OKTATASI SEGEDLET
DE-TTK Genetika és Alkalmazott Mikrobiologia Tanszé 2006

PROKARIOTA VIRUSOK

Bacteriophages

sgjtfal

citnmgzma

o e Escherichia coli

T4 fag lineéaris formaban juttatja a faggenomot a citoplazmaba

Osszedllitotta: Szentirmai Attila emeritus egyetemianar



A természet minden @&helyet betdlteni képes aktivitasa nem csak a mapasa
rendi élslények sejtjeit, de a prokariontakat i§télynek tekinti. Ezek a sejtél-
kodok bar primitivebbek, azoknal egysiibb szervezetek; mégis csak a gazda-
szervezet megjelenésével talaltak meg életteridkdiaktériumokban ndvekéd
virusokat egymastol fuggetlendl Frederick Willidmvort (Lancet 2:1241, 1915),
AnglidbanStaphylococcu$ajokban, Franciaorszagban pedi§lagella dysente-
ria tenyészetében Félix HubaltHeérelle (C. R. Acad. Sci. Ser. D. 165:373,
1917) fedezte fel. — MAShigellatenyészet feltisztulasa utan, a sejtmentesnek lat-
sz0 "tenyészetl' centrifugalassal (12.000 fordulat, 30 perc)Héfelle - olyan
anyagot kulonitett el, ami Ujabb baktérium tenygtizesét okozta. A baktérium
mikroszkoppal nem lathato obligat parazitdjanakntekt Iényt, - a gorog falank
dayog szobol szarmaztatva, Bacteriophagum intestinaleéven irta le (C. R.
Soc. Biol. 81:1160, 1918); a veluk foglakozo tudogigpedig protobiolégianak
nevezte.— A teljességre torekedve megemliieritbbgy Nikolaj Gamaleia
1898-ban mar megfigyelt hasonlo jelenségatillus anthracisolyékony tenyé-
szetében, és fermentnek nevezte az ecetsavvapkat®aes ammaoniaval oldhato,
lizist okoz6 anyagot.

Felix Hubert d'Hérelle aktiv tevékenységének latasilagszerte kuta-
tocsoportok szervédtek, fagkutatd intézeteket alapitottak. A megihdoiunka
eredményeként 1920 és 1940 kozott tobb mint 50§odat foglalkozott ezzel a
témaval. Kulonbo forrasbal (vizil, talajbol, élelmiszerdl, novénylsl és allati
szervezettl) szarmazo kulonbdzbaktériumfajokban sikerilt megtalalni a pro-
kariotak virusait. Kideriilt a nagymériégazdaspecifitasuk, amit Craigie €s Yen
a Salmonella typhfagtipizalasara szolgald eljaras keretében hafiotiogCan.
Publ. Health J. 29:448, 1938). — 1940-1956-ig 5200, 1965-ig pedig Ujabb
5000 dolgozat jelent meg éta tertletél.

Az elektronmikroszkop gyakorlati hasznélatba \éteksak élettani hata-
sukat vizsgalhattak, és a gazdaszervezeten kifajtmtfoldgiai valtozasok alap-
jan végezhették a kisérleti munkat. — A fagokrolszidt el$ elektronmikro-
szképos felvételek csak 1940-ben jelentek meg. Massenschaften 28:45,
28:46). Tiszta formabanddzor Schlesinger allitott &fagtenyészetet. EBbsi-
kerilt megallapitania, hogy ez a szubmikroszkopiaervezet dezoxiribonukle-
insavbol és fehérjébdl épil fel (Biochem. Z. 264:833). Azt a tényt, hogy a fer-
t6zésben csak a DNS-nek van szerepe, hlusz évvéblkdszonyitottak A. D.
Hershey és M.Chase izotéppal jelzett T-2 faggaketgvizsgalataikkal (J. Gen.
Physiol. 36:39, 1952). Kisérleteikben a DNS-t foszotoppal, a fehérjét pedig
kénizotoppal jeldlve, perdddit médon igazoltak, hogy a DNS bejut a
baktérumsejtbe, a fehérjefrakcio viszont a sejtfélivil reked.

A negyvenes évedit bioldgiai jelentségik megéit. Hamarosan a mole-
kularis biologia gyors fefldésének kedvelt kisérleti alanyaiva valtak. Hagznal
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szonylag kevés szamu épélemet tartalmaznak.
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Pathol Biol 25:195 (1977) Actinofégok D twe.

A létliket megszabo informaciot egyszalu vagydeetipiral szerkezétnuklein-
sav hordozza. Tovabbidlyt jelent, hogy ezen a nukleinsavmolekulan viszony
lag kevés szamu gén helyezkedik el. A legegydeRNS-fag mindéssze harom



gént tartalmaz, de a legbonyolultabb virus génalloya sem haladja meg a ha-
romszazat. (Elvileg éfordulhat, ezideig meg nem talalt olyan virus, gnusak
egyetlen gént, a kbpenyfehérje génjét tartalmazza.)

SERRELE

sPP1

15b -
| 1Py-1

O Q PBP1
L ,Tjn JIL
#1219 Typs F
0 GA- p— mor 1 BLE

100 nn

-

Bacillusbdl izolalt fagok méretaranyos rajza Pathol. Biol. 22:909 (1974)

T PES1 MP13

sP10

Chlostridium-fagok méretaranyos rajza Intervirology 15:199 (1981)



A z06ld tokban (capsid) lew fehér fej
Farok rdzsaszin tail
Zo6ld tapado fonalak tail fibers



UJ FAG IZOLALASA ES AZONOSITASA

Természetes @helyukmol (talaj, alldviz, tragyatarold, szennyviz) izolatbk.
Gazdaszervezet: optimalis taptalajon (husleves)geeked, virulens toérzs
A folyékony taptalajon kiszabadulé fagszuszpenZidhgitassal kell homogén
fagtenyészetet nyerni agar taptalajon

A jol ndveked két 6ras baktérium tenyészet {18@ejt/ml) ferézhet) az
izolalt fagszuszpenzidval (0fag/iml) — 3 6ra inkubdlas utan (3000 fordu-
lat/perc) centrifugalassal a gazdasejt roncsail@tikinetk. A feluliszébdl a fag
elkilonitése (15000 ford/perc) ugyancsak centritaggal torténhet. A feizédés
akadalyozhaté kloroformmal, ami altaldban a faganrkarositja. Féléraske-
zelés viszoint csiramentesit

A fag tisztitasa, elkulonitése

a fagszuszpenzio lizis utan
centrifugalassal konnyen
elvalaszthat6 a visszamarado
baktériumtdrmeléki

A fag elkulonithed: ultras#iréssel (tangencialis & alkalmazasaval) tisztithato,
frakcionalhaté :polietilénglikollal (PEG 6000) A ghéter >>>> higitott fag-
szuszpenzidvah vivo a gazdaszervezettel féxbtt agar taptalajon torténik. Fo-
lyékony taptalajban: a faggal férbtt tenyészet teljes feltisztulasa észléihet
Agar taptalajon: jellegzetes tarfoltok (plaque-forghunit: PFU) jelennek meg.
Virulens fag esetén a tarfolt éles hatéarral jelenitik temperalt fag altalaban el-
mosodott szdl foltként hivja fel magara a figyelmet. — Homalytasfolt képz-
dik a nyalkat termél baktérium esetében. A tarfoltrdl a fag platinadsat gaz-
daszervezettel féiz6tt agartaptalajra atolthato.

A tiszta virulens fag: vizes szuszpenzioként 4 fCakar 10 évig is tarolhatd, de
a gazdatorzs sporaiban is fennmarad (Liofilezdgekony nitrogénben valo ta-
rolas viszont csokkentheti a fag életképességét.)

Tarfolt
PFU




A FAGSZAPORODAS BIOLOGIAI TORTENESEI

A fag adszorbcidja a fagreceptorhoz valé Kiités

Fagreceptor lehet a baktériumsaitikinyerhet, a kil$ membran valamelyik
tisztitott formaban éhllithatd fehérjéje; a lipoprotein alapvaza; a
peptidogliikan-teichoinsav komplex; a baktérium tokaga; a mikoplazmakban a
sejtmembran valamelyik alkotorésze; extracellulamgilvanyok, ostor vagy
pilus. Az utébbi esetben csak azdejtekhez kditdhet, csak a donor sejtek fiert
zésére képes.

Egyetlen sejten tobb kilonb®receptor is éfordulhat, tehat kilonb@z
fagok is ferézhetik a gazdaszervezetet, egyitky azonban csak egy faggal fer-
t6zodhet a mikroszervezet.

A T-paros fagok kotodése két Iépésbetorténik;

1) a farok végén lévszrok lazan, reverzibilisen kédnek a receptorhoz.

2) ezt koveti a farok 6sszehlzodasa, és a nyakeld@ihek kapcsolodasa, amely
héfokflggo, irreverzibilis kobdést jelent. A Ca és a Mg ionok (0,001-0,01 M)
elésegitik a fagadszorbcidt, de befolyasolja &#ést a pH, az ionésség, a tap-
kozeg Osszetétele. A fagok 90 %-a 10 percen bestabealddik. A kdidés
sebessége a koncentracio viszonyoktdl fugg, édéaeli exponencialisan csok-
ken. — T-fagoknal a farokfehérje alegységek konfmids valtozasa segiti az
injektalast (alkohol, formalin, hidrogénperoxid rikamid, stb befolyasolja), de a
fehérje 6rokletes megvaltozasa is akadalyozhdtyamatot A kéédést a recep-
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tor szerkezeténerk orokletes valtozasa akadalyosezesztenciat okozhat. A re-
zisztens torzs ellen azonban hatasos fag izolalhagséallithaté (1950-ben A.
Lwoff helytelentl immunisnak nevezte a reziszterokariotat )

A fagkromoszoma minden esetben linearis formabarat a citoplazma
membranjan. Nikodoképessége azonban digys formahoz kotott.

-—  “almedris fag-DNS injektalasa

‘ fag-DNS replikacioja a gylirlis fAgkromoszoémarol

>>> ?P @ @

tok | ‘ \
sejtlizis |

fehérje épitéelemek érett fagok

A fag szaporodasamar a latencia peridédus alatt megindul.

A latencia periddus az él€rett fag megjelenéséig méhadotartam, amelynek
hossza a gazdaszervezet élettani viszonyaitol #iggiorsan névekeibaktéri-
umok esetébenRhizobium, Vibrip ez a folyamat 20 percig sem tart, de a
cianobaktériumok esetében 5-20 oOra kozott valtozAafertozott sejt teljes
anyagcsererendszere a fagszaporodas biokémiakeigékya kielégitésére modo-
sul. Ebben a szakaszban a fag kialakulasahoz sgksdyan enzimek kéfd-
nek, amelyeknek a génjeit a fagkromoszoma tartadmaxz enzimek létrehozzak
— a stikséges aranyban és mennyiségben — a fagrészedslaledpeit,ezért eb-
ben a szakaszban intenziv RNS és a fehérje-sanégasztalhato.




Mindent megeiz azonban a fagkromoszoma kéges. Az informacio sza-
balyozottan, megfelélsorrendben keril leolvasasra. Zavar esetén érigiigik,
fagrészecskéek megjelenése figyethmieg.(félig kész fagok a gazdasejt kémiailag
kivaltott lizisével is nyerhék) A szabalyozas egyik moddja, amikor (;
RNS-polimeraz képes hasznositani az eddig le nemsaoilt informaciot. Sok
esetben Up -faktor teszi lehéivé az eddig le nem olvasott gének atirasat
A gazdasejt_lizise a befejed szakasz, az érett fagok megjelenése a
tenyészkdzegben. A kiszabadulé fagok szama szaélsok kozott valtozhat,
ami a T-1 fag esetében 20-1000, a Leviviridae (R&-esetében 500-10.000
kozott valtozhat

Vegetativ formaban a virus eredletukleinsav (RNS vagy DNS) a gazdaszerve-
zet enzimrendszerét igénybevéve nagy szamézbiedpes részecske kémiéset
irAnyitja. A virus-nukleinsav olyan dominans géndkcolatdnak tekinthét
amely a gazdasejt génallomanyat elnyomva, a viewazta jellegét kodolja.A
virus ferthzést nem koveti s$ikségszerlen a karositott gazdasejt pusztula-
sa.(Inoviridae) A fefizéképes virion olyan életjelenség nélkili (vizes zpen-

zi6 formajaban évtizedekig tarolhatd) szerves &lysiak tekinthet, amelyben az

() virion felépitéséhez 8kséges genetikai informaciét tartalmazé nukleinsava
fehérje burok veszi korul.(Bakteriofagok) Sok esetlegy masodik burok fokoz-
za a virion védelmét. (Tectiviridae, Corticovirid&&ystoviridae.) Mas esetben a
vegetativ alakban valé atmenetheiksZges enzimek génjét is tartalmazza az
orokits anyag (A lizogén tulajdonsagot okozo tempergokd

A bakteriofagok rendszerezéseaz atorokih anyag illetve a morfolégiai
jellemzk alapjan torténik Igy dupla szali ds DNS és egyeflonalbdl allé
(szimpla szald) ss DNS szerint csoportosithatjukz @rokith anyagként
ribonukleiunsavat tartalmazé fagokat pedig a deetszall ds RNS, illetve a
szimpla szall ss RNS tartalmuk alapjan kulonitlkegli Az egyes csoprtokban
eléfordulo fajok szama széles hatarok kdzott valtazAatig a Cystoviridae csa-
lad egyetlen képvisée ismert, addig a Syphoviridae csalddban t6bb d®00
fajt tartanak nyilvan. Elmosodott a hatar a burdkkadelke? ketvs szald DNS
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tartalma temperalt fagok és a burok nélkidif@dulé dupla szali DNS 6rokit
anyaggal rendelkézplazmidok (episzOmak) esetében. Mindkdt€pes a bakté-
rium-kromoszomaba integraldédni, de gyuris alakbazaporodoképesek..

ds DNS

th
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A FONTOSABB FAGCSALADOK ISMERTETESE

MYOVIRIDAE pvocizom (T-péaros fagok)
250 mDa mérdgtfehérjéldl felépul fej
120 mDa meérdtkettbs szalid DNS-8I allo,
lineéris fagkromoszoma, (200 gén)
A farokrészen megtapadasra szolgalé képletek
fag-DNS szalnak a gazdaszervezetbe jutasatés
fehérjék talalhatok, amelyekésiegitik a nyaki ko-
téelemek tapadaséat és a kromoszéma membr:
valo athaladasat linearis formaban.

A fag-DNS a gazda szamara biokémiailag uiy
mértékben idegen, hogy a wedeladatot, a hibas DNS lebontasat gz
nukledzok tehetetlenné valnak. A fag-DNS pl. citohelyett 5-hidroximetil-
citozint tartalmaz. A fagkromoszémat pedig glukéaekulak boritjak.

Hidroximetil-citozin-trifoszfat képz édése
OROTSAV

PRPP \i\—m@

Orotidin-foszfat

GO
Uridilsav
ATP >l>>>> ADP Uridilat-kinaz
UDP
ATP >¥> >»> ADP Nukleotid-difoszfat-kinaz
Glutamin UTP

CTPszintetaz
Glutamin sav
P

L\

PP 1) Pirofoszfatazfagenzim)
CMP
v 2) Hidroximetilaz(fagenzim)

ATP 5-todimetil-citidilsav

3) 5-hidroximetil-citidilat-kinaz
ADP
5-hidroximetil-CDP

NADP redukalt
Thioredoxin Ribonukleotid-reduktaz
NADP oxidalt (5

5-hidroximetil-Dcdp

ATP
\l Nukleozid-difoszfat-kinaz
P

5-hidroximetil-Dctp
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A hidroximetil-citozin képadését katalizalo enzimeket kddolo gének atirasa a

AH gazdaszervezet szamara (] fel adatk
| jelentkezik
_~C 1) airofoszfatazcitidil-trifoszfatbal
N C-CH,-OH citidilsavat képez.
| | 2) hidroximetilaz
H,Os;P-O-CH Oo=C P C-H hidroxatitezi a citidilsavat
N 3-hidroximetil-citidilat-kinaz
\ O\ \ késziti az 5-hidroximetil-citozin-difoszéd
e/ C  amildl aribonukleotid-reduktaalakitja ki
\ H | a dezoxi-szarmazékot, amélyb
H C____/C H difoszfatkinazsegitségével készil a

| | fagkromoszomahoz szilkséges dCTP

5-hidroximetil-citidilsav

A glikozilezést UDP-gliikoz felhasznalasaval fagsigaus enzim végzi.
A tbbbszorosen védett fagkromoszomat a jelénieikledzok nem kéarositjak.
A gazdaszervezet RNS-polimeraza megkezdi 82€IDNS-61 a mRNS atirasat.
A fagspecifikus enzim, hatastalanitja, akadaly@akeomoszéma replikaciojat.
A sejt biokémiai aktivitasa teljes mértrékben aEAgS replikaciojara és a
fagkromoszoma génallomanyanak az atirdsara haslnéd

mszere)
farokfonal
lizpzim 6 fehérje

o6sszehuzo
injektalé
/ arokszerel

farokszintézis

> fejszintézis

farokszintézis

dezoxicitidilat-szinteta

fejkialakitd

dezoxicitidin- —— |
pirofoszfataz

A T4-fag
kromoszématérképe

fejszintézis

farokfonalak

/ tiniti szintetaz
érést katalizaldé enzim

Egy-egyEscherichia coli K-12ejtdl a hisz percet igénylszaporodasi ciklus
végén 200-2000 virulens fag szabadul ki
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A fagkromoszoma atirando elemei  A) a fejrészkoldrfehérjemolekulak,
B) a farokrész elemei,
C) az éepdelemeket 6sszeilleszenzimek
D) a lizozim gén éatirasa és kifejezése

A T-4 fag épitelemeinek a kégalése, az eddig ismert gének szamjelzéseivel.

23 - 92
20-2%-
{aszdamek a gének \1/24»3]-40-66
jelzdéae ) 'P-belad protein
lires fe]
\L DS
18, 17, 49 y
o hagitd aktivitds
@ 23,22, 24, (P
: . 2,4
FAROE resz E0. 64, €5
5, 6. 7,8, 10,25, 26 27 « W
28, 29, 51,53
9,11,12 gz?
A
48, 56, 19°% . \l/ 3, 14

proximglis J/ 37, 38
T a4

?‘ arock foralak
\ ? | -
- dl=ztdlis

T-4 fag épibelemeinek szerveddese
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A fagkromoszOma génallomany hatarozott programirszesrril atirasra

azonnali korai
(k&zepes specificitisi

faktor) késleltetett korai (rlla)

100

{ kicekerd fehérje)

a végsd mennyiség szdzaléka
5

kés3i (lizozim,
vizfehérjék)

- Y "B T ]
5 10 15 20 5
az idd (min)

A szabalyoz6 fehérjék hatasa a fag fejlésére

T6bbszords replikaciés villakialakuldsa segiti a nagyszamu masolat kozel egy-
idejii elkésziiltét. A riveletet a korai fazisban késéirlagyszamu inicialé fehérje
képzdése inditja el. A fAg-DNS replikaciéjat mindentbsa révid lanci RNS-
molekuldk inditjak. Egyes gének a teljes ciklustat@ikodnek, masok csak a cik-
lus meghatarozott édzakaban dolgoznak. (A lizozim korai megjelenéddgueé

a populacio pusztulasat jelentené.) A represszabrgdro szabalyozas helyett,
pozitiv szabalyozas valosul meg. A gazdaszervelk&-polimeraza ée-faktora
ugyanis csak a korai stddiumban szintetizalédérjékéénjeinek a promoterei-
hez képes illeszkedni (25 fehérje). Az atiras a& sfopjelnél megall, az RNS-
polimeraz pedig Ujra kezdi a szaméara szabad gdivékét. Ot-tiz perc elteltével
képads fehérje a bakterialis-faktort lecserélve az RNS-polimerazt azoknak a
promotereknek a felismerésére is alkalmassa temziklyek a fagérés folyamata-

//////

A korai szakasz promoterei altal irdnyitott géaelkdra jarasaval ellenk&z
irAnyban, a k&8 promoterek altal iranyitott gének pedig az oragaval egyex
irAnyban irédnak at.
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SIPHOVIRIDAE o1¢wwv ¢ (Sendai ékt 1984-ig Styloviridae)

nyakrész nélkuli hosszu farokkal
rendelked DNS-fagok;

a farok a megtapadasban és a
fagfejben €% 14,5um méreti
kétszali DNS bevezetésében
jatszik szerepet.

atemperalt fagok legismertebb
faja, aA-fag, — Hosszu ideig
képesek a gazdaszervezetben
profagként fennmaradni.

A vegetativ ciklus alatt a gazda

AN kromoszémajaba integralodva,
azzal eqgydutt replikalodvérzik
A a gazda lizogén tulajdonsagat. iy, :
A lizogén baktérium érzékeny marad mas bakterlurafage azonos
tipusu virulens faggal nem fémdik. A lizogenitas tényét a prokariotdk esetében
— (ideértve a cianobaktériumokat ésstihs 6sbaktériumokat)—sok kutaté megfi-
gyelte.

bototdali tronszkripeio

£gid

forol

'ubboldu_li "

,..
-
L
immunitos

56 4 3
A lambda-fag
géntérképe xopcsolodd végek
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Az Escherichia coli K-1t fert6z6 A-fag vegetativ életciklusban 14y6n DNS-
szakaszként, temperalt profagként (48500 bp) a &3ah Bio-gének kdzé ékel
ve a gazdasejt kromoszémajaban talalhatd. A kékgeatti szekvencia, kapcso-
l6dik aA-fag Att(attachment) szakaszahoz., mivel a kapckbkxalak 5' végein
12 nukleotidot tartalmazé egyszalu komplementeafdqkoheziv szakasz) ta-

lalhato. — AA-fag lineéris alakban kertl & coli K-12citoplazmajaba.
CCCGCCGLCTGGA
L P B L I T TN T T I O . S I I I Ty Iy Y rrrm
GGGCGGCGACCTY
Att
bal ragados vég integralédé szakasz jobb ragadds vég

A gazdasejtbe jutoA-fag linearis formaban

A gazdakromoszoméba azonban csak dirigy alak integralodhat. A
topoizomeraz hatasara a linearis fag-genom atmeyyétiis formava alakul,
amelynek Att szakasza a Gal, és a Bio gének kdadodlk, A bévitett kromo-
szoma replikacioja €it kezdve zavartalan, informaciétartalma azonbaRES-
polimeraz szamara megkdozelithetetlen.

A cl gén termelte cro represszor
(control of repressor and other
things) sikeresen akadalyozza az
RNS-polimeraz  rikddéséet. A
lizogén E. coliban &llanddan
15-100 ilyen represszor molekula
talalhatdé. Ez a 30 kDa méiiefe-
hérje a fagszaporodas korai ciklu-
saban nélkilozhetetlen mMRNS-
molekuldk szintézisét indito cll és
clil  kozétt elhelyezked cl
promoter nikodését serkentve ne-
gativ szabalyozassal gatolia a

A Eecherich Sffflﬁ, o S0l orofs transzkripcié indulasat, de poziti-
Z Escherichia coll-ba eputt protag van befolyasolja sajat maga szintézi-
sét. Kémiai, ill. fizikai hatas a

profagot aktivalhatja. A RecA fehérje kilonlegestpazként képes elbontani a
represszor fehérjét. A RecA eredeti funkcidja aitgavmechanizmust gatld
represszor hatastalanitasa a génallomany séridésmeAz UV vagy émersék-
letemelés olyan fehérjék szintéziséhez szikségeslyek a fag-genomnak a
kromoszomabdl valo kivalasat seqitik. A teljes fggom atirasara csakafag
kromoszdma virulens alakjanak a kialakulasa utaiillsor. A virulens fag azon-
nal atéllita a gazdaszervezet enzimrendszerétfagfartzés a virulens fagnal
megismert Uton halad a végkifejlet felé. A gazdagzaet transzkripciés mecha-
nizmusa pedig akadalytalanulikbdve azokat a géneket irja at, amelyek a fej és
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a farok fehérjemolekulait kodoljak. Befejezésuizst okozo enzimek geénjei ke-
rilnek atirasra. A gazdaszervezet RNS-polimerazanakabbhaladasat a megfe-
lelé helyen talalhato terminacios jelek akadalyozzalgatas feloldasara kilon
fehérje, az agynevezett antiterminacios faktorgaloEnnek a fehérjének a kddja
a terminacios jelek étt, a korai fazisban atirodé géenek kozott talalhatéorai
gének atirasa az ora jarasaval elleikazkési gének azzal egyézaranyban tor-
ténik. Utolso Iépéskeént a gazdaszervezet liziddsebbadulnak az Uj gazdat ke-

ress temperalt fagok.

CGC CGchG"

-
o oy -

- -

Att

A \-fag gyiiriis formaban

|

Az integralodott fagnak a baktériumkro-
moszémabdl vald kivalasa utan az atmenetileg
linearis formaban 1&y fagkromoszoma szabad
végei kapcsoldédnak és a kialakulotigis alak
lehetivé teszi a lizogeén életciklus megindulasat, a
fag-DNS replikaciéjat. A gyris alakrol folya-
matosan legorddlduplaszali DNS egymast ko-
vetben linearis formaban tartalmazza a
fagkromoszoma génallomanyat. Az A-génen ko-
dolt endonukleaz a cos (cohesive ends) ragadds
szakasz hataran feldarabolja a folyamatosan kép-
z6d6 DNS-t.

, —— —t— At

r_AWB C D EFZUVGT HM tKI J

int xis exo cll N ci cro OP Q SR

—l1 1 1 1 1 1 1 i I

) I A SR (S S SN SRS S SN S R S SN NS S

0246B1012141618202224262830323436384042&4464849“)

kapszidrészek és 0sszesziermechanizmus

integrald korai regulaci6. DNS lizis
kési regulacio

A képzodo A-fag térképe linearis formaban

cos
1

CcOSs cos
i s

cos 3

2 ' 1

l

A-DNS replikacidja Escherichia coi K-12 torzsben

A folyamatosan keépmlé fagépib-elemekidl késziul az érett fag, amely linearis
formaban tartalmazza a faggenomot.. Ennek eredrkényéhamarosan nagy
mennyisé§ fag kerll a kornyezetbe, amely Ujabbcoli sejt fer6zésére képes. A
profag kivalasa spontan is bekodvetkezhet mintegeglékes nagysagrendben.
Ezért nem éles az agar lemezen a temperalt fagakegmentes terllet hatara.
De ilyen folyamatot indithat el barmilyen hatasldgél egy cellularis proteaz is
inaktivalhatja a represszort. Ez a folyamat proliuki® kémiai, illetve fizikai ha-
tassal. Ez véltozhat; az Mu és a P2 temperalt #ldapl nem indukéalhato

UV-vel.
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Eschericl k szeridacterium coliel-
nevezess 1885-ben széklathibi
(ATCC 1 0 0 (8tad University Dept. of
Microbiol H ogezisben szereplgének
helyzetét

Lt

a replikacioé indul

Escherichia coli K-12
1400 ismert gén

0
sxj0  Da 4700 kb (1 Da=1.67x10
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“ a temperalt figgenom injektaldsa linearis alakban

\afég-DNS gyurave zarasa

baktériumkromoszéma

,

a fag-DNS integralddasa

a temperalt fagot tartalmazé lizogén

\ baktérium szaporodasa

/ ot

héindukcid! .| e

a cro-represszor lemozdul a DNS-r6l fég—DNS kivalasa a gazdakromoszomab

©o

virulens fejlédési ciklus

a gazdasejt lizise C@ @ @ érett fagok

A héérzekeny temperalt féggal A-fag) lizogénné val&Escherichia coli K-12 fejlédése
30 °C, illetve 42°C-on.

kivalast segité gének atirasa virulens fg-DNS
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A géntechnoldgiai munkaknal aelydsen hasznalhaté a 10-12 um hosszu két-
szall, helikalis DNS-t tartalmazB-2 temperalt fag

A fert6zési folyamat kozben a linearis szerkéziétg-DNS ragadoés (re-
dundans) végei miatt konnyen vehet feludgyg szerkezetet, amelyafaghoz
hasonlé médon képes a gazdasejtbe épilni azzdléazssel, hogy nem csak a
fagkromoszoman talalunk tébb kapcsolddasi helydt)(Ale a gazdaszervezet
(E. coli K-12 kromoszémajan is tobb kapcsolddasi hely (IS)halkd.
Géntechnoldgiai alkalmazasat konnyiti, hogy a fagfdtbelemeinek jelenlét-
ében nem csak a fag-genom, de a fagkromoszémazal kdonos mérétide-
gen DNS (a gazdaszervezet kromoszomajanak resisilarizimekkel kivagott
szakasza) is képes résztvenni a pakolas folyanrat@bgénklonozashoz ideélis
eszkdzként hasznalhatd, mivel a fagfejbe a baktdétiomoszéma akéar 2 %-a is
bezarodhat. — A prokariota génkonyvtar kialakitésggiti, hogy a fagkromo-
szoman a bakteridlis DNS fragmentalédasasedit nukleaz is kodolva van.
Vektorként hasznalhato teljes plazmid is bepakollmfagtokba, ha a meérete
ko6zel azonos a fagkromoszémaval. — Ezek a fagmmgfat mutatd részecskék
a megtamadott sejib kiszabadulva, mint valami kamikaze-torpedo, ddej
lévé DNS darabot az 0j gazdaba juttatjak, anélkil, haggazdasejt lizisét
okoznak.

A Mu-fag (mutator) a mutaciot indukalo tulajdonsaga miattieend.

A fert6zést koveten a C gén altal terndalé represszor akadalyozza a lizist oko-
z6 gének atirasat. Kulonb®génekbe épllve az éppen tdmadott gékdaesét
akadalyozza. Természetes mutagénként a gazddsgtszeti szelekciés mod-
szerekkel kulonbdzmutansokat nyerhetink.
Az eddig megismert temperalt fagok csak a kromoszkivaltsagos IS helyére
épulhettek be. A Mu fagban l&wranszpozaz viszont ragados véget létrehozva és
duplikaciot végezve a legkulonkiizh helyeken ad leh&téget a fag beépulésére.
A 6 farok fonalat és injektald elemetikddtet) fag 37,2 kb mérétgenomja a
gazdasejtbe nem sokkal a &ms utdn a fagban kodolt transzpozaz
enzimkomplex altal nyitott résbe képes elhelyezkednA fag hivatlan vendég-
ként kilonb6# gének torlését katalizalhatja, A fagfejben azorditalaban ennél
nagyobb (39 kb) — az &6 gazda DNS allomanyabdl hozott DNS szakasz kerdil.
A bal oldali csatlakozasi ponthoz 100-150 bazispgwbb oldalihoz 1-2 kb, vagy
néha ennél nagyobb szakasz is kapcsolddhat.

A gazdaszervezetbe kerigl Mu-fag (39 kb) az idegenbil hozott szekvenciakkal egyuitt
[O O |

A gazda kromoszoméba €37 kb méreti) Mu genom
[ |
| | | |fej és farok gének SUUS | |
pa@tt transzpozaz k&samRNS gazda flgh joneAtt
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A gazdaspecifitast a fag genom jobb oldalan tatalls&) szakasz pozicioja hata-
rozza meg. Pozitiv esetben a farok fonalak szet&ezié-12 E.coli-val kialaki-
tandd kapcsolatot @yben részesiti. Ha ez a szakasz forditott helgpe('S")
taldlhatd, akkor mas enterobacter térzsekzéde varhato.

Gazda-kromoszoma (kiemelve a hasitantiély) és a Mu fag

Zb%de‘”g*ﬂ] M

A transzpozaz éaltal hasitott kromoszomaban a Mdag elhelyezkedése

Mu ab'cdefgh

abcdefg

A gazda kromoszémaba épult Mu-fag a transzpozaz @t végzett duplikacio utan

! L

[T IPR I TEPN T - B ]
aovcoergTn

abcd efgh

uuuuuu g MU
abcdefgh

A Mu-fag szerkezete és beépilése a gazda kromoszdaa

A fag kromoszoma védett, mivel az adenil tartald®d-a acetamidalva van.
A linearis fag-genom (integral6doé szakasz) megshaltaahozott szakaszoktol.
Az atirodo transzpozaz fehérje késziti az integi@derde hasitékat, majd a Mu
elhelyezkedése utan az egyszali DNS darabokatdagpé
Ha nem esszencialis ponton tdrtént a beéplilésy akkmaporodasa nem all le.
a fadg hosszabb-révidebb azonos szekvenciaju szakiézé ékeldve talalhatd
Az egyenes att vég leliseget ad a fag egys#ekilépesére és a szaporodas
szempontjabdl sziikségedigys alak létrejottéhez
Az épitelemek elkészultével indul a K&snRNS szintézise, a litikus ciklusban
érdekelt gének atirasa és a fag bepakolasa, tovwabkékdidéssel szomszédos
gént hordozo fag kiszabadulasa
Ez a fag felismeri a megfetehasitasi helyet az atalakitanddé kromoszéman.

Ez a szakasz nagy mérés lehet (40-1000 b).
Eqgy szalu fonal kégmlése kézben (ferdén) hasit és az egyszalu fonélgdde-
séhez elhelyezi a fag att. végeseit.
Elvégzi az egyszali DNS szalak komplementalasflifdciot).
A hasitasi hely karositasaval nagy szamban kild@hbiigansokat allit él
(A géntechnoldégus altal haszndlt transzpozon a adutfanszpozaz génjének a
funkcigjat latja el.)
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PODOVIRIDAE toda lab. A T-paratlan fagok ismert képviégl a T-7 fag.
A késbi szakasz atirasara sajat RNS polimeraz keésziil, A
12 um hosszu és 25 mDa médréetivs helix.minddssze 30
gént tartalmaz, amelynek géntérképe jol ismert.aadg-
szervezet RNS-polimeraza irja at az & gént, amely a
gazdaszervezet RNS-szintézisét leallitd fehérjddkeil a
fag RNS-polimeraz szintézisét iranyitd informaastar-
talmazza. Ebli a gazdaszervezetbenikddé ribonukleaz
lll hasitja ki a 110 kDa méneflr-7 RNS-polimerazt, amely
képes a fagkromoszéman ¢etovabbi 25 gén atirasara.

Korai tern —
promoer. 0.3—- a gazda ndvekedésének akadalyozasa
0.7 N protein kinaz

1 . RNS polimeraz
Promoter i ismeretlen feladat
1.3 DNS ligaz -
1.7 smm DNem ismert feladat
2 M gazda RNS-polimeraz inaktivalasa
3 m=msm endonukledz
3.5 Lizozim
4 . Helikaz, primaz
5 . DNS polimeraz
6 exonukleaz
Promoter m . a fagfehérje alkotérésze
| 8 - fagfej fehérje
° I fej Osszeszereld fehérje
10 nagy fejfehérje '
Promot L
ittt 11 farok fehérje
, 12 farok fehérje
Promoter 13 . fagfehérje részecske
14 fej fehérje alkotorésze
15 ] teitencrie
16 fej fehérje
Promoter
17 farok fehérje

PODOVIRIDAE

18 . DNS érést segité fehérje

T7 fag

19 . DNS érést segitd fehérje il
genetikai térképe
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INOVIRIDAE  1vuwdno rostos

Az Enterobacter, Pseudomonas, XanthomogasaVibrio
nemzetségben éfbrdulé egyszali DNS-fagok 760-1900
nm méref, 12 % nukleinsavat és 88 % fehérjét tartalmazo,
helikalis szerkezétcszefi hajlékony fonalak

Az egyszalu, 5833-6883 bazist tartalmazo6 korkromwsm
atlapolva 9 gén talalhato.

Morfoldgiailag eltéé alakok

NS A C-2 colifag korongszér

A colifag-X hajfurt-szef mozgékony fonal;

A PseudomonaBfl fag pedig felinben merev.

M13 fag szaporodasi folyamata

M13 fag DNS-szdla
a piluson keresztiil
.bejut a gazdasejtbe

pilus

(fagreceptor)
egyszali DNS

(faggenom

Keétszalu replikativ alak késziil a gazda replikzici()s mechanizmusa segtséges

Az Escherichia coli @ a replikativ alak
osztodik © © szaporodik a
"plazmidhordozéként" © coli sejtben

"rolling circle" mechanizmus miitkdésével
szalu DNS-fonal

késziil
A fert6z6tt coli sejtek
folyamatosan figot gytirtive
zarulnak
termelnek
érett fAgként tdvoznak
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Idesorolhatd aE. coli K-12ben niikddé M13 fag, amely harom féle fehérfidb
allé tokban, révid fonal formajaban fordubed gazdasejten kivil. A + polaritasu
Microviridae-hez hasonléan replikalddik, majd okazz szexpilus mentén fért
z6d6 gazda lizisét. Az elkészilt és a membranon kireta/oz6 fag DNS-re
fokozatosan épil ra a B kapszid fehérje (gp8). pekds kapszidfehérje a memb-
ranon kivul varja a kifelé térekwirus genomot. AE. coli Inovirust 2700 gp8
boritja

Az M 13 faggenom térképe
E. coli K-12ben niikodé M13 fag, harom
féle fehérjébl allé tokban, rovid fonal
form4jaban fordul é. A membranon ta-
voz0 fag DNS-re fokozatosan épul ra a B
kapszid fehérje (gp8).
A kapszidfehérje a membranon kivil varja
a virus genomot. Altalaban 100 ilyen dup-
laszali fagkromoszémat (plazmidsker
részecskét) hordoz az M13-faggal deritt
gazdaseijt.

M13 fagkromoszoma etidium-
bromid/cézium-klorid centrifugalassal.
|zolalhato.

Az E. coli Inovirust 2700 gp8 boritja. A
virus egyik végén faiként 5-6 példanyban a gp3 és gp6 fehérje, a mégjé&n
pedig 6t-6t példanyban a gp7 és gp9 fehérjék taidk A 6407 bazist tartalma-
z0, egyszalid DNS a szexpiluson keresztul hatol zlagejtbe, ami azt jelenti,
hogy csak az Fsejteket tamadja meg. Az egyszald, cirkularis Dk&nplemen-
ter szalat a megtamadott gazdaszervezet replikaiszere késziti. A kromoszo-
ma ketbzédeésekor az integralodott fag replikacidja zavanaéz informaciotar-
talma az RNS-polimerdz szamara megkozelitheteiek.a cl (fagrepresszor)
gén ntikodik. A fagtermelés miatt a gazda ndévekedésedelade sohasem lizal.
Kb 1000 egyszalu faggenom képik, "rolling circle" replikacioval. Az egyszalu
DNS a kromoszoman koédolt fehérje-tokba hagyja ghzdasejtet. Az egyszall
faggenom 507 bazis méiiahtergenikus szekvenciajaselyds a géntechnoldgiai
munkakhoz. Ezért a tkodoképesseg fokozasa érdekében a replikacios origo
érintetlentl hagyasaval ide kulonkéozestrikcios enzimek szamara specifikus
polilinkert épitenek be. A laktozfugdacZ' beépitéset eestrikciot koved ligaz
mikddése seqiti. (A gén beépllését az X-gal agargjetees kék szin jelzi!).
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A piacon beszerezltgtleginkabb hasznalt endonukleazok (restrikciosnesk)

ENZIM enzimforras A hasitas helye
EcoRl | Escherichia coli —C-T-T-A-AG—5’
5’—GTA—A—T—T—C—
EcRIl | Escherichia coli —C—G—G—A—C—L—B—S’
5’—GTC—C—T—G—G—C—
Hindll | Hemophilus influenzae —C-A-Py-Py-T-G—5’
5'—G—-A—Py—Pu—-A-C-
Hindlll | Hemophilus influenzae —T-T-C-G-AA—5’
5’—ATA—G—C—T—T—
Hadll | Hemophilus aegyptius -C-C+G-G—5’
5—G-G+C-C-—
Hpall Hemophilus parainfluenzae —G—G—&—C—S’
5’—CTC—G—G—
Pst Providencia stuertii
—G-A-C-GH{FC—¥~’
5’—CTT—G—C—A—A—
Sme Serratia marcescens -G-G-G-C-C-C—5’
5—C-C-G0-G-G-G—
Bam Bacillus amyloliquefaciens —C—C—T—A—lBG—S’
5’—GTG—A—T—C—C—
Balll Bacillus globiggi —T—C—T—A—&A—S’
5’—A$G—A—T—C—T—
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A lacZ szakaszba kialakitott EcoRI restrikcidos enzim smanalkalmas
szerkezet segitségeével, az altala nyithato réssmleges DNS darab Ultettdet

AATTCCCCGGATCCGTCGACCTGCAGGTCGACGGATCCGGGG
GGGGCCTAGGCAGCTGGACGTC CAGCTGCCTAGGCCCCTTAA
] L

T . T 1 ' t [ T ¥ J T F
EceRi BarnH| Sal Psn San BamHI EcoRi
Accl Acct
Hincll Hincll

Polilinker a restrikcidos nukleazok feltiintetésével

Intergenikus elem

v

IV ===|-----0 |m==== I —» IV ===|-—--0--F |-- I
|-origo |-origo

Az EcoRI szdmara kedvézszekvencia kialakitdsa vitro mutacioval oldhato
meg, mivel dacZ' strukturgén egyik tripletiében egyetlen bazis égsel kiala-
kul GAATTC szerkezet.

Az M13 fa4g DNS-be épitetacZ’ fehérje szerkezete -met - thr- met - il¢hr - asp - ser...
DNS szekvencia -ATG-ACC-ATG- ATT-ACG-GAT-TCA

az egy-pont mutacioval médositott szerkezet -met - thr - met - ile - thr- asn- ser -
és a DNSkssmcia ...-ATG-ACC-ATG-ATT-ACG-AAT-TCA-...

o-I----EcoRI ----- d

A polilinker beépitése ezutan mar az EcoRlI ligdadata. Ezzel a tivelettel le-
hetbvé valik a polilinkerben riikddtethed restrikcios endonukledzokkal kompa-
tibilis DNS szakaszok beépitése. A fagban kédglikacios fehérje a kétszalu

lacz'
—> |\ === ----0--:':’::::::|-- = || —» IV === ----0-..:P(XXXXXXX:::::|-- === ||
EcoRl polilinker

genomrdl addllitja az egyszalu fag "kromoszomat" amit magabkd a gazda-
szervezetben elkészilt fagfehérje

Optimalis koérilmények kozott 1 fagrészecske/ml koncentréciot lehet
elérni a tenyészkdzegben, amélybz egyszali DNS-t tartalmazé fag konnyen
izolalhatd. A fag kicsapéasara polietilén-glikol ha&lhatd. A fehérjetokot fenolos
extrakcioval lehet eltavolitani.
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. - fagszuszpenzi6
M13 DNS o

T~ fag-DNS  centrifugalas fenol jelenlétében
M13 fag-DNS eéallitasa a fert6zott bakteriumbol

e

Jellegzetes Inoviridae csoportként tartjuk szamaeaigoruarMycoplasma
fajokat fertz6 virusokat. AzZAcheloplasma laidlawivirusa egy 85 x 14 nm mé-
retii palcika, amelynek a két végén egy-egy ikozahesdrétizecske zarja le aes
szefi képletet.

MICROVIRIDAE ikpoc kicsi

Az Escherichia coli, Salmonellés Shigellafajokbdl izolalhato, egyszali DNS-

fagok heterogén csoportjanak 30 fajat izolaltak..

A virion moltdmege 6,7 Mda. fehérjetartalma 74 %yszalu, cirkularis DNS-

tartalma 26 %, moltomege 1,7 MDa.

Nem karositja a kloroform, cézium klorid, karbamaDNaz és az RNaz.

Jol birjdk az ultrahangkezelést és érzéketlendéR\atényre, de Bérzékenyek..
Legismertebb képvisglik az ikozahedralis morfologiajx174,

Szerologiailag kozel dllnak a G6, G13, 101, 1@3,,1109, S13, 0A, oR fagok.

A X174 faj és a d03, d04, d05, G4, G14, ST-l, ZDABkHz06tt nincs kapcsolat

Tizenegy egyszalu DNS-fag esetében ezt a kérélgdetesen nem vizsgaltak.
DNS-hibridizacios médszerrel @174 és az S13 fagot dsszehasonlitva a

kromoszdma egyetlen darabkaja (4,7 %) mondhatéstsj homoldégnak és csu-

pan 36 %-a kozott lehet kimutatni némi hasonlés&gosoport 6rokét anyaga

egyetlen DNS-szal. A G4-fag 5577 bazistpél74 pedig 5386 nukleotidot tar-

talmaz. A bazismennyiségnek az informaciétartaimi&eli, hogy az egyes gének

atfedik egymast. Az A génben talalhaté a B gért; a#n pedig a D génben he-

lyezkedik el, a K gén viszont atfedi az A és C g@neA kilenc gén kozil keit

kodolja a szimpla szali DNS szintézis enzimeit.afedd gének startpontjaival

kulonbo® fehérjék képédéese indul. Négy gén a tokot alkoto fehérie mMRNS

képzdését teszi leh&té. 192 fehérjemolekulabdl épiil fel az ikozahedréik.

A 12 csucsu, 20 lappal hatarolt (ikozahedralig) fedeptléséhez 60 tokfehérje,

60 G-tipusu és 60 F-tipusu, 12 H-tipusu csucsfelszijkséges.
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Atfedé gének apX174 fag DNS szalor{5386 bazis)

B gén K gén E gén
I I || | :
| Agén | Cgén |Dgérf Jgén | |Fgén | Ggén|Hgén |

A szimpla szalu fediz6 fag-DNS-6I, a "+" szalr6l a gazdasejt enzimkészlete ké-
szit "-" fonalat.
Az elkésziilt dupla szalrol hagyomanyos modon késkiih felsorolt fehérjekhez
sziikséges mMRNS-molekulak.
A negativ szalrél a fag-DNS-ben kddolt enzimek ségjevel nagy mennyiseg-
ben készll a fefz6 "+" szal, amely azutan tokba zarva a gazdaseéfieknr a
koérnyezetbe keril, ahol az érett fag Gjabb ériatesiejtet tamad
Egy gén a gazdasejt liziseébstgit enzim informaciodjat hordozza, ez utdbbi gén
megfeleb szabalyozd mechanizmussal, hibridplazmidba épé\ggazdasejt felta-
rasara hasznalhato.

kis csucsfehérjegén
(12 H)

DNS-szintézis
csucsfehérjegé
(60 G)

morfogenezis

@X174 fag
tokfehérjegé
(60)

gyuriis forma —— DNS-szintézis

csucsfehérjegén lizis
(60 F)

TECTIVIRIDAE tektaivopal épit. Kettvs burokkal ellatott kisménetl5 %
nukleinsavat, 65 % fehérjét és 20 % lipidet tartal ikozahedralis fej fogadja
be a 9,9 MDa tomdg 25 gént kddolo keis szali DNS fagkromoszomat. A fer-
t6z6 fag elektronmikroszkopos felvételein nem lathaitok, mégis a fedizesi
aktus kozben késziilt fényképeken jol lathatd @&zosti képlet, amely segiti a
fag-DNS bejutdsat a megtamadott sejtbe. Aklisdburok oldészeres lemozdi-
tasa utan a beisfehérjeburokbdl ékiné farok szefi képlet gyakran lathatéva
valik
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CORTICOVIRIDAE cortex kéreg.

Lipid tartalma kdpeny boritja a fehérjetokot, anteyg a ketis szalu
DNS fagkromoszéma talalhatd. A fag foszfolipid-aéria kémiailag

y\ eltér a gazdaszervezet foszfolipid épiemeitl. A fag kil
lipidkbpenyének zsirsav ép@lemei azonban megegyeznek a gazda-
szervezet zsirsavosszetételével. Astars utan, egy-két oras latens
periddust koveten indul a fagkromoszéma k&tbdése, mégpedig az dramutatod
jaradsaval ellenkéziranyban. A szaporodasi ciklusban altalaban 1@@drulens

fag képsdik egy-egy gazdasejtben.

PLASMAVIRIDAE mAaopa viaszbdl késziilt

Az egyszali DNS-kromoszémat egy lipidtartalmu &ltsurokban let
10-12 fehérjébl kialakitott bel$ test tartalmazza. Az idesorolt néhany pleomorf,
70-90 nm atmeijii, gdmbalaku fajt (MVL2, MVL72) aAcheloplasm&ulonbo-
z6 torzseiben talaltak.

LEVIVIRIDAE levis (latin) csekély

RNS-fagok (R-17, F-2, MS-2, Q) kis méretukkéhnek ki, atméasjuk 20-25
nm. A szaporodasi ciklusuk alatt 5-10 ezer utodeeéskét hoznak létre.
Kis méreti 3500 nukleotidbdl all6 (egyszald RNS) kromoszork&ugént ké-
dol. A 30,9 % nukleinsavat és 69,8 % fehérjét hanazé MS-2 RNS-fag 180 fe-
hérjemolekula asszociatuma. — Az ikozahedraliseiejblhelyezkesl 3569 ba-
zist tartalmazo linearis kromoszéman talalhato magen koézial a (CD), a 129
aminosavbal allo, 14,7 kDa méiebkfehérjét (capsid) kddolja. — A masik gén
(A), a gazdaszervezethez vald kapcsolddast (ateaf)rbiztositja, (350 amino-
sav) A harmadik gén altal kodolt fehérje a virusepiikaciojahoz szikséges.
A fertézést okozo "+" RNS-szal a transzlacios lépésbenntadizatd mint
MRNS. A "+" szal a baktériumba jutva a kdzépenlgérked tokgen ebtt 1€vo
riboszoma-kdthely segitségével a gazdaszervezet riboszoémajaqopzsélodva
inditja a fagfehérje szintézist.

(A) kapcsolo fehérje (CD) tokfehérje lizis replikaz 3'
5!

[ |
I [ [ [
130 1308 1335 1724 1761 3395 3569

MS2 fag-genom vazlatos rajza

A virusgén onreplikacidjat medgel a replikdz fehérje szintézise, ami a gazda
fehérjeszintézis faktoraival (Tu, Ts, S-1) egylkbga az aktiv RNS-replikazt.
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Ez a négy fehérjéib allo komplex a fedz6 szal 3' vegéhez kédve a gazdaszer-
vezet ribonukleozid-trifoszfat készletének a tezhdegkezdi a+' komplemen-
ter szal készitést 5'-3' iranyban. —

MS-2 RNS-fag szaporodasi folyamata
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burkold fehérje 180 molekula CD

érett
fert 526 hér azdaszervezetre
LA kapcsold fehérje Acg

specifikus
3 génf tartalmazd RNS szdl /+/

fert8z8 RNS /+/

@\

CD kspeny gp) 'RNS. replikéz
A kapcsold g fehérjék o a0
fehérje 129 amin0sav

350 aminosav

/+/ szél%l_

gazda .
gzervezettol

5" Mlaiz/xépia

J~—/képia 3’

a "-" kdpia nagyobb
ayakoricdggal kapceold-
dik a replikazhoz

+/ 43 fertsz8 RNS

\ o%o

S ¢

- pakolds
@ o a gazdaszervezetben

A képzds "-" szal nem kapcsolddik a mintaként szolgalo, vélafkomple-
menter "+" RNS molekulahoz, hanem felveszi a dagaissorrendjél adodo
specialis szerkezetét. Mivel a virusreplikaz atisa nagyobb a—" szal 3' ve-
géhez, ezért Iényegesen tébb "+", dedt szal képédik a szaporodasi ciklus
végere. A folyamatot segiti, hogy a fead szal koral a kopenyfehérjék
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aggregalédnak A relative feldusuld negativ szalalazdaszervezet energia- és
épivelem-készletél figgo mértékben egyre Ujabb "+" szalak kégesét seqi-
tik els. A fag fertbzés befejei |épése a gazdasejt pusztulasa.

CYSTOVIRIDAE kuatog gorbe, hajlott

+

-—

—TT-1—¥ duplaszald RNS
1 a1

L > - kulonleges
Y mRNA transzkripcios
: T
- el LTty

!

LOSLE AL
S . | fert6z6 virion

&
¢

+

RPN

virusenzim

+

i (mRNS )

+ ~rvvwrTrYvTTY*

- ®dddadiad utdd virion RNS

A cystoviridae szaporodasa

TEE T T T Tt = eplikécios koztes termék

A Pseudomonas phaseolicoli-
nyészetédl izolaltdk a 10,4
megaDa tomdg kétszali RNS-
genomot tartalmazo, lipoproteiib
feléplib 75 nm atméiji tokba zart
részecsket.

A ¢6-fag 11,5 % nuklein-
savat, 66 % fehérjét és 22,5 %
lipidet tartalmaz. Jellegzetessége a
kulénleges RNS-transzkriptaz,
amely a fagkromoszomat korilviev
fehérje nélkulézhetetlen alkatrésze.

Ez a kulonleges transzkripcios enzim a +mRNS &dgzét és eft a — szal kép-
z6dését katalizalja, amely szal a fehérje @gémek szintéziséhez szikséges in-
formaciodt tartalmazza. A kiidskdpeny lipidolddszerekkel, detergenssel tamadva
lemozdithatd. llyenkor egy 55 nm atréigr hexagonalis tok (dodekahedron) valik
lathatova, amely 28 % RNS-t és 72 % fehérjétltaga.
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EPISZOMAK - PLAZMIDOK

A prokariota és az alacsonyabb réralikariota sejtben @orduld, a kro-
moszomatol fliggetlen, ©nallé replikaciora képes egkai elemeket
plazmidoknak nevezziik. Altalaban a baktériumokbiDNS—tartanm 0,5-2%-a
fordul eb eplszomalls elemkent. F-

+
EP ISLOMA @ @
@ \ R 1011 ) .
baktérium g enom (krokoszoma)

<©aPLAZMID P
@ \

 szexpilus

=/ : &
oo (&9

Az el plazmid, amit azonositottak aEscherichia coli 100 kb mérdt
szexfaktora, masnéven F faktor (fertility fact@nely a mikroba konjugéal6 ké-
pességeét hordozza. A Lederberg és Tatum altaldettt, a baktériumsejt kon-
jugaciojat létrehivé F-faktor kb. 60 fehérje molkikodol.

F-plazmidhoz kététt a szexpilus képlese és rendeltetésseenikodtete-
se. A szexpilus képeése csak bevezeti a folyamatot,ddsez a két konjugalé
sejt membranja kozotti kapcsolatta ddjik. Az informaciot hordozo DNS atada-
sa a kialakult plazmahidon keresztil torténik. Afimacié atadasa mindkét
partnerben a DNS-polimeraz aktivikddéseét igényli. A szexfaktor irdnyitasaval
kerdl at az egyik szal a recipiens sejtbe, aharagtementer szal elkészul. A do-
nor sejtben vissza maradd szal komplementer szalaf@macio atvitellel egy-
idejilleg készdl.

A plazmid géntérképe kb 100 gén jelenlétere Waghlazmid tekintélyes
részén talaljuk a szexdukciot iranyitd szakaszszéfeglalé néverragéneket
(transzfer), amelyek 3 operonba szebdse teljesitik feladatukat. AraA gén
terméke a 13000 (M)tomégprimer fehérje. amelgt a traQ gén kddolta proteaz
emészti le az 51 aminosavbol allé szignalfehéhewrisszamarado, terminalis
amino csoportjan acilezett globularis fehérje —7akDa tomeg pilin — egy-
mashoz kapcsolodva alkotja azt a spiralisan elkkéa fehérje fonalat, amely-
b6l a donor baktérium egy két sexpilusa szefdédz A traA éstraG kdzotti geé-
nek felebsek a kapcsolat stabilitasdért a szexualis folyatadit. A DNS atvitel-
ben atragének elejértraM éstrad valamint a végén tikods tra D, tra | és traZ
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gének terméke jeleskedik. Az ezutan elhelyeék@8) inszercios (integracios)
szekvencidk a kromoszomaba ékigls helyét hatarozzak meg.

o [[MIJIYAILIFIKIBIPIWICIUINIFIQIHIG]ISTITHZIIS]

Az abra atragének elhelyezkedését mutatja a F-plazmid 67—100 dalinatak kdzott.

Az abra a donor és recipiens konjugacios folyamatéiatja az F faktor atvitele
kézben. Ez a faktor adott esetben képes egy @iy tulajdonsagot atjuttatni a
donor sejtBl a recipiensbe, mégpedig oly médon, hogy az kefak gazdaszer-
vezet kromoszOmajaba épilve, kilépéskor a donan&sadmajat, vagy csak egy
szakaszat is magaval viszi.

1001

@
[=]

[o2}
o

DNS

polimeraz

»
. O

kitekerd
fehérje

plazmid
: specifikus

@7 rmembrinfeheriek

: fehérje a
) & fogadosejt kiilsti
sejtfa membranjaban

atjutott szal

N
o

Hfr genetikai karakterek dtvitele(%)

o

10 20

1d8 percben

Hfr-torzs konjugdcidja Ferecipiens torzzsel

DNS polimeraz
primer

RECIPIENS

Az Hfr- (high frequency of
recombination) sejtek nagy gyakorisag-
gal konjugalnak Fsejtekkel. Mechanikai
hatds a konjugacios folyamatot megsza-
Kithatja, és igy a modszer a kromoszé6-
man elhelyezketlgének sorrendjének a meghatarozasara hasznalhato.

A plazmid kromoszémaba éplilését az ugynevezettd@ek (integracios
szekvencia) jelenléte segitbelAz F-faktoron led két IS-elem aE. coli kromo-
szoman talalhaté 22 IS-elem valamelyikével Iéptagickolatba. A belépés és a
kilepés helye természetesen valtozhat, dhkbvetkezik, hogy a tavozo6 plazmid
kulonbdz kromoszéma szakaszokat vihet magaval. Az 1S-elemektén a
plazmid meérete barmikor éwlilhet UGjabb rezisztencia determinansokkal, de
ugyanezen az Uton el is veszithet tulajdonsagokat.

Hfr torzs: Thr* Leu® AzidS 71-£dgS Lec® gel* strS

5~ torzs: Thr- Leuw” Azid® 11-2dgR Lac” gal” strR
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Az antibiotikumokkal szemben kialakult rezisztenayors elterjedését
okozO R-faktort, a vérhasjarvanyt oko3aigellatérzsekben 1950-ben fedeztek
fel, de csak 1963-ban soroltdk a plazmidok kozéawatte tanacsara. Ez az
egészseégugyi szempontbdl fontos felismerés felgptias a kutatbmunkat ezen a
terlileten. Hamarosan kiderdlt, hogy ezek a plazinadgan enzimek génjeit hor-
dozzak, amelyek az antibiotikumokat inaktivaljak.

A hetvenes évedit a plazmidok tudomanyos jeléisiege fokozédott. Az
elméleti vizsgalatok gyakorlati eredményeinek azhasitasa szazadunk utolsé
negyedében a biolégia forradalmi &ejését inditotta el. A géntechnoldégusok
ezeket a rezisztenciat hordozo plazmidokat, illexek elemeit hasznaljak ma az
0j tulajdonsagokat hordozé vektorok, hibridplaznkidmesterséges géneloé@l
lithsara.

Két tipusuk ismert. Az egyik csoport, az episzkmandvégig megrzik
onallo, kromoszoméatdl fuggetlen létiiket. A masiloptba sorolt plazmidok
viszont "ragadés” véggel rendelkezvén képesek heigpitegralédni a gazdasejt
kromoszémajaba, majd adott kortlmények kdzott ankiszomabdl kilepve és
gyirivé zarédva fuggetlen fégiési ciklust inditanak el. Tehetik ezt azért, mert
mikodoképes bennik a replikacios origd és megtalalhatinide a terminald
szakasz. Elettani viselkedésiik bizonyos tekintetbtamperalt fagokéhoz hason-
16. A plazmidok tébbnyire valamilyend@lyos tulajdonsagot kélcsdnéznek a gaz-
daszervezetnek. Bizonyos kdrnyezeti korulményelotée jelenlétik a szelekci-
0s nyomassal szemben hatarozdihg jelent. Elvesztésiik természetes korilmé-
nyek k6zott nem karositja a gazdaszervezeief szelekciés nyomas hianyaban
a plazmidvesztés kopiaszamtol fidgg ebbb-utobb bekbdvetkezik.

Plazmidhordozok illetve plazmidssll a cianobaktériumoktol a
mikoplazmakig a kulénbdz rendszertani csoportokban gyakradf@idulnak.
Ezek a plazmidok vagy az ellenalloképességet noyatitibiotikum rezisztencia,
nehézfémirés, fagrezisztenciagtiirés, UV-érzékenység csokkeneése, stb.) vagy
a kornyezetil figgéen adott esetben metabolikuérsit jelentenek (3-galaktozi-
daz, N-kotés, citrathasznositas, stb.) mas esqihmgén tulajdonsagokat hor-
dozhatnak Bacillus anthracistoxin, Clostridium tetanitoxin, Escherichia coli
toxin, Bacillus anthracidokképzése, stb.).

A bakteridlis eredétplazmidok altalaban keétsszalu, helikalis szerkezet
kovalens kotéssel gyiivé zart DNS-molekulak. Méretlk valtozatos; 1-4@0 k
Az egy sejtben éfordulé plazmidszam (kopiaszam) is valtozhat. A ynag
plazmidok 1-2 példanyban fordulnalkseh kis mérdtek szama viszont megha-
ladhatja a szézat is. Kinashi szamolt bé&ssbr fonalas plazmidok |étezésler
(Nature 328:454-456. 1987).

Kezdetben a plazmidokat felfedéiz a funkciora utalva nevezték el. igy
sziletett az F-plazmid (fertilitasi faktor) vagy aatibiotikum rezisztenciat okozo
R-plazmid és a baktericid hatasu colicin kigsét segit Col-plazmid. Ez utéb-
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biak kozott taldljuk a géntechnoldégusok kedveneékicsiny, 5 MDa merét
Col-El plazmidot, ami génklonozashoz kuléndsefingds, mivel az EcoRI-
endonukleaz csupan egyetlen helyen hasitja.

A hetvenes évek koze@étNovick javaslatara az ujonnan felfedezett
plazmidokat egységesen jelolik. A kis p betl utdeli@dedre, vagy a kutatohe-
lyére utalé 2-3 nagybétt majd ezt kbveélleg a plazmid nyilvantartasi szamat ta-
laljuk. Tehat a pUB110 a Bristol Egyetemen felfezted10-ik plazmidot jel6li.
Az USA-ban létesitett Plasmid Reference Center I@@&beren vigyaz az elne-
vezesek megbizhatésagara. Ezek az azonositottigl@zar ATCC gyijtemény-
be kerllve, a kutatok szamara hozzaféiket

A plazmidok tehat megkéitédésre képes replikonok. Az extrakromo-
szomalis elem egy-egy Uj képiaja a kézek a terminalé szakasz birtokaban a
gazdaszervezetbenikddd DNS-polimeraz Il segitségével kéjulk.

A plazmidok vektorként egy-egy gén klbnozasaramakatok. A pBR322
plazmid tetraciklinrezisztenciat hordozé génjétrenéyan restrikciés enzimmel
hasitjak, amely lehéleg csak egy ragadds véget hagy maga utan. Aznde&
darabot ugyanezzel az enzimmel hasitva a nyennieatumok 6sszekapcsoldd-
nak a linearizalt plazmid DNS-be. A kapcsolato&figebsiti meg a giriis szer-
kezet kialakitasaval. Ez a vektorként hasznalhiaznud E.coli-ba
transzformalhatd, ahol mivel az ARS régiot a bdavais nem érintette elszapo-
rodik. Az a baktérium, amelyben az idegen DNS4atarazé plazmid jelen van,
konnyen kivalaszthato a tetraciklinrezisztenciashtése miatt.

A replikadcié modjaban is nagy a valtozatossagFAdazmid két irdnyban
replikdlodik, az R-1 és a Col-E1 esetében viszaatk cegy iranyban halad a
replikacios villa. A plazmid altalaban a sejtos&sshl szinkronban kéuodik,
mert az inditashoz tébbnyire egy kromoszéman kdddit6 fehérje sziikséges.

Az inicialé fehérjék nagy specifitasa miatt azphedok tobbnyire csak a
gazdaszervezetikben replikalédnak, illetve azokdazervezetekben, amelyek
hasonld szerkezetindité fehérjét hasznalnak. Ezért a géntechnoldigudyan
hidbrid plazmidokat allitottak & amelyek két kiloénbdzfajra specifikus kez-
déponttal rendelkezve, meglelisén tavoli fajokban, példaul
Staphylococcuban és élesében is lehe&ivé teszik a plazmid replikacidjat
(Nature 298:488-492, 1984).

A nagy koépiaszambandabrduld plazmidok replikaciéjahoz viszont nem
kell indit6 fehérje, mert tartalmaznak egy olyan $Bkakaszt, amely a
replikacioét indito fehérje nélkil is foganatosiljgen esetben tovabb néveltet
kopiaszam kloramfenikol adagolasaval. Ez az artkuo géatolja a kromoszéma
kettvz6-dését iranyito fehérje kéfését, mikbzben a plazmid replikacioja zavar-
talanul folyik.

Az elmult évtizedben a géntechnolégusok tevékege/séyoman nagy
szamban késziiltek mesterséges plazmidok. Ezekkmmiziasonlitanak a terme-
szetesre, hogy mindegyik tartalmazza az agyneve®® régiot (autonomously
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replicating sequence), amely a kromoszématol flggehegketizodés képessé-
gét jelenti. igy alallitottak élesatben fenntarthaté emberi, egér, kététiovény,
rovar és prokaridta geéneket tartalmazé hibrid pldekat, $t olyan
bifunkciondlis plazmidokat, amelyek nem csak az&bben, de a prokariétaban
(Escherichia coliis fenntarthatok.

Mint lathaté nincs semmi genetikai biztositék ahagy az o0sztédo sejtek
mindegyike azonos mennyigéglazmidot fog hordozni. Egy édutan az osztdédo
sejtek kozott plazmid nélkili egyedek jelennek nigd, mivel a plazmid képz
dése energia- és anyagigényes folyamat, a plaatadi¢tét igenyl szelekcios
hatds megsmntével a plazmid nélkili egyedek elszaporodhathgdn szelekcids
nyomas lehet a rezisztenciat hordozé plazmid esetah illeé antibiotikum je-
lenléte, vagy a R-galakozidaz gént hordozo plaas@ében az egyedili szénfor-
raskent laktozt tartalmazo taptalaj. A plazmidvészazempontjabol tehat stabil és
nem stabil plazmidokrol beszélhetiink.

Az egyes plazmidok fafzoképessége jeletd mertékben eltérhet. A
plazmidok elterjedésének kedvez a szelekcids nyoArsigynevezett transzfe-
rabilis elemeket hordozo6 plazmidok kénnyendelk a plazmidmentes mikroba
torzseket. A transzferabilis elemeket hordozo6 pldein egy része - mégpedig
azok, amelyek transzponald elemeket is hordoziiektes szerepet tdlthet be az
evolucié folyamataban. A transzponal6 elemek a gszervezet kromoszomaja-
bol szarmazo DNS-darabokat képesek mas mikroongasiakba juttatni.
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EXTRAKROMOSZOMALIS ELEMEK AZ EUKARIOTAKBAN

A sejtmagban és a mitokondriumban talalhatdé kratwsikon kivul ki-
l6nb62 méreti DNS-szakaszok jelenlétét igazoltak az élddatn, fonalas gom-
bakban és a nyalkagombakban. Bizonyos esetekbextrakromoszomalis DNS-
elemek nagy csoportjat alkothatjak a nagy mennpisédképéds fehériék nagy
képiaszamban éforduld génjei, valamint a riboszémalis RNS ugyakcaagy
kopiaszamban éfordulé negativja. Az eukariota genom bonyolultsagés
nagyfoku plaszticitdsara utal az extrakromoszongémek midségi variacioja.
A szakirodalom a targyalhatésag megkonnyitése étmrk né6gy csoportba so-
rolja a sejtmagban talalhatd, részben mar emktethoszéman kivil fellelhét
DNS allomanyt.

1) A sejtszervecskekbendedNS

2) Plazmidok formajaban eidNS

3) A szaporodo6 gének DNS-tartalma
4) A DNS-atrendédés koztes termékei

Ezt a csoportositast nem tekinthetjik hatarozktil@itésnek, mert a be-
sorolas nem kevés bizonytalansaggal végéatsek el.

A sejtszervecskékben (mitokondrium, kloroplasitetoplaszt) éifordulo
DNS példaul a valamikor bekebelezé&tprokariota kromoszomajabdl szarmazva
az endoszimbiodzisbandééprokariota genetikai allomanyanak tekinthelvileg
tehat nem nevezheextrakromoszomalis DNS-nek.

Bonyolitja a besorolast az a tény, hogy ezekbsgjtazervecskékben, igy a
Neurosporamitokondriumaban is talalhaté dnalldan replikdl&dglazmidként
elktlonilb DNS. (Nucleic. Acid. Res. 10:1439-58, 1982). Essd?odospora
anserinadreged hifafonalaiban a mitokondriumok kromoszémajabéizkkadd
plazmidokat talalt (Molec. Gen. Genet. 178:213-211980). Ugyanigy kérdéses a
Trypanosomakinetoplasztjaiban talalhaté DNS-allomany bes@alaEbben a
szervecskében tobb ezer, 2,5 kb nieke$ plazmid és mintegy 50 nagyobb, 37
kb méreti, gyiiriis szerkezétDNS talalhaté (Plasmid6 7:210-220, 1982).

A legismertebb élesgplazmid, az élesétparazitajanak tekinth@t 2 pm
atmébji, 6318 bazispart tartalmazé nuklearis plazmid. Ezpaazita a
Saccharomyces cerevisiaejtjeiben 60-80 példanyban fordub.eAnnak ellené-
re, hogy a plazmid részletes térkepét ismertetaisodalom, mégis élettani fel-
adata kevessé ismert.

Minden plazmid a kromoszomakkal egylen csak egyszer kétthdik a
sejtciklus S-fazisaban. A haploid sejtek sarjadzéisa plazmidvesztés mérkiet
(10 ezrelék) gyakorisaggal kovetkezik be. A dipladjtek sarjadzasakor a
plazmidvesztés valdsZinége tobb nagysagrenddel kisebb; gyakorlatilag nem
mutathat6 Ki.

Az éleszbk szexudlis ciklusaban kéfl a-faktor ( S anyag) egyforman
leallitja a kromoszoma replikaciojat és p-Bs plazmid replikacidjat.
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Négy kulonbodé gént: az FLP-, REPI-, REP2- és a D-géneket hoeddzz
utdbbit egyesek REP3-nak nevezik. Bizonyos vizsghklaaldszirisitik az FLP-
gén szerepét a kdpiaszam szabalyozasaban. A né@ltgékodolt fehérjét éal-
litottak, tomegét meghataroztak.

FLP - gén Aaltal kodolt fehérje 48619 Da
REP1-gén altal kédolt fehérje 43231 Da
REP2-gén altal kddolt fehérje 33196 Da
D (REP3)-gén altal kédolt fehérie 23Da

A 2774 bazispart és a 2346 bazispart tartalmazekét gént hordoz6 sza-
kaszt két FRT-nek nevezett, 599 bazisparbol fetépgbzekdtelem kapcsolja
ossze. gy alakul ki a 8plazmidra jellefngyiiriis szerkezet. Az 6sszektelem
azonossaga miatt a plazmid két izomer formaban Bigemérként fordul él.

REP1 REP2 REP1 FLP
) FRT

D FLP D REP2

A replikacio kezdpontja - az origd - az STB régidé kdzelében, a D-gén
mellett talalhatd. Innen indul a replikaciés vikét iranyban.

Nagyjabdl hasonld mérees felepités plazmidokat talaltak mas élestédlékben
Zygosaccharomyces bisporiducleic Acid Res. 13:4267-4283. 1985)
Zygosaccharomyces rouxdl. Bacteriol. 151:1380-1390. 1982)
Saccharomyces bailfd. Gen. Microbiol. 130:2527-2534. 1984)
Kluyveromyces drosophilaru(Mucleic Acid Res. 14:4471, 1986)

Tobb szaz példanybansérdulé plazmidokat irtak le a valamikor nyalkagom-

banak nevezett allati és ndvényi sajatsagokat mstzgrvezetek legrészleteseb-

ben vizsgalt képviséiben aDictyostelium(lasd 4110. fejezet) fajokban (J. Mol.

Biol. 185:447-450, 1985).

A plazmidok egy csoportjat alkotjak azok az extoakoszomalis elemek,
amelyek bizonyos élettani funkciok kdzben szabaauk, illetve tdredeznek le
a kromoszomaradl. Ide soroljdk a fonalas gombak €itégekor (lasd 4070. feje-
zet) a mitokondriumokbol kiszakadd és a citoplazanaimegjeleté plazmidokat
is.

Extrakromoszomalis elemek gémtenologiai hasznositasa

A plazmidatvitel hagyomanyos mddja a konjugacgmeretesek olyan
agynevezett konjugalé plazmidok, amelyek mobilidacigéneket tartalmazva
meginditjak az atvitelt €s mobilizaljak a nem kajgld plazmidokat is. Ez a mo-
bilizald6 hatas azonban folottébb specifikus, csaoryos plazmidok atvitelét
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segiti. A parosodas membrafigin 6sszehozott sziparok kdzott, de agar feli-
letén, vagy kis térfogatu allé kultiraban is bekkeehet.

A bakteridlis tulajdonsag, adott esetben a pldlam kddolt informéacio
atvitelét egy alkalmas transzdukalé fag vagy egulkalhat6 profag is elvégezhe-
ti. Az eljarast médszerré fejlesztve transzdukdiomevezzik.

A donor fagtenyészet nyerésének legegydtemaodija a kivalasztott fag és
a baktérium egyultt tenyésztése az agar taptalajrala2 mm vastag olyan
higagarrétegben, amely 10 milli6 baktériumot és1Q0-ezer fagot tartalmaz
ml-ként. A kinbvesztés utan a félséteget 5 ml folyékony taptalajba szuszpen-
dalva a fagok kiszabadulasat néhany csepp klorofatmehet siettetni. Ezt
kovebleg centrifugalassal torténik a sejttormelék elthssa, majd a nyert
fagszuszpenzid membrafisit hasznalva csiramentesiifief fagokban a gaz-
daszervezet kromoszomadarabjai random modon mehgleek. Faggal feéi
z6tt baktériumtenyészetben megféledzelekciéos moddszerrel a donor séjtb
szarmazo tulajdonsag kimutathato.

Temperalt fag alkalmazasa esetén a profag induktidf-fénnyel tértén-
het. A folyékony taptalajon kiitt profagot tartalmazé tenyészetet centrifugalassal
fiziologias soOoldatba szuszpendaljak (100 milliglmPetri-csészében | mm
6rétegvasagsagban UV-fénnyel kezelik (10-100 joute dozissal) 10-15 % tul-
€l6 szam eléréséig. A besugarzott tenyészetet tapleneszuszpendalva 1-2 ora
alatt bekovetkezik a lizis. A fagszuszpenzio csaatesitése ez esetben is memb-
ransfiréssel végezhét

A profag indukcidja mitomycin-C (0,ag/ml) adagolaséaval is kivalthato,
ha azt a taplevesen novekedknyészethez adjuk a Kédogaritmikus fazisban
(100 mill6 élbsejt/ml). Adagolas utan a tenyészetet sététbera@ltartani a lizis
bekbvetkeztéig. A fagszuszpenzid ez esetben is mdsbrovel csiramentesit-
heb.

A fenti modszerek valamelyikével nyert csiramenf@gszuszpenziot -
amely bizonyos statisztikus valésiseéggel gazdaszervezéttszarmazé DNS-
darabokat tartalmaz - a recipiens sejtek tdméngzmnzidjahoz (f0sejt/ml)
adva a fagadszorpcio6 fél ora alatt bekovetkezik.

A fagadszorpciot kévéen, virulens faggal valo féizéssel eltavolithatok a
tenyészettl a lizogén faggal nem féz6dott baktérium sejtek. (Virulens faggal
csak a fagmentes sejtek tethetk!) Az életben led sejteket ezutan szelektiv
taptalajra szélesztve a kivant tulajdonsagu trans#t sejtek (aminosavigény,
vitaminigény, stb.) ndvekedésnek indulnak.

A plazmid-DNS kozvetlen bevitelére szolgaldé modsadranszformacio.
Az eljaras legkényesebb pontja a transzformacimpretjabdl a kompetens al-
lapotban le% recipiens tenyészetéllitasa. Erre szinte minden fafit$6rzs ese-
tében kiulonleges gonddal egyeni modszereket muakkigit Végeredményben az
életképes befogado sejtben a protoplazmamembighéattpsagat kell a plazmid-
DNS szamara megteremteni. Ezt kulonbdzikali, illetve kémiai modszerekkel
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végrehajtott sokkolassal (elektroporezis, elekizimf)) protoplaszt képzéssel,
polietilénglikol alkalmazéasaval érik el.
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