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A taldlmény targya eljérés mérsékelten
nagy koépiaszémi rekombindns DNS klénozd
vektor eléallitdsara.

A taldlmény szerinti eljardst az jellemzi,
hogy a.) pJL 192 plazmid replikdciét tartal-
mazé restrikciés fragmensének egy mintegy
2,5 kb-s Kpn I kiinduldsdt és b.) egy vagy
tdbb olyan DNS szegmenst, amely legalabb
egy antibiotikumra ad &t rezisztencidt, ami-
kor érzékeny, restrikcid nélkali gazdasejtre
visszik 4t, egyesitink.
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A jelen taldlmény tdrgyai kivéalaszthatd
Uj, mérsékelten nagy koépiaszéamu rekombi-
nans DNS klénozd vektorok, amelyek pJL 129
plazmid replikdciét tartalmazd restrikciés
fragmensének mintegy 2,5 kb méreti Kpnl
eredbjét és egy vagy tobb olyan DNS szeg-
menst tartalmaznak, amelyek rezisztenciét
visznek At legaldbb egy antibiotikumra, ami-
kor transzformaljak ezeket érzékeny, rest-
rikcié nélkiali gazdasejtbe. A vektorok tartal-
maznak egy mutdns Streptomycetes replikont,
amely néveli a mutédns replikont tartalmazd
plazmidok képiaszédmét a pJL 192-ben levéd
vadtipusu replikont tartalmazé plazmidokhoz
képest. A taldlmédny tdrgyai tovdbbéd azok a
transzforménsok is, amelyek a fentebb emli-
tett vektorokat tartalmazzak.

A kivalaszthatd és mérsékelten nagy ko-
piaszdmu plazmidok (kb. 50 kopia sejtenként)
Streptomycetesben és rokon gazdasejtekben
alkalmazhatok. Eddig a rekombindns DNS
technika fejlédése és kimunkéldsa Strepto-
mycetesben gatolt volt és kiuldnleges nehéz-
ségeket okozott a mérsékelten nagy kopia-
szdému vektorok éltaldnos hidnya miatt. Ko-
rabban nagyon nagy, tébb sziz képia/sejt
kdpiaszAmi vektorock é&s kis, 1-5 képia/sejt
kopiaszédmu vektorok 4alltak rendelkezésre. A
mérsékelten nagy képiaszamd plazmidok meg-
jelenése olyan eszkdzt ad, amelynek segitsé-
gével az ezeken a mérsékelten nagy kopia-
szému plazmidokon hordozott gének é&ltal ko-
dolt fehérjék kitermelése megndvekedett,
amikor O&sszehasonlitjuk a Kkis kodpiaszamu
plazmidokon hordozott génekbél valo kifeje-
26dés szintjével. igy a mérsékelten nagy koé-
piaszamu plazmidok elonydsek gyengén é&tirt
vagy Aatforditott Streptomycetesbe klonozott
gének kifejezb6désének nyerésében a haldlos
kifejezbddés problémii nélkul, amelyek eldfor-
dulhatnak nagyon nagy képiaszami plazmi-
dokkal. A jelen taldlmény szerinti vektorok
mérsékleten nagy koépiaszamban léteznek, és
mikdddképesek  és kivélaszthatok  mind
Streptomycetesben, mind més gazdasejtekben
és ezért jelentds eldnyt mutatnak a technika
eddigi alldséhoz képest.

Ezek a vektorok kuléndsen hasznosak,
mivel ezek viszonylag kicsik, sokoldaluak és
képesek transzformilni és kivalasztédni bar-
mily Streptomycetes sejtben, amely olyan an-
tibiotikumra érzékeny, amelyhez a reziszten-
cia atvihetd és ahol a muténs replikon kielé-
gitd informaciét nyujt az &dnreplikacidhoz. Mi-
vel a természetben elbforduld antibiotikumok
tdbb, mint 70 szdzalékét Streptomycetes tér-
zsek termelik, kivédnatos kifejleszteni olyan
klénozé rendszert és vektorokat, amelyek al-
kalmazhatdk ehhez az iparilag fontos cso-
porthoz. A jelen taldlmény ilyen vektorokat
nyujt és igy lehetdvé teszi gének kldnozését
Streptomycetesbe mind az ismert antibiotiku-
mok kitermelésének névelése, mind Uj anti-
biotikumok és antibiotikum-szdrmazékok ter-
melése érdekében.
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A vektorok hordozdkat is nyltjtanak a
DNS klénozadsdhoz Streptomycetes gazdasej-
tekbe és lehetové teszik a transzforménsok
kényelmes kivéalasztasdt. Mivel a transzformé-
cid nagyon kis gyakorisdgl esemény, egy
ilyen miikoédési vizsgalat gyakorlati szikség-
szerliség annak meghatdrozdsdban, mely sej-
tek a sejtek billidi kazul fogadtak be a plaz-
mid DNS-t. Ez fontos, mivel a DNS szekvenci-
4k, amelyek énmagukban nem szelektdlhatoék,
beiktathatok a vektorokba, és a vektort és
kaldndésen a széban forgd DNS szekvenciat
tartalmazé sejteket transzformdcid esetén
megfeleld fenotipusos szelekcidval izolélni le-
het,

A jelen taldlmany céljaira, ahogyan ezt
a leirds késdbbi részében és az igénypontok-
bann hasznéljuk, a kévetkezd kifejezéseket
hatarozzuk meg.

- Rekombinans DNS klénozo vektor -
bérmilyen figgetlentl replikalédd dgens (be-
leértve a plazmidokat is, de nemcsak ezekre
korlétozva), amely egy olyan DNS molekulit
tartalmaz, amelyhez egy vagy tobb tovabbi
DNS szegmenst lehet hozzdadni vagy adtak
hoz.z4.

~ Transzformalds - DNS bevezetése egy
befogadé gazdasejtbe, amely DNS megvaltoz—
tatja a genotipust és az kovetkezésképpen
valtozdsokat okoz a befogadd sejtben.

- Transzforméns-befogadd gazdasejt,
amely a transzformélésnak ald volt vetve.

- Erzékeny gazdasejt - olyan gazdasejt,
amely nem nd egy adott antibiotikum jelenlé-
tében egy olyan DNS nélkul, amely Atruhdzza
neki a rezisztenciéat,

- Restrikcids fragmens - barmilyen li-
nealis DNS, amely egy vagy tdbb restrikcids
enzim miOkodése révén alakult ki.

- Beiktatési izomer - a két vagy tébb
lehetséges rekombindns DNS molekula egyike,
amely molekulak akkor keletkeznek, amikor
egy DNS fragmens van beiktatva a befogadd
DNS-en levd két vagy tdbb versengd hely
egyikébe, vagy amikor egy DNS fragmens
van beiktatva a két reciprok irédny egyikébe,
amely lehetséges a befogadd DNS egy helyé-
nél

- Replikon - olyan DNS szekvencia,
amely szabédlyozza és lehetBvé teszi a DNS
replikécidjit,

- Replikacié (replikon) E. coli eredet-
tel - olyan DNS szekvencia, amely szabédlyoz-
za és lehetdvé teszi egy plazmid vagy més
vektor replikéciéjét E. coliban.

~ Replikacié (replikon) Streptomycetes
eradettel ~ olyan DNS szekvencia, amely sza-
bélyozza és lehetdvé teszi egy plazmid vagy
més vektor replikécidjat Streptomycetesben.

~ Ap® - az ampicillin-rezisztens fenoti-
pus.

~ TcS
pus.

~ NmR

~ a tetraciklin-érzékeny fenoti-
- a neomicin-rezisztens fenotipus
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- Ts® - a tiosztrepton-rezisztens feno-
tipus
- kb - kilobazis, vagyis 1000 nukleotid~
-pér

A tovédbbiakban részletesen ismertetjuk
a taldlmAny szerinti megoldast.

A mérsékelten nagy képiaszdmu rekom-
bindns DNS Kklénozd vektor a kovetkezdkbol
all,

a.) a pJL 192 plazmid replikaciot tartal-
mazd restrikcios fragmensének mintegy
2,5 kb-s Kpn I kiinduldsabdl;

b.) egy vagy tébb DNS szegmensbdl,
amelyek egy vagy tobb antibiotikumra vald
ellenéllast szallitanak, amikor transzforméljak
ezeket az érzékeny, restrikcié nélkali gazda-
sejtbe.

A taldlmédny tovébbd magédban foglalja a
fentebb emlitett ' vektorok transzforménsait
is.

A Jjelen taldlmdny szerinti vektorokat
ugy alkotjuk meg, hogy egy vagy tdobb anti-
biotikum-rezisztenciat Aatruhédzé DNS szeg-
menst ligdlunk (vagyis Osszekapcsolunk) a
pJL 192 plazmid replikéciot tartalmazé rest-
rikcios fragmensének mintegy 2,5 kb-s Kpn I
kiinduldsdval. Az igy létrejott vektort lehet
azutédn ligélni egy E. coli plazmid egy repli-
kéciot tartalmazéd és antibiotikum-rezisztenci-
at Atruhdzé funkcionalis kiinduldsaval, olyan
6nreplikdld kétfunkcios vektorokat éllitva
eld, amelyek kivéalaszthaték mind E. coliban,
mind Streptomycetesben.

A pJL 192 plazmidot hagyoményosan izo-
lalhatjuk E. coli K12 C 600Rx-Mx—/pJL tdrzs-
bbl, amely torzs letétbe van helyezve a
Northern Regional Research Laboratory-ban
(NRLL) (Peoria, Ilinois 61604). A torzs a koéz
rendelkezésére 4ll, mint a plazmid eldnyés
forrédsa és taroldja, az NRLL B-15 040 letéti
szdmon. A pJL 192 plazmid restrikcids he-
lyeinek térképét a mellékelt rajzokbdl az 1.
&bra mutatja be. A jelen bejelentés céljaihoz
az 1. dbra és az b6sszes tovabbi rajzok nem
mérethelyesen vannak ébrazolva.

Bar a pJL 192 plazmid replikéciot tar-
talmazd fragmenseinek tobb kulonbodzd Strep-
tomycetes~kiindulasat lehet megalkotni, az itt
bemutatds céljabol példdkba szedett fragmen-
seket azzal a ténnyel lehet jellemezni, hogy
mind tartalmazza a mintegy 2,5 kg-s Kpn I
restrikciés fragmenst. Ez a mintegy 2,5 kb-s
Kpn 1 restrikciés fragmens a pJL 192 plaz-
mid teljes Kpn I enzimes emésztése sorén
keletkezik, és errdl ugy talaltuk, hogy mér-
sékelten nagy koépiaszdmu (40-50 képia sej-
tenként) plazmid-szdrmazékot alkot. A pJL
192 plazmid egy mintegy 5,9 kb-s EcoRiSal I
replikon fragmenst ‘tartalmaz az SCP2*
Streptomycetes-plazmidbdl, amely plazmidrol
ismeretes, hogy kis kopiaszémmal rendelke-
zik, azaz egy-6t kdpia/sejt szammal. Ugy
véljik, hogy az SCP2* kopiaszamot ellenbrzd,
szabélyozd szekvencia jelentds mutéciot
szenvedett a replikaciét tartalmazé mintegy
4
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5,9 kb-s EcoRI-SAl I fragmens SCP2* kiindu-
lésénak a mintegy 2,5 kg-s Kpn I restrikcids
fragmenshez vald, jelen talalmény szerinti
hozzdnyesése soran.

A Streptomyceteshez vald kivénatos klo~
nozé vektoroknak tartalmaznia kell olyan
plazmid replikaciés funkciokat, amelyek
Streptomycetesben kifejezddnek, valamint két
antibiotikum-rezisztencia markert, elénydsen
egy restrikcidés enzim szdméra egyedi felis-
merési hellyel minden egyes rezisztencia-
-markerban. Abbdl a célbdl, hogy idedlis klé-
nozd vektort alkossunk meg, a pJL 192 plaz-
mid replikaciét tartalmazé mintegy 2,5 kb-s
Kpn 1 kiindulasat kalén-kildn egy vagy tdobb
antibiotikum-rezisztenciat aAtadé DNS frag-
mensekhez ligdljuk (itt bemutatds céljabdl a
pPLR2 plazmid tiosztrepton-rezisztencia étadd,
mintegy 1,6 kb-s BamHI restrikciés fragmen-
sét és a pLR4 plazmid neomicin-rezisztencia
atadd, mintegy 3,4 kb-s BamHI restrikcios
fragmensét adjuk meg), a jelen talélményhoz
bemutatisra alkalmas vektorokat képezve. A
pLR2 és pLR4 plazmidokat, amelyek a tio-
sztrepton-, illetve a neomicin-rezisztencia at-
adé fragmensek forrasai, a 4 416 994 lajst-
romszamU amerikai egyesult allamokbeli sza-
badalmi leirds térgyat képezd eljarassal al-
kothatjuk meg., Mind a pLR2, mind a pLR4
plazmidok funkcidképesek E. coliban, ezért
sokszorozhatok és izolalhatdk kényelmesen az
ezt kovetd miveletekhez.

A megalkotas kényelmessége és meg-
kénnyitése érdekében a tiosztrepton-rezisz-
tencidt Atadé mintegy 1,6 kb-s BamHI frag-
menst és a neomicin-rezisztencidt atadd mint-
egy 3,4 kb-s BamHl fragmenst a pJL 192
plazmid replikaciét tartalmazé fragmensének
mintegy 2,5 kb-s Kpnl kiinduldsahoz ligéljuk,
a Jjelen taldlmédnyhoz bemutatdsul szolgélo
plazmidokat &llitva eld. A kivant rekombindns
plazmidokbol két orientjacidju johet létre a
beiktatott DNS fragmens orientdcidjatol fag-
gden. igy pl. a pLR2 plazmid mintegy
1,6 kb-s fragmensének beiktatdsa a pJL 192
plazmid mintegy 2,5 kb-s Kpnl restrikcids
fragmensébe a bemutatott pHJL 2200 és pHJL
2201 plazmidokat eredményezi; hasonloképpen
a mintegy 3,4 kb-s BamHI fragmens beiktaté-
sa & pHJL 2200-ba a bemutatott pHJL 2202 és
pHJL 2203 plazmidokat eredményezi.

Bar az itt példdkba szedett tiosztrep-
ton- és neomicin antibiotikum rezisztencia
4tadd DNS szegmensek a pLR2 illetve pLR4
mintegy 1,6 kb-s, illetve mintegy 3,4 kb-s
BamHl restrikcidos fragmensei, azok, akik &
szaktertileten jartasak, alkothatnak és hasz-
nélhatnak vagy egyedil, vagy kombinéciéban
tovabbi DNS szegmenseket is, amelyek szin-
tén adnak 4t tiosztreptonre és neomicinre
valé rezisztenciat. A pLR2 tovabbi tiosztrep-
tonatadé DNS szegmensei lehetnek pl. a mint~
egy 13 kb-s Pstl restrikcidés fragmens, vala~
mint a mintegy 1 kb~-s Bcll restrikcidés frag-
mens is. A pLR4 plazmid tovédbbi neomicin-
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rezisztencia 4dtadé DNS szegmensei lehetnek
pl. a mintegy 3,5 kb-8 Pst restrikcidés frag-
mens és a mintegy 3,4 kb-s BamHI restrikci-
ds fragmens nagyobbik Sacll-Kpnl fragmen-
gei is. Még mis DNS szegmensek is alkotha-
tdk és alkalmazhatdk, amelyek rezisztenciat
adnak &t azonos vagy kulénbdzd antibiotiku-
mokra, mint pl. kléramfenikolra, higromicinre,
viomicinre, tilozinra, eritromicinre és hason-
16kra. Ezen tul a fentebb leirt antibiotikum-
rezisztencia dtadd DNS szegmensek kiilonbdzd
mOkdddképes szdrmazékai is megalkothatdk
bizonyos nukleotidok hozzdadésival, elhagya-
sdval vagy  helyettesitésével. Ezeknek a
szdrmazékoknak vagy mas antibiotikum re-
zisztencia é4tadé DNS szegmenseknek a ligala-
sa az itt példdkba szedett antibiotikum re-
zisztencia éatadé DNS szegmensek helyett a
mintegy 2,5 kb-s Kpnl restrikciés fragmens-
hez olyan plazmidokat eredményez, amelyek
szintén a jelen taldlmény oltalmi kérén belil
vannak.,

A jelen Streptomycetesben mikodd vek-
torokat, mint pl. a pHJL 2200 és pHJL 2202
plazmidokat ligalni lehet tdbbféle E. coli
plazmid replikdciét tartalmazd és antibioti-
kum-rezisztencia hordozé restrikciés frag-
mensének mikodéképes kiindulédsdhoz (ilyen
E. coli plazmidok pl. a pBR322, pBR325
pPBR328 és hasonlék), &n-replikécid kétfunk-
cids vektorokat Allitva eld, amelyek kiva-
laszthaték mind E. coliban, mind Streptomy-
cetesben. Ezek a kétfunkciés konstrukcidk a
pJL 192 plazmid replikdciét tartalmazé frag-
mensének mintegy 2,5 kb-s Kpn I kiinduldsa-
bol, egy vagy tobb olyan DNS szegmensbdl,
amely antibiotikum rezisztencidt ad At Strep-
tomycetesben, egy replikonbdl, amely mako-
dbéképes E. coliban, valamint egy olyan DNS
szegmensbdl, amely antibiotikum-rezisztenciat
ad 4t Streptomycetesben, Allnak. A jelen ta-
l4lmény bemutatje a pHJL 201 plazmidot, egy
kis, mintegy 9,9 kb-s kétfunkcidés plazmidot,
amely nagyon kevés olyan tdbbletszekvenciat
tartalmaz, amely nem vesz részt ennek klo-
nozé vektorként valé hasznositdsaban. A
PHJL 201 plazmid kivédnatos klénozé vektor
viszonylag kis méretét, miOkoédési konstruk-
cidjat és BamHI restrikciés helyeinek jelenlé-
tét tekintve, amelyek egyike rendelkezésre
411 egy tovAbbi antibiotikum rezisztencia
marker vagy heteroldg DNS beiktatdsdhoz.
Azok, akik a szakterileten jértasak, méltd-
nyolni tudjék, hogy a pHJL 201 plazmid
kédnnyen kialakithaté a pJL 192 plazmid Kpnl
emésztésével.

Ezen kivul az itt példaként felhozott
pHJL 201, pHJL 210 és pHJL 211 plazmidok,
mint kétfunkcids konstrukcick kilénésen elé-
nytsek, mivel a plazmidok sokszorozdsat és
manipuldldsdt sokkal gyorsabban és kényel-
mesebben el lehet végezni E. coliban, mint
Streptomycetesben. igy, miutdn a kivant re-
kombindns DNS eljarésokat E. coli gazdaszer-
vezet-rendszeren belul elvégezték, a plazmi-
dokat transzformélni lehet egy Streptomyce-
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tes gazdasejtbe. Egy masik véltozat szerint
a szdéban forgd Streptomycetes DNS-t el lehet
tavolitani, ujbol meg lehet alkotni plazmid-
formara (ha szlUkséges), majd egy Strepto-
mycetes vagy rokon - gazdasejtbe lehet
transzformélni. Mivel a jelen vektorok telje-
sen kivalaszthatok Streptomycetesben, a re-
kombindns klonok azonositdsédt hatdsosan el
lehet végezni.

A pJL 192, pBR 322, pBR 325 és hasonlé
plazmidok kulénb6zéd replikon restrikcids
fragmenseit, valamint a kilénb628 antibioti-
kum rezisztencia é&tadd DNS szegmenseket
moédositani lehet a ligdlds megkoénnyitésére.
gy pl. molekuldris kapcsoldkat {linker) lehet
szolgdltatni a mintegy 2,5 kb-s Kpnl replikon
fragmenshez, valamint a széban forgd rezisz-
tencia-4tadd DNS szegmensekhez, fajlagos
helyeket fejlesztve ki az ezt kovetd ligdlds-
hoz, Ezen kivul a replikéciot tartalmazd rest-
rikcids fragmensek kiindulésdt szintén lehet
moédositani bizonyos nukleotidok hozzdadaséa-
val, eltavolitdsdval vagy helyettesitésével,
hogy megvéltoztassuk jellemz&ket és a DNS
ligéldsdhoz restrikcidés helyek véltozatossdgéat
nytjtsuk., Azok, akik a szakterileten jarta-
sak, és értik a nukleotid kémiadt és a geneti-
kai kédot, tudjak, melyik nukleotidok cserél-
hetdk, és milyen DNS médositdsok sziksége-
sek egy kivant célhoz.

A Jjelen taldlmé&ny szerinti DNS klénozd
vektorok nem korlétozédnak a Streptomyce-
tes csupédn egy fajdban vagy tdrzsében vald
alkalmazasra. Eppen ellenkez8leg, a vektorok
széles korben alkalmazhatdk és tdbb Strepto-
mycetes faj gazdasejtjeibe transzformélhatdk,
kiulonésen olyan gazdasdgilag fontos faj
restrikcié nélkuli tdrzseibe, amelyek antibio-
tikumokat termelnek, pl. aminoglikozidokat,
makrolidokat, p-laktéamokat, poliétereket, gli-
kopeptid-antibiotikumokat és hasonlékat. Az
ilyen restrikcié nélkuli tdrzsek konnyen ki-
vélaszthatok és izolalhaték Streptomycetes
fajokbdl, a szakterileten jol ismert hagyoméa-
nyos modszerekkel [Lomovskaya és munka-
tarsai: Microbiolégical Reviews, 44, 206
(1980)]. A restrikcié nélkuli térzsek gazda-
sejtjeinek nincsenek restrikciés enzimei és
ennel fogva nem hasitjak el vagy roncsoljak
el a plazmid DNS-t a transzformélds sordn. A
jelen alkalmazas céljaihoz azokat a gazdasej-
teket, amelyek olyan restrikciés enzimeket
tartalmaznak, amelyek nem hasitjdk a jelen
vektorok restrikcids helyeinek egyikét sem,
szintén restrikcio nélkulieknek tekintjik.

A Streptomycetes fajok restrikcié nél-
kali térzseinek javasolt gazdasejtjei azok,
amelyek aminoglikozid antibiotikumokat ter-
melnek és amelyekben a jelen vektorok kiulé-
noésen hasznosak és transzformélhatdok. Ilyen
restrikcié nélkuli sejtek lehetnek pl a kévet-
kezé fajokbol: Streptomyces kanamyceticus
(kanamicinek), S. chrestomyceticus (aminosi-
din). S. griseoflavus (MA 1267 antibiotikum),
S. microsporeus (SF-767 antibiotikum), S. ri-

5
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bosidificus (SF-733 antibiotikum), S. flavo-
persicus (spektinomicin), S. spectabilis (akti~
nospektacin), S. rimosus, paromomycinus for-
ma (paramomicinek, katenulin), S. fradiae
var. italicus (aminosidin), S. bluensis var.
bluensis (bluensomicin), S. catenulae (ka-
tenulin), S. olivoreticuli wvar. cellulophilus
{desztomicin A), S. tenebrarius (tobramicin,
apramicin), S. lavendulae (neomicin), S.
albogriseolus (neomicinek), S. albus wvar., me-
tamycinus {(metamicin), S. hygroscopicus var.
sagamiensis (spektinomicin), S. bikiniensis
(sztretomicin), S. griseus (sztreptomicin), S.
erithrochromogenes var. narutoensis (sztrep-
tomicin), S. pooliensis (sztreptomicin), S. gal-
bus (sztreptomicin), S. rameus (sztreptomi~
cin), S. olivaceus (sztreptomicin), S.
mashuensis (sztreptomicin), S. hygroscopicus
var. limoneus (validamicinek), S. rimofaciens
(desztomicinek), S. hygroscopicus, glebosus
forma (glebomicin), S. fradiae (hibrimicinek,
neomicinek), S. eurocidicus (A 16316-C anti~
biotikum), S. aquacanus (N-metil higromicin
B), S. crystallinus (higromicin A), S nobori-
toensis (higromicin), S. hygroscopicus (hig-
romicinek), S. atrofaciens (higromicin), S.
kasugaspinus (kasugamicinek), S. kasugaen-
sis (kasugamicinek), S. netropsis (LL-AM 31
antibiotikum). S. lividus (lividomicinek). S.
hofuensis (seldomicin komplex), és S. canus
(ribosil-paromamin).

Szintén elényés gazdasejtek és Strepto-
mycetes fajok restrikcid nélkuli tbérzseibdl
azok, amelyek makrolid antibiotikumokat ter-
melnek és amelyekben a jelen vektorok kulo-
noésen hasznosak és transzformalhatok. Ilyen
restrikcié nélkali sejtek lehetnek pl. a ko-
vetkezd fajokbol: Streptomyces caelestis (M-
188 antibiotikum), S. platensis (platenomicin),
S. rochei var. volubilis (T-2636 antibiotikum),
S. venezuelae {metimicinek), S. griseofuscus
{bundlin), S. narbonensis (joszamicin),
narbomicin), S. fungicidicus (NA-181 antibio-
tikum), S. griseofaciens (PA-133 A, B antibio-
tikumok), S. roseocitreus (albociklin), S.
bruneogriseus (albociklin), S. roseochromo-
genes (albociklin), S. cinerochromogenes
(cineromicin B), S. albus (albomicetin), S.
felleus (agromicin, pikromicin), S. rochei
(lankacidin, borrelidin), S. violaceoniger
(lankacidin), S. griseus (borrelidin), S. mai-
zeus (ingramicin), S. albus var. coilmyceticus
(koleimicin), S. mycazofaciens (acetil-leukomi-
cin, espinomicin), S. hygroscopicus (turimi-
cin, relomicin, maridomicin, tilozin, karbomi-
cin), S. griseospiralis (relomicin), S. laven-
dulae (aldgamicin), S. rimosus (neutramicin),
S, deltae (deltamicinek), S. fungicidicus var.
espinomyceticus (espinomicinek), S. furdicidi~
cus (midekamicin), S. ambofaciens (foromaci-
din D), S. eurocidicus (metimicin), S. griseo-
lus (griseomicin), S. flavochromogenes (ama-
romicin, sinkomicinek), S. fimbriatus (amaro-
micin), S, fasciculus {(amaromicin), S. eryth-
reus (eritromicinek), S. antibioticus (ocleando-
6
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micin), S. olivochromogenes (oleandromicin),
S. spinichromogenes var. suragaoensis (kuji-
micinek), S. kitasatoensis (leukomicinek), S.
narbonensis var. josamyceticus (leukomicin A
3, joszamicin), S. albogriseolus (mikonomicin),
S. Dbikiniensis (kalkomicin), S. cirratus
(cirramicin), S. djakartensis (niddamicin), S.
eurythermus (angolamicin), S. fradiae ({(tilo-
zin, laktenocin, makrocin), S. goshikiensis
(bandamicin), S. griseoflavus (akumicin), S.
halstedii (karbomicin), S. tendae (karbomi- -
cin), S. macrosporeus (karbomicin), S. ther-
motolerans (karbomicin) és S. albireticuli
(karbomicin).

Szintén elonyds gazdasejtek a Strepto-
mycetes fajok restikcid nélkali toérzseibdl
azok, amelyek p-laktam antibiotikumokat ter-
melnek és amelyekben a jelen vektorok kulo-
ndésen hasznosak és transzformélhatdk. Ilyen
restrikcié nélkuli sejtek lehetnek pl. a koé-
vetkezd fajokbdl: Streptomyces lipmanii (A~
16 884, MM-4550, MM-13 902), S. clavuligerus
(A-16 886 B, klavulansav), S. lactamdurans
(cefamicin C), S. griseus (cefamicin A, B), S.
hygroscopicus (deacetoxi~cefalosporin C), S.
wadayamensis (WS-3442-D), S. chartreusis
(SF-1623), S. heteromorphus és S. panayen-
sis (C-2081X); S. cinnamonensis, S. fimbria-
tus, S. halstedii, S. rochei és S. viridochro-
mogenes (cefamicin A, B); S. cattleya (tiena-
micin); és S olivaceus, S. flavovirens, S. fla-
vus, S. fulvoviridis, S. argenteolus és S.
sioyaensis (MM-4550 és MM 13 902).

Szintén eldénybs gazdasejtek a Strepto-
mycetes fajok restrikcié nélkuli torzseibdl
azok, amelyek poliéter antibiotikumokat ter-
melnek és amelyekben a jelen vektorok kilo-
nosen hasznosak és tanszformélhatok. Ilyen
restrikcid nélkili sejtek lehetnek pl. a ko~
vetkezd fajokbdl: Streptomyces albus (A-204,
A-28 695A és B, szalinomicin), S. hygroscopi-
cus (A-218, emericid, DE-3936, A-120, A-
-28 695A és B, eteromicin, dianemicin), S.
griseus (griszorixin), S. conglobatus (ionomi-
cin), S. eurocidicus var. asterocidicus (laid-
lomicin), S. lasaliensis (laszalocid), S. ribosi-
dificus (lonomicin), S. cacaoi var. asoensis
(lisocellin), S. cinnamonensis (monensin}, S.
sureofaciens (naraszin), S. gallinarium (RP-
~30 504), S. longwoodensis (lisocellin), S. fla-
veolus (CP-38 936), S. mutabilis (S-11 743 a),
és S. violaceoniger (nigericin).

A Streptomycetes gazdasejtek fentebb
leirt reprezentativ példdin kivil a jelen vek-
torok alakalmazhatdk és transzformalhatdk E.
coliban is. igy & jelen talédlmény szerinti
vektorok széles kért alkalmazést nyerhetnek,
és organizmusok széles vélasztékébol gazda-
sejteket képesek transzformélni, és azokban
hasznos tevékenységet végezni.

Bar a jelen talalmény minden Kkiviteli
moédja alkalmazhatd, a jelen rekombindns DNS
klénozé vektorbdl és transzformansokbol né-
héany elényos. Elényos plazmidok a kdvetke-
z6k: pHJL2200, pHJL2202, pHJL201, pHJL210

5.
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és pHJLZ211; és elényds transzforménsok:
Streptomyces griseofuscus (pHJL2200, S. gri-
seofuscus) pHJL2202, S. lividans {(pHJL201, S.
lividans) pHJL210, S. lividans (pHJL211, S.
griseofuscus) pHJL210, S. griseofuscus
(pHJL210, S. griseofuscus) pHJL211, S. fra-
diae (pHJL201, S. fradiae) pHJL210, S. fra-
diae (pHJL211, E. coli K 12 C600Rk-Mk-)
pHJL201, E. coli K 12 C600Rk-Mx-(pHJL210,
és E. coli K 12 C600Rx-Mi«-)pHJL211, Ebbél
az eldnyds csoportbdl a legeldnyosebbek a
pHJIL201, pHJL210 és pHJL211 plazmidok és a
S. griseofuscus (pHJL201, S. griseofuscus)
pHJL 210, S. griseofuscus (pHJL211, E. coli K
12 C600Rx-Mx-) pHJL201, E. coli K 12
C600Rk-Mx~(pHJL210 és E. coli K 12 C600Rxk~
Mx-)pHJL211 transzforménsok.

A Jjelen taldlmény szerinti vektorok ma-
gukban foglalnak replikdciés kiindulast,
amely mGkoédéképes E. coliban és Streptomy-
cetesben egyarant és ezéltal nagy rugalmas-
sdgot enged meg a gazdaszervezet kivélasz-
tdsdban. Kovetkezpésképpen a klonozott DNS
szekvencidkat &t lehet vinni E. coli-ba 0j
plazmidok képzésére, fizikai analizisre és a
restrikcids helyek feltérképezésére, majd
vissza lehet vinni Streptomycetesbe miikodési
elemzésre és a tdrzs feljavitdsara. Ez kulo-
nbésen eldnyds, mivel a plazmidok sokszoroza-
sat és manipuldldsdt gyorsabban és kényel-
mesebben lehet elvégezni E. coliban, mint
Streptomycetesben. igy pl. a jelen vektoro-
kat hagyoményosan lehet sokszorozni E. coli
K 12-ben spektinomicinnel vagy kléramfeni-
kollal vald névesztéssel. Ez nem lehetséges a
Streptomycetes gazdaszervezet-rendszerben.
Ezen tul, mivel minden plazmid vektor tartal-
maz rezisztencia markereket, amelyek kifeje~
z8dnek E. coli K 12-ben, rekombindnsokat
konnyen ki lehet vélasztani., Ennél fogva
nagy mennyiségl plazmid DNS-t lehet izolalni
kényelmesen és rovidebb idé alatt, mint
amennyl szlikséges lenne hasonld miiveletek-
hez Streptomyceteshez.

A Jjelen taldlmédny szerinti rekombindns
DNS klonozé vektorok és transzformansok
széles korl alkalmazdst nyerhetnek és segit-
hetnek kielégiteni az igényt megfeleld klono-
z6 hordozdkra Streptomycetesben és rokon
organizmusokban vald felhasznalashoz., Ezen
fell a Jjelen vektoroknak az a képessége,
hogy antibiotikumokra wvald rezisztencidt ad-
nak &t, szintén mikodési segitséget nyujt a
transzforménsok kivélasztdsahoz. Ez fontos
az olyan sejtek meghatarozdsdhoz és kiva-
lasztdsdhoz vald gyakorlati sziikségszerlség
miatt, amely sejtek befogadjék a vektor DNS-
-t. Tovabbi DNS szegmensek, amelyek jelen-
létében hidnyzanak a miikédési vizsgélatok,
szintén beiktathaték a jelen vektorokba és
ez utédn a nem-kivdlaszthaté DNS-t tartalmazé
transzforménsok is izolélhatdk a megfeleld
antibiotikum-szelekciéval. Ilyen nem-kiva-
laszthatd DNS szegmensek beiktathaték bar-
milyen helyre, kivéve a plazmid mikédésé~
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hez, fenntartdséhoz és replikdcidjdhoz szak-
séges terileteken belul, beleértve (de nem
korldtozva ezekre) azokat a géneket, amelyek
megszabjak az antibiotikum-mdédositd enzime-
ket, az antibiotikum-rezisztencidt és az anti-
biotikum-szintézist, valamint a szabéalyozd
gének osszes tipusat,

Még részletesebben, egy olyan nem-ki-
vélaszthatd DNS szegmens, amely egy gént
tartalmaz, iktathaté be egy plazmidba, pl. a
bemutatott pHJL210 plazmidba, az egyedi
BamHI restrikciés helynél. Egy ilyen beikta-
tas inaktivalja a neomicin rezisztencia génjét
és Igy lehetdvé teszi a rekombinédns plazmi-
dot tartalmazé transzforménsok koénnyl azo-
nositdsét. Ezt el lehet végezni elbszdr a tio-
sztrepton-rezisztens transzforménsok kivé-
lasztAsédval, majd az olyan tiosztrepton-re-
zisztens transzforménsok azonositaséval,
amelyek neomicinre nem rezisztensek., Hasonld
médon egy szoban forgd DNS szegmens beik-
tatisa pl. az egyedi Clal restrikcios helynél
inaktivélja a tiosztrepton rezisztencia gént.
igy azok a transzformansok, amelyek ezt a
rekombindns plazmidot hordozzék, szintén
konnyen azonosithatok el6szé6r neomicin-re-
zisztencidra kivalasztva, majd azonositva
azockat a neomicin-rezisztens transzforménso-
kat, amelyek nem rezisztensek tiosztreptonra.
Ennél fogva a képesség az antibiotikum-re-
zisztencia kivélasztdsdra Streptomycesben és
rokon sejtekben lehetdvé teszi a kuléndsen
ritka olyan sejtek hatédsos izoldldsat, amelyek
a szoban forgd nem-kivélaszthaté DNS-t tar-
talmazzak.

A fentebb itt leirt, antibiotikum-rezisz~
tericidhoz valé mukodési vizsgédlatot alkalmaz-~
ni lehet azoknak a DNS szegmenseknek a lo~
kalizdlasdhoz, amelyek az antibiotikum rezisz-~
tencia gének szabdlyozdjaként, vagy bioszin~
tézis elemeként és kézvetlen Kkifejezdjeként
mikodnek. Az ilyen szegmensek, beleértve
(de nem csak ezekre korlatozva) a promoto~
rokat, gyengitdket (attenudtorokat), represz-
szorokat, induktorokat, riboszomélis koétdhe-
lyeket és hasonlokat, alkalmazhatok a Strep-
tomycetes és rokon organizmusok sejtjeiben
levd més gének kifejezbdésének szabdlyozé-
s&hoz.

A jelen taldlmany szerinti antibiotikum-
-rezisztencia é&tadé vektorok alkalmazhatdk
annak biztositdsdra, hogy a Lkapcsolt DNS
szegmensek stabilan meg legyenek tartva a
gazdasejtekben tdbb generacién keresztil.
Ezeket a géneket vagy DNS fragmenseket,
amelyek kovalensen kotdttek egy antibioti-
kum rezisztencia &tadé fragmenshez és vagy
Streptomycetesben vagy E. coliban szaporod-
nak, Ugy tartjédk fenn, hogy a transzformén-
sokat olyan antibiotikum-szintnek tesszik ki,
amely toxikus a nem transzforméalt sejtekre.
Ernél fogva azok a transzforménsok, amelyek
elvesztik a vektort és kovetkezésképpen
mindenféle kovalensen kotdott DNS-t, nem
tudnak néni és kikuszobblédnek a tenyészet-
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bdl. igy a jelen taldlmdny szerinti vektorok
stabilizdlhatjdk és fenntarthatjak bérmelyik
széban forgd DNS szekvencidt, hacsak a klo-
nozott DNS vagy egy kifejezett termék nem
haldlos & gazdasejtre.

A jelen taldlmdny szerinti klonozd vek-
torok és transzformansok a gének klonozésa-
hoz szolgédlnak, hogy nbéveljék a kilonbozd
termékek kitermelését, amelyek a Streptomy-
cetesben &g rokon sejtekben jelenleg terme-
18dnek. Az ilyen termékekre példak (bar nem
korlétozédnak csak ezekre) pl. a kovetkezdk:
sztreptomicin, tilozin, cefalosporinok, akta-
planin, avoparcin, narasin, monenzin, aprami-
cin, tobramicin, eritromicin, tetraciklin, klo-
ramfenikol, vankomicin, teikomicin, és hason-
16k, A jelen taldlmény kivéalaszthatd vektoro-
kat is nyujt, amelyek alkalmazhatok DNS
szekvencidk klénozéséra, jellemzésére és uUjra
helyreédllitdsdra, olyan DNS szekvenciakeé,
amelyek kereskedelmileg fontos fehérjéket
kédolnak, mint pl. human inzulin, human
proinzulin, glukagon, interferon, humin né-
vekedési hormon, madar ndvekedési hormon,
szarvasmarha ndvekedési hormon, sertés no-
vekedési hormon, interleukin I. interleukin
II, és hasonldk; enzimes funkcidkat kédolnak
metabolikus utakon, amelyek kereskedelmileg
fontos folyamatokhoz és vegyiletekhez ve-
zetnek; vagy szabalyozd elemeket koédolnak,
amelyek javitjadk a gén-kifejezbdést. Ezek a
kivant DNS szekvencidk magukban foglaljék
(de nem korlétozédnak csak ezekre) azokat a
DNS-eket, amelyek olyan enzimeket kdédolnak,
amelyek katalizadljadk a leszdrmaztatott anti-
biotikumok szintézisét, pl. a sztreptomicin,
cefalosporin, tilozin, aktaplanin, avoparcin,
narasin, monenzin, apramicin, tobramicin, tet-
raciklin, kléramfenikol, eritromicin, teiko-
micin, és vankomicin szédrmazékok szintézisét,
vagy olyan enzimeket, amelyek koézvetitik és
ndvelik az antibiotikumok vagy wmés termékek
bioprodukcidjat.

A fentebb emlitett DNS szegmenések be-
iktatési, stabilizdldsi és Athelyezddési képes-
sége Streptomycetesbe és E. coliba lehetdvé
teszi a kénnyld rekombindns genetikai mani-
puléciét a Streptomycetes altal termelt anti-
biotikumok kitermelésének és hozzaférhetdsé-
gének noéveléséhez. Ezen kivil mivel a
pJL192 plazmid replikaciot tartalmazd frag-
mensének mintegy 2,5 kb-s Kpnl kiindulésa
nagy képiaszdmu plazmidot allit eld, ¢saknem
minden olyan DNS szekvencidt, amely gyen-
gén van 4tirva vagy Aatforditva, kénnyen
klénozni lehet a jelen vektorokba és athe-
lyezni a Streptomycetes és az E. coli kdzbtt.

Az Escherichia coli K 12 C600Rk~Mk-/
/pJL192 (NRLL B-15040) tdrzset szamtalan
médon lehet tenyészteni, a szémos kulénbozd
tapkdzeg barmelyikét alkalmazva. A tapké~
zegben elénybds szénhidrat forrésok lehetnek
pl. a glikdéz és a glicerin, és a nitrogén-for-
résok lehetnek pl. az amménium-sék, amino-
sav-keverékek, és peptonok. Tapkodzegként
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s2z0lgald szervetlen sdkat szintén épitunk be,
amelyek a szokédsos olyan sék lehetnek, ame-
lyek képesek magnézium, natrium, kélium,
ammoénium, kalcium, foszfat, klorid, szulfat és
hasonlé ionokat termelni. Amint ez més mik-
roorganizmusok ndévekedéséhez és Kkifejlddé-
s¢hez is sziukséges, esszencidlis nyomeleme-
ket szintén kell adni. Az ilyen nyomelemek
altaldban a més tépkodzeg-alkotdrészek adésad-
nél véletlenszerlien eldéforduld tisztatalansa-
gok szolgéltatjdk.

Az E. coli K 12 C600Rx-Mx-/pJL192-t
aerocb tenyésztési korilmények kozott lehet
néveszteni viszonylag széles pH-tartomdny-
ban, pH 6,5-7,5 kozott, kKb, 25° és 42 °C ko-
z6tti hémérsékleten. A legnagyobb mennyisé-
gd pJL192 plazmid eldédllitdshoz azonban ki~
vanatos, hogy a tenyésztd tapkézegnél kb.
pH 7,2-vel induljunk, és a tenyészet hémér-
sékletét 37 °C homérsékleten tartsuk fenn.
Az E. coli sejteket a fentebb emltett kérul-
mények kozdtt tenyésztve a sejtek taroldhe-
lye j6n létre, amelyekbdl a pJL192 plazmid a
szakterlleten ismert technikédkkal izoldlhato.

Azt abrak rovid leirdsa a kovetkezd:

Az 1, dbra a pJL192 plazmid restrikcids
hely térképét mutatja be.

A 2. dbra a pHJL2200 és pHJL2201 plaz-
midok restrikciés hely- és mGkodési térképe.

A 3. 4dbra a pHJL2202 és pHJL2203 plaz-
midok restrikciés hely- és miikoédési térképe.

A 4. dbra a pHJL201 plazmid restrikcios
hely- és mikodési térképe.

Az 5. dbra a pHJL200, pHJL202, pHJL203,
pHJIL204 és pHJL205 plazmidok restrekcids
hely- és mikodési térképe.

A 6. &bra a pHJL210 és pHJL211 plazmi-
dok restrikciés hely- és mbOkddési térképe.

A most koévetkezd példédk tovabb illuszt-
raljék és részletezik az itt kézélt taldlményt.
A talalmény megalkotasdhoz szitkséges ma-
gyardzatokat és aktualis folyamatokat is leir-
juk, ahol szikséges.

1. példa

Az E. coli K 12 C600Rx-Mx~/pJL192 te-
nyésztése és a pJL 192 plazmid igoldldsa

E. coli K 12 C600Rx-Mx-/pJL192 (NRRL
B-15 040) egyedi baktérium-telepet inokulé-
lunk LB tipkézegbe, amely 1 liter vizes ol-
datban 10 g Bacto triptont, 5 g Bacto élesz-
tokivonatot, és 10 g NaCl-t tartalmaz (pH 7,5)
25 ug/ml ampicillinnel egytt, a hagyoményos
mikrobioldgiai eljArasok szerint. A tenyésze-
tet 37 °C hémérsékleten 1 éjszakdn &t inku-
béljuk., A kévetkezd reggelen 500 ml M9 tap-
kozeget [Miller és munkatdrsai: Experiments
in Molecular Genetics (Kisérletek a molekuléd-
ris genetikéban), Cold Spring Harbor Labo-
ratories, Cold Spring Harbor, New York,
1979], 1 mmdl/liter MgSOs-el, 0,2% glukozzal,
0,3-0,4% CAA-val (casamino acid, részben
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hidrolizdlt tejfehérje, Difco), 2 wg/ml Br vi-
taminnal (tiamin-HCl, Sigma) és adalékokkal
kiegészitve, inokulalunk 5 ml éjszakén 4t
ndtt tenyészettel, A tenyészetet élénk réaza-
tds mellett inkubaljuk 37 oC homérsékleten
egy &jszakén 4t, és a kévetkezd reggelen az
éjszaka nbtt tenyészet mintait inokuldljuk
1/10 és 1/50 kozti higitasokban a kiegészi~
tett M9 tapkozegbe és inkubAljuk élénk ra-
zatds kdozben 37 °C homérsékleten 2,5-3 orén
at. A tenyészet turbiditasa kék szirdvel
mérve 300-400 Klett-egység. Kléramfenikolt
(150-175 ug/ml) adunk a tenyészethez és az
inkubalast élénk rézatds mellett folytatjuk
egy éjszakén at.

A baktériumsejteket centrifugalassal
nyerjuk ki 7500 fordulat/percnél 5 percen at
4 o¢ hdmérsékleten, majd kétszer mossuk
200 ml SV-vel (0,15 mol/liter NaCl, 0,1 moél/-
/liter EDTA-nétriumsé, pH 8,0). A szemcséket
10 ml/g nedves suly TS oldatban ujra szusz-—
pendaljuk (25% szacharoz, 50 mmol/liter Tris,
pH 8) és jégbe helyezziik. Ehhez a szusz=
penzichoz 2 ml/g nedves suly lizozim~ocldatot
adunk (5 mg/ml 50 mmol/literes Tris-HCl-ben,
pH 7,8) és hagyjuk a jégben lehtlni 5 per-
cen At. Ezutdn 4 ml/g nedves suly 0,25 mél/
/liter EDTA-t (pH 8,0) adunk hozzé és tovab-
bi 5 percen At hltjuk. 16 ml/g nedves suly
liz4ld oldat hozzéadésa utan (0,4% dezoxiko-
1at, 1% Brij 58, 50 mmol/liter Tris és
0,0625 mol/liter EDTA, pH 8) a keveréket
a7 oC hoémérsékleten 15-30 percen &t inku~
baljuk. A DNS-t centrifugélassal kinyerjuk
Sorvall §S34 rotorban 21 000 fordulat/perc~
nél 16-30 percen at 4 °C hoémersékleten. A
felultiszét megdrizzuk és 0,1 térfogat 3 mol/
Jliteres NaOAc oldatot &és 0,64 térfogat izo-
propanolt adunk & feluliszéhoz. A DNS-t
10 000 fordulat/perccel 10 percen &t 4 °C
hémérsékleten centrifugsaljuk, majd ezutén a
szemcséket ujra szuszpendaljuk 0,1 térfogat
TE-ben (10 mmél/liter  Tris, 1 mmol/liter
EDTA, pH 8). A plazmid DNS-t centrifugdlas—~
sal tisztitjuk, propidium dijodidot tartalmazé
céziumklorid aliriség-gradiensekben ki~
egyensulyozva ismert technikék szerint.

2. példa

A Streptomycetesben mikédd pHIL2200,
pHJIL2201, pHJL2202 és pHJL2203 plazmi-
dok megalkotdsa
A. A pJL192 plazmid emésztése és a repli-
kécidt tartalmazo restrikciés fragmens
mintegy 2,5 kb-s kiinduldsénak izolédlasa

Mintegy 20 ul (20 pg) pJL192 plazmid
DNS-t, 5 ul BSA-t {(szarvasmarha szérum al-
bumin, 1 mg/ml), 19 ul vizet, 1 ul (8 egy-
gég/ml) Kpnl restrikcits enzimet® és 5 ul re-
akciokeveréket™ inkub&lunk 37 °C  hémér-

_sékleten 2 orén at, majd az inkubéalést 70 °C
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Thoémérsékleten 10 percen At tarténd melegi-
téssel fejezzuk be. A DNS-t 0,1 térfogat
3 mol/literes NaOAc oldattal (pH 8), majd két
térfogat 100%-os etanollal csapjuk ki, A ki-
csapast végezhetjuk vagy -20 °C homérsék-
leten egy éjszakan é&t, vagy -70 °C hbmér-
sékleten (széraz jégen) legalabb 15 percen
at. A DNS csapadékot egysger hideg 70%X-os ’
etanollal mossuk, majd megszéritjuk és ujra
szuszpendaljuk 50 ml TE-ben (10 mmol/liter
Tris, 1 mmol/liter EDTA, pH 8,0). Az igy 16t~
rejott DNS-t elektroforézisnek vetjuk ald
vizszintes agardz gélben egyszeres TBE puf-
ferban (89 mmol/liter  Tris-HCl, pH 8,3,
89 mmol/liter borsav, 2,5 mmol/litert EDTA)
lényegileg &sszhangban Maniatis és munka-
tirsainak kitanitéséval [Molecular Cloning
(Molekularis klonozas), Cold Spring Harbor
Laboratories, Cold Spring Harbor, New York,
19821,

v

» A restrikcios enzimek és az utmutatésok
a kovetkezd forrésokbol szerezhetdk be:

New England Bio Labs., Inc., 32 Tozer
Road Beverly, Massachussets 01915, Amerikai
Egyesilt Allamok.

Boehringer-Mannheim Biochemicals, 7941
Castleway Drive P. 0. Box 50816, Indiana-
polis, Indiana 46250, Amerikai Egyesult Alla-
mokK.

Dethesda Research Laboratories Inc.
8717 Grovemont Circle, P. 0. Box 571,
Gaithersbury Maryland 20760, Amerikai Egye-
sult Allamok.

hi A Kpnl restrikcios enzimhez gzolgélo re-

akciokeveréeket a kovetkezd osszedllitéasban
készitjuk el:

60 mmol/liter NaCl

67 mmol/liter Tris-HClL, pH 7,6

6) mmol/liter MgCl2

6) mmol/liter 2-merkapto-etanol

Az elktlonitett fragmenseket lokalizéljuk
a gélben etidium-bromiddal _torténd festéssel
és a fuorencens csikok lathatdva tételével
ultraibolya fénnyel. A kivédnt mintegy 2,5 kb-
-5 csikkal hatarosan egy szeletet készitink
és DEAE celluloz (Whatman DE-81) papirt he-
lyezink el a hasitékban. A DNS-t addig vet~
juk al& elektroforézisnek, amig a DNS telje-
sen ré nem kotédott a papirra. Az eltdvolitas
utén a papirt 100 mmodl/liter KCl-bdl és
10 mmol/liter Tris-HCl-bdl (pH 8) 4l6 oldat-
ban egyszer mossuk, és 5 ml elucios puffer—
ben (1 mél/liter NaCl és 10 mmol/liter Tris-
-HCl, pA 8) diszpergaljuk élénk keverés mel-
lett. A papirt szlréssel eltavolitjuk sziliko-
nozott Pyrex-uvegszdveten 4t éa8 a8 DNS-t
vagy kdzvetlenil kicsapjuk 2 térfogat eta-
nollal, vagy higitjuk 1 térfogat vizzel, és ezt
kovetden végezzik el az etanolos kicsapést.
A kicsapés barmelyik médszerét szdraz jégen
&t lehet végrehajtani egy drén At, vagy egy
més modszer szerint -20 °C hémérsékleten

9
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egy éjszakdn 4t. A kicsapast kovetben a
fragmenseket ujra feloldjuk 100-500 ml TE
pufferban az ezt kovetd osszekapcsolashoz
(ligéléshoz).

B. A pLR2 plazmid emésztése és tiosztrep-
ton-rezisztencia  dtadé fragmensének
izoldldsa

Mintegy 20 g pLR2 plazmid (amelyek
megalkotdsdt a 4 416 994 lajstromszémi ame-
rikai egyesilt éllamokbeli szabadalmi leiras
tarja fel, és amely ide referenciaként van
beépitve) DNS-t emésztiink BamI* restrikcids
enzimmel, amely négy helyen hasitja el a
plazmidot. A Baml-vel képzett végeket be-
toltjuk Klenow polimerdz JI-el, amint ezt
Maniatis és munkatédrsai leirtdk (1982), Eze-
ket a tompa véglh fragmenseket ezutén egye-

sitjuk Xpn 1 kapcsolokkal [amelyek a
pCGGTACCG szekvencia onmagaval komple-
menter oligonukleotidjébdl 4ll, és amely a

Collaborative Research, Inc.-nél kaphatd (128
Spring Street, Lexington, Massachussets
02173, Amerikai Egyesilt Allamok)], Kpn I
hasitési helyet szolgéltatva a pJL192 plazmid
replikdciét tartalmazé fragmensének mintegy
2,5 kb-s Kpn I kiinduldsdhoz vald ligaldsé-
hoz. A pLR2-bél nyert DNS fragmens 20 ug-

-jat 10 egység T4 DNS ligazzal™ kezeljuk
200 pikomdl PpCGGTACCG 5'-foszforilezett
szintetikus oligonukleotid jelenlétében és

20 ul T4 DNS ligdz pufferban (20 mmol/liter
Tris, pH 7,6 0,5 mmoél/liter ATP, 10 mmodl/liter
MgClz, 5 mmdl/liter ditiotreitol) 20-22 °C hé-
mérsékleten egy éjszakan at. Az oldatot az~
utdn 10 percen At melegitjuk 70 °C hémér-
sékleten a ligdlds megallitdsdra. A kapcsolo-
kat Kpn 1 emésztéssel elhasitjuk és a frag-
menseket, most Kpn 1 végekkel, elkilénitjak
1%-o8 AGE-val (agardz-gél elektroforézis). A
mintegy 1,6 kb-s fragmenseket izoldljuk a
géIr8l eldszdbr megfestve etidium bromiddal,

majd & fragmenseket ultraibolya fénnyel lo-
kalizdlva és papiron eludlva, amint ezt a 2 A
példdban koradbban leirtuk.

* A BamHI restrikciés enzimhez valé reak-
cidkeveréket a kovetkezd Osszeallitasban ké-
szitjiok el ’

1,5 mdl/liter NaCl

60 mmodl/liter Tris-HCl, pH 7,9

60 mmol/liter MgClz

- A T4 DNS ligdzt a kovetkezd forrésokbdl
szerezhetjuk be:

New England Bio Labs., Inc., 32 Tozer
Road Beverly, Massachussets 01915, Amerikai
Egyestlt Allamok.

Bethesda Research Laboratories. P.0.Box
577 Gaithersburg, Maryland 20760, Amerikai
Egyesult Allamok.

Boehringer-Mannheim Biochemicals, 7941
Castleway Drive, P.0.Box 50816, Indianapolis,
Indiana 46250, Amerikai Egyestlt Allamok.
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C. Ligélds a pHJIL2200 és pHJL2201 plazmi-
dok képzésére

Mintegy 20 ul, pJL192 plazmid DNS mint-
egy 2,5 kb-s Kpn 1 fragmenst, 20 ul, pLR2
plazmid DNS mintegy 1,6 kb-s BamHI frag-
menst (2 B példa), 10 ul 5-s26rdés kindz/ligéz
puffert (4 B példa), és 1 pl T4 DNS ligézt
inkubdlunk 16 °C h&émérsékleten 4 o6rdn 4t. A
ligdlds termékét azutdn koézvetlenill hasznél-
juk a Streptomycetes transzformécidjaban. A
pHJL2200 és pHJL2201 plazmidok restrikciés
hely- és mikodési térképét a mellékelt dbrék
kézil a 2. 4bra mutatja be.

D. A pHJL 2200 plazmid részleges Bcl I
emésztése

A kivant emésztést lényegileg a 2 A
peéldaban taldlhatd kitanitdssal o6sszhangban
végezzik el, kivéve, hogy pHJL 2200 plazmi-
dot, Bcl 1 restrikcidés enzimet és reakcioke-
veréket* hasznalunk a pJL192 plazmid, Kpn I
restrikcios enzim és reakcidkeverék helyett.
Ezen kivul a reakciét 50 °C hdémérsékleten
hajtjuk végre, és a leéllitdst kétszeres feno-
los extrakcidval, hdromszoros éteres extrak-
cioval, és etanolos kicsapassal végezzik,
majd a csapadékot vizben ujra szuszpendal-
juk az ezt kévetd AGE kezeléshez.

b A Bcl I-hez vald reakcidkeveréket a ko-
vetkezd Osszeéllitds szerint készitjiuk ek
750 mmoél/liter KCl,
60 mmol/liter Tris-HCl,
hémérsékleten,
100 mmol/liter MgClz
10 mmdl/liter ditiotreitol

pH 74 25 ¢°C

E. A pLR4 plazmid emésztése és mintegy
3,4 kb-s BamHI fragmensének izoldlisa

A kivént emésztést lényegében a 2 A
példaban taladlhatd Kkitanitéssal 6&sszhangban
végezzik el azzal a kivétellel, hogy pLR4
plazmidot (amelynek megalkotdsét a 4 416 994
lajstromszéamu amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalmi leirds tarja fel, és amely ide re-
ferenciaként van beépitve) és BamHI restrik~
ciés enzimet alkalmazunk pJL192 plazmid és
Kpn 1 restrikcidés enzim helyett.

F. Ligdlés a pHJL2202 és pHJL2203 képgé-
sére

A kivant ligdlast lényegileg a 2 C pél-
déban taldlhaté kitanitds szerint hajtjuk
végre. Négy orienticidju rekombinins plazmi-
dokat a kivant fenotipussal lehet elSéllitani,
mivel a mintegy 3,4 kb-s BamHI neomicin re-
zisztencia Atadé fragmenst barmilyen irény-
ban lehet orientalni a két BamHI hely egyi-
kénél a pHJL2200 plazmidban. A pHJL2202 és
pHJIL2203 plazmidok restrikcios hely- és mi-
kodési térképét a 3. dbra mutatja be a mel-
lékelt rajzok kozul.

-9-
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3. példa
A Streptomyces griseofuscus (pHJL2200

és S griseofuscus) pHJIL2202 megalkotd-
sa

Tenyészetek noévesztése
elédllitdsdhoz

protoplasztok

Hagyoményos mddon vegetativ inokulu-
mot &llitunk eld S. Griseofuscus ndvesztésé-
vel, amely torzs el van helyezve az American
Type Culture Collection (ATCC) &llandé térzs-
tenyészet-gyljteményében (Rockville, Mary-
land 20852), amelynek részét képezi, és
ahonnan rendelkezésre &ll a kozdnség részé-
re ATCC 23 916 letéti szdmon. A ndvesztést
stllyesztett korulmények kézétt végezziuk 20
orén 4t 30 °C hémérsékleten TSB-ben*, amely
0,4% glicinnel van kiegészitve. A S. griseo-
fuscus protoplaszt-képzése iddét rablé miive-
let, amelyet A&ltaldban a kovetkezdk szerint
hajtunk végre. Leoltunk csikokban S. gri-
seofuscust egy YMX agart tartalmazd lemezre
{0,3%X élesztdkivonat, 0,2% glukdz és 2% agar).
Mintegy 48 6ra mulva egy egyedi baktérium-
~telepet inokulélunk 10 ml TSB-be*; homoge-
nizdlunk, majd inkubdlunk 30 oC hdémérsékle-
ten egy éjszakdn é&t. Ezutédn 4 ml egy éjsza-
kén at nbtt tenyészetet homogenizilunk, és
hozzdadunk 100 ml 0,4% glicinnel kiegészitett
TSB-t, és egy éjszakédn at inkubaljuk 30 °C
homérsékleten. A kovetkezd délutdnon ezt a
miveletet megismételjuk, friss, egy éjszakan
&t nétt tenyészetet alkalmazva. A kévetkezd
reggelen hozzédadunk 50 ml 50%-os (térf./-
/tért.) glicerint a tenyészethez, és 15 ml
mintat lefagyasztunk -20 °C hémérsékleten. A
fagyasztott sejteket hat hénapon at taroljuk,
és ezt hasznaljuk a transzformécichoz. A fa-
gyasztott sejteket felengedtetjok a csévet
szobahdmérsékleten egy vizes f6z8pohérba
helyezve. A sejteket asztali centrifugéval ki-
nyerjik és haromszor mossuk 10 ml 10,3%-os
szachardzzal, A sejt-szemcséket Ujra szusz-
penddljuk 10 ml P tadpkdzeggel [Hopwood és
Wright: J. Molecular and General Genetics,
162, 307 (1978)], amely lizozimmal (1 mg/ml)
van kiegészitve, és 30 °C homérsékleten két
érén 4t inkubdljuk. A protoplasztokat szem-
ceékké centrifugéljuk, és a szemcséket hé-
romszor mossuk 10 ml P tipkézegben olyan
médon, hogy vortex—-keverdvel felkeverjuk,
és a szemcséket az oldatba pipettédzzuk min-
den egyes moséasndl. A végsd szemcséket
2 ml P tédpkozegben uUjra szuszpendaljuk az
ezt kovetd transzformécidhoz.

* A TSB-t (Triptikdz szdja tapleves) a
Difco Laboratories-tdl nyerjiuk (Detroit,
Michigan), vagy a Baltimore Biological Labo-
ratories-tbl {P.0.Box 243, Cockeysville,
Maryland, 21 031).
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B.  Transzformélds

Mintegy 10 ul plazmid DNS-t ligéld puf-
ferban és mintegy 150 ul S. griseofuscus
protoplasztot keverunk enyhén egy kémcsd-
ben. Ehhez a keverékhez hozzdadunk mint-
egy 101 ul 50%-os PEG 1000-t (polietilén-gli-
kol, Sigma) P tdpkb6zegben, a keverékhez pi-
pettdzva. 1-2 perc vérakozds utédn P tapko-
zeget adunk hozzé, 1 ml-re egészitve ki a
keveréket. A transzformélt sejteket R2 tap-
kdzegre helyezzik és egy éjszakén &t inku-~
béljuk 30 °C hémérsékleten, A regeneralddéd
protoplasztokra rarétegeziink 3 ml R2 réréte-
gezd kozeget, amely 400 ug/ml tiosztreptont
tartalmaz, és 30 °C hémérsékleten inkubédljuk
legalabb 4 napon é&t. Az igy létrejott S. gri-
secfuscus/pHJIL2200 tiosztrepton-rezisztens
telepeket ismert moédszerek szerint izoldlhat-
juk, majd tenyésztjuk és hagyoményos mé—
dor. azonositjuk a 3 C példdban taldlhatd ki-
tanitéssal 6sszhangban., A transzforméns te-
nyészeteket alkalmazhatjuk ez utén az ezt
koveté plazmid DNS termeléshez és izoldlds-
hoz.

A S. griseofuscus/pHJL2202 transzfor-
ménsokat tiosztrepton- és neomicin rezisz-
tencidra Ugy vélaszthatjuk ki, hogy a rege-
nerald protoplasztokra 50 ug/m! neomicinnel
és 400 ug/ml tiosztreptonnal kiegészitett R2
rarétegezd kdzeget rétegezink. Az igy létre-
jott S. griseofuscus/pHJL2202 tiosztrepton-
és neomicin rezisztens telepeket ismert moéd-
szerek szerint izoladljuk, majd azonositjuk a
3 C példaban taldlhatd kitanitdssal dsszhang-
ban.

A S. griseofuscus transzforménsok elem-
zése

C.

Az igy létrejott transzforménsokat YMX
agaron tenyésztjuk (0,3% élesztbkivonat, 0,3%
malétakivonat, 0,2% glukdz és 2% agar), amely
tiosztreptonnal van kiegészitve (40 ug/ml),
olyan médon, hogy egyedi telepeket nyer-
junk. EBEzeket a telepeket hasznéljuk 10 ml-
~-es, 40 ug/ml tiosztreptonnal kiegészitett
TSB tenyészetek inokulédlésdra. A tenyészete—
ket homogenizdljuk és egy éjszakén &t noé~
vesztjuk 30 °C hdémérsékleten rézdgépen.

A tenyészetet homogenizédljuk és hozzé-
adjuk 200 ml olyan TSB tenyészethez, amely
0,4% glicint és 40 ug/ml tiosztreptont is tar-
talmaz, és egy vagy két napig névesztjuk
30 °C hOmérsékleten. A sejteket azutdn Sor-
vall GSA rotorban kinyerjuk 10 000 fordu-
lat/percnél 15 perc alatt. A sejteket ezutén
ujra szuszpendéaljuk 100 ml TE tépkézegben,
amely 25% szachardzt és 5§ mg/ml lizozimot is
tartalmaz. 37 °C hOmérsékleten 1 orén at
végzett inkubalas utén 50 ml 0,25 mdl/liter
EDTA oldatot {(pH 8,0) adunk hozza., 25 ml-es
mintékat viszink at 20%-os (suly/térf.) SDS
(natrium~-dodecilszulfdt) oldatot tartalmazé
Sorvall esbvekbe, és finoman keverjuk szo-

11
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bahdmérsékleten 20-30 percen &t, hogy lizal-
juk a sejteket. Ezutdn 8 ml 5 mol/literes
NaCl oldatot adunk hozzé és enyhén kever-
juk szobahdmérsékleten 30 percen é&t, majd a
sejteket 13/2 Orara jégre helyezzuk. A DNS-t
centrifugéléssal nyerjik ki, Sorvall-rotorban
15 000 fordulat/percnél 20 percen &t A fe-
laluszét Osszegytjtjuk és a DNS-t 0,64 térfo-
gat izopropanollal kicsapjuk és 20 percen at
10 000 fordulat/percnél centrifugéljuk, A fe-
laltszdét elontjok, és a szemcséket levegdn
széritjuk, majd 10 ml TE pufferban uGjra
szuszpendaljuk. Ezt azutdn CsCl gradiens-Kki-
egyensulyozassal lehet tisztitani, az 1. példa-
ban taldlhatd kitanitds szerint.

4. példa

(1) pHJIL200, pHJL201, pHJL202, PHJIL203,
pHJIL204, és pHJL205, valamint (II)} E.
coli K 12 C600Rx-Mik-transzforménsaik
megalkotdsa

1. A plazmidok megalkotdsa

A. A pJL192 plazmid

emésztése

részleges Kpn I

A kovetkezd emésztést hajtjuk végre.
Mintegy 13 ul pJL192 DNS-t (kb. 3,25 ug) {az
1. példéban taldlhaté kitanitds szerint késazit~
ve), 25 ul vizet, 5 ml BSA-t, 5 ul 10-szeres
Kpn 1 restrikcios puffert és 2 Kl Kpn 1 enzi-
met &sszekeverink és 37 °C hdmérsékleten
inkubéalunk. A 15., 30., 60., 90. és 120. perc-
ben 10 pl-es alikvotokat veszink, 40 ul viz=
zel keverjuk ezeket, és 70 °C homérsékleten
melegitjilk 10 percen at. Ez a mivelet az
&sszes létezd reakcidterméket létrehozza, at-
té] a molekulatdl kezdve, amelyet a Kpn I
restrikciés enzim nem hasitott el, egészen
addig, amelyet a Kpn I restrikcids enzim tel-
jesen megemésztett. Ezeket az alikvotokat
1/10 térfogat 3 mol/literes NaCAC oldattal

(pH 8) és 2 térfogat etanollal kicsapatjuk és _

T-70 o¢ hdmérsékleten 1 Orédn At fagyasztjuk.

B. Ligdlds

Az egyes csapadékokat Osszegy(jtjuk,
kétszer mossuk, levegdn szaritjuk, majd
20 ul vizben ujra szuszpendaljuk. Minden
szuszpenzitébdl 6 ul-t kiveszink és olyan ol-
dattal keverjik, amely 20 ul 5-szérds kindz/-
/ligdz puffert*, 40 ul 0,66 mol/literes ATP-t
(pH 7,4), 33 pl vizet és lul T4 DNS ligazt
(Boehringer Mannheim, ~1 egység (ul) tartal-
maz, majd 15 °C hdmérsékleten 72 dran 4t
inkubéljuk, hogy elbésegitsik az dn-koérbezé-
rédést. Inkubalds utén minden szuszpenzid-
bdl 50 ul-t kiveszlnk és a reakciot befejez-
zik, a hémérsékletet 10 percre 70 °C hdmeér-
gékletre emelve. Ezeket a szuszpenzickat a
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fentiek szerint kicsapjuk, és 16 ul vizben

Ujra szuszpendéaljuk.

* Az 5-gz06rds kindz/ligdz pulfert a kdvet-
kezd Osszedllitds szerint készitjuk ek

250 mmol/liter Tris-HCl, pH 7,8

25% glicerin

25 mmol/liter ditiotreitol,

50 mmol/liter MgClz

5. példa

II. E. coli K 12 C600Rx~Mk-/pHJLZ201,

E. coli K 12 C600Rx~Mx-/pHJIL200,
E. coli K 12 C600Rk-Mx~-/pHJIL202,
E. coli K 12 C600Rx-Mx~/pHJIL203,
E. coli K 12 C600Rx-Mx~/pHJL204,
E. coli K 12 C600Rx-Mx~/pHJL205 megal-
kotasa.
A. A megfeleld fagyasztott E. coli K 12
C800Rx~Mx-elbéllitdsa
E. coli K 12 C600Rx-Mx-, egy széles

kérben elterjedt és az ATCC-nél ATCC 33525
letéti szdmon elhelyezett tdrzs friss, egy éj-
szakédn &t nott tenyészetébdl mésod-tenyé-
szetet készitink, 1:10 ardnyban oltva friss
L-tapkézeget [amelynek Osszetételét ismerteti
Miller: Experimenst in Molecular Genetics (Ki-
sérletek a molekularis genetikéban), Cold
Spring Harbor Labs, Cold Spring Harbor,
New York, /1872/] oltva, majd ezt 37 °C hé-
mérsékleten 1 6ran &t ndvesztjuk. Osszesen
660 Klett-egység sejtet nyerunk ki, 2,5 ml
100 mmol/literes NaCl oldattal mossuk, 2,5 ml -
150 mmol/literes CaClz oldatban szuszpendél-

juk, és szobahomérsékleten inkubédljuk 20
percen &t. A sejteket centrifugéldssal Kki-
nyerjuk, 0,5 ml 150 mmdl/liter CaClz -10%

glicerin oldatban Ujra szuszpendéljuk, jég-
ben hutjuk 3-5 percen at, majd fagyasztjuk.
A sejtek szuszpenzidjit folyékony nitrogén-
ben taroljuk felhasznaildsig. A tartdsitds és
taroldas nem befolyasolja kédrosan a kovalen-
sen zart cirkularis DNS-el tdrténd transzfor—
malds megvaldsithatosigat és gyakorisdgét.

B. Transzform&dlds

A megfeleld sejteket jégfirddben felme-
legedtetjitk és 0,1 ml sejt 0,05 ml DNS-hez
aradnyban dsszekeverjok [a DNS: 12,5 ul a 4
B és 6 C példdkban bemutatott mintdbdl és
37,5 ul 0,1-szeres SSC (0,015 mdl/liter NaCl,
90,0015 mol/liter néatrium-citrdt, pH 7)L. A
transzforméld keveréket jégben hitjuk 20
percen &t, hovel sokkoljuk 42 °C hémérsék-
leten 1 percen 4t, majd jégen hatjok 10
percen At. A mintdkat ezutén 0,85 ml L-tdp-
kozeggel higitjuk, 37 °C hbmérsékleten 1,5
érédn at inkubaljuk, 50 ug/ml ampicillint is
tartalmazd L-agarra szélesztjuk és 18 drén
4t inkubaljuk 37 °C hémérsékleten az E. coli

-11-



22 197352 23
K 12 C600Rx~Mx-/pHJL 201, E. coli K 12 gukban foglaljdk a metilezett szekvencidkat.
C600Rx~Mx~/pHJIL200, E. coli K 12 C600Rx— A jelen taldlményban gyakran alkalmazott Bcl
-Me~/pHJL202, E. coli K 12 C600Rk-Mx-/ I restrikcide enzim nem hasitja a Bcl I felis-

/pHJL203, E. coli X 12 C600Rk-Mk-/pHJL204
és E. coli X 12 CB0ORx-Mx-/pHJL205 transz-
forménsokat. Az ampicillin-rezisztens é&s tet-
raciklin~érzékeny telepeket ismert eljArdsok
szerint izoldljuk, tenyésztjuk, és a kovalen-
sen zart cirkuldris DNS tisztitdsédra hasznél-
juk, amelyet azonban hagyoményos médon
azonositunk restrikcids enzimmel és az alkotd
plazmidok AGE elemzésével. Az azonositott
transzformdnsokat hasznéljuk azutan a
PHJIL201, pHJIL200, pHJIL202, pHJL203,
pHJIL204, és pHJL205 plazmidok termelésére
és izoldldsdra az 1. példéban taldlhatd kitani~
tds szerint azzal a kuldnbséggel, hogy a ki-
vént plazmidot tartalmazd térzseket alkalmaz-
zuk az E. coli K 12 C600Rkx-Mx-/pJL192 he-
lyett. A pHJL201 plazmid restrikcios hely- és
mUkddési térképét a mellékelt é&brék kozul a
4, dbra mutatja be. Az 5. ébra mutatja be a
pHJL200, pHJL202, pHJL203, pHJIL204, ¢és
pHJL205 plazmidok restrikcidés hely~ és ml-~
kodési térképét.

6. példa
A pHJIL210 és pHJL211 plazmidok megal-
kotdsa

A. A pHJL201 plszmid részleges BamHI
emésztése

Mintegy 10 a1 (10 ug) pHJIL201 plazmidot
(amelyet az 5. példéaban taldlhatd Kkitanitas
szerint készitink el), 5 ul BSA-t (1 mg/ml),
29 ul vizet, 1 ! BamHI restrikciés enzimet
(vizzel 1:4 arényban higitva) és 5 ul BamHI
reakcidkeveréket inkubalunk 37 °C hémér-
sékleten 15 percen at. A reakciét 70 °C hé-
mérsékleten 10 percen &t torténd melegitéssel
allitjuk le. A plazmid teljes hosszUségld li-
nedris molekuldjdnak megfelelé részleges
emésztési termékeket megtisztitjuk a kisebb,
teljesen emésztett termékektdl AGE-vel, az 1.
példdban taldlhatd kitanitds szerint, A DNS-t
lényegileg a 4. példdban taldlhatd Kitanitas
szerint kicsapjuk. Az igy nyert DNS-csapa-
dékot 20 ul vizben UGjra szuszpendaljuk az
ezt kévetd ligdléshoz.

B. A pLR2 plazmid mintegy 1 kb-s BeclI I
restrikcids fragmensének izoldldsa

A legtdbb E. coli K 12 tdrzs metilez bi-
zonyos gyokoket sajat DNS-ében. igy pl. a
dam gén Aaltal szabalyozott metilaz a jelzett
adenin N6 helyzeténél metilez az ¥GA™TCY
DNS szekvencidban., Errdl a metilezésrfl ki-
mutattdk, hogy megakaddlyoz néhédny (de
nem minden) restrikcids endonukledz éltal
végzett DNS-hasitdst, amely endonukledzok
felismerd szekvencidi tartalmazzdk vagy ma-
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merd szekvencidt, az STGATCA¥-t, ha az
metilezve van. Hogy elkeruljik ezt a problé-
mét, a pLR2 plazmidot &t kell vinni egy E.
coli damr térzsbe, pl. GM48-ba, amely letétbe
van helyezve a Northern Regional Research
Laboratory-nal (NRRL) (Peoria, Illoinis), és
ennek a gyujteménynek 4llandd részét képe-
zi. A torzs a koézbnség rendelkezésére All
NRRL B-15 725 letéti szamon.

A kivant emésztést ez utdn lényegében
a 2 B példéban talalhatd kitanitds szerint
hajtjuk végre azzal a kivétellel, hogy Becl I
restrikciés enzimet alkalmazunk BamHI rest-
rikciés enzim helyett. A mintegy 1 kb-s Bel I
restrikciés fragmenst AGE-vel tisztitjuk az 1.
példéban taldlhaté kitanitds szerint.

C. Ligélds
A kivant ligdldst lényegében a 2 C pél-
déban taldlhatd kitanitdesal osszhangban

hajtjuk végre. Kulonbozé szerkezetl plazmi-
dok képzddhetnek, de a kivant rekombinans
plazmidok azok, amelyek fenotipusosan &atvi-
szik a rezisztencidt neomicinre és tiosztrep~
tonra. Ezen kivil két orientdcidji rekombi-
nans plazmidokat készitink, mivel a mintegy
1 kb-os Bcl I rezisztencia ataddé fragmenst
mindegyik iridnyba lehet orientdlni. A
PHJILZ210 és pHJL211 restrikcidés hely- és mi-
kodési térképet a melléklet dbrak kézil az 5.
abra jeleniti meg.

7. példa

Az E. coli K 12 C600Rx-Mx-/pHJL210 és
7. coli K 12 C600Rk~Mx~/pHJL211 megal-
kotdsa

A2 kivant konstrukcidkat egyenként al-
kotjuk meg, kivélasztjuk és kinyerjuk, &
nyegében az 5. példdban taldlhatd kitanitds-
sal 6sszhangban, azzal a kivétellel, hogy a
pHJL210 és pHJL211 plazmidokat hasznéljuk a
pHJIL200, pHJL201, pHJL202, pHJL203, pHJL204
és pHJL205 helyett.

8. példa

Streptomyces griseofuscus/pHJL201, 8.
griseofuscus/pHJL210 és S. griseofus~
cus/pHJL21]1 megalkotdsa

A kivant konstrukcidokat egyenként al-
kotjuk meg, kivélasztjuk 6s kinyerjuk, 1&-
nyegében a 3. példaban taldlhatd kitanitdssal
dsszhangban azzal a kivétellel, hogy a
pHJIL201 plazmidot és nem a pHJL2200 plazmi-
dot alkalmazzuk, és a kivadlasztdsban fedd-
-agarként megfeleld mennyiségll neomicint
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tartalmazd (hogy a végsd lemezkoncentrécid
2 ul/ml neomicin legyen) agart hasznalunk
tiosztreptont tartalmazé agar helyett. Hason-
16képpen a pHJL210 és pHJL211 megalkotését
egyenként végezzik, kivdlesztjuk és kinyer-
juk lényegében a 3. példdban 1évé kitanitas-
sal 6sszhangban, azzal a kivétellel, hogy a
pHJL210 és pHJL211 plazmidokat alkalmazzuk
a pHJL2202 helyett.

9. példa

A Streptomyces lividans/pHJL210, S. H-
vidans/pHJL210 és S. lividans/pHJL211
megalkotésa

A kivédnt konstrukcidkat egyenként al-
kotjuk meg, kivalasztjuk és kinyerjuk lénye-
gében a 8. példdban taldlhatd kitanitassal
dsszhangban, azzal a kivétellel, hogy S. gri-
seofuscus helyett Streptomyces lividans-t al-
kalmazunk. A S. livadans régi és jol ismert
torzs, amely a koz rendelkezésére all NRRL
B-15 826 letéti szamon, amely a Northern Re-
gional  Research Laboratorynal (Peoria,
Tllinois) van letétbe helyezve, és annak ré-
s2zét képezi. Ezen kivul a S. lividans névesz-
téséhez és protoplasztképzéséhez tartozo
tépkdzeg, a protoplaszt készitése és a
transzformécié olyan, amelyet az Internatio-
nal Publicationban leirtak, a PCT/BG79/00 085
nemzetkdzi szabadalmi bejelentésnél, amely-
nek koézzétételi szdma W0679/01 169, a 2. pél-
déban. Az azonositott transzformansokat al-
kalmaztuk azutdn a pHJL201, pHJIL210 és
pHJL211 plazmidok eldallitaséhoz és izolélasé-
hoz ismert mddszerek szerint, lényegében
ugy, ahogyan ez a 3 C példa kitanitdsadban le
van irva.

10. példa

A Streptomyces fradiae/pHJL201, S. fra-
diae/pHJL210 és S. fradiae/pHJL211
megalkotdsa

A kivant konstrukciokat egyenként al-
kotjuk meg, kivalasztjuk és kinyerjuk, lé-
nyegében a 8. példaban talélhaté kitanitas
szerint azzal a kilénbséggel, hogy Strepto-
myces fradiae-t alkalmazunk S. griseofuscus
helyett. A S. fradiae régi és jol ismert torzs,
amely a koz rendelkezésére &l ATCC 19 609
letéti szédmon, és amely az American Type
Culture Collection-nél (12 301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20 852) van letét-
be helyezve és annak részét képezi. Ezen
kivil a TSB tapkézeget a S. fradiae ndvesz-
téséhez és protoplaszt-képzéshez modositjuk
olyan formén, hogy csak 0,2% glicint tartal-
maz. A S. fradiae nagyon kis gyakoriséggal
transzformédl az endogén restrikcios rendszer
‘miatt, ezért a transzformansok széma DNS
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milligrammonként lényegesen kisebb a
pHJL201, pHJL210 és pHJL2l1-el transzfor-
malt S. fradiae gazdaszervezeteknél, mint a
S. griseofuscus vagy S. lividans gazdaszer-
vezeteknél. A S. fradiae-b6l izoladlt plazmid
DNS azonban nagy gyakorisdgu transzformé-
last ad, amikor ezt visszatranszformdljuk S.
fradiae-ba.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras mérsékleten nagy képiaszému
rekombindns DNS klézozd vektor eldallithséra
azzal jellemezve, hogy a.) a pJL192 plazmid
replikaciot tartalmazo restrikciés fragmensé-
nek egy mintegy 2,5 kb-s Kpn I kiinduldsat
és b.) egy vagy tébb olyan DNS szegmenst,
amely legaldbb egy antibiotikumra ad 4t re-
zisztencidt, amikor érzékeny, restrikcié nél-
kuli gazdasejtre visszuk at, egyesitink.

2. Az 1. igénypont szerinti eljéras
pHJIL2200 és pHJIL2201 plazmidok elééllitdséra
azzal jellemezve, hogy a pHJL192 plazmid
mintegy 2,5 kb-s Kpn I restrikciés fragmen-
sét és a pLR2 plazmid végeinél Kpn I kap-
csoldkkal rendelkezd, mintegy 1,6 kb-s8 BamHI
restrikcids fragmensét ligdljuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras
pHJL2202 és pHJL2203 plazmidok és ezek be-
iktatdsos izomerjeinek elbédllitésédra azzal jel-
lemezve, hogy a pHJL2200 plazmid részleges
Bel 1 emésztésével nyert anyagot és a pLR4
plazmid mintegy 3,4 kb-s BamHIl fragmensét
ligaljuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés a
pHJL200, pHJL201, pHJL202, pHJL203, pHJL204
és pHJIL205 plazmidok elddllitdséra azzal jel-
lemezve, hogy a pJL192 plazmid DNS-t Kpn I
restrikcids enzimmel emésztink, a reakcidke-
verékbdl az emésztés soréan a 15., 30., 60.,
90. és 120, percben alikvotokat veszlink, az
egyes alikvot mintdk DNS fragmenseit ligdz-
zal inkubaljuk az Onkoérbezéras elbsegitésére,
az alikvotok mindegyikének egy mintédjét
baktérium-sejttel inkubdljuk a transzformélas
kivitelezésére, a transzformélt sejteket feno-
tipus alapjan kivélasztjuk, a kivalasztott,
transzformalt sejteket plazmid-méret szerint
osztélyozzuk, és a mintegy 7,2 kb-s, mintegy
9,9 kb-s, mintegy 18 kb-s, mintegy 15,3 kb-
-s, mintegy 10,6 kb-s és mintegy 12,6 kb-s
plazmidokat hagyomédnyos mddon izoldljuk és
azonositjuk, amely plazmidokat pHJL200-nak,
illetve pHJL201-nek, illetve pHJL202-nek, il-
letve pHJL203-nak, illetve pHJLk204-nek, il-
letve pHJL205-nek nevezzuk el.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdréds a
pHJL210 és pHJL211 plazmidok elddllitdsara,
azzal jellemezve, hogy egy E. coli damrtdrzs-
bél izolalt pLR2 plazmid mintegy ! kb-s Bcl I
restrikciés fragmensét és a pHJL201 plazmid
részleges BamHl emésztésével kapott anyagot
ligéljuk.
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6. Eljards mersékleten nagy kopiaszamu
kldnozd vektorral transzformalt restrikcid
nélkili E. coli vagy Streptomyces eldallitédsé-
ra, azzal jellemezve, hogy valamely 1-5.

197352
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10. A 6. vagy 9. igénypont szerinti elja-
rds E. coli gazdasejt elodllitdsara, azzal jelle-
mezve, hogy E. coli térzset transzformélunk.

11, 6-8. vagy 10. igénypontok béarmelyi-

igénypont szerinti rekombinéns DNS kldénozd &5 ke szerinti eljdréds, azzal jellemezve, hogy a
vektorral valamely E. coli vagy Streptomyces pHJIL200, pHJL201, pHJIL202, pHJL203,
térzset transzformélunk. pHJL204, pHJL205, pHJL210, vagy pHJL211
7. A 6. igénypont szerinti eljaréas plazmiddal transzforméalunk.
Streptomyces gazdasejt eldallitdséra, azzal 12. A 6-8. vagy 11. igénypontok barme-
jellemezve, hogy valamely Streptomyces tdér- 10 lyike szerinti eljdrds transzformédlt Strepto-
zget transzformélunk. myces fradiae gazdasejt eldallitdsdra, azzal
8. A 6. vagy 7. igénypont szerinti elja- jellemezve, hogy Streptomyces fradiae tor-
rés, azzal jellemezve, hogy Streptomyces gri- zset. pHJL201, pHJL210 vagy pHJL211 plazmi-
seofuscus, S. lividans vagy 8. fradiae téor- dok valamelyikével transzformélunk,
zset transzformélunk, 15 13. A 6-9. vagy 10. igénypontok bérme-
9. A 6-8. igénypontok barmelyike sze- lyike szerinti eljérés, transzformélt E. coli K
rinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 12 C600Rk-Mk-tdrzs eldéllitdséra, azzal jelle-
pHJL2200, pHJL2201, pHJL2202 vagy pHJL2203 mezve, hogy E. coli K 12 C600Rx-Mk— tdrzset
plazmiddal transzformélunk. pHJIL210 vagy pHJL211 plazmiddal transzfor-
20 malunk.
6 abraoldal

A kiadésért felel a Kozgazdaségi és Jogi Kényvkiadd igazgatdja

90.2044.66-4 Alf6ldi Nyomda Debrecen - Felelés vezetd: Benkd Istvan vezérigazgatd
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 Nemzetkozi osztalyogzds:
C 12 N 15/00

PstI

pJL192
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Nemzetkézioszuﬂyozés

C 12 N 15,00
2 dora
Kpn1
Bar B
Pvul
Sall
Clal
Bel1
Kpn I
pHJL2200
Kpn 1
Bell
Clal
Sall
Pvul
Bell
KenI

pHJL2201
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Nemzetkozi osztalyozas:
Cc 12 N 15/00

3, bom

Kpnl

Ken

Bam HI Pstl '_(_pﬂl
pHJL2202

Bel1 PO

Kpnl

T pstl
am HI Eﬁll

pHJL2203
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Nemzetkozi osztalyozés:
C 12 N 15/00

4  dora

KpnT
KpnI

Sall Kpn I
Bam HI Xba I
Pstl gamHI\ salT

Pst1

pHJL201

18-



197352
Nemzetkozi osztalyozas:
C 12 N 15/00

5.40m

Kpn1
Xbal

pHIL200

Pstl
~T2kb .

Bam H1

pHJL20S
~|2.6kb

" Xbal Kpnl Bam HI
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C 12 N 15/00

Sall pgur sstr| pstr St

Bam HI
pHJL211
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