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BEVEZETES

A mez8gazdasigi termdteriiletek hozaménak emelésére, a
kimeriilt talajok javitdsdra napjainkban intenziv médon fosz-
for- és nitrogéntartalmi miitrdgydkat haszniAlnak, A miitrdgyék
eldAllitidsa kiltséges és energiaigényes folyamat, ugyanakkor
fokozott felhaszndldsuk felborithatja a természetes Skolégiai
rendszerek kialakult egyensilyéat.

A természetben a 1légkdri nitrogén megkdtésére, ammbénidvéa
valdé Atalakitdsara szémos mikroorganizmus képes. A folyamat
sordn a mikroorganizmusok nitrogenidz enzimkomplexe a 1légkori
nitrogént egy tsbblépéses reduktiv reakcidén keresztiil alakit-
ja amménidva. A mikroorganizmusok egy része szabad Allapot-
ban, més tipusaik ndvényekkel kilcsdnhatésban, un. szimbid-
zisban képesek a 1légkdri nitrogén megkotésére. Az utdbbi cso-
port ismert képviseldje a Gram-negativ pAlcdk és kokkuszok
k6zé, a Rhizobilaceae csaliddba tartozdé obligdt aerob hetero-
tréf Rhizobium meliloti 41 baktérium, mely a lucernival
/Medicago sativa L./ obligit szimbiézisban élve képes a 1lég-
kori nitrogén megkstésére.

A Rhizobium meliloti 41 a lucerna gydkérszdroket fertdz-
ve, a novény gyokerein jellegzetes un. giim8képzést indukil.

A giimd kialakuldsét eredményezd és a gimdkben a jellegzetes
baktérium-bakteroid Atalakuldson At a szimbiotikus nitrogén-
kotéshez vezetd komplex folyamat egyes lépéseiért mind bak-
teridlis, mind névényi gének feleldsek, Az SZBK Genetikai
Intézetének MikrobiAdlis Genetikai Csoportja az intézet meg-

alakuldsa 6ta a Rhizobium meliloti 41 baktérium genetikai



analizisével foglalkozik a szimbidézis és nitrogénfixilas fo-

lyamatdban szerepet jAtszd bakteridlis gének vizsgilata, mii-

kodésiik és szabAlyozisuk megismerése és a gyakorlat szempont-
Jjabdél fontos, esetleges mdédositdsa céljibdbl.

A Rhizobium meliloti 41 baktérium szinten és szimbidzis-
ban megnyilvénuld génjeinek vizsgilatihoz baktérium mutdnsok
izol4dldsa mellett sziikkséges volt a Rhizobium meliloti L4l-re
alkalmazhatdé bakteridlis genetikal médszerek kidolgozésa.

Az egyes bakteriilis, szimbiétikus funkcidk és gének egy-
madshoz rendelése adott funkcidkban mutidns gének genetikai
térképezésével, majd tovAbbi genetikai és fizikali analizisé-
vel végezhetd el a klasszikus bakteridlis genetika és mole-
kuliris genetika médszereivel,

A klasszikus genetikiban megismert térképezési, vagy 41-
taldnositva , informiciddtviteli médszereket a Rhizobium
meliloti 41 esetében sajatosan médositottidk., A ktvetkezdkben

ezeket a médszereket tekintjiik rsviden 4t.

1/. Transzdukcid

A transzdukcid soran a donor baktérium génjei a recipi-
ens baktériumokba bakteriofdgokkal keriilnek 4t. Annak meg-

felel3en, hogy a géntranszfer birmely vagy csak meghatérozott

bakteridlis /kromoszémilis/ géneket érint beszéliink Altald-
nos illetve specidlis transzdukciérél. A transzdukcid és a
transzdukcidéra hasznilt bakteriofidg tipusitél és genomjbnak
méretédtdl fliggben a transzdukcié csak korldtozott méretii
kromoszémaszakaszok térképezését teszi lehetdvé és elsdsor-

ban mAr elkészitett kromoszématérképek pontositésihoz, az



un. finomtérképezéshez nyjt segitséget. Az R.m.U41l esetében
két természetes fidg izoldtumot haszniltak transzdukecidra,
Az R.m, 41 temperédlt 16-3 figjdra specidlis transzdukcidt,

mig a ll-es figja esetében Altaldnos transzdukecidt irtak le.

/1,2/

2/ Konjugédcid

Konjughcidéra képes minden olyan 6ndlldé replikonnal ren-
delkezd DNS molekula, amely rendelkezik a konjugdcidhoz sziik-
séges transzfer génekkel, E transzfer gének résztvehetnek a
konjugicibédban szerepet jAhtszd bakteridlis pilusok kialakité-
sdban és alapvetd szerepiik van a plazmid-fehérje un., relaxéi-
ciés komplexek kialakitédsédban., Enmnek alapja, hogy a konjugativ
/vagy mobilizdlhaté/ plazmidok tartalmaznak egy un. nic vagy
bom DNS szekvenciat, amelynél a plazmid DNS egy szidlédnak
elvigdddsa és a transzferben szerepet jatszdé un. mob gén/ek/
Altal kédolt fehérje Osszekapcsolddidsa megtorténik, A plaz-
mid DNS—-eknek ezt a régidjidt transzfer origdnak is nevezik,

E fehérje-DNS komplex ezek utén vAltozatos mbébdokon jut At
a bakteriidlis pilusokon keresztiil a receptor baktériumba,
A transzfer rendszer elemei, igy a bakteriidlis pilusok is,
a konjugativ plazmidok adott csoportjira jellemzdek./3/

A konjugativ plazmidok egy része, mint példdul a jél
ismert E.coli F-/szex/faktor képes a bakteridlis kromoszdma
egy-egy szakaszidnak véletlenszerii vagy specifikus mobilizi-
cibdjhra, Az F-faktor kézvetitette kromoszdémamobilizédcidn
alapuld konjugécids klasszikus genetikai térképezési mdédszer

joél ismert./4/




rendelkezik szimos un. R-plazmid is., E plazmidok a kromoszd-
mamobilizicid mellett képesek mids, nem konjugativ plazmidok

mobilizAdcidjhra is, Legtibb esetben a kromoszédmamobilizicids
képesség /Cma/ osszefiige a plazmidokon taldlhatéd inszerciés

szekvencidk un., IS-elemek jelenlétével.

A Pl inkompatibilitdsi csoportba tartozé R68.45 konjugativ,
széles gatdaspecifitidsd plazmid, mely Rhizobium meliloti 41-
ben is replikilédik és képes az R.,m. 41 kromoszémAjit F-fak-
torhoz hasonlbéan mobilizélni., /5,6/

Az R68.45 plazmid kBZVQtitétte polarizidlt kromoszomatransz-
fert haszniltdk fel Kondorosi és mtsi, az R.m. 41 kapcsolt-
sigi kromoszématérképének elkészitésére,/7/

Az R68.45 plazmid az R68 /vagy RP4 = R1l/ plazmid egy olyan
stabil muténsa, melyben az R68 plazmidon taldlhatdé IS8 in-
szercibés szekvencia duplikicidja fordul eld a plazmid KmR
génjéhez kdzel, Az R68.45 fokozott kromoszbémamobilizdcids
képessége Osszefiligg az IS8 két képidban vald eldfordulésival,

Az IS8 replikicibjaval egyiittjArdé random transzpozicidja
a kromoszdéma DNS-be egy tovabbi l1lépésben lehetdvé teszi az
IS8 képidt hordozdé R68.45 plazmid és a kromoszéma DNS kdzot-
ti rekombinAciét, az R68.45 plazmid id&leges integracidjit
a kromoszbéma DNS-be., Az R68.45 plazmid igy konjugdcibdja so-
rén képes random kromoszdmaszakaszokat a recipiens baktérium-
ba mobilizAlni., A folyamat intermedier termékei lehetnek olyan
nagyméretii un., R’ /R-prime/ plazmidok, melyek a kromoszdémé-
lis DNS nagy szakaszait hordozzdk. Ezek az R’~plazmidok bi-
zonyos koriilmények k8zdtt izoldlhatdk, a konjugicidés folya-
mat sordn azonban nagy gyakorisidggal disszocidlnak a donor

és recipiens baktériumok homoldég kromoszdmaszakaszai kozstt



bektvetkezd homoldg /kettds/ rekombinicié eredményeként.
Mivel a rekombinAciés gyakorisidg fiigg a mobilizilt kromoszd-
marégid méretétdl és e régibéban kivAlasztott markerek tavol-
sdghtdl, a mébdszer alkalmazhaté genetikai térképezésre,

Az R68.45-tel / és mAs Pl és Q csoportba /3/ tartozd
plazmidokkal/ a kromoszémamobilizicié elvéhez hasonléan mo-
bilizdlhatdk nem konjugativ plazmidok Rhizobiumba. A mobili-
zhcid intermedier terméke az R68.45 és az adott plazmid
un. kointegritja, mely a mobilizAlt plazmid sajdtossbgaitédl
fiiggden /pl.: replikédldédik-e Rhizobiumban/ a recipiens Rhi-
zobium meliloti 41-ben disszocidl vagy stabil kointegritként
fentmarad. Az R68.4%5 /és hasonléan R68, RP4/ plazmid mobili-
zdlta nem konjugativ plazmidban mindig megtalédlhaté a koin-

tegritképzésben alapvetd szerepet jaAtszdé IS8 szekvencia.

/8,9/

3/. Transzfekcié és transzformiciéd

A génAtvitel molekuldris genetikdban alapvetd fontossi-
g4 két médszere a mechanizmusdban hasonlé transzfekcid és
transzformicibd. Az értekezés targyit transzfekcidés és transz-
formiciés médszerek kidolgozidsa képezi Rhizobium meliloti 41~

re, ezért e mbédszerek elméletét részletesebben targyal juk.

A transzformicié szemben a transzdukciéval, konjughcid-
val csak néh&ny baktériumfaj esetében tekinthetd természetes
génAtvitell folyamatnak.

Griffith /10/ 1928-~ban irta le a klasszikus bakteriilis

transzformiécié jelenségét a Pneumococcus esetében, Megfigyel-



te, hogy amig a hdvel el8lt virulens Pneumococcus S variéns
és az avirulens R variéns kiilon-kiilosn egérbe injektilva nem
okoz megbetegedést, a kettd keverékének injektilisa az ege-
rek elhulldsit okozta., Az elhullott egerekbdl virulens S
tipusi baktériumot mutatott ki, Az 618 R tipusdi baktérium

az eldlt S variins poliszaharid kapszula jellegét valamilyen
hordozd illetve mechanizmus kizvetitésével felvette., Ezt a
tulajdonsigban bekdvetkezett mindségi vAltozidst nevezték
transzformicidnak,

BAr 1930-ban Dawson /11/ a transzformicid jelenségét més
pneumococcusokndl is leirta, 1944-ig, Avery, Macleod és McCar-
ty /12/ transzformild Agenst, a DNS-t genetikai anyagként
azonositd tanulménydnak megjelenéséig lényeges eredmények
nem sziilettek, Igy e didtum jelzi a szdzad masodik felében
oly 6ridsi gyorsasiggal fejlddd modern genetikai, majd mole-
kularbiolégiai kutatidsok kezdetét.

A Gram negativ és pozitiv baktériumok esetében megismert
természetes transzformiécidés folyamatok alapvetden kiilonbozo-
ek, A transzformdcid folyamatdt Altaldnosan a kovetkezd £3
lépésekre oszthatjuk:

1/. a sejtek DNS felvevd képességének /un. kompetencia 4lla-
pot/ kialakulédsa

2/. a DNS k&t8dése

3/. a DNS felvétele

/., integrédcibd el13tti fehérje-DNS komplex kialakulésa

5/. a DNS integrilédisa a recipiens baktérium genomjiba.

A/. A Gram pozitiv baktériumok transzformiciéja



A Gram pozitiv baktériumok koziil a transzformAcid mecha-
nizmusa Streptococcus pneumoniae, S, sanguis és Bacillus
subtilis esetén a legismertebb,

A DNS felvételt lehetdvé tevd un, kompetencia Allapot
ezeknél a baktériumoknAl indukidlhatd, kialakuldsakor jelen-
t8s vAltozAdsok kivetkeznek be a génexpressziéban és a sejt-
membrian-peptidoglikin szerkezetii sejtfalban,

A kompetens Allapot létrejsttéért egy, az exponenciilisan
ndévekvd baktérium kultiridkban termelddd aktivAtor, vagy
un. kompetencia-faktor felelds /13,14/, melyet kimutattak
Streptococcusok, Pneumococcusok és tsbb Bacillus faj eseté-
ben., A Streptococcusnil a kompetencia-faktor egy 5-10 KD
mélsiilyd fehérje, mely a sejtfelszini receptorokhoz kitddve
indukdlja a kompetens Allapotra jellemz3d néhany fehérje
/DNS-k&t3 fehérjék, specifikus endo- és exonukleidzok/ szin-
tézisét./15,16/ Kompetens 4llapotban sejtosztdédas nincs, a
sejtekben a fehérje és RNS szintézis depresszilt, a sejtek
hajlamosak autolizisre, ezAltal DNS leadasra is.

A INS k6tBdése a kompetens sejtekhez tsbb lépésre oszt-
haté folyamat. A nagymdélstlyi DNS a sejtfelszinen DNS kotd
fehérjékhez kapcsolédhat, A kot8dés korai fazisa reverzibilis,
a DNS DN-4zra, nyirdéerdkre érzékeny. A receptor fehérje
endonukledz aktivitdssal rendelkezik, a hozzd kapcsoléddé DNS-t
egyik sz4lédn hasitja elsd 1lépésben. A DNS kétd receptor
csak kettds szAld DNS kétésére képes, egyes szadlu DNS, RNS,
kettds szAlhi RNS és RNS-DNS heteroduplex nem kotddik a
fehérjéhez./21-23/ A sejtfelszini DNS kittShelyek szAima Pneu-
mococcus esetén 30-80, a kdtott DNS-ben 6 Kb-onként keletke-

zik Atlagosan egy egyes szAld hasitis,/17-20/ Kétértékii



kationok jelenlétében a DNS mésik szldlédnak hasitdsa is beko-
vetkezik, Pneumococcusnil a DNS-t k6td receptor-komplex

2+
a

ca®* fiiggd endonukledz I-et, Bacillus subtilisnél Mn®*t és

Ca2+

filiggd membrinkstott endonukledzt tartalmaz. Mind a
Pneumococcus, mind a B, subtilis rendszerben létezik egy leg-
kisebb kritikus donor DNS hosszisig, mely méret alatt "transz-
formiciés aktivités" nem mérhets.

A DNS felvétele Mg=*

fiiged, a felvétel folyamata sorin
a DNS DN-4z rezisztens, receptorokrdl nem eluidlhatdé forméba
alakul., A receptor komplexen kdtott 6-10 Kb Atlagos méretii
kettds sz4l:h DNS a membrdnon valé Athaladds sorin egyes
sz414GvA alakul, /24,25/ A transzformildé DNS egyik szila le-
emésztddik, A kialakuld egyes szAl( DNS membrinon valdé &tju-
tadsAdt, egyes szdli konformAcibjhnak fenttartdsit és nukleb-
zokkal szembeni védelmét a kompetens Allapotban felhalmozb-
46, egyes szAl:i DNS-hez nem kovalensen kapcsolddé fehérjék
biztositjdk. A kialakult egyes szA4l:i DNS-fehérje komplex
izol4dlhatd, Mivel a komplex DNS-e (1jabb transzformicibdban
mAr nem aktiv, a durvin eukaridta nukleoszémilis szerkezet-
hez hasonlithatdé fehérje-DNS komplexet un. eklipsz komplex-
nek nevezik,./26/ A komplex fehérje polimerjének azonos al-
egységei 70-107 bp hosszisigi DNS szakaszokat fednek at,

Pneumococcusban 19,5 KD mélsdalydak. /27/
A kompetens sejtekbe jutott Atlagosan 10 Kb /maximum 30

Kb/ hosszisdgi DNS integrélédhat a homoldég kromoszdémilis
/plazmid/ DES régidkba./30,31/ Feltehetden az eklipsz komp-
lex membréineredetii vezikuldkban, un, mezoszémikban vandorol

a recipiens kromoszémialis DNS-éhez./28,29/ Az integrécibhoz
alapvetd feltételnek timik, hogy a transzformdlé DNS az eklipsz

komplexben bAzispArosoddsra alkalmas egyes szAld forméban



legyen jelen, Az integriciés, rekombindciés folyamatot
mutins analizissel és inhibitorok alkalmazisival tovabbi
lépésekre bontottak,/26,32-34/

Lanckicserélddéssel a transzformidld egyes szAll DNS és a
recipiens baktérium homolég DNS-ének komplementer szila
kzott heteroduplex alakul ki. A folyamatban feltehetden a
recA gént magidbanfoglaldé rendszer is részt vesz, A rekombi-
nidcidés folyamat etidium bromiddal és DNS-gyridz inhibitorok-
kal gitolhaté./26,35/ A folyamat a kezdeti, S1 nukleéz
érzékeny labilis heteroduplex struktdra létrejsttétdl a
repair rendszer 4ltal kijavitott, részben Gjraszintetizilt,
a transzformdlé DNS-t kovalens k&tésben tartalmazd rekombi-
néns kromoszémaszakaszok kialakulésdhoz vezet./32,34,36/

A recipiens genomba tobb donor DNS fragment is integréi-
l6dhat./31/ A beépiilés folyamata gyors, 1-2 perc alatt létre-
jon a donor-recipiens DNS komplex./37,38/

A transzformélé DNS hosszabb szakaszokon, tdbb egyes
bazisparban kiilésnbozhet a recipiens DNS komplementer szili-
t61, ezért a rekombinins régid kialakitdsiban a repair rend-
szernek jelentds szerepe van./39,40/ A repair enzimek a transz-
formalé DNS szidlat vagy a recipiens DNS komplementer szilat
korrigdljbdk. A repair rendszer azonban kiilosnbdzd hatdsfokkal
javit egyes DNS szekvencidkat, tranzicidékat./41l/ Ezt jelzi,
hogy az egyes kromoszdémilis markerekkel reprodukilhatébdéan
valtozd /magas vagy alacsony/ relativ transzformécidés gyako-

risdg értékeket lehet elérni., Az azonos DNS szdlon elhelyez-
kedd markereket egyarint érinti a korrekcid, A hibis bazis-
pPArosodéds javitiasdban szerepet jAtszhat bizonyos metililat-

lan DNS szekvencidk repair rendszer Altali felismerése is,

/u2/



B/. Gram negativ baktériumok transzformécidja

A Gram negativ baktériumok genetikai transzformécidja-
nak mechanizmusa alapvetden kiildnbzik a Gram pozitiv bakté-
riumoknidl megismert folyamattél. A transzformicidé természe-
tes folyamaténak 1lépéseit legjobban a Haemophilus, Neisseria,
Moraxella és Acinetobacter nemzetségekben ismer jiik,

A Gram negativ baktériumoknidl a Gram pozitivaktdél elté-
rden nem mutathatd ki fehérje természetii kompetencia-faktor
szintézise, A kompetens Allapot létrejottéhez sziikséges fel-
tételek baktérium tipusonként vAltoznak,

A Haemophilus influenzae esetében a kompetens Allapot a sejt-
osztbédds gAtldsAval, - mely nem hat a fehérjeszintézisre -
a sejtek 100%-a kompetenssé tehetd./43-45/ Alacsony szintii
kompetencia a se jtek novekedésének un., log fazisdban indukil-
haté cAMP-vel, a kompetens A4llapot stimuldlhatd inozinnal
és laktittal, kialakuldsa gAtolhatdé fehérjeszintézis inhibi-
torokkal, A kompetens Allapot indukciéja H,influenzae-ben
egyiitt jAr szlmos (j belsd és kiilsd membrinfehérje szintézi-
sével és a rekombinAciés rendszer Altaldnos aktivAlddasaival,
Neisseria gonorrhoeae-nil csak a pilussal biré sejtek
kompetensek, mig az Acinetobacter tenyészetek a ndvekedés
stacioner fiAzisdban vAlnak képessé DNS felvételére,

A legszembetiindbb eltérés a Gram negativ és pozitiv
baktériumok transzformAcidés mechanizmusiban az, hogy a ter-
mészetes transzformldcidés mechanizmussal rendelkezd Gram nega-
tiv baktériumok képesek a homoldég, azonos vagy kozeli faj-
bbl szhrmazd DNS felismerésére és specifikus felvételére.

/46-50/ Az idegen fajok DNS-e bar kstd8dik a kompetens sejt

10
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felszinén, nagy feleslegben sem képes megghtolni a homoldg
DNS felvételét,

Az E.coliban pBR322 wvektoron klénozott H,influenzae, H,
parainfluenzae kromoszémilis DNS fragmentek delécids mu-
tagenezisét kovetd szekvencia analizissel /51,52/ megAllapit-
haté volt, hogy a homolég DNS specifikus felismeréséért
Heamophilusban egy 11 bp hossziisigii DNS szekvencia /5’-AAGTG
CGGTCA-3’/ a felelds, mely a Haoemophilus genomban kb, 600-
szor ismétlddik, E szekvenciidt a kompetens Haemophilusokban
specifikus sejtfelszini receptorok ismerik fel, melyek fehérje
komponenseit Haemophilus-DiS-~agarédz affinitdskromatogrifii-
val tisztitottdk, A DNS felvételében egy tovAbbi oldhaté,
periplazmatikus DNS-kot3 fehérje is szerepet jatszik./53/

A receptor-DNS kiélcsonhatis egy egyszerii bimolekuliris
k8lcsonhatdsnak latszlk kinetiki jAt tekintve, azaz a kotostt
homolég DNS mennyisége egyenesen arinyos a sejtfelszini re-
ceptorok szdmival, mely Haemophilus esetén 4.8 sejtenként.
Igy bar a 11 bp-nyi felismerd szekvencia Atlagosan 4000 bp-
onként el8fordul a Haemophilus genomban, a felvehetd DNS
mennyisége korlitozott, mivel minden receptor csak egyszeri
DNS felvételi 1épésben vehet részt,

A Haemophilushoz hasonld 11 bp szekvencia idegen DNS-ek-
ben valé eldforduldsi gyakorisédga alacsony /pl.: az E.coli-
ban 2 / genom/, mely a nem homolég DNS-ek homolég DNS-sel
szembeni gyenge kompeticiéjat magyarédzza., A transzformicid
folyamata alacsony szinti Ca2+ Jelenlétét igényli. A kompe-~
tens sejtek szemben a Gram pozitiv baktériumokkal csak ket-
t3s sz414 DNS kotésére és felvételére képesek,

A ko6t8dés kezdeti, reverzibilis fizisa rovid /kb. 1 perc,



amig a Gram pozitiveknél az a 30 percet is elérheti/, majd
azonnal kialakul az irreverzibilisen receptorhoz kstd3d43 DNS-
fehérje komplex,

A felvett kettds sz41h DNS védett a sejt exo- és endonuk-
leAdzaival /igy restrikciés rendszerével/ szemben, bAr a Gram
negativ baktériumoknil a felvétel sorén nem alakul ki a Gram
pozitivokhoz hasonlé eklipsz komplex, Az eklipsz komplex fe-
hérjéinek funkcidjit feltehetden a Haemophilusban kimutatott
periplazmiAs DNS-kstd fehérje latja el./53/ Emellett kimutat-
haté, hogy a DNS kezdetben membrinfelszinl vezikulaszerii
képzddményekhez kotott, melyekkel egyiitt a sejt belsejébe
transzportélddik,

A transzformdldé donor DNS-nek csak egyik szAla integri-
16dik a gazda kromoszéma homolég régidjhnak DNS-ébe /54,55/,
mig masik szdla degraddldéddik, Az integricid kezdeti fhzisa
a heteroduplex jellegzetes un. szinaptikus szerkezetének ki-
alakuldsa., A homoldég rekombindciéban Haemophilusban az E,coli
rec rendszeréhez hasonld gének vesznek részt, A Haemophilus
recl muténsa az E.,coli recA gén mutdcidéjdhoz hasonlé feno-
tipust mutat, bAdr a DNS felvételt nem gAtolja, a transzformi-
cibés gyakorisagot 106-onod részére csdkkenti, a bejutd DNS
gyors degraddciéjat eredményezi. Ezzel szemben a rec2 mutén-
sokban a bejutdé DNS kettds szAlh formAban stabilan fentmarad,
mivel a rec2 gén mAr az integrédcid kezdeti fAzisat, a reci-
piens kromoszédma DNS-ben a heteroduplex képzéshez elengedhe-
tetlen egyes s8z41li régidk kialakuldsit gatolja. Hasonlé ha-
tasi, de az Altaldnos homoldg rekombindciét nem abszolut mé-

don ghtolja a KB6 Haemophilus mutéicié.
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c/. Transzfekcid

Térténetileg a transzfekcid virus/fdg DNS felvételét
Jelenti a kompetens sejtek transzformiciéds mechanizmusa 41-
tal, Mivel ez a jelenség egyrészt a bakteridlis /un.geneti-
kai/ transzformdciéhoz hasonld, mAsrészt a sejtek f4g DNS-
sel vald infekcidéja utin fertdzd8képes figpartikulumok meg-
Jelenését eredményezi, ezért nevezték el transzfekcidnak.
/56/ A transzfekcid két mbédjat szoktdk Altaldnosan megkiilon-
boztetni:

a/. kompetens baktériumok illetve szferoplasztok kizvet-
len f4g DNS-sel vald fertdzését /56-59/

b/. az un., helper /segltd/ fhg jelenlétében tsrténd indu-
ké&lt fiAg DNS felvételt.

A korai transzfekcidés rendszerekben a f4g DNS-eket
a keletkezett fAgpartikulumok /infektiv centrum/ és DNS
koncentrécié osszefiiggése alapjan két tipusba soroltik.

Az I, tipusi fi4g DNS-eknél az infektiv centrumok széma egye-
nesen aranyos a DNS koncentriciéval /58,60/; a II. tipusd
fdg DNS-eknél viszont az infektiv centrumok szédmAt a DNS
koncentrédcié harmadik illetve negyedik hatvinyAval taldl-
tdk arényosnak,/61,62/ Reilly és Spizizen korai megillapi-
tasa szerint az I, tipusi fAg DNS transzfekcidjakor kb,
1-2 x 10’+ molekula eredményez egy infektiv centrumot, mig
a IT, tipusti f4g DNS-nél feltételezték, hogy j fhg képzd-
déséhez tobb mint egy 1épés sziikséges, mivel a sejtbe jutd
f4g DNS dontd része degraddlédik és ép fAg DNS csak a re-
kombindciés~repair mechanizmus miikédésének eredményeként

keletkezhet a degradicibés termékekbdl,/63/
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A sejt repair-degradativ funkcidinak szerepére utal az,
hogy az un, II., tipusi f4g DNS felvételekor UV besugArzott
sejtek transzfekclidja esetében a II, tipusi fi4g DNS-ekre
is az infektiv centrum-DNS koncentricié Osszefiiggés lineh-
rissi valt,

Természetesen a baktériumok, korai transzfekcibés kisér-
letekben még ismeretlen, restrikciés és modifikéciébés rendsze-
re is alapvetden meghatirozza a transzfekcidé-transzformicid
hatiAsfokit., Ismeretes, hogy a sejtbe jutd fajidegen DNS-t
bizonyos baktériumok restrikciés /helyspecifikus I-es és/vagy
IT-es tipusii/ endonukledzai effektiven degraddljidk, mivel
azok nem védettek, nem modifikéltak a restrikciés endonukle-
4z emésztéssel szemben, A modifikAciéért felelds enzimek
a modifikéciés metiltranszferdzok, amelyeknek felismerdszek-
vencidja megegyezik a sejt restrikciés enzimei Altal felis-
mert 4-6 bp-nyl szekvencidkkal., A modifikAcidés metilézok
a restrikciés endonukleiz felismerdhelyek egyes bAzisait
specifikusan metildljidk a DNS mindkét szAlan, Ggy, hogy a
modifik&lt DNS a restrikcidés endonukleizoknak nem lehet t&b-
bé szubsztritja. A restrikcidés-modifikicibdés rendszerek ge-
netik4i jArdél és biokémid jArdl alkotott alapismeretekrdl joé
6sszefoglaldst ad Roberts,/64/

A Gram negativ és pozitiv baktériumok transzformicids
mechanizmusédnak ismeretében a transzfekcidés eredményeket
magyardzni tudjuk, A kompetens sejtek a kromoszémélis,plaz-
mid vagy f4g DNS-t ugyanazzal a mechanizmussal veszik fel,

Gram pozitiv baktériumoknil a transzfekcidé alacsony gya-

korisigAt az magyarizza, hogy a f4g és plazmid DNS a kromo-
szémalis DNS~-hez hasonldéan egyesszAili formiba alakul a



15
felvétel sorén, mely nem képes replikicidéra, ugyanakkor ho-
moldég szekvencidk hiAnyadban a kromoszémilis DNS~-be vald
integrécidéra sem, Ezért példaul f4g vagy plazmid DNS-sel
kromoszémAlis markerekhez képest a Bacillus subtilis
103-10u-szar kisebb gyakorisiggal transzfektilhaté ill.
transzformilhatd.

A Gram negativ Haemophilus esetében a transzformicidhoz
ugyanannak a 11 bp szekvencidnak kell eldfordulnia a fag
vagy plazmid DNS-en, mely alapvetden sziikséges a homolég
kromoszémalis DNS felvétele esetén, Igy a plazmid vagy
f4g DNS-sel végzett Haemophilus transzfekcid gyakoriséga

lOu-lOS-ede lehet a homoldég DNS-sel végzett transzformécid

gyakorisiganak./66/

D/. Mesterséges transzformicidés mbédszerek

A genetikai manipulidciés mbédszerek fe jlddése sziikséges-—
sé tette a természetes transzformicids rendszerek hAtranyos
tulajdonsidgainak kikiisz6bdlését és nagy hatédsfoki, plazmid
és f4g DNS-ek esetében is alkalmazhatdé transzformicids és
transzfekcidés rendszerek kidolgozisat,

A logaritmikus f4zisi E.coli sejtek CaCL2 kezelésével
Mandel és Higa /67/ egy 4ltaldnosan alkalmazhaté mesterséges
transzfekcidés mbédszert dolgozott ki. A transzfokcid alaplé-
pései: a se jtek kezelése 0,1-0,05 M ca?* jelenlétében O c®-
on, majd hasonld inkubdcidés periddus DNS-sel és rsvid ho-
sokk 37-=42 c®-on. Ezek a koriilmények nemcsak linedris E.coli
DNS felvételére alkalmas kompetens sejtpopulidcidédt indukAlnak,

hanem alkalmasak plazmid vagy fdg DNS~sel végzett nagy gya-

korisdegi transzfekcid elérésére is.



A transzfekcid koriilményeit f4g DNS-sel végzett transz-
fekcibéra /68/, genetikai tramszformicidéra /69/ és plazmid
transzformiciéra /70,71,72/ figyelembe véve az egyes E.,coli
torzsek sajitossdgait részletesen kidolgoztdk. Alhalanos
torvényként megdllapithatd, hogy a transzformlcids gyakorie
s&dg a plazmid vagy f4g DNS méretének nisvekedésével csikken,

E. colinidl a transzformicid Ca2+ Jjelenlétében nem szek-
venciaspecifikus, Telitési és kompeticiés kisérletek eredmé-
nyei azt jelzik, hogy E. coli esetében kioriilbeliil 200 memb-

rdn-csatorna talilhaté a Ca2+

kezelt sejteken, mely plazmid
DNS aktiv felvételére képes., Az alapkdriilmények mellett
szAdmos monovalens /Rb+,Li+/, divalens /Mn2+,Mg2*/ kation
jelenléte illetve ezek jelenlétében membrén tranzicibét ered-
ményezd szerek, mint a dimetil-szulfoxid /DMSO/, wvagy pél-
ddul a hexamin-kobalt/III/ klorid hasznilhaté a transzfor-
mAcibés gyakorisbdg emelésére, a folyamat elméleti hatdrérték-
hez kozeli optimalizAcidjara./73/

A részletes vizsghlatok ellenére mind a mai mnapig nem
ismer jiik a Ca2+-mediélt mesterséges transzfekcid molekuliris
mechanizmusit.

2+

A Ca kezelés Altalédnosan alkalmazhatd médszernek bizo-

16

nyult. Igy sikeresem alkalmazhaté volt Staphylococcus, Pseudo-

monas vagy Haemophilus transzformAcidéban is.

A Ca2+

kezeléstdl eltérd specidlis eljarids a sejtfal és
membrin szerkezetét fagyasztis-melegités ciklussal megval-
totaté mbédszer, melyet sikeresen alkalmaztak Agrobacterium
tumefaciens transzformiciéjara /74,75/

A Gram pozitiv baktériumok transzformélasira Chang és
Cohen fe jlesztettek ki egy rendkiwiil effektiv mesterséges

médszert, melyben a peptidoglikdn sejtfal lizozim emésztés-
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sel valé eltdvolitdsa utdn a plazmid DNS-t polietilén-gli-
kollal indukﬁlt protoplasztfizidéval vetetik fel., E mbédszer-
rel a t1ilé1l3 sejtek tobb, mint 80%-a vAlik transzformAnssé.
/76/ Az elért 4 x 107 transzformans / pg plazmid DNS /4-6 Kb
tartomdnyban/ az E. coli transzformAciés mdédszerekhez hason-
léan szintén megkdzeliti az elméletileg elérhetd maximilis

gyakoriségot.,

E/. Transzfekcid és transzformicibé Rhizobium fajoknél

A szimbiotikus nitrogénfixilasban résztvevd Rhizobium
fajokra az otvenes évek kezdete é6ta prdbalkoztak transzfor-
mdcibés illetve transzfekcids rendszereket kidolgozni.

1956-58-ban Balassa és GAbor /77/ irtdk le Rhizobium
lupini sikeres transzformilasat /auxotréfia és antibiotikum
rezisztencia markereket hasznidlva/ tisztitott kromoszéma DNS-
sel, majd késd3bb mAs laboratdériumok is kdzolték kromoszbémi-
lis gének Atvitelét tisztitott DNS~-sel vald transzformilis—
sal Rhizobium trifolii-ben./78-80/ Ezeket a kisérleteket
azonban részletes genetikai analizis nem tAmogatta és ered-
ményeik nem voltak ismételhetdk,

Transzfekcidés kisérleteket kordbban Rhizobiumokra szfe-
roplasztok és kompetens baktériumok f4g DNS fertdzésével
irtak le, /81-83/ A f4g DNS-sel végzett transzfekcids kisér-
letekben a fenti szerzdk a Rhizobium meliloti 41 kompetens
4llapotdt korai logaritmikus fazisban d4llapitottdk meg és
csak rendkiwiil alacsony transzfekciés gyakorisdgot értek el
tisztitott f4g DNS kozvetlen /eldkezelés nélkiili/ felvéte-

lével, Szferoplasztot fertdzve a transzfekcibds gyakorisig



némi novekedését tapasztaltdk. Kondorosinak és mtsi-nak
/8l4/ sikeriilt egy olyan helper figos transzfekcidés rendszert
kidolgozni és annak genetikai kisérletekben valdé alkalmaz-
hatésigit bizonyitani, melyben a transzfekcids gyakorisig
értéket sikeriilt 3 x 10-6 transzfektians / fdg ekvivalens DNS
értékre emelni,

A helper figos transzfekcidkor a transzfektiald DNS
4ltal hordozott marker megjelenését vizsgidljidk a keletkezd
uj fidgokban, tehdt a transzfekcids aktivitidst egyetlen gén
megnyilvanuldsin keresztiil mérik, /Ez a marker "rescue"/visz
szanyerés/ elve./ Ezzel a médszerrel sikeriilt nem kompetens
R, meliloti 41 sejtekkel is DNS-t felvetetniiik,.

Munkidnk kezdetéig megismert transzformicids és transz-
fekcidés mbédszerek egyike sem tette lehetdvé replikil16dd
/nem konjugativ/ plazmidok vagy / in vitro Atalakitott/
f4g DNS-ek transzfekcibdjat R.meliloti L4l-be, ezért sziiksé-
gesnek latszott olyan reprodukdlhatbédan hasznilhatd transz-
formdcidés és transzfekcidés mdédszer kidolgozisa, mely alkal-
mazhaté R.m.4l-ben plazmidon vagy fdg DNS-en kldémnozott kro-
moszémilis, plazmid vagy fidg gének molekuliris genetikai
analizisében, A fig DNS-ekkel végzett transzfekcid elvi le-
hetdséget biztositana fagmutdnsok kozotti komplementicid
vizsgilatira, mig plazmid DNS-sel kidolgozott transzformi-
cidé segithetné, mids mbédszerek alkalmazisa mellett, kromo-
szémilis, plazmid vagy fadg DNS kédolta gének azonositésat

és jellemzését.
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CELKITUZESEK

Rhizobium meliloti 4l-re alkalmazhatdé transzformicids
és transzfekcidés mdédszer kidolgozas&hoz célul tiiztiik ki
- kompetens baktériumpopuldcidé e1l34llitdsihoz alkalmas
koriilmények vizsgilatat
- az E, colira haszndlt Mandel és Higa szerinti CaCla-os
transzformidciés médszer adaptdldsidt Rhizobium meliloti 41-
re; ezen beliil a transzformAciét befolyAsold koriilmények

- se jtdenzitds, novekedési fAzis

kétértékii ionok /Mg2+, Ca2+/ koncentricid ja

a transzformdlédshoz hasznilt DNS eredete /E.colibdl

vagy R.M, 41-b38l tisztitott/

a DNS szerkezete és mérete /cirkuldris, linearis/

- a DNS koncentricid ja

hatidsinak vizsgilatdt a transzformidcids és transzfekcids

gyakoriségra.
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ANYAGOK £S MODSZEREK

i/. Baktérium torzsek, figok és_plazmidok

A kisérleteinkben hasznilt baktérium torzsek, fagok

és plazmidok jellemzéit az I. TAblazatban foglaltuk Ussze.,

2/. TAptalajok

Rhizobium meliloti 4l-re és E.colira a kiévetkezd
komplett és minimidl t4ptalajokat haszniltuk:
TA: 10 g/1 Bacto-trypton, 1 g/l élesztd kivonat, 5 g/1 NaCl
lmM MgSO,, 1lmM CaCl, /PH 7.5/
GIS: 0.1 g K2HPOh, 32 Tris, 1 g NaCl, 0,246 g MgSo,, .7H,0,
0,011 g CaCl

0,27 mg FeCl .6H20, 0,242 mg NaMoOu.ZHao,

2’ 3
3 mg HBO;, 2.23 mg MnSO, .4H,0, 0.287 mg ZnSO,.7H,0, 0.125 mg
Cuso,, .5H,0, 0.065 mg CoC1, és 2 mg biotin /pH 7.5/ 1 l-re
GTA: GTS tiptalaj kiegészitve 1lg/l élesztdkivonattal,
10 g/1 Bacto-tryptonnal és 100 mg /1 NH, Cl-dal

A tiptalajok szildrd viltozatai 2% agart tartalmaztak.,

A novényi tesztekhez Gibson taptalajt készitettiink./85/

3/« Antibiotikumok

R, meliloti 4l-re a kovetkezd antibiotikum koncentri-
cidékat hasznidltuk: Km /kanamicin, Medexport/ 200 pg/ml,
Sm /streptomicin,szulfdt, Biogdl/ 200 pg/ml, Tc /tetraciklin,
Sigma/ 15 mg/ml, mig E.colira Km 5 pg/ml, Sm 10 pg/ml, Tc

15 pg/ml



I. TABLAZAT

Baktérium torzsek,fdgok és plazmidok

Baktérium torzs Genotipus/Fenotipus Eredet/Hivatkozais
E. coli

J53 pro met /pJB3JL /86/J .E .Beringer
C600 pro /pGVv1106/ /8/ J. Leemans
JF1754 met hisB leuB hsdR J.F.Friesen
GY883 pro /pGV1106//pJB3JL/

GY94O JF1754 /pKK2/

GY9h2 JF1754 /pKK2//pIB3JL/

R,meliloti 41

AK631 vad tipus Kondorosi A.
GY887 AK631/pJB3J1//pKK1//pKK2/
KK1 AK631 /pKK1/
KK2 AK631 /pKK2/
GY888 AK631/pJB3JI//pKKLl/
Plazmidok Jellemzdk Eredet/Hivatkozis
PGV1106 IncW, Km'/Gml Sm'/Sph /8/ J.Leemans
pJB3JI IncPl Cma’ TcR /86/ J.E.Beringer
pKK1 IncW Kmt/Gm® Smh/Sph
pEK2 " n "
RP4 IncPl Km'Tchaph /88/
pBR322 TcRApR /89/
p65 pBR322- R.m.41 13Kb BamHI

fragment Banfalvi Zs.
R, meliloti 41 fégok Jellemzdk Eredet/Hivatkozéis
16-3 tis ctis /90/
11 mérsékelt,stabil lizogén 2/ Sik T.

nincs
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L/. Baktérium torzsek tdrolédsa, nivesztése, kereszitezése

A baktérium torzseket 20%-o0s /v/v/ glicerinben, =-20C°-
on tAroltuk, majd tisztitdsuk és Gjraellendrzésiik utdn egy
teleprdl inokuldlva 34 C®-on razatva novesztettiik.

A baktérium torzsek keresztezését szilard komplett
t4dptalajon végeztiik. Ejszakidn 4t novesztett kultarikbdl,
a donorbdél és recipiensbdl 0,1-0,1 ml-t cseppentettiink egymist
kovetden egymidsra TA agar lemezekre és 34 c®-on éjszakan At
novesztettiike A felndtt baktériumpizsitot 5 ml 0.9% NaCl ol-
datban felszuszpendidltuk, majd a konjugdcidés elegy megfele-

13 higitésait szelektiv lemezekre szélesztettiik.

5/« Agar6éz gélelektroforézis

A DNS-ket és DNS fragmenteket méret szerint 0.7-1.5%
agardéz géleken végzett elektroforézissel vidlasztottuk el
horizontdlis elektroforézis késziilékekben. Az agardéz gélelektro-
forézishez TEA /4OmM Tris.acetat /pH 8.05/, 20mM Na-acetit,
1mM EDTA / puffert hasznidltunk, A DNS mintdkat O.l térfogat
festékoldattal /50% szaharéz, 0.2M EDTA, 0,02% brémfenolkék/
kiegészitve vittilkk gélre, majd az elektroforézist 3-4 6ran
At 80 V/80mA-rel vagy éjszakdn 4t 12-20 V/mA-rel végeztiik.
Molekulasiily standardként HindIII emésztett ACI 857 f4g DNS-t

haszniltunk,

6/. Restrikcibés_endonukleidz emésztés, Th-ligiz reakcif,

alkalikus foszfatiz kgzelés

a/. A restrikciés endonukledzokkal végzett emésztések
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reakcidelegyeit az emésztett DNS mennyiségének illetve az
adott enzimoldat toménységének megfelellen Allitottuk Ossze,
/ Egy egység restrikciés endonukleiz 1 éra alatt, 37CC-on

1l pg a DNS-t képes megemészteni., Toménység alatt az enzim

1 pl-ére es8 egységek mennyiségét értjilkk./ Az egyes enzimek-
re a kovetkezd puffereket haszniltuk:

1/. BamHI,EcoRI, Sall, XbaI, XhoI: 50mM Tris.HCl/pH 7.5/,
10mM MgCl,, 150mM NaCl, lmM dithiotrAtbal/DIT/ /H-puffer/

2/. Pstl,HindIII: 10mM Tris.HCl /pH7.5/, 10mM MgCl,_, 50mM

2’
NaCl, 1lmM DIT /M-puffer/

3/. Kpnl,Bglll, HpaI: 10mM Tris.HC1l /pH7.5/, 10mM MgCl,,

lmM DTT /L-puffer/

b/ . A DNS 5'’-foszfdt és 3'~OH csoportjait foszfodiészter
kotéssé lighladsdhoz T4 f4g DNS lighzt haszndltunk, A ligh-
l4dsokhoz az endonukleidz kezelést kivetden a restrikciéds
enzimet hdinaktivAltuk /67 Co, 10 perc/ vagy fenol, fenol:
kloroform:i-amilalkohol /25:24 :1/ kirdzdssal tisztitottuk

a DNS-t, majd 0.3M Na-acetit jelenlétében 0,6-1.0 térfogat
i-propanollal /30 perc, szobahdn/ vagy 2-2.5 térf., etanollal
/=70 Co, 5=15 perc/ precipitdltuk, A feloldott DNS mintékat
50mM Tris.HCl1l /pH7.4/, 5mM Mg012, 1mM DTT és O.1lmM ATP
pufferben 0.2-10 egység Th-lighzzal 13-14.5 C%-on &jszakén
4t ligdltuk, rendszerint 20 ul térfogatban.

c/. A lighlds sordn a DNS-ek sajdt cirkularizicié jénak
megakadidlyozédsa céljabdél a vektor plazmid DNS-ek 5’-végei-
r3l a foszf4at csoportot alkalikus foszfatdzzal tidvolitottuk
el, a DNS-t 10mM Tris.HCl /pH9.0/, 10mM MgCl,, lmM ZnCl,,
10mM spermidin pufferben 37 c®-on 30-60 percig marha intestin
foszfatizzal., Egyes esetekben a foszfatdz reakcidt két 1é-~

pésben végeztiik, 15 perc emésztés utin Gjabb aliquot enzimmel
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a DNS-t 56 Cc%on Gijabb 15 percig emésztettiik, majd fenol,

fenol~kloroform extrakcidéval tisztitottuk és kicsaptuk.,

7/. Plazmid_izoldlisi mdédszerek

a/. A pGV11l06 és szArmazékainak izoldldsdhoz 1 1 komplett
taApfolyadékon megfeleld antibiotikum /Km és Sm/ jelenlétében
noévesztett se jteket centrifugéltpk, majd a plazmidokat Birn-
boim és Doly/91/ alkalikus lizisen alapulé plazmidtisztitési
mbédszerének mbédositott vAltozata szerint prepariltuk,

A sejteket 30ml 50mM Tris.HC1 /pH 8.0/, 10mM EDTA, 50mM
glikéz, 2mg/ml lizozim /TEG/ pufferben szuszpenddltuk és 30
percig jégen &4llni hagytuk. A képzddott szferoplasztokat

60 ml 0.2N NaOH, 1% SDS oldattal lizaltuk / O C°, 5 perc/,

a kromoszémAlis DNS denaturiltuk, A denaturilt DNS-t és a

fehér jék egy részét 45 ml 3M Na-acetat /pH 4.8/ adadsival

1 6rédn 4t jégen precipitdltuk, majd a csapadékot centrifu-

g4dlassal eltdvolitottuk-/ Sorwall RC5, GS3 rotor, 9000 rpm,

30 perc, O C°/. A plazmidtartalmi feliiltszéhoz 0.5 térfogat

TE pufferrel telitett fenolt adtunk, majd a vizes fAzist

0.5 térfogat kloroform:i-amilalkohol /24 :1/ addsdval szét-

valasztottuk a fenolos fazistol, A vizes fAzist ismételten

kirdztuk kloroform:i-amilalkohol keverékével O C°-on, majd

a plazmidtartalmi vizes f4zist rovid centrifugdléds utén

Osszegyiijtottiik és a DNS-t egyenld térfogati i-propanollal

/30 perc, =20 c®/ xicsaptuk. A DNS csapadékot centrifugfl-

tuk / Sorwall GS3 rotor, 8000 rpm, 20 perc, O C°%/, ma jd

a csapadékot etanollal mostuk és szAritottuk.

A DNS csapadékot 23.5 ml TE /50mM Tris.HC1l /pH 8.0/,



20mM EDTA/ pufferben oldottuk, 2Ug cézium klorid és 1l.5ml
/10mg/ml/ etidium bromid addsa utidn az esetleg megjelend
csapadékot centrifugilissal eltavolitottuk, A felililuszét
Sorwall TV 850 vertikélis rotorban 40 Krpm-mel cemtrifugil-
tuk 15 Cc%on. A kialakulé /20 6ra/ CaCl-etidium bromid
siiriiségi egyemnsilyi gradiensrdl a plazmid,linedristél Jél
elkiil6niild un, supercoiled /cirkulirisan, kovalensen zart/
formid jAt tartalmazé DNS sivot leszivtuk, majd /Sorwal TV
865 vertikédlis rotorban, 48 Krpm-mel, 15 C%-om 12 6éraig/
ujabb gridiensen tisztitottuk, Az Usszegylijtott tisztitott
plazmid DNS-b3l az etidium bromidot egymist kovetd 20 x SSC-
vel telitett i-~amilalkoholos extrakcidkkal eltavolitottuk.
A DNS oldatot ezutdn vizzel kétszeres térfogatra higitottuk,
majd 0.3M Na-acetit jelenlétében a DNS-t 0,6 térfogat i-pro-
panollal kicsaptuk. MAs esetekben a DNS oldatbdél a cézium
kloridot 10mM Tris.HC1l /pH7.5/, 10mM NaCl, 1mM EDTA puffer-
rel szembeni dializissel tAvolitottuk el,

b/. A plazmidszirmazékok gyors tesztjét 1l.5ml baktérium-
tenyészetbdl a fenti eljAridshoz hasonléan, lényegében
Birnboim és Doly /91/ szerint végeztiik, Roviden: az 1l,.5ml
tenyészetbdl lecentrifugdlt baktériumokat 100 ml TEG oldat-
ban 5 mg/ml lizozimmel kezeltiik /O C°, 5 perc/, majd 200 nl
0.2N NaOH, 1% SDS oldattal liz&ltuk /0 C°, 5 perc/. A liza-
tumot 150 ul 3M Na-acetattal /pH 4.8/ neutralizdltuk, 1 Orat
Jégen Allni hagytuk, mejd centrifugdltuk., A feliiliszébél a
DNS-t 1 ml 95%-0s etanollal /-20 C°, 30 perc/ kicsaptuk,
centrifugidltuk, a csapadékot 100 ul 50mM Tris.HC1l /pH 8.0/,
O.1 M Na-acetidt pufferben feloldottuk, majd 250 pl 95%-os

etanollal /5 perc, =20 C°/ ismét kicsaptuk. Ezt a 1épést

a DNS Gijboli centrifugilésa utdn megismételtiik, majd a DNS

24
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csapadékot szAritottuk és 30-40 nl 80 ug/ml RN-4zt tartal-
mazd desztillalt vizben vettiik fel és kozvetleniil hasznil-

tuk endonukleAz emésztésekhez éselektroforézishez.

8/. A Rhizobium meliloti 41 ll-es f4g DNS-ének tisztitasa

A R.m, 41 ll-es fadgjit Sik-szerint /87/ dusitottuk és
tisztitottuk 1lépcsds és folytonos CsCl siir{iségi gradiensen,
A cézium kloridtél dializalt tomény /1072-1013 rag/ml/ fae-
szuszpenzidét 50mM Tris.HC1l /pH8.0/, O0.1M EDTA, O.,1M NaCl
pufferrel telitett fenollal extrahdltuk 6vatosan és az ex-
trakciét kétszer megismételtiik, A f4g DNS~-t 10mM Tris  ,HC1l
/pH 7.5/, 10mM NaCl, 1mM EDTA pufferrel szemben dializiltuk,
majd a DNS koncentricidjanak spektrofotométeren valé meghati-

rozasa utdn / OD 1.0 = 50 pg/ml kettds 8zAlt DNS/ a f4g

260
DNS megfeleld higitdsait haszndltuk transzfekcidés kisérlete~

inkben,

9/, A Rhizobium meliloti 41 transzfekciéjénak és_transz-

A Rhizobium meliloti 41 un."kompakt" vAltozatdt /AK631/
200 ml 0,3M szaharéz tartalmi TA tApfolyadékban éjszakdn At

névesztettiik, majd 1:20 higitast kivetden /0D540= 0.05/

8

-6 6r4at novesztettiik 6-8 x 10~ sejt/ml /OD_, = 0.5/ denzi-

540
tadsig. A tenyészetet lehiitsttiik és a sejteket centrifugilés-
sal Osszegylijtottiik / Janetzky K23, 4000 rpm, O c®, 10 perc/,
majd 20 ml 100mM MgCl2 oldatban felszuszpendidltuk és 10
percig jégen inkubdltuk., A sejteket ezt kivetden ismét le-

centrifugdltuk, 2 ml 0,15 M CaCl, oldatban szuszpenddltuk.

2
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30 perc jégen vald inkubldcidé utédn a baktériumszuszpenzid
0.2 ml-éhez 0.1 ml 0.15M CaCl,: 1 x SSC /i :3/ oldatban 1-1.5
pg plazmid vagy f4g DNS-t adtunk &s 60 percig Jégoﬁ inkubil-
tuk, A sejteket ezutan 1.5 percig 40 Cc%-0s h8sokkal kezeltiik,
majd a hdsokkot kovetden 30 percig ismét jégen Allni hagytuk,
FAg DNS-sel végzett transzfekcidénidl ezutin az elegybil
0.,1-0.1 ml-eket 2ml TA O,7%-0s fed3agarban TA agarra leme-
zeltiik, majd 24 6ra utidn meghatiroztuk a megjelend infektiv
centrumok szémat,

Plazmid DNS-sel végzett transzformicid esetén a transz-
formicidés elegyet 2ml TA t4ptalajjal higitottuk és a plaz-
mid kédolta antibiotikum rezisztenciagének fenotipikus
expresszibjanak eldsegitése céljdbél 2 b6riig 34 C%on rézat-
tuk, Ezutdn a se jteket centrifugdltuk, 0.5 ml TA taptalaj-
ban szuszpenddltuk és 0,1-0.1 ml-enként GTA vagy TA lemezek-
re szélesztettiik, melyek 200 pg/ml kanamicin és streptomi-
cin szulfdtot tartalmaztak. A lemezeket 3 napig 34 c®~on

inkub4dltuk, majd meghatAroztuk a kinovd telepek szimAt.

10/, E,coli transzformicié

E.coli kompetens se jtek transzformiciéjat a fentiekhez
hasonldéan Mandel és Higa-féle /67/ transzformicidé mdédositott
valtozataval végeztiil.

Az éjszakdn 4t ndtt JF 1754 sejteket 1:20 ardnyban higi-

8

tottuk, OD = 0,5 = 4=~5 x 10~ sejt/ml denzitdsig novesz-

540
tettiik. 80 ml kultardbdél rovid centrifugdlbssal Osszegyiij-

tott sejteket 20mi 0,1M Mg012 oldatban /O Co-on/ szuszpen-
d4ltuk, 5ml-enként vékonyfald iiveg centrifugacsdvekben is-

mét centrifugdltuk, majd 1 ml O C%-0s Ca.(),‘]_2 oldatban szusz-—
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penddltuk és minimum 1 érét /max. 24 é6rdt/ jégen A41llni hagy-
tuk. A DNS-t 0.5 ml O.1M CaCl, : 1 x SSC /4 :3/ oldatban ad-
tuk a sejtekhez, majd 1 6ra O C°-on valé inkubdlds utdn 42
Cc%on a se jteket 2,5 percig hdsokkoltuk, A hdsokk utin az
elegyet azonnal lehf{itottiik jégen és 5-10 percig Allni hagytuk.
A sejteket 5 ml TA t4dptalajjal higitottuk, 37 C%-on 2
6rat rdzatds mellett inkubidltuk, ?aJd centrifugdltuk és 0.5
ml friss TA médiumban szuszpenddltuk., Szelektiv lemezekre
0.1-0.1 ml sejtszuszpenzidt szélesztettiink és a lemezeket

a kolénidk megjelenéséig /12-14 é6ra/ 37 C°-on inkub&ltuk,

11/. Novényi teszi

A Rhizobium meliloti 41 tdrzsek effektivitAsinak
vizsgilatihoz a névényi tesztet /85/-szerint steril lucerna
novényekkel végeztiik. A lucerna magokat 10 percig 96%-os
etanolban, 3 percig 0.2%-os HgCl, oldatban sterileztiik,
majd desztilldlt vizzel hAromszor mostuk, A vizes mosiast tobb-
szdr, intenziv rdzissal megismételtiik. A magokat 12.5%-o0s
Na-hipoklorit /Hypo/ oldattal 3 percig utésterileztiik, majd
5-8-szor desztillilt vizzel mostuk és ezutdn 0.,8%-o0s vizes
agaron sotétben csirdztattuk, A 2-3 napos csirandvényeket
Gilhson ferde agart tartalmazd kémcsdvekbe vittiikk 4t 6&s
éjszakadn At TA t4pfolyadékon ndtt, Gibson tAptalajjal mosott,
abban készitett 1 x lO8 sejt /ml denzitdsi Rhizobiummal
fertdztilk, Egy-egy baktérium torzs tesztjéhez 5-5 novényt
haszniltunk., A ndvényeket iiveghidzban 23-28 Cc%-on neveltiik
napi 16 6r4s megvildgitis mellett. 8 hét utdn megszamoltuk
a megjelend giimdket a vad , KKl,és”kiE?&hizobium torzsekkel

fertdzott lucermékon., Kontrollk%nt Epmufert6zatt novényt
- -

N -
N .
—
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hasznidltunk, A Rhizobium torzsek effektivitdsat leegyszerii-
sitve értékeltiik a novények fe jlettségét /zold levelek szima,
névény magassiga/ alapul véve, mivel kisérleteinkbdl levo-
nandé kovetkeztetések nem tették sziikségessé az effektivitast
pontosan jellemzd szirazsuly és acetilén-redukcid értékek

meghatiarozasat.

12/. DNS_jelslése nick-transzléléssal

Eppendorf centrifugacsében etanolos oldatbdl lesziri-
tott 20-50 pCi &-/P32/dATP-t /spec.akt. 1500-2000 Ci/mmé6l/
11,5 pl, a jelolendd DNS-t taréalmazé desztillilt vizben ol-
dottunk fel., A reakcidelegy elkészitéséhez 2 pnl 10 x koncent-
r4dlt nick-transzléciés puffert / 0.5M Tris.HC1l /pH 7.4/,
0.1M MgCl,, 10mM DTT, 500 pg/ml marha szérum albumin/,

2-2 a1l 0,25mM 4TTP, d4ACTP és dGTP oldatot, valamint 0,5 ul
/1-4 egység/ E.coli DNS polimeraz I /Klenow fragment/ enzi-
met mértink Sssze. A reakcibdelegyet 15 C°-on 60 percig in-
kubdltuk, majd a reakciét 25mM EDTA-val ledllitottuk. A
Jjelolt DNS~-t a beépiiletlen szabad dr/PBa/dATP-t6l Sephadex
G-50/Superfine/ oszlopon vAlasztottuk el 50mM Tris,HCl /pH
8.0/, 10mM EDTA, O,5M NaCl, 0,.1% SDS puffert hasznilva, majd
a tisztitott, jelolt DNS prébAt tartalmazd oldatot 100 C°-

on 10 percig inkubAdltuk a -DNS denaturidlidsa céljabdl.

13/. Koléniahibridizicié

a/. A koldéniahibridiziciét lényegében Gruinstein és Hogness
mbédszere szerint végeztiik./92/ A baktérium koldénidkat par-

huzamosan, azonos elrendezésben, két-két TA lemezre helye-
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zott steril nitrocelluléz filteren novesztettiik fel,

A hibridizdléshoz az egyik filteren 1é6v3 koldénidk DNS-ét
O.5N NaOH, 1.5M NaCl oldattal 5 percig denmaturdltuk, majd

a ldgot 0,.5M Tris.HC1l /pH 7.0/, 1.5M NaCl oldattal kétszeri
csege mellett / 2x5 perc/ neutralizidltuk. A denmaturalt
baktérium / plazmid / DNS-t 80 C°-on vAkumszekrényben 2-3
6rds inkubAléssal irreverzibilisen a nitrocellwlédéz filterre
kotottiik, A mAsik filtert hordozé torzs lemezt a hibridizi-
cié eredményének értékeléséig 4 C%-on téroltuk.

b/. El3hibridizélés

Az el3hibridizdcidés oldattal nedvesitett filtereket
plasztik féliazsAkokba forrasztottuk és a 7-~8 ml eldhibri-
dizAcidés oldattal / 50% formamid, 50mM NaH, PO, /pH 7.0/,
200 pg/ml denaturdlt borja timusz DNS, 50 pg/ml E.coli DNS
/denaturalt/, 3 x SSC, 0,1% Ficoll /400,000/, 0.1% polivi-
nilpirrolidon /PVP 360.000/, 0.1% marha szérum albumin/
42 C%°-on 6 6r4t inkubdltuk, /1 x SSC = 0,15M NaCl, 0,015M
Na-citrat /pH 7.0//
c¢/. Hibridizécid

A nick-transzldcibéval jelslt, frissen denaturdlt DNS

prébAt 10ml hibridizdcids elegyben /50% formamid, 5O0mM NaH, PO, ,
3 x SSC, 0,2% Ficoll, 0,.2% PVP, 0,2% marha szérum albumin
/BSA/ 200 ng/ml borji timusz DNS /denaturialt/, 0.1 g/ml
dextran szulfAt/ az eldhibridizilt filterekre mértiik, majd
42 C°-on 24 ér4t inkubdltuk. A hibridizdlds utén a filtere-
ket 2 x SSC, 0.1% SDS oldattal mostuk 4-6-szori csere mel-
lett 67 c®-on 30 perces id&tartamokkal, majd 0.1l% SDS, O.l x
SSC oldattal kétszer 30 percig. Ezutdn a filtereket rivid

ideig vAkumban szAritottuk., Az autoradiogradfidhoz Forte XR
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illetve Kodak X-OMAT R rontgen filmet hasznidltunk, 10-16
éra, =20 c® expozicidé utdn az autoradiografiids filmen
feketedést mutatd, pozitiv hibridizidldsi eredményt add
koldénidkat a kontroll, torzs lemezen azonositottuk és hasz-

naltuk toviAbbi analizisre.
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EREDMENYEK

1/. Transzfekcids rendszer kidolgozidsa Rhizobium meliloti
hl-re

A Rhizobium meliloti 41 kompetenssé tételének alapja
az volt, hogy a sejteket 0.3M szahardézzal kiegészitett
komplett tAptalajban ndvesztettiik. Ebben a t4dpfolyadékban
eldnovesztve a Rhizobium meliloti A4l-et jé hatdsfokkal tud-
tuk protoplaszttd alakitani kordbbi protoplaszt transzfor-
macidés eldkisérleteinkben.,

Kisérleteink soréan a Rhizobium meliloti 41 egy kom-
pakt vAltozat4dt hasznAdltuk recipiensként, mivel ez a vad
tipusii Rhizobium meliloti 41-nél kevesebb poliszaharidot
termel, Ilyen kompakt szerkezetii baktérium telep barmely
mutdns vagy vad tipusti Rhizobium szélesztése sordn izolil-
haté.

A 0,3M szaharéz ozmétikumban eldnodvesztett Rhizobium
meliloti 41l-et a Mandel és Higa 4ltal /67/ E. colira plaz-

2+ kezelés kisebb médositasaval

mid DNS-sel leirt Mg>' &s Ca
tudtuk bizonyos mértékig kompetenssé tenni R.m.41 fag DNS
felvételére,

A l1ll-es fAg a Rhizobium meliloti 41 temperilt fégja,
DNS~e 41 Mdalton mélstilyii. Mérsékelt karaktere ellenére
nem képez stabil lizogéneket, Ezzel a f4g DNS-sel sikeriilt
elfogadhatd transzfekcibds gyakorisag értéket elérni,

Az alkalmazott mbédszer egyes lépéseinek vizsghlatat
a kovetkezd kérdésekre valaszt keresve végeztiik el:

- A transzfekcidés réta a Rhizobium meliloti 41 novekedé-
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sének melyik fAzisAban a legmagasabb

- A Mga+ ionok jelenléte mennyiben sziikséges s sikeres
transzfekcidhoz
- a transzfekcids gyakorisig értéket a Caz* koncentracid

hogyan befolyéasolja
- hogyan fiigg a transzfekcids gyakorisig a ll-es fag
DNS transzfekcids elegybeni koncentricidjatédl

- sziikséges~e a hésokk a sikeres transzfekciodhoz.

i.1. A Rhizobium meliloti 41 se jtek kompetencia édllapoté-

A kisérlet sordn egy telepr8l inditott baktériumte-
nyészetbdl a log fAzis kezdetétdl a stacioner fazisig
kiilonboz8 se jtdenzitds értékeknédl mintit véve, konstans
se jtszAmi transzfekcibés elegyeket eldAllitva transzfekcidbt

végeztiink 0,1M CaCl 0.1M Mg012 kezelést kovetd 1 Oras

2 ?
DNS-se jt inkubicidét, majd 2 perc 42 c® n&sokkot alkalmazva.,
A Rhizobium meliloti 4l-re elizetesen elkészitett novekedési,

valamint OD - sejtszém Ssszefiiggések gorbéirdl leolvasott

540
értékek alapjan konstans /pl.: 5 x 10° sejt/ml/ sejtszamot
tartalmazé kultirit centrifugdltunk le a kisérlet mintidiként
és ugyanakkor a mintdkban meghatAroztuk az élése jtszAmot.
Kisérletiink eredményeként azt taldltuk, hogy a legked-
vez3bb kompetencia 4llapotot a Rhizobium meliloti 41
korilményeink kozdtt 6-8.5 x 108 sejt/ml denzitissal jelle-
mezhet$ logaritmikus novekedési fAzisban éri el. /Ez az

oD = 0.,35~0,5 értékeknek felel meg.//l.4bra/

540
A sikeres transzfekcidhoz, f4g DNS felvételhez elenged-
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A Rhizobium meliloti 41 kompetencia valtozasa
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Transzfekcios gyakorisag

A Rhizobium meliloti 41 sejtek kompetencia 4lla-
potédnak vizsgdlata., Az Abridn a sejt denzitis /sejt-
szédm/ml/ és extinkcid /OD540/ értékek megfelelteté-
sét tiintettilkk fel az abszcisszin, mig az ordinidtén
a transzfekcid kivAlasztott A4llandé koriilményei
mellett a sejtdenzitidstdl fiiggd transzfekcids gya-
korisag értékeket Abrazoltuk, /Allandd Osszse jtszam
mellett 1 pg ll-es fag DNS hasznilatakor kapott

infektiv cemntrumok széma/
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hetetleniil szﬁkséges a 0,3M szahardéz ozmétikumban torténd
eléndvesztés. A komplett tAptalaj szahardz kiegészités nél-
kil nem alkalmas a tenyészetek transzfekcidéhoz vald kondi-
ciondlédsira, E feltétel betartiasa nélkiil végzett kontroll
transzfekcidés kisérleteinkben, 7 x 108 sejt/ml vidlasztott
eldnovesztési sejtdenzitadsndl egyetlen plakkot sem kaptunk,
A legjobb eredményeket akkor értiik el, ha éjjelen At novesz-
tett baktérium tenyészetet 1:20 ardnyban visszahigitottunk
friss O0.,3M szaharézt tartalmazdé TA t4ptalajban és 2-3 .
generéciés iddnek megfeleld L4-6 6r4t rézattuk 34 C%-on.

Igy biztosithaté volt fiatal, némileg szinkron /6-9 x lO8
sejt/ml/ DNS felvételre reprodukdlhatdédan alkalmas kompetens

tenyészet,

és Ca2+ ionok hatésa a transzfekcié gyakoriségira

a/e. Az eldkezelésben alkalmazott MgCl2 kezelés hatisat

vizsghdlva meghdllapitottuk, hogy a MgClz-os mosis elengedhe-

2+

tetleniil sziikséges a sikeres transzfekcidhoz. Mg ionok

Jelenléte mnélkiil a transzfekcids gyakorisig a spontén

)

transzfekcids gyakorisdg értékére /.’I.O"l plakk/ng DNS adott

se jtdenzitidsndl/ csdkken. A mosésnil alkalmazott O-500mM
MgCl2 koncentriciésorozat /50mM-os lépcsdnként felfelé halad-
va/ az 50-150mM tartomidnyban kézel azonos transzfekcids

gyakorisdg értékeket adott,

2+

b/ e A Ca”™" ionkoncentriacidé hatdsdt 10-500mM tartomAnyban

vizsgaltuk, 10,25,50,100,150,200,250,300 és 500mM lépcsdket

8

hasznilva, A 6-8 x 10° sejt/ml /OD = O0,4-0.,5/ denzitésig

540
novesztett tenyészetekbdl a sejteket 100mM Mg012 moséds utén
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0.1 térfogatnyi kiilonboz8 koncentricibju CaCl2 oldatban
inkub4dltuk 30 percig O Co-on. A legmagasabb transzfekciéds
gyakorisigot 150mM CaC12 alkalmazidsa mellett lehetett elér-

ni, 200mM CaCl,_ koncentricidé felett a transzfekcids gyakori-

2

sdg értéke fokozatosan csdkkent, CaCl2 kezelés nélkiil a

transzfekcids rata két nagységrenddel csokkent. /2.4bra/

1.,3. A _DNS koncentrdcid_vhltozésa és_a_ transzfekcids

gyakorishg kozotti_ Osszefiiggés vizsghlata

A telitési DNS koncentricidé meghatérozidsira 0,1-1.5
png ll-es f4g DNS / transzfekciés elegy /0.33~5.0 pg/ml/
tartomdnyban készitett higitdsi sorozattal végeztiink
transzfekcidt Ggy, hogy a transzfekcibdhoz a kompetens
sejteket az e18z8 kisérletekben megidllapitott denzitasi
értékig novesztettilk, A kompetens sejteket 100mM O C°-os
Mg012 oldattal mostuk, majd 150mM CaCl2 jelenlétében
30 percig 0 ¢%-on inkubdltuk, Ezt kovetden a sejteket kiilon-
boz8% mennyiségii ll-es fAg DNS-sel inkubadltuk, azonos tér-
fogatban /0.3 ml/, 1 6rdig O C°-on, 42 C%-on 2 percig
hdsokkoltuk, majd 15 percig O C%-on inkubiltuk,

A DNS koncentricié transzfekcibs gyakorisig OUsszefiiggés
telitési gorbéjének érintéje a O.4 pg DNS / transzfekcids
elegy /1.33 ng/ml ll-es f4g DNS- kompetens sejt elegy/
értéket hatidrozta meg. E feletti DNS mennyiség hasznidlata-
kor a transzfekcids gyakorisig lényegébon nem emelkedett,
Kovetkezésképpen a kordbbi kisérletekben alkalmazott
1 pg DNS-sel kapott transzfekcidés gyakorisig értékek mir

a telitési tartomAnynak feleltek meg. /3.4bra/
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3. 4bra A transzfekcids gyakorisidg vAltozdsa a DNS
koncentricidé fiiggvényében. A vizszintes tengelyen
a transzfekcids elegyhez adott DNS mennyiségét,
a fiiggdleges tengelyen a kapott transzfekcids

gyakorisag értékeket tiintettiik fel,



A 3.Abra telitési gorbéjém feltiintetett értékek
egyetlen DNS készitménnyel nyert parhuzamos kisérletek
adatait reprezentiljdk., Tapasztalataink szerint az elérhetd
transzfekcids gyakorisdg értékek, mAsszdéval a telitési DNS
koncentriacidé értékek, nagymértékben fiiggenek a DNS prepari-
tumok mingdségétdl is.

A transzfekcibs gyakorisig értéke kiilonbszd mérdszimok-
kal adhaté meg. Igy példidul esetiinkben a fagekvivalens DNS
értékre megadott transzfekcidés gyakorisig /= infektiv cent-
rumok széma/ fagekvivalens DNS/ 10-8, az Osszse jtszAmra
vonatkoztatott transzfekcids gyakorisidg értéke /= infektiv
centrumok szAma/ 0ssz se jtszam/ 10-7, mig az egységnyi
mennyiségii transzfekt4lé DNS-re mégadott transzfekcidés gya-
korisdg /= infektiv centrumok széma/ pg DNS/ értéke 1-5 x 103

fdg/ ng ll-es f4g DNS értéknek felel meg.

1.4, A hdsokk hatdsa a_ transzfekcids gyakorishgra

A hdsokk-hatds vizsgdlatdnil a transzfekcids elegyben
5 x 109 sejtet inkubdltunk, az eldkezelési k6rﬁlmén§ok
meghatArozott optimidlis értékei mellett, 1 mg ll-es fag
DNS-sel 1 6rédig O Co-on, majd a sejteket 1-3 percig 38,
40 és 42 C%-on h&kezeltiik, A hdkezelést kovetden a mintdkat
azonnal lehiitottiik és tovabbi 30 percig jégen inkubdltuk.
A relative legmagasabb transzfekcidés gyakorisdg illetve
infektiv centrum sz4m értéket a 40 C°-on 1.5 percig tartd
hékezelés esetében kaptuk. /4.4bra/ A h&sokk nélkiili, O C°-
on tartott kontrollhoz viszonyitva 2-3-szoros nivekedést

kaptunk az infektiv centrumok szAmAdban a 40 c%-on végzett
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H&kezelés hatdsa a transzfekciora

Infektiv )
centrumok szama

10001

idd (perc)

A h8kezelés idStartamidnak és az alkalmazott
hémérséklet hatdsédnak vizsgilata az infektiv
centrumok szamanak alakuldsara , Az abszcisszin a
kiilonb6z8 hémérsékleten végzett hékezelések idétar-
tamat, az ordindtédn az infektiv centrumok szimit

tintettik fel.



hésokkot kovetSen. 42 C%-on végzett hésokk az infektiv
centrumok szaminak drasztikus csokkenését eredményezi

2 perc iddtartamot kovetden. Osszefoglalva a kapott eredmé-
nyeket megdllapithat juk, hogy a h&sokk nem sziikséges abszo-
14t médon a transzfekcidhoz, de alkalmazidsa kedvezd mbédon

befolyasolhatja a tramnszfekcids gyakorisag értékét.

1.5. A _transzfekcidt kivetd féhgszaporodés kinetika janak

vizsgalata

Adataink megerdsitésére és a transzfekcids mbébdszerrel
elért eredmények tovabbi bizonyitidsa céljabdél ellendriz-
tiik, hogy a DNS felvételi l1lépést kovetd 30 perces O c®-os
inkubdcié illetve a koradbbi 60 perces inkubicid alatt
rendszeriinkben nem torténik figszaporodas. A transzfekci-
6s folyamat 90 percig tartd kiilonbozd lépései utdn a se j-
teket tovAbbi 210 percig 5ml TA tapfolyadékban 34 c®-on
rdzattuk, 30 perces iddkozonként mintdt vettiink és meghaté-
roztuk e mintdk figtiterét. Fagtermelddést csak a DNS-sel
valdé inkubidcié utédn tudtunk kimutatni. A h8sokk uténi
120 perces iddtartam utdn a fagtiter emelkedni kezd, majd
180 percnél éri el a fig kiszabadulidsra /burst-ra/ jellemzd
értéket. /5.4bra/ A O, percben / a h8sokk utdn lehiitott,

tdptalajjal még nem vagy mar higitott se jtszuszpenzibdbdl/

vett minta szolgidlt kontrollkémt. TovAbbi kontrollként ellen-

Sriztik:
- hogy a DN-é4zzal kezelt f4g DNS-sel a transzfekcids gyako-

risdg értéke O
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5, Abra Az Abra a transzfekcidét kovetd fhgszaporodas
folyamatidt mutatja. A vizszintes tengelyen a
hésokkot kovetd taptalajban vald inkubdlids idé-
tartamidt, a fiiggbleges tengelyen a plakkszamot

tintettiik fel,
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és az alkalmazott oldatok fagmentesek

- hasonléan ellendriztiik minden transzfekcidés kisérlet kez-
dete el8tt, hogy a hasznialt baktériumtenyészetek figmente-
sek

- a hasznilt R.m.4l-et mAs figokkal megcseppentve ellendriz-
tiik és minden esetben a baktériumtenyészeteket egy telepbdl

inditottuk,

A vad tipusi, sok poliszaharidot termeld Rhizobium me-
liloti bl-el a fentiekben leirt koriilmények kozott végzett
transzfekcids kisérletek negativ eredményt adtak. Az R,
meliloti 41 mAsik Altalunk hasznidlt fdgjanak, a 16-3 fagnak
tisztitott DNS-ével is hasonld transzfekcids kisérleteket
végeztiink, A transzfekcids gyakorisig értékek a stabil
lizogén képzd 16=-3 f4g DNS-sel egy nagysidgrenddel elmarad-
tak a kontroll ll-es figgal kapott értékektdl. A transzfek-

cidé folyamatidnak Osszefoglaldsat a 6. 4bra mutatja.

2., Rhizobium meliloti 41 transzforméciéja plazmid DNS-sel

A ll-es f&g DNS-sel kidolgozott transzfekcibés mbédszert
tobbféle plazmid DNS-sel is kiprébdltuk, Igy E. colibdl
tisztitott RP4 plazmid DNS-sel illetve pBR322 plazmiddal
is megprébidltuk a Rhizobium meliloti 4l-et transzformilni.
/El8kisérleteink ide jén még nem 411t rendelkezésiinkre
adat arrél, hogy a ColEl replikonnal rendelkezd plazmidok,
mint a pBR322 is, képesek~-e replikAlédni R.meliloti Ll-ben

és csak kés6bb vaAlt nyilvAnvaldéva, hogy a pBR322 nem rep-



Rhizobium meliloti 41 transzfekcioja

Torzs: AK 631 kompakt Rm 41

Eldénévesztes: 0,3M szahardz tartalml komplett taptalajon

Q 4000rpm  20perc  0°C

Mosds 100mM MgCl, 0°C

O 4000rpm  20perc 0°C

reszuszpendalas 150 mM CaCl g tf.
30perc  0°C
0,2ml bakterium sejt
0,1:1-1 DNS (0,15M CaCl,:SSC =4:3)
60perc 0°C
Hosokk 1,5perc 40°C

30perc 0°C

Infektiv centrumok meghatarozasa

6 .4bra A Rhizobium meliloti 41 ll-es és 16-3 fag DNS-ével

végzett transzfekcid lépéseinek osszefoglalésa
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1ikAlédik Rhizobiumban./ A transzformAcidé mindkét esetben
negativ eredményt adott.
Mivel a Rhizobium meliloti 41-et az alkalmazott el&-

2+ kezeléssel alkalmassi

novesztési koriilmények és Mg2+, Ca
tudtuk temni ll-es f4g DNS felvételére, feltételeztiik, hogy

az RP4 DNS-sel végzett transzformicid sikertelenségének oka

1/. Rhizobium meliloti 4l-ben miik6dd restrikcidés /modifi-

kacibés/ rendszer jelenléte és/vagy

2/. mnem megfeleld méretli vagy tulajdonsidgi plazmid DNS al-

kalmazisa lehet,

A feltételezett hibdk kikiiszobilése céljabdl egy olyan
plazmid DNS transzformacidéjdval prébadlkoztunk, melyet a
széles gazdaspecifitdst, W inkompatibilitidsi csoportba tar-
tozd, tobb Gram negativ baktériumban replikidlédni képes
Sa-plazmidbdl 4llitottak e18./8/ Az Sa plazmid négyféle
antibiotikum rezisztenciagént / kloramfenikol, szulfonamid,
streptomicin/spektinomicin, kanamicin/gentamicin / hordoz
és 6n4alléd konjughcidéra képes /trat/. A Rhizobium melilotiba
bevihetd és fenntarthaté. /Kondorosi A., szébeli k&zlés/
Az Sa plazmid nagy mérete miatt vektorként vald alkalmazhsa
nehézkes, ezért egy delécids szArmazékAt haszniljdk széles
korben, melyet az Sa plazmid DNS BglII emésztésével és
visszaligdldsdval Allitottak el1l8./pGV1106 -~ 7.4bra./

A "mini-Sa®" vagy pGV1106 plazmid csak a kanamicin és
streptomicin rezisztencia géneket hordozza és ondllé konju-
gdcids transzferképességét elvesztette a BglII enzirmmel
készitett delécid kdvetkezményeként, hasonldan a szulfon-

amid és kloramfenikol rezisztencia génekhez,
Kisérletiinkben az E.coli C600 torzsbdl izoldlt pGV1106

DNS-t hasznidltuk fel Rhizobium meliloti 41 transzformilasi-



7 «Abra

Bglll emesztés

—_—

ligalas

A pGV1106 készitése BglII delécidval az Sa plazmid-
bél, Az Abrédn jeldlt restrikcidés endonukledz hasi-
téhelyek roviditései: Bg=BglIIl, P=PstI, H=HindIII,

E=EcoRI, Sc= SacII, S= Sall, K=KpnI, B=BamHI /8/




ra. A transzformicidés kisérletek ismét negativ eredményt
mutattak, Mivel a pGV1106 plazmidot vektorként széleskoriien
alkalmaztidk a Rhizobium fajokkal rokon Agrobacterium tume-
faciens esetében és ismertiik, hogy a plazmid képes repliki-
16dni Rhizobium meliloti Wl-ben, ezért feltételeztiik, hogy

a transzformidciédval bejutdéd pGV1il06 fentmaraddsit a Rhizobium
meliloti 4l1l-ben miikodd, eddig ismeretlen restrikcids mecha-
nizmus gAtolja. A bejuttatott plazmid DNS-t kévetkezd kisér-
leteinkben két titon prébdltuk a sejt restrikcibés mechaniz-

musiatél megvédeni,

2.1, Transzformdlids a pGV11l06 vektor Rhizobium meliloti Ll

ll=-es fé@ DNS fggggentggig hordozd rokombinéng_g}az-

mid szarmazékaival

A pozitiv transzfekcibét mutaté, R.meliloti hl-en sza-
poritott ll-es f4g DNS=ének elvileg védettnek kell lennie
a Rhizobium feltételezett restrikcids-modifikAcidés rendsze-
rének restrikcidés endonukleizdval szemben, Feltételeztiik,
hogy a pGV1106 ll-es fAg DNS-sel készitett, ily mbédon
hosszabb-roévidebb szakaszokon részlegesen védett, rekombi-
nans plazmidszirmazékainak a pGV11l06 DNS-hez hasonlitva,
fokozotabban védettnek kell lenniiik a recipiens baktérium
restrikcidés mechanizmusival szemben,

Rekombindns plazmidok elkészitéséhez a pGV11l06 SmR
génjében elhelyezkedd EcoRI hasitbéhelyet vAlasztottuk, mi-
vel a ll-es fAg DNS-en csak tiz EcoRI hasitdéhely wvan és
ez4dltal hosszabb lt-es f4g DNS szakaszokat hordozdé rekombi-
ninsokat tudunk el8Allitani. Az EcoRT emésztett pGV1i106

DNS=t ligAdlis eldtt alkalikus foszfatdzzal kezeltiik, hogy
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megakadilyozzuk a vektormolekula Onmagival valdé lig&lddasat.
Az EcoRI emésztett pGV1l06 és ll-es f4g DNS-eket adott
vektor-inszert kombinAcidékban T4 lighzzal ligidltuk, majd

a ligdlis eredményességét gélelektroforézissel ellendriz~
tik és a ligAtumot a kidolgozott transzformicibés médszer
felhasznildsdval R, meliloti 4l-be transzformdltuk. A klé-
nozis sikerességének illetve a transzformicidé hatdsossigi-
nak ellendrzésére a ligAtum egy részét E.coliba transzfor-
mAltuk illetve ll-es f4g DNS-sel kontroll Rhizobium transz-
fekcidét végeztiink, Hasonldéan a pGV11l06 vektor esetében ész-
leltekhez a ll-es fAg DNS fragmenteket hordozdé rekombinins
pGV1106 DNS-sel vég?ett transzformicidé is negativ eredményt
adott. Azaz a cirkuldris plazmid DNS egyes szakaszainak
védettsége nem ad megfeleld védelmet a feltételezett restrik-
cidés mechanizmussal szemben., A kontroll transzformiléds és

transzfekcidé ezzel szemben pozitiv eredményt szolgiltatott.

2,2, Transzformilis a Rhizobium meliloti hl-be _Jjuttatott

és abbdl visszaizol4lt EGV&lgg_glazmiddal

A restrikcidés endonukledzok okozta degradicid elkerii-
1lésére kidolgozott mAsik terviink alapja annak a kézismert
ténynek a kihasznilisara épiilt, hogy az egymiassal nem rokon
torzsek kozotti konjugativ plazmid kozvetitette plazmid transz-
ferrel Atvitt és bejutott plazmid DNS-ek fenttarthatédk és
kimutathaték a recipiens torzsben, azaz kevésbé esnek Aldo-
zatul a sejt restrikciés endonukleizainak,., Ezért a Rhizobi-
um meliloti 4l1l-be megprdébAltuk mis konjugativ plazmid segit-

ségével bejuttatni a pGV1I1l06 plazmidot annak céljabél, hogy
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a kovetkezd lépésben, mostmir "R.m.hl-szerint modifikAlt™",
Rhizobium meliloti 41-b81l tisztitott plazmid DNS-t hasznil-

hassunk transzformicidra.

2.3. A pGV1106 mobilizdlédsa Rhizobium meliloti 4l-be

A bevezetésben leirt konjugativ, ol R68.45 plazmid
egy kanamicin érzékeny szArmazékdt, a pJB3JI-et haszniltuk
a pGV1106 plazmid mobilizAlAsira, Atvitelére Rhizobium
meliloti 41-be, A pGV11l06 plazmidot hordozé C600 E.coli
torzsbe konjugdltattuk a pJB3JI-et az E.coli J53 torzsbdl.
A Km,Tc, Sm tartalmi lemezeken szelektidlt transzkonjugidnsok
kéziil kivAlasztott GY883 tartalmazta mind a pJB3JI, mind
a pGV1106 plazmidokat, melyrdl a transzkonjugAnsbdl izolAlt
plazmid DNS-ek elektroforetikus analizisével meggydzddtiink.
/8., 4bra 1,2,3/ A konjughcibds gyakorishag értéke /= TRt Kml
transzkonjugAnsok széma/SmRKmR recipiensek széma/ kozel
1.0-nak adddott. A kivetkezd lépésben a fenti keresztezés—
b8l /1. II.TAblazat/ nyert E.coli C600 /pGV1l06//pJB3JI/ =
GY883 torzset haszniltuk donorként a R.meliloti 41 AK631
recipienssel végzett keresztezésben. /2, II.TAblazat/

A keresztezés utén SmR és KmR illetve TcR prototréf recipi-

ensekre szelektaltunk, A TcR

, pJB3JI-et tartalmazé R.m.hl
transzkonjugédnsok 2,0 x 10_3, mig a SmBKmRTcR, pJB3JI-et

és pGV1106 plazmidot tartalmazdé transzkonjugdnsok 3.8 x 10”7
gyakorisidggal jelentek meg., A pJB3JI konjughcids illetve

a pGV1106 mobilizAcibés gyakorisiginak értékei kozott mutat-

kozdé 1.9 x lO_u

érték a pGV1106 és pJB3JI kozott létre jo-
v3 kointegratképzddés gyakorisidghinak értékét adja meg,

A keletkezett transzkonjugénsok koziil néhdnyat megvizs-



II:TABLAZAT A pGV1106 és pKK2 plazmidok beguttatésa konjugdcidéval R.,m,41=be

Keresztezések Donor Recipiens A donor Szelektalt Konjugicibs Izol4lt
_______________________ markerei _ _marker ___gyakorisag ____transzkonjugénsok
-------------------------- gkoriold,,.. remsskeniratunst
1 E.coli J53 E.coli C600 . ToX PR 1.0 1.0 GY883
2 cY883 Rom.U41 AK631 Tolkm® sm®  TcR 2.0x10"3 1.0 -
Km® Smh 3.8x10~7 1.9x10‘“ GY887, GY888
E.coli J53 GY94O Pl o 1.0 1.0 GY9L42
4 GY9h2 Rom.41 AK631 Tclkm® sm®  ToR 3.7x1073 1.0 -
Ko® sm® 2.1x10~%  s5.6x107% -

A transzfer gyakorisigokat a recipiens sejtszAmra ill, a pJB3JI transzkonjugdnsok szamira
is megadtuk a pGV11l06 /2/ és pKK2 /h/ pJIB3JI plazmiddal végzett mobilizilisa esetén, A GYQLO torzs=

JF1754 /pKK2/, a GY942 = JF1754/pJB3J1//pKK2/
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8.4bra Az Abrin gyors plazmid izol4dlési médszerre:{ E.coli=-
b6l és R.m.41l-b8l tisztitott plazmid DNS-ek 0.7%-o0s gélen
elektroforetikus futtatds utidni képei liathatdk., A plazmido-
kat a kovetkezd torzsekbdl izolidltuk:

1/. E.coliJd53 /pJB3JI/

2/« E.coli C600 /pGV1106/

3/. " GY883/pGV1106//pJB3JL/

4/. Rem.41 GY888/pJB3JI//pKK1l/

5/ " GY887 /pJB3J1//pKKl//pKK2/

6/ " KK1/pKK1/

7/ e n KK2/pKK2/

8/« " AK631

9/ HindIII emésztett i cI857 DNS
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gaAltunk részletesebben.és jellemeztiik tisztitott plazmid
DNS-~eiket., A transzkonjuginsok mindegyike tartalmazta

a Rhizobium meliloti 41 egyik, pRMila és pJIB3JI plazmidot.
/A plazmidtisztitds haszndlt médszerédvel nem mutathatd ki

a R.m.41 midsik két, un, megaplazmidja./ Meglepd volt, hogy
a pJB3JI Rhizobiumban alacsonyabb mélstilyi volt, mint E,
coliban. /8.4bra 4,5/. A transzkonjugidnsok legtobbje tartal-
mazott még egy olyan plazmidot, amelynek valamivel magasabb
volt a molekulastilya, mint az E.colibdél izoldlt pGV11l06
plazmidé./8.4bra 1,4//GY888 transzkonjugins/ Egy kiilonleges
transzkonjuginsban /GY887/ két (ijonnan megjelent plazmid
s&dvot észleltiink , mindkettdnek magasabb molekulasulya volt,
mint az agardéz gélen pArhuzamosan elektroforetizdlt, E.coli-
b6l izol4dlt pGV1lO6-nak. /8.4bra 1,2,5/ A legtobb transzkon-
Jugdnsban és a GY887-ben jelenlévd magasabb molekulasulya
plazmidot neveztiik el pKKl-nek, mig a GY887-ben kimutatott

kisebb méret{i plazmidot pKK2-nek,

2.4, A Rhizobium meliloti 41 transzformdcibéja_pKK1l és pKK2

Elazmid DNS-ekkel

Mivel a tesztelt transzkonjugdnsokban talidlhatdé plaz-
mid szArmazékok koziil a pKK2 plazmid volt a legkisebb méretii,
ezért vAlasztottuk ki ezt, mint egy lehetséges, ij Rhizo-
bium meliloti 41-ben miikodd klénozd vektort transzformicids
kisérleteinkhez. A pKK2 plazmid egyiitt volt jelemn a GY887
torzsben a pKKl1l és pJB3JI plazmidokkal, Ezért els8dleges
feladatunk az volt, hogy eld4dllitsunk egy olyan torzset,
amely kiz4rdlag a pKK2 plazmidot hordozza, A GY887 transz-

konjugdnsbdél plazmid DNS-t izoldltunk cézium klorid etidium
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bromid siiriiségi egyensilyi gradiens centrifugilidssal és
a tisztitott plazmid DNS-t /pKK1l,pKK2 és pJB3JI keverékét/
hasznidltuk fel a R.meliloti 41 transzformAlisihoz.

A transzformicié koérilményei azonosak voltak a ll-es
fAg DNS-re leirt transzfekcid optimAlis koriilményeivel,
A transzformicidban 26 kanamicin és streptomicin rezisztens
kolénidt kaptunk a szelektiv lemezeken, mely rezisztencia-
markerek a pGV11l06 plazmidra jellemzdek., /III. TAblazat,
l.kisérlet/ A megjelent transzforménsok koziil ll-et vizsgdl-
tunk plazmid DNS tartalomra illetve jelenlétre., A transz-
forminsok tobbsége egy, néhaAny a GY887-hez hasonldéan két
plazmidot tartalmazott. TovAbbi vizsgdlatokra a pKKl-et
tartalmazé KK1 és a pKK2-t hordozdé KK2 torzset vAlasztot-
tuk ki./8.4bra 6,7/

Az ezt kdvetd transzformicibds kisérletekben a KK2 torzs-
bdl tisztitott pKK2 plazmidot haszniltuk. Egy ilyen transz-
formAcids kisérletben Atlagosan lO2 nagysigrendben kaptunk
streptomicin és kanamicin jelenlétében nsvekvd koldénidkat
pg DNS-re vonatkoztatva, / A transzfekcid koriilményei kozott
1 ung DNS a transzfekcid telitési tartomAnydba esd DNS
koncentriciét jelemtett 300 ul térfogatban./ Azt, hogy a

meg jelend KmRSmR

transzforminsok mind plazmid DNS felvétel
kovetkeztében jottek l1létre, a kivetkezd médon bizonyitottuk:
1/« TranszformAlds eldtt DN-azzal kezelt pKK2 DNS-sel
transzformidlva nem kaptunk szelektiv lemezen transzforméns
koléni4t, mig sikeres transzformicidét 9 fiiggetlen kisérlet-
b8l 9 esetben tudtunk elérni, ha Rhizobium meliloti 41-bdl
tisztitott pKK2 plazmidot hasznaltunk.

2/. A kapott transzformins koldénidkat fénymikroszképpal,
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morfoldégiailag nem lehetett elkiiloniteni a vad tipusu R.m.
L1-t31.

3/ GTA tdpfolyadékban a transzformAnsok a sziildi torzs-
zsel azonos sebességgel nivekedtek,

L/. Minden transzforméAnst teszteltiink R.m.41 16-3 fag
szenzitivitédsra. A transzforménsok a sziildi tdrzshdz hason-
l6an 16-3 f4g érzékenyek.voltak,

5/ Elektroforézissel az R.m.41 plazmidjai, a pRmila és
pRm41lb detektAlhatdak voltak minden transzforminsban,

6/. A KKl és KK2 torzseket megvizsgAdltuk ndvényi tesztben,
hogy képesck~e noduldcidéra és nitrogénkotésre. ugyanolyan
effektivitdssal, mint a vad tipusii Rhizobium meliloti 41,

A KKl-el és KK2-vel fertdzott ndévényeken Atlagosan ugyan—
annyi gumé volt, mint a vad torzzsel fertdzstteken és a
névények habitusa is azonos volt., Megallapithaté volt, hogy

a vizsgilt transzformansok nod*és fix’ fenotipustiak a szim-

biotikus gazdansvény-baktérium kélcsbnhatédsban,.

7/. A pKK2 plazmid elvesztése egyiitt jArt a kanamicin és
streptomicin rezisztencia elvesztésével., Ha a KK2 torzset
nem szelektiv- tAptalajon 10 genoréciéig ndvesztettik, a
kolénidk 13%-a spontin elvesztette kanamicin és strepto-
micin rezisztens fenotipusidt. /pl.: 281 kolénidt véve 100%-
nak a plazmid 36-bél szegregilt/ Semmiféle pKK2-héz hason-
16 plazmidot nem tudtunk detektdlni az ilyen kanamicin és
streptomicin érzékeny szegreginsokban,

8/. A pKK2 plazmidot visszanyertiik minden egyes plazmid-
tartalomra tesztelt transzforminsbdl, osszesen 42 vizsgilt
esetben,

Ha a transzformicidét E.coli C600 torzsbdl izoldlt



2/.
3/.
L/.
"5/
6/.

III.TABLAZAT Rhizobium meliloti 41 transzformécloga plazmid DNS-sel

Plazmid DNS A plazmid DNS eredete KmR és SmR transzformin- Transzformicids Kezelés
sok szama / ng DNS gyakorlség
pKK1, pKK2 R.m.b1l /GY887/ 26 " 3.6 x 1077 -
pKK2 2 R.m.41 /KK2/ 10-56 2,0-8,0 x 1077 -
pKK2 £ R.m.b1l /KK2/ 0 < 0.2-1,0 x 10710 DN-4z 2
- &d - 0 " -
pGV1l06 < E.coli C600 0 " -
pkK2 £ E.coli /GY9LO/ ) n -

a A DN-4z kezelés koriilményei: 10 mg/ml pKK2, 0.1 mg/ml DN-4z 50mM Tris.HC1l /pH 7.4/, 5mM MgCl,
oldatban, A b kisérleteknél a transzformAcidét 8, a c kisérleteknél 3 esetben ismételtiik meg.

A d kisérletekben a transzformidld elegyhez mem adtunk plazmid DNS-t,.



pGV1106 vagy E.coliba transzformdlt, majd djra izoldlt pKK2
plazmiddal végeztiik a szelektiv lemezeken nem jelent meg
transzformdns. /III,TAbl4dzat/ Tehdt a R.m.41-b81l izoldlt
plazmid alkalmazisa a transzformidcid sikerességének eléfel-

tétele,

2e¢De A pKK2 plazmid ﬁiboli bevitele konjugidcidval

Rhizobium meliloti 41l-b

A KK2 torzsbdl izoldlt pKK2 plazmidot 6 x 103 transz-
formdns /ug DNS gyakorisdggal tudtuk E.coli JF1754 torzsbe
transzformilni. Egy kividlasztott transzforminsba /GY94O/
konjugicibéval be juttattuk a pJB3JI plazmidot./II.TAblazat,
3.kisérlet/ A kapott transzkonjuginsok koziil egyet tiszti-
tottunk /GY942/, amely mind a pKK2, mind a pJB3JI plazmido-
kat tartalmazta, majd vad tipust /AK631/ Rhizobium meliloti
hl-el kereszteztiik, / II. TAblazat, U.keresztezés/ A kana-
micin és streptomicin rezisztens transzkonjugédnsok 2.1 x 10~
transzkonjugins/recipiens gyakorisiggal jelentek meg.

12 transzkonjugansbél 11 tartalmazta az eredeti pKK2 plazmi-
dot. Ez az eredmény azt mutat ja, hogy a pKK2 plazmid
struktiridlis vAltozas nélkiil bevihetd R.meliloti kl-be
nemcsak transzformidcidéval hanem pJB3JI R68.45 szadrmazék koz-

vetitette mobilizicidéval is.

2.6, A pKK2 plazmid képiaszdma Rhizobium meliloti 4l-ben

A B.,Abra gélképén lathatd GY887 és KK2 torzsekbdl tisz-
,\)r\;E Eo
titott plazmidok sivjainak UV fé Be@ mﬁ% tott fluoreszcen-

Lk



cencid jdnak intenzitdsa jelzi, hogy sejtenként tobb, mint
egy pGV1106 szdrmazék lehet jelen. /8.4bra 1,5,7/ Ezt a
megillapitiAsunkat a pKK2 R.m., 4l-ben 1év3 minimAlis képia-
szédminak becsléssel torténd meghatidrozidsival tdmasztottuk
ala.

HArom egymAstdl fiiggetleniil inditott KK2 kulturat
OD5h0:1'3 denzitdsig novesztettiink és meghatiroztuk az
é13se jtszémot: 1.5 ml tenyészetben 1.95 x 109 sejt volt,
Ebbdl a sejtmennyiségbdl az Anyagok és Médszerek fejezetben
leirt médon plazmidot preparédltunk. A tisztitdsi folyamat
végén az 1,5 ml tenyészetbdl nyert plazmid DNS-t 30 ul desz-
till4lt vizben feloldottuk és ennek 1/6-od részét, azaz 5
pl-t vittiink fel mindhArom mint4bél egy 0.7%-os agardéz gél-
re, ami 3.25 x 108 sejtbdl tisztitott DNS-nek felel meg.
Ugyanezen az agardz gélen ismert, 0,0026, 0,052, 0,104,

0.208 és 0.416 ng mennyisédgli, elszéleg cézium klorid etidi-

um bromid gradiensen tisztitott pKK2 plazmidot is futtattunk,

A gél fényképérdl /9.4bra/ kozelit8leg megbecsiilhetd, hogy
az ismeretlen koncentracidéjui, de ismert mennyiségli se jtbdl
tisztitott pKK2 DNS minimilisan 0,052 illetve 0.10h4 pug
mennyiségnek felelhet meg, A pKK2 plazmid molekolastilyabdl,
ami 6.6 MD /megfelel 10.3 Kb méretnek/ és a Loschmidt kons-
tans felhasznildsaval / 6.023 x 1023/ kiszamitottuk, hogy
0.052-0.104 pg pKK2 plazmid DNS megfelel 4.5 = 9.45 x 107
PKK2 molekuldnak, tehdt a 3.25 x 108 6sszsejt;zémot figye-
lembe véve se jtenként minimum 14, de legfeljebb 29 pKK2
plazmid van Rhizobium meliloti 41 KK2 torzsében.

Ugyanezt az elméleti megfontoldst hasznilta Hansen és
Olsen /102/ plazmidok képiaszaminak becslésére., Ez az

eredmény Osszhangban van Falkow és mtsi-nak azzal a megilla-

k5



9.Abra A pKK2 plazmid képiaszimédnak becsléssel torténd
meghatirozisa/102/ A pKK2 képiaszéminak becsléséhez
3 x 108 KK2 sejtnek megfeleld mennyiségii, gyors plaz.
midizoldldsi médszerrel tisztitott, 0.7% agardz gé-
len futtatott pKK2 plazmid mennyiségeket lathatunk
a 6,7,8 mintan, Az 1-5‘minték a tisztitott, ismert
koncentridciéji pKK2 DNS kiilonbozé /0.026,0,052, 0,10k,

0,208, 0,416 pg/ mennyiségeit mutat jak.
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pitdsAval, hogy a W tipusi plazmidok magasabb képiaszim-

ban fordulmak eld a Gram negativ baktériumokban./94/

2.7. A _pKK2 plazmid fizikai térképe

A pKK2 plazmid fizikai térképét a kiilonbozd restrikci-
6s enzimekkel torténd emésztések eredményeként létre jovd
DNS fragmentek métete alapjdn szerkesztettiik meg. A cézium
klorid gréddiensen tisztitott pKK2 plazmid egyes és kettds
emésztéseit az Anyagok és Médszerek fe jezetben leirt puffe-
rekben, megfeleld inkubdcidés hémérsékleten végeztiik a kovet-
kezd enzimekkel: BamHI, BamHI/BglII, EcoRI, BglII, BglII/PstI,
PstI, BglII/Kpnl, KpnI és HindIII./10, 4bra a,b,c,/

A felsorolt enzim kombindcidkkal emésztett pKK2 plazmid
DNS mintdkat HindIII-mal emésztett a CI 857 f4g DNS marker-
rel parhuzamosan futtattuk l%-os agaréz gélen, Az ismert
molekulastilyd A DNS HindIII fragmentek mobilitdsa alapjan
kalibricidés gorbét készitettiink és ennek segitségével ha-
tAroztuk meg az emésztett pKK2 plazmid DNS fragment jeinek
méreteit. A pKK2 elkészitett fizikai térképe bizonyitotta,
hogy a pKK2 egy, a plazmidba inszertilédott 1.3 Kb méretii
régidéban kiilonbozik a pGV1106 kinduld plazmidtdél., A pKK2-
be integrildédott "idegen" DNS szakasz nem tartalmazott BglII,
HindIII, EcoRI és BamHI hasitdéhelyet, ellenben a pGV1106
fizikai térképéhez hasonlitva, a plazmidon megjelent egy
4j KpnI és egy 1j Pstl hasitdéhely. A pKK2 0,8 Kb PstI
fragment je, amely az ijonnan beékelddstt 1.36 Kb~os inszert-
b3l ered egyiitt futott a gélen a pJB3JI 0.8 Kb=os PstI

fragment jével. A pKK2 plazmid fizikai térképét a 1ll.Abra

mutatja.
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10.a 4bra Restrikcidés endonukleidz emésztések a pKKl, PKK2,
pGV1106 térképezéséhez., A fényképen a PpKK1l,pKK2 és
pGV1106 DNS-ek egyes vagy kettds emésztéseinek ké-
peit lathatjuk a kovetkezd sorrendben: 1/,.pKKl-

BglII, 2/. pKK2-BglII, 3/.pGV1106-BglII, 4/. pKKl-BglII+BamHI,

5/. pKK2-BglII+BamHI, 6/, pGV1106-BglII+BamHI 7/. pKKl-BamHT

8/. pKK2-BamHI 9/. pGV1106~BamHI 10/. pKKl-BamHI+EcoRI

11/ .pKK2-BamHI+EcoRI 12/ .pGV1106-BamHI+EcoRI 13/.pKKl-EcoRI

14/ .pKK2-EcoRI 15/.pGV1106~EcoRI 16/. pKKl EcoRI+BglIL

17/. pKK2-EcoRI+BglII 18/. pGV1106-EcoRI+BglII 19/, ADNS-HindIII



10.b 4bra

1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 13

Restrikcidés endonukledz emésztések a pGVLILO6

és pKK2 restrikciébés térképezéséhez. A mintik
sorrendje: 1/.,pGV1106/BamHI,2/., pKK2/BamHI, 3/.
pGV1106/BamHI+BglII 4/ .pKK2/BamHI+BglII 5/. pGV1i106/
BglliI, 6/. pKK2/BglII 7/.pGV1106/EcoRI+BglII

8/. pPKK2/EcoRI+BglII, 9/.pGV1106/EcoRI, 10/.pKK2/
EcoRI, 11/.pGV1106/EcoRI+BamHI 12/, pKK2/EcoRI+BamHI

13/ XA DNS=HindIII



10.,c abra

Restrikecidés endonukleidz emésztések a pKKl

és pKK2 térképezéséhez A mintdk sorrendje:
1/.pKK1 PstI,2/.pKK2 PstI,3/. E.coli J53=bél
izolalt DNS PstI, 4/.pJB3JI PstI, 5/.pKKl-HindIII
6/. pKK2~-HindIIY, 7/.pKKl-KpnI, 8/.pKK2-Kpnl

9/ ¢ A DNS=HindIII
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EcoR|

Hindll

inszert Sn:\&

PKK 2

Kpn |
103k b;66Md /f
Km

PGy 1100

A pKK2 plazmid fizikai térképe

A fizikai térképet a sziveghben felsorolt restrik-
cidés enzimekkel végzett egyes és kettds emésztések
segitségével szerkesztettiik meg., Nyilakkal jelol-
tiik a kanamicin és streptomicin rezisztencia mar-
kerek helyét. A belsd korom 1évd nyilak a pKK2
plazmidba beépiilt inszert és a pGV11l06 térképhely-

zetét mutat jak,.
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A pKK1 plazmid fizikai térképét szintén elkészitettiik,
Ez hasonlé a pKK2 térképéhez, kivéve, hogy a pKKl esetében
a pGV1106 plazmidba épiilt inszert mérete 2.5 Kb nagysagi.
Az inszert tartalmazta a jellemzd 0.8 Kb méret{i Pstl frag-
mentet és KpnI hasitéhelyet is, de a pKK2 azonos fragment-
jéhez hasonlitva a beépiilt idegen DNS szekvencia ellentétes

orientdcidéban helyezkedik el.

2.8, El8kisérletek a transzformiciéds §xakori§é§_n6veléségg

Mivel a transzformiAcidés gyakorisdg igen alacsony volt
a pKK2 DNS-sel végzett elsd kisérletsorozatokban /pl.: 54
telep / ng DNS/, ezért ezt javitani prébAltuk az eldtenyész-
tés koriilményeinek médositdsidval Drozanska és Lorkievich-t31l
kapott inform&cidék alapjén.

Az AK631 R.m, 41 torzs éjszakdn At novesztett tenyésze-
tét 1:200-szorosra higitottuk 400 pg/ml glicint tartalmazé
komplett tdptalajban, majd 4 6rdn keresztiil 34 C°-on r4dzattuk.
Az Anyagok és MbOdszerek fe jezetben 6sszefoglalt transzfor-
mAcidés médszert alkalmaztuk 1 ug DNS-t adva a sejtekhez,

A transzformicié eredményeként Atlagosan 500 transzformins
kolénidt szAmldlhattunk a szelektiv lemezeken,

PArhuzamosan glicin mentes taptalajon is a fent leirtak-
kal egyiddben, azonos koriilmények kozott novesztett és ke-
zelt AK631 sejteket is transzformidltunk pKK2 DNS-sel, 100-150
KmRSmR transzforméanst kaptunk Atlagosan,

A sejtek glicines eldnivesztésének eredményeként a

transzformicidés gyakorisdg 3-Ub-szeresére emelhetd.
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zd ERmhlb plazmid 13 Kb méretli BamHI fragmentjének

klbénozdsa a 2KK2 plazmidra

A pKK2 plazmid génsebészeti el jAradsokban vald alkalmaz-
hatésdght egy 13 Kb méretii, bioldgiai funkcidét hordozd ‘
DNS szakasz pKK2-be épitésévél igazoltuk,

Rendelkezésiinkre A4llt egy olyan pBR322 rekombinins plaz-
mid /p65/, amelynek BamHI helyére egy 13 Kb méretii BamHI
fragmentet klénoztak, mely a Rhizobium meliloti 41 nitro-
gendz strukturgénjeit tartalmazta. Ezt a p65 plazmidot
megemésztettiik BamHI enzimmel és hasonléan a pKK2 plazmidot
is, amely egyetlen BamHI restrikcidés hasitdédhelyet tartalmaz,
A BamHI-el linearizélé‘pKKz és BamHI emésztett p65 DNS=-t '
gélelektroforézissel megfuttattuk, hogy ellendrizziik az
emésztéds tel jességét./l2.4bra/ Ezutédn a két emésztett DNS-t
osszeligidltuk, majd E.coli JF 1754 torzsbe transzformiltuk.
Kanamicin rezisztens telepek megjelenésére szelektiltunk,
mivel a pKK2 plazmid kanamicin, streptomicin, a pBR322
ampicillin éé tetraciklin rezisztencia markereket hordoz.
Osszesen 288 kanamicin rezisztens telep jelent meg a transz-
formidcié utédn a lemezeken, A kovetkezdkben ezek koziil ki kel-
lett szelektAlni a kivant 13 Kb BamHI fragmentet hordozé
PKK2 plazmidot tartalmazdé kolénidkat. Erre a célra a koldénia-
hibridizdcids technikAdt vAlasztottuk, amelynek részletés le-
irdsit az elézdekben megadtuk, A 288 telepet hArom darab
agar lemezre helyezett steril nitrocelluléz filterre cgikoz-
tuk, majd a lemezeket 34 C%-on inkub&ltuk a telepek megje-
. lenéséig. A filtereken nétt baktériumok DNS~-ét denaturidltuk,

majd a filtereket neutralizdltuk és a DNS-t 2 6ra 80 C%- os



12.,4bra

A pKK2 és p65 plazmidok BamHI emésztése

A 13Kb nitrogenidz strukturgéneket hordozd
pBR322-t BamHI-el emésztettiik /5.minta/ és
ugyanakkor BamHI-el linearizdltuk a pKK2 plazmi-
dot is./6/ Az 4bra /2/ oszlopa ADNS-HindIII és

a pKKl1l/3/ pKK2 plazmid DNS-ek PstI fragment jeit

/4/ tartalmazza még.,



1l3.4bra

12 3 4 5 10 11

Az R.m,41 nitrogendz stuktirgéneket tartalmazd

13 Kb BamHI fragment kldémozédsa a pKK2 vektorba

A BamHI-el emészett p65 és pKK2 plazmidot ligalés
utdn E.coli JFl1754 térzsbe transzformidltuk és a
szelektiv lemezeken felndtt transzformidnsok koziil
koldéniahibridiziliassal vilasztottuk ki a 13 Kb BamHI
fragmentet hordozé rekombinidns plazmidot tartalmazd
klént. Az 4bran nyolc pozitiv hibridizalidst mutatd
kolénidbdl tisztitott plazmid DNS BamHI emésztési
képe lathaté/1-8/, BamHI emésztett kontroll pKK2

és p65 DNS-ek mellett 1.0% agardéz gélen., A /11/ sav

3 DNS HindIII fragmenteket tartalmaz.



k9

1)

kezelés;el irreverzibilisen nitrocelluléz filterre kaiﬁttﬁk.
Rendelkezésre A4l1llt az eredeti-p65 plazmidbdél izoldlt BamHT
fragment, melyet nick- transzléciéval « - /332/dATP-vel
jeloltink, A kezélt filtereket ezzel a prdébaAval hibridizil-
tuk, 16 6rds autoradiogrifids expozicid utédn_a rontgenfil-
meket eldhivtuk és a pozitiv hibridizdldst mutatd koldbnid-
kat a kontroll lemezeken azonositottuk. 8 pozitiv hibridiz4-
l4st addé koldénidbdl gyors plazmidizolilist végeztiink és
a preparidtumokat BamHI enzimmel emésztettiik. Ennek eredménye
a 13, 4bran lAthaté,

-A PKK2 plazmid tehAt sikeresen alkalmazhaté reiative
-nagy fragmentek klénozAs&ra is. A §65 plazmidbdél szidrmazd
13 Kb méretii nitrogeniz strukturgént tartalmazé BamHI
fragmentet be tudtuk épiteni a pKK2 BamHI hélyére. E frag-
ment bioldgiai funkcidjdnak tanulminyozidsit ineffektiv
Rhizobium meliloti muténs torzsek komplementéciéjéval az

SZBK Rhizobium.genetikai csoportjiban végezték el.



50

EREDMENYEK MEGVITATASA

Kidolgoztunk a Rhizobium meliloti 4l-re a ll-es faig
DNS-sel egy kozvetlen DNS felvételen alapulé transzfekcids
médszert. A Rhizobium meliloti 41-t 0.3M szahardézzal kiegé-
szitett komplett t4ptalajon torténd eldnsvesztéssel és Mg2+,

Ca2+

kezeléssel tettilk bizonyos mértékig kompetenssé,
Kisérleti eredményeink alapjdn megillapitottuk, hogy
szaharéz kiegészités nélkiil a komplett t4ptalajon szapori-
tott R.meliloti 41 sejteket transzformAlva a transzfekcids
gyakorisag értéke a spontan értékre /10‘10/ csokken,

Méréseink szerint a Rhizobium meliloti kompetens &4llapo-
ta a logaritmikus f4zis k6zépsd tartominydban van /6~8 x
108 sejt /ml/ szemben Balassa/77/, Zelazna /79/, Raina és
Modi /93/ és Kondorosi /84/ eredményeival, akik korai
logaritmikus fizist, 2-5 x 107 sejt /ml denzité4sti tenyésze-
teknél tapasztalt&k a DNS felvételére leginkibb alkalmas
4llapot kialakulasat.

Az Escherichia coli transzformicibés rendszereknél -
hasonléan a mi mérési eredményeinkhez - a kozép és késdi
logaritmikus f4zis(i tenyészetek a leginkAbb kompetensek,

Fontos koriilmény a se jtek szinkron 4llapota, amit
éjjelen 4t novesztett tenyészetek visszahigitésa utdni 4-6 6ras
névesztés eredményez,

A transzfekcidés réata kisérleti koriilményeink kozott
'viszonylag alacsony volt /103 infektiv centrum / ug ll-es
f4g DNS/, ami arra mutat, hogy a kompetencia Allapot valé-

ban optimAlis koériilményeit nem sikeriilt megtaldlnunk,
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Azonban hasonlitva a Rhizobium meliloti Ll-re
koridbban leirt transzfekcidés rendszerekben elért eredmények-
hez /84/ a transzfekcidés gyakorisdgot tobb, mint tizszere-
sére sikeriilt emelniink,

Rendszeriink eldnye az, hogy a DNS felvételt a baktérium-
mal, annak szferoplaszttid vald Atalakitésa nélkiil sikeriilt
elérni, Igazdn jé6 transzfekcids gyakorisdg értékeket Rhizo-
bium meliloti 4l-ben eddig csak helper f4gos transzfekcids
rendszerben sikeriilt /84/ elérni, Ennél a mdédszernél tobb
szempontbél is eldnydsebb a kompetens se jtek DNS felvételén
alapulé transzfekcidés rendszer hasznidlata:

- a helper fagos transzfekcidés rendszereknél zavardlag
hat a helper f4g jelenléte, igy transzformAcids kisérletek
modellezésére nem hasznilhatd

- a helper fégos'transzfekciés rendszer /és a szferoplasz-
tos transzfelciés rendszer is/ nem alkalmas a kompetencia

és a DNS felvétel mechanizmusénak vizsgilatdra, mivel ezek-
nél a rendszereknél a nmem kompetens sejtek is képesek a DNS
felvételére., .

Mikroszképos ellendrzéssel megillapitottuk, hogy a sza-
harézon novesztett sejtek gyskeres strukturilis vAltozést
nem szenvednek, valdésziniileg a membréin étereszt6képessését
befolyésoltuk az ozmbétikum hasznilatival.

2+ kezelés és hisokk

Az E, colindl alkalmazott Mg2+-0a
/67,76/ hatidssal van a szintén Gram negativ baktériumok cso-
portjidhoz tartozé Rhizobium meliloti DNS felvevd képességére.

Méréseink szerint a hékezelésre a Rhizobium meliloti 41

sejtek az E, colitdél eltérden reagdlnak, alacsonyabb hdmér-



sékleten és rovidebb ideig alkalmazott hdkezelés esetén kap-
tunk kedvezdbb eredményt.

A transzfekcid tényét tobb adattal alétémasztotfﬁk:
- DN-4z kezelt ll-es f4g DNS preparatumokkal transzfektilva
nem keletkeztek infektiv fAgpartikulumok
-~ RN-4zos kezelés nem befolyasolta a transzfekcidt
- a kisérletekben hasznalt oldatokban nem volt f4g szennye-
zés., Bizonyitottuk azt is, hogy a kisérletekben a transzfek-
ciés kezelés alatt nem torténik figszaporodids, tehit az
infektiv centrumok szAmAt mértiik kisérleteinkben,

A transzfekcibdhoz olyan kompakt szerkezet{i Rhizobium
meliloti 41 torzset hasznéltunk, amelynek sejtfala kevesebb
mukopoliszaharidot termel, de ilyen ‘tulajdonségi telepci.
barmely mutins R.m.41 torzs szélesztése soran izoldlhaté.
Ezt a telepmorfolbégidban jelentkezd mindségil kiilonbséget
haszn&lta ki Balassa és GAbor /77/, akiknek'"riicskés széla"
Rhizbbium lubini torzzsel sikeriilt eldszdr kromoszdémalis
DNS-t transzformilni.

Transzfekcidés mbédszeriink minden kiprdébAlt esetben
reprodﬁkélhaté volt szemben a koribban lekozdlt kozvetlen
DNS felvételen alapulé médszerekkel,

A transzfekcid viszonylag alacsony hatékonysidganak oka
a DNS felvételi ﬁehézségeken / kisfoki sejtfal permeabilités,
DNS kotdhelyek hidnya/ kiviil még a sejtbe bejutott DNS le-
bomlésa is lehet. A f4g DNS nagy.molekulasilya miatt eleve
nehezen tud bejutni a sejtbe sériilés nélkiil, A f4g DNS
tisztitdsa sorédn bekiovetkezett sériilések mértékétdl is

fiigg a transzfekcibds gyakorisig értékek reprodukilhatdsiga.
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Munkink kezdetekor még mnem kozoltek joél reprodukilhatd,
plazmid DNS transzformilisara is alkalmas transzfekcids vagy
transzformidcidés médszert Rhizobiumra,

A dolgozatban szerepld sikeres transzformicids kisér-
leteket egy konjugativ plazmidtranszferrel /mobilizicidéval/
Rhizobium meliloti 4l-be juttatott, majd ebbdl a torzsbdl
izolidlt plazmid DNS-sel végeztiik,

Egy R68.45 szArmazék segitségével elvégzett konjugicids
lépéssel az Sa plazmid egy szarmazékit, a pGV11l06-ot mobi-
lizdltuk R.m.41l-be, majd az igy készitett R.m.41l torzsbdl
készitett pGV1i106 plazmidszirmazékok DNS-eit hasznidltuk fel
transzformidcidés kisérleteinkhez,

Ezzel a lépéssel tudtuk csdkkenteni a R.,m.41 baktérium
se jtekben az idegen DNS-sel szemben fellépd restrikecidés mecha-
nizmus degradativ hatéisit.

A Rhizobium meliloti 4l1l-be mobilizalt pGV1106 plazmid,
igy a KK2 transzkonjugédnsbdél visszaizolidlt pKK2, egy 1.3 Kb
méretii, a mobilizAdl4ds folyamata sorédn a plazmidra épiilt
DNS fragmentben kiilénbdzik a pGV1106 plazmidtél, A Rhizobium
meliloti 41-b81l izoldlt pKK2 plazmid DNS-sel sikeres transz-
formidcidét tudtunk végrehajtani a transzfekcidra kidolgozott
koriilmények alkalmazisdval, A transzformicids gyakorisig
értéke alacsony /0,5 = 2,0 x 10® transzformans /ng plazmid
DNS/ volt, de a transzforméicid reprodukidlhatd eredményeket
- adott, Kilenc egymistdl fiiggetleniil elvégzett kisérletben
bizonyitottuk, hogy a megjelend KmRSmR telepek a plazmid
DNS kezelés eredményeként voltak izoldlhatdk. Erre kozvet-
len bizonyiték volt az is, hogy a transzformansokbdél min-
den esetben vaAltozatlan formidban vissza tudtuk ﬁ;érniiax

1

transzformidciéban hasznidlt pKK2 plazmid DNS-t. ' ©

Y
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A transzformicids gyakorisdg alacsony értéke feltethe-
t3leg nem a nem megfelelden megviAlasztott szelekcids koriil-
ményeknek tulajdonithatd, mivel a lemezelési hatidsfok /pla-
ting efficiencia/ meghatidrozisa céljabdl végzett kontroll
kisérletben az antibiotikum mentes lemezeken megjelend te-
lepszam 78%-4t kaptuk szelektiv /Km,Sm - tartalmi/ szelek-
tiv lemezeken, Ez azt jelzi, hogy a sejtek kompetencia 4lla-
pota illetve a transzformicidés gyakorisdg értéke a koriilmé-
nyek vAltoztatids4val feltehetden tovAbb fokozhatdé. Ezt a
megillapitdst er8siti meg a glicinnel kiegészitett komplett
tAptalajon eldnovesztett sejtekkel végzett transzformicids
elékisérletek eredménye, melyben a transzfekcids gyakorisig
értékét 0.5 - 1,0 x 103 transzformans /Mg DNS értékre tud-
tuk emelni,

Rhizobium meliloti 4l-ben az Altalunk feltételezett
restrikciés-modifikicids rendszer létezését lAtszik ala-
tdmasztani az a tény, hogy sem E.colibél izoldlt pGV11l06,
sem pKK2 plazmid DNS-ekkel végzett transzformicidéban, a
fent emlitett koriilmények kozétt, nem kaptunk transzforménst.
Ismert, hogy fAgfertdézés esetében a recipiens sejt miiksdd
restrikcidés mechanizmusa a f4gok relativ lemezelési hatds-
fokdt a restrikcid deficiens torzsekhez képest 4tlagosan

6-10-8-ad részére csokkenti. A restrikcidés modifikécids

107
rendszer létezésére, a transzformicid indirekt mbédon
bizonyitdsra felhaszndlhatdé negativ eredményei mellett,
kdzvetlen bizonyitékot nem tudtunk tal4dlni eddig, mivel

nem ismert olyan mAsik Rhizobium meliloti Ll torzs jelenleg,
amelyen a haszndlt torzsiinkdn szaporitott ll-es vagy 16-3

fagok eltérd, csokkent lemezelési hatadsfok /relativ plating
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efficiencia/ értéket adndnak, vagy forditva, az ezen a
torzson szaporitott f4dgok lemezelési hatdsfokanak értéke
drasztikusan csdkkenne az Altalunk haszndlt R.m.,41 torzs
esetében. A Rhizobium meliloti 41 restrikciés modifik4cids
rendszerének jellemzéséhez a jovében alternativ megolddsként
sziikséges lenne un, hsrR, restrikcié minusz mutdns el134lli-
téasa., .
MegiAllapitdsainkkal ellentétes efodményrﬁl szdmolt

be kisérleteinkkel egyiddben Selvaraj és Iyer /96/, akik
egy mAs Rhizobium meliloti esetében lefagyasztis-felolvasz-
tds technikival végeztek transzformicidét tetraciklin és kana-
micin rezisztencia markeret hordozé, kﬁlénb626 méretii
/9.6=56 Kb/ RK2 plazmid szArmazékokkal, melyeket E. colibdl
izol4dltak., Az 4ltaluk elért Atlagos transzformicids gyako-
risdg értéke /0,07 - 3.7 x 103/ attél fiigg8en vAltozott,
hogy milyen Rhizobium meliloti tdrzset hasznidltak., Az olvasz-
t4ds idétartama alatt kiilonbozd iddkben adott plazmid DNS-
sel mért transzformicids gyakorisig adatokat két elképzelés
meriilt fel a transzformAcidé mechanizmusinak magyarézatéré:.
- a plazmid DNS felvétele egy Atmeneti iddszakban, mikor a
sejtek mAr nincsenek kitéve a fagyasi hémérsékletnek, a
membranvidltozidsok, tranzicidk kdvetkeztében valdszinii meg-
kénnyitett,
- a fagyasztids-olvasztisi 1lépés Atmeneti védekezést nydjt-
hat a sejtbe belépd plazmid DNS-nek a se jtfelszinen, peri-
plazmatikus térben jelen 1év3d nukleAzoktdl,.

A Rhizobium meliloti-val szemben O’Gara és Dunican /95/
a Rhizobium trifolii esetében magas transzformicibs gya-
korisdgot értek el plazmid medidlt transzformicidban,

Hasonléan, munkink befe jezése utéan, Rhizobium leguminosarum-

rstoy
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Buller jahn és mtsi,/l100/ sikeres transzformicidés mbédszert
dolgoztak ki, A fagyasztds-olvasztidsos mbédszert hasznaltik,
a fagyasztis 1épését CaCl2 és EDTA jelenlétében végezve,

E mbédositassal sikeriilt Rhizobium leguminosarumbdl izoldlt
R68 .45 plazmiddal igen alacsony gyakorisédga / 5 x 10™8
transzformans / pg DNS/ transzformicidét kapniuk. Hasonldan

az 4ltalunk Rhizobium meliloti 41-nél észlelt jelenséghez,
E.colibdl tisztitott R68,45 plazmid DNS-sel nem kaptak
transzforminsokat.

Esetiinkben feltehetden a kompetenssé tett sejtek szima
alapvetden befolyAsolja a transzfekcibds és transzformicids
gyakorisdg értékét. Erre utal a transzfekcidés gyakorisig
és alkalmazott DNS mennyiség kozotti telitési gorbét
mutatd Usszefiiggés illetve a tramnszformicibés gyakoriség
és a tenyészetek eldkezelése kozdtt tapasztalt szoros
korreléicié.

A pGV1106-tal végzett sikertelen transzformicid elvi-
leg magyardzhatdé lenne a pKK2-ben jelenlevd extra DNS sza-
kasz hidnyAval is a pGV1106 esetében. Az E.co0libdél izolalt
pPKK2 plazmid‘DNS-sel végzett kontroll transzformicibés ki-
sérletek negativ eredménye azonban egyértelmiien kizar ja
e feltételezés helyességét.

A pKK2-ben megjelend 1.3 Kb inszercidé eredetére egyértel-
mii magyardzatot taldlhatunk, ha részleteiben Attekint jiik
az R68.45 szArmazdédkokkal végzett plazmid mobilizdcid mech-
hanizmusit, Esetiinkben a pGV1106 Sa-plazmid szArmazékot
az R68.45 ampicillin és kanamicin szenzitiv varidnséaval,

a pJB3JI plazmiddal mobilizdltuk E.coli-bdél R.meliloti 4l1-

be. A pJB3JI az R68.45-hdz hasonldéan az R68 plazmid egy



olyan stabil mutdnssa, mely az R68 plazmidhoz hasonlitva
fokozott kromoszédma, plazmid mobilizAciéra képes., A kife-
jezettebb gggf Jjelleg Osszefiiggésbe hozhatd azzal, hogy
szemben az R68-al, ahol a plazmidon egyetlen IS8 /alterna-
tiv nevén IS21/ inszercids szekvencia van jelen, az R68.45
és szArmazékai az IS8 két, azonos orienticidban ismétlsdd
képi4d jat tartalmazzik./8,9/ Az R68.45 plazmid kiézvetitette
mobilizidcidés folyamat molekuliris mechanizmusét vizsghlva
Reiss és mtsi./99/ a kozelmultban kimutattdk, hogy az R68.45
plazmid 4ltal mobilizAlt plazmidok az R68.45 két ismétlsds
IS8 képidja kozé épiilnek, azaz a két plazmid kozott a mobi-
lizdcid sorén képziddd kointegriatban a mobiliz4dlt plazmidot
két azonos orientécidban ismétlddd IS8 képia fogja kozre.

A kointegrit szerkezet kialakuldsit megeldzd lépésben az .
IS8, replikéoiéjg sordn véletlenszeriien 4tugrik, transzpo-
n4alédik a mobiliz4lt plazmid valamely régidjdba. Az IS8
transzpozicibéja recA mutédns sejtekben is megtarténik, azaz
recA fiiggetlen., Esetiinkben az IS8 a pGV1106 ismert genetikai
markereket nem tartalmazé régidjdba, a BamHI helytdl kozvet-
len baira. elhelyezkedd replikicids origdétbél balra esd plaz-
mid régidéba integrialbdbdott. Azt, hogy valdéban az IS8 integ-
rdcidja tortént meg a pGV1il06 pJB3JI-el végzett mobilizi-
ciéja soran kisérleteinkbdl, a pKK2 elkészitett fizikai
térképe alapjan konnyen megillapithatdé, mivel a pKK2 DNS-
ben kimutathaté az IS8-ra jellemz8 0.8 Kb PstIl fragment
jelenléte, mely hasonldéan kimutathatd a PstI emésztett
pJB3JI~DNS-ben is, A‘pKKl-ben is jelen van az IS8 szekvencia,
azonbam jelenleg nem vilégos,:hogy a pKK2-t38l eltérd 2.5 Kb

méretii inszert az IS8 egyetlén, vagy az R68.54-ben megtalil-
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haté, részlegesen Atfedd, kettds képid jAt hordozza a pKK2-
hoz hasonld régidba integrildédott 2.5 Kb DNS szekvencia,

A mobiliz4lds sorédn az IS8-at hordozdé pGV11l06 szaArmazékok
és a pJB3JI kozott recA’ E.coliban, az IS8 szekvenciik ko=
z6tt bekdvetkezd homoldg rekombindcidéval kialakul az eld-
z6ekben emlitett kointegrat struktura, Az IS8 transzpozicid-
jdnak gyakorisiga feltehetden igen magas, mivel az egysze-
res cross~over gyakorisdg értéke E.coliban és R.m.4l-ben is
kb. 1073, ugyanakkor a pGV1106 mobilizéciés gyakoriség
R.mil-be 3.8 x 10-7—nek, mig a pJB3JI konjughcibés transz-
ferének gyakorisaga 2.0 x 10™3-nakx adédott, melyekbdl kivet-
keztethetd, hogy az\ISS transzpozicidéja a pGV1il06 W-tipusa
plazmidra minden tizedik se jtben megtdrténik, Ellentétben
a Reiss és mtsi, 4Altal leirt eredményekkel esetiinkben azt
tapasztaltuk, hogy az IS8 integridcidéja a pKKl és pKK2 ese-
tében eltérd orienticidban tortént meg, kovetkezésképpen
az integriacidé nem orientécid specifikus., Mivel a mobiliz4lt
plazmidok tobbségében az IS8 a pGV11l06 plazmid azonos régid-
Jjaba integraldédott, feltehetd, hogy az integricid esetiink-
ben bizonyos mértékig szekvenciaspecifikus./Mivel KmR,Sm'R
transzkonjugédnsokat szelektiltunk, igy az integricidé helyé-
re is szelektdltunk egyben, mert a replikicids origd régid-
jiba illetve az antibiotikum rezisztenciagénekbe épiilt
IS8 képidt hordozé plazmidok ellen szelektaltunk./ A
pJB3JI és pGV1106 kozott létre jovd kointegritok Rhizobium
meliloti 4l-be jutva disszociAlnak, mivel az R.u.41 recA”
és mindkét plazmid képes fiiggetlen replikiciéra R.m.41l-ben.
A pKK2 plazmid Rhizobium melilotiban észlelt bizonyos

fokai instabilitdsa elvileg magyarizhaté a replikicids
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origd kozeldébe épiilt IS8 képia polaris hatéasdval. Azonban
ismert, hogy az Sa plazmid delécidés vAltozatai, igy a
pGV1106 plazmid is feltehetdleg nem hordozzﬁk a plazmid
utédse jtekben valdé stabil szegregicidjaért felelds un, par
/partitioning/ régiét ezért a pGV1l06 szArmazékok nagyméretii
rekombinidnsai még szelektiv koriilmények kozott is erds
szegregicidét mutatnak, A pGV1l06 plazmid méretének niveke-
désével a képiaszim csﬁkkenéséfﬁmutatték ki Agrobacterium
tumefaciensben./Koncz Cs, szébeli kﬁélés/ Feltehetden

a pKK2 észlelt instabilitdsa R.m.41l-ben a pGV1l06 emlitett
tula jdonsigaira vezethetd vissza.

Erdekes meg jegyezni, hogy a transzkonjugdnsokban a
PJB3JI méretének csdkkenését tapasztaltuk, Ezt a jelenséget
Riess és mtsi./99/ eredményei alapjén magyardzni tudjuk.

Az R68.45 plazmidban ugyanis a kointegrit szerkezet disszo-
cidlasa utdn csak egy IS8 jelenléte volt kimutathatd, azaz
az R68.45 a mobilizdcids folyamat eredményekét visszaalakul
R 68 plazmidd4, mely elveszti igy az R68.45 fokozott Cma’
jellegét,

A pKKa_plazmid, mivel az R68.45 szhArmazékokkal az
IS8 régidkban bekidvetkezd homolbdg rekombinidcidval nagy
gyakorisdggal mobilizAlhaté Rhizobiumba és e folyamat \jabb
vAltozist nem ereaményez a pKK2 vektorban /sem a vektorra
épitett fragmentekben/ hasznAdlhatdé, mint széles gazdaspe-
cifitésti klénozd vektor, igy alkalmazhaté példidul a Rhizo~-
bium meliloti 41 szimbiotikus nitrogénfixidlasi génjeinek
tanulmidnyozidsara, A leirt transzformicidés moédszer lehetdvé
teszi a pKK2 /R.m.41-bd1 izoldlt/ vektorra klénozott

Rhizobium meliloti 41 fragmentek azonnali Atvitelét a



lighlast kovetden R.m.41 kompetens se jtekbe, mivel az
igy elkészitett rekombinéﬁé DNS molekuldk tovabbra is
védettek a R.m.U41l feltételezett restrikcids rendszerével
szemben,

Mintegy alternativ iton, a rekombindnsok elkészithetdk
E. coliban, majd jellemzésiik, in vitro mutagenezisiik utén
a pJB3JI szArmazékhoz hasonld R68.45 eredeti{i plazmidokkal
nagy gyakorisdggal mobiliz4lhaték Rhizobium meliloti 4l-be.

A pKK2, mint vektor megtartotta a pGV1106 replikativ
tula jdonsigait, azaz egy kézepes képiaszAmi plazmid, mint
azt a képiaszdm becslése sorin megillapitottuk, A pKK2
egyetlen BglIl, BamHI, SacII és EcoRI hellyel, valamint
hArom, egyméshoz kézeli HindIII hasitéhellyel rendelkezik,
Az EcoRI és HindIII enzimek a SmR /SpR gént inaktival jak,
mig a BamHI és BglII helyek tovAbbi antibiotikum reziszten-
ciagének /pl.:CmR gén/ bedépitését is lehetdvé teszik,
A rekombinins plazmidok EcoRI és HindIII enzimekkel torté-
nd klénozds esetén a SmS fenotipus alapjan konnyen szelek-
tdlhaték, a K gén jelenléte kivethetd a transzformicidban,
A Kb spontdn R.m.41l mutdnsok kizArasat konnyen megoldja
az a lehetdség, hogy a transzformAnsok Gm® &s amikacin
rezisztens fenotipustiak, mivel a pGV11l06 KmR gén terméke
az aminociklitol-acetil-transzferdz /6’/ enzim inaktivilja
a gentamicint, amikacint is., Kévetkezésképpen:a transzfor-

mansok Km és Gm egyiittes jelenlétében biztonsidggal szelek-
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tdlhaték., A plazmid viszonylag kis mérete nagyobb fragmentek

kldénozidsidt is lehetdvé teszi, a kb, 25Kb mérethatirig, mely
utdn a pGV1106 stabilitdsa drasztikusan csdkken. Ennek le-

het3ségét a Rhizobium meliloti pRmilb plazmidjdn kédolt



nitrogeniz struktargéneket hordozé 13Kb BamHI fragment

pPKK2 vektoron vald klénozhds&val bizonyitottuk,
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