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(54) Eljaras a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetaz enzim magasfoku kifejezésére

(57) KIVONAT

rekombinans DNS-befogadé gazdasejtekben

A taldlmény tdrgya eljaras fokozott dezacetoxi-cefalos- litett promoter szabélyozta expresszié szempontja-
porin-C szintetdz enzim magasfoku kifejezésére rekom- b6l megfelelGen elhelyezked6 DNS-szakaszt tar-
bindns DNS-befogadé gazdasejtekben, melynek sordn talmazé, rekombindns expresszios DNS-vektort
a) a nevezett DNS-befogad6é gazdasejtben mikods- hordozé gazdasejtet
képes promotert, &s a génexpresszi§ szempontjabdl megfeleld koriil-
" b) aStreptomyces clavuligerus dezacetoxi-cefalospo- mények kozott tenyésztenek, és kivant esetben a kelet-
rin-C szintetdz enzimaktivitdsdt k6dold, a fent em- kezett terméket elvalasztjdk.

A leirds terjedelme: 40 oldal (ezen beliil 16 lap dbra)
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A taldlmdny targya eljdrds a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz enzim magasfoku kifejezésére rekombindns
DNS-befogadé gazdasejtekben.

A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz (DAOCS),
més néven expanddz, katalizdlja a penicillin-N dtala-
kuldsat dezacetoxi-cefalosporin-C-vé (DAOC). Ez a
reakcié olyan fontos antibiotikumok bioszintézisének
kulcsfontossdgt 1épése, mint a Cephalosporium acre-
monium termelte cefalosporinok, illetve a Streptomy-
ces clavuligerus és a S. lipmanii termelte 70-metoxi-
cefalosporinok vagy cefamicinek.

A taldlmény szerinti DNS-molekuldk egyetlen meg-
szakitds nélkiil transzlal6d6 szakasz forméjaban kédol-
Jjdk a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdzt (DAOCS). E
megszakitds nélkiil transzkripcidja, majd az igy nyert
mRNS transzidcidja egylancd, dezacetoxi-cefalosporin-
C szintetdz aktivitassal rendelkez§ polipeptidet eredmé-
nyez. A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzimet ké-
dolé DNS-molekulét a Streptomyces clavuligerus torzs
sejtjeinek genomidlis DNS-ébdl kiilsnitjiik el, és rekom-
bindns expressziés DNS-vektorok elGéllitdsdra haszndl-
Jjuk fel. Ezen expresszi6s DNS-vektoroknak négy fajtdja
kiilénGsen elSnyos: az elsé E. coli sejtekben, a masodik
Cefalosporium, a harmadik Penicillium, a negyedik pe-
dig Streptomyces sejtekben teszi lehetGvé a dezacetoxi-
cefalosporin-C szintetdz igen erteljes expresszidjat.

Az E. coli sejtekben termelt dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdz a penicillin-N dezacetoxi-cefalosporin-
C-vé val6 atalakuldsét katalizdlja. A fenti, taldlmany
szerinti E. coli transzformdnsok nyers sejtkivonatai
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz aktivitdst mutat-
nak. Ezek az E. coli DNS-vektorok €s transzformansok
nagy mennyiségd, aktiv dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz enzim hatékony eldallitdsat teszik lehetdvé. A
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzim nem csak a
dezacetoxi-cefalosporin-C el@dllitdsit, hanem mds, a
penicillin-N-t&l eltér6 penicillinek gydriinek tdgitdsa-
ra is fethasznalhatd.

A taldlmény szerinti Cefalosporium DNS-vekto-
rok a gydgyszeriparban haszndlhaté baktéri-
umtorzsek el§dllitdsara alkalmasak. A Cefalosporium
torzsek a cefalosporin csalddba tartozé antibiotiku-
mok eldéllitdsdra haszndlt, gazdasdgilag igen fontos
mikroorganizmusok. Cefalosporium sejteket a taldl-
mdny szerinti expressziés DNS-vektorokkal transz-
formélva a transzformansok sejten beliili dezacetoxi-
cefalosporin-C szintetdz koncentriciéja megnovek-
szik. E transzforménsok felhasznéldsdval az ipar fer-
mentdcids eljardsok hatékonysdga, illetve antibioti-
kum-hozama novelhet§. A miikédSképes dezacetil-
cefalosporin-C  szintetdz/dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz génnel nem rendelkezd C. acremonium tor-
zseket a taldlmdny szerinti DNS-vektorokkal transz-
formdlva a cefalosporin-C helyett dezacetoxi-cefa-
losporin-C-t bioszintetizdlé transzformdnsokat nye-
riink. A dezacetoxi-cefalosporin-C szdjon at felszivo-
dé, klinikailag igen fontos antibiotikumok el§alli-
tdsdra haszndlhatd, mint kdztestermék.

A taldlmany szerinti Penicillium DNS-vektorokkal
legelSnydsebben cefalosporin-szintézist katalizlé en-
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zimet bioszintetizalhatunk az igen nagy mennyiségd
penicillint el64llité Penicillium torzsek sejtjeiben. A
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz, akdr dnmagdban,
akdr mds enzimekkel, példdul a dezacetetil-cefalospo-
rin-C szintetdz vagy epimeraz enzimmel egyiitt (ez az
enzim egy hidrolizcids reakcid, a dezacetoxi-cefalos-
porin-C dezacetetil-cefalosporin-C-vé val 4talakuld-
sét katalizdlja) a kiilonboz8 penicillinek cefalospori-
nokkd valé 4talakitdsdra hasznalhatd. Az izopenicillin-
N epimerdz és a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz
egylittes kifejezGdése Penicillium torzsekben példdul
dezacetoxi-cefalosporin-C termelést eredményez: ez az
anyagcseretermék mindeddig ismeretlen a Penicillium
torzsek korében. :

A dezacetoxi-cefalosporin-C  szintetdzt kédol6
DNS-molekuldkat egyszeriien mddosithatjuk dgy,
hogy més mikroorganizmusok, igy a Paecilomyces €s
Streptomyces térzsek, kiilondsen pedig a S. clavulege-
rus fermentacidjénak hatékonysdgdt és hozamét novel§ -
expressziés DNS-molekulédkat 4llitsunk elS. Bér a ta-
ldlmény szerinti, dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdzt
kédolé DNS-molekuldk S. clavuligerus sejtekbdl kiilo-
nitjiik el, az ¢ DNS felhasznélasdval eldllitott DNS-
vektorokkal igen sokféle DNS-befogadé gazdasejtben
fejeztethetiink ki dezacetoxi-cefalosporin-C szintetazt,
amint azt a fentebb leirt E. coli expressziés DNS-vek-
torok is mutatjdk. A taldlmany szerinti E. coli, Cepha-
losporium €s Penicillium DNS-vektorok el6allitdsdra
szolgl6 eljdrasokat kévetve mds mikroorganizmusok-
ban is mik&dSképes, hasonlé DNS-vektorokat hozha-
tunk létre, egyszeriien a megfelel§ szabédlyozé DNS-
szakaszok helyettesitésével, ha ez sziikséges. A cefa-
losporinokat termel§ legtébb mikroorganizmus az anti-
biotikum-bioszintézis sordn kdzos prekurzorként hasz-
nilja a penicillin-N-t, a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz szubsztrtjat. A taldlmdny szerinti, dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdzt kédolé DNS-molekuldk
igen sokféle, penicillin és cefalosporin antibiotikumot
termel§ mikroorganizmus fermentdciéjdnak hatékony-
sagdt és hozamdt novelS expressziés DNS-vektorok
elGdllitasara haszndlhatdk.

A kovetkezSkben részletesebben ismertetjiik a ta-
lalmany szerinti eljdrdst. Az egyértelmiiség kedvéért és
az aldbbiakban részletezett, illetve szabadalmi igény-
pontokkal jellemzett, taldlmany szerinti eljrds megér-
tését megkonnyits, az aldbbiakban néhany szakkifeje-
zést illetve roviditést roviden meghatdrozunk.

amdS:  acetamiddz gén; az dbrdkon az Aspergillus
nidulans acetamiddz génjének jelSlésére is
szolgal.

amdSp: az amdS gén promotere.

Amr: apramicin antibiotikummal szemben rezisz-

tencidt biztositd gén; az apramicin-rezisz-
tens fenotipus jelolésére is szolgdl.
Antibiotikum:
mikroorganizmus 4ltal termelt, akdr valto-
zatlan forméban, akdr korldtozott kémiai
médositdsokat kovetden més mikroorganiz-
musok vagy eukaridta sejtek novekedését
gdtl6, vagy azokat elpusztité anyag.
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Antibiotikum-bioszintézis gén:
az elsGdleges anyagcsere termékek antibi-
otikumokkd, vagy egy antibiotikumnak
egy mads, eltér§ antibiotikummd valé 4t-
alakuldsdban szerepl6 enzimatikus reakci-
6hoz sziikséges enzimet kédolé DNS-sza-
kasz.

Antibiotikum-termel& mikroorganizmus:
barmely, antibiotikumot termels, vagy,
expressziéjuk esetén antibiotikum-terme-
1ést biztosité géneket hordozé mikroorga-
nizmus, ideértve — bar nem kizdrdlag — a
Streptomyces, a Bacillus, a Monospora, a
Cephalosporium, a Paecilomyces, a Po-
dospora, a Penicillium és a Nocardia fajo-
kat.

Antibiotikum-rezisztencidt biztosité gén:

egy antibiotikummal szemben rezisztenciat

biztosité fehérjét kédolé DNS-szakasz.

ampicillin-rezisztenciat biztosité gén; az

ampicillin-rezisztens fenotipus jelolésére is

szolgdl.

Bifunkcids (ingdzd) klénozé DNS-vektor:
két, rendszertanilag kiilonboz8 mikroorga-
nizmusban replikdlédni és/vagy ezek gene-
tikai dllomédnyéba beépiilni képes rekombi-
nans klénozé DNS-vektor.

ApR:

bGH: szarvasmarha ndvekedési hormon, illetve az
ezt kédolé DNS-szakasz.

bp: a kettGsszdld DNS egy bazisparja.

CAT: acetil-transzferdz enzimet kédold, kloram-

fenikol-rezisztencidt biztos{td gén.
cDACS/DAOCS:

a Cephalosporium acremonium expandiz

(DAOCS)/hidroxildz (DACS) génje.

c1857:  alambdapL promoter hdmérséklet-érzékeny
represszorat kédold gén.
cIPS: a Cephalosporium acremonium izopenicil-

lin-N szintetdz enzime, vagy ezt kddold
DNS.
Klénozds: egy DNS-szakasz beépitése egy rekombi-
nans klénoz6é DNS-vektorba.
K6dol6 szakasz:
egy, a génrdl expresszdl6dé fehérje amino-
sav-sorrendjét, vagy rRns és tRNS gének
esetében a génrdl expresszdlédé rRns illetve
tRNS nukleotid-sorrendjét kddolé génsza-
kasz.
Kédold
szal: az ,.értelmes” szdl, a kett&sszald kédol6 sza-
kasz ,nem értelmes” szdldnak komplemen-
tere. A nem értelmes szdlat irja 4t az RNS-
polimerdz enzim.

cos: a lambda fdg ragadds végszakaszai.

Kozmid: a DNS-befogadé gazdasejtben plazmidként
replikdl6ds, de fag fejekbe is pakolhatd re-
kombingns kl6nozé DNS-vektor.

DAC: dezacetoxi-cefalosporin-C; 7-(®-karboxi--

amino-pentanoil-amino)-3-(hidroxi-metil)-
caf-3-em-4-karbonsay.
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DACS:  dezacetil-cefalosporin-C szintetdz: a DAOC
DAC-vé val6 atalakuldsat katalizal6 enzim.
DAOC: dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz; 7-(c0-

karboxi-0>-amino-pentanoil-amino)-3-metil)-
caf-3-em-4-karbonsav.
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DAOCS: a DAOCS gén dltal kédolt dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz enzim; a penicillin-N
DAOC-vé valé dtalakuldsit katalizalja.
promoterbdl, transzldcids aktival szakasz-
bél, kédolé szakaszbol és az akdr fehérje (és
igy sziikségszerfien egy mRNS), akdr tRNS,
akdr pedig rRNS géntermék expresszi6ja
szempontjabdl megfelelden elhelyezkedd, 3’
irdnyban taldlhat6 szabalyozé szakaszokbdl
4ll6 DNS-szakasz.
Genomidlis génbank:

egy adott €l6lény genomjét lényegében rep-

rezental6 klénozott DNS-szakaszokat hordoz6

rekombin4ns, klénozé DNS-vekitor-sorozat.

Gén:

hGH: emberi novekedési hormon, illetve az ezt
k6dolé DNS-szakasz.
HmR: higromicin-rezisztencidt biztosité gén; a

higromicin-rezisztens fenotipus jelolésére
is szolgdl.
Hibridizalas:
két egyszald, DNS, RND vagy DNS és RNS
molekula Gsszeolvasztdsa a 1étrejovs bazis-
pérok révén teljesen vagy részlegesen ket-
tdsszald molekuldva.
IPS vagy IPNS:
izopenicillin-N szintetdz.
Izopenicillin-N szintetdz:
a delta-(L-alfa-amino-adipil)-L-ciszteinil-D-
valin izopenicillin-N-né val6 dtalakuldsat
katalizdlé enzim, mds néven cikldz.
kanamicin-rezisztencidt biztosité gén; a ka-
namicin-rezisztens fenotipus jelélésére is
szolgdl.
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lacl: az E. coli lacl génje.

lacZalfa: az E. coli lac operonjdbdl szdrmazé béta-ga-
laktoziddz (lacZ) alfa-fragmense és promo-
tere.

IppT: az E. coli lac génjének transzkripcids vég-
pontjelzd szakasza.

lppP: az E. coli lac génjének promotere.

M13 ORI: az M13 fég replikaci6s kezdGszakasza.

mel: a tirozinaz gén.

MCS: tobb restrikciés enzim hasitdhelyét tartal-
maz6 klénozé hely.

mRNS:  hirvivé (messenger) ribonukleinsav.

ORI egy plazmid vagy DNS-vektor replikdcids

kezdGszakasza; a DNS-polimeraz enzim meg-
kotGdési helyeként, illetve az enzimmikodés
kezddpontjaként szolgalé DNS-szakasz.

Pen DNS: Penicillium chrysogenum eredet DNS.

pIPS: a Penicillium chrysogenum IPS génje, illet-
ve IPS-t kédold szakasza.

pIPSp:  a Penicillium chrysogenum IPS génjének
promotere.

pIPSt:  a Penicillium chrysogenum IPS génjének
transzkripciés végpontjelzd szakasza.

pL: a lambda bakteriofag baloldali promotere.

Promoter: a transzkripcié irdnydval megegyez§ irdny-

ban taldlhatd, szomszédos DNS-szakasz at-

frasat iranyit6 DNS-szakasz.

riboszéma-kotéhely; a transzldcids aktivalé

DNS-szakasz 4ltal kédolt, a mRNS moleku-

la 5°-felGli végén taldlhaté szakasz, melyhez

a ribosz6madk kapcsolédni képesek.

Rekombindns klénozé DNS-vektor: :
barmely autoném mddon replikdlédém,
vagy a DNS-befogad gazdasejt genomjdba
beépiilni képes DNS-molekula (ideértve —
bér nem kizdrélag — a plazmidokat), mely-
hez egy vagy tobb tovdbbi DNS-molekulat
kapcsoltak vagy lehet kapcsolni.

Rekombindns expresszids DNS-vektor:
barmely autoném mdédon replikdlédé vagy
a DNS-befogadé gazdasejt genomjiba be-
épiilni képes DNS-molekula, ideértve — bar
nem kizarélag — a plazmidokat, amely egy
alapkutatdsi illetve gazdasdgi szempontbél
értékes polipeptidet vagy RNS-t kddold
DNS-szakasz expresszidja szempontjdbot
megfelelden elhelyezkedd promotert és
mds, 5'-irdnyban elhelyezkedd szabdlyozé
DNS-szakaszokat hordoz.

Rekombindns DNS-vektor:
barmely rekombindns klénozé vagy exp-
ressziés DNS-vektor.

Restrikcids fragmens:
egy vagy tobb restrikcids endonukledz en-
zim miikodése révén létrejott barmely lined-
ris DNS-molekula.

rRNS:  riboszémads ribonukleinsav.

Szenzitiv DNS-befogadé gazdaseit:
egy adott antibiotikum jelenlétében, az ille-
t6 antibiotikummal szemben rezisztencidt

rbs:
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biztosité DNS-szakasz hidnydban a noveke-
désre képtelen DNS-befogad6 gazdasejt.
tetraciklin-rezisztencidt biztosité gén; a tet-
raciklin-rezisztens fenotipus jelolésére is
szolgal.
Transzkripcids végpontjelzs szakasz:
a DNS RNS-polimerdz dltali tirdsit meg-
szakit6 DNS-szakasz.
Transzfektans:
fig-DNS-sel vagy egy fig fehérjeburkdba
pakolt DNS-sel transzformdlt DNS-befoga-
dé6 gazdasejt.
Transzformans:
transzformdlt DNS-befogadé gazdasejt.
Transzformacié:
a genotipust megvaltoztaté és a DNS-befo-
gad6 gazdasejtben viltozdst el6idéz6 DNS
bejuttatdsa egy DNS-befogad6 gazdasejtbe.
Transzl4cids aktivdl6 DNS-szakasz:
mRNS-sé vald 4tirdsa utdn a mRNS fehérjé-
vé valé transzldciGjat elfsegits, a kodold
szakaszt6l 5’-irdnyban elhelyezkedd szaba-
lyozé DNS-szakasz.
sz4llité (transzfer) ribonukleinsav.
az E. coli triprofdn operonjdnak promotere,
és transzldciés aktival6 DNS-szakasza.

A kiséré dbréakon bemutatott restrikcids és funkcio-
ndlis térképek az aldbbiakban ismertetendd DNS-vek-
torok kozelits dbrazoldsai. Az dbrdkon nem tiintettiik
fel az Gsszes restrikciés hasitési helyet, igy lehetséges,
hogy a DNS-vektoron az adott restrikcids helybdl tobb
is el6fordul, mint ahdnyat az d4bra mutat.

TcR:

tRNS:
trp:

1.4bra a pOW380 plazmid restrikcids és funkciondlis
térképe.

2.4bra a pCZR336 plazmid restrikciés és funkciond-
lis térképe.

3.4bra a pOW382 plazmid restrikcids és funkciondlis
térképe.

4.4bra a pCZR111 plazmid restrikcids és funkciona-
lis térképe.

5.4bra a pPS65 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

6.4bra a pPS67 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

7.4bra a pPs69 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

8.4bra a pPS60 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

9.4bra a pPS63 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

10. 4bra a pPS64 plazmid restrikcids és funkciondlis
térképe.

11. 4bra a pMLC12 plazmid restrikcids €s funkciondlis
térképe.

12. 4bra a P3SR2 plazmid restrikci6s és funkciondlis
térképe.

13. 4bra a pPS51 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

14. 4bra a pPS71 plazmid restrikcids és funkciondlis
térképe.
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15. dbra a pLC2 plazmid restrikciés és funkciondlis
térképe.

16. dbra a pPS68 plazmid restrikciés és funkcionalis
térképe.

A taldlmdny tdrgya eljards a Streptomyces clavuli-
gerus expanddz enzimét kédolé DNS-molekuldk, re-
kombindns klénozé és expressziés DNS-vektorok el6-
dllitdsara. A S. clavuligerus expanddz enzimét kédold
DNS, valamint az S. clavuligerus genomjdban a kédolé
szakasz 3’ illetve 5’ vége fel6l elhelyezkedd DNS-sza-
kaszok egy részének nukleotid-sorrendjét az aldbbiak-

10

5

10

ban ismertetjiik. A kettGsszald DNS-molekuldnak csak
az ,értelmes”, mds néven a k6dold szélat mutatjuk be,
balrél jobbra 5’ — 3’ irdnyultsdggal. A nukleotidokat
megszémoztuk, a szimok a DNS-szekvencia felett lat-
haték. Az expandédz kédol6 szakaszdban, a szekvencia
minden sora alatt a DNS 4ltal kédolt aminosav-sorren-
det tiintettiik fel, balrl jobbra amino-termindlis —
karboxil-termindlis vég irdnyultsdggal. Minden amino-
sav roviditése az adott aminosavat kédol6 triplet alatt
taldlhat. Az aminsavakat megszamoztuk; a szdmok az
aminosav-szekvencia alatt 1athatdk.

30

57-Cccc GGG TGC CGC TGG TCA GCG CCA CCG GAT CGA CCC GTA TGG GCC

50 70
GCG CCG TGG GCC CCC GGG CCG GTG CTC

110

TAC ACC ACC GAA GAG GAG ATC GAC CGC

150

GCG CTG ACG GGC GAG TGA TCC CCC CGG

190

CGC GCT GTT GAC CAC CCG GTT CAC GGA

230

TTG ATG GAC ACG ACG GTG CCC
Met Asp Thr Thr Val Pro

1 5

250
ACC
Thr

GAG

290
GAC GAG
Asp Glu
20

CAG
Gln

CAG GGC
Gln Gly
15

CTG
Leu

CAC CAG
His Gln

TTC
Phe

330
TAT CTG
Tyr Leu

GGC CTC
Gly Leu
30

TTC
Phe

ACG
Thr
35

GAC
Asp

TGC

Lys Cys

370
GCC
Ala

ATC
Ile

CTG
Leu

AAG TCG
Lys Ser
45

AAG
Lys

GAC
Asp

ATC
Ile
50

GTC
Val

430
GTC ACC
Val Thr

410
GAG GCG
Glu Ala
50

AGC
Ser

GAG
Glu

AAG
Lys

CGC
Arg

GCC
Ala
65

470
CTG
Leu
80

GAG TCG
Glu Ser

TTC
Phe

ACC
Thr

GGG
Gly

CGC GGC
Arg Gly
75

CGC
Arg

CGG ATC TCG GCG
CTG.
CTC
TTA

TTC
Phe

CGC
Arg

GGT
Gly

390
GAC TTC
Asp Phe

TCG CCC
Ser Pro

GAG AGC
Glu Ser

GCG GAC GCG

GCG GAC CGC

CGA GAG GAT

AGC
Ser

AGG
Arg

CTG
Leu

90
AAC TTC
130
CTG GAC
170
CTC CCC
210
CAG TGA
270
CTC
Leu

GAA
Glu

CTG GCC
Leu Ala
10

310
AGG
Axrg

GAC
Asp

TGT
Cys.
25

CTG
Leu

350
ACC GAC
Thr Asp
40

ACC
Thr

GAG
Glu

GGC
Gly

TTC
Phe
55

GAG
Glu

CAC
His

450
ATG
Met

ACC
Thr

ccc
Pro

GTC
val
70

490
GCC CAG
Ala Gln

ATC
Ile

ACC
Thr
85



ACC
Thr

GGC
Gly

TGG
Trp

GCC
Ala

GTC
Val

TTC
Phe

CGG
Arg

CAG
Gln

GGC
Gly

GTC
Val

Lys

GCG
Ala

AAT
Asn
90

ACC
Thr
105

590
ACC
Thr
120

CGG
Arg
135

GAG
Glu
150

CCG
Pro
165

770
ATG
Met
180

ACA
Thr
195

GGC
Gly
210

TTC
Phe
225

950
GCC
Ala
240

GGC
Gly
255

ACC
Thr

GGC
Gly

550

GCG
Ala

CAG
Gln

GAG
Glu

GCC
Ala

GAC
Asp

TAC
Tyr

GTC
Val

TTC
Phe

730

CAG
Gln

GCG
Ala

ccc
Pro

GCG
Ala

GTC
Val

CCG
Pro

TGC
Cys

TTC
Phe

910

TGC
Cys

CCC
Pro

AGC
Ser

GGC
Gly

CGG
Arg

AGC
Ser

510
AGC

TAC
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TCC GAC TAC

Ser Tyr Ser Asp Tyr

AAC

CTC

95

TTC CCG TCC

Asn Leu Phe Pro Ser

TTC
Phe

CTG
Leu

690
CTC
Leu

ccc
Pro

CAC
His

GCC
Ala

870
ACG
Thr

GCC
Ala

CAC
His

CGC
Arg

GAC
Asp

CGG
Arg

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

AAC
Asn

GAC
Asp

ATC
Ile

CAT
His

ACC
Thr

110

610
CGC CAG TAC
Arg Gln Tyr
125

650
GCG ACC GGG
Ala Thr Gly
140

TGC GAG CCG
Cys Glu Pro
155

CAC CGC AGC
His Arg Ser
170

790
GAC CTG TCG
Asp Leu Ser
185

830
GGC TTC GTC
Gly Phe Val
200

CTG CCC TAC
Leu Pro Tyr
215

GCG ACC CTG
Ala Thr Leu
230

970
GTC GCG GCC
Val Ala Ala
245

1010

TCC AGT GTG

Ser Ser Val
260

TCG ATG
Ser Met

570
GGT GAC
Gly Asp

ACC GCC
Thr Ala

ACC GAG
Thr Glu

710
CTG CTG
Leu Leu

750
GCC GAG
Ala Glu

ATG GTC
Met Val

AGC CTC
Ser Leu

CGT CCG
Arg Pro

930
GTG ACC
Val Thr

CCC CGC
Pro Arg

TTC TTC
Phe Phe

530
TGC
Cys
100

TTC
Phe
115

TCC
Ser
130

ccc
Pro
145

CGG
Arg
160

GAG
Glu
175

ACC
Thr
190

CAG
Gln
205

890
GAC
Asp
220

GGC
Gly
235

AGG
Arg
250

CTC
Leu
265

TAC
Tyr

GAG
Glu

CGC
Arg

TCG
Ser

CGG
Arg

GCG
Ala

670

GAC
Asp

TTC
Phe

CAG
Gln

CTC
Leu

GGC
Gly

CGC
Arg

CCC
Pro

ATC
Ile

850

GCC
Ala

GCC
Ala

GGC
Gly

GAC
Asp

GAG
Glu

GTC
Val

CAG
Gln

CAG
Gln

1030

CGT
Arg

CccC
Pro

ATG
Met

ATC
Ile

630
GTC
Val

GGG
Gly

TAC
Tyr

CTG
Leu

810
CAG
Gln

GTC
Val

CTC
Leu

GTC
Val

990
ATA
Ile

AAC
Asn
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1050 1070
GCG GAC TTC ACC TTC TCC GTC CCG CTG GCG CGC GAG TGC GGC TTC
Ala Asp Phe Thr Phe Ser Val Pro Leu Ala Arg Glu Cys Gly Phe
270 275 280

1090 1110
GAT GTC AGC CTG GAC GGC GAG ACC GCC ACG TTC CAG GAT TGG ATC
Asp Val Ser Leu Asp Gly Glu Thr Ala Thr Phe Gln Asp Trp Ile
285 290 295

1130 1150 1170
GGG GGC AAC TAC GTG AAC ATC CGC CGC ACA TCC AAG GCA TAG AGA
Gly Gly Asn Tyr Val Asn Ile Arg Arg Thr Ser Lys Ala

300 305 310

1190 1210
GCA CAC ACC GTC ATG GTC ACA GCA GCA ATC AGT GGT ACC GAC GAG

1230
ATA CGC GCG AGG GCG-3',

ahol

dezoxi-adenil-,
dezoxi-guanil-,
dezoxi-citidil-,
timidil-csoportot,

la  alanint,

Arg arginint,

Asn  aszparagint,

Asp aszparaginsavat,

Cys ciszteint,

Gln  glutamint,

Glu  glutaminsavat,

Gly glicint,

His  hisztidint,

Ile  izoleucint,

Leu leucint,

Lys lizint,

Met  metionint,

Phe fenil-alanint,

Pro  prolint,

Ser  szerint,

Thr  treonint,

Trp  triptofént,

Tyr  tirozint és

>0

Val  valint
jelol.

A fenti DNS-szakasz guanozin + citozin ardnya 198, 1056. (1977) illetve Crea és munkatdrsai, Proc.
70%;, a DNS-szakasz 4ltal kédolt fehérje szamitott 50 Natl. Acad. Sci, USA, 75, 5765 (1978)] modszere
molekulatomege: 34.519 dalton, mért molekulatdmege szerint eljérva végezhetjiik. Kiilonosen el6nyds eljara-
pedig mintegy 34.000 dalton. Az e teriileten jdratos sokat ismertetnek tovdbbid Hsiung és munkatdrsai
szakemberek felismerik, hogy a fentebb ismertetett [Nucleic Acid Research, 11, 3227 (1983)] illetve Na-
DNS-szekvencia a taldlmany szerinti eljdrds igen fon- rang és munkatdrsai [Methods in Enzymology, 68, 90.
tos eleme. Ezt a szekvenciat kémiai szintézissel a szo- 55 (1980)]. A fenti, manudlis szintézis-eljdrdsok mellett a
kdsos médon, a médositott foszfotriészter modszer sze- DNS-szekvencidt automata DNS-szintetizalé késziilé-
rint eljdrva. teljesen védett dezoxi-ribonukleotid oligo- kek, igy példdul a Systec 1450A vagy az ABS (Applied
merek felhaszndldsaval is elddllithatjuk. E szintetikus Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA
eljardsok jol ismertek a szakirodalombdl; kivitelezésii- 94404) 380A DNS-szintetizdlé késziilékek felhasznd-

ket pedig lényegében Itakura és munkatdrsai [Science, 60 14sdval is elGallithatjuk.
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A genetikai k6d degenerdltsdga miatt, azaz annak
kovetkeztében, hogy a legtobb aminosavat és a transz-
lacids stop jelet tobb kiilonbdzd kédon kddolja, a fenti
aminosav-sorrendii dezacetoxi-cefalosporin-C szinte-
tdz enzimet szamos kiilonbozd DNS-szakasz kédolhat-
Jja. Minthogy ezek az alternativ DNS-szakaszok ugyan-
azt a taldlmédny szerinti aminosav-sorrendet kédoljak,
ezek a szekvencia-vdltozatok is a taldlmdny oltalmi
korébe tartoznak.

A taldlmény szerinti, dezacetoxi-cefalosporin-C szin-
tetdzt kddolé DNS-molekuldkat egy Streptomyces cla-
vuligerus torzsbél kiilonitjiik el. El6allitjuk a S. clavuli-
gerus torzs teljes genomidlis DNS-ét reprezentdlé geno-
midlis génbankot, majd egy dezoxiribo-oligonukleotid
probaval szemben homolég DNS-szakaszokat keresiink
e génbankban. A prébit a S. clavuligerus dezacetoxi-ce-
falosporin-C szintetiz amino-termindlis végének amino-
sav-sorrendjérdl nyert adatoknak megfelelden, a geneti-
kai kéd és a Streptomyces torzsek kodonhasznalati jel-
legzetességeinek ismeretében tervezziik meg és allitjuk
el6. A DNS nukleotid-sorrendjének meghatdrozasaval
azonositjuk a S. clavuligerus dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdzt kédol6 DNS-vektort.

A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzimet ké-
dolé DNS-vektor azonositdsa utdn elkiilonitjiik és a
kereskedelmi forgalomban is beszerezhet§ pUCS plaz-
midba épitjiik be a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz
gént tartalmaz6, mintegy 3,0 kb méretd BamHI restrik-
ci6s fragmenst, a pPOW380 plazmidot 4llitva igy eld.
Ezzel a plazmiddal E. coli K12 RR1 A M15 DNS-be-
fogadd gazdasejteket transzformalunk. Az E. coli K12
RR1 A M15/pOW380 transzformdnsokat a Northern
Regional Research Laboratories (NRRL), Peoria, IL
61604 torzsgyiijteményében, NRRL B-18264 azonosi-
tdsi szdm alatt helyezziik letétbe (a letét kelte: 1987.
november 20). A pOW 380 plazmid restrikcids és
funkcionalis térképét az 1. kisérédbran mutatjuk be.

A pOW380 plazmid hasznos kiinduldsi alapul szol-
gdl a taldlmény szerinti tovabbi expressziés DNS-vek-
torok elddllitdsdhoz. E DNS-vektorok kiilondsen els-
nyosek a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzim
rekombindns DNS-befogadé gazdasejtekkel torténd
elGallitdsara szolgéld eljards kivitelezése sordn. Ezen
eljdras részeként:

1) anevezett DNS-befogad6 gazdaseijt

a) egy promotert és transzlacids aktivdld DNS-

szakaszt, valamint

b) a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetiz enzimet

kédold, és az expresszié szempontjdbdl a neve- .

zett promoterhez képest megfelelGen elhelye-
zett DNS-szakaszt tartalmazd, rekombindns
expresszids DNS-vektorral transzformaljuk; és
2) az 1) pontban leirtak szerint eljérva transzformalt

DNS-befogadé gazdasejtet a dezacetoxi-cefalospo-

rin-C szintetdz expresszidjat lehetdvé tevd koriil-

mények kozott tenyésztjiik.

A pOW 380 plazmidot az 1. példdban leirtak sze-
rint eljarva kiilonithetjiik el az E. coli K12 RR1 A
M15/pOW380 torzs sejtjeibdl. A pPOW380 plazmid a
taldlmany szerinti DNS-vektorok el6ny6s kiinduldsi
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anyaga. A pOW380 plazmid viltozatlan formaban tar-
talmazza a Streptomyces clavuligerus dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz génjét; a gént példdul egy 3,0 kb
méretdi BamHi restrikcids fragmensként kiilonitjiik el a
plazmidbél. A pOW380 plazmidot kiinduldsi alapul
vélasztva elGallitjuk a pOW382 jelif, a dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz E. coli sejtekben torténd igen er6-
teljes expresszidjat szolgalé plazmidot. A S. clavulige-
rus eredetii dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kédold
szakasszal végzett tovabbi klénozési lépéseket meg-
konnyits, egy Ndel restrikcids hasitéhelyet hozunk 1ét-
re a S. clavuligerus eredeti dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz k6dol6 szakasz -3. illetve +3. nukleotidja ko-
z0tt.

Az Ndel hasitéhelyet M13 figgal végzett helyspe-
cifikus mutagenezissel hozzuk létre: a mutagenezis so-
réan a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gén kezdd-
pont jelzé kodonjat kozvetleniil megeldzd, 5’ irdnyban
taldlhaté, nem kédolt szakaszban a GCC bézishdrmast
CAT bdzishdrmasra cseréljiik. Az e teriileten jdratos
szakemberek j6l tudjak, hogy a DNS helyspecifikus
mutagenezisét kiterjedten alkalmazzdk restrikcids hasi-
téhelyek kialakitdsdra az illets DNS-szakaszon beliil,
tovabbd, hogy az el6bbi esetben a kdédolt aminosav-
sorrend nem valtozik meg. A mutagenezisre szolgélé
eljrast és a kdztes DNS-vektorokat részletesebben a 2.
példdban ismertetjitk. A fentiek szerint eljdrva nyert,
pOW381 jeld, és a 2. példdban részletesebben leirt
plazmid mindéssze egy Ndel restrikcids hasithely je-
lenlétében kiilonbozik a pOW380 plazmidtél. A
pOW381 kdztes plazmidot azutin a pOW382 exp-
ressziés plazmid elGallitdsara haszndljuk.

A pOW832 plazmid elGéllitésa sordn a Streptomyces
clavuligerus eredetdf dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz
kédol6 szakaszt a pCZR336 jel, a lambda fag pL (famb-
dapL) promoterét és transzldcios aktivdlé DNS szaka-
szét, a cI857 hémérséklet-érzékeny represszor gént, egy
tetraciklin-rezisztenciét biztosité gént és a vektor replika-
ci6jat biztosité DNS szakaszokat hordozé expresszids
plazmid vektorba épitjiik be. A pCZR336 plazmid lamb-
dapl. eredeti promotere gy helyezkedik el, hogy egy
kisméreti peptidet k6dol6 cisztron expresszidjdt irdnyit-
sa. Az e cisztront kovetd restrikcids helyre épithetd be a
kivant gén, melynek expresszi6jét igy a lambdapL pro-
moter irdnyitja. Alacsony hémérsékleten (mintegy 30 °C-
on) a pCZR336 plazmidon vagy annak szdrmazékain ko-
dolt cI857 fehérje miksdoképes, és igy gdtolja a lamb-
dapL promotert; 4m, ha a h6mérsékletet 42 °C-ra emel-
jiik, a cI857 fehérje inaktivalédik, és a lambdapL promo-
ter a kivant génterméket kédold, igen nagy mennyiségi
mRNS transzkripciGjdt idézi els. A pCZR336 plazmid
restrikci6s és funkciondlis térképét a 2. kisér6dbran mu-
tatjuk be.

A pOW?382 plazmid ugyanazt a fent emlitett elsé
cisztrint, cI857 gént, lambdapL promotert és transzldci-
6s aktivil6 DNS szakaszt tartalmazza, mint a
pCZR336 palzmid, de mindezek mellett a pOW381
plazmidbél szdrmazék dezacetoxi-cefalosporin-C szin-
tetdz génnek a lambdapL promoterrdl kiindulé exp-
ressziés szempontjabdl megfelelden elhelyezkedS ko-
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dolé szakaszit is hordozza. A pOW381 plazmid 2,4 kb
méretti Ndel-BamHI restrikciés fragmense a dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdz teljes kddolé szakaszt tar-
talmazza. A pOW382 polazmidot dgy 4llitjuk el6,
hogy a pCZR336 plazmid lambdapL promotere és
transzldcids aktivdl6 szakasza a dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdzt k6édolé6 DNs expressziGja szempontjd-
bol megfelelden helyezkedjen el. A pOQ382 plazmid
restrikciés és funkcionélis térképét a 3. kisérdabran
mutatjuk be. A pOW382 plazmid elGéllitdsdra szolgals
eljdrast a 3. példdban ismerteti részletesebben.

42 °C korilli hOmérsékleten az E. coli K12
JM109/pOW382 torzs sejtjei igen nagy mennyiségben
fejezik ki a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdzt; az
enzim mennyisége megkozeliti a sejt teljes fehérjetar-
talmanak 15%-4t. Az E. coli K12 JM109/pOW382
transzforménsok nyers sejtkivonataival katalizélhaté a
penicillin-N dezacetoxi-cefalosporin-C-vé valé dtala-
kuldsa, m{g a nem transzformdlt E. coli K12 JM109
sejtek sejtkivonatai nem katalizéljdk ezt az 4talakuldst.
Az 4talakuldsi reakcié mérésére alkalmas eljrdst, illet-
ve a mérés eredményeit a 4. példdban ismertetjiik.

Igen sok E. coli K12 torzs rendelkezik belsd erede-
ti penicillindz-aktivitdssal, melyet valészindleg az
ampC 16kusz kédol. Célszerd tehdt a dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz polipeptidet legaldbbis részben
tisztitani ahhoz, hogy az optimélis dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdz aktivitdst megfigyelhessiik. E célbél
tisztitdssal elkiilonithetjiik a belsG eredetii E. coli peni-
cillindz aktivitdst a kivant dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdztdl. A penicillindz kdros hatdsdnak kikiiszobo-
1ése érdekében, a részleges tisztitds helyett a penicilli-
naz-termelés szempontjdbél hidnymutdns baktéri-
umtorzset is felhaszndlhatunk. Egy ilyen torzs, az E.
coli K12 A85892, a Northern Regional Reserach Cen-
tertl, az NRRL B-18096 azonositdsi szam alapjdn
szerezhetd be (a letét kelte: 1986. augusztus 8.).

A pOW382 plazmid a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz E. coli sejtekben, nagy mennyiségben valé
hatékony elGallitdsdt teszi lehet6vé. Minthogy az E.
coli/pOW382 torzs sejtjei a teljes sejtfehérje-mennyi-
ség 15%-4t megkozelitd mennyiségben fejezik ki a
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdzt, és minthogy az
E. coli tenyésztése kevésbé bonyolult, mint a dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdzt eredetileg termel§ mikro-
organizmusoké, az E. coli/pOW382 transzformansok-
kal hatékonyabban és gazdasdgosabban éllithatunk el§
rekombindns dezacetoxi-cefalosporin-C  szintetdzt,
mint a nem-rekombindns, vagy ,természetes” dezace-
toxi-cefalosporin-C szintetdzt termel§ mikroorganiz-
musokkal.

A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdzt a 3. példa-
ban leirtak szerint eljarva, sejtmentes rendszerben, pe-
nicillin-N-b6l  kiindulva dezacetoxi-cefalosporin-C
eldallitdsara haszndlhatjuk. A dezacetoxi-cefalosporin-
C nem pusztdn hasznos antibiotikum, hanem olyan
fontos antibiotikumok elGallitdsanak kiinduldsi anyaga
is, mint a cefalexin, és mds cefalosporinok (ldsd a
4,307,192 szdmii amerikai egyesiilt dllamokbeli szaba-
dalmi leirdst). A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetiz
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talan legfontosabb felhaszndldsi teriilete a penicillin-N-
t61 eltérd penicillinek uj tipusi cefalosporin-szdrmazé-
kokkd val¢ atalakitdsa.

A penicillin- és cefalosporin-termeld mikroorganiz-
musok sejtmentes kivonatainak felhaszndldsdval nem-
természetes (a természetben el§ nem fordul) B-lakta-
mokat szintetizdlhatunk. A taldlmany szerinti E. coli
expressziés DNS vektorok alkalmazdsdval olcsén és
hatékonyan dllithatunk el§ dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdzt; az gy nyert enzimmel azutdn a termé-
szetben el nem forduld penicillineket in vitro tj tipusd
antibiotikumokkd vagy antibiotikum-alapvazakk4 ala-
kithatjuk 4t.

Az E. coli sejtekben t6rténd dezacetoxi-cefalospo-
1in-C szintetdz expresszi§ szempontjdb6l a pOW382
plazmid nem csak a plazmid felhaszndldsaval elérhetd,
igen erdteljes expresszi6 miatt kiilonosen eldnyos, ha-
nem a plazmidon taldlhat6 szelekciés marker miatt is.
Igen sok rekombindns DNS vektor B-laktamdzt kédol,
igy a DNS vektort hordozé sejtek néhdny [-laktdm
antibiotikum, példdul ampicillin jelenlétében is képe-
sek a novekedésre. Ha azonban a dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetizt tartalmazé sejtmentes kivonatot B-
laktamok eldallitdsdra kivdnjuk felhasznélni, akkor a
kivonat nem tartalmazhat [-laktamdzt. A pOW382
plazmidon igy szelekci6s markerként nem B-laktamiz,
hanem egy tetraciklin-rezisztenciét biztosité gén taldl-
haté: a gén dltal kédolt fehérje nem lép reakcidba a
B-laktdmokkal.

A taldlmény szerinti dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz expressziés DNS vektorok azonban nem jel-
lemezhetSk kizdrdlag egyetlen szelekcids markerral.

Az e teriileten jdratos szakember j6l tudja, hogy
igen sok szelekciés marker haszndlhaté dezacetoxi-ce-
falosporin-C szintetdz expressziés DNS vektorok el6-
allitdsara. Ilyen szelekciés marker gének példdul a ka-
namicinnel, a kloramfenikollal vagy mds antibiotiku-
mokkal szemben rezisztencidt biztosité gének.

A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz szubsztrétja-
ként szolgil6, nem-természetes penicillinek keresését
kiegészitheti a penicillin-N-t6] eltéré penicillineket
szubsztritként elfogad6, mutdns dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintet4z enzimek keresése. A taldlmany szerinti
eljérds kiinduldsi alapul szolgdl a mutdns dezacetoxi-
cefalosporin-C szintetdz enzimek vizsgdlatdhoz is: a
taldlmany tirgya eljdrds a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdzt kédolé DNS szakasz mutagenezissel tortén6
megvaltoztatdsara is. Az E. coli az eldnyds mikroorga-
nizmus a muticié klénozasi kisérletekhez: a taldlmany
szerinti E. coli expressziés DNS vektorokban egysze-
riien idézhetiink el§ mutdcidkat a szakirodalombél jél
ismert eljarasokkal, igy példdul sugarkezeléssel (ront-
gen vagy ultraibolya-sugarakkal), kémiai mutagének-
kel (példdul etil-metdn-szulfonattal, nitrozoguanidinnel
vagy metdn-szulfondttal), vagy helyspecifikus mutage-
nezissel, a nem-természetes penicillineket szubsztrat-
jukként felismerd, és az ilyen szokatlan, és/vagy nem-
természetes penicillineket nem-természetes cefalospo-
rinokkd4 dtalakité mutdns enzimeket allitva igy eld.

Amint azt az e targyban jdratos szakember felis-
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merheti, a taldlmany szerinti eljdrds lehetévé teszi a
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetiz gén kodonjainak
tetszSleges megvaltoztatdsit. Minthogy rendelkezésre
all a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gén DNS
szekvencidja, a természetes dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz enzimt6l az aminosav-sorrend bdrmely pont-
jdn eltér6 mutdns dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz
enzimek eldéllitdsa mindossze rutinszerd eljardsok ki-
vitelezését teszi sziikségessé. A fenti mutdns enzimeket
mutdns dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kdédold
szakaszok kédolhatjdk, koztiik olyan DNS szekvenci-
dk is, melyekben egyes aminosavak kodonjait kiejtet-
tiik, illetve djabb kodonokat inszertdltunk a termé-
szetes dezacetoxi-cefalosporin-C  szintetdzt kédold
DNS szakaszba. Az ilyen mutdns dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdz enzimek elGallitdsdra szolgéld eljara-
sok is a taldlmany oltalmi korébe tartoznak, minthogy
még ha nem is jésolhaté meg bizonyosan, hogy egy
adott mutdcié hatdsdra a kédolt dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdz elveszti-e enzimatikus aktivitdsét, a
mutdns DNS szakasz puszta expressziéjival megélla-
pithaté a mutdcié hatdsa a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz aktivitdsdra.

Kiilonosen eldnyds a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz szubsztrat-specifitdsdnak megvdltoztatdsa
tigy, hogy penicillin-G illetve penicillin-V szubsztra-
tokbdl a gy(ritdgitisi reakciéban cefalosporin-G illet-
ve a cefalosporin-V keletkezzék. Ez utdbbi antibioti-
kumokban a cefalosporin-C D-a-aminoadipil-oldal-
lanca helyett fenil-ecetsav- illetve fenoxi-ecetsav-ol-
dalldncok taldlhaték, gy igen elényOsen alakithaték
tovabbd a szdjon 4t felszivédo, klinikailag felhaszndl-
haté cefalosporinok fontos ipari koztestermékévé, a
7-amino-dezacetoxi-cefalosporansavva.

A taldlmdny oltalmi korét az aldbbiakban példaként
bemutatott DNS vektorok nem korldtozzak. A taldl-
mdny targya valdjdban eljdrds a Streptomyces clavuli-
gerus dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzimét ké-
dolé DNS molekuldk eldéllitdsdra. A taldlmdny szerinti
DNS molekuldk felhaszndlasdval a dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdz birmely olyan DNS befogadé gazda-
sejtben vald expresszidjdra szolgdlé expresszios DNS
vektort éllithatunk el6, melyben az expressziés DNS
vektor replikdl6dik, vagy a genomba beépiil, tovdbbd a
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz expresszi6jit sza-
balyozd promoter €s transzldcids aktivdle DNS sza-
kasz mifkdd6képes.

A fentiek szerint tehdt, habdr az itt példaként bemu-
tatott E. coli expressziés DNS vektorok két cisztrono-
sak, és a transzkripcit E. coli sejtekben a lambdapL
szabdlyozza, bdrmely, a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz E. coli sejhtekben vald expresszigjat szolgdld
E. coli expressziés plazmid, vagy DNS vektor a taldl-
mény oltalmi korébe tartozik. A taldlmdny oltalmi k-
rébe tartoznak tehdt az E. coli sejtekben mikdddképes
replikonnal, igy példdul az olyan plazmidokbdl, mint a
pBR322, a pACYC184, az F, a ColV-K%94, az R1, az
R6-5 vagy az R100 plazmidokbél szdrmazé replikon-
nal rendelkezd, a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz
expressziGjdra alkalmas expressziés DNS vektorok is.
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A taldlmény oltalmi kére nem korldtozhaté kizdrolag a
plazmid DNS vektorokra sem; a taldlmany oltalmi ko-
rébe tartoznak a DNS befogadé gazdasejtben a repliké-
ciét illetve a fennmaradést integraciot, illetve virus-jel-
legi replikdci6 ttjan biztositd, a dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetiz expressziéjdra alkalmas expresszids
DNS vektorok is.

A taldlmany oltalmi kore nem korldtozhaté a deza-
cetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzimet kédolé DNS
szakasz expresszi6jat szabdlyozd egyetlen adott pro-
moter és transzldcids aktivalé DNS szakasz felhaszné-
laséra sem. A taldlmdny oltalmi korébe tartozik bér-
mely, a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz E. coli sej-
tekben valé expresszidjéra hasznalt, E. coli sejtekben
mikodGképes promoter és transzldcids aktivalé DNS
szakasz felhasznéldsa. Szdmos, E. coli sejtekben mii-
dosGképes promoter és transzlacids aktivdlé DNS sza-
kasz alkalmas a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz E.
coli sejtekben valé expressziGjanak szabilyozdsdra. E -
transzkripcids és transzlacids aktivdlé DNS szakaszok
kozé tartoznak — bar nem kizdrélag — az lpp, a lac, a
trp, a tac, a lambdapL és a lambdapR promoterek €s
transzlaci6s aktivalg DNS szakaszok.

A kiilonféle, fentebb példdkkal bemutatott E. coli
transzkripcis és transzldciés aktivalé DNS szakaszok
mellett a taldlmédny szerinti, dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdzt kédolé DNS molekuldkhoz mds mikroorga-
nizmusokb6l szarmazé transzkripcids és transzldcids
aktivdlé DNS szakaszokat is ligalhatunk, a dezacetoxi-
cefalosporin-C szintetdz expressziéjét az olyan DNS
befogadé gazdasejtekben szabdlyozé expressziés DNS
vektorokat nyerve, melyekben az aktivdl6 DNS sza-
kasz mikodGképes. Habér a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz elGéllitdsa és az in vitro felhasznalds céljdbol
végzett tovébbi tisztitdsa szempontjéb6l az E. coli a
legelényosebben DNS befogadd gazdasejt, a dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdz expresszi6jdt az E. coli-tdl
kiilonboz6 DNS befogadé gazdasejtekben biztositd
DNS vektorok is igen hasznosak, els6sorban az adott
mikroorganizmus cefalosporin antibiotikum-termeld-
képességének, illetve hatékonysdginak novelése céljd-
bél.

Szémos mikroorganizmus termel B-laktdm antibio-
tikumokat. Az aldbbi tabldzatban a B-laktdm antibioti-
kumot termel§ mikroorganizmusokrdl mutatunk be egy
nem teljes kord felsoroldst.

1. TABLAZAT
B-laktdm antibiotikumot termeld mikroorganizmusok

MIKROORGANIZMUS ANTIBIOTIKUM
kiilonboz6 P-laktdmok

Agrobacterium

penicillinek és cefalospori-

hnomyces minimus
Arac y nok

penicillinek és cefalospori-

ixiopsis peruviana
Anixiopsis peruvia nok

penicillinek és cefalospori-

Cefalosporium nok

acremonium
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MIKROORGANIZMUS ANTIBIOTIKUM MIKROORGANIZMUS ANTIBIOTIKUM
purpurascens cefamicin, penicillin-N, 7-
polyaleurum lipmani 16584 MM 2550, MM
chrysogenum 5 13902
curtipes olivaceus epitienamicin-F, MM 4550
Chromobacterium kiilonbozd B-laktamok és MM 13902
Emericellopsis penicillinek és cefalosporinok panayensis C2081X és cefamicin-A & -B
terricola 10 pluracidomyceticus | pluracidomicin-A
minima rochei cefamicin-A és -B
synnematicola sioyaensis MM 4550 és MM 13902
glabra 15 sp. OA-6129 0A-6129A
mirabilis sp. KC-6643 karpetimicin-A
salmosynnemata tokunomensis aszparenomicin-A
Gluconobacter Kiilonboz6 B-laktimok viridochromogenes | cefamicin-A és -B
Nocardia cefamicin-C 20 wadayamensis WS-3442-D
lactamad ici o . e .
C‘ama drans nokardicin Az €16z6, B-laktdm antibiotikumot termel$ mikro-
uniformis organizmusok koziil igen sokat antibiotikum-termelés-
Paecilomyces penicillinek &s cefalosporinok re hgsznél a gy6gyszeripar. E mikroorganizmusok anti-
25 biotikum-termelSképessége novelhetd, és hatékonyab-
carneus bd tehetS az antibiotikum-bioszintézisben résztveve
persicinus enzimek sejten beliili koncentrci6janak novelésével a
Penicillium kiil6nboz6 penicillinek ftarmeritécic:) soré‘n, A dezacet.oxi.-cefalosporin-C fzinte—
" —— - tdzt kédold, taldlmédny szerinti DNS molekuldk fel-
chrysogenum és mds B-laktdmok 30 hasznaldsdval el§allithaté expressziés DNS vektorokat
Serratia kiilonbz6 B-laktdmok a megfeleld DNS befogadé gazdasejtbe transzformélva
Spiroidium penicillinek és cefalosporinok e v'cial'ctorok megpovehk a t'ranszfolrmal’t sejtek sej,te.n
beliili dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz koncentraci-
fuscum 6jdt, és igy fokozzdk az illet§ sejt antibiotikum-terme-
Streptomyces klavuldnsav 35 I6képességét, valamint a hatékonysdgit, feltéve, ha a
antibioticus N DNS befogad6 gazdasejt B-laktdn antibiotikum-bio-
aszparenominin-A, szintézis reakcidtja egy, a dezacetoxi-cefalosporin-C
argenteolus MM 4550 és MM 13902 szintetdz enzimaktivitast feltételezd koztes reakcidt is
cattleva p . tartalmaz.

y lenamicin 40 Egy adott DNS befogadd gazdasejtbe val6 transz-
chartreusis SF 1623 és cefamicin-A és -B formécid utdn az illetd sejt sejten beliili dezacetoxi-ce-
cinmamonensi famicioA s -B falosporin-C szintetdz koncentriciGjat ndvel6 DNS

nensis cefamicin- es - vektornak a kévetkezd DNS szakaszokat kell tartal-
PA-32413-1, cefamicin-C, maznia:
clavuligerus A16886A, penicillinek, ce- | 45 1) a taldlmdny szerinti, dezacetoxi-cefalosporin-C
€31°5P°“n°1f’ klavuldnsav, szintetdzt kédolé DNS molekula; és
€s mds klavamok 2) a transzformalandé DNS befogadd gazdasejtben
fimbriatus cefamicin-A és -B miikod6képes, tovdbbd a dezacetoxi-cefalosporin-
X - C szintetdzt kédolé DNS expressziGja szempontjd-
flavovirens MM 4550¢ésMM 13902 | 50 b6} a megfelel§ iranyultsiggal és helyzetben taldl-
flavus MM 4550 és MM 13902 haté promoter és transzldcids aktivdlo DNS sza-
— kasz.
fulvoviridis MM 4550 és MM 13902 Stabil transzformansokat természetesen csak akkor
fisens cefamicin-A és -B, karpeti- nyerhetiink, ha a DNS vektor akdr extrakromoszémalis
& micin-A és -B 55 elemként, akar a genomidlis DNS-be beépiilve replikd-
: . . ben. 5v5s DNS
halstedi cofamicin-A és -B l6dik a DI\{S befogadé gazdasejtben. Egy el6nyos .
vektor tehat tartalmaz a DNS vektornak a gazdasejtben
heteromorphus C2081X, cefamicin-A és -B val6 replikaci6jat, illetve beépiilését specifikusan ird-
. . . nyité DNS szakaszokat is. Az ilyen specifikus replikd-
h cu d - - o) o ei4 g s : <
YBIOSCopicus ezacetoxi-cefalosporin-C 60 ci6s vagy beépiilést irdnyité DNS szakaszok jelenléte

11
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azonban nem elengedhetetleniil sziikséges, minthogy a
beépiilés bizonyos gyakorisdggal nem-specifikus mo-
don is végbemegy, ha a DNS befogadé gazdasejtbe
DNS-t juttatunk be. A dezacetoxi-cefalosporin-C szin-
tetdz expresszids DNS vektor antibiotikum-reziszten-
cia gént vagy a DNS vektort hordoz6 DNS befogadd
gazdasejtek szelektdldsat lehetGvé tevé néhdny mds
DNS szakaszt is hordozhat, de az ilyen szelektélhatd
DNS szakaszok jelenléte sem nem sziikséges, sem nem
kivanatos, ha a DNS vektor beépiil a DNS befogadd
gazdasejt kromoszomds DNS-ébe,

A taldlmény szerinti, Streptomyces clavuligerus
eredetd dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gént ké-
dol6 DNS szakasz felhasznaldsdval barmely transzfor-
malhat6 mikroorganizmushoz dllithatunk el dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdz expressziés DNS vektoro-
kat a taldlmdnyban leirtak szerint eljarva. A fentebb
leirt E. coli dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz exp-
ressziés DNS vektorok az ilyen sokféle, taldlmany
szerinti expresszié DNS vektort szemléltetik. A taldl-
mény szerinti szdmos elény6s DNS vektor azonban a
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz B-laktdm antibio-
tikumot (igy penicillineket és cefalosporinokat) terme-
16 sejtekben valé expresszidjara szolgal.

A taldlmany szerinti Penicillium DNS vektorok a
B-laktdm antibiotikumot termeld sejtek antibiotikum-
hozamanak névelésére, illetve a sejt dltal rendes koriil-
mények kozott termelt antibiotikum megvaltoztatisara
szolgald, taldlmdny szerinti DNS vektorok példéi. Egy
ilyen jellemz6 DNS vektor a pPS65, a Penicillium
izopenicillin-N-szintetdz (IPNS) génjének a taldlmdny
szerinti dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kddolé
DNS szakasz expresszidja szempontjabdl megfelelGen
elhelyezett promoterét hordozza. A pPS65 plazmid
restrikcids €s funkciondlis térképét az 5. kisérddbran
mutatjuk be, mig a pPS65 plazmid el§éllitdsara szolga-
16 eljardst, és szdmos hasznos koztes plazmid-konst-
rukcidt az 5. példdban ismertetiink.

Egy masik jellemzS dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz expressziés DNS vektor a pPS67 jeld plaz-
mid Penicillium, Aspergillus és mds, rokon DNS befo-
gad6 gazdasejtekben hasznélhatd. A pPS67 plazmid az
Aspergillus amdS génjének a Penicillium sejtekben is
mifkodSképes, a Streptomyces clavuligerus dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdz génje kédolé szakaszdnak
expresszidja szempontjabdl megfelelden elhelyezkedd
promoterét tartalmazza. A pPS67 plazmid restrikcids
és funkciondlis térképét a 6. kisérGabran mutatjuk be.
A pPS67 plazmidot egyszertien mdédosithatjuk ugy,
hogy Penicillium illetve Aspergillus sejtekben hasznél-
hat6 szelekciés markert hordozza, amint azt a szelek-
talhaté amdS gént tartalmazé pPS71 és pPS72 DNS
vektorok is szemléltetik. A pPS67, pPS71 és pPS72
plazmidok elGéllitdsara szolgdld eljardst a 6. példdban
részletezziik.

A taldlmény szerinti pPS69 plazmid a Penicillium
IPNS génjének a taldlmdny szerinti dezacetoxi-cefa-
losporin-C  szintetdz kédolé szakasz expresszidja
szempontjdbGl megfelelGen elhelyezkedS promoterét,
valamint a Penicillium IPNS génjének a 3 feldli, nem-
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kédolé szakaszbdl szarmazé, a dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdz kdol6 szakasz 3’ feldli végéhez illesz-
tett szabalyozé szakaszait tartalmazé DNS-t hordozza.
Ezeket a 3’ feldli szabdlyozé szakaszokat a rekombi-
néns fehérjetermék expresszidjdnak fokozdsdra hasz-
nalhatjuk a szabdlyozo szakaszokat felismerni képes
DNS befogadé gazdasejtekben. A pPS69 plazmid rest-
rikcids és funkciondlis térképét a 7. kisérédbran mutat-
juk be. A pPS69 plazmid elGéllitdsdra szolgald eljdrast
a 7. példdban részletezziik. A fentickben ismertetett
jellemzd dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz expresz-
sziés DNS vektorok Penicillium sejtekbe valé bejutta-
tdsdra szolgalo eljdrdst a 8. példdban mutatjuk be.

A fentiekben, illetve az aldbbi példdkban ismerte-
tett DNS vektorok pusztin szemléltetik az igen sokféle,
taldlmany szerinti dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz
expressziés DNS vektort. A 07/021,836 szamu, 1987.
marcius 4-én benyujtott amerikai egyesiilt dllamokbeli
szabadalom, melyre az aldbbiakban hivatkozunk, is-
merteti a Cephalosporium acremonium expanddz-hid-
roxildz génjének 5’ és 3’ feldli szabalyozé szakaszait.
Ezeket a szabdlyozé szakaszokat a taldlmany szerinti
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kédolé szakaszhoz
kapcsolva, kiilonésen Cephalosporium sejtekben jol
haszndlhat6, taldlmédny szerinti dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdz expressziés DNS vektorokat dllithatunk
elé. A 02 00 425 szamd, 1986. december 10-én benydj-
tott eurépai szabadalom, melyre az aldbbiakban hivat-
kozunk, lefrja a Cephalosporium acremonium IPNS
génjének transzkripcids és transzliciés aktivdlo DNS
szakaszait: ezeket a szabdlyozé szakaszokat a taldl-
many szerinti, Streptomyces clavuligerus eredeti deza-
cetoxi-cefalosporin-C  szintetdz kédol6é szakaszhoz
kapcsolva a S. clavuligerus dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz kédold szakasz (expressziés DNS vektorba
t6rténd kiénozast, majd a DNS vektor Cephalosporium
sejtekbe torténd tarnszformdcidjat kovetden) Cepha-
losporium sejtekben valé expressziéjdra alkalmas re-
kombindns dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gént
allitva igy eld.

A taldlminy szerinti dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz expressziés DNS vektorok a dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz enzim sejten beliili koncentrdcié-
janak barmely sejttipusban, elssorban B-laktdm anti-
biotikumot termeld sejtekben valé novekedésére alkal-
mas. A pOW380 plazmid a Streptomyces clavuligerus
dezacetetil-cefalosporin-C szintetdz génjének kédold
szakaszat hordozza, igy e plazmid a dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz gén sejtenkénti példdnyszamadnak,
és igy az enzim sejten beliili koncentrdcidjanak novelé-
sére alkalmas DNS vektorok el@allitdsra haszndlhatd.
Minthogy a taldlmany szerinti dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdzt k6dolé DNS szakaszt Streptomyces
clavuligerus sejtekbdl kiilnitjiik el, a dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdz k6dol6 szakasz kiilondsen alkal-
mas a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz Streptomy-
ces DNS befogadé gazdasejtekben torténd igen erdtel-
jes expresszi6jat lehetGvé tevd expressziés DNS vekto-
rok elddllitdsdra. A szakirodalom bgvelkedik a Strep-
tomyces expressziés DNS vektorok elGdllitdsdra és a
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Streptomyces DNS befogadé gazdasejtek transzformd-
ldséra szolgdlé eljarasokban, ldsd példaul Garcia-Do-
minguez és munkatirsai kozleményét [Applied and
Enviromental Microbiology, 53 (6), 1376-1381.
(1987)]. A taldlmdny szerinti dezacetoxi-cefalosporin-
C szintetdz kédol$ szakaszt egyszerd médon beépit-
hetjiik egy Streptomyces promotert és replikont tartal-
mazd expresszids DNS vektorba: szdmos ismert Strep-
tomyces promoter és replikon alkalmas erre a célra. A
IL. tdbldzatban egy szemléltetd jellegd, &m nem kimeri-
t6 listat kozliink a Streptomyces replikonok forrdsa-
ként felhasznalhaté Streptomyces plazmidokrél. Az e
teriileten jdratos szakemberek felismerik, hogy mind-
-addig, amig a replikon mikodéképességét ez nem érin-
ti, a tdbldzatban felsorolt plazmidok egészét vagy vala-
mely részét felhaszndlhatjuk a taldlmdny szerinti deza-
cetoxi-cefalosporin-C szintetdz gént hordozé DNS
vektorok eldallitdsdra. A plazmidot hordozé DNS be-
fogadd gazdatorzsek nevét, valamint a letét azonositési
szdmdt szintén feltiintetjiik a II. tdbldzatban.

II. TABLAZAT
Streptomyces plazmidok

Plazmid | DNS befogadé gazdasejt | Azonositasi szdm

SCP2 IS;:‘X’;‘(’Z’“)Y“S coclico- | \RRL 15042

scp2* Streptomyces coelico- NRRL 15041
lor M110

pEL7 :r‘l‘:/gfﬁ"f;yces ambofaci-| \pRI, 12523

pUC6 Streptomyces espinosus | NRRL 11439

pUC3 Streptomyces 3022A NRRL 11441

SLP1 Streptomyces lividans | NCIB! 11417

pNM100 | Streptomyces virginiae | NRRL 15156
Streptomyces granulo-

pEL103 | ruber A339 NRRL 12549
12.13/pEL103

plJ702 | Streptomyces lividans | ATCCZ 39155

! = National Collection of Industrial Bacteria (NCIB),
Torry Research Station, Post Office Box 31, 135
Abbey Road, Aberdeen AB98DG, Scotland, United
Kingdom.

2 = American Type Culture Collection, Rockville, MD
20852,

A taldlmdny szerinti Streptomyces clavuligerus
eredetl dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kédold
szakasz expresszidja mds Streptomyces torzsekbél, va-
lamint Penicillium, Cephalosporium vagy bdrmely
més, DNS befogad6 gazdasejtbsl szdrmaz6 transzkrip-
cis és transzldciés aktivdlé DNS szakaszokkal szabd-
lyozva az adott mikroorganizmusban felhaszndlhaté
rekombindns dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gént
allithatunk eld.
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Az aldbbi példdk a taldlmdny szerinti eljdrds szem-
Iéltetése €s jellemzésére szolgdlnak, nem korlatozzdk
azonban a taldlmény oltalmi korét.

1. példa _

A.) Az E. coli K12 RR1 A M15/pOW380 térzs te-

nyésztése

Az E. coli K12 RR1 A M15/pOW380 torzs liofilezett
tenyésztését a Northern Regional Research Laboratories
(NRRL), Peoria, IL 61604 torzsgy(jteményébdl, az
NRRL B-18264 azonositdsi szdm alapjén (a letét kelte:
1987. november 20.) szerezziik be, és az aldbbi eljards-
ban kozvetleniil ,tenyészetként” hasznéljuk.

1 1, 100 ug/ml ampicillinnel kiegészitett TY jeld
folyadék téptalajt (amely 1-enként 8 g triptont, 5 g ndt-
rium-kloridot és 5 g élesztSkivonatot tartalmaz) az E.
coli K12 RR1 A M15/pOW?380 térzs egy tenyészetével
beoltunk, majd 37 °C hdmérsékleten, levegdztetve, egy
éjszakén 4t (15-18 ordn 4t) inkubdlunk. Az igy nyert
tenyészetet a pOW380 plazmid forrdsaként haszndljuk.

B.) A pOW380 plazmid elkiilonitése

Az 1. példa A.) pontjdban lefrtak szerint eljérva
el&4llitott tenyészetet 5500 fordulat/perc fordulatszam-
mal, 4 °C hémérsékleten, 10 percen 4t centrifugélva
kiiilepitjiik a sejteket. A centrifugdldssal nyert feliil-
tiszot elontjiik. A sejtiiledéket 28 ml, 25% szachardzt €s
50 mmél/l etilén-diamino-tetraecetsavat tartalmazé ol-
datban felszuszpenddljuk. 1 ml, 50% glicerint,
0,25 mél/1 Tris-sosavat (pH = 8,0), valamint 20 mg/ml
koncentriciéban lizozim enzimet tartalmazé oldatot,
tovabba 1,5 ml, 0,5 mél/1 koncentracidji, pH = 8,0
vegyhatdsi etilén-diamino-tetraecetsav-oldatot adunk
a sejtszuszpenzidhoz, és az elegyet Osszekeverjiik. Az
igy nyert szuszpenzi6t jégfiirdében, 15 percen 4t inku-
baljuk. Ovatosan elkeverve 3 ml lizis-oldatot (3 ml,
10%-0s Triton-X100; 75 ml, pH = 8,0 vegyhatdsd,
0,25 mélos etilén-diamino-tetraecetsav; és 7 ml viz
elegye) mériink a lizozim enzimmel kezelt sejtekhez.
Az igy nyert oldatot tovabbi 15 percen 4t jégfiird6ben
inkubdljuk.

A sejttdrmeléket 17 000 fordulat/perc fordulat-
szdmmal, 4 °C hémérsékleten, 45 percen 4t végzett
centrifugalassal tdvolitjuk el az oldatbdl. 28,6 g cézi-
um-kloridot és 1 ml, 5 mg/ml koncentraci6ji etidium-
bromid-oldatot mériink a 30 ml térfogati feliiliszéhoz.
Az oldatot ezutdn vizzel 40 ml-re egészitjiik ki, majd
ultracentrifuga-csébe t6ltjiik. Az ultracentrifuga-csovet
lezdrjuk, és az oldatot 49 500 fordulat/perc fordulat-
szammal, 18 6rdn 4t centrifugdljuk. Az igy nyert, plaz-
mid-DNS-t tartalmazé, ultraibolya-fényben l4thatéva
tett folyadéksavot elkiilonitjiik, soval telitett izopropil-
lal extrahdlva eltavolitjuk az etidium-bromidot, majd
héromszori puffercserével, 20 térfogatnyi TE pufferral
(10 mmo6l/1 Tris-sésav, pH=7,5; 1 mmol/l etilén-diami-
no-tetraccetsav) szemben dializdljuk. A dializalt olda-
tot osszegyfijtjiik, majd 2 térfogat etanolt és 0,05 térfo-
gat 3 mélos nétrium-acetdt-oldatot adagolunk. Az eta-
nolos elegyet -20 °C hémérsékletre hiitjiik, majd a
plazmid DNS-t 10 000 fordulat/perc fordulatszdmmal,
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-10 °C h8mérsékleten, 30 percen 4t centrifugilva ki-
tlepitjiik. Az igy nyert iiledéket 1 ml TE pufferban
oldjuk fel, majd azonos térfogati fenol:kloroform
eleggyel (1:1, térfogat-ardny) extrahdljuk. A vizes fé-
zishoz 0,1 térfogat 3 mélos ndtrium-acetdt-oldatot €s
2 térfogat etanolt mériink, -20 °C hémérsékleten
30 percen 4t inkubdlunk, majd 15 000 fordulat/perc
fordulatszdmmal, 20 percen 4t centrifugdlva kiiilepit-
jik a DNS-t. Az igy nyert DNS-iiledéket elébb 70%-
o0s, majd 100%-os etanollal mossuk, végiil szaritjuk.

A fentiek szerint eljarva nyert 1,5 mg pOW380
DNS-t 1,5 ml 0,1 x tomény TE pufferban oldjuk fel, és
-20 °C h&mérsékleten tdroljuk. A pOQ380 plazmid
restrikcids és funkciondlis térképét az 1. kisérddbrdn
mutatjuk be.

2. példa

Az mOW380 fdg elddllitdsa

Azonos plazmidokat kiilonbdz6 médszerekkel, és
kiilonboz6 eredetii génszakaszok felhaszndldsdval is
elallithatunk. Az mOW380 fagot gy éllitjuk eld,
hogy a pOW379 kozmid 3 kb mérett, a dezacetoxi-ce-
falosporin-C szintetdz gént hordozé BamHI restrikcids
fragmensét és az M13 vektor replikativ formdjat (RF)
ligljuk. A Streptomyces clavuligerus genomiélis koz-
mid génbankbdl szdrmazé pOW379 kozmidot nem
csak az S. lipmanii IPNS génjével vald hibridizalds,
hanem a tisztitott S. clavuligerus expanddz amino-ter-
mindlis aminosav-sorrendje €s a mikroorganizmus-faj
kodonhasznidlati gyakorisdgainak ismeretében terve-
zett, varhatdan a legjobb egyezést biztosité DNS-pré-
béval valé hibridizdlds alapjdn azonositjuk. A kivant
M13 fdg klont akdr a fenti, vdrhatéan a legjobb egye-
zést biztosité prébdval, plakk hibridizdciéval, akdr
restrikciés analizissel azonosithatjuk. A taldlmany sze-
rinti eljards szempontjabél azonban az MOW?380 fég
elgdllitisa lényegesen leegyszerisithet§, minthogy a
pOW380 plazmid is felhaszndlhaté a S. clavuligerus
dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz génjének forrdsa-
ként. Az M13-szdrmazék MOW380 fag az S. clavuli-
gerus expanddz enzimét kédolé DNS szakasz 5 fel6li
végén egy Ndel restrikciés felismerShely kialakitasat
célz6, helyspecifikus mutagenezis igen jol hasznalhat6
koztesterméke.

A.) A pOW380 plazmid 3 kb méretii BamH] restrik-

cios fragmensének elkiilonitése

Az 1. példa B.) pontjdban leirtak szerint eljarva eld-
allitott pPOW380 plazmid DNS 25 pg-jat, 25 pl 0,1 X t6-
mény TE pufferban feloldva 40 pl 10 x tdmény BamHI
puffer (1,0 m6l/1 ndtrium-klorid, 100 mmél/1 Tris-sdsav,
pH=7,5, 100 mm4l/l magnézium-klorid), 335 pl desztil-
141t viz és 5 pl (50 egység) BamHI restrikciés endonukle-
4z enzim elegyéhez mérjiik, és az oldatot elkeverjiik. A
restrikciés endonukledz enzimek, hacsak masként nem
jelezziik, a New England Biolabs, 32 Tozer Road, Be-
verly, MA 01915 termékei. Az aldbbiakban szereplS en-
zimaktivitds-egységek definiciéi megegyeznek a gyartd
megfelel§ egység-meghatirozasaival.

A fentiek szerint eljdrva nyert reakcidelegyet 37 °C
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hémérsékleten, 90 percen 4t inkubdljuk. A reakcié-
elegyet ezutdn fenollal és kloroformmal extrahdljuk, a
BamHI enzimmel emésztett pPOW380 plazmid DNS-t
nétrium-acetittal és etanollal kicsapjuk, majd 9 ul viz-
ben felszuszpenddljuk. 1 pl mintafelvivé puffert
(25 térfogat% glicerint, 0,05 vegyes% brémfenolkék,
0,05% xilén-cianol) mériink a DNS-oldathoz, majd a
DNS-t 1%-0s agaréz gélben addig elektroforetizaljuk,
amig a kivant 3 kb méretdi BamHI restrikcids fragmens
vildgosan elkiiloniil a tobbi emésztési terméktdl.

Az elektroforetizalt DNS-t a gél hig (0,5 pg/ml) etidi-
um-bromid-oldatban vald festésével, majd a festett gél
hosszihulldmu ultraibolya-fénnyel torténd megvilagitas-
sal tessziik lathatéva. A fragmensek helyzetének megha-
térozdsa utdn a 3 kb méretd fragmens eltt egy kis vagdst
ejtiink a gélen, és a résbe egy Schleicher and Schuell
(Keene, NH 03431) DEAE sziirGpapir-szeletet helye-
ziink. A tovabbi elektroforezis sordn a DNS nem-kova-
lens médon a DEAE sz(irdpapirhoz kétédik. Miutén a ki-
vant fragmens a DEAE sziirGpapirhoz kot6ddtt, a szdir6-
papirt eltdvolitjuk, és kis sGkoncentrcidji pufferral
(100 mm6l/1 natrium-klorid, 0,1 mmél/l etilén-diamino-
tetraccetsav, 20 mmol/1 Tris-sésav, pH=8) mossuk. Ez-
utén a sziirdpapirt egy kisméretd csben, nagy sékon-
centracijii pufferban (1 mdl nétrium-klorid, 0,1 mmél/1
etilén-diamino-tetraecetsav, 20 mmdél Tris-sésav,
pH=8,0) 65 "C hémérsékleten, 10 percen 4t inkubalva el-
tavolitjuk a DNS-t a DEAE sziirGpapirrél. A 65 °C ho-
mérsékleten végzett inkubdlés utdn az inkubdcids puffert
osszegy(ijtjiik, és a szfirGpapirt nagy sékoncentrdcidjd
pufferral mossuk. A moséfolyadékot és az inkubéciGs
puffert a kivant DNS fragmens kicsapasa eldtt egyesitjiik.

A nagy sékoncentraciGji puffer-DNS-oldat térfo-
gatdt dgy 4llitjuk be, hogy a nétrium-klorid koncentra-
ci6ja 0,25 mél/1 legyen, majd 3 térfogat hideg, abszoliit
etanolt mériink az oldathoz. Az elegyet Gsszekeverjiik,
majd jégfiird6ben 10-20 percen 4t inkubiljuk. Az olda-
tot ezutdn 15 000 fordulat/perc fordulatszdmmal,
15 percen 4t centrifugdljuk. A maradék s6 eltdvolitdsa
érdekében végzett djabb kicsapds utdn a DNS csapa-
dékot 70%-os etanollal mossuk, szdritjuk, majd 20 ul
TE pufferban feloldjuk: az oldat a kivint restrikci6s
fragmenst tartalmazza. A 3 kb méretd DNS fragmens
mintegy 0,6 pLg-jat mérjiik a fentiek szerint eljdrva.

B.) A BamHI enzimmel emésztett M13mp19 RF

DNS, és az mOW380 fdg elddllitdsa

Az M13mp19 RF DNS beszerezhet§ a New Eng-
land Biolabs (NEB)-tél. Mintegy 2,5 pg-jat 100 ul
BamHI pufferban, 1 pl (20 egység) BamHI restrikcids
enzimmel, 37 °C hémérsékleten, 90 percen 4t emészt-
jiik. A reakciéelegyet fenol:kloroform eleggyel extra-
héljuk, és a vizes fazisban talalhaté DNS-t etanolos
lecsapéssal betsményitjiik. A DNS csapadékot 20 pl
0,1 x tomény TE pufferban szuszpendaljuk fel: az oldat
a kivant, BamHI enzimmel emésztett M13mp19 vek-
tor-DNS 2 pg-jét tartalmazza. A fentiek szerint eljarva
nyert vektor-DNS-t -20 °C hémérsékleten tdroljuk.

A pOW380 plazmid 3 kb mérett, BamHI restrikcids
fragmensének 2 pl-ét, és a BamHI enzimmel emésztett
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M13mpl9 vektor-DNS 1 pl-ét 20 ul végtérfogatd, a
DNS-fragmenseket, 2 ul 10 X tomény ligdz puffert
(0,5 méW1 Tris-sésav, pH=7,5; 100 mmdl/1 magnézium-
klorid), 2 il 5 mmélos adenozin-trifoszfat-oldatot, 1 ul 6
pg/ul koncentriciéji szarvasmarha szérum albumin-ol-
datot, 12 ul desztillalt vizet és 1 ul (1 Weiss-egység) T4
DNS ligdz enzimet (NEB) tartalmaz6 reakcidelegyben li-
géljuk. A reakcidelegyet 18 6ran dt 15 “C hémérsékleten
inkubdljuk. Aligdlt DNS alkotja a kivant mOW?380 fagot,
més ligl4si reakcidtermékekkel egyiitt.

A kompetens E. coli K12 JM109 (,,Epicurean Co-
1i**") a Stratagene (3770 Tansy Street, San Diego, CA
92121)-t61 szerezziik be, és az mOW?380 fagot tartalmazé
ligdlési reakcideleggyel 1ényegében a gyrtd elGirasait k-
vetve transzformadljuk, azzal a kiilonbséggel, hogy a DNS
térfogata 20 ul, és sem a tdptalajjal vald higitds, sem az
expresszi6s varakozasi id6 nem sziikséges. A transzforma-
ci6t kovetden a sejtszuszpenzié 1, 10, 20, 40 és 50 pl-es
mintdit 13 X 100 mm-es, cséveként 0,25 ml, logaritmikus
novekedési fézisban levd E. coli K12 JM109 sejtszusz-
penziét tartalmazd, steril livegcsvekbe osztjuk szét. E
csovekhez 3 ml fedGagart (L-taptalaj, 0,8% agarral kiegé-
szitve; megolvasztva, majd 45 °C hémérsékletre hitve
adagoljuk) mériink. A sejt — fedSagar-keveréket 40 pg/ml
5-brém-4-ki6r-3-indolil-B-D-galaktoziddal (X-gal) és
0,1 méW izopropil-tio-B-galaktoziddal (IPTG) kiegészi-
tett L-agar tdptalaj-lemezekre rétegezziik, és a lemezeket
37 °C hémérsékleten, egy éjszakén 4t inkubdljuk. (Az
M13 faggal végzett eljardsok részletesebb leirasdt, illetve
magyarazatét 14sd az ,,M 13-kl6nozés és didezoxi-szekve-
ndlas” cimii felhasznaldi Gtmutatdban /Bethesda Research
Laboratories (BRL), Life Technologies, Inc., Gaithers-
burg, MD 20877/). A transzforménsokat a 3-galaktoziddz
enzimaktivitds inszerciés inaktivaldddsa (szintelen plakk-
fenotipus), valamit a replikativ alakban lev§ (RF) DNS
restrikcids analizise alapjdn azonosithatjuk. A szirGvizs-
gdlatok c€ljabdl a szintelen plakkokat tartalmazé agarda-
rabot Pasteur pipettaval kiemeljiik a fedSagar-rétegbdl, és
plakkonként 3 ml, korai logaritmikus névekedési fazisban
lev§ E. coli K12 IM109 sejtszuszpenziéba mossuk. A te-
nyészeteket 618 6ran at, 37 °C hémérsékleten, levegdz-
tetve inkubdljuk.

Az inkubaldst kovetden kiilon 1,5 mi-es Eppendorf
csovekben minden tenyészet 1,5-1,5 mi-ébdl, kiiilepit-
jiik a sejteket. A feliiliszdkat dj csovekbe toltjik, és
4 °C hémérsékleten taroljuk: e feliildszok fdg inoku-
lumként szolgédlnak. A replikat{v alakban levé DNS-t a
sejtiilledékekbd] 1ényegében Birnboim és Doly alkali-
kus plazmid-izolaldsi médszere [Nucl. Acid. Res. 7 (6),
1513-1523 (1979)] szerint eljarva kiilonitjik el, a ko-
vetkez6 moédositdsokkal. A lefrdsban szerepld reagen-
sek mennyiségét ardnyosan gy noveljitk meg, hogy az
I, II és I oldatokbdl 1,5-szeres térfogatokat haszndl-
junk; a tisztitott sejtlizdtumot pedig egyszer, azonos
térfogatii kloroformmal extrahdljuk. A DNS-t ezutdn
0,4 téifogat izopropanol hozzdadédsaval, szobahSmér-
sékleten, 20 percen 4t végzett inkubdldssal kicsapjuk. A
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DNS-t centrifugaldssal dsszegydjtjiik, majd 0,3 mol/l
ndtrium-acetétot tartalmazé oldatbdl, etanollal kicsap-
juk. Az RF DNS restrikciés mintdzatdnak elemzését
megkonnyiti egy aszimmetrikusan elhelyezkedd Scal
restrikci6s felismerdhely: e felismerdhely megjelenése
nemcsak a kivant inszert jelenlétét jelzi, hanem lehetd-
vé teszi az inszert irdnyultsdgdnak megdllapitdsat is az
M13 vektor tobbszérss klénozé helyéhez (MCS) ké-
pest. A fentiek szerint eljérva azonositjuk az E. coli
K12 IM109/mOW380 torzset: e torzs sejtjeit az
mOW?380 f4g forrdsaként haszndljuk a helyspecifikus
mutagenezis sordn, amint azt az aldbbiakban lefrjuk.

C.) Az egyszdlit mOW380 fdg-DNS elddllitdsa, to-

vdbbd az mOW381 fdg elddllitdsa helyspecifikus

mutagenezissel

10 ml, korai logaritmikus novekedési fazisban levé E.
coli K12 IM109 tenyészet 200 [l fag-torzsoldattal (me-
lyet a 2. példa B.) pontjdban leirtak szerint eljdrva dllitunk
el6) beoltunk, majd 37 °C hémérsékleten, levegbztetve,
18 érén 4t inkubaljuk. A tenyészetet centrifugéljuk, majd
az fgy nyert feliildszét 4j csobe toltjiik, és jra centrifugl-
juk. A feliildszét ismét egy friss csébe ontjiik. 1 ml, 25%
polietilén-glikolt (molekulatémege 3500) és 3 m6l/ kon-
centrciéban natrium-kloridot tartalmazé oldatot mériink
a feliiliszéhoz, és 15 percen at, szobah&mérsékleten inku-
baljuk az oldatot. Az igy nyert elegyet 30 percen 4t, 10
000 fordulat/perc fordulatszdmmal centrifugdljuk. A cent-
rifugdlds sordn nyert csapadék az egyszdld mOW380 fé-
got tartalmazza: a figcsapadékot 400 pl TE pufferban
szuszpendaljuk fel. Az oldatot elébb kloroformmal, majd
TE pufferral telitett fenollal extrahdljuk. A fenolt és a vizes
fazist 15 percen 4t egyiitt inkubéljuk. Az oldatot ezutdn
kétszer TE pufferral telitett fenol:kloroform (1:1, térfogati
ardny) eleggyel, majd kétszer csak kloroformmal extra-
haljuk. A DNS-t ezutdn 0,3 m6V/1 ndtrium-acetatot tartal-
mazé oldatbél kicsapjuk, centrifugéldssal Gsszegydjtjik,
és az igy nyert csapadékot 100 pl 0,1 x tomény TE puffer-
ban szuszpendaljuk fel. A fentiek szerint eljarva elgallitott
oldat 5 g egyszali mOW380 fag-DNS-t tartalmaz.

D.) Mutagenezis

A mutagenezis (€s az ezt kovetd a kivant fagok
azonositdsa érdekében végzett hibridizdcidk) sordn fel-
hasznélt egyszdld DNS-fragmenseket automata DNS-
szintetizdl6 késziilékkel allitjuk elS, az M13 univerzé-
lis primer (egy 15-mer) kivételével: ez utobbi a BRL
terméke. A mutagenezishez felhaszndlt DNS-fragmen-
seket a kovetkezSképpen jeloljiik:

1) STNDE-A: egyszéld, 41 nukleotid hosszisdgi, az
mOW?380 figban taldlhat6 dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz kédolé szakasszal hdrom bézis kivételével
homolég DNS; a nem homol6g nukleotidok (aldhiz-
va) egy Ndel restrikciés felismerShelyet hoznak létre
a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kédol6 szakasz
1-es helyzetben levé nukleotidjandl. Az STNDE-A
DNS nukleotid-sorrendje a kovetkezd:

5’-GTGGGCACCGTCGTGTCCATATGCTCTCACTGATCCTCTCG-3".

15
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2) STNDE-B: egyszdld, 17 nukleotid hosszisagi
DNS; valéjdban az STNDE-A egy szubfragmense.
Nukleotid-sorrendje a kévetkezd:

Ndel
5’-TGATCCATATGCTCTCAC-3’

Az STNDE-A DNS 100 pmoljanak 5’-fel6li végeit
egy pmol/ul koncentrdcidban az egyszali DNS-t, 10 pl
10 X tomény ligdz puffert, 1000 pmdl adenozin-trifosz-
fatot (ATP), 10 ul, 0,1 mél/l koncentrécidju ditio-trei-
tol-oldatot, 65 I desztillalt vizet és 1 pl (10 Richard-
son egység) T4 polinukleotid-kindz enzimet (Boehrin-
ger-Mannheim Biochemicals /BMB/, 7941 Castleway
Driva, P. O. Box 50816, Indianapolis, Indiana 46250)
tartalmazé reakcidelegyben foszforizaljuk (kindzzal
kezeljiik). A reakciGelegyet 37 "C hdmérsékleten, 30
percen 4t inkubdljuk: ekkor djabb 1 [l enzimet adago-
lunk. A reakcidelegyet ezutdn tovdbbi 30 percen &t

inkubdljuk 37 °C hdmérsékleten, majd 68 °C hémér- .

sékleten 5 percen 4t inkubalva ledllitjuk a reakciot. Az
M13 univerzdlis primer 40 pméljdnak 5’-fel6li végeit
egy hasonld, 40 ul térfogatii reakcidelegyben, azonos
mennyiségii enzim felhaszndldsdval foszforildljuk.

Az egyszdldi mOW380 fiag-DNS-t lényegében
Adelman és munkatdrsai médszere [DNA 2 (3), 183-
193. (1983)] szerint eljarva mutagenizaljuk, amint azt
az aldbbiakban lefrjuk. Az Osszeolvasztdsi reakcid (an-
nealing) sordn 500 ng (15 pl, 0,1 X témény TE puffer-
ban oldott) egyszdli mOW380 fdg-DNS-t adunk 8 pl
10 X tomény Osszeolvasztasi puffer (100 mmél/ Tris-
sésav, pH=7,5; 1 mmdl/l etilén-diamino-tetraecetsav;
500 mmdV/1 ndtrium-klorid), 4 pk (4 pmdl) kindzzal
kezelt STNDE-A, 4 pl (4 pmdl) kindzzal kezelt M13
univerzélis szekvendl6 primer €s 50 pl viz elegyéhez,
az oldatot 80 °C hd&mérsékleten, 2 percen at, majd
55 °C hémérsékleten S percen &t, végiil pedig szobahd-
mérsékleten 5 percen 4t inkubdljuk.

A kiegészit§ szal szintézise sordn az Osszeolvasz-
tott DNS-ek oldatdhoz a kovetkez§ elegy 120 pl-ét
mérjitk: 20 pul 10 x tomény Klenow-ligdz puffer
(100 mmol/1 Tris-sésav, pH=7,5; 1 mmol/1 etilén-dia-
mino-tetraecetsav; 500 mmal/l natrium-klorid); 20 pl,
0,1 mél/1 koncentrdcidjd ditio-treitol-oldat; 20 ul, a
mind dezoxi-guanozin-trifoszfatra, mind a dezoxi-ade-
nozin-trifoszftra, mind timidin-trifoszfatra, mind de-
zoxi-citidin-trifoszfatra nézve 6,25 mmdl/l koncentra-
ci6ji oldatbdl; 20 pl 5 mmdél/1 koncentrdcidji adeno-
zin-trifoszfat-oldat; 120 pl viz és 2,5 pl (12,5 egység)
Klenow enzim (BMB). A kiegészit§ szdl szintézis-re-
akcielegyét szobahémérsékleten 1 drdn 4t, majd
37 °C hémérsékleten 4 6réan at, végiil pedig 14 °C hé-
mérsékleten 18 dran 4t inkubaljuk.

A kiegészit szdl szintézis-reakcidelegyét egyszer
kloroformmal extrahéljuk, a DNS-t etanollal és natri-
um-acetattal kicsapjuk, majd centrifugdldssal Ossze-
gydjtjiik. A DNS-csapadékot 400 ul 1 X témény S1
pufferban (0,3 mol/l ndtrium-klorid; 3 mmél/1 cink-
acetdt) szuszpenddljuk fel. A DNS-oldat felét -20 °C
hémérsékleten tdroljuk; a maradékot pedig 5 db,
1,5 ml-es csébe osztjuk szét. 4 cséhoz egy-egy M,
200-szorosdra higitott (0,03 egység/ul) S1 nukledz en-
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zimet (BMB) mériink. A reakciGelegyet szobah6mér-
sékleten, sorrendben 3, 10, 15 illetve 20 percen 4t inku-
baljuk. A reakcidkat ugy 4llitjuk le, hogy eldbb 5-
10 pg, hordozéként szolg4lé tRNS-t mériink a reakcic-
elegyekhez, amjd TE pufferral telitett fenol-kloroform
eleggyel (1:1, térfogat-ardny) extrahdlunk. Az S1 nuk-
le4z enzimmel nem kezelt mintdt (a negativ kontrollt)
szintén extrahaljuk. A vizes fazisban levé DNS-t eta-
nollal kicsapjuk, és centrifugéldssal osszegydjtjik. A
DNS-csapadékot egyenként 20 pl vizben oldjuk fel.

A fentiek szerint eljdrva nyert, S1 nukledz enzim-
mel kezelt DNS-oldatok 10-10 pl-eivel E. coli K12
IM109 sejteket transzformdlunk, lényegében a 2. példa
B.) pontjaban leirtak szerint eljirva, azzal a kiilonbség-
gel, hogy a téptalaj-lemezek nem tartalmaznak sem
X-Gal-t, sem izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidot. A
kivant muténsokat a nitrocellul6z sziirépapirhoz kotott
fag-DNS-ek és a radioaktiv izot6ppal jelslt STNDE-B
oligonukleotid hibridizdcidja alapjan azonositjuk,
amint azt az aldbbiakban lefrjuk.

A fag-plakkok megjelenése utdn a tdptalaj-lemeze-
ket 4 °C hémérsékleten, 1 6rdn 4t inkubdljuk, hogy a
fedGagar keményebb legyen. Nitrocelloldz sziirSpapi-
rokat fektetiink az 50-200 fég-plakkot tartalmazd,
mindkét tdptalaj-lemezre, mind a negativ kontroll,
mind a 10 percen 4t, mind pedig a 20 percen 4t S1
nukledzzal kezelt mintdk esetében. A sziirépapirt 1 per-
cen 4t hagyjuk a baktérium-pdzsit felszinén, majd teli-
tett SMMCHTr sziirGpapirok (Whatman LabSales, Inc.,
P. O. Box 1359, Hillsboro, Oregon 97123-1359) fel-
hasznéldsaval 5 percen 4t 0,1 normél natrium-hidroxid
- 1,5 m6W/1 ndtrium-klorid eleggyel, majd 5 percen at
0,5 m6l/1 Tris-sésav (pH=7,0) — 3 mol/l nétrium-klorid
eleggyel kezeljiik. A nitrocelluléz szdrépapirokat leve-
g6n megszéritjuk, majd vdkuumban, 80 °C hdmérsék-
leten, 30 percen 4t hevitjiik.

A nitrocelluléz sziirdpapirokat 5 percen 4t, szobah6-
mérsékleten, 6 tomény SSC puffert (a 20 X tomény
SSC puffer 3 mél/1 nétrium-kloridot és 0,3 mo6l/1 ndtrium-
citratot tartalmaz); 10 x tdmény Denhardt-oldatot (0,2 g
polivinil-pirrolidon, 0,2 g szarvasmarha szérum albumin,
0,2 g fikoll 100 ml vizben feloldva); 0,1% nétrium-piro-
foszfatot; 0,1% nétrium-dodecil-szulfdtot és 10 pg/ml
denaturdlt E. coli kromoszémds DNS-t tartalmaz6 oldat-
ban elShibridizaljuk. Ezutén a szlirGpapirokat 6 X tomény
SSC puffert, 10 X témény Denhardt-oldatot, 0,1% niri-
um-pirofoszfatot és 1 pM/65 ml 32-es tdmegszamu fosz-
for-izotéppal jelolt STNDE-B oligonukleotidot tartalma-
26 oldatban hibridizaljuk. A 32-es témegszam foszfori-
zotéppal jelolt STNDE-B oligonukleotidot dgy allitjuk
el6, hogy 100 pmél/l STNDE-B oligonukleotid 5’-feldli
végeit Iényegében az ebben a példdban kordbban leirtak
szerint eljarva foszforilljuk, azzal a kiilonbséggel, hogy
a nem radioaktiv adenozin-trifoszfét helyett 70 pméV/l,
gamma-helyzetben 32-es tomegszdmu foszforizotéppal
jelolt adenozin-trifoszfatot (New England Nuclear
(NEW), 549 Albany Street, Boston, MA, 02118, Catalog
No. NEG-002A) hasznélunk. A hibridiz4lds utén a sz(ir6-
papirokat kétszer 5-5 percen 4t szobahGmérsékleten, fo-
16s mennyiségben levs 6-szor tomény SSC pufferral,
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majd 52 °C hémérsékleten, {516s mennyiségben levd 6 X
tomény SSC pufferral, egyenként 20 percen 4t mossuk. A
szifrpapirokat levegén megszdritjuk, majd 2 drén 4,
—70 °C hémérsékleten, Quanta IIIR érzékenységnivels
sziir6 (DuPont, Instrument Products, Biomedical Divisi-
on, Newtown, CN 06470) felhasznéldséval autoradiogra-
faljuk. A kivant mutdnsokat, azaz az STNDE-B szekven-
cidval komplementer DNS-szakaszt hordozé fag-plak-
koknak megfelelS helyzetben a film a szfirGpapirhoz ké-
tott fAg-DNS-hez k6t6dd, radioaktiv izotéppal jelzett oli-
gomer hatdsira megfeketedik. A megfelel§ muténs, az
mOW381 fdg DNS-ében a vart mutécié 1étrejottét a 1é-
nyegében a 2. példa B.) pontjéban leirtak szerint eljdrva
elGéllitott RF DN restrikcids elemzésével bizonyitjuk.

E.) A pOW381 plazmid elédllitdsdnak végsd lépé-

sei

Habdr az mOW381 fig RF DNS-ében a dezaceto-
xi-cefalosporin-C ~ szintetdiz kédolé  szakasza a
pOW382 E. coli expressziés plazmid elGéllitdsdra
hasznélt Ndel-BamHI restrikciés fragmensen taldlha-
t6, mégis néha akaddlyokba iitkozik az mOW381 fdg
RF DNS-ének elddllitdsa a fragmens-izoldldshoz sziik-
séges mennyiségben. A pPOW382 E. coli expresszids
plazmid eléllitdsdnak megkonnyitése érdekében eld-
allitjuk a pOW381 koztes plazmidot.

Lényegében a 2. példa B.) pontjaban leirtak szerint
eljdrva elkiilonitjik az mOW381 faggal fert§zott E.
coli K12 JM109 sejtekbd] a replikativ formdban levd
fag-DNS-t. Az mOW381 fag RF DNS-ének 10 pg-jat
1 x tomény BamHI pufferban, BamHI restrikciés en-
donukledz enzimmel (10 egység) emésztjiik. 37 °C hé-
mérsékleten, 90 percen 4t végzett inkubélds utdn a re-
akcibelegyet agardz gélben elektroforetizdljuk, és a
3 kb méretif BamHI fragmenst 1ényegében a 2. példa
A.) pontjaban leirtak szerint eljarva elkiilonitjiik.

Lényegében a 2. példa B.) pontjdban lefrtak szerint el-
jarva BamHI enzimmel emésztett pUC8 plazmid-DNS-t
dllitunk el (a pUC8 DNS a BRL-t6l szerezhets be). Az
mOW381 fag 3 kb méretif BamHI DNS-fragmensének 5
ul-ét (1 pg) és 1 pl (100 ng) BamHI enzimmel emésztett
pUCS plazmid-DNS-t Iényegében a 2. példa B.) pontj-
ban leirtak szerint eljdrva ligdlunk. A ligdlt DNS a kivént
pOW?381 plazmidot tartalmazza, mds ligaldsi termékekkel
egytitt. ApOW381 plazmid restrikciés térképe a dezaceto-
xi-cefalosporin-C szintetdz kédol6 szakasz elsS kodonja-
nél taldlhatd, egy tovabbi Ndel hasitohely kivételével azo-
nos a pOW380 plazmid restrikcids térképével.

A kivdnt pPOW381 plazmidot tartalmazé ligacids re-
akcideleggyel kompetens E. coli K12 RR1 A MI15
(NRRL B-15440, a letét kelte: 1983. mdjus 27.) sejteket
tarnszformélunk. A transzformacids elegy alikvotjait am-
picillint (100 pg/ml), X-gal-t (40 pg/ml) és izopropil-B-
D-tiogalaktopiranozidot (0,1 mol/l) tartalmazé L-agar
taptalaj-lemezekre szélesztjik. A tdptalaj-lemezeket
37 °C hémérsékleten, 18 6ran 4t inkubéljuk. Az ampicil-
lin-rezisztens, a pUC8 plazmidot kédolt B-galaktoziddz
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enzim ¢-fargmensének inszercids inaktivéldsa kovetkez-
tében fehérszini transzformédns telepeket plazmid-DNS-
itk restrikciés elemzésével vizsgdljuk tovdbb a kivant
pOW381 transzforménsok azonositdsa érdekében. A
plazmid-DNS-t 3 ml-es tenyészetekbdl dllitjuk eld, 1€-
nyegében a fentiekben ismertetett, Birnboim és Doly
médszerén alapul6, az M 13 figgal fert6zott E. coli K12
TM109 sejtiiledékekbdl torténd RF DNS elSillitdsara le-
frt modszer szerint eljdrva. Egy transzforméns tenyésze-
tébél a tovabbi plazmidkonstrukcidk létrehozdsa érdekeé-
ben elsllitjuk a pOW381 plazmid-DNS-t, lényegében az
1. példédban lefrtak szerint eljarva.

3. példa

A pOW382 plazmid elddllitdsa

A pOW382 plazmidot a pOW381 plazmid 2,4 kb mé-
retd, a Streptomyces clavuligerus expanddz (dezacetoxi-
cefalosporin-C szintetdz) enzimének kédol6 DNS-szaka-
sz4t tartalmazé, Ndel-BamHI restrikcids fragmensének,
és a pCZR336 plazmid 5,8 kb méretdi, Ndel-BamH]I rest-
rikci6s fragmensének ligdldsdval allitjuk elS. ApCZR336
plazmid 5,8 kb méretif NdeI-BamHI fragmense a lamb-
dapL promotert, egy transzldcids aktival6 DNS-szakaszt,
a cI857 represszort, egy plazmid replikacids origot €s tet-
raciklin-rezisztencidt biztosité gént kdédolé DNS-sza-
kaszt hordoz. A pCZR336 plazmid az emberi ndvekedési
hormon kédolé DNS-szakaszat is tartalmazza. A
pCZR336 plazmid 5,8 kb méretii NdeI-BamHI fragmen-
sén talalhaté DNS-szakaszokat a jelen példa A,) pontjd-
ban leirtak szerint eljarva dllitjuk els. A pCZR336 plaz-
mid restrikcids és funkciondlis térképét a 2. kisérddbran
mutatjuk be.

A.) A pCZR336 plazmid 5,8 kb méreti Ndel-Bam-

HI restrikcids fragmensének elddllitdsa

A pCZR336 plazmid .5,8 kb méretd, Ndel-BamHI
restrikciés fragmensének legnagyobb részét a pCZR336
plazmidbdl, egy 5,75 kb méretii Xbal-BamHI restrikcids
fragmensen kiilonitjiik el. A pCZR111 plazmid restrikci-
6s és funkciondlis térképét a 4. kiséréabrdn mutatjuk be.

A pCZR111 plazmidot az E. coli Kl2
RV308/pCZR111 torzs sejtjeibdl kiilonithetjiik el; e
torzs az NRRL-t6l, az NRRL B-18249 azonositési
szam alapjan szerezhetd be (a letét kelte: 1987. augusz-
tus 11.). A pCZRI111 plazmid rezisztencidt biztosit
10 pg/ml tetraciklinnel szemben, hidnyzik beldle to-
vabbi egy Clal restrikcids felismerdhely.

A pCZR111 plazmidot Xbal és BamHI enzimekkel
emésztjiik, és a nagy Xbal-BamHI fragmenst agaréz
gélbdl tisztitjuk. A pCZR111 plazmid ezen Xbal-Bam-
HI restrikciés fragmensét egy kétszald, a foszfotriész-
ter médszer szerint eljarva szintetizdlt Xbal-BamHI
restrikciés fragmenssel ligdljuk, a pCZR336 plazmid
5,8 kb méretli, Ndel-BamHI restrikciés fragmensét
nyerve (lisd a 2. 4brdt). A kétszdli DNS-fargmens
nukleotid-sorrendje a kovetkezd:

5’-CTAGAGGGTATTAATAATGTATATTGATTTTTAATAAGGAGGAATAATCA-3’
3'-TCCCATAATTATTACATATAACTAAAATTATTCCTCCTTATTAGTAT-5
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B.) A pOW381 plazmid 2,4 kb méretii, Ndel-Bam-

HI fragmensének elkiilonitése

A pOW381 plazmid-DNS mintegy 25 pg-jat
(25 ul, 0,1 x tomény TE pufferban oldva) 4 pg 10 x
tomény Ndel puffer (100 mmdéV/1 Tris-sésav, pH=7.8;
70 mm6l/l magnézium-klorid; 1,5 mél/l ndtrium-klo-
rid), 6 pl viz, 3 ul Ndel restrikcids endonukledz enzim
és 3 pl BamHI restrikcids endonukledz enzim elegyé-
hez mérjiik, és az oldatot Gsszekeverjiik. Az igy nyert
reakcidelegyet 37 °C hémérsékleten, 2 éran 4t inkubal-
juk, majd agar6z gélben elektroforetizdljuk. A 2,4 kb
méreti Ndel-BamHI fragmenst elkiilonitjik az agar6z
gélbdl, és eldkészitjiik a ligaldsra.

C.) A pOW plazmid, illetve az E. coli K12

JM109%pOW382 torzs elddllitdsdnak befejezd lépései

A pCZR336 plazmid-DNS 5,8 kb méretli Ndel-
BamHI restrikciés fragmensének mintegy 1 pl-ét
(0,5ug) és a pOW381 plazmid elkiilonitett 2,4 kb
méretd, Ndel-BamHI restrikcids fragmensének 4 pl-ét
(0,1 ng) lényegében a 2. példaban leirtak szerint eljar-
va ligdljuk. A ligdlt DNS alkotja a kivant pOW382
plazmidot. A pOW382 plazmid restrikcids és funkcio-
ndlis térképét a 3. kisérGdbran mutatjuk be.

A ligéciés reakcideleggyel kompetens E. coli K12
IM109 sejteket (Stratagene) transzformdlunk, 1ényegé-
ben a gydrt6 elGirdsait kévetve. A transzformdcios ele-
gyet tetraciklint (10 pg/ml) tartalmazé TY agar taptalaj-
lemezre szélesztjiik, és a tdptalaj-lemezeket 25-30 "C
hémérsékleten inkubéljuk, meggitolva ezzel a lambdapL
promoterr§l kiindulé transzkripciét. A kivant transzfor-
mansokat tetraciklin-rezisztens fenotipusok €s plazmid-
DNS-iik restrikcids elemzése alapjdn azonositjuk.

4. példa

Az E. coli sejtek dital termelt dezacetoxi-cefalospo-

rin-C szintetdz enzimaktivitds mérése

A.) AZ E. coli K12 IM109/pOW382 torzs sejtjeinek

tenyésztése a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz

enzimaktivitds expresszidja érdekében

Egy E. coli K12 IM109/pOW382 transzformans
torzs sejtjeit 30 "C hémérsékleten, egy éjszakan dt,
500 ml, 10 pg/ml tetraciklinnel kiegészitve, L-jeli folya-
dék taptalajban, kor mentén mozgé rdzdgépen (250 for-
dulat/perc) inkubdlva tenyésztjiik. A sejteket 100-szoro-
sukra higitjuk dgy, hogy 10 ml, egy éjszakdn 4t nétt te-
nyészetet egy 2,8 I-es lombikban levd, 10 ug/ml tetracik-
linnel kiegészitett, 990 ml térfogatd, friss tdptalajhoz mé-
riink, és az igy nyert tenyészetet 30 °C hémérsékleten, az
eldzdekkel azonos feltételek mellett, tovébbi 1 6rn 4t in-
kubdljuk. Ezutdn az inkubétor hdmérsékletét 42 “C-ra
noveljiik, és a tenyésztést tovabbi 6 €s fél 6ran at folytat-
juk. A pOW382 plazmidon taldlhat$ dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdz kddol6 szakasz expresszidja szempont-
jabol megfelelden elhelyezkedS lambdapl. promoter
cI857 hémérséklet-érzékeny represszora 42 °C h6mér-
sékleten inaktivaldik, igy 42 “C hémérsékleten a deza-
cetoxi-cefalosporin-C szintetdz megjelenik a DNS-befo-
gad6 gazdasejtekben. Az indukcidt kovetGen a sejteket
centrifugéldssal Gsszegyiijtjiik, és az E. coli sejtek 4ltal
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termelt dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzim el-
nyos forrdsaként hasznaljuk.

B.) Az expanddz (dezacetoxi-cefalosporin-C szinte-

tdz) enzimaktivitds jelenlétének bizonyitdsa a

42 °C hémérsékleten tenyésztett E. coli K12

JM109/pOW382 sejtekben

A 42 °C hémérsékleten, 6 6rdn 4t végzett indukélds
utdn 250 ml E. coli tenyészetet centrifugdldssal Gssze-
gy(jtiink, és a sejtiiledéket 30 ml, 1 mél/l kdlium-klorid-
dal kiegészitett A-jeld oldattal (15 mmol/1 Tris-sosav,
pH=7,5; 10% etanol; 10% glicerin; 10 mmGl/1 ditio-trei-
tol) mossuk. A sejteket ezutdn egyszer, 30 ml, kdlium-
kloridot nem tartalmazé A-jeld oldattal mossuk, majd
7 ml, 10 mmal/1 aszkorbinsavval kiegészitett A-jelif ol-
datban szuszpenddljuk fel. A sejteket 4 °C, vagy még ala-
csonyabb hémérsékleten, haromszor 30 mdsodpercen 4t
ultrahanggal feltdrjuk, a késziiléket a legnagyobb teljesit-
ményre 4llitva. Az ultrahangos feltdrds kozben, tobb rész-
letben fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF) adagolunk,
mig végkoncentriciGja eléri a 2 mM-t. Dezoxi-ribonuk-
ledzt és magnézium-szulfdtot mériink ezutdn a szuszpen-
zi6hoz, sorrendben 1 pg/ml, illetve 2 mmol végkoncent-
riciéban. Az ultrahanggal kezelt szuszpenziét 40 000 g-
n, 30 percen 4t centrifugdljuk. A feliilisz6 alkotja a deza-
cetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzim nyersterméket.

A dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz enzimaktivi-
tdst egy nagynyomdsi folyadék-kromatografidn alapuld
eljarassal mérjiik. Az expandéz katalizdlta reakci6t 30 °C
hémérsékleten, 15 percen 4t végezziik; a reakcidelegy
0,28 mm6l/1 penicillin-N-t, 0,60 mmol/l o-ketoglutérsa-
vat, 0,06 mmal/1 vas(II)-szulfitot, 0,05 mmdl/1 adenozin-
trifoszfitot és 0,0003-0,003 egység enzimet tartalmaz
1 ml, 50 mmdlos Tris-sésav, pH=7,5 oldatban feloldva.

Az enzimreakciét 1 ml etanol hozzdaddséval dllitjuk
le. A csapadékot 4.000 g-n, 5 percen 4t végzett centrifu-
galdssal kiilonitjiik el. Az enzimreakcio reakcidtermékeit
tartalmazo feliilisz6t nagynyomdsu folyadék-kromatog-
réfidval, az aldbbiak szerint vizsgdljuk. Az expanddz-ak-
tivitdst gy hatdrozzuk meg, hogy mérjiik a dezacetoxi-
cefalosporin-C keletkezését penicillin-N-bét.

A feliihiszébél vett 20~100 pl-es mintdkban nagy-
nyomést folyadék-kromatografidval, kiilsé standard
felhaszndldsdval mérjiik a dezacetoxi-cefalosporin-C
mennyiségét. A mérési eljaras reprodukalhat6: az ex-
pandédz katalizdlta reakciGelegyet két pdrhuzamosban
vizsgilva a szérds 2%. A vizsgélat eredményeit az
aldbbiakban foglaljuk Ossze.

Kiilonb6z6 eredetd enzim-készitmények expandaz és
hidroxildz enzimaktivitdsa

: , Specifikus aktivitds egység/mg fehérje)
Az enzim forrdsa - - —
Expanddz Hidroxildz
. clavuligerus 0,004 0,00023
nyerskivonat .
Re}(omblnz.ins E. 0,009 0
coli nyerskivonat
granulalt készitmény 0,0,52% 0

a= Az expandaz enzim kinyerését nem optimalizaltuk.
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5. példa

A pPS65 plazmid elddllitdsa

A példdban a taldlmédny szerinti dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdz kédol6 szakasz expresszidja szempont-
jabdl megfelelGen elhelyezkedd, Penicillium eredetd
IPNS gén promotert hordozd, taldlmény szerinti dezace-
toxi-cefalosporin-C szintetdz expresszidés DNS-vektor, a
pPS65 plazmid eldallitdsara szolgdld eljdrdst ismertetjilk.
A Penicillium IPNS génjének promoterét a 0281391 sz4-
md, 1988. szeptember 7-én kozolt eurdpai szabadalom
(melyre az aldbbiakban hivatkozunk) 1-13. példéiban is-
mertetett pPS60 expresszids plazmid-vektorbdl kiilonit-
hetjiik el. A pPS60 plazmid restrikciés €s funkciondlis
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térképét a 8. kisérédbran mutatjuk be.

A.) A pPS63 és a pPS64 plazmidok elddllitdsa

A pPS60 plazmid-DNS-t Ndel és BamHI restrikci-
6s endonukledz enzimekkel emésztjiik, és az igy nyert
két Ndel-BamHI restrikcids fragmens koziil a nagyob-
bat agaréz gélbdl elkiilonitjiik, és elSkészitjiik ligdlds-
ra. Hasonlé médon, a pOW382 plazmid-DNS-t (ldsd a
fenti 3. példdt) Ndel és BamHI restrikciés endonukledz
enzimekkel emésztjiik, és az igy nyert két Ndel-Bam-
HI restrikcids fragmens koziil a dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdzt kédolé kisebb ragmenst agar6z gélbdl
elkiilonitjitk, és eldkészitjiik ligdldsra.

ApPS60 plazmid elkiilonitett NdeI-BamHI restrikci-
6s fragmensét és a pOW382 plazmid dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdzt kédolé Ndel-BamHI restrikcids frag-
mensét ezutdn ligdljuk, el§éllitva igy a pPS63 plazmidot.
A pPSD63 plazmid restrikcids és funkcionalis térképét a
9. kisérédbran mutatjuk be. Habdr a pPS63 plazmidban a
Penicillium IPNS génjének promotere a dezacetoxi-cefa-
losporin-C szintetdzt kédolé DNS-szakasz expresszidja
szempontjabol megfelelen helyezkedik el, a promoter
3’ és a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kédol6 sza-
kasz 5’-vége kozotti tavolsdg nem optimdlis.

Az el6nyGsebb tdvolsdg kialakitdsa érdekében a
pPS63 plazmid-DNS-t Xbal és Ndel restrikcids endo-
nukledz enzimekkel emésztjiik, és az igy nyert Ndel-
Xbal enzimekkel emésztett pPS63 DNS-t az aldbbiak-
ban bemutatott felépitési kapcsolé DNS-sel ligdljuk. A
kapcsolé DNS felépitése a kovetkezd:

57-CTAGACAC-3'

L]
3'-TGTGAT-5".

A ligdlt DNS-ben olyan plazmidok taldlhaték, me-
lyekben a pPS63 plazmidban a Penicillium promoter 3’
és a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz kédol6 sza-
kasz 5’-vége kozott taldlhaté kis Xbal-Xbal és Xbal-
Ndel restrikciés fragmenseket a fenti kapcsold DNS-
szakasz helyettesiti. Egy ilyen plazmidot restrikcids
elemzéssel és DNS-szekvendldssal azonositunk: ezt a
plazmidot pPS64-gyel jeloljiikk. A DNS nukleotid-sor-
rendjének vizsgdlatdval kimutatjuk, hogy tobb, mint
egy kapcsolé DNS épiil be a plazmidba, igy a plazmid-
DNS-t a nem-kivant kapcsolé DNS-ek eltdvolitdsa ér-
dekében Xbal enzimmel emésztjiik, majd ligaljuk. A
pPS64 plazmid restrikcids és funkciondlis térképét a
10. kiséréabran mutatjuk be.
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B.) A pPS65 plazmid elddllitdsa az amdsS génnek a

pPS64 plazmidba torténd beépitésével

A pPS64 plazmidot a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz enzimaktivitds Penicillium DNS-befogadd
gazdasejtekben torténd kifejezésére haszndlhatjuk. A
pPS64 plazmid azonban nem hordoz szelekcids marker
gént, 4m — amint azt az aldbbiakban bemutatjuk —
konnyen médosithatjuk egy ilyen marker beépitésével.
Az Aspergillius nidulans amdS génje a taldlmdny sze-
rinti Penicillium DNS-vektorok elényds szelekcids
markere: ez a gén az aldbbiakban ismertetett pPS51
plazmidbdl kiilonithetd el.

B.) (i) A pPS51 plazmid elédllitdsa

15 ug pMLC12 plazmid-DNS-t (11. dbra; NRRL B-
18097, a letét kelte: 1986. augusztus 8.) 5 ul 10 X tdmény
EcoRI puffer és 40 I viz elegyében feloldunk. 5 pl (50
egység) EcoRI restrikciés endonukledz enzimet mériink
a DNS-oldathoz, és az igy nyert reakcidelegyet a részle-
ges emésztés elérése érdekében 37 °C hémérsékleten,
3 percen 4t inkubaljuk. A reakciét pufferolt fenollal vég-
zett extrakciéval dllitjuk le, majd a vizes fézist kloro-
formmal extrahaljuk. A pMLC12 plazmid két EcoRI ha-
sitéhelyet hordoz. A részleges emésztéssel elérni kivant
egyszeres EcoRI hasitdsnak a lacZo: fragmensben, és
nem a CAT génben kell bekdvetkeznie. A fenti EcoRI ha-
sitds egy keveréket eredményez: a keverékben hasitatlan;
a nem-kivant helyzetben egyszeresen hasitott; a kivant
helyzetben egyszeresen hasitott, és mindkét helyen hasi-
tott pMLC12 plazmid-DNS molekuldk taldlhatok (a két-
szeres hasitds az eredeti, 2,7 kb méretd molekuldndl ki-
sebb fragmenseket eredményez). Az EcoRI enzimmel
emésztetett pMLC12 plazmid-DNS-t kicsapjuk, centrifu-
gdldssal osszegy(itjitk, 50 pl TE pufferban feloldjuk,
majd 0,8%-os preparativ agaréz gélre vissziik. A teljes
hossziisagii (azaz 2,7 kb méret) linedris molekuldkat el-
kiilonitjiik.

Az EcoRI enzimmel részlegesen emésztett
pMLC12 DNS-t 5 pl 10 x témény Sall puffer és 40 pl
viz elegyében feloldjuk. 5 pul (50 egység) Sall restrikci-
6s endonukledz enzimet mériink az EcoRI enzimmel
lineariz4lt pMLC12 plazmid-DNS-hez, és az igy nyert
reakciéelegyet 37 °C hémérsékleten, 2 6ran 4t inkubdl-
juk. A pMLC12 plazmid egyetlen Sall hasitdsi helye 24
bézisparnyira taldlhat6 a pMLC12 plazmid lacZo. frag-
mensében levd EcoRI hasitasi helytSl. Az EcoRI en-
zimmel részlegesen emésztett pMLC12 plazmid-DNS
Sall enzimmel végzett teljes emésztése eredményeként
tehét 4 DNS fragmens keletkezik; a kivant 2,7 kb mé-
retdd molekula, egy 24 bp méretd, egy 0,6 kb méret és
egy 1,9 kb méreti DNS-molekula. A DNS-molekuldkat
0,8%-o0s agaréz gélben méret szerint frakciondljuk. A
kozel teljes hosszisagd, 2,7 kb méretd linedris moleku-
14t elkiilonitjik.

Az Aspergillus nidulans acetamiddz génjét a p3SR2
plazmid 5,0 kb méreti EcoRI-Sall restrikcids fragmensén
kiilnithetjiik el. 10 pg p3SR2 plazmid-DNS-t (12. dbra;
NRRL B-18182, a letét kelte: 1987. februdr 26.) 5 ul 10X
témény EcoRI puffer és 40uml viz elegyében feloldunk 5
uml (50 egység) EcoRlI restrikcids endonukledz enzimet
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mériink a DNS-oldathoz, és az igy nyert reakcidelegyet
37 °C hémérsékleten, 2 6rdn 4t inkubdljuk. A reakci6t puf-
ferelt fenollal végzett extrakci6val llitjuk meg, majd a vi-
zes fazist kloroformmal extrahdljuk. Az EcoRI enzimmel
emésztett p3SR2 plazmid-DNS-t kicsapjuk, centrifugé-
lassal 6sszegy(jtjiik, majd 5 ! 10 x témény Sall puffer €s
40 pl viz elegyében felszuszpendéljuk. 5 pl (50 egység)
Sall restrikciés endonukledz enzimet mériink a DNS-ol-
dathoz, és az igy nyert reakcidelegyet 37 °C hémérsékle-
ten, 2 6rén 4t inkubdljuk. A fenti emésztésekkel nyert két
DNS-fragmenst 0,8%-o0s preparativ agaréz gélben méret
szerint frakcionéljuk. A 4,3 kb méretii fragmens a pBR322
DNS-nek felel meg, mig az 5 kb méretii mésik fragmens
az Aspergillus nidulans acetamidaz (amdS) génjét hordoz-
za. Az 5 kb méret(i EcoRI-Sall fragmenst elkiilonitjiik. Az
igy nyert 3 g, 5,0 kb méret(i EcoRI-Sall DNS-fragmenst
5 pl vizben oldjuk fel.

Az EcoRI és Sall enzimekkel emésztett pMLC12
plazmid-DNS 1 pl-ét és a p3SR2 plazmid 5,0 kb mére-
td EcoRI-Sall restrikcids fragmensének 4 pl-ét 2 ul 10
X tomény ligaz puffer, 2 pl T4 DNS ligdz és 11 pl viz
elegyéhez mérjiik. Az igy nyert ligalasi reakcidelegyet
15 °C hémérsékleten, egy éjszakdn 4t inkubaljuk. A
ligdlt DNS mds, hasonlé ligdldsi termékek mellett a
kivant pPS51 plazmidot tartalmazza.

A fenti ligiciés eleggyel E. coli K12 C600 (ATCC
33525) sejteket transzformdalnuk. A transzformécids elegy
alikvotjait 25 pg/ml kloramfenikollal kiegészitett L-jel(i
agar tdptalaj-lemezekre szélesztjilk. A tdptalaj-lemezeket
37 °C hémérsékleten, egy éjszakan &t inkubsljuk. Az in-
szert nélkiili plazmidokat hordozé telepeket, mint példdul
az E. coli K12 C600/pMLC12 transzformansokat, és az
inszertet tartalmazé plazmidot hordoz6 telepeket, mint az
E. coli K12 C600/pPS51 transzfoménsokat lényegében
Echardt mddszere szerint eljarva kiilonboztetjiik meg egy-
madstdl. Azonositunk egy inszertet tartalmazé plazmidot
hordozd telepet. Az ebbdl a telepbdl elkiilonitett plazmid-
DNS-t restrikcids analizissel jellemezve vizsgéljuk az
5,0 kb méret(, az Aspergillus nidulans amdS génjét hor-
doz6 EcoRI-Sall restrikcids fragmens jelenlétét: a plaz-
mid szerkezete megegyezik a kivant pPS51 plazmid vért
szerkezetével. A pPS51 plazmid restrikci6s €s funkciona-
lis térképét a 13. kisér§abran mutatjuk be.

5’ -CGAGCCAACATCCTGACTATAAGCTAACACAG-3
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B.) (ii) A pPS65 és a pPS66 plazmidok elddlli-

tdsdnak befejezd lépései

Az amdS gént a pPS51 plazmidbdl egy 5,65 kb
méretii EcoRI restrikciés fragmensen kiilonitjiik el.
Ezt az 5,65 kb méretii DNS-fragmenst a pPS64 plaz-
mid nagy EcoRI restrikciés fragmensével ligdljuk, a
kivént pPS65 plazmidot 4llitva el6. A pPS65 plazmid
restrikcids és funkciondlis térképét az 5. kisér6dbrén
mutatjuk be.

Minthogy a pPS51 plazmid amdS gént tartalmazd,
5,65 kb EcoRI restrikciés fragmense mindkét irdnyult-
sdggal ligalédhat a pPS64 plazmid nagy EcoRI restrik-
ci6s fragmensével, igy a fentebb leirt ligdlds sordn a
taldlmany szerinti pPS66 plazmid is létrejon. A pPS66
és a pPS65 plazmid minddssze az amdS gént tartalma-
76, 5,65 kb méretd EcoRI restrikcids fragmens ird-
nyultsdgaban kiilonbozik.

A Penicillium sejtekbe t6rténd plazmid-DNS bejut-
tatdsdra szolgal6 eljdrdst a 8. példaban ismertetjiik. Bar
a pPS63, a pPS64, a pPS65 és a pPS66 plazmidok
egyarant alkalmasak a dezacetoxi-cefalosporin-C szin-
tetdz enzimaktivitds expressziGjara Penicillium sejtek-
ben, csak a pPS65 és a pPS66 plazmidok hordozzék az
amdS szelektdlhat6 marker gént.

6. példa

A pPS67, a pPS71 és a pPS72 plazmidok elédllitdsa

Az e teriileten jaratos szakemberek jol tudjdk,
hogy a Penicillium IPNS génje promoterének felhasz-
ndldsa pusztin szemlélteti a taldlmany szerinti eljd-
rést; barmely promoter haszndlhaté a dezacetoxi-ce-
falosporin-C szintetdz kédol6 szakasz expresszidjéra.
A pPs67 plazmid azt példdzza, hogy az Aspergillus
nidulans amdS génjének promoterét is felhaszndlhat-
juk a dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gén exp-
resszi6jara Penicillium,. Aspergillus vagy bérmely
mds, olyan mikroorganizmus sejtjeiben, ahol a pro-
moter mifkoddképes.

A pPS67 plazmidot gy 4llitjuk eld, hogy az Ndel
enzimmel emésztett pPOW382 plazmidot, a pPS51 plaz-
mid 745 bp méret{i, az amdS promotert hordozo rest-
rikciés fragmensét és a kovetkezd nukleotid-sorrendd

kapcsolé DNS-t ligéljuk:

3/ -TCGGTTGTAGGACTGATATTCGATTGTGTCAT-5".

A pPS67 plazmid restrikciés és funkciondlis térké-
pét a 6. kisérddbran mutatjuk be.

A pPS67 plazmidot egyszeriien médosithatjuk dgy,
hogy Penicillium és Aspergiilus DNS-befogadé gazda-
sejtekben hasznélhaté szelekci6s marker géneket hor-
dozzon. A pPS67 plazmidot EcoRI restrikciés endo-
nukledz enzimmel emésztjiik, majd a pPS51 plazmid
5,65 kb méretii, amdS gént hordoz6 EcoRI restrikcios
fragmensével ligdlva elGdllitjuk a pPS71 és a pPS72
plazmidokat. A pPS71 és a pPS72 plazmidok egyarant
az amdS gént hordozzdk, és minddssze az 5,65 kb
méret(, amdS gént tartalmazé EcoRI restrikcids frag-

50

55

60

20

mens irdnyultsagaban kiilonbdznek. A pPS71 plazmid
restrikciés és funkciondlis térképét a 14. kisér6abran
mutatjuk be.

A Penicillium sejteknek a taldlmény szerinti DNS
vektorokkal torténd transzformaldsara szolgdlé eljarast
a 8. példdban ismertetjiik.

7. példa

A pPS69 plazmid elddllitdsa

A rekombindns fehérjék expresszidjat igy optimali-
zdlhatjuk, hogy a rekombindns fehérjék k6dol6 DNS-
szakaszt olyan szabalyozé DNS-szakaszok szabdlyozé-
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sa ald helyezziik, melyek ugyanabbdl a fajtabol szér-
maznak, mint amelyben a rekombindns fehérjét ter-
meltetni kivanjuk. Az ilyen szabdlyoz6 szakaszok k6zé
tartoznak a gén 5’-vég fel6li nem-kddol6 szakaszdban
taldlhat6 promoterek, illetve a gén 3’-vég feldli nem-
kédol6 szakaszdban elhelyezked termindtorok. A Pe-
nicillium sejtekben elény6sen felhaszndlhaté dezace-
toxi-cefalosporin-C szintetdz expressziés DNS vektor-
ban, a pPS65 plazmidban a Streptomyces clavuligerus
eredetd dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz gén kédo-
16 szakasza csak a Penicillium IPNS génjének 5’-vég
fel6li nem-k6dolé szakaszdban taldlhaté szabélyozé
DNS-szakaszok szabdlyozésa alatt dll. A pPS69 plaz-
mid a mind 5’, mind pedig a 3’ vég fel6li szabélyozé
DNS-szakaszokat tartalmazd, Penicillium sejtekben
haszndlhatd, taldlmdny szerinti dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdz expressziés DNS-vektorok példdja.

A.) A pPS§68 koztes plazmid elddllitdsa

A pLC2 plazmidot haszndljuk a Penicillium IPNS
génje 3’-vég felbli szabdlyozé DNS-szakaszanak for-
rdsdul. Az E. coli K12 JM109/pLC2 torzs liofilezett
tenyészetét az American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland térzsgydjteményébdl, az ATCC
53334 azonositdsi szdm alapjan szerezziik be (a letét
kelte: 1985. november 20.). A pLC2 plazmid restrikci-
6s és funkciondlis térképét a 15. kisérédbran mutatjuk
be.

A pLC2 plazmid-DNS-t Pstl restrikciés endonukle-
dz enzimmel emésztjik, az 1,1 kb méretd, a termina-
tort hordozd restrikciés DNS-fragmenst elkiilonitjiik,
az egyszald, tilnyomé 3’-végek eltdvolitdsa érdekében
mungo babbdl szdrmazé nukledz enzimmel kezeljiik,
majd el6készitjiik a ligdldsra. A pPS64 plazmidot ez-
utdn Kpnl restrikciés endonukledz enzimmel emészt-
jiik, mungo babbdl szdrmazé nukledz enzimmel kezel-
Jiik, és el6készitjiik a ligdldsra.

A Kpnl enzimmel emésztett, nukledzzal kezelt
pPS64 plazmid-DNS-t ezutdn a pLC2 plazmid 1,1 kb
méretii,a 3’-vég feldli szabdlyozé DNS-szakaszokat
hordozd, nukledzzal kezelt PstI restrikcids fragmensé-
vel ligdljuk. A ligdldssal a pPS68 plazmidot 4llitjuk
el6. Minthogy az 1,1 kb méreti DNS-fragmens két
kiilonb6z6 irdnyultsdggal ligdlédhat a pPS64 plazmid-
DNS-sel, és csak az egyik irdnyultsagu beépiilés ered-
ményezi a kivant pPS68 plazmidot, restrikciés anali-
zissel azonositjuk a kivant plazmidot. A pPS68 plaz-
mid restrikcids és funkciondlis térképét a 16. kisérdab-
rén mutatjuk be.

A pPS68 plazmid Penicillium DNS-befogadé gaz-
dasejtekben alkalmas a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz expresszidjira, &m nem tartalmaz szelektdl-
haté markert. Szelekci6s markert azonban egyszeriien
beépithetiink a plazmidba. [gy példdul, a pPS68 plaz-
mid-DNS-t EcoRI restrikciés endonukledzzal emészt-
jiik, majd a pPS51 plazmid 5,65 kb méretd, az amdS
gént hordoz6 EcoRI restrikcids fragmensével ligaljuk.
A ligaldssal a pPS69 és a pPS70 plazmidokat allitjuk
el6; e két plazmid minddssze az 5,65 kb méretd, az
amdS gént hordozé EcoRI restrikcids fragmens ird-
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nyultsdgdban kiilonbozik. A pPS69 plazmid restrikcids
és funkciondlis térképét a 7. kisérGdbran mutatjuk be. A
Penicillium sejteknek a taldlmdny szerinti DNS-vekto-
rokkal t6rténé transzformadldsdra szolgéld eljardst a 8.
példdban ismertetjiik. ‘

8. példa
A Penicillin sejtek genetikai transzformdcidja

A.) A Penicillium chrysogenum torzsek

A transzformécidhoz a Penicillium torzset az Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, MD 20852
torzsgyijteményébdl, az ATCC 9480 azonositdsi szdm
alapjan szerezziik be. Més Penicillium chrysogenum
torzsek, vagy barmely mds, a penicillin-G vagy a peni-
cillin-V nagyobb mennyiségben vald termelése céljé-
b6l az ATCC 9480 torzsbsl mutdcidval, szelekcidval
vagy egyéb, genetikai torzsfejlesztési eljdrdssal elGalli-
tott ipari torzs elGallithaté és egyardnt haszndlhat6
transzformansok eldéllitasara a taldlmény szerinti DNS
vektorok és plazmidok felhaszndldsaval.

B.) Azonos biolégiai jellemzdkkel jellemezhetd ino-

kulumok elddllitdsa a sejtek tenyésztése céljdbol

Ahhoz, hogy a Penicillium chrysogenum sejteket ha-
tékonyan transzformalhassuk, a sejtek sejtfalat eltavolit-
va stabil protoplasztokat kell el§éllitanunk. Az ilyen pro-
toplasztok elddllitdsahoz elényds azonos bioldgiai jel-
lemzé8kkel jellemezhetd inokulumokbdl kiindulnunk. A
sejttenyészetek eldllitdsa masképpen ugyanis nem re-
produkélhaté, és igen sok id6t vesztegetiink el a nem
megfeleld vagy nem elegendé mennyiségd P. chrysoge-
num sejtekbd] kisérelve meg a protoplaszt-képzést.

Egy akdr liofilizélt, akér folyékony nitrogénben t4-
rolt, majd szobah6mérsékleten felmelegitett vegetativ
sejteket (10 telepképzs egység 1,0 ml térol6 oldatban
[a térol6 oldat sszetétele: 5% laktéz, 10% glicerin,
0,1% Tween 80] tartalmazé ampulla tartalmdt 1,0 ml
steril s6-oldatban higitjuk. E szuszpenzi6 0,1 ml-eivel
20 db, sporuléciés téptalajbl késziilt ferde agart oltunk
(a sporuldciés téptalaj: laktéz 15 g/l; kukoricalekvér
2,5 g/l; pepton 5,0 g/1; natrium-klorid 4,0 g/l; magnézi-
um-szulfit 7 viz 0,5 g/l; kdlium-dihidrogén-foszfat
0,6 g/l; vas-klorid 6 viz 0,005 g/l; réz-szulfat S viz
0,002 g/l; az elegy pH-jat 7,0-ra 4llitjuk; agar 30,0 g/l;
20 percen 4t, 8,16 atmoszféra nyomdson autokldvban
sterilezziik).

Minden ferde agar (15 cm 2,5 cm) 25 ml szildrd
taptalajt tartalmaz. A ferde agar felszinén egyenletesen
szétkenjiik az oltéanyagot, majd a tenyészetet 25 °C
hémérsékleten addig inkubaljuk, amig a micéliumok
alkotta folytonos mikroorganizmus-pézsit megjelenik,
és spérazni kezd (a legtobb torzs esetében ez az idtar-
tam egy hét). Az egy ferde agaron ndtt tenyészetet
10 ml steril, folyékony tenyészt§ tdptalajban felszusz-
penddljuk, majd a szuszpenzi6val 106 ml folyékony
tenyésztd taptalajt oltunk. A felszuszpenddlt sejtekkel
oltott tenyészetet 25 °C hémérsékleten, 18 érdn at, 285
fordulat/perc fordulatszémmal, 2,54 cm kitérésd, kor
mentén mozg6 razégépen inkubdljuk.
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A folyékony tenyésztd taptalajt az aldbbiak szerint el-
jarva készitjiik: 100 ml A-jeli oldatot (36 g/l szachardz;
7,5 g/l L-aszparagin; 15 g/l kdlium-dihidrogén-foszfat;
21 g/l dikdlium-hidrogén-foszfat; 0,75 g/l natrium-szul-
fat; 0,18 g/l magnézium-szulfat 7 viz; 0,06 g/l kalcium-
klorid; 1 ml/l sé-oldat; az elegy pH-jit nem allitjuk) tol-
tiink egy 500 ml térfogatii lombikba; a lombikot a keres-
kedelmi forgalomban kaphaté zdrédugéval lezdrjuk,
majd 121 °C hémérsékleten, 20 percen &t autokldvban
sterilezziik. A folyékony tenyésztd taptalaj elkészitésekor
2 ml B-jeld oldatot (108 g/l gliikéz), és 4 ml C-jeld olda-
tot (25 g/l szachardz; 12,5 ml kukoricalekvar /4 vegyes%
nitrogén/; 5,5 g/l ammonium-acetst; 5 g/1 kalcium-kar-
bonét; az oldat pH-jat kdlium-hidroxiddal 6,5-re dllitjuk,
majd 121 °C hémérsékleten 20 percen 4t autokldvban
sterilezziik) adagolunk az A-jeld oldathoz.

C.) Penicillium protoplasztok elddllitdsa

Egy 24 6rés tenyészetbdl sziiréssel (Whatman No.
1 sziirSpapirt helyezve egy Buchner tolcsérbe, vakuu-
mot alkalmazva) Osszegydjtjiik a sejteket, majd puffer-
ban (0,01 m6l/1 Tris-/hidroxi-metil/-amino-metdn-hid-
roklorid; 0,01 mél/1 magnézium-szulfat; 0,01 mdl diti-
otreitol; 1,0 mol/1 kdlium-klorid; az oldat pH-jat sésav-
val 7,0-ra éllitjuk) felszuszpendaljuk azokat. A puffer
mennyiségét gy valasztjuk meg, hogy 1 g sejt/S0 ml
puffer sejt-végkoncentraciét érjiink el. A sejtszuszpen-
zi6t 250 ml-es lombikban, 29-30 °C hémérsékleten,
10 percen 4t, 140 fordulat/perc fordulatszimmal,
2,54 cm kitérésd, kor mentén mozgd razégépen, viz-
fiird6ben inkubdljuk. A ditiotreitollal kezelt sejteket
centrifugdldssal Osszegydjtjiikk, majd 50 ml enzim-ol-
datban (10 mg/ml Novozym, Novo Industri A/B Bags-
vaerd, Dania; 0,01 mél/l Tris-/hidroxi-metil/-amino-
metdn-hidroklorid; 0,01 mdl/l magnézium-szulfat;
0,01 mélA ditiotreitol; 1,00 mol/1 kalium-klorid; az ol-
dat pH-jat sésavval 5,8-ra 4llitjuk), 250 ml-es lombik-
ban felszuszpenddljuk. E sejtszuszpenziét 29-30 °C
hémérsékleten, 15 percen 4at, 140 fordulat/perc fordu-
latszdmmal, 2,54 cm kitérésii, kér mentén mozgé razé-
gépen, vizfiirdGben inkubdljuk. Az enzimmel kezelt
sejteket 1240 g-n 6 percen dt centrifugéljuk, és az igy
nyert {iledéket pufferban (0,01 m6l/1 Tris-/hidroxi-me-
til/-amino-metén-hidroklorid; 0,01 mél/l magnézium-
szulfat; 1,00 méY1 kalium-klorid; az oldat pH-jat sé-
savval 7,0-ra dllitjuk) felszuszpenddljuk. A szuszpenzi-
6t elébb 950 g-n 6 percen dt centrifugdljuk. Az igy
nyert iiledéket ugyanezen pufferban szuszpendaljuk
fel, és a szuszpenziét 700 g-n, 6 percen 4t centrifugal-
. juk. Az igy nyert iiledéket ugyanezen puffer 5 ml-€ben
szuszpenddljuk fel. E szuszpenzid elsGsorban nagy
protoplasztokat és ozmétikusan érzékeny, bizonyos
mennyiségii sejtfallal még rendelkezd sejteket tartal-
maz. A fenti eljrdssal eltdvolitott kisméretd protop-
lasztokkal Gsszehasonlitva a sejtfal regerendldsdra ké-
pes protoplasztok, valamint az életképes, ozmétikusan
stabil sejtek ardnya magasabb a fenti szuszpenzié nagy
protoplasztjainak, és ozmdtikusan érzékeny sejtjeinek
esetében. A sejtszuszpenziét pufferral 2 x 10% seju/ml

sejtkoncentracié-€érték eléréséig higitjuk.
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D.) Eljdrds Penicillium protoplasztok transzformd-

ldsdra

Minden transzformécié plazmid-DNS esetében az
ozmdtikusan érzékeny Penicillium chrysogenum sejt-
szuszpenzié 0,1 ml-éhez (mintegy 2 X 107 sejthez)
10 ul, 50 mm6l/l koncentréciGji kalcium-klorid-olda-
tot, 25 g, 5-15 ul TE pufferban oldott plazmid-DNS-t
és 0,9 ml, frissen elkészitett polietilén-glikol 4000 (ba-
ker, 40 vegyes%, ozm6tikusan stabilizalt pufferban fel-
oldva) oldatot mériink. Az elegyet vortexszel elkever-
jiik, 10 percen 4t szobahémérsékleten inkubdljuk,
700 g-n 2 percen 4t centrifugdljuk, majd vortexszel is-
mét elkeverjiik. Az elegy két, 0,5 ml térfogati alikvot-
jat ozmétikusan stabilizlt acetamid agar tdptalajra
(1,7 g/l aminosav- és ammoénium-szulfat-mentes élesz-
t6 nitrogén bdzis; 125 g/l szacharéz; 0,738 g/l aceta-
mid; 1,27 g/l kalcium-klorid; és 22 g/l Noble agar)
szélesztjiik. A transzformdcids elegyben jelenlevé vala-
mennyi életképes sejt szdmdnak meghatdrozdsa érde- .
kében a transzforméciés elegy alikvotjait olyan tdpta-
lajra szélesztjiik, amelyben az acetamidot azonos molé-
ris mennyiségi amménium-szulfattal helyettesitjiik. 7-
10 nappal a transzformécié utdn az acetamidot tartal-
mazé agar tdptalajon a tovdbbtenyésztésre alkalmas
méretii transzformdns telepek jelennek meg. Az abortiv
transzformansokat konnyen megkiilonboztethetjik a
stabil transzformdnsokt6l, minthogy az abortiv transz-
formansok acetamidot tartalmazé friss tdptalajon to-
vibbtenyésztve nem novekednek. Az acetamiddz gént
tartalmazé plazmiddal transzformalt sejtek a transzfor-
méciét kovets 4-5. napra képeznek jol l4that6 telepe-
ket.

E.) A Penicillium transzformdnsok vizsgdlata

Az amdS gént hordoz6, taldlmany szerinti DNS-
vektorokkal transzformalt Penicillium transzformansok
a nem-transzformélt DNS-befogadé P. Chrysogenum
torzs (igy példdul az ATCC 9480) sejtkivonataiban ki
nem mutathaté acetamiddz enzimet (az amdS gén ter-
mékét) expresszdlnak. Ez az enzim lehet6vé teszi,
hogy a transzformdns torzsek az acetamid hidrolizisé-
b6l szdrmazé amménidt felhaszndlva novekedjenek, ha
més nitrogénforrds nincs jelen a téptalajban. A taldl-
mény szerinti Penicillium transzformdnsok dezacetoxi-
cefalosporin-C szintetdz enzimet is expresszalnak.

A stabil transzformdnsok nagy molekulasdlyd
DNS-iikben hordozzdk a transzformdlé DNS-t. A
DNS-prébék, fgy példdul a dezacetoxi-cefalosporin-C
szintetdz kédolé DNS-szakasza, vagy az acetamiddz
gént tartalmazd, Aspergillus sejtekbél szdrmazd DNS-
fragmensek a transzformdnsok nagy molekulasilyu
DNS-éhez hibridizdlnak, még a transzformansok nem-
szelektiv téptalajon (ahol a nitrogénforrds ammdnia)
tortént tobbszori tenyésztése utdn is. A transzformén-
sok transzforméns fenotipusukat (a dezacetoxi-cefalos-
porin-C szintetdz-termelést és, ha az amdS gént hordo-
z6 DNS-vektort haszndltunk, az acetamidon, mint
egyetlen nitrogénforrason valé novekedés képességét)
tgyszintén megdrzik a nem-szelektiv tdptalajon vég-
zett tenyésztések utdn is.
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Az acetamidédz gént hordozd dezacetoxi-cefalospo-
rin-C szintetdz expressziés DNS-vektorok kiilonosen
elénydsen haszndlhaték gének beépitésére Penicillium
chrysogenum sejtek genomjdba, minthogy nem sziiksé-
ges specidlis, példdul auxotréf DNS-befogadé gazda-
torzseket létrehoznunk, hiszen a vad tipusid P. chryso-
genum sejiek nem képesek az acetamidon, mint kizar6-
lagos nitrogénforrdson novekedni. Az auxotr6f marker
tulajdonsdgoknak a transzformal$ plazmidon taldlhaté
génnel torténd komplementaldsan alapulé transzforma-
ciés rendszerek nem rendelkeznek ezzel az el6nnyel. A
nagy mennyiség{ penicillin termelésére szelektdlt P.
chrysogenum torzsek auxotréf markerrel is rendelkezd
szdrmazék-torzseinek elddllitdsa sordn leggyakrabban
pleiotrép mutdciék kapcsolédnak az auxotréf tulajdon-
saghoz. Ezek a mutdcidk rendszerint kisebb mennyisé-
gl penicillin termelését eredményezik [MacDonald és
munkatarsai, J. Gen. Microbiol., 33, 365-374. (1963)]

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras dezacetoxi-cefalosporin-C szintetdz en-
zim magasfokd kifejezésére rekombindns DNS-befo-
gadé gazdasejtekben,
azzal jellemezye, hogy
a) a nevezett DNS-befogadé gazdasejtben miikod6ké-

pes promotert, €s
b) a Streptomyces clavuligerus dezacetoxi-cefalospo-

rin-C szintetdz enzimaktivitdsdt k6dol6, a fent em-
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litett promoter szabdlyozta expresszié szempontja-

bél megfelelden elhelyezked§ DNS-szakaszt tartal-

maz6, rekombindns expressziés DNS-vektort hor-
dozé gazdasejtet

a génexpresszié szempontjabdl megfeleld koriilmé-
nyek kozott tenyésztiink, és kivant esetben a keletke-
zett terméket elvélasztjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy rekombindns DNS-befogadé gazdasejtként E. co-
li torzset vagy valamely Cephalosporium, Streptomy-
ces, Aspergillus vagy Penicillium torzset haszndlunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve,
hogy rekombindns DNS-befogad6 gazdasejtként E. co-
lit alkalmazunk. ,

4. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy rekombindns DNS-befogad6é gazdasejtként a
Streptomyces genusba sorolhaté valamely torzset al-
kalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy rekombindns DNS-befogadé gazdasejtként a Pe-
nicillium nemzetségbe sorothaté valamely torzset al-
kalmazunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy rekombindns DNS-befogadé gazdasejtként az
Aspergillus nemzetségbe sorolhatd valamely térzset al-
kalmazunk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy rekombindns DNS-befogadé gazdasejtként a
Cephalosporium nemzetségbe sorolhaté valamely tor-
zset alkalmazunk.
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