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1. BEVEZETÉS

A 70-es években intenziv kutatómunka indult meg 

a nitrogénkötés tanulmányozására, közismert okok kö­
vetkeztében: 1975-ös becslések alapján a nagymértékben 

növekvő műtrágya előállítás is csak mindössze 15 %-át 
/ 5x10^ tonna / fedezte az élővilág által egy év a- 

latt felhasznált nitrogénnek. Más forrásokból is ke­
letkeznek olyan nitrogén vegyületek, elsősorben oxi- 

dok, melyek szintén bekapcsolódhatnak a nitrogén cik­
lusba. Az ilyen eredetű nitrogén vegyületek is csak 

mintegy 10 %-át fedezik mindössze az élővilág által 
egy év alatt felhasznált nitrogénnek.

A fennmaradó 70 %-nyi évi hasznosítás, mintegy 

1,5x10^ tonna nitrogén a biológiai nitrogénkötés sza­
badon élő, vagy szimbiózisos formájában válik hozzá­
férhetővé.

Laboratóriumunkban a szimbiózisos nitrogénkötés 

genetikai és biokémiai tanulmányozása folyik. Az ál­
talunk vizsgált szimbiózisos rendszer egyik partnere 

egy, a Rhizobium genusba tartozó baktérium, a Rhizobi- 

um meliloti 41-es törzs a másik partner a pillangós nö­
vény, a lucerna / Medicago sativa /. A szimbiózisos 

nitrogénkötés fontossága következtében érthető az a 

világszerte egyre intenzivebbé váló kutatómunka, amely 

annak biokémiai és genetikai hátterét igyekszik meg-
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fejteni, elsősorban az egyik partner, a baktérium ol­
daláról.

Különböző Rhizobium törzsekkel transzformációt, 

transzfekciót, transzdukciót és konjugációt valósí­
tottak meg. Mindezek olyan információ-átviteli lehe­
tőségek, melyek a genetikai analizis alapjait képe­
zik.

1.1. Genetikai analizis Rhizobiumokkal

Genetikai analizis elvégzéséhez egyrészt mután­
sok sorozata, másrészt egy genetikai információ-át­
viteli rendszer szükséges. Az előbb felsorolt infor­
máció átviteli rendszerek segítségével a bakteriális 

kromoszóma részleges vagy teljes genetikai térképe 

megszerkeszthető. Az információ-átviteli rendszerek 

lehetőségeit illetve korlátáit az alábbiakban ismer­
tetjük.

1.1.1. Speciális transzdukció

Mérsékelt bakteriofággal való fertőzés után vi­
szonylag nagy gyakorisággal találhatunk olyan bakté— 

riumsejteket, melyek a fág-DNS-t saját kromoszómájuk­
ba épülve hordozzák. Ezen úgynevezett lizogén sejtek 

külső indukció hatására /ultraibolya fény, mitomicin/ 

fág termelésére képesek. Bizonyos gyakorisággal meg-
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történik, hogy "rossz” kivágódás következtében a 

fág DNS egy harmad-egynegyed része bakteriális ere­
detű DNS-sel cserélődik ki. A keletkezett lizátummal
mutáns baktérium sejteket fertőzünk.
A fertőzést túlélő baktériumok között találhatunk
olyan telepeket, melyek egy bizonyos genetikai jelleg­
re rekombinánsok. A keletkezett rekombinánsokat transz- 

dukánsoknak nevezzük; keletkezésük a fág részecskék 

által hordozott, és a sejtbe bejuttatott, prototróf 

tulajdonságot kódoló bakteriális DNS-nek a sejtbe való 

jelenlétével magyarázható. Speciális transzdukciót 

mutattak ki a 16-3 mérsékelt fággal Rhizobium melilo- 

ti 41-ben /1. /.
A speciális transzdukció genetikai finom térképe­

zésre alkalmas, mivel mindössze a fág att régiójának 

jobb és bal oldalán elhelyezkedő gének mobilizációjára 

képes, például a X fág esetén a gal operon és a bio
operon.

1.1.2. A 16-3 fág genetikai és fizikai térképének átte­
kintése

A 16-3 fág genetikai szempontból igen jól ismert. 

Kidolgozottak a fág mutánsok izolálásának és a mutáci­
ók térképezésének módszerei / 2.,3. /. Hőérzékeny /ts/, 

hő indukáló /ti/, különböző tarfolt morfológiájú /Nz,C/,
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host range /h/, eljbérő antigén hatású /Ant“/, vala­
mint deléciós mutánsok sorozata ismert / 2. /. Ezen 

mutációk helyének pontos meghatározására igen érzé­
keny, nagy felbontóképességű rendszer áll rendelke­
zésre. A mutációk helyének meghatározása, és az e- 

gyes mutációk közti rekombinációs gyakoriság elem­
zése alapján a 16-3 fág genetikai térképe nagy pon­
tossággal ismert.
A fág gének szekvenciális elrendezettsége az alábbi:

Csendes régió - C gén - korai gének - késői gé­
nek - lizis gének / 3»»4-. /•

Figyelemre méltó, hogy a fág genom legalább 

35 %-a a genetikailag csendes, nem esszenciális ré­
gió / 4. /. Ilyen szempontból is hasonló a 16-3 fág 

a X fághoz: ennél ugyanis a genomnak mindössze 

40 %-a létfontosságú / 68. /.
A transzdukáló és tarfolt képző 16-3 fág eseté­

ben minden valószinüség szerint a csendes régió cse­
rélődött ki bakteriális eredetű DNS-sel / 1. /.

Ugyancsak a csendes régió jelenléte indikálja 

annak a lehetőségét, hogy a 16-3 fág mint klónozó vek­
tor jöhet számításba. Ezt a lehetőséget alátámaszt­

ja az a tény is, hogy a 16-3 fág fizikai térképe is 

elkészült. A Bgl II, a Hind III, a Нра I, a Kpn I 

restrikciós enzimekkel teljes, az EcoR I enzimmel
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részleges fizikai térkép ismert / 4. /.
Az in vivo technikával készült pGX2 plazmid a 

16-5 fágot hordozza, és átvihető konjugációval E. co­
liba, onnan Rhizobiumba /5» /• Mindezek figyelembe­
vételével, a fizikai és genetikai térkép összehason- 

litásával fennáll annak a lehetősége hogy a Kpn I,
Bgl II, valamint a Нра I enzimek által kihasított 

legnagyobb fragmens maga lehet klónozó vektor /4. /.

1.1.3. Általános / generális / transzdukció

E transzdukciós jelenség hordozója szintén bak­
teriofág, azonban mechanizmusa teljesen eltérő a 

speciális transzdukciótól.
Fágfertőzés után az egyes fágrészecskék gazda­

sejten belüli •’összeszerelése" folyamán az érett fág 

fejekbe az eredeti genomhoz hasonló méretű, de bakte­
riális eredetű DNS csomagolódhat be. Enne£ következ­
tében a baktérium kromoszóma bármely helyéről szár­
mazó DNS darab ilymódon becsomagolódhat, ha mérete 

nem sokkal különbözik az eredeti fág DNS-től. Az igy 

nyert lizátummal való fertőzés után mutáns baktériu­
mokban transzdukánsokat izolálhatunk.

A fág genom körülbelül egy százalékát teszi ki 
a teljes bakteriális kromoszómának. Emiatt az áltálá-
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nos transzdukeió elsősorban finomtérképezésre alkal­
mas, és közeli gének közötti kapcsoltság kalkulálha­
tó segítségével. Ehizobium meliloti 15-30-ban Kowals­
ki / 6.,7» /, Ehizobium meliloti 41-ben Sik és mun­
katársai / 8. /, Ehizobium leguminosarumban V. Bucha- 

nan-Wollaston /9» /» Ehizobium meliloti GE4-ben 

Casedesus és Olivares / 10. / mutatott ki általános 

transzdukciót.
Megjegyezzük még, hogy in vitro körülmények kö­

tött is lehetőség nyilik általánosan transzdukáló fág 

részecskék képzésére. A P22 Salmonella fág esetén 

igazolták ezt / 11. /, amikor " DNS donor extraktum" 

jelenlétében P22 feji fehérjék és ATT hozzáadásával 
általánosan transzdukáló - bakteriális DNS-t tartal­
mazó - fág részecskéket kaptak / 12. /.
A "DNS donor extraktum"-ot olyan indukált lizogénből 
nyerték, amelyben a beépült profág feji fehérje gén­
jében mutáns volt, tehát ép fág összeszerelése csak 

akkor történt meg, ha kivülről adott feji fehérjék és 

ATP jelen voltak a rendszerben.

1.1.4. Bakteriális konjugáció

P faktorral rendelkező /Р+/ baktériumtörzsek ké­
pesek arra, hogy az ivaros megtermékenyitéshez némi-
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képp hasonlóan recipiens /F~/ törzsbe saját geneti­
kai anyag egy részét vagy egészét átjuttassák.

A donor sejtben az úgynevezett ’’rolling circle” 

mechanizmussal szintetizálódott egyes szálú DNS Jut 

az előzőleg létesített protein hidon át a recipiens 

sejtbe, ahol a komplementer szál szintetizálódik. A 

recipiens sejtben a homológ kromoszóma részek között 

rekombináció mehet végbe. A folyamat során parciális 

zigóta / merozigóta / képződik. Az F+ tulajdonságért 

felelős genetikai anyag egy cirkuláris DNS molekula 

/ plazmid /, mely az F“ sejtbe Jutva azt F+ tulaj­
donságúvá alakitJa.

Bár Rhizobiumok esetében is voltak utalások kon­

jugációra / 69.,13» /> azonban 1977-ig noduláló és 

nitrogént kötő Rhizobium genetikai térképe nem volt 

ismeretes.
A Pl inkompatibilitási csoportba tartozó plazmi- 

dok széles gazdaspecifitásúak, közülük az R6845 fel­
tűnő kromoszóma mobilizáló tulajdonságú.

P plazmiddal történő térképezési kísérletek sike­
resnek bizonyultak, és 1977-ben egymástól függetlenül 
két Rhizobium meliloti genetikai térképét közöltek.
/ 15.,16./.

Bizonyossá vált, hogy hasonlóan az E. colihoz, e 

Rhizobiumok is kör alakú genetikai térképpel rendelkez-
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nek. A P plazmidok segítségével történő genetikai 
térképezés igen hatékonynak bizonyult, és pillanat­
nyilag a legjobb módszernek tűnik.

Azonban mindeddig nem jelent meg közlemény, a- 

melyben a szimbiózisos tulajdonságokért, mint példá­
ul a gazda specifitás, gumóképzés, vagy a nitrogén 

kötésért felelős gének lokalizálása megtörtént vol­
na szimbiózisos rendszerben, bár a közeli jövőben 

ez várható.

1,2, Bakteriális plazmidok

Plazmidoknak nevezzük azokat az önálló genetikai 
elemeket, melyek stabilan öröklődnek extrakromoszó- 

mális állapotban. Bizonyos plazmidok reverzibilisen 

képesek beépülni a gazdasejt kromoszómájába, ezeket 
episzómáknak nevezzük / 17. /. Felosztásuk több szem­
pontból lehetséges; néhányat ezek közül ismertetünk.

Az egyik ilyen a már emlitett konjugációra ké­
pes plazmidok, melyeket szex faktornak is nevezünk. 
Ebbe a csoportba tartozó plazmidok kromoszóma mobili­
zációra képesek, és a bakteriális keresztezés során a 

donor sejt DNS-e mellett saját maguk is átkerülhet­
nek a recipiensbe.

A másik csoportba azok a plazmidok tartoznak, me-
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lyek konjugációt nem képesek létrehozni. Mindkét cso­
portba tartozó plazmidok hordozhatnak kolicin terme­
lésért, antibiotikum rezisztenciáért, enterotoxin 

termelésért felelős géneket. Ennek megfelelően ezek 

elnevezése: Col, R vagy Ént plazmidok.
A plazmidok felcsavarodott / supercoiled /, ko­

valensen zárt kör /ССС/ alakú DNS molekulák. Ez a 

tulajdonságuk lehetővé teszi, hogy interkalálódó fes­
ték jelenlétében a tisztított bakteriális DNS prepa­
rátumból CsCl sűrűség grádiens centrifugálással a 

plazmid DNS-t elválasszuk az összetöredezett, lineá­
ris DNS-től / 18. /.

Ugyanazon sejtben nem minden plazmid képes együt­
tesen fennmaradni. E tulajdonságuk alapján osztjuk 

fel a bakteriális plazmidokat különböző inkompatibi­
litási csoportokba. Mintegy 24 inkompabilitási cso­
port ismeretes / 19» /• Általában ugyanazon inkompa­
bilitási csoportba tartozó, két különböző plazmid sta­
bilan nem marad meg egy sejten belül, ugyanakkor más 

csoportba tartozóval igen.
A sejtenkénti kópiaszám alapján is különbséget

1000tehetünk egyes plazmidok között. Például az RSF 

jelű E. coli plazmid 20-40 példányszámban található 

sejtenként, az ilyen tipusú plazmidot relaxáltnak ne­
vezzük. Ez a szám még igen erősen növelhető, ha a
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kultúrához protein szintézist gátló klóramfenikolt a- 

dunk. Ebben az esetben a példányszám 1000-2000-re is 

növekedhet sejtenként / 20. /.
A sejtenkénti néhány kópiaszámban jelenlévő 

plazmidokat stringensnek nevezzük; általában ezek 

klóramfenikollal nem amplifikálhatóak / 21. /.

1.3. Rhizobium plazmidok

A Rhizobiaceae család mindössze két nemzetségből 
áll: Agrobacterium- és Rhizobiumból. Mindkettő képes 

arra, hogy a gazda növényen sejt osztódást váltson 

ki. A. tumefaciens és A. rübi növényi tumort indukál­
nak, A. rhizogenes gyökér proliferációt okoz, mig kü­
lönböző Rhizobium specieszek gumóképzést indukálnak 

pillangós növények gyökerein. A. tumefaciens tumort 

okozó képességét nagy plazmidok /TI-plasmid/ irányit- 

ják / 22.,23. /, melyek molekulasúlya 98xl0^-158xl06 

D tartományban terjed ki. Hasonlóképpen nagyméretű 

plazmid molekulát izoláltak A. rhizogenesben és A. 
rubiban / 22. /.

Feltűnő a hasonlóság, amikor négy kontinesről 
származó 25 Rh. meliloti törzset vizsgáltak meg nagy 

plazmid jelenléte szempontjából / 24. /. Azt az érde­

kes eredményt kapták, hogy 25, szimbiózisban hatékony
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törzs közül 22-Ъеп kimutatható volt nagy plazmid, 

melyek molekulasúlya 90x10^-200x10^ tartományban 

volt. Lehet hogy Rhizobium meliloti esetében a nit­
rogénkötés mechanizmusának egyes lépései plazmidon 

kódoltak.
Rhizobium leguminosarum esetében ezt részben 

igazolták is. Southern technikával / 25. / néhány 

Rh. leguminosarum nagy plazmid EcoRI-el emésztett 
fragmensei közül némelyik hibridizálható K. pneumo­
niae nif régióját tartalmazó plazmidokkal / 26. /.

1.4. Nitrogénkötéssel kapcsolatos génmanipulációk

Az in vitro rekombinációs kísérleteknek számos
előfeltétele volt. Az egyik - talán legfontrosabb - 

a DNS-t egy bizonyos specifikus helyen felismerő, és 

ott, vagy annak közvetlen közelében elvágó fehérjék, 

a restrikciós endonukleázok felfedezése / 27*»28., 
29.,50. /. P. Berg munkatársainak úttörő kisérlete 

/ 31. /, majd H. Boyérnék az EcoRI restrikciós endo- 

nukleáz által elvágott kettős szálú DNS végei komp­
lementer voltának bizonyítása / 32. / teljesen új 
utat nyitott a molekuláris biológiában: a genetic 

engineering-et.

Elvileg lehetőség nyilt bármilyen forrásból származó 

DNS funkcionális tanulmányozására.
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Gyakorlatban is már számos szép eredmény szü­
letett, például az inzulin termelésért felelős gén 

klónozása.
E módszer jövőbeni lehetőségei szinte beláthatatla- 

nok.
Néhány éven belül ismertekké váltak azok az ered­

mények, melyek a Klebsiella pneumoniae nif génjeit 

tartalmazó plazmidok, az FN68 és az RD1 megalkotását 

jelentették / 33«>34-» /• Mindkét plazmid a K. pneu­
moniae his és nif génjeit hordozza; az EDI plazmid a 

P tipusú RP4 és az PN68 rekombinációja során kelet­
kezett. Mindkettő Ígéretesnek tűnt, azonban nagy 

méretük és alacsony példányszámuk sejtenként nem tet­
te lehetővé nagy mennyiségben való preparálásukat; 

in vitro módszerekkel kisebb, jobban amplifikálható 

plazmidot, a pCRA 37-et állították elő / 33. /.
Nemrégiben vált ismertté, / 36» / két újabb 

plazmid, a pCMl és a pSA30 klónozása, melyek segít­
ségével - beleértve a pCRA37-et is - a teljes nif 

régió átfedhető a nifJ gén kivételével. E három plaz­
mid lehetővé teszi a szimbiozisos rendszerek nif gén­
jeinek azonosítását hibridizációs technikával.

Az eddigi munkák során a sok időt igénylő növé­
nyi teszt helyett a nif gének lokalizációja megálla­
pítható /plazmid vagy kromoszóma/, és további, bioké-
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miai módszerekkel való tisztításukat, klónozásukat 

teszi lehetővé.

1.5« Célkitűzés

A Rhizobium meliloti 41 16-3 fág ja speciálisan, 

a 11 fág általánosan transzdukál. Ugyanakkor ismert 

volt, hogy e két fág szerológiailag azonos: kölcsönö­
sen inaktiválhatók mindkét fajta szérummal / 37* /• 

Ennek a jelenségnek a kontrollja is ismeretes: a 32 

virulens Rh.m. 41 fág teljesen érzéketlen a másik 

két fág által indukált szérummal szemben, ugyanakkor 

a transzdukáló fágok sem inaktiválhatók a 32 fágra 

specifikus szérummal.
A transzdukciós viselkedésben mutatott különbség 

azonban mindenképpen indokolttá tette e két fág genom 

összehasonlitó analízisét, mivel ez az eltérő tulaj­
donság egy genetikai változás következménye. Feltéte­
leztük azt, hogy a rendelkezésre álló eszközökkel ezt 

a különbséget detektálni tudjuk. Kisérléteinkben a 

16-3 fág mint viszonyító szerepelt, és nagy segítséget 

adott munkánkhoz az a tény, hogy genetikai és fizikai 
térképe ismert volt.

A dolgozat első részében a két fág DNS összehason­
lító analízise során kapott eredményeket mutatjuk be.
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A Rh.m.41 - hasonlóan más noduláló és nitrogén- 

kötő organizmusokhoz - plazmid DNS-el rendelkezik.
E plazmid tisztításának, előállítási körülményeinek 

leirása nem egységes, nagy mérete következtében 

tisztítása körülményes.
A második rész a tisztítási körülmények beállí­

tását, és a plazmid, a pRM41 részleges jellemzését 

tartalmazza.
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2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2*1# Baktérium- és fágtörzsek, táptalajok

A. Baktériumtörzsek

Rhizobium meliloti 41 / a továbbiakban Rm 41 /: 

lucernával szimbiózisban élő baktériumtörzset Szende 

és ürdögh izolálta talajból 1961-ben. Kísérleteink­
ben a vadtipusú származékot használtuk fel.

Rm 41 /16-3/: Rm 41-nek a 16-3 bakteriofággal lizo- 

genizált származéka.
E. coli C600: X fág titráláshoz használtuk.
E. coli /JL CI857/: X CI857 fággal lizogenizált, 

hőindukáló E. coli törzs.

B. Fágtörzsek

16-3 fág: mérsékelt Rm 41 fág;
11 fág: Rm 41 fág; Szekeres izolálta 1975-ben, talaj­

ból.
A5 fág: Orosz izolálta; ez a 16-3 fágnak deléciós mu— 

tánsa; a deléció nagysága 7,1x10"^ bá­
zispár / 4. /.

X Cl837: hőindukálható X fág.
Kísérleteinkben komplett YTA táptalajt használtunk. 
Ennek összetétele egy liter tápoldatban a következő:
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Élesztő kivonat 1 6
10 gTripkazin

5 SNaCl

1.5 SКЖ)3
1 ml1 M MgSO^ oldat 

1 M CaCl2 oldat 

Lágy /fedő/ agar 

A táptalajhoz 0,6 % agart adtunk 

Szilárd táptalaj
Az YTA folyadékot 1,5 % agarral egészítettük ki.

0,5 ml

2.2. DNS tisztítás fágból

Fág DNS tisztítását Sik / 38. / szerint végeztük 

el. Jó DNS preparátum készíthető abban az esetben, 
ha az előzetesen tisztított fág titere eléri az 

5x10^-10"^ fág/ml értéket. A fágok előzetes szapo­
rítását és tisztítását többféleképpen oldottuk meg.

A. A 11-es fág szaporítása

Exponenciális fázisban lévő Rm 41 sejtek folya­
dék tenyészetét 1-es multiplicitással fertőztük. A 

fertőzéstől számított három óra múlva / ez két lizis 

ideje/ a tenyészethez néhány csepp kloroformot, vala­
mint diatomaföldet adtunk, majd 4 °C-on éjszakán át 

állni hagytuk. Ezután G3 jelű zsugorított üvegszürőn
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szűrtük, majd 12000 percenkénti fordulatszámmal 90
perc alatt lecentrifugáltuk a tenyészetet. A felül- 

úszót kiöntöttük, és ezután az üledéket éjszakán át 

szuszpendáltattuk 10“3 -4 M CaCl2-t
tartalmazó fiziológiás sóoldatban. / Rázás vagy erő-

M MgCl-t, 5x10

teljes keverés hatására a fágok könnyen inaktiválód­
hatnak /. Ezzel a lépéssel mintegy százszoros tömé­
ny itést érhetünk el, és a fág titere eléri a kivánű 

értéket. Abban az esetben, ha ez nem igy volt, to­
vábbi centrifugálással és kisebb, 0,1-0,2-szeres 

térfogatban való szuszpendálással töményitettük a 

fágot.

В. A 16-3 fág szaporítása

Exponenciális fázisú Rm 41 /16-3/ lizogén sejtek 

folyadék kultúrájához 1,5 ug/ml végkoncentrációban 

mitomicint adtunk; ez a koncentráció elegendő a li­
zogén sejtek indukciójához. Lizis után a tenyészet 
feldolgozása megegyezik a ll_es fág esetén leírtak­
kal.

Más módszert jelentett a jólismert kettős agar 

technikával / 39» / szaporított fág szuszpenzió elő­
állítása, amit a 16-3 fág esetén szintén kipróbál­
tunk. Mintegy 5000 pfu/lemez esetében egy lemezről
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mintegy ÍO1^ fág nyerhető. A fedő agar eltávolítá­
sa és szűrése után a feldolgozás menete ugyanaz, 
mint az előbbiekben.

C. Az A5 fág szaporítása

Kis Burst értéke következtében szintén lemezen tör­
tént.

D. Az X CI857 fág szaporítása

Exponenciális fázisú lizogén sejteket 42 °C-on 

20 percig hővel indukáltunk. A hőindukciós lépés 

után a sejteket 37 °C-on 3 órán át tovább rázattuk, 

mig a lizist kloroform hozzáadásával értük el. A te­
nyészet szűrése és további feldolgozása megegyezik 

a fentiekkel.
Az igy előállított tömény fágszuszpenzió tite- 

rét kettős agar technikával állapítottuk meg / 39. /. 

Abban az esetben, ha nagymértékben tisztított fágra 

volt szükségünk, akkor tovább CsCl lépcsős grádi- 

enst használtunk, melynek lépcsői 1,3» 1,6, 1,75 g/cm 

értékűek voltak a 11 és a 16-3 fágok esetében, mivel 
ezek úszó sűrűsége l,55-lj56 g/cm / 8. /. Az A5 de- 

léciós mutáns esetében a második lépcső sűrűsége:
1,45 g/cm volt.

A fág szuszpenziót a CsCl lépcsők fölé helyez-
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tűk el óvatosan, majd 90 percig 35000 percenkénti 
fordulatszámmal centrifugáltuk. A felső, vizes ré­
teg leszivatása után a mintákat felülről frakcionál- 

tuk, fágtartalmukat cseppentési teszttel határoztuk
meg.

A tömény fág szuszpenziót frissen desztillált 

fenollal kezeltük; a fenolt előzetesen telitettük.
A vizes fázis leszivatása után még egyszer fenoloz- 

tuk a mintát, majd steril dializáló hártyában 0,1 

SSC oldattal szemben dializáltuk, állandó kevertetés 

mellett. A dializis hatékonyságát többszörös puffer- 

cserével fokoztuk, és a pufferben 270 nm—en mért 
/fenol/ extinkciójának a csökkenésével követtük. A 

dializist az itt mért extinkció 0-ra való csökkené­
sekor fejeztük be.

A DNS koncentrációját 260 nm-en mért extinkció- 

Jával határoztuk meg, tisztaságát az itt mért, vala­
mint a 230 és 280 nm-en mért extinkciók hányadosával 
Jellemeztük. Kielégítő tisztaságú az a DNS, melynek 

ezen értékei 1,8 körüli értéket adnak.
Az igy tisztított DNS-t steril kémcsőben tárol­

tuk 4 °C-on, használat közben steril pipettaheggyel 
vettük ki a preparátumból a kívánt mennyiségű DNS-t, 
amit ilyen körülmények között hónapokig tároltunk 

károsodás nélkül.
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2.5. Plazmid DNS tisztítás Rm 41-ből

Már korábban is ismeretes volt, bogy különböző 

Rhizobium törzsek nagy plazmáddal rendelkeznek / 40. /, 

azonban egyértelmű módszer nem volt ismeretes a szak- 

irodalomban, mely segítségével nagymértékben tisztí­
tott plazmid DNS előállítható Rhizobiumból. Ezért 

használtuk fel Currier és munkatársai / 41. / eljá­
rását, amelynek módosítása kéziratként volt ismere­
tes. Ez a módszer sikerre vezetett, és ezt az alábbi­
akban ismertetjük..

1,5 1 exponenciális fázisban levő Rm 41 kultú- 

=0,4/ centrifugáltuk, majd a sejteket 0,5 1 

TE pufferben szuszpendáltuk. A TE puffer összetéte­
le: 0,02 M EDTA, 0,05 M Tris HC1, pH=8. A szuszpen- 

dált sejteket 50 ml 20 %-os SDS oldattal tártuk fel, 

és 60 ml 5 mg/ml koncentrációjú, 57 °C-on előemész­
tett promázt adtunk a lizátumhoz. A lizátumot 57 °C- 

on 50 percig inkubáltuk. A tiszta, nagyon viszkózus 

lizátumot 5-10 másodpercig nyirtuk, majd 150/min for­
dulatszámmal mágneses keverővei kevertettük. Keverés 

közben 5N NaOH oldatot csepegtettünk a lizátumhoz, 

mig annak a pH-ja 12,1-12,5 közé beállt. További 5 

perc keverés közben annyi szilárd NaCl-t oldottunk 

fel, mig annak végkoncentrációja 5 %-os nem lett.

rát /OD540
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Frissen desztillált, 3 %-os NaCl-al telitett fe­
nolt adtunk a lizátumhoz, azonos térfogatban, további 
tiz perc keverés mellett. A fenolos és vizes fázis 

szétválasztása után 1/100 térfogatnyi 1,5 И MgClg, 
és 0,5 M Na2HP0^ oldatot adtunk a vizes fázishoz, va­
lamint 0,7 térfogat 96 %-os etanolt.

A vizes fázis DNS tartalma -20 °C-on éjszakán 

át kicsapódott, és kiülepedését a keletkezett MgHPO^ 

csapadék segitette elő. Ezt az üledéket a lehető leg­
kisebb térfogatú 0,1 M EDTA / pH=8 / oldatban szusz- 

pendáltuk, majd TES pufferrel szemben kevertetés és 

többszöri puffercsere mellett steril dializáló hár­
tyában dializáltuk. / A TES puffer összetétele: 0,05 M 

Tris HC1, 0,005 M EDTA, 0,05 M NaCl, pH=8,5 /.
Az igy kapott tiszta DNS oldathoz annyi szilárd 

GsCl-t adtunk, mig annak törésmutatója, n=l,390 érté­
ket elérte / g =1,5981 g/cmrV. Az oldathoz 10 ug/ml 
koncentrációban etidiumbromidot adtunk, majd SW41-es 

rotorban 48 órán át 35000 percenkénti fordulatszám­
mal centrifugáltuk.

A centrifugális erőtér által generált koncentrá­
ció /sűrűség/ grádiensben az oldat DNS tartalma az 

egyensúlyi helyzetnek megfelelő pozicióba vándorolt.
A különböző sávokban elhelyezkedő DNS ultraibolya 

fényben láthatóvá válik. Grádiens centrifugálással
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előállított plazmid DNS további feldolgozásra alkal­
mas volt. Tárolása a fág DNS-el megegyező módon tör­
tént.

2.4. Agaróz gélelektroforézis

A restrikciós enzimek felfedezése után vált szük­
ségessé egy olyan analitikai módszer kifejlesztése, 

amely lehetővé teszi DNS fragmensek mólsúly szerinti 
elválasztását, és azok detektálását. Elektroforézissel 
már korábban is próbálkoztak DNS molekulasúly szerin­
ti elválasztásával / 42. /, azonban a választott kö­
zeg / keményítő gél / tulajdonságai nem voltak kielé- 

gitőek.

Minden szempontból alkalmasnak tűnt az az elvá­
lasztás, melyben agaróz gélt használtak / 4J. /, sőt 

a gél koncentrációjától függő lineáris munkátartományt 
találtak. Kitűnt, hogy a módszer alkalmas viszonylag 

nagy pontossággal DNS mólsúly meghatározásra is / 44./.
Kísérleteinkben 1 %-os agaróz gélt használtunk, 

és a DNS sávok megjelenítésére etidiumbromidot hasz­
náltunk, amit az elektroforetikus pufferben oldottunk 

fel. Ultraibolya fény alatt kedvező esetben mintegy 

10 ng DNS szemmel látható és lefényképezhető egy sáv­
ban.
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A kísérletek során csöves és függőleges lap 

/ 45. / elrendezésben levő agaróz gélt használtunk, 

az alkalmazott feszültség-grádiens 1-8 V/cm-es ér­
tékek között volt. Próbálkoztunk vízszintes lap gél- 

47* /» azonban ezek a kísérletek nem 

adtak olyan jó eredményt, mint a fentiek.
lel is / 46•»

2.5. Restrikciós enzimek tisztítása

Kísérleteinkben használt restrikciós enzimek 

közül a BamHI-et, a Pstl-et, és az EcoRI-et tisztí­
tottuk. Tisztításukra számos általános módszer is­
mert / 48.,49.,50. /. A leirt módszerek nagymérték­
ben hasonlóak, és az alábbi lépéseket tartalmazzák.

Az adott restrikciós enzimet termelő baktérium 

nagy mennyiségű / 10-20 liter / exponenciális fázisú 

folyadékkultúráját lecentrifugáltuk, és azonos tér­
fogatban szuszpendáltuk. A sejteket ultrahangos de- 

zintegrátorral tártuk fel, majd a sejttörmeléket 

350ОО percenkénti fordulatszámmal egy órán át centri­
fugáltuk. A felülúszó oldat elsősorban proteineket 

és összetöredezett nukleinsavakat tartalmaz. A követ­
kező lépésben ezek szétválasztása történik. Kétféle­
képpen végeztük el ezt a lépést: A BamHI és a PstI 

esetében Biogel A 05 töltetű oszlopon való kromatog- 

ráfiával, az EcoRI esetében minden OD^gQegységre adott
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1 ml 10 %—os streptomicin szulfát oldattal történt.
A Biogel oszlopról lejövő frakciók endonukleáz tar­
talmát teszteltük, az aktiv frakciókat összeöntöttük 

és dializis után DE 52-es ioncserélő-oszlopra vittük, 

Az EcoRI esetében a nukleinsavaktól megtisztított ol­
datot vittük fel DE 52-es töltetű oszlopra. Az osz­
lopról a megkötött fehérjéket sógrádienssel mostuk le.

Az aktiv frakciók dializise után Pll ioncserélő 

cellulóz-foszfát oszlopon tisztítottuk az anyagunkat. 
Az oszlopról ebben az esetben is sógrádienssel mostuk 

le a megkötött proteineket.
Az aktiv frakciókat összegyűjtöttük, és 50 % 

glicerint tartalmazó puffer oldattal szemben dializál- 

tuk.

Az igy kapott enzimek kielégítő tisztaságúnak bi­
zonyultak, és -20 °C-on tárolva aktivitásukból nem 

vesztettek, többszörös enzimfeleslegben éjszakán át 

a hozzáadott DNS-elnem kenődő, agaróz gélen éles frag- 

menseket adtak.

2.6. DNS elektronmikroszkópia

Kleinschmidt kísérleteitől számítva / 51» / lehe­
tővé vált DNS molekulák közvetlen megfigyelése elek­

tronmikroszkópban. Az akkor használatos technika alap-
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elvei azóta sem változtak. Elektronmikroszkópos 

preparátumkészités az alábbi lépésekből áll.
Nagymértékben tisztított DNS-t olyan pufferben 

oldjuk, amely nagy koncentrációban tartalmaz sót 

/ ammonium acetát /, vagy szerves oldószert / for­
mamid /, valamint kis koncentrációban valamilyen am- 

fipatikus tulajdonságú vegyületet: kis molekulasú­
lyú fehérjét, például citokrom c-t, lizozimet, vagy 

detergenst: benzil-alkil-ammónium-kloridot / ВАС /

/ 52. /.
Ezt az oldatot teritjük szét az adott sóra vagy 

oldószerre nézve higabb puffer, a hipofázis felüle­
tén. A DNS-t tartalmazó oldat szétterül a hipofázis 

felszínén, és amfipatikus komponense monomolekuláris 

filmet képez.
Az oldatban levő DNS molekulák ehhez a réteghez 

abszorbeálódnak, Ehhez a réteghez érintjük hozzá 

egy előzetesen szénhártyával vagy parlodion filmmel 
boritott rostélyt, és kiemeljük a hozzá tapadt DNS-t 
is. A rostélyt ezután nagy vákuumban 10°-os szög 

alatt nehézfém, például Pd vagy Pt elgőzölögtetésével 
árnyékoljuk, miközben a mintatartó asztalkát forgat­
juk / "rotary” árnyékolás /.

Attól függően, hogy a szétterítés során milyen 

közeget használunk, vizes, illetve formamidos techni-
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kát különböztetünk meg / 53» /» kísérleteinkben mind­
két technikát használtuk. A szétterítő oldatban ci- 

tokróm c volt az amfipatikus komponens. Nehezen ér­
tékelhető eredményeket kaptunk, amikor ehelyett ВАС 

detergenst használtunk. A preparátumokat a Biofizi­
kai Intézet Jeol elektronmikroszkópján tanulmányoz­
tuk.

2.7* Elektronmikroszkópos heteroduplex analizis

Ha két rokon DNS molekula esetében a köztük
fennálló inhomogenitásokra vagyunk kiváncsiak, illet­
ve részleges szekvenciális hasonlóságot akarunk ki­
mutatni két, különböző eredetű DNS között, akkor en­
nek közvetlen kimutatására alkalmas módszer az elek­
tronmikroszkópos heteroduplex analizis / 54.,55*>56., 

57»»58. /. Segítségével néhány száz bázispárra tehe­
tő különbségeket nagy biztonsággal ki lehet mutatni.
A technika alapja az alábbi:
AA* és BB* komplementer szálakat tartalmazó rokon 

DNS molekulák ekvimoláris keverékének denaturálása 

után 50 %-os valószinüséggel keletkeznek az eredeti 
AA* és BB* homoduplex molekulák mellett AB* és BA* 

heteroduplex molekulák, ha denaturálás után renaturáló 

körülményeket biztosítunk.
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A komplementer szálak szétválasztását 50 % for- 

mamidot tartalmazó oldat 90 másodpercig forró víz­
fürdőn való melegítésével értük el. Ezután 0,2 M 

végkoncentrációban nátrium-perklorátot adtunk a reak- 

cióelegyhez, és 37 °C-on egy órán át renaturáltatrtuk. 

Renaturálás után a mintát sótól és egyéb szennyező­
désektől Sephadex G 100 oszlopon tisztítottuk /59» /• 

A szétterítéshez citokróm c-t adtunk, és 10 %-os 

formamidot tartalmazó hipofázisra vittük a mintát.
További feldolgozása megegyezik a 2.6. fejezet­

ben leírtakkal; a jó feloldóképesség érdekében hete- 

roduplex mintáinkat csak Pt-val árnyékoltuk.

2.8. Restrikciós enzimmel hasitott DNS fragmens izo­
lálása agaróz gélből

Számos módszer ismeretes a szakirodalomban, me­
lyek segítségével preparativ módon DNS fragmens izo-

62. /. A leirt módszerekIáIható gélből / 59.,60.,61 

elvileg két csoportra oszthatók.
Az egyik metódus szerint az adott DNS fragmenst 

további elektroforézissel a gélből kivándoroltatjuk, 

azonban a gélből kilépett DNS-t valamilyen módon 

visszatartjuk. Ez megoldható például az adott fragmens-

való futtatásával, vagy az 

elektroforézis körülményei között a DNS-t irreverzibi-

•,

nek dializáló hártyába



- 28 -

lisen megkötő adszorbens alkalmazásával / malachit 

zöld, hidroxi-apatit /. A gélből eltávolitott DNS-t 
ezután a dializáló hártyában töményithetjük, illetve 

az adszorbens felületéről eltávolithatjuk.
A másik eljárás szerint az adott fragmenst tar­

talmazó agaróz gél darabot feloldjuk, és ezután tisz­
títjuk a DNS-t valamilyen módszerrel. Az agaróz oldá­
sát melegítéssel, agaráz enzim alkalmazásával, vagy 

4 M-os KI oldatban való melegítéssel oldották meg.
Ez utóbbi módszert alkalmaztuk / 63. /, némi módo­

sítással; lépéseit az alábbiakban részletezzük:
A kivánt fragmenst restrikciós enzimmel emész­

tés és gélen való futtatás után a gélből éles pengé­
vel kivágtuk. Feloldásához 4 M Kl-ot, 20 mM TrisHCl-t,
7 mM 2 merkapto-etanolt tartalmazó puffert / pH=8 / 

használtunk, az oldat 45 °C-on való enyhe rázogatá- 

sával.
Az agaróz oldódása után 25 percig SW 39-es rotor­

ban 3ОООО percenkénti fordulatszámmal centrifugáltuk 

a mintát. A szol állapotú agaróz a centrifugacső al­
jára ülepedett, a DNS zöme a felülúszó oldatban ma­
radt.

A felülúszót egy kis térfogatú / kb. 1 cm^ / 

hidroxi-apatit oszlopra vittük, egy oszloptérfogat 

KI-os pufferrel mostuk, majd három oszloptérfogatnyi
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foszfát pufferrel / pH=6,7 / eluáltuk.
Az eluátumot 0,1 SSC oldattal dializáltuk, majd 

az eredeti térfogat 5 %-ára töményitettük polietilén- 

glikollal, ezután újra dializáltuk 0,1 SSC oldattal 
szemben.

Az egész eljárást a lehetőségekhez képest steri­
len végeztük el, és az igy előállított, viszonylag 

hig / mintegy 5 ug/ml koncentrációjú / DNS oldatot 

steril kémcsőben tartottuk.
A módszerrel-becslés alapján- mintegy 50-60 %-os 

kitermelést tudtunk elérni.

/^2
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3. EREDMÉNYEK

3.1. A 11-es és a 16-3-as fág DNS-ek mólsúlyának meg­
határozása gélelektroforetikus módszerrel

A két fág DNS-t különböző restrikciós enzimek­
kel emésztettük, majd ezt követően a keletkezett DNS 

fragmenseket agaróz gélen választottuk szét.
Szembetűnő, hogy a két fág DNS azonos restrik­

ciós enzimmel emésztett futtatási képén semmi különb­
séget nem tudtunk kimutatni / 1. ábra /. A kísérle­
teket eredetileg ugyanis olyan céllal végeztük el, 

hogy a DNS-ek közötti feltételezett különbséget de­
tektálni tudjuk, azonban ez ilyen módszerekkel nem 

érhető el.
Eredeti célkitűzésűnket nem értük el, de ezek a 

kísérletek sok szempontból hasznosak voltak; segítsé­
gükkel viszonylag jó közelítéssel meghatároztuk e 

két fág DNS mólsúlyát. Az általunk kapott eredmények 

a kísérleti hibák határain belül megegyeztek a 16-3 

fág esetében meghatározott értékkel / 64. /.
A gélelektroforézises mólsúlymeghatározás indi­

rekt módszer, mivel egy adott restrikciós enzimmel 
hasitott DNS fragmensek mólsúlya csak megfelelő ka­
libráció után számolható. Ezek összege tehát a genom 

méretével egyenlő.
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А 2. ábrán két kalibrációs görbe látható; az itt 

szereplő pontok X fág DNS-nek EcoRI enzimmel emész­
tett és gélen elválasztott fragmensei; ezek mérete 

viszonylag nagy pontossággal ismert / 44. /. Az absz­
cisszán önkényes egységekben felvett relativ elmozdu­
lás, az ordinátán a fragmens mólsúlyok logaritmusa 

szerepel. Bizonyos tartományon bévül linearitás áll 

fenn e két változó között; kisebb koncentrációjú gél 
használata jobb felbontóképességet és nagyobb lineá­
ris tartományt jelent, mint ez az ábrán feltüntetett 

0,7 %-os és L %-os agaróz gél adatainak összevetésé­
vel látható.

Az 1. ábra gélképéből számítható fragmens mólsú­
lyokat az 1. táblázat tartalmazza. A táblázat adataiból 
kitűnik a módszer fogyatékossága is, mivel az egyes 

fragmens mólsúly értékek mellett a szórásokat is fel­
tüntettük. Látható, hogy az elhajló, nem lineáris 

tartományba eső fragmensek értékeinek számítása esetén 

az elkövetett hiba mintegy 10 %-os; ez tehát a 8-9 MD 

mólsúlyoknál nagyobb fragmensekre vonatkozik.
A mólsúly csökkenésével az elkövetett hiba is 

csökken, és egészen a körülbelül 2 MD értékig 4-5 %-os.
Az ennél kisebb mólsúlyú fragmensek esetében az 

elkövetett hiba újra növekszik, és a néhányszor 10^ 

mólsúlytartományban 15-20 %-ot is eléri. Mivel a geno-
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mok zömét kitevő fragmensek mólsúlyainak értéke a 

2-8 MD-os tartományba esik, az elkövetett hiba je­
lentősen nem nőtt meg.

A táblázat adataiból látható, hogy az egyes frag­
mensek gélen való eloszlásában, következés képp mól­
súlyaiban, igy ezek összegében azonos értéket kap­
tunk mind a két fág DNS-re a kísérleti hibahatáron be­
lül. A 11-es fág mólsúlya és fragmentációs mintázata 

tehát azonos a 16-3 fágéval. Ez a tény is mutatja, 

hogy a két fág DNS, ennek következtében a két fág egy­
máshoz nagymértékben hasonló.

3.2. A két fág DNS mólsúlyának meghatározása elektron- 

mikroszkóppal

Gélelektroforetikus adataink ellenőrzése céljá­
ból a két fág DNS mólsúlyát elektronmikroszkóposán is 

meghatároztuk. Az ilyen mérések alapja a DNS kontúr 

hosszának meghatározása. Ez a szám, valamint a na­
gyítás értékével közvetlenül kalkulálható az adott 

DNS molekula abszolút hosszúsága. Megjegyezzük azon­
ban, hogy egyértelműbbé akkor váltak volna eredménye­
ink, ha belső standardként ismert, jól meghatározott 

DNS molekulát használunk; ilyen szempontból tehát az 

elektronmikroszkópos módszer is indirekt. Mivel belső
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1. ábra. A keletkezett fragmensek gélelektroforetikus 

elválasztása.
1. A/EcoRI; 2.,3. 11,16—3/EcoRI ;
4.,5. 11,16-3/SatI; 6.,?. 11,16-3/PstI.

1 M‘V

1 •

-1

2. ábra. 0,7 és 1%-os agaróz gélek ka 

enzimmel emésztett A fággal
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1. Táblázat

EcoRI, Sali és PstI enzimekkel emésztett fág DRS-ekből 
keletkező fragmensek mólsúlyainak kiszámítása.

Restrikciós enzimek

Fragmens №
EcoRI * 

3,31 ± 0,219 

5,25 ± 0,21

4.97 ± 0,191

4,11 i 0,129 

4,0 ± 0,112

2.97 ± 0,191 

2,68 ± 0,166 

2,36 i 0,098 

1,91 ± 0,146 

0,81 ± 0,084 

0,72 i 0,08 

0,58 - 0,101 

0,53 ± 0,103

PstI + 

10,41 ± 0,983 

5,81 ± 0,27

3.42 i 0,21 

2,23 ± 0,20 

2,05 ± 0,19 

1,99 ± 0,16 

1,99 ± 0,16 

1,49 ± 0,11

1.42 ± 0,091

1,4 ± 0,090

1,07 ± 0,092 

0,79 ± 0,097 

0,62 - 0,112 

0,59 1 0,107 

0,42 ± 0,110 

0,31 ± 0,09 

0,22 ± 0,093

Sáli

1 Egyik DRS-t
2 sem emészti

3
4

3
6

7
8

9
10
11
12

13
14

13
16

17

összeg: 36,2 36,23
10 független mérésből számitva 

3 független mérésből számitva
* :

+
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standard használata csak az eredmény pontosságát ja­
vítja néhány tized százalékos értékre, ezért megelé­
gedtünk a kontúr hossz mérése során kapott eredmé­
nyekkel, Ebben az esetben az elkövetett hiba 1-2 %-os, 
tehát sokkal jobb, mint a gélelektroforetikus mód­
szer.

1 um kontúrhosszúságnak kettős szálú DNS eseté­
ben irodalmi adatok alapján 2 MD mólsúlyérték felel

meg / 53. /•
3Mintáinkról 5-15xlCr nagyítással készítettük 

felvételeinket. A 3. és a 4. ábra a 11-es és 16-3-as 

fág DNS-ek elektronmikroszkópos képét mutatják. A fel­
vételen az 1 ддт hosszúságot egy-egy berajzolt szakasz 

jelzi.

Mindkét DNS esetében a számított mólsúly 5-5 mérés 

eredményét figyelembe véve,

M = 37,4 - 0,73 MD
értékűnek adódott, és ez az érték jó egyezést mutat az 

agaróz gélelektroforetikus mérésekkel, meghatározott 

mólsúlyokkal.

3.3« A 11-es fág DNS is ragadós végű

A 16-3 fág DNS ragadós végű: a DNS molekulák két 

végén komplementer, egyes szálú oligonukleotid rész 

van / 4. /. Ennek kimutatására az alábbi kisérlet al-
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kalmazható: a fág DNS-t EcoRI enzimmel emésztjük, 
majd ezután az emésztett DNS egy részét 65 °C-ra 

melegítjük, jéggel hirtelen lehűtjük, majd gélre 

visszük, akkor a gélen a nem melegített kontroli­
hoz viszonyítva két új fragmens keletkezik. Ez azt 

jelenti hogy, melegítéssel az addig H-hid kötéssel 
összetartott DNS fragmensek szétesnek, és a gélké— 

pen két új DNS fragmens látható.
Ezt a kísérletet végeztük el a 11-es és a 

16-3-as fág DNS-ekkel. Az 5» ábra mutatja ennek e- 

redményét: a 11-es fág DNS esetében / 3» gél / a 

16-3 fág DNS-hez hasonlóan két új fragmens jelenik 

meg; ez tehát azt jelenti, hogy a 11-es fág DNS is 

ragadós végű.
A helyzet tehát hasonló a A fág esetén tapasz­

taltakkal: EcoRI enzimes emésztés után az első, 

legnagyobb és az ötödik, legkisebb fragmens kapcso­
lódik H-hiddal a ragadós vég következtében / 44. /.

A ragadós vég jelenlétének bizonyítására elek­
tronmikroszkópos vizsgálattal is megpróbálkoztunk. 

Frissen elkészített, viszonylag tömény DNS prepará­
tumból vizes technikával készült elektronmikroszkópos 

rostély tanulmányozása során viszonylag kis gyakori­
sággal találtunk cirkuláris formájú fág DNS molekulá­
kat. A 6. ábra 16-3, a 7» ábra 11-es cirkuláris fág 

DNS-t mutat.
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12 34

5. ábra. A ragadós végek megjelenitése agaróz gélen

1: EcoRI emésztett 11-es fág DNS 

2: EcoRI emésztett 16-3-as fág DNS 

3: EcoRI emésztett 11-es fág DNS, gélre 

vitel előtt melegítve 

4: EcoRI emésztett 16-3-as fág DNS, gélre 

vitel előtt melegítve
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6. ábra. Cirkuláris formájú 16-3 fág DNS

*
$

ъшш.

7. ábra. Cirkuláris formájú 11 fág DNS
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A formamidos DNS elektronmikroszkópiás technika / 33» / 

használata ebben az esetben nem vezethet sikerre: a
formamid jelenléte a H-hidas kötést denaturálja, al­
kalmazása során csak lineáris DNS molekulákat talál­
tunk / 3. és 4. ábra /. Ezek a vizsgálatok közvetle­
nül bizonyítják, hogy az agaróz gélelektroforetikus 

adatokból levont következtetések helyesek, és ezt di­
rekt módon is sikerült igazolni: a 11-es fág DNS 

- hasonlóan a 16-3-hoz - szintén ragadós végű.

3.4. Heteroduplex analizis

Az előző fejezetekben láttuk, hogy e két fág: a 

11 és a 16-3 DNS-e csak viszonylag kismértékben kü­
lönbözhet egymástól, és az eddig felsorolt módszerek 

egyike sem alkalmas arra, hogy esetleg néhány száz 

bázispárra terjedő különbséget észlelni tudjuk. Olyan, 
nagyobb felbontóképességű módszert kellett keresnünk, 
amivel ez a határ elérhető. Egy ilyen módszer az 

elektronmikroszkópos heteroduplex analizis. Még mi­
előtt a 11 és a 16-3 fág DNS-ek között képződő hete- 

roduplexet elkészítettük volna, egy jól ismert 16-3 

deléciós mutáns, az A5 fág DNS-e és a 11 fág DNS-e 

között képződő heteroduplexet tanulmányoztuk.

Az A5 fágot Orosz László izolálta / 65« /; a de-
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léció pontos helyét fizikai térképezéssel mutatták 

ki: a genom 40 és 50 %-a közötti DNS régió kiesett. 

Természetesen ez a darab esszenciális géneket nem 

tartalmaz, igy a fággal az Rm41 gazda fertőzhető, 

a fág szaporítható. Genetikai kísérletekkel azt i- 

gazolták, hogy a kiesett DNS darab átfedi a C gént, 

mivel a homológ mutáns régiókkal rekombinációt nem 

sikerült kimutatni.
Ezt a kísérletet azért végeztük el, hogy a de- 

léción kivül eső régiókban jelentkező, szekvenciá­
lis vagy más egyéb inhomogenitásokra visszavezethe­
tő különbségeket ki tudjuk mutatni.

8. ábra. A 11 és az A5 fág DNS-ek között keletkezett 

heteroduplex
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A 8. ábra egy 11-es és egy A5-ös egyes szálú, 

komplementer DNS renaturációja után keletkezett he- 

teroduplex molekulát mutat be. A felvételen az egyes 

és a kettős szálú DNS Jól elkülönithetően látszik, és 

a deléciós régión kivül inhomogenitásra utaló Jel 
nem látható, legalábbis ezzel a módszerrel ki nem mu­
tatható.

A deléció a genom 40,3 %-ánál kezdődik, és a 

48,6 % értékig húzódik. Ezt az értéket 11 felvétel 
alapján határoztuk meg. Maga a heteroduplex egy 

. 7 »55 /ДЩ valamint egy 9»61 nm hosszúságú kettős szálú, 

és egy 1,6 Aim hosszúságú egyes szálú DNS-ből áll.
A talált értékek a fizikai térképpel Jó össz­

hangban vannak, egymást Jól kiegészítik. Ugyanakkor 

a deléción kivül eső részek teljesen homogének, 
komplementerek, azaz a 11 és a 16-3 fág DNS-ek szek­
venciája a deléción kivül eső tartományban minden 

valószinüség szerint megegyezik.
Mindezekből arra következtetünk, hogy a feltéte­

lezett különbség a 11 és a 16-3 fág DNS-ek között a 

delécióval érintett DNS darabra esik, és igy további 
vizsgálatainkat leszűkíthetjük az egész genom helyett 

annak mintegy 10-%-os darabjára, ha találunk alkalmas 

módszert ennek a DNS fragmensnek az elkülönítésére 

mindkét fágból.
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Ennek érdekében az A3-ös fág DNS-t, valamint va­
lamelyik transzdukáló fág DNS-ét restrikciós enzimek­
kel emészetteük, annak eldöntése érdekében, hogy ta­
lálunk-e olyat, mely az általunk kimutatható módon 

maradék nélkül kivágja az A3-ös delécióval analóg ré­
giót.

A 9« ábrán a 11, 16-3 és A5 fág DNS-ek BamHI 
restrikciós enzimmel emésztett agaróz gélen futtatott 

gélképe látható. Az A3 fág DNS esetében felülről a 

3. fragmens hiányzik ami azt jelenti, hogy a 3« BamHI 
fragmens tartalmazza az A5-ös delécióval érintett 

régiót.

16-3 11

9. ábra. 11, 16-3 és A5 fág DNS-ek BamHI emésztés ütáib* 

keletkezett fragmensei gélen elválasztva s Va SZ*ÜZ>) i !J%s. b irt* У
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A 3. BamHI fragmens mólsúlya gélelektroforeti- 

kus adatok alapján 5,2 - 0,23 MD. A deléciós burok 

/ egyes szálú DNS / hossza 1,6 jum, amit elég óvato­
san kell kezelni, mivel egyes szálú DNS kontúr hosz- 

szúság alapján mért molekulasúlya gyakran bizonyta­
lan. Ezt alapul véve az A3 deléció 3,2 MD nagyságú. 
Minden valószinüség szerint a reális érték a két a- 

dat között van, amint ezt Dallman és munkatársai 
/ 4. / megállapították: 7,1 2b» azaz

Nagy mennyiségű 11 és 16-3 fág DNS BamHI-vel 
való emésztése és gélen való futtatása után a 3* 

fragmenst éles pengével kivágtuk, és abból a DNS-t 
visszaizoláltuk.

4,4 MD.

A 10. ábra mutatja a 16-3 fág DNS BamHI-el e- 

mésztett fragmenseit, amit egyidőben futtattunk az 

izolált fragmenssel. Egyik BamHI fragmenssel sem 

összetéveszthető pozícióban, a 3. sáv helyzetében 

látható az izolált fragmens; jelezve azt, hogy homo­
gén, és az izolálás jól sikerült.

3.4.1. Heteroduplex képzés a 3« BamHI fragmensek 

között

A 3« BamHI fragmens izolálása után mindkét 
fág DNS-ből eredő darabok ekvimoláris keverékéből ki­
indulva heteroduplex analízist végeztünk. A prepará­
tum elektronmikroszkópos vizsgálata során találtunk
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10. ábra. Az izolált BamHI fragmens homogenitásának 

ellenőrzése agaróz gélen

мм
■■ "-V ...

ЯШШШШш
9

11. ábra. A két fág DNS-ből származó 5. BamHI fragmen- 

sek között keletkezett heteroduplex molekula
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olyan heteroduplexeket, melyek igen kicsi, mintegy 

100 bázispárra terjedő inhomogenitásra utaló hurkot 

tartalmaznak. Egy ilyen heteroduplex molekulát mutat 
a 11. ábra. Az ábrán látható DNS kontúr hosszúság a- 

lapján mért molekulasúlya 5»7 MD; ez az érték megkö­
zelíti a 5» BamHI fragmens elektroforetikus elmozdu­
lása alapján mért molekulasúlyát, ami 5,2 - 0,25 MD 

értékűnek adódott.

A hurok a teljes méret 87 %-ánál helyezkedik el. 

Mivel a 5« BamHI fragmens teljes mértékben átfedi az 

A5-ÖS deléciót / 9• ábra /, ez a helyzet azt jelenti, 

hogy a hurok az A5-ös delécióval kiejtett DNS darab­
nak vagy a jobb, vagy a bal oldali végénél helyezke­
dik el. Az A5-ös deléciót tartalmazó fág Rm41 gazdán 

szaporítható, életfontosságú génjeit ez a deléció 

nem érinti. A hurok jelenléte tehát más fág funkció/k/ 

megváltozására utal.
Ilyen funkció lehet például a fág represszor fe­

hérje, a beépülést és a kivágódást katalizáló int 

vagy xis gének termékei, valamint a fág att régiója, 

illetve ezek kombinációja.

Rm41 plazmid DNS izolálása és részleges jellem­
zése

3.5.

A leirt módon izolált Rm41-ből származó tisztított
DNS oldathoz annyi szilárd CsCl-t adtunk, mig az oldat
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1—2
3

12. ábra. Centrifugacsövek CsCl grádiens centrifugá- 

lás után

sávból
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14. ábra. О.С. pRM41

15« ábra. О.С. рЕМ41
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sűrűsége a kivánt értéket elérte, valamint 10 ug/ml 
koncentrációban etidiumbromidot adtunk az oldathoz.
48 óra centrifugálás után a centrifugális erőtérben 

beálló sűrűség grádiensen UV fény alatt három sávot 
tudtunk megkülönböztetni / 12. ábra /. UV lámpa a- 

latt szeparáltuk a csövekből a fluoreszkáló sávokat; 

az azonos pozícióban levőket összeöntöttük, i-propa- 

nollal extraháltuk, majd dializáltuk az oldatokat. 

Dializis után mindhárom sáv anyagtartalmát elektron- 

mikroszkóp alatt tanulmányoztuk. A legfelső, 1. sáv­
ban csak lineáris DNS darabokat találtunk ezzel a 

módszerrel, melyek kontúr hosszúság alapján mért mo­
lekulasúlya 40-80 MD értékek közé esik, tehát viszony­
lag nagy méretűek / 13« ábra /. A középső, 2. sávban 

a lineáris DNS darabok mellett kör alakú molekulákat; 
találtunk; ezek közül néhány kitekeredett és szétte­
rült formájú / 14. ábra /, a többi felcsavarodott, 

zeg-zugos lefutású / 15. ábra /. A kitekeredett for­
ma méretére jellemző, hogy a legkisebb, értékelhető 

nagyításban is csak két részletben tudtuk lefényképez­
ni, és az előhívott pozitiv képeket utólag vágtuk 

össze. Néhány molekula kontúr hossz alapján mért mo­
lekulasúlya 140 MD körüli értékűnek adódott;. Ezen 

plazmid molekulák kitekeredett alakjukat annak kö­
szönhetik, hogy DNS láncukban kellő számú egyes szálú



- 50 -

törést tartalmaznak, ami lehetővé teszi ennek az a- 

laknak a felvételét / 0C molekulák /. Mivel ugyaneb­
ben a sávban felcsavarodott, zeg-zugos lefutású plaz- 

mid DNS molekulákat is találtunk, ebből arra követ­
keztettünk, hogy ezek is tartalmaznak egyes szálú tö­
réseket, azonban ezek száma nem elegendő ahhoz, hogy 

a molekulák kitekeredh.essenek.
A 2. frakcióban talált lineáris DNS molekulák 

jelenlétét az elektronmikroszkópos preparátumkészités 

során fellépő óhatatlan kettős szálú törésekkel ma­
gyarázzuk.

A legalsó, 3. frakcióban ezzel a módszerrel sem­
mit nem tudtunk kimutatni, a sáv anyagtartalmára néz­
ve kisérleti adatunk nincs. Nem tartjuk kizártnak, 

hogy a preparátumkészités során keletkező és nem teljes 

mértékben eltávolitott egyes szálú DNS-t vagy RNS-t 
tartalmaz a sáv. Az sem lehetetlen, hogy a sáv az un. 
kovalensen zárt kör /ССС/ alakú, sértetlen molekulákat 

tartalmazza, mivel ez az alak CsCl grádiensen elvá­
lasztható az OC molekulától.

A kisérleti eredményekből kitűnik, hogy a közép­
ső, a második sáv Rm41 plazmid DNS-t tartalmaz, mivel 
kör alakú molekulákat csak itt találtunk. További ana­
lízisre van szükség az 1. sáv anyagtartalmára vonatko­

zólag, mivel elképzelhető, hogy az is zömében plazmid
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eredetű DNS-t tartalmaz / 70. /. Ebben az esetben a 

DNS preparátum készítése garancia lenne, hogy az ol­
dat plazmid eredetű DNS-t tartalmaz, és az időigényes, 

rendkívül drága CsCl grádiens centrifugálás bizonyos 

esetekben kiküszöbölhető lenne.
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4. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

Kísérleteink első részében egy speciálisan és egy 

általánosan transzdukáló, a 16-3 és a 11-es fág DNS-ek 

összehasonlitó biokémiai analízisét végeztük el. 

Restrikciós enzimekkel hasítottuk a két DNS-t, majd 

agaróz gélelektroforézissel analizáltuk a keletkező 

fragmenseket. Ezek száma és helyzete mindkét fág DNS 

esetében ugyanaz volt. A kísérleti hibák határain be­
lül nem tudtunk különbséget tenni a két fág genom kö­
zött még abban az esetben sem, amikor ugyanazzal a 

restrikciós enzimmel vagy enzimek kombinációjával 
emésztett DNS keveréket futtattunk agaróz gélen. Az 

összes keletkezett fragmens száma és pozíciója mege­
gyezett a külön-külön futtatott eredeti DNS-ekből ke­
letkezett fragmensek számával és helyzetével.

Két, egymástól független módszerrel kimutattuk, 

hogy mindkét fág DNS ragadós végű.
Elektronmikroszkópos preparátum készités után a 

DNS-ek kontúr hossz alapján mért molekulasúlya azonos 

volt; igy sem tudtunk különbséget kimutatni a két ge­
nom között.

Az itt felsorolt eredmények világosan megmutat­
ták, hogy a két genom közti különbség detektálásához 

sokkal nagyobb felbontóképességű módszerre van szük­
ség, mint az eddigiek.
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Egy ilyen módszer a heteroduplex analizis; ennek 

segítségével mintegy 50-100 bázispárnyi különbség is 

detektálható.
Még mielőtt a heteroduplex analízist a két fág 

DNS-el elvégeztük volna, egy Jól ismert deléciós mu­
táns, az A5-ÖS fág DNS és a 11-es fág DNS közötti he- 

teroduplex molekulát készítettük el. Ennek oka az volt, 

hogy a deléción kívül eső, esetleg jelentkező, inhomo­
genitásra utaló helyeket lokalizálni tudjuk. Mivel a 

heteroduplex molekulák tanulmányozása során a deléciós 

hurkon kívül más, inhomogenitásra utaló jelet nem ta­
láltunk, ebből arra következtettünk, hogy ha van ki­
mutatható különbség a két transzdukáló fág DNS között, 

akkor ez a delécióval érintett DNS régióra esik.
Találtunk egy olyan módszert, amivel ezt a DNS ré­

giót izolálni tudtuk. A fragmensek felhasználásával 
heteroduplexet készítettünk; a preparátum tanulmányo­
zása során találtunk olyan molekulákat, melyekben egy 

igen kicsi, mintegy 100 bázispár hosszúságú szakaszra 

kiterjedő hurok van. Azt eldönteni nem tudjuk, hogy ez 

a különbség melyik fág DNS-ből ered. Azonban logikus­
nak látszik, hogy ez a változás a 11-es fág DNS-t érin­

ti.

Ezen a régión belül történő inszerció vagy deléció 

következtében a két fág DNS nem teljesen homogén, ami-
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nek következtében transzdukciós szempontból eltérő e 

két fág viselkedése.
A detektált különbség azonban mindössze 100-200 

bázispárnyi területen összpontosul. Ez a kis differen­
cia azért is meglepő, mert a két fág eredete teljesen 

eltérő: a 16-3 fágot 1959-ben izolálták Balatonberény- 

ben, a 11-es fágot 1974-ben, Szegeden. Ehhez a sorhoz 

tartozik még a 36-os fág is, mely sok szempontból ha­
sonló a 16-3-hoz illetve a 11-hez; ugyanakkor ezt a 

fágot Budapest környékén izolálták / 66. /.
Eendkivül meglepőnek látszik,hogy térben és idő­

ben távoli fág izolátumok ennyire konzervativan meg­
őrzik tulajdonságaikat.

Evolúciós szempontból ez talán úgy értékelhető, 

hogy ez az organizáció egyfajta optimumot jelent a 

környezeti szelekcióval szemben.
A 16-3 fág fizikai és genetikai térképének isme­

rete igen értékes információkat ad. Az A5-ös deléció 

teljesen kiejti a C gént, ami a 16-3 fág represszor 

proteinjét kódolja. Ha az általunk talált hurok a 3» 

BamHI fragmensek között a C gént érinti, abban az e- 

setben a 11-es fág által termelt represszor funkcióját 

nem tudja teljes mértékben betölteni. Ennek következ­
tében stabil lizogént nem képez a fág, ami korábbi 
vizsgálatok során kitűnt /8. /, és kis gyakorisággal
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tiszta tarfoltot képező mutánst is találhatunk az 

utódfágok között. A talált hurok nagysága következ­
tében nem kizárt, hogy ez a mutáció más géneket is 

érintett.
A A fág esetén az integráció a fág att régiója 

bal oldalán elhelyezkedő promoter, valamint az int 

régió aktiv részvételét igényli / 67» /.
Erre az analógiára támaszkodva és feltételezve a 16-3 

fág esetén hasonló mechanizmus működését mondhatjuk, 
hogy e rendszer mutációja is okozhat hasonló jelen­
séget.

Vagy a regulátor, vagy az integrációért felelős 

rendszer, esetleg mindkettő sérülése nem zárja ki, 

hogy a 11-es fággal való fertőzés után általánosan 

transzdukáló fág részecskék keletkeznek.
Nem Hagyhatjuk figyelmen kivül annak a lehetősé­

gét sem, hogy a 11-es fág att régiója sérült., ennek 

következtében a fág a gazdasejt kromoszómája mentén 

több helyen képes rekombinációra, majd "rossz" kivá- 

gódás után a gazda kromoszómájának több helyről szár­
mazó darabjait képes átvinni.
Ebben az esetben egy nem klasszikus speciálisan transfc- 

dukáló fágként kell a Rm41 11-es fágját nyilvántartani.
A kisérletek második felében egy módszert állí­

tottunk be a Rm41 plazmid tisztítására. Az alkalmazott
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módszer sikerre vezetett, a CsCl grádiens centrifugá- 

lás után elkülönített fluoreszcens sávok egyikében 

cirkuláris DNS molekulákat találtunk, ami plazmid 

voltuknak közvetlen bizonyitéka. Ez a sáv minden i- 

gényt kielégítő munka elvégzésére alkalmas plazmid 

eredetű DNS-t tartalmaz.



- 57 -

5. ÖSSZEFOGLALÁS

Az általánosan transzdukáló 11, és a speciáli­
san transzdukáló 16-3 fás DNS-ek összehasonlitó ana­
lízise során azt találtuk, hogy néhány restrikciós 

enzimmel emésztve a keletkezett fragmensek száma és 

pozíciója azonos. Molekulasúlyukban sem igy, sem 

elektronmikroszkópos mérésekkel különbséget kimu­
tatni nem tudtunk.

Az A5-ÖS deléciós mutáns fág DNS-el készített 

heteroduplex-szel bizonyítottuk, hogy e két fág DNS 

között az A5-ÖS delécióval kiejtett DNS darabon fel­
tételezhető különbség. Ennek a régiónak előállítása 

után heteroduplexet készítettünk a különböző erede­
tű DNS darabokkal. Az elektronmikroszkópos vizsgála­
tok azt mutatták, hogy egy kb. 100-200 bázispárra 

terjedő hurok keletkezik. Jelenlétére több alterna­
tiv magyarázat lehetséges: § C gén sérültr, az integ­
rációért felelős enzimrendszer, vagy az att régió 

mutált.
Ezek a mutációk magyarázhatják a 11-es fág el­

térő viselkedését a 16-3 fággal való összehasonlí­
tás során.

Beállítottunk egy módszert, amivel a Rm41 plaz- 

mid tisztítható; a termékek feldolgozását elektron- 

mikroszkóppal végeztük el.
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Köszönetnyilvánítás

Megköszönöm Dr. Sik Tibornak, hogy lehetővé 

tette e dolgozat elkészítését, figyelmemet a DNS 

kutatások irányába terelte, munkámat mindvégig 

figyelemmel kisérte, irányította.
Köszönetét mondok Kiss Ibolyának, Sain Bélá­

nak és Koncz Csabának, akik mindennapi munkám so­
rán fellépő problémák megoldásában nyújtottak nagy 

segítséget.
Köszönet illeti a Genetikai Intézet egész 

kollektíváját, mivel számomra egy teljesen új vi­
lág kezdeti megismeréséhez segítettek előadásaik­
kal, beszélgetéseikkel.




