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I. BEVEZETES

Az utbbbi két évtizedben szamos olyan bioldgiai
probléma meriilt fel, amelyek megoldidsa aszimetrikusan
jeldlt makromolekuldk felhaszndlasat igényli. A korabbi
in vivo radioaktiv jeldlési technikék alkalmazasaval egyen-
letesen jeldlt makromolekuldk szintézisére nyilt csak lehe-
tGség, masrészt, szamos esetben, pl. eukariota mRNS-eknél,
nem lehetett olyan mértékii radioaktiv jeldlést elérni,
amely részletesebb szerkezetvizsgalatot lehetdvé tett volna.

Ezért nagy jelent8ségii volt a 60-as évek kdzepén az
a felfedezés, hogy T4 bakteriofdggal fertdzott Escherichia
coli kivonatokban azonositottak egy enzimet, az un. poli-
nukleotid kinazt (1), amely (y—32P)ATP—b61 a y-helyzetben
1évo 32P—jelzett foszfat csoportot atviszi 5’-végiikdn sza-
bad hidroxil csoporttal rendelkezd makromolekuldkra, és ez-
dltal médot nyujt nagymdlsulyu DNS és RNS molekulak szelek-
tiv radioaktiv jeldlésére. A kinaznak ez a képessége alkal-
massa teszi, hogy egy masik fagindukalt enzimmel, a T4 DNS
ligazzal egylitt, hasznos eszk6zként keriiljon felhasznalasra
nukleinsavak szerkezet- és funkcibvizsgalatéban.

A fagindukalt kindzzal végzett in vitro foszforilezés
médot nyujt polinukleotidok 5’ termindlis nukleotidjének
'meghatérozéséra, specifikusan jeldlt nukleinsavak eldalli-
taséra, amelyek azutan mds enzimek tanulmanyozasara fel-

hasznalhatdk, olyan polinukleotidok in vitro jeldlésére,



amelyek in vivo jelblése nehézségekbe iitk6zik, DNS szek-
vencia meghatarozasara stb.

A 70-es évek elején kidolgoztak olyan - enzimatikus
reakcidkon alapuldé - mddszereket is, amelyek lehetdvé te-
szik DNS molekuldk 3’-OH csoportjanak jelolését. Teljesen
dupla szalu DNS esetében mind a T4 DNS polimeraz, mind
az Escherichia coli polimerdz I katalizdl egy kicserélso-
dési reakcidot a 3'termindlis nukleotid és egy megfeleld
(32P)dNTP kdz6tt (2, 3). Dupla szdlu DNS egyik sz&alanak
jel&lésénél a DNS polimerdz részleges repair szintézissel
(32p)anTe-t épit be, amelynek sordn az 5’ kialld szalat
templatként haszndlija fel (4, 5).

Egy masik mbédszer alkalmazasa sorén (32P)ribonukleotidot

és dezoxinukleotidil termindlis transzferazt hasznalnak fel
egyszalu és kétszalu DNS molekuldk 3’'végének radioaktiv jé—
161ésére (6).

Az emlitett in vitro jeldlési technikdk kozilil azonban egy
sem versenyezhet a pclinukleotid kinazos jeldlési mddszer-
rel sem gyorsasagban, sem olcsdésdgban, sem egyszeriiségben.

Csoportunk érdeklddése az elmult években a DNS-en ta-
l1alhatd "kitlintetett szekvencidk" (promoter, restrikcids
endonukleaz felismerd hely stb.) felé fordult. E problémak
tanulmanyozasahoz kiilénleges helyzetben radioaktiv jeldlést
tartalmazd, nagy specifikus aktivitasu DNS szakaszok sziik-
ségesek, amelyek elBallitasahoz hasznos segédeszkdznek bi-

(Y'32

zonyul a T4 fagindukdlt kinézzal és P)ATP-vel végzett

in vitro jelblési mbdszer.



E jel6lési mbébdszert haszndltuk fel a kdvetkezd prob-

lémék megoldasara, amelyek egyben a disszertdcid anyagat

is képezik:

1./

2./

3./

Laboratériumunkban Bacillus sphaericus-bdl izolaltunk

és homogén formaban eldallitottunk egy uj restrikcids

endonukleazt, Bsp R-t (7). Vizsgdlataink soré&n valaszt
kellett adnunk DNS molekulakon Bsp-emésztéssel eldidé-
zett hasitasok szamardl és

a Bsp R hasitési szekvenciajarodl (végcsoportanalizis-

sel).

Vizsgalataink masik részében a Maxam-Gilbert-féle DNS

szekvendlasi metodika felhaszndlasaval pBR 313 plazmid
DNS HindIII-EcoRI fragmentum@nak bazistsszetételét ha-

taroztuk meg, amely a feltételezések szerint egy pro-

moter régidt tartalmaz.



II. IRODALMI ATTEKINTES

A polinukleotid kindzt (ATP:defoszfopolinukleotid
5'-foszfotranszferdz, EC 2.7.1.78) elsdként Richardson
izolalta T4 bakteriofaggal fertdzott Escherichia coli
extraktumokbd6l (1). Az enzim katalizalja az ATP y-hely-
zetli foszfat csoportjanak atvitelét poli- és oligonukleo-
tidok, 3'mononukleotidok és N-védett dezoxioligonukleoti-
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dok 5'hidroxi termindliséara (8). P-jelzett ATP-t hasz-

nalva szubsztratként, méd nyilik jeldlt nukleinsavak, oli-
go- ill. mononukleotidok eld&llitéséara.

A polinukleotid kinaz &altal katalizalt reakciodt

az alabbi abra szemlélteti:

B B B B B B
z Y X z y X
| | 3' 3!
APPP + 3 ; APP + K X N
HO|~P [MP | P = Rl B -
N\ % S AN N\ N N
5’ - 5, N S

Hasonld specifitésu enzimet izolaltak Novogrodsky és
munkatarsai T2 bakteriofaggal fertdzétt Escherichia coli
sejtekbdl (9, 10). Eukariota rendszerek koziil pl. patkany-
ma&j magban szintén detektdltak polinukleotid kindz aktivi-
tast (11, 12, 13). Levin é&s munkatadrsai ugyancsak patkany-
majbol kitisztitottak egy dezoxiribonukleinaav kinazt,
amely RNS-en inaktivnak mutatkozott.(14). Nemrégiben borju-
timuszbdl izoldltak és 1500-szorosara tisztitottak egy,

tulajdonsagaiban a patkanymadj enzimhez hasonld, polinukleotid



kinazt, amely egyszalu és kétszalu DNS-en kiviil RNS-t is

képes foszforilalni, bar sokkal alacsonyabb sebességgel,

mint DNS-t (15). Polinukleotid kindz aktivitast mutattak

ki Lanschiitz karcinoma és BHK fibroblaszt sejtvonalaknal,
valamint humé&n limfocitdkban (16, 17).

A tovabbiakban rdviden a T4 fagindukalt polinukleotid
kindz néhany tulajdonsagat emlitenénk meg. A homogenitésig
tisztitott enzim molekulasulya gélszilirés alapjan 140000110%
(18). SDS gélelektroforézis alapjan az enzim négy 33000% 5%
alegységbdl &all (18). Az ujabb fiziko-kémiai vizsgdlatok
bebizonyitottéak, hogy az alegységek azonosak (fenilalanin
az N-termindlis aminosav), é&s mindegyik monomer két -SH
csoportot tartalmaz (19).

Kétértéki fémiont: Mg++-iont, szulfhidril reagenst és 5’ OH
csoportot tartalmazd szubsztratot igényel a miik6déséhez.
Mn*t-ion részben helyettesitheti a Mg++-ot, de az optimalis
Mn*t-ion koncentréacidéndl is csak a Mg++-ion alkalmazasanal
talalt aktivitasnak a fele észlelhetd. 5 mM DTT, 10 mM 2-MEA
vagy GSH sziikséges az enzimaktivitéshoz.

pH-optimuma tris-pufferben mérve 7,4-8,0.

P, és PP, er®s inhibitorai az enzimnek (£8leg az utdbbi),
ugyanis mindkettd szubsztratanaldgként viselkedik. Nagymér-
tékben gatol az (NH4)ZSO4 is.

Annak ellenére, hogy a polinukleotid kindzt a nuklein-
savak szerkezetkutatasaban igen széles kOrben felhasznaljak,
kevésbé ismert in vivo szerepe. A feltevések szerint szin-

tetikus folyamatokban és a DNS-repair-ben jelentds szerepet



jatszik a plinukleotid ligazzal egyiitt (12, 13, 14, 15).

Lillehaug és Kleppe részletesen tanuiményozték sok,
pl. NaCl, KCl, valamint a prokariota, eukariota szerveze-
tekben és bakteriofagokban nagy mennyiségben talalhté
poliaminok, pl. spermin, spermidin, T4 polinukleotid kinaz-
- ra gyakorolt hatésat, hogy az enzim in vivo szerepének meg-
értéséhez kOzelebb jussanak. Kisérleteik alapjan sok és
poliaminok jelent®s enzimaktivitast fokozd hatast fejtenek
ki. Kilonb6zd egyszalu DNS-eket, mono- és oligonukleotido-
kat haszn&dlva, 3-6-szorosara megndtt a foszforilécid sebes-
sége az optimalis sdékoncentréacidnéal, 0,125M-nal, ill. az
optimalis ptliamin koncentracidénal, 2mM-nal (20).

Van de Sande és munkatdrsai kimutattdk, hogy a T4 poli-
nukleotid kindz &ltal katalizalt reakcid megfordithatéd;
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5'-""P-jeldlt dezoxinukleotidot és ADP-t kin&zzal inkub&lva

(7—32P)ATP—t kaptak, mig ATP jelenlétében adenozin—(d?i-32

P)-
tetrafoszfat keletkezett (21). A forditott iradnyu reakcid
pH-optimuma 6,6. Az a tény, hogy a T4 kindz &altal katalizalt
reakcid reverzibilis, analdégiat mutat joénéhé&ny - a DNS-meta-
bolizmusban szerepet jatszd - enzimnél észlelt jelenséggel.
Pl.: Escherichia coli DNS-polimerdz I szervetlen pirofosz-
fat jelenlétében depolimerizélja a DNS-t (22), Escherichia
coli RNS-polimeréaz katalizdl egy pirofoszfat kicserélddési

reakcidét (23), vagy Escherichia coli polinukleotid ligaz

AMP-filiggd endonukleazként hat (24).



A T4 fagindukalt polinukleotid kindz kinetikai vizsga-
latdval szamos kozlemény foglalkozik (19, 25-28). Ezek alap-
jdn a DNS molekulék foszforilacidéja sordn az enzim "ordered
sequential" mechanizmussal hat, mind a két szubsztrat reagal

az enzimmel, mieldtt barmelyik ledisszocialna:

HO - DNS ATP ADP P-DNS
E
| |

S6, vagy poliamin jelenlétében a reakcidmechanizmus tovabbra

is "sequential", de valdszinilileg "rapid equilibrium" tipusu.

Ezek utédn ratérnénk a plinukleotid kinaz gyakorlati
felhaszndlasanak ismertetésére. A teljesség igénye nélkil
sorolunk fel néhany felhasznalasi lehet®séget, ugyanis a
nukleinsavak szerkezet- és funkcidvizsgdlataban olyan ki-
terjedten haszndljdk fel, hogy teljes irodalménak &attekin-
tése igen hosszadalmas lenne.

1./ Els®ként az 5'termindlis nukleotid meghatiarozasat em-
litjlik meg. A polinukleotid kindzos mddszerrel az 5’
végén 32P—jelblt DNS-t a f0l6s mennyiségii ATP eltavoli-
tasa utdn enzimatikus uton 5’-mononukleotidok keveréké-
re bontjuk, és nem radioaktiv kontrollok segitségével
megdllapitjuk, hogy melyik tartalmazza a radioaktivi-

tidst. Ezt a mddszert hasznidlta fel Weiss és Richardson



2./

T7 bakteriofdg DNS 5’ végcsoportjénak analizisére
(29-31), vagy Wu és Kaiser y-bakteriofdg DNS ragadds
végeinek v_izsgalatéara (32).

Felhasznalast nyer az enzim nagy molekulasulyu DNS-ben
eldforduld egyszalu torések tanulmanyozasaban (29).
Erre az ad lehetOséget, hogy 37 Oc-on a bakterialis al-
kalikus foszfataz kvantitative hidrolizalja a kiilsd®
foszfomonoésztereket (amelyek a dupla szalu DNS molekula
valamelyik végén vannak), de nem hidrolizalja a belsd
foszfomonoésztereket (amelyek egyszalu tdréseknél loka-
1lizalédnak). Magasabb h&mérsékleten (65 °C) vagy a DNS
denaturacidjat kdvetden, mind a belsd~-, mind a kiilsd
foszfomonoészterek elhidrolizalhatdék alkalikus foszfa-
tazzal. 37 °c-on végzett alkalikus foszfatfzos emészt&s-
sel, és azt kOvetd enzimatikus foszforildlassal a £f618s
mennyiségli ATP eltavolitasa utén a beéplilt aktivitas-
értékekbdl az 5'termindlis végek szamara kdvetkeztethe-
tiink. A 65 °C-on végzett defoszfotilélés és kinazos je;
181és utén nyert érték az Osszes 5'vég szamdt, mig a
két homérsékleten kapott eredmény kiilénbsége a DNS mo-
lekuldban eldforduld egyszalu torések szamadt adja megq.
Ezt a mdédszert hasznadltak fel T5 bakteriofidg DNS-ben
taldlhaté tdrések jellemzésére (33), ¢X174 bakteriofag
DNS replikédcids koztitermékeinek vizsgalatara (34),
riboszomalis RNS (35), szatellit dohdny nekrdzis virus
RNS vizsgdlatara (36), ultrahangos kezelés (30), Micro-

coccus nukledz (1), pankredsz DNaz (29, 37), vagy



T4 endonukleaz II és IV emésztés (38, 39) hatasara be-
kovetkezd foszfodiészter kotések hasitlsanak tanulmanyo-
zasara.

3./ A polinukleotid kin&zos in vitro jeldlési technika le-
hetdvé teszi specifikusan jeldlt nukleinsavak eldallita-
sat, amelyek a DNS-metabolizmusban szerepet jatszdo en-
zimek tanulmadnyozasara felhasznalhatdk.

Pl. a kinazos jelblés nagymértékben meggyorsitotta a
fagindukalt polinukleotid ligé&z tanulményozasat (29, 40).
Szamos DNS ligaz mérés olyan DNS szubsztratot hasznal
fel, amely az egyszalu tSréseknél a plinukleotid kinaz-

32P—foszforil CcCSopor-

zal végzett jelSléssel kialakitott
tot tartalmaz. Az 5'végek Osszekapcsoldsa igy egy alkéa-
likus foszfatazzal szemben rezisztens 32P-diészter ki-
alakulasaval jar, és a beépililt radioaktivitasi értékekbdl

32P-jelélt

kovetkeztethetiink az enzim aktivitasara. 5’-
DNS-t és' RNS-t haszn&ltak fel Becker és munkatarsai T4
fertozott Escherichia coli 5'-foszfataz tisztitasara

és jellemzésére (41), vagy Klett Escherichia coli DNS-
polimeraz 5’~-hidrolitikus aktivitdsénak vizsgédlatara
(42, 43).

4.,/ A T4 fagindukalt kindz és ligaz felhaszndlasa mbédot
nyujt meghatarozott nukleotid szekven-cidju dezoxiribo-
nukleotid lancok kémiai szintézisére, amelynek alapjan
Khorana és munkatarsai megvaldsitottak az elsd mester-
séges génszintézist, az élesztd alanin tRNS génjének

teljes szintézisét (44-46).



_lo_

5./ A kinazos 3jelblés lehetdvé teszi olyan polinukleotidok
radioaktiv jeltlését, amelyeket egyébként nehéz in vivo
jeldlni (47), mRNS-ek in vitro jel®dlését (48), sdt "cap"
szerkezettel rendelkezd mRNS-ek jelSlésére is kidolgoz-
tak mar mdédszert (49).

Az in vitro enzimatikus jel&lés nem jeldlt nuklein-
savak fingerprint analizisére is médot nyujt, ugyanis
a nukleinsavak emésztésével nyert oligomerek ezzel a

32P—vel, és a tovab-

mbédszerrel radioaktive jeldlhetdk
biakban ugyanolyan mddszerekkel frakcion&lhatdék, mint
az in vivo jeldlt polimerek (50-53).

6./ A polinukleotid kindzos jelblés felhasznadlhatd a DNS
molekulaban taldlhatd restrikcids hasitasi helyek tér-
képezésére (54). Ha egy DNS molekulat, amelyet egyik vé-
gén enzimatikus uton 32p_vel megjelsSltilink, részlegesen
emésztiink egy restrikcids enzimmel, jeldlt DNS frag-
mentumok sorozatat kapjuk, amelyeknek k&zds jeldlt végiik
van, Ezen molekulék méret szerinti eloszlésa alapjan egy
restrikcids hasitasi térkép megszerkeszthetd.

7./ Végil, de nem utolsd sorban megemlitjiik, hogy a T4 fag-
indukalt kinazzal és (y—32P)ATPrvel vald jeldlési technika

tette lehetdvé kdzvetlen DNS és RNS szekvenciazasi mdd-

szerek kidolgozasét (55-57).

- 'Izolalt DNS-szakaszok szekvencidzasanak elmélete

Az utdbbi évekig a DNS- szekvencidzas nagymértékben el-

maradt a 60-as évek k&zepén kidolgozott és kiterjedten al-
. ] o
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kalmazott RNS-szekvencidzisi médszerektdl, amelyek speci-
fikus RN&z-ok hasznalatéan alapultak (51-53). Néhany éve
azonban a DNS-szerkezetvizsgalat komoly fejlddésnek indult.
Ez a fejlddés két szekvenciazasi mdédszer kidolgozasanak volt
koszbnhetd, mindkettd nagymértékben kiil6nbdzik a klasszikus
RNS-szekvenciazasi mdédszerektdl, és mindkettd jéval gyorsabb.
Az egyik, enzimatikus reakcidkon alapuld DNS-szekven-
cidzasi mbédszert 1975-ben Frederick Sanger és Alan R. Coulson
dolgozta ki az MRC Laboratdériumban, Cambridge-ben (58), és
az irodalomban "plusz és minusz" mddszer néven valt ismertté.
Sangerékkal egyidejiileg Allan Maxam és Walter Gilbert
a Harvard Egyetemen kifejlesztettek egy masik, kémiai reak-
giékon alapuld szekvenciazasi mdédszert (55, 56). Nem tulzés
azt mondani, hogy ezek a technikak mintegy uj korszakot
nyitottak a molekuldris bioldgia térténetében (59). A mbéd-
szerek teljesitdképességét mi sem igazolja jobban, mint
hogy Sanger é&s munkacsoportja 1977-ben kozdlte az 5375 nuk-
leotid hosszuségu ¢X174 bakteriofdg DNS teljes szekvenciajat,
amit foként a "plusz-minusz" technika felhasznéléséval ha-
taroztak meg (60). 1978-ban egy kisméretii DNS virusnak,
az SV 40-nek a teljes szekvenci&jat kozdlte W. Fiers és
munkacsoportja a Nature-ben (munkdjuk soradn a Maxam-Gilbert
technikat hasznialtak fel) (61). A nukleotidsorrend meghata-
rozas teljesittképességét csak a poliakrilamid gél felbon-
tOképessége korlatozza, és a gél hosszusaganak, <valamint

az alkalmazott feszliltségnek a névelésével fokozhatd.
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Anélkiill, hogy részletekbe mennénk, meg kell emliteniink
néhany okot, amelyek nagymértékben késleltették a DNS-szekven-
ciazas kifejlesztését:

1./ Nem alltak rendelkezésre bazis-specifikus DNS-lebontd
enzimek.

2./ A legtSbb DNS molekuldt nehéz in vivo ugy megjelélni,
hogy specifikus aktivitadsa megfeleld legyen tovabbi
szerkezetvizsgalatra, masrészt, nem volt ismert olyan
mbédszer, amely egy kérdéses fragmentum jeldlését lehets-
vé tette volna.

3./ A természetben eldforduld DNS molekuldk rendszerint nagy
molekulasulyuak, és a beldliik nyerhetd fragmentumok sz&a-
ma olyan 6ridsi, hogy frakcion&lasuk komoly problémat
jelent.

Az elsd problémdra a megoldast a restrikcibds endonukle-
dzok felfedezése jelentette. A restrikcids enzimek bakteridlis
endonukleazok, amelyek a nativ, kétsz&lu DN5-t egy meghatéa-
rozott szekvencidnal specifikusan hasitjak oly médon, hogy
felismernek egy 4-6 nukleotidbdl &116 meghatérozott b&zissor-
rendii szakaszt, és ezen beliil hasitjadk a dupla szalu DNS-t.

A restrikcids-modifikécibs rendszerek tanulményozésa 1968-

ban kezdddétt, amikor Meselson és Yuan (62), valamint Linn

és Arber kézblte az elsd enzimizolalasi adatokat Escherichia

coli-bdl (63). A restrikcids enzimek gyakorlati felhasznéaléa-

sdban az attdrés 1970-ben kdvetkezett be, és ma mar az is-
mert és felhasznalt restrikcids enzimek szama meghaladja

a 100-at (64-69). SzéleskOriien alkalmazzdk Sket genom térképe-
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zésre, DNS-szekvencia analizisre, génizolaléasra, genetic

engineering-re. A leggyakrabban hasznélt restrikcids enzi-

meket az 1. tablazatban tlintettiik fel.

Az in vivo DNS jel6lésnél jelentkezd nehézséget kikiiszo-
b6lték azaltal, hogy ismertté valt eqgy DNS jelblési tech-
nika T4 fagindukalt polinukleotid kinaz &s (y-S2P)ATP fel-
hasznalasaval (1, 18, 27). Nagy specifikus aktivitasu jel-
zett ATP felhaszndlasa lehetdvé tette DNS fragmentumok
5’'termindlisanak specifikus jeldlését is.

Az utobbi években a DNS frakcionalasi mdédszerek is
sokat tokéletesedtek, és fOleg az emlitett szerzdk a gél-
elektroforézises elvidlasztasi médszernek olyan érzékeny
valtozatat dolgoztak ki, amelynek felhasznalasaval mar egyet-
len nukleotidban kiilénbdzd tagszamu DNS fragmentumok elva-
lasztasa megvaldsithatb.

Mivel kisérleteink sofén a Maxam-Gilbert technikat al-
kalmaztuk, részletesebben ismertetnénk ennek lényegét.

A Maxam-Gilbert technika 5’végén 32P-vel jeldlt egy-
szalu és dupla szalu DNS fragmentumra egyarant alkalmaz-
haté. A mbédszer f6 lépései a k&v-etkezdk:

1./ Megfeleld DNS fragmentum nyerése restrikcids endonuk-
ledzzal t6rténd emésztéssel (idedlis esetben egymast
atfedd restrikcids fragmentumok izoldléasa).

2./ Az 5'végek (ill. a 3'végek) defoszforilezése bakteri-
dlis alkalikus foszfatazzal.

3./ Az 5'vég jelblése polinukleotid kinazzal és (y-32P)ATP-

vel, vagy a 3'vég foszforildlasa dezoxinukleotidil ter-

mindlis transzferazzal és (a—32P)ATP-vel.

4./ Egyik széaléan 32P-vel jeldlt DNS fragmentum nyerése.



1. tablazat

NEHANY GYAKRAN HASZNALT RESTRIKCIOS ENZIM ES FELISMERO SZEKVENCIAJUK

Enzim forrasa Elnevezése Felismert szekvencidk Hasitédsi helyek szama
(/a hasités helye) A Ad 2 SV 40
Arthrobacter luteus Alul AG/CT 50 > 50 32
Bacillus
amyloliquefaciens H Bam HI G/GATCC 5 3 1
. - BglI ? 22 12 1
PRl aphmi g BglII A/GATCT 5 10 0
Escherichia coli
RY 13 EcoRI G/AATTC 5 5 1
o ECORIT | CCTGG; /| CCAGG 35  » 35 16
. ’ HaelI PuGCGC /Py 30 > 30 1
Haemophllus Asgypniue HaeIIT GG/cC 50 > 50 18
Haemophilus influenzae HindITI GTPy /PuAC 34 20 7
Rd HindIII A/AGCTT 6 11 6
Haemophilus para- Hpal GTT/AAC 11 6 4
influenzae Hpall C/CGG 50 > 50 1
Providencia stuartii PstT CTGCA /G 18 25 2

164

_b'[._
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Ennél a lépésnél két stratégia kovethetd:

a/ A dupla szalu jeldlt DNS fragmentumot egy masik rest-
rikcibés enzimmel megemésztjik, a nyert fragmentumokat
poliakrilamid gélen elvalasztjuk, és gélbdl vald izo-
l31la4s utén meghatarozzuk a szekvencidjat.

b/ A mindkét szaldn jeldlt DNS molekulat denaturaljuk,

a szalakat nagy feszililtségli elektroforézis-~homokro-
matografidval (53), vagy gélelektroforézissel elva-
lasztjuk, és gélbdl vald izolalas utan mindkét DNS
szal szekvencidjat meghatéarozzuk.
Hayward tapasztalta el®szdr, hogy kétszalu bakterio-
fag DNS molekulédk szdlai agardz gélen vald elektro-
forézissel elvalaszthatdk (70). A DNS komplementer
szdlai szétvalasanak okat még nem ismerjiik, méret-,
alak-, toltésbeli kiilonbségek okozhatjdk a szétvalast.
A jelenség egy lehetséges magyarazata az, hogy amikor
a DNS szalak denaturdlddnak, mindegyik visszagylirddik
6nmagan egy sajatos, a nukleotid szekvencia &altal
meghatéarozott konformdcidét létrehozva. Ennek kovet-
keztében a méretben azonos, de szekvenciaban kiilénb6zd
komplementer szalak kiilonb6zd molekuléris alakot kép-
viselnek, és ezért a gélelektroforézis sorédn a gél mat-
rix kiilénb6zdképpen tartja vissza Bket (71).

5./ Bazis-specifikus kémiai lebontéas.

A felhasznalt két reagens, a dimetilszulfat és a hidrazin

bazisokkal vald reakcidja mar igen régdéta ismert, de

szekvenciazasi célra az emlitett szerzdk eldtt senki sem



6./

7./
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hasznalta fel ezeket a reakcidkat (72-80).
A modifikacid soran a reagens eldszOr megtamadja a DNS-t,
meglazitja a gliikozidos k&tést, majd eltavolit egy ba-
zist a cukorrdl, Az igy visszamaradd cukorrész a szénvaz
gyenge pontja, amely kénnyen elhasad: egy lug vagy amin
altal katalizalt B-eliminacids reakcid a cukrot teljesen
eltavolitja a 3’ és 5’ foszfatoktdél. A reagens és a bazi-
sok kozotti reakcid korlatozott, statisztikusan egy ba-
zist érint egy 50-100 nukleotid hosszusagu DNS szakaszon.
A DNS lanc hasitéasénak viszont ezen a helyen t&kéletes-
nek kell lennie, hogy a vizsgalandd molekuldk ne tar-
talmazzanak rejtett tdréseket.

A purin-specifikus kémiai reagens, a dimetilszulfat,
a guaninokat N-7 helyzetben metilezi, mig az adenineket
dupla szalu DNS-nél N-3 helyzetben. A reakcidkdriilmények
médositasaval elérhetd, hogy specifikusan csak az egyik
purinnal kovetkezzen be hasités, és igy a purinok k&ézott
kiilonbséget lehet tenni. Hasonld a helyzet a pirimidinek
hidrazinos reakcid6jan&l is, és ily médon mind a négy
bazisra specifikus reakcid végrehajthatb.
A 32P—jelélt hasitasi termékek elvalasztisa méret sze-
rint 20%-os pliakrilamid -8M karbamid Osszetételi de-
naturald gélen.

Autoradiografia, a nyert autoradiogram alapjan a DNS

fragmentum szekvenciajénak k&ézvetlen leolvaséasa.
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ITI. ANYAGOK ES MODSZEREK

A/l Vegyszerek

Kisérleteink soran fdként REANAL, AnalaR, Merck és
Sigma gyartmanyu analitikai tisztasdgu reagenseket hasz-
naltunk fel. Agardz gé€lelektroforézishez Sigma agardzt, poli-
akrilamid gélelektroforézishez REANAL vagy Merck gyartmanyu
akrilamidot és BDH gyartmanyu N,N’-metilén-biszakrilamidot
hasznaltunk, mindkét monomert felhasznélds eldtt Loening
eljarasanak megfelelden atkristalyositottuk (81).

70 g akrilamidot 1 liter CHCl.-ban oldtunk 50 °c-on,

3
majd melegen leszlirtlik szivatas kozben. Egy éjszakan at

-20 °c-on tartottuk, és a kivélt kristalyokat lesziirtiik,
hideg CHC13—mal mostuk, majd szobahdmérsékleten megszari-
.tottuk.

10 g N,N’-metilén-biszakrilamidot 1 liter acetonban
oldtunk 40-50 oC—on, majd melegen lesziirtiik. Lassan -20 ©c-
ra hitdttiik, a kivalt anyagot hideg acetonnal mostuk és meg-
siéritottuk.

Gélelektroforézishez, ill. etidium-bromid-CsCl egyen-
sulyi centrifugalashoz Calbiochém gyartmanyu etidium-bromidot
és Merck gyartmanyu CsCl-ot hasznaltunk,

A szekvencidzasndl felhasznalt vegyszerek koziil a di-

metilszulfat (99 %) Aldrich, a hidrazin (95 %) Eastman

gyartmdnyu volt.
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A/2 Tapoldatok

A T4amN82 bakteriofag elszaporitdsédhoz, ill. a fag-
indukalt enzim preparadlasdhoz a baktérium sejteket "G" téap-
talajon novesztettiik, amelynek az Osszetétele a kdvetkezd:
3g KH2P04, 2

4g casaminosav, 4g yeast extract /Difco/, O,2g MgSO4.7H20,

15,1g Na HPO4.12H20, 3g NaCl, 3g Na-citrat,
0,5% gliikéz /1 liter/.

Plazmid preparalashoz "M9"-es taptalajt, vagy "YTB"
taptalajt hasznédltunk, amit O,5% glikdzzal egészitettiink
ki (82). Az "M9" tapoldat a kdvetkezd komponenseket tar-
HPO, .12H

2 4 2 2
NH4C1 és 20g casaminosav [pH 7,0/. Az "YTB" tapoldat Ossze-

talmazta: 15,13g Na O, 3g KH PO4, 0,5g NaCl, lg
tétele: 10g tripton /Difco/, 5g NaCl, 5g yeast extract

/Difco/ /pH 7,5/.
A/3 Enzimek

Kisérleteink soran Worthington gyartmanyu bakterialis
alkalikus foszfatazt, kigyd méreg foszfodiészterdzt és Micro-
coccus nukleédzt hasznadltunk fel. A 3-foszfoglicerat kinazt
és glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendzt a P.L. Biochemicals-
t31 vasaroltuk. A plazmid DNS preparalasandl felhaszndlt en-
zimek kozilil a lizozim Sigma, az RNaz REANAL, a proteinaz-K

pedig Merck gyartmanyu volt.
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Az EcoRI restrikcids enzimet ill. a HindIII enzimet
Escherichia coli RY13 t&rzsbdl, ill. Haemophilus influenzae
Ry t6rzsbdl preparaltuk laboratdriumunkban Yoshimori eijé-
rasanak megfelelden (83), ill. Roberts nem publikalt leirésa

szerint. BspR-t a csoportban kidolgozott mdédszerrel tiszti-

tottuk (7).

B/ MODSZEREK

1./ Restrikcids enzimes emésztések és ellenGrzésiik

A Bsp és HindIII restrikcids enzimes emésztéseket 10 mM
tris-HC1l pH 7,5, 50 mM NaCl, 10 mM MgClz, az EcoRI emészté-
seket 100 mM tris-HC1l pH 7,5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2 puffer-
ben végeztiik: 37 OC-on, mig teljes emésztést nem kaptunk.

A reakcidkat altaldban 1/5 tf. 50% szachardéz, 0,2 M EDTA és
0,1% bromfenolkék oldattal allitottuk le. A restrikcids emész-
tések teljességét 1%-os cilindrikus vagy lap agarbéz gélelektro-
forézissel ellendriztiik Helling eljarasanak megfelelBen (84). |
A géleket 70-100 V-on futtattuk néhany 6ran at 0,5 y/ml
etidium-bromid koncentracid mellett 0,04 M tris-HCl pH 7,9,
0,05 M Na-acetat és 0,001 M EDTA pufferben. A restrikcids
emésztés soran nyert csikokat UV-fényben lathatdva tettiik,
ugyanis az etidium-bromid a DNS-sel olyan komplexet képez,
amely ultraibolya sugadrzas hataséra narancsszinii fénnyel
fluoreszkal. Megfelelden erSs ultraibolya sugarzas alkal-
mazasaval mar 10-20 ng DNS is szabad szemmel észlelhetden

fluoreszkal (85-88).
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2./ Radioaktivitasmérés

A>3H jelzett vagy 3H—32P kettSs jeldlésii mintékat
dioxa&nos 1ill. toluolos koktélban mértilk. A dioxanos koktél
Osszetétele: 100 g naftalin és 5 g PPO 1 liter dioxéanban,
mig a toluolos koktélé: 4 g RPO és 0,05 g POPOP 1 liter
toluolban.

KettOs jeldlésii mintdkndl figyelembe vettiik az alkalmazott
csatorna 32P dtfedését a 3H csatornéaba.
32

A P jelzett mintdk radioaktivitasat Cserenkov-sugarzas

alapjén mértik, ill. filteren toluolos koktélban.

3./ Szubsztratok készitése T4 fagindukalt kindz aktivitaséanak

" méréséhez

Az enzimaktivitas méréséhez 5’ végén szabad hidroxil
csoportot tartalmazd DNS szubsztrat sziikséges, amit ugy
nyeriink, hogy borju timusz DNS-t Micrococcus nukleédzzal
emésztettiink, mig a DNS 30%-a savoldékonnyd nem valt.

A Micrococcus nukleaz Staphylococcus kulturdkban
talalhatd, exo- és endo-5'-foszfodiészterdz aktivitassal
egyarant rendelkezd nem specifikus nukleaz, amely a DNS ill.
RNS molekulédk foszfodiészter k&téseit elhidrolizalja, és igy
5'-0OH és 3'-foszfat véggel rendelkezd oligonukleotidokat

eredményez (89-92).
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A Micrococcus nukledzzal t6rténd emésztést Richardson
médszerével végeztik (93).

A reakcibelegy /20 ml/ 0,05 M pH 9,2-es glicin puffert,
0,01 M CaClZ-ot, 20 uymdél borju timusz DNS-t és a szilikséges
mennyiségli Micrococcus nukleazt tartalmazta. A reakcidele-
~gyet 37 ©c-on inkubaltuk, mig a DNS 20-30%-a savoldhatoéva
nem valt. Az optimdlis inkubacids idét és enzimkoncentracidt
minden esetben prdbakisérlet alapjan allapitottuk meg.
'A reakcid kbvetése ugy tOrtént, hogy megfeleld iddkdzonként
mintat vettiink a reakcibdelegybdl, 0,4 M végkoncentracidban
hideg PCA-t adtunk hozz&, lecentrifugaltuk, majd a felliluszb
optikai silirliségét mértik a O’'-es mint&val szemben.

A reakcid végén lehiitottiik az inkubacids elegyet,
a roévid oligonukleotidokat 1 M KCl-dal szembeni dializissel
tavolitottuk el, végil 0,2 M KCl-dal szemben dializaltuk.
Az oldat optikai slirliségének meghatédrozésa utan -20 ®c-on

taroltuk.

A fagindukalt polinukleotid kindz aktivitasanak méré-
séhez, végcsoport- és fragmentszam meghatarozéashoz alacso-
nyabb specifikus aktivitasu prepardtum is megfelelt, mig
a DNS-szekvenciézas sziikkségessé tette magas specifikus ak-
tivitasu jelzett ATP szintézisét.

o/ Az alacsonyabb specifikus aktivitasu preparatumot aADP-bd1l

- 32 - . -
kiindulva, P ortofoszfatot és spendét kloroplaszt
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szuszpenzidt felhaszndlva fotoszintetikus foszforilalas-
sal allitottuk eld (94).

A kloroplasztot k&zvetleniil a felhasznalas eldtt friss
spendtlevelekbdl izolaltuk Jagendorf és Avron mbédszerével
(95). 25 g friss spendtlevelet porcelan mozsdrban 60 ml
0,4 M szaharéz, 0,05 M tris-HCl pH 7,8, 0,01 M NaCl ol-
dattal elddrzsdltiink, kettds rétegli gézen lesziirtiik,
alacsony fordulatszamu centrifugalassal, Janetzki K23
centrifugan 90 sec. 1200 rpm-en, kililepitettiik a durva
tormeléket, majd a feliiluszdét 9’'-ig centrifugdltuk

3000 rpm-en 2 ©c-on. a kililepedett kloroplasztot kétszer
mostuk a 0,4 M szaharbéz-tris-NaCl oldattal, és az utolsd
centrifugilas utén az emlitett oldat 2,5 ml-ében szusz-
pendédltuk fel a kloroplasztot.

A fotoszintetikus foszforiladlasnidl a reakcidelegy (3 ml)
a kovetkezd komponenseket tartalmazta:

200 umdél tris-HCl pH 7,8
25 umél MgCl, ‘
0,1 ymdél fenazin metoszulfat
1 umél glutation
8 umdél ADP /Na2-86/
1-3 umél hideg ortofoszforsav
'10-15 mC1 hordozémentes'32P (neutralizalt forma)
0,2 ml kloroplaszt szuszpenzd

A 15-20 °C-os vizflirddn tartott reakcibdelegyet 15'-ig
500 W-os halogénlampaval besugaroztuk. A reakcid lealli-
tdsa 200 pl 20%-o0s HC104—val t6rtént, majd lehiités és
allas utan /5’ O oC-on/ Janetzki K24-es centrifugan

15000rpm-en lecentrifugaltuk a kicsapbdott fehérjéket.



A fellilusz6t 2N KOH-dal neutralizaltuk, a kivalt KC1O0
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4

csapadékot lecentrifugdltuk.

A

32

P-jelblt ATP-t oszlopkromatografias uton tisztitot-

tuk tovabb 4 °c-on.

1/ Az elsd lépésben Dowex 1 [HCO

2/

3/

3

szemcsenagysagu/ .anioncseréld gyantan tisztitottuk a

ciklusu, 200-400 mesh

. preparatumot /[oszlopméret: 0,5 x 5 cm/.

Az anyagravitel utén 0,2 M KHCOB—oldattal alaposan
mostuk az oszlopot. A mosas sordn a jelzett szervetlen
foszfat és a szennyezésként jelenlévd kis mennyiségii
nukleozid monofoszfat tavolithatd el az oszloprodl.

R6vid 0,4 M KHCO, mosassal a nukleozid difoszfat, mig

3

0,8 M KHCO, oldattal a trifoszfat elualddik. Ezt a

3
tisztitdsi lépést az 1. abra tilinteti fel.

Az aktiv frakcidkat egyesitettiik, f616s mennyiségii,

H' ion ciklusu Dowex 50 W kationcseréld gyantéval K-
mentesitettlik, majd a gyanta kiszilirése utan a sziirletet
vagy szarazra paroltuk, és kis térfogatu desztillalt
vizben oldtuk fel a desztillalasi marédékot, vagy
neutralizadlas utan kdzvetleniil egy kisméreti /0,5 x 4 cm/
DEAE-32 celluldz oszlopon tisztitottuk tovadbb Moffatt
eljarasanak egyszeriisitésével (96).

Az oszlopot 0,5 M trietilamin-bikarbonat pH 7,5-0s

pufferrel vald moséssal HCO, -ciklusra &llitottuk be,

3
majd desztillalt vizzel mostuk. Az anyagrévitel utéan
50 mM trietilamin-bikarbonat pH 7,5 pufferrel to6rténd

mosassal a még jelenlévd szennyezddések eludlddnak az



8/
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325 je181t ATP elucidja 0,5 M trietilamin-

oszloprdl. A
bikarbonat [pH 7,5/ pufferrel tOrtént. A néhidny ml-ben
elualdéddé anyagot vakuumban rodgtdn beparoltuk, majd a
trietilamint t&bbszOri metanolos vagy etanolos bepéarlas-
sal tavolitottuk el. Végiil az anyagot 1-2 ml vizben fel-
oldottuk, neutralizéaltuk, majd 50%-os alkoholos oldatban
-20 °c-on taroltuk.

A DEAE-celluldz oszlopon tdrténd tisztitasi lépést a 2.
dbran tiintettiik fel.

A preparatum tisztasagat PEI-celluldz vékonyrétegen ellen-
Briztiik (97), specifikus aktivitdsat kis aliquotjanak
OD,c, &s aktivitdsmérésével a molaris extinkciés koeffi-

ciens- ismeretében hataroztuk meg.

Nagy specifikus aktivitasu (y—32P)ATP szintézise

Az eredeti, enzimatikus reakcidkon alapuld szintézist
Glynn és Chapell dolgozta ki (98). A médszer lényege egy
kicserélddési reakcid szervetlen foszfat és ATP termindlis
foszfat csoportja kozott, amely 3-foszfoglicerat kinaz

/1. reakcid/, glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz /2.

reakcid/ és a megfeleld szubsztratok kozdtt jatszodik le:

- 3-foszfoglicerat + ATP D l,3-difoszfoglicerat + ADP

/1. reakcid/

1,3-difoszfoglicerat + glicerinaldehid-3-foszfat <—

o . A
- =-—— 3-foszfogliceroilenzim + szervetlen foszfat

/2. reakcid/
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Az eredeti mbédszert Maxam és Gilbert mddositotta
(56), és a prepardlas soradn az O modszeriiket kdvettiik.

A GAPDH enzimet 3,2 M (NH,),SO,, 50 mM tris-HCl pH 8,0,
2

4 4’
10 mM 2-MEA, 1 mM EDTA, O,1 mM NAD+ pufferrel szemben di-
alizaltuk mikrodializ&ldban 5 6ran at egyszeri puffer-
cserével, mig a: 3-PGK-t ugyanilyen, de NAD+ nélkiili puffer-
rel szemben, de 50 ul dializalt GAPDH-t és 25 ul 3-~PGK-t
egyesitettiink, Eppendorf 3200 centrifugan lecentrifugal-
tuk, a csapadékot 75 ul kétszer desztillalt vizben oldtuk,
és felhasznalasig jégen tartottuk.

32P-ortofoszforsavat va-

25 mCi /2,7 nmdél/ hordozdémentes
kuumban szarazra paroltunk, majd desztillalt vizzel két-
szer ismételten beparoltuk /[/HCl eltavolitaséra/. A bepar-
lasi maradékot az alabbi Osszetételili oldat 50 pyl-ében old-
tuk fel:
50 mM tris-HCl pH 8,0, 7 mM MgCl,, O,1 mM EDTA, 2 mM GSH,
1 mM Na-foszfoglicerat, 0,2 nM /10 nmbél/ ATP.
3 ul dializalt enzimkeveréket adtunk hozza és szobahdmér-
sékleten reagaltattuk egy Oran at. 250 ul desztillalt viz,
5 ul 0,1 M EDTA hozzdadasa utan 5'-ig 90 ©c-os vizfiirdsn
inaktivaltuk az enzimeket, majd lehiités utan 700 ﬁl 95%-
os alkoholt adtunk hozza, és ~20 Oc-on taroltuk.

A konverzid mértékének a megdllapitésa ugy tortént,
hogy a preparadtum kis aliquotjat hideg ATP jelenlétében
elSkezelt PEI-celluldz vékonyrétegen 0,75 M KH2PO4-oldatban

megfuttattuk (97), szarités utédn a rétegcsikot 1 cm-es

darabokra feldaraboltuk, és aktivitasukat toluolos koktél-
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ban mértiik. A mért 32P—aktivité.si értékekbdl kdvetkeztet-

hettiink a konverzidé mértékére, és ennek, valamint a bevitt

'32P mennyiségnek a figyelembevételével szamitottuk ki a

32

(y=""P)ATP specifikus aktivitéasat.

aktivitésanak mérése

Az aktivitasmérés [néhany moOdositastdl eltekintve/
Richardson mbédszerével tdrtént (l1). A mérés soréan (7—32P)ATP
savoldhatatlan termékké alakuléasat mérjlik. Az enzim egységét
a kOvetkeztképpen definidlték: 1lE az az enzimmennyiség, amely
1 mumbél savoldhatatlan 32P képzddését katalizalja 37 ©c-on
30’ alatt. A mért radioaktivitas értékek 0,05-0,5E tarto-
manyban arédnyosak az enzimkoncentracibéval, ezért az enzimet
0,05 M tris-HCl pH 7,6, 0,5 mg/ml BSA, 0,01 M 2-MEA oldat-
tal higitottuk, hogy a linearis tartomanyban végezhessiik -

a mérést.
Az ‘aktivitasméréshez é kOvetkezd reakcidelegyet allitottuk

O6ssze /0,3 ml/ : 80 mumdél 5’~0H DNS /Micrococcus nukleazzal
emésztett borju timusz DNS/
0,066 mM (Y-32P)ATP [specifikus aktivitas:
5xlO6 cpm/umol/
0,07 M tris=HCl1 pH 7,6
0,01 M MgCl,
0,005M DTT vagy 0,01 M 2-MEA
0,05-0,5 E enzim /20 ul-ben/
37 °c-on inkubaltuk a reakcibdelegyet 30’'-ig, majd 0,2 ml

2,5 mg/ml koncentracidéju hordozd DNS-t /borju timusz vagy
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csirkevér DNS/ adfunk hozza, és 0,5 ml hideg 10%-os TCA-val
kicsaptuk a DNS-t. 2 ml desztilldlt viz hozzaadasa utén 5'-
ig a4llni hagytuk, majd lecentrifugaltuk, és a DNS csapadékot
0,2 ml 0,2 N NaOH-ban feloldtuk erélyes razogatds mellett.

A 10%-os TCA-s kicsapéast, centrifugdlast, a csapadék ujra-
oldasat lugban megismételtiik, majd a DNS-t ismét kicsaptuk
1lO0%-os TCA-val, és Whatman GC/F ilivegfilterre sziirtiik. A fil-'
tereket 15-20 ml 2%-o0s, 0,02 M natriumpirofoszfatot tar-
talmazdé TCA-val, majd 1 ml alkohollal mostuk, infraléampa
alatt megszaritottuk, és radioaktivitasukat toluolos koktél-

ban mértiik.

5./ T4 fa&gindukalt polinukleotid kindz tisztitésa

A polinukleotid kindzt T4amN82 fagfertdzdtt Escherichia
coli B sejtekb®l prepardltuk Richardson és Panet mddszerének
kombinalasaval (1, 18).

A fagfertdzott baktériumsejteket kétlépéses kisérlet-
ben allitottuk eld. Az els® lépésben a T4 amber fagot megfe-
leld szupresszor baktérium tdrzsdn, Ecoli CR63-on elszapo-
ritottuk. "G" taptalajon 0,6-0,7 optikai siirliségig /550 nm-en
mérve/ kindvesztettilk a sejteket, és 4-es multiplicitéssal
megfertdztilkk a faggal. Tovabbi néhany O0ran at razattuk sik-
razbéban 37 oC-on, majd néhany csepp kloroformot adtunk hozza,
és a sejttormelékek lecentrifugdldsa utdn nyert fagliz&tumot

haszndltuk fel tovabbi sejtek fertdzésére.
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A 2. lépésben Escherichia coli B baktérium t&rzset "G" tap-
talajon 2xlO9 sejt/ml siliriiségnél fertdztiink a T4amN82 fag-
gal /sejtlizis nem kSvetkezik be ebben az esetben/. Tovabbi
2 Oran at razattuk a sejtkulturat: 37 OC--on, majd centri-
fugadlas utén a fagfertdzdtt sejteket fizioldgids sdoldattal
mostuk, és -20 ©c-on taroltuk felhasznalasaig.

Az enzimtisztitashoz 23-25 g sejtbdl indultunk ki,
amit aluminium oxiddal vald elddrzs®léssel tartunk fel Panet
szerint (18). 1 g sejthez 2 g aluminium oxidot adtunk, és
elddrzsdlés utadn 90-100 ml 0,05 M tris-HCl pH 7,6, 1 mM GSH
pufferben szuszpendaltuk fel, lecentrifugaltuk 15000xg-n 10'-
ig Beckman J-21 centrifugéan, és kétszer extrahadltuk 50-50 ml
pufferrel. Végil optikai sliriiségét (260 nm-en/ 105-re &lli-
tottuk be.

A kivonatban lev0 nukleinsavakat a k&vetkezd lépés-
ben streptomicin szulfattal kicsaptuk. Ebben a lépésben
kiilénithetd el egymastdl a T4 fagindukalt kinaz, ligaz és
DNS-polimerdz: a kinadz és a DNS-polimeraz 0,7-0,8% strepto-
micin koncentrdcidénal a csapadékba kerlil, mig a ligaz a
felliluszdéban marad.

138 ml kivonathoz keverés k&zben 27,6 ml 5%-o0s strepto-
micin szulfat oldatot adtunk kb. 30’ alatt (1). 15’ tovabbi
allas utéan lecentrifugaltuk 15000xg-n 10’~-ig. A feliiluszdébdl
fagindukalt DNS ligdzt preparattunk (40), mig a csapadékot
Teflon homogeniz&torral 138ml O,1 M kalium-foszfat pH 7,5,

0,002 M GSH pufferben szuszpendaltuk fel.
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A tisztités soré&n a 3. lépés a felszuszpendalt csapadék
autolizise, amelynek sorédn a jelenlévd endogén nukledzok a
sejt DNS-tartalmat elbontjéak.

A streptomicines csapadék feloldasa utén nyert frakcid

143 ml-éhez 0,43 ml 1 M MgCl.-ot adtunk, é&s 37 °C-on inkub&al-

2
tuk 1-2 o6ran at, mialatt az UVZGO-abszorbeélé anyag 90-95%-a
savoldhatéva valt. Az autolizis kOvetése Richardsonék mdd-
szere alapjan (99) ugy tortént, hogy meghatéarozott iddkszdn-
ként 1 ml-es aliquotokat vettilink, és lecentrifugdltuk Janetzki
K24-es centrifugén 10’-ig 15000rpm-en. A felliluszd optikai
slirliségét lemértiik 0,05 M tris-HC1l pH 7,4 pufferrel vald
megfeleld higitds utén. Kis részletét egyenld térfogatu 1 N
PCA-val kicsaptuk, a kicsap6dé makromolekuldk lecentrifugé-
lasa utéan a felilusz6 optikai sliriiségét mértiik.

Az autolizis utdn nyert szuszpenzidot lehiitéttiik O oC—ra,
lecentrifugaltuk, majd frakcionéalt (NH4)ZSO4—os kicsapasnak
vetettiik ala. A felililusz6 130 ml-éhez 13 g (NH4)2SO4-ot
adtunk kb. 30’ alatt keverés k&zben. 20’ tovabbi keverés
utadn a csapadékot lecentrifugdltuk, a feliiluszbhoz 25 g
(NH4)2 SO, -—ot adtunk 30’ alatt. 20’ utén lecentrifugaltuk,
és a csapadékot 0,01 M kalium-foszfat, 0,01 M 2-MEA puffer-
rel szemben dializéaltuk egy éjszakéan at.

A tovéabbiakban az enzimet DEAE-Sephadex A-50 oszlopon
tisztitottuk, amelyet a dializald pufferrel eldzbkeg equilib-
raltunk. Az anyag felvitele utdn az equilibr&aldé pufferrel
mostuk az oszlopot, mig az atfolyd anyag optikai siliriisége

0,03 ala nem esett. A plinukleotid kin&zt 0,1 M KCl-ot
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tartalmazé 0,01 M k&lium-foszfat pH 7,5, 0,01 M 2-MEA puf-
ferrel eluadltuk. A DEAE-Sephadex kromatografids lépést a
3. adbran szemléltetjiik. Ebben a lépésben és a kdvetkezd
kromatografianal 0,1 mM ATP-t tartalmaztak az oldatok, ami
védelmet nyujt az enzimnek az alacsony fehérje koncentréacid-
nal bek&vetkezd inaktivalddéssal szemben.

Véglil a polinukleotid kinézt foszfocelluléz oszlopon
/1x10 cm/ tisztitottuk, amelyet 0,05 M kalium-foszfat
pH 7,5, 0,01 M 2-MEA pufferrel mostunk az anyag felvitele
eldtt, majd 10-20 ml ugyanilyen oldattal az anyagfelvitel
utén, végilil 0,05 M, 0,1 M és 0,25 M KCl-tartalmu kalium-
foszfat pufferrel. Az enzim a 0,25 M KCl-tartalmu foszfat
pufferrel eludldédik az oszloprdl. A tisztitott enzimet
vagy ebben a pufferben, vagy 50% glicerint tartalmazd
0,02 M tris-HC1l pH 7,5, 10 mM 2-MEA pufferben taroltuk
-20 °c-on.

A tisztitas soran a fehérjetartalmat Lowry médszerével'
(100), az enzim aktivitdsanak mérését Richardson mdédszerének
médositaséval végeztik (1). Az enzimtisztitds adatait a

2. tablazatban tiintettiik fel.

6./ Restrikcids endonukledzzal tOrténd emésztéssel nyert DNS

fragmentumok plinukleotid kinazos jelblése

A restrikcids emésztéssel nyert fragmentumok 5’ végeit
Wu és Kaiser mddszerével defoszforilaltuk bakterialis alkali-

kus foszfatédzzal (101). A reakcibelegy 0,2-0,8 mM /nukleotid
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ekvivalensben kifejezett/ emésztett DNS-t, 100 mM tris-HCl-
ot /pH 8,0/, 1 mM EDTA-t és 10-30 ﬁg/ml BAP-ot tartalmazott.
Az emésztést 37 °C-on végeztiik 60’'-ig, majd a reakcidét 20 mM
EDTA-oldattal allitottuk ie, mas esetben 10 mM tris-HCl
pH 8,0, 0,1 mM EDTA pufferrel telitett fenollal inaktival-
tuk a BAP-ot, majd ugyanilyen pufferrel szemben dializaltuk
t6bb napon at a fenol eltavolitéasara.

Az 5' végek foszforildlasat ugyancsak Wu és Kaiser
médszerével végeztiikk (101). A reakcidelegy /1 ml/ &ssze-

tétele a kbvetkezd volt: 0,12-0,3 mM BAP-pal kezelt DNS
70 mM tris-HCl pH 7,6
12 mM MgCl2
10 mM 2-MEA
0,03 mM (y-32P)ATP /spec. aktivi-
tas: 1-4x10° cpm/umél/
30 egység polinukleotid kinaz.

37 °c-on inkubaltuk 60’'-ig, majd inaktivaltuk a kinazt hdvel

" 15’ 65 ©c-on/ vagy 20 mM EDTA-val.

.........

A polinukleotid kin&zos mddsserrel in vitro jeldlt
DNS-t nukleozid-5’'-monofoszfatokig hidrolizaltuk az aléabbi

médon: 1 ml 0,01 M tris-HCl1l pH 7,5, 0,01 M MgCl, oldatban

2
oldtuk fel a DNS csapadékot, és 0,1 mg/ml pankredsz DNaz-
zal emésztettiik 37 °C-on 60’'-ig, majd 20 ul kigyd méreg
foszfodiészterazt adtunk hozza /5 mg/ml tbrzsoldatbdl/, és

tovabb folytattuk az emésztést 37 °C-on 60’-ig. A reakcid-

elegy vizsgalata PEI-celluldz vékonyrétegen tortént, amit
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0,5 M LiCl-ban futtattunk jelSletlen nukleozid monofoszfat

kontrollok alkalmazasa mellett. Az UV -fényben lathatoéva

254
valt foltokat kivagtuk, radioaktivitasukat toluolos koktél-
ban mértiik (97, 101).

8./ pPBR313 plazmid DNS preparalasa

A Boyer és munkatarsai altal izolalt (102) plazmidot
tartalmazbé baktérium sejteket Bl vitamin jelenlétében 2% ca-
"saminosavval és 0,5% gliikézzal kiegészitett "M9" téaptalajon

0,8-1,0 OD értékig névesztettiik sikrazéban 37 °C-on.

550
170 y/ml kloramfenikollal amplifikaltuk a plazmidot 12-16
éran at: 37 °c-on folyamatos razatds mellett Clewell elja-
réasénak megfelel&en (103). A sejteket Janetzki K70-es centri-
fugan 40-45'-ig 2500rpm-en kililepitettilik, majd 25% szaharéz,
50 mM tris-HCl pH 8,0-as pufferben szuszpendaltuk fel. /1 li-
terbdl nyert sejteket 10 ml-ben/ 1/5tf. 5 mg/ml koncentra-
cidju lizozimmal, majd 2/5tf. 250 mM pH 8,0-as EDTA-oldat-
tal kevertettiik 0 °Cc-on 5-5'-ig, ezutan azonos térfogatu
frissen készitett 50 mM tris-HCl pH 8,0, 0,0625 M EDTA, 0,1%
Triton X-100 oldattal 1lizaltuk a sejteket. Alapos Ossze-
razas utan 15-20’-ig allni hagytuk a reakcidelegyet, ezt
kdvetSen a kromoszdémalis DNS-t Beckman L2-65K ultracentri-
fugan a 42,1 rotorral 30’'-ig 30000 rpm-en 2 OC—on, vagy
Beckman J-21 centrifugdn a JA-20-as rotorral maximalis

fordulatszamon lecentrifu-altuk. Az igy nyert feliiluszd

[cleared lysate/ tartalmazza a plazmid DNS-t, amit kétféle-
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képpen tisztitottunk tovabb:

a./ 50 y/ml DNaz-mentes RNaz-zal kezeltiik 20 ©c-on 1 6ran
at, majd 125 y/ml proteindz-K-val fehérjementesitettiik 2-3 o6-
ran &t 37 °C-on /a proteinaz-K-t eldzdleg 15'-ig 37 °c-on
elemésztettiik/. Fenolos extrakcid és éteres kezelés utén a
DNS-t 0,1 tf. 20%-os kalium-acetat jelenlétében 2 tf. alko-
hollal kicsaptuk. Egy éjszakan at -20 Oc-on &llni hagytuk,
majd centrifugilés, utdn 10 mM tris~HCl1l pH 7,5, 1 mM EDTA
pufferben oldtuk fel a DNS-t;

b./ Tisztabb plazmid DNS preparatum nyerésére a cleared
lysate-ot CsCl-etidium-bromid egyensulyi gradiensen tisz-
titottuk Clewell és Helinski ill. Tanaka és Weisblum el-
jarasaval (104, 105). A DNS mintadt Beckman L2-65K ultracentri-
fugan: 33000 rpm-en 8 ©c-on centrifugdltuk 60 6ran at. A bak-
terialis, kromosz6malis DNS és a plazmid DNS azon az alapon
valaszthatd el egymastdl, hogy slirliiséglik etidium-bromid
hozzaadasara kiilonbbzdvé valik, igy az etidium-bromidot tar-
talmazb slirliség gradiensen kiilénb6zd helyzetet foglalnak el.
A supercoiled DNS UV254—ben detektdlt csikjat Biichler auto
Densi-flow-val izolaltuk.

Az etidium-bromidtdél izo-amilalkoholos extrakcidval szaba-
dultunk meg, négyszer 2 tf. izo-amilalkohollal réztuk, majd
a vizes fazist 10 mM tris-HCl1l pH 7,5, 1 mM EDTA pufferrel
szemben dializdltuk /CsCl eltavolités dra/ (106). Pufferrel
telitett fenollal extrahdltuk, és intenziven dializaltuk

10 mM tris-HC1 pH 7,5, 1 mM EDTA pufferrel szemben. A plaz-

mid DNS pontos koncentracidjat OD26O-méréssel, mig tiszta-
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sadgat 1%-os analitikai agardz gélelektroforézissel hataroz-

tuk meg.

9./ DNS fragmentum izolalasa agardz gélbdl

A DNS fragmentumot Birnstiel mddszerének megfelelden
izolaltuk agardéz gélbdl. Eles pengével vagy orvosi szikével
kivagtuk az UV-fényben detektalt DNS fragmentumot tartalmazd
csikot, és apr6 darabokra vagas utan 4 M KJ, 14 mM 2-MEA
oldat megfeleld mennyiségében feloldtuk 45 Oc-on. A DNS meny-
nyiségétdl fiiggben megfeleld nagysadgu hidroxilapatit oszlop-
ra vittik ra, amit az anyagravitel utén t&bb oszloptérfogat
4 M KJ, 14 mM 2-MEA oldattal mostunk az agardz eltdvolitésara,
majd tobb oszloptérfogat 10 mM natrium-foszfat pH 6,7-es
pufferrel vald mosas utén 0,4 M foszfat pufferrel elualtuk
a DNS fragmentumot (54). A foszfatot dializissel tévolitot-
tuk el, ezutén a DNS-t O,1 tf. 20%-os kalium-acetat jelen-
létében 2 tf. alkohollal kicsaptuk. A DNS fragmentum visz-
szanyerése 30-40% k&zdtt valtozott.

lO./”32P-jelélt dupla szalu DNS fragmentum izolalasa 12%-os

"poliakrilamid gélbdl

A 12%-os poliakrilamid gélelektroforézishez a kdvetkezd

komponenseket mértiik Ossze:
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30 ml 40%-o0s akrilamid-2%-os N,N’-metilén-~biszakrilamid vizes
oldat

4 ml 25X tObménységii tris-acetat puffer /1M tris-HCl pH 7,8
0,5M Na-acetat
0,05M EDTA/

65 ml H20

750 pyl 5%-o0s /NH4/25208

75 ul TEMED;
Az elektroforézist 17x20x0,2 cm-es lapon 0,04M tris-HCI,
0,02M Na-acetat, 0,002M EDTA pH 7,8-as pufferben végeztiik
30-40V-on 12 o6ran at. A gélrdl késziilt autoradiografias
képhez Kodak RP Royal X-Omat /18x24 cm/ r&ntgenfilmet hasz-
naltunk.
Az autoradiogram alapjén a kérdéses DNS fragmentumot kivag-
tuk a gélbdl, 1 M NaCl-dal izolaltuk a DNS-t, és 40 y/ml
hordozd RNS jelenlétében alkohollal kicsaptuk.
32

11./ ~“p-jeldlt DNS fragmentum izol&lasa 12%-os poliakrilamid

' 'gélbdl szalelvilasztidssal (56)

Az 5’'végén 32P-vel jeldlt DNS fragmentumot hdvel dena-
turaltuk /5’ 100 OC—on/, majd 50 pl 10% glicerin, 0,001 M EDTA,
0,05% xilén cianol FF, 0,05% bromfenolkék o&sszetételld szal-
elvalasztd oldatban vittiik fel egy 12% akrilamid-0,4% N,N’'-
metilén-biszakrilamid, 50 mM tris-borat pH 8,3, 1 mM EDTA
poliakrilamid lap gélre. Az elektroforézist 50 mM tris-HC1l

PH 8,3, 1 mM EDTA pufferben végeztiik 4-5 6ran at 150 V-on.
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A szalelvalasztast autoradiografiaval detektaltuk, majd az
elkiilonililt DNS szalakat kivagtuk a gélbdl, 1 M-os NaCl-dal
izolaltuk a DNS-t, és a tovabbiakban ugyanugy kezeltiik,

mint az eldbbi kisérletben.

12./ A Maxam—-Gilbert-féle bazis-specifikus reakcidk kivite-

" lezése (56)

Poliakrilamid gélb&dl vald izolalas utédn a DNS-t 0,3 M
Na-acetat pH 6,7-os pufferben ujraoldtuk, négy egyenld rész-
re osztottuk, 1-1 pl ultrahangozott 10 mg/ml koncentracidju
bdrju timusz DNS-t adtunk hozzajuk, és ismételt alkoholos
kicsapés utan bazis-specifikus kémiai reakcidknak vetettiik

-

ala.

A 32P-jelblt DNS csapadékot 25 ul kétszer desztillalt

vizben oldtuk, 250 ul 0,05M pH 8,0-as Na-kakodilat puffert
adtunk hozza, alapos Osszekeverés utan jégen lehiitSttiik,
majd 1 ul t6mény dimetilszulfattal reagaltattuk 20 ©c-on
30'-ig. A reakcid leallitéasa a kOvetkezd, 1Ox-es tbménységi
oldat 25 ul-ével t6rtént: 2,5M 2-MEA, 3M Na-acetat pH 7,5,
0,1M Mg-acetat, 0,1mM EDTA, 1,0 mg/ml tRNS. 900 pl 95%-0s
alkohollal kicsaptuk a DNS-t, 10’~ig cseppfolyds ieveg6ben
tartottuk, majd Eppendorf 3200 centrifugédn 10’-ig centri-
fugaltuk. A felililuszdt eldntdttlik, a DNS csapadékot pedig
300 pul 0,3M Na-acetat pH 6,0-os pufferben ujraoldtuk, majd

3 tf. alkohollal ismét kicsaptuk a DNS-t. Centrifugdléas és
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70%-0s alkoholos mosas utan a csapadékot exszikkatorban,
vakuumban megszaritottuk.

A DNS lanchasitasa frissen készitett 1M piperidin
oldattal tOrtént. 20 ul 1M piperidinben oldtuk a DNS-t,
és kapillarisban inkubaltuk 40-45'-ig 90 Oc-os vizfiirdsben.
A reakcid végbemenetele utén a kapillaris tartalmat 25 ul
kétszer desztillalt . vizbe fujtuk, exszikkatorban vakuumban
megszaritottuk, majd 30-40 ul vizzel ismét beparoltuk, hogy

a piperidint tokéletesen eltavolitsuk.

a 32p_je151t DNS csapadékot 25 pl 1,2 N NaOH, 1,2 mM

EDTA oldatban feloldtuk, és kapillarisba szivas utan 90 ©c-on
inkub&ltuk 20-30'-ig, majd 1N ecetsavval neutralizéaltuk,

és 2 pl 40 mg/ml hordozé RNS jelenlétében 300 ul 95%-o0s
alkohollal kicsaptuk a DNS-t. Cseppfolyds levegBben 10’'-ig
4llni hagytuk, majd lecentrifugéltuk. 70%-os alkoholos mosas
utan a DNS csapadékot 40-45'-ig inkubaltuk kapillarisban

20 pl O,5M piperidin oldatban 90 oC—on, majd a kapillaris
tartalmat 25 ul vizbe fujtuk, és ugyanugy kezeltiik tovéabb,
mint a G-specifikus reakcibelegyet.

A DNS csapadékot 25 ul kétszer desztilldlt vizben old-
tuk, jégben lehiit6ttiik, majd 25 pl tomény hidrazinnal rea-
~galtattuk szobahBmérsékleten 30'-~-ig. Jégen lehiitottik, és
250 ul 0,3M Na-acetat pH 6,0, 0,01lM Mg-acetat, 0,1mM EDTA,
0,1 mg/ml tRNS oldattal ledllitottuk a reakcidét. 900 nl 95%-0s

alkohollal kicsaptuk a DNS-t, és a tovabbiakban ugyanugy
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kezeltiik, mint a G-specifikus reakcibelegyet, kivéve, hogy
a lanchasitas 0,5M piperidin oldattal tortént.

A jeldlt DNS fragmentumot 15 ul kétszer desztillalt viz-
ben oldtuk, 10 ul 5M NaCl-ot adtunk hozza, alaposan Ossze-
kevertiik, &s lehilités utan 25 ul t®mény hidrazinnal reagal-
tattuk szobahGmérsékleten: 30’-ig. A tovabbiakban a DNS mintat
ugyanugy kezeltiik, mint a T-specifikus reakcidelegyet.

A 32P-jelb‘lt hasitasi termékek vizsgdlata 20%-os poli-
akrilamod [akrilamid-N,N’-metilén-biszakrilamid = 20 : 1/-8M
karbamid 20x40x0,3 cm-es denaturald gélen t6rtént, 0,089M
tris-borat pH 8,3, 0,025M EDTA pufferben 400V-on 14-18 o6ran
at. A DNS mintdkat 300 mg karbamid, 250 pl 0,1N NaOH, 100 yul
festékelegy Osszetételd oldat 10-20 ul-ében vittiik fel a gélre.
A festékelegy a k&vetkezd komponenseket tartalmazta 70%-os

szacharéz oldatban: Xilén cianol FF:20 mg/10 ml
Fluoreszcein : 100 mg/10 ml

Tripan vords : 50 mg/l0 ml
Bromfenolkék : 20 mg/l0 ml
Bromkrezolbibor: - 20 mg/10 ml
Eozin : 100 mg/10 ml

Az autoradiogréfidhoz AGFA rontgenfilmet hasznaltunk.
Az expozicidés 1d6 2-3 hét k&z6tt valtozott. Az auto=
radiogramokrdél a fragmentumok szekvencidja kozvetleniil

leolvashatéb.
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IV. KISERLETI EREDMENYEK, AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

Specifikus DNS szakaszok vizsgalata soran nagy speci-

fikus aktivitasu, 5'-végiikdn 32p radioaktiv jeldlést tartal-

mazbd DNS fragmentumokra volt sziikségilink, amelyek egy, az

irodalombdl ismert in vitro foszforilalasi technika alkal-

mazasaval el®allithatdék (1, 18).

I. Elsd feladatunk ennek az in vitro jeldlési technikéanak

a bedllitisa volt, amely T4 bakteriofag altal indukalt
polinukleotid kinéz és /7—32P/ATP felhasznalasan alap-
szik. A polinukleotid kindz enzimet T4amN82 fagfertdzott
Escherichia coli B baktérium sejtekb®l allitottuk eld az
irodalomban leirt médszerek kombinadlasaval (1, 18).

Az enzim aktivitasénak méréséhez sziikséges szubsztrato-
kat: 5'végén szabad hidroxil csoportot tartalmazd DNS-t
[Micrococcus nukleazzal fragmentdlt/ és /Y—32P/ATP—t

mi magunk &llitottunk eld, néhany mddositastdl eltekintve,

32P/ATP-t

az irodalmi mdodszerek felhaszndlasaval. /y-
fotoszintetikus foszforildlédssal (94), ill. egy enzima-
tikus szintézis (98) mdédositasdval allitottuk eld (56).
A fotoszintetikus foszforildlassal el®allitott prepara-
tumot Dowex 1 anioncseréld gyantén, majd DEAE-celluldz
oszlopon tisztitottuk tovabb. A kromatografias tiszti-
tasi lépéseket az 1. és 2. abran tilintettiik fel.
Kromatografiasan egységes jelzett preparatumot nyertink,

amelynek a specifikus aktivitésa l-5xlO9 cpm/umél /[O,45-

-2,3 Ci/mm0l/ ko&zott valtozott. Az ilyen specifikus akti-
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vitasu preparatum az enzim aktivitasanak mérésén kiviil
szamos feladat megoldédsara alkalmasnak bizonyult, de szek-
vencidzasi célokra mar nem volt megfeleld. Az eredeti,
Glynn-Chapell-féle enzimatikus reakcidkon alapuld szin-
tézist (98) A.Maxam és W.Gilbert mdédositotta, és magas
specifikus aktivitasu prepardtum nyerésére mi ez utdbbi
eljarast kdvettiik (56). Mivel a szintézist csak j6 mind-
ségli, tiszta, hordozdémentes 32P-vel lehetett kivitelezni
/ami ritkan allt rendelkezésiinkre/, ezért tovabbi médosi-
tasokra volt szilikség, hogy a kereskedelemben kaphatd 32P-
izotép felhasznalasaval megfeleld specifikus aktivitasu
ATP-t preparadlhassunk. Ezek a mdédositasok a kdvetkezdk
voltak: a rc.akcidhoz felhasznalt 32P-ortofoszforsav
mennyiségét- csdkkentettiik, 25 mCl helyett maximdlisan

10 mCi-t vittlink be /hideg ortofoszforsav hozzaadasaval
biztositottuk, hogy a foszfat mennyisége molarisan meg-
feleld legyen/, A beparlasi maradékot 250 pl 50 mM tris-HC1

pPH 8,0, 10 mM MgCl O,1 mM EDTA, 2 mM GSH, 1 mM Na-fosz-

27
foglicerat, 0,2 mM ATP oldatban oldtuk fel, amely emellett
még 25 uM NAD'-ot is tartalmazott. /A bevitt hideg ATP
mennyisége tehat jelen esetben 50nmél, ami nyilvanvaldan
csGkkenti a specifikus aktivitést./ A reakciodhoz dupla
mennyiségli enzimet haszndltunk fel. Ezekkel a mbédosita-
sokkal elérhetd specifikus aktivitds 120-150 Ci/mmdl,

mig a Maxam-Gilbert-féle szintézissel rutinszeriien elér-

hetd specifikus aktivitas 1000-1500 Ci/mmdl.
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Visszatérve a T4 fagindukalt kinéz preparalasara,
az enzimet a fagfertdzdtt sejtek feltarasa, streptomicines
kicsapéas, autolizis, /NH4IZSO4-os frakcionalas utan DEAE-
Sephadex és foszfocelluldz oszlopon tisztitottuk. A DEAE-
Sephadex kromatogréafiéds lépést a 3. &bran, mig az enzim-
tisztitas adatait a 2. téblazatban tilintettiikk fel. Mintegy
1000-szeresére tisztitottuk az enzimet, és mivel az
ellendrzd kisérletek szerint szennyezd nukledzok, alkali-
kus foszfatdz vagy DNS-1ligaz jelenlétét nem tudtuk ki-
mutatni, tovabbi enzimtisztitasi lépéseket nem tartottunk

szlikségesnek.
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1. abra

/y-32PjATP.tisztitésa Dowex 1 anioncseréld oszlopon

X——X——X OD259nm [optikai slirliség 259 nm-en mérve/
o——O0—o0 32P—radioaktivités /|cpm/ Cserenkov effektussal

mérve

A fotoszintetikus foszforilalassal ADP-bdl és 32P-

ortofoszfatbdl spendt kloroplaszt prepardtum felhasznédla-
sadval eldallitott (94) /y—32P/ATP-t egy Dowex 1 HCO3_—cik—
lusu, 200-400 mesh szemcsenagysagu anioncseréld gyantabdl
készitett 0,5x5 cm-es oszlopra vittik, 0,2 M,majd 0,4 M-os
KHCO3—oldattal mostuk a f61l6s mennyiségli jelzett szervetlen
foszfat és ADP eltavolitésara, majd 0,8 M KHCO3—oldattal elu-
dltuk a jelzett ATP-t. Az aktiv frakcidkat egyesitettiik, és
f616s mennyiségii H-ciklusu Dowex 50W kationcseréld gyantaval

K+—mentesitettﬁk.
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2. abra

3

[y—= 2P,/ATP‘tisztité.sa DEAE-celluldz oszlopon

A Dowex 1 oszlopon tisztitott jelzett ATP preparatumot
DEAE-32 celluldz oszlopon tisztitottuk tovadbb /oszlopméret:
0,5x4 cm/. 0,5M trietilamin-bikarbonat pH 7,5-6s pufferrel

vald mosadssal HCO., -ciklusura &allitottuk be az oszlopot.

Az anyagréavitel uién 30-40 ml 50 mM pH 7,5-06s trietilamin-
-bikarbonat pufferrel t&rténd moséas kovetkezett, majd 0,5 M
trietilamin-bikarbonat pufferrel elualtuk a /y—32P/ATP—t.

Az aktiv frakcidkat /6 ml/ egyesitettiik, vdkuumban szarazra
paroltuk. A trietilamint tObbszOri metanolos vagy etanolos be-
parlassal tavolitottuk el. A beparlédsi maradékot 1,5-2 ml viz-
ben oldtuk, OD259

oldatban taroltuk -20 °C-on a jelzett preparatumot.

- é&s aktivitasmérés utén 50%-o0s alkoholos
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3. abra

T4 fégindukalt polinukleotid kindz tisztitdsa DEAE-

Sephadex oszlopon

X——X——X 32P radioaktivitas filteren mérve

O0—O0—0 OD280nm optikai slirliség 280 nm-en mérve

Az /NH4/2804-os kicsapas utan nyert enzimfrakcidt 0,01M
kdlium-foszfat, 0,01M 2-MEA pH 7,5-6s pufferrel szemben dia-
lizadltuk egy éjszakan at, majd ugyanilyen pufferrel equilib-
réalt DEAE-Sephadex A-50 /[/2x40cm/ oszlopra vittiik /280mg fehérje,
87000 egység Osszaktivitas/. Az oszlopot az equilibrald puffer-
rel mostuk, mig az atfolydé anyag OD-je kb. 0,03 nem volt.
0,1M KCl-ot tartalmazdé 0,01M kalium-foszfat, 0,0lM 2-MEA pH
7,5-6s pufferrel elualtuk a polinukleotid kindzt. Az enzim

aktivitasat a kisérleti részben leirt mdéddon mértiik.



2. tablazat

T4 fagindukalt plinukleotid kinéz tisztitdsi adatai

Tisztitdsi lépések A teljes aktivités Fehérjetartalom Specifikus aktivités

| egység |/ | mg / | egység/mg |/

X. Feltaras utéan nyert

extraktum EpaY S 3

II. i@rethmlclnes 60000 1300 46

icsapas

ITI. Autolizis 91000 710 128
frakcIonalas

V. DEAE-Sephadex 39000 5 | 8000
kromatografia

VI. Foszfocellulodz 27000 0,8 33750

kromatografia

- Q7 -
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IT. Laboratdériumunkban Kiss Antal Bacillus sphaericus-bél
izoldlt egy uj restrikcids endonukledzt, a BspR-t.
Az enzim gyakorlati szempontbdél rendkiviil fontos tulaj-
donséga, hogy a baktérium tSrzsben a Bsp-R szint rend-
kiviil magas, masrészt mar a kezdeti tisztitadsi lépések
utan igen alacsony az exonukleaz tartalma. Nagy mennyiség-
ben preparalhatdé és homogenitasig tisztithatdé enzim (7).
Kiilonb6z& DNS molekuldkra gyakorolt hatdsat vizsgalva
azt tapasztaltuk, hogy ¢X174 RFI DNS-en ugyanolyan gél-
elektroforetikus képet nyertiink, mint amilyent HaeIII
enzimre koz6ltek (107). Vizsgalataink sordn a Bsp hasi-
tasi specifitasat Osszehasonlitottuk HaeIII-éval és az
izoschizomerével, BsuR-éval (108). A harom fragmentéaciéds
mintazat azonos volt, amib®l azt a kdvetkeztetést wvontuk
le, hogy a Bsu, Bsp és HaeIII azonos szekvenciat ismer
fel. Bron és Murray, valamint Murray és Morrison koz-
vetlen szekvenciazasi mdédszerekkel meghatarozték a Bsu
és a HaelIIl enzim felismerd szekvencidjat (1lo8), és azt
tapésztalték, hogy a felismerd szekvencia mindkét enzim-
nél 5'--NGGCCN--, és a hasitas a kOzponti GC nukleotidok
ko6zott kovetkezik be. A restrikcids enzimek hasitési szek-
venciajénak megallapitdsaban hasznos segédeszkdz a T4
faginduk&lt kindzzal végzett in vitro foézforilélési
reakcid, és a Bs p hasitasi szekvenciajanak megallapi-
t4dsaban mi is felhaszndltuk ezt a mddszert.

Jeldletlen T7 bakteriofdg DNS-t BspR-vel tdkélete-

sen megemésztettiink /az emésztés teljességét 1%-os agardz
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~gélelektroforézissel ellenSriztiik (85). A nyert frag-
mentumok 5’'-végeit bakteridlis alk&alikus foszfatdzzal
defoszforilaltuk, majd polinukleotid kin&zzal és /y—32P/ATP—

32P/ATP

vel Wu és Kaiser szerint (101) megjeldltiik. A [y~
feleslegét Sephadex G-50 kromatografiaval tavolitottuk

el /részleteseb_ben lasd a III. pontban/. A kizardsi tér-
fogatban eluadld DNS-t pankreasz DNaz-zal és kigyd méreg
foszfodiészterdzzal az Anyagok és médszerek c. fejezet-
ben leirt médon mononukleotidokig emésztettiik, és jeld-
letlen dezoxinukleozid monofoszfatokkal egylitt vizsgal-
tuk eldkezelt PEI-celluldz vékonyrétegen. Az UV-fényben
detektalt foltok radioaktivitasat lemértiik, és az alabbi
eredményt kaptuk: -

dAMP AdGMP dCMP TMP
Radioaktivitas 115 122 2138 102 °

[cpm/

A radioaktivitas szinte teljes mértékben a dCMP
foltjaban jelentkezett, ami azt mutatta, hogy CMP a
termindlis nukleotid. Ez megerdsiti, hogy a Bsp-nek
ugyanaz a felismerd szekvenciaja, mint a HaeIIIl-nak és
a BsuR-nak, de nem ad elég informacidt arra nézve,
hogy a két lehetséges hasitasi hely k&ziil melyiknél

kdvetkezik be a hasités:

57 i 57 $
NGGCCN NGGCCN
al b/
NCCGGN NCCGGN
t 57 t 57
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IIT. A polinukleotid kinazos jeldlési médszert felhasz-
naltuk a csoportban izoldlt uj restrikcids endo-
nukledz, BspR altal eldidézett hasitdsok szamanak
a meghat&rozaséra. Szubsztratként 3H-timidinnel
jeldlt 2imm434ct68S7 fag DNS-t hasznaltunk fel.
Kontrollként két kisérletet végeztiink el:

1./ 3HfA—DNS—t bakterialis alkalikus foszfatéazzal
defoszforilaltunk, majd a plinukleotid kindzos mdédszer-
rel in vitro megjeldltiink (102). A /A-S2P/ATP felesle-

~gét Sephadex G-50 gélsziliréssel tavolitottuk el. Ez kez-
detben igen komoly nehézséget jelentett, mivel a 32P—
jel&lt ATP rendkiviil erdsen ko6tdddétt a DNS-hez, és igy
a kizarasi térfogatban 32P-vel erOsen atszennyezve
elualdédott a DNS, ami miatt az eredmények hamisak és
reprodukalhatatlanok voltak. Ezen a probléman ugy se-
gitettiink, hogy a kinazos reakcidelegyhez 7M végkon-
centracidban karbamidot és 3 mM hideg ATP-t adtunk,

és az egész gélsziirést 7M karbamid jelenlétében végez-

tiik. Az eludlé frakcidk °H ill. 52

P-aktivitasat folya-
matosan mértik a kromato-rafia soran. A kizarasi tér-
fogatban elualdé DNS frakcidkat egyesitettilik, és aliquot-
jait hordozd6 DNS jelenlétében 10%-os TCA-val kicsaptuk.

Filterre szlirtiilk a csapadékot, 5%-os TCA-val, majd al-

kohollal mostuk és a filterek aktivitasat toluolos

3 32P radio-
koktélban mértiik. A filteren mért “H ill.

32P/ATP és 3H—

aktivitasi értékekbdl a felhasznalt [y~
~A-DNS specifikus aktivitasdnak ismeretében kdvetkez-

tettiink az 5'végek szamara.
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2./ 3HfA—DNS-t EcoRI restrikcidés enzimmel emész-
tettiink, mig az emésztés teljessé nem valt. [/lasd 4.
abra/. A hyert fragmentumok 5’végeit BAP-pal defoszfori-
laltuk, majd polinukleotid kinézzal &s [y->2P/ATP-vel
foszforilaltuk. A DNS-t Sephadex G-50 oszlopon izol&l-
tuk hasonld mdédon, mint az eldzd kisérletben. A kisér-
letek eredményét a 3. tablazatban tlintettiik fel.
Az a/ kisérletben a vartnak megfelelden 2 termindlis véget
kaptunk, ami egyértelmiien igazolja egyrészt azt, hogy a hasz-
nalt DNS homogén volt, kimutathatd mennyiségben nem tartal-
mazott egyszdlu tdréseket, masrészt a felhaszndlt enzimek
sem idéztek eld tbréseket a DNS-ben az emé;ztések soran.
Bsp-emésztés eldtt egy masik restrikcids endonukledzos emész-
téssel, EcoRI-gyel nyert A-DNS fragmentumok sz&mat is meg-
hataroztuk. Az EcoRI enzim a A-DNS-t 5 helyen hasitja, és
igy 6 fragmentumot eredményez /13,7, 4,74, 3,73, 3,48,: 3,02
és 2,13 millid dalton fragmentumokat/, ami 12 termindlis
véget jelent. A kisérlet soran 10 termindlis véget kaptunk,
ugyanis a 13,7 és a 2,13 millidé dalton fragmentum k&nnyen
Osszekapcsoldédik egy 15,83 millidés DNS fragmentumot képezve
/a ragadds végek Osszekapcsoldédnak/, ami csdkkenti eggyel
a fragmentumok, és igy kettdvel a termindlis végek szamat.
Ezt figyelembe véve a kapott eredmény megfelel a vartnak,
ami szintén megerBsiti, hogy a DNS nem tartalmaz kimutat-
hatd mennyiségli egyszalu torést.
Ezek utén ratérnénk a BspR emésztéssel 3HfA—DNS-b6l

nyert fragmentumok szamanak meghatérozéasara.
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3HfA-DNS-t BspR-vel tokéletesen megemésztettiink [lasd 5.
ébra/,.S'végeit BAP-pal defoszforiladltuk, majd polinukleotid
kinazzal és [y--2P/ATP-vel megjelsltiik. A jelzett ATP feles-
legét ugyancsak Sephadex G-50 kromatografiaval tavolitottuk
el. [l4sd 6. abra/ A BspR emésztéssel nyert fragmentumok
szamat ugyanugy hataroztuk meg, mint a kontroll kisérletekben.
Mint a 3. t&blazat mutatja 250 termindlis véget kaptunk,
aminek alapjan a dupla sz&lu DNS fragmentumok sz&ma 125-nek

adoédott.



4. abra

3H—)\—DNS emésztése EcORI restrikcids enzimmel

400 pl-es térfogatban 150 ug 3H—A434ct6887-DNS-t

[ specifikus aktivitds: 5500 cpm/ug /100 mM tris-HCl pH 7,5,
50 mM NaCl, 10 mM MgC12 pufferben 150 ul EcoRI restrikcids
enzimmel emésztettiink 37 °C-on. 1 és 2 6ras emdsztés utén

a reakciodelegy kis aliquotjahoz 1/5 térfogat 50% szaharéz,
0,2M EDTA, 0,1% bromfenolkék oldatot adtunk, és az emésztést
1%-o0os analitikai gélelektroforézissel vizsgdltuk Helling
moédszerével (84 /. Jobbrdl balra haladva az 1. gél emésztetlen
A=DNS-r6l késziilt felvételt, a 2. gél az 1 6ras, mig a 3. gél

a 2 Oras emésztés utan nyert képet mutatija.



5. abra

3H—A-DNS emésztése Bsp R restrikcids enzimmel

100-150 pg “H-) 434ct68S7-DNS—t Jspecifikus aktivitds:
5500 cpm/ug / 10 mM tris-HCl pH 7,5, 50mM NaCl, 10 mM MgCl2
pufferben emésztettiink f&618s mennyiségii Bsp R-val 37 ©c-on.
1,2 és 3 6ras emésztés ut-an a reakcidelegy kis aliquotjat
vizsgaltuk 1%-os agardz gélen. Jobbrdl balra haladva az 1. gél
emésztetlen A-DNS-t, a 2. gél 1 O6rés, a 3. gél 2 d6ras, a 4.
pedig 3 Oras emésztés utdn nyert képet mutat. /A gélelektro-
foretikus kép alapjén madr 2 O6ra utén tdkéletes & restrikcids

enzimes emésztés. /
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6. abra

Bsp R—-emésztéssel nyert, 32P—vel jeldlt A-fragmentumok

izoldlasa Sephadex G-50 oszlopon

X——X——X 3H radioaktivitas /cpm/
O——o—o0 32P radioaktivitas /cpm/

100-150 ug 3HfA—DNS—t [specifikus aktivitas: 5500 cpm/ug/
f616s mennyiségli Bsp R-vel megemésztettiink. Az 5'végeket a ki-
sérleti részben leirt mddon, Wu és Kaiser mbddszerével de-
foszforildltuk (101), majd polinukleotid kinézzal és y—32P/ATP—
vel megjeldltiik. A fO61l8s mennyiségli jelzett ATP-t 1x35 cm-es
Sephadex' G-50 oszlopon tavolitottuk el. A gélszilirést 7M karba-
mid jelenlétében végeztiik. A kizadrasi térfogatban eluald
3HfA—DNS kis aliquotjait hordozd DNS jelenlétében 10%-os TCA-
val kicsaptuk, filterre szliirtik, 5%-os TCA-val, majd alkohollal
mostuk, és szaritds utan a filterek radioaktivitédsat taluolos
koktélban mértiik.



3. tablazat

BspR restrikcids enzimmel nyert A-DNS fragmentumok szamanak

meghatdrozasa

3H/cpm/ DNS-be 3H-A-DNS Beépiilt 3H /P
Szubsztrat beéplilt /mpmdl/ /y-32P/ATP

32P/cpm/ /mpumol /

5’'végek szama

I. Alkalikus i
foszfatazzal 15900 470 9,636 1,94x10 50000

kezelt 3H—A-DNS

ITI. Alkéalikus fosz-
fatazzal kezelt, dl
EcoRI-gyel 10855 866 6,58 6,984x10 9420
emésztett

3H—)\-DNS

ITI. Alkalikus
foszfatazzal -
kezelt,BspR- 8299 9605 5,0297 1,264x10 398
vel emésztett

3H—)\-DNS

10

250

_1.(9_
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IV. Kutatdcsoportunk évek Gta foglalkozik a rRNS szintézis
regulacidjanak tanulményozésaval Escheriéhia coli-ban,
ezen bellil a rRNS szintézisért felelds DNS szakaszok,
/xDNS/ vizsgadlatdval. A munka célja, hogy megértsiik a re-

~gulacidban szerepet jatszd elemek /promoter, terminéator
stb./ szerkezete és funkcidja kozotti Osszefliggést. En-
nek egyik megkdzelitési médjaként_krifdlB fag DNS-bdl1l a
~genetikai rekombinédcidé mdédszereivel kldénoztuk a rDNS gént
(109). Részletes fizikai térképezési vizsgdlatok és RNS-
polimeraz koétési kisérletek alapjan a kldonbdl izolaltuk
azt a fragmentumot, ami nagy valdésziniliséggel tartalmazza
a promotert, és megkezdtik a Méxam—Gilbert technika al-
kalmazasaval ezen régid szekvencidjanak megdllapitéasat.
Ez a munka jelenleg is folyamatban van, eredményei még
tovabbi vizsgdlatra szorulnak.

Ezzel egyiddben elkezdtiikk egy pBR313 elnevezési
plazmid DNS egy kis restrikcibés fragmentumat szekvenci-
dzni. Ezt a pBR313 elnevezésii plazmidot Boyer és munka-
tarsai izolaltak (102) . A rekombinadns DNS technoldgi-
dban kiterjedten hasznalt vektor, amely ampicillin és
tetraciklin rezisztencia markereket /Apr,Tcr/ hordoz,
és Col El tipusu replikacidval rendelkezik. Kis mol-
sulyu, és viszonylag konnyen, nagy mennyiségben, tisz-
tan eldallithatdé. Exponencidlisan ndvekvd baktérium
kultura 20-30 plazmid molekuladt tartalmaz sejtenként,
ha azonban a kromoszoémalis DNS replikacidéjat pl. kloram-

fenikollal gatoljuk /a fehérjeszintézis inhibitora/,
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sejtenként 2-300 plazmid molekula halmozdédik fel, és

az amplifikacidé végén a sejt Ossz DNS tartalmanak
40-50%-a a plazmid DNS. A plazmidot 13 restrikcids en-
zimmel jellemezték, igy elég részletes fizikai térkép
allt rendelkezésiinkre. A pBR313 plazmid DNS HindIII-EcoRI
fragmentuméré esett valasztasunk, ugyanis ez a fragmen-
tum a restrikcids hasitési térkép adatai alapjéan kb.
20000 dalton nagységu, idedlis szekvenciazéasi célokra,
masrészt szekvencidja még nem ismeretes. A f6 ok azon-
ban, ami mellette szdlt az, hogy irodalmi adatok alap-
jdn a HindIII hasitdsi hely valdszinilileg a regulator
régibéban talalhatdé, promoter az Escherichia coli RNS-
plimerdz szamara. Masrészt, a HindIII-hasitasi hely

a pBR313 plazmid bNS-ben RNS-polimeraz jelenlétében
védhetd restrikcids emésztéssel szemben (110).

PBR313 plazmid DNS-t az irodalomban leirt mbédsze-
rek alapjan tisztitottunk (103-106). Hind III restrik-
cidés enzimes emésztéssel linearizaltuk a plazmidot,
majd a HindIII fragmentumot preparativ cilindrikus
agardz gélelektroforézissel izolaltuk a laboratdriumunk-
ban kidolgozott berendezés felhasznaladsaval. Ennek a
tisztitdsi lépésnek az volt a célja, hogy az alacsony mdl-
sulyu szennyez0désektdl megszabaduljunk, ugyanis a poli-
nukleotid kindzos jel6lés soran ezek is jelslddtek volna,
ami megnehezitette volna az autoradiogram kiértékelését.
A DNS fragmentumot Birnstiel mdédszerének megfelelBen (54)
izolaltuk az agardz gélbdl. A tovabbiakban két stratégiat

kovettiink:



1./

2./
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A HindIII fragmentumot polinukleotid kinazzal és
/y—32P/ATP—vel megjeldltik, majd EcoRI restrikcids en-
zimmel emésztettiik. Az EcoRI enzim egy helyen hasitja

a plazmid DNS-t, és egy nagy mdlsulyu, valamint egy kb.
20000 dalton nagységu fragmentum keletkezik. A fragmen-
tumokat 12%-os lap poliakrilamid gélelektroforézissel
valasztottuk el. A gélrdl késziilt autoradiogramot a

7. abra szemlélteti. A nagy mdélsulyu fragmentum a gél
tetején marad, mig a kis mdlsulyu a brdémfenolkék fes-
tékmarker f6lott fut. A kis fragmentum alatti folt a
jelzett ATP-nek, mig az alsd, nagyon intenziv folt a
szervetlen foszfatnak felel meg. A kis fragmentumot
izolaltuk a gélbdl, és a Maxam-Gilbert-technika alap-
jan meghatéroztuk a szekvencidjat. A gélrdl készlilt
autoradiogramot a 8. &bra mutatja.

A HindIII fragmentumot eldszOr megemésztettiik EcoRI-
restrikcidés enzimmel, ezutan jeldltiik a keletkezett
fragmentumokat polinukleotid kinazzal és /y-32P/ATP—vel.
A jelolt DNS fragmentumokat denaturaltuk, majd 1l2%-os
poliakrilamid gélen szalelvalasztést végeztiink a ki-

sérleti részben leirt mdédon. A gélrdl készililt autoradio-

~gramot a 9. &bra szemlélteti. Az alsd két csik a képen a

szétval 't DNS szalaknak felel meg, mig a felettiik levd
halvany csik dupla szalu DNS fragmentum jelenlétét mu-
tatja [nem volt egészen tOkéletes a szilelvalasztas./.
A DNS szdlakat izoldltuk a gélbdl, és mindkét szl szek-

venciajat meghataroztuk a Maxam-Gilbert mbédszerrel.
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A reakcibelegyeket ugyanazon a gélen futtattuk meg.
A gélrdl készililt autoradiogramot a 10.4bra mutatja,

amelyrdl a szekvencia kdzvetleniil leolvashatéd.
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fragmentum
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7. abra

PBR313 plazmid DNS 32P—jelb’lt HindIII-EcoRI frag-

mentuménak izoléalasa 12%-os poliakrilamid gélen

1,2-1,5mg pBR313 plazmid DNS-t preparativ méretben 37 ©c-on
emésztettiink 0,3ml HindIII enzimmel, mig teljes emésztést

nem kaptunk. A restrikcids enzimes emésztést 1%-os agardz
gélelektroforézissel kovettiik. A HindIII fragmentumot 2x20cm-es
1%-0s preparativ cilindrikus agardz gélelektroforézissel
izolaltuk. A gélelektroforézist 30-40V-on végeztiik 50mM
tris-HCl pH 8,1, 20mM Na-acetat, 2 mM EDTA, 20mM NaCl puffer-
ben egy éjszakan at. A HindIII fragmentumot Birnstiel mod-

szerének megfelelden nyertiik ki az agardz gélbdl (54).
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Kb. 150 ug HindIII fragmentumot Wu és Kaiser mbdszeré-
nék megfelelden defoszforildltunk (101), majd polinuk-
leotid kin&zzal jel&ltilink. EcoRI restrikcids enzimmel
emésztettliik, a reakcidt 1/5 térfogat 50% szahardz, 0,2M
EDTA, 0,1% brémfenolkék oldattal allitottuk le. A S2p-
jelzett fragmentumokat 12%-os poliakrilamid gélen valasz-
tottuk el az Anyagok és mdédszerek c. fejezetben leirt
médon. A gélrdl készililt autoradiogram alapjén a kis
méretl 32P—jelc’jlt HindIII fragmentumot kivagtuk a gél-
b&dl, és 1M NaCl oldattal izola&ltuk a DNS-t. 40 ug/ml
hordoz6 RNS jelenlétében alkohollal kicsaptuk a DNS-t,

és egy éjszakan at -20 Oc-on tartottuk.
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8. abra

pBR313 plazmid DNS HindIII-EcoRI fragmentum&nak szek-
venciaja

A 32p_jel81t DNS fragmentum elkoholos csapadékat 2ml O, 3M

Na-acetat /pH 6,0/ pufferben feloldtuk, négy egyenld részre
osztottuk, 1-1 pl 1Omg/ml ultrahangozott borju timusz hor-
doz6 DNS jelenlétében alkohollal ismét kicsaptuk. Az Anyagok
és modszerek fejezetben leirt mdédon béazis-specifikus kémiai
reakcidkat végeztiink, amajd a jelzett fragmentumokat 20%-o0s
poliakrilamid-8M karbamid gélen valasztottuk szét.
/|Cserenkov effektusssal mérve 50000cpm radioaktivitast tar-

talmazd jelzett DNS-bG1l indultunk ki/ Az expozicids idd két
hét volt.



dupla szalu
DNS

1. DNS szal

2.DNS szal

9. abra

pBR313 plazmid DNS 32P-jelblt HindIII-EcoRI fragmentuma-

nak izol&lasa szalelvalasztassal

PBR313 plazmid DNS HindIII fragmentumat 13-os preparativ

agar6z gélelektroforézissel izolaltuk, majd EcoRI restrik-

cids enzimmel tOrténd emésztés utan a keletkezett frag-
mentumokat az 5'végek defoszforildldsa utdn polinukleotid
kinazzal jeloltlik. A jeldlt DNS fragmentumokat az Anyagok és
mddszerek fejezetben leirt mdédon 12%-os poliakrilamid gélen szal-
elvalasztéasnak vezettilk ald. A gélrdl késziilt autoradiogram
alapjan az elkiilondlt DNS szalakat /kis molsulyu fragmentum
esetében/ kivagtuk a gélbdl, és 1lM-os NaCl-dal kinyertiik

a DNS-t.
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10. é&bra

Szalelvalasztassal izolalt HindIII-EcoRI fragmentum

szekvencidjanak meghatarozasa

A 12%-os paliakrilamid gélb8l izolalt -2p-jeldlt DNS szalak
szekvencidjat a Maxam—-Gilbert technika Felhasznalaséaval
hataroztuk meg az Anyagok és mddszerek fejezetben leirt mod-
don. A jeldlt hasitési termékeket ugyanazon' a 20%-os poli-
akrilamid-8M karbamid gélen valasztottuk el.

/A 12%-0s poliakrilamid gélbdl 1M NaCl-dal izol&lt DNS
szdlak aktivitdsa Cserenkov effektussal mérve 72000 ill.

36000 cpm volt./ A gélrdl késziilt rontgenfilmet 3 hétig
exponaltuk.



Az autoradiogramok alapjan a pBR313 plaémid DNS
HindIII-EcoRI fragmentumanak a szekvencidja a kdvetkezd:
EcoRI hasitési szekvencia
v

5I

"AATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATA

GAGTACAAACTGTCGAATAGTAGCTATTTCG !

a
A

© /,1\
i {

u

Alul felismerd szekvencia HindIII hasitas]
hely
A gélrdl leolvashatd szekvencidban felfedezhetd az EcoRI
és a HindIII restrikcids enzim felismerd szekvenciaja, valamint
egy Alul hasitési hely, megegyezden a Boyerék &altal k&zdlt res-
trikcids hasitéasi térképpel (102).
Arra vonatkozdlag, hogy a pBR313 plazmid DNS-bdl izolalt
- restrikcids fragmentum tartalmaz-e promotert, vagy sem, ugy
tudunk valaszt adni, hogy részletesebben elemezziik a kapott
szekvencia részletet.
Az eddig ismert promoter szakaszok néhény jellegzetes
bazissorrendet tartalmaznak, amelyek kisebb eltérésekkel, va-
lamennyi promoterben felismerhetdk. Ilyen jellegzetes szekven-

cidk /[amelyekbdl a kb. 40 bazispar hosszusagu promoter felépiil/

a kbvetkezdk: 1/ felismerd szekvencia
2/ kotési szekvencia
3/ RNS iniciacidés pont
Az eddig ismert promoterek szekvencidjanak egy részletét a

4, tablazatban tiintettiik fel.
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4. tabléazat

" Az ismert promoter szekvencidk Osszefoglalasa

RNS-polimeréaz kotdhely

DNS GAAGTAACATGCAG TAAGATA
T7 A3 GAAGTAAACACCG TACGATG
td 62 GCTTTGCTTCTGAC TATAATA
fd G3 TGTTTCGCGCTTGG TATAATC
AP, TTACCTCTGGCGGT GATAATG
APy ATACCACTGGCGGT GATACTG
Lac [vad ATGCTTCCGGCTCG TATGTTG
tipus/
Lac UV-5 ATGCTTCCGGCTCG TATAATG
tRNSTY"  GGCGCGTCATTTGA TATGATG
Trp ATCATCGAACTAGT TAACTAG
SV 40 TGTTTATTGCAGCT TATAATG

Az altalunk meghatarozott DNS szekvencia tartalmazza a
Trp promoter szekvenci&janak egy 8 nukleotidbdl alld szaka-
szat, ATCATCGA-t /[/lasd bekeretezett részt a kbz6lt sekvenciaban/,
és egy ugyancsak 8 nukleotidbdl 4116 szimmetrikus régidt
/palindromot/ /lasd szaggatott vonallal aldhuzott szekvencia/,
AGCTTATC. Az eddig ismert szekvencia adatok alapjan a Trp
promoterrel analdg résztdl 7 nukleotidra kezdddik a kotési
szekvencia /Pribnow-b o x (111)/, amelynek kezdetét&l szami-
tott 13. nukleotid felel meg az RNS inicidcids pontnak. /A ko-
tési és a felismerd szekvencidk ko6zdtt mintegy 20-25 bazispar
tavolsag van./

A pBR313 plazmid DNS hindIII-EcoRI fragmentum szekven-
cidjat vizsgalva azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
az irodalmi adatokkal megegyezésben, a fragmentum tartalmaz
egy promotert, ill. annak egy részletét, és a HindIII res-
trikcids enzim valbszinilileg ott hasitja a DNS-t, ahol az

RNS-polimeraz kotési szekvencia kezdddik.
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V. OSSZEFOGLALAS

A disszertacid témadja a T4 bakteriofag altal indukalt
polinukleotid kinaz néhany, a DNS szerkezet kutatasban tor-
ténd, felhaszndlasi teriiletének bemutatédsa. A munka eredmé-

nyei az alabbi pontokban foglalhatdk Ossze:

1./ T4amN82 fagfertdzodtt Escherichia coli B baktérium sejtek-
bd1l tisztitottuk a fagindukalt polinukleotid kinazt. Mint-
egy 1l00OO-szeres tisztulast értiink el, és az enzimprepa-

" rdtum nem tartalmaz szennyezd nukledzokat, DNS ligazt,stb.

2./ Beallitottuk y-helyzetben 32P—jelze’tt nukleozid trifosz-
fatok laboratbériumi szintézisének mdédszerét. A nyert
/Y—BZP/ATP prepardtum tisztasdga RNS-transzkripcids vizs-

~gadlatokra is megfeleldnek bizonyult. Médositottunk egy en-
zimatikus /y;32P/ATP preparalast ugy, hogy a kereskedelmi-

leg beszerezhetd 32

P felhasznalds&val megfeleld ppecifikus
aktivitasu jelzett ATP-t allithassunk eld, ami médot nyujt
nagy specifikus aktivité&su DNS fragmentumok eldallitésara
is [ez utodbbiak specifikus DNS szakaszok vizsgalatahoz
nélkiilézhetetlenek/.

3./ A polinukleotid kinazzal és /y—32P/ATP—vel végzett in vitro
foszforilalasi technika felhasznalasaval megteremtettﬁk a
lehetBséget barmely DNS vagy RNS molekula /vagy fragmentum/

szelektiv radioaktiv jeldlésére, DNS vagy RNS molekulak

homogenitésanak vizsgalatara.



4./

5./

6./
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Ezen technika felhaszn&lasaval meghataroztuk a csoportunk-
ban Bacillus sphaericus~-bdl izolalt uj restrikcids endo-
nukledz, BspR hasitasi szekvencidjat végcsoportjelSléssel.
Megéilapitottuk BsSpR emésztéssel DNS molekulékon eld-
idézett hasitdsok szamat /A-DNS Bsp fragmentumainak sza-
mat/.

PBR313 plazmid DNS HindIII-EcoRI fragmentuménak a szek-
vencidjat meghatdroztuk egy uj DNS szekvencidzasi mddszer-

nek, a Maxam—-Gilbert technikanak az alkalmazasaval.
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