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A porcszovet a kotdszovetek egy igen jelentds

és érdekes fajtdja. XKevés gejtet és kiterjedt sejt=-
kozotti 21lomdanyt tartalmaz, melybe a sejtek be van-
nalk Zgyazva. /1l/ A sejtkozotti dllomdny dridsmoleku-
14it a porcsejtek termelik és szekretdljdk, s a 1lét=-
rejott stabil hdldzat biztositja a porcszovet fizikai
tulajdonsdigaite.

A porcnak az egyedfejlddés kezdetén fontos sze-
repe van a test formdjédnak kislakitdsdban, majd a ké-
sébbiekben a test tdmasztdsdiban segite. /2/ Az egyed-
Tejlédés kezdetén a porcszdvet képezi az embrid vizdt
/kivéve a koponya csontjait/. Helyét késdbb a csontok
foglaljdk el, a porc pedig U.n. novekedési korongok
formijdban van jelen a cgontok végeinél, majd az
egdsz dleten 4t mintegy védelmiil és feliiletiil szol-
541, beboritva a csontok végeit és lehetdvé téve
azok konnyl elmozduldsidt, a terheléssel szembeni
ellendllést, illetve a csontok drintkezési feliilleté=
nek "kip&rndzdsdt" /pl. gerincoszlop/.

A porcgzovet sejtkozdtti dllomdnydnak fehérjéi
f8k3nt kollagénbdl, proteoglikdnokbdl és egyéb, nem
kollagdnszerii fehérjékb8l /mint pol az 54 kD-os porc
matrix fehdrje /14// &llnak, melyek bonyolult hdéldza-
tot alkotnake. E molekuldk jelenléte, helyzete és
gzerkezete hatdrozza meg a porcsgszdvet fizikai jellem-

z86it, ugymint a keménység, rugalmassiz, nyomdsnak €3
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fesgzlilésnek vald ellendllds, stb. /1/ A viszonylag
nagr menyiségii viz jelenléte szintén jelentdés a fi-
zikal jellemzd8k kialakitdsdban. /2/

A hosszd, pdlcikaalaku kollagén molekuldk /2-3/
feleldsek a porcszovet keménységéért, nagy szakitoé-
szildrdsdgdiért, a proteoglikdnok pedig a porcszovet
rugalmagssdgiért. /3-4/

A kollagén rostok nagy szakitdészildrdsiga kémiai
szerkezetilkre vezethetd vissza. - Ezek eldszdr pro-
kollagén formdjdban szintetizdlddnak a porcsejtben.
A prokollagén egy 1100 amindsavbdl 4116 fehérjeldnc
/2/, melyben minden harmadik amindsav glicin és egy-
negyede az amindsavaknsk prolin, illetve hidroxi=-
prolin. Ez igen figyelemremélts, Osszehasonlitva mds
fehdrjékkel, melyek kevés prolint és fdleg kevés
hidroxi-prolint tartalmaznak. Jelenlétilkk a kollagén=-
ben biztositja annak kompakt, merev, csavardsnak,
hizdsnek ellendlld strukturdijat. /3/ Hdrom prokolla-
gén gzdl jobbmenetes szuperhélixszé csavarodik. Az
egyes prokollagén molekuldk hosszirdnyban is Gssze-
lcapcgolddhatnak egymdssal €s a szuperhélixek tovdbb
rendez8dhetnek hogszabb és vastagabb kdtegekké, me-
lyek végiil egy kemény, merev hdldzatdt alkotjék a
porcszévetnek. /2/

A proteoglikénok 1,5 - 2,5 millié:g;gs Srids=
molekuldk, melyek egy hosszil, hialuronsav linchoz

kapcsolddva molekuldris aggregdtumokat képeznek. /4/
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A proteoglikdnok 250 - 350 ezer D-og kozponti fehérje-
lincbdl az U.n. "core-fehérjéhbdl dllnak, melyekhez
kovalens kotéssel kiilonbdzd oligo=- ¢€s polisgzacharid
oldalldncok kapcsolddnak, €s livegmosd kefére emlékez-
tetd k3pzddményt alakitanak ki. A fehérjeldnc hialuron-
savhoz kdzelebb esd végére oligoszacharidok kapcsoldd-
nak, majd keratdn-szulfdt végiil kondroitin-szulfdt
molekuldke. A kondroitin-szulfdt molekuldknak negativ
t61ltésiik van, igy nagymennyiségii vizmolekuldt tudnak
a felszinilkon rendezetten megkdtni, melynek jelentds
szerepe van a porc osszenyomhatdsdgdban, rugalmassi-
gédbane. Mikor nyomds éri a szdvetet, a vizmolekuldk
kipréselddnek & molekuldk kozil és igy a molekuldk
felszini toltései kdzel keriilnek egymidshoz, melyek
tagszitéd hatdsa ellendll a tovabbi nyomisnak.
A nyomds megsziintekor a vizmolekuldk Gjbdl elrende-
z8dnek a poliszacharid molekulsk koriil. livel a
porcszovet tiaplédldsa nem torténhet a véren keresztiil
/nem tartalmaz erekei/, a sziikséges tdpanyag csek a
nyomds vidltoztatdsival /melyet a test mozgdsa biz-
tosit/ tud bekeriilni a szovetbe. Igy, ha a porcszdvet
hosszd ideig mentesil e mozgéds aldl, elvékonyul és
torékennyé valik.

A hialuronsav €és a proteoglikdn "ggfg"—fehérje
kot3ddsét elSsegiti, stabilizdlja egy mdsik fehdérje
a 42=48 kD=08 Uen. kapcgold fehérje jelenlite, /11/
mely mind a fehérjéhez, mind a hialuronsav ldnchoz

k6t8dik. /5=10/ Az izoldlt kapcsold fehérjék képesek



kGt8dni a hialuronsavhoz /9/, illetve a proteonglikdn
monomerheze. /10/ Ez az aggregédtum Ugy jon létre, hogy
a kapcsold fehérje eldszor a proteoglikidnhoz, majd
azutin a hialuronsavhoz kttddike/12/ A csirke mell-
porcbél kétféle kapcsold fehérjét izoldltak, melyek
a hozzdjuk kapcsolddd poliszacharidokban kiilonboznek
egymastdl./11=-12/ A fehérjeldncok szekvencidjdrdl
korldétozott szdmi adat 411 rendelkezésre, de taldltak
néhédny szakaszt, mely a kiilonbozd fajokban nagyfoku
homoldgidt mutat /13/ /pl. csirke- és marhaporc e-
setében/. /12/ A EQE§_klénok szekvenciaadataibdl le=-
vezetett amindsav szekvencia szerint a fehdrjeldncben
taldlunk két konzervativ repetitiv szakaszt, mely
szakasz valdszinii a hialuronsav kdtéasében jdtszik
szerepet, mivel nagyfoku homoldégidt mutat a "core'-
fehérje hialuronsavhoz kapcsoldddé részédvel. /12/

A porcfehérjék alaposabb megismerése drdekében
a labor munkatdrsai a csgirke kapcsoldfehérje génjét
kldénoztike /15/ E16szdr csirke mellporcbdl mRNS-t
izoldltak, abbdl in vitro cDNS-t szintetizdltak,

nmelyet pUC 8 ill. 9 vektor Sall =EcoR I helydre

kldnoztake A kldénok koziil oligonukleotid prdébival
koldéniahibridizdcid segitsdégédvel keresték ki a kap-
csold fehérjét kédold cDNS kldénokat. A genomidlis
gének izoldldsdra cgirke génbankot készitettek.

A EBL 3 szubsztitucids vektor /16/ BamH I he-

lyére Sau 3 A-val részlegesen emésztett csirke DNS-t

épitettek be. A rekombindns kdlonokat P2 lizogén

e
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torzstn ndvesztették fel Spi~ fenotipusuk alapjdn.
Az igy létrehozott zgénbenkbdl . plack-hibridizdcidval
keresték ki a kapcsold fehérje génjét hordozd kldno=-
kate A préba az eldzd lépésben elddllitott cDNS klé-
nok °°P jelslt inszertje volt.

A genomdlisg k1ldénok restrikcids térképének meg-
hatdrozdsa fontos a gén méretének és szerkezetének meg=-
ismerésdéhez. A restrikcids térkép birtokdban a klé-
nok kozotti dtfedd szakaszok megdllapithatdk. A kii-
lonbdz8 cDNS szakaszokkal hibridizdld restrikcids
fragmentumok helyzete pedig az exonok elhelyezkedé=~

sére ad felvildgositaste.

C2lkitiizés:

A kot8szovetek sejtkozdtti dllomdnydnak fehére-

éit eddig kevéssé ismerjiike E fehérjék tulajdon=-

CJ.

sdgainak, valamint szintézisik szabdlyozdsinak meg-

hatdrozdsiban fontos a génjeik szerkezetének vizs-
gédlata.
A sejtkozotti 4llomdny fehérjéit kddold gének kozil

eddig csak a kollaezén és a fibronektin géneket izo=-
141t4dk és vizsgdltik.

Ilunkdnk célja egy mdsik, a sejtkozotti £llomdny-
ban el8forduld kapcsold fehérje génjének jellemzése.
Ennek érdekében az aldbbi kisérleteket kivanom elvé-
gezni a laborban izolalt csirkeporc kapcsold fehérje

genomidlis kldénjainak fizikai térképezésére.
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Nevezetesen 1/a AgLP 39,13, AgLP 39.23 €¢s

—

AgLP 12.1 kldnok nagyspecificitdsd restrikcids

enzimekkel torténd analizise.

2/ A restrikcids térképek birtokdben a
klénok kdzotti dtfedd szakaszok megdllepitdsa.

3/ cDNS fragmentumokat haszndlve
hibridizdcids prdbaként kovetkeztetds az exonok

helyzetére és a gén méretdre.
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Anvacok, mddszerek:

Baktérium szuszpensid eldallitds

Q 358 baktériumidrzset hasznidltunk gazdaként a ko=

vetkezdk szerint:

Folyadéktdpolaj Alap-agar Fedé=-agar
10 g Tryptone 10 g Tryptone 10 g Tryptone
5 g HaCl 5 g NaCl 5 g NaCl
5 & Yeast 12 g Difco=-Agar 7T g Difco=Agar
~ Zxtract
0,2 5 Laltoz

1 literre

aktériumot 100 ml folyaddktdptalajon 37 °C-on

>

egy 4jszakdn 3t /stacioner fdzisig/ novesztettem. A
baktérium kultdirét 4000 g=-vel lecentrifugéltam.[§§4/.
A sejteket 50 ml 10 mbl=og I Clg oldatban szuszpen=-
ddltam. A tovdbbiakban a szuszpenzidt 4 °C-on tdrol-

tam, igy 1-2 hétig tudtam haszndlni.

Pdokoncentridcid meghatdrozisa /17/:

o

A fiz t6rzsoldatbdl higitdsi sorozatot készitettem:
103, 104, 102, 10°, 107-szer nigitott fdgoldathsl
100-100 ml=t 100 ml baktérium szuszpenzidval 37 °C-on
30 percig inkubdliamy/Igy elésegitjiik a fig megtapa-
ddsat a baktérium felszinén/ majd 3 ml 48 OG-0g
fed8agar hozzdadisa utdn 8 cm-es petricsédszére kile-

mezeltem, 5=7 dra milva a fégok lizdltak, és a

asonlitva /ahol csak




Kivdlasztottam azt a higitdst, ahol a petricsgészdken
j6l szdmolhatd mennyiségii plack ndtt ki, leszdmoltam
a plackok mennyiségét s a higitdssal beszorozva meg-
kaptam az eredeti torzsoldat 100 ml-ében 1lévgé fégok

nennyiségéte.

Pdeszaporitds: /17-18/

100 ml baktérium szuszpenzidt lO5 - 106 pfu figgal

kilemezeltem /1dsd feljebb/. 5-7 érdn 3t 37 °C-on
inkubdltam, majd teljes liziskor 5 ml Ahigitd olda-
tot /10 mi Tris-Cl, pH=7,4, 5 mi LI;’.;SO4, 200 mll NacCl,
0,1 5 zselatin/ rétegeztem a lizdtumra és egy éjsza-
kdn 4%t 41lni hagytame. Bz alatt az 1idd alatt a figok
dtdiffunddltak az oldatba, amit pasteur pipettival
lesziviam és 5 % klorofomot adtam hozzi. Az oldatot
4000 g=vel lecentrifugdltam és kloroform folott
tdroltam 4 °C-on. Az igy nyert figoldat titere
1-3x10%1 pfu/ml volt.

agyobb mennyiségli fdgizoldldist folyaddkkultu-

o

tars

(OIS

déktiptalajra eldzlleg egy éjszakdn 4t kindvesztett

starterrdl baktériumot oltottam le, 37 °C-on rdzat-

tame Az OD féldérinkénti mérésével kovettem a baktd-
\

riumok szaporoddsit €8 0D=0,6-nél /2-3xlO8

sejt/ml/ a
baktdriumkultirdt l-es multuplicitdssal fertlztenm a
fégpal. 6-8 6ra milva 37 °C-on erds levegzdztetdsnil

teljes lizis kovetkezett be, az igy nyert lizdtumbdl

DlS=-t izoldltam.

0l végeztem. 3 l-es Erlenmayer lombikben 1 1 folya-
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P4 DNS izoldlds: /17/

A lizdtumokhoz 5-=5 ml kloroformot adtam €s tovabbi
15 percig rdzattame. 2 lépés célja a még nem lizdlt
baktériumok sejtfaldnak roncsolisa és igy a benne
1év3 figok szabaddd tétele. 5 mg DN=-dzt €3 15 mg

zt mdrtem a lombikokba €s szobahén 1 drdn 4t

O

3
-—i

)
Ll

ot

ettem. B 1lépés a szabad bakteridlisg DNS, ill.

(0N

enes

tl

TS eltdvolitdsdra szolgdl. Ezutdn 40 g NaCl-=t
oldottam a lombikokban. A kicsapdédott fehérjét,

ill. sejt=-tormeldkeket lecentrifugdltam [gg_;9,4ooo
rpm, 20 perc/. A feliiliszdét C tipusu G3-as livegsziirén
szlirtem,a sziirlethez 100 g Polietilén-glikol 6000-%
/?EG/ oldottam lombikonként és ndhdny drin 4t jégben
kevertettem. E 1lépés sordn a figok kicsapddnaek /az
oldat opdlos lesz/ amit lecentrifugdltam. /JA 10,
7000 rpm,1l5 perc/. A feliilusz6t eltivolitottam, a
cs2padskot 33 ml fég pufferben /10 mil Tris-Cl,

pi=7,9 10 mM MgCl, 10 mhil NaCl/ felgzuszpenddiltam és

onos térfogat kloroformmal jol Osszerdzva a PEG=t

m
3]

eltdvolitottam. Centrifugdlds utdn a felgd vizes

dzist lesziviam & CsCl 1lépcsls grddiensre rétegezten,

H

melyet a kévetkezlképen készitettem:
Si 27 nitrocelluldéz cgbbe. 2-2 ml CsCl oldatot pi-

ettdztam egymds ald novekv3 koncentrdcidé szerint:

g



o TD =

m

Telitett CsCl oldat: 65 g CsCl + 35 ml vize.

Telitett Pdg puffer = Tordsmutatd  Siriiség
C¢sCl /ul/ /ml/ /g/cad/
13,3 21,1 1,3625 13
17,76 14,24 1,3813 1,5
16,0 6,87 1,3994 1,7

SW 27 rotorban, Beckman ultracentrifugdban 2 6rdt

20 000 rpm-el centrifugdltem. Az 1,7 és 1,5 g/ow
slirigégli fdzis ko6zotti kékes korong tartalmasta g
fédgot, melyet fecskenddvel Svatosan lesziviam. 4 -
rén 4t DNS dializdld pufferrel /10 mll Tris-Cl,
pH=T7,5, 50 ml CaCl, 1 mi EDTA/ szemben dializidltanm,
a puffert Srédnként cserélve. Ezutdn 150 mg/ml proti-
ndz K-val emésztettem 37 °C-on 1 Srdn 4t, mejd DNS
dializdld pufferrel telitett fenollal kifenoloztanm,
am.t 2-3 napos Ujabb dializis kovetett, hogy a leg-

csekélyebb fenolmaradéktdl is megszabaduljake.

[ON

Imdégztés regtrikcids enzimmel:

A regtrikcids enzimeket az MTA SZBK Biokémiai Inté-
zet kutatdi d1llitottdk eld.

Az emésztési térfogat dltaldban 20 ml volt.
1 &g DNS-t emésztettem a megfeleld pufferben /1; tdb-
ldzat/. 100 mg/ml zselatin jelenlétében 2-3 U restrik-
cids endonukledzzal /1l-2 ml/. A térfogatot desztilldlti-

vizzel egészitettem ki 20 ml-re.



Inzinm pal T. licoR I. BamH I. Aho T

——

Puffer 6 mil Tris-Cl 100 mlil Tris-Cl 6 mil Tris-Cl 6 mli Tris-Cl
PH=T,9 pH=7,5 pH=7,9 pll=7,9
150 mil NaCl 50 mil NaCl 150 mil NaCl 150 mli NaCl
6 mi MgCl2 5 il MgClQ 6 mii HgClZ 6 mil HgCl2
6 mM ME 6 mll 115
Enzim  Bgl IL. Hind III. Xba I, ~ Epm I. sac I.
Puffer 10 mli Tris-Cl 50 miM Trig-Cl 6 mi Trig-Cl 6 mll Tris-~Cl 6 mil Tris-Cl
pH=T,4 pli=8,0 pll=7,9 pH=7,5 pH=7,4
100 mil NaCl 50 mki NaCl 50 mii NaCl 6 mli aCl 6 mkl IJgCl2
10 mM MgCl2 10 mll MgClE 6 mli MgClz 6 mhl MgClZ 6 mil LE
10 mil LI 6 mhl ME 6 mll LS 1 mil DI

1. Tdbldzat: a hasznilt enzimek pulfferei



A reakcidelegyet 1-3 Srdn £t 37 °C-on inkubdltam
Kettds endsztégekndl - amennyiben a két enzim miiko-
désl korlilményei eltérnek egymdstdl, a mdsodik emész-
tés eldtt 0,1 térfogat 3 M Na-acetdt /pH=5,6/ jelen-
létében 2,5 térfogat alkohollal kicsaptam a DNS-t

s az Ujabb emésztést a mdsodik enzim optimdlis ko-
riilményei szerint végeztem.

Részleges emdsztésekndl 5-3z0ros mennyiségeket mértem
ogsze és 5, 10, 20, 30, 60 perc milva kivett aliquoto-
kat dllitottam le.

Az emésztést 5 ml STOP-pufferrel /50 5 glicerin,

200 wl EDTA, 0,04 % Brémfenolkék/ dllitottam le.

Glektroforézis:

A futtatdst 0,9 %=o0s horizontidlis agardz gélen végeze
tem TIA pufferben /50 mi Tris, 10 mll Na-acetd!, pH=8,05,
10 ml NaCl, 10 mkl EDTA/. A gélrevitel eldtt a minta-
kat 10 percig 68 OC-0s vizfiirddbe 41llitottam /hogy

a fd4g DNS ragaddés . végei elvidljanak egymdstdl/,majd
jeges vizben lehiitottem. A mélsilymarker emdsztetlen

Afdg DIIS és BRL mélsdlysorozat volt. A futtatdst

12=-16 6rdn keresztiil 30 V-on végeztem. A futtatés
befejezésekor a gélt 1 ng/ml etidiumbromidot tartal-
mazd oldatba tettem 10 percig, majd desztilldlt-
vizes mosds utdn UV lédmpa alatt narancssdrga szird-

vel 6,5x9 cm=es Fortepan negativ filmre fényképeztem.



AkXrilamid gél:
4 ill. 6 3=0s akrilamid gélt haszndltam az 3 kb-ndl-
tisebb fragmentum méretek meghatirozdsira a kdvetke-

-

Sképen:

0

29 % akrilanid $s
1l ¢ Bis=akrilamid tartalmi oldgbdl 4 ille 6 ml
10 x\gﬂgloldatbél 3 ml

/1 mi Tris, 20 mlil EDTA,

kbe 55 g bdrsav, mig a pH=8,3 nem lesz/

10 5 amméniumperszulfat 0,45 ml
desztilldlt viz 20,55 ml
30,00 ml

TEMED 18 ml

1,2 mm vastag 18 cm hosszi gélt Sntottem, melyet
vertik4ilis helyzetben, a mintafelvétel utdn 1 x
IBE pufferban futtattam 150 V-on 2,5 éran &t. A DNS

-

frazmentunok molekulasulydt BRL molekulagilysorozat

Dy

s Bsp emasztett DB? 322 DNS felhaszndlisdval, kalib=-

rdcids godrbe seglusogovel hatdroztam meg.

Southern hibridizicid: /18/

Transfer nitrocelluldz filterre:
Az 5 kb-nil nagyobb fragmentumok trengzferének meg-
konnyitése érdekében a gél megfeleld részét 0,25 I
HC1l oldatban dztatjuk 25 percig, majd vizzel ledb-

litjike.
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-

Denaturdld oldat: Semlegesitd oldat: 20 x S88C:

1,5 K NaCl 3 M NaCl 175,3 g HaCl
0,5 i NaOH 0,5 I Tris-Cl 88,2 g Na-citrit
pH= 7,0 10 M NaOH - pH=7,0

Denaturdlds: 2x20-30 percig denaturdld oldatban dz-
tatjuk a gélt. Ilyenkor a gélben a kettds szdld

DS egyszilivd denaturdldaik.

Semlegesités: 2x20-30 percig semlegesitd oldatban
aztatjuk a gélt.

A nitrocelluldz filtert pontosan méret szerint ki-
véigjuk, 2x3SC-ben pdr percig eldiztatjuk, majd a
6vetkezd berendezést 4llitjuk dssze az egyirinyd

DIIS transzmferhez.

Suly
uveglap

papirtoril-
kozbk

b

|
\

[ ]

szdraz Watti-
manmpapir 3 NI

\

nedves Watt-
mann-papir 3 III

nitrocelluldz
filter

i

(ON

o>
(=]

Wattmann-papir
3 M

7
/)l

Uveglap

7,

10 x 83C




tjuk, utdna infraldmpa alatt 30 percig szdritjuk.
iltert sziir6papir kozé tesszik és 80 °C-on vikum~
ban 2 Ordn keregztiil rdsiitjiik a DNS=-te.

Hibridizdlds: /17/
A filtereket 1 x Denhardt reagensbe martjuke.
/100 x Denhard% reagens: 2 ¢ Ficoll, 2 5 PVP, 2 %
Bsa/
A filtereket 15 ml eldhibridizdld oldattal /5 x SSC,

5 x Denhardt reagens, 100 mg/ml hering sperma DS/

’

buborékmentesen nylon félidba forrasztjuk és 2 dSrdn
keresztil 68 %Cmon el8hibridizdljuk. Utdna hozzd-

® dpm aktivitdsu °P je-

tesszik a prdébdt /2-3 x 10
161t DS/ s tovdbbi 16 Srén keresztiil 68 °C-on in-
kubdljuke A hibridizdlds befejezédsekor a filtereket

4 SSC-ben 15 percisz szobahdn, majd 3xl5 percig 68 °C-
on mossuk és utdna ‘infralimpa alatt szdritjuke.

Az autoradiogrifiit dlomkazettiiban fényvisszaverd
lemez segitségével Forte Lledifort 30x40 cm=-es ront-

gen filmmel végeztiik,5-24 Srdt expondltuk - 70 c—ons

A DUS jeldlése: /19/

A prdéba el8dllitésa a laboratdriumban téritént nick-
transzldcidval: a nick=-trnaszldcids elegy 100-200 g
DIIS=t 50 u Ci 32? Jjelolt ééTP—t 4 nl 5x nick-transz-
lédcids puffert /1l0x puffer tartalmaz: 0,5 I Tris-Cl
/oH=T.2/, 0,1 M EgSO4, 1 miI DTT, 500 mg/ul BSA/

1 ul 0,1 mg/ml Dii-2zte. Az elegyet Osszekevertilk, 10
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vercig 37 °C-on inkubdltuk. EZzutdn hozzdadtuk 2 U E.
coli DNS=Polimerdz I-t /Boehringer/ és 15 %¢-on

1 6rdn £t inkubdltuk. A nick-transzldlddott DNS-t

a be nem &pilt 32p  3ATP-t81 a kivetkezd médon
tudjuk kivdlasztani:

Fenolos extrahdlds utdn kisméretii /0,5 x 10 cm=es/
Sephadex G 50 oszlopra vittik és 10 mi Tris-Cl
/pH=T7,5/ és 1 mlM EDTA pufferrel eludltuk. A jelolt
DIIS minta a kizdrdsi térfogatban taldlhatd.

Az oldatot = 20 °C-on tdroltuk késdbbi hasznilatra.
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Sredmények

™

Az EMBL 3 vektor ezy A szubsztitucids vektor, mely
harom részbdl 41l: egy 19,4 kb bal kerbdl, egy 9,2 kb
jobblarbdl ¢s a kozte levd 13,7 kb kozépsd részbdl,
nelyet esy polilinker szakasz /Sal I., Bami I,

ZcoR I/ szegélyez. /l. édbra/ A rekombindns fdgok

(o)

inszertjeil csak Sal I enzimmel vighatdk ki, mivel

Saul A végl idegen DIS-t ligdltunk a BamE

I helyre.

118szor az egyes enzimekkel, illetve Sal I-gyel tdr-
t4nG kettd emésztéssel néztem meg, hogy melyek a szélsd
fragmentumok &8s az inszertben talilhatd-e Sal I hasitd-

nely. Gzutdn a kiilonbszd enzimek egyes, illetve kettds

N
N

$45eib8l - eldszdr az adott kldénban kevés hasitd-

U

[¢]
=3
ol
(RN

oy
>

el

’_.J
=
jo

yel re

b
¥

elkezd enzimekkel - felrajzoltam az egyik

vagy mindkét ensimre a lehetsdges térképet. A fragmen-

’ 1 ’

ibridizdacidés kisérletek is, melyekben prdbaként

f—
pa
]

CJe
D

151t cDIS kldénokat haszndltunk, Ezek a génorienticid
meghatirozdsdhoz is segitséget nydijtottak, izy a hibri-
diz4ld fragmentumok kériilbeliili helyét meg lehetett

mondani, illetve egymidssal ©sszhangba hozni.

A AzLP 39.13 klén térképezdse

BamH I ewdsztdsi termékek: 22 kb~ 9,4 kb, 4,8 kb, 3,9 kb,

3,25 b, 0,5 kb, BamiH I + Sal I kettds emésztésben eg;
1,8 kb fragmentum jelent meg €s a 9,4 kb frazmentbdl a

Sal I enzim levdgta a 9,2 kb hosszd jobb kart. Zbbdl
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RIBH,S
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IIBL3 vektor hasitdsi térképe

B/Bgl 1I1/; 472 bp, 34399 bp, 34692 bp,
K/Epn I/ ; 17272 bp, 18775 bp,

S/Sal I/ ; 19383 bp, 33122 bp,

BH/Banil I1/; 19389 bp, 33116 bp,
RI/TcoR I/; 19398 bp, 33107 bp,

H/8Ind 11I/; 37942 bp

\fééé

35343 bp, 35403 bp,



P

cud juk, hogy a jobdb kar mellett egy kb 0,2 kb

Samll I fragment van, igy az 1,8 kb fragmentum csak a

bal kar mellett lehet. /2. dbra/
ho I enzimmel tortdnd emdszids nem muitatott vdltozdste.

1

a2.0ra

~

\\
(OS]
L ]

{9y

Bgl IT.; 20,5 kb* 7,6 kb, 7,0 kb%, 3,9 kb, 2,2 kb,
1,2 &b*, 0,6 kb*, 470 bp¥ 310 bpt. /Ezek koziil az
utolsd 4 vekbtor fragmentum, melvet ezentill x-gal je-
16155k/ .

T4 3o

Sal I-el torténd kettds emésziésre megjelent egy 1,1
b fragment: mivel ezyéb véltozds nem ldthatd, azért

ez valdszinii, hogy a bal kar mellett van /2. Zbra/

cettd8s emésztés utdn 10,7 kb, 9,2 kb™,

2
D
—
i
1
W
=
et
o:
H
<l
(G
B
Oy

-re

2,8 kb, 1,2 kb frasmentumokat kaptunk. Livel valdszinili-
lez a 11,5 kb fragment hasadt el a jobb karra és a

2,8 b fragmentumra, ez a fragmentum a jobb Szélen
van az inszertnek, igy az 1,2 kb fragmentum taldlhatd

bal kar melett /2. dbra/.

0]

’

nzzel az EcoR I. térképét ismerjiik /7. dbra/

Hind IIT.

24 5%, 4,4 kb*, 3,45 kb, 3,2 kb, 0,66 kb, 0,47 kb,
0,45 kbe 3al I-el t6rténé ketil emésziéskor a 6 kb
és a 24 kb fragmentum hasadt és keletkezett 5,4 kb,
4,8 &b™, 1,1 kb. Azt tudjuk, hogy & Hind III enzim

-

belehasit a jobb karba /16/ /l. dbra/, ahonnan egy
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-1 £ ey <y - - vy et
4,4 kb fragmentumot vag ki, a kar masil

2

O

resze a

i

sal I helyig 4,8 kb, igy ezek a fragmentumok vek=-
tor eredetiieke Az 5,4 kb fragmentum csak a nagyobbik
karbol johetett, igy az 1,1 kb fragmentum a jobb kar

mellett taldlhatd /2. dbra/

Hind III + EcoR I:

21 kb*, 4,4 kb*, 4,2 kb, 3,2 kb, 2,3 kb, 1,12 kb,
0,6 kb, 0,47 kb, 0,45 kbe. A 4,2 kb fragmentum az

5,4 kb Hind IIT fragmentumbdl hasadt ki /mivel mds,
ilyen nagyméretii fragment a Hind IIT emésziésben nenm
taldlhatd/ és a 3,45 kb-os Hind III fragmentum elha-
sad cgy 2,3 és egy 1,12 kb fragmentumra, tehdt ennek
a fragmentumnak a jobboldali ZcoR I hely koriil kell

elhelyezkednie. /3. dbra/

2coR I + BamH I.

[ON

A 3,25 kb BamH I fragmentum elhasadt egy 2,5 kb 2s egy
0,78 kb fragmentumra. A baloldali BamH I és EcoR I
helyek helyzetét ismerjiik, igy ez csek a jobb olda-
lon lehet, ahol az ZcoR I hely $ppen 2,5 kb-ra van

a 5z¢€1s6 BamH I helyt8l. A t6bbi framentum mérete vil-

tozatlan maradt, igy ezek kozépen helyezkednek el.

/3. dbra/

Hind III + BamH I

N
ol

1 kb™, 5 kb, 4,4 kb™, 3,5 kb, 1,92 kb, 1,85 kb, 1,25
kb, 0,8 kb, 0,6 kb, 0,45 kb 33 0,4 kbs A 3,25 kb-os
Bamll I fragmentum részleges dtfeddsben kell, hogy

legyen 3,45 lg-os Hind III fragmentummal, ha a na=
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AzLP39.13 kldén emésgztise

I.a/ Hind III, b/ Bami I,
¢/ BcoR L, 4/ Bgl 11,

e/ Sal I,

Il.a/Bamd I, b/Bami I+Sal
c/Banil L+ECOR Ly Bamit
Zho L, efBgl 11, f/ﬁ?I IT
;E%'T, /'coR I, n/ZcoR I

;;I/airilanid z31/
a/Bzl II+BamH I b/3amil
REEaT:! 111, c/ Hind T1L

¢/ Baml I, ef iI

o
e

+
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syobbik 1,92 kb innen ered, akkor kell egy 0,45 kb
kis Traguentumnak még kézben lennie. A fragmentum
nisik része feldarabolddott, mivel nincs 1,4 kb-os
kettés emésztési-ternék, igy a szé1sd Bami I frag-
mentum mellett kell legyenek a kis fragmentumok: 0,5
kb és 0,3 kb,

A 3,5 kb fragmentum csak az 5,4 kb Hind III, ill.

a 4,3 kb vagy 3,9 kb BamH I fragmentumbdél johetett,
aml kdzvetlenlil a baloldali fragmentum mellett helyez-
lkedik el. Liivel a lehasitott rész az 1,25 kb fragmen-
tummal épp 4,8 kb-ra egészithetd ki, igy ez a frag-
mentum van a BamH I térképen a baloldalrdél a misodik
helyen, a fennmaradt részen pedig a 3,9 kb BamH I
ramentum 3ll. A 4,8 kb BamH I fragmentum 1,23 kb
tilnyild része a fennmaradd 1,85 kb fragmentumokkal

- a nibahatdron beliil - adhatja a 3,2 kb Hind IIT
fragmentumot. /Hivel mds nagyobb fragmentum nincs
jelen./ Isy a 3,2 kb 4és a 3,45 kb Hind III fragmentum
5zott foglal helyet a két kicsi fragmentum /0,6 kb

é¢s 0,4 kb/ /3. dbra/.

-

II + BecoR Xz

F.;J
H

N

0,5 ¥b*, 7,0 kb*, 4,9 kb. 3,9 kb, 2,6 kb, 2,0 kb,
1,2 kﬁf 0,6 kbs Lithatd, hogy a 7,6 kb fragmentumbdl
ecy 4,8 kb 43 egy 2,6 kb fragmentum keletkezett, igy
hiztos, hogy ez a fragmentum a Jobb oldalon van.

A 3,9 kb Bgl II fragmentum vdltozatlan, igy ennek
kizepén kell lennie. 2,2 kb Bgl II fragmentumbdl a
bal oldali EcoR I hasitdhely csa‘ egy\kb. 100 bizis-
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virnyil résct hasitott le /amely a gélen mir nem
ldthatd/, igy a bal.cdldali Sal I helytdél 1,1 kb-ra

ven az els§ Bgl II hasitdhely, majd 2,2 kb-ra a miso-

Bgl II + Hind III1:
T T X PETE - Pr— 6 ki -
L.L,D .".L/, 7’0 I&b ’ 4’-!" .Lb ] 3,‘1‘7 _';D, 2’ .{o’ 2,19 .L{.b,

-

2,0 kb, 1,8 kb, 1,2 xb%, 1,15 kb, 1,12 kb, 0,9 kb,

Sbhen az emésztésben kapott eredmények teljes Ussza.
hangban vannak az eddig leirt térképpe. Ldthatd,
hogy a 3,45 kb Hind III fragmentum megtaldlhatd,

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

fragmenium. 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 fragmentiumot
alkotja. 4z 1,12 kb fragmentum a jobb szélsd 1,2 kb

dind III fragmentumbdl szdrmazik. /3. &bra/

A Bgl IT + BamH I enzimekkel kapott emészidési ered-
mények is jé Oaszhengban vannelk az eddig megallapi-
ott tériippel. A kepott fragmentumok 21 kb™, 7,0 kb™,
3,25 kb, 3,1 kg, 3,1 kb, 1,75 kz, 1,2 kb™, 0,7 kb,
0,6 kb*, 0,5 kb . A4 4,8 kb Bami I fragmentum egy

1,75 kb 43 egy 3,1 zb riszre hasadt, a 3,25 kb

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

Hh

ragmentum pedig egy 3,1 kb €s egy 0,7 kb darabokra

&

dotte /3. dbra/

O\

<7 o
G

<{
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dbra:

AzLP39.13 klén emésztése
I.a/ Afdiz DNS, b/ Hind III, ¢/ Hind III+Xho I,
d/ Hind III+Sal I, e/ Hind III+EcoR I, £/ Hind III
+Bani I, g/ AxBgl II
II.a/ Bzl IT+ Hind III, b/ Bzl II+BamH I
¢/ Bzl II + BEcoR I, 4/ Bgl IL, e/ BamH I
+ Hind III, £/ BamH I + ZcoR I,g/ BamH I




1

Szzel a ldnnal készitettiink részleges emésztést is,
amit nitrocelluldz filterre blottoltunk és a 4,4 kb

iind III vektor fragmentum volt a prdba. A jeldlddd
o

fragmentumolk méretbeli kiilonbségeibdl tudtunk kovet-
lzeztetni a fragmentumok egymds utdni elhelyezkedésére.
/4e dbra/ A kapott eredmények jé Osszhangban vannak

az eddig leirtakkal.

16 1kb™, 3,4 kb, 1,5 kb™. Tudjuk, hogy a Kpn I bele-
vig a bal karba és omnan 1,5 kb fragmentumot hasit
ie /le Zbra/ lldshol hasitdéhely a karokban nincs,
/16/, izy az 3,4 kb fragmentum nagyobbik része csak
az inszertbdl szdrmazhat Ugy, hogy a Kpn I hasitdhely

2,0 kb-ra van a baloldali Sal I helytdl. /5. f&bra/

o>

legjelenik egy 2,6 kb és egy 0,9 kb 4j fragmentun,
mely a 3,4 kb Kpn I fragmentum hasitdsi termske.
A 2,6 kb fragmentum egy része /1,4 kb/ a vektorbdl

zdrmazike. /5. Zbra/

Apn I + BamH I:
llegjelent egy 3,3 kb Uj fragmentum, ez megerdsiti
az eddigieket, miszerint a bal szélsl Bamd I

hasitdhely kdzelében van a Kpn I hasitdéhely. /5. dbra/

Kpn I + Bgl II:
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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4o dbra: A gLP39.13 kldén részleges emészidse Bgl II enzimmel
I.a/ 5 perc, b/10 perc, ¢/ 20 perc, d7 30 perc
e/ 60 perc
1~

II. Usyanezan emésztés autoradiogramja a 4,4 kb
IIind III vektrofragmenttel torténd hibridizdcid utin.



203

kb

5¢ dbra: ;k*LP39 13 z16n emésztise
.a/ ‘on I, o/ Kon I+BamH I, ¢/ BapH I,
u/ 1 I+¢__R I, 8/ EcoR I, £/ Xba I+Sal I,
LI. Kon I+Bam HI, b/ ¥on I + Bzl II,
% a/ Xba I+Bgl II, b/ Xba I + dcoR I
C/ Aoa I




no
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2 kb Bzl II fragmentum hasadt egy 1,65 kb £3 egy

J‘i 2,

0,6 kb fragmentumra a széli 1,1 kb-os Bgl II fragmen-
tum, valamint az 1,4 kb vektordarab alkotja a 2,6 kb
fragmentumot. /5. débra/

Xba I:

25 kb*, 12 kby 4,8 kb, 0,5 kb.

Zba I + Sal I:

19 kb™, 9,2 kb%, 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 Xba I fragmentumbdl szirma-
zik, igy ez a jobb szdlen taldlhatd. A 6,0 kb Ujon-
nan megjelent fragmentum a bal szélen foghl helyet,
/5. dbra/

£{ba I + ZcoR 1I:

21 1b*, 12 kb- 4,8 kb, 4,6 kb , 0,5 kb, 0,45 kb.

A 6 kb bal oldali Xba I- Sal I fragmentumbdl szdr-

mazik a kapott 4,8 kb-os fragmentum, az 1,2 kb bal

gz381i . EcoR I fragment levondsdval.
Lba I + Bgl IT

20,5 kb*, 7,0 xb%, 3,7 kb, 2,9 kb, 2,5 kb, 2,2 kb,
1,2 kb~, 1,15 kb, 0,5 kb, 0,45 kb™.

A 4,8 kb Xba I fragmentumbdl szdrmazik a 3,7 kb és
1,15 kb fragmentum. A 2,2 kb Bgl II fragmentum vil=-
tozatlan. /Atfedésben van a 6,0 kb-os Zba I fragmen=-
tummal/. A mellette 1év8 3,9 kb Bgl II fragmentyl

azonban elhasad a 2,9 kb és 1,15 kb darabokra.
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LP39.13 kléa autoradiog ramJa a pLPF4 cDIIS
—10 3 2p Jelol' inszertjével torténd hibridizdcid
utine. a/ Bgl II, o/Xba I+Bgl II, c¢/ ZXba I+ZcoR I,
d/ Xba I
II. iz emésziések képe elektirofordzis utdn,
sorrend ugyanaz



D

Innen tehdt tudjuk, hogy & 4,8 kb és a 6,0 kb
fragmentum egymdas mellett van, a kis fragmentum
/0,5 kb és 0,45 kb/ a 4,8 kb 3s 2,8 kb fragmentumok

kézott foglal helyet. /7. dbra/

\

A c¢DIiS prdbival a 4,8 kb Xba I-BcoR I fragmentum,

a 2,2 kb és 3,9 kb Bgl II fragmentum, valamint a 2,5
kb Xba I - Bzl II fragmentum hibridizdl. Az exonnak
tehdt a 2,5 kb Xba I = Bgl II ¢s 2,2 kb Bgl II frag-

mentumokon kell elhelyezkednie. /6. dbra/
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1p { ZLO 2l 310 1
0,45 3
5.4 L 32 3,45 0,
o2 39 1,6 N,
A2 10,7 . B3
0%
48, 48 33 03 338
0,5
. 6,0 R 4,8 (048 2,8
1 %5 L

AgLP39.13 klén hasit:

Ld
a8
-t A

1 térképe.

a/ Hind III, b/ Bgl II, ¢/ LcoR I, 4/ Baml I, e/ Xba I,

£/ Kpn I



Hind III + Sal I:

19 kb*, 6,2 kb, 4,8 kb*, 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

.

riszletet a jobb karbdl, igy ezt levonva, mnegkapjuk

a 6,2 kb=os fragmenitumot, mely tehat a jobb oldalon
helyezkedik el. Az Ujonnan megjelent 3,1 kb fragmen-

1

tum izgy csalz a bal oldali kar mellett lehet. /8. Zb-

ZcoR I + Sal I:
1% X 1~ 1~}
19 }:D 9 9,2 kb . 9,0 L'\.b, 6,7 L0
Zbb8l latjuk, hogy az inszertet egy helyen hasitotta

az ScoR I, kbe kGzépen, egy 6,7 kb és egy 9 kb-os

fragmentumra. /8. Zbra/

20 kb*, 7,0 kb*, 7,0 kb, 3,05kb, 2,4 kb, 1,95 kb,
1,2 kb™, 0,64 kb%.



8. Zbra: A£LP39.23 k1ldén emésztdse.
Ieae/ Hind III, b/ Hind III + Sal I, ¢/ ZcoR I,
d/ BcoR I + Sal I, e/ Bzl II, £/ Bzl II + sal I,

s/ 3l IT + EcoR I, h/ AxBgl II.
IIl.a/ Xho I, o/ Zho I + Sl I, ¢/ Hind III +
321 IT, 4/ Hind III + ZcoR I, ef Eind IIIX

=
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szl Il .+ Sal I3
A kdp azonos a Bgl II emészidssel, de egy kicsi kb
500 bdrzispdrnyi fragmentum jelent meg, amely vald=
szinlileg a nagy kar mellett van /8. dbra/. Bami I
enzimmel torténd emésztéskor a vektor-inszert hatir

kGzelében térképeztilk a BamH I helyet. /8. dbra/

Hind III + ZEcoR I:

22,5 &b 11 kb*, 4,4 kb, 2,4 kb, 1,6 kb, 1,4 kb,
1,3 kb, 0,94 kb. Lithatd, hogy csek a 2,6

Dy

Iind III fragmentum hasadt el egy 1,6 kb &s egy

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

fragmentum van a jobb kar kdzelében, ez a hasitds

nem lehetsdges /akkor 0,5 és 2,1 kb-ra kellett vol-
na hasadjon/, igy biztos, hogy a 9 kb ZcoR I fragmen-
tum van a jobb oldalon, a bal kar kdzeldben pedig

a 6,7 kb fragmentume. Igy, ha az ZcoR I hasitdhely

"kord" tesszik a 2,6 kb Hind III fregmentut

i3
O
ck
-
(% ]
0]
4
L

U5y lehetséges a hasitds, ha az 1,4 kb Hind III

v

fragmentum a 2,6 kb és a 6,2 kb szélsd Hind II

fragmentum k6z6tt foglal helyet. A fennmaradd részre

H

a 3,1 kbe. bal oldali Hind III fragmentum mellé
keriil a 2,4 kb=os darab /8. Zbra/ izzel a Hind III

s BcoR I térképe ismert:/1l2. dbra/

Bzl II + EcoR I:

¥y

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

ik ; -
1,2 ¥b*, 0,9 kb, 0,6 kb=,

Litjuk, hogy egyediil a 7,0 kb Bzl II frasmentumbdl
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9. dbra: )L,7‘L"‘“9 23 klén ohe/észtése y

I a/ &ba I+Sal I, b/ Xba I+Bgl II, c Bs II
Bani! .«.+o§.1_I ’D/ BapH I+EcoR I: £/ ZamH I
.JJd 'lI, 2/ F:Ll’ld II1

II. a/ Xba I, b/ Zba I+BamX I, ¢/ BamH I,

d/ Xoa I+Hir d IIT e/ Hind 1IT

+

\
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hesadt le 0,9 kb, a t6bbi fragmentum vidltozatlan

321 II + Eind III:
kb®, 4,4 ¥b™, 2,6 kb, 2,45 kb, 2,4 kb, 1,9
1,8 kb, 1,4 kb, 1,3 kb, 1,2 kb~, 0,65 kb™, 0,6 kb,

A 7,0 kb Bzl IT fragmentum feldarabolddott, igy ez

valdszinlileg a bal oldalon helyezkedik el /Zz ©ssz-

angban van a Bgl IT + EcoR I emésztédsndél kapott ered-
20 LCOon

.

mdmmyel is./ /8. dbra/

sboen az esetben a 3,1 kb Hind IIT fragmentum : a bal
sz21i 500 bdzispdr Bgl II fragmentum  lehasitdsdval
mezkapjuk a 2,6 kb fragmentumot. A 2,6 kb Hind IIT
fragmentum hasitdsi terméke az 1,9 kb 2s 0,5 kb
fragmentum e molsuly meghatérozds hibahatdirin beliil.
4z 1,8 kb és3 2,4 kb, valamint a 0,5 kb Bgl II frag-
mentum & jobb oldalon, a 6,2 kb Hind III fragmen-
ummal dtfedésben van, igy a 3,05 kb Bgl II frag-

’

nentum kdzéptdjon helyezkedilk el. /12. #dbra/

a“

Az eddig kapott sorrendet megerdsitették a laboratd-
riumban elvégzett hibridizidcids kisdérletek, amelyek
kimutattdk a cDNS prdéba segitsdégével az exon szakaszo-

kat a klénon beliil. Lzek a kovetkezdk voltak: 9 %b

coR I, 1,4 kb Hind IIT, 11 kb Hind III, /ez gyengdébb

1

aktivitdsa/ és 3,05 kb Bgl II fragmentum, tehit ezek

1

klénban difedésben kell, hogy legyenek. /1ll. dbra/
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10. Zbra: jkbLP39 23 kldén részleges emésztése Bzl II enzimmel
5 perc b/ 10 perc, ¢/ 20 perc, d7 30 perc,
e/ 60 perc
II. Ugyanezen klén autoradiogramja a 4,4 kb Hind III
fragmentummal t6rténd hibridizdcid utin.
Sorrend ugyanaze.
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Az inszert kUzepén elhelyezkedd tovdbbi hdrom Bgl II
fragmentum sorrendjdnek eldontisére részleges emdsz
téseket végeztiink: a 60 perces részleges emésztési
képen ldthatd a legjobban, hogy egy 2,4 kb fragmentum
utdn 2,95 kb kovetkezik, tehdt e fragmentum kell, hogy
legyen a 0,5 kb kis fragmentum. Ugyanezt litjuk fel-
jebbs:s 3,15 kb, illetve 3,55 kb, hogy a kis fragmentum

» 3,05 kb fragmentum mellett is elhelyezkedik, vehit

D

a 2,4 kb és 3,05 kb fragmentumok kozdtt. A sorren
tehdt a jobb oldaltél nézve 1,95 kb, 2,4 kb, 0,5

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

Zasonld eredményt kaptunk mikor a gélt nitrocelluloz
filterre blottoliuk 45 a -°P jelslt 4,4 kb-os Hind III
vektor fragmentummal meghibridizdltuk: 9,2 kb-nil
nagyobb jelolt fragmentum a 11 kb volt, azaz 1,8 kb-ra
a bal kartdl, ez valdsziniileg az 1,95 kb fragmentun
jelenlédtére utal. Ezutdn csak a 13,3 kb /illetve enndl
nagyobb/ fragmentum jelslddstt, tehdt itt kell kiovet-
keznl a 2,4 kb fragmentumnak /10. Zbra/ Ezzel a Bzl II

térképe ismert /12. dbra/

Bamll I hasitdhely létezését Hind III, illetve

ZcoR I enzimekkel torténd kettds emésztéssel nutattam

ki. Hind III enzimmel torténd kettds emdsztiskor

esy 3,0 kb fragment jelent meg, mely csak a 3,1 kb

ct

L
v

{0y

bol eélsd Iind III fragmentumbdl szdrmazhat, teh:

a Sal I hely kdzeldben t6riént a hasitis /9. dbra/
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ScoR I enzimmel torténd hasitéskor egy 6,3 kb frag-
29 mivel a 3,1 kb Hind III
at,

jelent meg,

mencun

ScoR I fragumentun fed

fragmentunmal a 6,7 b E
grt ebbdl keletkezett a kapott darab.

A BamH I + 5al I ketids emésct
19,4kb 3s 9,2 kb vekior fragmentumokat és a 15 kb
inszert fragmentumot. A ¢DIIS prdbiaval az utdbbi frag-
mentum hibridizdlt /1l. dbra/
Log I:
10 kb, és egy nagy fragmenium jelent meg.
ioa 1 + 3al I:
0,7 kb.

15 kb, 9,2 kb",

nasitdhely és
& jobb kart /9. abra/
sba I + Bgl II:
Az 1,95 kb 3zl II fragment eliiinik, keletkezik es:
1,0 b 4és egy kb C,7 kb fragment, tehdt a Zba I
hasitdhely 0,7 kb *Zvolsdgra van a jobb kartdl /9. 4b=-
ra/
Zba I + Hind III:
A 11 kb Hind IIT fregmentum egy 5,7 €s egy 5,2 kb
imasztja az elozd emésztdsek-

fragmentre hasadt, ez aldtdmas
t kovetkezitetiseket /9. dbra/.

b6l levont
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I. AgLP39¢23 klén autoradiogramja pLPTF'4 cDIUS
zlén 2<P jelolt inszertjével torténd hibridizidlis
utéin. a/Lba I+5al I, b/Xba I+Bgl II, c/ Bgl II

d/ Band I+Sal I, e/ BamH I+EcoR I, £/Hind III+
Bamil I, g/ Iind III

T L P A # Y - : ) P 1 TN P
1ls Az emssziesek gélelektroforetikus képe hasonls
sorrendbene
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agmentum inszert. A 10 kb fragmentum vektor
gzarmazéke /9. dbra/ /1l2. 'dbra/

4 pLPF4 cDUS klénnal a 9,2 kb EcoR I a 11 kb és 1,4 kb
hosszisdgi Hind III, valamint a 3,05 kb Bgl II frag=-
mentum hibridizdlt. Livel a t6bbi Bgl II fragmentum
nem hibridzal a ¢DIS kldénnal, igy a cDNS kldén &ltal
hordozott exonnak a 3,05 kb Bgl II fragmeniumon kell

elhelyezkednie. /1l. Zbra/
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. 67 . 9,0 i

M 24 26 ta 6,2 .48

":51 70 N 3,05J§ 14 i 1,98 .11.1 o™
22

;20

;\,I 1P39423 klén hasitdsi térképe a/ lcoR I, b/ Hind III
C

Bzl II, d/ Xba I, e/ Bamii I
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A ASLP 12,1 kldén téridpezése:
liivel ez a2 klén tobb kis fragmentumot tartalmazotw,
a 0,3 kb alatti Pragmentumok méretdét akrilamid gélrdl
olvastulk le.
.'.,_‘.d 5

5 S : 1 p - - ”
22 <0 ’ 0,5 1:0’ 4—"- -‘: 9’ 3,1 .:o’ 2,0 .C:D, 1,6 1\.0,
0,82 kb, ¢,80 kb, 360 bp, 290 bp, 130 bp.
ilind III + Sal I:
A 6,5 kb fragmentum elhasadt a 4,8 kb vektor frag-
mentunra 3s egy 1,7 kb fragmentumra, igy ez a Jjobb

1.
149

S o r
OV

mely

R I

nivel az

ar mellett vane.

v -

Llezjelent egy 1j 2,92 kb fragmentum,

a bal kar mellett foglal helyet/1l3-l4. &bra/.

20,5 kb*, 9,8 kb=, 6,3 kb, 4,0 kb, 2,35 kb,

GcoR I + Sal 1:

legjelent egy 1,22 kb 43 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,

utdbbi a 9,8 kb fragmentumbdl hasadhatott le.

/13. Zbra/

=1

X

Bamil

b

v

1-

21 k

?
Bamll I +
A ;Obb

mely vald

zar mellet?{ megjelenik

c Ujonnan megjelend 1,75 kb fregmentum

13,5 kb™, 5,4 kb, 2,82 kb, 620 bp.

Sal I:

egy 4,4 kb fragmentum,

szini a 13,5 kb fragmentumbdl keletkezett.

o~

<

bal
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a b cdeg¢gh

dbra: )\ gLPl2.1 klén emdsztése
a/ Iind III, b/ Hind III+Sal I, C/ LcoR I,
N

d/ ZcoR L +Sal I, e/ BamH I, T Bgm I+
3111 h/ Bzl IT ¥ Sal I
Aao I+ s_;L I, b/ ZcoRr I, c/ ZcoR I+Bgl II,

/ dgg& I + Bami I, e/ Hind III + BamH I,
£/ dind III + BcoR I U/ Iind IIT




.

l4e Zbra:  AgLPl2.l. :1én emdészidse /4 Y=o0s akrilamid
gélen futtatva/ a/ EcoR I, b/ BamH I, ¢/ Bzl II
d/ Hind III, e/ EcoR I + BamH I,
£/ ZeoR I + 3zl II, g/ ZcoR I + Hind III,
h/ Bamd I + 3Bgl II, i/ 3zl II + Iind III
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ktar mellett foglal helyet /1l3-14. Zbra

Bl 1L
X x - ~ )
| - Lo 1~3 ~} & ~ { - 1-3
21 L;b ’ {’O XD . 4‘,4 13.0, 2’89 E‘-b, 2,0 lx. ’ 2,5 ..~J’

1,2 kb=, 0,95 kb, 0,6 kb, 440 bp~, 310 bp .

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

J
mellett van /13=14., #bra/.

20,5 kb~, 9,8 xv*, 5,4 kb, 3,8 kb, 2,2 kb, 620 bp,

560 bp, 500 bpe.

liivel az 5,4 kb BamH I fragmentum megtalZlhatd a kettds
emdsztési termékek kozott, igy az 4dtfedésben kell, hogy
legyen a 6,3 kb BcoR I fragmeniummal. 4 kapott 3,8 kb
fragument a 4,0 kb ZcoR I fragmentbl8l johetett csak ¢s

ez dtfedésben kell, hogy legyen a 4,4 kb Banll I
fragmenttel, igy tehdt ez a jobb oldali 0,6 kb

ZcoR I fragment mellett van. A 2,2 kb fragmentum a
2,35 kb Zcol I fragmenitumbdl keletkezett 2s ez &%-
fedésben kell, hogy legyen a 2,82 kb Baml I fragmen-

tummal. A tovdbbi 2-2 fragmentum sorrendjinek megillapi-

tdsdhoz a 4,4 kb Bgl II fragmentum elhelyezése nyujt

segi get /13-14. 4dbra/.
Sac I
22 1b¥, 11 kb, 10,2 kb=,

19,5 kb*, 11 kb, 9,2 kb*, 2,56 kb, 0,38 kb.

Lithatdé, hogy a Sac I kit helyen vér bele az inszeritbe



esy 1l %b hosszi inszert fragmentumot adva. A jobb ol-

dali hasitdhely 0,9 lkb-ra van a jobb kartsl, a bal

Sac I + Bgl II:

A 4,4 b Bgl II fragmentumot elhasitja egy 3,3 kb
és egy L1 kb darabokra. A 2,6 kb Bgl II fragment
pedig elhasadt egy 1,62 kb és egy 0,98 kb frag-
nentumra.

bbbl tehdt ldtjuk, hogy 2,6 kb Bgl II fragmentum

a jobb kar mellett, a 4,4 kb Bgl II fragmentum pedig

a bal kar mellett van /15. Z£bra/.

€y >
Sac I + BamH I
2aL

21,5 :»~, 10,2 kb*, 5,1 kb, 3,3 kb, 2,8 kb, 0,62 kb,

A jobb oldali 4,4 kb Bamid I =Sal I fragmentumbdl ha-

sad ki a 3,3 kb fragmentum. Az 5,4 kb BamH I frag
mentun gy tud csak elhasadni, ha a bal kar €s e
ragmentun ko6z6tt van a 0,6 kb kis fragmentum. Igy
tudjuk, hogy a 4,4 kb Bgl II fragmentum dtfedésben
van az 5,4 kb BamE I fragmentummal . /15. dbra/.
Ezzel a BamH I és zcoR I térkipét ismerjiik /18.

ibra/.

Bzl T + ZcoR I:

21 kb=, 7,0 xb*, 4,4 kb, 2,15 kb, 2,0 kb, 1,8 kb,
1,2 kb, 0 95 kb, 8GO bp, 640 bp™, 450 bp", 410 bp ,
310 bp, 3C0 bp~.

Litjuk, hogy a 4,4 b Bgl II fragmentum megtaldlhnatd.
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A 2,0 !thb 321 II fragmentbdl a 0,6 kb jobb szeli

LcoR I hasitdéhely a 2,0 kb részt vagta le, a 2,85 kb

nasadt, a 2,5 kb Bzl II fragmentum pedig egy 2,15

és egy 410 bp részre darabolddott. llivel a 4,4 kb

Bzl II fragmentumtol éppen 1,8 kb-ra van egy
GcoR I hasitdhely./18. dbra/ Igy valdszinili a 2,85 kb

31 II fragmentum a 4,4 kb fragmentum mellett van.

A 2,5 kb Bzl II fragmentum hasitdsa pedig Ggy lehet=-

siges, ha e fragmentum és a 2,85 kb Bgl II frag-

mentum kSz0tt van a kis 410 bp-nyi Bgl II fragmentum
18. Zbra/.

o — -

Hind II1 + 3coR 1

-

S, e, — kY 1 X 1,0} - 1~
21 0 9 3’4- 11.: ) 4‘,{1‘ L:b ’ 20 -:D’ 1,7 !L‘.b’ 1,62 .i‘.b

h

1,6 kb, 1,55 kb, 1,02 kb, 0,82 kb, 0,8 kb, 370 bp,
290 bp, 130 bpe A kis fragmentumok gyakorlatilag
viltozatlanok, az 1,6 kb és 2,0 kb fragmentum is vil=-
tozatlan. Az 1,02 kb fragmentum a jobb kar melletti
6,4 kb Hind III fragmentumbdl hasadt le. A 3,1 kb

ind III fragmentum elhasadt az 1,62 és 1,55

fragmentumokra. A bal kari nagy fragmentumbdl

D]
(b\

rmazik az 1,7 kb rész.
A Tragmentumok sorrendjének meghatdrozisiban nagy se-

.

zitséget nyujtott a Hind III részleges emésztdsi kép,

amelyet aztdn nitrocelluloz filterre blottolva a 4,4
b Hind III vektor fragmentum prdébdval hibridizdltunk.
A 11 kb koriili résznél / a jobb szé1lsd Hind III ha=-

sitdhely mellett/ kis fragmentum kiilonbségeket lattunk:



12,2 -

kb I

1 I
cver L e
Sa2atz28e

Oy

16. fZbra: AgLPl2. 1 klén részleges em
Hind IT1I enzimmel

I. a/ 5 perc, b/ 10 perc, ¢/ 20 perc,

d/ 30 perc, e/ 60 perc

-

-

-
’ . = - ’ o oba ” ” - . R i»
II. Ugyanezen enssztss autoradiogrammja
a 4,4 kb IIind III vektor fregmeniumnal
A X ’ ”, ".

v b R B SRR e Ly Lo A
OO SN0O N1LBr1ialLzZ2Cc1L0 Quildl



0,8 b, illetve 0,4 b, ezutdin majd 3 kb ugrds kovei-
kezik 15,6 kb=ra. 2z azt jelenti, hogy jobbrdl balra
haladva az 1,7 kb fragmentum utdn egy 0,8 kb, 04 kb,
majd a 3,1 kb fragmentum kévetkezik. Az 1,6 kb és

2,0 kb Hind IIT fragmentumok itehdt a bal oldalon a
6,2 kb ZcoR I fragmentummal Ztfedésben kell, hogy

legyvenek /16. abra/

Iind III + Bzl II:
‘x ~ -~ 3 )
4.4 kb, 2,56 ¥b, 1,72 kby 1,7 kbs 1,6 ko, 1,35 kb,

1,2 kb, 1,1 kb, 0,8 bp, TOO bp, 600 op, 430 bn,

(Y]
Ul
O
o
o
-
[A]
O
©
oy
)
-

130 bp.
Az 1,6 kb Hind III fragment vialtozatlanul marad,

-

;Gl 3ielezziik, hogy ez a beal 3z311i fragmentunm unellett

van - igy eddig egryik kettds cudsziésben vizsgilt enzim

f

,

sen eadssti - és mellette van a 2,0 kb Hind ITT
Tragmentun 4gy, hogy kdzte van egy 300 bp kic Irag-
mentum. A 2,0 kb Zind III fragmentum Bgl II

natdsira elhasad az 1,35 kb és 0,8 kb darabokra. A
maraddls kis fragmeniek igy a fennmaradd kézépsl részen
helyezlednek el, melyek sorrendjét csak szubkldénozis

’,

segitodnivel leheine megdllapitani, izgy a tdrképen

a
4 DLPP4  cONS klén inszertjével torténd hibridizdcidkor
il

a nagy fragmentumokx /20 kb f6lotti/ valamint a 2,6 kb
Sac I = Sal I fragmentum jelent meg az autoradiogramon
/17. dbora/. Bz azt jelenti, hogy az exon ezgészen a

bal kar mellett van /18. dbora/.
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“bra: I. AgLPl2.1 ¥16y, autoradiogramja
pLPT4 ¢S k1dén 2P jelslt inszertjdvel
tortsnd “LD“'dlZi_§S utdn
F/ )J_AQ I + _1_J_-_-—1- J.., b/ cac I + filﬂ& 11T

TS C —"“n
¢/ Hind LLI d/ Sac I + Bzl II,
e/ Bzl II
= 22 S T N W
Spe e tart-Lanls ~4T7alal-is At ey
Lle AZ &llc3Z2v8RexL \J;}J_CLG LU OT Ore Bl iy
] ”, -3 = e
z2pe nasonlo sorrendben.
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Se 261 116n hasitési térldpe
a b/ ucg‘L I, ¢/ Lind III



A porcszdvetben sokfile kililonbozd markomolekula taldl-

haté, melyek egyméssal kilcsdnhatdsban vannak s igy

meghatirozzék a porcszdvet jellemzd fizikai-kémiai
sajitsdgait. Bddig ezt a szovetet keviésbé tanul-
nényoztdlk, napjainkban azonban eldtérbe keri
Junkdmban a kapcsold fehérje génjeit vizsgdltiam,
melvnek genomidlis kldénjait a laborban £llitottdk elé.
3 klénok koziil hdrmat a AgLP 39,13, A gLP 39,23 ¢
)L;LP 12,1 ,nagy specifitdsd restrikcios enaonuklea-

zokxal emésztettem, mint az EcoR I, Bami I, Hind III,

35% IT, Xba I, Kpn I és Sac I s ezekre az enzimekre
e T et e

nezhasiroziam a kldnok fizikai térkdépdt. Zgy-ezy endsz-
t4si eredmény meghatirozdsdra legalib

b 3 pdrhuzamos
t

H
[ON

isdrletet végeztem, és az eredmények Ztlagértékével

'_.l-

szdmoltame. A fragmentumméret meghatdrozdsinak hiba-

hatdra kb 10 %e Lehetséges, hogy 200 bp-nil kisebb
‘ragmnentunok még eldfordulnak a térképen, melyet nem

detektdliunk. llegéllapitottam, hogy a vizsgdlt

nzinek hasitdhelyeinek szima igen nagy variabilitdst

D

nutat. A laborban elvégezték mds, a kapcsold fehirje

7
oran
Y

it tartalmazd kldénok fizikail térképezését, igy

1]
ezeklzel ©ssze tudtanm hasonlitani sajdt eredményeimet.
A cDIIS prdbdkkal t6rténd hibridizdcids kisdrletbll
megsllapitottuk, hogy a kldénok inszertjeinek nagyobb
risze - nintegy 60-80 %-a - intron eredetii. Lz a megdl-

lapités egybevdg az elektronmikroszkdpos eredményekkel.
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llivel az dltalanm vizsgdlt hirom kldén restrikcids
rkdpén nem taldltam megegyezd sSzakaszokat, megdlla-
pitottam, hogy ezek nem 4dtfedd kldnok. ids kldénokkal

vigzont taldltam dtfedéseket, melyeket Gsszerakva

nmintegy 42 kb-os génszakasznak ismertiik meg a fizikail
térképet /19. dbra/. a szakasz hdrom exont é3 négy

intront tarialmaz, az exonok mérete 2-4,5 kb. A kldénok
25fedd riszei a 19. dbran ldthatdk.

A AgLP 39,23 kldén inszertje a jobb kar kdzelében
6,4 izb=on 4dtfed a AgLP 10.1 kldn bal oldaldval.

A k6z6s fragmentumok a kovetkezdk: 1,4 kb Hind IIT

- Bgl IT /exont tartalmaz/, 0,5 kb Bgl II, 2,4 Bgl II.
Lzen a szakaszon beliil egyik kldénban sines EcoR I,
illetve Bami I hasitdhely.

A  AgLP 10,1 kx1lén 7,8 kb hosszd jobb oldala d&t=-
fed a AgLP 39,42 k1lén jobb oldaldval: L9 kb £&s
1,9 &b IcoR I, 2,1 kb, 1,3 kb 43 4,6 kb Bgl IT,

0,86 kb Hind III a x0z6s fragmentek.

A AZLP 39,42 x1én bal oldala 5,2 kb hosszan stfed
a AgLP 39,13 klén bal oldaldval: 2,2 kb Bgl II,

0,6 kb és 1,7 kb Zam T - Bzl II és 0,8 kb BamH I -
- ZcoR I fragmentek kozdsek. Hind III hely egyik
Izlénban sem taldlhatd ezen a gzakaszon.

4 jelolt pLPF4 cDNS klén inszetjdvel a kdvetkezs
fragmentumok hibridizdltak: AgLP 39,13 klénbdl az
5,4 kb Hind III, a 2,2 kb és 3,9 kb Bgl II, 10,7 kb
ZcoR I, 6,0 kb Xba I - Sal I fragmentum, AgLP 39,23

i
¥16nbél 1,4 kb és 11 kb Hind III fragmentum 9,0 ki
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19. dbra: Csirkeporc kapcsold fehérje hasitdsi térképe. A/ kilobdzis skdla, B/ genomidlis
klénok atfedése, hasitdsi térképiik, C/ Osszesitett hasitdsi térkép, D/ exonok
helyzete az elekironmikrossképos vizsgdlatok alapjdn, B/ pLIP4 kldn inszertjdnek
térképee n Bzl 11, eBami I, v LcoR I, oHind III, x Xba I, wKpn I,
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col 1 Sal T Fyvey o A ¢ 3 5 *h Re1 TT
scolR L = Sal I fragmentum és a 3,05 kb 3zl I

Tragnentun, AgLP 12,1 klénbdl az 1,75 kb BamH I -
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5z a DHS szakasz hordoz egy Bgl II hasitdhelyet,

——
melyet megfeldiethetiink a pLPF4 c¢DIS klén inszertjében
talalhatd Bgl II hasitdhellyel, wivel az elektron-

mikroszkdpos vizsgdlatok is arra utalnak, hogy az
enomidlis DS szakaszcon a Bgl II hasitdhely
koril helyezkedik el /19. Zbra/.

3 kldénban a legkisebb hibridizdld frag-
5 kb Bzl II fragmentume. Lz & DIIS szakasz

II hasitdhelyet /12. Zdbra/,

of
6]
[
ct
m
]
|8}
0
&
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[0}

L<:
jas]
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51
o
i

1ely mezfeleltethetd a cDNS-en taldilhatd jobb oldali
Hind III hasitéhelymek, mivel az elekironmikroszkdpos
vizsgilatol szerint az ezon a 5encm idlis DIiS-nek
ennek a szakaszira esik /19. ébra/. 2z az exon 4,8 kb
hosszi, de a hasznflt cDNS kldén csak a bal oldali,
be 1 k%b-0s szakesgzit hordozza.

A AgLP 12,1 &zlénnal nem taldltunk dtfedd kldénokat,
a koribbi elektronmikroszkdpos eredményekbdl azonban
tudjuk, hogy ez a szakasz a gén 5’ vigénél helyezkedik

el.
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13, AgLP39.23 és a AgL

riiépét ismerjiik, mintegy 5=-6 nagy speci-

ikcids endonukledzra, Lzek kldnolk nem

t mds a laborban megtdérkdnezett

illetve 3orbarakhatdk,

1~

_J_ Id
zhatdok

inszertelmek igen kis szdzalikit tesz
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