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IRODALMI ATTEKINTES

A Cianobaktériumok dltaldnos jellemzése

A Cianobaktériumok a fotoszintetizdldé prokariotdk igen
elterjedt csoportjat alkotjdk /Stanier és Cohen-Bazire, 1977/.
Figyelemre mélté genetikai komplexitdsuk, A genom méret alséd
hatédra /1,6 x 106 dalton/ a baktériumokéhoz hasonld, de a
felsSd hatdr /8,6 x 106 dalton/ messze meghaladja az eddig
leirt legnagyobb prokariota genomot, A nagyobb méretl ge-
nommal rendelkezd fajok mindig nagyobb morfoldgiai differen-
cidltsdgot és mik8désbeli komplexitédst mutatnak /Herdman,
1973/,

A genom mérete, a gének helyzete és megoszldsa arra u-
tal, hogy a genom egy kisméretl &6si genom duplikdcidjaval
keletkezett, mas prokariota fajok genom evoluciéjdhoz hason-
léan /Wallacé és Morowitz, 1973/, Az igy keletkezett redundéns
PNS-nek - mutdcidkkal és ezt kdvetd evolucidval klildénbdzd
formdi jdttek létre,

A Cianobaktériumok olyan tulajdonsdgai, mint a ndvényi
kloroplasztiszokéhoz hasonld fotoszintézis, kromatikus adap-
tdcid, a heterocisztdt képzd fajok és néhdny egysejtek faj
/Gloeotecha, Aphanocapsa/ aerob nitrogénkdtd képessége és a
differencidlt sejtformdk jelenléte /heterociszta, hormogo-
nium/ amelyek k&zlil sok egyediildllé ebben a prokariota cso-
portban, lehetSséget nyujtanak arra, hogy e jelenségeket egy-

sejtl szervezetekben tanulmdnyozzuk.



Mas tulajdonsdgok, mint példéul a gyors ndvekedés, ho-
mogén szuszpenzidképzés folyadékkulturédban, reprodukcid szi-
lérd téaptalajon, replica plating lehetSsége és a nagy gyako-
risdgu genetikai'anyag kicseréldédés egyuttal megteremti a
genetikai elemzés szdmos feltételét,

A génelemzés egyik hagyomédnyos médszere mutdcidk indu-
kdldsa és elemzése, Erre alkalmas mutdnsokat mdr izoldltak
és biokémiailag jellemeztek, de részletes genetikai térképet
ezek alapjan feldllitani nem lehet kis szdmuk miatt /Delaney
és mtsai., 1976; Ladha &s Kumar, 1978; Doolittle, 19793
Shermann és Cunningham, 1977/,

A molekuldris -DNS klénozds technikdjdnak jelenlegi
szintje Escherichia coli rendszerben lehetdvé teszi, hogy a
DNS molekula egyes szakaszait elklildnitsilik, amplifikdljuk az
itt kédolt géneket, megdllapitsuk a gén szefkezetét, a nukle-
otid szekvencidt és kdvetkeztessilink a gén reguldciéjara és ~
expresszidjéra. )

Hasonldé médszer létrehozdsa a Cianobaktériumban lehetdvé
tenné a fotoszintézis, nitrogénkdtés és sejtdifferencidlddés

molekuldris szintl tanulmdnyozdsat.

Plazmidok

A DNS klénozéds lehetSségének felméréséhez kiinduld pon-
tul szolgdl az a tény, hogy néhdny Cianobaktérium faj cir-
kuldris extrakromoszdémdlis DNS-t tartalmaz /Asato és Ginosa,
1973; Roberts, 1976; Stanier és Cohen-Bazire, 19773 Friedberg
és Sheijffers, 1978/, Mas fajok plazmidot nem tartalmaztak,

ezek: Synechococcus PCC 6307, Pseudanabaena PCC 6901, Micro-



cystis aeruginosa NRC-1 Gloeocapsa alficola W, Nostoc MAC
/Lau és Doolittle, 19793/,

A természetes plazmidoknak vektorként valé felhaszna-
ldsa valtozatlan formdban nem lehetséges, az eddig leirtak
ugyanis kriptikusak, a leétébb faj tObbféle plazmidot hor-
doz és ezek kompatibilitdsa mds torzsek plazmidjaival nem
ismert /Van den Hondel, 1979; Sapiensa és Doolittle, 1980/.

A leirt plazmidok mérete 1,9-75 Md k&zd6tt véltozott.

A plazmidok bdzisSsszetétele szignifikdnsan kiildnbdzdtt a
kromoszémalis DNS bazis8sszetételétSl /Roberts és Koths,
19763 Lau és Doolittle, 1979/. A kildnbbdz8 tdrzsekben 1lé-
vS plazmidok szekvencia homolégidt mutatnak, amely transzpo-
zonok jelenlétével magyardzhaté /Lau és Doolittle, 1980;
Sapiensa és Doolittle, 1980/. B&ar a transzpozonok gyakran
kédolnak antibiotikum rezisztencidt /Bukhar, 1977/, a
cianobakteridlis plazmidok esetében fenotipikus reziszten-
cidt nem taldltak /Lau és Doolittle, 1979; Lau, 1980/,

Olyan sejtfu#kciét sem sikeriilt azonositani, amely plazmid-
ban lenne kédolva, Egy-egy plazmid spontdn elvesztése,

mint példéulbaz 5,3 x 10¢ dalton molekulasulyu plazmid a
Synechococcus PC 6301 tdrzsbdl /Lau és Doolittle, 1979/

és az 5,9 x 10% dalton molekulasulyu plazmid az Anacystis
quadruplicatum BG-1 t&rzsbdl, fenotipikus vdltozdst nem oko-
zott /Lau, 1980/. Azok a tdbrzsek, amelyek plazmidot egydl-
talédn nem hordoznak, nem kildnb&znek a plazmidot tartalma-

zO0kt61l sem metabolizmusukban, sem a differencidlt sejttipu-

sokban, sem morfolégiailag /Simon, 1978/, Igazoltdk, hogy



-

az Anabaena 7120 plazmidjail nem hordoztak azonosithatd nif
‘géneket /Mazur, 1980/. A Synechococecus PCC 6001 5 Md plaz-
mid restrikcidés fragmentjei kiil6nb8zéképpen irddtak 4t fé-
nyen és sététben in vitro /Lau és mtsai,, 19807. Mas plaz-
midokrdél nem rendelkeziink hasonlé informdcidval.
Restrikcids enzimekkel tdrtént vizsgdlatok a ciano-
bakteridlis plazmidok azonos szdmu hasitdhelyét fedték fel,
ami a plazmidox k&zeli rokonsdgdra utal /Van den Hondel,
1979; Lau és Doolittle, 1979/. Ez a tény nem meglepd,
ugyanis a vizsgdlt hdrom tdrzs k&zeli kapcsolatban &l1
/Rippka és Derunelles, 1979/, Azonban hasonlésdgot muta-
tott az eltérd genusba tartozd Synechococcus PCC 6707
torzs plazmidja is /Herdman és Janvier, 1979; Hondel, 1978;
Lau, Sapiensa és Doolittle, 1980/. Azonos plazmidok jelen-
léte négy Synechococcus fajban bizonyiték franszferélhaté
természetiikre és az intergenerikus transzfer lehetSségére
/Herdman, 1976/,

.Teljes homolégia azonban nem volt kimutathatd k&zelil
fajok, az Agnemellum quadruplicatum BG-1, RP6 és a Coccoc-
loris elabens azonos méretli plazmidjaival végzett hibridizd-
cics kisérletekben /Rippka és Derunelles, 1979; Lau és
Sapiensa, 1980/, Homoldg régidk viszont a klildnbd8z8 méreti
plazmidok k&zd6tt is voltak és ezek nem korlitozddtak az
egyes restrikcids fragmentekre, aldtédmasztva azt a nézetet,
miszerint transzpozdbilis elemekkel azonosak /Lau, Sapiensa

és Doolittle, 1980/, ’



Restrikeids endonukleé&zok

Viszonylag kevés szdmu Cianobaktériumbdél ismerink szek-
vencia specifikus enzimeket, Eléforduldsi helyik és szekven-
cia specifitdsuk az 1, tdbldzatban lathatdé. MAas bakteridlis
csoportokhoz hasonldan /Rogerts, 1978, 1981/ az isochizomerek
elS6forduldsa gyakori még egymdssal kapcsolatban nem 1évé fa-
jokban is, Példdul Agu I és Ava I enzimeket egy egysejtes és
egy fonalas cianobaktérium termeli, felismerShelylk azonban

k6zds: C¥PyCGPuG. Mas esetekben egy faj két tagja gyakran

kilénb6z8 endonukledzokat tartalmaz /Roberts, 1980/.

Transzformdcid

A Cianobakteridlis transzformdcids rendszer létezése,
megfeleld vektor létrehozdsa utdn, lehetdvé teszi a ciano-
bakteriilis gének A.nidulansban térténé kldénozdsdt., Az el-
s6 transzformdcidéhoz hasonld jelenséget elSszdr sexudlis,
illetve parasexudlis folyamatként irtdk le, Két eltérd anti-
biotikum rezisztencid&ju Synechococcus tdrzs keverék tenyésze-
tében kétszeres rekombindnsokat figyeltek meg /Bazin, 1968/..
Tipikus genetikai transzformdciét irt 1le éhestakov /13870/.
A.nidulans recipiens sejteket transzform&ldé DNS jelenlétében
fényen inkubdltak, majd a reakcid ledllitdsdra DNase-val ke-
zeltek, Transzformdnsok szelektdldsdra ndvekvd koncentrdcid-
ban antibiotikumot tartalmazé agarboritdst alkalmaztak. Az
antibiotikum koncentrdcié az agar teljes térfogatdban 2 pg/ml
volt. Az izoldlt rezisztens telepek, vagyis transzformdnsok
98%-a 6-7 transzfer utdn is stabil maradt. Az &dltaluk leirt

transzformdcibés gyakorisdg igen alacsony volt,mds bakteridlis



1. tédblédzat Cianobakteridlis restrikcids endonukledzok
Enzim 2;:?{?22 2 El6fordulds

Agu I /Ava I/ CY¥PyCGPG A,quadruplicatum
Mst I TGCéCA Micocoleus sp.,
Acy I GPu+yCGPyC A.cylindrica

Aos I /Mst I/ TGC+YGCA A.cylindrica

Asu I G+GNCC A.subcilindrica
Asu II /Mla I/ TTYCGAA A.subcilindrica
Asu III /Acy I/ GPu+CGPyC A.subcilindrica
Ava I C¥PyCGPuG A,variabilis

Ava II ava/h/ce A.variabilis

Ava TIII AYGCA A.,variabilis

Avr I /Ava I/ CY¥PyCGPuG A,varigbilis UW
Avr II CCTAGG A.variabilis UW
Ast’?W? I /Acz I/ GPu+vCGPyC Anabaena sp.

MLa I TTYCGAA M.laminosum



rendszerekhez képest, de t8bb mint négy nagysdgrenddel na-
gyobb, mint a spontdn mutdnsok gyakorisiga.

A transzformdcidé hatdsfoka kisebb volt azokban az ese-
tekben, amelyekben a kﬁlén?ézé rezisztencidval rendelkezd
t6rzseket ujabb rezisztencidra transzformdltdk. Ennek oka
feltehetdéen az, hogy az eritromicin és streptomicin rezisz-
tens sejtek DNS permeabilitdsa kiildnb8zik a nem rezisztense-
két81l., DNase hozzdaddsa nélkiil a DNS felvétel szilard tép-
talajon tovédbb folytatdédott szélesztés utdn. Eredményeik
szerint vad tipusu szenzitiv Synechococcus sejtek eritro-
micin rezisztenssé transzformdlhatdk rezisztens tdrzsbdl
szdrmazd tisztitott DNS-sel.

A transzformdcid kiildnlegessége a Synechococcus faj ob-
ligdt fototrdéf tulajdonsdgdval kapcsolatos., A transzformi-
cids gyakorisdg rendkivil alaCSOny volt, ha a sejteket
transzformdcié eldétt sdtétben tartottdk és az inkubdcids
idé alatt sem vildgitottdk meg. Feltehetd, hogy az aktiv
DNS felvétel kdzvetlentiil fligg a fotoszintetikus energidtdl,

Két tipusu transzformdcidét irt le Herdmann /1973/.
Egyik a fentiekhez hasonldéan kémiailag extrahdlt DNS-sel, a
mdsik extracelluldris nukleinsavakkal tdrtént. Donor gene-
tikai anyagként sejtmentes filtrdtumot haszndltak. A vizs-
gédlt Synechococcus térzsek mindegyike haszndlhaté volt do-
norként és recipiensként is.

Eddig hat tdrzs transzformdcidéjérdl jelent meg kézle-
mény: A.nidulans 602 PCC 73943 /Shestakov és Khyen, 1970/,
A.nidulans PCC 6301 /Herdmann, 1973/, Aphanocapsa PCC 671Uh

/Astier és Espadellier, 1976/, Gloeocapsa alpicola PCC 6308



/Devilly és Houghton, 1977/, Agnemellum quadruplik&tum
PCC 7002 /Stevens és Porter, 1980/, és Synechocystis PCC

6803 /Grigorieva és Shestakov, 1982/,

Klénozdé vektorok

A cianobakteridlis klénozd rendszer felé vezetd elsd
jelentds 1épés egy genetikailag jeldlt cianobaktérium plaz-
mid eldédllitdsa volt,

Mivel az E.coliban haszndlt vektorok, mint pl.: a
PBR322, a transzformdcids kisérletekben negativ eredményt
adtak, szilkségesnek mutatkozott egy belsd cianobakteridlis
vektor létrehozdsa. A Nostoc PCC 7524 faj 4 Md molekula-
sulyu pDUl plazmidjédnak térképe alétémasztja azt a tényt,
hogy az éredeti plazmidok klénozdsra vald felhaszndlésa
igen nehézkes., 2U restrikcids endonukledz k&zll csak 8
enzimnek voltak felisme:3helyei /Reaston és mtsai., 1982/,
Az egyetlen egy felismerShellyel rendelkezd endonukledz
a BglI volt, azonban a BglI felismerd szekvencia degenera-
tiv tulajdonsdga miatt ez a hely sem idedlis kldénozdsra
/Roberts, 1981/.

Az elsd genetikailag jeldlt vektor plazmid a pUH24
volt. A.,nidulans R2 torzs E,coli pRI46 plazmid transzfor-
médcidja utdn rezisztencidra szelektdlva - a pRI46 plazmid
ampicillin rezisztencidt kédolé Tn901 transzpozont hordoz
- az eredeti pHC24 plazmid helyett egy pHC+Tn90l1 rekombi-
ndns plazmidot taldltak. Restrikcidés enzimekkel tdrtént

emésztések és heteroduplex, is utédn bizonyossa valt,




hogy az uj plazmid tartalmazza a teljes Tn90l transzpozont.
Az uj plazmiddal tOrtént transzformdcidé ampicillin rezisz-
tencidt eredményezett, tehdt a Tn901l B-laktaméz génje a re-
kombindns plazmidon van és_az E.coli gén A.nidulansban is
expresszdlédik /Van den Hogéel, 1980/.

A transzformdcidé egyuttal bizonyitékul szolgdlt az
E.coli plazmid felvételére is, a pRI46 plazmid a sejtekbdl
azonban nem volt kimutathatd.

A Tn901 transzpozont tartalmazd pUH24 plazmidbdl delécidval
egy kisebb plazmidot &llitottak eld, amely egy-egy kldéno-
zdsra alkalmas XhoI és BamHI helyet tartalmazott. Delécid-
val kiesett a Tn90l1l transzpozon egyik vége is, igy annak
transzpozabilis képessége, amely a plazmid vektorként tSrté-
né felhaszndldsdt megnehezitené, elveszett,

Az E,colibdl szdrmazd pACYC1l84, pBR322 és RPY4 plazmidok nem
transzformdltdk az A.nidulans egysejtek cianobaktériumot,
amely két plazmidot tartalmaz, a pUH24-et és a pUH26-0t
/Van den Hondel és Van Arkel, 1980/. Az E.coli plazmidok
felvétele megtdrtént de ezek nem expresszidldédnak és nem is
maradnak fenn az A.nidulansban.

Sem a pUC, sem a pCH1l plazmid nem volt transzformé&lha-
t6 E.coliba. Ez a tény arra utal, hogy az A.nidulans és
E.coli plazmidok replikdcids rendszere a heteroldg gazda-
ban nem funkciondl. Nem zd&rhaté ki az sem, hogy a transz-
kripcié vagy transzldcid szintjében vannak eltérések,

A klénozé rendszer létrehozdsdnak kovetkezd &llomaséat
egy olyan plazmid Jjelentette, amely egyardnt bevihetd E.co-

liba és A.nidulansba. Ebben a plazmidban lehetséges az A.ni-
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dulans gének klénozdsa Anacystis gazdéban, majd &tvihetdk
E.coliba amplifiké&lds céljabél és ha szilikségesnek latszik

a specidlisan cianobakteridlis gének mik&édésének vizsgédla-

ta ismét visszavihetSk az eredeti gazddba.

Az elsé ilyen kisérlet sordn a pUCl A.nidulans plazmidot és az
ismert E.coli vektor pACYAl84 plazmidot épitették Ossze
/Stiiber és Bujard, 1981; Kuhlemeier, 1981/, A plazmid
mindkét gazddba transzformdlhatd volt és stabilan fennma-
radt. A transzformdns koldénidkbdl két plazmidot sikeriilt
izoldlni, a pUClO4 és a pUCl95-8t. Mindkettd egy képidban
tartalmazta a cianobakteridlis pUCl és a pACYCl84 plazmidot.
Mindketté molekulasulya 8,15 Md volt, ami a két eredeti plaz-
mid molekulasulydnak 8sszege. Ampicillin és kloramfenikol
rezisztencidt kédoltak /szildrd tdptalajon 0,5 és 0,1 ug/ml/.
A két plazmid csupén a pACYC1l84 plazmid oriéntéciéjéban és

az inzercié helyében kiildnbdzdtt. E.coli transzformdcidéjuk’
hasonlé volt a pACYCl84-hez ampicillin és kloramfenikol
szelekcidé mellett fennmaradtak, a plazmidokat vissza lehetett
nyerni., Mindkét plazmid transzformé&lta az A.nidulans R-2
tdrzset de a transzformdcids gyakorisdg fliggdtt a szelekcid-
ra haszndlt antibiotikumtél. A jelenséget az ampicillin sze-
lekcié természete magyardzza. Az ampicillin ugyanis egy nap
alatt lizdlja a sejteket, a kloramfenikol gétlds pedig napok
alatt fejti ki hatdsdt., Valdészini, hogy az ampicillin meg-
8li a sejteket mieldStt az antibiotikum rezisztencia kifeje-
z6dhetne, Igy a kloramfenikol szelekcid esetén nagyobb gya-
korisdgu volt a transzformdcid.

Ezen a kiilénbségen tul ampicillin rezisztencidra t8rtént sze-
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lekcid sorédn egy pUCl-el azonos plazmid jelent meg az ese-
tek 90%-dban. A maradék 10% pUC105 volt., A pACYC plazmid
delécidjénak ilyen nagy gyakorisdgu eléforduldsa annak ko-
vetkezménye, hogy A.nidulans-ban interakcidé jatszddott 1le
az eredeti pUC24% plazmid és pUCl0S5 k&zdtt. A plazmidok re-
kombindcidéja és delécid vezetett az eredeti plazmid ujrake-
letkezéséhez., A pUCl eléforduldsdnak nagy gyakorisdga

arra utal, hogy A.nidulans gazdaban ezek szelekcids eldny-
nyel rendelkeznek a hibrid plazmiddal szemben, A pUC1lO4
plazmidban a két nem homoldég régid, a pACYC plazmid és a
Tn901 transzpozon szomszédosak, itt rekombindcid nem jat-
szbédott le. A pUClO4 plazmid transzformdcids gyakoriséga
eltérést mutatott a plazmid DNS szdrmazdsdtdl fliggden,

Az E.colibdl szédrmazd plazmid A.nidulanst 25-150-szer ki-
sebb gyakorisdggal transzformélta; mint az A.nidulansbdl
izoldlt, Az eltérd transzformicid oka feltehetden a két
gazda kiilénb&z8 postreplikdcids modifikdciéjaban keresendd,

Ezek a plazmidok rendelkeznek ugyan klénozdsra alkal-
mas restrikciés helyekkel, de a pUCl05 plazmid A.nidulans
R2 tdrzsben ampicillin szelekcid mellett elvesztette a
teljes pACYC részét és igy E.coliba nem vihetd vissza., A
pUC104 plazmid pedig igen kis gyakorisdggal adott ampi-
cillin rezisztens transzformédnsokat,

A pBR325 kloramfenikol rezisztencidt kédoldé transz-
pozont tartalmazd plazmiddal A.nidulans R2 transzformacid
utdn sikeriilt egy ampicillin rezisztens kointegrdtumot
azonositani, amely a pBR322 cm® és az 5,3 Md cianobakteri-

d4lis plazmidokbdl &llt, E.coli és Anacystis gazddban repli-
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kdlédott és ampicillin rezisztencidt kédolt. Szilard aga-
ron 0,5 pg/ml folyadékkulturdban 1 ug/ml ampicillin rezisz-
tencidt mutatott A.nidulansban és 40 ug/ml-t E.coliban
/Sherman és Putte,1982/,

A vizsgdlt hat hibrid plazmid molekulasulya kisebb volt,
mint a két eredeti plazmid mélsulydnak 8sszege, delécidval
a pUH24 plazmid részei estek ki. A 6,8 Md plazmid mind&ssze
két kldénozdsra alkalmas restrikcids hasitdhelyet tartalma-
zott és mert minden esetben jelen volt az R2 tdrzs 33 Md
plazmidja, amelynek restrikcidés térképe nem ismert, a
rendszér ilyen formdban DNS kldénozdsra nem alkalmas,

Ugyancsak a pUClO4 plazmid alkalmazisdval és a A fag
koheziv végeinek inzercidjaval egy 14,2 kb méretl vektort
hoztak létre, a pUC29~-et. A cosmid az idegen DNS inzercid-
ja utén plazmidként viselkedik és alkalmas ﬁ.coli és A,ni-
dulans transzformidcidéjéra, esetleg in vitro fagpakolédssal,
infekcidéval juttathatd be a gazdasejtbe, Az elsé ciano-
bakteridlis klénozdst ezzel a vektorral kisérelték meg.,

Két gént, az Anabaena cilindrica PCC7120 nif H és gln A
génjeit heteroldég DNS hibridizdcidbéval azonositottdk, ezek
elegendd homoldégidt mutatnak a megfeleld enterobakteridlis
génekkel /Mazur, 1980; Fisher, 1981/. A.nidulans R2 gén-
bankbdl met/Tn901 Eco RI DNS prébdval emeltek ki egy
47 kb-os rekombindns cosmidot, a pTH225-6t, amelyik tartal-
mazta a vad tipusu Met gént. A rekombindns plazmiddal két
Met mutdnst transzformdltak /A.nidulans R2 MET™1 és A,nidu-
lans 602 MET mutdnst/. Transzformdcidé utdn Met® kolénidk

jelentek meg /Tandeau, 1982/,
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Az A.nidulans MET 1 héarom Met® transzformdnsdnak
elemzése kimutatta, hogy az eredeti plazmidok, a pCH1l és
pUH25 is jelen voltak, de nem volt azonosithatd a pTH2S5
plazmid, Mivel a pPUC29 /pUClO4 + koheziv végek/ cosmid
vektor inkompatibilis pCHl-el, valdszinlileg rekombindcid
tértént a pTU225 met DNS és a A.nidulans MET 1 kromoszé-
mdlis inaktivdlt met génje k6z6tt., Hasonld eredményt muta-
tott az A.nidulans 602 Met harom Met® +transzforménsa is.
Az endogén plazmidok Jjelen voltak, de hidnyzott a pTH225,
A pTH225 plazmiddal egylitt a transzforménsok_elvesztették
Ap rezisztencidjukat is.,

Az Anacystis 6311 t8rzsbdl izoldlt 8 kb-os plazmidot
pDF3-at /Friedber, Sheiffers, 1979/ - amely nem kililénbdzik
az A,nidulans R2 pUB24 plazmidjdtél /Van den Hondel, 1980/
és a teljes E.coli pBR325 plazmidot BamHI helyen Ossze-
kapcsolva egy olyah hibrid plazmidot, a pDF30-at sikeriilt
el84dllitani, amely egyardnt transzformdlja A.nidulanst és
E.colit /Friedberg és Sheiffers, 1983/, Mindkét gazddban
Cm és Ap rezisztencidt mutat, 10, illetve 1 pg/ml folyadék
és 2 ug/ml szildrd kulturdban és stabilan fennmaradt., A
PBR325 Tc rezisztencia génjét a pDF3 beéplilése inaktivélta.
A vektor XhoI, Sall, EcoRI kl6énozdé helyeket tartalmaz.
Mérete 14 kb,

Bidr a rezisztencia gének A,nidulansban is kifejezdd-
nek a génexpresszid igen alacsony. Az Apr 2-8-szorosa
csak a hdttérrezisztencidnak, Ezért a gén aktivitdsat
sejtmentes extraktumban igazoltdk in vive fr-laktamiz

aktivitds mérésével, 3}
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Mivel érdekes mddon a vad tipusu extraktum is mutat
szignifikdns Ap rezisztencidt, ez is oka lehet az alacsony
szintl Ap reziszrencidnak., A A fagba kldénozott A.nidulans
gén cianobakterialis glutamin szintetdz gén expresszidja-
nak lehetSségét vetik fel E,coliban /Fischer és mtsai.,
1981/. Az Anabaena glutamin szintetdz gén klilénbdzd pro-
motereit vizsgdlva megdllapithaté volt, hogy E.coliban a
sajat aktivdlt gluA génnel 8sszehasonlithatd szinten expresz-

sz416dik az Anabaena gén /Robinson és Haselkorn, 1983/,

Plazmidmentes sejtek elSdllitdsa - plazmidtdrlés

Plazmidokon kédolt tulajdonsdgok megfigyeléséhez a gén-
termék elemzéséhez sziikség van olyan recipiens sejtekre is,
amelyek plazmidot egydltaldn nem tartalmazﬁak. Ilyen sej-
tekben a klénozott DNS hatdsa, miikddése jé1 tanulmdnyozhatd
és a klénozott DNS izoldldsa kdnnyen elvégezhetd. Nem zavar-
nak mds plazmidok restrikcidés fragmentjei és az esetleges
inkompatibilitds, A plazmidmentes sejtek varhatdéan nem kii-
18nb&znek majd az eredetiektél /Lau, 1980/. Azoktél azonban
igen, amelyek plazmidjai beépitett genetikai markert hordoz-
nak, pl.,: antibiotikum rezisztencidt,

Régéta haszndlnak bakteriotoxikus vegylileteket E,coli,
Staphylococcus stb, plazmid és fagmentesitésére, Konnyen
el&idézheté az F-faktor elimindldsa akridin vegylletekkel
/Hirota, 1956, 1960; Ahluwalia, 1977/ és plazmidon kdédolt
rezisztencia elvesztése ethidiumbromid kezelés hatédséra

/Bouchard, 1969/, A Na-dodecil-sulfét, mint felliletaktivdlé
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szer hatékonyan elimindlta az antibiotikum rezisztens /R/
és sex /F/ faktorokat az E.coli K12 tdrzsben /Tomodea,
1968/ és a S,aureus pencillindz plazmidjait /Soustein,
1972/, A Na-dodecil-sulfdt ismert f&é hatdsmechanizmusa

a szelekcidé, A szer ugyanis toxikusabb rt és R+, mint

F~ és R~ sejtekre., A fokozott érzékenység a sexpilusok-
nak tudhatdé be /Soustein, 1972/. Fenotiazinok és diben-
zoazepinek az E.coli R-faktor igen nagy gyakorisdgu
/15-70%-0s/ elvesztését eredményezték /Molndr és mtsai.,
1975/. Ezek a vegyliletek gdtoljdk a bakteridlis ndveke-
dést, /Molnar és mtsai.; 19753 Farkas és Molndr, 1979/ az
intercelluldris plazmid transzfert és az R-faktor in vitro
replikdciéjét /Mandi és Molndr, 198l/. A vegyliletek k&-
zUl a dibenzoazepinek, kiildén8sen pedig az imipramin bizo-
nyult hatékonynak /Molndr és mtsai., 1980/,

Az akridinnel rokon szerkezet miatt feltételezheté
volt, hogy hatdsukat a plazmid DNS replikdcidéra interka-
lécid révén fejtik ki, A 174 RF DNS-en kapott eredmények
alapjan a klorpromazin nem volt hatdssal a cirkuldris
DNS szupercoilra /Waring, 1970/. Nem interkeldlédott az
imipramin sem /Barabds, Molndr, 1979/. Ismertek viszont
ezeknek a szereknek specidlis membrdn receptorai /Paul
és mtsai,, 1981; Briley és mtsai., 1979; Langer és mtsai.,
1981/, Az imipramin k&t6dés telithetd és a kdtSdést tri-
ciklikus vegyliletek, pl. az akridin,prometazin és de-
sipramin gdtoljdk /Elderfrawi és mtsai., 1981/. Ezek alap-
j&n feltehetd, hogy a vegyliletcsoport tagjai a bakteridlis
sejt membrédnjdra hatva gidtoljdk a plazmid replikdciédt

/Molnér és mtsai., 1983/. Ezt a hatdst némileg befolya-
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solja a hémérséklet,és optimdlis hatds 37°C-on érhetd el,
mig 20°C-on még nem volt mérhetd plazmidtdrlés /Molndr és

mtsai., 1978/,

Az irodalmi adatokbdl lathatdan csak olyan klénozd
vektorok &llnak rendelkezésinkre, amelyeket Anacystis ni-
dulansban haszndltak, Néhdny esetben a pBR322 plazmid és
A.nidulans 5,3 Md molekulasulyu plazmid véletlen &sszeépi-
lésére elB8dllitott hibrid plazmid inkompatibilitds miatt
elimindlédott, rezisztencia génjét elveszitette., Az A.,ni-
dulans és E.coli gazddban is stabilan fenntarthaté plazmid
mindkét plazmidot teljes méretében tartalmazza, igen nagy-
méretl /1% kb/, ennek ellenére csak 3 klénozd hellyel ren-
delkezik., A pBR325 plazmidbdl szirmazd Apr‘gén expresszi-
6ja igen alacsony, csak kétszerese a hdttérrezisztencidnak,
A gének k8lcs8nbsen expresszdldéddnak mindkét gazdasejtben
de igen alacsony szinten, ami a két baktériumfaj kdldnbd-
z8déséb61 adédik /heterotrdf, autotrdf/,

A hibrid vektor amugy is nehézkes haszndlatdt tovédbb
nehezitették az Anacystis nidulans R2-ben 1évé plazmidok,
amelyek inkompatibilitds miatt a vektor elvesztését vagy
rekombindcidjdt idézték eld, a delécid egy esetben a tel-
jes pBR322 plazmid és a genetikal markerek elvesztését
okozta, Az A,nidulans 33 kb ismeretlen plazmidja a res-
trikcids elemzéseket zavarta, a vektor plazmid visszanye-
réséhez minden esetben egy ujabb 1lépést - cukorgrddiensen
vald tisztitdst is be kellett iktatni a plazmidtisztitds
amugy is hosszu folyamatédba, esetleg agardz gélbdl kellett

izoldlni a kildénb&zd plazmidokat.
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CELKITUZES

Fotoszintézis és nitrogén fix&lds szempontjdbdél jelentds,
de molekuldris bioldégiai szempontbdl kevéssé ismert cianobak-
tériumok génszinten t8rténd vizsgdlatdban mindségi valtozast
hozhat a rekombindns DNS rendszer kidolgozésa.

Munkdm céljdul egy DNS kldénozd rendszer £eldllitésdt
tliztem ki, Az egyes feladatok a kovetkezdkben foglalhatdk
ossze, |
1. A cianobaktériumok transzformdcidéjdra reprodukdlhatd médd-

szer kialakitdasa,
2. Az egysejtes és fonalas cianobaktérium fajok ismeretlen
plazmid DNS-ét tisztdn elddllitani és restrikcids enzi-
mekkel elemezni,
3, Alkalmas kisméreti cianobaktérium plgzmid és egy
Escherichia coli plazmid 8sszeépitésével mindkét gazddban
replikdl6dé hibrid vektor plazmidot hozni létre, amellyel ki-
akndzhaték a jél ismert E.coli klénozd rendszer eldnyei, gén-
expresszid vizsgdlatdra pedig a vektor visszavihetd a ciano-
baktérium gazddba,
kL, Kivédnatos egy recipiens cianobaktérium tdrzs létrehozédsa,

amely nem tartalmaz plazmidot.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktérium tdrzsek és plazmidok

Az Anacystis 44 tdrzs az Anb6301 jell egysejtes ciano-
baktérium t8rzsbdl szdrmazik, egyik plazmidjdt elvesztette
és csak a 33 Md molekulasulyu plazmidot tartalmazza /Lau
és Doolittle, 1979/. Az Anacystic M4 +t&rzs az R2-es szir-
mazéka, SDS curing sordn elveszitette 5,2 Md plazmidjat.

Az Anacystis S9 térzs egy 5,2 és 36-39 Md plazmidot
tartalmaz, El84llitdsdhoz R2-t pRT646 plazmiddal transz-
formdltak, a kapott Sm rezisztens koldénia /S4/ 4 plazmidot
tartalmazott 5,2, 10,5 33 és 36-39 Md molekglasulyut /Hondel,
1979/. Az izolalt plazmidokkal ujra transzformdltédk az R2

R telep volt, amely az 5,2 és )

térzset, az eredmény egy Sm
36-39 Md plazmidokat tartalmazta,

Anacystis plazmidok

pUH24 - 5,2 Md

pUH25 - 33 Md

pCH7 - 36-39 Md /pUH25 + Ap' és Sm" gén
inszercid/

pCH6 - 10,5 Md /pUH24 + Ap' és Sm® gén

inszercid/
Az Anacystis tOrzsek és plazmidok a 2, tédbldzatban &sszefog-

lalva taldlhatdk.



2., té&blazat  Anacystis nidulans t&rzsek és plazmidok

Plazmid molsulya

Anacystis tdrzs Plazmid jele Eredete
Cx106 d. .o .
1 Ly 33 pUH25
2 My 10,5 pHCH6 pUH24 + Ap® és Sm® insertio
3 33 pUH25
3 S2 5,3 pUH2U
33 pUH25
36-39 pCH7 pUH25 + Ap® és Sm™ 'insertio
4 S9 5,2 pUH2Y4
36-39 pCH?7
5 S19 10,5 pCH6 pUH24 + Ap® és Sm® insertio
6 33 pUH25
pUH25
6 6301 5,2
33
7 AB 5,3
33
8 602 5,3
33
9 R2 5,3
33
10 uc21 6,5
33
11 S21 5,0
33
12 S22 5,2

‘6T
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E.coli t8rzsek és plazmidok

E.coli K12, HB10l /pro~ leu” thi~ lac” r m Sm®
endol  recA /
/Boyer és Roulland-Dussoix, 1969/

E.coli K12 LE140 F’lac
Plazmidok: pBR322 /Sutcliffe, 1978/
RP4 Ap" Sm" /Datta, 1971/

pHC624 Apr /Boros J., személyes k&zlés/

Taptalajok

LB: Bacto-tryptone 10 g

Yeast-extract S5g

NaCl 10 g literenként, pH 7,5 ’
YTB: NaCl 50 g

Tripton 10 g

Yeast-extract l g literenként, pH 7,2

BG 11 - tépfolyadék Osszetétele a 3. tdbldzatban 1l4thatd,

Tenyésztési koridlmények

Az Anacystis sejteket BG1ll tapfolyadékban tenyésztettik
/Stanter és mtsai., 1977/.

A tenyészeteket 50 ml BGll-et tartalmazd 250 ml-es
Erlenmayer livegekben neveltiik 26-28°C-on folyamatos rézdés
kd&zben. Az exponencidlis ndvekedési fazisban 1évé tdrzs-

tenyészet 5-10 ml-ével inkubdltuk a 4 l-es kulturdkat.



3.

tablazat

A BGll té&ptalaj Osszetétele

A, 01dat o B.. . . 01dat

NaNOj 30.000 g HaBOs 2,86 g
KaHzaPO04 0,80 g MnClz * 4H20 1,81 g
MgSO4 + 7H20 1,50 g MnSO4 * 7H20 0,223 g
CaClz * 2Hz0 0,72 g NazMoO4 * 2H20 0,3 g
citromsav * Ha0 0,13 g CuSO4 * 5H20 0,079 g
ferri amméniumeitrédt 0,12 g Co/Noa/2 * 6H20 0,049 g
E.D.T.A. 0,02 g 1 liter demineralizalt vizbep\

Na2C0a * 10H20 10,80 g

B oldat 20,00 ml

20 liter demineralizdlt vizben

pH 7,5

*T¢
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Ezek 5 literes edényekben néttek 26-28°C-0s vizfiirdén
dllandé keverés mellett. A folyadékon 5% CO2 tartalmu, Nz
gdzt buborékoltattunk 4t. A kulturdk sejtszédma
2-4 x 108 sejt/mi volt az exponencidlis fazis végén, amikor
a sejteket plazmid DNS tisztitdsra Osszegyljtdttik.

A Pseudamabaena 6301 sejteket Allen tédpfolyadékban sza-
poritottuk és agart tartalmazdé Allen lemezeken tartottuk

fent szobahén /Allen, 1968/,

Plazmid DNS tisztitésa

Ferde agarrél 50 ml LB tdpfolyadékot imekuldltunk RP4
plazmidot tartalmazd E.coli sejtekkel., A tapfolyadék
50 ul/ml Ap-t és 25 ug/ml Sm-t tartalmazott /Datta, 1971; ,
Barth, 1978/. Egy éjszakdn a4t inkubdltuk, majd 20'ml-éve1.
1 liter LB tapfolyadékot oltottunk be és 37°C-on 12-16 6ran
4t tenyésztettlk.
A sejteket lecentrifugdltuk, és 250 ml 0,12 M NaCl és 0,05 M
EDTA /pH 8,0/ oldattal &tmostuk., Centrifugdlds utdn 8 ml
0,05 Tris /pH 8,0/ 25% szachardz oldatban szuszpenddltuk
9 ml végtérfogatban,
1,8 ml 8 mg/ml lizozimot adtunk a sejtszuszpenzidhoz, 10 per-
cig szobahdn inkub&ltuk, majd 3,6 ml EDTA /pH 8,0/ jelenlété-
ben 15 percig &1lni hagytuk, végll 14,4 ml Brij oldatot ad-
tunk az elegyhez /1% Brij, O,4% DOC, 0,05 Tris, 0,06 M EDTA
pH 8,0/, amelyet 30 perc utdn centrifugdltunk /27 000 rpm,

30 perc, Sorvall centrifuga/. A felliluszdét Sw27 csdvekbe &n-
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tottlk, és ml-enként 1 g CsCl-ot adtunk hozza, véglil 8 ml

5 mg/ml etidiumbromid oldattal feltdlt6ttik a csdveket.
Vertikdlis Ti50 rotorban Beckmann centrifugdban 45 000 rpm-
el 20 éran 4t centrifug&ltuk, Az elklilénilt plazmid DNS-t
tartalmazdé frakcidét alkohollal csaptuk ki. A csapadékot

250-500 pl TE pufferben oldottuk.

10 ml YTB vagy LB antibiotikumot tartalmazé tapfolya-
dékot izoldlt baktérium teleppel inkub&ltunk, éjszakan &t
erds rdzatds mellett ndvesztettink, Majd 2 l-es Uvegekben
500 ml antibiotikumos tdpfolyadékot oltottunk a fenti stater
10-15 ml-ével,

O,4 OD baktériumsiirliségnél 17C¢ ug/ml végkoncentrdcidéban klo-
ramfenikolt adtunk a tenyészethez, majd tovdbbi 12-16 &érén
&t inkubdltuk.

A sejteket 4 000 g-vel 10 percig centrifugdltuk 4°C-on.
Az Uledéket hideg 0,1 M=-os NaCl, 10 mM Tris-HCl1l /pH 7,8/ és
1 mM EDTA elegyével &tmostuk, Centrifugdlds utdn 50 mM gli-
kéz, 25 mM Tris-HCl1 /pH 8,0/ és 10 mM EDTA-t tartalmazd ol-
dat 10 ml-ében oldottuk, az oldathoz 5 mg/z1l lizozimot ad-
tunk,

R6vid &4114s utdn /30 perc/ 20 ml friss hideg 0,2 N NaOH 1%
SDS oldatat adtuk hozzd, majd 15 ml hideg K-acetdtot /pH
4,8/ tartalmazé oldatot, amelyet a kdvetkezSképpen &llitot-
tunk Ossze,

60 m1 5 M K-acetdt, 11,6 ml jégecet és 28,5 ml viz. Keverés

utdn 10 percig jégen 4llt az elegy. Ezt kdvetden 20 percig
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18 000 rpm fordulattal 4°C-on Sorvall centrifugdban lecent-
rifugdltuk,

A felliluszét alkohollal &tmostuk, kicsaptuk, az Uledéket
szdritottuk, 8 ﬁl TE-be oldottuk és egyensulyi CsCl etidium-
bromid gradiensen 48 &6rdn &t centrifugdltuk 38 000 rpm-nél,
A plazmid DNS-t tartalmazd frakcidébdl butanollal eltdvoli-
tottuk az etidiumbromidot, majd TE-val szemben dializdlva

a CsCl-ot,
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Izoldlt teleppel 3-5 ml antibiotikumot tartalmazd YTB
tapfolyadékot inokul&ltunk s 37°C-on 16 6ran 4t ndvesztet-
tlik. Centrifugdltuk /4 000 rpm, 10 perc/, a csapadékot
100 pl hideg I. pufferben oldottuk /500 mM.glikdéz, 10 mM
EDTA, 25 mM Tris, pH 8,0/. .
Eppendorf csbvekbe vittik &4t az oldatot és a fenti pufferbén
oldott 40 mg/ml lizozim oldatbdl 10 pl-t adtunk hozzd, 5 perc
ﬁtén 200 pl friss, hideg II, puffert /0,2 N NaOH, 1% SDS/
adtunk, a csdveket 2-3-szor megforgattuk, 5 percre jégre
tettlk, majd 150 pl jéghideg 3 M K-acetdttal /pH 4,8/ Ossze-
kevertik, tovédbbi 5 percig jégen hagytuk,

Lecentrifugdltuk, a felliluszét uj eppendorf csébe raktuk,
Azonos térfogatu fenol-kloroform elegyével extrahdltuk, a
'fenolt kloroformmal tévolitottuk el. Alkoholos kicsapéds
utdn a csapadékot 70%-os alkohollal mostuk, a DNS-t 50 ul
TE-ben oldottuk, 0,1-0,2 ug/ul RNz enzimet adtunk az oldat-
hoz, ennek 10 ul-e restrikcié¢s emésztésekhez haszndlhatd, a

t8bbit -20°C-on tdroltuk.
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A plazmid DNS prepardtum kromoszémdlis DNS-sel és kis
molekulasulyu nukleinsavakkal szennyezett, de restrikcids

analizisekhez kielégitSen tiszta volt.

-

Teljes ndvekedésben 1évS kultura 0,5 ml-ével inokuldlt
tenyészeteket hidrom-négy napig fényen ndvesztink 50 ml BG1ll
folyadék téaptalajban 1-2 x 108 sejt/ml végsS sejtkoncentri-
cidig.

Hasznos lehet a kultura 5 ml-ét az izoldlds megkezdése
eldétt sterilen tovdbbra is fényen tartva eltenni, ha ugyanis
az 1zoldlds megfeleld eredményt hoz, ezzel késedelem nélkiil
indithatunk ujabb tenyészeteket.

A kultura t&bbi részét lecentrifugdltuk SS 34 centri-
fugacsdvekben /10 perc, 10 000 rpm-en, 4°C Sorvall centrifu-
ga/. A fellilluszét kidntve a visszamaradd sejteket el8szdr
10 ml1 0,12 M.NaCl /0,05 M EDTA, /pH 8,0/ pufferben/ szusz-
penddltuk, ujabb centrifugdlds utdn pedig 10 ml lizispuffer-
ben: /50 mM glikéz, 25 mM Tris, 10 mM EDTA /pH 8,0/, Cent-
rifugdlés utdn a felliluszdt eltdvolitottuk, a sejteket a
csSben maradt 8sszefolyd lizispufferben felszuszpenddltuk,
0,5 ml térfogatra feltdltdttiik és Eppendorf centrifugacsd-
vekbe tettliik,

A sejtszuszpenzidhoz 0,25 ml frissen készitett 10 mg/ml
koncentrdcidéju lizozim oldatot adtunk, és 37°C vizfiirdében
inkubdltuk, egy 6ra eltelte utdn 0,25 ml ugyancsak frissen
készitett 10%-os SDS oldat 0,25 ml-ét hozzdadva tovédbbra is

37°C-on tartottuk és ujabb egy 6rds inkubdlés utdn 0,25 ml
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5 M-os NaCl-t adtunk hozzad. Kb. 30 percig finoman forgatva
kevertiik és legaldbb 12 6rdn at 4°C-on téroltuk. /Ebben az
dllapotban napokig, hetekig tdrolhatjuk az oldatot./

Eppendorf éentrifugéban 30 percen &t centrifugdltuk
az oldatot 4°C-on, A z81d felliluszé /kb. 1 ml/ tartalmazza
a DNS-t, amit fenolos extrakcidéval nyerhetilink ki, 0,5 ml
T/0,1 E-vel telitett fenolt adtunk az oldathoz, amit alapos
keverés utdn 10 percig centrifugdltunk, ugyancsak Eppendorf
centrifugdban. A csd8ben z86ld Uledéket taldltunk, egy vé-
kony z6ldes fenolréteget, amely a DNS-t tartalmazza. Az
extrakciés lépést a felsd vizes fdzissal még kétszer meg-
ismételtik.

A vizes fdzisban maradt fenol teljes eltdvolitédsdra a
kb, 0,5 ml oldathoz adtunk 0,5 ml-t kloroform és izoamil-
alkohol 24:1 aranyu elegyéb8l, Alapos keverés és centri-
fugdlds utdn a tiszta felsd vizes fdzist 5 W 50 poliallumef’
cs8be vittiik, ahol még 0,15 ml 3 M natrium acetdtot /pH
5,6/ és 0,35 ml1 T/0,1 E-t adtunk hozz&, Az elegyet nagyon
gondosan elkevertiik és a csdvet 96%-os etanollal feltdltdt-
tik.

A csdvet -70°C-on legaldbb 30 percig, vagy -20°C-on
legaldbb 12 érédn &t tdaroljuk, utédna 30 000 rpm-el 15 per-
cig 4°C-on centrifugdltuk. Ledntdttik a feliiluszét a csa-
padékot pedig 30 percig exikdtorban szdritottuk., Utdna a
csapadékot 100 pl T/0,1%-ban szuszpenddltuk legaldbb 1 6réas
keveréssel 4°C-on. A pufferhez el6z81leg 50 ug/ml RNase-t
adtunk, A kész plazmid mintdt 0,6%-os agardéz gélben elemez-

tik,
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A 4 1 BGll folyadéktdptalajt az exponencidlis ndveke-
désben 1évs térzstenyészet 5 ml-ével inokuldltuk. A kultu-
rdt 4-6 napig 37°C-o0s vizfirdében tartottuk, amig el nem
érte a 2-3 x 10 sejt/ml siliriiséget, Akkor 500 ml-es GS 3
cs&vekben Sorvall centrifugdban lecentrifugdltuk a sejte-
ket /7 000 rpm, 4°C, 10 perc/.

Az ujabb centrifugdlds eldétt a sejteket A&tmostuk
250-250 ml1 0,12 M NaCl /0,05 M EDTA pufferrel /pH 8,0/,

Centrifugdlds utdn lizis pufferben szuszpendaltuk a
sejteket, a végsd térfogatot 90 ml-re t61tdttik fel és
6 db Beckman R 30 centrifugacsébe osztottuk szét, Csdven-
ként 1 ml lizozim oldatot adtunk hozzd, ugy, hogy a végkon-
centrdcidé 2 mg/ml legyen., Gondos keverés utdn a csdveket
1 6ran &t 37°C-on inkub&ltuk, amikor is 3 ml frissen ké-
szitett 10%-os SDS oldatot adtunk minden cséﬁéz. A csovek
tartalmdt forgatva elkevertilk és tovabbi 1 6rdn &t inkubdl-
tuk, ugyancsak 37°C-on., Végil 5 ml 5 M-os NaCl-t adtunk az
oldatokhoz, és legaldbb 12 6rdn at 4°C-on taroltuk 6két.

Az oldatok ebben az dllapotban napokig, st hetekig eltartha-
téak 4°C-on.

Kévetkez6 1lépésként az oldatot lecentrifugdltuk /30
perc, 4°C, 25 000 rpm Sorvall centrifuga/. A DNS-t tar-
talmazdé felliluszéhoz cs&venként 10% PEG-et adtunk, az ol-
datot alaposan elkevertiik és 12 érdan at 4°C-on tartottuk,
utdna 10 percig 5 000 rpm-en lecentrifugdltuk és a csapadé-
kot 4 ml pufferben /10 mM Tris/O,1 mM EDTA, pH 7,5/ oldot-
tuk fel 4°C-on. Az oldatot 5 W 27 celluléznitrat csébe vit-

tik, ahol 26,7 g oldathoz 28,7 g CsCla-t adtunk és végilil 3 ml



28,

etidium bromiddal /5 mg/ml/ feltdlt&ttik a csbvet, amit
azutédn 20 6érén &t centrifugdltunk, 45 000 rpm-nél, verti-
k&lis 50 Ti Beckman rotorban.

uv fényben'nézve a plazmid és kromoszdémdlis DNS sévja
j6l elkildnlil, A cellulbdznitrdt csdvet alul injekcids tl-
vel kiszurtuk és a plazmid DNS sdvot Osszegyljtéttik. Az
alkoholos precipitdcidhoz a 3 ml plazmid DNS-t tartalmazd
frakcidéhoz 1,2 ml 1%-os sarkosilt, 1,2 ml 3 M ndtriumace-
tdtot /pH 5,6/ 6,6 ml T/0,1 E-t adtunk, majd a csbvet fel-
t81tottlik, kb. 24 ml 96%-os alkohollal és az oldatot egy
€jszakdn at -20°C-on tartottuk. A plazmid DNS-t centri-
fugdldssal lehet 8sszegylijteni /30 perc, 24 000 rpm, T
A csdvekb8l kidntdttik a felliluszdét és tokéletesen megszé-
ritottuk az lledéket, A csdvek aljén 6sszegyﬁlt DNS-t
200 pl T/04,1 E pufferben oldottuk., A minta 20-25 upl-ét
0,6%-0s agardz gélen vizsgdltuk, Az 5,3 x 10° és a
33 x 106 dalton molekulasulyu plazmidok elkiilénitésére a
mintékat cukor gradiensre vittik,
A felhaszndlt oldatok Osszetétele a 4, tablazatban talal-

hatéd,

Cianobak*ériumok transzformicidija

Cianobaktérium sejteket 3-4 napig 50 ml BGll oldatban
fényen folyamatosan rdzva ndvesztettink 2 x 108 sejt/ml
sejtslirliségig.

A szuszpenzidé 10 ml-ét /20°C-on 10 percig 10 000 rpm-
en SS 34 csdvekben/ lecentrifugdltuk., Az uledéket 0,1 M

2\

!
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Oldatok és pufferek plazmid izoldldshoz

-

100 ml1 0,5 M Tris pH 8,0
200 ml1 0,25 M EDTA pH 8,0
200 ml 60 5 sucrose

/100°C-on 30 percig sterilizdlva/

Lizozim oldat

- e W o e = - —

33 mg lizozim
4 ml 0,25 M EDTA pH 8,0
2 ml 0,5 M Tris pH 8,0

4 ml 60 5 sucrose

-t s T - - on - e o e - -

O,4 M Tris

0,05 M Na acetdt pH 5,0
0,01 M EDTA

a pH-t 7,8-ra &4l1litjuk be

0,02 mg/ml etidium bromid

0,01 M Tris
0,1 M EDTA

pH 8,0
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MgCl, és 0,1 M CaClz-el &tmostuk és ujra centrifugdltuk.
Blirker kamrdval megdllapitottuk a sejtszamot, higitdssal

5§ x 10® sejt/ml-re dllitottuk be, A sejtszuszpenzidt liveg-
csbvekbe vittlik és milliliterenként 1 ug DNS-t adtunk hozzé,
A kontroll cs&vekhez BG 1l azonos mennyiségét adtuk, A sej-
teket fényen 28°C-on inkubdltuk 30-L45 percig, Higitdsi
sorozatot készitettiink, hogy jél szdmolhaté koldénidkat
kapjunk az agarlemezen /0,1 ml-t szélesztink l1l%-os agart
tartalmazd BG 11 lemezeken/.

Az antibiotikumot 24 éra utdn a finoman felemelt lemez
ald pipettdztuk., Az antibiotikum végsd koncentrdcidjidt az
agar térfogatdval egylitt kell érteni.

A lemezeke% melegszobdban fényen 6-12 napig hagytuk
néni., Az izol&lt rezisztens transzformins és kontroll
lemezeken megjelend spontdn mutdnstelepekbdél 1,5 ml BG 11 ,
folyadéktdptalajt inokuldltunk., Ezeket liveg kémcsdvekben ‘
a fentiekben leirt kdriilmények k&zdtt 4-6 napig néni hagy-
tuk. A tdpfolyadék természetesen tartalmazta a kivant anti-
biotikumot is,

Antibiotikumbdl a szildrd téptalajon haszndlt koncent-
rédcidénak csak a felét adtuk a kulturdhoz, még igy is sok
sejt elpusztult a két téptalaj klildnbsége miatt,

A feltehetSen rezisztens telep 1,5 ml-es folyadéktenyé-
szetéb8l 105 higitdst készitettiink, ezt antibiotikumot tar-
talmazdé szilédrd téptalaj felililetére szélesztettik /0,1 ml/le-
mez/.

Az egyes koldénidkat egymdstdl elkiildnitettik és felne-

velve ezekbdl izolaltunk plazmidot, Az eredeti telepek ugya-
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nis a sokdig elhuzdédd, még szélesztés utdn is folyd DNS
felvétel miatt kiilénbdzd sejteket tartalmazhatnak., Leg-
végll ennek izoldlt plazmidjait transzformdcids kisérlet-
tel ellendriztiik, -

E.co0li transzformécid

50 ml YTB tdpfolyadékot friss kultura 1 ml-ével indu-
kdltunk,
0,5 0OD-ig ndvesztettik majd gyorsan lehitdttiik, Sterilen le-
centrifugdltuk a sejteket, Hideg 0,1 M-os MgClz-al, majd
0,1 M CaClz-vel mostuk &t d&ket,
Egy 6éra 41l1las utdn 0,2 ml-ként csdvekbe osztottuk a szuszpen-
zibét és hozzdadtuk a transzformdldé DNS-t 0,5 ug/ml mennyiségben,
1l éra jeges hiités utdn 2 percig 42°C-on héindukaltuk, amit jé-
gen vald hiités kdvetett, Majd csdvenként 1 ml YTB-vel 1 6rén
at 37°C-on rdzattuk a tenyészeteket. Ez a rezisztencia gé-
nek kifejezédéséhez kell,
Centrifugdlds utdn a sejteket YTA lemezre szélesztettilk, a

lemezek a megfeleldé antibiotikumot tartalmaztdk.

P32-jeld81t plazmid DNS elSdllitdsa

A pBR322 plazmid DNS-t nick transzldcidéval /Maniatis,
1983/ jeldltiik. 2-5 x 106 cpm/30 pg specifikus aktivitdsra
higitottuk pBR322 DNS-el, 1 ug DNS/50 ul koncentrécidban

haszndltuk,
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H3-imipramin kOt8dés meghatdrozdsa

1,0 x 10°/ml sejtszdmu E,coli K12 LE1O4 F’lac és HB1lOl
YTB baktérium kglturékat haszndltunk. 750 pl baktérium kul-
turdt 50 pl H3-imipraminnal inkubdltunk, a megfeleld koncent-
rdcidéban, A puffer 0,005 M Tris HCl-t pH 7,4, 0,05 M NaCl-t
és 0,005 M KC1l-t tartalmazott /Briley és Langer, 1981/,
A Dezipramin, prometazin, akridin orange és metilénkék olda-
tokat hasonldan készitettik el.
0°C-on 60 percig tartdé inkubdlds utdn 100-500 ul-es részlete-
ket higitottunk 5 ml hideg Tris-HC1l pufferrel és gyorsan at-
szlrtlk Whatman GF/F szlrdén,
A szlir8ket hideg pufferrel 3-szor atmostuk, szdritottuk, a
radioaktivitdst 5,0 ml scintilldciés folyadékban mértilk /5,0 g
PPO, 0,12 p POPOP, 1,000 ml toluolban/ Packard-Tricarb spek-
trométerben 1,0 percig. Triciklikus vegyliletek H3—imiprami?
felvételre kifejtett hatdsdt E.coli K12 F?lac sejteken vizs-
gdltuk,
A vegylileteket 10~% M koncentrdcidéban adagoltuk a H23-imipra-

min hozzdaddsdt megeldzden,

Membrdn vezikuldk prepardldsa

2 x 500 ml MTY-tédpfolyadékban 37°C-on neveltiik a bakté-
riumokat. A vezikuldkat French press-el készitettik 8,000
Psi nyomdson /Rosen és Tsuchya, 1979/, Ez az eljdrds fordi-
tott orientdcidéju vezikulumokat eredményezett,

A membrédn prepardtum fehérjetartalmdt meghatdroztuk /Lowry,

1951/ és a kivant koncentrdcidra higitottuk,
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P22-pBR322 DNS membrian kétédésének meghatdrozdsa tri-

ciklikus vegyliletek jelenlétében

P32 plazmid DNS forditott orientdcidéju membran vezi-
kuldkhoz valé k&té6dését 3" x 105 M klérpromazin, 7,8-dioxo-
-klérpromazin, imipramin metilénkék és telitett ihipramin
jelenlétében mértiik, 0°Cc-on 0,05 M Tris-HC1l pufferben
/pH 7,4/. A membrdn oldatot 1,0 mg protein/ml-re higitottuk.

100 ul membrén oldathoz 350 pl hideg pufferben adtuk a
vegylileteket, 5 perc inkubdlds utédn 1,0 pg P32-DNS-t adtunk
minden mintdhoz, 20 perc utdn 5,0 ml Tris-HCl pufferrel e-
gyltt Millipore HAWG O,45u filteren dtszilirtiik,

2 x 5 ml hideg pufferes mosdssal eltdvolitottuk a nem kdtott
DNS-t. A filtereket 37°C-on 20 6rén &t szdritottuk a mintak
radioaktivitdsdt 5,0 ml scintilldcidés folyadékban Packard-

-Tricarb spektrométeren 1 percig mértiik,

DNS mintdk gélelektroforézise

A plazmid DNS-ek és a restrikcidés fragmentek elvdlasz-
tdsa agardz gélelektroforézissel tdrtént, a gélek O,4-1%
agardzt tartalmaztak., 50 mM Tris, 20 mM Na-acetdt pH 8,05,
20 mM EDTA 6sszetétell pufferben, horizontdlisan 6-10 V/cm
feszlltségen.
DNS kimutatdsdra a géleket 0,5 pg/ml vizben oldott etidium-
bromiddal 5-10 percig festettik, a nem specifikusan k&tott
etidiumbromidot vizzel mostuk ki, 5;10 percig.

A mintdkat 250-360 nm UV fénnyel megvildgitva értékeltik,
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DNS emésztése restrikcids endonukledzokkal

Az egyes restrikcids endonukledzokhoz gydrilag megadott
puffereket has;néltunk; 20 ul végtérfogat 2-4 egység enzi-
met, 1-2 pug DNS-t tartalmazott.

Az inkubdciés idé 1-4 éra volt 37°C-on /Maniatis, 1982/,
T&bbszbrds emésztéseknél ha a mdsodik enzim reakcidkdril-
ményeil eltérdek voltak, fenol-kloroformmal fehérmentesi-

tettik az elegyet,

DNS fragmentumok Osszekapcsoldsa polinukleotid ligdzzal

- A restrikcids enzimekkel hasitott ragadds vagy tompa
végl DNS darabokat T4 féaggal fertdzdtt E.coli sejtekbdl
szdrmazdé ligdz enzimmel kapcsoltuk &8ssze. A 20 ul végtér-
fogatu elegy 2 ul 10-szeres ligdz puffert’/700 mM Tris-HC1l
pH 7,6 és 100 mM MgClz/, 2 wl 2 mM ATP-t, 2 pl 100 mM DTTst
a DNS darabokat /0,5-2 ug/ és 1 ul T4 ligdzt 610 egység/ul/

tartalmazott, A reakcid 2-4 o6réan 4t 1u°c-on t8rtént,

Plazmidmentes sejtek elSdllitdsa

Plazmidtdrlés SDS-el

10 mg/ml streptomicin jelenlétében tenyésztett 108
sejt/ml koncentrdcidéju sejtkulturdval 102 sejt/ml végsd
koncentrdciéval szdmolva 50 ml BG ll-et inokuldltunk,

Hat parhuzamos kulturdt inditottunk, amelyek antibiotiku-

mot nem, de 0, 3, 4, 5, 6, 7 x 10-3% SDS~-t tartalmaztak.
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A sejteket 37°C-on megvildgitva d4llandd ré&zas kdzben ne-
veltik., Azokat, amelyek a legmagasabb koncentricidéju SDS Je-
lenlétében lathatd sejtndvekedést mutattak, 10® sejt/ml sejt-
koncentrdcidig neveltiik, majd streptomicint nem tartalmazd
sziladrd téptalaj fellletére lemezenként, kb, 400 sejtet szé-
lesztettlink, Ezt a mester lemezt a koldénidk kialakuldsa utdn
két széraz leﬁezre replikdztuk. Az egyik 10 mg/ml strepto-
micint, a mdsik csak BG ll-et tartalmazott. Ujabb ndvekedési
1dé utédn ki kellett valasztani azokat a koldénidkat, amelyek
az Sm tartalmu tdptalajon nem néttek. A rezisztencia elvesz-
tése valédszinlileg a plazmid elvesztésének kovetkezménye. El-
lendérizni kellett azonban, hogy a sejtek valdban plazmidmente-
sek-e, A szenzitiv koldnidval egyidejlileg folyadéktaptalaj
kis mennyiségét égy antibiotikum nélkiili és egy antibiotikumot
tartalmazé lemezt egy-~egy csikban inokuldltunk. Ez volt a
rezisztencia ujabb tesztje.

Azokbdl, amelyek itt is streptomicin szenzitivnek bizo-
nyultak, plazmidot izol&ltunk, hogy elddntsiik, vajon a ki-

vant eredményt, a plazmidmentességet hozta-e a curing.

Plazmidtdrlés fenotiazinokkal

o T s W G e T e e s G e e M e A G e A S e S e . G

Pseudanabaena 6309 sejtek 3-4% napos folyadéktenyészeté-
nek 2-5 yl-éhez 5, 10, 20, 40 pg/ml koncentrdcidéban imipra-
mint és pronetamint adtunk. Megfigyeltlk a sejtek tulélését
24, 48 o6ra és 10 nap utén,

Meghatdroztuk azt a koncentrdcidt, amelyet a sejtek még tul-

élnek /MIC-minimal inzibitory concentration/.
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Imipramin esetében 5 pg/ml,prometamin esetében 10 pg/ml
koncentrdcidéban adtuk a folyadékkulturdban 1évs, 3-4

napja névekvd sejtekhez, 24 Sra inkubdldsi idd utédn a
sejteket szilérd tdptalajra szélesztettiik, az izoldlt te-
lepekbdl 5 ml folyadékkulturdt inckuldltunk s ezekbdl plaz-

midot tisztitottunk.
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A KISERLETEK LEIRASA ES AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

Anacystis fajok plazmidjai _

Pseudanabaena 6301 és Anacystis fajok plazmidjait tiszti-
tottunk és elemeztiink.
A gazdasejt lizisét kdvetden centrifugdldssal eltdvolitottuk
a sejtalkotdékat és a kromoszdémdlis DNS-t. A tisztitott lizé&-
tumot etidiumbromidot tartalmazd CsCl-ban centrifugdltuk
/Radloff, 1969/, A vizsgdlt tdrzsek mindegyike t&bb plazmi-~
dot tartalmazott. A plazmidok molekulasulydt agardz gélelek-
troforézissel hatdroztuk meg. Molekulasuly markerként
Synechococcus 7002 plazmidokat haszndltunk, ezek molekulasulya:
3; 6,55 10,35 20,1; 24,73 és 75 Md.
A 33 és 36-339 Md plazmidokkal végzett munkdkhoz az RP4 plazmi-
dot haszndltuk. Ez eredetileg P.aeruginosa plazmid, amelyet
E.coli Kl12-ben szaporitottunk fel, molekﬁlasulya 36 Md /Datta,
1971; Hedges, 1976; Barth, 1978/,

Az Anacystis plazmidok jellemz8it a 2., tdbldzat tartalmazza,

Az Anacystis S9 36 Md plazmid restrikcids elemzése

Az 5,3 Md pUH24 plazmid ampicillin rezisztencia gént hor-
doz és elvileg alkalmas klénozdsra /Hondel, 1980/.
Munkdink sordn ebb8l az eredményb8l kiindulva prdébdltunk létre-
hozni egy mdsik cianobakteridlis vektort a 36 Md molekulasulyu

plazmidb6l, A két kompatibilis plazmidot haszndlva fel a vek-
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torok készitéséhez feltételeztiik, hogy a vektorok is kompa-
tibilisek lesznek. Az S9 tdrzs pRT 646 Sm" plazmiddal t&r-
tént t8bbszdrds transzformdcid és szelekcid utjé&n 411t eld
a 36 Md plazmid; ebbd61l tehdt egy olyan kisméretli plazmidot
prébaltunk létrehozni, amelynek replikdcidéja érintetlen,
a restrikcids endonukledzoknak 1l-1 felismer8helyét tartal-
mazza, és antibiotikum rezisztencidt kédol, Az uj plazmid
rezisztencidja révén szelekcids eldnybe kerill és inkompati-
bilitds alapjén elimindlja az eredeti 33 Md plazmidot. T&bb
plazmid jelenléte igen megnehezitette a restrikcids enzimek-
kel tOrténd elemzéseket., A nagy plazmidot nehéz kezelni,
térképezése korlilményes és kis hatdsfokkal transzformdlhatd,
A plazmid tartalmaz egy inszercidval beépililt streptomicin
gént, A rezisztencia gén és az esszenciéli§ régidé megdbrzése
mellett kellett a plazmid méretét minimdlisra csdkkenteni,
Az eldzetes kisérletek és az irodalmi adatok alapjéan /Lau,
1978 ; Hondel, 1979/ olyan restrikcids endonukledzokat keres-
tlink, amelyeknek kevés felismerShelylik van a plazmid DNS-en.
Két ilyen enzimet taldltunk, a XhoI, amely 3 és a Sall, amely
2 helyen hasitja a DNS-t,
A plazmid Xhol emésztése 4 fragmentumot eredményezett 16}
7,153 2,95 és 1,65 Md, a Sall emésztés pedig hdrmat 16,0;
5,9 és 5,2 Md. A fragmentumok molekulasulydt HindIII emész-
tett X DNS mellett hatdroztuk meg. ®

A plazmidot XhoI endonukledzzal emésztettiik és a DNS
fragmentumokat ligdltuk., Majd a t&bbféle kombindcidéban ke-
letkezett rekombindns molekuldkkal streptomieimsszenzitiv

Synechococcus R2-t transzformdltunk,
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Streptomicin rezisztencidra szelektdlva olyan transzformdn-
sokat kaptunk, amelyekben a plazmid hordozta a rezisztencia
gént. Az Anacystis az E.colihoz viszonyitott lassu ndveke-
dése miatt figyelmiink egy-olyan lehetdségre irdnyult, amely
egy hibrid vektor 4ltal lehetdvé tenné a cianobakteridlis

plazmidok és E,coli plazmidok k&lcsdénds transzformdcidjat,

és a cianobaktérium plazmidjainak amplifikdldsét E.,coliban,
EredendSen kis mérete miatt a Pseudanabaena PCC 6903 plaz-_

middal kezdtik meg ezeket a munkdkat.

A Pseudanabaena PCC 6903 t6rzs plazmidjai

A Pseudanabaena 6903 tdrzs két plazmidot tartalmaz, '
pPA 63903-1 és pPA 6903-2-t, ezek egymdshoz nagyon k&zeli
molekulasulyuak, Méretiik 2,050 és 1,900 bp.

Mivel a plazmidok agardz gélben t8rténd elvdlasztdsa
és izoldldsa nem volt megbizhatdan elvégezhetd, felhaszné-
lasukra egy célravezetSbb mdédszert alkalmaztunk, A két
plazmidot egylitt restrikcids enzimekkel emésztettiik,

Az 1, abra egy ilyen emésztést mutat, az intakt plazmidok
mellett ezek BglII, HindIII, valamint BglII, HindIII kettds
emésztése 1l4athatd. .

Kisérleteink sordn 15 kiildnbdz8 restrikciés enzimmel
prébdltuk hasitani a plazmid DNS-t, ezek k&ziil XhoI, BamHI,
Bgll, EcoRI, Xbal, Alu2, HpalIIl, Sall, Smal, Alull nem emész-
tette a plazmid DNS-t,

Igen sok fragmentumot eredményezett a HindIIXI, Hpal,

MboI és MboIIl emésztés,
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Viszonylag keveset a PstIl és a BglII restrikcids en-

zimekkel t3rtént hasitds.

1.

adbra

Pseudanabaena 6903 t8rzs plazmidjainak elektrofo-
rézise 0,6%-0os agardz gélben,

Teljes plazmid DNS /A/; emésztés BglII /B/;
HindIII /C/ enzimekkel, A plazmidok kettds BglII,
HindIII emésztése /D/,



L1,

—

2, &bra pPA 6903 Pseudanabaena plazmidok restrikciés emész-
tése. XhoIII /A/j BamHI /B/3; BglIl /C/3 PstI /D/;
EcoRI /E/3; HindIII /F/j; Mbol /G/; Hpal /H/; Smal
/1/; BglII /J/. Emésztetlen plazn ' d DNS /K/,

A DNS-t 0,6%-os agardéz gélben vdlasztottuk el,



3.

adbra

A B'C D E F G _H

u2.

S

PPA 6903 Pseudanabaena plazmidok restrikcids emész-
tése 0,6%-os agardz gélen tdrtént elektroforézis
utdn, Emésztetlen plazmid DNS /A, H/; PstI /B/;
HindIII /C/3; MboI /D/j; Hpal /E/; Smal /F/; BglII
/G/ emésztések,

A DNS /I/; BglII /J/; Hpa /K/ és HindIII /L/ emész-
tett A DNS.,
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A BCDEF®GUHI JKL

L. dbra pPA 6903 Pseudanabaena plazmidok restrikcids emész-
tése, XboI /A/j3; Alul /B/j; Hpall /C/; Sall /D/;
XhoIII /E/3; MboII /F/j; PstI /G/j3; BglII /H/; emész-
tetlen plazmid DNS /I/j; HindIII /J/3 BglII /K/;
Hpo /L/ emésztett A DNS, A DNS elvdlasztdsa 0,6%-

os agardéz gélben tértént, elektroforézissel,
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Tovabbi munkd&inkhoz a BglIIl emésztés eredményeként kapott
viszonylag nagyméretl DNS darabok l&atszottak alkalmasnak,
ezek egyikében feltehetSen érintetleniil maradt az esszencid-
lis régidé, ami Biztositja a plazmid zavartalan replikdcidjdt,
Elgondoldsunk az volt, hogy a BglII enzimmel emésztett
plazmid DNS darabokat beépitjlk a pHC 624 E,coli plazmid

BglII helyére,

A pHC 624 plazmid

A pHC 624 plazmid a pBR322 plazmid szé&rmazéka, Mérete
2,015 bp. Ampicillin rezisztencidt kédol.
Az ampicillin génben két restrikcidés endonukledznak, az
eredeti pBR322 térkép szerint a 3,747 bp he}yen, Pvul-nek
és a 3,608 helyen PstI-nek van felismerd, iiletve hasitéhe-~
lye., 7
Az ampicillin gén mellett az EcoRI helyen egy 80 bp hosszu-
sdgu polilinkert tartalmaz, EcoRI, Smal, BamHI, XmoI,
SalIl, és HindIII a PstI, Xbol és BglII klénozbhelyekkel,
/10, &bra/
A plazmid replikdcidét reguldld RNS1 3? végéhez kbzel egy
pontmutdcié folytdn, ami egy GT transzverzidnak bizonyult,
az RNS1 transzkripciéja nem termindlt és az elongdlt transz-
kriptum nem funkciondl, mint repliké&cids represszor. A sej-
tenkénti képiaszam kb, 1,000, 65%-a a totdl sejt DNS-nek,
mig a normdl plazmidé 20-50/sejt.

A magas képiaszdm lehetdvé tesz nagy mennyiségii DNS nye-
rését, A plazmidot amplifikdlni nem kell /Boros I., szemé-

lyes k&zlés, 1883/,
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A polilinken 1évé hasitdhelyekre t&rténdé DNS beéplilés
rezisztencia gént nem inaktivdl, de a beéplilés olyan nagy
mértékili, hogy szelekcidé nélkiil is 60-80%-ban kaptunk mes-
terséges rekombindnsokat. _

A beéplilés még tovébb fokoé%até alkalikus foszfatdz kezelés-
sel, amely megakaddlyozza a vektor recirkularizdcidjét.

A Cianobaktériumokban t&rténd klénozdshoz igen eldnyds,
hogy a plazmid nem tartalmazza a pBR322 plazmid Ava he-

lyét, amely a Cianobaktérium fajokban termelédd Ava endonuk-

ledz miatt a plazmid emésztéséhez és elvesztéséhez vezetne,

Hibrid plazmidok

A pseudanabaena 6903 t6rzs plazmidjainak BglII emész-
téssel kapott fragmentjeit a pHC 624 plazmid BglII helyéme
épitettiik be. Ligdldskor L4-5-sz28r8s Pseudanabaena plazmid
DNS-t haszndltunk a vektor DNS mennyiségéhez képest,

A ligdtummal HB 101 sejteket transzformdltunk és az ampi-
cillin rezisztens klénokat elemeztiik, Plazmid DNS-t tisz-
titottunk és azt az eredeti pHC 624 plazmid mellett agardz
gélen futtattuk. VArakozdsunknak megfeleldden megjelentek a
BglII fragmentum beéplilése miatt nagyobb molekulasulyu plaz-
midok,

Az 5, és 6. abran lathaté 27 izoldlt kolénia plazmid
DNS-ének agardéz gélelektroforetikus analizise., A plazmidok
kozdtt 7 lathatdéan nagyobb molekulasulyu hibrid plazmidot

mutattunk ki.
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5. és 6. &bra Ap' E.coli HB 101 izoldlt telepek plazmid
DNS-e, A 3, 4, 9, 15, 21, 23 és 24 szamu
bizonyult hibrid plazmidnak,
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Egy ujabb kisérletben még egy hibrid plazmidot kaptunk,

A hibrid plazmidot tartalmazd koldénidkat YTB tdpfolya-
dékban felszaporitottuk, plazmid DNS-t tisztitottunk beld-
lik, és a plazmid DNS-sel Pseudanabaena 6903 sejteket
transzformdltunk.

A transzformdlt sejteket Allen lemezekre szélesztettiik,
majd 16 6ra regenerdldédds utén az agar ald ampicillint pipet-
téaztunk.

Az ampicillin koncentrécidja 5, illetve 10 ug/ml volt, az
agar teljes térfogatdban.

A szenzitiv sejtek két nap mulva elpusztultak, a rezisz-
tensek 4-5 nap utédn felndttek.

A nyolc hibrid plazmiddal t8rtént transzformdcid rezisz-
tens Pseudanabaena utdédokat eredményezett,

Az 1zoldlt telepekbSl 20 ml folyadéktenyészeteket ino-
kuldltunk, és meghatdroztuk az ampicillin rezisztencia mér-
tékét, O, 1, 2, 3, 4, 6, 10, 20 és 40 pg/ml ampicillint
tartalmazé tapfolyadékban.,

A hibrid vektort hordozdé Pseudanabaena sejtek 2-5 pg/ml
ampicillin rezisztencidt mutattak. Magasabb, mint az eddig
leirt 0,5-1 ug/ml érték /Seijffers, 1983; Shermann és Putte,

1982/.

A telepek megjelenése utdn azonnal elvégeztlk a folya-
déktenyészet inokuldldsdt, mert az igy is hosszu inkubdcids
idé alatt a rezisztens sejtekbSl kidiffunddldé B-laktamdz le-
bontja a kdrnyezetében 1évS ampicillint, és olyan sejtek je-

lenhetnek meg, amelyek Ap’ -nek tiinnek /Maniatis, 1982/.
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A rezisztens telepeket felszaporitottuk és plazmid
DNS-t tisztitottunk beldlik,

A plazmidok egy részét agardz gélen elemeztiik, mlds részével
HB 10l-es sejteket transzformdltunk.

A Pseudanabaena sejtekb8l visszanyert ampicillin re-
zisztencidt kédold plazmidok varhatdan nagy méretl hibridek
lesznek, és jelen lehet még az eredeti plazmidok egyike
vagy mindkettd is.

Varakozdsunkkal ellentétben az elemzett 27 klén plaz-
midjai k&zdtt nagy méretli hibridet nem taldltunk., A vissza-
nyert plazmidok mérete az eredeti Pseudanabaena plazmidhoz
hasonlitott, és ettd8l csak kis eltéréseket mutatott.

Mivel a plazmidok Apr kédoltak, méretiik ellenére felté-
telezhetd, hogy hibridek és delécidval elvgsztették egy ré-
szliket, /7. &bra/

Ki kellett deriteni, mely részeket érintett a delécid.,
Mieldtt azonban hozzdkezdtiink volna a restrikcids elemzéshexz,
a kévetkezd elgondoldst kévettik,

Hibrid plazmidunknak tartalmaznia kell az ampicillin
rezisztencia gént, mint szelektdlhatdé markert, a pHC 624
plazmid replikon régiéjat, az E.coli sejtekben t&rténd rep-
lik&cidhoz, a Pseudanabaena plazmid replikonjdt Cianobakté-
riumban vald replikdcidhoz és a polilinkert klénozé helyei-
vel,

Az eddigi kisérletek eredményeként bizonyos, hogy a plazmid ]
kédolja az ampicillin gént, amely expresszidldédik, képes Cia-
nobaktériumban replikdlddni, tehdt meg van a Pseudanabaena
plazmid replikonja is. A pHC replikon jelenlétének ellendr-

zésére a visszavittik a plazmidokat HB 101 sejtekbe.
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7. d&bra Hibrid plazmidok Pseudanabaena 6903 transzformi-
cibé utédn., /A - E/ eredeti Pseudanabaena plazmi-
dok /F/ és pHC 624 plazmid /G/.
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Aholis a 28 plazmiddal tSrtént transzformdcid utdn mindSssze
4 ampicillin rezisztens telepet kaptunk. A telepek k&zlil
kettébdl nem tudtunk plazmid DNS-t tisztitani, kettd tar-
talmazott plazmidot. A plazmidok mindegyike igen magas
képiaszémban volt Jjelen,

Sejtenkénti képiaszdmuk azonban eltérd volt, amint az az
azonos kezdeti baktériummennyiségbdl nyert plazmid DNS el-
térdé mennyisége mutatja. /8, &bra, T,U/

A plazmidok teljes és részleges emésztése ladthatd a 8., és

9. &brén.

A két delécidés hibrid plazmidon BglII, HindIII, EcoRI,
PstI, BamHI restrikcids enzimekkel végzett elemzések ered-
ményeként megdllapithatdé volt, hogy a két plazmid azonos
hasitdhelyekkel rendelkezik,

Restrikcidés emésztések alapjén megadhatdé a plazmid
térképe /10, &bra/.

A pHD plazmid mellett feltlntettlik a pHC 624 plazmidot,
P pPBR322 plazmidot és a pHC 624 + pAB 6903 hibrid plazmi-
dot,

A pHD plazmid tehdt ampicillin rezisztencidt kdédol,
t8bb restrikcids enzim egyetlen hasitbhelyét tartalmazd
polilinkerrel rendelkezik, valamint megtaldlhatd rajta a
pHC 624 és a pPA 6903 plazmid replikdcids origdja, amely
lehetévé teszi a plazmid replikdcidéjdt Escherichia coli

és Pseudanabaena gazdédban is.
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8. &dbra Hibrid plazmidok részleges restrikcids emésztése.
/A-E/ pHC 624 plazmid, /F-J/ pHD-1, /K-0/ pHD-2.
BglII /A,F,K/, HindIII /B,G,L/, EcoRI /C,H,M/,
PstI /D,I,N/, BamHI /E,J,0/. X DNS Hpa /P,S/,
HindIII /R/ emésztése, Emésztetlen pHD-1 /T/ és
pHD-2 /U/.plazmid DNS., Az elektroforézis 0,6%-0s

agardéz gélben tdrtént,



9.

abra

- 82,

ABCDEFGHIJKLMN

a pHD-1 ps pHD-2 hibrid plazmidok restrikcids emész-
tése, Hpa és HindIII emésztett A DNS /A,B/, pH-2
plazmid /C-H/, pH-1 plazmid /J-N/, BamHI /C,I/,

Pst /D,J/ EcoRI /E,K/, HindIII /F,L/, BglII /G,M/
Emésztetlen plazmid DNS pH-2 /H/, pH-1 /N/. A
gélelektroforézist 0,6%-0s agardz gélben végeztik,
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Bgl II.

DHC 624+ pPA

kb~ 3000 bp

Eco Rkl
Swq 1.
Bam HI.
Sal .
Pot (.
al.
nod 1.
I u.

‘bsl ".

dbra A pBR322, pHC624, pHC624 + pPA és pHD plazmidok

L0 5

restrikcids térképe.



54,

Plazmidmentes sejtek elddllitasa

Munkdm egyik célkitizése volt olyan A.nidulans és
Pseudanabaena séjtek eldadllitasa, amelyek plazmidot nem tar-
talmaznak., Ezek alapvetéen nem kiildnbdznek a plazmidos
sejtektdél /Doolittle, 1978/, Nagy mértékben megkdnnyitik
a transzformdlds utdni plazmid visszanyerést, restrikcids
elemzést, és szilikségtelenné teszik a plazmidok méret-sze-
rinti elvélgsztését, valamint kiklsz&bsdlik az inkompatibi-
litéds okozta plazmidvesztéseket, é€s a plazmidok k&zdtti
rekombindcidt,

Az els6 kisérletekben plazmidtdrlésre SDS-t haszndl-
tunk, A.nidulans M4 sejtek kezelésére., Ezek streptomicin
rezisztencidjdt az S8 tbrzsbsl szdrmazé 36 x 10 ® dalton
plazmid kédolta,

A sejtekkel 0-7 x 10—2% SDS-t tartalmazé BG 11 tépfo-”/
lyadékot induk&ltunk 103 sejt/ml kezdeti koncentrdcidval,

A legmagasabb SDS koncentrdciét - 4-5 x 1072% - tuléld sej-
teket 2-3 x 108 sejt/ml koncentrdcibdig ndvesztettiik, majd
lemezenként 400-500 koldénidval mesterlemezt készitettlink,
amely streptomicint nem tartalmazott. Ezeket egy strepto-
micin nélkili és egy 10 ug/ml streptomicint tartalmazdé le-
mezre replikdztuk, |
Kivdlasztottuk azokat a koldénidkat, amelyek Sm jelenlétében
nem néttek, rezisztencidjukat és feltehetden a rezisztenciit
kédold plazmidjukat elvesztették.

A plazridvesztés ujabb prébdjaként a telepeket ujabb Sm tar-
talmu és antibiotikum nélkili lemezekre oltottuk, Ezzel az

eljérdssal minddssze 5-7%-ban kaptunk plazmidmentes sejteket.
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Ezek hosszadalmas felszaporitdsa és elemzése helyett célra-
vezetSbbnek ldtszott az E.coli-n eredményes, 80%~os plazmid-
t6rldé hatédst kifejfé fenotiazin vegylleteket haszndlni plaz-

-

midtérlésre. _

Escherichia coli K12 sejteken végzett kisérletekben a tri-
ciklikus vegylletek k&zUl igen magas szdzalékban eredménye-
zett plazmidmentes telepeket a desipramin, a melipramin és
szdrmazékai /2. &bra/, valamint a klérpomazin oxo- és hidroxi-
-szdrmazékai /3., &bra/.

Elsé 1lépésként meg kellett hatdrozni azt a koncentrécid-
tartomdnyt, amelyben a Pseudanabaena sejtek még tulélik a
kezelést,

Pseudanabaena folyadékkulturé 5 ml-éhez 5-100 pg/ml koncent-
rdcidban adtunk prometazint és melipramint. A kezelés ered-
ménye az 5, tédbldazatban l&athatd.

24 Ords inkubdcidé utdn a Pseudanabaena sejtek 5 pg/ml
melipramin és 10 ug/ml prometazin kezelést éltek tul. A tul-
€16 sejteket lemezekre szélesztettiik., Az izoldlt telepekbdl
5=5 ml folyadékkulturdt inokuldltunk és ebbdl plazmidot tisz-
titottunk,

Mivel az E.,coli F’lac plazmiddal végzett elSzetes kisér-
letekben igen magas szdzalékban kaptunk plazmidmentes koldni-
dkat, a kisérleteket az eredeti nem-rezisztens plazmidot tar-
taimazé Pseudanabaena 6903 sejtekkel végeztiik, Bizva abban,
hogy elbzetes, antibiotikum rezisztencia vesztés ellendrzése
nélkll direkt plazmidtisztitdssal is a vart eredményt kapjuk,

6 koldénia elemzése sordn 3 bizonyult plazmidmentesnek,

3 pedig csak az egyik plazmidot tartalmazta, az eredetinél ki-

sebb képiaszamban /11l. &bral.
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5. tédblazat Pseudanabaena sejtek tulélése melipramin

és prometazin tartalmu tdpfolyadékban

ng/ml 24h ygh 10 nap
Melipramin 5 + + +
10 + - -
20 + - -
40 - - -
Prometazin 5 + + +
10 + + +
20 + - -

4o + ... - .-

4

A fenotiazinok plazmid replikdcidéra kifejtett hatdsat ﬁBR322
plazmidokat hordozdé E.coli K12 sejteken elemeztik,
Az imipramin és prometazin bakteridlis n&vekedést gdtléd
/Farkas és Molnar, 1980/,és gdtolja az intracellulédris plaz-
mid transzfert is /Molndr,1980a, Ma&ndi és Molndr, 1981/. A
vegylletek képlete a 12, dbran lathatd.
Az ebbe a csoportba tartozd szdmos mds vegylilet, mint pl.:
a 1ll. és 12, &brdn lathatd vegyliletek, - gdtolja az R faktor
in vitro replikdciéjat /Molnar, 1980b/.
A hatas nem magyardzhatdé a plazmid DNS-be t6rtént interkald-
cidéval,inkdbb membrdnra kifejtett hatdsukkal /Barabds és Mol-
nar, 1981/.

E vegyliletek sejtmembrdnon 1lévé receptorainak ismert
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egyéb szubsztrdtjai nem csdkkentették az imipramin és klér-
promazin plazmidt6rld hatdsdt /Molndr, 1982/. Mivel ezek az
indirekt vizsgdlatok nem mutattak ki specifikus receptorhelye-
ket,a H3-imipramin k&téhelyeket k&zvetlenil vizsgdltuk, felté-
telezve, hogy ezek a helyek kapcsolatosak a plazmid repliké-
ciéval,

A H3-~imipramin k&t&dése az E.coli K12 F’lac plazmidot
hordozé sejtjeiben koncentrdcid-fliggd volt és linedrisan nd-
vekedett a 0,1 x 10° - 1,0 x 105 uM tartoményban 0°C-on vizs-
gdlva., /2, &bra/

A ko6tbédés telithetd volt 1,0 x 105 - 5,0 x 105 uM koncentra-
ciéval., Mivel mds, hasonldé szerkezetl vegyliletek, mint akridin
orange, dezipramin, metilénkék és prometazin hatdssal vannak

a plazmid replikdcidra, vizsgdltuk ezek kompeticidjét az
imipramin k&tésre. Akridin orange, dezipramin és prometazin
csdkkentette H3-imipramin kdt8dést, a metilénkék jelentdsen
megndvelte /3. &bra/.

A plazmid replikécidéra kifejtett hatds tovdbbi vizsgdlatat
jeldlt pBR322 plazmid forditott orientdcidéju membrén veziku-
lumok k&t8désével végeztiik imipramin, klérpromazin, 7,8-dioxo-
-kl1lérpromazin és metilénkék jelenlétében,

A plazmid DNS hatékonyabban k&tddétt imipramin és klér-
promazin jelenlétében, mint ezek inaktiv szdrmazékai jelenlé-
tében, vagy a kontroll kisérletekben /6, tédblazat/(.

Az eredményekbdl kdvetkezben a nem specifikusan k&tddd
imipramin felelSs a plazmidtdrlésért, mivel imipramin, dezi-
pramin és mds rokon vegyliletek viszonylag magas koncentrdcié-

ban gdtoljdk a plazmid replikdciédt.
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11, &bra Plazmidtorld hatdsu vegyliletek
desipramin /A/, melipramin /B/, melipramin-

-metilén-jodid /C/ és telitett melipramin



000!

, | N/c"’:
‘ CHy—CH—CH,— - Het

s. Hy
Hi
HO o

] Hy
CH—CH—CH;—N. . HCI
s cH,
0 cl
| Hy
oH CH;—CH‘—CH;—A/C *« HCI
s cH,
ct
Hy
OH A‘H,,—CH,,—CHZ—N - Hel
g e,
ol
HJ
l‘Hz—crg—CH,—N/C - HCI
s New,
|
¢t
Hy
-CH,—CH.—N/C - HC!
e,

12, &bra Plazmidtdrlé hatdsu klérpromazin hidroxi,

dihidroxi, oxo- és dioxo-szirmazékai
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-

13, &bra Melipraminnal kezelt Pseudanabaena telepek plazmid-
mai /A-D/3 A /D/ koldénia plazmid DNS-t nem tartal-
maz., /A,B,C/ igen keveset. Kezeletlen Pseudanaba-
ena koldénia plazmid DNS-e /E/., A DNS mintékat 0,6%-

os agardz gélben elektroforetikusan analizdltuk.
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adbra
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H3-imipramin koncentrdcié-fliggd k&t8dése E.coli
K12 F?lac sejtekben
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15, &bra H3-imipramin k&tS8dése E,coli K12 F? lac sejtekhez

kiildénbdz8 triciklikus vegyliletek jelenlétében
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6. tdbldzat P22-jelSlt pBR322 DNS k&tS8dése forditott orien-
tdcidéju E.coli HB10l membran vezikuldkhoz, kii-

16nb&z6 triciklikus vegyliletek jelenlétében

K&6t6tt plazmid DNS

M i n t & k ug/100 pg membrén
............ .. ..... . ...protein

1. membrdn + puffer + DNA 0,51

2. membrdn + klérpromazin + DNA 0,89

3. membrdn + 7,8-dioxo-kldérpromazin + DNA 0,64

4, membrdn + imipramin + DNA 0,73

5. membrdn + telitett imipramin + DNA 0,44

6. membrdn + metilén-kék + DNA 0,53

7., puffer + klérpromazin + DNA 0,038

8. puffer + imipramin. . ... .. ..+ DNA . . 0,016 .

A mintdk proteintartalma 100 ug,a plazmid DNS-tartalom 1,0 ug
volt., A triciklikus vegylileteket 3 x 10~% M koncentrdcidban

alkalmaztuk.,

Kilénb®z6 triciklikus vegyliletek gdtoltdk az imipramin
membrinhoz torténd kdtédését. FeltehetbSen k&z8s a kétShelylk,
mindegyik bir plazmid replikdcidét gdtldé hatdssal is /Farkas,
Molné&r, 19793 Molnar, 1980b/. Mig metilénkék bar fokozta az
H3-imipramin k$t6dését intakt sejteken,.nem kdtdddtt a fordi-
tott orientdcidéju bakteridlis membrén vezikulékhoz,

Ugy tilinik, a metilénkék elSsegiti az imipramin sejtekbe

valdé bejutdsat és ezek kdvetkeztében né a plazmidtérld hatds
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/Molnédr, 1978/,

A fenotiazinok jelenlétében a plazmid DNS-nek a memb-
rén belsd feléhez tdrténd k&tddése megndvekszik, feltehetd-
en a DNS-membrédn komplex képzddése vezet a replikdciéd gdat-
ladsdhoz, a stabil komplex nem teszi hozzdférhetdvé az ori-
gbét a replikdcids enzimek szdamdra /Molnér, 1983/;

Eredményeink &sszhangban &dllnak az in vitro kérllmé-
nyek k&8z8tt megfigyelt DNS-membrdn komplex DNS szintetizdld
képességének a szabad DNS-é&hez képest t8rténd ndvekedésé-
vel /Benjamin, 1982/,

Tovabbi kisérletek sziikségesek annak igazoldsdra, hogy ho-
gyan rendezddnek el a plazmid replikdcié komponensei, vala-
mint a vegyliletek bakteridlis membrdnon t&rténd transzlokd-

cidéjadnak tisztdzdsara, ’
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OSSZEFOGLALAS

A dolgozat eredményei -a kdvetkezdkben foglalhatdk

Bssze.

T&bb Cyanobaktérium faj plazmidjait vizsgdlva, két
kisméretl fenotipikus sajédtsdgot nem kédold plazmidot,

pPA 6903-1-t és pPA 6903-~2-t azonositottunk.

A plazmidok BglII fragmentjeit a pHC 624 plazmid BglII

helyére épitve egy olyan delécids hibrid plazmidot kaptunk,
amely szelektdlhatdé tulajdonségot, ApR—t kédol. Polilinkerén
8 restrikcidés enzim feiismeré, illetve kidénozé helyét tar-
talmazza. Magas kdépiaszdamban replikdlédik, ami lehetdvé
teszi a kldénozott DNS nagy mennyiségben t&rténd nyerését.
A plazmidon ezenkivll megtaldlhaté a pHC 624 és a pPA 6903
plazmid replikdciés origdja is, amely lehetévé teszi, hogy
a plazmid Escherichia coliban és Pseudanabaena gazd&ban is
replikdlédjon. Ezdltal a két rendszer O8sszekapcsolhatd

és eldnybsen haszndlhaté a kldénozdsi feladatnak megfelelden.

Recipiens sejtek létrehozdsdval sikeriilt megoldani a
cianobakteridlis klénozdsban eddig probldmdt jelentd nagy
méretli ismeretlen kompatibilitdsu és. restrikcids térképl
plazmidok eltdvolitdsdt. A plazmidtdrlést Pseudanabaena
sejteken meliprominnal végeztik. A plazmidtdrlés hatds-

mechanizmusdnak felderitésére Escherichia coli sejteken vé-
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geztlink kisérleteket, t8bb aktiv fenotiazin tipusu vegyl-
lettel. Megdllapitottuk, hogy a plazmid elvesztését az
okozza, hogy a plazmid DNS e vegylletek jelenlétében igen
szoros komplexet képez a bakteridlis membrédnnal, amely meg-

akaddlyozza a plazmid DNS replikdcidjéat.

Az irodalomban ismertetett cianobakteridlis transzfor-
mécidét médositva rdvid ideig tartdé 0,1 M MgClz és 0,1 M CaCla
mosdst, illetve inkubdldst iktatva be az eljdrédsba, sikerrel

oldottunk meg Pseudanabaena sejtek transzformicidjat.
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