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A jelen talalmany targya Streptomyces
aureofaciensbdl izolalt DNS kldénozasa, amely tetraciklin és
klér-tetraciklin szintézisét vezérli heterolédg
gazdaszervezetben, példaul Streptomyces lividansban. Az
igénypontokban szerepld plazmidokat egy Escherichia coliban
késziilt kozmid-kdnyvtar atvizsgdlasaval izolaljuk, azon az
alapon, hogy Streptomyces lividansban tetraciklin

rezisztenciat okoznak.
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A talalmany targya molekuldris genetikai
technikak alkalmazasa a kloértetratciklin teljes
bioszintézisGtjat k6dold géncsoport (DNS) klénozasara,
valamint ezzel a mdédszerrel a tetraciklin bioszintézis-
dtjanak klénozasadra is Streptomyces aureofaciensbdl, és
ezek expresszidéjara a Streptomyces lividans heterolédg
gazdaszervezetben. Az izolalt bioszintetikus géncsoport
szolgadl szubsztratként a megndvelt fermentacids szint
elérését célzdé technoldgiai kisérletekben, valamint az Gj
antibiotikum struktdrdk eldallitasaban.

A klértetraciklin és szarmazék vegylileteit (példaul
a tetraciklint, demetil-klértetraciklint, demetil-
tetraciklint), kereskedelmi mennyiségben 411itjak eld
slillyesztett, levegdztetett fermentacidéval Streptomyces
aureofaciens mikroorganizmus alkalmazasaval (Dugar, 1548).
Ennek a mikroorganizmusnak tdbb mint 30 éves ipari céld
manipuldliasa eredményeképpen kifinomult fermentéaciéds
technikak és taptalaj &sszetételek alakultak ki, amelyek
lehetdvé tették a fermentdciés kitermelés jelentds
emelkedését (Goodman, 1985). A kitermelés ilyen javulasat
eldsegitette olyan Streptomyces aureofaciens mutansok
izolalasa, amelyek megndvekedett antibiotikum-termeld
képességgel rendelkeznek (Veselova, 1969). Ezeket a magas
termeldképességfi mutansokat f&leg mutagén kezeléssel, majd
a megndvekedett kitermelésre vald véletlenszeri
szelekciéval allitottdk eld. Ugyanez a technika tette
lehetdvé az antibiotikum bioszintézisben blokkolt mutansok

eldallitasat, amelyek igen hasznos eszkdzei a



klértetraciklin keletkezés bioszintézis atjénak
felderitésében (McCormick, 1968). Ezen hozzajarulasok
nélkiil a klértetraciklin bioszintézis genetikai
szabalyozasa nem lett volna teljesen megvaldésithatdé. A
Streptomyces genetika teriiletén lejatszddé legijabb
fejlddés lehetdvé tette hogy az iparilag fontos
metabolitokat termeld szervezetek molekularis genetik&jat
tanulmédnyozzuk.

A kromoszémalis markerek rekombindciéjénak
igazolasa Streptomyces protoplasztok faziéjaval és azt
kdvetd regeneralasaval (Hopwood et al., 1978; Baltz et al.,
1981) egy dontd lépés volt az aktinomicétak genetikéajaban.
Mig a protoplaszt-fGzids technika kifejlddése eldtt a
genetikai keresztezéseket csak néhany, konjugacids
rendszerrel rendelkezd fajban lehetett megbizhatédan
kimutatni (Hopwood, 1967), most a genetikai elemzéseket
barmely olyan fajban el lehet végezni, amelybdl
protoplasztok készithetdk és azok regeneralhatdok. Még
fontosabb, hogy a protoplasztok a kés&bbiekben idealis
szubsztratnak bizonyultak a plazmid DNS-sel vald
transzformaciéhoz, igy megteremtve annak lehetdségét hogy
ezekben a mikroorganizmusokban rekombindns DNS kisérleteket
végezhessiink (Bibb et al., 1978). Szamos antibiotikum
rezisztencia gén izolal&sa, Ggymint a tiostrepton, viomicin
és neomicin rezisztencia géneké, lehetdvé tette a kdnnyen
szelektalhatd klénozd vektorok készitését a Streptomycesek
sajat plazmidjai alapjan (Thompson et al., 1982).

A egyik elsdnek klénozott antibiotikum bioszintézis



gén az undecil-prodigiozin (UDP) antibiotikus hatast
pigment keletkezésében szerepet jatszé O-metil-transzferaz
volt (Feitelson et al., 1980). A gént azon az alapon
azonositottik, hogy az UDP bioszintézisitjénak ismert
mutdcidéjat képes volt komplementdlni. Az ezekben a korai
erdfeszitésekben bioszintézis gének izolalasara alkalmazott
mas technikiak tartozott a metilenomicin esetében a

mutaciés klénozas, az OC31 fag alkalmazasaval (Chater et
al., 1983), az aktinomicin fenoxazinon szintetaz esetében a
rekombindns kl1énok sib szelekcidéja in vitro enzim-
vizsgadlatokban (Jones et al., 1984), valamint a kandicidin
termelésben a p-amino-benzoesav szintetaz altal biztositott
szulfonamid rezisztencia (Gil et al., 1983). A bialaphos
bioszintézis géneket a blokkolt mutansok komplementdcidja
alapjan azonositottdk (Murakami et al., 1986).

Az aktinorodin bioszintézisben szerepld géneket a
Streptomyces coelicolor blokkolt mutansainak
komplementacidja alapjan klénoztak (Malpartida et al.,
1984) . Ez utdébbi esetben két olyan atfeddklént kombinaltak
egyetlen plazmidon, amelyek kiildnbdzd osztalyba tartozd
mutdnsokat komplementdltak, és amelyekrdl igazoltdk, hogy
ha a heterolég Streptomyces parvulus gazdaszervezetbe
bejuttatjdk, akkor azt aktinorodin bioszintézisére teszi
képessé.

Egy masik fontos megfigyeléssorozat az volt, hogy
az antibiotikum bioszintézis génjei fizikailag kapcsolddnak
az(ok)hoz a rezisztencia determinans (ok)hoz, amelyek az

adott antibiotikumhoz tartoznak az adott



mikroorganizmusban. Egy Streptomyces griseus-bdl szarmazd,
streptomicin rezisztenciat kédolé DNS fragmentrdl
igazoltak, hogy folyamatosan kapcsolédik ahhoz a DNS-hez,
amelyik a bioszintézis blokkokat komplementalja (Distler et
al., 1985). Ugyanez a helyzet tapasztalhatd Streptomyces
fradiae-ben, ahol a bioszintézis géneket ugy azonositottak,
hogy a tilozin bioszintézis Gt végsd enzimének amino-
terminalisa alapjan készitett kevert oligonukleotiddal mint
prébaval vizsgaltak at egy kozmid kényvtarat a homoldégiakat
keresve (Fishman et al., 1989). Egy koraban klénozott
tilozin rezisztencia génrdl (tlrB) kimutattdk, hogy abban a
DNS-régiéban taldlhatd, amely kilenc kiilonboz8 blokkolt
mutinst képes komplementdlni (Baltz et al., 1988). A
puromicin (Var2 et al., 1988) és a tetracenomicin esetében
(Motamedi et al., 1987) a Streptomyces lividans heteroldég
gazdaszervezetben expresszal6dé antibiotikum rezisztenciara
valdé primer szelekcidval valt lehetdvé az ugyanazon a
klénozott DNS fragmenten taldlhaté antibiotikum
bioszintézis gének azonositasa.

A nukleinsav prébak alkalmazésa eldsegitette a
bioszintézis gének izolalasat. Ez a megkdzelités azokon a
mar létezd informaciékon alapul, melyeket a bioszintézis
Gtrél vagy kordbbi klénozasi kisérletekbdl ézereztek. Tehat
az eldzdkben leirt tilozin esetben prébét készitettlnk egy
bioszintézis enzim részleges aminosav szekvencidja alapjan
(Fishman et al., 1987). Hasonloképpen, az izopenicillin N
szintetaz génjét Streptomyces clavuligerus-bdl klénoztak

egy olyan klén azonositadsaval, amely az enzim N-termindlis



aminosav szekvenciaja alapjan késziilt prébdhoz hibridizal
(Leskiw, 1988). Az eritromicin bioszintézisben szerepld
géneket azon az alapon azonositottak, hogy mind egy
korabban klénozott rezisztencia determinanshoz
hibridizaltak, (Butler et al., 1989), mind egy szintetikus
oligonukleotidhoz, amely az anhidro-tetraciklin-oxigenaz
bioszintézis enzim (Binnie antitest al., 1989) részlegesen
felderitett aminosav szekvenciaja alapjan meghatarozott DNS
szekvenciat reprezental. Az actl és actII heteroldg prdbak
lehetdvé tették Streptomyces peucetius-ban (Stutzman-
Engwall et al., 1989) az antraciklin bioszintézisben
szerepld gének azonositéasat.

Ezeknek a technikaknak az alkalmazasa egyenként
vagy kombindciéban lehetdvé tette a teljes bioszintézis Gt
izolalasat vagy Osszedllitasat, és néhany esetben heteroldg
gazdaszervezetben vald expresszidéjukat. A bialaphos teljes
bioszintézis clusterét a komplementald aktivitasokra vald
szelekcidk és a bialaphos rezisztencia heteroldg
expresszidéja alapjan klénoztdk (Murakami et al., 1986).
Jé6llahet emlitik a teljes bioszintézis Gt sikeres
izolalasat Streptomyces lividansban egyetlen lépésben, de
nem emlitik a bioszintézis gének expresszidjat. Az
aktinirodin cluster 8ssze&llitasat a komplementald
k1lénokbdél és expresszidjat Streptomyces parvulus-ban az
eldz8kben targyaltuk (Malpartida et al., 1984).

Egy homolég eredetd eritromicin rezisztencia
determindnshoz hibridiz&lé bifunkciondlis kozmid klént

izolaltak Saccharopolyspora erythrea kényvtarbél, és



igazoltak, hogy Streptomyces lividansba dtvive eritromicin
szintézist eredményez (Stanzak et al., 1986). Egy mind egy
oxitetraciklin rezisztencia gén prdébahoz, mind egy
bioszintézis gén prébahoz (anhidro-tetraciklin-oxigenaz)
hibridiz&4l1é Escherichia coli kozmid klén lehetdvé tette az
oxitetraciklin bioszintézis cluster klénoz&s&t Streptomyces
rimosus-bél (Binnie et al., 1989). A Streptomyces
plazmidban valé ezt kdvetd szubkldénozis lehetdvé tette az
oxitetraciklin termelését Streptomyces lividans-ban.

A tetracenomicin termeldbdl eldallitott két atfedd
k1lént azon az alapon azonositottdk, hogy a Streptomyces
glaucescens blokkolt mutansait komplementaltak, és képesek
voltak a Streptomyces lividanst tetracenomicin rezisztenssé
tenni (Motamedi et al., 1987). Amikor a két kl1ldén kiilén volt
Streptomyces lividans-ban és egyiitt fermentaltak oket,
illetve ha egyiitt voltak megtaldlhatdék ugyanabban a
Streptomyces gazdaszervezetben, akkor tetracenomicin
keletkezett. Streptomyces peucetius DNS Escherichia coli
kdnyvtarabdl a Streptomyces coelicolor actI és actIII
prébaihoz valé hibridizdlas alapjan izoldlt bifunkcids
k1lénokrdl igazoltdk, hogy szines antibiotikum szintézisét
iranyitjak, ha Streptomyces lividans-ba bejuttatjuk Sket
(Stutzman-Engwall, 1989).

Emellett, a cefamicin C termelés bioszintézis
Gtjdnak izolalasa is megtdrtént (Chen et al., 1988). Ebben
az esetben Streptomyces lividans random klénjait
vizsgaltuk a4t egyenként, hogy termelnek-e cefamicin C-t,

agarkorong fermentdcidét alkalmazva. A Streptomyces lividans
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30 000 transzformansa koziil egy termelt cefamicin C-t.
A jelen szabadalmi leirds tartalmazza eldszdr a
tetraciklin és klértetraciklin bioszintézis atjdba tartozd

gének izolalasat és alkalmazasat.

Az 4brik rovid leirésa
1. Abra: A bifunkciés kozmid vektor szerkezete, és

médszer kozmid karok eldallitasara. Az L és R kozmid
karokat az A illetve B plazmidokbdél allitjuk eld, amint az
az abran lathaté, és a 3. példaban részletesen leirjuk. Az
egyszeres vonalak a konstrukcié Escherichia coli replikon
részét jelentik. Az A plazmidban az Escherichia coli rész a
pBR322 3.7 kb méretd EcoRI-Sall fragmentjébdl szarmazik
(Sutcliffe, 1979). A B plazmid tartalmazza az SCP2*-bdl
szarmazd [csikozott] 5.9 kb méretdl EcoRI-Sall fragmentet,
amely az aktinomiceszekben mik&dd replikacids origét
szolgaltatja (Larson et al., 1986). Mindkét plazmidon héarom
egymas utan levd tapaddés vég talalhatd, amelyek a pHC79
(Hohn et al., 1980) 700 bp méretdi BglII-BstEII cos-
tartalmi fragmentjérdl szarmaznak (nyitott). Az A plazmidon
levd tiostrepton-rezisztencia gén [sétét] a pIJ702
plazmidbél kinyert 1.1 kb méretd BclI fragmentbdl szarmazik
(Katz et al., 1983). Az a plazmidban egy 1.1 kb méretd
spacer régié [pontozott] a & bakteriofdg Sacl fragmentjébdl
szadrmazik (Sanger et al., 1982).

2. abra: Az LP2127 és LP2128 fizikai térképe. Mindkét
plazmid ekvivalens struktarat mutat a restrikciés

térképezés alapjan, ennélfogva egyetlen, mindkettdt leird



szerkezetet mutatunk be itt és a 3. &bran. A vektor részt
dupla vonallal jeldljilk; a TC/CTC bioszintézis régidét egyes
vonallal jeldljilk. A Streptomyces aurefoaciensbdl kldnozott
DNS 31.9 kb méret(i; a vektor mérete 11.1 kb. A jelzett
vektor régiék a pIBI-24 [sraffozott], tiostrepton
rezisztencia [csikozott]. A két (+) jellel jelzett EcoRI
hasitisi hely vektor eredetli, a Sau3A-BglII kapcsolédasi
helyet veszik kdzre, amely a vektor és a Streptomyces
aureofaciens DNS hatarat jelzi.

3. abra: Restrikcids emésztési térkép az LP2127 és
LP2128 vaktorokban klénozott Streptomyces aureofaciens
DNS-r5l. Az LP2127-ben és LP2128-ban klénozott 31.9 kb
méretd DNSt linedris formdban mutatjuk be. A térképet agy
rajzoltuk meg, hogy a vektor Gbél sz&rmazd EcoRI hasitéasi
helyeket tartalmazza a kiindulédsi és vég-pozicidkban, a
bal- és jobboldalon. A restrikcidés fragmentek méretét
kilobazis parban adjuk meg, és ezek a normal agaréz
gélelektroforézis feloldasi hatdrain belil (koriilbellil 500
bp) .

A jelen taldlmany targya a tetraciklin és
oxitetraciklin teljes bioszintézis Gtjanak klénozasa
Streptomyces aureofaciensbdl, és expresszidja a heteroldg
Streptomyces lividans gazdaszervezetben. A jelen talalmany
tehat az ezen az antibiotikumok (klér-tetraciklin és
tetraciklin) el&allitasédnak bioszintézisitjat koédold

izolalt DNS gén(ek)re (cluster) vonatkozik, valamint azokra
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a DNS-ekre, amelyek a szakteriileten ismert, ugynevezett
szigora hibridizalasi koériilmények kozott a klér-tetraciklin
és tetraciklin keletkezése bioszintézisutjat kédolo,
izolalt gén clusterek DNS-éhez hibridizdlnak. A jelen
talalmany tovabba vonatkozik ezen gének felhasznalasara
ezeknek az antibiotikumoknak a termelési szintje
ndvelésében, valamint a klér-tetraciklin és tetraciklin Gj
analégjai el&dallitasanak vizsgalatara.

A bioszintézis gének izolalasara a rekombinans
Streptomyces lividans konyvtart vizsgaljuk at, hogy
tetraciklin rezisztenciat expresszald klént izoldljunk. A
rekombinans kozmidokban levd Streptomyces aureofaciens DNS
inszertek, amelyek a kdnyvtarat képezik, szilikségszerten
elég nagyok , mivel az alkalmazott in vitro lambda
pakoléelegy olyan kozmid molekuldkat igényel, amelyekben a
DNS inszert mérete 25-40 kb, hody életképes transzdukalod
fagokat kapjunk. Ha a tetraciklin rezisztens kloénokat
szelektdljuk a Streptomyces aureofaciens genomialis kldnok
emlitett populdcidéjabél, akkor a kozmid klénok egy
korlatozott alcsoportjat kapjuk. Ezek koziil sokrdl vagy
mindegyikrdl elvarhatd, hogy a kivalasztott tetraciklin
rezisztencia génhez kapcsoléddé antibiotikum bioszintézis
géneket tartalmaz. Azok kozdtt, amelyek eléq nagyok, és
megfeleld poziciéban vannak, van egy olyan alcsoport, amely
lefedi a teljes bioszintézis utat. Tehat a génekvagy
valéjaban az dsszes gén klénozdsa lehetséges a régisd
szerkezetét vagy struktirdjat illetd barmely el&zetes

ismeret nélkiil. Jéllehet vannak publik&cidék, amelyekben a
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tetraciklin rezisztencia determindns kldénozasat irjak le
(Reynes et al., 1988), valamint egy brdomperoxida:z
klénozasat (Vam Pee, 1988) Streptomyces aureofaciensbdl,
ezek a vizsgdlatok egyaltalan nem terjedtek ki a klér-
tetraciklin bioszintézis génjeinek vagy a teljes gén-
clusternek az izol&laséira.

A jelen taldalmdny részeletesebb lairdsat az
alabbiakban adjuk meg példakon keresztiil, amelyek
illusztraljak a taldlmanyt, de nem korlatozzak.

A DNS izolalasara hasznalt mdédszerek kozé tartozik
a sejtek emésztése lizozimmel ozmotikus pufferben, az ezt
kévetd 6vatos lizis, a fehérje extrakcidja, majd a nagy
molekulasGlyd DNS disitasa és toményitése. Jéllehet az
ismertetett médszer hatékony, a szaKkteriileten jartas
szakember szamdra nyilvanvalé, hogy alternativ médszerek is
haszndlhatdék, példaul amelyeket Hopwood és munkatérsai
k6261tek 1985-ben.

A példaban alkalmazott Ossz-DNS eredete a
Streptomyces aureofaciens ATCC 13899 torzs, de a talalmanyt
semmi nem korlAtozza erre az adott térzsre. Széamos
kiilénb6z6, a tetraciklin osztalyba tartozd antibiotikumokat
termeld Streptomyces aureofaciens torzset lehet a jelen
talalmanyban alkalmazni, azonos sikerrel. Eiek kozé a
Streptomyces aureofaciens todrzsek kézé tartoznak a muténs
torzsek, alternativ vad-tipusi izoldtumok, amelyek klér-

tetraciklint, tetraciklint, 6-demetil-klér-tetraciklint, 6-



demetil-tetraciklint, 7-klér-5a,lla-dehidro-tetraciklint,
2-dekarboxamido-2-acetil-tetraciklint és a tetraciklin
vegyililet-csalad més tagjait teremelik. A jelen tal&lmany
vonatkozik tovabba a klér-tetraciklin, tetraciklin és
tetraciklin-rokon vegyililetek klénozasira mas, ezeket a
vegyiileteket termeld szervezetekb8l, amelyek kozé
tartoznak, nem korlatozé jelleggel a Streptomyces rimosus,
a Streptomyces avellaneus, a Streptomyces lusitanus, a
Streptomyces viridifaciens, a Streptomyces psammoticus, az
actinomadura brunnea és a Dactylosporangium vesca.

A Streptomyces aureofaciens DNS-t Sau3A restrikcids
enzimmel részlegesen emésztjiik, hogy nagyméretd, a kivant
35 kb mérettartomanyba esd DNS fragmenteket allitsunk el§,
amelyeknek a vége homolég az alkalmazott bifunkciés kozmid
vektor karjainak a végével. Ebben az esetben az optimalis
emésztési koriilményeket tapasztalati Gton hatarozzuk megq,
olymédon hogy egy sorozat emésztést végzlnk, és a
végtermékeket agaréz gélelektroforézissel vizsgaljuk. A
szakteriileten jartas szakember szémard nyilvanvaldé, hogy az
érdekes DNS klénozasadhoz alternativ konyvtar készitési és
kinyerési médszerek léteznek. A példabanaz Escherichia coli
alkalmazasa, valamint a lambda pakolds &ltal meghatarozott
méret-szelekcié nem korlatozza a jelen taldlményt, mivel
mas vektorok alkalmazidsa szintén lehetséges. A
szakteriileten jartas szakember szdmdra nyilvanvaldé, hogy a
monofunkcionalis Streptomyces vektorok, példaul a pIJ922
(Lydiate et al., 1985) is alkalmazhaték a jelen

talalmanyban, azzal a feltétellel, hogy a kdnyvtar
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készitése és a plazmid kinyerése aktinomiceszekben
toérténik.

A példakban kdvetkezd eljdrasok kozeé tartozik a
kozmid karok és a méret szerint frakcionalt DNS ligdlasi
termékeinek in vitro pakolasa, transzdukcié az Escherichia
coli X2819T tdrzsbe, a transzduktansok populacidjanak
dsszegylijtése, majd ezekbdl a DNS izolalasa egy kozmid
kdnyvtar eldallitdsa céljabdél. Az alkalmazott mbédszerek
ismertek, de a talalmany nem korldtozdédik a példakban
leirtakra. Alternativ médszerek is alkalmazhatdék ugyanazzal
a végeredménnyel, kévetkezmények nélkil. Azaz a ligalasnal
és az in vitro pakoldsnal alternativ médszerek
alkalmazhatdk, valamint alternativ rekombinacidé deficiens
(recA) Escherichia coli gazdaszervezetek, amplifik&dlasi
eljarasok (azaz példadul szelektiv tdptalajon vald
ndvesztés), és plazmid izoldlasi eljarasok, ezeket mar
mindegyiket publikaltak a tudomédnyos szakirodalomban
[Maniatis et al., Molecular Cloningf A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY,
(1982)].

A példakban az ezt kdvetd lépések leirjak az
egyesitett kozmid DNS preparatumok bejuttatasat
Streptomyces lividans-ba, egy sejt-kanyvtér‘el6éllitését,
majd ezt kdvetden egy ilyen konyvtar atvizsgalasat olyan
Streptomyces lividans transzformansok izolalasa céljabol,
amelyek 100 ug/ml tetraciklinre rezisztensek. Jollehet
sokkal munkaigényesebb, a transzformidnsokat kdzvetlenil

vizsgalhatjuk tetraciklin rezisztenciara replikéazéassal.
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Eltérd tetraciklin rezisztencia szint alkalmazhaté a
vizsgalatokban, ahogy azt a gazdasejt vagy a kiindulasi
mikroorganizmus &ltal mutatott eredeti rezisztencia
diktalja. Mas tetraciklin érzékeny, nem restriktiv
gazdaszervezetek, példiaul a Streptomyces griseofuscus
alkalmazhaté a Streptomyces lividans helyett.

Ezt kévetden, a rekombindns plazmid kinyerése a
tetraciklin rezisztens Streptomyces lividansbdél, majd az
emlitett DNS in vitro pakoldsa és transzdukciéja
Escherichia coli-ba tdrténik. Az ilyen transzduktansokbdl
izolalt plazmid DNS-eket szerkezetileg restrikcids
térképezéssel jellemezziik; majd a példdban izolalt két keét
plazmidrél, az LP2127 és LP21228 plazmidokrél kiderilt,
hogy azonos szerkezettel rendelkeznek. A szakteriileten
jartas szakember szamdra nyilvanvald, hogy hasonld DNS
régidékat alternativ mikroorganizmusokbdl klénozva
polimorfizmust kaphatunk a restrikciés hasitasi helyek
elrendezésében, de egy elég nagy, tetraciklin rezisztenciit
biztositéd DNS fragment valészinfileg a leirt tulajdons&dgokat
mutatja.

A tetraciklin rezisztencia plazmidon vald
elhelyezkedését az erdsiti meg, hogy az LP2127 és LP2128
plazmidokkal kapott tiostrepton rezisztens Streptomyces
lividans transzformansok tetraciklin rezisztensek is. A
tetraciklin-szerd antibiotikum keletkezését agaron vald
termelddéssel lehet igazolni, az emlitett tiostrepton és
tetraciklin rezisztens Streptomyces lividans todrzssel

olymddon hogy a keletkezd antibiotikum aktivitas hatékony
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Escherichia coli ellen, de kevésbé hatékony egy tetraciklin
rezisztens Escherichia coli ellen.

Végiil aazt is igazoljuk, hogy a tetraciklin
szintézist az LP2127 iranyitja a Streptomyces lividans
heteroldg gazdaszervezetben. Ezt mind agaron, mind
taptalajon fermentilva el lehet érni. Mind az eredetileg
tetraciklin rezisztens Streptomyces lividans, mind a
Streptomyces lividans LP2127 transzformans termel
tetraciklint és klér-tetraciklint, olyan kdériilmények
k6z6tt, amelyek kdzdtt ugyanezeket a termékeket izolaljak a
DNS forrasaul szolgidlé Streptomyces aureofaciens ATCC 13899
tdérzsbdl. Masrészt viszont, egy Streptomyces lividans
transzformdns, amely inszert nélkiili plazmid vektort
tartalmaz, nem mutat antibiotikum termelést.

A heteroldg gazdaszervezet altal vald tetraciklin
termelés nem korlatozédik a példdban leirt fermentécids
kériilményekre vagy a HPLC analitikai rendszerekre, jéllehet
ezek tiszta&n lehetdvé teszik a hatékony elemzést. Nagyszama
fermentacibés eljarast és a tetraciklinek elemzését irtak
le, és helyettesithetd a tovabbiakban. Emellett, jéllehet a
Streptomyces lividanst haszndljuk heteroldg
gazdaszervezetként a példakban, az antibiotikum
bioszintézis gének heteroldg expresszidja varhaté széamos
aktinomicétaban és mds baktérium csoportban, ideértve, de
nem korlatozva magunkat a Bacillusokra,
Corynebaktériumokra, Theremoactinomycesekre, mindadig, amig
transzformadlhaték az aldbbiakban ismertetett viszonylag

nagy plazmidokkal. A transzformdltak koézé tartozik példaul
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a Streptomyces griseofuscus és a Streptomyces ambofaciens,

amelyekrdl ismert, hogy viszonylag kevéssé restriktivek.

1. példa:

A Streptomyces aureofaciens &ssz-DNS eldallitésa

A Streptomyces aureofaciens ATCC 13899 torzs
liofilezett preparatumat 0.8 ml 1x szintetikus sdoldatban
szuszpendaljuk (6g NayHPO4/liter, 3g KHpPO4/liter, 0.57 g
natrium-citrat /liter), majd Bennett agarra szuszpendaljuk
(1g élesztdkivonat/liter, 2g NZ-Amin A/liter, 1g
hdiskivonat/liter, 20g D-gliikéz/liter, 20 g Bacto-
agar/liter). Két napig 28°C-on inkubaljuk, majd a sejteket
az egyik lemezrdl 5 ml Tryptic Soy Broth-ba (Difco)
kaparjuk bele, és rdviden besugarozzuk ultrahanggal
(kériilbeliil 10 masodperc) egy Heat Systems Ultrasonics
W200P, mikrocsicssal ellatott berendezésben. 0ltd-
tenyészetet allitunk eld olymédon hogy 2 ml ultrahanggal
besugarzott tenyészetet oltunk bele 50 ml Tryptic Sos
Broth-ba (TSB), majd ezt kdvetSen 2 napig 28°C-on razatjuk
200/perc fordulatszammal. Az oltd tenyészetbdl o6t ml-t
oltunk be 100 ml TSB tiptalajba, amelyet 2% glicinnel
egészitiink ki, és 48 6ran at 28°C-on razatjuk 200/perc
fordulatszammal. |

A sejteket centrifugdlassal szedjiik 6ssze (9800 g,
30 perc). A sejt-liledéket 200 ml P taptalajjal mossuk
(bsszetétele:100 g/liter szachardéz, 0.2 g/liter KS04, 2 ml
nyomelem oldat /liter, amelynek Osszetétele 40 mg/l ZnCl,,

valamint 10-10 mg/liter FeCl3 x 6H30, CuCl; x 2 H3O,
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MnCl, x 4H;0, NagB307 x 10H,0 és (NHaq)gMoz4 X 4H30). A
sejt-liledéket -20°C-on lefagyasztjuk, majd felolvasztjuk és
12 ml1 Pt taptalajban (kiegészitett P téaptalaj, amely 25
mmol TES-t, 25 mmol CaCly-t, 10 mmol MgCly-t, és 3.7 mmol
KH,PO4-et tartalmaz). A sejteket szobahSmérsékleten
inkubdljuk 2 éra hosszat, ezalatt a protoplasztok képzddése
nyilvanvalé lesz. 2.5 mg Proteinase K-t adunk hozza
(Boehringer Mannheim), majd az elegyet 15 percig 37°C-on
inkub&dljuk. A lizist Ggy érjiik el, hogy 10 ml 0.2 molos
EDTA (pH=8.0), 0.1 mol TRIS-HCl pH=8.0 Osszetételld oldatot
adunk hozza, majd ezt kdvetden azonnal hozzdadunk 2.4 ml
10%-0s natrium-lauril-szulfatot (SDS). A viszkdzus elegyet
60 percig inkubaljuk 50°C-on, alkalmankénti razogatassal.
Ha egyszer a lizis teljes, akkor 20 ml
kiegyensilyozott fenolt (50 g fenol + 6.5 ml 100 mmolos
NaCl, 10 mmol TRIS pH=8, 1 mmol EDTA pH=8 + 0.05 g 8-
hidroxy-kinolin) adunk hozza, a preparatumot enyhén
razogatjuk, majd egy asztali centrifugén lecentrifugaljuk
(1500 x g, 30 perc). A felsd, vizes fazist Osszegydjtjik,
majd Gjra extrahdljuk a fentiekben leirtak szerint; az elsd
extrakciébdél megmaradt fenolt vissza-extrahaljuk 20 ml 10
mmolos TRIS-HC1l pH=7.4, 1 mmol EDTA pH=8 Osszetételd
pufferrel (TE). Az &sszegydjtott vizes féziéokat ezutan
azonos térfogatd kloroformmal extrahaljuk, a fentiek
szerint extrahidljuk, majd 10 ml-enként kiilén csdvekbe
mérjiik szét. Egy ml 3 molos ammdénium-acetatot (pH=5) adunk
hozzajuk, majd 10 ml hideg etanolt rétegziink a viszkdzus

oldatra. A DNS-t &vatosan egy livegbotra csavarjuk, kétszer
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8blitjiik hideg etanollal, majd éjszakdn &t 4°C-on oldjuk 8
ml TE pufferben. 260 nm-en végziink egy spektrofotometrias

mérést, hogy meghatdrozzuk a jelenlevd dssszes nukleinsav

mennyiségét (tdlnyomé részben DNS).

2. Példa

A Streptomyces aureofaciens DNS részledges emésztése

és méret szerinti diasitasa

Azokat a részleges emésztési koriilményeket, amelyek
a Streptomyces aureofaciens DNS-b8l a 35 kb
mérettartomanyba esd Sau3A emésztési termékeket
eredményeznek, tapasztalati alapon hatarozzuk meg. Egy
reakcidelegy sorozatot készitlink, mindegyikben 25 ug DNS
talalhatd 300 ul reakcidelegyben, melynek dsszetétele 100
mmol NacCl, 10 mmél TRIS pH=7.4, 10 mmol MgCl,, majd Sau3A
restrikcidés endonukledzt (New England Biolabs) adunk hozza
0.5, 0.1, 0.05, 0.01 illetve 0.005 enzim egység/ug DNS
mennyiségben. A reakcibelegyeket 60 percig 37°C-on
inkubdljuk, majd 20 percre 65°C-ra tessziik, végiil jégre
tessziik. 20 pl alikvot részt 0.5%-os agardz gélre visziink,
hogy ismert hosszisagu fragmentekkel &sszehasonlitva
(lambda DNS, HindIII, XhoI és emésztetlen) ﬁeghatérozzuk a
méretiiket. A megmaradd térfogatban levd DNS-t 50 ul
amménium-acetat és 1 ml etanol egymds utdn vald
hozz&adasaval kicsapjuk, -20°C-ra hitve az elegyeket. A
kicsapott DNS-t ezutdn 8800 x g-vek centrifugalva

ilepitjiik, Gjra oldjuk 300 pl 0.3 mol amménium-acetatban,
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hasonld médon kicsapjuk, llepitjiik, etanollal S8blitjik,
vakuumban szaritjuk, és a megszaradt ililedéket végiil 100 ul
TE pufferben oldjuk. Az etidium-bromiddal festett, éjszakan
4t 1 volt/cm fesziiltségeséssel elektroforetizalt agardz gél
vizsgalata alapjan kideriil, hogy a 0.05 egység Sau3A
restrikciés enzim /ug DNS ad olyan restrikcidés emésztési
termékeket, amelyeknek a mérete f&leg a kivant 35 kb

mérettartomanyba esik.

3. Példa

A kozmid karok eldallitésa

A bifunkcionalis kozmid vektor komponenseit az 1.
a4bran lathatd A és B plazmidokbél nyerjiik ki. Az A plazmid
a pIBI24-et tartalmazza, amely replikaciés origét és
ampicillin rezisztencia gént szolgdltat az Escherichia
coli-ban vald replikdcibéhoz és szelekcidhoz. Ez a plazmid
szolgaltat még egy tiostrepton-rezisztencia gént is, amely
a plazmid aktinomiceszekben vald szelekcidjat teszi
lehetdvé, valamint egy tobszdrds tapadd véget (cos) a
lambda bakteriofagbél, amely az in vitro pakoléas
szubsztratjaként mGkddik. A B plazmidot Ggy terevezték,
hogy egy SCP* replikaciés origét szolgdltasson a plazmid
aktinomiceszekben vald fennmaradashoz, valaﬁint tobbszdrds
cos helyeket.

Az A plazmidot Asp718 restrikcidés enzimmel
emésztjlik, majd borjabél alkalikus foszfatazzal (CIAP)
defoszforilezziik. A DNS-t ezutén chlorpan-nal és

kloroformmal extrahdljuk, etanollal kicsapjuk, és vakuumban



- 20 -

szadritjuk. A DNS-t ezutdn szuszpendaljuk és BglII
restrikciés enzimmel emésztjiik. A B plazmidot Sall
restrikciés enzimmel emésztjik, majd ezt kovetden CIAP-pal
kezeljiik. A chlorpan extrakcidé, etanol kicsapas és
vakuumban vald szaritds utidn a DNS-t reszuszpenddljuk és

BglII restrikci6s enzimmel emésztjiik.

Az eldzdkben emlitett emésztési reakcidelegyeket
agarbz gélre vissziik, majd é&jszakdn &t elektroforetizaljuk.
Az A plazmidbél egy 6 kb méretd fragmentet, a B plazmidbél
egy 8.0 kb méretd fragmentet, amelyek az eldzdkben leirt
funkcionalis régidkat tartalmazzdk, elektroeliciéval

izolaljuk az agardz gélbdl.

4. Példa

A kozmid karok ligdldsa a Sau3A restrikcids
enzimmel emésztett genomidlis DNS-hez, és in vitro
pakolasuk

A Streptomyces aureofaciens DNSSau3A restrikcids
enzimmel emésztett és méret alapjan "ellendrzétt"
genomidlis fragmentjeit kozmid karokhoz kapcsoljuk in vitro
ligdlassal. Négy pl Sau3A restrikcidés enzimmel emésztett
Streptomyces aureofaciens DNS-t (megfelel kSrﬁlbelﬁl 8 ug-
nak) kombin&lunk 1-1 pg l-es illetve 2-es kozmid karral, 10
1l 1igdldé reakcidelegyben, melynek dsszetétele: 66 mmol
TRIS pH=7.4, 10 mmol MgClp;, 1 mmol ATP, 10 mmol
ditiotreitol és 40 egység (tapaddé vég egység) T4 DNS ligaz

(New England Biolabs). A 1igdldé reakcidelegyet 18 &ran at
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11°C-on inkubdljuk, majd in vitro pakoljuk, a teljes 10 ul
reakcidelegyet egy PackageneR lambda DNS pakoldé rendszer
kivonathoz adva (Promega Biotec). Miutan 2 édra hosszat
szobahdmérsékleten inkubaltuk, 500 ul fidg higité puffert
(PDB, Osszetétele: 100 mmol NacCl., 10 mmol TRIS-HCl pH=7.4,
10 mmol MgSO,) adunk hozza, majd 25 pl kloroformot. Az

elegyet vortexeljiik és 4°C-on taroljuk.

5. Példa

Transzdukcid Escherichia coli-ba, és bifunkcids

kozmid kényvtar készitése

Az in vitro pakold reakcibéelegyb8l szarmazd fag-
prepardtumot Escherichia coli X2819 térzsbe transzdukaljuk
(R. Curtiss), azzal a céllal, hogy sokezer transzduktanst
kapjunk, amelyekbdl egy egyesitett plazmid DNS preparatum,
vagy bifunkcids kozmid kényvtar kaphaté. Ezért 0.3 ml
Escherichia coli X2819 éjszakadn at névesztett tenyészetet
oltunk be 10 ml 20-10-5 taptalajba (20 g/liter Trypton, 10
g/liter élesztdkivonat, 5 g/liter NaCl, 50 mg/liter
tmidin), majd 2.5 6ran at 28°C-on inkubdljuk. Ezut&n négy
rész 0.4 ml-es Escherichia coli X2819 sejtet kombindlunk
0.8 ml PDB-vel és mikrocentrifugaban teljes sebességgel 5
percig centrifugaljuk. Az llepitett sejteket 100 ul PDB-
ben szuszpenddljuk. Ezutén az in vitro pakolasbél szarmazd
50-50 ul fag-preparatumot adunk mindegyikhez. A fagok 25
percig adszorbedlnak a sejtekre 37°C-on. Mindegyik

keverékhez 2 ml 20-10-5 t&ptalajt adunk, majd a
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szuszpenzidét 28°C-on 2 6ra hosszat rdzatjuk. Egytized ml-es
alikvot részeket szélesztiink 6sszesen 50 db Petri-csészére,
amelyek 100 mg/liter ampicillinnel (nd&trium-sé, Sigma)
kiegészitett 20-10-5 taptalajt (20-10-5 taptalaj és 20
g/liter Bacto agar) tartalmaznak. A lemezeket éjszakdn &t
28°C-on inkubaljuk, majd harom napig szobahdmérsékleten
hagyjuk. 6t jellemzd lemez telepszamdnak meghatiaroz&sabdl
kideriil, hogy Osszesen koriilbeliil 12 000 ampicillin
rezisztens telepet kaptunk.

Mindegyik lemezt 5 ml 50 mmol gliikéz, 25 mmol TRIS-
HC1l pH=8, 10 mmol EDTA pH=8 odsszetételld oldattal (GTE)
arasztjuk el. A telepeket egy steril szélesztdbottal
szuszpenddljuk, majd mindegyik eludtumot egyesitjiik, 1igy
kapunk egy sejt-szuszpenzidt, amelyet 5 percig 9800 g-vel
centrifugdalunk. Az lilepitett sejteket 72 ml GTE-be
szuszpenddaljuk. Ezutdn 8 ml, 40 mg/ml lizozimet tartalmazé
GTE-t adunk hozza. A lizozimes emésztést 20 percig
inkubdljuk szobahdmérsékleten. Ezutd&n 160 ml ldgos SDS-t
(8g/liter NaOH, 10 g/liter SDS) adunk hozz&a, ezdltal enyhe
keverés utan egy viszkdzus lizatumot kapunk. Miutén 20
percig jégen tartottok, 80 ml k&lium-acetatot adunk hozzd,
6sszekeverjiik, majd tovabbi 20 percig jégen tartjuk. A
preparatumot ezutadn 20 percig 9800 g-vel ceﬁtrifugéljuk, a
fellilGsz6t osszegy(jtjiik és 200 ml hideg izopropanolt adunk
hozz4a, dsszekeverjiik, és 15 percig jégen inkubaljuk, majd
20 percig 9800 g-vel centrifugdljuk. A nukleinsav ililedéket
20 ml, 1% natrium-szarkozinattal kiegészitett TE pufferben

oldjuk. Huszonkét gramm CsCl-t adunk hozza, majd feloldjuk,
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és 2 ml 10 mg/ml koncentraciéja etidium-bromid oldatot
adunk hozz&a. A CsCl-etidium-bromid elegyet megfeleld
csdvekbe téltjiik, majd Beckman 70.1Ti rotorban
centrifugialjuk 55 000/perc fordulatszammal 19 6r&n at. A
csdveket eltavolitjuk a rotorbdl, majd a plazmid csikokat
oldalrdl, fecskenddvel leszivjuk. Az etidium-bromidot
eltiavolitjuk a mintdbdél, olymddon hogy négyszer azonos
térfogati, vizzel telitett butanollal extrahdljuk. A vizes
oldat térfogatat 6 ml-re allitjuk be TE pufferrel; 1 ml 3
molos ammdédnium-acetatot adunk hozza, majd a plazmid DNS-t
18 ml etanollal kicsapjuk. -20°C-ra hiitjiik az elegyet, majd
a DNS-t centrifugdliassal lilepitjiik (3400 g, 30 perc). Egy
masodik kicsapast hasonléképpen hajtunk végre, majd a DNS-t
etanollal 6blitjilik, vakuumban szaritjuk, 1 ml TE-ben
oldjuk, és a DNS koncentracidét spektrofotometriédsan

meghatarozzuk.

6. Példa

Plazmid kényvtar bejuttatdsa Streptomyces

lividansba, majd Streptomyces lividans rekombin&ns

sejt-kényvtar létrehozésa

Az el3z3 lépésben eldallitott bifunkciés plazmid
kdnyvtarat Streptomyces lividans TK54 sejtekbe
transzformaljuk, ahol a Streptomyces gének fenotipikus
expresszidéja elérhetd. EbbJl a célbdl a Streptomyces
lividans TK54 sejtekbdl protoplasztokat allitunk eld,

lényegében a standard médszerekkel (Hopwood et al., 1985).
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Réviden, a Streptomyces lividans TK54 45 O6ras tenyészetébdl
szarmazé sejteket, amelyek uUgy szaporodtak el, hogy 0.2-0.2
ml spéraszuszpenzidét oltottunk komplett YEME taptalaj 10 db
50 ml-es alikvot részébe (YEME: 3 g/liter élesztdkivonat, 5
g/liter pepton, 3g/liter malatakivonat, 10 g/liter gliikoz,
340 g/liter szachardz, 5 g/liter glicin, 5 mmol MgCl;, 40
mg/liter L-hisztidin illetve L-leucin), centrifugalassal
filepitjiik (9800 g, 15 perc). A sejt-iiledéket kétszer mossuk
P taptalajban, majd 60 ml P*-ban oldjuk. Ezutdn 14 mg/ml
koncentriciéja lizozimet tartalmazé P* oldatbél hisz ml-t
adunk hozza, majd a szuszpenzidét 30°-s vizflirdSben 150/perc
fordulatszammal razatjuk 90 percig. Ezt kovetden 100 ml pt
taptalajt adunk hozza, és a protoplaszt szuszpenzibt
steril, nem abszorbedld gyapoton szlrjiik 4t. A szlrletet 10
percig 3800 g-vel centrifugdljuk, a protoplaszt {iledéket
reszuszpendaljuk és mossuk 100 ml Pt taptalajjal, majd egy
masodik centrifugdlas utdn 120 ml Pt taptalajban
szuszpendaljuk. A protoplaszt preparatumot 1.8 ml-es
fagydllé csdvekbe osztjuk szét, majd -70°C-ra
lefagyasztjuk. A transzformalast olymdédon végezziik el, hogy
0.3-0.3 ml TK54 protoplaszt preparatumot (koriilbeliil

1 x 1092 protoplasztot tartalmaz) adunk 4 centrifuga csdhdz,
amelyek 4 ml P* taptalajt tartalmaz. A protoplasztokat
leiilepitjiik, olymédon hogy 3400 g-vel centrifugdljuk 10
percig, majd a rezidudlis térfogatban szuszpendaljuk.
Kériilbeliil 10 pug kozmid kdnyvtar DNS-t adunk mindegyikhez,
majd 0.5 ml 25%-os PEG 1000-et (1 g PEG 1000 [SIGMA], 3 ml

oldatban oldva, amelynek Osszetétele: 25 g/liter szacharédz,
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2 ml 500 x nyomelem oldat/liter, 0.25 g/liter K;S04, 100
mmol CaCl;, 50 mmol TRIS-maledt pH=8) adunk hozza.
Osszekeverjiik, majd 30 masodpercig inkubaljuk, és 5 ml pt
oldatot adunk hozz&. A protoplasztokat ezutén lilepitjiik és
1 ml P*-ban szuszpendidljuk. Egytized ml-es térfogatokat
ezutidn szaritott RoYE agarra szélesztiink (Ssszetétele: 100
g/liter szachar6z, 0.25 g/liter KS0O4, 2 ml 500 X nyomelem
oldat/liter, 2 g/liter L-prolin, 20 g/liter D-gliikéz, 5
g/liter élesztdkivonat, 0.05 g/liter KH3PO4, 25 mmol TES,
25 mmol CaCl,, 5 mmol MgCl,, 20 g/liter Bacto-agar) és
28°C-on inkubdlunk. 24 éra elteltével mindegyik lemezt 500
pg/ml tiostreptont tartalmazé 3 ml 1lagy R agarral
rétegezziik le (Ssszetétele megegyezik az eldzdvel, de nem
tartalmaz élesztdkivonatot, gliikézt vagy K;HPO4-et, de
tartalmaz 8g/liter Bacto agart), é&s tovabbi 12 napig
inkubaljuk.

Koriilbeliil 9100 tiostrepton rezisztens telepet
kapunk. Ezeket Ggy nyerjik ki, hogy az agarlemezeken levd
telepeket 3 olyan csdbe kaparjuk bele, amelyek 25-25 ml
20%-0s glicerint tartalmaznak. A telepszuszpenzidkat
ultrahanggal besugarozzuk 90 mdsodpercig, egyesitjiik, majd
1.8 ml-es fagy&lldé csdvekbe mérjlik szét és -70°C-ra
lefagyasztjuk. Ez a lefagyasztott preparétuﬁ alkotja a

Streptomyces lividans rekombindns sejt-k&nyvtarat.

7. Példa

A Streptomyces lividans LL535, egy tetraciklin
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rezisztens transzformans izoldlasa, amelybdl az

LP2127 plazmid szarmazik

A Streptomyces lividans rekombindns sejt-kdnyvtéarat
ezutan tetraciklin rezisztencia alapa vizsgadlatnak vetjik
ala. A fragmentalt Streptomyces lividans sejt-kdnyvtar
egytized ml-es részeit 100 pg/ml tetraciklinnel
kiegészitett Bennett agarra szélesztjlik. Miutan 5 napig
28°C-on inkub&ltuk, két tetraciklin rezisztens telepet
tudtunk kimutatni. Ezek koziil az egyiket, az LL535-6t
(eredeti jelzése LL529-2) valasztjuk ki a tovabbi elemzés
céljara. Az LL535 telepet friss, 100 ug/ml tetraciklint
tartalmazé Bennett agarra szélesztjiik. A névekedést 3
napi, 28°C-on vald ndvesztés utan figyelhetjiik meg. A
kapott ndvekedést 50 ml, 10 g/liter glikézzal és 100 ug/ml
tetraciklinnel kiegészitett TSB-be (TSBG) kaparjuk, majd a
szuszpenzidét 3 napig 30°C-on rédzatjuk. Az LLS535 tenyészetet
réviden besugdrozzuk ultrahanggal, majd egy részét 1.8 ml-
es fagyallé csdvekbe mérjik szét és -70°C-on tartjuk. A
megmaradd térfogatot haszndljuk négy darab, 500-500 ml
médositott, 100 ug/ml tetraciklint tartalmazé YEME
taptalajt (Osszetétele megegyezik az eldzdkben leirtakkal,
de tartalmaz 16 g/liter glicint, 25 mmol MOPS-ot, de nincs
benne MgCl,, L-hisztidin vagy L-leucin) tartalmazé 2
literes lombik beoltasdra. A két nap utan kapott novekedést
azutadn feldolgozzuk a plazmid DNS izolalasa céljabdl az
eldz8kben leirt médon, azzal a kiildnbséggel, hogy minden

térfogat a négyszerese annak, mint amit az eldzd példaban
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haszndaltunk. A végsd DNS csapadékot 1 ml TE pufferben
oldjuk.

A Streptomyces lividans LL535 transzformansbél
izolalt plazmid DNS 10 ul-es részét egy in vitro pakolasi
rekcidénak vetjiik ala, majd Escherichia coli X2819T sejtekbe
transzdukaljuk, az eldzdkben leirt médon. Egy ampicillin
rezisztens transzdukédnst (jele LL537) 100 pg/ml ampicillint
tartalmazé 20-10-5 agarra szélesztjlik, majd az egy nap utan
30°C-on kapott ndvekedést hasznaljuk 2 500-500 ml-nyi, 100
pug/ml ampicillint tartalmazdé 20-10-5 taptalaj beoltasara.
Miutan 30°C-on inkubdltuk, plazmid DNS-t izol&lunk az
eldz8kben leirt médon. Az izoldlt DNS jele LP2127; a
plazmid becsiilt mérete 43 kb par.

Az LP2127-r81 restrikciés térképet készitiink,
olymdédon hogy egyszeres és kétszeres emésztéseket végzlink
restrikcidés endonukledzokkal. A BamHI, BclI, BglIlI, BstBI,
ClaI, EcoRI, MluI, NcoI,SaclI, Scal Sphl és Stul restrikciés
enzimek (New England Biolabs) hasitdsi helyét olymédon
hatirozzuk meg, hogy mindegyik enzimmel emésztiink kiilon,
majd olyan enzimekkel kombindlva, amelyekrdl ismert hogy a
vektor részen beliil ismert helyeken hasitanak, ilyen
példaul az EcoRI, EcoRV vagy HindIII restrikcidés enzim. A
restrikcidés endonukledzos emésztéseket olymédon végezzik,
hogy 1-2 upg plazmid DNS-t kombindlunk 4 pl olyan 10x
sbdoldattal, amely optimdlis az alkalmazott restrikciés
enzimhez, valamint kd&riilbeliil 5-40 egység enzimmel 40 ul
6ssztérfogatban. A hasznalt 10x sdoldatok Osszetétele az

alabbi:
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BamHI, EcoRV és Sall enzimekhez:
1.5 mol NaCl, 0.06 mol TRIS-HCl pH=8, 0.06 mol

MgCly;

BglII és Scal enzimekhez

1.0 mol NacCl, 0.1 mol TRIS-HCl pH=7.4, 0.1 mol
MgCl,;

Bcl enzimhez:

0.75 mol KC1l, 0.06 mol TRIS-HCl pH=7.4, 0.1 mol
MgCly;

BstBI enzimhez:

0.6 mol NaCl, 0.06 mol TRIS-HC1l pH=7.4, 0.06 mol
MgClsy;

Clal enzimhez:

0.5 mol NaCl, 0.06 mol TRIS-HC1l pH=8.0, 0.06 mol
MgCly; o

EcoRI enzimhez

0.5 mol TRIS-HC1l pH=8.0, 0.1 mol MgCl,;

Mlul enzimhez:

0.5 mol NaCl, 0.1 mol TRIS-HCl pH=7.4, 0.1 mol

MgCl,;

Sacl enzimhez:

0.1 mol TRIS-HCl pH=7.4, 0.1 mol MgCl,;

Stul enzimhez: |

1.0 mol NacCl, 0.1 mol TRIS-HCl pH=8.0, 0.1 mol

MgCl,.

A dupla emésztéseket mindkét enzim sza&mara megfeleld
sbéoldattal végezziik, a gyartd javaslatai alapjan. Az Osszes

emésztési reakcidt 37°C-on hajtjuk végre, a BcllI-es
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emésztés kivételével, amelyet 50°C-on végziink, és a BstBI-
es emésztés kivételével, amelyet 65°C-on végziink. Az
inkubdlas hossza 60-120 perc. Egy 5 ul térfogatd stop-
keveréket (50% glicerin, 0.1 mol EDTA pH=8, 0.25%
brémfenolkék) adunk a reakcié ledllitdsdhoz, és a minta
agaréz gélre valdé felviteléhez.

Az emésztési eredményeket 0.8%-os agardz gélen
végzett elektroforézissel tessziik lathatéva. A térképet az
LP2127 kdzvetlen emésztésével, valamint a szubklénozott
fragmentek emésztésével allitjuk Ossze. A BclI valamint a
CclaI hasitasi helyek térképezését a gazdaszervezet
metilaciéja gatolja, és ezért az LP2258 alkalmazasaval
végezhetd el, amelyet Ggy kapunk, hogy az LP2127-et in
vitro pakoljuk, transzdukaljuk Escherichia coli GM19(dam-
dcm-) tdrzsbe, majd az eldzdkben leirt médon plazmid
izolalunk beldle. Az LP2127 fizikai szerkezetét a 2. &bréan
lathatjuk. Az LP2127-ben klénozott 31.9 kb méretd
Streptomyces aureofaciens DNS restrikcids endonukleazos

térképét a 3. abran mutatjuk be.

8. Példa:

A Streptomyces lividans LI1529-TT2 tiostrepton

rezisztens, tetraciklin rezisztens transzformans

izolaldsa, amelybdl az LP2128 plazmid szarmazik.

A Streptomyces lividans LL529-TT2 izolal&sat hasonld
médon végezziik, mint az LL535 izolaléasat, azzal a

kiildnbséggel, hogy a rekombindns Streptomyces lividans
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sejt-kdényvtarat 50 ug/ml tiostreptont és 100 ug/ml
tetraciklint tartalmazé Bennett agarra szélesztjiik. Miutén
28°C-on 11 napig inkubdltuk, két rezisztens telepet
kaptunk. Ezek kdziil az egyiket, az LL529-TT2-t mindkét
antibiotikumot tartalmazé Bennett agarra szélesztjiik.
Miutan harom napig 28°C-in inkub&dltuk, a kapott ndvekedést
hasznaljuk arra, hogy 50 ml, 10 ug/ml tiostreptont és 100
pg/ml tetraciklint tartalmazé TSB-t oltsunk vele. Ot napig
inkubaljuk 28°C-on 200/perc fordulatszammal réazatva, majd a
plazmid DNS-t miniprep médszerrel prepardaljuk, amely
hasonlit az eldzdkben leirtakhoz, egészen az izopropanolos
kicsapasig. Ebben az esetben azonban az alkalmazott
térfogat koriilbeliil egynegyede az eldzdkben emlitettnek. Az
izopropanolos kicsapds uté&n a nukleinsav iiledéket 1 ml TE-
ben oldjuk, majd azonos térfogatid chlorpannal (500 g fenol
és 0.5 g 8-hidroxi-kinolin, 100 mmol NacCl-t, 1 mmol EDTA
pH=8.0, 10 mmol natrium-acetit pH=6 Osszetételd oldattal
egyensilyba hozva, plusz 500 ml kloroform) extrah&ljuk
kevertetéssel, majd 3 percig mikrocentrifugéaban
centrifugdljuk teljes sebességgel. A vizes fééist djra
extrahaljuk chlorpannal,majd kloroformmal extrahaljuk
hasonldé médon. A végsd vizes fazist Osszegyljtjik, majd 100
11 amménium-acetatot és 1.8 ml etanolt adunk hozza a
nukleinsav kicsapdsara. Lehitjlik -20°C-ra, majd a
csapadékot 30 percig 8800 g-vel centrifugdljuk. A kapott
csapadékot 300 ul 0.3 molos amménium-acetétbah oldjuk,
hasonlé médon kicsapjuk 1 ml etanollal és centrifugdljuk. A

kapott csapadékot etanollal mossuk, vakuumban szaritjuk,
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majd 1 ml TE-ben oldjuk.

Az LL529-TT2 plazmid minipreparatumot hasznaljuk
arra, hogy az eldzdkben leirt médon in vitro pakoléast
végezziink vele. Egy ampicillin rezisztens transzduktanst
‘(jele LL538) valasztunk a plazmid elddllitasadra, amelyet az
LL535 eldallitasat leird példa szerint végzlink. A kapott
tisztitott plazmid jele LP2128. Azt a restrikcidés emésztési
mint&zatot, amelyet akkor kapunk, amikor az LP2128-et 20
kiilénbozd restrikcids enzimmel emésztjiik, Osszehasonlitjuk
az LP2-vel kapottal, a restrikciés enzimes emésztési képet
ugyanazon az agardéz gélen hasonlitva Ossze. Az LP22128-cal
kapott gél mint&zat azonos azzal, amelyet az LP2127-tel
kapunk, jelezve, hogy a két plazmid egyenld. Ezért a 2. és
3. példa leirja mind az LP2128 mind az LP2127 plazmid

szerkezetét.

9. Példa

Az LP2127 és LP2128 plazmidok eqy plazmidhoz

kapcsolt tetraciklin rezisztencidt mutatnak

Annak igazolaséara, hogy a megefigyelt tetraciklin
rezisztencia plazmidon talalhaté, az LP2127 és LP2128
plazmidokat Streptomyces lividans protoplasétokba
transzformdaljuk, és akapott tiostrepton rezisztens
transzformansokat vizsgdljuk, hogy tetraciklin
rezisztensek-e. A Streptomyces lividans protoplasztok
készitését és transzformdlasit, valamint a tiostrepton

rezisztens transzformansok ezt kovetd szelektdlasat az
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eldz8kben leirt médon végezziik. 10 ug-ot transzformdlunk
mind az LP2127 mind az LP2 128 plazmidbél, valamint a
tetraciklin érzékeny kontrollbél, az LP2111-bdl (ez a
vektor tartalmazza a pIBI24-et, az SCP2* replikaciés origét
és stabilitisi régiét, valamint a tiostrepton rezisztencia
gént). Mindegyik plazmidbél 150 transzforménst vizsgalunk
le és izolalunk 100 ug/ml tetraciklint illetve 25 ug/ml
tiostreptont tartalmazé Bennett agarlemezre.

Az izolalasok eredményét 5 napi, 28°C-on valéd
ndvekedés utan értékeljiikk ki. Az LP2111-bdl szarmazd S&sszes
tiostrepton-rezisztens transzformans tetraciklin
érzékenynek bizonyult, mig az akar az LP2127-b&1l, akar az
LP2128-bd1 tiostrepton rezisztens transzformdnsok 80%-a

tetraciklin rezisztensnek bizonyult.

10. Példa
Klér-tetraciklin és tetraciklin el&4llitdsa LP2127-

et és LP2128-antitest tartalmazd Streptomyces

lividans-szal

Kisérletsorozatot végziink annak demonstrélé&séra,
hogy az LP2127 és LP2128 klér-tetraciklin (CTC) és
tetraciklin (TC) bioszintézisét szabélyozza‘a Streptomyces
lividans heteroldég gazdaszervezetben. Az eredeti LL535
izolatum, valamint az LP2127-tel transzformilt Streptomyces
lividans termel CTC-t és TC-t mind agaron, mind folyadék
tiptalajon, mig az inszert nélkiili plazmid kldénozdé vektor

nem termel tetraciklin antibiotikumot. A Streptomyces
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lividansba transzformalt LP2128 plazmid egy Escherichia
coli elleni aktivitassal rendelkezd antibiotikum
szintézisét iranyitja, amely tetraciklinként irhatd le.
Ilyen aktivitast e Streptomyces lividans gazdaszervezet nem
termel.

El8sz8r a Streptomyces lividans LL535-6t a
tiostrepton rezisztens izolatumot, amelybdl az LP2-t
izolaltuk, Bennett agarra szélesztjiik (amely 25 ug/ml
tiostreptont tartalmaz), olyan higitasban, hogy kériilbeliil
200 telepet kapjunk lemezenként. A Streptomyces lividans
LL531 tdrzset (amely az eldzdkben emlitett LP2111 plazmid
vektort tartalmazza), hasonldéképpen szélesztjlik, koriilbeliil
400 telep per lemez siriségben.

Miutadn nyolc napig inkubaltuk 30°C-on, az LL535
telepek sdrga UV fluoreszcencidt mutatnak 366 nm-es UV
lampaval vald besugarzas utan. Ez jellemzd a tetraciklin
termeld tenyészetekre, és nem figyelhetd meg az LL531-nél.

Ezutan mindegyik lemezen megvizsgdljuk a biolégiai
aktivitast, olymédon hogy a telepeket 5 ml olyanlagy 20-10-
5 agarral (8 g/liter Bacto Agar) rétegezziik le, amelyet 0.1
ml éjszakdn &t ndvesztett teszt-organizmussal oltottunk be.
Az alkalmazott vizsgdldé mikroorganizmusok: a Bacillus
subtilis T1325 térzs, amelyet a University of Leicester-rd&l
kaptunk (dr. Eric Cundliffe), amelyik a tiostrepton
rezisztenciat biztositdé plazmidot tartalmazza), az
Escherichia coli MM294 és MM294 (ATCC 33625), amely a
pBR322 plazmidot tartalmazza (ez hordozza a tetraciklin és

ampicillin rezisztencidt). A tenyészeteket éjszakan at
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névesztjik 37°C-on 10 ml 20-10-5 taptalajban, amelyet a
T1325 szamara 25 ug/ml tiostreptonnal, és az MM294/pBR322
sza&mira 100 ug/ml ampicillinnel egészitiink ki. Miutéan
lerétegeztiik és éjszakd&n at inkubaltuk 37°C-on, a lemezeken
megvizsgdljuk a gatlasi zdédnakat a réteqgzd
mikroorganizmusban. Az LL531 t8rzs nem ad zdén&kat az
Escherichia coli tdrzsekkel, és csak néhany telep ad
kisméretd lokaliz&lt gatlasi zénat a Gram-pozitiv T1325-
tel. Mindez utébbi telep vdrds pigmentet termel, amely az
aktinorodin expresszidéra jellemzd; a Streptomyces
lividansrdél ismert, hogy ezt a normalis koriilmények kozott
kriptikus bioszintézis utat megfigyelhetd frekvenciaval
expresszdlja (Horinouchi et al., 1989). Osszehasonlitva, az
LL535 tdrzs egy olyan antibiotikumot termel, amely teljesen
gatolja a T13225 és MM294 novekedését a rétegzett agarban
(a kés8bbi kisérletekben kevesebb teleppel lemezenként,
kicsi, diszkrét és nagyon nagy gatlasi zénak l&thatdk a
megfelelden szeparalt telepek koriil ezekkel a vizsgald
mikroorganizmusokkal). A jelen kisérletben MM294/pBR322-vei
feliilrétegzett LL535 telepek diszkrét gatlasi zoénakat
mutatnak a telepek koriil. Az MM294/pBR322-vel 1l&thatd
redukalt aktivitast Ggy lehet venni, hogy egy csdkkent
érzékenységet mutat, a pBR322-n tal&lhatédé tétraciklin
rezisztencia gén expresszidja kdvetkeztében.

Az agaron keletkezd antibiotikumot Ggy jellemezziik,
hogy egybefiiggd tenyészetet addé lemezeknél agar-blokkokbdl
extrahdljuk az antibiotikumot. Az LL535 és LL531 torzseket

25 ug/ml tiostreptont tartalmazé Bennett agaron noévesztjlik;



- 35 =

a Streptomyces aueofaciens ATCC 13899 todrzset, amely a
klénozott LP2127 és LP2128 DNS forrédsa, antibiotikum
nélkiili Bennett agarra szélesztjilk. Miutan 6t napig
ndvesztettiik 30°C-on, 2.5 cm-es négyzet alakd agar-
blokkokat vagunk ki és macerdljuk 3 ml savas metanollal
(11.5 ml t5mény kénsav 4 liter metandlban). Miutan o6t
percig Vortexeltiik, a felliliszét egy Acro LC-25-8s membran-
szUrédn szOrjik at, és HPLC elemzésnek vetjiik ala.

A HPLC elemzéseket izokratikus koériilmények kézott
végezziik C18 forditott fazisG oszlopon egy olyan mobil
fazissa, amelynek Osszetétele pH=2.9-es oxalat puffer,
benne 22% DMF (N,N,-dimetil-formamid). Az aramlédsi sebesség
1 ml/perc, az eludtumot 365 nm-en kodvetjlik. Standardként
autentikus tetraciklint és klér-tetraciklint alkalmazunk.

A HPLC kromatogrammok azt mutatjak, hogy az LL535 és
az ATCC 13899 olyan anyagokat termelnek, amelyeknek a
retencibés idejlik azonos a tetraciklinével és a klér-
tetraciklinével. Az LL531 extraktumai nem mutatjak ezeket a
cslcsokat.

Az LP2127-tel, LP2128-cal és LP263-mal (ez utébbi
egy olyan plazmid vektor, amely a pIBI24-et tartalmazza a
pIJ702 SacI hasitéasi helyére kldénozva) kapott Streptomyces
lividans tiostrepton rezisztens transzforméhsokat
hasonléképpen analizdljuk a rétegzési technikavalaz
antibiotikum-termelés szempontjabdél, a T1325 és MM294
mikroorganizmusok alkalmazéasdval. Az LP2127 és LP2128
transzformansok mutatjak mindkét vizsgdld

mikroorganizmussal szemben antibiotikum aktivité&s
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termelddését, mig az LP263 transzformansok nem, ezzel
jelezve, hogy az antibiotikum-termeld képesség az LP2127 és
LP2128 plazmidokban levd Streptomyces aureofaciens DNS-hez
kotddik.

Folyadék-fermentdcidkat is végziink, annak ismételt
megerdsitésére, hogy az LP2127 plazmidot tartalmazé
Streptomyces lividans &ltal termelt antibiotikumok a
tetraciklin és a klér-tetraciklin. Otven-6tven ml-es
oltéanyag tenyészeteket allitunk eld az ATCC 13899 , az
LL531 és LL873 tdrzsekbdl (az utdbbi a Streptomyces
lividansnak egy LP2127 transzformdnsa) 5 pug/ml tiostreptont
tartalmazé S téaptalajt alkalmazva (az S taptalaj
Osszetétele: 4 g/liter élesztdkivonat, 4 g/liter pepton, 10
g/liter gliikéz, 0.5 g/liter MgSO4 x 7H30); az ATCC 13899-et
tiostrepton nélkiil ndévesztjiik. Miutan harom napig
inkubaltuk 30°C-on, 0.5 ml oltdanyagot &atvisziink 25 ml-es
taptalajba, amely 10 ug/ml tiostreptont tartalmaz (az ATCC
13899-et antibiotikum nélkiil ndvesztjiik) . Miutan tiz napig
28°C-on inkubdltuk, a végsd tenyészetbdl 0.5 ml-es alikvot
részeket higitunk 4.5 ml savas metanolban, az el&zdkben
leirt médon feldolgozzuk, majd HPLC elemzésnek vetjiik ala.
Az LL531 térzs nem eredményez tetraciklin vegyilileteket, mig
az ATCC 13899, az LL535 és az LL873 37, 56 i'lletve 6 ug/ml
klér-tetraciklint termel. Kismennyiségdl tetraciklin is
kimutathatdé az emlitett harom torzs fermentlevében.

Az LL537 és LL538 Escherichia coli tdrzsek az
Escherichia coli transzdukadnsok, amelyekbdl az LP2127 és

LP2128 plazmidot izolaltuk, és a Budapesti Egyezmény
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alapjan letétbe helyeztiink az American Type Culture
Collection-nal (12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland),
az ATCC letéti szamok az alabbiak. Az LP2127-et tartalmazé
Escherichia coli X2818T letéti szama ATCC 68537, és az
LP2128-at (LL538) tartalmazé Escherichia coli X2819T tdrzs
letéti sza&ma ATCC 68358. Mindkettdt 1990 jaGlius 10-én
helyeztiik letétbe, és legdlis igény esetén barki szamara
hozzaférhetsd.

A leirasban hivatkozott publikéciékat az alabbiakban

adjuk meg részletesen.
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S8ZABADALMI IGENYPONTOK

1. A tetraciklin és klér-tetraciklin
bioszintézisatjat koédold izolalt DNS cluster

2. Az 1. igénypont szerinti DNS, azzal
jellemezve, hogy szigorG hibridizacidés koriilmények
k8zb6tt az 1. igénypont szerinti DNS-sel hibridizal.

3. A 2. igénypont szerinti DNS, azzal
jellemezve, hogy az emlitett DNS-t prokariéta
gazdaszervezetben expresszaljuk.

4. A 3. igénypont szerinti DNS, azzal
jellemezve, hogy az emlitett gazdaszervezet Escherichia
coli, Streptomyces lividans, Streptomyces grriseofuscus,
Streptomyces ambofuchsus, Actinomycetes, Bacillus,
Corynebacterium vagy Thermoactinomyces.

5. a 4. igénypont szerinti DNS, azzal
jellemezve, hogy az emlitett gazdaszervezet Streptomyces
lividans.

6. Az 5. igénypont szerinti DNS, azzal
jellemezve, hogy az emlitett DNS az LP2127-en vagy az
LP2128-on taldlhaté gén-cluster.

7. Eljaras a tetraciklin, klér-tetraciklin vagy
analdgjaik kitermelésének ndvelésére, azzal jellemezve,
hogy az emlitett antibiotikumokat termeld mikroorganizmus
bioszintézisitjat Ggy szabalyozzuk, hogy az emlitett
bioszintézis utat kédold gén-clustert Ggy manipuléljuk,
hogy a tetraciklin, klér-tetraciklin vagy analégjaik

kitermelése noévekedjék.
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8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett DNS-t prokariéta
gazdaszervezetben expresszaljuk.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett gazdaszervezet Escherichia
coli, Streptomyces lividans, Streptomyces grriseofuscus,
Streptomyces ambofuchsus, Actinomycetes, Bacillus,
Corynebacterium vagy Thermoactinomyces.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett gazdaszervezet Streptomyces
lividans.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett DNS az LP2127-en vagy az
LP2128-on tal&lhatd gén-cluster.

12. Eljaras a tetraciklin vagy klér-tetraciklin
antibiotikum analégok szlr&vizsgalatira, azzal jellemezve,
hogy a bioszintézis utat vagy annak egy részét kédold DNS
gén-clustert tartalmazd rezisztens transzformansokat
megvizsgdljuk a tetraciklin vagy klér-tetraciklin termelés
szempontjabdl.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett DNS szigorG hibridiz&ciés
koériilmények kozott hibridizal a 12. igényponﬁban szerepld
DNS-sel.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett DNS-t prokariéta
gazdaszervezetben expresszaljuk.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal
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jellemezve, hogy az emlitett DNS cluster az LP2127 vagy az

LP2128 plazmidon tal&lhatd

A meghatalmazott:
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