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Bevezetés

A porcszövet a kötőszöveted egy igen jelentős 

és érdekes fajtája. Kevés sejtet és kiterjedt sejt- 

kösötti állományt tartalmaz, melybe a sejtek be van­
nak ágyazva. /1/ A sejtközötti állomány óriásmoleku­
láit a porcsejtek termelik ás 3zekretálják, s a lét­
rejött stabil hálózat biztosítja a porcszövet fizikai 

tulajdonságait.
A porcnak az egyedfejlődés kezdetén fontos sze­

repe van a test formájának kialakításában, majd a ké­
sőbbiekben a test támasztásában segit. /2/ Az egyed­
fejlődés kezdetén a porcszövet képezi az embrió vázát 

/kivéve a koponya csontjait/. Helyét később a csontok 

foglalják el, a porc pedig ú.n. növekedési korongok 

formájában van jelen a csontok végeinél, majd az 

egész életen át mintegy védelmül és felületül szol­
gál, beboritva a csontok végeit ás lehetővé téve 

azok könnyű elmozdulását, a terheléssel szembeni 
ellenállást, illetve a csontok érintkezési felületé­
nek "kipámázását'* /pl. gerincoszlop/.

A porcszövet sejtközötti állományának fehérjéi 
főként kollagénből, proteoglikánokból és egyéb, nem 

kollagénszerü fehérjékből /mint pol az 54 kD-os porc 

matrix fehérje /14// állnak, melyek bonyolult hálóza­
tot alkotnak. E molekulák jelenléte, helyzete és 

szerkezete határozza meg a porcszövet fizikai jellem­
zőit, úgymint a keménység, rugalmasság, nyomásnak ás
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feszülésnek való ellenállás, stb. /1/ A viszonylag 

nagy menyiségii viz jelenléte szintén jelentős a fi­
zikai jellemzők kialakításában. /2/

A hosszú, pálcikaalaku kollagén molekulák /2-3/ 

felelősek a porcszövet keménységéért, nagy szakító­
szilárdságáért, a proteoglikánok pedig a porcszövet 

rugalmasságáért. /3-4/
A kollagén rostok nagy szakítószilárdsága kémiai 

szerkezetükre vezethető vissza. - Ezek először pro- 

kollagén formájában szintetizálódnak a porcsejtben.
A prokollagén egy 1100 aminósavból álló fehérjelánc 

/2/, melyben minden harmadik aminósav glicin és egy­
negyede az aminósavaknak prolin, illetve hidroxi- 

prolin. Ez igen figyelemreméltó, összehasonlítva más 

fehérjékkel, melyek kevés prolint és főleg kevés 

hidroxi-prolint tartalmaznak. Jelenlétük a kollagén­
ben biztosítja annak kompakt, merev, csavarásnak, 
húzásnak ellenálló struktúráját. /3/ Három prokolla­
gén szál jobbmenetes szuperhélixszá csavarodik. Az 

egyes prokollagén molekulák hosszirányban is össze­
kapcsolódhatnak egymással és a szuperhélixek tovább 

rendeződhetnek hosszabb és vastagabb kötegekké, me­
lyek végül egy kemény, merev hálózatát alkotják a 

porcszövetnek. /2/
A proteoglikánok 1,5 - 2,5 millió D-os óriás- 

molekulák, melyek egy hosszú, hialuronsav lánchoz 

kapcsolódva molekuláris aggregátumokat képeznek. /4/

/
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Á proteoglikánok 250 - 350 ezer ű-os központi fehérje- 

láncból az ú.n. "core-fehérjéből állnak, melyekhez 

kovalens kötÓ33el különböző oligo- és poliszacharid 

oldalláncok kapcsolódnak, és üvegmosó kefére emlékez­
tető képződményt alakítanak ki. A fehérjelánc hialuron- 

savhoz közelebb eső végére oligoszacharidok kapcsolód­
nak, maja keratán-szulfát végül kondroitin-3zulfát 

molekulák. A kondroitin-szulfát molekuláknak negativ 

töltésük van, igy nagymennyiségű vizmolekulát tudnak 

a felszínükön rendezetten megkötni, melynek jelentős 

szerepe van a porc összenyomhatóságában, rugalmassá­
gában. Mikor nyomás éri a szövetet, a vizmolekulák 

kipréselődnek a molekulák közül és igy a molekulák 

felszíni töltései közel kerülnek egymáshoz, melyek 

taszító hatása ellenáll a további nyomásnak.
A nyomás megszűntekor a vizmolekulák újból elrende­
ződnek a poliszacharid molekulák körül. Mivel a 

porcszövet táplálása nem történhet a véren keresztül 
/nem tartalmaz ereket/, a szükséges tápanyag csak a 

nyomás változtatásával /melyet a test mozgása biz­
tosit/ tud bekerülni a szövetbe. így, ha a porcszövet 
hosszú ideig mentesül e mozgás alól, elvékonyul és 

törékennyé válik.
A hialuronsav és a proteoglikán Mcore"-fehérje 

kötődését elősegíti, stabilizálja egy másik fehérje 

a 42-43 kD-os ú.n. kapcsoló fehérje jelenléte, /11/ 

mely mind a fehérjéhez, mind a hialuronsav lánchoz 

kötődik. /5-10/ Az izolált kapcsoló fehérjék képesek

l
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kötődni a hialuronsavhoz /9/, illetve a proteonglikán 

monomerhez. /10/ Sz az aggregátum úgy jön létre, hogy 

a kapcsoló fehérje először a proteoglikánhoz, majd 

azután a hialuronsavhoz kötődik./12/ A csirke mell- 

porcból kétféle kapcsoló fehérjét izoláltak, melyek 

a hozzájuk kapcsolódó poliszacharidokban különböznek 

egymástól./11-12/ A fehérjeláncok szekvenciájáról 
korlátozott számú adat áll rendelkezésre, de találtak 

néhány szakaszt, mely a különböző fajokban nagyfokú 

homológiát mutat /13/ /pl. csirke- és marhaporc e- 

setáben/. /12/ A cDITS kiónok szekvenciaadataiból le­
vezetett aminósav szekvencia szerint a fehérjeláncban 

találunk két konzervatív repetitiv szakaszt, mely 

szakasz valószinü a hialuronsav kötésében játszik 

szerepet, mivel nagyfokú homológiát mutat a "core"- 

fehérje hialuronsavhoz kapcsolódó részével. /12/
A porcfehérjék alaposabb megismerése érdekében 

a labor munkatársai a csirke kapcsolófehérje génjét 

klónozták. /15/ 21Ő3zör csirke mellporcból гаШТЗ-t 

izoláltak, abból in vitro cDUS-t szintetizáltak, 

melyet pUC 8 ill. 9 vektor Sáli -5coR I helyére 

klónoztál:. A kiónok közül oligonukleotid próbával 
kolóniahibridizáció 3egitségével keresték ki a kap­
csoló fehérjét kódoló cDNS kiónokat. A genomiális 

gének izolálására csirke génbankot készitettek.

szubsztituciós vektor /16/ BamH I he­
lyére Sau 3 A-val részlegesen emésztett csirke DNS-t 
épitettelc be. A rekombináns kólonokat P2 lizogén

l

(
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törzsön növesztették fel Spi” fenotipusuk alapján.

Az igy létrehozott génbankból . plack-hibridizációval 
keresték ki a kapcsoló fehérje génjét hordozó kióno­

kat. A próba az elózó lépésben előállított cDNS kló- 

32nők P jelölt inszertje volt.
A genomális kiónok restrikciós térképének meg­

határozása fontos a gén méretének és szerkezetének meg­
ismeréséhez. A restrikciós térkép birtokában a kió­
nok közötti átfedő szakaszok megállapíthatók. A kü­
lönböző cDITS szakaszokkal hibridizáló restrikciós 

fragmentumok helyzete pedig az exonok elhelyezkedé­
sére ad felvilágosítást.

I

Célkitűzés:

A kötőszövetek sejtközötti állományának fehér­
jéit eddig kevéssé ismerjük. E fehérjék tulajdon­
ságainak, valamint szintézisük szabályozásának meg­
határozásában fontos a génjeik szerkezetének vizs­

gálata.
A sejtközötti állomány fehérjéit kódoló gének közül 
eddig csak a kollagén és a fibronektin géneket izo­
lálták és vizsgálták.

L'unkánk célja egy másik, a sejtközötti állomány­
ban előforduló kapcsoló fehérje génjének jellemzése. 

Ennek érdekében az alábbi kísérleteket kívánom elvé­
gezni a laborban izolált csirkeporc kapcsoló fehérje 

genomiális kiónjainak fizikai térképezésére.
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(nevezetesen l/a AgLP 39*13, AsLP 39*23 és

AgLP 12.1 klánok nagyspecificitású restrikciós 

enzimekkel történő analizise.
2/ A restrikciós térképek birtokában a 

kiónok közötti átfedő szakaszok megállapitása.
3/ cDxIS fragmentumokat használva 

hibridizációs próbaként következtetés az exonok 

helyzetére és a gén méretére.

I
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Anyagok, módszerek:

Baktérium szuszrenzió előállítása

Q 358 baktériumtörzset használtunk gazdaként a kö­
vetkezők szerint:

Bolyadéktápolaj Alap-agar 

10 g Tryptone 10 g Tryptone

Pedő-agar 

10 g Tryptone
5 g I'TaCl 

7 g Difco-Agar

5 g ITaCl 5 g ITaCl 

12 g Difco-Agar5 g Yeast
Detract 

0,2 -S haltéz

1 literre

Q 35J3 baktériumot 100 ml folyadéktáptalajon 37 °C-on 

egy éjszakán át /stacioner fázisig/ növesztettem. A 

baktérium kultúrát 4000 g-vel lecentrifugáltam /К24/. 

A sejteket 50 ml 10 гаЫ-os UgClg oldatban 3zuszpen- 

dáltam. A továbbiakban a 3zu3zpenziét 4 °C-on tárol­
tam, igy 1-2 hétig tudtam használni.

(

Págkoncentráció meghatározása /17/:

A fág törzsoldatból higitási sorozatot készítettem: 

10^, 104, 10^, 10^, 10^-szer higitott fágoldatból 

100-100 /ul-t 100 /ul baktérium szuszpenziőval 37 °C-on 

30 percig inkubáltamy/Igy elősegítjük a fág megtaga­
dását a baktérium felszínén/ majd 3 ml 48 °C-os 

fedőagar hozzáadása után 8 cm-es petricsészére kile- 

mezeltem. 5-7 óra múlva a fágok lizáltak, és a 

kontroll petricsészéve^y^á’sz^/iasonlitva /ahol сзак
(5 SZEGED f

К
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baktérium nőtt/ jól látható üres foltok keletkeztek. 

Kiválasztottam azt a higitást, ahol a petricsészéken 

jól számolható mennyiségű plack nőtt ki, leszámoltam 

a piackok mennyiséget és a higitással beszorozva meg­
kaptam az eredeti törzsoldat 100 /ul-ében lévő fágok 

mennyiségét.

Eágszaporitás: /17-18/

5 6100 /ul baktérium szuszpanziót 10 - 10 pfu fággal
kilemezeltem /lásd feljebb/. 5-7 órán át 37 °C-on 

inkubáltam, majd teljes liziskor 5 ml Ahigitó olda­
tot /10 тЫ Tris-Cl, pH=7,4, 5 mM KgSO^, 200 mii ITaCl,
0,1 % zselatin/ rétegeztem a lizátumra és egy éjsza­
kán át állni hagytam. Ez alatt az idő alatt a fágok 

átdiffundáltak az oldatba, amit pa3teur pipettával 
leszivtam és 5 % klorofomot adtam hozzá. Az oldatot 

4000 g-vel lecentrifugáltam és kloroform fölött 

tároltam 4 °G-on. Az igy nyert fágoldat titere 

l-ЗхЮ11 pfu/ml volt.
hagyobb mennyiségű fágizolálást folyadékkultu- 

túrából végeztem. 3 1-es Erlenmayer lombikban 1 1 folya- 

dáktáptalajra előzőleg egy éjszakán át kinövesztett 

starterről baktériumot oltottam le^. 37 °C-on rázat- 

tam. Az OD félóránkénti mérésével követtem a bakté­
riumok szaporodását és 0D=0,6-nél /2-3xl08 sejt/ml/ a 

baktériumkultúrát 1-es multuplicitá33al fertőztem a 

fággal. 6-8 óra múlva 37 °C-on erős levegőztetésnél 
teljes lizis következett be, az igy nyert lizátumból

(

űlTS-t izoláltam.
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Pár; DUS izolálás; /17/

A lizáturaokhoz 5-5 ni kloroformot adtam és további 

15 percig rázattam. 3 lépés célja a még nem lizált 

baktériumok sejtfalának roncsolása és igy a benne 

lévő fágok szabaddá tétele* 5 mg DlT-ázt és 15 mg 

ШТ-ázt mértem a lombikokba és szobahőn 1 órán át 

emésztettem. E lépés a szabad bakteriális DUS, ill*
R2TS eltávolítására szolgál* Ezután 40 g UaCl-t 
oldottam a lombikokban. A kicsapódott fehérjét, 

ill. sejt-törmelékeket lecentrifugáltam /JA 10, 4000 

rpm,20 perc/. A felülúszót G típusú G3-as üvegsztirőn 

szűrtem,a szürlethez 100 g Polietilén-glikol 6000-t 
/PEG/ oldottam lombikonként és néhány órán át jégben 

kevertettem* E lépés 3orán a fágok kicsapódnak /az 

oldat opálos lesz/ amit lecentrifugáltam. /JA 10,
7000 rpm,15 perc/. A felülúszót eltávolitottam, a 

csapadékot 33 ml fág puff erben /10 rabi Tris-Cl, 

pH=7,9 10 raM big Cl 2 10 mM HaCl/ fel szu3zpendál tara ás 

azonos térfogat kloroformmal jól összerázva a PEG-t 
eltávolitottam. Centrifugálás után a felső vizes 

fázist leszívtam- ásCsGl lépcsős grádiensre rétegeztem, 
melyet a következőképen készítettem:

SJ 27 nitrocellulóz csőbe". 2-2 ml CsCl oldatot pi- 

pettáztam egymás alá növekvő koncentráció szerint:
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Telített CsGl oldat: 65 g CsCl + 35 ml via.

Pag puffer Törésmutató SűrűségTelitett 

СзС1 /ml/ /g/cnV/ml/

1,3625
1,3813
1,3994

1,313,3
17,76

16,0

21,1

14,24

6,87

1,5
1,7

SvY 27 rotorban, Beckman ultracentrifugában 2 órát 

20 000 rpm-el centrifugáltam. Aa 1,7 és 1,5 g/сш’ 
sűrűségű fáais közötti kékes korong tartalmazta a 

fágot, melyet fecskendővel óvatosan leszívtam. 4 ó- 

rán át DNS dializáló pufferrel /10 ml.l Tris-Gl, 

pH=7,5, 50 oM GaCl, 1 mM EDTA/ szemben dializáltam, 

a puffert óránként cserélve. Ezután 150 /ug/ral proti- 

náz K-val emésztettem 37 °C-on 1 órán át, majd D1TS 

dializáló pufferrel telitett fenollal kifenoloztam, 

amit 2-3 napos újabb dialízis követett, hogy a leg­
csekélyebb fenolmaradéktól is megszabaduljak.

I

Emésztés restrikciós enzimmel:

A restrikciós enzimeket az MTA SZBK Biokémiai Inté­
zet kutatói állitották elő.

Az emésztési térfogat általában 20 /ül volt.
1 /üg MS-t emésztettem a megfelelő puff erben /1. táb­

lázat/. 100 /ug/ml zselatin jelenlétében 2-3 U restrik­
ciós endonulcleázzal /1-2 ил1/. A térfogatot desztillált- 

vizzel egészítettem ki 20/ul-re.



liláim £a_l I. SamH I. Xho I.EcoR I.

Puffer 6 mii Tris-Cl 

pH=7,9 

150 mM NaCl 
6 mM MgClp 

6 ml.l ME

6 mLi Tria-Cl 

pH=7,9 

150 mM NaCl 
6 mM LlgClp

6 mLi Tria-Cl 

pH=7,9 

150 mM NaCl 
6 mM MsCI2 

6 mM ME

100 mM Tris-Gl 

pH=7,5 

50 mM NaCl 
5 mM Mg Gl 2

I
HH
I

Bgl II. Xba I. Kpm I.Hind III. Sac I.Enzim
6 mlvl Tria-Gl 

pll=7,9 

50 mM NaCl 
6 mM Mg Cl 2 

6 mM ME

6 mM Tria-Gl 
pH=7,4 

6 mM MgClp 

6 mM ME

G mM Tria-Cl 
pH=7,5 

6 mM NaCl 
6 mM MgClp 

1 mM DTT

Puffer 10 mM Tria-Gl 
pH=7,4 

100 mM NaCl 
10 mM MgClg 

10 mLi ME

50 mM Tria-Cl 
pll=8,0 

50 mM NaCl 
10 mM MgCl2 

G mM ME

1. Táblázat: a használt enzimek pufferei
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A reakcióelegyet 1-3 órán át 37 °C-on inkubáltam 

Kettős emésztéseknél - amennyiben a két enzim műkö­
dési körülményei eltérnek egymástól, a második emész­
tés előtt 0,1 térfogat 3 M Na-acetát /рН=5,6/ jelen­
létében 2,5 térfogat alkohollal kicsaptam a DlTS-t 
és az újabb emésztést a második enzim optimális kö­
rülményei szerint végeztem.
Részleges emésztéseknél 5-szörös mennyiségeket mértem 

össze ás 5, 10, 20, 30, 60 perc múlva kivett aliquoto- 

kat állítottam le.
Az emésztést 5 /ul STOP-pufferrel /50 % glicerin,
200 шЫ EDTA, 0,04 % Brómfenolkék/ állítottam le.

klektrofőrézis:

Agaróz gél:

A futtatást 0,9 %-os horizontális agaróz gélen végez­
tem TEA puff erben /50 mM Tris, 10 mii Ha-acertái^ pH=8,05, 
10 mii NaCl, 10 mM EDTA/. A gélrevitel előtt a mintá­
kat 10 percig 68 °C-os vízfürdőbe állítottam /hogy 

a fág DNS ragadós . végei elválj anale egymás tói/, majd 

jeges vizben lehűtöttem. A mól3Úlymarker emésztetlen 

Afág D1IS és BRL mólsúlysorozat volt. A futtatást 

12-16 órán keresztül 30 V-on végeztem. A futtatás 

befejezésekor a gélt 1 /ug/ml etidiumbromidot tartal­
mazó oldatba tettem 10 percig, majd desztillált­
vizes mosás után UV lámpa alatt narancssárga szűrő­
vel 6,5x9 cra-es Fortepan negativ filmre fényképeztem.
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Akrilanid gél:

4 ill. 6 á-оэ akrilanid gélt használtan az i kb-nál 
kisebb fragmentum méretek meghatározására a követke­
zőképen :

29 fj akrilanid és
1 % Bis-akrilamid tartalmú olddból 4 ill. 6 ml

10 x 133 oldatból 3 ml
\

/1 пМ fris, 20 mil EDTA, 
kb. 55 g bórsav, mig a pH=8,3 nem lesz/ 

10 á ammóniumperszulfát

desztillált viz ______
0,45 ml 

20,55 ml
30,00 ml

18 /ulTELTED

1,2 mm vastag 18 cm hosszú gélt öntöttem, melyet 
vertikális helyzetben, a mintafelvétel után 1 x 

TBE pufferban futtattam 150 V-on 2,5 órán át. A DNS 

fragmentumok molekulasúlyát 3RL molekulasúlysorozat 

és Bsn emésztett pBH 322 DNS felhasználásával, kalib­
rációs görbe segítségével határoztam meg.

Southern hibridizáció; /18/
Transfer nitrocellulóz filterre:

Az 5 kb-nál nagyobb fragmentumok transzferének meg­
könnyítése érdekében a gél megfelelő részét 0,25 M 

HC1 oldatban áztatjuk 25 percig, majd vízzel leöb­
lítjük.
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Denaturáló oldat: Semlegesítő oldat: 20 x 33C:
1,5 Ы NaCl 
0,5 И HaOH

3 M UaCl 175,3 g líaCl 
38f2 g íia-cltrát0,5 Ы Tris-Cl 

pHs 7,0 10 M UaOH - pH=7,0

Denaturálá3: 2x20-30 percig denaturáló oldatban áz­
tatjuk a gélt. Ilyenkor a gélben a kettős szálú 

D1TS egyszálúvá denaturálod ik.

Sealegesité3: 2x20-30 percig semlegesítő oldatban 

áztatjuk a gélt.

A nitrocellulóz filtert pontosan méret szerint ki­
vágjuk, 2xSSC-ben pár percig előáztatjuk, majd a 

következő berendezést állitjuk össze az egyirányú 

D1IS transzferhez.

Súly
üveglap
paoirtörül-
közők
száraz V/att- 
mannpapir 3 MH

nedves Watt- 
mann-papir 3 ЫЫ

nitrocellulóz
filter

gél
Wattmann-papir 
3 Ш
üveglap
10 x S3C
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Л transfer vegén a filtert 15-20 percig 2xS3C-ben 

ástatjuk, utána infralámpa alatt 30 percig szárítjuk. 

A filtert szűrőpapír közé tesszük és 80 °G-on vakum- 

ban 2 órán keresztül rásütjük a MS-t.

Hibridisálás: /17/
A filtereket 1 x Denhardt reagensbe mártjuk.
/100 x Denhardt reagens: 2 

В ЗА/
A filtereket 15 ml előhibridisáló oldattal /5 x SSC,
5 x Denhardt reagens, 100 zug/ml hering sperma D1IS/ 
buborékmentesen nylon fóliába forrasztjuk és 2 órán 

keresztül 63 °C-on előhibridizáljuk. Utána hozzá- 

tesszük a próbát /2-3 x 10 dpm aktivitású ^ P je­
lölt DBS/ és további 16 órán keresztül 68 °G-on in- 

kubáljuk. A hibridisálás befejezésekor a filtereket 

4- SSC-ben 15 percig szobahőn, majd 3x15 percig 68 °C- 

on mossuk és utána infralámpa alatt száritjük.
Az autoradiográfiát ólomkazettában fényvisszaverő 

lemez segítségével Porte liedifőrt 30x40 cm-es rönt­
gen filmmel végeztük,5-24 órát exponáltuk - 70 °G-on.

Ficoll, 2 £ PVP, 2 %C-

A PITS jelölése: /19/

A próba előállítása a laboratóriumban történt nick- 

transzlációval: a nick-tmaszlációs elegy 100-200 /ug 

DIIS—t 50 u Ci 32 

lációs puffert /10х puffer 

/рН=7,2/, 0,1 Ы b^S04, 1 mM DPT, 500 /ug/ml В SA/
1 ul 0,1/ug/ml Dlí-ázt. Az elegyet összekevertük, 10

P jelölt dATP-t 4nil 5x nick-transz- 

tartalmaz: 0,5 Ы Tri3-Gl
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percig 37 °C-on inkubáltuk. 

coli DíTS-Polimeráz I-t /Boehringer/ és 15 °C-on

Ezután hozzáadtuk 2 U E.

1 órán át inkubáltuk. A nici:-transzlálódott DITS-t

^2P dAPP-től a következő módona be nem épült 

tudjuk kiválasztani:
Penolos extrahálás után kisméretű /0,5 x 10 cm-es/
Sephadex G- 50 oszlopra vittük és 10 mM Tris-Cl 
/pH=7,5/ és 1. Ы& EDTA pufferrel eluáltuk. A jelölt 

DII3 minta a kizárási térfogatban található.
Az oldatot - 20 °G-on tároltuk későbbi használatra.
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Eredmények

As SI.IBL 3 vektor egy Л szubsztituciós vektor, mely 

három részből áll: egy 19,4 kb bal karból, egy 9,2 kb 

jobbkarból és a közte levő 13,7 kb középső részből, 

melyet egy polilinker szakasz /Sal I.,
E coR I/ szegélyez. /1. ábra/ A rekombinán3 fágok 

inszertjei csak Sal I enzimmel vághatok ki, mivel 
3au3 A végű idegen DHS-t ligái tunk a BamH I helyre. 

Először az egyes enzimekkel, illetve Sál I-gyel tör­

ténő kettő emésztéssel néztem meg, hogy melyek a szélső 

fragmentumok és az inszert,ben található-e Sal I hasitó- 

hely. Ezután a különböző enzimek egye3, illetve kettős 

emésztéseiből - először az adott kiónban kevés hasitó- 

hellyel rendelkező enzimekkel - felrajzoltam az egyik 

vagy mindkét enzimre a lehetséges térképet. A fragmen­
tumok elhelyezésében némi segitságet nyújtottak a 

hibridizációs kisérletek is, melyekben próbaként 

jelölt cDIJS kiónokat használtunk,. Ezek a génorientáció 

meghatározásához is segitséget nyújtottak, igy a hibri- 

dizáló fragmentumok körülbelüli helyét meg lehetett 

mondani, illetve egymással összhangba hozni.

BamH I,

XghP 39«13 klón térképezése

emésztési termékek: 22 kbx 9,4 kb, 4,8 kb, 3,9 kb, 
3,25 kb, 0,5 kb, BamH I
BamH I

+ Sal I kettős emésztésben egy 

1,8 kb fragmentum jelent meg és a 9,4 kb fragmentből a 

Sal I enzim levágta a 9,2 kb hosszú jobb kart. Ebből



30 4.020I0 10
1 I

Rl.BH.S H

TinT г
К К5

со

I3.IBL3 vektor hasítási térképe
В/Bel II/; 472 bp, 34399 bp, 34692 bp, 35343 bp, 35403 bp, 
К/Грп I/ ; 17272 bp, 18775 bp,
S/Ш I/ ; 19383 bp, 33122 bp,
BH/Banli I/; 19389 bp, 33116 bp,
Rl/ScoK I/i 19398 bp, 33107 bp,
H/HiшГIII/; 37942 bp

1. ábra:
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űudjuk, hogy a jobb kar mellett egy leb 0,2 kb 

ЗагпИ I fragment van, igy аз 1,3 kb fragmentum сзак a 

bal kar mellett lehet. /2. ábra/
лко I enzimmel történő emésztés nem mutatott változást. 

/3« ábra/
Bgl II.; 20,5 kbx 7,6 kb, 7,0 kbx, 3,9 kb, 2,2 kb,
1,2 kb:\ 0,6 kbx, 470 bp* 310 bp:c. /Ezek közül az 

utolsó 4 vektor fragmentum, melyet ezentúl x-gal je­
lölök/.
Sál I-el történő kettős emésztésre megjelent egy 1,1 

kb fragment: mivel egyéb változás nem látható, azért 

ez valÓ3zinü, hogy a bal kar mellett van /2. ábra/

EcoR I; 20 kbx, 11,5 kbz, 10,7 kb,
За 1 I-el történő kettős emésztés után 10,7 kb, 9,2 kb"“,
2,8 kb, 1,2 kb fragmentumokat kaptunk. Ilivel valószinü- 

leg a 11,5 kb fragment hasadt el a jobb karra és a
szélen2,8 kb fragmentumra, ez a fragmentum a jobb 

van az inszertnek, igy az 1,2 kb fragmentum található 

a bal kar melett /2. ábra/.
Ezzel az EcoR I. térképét ismerjük /7. ábra/

Hind III.
24 ЫГ, 4,4 kbz, 3,45 kb, 3,2 kb, 0,66 kb, 0,47 kb, 
0,45 kb. Sál I-el történő kettő emésztéskor a 6 kb 

és a 24 kb fragmentum hasadt ás keletkezett 5,4 kb, 
4,8 kb"“, 1,1 kb. Azt tudjuk, hogy a Hind III enzim 

belehasit a jobb karba /16/ /1. ábra/, ahonnan egy
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4,4 leb fragmentumot vág ki, a kar másik гоззе a 

fal I helyig 4,3 k’o, igy ezek a fragmentumok vek­
tor eredetűek. Az 5,4 kb fragmentum csak a nagyobbik 

karból jöhetett, igy az 1,1 kb fragmentum a jobb kar 

mellett található /2. ábra/

Hind III + EcoR I:
21 kbx, 4,4 kbx, 4,2 kb, 3,2 kb, 2,3 kb, 1,12 kb, 
0,6 kb, 0,47 kb, 0,45 kb. A 4,2 kb fragmentum az 

5,4 kb Hind III fragmentumból hasadt ki /mivel más, 

ilyen nagyméretű fragment a Hind III emésztésben nem 

található/ ás a 3,45 kb-os Hind III fragmentum elha­
sad egy 2,3 ós egy 1,12 kb fragmentumra, tehát ennek 

a fragmentumnak a jobboldali EcoR I hely körül kell 
elhelyezkednie. /3. ábra/

EcoR I + BamH I.
A 3,25 kb BamH I fragmentum elhasadt egy 2,5 kb és egy 

0,78 kb fragmentumra. A baloldali BamH I és EcoR I 

helyek helyzetét ismerjük, igy ez 

Ion lehet, ahol az EcoR I hely éppen 2,5 kb-ra van 

a szélsó ЗашК I helytől. A többi framentum mérete vál­

tozatlan maradt, igy ezek középen helyezkednek eh 

/3* ábra/

csak a jobb olda-

Hind III + BamH I 

21 kbx,
kb, 0,8 kb, 0,6 kb, 0,45 kb és 0,4 kb. A 3,25 kb-os 

BamH I fragmentum részleges átfedésben kell, hogy 

legyen 3,45 kg-os Hind III fragmentummal, ha a na-

5 kb, 4,4 kbx, 3,5 kb, 1,92 kb, 1,85 kb, 1,25



A-gLP39*13 klón emésztése 
I.a/ Hind III, о/ ЗашН I, 
с/ Jcok x, й/ B,jl Ik,""

2. ábra:

9/ Bal I,
II.a'/SamH I, b/BamII I+Sal I 
c/Banií T+EcoR I, d/Bacnlí' I +

-o/TTkEI, fyfril +
/JcoR I, h/keoR I +

С5Ч6 —
C.506—■

ül О С.5ЭЦ- УЩ-Х, s
о д. TL j_) 0,298—.ы.lil/akrilatnid gel/ 
a/3-1 II+BamH I b/3amll I + 
Hind III,~c7~Hind TTT“ 
а/ "ЗатН l, е/ 5-T xl Is

iklfci >;y
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gyobbik 1,92 kb innen ered, akkor kell egy 0,45 kb 

kis fragmentumnak meg közben lennie. A fragmentum 

másik része feldarabolódott, mivel nincs 1,4 kb-os 

kettős emésztési-termék, igy a szélső Bamll I frag­
mentum mellett kell legyenek a ki3 fragmentumok: 0,5 

kb és 0,3 kb.
A 3,5 kb fragmentum сзак az 5,4 kb Hind III, 

a 4,3 kb vagy 3,9 kb BamH I fragmentumból jöhetett, 

ami közvetlenül a baloldali fragmentum mellett helyez­
kedik el. Líivel a leha3itott rész az 1,25 kb fragmen­
tummal épp 4,3 kb-ra egészíthető ki, igy ez a frag­
mentum van a BamH I térképen a baloldalról a második 

helyen, a fennmaradt részen pedig a 3,9 kb BamH I 

framentum áll. A 4,8 kb BamH I fragmentum 1,23 kb 

túlnyúló része a fennmaradó 1,35 kb fragmentumokkal 
- a hibahatáron belül - adhatja a 3,2 kb Hind III 

fragmentumot. /Mivel más nagyobb fragmentum nincs 

jelen./ így a 3,2 kb és a 3,45 kb Hind III fragmentum 

között foglal helyet a két kicsi fragmentum /0,6 kb 

ás 0,4 kb/ /3. ábra/.

ill.

Bgl ll + BcoR I:
20,5 kbx, 7,0 kbx, 4,9 kb. 3,9 kb, 2,6 kb, 2,0 kb, 
1,2 kb^ 0,6 kbx Látható, hogy a 7,6 kb fragmentumból 
egy 4,8 kb és egy 2,6 kb fragmentum keletkezett, igy 

biztos, hogy ez a fragmentum a jobb oldalon van.

A 3,9 kb Bgl II fragmentum változatlan, igy ennek
közepén kell lennie. 2,2 kb Bgl II fragmentumból a

е£елbal oldali Beolt I hasitóhely csak egyu kb. 100 bázis-
Nc/3

Л
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pámyi ré32Í hasított le /amely a gélen már nem 

látható/, így a bal. alia li Sal I helytől 1,1 kb-ra 

van аз első Bgl II hasitóhely, majd 2,2 kb-ra a máso­

dik. /3. ábra/

Bgl II + Hind III:

20,5 kb, 7,0 kbx, 4,4 kbx, 3,45 kb, 2,6 kb, 2,15 kb, 
2,0 kb, 1,3 kb, 1,2 kb:", 1,15 kb, 1,12 kb, 0,9 kb, 
0,6 kbx, 0,45 kbx, 0,4 kb .
Bbben аз emésztésben kapott eredmények teljes ossz- 

hangban vannak az eddig leirt térképpé. Látható, 

hogy a 3,45 kb Hind III fragmentum megtalálható, 

valamint a kis fragmentumok és a 2,2 kb Bgl II 

fragmentum. A 3,9 kb Bgl II fragmentum elhasadt egy 

2,0 kb és egy 1,8 kb darabra, az 1,15 kb és 1,8 kb 

fragmentum pedig a 3,2 kb Hind III fragmentumot 
alkotja. Az 1,12 kb fragmentum a jobb szélső 1,2 kb 

Hind III fragmentumból származik. /3« ábra/

A Bgl II + BamH I enzimekkel kapott emésztési ered­
mények is jó összhangban vannak az eddig megállapí­
tott térképpel. A kapott fragmentumok 21 kbx, 7,0 kb“, 

3,25 kb, 3,1 kg, 3,1 kb, 1,75 kg, 1,2 kbz, 0,7 kb,
0,6 kbx, 0,5 kb“. A 4,8 kb BamH I fragmentum egy 

1,75 kb és egy 3,1 kb részre hasadt, a 3,25 kb 

BamH I fragmentum változatlan, a 3,9 kb BamH I 

fragmentum pedig egy 3,1 kb és egy 0,7 kb darabokra 

vágódott. /3. ábra/
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3. ábra: XgLP39.13 klón emésztése
I. a/ Afág DUS, b/ Hind III, с/ Hind Ill+Xho I,
d/ Hind III+Sal I, i7~Hind III+EcpR I, f/ Hind III 
+3anII I, с/ ЯхВт! II
II. а/ Bgl 11+ Hind III, b/ Bai И+ВашН I 
с/ £sJ II + EcoR I, d/ BgJ. II, е/ BamH I 
+ Hind III, f/ BamH I + HcoR I,g/ Bambi I
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őzzel a kiónnal készít et tünk részleges emésztést is, 

amit nitrocellulóz filterre blottoltunk és a 4,4 kb 

Mind III vektor fragmentum volt a próba. A jelölődő 

fragmentumok méretbeli különbségeiből tudtunk követ­
keztetni a fragmentumok egymás utáni elhelyezkedésére. 

/4. ábra/ A kapott eredmények jó összhangban vannak 

az eddig leírtakkal.

Kpn 1:

16 kb*, 3,4 kb, 1,5 kb*. Tudjuk, hogy a К]эп I bele­
vág a bal karba és onnan 1,5 kb fragmentumot hasit 

ki. /1. ábra/ Máshol 
/16/, igy az 3,4 kb fragmentum nagyobbik része csak 

az inszertből származhat úgy, hogy a Kpn I hasitóhely 

2,0 kb-ra van a baloldali Sal I helytől. /5. ábra/

hasitóhely a karokban nincs,

Kpn I + Acoh I:
Megjelenik egy 2,6 kb és egy 0,9 kb új fragmentum, 
mely a 3,4 kb Kpn I fragmentum hasitási terméke.
A 2,6 kb fragmentum egy része /1,4 kb/ a vektorból 
származik. /5. ábra/

Kpn I + ВагаН I:
Megjelent egy 3,3 kb új fragmentum, ez megerősíti 
az eddigieket, miszerint a bal szélső BamH I 

hasitóhely közelében van a Kpn I hasitóhely. /5. ábra/

16 kb*, 7,0 bk*, 3,9 kb, 2,6 kb, 1,65 kb, 1,5 kb*, 

1,2 kb*, 0,66 kb*, 0,6 kb.
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JXgLP39«13 klón részleges emésztése Bgl II enzimmel
I. a/ 5 perc, b/10 perc, с/ 20 perc, d/ 30 perc 
e/ 60 perc
II. Ugyanezan emésztés autoradiogram;}a a 4,4 kb 
Hind III vektrofragmenttel történő hibridizáció után.



— 27—

abed e f

j '**
-48

' mb
•:■■Ш

Sl-12,2!'-m
1-10,2■a»*

I
-7,1
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I. a/Em I, b/ Km I+BanH I, с/ ЗааН I,
и/ Km I+3coR I, е/ EcoR I, f/ Zba I+Sa.1 I,
II. ~a7 Km 1+3an HI, b/ Km I + Bgl II,
III. a/Aoa 1+3^1 II, b/ Aba I + ЗсоН I, 
с/ Kba I
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A 2,2 kb 3gl II fragmentum hasadt egy 1,65 kb és egy 

0,6 kb fragmentumra a széli 1,1 kb-оз 3gl II fragmen­
tum, valamint az 1,4 kb vektordarab alkotja a 2,6 kb 

fragmentumot. /5. ábra/

Aba I:
25 kbx, 12 kb? 4,8 kb, 0,5 kb.

Га a I + Sal I:
19 kb", 9,2 kbx, 6,0 kb, 4,8 kb, 2,8 kb, 0,5 kb.
A 9,2 kb jobb kar mellett megkapjuk a 2,8 kb frag­
mentumot, amely a 12 kb Abа I fragmentumból szárma­
zik, igy ez a jobb szélen található. A 6,0 kb újon­
nan megjelent fragmentum a bal szélen foghl helyet.

/5. ábra/

Xba I + BcöR I:
21 kbx, 12 kb? 4,3 kb, 4,6 kb , 0,5 kb, 0,45 kb.
A 6 kb bal oldali Xba I- Sal I fragmentumból szár­
mazik a kapott 4,8 kb-os fragmentum, az 1,2 kb bal 
3zéli . EcoR I fragment levonásával.

Xba I + Bgl II
20,5 kbz, 7,0 kbx, 3,7 kb, 2,9 kb, 2,5 kb, 2,2 kb, 

1,2 kbx, 1,15 kb, o,5 kb, 0,45 kbx.
A 4,8 kb Xba I fragmentumból származik a 3,7 kb és 

1,15 kb fragmentum. A 2,2 kb Bgl II fragmentum vál­
tozatlan. /Átfedésben van a 6,0 kb-os Xba I fragmen­

tummal/. A mellette lévő 3,9 kb Bgl II f ragmen tu.® 

azonban elhasad a 2,9 kb és 1,15 kb darabokra.
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Innen tehát tudjuk, hősу а 4,8 kb 6з a 6,0 kb 

fragmentum egymás mellett van, a kis fragmentum 

/0,5 kb es 0,45 kb/ a 4,8 kb es 2,8 kb fragmentumok 

között foglal helyet. /7. ábra/

A cDI'ÍS próbával a 4,8 kb Ab a I-DcoR I fragmentum, 

a 2,2 kb és 3,9 kb Bgl II fragmentum, valamint a 2,5 

kb lba I - Bgl II fragmentum hibridizál. Az enonnak 

tehát a 2,5 kb Xba I - Bgl II és 2,2 kb Bgl II frag­
mentumokon kell elhelyezkedni* /6. ábra/



4030
__ L2.010

I?. I11I Il

0,4S6,6
3,2 0,4. 3,45 1,1.5,4a J-Li
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0,3 3,25i Li'd З.Э■ 1,e , 4,8 I •1CO

0,5
6,0 4,8 0,45 2,8 .e i*

f 1,5 , ЗЛ-1

A^LP39*13 klón hasítási térképe, 
a/ Hind III, Ь/ В-l II, с/ I,coli I, d/ BamlI I, ,е/ Xba I, 
f/ |m I

7. ábra:
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ЛАГ'ЪР 33,23 klón térké nézésé:

A térképezésnél a logikai menet hasonló volt az 

előző kiónnál leÍrttal.

Hind III:

22,5 kb;c, 11 kb, 4,4 kb*, 2,6 kb, 2,4 kb, 1,4 kb.

Hind III + Sal I:
19 kbx, 6,2 kb, 4,8 kbx, 4,4 kb*, 3,1 kb, 2,6 kb, 
2,4 kb, 1,4 kb.
A 11 kb-os Hind III fragmentum tartalmazza a 4,8 kb
részletet a jobb karból, igy ezt levonva, megkapjuk 

a 6,2 kb-os fragmentumot, mely tehát a jobb oldalon 

helyezkedik el. Az újonnan megjelent 3,1 kb fragmen­
tum igy csak a bal oldali kar mellett lehet. /8. áb­
ra/

ScoR I:
Hét nagy fragmentumot kaptunk.

BcoR I + Sal I:
19 kb*, 9,2 kb*, 9,0 kb, 6,7 kb.
Hbből látjuk, hogy az inszertet egy helyen hasította 

az ScoR I, kb. középen, egy 6,7 kb és egy 9 kb-os 

fragmentumra. /8. ábra/

Bgl II:

20 kb*, 7,0 kb*, 7,0 kb, 3*05 kb, 2,4 kb, 1,95 kb, 

1,2 kb*, 0,64 kb*.
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8. ábra: y\_fíLP39«23 klón emésztése.
I. a./ Hina III, b/ Kind III + Sal I, с/ ScoE I, 
d/ EooR I + Sal I, i7~3~l II, fTBgl. II + Sal I. 
g/ 3g1 II + 3coR I, h/ ХпЗ~1 II.
II. a/ ISio I, b/ 3Sio I + Sal I, с/ Hind III +
13::1 II, d/ Kind III + KcoR I, e/ Kind III
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Bel II + Bal I:

A köp azonos a Bel II emésztéssel, de egy kicsi kb 

500 bárzispámyi fragmentum jelent meg, amely való­

színűleg a nagy kar mellett van /3. ábra/. ЗаглЫ I 

enzimmel történő emésztéskor a vektor-inszert határ 

közelében térképeztük a BamH I helyet. /3. ábra/

Hind III + BcoR I:

22,5 kb* 11 kb*, 4,4 kb*, 2,4 kb, 1,6 kb, 1,4 kb,

1,3 kb, 0,94 kb. Látható, hogy csak a 2,6 kb 

Hind III fragmentum hasadt el egy 1,6 kb és egy 

0,94 kb fragmentumra. Ha 6,7 kb BcoR I 

fragmentum van a jobb kar közelében, e.z a hasítás 

nem lehetséges /akkor 0,5 ás 2,1 kb-ra kellett vol­

na hasadjon/, igy biztos, hogy a 9 kb BcoR I fragmen­

tum van a jobb oldalon, a bal kar közelében pedig 

a 6,7 kb fragmentum. így, ha az BcoR I hasitóhely 

"köré" tesszük a 2,6 kb Hind III fragmentumot, csak 

úgy lehetséges a hasítás, ha az 1,4 kb Hind III 

fragmentum a 2,6 kb ás a 6,2 kb szélső Hind III 

fragmentum között foglal helyet. A fennmaradó részre 

a 3,1 kb. bal oldali Hind III fragmentum mellé 

kerül a 2,4 kb-os darab /8. ábra/ Bzzel a Hind III 

és BcoR I térképe ismert :'/12. ábra/

Bgl II + BcoR i:

20 kb*, 7,0 kb*, 6,0 kb, 3,05 kb, 2,04 kb, 1,95 kb, 

1,2 kb*, 0,9 kb, 0,6 kb*.

Látjuk, hogy egyedül a 7,0 kb Bgl II fragmentumból
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9. ábra: AgLP39«23 klón emésztése
I. a/ ^ba I+Sal I, b/ JÉba I+Bgl II, с/ Bgl II 
d/ Bark: I+SäXTE, е/ BamH I+BcoR I, f/ ВаЩН I + 
Hind III, 17"Hind III
II. a/ Hba I, b7 Hba I+ВашН I, с/ ВаиН I, 
d/ Xba I+Hind III e/ Hind III
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hasadt le 0,9 kb, a többi fragmentum változatlan 

maradt. /8. ábra/

Bgl II + Hind III:

20 kbx, 4,4 kb:c, 2,6 kb, 2,45 kb, 2,4 kb, 1,9 kb,
1,8 kb, 1,4 kb, 1,3 kb, 1,2 kbx, 0,65 kbz, 0,6 kb,
0}5 kbx.
A 7,0 kb Bgl II fragmentum feldarabolódott, így ez 

valószínüleg a bal oldalon helyezkedik el /Hz össz­
hangban van a Bgl II + BcoR I emésztésnél kapott ered­
ménnyel i3./ /8. ábra/

Abbén az esetben a 3,1 kb Hind III fragmentum 

széli 500 bázispár Bgl II fragmentum 

megkapjuk a 2,6 kb fragmentumot. A 2,6 kb Hind III 

fragmentum hasitási terméke az 1,9 kb és 0,5 kb 

fragmentum a mol3Úly meghatározás hibahatárán belül.
Az 1,8 kb é3 2,4 kb, valamint a 0,5 kb Bgl II frag­
mentum a jobb oldalon, a 6,2 kb Hind III fragmen­
tummal átfedésben van, igy a 3,05 kb Bgl II frag­
mentum középtájon helyezkedik el. /12. ábra/

. a bal
lehasitásával

Az eddig kapott sorrendet megerősítették a laborató­
riumban elvégzett hibridizációs kísérletek, amelyek 

kimutatták a cDUS próba segítségével az exon szakaszo­
kat a kiónon belül. Bzek a következők voltak: 9 kb 

BcoR I, 1,4 kb Hind III, 11 kb Hind III, /ez gyengébb 

aktivitású/ ás 3,05 kb Bgl II fragmentum, tehát ezek 

a kiónban átfedésben kell, hogy legyenek. /11. ábra/
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IQ. ábra: -XgLP39*23 klón részleges emésztése Bgl II enzimmel
I. a/ 5 perc b/ 10 perc, с/ 20 perc, d7**30 perc, 
e/ 60 perc
II. Ugyanezen klón autoradiogramja a 4,4 kb Hind III 
fragmentummal történő hibridizáció után.
Sorrend ugyanaz.
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Аз inasért közepén elhelyezkedő további három Bgl II 

fragmentum sorrendjének eldöntésére részleges emész­
téseket végeztünk: a 60 perces részleges emésztési 
képen látható a legjobban, hogy egy 2,4 kb fragmentum 

után 2,95 kb következik, tehát e fragmentum kell, hogy 

legyen a 0,5 kb kis fragmentum. Ugyanezt látjuk fel­

jebb: 3,15 kb, illetve 3,55 kb, hogy a kis fragmentum 

a 3,05 kb fragmentum mellett is elhelyezkedik,tehát 

a 2,4 kb ás 3,05 kb fragmentumok között, A sorrend 

tehát a jobb oldaltól nézve 1,95 kb, 2,4 kb, 0,5 kb 

3,05 kb, 7,0 kb, 0,5 kb Bgl II fragmentumok /10. 

ábra/.
Hasonló eredményt kaptunk mikor a gélt nitrocellulóz

32P jelölt 4,4 kb-03 Hind III 

vektor fragmentummal meghibridizáltuk: 9,2 k’o-nál 
nagyobb jelölt fragmentum a 11 kb volt, azaz 1,3 kb-ra 

a bal kartól, ez valószinüleg az 1,95 kb fragmentum 

jelenlétére utal. Ezután csak a 13,3 kb /illetve ennél 
nagyobb/ fragmentum jelölődött, tehát itt kell követ­
kezni a 2,4 kb fragmentumnak /10. ábra/ Ezzel a Bgl II 

térképe ismert /12. ábra/

filterre blottoltuk ás a

3amII I hasitóhely létezését Hind III, illetve
EcoR I enzimekkel történő kettős emésztéssel mutattam
ki. Hind III enzimmel történő kettős emésztéskor
egy 3,0 kb fragment jelent meg, mely csak a 3,1 kb 

bal &:ál3o Hind III fragmentumból származhat, tehát 

a 3a1 I hely közelében történt a hasítás /9. ábra/

O'

% 3
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.jeoll I enzimmel történő hasításkor egy 6,3 kb frag­
mentum jelent meg, és mivel a 3,1 kb Iíind III 

fragmentummal a 6,7 kb 5coR I fragmentum fed át, 

ezért ebből keletkezett a kapott darab.

A 3amII I + Sal I kettős emésztésnél megkaptuk a 

319,4kb és 9,2 kb vektor fragmentumokat és a 15 kb 

inszert fragmentumot. A cDITS próbával az utóbbi frag­
mentum hibridizált /11. ábra/

Xba l:
10 kb, ás egy nagy fragmentum jelent meg.

Xba X + Sal I:
19 kb::, 15 kb, 9,2 kbz, 0,7 kb.
Sbből látjuk, hogy a jobb kar közelében van egy Xba I 

hasitóhely ás a 10 kb Xba I fragmentum tartalmazza 

a jobb kart /9» ábra/

Cd a I + 3gl II:
Az 1,95 kb 3gl II fragment eltűnik, keletkezik egy 

1,0 kb és egy kb C,7 kb fragment, tehát a Xba I 

hasitóhely 0,7 kb távolságra van a jobb kartól /9. áb­
ra/

Xba 1 + Hind III:

A 11 kb Hind III fragmentum egy 5,7 ás egy 5,2 kb 

fragmentre hasadt, ez alátámasztja az előző emésztések­
ből levont következtetéseket /9* ábra/.
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11. ábra: I. J\^LP39»23 klón autoradiogramja pLP?4 cDIIS 

klón zRp jelölt inszertjével történő hibridizálás 
után. a/Xba I+Sal I, b/Xba I+Bgl II, с/ Bgl II
d/ ЗаглН I-rSal I, e/ BamH I+BcoR I, P/Hind III+
В a mii I, g/ Hind III
II. Az emésztések gélelektroforetikus kéne hasonló 
sorrendben.
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^'oa 1 + BamH I:
20 kb::, 14 kb, 10 kb♦

A 14 kb iraimentum inasért. A 10 kb fragmentum vektor 

származék. /9. ábra/ /12. 'ábra/

A pLP?4 cD1TS klónnal a 9,2 kb 5coR I a 11 kb és 1,4 kb 

hosszúságú Kind III, valamint a 3,05 kb Bgl II frag­
mentum hibridizált. Kivel a többi Bgl II fragmentum 

nem hibridsál a cDIJS klónnal, igy a cDIÍS klón által 
hordozott exónnak a 3,05 kb Bgl II fragmentumon kell 
elhelyezkednie. /11. ábra/
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А Л.;ьР 12,1 klón térképezése:

Llivel ez a klón több kis fragmentumot tartalmazott, 

a 0,3 kb alatti fragmentumok méretét akrilamid gélről 
olvastok le.

Hind III:

22 kb", 6,5 kb, 4,4 kb", 3,1 kb, 2,0 kb, 1,6 kb, 

0,32 kb, 0,80 kb, 3őO bp, 290 bp, 130 bp.

Ilind Irr -r 3al I:

A 6,5 kb fragmentum elhasadt a 4,3 kb vektor frag­
mentumra és egy 1,7 kb fragmentumra, igy es a jobb 

kar mellett van. Legjelent egy új 2,92 kb fragmentum, 
mely igy a bal kar mellett foglal helyet/13-14, ábra/.

8coR I:
20,5 kb", 9,8 kb:\ 6,3 kb, 4,0 kb, 2,35 kb.

3co:í I + 3al I:
Legjelent egy 1,22 kb ás egy 0,6 kb fragmentum. Az 

1,22 kb fragmentum a bal kar mellett, a 0,6 kb 

fragmentum pedig a jobb kar mellett helyezkedik el, 

mivel az utóbbi a 9,3 kb fragmentumból hasadhatott le. 

/13. ábra/

BamlI I:
21 kb", 13,5 kbr, 5,4 kb, 2,82 kb, 620 bp.

3amII I + 3al I:
A jobb kar mellett megjelenik egy 4,4 kb fragmentum, 
mely valószínű a 13,5 kb fragmentumból keletkezett. 

A másik új onnan megjelenő 1,75 kb fragmentum a bal
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13. ábra: ЛзЬР12.1 klón emésztése
I. a/ Hina III, b/ Hind III+Sal I, с/ 3coR I, 
d/ 3coll I +Sal I, е7“ВашН I, f/ Bann I + Sal I 
s/ B£l II, h7~Bf-l II + Sal I
II. a/ Xho I + Sal I, b/ ЗсоR l, с/ ScoR I+Bgl II, 
d/ 3coR I + ВашК I, e/ Hind III + BamH I,
f/ Hind III -r 3coR I, ß/ Hind III
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14. ábra: XsLP12.1. klón emésztése /4 й-os akrilamid 
gélen futtatva/ а/ 2соР, I, Ь/ ВаиН I, с/ Bgl II
d/ Hind In, е/ 2coR I + BamH I,
f/ 2coR 1 + 2^1 II, g/ 2cop I + Hind III,
h/ Bamli 1 + Bgl il, i/ Bgl II + Hind III
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kar mellett foglal helyet /13-14. ábra/

gl II:
■■ »I I

21 kbx, 7,0 kbx, 4,4 kb, 2,85 kb, 2,6 kb, 2,5 kb, 
1,2 kbx, 0^95 kb, 0,6 kb, 440 bpx, 310 bpX.

Bal II + Sal I:

Megjelent egy 1,53 kb fragmentum, mely a bal kar 

mellett van /13-14. ábra/.

ВamH I + BcoR I:
20,5 kbx, 9,3 kbx, 5,4 kb, 3,3 kb, 2,2 kb, 620 bp,
56О bp, 500 bp.
Ilivel as 5,4 kb BamH I fragmentum megtalálható a kettős 

emésztési termékek között, igy az átfedésben kell, hogy 

legyen a 6,3 kb BcoR I fragmentummal. A kapott 3,3 kb 

fragment a 4,0 kb BcoR I fragmentből jöhetett csak és 

ez átfedésben kell, hogy legyen a 4,4 kb Banll I 

fragmenttel, igy tehát ez a jobb oldali 0,6 kb 

BcoR I fragment mellett van. A 2,2 kb fragmentum a 

2,35 kb BcoR I fragmentumból keletkezett Ó3 ez át­
fedésben kell, hogy legyen a 2,82 kb BamH I fragmen­
tummal. A további 2-2 fragmentum sorrendjének megállapi- 

tásához a 4,4 kb Bgl II fragmentum elhelyezése nyújt 

segítséget /13-14. ábra/.

Sac I:
22 kbx, 11 kb, 10,2 kbx.

5ac I + Sál 1:
19,5 kbx, 11 kb, 9,2 kbx, 2.,55 kb, 0,38 kb.

Látható, hogy a Sac I két helyen vág bele az inszertbe
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egy 11 kb hossaú inszert fragmentumot adva. A jobb ol­
dali hasitóhely 0,9 kb-ra van a jobb kartól, a bal 
oldali 2,55 kb-ra /15« ábra/ 13. ábra/

За c I + Bgl II:

A 4,4 kb Bgl II fragmentumot elliasitja egy 3,3 kb 

ás egy 1,1 kb darabokra. A 2,6 kb 3gl II fragment 

pedig elhasadt egy 1,62 kb ás egy 0,93 kb frag­

mentumra.
Hőből tehát látjuk, hogy 2,6 kb 3gl II fragmentum 

a jobb kar mellett, a 4,4 kb 3gl II fragmentum pedig 

a bal kar mellett van /15« ábra/.

Sac I + BamH I
21,5 kb'“, 10,2 kbx, 5,1 kb, 3,3 kb, 2,8 kb, 0,62 kb.
A jobb oldali 4,4 kb BamH I -Sal I fragmentumból ha­
sad ki a 3,3 kb fragmentum. Az 5,4 kb BamH I frag­
mentum úgy tud сзак elhasadni, ha a bal kar ás e 

fragmentum között van a 0,6 kb kis fragmentum. így 

tudjuk, hogy a 4,4 kb Bgl II fragmentum átfedésben 

van az 5,4 kb BamH I fragmentummal- /15* ábra/.
Bzzel a BamH I éa hcoR I térképét ismerjük /18. 

ábra/.

Bgl II + BcoR I:
21 kbz, 7,0 kbx, 4,4 kb, 2,15 kb, 2,0 kb, 1,8 kb,
1,2 kb*, 0,95 kb, 800 bp, 640 bp*, 450 bp*, 4Ю bp ,

310 bp, 300 bp*.
Látjuk, hogy a 4,4 kb Bgl II fragmentum megtalálható.
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A 2,6 kb Bgl II fragment bo 1 з 0,6 kb jobb széli 
3coR I hasitóhely a 2,0 kb részt vágta le, a 2,85 kb 

Bgl II fragmentum egy 1,8 kb és egy 0,8 kb részre 

hasadt, a 2,5 kb Bgl II fragmentum pedig egy 2,15 kb 

és egy 410 bp részre darabolódott. Kivel a 4,4 kb 

3gl II fragmentumtól éppen 1,3 kb-ra van egy
пазitóhely./18* ábra/ így valószinti a 2,85 kb 

Bgl II fragmentum a 4,4 kb fragmentum mellett van.
A 2,5 kb Bgl II fragmentum hasitása pedig úgy lehet­
séges, ha e fragmentum ás a 2,85 kb Bgl II frag­
mentum között van a kis 4X0 bp-nyi Bgl II fragmentum 

/18. ábra/.

3c oR I

Rind Irl + 3coR i:
21 kbx, 5,4 kbx, 4,4 kbx, 20 kb, 1,7 kb, 1,62 kb 

1,6 kb, 1,55 kb, 1,02 kb, 0,82 kb, 0,8 kb, 370 bp,
290 bp, 130 bp. A kis fragmentumok gyakorlatilag 

változatlanok, az 1,6 kb és 2,0 kb fragmentum is vál­
tozatlan. Az 1,02 kb fragmentum a jobb kar melletti 
6,4 kb Hind III fragmentumból hasadt le. A 3,1 kb 

hind III fragmentum elhasadt az 1,62 ез 1,55 kb 

fragmentumokra. A bal kari nagy fragmentumból 
származik az 1,7 kb rész.
A fragmentumok sorrendjének meghatározásában nagy se­

gítséget nyújtott a Hind III részleges emésztési kép, 

amelyet aztán nitrocelluloz filterre blottolva a 4,4 

kb Kind III vektor fragmentum próbával hibridizáltunk. 

A 11 kb körüli résznél / a jobb szélső Kind III ha- 

sitóhely mellett/ kis fragmentum különbségeket láttunk:



— 50

e d c b аabode

Шш»
-.«Ь Ы Ф щ& Ш48

Ш ИИтеШРШ

; т:
*>-

т *■•ЖI
ätHte--

I •; ЙйЩ

ШВшШшшШшш* kbШ ШгщШ.Я

щтщшШт
Щ.м4Ш Г& фт

v;V .;. -~ V

.X~LP12. 1 klón részleges emésztése 
Hind III enzimmel
I. а/ 5 perc, о/ 10 perc, с/ 20 perc, 
d/ 30 perc, е/ 60 perc
II. Ugyanezen erjesztés autoradiogram;]a 
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16. ábra:
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0,3 l:b, illetve 0,4 kb, ezután majd 3 kb ugrás követ­

kezik 15,6 kb-ra. Ez azt jelenti, hogy jobbról balra 

haladva az 1,7 kb fragmentum után egy 0,8 kb, 0,4 kb, 

majd a 3,1 kb fragmentum következik. Az 1,6 kb és 

2,0 kb "ind III fragmentumok tehát a bal oldalon a 

6,2 kb 3c oR I fragmentummal átfedésben kell, hogy 

legyenek /16. ábra/

Hind III + 3&L II:
4,4 kb*, 2,56 kb, 1,72 kb, 1,7 kb, 1,6 kb, 1,35 kb,
1,2 kb*, 1,1 kb, 0,3 bp, 700 bp, 600 bp* 430 bp*

350 bp, 290 bp* 130 bp.
Az 1,6 kb Hind III fragment változatlanul marad, 
ha feltételezzük, hogy ez a bal szeli fragmentum mellett 

van - igy eddig egyik kettős emésztésben vizsgált enzim 

sem emészti - és mellette van a 2,0 kb Hind III 

fragmentum úgy, hogy közte van egy 300 bp kis frag­
mentum. A 2,0 kb Hind III fragmentum Bgl II 

hatására elhasad az 1,35 kb és 0,3 kb darabokra. A 

maradék kis fragmentek igy a fennmaradó középső részen 

helyezkednek el, melyek sorrendjét csak szubklónozás 

segítségével lehetne megállapítani, igy a térképen 

összesítve tüntettem fel. /13, 14, 18. ábra/
A pLPP4 cüiíS klón inszertjével történő hibridizációkor 

a nagy fragmentumok /20 kb fölötti/ valamint a 2,6 kb 

Зас I - За1 I fragmentum jelent meg az autoradiogramon 

/17. ábra/. Ez azt jelenti, hogy az exon egészen a 

bal kar mellett van /18. ábra/.
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17. .'.bra: I. ,XrjLrl2.1 к16ц autoradiogram ja 
pLPI'4 cDUG klón ->*p jelölt inszertjével 
történő hibridizálás után 
а/ Дай I + Gad- I, b/ Gac I + Hind III 

' kind III, d/ Gao I~ -f ÍS,';1 I±, 
е/ B~T II
Ii. Az emésztések cslelektroforetikus 
képe xiasonlé sorrendben.

с/
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Eredmények tárgyalása

A porcszövetben sokféle különböző markomolekula talál­
ható, melyek egymással icölc3önhatásban vannak ás igy 

meghatározzák a porcszövet Jellemző fizikai-kémiai 
sajátságait. Eddig ezt a szövetet kevésbé tanul­
mányoztál:, napjainkban azonban előtérbe került.

hunkánban a kapcsoló fehérje génjeit vizsgáltam, 

melynek genomiális kiónjait a laborban állították elő.
E kiónok közül hármat а A gLP 39,13,

A gLP 12,1,nagy specifitású restrikciós endonukleá- 

zokkal emésztettem, mint az EcoR I, ВапН I, Hind III, 

-k:l II, Ab a I, Kpn I ез Sac I és ezekre az enzimekre 

meghatároztam a kiónok fizikai térképét. Sgy-egy emész­
tési eredmény meghatározására legalább 3 párhuzamos 

kísérletet végeztem, ás az eredmények átlagértékével 
számoltam. Á fragmentummárét meghatározásának hiba-

Lehetséges, hogy 200 bp-nál kisebb 

fragmentumok még előfordulnak a térképen, melyet nem 

detektáltunk. LIegállapitottan, hogy a vizsgált 

enzimek hasitóhelyeinek száma igen nagy variabilitást 

mutat. A laborban elvégezték má3, a kapcsoló fehérje 

génjét tartalmazó kiónok fizikai térképezését, igy 

ezekkel össze tudtam hasonlítani saját eredményeimet.
A cEiTS próbákkal történő hibridizációs kísérletből 

megállapítottuk, hogy a kiónok inszertJelnek nagyobb 

része - mintegy 60-30 '-/a-a - intron eredetű. Ez a megál- 

lapitás egybevág az elektronmikroszkópos eredményekkel.

AgLP 39,23 ás

határa kb 10 Ct-Э.
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Mivel as általam vizsgált három klón restrikciós 

térképén nem találtam megegyező szakaszokat, megálla­
pítottam, hogy ezek nem átfedő kiónok. Más kiónokkal 
viszont találtam átfedéseket, melyeket összerakva 

mintegy 42 kb-os génszakasznak ismertük meg a fizikai 

térképet /19. ábra/. Ez a szakasz három exont és négy 

intront tartalmaz, az exonok mérete 2-4,5 kb. A kiónok 

átfedő részei a lg. ábrán láthatók.
A AgLP 39,23 klón inszertje a jobb kar közelében 

6,4 kb-on átfed a AgLP 10.1 klón bal oldalával.
A közös fragmentumok a következők: 1,4 kb Kind III
- Bgl II /exont tartalmas/, 0,5 kb Bgl II, 2,4 Bgl II. 

Esen a szakaszon belül egyik kiónban sincs EcoR I, 

illetve BamH I hasitóhely.
A AgLP 10,1 klón 7,8 kb hosszú jobb oldala át­

fed a AgLP 39,42 klón jobb oldalával: 49 kb és 

1,9 kb EcoR I, 2,1 kb, 1,3 kb és 4,6 kb Bgl II,
0,86 kb Hind III a közös fragmente

A AgLP 39,42 klón bal oldala 5,2 kb hosszan átfed 

a AgLP 39,13 klón bal oldalával: 2,2 kb Bgl II,
0,6 kb és 1,7 kb BamH I - Bgl II és 0,3 kb BaraK I -
- EcoR I fragmented közösek. Hind III hely egyik 

kiónban sem található esen a szakaszon.
A jelölt pLPP4 cDITS klón inszetjével a következő 

fragmentumok hibridizáltak: AgLP 39,13 klánból az

VXV. Ф

5,4 kb Hind III, a 2,2 kb és 3,9 kb Bgl II, 10,7 kb
AgLP 39,23EcoR I, 6,0 kb Aba I - Sal I fragmentum, 

kiónból 1,4 kb Ó3 11 kb Hind III fragmentum 9,0 kfcj
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ScoR i Sal I fragmentum és a 3,05 kb 3gl II 

fragmentum, XgLP 12,1 klánból аз 1,75 kb ЗапН I - 

Sal I аз 1,22 kb ScoR I - Sal I, 2,92 kb Kind III 

Sal I, аз 1,53 kb 3gl II - Sal I fragmentumok*

A AglP 39,13 kiónban a legkisebb hibridizáló frag­
mentum a 4,8 kb ScoR I - Xba I fragmentum /7. ábra/.
Sa a DK3 ззаказa hordoz egy Bgl II hasitóhelyet, 

melyet megfeleLtethetünk a pLP?4 cDUS klón in3zertjében 

található 3gl II hasitóhellyel, mivel аз elektron­
mikroszkópos vizsgálatok is arra utalnak, hogy az 

ezon a genomiális DIÍS szakaszon a 3gl II hasitóhely 

körül helyezkedik el /19. ábra/.
A AgLP 39,23 kiónban a legkisebb hibridizáló frag­
mentum a 3,05 kb 3gl II fragmentum. Ez a DIIS szakasz 

tartalmaz egy Hind III hasitóhelyet /12. ábra/, 

mely megfeleltethető a cDHS-en található jobb oldali 
Hind III hasitóhelynek, mivel az elektronmikroszkópos 

vizsgálatok szerint az ezon a genomiális DITS-nek 

ennek a szakaszára esik /19. ábra/. Ez az ez:on 4,8 kb 

hosszú, de a használt cDUS klón сзак a bal oldali, 

kb. 1 kb-os szakaszát hordozza.
A AgLP 12,1 kiónnal nem találtunk átfedő kiónokat, 

a korábbi elektronmikroszkópos eredményekből azonban 

tudjuk, hogy ez a szakasz a gén 5* vegénél helyezkedik 

el.
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Csszefoglalásképen megállapíthatjak, hogy а 

AcíLP39.13 , ASLP39.23 és a AgLP 12,1 klánok
fizikai térképét ismerjük, mintegy 5-6 nagy speci- 

fitású restrikciós endonukleásra* Ezek a klánok nem 

átfedő klánok, viszont más a laborban megtérképezett 
Hónokkal átfedésbe hozhatók illetve 3orbarakhatók, 

s az ere onok az inszerteknek igen kis százalékát teszik
ki.
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