre a C. rész szerint nyert kiméra
plazmid DNS-el rendelkezd sejteket szélesztet-
tink. Ez j6dg8z0s elbhivassal vilagos zonat ad.
jelezve, hogy ezek a sejtek extra-cellularis ami-
laz enzimet termelnek. A sejtek lathatoéan klor-
amfenikol jelenlétét igénylik stabilitasukhoz. Ez
a tenyészet ATCC 31 786 szamon all rendelke-
zésre.

Az amilazt tartalmazo telepbd| szarmazo
DNS egy mintajat agaréz gél elektroforézissel
klonitjuk el. 5,6 Md-nél figyelheté meg a plaz-
mid savja. Ez megfelel a C. rész szerint el6alli-
tott kiméra plazmid méretének.

A tisztitott kiméra plazmidot Hind Ill restrik-
ciés enzimmel elhasitjuk és agaréz gél elektro
forézisnek vetjuk ala. Két fragmenst nyerink,
amelyek 2,0 Md-vel és 3,6 Md- vel jellemezhe-

8-
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16k. Ezek megfeleinek az A. rész szerint nyert
donor DNS, illetve a B. rész szerint nyert vektor
DNS méretének.

E. A kiméra ptazmid transzformacidja egy
masik B. subtilis \orzsbe. Az amilaz gént tartal-
mazd kiméra plazmidot a D. rész szerint nyert
amilaz termeld telepek sejtjeibdl izolaljuk a B.
részben nyert pC 194 plazmid izolalasahoz
hasznalt modszerrel. Az izolalt kiméra ptazmi-
dot transzformaljuk egy masik, amilaz negativ
B. subtilis \brzsbe, amely 1 A 289 szamon all
rendelkezésre a Bacillus Genetic Stock Center-
ben (Dept of. Microbiology, Ohio State Univer-
sity, Columbus, Ohio, Amerikai Egyesuit Alla-
mok). A transzformaciot S. Chang €s S. N. Co-
hen protoplaszt-flzios modszerével végezzik
(Molec. Gen. Genel. 118, 111-115 (1979)). Ami-
kor a sejleket a D. rés& szerinti lemezeken no-
vesztjik, mintegy 1.10" telep/ml iathatd azokon
a lemezeken, amely?k nem tartalmaznak klo-
ramienikoit. Kb 1.10” telep/mi lathatd a kioram-
fenikolt tartalmazo lemezeken. Mindegyik telep
mutat amilazaktivitast a keményito-jod vizsga-
lat szerint Ez az amilazt tartaimazo B. subtilis
ATCC 31 784 szamon all rendelkezésre

10. pelda

A kiméra plazmidot tartalmazo B subtilis
altal termelt alfa amilaz héstabilitasa.

A 9. példa £. része szerint eléallitott kiméra
plazmidot tartalmazo 8. subtilis torzset (ATCC
31784) 2.8 literes Fernbach palackban 1 liter

Enzimminta

B stearothermophitus

B subtilis

Termamy!

ATCC 31784 bblszarmazo enzim

Ebben a vizsgalatban a B. subtilis ATCC 31
784 klon altal termelt amilaz lathatdan legalabb
olyan hdstabil, mint a B. stearothermophilus
donor altal termelt enzim. Héstabilitasra vetek -
szik a Termamyl kereskedelmi hdstabil alfa-
-amilaz hdstabilitasaval, és héstabilitasa szem-
mel lathatdan kivaldbb, mint a B. subtilis alfa -
-amilazé.

Az eddig leirtakbol nyilvanvald, hogy a ta-
lalmany kapcsan olyan eljarast mutatunk be
héstabil alfa~amilaz enzimet kédold gént tartal-
mazoé Kiméra plazmidok Iétrehozdasara és alkal-
mazasukkal hdstabil alfa-amilaz készitésére,
amely teljiesen megdfelel a fent emlitett targynak,
és amely teljesiti a fenti célt és eldénydket. Bar a
jelen szabadalmi leiras csak bizonyos megha-
tarozott kiviteli formakat ir le, nyilvanvalo, hogy
alternativak, modositasok €s variaciok kidolgo-
zasa nyilvanval6 az ezenatertlelen jartas szak-
emberek szamara a jelen szabadalmi leiras
alapjan. Ezért a jelen szabadalmi leiras szerinti
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kovetkezd Osszetétell tapkdzegben noveszt-
juk

Kukoricakeményitd

Kukoricalek var

Elesztéautolizatum &

(NH4)2HPO4

KH2PQ4

CaClx.2H0

MnClo. 4H0

Kukoricaolaj LO

Terr@amyl (0,05 egység/mi)
Prymex 1564, az Amber Laboratories cég

nél all rendelkezésre (Juneau, Wisconsin).

A tapkozeget 30 percig autoklavozzuk
121°C-on, amely hémérséklet a Termomyl ak-
tivitasat elpusztitja, majd szobahSmérsékletre
hiitjuk . Ezutan 0,01 mg kldramfenikolt millilite-
renként adunk a tapkozeghez, majd a sejtekkel
inokulaljuk. A tenyészetet centrifugaljuk, és a
feluluszo folyadék higitott mintain végezzik el
a héstabilitasi vizsgalatot az 5. példa szerinti 4l -
talanos modszerrel.

Osszehasonlitasul a B. stearothermophi-
lusbol, B. subtilisbél nyert amilazok, valamint
a Termamyl hostabilitasal is megmértik, natri-
umacetara 50 mmolos és CaClz-re 2,5 mmolos
inkubacids tapkdzegben (Ezek az dsszehason-
lité amilazok az 5. példaban is.) Ennek a vizs-
galatnak az eredménye a |l. Tablazatban latha-
to.

. TABLAZAT

Kezdetiaktivitas  Aklivitas 45 perces,
egyséeg/ml

50

55

60

65

4
6 0,79
8

Maradék
aktivitas
%

90"C-o0s héke-
zelés utan,
Egység/mi
1.16 64
0 0
63

1,07 68

minden ilyen alternativa, modositas és variacio
az ezt koveld igénypontok oltalmi korébe tar-
tozik.

SZABADALMIIGENYPONTOK

1.Eljaras hdstabit alfa amilaz kodolo génnel
rendelkezé kiméra plazmid elballitasara, azza/
jellemezve, hogy

(i) a) Bacillus stearothermophilus mikroorga-
nizmusban természetes formaban eléforduld,
hdstabil alfa-amildz kodold gént tartalmazo
plazmidot Hind lil restrikcids enzimmel hasitunk,
vagy

b) Bacillus stearothermophilus héstabil alfa-
-amildz kodold génjét tartalmazd kiméra plaz-
midot Hind 11l restrikcids enzimmel hasiturk

alfa-amilaz kodold gént tartalmazé linearis
DNS szekvenciat nyerve, )

(i) pBR322, pBR325, pWL625 vagy pC194
plazmidot Hind lll restrik cidés enzimmel hasitunk
egy masodik linedris DNS szekvenciat nyerve,

9
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(ii) és az (i) és (ii) Iépeésben kapott linearis
DNS szekvenciakat T4 DNS-ligaz segilségével
Osszekapcsoljuk.
2 Az 1 igénypont szerinli eljaras, azzal jel-

193516
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6. A 3.igénypontszerinti eljaras ATCC 31790
letéti szamu Escherichia coli torzs elbailitasara,
azzal jellemezve, hogy az 5. igénypont szerin-
ti eljarassal elballitott ATCC 31791 letéti szamu

lemezve, hogy a hostabil alfa-amilaz kédold 5  Escherichia coli 1orzsbdi plazmidot izolalunk, és
gént tartalmazo plazmidot ATCC 31783 letéti az izolalt kiméra plazmidot az 5. igénypont sze-
szamu Bacillus stearothermophilus torzsbol rinti eljarassal etdallitott, ATCC 31792 letéti sza-
vagy annak valamely variansabdl vagy mutan- mu Escherichia coli térzsbe transzformaljuk.
sabdl vagy mutansanak almutansabol nyerjuk. 7.A 3.igénypont szerinti eljaras ATCC 31786

3. Eljaras Bacillus stearothermophilus hésta- 10 letéti szamu Bacillus subtilis eléallitasara, azzal
bil alfa-amilaz enzimjét termelni képes Esche- jellemezve, hogy pC194 plazmidbdl indulunk
richia coli vagy Bacilius subtilis mikroorganiz- ki és ATCC 31785 letéti szamu Bacillus subtilis
mus elballitasara, azzal jellemezve, hogy va- térzset transzformalunk.
lamely, az 1. igénypont szerinti eljarassal eléal- 8. A 3.igénypont szerinti eljaras ATCC 31784
litott kiméra plazmidot valamely — adott esel- 15  letéti szamu Bacillus subtilis elballitasara, azza/
ben mar masik alfa-amilaz kddold génnel ren- Jellemezve, hogy pC194 plazmidbdl indulunk
delkezé kiméra plazmidot tartalmazd — Esche- ki és Bacillus subtilis 1A289 tdrzset transzfor-
richia coli vagy Bacillus subtilis tdrzsbe transz- malunk.
formalunk, és a transzformalasokat izolaljuk. 9. Eljaras héstabil alfa-amilaz elballitasara,

4 A 3. igénypont szerinti eljaras ATCC 20 azzal jellemezve, hogy valamely, az 1. igény-
31788, illetve ATCC 31789 letéti szamu Esche- pont szerinti eljarassal eléallitctt kiméra pltazmi-
richia coli Worzs elbaliitasara, azzal jellemezve, dot tartalmazé, a 3. igénypont szerinti eljarassat
hogy pBR322 plazmidhol indulunk ki, &s Esche- elbaltitolt Escherichia coli vagy Bacillus subtilis
richia coli C600. illetve Escherichia coli RR1 10r- mikroorganizmust atkalmas tapkozegen te-
zset transzformalunk. 26 nyésziunk, és a termelt alfa-amilazt izolaljuk

5 A 3 igénypont szerinti eljaras ATCC 10. A 9 igenypont szerinti eljaras, azzal
31791, illetve ATCC 31792 letéti szamu Esche- jellemezve, hogy ATCC 31788, ATCC 31789,
richia coli ©Orzs eldallitasara, azzal jellemezve, ATCC 31790, ATCC 31791 vagy ATCC 31792
hogy pWL6E25, illetve pBR325 plazmidbdl indu- letéti szamu Escherichia coli térzsel vagy ATCC
funk ki eés Escherichia coli RR1 tdrzset transz- 3¢ 31784 vagy ATCC 31786 letéti szamu Bacillus
formalunk. subtilis torzset tenyésztunk.
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