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KIVONAT

A talalmany 0j, a tetraciklin, valamint a klor-tetraciklin
bioszintézisét szabalyozo izoladlt DNS klonozisaban,
valamint heterolog gazdaszervezetben, példaul Strepto-
myces lividansban vald kifejezésére hasznalhato koz-
midok elGéllitasara vonatkozik. Az igényelt plazmi-
dokat (kozmidokat) egy Escherichia coliban késziilt
kozmid konyvtar atvizsgdlasaval éllitjak eld, azt a tu-

A leiras terjedelme 16 oldal (ezen beliil 3 lap abra)

lajdonsagukat haszndlva a szelekciora, hogy Strepto-
myces lividansban tetraciklin-rezisztenciat okoznak.
Az LP2]127 és LP2128 plazmidokat visszanyerik az
ilyen tetraciklin-rezisztens Streptomyces lividans
izolatumokbol, amelyekrdl agaron és folyékony tenyé-
szetek HPLC-elemzésével kimutatjak, hogy a
tetraciklin €s a klor-tetraciklin szintézisét iranyitjak.
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A talalmény olyan Vj és hasznos kozmidok eléallitasara
és alkalmazisira vonatkozik, amelyek kiilonbdz6
klénozasi és expresszios lehetGségeket biztositanak.
A talalmany szerinti kozmidok példaul a klér-tetraciklin
és tetraciklin teljes szintézisutjat kodold géncsoport
klénozasara és igy a Streptomyces aureofaciensben vég-
bemend bioszintézisét kodoldé DNS klénozasara, vala-
mint annak Streptomyces lividans gazdaszervezetben
torténd kifejezésére hasznalhatok. Ezeknek a koz-
midoknak a hasznalata megndvekedett fermentacios ter-
melési szintet eredményez, valamint 0j termékek, pél-
daul antibiotikumok, fehérjék és/vagy polipeptidek j
kivalogatasi modszerét teszik lehetGvé.

A Kklor-tetraciklin antibiotikumot és szdrmazékait
(példaul a tetraciklin, demetil-klor-tetraciklin, demetil-
tetraciklin) kereskedelmi mennyiségben Streptomyces
aureofaciens szubmerz fermentacidjaval allitjak el8
(Dugar et al., 1948). A mikroorganizmussal t6bb mint
30 éven at végzett tpari kutatas kifinomult fermentacios
technikakat és taptalaj-Osszetételeket eredményezett,
amelyek lehetévé tették a fermentéacios kitermelés je-
lent6s emelését (Goodman, 1985). A kitermelés emelé-
sében elért emlitett eredményeket az tette lehetGvé,
hogy olyan Streptomyces aureofaciens mutansokat izo-
laltak, amelyek tobb antibiotikum termelésére voltak
képesek (Veselova, 1969). Ezeket a nagy termeléké-
pességli mutansokat elsGsorban mutagenezis, majd ezt
kovetd randomszelekcid utjén izolaltak a nagyobb ter-
melSképességre végzett atvizsgalas alapjan. Ugyanez a
technika tette lehetévé az antibiotikum bioszintézisé-
ben blokkolt mutansok izolalasat, amelyek fontos esz-
kozei voltak a klor-tetraciklin-képz8dés bioszintézis-
utja felderitésének (McCormick, 1968). Ezen eredmé-
nyek ellenére a klor-tetraciklin bioszintézésének szaba-
lyozasat nem sikertilt teljesen megérteni. A Strepto-
myces genetika teriiletén elért legjabb fejlédés megte-
remtette annak lehetdségét, hogy tanulményozzuk az
iparilag fontos metabolitokat termelé mikroorganiz-
musok molekularis genetikajat.

A kromoszomalis markerek Streptomyces pro-
toplasztok fzidja, majd ezt kovetd regeneralasa Utjan
végbemend rekombinacidjanak igazolasa (Hopwood et
al., 1978; Baltz et al.,, 1981) dont6 esemény volt az
aktinomicétak genetikajaban. A protoplasztfiizios tech-
nika kifejlesztése el6tt a genetikai keresztezéseket csak
néhény olajfajnal lehetett megbizhatéan elvégezni, ame-
lyek igazolt konjugicidés rendszerrel rendelkeznek
(Hopwood, 1967), ma viszont a genetikai elemzést bar-
mely olyan fajban el lehet végezni, amelyikb6l pro-
toplaszt képezhet6 és abbol a mikroorganizmus regene-
ralhat6. Még fontosabb, hogy a protoplasztok késGbb
idedlis alanyoknak bizonyultak a plazmid DNS-sel vég-
zett transzformacidhoz, és ezzel megteremt6dott annak
lehetdsége, hogy rekombinans DNS-kisérleteket lehes-
sen végezni ezekben a mikroorganizmusokban (Bibb et
al., 1978). Bizonyos antibiotikum- (tiostrepton, viomicin
és neomicin) rezisztenciat kodolo gének izolalasa lehetd-
vé tette konnyen szelektalhatod klonozo vektorok konst-
rualasat egyes természetes Streptomyces plazmidokbol
(Thompson et al., 1982).
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Az egyik legel6szor klonozott, az antibiotikum bio-
szintézisében részt vevl gén az O-metil-transzferaz
volt, amely az undecil-prodigiozin (UDP) antibiotikum
hatds pigment képzGdésében jatszik szerepet (Feitel-
son et al., 1980). A gént azon az alapon azonositottak,
hogy képes volt az UDP bioszintézisutjaban szereplé
egyik ismert mutdciét komplementalni. Az ezekben a
korai, a bioszintézisgének izolaldsara iranyul¢ eréfeszi-
tésekben alkalmazott mas technikdk kozé tartozott a
mutacids kloénozas, az OC31 fagot alkalmazva a me-
tilenomicin esetében (Charter et al., 1983), a rekom-
binéns klonok sib szelekcidja, in vitro enzimvizsgalato-
kat alkalmazva az aktinomicin fenoxazin-szintetaz ese-
tében (Jones et al., 1984), valamint a szulfonamid-re-
zisztencia, amelyet a kandicidin termelésében szerepet
Jjatszd p-amino-benzoesav-szintetdz kodol (Gil et al.,
1983). A bialafosz bioszintézisgéneket a blokkolt mu-
tansok komplementaldsa alapjan azonositottédk (Mura-
kami et al., 1986).

Az aktinorodin-bioszintézisben szerepet jatsz6 gé-
neket a Streptomyces coelicolor-bioszintézisben blok-
kolt mutédnsainak komplementalasa alapjan kloénoztik
(Malpartida et al., 1984). Ez utobbi esetben kiilonbozd
osztélyokba tartozé mutansokat komplementalo, egy-
massal atfedé két klont kombinaltak egyetlen plaz-
midban, amelyr6l késébb igazoltak, hogy ha egy hete-
rolog, Streptomyces parvulus gazdaszervezetbe juttat-
jak be, akkor biztositja ezen sejtekben az aktinorodin
bioszintetizaloképességet.

Tovabbi fontos megfigyelés volt az, hogy az anti-
biotikum-bioszintézisben szereplé gének a termeld
mikroorganizmusban fizikailag kapcsolédnak az
ugyanazzal az antibiotikummal szembeni rezisztenciat
biztosité génhez. Tehit egy Streptomyces griseusbdl
szarmazd, streptomicin-rezisztenciat biztositdé DNS-
szekvenciardl igazoltik, hogy egybefliigg azzal a DNS-
fragmenssel, amely komplementer bioszintézisblok-
kol6 anyagokat kodol (Distler et al., 1985). Ugyanez
volt megfigyelhet Streptomyces fradiae esetén, ami-
kor bioszintézisgéneket oly modon azonositottak, hogy
egy kozmidkonyvtarat vizsgaltak at homologia szem-
pontjabdl, olyan kevert oligonukleotidot hasznalva hib-
ridizacids probaként, amelyet azon az alapon terveztek
meg ¢s allitottak eld, hogy a tilozin bioszintézishtjaban
szereplS utolsd enzim aminoterminalisanak megfeleld
DNS-szekvenciat képviselje (Fishman et al., 1989).
Egy kordbban klonozott tilozin-rezisztenciagénrél
(tlrB) kimutattdk, hogy megtaldlhatd ebben a DNS-sza-
kaszban, amely kilenc kiilonboz6 blokkolt mutanst
komplementalt (Baltz et al., 1988). A puromicin
(Var2 et al., 1988), valamint a tetracenomicin esetében
(Motamedi et al., 1987) a Streptomyces lividans hete-
rolog gazdaszervezetben kifejez6d6 antibiotikum-re-
zisztenciagénre vald primer szelekcio tette lehetGvé,
hogy azonositsak az ugyanazon a klénozott DNS-frag-
mensen talalhat6 antibiotikum-bioszintézisgéneket.

A nukleinsavprobak alkalmazasa segitette a bio-
szintézisgének izolalasat. Ez a megkozelités azon a mar
meglévd informaciétdmegen alapul, ami a bioszintézis-
utra vonatkozik, vagy mar kordbban elvégzett klono-
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zési kisérletekbGl szarmazik. Igy példaul az el6zGkben
emlitett tilozin esetében egy olyan probat készitettek,
amely egy bioszintézisenzim részleges aminosav-
szekvenciajan alapult (Fishman et al., 1987). Hasonlo-
képpen a Streptomyces clavuligerusb6l az izopenicil-
lin-szintetazgént azon az alapon klonoztak, hogy azo-
nositottak egy klont, amely hibridizalt egy olyan oligo-
nukleotid-probahoz, amelyet az enzim N-terminélis
aminosavszekvencidja alapjan konstrualtak (Leskiw,
1988). Az eritromicin bioszintézisében szereplé géne-
ket azon az alapon azonositottdk, hogy egy korabban
klonozott eritromicin-rezisztenciagén-probaval vizs-
galtak végig egy kozmidkonyvtarat (Stanzak, 1986).
Hasonloképpen az oxitetraciklin bioszintézisében sze-
replé géneket Ugy azonositottak, hogy a hibridizaciot
vizsgaltdk mind egy kordbban klénozott rezisztencia-
determinanshoz (Butler et al., 1989), mind pedig egy
olyan oligonukleotidhoz, amely az anhidro-tetraciklin-
oxigenaz bioszintézisenzim részlegesen felderitett ami-
nosavszekvenciajanak megfeleld DNS-szekvencia
alapjan szintetizalodott (Binnie et al., 1989). A hete-
rolog actl és actlll probak alkalmazésa tette lehetGvé
a Streptomyces peuceticusban az antraciklin-bio-
szintézisben szerepet jatszo gének azonositisat
(Stutzman-Engwall et al., 1989).

Ezeket a technikdkat onmagukban vagy egymassal
kombinaltan alkalmazva valt lehetévé a teljes bio-
szintézisutak azonositasa vagy Osszeallitasa, valamint
néhéany esetben a heterolog gazdaszervezetekben torté-
nd kifejezdés biztositasa. A bialafosz teljes bioszin-
tézisutjat a komplementalo aktivitdsra és a bialafosz-
rezisztencia heterolog kifejezGdésére végzett szelek-
ciék kombinacidjaval klénoztdk (Murakami et al.,
1986). Jollehet azt kozolték, hogy a teljes bioszinté-
zisutat egy lépésben sikeresen izolaltak Streptomyces
lividansban oly modon, hogy a bialafosz-rezisztenciara
szelektaltak, nem emlitik, hogy a bioszintézisgéneket
kifejezték volna. Az aktinorodin géncsoportjanak 9sz-
szeallitasat komplement4l6 klonokbdl, valamint kifeje-
zését Streptomyces parvulusban a fentiekben targyal-
tuk (Malpartida et al., 1984).

Saccharopolyspora erythrea konyvtarbdl izolaltak
egy olyan bifunkcios kozmidkldnt, amely egy homolog
eredetll eritromicinrezisztencia-determinanshoz hibri-
dizél, és kimutattak, hogy eritromicin bioszintézisét
iranyitja, ha Streptomyces lividansba transzformaljak
(Stanzak et al., 1986). Egy olyan Escherichia coli koz-
midklon, amely hibridizdl mind egy oxitetraciklinre-
zisztenciagén-probahoz, mind egy bioszintézisgén-pro-
bahoz (anhidro-tetraciklin-oxigenaz), lehetévé tette az
oxitetraciklin-bioszintézis géncsoportjanak izolalasat
Streptomyces rimosusbol (Binnie et al., 1989). Ezt ko-
vetden egy Streptomyces plazmid vektorba torténd
szubklonozés lehetdvé tette az oxitetraciklin Strepto-
myces lividansban valé termelését.

A tetracenomicintermeld torzsb6l két atfedé klont
azonositottak azon az alapon, hogy Streptomyces glau-
cescens blokkolt mutdnsokat komplementaltak veliik,
valamint azon az alapon, hogy tetracenomicin-rezisz-
tenciat biztositottak Streptomyces lividansban (Mota-
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meti et al., 1987). Abban az esetben, amikor kiilon-kii-
16n volt jelen a két fragmens Streptomyces lividansban,
és egyiitt fermentaltdk Gket, illetve amikor egyszerre
voltak jelen ugyanabban a Streptomyces lividans gaz-
daszervezetben, tetracenomicin keletkezett. Egy Strep-
tomyces peuceuticus DNS Escherichia coli kényvtara-
bol Streptomyces coelicolor actl és actlll probakhoz
vald hibridizélas alapjan izolalt bifunkcids klonokrél
kimutattak, hogy a pigmentalt antibiotikum szintézisét
iranyitottdk, ha Streptomyces lividansba juttattdk be
(Stutzman—Engwall, 1989).

Emellett a cefamicin C-termelés bioszintézistjat is
izolaltak (Chen et al., 1988). Ebben az esetben Strepto-
myces lividans random klénjait vizsgaltak at egyenként
a cefamicin C-termeld képességiik alapjan agarkorong
fermentaciés modszer alkalmazasaval. A 30 000 at-
vizsgalt Streptomyces lividans transzformansbol egy
transzformansrol sikeriilt igazolni, hogy cefamicin C-t
termel. J. T. Fayerman [Biotechnology, 4, 786—789
(1986)] altalanos stratégidkat ismertet Streptomyces 4l-
tal kodolt antibiotikumok klonozasira és expresszala-
sara Streptomyces lividansban.

A taldlmany szerinti megoldas hasznos génsebésze-
ti eszkozt biztosit tetraciklin- és klor-tetraciklin-terme-
lésért felelds bioszintézisutakat kodold DNS-szakaszok
klonozésara és/vagy expresszalasara.

A mellékelt 1. abra a bifunkcids kozmidvektor kom-
ponenseinek szerkezetét és a kozmidkarok eldallitasi
modszerét abrazolja. Az L és R kozmidvektorkarokat az
A és B plazmidbdl allitjuk €l a 3. példaban kozolt rész-
letek szerint. Az egyszeres vonalak a konstrukcid
Escherichia coli replikon részeit mutatjak. Az A plaz-
midban az Escherichia coli rész a pBR322 plazmid
3,7 kb méreti EcoRI-Sall fragmensébdl szarmazik
(Sutcliffe, 1979). A B plazmid az SCP2* plazmidnak
egy 5,9 kb méreti EcoRI-Sall fragmensét tartalmazza
[sraffozott rész], amely a replikacios funkcidkat bizto-
sitja az aktinomicétakban (Larson et al., 1986). Mindkét
plazmidon talalhaté harom, a pHC79 (Hohn et al., 1980)
plazmidnak egy 700 bp méreti BgllI-BstEIl, cos-tartal-
mi fragmensébdl szdrmaz6 random tapados vég [iires
rész). Az A plazmidon 1év6 tiostrepton-rezisztenciagén
[sotét rész] a plJ702 plazmidbol (Katz et al., 1983) ki-
nyert 1,1 kb méretli, Bcll fragmensbdl szarmazik. Az
A plazmidon 1év6 1,1 kb méretil spacer régié [pontozott
rész] lambda-bakteriofag Sacl fragmensérdl szarmazik
(Sanger et al., 1982).

A 2. dbra az LP2127 és az LP?128 fizikai térképe.
Restrikcios térképezés alapjan mindkét plazmidnak azo-
nos a szerkezete, ezért egyetlen, mindkét plazmidra jel-
lemz6 szerkezetet mutatunk be itt €s a 3. abran. A vek-
torrészt dupla vonallal jeldljiik; a TC/CTC bioszinté-
zisrégiot egyetlen vonallal jelezziikk. A Streptomyces
aureofaciensbdl klonozott DNS 3,19 kb méretii; a vek-
tor mérete 11,1 kb. Az emlitett vektorrégiok a
pIBI-24 [vonalkazott rész] és a tiostrepton-rezisztencia
[sraffozott rész]. A két, (+) jellel jelzett EcoRI restrik-
ciods hasitasi hely vektor eredetii, és a Sau3A—BgllI kap-
csolodasi helyet veszik kozre, amely a Streptomyces
aureofaciens DNS és a vektor hatdrvonalat jelenti.



1 HU 217570 B 2

A 3. dbra az LP2127 és L.LP2128 vektorban klonozott
Streptomyces aureofaciens restrikciés endonukledzos
térképe. Az LP2127-ben és az LP2128-ban klénozott
3,19 kb méretii DNS-t linearis formaban mutatjuk be.
A térképet gy rajzoltuk meg, hogy a vektorbol szrma-
z0 EcoRlI restrikcids hasitdsi helyeket mint bal és jobb
oldali kiindulasi, illetve befejez6 végeket tartalmazza.
A restrikcios fragmensek méretét kilobazisparokban ad-
juk meg, és méretiik az agardz gélelektroforézis norma-
lis felbontasi korlatain beliil (koriilbeliil 500 bp) pontos.

A talalmany tehét 0j kozmidokra vonatkozik, ame-
lyek a tetraciklin és klor-tetraciklin teljes bioszintézis-
utjanak Streptomyces aureofaciensbdl valo klénozasara
és Streptomyces lividans heterolog gazdaszervezetben
valo kifejezésére alkalmazhatok. Emellett ezeket a
kozmidokat hasznaljuk az ezen antibiotikumok (klor-
tetraciklin és tetraciklin) termelésének bioszintézisutjat
kodolo izolalt DNS-géncsoport klonozasara és kifeje-
zésére. A talalmany tovabba olyan DNS-re vonatkozik,
amely a szakirodalomban ismertetett szigori hibridiza-
lasi koriilmények kozott hibridizal az LP2127 (ATCC
68357) és LP2128 (ATCC 68358) kozmidokban 1évé, a
klor-tetraciklin és tetraciklin bioszintézishtjat kodold
DNS-csoporthoz. A talalmany emellett ezen kozmidok
emlitett antibiotikumok termelési szintjének emelésé-
ben, valamint olyan modszerekben valo alkalmazasara
is vonatkozik, amelyeket a tetraciklin vagy klor-tetra-
ciklinan alégokat termelé mikroorganizmusok szelek-
talasdban alkalmazunk oly médon, hogy az LP2127 és
LP2128 kozmidok felhasznalasaval ilyen analdégokat
termeld nukleotidszekvenciakat vizsgalunk at és
expresszaltatunk.

Abbdl a célbdl, hogy a bioszintézisgéneket izolal-
juk, egy olyan, rekombinans Streptomyces lividans
konyvtarbol kivalasztott klont alkalmazunk, amely
tetraciklin-rezisztencia tulajdonsigot fejez ki.
A konyvtarat képezé rekombinans kozmidokban 1év4
Streptomyces aureofaciens eredetli DNS-inszertek
sziikségszerlien nagyok, mivel az alkalmazott in vitro
lambda-pakoldrendszer korldtai olyan méreti koz-
midmolekulakat igényelnek, amelyek 25-40 kb méretii
DNS-inszerteket tartalmaznak, hogy életképes transz-
dukalo fagrészecskéket lehessen velilk el6allitani. Ha
ebbdl a Streptomyces aureofaciens genom konyvtarbol
tetraciklin-rezisztens klonokat szelektalunk, akkor a
kozmidklonoknak egy korlatozott méreti csoportjat
izolaljuk. Ezek koziil szamosrol vagy az Osszesrdl fel-
tételezhetd, hogy a szelektélt tetraciklin-rezisztencia-
génhez kapcsolodd antibiotikum bioszintézisgéneket is
tartalmaznak. Azok kozott, amelyek elég nagyok és
megfeleld pozicidban vannak, talalhato az az alcsoport,
amely a teljes bioszintézisutat tartalmazza. gy a gének,
illetve valojaban az &sszes, a tetraciklin- és klor-
tetraciklin-képzddést kodolé gén klénozéasa lehetséges
anélkiil, hogy el6z6leg ismert lenne a régi6 szerkezete
vagy szekvenciaja. Jollehet voltak publikaciok, ame-
lyek a tetraciklin-rezisztencia determinans (Reynes et
al., 1988) és egy brom-peroxidiz (Vam Pee, 1988)
Streptomyces aureofaciensbdl torténd klonozasat irtak
le, ezek a publikdcidk semmiképpen nem terjedtek ki a
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klér-tetraciklin bioszintézisgének vagy a teljes gén-
csoport izolalasara.

A DNS izolalasara hasznalt modszer lényege a sej-
tek lizozimes emésztése ozmotikus pufferben, majd
ovatos lizalasa, a fehérjék extrahalasa, és végiil a nagy
molekulatémegi DNS dusitasa és toményitése. Jollehet
a leirt modszer hatékony, a szakteriileten jartas szak-
ember szdmara nyilvanvalo, hogy alternativ eljarasok
is alkalmazhatok, példaul olyanok, amelyeket Hop-
wood és munkatarsai kozoltek 1985-ben.

A példdban hasznalt 6sszes DNS Streptomyces
aureofaciens ATCC 13899 torzsbdl szarmazik, de a ta-
lalmany semmiképpen nem korlatozodik erre az egy
forrasra. Szamos mas, a tetraciklin osztalyba tartozé
antibiotikumot termeld Streptomyces aureofaciens torzs
is hasznalhaté a taldlmany szerinti eljarasban azonos
eredménnyel. Ezek kozé a Streptomyces aureofaciens
torzsek kozé tartoznak a mutins torzsek, valamint al-
ternativ vad tipusit izolatumok, amelyek kldr-tetra-
ciklint, tetraciklint, 6-demetil-kldr-tetraciklint, 6-
demetil-tetraciklint, 7-klor-5a,11a-dehidrotetraciklint,
2-dekarboxamido-2-acetil-tetraciklint és a tetraciklin-
vegyiiletcsalad mas tagjait termelik. A talalmany vo-
natkozik még a klor-tetraciklin, tetraciklin és tetra-
ciklin-rokon vegyiiletek klonozasara mas, ilyen vegyii-
leteket termelé mikroorganizmusokbél, példaul
Streptomyces rimosusbol, Streptomyces avellanusbdl,
Streptomyces psammoticusbol, Actinomadura brunne-
abol és Dactylosporangium vescabol.

A Streptomyces aureofaciens DNS-ét Sau3 A restrik-
cids enzimmel részlegesen emésztjiik, igy 35 kb méretil
tartomédnyba esé nagyméretii DNS-fragmenseket alli-
tunk eld, amelyeknek a végei az alkalmazott bifunkcios
kozmidvektor karjaival homolégok. Ebben az esetben
az optimalis emésztési koriilményeket empirikusan ha-
tarozzuk meg Ugy, hogy szamos emésztést végziink, és a
végtermékeket agardz gélelektroforézissel elemezziik.
A szakteriileten jartas szakember szamara nyilvanvalo,
hogy mas konyvtarkészitési modszer és a kivalasztott
klonozott DNS kinyerésére mas modszer is alkalmazha-
t6. A példakban az Escherichia coli alkalmazésa, vala-
mint a lambda-fag pakolas miatt szilkséges méretszelek-
ci6 nem korlatozza a talalmanyt, mivel mas vektorok is
alkalmazhatok. A szakteriileten jartas szakember sza-
mara nyilvanvald, hogy monofunkciés Streptomyces
vektorok, példaul a plJ922 (Lydiate et al., 1985) is al-
kalmazhatok a taldlmany szerinti eljarasban, azzal a kor-
latozassal, hogy a konyvtar készitését és a plazmid ki-
nyerését az aktinomicétakon beliil kell végezni.

A példakban talalhato lépések kozé tartozik a
kozmidkarok és a méret alapjan frakcionalt DNS liga-
lasi termékeinek in vitro pakolasa, Escherichia coli
X2819T torzsbe valo transzdukcidja, a transzduktans
populécidk izoldldsa, DNS kinyerése beldliik, és ezzel
kozmidkonyvtar eléallitasa. Az alkalmazott modszere-
ket leirtuk, de a talalmany nem korlatozodik a példak-
ban leirtakra. Mas modszerek is alkalmazhatok anélkiil,
hogy az eredményekben eltérés lenne. Tehat alternativ
moédszerek is hasznalhatok a ligaldsra és az in vitro pa-
kolasra, valamint mas rekombinacio-deficiens (recA)
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Escherichia coli gazdaszervezetek is hasznélhatok, va-
lamint mas médszerek a konyvtar amplifikalasara (pél-
daul szelektiv taptalajon valé ndvesztés), a plazmid
izolalaséra, amelyeket mind kozoltek a szakirodalom-
ban [Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY (1982)].

A példakban az ezt kdvetl 1épés az egyesitett
kozmid DNS-készitmény bejuttatasa Streptomyces livi-
dansba, sejtkonyvtar készitése, ezt kovetGen a konyvtar
atvizsgalasa olyan Streptomyces lividans transz-
formansokra, amelyek 100 ug/ml tetraciklinre rezisz-
tensek. Jollehet sokkal munkaigényesebb modszer, de
eljarhatunk 0gy is, hogy a transzformansokat kozvetle-
niil replikalemez-készitési modszerrel vizsgaljuk at tet-
raciklin-rezisztencia szempontjabdl. Kiilonbozd tetra-
ciklin-koncentracidkat hasznalhatunk a vizsgalathoz,
ami a forrdsmikroorganizmus bels6 rezisztencidjatol
fiigg. Més tetraciklin-érzékeny, nem restriktiv gazda-
szervezetek, példaul a Streptomyces griseofuscus is al-
kalmazhat6 Streptomyces lividans helyett.

Ezt kovetden kinyerjiik a rekombindns plazmidot
ugy, hogy plazmid DNS-t izoldlunk a tetraciklin-
rezisztens Streptomyces lividansbol, majd az emlitett
DNS-t in vitro pakoljuk, és transzdukcidval bejuttatjuk
Escherichia coliba. Az ilyen transzdukansokbdl izolalt
plazmid DNS-t restrikcids enzimes feltérképezéssel jel-
lemezziik szerkezetileg; igy a példaban ismertetett
modszerrel izoldlt két plazmid, az LP2127 és
LP2128 azonos szerkezetlinek bizonyult. A szakteriile-
ten jartas szakember szdmdra nyilvanvalo, hogy mas
mikroorganizmusokbd! izolalt hasonld DNS-régidk po-
limorfizmust mutathatnak a restrikcids hasitasi helyek
alapjan, de egy megfelel6é méretii, tetraciklin-reziszten-
ciat biztositd6 DNS-fragmenstdl elvarhatd, hogy az
alabbiakban ismertetett tulajdonsédgokkal rendelkezzen.

A tetraciklin-rezisztencia plazmideredetét azzal le-
het igazolni, ha kimutatjuk, hogy a Streptomyces livi-
dans LP2127 és LP2128 plazmidokkal kapott tio-
strepton-rezisztens transzforménsai egyben tetraciklin-
rezisztensek is. A tetraciklin antibiotikumok keletkezé-
sét agarlemezen oly médon lehet igazolni, hogy az em-
litett tiostrepton- €s tetraciklin-rezisztens Streptomyces
lividans antibiotikus aktivitast mutat Escherichia coli-
val szemben, de kevésbé hatékony egy tetraciklin-
rezisztens Escherichia colival szemben.

Végiil azt is igazoltuk, hogy a tetraciklinek szintézi-
sét az LP2127 iranyitja a Streptomyces lividans
heterolog gazdaszervezetben. Ezt mind szilard agar-
taptalajon, mind folyékony taptalajon igazoltuk. Mind
az eredetileg izolalt tetraciklin-rezisztens Streptomyces
lividans, mind a Streptomyces lividans LP2127-es
transzformansa termel tetraciklint és klor-tetraciklint
olyan koriilmények kozott, mint amilyen kériilmények
kozétt ugyanez a termék izolalhaté a DNS forrasaként
szolgald Streptomyces aureofaciens ATCC 13899 mik-
roorganizmusbol. Masrészt pedig egy olyan Strepto-
myces lividans transzforméns, amely csak a plazmid-
vektort tartalmazza a beépitett DNS nélkiil, nem termel
antibiotikumot.
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A talalmany szerinti megoldast az alabbi példakkal
szemléltetjiik.

A tetraciklineknek heterolog gazdaszervezetben
valo termelése nem korlatozodik a példakban ismerte-
tett fermentacios korilményekre vagy az elemzésre
hasznalt HPLC-analitikai rendszerekre, habar ezek ha-
tékony elemzést tesznek lehet6vé. A tetraciklinek fer-
mentacios uton valo elééllitasara és elemzésére szamos
eljarést irtak le, és ezekkel az aldbbiakban ismertetettek
helyettesithet6k. Emellett jollehet a Streptomyces
lividanst hasznaljuk a példikban heterolég gazdaszer-
vezetként, az antibiotikum bioszintézisgének heterolog
kifejezése szamos aktinomicétaban és mas baktérium-
csoportban is lehetséges, igy példaul — nem korlatozé
jelleggel — Bacillusokban, Corynebaktériumokban,
Thermoactinomycesekben mindaddig, amig ezek
transzformdlhatok a leirt, viszonylag nagy plazmid-
konstrukciokkal. A transzformalt mikroorganizmusok
kozé tartoznak példaul a Streptomyces griseofuscus és
a Streptomyces ambofaciens, amelyekrdl ismert, hogy
viszonylag nem restriktiv tulajdonsagiak.

1. példa

Streptomyces aureofaciens dssz-DNS izoldldsa

A Streptomyces aureofaciens ATCC 13899 lio-
filezett tenyészetét 0,8 ml 1X szintetikus sboldatban
szuszpendaljuk (6 g Na,HPO,, 3 g K,HPO,, 0,57 g
natrium-citrat literenként), majd Bennett-agarra szé-
lesztjiik (1 g élesztdkivonat, 2 g NZ-amin A, 1 g haski-
vonat, 20 g D-gliikkéz, 20 g Bacto-agar literenként). Mi-
utan két napig 28 °C-on inkubaltuk, egy lemezen 1évd
sejteket 5 ml Trytic Soy Broth-ba (Difco) atmosunk, r6-
viden (koriilbeliil 10 mp) ultrahanggal kezeljik
mikrocsuccsal ellatott Heat Systems Ultrasonics
W200P berendezésben. Oltéanyagot gy allitunk eld,
hogy az ultrahanggal kezelt szuszpenziobol 2 ml-t
50 ml Tryptic Soy Broth-ba (TSB) juttatunk, majd 2 na-
pig 28 °C-on, 200/perc fordulatszammal razatva
inkubaljuk. Ezutan az oltéanyagbdl 5 mi-t 100 ml, 2%
glicinnel kiegészitett TSB-be oltunk at, majd 48 o6ra
hosszat 28 °C-on 200/perc fordulatszdmmal razatva
inkubaljuk.

A sejteket centrifugalassal kinyerjik (9000xg,
30 perc). A kitilepedett sejteket 200 ml P taptalajjal mos-
suk [100 g szacharoz, 0,2 g K,S0,, 2 ml nyomelem-oldat
literenként; a nyomelemoldat Osszetétele: 40 mg/l
ZnCl,, 10-10 mg/l FeCl3x6H,0, CuCl,x2H,0,
MnClz ><4H20, N32B207 X lOHzO €s (NH4)6M024 X 4H20]
A kiiilepedett sejteket —20 °C-on lefagyasztjuk, majd
felolvasztjuk és 10 mg/ml lizozimet tartalmazé (Sigma,
héromszor 4tkristalyositva) 12 ml P*-oldatban szusz-
pendaljuk (Osszetétele: P téptalaj, kiegészitve 25 mmol/l
TES-pufferrel, 25 mmol/l CaCl,-vel, 10 mmol/l MgCl,-
vel, 3,7 mmol/l K;HPO,4-gyel). A sejteket szobahGmér-
sékleten 2 ora hosszat inkubaljuk, amig protoplasztok
képzddése nyilvanvalo nem lesz. 2,5 mg Proteinase K-t
adunk hozza, és az elegyet 15 percig 37 °C-on inku-
baljuk. A lizist gy érjikk el, hogy hozzaadunk 10 ml
0,2 mol/l EDTA-t (pH=8,0), 0,1 mol/l TRIS-HCI
pH=8,0 Osszetétellil oldatot, majd kozvetleniil utdna
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2,4 ml natrium-lauril-szulfatot (SDS). A viszkozus ele-
gyet 50 °C-on inkubaljuk 60 percig, alkalmankénti gyen-
ge razogatassal.

Ha a lizis teljesen lejatszodott, akkor 20 ml puffe-
relt fenolt (50 g fenol, 6,5 ml 100 mmol/l NaCl,
10 mmol/l TRIS-HC] pH=8,0, 1 mmol/l EDTA
pH=8,0, 0,05 g 8-hidroxi-kinolin) adunk hozz4, az ele-
gyet gyengén razogatjuk, majd asztali centrifugan le-
centrifugaljuk (1500xg, 30 perc). A felsG vizes fazist
Osszegy(jtjiik, majd a fentiek szerint Gjra extrahaljuk;
az els6 extrakciobdl szarmazo fenolt visszaextrahaljuk
20 ml 10 mmol/l TRIS-HCI pH=7,4, 1 mmol/l EDTA
pH=8 osszetételli (TE) pufferrel. Az osszegytjtott vi-
zes fazist ezutan azonos térfogatu kloroformmal
extrahaljuk, a fentiek szerint centrifugaljuk, és 10 ml-es
részletekben kémcsdvekbe osztjuk szét. 1 ml 3 mol/l-es
ammonium-acetatot (pH=>5,0) adunk mindegyik csd-
h6z, majd a viszkézus oldat tetejére 10 ml hideg etanolt
rétegeziink. A DNS-t ovatosan egy tivegbotra tekerjiik,
kétszer hideg etanollal oblitjiik, majd egy éjszakan at
4 °C-on 8 ml TE-pufferben oldjuk. A jelen 1évé Gsszes
nukleinsav (féleg DNS) mennyiségét az A,¢, spektro-
fotometrias érték alapjan becsiiljik.

2. példa

A Streptomyces aureofaciens DNS részleges

emésztése és a megfelelé meretii DNS dusitdsa

A részleges emésztési koriilményeket, amelyek a
Streptomyces aureofaciens DNS 35 kilobazis méret
Sau3A emeésztési termékeit eredményezik, empirikusan
hatarozzuk meg. Egy sorozat reakcidelegyet allitunk
Ossze, a kémcesovekbe koriilbeliil 25 pg DNS-t mériink
be 300 pliter reakcidelegyben (Gsszetétele: 100 mmol/1
NaCl, 10 mmol/ TRIS-HC! pH=7,4, 10 mmol/l
MgCl,), majd Sau3A restrikcids endonukleazt (New
England Biolabs) adunk hozza 0,5, 0,1, 0,05, 0,01,
0,005 enzimegység/ug DNS mennyiségben. A reakcio-
elegyeket 60 percig 37 °C-on inkubaljuk, majd 20 perc-
re 65 °C-on kezeljiik, végiil jégbe helyezzik. 20-
20 plitert kivesziink és 0,5%-os agardz gélre visszik,
hogy ismert hosszisagi fragmensekkel (emésztetlen,
valamint HindIll, illetve Xhol restrikcidos enzimmel
emésztett lambda-fag DNS) hasonlitsuk 6ssze. A meg-
marado térfogatban 1évé DNS-t kicsapjuk oly modon,
hogy egymas utan 50 pliter 3 mélos ammodnium-aceta-
tot és 1 m! etanolt adunk hozza, majd —20 °C-ra hiitjiik.
A kicsapott DNS-t centrifugaldssal iilepitjiitk (8800xg),
300 pliter 0,3 molos ammoénium-acetatban oldjuk, ha-
sonloképpen kicsapjuk, tilepitjiik, mossuk etanollal, va-
kuumban szaritjuk, és a megszaritott liledéket végiil
100 pliter TE-pufferben oldjuk. Az etidium-bromiddal
festett, egy éjszakan at 1 volt/cm-re! futtatott agardz gél
vizsgalata azt mutatja, hogy a 0,05 egység Sau3A/ug
DNS értéknél kapjuk a féleg a keresett 35 kb mérettar-
tomanyba tartozo emésztési termékeket.

3. példa

Kozmidkarok készitése

A bifunkcionalis kozmidvektorok komponenseit az
A ¢és B plazmidokbdl (1. abra) nyerjiik ki. Az A plaz-
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mid a pIBI24-et tartalmazza, amely a replikacios origdt,
valamint egy ampicillin-rezisztenciagént biztosit ahhoz,
hogy a vektor Escherichia coliban replikdlédjon és
szelektdlhato legyen. Ezzel a plazmiddal még egy
tiostrepton-rezisztenciagén is rendelkezésre all, hogy a
plazmidot aktinomicétdkban szelektalni lehessen, vala-
mint a lambda bakteriofdgb6l szarmaz6 t6bbszords ta-
padasi helyeket (cos) tartalmaz, amelyek az in vitro pa-
kolashoz sziikségesek. A B plazmidot Ggy terveztiik,
hogy tartalmazzon egy SCP2* replikacios origét az
aktinomicétakban vald fenntartids céljabdl, valamint
tobb cos helyet.

Az A plazmidot Asp718 restrikciés enzimmel
emésztjiik, majd borjibél alkalikus foszfatiazzal (CIAP)
defoszforilezziik. A DNS-t ezutan chlorpannal és klo-
roformmal extrahdljuk, etanollal kicsapjuk, és vakuum-
ban szaritjuk. A DNS-t ezutan feloldjuk, és BglII rest-
rikci0s enzimmel emésztjik. A B plazmidot Sall rest-
rikcids enzimmel emésztjiik, majd ezt kvetden CIAP-
pal kezeljik. Chlorpanos extrakcid, etanolos kicsapas
és vakuumban val6 széritas utdn a DNS-t feloldjuk és
BgllI restrikcios enzimmel emésztjiik.

A fentiekben emlitett emésztési reakciokat agar6z
gélre vissziik, majd egy éjszakan at elektroforetizaljuk.
Az A plazmidbdl egy 6,0 kb méreti fragmenst, a B
plazmidbol egy 8,0 kb méretii fragmenst (amely tartal-
mazza a fentiekben leirt funkcids régidkat) elektro-
elicidval izolalunk az agardz gélrSl.

4. példa

A kozmidkarok ligdlasa a Sau3A restrikcios enzim-

mel emésztett genomialis DNS-hez és in vitro pako-

las

A Streptomyces aureofaciens DNS Sau3A restrik-
ciés enzimmel emésztett és méretre ,,ellendrzott”
genomialis fragmenseit kapcsoljuk a kozmidkarokkal
in vitro ligalds atjan. 4 pl Sau3A restrikcids enzimmel
emesztett Streptomyces aureofaciens DNS-t, amely
koriilbeliil 8 ug-nak felel meg, elegyitiink 1-1 pl 1-es,
illetve 2-es kozmidkarral 10 pl ligalé elegyben,
amelynek Osszetétele 66 mmol/l TRIS-HCl pH=74,
10 mmol/l MgCl,, 1 mmol/l ATP, 10 mmol/l ditio-
treitol, valamint 40 egység (tapaddsvég-egység)
T4 DNS ligazzal (New England Biolabs). A ligalo ele-
gyet 18 ora hosszat 11 °C-on inkubaljuk, majd in vitro
pakolasi eljarasnak vetjiik ald oly modon, hogy a teljes
10 pl-es reakcidelegyet hozzaadjuk egy PackageneR
lambda DNS pakolérendszer-kivonathoz (Promega
Biotec). Miutan két ora hosszat inkubaltuk szobahd-
meérsékleten, 500 pl fag higito puffert (PDB, Gsszetéte-
le: 100 mmol/l NaCl, 10 mmol/l TRIS-HCI pH=74,
10 mmol/l MgSO,), majd 25 pl kloroformot adunk
hozza. Az elegyet vortexeljiik, majd 4 °C-on taroljuk.

5. példa

Transzdukcié Escherichia coliba, bifunkcios koz-

midkényvtar eléallitasa

Az in vitro pakoloreakcioban elBallitott fagkészit-
ményt Escherichia coli X2819T torzsbe (R. Curtiss)
transzdukéljuk azzal a céllal, hogy tébb ezer transzdu-
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kénst kapjunk, amelyekbdl plazmid DNS-preparatum
vagy bifunkcids kozmidkényvtar allithat6 el. Ebbdl a
célbdl 0,3 ml, egy éjszakan at novesztett X2819T te-
nyészetet beoltunk 10 ml 20-10-5 taptalajba (20 g
Trypton/l, 10 g élesztSkivonat/l, 5 g NaCl/l, 50 mg
timidin/l), majd 2,5 6ra hosszat 28 °C-on inkubaljuk.
Négy részlet 0,8 ml-es X2819T sejtszuszpenzidt ele-
gyitiink 0,8 ml PDB-vel, majd mikrocentrifugaban
centrifugdljuk 5 percig teljes sebességgel. A kiiilepitett
sejteket 100 pul PDB-ben szuszpendaljuk. Ezutan mind-
egyikhez 50 pl, az in vitro pakolasbol szarmazé fagpre-
paratumot adunk. A fagok 37 °C-on, 25 perc alatt a sej-
tekre abszorbealodnak. Mindegyik elegyhez 2 ml
20-10-5 taptalajt adunk, majd a szuszpenziét 28 °C-
on két ora hosszat rézatjuk. Egytized ml-es alikvot ré-
szeket szélesztliink Osszesen 50 Petri-csészére, amelyek
100 mg/1 ampicillinnel (natriumso, Sigma) kiegészitett
20-10-5 agart tartalmaznak (20-10-5 taptalaj plusz
20 g/l Bacto agar). A lemezeket egy éjszakan at 28 °C-
on inkubaljuk, majd harom napig szobahémérsékleten
tartjuk. Ot jellemzd lemez telepszamat meghatarozzuk,
ennek alapjdn Osszesen koriilbelill 12 000 ampicillin-
rezisztens telepet kaptunk.

Mindegyik lemezt 5 ml kdvetkezd Osszetételd oldat-
tal arasztjuk el: 50 mmol/l gliikéz, 25 mmol/1 TRIS-
HCI pH=8,0, 10 mmol/l EDTA pH=28,0 (GTE). A tele-
peket egy steril szélesztGbottal szuszpendaljuk, majd az
Osszes eluatumot egyesitjiik, az igy kapott sejtszusz-
penziot 5 percig 9800xg-vel centrifugaljuk. Az tlepitett
sejteket 72 ml GTE-ben szuszpendaljuk. Ezutan 8 ml,
40 mg/ml lizozimet tartalmazé GTE-t adunk hozza.
A lizozimes emeésztést 20 percig inkubaljuk szobahg-
mérsékleten. Ezutan 160 ml ligos SDS-oldatot (8 g/l
NaOH, 10 g/l SDS) adunk hozzi, 6vatos keverés utin
viszkdzus lizdtumot kapunk. Miutan 20 percig inku-
béltuk jégen, 80 ml 5 mol/l-es kalium-acetatot adunk
hozza, dsszekeverjiik, és tovabbi 20 percig jégen tartjuk.
A preparatumot ezutan centrifugaljuk (9800xg,
20 perc), a feliliszot osszegyjtjiikk, 200 ml hideg izo-
propanolt adunk hozza, 6sszekeverjitk, majd 15 percig
jégen tartjuk, utdna centrifugéljuk (9800xg, 20 perc).
A nukleinsaviiledéket 20 ml TE-pufferben oldjuk, ame-
lyet 1% natrium-szarkozinattal egészitettiink ki. 22 g cé-
zium-kloridot adunk hozza, feloldjuk benne, majd 2 ml
hozza. A cézium-klorid—etidium-bromid elegyet meg-
feleld csovekbe toltjiikk, és Beckman 70.Ti rotorban
centrifugaljuk 19 6ra hosszat 55 000/perc fordulatszam-
mal. A csovek oldalat injekcidstiivel atlukasztva kinyer-
juk a plazmidcsikot. A mintabol eltavolitjuk az etidium-
bromidot oly mddon, hogy négyszer extrahaljuk azonos
térfogati, vizzel telitett butanollal. A vizes oldat térfo-
gatat TE-pufferrel 6 ml-re egészityiik ki; 1 ml 3 mol/l-es
ammonium-acetatot adunk hozza, majd a plazmid DNS-t
18 ml etanollal kicsapjuk. Miutan —20 °C-ra hiitottiik, a
DNS-t centrifugdljuk (3400xg, 30 perc). Egy masodik
kicsapast is végziink hasonloképpen, majd a DNS-t eta-
nollal mossuk, vakuumban széritjuk, 1 ml TE-oldatban
oldjuk, és a DNS-koncentraciét spektrofotometridsan
meghatarozzuk.
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6. példa

A plazmidkényviar bejuttatisa Streptomyces livi-

dansba, és Streptomyces lividans rekombinans

sejtkonyvtar készitése

Az el6z6 1épésben eldéllitott bifunkcids plaz-
midkdnyvtarat Streptomyces lividans TK54-be transz-
formaljuk, ahol a Streptomyces gének fenotipusos kife-
jezOdése lejatszodik. EbbSl a célbol a Streptomyces
lividans TKS54 protoplasztokat allitunk elé standard
modszerekkel (Hopwood et al., 1985). Réviden a
Streptomyces lividans TK54 torzs 45 oras tenyészeté-
bdl (ezeket ugy allitjuk eld, hogy egy sporaszuszpenzio
0,2 ml-ét 10-szer 50 ml-es komplett YEME taptalajba
oltjuk, amelynek Osszetétele: 3 g/l élesztSkivonat, 5 g/l
pepton, 3 g/l malataextraktum, 10 g/l glikdz, 340 g/l
szacharoz, 5 g/l glicin, 5 mmol/l MgCl,, 40 mg/1 L-
hisztidin és 40 mg/l L-leucin) a sejteket centrifugalas-
sal nyerjiik ki (9800xg, 15 perc). A sejtiiledéket kétszer
mossuk P taptalajjal, majd 60 ml P+-ban szuszpendal-
juk. 14 mg/ml lizozimet tartalmazé P+ taptalajt adunk
hozza, majd a szuszpenzidt vizfirdGben 90 percig
30 °C-on, 150/perc razatas mellett inkubaljuk. Ezt ko-
veten 100 ml P+ taptalajt adunk hozzd, és a proto-
plaszt-szuszpenzidt steril, nem abszorbealé gyapoton
engedjik keresztiil. A sziirletet centrifugaljuk (3800xg,
10 perc), majd a protoplaszt-iiledéket felszuszpendal-
juk és 100 ml P+ taptalajjal mossuk, végiil egy masodik
centrifugalas utdn 120 ml P+-ban szuszpendaljuk.
A protoplaszt-készitményt 1,8 ml-es fagyasztocsovek-
be osztjuk szét, majd —70 °C-on fagyasztjuk. A transz-
formalast ugy vegezziik, hogy a Streptomyces lividans
TK54 protoplaszt-preparatum 0,3 ml-es alikvot részeit
(korilbeliil 1x 109 protoplaszt) hozzaadjuk 4 centrifu-
gacsében 1évé 5 ml Pt taptalajhoz. A protoplasztot
tilepitjiik (3400xg, 10 perc), majd a visszamarad6 térfo-
gatban szuszpendaljuk. Ezutan mindegyikhez hozzi-
adunk koriilbelil 10 pg kozmidkonyvtar DNS-t, majd
0,5 ml 25%-o0s PEG 1000-et [1 g PEG 1000 (Sigma)
3 ml alébbi osszetételd oldatban oldva: 25 g/l szacha-
16z, 2 ml/l 500x nyomelemoldat, 0,25 g/l K,SO,,
100 mmol/l CaCl,, 50 mmol/l TRIS-maleat, pH=8,0].
Miutan osszekevertiik és 30 mésodpercig inkubaltuk,
5 ml P+-oldatot adunk hozza. A protoplasztokat ezutan
ilepitjik, majd 1 ml P+-ban szuszpendaljuk. Egytized
ml-es térfogatokat szélesztiink szaritott R,YE agarra
(0sszetétele: 100 g/l szachardz, 0,25 g/l K,S0,, 2 ml/]
500x nyomelemoldat, 2 g/l L-prolin, 20 g/l D-gliikéz,
5 g/l élesztdkivonat, 0,05 g/l KH,PO,, 25 mmol/l TES,
25 mmol/l CaCl,, 5 mmol/l MgCl,, 20 g/1 Bacto-agar)
€s 28 °C-on inkubaljuk. 24 éra elteltével mindegyik le-
mezt feliilrétegezziik 3 ml lagy, 500 pg/ml tiostreptont
tartalmazé R agarral (Osszetétele ugyanaz, mint az el6-
z6 agarénak, de nem tartalmaz élesztGkivonatot, glii-
kozt vagy KH,PO,-et, és csak 8 g Bacto-agart tartal-
maz), majd tovabbi 12 napig inkubaljuk.

Koriilbeliil 9100 tiostrepton-rezisztens telepet ka-
punk. Ezeket 6sszegytijtjiik oly moddon, hogy lemos-
suk az agarlemezek felszinérdl 3 db, 25-25 ml 20%-os
glicerint tartalmazd csébe. A telepek szuszpenzidit
fragmentaljuk oly médon, hogy 90 masodpercig ultra-
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hanggal besugarozzuk, majd egyesitjiik 8ket, és szét-
osztjuk 1,8 ml-es fagyasztocsovekbe és ~70 °C-on fa-
gyasztjuk. Ezt a fagyasztott preparatumot hasznaljuk
mint a Streptomyces lividans rekombinéns sejtkonyv-
tarat.

7. példa

A Streptomyces lividans LL535, egy tetraciklin-

rezisztens transzformdns izoldlasa, amelybdl az

LP2]27 plazmid szarmazik

Ezutan a Streptomyces lividans rekombinans sejt-
konyvtarat atvizsgaljuk, van-e benne tetraciklin-
rezisztens sejt. A fragmentalt Streptomyces lividans
sejtkdnyvtar egytized ml-es részeit 100 pg/ml tetra-
ciklinnel kiegészitett Bennett-agarra szélesztjiik. Mi-
utan 5 napig 28 °C-on inkubaltuk, két tetraciklin-re-
zisztens telepet detektalunk. Ezek koziil az egyiket, az
LL535-6t (eloszor az LL529-2 jelzést kapta) vélaszt-
juk ki a tovabbi elemzéshez. Az L1535 telepet friss
Bennett-agarra szélesztjikk, amely 100 pg/ml tetra-
ciklint tartalmaz. A novekedést 3 napig 28 °C-on vég-
zett inkubélas utan figyeljiik meg. A kapott tenyészetet
50 ml TSB taptalajba mossuk bele, amelyet 10 g/1 glii-
kozzal (TBSG) és 100 pg/ml tetraciklinnel egészitiink
ki, majd a szuszpenziot 3 napig 30 °C-on inkubaljuk
200/perc fordulatszdmmal razatva. Az LL535 tenyé-
szetet roviden kezeljiikk ultrahanggal, majd egy részét
1,8 ml-es fagyasztocsévekbe osztjuk szét, és —70 °C-
on taroljuk. A megmaradé térfogatot hasznaljuk arra,
hogy négy darab 2 literes lombikban 1évé YEME tapta-
lajt oltsunk be vele (Osszetétele ugyanaz, mint amit az
elézoekben kozoltiink, de tartalmaz 16 g/l glicint,
25 mmol/l MOPS-t és 100 pg/ml tetraciklint, de nem
tartalmaz MgCl,-t, L-hisztidint vagy L-leucint). A két
nap utan kinétt sejteket ezutin az elézéekben leirt mo-
don dolgozzuk fel (plazmidot izolalunk bel6le, azzal a
kiilénbséggel, hogy mindegyik alkalmazott térfogat
négyszerese annak, amit az el6z8 példaban alkalmaz-
tunk). A végs6 DNS-csapadékot 1 ml TE-pufferben
oldjuk.

A Streptomyces lividans LL535 transzformansbol
izolalt plazmid DNS 10 pl-es részét hasznaljuk in vitro
pakolasi reakcidban, majd ezt kdvetden Escherichia coli
X2819T torzsbe transzdukaljuk, a fentiekben ismertetett
modszereket alkalmazva. Egy ampicillin-rezisztens
transzdukanst (jele LL537) 100 pg/ml ampicillint tartal-
mazd 20—10-5 agar-taptalajra szélesztjiik, majd az
egynapos 30 °C-os inkubélas utdn kapott tenyészetet
hasznaljuk két 500 ml-es 20—10-5 taptalaj beoltasara,
amely 100 pg/ml ampicillint tartalmaz. Egy éjszakan at
30 °C-on 200/perc fordulatszammal razatjuk, majd a
plazmid DNS-t az el6z6kben leirt médon izolaljuk. Az
izolalt plazmid DNS jele LP2127; a plazmid becsiilt mé-
rete 43 kilobézispar.

Restrikcids enzimes térképet készitiink az
LP2127 plazmidrdl restrikcios enzimekkel végzett egy-
szeres €s kétszeres emésztés alapjdn. A BamHI, Bcll,
Bglll, Bsml, BstBI, Clal, EcoRI, Mlul, Ncol, Sacl,
Scal, Sphl és Stul (New England Biolabs) hasit4si he-
lyek helyzetét Ggy hatdrozzuk meg, hogy minden egyes
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enzimmel kiilon-kiilon, majd az enzimek kombinacio-
javal emésztést végziink, amelyek a vektorrészen is-
mert helyeken hasitanak, példaul EcoRI, EcoRV vagy
HindIII helyen. A restrikciés endonukleazos emészté-
seket ugy hajtjuk végre, hogy 1-2 pg plazmid DNS-t
elegyitiink 4 ul 10x sooldattal, amely optimalis az al-
kalmazott restrikcios enzimekre, majd koriilbeliil
5-40 egység enzimet adunk hozza 40 pl Ossz-
térfogatban. Az alkalmazott 10x sooldat &sszetétele:
BamHI, EcoRV és Sall enzimekhez: 1,5 mol/l NaCl,
0,06 mol/l TRIS-HCI pH=38, 0,06 mol/l MgCl,; Bglll
és Scal enzimekhez: 1,0 mol/l NaCl, 0,1 mol/l TRIS-
HCl pH=7,4, 0,1 mol/l MgCl,; Bcll enzimhez:
0,75 mol/l KCl, 0,06 mol/1 TRIS pH=7,4, 0,1 mol/l
MgCl,; BstBI enzimhez: 0,6 mol/l NaCl, 0,06 mol/l
TRIS pH=7,4, 0,06 mol/l MgCl,; Clal enzimhez:
0,5 mol/l NaCl, 0,06 mol/l TRIS-HCI pH=38,0,
0,06 mol/l MgCl,; EcoRI enzimhez: 0,5 mol/l TRIS-
HCl pH=8, 0,1 mol/l MgCl,; Mlul enzimhez:
0,5 mol/l NaCl, 0,1 mol/1 TRIS-HCI pH=74, 0,1 mol/l
MgCl,; Sacl enzimhez: 0,1 mol/l TRIS-HCl pH=74,
0,1 mol/l MgCl,; Stul enzimhez: 1,0 mol/l NaCl,
0,1 mol/l TRIS-HC] pH=8,0 és 0,1 mol/l MgCl,.
A kettds emésztéseket olyan sOOsszetétel mellett vé-
gezziik, amely kompatibilis mindkét enzimmel a gyartd
elbirdsai szerint. Az 6sszes emésztési reakciot 37 °C-on
hajtjuk végre, kivéve a Bcll restrikciés enzimmel vég-
zett emésztést, amelyet 50 °C-on végziink, valamint a
Bsml ¢s BstBI restrikcids enzimekkel végzett emészté-
seket, amelyeket 65 °C-on végziink. Az inkubalas ideje
60—120 perc. 5 pliter festékkeveréket adunk hozza
(50% glicerin, 0,1 mol/l EDTA pH=38,0, 0,25% brom-
fenolkék) a reakcié ledllitasara, valamint azért, hogy
megkonnyitsikk az agardz gélre valo felvitelt.

Az emésztés eredményét 0,8%-os agardz gélen vald
elektroforézissel tessziik lathatova. A térképet az
LP2127 kozvetlen emésztésével, valamint a szub-
klénozott fragmensek emésztésével hatarozzuk meg.
A Bell és Clal hasitasi helyek térképezését akadalyozza
a gazdaszervezet metilezGképessége, ezért ezt az
LP2258 plazmid alkalmazasaval lehet kikeriilni, amelyet
ugy kapunk, hogy az LP2127 plazmidot in vitro pakol-
juk, transzdukaljuk Escherichia coli GM119 (dam
dcm’) torzsbe, majd a plazmid izolaldsat az el3zékben
leirt moédon végezziik. Az LP?127 plazmid fizikai szer-
kezetét a 2. abran mutatjuk be. Az LP2127 plazmidban
kioénozott 31,9 kb méretii Streptomyces aureofaciens
DNS részletesebb restrikciés endonukleazos hasitasi
térképét a 3. abran mutatjuk be.

8. példa

Streptomyces lividans LL529-TT2 tiostrepton-

rezisztens, tetraciklin-rezisztens transzformans izo-

lalasa, amelybél az LP2128 plazmid szarmazik

A Streptomyces lividans LL529-TT2 izolalasat az
LL535-re leirt modon végezziik, azzal a kiilonbséggel,
hogy a rekombindns Streptomyces lividans sejtkonyv-
tarat 50 pg/ml tiostreptont és 100 pg/ml tetraciklint tar-
talmazé Bennett-agarra szélesztjilkk. Miutan 11 napig
inkubaltuk, 28 °C-on végzett inkubélas utan két rezisz-
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tens telepet figyeltiink meg. Ezek koziil az egyiket, az
LL529-TT2-t mindkét antibiotikumot tartalmazé
Bennett-agarra szélesztjilk. Miutan harom napig inku-
baltuk 28 °C-on, a kapott tenyészetet hasznaljuk 50 ml,
10 pg/ml tiostreptont és 100 pg/ml tetraciklint tartal-
mazo6 TSB taptalaj beoltasara. Ezutan 6t napig 28 °C-on
razatjuk 200/perc fordulatszammal, majd plazmid
DNS-t allitunk eld beldle miniprep-eljarassal, amely
hasonlit az el6zékben leirt plazmidizolalasi eljarasra,
egészen az izopropanolos kicsapasi 1épésig. Ebben az
esetben azonban a hasznalt térfogat csak egynegyede
az el6zSkben alkalmazottnak. Az izopropanolos kicsa-
pas utan a nukleinsavcsapadékot 1 ml TE-pufferben
oldjuk, majd azonos térfogatii chlorpannal (500 g fe-
nolt és 0,5 g 8-hidroxi-kinolint tartalmazo, 100 mmol/l
NaCl, 1 mmol/l EDTA, 10 mmol/l natrium-acetat,
pH=6,0 dsszetétell oldattal egyensulyba hozott, tovab-
ba 500 ml kloroformot tartalmazo oldattal) kevertetés
kozben extrahaljuk, majd mikrocentrifugaban centrifu-
galjuk teljes sebességgel, 3 percig. A vizes fazist Qjra
extrahaljuk chlorpannal, majd hasonléképpen kloro-
formmal. A végsé vizes fazist Gsszegyijtjiik, 100 pl
3 mol/l-es ammonium-acetatot és 1,8 ml etanolt adunk
hozz4 a nukleinsav kicsapasara. —20 °C-ra hutjiik,
majd a kicsapasi reakcioelegyet lecentrifugaljuk
(8800xg, 30 perc). A kapott csapadékot 300 pl
0,3 mol/l ammonium-acetatban oldjuk, hasonléképpen
kicsapjuk 1 ml etanollal, majd centrifugéljuk. A kapott
csapadékot etanollal 6blitjiikk, vakuumban szaritjuk,
majd 1 ml TE-pufferben oldjuk.

Az LL529-TT2 plazmid miniprepardtumot hasz-
naljuk az el6z8kben leirt in vitro pakolas végrehajtasa-
ra. Egy ampicillin-rezisztens transzdukanst (jele
LL538) hasznalunk a plazmid kinyerésére, amint azt az
LL535 plazmidnal mar leirtunk. A kapott tisztitott
plazmid jele LP2128. A 20 kiilonb6z6 restrikcids endo-
nukledzzal valé emésztés utan kapott restrikcids minta-
zatot az LP2127 esetében kapottal hasonlitjuk dssze, az
emésztési termékeket ugyanazon a gélelektroforézis gé-
len elemezve. Az LP2128 esetében kapott gélmintazat
azonos azzal, amelyet az LP2127 esetében latunk, jelez-
ve, hogy a két plazmid egyforma. Tehat a 3. abra mind
az LP?128, mind az LP2127 szerkezetét leirja.

9. példa

Az LP?]127 és LP?128 plazmidok plazmidhoz kotott

tetraciklin-rezisztenciat biztositanak

Annak igazoldsara, hogy a megfigyelt tetraciklin-
rezisztencidk plazmidon kédolt természetiiek, az
LP2]127 és LP2128 plazmidokat Streptomyces lividans
protoplasztokba transzformaljuk, és a kapott tio-
strepton-rezisztens transzformansok tetraciklin-rezisz-
tenciajat vizsgaljuk. A Stretomyces lividans proto-
plasztok eléallitasat és transzformalasat, majd ezt kve-
tden a tiostrepton-rezisztens transzformaldsat, majd ezt
kovetden a tiostrepton-rezisztens transzformansok sze-
lekcidjat az el6z6kben ismertetett modon végezziik. Az
LP2127 és az LP2128 plazmidbol 10-10 pg-ot, mig a
tetraciklin-érzékeny kontrollbol, az LP2111-b6l 5 pg-ot
transzformalunk (ez utébbi vektor tartalmazza a
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pIBI24-et az SCP2* replikacios és stabilitasi régiot, va-
lamint a tiostrepton-rezisztenciagént). Mindegyik
plazmidbél 150 transzforméanst vizsgalunk 4t oly mo-
don, hogy steril fogpiszkaloval két kiilonb6z3 Bennett-
agarra oltjuk at, amelyek 100 pg/ml tetraciklint, illetve
25 pg/ml tiostreptont tartalmaznak.

A telepeket 5 napig 28 °C-on végzett inkubalas utin
vizsgaljuk at. Az dsszes LP?111 transzformansbél szér-
mazd tiostrepton-rezisztens transzformans tetraciklin-
érzékenynek, mig az LP2127-b8, illetve az LP2128-bol
kapott transzformansok 80%-a tetraciklin-rezisz-
tensnek bizonyult.

10. példa

Klor-tetraciklin és tetraciklin eléallitdsa LP?127 és

LP2]28 plazmidot tartalmazo Streptomyces

lividansszal

Egy egész sorozat kisérletet végziink annak igazola-
sara, hogy az LP2127 és az LP2128 a klor-tetraciklin
(CTC) és a tetraciklin (TC) bioszintézisét iranyitja a
Streptomyces lividans heterolog gazdaszervezetben. Az
eredeti izoldtum, az LL535, valamint az LP2127
plazmiddal transzformalt Streptomyces lividans termel
CTC-t és TC-t mind agaron, mind folyékony taptalajon
végzett fermentacidban, mig az inszertalt DNS-szakasz
nélkili plazmid klénozé vektort tartalmazd Strepto-
myces lividans nem termel tetraciklin-antibiotikumot.
Az LP?128 Streptomyces lividansba transzformalva egy
olyan antibiotikum termelését irdnyitja, amelynek
Escherichia coli elleni aktivitasa alapjan arra lehet ko-
vetkeztetni, hogy biologiai tulajdonsagai alapjan tetra-
ciklin-antibiotikum. Az S. lividans gazdaszervezet nem
mutat ilyen aktivitast.

El6sz6r az LL535 Streptomyces lividans torzset, egy
tiostrepton-rezisztens izolatumot, amelybdl az LP2127-et
izolaltuk, Bennett-agarra szélesztjiik (amely 25 pg/ml
tiostreptont tartalmaz) olyan higitasban, hogy kériilbeliil
200 telep keletkezzen lemezenként. Az LL531 Strepto-
myces lividans torzset (amely a korabban ismertetett
LP2111 plazmidvektort tartalmazza) hasonlé médon szé-
lesztjiik koriilbeliil 400 telep per lemez stirdiségben.

Miutan 8 napig inkubaltuk 30 °C-on, az LL535 tele-
pek sarga fluoreszcenciat mutatnak, ha 366 nm-es UV-
fénnyel sugarozzuk be Sket. Ez jellemzé a tetraciklint
termeld tenyészetekre, és nem figyelhetd meg az
LL531-nél.

Ezutdn mindegyik lemezen megvizsgaljuk a biologi-
al aktivitdst oly modon, hogy a telepeket 5 ml lagy
20-10-5 agar taptalajjal (8 g/l Bacto-agar) rétegezziik
le, amelyet 0,1 ml, egy éjszakan at novesztett vizsgalo
mikroorganizmussal oltottunk be. A vizsgalé mikroorga-
nizmus a Bacillus subtilis T1235 torzs, amely az
University of Leicesterr6l, dr. Eric Cundliffe-t0l szerez-
het6 be. A T1235 egy tiostrepton-rezisztenciat kodold
plazmidot tartalmaz, emellett haszndljuk még az
Escherichia coli MM294 torzset, valamint a pBR322
plazmidot tartalmazé MM294 toérzset (a plazmid
tetraciklin- €s ampicillin-rezisztenciat biztosit) (ATCC
33625). A torzseket egy éjszakan at novesztjiikk 37 °C-on
10 ml 20—1-5 taptalajban, amelyet a T1235 esetében
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25 pg/ml tiostreptonnal, az MM294/pBR322 esetében
pedig 100 pg/ml ampicillinnel egészitettiink ki. Rétege-
zés utan a lemezeket egy éjszakan at 37 °C-on
inkubaljuk, majd ezutdn megvizsgaljuk a rétegez6 mik-
roorganizmus pazsitjdban keletkez6 gatlasi zondkat. Az
LL531 torzs nem ad gatlasi zonakat az Escherichia coli
torzsekben, és csak néhany telep ad kis, lokalizalt zona-
kat a Gram-pozitiv T1235 torzzsel. Mindegyik utobbi te-
lep voros pigmentet termel, ami az aktinorodin kifejez6-
désére jellemzd; a Streptomyces lividansrol ismert, hogy
ezt az altalaban nem miik6dd bioszintézisutat megfigyel-
hetd frekvenciaval fejezi ki (Horinouchi et al., 1989).
Ezzel szemben az LL535 torzs egy olyan antibiotikum
termelését mutatja, amely teljesen gatolja a T1235 és
MM294 torzsek novekedését a rétegezd agarban. (A ké-
s6bbi kisérletekben, amikor lemezenként kevesebb tele-
pet vizsgaltunk, kis, jol koriilhatdrolt és nagyon nagy
gatlasi zondk is taldlhatok az ezen vizsgald mikroorga-
nizmusok megfelelden szeparélt telepei koriil. Ebben a
kisérletben az LL535 telepeket MM294/pBR322
torzzsel rétegezve diszkrét zondkat kapunk a telepek ko-
rill. Ez az MM294/pBR322-vel megfigyelt csokkent ak-
tivitas annak tulajdonithatd, hogy a pBR322 plazmidon
kodolt tetraciklin-rezisztencia csokkent érzékenységet
eredményez.

Az agaron keletkez antibiotikumot ugy jellemez-
ziik, hogy az egybefolyo novekedést ado lemezek agar-
blokkjait extrahdljuk. Az LL535 és LL531 torzsek
25 ug/ml tiostreptont tartalmazé Bennett-agaron nd-
nek; a Streptomyces aureofaciens ATCC 13899 torzs,
az LP2127 és LP2128 plazmidban 1évé klonozott DNS-
torzs antibiotikumot nem tartalmazo agaron né. Miutdn
6t napig novesztettiik 30 °C-on, 2,5 cm-es agarblok-
kokat vagunk ki, és 3 ml savas metanolban eldorzsol-
jiik (6sszetétele: 11,5 ml koncentralt kénsav 4 liter me-
tanolban). Ot percig vortexeljiikk, majd a feliiliszot egy
Acro LC-25 membransziirén szlrjik 4t és HPLC-
elemzésnek vetjiik ala.

A HPLC-elemzéeseket izokratikus koriilmények ko-
zott végezzitk C18 forditott fazisi oszlopon, amelyben a
mobil fazis oxalat puffer, pH=2,9, amely 22% DMF-et
(N,N-dimetil-formamid) tartalmaz. Az aramlasi sebes-
ség 1 ml/perc, és az eluatumot 365 nm-en vizsgaljuk.

Standardként autentikus tetraciklint és klor-tetra-
ciklint hasznalunk.

A HPLC-kromatogramok azt mutatjak, hogy az
L1535 és az ATCC 13899 olyan anyagokat termelnek,
amelyeknek a retencios idejitk azonos a tetraciklin és a
klér-tetraciklin retencids idejével. Az LL531 kivonatai
nem mutatjak ezeket a csicsokat.

A Streptomyces lividansbdl az LP2127, LP2128, va-
lamint az LP263 (ez egy olyan plazmidvektor, amely a
pIBI24-et tartalmazza a plJ702 plazmid Sacl hasitasi
helyére klonozva) plazmidok transzformalasaval kapott
tiostrepton-rezisztens transzformansokat hasonlé mo-
don elemezziik az antibiotikum-termelés szempontja-
bol, a T1235 és MM294 vizsgald mikroorganizmusok-
kal valé rétegezéssel. Az LP2127 és LP2128 transz-
formansok olyan antibiotikumok termel8dését mutatjak,
amelyek aktivak mindkét vizsgalé mikroorganizmussal
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szemben, mig az LP263 transzformansok nem mutatjak
ezt a termelddést, ezzel jelezve, hogy az antibiotikum-
termel6 képesség az LP2127 és LP2128 plazmidokban
1évé Streptomyces aureofaciens DNS-t6] fiigg.
Folyékony téptalajon végzett fermentdciokat is vég-
ziink, hogy igy is megerdsitsikk azt, hogy az LP2127
plazmidot tartalmazo Streptomyces lividans éltal termelt
antibiotikumok a tetraciklin és a klor-tetraciklin. Az

ATCC 13899-bdl, az LL531-b8l és az LL873-bol (ez

utdbbi egy LP2127-tel transzformalt Streptomyces

lividans) 6tven ml-es oltotenyészeteket készitiink S tap-
talajban (Osszetétele: 4 g/l élesztGkivonat, 4 g/l pepton,

10 g/1 glikkéz, 0,5 g/l MgSO,x7H,0), amely 5 ug tio-

streptont tartalmaz; az ATCC 13899-et tiostrepton nélkiil

ndvesztjilk. Hiarom napig inkubaljuk 30 °C-on, majd

0,5 ml-t atvisziink a tenyészetb6l 25 ml-es taptalajokba,

amelyek 10 pg/ml tiostreptont tartalmaznak (kivéve az

ATCC 13899-et, ennek a taptalajaban nincs antibioti-

kum). Miutan tiz napig inkubaltuk 28 °C-on, a ferment-

1éb61 0,5 ml-es térfogatokat 4,5 ml savas metanollal higi-
tunk, az eléz6kben leirt médon feldolgozzuk, majd

HPLC-elemzésnek vetjik alad. Az LL531 torzs nem ered-

ményez tetraciklin-vegyiileteket, mig az ATCC 13899,

LL535 és LL873 torzsek 37, 56, illetve 6 pg/ml klor-

tetraciklint termelnek. Ennek a harom torzsnek a fer-

mentlevében kis mennyiségii tetraciklin is kimutathatd.
Az LL537 és LL538 Escherichia coli torzsek azok
az Escherichia coli transzdukansok, amelyekbdl az

LP2127 és LP2128 plazmidokat izolaltuk. Ezeket a tér-

zseket a Budapesti Egyezmény alapjan letétbe helyez-

tik az American Type Culture Collectionnél

(12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland), letéti

sorszamuk az aldbbi: az LP2127-et tartalmazé

Escherichia coli X2818T torzs (LL537) letéti szama

ATCC 68537, az LP2128 plazmidot tartalmazé

Escherichia coli X2818T torzs (LL538) letéti szama

ATCC 68538. MindkettSt 1990. jilius 10-én helyeztiik

letétbe, és legalisan barki szamara hozzaférhetGk.

Az alabbiakban Osszefoglaljuk a leirds szovegében
emlitett irodalmi hivatkozasokat.
BIBLIOGRAFIA

1. Baltz, R. H. and P. Matsushima, 1981, Protoplast
fusion in Streptomyces: conditions for efficient
genetic recombination and cell regeneration. J. Gen.
Microbiol., 127:137-146.

2. Baltz, R. H. and E. T. Seno, 1988, Genetics of
Streptomyces fradiae and tylosin biosynthesis. Ann.
Rive. Microbiol., 42:547—-574.

3. Bibb,M.J,, J. M. Ward, and D. A. Hopwood, 1978,
Transformation of plasmid DNA into Streptomyces
protoplasts at high frequency. Nature (London),
274:398-400.

4. Binnie, C., M. Warren, and M. J. Butler, 1989,
Cloning and heterologous expression in Streptomyces
lividans of Streptomyces rimosus genes involved in
oxytetracycline biosynthesis. J. Bateriol.,
171:887-895.

5. Butler, M. J., E. J. Friend, I. S. Hunter, F. S.
Kaczmarek, D. A. Sugden and M. Warren, 1989,
Molecular cloning of resistance genes and



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

1 HU 217 570B 2

architecture of a linked gene cluster involved in
biosynthesis of oxytetracycline by Streptomyces
rimosus. Mol. Gen. Genet., 215:231-238.

Chater, K. F. and C. J. Bruton, 1983, Mutational
cloning in Streptomyces and the isolation of
antibiotic production genes. Gene, 26:67-78.
Chen, C. W., H.-F. Lin, C. L. Kuo, H.-L. Tarsai and
J. F.-Y. Téarsai, 1988, Cloning and expression of a
DNA sequence conferring cephamycin C
production. Bio/Technology, 6:1222-1224.

Cox, K. L. and R. H. Baltz, 1984, Restriction of
bacteriophage plaque formation in Streptomyces
spp. J. Bacteriol., 159:499-504.

Distler, J., K. Mansouri and W. Piepersberg, 1985,
Streptomycin biosynthesis in Streptomyces griseus
1. Adjacent genomic location of biosynthetic genes
and one of two stretomycin resistance genes. FEMS
Microbiol. Lett., 30:151-154.

Duggar, B. M., 1948, Aureomycin: a product of the
continuing search for new antibiotics. Ann. N. Y.
Acad. Sci., 51:171-181.

Feitelson, J. S. and D. A. Hopwood, 1983, Cloning
of a Streptomyces gene for an O-methyltransferase
involved in antibiotic biosynthesis. Mol. Gen.
Genet., 190:394-398.

Fishman, S. E., K. Cox, J. L. Larson, P. A.
Reynolds, E. T. Seno, W.-K. Yeh, R. Van Frank
and C. L. Hershberger, 1987, Cloning genes for the
biosynthesis of a macrolide antibiotic. Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 84:8248-8252.

Gil, J. A. and D. A. Hopwood, 1983, Cloning and
expression of a p-aminobenzoic, acid synthetase
gene of the candicidin-producing Streptomyces
griseus. Gene, 25:119-132.

Goodman, J. J., 1985, Fermentation and mutational
development of the tetracyclines. p. 5—57. In: J. J.
Hlavka and J. H. Boothe (eds), Handbook of
Experimental Pharmacology, vol. 78, The
Tetracyclines, Springer-Verlag, Berlin.

Hohn, B. and J. Collins, A small cosmid for
efficient cloning of large DNA fragments. Gene,
11:291-298.

Hopwood, D. A. and H. M. Wright, 1978, Bacterial
protoplast fusion: recombination in fused
protoplasts of Streptomyces coelicolor. Mol. Gen.
Genet., 162:307-317.

Hopwood, D. A., 1967, Genetic analysis and
genome structure in Streptomyces coelicolor.
Bacteriol. Rev., 31:373-403.

Hopwood, D. A., M. J. Bibb, K. F. Chater, T.
Kieser, C. J. Bruton, H. M. Kieser, D. J. Lydiate, C.
P. Smith, J. M. Ward and H. Schrempf, 1985,
Genetic manipulation of Streptomyces — a labo-
ratory manual. The John Innes Foundation.
Norwich, England.

Horinouchi, S., F. Malpartida, D. A. Hopwood and
T. Beppu, 1989, afsB stimulates transcription of the
actinorhodin biosynthetic pathway in Streptomyces
coelicolor A3 (2) and Streptomyces lividans. Mol.
Gen. Genet., 215:355-357.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

11

20.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

Jones, G. H. and D. A. Hopwood, 1984, Molecular
cloning and expression of the phenoxazinone
synthase gene from Streptomyces antibioticus. J.
Biol. Chem., 259:14 151-14 157.

.Katz, E., C. J. Thompson and D. A. Hopwood,

1983, Cloning nad expression of the tyrosinase gene
from Streptomyces antibioticus in Streptomyces
lividans. J. Gen. Microbiol., 129:2703-2714.
Larson, J. L. and C. L. Hershberger, 1986, The
minimal replicon of a streptomycete plasmid
produces ultrahigh level of plasmid DNA. Plasmid,
15:199-209.

Leskiw, B. K., Y. Aharonowitz, M. Mevarech, S.
Wolfe, L. C. Vining, D. W. S. Westlake and S. E.
Jensen, 1988, Cloning and nucleotide sequence
determination of the isopenicillin N synthetase gene
from  Streptomyces clavuligerus. Gene,
62:187-196.

Lydiate, D. J., F. Malpartida and D. A. Hopwood,
1985, The Streptomyces plasmid SCP2*: its
functional analysis and development into useful
cloning vectors. Gene, 35:223-235.

Malpartida, F. and D. A. Hopwood, 1984,
Molecular cloning of the whole biosynthetic
pathway of a Streptomyces antibiotic and its
expression in a heterologous host. Nature (London),
309:462-464.

Maniatas, T., E. F. Fritsch and J. Sambrook, 1982,
Molecular cloning: A laboratory manual. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.
McCormick, J. R. D., 1968, Point blocked mutants
and biogenesis of tetracyclines. p. 163—173. In: G.
Sermonti and M. Alecevic (eds), Genetics and
Breeding of Streptomyces. Yugoslav. Acad. Sci.
and Arts, Zagreb.

Motamedi, H. and C. R. Hutchinson, 1987, Cloning
and heterologous expression of a gene cluster for
the biosynthesis of tetracenomycin C, the
anthracycline antitumor antibiotic of Strepfomyces
glaucescens. Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA,
84:4445-4449.

Murakami, T., H. Anzai, S. Imai, A. Satoh, K.
Nagaoka and C. J. Thompson, 1986, The bialaphos
biosynthetic genes of Streptomyces hygroscopicus:
molecular cloning and characterization of the gene
cluster. Mol. Gen. Genet., 205:42-50.

Reynes, J. P., T. Calmels, D. Drocourt and G.
Tiraby, 1988, Cloning, expression in Escherichia
coli and nucleotide sequence of a tetracycline-
resistance gene from Streptomyces rimosus. J. Gen.
Microbiol., 134:585-598.

Sanger, F., A. R. Coulson, G. F. Hong, D. F. Hill
and G. B. Peterson, 1982, Nucleotide sequence of
bacteriophage lambda DNA. J. Mol. Biol,,
162:729-773.

Stanzak, R., P. Matsushima, R. H. Baltz and R. N.
Rao, 1986, Cloning and expression in Streptomyces
lividans of clustered erythromycin biosynthesis genes

from Streptomyces erythreus. Bio/Technology,
4:229-232.



1 HU 217570 B 2

33, Stutzman-Engwall, K. J. and C. R. Hutchinson,
1989, Multigene families for anthracycline
antibiotic production in Streptomyces peucetius.
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86:3135-3139.
Sutcliffe, J. G., 1979, Complete nucleotide sequence
of the Escherichia coli plasmid pBR322. Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 43:77-90.
Thompson, C. J., T. Kieser, J. M. Ward and D. A.
Hopwood, 1982, Physical analysis of antibiotic-
resistance genes from Streptomyces and thetr use in
vector construction. Gene, 20:51-62.

van Pee, K.-H., 1988, Molecular cloning and high-
level expression of a bromoperoxidase gene from
Streptomyces aureofaciens Tu24. J. Bacteriol.,
170:5890-5894.

Vara, J. A., D. Pulido, R. A. Lacalle and A.
Jimenez, 1988, Two genes in Streptomyces
alboniger puromycin biosynthesis pathway are
closely linked. Gene, 69:135-140.

Veselova, S. 1., 1969, Combined effect of nitrous
acid, ultraviolet light, streptomycin and
chlortetracycline on Actinomyces aureofaciens.
Antibiotiki, 14:698-702.

34.

35.

36.

37.

38.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras LP2127 és LP2128 kozmidok el8allitasa-
ra, azzal jellemezve, hogy az LP2127 kozmidot az
ATCC 68357 szamon depondlt E. colibol, mig az
LP2128 kozmidot az ATCC 68358 szamon deponalt E.
colibdl izolaljuk.
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2. Eljaras tetraciklin és klor-tetraciklin termelésére,
azzal jellemezve, hogy egy prokaridta gazdaszervezetet
egy, az 1. igénypont szerinti eljarassal eldallitott
kozmiddal transzformalunk, és a transzformansokat a
tetraciklin és klor-tetraciklin kifejezéséhez alkalmas
koriilmények kozott tenyésztjiik, és prokaridta gazda-
szervezetként E. colit, Streptomyces lividanst, S.
griseofuscust, S. ambofuchsust vagy egy Actinomyces,
Bacillus, Corinebacterium vagy Thermoactinomyces
torzset alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy prokaridta gazdaszervezetként Streptomyces
lividanst alkalmazunk.

4. Eljaras tetraciklin és klor-tetraciklin antibiotikum
analogok bioszintézisttjat kodoldé nukleotidszekven-
ciak keresésére, azzal jellemezve, hogy

1) az emlitett analogokat termeld torzsbdl szarmazo
nukleotidszekvencidkat szigorii hibridizacids koriilmé-
nyek kozott az 1. igénypont szerinti eljarassal el6alli-
tott kozmidok 3,19 kb méretii inszertuméaval hibridiz4l-
tatjuk,

11) a hibridizalodé DNS-szekvencidkat izolaljuk, és

i) az izolalt DNS-szekvencidkat egy prokaridta
gazdaszervezetbe transzformalva expresszaltatjuk, és
az antibiotikum analégokat termeld gazdaszervezetek-
kel azonositjuk a keresett nukleotidszekvenciakat, ahol
prokaridta gazdaszervezetként E. colit, Streptomyces
lividanst, S. griseofuscust, S. ambofuchsust vagy egy
Actinomyces, Bacillus, Corinebacterium vagy Thermo-
actinomyces torzset alkalmazunk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy prokaridta gazdaszervezetként Streptomyces
lividanst alkalmazunk.
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