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A talalmany targya eljards valamely fe-
hérje-termék baktérium-segitségével torténd
elGallitasdra oly mddon, hogy valamely bak-
tériumtoérzset olyan DNS fragmenssel transz-
formélnak, amely a kovetkezd elemeket tar-
talmazza:

i) szelektalhaté marker,

it) olyan lambda profag DNS szekvencia,
amely egy h8émérsékletérzékeny cl represz-
szor gént és funkcionalis lizozim-kodolo gé-
neket tartalmaz 0gy, hogy a lizozim-kodo-
16 gének permissziv hémérsékieti koriilmé-
nyek kozott géatolva vannak, mig restriktiv

hémérsékleti korilmények kozott kifejezdod-
nek, és funkciondlis N, Q, S és R géneket
is tartalmaz, és amelyb6l a kromoszomatér-
kép 3. és 71. helyei ko6z6tti, de legaldabb az
58. &s 71. helyei kozotti gének deléecidval ki-
estek, és az O és P génekben tortént mutd-
ciok kovetkeztében az O és P gépfunkcidkat
elvesztette, és

ili) a fragmens és a gazdasejt kromoszo-
maja kozott rekombinaciét lehet6vé tevd, a
baktérium gazdasejt kromoszémajdban koz-
vetleniil szomszédos szekvencidval homolog,
szomszédos DNS szekvencidk. ’
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A taldlmédny targya. eljaras génsebésze-
ti Gton modositott mikroorganizmusok ter-
mékeinek a mikroorganizmusbél valé kinye-
résére.

A kivant fehérjéket et6allito E. coli és mas
prokariota mikroorganizmusok gazdasejtként
torténdé alkalmazdsanil gyakori probléma
az, hogy miként nyerjiik ki a fehérjét a gaz-
dasejtbdl tisztitas céljara. E problémat pél-
daul agy kisérelték meg megoldani, hogy
a sejteket fizikai dton, homogenizdldssal vagy
szonikus madszerrel vagy vegyi Gton (feli-
letaktiv anyagok vagy lizozim enzim segit-
ségével) roncsoltdk vagy egy, a jelentds pep-
tid kivalasztasat kodolé DNS szekvenciat kap-
csoltak a kivant termék elGallitasat kodold
szerkezeti génhez. Példaul Weissman és tér-
sai (61 250. szam( Europa szabadalmi be-
jelentés) egy olyan eljdrast ismertetnek, mely-
ben a gazdasejteket sejtfal feloldo (lizalo)
vagy permeabilitist okozé anyagokkal ke-
zelik. Silhavy és tarsai (4 336 336. szamu
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi
leirds) egy olyan eljarast ismertetnek, mely-
ben egy citoplazma fehérjét kodolo gént egye-
sitenek egy nem citoplazma fehérjét kodold
génnel gy, hogy a fhzidval eléallitott gén
olyan hibridet hozzon létre, amely a sejtio-
lyamatok révén a gazdasejt felszinéhez ko-
zel keriil vagy a sejten kivillre jut. Gilbert
és tarsai (4 338 393 szdmu amerikai egye-
siilt 4llamokbeli szabadalmi leirds) egy olyan
eljarast ismertetnek, mely sordn ugy éllita-
nak elG érett kivalasztott proteineket, hogy
egy preprotein elBallitist kodolé szerkezeti
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torba.

Az E. coli baktériumot meg lehet fertdz-
ni egy obligat parazitaval, a lambda fdggal,
mely egy dupla sz4ld DNS virus. A lambda
fag genetikdjat az E. coli genetikdjahoz ha-
sontoan sokoldaltian tanulmanyoztak. Pél-
daul ,A lambda bakteriofdg” cimii munka
is ezzel foglalkozik (Cold Spring Harbor La-
boratory, New York, 1971; kiad6 A. P. Hers-
hey). .

A lambda fag, mely egy mérsékelten fer-
t6zG fag, az E. coli baktériumban két fazis-
ban szaporodhat. Az egyik, azaz a litikus fa-
zisban a fdg DNS-e onélléan replikalodik
és a kapszid fehérjék képz8dését, a védGbu-
rok kialakulasat €s a gazdasejt lizisét ird-
nyitja. A lambda fag DNS képzddése a liti-
kus fazisban nagyon hatékony. A DNS sza-
lak képzddése sordn a lancielépiilés mindkét
lancon torténik; az egyik lancon jobbolda-
li irdnyban, a masik lancon baloldali irany-
ban. Indukalt folyamatban 37°C-on 50 perc
leforgdsa alatt mintegy 100 fag fragmens
szabadulhat fel. [Hershey: ,A lambda bak-
teriofdg” (Cold Spring Harbor Laboratory,
New York, (1971)].

A madsik, a lizogén fazisban a lambda fag
DNS-e beépiil a gazdasejt genomjéaba és pasz-
szivan a gazdasejt kromoszéma DNS-ével
egyiitt replikdlédik a gazdasejt enzimjei ha-
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tasdra. A lizogén szaporodasi fazisban a {a-
got profdgnak nevezziik, a gazdasejtet lizo-
génnek, és a fidggal szemben immunisnak
tekintjiik.

A gazdasejt az immunitast elveszitheti
olyan tényez6k miatt, melyek litikus fazist
indukalhatnak. A lambda fag int és xis gén-
je katalizalja a lambda genom E. coli genom-
sen zart kor keletkezik, mely dnallo replika-
lodasra képes. E gének — és kozvetett, vagy
kozvetlen médon a lambda fig valamennyi
génje — szintézisét a lambda fdag cl génje
altal termelt anyag elnyomja. Bizonyos vegy-
szerek vagy DNS-t karosité anyagok hata-
sara a baktérium iranyitja a bakterialis recA
gén termékének szintézisét. A recA gén attal
termelt anyag proteolitikusan hasitja a cl
represszor proteint, igy lehetGvé valik, hogy
litikus fazist gének kifejezédjenek. Ezt ko-
vetéen a fag szaporoddsihoz néhany lamb-
da szabdlyozo elem kozotti kolesonhatdsra
van sziikség, mely végs6 soron azt eredmé-
nyezi, hogy a lambda fag DNS-ének 6nillé
replikdlodasa megkezdédik. A DNS replika-
l6ddsdhoz a lambda fag P és O génjeinek ter-
mékére van sziikség. A DNS replikalédasat
kovetGen arra is szitkség van, hogy a fag vi-
ralis szerkezeti fehérjék, azaz fej és farok pro-
teinek szintézisét és azok érintetlen, iires vi-
rionokba torténé juttatdsat iranyitsa. E mii-
velethez legalabb 18 gén kolcsénhatdsara van
sziikség. Végezetiil a DNS beépiil az iires viri-
onba, igy érintetlen, fert6z6képes virionok
képz6dnek. A Q génje altal termelt anyag ak-
tivilja a lambda S és R géneket, melyek az
endolizin enzimet kddoljak. Az endolizin ha-
tasdra a baktériumsejt felreped és a fagok
kiszabadulnak. A Q gén miikodését az N funk-
cid aktivdlja. Az N gén miikodését viszont
a cl gén miikddése elnyomja.

A kapszid burok képzéséhez sziitkséges
18 gén a jobb oldali atird szélon a 3. és 36. hely
kozott taldlhato, e helyek a teljes lambda DNS
%-os értékeit jeldlik. Balrdl jobbra az elsé
gének: A, W és B, az utolsé pedig J. A nor-
mal lizogénekben a J géntél jobbra 8 bakterié-
lis gén talalhatd. Ezek kozil: a bio A, B, C,
D és F, amelyek a biotin bioszintézisében vesz-
nek részt. A hatodik, az uvrB, az ultraibolya
sugarzdssal szembeni rezisztencidt viszi at.
Az utolsé kettd, a chlA és E gén, a kloratok-
kal szembeni érzékenységet viszi at. Erre vo-
natkoz6 utaldst talalhatunk Guest munka-
jaban (Mol. Gen. Genet. 105, 285—289 (1969)
és Stevens és tarsai ,A lambda bakteriofdg”
(kiado: Hershey, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, New York, 1971., 515—534. old.) ci-
mil munkdjaban.

Egy masik lambda gén a kil gén, mely a
természetes gazdasejt lizisfolyamatdban vesz
részt. A kil gén funkciéjat ma még nem ismer-
jiik teljes egészében. A kil gént kifejezd sejtek
novekedési sebessége csokkent mértékii az
indukalodast kovetéen. A kil gén miikodésé-
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nek megsziinése esetén lehetové valik, hogy
a sejt normalis fitemben ndévekedjen, azaz
log fazisi novekedés az indukaldédds utén
a lizis bekdvetkezéséig. Az S és R génekhez
hasonldéan a kil gén miikodését is a cl rep-
resszor szabalyozza kozvetett mddon, az N
génen keresztiil. [Greer, Virology 66, 589—
604 (1975)].

A homérsékletre érzékeny lizogéneket mar
sokoldaliian tanulméanyoztak. Példaul Camp-
bell is ismertette oket [Virology 14, 22—32
(1961)]. A cI857 gén egy hémérsékietre ér-
zékeny cl mutans. Csak 38°C-on vagy ez alat-
ti hémérsékleten miikéddképes. [E. Sussman
és munkatdrsai C. R. H. Acad. Sci. Paris
254, 1517—1519 (1962)]. Mas fajokna! ha-
sonlé fag rendszerek ismeretesek. Példaul
Lomovszkaja és tarsai [J. Virol. 9, 258—262
(1972)] a Streptomyces baktériumot ferts-
z8, mérsékelt fertézoképességii fag hémér-
sékletre érzékeny mutansairdl szamotnak: be;
Flock {Mol. Gen. Genet. 155, 241247
(1977)] a Bacillus baktériumot fertd-
28, mérsékelt fertdzbképességii phi-105 fag
hémérséklettel szemben érzékeny mutdn-
sairdl tesz emlitést; Botstein és tarsai [Na-
ture 251, 584—588 (1974)] a Salmonella
baktériumot mérsékelt fertdzbképességii P22
fag hémérséklettel szemben érzékeny mutan-
sait ismerteti. Jostrom és tarsai [J. Bacteri-
ol. 119, 19--32 (1974)] és Thompson [J. Bac-
teriol. 129, 778—788 (1977)] és a Staphylo-
coccus baktériumot fertdzd, mérsékelt ferto-
z8képességii phi-11 fdg hémérséklettel szem-
ben érzékeny mutinsairél szamolnak be; to-
vabba Miller és tarsai [Virol. 59, 566—569
(1974)] a Pseudomonas baktérium hdémeér-
séklettel szemben érzékeny fdgjairdl tesznek
emlitést.

Botstein és {arsai [Ann. Rev. Genetics
16, 61—83 (1982)] beszamoldjabsl ismere-
tes, hogy a lambda fdgot abszorbealni képes
Salmonella baktériumnal észleltek lambda
endolizin enzim hatasara bekovetkezd lizist.

Perricaudet és tarsai {[FEBS Lett. 56, 7—
11 (1975)] a lambda fag DNS lanca 58. és
71. helye kozotti rész génjeinek delécidjardl
(A58—71) tesznek emlitést, mely szegmens
magaban foglalja a lambda int, xis, red, gam,
cIIl és a kil géneket.

Hershberger és térsai a 2 084 584, sza-
mit eurdpai szabadalmi bejelentésben elja-
rast ismertetnek, melyben egy plazmid sta-
bilizaldsara és szelektdlasira gazdasejtként
egy ‘lizogén gazdasejtet alkaimaznak. Leir-
jak példaul egy hianyos cl gént tartalmazé
lizogén transzformdldsat egy funkcioképes
¢l gént hordozo plazmiddal. A taldlmany egyik
megvalésitdsi modja szerint a funkcioképes
cl gén a cI857 gén.

Ismert, hogy az atvihet6 elemek, azaz olyan
gének, melyek a gazdasejt kromoszéma re-
kombinaciés mechanizmusétsl fiiggetlendl
tudnak rekombinalddni, jel6loként bevihetSk
a gazdasejtekbe. Ross és tarsai [Cell 186,
721—731 (1979)] ismertetik a deléciok és
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inverziok fizikai szerkezetét, melyeket a tnl0
jelii atvihetd, tetraciklinnel szembeni rezisz-
tenciat biztosité elemmel hoztak létre. Da-
vis és tarsai a ,Baktérium genetika” cimii
munkajukban [Cold Spring Harbor Labora-
tory, New York (i980)] atviheté elemek fel-
hasznalasi modjait ismertetik.

Ruvkun és tarsai [Nature 289, 85—88
(1981)] az étvihetS, kanamicinnel és neomi-
cinnel szembeni rezisztenciat biztositd elem,
a tnb atvitelét ismertetik Rhizobium melilot-
ij baktérium kromoszomajanak DNS-ébe, a
‘n5 elemet hordozé plazmid konjugalasaval,
majd homolég rekombindcioval. A 74 808.
szamil eurdpai szabadalmi bejelentés hete-
rolég gén integralasat ismerteti a homolog
szomszédos szekvencidk jelenlétének ered-
rményeképpen kialakuld rekombinacioval.

A talalmény targya eljards baktériumok-
ban termék eldallitasdra mérsékelt fert6zo-
képességii fagokbsl szdrmazé endolizin-koé-
dolé gének felhasznaldsaval.

A taldlmany értelmében

a) egy homérsékletérzékeny baktérium-
térzset, amely hémérsékletérzékeny fag rep-
resszor gént és funkciondlis lizozim-kadold
fag géneket tgy tartalmaz, hogy a lizozim-
-kodolo gének. permissziv koriilmények ko-
zott gatolva vannak, és restriktiv koérillmé-
nyek kézdtt kifejezddnek, egy DNS moleku-
laval transzformalunk, amely a terméket di-
rekt vagy indirekt modon kifejezi;

b) a transzformalt torzset permissziv, a
termék képzOdésének kedvezd korilmények
k626tt tenyésztjik; majd

¢) a hémérséklet megemelésével restrik-
tiv koriilményeket teremtiink, és

d) adott esetben a terméket a tenyészko-
zeghdl vagy annak koncentratumabol kinyer-
juk.

A talalmany masik targya olyan eljaras
termék eldallitasara baktériumban, mely sze-
rint

a) egy, a terméket el6aliito baktériumot
egy olyan fag DNS szekvencidval transzfor-
maljuk, amely egy hdmérséklet érzékeny fag
represszor gént és lizozim-kddold fag géne-
ket hordoz, gy, hogy a lizozim-kédolo gé-
nek permissziv koriilmények kozott gétolva
vannak, mig restriktiv korilmények kozott
kifejez6dnek, ezaltal litikussa téve a bakté-
riumot,

b) a transzformall baktériumot permisz-
sziv kérillmények kozott agy tenyésztjitk, hogy
termelddjén a kivant termék, majd

¢) a hémérséklet emelésével restriktiv ko-
rillményeket teremtiink, majd

d) adott esetben kinyerjitk a terméket a
tenyészkdzeghdl vagy annak koncentratuma-
bol.

A talalmany tovabbi targyat olyan DNS
fragmens képezi, amely a kovetkezd elemek-
bol &1l )

a) egy defektiv fag szekvencia, amely egy
hémérséklet érzékeny represszor gént és funk-
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cionalis lizozim-kodol6 - géneket tartalmaz
ugy, hogy a lizozim-kodolo gének permissziv
koriilmények kozott gatolva vannak, mig rest-
riktiv koriilmények kozott kifejez8dnek;

b) egy, a tobbi koziil kivalaszthat6 mar-
ker; valamint '

c¢) egymadssal szomszédos szekvencidk,
amelyek a gazdasejt kromoszémajaban Ié-
v6 szomszédos szekvencidval homologok.

A talalméany targyat képezi litikus bak-
térium eldallitasi modja is, mely szerint egy
baktériumot a taldlmany szerinti DNS frag-
menssel transzformalunk. -

A taldlmany szerinti eljarassal el6allitott
termékkel emlGsok kezelheték oly modon, hogy
a termék hatékony dozisat tartalmazé hémér-
sékletérzékeny baktériumot adunk az emlé-
soknek és a baktérium fala az emlds belsejeé-
ben bomlik fel, és a termék ott szabadul ki.

A hémérséklettel szemben érzékeny bak-
tériumok olyan profdg DNS szekvenciat hor-
doznak, mely egy hémérséklettel szemben
érzékeny represszor gént tartalmaz agy, hogy
ha a baktériumot egy bizonyos hémérsékle-
ti tartomanyban (permissziv koriilmények
kézott) tenyésztjilk, a represszor miikodik,
azonban ha egy mdasik hOémérsékleti tarto-
manyban (restriktiv koriilmények kozott) te-
nyésztjiik, a represszor nem miikddik; vagy-
is a represszor nem fejezddik ki vagy nem
stabil. Restriktiv koriilmények kozott a fag
gének — beleértve a fag lizozim géneket is —
kifejez6dnek, ami a gazdasejt faldnak lebom-
lasat (lizisét) idézi elé. Az ilyen hémérsék-
lettel szemben érzékeny baktériumok litikus
baktériumok. A fentiek szerint definialt bar-
mely litikus baktérium felhasznalhato a ta-
ldlmany szerinti eljarasban.

Hoémérséklettel szemben érzékeny, mér-
sékelt fert6zoképességii fag represszor gé-
nek hozzaférhetdk, vagy ilyen gének mar is-
lithatok. Példdul Campbell [Virology 14, 22—
32 (1961)] ismertet egy eljarast a homér-
séklettel szemben érzékeny fag mutansok izo-
lalasdra. Az eljaras altaldban a kdvetkezd:

a) a faggal fert6zo6tt baktériumot muta-
genezisnek vetjiik alda — példaul ultraibolya
besugarzassal —; majd

b) a taléld baktériumokat magas hémér-
sékleten inkubaljuk, hogy hdémérséklet érzé-
keny represszor mutansok képzddését inku-
baljuk;

c) ezeknek lizdtumaval érzékeny bakté-
riumokat fertéziink meg;

d) az 1j lizogén baktériumokat héhatés-
sal indukaljuk és a héindukcié utan keletke-
z6 fagokat hasznaljuk az érzékeny baktériu-
mokbo! torténd lizogén fagok elGéllitasara.

Ezzel a ciklussal (lizogén elGallitas, in-
dukcid, ismételt eléllitas) fag represszor
mutansok hozhatok 1étre. Altalaban 3—4 ilyen
ciklus elegendd ahhoz, hogy ilyen mutdnso-
kat kapjunk.

A kovetkezbkben a leiras elsésorban litikus
E. coli baktériumra — elsésorban cI857 E.
4
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coli lizogén baktériumokra — vonatkozik.
Azonban a leiras alapjan barmely, az adott
teriileten atlagos jartassdggal rendelkezé
szakember képes barmely mas litikus E. co-
lit vagy mads litikus baktériumot eléallitani
a lambda fagbol vagy mas mérsékelt fer-
t6z0képességii fagbol — mint példaul a fent-
emlitett mérsékelt fertGzGképességii fagok-
bol — szarmazd represszor gén és endolizin
enzimet kodolé gének alkalmazasaval.

A cI857 lizogén baktérium torzsek — me-
lyek ismertek és kdnnyen hozzaférhetok —
olyan cl represszort termelnek, mely aktiv
38°C-on vagy ez alatt, azonban 38°C felett
inaktiv. E baktériumok el6nydsebbek, mint
a tobbi hémérséklet érzékeny E. coli lizogén
torzs, mivel amellett, hogy olyan mutéciot
tartalmaz, mely a represszort 38°C felett in-
aktivva teszi, a cI857 gén tartalmaz egy ma-
sik mutanst is, mely a clI represszor proteint
érzéketlenné teszi a lambda recA gén termé-
kével torténd proteolitikus bontdssal szemben.
Igy, ha permissziv koriilmények kozott te-
nyésztjitk, a cl represszor protein stabil és
enn¢lfogva hatékony az immunitds fenntar-
tasaban.

Az UC5822 E. coli torzs egy olyan lizo-
gén baktériumtorzs, mely a cI857 gén muta-
ciot tartalmazza. Emellett egy pontmutaciot
is tartalmaz az int génben (int 6 am, egy am-
ber mutacié) és a P génben (P3 am, egy am-
ber mutécié). (A transzlacio végét az amber
mutacidk jelzik). Az UC5822 torzset altala-
ban elényben részesitik példul az MM294
(cI857) torzzsel szemben, mivel hibas, azaz
altalaban nem termel fertGzéképes fagrésze-
ket. A hibas lizogén baktériumokat sziveseb-
ben alkalmazzdk, kiilondésen akkor, ha poli-
peptideket emlSsokbe juttatnak be. Az UC5822
térzs azonban kevesebb lizozim enzimet ter-
mel, feltehetden azért, mert kevesebb szamil
S és R génmdsolatot tartalmaz, mint az
MM294 (cI857) torzs, azaz az indukcio be-
iejezése utan 50—100-szor kevesebbet. Ennek
ellenére az UCb5822 baktérium térzs esetén
is az indukcié utdn a lizis kozvetleniil beké-
vetkezik.

A taldlmany szerinti eljaras értelmében
a hémérséklettel szemben érzékeny baktériu-
mot olyan DNS molekuldval (molekulakkal)
transzformaéljuk, mely kozvetleniil vagy koz-
vetett uton a kivant termék elallitasat ko-
dolja. A transziormdcié torténhet barmely
olyan eljarassal, mely lehetGvé teszi, hogy
a DNS molekula bejusson a gazdasejtbe és
ott a termék kifejez6djék. A DNS moleku-
la bevitele térténhet példaul transzformacio-
val, transzdukcidval, konjugacioval és sejtii-
zioval. Erre a célra alkalmas sokféle expresz-
szios vektor, valamint gének klénozdsira és
sejtek transzformaldsara alkalmas eljarasok
jol ismertek és hozzaférhetdk. A kapott termék
altalaban egy ki nem valasztott heterolég
(nem homolég) géntermék, azaz egy olyan ter-
mék, melyet a gazdasejt természetes kériilmé-
nyek kozott nem allit el6 és nem valaszt ki. A
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kdzvetlen médon elGéllitott termékek lehetnek
példaul polipeptidek; a kozvetett médon els-
allitott termékek pedig példaul polipeptidek,
glikoproteinek, antibiotikumok és mas mole-
kulak lehetnek, mint péidaul fémionok, ame-
lyek metallotioneint eldallité baktériumok-
ban termelddhetnek.

A transzformalt cI857 lizogén baktériu-
mok tetszés szerint tenyészthetdk permissziv,
a kivant termék eldallitisa szempontjibél
optimalis koriilmények kozott (azaz =38°C,
elénydsen 32—36°C kozott). Amikor elérjik
a megfeleld névekedést, azaz rendszerint a
logaritmikus novekedési fazis kozepén (azaz,
ha Ag;0=0,5), akkor a lambda endolizin en-
zim szintézisét indukaljuk gy, hogy a lizo-
gén baktériumot restriktiv kordlmények ko-
25tt tenyésztjiikk. Ezt Ggy érhetjiik el, hogy
a tdpkozeg vagy koncentratuma hémérsék-
letét emeljitk — példaul a cI857 baktérium
torzs esetéen 38°C folé, elénydsen 42—44°C
ko6zé — koriilbeliil 90—120 percig. Mds mo-
don 0gy is eljarhatunk, hogy a tapkézeg, il-
letve koncentratuma hdémeérsékietét 38°C fo-
1é, el6nydsen 42—44°C kozé emeljitk rovidebb
idétartamra — elény6sen legalabb 5 percre —
vagyis annyi ideig, mely elegendd ahhoz, hogy
a fag DNS-ét indukalja, majd ezt kévetden
a hémérsékletet csokkentjiik 0—38°C-ra, elg-
nydsen 2-—36°C-ra.

A restriktiv koriilményeket célszeriibb 90—
120 percig fenntartani, mert igy a lizis ha-
tékonyabb és gyorsabb. Azonban a révidebb
ideig tarté (masodik) eljards egyes esetek-
ben — példaul amikor a végtermék hére ér-
zékeny fehérje vagy a restriktiv koriiimények
fenntartasanak koltsége tal magas — meégis
elényosebb lehet.

Ha cI857 lizogén gazdasejt tartalmaz egy
funkcioképes lambda cro gént, akkor a sejt
barmely, a gazdasejt miikdéséhez megfele-
16 hémeérsékleten folytatja a lizozim enzim
szintézisét, mindaddig, ameddig a lizis be
nem kovetkezik. Bar a lambda endolizin még
0°C-on is aktiv, a lizishez sziikséges id6 ala-
csony hémérsékleten nagyobb, mivel a fehér-
jeszintézis sebessége kisebb és altalaban a
katalitikus aktivitds csokken.

Elényds, ha az indukcié eldtt vagy koz-
vetlenill az indukcié utan koncentraljuk a
baktériumsejteket — sziiréssel, centrifugalas-
sal vagy mas modon — és a baktériumokat
a lizisig ebben a koncentralt dliapotban in-
kubdljuk. Az ilyen eljards a kivint végter-
mék osszegyiijtését és tisztitasat segiti el6.
Az inkubacié utan a baktérium sejtfala 1é-
nyegében lebomlik. A sejtek protoplaszt for-
maban tovabbra is szintetizdljak a kivant
terméket, és a termék zome a sejtmembranon
keresztil a tapkozegbe jut. A kivant termé-
kek teljes mennyiségének a baktériumbol va-
16 kijutasat lizissel érhetjitk el. A lizis folya-
matat a tiapkozeg vagy ennek koncentratu-
ma kitisztuldsa és/vagy ezek viszkozitdsa-
nak novekedése mutatja. A lizis folyamatat
elésegithetjuk példaui mechanikus dton ke-
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veréssel vagy a tenyészkoriilmények gyors
valtoztatasaval, mint péidaul a hoémérsék-
let gyors valtoztatasaval 2 és 25°C kozott
vagy a tapkozeg, illetve a koncentratum oz-
moézis nyomasinak a valtoztatisdval. A sej-

tek koncentrilasa és a terméket tartalma-

z6 feliilisz6 dekantdldsa utan az indukalt
sejieket elénydsen minimal puffer séoldat-
ban vagy 0,1 mél/i tris puffert, 50 millimoi/1
NaCl-t és 1 millimol/t EDTA-t tartalmazé
oldatban szuszpendaljuk és keverjiik.

A kivant terméket a tdpkoézegbdl, illetve
a koncentratumbdl ismert modszerekkel nyer-
hetjiikk ki, vagy ha sziikség van r4, tisztit-
hatjuk.

Alternativ moédszer a kivant termék els-
allitasara, hogy az egészben 1évé baktérium-
sejteket koncentraljuk és a litikus fazis in-
dukaldsa el6tt szdjon at juttatjuk be az em-
1850k szervezetébe. Az indukcio igy az emld-
sok szervezetén beliil megy végbe, igy ott sza-
badul fel a kivant polipeptid. Ez a mddszer
kiildnosen az .antigének allatok szervezeté-
be torténd bejuttatdsdnak olyan eseteiben
hasznos, ha el6nyds, hogy az egész baktéri-
umsejtek € a kivant antigén védé immun-
reakciot valtson ki. Igy példdul antigének,
mint példaul az LT-B antigén, termelését ko-
dold géneket hordozd hdmérséklet érzékeny
lizogének kozvetleniill szajon at beviheték
malacokba és/vagy borjakba. Az egyes 4l-
latokba bejuttatandd sejtek mennyisége any-
nyi, amennyi a hatdsos dézist biztositja. Az
egységnyi mennyiségii sejt dltal termelt pro-
tein mennyisége ismert modszerekkel kisza-
mithatd.

A talalmany szerinti eljaras kiterjed egy
DNS fragmens el6allitdsara is, mely a liti-
kus baktérium fenti kialakitisaban hasznal-
haté. Egy ilyen DNS fragmens egy hdémér-
séklettel szemben érzékeny represszor
geént és miikodo lizozim kédolo géneket tartal-
mazé hibds fag szekvencidt tartalmaz. Az ilyen
hibas lambda fag szekvenciat tartalmazo DNS
fragmens olyan hémérsékletre érzékeny cl
gent, valamint miikédé lambda endolizin ter-
melést kodolo géneket (N, Q, S és R gének)
tartalmaz, hogy az endolizin restriktiv koriil-
mények kozott fejezédik ki, tovabbd wvan
egy szelektdlasra alkalmas jel6lGje és eld-
nyésen rendelkezik olyan szomszédos DNS
szekvenciaval, mely homolog a gazdasejt kro-
moszomajanak szomszédos DNS szekvencia-
javal.

Egy specidlis esetben a DNS fragmens
egy olyan lambda DNS-t tartalmaz, mely-
ben a kromoszématérkép 58. és 71. helye ko-
zotti gének delécioval kiestek, igy hidnyzik
az int, xis és a kil gén;

van egy hoémérsékletre érzékeny cl gén-
A

mutédciokkal rendelkezik az O és a P gé-
nekben;

a cl gén megfelel a cI857 mutansnak és
endolizint termel restriktiv kériilmények ko-

5
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z6tt. Az O és a P mutaciok lehetnek delécio-
val létrejott mutdciok vagy pontmutaciok.
A pontmutaciék — mint példdul a 029, P3
és a P80 mutaciok — elényosebbek, mivel
kénnyebben hozzaférheték. A P3 mutacio elG-
nydsebb, mint a p80 mutdcid.

Egy masik specidlis esetben a fragmens
olyan lambda DNS-t tartalmaz, mely lénye-
gében deléciaval elveszitette a kromoszéma-
térkeép 3. és 71. helye kdzotti génjeit. Az ilyen
DNS fragmensbél lényegében véve hianyzik
minden gén, mely fontos a lambda fig kap-
szidburkanak a létrehozédsaban, tovabba hi-
anyzik beléle az int, xis és kil gén is.

Az E. coli vagy mds egyéb baktériumsejt,
mely eld tudja dllitani a kivant terméket, vagy
amelyet mar kordbban vagy a kés&ébbiek so-
ran — példaul génmanipulacié révén — ké-
pessé tettlink a termék elGdllitasara, ismert
modon transzformaihato6 olyan fag DNS szek-
venciaval, amely egy hémérsékletre érzékeny
fag represszor gént és a fdg lizozim enzim
termelését kodold géneket hordoz. Ilyen el-
jaras példaul a baktérium megfiertézése egy
olyan mérsékelt fert6z6képességii faggal —
elényosen hibas faggal —, mely tartalmaz
ilyen hOmérséklettel szemben érzékeny rep-
resszor gént. Tovabba ilyen eljaras a bakté-
rium ismert modon torténé transzformala-
sa a talalmany szerinti DNS fragmenssel
példaul transzformalds, transzdukcio, konju-
gdcio vagy fazié atjan. A transzformadcié al-
talaban magaban foglalja a fragmens bevi-
telét egy vektorba, példaul fagba vagy plaz-
midba. Példaul a fragmenst klonozassal be-
vihetjiik egy plazmidba (példaul a pBR322
vagy mas plazmidba) és in vivo szaporithat-
juk egy olyan megfelel6 gazdasejtben, mely-
bél hidnyzik a fragmenssel szomszédos szek-
vencidknak megielel6 - homolég szomszédos
szekvencia vagy amelynek rekombinaciés ele-
mei hidnyosak (rec™). A plazmidot kinyerhet-
jik és alkalmas gazdasejtet transzformalha-
tunk vele a termék eldallitasa céljabol. Az
ilyen gazdasejt a transzformalast kovetden az
olyan fragmens, mely a gazdasejt kromoszo-
majaban 1évd szomszédos DNS szekvenciaval
homolég szomszédos DNS szekvencidval ren-
delkezik, spontan rekombindcié atjan beépiil
a homolég szomszédos szekvencia helyére.
Mais modon fgy is eljarhatunk, hogy a kivant
termék szempontjdbol megieleld gazdasej-
tet transzformaljuk a linearis vagy ciklikus
formaban izolalt DNS fragmenssel.

A DNS fragmens egy szelekciés markert:
is tartalmaz, mely segit abban, hogy kiva-
laszthassuk a transzformansokat. A szelek-
taldst lehetdvé tevé markerek olyan gének,
melyek kimutathaté enzimek termelését ko-
doljak, amelyek az auxotrof gazdasejt pro-

iajat helyredllitjak vagy rezisztenssé
teszik a baktériumot letalis vagy gatlo ve-
gyiiletekkel — rendszerint  antibiotikumok-
kal — szemben. Elényos, ha a szelekcidés mar-
ker egy olyan gén, mely antibiotikummal szem-
beni rezisztenciat biztosit, mert ehhez nem
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sziikséges auxotrof gazdasejt, amely esetleg
nem 4all rendelkezésre vagy amely spontan
modon visszaalakulhat prototréffa. Eldnyds
a tetraciklinnel szembeni rezisztencia, mert
a tetraciklin olcsé és a vele szembeni rezisz-
tencia normdlis koriilmények k6zott spontan
moédon nem alakul ki. )

A transzformalasban jelen 1évé szelekci-
6s marker jelzi, hogy a gazdasejt tartalmaz-
za a DNS fragmenst. A DNS fragmens beé-
piilése esetén az egész fragmens beépiil, mi-
vel a DNS fragmens és a gazdasejt DNS-e
kozotti homologia csak a lambda DNS és a
markerrel szomszédos tartomanyban 4l fenn.

Ha a DNS iragmensben nincs mar-
ker, akkor a lambda DNS-t hordozé gazda-
sejt transzdukcio utani szelekcidja vagy mas
transzformalo eljaras tovabbi eljarast igé-
nyel, amelynek sordn a feltételezhetéen transz-
dukalt sejteket meg kell fertGzni (szuperin-
fekcio) egy hibas faggal (mely nem integra-
l6dik), és az immunis t(lél6 baktériumokat
ki kell védlasztani.

A taldlmany szerinti DNS fragmens in-
tegralasa révén litikussa tett E. coli torzsként
példdul MG torzseket haszndlhatunk. E tér-
zsek olyan lizogének, melyekb6l a kromoszé-
matérkép 58. és 71. helye kozotti lambda fag
DNS rész delécioval kiesett, ennélfogva hiany-
zik az int, xis, red, gam, kil és cIII gén; ren-
delkezik cI857 mutaciéval; van O és P gén
mutaciéja; miikodd N, Q, S és R génjei van-
nak, melyek révén restriktiv koriilmények ké-
z6tt torténik az endolizin kifejezése.

A taldlmany egyik megvaldsitasi médja
szerint, az MG baktérium térzsnél [C600
(AAB8—T71, c1857.RP3, 029, Sullt, galK, lacZ,
thi, gal::tn10 tet'], a pontmutdcié (amber
mutacié) végigolvasddik, és az O és P gének
kifejez6dnek, mivel a gazdasejt DNS-e egy
amber szupresszort termel, vagyis az UAG
transzlaciés termindciés kodon transzlaci-
5s szupresszorat.

A taldlmany szerinti eljarasban elényd-
sebben hasznélhalé fel az a gazdasejt, mely
fenotipus szempontjdbsél O™ és P~ (azaz eze-
ket a géneket nem tartalmazza). A talalmany
egyik megvalositdsi médja szerint az MG3
haktériumtorzs [N99 (AAB8—7I, ¢I857, P3,
029) galK, lacZ, thi, gal::tn10 tet'] ugyan-
ezt a lambda DNS fragmenst hordozza, mint
az MGI térzs. Azonban fenotipusat tekint-
ve O7 és P, valamint tet", Akil, Aint és Axis.

A legelénydsebb litikus E. coli torzsek az
MG4 térzsek. Ezek olyan torzsek, amelyek-
bdl delécidval lényegében kiesett a lambda
fag valamennyi szerkezeti protein- és felépi-
t3-gén és a megfelel§ profag-baktérium kap-
csoloddsi pont, azaz a meglelel§ illeszkedé-
si pont (att’) kodol4sa, Tehat ezek a torzsek
olyan lizogén baktérium toérzsek, melyek de-
lécidval elvesztették lényegében véve vala-
mennyi, a kromoszomatérkép 3. és 71. helye
kozott elhelyezked6 lambda génjiiket;

—az O és P géneknél pontmutaciot tar-

talmaznak;

B-
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— egy hémeérsékletre érzékeny cl génnel
rendelkeznek;

— miikédé N, Q, S és R génjeik vannak,
melyek restriktiv koriilmények kozott
fejezik ki az endolizint; valamint

— szelekcios markert tartalmaznak, neve-
zetesen a tnl0 tetraciklinnel szembe-
ni rezisztenciat atvivé elemet.

Az ilyen hibas lizogének 4 egymastol fiigget-
len csoportot alkotnak a virus (fag) szapo-
ritdsa szempontjabol:

i) hianyzik. a O és P replikdlo funkcio;

ii) hidnyzik az att’, mely miatt lehetet-

lenné vilik a profdg szamara, hogy egy feliil-
fertdz6 fagbol int és xis génekkel egésziil-
jon ki; :

iii) nem képes arra, hogy a lambda szer-
kezeti géneket kodolja; valamint

iv) a lambda DNS mérete messze a védo-

burok képzéséhez sziikséges minimalis mé-
ret alatt marad. _

Hyen hibas lizogéneket elGszor ugy allitha-
tunk eld, hogy cI857, O~, P® lizogén torzse-
ket — mint példaul az MG torzseket — klo-
rattal kezeljiik, hogy klordttal szemben re-
zisztens mutansokat kapjunk, majd az ilyen
mutansok koézil kivdlasztjuk azokat, melyek
nem képesek kiegésziilni a feliilfertz6 hete-
roimmunis vagy virulens lambda faggal vagy
az A és B funkciéban hidnyos lambdoid fag-
gal térténd szaporitas soran. A markert tar-
talmazé DNS fragmenst, a lambda DNS-t
és az E. coli kromoszomajabol szarmazo6 szom-
szédos szekvenciat izolalhatjuk az MG4 torzs-
t5l restrikcios endonukledz enzimes kezelés-
sel vagy Pl transzdukciéval.

Az MG#4 baktérium torzset az MG3 torzs-
b8l szdrmaztathatjuk tgy, hogy delécidval
eltdvolitjuk az Osszes bakteriofag gént —
vagy legaldbb is azok nagy részét —, melyek
a virus szerkezeti komponenseket kaédoljak.
Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk
arrél, hogy ezek a gének kiestek, elegendd
kimutatni, hogy az MG4-ben a virus (fag)
genom képtelen arra, hogy az e géneket nem
tartalmazo feliilfert6z8 fagot kiegészitse és
szaporitsa. AA charon 3A (A A, R™ imm@80)
egy olyan fdg, mely alkalmas erre a feliilfer-
tozésre. Ugyanigy barmely olyan fag, mely
az A, B vagy mdas szerkezeti cisztronjdban
amber mutéciét hordoz, kimutathato az ér-
zékeny E. coli baktériumon egy heteroimmu-
nis vagy virulens fag (lambda virus) jelen-
létében. A két {fag kozott rekombindcio 1ép
fel és egy rekombinans, példaul virA™ kelet-
kezik. A kisérlet koriilményeitsl fiiggben a
rekombinacié gyakorisiga 1—50% kozott
lesz. A rekombinans fagokat felismerhetjiik
arrol, hogy a szupresszort tartaimazé lizo-
gén baktériumokon [Y mel(A)] tenyészthe-
t6k, és hogy a szupresszort nem tartalmazd
lambda érzékeny baktérium torzseken — mint
példaul az N99 torzsdn — nem képesek plak-
kokat létrehozni. A fenti keresztezéssel ka-
pott plakkokat Y mel(A) vagy N99 térzset
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tartalmazo Petri-csészékben tenyésztjiik, és
a rekombindnsokat tisztitjuk. Elonyosen A
és/vagy B gén funkci6 hidnyos lambda fago-
kat haszndlunk, mivel az MG4 lambda ge-
nomban valo elhelyezkedésiik miatt, amely
genom nem képes a fenti miikédés helyette-
sitésére, az Osszes tObbi lambda szerkezeti
génjik is hidnyos. A hibds fagok és gazda-
sejtek ehhez hasonlé alkaimazédsi médja, ame-
lyet ,marker mentés”-ként emlitenek, széles
kérben elterjedt, erre talalunk példat a Her-
shey altal kiadott ,The Bacteriophage Lamb-
da” ¢. munkdajaban (Cold Spring Harbor La-
boratory, 1971. — els6sorban Stevens és tar-
sai altal irt részben. 515—553. old.).

A taldlmany szerint barmely baktérium-
-termék eldaliithaté. Példaként emlithetjiik,
tobbek kozott az inzulint, veszettség elleni
glikoproteint, K99 987P antigént, antibioti-
kumokat, névekedésszabalyozé hormonokat,
metallothionineket, a-1-antitripszint, influen-
za elleni antigéneket, limfokineket és inter-
feront. Emellett a taldlmany alkalmazhatd
baktérium kolonidk atvizsgalasara, RNS izo-
laldséra és plazmid eldallitasara, mivel a ta-
lalmény az egyébként szitkséges lizis folya-
matanak a mell6zésével nagymértékben egy-
szeriisiti ezeket az eljardsokat és lerdviditi
az eljarasok lefolytatasahoz sziikséges idét.

A talalmanyt az alabbi példakkal illuszt-
raljuk, anélkil, hogy a talalmanyt a példak-
ra kerldtoznank.

Az alabbi példakban szerepldé kiindulési
anyagok konnyen hozzédférhet6k vagy ismert
eljarasokkal konnyen eléallithatok.

E. coli C600: ATCC 23724

E. coli N99: ATCC 33956

E. coli MM 294: ATCC 33925

E. coli N5151: a Gottesman és munkatér-
sai altal a J. Mol. Biol. 140, 57—75 (1980)
helyen ismertetett SA500 torzsbol vezethe-
t6 le, amelyet cI857 hdmérsékletérzékeny A
represszort hordozd A faggal fert8ziink. Ez
a gén a pRK248clts plazmidban, a JMB9 torzs-
ben (ATCC 33766) hozzaférhets. Az SA500/A
lizogén eléallithatdo az A. D. Hershey, The
Bacteriophage Lambda, Cold Spring Har-
bor Laboratory, New York 1971 vagy a Mania-
tis, Molecular Cloning A Laboratory Manu-
al, Cold Spring Harbor Laboratory, New York
1982. helyen ismertetett modon.

E coli AR4: az N4903 torzs (Gottesman
id. h.) A-érzékeny rekombindnsa, amelyet
Pleml100 segits faggal fert6ziink. A Plem100
egy transzdukalé fdg, szokasosan alkalma-
zott eszkdz baktérium DNS egyik sejtbdl a
méasikba torténé atvitelére (1. Miller, Expe-
riments in Molecular Genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory, New York, 1972). A
Plcml100 a Pl transzdukaloé fagbdl vezethe-
t6 le, amely az ATCC 25404-B1 szamon hoz-
zaférheté, meg van emlitve Hershey idézett
helyen és Glass, Gene Function E. coli and
its Heritable Elements, University of Califor-
nia Press, Los Angeles, 1982. helyen.

[
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Fagok genetikai manipulaciojara $Zamos
modszer ismeretes, igy példaul Hendrix és
munkatarsai, Lambda 11, Cold Spring Har-
bor Laboratory, New York, 1982, vagy Hershey
Miller, Maniatis vagy Glass idézett miivei.
A ) fag mutdciok szintén ismert ‘modsze-
rekkel végezhetSk, igy a kovetkezokkel:
AcI857 — Sussman, C.R.H. Acad. Sci,
Paris, 254, 517—19 (1962);

P3; 029; P80 — Campbell, Virology, 14,
2232 (1966);

int6; red3 — Signer, J. Mol. Biol. 32, 261
(1968);

hy5; Ab2 — Gottesman, J. Mol. Biol. 31,
487—505 (1968); és Liedke—Kul-
ke, Virology, 32, 465 (1967};

imm21 — Herskowitz, Cold Spring Har-
bor Symp. Quant. Biol. 35, 355
(1970).

21 fag: egy, a A faggal rokon lambdoid-
.szerii bakteriofag (1. Hendrix, id. h.) a ko-
rabban Afaggal lert6zott sejtek fertGzésére
hasznalhato. Emellett a A/21 hibridek (1. Got-
tesman és Liedke—Kulke id. h.) olyan sej-
tek feliilfertdzésére hasznalhatok, amelyek a
Mag fertbzéssel szemben immunissa valnak.

pDN5 plazmid: a pBR322 szarmazéka,
4 tandem lac promotort tartalmaz, amelyek
operativen kapcsolédnak az LT gén B alegy-
segéhez (1. Miller, Vaccine 85: CSH Mole-
cular Approaches to Vaccines, Cold Spring
Harbor Laboratories, New York, 1989).

pESS2 plazmid: az LT gén B alegységét
pDMI101-be klonozva tartalmazza, amely egy
masik pBR322 szarmazék, amely tartalmaz-
za a par helyet. (Meacock, Cell, 20, 520—42
(1980)]. A klonozas elétt az LT gént izoldl-
juk és szubklonozzuk a pBR322 BamHI he-
lyére, igy eléallitva az RSF2124 plazmidot
(1. So és munkatarsai, Infect. Immun., 21,
405—411 (1978)).

A talalmany szerinti megoldasokban a
transzdukciokat a J. H. Miller, ,Experiments
in Molecular Genetics” [Cold Spring Har-
bor Laboratory, New York, (1972.) 201—
205] cimii kiadvényban ismertetett modon
végeztiik.

1. Példa

MGO baktérium torzs elbdllitisa

C600 baktériumtérzset (ATCC 23724) (E.
coli Sull* galK LasZ sull thi) a Acl857 P3
029 (W. Syzbaleski, Wisconsin Egyetem ajan-
déka) fag jelenlétében inkubéltuk. Egész éj-
szakan at 32°C hémérsékleten hagytuk a te-
nyészetet ndvekedni, majd az életben maradt
baktériumokat izolaltuk és tisztitottuk. E bak-
tériumok 80%-a immunisnak bizonyult a fe-
liiliertozéssel szemben, nem tudott 44°C-on
tovabbfejlédni, és 44°C-on valo kezelés utan
lambda fdgokat termelni, mely a Acl857 P 3
029 fagtol megkiilonboztethetetlen volt [me-
lyet igazol, hogy e fagok képesek plakkokat
képezni a C600 baktérium torzsdn, azonban
N99 (E. coli K12 galK lacZ suO thi) bakté-
rium torzson nem]. Az életbenmaradt bak-
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tériumok egy részet megtisztitottuk és MGO
torzsnek [C600 (Acl857 P3 029)] neveztiik
el.

2. Példa

MGO-AR6 baktériumtdrzs elddllitasa

Az N5151 [E. coli K12 SA500 galK lacZ
pro thr his gal8 (A cI857 A58—71 AHI)]
baktériumtérzset az AR4 [E. coli K12
gal::tn10 (Plcm100)] baktériumtorzson te-
nyésztett Plcm100 fag jelenlétében inkubal-
tunk. Az N5151 baktérium és az AR4 bakté-
riumon tenyésztett Plem100 fag kozdtti ke-
resztezés tetraciklinnel szemben rezisztens,
ultraibolya sugédrzassal és hémérséklettel
szemben érzékeny lizogén baktériumokat ered-
ményezett. Az izolalt baktériumok koziil egyet
megtisztitottunk és MGO-AR6-nak [E. coli
K12 gal8 gal::tnl0 A A 58—71 cI857 A Hl
(bio uvrB)] neveztik el.

3. Példa

MG]1 baktériumtdrzs eldallitisa

Az MGO-AR6 baktériumtdrzset Plem100
lizogénné tettitk gy, hogy az AR6 baktériu-
mokat Pleml00 fag jelenlétében inku-
baltuk, és az életbenmaradt baktériu-
mokat_izolaltuk. A Pleml100 lizogén MGO
-AR6 baktériumokat MGO-ARI8 torzsnek
neveztiik el.

Az MGO baktériumtorzset az MGO-AR18
baktériumtorzsén tenyésztett Pleml100 fag-
gal kereszteztiik Pl transzdukei6 révén. Elég
idst hagyva, hogy a baktériumok abszorbeal-
jak a fagokat, a baktériumokat 4 J/m? erés-
ségii ultraibolya sugarzasnak vetettik ala
(az ultraibolya sugarzasmér szerint a 254
nm fény sugarzasa 2 J/m? erdsségii volt),
és tetraciklin jelenlétében inkubaltuk. A tet-
raciklinnel szemben rezisztens koléniak 1 1%-a
volt rezisztens az ultraibolya sugérzassal
szemben, jelezve, hogy nem hordozzak a HI
deléciot, igy tehat a lambda géneket a cl-t6l
a fag jobboldali végéig terjedden tartalmaz-
zak. Pontosabban ez azt jelenti, hogy e klo-
nok hordozzak a P3 és 029 mutécidkat, vala-
mint érintetlen S és R géneket. Az ultraibo-
lya sugarzassal és tetraciklinnel szemben re-
zisztens baktériumsejtek egyharmada nem
volt képes fagot termelni. Ennéliogva ugy
véljiik, hogy ezeknél a fambda DNS 58—71.
helye szerinti gének delécioval kiestek, tehét
elvesztették az ind, xis és kil géneket. Ezt a
csoportot tisztitottuk és MG1 (C600) [(AA58-
71 ¢1857 P3 029) Sullt galK lacZ thi gal::tnl0
tet')] torzsnek neveztiik el.

4. Példa

MG3 baktériumtdrzs elddllitasa

Az MG! baktériumtorzset a Plem100 fag
jelenlétében inkubaltuk & az életbenmaradt
baktériumokat tisztitottuk. Az életbenmaradt
baktériumok kozétt nagy szazalékban vol-
tak olyan MGI baktériumsejtek, melyek
Pleml00 lizogénné valtak. A Pleml100 lizo-

8-
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gén MGI! baktériumokat tisztitottuk, és az
MG?2 baktériumtérzs elnevezést kaptak.

Az N99 baktériumtorzset (ATCC 33956)
az MG2 baktériumtorzson tenyésztett Plem100
faggal Pleml00 transzdukcié révén keresz-
teztiik. A tetraciklinnel szembeni reziszten-
ciaval rendelkezd baktériumokat kivalasztot-
tuk. Valamennyi ilyen baktériumot a lambda
faggal szemben immunisnak talaltuk, igy
megallapitottuk, hogy a lambda lizogének-
ké véltak. E lizogének koziil egyet megtisz-
titottunk és MG3 [N99 (AA58—71 cI857 P3
029)] torzsnek neveztiik el.

Az MG3 toérzsrél megéllapitottuk, hogy
90—120 percig tarté 44°C-os hémérséklet ha-
tasara lizisen megy keresztiil. A sejtkultd-
rakban nem talaltunk fagokat sem az elébb
emlitett kezelés el6tt, sem utdna (3,3X10°
baktériumsejtet tartalmazo tenyészetben |
fagnal kevesebb 0,1 mi-enként). A fagok je-
lenlétét a C600 baktériumsejteken vizsgél-
tuk. A nem hibas lambda fagokat tartalma-
20, kontrollként alkalmazott E. coli tdérzsek
105—10° fagot tartalmaztak ml-enként olyan
baktériumtenyészetben, melyben ml-enként
3,3X10% baktériumsejt volt.

5. Példa

MG3 baktériumtorzs eldallitasa

Az MG3 baktériumtorzset lényegében ha-
sonléan a 4. példa szerinti modszerhez alli-
tottuk el8, azzal a kiilonbséggel, hogy az N99
térzsnek a AcI857 P3 029 faggal térténd li-
zogénné tétele kozvetleniil tortént. A kapott
lizogén baktériumot Pl transzdukcioval ke-
reszteztiik az MGO-ARI8 baktériumtérzzsel
és kivalasztottuk azokat a tetraciklinnel szem-
ben rezisztens lizogéneket, melyek hémérsék-
leti indukcié hatdsara lizist szenvednek el,
azonban fagokat nem termelnek.

6. Példa

UC5822 baktériumtorzs elédllitasa

Az UC5H822 baktériumtdrzs elgillitasa
az N99 baktériumtérzs Aint6 red3 cI587 P80
és Ahy5 climm2l Ab2 fagokkal torténd fer-
t6zése révén torténhet. A Ahy5 climm2i Ab2
fag a Afag és a 21-es fag hibridje. Ebben az
esetben a Ahy5 climm21 Ab2 fag célja az, hogy
biztositsuk az int funkcié bevitelét a trans
génbe, mely, ahhoz sziikséges, hogy a Aint6
red3 cI857 P80 fag lizogénné tegye ezt a tor-
zset. A Ab2 mutacié alkalmatlanna teszi a
Ahy5 climm21 Ab2 fagot arra, hogy irdnyit-
sa a sajat beépiilését e baktériumtérzsbe. E
keresztezésb6l azt a baktériumot, mely im-
munisnak bizonyult a lambda virussal tor-
téné feliiliert8zéssel szemben, azonban érzé-
keny volt a 2l-es fagra, tisztitottuk és az
UC5822 baktériumtorzs elnevezést kapta.
Ez a torzs elpusztul, ha 44°C hémérsékleten
tartjuk. Nem lehet fégot kimutatni az UC5822
baktériumtorzsnél sem a 44°C-os hémérsék-
leti kezelés el6tt, sem utana.
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7. Példa

Az MG4 baktériumtorzs eldallitasa

MG3 baktériumot tenyésztiink Luria tap-
kdzegben vagy mas teljesértékii taptalajon
32°C hémérsékleten a logaritmikus szapo-
rodasi fazis kozépértékéig (azaz Aggp=0,5 ér-
tékig). Ekkor a taptalaj megkézelitéen 5X10°
baktériumsejtet tartalmaz ml-enként. A bak-
tériumtenyészetet ekkor 0,2% glitkozzal és
0,2% KClO,-al kiegészitett Nutrient agar tap-
talajra (lemezre) vissziik. Az agar lemeze-
ket anaerob koériilmények kdzott 32°C-on in-
kubaljuk, amig baktériumkolonidk nem ke-
letkeznek (3—5 nap alatt). E téptalajon, a
fenti koériilmények kozotti tenyésztés soran
kivalasztodnak azok az E. coli baktériumok,
melyek a chl A, B, C vagy D génekben muta-
ziéval rendelkeznek. [J. Miller: Experiments
in Molecular Genetics, 226—227].

A chiB, C vagy D gének mutéaciéja még
nem vezet az MG4 baktériumtérzs kivéalasz-
tasahoz. A chlA gén kifejezésére haté muta-
ciok koézott a chlA pontmutéciéi és a chlA-
:6] jobbra vagy balra -kiterjed6é delécidk is
vannak. A DNS liancon a chlA géntél balra
kiterjed6 delécié a szomszédos uvrB gén fel-
szakadasat (felbomldsat) eredményezheti,
mely eredményeképpen ultraibolya sugarzas-
sal szembeni érzékeny baktérium fenotipus
jon létre. Ugyanilyen ok miatt, ha a delécio
a chlD géntdl jobbra torténik a DNS lancon,
akkor is ultraibolya sugarzassal szemben re-
zisztens baktérium fenotipust allithatunk eld.
Az anaerob inkubalasbol szarmazé, klorat-
tal szemben rezisztens koldnidkat vizsgal-
tunk, hogy a kapott baktériumok érzékenyek-e
az ultraibolya sugérzassal szemben. E mii-
veletet 1gy végezhetjiik el, ha egy Petri csé-
szében egy klorattal szemben rezisztens ko-
foniat szélesztiink, a csésze felét letakarjuk,
és a masik felét 10 J/m? erdsségii 254 nm
ultraibolya sugarzasnak vetjitk ala. Ez a dé-
zis elegendé ahhoz, hogy elpusztitsa az ult-
raibolya sugdrzassal szemben érzékeny bak-
tériumsejteket, azonban a rezisztens mutan-
sokat nem. Az ultraibolya sugérzassal szem-
ben érzékeny mutansokat (melyek kozé a
chlA és chlD génmutéciok is tartoznak) meg-
vizsgaljuk, hogy taldlhato-e benniik hibés
tambda profag. Ezt agy végezziik, hogy egy
Petri csészében szélesztett homoimmun fagon
keresztben szélesztjilk a vizsgaland6 bakté-
riumokat, ezeket a fagok az érintkezési he-
lyeken elpusztitjak, azonban a lambda lizo-
gének immunisak a feliiliertdzéssel szemben,
igy nem pusztulnak el. A chlA és a chlD gé-
nek, a lambda genom és az uvrB gén elhe-
lyezkedésébdl eredGen valamennyi- ultraibo-
lya sugérzassal szemben érzékeny chlD mu-
tans lambda faggal szemben érzékeny lesz,
mig néhany ultraibolya sugarzéssal szem-
ben rezisztens chlA mutins lambda lizogén
lehet. Az ultraibolya sugarzassal szemben
érzékeny lambda lizogéneknél tehdt olyan
chlA delécioé tortént, mely a DNS ldncon bal-
felé, az uvrB-be nyulik. Ha a delécié tilnyui-
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lik az uvrB génen is, akkor benyulhat a bio-
tin operonba is és valoszintileg a szerkeze-
{i tambda génekbe is. Ezzel a méodszerrel si-
keriilt szerkezeti lambda gén deléciot elér-
ni [Grier, Virology 66: 589—604 (1975)].
Valamennyi ultraibolya sugarzassal szemben
érzékeny chiA~, lambda lizogént A virA™ fag-
gal megfertdztitk. Ket és fel ora eltelte utan
a lizalodott tenyészetet lemezre vittiik a
AvirA~ fag és a AvirA* rekombinansok ki-
mutatasa céljabol. Azokal a baktériumokat,
melyek szaporitjak a avirA~ fagot és/vagy
airAt fagot hoznak létre, eldobtuk; azok-
nal a baktérinmoknal, melyek nem egészi-
tik ki a avicA™ fagot, itletve nem termeinek
virA* fagot olyan delécié tortént, mely a lamb-
da fag DNS lincan a chiA géntél indul ki
és atmegy az A génen is. Ez utobbi baktériu-
mokat a litikus tulajdonsag kimutatdsara
viszgaltuk (lizis 38°C folbtt torténd tenyeész-
tésnél). A litikus baktérium tulajdonsagot
megtarto, a Jdeléciot tartalmazé egyedeket
az MG4 torzsként tisztitottuk.

8. Példa

MM294 (c1857) és
zsek klonozdsa

MM294 E. coli torzset (ATCC 33625)
AcI857 fag jelenlétében inkubaltunk. Egy €j-
szakan at 32°C-on torténd tenyésztés utdn
az életben maradt baktériumokat izolaltuk
65 megtisztitotiuk. Azokat a klonokat, me-
lyek immunisak a feliilfertzéssel szemben,
és amelyek 44°C hémérsékleten nem képe-
sek fejlédésre €s fagképzésre, izolaltuk. Az
igy kapott clI857 lizogén baktériumtorzset,
az MM294 (AcI857) tdrzset, és az UCH822
E. coli torzset CaCly kezeléssel kompetens-
sé tettitk és pDNb plazmiddal transzformal-
tuk, amely plazmid az E. coli LT-B antigén
és az ampicillin és tetraciklin rezisziencia
génjét hordozza.

Mindkét litikus baktériumtorzs ampicil-
linnel és tetraciklinnel szemben rezisztens
transzformalt sejtjei jol fejlodtek a standard
hasleves taptalajon 30—39°C-on és LT-B an-
tigént termeltek. A baktériumokat centrifu-
galassal tiledékbe vittiik, és 42°C hémérsék-
letii standard hasleves tapkozegbe vittik.
Koriilbeliil 90—120 perc alatt a lizis beko-
vetkezik, és lényegében be is fejezBdik. Az
LT-B antigén felszabaduli, és a hislevesbe
jutott. Milliliterenként 4X 107 MM294 (cI857)
transzformalast tartalmazo mintaban koriil-
beliil 2 10° lambda fag mutathaté ki. A ha-
sonlé UCH822 transzformans mintaban nem
mutathato ki fag (20 fagnal kevesebb mi-en-
ként).

UC5822 baktériumtdr-
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9. Példa

UC5822 baktériumtorzs kiénozasa

Az E. coli LT-B antigén termelését kodo-
16 géneket hordozd pESS2 plazmidot tartal-
maz6 E. coli UC5822 baktériumtorzset egy
5 ml-es kémesébe oltottunk, melyben ampi-
cillint tartalmazé L hasleves taptalaj volt.
6 ora eltelte utan a kémesd tartalmat atvit-
titk ampicillint tartalmazé 500 ml térfogati

tapkozegbe, majd egy éjszakdn at, razas koz-

ben inkubaltuk 32°C-on. 10 1 tenyészet ké-
szitéséhez az eldbbi kultarabol 400 mi-t at-
vittiink 10 1 tapkézegbe, mely ampicillint tar-
talmazott, és az egészet egy Virtis bench-top
fermentorba helyeztitk. A tenyésztést 32°C-on
végeztiik, és sranként 100 ml mintat vettink
a novekedés mértékének megallapitdsara Ay
refrakcio érték mellett. 4 ora elteltével a te-
nyészethez 200 ml 50%-os gliikozt és 0,1 mli
habzasgatld anyagot adtunk. 8 ora eltelte
utan a kultira 4,8 Ay stadiumban volt, és
a hémérsekletet 43°C-ra emeltitk. 10 ora el-
telte utan a tenyészethez ismét 200 ml 50%-
os glitkozt adagoltunk, és a keézdéstdl sza-
mitott 14 ora elteltével a tenyésztést megal-
litottuk. A sejtkoncentratumbol (iiledék) és
a2 feliilitszobol a tenyésztés kezdetétsl sza-
mitott 4; 6: 8; 9; 10,6; és 14 orakor vett min-
takat LTe-re nézve vizsgaltuk ELISA-val,
standardként ismert koncentraci6ji LTs-min-
takat alkalmazva.

A kapott eredményeket az 1. tablazat mu-
tatja. A tenyésztés kezdetétsl szamitott 4—8
ora kozott LT-B antigén 90%-anal nagyobb
része a sejtekben maradt, azonban a homér-
séklet emelése utan 2 o6ran beliil (a beoltas
utdn 10 oraval) az LT-B antigén 90%-a a
feliiliszoban volt. A hémérsékletvaltoztatds
utan 6 oraval az LT-B antigén 95%-a keriilt
a jeliiliiszoba. Az LT-B antigén az ossziehér-
je 8,56%-at adta. Az LT-B hozam sokkal jobb
volt, mint a pESS2 plazmiddal transzformalt
MM294 E. coli térzs hozama.

A hémérsékletvaltas utdan 2—4 6ran be-
liil a tapkozeg viszkozitasanak ndvekedésé-
bl és a lathato sejttoredékbdl nyilvdnvalo
volt, hogy lizis tortent. A hémérsékletvalitas
utéan 4—6 oraval a taptalaj viszkozitasa je-
lentdsen csokkent, és a taptalajt konnyen at
lehetett sziirni egy ultrasziirén a sejttorme-
lék és a megmaradt, nem lizalodott sejtek
eltavolitasa céljabol. A megndvekedett visz-
kozitas azt mutatja, hogy nagy molekulatd-
megii DNS és RNS molekulak szabadultak
fel és jutottak a tapkdzegbe. Az endogén nuk-
eaz enzimek tevekenysége azonban végso-
soron azt eredményezte, hogy csokkent az
oldat viszkozitasa.

-10-
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19 20
1. tabldzat
Beoltds utdn eltelt id8 Ay, mg/ml sejt- pg/ml Osszes LT_ az
fehdrje " B ‘
LT Osszes sejtfeher-
B je Z-aban
4 Jdra iile-
dekben 0,58 0,734 0,41
4 dra feliil-
Uszoban 0,06 0,07%
6 dra iiledék-
ben 1,1
6 ora feliil—~
dszdban 1,8 1,19 0,11 0,1%
43°C-ra 8 ora iiledék~
tirténd ben 4,8 1,24 3,9
dtvaltas 8 dra feliil-
Gszoban 0,29 0,37
10 Jra iledék-
ben 6,2 0,646 1,2
10 dra feliil-
Gszdban 14,8 2,55%
10,6 ora iile-
dékben 5,0 0,652 1,8
10,6 ora fe-
1iildszoban 39,38 6,3%
14 ora iiledék-
ben 1,8
14 ora feliil- '
dszdban 4,2 0,652 53,83 8,5%

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras hoémérsékletérzékeny baktériu-
mok elallitdsara, azzal jellemezue, hogy va-
lamely baktériumtérzset olyan DNS fragmens-
.sel transzformalunk, amely a kévetkezd ele-
meket tartalmazza:

i) szelektal6 marker,

ii) olyan lambda profdg DNS szekven-
cia, amely egy hoémérsékletérzékeny cl rep-
resszor gént és funkcionalis lizozim-kodolo
géneket tartalmaz ugy, hogy a lizozim-ko-
‘dolé géneket permissziv hémérsékleti koriil-
mények kozott gatolva vannak, mig restrik-
tiv homeérsékleti koriilmények kozott kifeje-
z6dnek, €s funkcionalis N, Q, S és R géne-
ket is. tartalmaz, és amelybd! a kromoszdma-
térkép 3. és 71. helyei kozotti, de legalabb az
58. és 71. helyei kozotti gének delécioval ki-
estek, és az O és P génekben tértént muta-
ci6k kovetkeztében az O és P génfunkciokat
elvesztette, és

iii) a fragmens és gazdasejt kromoszé-
maja kozott rekombinaciot lehetévé tevé, a
baktérium gazdasejt kromoszémajiban koz-

50

55

vetleniil szomszédos szekvencidval homolog,
szomszédos DNS szekvenciik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy olyan DNS fragmenst al-
kalmazunk, amely cl génként cI857 gént, O
és P mutansként 029 és P3 mutdnst és sze-
lektalhato markerként tnl0 atvihetG tetracik-
lint rezisztencia elemet tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy olyan lambda profdag DNS
fragmenst alkalmazunk, amelybdl a kromo-
szomatérkép 3. és 71. helyei kozotti gének
delécioval kiestek.

4. Az 1—3. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras, azzal jellemezve, hogy bakté-
riumként valamely E. coli torzset alkalma-
zunk.

5. Eljaras valamely fehérjetermék eldal-
litdsdra baktérium segitségével, azzal jelle-
mezve, hogy valamely, az . igénypont sze-
rinti eljardssal elGallitott hémérsékletérzé-
keny baktériumtorzset, amely a targyi kor
szerinti fehérje-terméket intracelluldrisan fe-
jezi ki, és a profag DNS-szekvencidn beliil
egv hémérsékletérzékeny fdg represszor gént
és funkciondlis lizozim-kédolo fag géneket
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hordoz olyan moédon, hogy a lizozim-kédo-
16 gének permissziv hémeérsékleti koriilmé-
nyek kozott gatolva vannak, mig restriktiv
hémérsékleti koriilmények kozott kifejezod-
nek, permissziv, a termék képzédésének ked-
vez6 homeérsekleti koriiimények kozott tenyészt-
jik; majd a hémérséklet megemelésével rest-
riktiv koriilményeket teremtiink, és adott eset-
ben a terméket a tenyészkozeghdl vagy an-
nak koncentratumabdl kinyerjiik.

6. Az 5. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy a hémérséklettel szemben
érzékeny baktériumtorzsként egy hémérsék-
lettel szemben érzékeny lambda cI gént hor-
dozd baktériumtdrzset alkalmazunk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy lambda cl génként a cI857
mutins gént hordozé baktériumtorzset alkal-
mazunk.

8. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a baktériumtorzsként vala-
mely E. coli lambda lizogén térzset alkal-
mazunk.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a baktériumtorzsként E. co-
li UCB22 tdrzset alkalmazunk.

10. Az 5—9. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljards, azzal jellemezve, hogy a bak-
tériumtérzsként egy olyan lambda profag
DNS szekvenciat hordozé baktériumtorzset
alkalmazunk, melyb6l delécioval kiestek a
kromoszomatérkép 58. és 71. helye kozotti
gének és az O és P génekben mutacio tortént.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy olyan baktériumtérzset
alkalmazunk, amelyben a lambda profag DNS
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szekvencia szomszédos egy szelektalhato mar-
kerrel és az O és P mutaciok pontmutacidk.

12. A 11. igénypont szerinti eljards, az-
zal jellemezve, hogy olyan baktériumtorzset
alkalmazunk, amelyben a lambda profag DNS
szekvencia a fels6 végén szomszédos a tnlQ
atvihet6 tetraciklin rezisztencia elemmel, va-
lamint az O gén azonos az 029 génnel és a
P gén a P3 génnel.

13. A 12. igénypont szerinti eljarés, azzal
jellemezve, hogy baktériumtérzsként vala-
mely E. coli MG torzset alkalmazunk.

14. A 13. igénypont szerinti eljiris, az-
zal jellemezve, hogy baktériumtoérzsként E.
coli MG3 torzset alkalmazunk.

15. Az 5. igénypont szerinti eljards, az-
zal jellemezve, hogy a baktériumtérzsként
egy olyan lambda profag DNS szekvenciat
hordozo baktériumot alkalmazunk, melybél
delécioval kiestek a kromoszématérkép 3. és
71. helye kozotti gének és az O és P gének-
ben mutacio toértént.

16. A 15. igénypont szerinti eljards, az-
zal jellemezve, hogy olyan baktériumtérzset
alkalmazunk, amelyben a lambda profag DNS
szekvencia szomszédos egy szelektalhaté mar-
kerrel és az O és P mutaciok pontmutaciok.

17. A 16. igénypont szerinti eljirds, az-
zal jellemezve, hogy olyan baktériumtérzset
alkalmazunk, amelyben a lambda profag DNS
szekvencia a fels6é végén szomszédos a tnl0
atvihetd tetraciklin rezisztencia elemmel, va-
lamint az O gén azonos az 029 génnel és a
P gén a P3 génnel.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy a baktériumtérzsként
egy E. coli MG4 térzset alkalmazunk.

Rajz nélkiil

Kiadja: Orszagos Taldlmanyi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Himer Zoltan osztalyvezeté

Ne 8503. Nyomdaipari vallalat, Ungvar
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