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A génmanipulaciés eljarisok lehetévé teszik, hogy a virus-DNS, esetleg
virus-polipeptid termelés baktérium rendszerben valésuljon meg. Ez azért
elényos, mert a szévettenyészethben torténd virustermelés draga, a virus és a
virus DNS-hozam alacsony. A 2-es tipusi adenovirus genomjinak mintegy
159%,-4t lambda fag vektor felhasznaldsival mar sikeriilt baktériumsejtbe
integralni (Tiollais és mtsai 1976, Perricaudet és mtsai 1977). A 3-as és a T-es
tipusi virus klénozasa sordn pedig — amelyek egy masik adenovirus subgenus-
ba tartoznak — a virus genom 879,-at sikeriilt a pBR322 plazmid vektor
segitségével baktériumokba juttatni (Engler és Kilpatrick 1981).

Célszertinek latszott ezért genetikai manipulédciés technikdval az l-es
tipusi adenovirus DNS HindIII fragmentumait (Medveczky és mtsai 1981)
baktériumba juttatni. A HindIIl enzim hatasara ,,ragadés végli” DNS tore-
dékek keletkeznek (Roberts 1976), amely kohéziv végzidéseket DNS ligaz
kovalensen 6sszekapcsolhat. A vektorként alkalmazott pBR322 jelii, gytird
alaki plazmidon a HindIII egy tamadésponttal rendelkezik. Hatésara a gyiri
linearizalédik, a DNS lanc két végén komplementer kohéziv (,,ragadés”)
végz6dések kialakuldsaval. Ha a virus DNS HindITII fragmentumait DNS ligaz
jelenlétében HindITI-mal linearizalt pBR322-vel elegyitjiik, kovalens kétések
alakulnak ki. Ez végsé soron kiilsnbé6zé virus-plazmid rekombinansok kelet-
kezéséhez is vezet, hiszen a ligiz hatasara létrejové pBR322 recirkularizéacié az
esetek egy részében virus DNS toredékek beépiilésével kovetkezik be. Igy lehe-
téség nyilik a virus-plazmid rekombinansok baktériumokba juttatésara, transz-
fekcigjara.

Anyagok és médszerek

Virustenyésztés és DNS izoldlds

Az 1-es tipusi emberi adenovirus prototipus torzset HEp-2 szuszpenziés
sejtkultiraban szaporitottuk. A virus tisztitist és a DNS izolalast a kordbban
ismertetett médon végeztiik (Medveczky és mtsai 1976, Berencsi és mtsai 1978,
Zavizion és mtsai 1978).
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Alkalmazott enzimek

A mar tobbszér emlitett HindIII (Haemophilus influenzae Rg4) enzimen
kiviil, a rekombinans plazmidok virus eredetdi DNS elemeinek azonositasara
(1. késébb), a kovetkezd bakterialis restrikciés endonukledzokat hasznaltuk:
Smal (Serratia marcescens Sy), BamHI (Bacillus amyloliquefaciens H), KpnI
(Klebsiella pneumoniae) és EcoRI (Escherichia coli RY-13) (Roberts 1976,
Berencsi és mtsai 1978, Medveczky és mtsai 1981).

A virus-plazmid rekombinansok in vitro kialakitasa T, polinukleotid ligaz
felhasznalasaval tortént (Szomolanyi és mtsai 1980).

A rekombindns DNS kialakitdsa és klonozdsa

A virus és pBR322 DNS-t emésztettiik HindIII enzimmel, majd T, li-
gézzal in vitro alakitottuk ki a virus-plazmid rekombinans DNS-eket, 24 6ras
inkubalassal 12 °C-on. A virus-DNS-t csak részlegesen emésztettiik a HindITI
endonukleazzal, hogy a ligalas soran minél tagabb hatarok kézott valtozzék a
DNS-toredékek molekulasilya. A sikeres klénozashoz vezets kisérleteknél a
ligalaskor a virus DNS-koncentracié 2,5 ug/ml, a plazmidé 56,2 pg/ml volt
(1:22,5). A pBR322-t tartalmazé baktérium toérzset E.M. Lederbergtél
(Stanford Univ. Kalifornia, USA) kaptuk. A rekombinans plazmidokat Catl,-
os médszerrel juttattuk be a recipiens baktériumokba (Cohen és mtsai 1972).
A CaCl,-o0s transzfekciokat kiilonb6z8 DNS mennyiséggel végeztiik. Sikeres volt
a transzfekcié a 292, 146, 73, 36,5, 18,2 ug/ml DNS-(virus + pBR322) kon-
centracié esetén.

A pBR322 plazmid ampicillin és tetracyclin rezisztencia gént hordoz
(Bolivar és mtsai 1977). A HindIII enzim a gyfiriit a tetrian gén prometerébe
vagva nyitja fel (Stiiber és Bujard 1981). Mivel a virus DNS-fragmentumok a
ligalas soran ide ékelédnek be, lehetdség nyilik a virus DNS-elemeket hordozé
baktérium torzsek (klonok) szelektalasara klasszikus mikrobiolégiai médszer-
rel. Recipiensként E. coli HB 101 térzset alkalmaztunk, amelyik ampicillin és
tetracyclin érzékeny (Szomoléanyi és mtsai 1980). Azok a baktériumok, amelyek-
be a transzfekcié sordn rekombinins plazmid keriilt ampicillinre rezisztenssé
valtak, de mivel a tetran gén promoterébe beékelgdott az idegen DNS, e gén
expressziéja zavart szenved, igy tetranra érzékenyek maradnak. Rekombinans
plazmidot tartalmazé klonok szelektalasat 100 ug/ml ampicillin és 20 ug/ml
tetran tartalmd szilard élesztd-trypton taptalajon (YTB) végeztiik. Az indiffe-
rens, plazmid nélkiili baktériumok egyik taptalajon sem szaporodtak. A ligalas
soran rekombinalédas nélkiil gylirivé zarédé plazmidokban a kettéhasadt
tetran promoter ujra egyesil. Az ilyen plazmidot tartalmazé baktériumok
nemcsak ampicillines, de tetranos taptalajon is képesek szaporodni. A szelek-
talt ampicillin rezisztens, tetran érzékeny klénok plazmidjaiban szamithattunk
integralédott virus DNS-fragmentumok jelenlétére.
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Az egyes baktérium torzsekbe integralédott virus DNS-darabok azonosi-
tasiahoz viszonylag nagy mennyiségli rekombindns plazmidra volt sziikség.
Az egyes baktériumokban levé plazmidok mennyiségének novelésére folyékony
YTB taptalajon chloramphenicolos (170 ug/ml) amplifikéaciét alkalmaztunk
(Clewell 1972). A chloramphenicol megakadalyozta a baktériumok tovabbi

szaporodasat, mikézben a plazmid replikacié zavartalan maradt.

A DNS fragmentumok szétvilasztdsa

Kisérleteink kiilonb6z6 fazisaiban a DNS kimutatasat agaréz gél elektro-
forézissel végeztiik, 0,04 M Tris-HCl, 0,005 M Na-acetat puffer rendszerben
(Helling és mtsai 1974). 1%,-0s Sea Chem HGTP agaréz horizontélis lapgélt
hasznaltunk. Valamennyi futtatis szobah&mérsékleten tortént 2—4 V/em
fesziiltségeséssel. A géleket 1 ug/ml ethidiumbromiddal festettiik (15 min),
majd ORWO-DK-5-6s filmre fényképeztiink, UV megvilagitassal. Narancs-
sarga el6tétsziirét és UV-zarsfiltert alkalmaztunk.

Blot-hibridizdcio

A rekombinans DNS-molekulikban blot-hibridizaciéval igazoltuk, hogy
valéban az 1-es tipusi adenovirus nukleotid sorrendjei épiiltek be a plazmidba.
Az agaréz lapgélben a restrikciés enzimmel feldarabolt rekombiniansok DNS-
toredékeit elektroforézissel szétvilasztottuk, majd Alwine és mtsai (1977)
modszere szerint szlirpapirra itatva a DNS-csikokat rogzitettik. A sziirg-
papirt in vitro PO ,-tal jelzett adenovirus DNS-sel hibridizaltuk. Azok a DNS-
toredékek, amelyek az adenovirus-DINS-bé§l szdrmazé nukleotid-sorrendeket is
tartalmaztak, autoradiografids X-omat (Kodak) filmen a kotddott izotép
hatasara fekete foltok formajaban lathatéva valtak.

Eredmények

A HindIII restrikciés endonukleaz az 5°-A/AGCTT-3’ nukleotid szekven-
ciat vagja at (Old és mtsai 1975). Ez a szekvencia az 1-es tipusi adenovirus
DNS-ben tizenkétszer fordul el§, igy az tizenhdrom téredékre hasad (Medveczky
és mtsai 1981). A fragmentumok jelolése konvencié szerint az ABC nagy betiii-
vel torténik, az agaréz elektroforézis alapjan. A legnagyobb molekulasilyd
DNS-darab betiijele az A, a masodiké a B és igy tovabb (1. abra). A kisérletek-
hez felhasznalt virusnukleinsavat csak részlegesen hasitottuk a HindIII enzim-
mel. Az 1. dbran bemutatott DNS-toredékeken kiviil ezért 2—3 darabbdl allé
hosszabb egységek is jelen voltak (pl. B 4 I vagy G + C -+ H). Ennek az volt

a célja, hogy minél valtozatosabb ésszetételid rekombinanspopuléciét sikeriiljon
kialakitani.
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1. Gbra. 1-es tipusti adenovirus DNS HindIII fragmentumainak elektroforetikus képe. A 13

fragmentumbél 10 l4tszik, mert a G és H fragmentum molekulastilya egyforma, igy a gélben

egy csikot alkotnak, az L és M toredékek pedig olyan kis molekulatomeggel rendelkeznek,

hogy kifutottak a gélbél az elektroforézis sordn. A mintdt a gél V betiivel jelzett pontjdn vittiik

fel. A vindorldsi tdvolsdg névekedésével a DNS-darabok molekulatémege ardnyosan kisebb.
A toredékeket az ABC betiii nagysdg szerint jelolik

’
F D B i & E A G C H K
0 79 170 315 373 410 50,1 736 806 913 97j 100
Ad1HindII| & et ; ; ; Ml U
SS B K E

2. @bra. 1-es tipust adenovirus DNS HindIII térképe (Ad, HindIII). Az Ad, DNS-t jelképezd
vonal f6l6tti bet{ik mutatjdk meg a fragmentumok tényleges helyzetét a genomban. A szdmok
a HindIII enzim 10 tdmaddspontjdnak lokalizdciéjdt jelslik a gén-térképen, a 0 és 100 kivéte-
1ével, melyek a linedris virus DNS bal és jobb végét jelentik. Az L fragmentum a G és C tore-
dékek, az M fragmentum a B és I darabok kézott helyezkedik el. (Kis méretiik miatt nincsenek
jelélve.) A vonal alatti bettik és nyilak egyéb, a keresztemésztéses fragmentum azonositdsndl
haszndlt endonukledzok metszéspontjait jelképezik: S = Smal; K = Kpnl; B = BamHI és
E = EcoRI. Ezeknek a restrikciés enzimeknek tobb tdmaddspontja is van, mint amit feltiin-
tettiink. A nyilak csak azokat a hasitdsi helyeket mutatjdk, amelyeket felhaszndltunk a rekom-
bindns plazmidok beékelédott virus DNS-darabjainak identifikdldsdhoz
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HindIII enzim emésztés segitségével, elméletileg a virus DNS tilnyomé
részének (89,29,) klonozasa lehetséges, mivel a két széls§ toredéket, a HindI11-
F és -K fragmentumot, nem lehet a pBR322 gyfir{ibe integrilni. E téredékek-
nek ugyanis csak az egyik végét alakitotta ki az enzim, a masik végiikon igy
nem rendelkeznek kohéziv nukleotid szekvencidval, ami a ligalas eléfeltétele
(2. dbra). Nem klénozhaté hasonlé okbél-a részleges HindIIT emésztés kovet-
keztében épen maradé F + D vagy H + K fragmentum sem.

Klénozasi kisérleteinkben a 292, 146, 73 és 36,5 ug/ml DNS-sel végzett
transzfekeié utan egyarédnt lehetett ampicillin rezisztens, tetracyclin érzékeny
klénokat izolalni.

A virus DNS-t hordozé plazmid rekombindnsok azonositisa

a) HindIII ijra emésziés

Az izolalt plazmid DNS-t ismételt HindII1 emésztésnek vetettiik ala és
agar6z gél elektroforézist végeztiink. Kontrollként HindIIT-mal emésztett
pBR322-t és virion DNS-t hasznaltunk. Az emésztés eredményeként a pBR322
DNS djra linearis lesz, a beékel6dott fragmentum is lehasad a vektorrsl.
Ha egy plazmidba tobb virus DNS-darab integralédott, teljes emésztés esetén
ezek is kiilonvélnak, hiszen valamennyi fragmentum a HindIII altal kialaki-
tott ,,ragadés vége’ révén tudott a pBR322-be beépiilni.

A 3. dbran valamennyi virus DNS fragmentum szerepel, amelyiknek
sikeriilt a klénozasa. Az alkalmazott metodikabél kovetkezik, hogy a HindIII-
F és -K nem képes a pBR322-be beépiilni. A rendkiviil kicsiny mérete miatt
nehezen kimutathaté HindIII-L és M fragmentumon kiviil elvileg 9 virus DNS
téredék klénozhat6, melyek koziil 8 azonosithaté a fényképen vandorlasi
sebessége alapjan.

A HindIII-A,-B,-D,-E,-I és -J téredék egyszertien identifikalhaté a virion
kontroll azonos helyzeti csikjai révén. A G és H fragmentum is azonosithaté, de
egymastél e médszerrel nem kiilonithet§ el, mert az azonos molekulasily miatt
az elektroforézis képen a két csik egybeesik. Ezért az abrén az ilyen helyzeti
inszerteket G/H-val jeloltiik.

A HindIII djraemésztéssel 6sszesen 32 virus eredetii inszertet azonositot-
tunk. A legtébb baktérium, amelybe rekombindns plazmid integralédott,
egyetlen beékelddott virus DNS-toredéket tartalmazott. Néhany esetben
azonban egy baktérium klénban két, s6t egy alkalommal harom virus eredeti
fragmentum is kimutathaté volt, hiszen a HindIII virus fragmentumok és a
vektor ligaldsakor a minél tobbféle rekombindns keletkezésének céljabél,
HindIII-mal részlegesen emésztett virion DNS-t alkalmaztunk a reakcié-
elegyben.

A 3. abran a HindIII-D és -E fragmentum jél elkiilonithetd egymastdl és
a hozzajuk igen hasonlé molekulasilyd C fragmentumtél. Sok esetben a ha-
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3. agbra. Néhdny klén rekombindns plazmidjdnak elektroforézise HindIII Gjraemésztés utdn.
P = pBR322 kontroll, V = virion DNS kontroll. Minden mintdban egyedi klénokbél izolalt
rekombindns DNS futott. A rekombindnsokat a benniik azonositott Ad;-HindIII darabok
jelzéseivel (A, B, D, E, G/H, I és J) jelsltiik. A B + I, valamint az A + G/H jelzésii klénokban
szomszédos adenovirus HindIII téredékek épiiltek be egyetlen pBR322 vektorba. AD + 14 J
jelzésti klonban pedig egyidejfileg két rekombindns taldlhaté. Az egyikben csak az Adl-
HindIII-D, a masikban a HindIII-I -+ J toredék van jelen. (Részleteket ldsd az 1. tdbldzatban)

sonlé vandorlasi sebesség miatt e harom csik hatara a gél fényképén elmosédik,
nehezitve vagy lehetetlenné téve az azonositast. Az abran lathaté fragmentu-
mok pontos azonositasara és a HindITI-G és -H elkiilonitésére egyéb restrikciss
enzimeket is alkalmaztunk, amelyeknek a hasitasi helyeit a 2. abran feltiintet-
tiik.

b) Keresztemésztés vagy masodik emésztés

Ismert tamadaspontd restrikciés endonukleazzal pontosan identifikéalhaté
a plazmidba épiilt virus DNS-fragmentum. Ha a HindIII djraemésztés utan az
inszertet olyan enzimmel inkubéljuk, amelyik azt hasitja, akkor az djabb
elektroforézis soran a gél fényképén eltiinik az inszert csikja és az enzim hasitasi
helyeitdl fiigg6en két vagy tobb, alacsonyabb molekulasilyt reprezentalé

Orvostudomdny 33, 1982



DNS HINDIII-FRAGMENTUMAINAK KLONOZASA 119

helyzetii csik jelenik meg. A kisérletekben hasznalt enzimeket, timadaspontju-
kat a 2. 4bra mutatja.

A HindIII hidrolizis utan a tébbi restrikciés endonukleazzal elvégzett
keresztemésztés nemcesak az A, B, D, E, I és J fragmentumok pontosabb azono-
sitdsi médszerének bizonyult, hanem lehet6vé tette a G és H inszertet tartal-
mazé klénok differencialasat is. Ezt illusztrilja a 4. abra, amely egy kereszt-
emésztés utan elvégzett elektroforézis gél fényképe. A vizsgilt klonba a plaz-
mid vektor ttjan a HindIII tjraemésztés szerint az A és a G/H fragmentum
keriilt. A keresztemésztés igazolta az ijraemésztéses vizsgalat eredményét,
hiszen a BamHI enzim a HindIII-A fragmentumot kettéhasitotta, a G/H
jeliit nem tamadta meg. Ez megfelel a 2. 4bran bemutatott timadaspontnak.
A 2. abrarél az is leolvashaté, hogy az EcoRI enzimnek a G szakaszon van
tamadaspontja (az A-n és a H-n nincs). Ennek megfeleléen az elektroforézis
utani felvételen az A fragmentum intakt, a G/H jeld pedig két kisebbre hasad,
bizonyitva ezzel, hogy a klén az A fragmentumon kiviil a G-t tartalmazza,
nem a H-t (4. abra).

Hind 111 Hind 111

+Bam +Eco

-pBR322 £

i G/H' B

4, ébra. HindIII-A és G fragmentum azonositdsa BamHI és EcoRI keresztemésztéssel egyetlen
rekombindnsban. @) A plazmid és virion kontroll k6zétt a HindIII Gjraemésztés utan Ad,-
HindIII-A és- G/H nak megfelels csikok lathaték. Kozépen és jobb oldalon a virion kontroll
mellett, a BamHI és az EcoRI hasitdsi helyének megfelelgen a keresztemésztés utdn a ketté-
hasadt A és G fragmentum helyett két-két alacsonyabb molekulastlyt DNS darabot reprezen-
télé csikot ldtunk. b) BamHI emésztés hatdsdra a HindIII-A darab két kisebb toredékre esik
szét, amelyek nagysaga alapjdn a 2. dbrdn bemutatott (B) metszéspont azonosithaté. ¢) EcoRI
emésztés hatdsdra a kisebbik, HindIII-G/H téredék két kisebb darabra esik szét, ami a 2. dbra
(E) jelzése alapjén bizonyitja, hogy a rekombindnsba a HindIII-G fragmentum épiilt be
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1. tablazat
A pBR322 plazmid HindIII pontjdra beépitett adenovirus DINS téredékek szima és molekulasilya™

Azoknak a DNS-téredékeknek
Az adenovirus DNS HindLIT- A DNS-toredéket | ~ @ szdma, amelyek vizsgilata
darab molekula- D%’g‘_’;i’:l:’;z tartalmazé megtirtént:
siifym. (48) megjelolése klougkazima **Kereszt- ***Blot-

emésztéssel | hibridizaciéval
6,81 A+G i 2 1
4,73 B+1I i | ey =
3,5 B 6 i 1
3,33 E+1I 1 — it
2,18 D 10 2 2
2,11 E 4 — 1
1,95 I+ 7 1 1 L
‘ G 1 1 1
1,43 G vagy H 2 — —
H | 1 il 1

|

* Egyetlen, részlegesen HindIII enzimmel hasitott adenovirus DNS/pBR322 DNS
rekombindns keverék segitségével kialakitott klénok sszetétele. A klonok valogatdsat és azono-
sitdsdt az ampicillin rezisztencia és a tetracyclin érzékenység alapjan addig folytattuk, amig
valamennyi 0,5 Md-nil nagyebb molekulatémegli adenovirus toredéknek legaldbb egyetlen
példanyit sikeriilt azonositani, igy a klénszelekeié a rekombindnsok minségi osszetétele szem-
pontjabol véletlenszertinek tckinthetd.

** A toredékek azonositdsdt HindIII enzimen kiviil BamHI, Kpnl, EcoRI vagy Smal
restrikeiGs endonukledz segitségével is elvégeztiik.

##* Blot-hibridizdcié segitségével igazoltuk, hogy a rekombindnsba valéban l-es tipust
adenovirus DNS épiilt be.

Szimos kl6n keresztemésztéses vizsgalatat elvégeztiik, s minden esetben
igazolédott a HindIIl djraemésztéses fragmentum azonositids helyessége
(1. tablazat).

c) Blot-hibridizdcio

Blot DNS hibridizaciés kisérlettel is azonositottuk a klénokat. HindIIL
djraemésztés utan elektroforézissel szeparaltuk a rekombinans plazmidok
toredékeit, majd denaturalast kévetben Alwine és mtsai (1977) szerint szlirs-
papirosra koto ttiik. %°P-jelzett l-es tipusi adenovirus DNS készitménnyel
hibridizaltunk. A papiros f61é helyezett rontgen filmen a pPBR322-nek megfelels
csikok helyén nem volt feketedés, de az inszerteket tartalmazé csikok lathatéva

véaltak a filmen, mert az adenovirus specifikus nukleotid sorrendekhez kétddott
a 3?P-DNS.
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A Eiilonbiozo fragmentumok beépiilésének gyakorisdga

A HindIII djraemésztés, a keresztemésztés és a DNS hibridizacié alapjan
megallapithaté, hogy az l-es tipusi adenovirus genetikai allomanyanak
78,5 + 0,3%,-at sikeriilt E. coliba juttatnunk. A baktériumokban az egyes
DNS-fragmentumok a rekombinins pBR322 részeként replikalédtak. Az 1.
tablazat mutatja, hogy a kiilénb6z8 fragmentumok eléforduldsa az ampicillin
rezisztens, tetran érzékeny baktériumokban nem egyforma, sét HindITI-C
fragmentumot egyetlen klénban sem talaltunk. A klénok azonositisit addig
folytattuk, ameddig mind a legnagyobb, mind a legkisebb DNS-toredéket is
sikeriilt a rekombindnsokban azonositani. Osszesen 32 HindIII toredék azono-
sitasa soran elértiik ezt a célt. Az 1. tabldzat adatai azonban azt mutatjak,
hogy a 32 virus-DNS-fragmentumot 27 klénban taldltuk meg. 4 rekombinans
kett6s HindIII darabokat tartalmazott. Az A 4+ G, B 4 I, valamint az I ++ J
szomszédos toredékek az 1-es tipusi adenovirus DNS-ben (2. abra), ezek tehat
részlegesen emésztett DNS-molekulakbél keriilhettek a rekombinansokba a
ligalas soran. Az E + I darabok egymastél tavolabb elhelyezkedd toredékek a
virusgenomban, igy ezek a ligalas soran kiilsnallé darabokbél, mozaikszertien
épiiltek 6ssze. A 27 klon egyike két kiilsnb6z6 rekombinanst tartalmazott,
egyikiik az I 4 J, masikuk a D virus-téredéket tartalmazta (3. 4bra). Annak
ellenére, hogy a klénokban az I és J fragmentumokat is megtalaltuk, az 1.
tablazat adatai mutatjak, hogy klénozni csak 1,43 Md-nal nagyobb, és 6,81 Md-
nal kisebb DNS-szakaszokat sikeriilt. A két legkisebb fragmentum (L és M)
egyediili megjelenése egy rekombindnsban alacsony molekulasilyuk miatt
még kevéshé varhaté, hiszen nagysagrendjiik a tébbi HindIII fragmentumok
molekulasily meghatarozasanal kapott szérasoknak megfelels. Az L es M
toredék egyiittesen a virus genomhosszanak csupan 0,39,-at alkotja. Mivel
részlegesen emésztett virus DNS-sel dolgoztunk, elképzelhetd, hogy a két leg-
kisebb fragmentum is bekeriilt valamelyik rekombinins plazmidba. (Pl. az
MaB + 1, az L pedig a G jelzésii klonba.)

Szoros dsszefiiggés mutathaté ki a DNS-szakaszok nagyséaga, valamint a
rekombinansokban térténd eléfordulasuk gyakorisaga kozott. 28 rekombinans-
b6l 10-ben a D-téredék (2,18 Md) 7-ben pedig B, és E 4 I (3,5 és 3,33 Md)
fordult eld, azaz a rekombinansok csaknem kétharmad részében olyan virus-
DNS-szakaszok vannak, amelyek nagysdga megkozeliti a vektor pBR322 DNS
méretét (2,7 Md). Szembet{ind azonban, hogy az egyetlen (HindIII-C) virus-
DNS-toredék nagysaga, amelyet egyetlen rekombinénsban sem sikeriilt azono-
sitani 2,3 Md, tehat legjobban megkézeliti az optimalis 2,7 Md nagysagot.
A HindIII-C téredéket tehat tébb mint 10 klénnak kellene tartalmaznia,
amelyek ampicillin rezisztensek, de tetracyclin érzékenyek.
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Megbeszd

A Hindlll restrikci s endonuklef& seg tsdy@vel siker It az |-es t pusce
humAa adenovirus DNS 0,785 (H 0,003) genomhosszosAgnak megfelell szaka-
sz/E ki nozni. Ampicillin jelenl@d@ben a rekombinAgs plazmidok nemzed@keken
kereszt | stabilnak bizonyultak. A bakt@iumsejtekben folyamatosan replik/Z&
| dtak az adenovirus DNS szakaszai is.

Az inszertek nagysAgAE & arekombinAisok keletkez@s@hek gyakorisAGAE
figyelembe v@ve azt a k vetkeztet@st lehet levonni, hogy azok a v rus-DNS-
t redkek kl nozhat k legjobban az alkalmazott k s@leti k r Imghyek k z tt,
amelyeknek m@ete leginkABb megk zel ti a vektork@ht alkalmazott pBR322
plazmid nagysAg/. Kisebb gyakorisAggal azonban k@szer r videbb (1,43 Md),
valamint k@tszer hosszabb (6,81 Md) inszerteket tartalmaz Kkl nok is izol A
hatok.

A Hindlll-C t redgket, annak ellen@e, hogy a DNS-fragmentum nagy-
s/ga legjobban megk zel ti a plazmid DNS hosszasAg4, nem tal AAuk meg
egyetlen ampicillin rezisztens, de tetracyclin @zgeny kl nban sem.

Grisin & mtsai (1981) a 6-0st pusce humAa adenovirus kl nozAa sorAg
ugyancsak megfigyelt@k, hogy Hindlll-C t red@k nem ad tetracyclin @&z@Zkeny
kI nokat pBR322 vektor alkalmazASakor. Sz beli k zI& alapjAd tudjuk, hogy
a tetracyclin rezisztenci &£ megtartott kl nok k z tt tal Atak olyanokat, ame-
lyekbe HindlIl-C inszertet tartalmaz rekombinAas @ It be.

St ber & Bujard (1981) fAg-DNS-vizsgAratok kapcsAs mAE korAbban
megfigyelte, hogy a pBR322 plazmid tetracyclin g¢hjZhek a mB3k d&sa fAg-
promoterek leheti vgd tudjAk tenni.

A k siFletek sorAa megfigyelt jelens@hnek az@t van biol giai jelenti sdge,
mert egy emli sv rus DNS-@ben siker It egy DNS szakaszt kimutatni, amelyik
a rekombinAasban az integrAt DNS Attal megszak tott, P jelz&l pBR322-
promotert ki tudja eg@z teni. Grisin & mtsai (1981) eredm@hye az@t fontos,
mert igazolja, hogy ez a kpessdy az adenov rusok azonos subgenushoz tartoz ,
de elt@ t pusba sorolt v rus genomjAban is kimutathat .

Annak a k@dsnek az eld nt@e, hogy az adenovirus promoterek k z | az
egyik kZpes a bakterifis rendszerben nAH an megind tani a transzkripci t
vagy pedig a v rus-DNS HindIlI-C t redZke csak kiegsz ti a hibA& pBR322-
promotert, m@y k s@&leti stAiumban van.

Az eredm@hyek alapjAR azt a k vetkeztet@t mAE ajelenlegi stAdiumban
is le lehet vonni, hogy a megfigyelt k | nbs@y oka a HindllI-C v rus-DNS-
fragmentum jobb oldal & tal Ahat . Rendelkez nk ugyanis egy olyan rekombi-
nAassal, amelyikben a pBR322 plazmid az |-es t pusce humAa adenovirus
EcoRI-C t redgk@ hordozza. A pBR322 DNS-en az EcoRI endonukle& azonos
promotert inaktivAE mint a Hindlll. Az EcoRT-C fragmentumban az I-es
t pusce adenovirus DNS HindlII-C darabjAaak ( sszevetheti a 2. Abra seg t-
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siy@el) csaknem a fele benne van, az EcoRI-C kl nok m@is tetracyclin &z@
kenyek. A Hindlll-C kIl nok tetracyclin rezisztenci A4 t, tehAE az adenovirus
genom 0,840 0,913 hosszosAgegysdgek k z tti r vid szakasza lehet a feleli s.
A 0,840 0,913 egysdy k z tti szakasz a v rus DNS Hindlll t@&kepzh
fragmentum jobb oldalAgak felel meg (2. Abra).

sszefoglal /&

K sFleteink sorAa |-est puscehumAg adenovirus DNS Hindlll fragmen-
tumait ki noztuk pBR322/E. coli HB101 rendszerben. A v rus DNS-t hordoz
rekombinAgs plazmidok azonos tABA Hindlll ojraem@ztses, keresztem@szt@
ses @& DNS hibridizAi s vizsgAmatokkal v@hezt k el. 32 v rus DNS-szakaszt
azonos tottunk a recipiens bakt@ium t rzsekben.

Elmdetileg az alkalmazott m dszerekkel kimutathat an 9 fragmentum
ki nozhat . Ebbi| a 9 fragmentumb | 8-at siker It megtal &ni a rekombinABs
plazmidokban, ami a v rus genom 78,5%-/4 (zb0,3%) jelenti. Az egyes frag-
mentumok rekombinAt dAsAnak gyakorisAga a vAasztott k s@leti k r Im@
nyek k z tt sszef gg tt a molekulasotlyal. Azok a fragmentumok rekombi-
n/& dtak a leggyakrabban, amelyek molekulasatya a legk zelebb esett a
pBR322 2,7 Md molekulasoty Aoz, kivddelt kZpezett aHindllI-C fragmentum,
amely annak ellene, hogy leginkAbb megk zel ti avektor nagysAgA egyetlen
kI nhan sem volt kimutathat .

A genetikai manipul & eredm@hyek@ht a bakt@riumokba juttatott v rus-
DNS-tartalmoe plazmidok a recipiensben nemzedZkeken kereszt | stabilak
voltak & nagy mennyis@gben |lehetett a bakt@iumokkal v rus-DNS-fragmentu-
mokat termeltetni.

A kI noz/s sorAn siker It kimutatni, hogy az |-est pusce adenov rus-DNS
egyik darabja k@Zpes befoly/Bolni a bakteriAis gazda-vektor rendszer biol giai
viselked@A.
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