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Spos:ih otrzymywania mutantsw produkceyjnych streptomyces erythreus,
charakteryzujacych sie zdolnoscia wytwarzania gliwnie erytromycyny A
' i opornoscia na dzialanie aktynofagdow

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania mutantéw produkeyjnych, a w szczegolnosei prostego sposobu
selekcji wysokowydajnych mutantéw promieniowca Streptomyces erythreus, charakteryzujyeych si¢ zdolnoscia
do wytwarzania gtdwnie erytromycyny A i opornoscig na dzialanie aktynofagdow.

Dotychczas stosowane metody selekcji promieniowcow producentow antybiotykow uwzgledniajy losowa
kontrole populacji po dziataniu czynnikéw mutagennych. Technika ta jest jednak ucigZliwa, poniewaZ wymaga
kazdorazowego przebadania metods hodowli pedpowierzchniowych, duzej liczby 10° - 10" klondw, dajac
szanse uzyskania mutantéw, zmienionych tylko pod wzgle¢dem jednej cechy, to jest zdolnosci wytwarzania
pozadanego antybiotyku.

Znane udoskonalenia tej metody, a wsréd nich Stauffer’a J.E. i in. - Develop. Ind. Microbiol. 104/1966/,
Sermonti G. — Genetics of Antibiotic -- producing Microorganisims, Wiley - hiteasience, London, /1969/, Wooul.
ruf’a H.B. — Genetics of Industral Microorganisms, Ist Inteinational Symposiwm 102/1970/, D Kotiuszko 1 in.,
opis patentowy nr 87664, nie pozwalajg jednak na selekcjonowanie w sposcél ukierunkowany mutantow o
cechach, decydujacych o jednorodnosci otrzymanej substanciji oraz rownoczesnie odpornych na dziatanie
aktynofagiw.

Dotychczas stosowane w produkcji erytromycyny mutanty wytwaizajg obok erytromyeyny A réwnie?
erytromycyne B i erytromycyne C, ktdre sa produktami posiednimi. Pozbycie sig¢ niepozydanej ciytromycyny I3
mozliwe jest na drodze doboru odpowiednich warunkdéw procesu fermentacji, natomiast usunigcie erytromycyny
C wymaga interwencji genetycznej u Streptomyces erythreus. Wprawdzie wiadome bylo. Zze w przeksztatceniu
erytromycyny C do erytromycyny A bierze udziat grupa metylowa, kidre) dawceg jest metionina, jednak
dotychczas nie stosowano w produkcji erytromycyny mutantéw o odpowiednio zmienjonym metaboliZmie
metioniny.

W pracach nad uzyskaniem odpowiednich mutantéw, zdolnych do wytwarzania erytromycyny A, nie
zanieczyszczonej erytromycyna C, okazato si¢ wilasciwe prowadzenic selekcji w kierunku metioninozaleznosci
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szczepéw S.erythreus, a nastgpnie uzyskanie mutantéw powrotnych, u ktérych w wyniku mutacji supresorowe;j
uzyskuje si¢ ceche zwigkszonej aktywnosci syntezy metioniny, niewrazliwosci na metioning, a takZe zwigkszonej
zdolnoéci do biosyntezy erytromycyny i zwigkszonej zdolnosci do przeksztatcania erytromycyny C do
erytromycyny A. -

Wprowadzenie do tych mutantéw cechy opornosci na mszczqce dziatanie aktynofagéw umozliwia
stosowanie ich réwniez w okresach zagrozen infekcjami wirusowymi, niszczacymi hodowle produkcyjne.

Sposéb postgpowania wedtug wynalazku obejmuje dobdér metod, pozwalajacych na selektywny wybdr
mutantéw do produkcji erytromycyny, charakteryzujacych si¢ wymienionymi wyzej wtasciwosciami.

W sposobie wed ug wynalazku wyréznia si¢ etapy przygotowania mutantéw w naste¢pujacej kolejnosci:

— indukowanie zmiennosci szczepu przy uZyciu czynnikéw mutagenizujacych,

— selekcja wéréd mutagenizowanej populacji mutantéw metioninozaleznych z blokiem metabohcznym w
koficowym stadium biosyntezy aminokwasu,

— indukowanie mutacji powrotnych u metionino-zaleZnych szczepédw — otrzymywanie rewertantéw,

— selekcja mutantéw fagoopornych, majacych wszystkie wymienione wy:ej wlasciwosci tacznie z cechg
niewrazliwosci na infekcje fagows.

Dla kazdego z wymienionych etapéw postgpowania stosuje si¢ metody kontrolne, a szczegdlnie w
odniesieniu do wasciwosci uzyskanych mutantéw, dotyczacych zdolnosci przeksztatcania erytromycyny C do
erytromycyny A, fagoopornosci i wydajnosci procesu biosyntezy.

Sposobem wedtug wynalazku indukowanie zmiennosci prowadzi si¢ przez poddanie zawiesiny zarodnikdéw
szczepu macierzystego S.erythreus dziataniu mutagenéw, np. promieni UV iflub N’-metylo-nitro-N’-nitrozoguani-
dyny i zmutagenizowana zawiesing wysiewa si¢ na podtoze, zawierajace zestaw aminokwaséw. Po inkubacji
wyrosnigte kolonie z ptytki replikuje si¢ na analogiczne podtozZe, nie zawierajace jedynie metioniny. Technika ta
pozwala identyfikowaé mutanty metionino-zalezne. Kolonie tych mutantéw poddaje si¢ dalszej kontroli, w tym
zdolnosci do biosyntezy erytromycyny, wrazliwosci na metioning i zdolnosci jej wykorzystywania oraz
przeksztatcania erytromycyny C do erytromycyny A (Tabela I)

Tabela 1

Selekcja metionino-zaleznych auksotroféw

Procent przezycia Liczba kolonii Symbol
Liczebnosé po dziataniu UV metioninozaleznych ‘mutanta wybranego
populacji wyjsciowej
1,7X10° 5 ' 4 S.erythreus met !

Wybrany w toku postgpowania S.erythreus met™' wytwarzat erytromycyng¢ w granicach do 60%
wydajnosci szczepu macierzystego i charakteryzowal si¢ efektywnym przeksztalcaniem erytromycyny C do
erytromycyny A.

Indukowanie mutacji powrotnych prowadzi si¢ u wybranych metioninozaleznych szczepéw na drodze
mutagenizacji j/w, selekcjonujac mutanty zdolne do wzrostu na podtozu pozbawionym metioniny. Wéréd
mutantéw tych wystepuja szczepy o pozadanych wlasciwosciach, tzn. o zwigkszonej, w stosunku do szczepdéw
wyjsciowych, zdolnosci biosyntezy antybiotyku, majace aktywny uklad enzymatyczny, katalizujacy przemiang
erytromycyny C do erytromycyny A oraz zdolno$é wykorzystywania metioniny do wspomnianego przeksztatca-
nia.

Tabele II i III wskazuja na przydatno$é wybranego sposobu selekcji dla uzyskania mutantéw o zwigkszonej
zdolnoéci do biosyntezy i efektywnego przeksztalcania erytromycyn.

Tabela II

Selekcja rewertantéw szczepu metionino-zaleznego

Liczebno$é populacji Procent przezycia Liczba rewertantéw
szczepu metionino-zaleznego po dziataniu UV ogétem wybranych

1,5X10° 10 47 4
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Szczepy otrzymane sposobem wedlug wynalazku np. o symbolach 12/39 i 7/53 w poréwnaniu ze
szczepami wyjsciowymi wykazuja zwigkszong efektywnosé przeksztatcania erytromycyny C do erytromycyny
A.

- Tabela VI
Szczep efektywnosé w %
575 (szczep wyjsciowy) 30
214 (wysoko wydajny szczep wyjsciowy) 70
12/39 (mutant) 100
7/53 (mutant) 100

¢) metoda kontroli zdolnosci przeksztatcania erytromycyny C do erytromycyny A na podstawie efektyw-
nosci wlaczania i przeksztatcania radioaktywnego zwigzku. (Tabela VII).

Tabela VII
aktynofag
Szczep SE-1 ’ SE-2 © SE-3 SE4 SE-5
214 wyjsciowy wrazliwy wrazliwy wrazliwy wrazliwy wrazliwy
7/53 fagooporny oporny - oporny oporny oporny oporny

Wyselekcjonowane i skontrolowane w opisany sposéb mutanty S.erythreus ocenia si¢ pod katem ich
przydatnosci do wysokowydajnej biosyntezy erytromycyny w skali laboratoryjnej i w fermentorach doswiadczal-
nych. L

Przyktad I Otrzymywanie mutantéw auksotroficznych metionino-zaleznych.

Z hodowli S.erythreus na podtozu o sktadzie: wyciag miesny 1,0 g, wyciag drozdzowy 1,0 g, pankreatycz-
ny kazeiny 2,0 g, agar 25,0 g, glukoza 1,0 g, woda destylowana 1,0 litr, o pH=7,5, zebrano zarodniki przy
pomocy jatowych peretek szklanych i zawieszono w wodzie tak, aby otrzymaé zawiesing o mianie 107.
Zawiesing te¢ naswietlano lampa UV, emitujacg promienie UV o dlugosci 260um w dawce 5000 agaréw/mm?.
Odpowiednie rozciericzenia 1 nagwietlanejj zawiesiny wysiewano na ptytki Petriego, zawierajgce 20 ml pozywki o
sktadzie podanym powyzej i ptytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 6 dni. Wsréd kolonii, wyrostych na
plytkach, identyfikacje metionino-zaleznych auksotrof 6w prowadzono, replikujac hodowle z ptytek macierzys-
tych przy uzyciu krazkéw welwetowych na ptytki z podtozem minimalnym, wzbogaconym aminokwasami z
pominigciem metioniny. Sktad podtoza minimalnego: KH,PO,-1,0g, MgS0,-0,5g, (NH4),S0,-3,5¢g,
DL—asparagina 1,5 g, glukoza 5,0 g, woda destylowana 1,0 litr, po sterylizacji dodawano sole: NaCl i CaCl, w
iloéci 0,1 g na litr oraz mikroelementy, a nast¢pnie wzbogacano aminokwasami w ilosci po 100 mcg/ml. Po
10 dniach inkubacji replik w temperaturze 30°C identyfikowano kolonie metionino-zaleznych auksotroféw na
plytce macierzystej i izolowano je na podtoze kompletne.

Szczepy metionino-zalezne kontrolowano pod wzgledem ich zdolnosci do biosyntezy erytromycyny i
zdolnosci przeksztatcania erytromycyny C do erytromycyny A.

Przyktad IL Otrzymywanie rewertantéw.

Z hodowli S.erythreus met™' na podtozu kompletnym, jak w przyktadzie I, zebrano zarodniki, zawieszono
je w jalowej wodzie, otrzymujac zawiesing o gestosci‘okoto 107 zarodnikéw/1 ml. Zawiesing naswietlano
promieniami UV w dawce 5000 ergéw/mm? i wysiewano po 0,1 ml naswietlonej zawiesiny na plytke z
podtozem minimalnym. Po 12 dniowej inkubacji na podtozu tym wyrastaty tylko kolonie rewertantéw. Kolonie
rewertantéw izolowano z ptytek i kontrolowano pod wzgledem ich zdolnosci do biosyntezy erytromycyny A,
szczegdlnie pod wzgledem ich aktywnosci przeksztalcania erytromycyny C do erytromycyny A. Uzyskane
rewertanty o aktywnosci 110—120% aktywnosci szczepu wyjsciowego badano pod wzgledem ich zdolnosci do
przeksztalcania erytromycyny C do erytromycyny A:

1) w hodowlach na podtozach wzbogaconych metioning Mutanty (rewertanty) posiewano na sektory
ptytek z podtozem agarowym kompletnym, odpowiednio zawierajagcym a) 10 mM propanolu/1 litr podtoza oraz
b) 10 mM propanolu i 1 mM metioniny/1 litr podtoza.
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Tabela III

Charakterystyka wybranych rewertantéw

Wytwarzanie erytromycyny ~ Zdolnoé¢ przeksztatcania
Szczep w % erytromycyny C do erytromycyny A
Wyjsciowy 100 4 staba
Metionino-zalezny 60 dobra
Rewertanty 110-120 bardzo dobra

Kontrole otrzymanych sposobem wedtug wynalazku mutantéw prowadzi si¢:

a) metoda kontroli klonéw w tescie ptytkowo-chromatograficznym, przy czym sktad podtoza na ptytkach
jest zréznicowany pod wzgledem zawartosci metioniny jako efektora przeksztatcania erytromycyny C do
erytromycyny A. Chromatografia odpowiednio przygotowanych hodowli umozliwia kontrolg zdolno$ci wykorzy-
stywania metioniny do wytwarzania czystej erytromycyny A. Testem tym moina jednorazowo przebadaé
kilkadziesiat klonéw,

b) metoda kontroli klonéw testem kolbowo-chromatograficznym w hodowlach, wzbogaconych erytromy-
cyng C, w ktérych chromatograficznie kontroluje si¢ jej zanikanie. Test ten umozliwia jednorazowo przebadanie
kilkunastu szczepéw i wybranie takich, ktére przeksztatcaja erytromycyne C w sposéb najbardziej efektywny.

W przebadanych 150 mutantach S.erythreus zdolnosé przeksztatcania erytromycyny C do erytromycyny A
byta zréznicowana, a uzyskane wyniki pozwalaja na przedstawienie grup badanych szczepéw (tabela IV)

Tabela IV
Ocena efektywnosci przeksztatcania Liczba szczepéw
erytromycyny C do erytromycyny A %
Catkowite przeksztatcenie (100%) 36
Czesciowe przeksztatcenie (70%) 17
Stabe przeksztalcenie (30%) 17
Brak przeksztatcenia (0%) 30

Tabela V wskazuje na réznice zawartosci erytromycyny C w hodowli mutantéw i szczepu wyjsciowego
ocenione w oparciu o ilo$¢ prekursoréw radioaktywnych wiaczanych w czasie procesu binsyntezy.

\

Tabela V

Mutant Pole erytromycyn Erytromycyna C
S.erythreus impulsy/min/ml % impulsy/min/ml %
214 245276 100 - 55089 25
12/39 295388 100 15280 54
7/53 203145 100 9964 48

Na podstawie przedstawionych w tabeli V wynikéw stwierdza si¢ pigciokrotnie zmniejszenie radioaktyw-
noéci w erytromycynie C, uzyskanej z hodowli mutantéw, w poréwnaniu z hodowla szczepu wyijsciowego, co
$wiadczy o zwigkszonej zdolnosci metabolizowania erytromycyny C do erytromycyny A.

Przygotowanie mutantéw, majacych wymienione wyZej wlasciwoéci oraz wiasciwo$é opornosci na
aktynofagi, prowadzi si¢ z uZyciem specyficznego fagalizogenizujacego, ktéry dodany do hodowli wybranego
mutanta powoduje po okreslonym okresie inkubacji powstanie klondw, charakteryzujacych si¢ opornoscia na fagi
zjadliwe dla S.erythreus. Znaczny procent uzyskanych w ten sposéb mutantéw fagoopornych zachowato
uprzednio selekcjonowane wiasciwosci. Korzystnymi wlasciwosciami dla produkcji wyrézniat si¢ szczep o
symbolu 7/53.

Fagoopornos¢ szczepu 7/53 w poréwnaniu do szczepu wyijsciowego 214 przedstawia tabela VI.
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Ptytki z hodowlami inkubowano 5 dni, a nast¢pnie wycinano z nich bloczki przy pomocy metalowego
wyjatowionego korkobora o srednicy 5,5 mm i wysokosci 2,8 mm, ktére umieszczono na 20 minut na
zbuforowanych paskach bibuty Whatman 42 o szerokosci 8 mm i dtugosci 57 cm w odleglosci 5 cm od korica
paska. W ciagu 20 minut wytworzony przez badane szczepy antybiotyk dyfunduje z bloczka agarowego z
hodowla do bibuty. Po zdjeciu hodowli paski suszono w temperaturze pokojowej, a nastgpnie umieszczono je w
szklanej komorze chromatograficznej — Chropa (o ksztalcie walca) z uktadem rozwijajacym (bufor fosforanowy
nasycony chloroformem, 1% piperydyny, ioboj@tnionej do pH = 8,0 lodowatym kwasem octowym (w ten
sposab, aby korice paskéw znajdowaty si¢ okoto 2 mm ponizej powierzchni uktadu.

Po 18 godzinach rozwijania paski suszono w temperaturze pokojowej. Wywolywanie chromatograméw
przeprowadzano metoda mikrobiologiczna, uktadajac paski na ptyte o wymiarach 56 cmX46 cm zakrzeptym
podloZzem agarowym kompletnym, w ktérym znajdowaty si¢ zarodniki szczepu testowego Bacillus subtilis
ATCC 6638. Po 18 godzinach inkubacji w temperaturze 33°C identyfikowano strefy zahamowania wzrostu
szczepu testowego wobec stref, wywolanych okreslonymi dawkami preparatéw erytromycyny A, Bi C.

Poréwnanie chromatograméw mutantéw z podtoZa a, w ktérym wytwarzane sa erytromycyny A, Bi C
oraz z podtozab, w ktérvm u mutantéw o pozadanych wlasciwosciach brak jest strefy, odpowiadajacej

erytromycynie C, pozwala na wybdér mutantéw, efektywnie wykorzystujacych metioning do przeksztatcania
" erytromycyny C do erytromycyny A.
2) W hodowlach na podtozach, wzbogaconych erytromycyng C.

Do kolb Erlenmayera, zawierajacych 30 ml podtoza hodowlanego, dodano roztwér jatowy erytromycy-
ny C w takiej ilosci, aby steZenie koricowe wynosito 75—100 mcg/ml hodowli, a nast¢pnie dodano 3 ml
48 godzinnej hodowli posiewowej badanego mutanta S.erythreus i kolby inkubowano na trzg¢sawce w temperatu-
rze 32°C. W 24 i 48 godzinie hodowli pobierano préby, odwirowano i przesacz nanoszono na paski bibuty
chromatograficznej w ilosci 10ul. Po rozwinigciu, chromatogram wywotywano biologicznie na ptytach agaro-
wych. Strefy zahamowania wzrostu, odpowiadajace eryttomycynie C, mierzono planimetrycznie w znany sposéb,
okreslajagc w procentach zmniejszenie si¢ lub catkowity zanik plamy, odpowiadajgcej erytromycynie C, w
poréwnaniu z préba kontrolng hodowli tego samego mutanta, nie zawierajacej dodanej erytromycyny C.
Dodatkowa kontrolg stanowi kolba z podtoZem, nie szczepionym hodowls, a zawierajacym identyczna ilosé
erytromycyny C, jak w prébie wlasciwe;j.

3) W hodowlach na podtozach wzbogaconych znakowanym 1! *C — propionianem.

Do kolbek Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml dodano 5 ml hodowli S.erythreus (badanego mutanta),
roztwdér propionianu sodu. nieznaczonego weglem radioaktywnym, w ilosci takiej, aby steZenie koricowe
wynosito 150pgfml hodowli oraz roztwér 1—'*C—propionianu sodu, w ilosci 10uCi/ml hodowli i préby
inkubowano w wytrzasarce pod wyciagiem. Wtaczenie radioaktywnego propionianu kontrolowano w 0, 1, 2, 4, 6,
8 godzinie inkubacji, pobierajac 1 ml préby i natychmiast ozigbiono. Do 1 ml ozi¢bionej préby dodano 1 ml
buforu weglanowego o wartosci pH=9,5 i natychmiast prébke poddano dziataniu ultradZzwigkéw w dezintegrato-
rze w ciggu 2 minut (aparat o mocy 100 W). Rozbita hodowle ekstrahowano 2ml octanu amylu przez
wytrzasanie w ciagu 15 minut. Ekstrakty octanowe, zawierajace erytromycyny radioaktywne, po odwirowaniu
uzywano do badarn chromatograficznych: na Zelu krzemionkowym i na bibule.

Na ptlytki, pokryte zelem krzemionkowym (firmy Merck), nanosi si¢ ekstrakt octanowy w ilosci 50 pl.
Ptytki rozwija si¢ w uktadzie rozpuszczalnikéw — chlorek metylu: metanol : benzen : formalina
(80 :20 : 20 : 40). Chromatogramy wywotuje si¢ przez spryskiwanie brzegéw ptytki odczynnikiem do wywoty-
wania erytromycyn, ogrzewajac strumieniem powietrza tylko spryskane fragmenty ptytki. Przez zeskrobanie Zelu
z plytki, zdejmuje si¢ tacznie erytromycyny 4, B i C i ekstrahuje si¢ je z Zelu metanolem (5 razy po 10 ml).
Eluaty zateza si¢ do objetosci 1 ml i przeprowadza si¢ w znany spos6b pomiar radioaktywnosci wigczonej do
erytromycyn. )

Ekstrakty metanolowe, zawierajace erytromycyny A, B i C, rozdziela si¢ w znany sposéb na poszczegdlne
sktadniki metoda chromatografii bibutowej (bibuta Whatman W 42, buforowana buforem fosforanowym o
pH=8,0) w ukladzie, zawierajacym 0,02 M bufor fosforanowy, wysycony mieszaning chloroform : pirydyna : -
kwas octowy (500 :5 :3). Poszczegdlne erytromycyny lokalizuje si¢ na paskach w znany sposéb metoda
radioautografii i metoda biologiczng na ptytkach agarowych. Fragmenty paskéw, odpowiadajace poszczegdlnym
erytromycynom, wycina si¢, umieszcza w naczynkach pomiarowych i przeprowadza pomiar radioaktywnosci w
znany sposéb.

Przyktad III Wprowadzanie fagoopornosci do wybranych szczep6w rewertantéw.

Zawiesing zarodnikéw szczepu rewertanta o symbolu R-11 zaszczepiono pozywke o skiadzie: wyciag
namokowy kukurydzy 30,0 g, sacharoza 30,0 g (NH4)2S0O,; 4,0g, CaCO; 6,0g, olej sojowy 2,0g, woda
destylowana 1 litr, pH naturalne. Po 24 godzinach inkubacji na trzgsawce obrotowej o 220 rpm w temperaturze
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33°C hodowla ta, w ilosci 5%, zaszczepiono pozywke Waltona o sktadzie: wycigg migsny 10,0 g glukoza 10,0 g,
K,HPO,—0,5 g, woda destylowana 1 litr, pH=7,0, dodajac faga P--121 tak, aby stosunek komérek promieniowca
do czastek faga wynosit 10 : 1. Po 30 minutach inkubacji z fagiem hodowl¢ odwirowano, zainfekowane komérki
promieniowca przeniesiono do swiezego podtoza Waltona i inkubowano przez 6 godzin, a nastgpnie odwirowano.
Odwirowane zlizogenizowane komérki promieniowca inkubowano z surowicg antyfagowa o mianie 10° (dodajac
na 1 ml zawiesiny komérek 1 ml surowicy) w temperaturze 37°C przez 30 minut. Nastepnie odpowiednie
rozciericzenie zawiesiny komdrek wysiewano na podloie agarowe kompletne i inkubowano przez 7 dni w
temperaturze 30°C. Wyroste klony kontrolowano pod wzgledem fagoopornosci, zdolnosci do biosyntezy
erytromycyn i zdolnosci do efektywnej konwersji erytromycyn.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania mutantéw- produkcyjnych Streptomyces erythreus, charakteryzujacych sig
zdolnoscia wytwarzania giéwnie erytromycyny A i opornoscia na dziatanie aktynofagéw, znamienny
tym, ze szczep produkcyjny poddaje si¢ dzialaniu mutagenéw, selekcjonuje mutanty metioninozaleZzne z
blokiem metabolicznym w koricowych stadiach biosyntezy aminokwasu, nastepnie indukuje u nich mutacje
powrotne przez mutagenizacj¢ i selekcje mutantéw, zdolnych do wzrostu na podtozu pozbawionym metioniny,
po czym do otrzymanych rewertantéw wprowadza si¢ ceche fagoopornosci przez lizogenizacj¢ odpowiednim
fagiem i przeprowadza nast¢pna selekcje. )

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako wskaznik przydatnosci prowadzi si¢ hodowle
mutantéw na podtozach, wzbogaconych metioning, erytromycyna C i znakowanym propionianem.
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