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I. BEVEZETES

Munkacsoportunk - s igy én is - a Rhizobium meliloti 41
elnevezeéslh baktériummal és ennek 16-3 fdgjdval foglalkozik.
A RM 41 gram negativ baktérium, amely a légkori N2 megko-
tésére képes, s ezt a vele szimbidzisban €16 pillangdsvi-
ragu ndvény szdmara felvehetd tdpanyaggsd - NHB—Vé - alakit-
Ja. Szimbiotikus nitrogénkotésre udgynevezett alfalfa gazda-
novényekkel: Medicago sativaval (takarmany lucerna), illet-
ve a Melilotus (Somkdrd) és a Trigonella (Lepkeszeg) genus
1-2 fajdval képes. Noha gazdandvényeit nem egyetlen faj
egyedei jelentik, mégis szlk gazdaspecifitdsdy.

A mai - vildgszerte nehéz - gazdasdgi viszonyok kozdtt
kilonosen érdekessé, értékessé vdlt ennek, illetve a hozzia
hasonldé organizmusoknak a vizsgdlata, ugyanis a baktérium
gazdaspecifitdsanak kiterjesztésével csokkenthetd lenne a
nitrogéntartalmd mdtrdgydk koltséges elddllitdsa. Nem is
sz6lva arrdl, hogy a kultidrnovények ilyen médon torténd
nitrogén ellatdsa messzemenden kimeéli a civilizdcids drtal-
maktél szenvedd kornyezetiinket. Az RM 41 baktérium 16-3
fdgja, mint a nitrogénkdtésért felelds gének, vagy a bak-

térium gazdaspecifitdsdat befolydscld allélek hordozé vek-



tora jatszhatna fontos szerepet az emlitett gazdasdgi prob-
léma megolddsadban.

Alapkutatdsi szempontbdl is jelentds a Rhizobium me-
liloti 41 és 16-3 jelG mérsékelt fdgjdnak tanulmdnyozdsa.
A baktérium - bakteriofdg rendszerek ugyanis ardnylag egy-
szerl(ek, jobban kezelhet6k a magasabbrendl él6lényekhez
képest, és igy kdnnyebben, részletesebben tanulmdnyozha-
ték. Sok - az élovilagban alapvetd fontossdgd - folyamat
akar molekuldris szinten is kényelmesen vizsgdlhatdé bennik.
Tudomanydgunkban ilyenek: az orokitdé anyagnak, a DNS-nek a
szervezoddése, dtrendezddésel, a rekombindcid mechanizmusa,
az egyes gének kifejezddése, expresszidja, illetve ennek
szabdlyozdsa stb. A vizsgdlati eredmények kivdldan Ossze-
vethetdk mds hasonlé procariota rendszerekben kapott ered-
ményekkel. Esetiinkben az RM 41-gyel és 16-3 fdgjdval vég-
zett kisérleteink eredményei a mdar nagyon Jjél ismert
Escherichia coli és A fagja rendszerben tapasztaltakkal.
Sok tobb oldald, minden lényeges momentumra kiter jedd
osszehasonlitds sziikséges ahhoz, hogy egy-egy él8lénycso-
portra, majd sok ilyen ismeret felhalmozdsa és rendszerezé-
se utdn az egész €106 természetre érvényes torvenyszerdsé-

gek levonhatdk legyenek.



II. IRODALMI ATTEKINTES

IT.1. A rekombindcid szerepe az élévildgban

A genetikai rekombindcid az él6vildgban mindeniitt eld-
forduld dltaldnos jelenség: a legegyszer(bb prokariotdktsl
kezdve a legmagasabbrendl eukariotdkkal, illetve az ember-
rel bezdrdlag, mindenféle éldlényben taldlkozhatunk vele.

Ha ennek a jelenségnek a széleskor(G elterjedtsége mel-
lett a fontossdgdt is szemléltetni akarjuk, akkor a kiovet-
kezbket mondhatjuk. A genetikai dtrendezddésnek a kovetkez-
ménye Uj, a szulditoél eltérd genotipusu sejtek létrejotte
lehet, s ha a rekombinécié ivarsejtek képzddése kozben
lép fel (egysejtdeknél sejtosztddas, illetve konjugédcio
sordn), akkor az ezekbsl létrejovd Gj egyedek ugynevezett
rekombindns egyedek lesznek. Az UJj tulajdonsdgok egy adott
kornyezetben, vagy éppen egy kornyezetvdltozds sordn ked-
vezbbbek lehetnek a sziiléi tulajdonsdgokndl, s az ezekkel
rendelkez8 egyedek elényds helyzetben lesznek a vdltozat-
lan genotipusidakkal szemben. Példdul: ellendlldébbak lesz-
nek valamilyen kedvezdtlen--behatdssal (betegség, kedvez&t-
len homérsétlet stb.) szemben. A rekombindcidé emellett

még szinesebbé, vdltozatosabbad tehette, teheti az orokol-



hetd 4j tulajdonsagok skdlajat. A molekuldris &slénytannal
foglalkozd kutatdék a kilonbozo fehérjék vizsgdlataibdl széar-
mazd, eddig felhalmozddott eredmények alapjdn valdszin(nek
tartjak, hogy a fehérjék nagy tobbsége nagyon is kis szd-
mularcheotipusbél (smintébdl) alakult ki. A fehérje-evo-
licidé egyik fontos mechanizmusa a gén megkett6zOdés, a
duplikdcid. Fontos szerepe volt és van tehdt a rekombina-
cidnak a fajok fejlédéseében, az evolucidban.

E mellett bizonyos éldlényeknek a normdlis életcik-
lusuk lezajldsdhoz is elengedhetetlen a rekombindcid 1lét-
rejotte. A mérsékelt bakteriofégok vagy a genomba beépllo
dllati virusok példdaul ilyen mdédon épilhetnek be a bakté-
rium, illetve az dllat kromoszdmdjdba, és megfeleld szamdu
szaporoddsi ciklus lezajldsa utdan hasonldképpen rekombinég-
ciés folyamat(ok) segitségével végdédhatnak, szabadulhatnak
ki onnét.

Emlitést tesznek még arrdl is, hogy nagyon sok szak-
ember dolgozik napjainkban is az alkalmazott bioldégia tobb
kilonboz6 teriiletén, ahol "eszkdzil" haszndljdk a rekombi-
ndcio jelenségét. Sok ndveény- és dllatnemesitd végez ki-
lonféle keresztezéseket, amelyekbdl a legkedvezdbb tulaj-
dbnségﬁ utddokat vdlogatjdk ki tovédbbtenyésztésre (ter-
mesztésre), vagy példdul egy hibrid lédtrehozésdra szilok-
nek. Nem is szdlva arrdl, hogy ma mar a szgvettenyésztési

eljdrdsck fejlodésével pl: termesztett novényeinknek bi- *



zonyos fajtdit ilyen feltételek mellett létrehozott és ki-
vdlogatott rekombindns egyedek szaporitdsdval &llitjdk elo,
illetve a nagytzemi termesztéshez szikséges szaporitdanyag
egy részét is igy termelik meg. Beszélhetnék még hosszasab-
ban a genetikai dtrendezddés szerepérdl az iparban haszna-
latos baktérium és gomba fajoknak az egyre jobban termel6,
konnyebben kezelhetd, tisztdbb hatdanyagot vagy dj termé-
ket el6dllito fajtdinak létrehozdsaban, tdrzseinek fejlesz-
tésében, de mivel jelenlegi dolgozatomnak nem ez a felada-
ta, nem teszem.

Ellenben engedtessék meg, hogy az utolsd mondatban
dichéjban szdéljak csoportunk daltal is mGvelt tudomdanydgban
betoltott szerepérdl a rekombindcids folyamatoknak. A re-
kombindcid nemcsak tdrgya a genetikai kutatdsoknak, de ez
a jelenség kivdldé alapja is a genetikal analizisek legtobb-

Jjének.

IT.2. A legjobban ismert prokariota rekombindcids rendszerek

Az el6z6 alfejezetben lathattuk, hogy a DNS rekombind-
cidja igen széles korben eldforduld nagy fontossdgu jelen-
ség az éldovildagban. Ez magyardzza, hogy amidta felfedezték,
maga a jelenség is mélyrehatd kutatdsok tdrgyas lett. Milyen
kordilmények kozott, hol, hogyan, milyen mds molekuldk koz-

remikodésével zajlik le? Ezekre a kérdésekre keresnek via-



laszt a kutatdsok, s noha midr tobb rendszerben sok részlet
vildgossd valt, s valamennyire korvonalazhaté ez a megle-
hetdsen dsszetett, bonyolult jelenség, mégis van még bé-
ven valaszra vargd kérdés, és bbvebb kisérleti aldtamasz-
tdsra vdrd elmelet. Legjobban az Escherichia coli entero-
baktériumban, é€s ennek fdgjaiban - ezek kozil is leginkdbb
a A -ban - ismert a jelenség. Ezért a tovébbiakban rovi-

den ezekkel szeretnék foglalkozni irdsomban.

IT.2.A) A rekombindcid molekuldris modellje Dressler és

Potter utadan Escherichia coliban

Az mdr nyilvdnvald, hogy a Holliday-féle DNS struk-
tira - amelyek fizikai 1étét elektromikroszkép megfigye-
lésekkel a fent emlitett két szerz6 igazolta elbszor 1976-
ban - kapcsolatban van a rekombindcidval, sét annak egy
kozponti koztes terméke. E rekombindcids intermedierbdl
azutan a Sigal-Alberts-féle izomerizdcid segitségével,

s a kereszthid megolddéddsdval rekombindns DNS termék Jjo-
het létre. A Holliday-struktiura kereszthidjdnek kicsi a
térigénye, és kis energia befektetésével mozoghat a DNS
szdlak mentén. Igy heteroduplex DNS szakaszok johetnek
létre, és ilyen mdédon a Holliday intermediernek a keletke-
zésl helyétdl tdvol is lehetséges a megoldddésa. Hogy mi-

lyen folyamatok és hogyan vezetnek a Holliday-struktira



kialakuldsadhoz, arra ma még nincs elég kisérleti bizonyité-
kunk, de tobbféle elméleti modell ismeretes. Ezeknek a rész-
letezésétdl jelen értekezésemben eltekintek. J6 osszefogla-
ldst adott ezekrdl magyar nyelven egyik volt munkatdrsném,
Pdy Anikd 1984-ben irt egyetemi doktori értekezésében.

Léassuk inkabb az E. coli rekombindcidjdra kidolgozott
modellt! Ez az eddigi kutatdsok eredményeit kisérli meg
osszefoglalni, s ezek elemzésébdl, otvozésebdl egy lehetsé-
ges utat ajanl arra vonatkozdélag, hogy a rekombindcio 1épé-
sei hogyan, milyen sorrendben, milyen géntermékek részvé-
telével mehetnek végbe (Dressler és Potter, 1982).

A modell dtmutatdsa szerint a folyamat az E. coli rec B
€s rec C génjeinek transzldcidjdval kezdddik. A kétféle gén-
termék osszekapcsoldddsdval megtermelddik a tobb alegység-
b6l 8116 rec BC enzim, amely a DNS duplexhez kapcsolddva,
illetve a kett6s spirdl egyik szdldn haladva (a médsikat
helyileg letekerve) néhdny szdz bdzispdrra kiterjedd dena-
turdcidt hoz létre. Az elkilonitett szdlakat egy egyszdald
ONS-kotd fehérje vagy majd maga a rec A stabilizdlja. Az
1gy létrejott DNS molekula fog a rekombindcid sorén donor-
ként viselkedni, dgy, hogy az elkilonitett szdlak egyike
"megtdmadja" a mdsik - homoldg - DNS molekuldt. A rec A
fehérje segitségével keresi meg a "tdmadd" szal - miutén
komplexet képzett a rec A-val - a mdsik DNS-ben a komple-

menter szakaszdt (legaldbb 30 bp-nyi hosszidsagui kell legyen).



A rec A protein tobb helyen részlegesen denaturdlja a re-
cipiens DONS-t ATP enegia hozzdjdrulédsdval, hogy a tdmadéd
szdl a vele komplementer recipiens ONS szdllal taldlkoz-
hasson, és vele hidrogénhidkotéseket képezhessen. Ez a
kapcsolat csak kis szdmd hidrogénhidra korldtozddik kez-
detben, mindnaddig mig valémelyik DNS molekuldban nem lesz
szabad vég. Ellenkez6 esetben a két DNS molekula nem képes
tokéletes kettds spirdlt létrehozni. A nyitdé-zdard enzim
ezt felsimerve egy dtmeneti behasitdssal lehetdvé teszi a
két szdl megfeleld feltekeredését. S ezzel a Holliday szer-
kezethez hasonld rekombindcidés intermedier struktdra jon
létre, és a folyamat befejezéséhez mar csak a két rekom-
bindlodé DNS molekula szétvdlasa hidnyzik. A szétvdlasztids
enzimatikus dton torténhet. Ismerink olyan enzimeket, ame-
lyek képesek a Holliday kereszthid hasitdsara. Ilyenek a
T4 endonukledz Vil-génje vagy az int gén terméke a A -ban,
amely az att helynél oldja meg specifikusan a szerkezetet.
Végil a DNS ligdz a torések ujraegyesitéset végzi, helyre-
d4ll1itja az intakt kettds spirdlokat. Tekintsik az 1. &b-

rat!
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1. adbra. Howard-Flanders-féle rekombindcids modell: két
kettds spirdal kozott a szdlak reciprok kicseré-
l6dése (Howard-Flanders és mtsai, 1984).
a) A teljes modell enzimekkel.
b) Ugyanaz enzimek nélkul.

I. A Rec A fehérje inicidcidés komplexet képez az egyik kett@s spi-
rdl egyes szdldval. ‘

IT. A fenti komplex az intakt duplexhez kapcsolddik, ez az dtmeneti
kapcsolddas addig tart, mig az egyes szdl a duplexben "megtaldl-
ja" a homoldgjat.

ITI. Ezutdn a DNS szdlak part képeznek, s az inicidcids komplex to-
vabbi kapcsolddds magvaként mikodik. Mennél tobb Rec A fehérje
kotddik a DNS-hez, anndl nagyobb terilileten tartja ossze az 4l-
tala létrehozott spirdlis fondl a két DNS molekuldt.

IV. A fehérje spirdl a Rec A monomerek hozzékapcsoldddsdval a "feji"
végénél n6, mig a "farki" végénél a monomerek fokozatosan vdlnak
le a DNS-r8l miutan a heteroduplex létrejott. A felsd heterodup-....
lexet topoizomerdz relaxdlja, a DNS polimerdz pedig megkezdi a ;7= X

res feltoltését nukleotidokkal annak 3' végétdl kezdve.




V. A Rec A segitségével létrejott keresztkotés ATP hidrolizisébdl
szdrmazd energidt haszndl fel a tovabbi vandorldshoz.

VI. Az utolsd Rec A monomer is ledisszocidl, egyszdld keresztkotést
hagyva maga utdn, amelynek megolddsa transzhasité endonuklea-
zokkal torténhet.

VII. A heteroduplex régicban megtorténik a kettds spirdlok regene-
rdldsa DNS polimerdz, illetve ligdz enzimek segitségével, és
befejezddik a rekombinacig.

A vdzolt modell a lehetséges utak kozidl egy utjat va-
lasztotta ki a rekombindcidnak. Ezen kivil még mds mdédo-
kon is végbemehet rekombindcid az E. coliban. Ilyenek:

a Rec £, Rec A - Rec F, Rec A -~ sbc - Rec BC utak, de ezek
az utak a vad tipusu organizmusban aldrendelt szerepet jat-
szanak.

A rekombinécié'gyakran szoros oOsszefliggésbhen van ki-
16nbdzd repair folyamatokkal is. Ez utdbbiakkal, illetve
a kétféle folyamatok Osszefiggéseivel sem foglalkozom eb-
ben a munkdban szertedgazdsdguk, Osszetett, bonyolult vol-
tuk miatt. Részletesen foglalkozott ezzel a témakorrel kodz-
vetlen munkatdrsam, Olasz Ferenc 1983-ban irt egyetemi dok-

tori disszertdcidjaban.



IT.2.B) A A fdag rekombindcids rendszere

A II.1. alfejezetben mar emlitettem, hogy a mérsékelt
bakteriofdgok esetében a rekombindcié a fdg lizogén szapo-
roddsdnak elengedhetetlen feltétele, és szorosan Gsszefligg
a kromoszomaciklusdval. Neézzik tehdt el6szor - a jobb ért-
hetGség céljabsl - a A kromoszdmaciklusédt (2. dbra).

(A téma részletezését ldsd Lambda II., 1983 konyv "Lambda
DNA replication" és "DNA packaging and cutting" fejezeté-
ben.)

A kromoszoma
az £E. coli sejtben Theta
/ - e
korré zarul replikdcid

RecBC altal

Monomer <:::> <:::> Sigma blokkolt
korok replikacico (:::} ~__

Red Red A RecBC-t a Gam
miikddése rekombindcid terméke gatolja

"Forgd kor"

replikdcio

Erési
folyamatok
Konkatemer b i Kész fag
grés
DNS részecske

2. dbra. Replikdcid és rekombindcié a A fdg kromoszdma-

cikluséban
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A virionban a A kromoszdmdja egy 5.104 bdzispdrbdl
4116 Watson-Crick duplex. Mindkét lanc 3' OH végér6l hidny-
zik 12 nukleotid, s az igy kialakult 5' OH két egyszdlu
vég komplementere egymdsnak (ragadds végek). Ha a fag be-
Jut a gagdasejtjébe az Escherichia coliba, akkor az a bak-
teriofdg-kromoszéma a tdlnydls 5' végei segitségével korré
z4drul, majd ligdz mOkodés kdvetkeztében kovalensen zart
molekula.képzédik. Amennyiben a fdg a lizogén szaporodds
dtjat vdlasztja, a bakteridlis, illetve a fdg att helynél
torténd helyspecifikus rekombindcié d4ltal a A féag kromo-
szomaja beépll az E. coli kromoszdmdjdba, s egy ideig az-
zal egyltt replikdlddik. Ha kiszabadul (kivdagddik) onnan,
vagy eleve a litikus uUton szaporodik, akkor azonnal elkez-
doédik a fdg-kromoszdéma replikdcidja, s a capsidfehérjéket
kddold gének megnyilvdnuldsa révén megszintetizdlddnak a
burokfehérjék. A bakteriofdg 0 és P génjeinek terméke E.
coli proteinekkel egylttmikodve jutnak szerephez a kdrala-
ki A kromoszéma replikdldsdban. A replikdciod eldbb udn.
theta alakban torténik, amely létrehoz egy kisebb fdag-
kromoszdma populdcidt, majd atvdlt szigma replikdcidba,
amelyben a korok némelyike uUn. "rolling circle"-1€é alakul
it a A red és gam genjel segitségevel. A replikdcids
enzimek folyamatos mikodése a "forgdé kor" replikédcids
villdjadbdl kiindulva egy "farkat" hoz létre a koron. Az
egyedi A kromoszémdk e szerkezet kinydld "farokrészé-

b6l" vagddnak le és pakolddnak. A pakoldsi rendszer csak



a A-nal nagyobb egységek (un. konkatemerek) részeiként
csomagolja a kromoszémakat, s a ragadds végnél szekvencia-
specifikusan vdgja méretre.

A fédgkeresztezésben végbemend rekombindcid(k)nak -
figyelembe véve a Visconti és Delbrick (Visconti, Del-
briick, 1953) dl1tal kidolgozott rekombindcidelméletben
szerepls tobbszoros szabad parképzés lehetdségének bizto-
sitdsat - a kromoszdma gazdasejtbe vald bejutdsa és a
"forgd kor" szerkezet kialakuldsa kozott kell lezajla-
nia(uk).

Ldssuk, milyen rekombindcids rendszerek mikodnek
- mikddhetnek kozre a A kromoszdma kicserélddésében.
(Osszefoglald taldlhaté e témardl a Lambda II.: "General
recombination" és a "Site-specific recombination in phage
Lambda" cimi fejezetében.)

A A-n féként harom, egymassal tobbé-kevésbé Ossze-
fliggd rekombindcids rendszer hoz létre rekombindcidt. Eb-
b8l a Rec rendszer a gazdabaktérium, az E. coli rendszere,
amelyr6l az el6zd alfejezetben mar emlitést tettem, igy
itt mdr nem részletezem.

A fennmaradé tovdbbi két rekombindcids rendszer a

fdgnak a sajdt rendszere. Elstként a Red rendszert
vegyik kicsit szemigyre. A Red rendszer onmagdban - a Rec

rendszer kozremdkodése nélkil - is képes érett fagokat lét-



rehozni, de sokkal kevesebbet, mint rec A" mikodés Jelen-
léteben. Az el6zéekben mdr volt réla szé, hogy a Red rend-
szer mikddese elengedhetetlenil szikséges a A replikacig-
ban az d4n. "forgd kor" kialakuldsdhoz. S ennek a m{kodés-
nek a kovetkeztében, illetve mert a )\ fdg pakold appard-
tusa konkatemer szubsztrdtot igényel, a ‘A kromoszdma
pakoldsa, csomagoldsa sem fliggetlen a Red rendszertél. A
kisérleti eredményekbfl Ggy ldtszik, a teljes hatdsfokd Red
mikoddés vagy a Rec rendszer mikodését vagy folyamatban levd
replikdciét igényel (Stahl, F.W. és Stahl, M.M., 1974 11-
letve Whitehouse, H.L.K.: "Genetic recombination" cimd
konyve, 1982). A Red rendszer a A fig nagy &ltalédnos rekom-
bindcids rendszere. Ha a A -t olyan E. coli gazdasejtek-
ben ndvesztik, amely - kiilonbozd mdédokon - hidnymutdns a
rekombindcidés mikddésben, akkor a fag Red rendszere bizto-
sitja a rekombindnsok csaknem normdlis gyakorisdgét az utdd
fagrészecskék kozott. A baktérium Rec rendszere és bakterio-
fédgjédnak Red rendszere tobb ponton is dsszefiggést mutat.
Egy példa erre a Red és a gam szerepe a konkatemer DNS leét-
rehozdsdban, a gam géntermék Rec BC mikodését gatld hatasa
a "forgd kor" replikdcidé kialakitdsdban. A két rendszer -

a Rec és Red -~ mikodése kﬁzbtt egyébként is tobb figyelem-
reméltd hasonldésdg fedezhetd fel. Az egyik hasonldésdg ezek
kgzil, hogy a két rendszer mikddése esetén az egyiknél és

a masikndl is a keletkezd kettds rekombindnsok dtlagos



populdcidé nagysdga az egyes rekombindnsokénak kb. a fele.
Ez az eredmény nemcsak a két rendszer egy kozds oldalét
mutatja, hanem osszefliggésben van a fdg rekombindciods
elméletben tdrgyalt "mating" elmélettel is (Visconti és
Delbriick, 1953). Taldlunk egy mdsik hasonlésdgot is Rec,
illetve a Red dltal kozvetitett rekombindcidkban, amely a
fdg kromoszomdn torténd DNS kicserélddés helyi megoszléa-
saban van. Ha egy fdg egy bizonyos kromoszdmaszakaszon

- tavolsdgon - rekombindl, annak a gyakorisdga, hogy egy
hozza kozeli intervallumban szintén rekombinél, egyenlo

a két rendszer esetében. Megjegyzendd, hogy itt viszonyla-
gos gyakorisdgrol van szd, amely a két rendszerre hasonld,
ugyanis a rekombindcid frekvencidja a Red esetén dltalaban
hdromszor nagyobb, mint Rec esetén. A Red rendszer nagyobb
aktivitdsa magyardzhatdé azzal, hogy a Red eldsegiti a fég-
kromoszomak kozotti pdrképzést, tudniillik azt, hogy egy
adott fagkromoszdma tobbszor képezzen part més fagkromoszd-
makkal. A tdrgyalt hasonléségok alapjan Stahl-ék a két rend-
szer rekombindcidjdnak molekuldris mechanizmusdra is.ha—
sonld - nyolcas alakud dimer molekulat tartalmazé ~ modellt
ajdnlanak. A hasonldésdgok tdrgyaldsa soradn is elékerdlt

mar egy kilonbség is a két rendszer kozott, tovabbi ki-
lonbség még, hogy a Rec rendszer rekombindcidja reciprok
folyamat, mig a Red dltal létrehozott rekombindcidk a "Single

burst" vizsgdlatok utddainak megoszldsa alapjdn nem ldtsza-—



nak reciprok folyamatnak (3. &bra).

3. &ébra. Modell a Red, valamint a Red+Rec rendszerre
(Stahl, 1979)
A Red rendszerre leirt rekombinacids modell nyolcas
alakd dimer intermediert ajdnl. A nyolcas alakzat
egyik hurkat nukledz 5' részlegesen elhasitja. Az db-
ra érzékelteti, hogy a folyamat gltaldban nem reciprok.
(Stahl dllédspontjdval ellentétes nézetekkel is taldl-
kozhatunk az irodalomban.)

Noha mindkét rendszer mikodésére sok kisérleti ered-
mény al1 mdr rendelkezésre, mégis részletek ismeretesek
inkébb, s az egész folyamatra vonatkozd egységes elkép-
zelés csak nehezen alakul. Ami abbdl is adddik, hogy a
rekombindcidé egyetlen olyan kis méretd organizmuson is,

mint a A fag tobb alternativ dton végbemehet, s az egyes
utakat nem konny(l kilon-kiilon vizsgdlni.

A AN helyspecifikus rekombindciéjardl, az Int rend-
szer mikodésérdl eddig még nem ejtettink szdot. Tekintsik
dt ezt is vdzlatosan! (J6 Gsszefoglalot taldlunk errdl a
Lambda II. konyv "Site-specific recombination in phage "

fejezetében.)



A A fdg Int rendszere a bakteriofdg kromoszémanak integ-
réléd%séért felelds az E. coli kromoszdomdjdba. A beépiilés

- mint mdr a helyspecifikus kifejezés utalt rd - a kromo-
szémdk meghatdrozott helyei, a fdg att P és a baktérium

att B, kozotti rekombindcio utjan megy veégbe. A folyamat-
hoz a:gazdasejt IHF fehérjeje is szikseges (Weisberg és
Landy; 1983; Campbell, 1962). A profdg kivdgdédasa hasonlé
folya%at dltal tdrtééik, ehhez a forditott folyamathoz a

A xis fehérjéje, valamint gpint és a baktérium IHF pro-
teinje is szukségeltetik, amely eldsegiti a reciprok egy-
szdlu kicseréldodést a két specifikus helyen, az att P és
att Bicore régidjdn belidl. Lasd a 4. dbréat! Az &brén, amely
Campbéll nyoman készult, a A helyspecifikus rekombinadciod-
jat léthatjuk a lehétﬁ legegyszeribb abrdzolasmdédban.A
folyamat ATP-t igényel és azt, hogy a kromoszémak nick-
—mentések legyenek, ugyanis lényeges, hogy ezek szuperte-
kercsélt (supercoiled) dllapotba kerilhessenek ONS gyraz
mikodés segitsegevel. Taldlhaték a AN és az E. coli kro-
moszémdn 1is mdsodlagos att helyek. Az Int rendszer ezek
kozott is képes rekombindciét létrehozni, de ilyen ese-
tekbe? a reakcid sokkal kevésbé hatékony, mint az elsdd-
legesiatt helyek kozétt. (A A kromoszéma beépiilése az

E. co;i kromoszdma att B helyére kb. 1000-szer hatékonyabb,
mint 8 legjobb mdsodlagos att helyre.) Kisérletekkel bi-

zony{totték (Shulman és Gottesman, 1977), hogy az Int re-
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4. dbra. A A fdg beépllésének és a profdg kivdgoddsdnak
modellje - Campbell utén.
A f4ag attachment helyét az dbra POP'-vel, a baktériumét
BOB'-vel jelcli. Ezeken beliil a 0 a crossing over reégiot
szimbolizdlja.

kombindcidt nemcsak a fdg és a baktérium "attachment" he-
lyei kézott hoz létre, hanem két fdg att helyei kozott is.

Az e helyek kozott kialakulé Holliday szerkezet bizonyos -



kis gyakorisdggal elvdndorol errdl a teriletr6l, és az
att heiyen kivil mdshol megoldédvs ott hoz létre rekom-

bindciot.

I1.2.C) A T4 fdg és rekombindcidja

Ha A-n&l azzal kezdtem az alfejezetet, hogy a fdg
kromoszdémaciklusdnak dttekintése sziikséges a rekombindcids
folyamatok jobb megértéséhez, akkor a T4 fédg esetében ez
egyenesen elengedhetetlen. Ldssuk tehdt milyen a szdban
forgdé fdg, hogyan szaporodik, és milyen szerep jut ebben
a rekombindcidnak (5. dbra).

A T4 fag kromoszdmaja akdrcsak a A-é, a virionban
Watson-Crick duplex'forméjéban foglal helyet. Meégis merdg-
ben mé&s szerkezetl ez a kromoszdma. Mig a A-egyedekben
a DNS szekvencidja azonos, a T4-ben az a furcsasdg tapasz-
talhaté, hogy azonos genotipusiy egyedekben a DNS kettds-
spirdl bdzissorrendjei kiilonbtzéek. Ugyanis a T4 f&g kb.
200 génje a kromoszémaban cirkuldrisan permutdlva helyéz—
kedik él, azaz a geének barmelyike lehet a kromoszdéma egyik
végeén, s a masik vég felé haladva meghatdrozott sorrend
szerint kovetik egymast. Van még egy jellegzetessége a
T4-kromoszdma felépitésének. A genomban 3-4 gén.duplén
megtaldlhatd: a fag részecske kromoszdémajdnak egyik, és

midsik végén is - termindlis redundancia (Streisinger, E.,
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Edgar, R.S. és Denhardt, G.H., 1964; illetve Streisinger, B.,
Embrick, J. és Stahl, M.M., 1966 alapjdn). A A-tél elté-
réen a T4 maga szolgdltatja sajat replikdcids enzimjeinek
legttbbjet. A fdg replikdcid egymds utdni menetei itt olyan
linedris kromoszéméakat hoznak létre, amelyek szekvencid]ja
megegyezik az E. coli sejtet fert6z4 T4 fdg kromoszdmaja-
nmak szekvencidjdval. Az igy keletkezd egyedi kromoszomak

a termindlis 4tfedd6 régidikban rekombindlnak egymdassal,

s ennek segitségével konkatemerekké rendezédnek. A T4 pa-
kolé appardtusa is - ebben hasonlit a A -éhoz - kizdrdé-
lag konkatemer szubsztrdtbél csomagolja és vdgja "méret-

t

re" az egyedi kromoszomdkat. Itt azonban a DNS vdgds

nem szekvenciaspecifikus (ez biztositja a kromoszdmék
egymdshoz viszonyitott cirkuldris permutdcicgjdt), hanem
olyan nagysdgi DNS darab vagdédik le a konkatemerbdl, amely
éppen beleillik egy T4 fdag fejébe. Ennek nagysdga néhany
ezer bdzispdrral hosszabb egy teljes T4 genomndl (ebbdl
adédik a fdg termindlis redundancidja). Az ismertetett
folyamat tanulmdnyozhatd a 5; dbra segitségével. Erzékel-
hetjiik a rekombindcié nélkilozhetetlen szerepét a fdg
gletciklusdnak sordn: a konkatemer kromoszémdk képzésé-
ben.

A fent leirt kromoszdéma-jellegzetességek miatt igen

nehéz volt a T4 rekombindcidés rendszerének vizsgdlata, sot



meég a kromoszdéma genetikai térképezéséhez is kilonbGzd fur-
fangos megolddsokra volt a kutatdknak sziikségilik. E1l8szor
a "single burs"-G6t hasznaltdk itt genetikai analizis cél-
jara sikeresen. Ilyen kisérletekkel tdmasztottdk ald, hogy
a T4 kromoszdmavégek fontos szerepet jdtszanak a fdg rekom-
bindcidjdban. Kevert infekcidban példdul: ha a két szilo
ab” % a'b volt és egyik 1s, mdsik 1is homozigéta a termind-
lis génjeire nézve, keresztezésiikbdl tobbszcorosen hetero-

zigéta utddokat is kaptak nagy szdmban (6. dbra).

6. 4abra

Ez az eredmény azzal magyardzhatd - mivel szabdlyos
keresztezésekben a és b erfsen kapcsoltak voltak -, hogy a
T4 kromoszomavégek kozelében igen nagy mértékd a rekombi-
ndcidé eldoforduldsa. Ez értheté is, ha meggondoljuk a kro-
moszdmavégek Un. fej-farok kicserélddésének Jelenttségét
az intracelluldris T4 klénok tagjai kozott a féag kromoszo-
maciklusdnak konkatemerképzésében. Hasonldan a kromoszdéma-
végek Jelent8s szerepét hiuzzdk ald a normdl és petite fa-

gok keresztezéséb6l nyert eredmények "single burst'-ben.



A petite fdgok kisebb méretlek a normdl fdgokndl, a kro-
moszdmd juk nagysdga is kb. 2/3-a a normdlénak, igy termi-
ndlis redundancidjuk sincsen. Az ezekbdl a keresztezések-
b6l szdrmazd utédfdgokban a markerekkel jelolt petite
kromoszomdk szegmentjei minden elképzelhetd varidcidban
Jelen voltak, bizonyitvan, hogy rekombindcié ment végbe

a normdl és petite fdgrészecskék kdzott, s6t sugallva a
kovetkezd mechanizmust a kiulonbozé T4 fdg kromoszdmdak ki-

cserélédési folyamatdra (7. d&bra).

7ab
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7. dbra. A T4 fdg kromoszdma-kicserélodési folyamata ket
kilonbozd klénja kozott.
A T4 ilyen rekombindcids folyamatai egy, a T4 genomndl
hosszabb, konkatemer molekuldt, €s egy kisebb toredéket
eredményeznek,



Az 1tt lathatd mdédon keletkeznek a pakoldddshoz a kon-
katemer molekuldk is. Az &dbra alapjan megértjik, hogyan ke-
letkezhetnek genetikailag kevert konkatemerek, illetve ter-
mindlis génjeikben heterozigdta utdédok. A T4-nek ilyen re-
kombindcidé mechanizmusdt tdmasztjdk ald Tomizawa, J., illet-
ve Broker, T.R. és Doermann, A.H. fizikailag jelolt T4 DNS
molekuldkkal végzett kisérletei is.

A rekombindcid a T4 fdgban visszahat a DNS-ének szin-
tézisére is, ugyanis ha kelld idd elteltével nem alakulnak
ki konkatemerek, akkor a replikdcio mértéke fokozatosan
csokken. Tehdt a T4 esetében is tobb szempontbdl elenged-
hetetlen a rekombindcid létrejotte a fdg életciklusdnak
soréan.

A T4 fagban a rekombindcid egységnyi fizikai tdvolsdgra
esd mértéke magas. Ezt a fenti rekombindcids mechanizmus
mellett azzal magyardzzak, hogy a T4-kromoszoma a kidlonbo-
z6 kldénokban kdr alak szerint permutdlt, igy -a (kilonboz6)
kldonok vegein elhelyezkedd gének més klénok kromoszdmajé-
nak kozepére eshetnek, s ilyen médon a kromoszéma kozepén
elhelyezkedd géneknek is magas rekombindcids gyakorisagot
kdlcscnoznek.

Egy-két szét ejtsiink még a T4 replikacidéjdnak, il-
letve rekombindcidjdnak molekuldris torténéseirél is! Eb-
bdl a szemszogb8l is 14tni fogjuk, hogy kiemelkedd jelentd-

séggel bir a T4 kromoszdma mar sokszor emlegetett két ku-



lonleges jellemvondsa: a termindlis redundancia és a per-
mutdlt kromoszéma végei. A T4 fdg DNS-ének replikdcidja a
molekula permutdltsdga miatt mdsképpen torténik, mint azt
mar szervezetek esetében megszoktuk. A 8. dbra szemlélteti

ezt a mechanizmust.
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8. dbra. A T4 fdg replikdcidja

A szaggatott vonal az Uj DNS szdlat jeloli. A folya-
matban azonban az Gjonnan szintetizdlddott ldnc mindig
rovidebb lesz az eredetinél. Ez lehetdséget ad arra, hogy
a komplementer ldncok udn. "fej-farok" kapcsolédédssal di-
mert hozzanak létre. A kapcsolddds az egymdsnak megfeleld
ldncok végi, redundéans teriletén kovetkezik be, s igy nem
vész el hasznos informdci¢ a fdg-kromoszdomdbodl. A termind-
lis egyes szdlak magyardzatot adnak a végek rekombindcid-
ban betoltott fontos szerepére, s ezzel egyiitt a testvér-

kromoszémdk "fej-farok" genetikai rekombindcidjdnak heves-



segére is. A replikdcidban keletkez6 egyes ldncrész ag-

ressziv szalként szerepelhet mds T4 klénbdl szdrmazd kro-
moszomak intakt DNS-ével szemben, és a komplementer sza-
kaszon "megtamadva'" azt rekombindcids folyamatot indithat.

A 9. abran ezt is megszemlélhetjuk.

¢
@ ' ' " '
‘.o \agresszw lelegzo szal

9. dbra. A termindlis egyszdlli DNS szerepe a T4 rekombi-

nacidban

A helyérdl kiszoritott ldncot enzimatikus folyamatok
tavolitjdk el. A szerkezet, amelyhez igy jut a T4 kromo-
széma T4-fert6zott E. coli sejtben azonosithatd volt.

(A T4 fag eddig felderitett folyamatairdél j6 osszefogla-
lést ad Mathews, Kutter, Mosing és Berget (1983) kdnyve,

a: "Bacteriophage T4".)



IT.2.D) A Rhizobium meliloti 16-3 fagjarsl

A 16-3 fagot Balatonberény kornyékén izoldltdk talaj-
mintdbsl (Orddgh és Szende, 1961). Gazddja a Rhizobium me-
liloti 41 baktérium, ennek jelentdségértl mar a Bevezetés
cimid fejezetben megemlékeztem. Fdgunknak tobb vad tipusu
varidnsdt is megtaldltak Magyarorszdg kilonbozd tdjain.
Ilyenek a 1ll-es és a 36-o0s fdg.

A 16-3 fag rendkivil gyorsan és hatékonyan adszorbed-
16dik a gazdasejtjéhez, de a DNS bejutdsa csak Ca'' ionok
jelenlétében kovetkezik be. Eletciklusdnak ideje hosszabb
a A -énsl 28 °C-on 100 perc, 36 °C-on 80 perc, azonban
erett fdagrészecskéket talalunk mar a fertozott Rhizobium
sejtben 28 9C-on 80, 36 °C-on 65 perc eltelte utdn. Hason-
1it a A faghoz a 16-3 bakteriofdg kilst megjelenésében,
valamint hasonld a struktdrfehérjék méretében és megoszla-
saban 1is.

A 16-3 fag genetikailag elégge j61 ismert. Megleheto-
sen sok - 150 - ts mutdnsdt izoldltdk (Orosz és Sik, 1970;
Orosz és mtsai, 1973), amelyek a fdg kromoszémaciklusdban
betoltott szerepik szerint korai és kései mutdnsokra oszt-
hatdék. A korai mikodések feltételei a késeiek megnyilvanu-
lasanak. Ezeken kivil szamos egyéb mutdcidja 1s ismeretes.

Vannak a reguldtorgénben kiilgnbozd mutdcidk (hdovel indukdl-



hatdé, dn. ti mutdcicok, illetve feltétlen clear - tiszta tar-
foltot létrehozd - mutdcidk), ismerink host-range (farki
rost) mutansokat, fag antiszérum rezisztens, és lizozimot
nem termeld mutdnsokat. Léteznek a fdgnak transzdukdld val-
tozatai is. Ezen mutdnsok felhaszndldsdval, illetve kilonbdo-
z0 delécids mutdnsok és pBR plazmidokba klénozott féag frag-
mentumok segitségével elkészult a bakteriofdag genetikai és
fizikai térképe (Orosz és Sik, 1970; Orosz és mtsai 1973;
Dallmann és mtsai, 1979, 1980; illetve Dorgai és mtsai,
1981, 1983). Ezek alapjdn érdekes megjegyezni azt, hogy az
eddig térképezett mutdcidk eloszldsa a kromoszdéma mentén

nem egyenletes, a késel funkcidk teriletén sdrin jelolt a
kromoszoma mutans pontokkai, a korai genek teriletén mar
kevesebb pont ismert, a fdg C génje (reguldtor gén) ismét
sGrdn elldatott markerekkel, és taldlhatd a kromoszdman egy
ardanylag nagy '"csendes'" régid is.

A fdg rekombindcids rendszere is tanulmanyozott, bar
nem tudunk olyan széleskord ismeretekkel szolgalni, mint
amilyenek az E. coli fdgjainak tanulmdnyozasdbdl szarmaz-
nak. Ez nem is olyan meglepd, ha figyelembe vesszik a fdag-
nak A -hoz vagy Té4-hez viszonyitott tudomédnybeli mdltjat,
pelddul csak az idot, amennyivel tobbet toltottek mér az
imént emlitett két E. coli fag megismerésével (nem is be-
szélve mds korilményekrdl). A 16-3 fdgon végzett rekombina-

cids vizsgdlatokbdl a kdvetkezd eredmények szdrmaztak:
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Ebben a fdgban az egyszeres crossing overek sokkal gyako-
ribbak, mint a kétszeresek (Orosz, Rostds és Hotchkiss,
1980), és nincs Jele negativ interferencidnak vagy marker-
hatdsnak. Ez Osszefliggésben van azzal, hogy Rhizobium me-
liloti 41-ben a mismatch repair hatékonysdga kicsi (Orosz
L., Pdy A. és Dallmann G., 1980). A Rhizobium meliloti 41-
ben taldlhatd tobbi repair rendszereket és az ezekkel ossze-
figgésben levd rekombindcidés rendszereket 0Olasz Ferenc kol-
légdam tanulmdnyozta, )6 Osszefoglaldst és Osszehasonlitést
adott az E. coli hasonld rendszereivel magyar nyelven egye-
temi doktori értekezésében (illetve: 0Olasz és mtsai, 1983).

A 16-3 fagok rekombindcids intermedierjeiben nagy ki-
terjedési heteroduplex régidk is taldlhaték, annak kdszon-
hetéen, hogy a Holliday szerkezet kereszthidja kisérleti
bizonyitékok alapjdn nagy tdvolsdgokat vandorol a fiag kro-
moszdéma mentén (Orosz, Rostds és Hotchkiss, 1980; Orosz,
1980).

Azonositottdk munkatdrsaim a 16-3 fdgban az dltaldnos
- a A int és xis génjeinek megfeleld - géneket, illetve
a kapcsolddasban alapvetd fontossdgd attP helyet. Ezeknek
fizikai helyzete is ismert a fdg-kromoszdmdn (Olasz, Dor-
gai, Papp, Hermesz, Késa‘és Orosz, 1985, illetve Dorgai

és mtsai, 1981).



ITI. CELKITUZES

Amikor én e dolgozatban ismertetett munkéhoz l&attam,
mdr elég sok ismeret felhalmozddott a 16-3 fag - Rhizobi-
um meliloti rendszert illetden.

Ismert volt a fdg genetikai és fizikai térképe (Orosz
és Sik, 1970; Orosz és mtsai, 1973, 1980; Dallmann és mtsai,
1979, 1980; Dorgai és mtsai, 1981, 1983). A két térkép orien-
tdldsa is megtortént (Dallmann és mtsai, 1979; Dorgai és
mtsai, 1981), és a baktérium rekombindcids és repair rend-
szerét is tanulmédnyoztdk mdr (0lasz F. Egyetemi doktori
értekezés, 1983). A fdg genetikai térképén azonban egy nagy
- 25 kb-nyi - csendes régié helyezkedett el, ahové nem tér-
képezddott semmilyen addig behatdrolt mutdnsunk, és a két
térkép megfeleltetése is csak néhdany ponton nyugodott.

Mivel munkacsoportunk egyik célja a 16-3 -bdl fagvek-
tor kialakitdsa volt, ezért fontos volt szdmunkra, hogy a
csendes régidrol eldontsik, vajon valdban nem esik-e ar-
ra a kromoszdémaszakaszra valamilyen fontosabb fdagfunkciot
elldtdé gén. Ezen kivil a tovdbbi munkdnkban szikség volt a
fizikai és genetikai térkép pontosabb megfeleltetésére is.
Igy én feladatul kaptam a még ismeretlen elhelyezkedésd
ts (termoszenzitiv = hGérzékeny) mutdnsok genetikai térkeé-

pezését és fizikai elhelyezeset ' a fagkromoszdéman.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Téptalajok, antibiotikumok, aminosavak, baktérium és

fdgtorzsek, plazmidok

IV.1.A) Téptalajok: YTB komplett tapoldat (Orosz és Sik, 1970)

YTA komplett alapagar: YTB tédpoldat kie-
gészitve 1,5 % agarral (Dif , Oxoid vagy
mosott Reanal szdlas agar)
YTA fedbagar: YTB tdpoldat kiegészitve
0,6 % Dif vagy Oxoid agarral
GTS minimdl oldat, illetve alap agar
(Kondorosi és mtsai, 1977)

A baktériumok higitdsdra haszndlatos folyadék: a

fizioldgids sdoldat: 0,9 % NaCl.

IV.1.B) A tdptalajokba adott antibiotikumok és aminosavak

(1. tdblazat).



1. tdbldzat
Neve A tédptalajban haszndlt végkoncencirdcidja
szdrmazasa /ug/ml
Antibiotikumok:
Ampicillin (Amp) Beecham Res. Labor 30
Chloramphenicol (Chl) Serva 30
Mycerin (Myc) A Medexport dltal beho- 30
zott szovjet gydrtmanyd

Steptomycin (Str) EGYT 200
Tetracyclin (Tc) Pharmachim v. Chinoin 25
Aminosavak:
Cystein (cys) 50
Leucin (leu) REANAL 50
Prolin (pro) 50
IV.1.C) Baktériumtorzsek (2. tdblédzat)

2. tdblédzat

Baktériumok

Forrds vagy hivatkozas

Rhizobium meliloti 41

R.m. 41 vad tipus
cys46 = F46
cysh6” QR 10

Escherichia coli

HB 101 rec A, hsd R,

hsd M,

uvr , pro , leu

Szende Kalméan
Svab és mtsai, 1978.

cys46 mutdnsbdl Paldgyi
/s. 1izolédlta

R

atr, Boyer és Roulland-

Dussoix, 1969)




IV.1.D) Plazmidok (3. téabldzat)

3. tédblédzat
Plazmid Marker Inszert Forrds vagy hivatkozds
pBR 322 AmpR TCR Bolivar és mtsai, 1977
pEH 109 TCR Hermesz E.
xpDH 1 el (16-3 -- EcoRI:0,C,D,L,H) Dorgai és Hermesz, 1983
xpDH 31 Tc®  (16-3 -- EcoRI:EI ,0,C,0,L) ]
xpDH 51  Tc® (16-3 -- EcoRI:A,P,M,ET,0,C,D) "
xpDH 216 Tc" (16-3 - EcoRI:J,F,A,P,M,ET) ]
osup 106 chift 1of Simon, Priefer and Piihler,
1983
xxpPZS 5  Ch1® (16-3 -- BamHI:F,N)
xxpPZS 6 = pPZS 167 Ch1® (16-3 —- BamHI:SM)
xxpPZS 152 Chlg (16-3 - BamHI:F) s Zeazemne
xxpPZS 156 Cth (16-3 -- BamHI:G) sajat kldnjai
xxpPZS 161 Chl" (16-3 -- BamHI:H)
xxpPZS 163  Ch1" (16-3 -- BamHI:J)
xxpPZS 164 Ch1R (16-3 —- BamHI:D,H)
xxpPzS 191  chi® (16-3 —= BamHI:D)

XX:

pLAFR-I. az alapvektora

pSUP. 106 az alapvektora




IV.1.E) Fagtorzsek (4.

tdabldzat)

4. tédbldzat

Fagtorzsek

Fenotipus

Forrds vagy hivatkozas

A 16-3 fag mutdnsai:

1) ts mutdnsai:

ts2
tidts?
ti4dtss
ti4tsS
ti4tsé
tists4ll
ti4ts518
ti?ts544
t14ts5104
t14ts5107
t14ts5110
ti4ts5113
ti?ts5114
ti4ts5115
ti4ts5121

c ts5124
ti3ts5124
ti4ts5215
ti?7ts5231
ti?ts5245
t14ts5255
ti4ts5260
ti4ts5322
ti4ts5326
ti?ts5330
ti?7ts5334
t1?7ts5335
t1?7ts5336
ti4ts5340

28 9C-on zavaros tartoltuak,
36 °C-on nem nének

(nem képeznek tarfoltot).

A ti mutdcidt tartalmazé
fdgok revertansai 36 OC-on
tiszta tarfoltdak.

2) host range mutdnsok:

ti3hé6

ti4ts2hé
ti4ts5107h
ti4ts5115h

¢ ts5124h6
ti4ts5255h
ti?ts5336h

Zavaros tarfoltd, tiszta
tarfoltd

28 °C-on zavaros tarfoltdak,
36 %C-on elpusztulnak, és
fagrezisztens (F46 ﬂR 10)
baktériumot is képesek fer-

t6zni

3) Transzdukdld szdrmazékok:

ti3Tr4-2

28 °C-on zavaros tarfoltuy,
36 OC-on tiszta tarfoltd

Els6dlegesen Orosz L.
izoldtumai.

A ti4 mutdciét tar-
talmazd ts mutansok-
ra a ti allelt

Olasz Ferenc keresz-

tezte ra.

Orosz Laszlé

A megfeleld ts
fagtorzsekbdl eld-
dllitotta Paldgyi

/suzsanna

Dorgai L. (1981)



4. tdblazat folyt.

Fagtorzsek Fenotipus Forrds v. hivatkozdés
Tr4-2 ts2,Tr4-2 ts5124 A tobbi transzdu- O0lasz Ferenc
Tr4-2 ts2hé6, Tr4-2 ts5114h kalo 28 Oc-on Paldagyi Zsuzsanna
Tr4-2 ts5124h6, Tr4-2 ts5231h szintén zavaros tar-
Tr4-2 ts544h foltot képez, 36

9C-on nem né.
Mindezek a fagok
az R.m. 41 bakté-
rium cys 46 genjet
hordozzak, igy mi-
nimdal taptalajon

F46 torzson nodnek.

IV.2. Klasszikus mikrobidlis mddszerek

A) Baktérium- és fdg-tenyésztés, titrdlds

- A baktériumokat és fdgokat YTB tdpoldatban 28 9C-on
tortént levegbztetéssel, az E. coli torzseket 36 9c-on
szaporitottuk.

A baktériumtorzsek fenntartdsat a megfeleld szelekcids
lemezre vald szélesztés és Rhizobium meliloti torzsek
esetében 28 OC—on, Escherichia coli torzsek esetén

36 °C-on tértént inkubdlés atjdn végeztik.

- A baktériumok titrdldsa a kidvetkezo volt: 0,1 ml
baktériumszuszpenzidt szélesztettink a megfeleld

szelekcids lemezek feliletére kilonbozé higitdsokbél -



fizioldgias sdéoldatban torténd higitds utdn.

- A féagtorzsek titrdldsdt Adams (1959) "Bacteriophages"”
cimi konyvében leirt kettés agarreteg modszerével

hajtottuk végre.

B) Egyedi baktériumtelepek, illetve fdgplakkok létrehozd-

sa, tesztelése

- Az egyedi baktériumtelepeket az A) pont.alatt leirt

baktérium titrdldssal hoztuk létre.

- Az egyedi plakkokat titrdlds dtjan (Adams, 1959), il-

letve sodrdssal (Orosz, 1980) kaptuk.

- Az egyedi telepek és plakkok tesztelését a megfeleld
szelekcids lemezekre torténd szurkdlds segitségével
végeztik. (Egyedi telepek ellendrzd tesztelését még
ldsd a biokémiai mdédszerek kozott is , tulajdonképpen

"Kldénozott fragmentumok meghatdrozédsa" cim alatt is az

elsd részben egyedi telepeket vizsgdltunk.)
C) Baktériumkeresztezés
Kondorosi és mtsai (1977) mdédszere szerint tortént.
D) Fdgkeresztezés

A kiilonbozé fagtorzsek keresztezését Orosz és munka-

tdrsai dltal 1973-ban leirtak szerint végeztik el.



E) Baktériumtorzsek transzformidlésa

Kizardlag E. coll tdérzseket transzformdltunk jo hatds-
fokkal Douglas Hanahan 1983-ban ismertetett "boszor-
kdnyos" médszerének haszndlatdval. Ez az eljdrds ki-
csit bonyolultabb, mint a Cohen-féle kalcium kezelé-

ses mddszer, de az eredményeink igazoltdk haszndlatat.
F) Marker rescue mdédszerek

Ezt a mar esetiinkben el6z6leg biokémial lépéseket 1is
feltételezd médszert akar a kovetkezd alfejezetben 1is
tédrgyalhattam volna. Az ok, ami miatt mégis itt keri-
tettem sort rd az, hogy az eldzményektdl eltekintve az
dltalunk ilyen cimszd alatt haszndlt eljdrdsok a klasz-
szikus genetika mdédszereivel dolgoznak.

A médszer lényege az, hogy kilonbczd kisebb-nagyobb
kromoszomaszakaszok vizsgdlhatok segitségével, oly mo-
don, hogy parcidlis diploidot hozunk 1létre a baktérium-
sejten belil. Ha a bevitt kromoszdémadarab heterozigdta
a megfeleld genomrészlethez képest, és a kétféle allélt
- vagy tobb kiilonbGzdé allélt - kisérleti rendszeriunk-
ben meg tudjuk kilonboztetni egymdstél, akkor lehetdve
vdlik a kromoszémén elhelyezkedd gének fizikai helyze-
tének meghatdrozdsa. A szdban forgd kromoszomadarab

ugyanis komplementdlhatja a kromoszdéma megfelel8 régio-



jdban elhelyezkedd cisztronjait (ehhez azonban az szik-
séges, hogy teljes hosszusdgdban legyen(ek) meg gén(ek)
a bejuttatott kromoszdmaszegmensen), vagy rekombindcid
atjén beépilhet a kromoszomdba - kicserélddve az ere-
detileg ott helyet foglald genomrészlettel.

Mi a technikai kivitelezést tekintve hdromféle mdédon

végeztik el marker rescue kiserleteinket:

1.) Komplementdcids marker rescue

Gyors és egyszer( mddszer: 16-3 (BamHI) fragmentum(ok)-
ot - Puhler-féle plazmidvektorba (pSUP 106) kldnozva - tar-
talmazd Rhizobium meliloti torzson titrdltuk meg a kiulonbo-
z6 azonosithatd ts fdgokat és figyeltik, hogy mennyi vad
tipusu,ts+ fdg mutatkozik. Csak a reverzid folott legaldbb
2 nagysdagrenddel nagyobb ts® titert fogadtuk el pozitiv

komplementdcids eredmenynek.

2) Rekombindcids marker rescue - gyors teszt.

£zt a mdédszert olyan esetre dolgoztuk ki, és alkal-
maztuk, amikor a klénozott 16-3 DNS-t tartalmazo Rhizobium
térzsiink 36 °C-on nem volt eletképes. A vizsgdlanddé ts fa-
gokat egyenként kicsoppentettik a széban forgd klonra, és
28 °C-on ndvesztettik 1 napig. Ezutan tépfolyadékba lemos-
tuk a makroplakkot (= a csoppentés helyén felnovs fagokat),
meghigitottuk, majd a megfeleld higitdsokbdl lemezeltink

0,1-0,1 ml fédgszuszpenzidkat, illetve 0,2-0,2 ml F46 bak-
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térium oldatokat fedBagarba. Ismét a 36 OC-on felndve ts*
fdgokra szelektdltunk. Kontrollként F4é-ra csoppentett ts
fagokat haszndltunk, a fent leirt eljdrds azonos lépcséi

utdn lezelve, és 36 9C-on inkubélva.

3.) Rekombindcids marker rescue

Ez az eljdrds az eldzboeknél kissé bonyolultabb, lénye-
ge az, hogy a rekombindcidnak kedvezd koriilményeket hozunk
létre a 16-3 DNS fragmentet tartalmazo ts fdaggal fertdzott
Rhizobium kldénokban. A médszer gyakorlati kivitelezése
nagyon hasonlit a fédgkeresztezéshez (Orosz és mtsai, 1973).
A kilonbség csupan annyi volt, hogy egyféle ts mutdns fég-
gal fertoztik a megfeleld Rhizobium kldnt (abban mdr dgy-
is jelen volt a pSUP 106 plazmidvektroba klonozott 16-3
DNS darab), s kontrollként 16-3 DNS-t kldnozottan nem tar-
talmazd Rhizobiumon a fagkeresztezési korilményeknek meg-
felelden szaporitott ugyanolyan ts mutdns fdgot hasznaltunk.
Mindkét esetben a fagokat 28 °C-ra és 36 °C-ra is titral-
tuk. Azonos nagysagrendbe tartozd 28 OC-o0s fagtiterek
esetén pozitiv eredményként a 16-3 DNS-klént hordozd Rhi-
zobiumon kapott, a kontrollhoz képest legaldbb egy nagy-

sdgrenddel nagyobb fdgtitert fogadtuk el.



IV.3. Biokémiai mddszerek

A) DNS tisztitdsa

1.) A fag DNS prepardldsdt és tisztitdsdat Yamamoto és
mtsai (1970) szerint - amelyet Dallmann és mtsai mdédositot-
tak 1979-ben - végeztik. J6 mindségl, kldnozdsra alkalmas

fdag DNS-t nyertink igy ti3hé-badl.

2.) A plazmid DNS prepardlédsdt kétféle mddon is vég-
rehajtottuk:

- Sorozat teszteléshez, ellendrzéshez kis mennyiségbdl
(1,5-3 ml baktériumkultdrdbol) tisztitottunk DNS-t a Mole-
cular cloning (Maniatis és mtsai) ciml kézikonyv Gtmutata-
sai szerint az dn. alkalikus lizis mddszerrel (Birnboim és

Doly mdédszere (1979) D. Ish-Horowicz mddositdsdval).

- Nagyobb mennyiségl és kldnozdsi munkdkhoz is alkal-
mas mindségld plazmid DNS-t Godson és Vapnek (1973) mddsze-

rének kis mdédositdsa szerint nyertink.

B) DNS-ek vdgdsa, tesztelése restrikcids enzimek segitségével

Az emésztésekhez haszndlt restrikcids endonukledzok:
BamHI, EcoRV, EcoRI, HindIII.
A DNS-ek emésztését mindenben a mdar eldzoleg emlitett

kézikonyv, a "Molecular cloning" 4. fejezetének tandcsai
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szerint végeztik. Kivételt képez, hogy a BamHI enzimhez
nem kozepes (med), hanem magas sokoncentracigju (high) puf-

fert haszndltunk (minden emésztéséhez).

C) A DNS fragmentumok elvélasztdsa

A DNS fragmentumokat agardz gél-elektroforézis segit-
ségével vdlasztottuk el. Elvdlasztasainkhoz 1 %-0s vizszin-
tes agardz gélt haszndltunk. Az eljdréds részleteire vonat-
kozdlag ezesetben is a Maniatis és mtsai dltal irt "Mole-
cular cloning" cimi Laboratdériumi Kézikdnyv megfeleld (5.)

fejezetét ajanlom.

D) Klénozés

A megfeleld mindségl DNS-ek tisztitdsa és ellendrzése
(emésztés, illetve agardz gélelektroforézis) utdn a ligéa-
ldst munkatdrsam, Dorgai Ldaszld dltal tisztitott T4 DNS
ligdz segitségével végeztik Cannon és mtsai (1977) mddsze-
re szerint. A baktériumsejtek transzformdldsa pedig a mik-
robidlis mddszerek kozdtt mdr emlitett Hanahan-féle eljd-

rdssal (D. Hanahan, 1983) tortént.

E) A klénozott fragmentumok meghatédrozasa, azonositésa

Az egyedi telepeket, amelyek a mikrobidlis tesztek
soran ugy viselkednek, hogy bennuk gyanitani lehetett 16-3

BamHI fragment(ek) jelenlétét (a kldnozo vektor Cth-jét



mutattdk, de a TCR—jét nem, ugyanlis ebben a génben taldlha-
td az a BamHI hasitdhely, ahova klénoztuk a ti3hé DNS
fragmenteket), tovdbbi vizsgdlatoknak vetettiik alad.
Elészor is: az ebben a fejezetben emlitett gyors al-
kalikus lizis mdédszerrel plazmid DNS-t tisztitottunk az
érdekes baktérium klonokbdl (ezek eredetileg a transzformd-
ciébdl szdrmazd egyedi telepek voltak). Ezeket a kldonozds-
hoz haszndlt restrikcids enzimmel, BamHI-gyel visszaemész-
tettik, és szintén BamHI-gyel emésztett fdg DNS kontroll
mellett megfuttattuk 1 %-os agardéz gélen. Mivel a hasznalt
plazmid vektoron csak egyetlen hasitéhelye van ennek az
enzimnek, a gélképek alapjsdn meg tudtunk hatdrozni sok frag-

mentumot (10, 11. dbra). Igy azonban azokat a fagfragmentumo-

Pstl <— P

EcoRI.«<— E

p SUP 106

Hind lll. «— H

BamH l.<— B

Sal |, <=— S

99 kb

10. ébra. Pihler-féle plazmid vektor: pSUP 106
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11. dbra. Klénozott fragmentumok meghatdrozédsa a klonbdl szarmazo

plazmid DNS BamHI visszaemésztése alapjdn

ia

kat nem tudtuk azonositani, amelyek valamelyik mésik - ha-
sonldé molekulasulyud fragmentummal - egyidtt futnak a gélben.

Ezekben az esetekben a fagkromoszdma fizikai térképe alap-

jan vdlasztottunk olyan méds restrikcids enzimet, amely az

egyik DNS fragmentumot hasitotta a mdsikat nem, s igy meg-
emésztve a kérdéses klonbdl szdrmazd DNS-t, el lehetett
donteni, hogy melyik fdg DNS-darab integrdlddott éppen ab-

ba a plazmid vektorba (10, 12. &bra).
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Azokban az esetekben, ahol a vektorba nemcsak egy fég
fragmentum ékelédott, fontos volt, hogy a fragmentumok
egymashoz viszonyitott orientdcidjdt is meghatdrozzuk.

Bzt a klénbdél szdrmazdé DNS prepardtum megfeleld mds enzim-
mel (nem BamHI-gyel) torténd egyszerd emésztése, illetve

ha szikséges volt kettés emésztése(i) révén oldottuk meg.

®

F) K1én azonositds DONS-DONS hibridizdldssal

A hibridizdcidhoz a Jelolt prébat magam készitettem
nick transzldcidval. A munka menete meglehetdsen egyszerd
volt, minthogy hozzd a BRL "Nick translation reagent kit"
rendszerét haszndltam a cég d4ltal .mellékelt eldirdsnak

megfeleléen. A jeldléshez hasznalt o -2

P-ATP magyar
gyartmanyu - IZINTA-t61 szdrmazé - volt.
A tovébbiakban a hibridizdldst Seouthern (1978) mdéd-

szere szerint végeztem el.
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13. &bra A kisérleteimben haszndlt pDH és pPZS kldénok - illetve fizikailag azonositott ts mutdnsok
elhelyezkedése a 16-3 fdg fizikai térképeéen. r
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IV.4. Roviditések jegyzéke

E. coli

T4

16-3

rec
hsd R
hsd M
uvr

att

att B
att P
KB
bp

C-gén

ts

ti

Escherichia coli

Rhizobium meliloti 41

az Escherichia coli A mérsékelt bakterio-
fagja

az Escherichia coli T4 bakteriofdgja

a Rhizobium meliloti 16-3 jelG mérsékelt

bakteriofagja

az E. coli rekombindcids génje
az £. coli restrikcids génje
az E. coli modifikdcids génje
az E. coli repair génje

attachment hely - az Int rendszer altal
katalizdlt rekombindcidéban a fdg és a bak-

térium kapcsoldddsdanak helye

a baktérium kapcsolddésanak helye a DNS-en
a fdg kapcsoldddsi helye a kromoszoméan
kilobdzis, azaz 1000 bdzispdrnyi DNS darab
bdzispdar

a R. meliloti 41 16-3 jeld bakteriofagjanak
reguldtor geénje

termoszenzitiv, azaz héérzékeny mutdns/mu-
tacio

termoinduktiv, azaz hovel indukdlhatd

mutdns/mutacid



cys”
pro
leu
cys
Str
Myc
Chl
Tc

Amp

R%
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host-range mutdcid/mutdns

a cys 46 gént transzdukdld (fdg) sajatsdg
prolin auxotrofia markerek; az ilyen jelzéssel
leucin ellatott baktérium az adott aminosavat

cystein | nem képes el@dllitani, készen igényli

Streptomycin 1 Reziszterrcia markerek

Mycerin A megfeleld antibiotikumrezisz-
Chloramphenicol) tens organizmusok le tudjdk bon-
Tetracyclin tani az adott antibiotiu-
Ampicillin J mot

fdg rezisztencia
rekombindcids gyakorisdg, %-ban

cys 46 transzdukdlod



- 49 -

V. KISERLETI EREDMENYEK

V.1. A tobbfaktoros keresztezésekhez sziikséges teszteld

fdgtorzsek elgdllitasa

A "CélkitOzés" fejezetben mar védzolt elsd feladat
- az ismeretlen ts mutdacidk genetikai térképezése - megol-
ddsdhoz olyan teszteld fagokra volt sziikséglink, amelyek
markerel lehetdleg j6l kozrefogjdk és tobb szegmentre
osztjdk a fag kromoszémdjdt. Ilyen meggondoldsokbdl va-
lasztottunk egy-egy j61 kezelhetd korai: tsSléa és keései:
ts2 mutdnst. Ezeket elldttuk a cys 46 alléllel (0lasz Fe-
renc végezte), illetve az akkori genetikai térkép mésik
végén fekvd h markerrel, ezeket rdkereszteztik a megfele-
16 két ts mutdns fdg kromoszdmdjdra. (A 14. dbra dtmuta-
tdsul szolgdl a fent emlitett mutdcidk, illetve allélek
elhelyezkedésére.) Igy a kiovetkezd teszteld fagokat 4lli-
tottuk eld: Tr4-2 ts5124 és Tré-2 ts2, illetve Tr4-2
ts5124h6 és Tr4-2 ts2hé. Ezen fidgok kromoszémdit osszehoz-
va az ismeretlen - még nem terképezett - ts mutdcidét hor-
dozé fagok kromoszdmaival, 3 illetve 4 pontos kereszteze-
si rendszert kapunk, ameiyek J6l haszndlhaték szegregacid
vizsgdlatdhoz. A teszteld fagok kromoszdmdira a ti3hé mu-

tdns (Orosz L&szl6 izoldtuma) farki rost mutdcidjat ke-
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reszteztik réd. Emellett reciprok keresztezésekhez izoldl-
tunk is h mutdnsokat, illetve az ellen6rzésikhdz, szelek-
taldsukhoz sziikséges fagrezisztens baktériumot is elddlli-
tottuk. A fdgrezisztens baktériumot F46 (cys 46 ) Rhizobium
meliloti tO8rzsbdl szelektdltuk olyan mddon, hogy F46 bakté-
riumpdzsitra annyi 4O 47 bakteriofdgot titrdltunk, ameny-
nyi mar minden egyes baktériumsejtet megfertdfz. Mivel ez
a fdg tiszta tarfoltot képez, a tiszta ("tarrd rdgott")
lemezen konnyen észre lehet venni a spontdn mutdcid dltal
létrejovd fégrezisztens baktérium koldéniat (1-2 telep maxi-
mum lemezenként) . Ai igy kapott telepek kozil 12 izoldtumot
szaporitottunk fel, s ezekb6l az F46 QR 10 torzset hasz-
ndltuk kisérleteinkhez.

Az djonnan izoiélt h mutdnsokat dgy nyertik, hogy a
mar meglévo F46 ﬁklo bakteériumot megcsoppentettik a megfele-
16 ts mutdans fdggal, amelyre h markert szerettiink volna vin-
ni. Természetesen ebben az esetben csak a host range (farki
rost) mutdnsok nottek fel a rezisztens baktériumon. A kd-
vetkezdkben az igy el6dllitott teszteld fdgok segitségével

elvégzett szegregdcids kisérleteket szeretném ismertetni.



V.2. Harompontos fdgkeresztezések

A hdrompontos keresztezésekben a két teszteld féagunk
a Tr4-2 ts5124 és a Tr4-2 ts2 voltak. A ket tesztels féag-
gal végzett keresztezések ugy foghatdék fel, mint a geneti-
kai térkép két fix pontjdhoz viszonyitott futé pont (éppen
az aktudlis keresztezésben szerepld meghatdrozandd ts mutéd-
cié) helyzete. A két ismert marker a fdgkromoszomat tikrozd
genetikai térképet hdrom részre osztja, s attal fliggden,
hogy az "ismeretlen" ts mutdcidé melyik régidban helyezke-
dik el (a héarom kuiﬁnbbzé lehet6séget a 15. dbra mutatja)
mds-mas megoszldst vdrhatunk a nem szelektiv markerra
- cys-re - a rekombinans fdgok kozott. A keresztezéseket
ugyanis dgy végeztik, hogy a ts® rekombindns utddokra sze-
lektdltunk, s az igy nyert utddpopuldcid tagjait - illetve
elég nagy szdmu tagjadt: legaldbb 60-80 db plakkot - egyen-
ként megvizsgdltuk, hogy tartalmazzdk-e a nem szelektiv
cys 46 allelt.

A 15. édbrédn lathatdé elsd lehetoség szérint: ha az is-
meretlen ts pont a III. régidéba esik, akkor - abban az
esetben, ha az ismert ts mutdcid nem esik tul messze a
cys 46 géntdl - a nem transzdukdld fdgok lesznek tulsdly-
ban a ts® rekombindns utédok kozott. A masodik esetben a

két ismert pont kozott a II. régidban helyzkedik el a meg-



CXS+ lsm.er’r ts (5224 v.2)
' ' i tst utod
L 1. / II.
i L fs:,x N
C}j5+ + isrp.fs
L \ I11.
, ; : ts* utod
% tsx >
+ C.S+ ism.ts

15. dbra. A hdrompontos keresztezések lehetdségeinek
vdltozatai

Abramagyarédzat: A mutdcidkkal szembeni + jelek a vad
fag allélt jelolik, mig a cys+ helyek

a bakteridlis cys 46 gen Jelenlétére
utalnak, s az ezzel szemkozti + Jelek

a cys 46 gén hianyat, helyette az ere-
deti fagkromoszéma megfeleld darabjdnak
ottlétét mutatjak.
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hatdrozandd ts mutdcid. Ilyenkor a vad fenotipusu utddok
kozott a cys 46-ot hordozdk lesznek tcobbségben, s anndl
.%ﬂkébb, minél kozelebb taldlhatd a meghatdroznadd ts
mutdcid a cys allélhoz. A harmadik lehetdség az, hogy a
még nem térképezett ts pont az abran I-gyel jelolt régio-
ban talalhatd. Ekkor transzdukald és nem transzdukdld fé-
gok is lesznek az daltalunk szelektdlt rekombindns utddok
kozott, mégpedig olyan arényban, amilyenben a cys 46 allel
osztja a két ts pont kozotti tdvolsdgot. Minél kdzelebb van
ugyanis az ismeretlen ts pont a cystein génhez (a cys —
ismert ts tdavolsdghoz viszonyitva) anndl kisebb lesz a

nem transzdukdld fdgok részardnya a cys 46 allélt hordo-
zdkhoz, transzdukdldkhoz képest a vad rekombindns fdagok
kozott.

Lassuk hdat mit mutatnak az egyes kisérletekb6l szdar-
mazd adatok! Ezeket az 5. tédbldzat foglalja ossze. A szeg-
regdcids adatok alapjan a nem transzdukdlé ts® utdédok van-
nak tulsdlyban - a Tr4-2 ts5124-gyel végzett kisérletek
eredményeit figyelve - a legtobb esetben: a ts5260-nal,

a ts5104-gyel, a ts5336-tal, a ts5245-tel, a tsS544-gyel,
a ts5107-tel, a ts5113-mal, a ts5231-gyel, a ts51ll4-gyel
és a ts5330-cal végzett kisérleteinkb6l szdrmazé ts® re-
kombindns utddok kozott. A Tré4-2 ts2-6t haszndlva teszteld

fégként hasonléan az eldzdekhez, az esetek tobbségéeben a



D3 =

3.

tdblédzat

A harompontos keresztezések eredményei

Rekombindcids A ts” rekombindns utédok szegregdcigja
Keresztezések gyﬂﬁﬁgﬁég Cys+/ts+ Cys—/ts+
0 absz.ért.- %-ban | absz.eért.- | %-ban
ben ben
Tr4-2 ts2 %
ti4tsS 1,41 44/221 o 177/221 80,1
tidts544 0,71 11/193 - 182/193 94,3
ti4ts5104 14,10 180/390 46,2 210/390 53,8
ti4ts5107 0,099 14/141 9.9 127/141 90,1
ti4ts5113 0,16 9/53 11,0 44/53 83,0
ti?ts5114 0,73 89/162 54,9 73/162 45,1
ti4ts5115 3. 71/104 68,3 33/104 31,7
Tr4-2 ts5124 x
ti?ts544 2,90 23/148 15,5 125/148 84,5
ti4ts5104 1,50 5/75 6,7 70/75 93,5
ti4ts5107 16,50 13/ 535 21,2 264/335 78,8
ti4ts5113 13,20 62/355 17,5 293/355 82,5
ti?ts5114 5,69 38/131 29,0 93/131 71,0
tidts5115 2,89 38/74 51,4 36/74 48,6
ti?7ts5231 0,66 19/88 21,6 69/88 78,4
ti4ts5245 0,04 7/72 9.1 65/72 90,3
t14ts5255 4,51 34/80 42,5 46/80 57,5
ti4ts5260 4,30 6/100 6,0 94/100 94,0
t1i7ts5330 8,00 43/109 39,4 66/109 60,6
ti7ts5336 0,68 7/90 7,8 83/90 92,2
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cys ts® fagok részardnya jéval nagyobb volt a Cys+ ts?
utdédokhoz képest. (A ts5-tel, illetve a ts5113-mal végzett
keresztezések kontrollként szerepeltek.) A fennmaradd né-
hany keresztezésben a ts’ rekombindns utédok 50 % korili
szegregdciét mutattak a cys markerra. Igy viselkedett a
ts5115, a ts5255 (a Tré4-2 ts5124-gyel végzett keresztezé-
sekben), valamint a ts5104, a ts5114 és a ts5115 (a Tr4-2
ts2-vel végzett kisérletekben). Ez azt sugallja, hogy a
15. dbra szerinti II. régidéba, a cys 46 és az ismert ts
mutdcidé kozé a vizsgdlt ismeretlen ts-ek kozil egy sem
esett. Az a tény,'hogy a cys 46 alléllel egyik vizsgalandd
ts sem volt erdsen kapcsolt, azt mutatja, hogy nem a cys
marker kozelében helyezkednek el a meghatdrozandd ts mu-
tdcidk. Ez a megjegyzés az 1. régidba es6 ts pontok szem-
pontjdbdél fontos.

A hdrompontos keresztezések eredményei alapjdn azt
mondhatjuk, hogy az eddig térképezetlen ts mutdciok nagy
tobbsége a 15. dabrdn I. és/vagy III. jelzett régicdkba esik
(a ts” utédok cys tdlsdlya miatt), és amelyik az I. régié-
ban van, a cys allélt6l tdvol helyezkedhet el (a cys 46 és
a ts5124 tavolsédgandl tobbszords tdvolsdgban). Megjegyzen-
dd, hogy csupdn a 3 pontos keresztezési adatok alapjan
az I. és III. illetve a II. és III. regidba esd mutdcidk

esetei nem kiilonithetdk el jol egyméastol.
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A megkdzelitéleg 50-50 %-0s cys' /cys megoszlést eredmé-
nyezd keresztezések arra utalnak - a Tr4-2 ts5124-gyel
végzett keresztezéseket tekintve -, hogy az I. régidban
télélhaté a vizsgalt ts mutans, de a cys 46 géntél nem
oiyan messze,.mint az eldz6 csoport tagjai. Hdrom olyan
meghatarozandd ts mutans szerepel még a tdbldzatban, ame-
lyik eltérden viselkedik a kétféle teszteld fdédggal szem-
ben, s amelyekrdl még érdemes sz6t ejteniink. Elsdnek néz-
ziik a ti4 ts5115-0t! Ez a mutdns abba a kategdridba tar-
tozik, amelyr6l a Tr4-2 ts5124-gyel végzett keresztezések
kapcsan mar szélhétunk: tudniillik, hogy az a mutdcid a
fag genetikai térképén a cys 46 alléltél balra eshet

(I. régidé), de nem tdil nagy tdvolsdgra attsl. Ez alatt

azt értem, hogy a cys - ts5124 tévolsdghoz hasonld té-
volsdgra lehet, ugyanis ezesetben a Tr4-2 ts5124-gyel szem-
beni keresztezésben - a két megkozelitdleg azonos nagyséa-
gd crossing over régid miatt - a cys+ és cys ts® utédok
egyenld valdszinlGséggel keletkezhetnek. Mivel azonban a
ts?2 tdvolsdga a cys alléltdl csaknem . hatszorosa a cys —
ts5124 tavolsédgnak, érthetd, hogy a ts5115 a Tré4-2 ts2-vel
szembeni keresztezésekben nagyobb ardnyban ad Cys+ vad
rekombinanst. Ez a mutdns pont elhelyezhetd még masféle
médon is: a 15. abran jelolt II. regioba, ugyanis ha a
ts2-hoz kozel taldlhatd, akkor mar cys-t&l akkora té-

volsdgban van, hogy ezen a kromoszémaszakaszon sok ket-
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tds crossing over is lezajlédhat; €s ebben az esetben a
kettds rekombindcidval keletkezd ts® utddok széma is
erdsen megnovekedhet. A mdsik eset, amelyet még kiemel-
nék a ti4 ts5104 és a ti? ts5114 (egyféle) viselkedése.
Ezek ts® utédai a Tr4-2 ts2-vel tértént keresztezéseik-
ben megkodzelitdoleg 50-50 %-os Cys+/cys— megoszldst adtak,
mig a Tr4-2 ts5124-gyel szebeniekben a ts” rekombinans
utédok nagy tobbsége nem hordozta a cys 46 gént. Ez a
viselkedés akkor magyardazhatd, ha feltételezzik, hogy

ez a két mutdcid korudlbelll akkora - vagy valamivel na-
gyobb - tévolségré helyezkedhet el cys markertdl balra

a géntérképen, mint a ts2 a cys-tdl jobbra. Ekkor ugyanis
a nagyjdbdl azonos tdvolsdgok miatt Tr4-2 ts2-vel szemben
fele —fele arénybén kaphatunk cys+/cys_ megoszldst a ts”t
utddok kozott, ugyanakkor, mivel ebben a helyzetben az
ismeretlen ts pont (ts5104, illetve ts5114) tdvolsdga
cys-hez koridlbelil hatszor akkora, mint a cys 46 és
ts5124 tdvolsdga a géntérképen, igy indokolhatdé a cys
ts* utédok tobbsége a Tré4-2 ts5124-gyel vald keresztezé-
seikben. Egy mdsik alternativ magyardzat is adhaté e mu-
tansok Tr4-2 ts2-vel adott 50-50 %-os cys+/cys— megoszla-
sdra. A mutdcidk a cys-t6l jobbra is elhelyezkedhetnek,
ha megfelelden nagy tdvolsdgra vannak. Meglehet&sen nagy
tdvolsdgban ugyanis nd a dupla crossing overral keletke-

. . < . . - +
z6 rekombindnsok szama, esetenként kitehetik a ts rekom-



bindnsok felét is.

A héromfaktoros keresztezésekbdl szdrmazdé eredmé-
nyek alapjdn - mint 14ttuk - néhdny eddig nem ismert
ts mutdcid helye j6l behatdrolhatdé a fdg-kromoszomdt
tikrozd genetikai térképen, mdsok helye azonban nem ha-
tdrozhatd meg egyértelmien. Pedig ez utdbbi csoportba
tartozik a vizsgdlt ts mutdansok tcbbsége, azok amelyek
mindkét teszteld fdggal szembeni keresztezésekben nem
transzdukdldé vad rekombindnsokat adtak (vagy ez utdbbi
két fdg esete is, amelyet az eldbb elemeztink). Ezek az
elGbbi ts pontok elhelyezhetdk a 15. dbran jelolt I. eés
III. régidéba egyarédnt, megfeleld feltételek mellett.
(Errdl mar az eldzoekben széltam.) Ezért, hogy e pontok
helyét meg lehessen hatdroznunk, szikség volt tovabbi,

mostmar négypontos keresztezésekre.

V.3. Négypontos keresztezeések

Az el6z6 alfejezetben l&dttuk, hogy a mutdnsok egy
nagy csoportjdt nem tudtuk egyértelmien elhelyezni a
genetikai térképen. Négyfaktoros keresztezéseink soran
elsdsorban ezeket a ts mutdnsokat vizsgaltuk. Ezekben az
esetekben is ts® vad rekombinansokra szelektdltunk, s

mivel itt két nem szelektiv allélink is volt, igy mind-
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kettdre megvizsgdltuk a vad fenotipusi rekombindnsainkat.
Ugyanazt a modszert kovettik - mint az eldzdekben -, hogy
egyedi fag rekombindnsokat teszteltink, vajon a két sze-
lektiv allél - vagy egyik koziilik - jelen van-e benniik,
vagy hidnyzik. Ilyen mdédon a ts” utddokat negy csoportba
sorolhattuk a nem szelektiv allélek megoszldsa alapjan.
Tekintsik az eredményeket Osszefoglald 6. tabldzatot!
Az adatokat figyelve rogton feltdnik, hogy a h® (nem
host range) rekombindns nagyon kevés. Az elsd hét keresz-
tezést figyelembe véve - ezek az eredeti négypontos ke-
resztezéseink -, észrevehetjik, hogy csupdn egy esetben
van kiveétel, eqy ts mutdnsunk viselkedett mdsképpen ezek-
ben a keresztezésekben a tobbiekhez képest. Mint mar két
mondattal ezelott utaltam réa, a meghatdrozandg ts mutan-
saink zome nagyon kevés h* (vad tipusd farki rosttal
rendelkezG) rekombindnst adott ezekben a keresztezések-
ben (és azokndl csaknem - vagy ténylegesen - egyenld volt
a cys'h' és a cys™h” kategdridba tartozd ts® utdédok sza-
ma). Ez a jelenség arra utal, hogy ezek a szdban forgé
ts pontok a h marker kozelében kell, hogy legyenek.

Az adatokbél 1ldthatd, hogy ot ts mutdcid igen erds
- 100 %-o0s - kapcsoltsdagot mutat a h markerral. Ezek a
ts pontok biztosan a h mutdcié kozvetlen kdzelében helyez-
kednek el a géntérképen és a valdsdagos fdg-kromoszoman

is. Ezek a kovetkezd8k: ts5231, ts5245, ts5336, ts5330,



6. tablazat

A negypontos keresztezések eredményei

A ts' rekombinans utédok megoszldsa

+ +

Keresztezés ; cys h E cys h i cys h cys h
f %-ban absz.é. ; %—ban absz.é.} %-ban absz.é. | %-ban absz.é
| i
e R R e
i B | 13 1 ; 53,7 43 3,7 3
R e 3 500030 3 47,0 47 47,0 47
i R L L LY
CLEEE e » 0 o e w0
Trd-2, teolian x% 22,4 60 6,0 16 L 53,0 142 18,6 50 :
Tr4‘g+t§§5114hxl 49,2 66 0 0 50,8 ¢8 0 0
e el x |28 : 28,9 99 | 34,4 118 8,4 29
pe ey Wy I é 1,7 3 18,8 32 4,7 8
Trd-2,ts012006 1 22,6 26 § 0,9 1 74,8 86 1,7 2




- 62 -

ts5107. Valamivel kisebb mértékd, "csak" 95 % kapcsolds-
ban van h-val a ts5255 elnevezés( ts pont, de ez a muté-
cidé még mindig - az eldzdek alapjdn - nagyon kidzel esik

a h markerUnkhbz.'Az eddig targyalt esetekben a ts’ re-
kombindansok keletkezését, és a vizsgdlt pontok elhelyez-
kedését a genetikai térképen a 16. &dbra szemlélteti. A 6.
tdbldzat elsd részében tovdbbi egy mutdnsunk maradt, amely-
lyel még nem foglalkoztunk. Ez a ts5260. E fdg a Tr4-2 -
ts5124h6 teszteld fdggal torténd keresztezésében a ko-
vetkezd ts® rekombindnsokat szolgdltatta: fele-fele arany-
ban kaptunk h markert tartalmazdé és nem tartalmazd utdd-
fagokat, ellenben ezek tilnyomdé tobbsége - 94 % - nem
hordozta a cys 46 gént. Ez Ugy képzelhetd el, ha a szdban
forgd ts mutédcis é h markertdl a genetikai térképen Jjobb-
ra helyezkedik el nagyjdbdl akkora tdvolsdgra, mint a
ts5124 és h kozotti szakasz. Ez az eset megszemlélhetd

a 17. &abran.

Hadtravan még a 6. tdbldzat masodik felében feltin-
tetett 0t keresztezés megtargyaldsa. Rendhagyd mdédon a
legutolsdéval: a Tr4-2 ts5124hé6 x ctts2 fagkeresztezéssel
kezdem a sort, ugyanis ez két ismert mutdcid - a két
teszteld fagunk ts mutdcidét tartalmazza - s csak ellenér-
zésként, viszong&ési kontrollként kerultek a keresztezée-
seink kozé. Ez az ellendérzd proéba azt igazolta, hogy

szegregdcids rendszerink a vdrakozdsnak megfelelden ma-



63 ~

1 cys ts5124 f} 3 cys ts5124 h
W i — 69 7-——'—\ ) — 83
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7= — — " — 65 L= i 66
\\
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29———2\ '//r_____;_
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Tss107
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&y /'
ts5255

16,

dbra. A meghatdrozandd ts pontok elhelyezkedese a

négypontos keresztezési adatok alapjan



17. abra. A ts5260 mutdcidé elhelyezése a géntérképen

a negypontos keresztezési adatok alapjan

kodik: a t52>és h markerek erds kapcsoltsdga mutatja, hogy
ts?2 kozel taldlhatdo a farki rost mutdcié helyéhez, a cys
46 allél pedig mdar eléggé tdvol helyezkedik el a kromo-
szdoman ahhoz, hogy kett6s kromoszoma dtkereszteztdés (il-
letve a vdndorlé Holliday kereszthidak abban a régidéban
térténd megoldéddsa) révén 1/4 részben cys h vad tipusd
rekombindnsokat is kapjunk. S a ritka rekombindns kate-
géridk megjelenéséhez az eltz6ekhez képest még 1-1-gyel
tobb crossing over szikséges. A 18. dbrdn megtekinthetjik
a szoban forgd elrendezést, és a kidlonbdz6 tipusd rekom-
bindnsok keletkezését.

Van két hoérzékeny (ts) mutdnsunk, amelyeknek négy-



1. Kontroll keresztezes:

cys ts5124 h
cys"h¢26_'__\ * — cys~h: %6
cys+h+:1 -----...' \ / i—--—-,‘
N . .
_—t— | . \-_. = cyS'h"’ 2
ts2
2. A ts5114 helyzete:
h cys ts5114 h
al e 162¢cys"h ——7:——\ * — 68 cys™h
v 60cys*h 66cysth, /
\\.' ..... 16 cys*’h+ v
50 cys-h* "
” ts2
b) tsS1L cys h fsSlﬂlo cys h
s e T e —— = 68cysh
142 cys‘lh i 7 Ly I j 66 cys*h
L L L ___50cysh* /
60cysth === , """'*16c;s+h+ g .
ts5124 ts2

18. dbra. Meghatdrozandd ts mutdcidk elhelyezkedése a
16-3 bakteriofdg genetikail térképén négyfak-
toros keresztezésekbdl szdrmazd szegregdcids

adatok alapjén

pontos keresztezéseit még nem értékeltik ki (ts5114 és
ts544). Ezek a keresztezések annyiban kilonbdznek a tob-
bitél, hogy 1itt a nem szelektiv allélek reciprok elren-

dezésben vannak az eldzdekhez képest. De ezekben az ese-



tekben is a keresztezések menete, a szelektdlds és az
eéyedi plakkok (tarfoltok) tesztelése ugyanidgy tortént,
mint a tobbi fdgtorzsek vizsgdlatakor. Léassuk eldbb a
ts5114 esetét! Ezekben a keresztezésekben, mivel a nem
szelektiv allélok az "ismeretlen" ts mutdcidval vannak
egy kromoszdémdn nem mondhatjuk abbdl, hogy ts™ utdédok
nagy ardnyban h fenotipusdak azt, hogy a meghatdrozands
ts muténs a h allél kozelében van. Eppen ellenkezbéleg,
itt ebbdl csak azt dllapithatjuk meg - a ts2-vel elvég-
zett keresztezéséb6l -, hogy a ts2 van h kozelében.
Azonban a vad rekombindns utddok nem szelektiv allélek
szerinti megoszldsa J6 Utbaigazitdst ad arra, hogy a kér-
déses pontot - esetiinkben a ts511l4-et, illetve a késdbbiek-
ben a ts544-et - elhelyezziik a 16-3 fdg genetikai térké-
pén. Ha ugyanis a megoszldsok alapjdn sorra vesszik a
markerek dltal meghatdrozott régidkat, s minden egyes
regiéba megkiséreljik elhelyezni az adott ts mutdciot,
ldtni fogjuk, hogy nem sok lehetdségiink marad. A ts5114
mutdcidt, az ezt tartalmazé fdg két keresztezésébsl adé-
dé adatok alapjdn két lehetséges helyre tehetjik a gén-
térképen: a cys 46 alléltdl balra, vagy pedig a cystein
gén és a ts5124 pont kozé. A 18. dbrdn tanulmdnyozhatjuk
a két legvaldszin(bb elhelyezkedését a ts5114 pontnak,

és a 6. tdblazatban a rekombindns utddok megoszldsdt a

i




vele végzett kisérletekben. A tobbi régidkba (ts5124-ts2;
ts2-h; illetve h—télﬁjobbra) nem helyezhetjik a ts5114
markert, mert azokban az esetekben a megoszldsi ardnyok
ellentmondanak keletkezésik lehetdéségeinek. Példdul: ha

a ts5114 pontot ts5124 és ts2 kozé szeretnénk besorolni,
nem tehetjuk, mert abban az elrendezésben az adatok sze-
rinti legkisebb rekombindns kategdridba tartozd utddok
keletkezhetnének egyszeres crossing overral és a nagyobb
ardnyban kapott rekombinadns osztdlyok kétszeres es héarom-
szoros datkeresztez6déssel. Ez pedig nem lehetséges. Az

elmondottakat a 19. abra szemlélteti.

cys ts5114 h
—— g m = - ot e — cys*th:60
oy : ?\L ! y
cys ht S —~ o \ ¥ *he
e . e Sl
ts5124

19. dbra. Példa egy ts pont helyetelen elhelyezkedésére
a 16-3 fdg genetikai térképén.
A ts5114 muténs pontunkon keresztil azt szeretnénk meg-
mutatni, hogy a négypontos keresztezések szegregacics
adatai alapjdn milyen ellentmonddsok meriilnek fel, ha
nem a megfeleld régidéba soroljuk be az adott mutdcicdt.
Ezesetben: a legkisebb rekombindns osztdly keletkezne
egyszeres crossing overral, és a legnépesebb haromszo-

rossal. Ez lehetetlen!
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Végul pedig néhdny szdt még az utolso tsS4é mutdns-
sal végzett keresztezéseinkrol!

Ezek az eldzd, tsS51ll4-gyel végzett keresztezéshez
hasonlatosak abban, hogy itt is a meghatdrozandd ts mu-
tdns hordozza a nem szelektiv allélpart is. Igy nem lehet
a megoszldasi eredményekbdl itt sem kozvetlenidl valamelyik
nem szelektiv markerrel vald kapcsoltsagot észlelni. Ha
azonban - ahogy mar az eldz6 mutdnsndl leirtam - sorra-
vessziik az ismert mutdcidk dltal kijelolt egyes régidkat,
€s megkiséreljik elhelyezni azokban a vizsgdlt mutdcién-
kat, akkor j6l1 le tudjuk szOkiteni, be tudjuk hatdrolni
a mutans pont helyét. A ts544 igy csupdn egy régidba so-
rolhatd be, és e helyggte nincs alapvetd ellentmondédsban
egyik keresztezés'megoszlési aranyaival sem. Egy probléma
azert van itt is, tudniillik az, hogy hogyan keletkezhet
egy egyszeres és egy kétszeres kromoszéma dtkeresztezOdés-
sel (ahol a kétszeresben az egyiknek az el6z0 egyszeres
régidjdban kell lennie) ugyanolyan szdmi rekombindns fdg.
A legvaldszinibb elhelyezést a ts544-es pontra a 20. 3ab-

ra szemlélteti.
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20. dbra. A ts544 mutdcid elhelyezése a négyfaktoros

megoszldsi adatai alapjéan

V.4. Marker rescue kisérletek

A vizsgdlt ts mutdcidinkat mostmdar tobbé-kevésbé
megnyugtatdan el tudtuk helyezni a 16-3 fdg genetikail
térképén, s egyre sirgetdébb volt ezeknek - illetve a fi-
zikailag nem azonositott, de genetikailag jol meghatdro-
zott teszteld mutdcidknak - a fizikal meghatdrozdsa 1is
a kromoszomdan. Nemcsak a 16-3 fdagbdél kialakitandd vektor
miatt volt ez fontos, de azért is érdekessé valt, mert
az eddigi eredményeink (a hdrom- és négypontos keresz-
tezési adatok) Osszehasonlitdsdbdl volt olyan hatvény
sejtésiink, hogy a 16-3 fdg-kromoszdma kor alakban re-

kombindlddik, bdr erre jé kisérleti eredménylnk nem volt.
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A markerek fizikai helyzetének megdllapitdsa ebben, a
rekombindciod mechanizmusadra vonatkozd megdllapitds tisz-
tdzdsédban is segithet. A cys 46 allél fizikai helye adott
volt, mivel ezt a bakteridlis gent transzdukdld fagként
hordozzdk a 16-3 szdrmazékok. Ez az allél tehdt a fdag bak-
tériumba torténd beépiilésének helyéhez - az attP -hez,
helyesebben a hibrid attP-attB-hez - kapcsolddva helyez-
kedhet el, kiejtve a fagban eredetileg benne 1lévd ugyan-
akkora (kb: 6 kb) nagysdgi fdg-kromoszéma részletet. A
tobbi markereket és az dltalunk elhelyezett ts mutdcidkat
kellett tehdt meghatdroznunk a fdg fizikai térképén.

Ezt a feladatot a kovetkezoképpen oldottuk meg:
hogy az egyik fontos markertinket, a h-t (az egyik nem sze-
lektiv allélink vblt a keresztezésekben) is tudjuk fizi-
kailag azonositani ti3hé fdgbdl szarmazdé DNS-t klénoz-
tunk pSUP106 plazmid vektorba. A vektor rajza lathaté
a 10. &brédn. Azért vdlasztottuk ezt a vektort, mert jol
lehet szelektdlni rda, j6l el lehet kiloniteni az erede-
ti és a rekombindns (16-3 ti3hé fagfragmentumot hordozd)
plazmidot tartalmazd baktérium sejteket egymdastdél (a TcR
gén megnyilvénuldsa alapjdn). Konnyen mobilizdlhatd, vi-
heté E. colibdl Rhizobiumba és viszont, és eldnye még az
is, hogy aranylag kicsi (9,9 kb) és a nagy fragmentumok,

illetve tobb osszeligdldédott fragmentum is klénozhatéd



bele anélkil, hogy bevitele a baktériumsejtbe nehézséget
okozna. Elkészilt a "génbankunk'", s az egyes kldnok azo-
nositdsa utdn kiderilt, hogy a ti3hé kromoszémdt a két
legnagyobb BamHI fragmentum (az A és a B) kivételével a
klénok teljes egészében tartalmazzék: tobbnyire egyedi
BamHI fragmentumok vannak az egyes kldénok plazmidjaiba
beépllve, csupdn hdrom klénunk tartalmaz két-két fragmen-
tumot egyutt (a pPZS5: az F és N-et, és a pPZS5186: a D
€s H-t és a pPZS6, illetve 167: az SM-et). Az elmondot-
takhoz az dttekintés megkonnyitése céljébdl ajanlom a
12., 13. ébrékat.

Az G3j klénjainkon kivil rendelkezésiinkre dlltak még
mds, nagyobb 16-3 fdg DNS darabokat tartalmazd kldénok 1is,
amelyeken marker rescue kisérleteket veégezhettink. Ezek
a pDOH jelzésﬂ; ti3 EcoRI fragmentumokat tartalmazd kldnok,
amelyeket Dorgai Ldszlé és Hermesz Edit dllitott eld
1983-ban. Az dltalunk haszndlt pDH kldénokat is lathatjuk
a 13. abran.

Olasz Ferenc munkatdrsammal egyitt eldszor az iment
- emlitett pDH kldnokon végeztink marker rescue kisérlete-
ket (ezek technikai leirdsa az "Anyagok és mdédszerek" ci-
mi fejezetben szerepel). Harom pDH klént haszndltunk:

a pDH3l-et a pDHS1-et és a pDH2l6-o0t - illetve a teszte-

16 fédgok fizikai helyzetének meghatdrozdsdhoz még a pOHl-et

-
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is. Ez a négy klodn egyiltt a fdgkromoszdma 3/4 részét tar-

talmazza. Ezeknek a marker rescue eredményeknek az dssze-

foglaldsa a 7.

tdbldzatban taldlhatd.

7. tédblazat
kb Reverzid | Rm41/pDH31 Rmé41/pDH51 Rmé41/pDH216 Rmé41l/pDH1
Fagtorzsek Rm41l-en 8 komplementdcid
e 36 C-o0on
hig. db | hig. db hig. db hig. db

ti4 ts2 3 26 | -8 94 | Th 28413 g .

ti4 ts5 3 0 |-8 647 | -8 285 |-3 0 "

ti3 ts5124 |-3 92 | -7 322 | -5 10 |-5 93 "

tih tsh 3 0|-5 32|-5 o0 |-3 o -

ti4 ts216 |3 = Gil=2 3 d.a ,

7 0 |-7 o0

tis ts4ll |-3 171 | -7. 103 |3 D - -

ti4 ts5107 |-3 49 | -5 458 | -8 614 | -3 407 "

ti4 ts5113 [-3 0 | -7 50 | -5 179 |-5 0 5

ti4 ts5121 |-3 0 | -7 66 | - 572 -

ti4 ts5215 |3 0 | -7 63 | -5 32 |-5 0 -

tis ts5231 |3 3|28 e s 0 |30 o .

ti4 ts5245 |-3 3 | -7 2546 | -7 0 | -3 19 ,

ti4 ts5255 |-5 0 |-5 B8 |-5 0 |-5 0 _

ti4 ts5260 |-3 182 | -7 345 | -7 28 |-3 208 -~

ti4 ts5330 |-3 0 | -7 1442 | -3 472 |-3  0© -

ti4 ts5334 |3 1| -8 53 | -5 44 |-5 0 _

ti4 ts5335 |3 0 | -7 938 |-5 8 |-3 0 -

ti4 ts5336 |-3 3 | -7 2460 | -7 vannak |  —- _
Magyardzat: --: nem vizsgdlt

-: nem volt komplementéaciod

+: volt komplementdcid (a revertdns titer
folott tobb nagysdgrenddel)
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A 7. tdabldzatbdl megdllapithatjuk, hogy a ts2 tesz-
teld fdg a pDH31l, a pDHS1 és a pDH1 klon atfedb teriletén
kell, hogy legyen (a fdg EcoRI 0,C vagy D fragmentumdban),
s itt taldlhaté a ts5 is, amely szintén egy, a genetikai
térképen pontosan elhelyezett mutdcid (nagyon kozel h mar-
kerhoz). A mdsik teszteld fagunk, a ts5124 szintén hdrom
pOH kldén, de nem ugyanazok, hanem a pDH31, pDHS51 és pDH216
dtfedd6 fragmentjeinek (EcoRI: M,EI) valamelyikében helyez-
kedik el. A meghatdrozandd ts mutdnsok kozil volt egy,

a ts5255 a sorozat vizsgdlatban haszndlt egyik pDH klén-
nal sem komplementdlt - tehdt vdrhatden egyik teriletére
sem esik. A vizsgdltak kozil két ts mutdcid: a ts5107 és

a ts5260 mindhdrom dltalunk haszndlt pDH kldénnal adott ts”
utédokat, tehat atfeds terlletikon kell lennilik (EcoRI: M,
EI). Vannak két klénnal komplementdls ts fdgjaink: a pDH31-
gyel és 51-gyel a ts5113, a ts5215, a ts5330, ts5334, a
ts5335 és a ts5336 komplementdl. Ezek a mutdcidk, igy a
fag kromoszoma EcoRI M,E-I,0,C,0 fragmentjeinek teriletén
taldlhatdk (ez azonban egy hatalmas, 23 kb-nyi teriilet!)

A pDH31l-gyel és a pDH216-tal a ts5121 ad ts? utddokat,
tehdt a mutdcié a fag DNS EcoRI M, E-I fragmentum terii-
letére esik. S voltak olyan hoérzékeny mutdnsaink is, ame-
lyek a vizsgdlatainkban egyetlen pOH klénnal komplementdl-
tak. Ilyenek: tilkts4, tid4 ts216, tis ts5231. A ts4 és a

ts5231 a pDH31l-gyel volt képes vad fenotipust mutatni,
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a ts216 a pDH216-tal. Azonban meg kell jegyeznem, hogy a
ts4 és a tsSZBl‘esetében a pDH51-es klonon végzett kisér-
letben, a ts216 esetén pedig a pDH3l-es és a pDHSl-es kl6-
nokon nem zarhatd ki teljes biztonsdggal a komplementdcio,
mivel a kapott negativ értékeinket nem a reverzié titeré-
nek megfeleld higitdsban kaptuk. A fennmaradd két mutdns-
rol hidnyosak az adataink, igy csak a kdvetkezdoket dllapi-
tottuk meg: a tid4 ts5245 nem komplementdl pDH216-tal, de
nagyon erdsen komplementdlja a pDH31l-es klén (ebbdl a fdg
kromoszdoma EcoRI: 0,C,D,L valamelyikén kell lennie). A
ti4 ts4ll-rol elég keveset tudunk meg ebbdl a tdbldzatbdl,
csak annyit, hogy az eléggé nagy 16-3 ti3 DNS-t tartalma-
z6 pDH31 klén fdag fragmentjei teriletére esd mutdcid.
Minthogy léthattuk, a pDH klénokon vagzett marker
rescue kisérletek csak elégge durva fizikal behatdroldsat
tették lehetdové a ts mutdnsainknak (hiszen a kapott leg-
kisebb tdvolsdg - amelyen belil helyezendd6 el egy-egy meg-
hatdrozandd mutdcid - is kozel 10 kb, nem 1is beszélve a
sokkalta nagyobb kromoszéma szakaszokrdl), ezért is volt
sziikséges, hogy kisebb fdg DNS fragmentumokat tartalmazd
mds kldénokon is végezziink hasonlé kisérleteket. Ujonnan
elddllitott pPZS klénjaink sokkal kisebb fdag DNS darabo-
kat hordoznak, 1igy ezeken folytattuk tovdbbi marker rescue-
inkat. A szdéban forgd klénokban taldlhaté BamHI fragmentu-

mokat a 13. dbrén tintettik fel. A kldédnjainkat ezekhez a
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kisérletekhez at kellett konjugdltatnunk az eredeti HB101l
sejtekbdl Rhizobium sejtekbe. Sikertlt F46 (cys 46 ) bak-
tériumba atvinnidnk a pSUP106 plazmidot a benne levd meg-
feleld 16-3 DNS darabokkal. Ezt a mikrobidlis ellendrzés
is mutatta, s nehany kldnunk esetében DNS-DNS hibridiza-
ldssal is bizonyitottuk. (Lédsd 21. &bra.)

A pPZS kldénokkal elvégzett komplementdcids marker
rescuek eredményeit a 8. tdbldzatban Osszegeztik. A téb-
ldzatot figyelve a kovetkezd dolgok tinnek fel: komple-
mentdcids marker rescue alapjan sikerilt fizikailag azo-
nositani néhdny ts mutdnsunkat. A fdg BamHI F vagy N frag-
mentuma teriletére esik a ts2 (ez kiloncsen fontos muté-
cié volt szdmunkra, hiszen ez szerepelt az egyik teszteld
fagunkban a keresztezéseink sorén), a ts5, a ts5104 és a
ts5245. Ezek az eredmények nincsenek ellentmonddsban a
mutdcidok genetikai térképen elfoglalt helyével, ugyanis
a ts?2 és a ts5 egymds kozelében taldlhatd, s a két ujon-
nan meghatdrozott mutdcidé is elhelyezhetd ennek a képnek
megfelelden. A ts2 valészinGleg a 16-3 fag BamHI F frag-
mentjében van, kaptunk ebben a rendszerben ts? fenotipusd
fdgokat (az eredményt azért kérdojeleztik meg, mert nincs
meg egészen az e kisérleteinknél kivanatos legaldbb két
nagysagrendnyi kilonbség a revertansok szdmdhoz viszo-

nyitva). A 16-3 kromoszéma jobb karjdra is kaptunk komp-
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Az F46 baktériumba dtkonjugdltatott kldnok
azonositdasa, jelenlétik igazoldsa DNS-DNS

hibridizédcié segitségével.



8. tdbldzat

A komplementdcids marker rescue eredmények Gsszefoglaldsa

Fdgtorzsek
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ts5115 - ; +
ts5124 ' +(?) +(7?) -(?)
ts5245 - ++
ts5330 - -
ts5336 - - -(?)

Magyardzat: Van komplementdcid: +

Nincs komplementdcid: -
Az ilres kockdk a nem vizsgdlt eseteket

(vagy/és a nagy reverzid miatti siker-
telen kisérleteket) jelolik.
lementdciét két esetben biztosan. Ezek a ts518 és a fag

BamHI: H fragmentuma, illetve a ts5114 és bakteriofdgunk

BamHI: D fragmentuma kozcdtti komplementdcid, melynek
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alapjdn a ts518 a fdg BamHI emésztésének Hia ts5114 al-
lélje a D fragmentje teriletén kell, hogy legyen. Van
még a Jobb karra egy bizonytalan adatunk, a ts5124 mu-
tdcid talén a 16-3 fag BamHI H fragmentumdban van, a
komplementdcids rescue kisérletek mutattak némi (szdk

2 nagysdgrendnyi) komplementdcidét ezesetben, de ezt
rekombindcids marker rescueban megismételve nem kaptunk
reverzié folétti ts® rekombindnst. Tovabbi két mutdnsunk
mutatott még komplementdcidt, méghozzd az Un. ragadds
véggel (BamHI: SM kettos fragmentum). Ide a ts544 és a
ts5115 jeld mutacidk esnek. A kapott eredmények ezeset-
ben sem meglepbdek, sOt Osszecsengenek a genetikai ered-
ményekkel.

Azonban nemcsak komplementdcidés marker rescue ki-
sérleteket végeztink, hanem rekombindcids marker rescuet
is. Eldszor az egyik legfontosabb markerink a h (nem sze-
lektiv allél volt a keresztezéseinkben) fizikai meghat&a-
rozdsadt tekintsiik at! (A rekombindcids marker rescue ki-
vitelezésének leirésé az "Anyag és mddszer" cimiG feje-
zetben megtaldlhatd.) Az F46 baktériumon szaporitott
fdg volt az ©sszehasonlitdsi alap, mig a megfeleld klo-
non (F46/pPZS5) szaporitott fdg rekombindcidval hozza-
ﬁu&hatott a h markerhez, amelynek valdsdgos Jelenlétet

a fdag-kromoszdémdban rezisztens baktériumon torténd tit-



ralds mutatta meg. A 9. tabldzatban ldthatjuk ezeket az

eredményeket:
I Kontroll rescue F46-on Marker rescue F46/pPZS5(F,N)-on
fragharzs Titralas Titralas
F46-ra F46ﬂRlO—re F46-ra F46ﬂR10—re
H A | H A H A H A
ti4 ts2 | -7 53 | -1 0,5 | -7 76 | 2 by
2 -3 50

Magyardzat: H: higitds

A: dtlagos db szdam

Az eredmények magukért beszélnek: a rezisztens bakté-
riumon kapoctt harom nagysagrend kidlonbség a kontroll bak-
tériumon és a pPZS5-0s kldénon szaporitott fdgok szdma ko-
zott bizonyitja, hogy a h markerink a fdag BamHI: F és N
fragmentumdnak valamelyikén helyezkedik el. Megjegyezzik,
hogy mivel ezt a kisérletet ti4 ts2 fdggal végeztik, és
a fagrezisztens baktériumon szaporodd¢ bakteriofdgokbol
néhdanyszor tizet egyenként teszteltink, vajon ts vagy
ts”t fenotipusidak-e, valdszinlGsithettik, hogy a h és a
ts2 mutdcidk (a BamHI: F és N koziul) kilonbozd fragmen-
tumokon helyzekednek el. Ugyanis a vizsgdlt h fenoti-
pust mutatd fdgok kozidl elenyész6 hdnyad volt egyben ts”
rekombindns is.

Végeztiink még rekombindcidés marker rescuekat ts518-ra
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és ts5124-re is. A ts5124 esetét mdr megemlitettem,
tudniillik azt, hogy az ilyen mdédon kapott eredménvy nem
erositette meg a ts5124 BamHI:H fragmentbeni jelenlétét.
De tudjuk azt (Orosz Lészlé pEH109-en; Dorgai L&szlg,
Olasz Ferenc és a magam pDH kldénokon - 1; 31; 51; és
216 - kapott eredményei alapjédn - 7. téblédzat), hogy
ts5124-nek nagy valdszinGséggel a fdg-kromoszoma Jjobb
karjdn vagy a bal kar végeén kell lennie. Méghozzd a fdg-
kromoszdomdnak az EcoRI:M illetve E-I fragmentjei terile-
tén. A ts518-cal végzett rekombindcids rescue - F46/pPZS161-
en megerdsitette a komplementdcidsan kapott eredményeket,
szlk két nagysagrendnyi ts' rekombindnst mutatvan a kont-
rollhoz keépest, és végeredményben azt, hogy a ts518-as
mutdcidénk a 16-3 BamHI:H fragmentumanak teriletére esik.
Volt még egy harmadik vizsgdlati mddszerink is, ame-
lyet a pPZS156-0s Rlénunkon torténd vizsgalatok megvald-
sitdsa céljdbdl kellett kidolgoznunk. Ugyanis ez a'klén
36 °C-o0s homérsékleten, amelyen a vad rekombindnsokra
szelektdlunk, elpusztul. Ez a rekombindcids marker rescue
gyorsteszt (leirdsa az: "Anyagok és modszerek" fejezet-
ben taldlhatd). Ennek alapjan elsG lépésben dgy taldl-
tuk, hogy a kovetkezd ts mutacidk esnek a fragmentum te-
riiletére: tsé6. ts>113. Ezeket az eredményeket ellenbriz-
tik "valodi" folyadékkultirdban végzett rekombindcids

rescueval. Az eredmény igy is pozitivnak mondhato. Az
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adatokat a 10. tdbldzatban taldljuk meg:

10. tablazat

Fdgtdrzsek Kontroll F46-on Rekombindcids rescue
F46/pPZS156(G)-on
28° 36° 28° 36°

tsé -6 373,5 -3 113,0 -5 25 -3 1250
ts5113 -6 242 -2 0 -6 12 -2 19
ts518 -6 87 -3 11 -6 14 | -3 2
ts5115 -6 75 -3 0 -6 49 -3 0
ts544 -6 415 -2 0 -6 738 | -2 0
ts5336 -6 46 -1 0 -6 286 -1 0

Magyardzat: Minden rubrika bal oldaldn a higitdsi érték

szerepel, Jjobb oldaldn a kapott fdgok atlag-

ertéke a hozzd tartozd higitdsban.

A két emlitett - valdszinlGleg a fdg BamHI:G fragmentumd-
ban taldlhaté - ts fdgon (tsé, ts5113) kivil a tédbldzat-
ban szerepld tovabbi négy ts mutdns nem adott ts” rekom-
bindnsokat az e kldn d1tal hordott fédg-fragmentummal,
tehdt fizikai helylk nem itt van. Ez kozilik hdromrdl:

a ts518-rdl, a ts544-r6l és a ts5115-r61 ki is derdlt

(a kisérletek iddérendje szerint késObb), ezt mdr a

komplementdcids marker rescuek kozott megmutattam.
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V.5. Megjegyzések

Erdekesnek tartom, és ezért a dolgozatban is emli-
tésre méltdnak taldltam hdrom pPZS kldnom viselkedését.

Az egyikrdl mar tettem emlitést az eldzs alfejezet-
ben. A pPZS156 kldén, amely a fag BamHI:G fragmentumét tar-
talmazza Rhizobiumban 36 °C-on nem eletképes, 28 9C-on
azonban "vigan" szaporodik. Valami olyan fagfunkcid ta-
ldlhato benne, amely a hdomérséklet novekedésével (vagy
ilyen, magasabb hdfokon)aktivalddik

Médsik két klénom: a pPZS163 (BamHI:J) és a pPZS164
(BamHI:E) igen kinkeservesen tarthatdé fenn Rhizobiumban,
E. coliban nem volt gondom veliik. A telepek - az a nagyon
kevés 1is, ami felnd - révid ids alatt elfolydsodnak, az
egyik dttetszébbé is valik. Ugy gondoljuk, hogy e két
kldnban taldlhatdé 16-3 fdg fragmentumok egy-egy a fdg
lizis funkcidéjdval kapcsclatos gént hordozhatnak, ame-

lyek Escherichia coliban nem nyilvdnulnak meg.



VI. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Most mdar, hogy végigtanulmdnyoztuk a kilonbozé ki-
sérletekb6l szdrmazd eredményeket, Osszegezhetjik, hbgy
milyen kdovetkeztetésekre jutottunk ezekbsl.

Meghatdroztuk j¢é pdr eddig ismeretlen ts mutdcid
helyét a 16-3 fdg genetikai térképén (ezeket mér a Ki-
sérleti eredmények fejezetben részleteztik - &dbrék),
ezek kozul tiz ts mutdnsnak a fizikai helyét is elég pon-
tosan meghatdroztuk —'a ts5124-et 10 kb-nyi, a ts2 -t
és a tobbieket 5 kb-nyi fdag-kromoszdma terilileten belll.
Behatdroltuk a h mutdcidt tartalmazé farki rost gén he-
lyét is a 16-3 fég kromoszdmdjdnak bal karjdn (részlete-
sebben ldsd az eltz6 fejezetben) 5 kb-nyi pontossdggal.
Megdllapitottuk, hogy a mutdnsok genetikai és a fizikai
elhelyezése nem mond ellent egymdsnak egy esetben sem.

A genetikal térképezési kisérletekbdl szdrmazd ada-
tok linedris géntérképet eredményeztek a régebbi vizsgd-
latok alapjan (Orosz L. 1972: kandiddtusi értekezés;
Orosz és mtsai 1973; Orosz L. 1982: akadémiai doktori
disszertdcid), s ezt a .helyzetet nem vdltoztatta meg
tovébbi ts mutdcidk térképezése sem. Minden vizsgdlt ts

mutdansunkat el tudtuk helyezni a fdg-kromoszdma linedris
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genetikai térképén. Ez adddhat abbél, hogy a fag-fehér-
Jéket megjelold ts mutdcidink meglehetdsen tomdrilve he-
lyezkednek el a 16-3 fdg kromoszémdjan (errdl mdr az Iro-
dalmi bevezetdben is szdltam). A transzdukdld cys 46 al-
1él, a korai és késel ts mutdcidk kdzott nagy a fizikai téa-
volsdg - amelyet nagyjdbsél a térképezési adatok az el6zo-
leg mért rekombindcidés gyakorisdgok is tikrdznek -, é€s
igy a nagy tdvolsdgok miatt egy egyébként cirkularis
(kor alaky) géntérkép is linedrisként mutatkozhat. Azért
irtam azt, hogy a tédvolsdgokat a genetikai térkép nagy-
jdbél, hozzdvetdleg (nem pontosan!) tikrozi, mert a fizi-
kai. tdvolsdg példdul a cys 46 allél és ts5124 kozott még
nagyobb, mint ami a genetikal térképrdl a rekombindcids
eredmeények alapjén varhatoé lenne. A nagyobb tadvolsdgot
valdszin(leg az avir T mutdcidé kozelében tapasztalhaté
nagyobb rekombindcids aktivitds ellensilyozza - teszi a
gentérképen kisebbé ebben az esetben.

A mutdcidk fizikail helyzetének figyelembe vételével
azt kell mondanunk, hogy az eddigi csendes régié¢ elhelyez-
kedése megvédltozott, a 16-3 fdg-kromoszdma bal karjarol
a kromoszdéma kozepére toldédott. Nagysdga azonban alig
valtozott. A mostani fizikai elhelyezés azt mutatja,

hogy a fdg bal karjadn taldlhaték a kései fagfunkcidk

génjei, a kromoszdéma Jobb karjdnak utolsd negyedében a



koraiak. Ez az elrendezés lUgy lehetséges, ha feltételez-
zik, hogy a fdgunk rekombindcidja kor alakban zajlik.

A bakteriofdg fizikai végei nem jelentenek egyben rekom-
bindcids végpontokat is. Az eddigi eredményekbdl az is
lehetséges, hogy a 16-3 fdg nem A-szerl pakoléddst mu-
tat, s hogy rekombindcidés mechanizmusa - legalédbbis
részben - eltér az eddig ismert mérsékelt fdgokétdl.

A mechanizmus megnyugtatd felderitéséhez azonban még sok
kisérletre van szikség, példdul kilonbGzd rekombindcids
mikodésikben hibds fdgok keresztezésére, hogy elddnthe-
t6 legyen melyik rekombindcidés rendszer jdtszik fOszere-
pet e fdg-kromoszdéma kicserélddési folyamataiban, s az
egyes funkcidk hibdi hogyan és miként befolydsoljdk a
kilonbozd rekombinansok keletkezését. Valamint az egyes
rekombindcids funkcidk biokémiai jellemzését is meg kell
adnunk.

Egy dolog azonban mar most is bizonyos, hogy a 16-3
fdg az e dolgozatban tdrgyalt eredmények alapjdn geneti-
kai elrendezésében, a genetikai és fizikai térkép meg-
felelésében, kromoszémdja szervezodésében tokéletesen mas
mint az E. coli fédgjai, még a A fédgtél is igen kiilcn-
boz6 ezekben, noha kiilsd felépitésikben, s6t struktdr-

fehérjéik elrendezéseében is nagyon hasonldak.
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