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KIVONAT
A taldlmany szerinti eljarassal el6allitott, Escherichia A fenti plazmidot az (a), (b) és (c) régié szokdsos moé-
coliban és cianobaktériumokban replikalodni képes in- don végzett 6sszekapcsolasaval allitjak eld.
géz6 vektor plazmid tartalmaz A talalmany targya tovabba eljaras transzformalt
(a) egy Anacystis nidulansb6l szarmazé pBA1 plazmid cianobaktérium-sejt elfallitaséra a fenti ingdz6 vektor
OriA régiot, plazmid alkalmazasaval.

(b) egy tobbszords kldonozorégiot és
(c) egy colicin El plazmid régiot, amely a plazmid

agey

rop régidja altal definialt gén el van tavolitva.
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A leirds terjedelme 10 oldal (ezen beliil 3 lap dbra)
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A taldlmény 1j plazmid, kdzelebbrdl egy mind Esche-
richia coli, mind cianobaktérium-sejtekben replikalédni
képes ingdzé vektor plazmid elSallitasara vonatkozik,
amely egy cianobaktériumbol, az Anacystis nidulansbol
DNS-fragmenst tartalmaz. A talalmany tirgya tovabba
eljaras a fenti plazmiddal transzformalt cianobak-
térium-sejtek elballitasara.

Az Anacystis nidulans cianobaktérium a magasabb
rendli névényekéhez, kiilondsen a vords algakéhoz ha-
sonld fotoszintetikus mechanizmussal rendelkezik, és
képes vizbdl, szén-dioxidbol és egyszerl szervetlen
s6kbol szerves anyagokat bioszintetizalni, ezaltal auto-
tr6f modon szaporodni. Ezenkiviil az A. nidulans egy-
sejtil, agar tadpkozegen telepeket képez, és kiilondsen az
R2 torzs hajlamos a sejtjeibe DNS-t felvenni, ennek
megfelelden mikrobioldgiai és genetikai modszerekkel
transzformathato.

Ujabban az A. nidulans R2 térzsben endogén
plazmidok alkalmazésdval tébb klénozévektort (pél-
daul a pUH24-et és a pUH25-6t) is kifejlesztettek [C.
A. M. J. J. von der Hondel és munkatarsai, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77(3), 1570—1574 (1980); C. J. Kuhle-
meier és munkatarsai, Mol. Gen. Genet. /184, 149-154
(1981); L. A. Sherman és P. van de Putte, J. Bacteriol.
150(1), 410—413 (1982); S. Gendel és munkatarsai, J.
Bacteriol. /56(1), 148—154 (1983); S. S. Golden ¢s L.
A. Sherman, J. Bacteriol. /55(3), 966—-972 (1983); C. J.
Kuhlemeier és munkatarsai, Plasmid /0, 156-163
(1983); C. J. Kuhlemeier és munkatarsai, Gene 31,
109-116 (1984); D. E. Laudenbach és munkatérsai,
Mol. Gen. Genet. 199, 300-305 (1985); M. Y. Gruber
és munkatarsai, Curr. Microbiol. /5, 265-268 (1987)
stb.], és ezeket példaul idegen gének bevitelére és gének
klonozasara alkalmaztak.

Az R2 torzs alkalmazasaval expresszalt heterogén
proteinekre példaként emlithetjiik a human szénsav-
anhidratazt és az Escherichia coli lac IQ represszor pro-
teint [G. D. Price és M. R. Badger, Plant Physiol. 9/,
505-513 (1989)], a Bacillus amyloliquefaciens A50 a-
amilazt {I. V. Elanskaya és 1. B. Morzunoba, Mol.
Genet. Microbiol. Virusol. 0(9), 7-1 (1989)], a B.
sphaericus 1593M inszekticid proteinjét [N. Tandeau
de Marsac és munkatarsai, Mol. Gen. Genet. 209,
396-398 (1987)], az Escherichia coli B-galaktozidazt
[D. J. Scanlan és munkatarsai, Gene 90, 43—49 (1990);
M. R. Scaefer és S. S. Golden, J. Bacteriol. 171(7),
3973-3981 (1989)], az Escherichia coli Mn-szuper-
oxid-diszmutazt [M. Y. Gruber és munkatarsai, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87, 2608-2612], a lambda fag clts
represszor proteint [D. Friedberg és J. Seiiffers, Mol.
Gen. Genet. 203, 505-510 (1986)], a cianobaktérium
Syn echosystis PCC 6803 (des A) diszaturazt [H. Wada
és munkatarsai, Nature 347, 200—203 (1990)] stb.

Masrészrdl kifejlesztették az A. nidulans 6301 tor-
zset, annak endogén plazmid (pBA1) vektorait (Escheri-
chia colival ingazd vektorok), példaul a pBASI18-at
[12 kb, K. Shinozaki és munkatérsai, Gene /9, 221-225
(1985)] és a pBAS5-6t [14 kb, Kazuo Shinozaki, ,,Sho-
kubutsu Idenshi Sosa Gijutsu” (Plant Gene Manipula-
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tion Techniques), lektoralta Hikoyuki Yamaguchi,
98—110. oldal, CMC kiadas] felhasznilva. Azonban a
vektorok mindegyikével problémék vannak a génsebé-
szeti modositasokban, példaul az, hogy a fenti vektorok
barmelyikébe beilleszthetd gén mérete korlatozott, mivel
annak hosszisaga 10 kb vagy annal nagyobb, és az
egyes vektorokban csak kevés klonozasra alkalmas rest-
rikciésendonukledz-felismeré hely van. Ezenkiviil a
6301 torzs hatranya, hogy az R2 torzshoz viszonyitva
nem konnyen vesz fel DNS-t a sejtjébe, ennek kovetkez-
tében a transzformacioé gyakorisaga kisebb, mint az
R2 torzs esetében. A 6301 torzs transzformacios gyako-
risaganak fokozasara H. Daniell és munkatarsai [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83, 2546-2550 (1986)] a
6301 torzset EDTA/lizozimmel kezelték a sejtek perme-
plasztikussa alakitdsara, amivel megkdnnyitették a DNS
sejtbe vald bevitelét. Ténylegesen sikeriilt megnévelniiik
a 6301 torzs transzforméaciods gyakorisagat ezzel a mod-
szerrel, de problémét jelentett példaul az, hogy a miivelet
id6igényes és bonyolult, és az EDTA/lizozimes kezelés
a sejteket karositja.

Ezért az A. nidulans 6301 transzformacios gyakori-
saginak novelése, génsebészeti eljarasokban konnyen
kezelhet6 plazmid szerkesztése stb. céljabdl eldszor is
kozelebbrél megvizsgalva egy plazmid méretcsokken-
tésének lehetGségeit, sikeriilt az A. nidulans 6301 torzs
transzformacios gyakorisaganak jelentGs novelésére ké-
pes plazmidot eldallitanunk a 6301 tdrzs egy endogén
plazmidja (pBA1) replikacios inicidcios régiojatol el-
térd részeinek lehetd legkisebbre csokkentésével, és az
igy kapott alapplazmid olyan DNS-fragmenssel valo
egyidejii kombinaldsaval, amely az Escherichia coli
(OriE régid) tartalmazza, amelyb6l a rop régio (ezt a
régiot rom régiodnak is nevezik, de a leirasban rop régi6-
nak nevezziik) altal definiélt gén el van tavolitva, tovab-
ba a pUC18 tobbszords klonozorégidjanak alkalmaza-
saval.

A talalmany tehat Escherichia coliban és cianobak-
tériumokban replikalodni képes ingdzé vektor plazmid
elGallitasara szolgalo eljarasra vonatkozik, amelyre jel-
lemzd, hogy
a) egy Anacystis nidulansbdl szarmazo pBA1 plazmid

OriA régidt,

b) egy tobbszorss klonozorégiot és

c) egy colicin El plazmid régiét — amely a plazmid
rop régidja altal definialt gén el van tavolitva —
szokasos géntechnologiai eljarasokkal §sszekapcso-

lunk.

A taldlmany szerinti eljarassal eldallitott plazmidot
részletesen alabb ismertetjiik.

A taldlmany szerinti eljarassal eldallitott plazmid
egyik OsszetevGje, az Anacystis nidulansbdl szdrmazo
pBA1 plazmid OriA régidja (tovabbiakban néhany
helyen OriA-nak roviditjilk) a pBA1 plazmidbol szar-
mazd6 replikacids inicidcioés régidt tartalmazé gén-
fragmens, amely elektronmikroszképos analizis sze-
rint (5,04+0,26)x 106 moéltomegil, agardzgélelektro-
forézis-analizis szerint 5,2x 106 moltdmegil plazmid
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[K. Shinozaki és munkatarsai, Gene /9, 221-224
(1982)] a Cloococcus nembe, a kék algak kozé tartozo
Anacystis nidulans 6301 (Synechococcus PPC 6301,
ATCC 27 144, UTEX 625 torzs) két endogén plaz-
midja kozo6tt, és mérete altaldban 2,8—-8,0 kb, eld-
nyosen 2,8—4,4 kb. Kozelebbi példaként emlitiink egy
mintegy 4,4 kb méretli, az OriA régiét tartalmazé
DNS-fragmenst, amelyet a pBAl1 Xhol és BamHI
restrikciés endonukleazokkal valé hasitdsaval kap-
tunk, és egy mintegy 3,3 kb méretl, az OriA régiot
tartalmazé DNS-fragmenst, amelyet a pBA1 Pvull és
BamHI restrikcios endonukledzokkal valé hasitédséval
kaptunk stb.

A tobbszoros klonozoéhely (amelynek roviditése a
tovabbiakban néhiny helyen MC régi6) olyan — poli-
linkernek is nevezett — szekvencia, amely tobb restrik-
ciosendonukleaz-felismerd helyet tartalmaz. Ennek
egyik példaja az Escherichia coli klonozovektorként
alkalmazott Col El plazmid, a pUS egy 55 bp hosszu-
sagi DNS-fragmens, amely az EcoRI, Sacl, Kpnl,
Smal, Xmal, MabHI, Xbal, Sall, Accl, Hincll, Pstl,
Sphl és HindIII restrikcidosendonukleaz-felismerd he-
lyeket tartalmazza. Hozzaférhetd tovabba a pUS12-bél,
pUC13-bdl, pUC19-b6l szarmazéo MC régio, valamint
az Escherichia coli M13 fag vektorabél szarmazo MC
régio. Kémiai szintézissel eldallitott MC régiok is hoz-
zaférhetdk.

A Col El plazmidbdl szarmazé régid, amely az
OriE régiét tartalmazza, €¢s amelyb6l a rop régi6 altal
definialt gén el van tavolitva — amelyet a talalmany
értelmében az OriA és MC régidkkal kombindlunk —
egy, az Escherichia coliban haszndlt Col E1 plazmid
danyszdma 20—-30/sejt. A fenti OriE lehet példaul olyan
DNS-fragmens, amelyet a pBR322 plazmidbdl hasi-
tunk ki Pvull, Aval, BamHI, Eco47III, EcoRV, PstI stb.
restrikciéos endonukleazzal, és amelynek mérete
1,5-4,1 kb, elénydsen 1,5-2,5 kb; alkalmazhatunk to-

10

15

20

25

30

35

vabba pUC18 plazmidbdl stb. szarmazd OriE-tartalma
DNS-fragmenseket is.

Az OriE-tartalmt DNS-fragmensek tartalmazhatnak
gyogyszer-rezisztencia géneket is, példdul ampicillin-
rezisztencia gént (Ampr), amely a kléonozas soran mar-
kerként szolgalhat.

A talalmany szerinti eljarassal eléallitott plazmidok
a fenti harom esszencialis génrégiot, azaz az OriA, MC
és OriE régiot tartalmaz6é DNS-fragmenseken kiviil tar-
talmazhatnak egyéb genetikus informaciot hordozé
DNS-fragmenseket is, példaul egy antibiotikumrezisz-
tencia marker ampicillinrezisztencia gént tartalmazo
DNS-fragmenst és/vagy egy antibiotikumrezisztencia
marker klorocidrezisztencia gént tartalmazé DNS-
fragmenst. A fenti plazmidok tipikus képviseldi a talal-
many szerinti eljarassal eldallitott pBAX18 plazmid, il-
letve a pBAX20 plazmid, amelyek a harom génrégiot,
az OriA, MC és OriE régiot tartalmazo DNS-frag-
menseket tartalmazzék, és amelyek mérete koriilbeliil
4,48 MDa (mintegy 6,9 kb), illetve koriilbeliil
3,76 MDa (mintegy 5,8 kb).

A leirasban a plazmidok méltdmegére kozolt adatok
agardzgél-elektroforézissel mért értékeket jelentenek.

A pBAX18 és pBAX20 plazmidot részletesebben
alabb ismertetjiik.

Az abrikat roviden az alabbiakban ismertetjiik.

1. dbra: pBAX18 plazmid restrikciosendonukledz-tér-
képe;

2. dbra: pBAX20 plazmid restrikciosendonukleaz-tér-
képe;

3. 4bra: A pBAXI18 és pPBAX20 plazmid szerkesztésé-
nek vézlata.

Az 1. tablazatban ko6zoljiilk a pBAXI18 és
pBAX20 plazmid kiilonbozd restrikciésendonukleaz-
felismer6 helyeinek szamat és a restrikcidés endonuk-
leazok altali hasitassal kapott fragmenseik hosszat kb-
ban. A pPBAX18 és pBAX20 plazmid restrikciésendo-
nukleaz-térképe tovabba az 1. és 2. abran lathaté.

1. tablazat

pBAX18 plazmid pBAX20 plazmid
Restrikcios endo-
nukleaz FelismerGhelyek Hasitott fragmensek FelismerShelyck Hasitott fragmensek
szama hossza (kb) szama hossza (kb)
EcoRI 1 6,9 1 5.8
BamHI 1 6,9 1 5.8
Xbal 1 6,9 1 5.8
Smal 1 6,9 1 5,8
Bglll 1 6,9 1 5,8
Hpal 1 6,9 1 5,8
EcoRV 1 6,9 1 5,8
Scal 1 6,9 1 5,8
Pvull 2 6,4; 0,45 1 5,8
HindI1l 3 3; 13 3 3:(3); L5
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1. tablazat (folytatas)

pBAX18 plazmid pBAX20 plazmid
Restrikcios endo-
nukledz Felismerdhelyek Hasitott fragmensek FelismerShelyek Hasitott fragmensek
szama hossza (kb) szdma hossza (kb)
2.8, 1,7; 3,3; 1,7
Konl 05 1,75 = L7,
pn 4 1,5; 0,84 3 0,84
3.8; 1,45; 2,7, 1,45,
Pstl 5 0,85;0,55; 5 0,88;0,55;
0,25 0,25

A fenti tulajdonsagokkal rendelkezé pBAX18 és
pBAX20 plazmid a tal&lméany értelmében az alabbi el-
jarassal allithat6 el6.

Elsé lépésben az Anacystis nidulansbol szarmazo
pBAl plazmid OnA-t tartalmazé DNS-fragmensét gy
allithatjuk el példaul, hogy az Anacystis nidulans és
Escherichia coli pPBAS18 ingézo vektorat [K. Shinozakis
és munkatarsai, Gene /9, 221-224 (1982)] Escherichia
coliban klénozzuk ismert moédszerek szerint [T. Maniatis
¢és munkatéarsai: Molecular Cloning — A Laboratory Ma-
nual, Cold Spring Harbor Laboratory], majd a klénozott
pBAS18 plazmidbél a BamHI és Xhol vagy BamHI és
Pvul restrikcios endonukledazok kombinacidjanak alkal-
mazasaval ismert médon kivagjuk a DNS-fragmenseket
(T. Maniatis és munkatarsai: Molecular Cloning). Ily
modon mintegy 4,1 kb, illetve 3,3 kb méret(i OriA-tartal-
mi DNS-fragmenseket kapunk. Adott esetben a fenti
DNS-fragmensek kinytl6 5’-vége T, DNS-polimerazzal
végzett kezeléssel tompa véggé alakithatd.
régid altal definialt gén nélkiili DNS-fragmens forrasa-
ként célszeriien egy tipikus Col El1 plazmidot, a
pBR322 plazmidot alkalmazzuk.

A fenti modon elBallitott MC régiot az EcoRI és
HindIII restrikciés endonukleazokkal kezelt pBR322
plazmiddal kombinaljuk, és T, DNS-ligazzal kezelve
elBallitjuk a pBR322M plazmidot, amely a pBR322
plazmidba beépitve tartalmazza a fenti MC régiot. Ez-
utan a fenti pBR322M plazmid Eco47III és Pvul rest-
rikcids endonukleazokkal vald kezelésével kapott,
mintegy 2,5 kb hosszisagi DNS-fragmenst — amely
mind az OriE, mind az MC régiét tartalmazza — a fenti-
ek szerint elBallitott OriA-t tartalmazé DNS-fragmens-
sel kombinaljuk, és T, DNS-ligazzal végzett kezeléssel
kapjuk a pBAX18 és pBAX20 plazmidot.

A pBAXI18 és pBAX20 plazmid szerkesztésének
sémaja a 3. abran lathato, az elballitasi eljarast részlete-
sebben aldbb a példakban ismertetjiik.

A taldlmany szerinti eljarassal eléallitott plazmidok
ingazo vektorok, amelyek rendelkeznek az Escherichia
coli sejtekben val6é autonom replikéciojukhoz sziiksé-
ges OriE régioval és az Anacystis nidulans sejtekben
valé autondém replikaciojukhoz sziikséges OriA régid-
val. Ezért a taldlmany szerinti plazmidok az Escherichia
coli nagy sebességl szaporodasat felhasznalva nagy
mennyiségben elSallithatok, és az igy eldallitott nagy
mennyiségli plazmidot alkalmazva lehetévé valik a
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cianobaktérium, példdul Anacystis nidulans sejtek haté-
kony transzformalasa.

Ezenkiviil, mivel a taldlmany szerinti plazmidba be-
vezettiink egy tobbszords klonozorégiot is, az (idegen)
gének inszertalasara felismerShelyként a pBAS18 plaz-
midban egyediil hasznalt EcoRI felismerd helyen kiviil a
tobbi, példaul Smal, BamHI, Xbal, Scal és EcoRV felis-
mer6 hely is hasznosithato.

Ezenkiviil, a talalmany szerinti plazmid mérete a
pBAXI18 plazmid méretének (12 kb) mintegy felére
(5,8-6,9 kb) csokkenthet5, mivel a talalmany szerinti

szakaszokat eltavolitottuk. Ennek kovetkeztében a talal-
many szerinti plazmidba a pBAS18 plazmidba beépit-
heté (idegen) géneknél nagyobb (idegen) gének is be-
épithetSk.

A fenti tulajdonsagokkal rendelkezd taldlmény sze-
rinti plazmidok ismert génsebészeti eljarasokkal vihetdk
be a gazdasejtbe, példaul D. A. Lightfoot és munkatarsai
eljarasa szerint {J. General Microbiol. /34, 15091514
(1988)]. Az ily modon transzformalt Anacystis nidulans
6301 transzformacios gyakorisiga mintegy 1000-szeres
ahhoz az értékhez viszonyitva, amelyet akkor kapunk, ha
a fenti torzset pBAX18 plazmiddal transzformaljuk.
Ezért a taladlmany szerinti eljardssal eldallitott plazmid
alkalmazasival — még akkor is, ha abba egy (idegen)
gént inszertdltunk — konnyen szelektdlhatjuk a kivant
inszertalt génnel rendelkezd plazmidot tartalmazé sej-
teket.

A talalmany szerinti eljarassal elGallitott plazmidba
beépithetd strukturgénekre példaként emlitjiik az Ana-
cystis nidulansbol szarmazo struktirgéneket, az egyéb
cianobaktériumokbodl szarmazo struktirgéneket, az egyéb
baktériumokbol szarmazé struktirgéneket, a magasabb
rendd allatokbol és ndvényekbdl szdrmazd struktirgé-
neket stb., tekintet nélkiil azok eredetére. Kémiai uton
szintetizalt struktargének is beépithetdk a talalmany sze-
rinti eljarassal elallitott plazmidokba. A fenti génekre
példaként emlitjiik a kémiai uton szintetizalt humén szu-
peroxid-diszmutézokat (h-SOD, h-SOD-Alaf) (lasd pél-
daul a 156 884/1990 szamon publikalt japan szabadalmi
leirast). A fenti struktargének az Anacystis nidulans
RuBisCO génje [Mol. Gen. Genet. 200, 27-32 (1985)]
transzlacids inicidtor régidja és transzlacids terminator
régioja kozott lokalizalédnak.

A talilmaény szerinti plazmidot kozelebbrél az alab-
bi példakkal szemléltetjiik.
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1. példa
1) Egy pUCI8-bol szdrmazé tobbszords kldnozéhely

bevitele a pBR322 plazmidba
A) pBR322 emésztése EcoRI-HindIII-mal, és kezelése

alkalikus foszfatazzal

20pul (10 ug) pBR322 DNS-oldathoz 40 ul
5xHindIII puffert [(50 mmol/l Tris-HCl (pH 7,5),
35 mmol/l MgCl,, 300 mmol/l NaCl], 80 egység (10 pl)
HindIlI-at (gyartja a Takara Shuzo Co., Ltd.) és 130 pl
steril vizet adunk, és az elegyet 37 °C-on 2 6ran keresztiil
inkubaljuk. A reakcidelegyhez ezutin 40 pl 5xEcoRI
puffert [500 mmol/l Tris-HCI (pH 7.5), 35 mmol/l
MgCl,, 250 mmol/l NaCl, 35 mmoV/l 2-merkapto-etanol,
0,05% marha-szérumalbumin], 120 egység (10 ul)
EcoRI-et (gyartja a Takara Shuzo Co., Ltd.) és 50 pl steril
vizet adunk, és az elegyet 37 °C-on 2 6ran keresztiil
inkubaljuk. A reakci6elegyet ezutin fenol/kloroform
eleggyel kezeljiik és etanollal kicsapjuk, és a kapott
Tris-HCI (pH 8,0) pufferben oldjuk. A kapott oldathoz
10 wl alkalikus foszfatdz (gyartja a Takara Shuzo Co.,
Ltd.) oldatot [1 egység/10 ul alkalikus foszfataz,
10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5), 50 mmoV/1 NaCl, 1 mmol/l
ZnS0,] adunk, és az elegyet 37 °C-on 1 6ran keresztiil
inkubéljuk. Ezutin a reakcidelegyhez 10 pl alkalikus-
foszfataz-oldatot adunk, és az elegyet 65 °C-on 30 percen
keresztiil tovabb inkubaljuk. A kapott oldatot fenol/klo-
roform eleggyel kezeljiik, etanollal kicsapjuk, és a DNS-t
Osszegyljtjiik.
B) Tobbszoros klénozoéhely (EcoRI-HindIIT) izolélasa

pUC18-bél

Két Eppendorf-csdbe 30—30 pl (20 pug) pUC18 olda-
tot mériink, majd mindkettdhéz 20 pl 10xK puffert
[200 mmol/l Tris-HCl (pH 8,5), 100 mmol/l MgCl,,
10 mmol/l DTT, 100 mmol/l KCl], 80 egység (10 ul)
HindIII-at adunk 140 pl steril vizben, majd a reakcio-
elegyet 37 °C-on 3 6ran keresztiil inkubaljuk. A reakcio-
elegyet ezutan fenol/kloroform eleggyel kezeljiik, €s eta-
nollal kicsapjuk, majd a kapott DNS-t 6sszegytjtjiik, és
112,5 pl steril vizben oldjuk. Az igy kapott oldatokhoz
30 pul 5xEcoRI puffert és 190 egység (7,5 ul) EcoRI-et
adunk, és az elegyet 37 °C-on 3 6ran keresztiil in-
kubaljuk. A DNS-eket etanollal kicsapjuk és 6sszegyTjt-
jiik, majd 1,5%-o0s agarozon gélelektroforézissel elva-
lasztjuk a kivant DNS-fragmenst (koriilbeliil 50 bp). Ezt
a DNS-t a gélbél elektromosan clualjuk, fenol/kloroform
eleggyel kezeljiik, és etanolos kicsapassal tisztitjuk.
C) EcoRI-HindIlI-mal emésztett pBR322 ligalasa a

tobbszoros klonozohelyhez

0,2 g (1 ul) pBR322 DNS-hez (EcoRI-HindIII, AP
kezelés) és 0,2 pg (1 pl) tobbszords klonozéhely DNS-
hez 1 ul TE-t [10 mmol/l Tris-HCI (pH 8,0), 1 mmol/l
EDTA] és a Takara ligacios készlet A oldatabol 24 ul-t
adunk, és az elegyet alaposan dsszekeverjiik. A kapott
oldathoz a Takara ligacios készlet B oldatibél 3 pl-t
adunk, és a reakcioelegyet 16 °C-on 4 6ran keresztiil
inkubaljuk.
D) pBR322M plazmid klénozasa

A kapott ligaciés oldat 3 pl-éhez (40 ng) 200 pl E.
coli HB 101 sejtszuszpenziot adunk, amelyet elézdleg
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50 mmol/l CaCl,-vel kezeltiink, és az elegyet ovato-
san oOsszekeverjilkk. A reakcibelegyet jeges vizflirdén
30 percen keresztiil, majd 42 °C-on 2 percen keresztiil
inkubalva késztetjiik a sejteket a DNS felvételére. A ka-
pott szuszpenziohoz 1,8 ml 2YT folyékony tapkozeget
(16 g/l tripton, 10 g/l élesztSkivonat, 5 g/l NaCl) adunk,
és az elegyet 37 °C-on 1 oran keresztill rdzatva te-
nyésztjiik, majd 50 pg/ml ampicillint tartalmazo LB
(10 g/l tripton, 8 g/l NaCl, 5 g/l élesztkivonat) agaros
tapkozegre szélesztjiik. A kapott telepekbdl preparaljuk
a plazmidokat, és restrikcios endonukledzos térképiiket
analizalva kisz(ifjiik a kivant plazmidot (pBR322M)
tartalmazo telepeket. A szirt telepeket 100 pg/ml ampi-
cillint tartalmazo 200 mi 2YT folyékony tapkozegben
tenyésztjiik, és a plazmid-DNS-t nagy mennyiségekben
SDS-alkalikus modszerrel preparaljuk.

2) Pvull-Eco471II fragmens (2550 bp) izoldldsa

Eppendorf-csévekben hirom parhuzamos mintat
készitiink az alabbiak szerint.

10 pg (10 ul) fenti 1) 1épés szerint elallitott
pBR322M plazmid-DNS-hez 20 pl 10xM puffert
[100 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5), 100 mmol/l MgCl,,
10 mmol/t DTT, 500 mmol/l NaCl], 120 egység (10 ul)
Puvl-et (gyartja: Takara Shuzo Co., Ltd.) adunk, és
steril vizzel 100 pl végtérfogatra toltjilk. A csdvet
37 °C-on 3 6ran keresztiil inkubaljuk. A reakciéelegyet
ezutan fenol/kloroform eleggyel kezeljiik, a DNS-t eta-
nollal kicsapjuk, dsszegydjtjik, és 174 pl steril vizben
oldjuk. A kapott oldathoz 20 pl 10xH puffert és
24 egység Eco471ll-at (gyartja: Takara Shuzo Co.,
Ltd.) adunk, és az elegyet 37 °C-on 3 o6ran keresztiil
inkubaljuk. A DNS-t etanollal kicsapjuk, és a kivant
DNS-fragmenst (2550 bp) 1,5%-os agarézon gélelekt-
roforézissel elvalasztjuk. Az elvalasztott DNS-frag-
menst Geneclean alkalmazasaval tisztitjuk, és 50 pl
0,1 mol/l koncentraciéji Tris-HCI (pH 8,0) pufferben
oldjuk. A kapott oldathoz 5 pl alkalikusfoszfatiz-olda-
tot adunk, és a reakcidelegyet 37 °C-on 1 6ran keresztiil
inkubaljuk. A reakcielegyhez ezutan 5 pl alkalikus-
foszfataz-oldatot adunk, és 65 °C-on 30 percen keresz-
tiil inkubaljuk. A reakcidelegyet ezutan fenol/kloroform
eleggyel kezeljiik, majd etanolos kicsapas utan a DNS-t
dsszegytjtjik, és 20 ul TE-ben oldjuk.

3) A pBASI8 A. nidulans replikicios inicidciés kodon-

Jjanak szepardldsa

Az E. coli HB 101-be bevissziik az Escherichia coli
és A. nidulans kozott ingazd6 pBAS18 vektort [K.
Shinozaki és munkatarsai, Gene 19, 221-224 (1982)},
amelybe a pBR322 BamHI helyére beillesztettiik az A.
nidulans 6301 tdrzs egy endogén plazmidjat (pBAl,
BamHI-gyel emésztett). A kapott torzset 50 pg/ml
ampicillint tartalmazé LB folyékony tapkdzegben te-
nyésztjiik, és a vektorplazmidot nagy mennyiségben
preparaljuk SDS-alkalikus modszer alkalmazaséaval.

14 pug (20 pl) prepardlt pBAS18 DNS-hez 20 ul
10xK puffert, 100 egység (10 pl) BamHI-et (gyartja:
Takara Shuzo Co., Ltd.) adunk, és steril vizzel 200 pl
végtérfogatra toltjiik fel Eppendorf-csében. Harom par-
huzamos mintat készitiink a fenti &sszetétellel Eppen-
dorf-csében, és a mintakat 30 °C-on 3 6rdn keresztiil
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inkubaljuk. A reakcidelegybdl ezutan etanolos kicsa-
passal visszanyerjilk a DNS-t, és a kivant DNS-frag-
menst (pBA1, mintegy 8,0 kbp) 1%-os agarézon gél-
elektroforézissel elvélasztjuk, és Genecleannel tisztit-
juk.

2 ug elvalasztott és tisztitott, BamHI-vel emésztett
pBA1 DNS-hez 5 ul 10xK puffert, 24 egység (2 ul)
Xhol-et (gyartja: Takara Shuzo Co., Ltd.) és 38 pl steril
vizet adunk, és a reakcidelegyet 37 °C-on 3 6ran keresz-
tiil inkubéljuk. A reakcidelegyet ezutan fenol/kloroform
eleggyel kezeljiik és a DNS-t etanollal kicsapjuk. A ka-
pott DNS — amely a pBA1 BamHI-Xhol emésztési ter-
méke — mindkét végén tompa véget alakitunk ki, Takara
Blunting készlet alkalmazasaval.

4) Kicsinyitett E. coli-A. nidulans ingdzé vektor

(pBAXIS, 6,9 kbp) szerkesztése

40 ng (2 ul) tompa végiivé alakitott DNS-hez ¢és
200 ng (4 pl) Puvll-Eco47III DNS-fragmenshez a
Takara ligacids készlet A oldatabol 48 pl-t adunk, majd
alaposan 6sszekeverjitk. Hozzaadunk 6 ul B oldatot, és
az elegyet 16 °C-on 4 oran keresztiil inkubaljuk. Az E.
coli HB 101 torzset a fenti oldattal transzformaljuk,
majd 50 pg/ml ampicillint és 1,5% agart tartalmaz6 LB
agar tapkozegre rétegezziik. A kapott telepekbdl pre-
paraljuk a plazmidokat, és restrikciés endonukledzos
térképiiket analizalva kisziirjiik a kivant plazmidot
(pBAX18) tartalmazd telepeket. A sziirt telepeket
100 pg/ml ampicillint tartalmazd 2YT folyékony tapké-
zegben 45 ml-es adagokban tenyésztjiik, és a plazmid-
DNS-t SDS-alkalikus médszerrel preparaljuk.

5) pBAX20 (mintegy 5,8 kb) eloallitasa

1 pug (4 ul) fenti 3) 1épésben eléallitott, tompa végii-
vé alakitott BamHI-Xhol DNS-fragmenshez 2 ul
10xM puffert, 1 pl (12 egység) Pvull-t és 13 ul steril
vizet adunk, és az elegyet 37 °C-on 3 éran keresztiil
inkubaljuk. A fenti reakcidelegy 2 pl-éhez (100 ng)
100 ng (2 pl) 2) lépésben eldallitott Pvull-Eco4 7111
DNS-fragmenst és Takara ligacios készlet A oldatabol
16 ul-t adunk, majd alapos keverés utan hozzéadjuk a B
oldatot, és a reakcidelegyet 16 °C-on 2 6ran keresztiil
inkubaljuk. A reakcioeleggyel ezutin transzformaljuk
az E. coli HB 101 torzset, majd a tenyészetet 50 pg/ml
amplicillint és 1,5% agart tartalmaz6 LB agar tipkozeg-
re rétegezve telepeket kapunk. A kapott telepekbdl ki-
sziirjiik a kivant plazmidot (pBAX20) tartalmazo tele-
peket, és ezeket 100 pg/ml ampicillint tartalmazé
200 ml 2YT folyékony tapkdzegben tenyésztjiik, majd
a plazmid-DNS-t SDS-alkalikus médszerrel preparal-
juk.

2. példa

A. nidulans 6301 transzformaldsa

A sejteket folyékony BG—11 tapkozegben 1-5 na-
pon keresztiil tenyésztjiik, centrifugélassal (8000 fordu-
lat/perc, 5 perc) osszegyljtjiik, és 108—107 sejt/ml kon-
centraciéban 10 ml friss tdpkozegben szuszpendaljuk.
A kapott sejtszuszpenzié 1-1 ml-ét polietiléncsévekbe
(Falcon 2059) ontjiik, és az 1. példa szerint elSallitott
plazmidot 1 pg (a pBAS18-at 10 pg) mennyiségben
hozzaadjuk. A cs6veket aluminiumfoliaval lefedjiik, és
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30 °C-on egy éjszakan keresztiil tenyésztjitk, majd a
foliat eltavolitjuk, és a tenyésztést 30 °C-on fénybesu-
garzas (1000—-2000 lux) alkalmazasa mellett folytatjuk.
A sejtszuszpenziokat 5-szOrosére higitjuk (azokat,
amelyekhez pBAS18-at adtunk, nem higitjuk) és
100-500 pl mennyiségekben 1 pg/ml ampicillint,
1 mmol/l nétrium-tio-szulfatot és 1,5% agart tartalmazé
BG-11 agaros tapkdzegre rétegezziik. A lemezeket
fénybesugarzas (1000—2000 lux) alkalmazisa mellett
4-10 napon keresztiil tenyésztjiik.

A fenti modon nyert telepekben a transzformalas
gyakorisaga 10-3—-10-4 sejt/ug plazmid-DNS abban az
esetben, ha talalmany szerinti plazmidot alkalmaztunk,
vagyis a gyakorisag 1000-szeres a pPBAS18 plazmiddal
kapott gyakorisaghoz képest, ami 10-7 sejt/ug plazmid-
DNS.

Ipari alkalmazhatosag

A talalmany szerinti eljarassal elballitott plazmidot
nagy mennyiségben allithatjuk elé Escherichia coli al-
kalmazasaval, és mind az Escherichia coli, mind ciano-
baktérium-sejtekben replikalédik, ezért ingazo vektor-
ként kiilonféle struktirgének expresszalasara alkalmaz-
hat6 cianobaktériumok sejtjeiben.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Ehjaras ingaz6 vektor plazmid eléallitasara, amely
Escherichia coli és cianobaktériumok sejtjeiben képes
replikalodni, azzal jellemezve, hogy
(a) egy Anacystis nidulansbél szdrmazé pBA1 plazmid

OriA régiot,

(b) egy tobbszords klonozorégiot és
(c) egy colicin El plazmid régiét — amely a plazmid

OriE régidjat tartalmazza, és amelybdl a plazmid

rop funkciondlis régidja altal definidlt gén el van

tavolitva — szokasos géntechnologiai eljarasokkal
osszekapcsolunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (a) OriA régio egy olyan OriA régiét tartalma-
z6 DNS-fragmens, amelynek mérete 2,8—8,0 kb, ha a
pBA1 plazmidbél van kivagva.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy a (c) OriE régi6 egy olyan DNS-fragmens, amely
az OriE régiot tartalmazza, és amelybdl a rop régio altal
definialt gén el van tavolitva, a DNS-fragmens mérete
1,5-4,1 kb, ha a pBR322 plazmidbél van kivagva.

4, Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az OrE-t tartalmaz6 DNS-frag-
mens tartalmaz egy ampicillinrezisztencia gént (Amp¥) is.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras pBAX18 vektor-
plazmid eldallitasara, amelynek mérete mintegy 6,9 kb,
és az 1. bra szerinti restrikciésendonukleaz-térkép jel-
lemzi, azzal jellemezve, hogy a megfeleld régiokat kap-
csoljuk dssze.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras pBAX20 vektor-
plazmid elallitdsra, amelynek mérete mintegy 5,8 kb,
és a 2. abra szerinti restrikciosendonukleaz-térkép jel-
lemzi, azzal jellemezve, hogy a megfeleld régidkat kap-
csoljuk Ossze.
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7. Eljaras transzformalt cianobaktérium-sejtek eléal-
litdsara, azzal jellemezve, hogy egy, az 1. igénypont sze-
rinti eljarassal elGallitott plazmidot, amely tartalmaz to-
véabba egy fiziologiailag aktiv polipeptidet kodol6 struk-
targént, a struktirgén elbtt lokalizalva az Anacystis

Iy

nidulans RuBisCO génje transzlicios iniciator régidjat,

5

€s a struktirgén utan lokalizdlva az Anacystis nidulans
RuBisCO génje transzlacids terminator régidjat, beveze-
tiink egy cianobaktérium-sejtbe.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a cianobaktérium az Anacystis nidulans

6301 torzs.
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Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: TorScsik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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