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A génmanipulációs eljárások lehetővé teszik, hogy a vírus-DNS, esetleg 
vírus-polipeptid termelés baktérium rendszerben valósuljon meg. Ez azért 
előnyös, mert a szövettenyészetben tör ténő vírustermelés drága, a vírus és a 
vírus DNS-hozam alacsony. A 2-es típusú adenovirus gcnomjánalt mintegy 
15%-át lambda fág vektor felhasználásával már sikerült baktér iumsej tbe 
integrálni (Tiollais és mtsai 1976, Perricaudet és mtsai 1977). A 3-as és a 7-es 
típusú vírus klónozása során pedig — amelyek egy másik adenovirus subgenus-
ba t a r toznak — a ví rus genom 87%-á t sikerült a pBR322 plazmid vektor 
segítségével baktér iumokba ju t t a tn i (Engler és Kilpatrick 1981). 

Célszerűnek lá t szot t ezért genetikai manipulációs technikával az l-es 
típusú adenovirus D N S Hindl I I f ragmentumai t (Medveczky és mtsai 1981) 
baktér iumba ju t t a tn i . A Hind l I I enzim hatására „ragadós végű" DNS töre-
dékek keletkeznek (Roberts 1976), amely koliézív végződéseket DNS ligáz 
kovalensen összekapcsolhat. A vektorként a lkalmazot t pBR322 jelű, gyűrű 
alakú plazmidon a H i n d l I I egy támadáspont ta l rendelkezik. Ha tásá ra a gyűrű 
linearizálódik, a D N S lánc két végén komplementer kohézív („ragadós") 
végződések kialakulásával. Ha a vírus DNS H i n d l I I f ragmentumai t DNS ligáz 
jelenlétében Hind l I I -ma l linearizált pBR322-vel elegyítjük, kovalens kötések 
alakulnak ki. Ez végső soron különböző vírus-plazmid rekombinánsok kelet-
kezéséhez is vezet, hiszen a ligáz ha tására létrejövő pBR322 recirkidarizáció az 
esetek egy részében vírus DNS töredékek beépülésével következik be. így lehe-
tőség nyílik a vírus-plazmid rekombinánsok baktér iumokba ju t t a t á sá ra , transz-
fekciójára. 

Anyagok és módszerek 

Vírustenyésztés és DNS izolálás 

Az l-es típusú emberi adenovirus prototípus törzset HEp-2 szuszpenziós 
se j tkul túrában szaporí tot tuk. A vírus tisztítást és a DNS izolálást a korábban 
ismertetet t módon végeztük (Medveczky és mtsai 1976, Berencsi és mtsai 1978, 
Zavizion és mtsai 1978). 
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Alkalmazott enzimek 

A már többször említett H i n d l I I (Haemophilus influenzae R j ) enzimen 
kívül, a rekombináns plazmidok vírus eredetű D N S elemeinek azonosítására 
(1. később), a következő bakteriális restrikciós endonukleázokat használtuk: 
Smal (Serratia marcescens Sb), B a m H I (Bacillus amyloliquefaciens H), KpnI 
(Klebsiella pneumoniae) és EcoRI (Escherichia coli RY-13) (Roberts 1976, 
Berencsi és mtsai 1978, Medveczky és mtsai 1981). 

A vírus-plazmid rekombinánsok in vitro kialakítása T4 polinukleotid ligáz 
felhasználásával tör tént (Szomolányi és mtsai 1980). 

A rekombináns DNS kialakítása és klónozása 

A vírus és pBR322 DNS-t emésztet tük H i n d l I I enzimmel, m a j d T4 li-
gázzal in vitro a lakí tot tuk ki a vírus-plazmid rekombináns DNS-eket, 24 órás 
inkubálással 12 °C-on. A vírus-DNS-t csak részlegesen emésztettük a H ind l I I 
endonukleázzal, hogy a ligálás során minél tágabb határok között változzék a 
DNS-töredékek molekulasúlya. A sikeres klónozáshoz vezető kísérleteknél a 
ligáláskor a vírus DNS-koncentráció 2,5 pg/ml, a plazmidé 56,2 pg/ml volt 
(1 : 22,5). A pBR322-t tar ta lmazó baktér ium törzset E.M. Lederbergtől 
(Stanford Univ. Kalifornia, USA) kap tuk . A rekombináns plazmidokat CaLl2-
os módszerrel j u t t a t t u k be a recipiens baktér iumokba (Cohen és mtsai 1972). 
A CaCl2-os transzfekciókat különböző DNS mennyiséggel végeztük. Sikeres volt 
a transzfekció a 292, 146, 73, 36,5, 18,2 ^g/ml DNS-(vírus -f pBR322) kon-
centráció esetén. 

A pBR322 plazmid ampicillin és tetracyclin rezisztencia gént hordoz 
(Bolivar és mtsai 1977). A H i n d l I I enzim a gyűrűt a tetrán gén prometerébe 
vágva nyi t ja fel (Stüber és Bujard 1981). Mivel a vírus DNS-fragmentumok a 
ligálás során ide ékelődnek be, lehetőség nyílik a vírus DNS-elemeket hordozó 
baktérium törzsek (klónok) szelektálására klasszikus mikrobiológiai módszer-
rel. Recipiensként E. coli H B 101 törzset alkalmaztunk, amelyik ampicillin és 
tetracyclin érzékeny (Szomolányi és mtsai 1980). Azok a baktériumok, amelyek-
be a transzfekció során rekombináns plazmid került ampicillinre rezisztenssé 
vál tak, de mivel a te t rán gén promoterébe beékelődött az idegen DNS, e gén 
expressziója zavart szenved, így te t ránra érzékenyek maradnak. Rekombináns 
plazmidot tar ta lmazó klónok szelektálását 100 ug/ml ampicillin és 20 pg/ml 
te t rán ta r ta lmú szilárd élesztő-trypton táp ta la jon (YTB) végeztük. Az indiffe-
rens, plazmid nélküli baktériumok egyik táp ta la jon sem szaporodtak. A ligálás 
során rekombinálódás nélkül gyűrűvé záródó plazmidokban a ket téhasadt 
te t rán promoter ú j ra egyesül. Az ilyen plazmidot tartalmazó baktériumok 
nemcsak ampicillines, de tetrános táp ta la jon is képesek szaporodni. A szelek-
tá l t ampicillin rezisztens, te t rán érzékeny klónok plazmidjaiban számíthat tunk 
integrálódott vírus DNS-fragmentumok jelenlétére. 
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Az egyes baktérium törzsekbe integrálódott vírus DNS-darabok azonosí-
tásához viszonylag nagy mennyiségű rekombináns plazmidra volt szükség. 
Az egyes baktér iumokban levő plazmidok mennyiségének növelésére folyékony 
YTB táp ta la jon chloramphenicolos (170 fig/ml) amplifikációt alkalmaztunk 
(Clewell 1972). A chloramphenicol megakadályozta a baktériumok tovább i 
szaporodását, miközben a plazmid replikáció zavartalan maradt . 

A DNS fragmentumok szétválasztása 

Kísérleteink különböző fázisaiban a DNS k imuta tásá t agaróz gél elektro-
forézissel végeztük, 0,04 M Tris-HCl, 0,005 M Na-acetat puffer rendszerben 
(Helling és mtsai 1974). 1%-os Sea Chem HGTP agaróz horizontális lapgélt 
használtunk. Valamennyi fu t t a t á s szobahőmérsékleten történt 2—4 V/cm 
feszültségeséssel. A géleket 1 /ig/ml ethidiumbromiddal festettük (15 min), 
majd OBWO-DK-5-ös f i lmre fényképeztünk, UV megvilágítással. Narancs-
sárga előtétszűrőt és UV-zárófiltert alkalmaztunk. 

Blot-hibridizáció 

A rekombináns DNS-molekulákban blot-hibridizációval igazoltuk, hogy 
valóban az l-es típusú adenovirus nukleotid sorrendjei épül tek be a plazmidba. 
Az agaróz lapgélben a restrikciós enzimmel feldarabolt rekombinánsok DNS-
töredékeit elektroforézissel szétválasztottuk, majd Alwine és mtsai (1977) 
módszere szerint szűrőpapírra i tatva a DNS-csíkokat rögzítettük. A szűrő-
papírt in vitro 3 2P04- tal je lzet t adenovirus DNS-sel hibridizáltuk. Azok a DNS-
töredékek, amelyek az adenovírus-DNS-ből származó nukleotid-sorrendeket is 
ta r ta lmaztak , autoradiográfiás X-omat (Kodak) f i lmen a kötődött izotóp 
hatására fekete foltok fo rmá jában lá tha tóvá váltak. 

Eredmények 

A H i n d l I I restrikciós endonukleáz az 5'-A/AGCTT-3' nukleotid szekven-
ciát vágja á t (Old és mtsai 1975). Ez a szekvencia az l - e s típusú adenovirus 
DNS-ben tizenkétszer fordul elő, így az t izenhárom töredékre hasad (Medveczky 
és mtsai 1981). A f ragmentumok jelölése konvenció szerint az ABC nagy betűi-
vel történik, az agaróz elektroforézis a lapján. A legnagyobb molekulasúlyú 
DNS-darab betűjele az A, a másodiké а В és így tovább (1. ábra). A kísérletek-
hez felhasznált vírusnukleinsavat csak részlegesen has í to t tuk a H ind l I I enzim-
mel. Az 1. ábrán bemuta to t t DNS-töredékeken kívül ezér t 2—3 darabból álló 
hosszabb egységek is jelen vol tak (pl. В -j- I vagy G -j- С -j- H)- Ennek az volt 
a célja, hogy minél vál tozatosabb összetételű rekombinánspopulációt sikerüljön 
kialakítani. 
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1. ábra. l-es t ípusú adenovirus D N S HindlII fragmentumainak elektroforetikus képe. A 13 
fragmentumból 10 látszik, mert a G és H fragmentum molekulasúlya egyforma, így a gélben 
egy csíkot alkotnak, az L és M töredékek pedig o lyan kis molekulatömeggel rendelkeznek, 
hogy kifutottak a gélből az elektroforézis során. A mintát a gél V betűvel jelzett pontján vit tük 
fel. A vándorlási távolság növekedésévej a DNS-darabok molekulatömege arányosan kisebb. 

A töredékeket az ABC betűi nagyság szerint jelölik 

F D В I J E A G С H К 
О 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 К S SB В К E 

2. ábra. l -es t ípusú adenovirus D N S HindlII térképe (Adj HindlII). Az Adj DNS-t jelképező 
vonal fölötti betűk mutatják meg a fragmentumok tényleges helyzetét a genomban. A számok 
a HindlII enzim 10 támadáspontjának lokalizációját jelölik a gén-térképen, a 0 és 100 kivéte-
lével, melyek a lineáris vírus DNS bal és jobb végét jelentik. Az L fragmentum a G és С töre-
dékek, az M fragmentum а В és I darabok között helyezkedik el. (Kis méretük miatt nincsenek 
jelölve.) A vonal alatti betűk és nyilak egyéb, a keresztemésztéses fragmentum azonosításnál 
használt endonukleázok metszéspontjait jelképezik: S = Smal; К = K p n I ; В = BamHI és 
E = EcoRI. Ezeknek a restrikciós enzimeknek több támadáspontja is van , mint amit feltün-
tettünk. A nyilak csak azokat a hasítási helyeket mutatják, amelyeket felhasználtunk a rekom-

bináns plazmidok beékelődött vírus DNS-darabjainak identifikálásához 
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H i n d l I I enzim emésztés segítségével, elméletileg a vírus D N S túlnyomó 
részének (89,2%) klónozása lehetséges, mivel a ké t szélső töredéket , a Hindl I I -
F és -K f ragmentumot , nem lehet a pBR322 gyűrűbe integrálni. E töredékek-
nek ugyanis csak az egyik végét alakí tot ta ki az enzim, a másik végükön így 
nem rendelkeznek kohézív nukleotid szekvenciával, ami a ligálás előfeltétele 
(2. ábra) . Nem kiónozható hasonló okból-a részleges Hind l I I emésztés követ-
keztében épen maradó F -j- D vagy H -f- К f ragmentum sem. 

Klónozási kísérleteinkben a 292, 146, 73 és 36,5 pg/ml DNS-sel végzett 
transzfekció után egyaránt lehetet t ampicillin rezisztens, tetracyclin érzékeny 
klónokat izolálni. 

A vírus DNS-t hordozó plazmid rekombinánsok azonosítása 

a) HindlII újra emésztés 

Az izolált plazmid DNS-t ismételt H ind l I I emésztésnek ve t e t tük alá és 
agaróz gél elektroforézist végeztünk. Kontrollként Hind l I I -ma l emésztett 
pBR322-t és virion DNS-t használ tunk. Az emésztés eredményeként a pBR322 
DNS ú j r a lineáris lesz, a beékelődött f ragmentum is lehasad a vektorról. 
Ha egy plazmidba t ö b b vírus DNS-darab integrálódott , teljes emésztés esetén 
ezek is különválnak, hiszen valamennyi f ragmentum a H i n d l I I által kialakí-
to t t „ragadós vége" révén tudot t a pBR322-be beépülni. 

A 3. ábrán valamennyi vírus DNS f ragmentum szerepel, amelyiknek 
sikerült a klónozása. Az alkalmazott metodikából következik, hogy a Hindl I I -
F és -K nem képes a pBR322-be beépülni. A rendkívül kicsiny mérete miatt 
nehezen k imuta tha tó HindI I I -L és M f ragmentumon kívül elvileg 9 virus DNS 
töredék kiónozható, melyek közül 8 azonosítható a fényképen vándorlási 
sebessége alapján. 

A HindIII-A,-B,-D,-E,-I és - J töredék egyszerűen identif ikálható a virion 
kontroll azonos helyzetű csíkjai révén. A G és H f ragmentum is azonosítható, de 
egymástól e módszerrel nem különí thető el, mert az azonos molekulasúly miatt 
az elektroforézis képen a két csík egybeesik. Ezér t az ábrán az i lyen helyzetű 
inszerteket G/H-val jelöltük. 

A H i n d l I I újraemésztéssel összesen 32 vírus eredetű inszertet azonosítot-
tunk . A legtöbb baktér ium, amelybe rekombináns plazmid integrálódott , 
egyetlen beékelődött vírus DNS-töredéket ta r ta lmazot t . N é h á n y esetben 
azonban egy baktér ium klónban ké t , sőt egy alkalommal három vírus eredetű 
f ragmentum is k imuta tha tó volt, hiszen a H i n d l I I vírus f ragmentumok és a 
vektor ligálásakor a minél többféle rekombináns keletkezésének céljából, 
H ind l I I -ma l részlegesen emésztett virion DNS-t alkalmaztunk a reakció-
elegyben. 

A 3. ábrán a H indI I I -D és -E f ragmentum jól elkülöníthető egymástól és 
a hozzájuk igen hasonló molekulasúlyú С f ragmentumtól . Sok esetben a ha-
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3. ábra. Néhány klón rekombináns plazmidjának elektroforézise Hindl I I újraemésztés után. 
P = pBR322 kontroll, V = virion DNS kontrol l . Minden min t ában egyedi klónokból izolált 
rekombináns DNS fu to t t . A rekombinánsokat a bennük azonosított Ad 1 -HindII I darabok 
jelzéseivel (A, B, D, E, G/H, I és J) jelöltük. А В + I, valamint az A + G/H jelzésű klónokban 
szomszédos adenovirus H i n d l I I töredékek épültek be egyetlen pBR322 vektorba. A D + I + J 
jelzésű klónban pedig egyidejűleg két rekombináns ta lá lható . Az egyikben csak az Adl-
HindI I I -D, a másikban a H i n d I I I - I + J töredék van jelen. (Részleteket lásd az 1. táblázatban) 

sonló vándorlási sebesség miatt e há rom csík ha tá ra a gél fényképén elmosódik, 
nehezítve vagy lehetetlenné téve az azonosítást. Az ábrán látható fragmentu-
mok pontos azonosítására és a H ind I I I -G és -H elkülönítésére egyéb restrikciós 
enzimeket is a lkalmaztunk, amelyeknek a hasítási helyeit a 2. ábrán feltüntet-
tük. 

b) Keresztemésztés vagy második emésztés 

Ismert t ámadáspontú restrikciós endonukleázzal pontosan identif ikálható 
a plazmidba épült vírus DNS-fragmentum. Ha a H i n d l I I újraemésztés után az 
inszertet olyan enzimmel inkubál juk, amelyik az t hasítja, akkor az újabb 
elektroforézis során a gél fényképén eltűnik az inszert csíkja és az enzim hasítási 
helyeitől függően két vagy több, alacsonyabb molekulasúlyt reprezentáló 
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helyzetű csík jelenik meg. A kísérletekben használ t enzimeket, t á m a d á s p o n t j u -
k a t a 2. ábra m u t a t j a . 

A H i n d l I I hidrolízis u t án a többi restrikciós endonukleázzal elvégzett 
keresztemésztés nemcsak az A, B, D, E , I és J f r agmen tumok pontosabb azono-
sítási módszerének bizonyult , hanem lehetővé t e t t e a G és H inszertet ta r ta l -
mazó klónok differenciálását is. Ez t i l lusztrál ja a 4. ábra , amely egy kereszt-
emésztés u t á n elvégzett elektroforézis gél fényképe. A vizsgált k lónba a plaz-
mid vek to r ú t j á n a H i n d l I I ú j raemésztés szerint az A és a G/H f r a g m e n t u m 
kerül t . A keresztemésztés igazolta az új raemésztéses vizsgálat e redményé 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 téhas í to t ta , a G/H 
j e lű t nem t á m a d t a meg. Ez megfelel a 2. áb rán b e m u t a t o t t t á m a d á s p o n t n a k . 
A 2. ábráról az is leolvasható, hogy az E c o R I enzimnek a G szakaszon van 
t á m a d á s p o n t j a (az A-n és a H-n nincs). Ennek megfelelően az elektroforézis 
u t án i felvételen az A f r agmen tum in t ak t , a G/H jelű pedig két 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. ábra) . 

Hindl I I H i n d l I I 

+Bam +Eco 

4. ábra. H i n d I I I - A és G f r a g m e n t u m azonosí tása B a m H I és E c o R I keresztemésztéssel egye t l en 
r e k o m b i n á n s b a n . a) A p lazmid és virion kon t ro l l k ö z ö t t a H i n d l I I ú j raemész tés u t á n A d t -
H i n d I I I - A és- G/H nak megfelelő csíkok l á t h a t ó k . Középen és 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 és az E c o R I hasí tási he lyének megfelelően a keresztemésztés u t á n a k e t t é -
hasad t A és G f r a g m e n t u m he lye t t ké t -ké t a l ac sonyabb molekulasúlyú DNS da rabo t r ep rezen -
táló csíkot l á t u n k , b) B a m H I emésztés h a t á s á r a a H i n d I I I - A d a r a b k é t kisebb t ö r e d é k r e esik 
szét, amelyek nagysága a l a p j á n a 2. áb rán b e m u t a t o t t (B) metszéspont azonosí tható, c) E c o R I 
emésztés h a t á s á r a a k isebbik , H i n d I I I - G / H tö redék k é t k isebb d a r a b r a esik szét, ami a 2. áb ra 
(E) jelzése a l a p j á n b i zony í t j a , hogy a r e k o m b i n á n s b a a H i n d I I I - G f r a g m e n t u m é p ü l t be 

8* Orvostudomány 33, 1982 



1 2 0 PALKONYAY—MEDVECZKY—SZOMOLÁNY j 

1. táblázat 

A pBR322 plazmid HindlII pontjára beépített adenovirus DNS töredékek száma és molekulasúlya* 

Az adenovirus DNS 
darab molekula-

súlya (Md) 

l l i nd l l l -
specifikus 

DNS-szakasz 
megjelölése 

A DNS-töredéket 
tartalmazó 

klónok száma 

Azoknak a DNS-töredékeknek 
a száma, amelyek vizegálata 

megtörtént: 

»»Kereszt- »»«Blot-
emésztéssel , hibridizációval 

6,81 A + G 1 2 1 
4,73 В + I 1 - — 

3,5 В 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, részlegesen H i n d l I I enzimmel h a s í t o t t adenovirus DNS/pBR327 D N S 
rekombináns keverék segítségével k ia lak í to t t klónok összetétele. A klónok válogatásá t és azono-
s í tásá t az ampicillin rezisztencia és á tetracyclin érzékenység alapján addig fo ly t a t tuk , amíg 
valamennyi 0,5 Md-ná l nagyobb molekulatömegű adenovi rus töredéknek legalább egyetlen 
pé ldányá t sikerült azonosítani , így a klónszelekció a r ekombinánsok minőségi összetétele szem-
pont jábó l vélet lenszerűnek tekinthető. 

** A töredékek azonosítását 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 endonukleáz segítségével is elvégeztük. 

*** Blot-hibridizáció segítségével igazoltuk, hogy a rekombiuánsba valóban l -es t ípusú 
adenovirus DNS é p ü l t be. 

Számos klón keresztemésztéses vizsgálatát elvégeztük, s minden ecetben 
igazolódott a H i n d l I I üjraemésztéses f r agmen tum azonosítás helyessége 
(1. táblázat). 

c) Blot-hibridizáció 

Blot D N S hibridizációs kísérlettel is azonosítot tuk a klónokat. H i n d l I I 
újraemésztés u t á n elektroforézissel szeparál tuk a rekombináns plazniidok 
töredékeit, m a j d denaturálást követően Alwine és mtsai (1977) szerint szűrő-
papirosra k ö t ö t t ü k . 32P-jelzett l-es típusú adenovirus DNS készítménnyel 
hibridizáltunk. A papiros fölé helyezett röntgen filmen a pBR322-nek megfelelő 
csíkok helyén n e m volt feketedés, de az inszerteket tartalmazó csíkok lá tha tóvá 
vál tak a fi lmen, mert az adenovirus specifikus nukleotid sorrendekhez kö tődöt t 
a 32P-DNS. 
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A különböző fragmentumok beépülésének gyakorisága 

A H i n d l I I újraemésztés, a keresztemésztés és a DNS hibridizáció a l ap ján 
megállapítható, hogy az l-es típusú adenovirus genetikai ál lományának 
78,5 A: 0 ,3%-át sikerült E. coliba j u t t a t n u n k . A baktér iumokban az egyes 
DNS-fragmentumok a rekombináns pBR322 részeként replikálódtak. Az I . 
táblázat mu ta t j a , hogy a különböző f ragmentumok előfordulása az ampicillin 
rezisztens, t e t rán érzékeny baktér iumokban nem egyforma, sőt HindI I I -C 
f ragmentumot egyetlen klónban sem ta lá l tunk. A klónok azonosítását addig 
folyta t tuk, ameddig mind a legaagyobb, mind a legkisebb DNS-töredéket is 
sikerült a rekombinánsokban azonosítani. Összesen 32 H i n d l I I töredék azono-
sítása során elértük ezt a célt. Az 1. táblázat adatai azonban azt m u t a t j á k , 
hogy a 32 vírus-DNS-fragmentuinot 27 klónban talál tuk meg. 4 rekombináns 
kettős H i n d l I I darabokat tar ta lmazot t . Az A + G, В -f- I , valamint az I -j- J 
szomszédos töredékek az l -es típusú adenovirus DNS-ben (2. ábra), ezek t e h á t 
részlegesen emésztett DNS-molckulákból kerülhettek a rekombinánsokba a 
ligálás során. Az E -f- I darabok egymástól távolabb elhelyezkedő töredékek a 
vírusgenombau, így ezek a ligálás során különálló darabokból, mozaikszerűen 
épültek össze. A 27 klón egyike két különböző rekombinánst ta r ta lmazot t , 
egyikük az I -f- J , másikuk a D vírus-töredéket t a r t a lmaz ta (3. ábra). A n n a k 
ellenére, hogy a klónokban az I és J f ragmentumokat is megtaláltuk, az 1. 
táblázat adatai muta t j ák , hogy kiónozni csak 1,43 Md-nál nagyobb, és 6,81 Md-
nál kisebb DNS-szakaszokat sikerült. A két legkisebb f ragmentum (L és M) 
egyedüli megjelenése egy rekombinánsban alacsony molekulasúlyuk mia t t 
még kevésbé várható, hiszen nagyságrendjük a többi H i n d l I I f ragmentumok 
molekulasúly meghatározásánál kapott szórásoknak megfelelő. Az L és M 
töredék együttesen a vírus genomhosszának csupán 0 ,3%-á t alkotja. Mivel 
részlegesen emésztett vírus DNS-sel dolgoztunk, elképzelhető, bogy a két leg-
kisebb f ragmentum is bekerül t valamelyik rekombináns plazmidba. (Pl. az 
M а В -j- I , az L pedig a G jelzésű klónba.) 

Szoros összefüggés mu ta tha tó ki a DNS-szakaszok nagysága, valamint a 
rekombinánsokban történő előfordulásuk gyakorisága közöt t . 28 rekombináns-
ból 10-ben a D-töredék (2,18 Md) 7-ben pedig B, és E + I (3,5 és 3,33 Md) 
fordult elő, azaz a rekombinánsok csaknem kétharmad részében olyan vírus-
DNS-szakaszok vannak, amelyek nagysága megközelíti a vektor pBR322 D N S 
méretét (2,7 Md). Szembetűnő azonban, hogy az egyetlen (HindIII-C) vírus-
DNS-töredék nagysága, amelyet egyetlen rekombinánsban sem sikerült azono-
sítani 2,3 Md, tehát legjobban megközelíti az optimális 2,7 Md nagyságot. 
A HindIII-C töredéket t e h á t több mint 10 klónnak kellene tar talmaznia, 
amelyek ampicillin rezisztensek, de tetracyclin érzékenyek. 
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Megbeszélés 

A H i n d l I I restrikciós endonukleáz segítségével sikerült az l-es t ípusú 
humán adenovirus DNS 0,785 (Hí 0,003) genomhosszúságnak megfelelő szaka-
szát kiónozni. Ampicillin jelenlétében a rekombináns plazmidok nemzedékeken 
keresztül s tabi lnak bizonyultak. A baktér iumsejtekben folyamatosan repliká-
lódtak az adenovirus DNS szakaszai is. 

Az inszertek nagyságát és a rekombinánsok keletkezésének gyakoriságát 
figyelembe véve azt a következtetést lehet levonni, hogy azok a vírus-DNS-
töredékek klónozhatók legjobban az a lkalmazot t kísérleti körülmények között , 
amelyeknek mérete leginkább megközelíti a vektorként alkalmazott pBR322 
plazmid nagyságát . Kisebb gyakorisággal azonban kétszer rövidebb (1,43 Md), 
valamint kétszer hosszabb (6,81 Md) inszerteket tar ta lmazó klónok is izolál-
hatok. 

A HindI I I -C töredéket, annak ellenére, hogy a DNS-fragmentum nagy-
sága legjobban megközelíti a plazmid D N S hosszúságát, nem találtuk meg 
egyetlen ampicillin rezisztens, de tetracyclin érzékeny klónban sem. 

Grisin és mtsai (1981) a 6-os t ípusú humán adenovirus klónozása során 
ugyancsak megfigyelték, hogy HindIII-C töredék nem ad tetracyclin érzékeny 
klónokat pBR322 vektor alkalmazásakor. Szóbeli közlés a lapján tud juk , hogy 
a tetracyclin rezisztenciát megtar to t t klónok között ta lá l tak olyanokat, ame-
lyekbe HindI I I -C inszertet tar ta lmazó rekombináns épült be. 

Stüber és Bujard (1981) fág-DNS-vizsgálatok kapcsán már korábban 
megfigyelte, hogy a pBR322 plazmid tetracyclin génjének a működését fág-
promoterek lehetővé t u d j á k tenni. 

A kísérletek során megfigyelt jelenségnek azért van biológiai jelentősége, 
mert egy emlősvírus DNS-ében sikerült egy DNS szakaszt kimutatni , amelyik 
a rekombinánsban az integrál t DNS által megszakított, P„ jelzésű pBR322-
promotert ki t ud j a egészíteni. Grisin és mtsa i (1981) eredménye azért fontos, 
mert igazolja, hogy ez a képesség az adenovírusok azonos subgenushoz tar tozó, 
de eltérő t ípusba sorolt vírus genomjában is k imutatható . 

Annak a kérdésnek az eldöntése, hogy az adenovirus promoterek közül az 
egyik képes a bakteriális rendszerben önállóan megindítani a transzkripciót 
vagy pedig a vírus-DNS HindII I -C töredéke csak kiegészíti a hibás pBR322-
promotert , még kísérleti s tádiumban van . 

Az eredmények a lapján azt a következtetést már a jelenlegi s tádiumban 
is le lehet vonni, hogy a megfigyelt különbség oka a HindI I I -C vírus-DNS-
fragmentum jobb oldalán található. Rendelkezünk ugyanis egy olyan rekombi-
nánssal, amelyikben a pBR322 plazmid az l-es típusú humán adenovirus 
EcoRI-C töredékét hordozza. A pBR322 DNS-en az EcoRI endonukleáz azonos 
promotert inaktivál, mint a Hind l I I . Az EcoRT-C f ragmentumban az l -es 
típusú adenovirus DNS HindII I -C darab jának (összevethető a 2. ábra segít-
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ségével) csaknem a fele benne van , az EcoRI-C klónok mégis tetracyclin érzé-
kenyek. A HindI I I -C klónok tetracyclin rezisztenciájáért, t e h á t az adenovirus 
genom 0,840—0,913 hosszúságegységek közöt t i rövid szakasza lehet a felelős. 
A 0,840—0,913 egység közötti szakasz a v í rus DNS H i n d l I I térképén а С 
f ragmentum j o b b oldalának felel meg (2. ábra) . 

Összefoglalás 

Kísérleteink során l-es t ípusú humán 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 
rekombináns plazmidok azonosítását H i n d l I I újraemésztéses, keresztemészté-
ses és DNS hibridizációs vizsgálatokkal végeztük el. 32 vírus DNS-szakaszt 
azonosítottunk a recipiens baktér ium törzsekben. 

Elméletileg az alkalmazott módszerekkel k imuta thatóan 9 f ragmentum 
kiónozható. Ebből a 9 f ragmentumból 8-at sikerült megtalálni a rekombináns 
plazmidokban, ami a vírus genom 78,5%-át (zb0,3%) jelenti. Az egyes f rag-
mentumok rekombinálódásának gyakorisága a választott kísérleti körülmé-
nyek között összefüggött a molekulasúllyal. Azok a f ragmentumok rekombi-
nálódtak a leggyakrabban, amelyek molekulasúlya a legközelebb esett a 
pBR322 2,7 Md molekulasúlyához, kivételt képezet t a HindIII -C f ragmentum, 
amely annak ellenére, hogy leginkább megközelíti a vektor nagyságát egyetlen 
klónhan sem volt k imutatható . 

A genetikai manipuláció eredményeként a baktériumokba j u t t a t o t t vírus-
DNS-tar talmú plazmidok a recipiensben nemzedékeken keresztül stabilak 
vol tak és nagy mennyiségben lehete t t a baktér iumokkal vírus-DNS-fragmentu-
mokat termeltetni . 

A klónozás során sikerült kimutatni , hogy az l-es típusú adenovírus-DNS 
egyik darabja képes befolyásolni a bakteriális gazda-vektor rendszer biológiai 
viselkedését. 
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