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(54) ELJARAS PLAZMIDOK STABILIZALASARA

(57) KIVONAT

Azokat a plazmidokat, amelyek oénmagukban
nem stabilan 6roklédnek, vagy amelyek egy
vagy tobb, a plazmiddal temészet szerint nem
rokon gént tartalmazé DNS fragmens beikta-
tdsa miatt nem-stabilld véaltak, stabilizaljak
egy par terilet, elésorban egy R1 plazmid
par terulet &ltal kifejtett megosztdsi funkcid
segitségével, amely par teruletet egy DNS
fragmensben iktatnak be a plazmidba; ez a
DNS fragmens lehet azonos hosszisagl a vad
tipusii Rl EcoRl-A fragmenssel, de elényosen
rovidebb annal, és ez tartalmazhatja az R1
par A teriiletet, az Rl par B teruletet, vagy
mindkét R1 par teriiletet. A tdbb kildénbdzd
tipusu plazmidnal nyert stabilizdlds, kualono-
sen mindkét R1 par terilet alkalmazésa ese-
tén, megkozeliti a vadtipusu plazmidok stabi-
lizaladsi szintjét, vagyis ezek elveszési gya-
korisdga éltaldban kisebb, mint 5 : 106~
/sejt/generacio.

Az ilyen stabilizdlt plazmidok hasznélha-
tok a gén-termékek nagy mennyiségl terme-
lésénél; és nem szuksegesek sajatos baktéri-
um-torzsek vagy mutdnsok, hogy biztositva
legyen a plazmid fenntartdsa; ugyancsak
szlkségtelen specidlis O6sszetétell tapkozegek
alkalmazésa, amelyekben a gazdasejtnek né-
vekednie kellene, hogy a plazmid elveszését
megelézzék a baktérium-populéacidébdl.

A leirds terjedelme:17 oldal, 5 rajz, 18 ébra
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A taldlmény tirgya eljarés a gének és termé-
keik elballitisdhoz alkalmazott rekombinans
DNS technolégia teriletén hasznélatos plazmi-
dok stabilizaldsara.

A legtobb természetes plazmid folyama-
tos fenntartasa, még szelekcids kényszer
hidAnydban is (azaz olyan tényezék hianya-
ban, amelyek csak azoknak az organizmusok-
nak a noévekedését teszik lehetdvé, amelyek
magukba foglaljAk a plazmidot; erre példa
egy antibiotikum a tdpkozegben olyan plaz-
mid esetében, amely az illetd antibiotikum-
-rezisztenciat koézvetitd gént hordozza) azt
sugallja, hogy a plazmid-fenntartési funkeidk
ugy fejlédtek ki, hogy biztositsék ezeknek
az extrakromoszomdlis elemeknek a folyamatos
Jjelenlétét nagy hatékonysidggal. A plazmid-
~fenntartési funkcidk elsddlegesen a gének
replikacidjabél 4llnak, beleértve ezek szaba-
lyozé koreit is, amelyek szabalyozzék a plaz-
mid koncentracidjit a sejtben. A ndvekvéd
sejtekben a replikdciés szabalyozé rendszer
a plazmid-képidk szdmétdl fuggden a plaz-
mid-replikédcid valdszinliségének névelésével
vagy csbkkentésével helyredllitja az atlagtdl
vald eltéréseket. Nincs azonban olyan szaba—
lyozdé rendszer, amely meg tudné akadalyozni
olyan sejtek eléforduldsdt, amelyekben na-
gyon kevés vagy éppen csak egy plazmid
van, és nyilvanvals, hogy ilyen sejtekbdl
vagy lehetdség arra is, hogy plazmidmentes
lednysejt képzddjék. Ez a probléma termé-
szetesen a kis kopiaszdmu plazmidoknal a
legnagyobb, Sét, a plazmidmolekuldk passziv
eloszlésa a sejtosztodasnal szikségszerlien
eredményez bizonyos gyakoriséggal plazmid-
mentes sejteket. Mivel a plazmidmolekula el-
vesztése a sejtbdl irreverzibilis, egy ilyen
nem-stabil szitudcié kovetkezménye az lesz,
hogy a teljes populacid végul is plazmidmen-
tessé valik.

A plazmidok sejtosztédasnal torténd vé-
letlenszerl eloszlésa mellett mds tényezdk is
befolyasolhatjak a plazmidok elvesztésének
arényat a plazmid fenntartdsdhoz szolgald,
szelekcio hidnydban nétt sejtek tenyészeté-
bél, igy pl. néhany plazmid specidlis rekom-
binacids rendszert igényel abbdl a ceélbol,
hogy a két Gjonnan replikalt molekula szét-
véljon (Austin és munkatarsai, Cell, 25, 1981,
729-36 oldal). A szétvalas hidnyaban multime-
rek képzddnek (egymasba kapcsoltak), és
ilyen médon a leAnysejtekké osztédas szint-
Jén még egy nagy kopiaszami plazmid is ugy
tinhet, mint egy kis kopiaszdmt plazmid,
mivel a plazmidmentes sejtek keletkezésének
valészinGisége névekszik a multimer szerke-
zetben egymésba kapcsolt plazmidmolekulék
széméanak ndévekedésével. Egy méasik Jelenseg,
amelyet gyakran meg lehet figyelni a rekom-
binéns DNS technolégidban, egy stabil kléno-
20 vektor atalakulasa nem-stabil hibrid vek-
torra, egy DNS fragmens beiktatésénak ered-
ményeképpen, amelynek jelenléte vagy csék-
kenést okoz a plazmid kopiaszédméban, vagy
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egy sérult terméket szolgaltat, amely negati-
van hat a sejtnévekedésre.

Minden ilyen esetben a plazmid kivalésa
és elvesztése egy bizonyos (kisebb vagy na-
gyobb) gyakorisaggal torténik, amelyet nem
kénnyl kivalrdl befolyésolni.

A természetes plazmidok stabilitdsa, ki-
lonosen a kis kopiaszému plazmidoke, azt su-
gallja, hogy a replikdciés szabalyozd rend-
szeren kivul a fenntartési funkciok egy ma-
sodik sorozata is létezik, amely aktivan részt
vesz a plazmidmolekuldk rendezett elosztésa-
ban a sejtosztddasnal. Az ilyen funkcidkat
megosztasi funkcidknak nevezzuk, és tanul-
manyok (pl. Meacock és munkatarsai: Cell 20,
1980, 529-42 oldal; Nordstrém és munkatirsai:
Plasmid, 4, 1980, 332-49 oldal, Seelke és
munkatérsai: Plasmid, 7, 1982, 163-79 oldal)
mar ramutattak, hogy ezeket legalabbis rész-
ben maguk a plazmidok kédoljék (.par” te-
riletekben). igy bizonyos plazmid-hidnyos
mutansok elvesztették stabil fenntarthatosa-
gukat vagy Oroklédésiket annak ellenére,
hogy normél vadtipusu viselkedést mutatnak,
Jelezve, hogy egy plazmid-fajlagos funkcio,
amely a stabilitdst biztositja, kiiktatddott
(lasd Nordstrém és munkatarsai fentebb idé-
zett munkéjét).

Mivel sok a rekombindns DNS technolé-
gidban vektorként alkalmazott plazmid nagy
mennyiségl DNS-t veszit a vad tipusu szulé-
~-plazmidokhoz viszonyitva, ezek hajlamosak a
nem-stabil 6roklédésre. Ez komoly problémat
vet fel, mivel a plazmid instabilitisa végual is
a plazmid teljes elvesztését eredményezi a
sejtekbdl, ami csékkenti a plazmiddal kédolt
géntermékek relativ kitermelését. Ez a prob-
léma kilonosen jelentds a géntermékek nagy
mennyiségl termelésénél, ahol a mikroorga-
nizmusok novekedése szelekciés kényszer, pl.
egy antibiotikum, mellett nem vihetd keresz-
tal, de gyakran koérnyezeti szempontokbdl
legalébbis nem kivanatos, és ahol a mikroor—
ganizmusok generécidok nagy szdmAn keresz—
til névekednek. Az olyan vektorok, amelyek
sejtenként csak néhany koépidban vannak je-
len, a legvaldszinlibb, hogy nem stabilan
oroklédnek és ezért eltiinnek a sejtbdl. Még
azokrol a plazmidokrél is ismeretes, amelyek
szokésosan viszonylag nagy kopiaszamuak a
plazmidnak viszonylag jo stabilitast biztosit-

" va, hogy nem-stabilld vélnak, amikor a plaz-
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middal természet szerint nem rokon gént
hordozé DNS fragmenseket iktatnak beléjik.
A jelen taldlmany targyét olyan plazmi-

- dok képezik, amelyek a plazmiddal természet

" olyan beiktatott gént
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szerint nem rokon beiktatott gént vagy gé-
neket hordoznak, és amelyek ezen tul egy
is hordoznak, ameiy
megosztdsi funkcidkat lat el. A _beiktatott"
kifejezés azt jelenti, hogy a gén(ek)et vagy
DNS fragmenst a végsdé plazmid kialakitasa
valamely szakaszaban vezetjik be a plazmid-
ba.

2.
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A leirdsban a .megosztasi funkcio®
olyan funkciét jelent, amely a plazmidmole-
kuldk rendezett elosztdséat biztositja sejtosz-
todAsnal, és amelyet a plazmidnak egy olyan
teriilete kédol, amely - a funkciét kifejezd
plazmid tipusatdl fuggden - egy vagy tobb
génbél 4ll. Amint kordbban emlitettik, ilyen
tertleteket taldltak a természetben eléfordulo
vagy vad tipusu plazmidokban; de az olyan
plazmidok, amelyek egy Par* fenotipust
fejeznek ki, vagyis amelyekben a megosztod
gének jelen vannak, és ugyanakkor a plaz-
midokkal természet szerint nem rokon beik-
tatott gént vagy géneket is hordoznak, uj-
nak tekintheték. Ebben a szévegben a plaz-
midokat ugy hatdrozzuk meg, mint természet-
ben eléforduld extrakromoszomélis elemeket a
mikroorganizmusokban, amely elemeket &nma-
gukban vagy szarmazékaikként izolalni lehet.

A taldlmany szerinti plazmidok a rekom-
binédns DNS technoldgia teruletén Kklonozé
vagy termeld vektorként alkalmazhatok abbol
a célbdl, hogy technikai vagy orvosi célu
termékek széles valasztékat nyerjuk, amelyek
elddllitasat kozvetve vagy kozvetlenul a be-
jktatott gén vagy gének kozvetitik, ilyen
termékek elsOsorban a polipeptidek, peptidek
vagy ezek fragmensei, enzimek, az enzimek
reakcidéinak nagy szamu nem-fehérjeszerl
termékei, olyan kis molekulatdmegli termeékek,
mint hormonok és nukleinsavak; kuléndsen
jelentdsek az eukariéta, elosorban az emlds
gének termékei.

A taldlmdny szerinti eljaras eldnyos
megvalositasi modja értelmében a megosztasi
funkcié egy olyan funkcid, amelyet a termé-
szetben Ri vadtipusu rezisztencia plazmid
terilete fejez ki, és ezért a tovabbiakban
ezt Rl par teriletnek fogjuk nevezni. A je-
len taldlmény szerint egy ilyen teruletrdl azt
talaltuk, hogy részleges vagy teljes stabili-
tast idéz eld nemcsak a plazmiddal természet
szerint nem rokon gént vagy géneket hordo-
z0 nem-stabil R1 miniplazmidoknél, hanem a
plazmiddal természet szerint nem rokon gént
vagy géneket hordozds, Rl plazmiddal nem
rokon, gyakran kivalasztddo plazmidoknal is.
Egy mésik példa a kulénésen értékes meg-
osztédsi funkciora az, amelyet a vadtipusu F
plazmidra talaltak (Seelke és munkatarsai,
fentebb idézett munka), amely szintén nagy
mértéki stabilitdst ad a befogadd plazmid-
nak. A koévetkezdkben elsdsorban az R1 Par
funkciora hivatkozunk, de beldthatd, hogy a
legtobb jelenség, amely az R1 Par funkcioval
kapcsolatos, mas Par funkcidkra is érvényes,
és hogy a taldlmany nem korlatozodik csupén
az Rl Par funkciora.

Azt mér korébban jelezték, hogy az Rl
plazmid megosztasi funkcidjat az ugynevezett
EcoRl-A fragmens fejti ki (Nordstrom és
munkatérsai, Plasmid, 4, 1980, 332-49 oldal).
A jelen talélményhoz vezetd kutatéds folyamén
meglepd médon azt tapasztaltuk, hogy az
EcoRl-A fragmes, amely Kb. 19 kb (19000 bé-
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zispar) hosszusagu, két és csak két elhata-
rolhatd teriletet tartalmaz, amely Par* feno-
tipust ad a befogadd plazmidnak. Ezek a te-
riletek az EcoR1-A fragmens egyik végén
helyezkednek el, és nincs olyan méas DNS
szekvencia az EcoR1-A fragmensben, amelyrol
jelenleg ugy hinnénk, hogy barmiféle plaz-
midstabilizéld funkcidja van. A jelen célokra
a ket teriletet par A és par B teriletnek
nevezzik, és a késdbbiekben roviditve csak
par A-nak és par B-nek jeldljik.

Elényds olyan kis DNS fragmensekkel
dolgozni, amilyen kicsikkel csak lehetséges,
mivel a kis fragmensek beiktatasa konnyebb
a plazmidba, és az igy kialakult plazmidot is
konnyebb transzformalni a gazdasejtbe; ezért
a jelen taldlmany egyik targya eljaras olyan
plazmid elballitdsara, amely olyan beiktatott
DNS fragmenst hordoz, amely roévidebb, mint
az R1 plazmid EcoRl fragmense, és tartalmaz-
za az Rl par teruletet. Ez a beiktatott DNS
fragmens normélisan fékomponensként tartal-
mazza az R1 par terilet A teruletét, vagy az
Rl par terulet B teruletét, vagy mind az Rl
par terulet A, mind az Rl par terilet B te-
riletét. Ez azt jelenti, hogy lényegileg mind-
egyik, a gazdaplazmidba beiktatott DNS frag-
mens vagy egyik, vagy mindkét par terulet-
bél van kialakitva, és a fragmenseken levd
tébbi DNS elsdsorban azért van jelen, hogy
megfeleld restrikciés helyeket szolgéltasson,
és olyan DNS fragmensek alakuljanak ki,
amelyek a megkivant végekkel rendelkeznek,
amely végek konnyen oOsszeférhetdk a befo-
gadd plazmidon levo megfeleld vagy osszefér-
hetd restrikcios helyekkel. Ilyen végeket
kapcsolok segitségével is ki lehet alakitani.
A par A teruletet tartalmazé DNS fragmenst
és a par B teriletet tartalmazo DNS frag-
menst lehet kulén-kulén, egymés utdn is be-
vezetni ugyanabba a plazmidba, amely azutan
fenotipusosan azonos lesz egy olyan plazmid-
dal, amelyben a Par A*, Par B* fenotipus az
ugyanabban a DNS fragmensben levd par A
terilet és par B terulet beiktatasaval alakult
ki. igy pl. ha egy olyan plazmidot kivénunk
tovabb stabilizalni, amely mar hordoz egy
par teruletet, pl. a par B terlletet, a
plazmidot el lehet hasitani egy megfeleld
restrikcios enzimmel, és egy olyan DNS frag-
menst lehet ide beiktatni, amelynek végei
osszeférhetdk ezzel a restrikcios hellyel, és
amely hordozza a masik par teriletet, jelen
példaban a par A teriletet. Egy par B teriu-
let beiktatasat hasonldé modon egy olyan
plazmidba, amely méar hordoz egy par A te-
ruletet, szintén lehet alkalmazni.

Az eddigiekkel osszhangban azok az ér-
dekesebb plazmidok, amelyekben az Rl par A
teriletet és R1 par B teriletet tartalmazd
beiktatott DNS fragmens hossza nem haladja
meg a kb. 6 kb-t, elénydsen nem haladja
meg a 4 kb-t és kulénbésen eldnyosen nem
haladja meg a 3 kb-t. Amikor a beiktatott
DNS fragmens az Rl par A teruletet foglalja
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magéban, ez normalisan kb. 4 kb-t meg nem
haladé hosszuségu, elénydsen nem tbbb, mint
kb. 2,5 kb hosszusiagu és kilénésen eldnyd-
sen nem tdbb, mint kb. 2 kb hossziségu.
Amikor a beiktatott DNS fragmens az Rl par
B teruletet foglalja magdban, ez normélisan
kb. 2 kb~t meg nem haladdé hosszisaguy, elo-
nybésen nem tobb, mint kb. 1,5 kb hosszusé-
gu és kulondsen eldbnydsen nem tobb, mint
1 kb hosszusadgi. A kis DNS fragmensek fen-
tebb jelzett elényds volta azonban nem zarja
ki azt a lehetdséget, hogy a plazmidot a tel-
jes EcoRl-A fragmens beépitésével stabilizal-
juk; ez pl. akkor lehetséges, amikor a stabi-
lizélando plazmid mérete kevésbé kritikus. Ha
a fragmenst teljes egészében iktatjuk be,
elényos lehet atvizsgélési célok miatt olyan
DNS fragmenst alkalmazni, amely antibiotikum
rezisztenciat koézvetitd génnel rendelkezik.
Ha azonban bizonyos okbdl kivanatos az
EcoR1-A fragmens méretét csdkkenteni, ezt
kilénbdzd utakon lehet végrehajtani, pl. az
EcoR1-A fragmens részleges restrikciojaval
Pst I restrikcios enzim segitségével, vagy
ugy, hogy az Rl par terileteket a nagy
fragmenstdl levagjuk, és a terileteket egy-
més utdn ugyanabba a DNS fragmensbe at-

visszik, amelyet azutén a stabilizdlandé
plazmidba beiktatunk.
A taldlmany szerinti mddon stabilizalt

plazmidok lehetnek vagy olyan plazmidok,
amelyek természetes rokonsagban vannak a
beiktatott megosztd terulettel, mint pl. R1
miniplazmidok, amelyeket egy beiktatott R1
par tertllet segitségével stabilizdlunk (az Rl
miniplazmidokbdl el van tavolitva sok eredeti
R1 DNS, kévetkezésképpen 6énmagukban Alta-
laban nem tartalmaznak R1 par terlletet),
vagy olyan plazmidok lehetnek, amelyeknek
nincs természetes rokonsaguk a megosztasi
funkciéval. Erdekes megemliteni, hogy a ta-
lalmany szerint hasznos, hatdsos megosztasi
funkcié nem csupén azoknak a plazmidoknak
a kielégitd stabilitésdt képes biztositani,
amelyekkel természet szerint rokon, mint pl
az R1 miniplazmid stabilizdlasa esetében egy
R1 par teriilettel, hanem olyan plazmidoknak
is, amellyel a megosztdsi funkcidénak nincs
természet szerinti rokonsdga. Az utdbbira
példa egy Rl par teriulet beiktatdsa egy
nem-Rl1 plazmidba, mint pl. egy pMB1 plaz-
midba vagy annak szarmazékaba, pl. pBR 322
plazmidba vagy annak szdrmazékaba (ezek a
plazmidok rendesen stabilak, de hajlamosak
nem-stabilld valni, amikor a plazmiddal ter-
mészet szerint nem rokon gént vagy géneket
iktatnak beléjuk). Egy mésik példa egy RI1
par terilet alkalmazdsa bizonyos plazmidtipu-
sok stabilizdldsara, amelyek a plazmidot befo-
gadd baktériumok tenyésztésének legalabb
egy szakaszaban, kis kopiaszammal rendel-
keznek, pl. 0,5-5 koépia sejtenként, ilyenek a
kis kopiaszamu, széles gazdatartoméannyal
rendelkezé plazmidok [olyan plazmidok, ame-
lyek képesek replikdlodni tobb kilonbozd
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gazdatorzsben vagy fajban; ide tartoznak az
ugynevezett .ingdzé® (shuttle) vektorok,
amelyek két vagy tobb tipust mikroorganiz~
musban keépesek replikélodni és szérmazéka-
ik, pl. az RK2. A stabilizadlast igényld Inc F
II ¢sszeférhetetlenségi csoportba tartozik az
R1 plazmidon kival az R100 és R6 is. Egy Rl
par terilet alkalmazdsa nem stabil F plazmi-
dok stabilizdldsdra szintén a jelen taldlmany
oltalmi korébe esik.

A taldlmény szerinti stabilizélas fontos
az ugynevezett feltételesen .megvadulé" rep-
likacios plazmidok esetén, azaz olyan plazmi-
dok esetén, amelyek abban az esetben, ha az
illetd plazmidot befogadd gazda mikroorganiz-
must bizonyos korulmények kozott tenyeészt-
juk, konstans kis plazmid képiaszémot mutat-
nak, mig abban az esetben, ha az illetd plaz-
midot befogado mikroorganizmust bizonyos
mas korulmények kozott tenyésztjuk, elvesz-—
tik replikéciés szabalyozasukat, és a plazmid
kopiaszdma exponencialisan névekszik mind-
addig, amig a gazdasejt meg nem szinik no-
vekedni. A .megvaduld® (.runaway") repli-
kécidés plazmidok, amelyek esetén a taldlmany
szerinti stabilizalas kuléonosen létfontosséagu,
az olyan plazmidok, amelyek koépiaszama nem
haladja meg a 3-5-6t sejtenként, és kulono-
sen azok, amelyek kopiaszama nem haladja
meg & 0,5-1 kopiat sejtenként (a 0,5 széam
ugy értendd, hogy a replikdcios gyakorisag
kevesebb, mint 1 sejt-ciklusonként), abban
az esetben, ha az illetd plazmidot befogadd
mikroorganizmust olyan kérilmények kozott
tenyésztjik, amelyek ilyen kis plazmid ko-
piaszémot biztositanak, mig abban az eset-
ben, ha a gazda mikroorganizmust bizonyos
mas korulmények kozott tenyésztjiuk, amelyek
egy lényegesen megnévekedett plazmid ko~
piaszédmot biztositanak legalabb 500-1000 ko~
pia/sejt kopiaszémot mutatnak.

A bizonyos kérulmények kozotti (altala-
ban alacsony hémérsékleten, kb. 30 °C kérali
hémérsékleten) kis plazmid-kopiaszém akkor
kivanatos, amikor plazmidot hasznalunk vek-
torként olyan idegen gének beiktatésara,
amelyek a gazdasejtre részben toxikus vagy
letalis termékeket kodolnak, mivel a plazmid
pl. alacsony hémérsékleten kis sebességgel
replikalodik, a gének csupén kis mennyiség-
ben fejezbédnek ki, ha egyaltalan kifejezéd-
nek, igy a sejtek nem karosodnak a tenyész-
tés sokszorozodési szakaszéban., Az ilyen
rendkivili kis képiaszammal rendelkezd plaz-
midokban azonban - amely kis koépiaszém a
fentebb emlitett sokszorozédési szakasz ko-
rulményei kozétt, pl. alacsony hoémérsékleten
torténd tenyésztés esetén alakul ki - a par
terialet hiédnya azt eredményezi, hogy a 3-5
kopia/sejt kopiaszammal rendelkezd plazmid a
mikrobioldgiai populaciobél generacionként
mintegy 1% gyakorisaggal elvész, amikor
ezeket a sejteket kis kopiaszédmot biztositd
korulmények koz6tt tenyésztjik. A plazmid
elvesztésének gyakorisaga olyan plazmidok-
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nél, amelyek kopiaszdma nem haladja meg a
0,5-1 képia/sejtet, korulbelul 5%/sejt/genera-
cio.

Nyilvanvald, hogy valamiféle megosztési
funkcié nélkil, amely stabilizdalja ezeket, a
plazmid eltinhet a sejtekbdl, mieldtt a sejtek
elérnék azt a sUriséget a tapkozegben,
amely gazdaségos lenne a .megvadulo” repli-
kacid beinditdsdéhoz; ez kuldndsen fontos
nagy mennyiségll termelés esetében, amikor a
sejt tobb széz generacidja szikséges, hogy
elérjuk a termeld méretld tenyészetet.

Az ilyen .megvaduld® replikaciot feltéte-
lessé lehet tenni egy szabalyozhatd promotor
beiktatdsadval a plazmid eredeti replikécids
szabalyozd génjeli)vel ellenkezd irdnyban
(ennek a részletes leirédsa megtaldlhatd jelen
bejelentdk ezzel a bejelentéssel désszefuggd
masik bejelentésében, amelynek cime: .Felté-
telesen szabalyozatlan replikdciés viselkedésii
plazmidok®, és amelyet ugyanazon napon
nyUjtottak be, mint a jelen bejelentést). Sza-
mos kiilénbdzd tipusu plazmid lehetséges,
amely .megvadulé® replikécios viselkedéssel
rendelkezik, de az elonyds .megvadulo™ rep-
likaciés plazmidok az Rl-tipusu plazmidok.

A jelen értelmezésben a .stabilitas*®
az ezzel rokon kifejezések) azt kivanjak je-
lenteni, hogy a gazdasejtbél a plazmid el-
vesztésének gyakorisdga kevesebb, mint 2 -
- 104 (sejt) generéacio. Valdjaban egy Par
funkcié beiktatésaval a plazmidba lehet olyan
plazmidokat is nyerni, amelyek éppen olyan
stabilak, mint a vadtipusu plazmidok, azaz az
elvesztésuk gyakoriséga kevesebb, mint 3 -
< 106 (sejt) generacid, amely megfelel a
gének mutdciés gyakorisigi szintjének. Ez
utdobbi elvesztési gyakorisdgi (LF) érték ak-
kor valésul meg, amikor a plazmidot mind R1
par A teriilettel, mind Rl par B terilettel
stabilizéljuk, mint pl. amikor a teljes EcoRl-
-A fragmenst beiktatjuk a plazmidba.

Amint korédbban emlitettiik, az R1 plaz-
mid Par* fenotipusa viszont az EcoR1l-A
fragmensen elkalonalt par teruleteken he-
lyezkedik el. Ugy taladltuk, hogy ezeknek a
par teruletnek mindegyike stabilizalé hatést
fejt ki a nem stabil plazmidokra, amely plaz-
midokat ugy is meghatdrozhatjuk, mint stabi-
lizdlo- vagy megosztasi funkcio-hidnyos plaz-
midokat. Az ilyen plazmidok, amelyek fenoti-
pusosan Par- tipusuak, altaldban kisebb
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vagy nagyobb gyakorisaggal elvesznek a
gazdasejtbdl; igy pl. az Rl plazmid szérmazé-
kok, amelyekbdl a par terilet hidnyzik, mint-
egy 1,5 + 102 (sejt) generécio gyakorisaggal
vesznek el a gazdasejtbdl. Hasonloképpen &
pl5 plazmid szérmazékok, amelyek Par~ tipu-
suak, kb. 1+ 102 (sejt) generacid gyakori-
saggal tinnek el, és néhany pMB1 plazmid-
szarmazék (pBR 322) (pl. egy olyan, amelyet
a 3.3 példaban leirunk), 6 - 10-3 (sejt) gene-
racio gyakorisaggal tlnhet el. Ezzel szemben
a vagy par A-val, vagy par B-vel stabilizalt
Rl plazmidok kb. 10“/sejt/§gneréci6 LF-
-értékkel rendelkeznek, ez szazszoros sta-
bilizdléenak felel meg, amely egy nem-stabil
vektorba beiktatott, ezeknek a par terile-
teknek valamelyikét hordozé DNS fragmens-
nek tulajdonithatd; ugyanezek a szamok &
megfeleld pl5 szarmazéknal kb. 8 - 10~¢ (Par
A*), 110 (Par B'), a megfeleld pMBI
szarmazéknal 5 - 10-5 (Par B!). Az olyan
plazmidok, amelyek mind a par A, mind a par
B teruletet hordozzak, kb. 10-%/sejt/gene-
réci6 LF-értékkel birnak, vagyis egy 10%-
-szeres stabilizdld hatésrdl van szdé. A kény-
nyebb attekintés érdekében a kalonbozd ere-
detl stabilizalt és nem stabilizalt replikonok
eredményeit az 1. téblazatban mutatjuk be.
Ez azt jelzi, hogy mindegyik par teriulet a
masiktél fuggetlent]l mikodik, valamint azt,
hogy a par teruletek hozzévetblegesen egy-
forman hatdsosak a stabilizalasban, legalabbis
az Rl és pl5 plazmidoknal, és azt, hogy
ténykedésiik és hatasuk Osszeadodik. Ezt a
jelenséget akkor lehet hasznositani, amikor
meghatarozzuk azt a mértéket, amelyre egy
nem-stabil plazmidot stabilizalni kell. Ha ke~
vésbé drasztikus stabilizdlés sziukséges, azaz
ha Uugy becsiljuk, hogy a stabilizalando
plazmid nem tulségosan labilis [kisebb, mint
10-%/sejt/generacié LF-értékil, elegendd be-
iktatni egy olyan DNS-fragmenst, amely a
par terileteknek csak egyikét tartalmazza,
igy is kielégitd stabilitast lehet elérni, azaz
olyan stabilitdst, amely elejét veszi a plazmi-
dok fokozatos elvesztésének nagy-méretaré-
nyu baktériumpopulacio eloallitésanal tobb
szaz generacion keresztul. Mésrészt viszont
ha a plazmid nagyon kevéssé stabil [na~
gyobb, mint 10-%/sejt/generacié LF-értéka),
szukséges vagy legalébbis elonyos mindkét
par teriletet beiktatni, hogy biztositsuk a
plazmidok rendkivili stabilitasat.

1, Tdbldzat

Kil6nbozd replikonok veszteség/sejt/generacié gyakoriségai

A veszteség gyakorisaga (10-4/sejt/generacio)

A replikon Par fenotipus

tipusa Par- Par At Par Bt Par A* Par B*
R1 150 0,6 ° 1,0 0,04
plb 100 8,0 0,01 0,01

pMB1 (pBR 322) 60 ND? 0,5 0,1

IND = nincs adat

6

5.




9 HU 201350 B

Ezeket a mérhetd LF-értékeket akkor
lehet hasznositani, amikor bArmely fentebb
meghatdrozott tipusi plazmidot vektorként
alkalmazunk géntermékek elballitasaban, és
ezek legaldbb egy olyan gént tartalmaznak,
amely a plazmiddal természet szerint nem ro-
kon. A taldlmény egy tovadbbi tArgya tehat
egy géntermék elballitdsdnak eljérdsa plazmid
DNS-rél, amely szerint egy, a fentebb leirt
jellemzék barmelyikével biré par-stabilizalt
plazmidot befogadd baktériumot tenyésztink,
és a plazmid géntermékét a baktériumtenyé-
szetbbél kinyerjik., A tenyésztést 6nmagéban
ismert modon végezzik, beleértve a hagyo-
ményos tdpkézegeket, amelyek optimalisak a
szoban forgd baktériumfaj szdmara. Erdemes
megjegyezni, hogy a stabilizdlas kévetkezté-
ben nincs sziukség specidlis tapkdzeg-Ossze-
tételre. A géntermék kinyerése szintén jol
ismert modszerekkel todrténik, amelyeket a
szoban forgd, elkészitett géntermékekhez és
tulajdonségaihoz, a gazdabaktérium tulajdon-
sagaihoz, stb.~hez igazitunk. A tenyésztést
legalabb 100 baktériumgeneraciéon at folytat—
Jjuk, nagy mennyiségl termelésnél a sejtge-
neraciok szama, amely sziilkséges a baktériu-
mok szaporitdsdhoz, meghaladhatja a 100 ge-
neraciot. Ilyen kérilmények kozott a plazmid
LF értékét Ggy lehet megvélasztani a benne
levé par teriulet segitségével, hogy a plaz-
mid-veszteség kevesebb legyen, mint 2 -
» 10-4/sejt/generacio. Ezt az LF értéket alta-
laban el lehet érni egyetlen par terulettel is.
Bizonyos esetekben azonban elényds keve-
sebb, mint 10-5/sejt/generacié, még elonyo-
sebb kevesebb, mint 5 : 10-5(sejt)generacid
LF értéket beédllitani.

Bar ezeket a nagyon kis LF értékeket
bizonyos esetekben el lehet érni csak egyet-
len par teriilet beiktatdsdval (els6sorban R1
par B terulettel), mégis altaldban szikséges
mindkét R1 par teriillet jelenléte.

A taldlmany egy tovabbi targya eljaras
olyan baktériumok el64llitdsdra, amelyek a
fentebb meghatérozott tipusu plazmidokat
tartalmazzék. A taldlmany szerinti plazmidok
kilonleges elébnye, hogy nem szikséges ki-
lénleges muténsok vagy torzsek a plazmid
fenntartésénak biztositésdra. igy bérmilyen
ilyen plazmidot befogadni képes baktériumfaj
és torzs alkalmazhatd, mint pl. gram-negativ
baktériumok. A taldlmany szerinti eljarésban
* alkamazhato olyan baktérium, amelyben a
plazmidok szaporodni és stabilitAisukat fenn-
tartani képesek, példéul az Escherichia coli.

Végul a taldlmidny targya eljaras olyan
DNS fragmens el6éllitdséra, amely &5 kompo-
nensként egy Rl par teriletet tartalmaz. Ez
azt jelenti, hogy lényegileg minden DNS
fragmens, amely be van iktatva a gazda-
~plazmidba, valamelyik vagy mindkét par te-
riletet tartalmazza, és a DNS tobbi része azt
a célt szolgalja, hogy alkalmas restrikcios
helyeket szolgéltasson a befogadd plazmidon
levé megfeleld restrikcidos helynél torténéd be-
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iktatdshoz, Az Rl par A és Rl par B terule-
tet tartalmazd, beiktatott DNS fragmens hosz-
sza - ezzel az elvvel Osszhagban - nem ha-
ladhatja meg a kb. 6 kb hosszusagot, eld-
nyoésen & kb. 4 kb hosszusagot, és még eldo-
nybsebben a 3 kb hosszisagot. Amikor a DNS
fragmens az Rl par A teruletet foglalja ma-
gaban, ez normalisan nem haladja meg a kb.
4 kb hosszusagot, eldnydésen a kb. 2,5 kb
hosszUséagot, és kiilondésen elébnyésen a kb.
2 kb hosszusédgot. Amikor a DNS fragmens az
Rl par B teruletet foglalja magdban, ez nor-
mélisan nem haladja meg a kb. 2 kb hosszu-
sagot, eldnydsen a kb. 1,5 kb hosszuségot,
és kulonésen elonyosen a kb. 1 kb hosszusa-
got. Meglepé médon azt tapasztaltuk, hogy az
ilyen kicsiny és ennélfogva kénnyen beiktat-
hatdé DNS fragmensek megdrzik stabilizdléd
funkciojukat akkor is, amikor a restrikcids
enzimes térképezéssel a par A terilet egy
kb, 1800 bp (bAzispar) terilletre szikil és a
par B terulet kb. 900 bp-re sztkil. Lehetsé-
ges, hogy a Par* fenotipust ténylegesen
szolgald gén vagy gének még ennél is kiseb-
bek.

A Par* fenotipussal rendelkezd hibrid
plazmidok megalkotésaban komoly problémét
jelent az ilyen fenotipusra térténd atvizsga-
las gyors és egyszerl modszerének hianya.
Altaldban az alkalmas hibrid-plazmidot a Par*
fenotipussal lehet azonositani, amely a plaz-
mid nagy stabilitésat eredményezi a plazmid
szelekcids kényszer nélkili novekedése so-
ran. Az ilyen tipusi A&tvizsgédlds azonban
hosszadalmas, és csak akkor helytslld, ha a
szulé plazmid nem stabilan o6roklédétt. Egy
mésik atvizsgédldsi médszert fejlesztettiink ki,
amelyet az aldbbiakban ismertetink:

a.) Atvizsgalas a par A fragmens beiktatasa-
ra nézve.

Ha ugyanabban a sejtben ket kulonbozé,
(6ssze nem férd csoportokbdl szérmazo),
plazmid van jelen, amelyek mindegyike hor-
doz par A* teriletet, ezek kilizik egymést
egy bizonyos gyakorisdggal (6sszeférhetet-
lenség), valdszinlileg azért, mert ezek ver-
sengenek a sejtben levd megosztési appara-
tusért. Az ilyen par altal kozvetitett Ossze-
férhetetlenségi fenotipus-fajtat a par hibri-
dek atvizsgaldséahoz lehet hasznositani. igy
pPl. egy Par A* plazmidot &t lehet vinni egy
olyan alac E. coli tdérzsbe (pl. CSH 50 torzs-
be), amely mas olyan plazmidot is tartalmaz,
amely lac géneket és a par A' teriletet hor-
dozzék. Normélisan a belépd plazmid par*t al-
tal kozvetitett Osszeférhetetlenséget fejt ki a
bent lévé Par A* plazmid ellen. A bent levd
plazmid Lac' fenotipusa miatt az ilyen ossze-
férhetetlenség konnyen kimutathatd, ha a
transzformansokat csak a belépd plazmidban
talalt rezisztencia-marker alapjan szelektal-
juk, mig a bent levdé plazmid jelenléte vagy
tavolléte jelezhetd egy indikédtor szubsztra-
tumon, pl. McConkey laktdéz lemezen. Az ilyen
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lemezekrdl egy tjabb, hasonld lemezre készi-
tett (replika lemez telepek) kimutatjak a
bent levd (rezidens) plazmid kilizésének még
alacsony szintjét is szintelen telepek forma-
jéban, amelyek a Lac~ sejtek meg jelenésére
utalnak. Tovébbi stabilitasi vizsgalat vagy
még kiterjedtebdb o6sszeférhetetlenségi vizs-
galat sziikséges a lehetséges par A* hibrid
plazmid tulajdonsdgainak vizsgélatdhoz. Ezen
az uton - a belépd és bent levd plazmidok
megfeleld (0sszeférhetd) kombinacidjat is be-
leértve - az Inc* (Par*) fragmensek béarmi-
lyen, stabil vagy nem stabil plazmidba torté-
nd beiktatasara nézve gyorsan elvégezhetd
az atvizsgalas.

b.) Atvizsgélés a par B* fragmens beiktata-
séra nézve.

Mivel azt mar bemutattuk, hogy két nem
rokon plazmid, amelyek mindegyike hordoz
par B* teriletet, dsszeférhetetlen egyméssal,
ugyanazt az atvizsgaldsi stratégist lehet al-
kalmazni a par B* hibridek kialakitasandl,
mint amelyet a par A* hibridek kialakitdsénal
leirtunk.

c.) Atvizsgalds a par A*, par B* fragmensek
beiktatdsara nézve.

A fenti leirds szerint lehetséges mind a
par A*, mind a par B* hibrid plazmidok kil-
zése, ezen kivil azonban az EcoRl1-A frag-
mens a Tn 5 beiktatdssal lehetové teszi a
par A*, par Bt fragmenseket hordozd plazmi-
dok Lkézvetlen szelekcidjat (KmB). igy a
fragmens nagy mérete ellenére még nagyon
kis hibridek is kénnyen szelektalhatok. Egy
kisebb DNS fragmens, amely mindkét par*
teruletet tartalmazza, természetesen Osszefér-

hetetlenséget mutat mind & par A*, mind a
par Bt plazmidok ellen.
AZ ABRAK MAGYARAZATA
Tébbszér hivatkozunk az Abrékra, amelyek

kozul a 1-5. és 7-17. abrék a példakban leirt
plazmidok restrikciés térképét mutatjik be.
A 6. adbra az R1-bOl szarmazé Pstl-D frag-
mens részletes (nem méretarényos) térképét
mutatja, és a
18. dbra a kuldnbdzd par terileteket hordozo
replikon kulénbozd tipusu stabilitdsi gérbéit
mutatja be a Par- replikonokkal 6sszehason-
litva.

Az 1-5. és 7-17. ébrékon a példékban
leirt plazmidok linearis restrikciés térképét
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mutatjuk be, amelyekben a plazmidok fenoti- .

pusét és genotipusat a vizszintes vonal fo-
16tt jelezzik, amely a szild plazmidokat je-
lenti. igy par A képviseli az Rl plazmid
plazmid-fenntartdst  biztosité  terileteinek
egyikét, par B képviseli az R1 plazmid mésik
plazmid-fenntartast biztositd teruletét, ice I
egy gént képvisel, amely a colicin El-re vald
immunitast kézvetiti; ori vagy ori V képviseli
a plazmid-replikaciéo kezdetét; bla egy olyan
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gént jelent, amely az ampicillin-rezisztenciat
kédolja; IR egy forditott ismétld szerkezetet
jelent Tn 5-6n; Km? kanamicin-rezisztenciat
jelent; CmP kloramfenikol rezisztenciét jelent;
ApR ampicillin-rezisztenciat jelent; TcP tetra-
ciklin-rezisztenciat jelent; rep A egy olyan
geént képvisel, amely egy, az Rl replikéciohoz
sziukséges fehérjét kodol; lac Z, lac Y és lac
A a beiktatott lac operont jelentik, amelyek
kozal lac Z kodolja a p-galaktozidazt, lac Y
kédolja a permeédzt, és lac A kddolja &
transzacilazt; rep A - lac 2' a rep A és lac
Z gének kozotti fuziét jelenti; cop B egy
olyan gént jelent, amely egy olyan polipepti-
det kodol, amely (az R1 plazmidok) rep A
promotorjardl térténd atirast visszaszoritja;
cop A egy olyan gént jelent, amely egy
olyan RNS molekulat kédol, amely gatolja a
Rep A-RNS atirast; Clsss egy olyan gént
képvisel, amely egy a /| Pe promotor-aktivi-
tast szabalyozé hoémérséklet-érzékeny f rep-
resszort kodol; Pdeo pedig a deo promotort
képviseli. A nyilak mutatjék az atirés iranyat
és a .haromszég -ek mutatjak a DNS-beikta-
tasokat. A betoltott teruletek és az lUres te-
riuletek a beiktatott géneket, a pontozott vo-
nalak a kihagyast (deléciot) jelzik.

A vizszintes vonal alatt a restrikcios
enzimekhez tartozd helyeket jeloltik, amely-
ben E jelzi az EcoRl-t; P jelzi a Psti-t; Bi
jelzi a BamHI-t az 1. és 5. abra kivételével,
ahol a Tn 5 DNS-en kivul, az Bal I-t jeldl;
Hi1 jelzi a Hpal-t; Ev jelzi az EcoRV-t; B2z
jelzi a Bgl II-t; S1 jelzi a Sal I-t; H3 jelzi a
Hind 1II-at; és C jelzi a Cla I-et.

A 6. ébran a Pst I-D-fragmens tovébbi
térképezését mutatjuk be, a vizszintes vonal
folotti szamjegyek a restrikcios helyek ko-
zOotti bazispérok szamat jelzik. A vizszintes
vonal alatt a restrikcios enzimekhez szolgald
helyek vannak jelélve, ahol Ri jelentése
Rsal; P Pst I-et; és Hi HPA I-et jelent.

A 18. 4bran a példakban megalkotott és
vizegalt Ri, pl5 és pBR 322 szarmazékokhoz
tartozo stabilitasi gorbéket ébrézoltuk. Min-
den egyes gorbe legalabb két folyadékte-
nyészetnek az Atlagat képviseli, amelyeket
tobb, mint 100 generécion at folytattunk. A
szamokbol az tinik ki, hogy a mind a par
A-t, mind a par B-t tartalmazé plazmidok
rendkivil stabilan o6roklédnek, amely ugyan-
Ugy igaz abban az esetben is, amikor egye-
dul par B-t tartalmazo plazmidokrol és egye-
dii] par A-val stabilizalt mini R1 plazmidokrol
van szoO.

A Par- plazmidokhoz tartozé gorbékbél
az t0nik ki, hogy kezdetben a plazmidhordo-
26 sejtek gyakorisaga exponenciaélisan csdk-
ken, ahogyan ez el is varhatd az elvesztés
konstans sebessége miatt, A késdbbi szaka-
szokban a plazmidhordozd sejtek gyakorisdga
gyorsabban csokkendnek latszik (teljes vo-
nallal jelolve), ami a plazmidmentes sejtek
kissé gyorsabb novekedési sebességének tu-
lajdonithato. A szaggatott vonallal jeleztik a
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gyorsabb novekedés alapjan tértént kiigazi-
tdst, ami a tényleges elvesztési gyakorisagot
mutat ja.

Ezzel ellentétben azok a plazmidok, ame-
lyek fenotipikusan Par- tipusutak, 1,5 + 10-2-
/sejt/generacié gyakoriséggal vesznek el Rl
plazmidokndl, 1 : 10-2/sejt/generacié gyako-
risdggal a pl5 plazmidokndl és 6 - 10-3-
/sejt/generacié gyakorisdggal néhany pBR
322 plazmidnal (egy ilyet mutatunk be a 3.3
peéldéban). Valéban, a p15 Par- és a pBR 322
Par- szarmazékok elvesztési gyakorisaga
meglepben nagy, ha ezeknek a vektoroknak a
koépiaszamat figyelembe vesszik. igy pl. a
pl5 kopiaszdma 15-20 kéral mozog sejten—
ként, ami 10-9/sejt/generacié elvesztési se-
bességet jelent, ha a plazmidok binomidlis
eloszlasat tételezziuk fel. A megfigyelt nagy
elvesztési ardny kénnyen megmagyarazhatd
azzal a ténnyel, hogy a pl5 replikonok a rec
A-fuggden kapcsolt egységet képeznek, valo-
szinlleg egy loxP-szerll felbontd (resolticids)
funkcié hidnya miatt. (Austin és munkatérsai,
Cell, 25, 1981, 729-36 oldal). A pBR 322 széar-
mazékokrdl is ismeretes, hogy kapcsolt egy-
ségeket képeznek, és amikor a kopiaszém
csbkken pl. a nagy klénozott fragmensek mi-
att, jelentds instabilitds jén létre.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az alkalmazott Escherichia coli K-12
torzs CSH50 volt (apro-lac, rpS L; lasd: Mil-
ler, J.: Experiments in Molecular Genetics,
Cold Spring Harbor, New York, 1972). Tébb-
féele plazmidot és bakteriofégot hasznaltunk
(lasd 2. tablazat).

Az alkalmazott kisérleti technikék stan-
dard technikék, amelyeket a mikrobioldgiai
genetika terén (Miller, J.: Experiments in Mo-
lecular Genetics, Cold Spring Harbor, New
York, 1972), valamint a genetikai manipuldci-
ok terén (Davis, Batstein és Roth: A Manual
for Genetic Engineering; Advanced Bacterial
Genetics, Cold Spring Harbor, New York,
1980) altaldban hasznélnak.

Az Osszes sejtet LB tapkozegen te-
nyésztettuk (Bertani: J. Bact. 62, 1951, 293
oldal), amely 0,2% glukozzal és 1 ug/ml ti-
aminnal volt kiegészitve; vagy A+B minimalis
tapkézegen (Clark és Male, J. Mol. Biol. 23,
1967, 69. oldal), amely 0,2% glukodzzal és 1%
kazamino-savval volt kiegészitve. Az alkalma-
zott lemezek LB tdpkdzeget és 1,5% agart
tartalmazd LA lemezek voltak.

A McConkey laktoz indikétorlemezeket a
gyarto cég (Difco) ajanlasa szerint készitet-
tuk, és az X-gal lemezeket 20-40 ug/ml 5-
-brom-4-klér-indolil- s-D-galaktozid hozzdada-
sdval A+B miniméltépkdzegb6l készitettik,
amely még 0,2% glikoézzal és 1 ug/ml tiamin-
nal volt kiegészitve.

Fiziko-kémiai mddszerek

A tiszta lizatumokat a Clewell és Helins-

ki éltal leirt modszerrel készitettik (Proc.
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Natl. Sci. USA, 62, 1962, 1159-66. ol-
dal).

A plazmid DNS kis mennyiségi készité-
sét Birnboim és munkatdrsai modszere sze-
rint hajtottuk végre (Nucl. Acids Res. 7,
1979, 1513-23. oldal).

A plazmid DNS nagy mennyiségli készi-
tését Boyant festék sUriség gradiens centri-
fugélassal hajtottuk végre Stougaard és Mo-
lin szerint (Anal. Biochem. 118, 1981, 181. ol-
dal).

A DNS-prepardtumok poliakrilamid-gél
elektroforézisét és agaroz gél elektroforézi-
sét lényegében a Molin és Nordstrém altal le-
irt modszerrel hajtottuk végre [Methods in
Plasmid Biology, Odense University (Odense
Egyetem) 1982).

A restrikciés endonukledzokat a gyartd
altal nyujtott eldirdsokkal osszhangban hasz-
naltuk (Boehringer, Mannheim vagy Biolabs,
New England) 37 °C hémérsékleten. Kétszeres
és haromszoros emésztést, azzal az enzimmel
kezdtuk, amely a legkisebb sdkoncentraciét
igényli, majd tovabbi pufferrel végeztink
beéllitdst, mielétt a kévetkezd enzimet hozza-
adtuk volna.

A Bal 31 exonukleazzal torténd kezelést
a kovetkezbképpen hajtottuk végre; 0,1 egy-~
ség Bal 31-et adtunk 50 ug linearis DNS-hez,
és mintakat vettunk ki az 1., 2., 4., 8., 16.,
32. és 60. percben 60 mmol/literes EDTA-hoz,
fenollal extrahaltuk, etanollal kicsaptuk, és
ujra szuszpendaltuk 20 ul TE pufferban. A
20 ul felét a megfeleld restrikcidés enzimmel
emésztettik, és agaroz geél elektroforézisnek
vetettiik ald, hogy meghatédrozzuk a torolt
DNS-torlések atlagos méretét. A masik feléhez
a megfeleld kapcsoldt (linkert) adtuk hozza,
és a keveréket Osszekapcsoltuk (ligaltuk) 48
oran at a folés mennyiségl T4 DNS ligazzal.

A hasitott polazmid DNS 6sszkapcsoléasat
a gyarto altal ajanlott moddszerrel hajtottuk
vegre a tompa vég-kapcsolas kivételével,
ahol a T4 DNS ligaz és ATP feleslegét ada-
goltuk.

Acad.

Mikrobiologiai mddszerek

I. megosztési wvizsgalat: A Lact vektorok
megalkotasa lehetdvé tette a plazmid Par' fe-
notipusanak meghatérozasét egyszerilien szé-
lesztve nem-szelektiv McConkey laktdz leme-
zen vagy X-Gal lemezen. Az ezeket a plazmi-
dokat befogado baktériumok (alac) Lac* fe-
notipust kozvetitenek, amelyet kénnyen lehet
jelezni szines telepként az indikator lemezen,
mig a plazmidmentes sejtek Lac- fenotipusu-
ak és szintelen telepekként jelennek meg.

II. megosztasi vizsgalat (Lac- plazmidokhoz
hasznalt): Egy szelektiv lemezrdl (antibioti-
kumot tartalmazo lemez) egy telepet szélesz-
tettunk egy masik szelektiv lemezre., Errél a
lemezrédl egy telepet szélesztettiink egy LA
lemezre, ugy, hogy egyedi telepek képzddje-
nek. Az LA lemezrél mintegy 10 telepet
szuszpendaltunk 1 ml 0,9%-os NaCl oldatban

9
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104, illetve 10-5 aranyu higitisban. A 104
és 105 higitdsokbdl 0,1 ml-t szélesztettink
LA lemezeken. Ezekrdl a lemezekrdl 50 telep
ellenalld mintdjat vizsgéltuk a megfeleld sze-
lektiv lemezeken (illetve 200 telepét, ha az
instabilitds varhatéan gyenge volt). Az el-
vesztés gyakorisagét (LF érték) a kovetkezd
képlet alapjan szamitottuk kit

LF = 1 - (\)a/zn

ahol V- jelentése a plazmidot hordozd sejtek
gyakorisédga, feltételezve, hogy egy telep 27
generacion keresztil nd. Ehhez a mddszerhez
hozzatartozik a nagy statisztikai ingadozés.

IIl. megosztdsi vizsgalat: A Lac* és Lac"
plazmidok stabilitésdnak kvantitativ mérése.
Egy teljes telepet felvettink egy szelektiv
lemezrdl, és 108 sejt/ml  koncentracidban
szuszpendéltuk kb. 1 ml 0,9%-os NaCl oldat-
ban. 10-3  higitdsu szuszpenziokbol 2 x
x 0,1 ml-t hasznaltunk 2 x 10 ml LB-tapko-
zeg inokuldldséra, és az inkubalast 30 °C hé-
mérsékleten rézds kézben hajtottuk végre.
Kb. 5 « 10® sejt/ml sejtslriiségnél a tenyeé-
szeteket 10%-szeresre illetve 105-szeresre hi-
gitottuk. 0,1 ml-t hasznaltunk fel a 104-s8ze-
res higitasbdl (5 + 103 sejt), hogy inckulal-
junk 10 ml friss LB tapkoézeget, és 0,4 ml-t
szélesztettink a 105-szeres higitasbol
McConkey laktdz lemezeken, és a lemezeket
30 °C hoémérsékleten egy éjszakén &t inku-
baltuk. A higulas 5 - 108 /ml-rél 5 - 102/ml-
-re 20 nbovekedési generacionak felel meg
(2%90), igy a valtozds a plazmidot viseld sej-
tek gyakoriségéban az egyik higitastdl a ko-
vetkezdig megfelel annak, amely a noévekedés
20 generacidja alatt torténik. Altalénosabban,
az LF eértéket a koévetkezoképpen lehet ki-
szamitani:

Vi -

aholY 1 ésVz a plazmidot viselé sejtek gya-
koriséga g1, illetve g2 generédcidk utédn, és
LF az elvesztés gyakorisaga/sejt/generacio.
Ebbdl az kovetkezik, hogy

VA2

és

(1 - LF)81 ésV2 = (1-LF)82

(1 - LF)er-e

LF = 1 - (Yi2)i/el-a2)

Ezt a képletet haszndlva a zérd ido-
pontban az inokuldlé sejtek széméban levd
ingadozads miatti hibak elkerilhetdk. A kép-

letnek egy sokkal kényelmesebb megkozelité-
se a kovetkezd képlet:

LF = In(ViA2)/(g1-g2)

Osszeférhetetlenségi vizsgélat.
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Olyan plazmidokat, amelyekrdl azt lehe-
tett vélni, hogy beiktatott par teruletet hor-
doznak, vizsgaltunk &t azon az alapon, hogy
két egyébként osszeférhetd replikon, amelyek
ugyanazt a par teriletet hordozzdk, ossze-
férhetetlen egyméssal, és szelekcios kényszer
hidénydban egyik vagy mésik elvész. A vizs-
galatot Ugy végeztuk, hogy a vizsgalando
plazmidot transzforméltuk egy mésik plazmi-
dot hordozé baktériumtéorzsbe, mindkét plaz-
midra szelektdlva duplan szelektiv lemezen. A
duplén szelektiv lemezen (két kiulénbozd an-
tibiotikumot tartalmazé lemez) szélesztés utén
az oszszeférhetetlenség mind kvalitativan,
mind kvantitativan mérhetd.

A kvalitativ osszeférhetetlenségi vizsga-
lathoz egy telepet a duplan szelektiv lemez-
rél szélesztettunk egy LA lemezen, egyedi
telepeket képezve. Errdl a lemezrél kb. 10
telepet szuszpendaltunk 1 ml 0,9%-os NaCl
oldatban, és 104, illetve 10-5 aranyban higi-
tottuk. A 10-* és 105 higitdsbdl 0,1 ml
szuszpenzidt szélesztettink LA lemezeken.
Ezekrdl a lemezekrdl 50 telepet (vagy ha
gyenge Osszeférhetetlenség volt varhato, 200
telepet) vizsgaltunk a megfeleld szelektiv le-
mezeken. Ha egy Lact plazmid volt érdekelve
a vizsgalatban, McConkey laktoz indikétor le-
mezeket hasznadltunk a szelektiv lemezeken
torténd replika-lemezkészités helyett. Lac*
plazmidok esetében az atvizsgdldst Ugy haj-
tottuk végre, hogy a Par* plazmidnak vélhe-
td plazmidot transzforméltuk egy olyan
torzsbe, amely mar tartalmazott egy Lac* fe-
notipust kozvetitd Par* hibrid plazmidot. A
plazmid-6sszeférhetetlenség és kovetkezés-
képpen a belépd plazmid fajlagos Par* feno-
tipusdnak bizonyitdsa koénnyen észlelhetd a
Lac- telepekre torténd atvizsgalassal McCon-
key lemezeken, kimutatva, hogy a bent levd
{rezidens) Par* plazmid destabilizélédott. Az
ilyen &tvizsgalasi eljdrést mutatunk be a 4.
példaban.

A kvantitativ o6sszeférhetetlenséget a
Lac* plazmidok elvesztési gyakorisagénak
mérésével végeztik, miutén a fentebb leirt
heteroplazmid populacié kialakult. Az LF ér-
tékeket a korabban leirt .III. megosztési
vizsgalat® szerint mértuk.

Genetikai technikék

A baktériumok transzforméciéjat Cohen
és munkatarsai szerint végeztik (Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 62, 1972, 2110-2114. oldal),
azzal a modositassal, hogy amikor kis transz-
forméciés gyakorisag volt varhato, a megfe-
lelé6 sejtek DNS-sel torténd kezelését jégen
tdbb ora hosszat veégeztik, és ho-sokk utén
a sejteket jégben 5-30 percre ismét lehitdt-
tiilk. Ez a kezelés szignifikdénsan megndvelte
a transzformacios gyakorisagot.

A J bakteriofaggal végzett fertdzést
ugy hajtottuk végre, hogy 10 ml tenyészetet
LB tapkézegben, amelyet 0,2% maltozzal egé-
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szitettink ki (hogy indukéljuk a mal B fe-
hérjét, amely a A receptor) egy éjszakan &t
noévesztettink rézatds mellett. A sejteket
0,9% NaCl oldattal mostuk, és 2 ml 0,01 mél/-

olyan sejtek fert6zésére, amelyek azokat a
plazmidokat tartalmaztak, amelyekre a
transzponalast végre akartuk hajtani, A fer—
tozést a fentebb leirtak szerint hajtottuk

literes MgSOs oldatban szuszpendaltuk, majd 5 végre és a kanamicin-rezisztens sejteket ki-
1 ora hosszat inkubaltuk. A szuszpenziobdl valasztottuk. Tobb ezer Km® telepet gyt jtot-
higitdsokat készitettunk (109, 10!, 10-2), és tink 6ssze, és ezek 10-2 higitdsaibol 0,1 mi-t
0,1 ml-nyi higitott fag-oldatokat hasznaltunk alkalmaztunk 100 ml LB tdpkézeg inokuldlésa-
0,2 ml éhezd sejtszuszpenzid megfertdzésére. ra. A tenyészetet egy éjszakan &t novesztet-
A fert6zd keverék 109, 10-1 és 10-2 higitdsa- 10 tuk, és a plazmid DNS-t ebbdl a sejtkeverék-
it szelektiv lemezekre szélesztettiik. bol kinyertik és felhasznaltuk E. coli K 12

A plazmidok Tn 5-tel (KmR) torténd térzs (CSH50) kanamicin rezisztenciara torté-
transzponéldsahoz (a Tn 5Ab 221 : : Tn 5 né transzforméldsdhoz. (Az E. coli K12 CSH50
fag eredetd, amely a kapcsolas oldalArél tér- torzs beszerezheté a Cold Spring Harbor La-
lést tartalmazott, igy nem volt képes lizoge- 15 boratory, Cold Spring Harbor New York, USA
nizélni), a fAg szuszpenziojat alkalmaztuk az intézettdl).

2, tablazat

Plazmidok és fagok

Plazmid/Féag Forras

PKN184

Nordstrém és munkatarsai: Plasmid 4,

1980, 322. oldal

PSF 2124

So és munkatarsai: Mol. Gen. Genet.

142, 1975, 239-49. oldal

pJL 99

Light és Molin: Mol. Gen. Genet. 184,

1981, 56-61. oldal

pGA 46
oldal
PKN 501

70-79. oldal

pF 1403-11

An és Friesen: J. Bact. 140, 1979, 70-79
Molin és munkatarsai: J. Bact. 138, 1979,

Az F plazmid alap-replikonbol szarmazé AluINae

I fragmens pMC 1403 Sma I helyére toértend
beiktatdsaval eldallitva (Casadaban és munkatarsai:
J. Bact 143, 1980, 871. oldal), ezaltal az F plazmid
E génje és a pMC 1403 lac Z génje kozott

egy fuziot alakitva ki.

PHP 34

Prentki és munkatarsai: Gene 17, 1982,

pMC 903
PKN 1562

PVH 1424

pPSKS 104

pBR 322
PMB 1

Ab221::Tn5

EDA4

189-96. oldal

Casadaban és munkatarsai: J. Bact. 143, 1980,

971. oldal

Molin és munkatérsai: J. Bact. 138, 1979,

70-79. oldal

Valentin~Hansen P. szerint allitva eld, egy

PVH 17 plazmidbol (Valentin-Hansen és munkatarsai:
EMBO J. 1982, 317) szarmazé deo promotort hordozd
Sau 3 A fragmens beiktatdsdval a PMC 1403 plazmid
BamH I helyébe (Casadaban és munkatérsai, fentebb
idézett hely, 971. oldal) :
Casadaban M. szerint éllitva eld, a pM 13 mp 7-bél
(Messing és munkatérsai: Nucleic Acids Res. 9, 1981,
309) szérmazé lac promotort és transzlacids beinditod
tertletet tartalmazé Pvu II fragmens beiktatdsaval
a pMC 1403 Sma I helyére, amely muveletet homolég
rekombinacié kévet a lac Z szegmensek kozott
Bolivar és munkatérsai: Gene 2, 1977, 95. oldal
Betlock és munkatdrsai: Fed. Proc. 35, 1976,
2037-43. oldal

Berg, D. E.: .transzponalhaté kanamicin
rezisztenciat meghatérozé Tn 5 beiktatédsa és kivagasa®
DNS Insertion Elements, Plasmids and Episomes
(A.L.LBukhari és munkatérsai szerkesztésében)
Dempsey és Willets: J. Bact. 126, 1976, 166, oldal

11
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1, példa

Tn 5 (KmR) beiktatdsa az R1-bl szarmazo
EcoR1-A fragmensbe:

E. coli K 12 torzs (CSH50) sejtjeit -
amelyek a pKN 184 plazmidot foglaljak ma-
gukban, vagyis azt a plazmidot, amely pSF
2124 plazmidbdl és az R1 plazmidbél szdrmazd
19 kb  hosszusagi EcoRl-A  fragmensbdl
(amely a par A és par B terlleteket tar-
talmazza) &ll - az Anyagok és modszerek fe-
jezetben leirtak szerint aJ b 211 : : Tn 5
bakteriofag szuszpenzidjaval fertdztunk. A
200 ug/ml kanamicint tartalmazé LA lemeze-
ken kanamicin rezisztencidra térténd szelek-
cio utan a telepeket Osszegyljtottuk és osz-
szekevertik. A fenti keverék ] higitadsa-
bél 0,1 ml-t hasznéltunk 100 ml LB tapkézeg
inokuléléséhoz. A tenyészetet egy éjszakéan
a4t novesztettuk, és a tenyészetbdl preparalt
plazmid DNS-t az E. coli K 12 torzs {(CSH50)
trnszformalasdra hasznaltuk, 200 pg/ml kana-
micint tartalmazoé lemezeken kanamicin rezisz-
tenciara szelektalva.

Ilyen médon egy pOUl plazmidot talal-
tunk, amely a kanamicin-rezisztenciat koézve-
titi és amelynek van egy kb. 5 kb-nak {5000
bazispar) megfeleld fag-DNS beiktatasa. A
plazmid molekulatdmege/mérete 34 kb, ame-
lyet a plazmid DNS preparalasaval és agaroz
gélen torténd analizisével mértink, es fenoti-
pusa a kovetkezd: Km®, Ap®, Par A*, Par B*.

A pOU1l-b&l a plazmid DNS-t kipreparél-
tuk és a plazmidot restrikcios enzimekkel
feltérképeztuk a plazmid DNS tisztitdsaval,
restrikciés enzimekkel torténd elhasitdsaval
és a keletkezett fragmensek agaroz gél
elektroforézissel torténd analizisével (lasd 1.
abra). Ezen a médon & pKN 184 plazmid
EcoR1-A fragmensébe beiktatott A: : Tn 5
fragmenst aznositottuk mint a Km®-t kédolo
gén hordozdjat, és a fragmens elhelyezkedeé~
sét az 1. abraban bemutatottak szerint meg-
hatéroztuk. A pOUl plazmidot tovabbi anali-
zishez és plazmidkészitéséhez hasznaltuk.

Az E. coli CSH50/pOUl torzset a Német
Mikroorganizmusok GyUjteményében (Deut-
sche Sammlung von Mikroorganismen, Grise-
bach strasse 8, D-3400 Gottingen), amely
torzsgyljteményt a tovabbiakban DSM-nek
fogunk roviditeni, a 2712, szdmon helyeztik
letétbe.

2. példa

Par+ fragmensek klonozéséhoz alkalmazhatd
plazmidok készitése:

A pJL 99 plazmid (Light és Molin: Mol
Gen. Genet. 184, 1981, 56-61. oldal) egy fuzi-
6t hordoz az Rl plazmidbdl szérmazé rep A
gén és a lac operon kozott; ez a plazmid egy
Lact fenotipust kbzvetit. A rep A-lac fuziot

12

HU 201350 B

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

20

hordozé Pst I - Sal I fragmenst kivégtuk a
pJL 99-bdl és beiktattuk a pGA46-ba, amely
egy pl5 replikon (An és Friesen: J. Bact.
140, 1979, 400-407. oldal), ilyen modon alkot-
tuk meg a pJL 124 plazmidot. A plazmid tér-
képét a 2. dbra mutatja be. A pJL 124 szin-
tén kozvetit egy Lac*t fenotipust McConkey
laktoz indikator lemezeken, de ugy talaltuk,
hogy olyan DNS fragmens beiktatds, amely-
nek a pJL 124 Pst I helyén nincs vagy csak
nagyon csekély promotor aktivitésa van, a
rep A promotor aktivitasaval olyan modon in-
terferal, hogy ezek a hibridek mar nem mu-
tatnak Lac'-t McConkey laktdéz indikatorleme-
zeken. A sokkal érzékenyebb X-gal indika-
torlemezeken azonban a transzformans tele-
pek Lac* tipusuak, jelezve, hogy a p-galak-
tozidaz kifejezddése csdkkent, de nem telje-
sen szorult vissza ezekben a hibridekben.
Ennél fogva a pJL 124-et a Pst I fragmensek
klénozasara lehet hasznalni, mivel a hibrid
plazmidok koénnyen kimutathaték McConkey
laktoz indikator lemezeken, mint Lac™ transz-
forméansok. S6t, mivel a pJL 124 egy plb
replikon, és igy nem stabil, amely koénnyen

kimutathaté olyan sejtekként, amelybdl a
plazmid elveszett, igy szintelen telepeket
képez laktoz indikétorlemezeken szelekcios

kényszer nélkal, a pJL 124-et stabilizélni
képes Pst I-et ki lehet vélogatni X-gal leme~
zeken.

A Pst I-par* fragmensek izolalasanak prog-
ramja igy a kovetkezd lépésekbdl all:

1.) A Pst I-el hasitott pJL 124 bsszekapcso-
lasa (ligaciéja) egy masik plazmidbol szarma-
26 Pst I fragmenssel.

2.) Kléramfenikolt tartalmazo McConkey laktoz
lemezeken transzforméacié CSH 50-be.

3.) A klonok vizsgalata, amelyek Lac--ként
jelennek meg McConkey laktoz lemezeken, a
Lac* fenotipus stabil oroklédésére nézve X-
-gal indikétorlemezeken (lasd Anyagok ¢és
modszerek c. fejezet).

Az E. coli CSH 50/pJL 124 torzset a 2760
szamon helyeztik letétbe a DSM torzsgyljte-
ményben.

3, példa

par A és par B teruletekkel rendelkezé nem
stabil plazmidok stabilizéldsa

1.) Mini Rl-replikon

pOU 71 plazmidot (DSM 2471) - ez a
plazmid a pKN 1562 plazmid .megvadulé®
replikécios szédrmazéka, amely az Rl plazmid
alap-replikonjat, az EDA4 fagbél szérmazé
‘,{Pa promotort és clss1 represszor gént, a
Tn 3 transzpozonbdl szérmazd fp-laktamazt
kodolé gént és egy egyedi EcoRl helyet tar-
talmaz (a pOU 71 megalkotasanak részlete-
sebb leirésa megtalélhatdo a jelen taldlmany
bejelentdinek a jelen bejelentéssel ésszeflg-
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g8 bejelentésében, amelynek cime: .Plazmidok
feltételesen szabdlyozatlan replikdcids visel-
kedéssel®, és amelyet ugyanaznap nyujtottak
be, mint a jelen bejelentést) - EcoRl-el hasi-
tottunk és a pOUl-bdl szarmazo Ecorl-A : :
Tn 5 fragmenst (lasd 1. példa) iktattuk bele,
ligaltuk, és E. coli CSH 50 torzsbe transzfor-
méaltuk, a kanamicin-rezisztens sejteket
50 ug/ml kanamicint tartalmazo LA lemezeken
szelektélva,

A transzforménsokat pOU 71 .megvadu-
16* replikédciés fenotipusra 50 ug/ml kanami-
cint tartalmazé LA lemezeken szélesztve és
42 oC hémérsékleten inkubdlva valogatjuk.
Azok a sejtek, amelyek a .megvadulé” repli-
kécidés plazmidot tartalmazzék, abbahagyjdk a
noévekedést ilyen kérilmények kozott, Ilyen
modon a pOU 71-184 plazmidot azonositottuk,
amely 25,5 kb méretll és fenotipusa a koévet-
kezdé: Par A*, Par B, ApR, Km&,

A plazmidot az 1. példéban leirtak sze-
rint restrikcios enzimekkel feltérkepeztiak
(ldsd 3. dbra). A restrikcidés térképbdl kita-
nik, hogy az EcoRl-A : : Tn 5 fragmens kor-
rektil beiktatddott a pOU 71 plazmid EcoR1
helyére.

A plazmidot befogado sejteket LA leme—
zeken 100 generéacién keresztil, szelekcios
kényszer nélkul novesztettik, vagyis nem
olyan lemezeken névesztve, amely antibioti-
kumot tartalmaz; amikor az Anyagok és mdd-
szerek fejezetben leirt modszer szerint (II.
megosztasi vizsgalat) meghataroztuk, a sej-
tekbél nem volt megfigyelhetd a plazmid el-
vesztése, mig a pOU 71 a hasonld kérilmé-
nyek koézétt nétt sejtekbdl 1%/generéacido gya-
korisaggal eltlint. igy meghatiarozhatd tehat,
hogy a pOU 71-184 stabilan 6roklédik mint-
egy 10-%/sejt/generacié elvesztési gyakori-
séggal.

Az E. coli CSH 50/pOU 71-184 torzset
2763. szémon helyeztik letétbe a DSM tdrzs-
gyujteményben.

2.) pl5 replikon

A pJL 124 plazmidot (lasd 2. példa),
amely Par- pl5 replikon, Pst I restrikciés
enzimmel elhasitottuk és Osszekevertuk pKN
184 plazmiddal (lasd 1. példa), amelyet elézé-
leg Pst I-el elhasitottunk, majd ligdltuk. A
ligdlt keveréket E. coli CSH 50 torzsbe
transzforméltuk, 50 ug/ml kléramfenikolt tar—
talmazé McConkey laktoéz indikator lemezen
szelektdlva kléramfenikol-rezisztenciara.

A pJL 124-et befogadd sejteket, amelyek
egy vagy tobb Pst I fragmenst hordoznak
(lasd 2. példa) a Lact fenotipus stabil 6rok-
l6désére vizsgaltuk X-gal lemezeken. A stabi-
lan 6ro6klddd plazmidok egyikérél ugy talal-
tuk, hogy mind par A, mind par B teriletet

tartalmaz. Ez a plazmid, a pOU2, 24 kb mé- .

retli és fenotipusa a kovetkezd: CmR,
Par A*, Par B*.

A plazmidot az 1. példédban leirtak sze-
rint restrikcidos enzimekkel feltérképeztik
(lasd 4. abra). A restrikcids térképbdl kitiu-
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nik, hogy egy Pst I fragmens térolve van az
EcoR1-A fragmensbol.

A plazmidot befogadd sejteket X-gal le-
mezeken 100 generacion At szelekcids kény-
szer nélkul novesztettik, és ilyen médon
meghataroztuk, hogy a pOU2 stabilan 6roklé-
dik kevesebb, mint 10-8/sejt/generacié LF
értékkel, ellentétben a pJL 124-el, amely 0,5-
-1%/sejt/generacié gyakorisaggal eltinik a
se jtekbél.

Az E. coli CSH 50/pOU2 torzset 2713.
szémmal helyeztuk letétbe a DSM gyljte-
ményben.

3.) pMBI1 replikon

A pF 1403-11 (l4sd 2. tablazat) a pBR
322~-nek (amely egy pMBl-replikon) egy nem
stabilan 6réklodé szarmazéka, amely egy F
plazmidbdl szarmazo gén és a lac operon koé-
z6tti fuziot hordoz. A plazmid Ap®, Lac' fe-
notipust kozvetit. Az EcoRl-A :: Tn 5 frag-
menst, amely a pOU 1-plazmidbél (1. példa)
szarmazik, beiktattuk a pF1403-11 plazmid
egyetlen EcoRl helyére kézvetlenil a génfu-
zidéval ellentétes irdnyban, ligaltuk és az E.
coli CSH 50 todrzsbe transzformaltuk, 50 ug
ampicillint tartalmazé lemezeken Ap®*-re sze-
lektalva, 50 mg/ml kanamicint tartalmazd le-
mezeken KmB-re szelektdlva és McConkey in-
dikator lemezeken Lac*-ra szelektélva.

Az igy létrejott pOU10 plazmidot az 1.
példa szerint leirt mddszerrel restrikcios
enzimekkel feltérkeépeztuk (lasd 5. abra), és
az EcoRl-A Tn 5 fragmens beiktatasat
igazoltuk. A plazmid 34 kb méreti és fenoti-
pusa a kovetkezd: KmB, ApB, Lac*, Par A%,
Par B*.

A plazmidot a 3. példa 1. részében leirt
modszerrel stabil oroklédésre megvizsgaltuk.
Ilyen mddon demonstraltuk, hogy a pOU 10
stabilan 6roklédik kevesebb, mint 10-6/sejt/-
generaci¢ LF-értékkel, mig a pF 1403-11
6 + 10-3/generacio gyakorisdggal tunik el a
sejtbél.

Az E. coli CSH 50/pOUl0 toérzset 2714
szémmal helyeztitk letétbe a DSM gyuljte-
ményben.

4. példa

Az EcoRl1-A fragmensbél szérmazo Pst I frag-
mens klonozésa, amely stabilizélja a pJL 124-
-et.

Az EcoRl1-A fragmenst egy sor restrik-
cios enzimmal hasitottuk, és az igy nyert fi-
zikai térképet az 1. abréan mutatjuk be.
Amint lathato, a fragmens tobb Pst I frag-
mensbdl tevodik ©Ossze. Abbdl a célbdl, hogy
csokkentsuk a Part fenotipust kozvetitd
fragmens méretét, megkiséreltik szubklonoz-
ni a pJL124 atvizsgalé vektorban a par teru-
leteket, amelyeket valdszinlGleg egy vagy
tobb Pst 1 fragmens hordoz (lasd 2. pelda).
Tébb korrekt fenotipusi - vagyis Lac-
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McConkey laktoz lemezen és stabil o6roklédés
szelekciés kényszer tavollétében - klon elem-
zése azt mutatja, hogy a Pst I-D fragmens
(14sd 1. abra) kozvetiti ezt a fenotipust. Mas
Pst I fragmens egyedil nem volt képes sta-
bilizélni a pJL 124-et. A pJL 124 stabilizala-
saért felelds teruletet, amely egy 1,8 kb-s
Pst I fragmensen belul helyezkedik el, par
B-vel jeldljuk.

Abbdl a célbdl, hogy tovabb elemezzik a
Pst I-D fragmenst, a fragmenst egy pBR 322
plazmid bla-génjében levdé egyedili Pst I
helyre klénoztuk, amely a pOU 93-at ered-
ményezi (lasd 7. Abra; a plazmidot 2724
szammal helyeztik letétbe a DSM torzsgylj-
teményben). Ennek a plazmidnak a restrikci-
6s térképezése azt mutatja, hogy a Pst I-D
fragmens hdrom Rsa I helyet tartalmaz (lasd
6. abra). Az Rsa I tompa végeket alakit ki,
ezért a 900 bp-s Rsa I fragmenst a kovetke-
26 modon iktattuk be a pHP34 plazmid
(Prentki és munkatarsai: Gene, 17, 1982, 189-
-96 oldal) Sma I helyére. pOU 93-at hasitot-
tunk Rsa I-el, és Osszekevertik Sma I-el ha-
sitott pHP 34-el, majd ligaltuk. A ligdcids ke-
veréket olyan E. coli CSH 50 torzsbe transz-
formaltuk, amely mar befogadott pOU 94
plazmidot (ez egy pl5 szarmazék, amely fe-
notipusa szerint Lac* és Par B* lasd 8. ab-
ra, ezt a plazmidot 2725 széammal helyeztik
letétbe a DSM torzsgyljteményben), ampicil-
lin rezisztencidra szelektdlva 50 ug/ml ampi-
cillint tartalmazé lemezeken.

A kulonbdzd plazmidokban hordozott par
B* teruletek &ltal kifejezett osszeférhetetlen—
ség kovetkeztében a pOU 94 elvész, amikor
egy masik plazmidot, amely Par B* fenotipu-
su, bevezetunk az E. coli sejtbe, igy lehetdé—
vé valik, hogy a helyes beiktatdsokra és
transzforménsokra a sejteket McConkey le-
mezre szélesztve és kivalogatva a szintelen
telepeket (Lac-) szelektéljunk. Az egyik
ilyen osszeférhetetlen pHP 34 plazmidszdrma-
zékot, amelyrdl azt taléltuk, hogy tartalmazza
a 900 bp-s Rsa I fragmenst, pOU 13-al jelol-
tiuk. A plazmid 5,3 kb méretli és fenotipusa a
kovetkezd: TckR, ApR, Par B*.

A plazmidot az 1. példéban leirtak sze-
rint restrikciés enzimekkel féltérképeztuk (9.
abra). A térképezés azt mutatja, hogy az Rsa
I fragmens é&talakult egy 900 pb-s EoRl
fragmenssé, mivel a pHP34 Sma I helyét a
ket EcoRl hely szegélyezi.

Az E. coli CSH 50/pOU 13 térzset 2716
szémon helyeztik letétbe a DSM torzsgyujte—
ményben.

A pOU13-bdl szérmazd 900 bp-s EcoRl
fragmenst beiktattuk a pOU101 EcoR1 helyé-
re, amely egy ApE, CmP .megvadulé® mini-R1
szdrmazék (a pOU101 konstrukcidjdnak rész-
letes leirésa megtaldlhaté a bejelentdknek a
jelen bejelentéssel osszefiiggd bejelentéseé-
ben, amelynek cime: Plazmidok feltételesen
szabélyozatlan replikédcios viselkedéssel; és
amelyet ugyanazon a napon nyujtottak be,

14

HU 201350 B

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

24

mint a jelen bejelentést) egy egyedi EcoRl
hellyel a cat génben (ez a gén kodolja a
CmE-t), igy alkottuk meg a pOUl4 plazmidot,
amely 8,2 kb méretil és fenotipusa a kovet-
kezd: CmS, ApB, Par B*.

A plazmidot az 1. példaban leirt médszer
szerint restrikcids enzimekkel feltérképeztik
(lasd 10. abra).

A plazmidot stabil oroklédésre megvizs-
géltuk a 3.1, példdban leirtak szerint, igy
demonstraltuk, hogy 30 °C hémérsékleten a
pOU14 stabilan 6rokliédik kisebb, mint 1
. 10-4/sejt/generiacio LF értékkel, ugyanak-
kor a pOU101 1%/generacié gyakorisaggal el-
vész a sejtekbol.

Az E. coli CSH 50/pOUl4 torzset 2717.
szamon helyeztik letétbe a DSM torzsgyljte-
ményben.

5. példa

Mini-R1 plazmidok stabilizélésa par B frag-
menssel

pOU 90 plazmidot - amely a pKN 1562
.megvadulé” replikéciés szarmazéka, és amely
az R1 plazmid alapreplikonjat, az EM4 fagbol
szérmazé,,tpn promotort és clss7 represszort,
a p-laktamazt kodolé gént a Tn 3 transzpo-
zonbdl, valamint a pKN184-bdl sZ4rmazo
EcoR1-A fragmenst tartalmazza, ugy allitottuk
eld, hogy a pOU82-t (DSM 2482) EcoRl-gyal
hasitottuk, és ezen a helyen a pKN184 vad
tipusu par teriletét tartalmazo EcoR1-A
fragmenst iktattuk bele, majd ligaltuk, A
pOU90-t Sal I-el elhasitottunk, és ligaltunk a
pOU61 plazmidot nyerve. A plazmidot E. coli
CSH 50 torzsbe trnszforméltuk, McConkey le-
mezeken Lac- fenotipusra szelektélva.

A pOU6l-et az 1. példéban leirt mod-
szerrel feltérképeztuk (lésd 11. ébra). A
restrikcios térképbdl kitGinik, hogy a pOU61
hordozza az Eco Rl1-A fragmens jobboldali
végét, amely a par B teriletet tartalmazza., A
plazmid mérete 10 kb és fenotipusa a kovet-
kezé: Par B*, ApR, Lac-~.

A plazmidot a 3.1 példaban leirtak sze-
rint stabil oréklddésre vizsgéltuk. Azt taldl-
tuk, hogy a pOU61 stabilan oroklédik keve-
sebb, mint 1 - 10-%/sejt/generacic LF érték-
kel.

Az E. coli CSH 50/pOU6l torzset 2723
szammal helyeztilk letétbe a DSM torzsgyGj-
teményben.

6. példa

A pF 1403-11 plazmid stabilizélésa a par B
fragmenssel

A pOUl plazmidot (lasd 1. példa) Sal I-
-el hasitottuk, és oOsszekevertik pF 1403-11
plazmiddal, amelyet elézéleg Sal I-el elhasi-
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tottunk, majd ligéltuk, és E. coli CSH 50
torzsbe transzformaltuk ampicillin rezisztens
telepekre szelektélva McConkey laktéz indi-
katorlemezeken. Néhdnyat ezek koézul a Lact
klénok kézul a Lac* fenotipus stabil 6roklé-
désére McConkey lemezeken &tvizsgaltunk,
shogyan ezt az Anyagok és modszerek feje—
zetben leirtuk.

A stabilan 06réki6dé plazmidokat az 1.
példéban leirtak szerint restrikciés enzimek-
kel feltérképeztik (lasd 12, édbra). A restrik—
ciés térképbdl kitinik, hogy ezek a pOUl-
-nek azt a Sal I fragmensét hordozzdk, ame-
lyen a par B terillet elhelyezkedik. A pF
1403-11-et és a pOUl-bdl szarmazé Sal I
fragmenst tartalmazé plazmidot pOU 12-nek
neveztiuk. Ennek mérete 16 kb és fenotipusa
a kovetkezd: Par B*, Lac*, Ap® A poOU 12
stabilan 6roklédik kevesebb, mint 5 - 10-5-
/sejt/generécié LF értékkel.

Az E. coli CSH 50/p0OUl12 torzset 2715
szamon helyeztik letétbe a DSM torzsgyiijte-
ményben.

7. példa
A pl5 plazmid stabilizdlésa par A fragmenssel

PMC 903 plazmidot (Casadaban és mun-
katdrsai: J. Bact. 143, 1980, 971. oldal) hasi-
tottunk EcoRl-el, és a pOU43 plazmidbdl (13.
ébra; 2720, DSM szém) szarmazd, a par A te-
riletet hordozé EcoRl1 fragmenst iktattuk be-
le, majd ligaltuk, és az E. coli CSH 50 torzs-
be transzformaltuk, Az igy létrejétt plazmi-
dot pOU 45-nek jeldltiik, ennek mérete
13,4 kb és fenotipusa a kovetkezd: Par At
Lac-, Ap®, Km?®.

A plazmidot az 1. példdban leirtak sze-
rint restrikciés enzimekkel feltérképeztitk
(lasd 14. abra). A restrikciés térkeépekbdl ki-
tinik, hogy a par A terilet beiktatédott a
lac operonba, amely ez &ltal inaktivalddott.

Amikor az Anyagok és moédszerek feje-
zetben ismertetett médon stabilitasra vizsgal-
tunk, a plazmidot stabilan 6roklédének talal-
tuk 8 - 10-#/sejt/generdcié LF értékkel, mig
a pMC 903 LF értéke 1%/sejt/generacié.

Az E. coli CSH 50/pOU45 torzset 2721
szammal helyeztik letétbe a DSM torzsgyj-
teményben.

8. példa
Mini-R1 plazmid stabilizélésa par A teriilettel

A pOU43-bdl szérmazd EcoR1 fragmenst
beiktattuk a pOUB2 mini-R1 plazmidba (DSM
széma 2482), amely tartalmazza az Rl plazmid
alap-replikonjat, az EdA4-fdgbdl eredd A Pa
promotort és cl represszor gént, a p-lakta-
mézt kodold gént a Tn 3 transzpozonbdl, a
PVH 1424-bdl a deo-promotort és a lac 2 gén
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amino-terminalis végét, tovabbé a pSKS 104-
-bél a lac operon maradvanyat (a pOU8S2
konstrukcidjénak részletes leirdsa megtaldl-
hato a bejelentdknek a jelen bejelentéssel
osszefUggd bejelentésével, amelynek cime:
Plazmidok feltételesen szabélyozatlan repliké-
ciés viselkedéssel; és amelyet ugyanazon a
napon nyujtottak be, mint a jelen bejelen-
tést). A pOUB2 plazmid hordozza az ApR és
Lac* fenotipust és van egy egyedi EcoRl he-
lye, amely hasznalhato ez EcoRl fragmensek
klénozasédhoz. Ez a plazmid 1%/generéacioé
frekvenciédval vész el szelekcios kényszer té-
vollétében.

A plazmidot, amelyben 2,4 kb-s EcoRl
fragmenst iktattunk be azonos orientacioban,
pOU4T-nek jeloltuk. A plazmid mérete 14 kb

és fenotipusa a kovetkezd: Par A%, Lact,
ApB,

A pOU47-et az 1. példaban leirtak sze-
rint restrikcios enzimekkel feltérképeztik

(lasd 15. abra).

Az E. coli CSH 50/p0U47 torzset 2722
szamon helyeztuk letétbe a DSM torzsgylijte-
ményben.

A par A teruletet hordozé EcoRl frag-
menst tovabb csdkkentettuk 400 bp-vel a Bal
31 exonukledz segitségével; a torlést az
Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak
alapjdn hajtottuk végre, poOU47 egyedili
BamHI helyét hasznositva. Az igy megalkotott
plazmidot pOU472-vel jeloltik. A plazmid
13 kb méretli és fenotipusa a koévetkezd: Par
A', Lac*, ApkR,

A pOU472-t az 1. példdban leirtak sze-
rint restrikciés enzimekkel feltérképeztuk
(lasd 16. abra). A restrikcids térképbdl kith-
nik, hogy a pOU472 hordozza a Bal 31 delé-
cio altal létrehozott 2,0 kb-s EcoRl frag-
menst,

Amikor az Anyagok és modszerek fejezet
szerint stabilitasra vizsgaltunk, a plazmidot
stabilan 6roklodének talaltuk, amely azt je-
lenti, hogy a teljes par A teriletet tartal-
mazza a 2,0 kb nagysagu EcoRl fragmens.

Az E. coli CSH 50/p0OU472 térzset 2726.
szamon helyeztik letétbe a DSM torzsgyilijte-
ményben.

9. példa

par A teriiletet hordozo mini R1 plazmid lét-
rehozésa

pOU 90 plazmidot (lasd 5. példa) BamHI-
-vel és részlegesen Sau 3A-val elhasitottuk,
hogy kitoéroltiuk az EcoR1-A fragmens egy
részét, a nagyobb 6 kb-s rész visszamaradt,
majd ligéltuk. Az igy nyert pOU91 plazmidot
E. coli CSH 50 térzsbe transzformaltuk. A
POU 91 mérete 18,75 kb, fenotipusa a kévet-
kezd: Par*, ApR, Lac'. A plazmidot az 1. pél-
daban leirtak szerint restrikciés enzimekkel
feltérképeztik (17. éabra).
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A plazmid stabilitését ugy hataroztuk
meg, hogy pOU 9l-et tartalmazd sejteket (és
kontrollként a pOU 82-t tartalmazo sejteket)
McConkey lemezeken, szelekcids kényszer
nélkal, 30 °C hémérsékleten 25 generacion &t
névesztettink; a pOU 9l-el transzformalt
sejtek voros telepeket képeznek (Lac'), mig
a pOU 82-vel transzformalt sejtek mind vo-
rés, mind fehér telepeket képeznek, jelezve,
hogy a szelekciomentes periédus sordn a
pOU 82 elveszett jonéhény sejtbdl.

Az E. coli CSH/pOU91 torzset 2483, sza-
mon helyeztik letétbe a DSM torzsgyujte-
ményben.

10, példa
par A', par B* mini-R1 plazmid megalkotdsa

pOU 82 plazmidot (8. példa) hasitottunk
EcoRl-el, ¢és a pOU43-bdl (lasd 7. példa és
13. 4bra) szdrmazd, a par A teriletet hordo-
26 EcoRl fragmenst iktattuk bele. Ebbdl az
EcoRl fragmensb&l tordltink legalabb 500
bazispart, beleértve egy EcoR1 helyet is, Bal
31 exonukledz segitségével. A plazmid egye-
dali EcoR1 helyére a pOU13-bdl (lasd 4. pél-
da és 9. &bra) szarmazo EcoRl fragmenst ik-
tattuk be. A keletkezett plazmid, amely egy
Par A*, Par B* fenotipust hordoz, ezutén
transzformalhatd olyan E. coli CSH 50 torzs-
be, amely mar pOU94-et hordoz, és kivalo-
gathaté lényegileg ugyanolyan modszerrel,
mint a 4. példéban, azzal a kulénbseggel,
hogy a pOUB2 szArmazék gyenge Lact fenoti-
pust koézvetit, ami azt jelenti, hogy az ezt a
plazmidot befogadd sejtek telepei csak a ko~
zépen lesznek vordsek és a szélén szintele-
nek, amikor McConkey laktéz-indikétor leme-
zeken ndnek.

11. példa
par A+, par B+ mini-Rl-plazmid létrehozésa

pOUB1 plazmidot (lasd 5. példa) hasitot-
tunk EcoRl-el, és a par A teriletet hordozé
pOU43-bél eredd EcoRl fragmenst iktattuk
bele, majd ligaltuk. Az igy nyert plazmidot,
amely Par A*, Par B* fenotipust kozvetit, le-
het azutén transzformélni E. coli CSH 50
torzsbe, amely mar hordoz pOU2 plazmidot,
és ilyen modon lehet valogatni a 4. példdban
leirt modszer szerint. A kivant plazmidot be-
fogado sejtek telepei szintelen telepekként
(Lac~) mutatkoznak McConkey laktoz lemeze-
ken.

Megjegyzés. A jelen leirésban és igény-
pontokban, ahol kilén nem jelezzik a par-,
Par-, par* vagy Par* jeleket, a par és Par
kifejezés a megosztasi funkciod kifejezodését
Jelenti.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras orokletesen instabil plazmidok
stabilizaléséra, azzal jellemezve, hogy a sta-
bilizélandé plazmidba egy olyan DNS frag-
mentumot iktatunk be, amely magéban foglal-
ja az Rl plazmid EcoRl-A fragmentumét vagy
annak egy rovidebb fragmentumat, amely egy
R1 par teruletet tartalmaz. (Els6bbsége: 1982.
09. 16.)

2. Az 1, igénypont szerinti eljarés, azzal
jellemezve, hogy R1 par A teruletet, Rl par
B teruletet vagy R1 par A és Rl par B teri-
letet tartalmazo DNS fragmentumot alkalma-
zunk. (Elsdbbsége: 1982. 09. 16.)

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy olyan, Rl par A és Rl par
B teriletet tartalmazo DNS fragmentumot al-
kalmazunk, amelynek hossza legfeljebb 6 kb,
eldnyosen legfeljebb 4 kb, kalonosen legfel-
jebb 3 kb. (Elsdbbsége: 1982. 09. 16.)

4. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy olyan, Rl par A teruletet
tartalmazé DNS fragmentumot alkalmazunk,
amelynek hossza legfeljebb 4 kb, elényosen
legfeljebb 2,5 kb, kildndsen legfeljebb 1 kb,
(Elsébbsége: 1982, 09. 16.)

5. A 2. igénypont szerinti eljarés, azzal
Jjellemezve, hogy olyan R1 par B teriletet
tartalmazé DNS fragmentumot alkalmazunk,
amelynek hossza legfeljebb 2 kb, elénybdsen
legfeljebb 1,5 kb, kilonosen legfeljebb 1 kb.
(Els6bbsége: 1982. 09. 16.)

6. Az 1. igénypont szerinti eljéras, azzal
Jjellemezve, hogy plazmidként p15 plazmidot
vagy egy szarmazékat vagy egy nagy kopia-
szamu, széles gazdaszervezet tartomanyu
plazmidot vagy annak szarmazékat alkalmaz-
zuk. (Elsébbsége: 1982. 09. 16.)

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy plazmidként pMB1 plazmidot
vagy annak szérmazékat, elonyosen pBR322
plazmidot vagy annak szarmazekat alkalmaz-
zuk. (Elsébbsége: 1982, 09. 16.)

8. Az 1. igénypont szerinti eljéras, azzal
Jellemezve, hogy plazmidként IncFII Ossze-
férhetetlenségi csoportba tartozé plazmido-
kat, beleértve az Rl-et és szarmazekait, F
plazmidot vagy szarmazékait vagy kis kopia-
szému, széles gazdaszervezet tartoményu
plazmidokat vagy szarmazékaikat hasznaljuk.
(Elsébbsége: 1982. 09. 16.)

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras, azzal jellemezve, hogy plazmid-
ként egy vagy tobb, a plazmiddal természet
szerint nem-rokon gént tartalmazé plazmidot
alkalmazunk. (Elsdbbsége: 1982, 09. 16.)

10. Eljaras pOUl, pOU71-184, pOU2,
pOU10, pOU13, pOUl4, pOUSI, pOU12, pOU45,
pOU47 és pOU472 stabilizalt plazmidok eloalli-
taséra, azzal jellemezve, hogy

a) pOUl plazmid eloallitésdra pKN184
plazmidot tartalmazo E. coli sejteket b211 : :
Tn5 bakteriofég szuszpenzioval fertdbzunk, és

-15.-
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a kanamicin rezisztenciét (KmB) és ParA¢,
ParB* fenotipust kozvetitd plazmidokat kiva-
lasztjuk,

b) pOUT1-184 plazmid elballitaséra
pOU71 plazmidot EcoRl enzimmel kezelink, a
pOUl EcoRl-A : : Tnb fragmensét beiktatjuk,
majd ligdlds utan E. coliba transzformaljuk,
és a KmB-t és ParA*, ParB* fenotipust koz—
vetitd plazmidokat kivalasztjuk,

c) pOU2 plazmid eldallitAsdra pJL124
plazmidot Pstl enzimmel kezelink, Pstl en-
zimmel részlegesen emésztett pKN184 plazmid-
dal keverjuk, ligaljuk és E. coliba transzfor—
maljuk, és a ParA*, ParB* fenotipust kozve-
titd plazmidokat kivélasztjuk,

d) pOU10 plazmid eléallitdsara a pOUl
plazmid EcoR1-A : : Tn5 fragmensét pF1403-
-11 plazmid EcoRl helyére iktatjuk be, majd
E. coliba transzforméljuk, és a ParA*, ParB*
fenotipust kozvetitd plazmidokat kivélasztjuk,

e) pOU13 plazmid eloallitasdra EcoR1-A
fragmentum PstI-D fragmentumat pBR322 Pstl
helyére iktatjuk be, a kapott pOU93 plazmi-
dot Rsal enzimmel kezeljiuk, az Rsal fragmen-
tumot, amely a parB teriletet hordozza, a
PHP34 plazmid Smal helyére beiktatjuk, majd
E. coliba transzformaljuk, és a ParB* fenoti-
pust kozvetitd plazmidokat kivalasztjuk,

f) pOUl4 plazmid elballitdsara pOU13
plazmidot EcoRl enzimmel kezeliink, a pOU13
plazmid EcoRl fragmentumét, amely a parB
tertiletet hordozza, pOU101 plazmid EcoR1
helyére iktatjuk be, majd E. coliba transz-
formaljuk és a ParB* fenotipust kozvetitd
plazmidokat kivalasztjuk,

g) pOUB1 plazmid eldallitdsdra pKN184
plazmid EcoRl-A fragmentumat pOU90 plaz-
midba iktatjuk be, Sall-gyel kezeljuk, ligal-
juk, és a ParB* fenotipust kézvetitd plazmi-
dokat kivalasztjuk,

h) pOU13 plazmid eléallitAsara pOU1L
plazmidot Sall-gyel kezeliink, Sali-gyel ke-
zelt pF1403-11 plazmiddal keverjuk, ligaljuk,
és E. coliba transzforméljuk, és a ParB* fe-
notipust kozvetitd plazmidokat kivalasztjuk,

i) pOU45 plazmid elédllitdsara pMC903
plazmidot EcoRl-gyel kezeliink, pOU43 plaz-
mid EcoRl fragmentumat, amely a parA teru-
letet hordozza, iktatjuk be, ligdljuk és E.
coliba transzformaljuk, majd a ParA* fenoti-
pust kozvetitd plazmidokat kivéalasztjuk,

Jj) pOU47 plazmid eléallitésdra pOU43
EcoRl fragmentumat pOU82 plazmid EcoRl
helyére iktatjuk be, E. coliba transzformal-
Juk és a ParA* fenotipust kozvetitd plazmi-
dokat kivélasztjuk,

k) pOU472 plazmid elballitdsdra pOUA4T
EcoRl fragmentumét, amely a parA teriletet
hordozza, 400 bp-vel csbékkentjuk Bal3l exo-
nukleéz segitségével, E. coliba transzformal-
juk és a ParA* fenotipust koézvetité plazmi-
dokat kivalasztjuk. (Elsdbbsége: 1983. 09.
09.)

11. Eljaras pOU91
eldallitasara, azzal jellemezve,

stabilizélt plazmid
hogy pOU90
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plazmidot BamHI-gyel és részlegesen Sau3A-
-val hasitjuk, ligdljuk és E. coliba transz-
forméljuk és a ParAt fenotipust kézvetitd
plazmidokat kivalasztjuk. (Els6bbsége: 1982,
09. 24.)

12 Eljarés stabilizalt plazmidot befogadd
Gram-negativ baktériumok eldallitasara, azzal
Jellemezve, hogy valamely Gram-negativ bak-
térium tdrzsbe valamely, az 1-9. igénypontok
barmelyike szerinti modon elballitott plazmi-
dot transzformalunk. (Elsébbsége: 1982, 09.
16.)

13. Eljaras stabilizalt plazmidot befogadd
Gram-negativ baktérium eldédllitasdra, azzal
Jellemezve, hogy valamely Gram-negativ
baktérium térzsbe valamely, a 10. igénypont
szerinti médon eléallitott plazmidot transzfor—
malunk., (Elsébbsége: 1983. 09. 09.)

14, Eljaras stabilizélt plazmidot befogadd
Gram-negativ baktérium elbéallitdsara, azzal
Jellemezve, hogy valamely Gram-negativ bak-
térium torzsbe egy, a 1ll. igénypont szerinti
modon eldallitott plazmidot transzformélunk.
(Els6bbsége: 1982, 09. 24.)

15. A 12. igénypont szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy Gram-negativ baktérium-
ként E. coli torzset alkamazunk. (Elsébbsége:
1982, 09. 16.)

16. Eljaras plazmid DNS géntermékének
elGallitaséra, azzal jellemezve, hogy egy az
1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaréas-
sal elballitott plazmidba egy vagy tobb, a
plazmiddal természetes médon nem kapcsola-
tos gént iktatunk be, az ezt a plazmidot tar-
talmazé Gram-negativ baktériumot tenyészt-
juk, és kivant esetben a génterméket ki~
nyerjuk. {Els6bbsége: 1982, 09. 16.)

17. Eljaras plazmid DNS géntermék elé~-
éllitaséra, azzal jellemezve, hogy egy, a 10.
igénypont szerinti eljdrassal eldallitott plaz-
midba egy vagy tobb, a plazmiddal természe-
tes médon nem kapcsolatos gént iktatunk be,
az ezt a plazmidot tartalmazo Gram-negativ
baktériumot tenyésztjuk, és kivant esetben a
génterméket kinyerjuk. (ElsGbbsége: 1983,
09. 09.)

18, Eljaras plazmid DNS géntermék elo-
allitasara, azzal jellemezve, hogy egy, a 1l.
igénypont szerinti eljarassal eldallitott plaz-
midba egy vagy tébb, a plazmiddal természe-
tes mdédon nem kapcsolatos gént iktatunk be,
az ezt a plazmidot tartaimazd Gram-negativ
baktériumot tenyésztjuk, és kivént esetben a
génterméket kinyerjuk. (Elsébbsége: 1982.
09. 24.)

19. A 16. igénypont szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy a tenyésztést legalabb
100 baktériumgeneracién &t folytatjuk. (El-
sé6bbsége: 1982, 09. 16.)

20. Eljarés egy par terilet egy plazmid-
ba torténd korrekt beiktatasanak szelektéla-
sara, azzal jellemezve, hogy egy feltételezet-
ten beiktatott par teruletet hordozé plazmi-

dot olyan baktériumba transzformalunk,
amely egy masik, nem-rokon, azonos par te-
17
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riletet, valamint egy megfeleld tapkozegben
felismerhetd fenotipust kozvetitd plazmidot
hordoz, & transzformalt baktériumot ezen a
megfeleld tapkozegen ndvesztjik, és a par
tertlet korrekt beiktatdsat ennek a fenoti- 5
pusnak az elvesztésével azonositjuk. (El-
sdbbsége: 1982, 09. 16.)

21. A 20. igénypont szerinti eljirés, az-
zal jellemezve, hogy felismerhetd fenotipus-
ként egy antibiotikum rezisztenciat alkalma- 10
zunk. (Elsébbsége: 1982, 09. 16.)

22, A 20. igénypont szerinti eljérés, az-
zal Jjellemezve, hogy felismerhetd fenotipus-
ként Lac'-t alkalmazunk. (Elsdbbsége: 1982,
09. 16.) 15

23. A 20. igénypont szerinti eljaréds, az-
zal jellemezve, hogy az emlitett masik plazmi-
don levd par teriletként parA teriletet al-
kalmazunk. (Elsébbsége: 1982. 09. 16.)

24. A 20. igénypont szerinti eljaras, az- 20
zal jellemezve, hogy az emlitett masik plazmi- )
don levd par teriletként parB teriletet al-
kalmazunk. (Els&bbsége: 1982, 09. 16.)

Kiadja az Orszégos Talalményi Hivatal, Budapest -
A kiadasért felel: dr. Szvoboda Gabriella osztalyvezetd
R 4965 - KJK

90.3461.66-13-2 Alfoldi Nyomda Debrecen - Felelés vezetd: Szabd Viktor vezérigazgato
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