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A gØnmanipulÆciós eljÆrÆsok lehetıvØ teszik, hogy a vírus-DNS, esetleg 
vírus-polipeptid termelØs baktØrium rendszerben valósuljon meg. Ez azØrt 
elınyös, mert a szövettenyØszetben tör tØnı vírustermelØs drÆga, a vírus Øs a 
vírus DNS-hozam alacsony. A 2-es típusœ adenovirus gcnomjÆnalt mintegy 
15%-Æt lambda fÆg vektor felhasznÆlÆsÆval mÆr sikerült baktØr iumsej tbe 
integrÆlni (Tiollais Øs mtsai 1976, Perricaudet Øs mtsai 1977). A 3-as Øs a 7-es 
típusœ vírus klónozÆsa sorÆn pedig � amelyek egy mÆsik adenovirus subgenus-
ba t a r toznak � a ví rus genom 87%-Æ t sikerült a pBR322 plazmid vektor 
segítsØgØvel baktØr iumokba ju t t a tn i (Engler Øs Kilpatrick 1981). 

CØlszerßnek lÆ t szot t ezØrt genetikai manipulÆciós technikÆval az l-es 
típusœ adenovirus D N S Hindl I I f ragmentumai t (Medveczky Øs mtsai 1981) 
baktØr iumba ju t t a tn i . A Hind l I I enzim hatÆsÆra �ragadós vØgß" DNS töre-
dØkek keletkeznek (Roberts 1976), amely koliØzív vØgzıdØseket DNS ligÆz 
kovalensen összekapcsolhat. A vektorkØnt a lkalmazot t pBR322 jelß, gyßrß 
alakœ plazmidon a H i n d l I I egy tÆmadÆspont ta l rendelkezik. Ha tÆsÆ ra a gyßrß 
linearizÆlódik, a D N S lÆnc kØt vØgØn komplementer kohØzív (�ragadós") 
vØgzıdØsek kialakulÆsÆval. Ha a vírus DNS H i n d l I I f ragmentumai t DNS ligÆz 
jelenlØtØben Hind l I I -ma l linearizÆlt pBR322-vel elegyítjük, kovalens kötØsek 
alakulnak ki. Ez vØgsı soron különbözı vírus-plazmid rekombinÆnsok kelet-
kezØsØhez is vezet, hiszen a ligÆz ha tÆsÆra lØtrejövı pBR322 recirkidarizÆció az 
esetek egy rØszØben vírus DNS töredØkek beØpülØsØvel következik be. így lehe-
tısØg nyílik a vírus-plazmid rekombinÆnsok baktØr iumokba ju t t a t Æ sÆ ra , transz-
fekciójÆra. 

Anyagok Øs módszerek 

VírustenyØsztØs Øs DNS izolÆlÆs 

Az l-es típusœ emberi adenovirus prototípus törzset HEp-2 szuszpenziós 
se j tkul tœrÆban szaporí tot tuk. A vírus tisztítÆst Øs a DNS izolÆlÆst a korÆbban 
ismertetet t módon vØgeztük (Medveczky Øs mtsai 1976, Berencsi Øs mtsai 1978, 
Zavizion Øs mtsai 1978). 
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Alkalmazott enzimek 

A mÆr többször említett H i n d l I I (Haemophilus influenzae R j ) enzimen 
kívül, a rekombinÆns plazmidok vírus eredetß D N S elemeinek azonosítÆsÆra 
(1. kØsıbb), a következı bakteriÆlis restrikciós endonukleÆzokat hasznÆltuk: 
Smal (Serratia marcescens Sb), B a m H I (Bacillus amyloliquefaciens H), KpnI 
(Klebsiella pneumoniae) Øs EcoRI (Escherichia coli RY-13) (Roberts 1976, 
Berencsi Øs mtsai 1978, Medveczky Øs mtsai 1981). 

A vírus-plazmid rekombinÆnsok in vitro kialakítÆsa T4 polinukleotid ligÆz 
felhasznÆlÆsÆval tör tØnt (SzomolÆnyi Øs mtsai 1980). 

A rekombinÆns DNS kialakítÆsa Øs klónozÆsa 

A vírus Øs pBR322 DNS-t emØsztet tük H i n d l I I enzimmel, m a j d T4 li-
gÆzzal in vitro a lakí tot tuk ki a vírus-plazmid rekombinÆns DNS-eket, 24 órÆs 
inkubÆlÆssal 12 °C-on. A vírus-DNS-t csak rØszlegesen emØsztettük a H ind l I I 
endonukleÆzzal, hogy a ligÆlÆs sorÆn minØl tÆgabb hatÆrok között vÆltozzØk a 
DNS-töredØkek molekulasœlya. A sikeres klónozÆshoz vezetı kísØrleteknØl a 
ligÆlÆskor a vírus DNS-koncentrÆció 2,5 pg/ml, a plazmidØ 56,2 pg/ml volt 
(1 : 22,5). A pBR322-t tar ta lmazó baktØr ium törzset E.M. Lederbergtıl 
(Stanford Univ. Kalifornia, USA) kap tuk . A rekombinÆns plazmidokat CaLl2-
os módszerrel j u t t a t t u k be a recipiens baktØr iumokba (Cohen Øs mtsai 1972). 
A CaCl2-os transzfekciókat különbözı DNS mennyisØggel vØgeztük. Sikeres volt 
a transzfekció a 292, 146, 73, 36,5, 18,2 ^g/ml DNS-(vírus -f pBR322) kon-
centrÆció esetØn. 

A pBR322 plazmid ampicillin Øs tetracyclin rezisztencia gØnt hordoz 
(Bolivar Øs mtsai 1977). A H i n d l I I enzim a gyßrßt a tetrÆn gØn prometerØbe 
vÆgva nyi t ja fel (Stüber Øs Bujard 1981). Mivel a vírus DNS-fragmentumok a 
ligÆlÆs sorÆn ide Økelıdnek be, lehetısØg nyílik a vírus DNS-elemeket hordozó 
baktØrium törzsek (klónok) szelektÆlÆsÆra klasszikus mikrobiológiai módszer-
rel. RecipienskØnt E. coli H B 101 törzset alkalmaztunk, amelyik ampicillin Øs 
tetracyclin ØrzØkeny (SzomolÆnyi Øs mtsai 1980). Azok a baktØriumok, amelyek-
be a transzfekció sorÆn rekombinÆns plazmid került ampicillinre rezisztenssØ 
vÆl tak, de mivel a te t rÆn gØn promoterØbe beØkelıdött az idegen DNS, e gØn 
expressziója zavart szenved, így te t rÆnra ØrzØkenyek maradnak. RekombinÆns 
plazmidot tar ta lmazó klónok szelektÆlÆsÆt 100 ug/ml ampicillin Øs 20 pg/ml 
te t rÆn ta r ta lmœ szilÆrd Ølesztı-trypton tÆp ta la jon (YTB) vØgeztük. Az indiffe-
rens, plazmid nØlküli baktØriumok egyik tÆp ta la jon sem szaporodtak. A ligÆlÆs 
sorÆn rekombinÆlódÆs nØlkül gyßrßvØ zÆródó plazmidokban a ket tØhasadt 
te t rÆn promoter œ j ra egyesül. Az ilyen plazmidot tartalmazó baktØriumok 
nemcsak ampicillines, de tetrÆnos tÆp ta la jon is kØpesek szaporodni. A szelek-
tÆ l t ampicillin rezisztens, te t rÆn ØrzØkeny klónok plazmidjaiban szÆmíthat tunk 
integrÆlódott vírus DNS-fragmentumok jelenlØtØre. 
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Az egyes baktØrium törzsekbe integrÆlódott vírus DNS-darabok azonosí-
tÆsÆhoz viszonylag nagy mennyisØgß rekombinÆns plazmidra volt szüksØg. 
Az egyes baktØr iumokban levı plazmidok mennyisØgØnek növelØsØre folyØkony 
YTB tÆp ta la jon chloramphenicolos (170 fig/ml) amplifikÆciót alkalmaztunk 
(Clewell 1972). A chloramphenicol megakadÆlyozta a baktØriumok tovÆbb i 
szaporodÆsÆt, miközben a plazmid replikÆció zavartalan maradt . 

A DNS fragmentumok szØtvÆlasztÆsa 

KísØrleteink különbözı fÆzisaiban a DNS k imuta tÆsÆ t agaróz gØl elektro-
forØzissel vØgeztük, 0,04 M Tris-HCl, 0,005 M Na-acetat puffer rendszerben 
(Helling Øs mtsai 1974). 1%-os Sea Chem HGTP agaróz horizontÆlis lapgØlt 
hasznÆltunk. Valamennyi fu t t a t Æ s szobahımØrsØkleten törtØnt 2�4 V/cm 
feszültsØgesØssel. A gØleket 1 /ig/ml ethidiumbromiddal festettük (15 min), 
majd OBWO-DK-5-ös f i lmre fØnykØpeztünk, UV megvilÆgítÆssal. Narancs-
sÆrga elıtØtszßrıt Øs UV-zÆrófiltert alkalmaztunk. 

Blot-hibridizÆció 

A rekombinÆns DNS-molekulÆkban blot-hibridizÆcióval igazoltuk, hogy 
valóban az l-es típusœ adenovirus nukleotid sorrendjei Øpül tek be a plazmidba. 
Az agaróz lapgØlben a restrikciós enzimmel feldarabolt rekombinÆnsok DNS-
töredØkeit elektroforØzissel szØtvÆlasztottuk, majd Alwine Øs mtsai (1977) 
módszere szerint szßrıpapírra i tatva a DNS-csíkokat rögzítettük. A szßrı-
papírt in vitro 3 2P04- tal je lzet t adenovirus DNS-sel hibridizÆltuk. Azok a DNS-
töredØkek, amelyek az adenovírus-DNS-bıl szÆrmazó nukleotid-sorrendeket is 
ta r ta lmaztak , autoradiogrÆfiÆs X-omat (Kodak) f i lmen a kötıdött izotóp 
hatÆsÆra fekete foltok fo rmÆ jÆban lÆ tha tóvÆ vÆltak. 

EredmØnyek 

A H i n d l I I restrikciós endonukleÆz az 5’-A/AGCTT-3’ nukleotid szekven-
ciÆt vÆgja Æ t (Old Øs mtsai 1975). Ez a szekvencia az l - e s típusœ adenovirus 
DNS-ben tizenkØtszer fordul elı, így az t izenhÆrom töredØkre hasad (Medveczky 
Øs mtsai 1981). A f ragmentumok jelölØse konvenció szerint az ABC nagy betßi-
vel törtØnik, az agaróz elektroforØzis a lapjÆn. A legnagyobb molekulasœlyœ 
DNS-darab betßjele az A, a mÆsodikØ à ´ Øs így tovÆbb (1. Æbra). A kísØrletek-
hez felhasznÆlt vírusnukleinsavat csak rØszlegesen has í to t tuk a H ind l I I enzim-
mel. Az 1. ÆbrÆn bemuta to t t DNS-töredØkeken kívül ezØr t 2�3 darabból Ælló 
hosszabb egysØgek is jelen vol tak (pl. ´ -j- I vagy G -j- Ñ -j- H)- Ennek az volt 
a cØlja, hogy minØl vÆl tozatosabb összetØtelß rekombinÆnspopulÆciót sikerüljön 
kialakítani. 
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1. Æbra. l-es t ípusœ adenovirus D N S HindlII fragmentumainak elektroforetikus kØpe. A 13 
fragmentumból 10 lÆtszik, mert a G Øs H fragmentum molekulasœlya egyforma, így a gØlben 
egy csíkot alkotnak, az L Øs M töredØkek pedig o lyan kis molekulatömeggel rendelkeznek, 
hogy kifutottak a gØlbıl az elektroforØzis sorÆn. A mintÆt a gØl V betßvel jelzett pontjÆn vit tük 
fel. A vÆndorlÆsi tÆvolsÆg növekedØsØvej a DNS-darabok molekulatömege arÆnyosan kisebb. 

A töredØkeket az ABC betßi nagysÆg szerint jelölik 

F D ´ I J E A G Ñ H ˚ 
˛ 7,9 17,0 31,5 37,3 410 50,1 73,6 806 913 97,1 100 

Ad. Hind I I I ’ * ’ ’ ’ ’ ’ ’ >-i 

I t t 

! \ / 
S ˚ S SB ´ ˚ E 

2. Æbra. l -es t ípusœ adenovirus D N S HindlII tØrkØpe (Adj HindlII). Az Adj DNS-t jelkØpezı 
vonal fölötti betßk mutatjÆk meg a fragmentumok tØnyleges helyzetØt a genomban. A szÆmok 
a HindlII enzim 10 tÆmadÆspontjÆnak lokalizÆciójÆt jelölik a gØn-tØrkØpen, a 0 Øs 100 kivØte-
lØvel, melyek a lineÆris vírus DNS bal Øs jobb vØgØt jelentik. Az L fragmentum a G Øs Ñ t�re-
dØkek, az M fragmentum à ´ Øs I darabok között helyezkedik el. (Kis mØretük miatt nincsenek 
jelölve.) A vonal alatti betßk Øs nyilak egyØb, a keresztemØsztØses fragmentum azonosítÆsnÆl 
hasznÆlt endonukleÆzok metszØspontjait jelkØpezik: S = Smal; ˚ = K p n I ; ´ = BamHI Øs 
E = EcoRI. Ezeknek a restrikciós enzimeknek több tÆmadÆspontja is van , mint amit feltün-
tettünk. A nyilak csak azokat a hasítÆsi helyeket mutatjÆk, amelyeket felhasznÆltunk a rekom-

binÆns plazmidok beØkelıdött vírus DNS-darabjainak identifikÆlÆsÆhoz 
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H i n d l I I enzim emØsztØs segítsØgØvel, elmØletileg a vírus D N S tœlnyomó 
rØszØnek (89,2%) klónozÆsa lehetsØges, mivel a kØ t szØlsı töredØket , a Hindl I I -
F Øs -K f ragmentumot , nem lehet a pBR322 gyßrßbe integrÆlni. E töredØkek-
nek ugyanis csak az egyik vØgØt alakí tot ta ki az enzim, a mÆsik vØgükön így 
nem rendelkeznek kohØzív nukleotid szekvenciÆval, ami a ligÆlÆs elıfeltØtele 
(2. Æbra) . Nem kiónozható hasonló okból-a rØszleges Hind l I I emØsztØs követ-
keztØben Øpen maradó F -j- D vagy H -f- ˚ f ragmentum sem. 

KlónozÆsi kísØrleteinkben a 292, 146, 73 Øs 36,5 pg/ml DNS-sel vØgzett 
transzfekció utÆn egyarÆnt lehetet t ampicillin rezisztens, tetracyclin ØrzØkeny 
klónokat izolÆlni. 

A vírus DNS-t hordozó plazmid rekombinÆnsok azonosítÆsa 

a) HindlII œjra emØsztØs 

Az izolÆlt plazmid DNS-t ismØtelt H ind l I I emØsztØsnek ve t e t tük alÆ Øs 
agaróz gØl elektroforØzist vØgeztünk. KontrollkØnt Hind l I I -ma l emØsztett 
pBR322-t Øs virion DNS-t hasznÆl tunk. Az emØsztØs eredmØnyekØnt a pBR322 
DNS œ j r a lineÆris lesz, a beØkelıdött f ragmentum is lehasad a vektorról. 
Ha egy plazmidba t ö b b vírus DNS-darab integrÆlódott , teljes emØsztØs esetØn 
ezek is különvÆlnak, hiszen valamennyi f ragmentum a H i n d l I I Æltal kialakí-
to t t �ragadós vØge" rØvØn tudot t a pBR322-be beØpülni. 

A 3. ÆbrÆn valamennyi vírus DNS f ragmentum szerepel, amelyiknek 
sikerült a klónozÆsa. Az alkalmazott metodikÆból következik, hogy a Hindl I I -
F Øs -K nem kØpes a pBR322-be beØpülni. A rendkívül kicsiny mØrete miatt 
nehezen k imuta tha tó HindI I I -L Øs M f ragmentumon kívül elvileg 9 virus DNS 
töredØk kiónozható, melyek közül 8 azonosítható a fØnykØpen vÆndorlÆsi 
sebessØge alapjÆn. 

A HindIII-A,-B,-D,-E,-I Øs - J töredØk egyszerßen identif ikÆlható a virion 
kontroll azonos helyzetß csíkjai rØvØn. A G Øs H f ragmentum is azonosítható, de 
egymÆstól e módszerrel nem különí thetı el, mert az azonos molekulasœly miatt 
az elektroforØzis kØpen a kØt csík egybeesik. EzØr t az ÆbrÆn az i lyen helyzetß 
inszerteket G/H-val jelöltük. 

A H i n d l I I œjraemØsztØssel összesen 32 vírus eredetß inszertet azonosítot-
tunk . A legtöbb baktØr ium, amelybe rekombinÆns plazmid integrÆlódott , 
egyetlen beØkelıdött vírus DNS-töredØket ta r ta lmazot t . N Ø h Æ n y esetben 
azonban egy baktØr ium klónban kØ t , sıt egy alkalommal hÆrom vírus eredetß 
f ragmentum is k imuta tha tó volt, hiszen a H i n d l I I vírus f ragmentumok Øs a 
vektor ligÆlÆsakor a minØl többfØle rekombinÆns keletkezØsØnek cØljÆból, 
H ind l I I -ma l rØszlegesen emØsztett virion DNS-t alkalmaztunk a reakció-
elegyben. 

A 3. ÆbrÆn a H indI I I -D Øs -E f ragmentum jól elkülöníthetı egymÆstól Øs 
a hozzÆjuk igen hasonló molekulasœlyœ Ñ fragmentumtól . Sok esetben a ha-
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3. Æbra. NØhÆny klón rekombinÆns plazmidjÆnak elektroforØzise Hindl I I œjraemØsztØs utÆn. 
P = pBR322 kontroll, V = virion DNS kontrol l . Minden min t Æban egyedi klónokból izolÆlt 
rekombinÆns DNS fu to t t . A rekombinÆnsokat a bennük azonosított Ad 1 -HindII I darabok 
jelzØseivel (A, B, D, E, G/H, I Øs J) jelöltük. À ´ + I, valamint az A + G/H jelzØsß klónokban 
szomszØdos adenovirus H i n d l I I töredØkek Øpültek be egyetlen pBR322 vektorba. A D + I + J 
jelzØsß klónban pedig egyidejßleg kØt rekombinÆns ta lÆ lható . Az egyikben csak az Adl-
HindI I I -D, a mÆsikban a H i n d I I I - I + J töredØk van jelen. (RØszleteket lÆsd az 1. tÆblÆzatban) 

sonló vÆndorlÆsi sebessØg miatt e hÆ rom csík ha tÆ ra a gØl fØnykØpØn elmosódik, 
nehezítve vagy lehetetlennØ tØve az azonosítÆst. Az ÆbrÆn lÆtható fragmentu-
mok pontos azonosítÆsÆra Øs a H ind I I I -G Øs -H elkülönítØsØre egyØb restrikciós 
enzimeket is a lkalmaztunk, amelyeknek a hasítÆsi helyeit a 2. ÆbrÆn feltüntet-
tük. 

b) KeresztemØsztØs vagy mÆsodik emØsztØs 

Ismert t ÆmadÆspontœ restrikciós endonukleÆzzal pontosan identif ikÆlható 
a plazmidba Øpült vírus DNS-fragmentum. Ha a H i n d l I I œjraemØsztØs utÆn az 
inszertet olyan enzimmel inkubÆl juk, amelyik az t hasítja, akkor az œjabb 
elektroforØzis sorÆn a gØl fØnykØpØn eltßnik az inszert csíkja Øs az enzim hasítÆsi 
helyeitıl függıen kØt vagy több, alacsonyabb molekulasœlyt reprezentÆló 
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helyzetß csík jelenik meg. A kísØrletekben hasznÆl t enzimeket, t Æ m a d Æ s p o n t j u -
k a t a 2. Æbra m u t a t j a . 

A H i n d l I I hidrolízis u t Æn a többi restrikciós endonukleÆzzal elvØgzett 
keresztemØsztØs nemcsak az A, B, D, E , I Øs J f r agmen tumok pontosabb azono-
sítÆsi módszerØnek bizonyult , hanem lehetıvØ t e t t e a G Øs H inszertet ta r ta l -
mazó klónok differenciÆlÆsÆt is. Ez t i l lusztrÆl ja a 4. Æbra , amely egy kereszt-
emØsztØs u t Æ n elvØgzett elektroforØzis gØl fØnykØpe. A vizsgÆlt k lónba a plaz-
mid vek to r œ t j Æ n a H i n d l I I œ j raemØsztØs szerint az A Øs a G/H f r a g m e n t u m 
kerül t . A keresztemØsztØs igazolta az œj raemØsztØses vizsgÆlat e redmØnyØ t , 
hiszen a B a m H I enzim a H i n d I I I - A f r a g m e n t u m o t ke t tØhas í to t ta , a G/H 
j e lß t nem t Æ m a d t a meg. Ez megfelel a 2. Æb rÆn b e m u t a t o t t t Æ m a d Æ s p o n t n a k . 
A 2. ÆbrÆról az is leolvasható, hogy az E c o R I enzimnek a G szakaszon van 
t Æ m a d Æ s p o n t j a (az A-n Øs a H-n nincs). Ennek megfelelıen az elektroforØzis 
u t Æn i felvØtelen az A f r agmen tum in t ak t , a G/H jelß pedig kØt kisebbre hasad , 
b izonyí tva ezzel, hogy a klón az A f r a g m e n t u m o n kívül a G-t t a r t a lmazza , 
nem a H - t (4. Æbra) . 

Hindl I I H i n d l I I 

+Bam +Eco 

4. Æbra. H i n d I I I - A Øs G f r a g m e n t u m azonosí tÆsa B a m H I Øs E c o R I keresztemØsztØssel egye t l en 
r e k o m b i n Æ n s b a n . a) A p lazmid Øs virion kon t ro l l k ö z ö t t a H i n d l I I œ j raemØsz tØs u t Æ n A d t -
H i n d I I I - A Øs- G/H nak megfelelı csíkok l Æ t h a t ó k . KözØpen Øs j o b b oldalon a v i r ion k o n t r o l l 
mellet t , a B a m H I Øs az E c o R I hasí tÆsi he lyØnek megfelelıen a keresztemØsztØs u t Æ n a k e t t Ø -
hasad t A Øs G f r a g m e n t u m he lye t t kØ t -kØ t a l ac sonyabb molekulasœlyœ DNS da rabo t r ep rezen -
tÆló csíkot l Æ t u n k , b) B a m H I emØsztØs h a t Æ s Æ r a a H i n d I I I - A d a r a b k Ø t kisebb t ö r e d Ø k r e esik 
szØt, amelyek nagysÆga a l a p j Æ n a 2. Æb rÆn b e m u t a t o t t (B) metszØspont azonosí tható, c) E c o R I 
emØsztØs h a t Æ s Æ r a a k isebbik , H i n d I I I - G / H tö redØk k Ø t k isebb d a r a b r a esik szØt, ami a 2. Æb ra 
(E) jelzØse a l a p j Æ n b i zony í t j a , hogy a r e k o m b i n Æ n s b a a H i n d I I I - G f r a g m e n t u m Ø p ü l t be 
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1. tÆblÆzat 

A pBR322 plazmid HindlII pontjÆra beØpített adenovirus DNS töredØkek szÆma Øs molekulasœlya* 

Az adenovirus DNS 
darab molekula-

sœlya (Md) 

l l i nd l l l -
specifikus 

DNS-szakasz 
megjelölØse 

A DNS-töredØket 
tartalmazó 

klónok szÆma 

Azoknak a DNS-töredØkeknek 
a szÆma, amelyek vizegÆlata 

megtörtØnt: 

»»Kereszt- »»«Blot-
emØsztØssel , hibridizÆcióval 

6,81 A + G 1 2 1 
4,73 ´ + I 1 - � 

3,5 ´ 6 1 1 
3,33 E + I 1 � 1 
2,18 D 10 2 2 
2,11 E 4 � 1 

1,95 I + J 1 1 1 
G 1 1 1 

1,43 G vagy H 2 _ 
� 1,43 

H 1 1 1 

* Egyetlen, rØszlegesen H i n d l I I enzimmel h a s í t o t t adenovirus DNS/pBR327 D N S 
rekombinÆns keverØk segítsØgØvel k ia lak í to t t klónok összetØtele. A klónok vÆlogatÆsÆ t Øs azono-
s í tÆsÆ t az ampicillin rezisztencia Øs Æ tetracyclin ØrzØkenysØg alapjÆn addig fo ly t a t tuk , amíg 
valamennyi 0,5 Md-nÆ l nagyobb molekulatömegß adenovi rus töredØknek legalÆbb egyetlen 
pØ ldÆnyÆ t sikerült azonosítani , így a klónszelekció a r ekombinÆnsok minısØgi összetØtele szem-
pont jÆbó l vØlet lenszerßnek tekinthetı. 

** A töredØkek azonosítÆsÆt H i n d l I I enzimen k ívü l B a m H I , K p n I , E c o R I vagy S m a l 
restrikciós endonukleÆz segítsØgØvel is elvØgeztük. 

*** Blot-hibridizÆció segítsØgØvel igazoltuk, hogy a rekombiuÆnsba valóban l -es t ípusœ 
adenovirus DNS Ø p ü l t be. 

SzÆmos klón keresztemØsztØses vizsgÆlatÆt elvØgeztük, s minden ecetben 
igazolódott a H i n d l I I üjraemØsztØses f r agmen tum azonosítÆs helyessØge 
(1. tÆblÆzat). 

c) Blot-hibridizÆció 

Blot D N S hibridizÆciós kísØrlettel is azonosítot tuk a klónokat. H i n d l I I 
œjraemØsztØs u t Æ n elektroforØzissel szeparÆl tuk a rekombinÆns plazniidok 
töredØkeit, m a j d denaturÆlÆst követıen Alwine Øs mtsai (1977) szerint szßrı-
papirosra k ö t ö t t ü k . 32P-jelzett l-es típusœ adenovirus DNS kØszítmØnnyel 
hibridizÆltunk. A papiros fölØ helyezett röntgen filmen a pBR322-nek megfelelı 
csíkok helyØn n e m volt feketedØs, de az inszerteket tartalmazó csíkok lÆ tha tóvÆ 
vÆl tak a fi lmen, mert az adenovirus specifikus nukleotid sorrendekhez kö tıdöt t 

a 32P-DNS. 
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A különbözı fragmentumok beØpülØsØnek gyakorisÆga 

A H i n d l I I œjraemØsztØs, a keresztemØsztØs Øs a DNS hibridizÆció a l ap jÆn 
megÆllapítható, hogy az l-es típusœ adenovirus genetikai Æl lomÆnyÆnak 
78,5 A: 0 ,3%-Æt sikerült E. coliba j u t t a t n u n k . A baktØr iumokban az egyes 
DNS-fragmentumok a rekombinÆns pBR322 rØszekØnt replikÆlódtak. Az I . 
tÆblÆzat mu ta t j a , hogy a különbözı f ragmentumok elıfordulÆsa az ampicillin 
rezisztens, t e t rÆn ØrzØkeny baktØr iumokban nem egyforma, sıt HindI I I -C 
f ragmentumot egyetlen klónban sem ta lÆ l tunk. A klónok azonosítÆsÆt addig 
folyta t tuk, ameddig mind a legaagyobb, mind a legkisebb DNS-töredØket is 
sikerült a rekombinÆnsokban azonosítani. Összesen 32 H i n d l I I töredØk azono-
sítÆsa sorÆn elØrtük ezt a cØlt. Az 1. tÆblÆzat adatai azonban azt m u t a t j Æ k , 
hogy a 32 vírus-DNS-fragmentuinot 27 klónban talÆl tuk meg. 4 rekombinÆns 
kettıs H i n d l I I darabokat tar ta lmazot t . Az A + G, ´ -f- I , valamint az I -j- J 
szomszØdos töredØkek az l -es típusœ adenovirus DNS-ben (2. Æbra), ezek t e h Æ t 
rØszlegesen emØsztett DNS-molckulÆkból kerülhettek a rekombinÆnsokba a 
ligÆlÆs sorÆn. Az E -f- I darabok egymÆstól tÆvolabb elhelyezkedı töredØkek a 
vírusgenombau, így ezek a ligÆlÆs sorÆn különÆlló darabokból, mozaikszerßen 
Øpültek össze. A 27 klón egyike kØt különbözı rekombinÆnst ta r ta lmazot t , 
egyikük az I -f- J , mÆsikuk a D vírus-töredØket t a r t a lmaz ta (3. Æbra). A n n a k 
ellenØre, hogy a klónokban az I Øs J f ragmentumokat is megtalÆltuk, az 1. 
tÆblÆzat adatai muta t j Æk , hogy kiónozni csak 1,43 Md-nÆl nagyobb, Øs 6,81 Md-
nÆl kisebb DNS-szakaszokat sikerült. A kØt legkisebb f ragmentum (L Øs M) 
egyedüli megjelenØse egy rekombinÆnsban alacsony molekulasœlyuk mia t t 
mØg kevØsbØ vÆrható, hiszen nagysÆgrendjük a többi H i n d l I I f ragmentumok 
molekulasœly meghatÆrozÆsÆnÆl kapott szórÆsoknak megfelelı. Az L Øs M 
töredØk együttesen a vírus genomhosszÆnak csupÆn 0 ,3%-Æ t alkotja. Mivel 
rØszlegesen emØsztett vírus DNS-sel dolgoztunk, elkØpzelhetı, bogy a kØt leg-
kisebb f ragmentum is bekerül t valamelyik rekombinÆns plazmidba. (Pl. az 
M à ´ -j- I , az L pedig a G jelzØsß klónba.) 

Szoros összefüggØs mu ta tha tó ki a DNS-szakaszok nagysÆga, valamint a 
rekombinÆnsokban törtØnı elıfordulÆsuk gyakorisÆga közöt t . 28 rekombinÆns-
ból 10-ben a D-töredØk (2,18 Md) 7-ben pedig B, Øs E + I (3,5 Øs 3,33 Md) 
fordult elı, azaz a rekombinÆnsok csaknem kØtharmad rØszØben olyan vírus-
DNS-szakaszok vannak, amelyek nagysÆga megközelíti a vektor pBR322 D N S 
mØretØt (2,7 Md). Szembetßnı azonban, hogy az egyetlen (HindIII-C) vírus-
DNS-töredØk nagysÆga, amelyet egyetlen rekombinÆnsban sem sikerült azono-
sítani 2,3 Md, tehÆt legjobban megközelíti az optimÆlis 2,7 Md nagysÆgot. 
A HindIII-C töredØket t e h Æ t több mint 10 klónnak kellene tar talmaznia, 
amelyek ampicillin rezisztensek, de tetracyclin ØrzØkenyek. 
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MegbeszØlØs 

A H i n d l I I restrikciós endonukleÆz segítsØgØvel sikerült az l-es t ípusœ 
humÆn adenovirus DNS 0,785 (Hí 0,003) genomhosszœsÆgnak megfelelı szaka-
szÆt kiónozni. Ampicillin jelenlØtØben a rekombinÆns plazmidok nemzedØkeken 
keresztül s tabi lnak bizonyultak. A baktØr iumsejtekben folyamatosan replikÆ-
lódtak az adenovirus DNS szakaszai is. 

Az inszertek nagysÆgÆt Øs a rekombinÆnsok keletkezØsØnek gyakorisÆgÆt 
figyelembe vØve azt a következtetØst lehet levonni, hogy azok a vírus-DNS-
töredØkek klónozhatók legjobban az a lkalmazot t kísØrleti körülmØnyek között , 
amelyeknek mØrete leginkÆbb megközelíti a vektorkØnt alkalmazott pBR322 
plazmid nagysÆgÆt . Kisebb gyakorisÆggal azonban kØtszer rövidebb (1,43 Md), 
valamint kØtszer hosszabb (6,81 Md) inszerteket tar ta lmazó klónok is izolÆl-
hatok. 

A HindI I I -C töredØket, annak ellenØre, hogy a DNS-fragmentum nagy-
sÆga legjobban megközelíti a plazmid D N S hosszœsÆgÆt, nem talÆltuk meg 
egyetlen ampicillin rezisztens, de tetracyclin ØrzØkeny klónban sem. 

Grisin Øs mtsai (1981) a 6-os t ípusœ humÆn adenovirus klónozÆsa sorÆn 
ugyancsak megfigyeltØk, hogy HindIII-C töredØk nem ad tetracyclin ØrzØkeny 
klónokat pBR322 vektor alkalmazÆsakor. Szóbeli közlØs a lapjÆn tud juk , hogy 
a tetracyclin rezisztenciÆt megtar to t t klónok között ta lÆ l tak olyanokat, ame-
lyekbe HindI I I -C inszertet tar ta lmazó rekombinÆns Øpült be. 

Stüber Øs Bujard (1981) fÆg-DNS-vizsgÆlatok kapcsÆn mÆr korÆbban 
megfigyelte, hogy a pBR322 plazmid tetracyclin gØnjØnek a mßködØsØt fÆg-
promoterek lehetıvØ t u d j Æ k tenni. 

A kísØrletek sorÆn megfigyelt jelensØgnek azØrt van biológiai jelentısØge, 
mert egy emlısvírus DNS-Øben sikerült egy DNS szakaszt kimutatni , amelyik 
a rekombinÆnsban az integrÆl t DNS Æltal megszakított, P� jelzØsß pBR322-
promotert ki t ud j a egØszíteni. Grisin Øs mtsa i (1981) eredmØnye azØrt fontos, 
mert igazolja, hogy ez a kØpessØg az adenovírusok azonos subgenushoz tar tozó, 
de eltØrı t ípusba sorolt vírus genomjÆban is k imutatható . 

Annak a kØrdØsnek az eldöntØse, hogy az adenovirus promoterek közül az 
egyik kØpes a bakteriÆlis rendszerben önÆllóan megindítani a transzkripciót 
vagy pedig a vírus-DNS HindII I -C töredØke csak kiegØszíti a hibÆs pBR322-
promotert , mØg kísØrleti s tÆdiumban van . 

Az eredmØnyek a lapjÆn azt a következtetØst mÆr a jelenlegi s tÆdiumban 
is le lehet vonni, hogy a megfigyelt különbsØg oka a HindI I I -C vírus-DNS-
fragmentum jobb oldalÆn talÆlható. Rendelkezünk ugyanis egy olyan rekombi-
nÆnssal, amelyikben a pBR322 plazmid az l-es típusœ humÆn adenovirus 
EcoRI-C töredØkØt hordozza. A pBR322 DNS-en az EcoRI endonukleÆz azonos 
promotert inaktivÆl, mint a Hind l I I . Az EcoRT-C f ragmentumban az l -es 
típusœ adenovirus DNS HindII I -C darab jÆnak (összevethetı a 2. Æbra segít-
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sØgØvel) csaknem a fele benne van , az EcoRI-C klónok mØgis tetracyclin ØrzØ-
kenyek. A HindI I I -C klónok tetracyclin rezisztenciÆjÆØrt, t e h Æ t az adenovirus 
genom 0,840�0,913 hosszœsÆgegysØgek közöt t i rövid szakasza lehet a felelıs. 
A 0,840�0,913 egysØg közötti szakasz a v í rus DNS H i n d l I I tØrkØpØn à Ñ 
f ragmentum j o b b oldalÆnak felel meg (2. Æbra) . 

ÖsszefoglalÆs 

KísØrleteink sorÆn l-es t ípusœ humÆn adenovirus DNS H i n d l I I f ragmen-
t u m a i t kiónoztuk pBR322/E. coli HB101 rendszerben. A vírus DNS-t hordozó 
rekombinÆns plazmidok azonosítÆsÆt H i n d l I I œjraemØsztØses, keresztemØsztØ-
ses Øs DNS hibridizÆciós vizsgÆlatokkal vØgeztük el. 32 vírus DNS-szakaszt 
azonosítottunk a recipiens baktØr ium törzsekben. 

ElmØletileg az alkalmazott módszerekkel k imuta thatóan 9 f ragmentum 
kiónozható. Ebbıl a 9 f ragmentumból 8-at sikerült megtalÆlni a rekombinÆns 
plazmidokban, ami a vírus genom 78,5%-Æt (zb0,3%) jelenti. Az egyes f rag-
mentumok rekombinÆlódÆsÆnak gyakorisÆga a vÆlasztott kísØrleti körülmØ-
nyek között összefüggött a molekulasœllyal. Azok a f ragmentumok rekombi-
nÆlódtak a leggyakrabban, amelyek molekulasœlya a legközelebb esett a 
pBR322 2,7 Md molekulasœlyÆhoz, kivØtelt kØpezet t a HindIII -C f ragmentum, 
amely annak ellenØre, hogy leginkÆbb megközelíti a vektor nagysÆgÆt egyetlen 
klónhan sem volt k imutatható . 

A genetikai manipulÆció eredmØnyekØnt a baktØriumokba j u t t a t o t t vírus-
DNS-tar talmœ plazmidok a recipiensben nemzedØkeken keresztül stabilak 
vol tak Øs nagy mennyisØgben lehete t t a baktØr iumokkal vírus-DNS-fragmentu-
mokat termeltetni . 

A klónozÆs sorÆn sikerült kimutatni , hogy az l-es típusœ adenovírus-DNS 
egyik darabja kØpes befolyÆsolni a bakteriÆlis gazda-vektor rendszer biológiai 
viselkedØsØt. 
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