
СОЮЗ СОВЕТСНИХ
СОЦИАЛИСТИЧЕСКИХ
РЕСПУБЛИН

ГОСУДАТОТВЕННЫИ НОМИТЕТ СССР
ПО ДЕЛАМ ИЗОБРЕТЕНИЙ И ОТНРЬГГИЙ

3 ( 5 1 ) С 12 N 9/_38

А

ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ PF
Н АВТОРСКОМУ СВИДЕТЕЛЬСТВУ

(21) 3516135/28-13
(22) 29.11.82

(46) 30.04.84, Бюл. № 16

(72) В.А.Кордюм, С.И.Черных

и Т.В.Сорочинская

(71) Институт молекулярной биологии

и генетики АН УССР

(53) 612.015.1 (088.8)

(56) 1. Доклады АН СССР, 1980, » 252,
№ 4, с . 995-998.

2. Авторское свидетельство СССР
по заявке № 3435949/13,
кл. С 12 N 9/38, 11.02.83 (прототип)/

(54)(57) СПОСОБ ПОЛУЧЕНИЯ |3-ЛАКТАМАЗЫ
путем культивирования продуцента
Е.СоЄї, содержащего плазмиду pBR 322,
с фагом, о т л и ч а ю щ и й с я
тем, что, с целью повышения выхода
Й-лактамаэы, фаг A ApQR вносят в
культуруE.coPiW 3101 г е е А Ч З ^ и р 0 ,
причем используют фаг ^ ApQlf с
множественностью от 1 до 20 фаговых
корпускул на клетку.



1089119

Изобретение относится к полу-

чению белковых продуктов, например

ферментов из микроорганизмов, и

может быть использовано для получе-

ния биологических активных веществ,

в частности фермента [І -лактамазы,

нз микроорганизмов в промышленных

масштабах, а также для повышения

биосинтеза продуктов рекомбинатных

молекул ДНК плазмид при тестиро-

вании экспрессии последних.

Известен способ получения биоло-

гически активного вещества на основе

многокопийных плазмид, содержащих

ген, ответственный за синтез за-

данного продукта. Фрагмент ДНК с

генами рестриктазы и метилазы EcoR II

встраивают в мультикопийный вектор,

который обеспечивает как увеличение

количества копий рекомбинатной

плазмиды до 10, так и более эф-

фективную экспрессию клонированных

генов ферментов, причем плазмид-

ная ДНК обеспечивает повышенный

синтез фермента в 3 раза по срав-

нению с исходным уровнем [1J .

Недостатками данного способа яв-

ляется то, что после процесса ампли-

ф.,1 сации антибиотики необходимо

удалять из культуральнон среды,

поэтому является нетехнологичным.

Наиболее близким к предлагаемому

является способ получения р-лакта- *

мазы, включающий выращивание культу-

ры Е.саЄіс 600, содержащей плаз-

миду pBR 322 и последующее введе-

ние в эту культуру фага 71
С1
 857

с мутациями в генах Q и R jj-Q.

Недостатком известного способа

является невысокий выход фермента Р

Цель изобретения - повышение

выхода Р) -лактамазы.

Поставленная цель достигается

тем, что согласно способу получе-
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рования продуцента Е.со^
1
 содержа-

щего плазмиду pBR 322, с фагом,

фаг fl ApQ R вносят в культуру

E.coEi W 3101 гее А
1
13 ̂ "р° , причем

используют фаг fl ApQ~R~ с множест-

венностью от 1 до 20 фаговых кор-

пускул на клетку.

Способ осуществляют следующим

образом.

С помощью фага Я переключают

белковый синтез с бактериальной

хромосомы на геном фага и геном

плазмиды. При этом в составе генома
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фага и в- составе генома плазмиды

содержится ген, отвечающий за синтез,

интересующего нас продукта. Б част-

ности используют фаг •ft , содержа-

щий в своем составе ген Ар, отве-

чающий на синтез фермента !Ь -лак-

тамазы, разрушающего антибиотики

с ji -лактамным кольцом, который

по предлагаемому способу должен

содержаться и в геноме плазмиды.

В качестве бактериальной культуры^

содержащей плазмиду pBR 322 и под-

вергающейся заражению фагом 'Д с

Ар-агентом, используют Е co(?4W3101

ГЄС A 13Qup°. Используют эту культу-

ру из-за снижения частоты реком-

бинации между гомологичными после-

дивательностями фага ft и плазмиды

рВВ. 322, имеющими место в виде

Ар-гена. Мутация в тес А-гене это

условие выполняет.

Культуру E.co0<W31O1 rec А" 13

5Up° с плазмидой pBR 322 выращи-

вают до плотности 1*10 клеток в

1 мл при 37 С и доводят до постоян-

ной скорости роста, затем заражают

фагом *Д с Ар-геном в соотношении

10 фаговых корпускул на 1 бактери-

альную клетку, инкубируют 2,5-3 ч

при 37 С, а затем инкубируют 14 -

15 ч при 28 С. Инкубирование куль-

туры, зараженной фагом ft , при 28 С

способствует замедлению лизиса кле-

ток, так как оптимальной для раз-

вития фага является 37 С. Замедле-

ние лизиса клеток способствует

накоплению (Ь -лактамазы, для чего

используют arnber -мутации в фаговых

генах Q и R. Ген Q является регу-

ляторным геном, отвечающим за вклю-

чение поздних генов фага, среди

которых находится и ген R, продукт

которого принимает участие в лизисе

бактериальной оболочки. В результате'

в бактериальной культуре F.cofN YV

3101 rec A 13 yup , содержащей

плазмиду
 p
BR 322, в течение 16 ч при

37 С синтезируется 13555 ед. актив-

ности [3 -лактамазы (за единицу

активности принято наименьшее коли-

чество фермента, которое инактивиру-

ет 10 М пенициллина (60 ед.) за 1 ч

при 37 С в фосфатном буфере рН

6,8-7,0). В этой же бактериальной

культуре, не содержащей плазмиду

pBR 322, но подвергавшейся зараже-

нию фагом Я ApQ
am
117 R

a m
 54 и ин-

кубировавшейся 2,5-3 ч при 37 С,
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а затем 14-15 ч при 28°С, синтези-
руется 227796 ед активности fb -лак-
тзмазы в 1 мл культуральной жидкости.
В бактериальной культуре Е со2І, W
3101 pec А*" 13 sup 0 , содержащей плаз- 5
миду pBR 322 и подвергавшейся зара-
жению фагом 1i ApQqrt)177 Кагї,54,
активность п -лактамазы после ин-
кубирования 2,5-3 ч при 37 С, а з а -
тем 14-15 ч при 28°С, достигает
2 млн.ед. в 1 мл.

П р и м е р . Культуру Е .соб* W
3101 гее А 13 SUp° с плазмидой
pBR 322 выращивают на среде "Амино-
пептид", разведенной 0,14 М раст-
вором NaC£ в соотношении 1:1 при
37С*С на качалке до плотности
1х]0^клеток в 1 мл. Затем эту
культуру заражают фзгом 1\ , содер-
жащим Ар-ген, a gmber -мутации
в генах Q и R, блокирующие лизис
бактериальной клетки, что в свою
очередь обеспечивает более длитель-
ное функционирование Ар-гена. За-
ражение осуществляют с множест-
венностью 10 фаговых корпускул на
1 бактериальную клетку. Фаг полу-
чают следукнцим образом.

Лизогенную культуру, содержащую
в составе своей хромосомы нужный
нам фаг, в данном случае ^ ApQ R
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выращивают при 28°С на среде "Ами-
нопепт'ид" на качалке до плотности
клеток ї л н г в 1 мл. Затем эти

.клетки прогревают 20 мин при 43 С,
в результате чего инактивируется
фаговый репрессор благодаря с,- -му-
тации в СІ-гене, и фаг начинает
развиваться по литическому пути,
через 50 мин после прогрева (тер-
моиндукции) при 43 С клетки лизи-
руют, освобождая каждые 100-200 фа-
говых корпускул. Если плотность

о

клеток быпа 1М0 мл, то они обрз-
зуют 1-2*1U фаговых корпускул в
1 мл.

Заражение Е сорі с плазмидой, вы-
росшей до плотности 1М0 5фагом с
множественностью Ю означает, что
например, к 10 мл культуры надо
прилить 1 мл фаговой суспензии. Пос-
ле внесения фага культуру выдер-
живают 2,5-3 ч при 37 С, затем
культуру, зараженную фагом, инку-
бируют при 28 С в течение 14 ч .
Перенесение культуры с оптималь-
ной температуры на пониженную спо-
собствует замедлению развития фага
и более длительному функциониро-
ванию Ар-гена. За это время в 1 мл
суспензии накапливается до 2 млн.ед
активности ft -лактамазы.
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