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Bevezetés:

1975-ben végeztem bioldgusként a Jozsef Attila Tudoméanyegyetem
Természettudomanyi Karan. Végzés utan JATE Biokémiai Tanszékén
kezdtem dolgozni. Az 1975-1979 kozott itt végzett munka eredményeibdl
készitettem el egyetemi doktori dolgozatomat Dr. Boross Laszlo
tanszékvezetd egyetemi tandr irdnyitasaval. 1979 szeptemberétdl az
egyetem Genetikai Tanszékén dolgoztam 1989-ig, Dr. Orosz Laszl6
tanszékvezetd szakmai irdnyitdsa mellett. Téziseimben az ezen idGszak
alatti munkdm azon részét foglalom Ossze, ami a 16-3 mérsékelt
bakteriofag helyspecifikus relombinadcidés rendszerének vizsgélatara

vonatkozik.

Tudomanyos hattér, a munka el6zményei:

A genetikai rekombinacié a mutacié és a kromoszomak fiiggetlen
kombindlédasa mellett az a természetes folyamat ami az élGlények
genetikai  allomanydnak  valtozékonysagat, sokféleségét biztositja,
folyamatosan szolgéltatva ezzel a nyersanyagot az evolicié szamdira. A
folyamat kutatdsa, a mechanizmus minnél jobb megértése ezért valt a
klasszikus és kés6bb a molekularis genetika egyik kozponti célkitizésévé. A
klasszikus felfogas genetikai rekombindcién a mai ismereteink szerinti
homoldgiafiiggd altaldnos rekombinacidt értette. Minden olyan folyamat,
ami nem ennek torvényei szerint jatszodott le az illegitim rekombinéciod
nevet kapta, és jo ideig csak eseti kivételként, kuri6zumként kezelte Gket a
szakmai kozvélemény. Csak kés6bb, az ismeretek mennyiségi novekedése
utan valt nyilvdnvaléva, hogy egy, az éldvilagban éaltalanosan elterjedt
folyamatrdl van sz6, ami nem csak kivétel, hanem sajat jogén is kikéveteli a

szakmai érdeklddést, megismerése szadmos alapvetd bioldgiai folyamat jobb



megértését teszi lehetévé. Ugyancsak az ismeretek gyarapodasa vezetett
oda, hogy az illegitim rekombinacion beliil koérvonalazodtak specialis
alesetek, kideriilt, hogy a gyijté6fogalom tobb, egymastol jol
megkiilonboztethetd jelenséget takar. Ezek egyike a helyspecifikus
rekombinécid, ami jelen tézisek targyat is képezi.

A helyspecifikus rekombindcio:

A helyspecifikus rekombinéciés folyamatok széles spektrumot
fognak at, az egyszerl prokaridta IS elemektdl kezdve a fejlett eukariotak
immunrendszerében bekovetkez6 szomatikus DNS atrendez6désig
terjedéen szamos fizioldgiai jelenségben jatszanak dontd szerepet.
Biologiai jelentSségiik, pontosabban ismereteink ezen a tertileten szintén
sz€lsdségesek, a sokak szerint funkcid nélkiili, 6nzé inzercids szekvencidkat
€s a transzpoziciot obligat életfeltételként hasznalé Mu fagot lehet példaul
megemliteni, mint két sz€lsGséges pontot. Megkiilonboztetését a homolég
rekombinéciotdl alapvetden két tulajdonsdg indokolja. Az egyik az, hogy a
helyspecifikus rekombindcié csak specifikus, relative rovid szekvencidk
kozott jatszodik le, ellentétben a homol6g rekombinaciéval, ami barmilyen
két DNS szakasz kozott katalizdlja a rekombinaciét, ha azok szekvencidja
azonos, vagy kozel megegyezd, illetve ha a hosszuk elér egy bizonyos
meéretet, 4altaldban minimdlisan 50-100 bazispart. A helyspecifikus
rekombinacié esetében a specifikus szekvencia vagy mind a két
rekombinalodé partneren jelen kell legyen, vagy csak az egyiken,
rendszertdl fiiggéen. A masik megkllonboztetd tulajdonsag a
rekombinaciot végzs enzim/jarulékos fehérje apparatus. Ez a helyspecifikus
rekombinaci6 esetében 4ltalaban csak az adott vagy azokhoz nagyon kozel
allo szekvenciak kozotti rekombinécid katalizisére képes, arra viszont igen
nagy hatékonysidggal. Sok esetben pusztin egy vagy néhany nukleotid

eltérés is nagysagrendekkel csokkentheti a reakcié hatékonysagat.



A helyspecifikus rekombindciok egyik legkorabban felismert és
legjobban tanulmanyozott képviselSje az Escherichia coli A fagjanak
inzercids-excizios rendszere. A A fag, mas mérsékelt bakteriofaghoz
hasonloan képes a gazdabaktérium kromoszémajaba integralédni, ahol
latens allapotban, a gazda genomjanak részeként, profagként szaporodik.
Természetes vagy mesterséges indukcids hatds(ok) kovetkeztében a profag
aktivalodhat, melynek soran a gazda kromoszémajaba integralodott fag-
DNS kivagodik és igy vesz részt az un. litikus szaporodasi Ut tovéabbi
lépéseiben. A folyamat mind a fag, mind a baktérium részérdl specifikus
szekvenciak, az un. attachment helyek (att régiok) jelenlétét igényli. A
fagon taldlhaté szekvencia (attP) mintegy 240 bp. hosszusaga, €s
megtaldlhatok rajta a rekombindcidban résztvevé Osszes Kkatalitikus €s
jarulékos fehérje kotdhelyei. Funkcionalisan az attP jobb €s bal oldali kari
szekvencidkra, és az Un. core régiéra bonthaté. Ez utobbi az a hely, ahol a
DNS szalak hasitdsa és kolcsonos kicserélése megtorténik. Szekvencidja két
nem tokéletes invert repeat-bdl all, melyeket egy 7 bp.-os Un. overlap régid
valaszt el egymastol. A baktérium kromoszémén talalhaté szekvencia az
attB  régi6é, hossza 24 bp., tehat az artP-nél lényegesen rovidebb.
lényegében megegyezik. Integralédaskor a rekombinécié az attP és attB
régiok kozott jatszodik le, a reakcid a profagot balrdl €s jobbrdél hatérolo,
mind fag, mind bakterialis att szekvenciat tartalmazo attL €s attR régiokat
eredményezi. Ez utébbiak a szubsztratjai a kivagddasi reakcionak, amely
regenerdlja az attP-t és az attB-t.

A rekombindciét a fag 4ltal kédolt fehérje, az integrdz (Int)
katalizalja, kozponti szerepe van mind az integracioban, mind a
kivagédasban. Multifunkciondlis fehérje, két, egymastol kiillonbozd
szekvencidt kot specifikusan. N-terminalis, mintegy 55 aminosav hosszi

domain-ja az attP kari részein taldlhato, Osszesen Ot, kari tipust Int kotd



szekvenciat ismeri fel, mig a fehérje maradék része a core régio Int koto
szekvenciaihoz kapcsolédik. Ezek a szekvencidk azonosak az atP €s attB
core régiokban talalhaté invert repeat-ekkel. Az Int a specifikus DNS ko6t
aktivitasan felil helyspecifikus endonukledz és I. tipusi topoizomeraz is.
Aktivitasai mind kapcsolatba hozhaték a rekombindcioval. A reakcioban
fontos szerepet jatszanak az un. jarulékos fehérjék. Ezek a fag altal kodolt
Xis, illetve a gazda éaltal kodolt IHF és Fis fehérjék. Az IHF mind az
integraciéban, mind a kivagédasban részt vesz, mig az Xis €s a Fis csak a
kivagddasban jatszik szerepet. Mindegyik jarulékos fehérje rendelkezik
specifikus  kotShelyekkel az arntP kari régidiban, szerepik a
rekombinaciéhoz sziikséges specifikus struktira, az Un. intasoma
létrehozasaban van, illetve a megfeleléen szabalyozott expresszidjukon
keresztiil a rekombinécio iranyultsagat (integracio / kivagodas) szabjdk meg
az integrazzal egytittmikodve.

A rekombinécié tényleges helye az overlap régié 5' és 3' vége, a core tipusu
szekvencidkhoz kot6dd Int itt hasitja a foszfodiészter kotést gy, hogy egy
tirozil oldallancon keresztiil a DNS-hez tranziensen, kovalensen
kapcsolddik. A reakcio kilsé energiat nem igényel, a foszfodié€szter kotés
energidja a fenti kotésben tarolédik. A DNS hasitdsa meghatarozott
sorrendben torténik, eldszor a konvenciondlis felirdsnak megfelel6 bal
oldalon, a fels szalon kovetkezik be, mind az attP-n, mind az attB-n. Az ezt
kovetd kolesonos szalkicserélddés Holliday struktirat hoz 1étre, ami a jobb
oldalon az als6 szalon bekovetkezd hasonl6 reakcio utan megoldodik.

A 16-3 fagrol:

A 16-3 fag a Rhizobium meliloti 41 mérsékelt bakteriofagja, 1961-ben
izolalta talajbol Ordogh és Szende. Morfoldgisjat tekintve hasonlit a A
fagra, de a két fag kozott DNS szinten nincs kimutathaté homoldgia. A fag
alapvet6 genetikai analizise megtortént. Szamos mutansat izolaltak, melyek

felhasznélasaval elkésziilt a genetikai térképe, ami 40 térképegység hosszu,



és linearis. A térkép konvencionalis feliras szerinti bal oldaldn helyezkedik
el a ¢ regulator gén, ami jelenleg a legjobban tanulmanyozott €s ismert
génje a fagnak, szekvencidja ismert. Terméke a represszor fehérje, amely
az operator szekvencidkhoz kapcsolddva szabalyozza a litikus €s lizogén
szaporodasi médok kozotti dontést, és ezen keresztiil a korai és késGi
funkciok megnyilvanuldsat. A tobbi, szinte kizarolag hd&érzékeny
mutaciéval azonositott gén negyven komplementacids csoportot alkot,
melyek megnyilvanulasuk idejét tekintve a korai €s kés6i funkcidok
csoportjat alkotjak. Ismertek ezen kiviil a host-range, €s a lizisben sérilt
mutansok, tovabba olyan delécidk, inverzidk és inszerciok, melyek nem
érintenek létfontossagt funkciokat. Erdekes médon, annak ellenére, hogy
nincsenek mutaciéval azonositva, ismerjiik hdrom rekombindaciés funkcid
és egy masodik regulator gén, az immunX helyzetét is a fizikai térképen.
Furcsa paradoxon, hogy a fiziolégidsan kor alakd fag-DNS genetikai
térképe linedris. Bizonyitott, hogy a fizikai térképen szamos késdi,
mutacioval azonositott funkcié a reguldtor géntdl balra, mig a genetikai
térképen jobbra helyezkedik el. Az ellentmondas feloldasa elvileg
lehetséges, de kisérletes bizonyitdsra var. Ismereteink a fag fiziologidjarol
nagyon heterogének. A lizogén Aallapot kialakuldsiaban szerepet jatszé
tényezdk, a regulacid és a virulencia viszonylag j6l ismert, €s nagyon
alaposan kidolgozott a fig homolég rekombinacidja is. Viszont az
azonositott cisztronok tobbségének nem ismerjik a funkcigjat, arra csak
mikodési idejikb6l kovetkeztetiink. A fag képes specifikusan
transzdukélni a gazda cys46t génjét, a kromoszoméba a cys46 és a met5
gének kozé integralddik. A profag c regulator génje az utdbbival 100%-ig,
az elobbivel 87%-ban kapcsolt. Osszefoglalva elmondhatd, hogy a 16-3 a
nem Escherichia coli fagok koziil a genetikailag és molekuldris szinten is
lejobban ismertek kozé tartozik. A fag eddigi és tovabbi vizsgalatat

alapvetden két dolog motivilja. Az egyik a megismerés vagya, az, hogy



szaporitsuk ismereteinket a nem hagyomanyos laboratériumi objektumok
vizsgalataval, hiszen az ilyen munkdk soran bukkannak fel nem vart
jelenségek, uj bioldgiai problémdk. A masik indok ennél raciondlisabb
jellegli. A fag gazdabaktériuma a szimbiotikus nitrogénkotd fajok kozé
tartozik, ezért genetikai vizsgdlata mindenképpen indokolt. Ezt segiti,
segitheti el6 egy rezidens fag kutatdsa, amely Ggy jarulhat hozza a gazda
jobb megismeréséhez, mint a A fag az Escherichia coli vizsgalatahoz. Nem
titkolt célja volt a kutatdsnak, hogy végsé soron a A/Escherichia coli

rendszerhez hasonl6 genetikai rendszer keriiljon kifejlesztésre.



Célkitiizés

A Genetikai Tanszéken kapott els6 feladatom az aftP régid
lokalizalasa volt a 16-3 fag fizikai térképén. Ebbdl nétte ki magat az itt
vazolt projekt, melynek célja a teljes helyspecifikus rekombindciés rendszer
minél jobb, mélyebb megismerése lett. Mindenekelstt azt szerettiik volna
megtudni, hogy ez a rendszer mennyiben hasonld, és miben kiilénbozik a A
fag rendszerétSl. Természetesen az Gt nem vezetett olyan egyenesen,
célirdnyosan a kit{izott irdnyba, mint ahogy az jelen tézisekbdl, legalabb is
szandékom szerint kitetszhet. Az eredmények sem idGben, sem logikailag
nem igy kovették egymast, vakvaginynak bizonyult "j6 oOtletek" és
szerencsés véletlenek jarultak hozza végil is a jelenlegi formahoz.
Oszességében azonban elmondhatom, hogy nagy atlagban azért mégis
tartani sikerilt az eredeti célkitlizést, még ha néhany teriileten, pl. az
integraz szekvencijjanak megismerése, nem is jutottam el oda, ahova
szerettem volna. Taldn kompenzalja ezt az a tény, hogy més tertileteken, pl
az integracids vektorcsalad kifejlesztése, sikeriilt eredményt elérni, pedig ez

az eredeti célok kitlizésénél még csak fel sem mertilt.



Megemlékezés

Ezuttal szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik
hozzédjarultak a munka eredményeihez. Mindenekel6tt Dr. Orosz
Laszlonak, aki erre a teriiletre iranyitott és lehetdséget biztositott a munka
eredményes folytatdsira. Két kollégamnak, dr. Dallmann Gézanak és
Olasz Ferencnek szeretném megkoszonni a mindennapos szakmai
kapcsolatot, vitakat, tandcsaikat és a kozvetlen légkort, amiben velik
részem volt. DontG szakmai hozzajaruldsukat adott helyen a tézisek kozott
is jeleztem. Nem lehet nem megemliteni azokat az akkor még szakdolgozo
hallgatékat (ma maér sokan sikeres kutatdk), akik lelkes és eredményes
munkajukkal nagyban hozzajarultak jelen tézisek megsziiletés€hez: Berényi
Maria az attP lokalizaldsaban, Ascher Zoltan és Garamszegi Nandor a
fizikai térképek elkészitésében, Véneki Katalin és Stefancsik Rajmund az
rekombinaciés funkcidk lokalizalasaban, Hermesz Edit a kozmid
klonkonyvtarak elkészitésében €s analizisében valamint az integracios
vektorok megkonstrudlasaban szerzett eléviilhetetlen érdemeket. Az hogy
a téziseket tobbes szam elsé személyben fogalmaztam, szandékom szerint
koszonetem jele a munkdjuk miatt. Végiil, de nem utolsésorban szeretném
megkoszonni Szlicsné Toth Katalinnak és Zsotér Erzsébetnek technikusi
munkajukat, mely nélkiil a bemutatott eredmények biztosan nem johettek

volna létre.



Felhasznalt modszerek

A tudomdnyos eredmények bemutatidsa sordn igyekeztem az
alkalmazott modszerrdl is emlitést tenni, de ez sok esetben nem volt
megoldhaté anélkiil, hogy az amugy is szdraz és nehezen megfogalmazhato
anyag végképp olvashatatlannd ne valt volna. Ezért itt szeretném roviden

felsorolni ket.

- standard mikrobialis technikdk

- plazmidkonjugéci6

- transzdukcid

- fag, plazmid és genomidlis 6ssz-DNS valamint restrikcios fragment
izolalas

- restrikcids analizis

- agarOz €s nativ valamint denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis

- molekularis klonozés plazmid és kozmid vektorokba

- nukleinsavak radioaktiv jelolése

- Southern hibridizacié

- DNS szekvenélas

- komputeres analizis
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Uj tudomanyos eredmények:

1.) A 16-3 fag fizikai térképezése:

vonatkoz6 publikécio:

Dorgai,L., Polner,G., J6nas,E., Garamszegi,N., Ascher,Z., Pay,A., Dallmann,G.
and Orosz,L.: The detailed physical map of the temperate phage 16-3 of
Rhizobium meliloti 41.

Mol. Gen. Genet. 191:430-433, 1983

Az att régiok, illetve barmilyen fagfunkcionak a fag DNS-én torténd
lokalizaci6jahoz arra van sziikség, hogy a fag kozel 61 kb. hosszasagi DNS-
ének egyes szegmentjeit azonositani, azok relativ helyzetét a teljes
faggenomhoz viszonyitva lokalizalni tudjuk. Ezt a célt szolgalta a fag-DNS
fizikai térképezése, melynek sordan kiilonbozd restrikcids enzimek altal
generalt fragmentek sorrendiségét hatdroztuk meg. Akkor, amikor
csatlakoztam a Genetikai Tanszék kozOsségéhez, dr. Dallmann Géza
munkajanak eredményeként mar ismert volt az elsé részletes fizikai térkép
HindIII enzimre, valamint a kis felbontasi Hpal/HindII, a KpnlI és a BglII
térképek, illetve az EcoRI térkép egy része. Ez megkonnyitette a tovabbi
térképezett helyekhez tudtuk viszonyitani. Tovabbi hét enzimre, az Ahalll,
BamHI, Bcll, EcoRV, Pstl, Pvull és Xbal enzimekre készitettiik el a fizikai
térképeket, valamint befejeztiik az EcoRI térképet is. A térképezési
kisérleteket természetesen nem lehet jelen tézisek keretei kozott még csak
vazlatosan sem leirni, igy csak az &ltaldnos stratégia és a felhasznalt
modszerek rovid ismertetésére szoritkozom:

a. ElsG 1épésben azt allapitottuk meg, hogy a hasznalt enzim hény

fragmentre hasitja a fag-DNSt, majd meghatdroztuk a fragmentek méretét.



b. Hdékezelt illetve kezeletlen mintdk oOsszehasonlitd analizisével
azonositottuk azt a fragmentet, amely a fag Gn. ragados végeit, azaz a
fizikailag végall6 DNS darabokat tartalmazta. Ez szolgaltatta az elsé biztos
viszonyitasi alapot.

c. Olyan enzim esetében, ami csak néhany helyen hasitotta a fag-
DNSt (Ahalll, Pvull és Xbal), a kovetkezd 1€pés minden esetben kettSs
emésztés volt. A kettds emésztés masik partnere kezdetben a HindlIII volt,
késébb, ismereteink gyarapodasidval természetesen mds enzimeket is
alkalmaztunk erre a célra. Abbdl, hogy a segédenzim fragmentjei koziil
melyik tlint el az egyszeres emésztési képekbdl, és mekkora darabokra esett
szét, egyszerl logikat kovetve az ismeretlen hasitéhelyek térképezhetSk
voltak. A kettés emésztést a DNS-t sok fragmentra hasitdé enzimek
esetében is hasznéltuk, ebben az esetben megforditva a logikat, azaz
partnerként a kevés helyen hasité enzimeket valasztottuk. Ez ugyan nem
tette lehet6vé teljes térképek elkészitését, de jO néhany fragment helyét
lehetett igy lokalizélni, ami a tovabbi munkat lényegesen leegyszertsitette.

d. Gyakran alkalmaztunk részleges emésztést, amikor a sziikségesnél
kevesebb enzimmel, illetve rovidebb ideig emésztettiik a DNSt. A teljes
emésztési képhez viszonyitva megjelend részleges emésztési fragmentek az
egymas szomszédsigaban helyet foglalo fragmentekrdl szolgéltattak
informdcidt, tovabb csokkentve ezzel a megoldandé probléma
bonyolultsagi fokat.

e. Izolalt vagy klénozott fragmentek kettSs vagy részleges emésztése.
Ez a moddszer elvben nem kilonbozik a fent leirtaktol, de az
izolalas/klonozas kovetkeztében a vizsgalt fragment a teljes faggenom
zavar0 hatasitél mentesen vizsgalhaté igy. Az eddigi moddszerek a
hasitohelyek donts tobbségének lokalizaldsat lehetové tették. Néhany
"rosszindulati" esetben azonban tovabbi, specialis médszereket is igénybe

vettink.



f. A DNS fizikai megvaltozasaval jar6 mutdciokat (deléciok,
inverziok) tartalmaz6 fagok DNS-ének analizise informéciot szolgaltatott
arra vonatkozéan, hogy a mutaciok altal érintett teriilet az egyes enzimek
mely fragmentjeivel fed at. Ez nem csak a fizikai térképezést, hanem a
mutaciok altal érintett fagfunkciok lokalizalasat is lehet6vé tette, ami a
késébbi munkank sordn nagyon hasznosnak bizonyult.

g. Radioaktivan jelolt izoldlt fragmentek visszahibridizalasa a fag-
DNS  restrikcios  fragmentjeihez, Southern tipusi  hibridizécios
kisérletekben. Ez lehet6vé tette, hogy az eddigiek soran még nem lokalizalt
fragmentek helyzetét is meg tudjuk 4allapitani az ismert €s térképezett
fragmentekhez viszonyitva.

h. Az egyes térképek egymashoz valé optimalizalasa. A fent leirt moédon
elkészitett térképek egymastdl ugyan nem fliggetleniil, de mégis csak
onalléan, egyedileg késziiltek. A kisérletes adatokbdl szamolt hasitohely
poziciok a kisérleti hiba miatt nem minden esetben egyeztek meg az
ellenérz6 kisérletekbdl meghatarozott poziciokkal, kilondésen a sok
hasitohelyet tartalmazé zsifolt teriileteken. Ezért valt sziikségessé hogy az
egyes térképeket optimdlisan egymashoz illessziik. Erre a célra egy
publikalt komputerprogramot hasznaltunk, input adatsorként 108 egyes és
176 kettds emésztés kisérletesen jol mérhetd adatait hasznaltuk. A
szamitastechnikai munkat dr. Pollner Gébor kollégdm végezte, én voltam a
kisérletes fél.

A munka eredményeképpen elkésziilt a 16-3 fag részletes fizikai
térképe, amely 99 restrikciés helyet tartalmaz, €és ezek egymashoz
viszonyitott tavolsdga optimalizalt. A térkép a tovdbbi munkak
szempontjabol mar kellS suruséggel tartalmaz hasitéhelyeket, a benne rejlé
informaciét a tanszék munkdja sordn a késGbbiekben sokrétien

hasznositottuk is.
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2.) A fizikai és genetikai térképek orientdldsa:

vonatkozé publikacio:

Dorgai,L., Olasz,F., Berényi,M., Dallmann,G., Pay,A. and Orosz, L.:
Orientation of genetic and physical map of Rhizobium meliloti
temperate phage 16-3.

Mol. Gen. Genet. 182:321-325, 1981

A 16-3 fagnak egymastdl fliggetleniil elkésziilt a genetikai €s fizikai
térképe. Mindkét térképtipusnak természetes polaritdsa van, aminek
iranyat a konvencionalis felirdsi mod rogziti. Eredményeink lehet6vé
tették, hogy a két térképet orientdljuk egymashoz, azaz meghatarozzuk,
hogy az absztrakt genetikai sorrend a lehetséges két variacié koziil melyik
fizikai iranynak felel meg. A feladat megolddsdhoz arra volt sziikség, hogy
mindkét térképen egymastdl fiiggetlenil megéllapitsuk legalabb két,
genetikilag €s fizikailag is vizsgadlhaté marker helyét. Az egyik ilyen marker
a fag ¢ regulator génje volt. Ez a genetikai térképen a baloldali széls6
poziciét foglalta el. Fizikai helyzetét a fizikai térképezésnél mar emlitett
delécids €s inverzios mutdnsok DNS-ének analizisével hataroztuk meg. Tiz,
egymassal atfedé kiilonbozd delécié €s harom inverzid helyét hataroztuk
meg a fizikai térképen. Ezek mindegyike érintette a ¢ regulator gént is,
toréspontjuk azonban annak genetikai finomtérképén eltérd helyen volt. A
delécidk toréspontjainak illetve a genetikai markerekkel valo atfedésének
analizisével a c¢ regulator gént egyértelmiden sikeriilt a fizikai térkép
HindIII-G fragmentjére, ezen belil is az 59. BamHI és a 60. HindIII
hasitohelyek kozé lokalizalni.

Misodik azonositasi pontként egy olyan transzdukalé fag altal
hordozott markert valasztottunk, amely a vad tipusd fagon nincs jelen. A
marker a cys46T volt, ami a gazda kromoszomajabdl szarmazik, és

abnormalis excizié6 soran keriil a fag-DNSre. Helyzetét restrikcios
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térképezéssel egyértelmiden lokalizalni lehetett a fizikai térképen, a
HindIII-G fragmentt6l balra. Genetikailag szintén térképezhetd, hiszen
funkcionalisan  komplementdlja a gazda cisztein  auxotrofidjat.
Térképhelyzetét a ¢ regulator gén ismert helyzetd markereihez (ti3, ti5)
illetve az ezekhez képest jobbra elhelyezkedd egyik korai génhez, a ts5124-
hez, valamint a még tavolabb jobbra taldlhat6 egyik kései markerhez, a ts2-
hoz viszonyitva hataroztuk meg. A kisérleti eredmények egyértelmien arra
utaltak, hogy a cys46 inzercié a c¢ regulator géntdl balra helyezkedik el,

ami megegyezett a fizikailag lokalizalt helyzettel is. Igy a két térkép

egymashoz val6 orientalasa egyértelmiien megoldhato volt.

3. Az att régiok azonositasa és fizikai lokalizaldasa:

vonatkoz6 publikéciok:

Dorgai,L., Olasz,F., Berényi,M., Dallmann,G., P4y,A. and Orosz, L.:
Orientation of genetic and physical map of Rhizobium meliloti temperate
phage 16-3.

Mol. Gen. Genet. 182:321-325, 1981

Olasz,F., Dorgai,L., Papp,P., Hermesz,E., Késa,E., and Orosz, L.:

On the site specific recombination of phage 16-3 of Rhizobium meliloti:
identification of genetic elements and att recombinations.
Mol. Gen. Genet. 201:289-295, 1985

Dorgai,L., Papp,I., Papp,P., Kdlmdn,M. and Orosz,L.:

Nucleotide sequences of the sites involved in the integration of phage 16-3 of
Rhizobium meliloti 41.

Nucl. Acid Res. 21:1671, 1993

A fizikai térképek birtokaban megkezdhettiik az att régidkat hordozé

© s

a vegetativ €s a profag restrikcios térképének Osszehasonlitasdval tudtuk
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lokalizalni. A profdg restrikcios emésztésének képé€blol ugyanis az
integracié miatt bekovetkezd fizikai atrendezddés miatt hidnyoznia kell
annak a fragmentnek, ami az attP régiot hordozza, €s helyette két masik
fragmentnek kell megjelennie, amik részben fag, részben bakterialis DNS
eredetiiek, €s a hibrid attL és attR régidkat hordozzdk. A profag analizisét
nem a teljes lizogén baktérium genomjan, hanem egy azzal egyenértékd
plazmidon, a pGY1-en hajtottuk végre. Kisérleti modszerként Southern
hibridizaciét hasznaltunk, prébaként radioaktivan jelolt fag-DNSt
hasznalva. A kisérlet eredményeképpen az attP régiot a 48.EcoRI és az
50.HindIII helyek k6z¢€ tudtuk lokalizalni.

Az attR régiot az el6z6 fejezetben mar emlitett transzdukalé fagok
DNSének analizisével sikeriilt lokalizalni. A specifikus transzdukal6 fagok
képz6désének mechanizmusabdl kovetkezik, hogy az abnormaélisan
kivagodott profag vagy az attL, vagy az attR régiot kell hogy hordozza. Az
altalunk izolalt transzdukal6 fagok esetében ez az attR régidénak bizonyult,
amit elsd lépésben sikeriilt egy 3.8 kb. husszasdgi HindIII fragmentre
lokalizalni.

A bakterialis attB régiot két 1épésben azonositottuk. ElGszor egy dr.
Putnoki Péter szivességébsl rendelkezésiinkre allo, Rhizobium meliloti 41
genomialis klonbankbdl genetikai szelekcidval izolaltuk azt az egyedi klont,
amely varakozdsaink szerint hordozta az a#tB régiot. A szelekcidt arra a
tényre épitettiilk, hogy a fag specifikusan transzdukélni képes a cys46+
markert, igy integracios helye attdl fizikailag nem lehet messze. Ezért azt a
klont szelektaltuk, amely komplementalni volt képes a gazdabaktérium
cisztein auxotrofidgjat. Masodik 1épésben elkészitettilk az igy izolalt
plazmidban 1€év6 inzert fizikai térképét. A térképet Osszehasonlitottuk a
alapjan mar jelezte, hogy melyik restrikcioés fragment hordozhatja az a#B

régiot. A kovetkeztetésiinket egy hibridizacids kisérlettel erdsitettiik meg,
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ahol prébaként a transzdukaldé fagokbdl klonozott €s az attR régiot
hordozo restrikcios fragmentet hasznéltunk. Ebben a 1€pésben az attB-t egy

2.57 kb.-os Pstl fragmentre sikeriilt lokalizalni.

4. Az att régiok szekvencidja:

vonatkozo publikacio:

Dorgai,L., Papp,l., Papp,P., Kdlmédn,M. and Orosz,L.:
Nucleotide sequences of the sites involved in the integration of phage 16-3 of
Rhizobium meliloti 41.

Nucl. Acid Res. 21:1671, 1993

Az el6z6 fejezetben leirtuk, hogy az attP, az attB és az attR régiokat
sikertilt restrikciés fragmentekre lokalizalni. Ezek mérete azonban
meghaladta az akkori feltételek mellet altalunk szekvenalhat6 DNS
meéretét, ezért az art régidkat tovabb lokalizaltuk az emlitett restrikcios
fragmentek fizikai finomtérképek elkészitésével. Az erdményképpen
kapott néhany szaz bp. nagysagi fragmenteket azutidn megfelelé vektorba
klonoztuk, €s a didezoxi termindlasos mddszerrel megszekvendltuk. Az attP
€s attR szekvencidk Osszehasonlitdsdbol és a rajtuk eléforduld ismétl6dé
szekvencidk analizisébdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a rekombinacid
egy megkozelitéleg 50 bp. husszusagu szakaszon belil jatszédik le. Ezt a
kovetkeztetés megerdsitést nyert, amikor dr. Papp Istvan kollégdm
megszekvenalta az atB régiét is. Mindent dsszevetve a rekombinacio helyét
sikeriilt egy viszonylag rovid genomteriiletre lokalizalni. Erdekességként
megemlithetd, hogy a 16-3 azon fagok csoportjdba tartozik, melyek
helyspecifikus rekombinaciés rendszere egy viszonylag nagy kiterjedési
DNS szakaszt hasznal integraciés helyként a gazda genomjan, ezen beliil is
abba a csoportba tartozik, melyek célszekvencidja tRNS génekben van.

Nincs bizonyitékunk arra vonatkozdan, hogy ez egy funkcionalis gén, de az
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integracié helyredllitia a gén struktdrajat, igy nem interferalna annak

expresszidjaval.

5. A 16-3 fag helyspecifikus rendszerének autonom miikidése, az integrdcioért
és kivagodasért felelos funkciok lokalizalasa:
vonatkoz6 publikacio:
Olasz,F., Dorgai,L., Papp,P., Hermesz,E., Késa,E., and Orosz, L.
On the site specific recombination of phage 16-3 of Rhizobium meliloti:
identification of genetic elements and att recombinations.

Mol. Gen. Genet. 201:289-295, 1985

A helyspecifikus rekombinaciés funkciok, az integralodas €s a kivagodas
lokalizalasahoz abbdél a mar ismert ténybSl indultunk ki, hogy a
rekombinaciéhoz elengedhetetleniil sziikséges az attP régio jelenléte, €s
hogy a fenti funkciok mikodése a ¢ regulator gén kontrollja alatt all.
Feltételeztiik tovabb4, hogy mas rendszerekhez hasonloan a 16-3 esetében
is a funkcidkat kédold gének szorosan kapcsoltak a rekombinalodo
szekvencidkhoz. Ezért a 16-3 fag-DNSbSl egy kozmid Kklontarat
készitettiink, €s a klonok koziil kerestiink olyanokat, melyek mind az attP
régiot, mind a ¢ gént hordoztak. Két ilyen klont taldltunk, inzertjeik a
fizikai térkép 48. és 72. helyei kozott atfedtek egymassal. A kérdés ezutan
az volt, hogy ezek a plazmidok a teljes faghoz hasonléan képesek-e a gazda
DNS-ébe a teljes faghoz hasonldéan integralédni, illetve onnan kivagodni.
Ennek eldontésére a plazmidokat bejuttattuk Rhizobium meliloti 41-be, €s
megvizsgaltuk, hogy kimutathat6-e azok integralt dllapota. Ezt az intakt
attB régié hianya, illetve az integralédasra jellemz$ hibrid att, pl. az attR
megjelenése kellet hogy jelezze, ami be is kovetkezett. Az integralodasi

képesség bizonyitdsa utdn azt is ellendriztilk, hogy az integralodott

Y]
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Ezt egy hdindukciot kovetS, az integrdlodast ellenorz6 analitikdhoz
hasonld eljarassal hajtottuk végre. Ebben az esetben arra voltunk
kivancsiak, hogy az indukciét kovetGen megjelenik-e a kivagodas tényét
bizonyité intakt aztB fragment. A kisérlet igazolta varakozasainkat, mindkét
plazmid képes volt kivagddasra is. Levonhattuk tehat azt a kovetkeztetést,
hogy a két plazmid a nativ fighoz hasonl6éan képes mind integraciora, mind
pedig kivagddasra. Ez azt is jelentette, hogy a fag helyspecifikus rendszere
a faggenomtdl elkiilonitve, attdl fiiggetleniil, autoném modon is képes
mikodni. Tovabbd azt a kovetkeztetést is levonhattuk, hogy a
rekombinaciés funkcidk a két plazmid inzertjeinek atfed6 szakaszan, a 48.
és 72. hasitéhelyek kozott helyezkednek el. Ez a régié minden sziikséges
genetikai elemet tartalmaz ahoz, hogy a rekombindacios 1€pések a teljes
faghoz hasonlé médon végbemenjenek. Tartalmazzdk tovabba az Osszes
lényeges szabdlyoz6é elemet is, hiszen a plazmidok rekombingcidja

lényegében nem tért el a teljes fag hasonld folyamatatol.

6. A 16-3 fag helyspecifikus rekombindcios rendszerének felhaszndldsa egy
integrativ vektorrendszer kidolgozdsara:
vonatkoz6 publikécid:
Hermesz,E., Olasz,F., Dorgai,L. and Orosz,L.:
Stable incorporation of genetic material into the chromosome of Rhizobium
meliloti 41: construction of an integrative vector system.

Gene 119:9-15, 1992

Az el6z6 fejezetben lattuk, hogy a fag helyspecifikus rekombinacios
rendszere a faggenomtdl elkiilonitve, autoném moddon is képes volt
miikodésre. Ez adta az Otletet arra, hogy a rendszert olyan vektorok
konstrudldsara hasznaljuk fel, melyek igen nagy hatékonysaggal képesek a

gazdabaktérium kromoszomdajaba beépiilni, és az altaluk hordozott
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genetikai informdciét annak integrans részévé tenni. A gyakorlati
felhaszndlas szempontjabol azonban nem volt kivanatos az, hogy az
integral6do szekvencia és a rekombinéciot katalizald funkciok a vektoron
egyltt legyenek jelen, hiszen a kivagddasi funkcid jelenléte az esetleges
spontan indukcié miatt a bejuttatott informacio stabilitasat lecsokkentheti,
azt nem kivdnatos moédon el is tavolithatja a kromoszomabol. Ezért a
rendszert ugy konstrualtuk meg, hogy az attP szekvencia a vektoron legyen,
viszont az integraldédasért illetve a kivagddasért felelds funkcidkat csak
id6legesen szolgdltassa transz helyzetbdl egy olyan fag, amitdl a feladata
elvégzése utan konnyen meg lehet szabadulni. Harom fajta vektort
egymastdl a Rhizobium meliloti 41-ben vald replikaciés képességiikben
kilonboztek. A pATT106 nagy, mig a pATT164 alacsony kopiaszdmu a
gazdabaktériumban, a pATT202 pedig nem képes replikdcidora. A
plazmidok konjugaciéval bejuttathatok Rhizobium meliloti 41-be, ahol
integraciora késztethet6k a funkcidé kivilrél torténé adasaval. Az
integracios illetve a kivagddasi funkcidk szolgaltatasara egy specialis
fagszarmazékot, a 16-3ti3::Tn5A22-t hasznaltunk, melyet dr. Olasz Ferenc
kollégdm konstrualt. Ez az anP régié delécidja miatt integralodasra
képtelen, de a rekombinécids funkcidi, és annak szabalyozasa sértetlenek.
Egy egyszeri fagfertézéssel ezek a funkcidk transz helyzetbdl
szolgaltathatok. A két funkcid kozott a valasztas is egyszerd, a fagon jelen
lIév6 h6€rzékeny ti3 mutacié miatt 280C-on az integracid, mig 36°C-on a
kivagédas domindl. Az integraciora képtelen fag feladata elvégzése utdn
alacsony hémérsékleten represszalt allapotba keriil, nem replikalddik, igy
gyorsan kihigul a populaciébdl. Természetesen ellendriztiikk, hogy a
rendszer elvarasainknak megfeleléen mikodik-e. A pATT106 nem
bizonyult a gyakorlati felhaszndldsra alkalmasnak. Az integracié ugyan

bizonyithatéan lejatszédott, de a kromoszoméba beépiilt képidnak csak
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deléciés szarmazékait lehetett izoldlni. Ennek oka feltehetéen az, hogy a
kromoszoémaba beépiilt, 6néllé, nagy kopiaszamu replikon interferal a
vektor azonban megfelel az elvardsoknak, mind az integricié, mind a
kivagddas bizonyithatéan lejatszodott. A stabilitasukkal sem meriilt fel a
fenti probléma. A pATT202 kiilonosen alkalmasnak latszik idegen DNS
bejuttatasara a Rhizobium meliloti 41 kromoszéméajiaba, hiszen 0Onalld
replikaciéra ebben a baktériumban képtelen, igy csak az integral6dott
képia maradhat fenn. Esetében nincs gond a nem integralédott kopidktol
valé megszabadulassal sem. Stabilitasat beépiilés utan két héten at tartd
folyamatos tenyésztés utan ellendriztiikk, amikor is a plazmidot vesztett

baktériumok szdma kisebb volt mint 10-4.
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