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1. BEVEZETES

A 70-es években intenziv kutatémunka indult meg
a nitrogénkotés tanulmanyozédsdra, kozismert okok ko-
vetkeztében: 1975-0s becslések alapjan a nagymértékben
novekvd miibragya elddllitads is csak mindOssze 15 %-at
/ 3x107 tonna / fedezte az él0vilag &ltal egy év a-—-
latt felhasznalt nitrogénnek. Mas forrasokbdél is ke—
letkeznek olyan nitrogén vegylletek, elsdsorben oxi-
dok, melyek szintén bekapcsoldéddhatnak a nitrogén cik-
lusba. Az ilyen eredeti nitrogén vegyliletek is csak
mintegy 10 %-at fedezik mindossze az élovilag altal
egy év alatt felhasznalt nitrogénnek,

A fennmaradd 70 %-nyi évi hasznositas, mintegy

1,5x10°

tonna nitrogén a bioldégiai nitrogénkotés sza-—
badon €16, vagy szimbidézisos formajadban valik hozzé—
férhetdvé.

Laboratériumunkban a szimbidézisos nitrogénkotés
genetikai és biokémiai tanulményozasa folyik. Az &l-
talunk vizsgalt szimbidzisos rendszer egyik partnere
egy, a Rhizobium genusba tartozdé baktérium, a Rhizobi-
um meliloti 4l-es torzs a masik partner a pillangds no-
vény, a lucerna / Medicago sativa /. A szimbidzisos
nitrogénkotés fontossaga kovetkeztében érthetd az a

vilagszerte egyre intenzivebbé vald kutatédmunka, amely

annak biokémiai és genetikail hé&tterét igyekszik meg-
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fejteni, elsbsorban az egyik partner, a baktérium ol-
dalardl.

Kildnbozé Rhizobium torzsekkel transzformicidt,
transzfekcidt, transzdukcidt és konjugacidt valdsi-
tottak meg. Mindezek olyan informécid-atviteli lehe-
téségek, melyek a genetikai analizis alapjait képe-

Ziko
l.1l. Genetikai analizis Rhizobiumokkal

Genetikal analizis elvégzéséhez egyrészt mutan-
sok sorozata, masrészt egy genetikai informacid-at-
viteli rendszer sziikséges. Az eldbb felsorolt infor-
macid atviteli rendszerek segitségével a bakteridlis
kromoszdéma részleges vagy teljes genetikai térképe
megszerkeszthetd. Az informacid-atviteli rendszerek
lehet6ségeit illetve korlatait az alabbiakban ismer-

tetjike.
l.l.l. Specidlis transzdukcid

Mérsékelt bakteriofdggal vald fertbzés utan vi-
szonylag nagy gyakorisaggal talalhatunk olyan bakté—
riumsejteket, melyek a fa4g-DNS—t sajat kromoszodémajuk-
ba éplilve hordozzadk. Ezen ugynevezett lizogén sejtek
kiilsé indukcidé hatésdra /ultraibolya fény, mitomicin/

fag termelésére képesek. Bizonyos gyakoriséggal meg-
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torténik, hogy "rossz" kivagddds kovetkeztében a

fag DNS egyharmad-egynegyed része bakteridlis ere-—
deti DNS-sel cseréldédik ki. A keletkezett lizidtummal
mutans baktérium sejteket fertdzink.

A fertdzést tuléldé baktériumok koézott talalhatunk
olyan telepeket, melyek egy bizonyos genetikai jelleg-
re rekombinadnsok. A keletkezett rekombiniansokat transz-
dukadnsoknak nevezzik; keletkezésik a fag részecskék
altal hordozott, és a sejtbe bejuttatott, prototrdf
tulajdonsagot ké6dold bakteriilis DNS-nek a sejtbe vald
jelenlétével magyaréazhatdé. Specidlis transzdukcidt
mutattak ki a 16-3 mérsékelt faggal Rhizobium melilo-
ti 41-ben / 1. /.

A specidlis transzdukcid genetikai finom térképe-
zésre alkalmas, mivel minddssze a fag att régidjénak
jobb és bal oldalan elhelyezkedd gének mobilizacidjara
képes, példaul a ) féag esetén a gal operon és a bio

operon.

l.1.2. A 16-3 fag genetikai és fizikai térképének atte—~

kintése

A 16-3 fag genetikai szempontbdél igen joél ismert,
Kidolgozottak a fag mutdnsok izoladlasdnak és a mutici-
0k térképezésének mobédszerei / 2.,3. /. Hbérzékeny /ts/,

h6indukalé /ti/, kiilonbozé6 tarfolt morfolégiisju /Nz,C/,



host range /h/, elbérd antigén hatasu /Ant /, vala-
mint delécidés mutédnsok sorozata ismert / 2. /. Ezen
mutédcidk helyének pontos meghatarozéasara igen érzé-—
keny, nagy felbontdképességii rendszer 4ll rendelke-—
zésre. A mutacidk helyének meghatarozdsa, és az e-—
gyes mutacidk kozti rekombindcids gyakorisidg elem~
zése alapjan a 16-3 fag genetikai térképe nagy pon-
tossaggal ismert.

A fag gének szekvencidlis elrendezettsége az aldbbis

Csendes régié — C gén - korai gének - késbi gé-—~
nek - lizis gének / 3.,4. /.

Figyelemre méltd, hogy a fag genom legaldbb
35 %~a a genetikailag csendes, nem esszencialis ré-
gié / 4. /. Ilyen szempontbdél is hasonld a 16-3 fag
a A faghoz: ennél ugyanis a genomnak mindossze
40 %-a létfontossagh / 68. /.

A transzdukald és tarfolt képzd 16-3 fag eseté-
ben minden valdésziniiség szerint a csendes régid cse—
rélédott ki bakterialis eredetii DNS-sel / 1. /.

Ugyancsak a csendes régid jelenléte indikalja
annak a lehetéségét, hogy a 16-3 fag mint kldénozd vek-

tor johet szamitasba. Ezt a lehetbéséget alatdmaszt—
Jja az a tény is, hogy a 16-3% fag fizikai térképe is
elkészilt. A Bgl II, a Hind III, a Hpa I, a Kpn I

restrikcidés enzimekkel teljes, az EcoR I enzimmel
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részleges fizikai térkép ismexrt / 4. /.

Az in vivo technikaval készilt pGY2 plazmid a
16-3 fagot hordozza, és atvihetd konjugacidéval E. co-—
liba, onnan Rhizobiumba / 5. /. Mindezek figyelembe-
vételével, a fizikal és genetikai térkép Osszehason—
litasaval fennall annak a lehetOsége hogy a Kpn I,
Bgl II, valamint a Hpa I enzimek &ltal kihasitott
legnagyobb fragmens maga lehet kloénozé vektor / 4. /.

l.1.3., Altalanos / generalis / transzdukcid

E transzdukcidés jelenség hordozdja szintén bak-—
teriofdg, azonban mechanizmusa teljesen eltéré a
specialis transzdukcidtél.

Fagfertdzés utdn az egyes fagrészecskék gazda-
sejten belili "Osszeszerelése" folyamdn az érett fag
fejekbe az eredeti genomhoz hasonld méreti, de bakte-
ridlis eredetiu DNS csomagoldédhat be. Ennek kovetkez-—
tében a baktérium kromoszdéma barmely helyérél szar-
mazé DNS darab ilymdédon becsomagolddhat, ha mérete
nem sokkal kilonbozik az eredeti fag DNS-t6l. Az igy
nyert lizadtummal vald fertbzés utan mutans baktériu-
mokban transzdukansokat izolalhatunk.

A f4dg genom korulbelil egy szazalékat teszi ki

a teljes bakterialis kromoszdémanak. Emiatt az altala-
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nos transzdukcidé elsdsorban finomtérképezésfe alkal-
mas, és kozell gének kozotti kapcsoltsag kalkulalha-
t6 segitségével. Rhizobium meliloti 15-30-ban Kowals—
ki / 6.,7. /, Rhizobium meliloti 4l-ben Sik és mun—-
katarsai / 8. /, Rhizobium leguminosarumban V. Bucha-
nan-Wollaston / 9. /, Rhizobium meliloti GR4-ben
Casedesus és Olivares / 10. / mutatott ki &4ltalanos
transzdukciodte.

Megjegyezzik még, hogy in vitro koriilmények ko-
£ott is lehetdség nyilik &ltalanosan transzdukald fag
részecskék képzésére. A P22 Salmonella fag esetén
igazoltak ezt / 1ll. /, amikor " DNS donor extraktum"
jelenlétében P22 feji fehérjék és ATP hozzédadasaval
4ltaléanosan transzdukaldé - bakteridlis DNS~t tartal-
mazbé - fag részecskéket kaptak / 12. /.

A "DNS donor extraktum"-ot olyan indukalt lizogénbdl
nyerték, amelyben a beépiilt profag feji fehérje gén-
jében mutans volt, tehdt ép fag Osszeszerelése csak

akkor tortént meg, ha kivilrdl adott feji fehérjék és

ATP jelen voltak a rendszerben.
l.l.4. Bakterialis konjugacid

F faktorral rendelkezd /F*/ baktériumtorzsek ké-

pesek arra, hogy az ivaros megtermékenyitéshez némi-
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képp hasonléan recipiens /F / térzsbe sajat geneti-
kal anyag egy részét vagy egészét atjuttassak.

A donor sejtben az ugynevezett "rolling circle"
mechanizmussal szintetizdlddott egyes szdlu DNS jut
az eldzdleg létesitett protein hidon 4t a recipiens
sejtbe, ahol a komplementer szal szintetizalddik. A
recipiens sejtben a homoldg kromoszdéma részek kdzott
rekombindcié mehet végbe. A folyamat soréan parcialis
zigbta / merozigdta / képzbédik. Az F* tulajdonsagért
felelds genetikai anyag egy cirkuléaris DNS molekula
/ plazmid /, mely az F sejtbe jutva azt FT tulaj-
donsaguva alakitja.

Bar Rhizobiumok esetében is voltak utalédsok kon-
jugécidra / 69.,1%. /, azonban 1977-ig nodulald és
nitrogént kotd Rhizobium genetikai térképe nem volt
ismeretes.

A Pl inkompatibilitéasi csoportba tartozd plazmi-
dok széles gazdaspecifitastak, kozilik az R6845 fel-
tlind kromoszéma mobilizald tulajdonsagi.

P plazmiddal torténd térképezési kisérletek sike-
resnek bizonyultak, és 1977-ben egymastdl fiiggetlenil
két Rhizobium meliloti genetikai térképét kozdltek.

L 1Ge 316474

Bizonyosséa valt, hogy hasonldéan az E. colihoz, e

Rhizobiumok is kor alaku genetikai térképpel rendelkez-—
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nek. A P plazmidok segitségével torténd genetikai
térképezés igen hatékonynak bizonyult, és pillanat-
nyilag a legjobb mdédszernek tiinike

Azonban mindeddig nem jelent meg kdzlemény, a-—
melyben a szimbidzisos tulajdonsigokért, mint példa-
ul a gazda specifitas, gumdéképzés, vagy a nitrogén
kotésért felelds gének lokalizdldsa megtdrtént vol-
na szimbibézisos rendszerben, bar a kdzeli jovdben

ez varhato.

1l.2. Bakterialis plazmidok

Plazmidoknak nevezzik azokat az 0ndlld genetikai
elemeket, melyek stabilan 6rdkldédnek extrakromoszd-
malis allapotban. Bizonyos plazmidok reverzibilisen
képesek beéplilni a gazdasejt kromoszbémajidba, ezeket
episzoémaknak nevezzik / 17. /. Felosztdsuk tobb szem—
pontbél lehetséges; néhanyat ezek kozilil ismertetiink.

Az egyik ilyen a mir emlitett konjugacidéra ké-
pes plazmidok, melyeket szex faktornak is neveziink.
Ebbe a csoportba tartozd plazmidok kromoszdéma mobili-
zacidra képesek, és a bakteridlis keresztezés soran a
donor sejt DNS-e mellett sajat maguk is atkeriilhet-
nek a recipiensbe.

A mésik csoportba azok a plazmidok tartoznak, me-



lyek konjugédcidét nem képesek létrehozni. Mindkét cso-
portba tartozé plazmidok hordozhatnak kolicin terme-—
lésért, antibiotikum rezisztencidért, enterotoxin
termelésért felelbs géneket. Ennek megfelelbében ezek
elnevezése: Col, R vagy Ent plazmidok;

A plazmidok felcsavarodott / supercoiled /, ko-—
valensen zart kor /CCC/ alaku DNS molekulék. Ez a
tulajdonsaguk lehet6évé teszi, hogy interkalaldédd fes—
ték jelenlétében a tisztitott bakterialis DNS prepa-—
ratumbol CsCl slriség gradiens centrifugadlassal a
plazmid DNS~t elvilasszuk az Osszetoredezett, linea-
ris DNS-t61 / 18. /.

Ugyanazon sejtben nem minden plazmid képes egyut-
tesen fennmaradni. E tulajdonsaguk alapjan osztjuk
fel a bakterialis plazmidokat kiilonb6ézé inkompatibi-
litdsi csoportokba. Mintegy 24 inkompabilitasi cso-
port ismeretes / 19. /. Altaladban ugyanazon inkompa-—
bilitasi csoportba tartozd, két kiilonbozd plazmid sta-
bilan nem marad meg egy sejten beliil, ugyanakkor mas
csoportba tartozéval igen.

A sejtenkénti képiaszadm alapjan is kiilonbséget
tehetiink egyes plazmidok kézdtt. Példaul az RSFOO0
jeli E. coii plazmid 20-40 példanyszémban talalhatd
sejtenként, az ilyen tipusu plazmidot relaxaltnak ne-

vezziike Bz a szam még igen erdsen ndvelhetd, ha a
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kultirahoz protein szintézist gatld kloéramfenikolt a-
dunk. Ebben az esetben a példanyszam 1l000-2000-re is
novekedhet sejtenként / 20. /.

A sejtenkénti néhany képiaszédmban jelenlévd
pPlazmidokat stringensnek nevezzik; &dltaladban ezek

kléramfenikollal nem amplifikalhatdéak / 21. /.
l.3. Rhizobium plazmidok

A Rhizobiaceae csaldd mindOssze két nemzetségbsl
all: Agrobacterium- és Rhizobiumbél. Mindkettd képes
arra, hogy a gazda novényen sejt osztdédast valtson
ki. A. tumefaciens és A. rubi novényi tumort indukal-
nak, A. rhizogenes gyokér prolifericidét okoz, mig kii-
16nbozd Rhizobium specieszek gumdbképzést indukélnak
pillangés noévények gyokerein. A. tumefaciens tumort
okozd képességét nagy plazmidok /TI-plasmid/ iranyit-
jék / 22.,23. /, melyek molekulasulya 98x10°-158x10°
D tartomédnyban terjed ki. Hasonldéképpen nagyméretii
plazmid molekulat izolaltak A. rhizogenesben és A.
rubiban / 22. /.

Feltliné a hasonlésig, amikor négy kontinesrdl
szédrmazé 25 Rh., meliloti torzset vizsgaltak meg nagy

plazmid jelenléte szempontjabdl / 24. /. Azt az érde-
kes eredményt kaptadk, hogy 25, szimbidzisban hatékony
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torzs kozll 22-ben kimutathatd volt nagy plazmid,

melyek molekulastulya 90x10°~200x10° tartomanyban
volt; Lehet hogy Rhizobium meliloti esetében a nit-
rogénkdotés mechanizmusédnak egyes lépései plazmidon
koédoltake.

Rhizobium leguminosarum esetében ezt részben
igazoltdk is. Southern technikaval / 25. / néhiny
Rh., leguminosarum nagy plazmid EcoRI-el emésztett
fragmensei kozil némelyik hibridizalhaté K. pneumo-

niae nif régidjat tartalmazd plazmidokkal / 26. /.

l.4. Nitrogénkotéssel kapcsolatos génmanipulacidk

Az in vitro rekombindcidés kisérleteknek szamos
elofeltétele volt. Az egyik - talan legfontosabb -
a DNS-t egy bizonyos specifikus helyen felismerd, és
ott, vagy annak kozvetlen kozelében elvagd fehérjék,
a restrikcidés endonukledzok felfedezése / 27.,28.,
294,30. /. P. Berg munkatédrsainak uttoré kisérlete
/ 31. /, majd H. Boyernek az EcoRI restrikcids endo-
nukleaz altal elvagott kettds szadlu DNS végei komp-
lementer voltanak bizonyitasa / 32. / teljesen 10J
utat nyitott a molekularis bioldgidban: a genetic
engineering-et,
Elvileg lehetOség nyilt barmilyen forrasbdél szarmgzd

DNS funkcionalis tanulményozasira.
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Gyakorlatban is mér szamos szép eredmény szi-
letett, példaul az inzulin termelésért felelds gén
klénozasa.

E mbédszer jovdobeni lehetdségei szinte beléathatatla-
noke

Néhany éven belill ismertekké valtak azok az ered-—
mények, melyek a Klebsiella pneumoniae nif génjeit
tartalmazé plazmidok, az FN68 és az RD1l megalkotasat
jelentették / 33.,34e /o Mindkét plazmid a K. pneu-
moniae his és nif génjeit hordozzaj; az RDl plazmid a
P tipusl RP4 és az FN68 rekombinacidja soran kelet—
kezett. Mindketté igéretesnek tiint, azonban nagy
méretik és alacsony példéanyszamuk sejtenként nem tet-
te lehetévé nagy mennyiségben vald preparalasukat;
in vitro mddszerekkel kisebb, jobban amplifikéalhatd
plazmidot, a pCRA 37-et &llitottak eld / 35. /e

Nemrégiben valt ismertté, / 36. / két Gjabdb
plazmid, a pCMl és a pSA30 kldénozisa, melyek segit=—
ségével — beleértve a pCRA37-et is - a teljes nif
régld atfedhetdé a nifd gén kivételével. E harom plaz-—
mid lehetdévé teszi a séimbiozisos rendszerek nif gén-
Jeinek azonositésat hibridizacids technikaval.

Az eddigi munkédk sorédn a sok idét igényld nové=—
nyi teszt helyett a nif gének lokalizacidéja megéalla—

pithatd /plazmid vagy kromoszéma/, és tovabbi, bioké-
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miai médszerekkel vald tisztitdsukat, klénozasukat

teszi lehetdvé.,
1.5, Célkitlizés

A Rhizobium meliloti 41 16-3 fagja specialisan,

a 11 fag a4ltalanosan transzdukal., Ugyanakkor ismert
volt, hogy e két fag szeroldgiailag azonos: kdlcsdnd—
sen inaktivalhatdék mindkét fajta szérummal / 37. /.
Ennek a Jelenségnek a kontrollja is ismeretes: a 32
virulens Rhem. 41 fag teljesen érzéketlen a masik

két fag altal indukalt szérummal szemben, ugyanakkor
a transzdukald fagok sem inasktivalhatdék a 32 fagra
specifikus szérummal.

A transzdukcidés viselkedésben mutatott killonbség
azonban mindenképpen indokoltta tette e két fag genom
0sszehasonlitd analizisét, mivel ez az eltérd tulaj-—
donsag egy genetikal valtozas kovetkezménye. Feltéte-
leztik azt, hogy a rendelkezésre 4lld eszkdzdkkel ezt
a klilonbséget detektalni tudjuk. Kisérleteinkben a
1l6-3 fag mint viszonyitd szerepelt, és nagy segitséget
adott munkankhoz az a tény, hogy genetikai és fizikai
térképe ismert volt.

A dolgozat els6 részében a két fag DNS Osszehason-

1ité analizise soran kapott eredményeket mutatjuk be.
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A Rh.m.41 - hasonldbéan mas noduladld és nitrogén-
kotdé organizmusokhoz - plazmid DNS-el rendelkezik.
E plazmid tisztitéaséanak, eldadllitasi korilményeinek
leirdsa nem egységes, nagy mérete kdvetkembtében
tisztitasa koriilményes.

A masodik rész a tisztitasi koriilmények bealli-
téasat, és a plazmid, a pRM41 részleges jellemzését

tartalmazza.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2ele Baktérium- és fagtorzsek, taptalajok

A. Baktériumtorzsek

Rhizobium meliloti 41 / a tovabbiakban Rm 41 /:
lucernaval szimbidzisban é16 baktériumtdorzset Szende
és Ordogh izolalta talajbdl 196l-ben. Kisérleteink-

ben a vadtipust szarmazékot hasznaltuk fel.

Rm 41 /16-3/: Rm 4l-nek a 16-3 bakteriofaggal lizo-—
genizalt szarmazéka.

E. coli C600: A féag titraladshoz hasznaltuk.

E. coli /A CI857/: LA CI857 féaggal lizogenizalt,

héindukaldé E. coli torzs.

B. Pagtorzsek

16-3 fag: mérsékelt Rm 41 fag;

11 fag: Rm 41 fag; Szekeres izolalta 1975-ben, talaj-—
boél.

A5 fag: Orosz izolalta; ez a 16-3% fagnak delécids mu-—
tansa; a delécid nagysaga '7,lx105 ba-
zispar / 4. /.

A 0I857: héindukalhatd M fag.
Kisérleteinkben komplett YTA taptalajt hasznaltunk.

Ennek Osszetétele egy liter tapoldatban a kovetkezl:
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Eleszt8 kivonat lg
Tripkazin 10 g
NaCl 58
KNO5 1,5 g
1M MgSO4 oldat 1 mnl

1 M CaCl, oldat 0,5 ml

Lagy /fedd/ agar

A téaptalajhoz 0,6 % agart adtunk

Szilard taptalaj

Az YTA folyadékot 1,5 % agarral egészitettikk ki.

2.2 DNS tisztitas fagbodl

Fag DNS tisztitéasat Sik / 38. / szerint végeztik
els. J6 DNS prepardatum készithetd abban az esetben,
ha az eldzetesen tisztitott fag titere eléri az
leoll-lo12 fag/ml értéket. A fagok elbzetes szapo-

ritasat és tisztitasat tobbféleképpen oldottuk mege.
Ae A ll-es fag szaporitéasa

Exponencidlis fézisban 1év6 Rm 41 sejtek folya-
dék tenyészetét l-es multiplicitassal fertdztik. A
fertdézéstél szamitott hadrom éra mulva / ez két lizis
ideje/ a tenyészethez néhany csepp kloroformot, vala-
mint diatomafoldet adtunk, majd 4 %C—on éjszakan at

4llni hagytuk. Ezutan G3 jell zsugoritott livegszlrdn
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szurtik, majd 12000 percenkénti fordulatszéammal 90
perc alatt lecentrifugdltuk a tenyészetet. A felil-
usz6t kiontottiik, és ezutdn az lledéket éjszakan at
~ M CaCl,-t
tartalmazé fizioldgids sbéoldatban. / Razas vagy erb-—

szuszpendaltattuk 1072 M MgCl-t, 5x10

teljes keverés hatasara a fagok konnyen insktivalod—
hatnak /. Ezzel a lépéssel mintegy szézszoros tomé-
nyitést érhetiink el, és a fag titere eléri a kivant
értéket. Abban az esetben, ha ez nem igy volt, to-—
vabbi centrifugédlassal és kisebb, 0,1-0,2-szeres
térfogatban vald szuszpendadlidssal toményitettik a

fagot.
B, A 16-3 fag szaporitasa

Exponencialis fazisu Rm 41 /16-3/ lizogén sejtek
folyadék kulturajidhoz 1,5 ug/ml végkoncentracidban
mitomicint adtunk; ez a koncentracid elegenddé a li-
zogén sejtek indukcidjdhoz. Lizis utédn a tenyészet
feldolgozasa megegyezik a ll_es fag esetén leirtak~
kal.

Més moédszert jelentett a jélismert kettds agar
technikaval / 39. / szaporitott fag szuszpenzid eld—
allitéasa, amit a 16-3 fag esetén szintén kiprdbal-

tunk. Mintegy 5000 pfu/lemez esetében egy lemezrdl
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mintegy lOll

fag nyerheté. A fedd agar eltavolita-
sa és sziirése utan a feldolgozas menete ugyanaz,

mint az el6bbiekben.

C. Az A5 féag szaporitasa

Kis Burst értéke kovetkeztében szintén lemezen tor-

tént.
D. Az M CI857 fag szaporitasa

Exponencialis fazist lizogén sejteket 42 °C—on
20 percig hOvel indukaltunk. A héindukcidés lépés
utdn a sejteket 37 °C—on 3 6ran a4t tovabb razattuk,
mig a lizist kloroform hozzédaddsaval értik el. A te-—
nyészet sziirése és tovabbi feldolgozidsa megegyezik
a fentiekkel.

Az igy eldallitott tomény fagszuszpenzid tite-—
rét kettés agar technikaval allapitottuk meg / 29, /.
Abban az esetben, ha nagymértékben tisztitott fagra
volt szikségink, akkor tovabb CsCl lépcsés gradi-
enst hasznadltunk, melynek lépcséi 1,3, 1,6, 1,75 g/cm
értéklek voltak a 1ll és a 16-3% fagok esetében, mivel
ezek usz6 suriisége 1,55~1,56 g/cm / 8. /. Az A5 de—~
lécidés mutédns esetében a masodik lépcsd sliriisége:
1,45 g/cm volt.

A f4g szuszpenzidét a CsCl lépcsdk f6lé helyez-
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tik el 6vatosan, majd 90 percig 35000 percenkénti
fordulatszammal centrifugaltuk. A felsd, vizes ré-
teg leszivatadsa utdn a mintédkat felilrdl frakcional-
tuk, fagtartalmukat cseppentési teszttel hataroztuk
meg.

A tomény fag szuszpenzidt frissen desztillalt
fenollal kezeltik; a fenolt eldzetesen telitettik.

A vizes fazis leszivatdsa utdn még egyszer fenoloz-
tuk a mintat, majd steril dializaldé hartydban 0,1
SSC oldattal szemben dializaltuk, &4llandd kevertetés
mellett. A dializis hatékonysagat tobbszords puffer-
cserével fokoztuk, és a pufferben 270 nm—en mért
/fenol/ extinkcidjanak a csokkenésével kovettik. A
dializist az itt mért extinkcid O-ra vald csokkené-
sekor fejeztik be.

A DNS koncentréacidéjat 260 nm—en mért extinkcid-—
Javal hataroztuk meg, tisztasédgdt az itt mért, vala-
mint a 230 és 280 nm-en mért extinkcidk hanyadoséaval
Jjellemeztik. Kielégitd tisztasagh az a DNS, melynek
ezen értékei 1,8 koriili értéket adnak.

Az igy tisztitott DNS—t steril kémcsbben tarol-
tuk 4 °C—on, haszndlat kozben steril pipettaheggyel
vettik ki a pTreparatumbdél a kivant mennyiségi DNS-t,
amit ilyen koriulmények kozott hénapokig taroltunk

karosodas nélkil,
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2+¢%. Plazmid DNS tisztitas Rm 41-bdl

Mér korabban is ismeretes volt, hogy kiilénbozd
Rhizobium tOrzsek nagy plazmiddal rendelkeznek / 40. /,
azonban egyértelmi mbédszer nem volt ismeretes a szak-
irodalomban, mely segitségével nagymértékben tiszti-
tott plazmid DNS eldallithatdé Rhizobiumbdl. Ezért
hasznaltuk fel Currier és munkatarsai / 4l. / elja-—
rasat, amelynek médositasa kéziratként volt ismere-—
tes. Bz a mbédszer sikerre vezetett, és ezt az alabbi-
akban ismertetjik.

1,5 1 exponencidlis fazisban levdé Rm 41 kultu-
rat /OD54O=O,4/ centrifugaltuk, majd a sejteket 0,5 1
TE pufferben szuszpenddltuk. A TE puffer Osszetéte-
le: 0,02 M EDTA, 0,05 M Tris HC1l, pH=8. A szuszpen-
dalt sejteket 30 ml 20 %-os SDS oldattal tartuk fel,
és 60 ml 5 mg/ml koncentracidju, 37 %C-on eléemész—
tett promazt adtunk a lizatumhoz. A lizatumot 37 °C—
on 30 percig inkubaltuk. A tiszta, nagyon viszkézus
lizdtumot 5-10 masodpercig nyirtuk, majd 150/min for-
dulatszammal magneses keverdvel kevertettilk. Keverés
kozben 3N NaOH oldatot csepegtettiink a lizatumhogz,
mig annak a pH-ja 12,1-12,3 kozé bedllt. Tovabbi 3
perc keverés kdzben annyi szilard NaCl-t oldottunk

fel, mig annak végkoncentracidéja 3 %-os nem lett.
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Frissen desztillalt, 3 %-os NaCl-al telitett fe—
nolt adtunk a lizatumhoz, azonos térfogatban, tovabbi
tiz perc keverés mellett. A fenolos és vizes fazis
szétvalasztasa utdn 1/100 térfogatnyi 1,5 M MgCl2,
és 0,5 M Na,HPO, oldatot adtunk a vizes fézishoz, va-
lamint 0,7 térfogat 96 %—os etanolt.

A vizes fazis DNS tartalma —20 °C-on éjszakan
&t kicsapdédott, és killepedését a keletkezett MgHPO,,
csapadék segitette elb. Bzt az ililedéket a lehetd leg-
kisebb térfogatu 0,1 M EDTA / pH=8 / oldatban szusz-
pendaltuk, majd TES pufferrel szemben kevertetés és
tobbszori puffercsere mellett steril dializald har-
tydban dializaltuk. / A TES puffer Osszetétele: 0,05 M
Tris HC1l, 0,005 M EDTA, 0,05 M NaCl, pH=8,5 /.

Az igy kapott tiszta DNS oldathoz annyi szilard
CsCl-t adtunk, mig annak torésmutatdéja, n=1,390 érté-
ket elérte / p =1,5981 g/cmB/. Az oldathoz 10 ug/ml
koncentraciéban etidiumbromidot adtunk, majd SWil-es
rotorban 48 6radn at 35000 percenkénti fordulatszam-—
mal centrifugaltuk,

A centrifugélis erdétér altal generalt koncentra—
cié /siriség/ gradiensben az oldat DNS tartalma az
egyensulyi helyzetnek megfeleld pozicidba vandorolt.
A kulonbozd savokban elhelyezkedé DNS ultraibolya

fényben lathatévad valik. Gradiens centrifugaléssal
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elddllitott plazmid DNS tovabbi feldolgozédsra alkal-—
mas volt. Tarolasa a fag DNS—-el megegyezdé mdédon tor-—

tént.

2.4+ Agardz gélelektroforézis

A restrikcidés enzimek felfedezése utadn valt szik-
ségessé egy olyan analitikai médszer kifejlesztése,
amely lehetdévé teszi DNS fragmensek mdélsuly szerinti
elvalasztasadt, és azok detektédlasat. Elektroforézissel
mar korabban is probalkoztak DNS molekulastly szerin-—
ti elvalasztéasaval / 42. /, azonban a védlasztott ko-
zeg / keményité gél / tulajdonsagail nem voltak kielé-
gitdek.

Minden szempontbdél alkalmasnak tint az az elva-
lasztés, melyben agardéz gélt haszndltak / 43. /, sbét
a gél koncentracidéjatol filggd linedris munkatartomanyt
talaltak. Kitilint, hogy a médszer alkalmas viszonylag
nagy pontossaggal DNS mélsuly meghatarozasra is / 44./.

Kisérleteinkben 1 %-os agardéz gélt hasznaltunk,
és a DNS sé&vok megjelenitésére etidiumbromidot hasz-
naltunk, amit az elektroforetikus pufferben oldottunk
fel. Ultraibolya fény alatt kedvezld esetben mintegy
10 ng DNS szemmel lathatdé és lefényképezhetd egy sav-

ban.
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A kisérletek soran csdves és fliggdleges lap
/ 45. / elrendezésben levd agardéz gélt haszniltunk,
az alkalmazott feszliltség-gradiens 1-8 V/cm-es ér-
tékek ko6zott volt. Probélkoztunk vizszintes lap gél-
lel is / 46., 47+ /, azonban ezek a kisérletek nem

adtak olyan j6 eredményt, mint a fentiek.

2.5+ Restrikcids enzimek tisztitasa

Kisérleteinkben hasznalt restrikcids enzimek
k6ziil a BamHI-et, a PstI-et, és az EcoRI-et tiszti-
tottuk. Tisztitasukra szamos adltaldnos moédszer is-
mert / 48.,49.,50. /. A leirt mdédszerek nagymérték-
ben hasonléak, és az aldbbi lépéseket tartalmazzik.

Az adott restrikcids enzimet termeld baktérium
nagy mennyiségi / 10-20 liter / exponencidlis féazisu
folyadékkultirajat lecentrifugaltuk, és azonos tér-
fogatban szuszpenddltuk. A sejteket ultrahangos de-
zintegratorral tartuk fel, majd a sejttormeléket
35000 percenkénti fordulatszémmal egy oOran &t centri-
fugdltuk., A fellilusz6 oldat elsOsorban proteineket
és OsszetOredezett nukleinsavakat tartalmaz. A kovet-
kez6 lépésben ezek sgszétvdlasztasa torténik. Kétféle-
képpen végeztik el ezt a lépést: A BamHI és a Pstl
esetében Biogel A 05 toltetii oszlopon valdé kromatog-

rafiaval, az EcoRI esetében minden OD26oegységre adott
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1 ml 10 %-0s streptomicin szulfat oldattal tortént.

A Biogel oszloprdl lejovd frakcidk endonukledz tar~
talmat teszteltik, az aktiv frakciodkat Osszedntottiikk
és dializis utén DE 52-es ioncseréld-oszlopra vittik,
Az EcoRI esetében a nukleinsavaktél megtisztitott ol-
datot vittik fel DE 52-es tOoltetii oszlopra. Az osz=
loprél a megkdotott fehérjéket ségradienssel mostuk le.

Az aktiv frakcidk dializise utédn Pll ioncseréld
'celluléz—foszfét oszlopon tisztitottuk az anyagunkat.
Az oszloprdl ebben az esetben is sdégradienssel mostuk
le a megkotott proteineket.

Az aktiv frakcidkat Osszegyijtottik, és 50 %
glicerint tartalmazdé puffer oldattal szemben dializal-
tuk.

Az igy kapott enzimek kielégitd tisztasagunak bi-
zonyultak, és —20 °C~on tarolva aktivitasukbél nem
vesztettek, tobbszoros enzimfeleslegben éjszakan at
a hozzaadott DNS-elnem ken6dd, agardéz gélen éles frag—

menseket adbtak.

2.6. DNS elektronmikroszkoépia

Kleinschmidt kisérleteité§l széamitva / 51. / lehe-
t6vé valt DNS molekulédk kodzvetlen megfigyelése elek-

tronmikroszképban. Az akkor haszndlatos technika alap-
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elveil azdéta sem valtoztake. Elektronmikroszképos
preparatumkészités az alabbi lépésekbdl all.

Nagymértékben tisztitott DNS-t olyan pufferben
oldjuk, amely nagy koncentrécidban tartalmaz sét
/ amménium acetat /, vagy szerves olddszert / for-
mamid /, valamint kis koncentracidban valamilyen am-—
fipatikus tulajdonsdgi vegyililetet: kis molekulast-
lya fehérjét, példaul citokrom c-t, lizozimet, vagy
detergenst: benzil-alkil-amménium-kloridot / BAC /
/ 52¢ /e

Ezt az oldatot teritjik szét az adott sdéra vagy
olddészerre nézve higabb puffer, a hipofazis feliile-
tén. A DNS-t bartalmazd oldat szétteriil a hipofézis
felszinén, és amfipatikus komponense monomolekularis
filmet képez.

Az oldatban levé DNS molekuldk ehhez a réteghez
abszorbealdédnak, Ehhez a réteghez érintjik hozzéa
egy eldzetesen szénhartyaval vagy parlodion filmmel
boritott rostélyt, és kiemeljuk a hozza tapadt DNS-t
ise A rostélyt ezutdn nagy vakuumban 10%-0s Sz0g
alatt nehézfém, példaul P4 vagy Pt elgdzologtetésével
adrnyékoljuk, mikdzben a mintatarté asztalkadt forgat—
Juk / "rotary" arnyékolas /.

Attél fliggben, hogy a szétterités soran milyen

kozeget hasznalunk, vizes, illetve formamidos techni-
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kat kilonboztetink meg / 53. /, kisérleteinkben mind-
két technikat hasznaltuk. A szétterité oldatban ci-
tokrém ¢ volt az amfipatikus komponens. Nehezen ér-
tékelhetd eredményeket kaptunk, amikor ehelyett BAC
detergenst haszndltunk. A prepardtumokat a Biofizi-
kai @intézet Jeol elektronmmikroszképjan tanulminyoz-

tuk.

2.7+ BElektronmikroszkoépos heteroduplex analizis

Ha két rokon DNS molekula esetében a koztik
fennalld inhomogenitédsokra vagyunk kivancsiak, illet-
ve részleges szekvencidlis hasonlésdgot akarunk ki-
mutatni két, kiilonbdzb eredetii DNS kézott, akkor en—
nek koézvetlen kimutatdsara alkalmas médszer az elek-
tronmikroszképos heteroduplex analizis / 54.,55.,56.,
57.,58. /. Segitségével néhany szédz bazisparra tehe-
t6 kililonbségeket nagy biztonsidggal ki lehet mutatni.
A technika alapja az alabbi:

AA? és BB’ komplementer szédlakat tartalmazd rokon

DNS molekuldk ekvimolaris keverékének denaturalasa
utdn 50 %-os valédszinliséggel keletkeznek az eredeti
AA? és BB? homoduplex molekuldk mellett AB’ és BA?
heteroduplex molekuldk, ha denaturidlds utan renaturiald

korilményeket biztositunk.
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A komplementer szalak szétvadlasztasat 50 % for-
mamidot tartalmazdé oldat 90 masodpercig forrd viz-
flirdén valdé melegitésével értik el. Ezutan 0,2 M
végkoncentracidéban nadtrium-perkloratot adtunk a reak-
cibelegyhez, és 37 OC-on egy Orédn at renaturaltattuk.
Renaturalas utdn a mintat soétdl és egyéb szennyezd-—
désektdl Sephadex G 100 oszlopon tisztitottuk / 59. /.

A szétteritéshez citokrdém c-t adtunk, és 10 %—os
formamidot tartalmazdé hipoféazisra vittik a mintat.

Tovéabbi feldolgozasa megegyezik a 2.6. fejezet—
ben leirtakkal; a joé felolddképesség érdekében hete-

roduplex mintainkat csak Pt-val arnyékoltuk.

2.8. Restrikcidés enzimmel hasitott DNS fragmens izo-

ldlasa agardz gélbdl

Szamos moédszer ismeretes a szakirodalomban, me-
- lyek segitségével preparativ mdédon DNS fragmens izo-—
lalhaté gélbd8l / 59.,60.,61.,62. /. A leirt médszerek
elvileg két csoportra oszthatdk.

Az egyik metdédus szerint az adott DNS fragmenst
tovabbi elektroforézissel a gélbdl kivandoroltatjuk,
azonban a gélb6l kilépett DNS~-t valamilyen mddon
visszatartjuk. Ez megoldhatd példaul az adott fragmens-
nek dializdldé hartyaba vald futtatasaval, vagy az

elektroforézis kérﬁlményei ko6zott a DNS-t irreverzibi-
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lisen megkoté adszorbens alkalmazasadval / malachit
z0ld, hidroxi-apatit /. A gélbll eltavolitott DNS-t
ezutan a dializald hartyaban toményithetjik, illetve
az adszorbens feliletérol eltavolithatjuk,.

A masik eljarads szerint az adott fragmenst tar-
talmazdé agardéz gél darabot feloldjuk, és ezutan tisz-
titjuk a DNS-t valamilyen mbédszerrel. Az agardéz olda-
sdt melegitéssel, agaraz enzim alkalmaziasaval, vagy
4 M—os KI oldatban vald melegitéssel oldottak meg.

Ez utdébbi mdédszert alkalmaztuk / 63. /, némi mdédo-
sitassaly lépéseit az alabbiakban részletezziik:

A kivant fragmenst restrikcidés enzimmel emész-
tés és gélen vald futtatas utdn a gélbdl éles pengé-—
vel kivagtuk. Feloldédsidhoz 4 M KI-ot, 20 mM TrisHCl-%,
7 mM 2 merkapto-etanolt tartalmazé puffert / pH=8 /
haszndltunk, az oldat 45 ®C—on valé enyhe razogata-
saval.

Az agardz olddéddsa utan 25 percig SW 39-es rotor-—
ban 30000 percenkénti fordulatszammal centrifugaltuk
a mintédt. A szol allapotu agardéz a centrifugacsd al-
Jjara lUlepedett, a DNS zdéme a feliluszd oldatban ma-
radt.

A feliiluszét egy kis térfogatt / kb. 1 cm’ /
hidroxi-apatit oszlopra vittik, egy oszloptérfogat
KI-os pufferrel mostuk, majd hadrom oszloptérfogatnyi
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foszfat pufferrel / pH=6,7 / elualtuk.

Az eluatumot 0,1 SSC oldattal dializaltuk, majd
az eredeti térfogat 5 %—ara toményitettik polietilén-
glikollal, ezutén ujra dializaltuk 0,1 SSC oldattal
szemben.

Az egész eljarast a lehetdségekhez képest steri-
len végeztik el, és az igy eldallitott, viszonylag
hig / mintegy 5 ug/ml koncentracidéju / DNS oldatot
steril kémcsdben tartottuk.

A médszerrel-becslés alapjén— mintegy 50-60 %—0s

kitermelést tudtunk elérni.
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3, EREDMENYEK

3.,1e A ll~es és a 1l6-3—as fag DNS-ek mélsulydnak meg-

hatarozéasa gélelektroforetikus mddszerrel

A két fag DNS-t kiilonbozd restrikcids enzimek-
kel emésztettik, majd ezt kovetben a keletkezett DNS
fragmenseket agardz gélen valasztottuk szét.

Szembetind, hogy a két fadg DNS azonos restrik-—
cibés enzimmel emésztett futbatasi képén semmi kiilénb-
séget nem tudtunk kimutatni / 1. ébra /. A kisérle-
teket eredetileg ugyanis olyan céllal végeztik el,
hogy a DNS-—-ek kozdtti feltételezett klilonbséget de-
tektalni tudjuk, azonban ez ilyen médszerekkel nem
érhetd el.

BEredeti célkitlizéslinket nem értik el, de ezek a
kisérletek sok szempontbdl hasznosak voltak; segitsé-
gikkel viszonylag jé kozelitéssel meghatéaroztuk e
két fag DNS mélsulyat. Az altalunk kapott eredmények
a kisérleti hibak hatarain bellll megegyeztek a 16-3
fag esetében meghatarozott értékkel / 64. /.

A gélelektroforézises mbélsulymeghatarozas indi-—
rekt médszer, mivel egy adott restrikcids enzimmel
hasitott DNS fragmensek mdélsulya csak megfeleld ka-—
libracidé utén szamolhatdé. Ezek Osszege tehat a genom

méretével egyenld,
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A 2. 4bran két kalibricids gorbe lathatd; az itt
szerepld pontok M fag DNS-nek EcoRI enzimmel emész-—
tett és gélen elvalasztott fragmensei; ezek mérete
viszonylag nagy pontossédggal ismert / 44. /. Az absz-
cisszan Onkényes egységekben felvett relativ elmozdu-—
las, az ordinadtan a fragmens mdélsulyok logaritmusa
szerepel. Bizonyos tartomadnyon bévil linearitas &ll
fenn e két valtozd kozott; kisebb koncentracidju gél
hasznalata jobb felbontdképességet és nagyobb lineé-—
ris tartomanyt jelent, mint ez az abran feltiintetett
0,7 %—o0s és L %—os agardéz gél adatainak Osszevetésé—
vel lathatd.

Az l. édbra gélképébdl szamithatd fragmens mdlsiu-
lyokat az l. tédblézat tartalmazza. A tdblazat adataibdl
kitinik a médszer fogyatékossaga is, mivel az egyes
fragmens mélsuly értékek mellett a szdérasokat is fel-
tintettik. Lathatd, hogy az elhajlé, nem lineéris
tartomdnyba esé fragmensek értékeinek szamitasa esetén
az elkovetett hiba mintegy 10 %—o0s; ez tehat a 8-9 MD
mélsulyokndl nagyobb fragmensekre vonatkozik.

A mélsily csokkenésével az elkdvetett hiba is
cstkken, és egészen a korilbelil 2 MD értékig 4-5 %—0sS.

Az ennél kisebb mdlsulyu fragmensek esetében az
elkdvetett hiba ujra novekszik, és a néhanyszor 107

moélsulytartomanyban 15-20 %—ot is eléri. Mivel a geno-
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mok zomét kitevé fragmensek mdélsulyainak értéke a
2-8 MD-~os tartomanyba esik, az elkovetett hiba je-
lentésen nem ndétt meg.

A tablazat adataibdl lathatd, hogy az egyes frag-
mensek gélen vald eloszlasadban, kovetkezés képp mdl—
sulyaiban, igy ezek Osszegében azonos értéket kap-
tunk mind a két fag DNS-re a kisérleti hibahataron pe-—
lil. A ll-es fag mdélstlya és fragmentdcids mintazata
tehdt azonos a 16-3 fagéval. Ez a tény is mutatja,
hogy a két fag DNS, ennek kovetkeztében a két fag egy-—

mashoz nagymértékben hasonlé.

%.2. A két fag DNS mélsulyadnak meghatidrozidsa elektron-

mikroszképpal

Gélelektroforetikus adataink ellenbrzése célja-—
bdél a két fag DNS mélsulyat elektronmikroszkodéposan is
meghatédroztuk. Az ilyen mérések alapja a DNS kontur
hosszanak meghatarozadsa. Ez a szam, valamint a na-
gyitas értékével kozvetleniul kalkuldlhatd az adott
DNS molekula abszolut hosszusiga. Megjegyezzik azon-
ban, hogy egyértelmiibbé akkor valtak volna eredménye-—
ink, ha belsé standardként ismert, jol meghatarozott
DNS molekulat hasznalunk; ilyen szempontbdél tehdt az

elektronmikroszképos médszer is indirekt. Mivel belsd
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EcoRI, Sall és Pstl enzimekkel emésztett fag DNS—-ekbdl

keletkezd fragmensek mélstlyainak kiszémitésa.

Fragmens N©

O 0 3 oo B & W o

e N e o
O W & W N+ O

17

Osszeg:

»

+*

e

E
5,31
5,25
4,97
4,11
4,0

2,97
2,68
2,36
1,91
0,81
0,72
0,58
0,53

10 flggetlen mérésbll szamitva
5 fluggetlen mérésbdl szamitva

Restrikcids enzimek

coRI *
0,219
0,21
0,191
0,129
0,112

I+ I+ 1+ + I+

I+

0,191
0,166
0,098
0,146
0,084
0,08

0,101
0,103

I+ I+ I+ I+ I+ I+

I+

36,2

Sall
Egyik DNS-t

sem emészti

Pstl

10,41
5,81
3,42
2,23
2,05
1,99
1,99
1,49
1,42
1,4
1,07
0,79
0,62
0,59
0,42
0,31
0,22

x

I+ 1+ 14+ I+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ I+ I+ 1+ I+ 1+ (4

1+

o+

0,983
0,27
0,21
0,20
0,19
0,16
0,16
0,11
0,091
0,090
0,092
0,097
0,112
0,107
0,110
0,09
0,093

36,25
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standard hasznadlata csak az eredmény pontossagat ja-—
vitja néhadny tized szazalékos értékre, ezért megelé-
gedtiink a kontur hossz mérése soriah kapott eredmé-
nyekkel. Ebben az esetben az elkovetett hiba 1-2 %-o0s,
tehdt sokkal jobb, mint a gélelektroforetikus mébd—
SZEeT.

1 nm konturhosszusignak kettds szali DNS eseté-
ben irodalmi adatok alapjan 2 MD mélsulyérték felel
wmeg / 53. /.

Mintainkrdél 5-15x105 nagyitassal készitettik
felvételeinket. A 3., és a 4. &bra a ll-es és 16~3-as
fag DNS—ek elektronmikroszképos képét mutatjék. A fel-
vételen az 1 um hosszusédgot egy-egy berajzolt szakasz
Jjelzi.

Mindkét DNS esetében a szamitott mdélsily 5-5 mérés
eredményét figyelembe véve,

M= 37,4 % 0,75 MD
értékiinek addbédott, és ez az érték jO egyezést mutat az
agardéz gélelektroforetikus mérésekkel, meghatarozott

mélsulyokkal.

%3¢%¢ A ll—es fag DNS is ragadds végi

A 16~3 fag DNS ragadds végli: a DNS molekuldk két
végén komplementer, egyes szald oligonukleotid rész

van / 4. /. Ennek kimutatésdra az alabbi kisérlet al-—
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kalmazhaté: a fag DNS~t EcoRI enzimmel emésztjik,
majd ezutan az emésztett DNS egy részét 65 O¢-ra
melegitjiik, jéggel hirtelen lehiitjik, majd gélre
vissziik, akkor a gélen a nem melegitett kontroll-
hoz viszonyitva két uj fragmens keletkezik. Ez azt
jelenti hogy, melegitéssel az addig H-hid kotéssel
Osszetartott DNS fragmensek szétesnek, és a gélké-
pen két Uj DNS fragmens lathatd.

Ezt a kisérletet végeztik el a ll-es és a
16-3—~as fag DNS-—ekkel. Az 5. &bra mutatja ennek e-—
redményét: a ll-es fag DNS esetében / 3. gél / a
16—~3 fag DNS-~hez hasonldban két 4j fragmens jelenik
megs; ez tehdt azt Jelenti, hogy a ll-es fag DNS is
ragadds végil.

A helyzet tebat hasonld a A fag esetén tapasz—
taltakkal: EcoRI enzimes emésztés utan az elsd,
legnagyobb és az 6tddik, legkisebb fragmens kapcso-
16dik H-hiddal a ragadés vég kovetkeztében / 44. /.

A ragadds vég Jjelenlétének bizonyitasédra elek-
tronmikroszképos vizsgdlattal is megprdébilkoztunk.

Frissen elkészitett, viszonylag tomény DNS prepara—

tumbdél vizes technikaval készilt elektronmikroszképos

rostély tanulmdnyozdsa soran viszonylag kis gyakori-

sdggal taldltunk cirkulédris formaju fag DNS molekula~

kat. A 6. &bra 16-3, a 7. dbra ll-es cirkularis fag
DNS-t mutat.
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7. édbra. Cirkularis formaju 11 fag DNS
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A formamidos DNS elektronmikroszképids technika / 53.
hasznalata ebben az esetben nem vezethet sikerre: a
formamid jelenléte a H-hidas kotést denaturalja, al-
kalmazdsa soran csak lineadris DNS molekulakat talal-
tunk / 3. és 4. &bra /. Ezek a vizsgédlatok kdzvetle-
niil bizonyitjadk, hogy az agardz gélelektroforetikus
adatokbol levont kovetkeztetések helyesek, és ezt di-
rekt mbédon is sikeriilt igazolni: a ll-es fag DNS

— hasonldbéan a 16-3-hoz - szintén ragadds végi.

3.4+ Heteroduplex analizis

Az eléz6 fejezetekben lattuk, hogy e két fag: a
11 és a 16-3 DNS—e csak viszonylag kismértékben ki-
1onbozhet egymastdl, és az eddig felsorolt mdbédszerek
egyike sem alkalmas arra, hogy esetleg néhany szaz
bazisparra terjeddé kiilonbséget észlelni tudjuk. Olyan,
nagyobb felbontdképességi médszert kellett keresniink,
amivel ez a hatar elérhetd. Egy ilyen mdédszer az
elektronmikroszké4pos heteroduplex analizis. Még mi-
eldétt a 11 és a 16-3% fag DNS—ek kozott képzbdd hete—
roduplexet elkészitettik volna, egy jol ismert 1l6-3
delécidés mutans, az A5 fag DNS-e és a 11 fag DNS-e
kozott képzdddé heteroduplexet tanulméanyoztuk.

Az A5 fagot Orosz Lészld izolédlta / 65. /; a de-
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lécid pontos helyét fizikail térképezéssel mutattak
ki: a genom 40 és 50 %—a kozotti DNS régid kiesett.
Természetesen ez a darab esszenciidlis géneket nem
tartalmaz, igy a faggal az Rm4l gazda fertdzhetd,
a fag szaporithatdé. Genetikai kisérletekkel azt i-
gazolték, hogy a kiesett DNS darab atfedi a C gént,
mivel a homoldég mutéans régiodkkal rekombinédciét nem
sikeriult kimutatni.

Ezt a kisérletet azért végeztik el, hogy a de-
lécidén kivil esd régidkban jelentkezb, szekvencid-

lis vagy més egyéb inhomogenitasokra visszavezethe-

t6 kilonbségeket ki tudjuk mutatni.

8. édbra. A 11 és az A5 fag DNS—ek kozOtt keletkezett
heteroduplex
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A 8. 4bra egy ll-es és egy A5-0s egyes szalu,
komplementer DNS renaturacidéja utén keletkezett he-
teroduplex molekuldt mutat be. A felvételen az egyes
és a kettés szalu DNS jol elkiilonithetden latszik, és
a delécids régidn kiviil inhomogenitasra utald jel
nem lathatd, legaldbbis ezzel a mbédszerrel ki nem mu-
tathato.

A delécié a genom 40,3 %—4nadl kezdbdik, és a
48,6 % értékig huzdédik. Ezt az értéket 11 felvétel
alapjan hetaroztuk meg. Maga a heteroduplex egy
. 7,53 pmn valamint egy 9,61 um hosszusagu kettés szalu,
és egy 1,6 um hosszusagl egyes szalu DNS-bdl all.

A talalt értékek a fizikai térképpel jé Ossz—
hangban vannak, egymast jol kiegészitik. Ugyanakkor
a delécidn kivil esd részek teljesen homogének,
komplementerek, azaz a 1l és a 16-3 fag DNS—ek szek-—
venciaja a delécidn kivil esd btartomanyban minden
valbészinliség szerint megegyezik.

Mindezekbll arra koévetkeztetink, hogy a feltéte-
lezett kiilonbség a 1l és a 16-3 fag DNS-ek k6zdtt a
delécidéval érintett DNS darabra esik, és igy tovabbi
vizsgédlatainkat leszikithetjik az egész genom helyett
annak mintegy 10-%—0s darabjara, ha taladlunk alkalmas
médszert ennek a DNS fragmensnek az elkiilonitésére

mindkét fagbdl.
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A 3., BamHI fragmens mdélsulya gélelektroforeti-
kus adatok alapjan 5,2 ¥ 0,23 MD. A delécidés hurok
/ egyes széali DNS / hossza 1,6 um, amit elég évato-
san kell kezelni, mivel egyes sz&lh DNS kontur hosz—
szUsdg alapjéan mért molekulasulya gyakran bizonyta-
lan. Ezt alapul véve az A5 delécid 3,2 MD nagysagu.
Minden valoészinliség szerint a realis érték a két a-
dat kozott van, amint ezt Dallman és munkatéarsai
/ 4. / megallapitottak: 7,1 Kb, azaz 4,4 ND.

Nagy mennyiségi 11 és 16-3 fiag DNS BamHI-vel
vald emésztése és gélen vald futtatdsa utén a 3.
fragmenst éles pengével kivagtuk, és abbdl a DNS-t
visszailzolaltuk.

A 10. 4bra mutatja a 16-3 fé4g DNS BamHI-el e-
mésztett fragmenseit, amit egyiddben futtattunk az
izolalt fragmenssel. Egyik BamHI fragmenssel sem
Osszetéveszthetd pozicidban, a 3. sav helyzetében
lathaté az izolalt fragmens; jelezve azt, hogy homo-

gén, és az izolalas Jjol sikeriilt.

5.4+l Heteroduplex képzés a 3. BamHI fragmensek
kozott

A 3. BamHI fragmens izoldlasa utan mindkét
fag DNS-b61l eredd darabok ekvimoldris keverékéb8l ki-
indulva heteroduplex analizist végeztiink. A prepara-—

tum elektronmikroszképos vizsgadlata soran talaltunk



G

10. 4brae. Az izoladlt BamHI fragmens homogenitaséanak

ellendrzése agardz gélen

11, 4bra. A két fag DNS-b8l szarmazd 3. BamHI fragmen-

sek kozott keletkezett heteroduplex molekula
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olyan heteroduplexeket, melyek igen kicsi, mintegy
100 bazisparra terjedd inhomogenitéasra utald hurkot
tartalmaznak. BEgy ilyen heteroduplex molekulat mutat
a ll. abra. Az abréan lathatdé DNS kontur hosszusag a-
lapjan mért molekulasulya 5,7 MD; ez az érték megkd—
zeliti a 5. BamHI fragmens elektroforetikus elmozdu-
lasa alapjan mért molekulasulyat, ami 5,2 ¥ 0,23 MD
értékinek adddott.

A hurok a teljes méret 87 %—-anal helyezkedik el.
Mivel a 3. BamHI fragmens teljes mértékben &tfedi az
A5-0s delécidét / 9. &bra /, ez a helyzet azt jelenti,
hogy a hurok az A5-0s deléciédval kiejtett DNS darab-
nak vagy a jobb, vagy a bal oldali végénél helyezke-
dik el. Az A5-0s delécidt tartalmazd fag Rm4l gazdén
szaporithatdé, életfontossagu génjeit ez a delécid
nem érinti. A hurok jelenléte tehat mas fag funkcid/k/
megvaltozasara utal.

Ilyen funkcié lehet példaul a fag represszor fe-
hérje, a beéplilést és a kivagoddast katalizald int
vagy xis gének termékei, valamint a fag att régidja,

illetve ezek kombinacidja.

3.5. Rm4l plazmid DNS izoldlasa és részleges jellem-

zése

A leirt mbédon izoldlt Rm4l-bdl szarmazd tisztitott

DNS oldathoz annyi szilard CsCl-t adtunk, mig az oldat
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suriusége a kivant értéket elérte, valamint 10 ug/ml
koncentracidéban etidiumbromidot adtunk az oldathoz.
48 6ra centrifugdlés utdn a centrifugadlis erdtérben
bedlld siiriiség gradiensen UV fény alatt harom savot
tudtunk megkiilonbdztetni / 12. &bra /. UV lampa a-
latt szeparaltuk a csovekbdl a fluoreszkadld savokat;
az azonos pozicidban levéket Osszedntottilkk, i-propa-
nollal extrahaltuk, majd dializaltuk az oldatokat.
Dializis utan mindharom sav anyagtartalmat elektron-
mikroszkép alatt tanulmanyoztuk. A iegfelsé, l. sav-
ban csak linearis DNS darabokat taldltunk ezzel a
médszerrel, melyek kontur hosszlsdg alapjan mért mo-
lekulasulya 40-80 MD értékek kozé esik, tehat viszony-
lag nagy méretiek / 13, &bra /. A kozéps6, 2. savban
a linearis DNS darabok mellett kor alaku molekuldkat
taldltunk; ezek kozuil néhany kitekeredett és szétte-
rilt formajau / l4. &bra /, a tobbi felcsavarodott,
zeg~zugos lefutasu / 15. &bra /. A kitekeredett for-
ma méretére jellemzb, hogy a legkisebb, értékelhetd
nagyitéasban is csak két részletben tudtuk lefényképez-
ni, és az eldhivott pozitiv képeket utdlag vagtuk
Ossze. Néhany molekula kontur hossz alapjan mért mo-
lekulasulya 140 MD korili értéklinek addédott. Ezen
plazmid molekulak kitekeredett alakjukat annak ko-

gzonhetik, hogy DNS lancukban kelld szami egyes szalu
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torést tartalmaznak, ami lehetdvé teszi ennek az a-
laknak a felvételét / OC molekuldk /. Mivel ugyaneb-
ben a sadvban felcsavarodott, zeg-zugos lefutiast plaz—
mid DNS molekuldkat is talaltunk, ebbdl arra kovet-
keztettink, hogy ezek is tartalmaznak egyes szalu to-
réseket, azonban ezek szima nem elegendd shhoz, hogy

a molekulak kitekeredhessenek.

A 2. frakcidban talalt linedris DNS molekulak
jelenlétét az elektronmikroszképos preparidtumkészités
sorédn fellépd Ohatatlan kettds szalu torésekkel ma-
gyarazzuk.

A legalsdé, 3. frakcidban ezzel a mdédszerrel sem-
mit nem tudtunk kimutatni, a sav anyagtartalmira néz-
ve kisérleti adatunk nincs. Nem tartjuk kizartnak,
hogy a preparadtumkészités soran keletkezl és nem teljes
mértékben eltavolitott egyes szalu DNS-t vagy RNS-t
tartalmaz a siave. Az sem lehetetlen, hogy a sa&v az un.
kovalensen zart kor /CCC/ alaku, sértetlen molekulakat
tartalmazza, mivel ez az alak CsCl gradiensen elva-
laszthaté az OC molekulatodl.

A kisérleti eredményekbdl kitiinik, hogy a kozép—
s6, a masodik sav Rm4l plazmid DNS-t tartalmaz, mivel
kor alaki molekuldkat csak itt taladltunk. Tovabbi ana-
lizisre van szlikség az l. sav anyagtartalmidra vonatko-

zblag, mivel elképzelhetd, hogy az is zOmében plazmid
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eredetlii DNS-t tartalmaz / 70. /. Ebben az esetben a
DNS preparadtum készitése garancia lenne, hogy az ol-
dat plazmid eredetu DNS-t tartalmaz, és az iddigényes,
rendkivil draga CsCl gradiens centrifugaléas bizonyos

esetekben kikiszobolhetd lenne,
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4, A7 EREDMENYEK MEGVITATASA

Kisérleteink elsd részében egy specialisan és egy
dltaléanosan transzdukald, a 16-3 és a ll-es fag DNS—ek
Osszehasonlitd biokémial analizisét végeztik el.
Restrikcids enzimekkel hasitottuk a két DNS-t, majd
agardéz gélelektroforézissel analizaltuk a keletkezd
fragmenseket. Ezek szama és helyzete mindkét fag DNS
esetében ugyanaz volt. A kisérleti hibak hatarain be-
11l nem tudtunk kiilonbséget tenni a két fag genom ko-
zOtt még abban az esetben sem, amikor ugyanazzal a
restrikcids enzimmel vagy enzimek kombinacidjaval
emésztett DNS keveréket futtattunk agardz gélen. Az
Osszes keletkezett fragmens szama és pozicidja mege-—
gyezett a kulon-kiilon futtatott eredeti DNS-ekbdl ke-—-
letkezett fragmensek szamaval és helyzetével.

Két, egymastdl fliggetlen mbédszerrel kimutattuk,
hogy mindkét fag DNS ragadds végi.

Elektronmikroszképos preparadtum készités utéan a
DNS—-ek kontir hossz alapjan mért molekulastulya azonos
volt; igy sem tudtunk kildnbséget kimutatni a két ge-
nom kozott.

Az itt felsorolt eredmények vilagosan megmutat-
ték, hogy a két genom kozti kiilonbség detektalasahoz
sokkal nagyobb felbontdképességu mdédszerre van szik-

ség, mint az eddigiek.
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Egy ilyen médszer a heteroduplex analizis; ennek
segitségével mintegy 50-100 bazisparnyi kiilénbség is
detektalhatoé.

Még mieldtt a heteroduplex analizist a két fag
DNS—~el elvégeztik volna, egy jol ismert delécids mu-~
tdns, az A5-0s fag DNS és a ll-es fag DNS kozotti he-—
teroduplex molekulat készitettik el. Ennek oka az volt,
hogy a delécidén kivil esb, esetleg jelentkezd, inhomo-—
genitasra utald helyeket lokalizdlni tudjuk. Mivel a
heteroduplex molekuldk tanulményozésa soran a deléciods
hurkon kivil mé&s, inhomogenitasra utald jelet nem ta-
laltunk, ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy ha van ki-
mutathaté kildnbség a két transzdukdld fag DNS kozott,
akkor ez a deléciodval érintett DNS régidra esik.

Talaltunk egy olyan mdédszert, amivel ezt a DNS ré-
gidét izolalni tudtuk. A fragmensek felhasznaldsaval
heteroduplexet készitettink; a prepardtum tanulményo-
zasa soran talaltunk olyan molekuldkat, melyekben egy
igen kicsi, mintegy 100 bazispar hosszusagu szakaszra
kiterjeddé hurok van. Azt elddnteni nem tudjuk, hogy ez
a kiilonbség melyik fag DNS-bSl ered. Azonban logikus-—
nak léatszik, hogy ez a valtozas a ll-es fag DNS-t érin-
ti.

Ezen a régidn belil torténd inszercid vagy delécid

kovetkeztében a két fag DNS nem teljesen homogén, ami-
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nek kovetkeztében transzdukcids szempontbdl eltérd e
két fag viselkedése.

A detektalt kiildonbség azonban minddssze 100-200
bazisparnyi terilileten Osszpontosul. Ez a kis differen-—
cia azért is meglepd, mert a két fag eredete teljesen
eltérdé: a 16-3 fagot 1959-ben izoléaltadk Balatonberény-
ben, a ll-es fagot 1974-ben, Szegeden. Ehhez a sorhoz
tartozik még a 3%6-o0s fag is, mely sok szempontbdl ha-
sonlé a 16-3-hoz illetve a ll-hez; ugyanakkor ezt a
fagot Budapest koérnyékén izoldlték / 66. /.

Rendkiviil meglepbnek latszik,hogy térben és idd-—
ben tavoli fag izolatumok ennyire konzervativan meg-
6rzik tulajdonsigaikat.

Evolucidés szempontbdl ez talan Ggy értékelhetd,
hogy ez az organizacid egyfajta optimumot jelent a
kb6rnyezeti szelekcidval szemben.

A 16-3 f4g fizikai és genetikai térképének isme-
rete igen értékes informacidkat ad. Az A5-6s delécid
teljesen kiejti a C gént, ami a 16-3 fag represszor
proteinjét kodolja. Ha az altalunk talalt hurok a 3.
BamHI fragmensek kozott a C gént érinti, abban az e-
setben a ll-es fag altal termelt represszor funkcidjat
nem tudja teljes mértékben betdlteni. Ennek kovetkez-
tében stabil lizogént nem képez a fiag, ami korabbi

vizsgdlatok sordn kitint / 8. /, és kis gyakorisiggal
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tiszta tarfoltot képezd mutanst is taldlhatunk az
utédfagok kozdtt. A talalt hurok nagysaga kovetkez-
tében nem kizart, hogy ez a mutacidé mas géneket is
érintett.

A A fag esetén az integracié a fag att régidja
bal oldalan elhelyezkedd promoter, valamint az int
régid aktiv részvételét igényli / 67. /.

Erre az analégiara téamaszkodva és feltételezve a 16-3
fag esetén hasonld mechanizmus miikédését mondhatjuk,
hogy e rendszer mutaciéja is okozhat hasonld jelen—~
séget.

Vagy a regulétor, vagy az integracidért felells
rendszer, esetleg mindkettd sérilése nem zarja ki,
hogy a ll-—es faggal vald fertdzés utidn altalénosan
transzdukald fag részecskék keletkeznek.

Nem Hagyhatjuk figyelmen kivil annak a lehetdsé-
gét sem, hogy a ll-es fég att régndja sériilt, ennek
kovetkeztében a fag a gazdasejt kromoszdémija mentén
tobb helyen képes rekombinacidéra, majd "rossz" kiva-
g6das utéan a gazda kromoszdémiajanak tobb helyrdl szar-—
mazé darabjait képes atvinni.

Ebben az esetben egy nem klasszikus specidlisan transt-—
dukald fagként kell a Rm4l ll-es fagjat nyilvantartani.

A kisérletek masodik felében egy mdbédszert 4lli-

tottunk be a Rm4l plazmid tisztitasdra. Az alkalmazott
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moédszer sikerre vezetett, a CsCl gradiens centrifuga-
las utan elkulonitett fluoreszcens savok egyikében
cirkularis DNS molekulédkat taldltunk, ami plazmid
voltuknak kozvetlen bizonyitéka. Ez a sav minden i-
gényt kielégitd munka elvégzésére alkalmas plazmid

eredeti DNS-t tartalmaz.
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5. USSZEFOGLALAS

Az &4ltaldnosan transzdukald 11, és a specidli-
san transzdukdldé 16-3 fag DNS-ek Osszehasonlitd ana-
lizise soran azt taléaltuk, hogy néhany restrikcids
enzimmel emésztve a keletkezett fragmensek sziama és
pozicidéja azonos. Molekulasulyukban sem igy, sem
elektronmikroszképos mérésekkel kiilonbséget kimu-
tatni nem tudtunk.

Az A5-0s delécidés mutans fag DNS—el készitett
heteroduplex-szel bizonyitottuk, hogy e két fag DNS
kozott az AS5-6s delécidval kiejtett DNS darabon fel-
tételezheté kiilonbség. Ennek a régidnak elddllitasa
utan heteroduplexet készitettink a kiiloénbozb erede-—
ti DNS darabokkal. Az elektronmikroszkoépos vizsgala-—
tok azt mutattak, hogy egy kb. 100-200 bazisparra
terjedd hurok keletkezik. Jelenlétére t6bb alterna-—
tiv magyarazat lehetséges: g C gén sériilt, az integ-
racidért felelds enzimrendszer, vagy az att régid
mutalt.

Ezek a mutacidk magyarazhatjak a ll-es fag el-
térd viselkedését a 16-3 faggal vald Osszehasonli-
tds soran.

Bedllitottunk egy moédszert, amivel a Rm4l plaz-
mid tisztithatdé; a termékek feldolgozasat elektron-

mikroszkoéppal végeztik el.
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Koszonetnyilvanités

Megkoszoném Dr. Sik Tibornak, hogy lehetdvé
tette e dolgozat elkészitését, figyelmemet a DNS
kutatéasok iranyaba terelte, munkamat mindvégig
figyelemmel kisérte, iranyitotta.

Koszonetet mondok Kiss Ibolyanak, Sain Béléa—
nak és Koncz Csabanak, akik mindennapi munkam so-
ran fellépdé problémik megoldasédban nyujtottak nagy
segitséget.

KGszOnet illeti a Genetikail Intézet egész
kollektivajat, mivel szémomra egy teljesen 4j vi-
lag kezdeti megismeréséhez segitettek elbadasaik-

kal, beszélgetéseikkel.





