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A taldbmdny tdrgya cljdrds amildzt meghatdrozé
Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, illetve Bacillus
cereus gént tartalmazé rekombindns DNS, illetve pullu-
landz-termelést meghat4rozé Klebsiella pneumoniae gént
tartalmazé rekombindns DNS, tovdbb4 az ilyen DNS-t
tartalmazé plazmidok, illetve mikroorganizmusok els-
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A taldlminy a génsebészet teriiletére vonatkozik,
tdrgya amildz enzimet meghatdrozé gént tartalmazé
rekombindns DNS (dezoxi-ribonukleinsav) elédllitdsa, és
ennek felhaszndldsa amilolitikus enzimek termelésére
alkalmas mikroorganizmusok konstrusldsira.

Bér a ..génsebészet’” kifejezést nagyszdmi médszerek
leirdsakor haszndljuk, egy szervezet genctikai informdcis-
Jénak mesterséges médositdsakor, a jelen lefrds €s aszaba-
dalmi igénypontok sordn kizdrélag olyan médszerek
kapcsdn haszndljuk, amelyek sordn in vitro rekombindns
DNS molekuldkat allitunk el egy donor mikroorganiz-
musbdl, vagy egy megfelels vektorbdl; az utébbiakat
egy adott genetikai informacié alapjén vélasztjuk ki, és
a kivdlasztott DNS molekuldt bejuttatjuk egy megfelels
mikroorganizmusba (gazda mikroorganizmus). amelynek
sordn az adott (idegen) genetikai informicid részévé
vilik a gazdasejt inform4cidjdnak. A ,genetikailag 4t-
alakitott mikroorganizmus” kifejezést mind a leirds,
mind a szabadalmi igénypontok sordn abban az értelem-
ben haszndljuk, hogy a fenti technikdkkal clédllitott
mikroorganizmust definidljuk.,

Az amildz” és ;amilolitikus’ enzim kifejezések

szinonimdk, és olyan enzimekre utalnak, amelyek katali- -

zdlidk a keményits, példdul az c-amildz, f-amildz, izo-
amildz — mint péld4ul az a-1,6-gliikozid4z, mint péld4ul
a pullulaniz —, tovibb4 a glitkoamildz, stb. hidrolizisét.

Az utdbbi években természetesen rendkiviil sok leirds
taldthaté a genetikaj sebészet vagy technolégia terén
(hogy csak két kit{ind osszefoglalist emlitsiink a sok
kéziil: DNA Cloning and the Analysis of Plasmid Struc-
ture and Function, Timmis, Cohen és Cabello, Prog.
Molec. Subcell Biol, 6, 1978., 1—-58. oldal; tovibb4
Lambdoid Phages that Simplify the Recovery of in vitro
Recombinants, . Murray, Brammar és Murray, Molec.
gen. Genet., 150, 1977, 53—56. oldal). Az irodalomban
tobb kdzlemény szd!l értékes tulajdonsdgokkal rendel-
kezd, genetikailag megvdltoztatott mikroorganizmusok-
r6l. Az SHO 52-76480 (1977. juinius 27-én kozolt
japan szabadalmi leirdsban Maruo, Yoneda és Tamura)
nagymennyiségli amildzt termelS mikroorganizmus tor-
zseket ko6zol; ezeket in vivo technikdkkal #llitjdk el
mutagenezissel, transzdukciéval és transzformiciéval,
amelyek sordn Bacillus mikroorganizmusban tobb
genetikai informdciét véltoztatnak az amildz termelés
érdekében. A fenti technikdk nem tartoznak a gén-
schészet korébe. és csak cgy vagy néhdny, kézel rokon
(genetikai szempontbél) mikroorganizmusra korldtozéd-
nak. Ezek a torzsck ezenkiviil genetikailag nem erdsit-
hetdk (példdul figgal vagy plazmiddal) nagymennyiségii
enzim termelés elérésére. Egy nemrégen megjelent koz-
leményben Yoneda, Graham és Young (Cloning of a
Foreign Gene Coding for Alpha-amylase in Bacillus subti-
lis, Biochemical and Biophysical Research Communica-
tions, 91, 1556—-1564., 1979.) leirjék egy o-amildzt meg-
hatdrozdé gén kidnozdsit Bacillus subtilis mikroorganiz-
musba oly médon, hogy egy Bacillus amyloliquefaciens
H mikroorganizmusbél szdrmazé dezoxi-ribonuklein-
savat hasitanak, a hasitott szakaszt 9sszekotik a phi 3T
temperélt fig dezoxi-ribonuklcinsavdval, majd czt kéve-
téen Bacillus subtilis amildzt nem termeld sejteket

transzformdlnak. A szerz8k nem taldlnak bizonyitékot

a gén amplifikdldsra az amildz enzim termelése sordn;
mdrpedig a jelen leirds alapvet6 célja ez.
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A talilmdny tdrgya eljrds megfelels tenyésztési
koriilmények kozdtt a donor mikroorganizmusndl lénye-
gesen nagyobb mennyiségi amilolitikus enzimet termeld
mikroorganizmus el6allitdsira génsebészeti viton. A taldl-
mdny szerinti eljirds egyik el6nyos kivitelezési viltozata
szerint olyan mikroorganizmust 4llitunk eld, amely 4ltal
szintetizdlt amiliz egy vagy tobb, iparl enzimatikus
keményitd-hidrolizisre killondsen elSnydsen haszndlhaté
tulajdonsdggal rendelkezik, példdul a keményité enzi-
matikus elfolyésitdsa ésfvagy szaccharifikdldsa sordn
adheziv, megfeleld molekulaméreti malto-dextrinek,
keményit§ szirupok elddllitdsdra, maltéz, dextréz, stb.
elGallitdsara; ilyen tulajdonsdg példdul a magas hGmérsék-
lettel szembegi rezisztencia, rezisztencia a nehézfém-
ionokkal szemben, sth,

A talflmdny szerinti eljérds értelmében gy jérunk el,
hogy eldszor dezoxi-ribonukleinsavat kiilonitink el egy
olyan baktériumbél (a donor mikroorganizmus), amely
legaldbb egy amilolitikus enzim termelésére képes, ezutdn

" megfelels restrikeiés cnzimmel hasitjuk ezt a dezoxi-
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ribonukleinsav molckuldt, ugyancsak hasitjuk a vektor-
ként szerepls, és a lambda-figbél szdrmazé dezoxi-ribo-
mikleinsavat, rekombindns dezoxi-ribonukleinsav elGalli-
tdsdra egyesitjiik a fenti hasitott molekuldkat és Gssze-
kotjiik Sket, amiutén az amilizt meghatérozé gént tartal-
mazé fragmenseket kapunk. A rekombindns dezoxi-
ribonukleinsavat ezutdn bioldgiailag aktivvd tessziik oly
médon, hogy megfeleld gazdasejtbe juttatjuk (példdul
E. coliba) in vitro médszerrel, vagy transzfekci6val.

A kapott telepeket ezutdn megvizsgdljuk az amildzt
meghatdrozé gén jelenlétére, egy vagy tobb pozitiv klént
kivdlasztunk, és szaporitunk; ily médon 4j, genetikai
technikdkkal (génscbészettel) megvéltoztatott mikro-
organizmusi kapunk, amely képes megfelel6 tenyésziési
koriilmények koézott olyan nagymennyiségli amildz ter-
melésére, amelyet a donor mikroorganizmus nem volt
képes bioszintetizdlni. Eljarhatunk oly médon is, hogy
egy uj fdg dezoxiribonukleinsavdt kiildnitjik el, a
molekuldt hasitjuk és egy mdsodik vektorba kiénozzuk,
ez lehet egy plazmid vagy egy mdsik fag is. Az dj kléno-
kat megvizsgdliuk, és az amildzt meghatdrozé gén jelen-
16tére szelektdljuk. Egymds utdn kovetkez8 szub-szub-
klénozist is végezhetiink.

A talilmdny szerinti eljdrds tovdbb4 eldnye az j,
génsebészeti moédszerekkel megvéltoztatott és amildz
tiltermeld mikroorganizinusok cl@dllitdsa terdletén az,
hogy elsGsorban egyetlen amilolitikus enzimet meg-
hatdrozé gént juttat a sejtbe. aziltal nagymértékben
csokkenti a tisztitdsi 16pések sz4mdt, amelyek haszn4lata
szitkséges a genetikai modszerekkel (génsebészetiel) nem
megvéltoztatott mikroorganizmusok esetén. .

Ha egyszer a megfelel§ rekombindns dezoxi-ribonuk-
leinsavat tartalmazd génsebészeti dton megvélioztatott
mikroorganizmus rendelkezésre 4, gy azt oly médon
tenyésztjiik, hogy a rekombindns dezoxi-ribonukleinsav
kifejezGdése ergsddjon, és ezdltal a donor mikroorganiz-
musn4l nagyobb mennyiségii amildzt kapunk,

Abban az esetben, ha a vektor egy lambda-fagbéi
szdrmazik, gy a gazda mikroorganizmus szitkségszerien
E. coli, az enzimtermelds és az amplifikdlds az aldbbiak
szerint torténik. Ha 2 fdg a sejtek lizisét okozza, gy 2
gazda-mikroorganizraust, azaz az E. colit a sejtek sck-

65 szorozdsdra tenyssztjiik, megfeleld sfirliségig; ezt kive-
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ten megfeleld mennyiségli bakteriofdggal fertdzzik
Gket, és addig folytatjuk a tenyésztést, mig a sejtek fala
feloldddik, és az amildz a téptalajba keriil.

Abban az esetben, ha a vektor-gazdasejt rendszer meg-
feleld lambdalizogén E. coli, dgy a fert§zott gazda-
mikroorganizmust megfelelé mennyiségli baktériumsejt
el64llitdsdra 32 °C hémérsékleten tenyésztjik, ezt kave-
téen 42 °C hémérsékletre emeljitk a tenyészlé hémérsék-
letét, és a litikus ciklus indukciéjdra bizonyos ideig
ezen a hémérsékleten tartjuk. Ezt kovetSen 37 °C-ra
csbkkentjiik a hdmérsékletet. az idegen dezoxi-rubonuk-
leinsav amplifikdldsdra, amely nagymennyiség@ amildz-
termeléssel jér egyiitt. A koriilményektdl fiiggden oldédik
fel a sejtek fala, ebben az esetben az amildz a tenyész-
be keril,

Abban az esetben, ha a vektor tobb mdsolatot tar-
talmaz6 plazmid, példdul pBR 322 vagy pACYC 184
plazmid, gy az idegen dezoxi-ribonukleinsav amplifikd-
16d4sdt per se (magdban a sejtben) érjiik el. Eljdrhatunk
oly médon, hogy a génsebészeti mddszerekkel kapott
mikroorganizmus — amely tartalmazza a plazmid-dezoxi-
ribonukleinsavat —a sejtjeit megfelels slirliségig szaporit-
juk, ezutdn kloramfenikolt adagolunk. Az antibiotikum
gitolja a fehérje szintézisét, és ez megakaddlyozza a
sejtek osztéddsdt és az amildz termelését; ugyanakkor
lehetséges a sejten beliil 16v8 plazmid-dezoxi-ribonuk-
leinsav osztéddsa (amplifikdléddsa). Ezt kévetden elki-
16nitjitk a sejteket a tenyészetbsl, és a kloramfenikol el-
tdvolitdsdra mossuk. Az amildz termelésére djratenyészt-
jik a sejteket, természetesen a kloramfenikol nélkil.
amikor nagymennyiségli amilizt kapunk.

Mint minden génsebészeti munkdndl, természetesen
szilkség van a sejtek jelzésére, amivel szelektdlhatok.
azaz kivdlaszthatjuk az adott genetikai informdciét tar-
talmaz6é klénokat. A jelen leirds sordn ezt keményitSt
tartalmazé tdptalajon végezziik, ha a-amildzt, f-amildzt
vagy gliko-amildzt kivdnunk termelni. Ezut4n jéddal
festjik a tenyészetet, az amildz aktivit4ssal rendelkezd
telepek a keményitst tartalmazé tdptalajon fehér udvar-
ral vannak koriilvéve. A kovetkeztkben megadunk
egy elonyds festési médszert. Abban az esetben, ha
pullulandz aktivitdst keresiink, dgy a klénokat pulluldnt
tartalmazé BBL Trypticase-tdptalajon szélesztjiik. A to-
vébbiakban ezt a médszert részletesen ismertetjiik.

Az aldbbiakban részletesen ismertetjiik a taldlmdny
szerintl eljdrdst, ismertetjiik az anyagokat és a médszere-
ket. Tobb moédszer j6l ismert a teriileten jirtas szak-
emberek korében; ennek ellenére egyeseket részletesen
megadunk, az érthet&ség kedvéért.

Donor mikroorganizmus

A donor mikroorganizmus olyan baktérium, amely
legalibb egy amildz (kozdtte természetesen a kivdnt
amildz) bioszintézisére képes, el6nydsen olyan amildzt
termel, amely a keményit6 ipari hidrolizisére atkalmas,
példdul rezisztens a magas hémérsékletre és a fémion-
mérgekre. A donor eukari6ta amildzt termelé mikro-
organizmus is lehet, példdul egy gomba vagy éleszté.
A prokari6tdbol szdrmazé  dezoxi-ribonukleinsavval
azonban viszonylag egyszer(ibben kisérletezhetiink; igy
nem eukariGta forrdsbdl szdrmazé molekuldkat haszng-
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B
lunk, leirdsunk ily médon bakteridlis donorra korldtozé-
dik. Ahogy az a példakbél kideriil, sikeresen haszndltuk
a Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus cereus
és Klebsiella pneumoniae torzseket génsebészeti médon
megvéltoztatott mikroorganizmusok elSallitdsdra. Ezek
a mikroorganizmusok hére rezisztens a-amildzt, f-ami-
14-t és pullulandzt termelnek, sorrendben, nagy mennyi-
ségben, : '

Ligdcids és restrikcios enzimek

A munkénk sordn ligdcios (k6t6) enzimként T4 dez-
oxi-ribonukleinsav-ligdzt hasznilunk, érthet6 médon
azonban birmely mds dezoxi-ribonukleinsav-k6td enzim
haszndlhatd, A restrikciés enzimeket a példdkban adjuk
meg. A restrikciés~enzimek kivélasztdsdt természetesen
jo! ismert médszerekkel végezziik. A restrikciés enzimek
kivdlasztdsa gy torténik, hogy a donor mikroorganiz-
musbél izoldlt dezoxi-ribonukleinsavat (donor dezoxi-
ritonukleinsay) kiilonbozs restrikcids enzimekkel hasit-
juk, és egyet (vagy tobbet) valasztunk ki azon az alapon,
hogy a dezoxi-ribonukleinsav molekuldt 2—15 kilobdzis
nagysagi fragmensekre hasitja.

Vektorok

T6bb oka van annak, hogy a donorbd! elkiilonitett
dezoxi-ribonukleinsav kiénozisdra kiilongsen elonydsen
haszndlhatunk lambda-fag szdrmazékokat. Ezek az okok:
1) a lambda-f4g deliciés mutdnsai lehetdvé teszik kiilon-
b6z6 nagysdgy idegen dezoxi-ribonukleinsav fragmensek
beépitését (természetesen a specifikus lambda-molekul4-
té} fiiggden). és ezenkiviil lehetséges az idegen dezoxi-
ribonukleinsavat tartalmazé kiénok egyszer(i azonosi-
tésa, 2) Olyan lambda-f4g szdrmazékok 4llnak rendelke-
zésre, amelyek kiilonbozd restrikcics enzimek hasznd-
latit teszik lehetdvé; ity médon novekszik a sikeres kl6-
nozds valdsziniisége. 3) Megfeleld lambda-fig szdrmazé-
kot haszndlva kénnyen elérhet8 az idegen gének amplif}-
k4l6ddsa (sokszorozéddsa). 4) Ligdcidt kovetSen a re-
kombindns klénok visszanyerése konnyen elvégezhetd
transzfekcidval vagy in vitro beépitéssel.

Mds, jelenleg ismeretes vektor esetén nem jelentkezd
elényok miatt a jelen leirds kivitelezésekor lambda-fig
szdrmazékokat és E. coli gazdasejtet haszndlunk a donor-
b4! extrahdlt dezoxi-ribonukleinsav clsé kldnozdsdra.

A plazmiddal szemben a f4g haszndlatdnak tovdbbi
el6nyei a kovetkezok:

1) Az idegen dezoxi-ribonukleinsav szakaszt tartal
mazé rekombindnsok sz4zaléka nagyobb.

2) A baktérium liz4l, ily médon a sejttartalom, azaz
az amiléz is, a tdptalajba keriil, amikor haszndlhaté a
jédfestéses kimutatds.

3) A jéddal szembeni rezisztencia a fig esetén na-
gyoebb, mint birmely é16 baktérium esetén.

A megfelels plazmid kivélasztdsa vektorra szubkléno-
zdskor szakember szdmdra nem jelent nehézséget, az
elst kritérium természetescn az, hogy a haszn§lt restrik-
cids enzim szdmdra egy, vagy korlitozott szdmi restrik-
ciés helyet tartalmazzon. )

Munkink sorin pBR 322 és pACYC 184 plazmidokat
haszndlunk. Erintetlen 4llapotiban a pBR 322 plazmid
ampicillinnel és tetraciklinnel szembeni rezisztencidt
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hordoz, és egyetlen restrikciés helyet tartalmaz a PétI. h

Eco RI. Hind III,- Bam HI és Sal I enzimekre. A Pst I
helyen valé hasitds és beépités megsziinteti az ampicillin-
nel szembeni rezisztencidt, ugyanakkor a Bam HI és a
Sal I helyekre valé beépitéskor a tetraciklinnel szembeni
rezisztencia szlinik meg. A Hind III helyre valé beépités-
kor esetenként megsziinik a tetraciklinnel szembeni
rezisztencia, amely azt bizonyitja, hogy a klénozott gén
nem hordozza sajét promoterét.

A pACYC 184 plazmid érintetlen dlapotban tetra-
ciklinnel és kloramfenikollal szembeni rezisztencidt
hordoz. egyetlen restrikciés szakaszt tartalmaz az Eco
RI, Hind III, Bam HI és Sal I enzimekre. Az ECO RI
helyére valé beépitéskor vagy hasitdskor megszlinik a
kloramfenikollal szembeni rezisztencia, a mésik hdrom
(Hind 111, Bam HI és Sal 1) helyre valé bedpltéskor
hasonlé eredményt ériink el, mint a pBR 322 plazmid
esetén; ugyanis ez a régié mindkét plazmidban kozos,

A Bacillus subtilis-be valé szubklénozidskor vektor-
ként pC 194 plazmidot hasznlunk. Ez a plazmid egyet-
len Hind III helyet tartalmaz, és kloramfenikollal szem-
beni rezisztencidt hordoz.

Gazda mikroorganizmus

Mivel a lambda-fdg szdrmazékai csak E. coliban feje-
z6dnek ki, gazdasejtként a taldlmdny szerinti eljdrdssal
elgillitott rekombindns fdg dezoxi-ribonukleinsavhoz,
ezt kell haszndlunk, Ha a rckombindns dezoxi-ribonuk-
leinsav plazmidként létezik, dgy bdrmely olyan mikro-
organizmus hasznthatd, amely képes elfogadni és repli-
kdlni a plazmid dezoxiribonukleinsavat, példdul mds
mikroorganizmus vapy élesztd, példdul Saccharomyces
cerivisiae.

Gyakorlati okok miatt E. coli torzscket (példdul
HB 101) haszndlunk legtobb kisérletiinknél, mivel ezek
jol ismert torzsek genetikai szempontbél, és érzékenyek
figok és plazmidok fertGzésére, kovetkezményként
pedig enzim tuiltermelésre hajlamos sejteket kapunk.

Ahogy az a Il A példdban ismertetésre keriil, a rekom-
bindns plazmid szubklénozhaté egy mdsik plazmidba,
példdul a pC 194-be, amely replikélédik a B. subtilis-ben.

Az eljdrds részletei

Az eljdrdst kétfazisi klénozdsi kisérlettel ismertetjiik;
az elsd fdzisban figot haszndlunk, a mdsodikban pedig
plazmidot.

A kivélasztott donor mikroorganizmus. a restrikcids
és ligdciés enzimek és a lambda-f4g szdrmazék meglétét
kovetden elkiilonitjiik, a dezoxi-ribonukleinsavakat,
elvégezziik a restrikcids reakciot, keverjiik a két moleku-
l4t, és az Osszekotott szakaszokat ligdciés reakciénak
vetjiik ald, az Osszes mddszert leirdsra nem szorulg,
ismert technikdval végezziik.

Ezutdn a dezoxi-ribonukleinsavat bioldgiailag aktivva
tessziik transzfekci6val vagy in vitro beiktatdssal E. coli
sejtben. A lambda-dezoxi-ribonukleinsavval végzett kisér-
leteink sordn rendkiviil j6 eredményeket értiink el egy-
szerfi bejuttatdssal (enkapszid4cis) {ldsd Hohn és Murray,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 74, 3259-3263 (1977)].
Az idegen dezoxiribonukleinsavat megkapott kiénokat
megfelel6 médszerckkel azonositjuk. Ha példdul NM590
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vagy NM607 lamba-vektort hasznslunk, [elg4llitds4t J4sd
Murray N. és munkatdrsai, Molec. Gen. Genet. 150,
53- 61 (1977)) gy czek a klénok, ha idegen dezoxi-
ribonukleinsavat tartalmaznak, dgy vildgosan elkilloniils
plakkokat produkélnak, az idegen dezoxi-ribonuklein-
savat nem tartalmazék pedig zavarost, Ha példdul
NM761 vagy NM781 lambda vektort haszndlunk, [el5-
4liitds4t 14sd Murray és munkatdrsai, Molec. Gen. Genet.
150, 53—61 (1977)] dgy az azonositist oly mddon
végezziik, hogy laktéz indikdtor tdptalajban, példdul
McConkey, EMB vagy X gal tiptalajon tenyésztett E.
coli lac amber recipiens sejtekre szélesztiink.

Sok (tsbb ezer) idegen dezoxi-ribonukleinsavat be-
fogadott klént szélesztiink keményit6t tartalmazé tdp-
talajon. és amildzt meghat4rozé gén jeleniétére szkréne-
limk, az clézBekben emiitett Jados festdssel. Természe-
tesen évatosan kell eljdrnunk abbé! a szempontbél, hogy
ne haszndljunk til nagy jédkoncentriciét, ugyanis
ekkor a fdgok elpusztulnak. Ez a jelenség 4l fenn, ha
a jédot oldatként adagoljuk. Elényods festési technikdnk
sordn a lemezeket jodgdzok hatdsdnak tettik ki rovid
id6n 4t. Ily médon jé eredményeket értink el.

A kovetkezSkben ismertetjitk a pullulandz aktivitdssal
rendelkezd klénok kimutatdsdnak el6nyds médszerét;
a mddszer nem igényli a jodfestést. A fagokat BBL Tryp-
ticase plusz pulluldn téptalajon szélesztjitk, koriilbeliil
0,25% koncentraciéban. A pozitiv plakkok koril a
pullultén hidrolizdlédik maltotriézz4 a pullulandz aktivi-
tdsa révén, a maltotriéz¢ a baktériumok felhaszndljdk.
ily moédon a maltotrigzt felhaszndlé baktériumok
jobban névekszenek a tébbinél, ezért a pullulandz enzi-
met termeld plakkok kérnyékén zavaros gylir€ ldtszik
a novekvé baktériumok miatt, és ez konnyen megfigyel-
het. A médszert részletesen a IV. példdban ismertetjik,

Ezutdn egy vagy tébb pozitiv kl6nt kivdlasztunk, és
szaporitunk, Ez természetesen tartalmazza a végsd gene-
tikai modszerekkel kapott mikroorganizmust, és fel-
hasznélhaté az el6z8ekben megadottak szerint megfelels
tenyésztéssel nagymennyiségli amildz termelésére. Eljdr-
hatunk oly mddorn is, hogy a klént dezoxi-ribonuklein-
sav forrdsként haszndljuk cgy mdsodik klénozési kisérlet
sordn plazmidba vagy miésba, eldnyGsen fégba valé be-
épitésre. Az aldbbiakban ismertetjiik egy plazmidba valé
szubklénozds médszerét.

Ismert mdédszerekkel a klénok dezoxi-ribonuklein-
savit elkillonitjiik és restrikcids enzimekkel hasitjuk,
ily médon hasitjuk a plazmidot is, a fragmenseket kever-
jik, és a rekombindlt szakaszokat ligdciés reakciéval
dsszekapcsoljuk, Ha a pBR 322 plazmidot haszndljuk,
ligy az amildzt meghatdrozé gént tartalmazd, felvett
dezoxi-ribonukleinsavat magdba foglalé klénok identifi-
kdcidjét oly mddon végezziik, hogy a dezoxi-ribonuk-
leinsavat E. coli gazdasejtekbe transzformdlva biol6giai-
lag aktivvd tessziik; a tenyésztést ampicillint vagy tetra-
ciklint tartalmazé tdptalajban végezzilk a haszndlt
restrikciés enzimt6l fiiggen. A téptalaj keményitSt
vagy pulluldnt is tartalmaz, és az amildzt meghatdrozé
gént tartalmazé klénok identifikdciéjdt az elézbekben
megadott mddszerek egyikével végezzitk, A pozitiv
klénokat ezutdn tenyésztjiik, és 2 plazmid dezoxi-ribo-
nukleinsavat az elgz8ekben ismertetett kloramfenikoles
modszerekkel sokszorositjuk.

A mellékelt dbidkon (1a, 4bra) megadjuk 2 vad tipusi




lambda bakteriofdg, és az Osszes haszndlt vektor gén-
térképét, az ij rekombindns plazmidokat a kévetkezd
példdk szerint. Részletesebben, az 1. dbra mutatja az
NM 590 lambdafég (b), az NM 781 lambdafig (c) gén-
térképét (Murray, Brammar és Murray, Molec. gen,
Genet, 150, 53—-61., 1977). A 2. dbrdn a pBR 322
plazmid géntérképét mutatjuk be (Bolivar, Rodriguez,
Greene, Betlach, Heyncker, Boyer, Gene, 2, 95--113,
1977) és a pAYC 184 plazmid genetikai térképét (Chang,
Cohen, J. Bact., 134, 11411156, 1978). A 3. dbrén
lithatjuk az 4j pCP 1 plazmid térképét, és a 4. 4brdn az
dj pCP 2 plazmid géntérképét. Az 5. 4bra a II A. péld4-
ban bemutatottakat szemlélteti, ldthaté a pC 194, pCP
2.3, és a végs6 4j plazmid, a pCH 1.

A 6. és a 7. dbrédn sorrendben bemutatjuk a pCP 3 &5
pCP 4 plazmidokat. Az j rekombindns plazmidokat be-
mutaté Osszes genetikai térképen a donor dezoxi-ribo-
nukleinsavat vastag vonallal jeloltiik.

A példdnkban szemléltetjiik a talilmany szerinti eljd-
rist. A példdkat csak szemléltetd jelleggel adjuk meg, és
a taldlmdny oltalmi korét nem sziikitik. A %-kat sily %-
ban adjuk meg, kivéve, ha mdsként nem jeloljik. Az
Gsszes példdt az NIH (National Institute of Health)
(USA) szabdlyai szerint végeztiik.

Az a-amildz gén kldnozdsa

A kisérletek sordn az aldbbi anyagokat haszndljuk:

Hind III restrikciés endonukledz (Boehringer Ingel-
heim):

T4 dezoxi-ribonukleinsav-ligdiz (Boehringer Ingel-
heim, NSZK).

NM 590 lambda-fig. A fdg dezoxi-ribonukleinsavdt
nagymértékben tisztitott fégrészecskékbsl izoldljuk
fenolos extrakciéval, ldsd Murray és munkatarsai, Molec.
Gen. Genet. 150, 53—61 (1977).

PBR 322 plazmid (Boehringer Ingetheim). A plazmid
dezoxiribonukleinsavdt lizozimmal lizdlt E. coli sejtek-
bsl  izoldljuk cézium-klorid-etidium-bromid sfir@ségi
gradienssel.

Gazda mikroorganizmus: E. coli HB 101.

A donor mikroorganizmus a Bacillus megaterium,
a mikroorganizmus az aldbbi mikrobioldgiai jellemz&kkel
rendelkezik:

1) Morfolégia: pélca (0,5-0,7 uX2,0-5,0 u mére-
t{i), mozgé, gram-pozitiv festés(i, a spordk termi-
ndlis vagy szubtermindlis dlldsdak.

2) A sejtek Nutrient folyékony tdptalajon j61 novek-
szenek.

3) Nutrient-agar: jol ngvekszik; a telepek a kbzepii-
kon sfiriiek, a telep szélein difftizak.

4) Tej: a peptonizdcié pH-vdltozds nélkiil kovet-
kezik be,

5) Zselatin: nem folyésitja el.

G) A nitrdtok redukcidja: negativ.

7) Kataldz-reakcid: negativ.

8) Oxiddz-reakcid: negativ.

9) Citokrém-oxiddz-reakcié: negativ.

10) Indol-termelés: negativ.

11) Kén-hidrogén termelés: negativ,

2) Szénhidrdt-hasznositds és spektrum: felhaszndlja
az arabinodzt, xilézt, galaktozt, glikkézt, levuldzi,
maltézt, raffindzt, szaccharézt, keményitst, &s
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ezekb#] savat termel. Nem hasznositja a ramnézt,
manndzt. melibiézt, inulint és szalicint.

13) Poliolok hasznositdsa: hasznositja a szorbitot és

a mannitot, ugyanakkor az adenitot, dulcitot
és inozitot nem.

14) Dekarboxildz-reakcié lizinnel vizsgélva: negativ.

15) Urcolizis: gycnge.

16) Nehézfém-ionokkal szembeni rezisztencia: 500

rész/milli6 rész Cr'™ jelenlétében novekszik.

17) Nitrium-kloridot tartalmazé téptalaj: 3,5% nét-

rium-klorid koncentrécié mellett novekszik,

18) A ndvekedés szempontjsbél optimdlis hmérsék-

let: 30-37 °C.
Novekedés még bekovetkezik: 4050 °C.
Még novekszik: 5--20 °C.

19) Oxigén-igény: acrob.

A mikroorganizmust mikrobiolégiai tulajdonsdgai
alapjdn a Bergey’s Manual od Determinative Bacterio-
logy 8. kiadédsa alapjin (Buchanan és Gibbons szerkesz-
tése: Williams és Wilkins Company, Baltimore, Md.)
Bacillus megateriumnak hatdroztuk meg. A mikro-
organizmust a National Collection of Industrial Bacteria
(NCIB) torzsgyiijteményébe letétbe helyeztik (Torry
Research Station, PO Box 31, 135 Abbey Road, Aber-
deen ABY9 8DG. Skécia). A letétbe helyezés 1980.
februdr 12-én toriént, torzsiink a térzsgyilijteményben
az NCIB 11568 sorszdmot kapta.

Az aldbbiakban ismertetjiik az eljdrdst.

A) In vitro rekombindcié a lambda és a B. rnegatenum
dezoxi-ribonukleinsava kozott

7 ug B. megaterium dezoxi-ribonukleinsavat hasftunk
10 egység Hind I1I enzimmel 37 °C hémérsékleten, egy
Srén 4t, 25 pl trisz-puferrel (7,5 pH) késziilt reakcio-
elegyben. Ugyanakkor, ugyanezzel az enzimmel 2 ug
NM 590 lambda dezoxi-ribonukleinsavat hasitunk. A
reakciét dgy allitjuk le, hogy a reakcidelegyet 10 percen
4t 75 °C hdmérsékleten tartjuk.

A hasitds hatékonysdginak megillapitésdra két vizsgd-
latot végziink:

1) A két reakcidelegy egy-egy mint4jdt agaréz gélen
20 éran 4t 20 V fesziiltségkiilonbségge!l elektroforézis-
nek vetjiik ald. A gélt etidium-bromiddal festjik, és meg-
figyeljilk a csikok helyzetét: a lambda dezoxi-ribonuk-
leirsavbél szdrmazé két csik a lambda DNS-en egyetlen-
egy Hind III hasitds eredménye, a bakteridlis dezoxi-
ribonukleinsavbél sz4rmazé nagyszémd, majdnem 4tfedd
csikok pedig nagysz4mu hasitdsra utalnak. |

2) A fig dezoxi-ribonukleinsavdnak transzfekcibs
mérése azt jelzi, hogy a hasitds tobb mint 99 %-os haté-
konysagi; ily mdédon a fig dezoxi-ribonukleinsavdnak
biolégiai aktivitdsa majdnem teljesen megszinik.

A hasitott dezoxi-ribonukleinsavakat keverjik, és 6t
6rén 4t 10 °C hdmérsékleten 0,15 egység T4 dezoxi-
rendez8dés és kovalens kotések kialakitdsira az egyes
DNS fragmensek kozott.

Az inkubécié végén a dezoxi-ribonukleinsavat in vitro
olyan készitménnyel keverjiik, amely két komplementer
médon defektiv fig lizdtumot tartalmaz (Dam-lambda
és Fam-lambda), ezeket a fégokat nem szuppressziv
torzsekbol nyerjiik, Hohn, B. és munkatdrsai, Proc. Nat.‘

5

5.



1 195 533 2

Ac. Sci. 74, 3259-3263 (1977) médszerével. Ebben a
keverékben bdrmely olyan dezoxi-ribonukleinsav mole-
kula, amely a lambda-dezoxi-ribonukleinsav cos extremi-
tdsait tartalmazza, és megfeleld nagysdgi, beépiil a fag-
fehérjébe, ily moédon in vitro olyan bioldgiailag aktiv
figrészecskékhez jutunk, amelyek képesck fertézni
az B. coli scjteket, és infekciés kozpontokat (plakk)
produkdlnak,
Az eljérds hatékonysigit két kontrollal vizsgiljuk.
Ezek a kovetkezék:
1) A keverék egy mintdjat E. coli sejtekre szélesztjiik,
a bevitt lambda-dezoxi-ribonukleinsav  pg-jéra
szdmitva 3X10° plakkot kapunk. Ez kériilbeliil
100-szor tébb, mint amit a hasitott készitménnyel
kapunk, ez a ligdzos kezelés j6 hatékonysdgdt jelzi.
2) A kapott plakkokat vizudlisan vizsgdljuk. A
plakkok 70 %-a nem homdlyos, hanem tiszta; ez a
B. megatérium dezoxi-ribonukleinsav fragmensei-
nek jelenlétére utal, azaz \ij szakasz lépett be, ami-
nek kovetkezményeként inaktivdlédik a lambda
C1 génje, amely a plakkok zavarossigdért tehetd
feleldssé.

Bizonyitott tehdt, hogy a készitmény olyan NM 590 -

lambda-fig dezoxi-ribonukleinsavat tartalmaz, amely
magdban foglalja a Hind 11 4ital hasitott §sszes. B, mega-
terium dezoxi-ribonukleinsav fragmenseket,

B) A lambda-fég B. megaterium amildz gént hordozé
szdrmazékainak izoldldsa

Az enkapsziddciés elegy megmaradt részével nagy-
szdmu, keményitSt tartalmazd, E. colival fert6zott leme-
zeket oltunk, lemezenként 10° €16 részecskét hasznalva.
Novesztjilk a fertdzott E. coli-t, 1étrejonnek a plakkok,
majd ezt kbvetSen a keményitst lebontd plakkok jelen-
Iétét vizsgdljuk. Ezt oly mddon végezziik, hogy a lemeze-
ket jodg6zok hatdsdnak tesszilk ki révid id6n 4t Azt
vérjuk, hogy a fenti fagok 4ltal 1étrehozott plakkok kériil
atldtsz6 zéna van, amely abbél adédik, hogy a lizist
szenvedett sejtekbGl szdrmazé amildz kidiffund4l és hat.
Egy ilyen plakkot taldltunk, az itt jelenlévs figokat
izoldljuk, és tenyésztjilk (hosszabb jédkezelés elpusztit-
hatja a fégokat). A plakkbdl szdrmazé utédok amildzt
termelnck, a fagot lambda NM 590 Amy 1-nek neveztiik
el. A lambda NM590 Amy 1 figot 1980. februdr 12-én
NCIB 11569 sorszémmal letétbe helyeztiik az NCIB
torzsgytjteményébe.

C) Az amildz kén djraklérozdsa a pBR 322 plazmidba

A kisérleteket abbol a célbél végezzik, hogy amildzt
tiltermelS torzset kapjunk, és hogy amildzt tartalmazé
nagymennyiségli dezoxi-ribonukleinsavat izoldlhassunk.

A lambda NM 590 Amy 1 dezoxi-ribonukleinsavdnak
1 pg-jat és 0.3 ug pBR 322 plazmid dezoxi-ribonuklein-
savat Eco Rl-vel hasitunk, az elegyeket keverjik, és ligéz-
zal inkubdljuk az A) részben megadottak szerint. A ké-
szitményt ismert médszereket haszndlva a HB 101 torzs
transzformaldsdra haszndljuk fel. A szelekciét az ampi-
cillin (ap) rezisztencia alapjdn végezziik, a plazmid jelen-
létét ugyanis ez jellemzi. A plazmid kozdnséges koriil-
mények kozétt tetraciklinnel szembeni rezisztencidt is
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biztosit (Tc). Az idegen dezoxi-ribonukleinsav beveze-
tése ebbe a plazmidba azonban hasitja a tet gént, ily
mddon a tetraciklinre érzékeny transzformélt klénok
klénozott dezoxiribonukleinsavat hordozé plazmidot
tartalmaznak. Esetiinkben a klénok 16%-a tj plazmidot
tartalmaz, cz a7 E. coli scjtckben amildz aktivitdst bizto-
sit. (A jelenlegi nemzetkdzi nédmenklatura szerint az j
plazmidot pCP-nek neveztik el, a jelen példéban kapott
plazmidot pedig pCP 1-nek).

A fentiek azt jelzik, hogy egy gén ujraklénozdsa
hasonlé enzimmel (esetiinkben a Hind I enzimmel)
igen hatékony folyamat (16% 1/10° helyett).

A plazmidot tartalmazé mikroorganizmust E. coli
CL 7001 (pCP 1) jeliel jelo}jitk, és 1980. februdr 12-¢én
NCIB 11570 sorszdmmal letétbe helyeztilkk az NCIB
torzsgytijteményébe.

D) Azenzimtermelés er§sitése

A pCP ! plazmidot iartalmazé sejtek enzimterme-
Iését az aldbbi két médon fokozzuk:

1) Telitett tenyészetek

A sejteket 37 °C hdmérsékleten, § liter térfogati
Erlenmeyer-fombikban inkubdljuk egy éjszakdn 4t, a
lombik egy liter tdptalajt tartalmaz (LB; élesztSkivonat-
tripton).

2) Kloramfenikolos erssités

Egy liter térfogatu tdptalajt (LB) dntiink 5 liter tér-
fogatd Erlenmeyer-lombikba, a tenyészetet 37 °C hé-
mérsékleten inkubdljuk korkords kitérésli rdzdégépen
mindaddig. mig a tenyészet sfirisége 0,8 lesz (650 nm
hulldmhosszdsdigon mérve). Ekkor 150 ug/mi kloram-
fenikolt adagolunk. Ez az antibiotikum meggétolja a
kromoszomdlis dezoxi-ribonukleinsav tovdbbi replikdcié-
jit, azonban megengedi az amildz gént meghatdrozé
pCP 1 plazmidét. A plazmid sokszoroz6ddsdt (3000 mé-
solat) kovetGen a kloramfenikolt eltdvolitjuk, amikor
lehetségessé vilik a protein-szintézis. Ugy jdrunk el,
hogy az amplifikdlds utdn elkiilonitjiik a sejteket a tdp-
talajbdl — péld4ul centrifugdldssal —, a kloramfenikol el-
tdvolitdsdra mossuk, és az amildz-termelésre tenyésztjiik.

E) Enzim liiilyer”és_

Az igen tiszta c-amildz elkiilonitésére az idgyneve-
zett ozmotikus sokk médszert haszniljuk. A mddszert
Neu és Heppel irja le [J. Biol. Chem. 240, 3685—3692.
(1965)]. A médszer az aldbbi:

A sejteket egy éjszakdn 4t tenyésztjiik, a tenyésztést
kavetden 25% szaccharézt tartalmazé oldatban szusz-
penddljuk &ket, a szaccharézos oldat térfogata a tenyész-
16 térfogatdnak fele. 10 percen 4t 24 °C h8mérsékleten
rézzuk a szuszpenziét, amikor a sejtek plazmolizise be-
kovetkezik. Ezutdn 1 mmél végkoncentriciéban EDTA-t
adagolunk (a sejtfal permeabilitdsinak novelésére) és
tovdbbi 10 percen 4t rdzzuk a szuszpenzi6t, 24 °C hé-
mérsékleten. Ezutdn centrifugdljuk, és a sejteket gyorsan
0 °C hdmérséklet(i vizben szuszpenddljuk, és ezen a ho-
mérsékleten rdzzuk 10 percen 4t. Ismét centrifugdljuk
a szuszpenziGt, amiutén az enzim 96 %-a elkiilonithetd

a feliilisz6bél.

Osszchasonlitis miatt o donor mikroorganizmust

B-
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(Bacillus megaterium) is tenyésztjiik, és meghatdrozzuk
enzim-aktivitdsit. A tenyészet enzim-aktivitdsit a DNS-
médszerrel hatdrozzuk meg, cgy cnzimegység az az
enzimmennyiség, amely 1 mg redukald cukrot (referens
vegyillet a malt6z) termel, percenként. 10 perces inkubé-
ciés id6t haszndlunk. A szubsztrit nagymértékben tiszti-
tott amildz.

A donor mikroorganizmus 10 liter tenyészetben 66,0
egység enzimet termel. Az E. coli CL 7001 (pCP 1) torzs
telitett tenyészetben literenként 116,6 egység enzimet
termel, ugyanakkor tenyésztést (amplifik4ldst) kovetéen
5 6rds inkubdcié kloramfenikol jelenlétében, majd 15
6rds inkubdcié kloramfenikol nélkiil literenként 84,5
egység enzimet eredményez. A fenti adatok azt jelzik,
hogy a telitett tenyésztés mdédszere megfeleld nagy-
mennyiségld enzim termelésére,

Az E. coli CL 7001 (pCP 1) to6rzs dltal termelt enzi-
met a-amildznak taldltuk, az enzim az aldbbi tulajdon-
sigokkal rendelkezik. Mind az amilézt, mind az amilo-
pektint gliikézzd, maltézzd és maltotridzz4, elsdsorban
maltézz4 bontja, hasitja mind a ciklodextrint és a malto-
triézt, mégpedig gliikézz4d és maltézz4. A pullulint
pandzzd és|vagy izo-pan6zz4 hasitja, hasonléan a kézel-
miltban leirt enzimhez [Shimizu, Kanno, Tamura és
_ Suekane, Purification and Some Properties of a Novel

Alpha-Amylase Produced by a Strain of Thermoacti-
nomyces vulgaris, Agric. Biol. Chem., 42, (9), 1681—
1688. oldal, (1978)]. .

Az itt Bacillus megaterium-nak nevezett mikro-

organizmust el8sz6r Bacillus circulans-nak gondoltuk.

2. példa
A hétiiré o-amildz gén klonozdsa

A donor mikroorganizmus eredeti torzse a Bacillus
nemnek, komposztbél izoliltuk, és Bacillus coagulans-
nak hatdroztuk meg. HE4ll6 o-amildzt termel, és az
aldbbi mikrobiolégiai tulajdonsdgokkal rendelkezik:

1) Morfolégia: Pdlca (0.6 -1 #X2,5- 5,0 ). morgd,
gram-pozitiv festodésli, és gram-negativ festd-
dési. A spérak centrdlis vagy termindlis 4ll4stiak,
nem deformalédnak.

2) Tép-levesen: jél novekszik,

3) Tép-agar-ferdén: j6 novekedés, szdlas, szétszo-
16dé, krémfehér szind.

4) Szerves savak hasznositdsa:
citrdt:  pozitiv,
malondt: negativ.

5) Zselatin: elfolyésitja.

6) Az acetil-metil-karbinol (acetoin) termelés:
pozitiv.

7) Orto-nitro-fenil-galaktozid hidrolizise: pozitiv,

8) Nitrdtok redukciGja: pozitiv, giz keletkezhet.

9) Kataldz-reakcié: pozitiv.

10) Indol-termelés: negativ.

11) Dekarboxildz-reakcié lizinen: negativ,
ornitinen: negativ,
argininen: negativ.

12) Kén-hidrogén termelés: negativ.

13} A szénhidrdt hasznositdsi spektrum: hasznositja

az arabinGzt, galaktozt, glikézt, levuldzt, man-
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nézt, maltdzt, szaccharézt, keményitst, treha-
16zt és ezekbdl savat termel.

14} A pulluldnt minim4l téptalajon hasznositja,

15) A poliolok hasznositdsa: hasznositja a glicerint,
a szorbitot, a mannitot, inozitot. Nem haszno-
sitja az adonitot és a dulcitot.

16) Ureolizis: negativ.

17) Lecitin-hasznositds: negativ.

18) Optimalis ndvekedési hémérséklet: 50 °C.
Novekedés még bekdvetkezik: 55-60 °C.
Novekedés még van: 15-25 °C.

19) Oxigén-igény: aerob és anaerob.

A torzset 1980. februdr 12-én NCIB 11571 sorszdmon
letétbe helyeztitk az NCIB torzsgytijteményébe.

A torzsb6l szdrmazé dezoxi-ribonukleinsavat izoldl-
juk, és az aldbbi restrikel6s enzimekkel hasitjuk: Eco RI;
Hind HI: Pst I; Sal I; Bam HI és Bgl II. Kitlsnbdz6
molekulasilyd, nagyszdmd fragmenst csak a Bgl I
enzimmel kapunk. Ugyanakkor az Eco RI enzimmel is
lehetséges fragmensek elddllitdsa, ha a ndtrium-klorid
koncentrdciét 50 mmdélra csokkentjitk, Ugy hatdroz-
tunk, hogy az Eco RU enzimet haszniljuk fragmensek
elfdllitdsdra, és ezeket klonozzuk, az Eco RI lambda
dezoxi-ribonukleinsav vektorba (lambda NM 781).

A) A B. coagulans és az NM 781 lambda-fig dezoxi-
ribonukleinsavdnak restrikciéja

1,25 pg NM 781 lambda dezoxi-ribonukleinsavat
hasitunk 1 egység Eco RI enzimmel. 25 ul az aldbbi
pufferrel késziilt reakcidelegyben: ‘

10 mmél trisz-hidrogén-klorid (pH 7,5), 10 mmdl
2-merkapto-etanol, 10 mmdél magnézium-szulft, és
10 mmd! nétrium-klorid.

2 ug B. coagulins dezoxi-ribonukleinsavat hasftunk
hasonl$ enzimmel, és hasonlé pufferrel késziilt reakcié-
elegyben, azzal a kiildnbséggel, hogy a ndtrium-klorid
koncentrdciét 50 mmél-ra csokkentjitk. Az inkubéci6t
2 4rdn 4t 37 °C hémérsékleten végezzik, és a reakciét
oly médon dllitjuk le, hogy az elegyet 10 percen 4t
75 °C hémérsékleten tartjuk. A restrikcié teljességét
1% agarézt tartalmazé gélen elektroforézissel bizonyitjuk.

B) A rekombindns figok ligdcigja és kinyerése

A hasitott dezoxiribonukleinsavakat osszekeverjiik,
és 2 egység T, dezoxi-ribonukleinsav ligdzzal kapcsoljuk
ket olyan reakcidelegyben, amely 60 mmél trisz-hidro-
gén-kloridot (pH 8), 10 mmdl magnézium-szulfitot,
10 mmél 2-merkapto-etanolt és 0,1 mmél ATP-t tartal-
maz. A reakciét 10—15 6rdn 4t 10 °C h8mérsékleten
végezzilk., A ligcids reakcidt koveten 0,2 pg dezoxi-
ritonukleinsav ~ alikvotot keveriink ATP-vel, ennek
végkoncentrdcidja 1072 mél. Az alikvotokat in vitro
enkapsziddcionak vetjiik ald, és felhaszndljuk a terméket
az E. coli HB 101 tdrzs fertézésére. Egy ug lambda
dezoxi-ribonukleinsavra szdmitva 1,6X10* plakk-képzé
egységet kapunk. A figok kozott egyesek amildz-aktivi-
tdssal rendelkeznek (az amil4dz aktivitds petri-csészén valé
meghatdrozdsdt, a kinyerést és a figok tisztitdsit az
1. példdban megadottak szerint végezziik).

lgen nagy mennyiség(i amildzt termels figot kapunk

5 (400-b6l 1et). |
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Egyet kivdlasztunk, éslambda NM 781 o Amy 1 jellel
jeloljik. Ezt 1980. februdr 12-én NCIB 11572 sorsz4m-
mal letétbe helyeztik az NCIB torzsgy(jteményébe,

C) A lambda NM 781 a Amy 1-b&l szirmazé amildz
gén tjraklénozdsa a pBR 322 plazmidba

1 pg lambda NM 781 o Amy 1 dezoxi-ribonuklein-
savat és hasonlé mennyiségli pBR 322 plazmid dezoxi-
ribonukleinsavat hasitunk Eco RI enzimmel, hasonlé
reakciokoriilmények kozott. A ligdcids -reakei6t és a
transzformdcié6t az 1. példiban megadottak szerint
végezziik. A rekombindns plazmidot tartalmazé E. coli
HB 101 koldnidkat amildz-aktivitdsuk alapjdn hatdroz-
zuk meg. Egy ilyen telepet kivdlasztunk, és E. coli
CL 7002 (pCP 2) jellet jelofjuk. Lzt a torzset 1980.
februdr 12-én NCIB 11573 sorszdmon letétbe helyeztitk
az NCIB torzsgytijteményébe.

D) A_géntermék aml._»lifikélﬁsa

A lambda NM 781 & Amy 1 amildzt meghatdrozé gén-

jét és az amildz-termelést az aldbbiak szerint erdsitjik. -

Az E. coli HB 101 gazdabaktériumot LB tdptalajban
tenyésztjuk 2 mmdl magnéziumklorid jelenlétében,
37 °C homérsékleten. A tenyésztést addig folytatjuk,
mig a tenyészet optikai sfirfisége 0,3 (650 nm hulldm-
hosszon mérve) lesz. Ezutdn hozzdadjuk a tenyészethez
a lambda NM 781 a Amy l-ct, a figok mennyiségét
ugy szédmitjuk, hogy baktériumsejtként 1—2 részecske
jusson. Ezutén 37 °C hémérsékleten, erSteljes keverés
kozben folytatjuk a tenyésztést, mindaddig, mig a tenyé-
szet optikai slirisége csokkenni nem kezd. Amikor
0.5 ald esik, Osszegyfijtjiik a sejteket és jégen tartjuk.
Centrifugdljuk a szuszpenziét, és a feliliszé amildz-
aktivitdsdt meghatdrozzuk.

Az E. coli C1 7002 (pCP 2) torzs erfsitését és enzim-
termelését mind a telitett tenyésztés médszerével, mind
a kloramfenikolos er&sitéssel elvégezziik az 1. példdban
megadottak szerint eljdrva.

Az amildz aktivitdsdt DNS-md6dszerrel végezziik mind
a fdg-lizdtumban, mind pedig a rekombindns plazmidot
hordozé E. coli tenyészetben. Az I. tiblizatban meg-
adjuk az eredeti B. coagulans torzzsel kapott amildz-
aktivitisokat, megadjuk az extracelluldris és a sejthez
kotott aktivitdst is. A rekombindns féggal (lambda
NM 781 a Amy 1) kapott aktivitdsokat és a rekombindns
plazmidot hordozé E. coli CL 7002 (pCP 2) torzzsel
kapott aktivitdsokat ugyancsak megadjuk. Az enzim-
termelésben hdromszoros ndvekedés kovetkezett be a
rekombindns faggal, és még ennél is nagyobb a plazmid
esetén (koriilbeliil 300-szoros).

A lambda NM 781 a« Amy 1 f4g esetén az bsszes
enzim felszabadul a sejtek lizisckor, ily médon a tdp-
talajban van jelen. A plazmidot hordozé térzs esetén
az enzim 96 %-a sejthez kotott.

E) Ujraklénozds az E. coli sejteket lizogenizdls
lambda-fig szérmazékba

Lambda lizogén E. coli vektor-gazdasejt rendszer
elgéllitdsdnak szemléltetésére az aldbbi kisérletet mutat-
juk be.
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A kisérlet sordn az alibbi lambda fégot haszndljuk:
T4 lig. CI 857 Wam Eam Sam (lambda NM 989). A fégot
és elédllitdsst a I. Mol. Biol. Vol. 132, 1979-ben irjdk le:
Molecular Cloning of the DNA Ligase Gene from Bac-
teriophage T4. 1. Characterization of the Recombinants,
Wilson és Murray, 471—491. oldal; tovdbb4 II. Amplifi-
cation and Separation of the Gene Product, Murray,
Bruce és Murray, 493--505.

Ez a fdg tartalmazza a T4 bakteriofdg dezoxi-ribo-
nukleinsav ligaz génjét, és lizogenizélja az E. coli-t. Ezen-
kiviil tartalmaz egy termoszenzitiv immungént és két
amber mutdciét az E és S génben, sorrendben. Az S gén-
ben bekdvetkezd mutécié gy valtoztatja meg a baktériu-
mot, hogy ezzel a féggal fertGzve nem kdvetkezik be a
lizis. A szubklénozds célia 2z, hogy a dezoxi-ribonuklein-

sav-ligiz gént az amildzt meghatdrozé génnel helyette-
sitsiik.

- A fighél és a plazmidbsl (pCP 2) szdrmazé dezoxi-
tibonukleinsavat az Eco RI enzimmel hasitjuk, és a frag-
menseket Ssszekdtjiik, A ligdciés reakeiobél szdrmazé
fag-dezoxi-ribonuklcinsavat ezutdn in vitro fehérje-
burokba zdrjuk (enkapszid4cio), és a kapott plakkokat
E. coli Sup E Sup F térzsre valé szélesztés utdn figyeljiik
meg. Az amildzt-aktivitdst mutaté plakkokbél izoldljuk
a figot, a fagokat tisztitjuk, az elSz8zkben megadott
médszerrel, Ezt a figot haszndljuk a tovdbbjakban az
E. coli C 600 (CL 1205) torzs lizogenizdldsdra, ezt ismert
médszerckkel végezziik.

A lizogén koldnidkat keményitfit tartalmazé Jemeze-
ken vizsgdlink, jédfestést kovetSen. Ezt a torzset E. coli
Cl 7003 (lambda c« Amy 1) jellel jeloljitk, és az NCIB
torzsgytijteményébe letéthe helyeztik 1980. mdrcius
6-4n, ahol a térzs az NCIB 11586 sorszdmot kapta.

A gén termékénck amplifikdlds4t az aldbblak szerint
végezzik.

A lizogén torzset 32 °C hémérsékleten ndvesztjitk
LB téptalajban mindaddig, mig 650 nm hulldmhosszon
mért optikai sdrdisége 0,8 lesz, Ezutdn centrifugdljuk,
s a se;teket friss LB tdptalajban szuszpenddljuk, a tép-
*alajt 45 °Cra el6melegitjik. Ezutdn 15 percen dt
45 °C homérsékleten inkubdljuk a tenyészetet, a litikus

~iklus indukdldsira (mivel az immungén terméke termo-
szenzitiv).

Ezutdn erSteljes rdzds kozben, 37 °C hémérsékleten
folytatjuk a tenyésztést, 3 6rdn 4t. Az amildz-aktivitdst
mind a feliliszéban, mind a sejtekben megmérjik.
A kapott értékeket az 1. tablizatban adjuk meg.

A fentiekben szemléltettik a plazmidbdl 4j lambda
figba valé szub-szub-klénozds mddszerét. Nyilvinvald,
hogy a lambda NM 781 o Amy 1-b8l szdrmazé dezoxi-
ribonukleinsav ugyanilyen konnyen szubklénozhaté a
lambda T4 lig. C1 857 Wam Eam Sam fagba.

Eljsrhatunk oly médon is. hogy a donor dezoxi-ribo-
nukleinsavat direkt az ut¢bbi fdgba juttatjuk, ezenkivil
a szemléltetett mddszer birmilyen varidciGja is elképzel- |
heté. :

F) A lambda NM 781 o Amy 1, E. coli CL 7002 {pCP 2)
és az E. coli 7003 (l'mbda o Amy 1) dltal termelt
amildz kinyerése és jellemzése

Az enzim kinyerése az 1. példdban megadotink sze-
rint eljdrva ozmiotikus sokkot haszndlunk, Ezenfelil,
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mivel a példdban ismertetett enzim termostabilis, tovdbb
tisztitjuk oly médon, hogy 10 mmidl kalciumiont adago-
lunk oldatdhoz, 80 °C hémérsékletre melegitjiik fel, és
ezen a hémérsékleten tartjuk 10 percen 4t. A fenti eljd-
rdssal az E, coli dsszes fehéxjéje kicsap6dik, és ily médon
lehetdvé vélik az a-amildz igen tiszta alakban, gyakorlati-
lag mds enzim nélkili elkiilonitése,

Meghatdroztuk az a-amildz specxflcltasét aktiv ami-
16zzal és keményitSvel, a hidrolizis termékei: glikdz,
maltéz, és maltotriéz; ezenfeliill nyomnyi mennyiségd.
nagyobb molekulasilyd vegyiiletek. Az enzim ciklo-
dextrinnel szemben nem aktiv. Tanulmdnyoztuk az
enzim hérezisztencidjit és ugy taldltuk, hogy az igen
magas. 0,5% amilézzal meghatdrozva az aktivitdst, az
optimdlis h&mérsékletet 80 °C és 90 °C kozdtt taldltuk.
8% oldhaté keményitGvel szemben az optimum 100 °C
koriil taldlhaté. .

Lehetséges. hogy a leirdsban Bacillus coagulans-nak
nevezett mikroorganizmus ténylegesen Bacillus licheni-
formis.

24. példa

A pCP 2 plazmid szubkl6nozdsa a pC. 194 plazmidba,
és az dj plazmid kifejezése Bacillus subtilis mikro-
organizmusban

A példdban szemléltetjiik azt a mddszert, amivel a
taldlmény szerinti eljdrdssal elSallitott rekombindns
dezoxi-ribonukleinsav kifejezhetS az E. coli-tél kiilén-
b6z8 gazdabaktériumban, nevezetesen egy Bacillus
subtilis torzsben. .

A 2. példdban megadottak szerint elGdllitott pCP 2
plazmid 34 Kb nagysdgi fragmenst tartalmaz, amely a
B. coagulans donorbél szérmazik. A plazmidot ampicillin
és tetraciklin rezisztencia jellemez, és ezenkiviil két
restrikcids szakaszt tartalmaz mind az Eco RI és a Hind
Il enzimekkel szemben. A pCP 2 plazmidot négy frag-
mensre hasitjuk az Eco RI és a Hind I enzimekkel,
ligdzzal kezeljiikk a fragmenseket, a termékkel pedig az
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¢16z8 példdkban megadottak szerint HB 101 sejteket
transzformélunk.

Az 1j plazmidokat pCP 23-nak (izoldlds: LB-tdp-
talaj + 30 g/ml ampicillin) nevezziik, ezek 2,7 Kb nagy-
sagl fragmenst tartalmaznak a B. coagulans dezoxi-ribo-
nukleinsavabél. Ez a fragmens az a-amildzt meghatdrozé
gént tartalmazza. A pCP 2.3 plazmid az Eco Rl és a
Hind III enzimekkel szemben egyetlen tdmadhaté helyet
tartalmaz, ezenkiviil hordozza az ampicillin és tetra-
ciklinnel szembeni rezisztencidt meghatdrozé géneket is,

A kovetkezd  1épésben olyan pC 194  plazmidot
szelektdlunk [eldillitdsdt Lisd Bhrlich S. D. Proc. Nat.
Ac. Sci. 74, 168082 (1977)] amely replikdlédik a
Racillus subtilis sejtben. A pC 194 plazmid kloramfeni-
kollal szembeni rezisztencidt hatdroz meg, és egyetlen,
Hind ITI enzimmel tdmadhaté hellyel rendelkezik.

A pCP 23 és a pC 194 plazmidokat Hind IIi enzim-
mel nyitjuk, keverjik a fragmenseket, és dj plazmid
elodllitdsdra ligdzzal kezeljik. Az 4j molekula pCH 1
jellel szerepel a leirdsban, tartalmaz a-amildzt meghatd-
rozé gént, és mind kloramfenikollal, mind ampicillinnel
szembeni rezisztencidt meghatdroz. A kloramfenikollal
szembeni rezisztencia E. coli-ban alacsonyabb mértékd.
Ahogy az el6zdckben is végertikk, a készftménnyel
E. coli HB 101 sejteket transzformdlunk.

Ezutin egy mutdnst B. subtilis térzset (QB 1133)
rrotoplaszt-képzésre kezeliink (a torzset Steinmetz
doktorté] kaptuk, Institut de Recherche en Biologie
Moleculaire, Université Paris Cedex 05). A torzs nem
rendelkezik a-amildz-aktivitdssal, a protoplasztok képzé-
sét Chang és Cohen médszere szerint végezzik [Molec.
Gen. Genet., 168, 111—-115. (1979)]. A protoplasztokat
polietilén-glikollal szabdlyozott transzformdcids eljdrds-
sal (Chang és Cohen, ugyanott) pCH 1 plazmiddal transz-
forméljuk.

A protoplasztokat gazdag tdptalajban 1,5 ordn 4t
mkubéljuk a plazmid sejtbe valé bejutdsdnak elGsegité-
sére, illetve a kloramfenikollal szembeni re21sztencia
kifejezddésére.

Ezutén kloramfenikolt tartalmazé, regenerdci6s tdp-
talajon szélesztjiik a protoplasztokat, a tdptalaj ml-

I. Tdblizat

Az amildz-aktivitds az eredeti B. coagulans térzsben és o rekombmans 2. példa szerint elG4llitott klénokban,

egység/literben™
... . Peripl tikus . Az enzimtermelés
Felithiszé P a:én:a Sejtek Osszes névekedése

B. coagulns 42 — - 42 1
lambda NM 781 « Amy 1 144 - - 144 3,43*
E. coli CL 7002 (pCP 2) amplifikdcié 230 - 5,700™** 5,930 141,2*
E. coli CL 7002 (pCP 2) ‘

egy éjszakdn 4t tenyésztve 276,2 12,960 232 13,467 320,6"
E. coli CL 7003 (lambda a Amy 1) 23 - 1,162** 1,185 26,1*

* =1 egységnyi az az enzimmennyiség, amely 1 mg/ml maltéz ekvivalenst termel percenként, 50 °C hémérsékleten,

szubsztratként 0,5 % amilézt haszndlva.

*

* = Nem haszniltuk az ozmotikus sokk médszerét, lizis azonban tortént: ily médon a megadott érték a periplazma-

tikus térben és a scjtekben 16vE amilfz-aktivitds Ssszegét jelenti.
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enként 20 pg antibiotikumot tartalmaz. 2 napon it
inkubdljuk a tenyészeteket 37 °C hémérsékleten, ami-
utdn transzformdlédott sejtekbsl szdrmazé  telepek
jelennck meg. Ezek a tclepck a-amildz-aktivitdssal ren-
delkeznek, ahogy azt a j6dgdzzel vald festési médszerrel
bizonyitjuk. Az egyik kiént B. subtilis CL 8001 (pCH 1)
jellel jeloljik, és 1981. janudr 13-dn letétbe helyeztik
NCIB 11629 sorszdm alatt. Ugyancsak letétbe helyeztiik
az eredeti QB 1133 tOrzset, a letétbe helyezés ddtuma:
1981. janudr 13., a torzsgy(ijteményben kapott sorszdm:
NCIB 11628.

A B. subtilis CL 8001 (pCH 1) csak kloramfenikol
jelenlétében stabil. A torzset o-amildz el84llit4sdra hasz-
néljuk oly médon, hogy 20 pg/ml kloramfenikolt tartal-
mazé tdptalajban tenyésztjik. Az «-amiliz kénnyen
elkiilonithetd a téptalajbol.

Egy éjszakdn 4t kloramfenikol Jelenlétében tenyésztett
fermentlében az aldbbi mennyiségli c-amildzt mérjik.

Feliiliszo Sejtek Teljes
egység/liter egység/liter egység/liter
136 14 150.

3. példa

A B-amilizt meghatdrozo gén klonozdsa

Donor mikroorganizmusként Bacillus cereus sejteket
haszndlunk, ezeket az 1 466 009 szdmd brit szabadalmi
leirdsbdl ismerjitk (Agency of Industrial Science &
Technology, Japdn). A tdrzset a Fermentation Research
Institute of Chiba-shi intézetben helyezték letétbe
(Japdn, 1973. december 20, sorszdma: FERM—P 2391).
A torzs az American Type Culture Collection torzs-
gytijteményében szintén megtaldlhaté ATCC 31102 sor-
szémmal (1974. december 26.). A torzs az irodalom
szerint f-amildzt és o-1,6-glitkozidézt is termel,

A) A f-amildz gén klénozdsa a lambda NM 781 figban

A 2. példdban mcgadottakat ismételjitk meg a rest-
rikciés kisérlet, a ligécié és a rekombindns fégok elkii-
16nitése kapcsdn. A 2 pg mennyiség B. cereus dezoxi-
ribonukleinsavat normal reakcidkoriilmények kozott
hasitjuk az Eco RI restrikciés enzimmel. Az 1,25 ug
lambda NM 781 fég vektor dezoxi-ribonukleinsavat
szintén az Eco RI enzimmel kezeljiik. A ligdciés reakciot
és fehérjeburokba vald zdrdst az el6zGekben megadottak
szerint végezziik.

Tobb amildz-aktivitdssal rendelkez8 rekombindns
fagot taldltunk (1-500). Ezek koziil egyet lambda
NM 781 § Amy 1 jellel jeloliink, és 1980. februdr 12-én
NCIB 11574 sorszdmmal letétbe helyeztiik az NCIB
torzsgyGjteménybe.

B) A lambda NM 781 8 Amy 1 8-amildz gén reklénozisa
a pBR 322 plazmidba

Az enzimtermelés novelésére az els6 f-amildz klgnt
haszndljuk B-amildzt meghatdrozé forrdsként, és szub-
klénozzuk a tobbpéldényt pBR 322 plazmidba.

2 ug lambda NM 781 g Amy 1 dezoxi-ribonuklein-
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S 1
savat és 1 ug pBR dezoxiribonukleinsavat hasitunk az
Eco RI enzimmel, keverjitk a fragmenseket és T4-ligdzzal
kezeljiik. A ligdcios reakcidt és a transzforméciét az els-
z0ekben megadottak szerint végezziik.

A 200 ampicillin-rezisztens telep kozil egy kemé-
nyit6-hasité aktivitdssal rendelkezett. Ezt izoldltuk, és
E. coli CL 7004 (pCP 3) jellel jeloljitk; a torzset 1980,
szeptember 15-én NCIB 11602 sorszﬂmmal letétbe
helyeztiik.

c) A famildz gén reklénozdsa E. coli sejteket lizo-
genizdl6 lambda-figba

Vektorként a 2. példdban leirt hGérzékeny lambda
T4 lig CT 857 Wam Eam Sam (lambda NM 989) dezoxi-
ribonukleinsavat haszndljuk. 1 ug pCP 3 dezoxi-ribo-
nukleinsavat és 0,5 ug fag dezoxi-ribonukleinsavat
Eco Rl-al hasitunk, a fragmenseket Osszekotjik, és a
kapott dezoxi-ribonukleinsav darabokat in vitro fehérje-
burokba zdrjuk. Izoldljuk az amildz-aktivitdst meghatd-
10z6 fag-részecskéket, és az el6z6ekben megadott médon
lizogén telepeket 4llitunk eld velik. Jzoldljuk az E. coli
C 600 erre a rekombindns figra lzogén torzset, E. coli
CL 7005 (Jambda g Amy 1) jellcl jeldbljitk. A torzset
1980. szeptember 15-én NCIB 11603 sorszdémmal letétbe
helyeztiik.

D) Az amildzt meghatdrozé gén termékének
amplifikéldsa

Az osszes klénban és szubklénban az amildz-aktivitdst
DNS-médszerrel hatdroztuk meg. A f-amildz aktivitast
vékonyréteg-kromatografidval mérjiik oly mddon, hogy
az amilézt emésztve, maltéznak megfelels, egyetlen
foltot kapunk.

A f-amildz gén kilonbozd klénokban valé amplifiké-
l4s4t az elézBekben megadotiak szerint végezziik. A IL
tabldzatban ismertetjitk az eredeti tdrzs és hérom klén
enzim-aktivitdsit. Az aktivitdst vagy a fég-lizdtumbdl,
vagy a 2. példdban megadottak szerint végzett OLInOtlkUS
sokk utdn mértiik.

4. példa
A pullulandz gén klonozdsa

Donor mikroorganizmusként a Klebsiella pneumoniae
torzset haszndljuk [Bender irja le, Biochem. Z., 334,
79-95 (1961)]. A torzset az ATCC' torzsgylijteménybe
helyeztilk letétbe 1963. junius 6-4n, 15050 sorszdm
alatt. A torzs szerepel Staley 1273 789 szdmu brit szaba-
dalmi leirdsdban is.

2,25 pg donor dezoxi-ribonukleinsavat kiilanitiink el,
és ismert reakcickoriilmények kdzott Eco RI enzimmel
hasitjuk. Hasonlé enzimmel hasitunk 1,25 pg lambda
NM 781 dezoxi-ribonukleinsavat, a reakci6t a fentihez
hasonlé korillmények kézott végezzik. Az inkubiciét
2 6rdn 4t 37 °C hémérsékleten végezzik, ezutds oly
médon 4llitjuk le a reakciét, hogy az elegyet 10 percen
4t 75 °C hémérsékleten tartjuk. A restrikciés enzimek
hat4sdt a 2. példdban megadottak szerint ellendrizzitk.

A hasitott dezoxi-ribonnkleinsavakat ligci6s reakcio-
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II. Tabldzat

Az extracelluldris és a sejthez kotott f-amildz aktivitds B. cereus-ban és a rekombindciés klénokban

Ari 1) Sejthez kotott .
Ex:;i?:iltl::?"s % M akJ! ivitds, % Osszaktivitds,

cgységlliter cgységlliter epységlliter
B.cereus (2) ATCC 31102 1420 nem hatdroztuk meg 1420
lambda NM 781 beta Amy 1 80 80

E.coliCL 7004 (pCP 3) (3) 59 772 17,4 228 76,4

E. coli CL 7005

(lambda beta Amy 1) (4) 19 442 24 55,8 43

(1) = Sejthez kotott aktivitds: lizozimmal kezeltiik a sejteket, amely azok liziséhez vezetett.
(2) = 30 °C hémérsékleten egy éjszakdn 4t tenyésztiink az alibbi tdptalajon: élesztékivonat: 1%; bactotryptone: 1%;

ndtrium-klorid: 0,5 %.

(3) = 37 °C hémérsékleten tenyésztiink a fentihez hasonlé dsszetételdi téptalajon.
(4) = A tenyészetet 32 °C-on, 45 °C-on, majd 37 °C-on végezziik. az aktivitdst a felifiszaban és a sejtekben hatdrozzuk
meg a lizist kdvetden, ahogy azt az E. coli lambda o Amy | kapesdn ismertettik a 2. példdban.

nak vetjitk ald, izoldljuk a terméket, és E. coli HB 101, pullulén hidrolizist kévetden a fdg lizdtumokban malto-

sejteket transzformdlunk. Minden esetben a 2. példdban
megadottak szerint jarunk el. | ug lambda - dezoxi-ribo-
nukleinsavra szdmitva 2X10° plakk-képz§ egységet
kapunk. :

Két napon 4t 37 °C h&mérsékleten BBL Trypticase
plusz 0,25 % pullulin tiptalajon inkubélva egyes plakkok
pullulandz-aktivitdst mutatnak, azaz ezek a tiilndvekvs
baktériumokra jellemzd, homdlyos gy(r{ivel vannak
kériilvéve. A pullulandzt termeld figok ardnya 1:2500.

Egy ilyet kivdlasztottunk, és lambda NM 781 Pul 1

 jelle! jeloljiik; 1980. 4prilis 9-6n NCIB 11593 sorszédm-

mal E. coli HB 101-be épitve letétbe helyeztitk az NCIB
torzsgytijteményébe.
A pullulandz-aktivitdst dinitro-szalicilsav-médszerrel

30

35

triézt mutatunk ki vékonyréteg-kromatogréfids méd-
szerrel, )

A lambda NM 781 Pul 1 nagyméret(i dezo:r(i-ribo-l
nukleinsav-fragmenst tartalmaz, amely a Klebsiella
pneumoniae-b§l szdrmazik, nagysdga 13,5 Kb, Ezt a
fragmenst Eco RI enzimmel djra hasitjuk két részre;
ekkor 6,1 Kb és 7,4 Kb nagysigi fragmenseket kapunk.
A 6,1 Kb nagysdgi szubfragmenst djraklénozzuk lambda
NM 781-be. majd bizonyitjuk a pullulanizt meghatédrozé
gén jelenlétét, Ezt az 1ij rekombindns figot lambda
NM 781 Pul 2-nek neveztiik el, és 1980. szeptember
15-én NCIB 11604 sorszdimmal E. coli HB 101-be épitve’
letétbe helyeztiik.

A 6,1 Kb nagysdgti fragmenst a pACYC 184 t&bb-

[Angl. Biochem. 45, 510 (1972)] hatdroztuk meg, a 40 péiddnyd plazmidba [el84dllitisat 14sd Chang, Cohen:

III, Tdbldzat

A Klebsiella pullulandz kifejezddése E. coli kldnokban. Az aktivitdst 1 liter tenyészetre szdmitva
maltéz ekvivalens egységekben adjuk meg

Az enzim-
Felihiszé Membrén Osszes termelés
fokozoddésa -
Klebsiella pneumonia + maltéz 24 3,5 27,5 1
| NM 781 Pul 1 0,76 2,6 3,86 0,14
{ NM 781 Pul 1 + maltéz 2.2 9,84 12,04 0,44
| NM 781 Pul 2 9.6 23,8 329 1,19
| NM 781 Pul 2 + maltéz 8,6 26,7 353 1,28
*E. coli CL 7006 (pCP 4) nem mértitk 34 34 0,123
*E. coli CL 7006 (pCP 4) + maltéz nem mértitk 114 114 4,14
**E. coli CL 7007 (lambda Pul 3) + malté> 47 93,5 140,5 5,13

* = Egy éjszakén 4t tenyésztjiik.

** = A tenyésztést 32 °C-on, 45 °C-on, ezt kovetden 37 °C hdmérsékleten végeztilk, az aktivitdst a feliliszéban, és a
sejtekben is megmértiik, lizist kévet8en, ahogy azt a 2. példiban megadjuk az E. coli lambda & Amy 1 kapcsdn.

11
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J. Bacteriol. 134, 1141-56 (1978)] szubklénozzuk.
(Ez a plazmid a pBR 322 szirmazéka, tartalmazza a
TcR gént, és a Cm® gént; egyetlen Eco RI hellyel
egyiitt.) Az dj klént E. coli CL 7006 (pCP 4) névvel
jeloljiikk, és 1980. szeptember 15-én NCIB 11605 sor-
szdmmal letétbe helyeztik.

Elgdllitunk egy harmadik szubklént is, oly mddon,
hogy a 6,1 Kb nagysdgi fragmenst a lambda NM 989
fagba [el6allit4sdt 14sd Murray és munkatdrsai: Molec.
Gen. Genet. 150, 53—61 (1977)] juttatjuk, ahogy a
2. példdban megadtuk. A klént E. coli CL 7007 (lambda
Pul 2) jellel jeloljik. A torzset 1980. szeptember 15-én
helyeztitk letétbe NCIB 11606 szdmon.

Az Osszes klénban vizsgdljuk a pullulandz kifejezé-
désének mértékét és az amplifikdciét. Az eredményeket
a l1I. tdblizatban adjuk meg.

Ahogy az a t4bldzat adataibdl kideriil, a pullulandz-
aktivitdst maltézzal indukdljuk, az LB tdptalajhoz 0,04 %
maltézt adagolunk. A pullulandz kinyerésére a membrdn
frakci6ét Tryton X 100-zal kezcljiik; ez azt jelenti, hogy
az aktivitds a membrdnon lokalizdlédik.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdrds amildzt meghatdrozé Bacillus megaterium
gént tartalmazé rekombindns DNS el6dllitdsdra, azzal
jellemezve, hogy B. megaterium DNS-t és valamely
lambda fdg DNS-t valamely restrikciés endonukledzzal
hasitunk, a hasitott termékeket valamely DNS ligdz segit-
ségével ligdljuk, majd defektiv lambda fdg lizdtumokkal
egyesitjitk, a kapott anyaggal E, colit fertziink, a ferts-
z6tt E. colibél amildz aktivitdsd telepeket izoldlunk, és
fgy E. coliba beépitve amildzt meghatdrozé B. mega-
terium gént tartalmazé rekombindns DNS-t kapunk.

(Els6bbsége: 1980. 02. 15.)

2. Eljards amilizt meghatdrozé Bacillus megaterium
gént tartalmazdé plazmid elddllitdsdra, azzal jellemezve,
hogy egy B. megaterium gént tartalmazé, 1. igénypont
szerint eld4llitott rekombindns DNS-t és antibiotikum-
rezisztencidval rendelkez8 plazmidot valamely restrikcids
endonukledzzal hasitunk, a hasitott termékeket valamely
DNS ligdzzal ligdljuk, a kapott anyaggal E. colit ferts-
ziink, a fert6zott E. coli telepekbdl az antibiotikum-
rezisztencidt mutaté telepcket szelektdljuk, és fgy
E. coliba beépitve amildzt meghatdrozé B. megaterium
gént tartalmazé plazmidot kapunk.

(ElsGbbsége: 1980. 02. 15.)

3. Eljdrds amildzt meghatdrozé Bacillus coagulans
gént tartalmazé rekombindns DNS clédllitdsdra, azzal
Jellemezve, hogy B. coagulans DNS-t és valamely lambda
fég DNS-t valamely restrikciés endonukledzzal hasitunk,
a hasitott termékeket valamely DNS ligiz segitségével
ligdljuk, majd a kapott anyaggal E. colit fertéziink, a
fert6zott E. colibol amildz aktivitdsd telepeket izoldlunk,
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és fgy E. coliba beépitve amildzt meghatdrozé E. coagu-
léns gént tartalmazé rekombindns DNS-t kapunk. )
(ElsSbbsége: 1980. 02. 15.)
4. Eljdrds amildzt meghatirozé Bacillus coaguldnst
gént tartalmazé plazmid elGallitdsdra, azzal jellemezve,
hogy B. coagulans gént tartalmazé, valamely 3. igény-
pont szerint elddllitott rekombindns DNS-t és valamely
plazmidot restrikciés endonukle4zzal hasitunk, a hasftott
termékeket DNS ligdzzal ligiljuk, a kapott anyaggal
E. colit fertSziink, a fert8zott E. coli telepekbd! az
amildz-aktivitdst mutaté telepeket szelektdljuk, és igy
E. coliba beépitve amildizt meghatdrozé B. coaguldns
gént tartalmazé plazmidot kapunk,
(ElsGbbsége: 1980, 02. 15.)
5. Eljdrds amildzt meghatdrozé Bacillus coagulins
gént tartalmazd B. subtilis torzs elGallitdsdra, qzzaljelle-
mezve, hogy egy E. coliba beépitett és a 4. igénypont
szerint elddllitott B. coaguldns gént tartalmazé plazmi-
dot restrikciés endonukledzzal hasitunk, a hasitott ter-
méket valamely DNS ligdz scgitségével B. subtilisban
replikdléds, hasonlé médon hasitott plazmid-fragmen-
sekkel ligdljuk, a kapott anyaggal B. subtilist fert6ziink,
a fertzott B. subtilis telepekbl az amildz-aktivitdst
mutaté telepeket szelektdljuk.
(ElsGbbsége: 1980, 02, 15.)
6. Eljdrds amildzt meghatdrozé Bacillus cereus gént
tartalmazé rekombindns DNS el6éllitdsdra, azzal jelle-
mezve, hogy B. cercus DNS-t és valamely lambda fig
DNS-t valamely restrikciés endonukledzzal hasitunk,
a hasitott termékeket valamely ligdz segitségével ligdljuk,
majd a kapott anyaggal E. colit fertdziink, a fertSzott
E. colibdl amildz aktivitdsii telepeket izoldlunk, és igy
E. coliba beépitve amildzt meghatdrozé B. cereus gént
tartalmazé rekombindns DNS-t kapunk.
(Els6bbsége: 1980. 02. 15.)
7. Eljdrds amildzt meghatdrozé Bacillus cereus gént
tartalmazé plazmid elgallitdsdra, azzal jellemezve, hogy
egy B. cereus gént tartalmazé. 6. igénypont szerint
elgsllitott rekombindns DNS-t és valamely plazmidot
restrikciés endonukledzzal hasitunk, a hasitott terméke-
ket valamely DNS ligdzzal ligaljuk, a kapott anyaggal
E. colit fertdziink, a fert6z6tt E. coli telepekbdl az
amildz-aktivitdst mutaté telepeket szelektdljuk, és igy
E. coliba beépitve amildzt meghatdrozé B. cereus gént
tartalmazé plazmidot kapunk.
(ElsGbbsége: 1980. 02. 15.)
8. Eljards pullulaniz-termelést meghatdrozé Klebsiella
pneumoniae gént tartalmazé rekombinins DNS eld-
dllitdsdra, azzal jellemezve, hogy K. pneumoniae DNS-t
és valamely lambda fig DNS-t restrikciés endonukledz-
zal hasitunk, a hasitott termékeket valamely DNS-ligéz
segitségével ligdljuk, majd a kapott anyaggal E. colit
fert6ziink, a fertzott E. colibél pullulandz aktivitdsd
telepeket izoldlunk, és igy E. coliba beépitett pullulandzt
meghatdrozé K. pneumoniae gént tartalmazé rekombi-
ndns DNS-t kapunk. .
(ElsGbbsége: 1980. 04. 10.)

4 4bra oldal
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