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KIVONAT

A talalmény targya a Lactococcus lactis malolaktikus
enzime struktirgénjének klonozasaval kapcsolatos.

A taldlmany targyat kozelebbrdl a gén teljes nukleo-
tidszekvenciaja, az abbol levezetheté aminosavszek-
vencia, valamint olyan DNS-fragmensek képezik, me-
lyek a gént kodold szekvenciat tartalmazzak. A taldl-
maény targyat képezik tovabba a taldlmany szerinti gént
tartalmazd nukleinsavmolekulakkal transzformalt gaz-

A leiras terjedelme 18 oldal (ezen beliil 4 lap dbra)

dasejtek, kiillondsen Saccharomyces és Schizosaccha-
romyces gazdasejtek.

A taldlmany targyat képezi tovabba egy eljaras ma-
lolaktikus fermentacid végrehajtasara, a taldlmany sze-
rinti gazdasejtek alkalmazasaval.

A talalmany szerinti megoldas alkalmas borok sav-
tartalmanak csokkentésére és mikrobiologiai stabiliza-
laséara.
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A taldlmény targya a Lactococcus lactis-ban talalhato
malolaktikus enzim struktirgénjének klonozasaval kap-
csolatos.

A talalmény targyat kozelebbrdl a gén teljes nukleo-
tidszekvenciaja, az abbol levezethetd aminosavszek-
vencia, valamint olyan DNS-fragmensek képezik, me-
lyek a gént kodolo szekvenciat tartalmazzak. A talal-
mény targyat képezik tovabba a taldlmany szerinti gént
tartalmazé nukleinsavmolekulakkal transzformalt gaz-
dasejtek, kiilonosen Saccharomyces €s Schizosaccharo-
myces gazdasejtek.

A taldlmany targyat képezi tovabba egy eljaras a
talalméany szerinti gazdasejtek alkalmazésaval malolak-
tikus fermentacio végrehajtasara.

A talalmany szerinti megoldés eldnydsen alkalmaz-
hato borok savtartalmanak csokkentésére és mikrobio-
l6giai stabilizalasara.

A malolaktikus fermentaci6, mely a borkészités so-
rén az élesztok altal végbemend alkoholos erjedés mel-
lett masodlagos fermentaciés folyamatként figyelhetd
meg, a borokban taldlhato almasav bizonyos tejsavbak-
tériumok 4ltali tejsavva és CO,-da vald bontasat jelenti.
Baktériumfajok természetesen el6fordulnak a fermen-
tacids floraban, melyek koziil a malolaktikus fermenta-
cidért a Lactobacillus, a Leuconostoc és a Pediococcus
nemzetség felelds.

A reakcidnak két f6 eldénye van:

_ a bor savtartalménak csokkenéséhez vezet a dikar-
bonsav (L-malat) monokarbonsavvé (L-laktat) torténd at-
alakitasaval, mely organoleptikus szinten jelent elényt a
vorosborok tobbségénél és néhany fehérbor esetében, és

_ lehetSvé teszi a bor mikrobiologiai stabilizalasat,
ennek kovetkeztében a jobb tartositst egy olyan fer-
mentélhaté szubsztrat felhasznalaséval, mely megaka-
dalyozza a nemkivanatos baktériumtdrzsek altali tovab-
bi erjedést. Végiil a malolaktikus fermentacid kedvezd-
en befolyasolhatja a borok minSségét annak aromaja
szempontjabol.

Problémakat jelenthet azonban a reakci6 lassiisaga
és szabalyozatlansaga.

A spontan malolaktikus fermentacié a borkészités
folyamaténak csak a végén zajlik le, a borban a pH, az
etanoltartalom és a kén-dioxid jelentdsen lelassitjak a
tejsavbaktériumok novekedését, melyek természetesen
fordulnak elé a bor fermentacidja soran, és melyek fele-
16sek a malolaktikus fermentacioért. Ennek a fermenta-
ci6s folyamatnak a felgyorsitasa érdekeben a legaltala-
nosabban alkalmazott modszer az, hogy a fermentacios
oldatot tejsavbaktériumokkal beoltjak.

A tejsavbaktériumok elszaporitasanak problémajara
azonban ez a technika sem jelent minden esetben meg-
oldast, mivel a tejsavbaktériumok nehezen alkalmaz-
kodnak a borhoz mint tapoldathoz.

Tovabbé a tejsavbaktériumok bevitele azt is jelenti,
hogy a kivénatos enzimaktivitison kiviil szamos olyan
enzimet is visziink a borba, melyek a borban talalhato
szubsztratokkal reakcioba 1épve a termékben olyan ér-
zékszervi uton észlelhetd mindségi tulajdonsagok kifej-
16déséhez vezethetnek, melyek kialakuldsa nehezen sza-
balyozhato.
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Kivénatos lerme ezért, ha rendelkeznénk a malolakti-
kus fermentacié egy olyan lehetséges megvalositasi
modjaval, mellyel a kapott termék gyors javulasat lehet-
ne elémi, mikdzben a nem kivant szabalyozhatatlan fak-
torok kikiiszobélhetévé valnanak.

A malolaktikus fermentacié jobb szabalyozésa cél-
jabol javasoltak a tejsavbaktériumok malolaktikus enzi-
mét kodolo gén kldnozasat, beépitését és expresszalta-
tasat olyan mikroorganizmusban, mely normalisan is
jelen van a bor eldallitdsanal, mint példaul a S. cere-
visiae.

Williams és munkatarsai [App. Environ. Microbiol.
47, 288 (1984)] — valamint a 103399 szami eurépai
kozrebocsatasi irat — leirjak egy olyan 5 kb DNS-frag-
mens S. cerevisiae-ben és E. coli-ban torténd klonozasat,
mely a L. delbrueckii malolaktikus enzimének geénjét
hordozza.

A L. oenos malolaktikus enzimét kodolé gént is klo-
noztak E. coli-ban [Lautenach és munkatarsai: Micro-
biol. 39, 29 (1984)].

A transzformalt mikroorganizmusok azonban a gént
olyan alacsony szinten expresszaljak, hogy nem alkal-
masak bor gyartasaban torténé felhasznalasra.

Ezenfeliil mindkét esetben az E. coli-ban klonozott
DN instabilitasat figyelték meg, mely akér kozel a tel-
jes gén elvesztését is jelentheti.

Tovabba, legijabban egy Lactococcus lactis-bdl
szarmazé malolaktikus enzimet tisztitottak meg, mely-
nek enzimaktivitdsa dsszevethetd mértéki a fent emlitett
Leuconostoc, Pediococcus és Lactobacillus nemzetsé-
gekbs1 szarmazé enzimével. Ez egy olyan 230 kD mole-
kulatomegii fehérje, mely 56 kD méretd alegységekbdl
all. A pl-je 4,3 koriili érték, az almasavra vonatkoz6
Km-érték pedig 10—12 mmol/l. Az N-terminalis szek-
venciajat is meghataroztak [Renault: ,2Malolactic fer-
mentation: Genetics and Genetic Engineering, GIM90,
6% Synposium on Genetics of Industrial Microorga-
nisms”, Strasbourg (1990)].

A tisztitott preparatum felhasznalasaval az enzim-
mel specifikusan reagalé ellenanyagot allitottunk el6.
Ezt kovetben a Lactococcus lactis DNS-konyvtarat
Kkészitettik Agtll-vektorban, E. coli-ban. Ennek a
kdnyvtarnak a kapott ellenanyaggal torténd sziirése le-
hetdvé tette, hogy olyan DNS-fragmenseket klonoz-
zunk, melyek a Lactococcus lactis genomialis DNS-
ének egy 4,5 kb hosszisagl, a malolaktikus gént és a
malat permedz génjének egy fragmensét tartalmazo ré-
giojat reprezentaltik. Az emlitett gének egy operonba
vannak rendez8dve. Azonositottunk egy 2684 bp hosz-
szusagh DNS-fragmenst, mely a malolaktikus enzim
teljes génjét tartalmazza, a fragmens szekvenciajat meg-
hataroztuk, a szekvencia a szekvencialistiban az 1. szek-
venciaazonositd szamon szerepel. Tovabba a malolak-
tikus enzim génjét kiilonbozd prokaridta és eukariota
gazdaszervezetekben expresszaltattuk. Ennek soran
megvaldsitottuk a Lactococcus lactis malolaktikus gén-
jének E. coli-ba torténé beépitését a sajat szabalyozo-
elemeinek iranyitasa alatt, valamint az emlitett gén
élesztGbe torténd beépitését az élesztd szabalyozoele-
meinek irdnyitasa alatt.
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A talalmany targyat képezi egy nukleinsavfrag-
mens, amely a Lactococcus lactis malolaktikus enzim
génjének szekvenciajat tartalmazza.

A ,.Lactococcus lactis malolaktikus génjének szek-
vencidja” alatt pontosan az a szekvencia értends, mely
a szekvencialistiban az 1. szekvenciaazonosité szamon
szerepld szekvencia 466.-t6] a 2085. nukleotidjaig ter-
jed, valamint barmilyen szekvencia, mely a genetikai
kod degenerdlt véltozataként ugyanazt a polipeptidet
kédolja, tovabba a definicié kiterjed azokra a szekven-
cidkra, melyek kisebb moddositdsokat hordoznak annak
érdekében, hogy egy adott gazdaszervezet esetében
Jobb expressziot tegyiink lehetvé.

A taldlmény targyat képezik tovabba a fent definialt
Lactococcus lactis malolaktikus gén szekvencidjaval
homolég vagy komplementer szekvencidkat tartalmazé
nukleinsavfragmensek, valamint ezek legalabb 10, el§-
ny6sen legaldbb 20 nukleotidbol 4116 fragmensei, me-
lyek az emlitett gén detektaldsara alkalmas hibridizaci-
6s probaként és/vagy amplifikacios lancindité moleku-
laként alkalmazhatok.

A talalmany targyat képezik a Lactococcus lactis
malolaktikus enzim génjének szekvencidjat tartalmazd
expresszios egységek is, melyek az illetd gén expresz-
sziojat szabalyozni képes szekvenciak vezérlése alatt
allnak.

A ,,gén expresszi6jat regulalé gén” alatt azok a pro-
moter €s terminator tipusu szekvenciak értend8k, me-
lyek abban a gazdaszervezetben fejtik ki hatisukat,
melyben a gén expresszidjat kivanjuk elémi. A kiilon-
b6z6 gének promoterei és terminatorai kiilonb6z va-
ridciokban dsszekapcsolva is alkalmazhatok.

Elesztok esetében a Lactococcus lactis malolaktikus
enzim génjének expresszidja soran alkalmazhat6 szek-
vencidk koziil anélkiil, hogy igényiinket az ismertetett
példakra korlitoznank, megemlitheték az Snmagukban
ismert alkohol dehidrogenaz I (ADHI) foszfoglicerol ki-
naz (PGK) és a glicerinaldahid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) gének promoterei és terminatorszekvenciai.

A taldlmany szerinti expresszios egységeket hor-
dozhatjak plazmidok, vagy beépiilhetnek a gazdaélesz-
té6 kromoszomalis DNS-ébe.

A taldlmény targyit képezik tovabba olyan rekom-
binans vektorok, melyek legalabb egy olyan DNS-frag-
menst tartalmaznak, mely a Lactococcus lactis malolak-
tikus enzim génjének szekvencidjat tartalmazza, egy
fent definialt értelemben.

A taldlmény egy el6nyds megvalositasi modja sze-
rint az emlitett vektorok olyan expresszios vektorok,
melyek egy fent definialt expresszids egységet tartal-
maznak.

A talalmany egy el6nyos megvaldsitdsi modja sze-
rint az emlitett vektorok olyan reguldtorszekvenciakat
tartalmaznak, melyek élesztGben aktivak.

A talalmany szerinti vektorok elénydsen olyan in-
gézdvektorok, melyek egyarant rendelkeznek bakteria-
lis replikaciés origbval, valamint szelekciés markerrel
(példaul egy antibiotikum-rezisztenciagénnel).

A vektorok az expresszios egységbe épitett regula-
torelemek természete és erGssége szerint szelektdlha-
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tok. Kivalaszthatok a fent leirt promoterek és termi-
natorszekvencidk, illetve barmilyen mas olyan szek-
vencia, mely lehetGvé teszi éleszt6ben a gén expresz-
szibjanak irdnyitasat és szabalyozasat.

A vektorok kivélasztasinak egy masik kritériuma a
kopiaszdm, melyet a replikicids origd megvalasztisa
hataroz meg.

Kivalaszthatjuk példaul a kévetkezd tipusa vekto-
rok valamelyikét:

— Nagy koépiaszamii replikalodé vektor (YEp), mely
¢lesztd replikcios origdként az endogén 2p-plazmid
egy részletét tartalmazza.

— Nagy kopiaszam replikalodo vektor (YRp), mely
replikacios origoként kromoszomalis ARS-szekvenciat
tartalmaz.

— Nagy képiaszamu linearis replikalodé vektor
(YLp), mely replikacios origoként telomerszekvenciat
tartalmaz.

— Kis kopiaszami replikalodo vektor (YCp), mely
kromoszomalis ARS-szekvenciat és centromerszekven-
ciat tartalmaz.

A taldlmany szerinti vektorok elénydsen tartalmaz-
nak éleszt6ben szelektilhatd markereket is, ugymint
auxotrofiamarkereket: URA3, LEU2, HIS3, TRPI,
ADE és hasonldk, és/vagy antibiotikumokkal (G418,
higromicin B, kloramfenikol, fleomicin) szembeni, her-
bicidekkel (szulfometuron-metil) szembeni és rézzel
szembeni rezisztenciamarkereket és hasonlokat.

A taldlmany szerinti vektorok, melyek a Lacto-
coccus lactis malolaktikus enzim génjét hordozzik, be-
Juttathatok barmelyik élesztStorzsbe kiilonb6z6 transz-
formacios technikak alkalmazasaval.

A legéltaldnosabb alkalmazhaté technikdk koziil
megemlithetd a protoplasztos eljaras, a litiumsoval tor-
ténd permeabilizalas és az elektroporacio.

A taladlmany szerinti gazdasejteket minden esetben a
kévetkezd 1épésekben alakitjuk ki:

— a malolaktikus enzim génjét és kiilonb5z6 eréssé-
gl szabalyozoelemeket tartalmazo expresszids egység
felépitése;

— az expresszios egység élesztGbe juttatisa egy vagy
tobb kopiaban,

Azt a megoldast is valaszthatjuk, mely szerint a
Lactococcus lactis malolaktikus enzimjét kédold gént a
sajat szabalyozoszekvencidival egyiitt bejuttatjuk az
€lesztd genomjdba, mely esetben példdul egy élesztd
replikdcios origdval nem rendelkezd integralodd vektort
(Ylp) vélaszthatunk; de integralhatjuk a gént mas tech-
nika alkalmazésaval is, példaul kotranszformacioval.

Lehetséges a Lactococcus lactis malolaktikus enzi-
met kodolo gén expresszidjanak modulaldsa az éleszts-
be bevitt génkopiak szaméanak szabalyozasaval és/vagy
a génhez kapcsolt regulaloelemek erdsségének véltoz-
tatasaval.

A talalmany targyat képezik tovabba transzformalt
eukariota és prokariéta sejtek, melyek legaldbb egy olyan
heterolég DNS-fragmenst tartalmaznak, mely a Lacto-
coccus lactis malolaktikus enzim génjének legaldbb egy

cpny

szabalyozni képes szekvencidk vezérlése alatt.
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A taldlmany egy elényds megvalositasi modja sze-
rint az emlitett sejtek élesztOsejtek.

A talalméany szerinti élesztsejtek az élelmiszeripar
szamos teriiletén alkalmazhatok, kilondsképpen az
oenologia teriiletén, a malolaktikus fermentacio végre-
hajtasara.

A talalméany egy elényds megvalésitasi modja sze-
rint az élesztésejtek a Saccharmyces nemzetséghez tar-
toznak.

A talalméany egy masik elényds megvalositasi mod-
ja szerint az élesztdsejtek a Schizosaccharomyces nem-
zetséghez tartoznak.

A Schizosaccharomyces fajokat alkalmazzdk az
oenologiaban, mivel képesek almasavat bontani. Ez az
alkalmazasi lehetdség azonban korlatozott, mivel a le-
bontasi folyamat, melyet az almasavbonté enzim végez,
nem tejsavat eredményez, hanem etanolt és CO,-of,
ami jelentds savtartalom-csokkenést eredményez, és ez
a bor sajatsagait kedvezStleniil befolyasolhatja.

A taldlmény szerinti, malolaktikus enzimet kodold
gént expresszalé Schizosaccharomyces torzsek olyan
malolaktikus fermentéciot folytatnak, melynek soran az
L-malat L-laktatta alakul, ami azzal az elénnyel jar,
hogy sokkal kisebb mértékben csokken a savtartalom,
mint a malat/etanol 4talakulds esetén.

A talalmény szerinti Schizosaccharomyces tdrzsek
szamos teriileten alkalmazhatok az oenolégiaban; al-
kalmazhatok példaul :

— egyiitt tenyésztve a Sacchariomyces cerevisiae
oenolégiaban alkalmazott torzseivel;

— immobilizalt mikroorganizmusként.

A taldlmany szerinti megoldds még vilagosabban
érthetévé fog valni a leiras tovabbi része alapjan, mely-
ben olyan kisérleti példdkat mutatunk be, melyekben
feltarjuk a Lactococcus lactis malolaktikus enzim gén-
jének klonozasit, valamint baktériumokban és élesz-
t6kben torténd expresszidjat.

Altaldnos médszerek

A malolaktikus enzim tisztitdsat Renault [mar idézett
publikécidja (1990)] és C. Roulland [,,DEA in oeno-
logy-ampelography”, University of Bordeaux IT (1988.
szeptember)] modszere szerint végeztiik.

A genetikai manipulaci6 és a molekularis klénozas
altalanos modszereit, melyekre az alabbi példakban hi-
vatkozunk, Sambrook és munkatarsai leirdsa szerint ve-
geztiik [,Molecular Cloning: A Laboratory Manual”
(masodik kiadas), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY. (1989)].

1. példa
A malolaktikus enzim tisztitdsa

Az alabbiakban roviden ismertetjiik az extrakcios
eljarast:
Torzstenyésztési korilmények

A Lactococcus lactis (IL 1441) torzset az alabbi
tapoldatban tenyésztjik:

éleszt6kivonat 6g
tripton 2g
glikkoz 15¢g
DL-almasav 15¢g
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K,HPO 405g
KH,PO 40,5 g
MgSO 404 g
NaCl 0,02 g
FeSO, 0,004 g
MnSO, 0,02 g
H,0 ad 11

A pH-t 5-re allitjuk. A steril tapoldatot 10% (tér-
fogat%) eldtenyészettel oltjuk be.

A nyers extraktum elballitdsa és vizsgalata

A sejteket a fenti tapoldat 3 1-ében 28 °C-on 24 oran
4t szaporitjuk, 10 percig, 1000 g-vel torténd centrifuga-
lassal begyfijtjiik, majd kétszer mossuk 0,9%-0s NaCl-dal.

Az iiledéket 30 ml foszfat pufferben (0,1 mol/l,
pH=6,0) vessziik fel. A sejteket ultrahanggal 6 percig
0 °C-on tarjuk fel. Centrifugalas utan (30000 g, 15 perc,
4 °C) a feliilaszo képezi a nyers extraktumot.

A fehérjekoncentraciot ,,.BCA protein assay reagent”
(Pierce) alkalmazasaval hatirozzuk meg.

A malolaktikus enzim aktivitasat CO,-elektrod
(Eischweiler) segitségével mérjilkk az almasav dekar-
boxilezése alapjan.

Az enzim tisztitdsa

DN-4z-l-enzimes kezelés utan (1 mg/ml, 15 perc,
szobahSmérsékleten) a nyers extraktumot ammoénium-
szulfatos kicsapas alkalmazéasaval frakciondljuk (35%-
os, majd 70%-os telités).

A 70%-os kicsapasnal a feliiliszo nem tartalmaz en-
zimaktivitast. Az iiledéket, mely az dsszes malolaktikus
enzimaktivitast tartalmazza 2 ml 0,1 mol/l-es foszfat
pufferben vessziik fel (pH=6,0), AcA 34 toltetet tartal-
maz6 gélsziird oszlopra visszik (Ultrogel; frakcionalasi
tartomédny 20000 D-t3l 350000 D-ig), mely 40 cm
hosszi és 2,6 cm az atmérdje. Az oszlopot elézetesen az
eliicios pufferrel ekvilibraljuk: 0,01 mol/1 foszfat puffer,
pH=6,0; 0,1 mol/l KCl. Az elaciét 18 ml/ora térfogat-
arammal végezziik, 2,4 ml-es frakciokat gydjtink.

MNyen koriilmények kozott a legtdbb aktivitast az
50—54. frakciok tartalmazzak, melyeket a tovabbiak-
ban izoelektro-fokuszalassal tisztitunk.

Az izoelektro-fokuszalst 110 ml-es LKB oszlopon
végezziik. A gradienst 2%-ban alkalmazott amfolin
pufferek segitségével alakitjuk ki, és glicerin stirdség
gradienssel stabilizaljuk, melyet az oszlop toltésekor
alakitunk ki. A legaktivabb frakciot, mely pH=3-ndl, a
fehérje pl-jénél gyilik 6ssze, kinyerjiik, €s egy tovabbi
lépésben ioncserés kromatografiaval (Sepharose Q
anioncseréld oszlop Pharmacia) tisztitjuk.

Az eluciot 0-to6l 0,5 mol/l NaCl-ot tartalmazd
50 mmol/l-es TRIS-HCI pufferrel pH=7,6 végezziik, mely-
ben még EDTA és 1 mmol/] B-merkapto-etanol is talalhato.

A malolaktikus aktivitast tartalmaz6 frakeio 0,33 mol/l
NaCl-koncentricional elualhato. Ez az a frakcid, melyet
ellenanyag el6allitasara alkalmazunk.

2. példa
A Lactococcus lactis malolaktikus enzimére specifikus
poliklondlis ellenanyag elédllitasa

Az ellenanyagokat a tisztitott preparatum két nytlba
t6rténd beoltasaval kapjuk a kovetkezd eljaras szerint:
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— A malolaktikus fehérje 2 ml-nyi oldatat (100 ug
0,3 mol/I NaCl-pufferben) teljes Freund-adjuvanssal ki-
egészitve bér ala oltjuk.

— A masodik injekciét 40 nappal kés6bb adjuk be,
ugyanolyan mennyiségd malolaktikus proteinnel és 2 ml
inkomlett Freund-adjuvanssal.

A két nytl vérét 18 nappal a 2. injekcié utan le-
vessziik, majd 24 éran 4t 4 °C-on hagyjuk koagulalni,
ezt kovetben 10 000 g-vel 10 percig 4 °C-on centrifu-
galjuk, majd a kapott szérumot —20 °C-onalikvotokba
osztva taroljuk.

A malolaktikus enzimre specifikus ellenanyagokat
ELISA-teszt alkalmazasaval vizsgaljuk mindkét szé-
rum esetében (jeldlésiik: 120 és 119), melyeket a nyal-
szérumbol Sambrook és munkatarsai (1989) 4ltal leirt
eljardssal nyeriink. Ez az analizis tette lehetévé, hogy
meghatirozzuk az ellenanyag felhasznalasahoz sziiksé-
ges optimalis higitast, mely 1000-szeresnek bizonyult.

Az ellenanyagok, specifitdsat immunelektroforetikus
transzfer eljarassal (,, Western blot”) hatdroztuk meg.

Egyfeldl a Lactococcus lactis nyers extraktuménak
fehérjéit (melynek készitését az elsd példaban irtuk le),
masfeldl a malolaktikus enzim tisztitott preparatuma-
nak fehérjéit SDS-PAGE-elektroforézissel elvélasztjuk,
majd nitrocelluléz membrénra vissziik at.

Ezt kévetben a kapott poliklondlis ellenanyagokat a
membrénra vissziik és alkalikus foszfatizzal jelzett an-
ti-nytl-ellenanyaggal hivjuk el8.

A 120-as szérum mind a nyers extraktumbdl, mind a
tisztitott frakciobol egy koriilbeliil 60 kD moltdmegi
dominéns csikot és néhany alacsony méltdmegli szeny-
nyezd anyaghoz tartoz6 csikot ismer fel.

Masfel6l a 119-es szérum mind a tisztitott frakcio-
bol, mind a nyers extraktumbol egyetlen csikot ismer
fel, mely a malolaktikus enzimhez tartozik. Ennek ér-
telmében ezt a nagy specificitisu szérumot alkalmaz-
zuk a tovabbi kisérletekben.

3. példa

A Lactococcus lactis genomidlis DNS-ének expresszio-
Jahoz sziikséges génkionyvidr létrehozasa E. coliban.

a) A Lactococcus lactis DNS-ének extrakcidja

A Lactococcuc lactis genomialis DNS-konyvtart a
Agtll-vektorban alakitottuk ki.

A Lactococcus lactis TL1441 genomialis DNS-ét el-
s6 1épésként extrahaltuk és tisztitottuk. Ennek érdekében
az exponencidlis fazisban levd tenyészetbdl 500 ml-t
5000 g-vel 10 percig centrifugaltunk. A csapadékot 5 ml
TE-ben (10 mmol/l TRIS, 1 mmol/l EDTA, pH=8)
vessziik fel, és 10 percig 37 °C-on inkubaljuk. Ezutdn
1 ml, 0,1 mol/l, pH=8 EDTA-ban oldott 25%-0s SDS-t
adunk hozza, majd a keveréket 15 percig 60 °C-on
inkubdljuk. A DNS-t elébb kétszeri fenol-kloroformos,
majd kétszeri kloroform-isoamil-alkoholos (24:1) ext-
rakcioval tisztitjuk. A végs6 tisztitast cézium-klorid gra-
dienssel ethidium-bromid jelenlétében végezziik. Az ethi-
dium-bromidot izoamil-alkohollal extrahaljuk. Kétsze-
res térfogati, vizzel torténd higitds utén 6-szoros térfo-
gatu etanolos higitassal kicsapjuk a DNS-t. A csapadé-
kot egy palca segitségével nyerjiik ki, és 1 ml TE-ben
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oldjuk. Az oldott DNS koncentraciojat (1 pg/ul) a
260 nm-en mért OD alapjan hatiroztuk meg.
b) A Lactococcus lactis DNS emésztése

125 pg Lactococcus lactis DNS-t részlegesen emész-
tiink keét egység Alul- és két egység Haelll-enzimmel
35 percig 37 °C-on annak érdekében, hogy tompa vége-
ket kapjunk. Az emésztést 0,1 mol/l végkoncentracioban
alkalmazott EDTA hozzéadaséaval llitjuk le.

Az emésztett DNS-t 1/20 térfogat 3 mol/l-es nat-
rium-acetattal és 2 térfogat etanollal kicsapjuk. Centrifu-
galas utdn a DNS-t 300 pl TE-ben vessziik fel, majd a
fragmenseket szukrozgradiensen szeparaljuk, 15 éran 4t
25 000 fordulatszammal. A gradiensbél 0,5 ml-es frak-
ciokat szediink, majd azokat 0,8%-os agar6z gélben ana-
lizaljuk. Az 1,5 és 4 kb fragmenseket tartalmazo frakci-
Okat TE-vel szemben 4 6rdn 4t dializaljuk.
¢) Az emésztett DNS bevitele a Agtl 1-vektorba

Az expresszios konyvtar elkészitéséhez a Agtll-
vektort (amely a A-bakteriofagb6l szarmazik) valasztot-
tuk ki. A koényvtar elGallitasinak lényege, hogy a B-
galaktozidaz génjének 3°-végi régidjaba DNS-fragmen-
seket épitiink be azért, hogy a B3-galaktozidéz-promo-
ter szabalyozasa alatt 4116 hibrid fehérjéket expresszal-
tassunk.

1 ug (tompa végl) DNS-t, melyet a fent emlitett
modon emésztettiink és dializaltunk, k6tottiink a Agtll-
vektorhoz a kdvetkez6 elv szerint:

A DNS-t defoszforilalt adapterekhez kétjiik, hogy
egy tompa és egy EcoRI ragados véget kapjunk. A sza-
bad adapterek gélsziird oszlopon torténd eltivolitasa
utan az adapterhez kotott DNS-fragmenseket foszfori-
laljuk, €s egy, a vektor eléz8leg szintén EcoRI-gyel
emésztett és defoszforilalt karjahoz kétjiik.

A fag részecskéket ezutan in vitro burkoljuk. Az igy
kapott kényvtart E. coli 1090 [hSd (r—km+k) lac U169,
ProA+, lon-, araDI39, StrA, SupF, trpC22: Tnl0
(PMC9)] baktériumtorzseknek a megfelels fagszuszpen-
zidval torténd fertézésével titraltuk, és a transzforman-
sokat LB-+ampicillin (50 ug/ml) tiptalajon (baktotrip-
ton: 10 g/l, élesztékivonat: 5 g/1, NaCl: 10 g/l) 43 °C-
on (hogy a baktérium lizisét el3segitsiik) szelektaltuk.
A lizisplakkokat 4 6ras inkubalds utdn kaptuk meg.

Az ily modon kapott kényvtar kériilbeliil 3-szoro-
san reprezentalja a Lactococcus lactis genomot.

4. példa

A genomidlis DNS-konyvtar dtvizsgdldsa

a) A konyvtar lemezeken torténd szélesztése, filterek
készitése

A konyvtar LB +ampicillin+MgCl, taptalajon tor-
ténd szélesztése, és 3 6ra 30 perces 43 °C-on torté-
n6 inkubaldsa Utjdn (nem expresszios koriilmények)
75000 lizisplakkot kaptunk. A lemezeket 10 mmol/l
IPTG-vel étitatott nitrocelluloz filterekkel lefedtiik, és
4 6ran at 37 °C-on inkubaltuk az expresszi6 indukaldsa
céljabol.

A filtereket TNT-ben (10 mmol/l TRIS-HC], pH=8§,
150 mmol/l NaCl, 0,05% Tween 20) aztatjuk, majd
30 percig szobahSmérsékleten 6vatos kevertetés koz-
ben inkubaljuk ugyanazon pufferben.
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A klénok kivalasztdsanal a hamis pozitiv eredmé-
nyek elkeriilése érdekében, melyet a kdnyvtar atvizsga-
lasakor a nem specifikusan hibridizalodott klénok ad-
nak, egy masik sorozat filtert — az elsé sorozat masola-
tait — helyeztiik a lemezekre, és az el8z8vel azonos
modon inkubaltuk és kezeltiik.

b) A 119-es szérum kimeritése

A konyvtar immunoldgiai sziirését a 119-es szérum-
mal végezziik, melyet elézetesen az E. coli fehérjéivel
szemben meritiink ki. A szérum kimeritését a kvetke-
z8képpen végezziik :

Az Y1090 E. coli torzset 100 ml LB + ampicillin
taptalajon tenyésztjiik 24 6ran at 37 °C-on. A tenyésze-
tet 5000 g-vel 10 percig 4 °C-on centrifugiljuk. A csa-
padékot 3 ml pufferben vessziik fel (50 mmol/l TRIS,
10 mmol/l EDTA, pH=8), majd a szuszpenziét lefa-
gyasztjuk —20 °C-on, majd felolvasztjuk, és ezt néhany-
szor megismételjiik. A sejteket 0 °C-on, ultrahanggal t5-
kéletesen lizdljuk (6 x 20 mp), majd 12 000 g-vel 10 per-
cig 4 °C-on centrifugaljuk. A lizaitumot kinyerjiik, majd
4 6rén 4t szobahSmérsékleten inkubaljuk 1 ml 10-szeres
higitast 119-es ellenanyag jelenlétében, TNT pufferben
+1% zselatin +3% BSA +5% sovany (skim) tejporban.

A kimeritett szérumot 4 °C-os 0,05% natrium-azid
hozzaadasaval taroljuk.
¢} A kényvtar immunolégiai sziirévizsgalata

A nitrocelluléz filtereket ezutin a 119-es szérummal
inkubaljuk, és a kotott ellenanyagot alkalikus foszfa-
tdzzal jelzett anti-nytl-ellenanyag segitségével hivjuk
el6, amint azt a kordbbiakban leirtuk.

Csak azokat a klonokat vessziik figyelembe, melyek
esetében mindkét filteren pozitiv jelet kapunk. Ennek
alapjan 24 pozitiv klont valasztottunk ki.

Annak érdekében, hogy a kapott jel specificitisat
megerdsitsiik, a pozitiv klonokbédl szubklénokat ho-
zunk létre, és azokat is ellenanyaggal torténd vizsgalat-
nak vetjiik ala. A pozitiv lizisplakkok koriili gyfiriit el-
tavolitjuk, majd 500 ul SM pufferben (NaCl 6 g/l,
MgS0,4.7H,0 2 g/l, TRIS bazis 6 g/1, zselatin 0,01%,
pH=7,5) inkubéljuk 2 6ran at 4 °C-on, annak érdeké-
ben, hogy a gyTirikbdl a fagrészecskék kidiffund4lhas-
sanak. Ezzel a szuszpenziéval ismét megfertézziik az
E. coli 1090-et, majd a keveréket LB+ampicillin+MgCl,
lemezekre szélesztjlik az elzGekkel azonos modon
azeért, hogy jol elkiiloniilt lizisplakkokat kapjunk.
A 119-es szérummal torténé masodik szlirfvizsgalat az
ellen6rzott 24 klonbol 14 klén elhagyésat tette lehets-
vé, melyek mar nem mutattak egyértelmd jelet. A tob-
bi 10 klont, melyek tisztan pozitivak voltak, kivalasz-
tottuk.

d) A rekombinadns klonok jellemzése

A 10 pozitiv klonbol szarmazé fig DNS-t extrahal-
tuk és analizaltuk. A jol elkiiloniilt lizisplakk (szub-
klén) szolgélt rendszeresen kiindulasi anyagként.
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AZ LB+ampicillin lemezekrdl szirmazé egyesi-
tett plakkokbol a DNS-t extrahaljuk. A lemezeket 5 ml
SM-pufferrel lefedjiikk, majd 4 °C-on 2 éran 4t kevertet-
jik. A kapott szuszpenziohoz néhany csepp kloroformot
adunk, majd 4000 g-vel 10 percig 4 °C-on centrifugaljuk,
hogy a bakteridlis sejttGrmeléket eltavolitsuk. A fag szusz-
penziobol extrahaljuk a DNS-t, miéltal azt tisztitjuk is.

Az analizis els6 lépése a rekombinéns fagok inszert-
jeinek PCR-amplifikicidja, méretiik meghatarozasa
céljabol.

Két oligonukleotidot [Agtll lancindité (elre)
24 tagbdl allo oligomer és a Agtll lancindit6 (vissza)
24 tagbol 4116 oligomer, Biolabs], melyek az EcoRI kl6-
nozéhelyet koriilvevd B-galaktozidiz-szekvencidknak
felelnek meg, hasznaltunk az inszertek amolifikalaséhoz
lancinditoként.

Az amplifikalt termékek agar6z gélben (1,6%) torté-
nd analizise lehetdvé tette, hogy a 10 kivalasztott Agtll
klon méretét meghatarozzuk, melyet 2—3,5 kb-nak talal-
tunk.

Annak érdekében, hogy a klonozott DNS-ek restrik-
cios térképét meghatarozzuk, a Agtl 1-vektor inszertjeit
pUC18-plazmidba klénoztuk [Yanish—Perron és mun-
katarsai: Gene 33 103, (1985)]. Ily médon 6 inszert
szubklonjat kaptuk meg.

A 6 inszert restrikcios térképét elkészitettiik; a
6 koziil 5 esetben kozos régiot talaltunk, mely arra
utal, hogy ez az 5 inszert azonos genomialis fragmens-
bdl szarmazik. Ezt megerdsitette a Lactococcus lac-
tis genomidlis DNS restrikcios fragmenseivel torténd
Suthern-féle hibridizacié, melynek sordn a fragmen-
seket agaréz gélben valasztottuk el, majd 32P-vel ra-
dioaktivan jelzett inszertekkel egyiitt nejlonmembran-
ra vittiik.

Az 5 inszert koziil 4-nek a restrikcids térképe az 1.
abran lathato.

A bemutatott inszertek mérete 3 kb, 2,7 kb, 2 kb és
3 kb. Mivel az inszertek atfedik egymast, a klénozott
régio teljes mérete 4,5 kb.

A 6. klén, mely egy olyan inszertet tartalmaz, mely
semmilyen hasonlésigot nem mutat a masik 5 klon
megfeleld inszertjeivel, egy masik genomidlis DNS-
fragmensbdél szarmazik.

Annak eldontésére, hogy vajon a két klénozott DNS-
fragmens koziil az egyik tartalmazza-e a Lactococcus
thern-féle hibridizaciét alkalmaztunk, melynek soran az
inszerteket agaroz gélben valasztottuk el, majd a malo-
laktikus enzim N-terminalis szekvenci4jabdl szirmazé
oligonukleotid hibridizaciés prébaval nejlonmembranra
vittiik (P. Renault: korabban idézett kozlése). A kiva-
lasztott hibridizaciés proba az els 6 aminosavat tartal-
mazo szekvenciabol levezethetd oligonukleotidok keve-
réke:

ATG(A,C)G(G,A,T,C)GC(G,A,T,C)CA(T,C,)JGA(G,A)AT.

Az azonos DNS-fragmensekbdl szarmazo6 5 inszert
hibridizalédott a hibridizaciés probaval, ami azt bizo-

kodolo gén 5’-vége benne van az 5 klénozott inszert-
ben. Masfeldl, a 6. kloén esetében hibridizicié nem volt

nyitja, hogy a Lactococcus lactis malolaktikus enzimet 60 megfigyelhet6.
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e) A P1534 klon szekvencidja

Az 5 klon koziil a 2,7 kb inszertet tartalmazo P153A-
nak meghataroztuk a nukleotidszekvenciajat. A szekve-
nalast dideoxi-teminaciéos modszerrel, Applied Biosys-
tem altal forgalmazott szekvenatorral végeztik. Az
inszert teljes szekvencidjat, valamint az abbél levezethetd
aminosavszekvenciat az 1. szekvenciaazonosité szamon
kozoljiikk. A malolaktikus gént kodolé régié 1620 nuk-
leotidbol 4ll. Az els6 20 aminosav, melyet a kapott nuk-
leotidszekvencidbdl vezettiink le, azonos a tisztitott en-
zim szekvenalasakor kapottal, azzal az eltéréssel, hogy a
tisztitott enzim 14, aminosava cisztein, a nukleotidszek-
venciabol levezethet§ lizinnel szemben. Ez a nyitott leol-
vasasi fazis egy 53 kD méltomegi fehérjét kodol, mely
tokéletesen Osszeegyeztethetd a Lactococcus lactis malo-
laktikus enzimjének gélsziiréssel és SDS—PAGE-cljaras-
sal kapott molekulatomegével (60 kD).

Az 1. azonositoszamu szekvencia tartalmaz tovabbi
465 nukleotidot a transzlicids iniciacids kodontél 5°-
iranyban. Ez a szekvencia tartalmazza a malolaktikus
enzim gén egész promoterét. A Lactococcus lactis pro-
moterei 150 nukleotid nagysagrendiiek az inicidcios
kodontél 5’-irdnyban. Tovabba a Lactococcus lactis gé-
nek transzkripcidjanak inicidlasara jellemzd szignalok
is megtalalhatok.

A nyitott leolvasasi fazist6l 3’-irAnyban 596 nukleo-
tidot szekvendltunk meg, és a malolaktikus gént6l 3’-
irdnyban — eltér§ leolvasasi fazisban — egy masik, 581
nukleotid hosszisagu nyitott leolvasasi fazist talaltunk.

A génekhez, vagy az ismert fehérjékhez viszonyitott
hasonlésdg meghatirozasit az 1. azonositdszam
nukleotidszekvencianak adatbizisokbdl szarmazo fehér-
jeszekvencidkkal torténd Gsszehasonlitasaval végeztiik.

Ami az 1620 nukleotid hossziisagh nyitott leolvasa-
si fazist illeti, a kiilonb6z8 malatenzimekkel 6sszeha-
sonlitva jelentds mértékii az olyan konzervativ amino-
sav- és nukleotidszekvencidk jelenléte, melyek a malat
piruvatta torténd dekarboxilezéséért felelGsek.

Taléltunk ezenfeliil NAD-kétésért felelds konszen-
zusszekvenciit is.

Ezek a homoldgiak tokéletesen OsszeegyeztethetSek
a malolaktikus enzim funkciojaval, miszerint — 1évén
malatenzim — szubsztritja az almasav (malat), és a
szubsztrat tejsavva (laktatta) torténd 4talakitasahoz
NAD-ot igényel.

A malolaktikus gént6l 3’-iranyban azonositott nyitott
leolvasasi fazis szintén jelent6s (kériilbeliil 40%-0s) ami-
nosavhomologiat mutat, a citrat permeazzal 6sszehason-
litva. Nagyon valészintinek latszik, hogy ez a nyitott leol-

Ennek megfelel6en ugy tiinik, hogy a szekvenalt
DNS-fragmens a malolaktikus enzimet kodol6 struktir-
gént és a malat permedz gén egy részét tartalmazza,
valamint, hogy ezek a gének egy operonba vannak ren-
dezbédve.

5. példa
A malolaktikus gén expressziéja E. coliban

A malolaktikus gén E. coli-ban t6rténd expresszio-
jat a DHS5a baktériumtérzs kiilénbozd transzforménsai-
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ban vizsgaltuk: p153A (szekvenalt klén), pSA, p191A
(a restrikcids térképek az 1. abran lathatok).

A transzformansokat és a pUC18-cal transzformalt
kontrolltérzset egyarant egy sor ndvekvé malitkoncent-
racioval rendelkez taptalajon szaporitottuk: 3 ml
M9 taptalaj (Na,HPO,.7H,0 6 g/l, KH,PO, 3 g/1, NaCl
0,5 g/1, NH,Cl 1 g/l, gliikdéz 4 g/1), 1 mg/ml tiaminnal,
20 mg/ml aszparaginsavval és 20 mg/ml ampicillinnel
kiegészitve, tovabba 0; 0,3; 0,5 vagy 1% (vegyes%) ma-
latkoncentracidval. A taptalaj pH-jat 6,5-re allitottuk cit-
romsav felhasznalasaval.

A tenyészetet 37 °C-on kevertetve inkubaltuk
48 6ran at.

Kontrollképpen Lactococcus lactis-t tenyésztettiink
8 ml M9-taptalajon, mely 5 g/l élesztkivonatot tartal-
maz, tovabba a malatot az el8zbvel azonos koncentra-
ciotartominyban. A tenyészetet 28 °C-on 48 6ran 4t
inkubaltuk anaerob koriilmények kdzott,

A tenyészetet ezutan 10 percig 1000 g-vel centri-
fugdltuk. A feliiliszot osszegydjtottiik, majd L-laktat-
tartalomra vizsgaltuk. Az L-laktdt mérését egy kereske-
delmi forgalomban beszerezhetd reagenskészlettel
(Boeringer) végeztiik, a gyart6 erre vonatkozd elGirasai
szerint.

Az eredmények, melyeket az 1. tablazat tartalmaz
(g/l-ben kifejezve), a transzformans pl53A és p191A
tenyészet feliiliszéiban nagyon tisztin tejsavterme-
lést mutatnak, mig a laktat nyomokban sem mutathat6
ki a kontrolltérzs (E. coli DHS pUC18-cal transzfor-
mélva) feliiliszojaban. Egy masik transzformans — a
PSA - azonban, melyet azonos koriilmények kozott
vizsgéltunk, nem termel tejsavat. Ez azzal a ténnyel
magyarazhat6, hogy a p5A rekombinans vektor altal
hordozott malolaktikus gén 3’-végérsl 200 nukleo-
tid hidnyzik. Ezért ugy tlnik, hogy ennek a régiénak
a megléte feltétleniil sziikséges a malolaktikus aktivi-
tashoz.

A malitot nem tartalmazé tenyészetekben, sem a
pl53A és pl91A transzformansok, sem a pUC18-cal
transzformalt kontrolltérzs tenyészeteiben nem terme-
16dott tejsav. Ez azzal magyardzhat6, hogy az E. coli
ilyen koriilmények kozott nem termel L-laktatot.

Malat jelenlétében a kontrolltérzs esetében nem fi-
gyelhetd meg laktittermelés. Masfeldl azonban, a
transzformans p153A és p191A torzsek esetében egyér-
telmii tejsavtermelést lehet megfigyelni 0,1; 0,3 és 1%
malatkoncentracio esetében.

A termelt tejsav koncentracibja meglehetésen ala-
csony a L. lactis kontrollhoz képest, melyet azonos
moédon és ugyanazon kiindulé maldtkoncentraciok ese-
tében vizsgaltunk. Meg kell azonban emliteni, hogy
a L. lactis a malolaktikus fermentacion kiviil nagy
mennyiségben termel L-laktatot a cukrok lebontasaval
is, az L-LDH kézvetitésével, mely a piruvatot tejsavva
alakitja.

Nehéz meghatirozni tovabba a malatnak azt a ha-
nyadat, mely ténylegesen elérhetd a malolaktikus fer-
mentacié szdmdra. Valdjaban lehetséges, hogy az E.
coli tenyésztési koriilményei kozétt a malat jelentSs
hanyada a trikarbonsav ciklusban vesz részt.
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1. tabldzat

Baktériumtorzs % malat a taptalajban

E. coli DH5a 0,001 0,017 0,008 0,015
(pUCIS8)
E. coli (p153A) 0,015 0,12 0,23 0,31
E. coli(p191A) 0,017 0,17 0,15 0,2
Lactococcus 2,6 5,09 8,5 -
lactis

6. példa

A malolaktikus gén expresszidja élesztében

Annak érdekében, hogy a malolaktikus enzim élesz-
toben klonozott génjét expresszaltassuk, a kodolorégiot
az ¢élesztd szabalyozoelemeinek (promoterek és termi-
natorok) irdnyitasa ala helyeztiik éleszt6 / E. coli ingézé
vektorokban (shuttle vektorokban).

a) A malolaktikus enzim bevitele a pVT100-U nagy ké-
piaszamu plazmidba

A pVTI100-U expresszios plazmidot alkalmaztuk.
Ez a plazmid tartalmazza az éleszt 2 replikicids ori-
gojat, a szelektalhatéo URA3 markert, az erds ADH sza-
balyozoelemeket (alkohol dehidrogendz I promoter és
termindtor), valamint a bakterialis elemeket (az ampi-
cillin rezisztencia gén replikicios origdjat).

A plazmidot Vernet és munkatarsai irtdk le [Gene
52,225 (1987)].

A malolaktikus gén kodolorégiojat, a pl53A-plaz-
middal kezdve PCR-rel amplifikaltuk, a malolaktikus
maz6 lancinditok alkalmazasaval.

A klonozast elGsegitendd, az amplifikicié soran a
kodolorégiotol 5°-iranyban egy Xhol restrikcios helyet,
a kodolorégiotol 3°-iranyban pedig egy Xbal helyet épi-
tettiink be. A kovetkez6 oligonukleotidokat alkalmaz-
tuk lancinditoként:

— egy olyan oligonukieotid, mely lehet3vé teszi a
kodolérégiod izolalasat az ATG transzlacids inicidcids
kodon szintjén (1. lancindit6), tovabba tartalmaz egy
Xhol helyet,

— a 3’-oldalra vélasztott oligonukleotid pedig (3’-
lancindito) a transzlacids stopkodontél néhany nukleo-
tidnyira 3’-irAnyban képes hibridizalodni.

Az alkalmazott lancinditok szekvenciaja és pontos
elhelyezkedése a 2. abran talalhato.

Az amplifikdciot a kovetkezd leirat szerint végeztilk :

1. lancindité 4 ul (30 pmol)
2. lancindité 4 ul (30 pmol)
10X Taq puffer 10 ul

Taq polimeraz (5 E/ul) 0,5 ul

dNTP 2 pumol/ 10 pl

MgCl, 25 mmol/l 6 ul

pl153A 4 ul (40 ng)
H,0 62 ul

Az amplifikdcié koriilményei: 30 mp 94 °C-on,
30 mp 40 °C-on, 1 perc 72 °C-on, 30 ciklusban.

Az amplifikalt fragmensek méretét a bel8liik vett
mintdkbol agardz gélben hatdroztuk meg.
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Az amplifikilt fragmensekbdl 100 ng-ot Xhol és
Xbal restrikcios endonukledzokkal emésztettiink, majd
a pVT100-U-vektor 50 ng-javal ligaltuk, mely vektort
elozetesen Xhol- és Xbal-enzimekkel emésztettiink,
majd defoszforilaltunk.

A kapott, pM1-nek nevezett pvVT100-U-vektorszar-
mazékot a 3. dbra mutatja be.

b) Az élesztd transzformdaldsa

A Saccharomyces cerevisiae SCV5M éleszt6torzset
a pMl-vektorral transzformaltuk. Az SCVM torzset
1992. jin. 18-an helyeztiik letétbe a ,,Collection Natio-
nale de Cultures de Microorganismes”-ben, melyet a
Pasteur Intézet tart fenn, I-1222 deponalési szamon. Ez
egy laboratériumi torzs, mely haploid, ura-, MATa és
egy oenologiai térzsbdl szarmazik.

Az alkalmazott transzformécids eljaras az Ito és
munkatarsai altal leirt litium-acetatos médszer [J. Bac-
teriol. 753, 163 (1983)].
¢) A malolaktikus fermentdcié kivitelezése élesztével

A kapott transzformansok koziil kettst, melyek
megjelélése ScV5SM/pMIa és ScV5M/pMIb, malolakti-
kus fermentécios kapacitisuk (a malat tejsavva alakita-
sa) szempontjabol vizsgaltunk. A transzformansokat a
kovetkezé feltételek kozott tenyésztettiik :

— egyrészt az YNB szintetikus minimaltiptalajban
(6,7 g/l ,yeast nitrogen base without amino acid”
(DIFCO), 20 g/l gliikoz], mely 0; 0,6 vagy 1% malatot
tartalmazott, melynek pH jat 3-ra vagy 6-ra allitottuk
be, mindkét esetben citromsavval (6,3 g/l),

~ masrészt a sz616must Gsszetételét imitald szinteti-
kus taptalajban [Sablayrolles és Barre: Sciences des
Aliments, 6, 373 (1986)], melyet pH=3,3-ra pufferel-
tiink.

A két alkalmazott tiptalaj nem tartalmaz uraciit,
mely lehet§vé teszi a plazmidok szelekci6jat.

Az inszertet nem tartalmaz6 pVT100-U-plazmiddal
transzformalt ScV5M torzs volt a negativ kontroll.

A tenyésztés és az analizis kériilményei

Az élesztbtorzsekkel (transzforméansok és a kont-
roll) 8 ml tapoldatot oltunk be.

A tenyésztést steril 10 ml-es csdvekben, 28 °C-on,
60 6rén at, kevertetés nélkiil végeztiik.

Ezutin a tenyészetet 5 percig 4000 g-vel centrifu-
galtuk és a feliiliszot L-laktat-tartalomra az 5. példaban
leirtak szerint Boeringer-reagenskészlettel vizsgaltuk.
Eredmeények

A kapott eredményeket a 2. tiblazat mutatja be.

Az YNB szintetikus minimaltdptalajban a kontroll
€lesztd esetében (2. tablazat) sem malét hidnyaban, sem
annak jelenlétében nem lehetett L-laktézt nyomokban
sem kimutatni.

Ez teljesen dsszhangban 4ll azzal a ténnyel, hogy az
S. cerevisiae nem képes a malatot laktattd alakitani,
tovibba azzal, hogy anaerob koriilmények kozétt is
csak nagyon kevés laktatot termel gliik6zbol, és az £6-
leg D-laktat.

A pMla és pM1b transzformalt térzsek malat hia-
nyaban csak nyomokban termelnek laktatot, koriilbeliil
50-100 mg-ot. Valoszind, hogy ez a csekély termelés a
malolaktikus enzim miikodésének eredménye, mely az
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élesztében a gliikdz metabolizmusa sordn keletkezé en-
dogén malat felhasznalasan alapul. Ha a taptalaj és a
pH=3-ra beallitott YNB-taptalaj malatot is tartalmaz
(0,6 és 1% malat), vagy a szintetikus taptalaj esetében
(pH=3,3; 3 g/l malat), szignifikans L-laktat-termelés
tapasztalhato (0,5-0,7 g/l a pMla-klén esetében, azo-
nos kisérleti koriilmények kozott).

A legnagyobb mértékii termelés a szintetikus taptalaj
esetében tapasztalhatd, melynek sszetétele nagyon ha-
sonl6 a sz616mustéhoz (0,7 g/l laktat, mely 7,7 umol/ml-
nek felel meg).

Ugyanilyen tenyésztési koériilmények esetében
(YNB), de pH=6-nél az L-laktat-termelés nagyon cse-
kély, nagységrendileg azonos tartoményba esik, mint a
malatot nem tartalmazo taptalajok esetében.

Az L-laktét-termelésben a pH fiiggvényében tapasz-
talhato eltérés azzal magyarazhatd, hogy pH=6-n4l a
malat nehezebben keriil be a . cerevisiae-be. pH=3-
nal, illetve pH=3,3-n4l a malat nagy hényada (pK 3,5)
disszocialatlan forméban van, mely konnyebben tud a
sejtbe diffundalni. Mésfell azonban, pH=6-nal a malat
f6leg disszocialt formaban van, mely sokkal nehezeb-
ben keriilhet a sejt belsejébe.

A rekombindns torzsek tehat képesek lebontani a
malédtot laktattd a malolaktikus fermentécid révén, to-
vabba savas pH-n — vagyis az oenoldgiaiakhoz hasonld
koriilmények kézott — nagyobb hatékonysaggal teszik
mindezt.

2. tablazat
Laktat meghatarozasa S. cerevisiae-ben

Eleszt6torzs Termelt L-laktat | Termelt L-laktat
It (umol/ml)

ScVRM/pVT100-U

pH=3 esetében:

0% malat 24x10-3 0,02

0,6% malat 7x10-3 0,07

1% malat 9%x10-3 0,1

pH=6 esetében:

0% malat 3x10-3 0,03

0,6% malat 6x10-3 0,06

1% malat 10x10-3 0,11

Szintetikus taptalaj

esetében:

pH=33 9%x10-3 0,1

ScVSM/pMla

pH=3 esetében:

0% malat 0,15 1,66

0,6% malat 0,4 4.4

1% malat 0,52 5,7

pH=6 esetében:

0% malat 0,1 1,1

0,6% malat 0,07 0,77

1% malat 0,05 0,55
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Elesztétorzs Termelt L-laktat | Termelt L-laktat
& (umoV/ml)

Szintetikus taptalaj

esetében:

pH=33 0,7 7,7

ScVSM/pmlb

pH=3 esetében:

0% malat 0,15 1,66

0,6% malat 0,40 44

1% malat 0,48 53

pH=6 esetében:

0% malat 0,11 1,22

0,6% malat 0,08 0,88

1% malat 0,056 0,62

Szintetikus taptalaj

esetében:

pH=33 | o3 5,66

Ugyanezen kisérleteket végeztiik el szintetikus tap-
talajon is, és a laktattermelést a tenyésztés 10. nap-
ja utdn mértiik; 1,5 g/l (mely 17 pmol/ml-nek felel
meg) laktat termel6dott ilyen kisérleti korilmények
kozott.

7. példa
A malolaktikus gén expresszidja
Schizosaccharomyces pombe-ban

A malolaktikus gén expresszidjat Schizosaccharo-
myces pombe-ban is vizsgaltuk. Ebben az esetben a ma-
lolaktikus gén kodolorégiojat egy S. pombe promoter
szabdlyozasa ald helyeztiik, egy S. pombe/E. coli ingazd
vektorban.

a) A malolaktikus gén beépitése a nagy kopiaszami
PARTI-plazmidba

Expresszids plazmidként a pART1-et alkalmaztuk.
Ez a plazmid az élesztd ARS1 replikacids origéjat és a
LEU szelekcidés markert, tovabba az alkohol dehidro-
genaz promotert tartalmazza, valamint rendelkezik bak-
terialis elemekkel is (az ampicillin rezisztencia gén és
replikacios origd).

Ezt a plazmidot McLeod és munkatarsai irtak le
[Embo J. 6, 729 (1987)].

A malolaktikus gén kodolorégiojat pl153A-plaz-
midbdl kiindulva, PCR-rel amplifikaltuk, a malolaktikus
gén szekvencidjabol szarmazoé oligonukleotidokat tartal-
maz6 lancinditék segitségével. A klonozés elSsegitése
céljabol az amplifikacié sordn a kodolorégiotél 5’ -irany-
ban BamHI restrikcios helyet, 3’-irdnyban pedig Sacl
restrikcios helyet épitettiink be.

Lancinditoként a kovetkezd oligonukleotidokat al-
kalmaztuk:

— egy olyan oligonukleotid, mely lehetdvé teszi
koédolérégio izolalasat az ATG transzlacids inicidcids
kodon szintjén (12. lancindité) és BamHI helyet tar-
talmaz,
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— a 3’-végi valasztott oligonukleotid (13. lanc-
indit6) a transzlacids stopkodontdl néhany nukleotid-
nyira 3’-iranyban hibridizalodik, és Sacl helyet tartal-
maz.

A szekvenciakat és az alkalmazott lancinditék pon-
tos elhelyezkedését a 2. abra mutatja be.

Az amplifikéciot a kdvetkezo leirat szerint végeztiik :

12. lancindit 4 pl (20 pmol)
13. lancindité 4 ul (20 pmol)
10x Taq puffer 10 pl

Taq polimeraz (5E/pl) 0,5 ul

dNTP 2 pmol/l 10 pl

MgCl, 25 mmol/l 6 ul

pl153A 10 ul (100 ng)
H,0 65,5 ul

Az amplifikicié koriilményei: 30 mp 94 °C-on,
30 mp 37 °C-on, 1 perc 72 °C-on, 30 ciklusban.

Az amplifikalt fragmensek 100 ng-jat BamHI és
Sacl restrikcios enzimekkel emésztettiik, majd 50 ng,
elézetesen BamHI-gyel és Sacl-gyel emésztett és
defoszforilalt pARTI-vektorral ligaltuk.

A kapott vektort, melyet pD4-nek neveztiink, a
4. dbra mutatja be.

b) A S. pombe transzformalasa

Egy leucin-auxotrof S. pombe torzset pD4- és
pART 1-vektorokkal transzformaltunk. Ez egy laborato-
riumi leu-132h+térzs, mely J. Kohli-tdl (,Institute of
General Microbiology”, Raltzerstrasse 4, CH-3012,
Bern, Switzerland) szarmazik.

Az alkalmazott transzformacios eljaras egy litium-
acetatos transzformacios eljaras, melyet Ito és munka-
tarsai [J. Bacteriol. /53, 163 (1983)] irtak le.
¢) A malolaktikus fermentdcios termelés az S. pombe
esetében

A kapott transzformansok koziil egynek, melyet
Sp/D42-nek neveztiink, vizsgaltuk a malolaktikus fer-
mentécidés kapacitasit (a malat atalakitdsa laktattd).
A transzformansokat az alabbi koriilmények kozott te-
nyésztettiik.

— YND szintetikus minimaltaptalaj, mely 50 g/l
gliikkozt és 5,5 g/l malétot tartalmaz, melyet pH=3,5-re
vagy pH=6-ra puffereltiink. Ez a tiptalaj nem tartalmaz
leucint, ami lehet6vé teszi a beépitett plazmidok szelek-
cibjat.

Negativ kontrollként ugyanezen torzs inszertet nem
tartalmaz6 pART1-plazmiddal transzformalt valtozata
szolgalt.

Az élesztétorzsekkel (transzformansok és kontroll)
8 ml taptalajt oltunk be. A tenyésztést 10 ml-es steril
csovekben végeztiik, 40 °C-on, egy héten keresztiil, ke-
vertetés nélkiil.

A tenyészeteket 5 percig 4000 g-vel centrifugaltuk,
és a feliiliszot L-laktat-termelésre Boeringer-reagens-
készlet alkalmazasaval vizsgaltuk, a fent leirtakkal azo-
nos modon. Az L-malat bomlasat az L-malat-mara-
dék mérésén keresztiil (Boeringer-reagenskészlet) sza-
mitottuk.

A kapott eredményeket a 3. tablazat mutatja be.

A kiilénbozd vizsgalt tenyésztési koriilmények ko-
zOtt a kontroll Sp/pART]1 élesztd nagyon kevés laktatot
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10

termelt (20—-40 mg/l nagysagrendben). Tovabba az S.
pombe az S. cerevisiae-hoz hasonléan nem képes a
malatot laktattd alakitani, masfeldl pedig anaerob ko-
rilmények kozott is csak igen kevés laktatot termel
gliikoz felhasznalasaval.

A malolaktikus génnel transzformalt térzs (Sp/D42)
malat hianyaban nagyon kis mennyiségi laktatot termel
170-300 mg/l nagysagrendben. Ez az alacsony szintii
termelés valoszintileg a gliikdzbdl szdrmazé endogén
malat egy részének malolaktikus fermentacidja altal ko-
vetkezik be. Ezt a S. cerevisiae transzformansok eseté-
ben is megfigyeltik (2. tdblazat). A taptalajban 1évo
5,5 g/l malattartalom esetén nagymértéki L-laktat-ter-
melés figyelhetd meg az Sp/D42 transzformans eseté-
ben, mely 2,4-3 g/l, a téptalaj pH-jatol fiiggben. A leg-
intenzivebb termelés savas pH-n, azaz oenologiai pH-
viszonyok kozott figyelheté meg. A pH=6 értéken ka-
pott termelés szintén nagyon nagy mértéki, a S. ce-
revisiae azonos pH-n mért termeléséhez képest.

Masrészt, 5,5 g/l L-malat jelenlétében savas pH-n
az Sp/D42 transzformans képes gyakorlatilag a tapta-
lajban 1év6 Gsszes malat lebontasara (pH=3,5-nél csak
150 mg/l malat nem bomlott le), s6t a jelen 1évd
malatnak tobb mint 80%-4t képes L-laktattd alakitani
(3,05 g/h).

3. tablazat
Laktat meghatarozésa S. pombe-ban

) Termelt Maradék
Elesztétorzs L-laktat L-laktat
(g/N) (umol/ml)
Sp/pARTI1
pH=3,5 esetében:
0% malat Kimutathats
0,55% malat 0,04 1,4
pH=6 esetében:
0% malat 0,02
0,55% malat 0,03 4,6
Sp/D42
pH=3,5 esetében:
0% malat 0,17
0,55% malat 3,5 0,15
pH=6 esetében:
0% malat 0,3
0,55% malat 24 15
SZEKVENCIAITIS:TA o
AZ 1. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA ADA-
TAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA : 2684 bazispar
TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA : linearis
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MOLEKULATIPUS: DNS (genomialis)
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem
EREDETI FORRAS:
ORGANIZMUS
TOVABBI SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES: CDS
ELHELYEZKEDES: 4662085

TTTTGTTGAA
AAAAGTAGAG
TAAAGCAAAG
ACCATTGACA
ATAGGAGGAG
GATTAATATC
TTATAAATTA
TAATAAAGTA

EGYEB INFORMACIO: termék=, malolaktikus

. »
€nzim

TOVABBI SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES: —35jel
5 ELHELYEZKEDES: 392—397
TOVABBI SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES: —10jel
ELHELYEZKEDES: 416-421

AZ 1. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

AAAATTTCTA
TGATTTTACT
CGCACAATTT
AAAAATCTTA
GACAGTTTAT
ATCTATTTTT
AATTTATCAA
ATAACATTAA

ATCAAATTAT
CTACTTTTTT
TGGTTTTATT
ATCCTAAATT
CATTTAATAG
ATATAGAGAC
CACTAAGGAA
TTATAATTTT

TAACCTAAAA
AGAATACTTT
TAAAAAAATG
GGTTGAAACC
TTATAAGCTA
TTTTAAATAA
TTTGACTATA
AATGGAGGTT

GATACATAAA
TATATAATAG
GATACCTTAG
CTGATAAATT
ATTTTTACTA
ACATTGACAT
ACGATAAAAG

TTTAAAAAAT
GAAATATGAA
ATACACAACC
AGGGATAGTA
CCATTTCTTT
TATTTATGCG
AAGTTTATAG

GTACG ATG CGT GCA

Met Arg Ala

1
ACA GCT
Thr Ala

CAT
His

GAA ATT TTA AAC AAT CCT
Glu Ile Leu Asn Asn Pro
5 10
AAA GAC CGT CAA GAA TTG
Lys Asp Arg Gln Glu Leu
25
GAA
Glu

TTT
Phe

TTA
Leu

AAT
Asn

GGA
Gly

15
CTT
Leu

TTT
Phe

ACT
Lys Thr
ATG
Me t

20
GTT
Val

GGG
Gly

TTG
Leu

ATT
Ile

GGT
Gly

30
ACT
Thr

CTT
Leu

CCA
Pro

CCA
Pro

ACT
Thr

35
TTG
Leu

CAA
Gln

ACA
Thr

ATT
Ile

GAG
Glu

40
GAT
Asp

CAA
Gln

GCT
Ala

GAA
Glu

CAA
Gln

45
CAT
His

TAC
Tyr

GAA
Glu

CAA
Gln

TAT
Tyr

50
ATT
Ile

ACA
Thr

CCA
Pro

TCT
Ser

55
CGT
Arg

TTA
Leu

GAA
Glu

AAA
Lys

CGT
Arg

60
TAC
Tyr

TTC
Phe

TTG
Leu

ATG
Me t

GAA
Glu

65
CAT
His

TTT
Lys Phe
AAT
Asn

ACA
Thr

AAC
Asn

70
AAT
Asn

ACT
Thr

TTG
Leu

TTT
Phe

TAC
Tyr

75
GAT
Asp

TTA
Leu

TTC
Phe

AAC
Asn

ATT
Ile

GTA
Lys Val
80
GAT

Asp

GAA
Glu

TTT
Phe

85
TAC
Tyr

CCA
Pro

GTT
Val

GTT
Val

TAT
Tyr
90
GTA
Val

CCA
Pro

ACA
Thr

ATT
Ile

GCT
Ala

95
GCT
Ala

ACA
Thr

ATT
Ile

GAA
Glu

AGT
Ser

CAT
His

TTG
Leu

TTC
Phe
105
AAC
Asn

GAT
Asp

CCA
Pro

CAA
Gln

TAT
Tyr

110
TTG
Leu

GCT
Ala

TAT
Tyr

CTT
Leu

GAT
Asp
115
GGT
Gly

Asn
100
ATT
Ile

AAC
Asn

CAC
His

CCT
Pro

GAA
Glu
120
CGT
Arg

ATT
Ile

ACT
Thr

GAA
Glu

ACA
Thr
125
ACT
Thr

AGT
Ser

GCA
Ala

GCA
Ala
130
ACC
Thr

Lys

GAC
Asp

AGA
Arg

GAA
Glu

ATT
Ile
135
GAC
Asp

CCT
Pro

ATT
Ile

GTT
Val

GTA
Val
140
GGT
Gly

GAT
Asp

GCT
Ala

GAA
Glu

GGA
Gly
145
GTT
Val

CTT
Leu

GGT
Gly

ATT
Ile

GGA
Gly
150
ATT
Ile

TGG
Trp

ACT
Thr

CAA
Gln

155
GCA
Ala

GTT
Val

GAT
Asp

ATC
Ile

TCA
Ser

160
GCG
Ala

GGT

Gly Gly Lys
TTA

Leu

ATG
Me t
165
GTT
Val

TAT
Tyr

ACA
Thr

GCC
Ala

GCA
Ala
170
GGG
Gly

GGT
Gly

ATT
Ile

GAT
Asp

CCA
Pro
175

TCT
Ser

GTA
Val

CTT
Leu

GAT
Asp

195
TAC
Tyr

GCA
Ala

185
AAT
Asn

ACA
Thr

AAT
Asn

AGG
Arg

CTT
Leu

TTA
Leu

GAA
Glu

CCA
Pro
180
CAT
His

GTT
Val

ATT
Ile

GAT
Asp Lys
190
ATT

Ile

Gly

TTG
Leu

TAT
Tyr

CTT
Leu

GGA
Gly
200

CAT
His

CAA
Gln

GAA
Glu

CGT
Arg
205

TAC
Tyr

GGT
Gly

GAT
Asp

CAA
Gln
210

11



TAC
Tyr

Lys

ATT
Ile

CAA
Gln
260
ATT
Ile

Gly

AGT
Ser

GAT
Asp

CAA
Gln
340
ATG
Me t

GTA
Val

GCA
Ala

CCA
Pro

GAT
Asp
420
TAC
Tyr

CAC
His

ACA
Thr

GAT
Asp

GCT
Ala
500
GAA
Glu

AGT
Ser

TTG
Leu

TTA
Leu
245
GGA
Gly

ACA
Thr

TCA
Ser

GAA
Glu

CAA
Gln
325

Lys

ACT
Thr

GGA
Gly

ATG
Mec

ACT
Thr
405
GGA
Gly

Lys

CCA
Pro

GAT
Asp

CCA
Pro
485
GAT
Asp

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC
Tyr
230
AAT
Asn

ACT
Thr

GGT
Gly

GCC
Ala

GGT
Gly
310
CAA
Gln

CCA
Pro

GAC
Asp

ACT
Thr

TGT
Cys
390

Lys

Lys

GGT
Gly

GGT
Gly

GAA
Glu
470
GGT
Gly

GTA
Val

GGT
Gly

GTC
Val
215
CTT
Leu

AAC
Asn

GGT
Gly

GAA
Glu

GGT
Gly
295
CTT
Leu

GGT
Gly

TTT
Phe

CTT
Leu

TCA
Ser
375
GCT
Ala

Lys

GCT
Ala

GTT
Val

TTG
Leu
455
ATG
Me t

Lys

TCA
Ser

CTT
Leu

GAT
Asp

CAC
His

TAC
Tyr

ATT
Ile

Lys
280
GCA
Aln

TCT
Ser

TTA
Leu

GCT
Ala

CTT
Leu
360
ACT
Thr

AAT
Asn

ATG
Me t

TTT
Phe

GAT
Asp
440
GGC
Gly

ATC
Ile

CCA
Pro

ATT
Ile

ACT
Thr
520

CAA
Gln

TGG
Trp

Lys

GTT
Val
265
TTA
Leu

Gly

GAA
Glu

CTT
Leu

Lys
345
AAC
Asn

AAT
Asn

ACA
Thr

GAA
Glu

GTC
Val
425
TAT
Tyr

TTA
Leu

GGT
Gly

GGT
Gly

Lys
505
GAA
Glu

TTT
Phe

GAA
Glu

ACA
Thr
250
GTT
Val

ACT
Thr

ATT
Ile

GAA
Glu

TTT
Phe
330

Lys

GTT
Val

CCA
Pro

GAA
Glu

ACT
Thr
410
GCT
Ala

CAA
Gln

GGA
Gly

Ala

GCT
Ala
490
GTT
Val

TCT
Ser

GTA
Val

GAT
Asp
235
AAA
Lys

TTA
Leu

GAT
Asp

GCT
Aln

GAA
Glu
315

GAT
Asp

CGT
Arg

GTT
Val

GGT
Gly

CGC
Arg
395
ACA
Thr

ACT
Thr

ATT
Ile

ATG
Met

GCT
Ala
475
CCT
Pro

GCA
Ala

Lys

HU217410B

GAA
Glu
220
TTC
Phe

ATC
Ile

GGT
Gly

CAA
Gln

GGT
Gly
300
GCT
Ala

GAT
Asp

GCT
Ala

AAG
Lys

GCC
Ala
380
CCA
Pro

GCT
Ala

GGT
Gly

GGT
Gly

TTG
Leu
460
GCA
Ala

GTT
Val

GAA
Glu

GAA
Glu

ACT
Thr

GGA
Gly

CCA
Pro

GGT
Gly

GTA
Val
285
CGT
Arg

TAC
Tyt

ATG
Me t

GAT
Asp

ACA
Thr
365
TTT
Phe

GTA
Val

GAA
Glu

GTT
Val

CAA
Gln
445
GCA
Ala

CAT
His
CTT
Leu

GCA
Ala

ACT

Thr
525

12

GCA
Ala

CGT
Arg

ACA
Thr

ATT
Ile
270
TAT
Tyr

GTT
Val

AAA
Lys

GAA
Glu

TAT
Tyr
350
GTA
Val

ACA
Thr

ATC
Ile

CAA
Gln

CCT
Pro
430
GCA
Ala

TCT
Ser

TCA
Ser

CCT
Pro

GTT
Val
510
GAT
Asp

GAA
Glu

TCA
Ser

TTT
Phe
255
TTC
Phe

CTT
Leu

CAT
His

CAT
His

GAC
Asp
335

Lys

AAA
Lys

AAA
Lys

TTC
Phe

GTT
Val
415
TCA
Ser

Asn

GAA
Glu

TTG
Leu

CCA
Pro
495
GCT
Ala

ATG
Me t

TCA
Ser

AAT
Asn
240
AAT
Asn

GGA
Gly

TGC
Cys

GCT
Ala

TTC
Phe
320
CTT
Leu

GAT
Asp

CCA
Pro

GAA
Glu

CCT
Pro
400
ATT
Ile

GGA
Gly

AAC
Asn

GCA
Ala

AGC
Ser
480
TTT
Phe

AAG
Lys

GCT
Ala

ATT
Ile
225

GCT

Ala

GAT
Asp

TCA
Ser

TAT
Tyr

GAA
Glu
305
TTC
Phe

ACA
Thr

GCT
Ala

ACT
Thr

GTT
Val
385
ATC
Ile

GAG
Glu

ACA
Thr

TCA
Ser

Lys
465
GGT
Gly

GAA
Glu
Lys

AAA
Lys

TTC
Phe

GCA
Ala

GAC
Asp

CTT
Leu

GGT
Gly
290
ATG
Me t

ATG
Me t

CCA
Pro

GGA
Gly

ATT
Ile
370

GTT

Val

TCA
Ser

TGG
Trp

ATC
Ile

CTT
Leu
450
CTT
Leu

TTA
Leu

TTT
Phe

GCT
Ala

GCA
Ala
530

CCT
Pro

ACA
Thr

ATT
Ile

GAC
Asp
275
GGT
Gly

GTT
Val

ATT
Ile

GCT
Ala

GAT
Asp
355
TTA
Leu

GAA
Glu

AAT
Asn

TCT
Ser

AGC
Ser
435
ATC
Ile

TTG
Leu

GTA
Val

GTT
Val

CAA
Gln
515
GTT
Val



HU 217 410B

CGT GAT CTT AAA TGG TAT CCA GAG TAC TAAGGGGAAT ATCTTAAATG
Arg Asp Leu Lys Trp Tyr Pro Glu Tyr

AAAAAACTTA
GCTGTCATCA
CTCCTACTTG
AATTCATACT
TTCCACATTG
GGATTTCTTG
AATCTTTTGG
GGTTTCTTCT
ATGTATGTTT
AAATCTATGC

A 2. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

535
AAGAAACGAA
TAGTTGTAAC
TAACATTAGG
TAGGTGGGGG
TTCCTTCAAA
ATTTTTATAT
TTAAAGCTTC
CAGTAGGTCT
CTATGCCAAT
AGCCGGATTG

AATATCGGGA
ACTATTAGGA
CCACCTATTA
ATCTGTTTTC
TGTTATTGGA
AGCTGCACTT
CAAGAAATTT
TGTAGGAATG
GATGTCAGGT
GCTCATGGAA

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA : 540 aminosav

Met Arg Ala

Ala Phe Thr
Thr
35

Leu

Pro
Gln Tyr

50
Glu Ile
65

His

Phe

Ile Val

Thr Ile Glu

Tyr Leu Asp

115

Ala Ala Gly
130

Gly Thr

145

Val

Leu

Gly Lys

Ser Val Leu

Leu Glu Asp

195

Gln Tyr
210

Ile Phe

225

Ala

Pro

Ala Thr

Asp Asp Ile

Ser Leu Asp
275
Tyr Gly Gly

290
Glu Met

305

Val

540

ATTAGTCTTC
AAACTTCCAC
TACTTCATAG
ACTTTAATTG
GCAGTTTCCA
ATCTGTGGAT
ATTCCGATTG
CTTATTGGTA
GGTATGGGAG
ACCAAGCAG

15

CCTTATATGC
TTGATATGGT
GAGAAAAATT
GTGCTACTCT
ATTTTATGGG
CTATTTTAGG
CTTTAATCAC
ATGGATTTGC
CCGGAATTAC

TIPUSA: aminosav

CTTTTTCGTA
AGGGTTAACT
CCCTATTATG
ATTATCTTTC
TGGAAAATTT
AATGAACAGA
TATGGTTATT
TGATTCTGTA
TCACTCTCTC

TOPOLOGIAJA : linedris
MOLEKULATIPUS: protein

A 2. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

His Glu
5

Lys

I

Me t
20
Val

A

GIn T

Thr Lys P

Asn Thr A

Glu Phe
85

Tyr

A

Asn
100
Ile

S

Asn H

Asp Arg G

Ile G
1
I

Gly

Me t
165
Val

Leu
Pro A%
180
His

Leu T

Tyr Ser P
T
2

A

Lys Leu

Ile Leu

245

Gln Gly T

260
Ile

Thr G

Gly Ser A

Glu G

3

Ser

le

sp Arg Gln

hr Tle Glu

40
Ser Asp
55

Arg

ro
sn Thr
70
sn

Pro Val

er His Leu
Glu
120

Arg

is Pro
Ile
135
Asp

lu

ly Trp

50
le

Tyr Thr

al Ile Asp

Leu Gly
200

Asp

yr

he Val

215

yr Leu His
30
sn

Asn Tyr

hr Gly Ile

Glu Lys
280
Ala

ly

la Gly

295
ly Leu
10

Ser

Leu Asn Asn Pro
Glu
Glu
Leu
Leu
Val
Phe
105
Asn
Pro
Gly
Ala
Ala
185
Asn

Gln

Lys
Val
265
Leu

Gly

Glu

Phe
10
Leu Gly
25

Gln Ala

Glu Lys

Phe Tyr
75
Tyr Asp
90
Val Asp

Ile Thr

Ile Val
Gln
155
Ala

Thr

Ala
170
Gly Thr

His Gln

Phe Val

Glu Asp
235
Thr Lys
250
Val Leu

Thr Asp
Ala

Glu Glu

315

13

Leu Asn Lys

Leu Ile Gly

30

Glu Gln Thr

45

Arg His Phe

60

Tyr Leu Phe

Pro Thr Ile

Pro GIn Tyr

Gly Thr
15
Leu Leu

Tyr Glu

Leu Met

Asn Lys

80
Ala Asp
95

Ala Ala

110

Glu Thr
125

Thr

Leu

Val
140
Gly

Asp

Val Asp

Gly Ile

Asn Lys

190

Glu Arg Ile
205

Glu Thr

220

Phe

Ala

Gly Arg

Ile Pro Thr

Gly Ile

Lys Ser

Ala Glu

Ile Ser
160
Pro Ala
175
Gly Leu
Gly

Glu Ser
Asn
240
Asn

Ser

Phe
255

Phe Gly

270

Gln Val
285

Arg

Tyr

Gly Val

300

Ala Tyr Lys

Leu Cys

His Ala

His Phe

320
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Phe Met Ile Gln

325
Lys

Gln Gly Leu Leu

Thr Ala Gln
340

Me t

Pro Pro Phe Ala Lys

345
Ala Thr Leu Asn
360

Thr

Gly Asp Leu

355
Thr Ile Leu
370

Val

Val Thr Ser Asn

375
Ala

Gly

Val
385
Ile

Glu Ala Met Cys Asn Thr

390
Ser Asn Thr Lys
405

Gly

Pro Lys Met Glu

Glu Ala Phe Val

425
Tyr

Trp Ser Asp Lys

420
Thr Ile Ser Tyr Val
435

Ile

Lys Gly Asp

440
Ser His Leu Gly Leu
455

Me t

Leu Pro
450

Leu

Gly
Thr Glu
470
Gly

Lys Leu Ile
465

Gly

Asp Gly

Val Pro Pro
485

Asp

Leu Lys Gly

Glu Phe Val Ala

500
Glu

Val Ser Ile Lys

505
Ala Gln Glu
515

Val

Gln Leu Thr
520

Trp

Lys Gly

Ala
530

Arg Asp Leu Lys

535

Tyr

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Nukleinsavmolekula, azzal jellemezve, hogy
Lactococcus lactis malolaktikus enzimét kédold
1620 bp hosszusagi szekvenciat, és adott esetben az
enzim expresszidjat megfeleld gazdasejtben biztositani
képes szabalyozészekvencidkat és/vagy a molekula
replikacidjat megfelelé gazdasejtben biztositani képes
szekvenciaelemeket tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, az-
zal jellemezve, hogy a 2. szekvenciaazonosité szdmon
megadott polipeptidet kddol6 szekvenciat tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, az-
zal jellemezve, hogy az 1. szekvenciaazonosité szdmon
megadott szekvencia 466—2085. nukleotidjait tartal-
mazza.

4. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, az-
zal jellemezve, hogy a malolaktikus enzimet kodold
gént a gén expressziojat szabalyozni képes szekven-
cidkhoz funkcionalisan kapcsoltan tartalmazza.

5. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, az-
zal jellemezve, hogy élesztGben miikodSképes szaba-
lyozdszekvencidkat tartalmaz.

Phe
330
Lys
Val
Pro
Glu
Thr
410
Ala
Gln
Gly
Ala
Ala
490
Val

Ser

Pro

35

40

45

50

14

Asp Asp Met Glu Asp Leu

335
Arg Ala Asp Tyr Lys
350
Val

Val Thr

365
Phe

Lys Lys Pro
Ala
380

Pro

Gly Thr Lys Glu

Val Ile Phe Pro

400
Ile

Arg
395

Thr Ala Glu Gln Val

415
Thr Val Pro Ser
430

Ala

Gly Gly
Gln
445
Ala

Gly Asn Asn

Met Leu Ser Glu Ala

460
Ala Ala
475

Pro

His Ser
480

Phe

Ser Leu

Val Pro
495
Ala

Leu Pro

Ala Glu Aln Val

510
Asp

Lys
Glu Thr
525
Tyr
540

Lys Met Ala

Glu

6. Az 1. igénypont szerint nukleinsavmolekula, az-
zal jellemezve, hogy a molekula replikéciojat megfeleld
gazdasejtben biztositani képes szekvenciaclemeket tar-
talmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, az-
zal jellemezve, hogy az enzim expressziojat megfeleld
gazdasejtben biztositani képes szabélyozészekvencii-
kat, valamint a molekula replikaci6jat megfelels gazda-
sejtben biztositani képes szekvenciaelemeket tartalmaz.

8. Transzformélt eukaridta vagy prokariota sejt, az-
zal jellemezve, hogy legalabb egy, az 1-7. igénypontok
barmelyike szerinti nukleinsavmolekulat tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti transzformélt sejt, azzal
Jjellemezve, hogy élesztdsejt.

10. A 9. igénypont szerint élesztGsejt, azzal jelle-
mezve, hogy a Saccharomyces nemzetséghez tartozik.

11. A 9. igénypont szerinti élesztdsejt, azzal jelle-
mezve, hogy a Schizosaccharomyces nemzetséghez tar-
tozik.

12. Eljaras malolaktikus fermentacié végrehajtasa-
ra, azzal jellemezve, hogy a fermentaciota 9-11. igény-
pontok barmelyike szerinti élesztdsejt alkalmazasaval
hajtjuk végre.
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