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Az akadémiai székfoglalok hagyomanyosan az életmi bemutatasara szol-
galnak, vagy legalabbis egy-egy hosszabb kutatasi periédus bemutatasara
hivatottak. Szives engedelmiikkel ettél kicsit eltérnék és inkabb arrél a mun-
kakrol szamolnék itt be, amelyeket az utébbi néhany évben végeztem és ame-
lyek jelen pillanatban is folyamatban vannak, amelyeket — vigy hiszem a j6vé-
ben is folytatni fogunk. Jelen eladasban a DNS-sel, az 6r6kl6dé tulajdonsa-
gokért felelGs anyaggal torténd genetikai atalakitas, transzformalas szabaly-
szertliségeivel foglalkozom.

Az él6lények 6rokl6dd tulajdonsagainak irdnyitott megvdltoztatdsa si t6-
rekvés, amelynek jelent8sége a mezdgazdasagi és ipari gyakorlat, valamint az
orvostudomény szamara is kézenfekvs. E cél elérésének maig is sikeresen
alkalmazott médszere a természetben el6fordulé valtozatok szelektalasa. E sze-
lekcié egyik eléfeltétele az él6lények variabilitiasa, és megfeleld szelekcids
modszer.

A variansok elgallitasa keresztezéssel, mutagén behatassal torténhet, ill.
bakterialis rendszerben virusokat, episzomalis elemeket és tisztitott DNS-t
hasznalnak fel 6r6kl6dé tulajdonsagok atvitelére.

A gének izolalasanak és nagy szamban torténd tisztitott eléallitasanak
lehetGsége bakterialis rendszerben, jelentésen fokozza egy-egy 1j tulajdonsag
atvitelének gyakorisagat.

A genetikai transzformaécié, azaz informacié atadas egyik sejthél a
masikba izolalt DNS-sel a viszonylag egyszer(ibb protocellulakban tobb évti-
zede leirt, tanulmanyozott, gyakran alkalmazott, igen jol reprodukélhaté
eljaras.

A jelenség lényegét az 1. abran demonstraljuk. Ha pl. egy baktérium
muticiét szenved, kromoszéma szerkezetének megvaltozasa miatt egy-egy
fehérjét nem tud funkcioképesen szintetizalni, és ezt a populaciét az in. vad
tipusi, egészséges torzshdl szarmazé DNS-sel kezeljiik, akkor megfelel§ kisér-
leti kériilmények kozott a kiviilrgl bejuttatott DNS beépiil a recipiens, a befo-

* Elhangzott a Magyar Tudomanyos Akadémian 1978. aprilis 24-én.
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gadé sejt kromoszéomajaba és a szerzett genetikai informacié képessé teszi a
muténst elvesztett funkciéjanak helyreallitasara.

Eukariotdk — tehat a magasabbrendiiek, a valédi maggal biré sejtes
szervezetek, amelyek kozé a novények, allatok tobbsége és az ember is tarto-
zik — genetikai transzformaciéjat 1944-ben TATUM és LEDERBERG kisérelte

B.subtilis
met -~

DNS B. subtilis vad tipusbal
mett

\
B.subtilis

mett
1. abra. Genetikai transzformaci6

meg el§szor Neurospora crassa-val, a genetikai kisérletekhez hasznalt kenyér-
penésszel, de akkor sikerteleniil. Azéta az irodalomban allandéan visszatérd
moédon olvashaté hiradas arrél, hogy sikeresen transzformaltak eukariota sej-
teket, szervezeteket. Az 1. tablazatban 6sszeallitottunk néhéany ilyen jegyzékét.
Lathaté, hogy mind allati, mind névényi szervezetek — valamint szovettenyé-
szeteik genetikai transzformacigjat leirtak. Ugyancsak szép szammal talalha-
tok mikroszképos gombéak transzformaciéjara vonatkozé adatok; sok ossze-
foglalé cikk, nemzetkozi szimpézium stb. foglalkozott e kérdéssel. Ennek elle-
nére egyet kell érteni WATsoN 1976-0s véleményével, aki szerint: ,,mindeddig
az eredmények negativaknak bizonyultak . . . tilsagosan kevés jo kisérletet végeztek
eddig ahhoz, hogy az lehessen az érzésiink, hogy ezt a tipusi genetikai analizist
ki lehessen terjesztent magasabbrendii élolényekre is™.

Az irodalmi adatok, valamint TATum 1944-ben, majd 1962-ben SHOCK-
LEY-val megismételt kisérletei arra utalnak, hogy a genetikai transzformacié
— ha egyaltalan elGfordul — rendkiviil kis gyakorisaggal jon létre; a kisérletek
reprodukalhatésaga igen rossz, bizonytalan és a DNS beépitéssel tdjonnan
szerzett tulajdonsiag altalaban nem stabil, az utédokban meg sem jelenik,
elvész — vagy ha oroklédik, 6roklésmenete eltér a mendeli kromoszémahoz
kotott jellegekétdl.

A sikertelenség, bizonytalansig, rossz reprodukalhatésag és a kérdés
elméleti, valamint gyakorlati jelentGsége inditott arra benniinket 1971—72-ben
a Rockefeller Egyetemen prof. Tatum laboratériumaban prof. Mishra-val
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1. tablazat

Adatok sikeres transzformaéciérél eukariéta rendszerben

Organizmus DNS-forris Ev
NOVENYEK
Arabidopsis baktérium 1974
Petunia piros petunia 1970
ALLATOK
Drosophyla melanogaster vad tipust Drosophyla 1971, 1976
Halak halak 1976
Szarnyasok szarnyasok 1957, 1961, 1975
Ragesalok ragesalok 1956, 1959, 1976
SZOVETKULTURAK
Sarlésejtes anaemids human csontveld normél csontveld 1961
HGPRT igényes humén csv. normél csontveld 1962
8-azaguanin szenzitiv egér limféma 8-azaguanin rez. egér
limféma 1962, 1970
Pigment hidnyos melanoma melanoma pigmentosa 1967
Tirozindze igényes melanoblast normal egér 1969
Szarkolizin szenzitiv patkdny szarkéma szarkolizin rez. szarkéma | 1964
MIKROORGANIZMUSOK
Saccharomyces vad tipusd Saccharomyces
Hansenula vad tipusi Hansenula 1974
Candida vad tipusa Candida ‘
Aspergillus vad tipusd Aspergillus | 1969
Neurospora vad tipusd Neurospora | 1961, 1971, 1976

egyiitt (SzABO et al., 1972, MisHRA et al. 1973), hogy a kérdés vizsgalatat ismét
megkiséreljiik. Kisérleteinkhez Neurospora (N.) crassa-t alkalmaztunk, amely-
nek elénye, hogy vegetativ szaporodasi fazisdban haploid €él6lény, tehat eltér
a novényi és allati szoveti sejtektsl, amelyek diploidok és amelyekben a domi-
nancia és recesszivitas fennallta befolyéasolja a jellegek megjelenését, ahol egy-
egy homozigéta recessziv allapot kiilsé behatassal, mutaciéval, DNS-sel tor-
ténd korrigalasanak az egyidejli bekévetkezte hatvanyozottan csokkent valé-
szintségli. Elénye tovabba a gyors és egyszeri szaporodasi, tenyésztési lehe-
t6ség, valamint az, hogy kromoszéma, ill. géntérképe, genetikaja egyike a leg-
jobban tanulmanyozottnak, szexualis szaporodasakor kromoszéméajanak, gén-
jeinek viselkedése igen j6l nyomon kévethetd. Szerencsés koriilménynek tekint-
hetd, hogy transzformaciéhoz olyan muténs torzs allott rendelkezésre, melynek
spontan vad tipusiva valé visszaalakulasa az in. back-mutécié-reverzié rend-
kiviil ritkdan kovetkezik be. A kisérletekhez hasznalt egyik muténs, egy inozi-
tol-igényes torzs volt, melynek hianyzik az inozitol szintaze (gluko6z-6-foszfat-
ciklaz) enzim aktivitasa, tehat ismeretes a genetikai deffektussal egyiittjaré
anyagcsere-zavar, enzimmiikodés kiesés is.

Az els§ kisérleteink eredményét a 2. téablazatban lathatjuk, melyhél
leolvashaté, hogy a vad tipust tenvyészetbdl elallitott DNS-sel (allo-DNS)
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torténd kisérlet hatasara a spontdn bekovetkezd reverzié gyakorisagat tobb
mint 10-szer meghaladé szamban keletkeznek inozitol-igénytelen torzsek.

Felhivom a figyelmet azonban arra, hogy a revertansok megjelenése
igen ritka esemény. Lathaté az is, hogy a nagy szamban — 55 alkalommal —
végzett kisérlet egy részében (239,-ban) nem kaptunk pozitiv eredményt, azaz
a DINS-sel t6rténd kezelés eredménytelen volt.

2. tablazat

Az allo-DNS hatasa az N. crassa inl~ lokuszanak reverziéjara

T Kisérletek Vizsgdlt telepek Revectiniok
- saama sxma, (10%) szama ; gyakorisdga x 106
Allo-DNS (inl+) 55(37)* | 4053 31 0.95
1z0-DNS (inl ™) 4 (1)* 335,0 9 0,03
Citwkt 49 (7)* 582.9 23 0,04
DNz emésztett allo-DNS 5(0)* 10,2 0 0

*reverziét eredményezd kisérletek.

Ezek a kisérletek megerésitik, hogy az trodalomban taldlhats ellentmondd-
sok valosdgosak, hiszen ugyanazon kisérletezdk kezében, a kisérleti paraméterek
gondos azonossagat feltételezve kaptunk pozitiv és negativ eredményt. A kisér-
letsorozat osszefiiggé értékelése viszont megerGsitett abban, hogy a DINS-sel
specifikusan novelni lehet egy gén reverziéjat, a transzformaciot.

A reprodukilhatésag bizonytalansiga miatt munkatarsaimmal (ScHAB-
LIK et al., 1977a., b.; ZSINDELY et al., 1977a.,b.; ARADI et al., 1977; Kiss A.,
Szasorcs M.; SzaBé et al., 1973 és 1975; Fekete Rudolfné, Kantor Margit)
a DOTE-n az N. crassa DNS-felvételének koriilményeit igyekeztiink tisztazni,
feltételezve, hogy a hatasos transzformacié eléfeltétele a DNS-molekula felvé-
tele és az atalakitand6 kromoszéméahoz valé eljutdsa. A transzforméacié felté-
telei kozott elGszor a DNS-molekula méreteit vizsgaltuk meg, ugyanis a bak-
térium transzformacié sikerének egyik feltétele az, hogy a DNS-molekula elég
nagy, milliés nagysagrendii legyen. Sikeriilt kb. 10 < 10% nagysagd, kismolekula-
silyti fragmentumot alig tartalmazé6 DNS-preparatumot elgallitani. A DNS-
molekula V. crassa-ba torténd bevitelének mértékét radioaktiv DNS segitségé-
vel vizsgaltuk.

A 3. tablazatban foglaltuk 6ssze azokat az altalunk vizsgalt tényezdket,
melyeknek az allandésitasa, ill. biztositasa nélkiil érthetd, hogy korabbi kisér-
leteinkben miért kaptunk egyszer pozitiv, maskor negativ eredményt. A mole-
kularis DNS-felvételt az enzimatikusan bontott DNS gatolja, tehat a tisztitas
nélkiili preparatum eltér§ bomlottsaga oka lehet az eredménytelenségnek.
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A makromolekula bomlasat a V. crassa altal termelt DNaz elidézheti. A DNaz
id8beli megjelenésének vizsgalata azt mutatta, hogy a fiatal — 18—20 6ras —
tenyészetben még viszonylag alacsony a DNaz-aktivitas, tehat célszerd ilyen
koru tenyészetekkel végezni transzformaciés kisérleteket. A DNaz bonté hata-
sat csokkenteni lehet a DNS oldathoz adott polikationokkal (protaminszulfat).
A DNS felvételének optimalis pH-ja 6,35, hémérséklete 37 °C és optimalis

3. tablazat

A DNS felvételét befolyasolé tényezok

Donor DNS molekula méret
koncentracié
nativ, ill. denaturalt forma
Recipiens sejtek kor — nukleaz tartalom

fiziolégiai allapot
Inkubéciés kozeg pH
Catt

EDTA
hémérséklet
Oxigén

Na azid

Ca*t* (50—75 mM) igénye van. A baktériumokkal ellentétben az egyfonalas
DNS felvétele is véghbemegy éppiligy, mint a nativ duplaspiralé, sét a felvételi
rataja gyorsabb is, mint a nativé. Igen lényeges a recipiens IN. crassa fiziolgiai
allapota. Maximalis DNS felvételt a 20 6ras tenyészetben talaltunk, iddsebb
korban a felvétel minimalis. A fiatal tenyészet sok novekedd csicesal bir és
okkal tételezziik fel, hogy a felvétel mértéke a csticsoknak az 6ssz-hifa hosszhoz
viszonyitott aranyatél fiigg. Az N. crassa DNS felvételének optimalis feltételeit
betartva, eddig végzett kisérleteink konzekvensen pozitiv eredménnyel zarul-

tak (4. tablazat).

4. tablazat

A nativ és emésztett DNS hatdsa a IN. crassa inl~ lokuszénak reverzidjara

Inl* revertansok szédmax10-7
A kisérletek Emelkedés
4 A kezelés médj pee==—rsr =
= g nativ DNS | DNézkezelt DNs| ~ éFtéke
5 1 5
Allo-DNS(inl*) 12 1 12
8 1 8
3 3 —
Izo-DNS(inl~) 1 2 —
0 1 —

Allo-DNS kezelés hatdsira megjelent revertansok szama
Spontén revertansok szima

Emelkedés mértéke —
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A vad torzs DNS-felvétele elenyészé, gyakorlatilag nulla. A vad torzs-
b6l szarmazé éppen csirazott konidiumok DNS-felvételének mértéke (szaraz-
anyagra szamitva) oOsszevethet§ a mutans torzsével, azaz elvileg barmely
Neurospora DNS-sel t6rténé transzformalasara lehet6ség van.

Talan nem hiabaval6 megemliteni, hogy az inl—, kolonialisan n6vé§ torzs
kivalasztasakor nem gondoltunk arra, hogy ennek a torzsnek ilyen specialisan
kedvez6 tulajdonsagai vannak. A véletlen szerencse segitett.

Az eukariotak genetikai transzformaciéjanak kutatasat a DOTE Bio-
kémiai Intézete mar emlitett kutatéinak segitségével kiterjesztettiik a vizs-
galt tulajdonsagot meghatarozé gén tanulmanyozasan tul az altala meghata-
rozott enzimre is. Az enzimfehérje analizise lehetGvé teheti, hogy a gén szint-
jén torténd valtozasokra kovetkeztethessiink. Az inozitol szintdzt izolaltuk,
néhany tulajdonsagat az 5. tablazatban tiintettiik fel. Figyelemre mélté, hogy
az enzim komplex 4 alegységbdl all. Ugyancsak sikeriilt az inl— — tehét enzim-
aktivitassal nem rendelkez§ — torzsbdl is izoldlni egy fehérjét, amely immu-
nolégiailag az aktiv enzimhez hasonlitott. A DNS-sel transzformalt és egy
spontan mutéaciéval revertalt inl™ torzs izolalt inozitol szintazanak tulajdon-
sagait a kovetkezé (6.) tablazatban foglaltuk Gssze. A tablazatbél lathato,
hogy a reverzié soran az enzimaktivitas visszatér, de eltéré mértékben. Rend-
kiviil érdekes lesz annak megallapitasa, hogy az inaktiv fehérje miben kiilonbo-
zik a vad torzs enzimjétdl és hogy a back-mutacié,ill. transzformécié soran
milyen nagy polipeptidért felels DNS-darabokat sikeriill megvaltoztatni.
Az eukariota gének szerkezet-felderitésére foly6 1j kisérleti eredményekre
gondolva — amely szerint még egyetlen polipeptid struktirgénje is egymassal
nem folytatélagosan elhelyezkedd DNS-szakaszok altal kédolt — remélni
lehet, hogy ezen a médon az eukariota génszerkezet felderitése terén j meg-
kozelités, 4j modszer all rendelkezésiinkre.

A kisérletek tehat egyértelmilien azt mutattak, hogy kiviilrgl bevitt
DNS-sel eukariota mikroorganizmus génreverziéjat szignifikans mértékben
novelni lehet.

5. tablazat

Tisztitott inozitol-1-foszfat szintaz molekularis jellemzi

Szedimentaciés koefficiens 8,0S
Molekulasuly 225 000 dalton 459,
Alegység osszetétel 2 = 64 000 dalton

2 = 50 000 dalton

Specifikus aktivitas 4800 U/mg protein

Michaelis allandé (Ky) 1,82 mM (G—6—P)*

*gluk6z-6-foszfatra vonatkozéan
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6. tablazat

Kiilonb6zé Neurospora crassa torzsekbél izolalt inozitol-1-foszfat szintaz
néhany tulajdonsiga

Torzs ) Specifikus aktivitds ‘ Wt
Vadtipis | 4800 U/mg protein | 1,82 mM
T:anszforméns L éB;Ij/;é ;‘otein i 2,40 mM
Spontén revertans 980 U/mg protein 2,60 mM
Inl~ muténs — ! —

* gliikoz-6-foszfitra vonatkozban.

A transzformaciéval foglalkozé irodaloshban nemcsak a transzformacié
ténye vitatott, bar egyre tobb kozlemény lat napvilagot arrél, hogy kromoszé-
maban, virusban levé DNS-sel,ill. utébbi fragmentumaival lehet 4j tulajdon-
sagot atvinni eml8s sejtekbe, de a transzformaciéval keletkezett dj tulajdonsag
oroklédésmenetét is rendkiviilinek talaltak. A tulajdonsag gyakran elvész
vegetativ szaporodas kozben is, de pl. Drosophila esetében az utédokra valé
atvitel — a szexuilis ciklusban tulajdonsag atadasa — egyaltalan nem tér-
tént meg. Az N. crassa-val végzett kisérletek és anomaliak, nem-mendeli 6rokls-
désre utalnak. A vad tipusi torzshél elGallitott DNS-sel létre lehetett hozni az
inl~ torzsbél inl* klénokat, de e tulajdonsaggal rendelkezé torzs, tehat az inl+
(transzformans) egy standard inl—-szal keresztezve (7. tablazat) a vart mendeli

7. tablazat

Allo-DNS kezelés hatdsiara megjelent inl* revertdnsok* genetikai (random spéra) analizise

Térzs inl- inl*
sdn utédok szi;zuir i -
1 90 91
2 197 151
3 457 239
4 374 117
5 1608 893
6 126 3
7 297 3
8 369 0
9 700 0
10 20 000 0
11 '( 100 000 0

* inl* rev. X inl~ (89601)
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1:1,50—509, aranytél eltérd utédaranyt hozott létre. Amint a sematikus (2.)
abrabdl lathaté, a haploid sziil6i szervezetek keresztezésekor létrejon az atme-
netileg diploid, megkett§z8dott kromoszémaanyaggal rendelkezé zigota, amely-
b6l a meiotikus osztédas szétvalasztja az ellentétes tulajdonsagokkal rendelkezd
kromoszémakat és a mendeli 6roklédés szerinti mindkét sziilGi formabél azonos

Haploid szilok

A
GO @D

FEEReEEE

2. dbra. Szexualis ciklus

szamid utéd (4 : 4) keletkezik. Amint a 7. és 8. tablazat mutatja, a valésagban
a transzformans inl* torzsnek egy része keresztezéskor szabalyosan mendele-
zett, masik része viszont eltér attél, és az utédok kozott az inl* aszkospérak
509, arany helyett ennél kisebb szamban voltak megtalalhaték. A jelenség
magyarazatara MisarA és TATum (1973) a Drosophila transzformaciéra kidolgo-
zott 4n. exosoma modellt (3. abra) fogadtak el. E szerint a kiviilrél bejuttatott
DNS-darab kétféle allapotban fordulhat elg. A neki megfelel6 lokusszal kol-
csonhatasba lépve azzal paralel, szinkron, vagy attél fiiggetleniil osztédik, ill.
integralédhat a kromoszémaba is. A nem integralt forma elveszhet, elimina-
lédhat.

E modell a baktériumok episzom elemeihez analég elképzelésen alapszik
és igaz voltanak, hasznalhatésaganak kovetkezményei rendkiviili jelentGséggel
birnak. Eukariota mikroorganizmusok virusairél vannak ugyan adatok, de
olyan — a kromoszématdl fiiggetleniil szaporodé — DNS-t, mint pl. a bakté-
rium plazmid, temperalt fag, még nem irtak le. Az exoszémarél éppen ilyen
tulajdonsagokat tételeznek fel.

Az eukariota mikroorganizmusban szaporodé plazmidszeri exoszéma
létezése lehetvé tehetné a baktériumokra kidolgozott génmanipulacié, gén-
sebészet médszereinek kozvetlen alkalmazasat eukariota rendszerben.
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8. tablazat

Allo-DNS kezelés hatasira megjelent inl* revertdnsok genetikai (random spéra) analizise

iml® |l inl* | inl-
Torzs szama | | inl*9% Térzs szdma inl+ 9,
utédok széma utédok szdma

1. J 1033 2000 34,3 9. 3087 63 743 4,62
2. | 5533 14967 26,99 10. 450 11 550 375
3s ‘ 340 1210 21,93 1. 5533 14 967 2,00
4. | 3950 16 550 19,27 12 165 11 665 1,39
5. } 3650 19 350 15,87 13. 800 68 400 1,10
6. | 165 1085 13,20 14. 1 1599 0,062
Te 3100 27730 10,05 15. 2 5 496 0,036
8. 175 1825 8,75 |

inl* rev. X inl~ (89601)

1 . .
Az exoszoma sorsa meiozis alatt:

P1 kromoszoma Pz
inl™ inl™

—_—
li"l“\exoszélma.

REPLIKACIO
ey

e | s e e o

—

=Tt KARIOGAMIA

—_— éS
st UMIEIOZIS
Exo.slzé(_nq‘ ;s Exoszémp , Exoszérpa
KIKUSZOBOLESE INTEGRACIO ADDICIO |
INTEGRACIO
£ o e oy nelkal
inl inl inl-
0 0 = e
—_—
inl= inl* —_—
l rnl+
ASZKUSZ ASZKUSZ ASZKUSZ
8inl—:0inlt+ 4inl—:4inl* 4inl=:4inl*

3. dbra. Exoszéma modell
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A széban forgé kisérleti eredmények azonban — szerintiink — értelmez-
hetek a genetika klasszikus torvényszeriiségének alkalmazasival is. Szerin-
tiink a nem-mendeli viselkedésért, a kisszamu inl* magaranyért a gombafona-
lak heterokariota allapota, kétféle magnak azonos plazmaban, egy id6ben valé
eléfordulasa a felelés. Erre a kovetkeztetésre elméleti meggondolas és kisérleti
eredmények késztetnek.

A kisérleteket ugyanis gy végezziik, hogy az inl— gombafonalakbél apré-
ra vagott fonaldarabokat kezeliink DNS-sel és az igy kezelt fonalakat széleszt-
jiik Gin. minimalis taptalajra, amelyen csak a transzformalt vagy back-mutacio-
val revertalt inozitolt szintetizalé telepek novekednek. Amikor meghataroztuk
a hifa darabok atlagos DNS-tartalmat, kideriilt, hogy azokban a magok szama
100—1000 kozott valtozik, tehat az inl ™ mag, ha létrejon, minimélisan 99—999
inl- mag tarsasadgaban, kozos cytoplazmaban keriil a minimaélis taptalajra,
ahol — ha az inl— magvak legalabb fenti szamban megtalalhaték, az inozitolt
termel inl* magvak mellett el is szaporodhatnak. Tehat elvileg minden rever-
tans: heterokariota.

Az exoszéma modell alkalmazasa ellen széltak azok a kisérletek, amelyek-
ben a spontén revertansokat kereszteztiik és vizsgaltuk az utédok inl* egye-
deinek aranyat.

A transzformansokkal analég eredményt kaptunk, azaz a mendeli 509%,-
t6] kezdve az attél valé eltérés minden fokozata (1. fentebb a transzformansokra
vonatkozé 7. és 8. tablazat) megtaldlhaté, ha a revertanst nem szelektalé tap-
talajon tartjuk (9. tablazat).

9. tablazat

Spontéan inl* revertidnsok genetikai (random spéra) analizise
P g P

A vorzs inl* } inl- .
szan utédok széma -
1. 620 1180 34.44
2. 1737 15 928 10,80
3 3275 34 055 8.8
4. 2687 31 643 7.8
5. 1637 25 500 6.4
6. 130 2 453 5.0
T 95 1805 4,1
8. 186 7479 2,43
9. 600 26 056 2,25
10. 0 915 0.0

inl* rev. x inl~ (89601)
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Az exoszéoma modell feltételezése szerint — mint lattuk — a kiviilrgl
bejutott DNS nem integralt formaban talilhaté és gyakran elvész. Arra gon-
doltunk, hogy az inl* tulajdonsig genetikai viselkedését legjobban a szexuailis
folyamat utan 1n. tetrad-analizissel kovethetjiik nyomon;az N. crassa elénye
épp az, hogy a kromoszémak, a gének elkiilonitését keresztezéskor meiozisbhan,
majd az ezt kovet§ mitotikus osztédas soran pontosan nyomon lehet kovetni.
Ha ugyanis az exoszéma eliminalédik, akkor az utédok kozott 4 inl* : 4 inl-
helyett az inl~ utédok szaménak novekedését varnank,ill. ha autoném médon
szaporodnak, akkor az inl* szamanak emelkedése kovetkezne be. Tetrad-
analizis soran a gének centromertdl val6 tavolsaga is meghatarozhaté.

A 4. abran vazlatosan lathaté, hogy ha az els§ meiotikus osztédasnal
nincs vagy van crossing-over, akkor ettdl fiiggd aszkospérasorrendet talalha-
tunk az aszkuszokban. A crossing-over bekovetkeztének valészintisége a centro-
mert§l valé tdvolsiggal egyenes aranyban né. Minél tavolabb van egy lokusz
a centromertdl, annal gyakrabban megy végbe a crossing-over, amelyet a II.

crossing over nelkil &

P SR e

EOE

- —~— )
_0__A_,a____ —0———3—'A—~— §
e __0.___,,*__ a)
A a _o__a_é_..__ @\
. Mg @
S S—— crossing over utan A
S —— — 8
S _'______A &
—a . (@
T ©
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4. dbra. Gének elkiiloniilése

meiotikus osztédaskor bekovetkezs szegregacié mutat. A szabéalyos 8—8 aszko-
sporat tartalmazé elegendé szamu aszkusz atvizsgalasabél, a rekombinacié
gyakorisagabél (lasd a 10. és 11. tablazatot) szamitva az inl" lokusz tavolsaga
azonosnak addédott mind a mizeumi dn. vad inl*, a DNS-sel elgallitott, vagy
spontéan reverzidval létrejott inl* torzsek esetében. Levonhaté tehat, hogy az
inl* tulajdonsag, amelyet kiviilrl bevitt DNS-sel hoztunk létre, az 6tés kro-
moszéman az inl lokuszra integralédva talalhat6. A 4 : 4 ardnyt mutaté tetra-
dokbél szarmazé klénok tovéabboltasok esetében tisztan és stabilan adédnak
tovabb az utédoknak, azaz inozitol jelenlétében tenyésztve sem talalunk
heterokariozisra utalé jelt, az inl* tulajdonsag allandé.
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10. tablazat

Inl* transzformalt és kontroll torzsek tetrad tipusai

Keresztezés 4 inl* : 4 inl= |6 inl* : 2inl= (2 inl* : 6 inl~|5inl* : 3 inl“;(! inl* : 8 inl-| Osszesen

5. transzformalt torzs (inl*)
X 33 1 2 2 32 70
*standard torzs (inl™) ‘

6. transzformalt torzs (inl™)
>4 19 1 0 0 14 34
*standard torzs (inl~)

T,,K/, spontén reverténs (inl*)
X 29 0 0 0 0 29
*standard torzs (inl~)

RL-3-8 (inl* mtA)
X 29 0 0 0 0 29
R 2506—5—101 (inl~mt*)

* Standard torzs: 89601 —5—5 (inl—, mtA)

11. tablazat

Az inozitol lokusz viszonya az V. kapcsolt csoport centromérjahoz

Rekombinénsok Rekombinécié %

Keresztezés térkép egység

Ossz. vizsgalt

5. transzformalt torzs (inl*)
>4 16/38 (ascus) 21,0
* standard toérzs (inl~)

6. transzformalt torzs (inl*)
X 7/20 (ascus) 17,5
* standard torzs (inl~)

T, K/, spontén reverténs (inl*)
X . 14/29 (ascus) 24.1
* standard térzs (inl™)

RL—3—8 (inl*mtA)
X 14/29 (ascus) 24,1
R 2506—5—101 (inl~mt?)

* Standard torzs: 89601 —5—5 (inl~, mtA).
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Amint a 10. tablazatbél lathaté az inl* és inl— torzsek keresztezésekor
tilnyomé tobbségben 4 :4 aranyd mendeli 6roklddés tapasztalhaté, vagy
0 : 8 aranyban inl— aszkospérakat kapunk. A 4 : 4 aranyt adé szabalyos tet-
rad kromoszémahoz kotott gének oroklgdését jelenti, a 0 : 8 aranyban talalt
inl~ utédok viszont azt jelenthetik, hogy az inl*-nak tekintett torzs hetero-
kariota volt, kétféle, inl* és inl— maggal rendelkezett. Utébbiakat inl— torzs-
zsel keresztezve kapjuk a 0 :8, azaz csupa inl- aszkospérakat tartalmazé
aszkuszokat. Ha a genetikai analizis soran az aszkospérakat nem abban a
sorrendben vizsgaljuk, izolaljuk mikroszképi kontroll mellett, amelyben a
kromoszémak szegregalodasa is torténik, hanem véletlenszertien, osszekeve-
redve, un. random spéra analizissel, akkor érthetd, hogy nem kapunk 50—
509%,-0s inl* és inl— eléfordulast, mégpedig az inl— magok heterokariotakban
valé gyakorisagatol fiiggden, csokkent szamban talaljuk az inl* klénokat.

A 10. tablazatbél azonban az is kideriil, hogy a transzformans torzsek
koziil kiilonosen az 5-6s szamu torzs aszkuszabél 5 esetben a 4 :4 aranytél
eltér§ spéraaranyokat lattunk, mégpedig 6 : 2, ill. 5:3 aranyban. E nem-
mendeli 6rokldésmenetet a génkonverziénak nevezett folyamattal szokas
magyarazni. A génkonverzié keletkezésének molekuldris magyarazata nem
egységes. A kozos vonasok kozott lényeges az 5. abran lathaté folyamat,

5, »~ a
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5. dbra. Génkonverzié keletkezésének vazlata crossing over esetében
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amely szerint a crossing-over-ben részt vevé Watson—Crick-fonalak nem tel-
jesen azonos nukleotidanal szakadnak szét, a szalak szabad részei nem teljesen
komplementerek. Az tdjraegyesiilés kapcsan a parosodé DNS-szalak kapeso-
l6dasakor éppen a fenti ok miatt heteroduplex, azaz egymassal nem teljesen
komplementer DNS-duplafonalak jonnek létre. Igy valik lehetévé, hogy a nem
jol parosodé bazisok kivagasa utdn torténd un. kijavitas DNS-szintézissel,
vagy kivagas nélkiil torténd replikacioval az allelomorf gének nem egyenld
szamban fordulhatnak elG, a vart 4 : 4 tipusu tetradok helyett 6 : 2, 5 : 3 sth.
osszetétell tetradokat taldlunk. Feltling, hogy a transzformansok keresztezé-
sekor a génkonverzik szama jelentésen megnévekedett. A kontrollban az iro-
dalmi utalasok, mas markerekre vonatkozéan a génkonverziés aszkuszok sza-
mat 19, koriili értékre teszik. A transzformansok kozott — mint latjuk — ennek
sokszorosat (159,) talaltuk.

Megallapithaté, hogy a DNS-sel kapott inl* transzformans torzs(ek)
génkonverziora utalé tetradokat varatlanul, igen nagy szamban képez, amely-
nek okat egyeldre nem tudjuk. A 6 : 2 és 5 : 3 spéraaranyok magyarazatara
azonban az exoszéma modellt nem kell igénybe venni, hiszen a génkonverziékat
transzformaciotol figgetleniil fedezték fel. Felmeriil azonban a kérdés, hogy
az ilyen nagy szamban — 159%,-ban — talalt nem-mendeli szegregalodas létre-
jottének nem mas oka van-e, mint amivel a génkonverziok létrejottét magya-
razni szokas.

Annyival is inkabb jogos ez az ellenvetés, mert a konverziés tetrad egyi-
kének utédait vizsgalva olyan 6roklésmenetet tapasztaltunk, amelyet a gén-
konverziéval létrejové aszkospérak modelljével értelmezni nem lehetett. Az
egyik (I. a 12. tablazatot) 6 inl— : 2 inl* tetrad aszokspoéraibél szarmazé két
klont vizsgalva kideriilt, hogy az inl*-nak talalt aszkospérabél szarmazoé
utédok kozott inozitolon valé atoltasok utan alig talalunk inlt magokat,
tehat maga a kiindulé aszkospéra, amelynek csupén egyetlen haploid genomot
szabad tartalmaznia, az inl lokuszra nézve heterozigota, mert mitotikus oszlasai
soran az inl* tulajdonsag elveszhet és az inl— tulajdonsagért felelGs gén juthat

12. tablazat

‘Génkonverzié sordn keletkezett inl* magok szdmanak valtozdsa inozitol tartalmi taptalajon
torténd atoltds soran

Inl* magok gyakorisiga
Atoltisok szdma -

5T 7. sz. clén* \ 7—S5. sz. clén** G THe»
1 >10-¢ 1 1
=107 208 1

*5T (inl* rg~ mt*) X 89601—5—5 (inl-rg+mtA).
** 7. clén (inl*rg—mt*) x 89601—5—5 (inl~rg*mtA).
#+% 6T (inl*rg-mt*) x 89601—5—5 (inl~rg*+mtA).
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érvényre. A jelenség értelmezése igen egyszeri lenne az exoszéma feltételezé-
sével, hiszen ez kromoszéméaba nem integralodott DNS-darabokat tételez fel,
amely mellett ott taldlhaté allelomorf génparja is, tehat eliminalédasa esetében
érvényre juthat.

Az exoszoma létezésének bizonyitasara azonban e megfigyelésiink nem
elegendd.

Az irodalom tanulményozasa soran kideriilt ugyanis, hogy az N. crassa-
val foglalkozék (MiTCHELL et al., 1952) mar régéta ismerik azt a genetikai
anomaliat, amelyet pseudovad tipus elnevezéssel illetnek. Ennek az a lényege,
hogy vannak olyan aszkospérak, amelyek nem haploidok, tehat utédaik kozott
mindkét allelomorf génnel rendelkezé klon megtalalhaté. Ennek magyaraza-
tara viszont nem az exoszoma feltételezése szolgalt, hanem nondiszjunkcié,
azaz a kromoszomak diszémiaja. Az emberi kromoszéoma rendellenességek
kozott is j6l ismert mono-,ill. triszomiakhozhasonléan az N. crassa aszkospdérai
is lehetnek mono-, di-, ill. nullsz6midsok. Ha minden kromoszémabél egy talal-
haté, akkor haploid, monoszémias, életképes, ha diszémias, akkor adott kromo-
sz6mabol kett§ van, ez is altalaban életképes, mig az utéd, amelybe a kromo-
sz6mak szét nem valasa,nondiszjunkciéjamiatt nem jutott kromoszéma, null-
szomias, életképtelen.

Ez a magyarazat, a mi eredményeinkre azonban nem kielégitd, mert mi
mindig teljes, tehat 8 ép, novekedésre alkalmas aszkospérikat tartalmazé
aszkuszokkal foglalkoztunk, amelyekben abortiv spéra nem wvolt, tehat a
diszémia keletkezésének nondiszjunkecids tedriajat el kellett vetniink.

Az irodalomban azonban leirnak olyan pseudovad, tehat kétféle genomot
tartalmazé aszkosporabol szarmazo tenyészetet is (COYLE és PITTENGER 1965,
CasE és GiLEs 1964), amely a mi megfigyelésiinkkel azonos médon, 8 aszko-
sporat tartalmazé tetradbél szarmazott. Az irodalmi példikban azonban ennek
a megfigyelése nem kapcsolodik a genetikai transzformaciohoz, igy fel sem
meriilhetett az exoszéma modell alkalmazasanak lehetdsége.

Bar elfogadott elmélete a pseudovad tipusi klonok létrejottének nines,
kielégité hipotézisként szolgalhat az a feltevés, hogy az inl* transzforméans
torzs genomjainak hatéasara meiozis soran kromoszéma duplikécié megy véghbe
valamennyi kromoszéméra nézve, amelyet a meiozis folyamatidban az egyes
kromoszémak véletlenszerti, de az inl* tulajdonsagot hordozé kromoszémak
térvényszerd eliminalédasa kiséri. Tekintettel arra, hogy mi csupan az inl
lokuszra szelektaltunk, ezért dgy véljik, hogy parcialis diploidot, csupan az
inl* lokuszra, ill. kromoszémara nézve kapunk, mert bar a haploidizéaciés ten-
dencia az N. crassa-nal igen jelentds, viszont az inl* kromoszéma,ill. gén mini-
malis taptalajon nem tiinhet el (6. abra).

A parcialis diploid kialakulasa diploidizacié és progressziv haploidizacié
soran — mas géncsoportra vonatkozéan, a génkonverzi6tél és transzformaciotol
figgetleniil — leirt és tanulmanyozott jelenség (Smita 1974).
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Ez a hipotézis minden eddig észlelt és a fentiekben vazolt jelenség magya-
razatara alkalmas, hiszen lattuk, hogy az inl* magok szama eltér§ mértékben,
de nagyon gyorsan is lecsokkenhet, masrészt az adott klén heterokariota
voltat is értelmezni tudja.

A 6 : 2-vel jellemzett, in. konverziés tetrad, tehat nem biztos, hogy gén-
konverziés mechanizmussal jon létre, lehetséges, hogy a diploidizaciés és hap-
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6. dabra. Parcialis diploid kialakuldsa

loidizaciés folyamatok hozzak létre. Hogy a genetikai transzformécié soran
keletkezett inl* tulajdonsaga torzs miért hajlamos diploidizaciéra és/vagy
génkonverziéra, annak kutatasa fontos lehetne mind elméleti szempontbol,
mind a nemesiték szamara.

Az, hogy az inl* gént hordozé kromoszéma miért tiinik el egyes esetek-
ben igen gyorsan, mas esetekben stabilan fennmarad inozitolon valé passzalas-
kor is, még szintén megmagyarazhatatlan.

(Az inl* gén a fenti keresztezésbhen kétféle tetradot hozott létre: egyrészt 4 : 4 ardnyban
inl* és inl~ aszkospéraval rendelkezét, masrészt a génkonverziésnak nevezettet. A 4 : 4 men-
deli ardnyt mutat6 aszkospérabél szdrmazé inl* tulajdonségi utédokban az inl* tulajdonsig
nem labilis, inozitolon valé 4toltdsok sordn az inl* mag szdma nem csiokken, tehat haploid
spéra.)

E kisérletek alapjan levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az N. crassa-
ban ismereteink szerint, a baktériumokhoz hasonlé plazmidszeri exoszéma
feltételezésére nincs kell§ alap.
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Ennek ellenére a transzformaciés kisérletek biztaté lehetGséget vetnek
fel eukariota rendszerbe torténd DNS-bevitelre, génsebészetre. A kiviilrsl
bejuttatott DNS bekapcsolédik, integralédik a recipiens genomjaba, azzal
egyiitt elszaporithaté, az altala kédolt fehérje megjelenik. Szelekeiés agens
jelenlétében a transzformaciéval 1étrejott ij tulajdonsag stabilan fenntarthaté.
Az eukariota gén spontan vagy DNS altal kivaltott megvaltozasa kimutathaté-
an eltérd szelekciés elénnyel, ill. hatrannyal rendelkezd géneket (kromoszémat)
hozhatnak letre, amelyek nem szelektalé korilmények kozott eltérd iitemben
eliminalédhatnak, ill. fenn is maradhatnak.

Feltételezziik, hogy az eltérd szelekciés elonnyel,ill. hatrannyal rendelkezd
inl* torzsek inozitol szintaz enzimjeit tanulmianyozva juthatnank kozelebb e
jelenség megértéséhez.

Ha sikeriilne az inl lokusz DINS-ét izoldlni és hozzakapcsolni in vitro
mas eukariotdkbél szarmazé DNS-darabokat, pl. az inzulin génjét, az inl*
tulajdonséagra szelektalva megkisérelhetd lenne pl. e fehérje eukariota mikro-
organizmusban valé szintézise is.

A transzformaciéval létrehozottinl* gének az inl—-szal torténd kereszte-
zésekor gyakran nem-mendeli ardnyokban szegregalédik. E jelenség magyara-
zatara a diploidizacié és progressziv haploidizacié folyamatat tételezziik fel.
A jelentds mértékben megnovekedett szamua génkonverziok vagy diploidizacio
indukalasa hasznos elméleti és gyakorlati kutatas kiindulépontja lehet.

A tovabbi kisérletek szempontjabél a kovetkezdk allapithat6k meg:

A DNS-sel torténd transzformacié lehetdséget adhat — elvileg szinte
barmilyen kivanatos tulajdonsagi torzs elGallitdsara —, ha megfeleld szelek-
ciés korilményt tudunk biztositani.

A transzformacié folyamatanak tanulmanyozasa segithet olyan — még
teljesen tisztazatlan — kérdések, mint az eukariota génszerkezet, génnagysag
megismerésében, hiszen jelenleg az eukariota DNS t6bb mint 909,-arél még
azt sem tudjuk, hogy mi a funkciéja.

Tanulméanyozhaték a DNS integraciéjaban részt vevé enzimek; egy-egy
enzimfunkecié helyreallitasa soran reguldciés mutansok vizsgélataval az eu-
kariota fehérjeszintézis szabalyozasahoz juthatunk kozelebb.

A heterokariotakban a kiillonb6z6 magok aranyat befolyasolé szabalyozo
mechanizmusok, tényezdk vizsgalata a multicellularis szovetek, szervezetek
fejlédésének, miikodésének megismeréséhez adhatnak értékes adatokat.
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