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BEVEZETES

A molekuldris bioldgia az utdbbi hisz-harminc évben
6ridsi fejlddésen ment keresztll, s ebben nem kis része
volt az oligonukleotid-szintézis mdédszereinek rohamos
fejldédésének. Szintetikus oligonukleotidokat ma mar a
legklildénbdzbbb célokra hasznalnak, és nyugodtan
mondhatjuk, hogy szdmos alapvetd felfedezés ezek nélkil
nem jdhetett volna létre. DNS diagnosztika, szekvencia
analizis, polimerdz 1lanc reakcid, mutacidk felderitése,
vagy eldidézése, DNS-fehérje kd&élcsdnhatasok, s ezen
keresztiil a sejtekben végbemend bonyolult szabalyozasi
mechanizmusok tanulmanyozasa mind komoly mértékben
oligomerek hasznalatéan alapulnak. A szintetikus
oligonukleotidok viszonylag roévidek, kdédnnyen kezelhetdek,
s ily mbédon 1lehetdvé teszik a DNS-hez kapcsolddd
folyamatok részletes, molekuldris szintd tanulmanyozasat.

Kénnyen médosithatdk, ezért specialis célokra is
alkalmazhatdk egészen a gydgyaszati felhaszndlésig.
A dolgozatban a szintetikus oligonukleotidok

molekuldris bioldégidban térténd alkalmazasdnak széles
tarhazat szeretném bemutatni konkrét feladatok megoldaséan
keresztlil. Kutatésaink soran harom olyan £f8 témakdrre
koncentraltuk a figyelminket, amelyek a molekularis
bioldédgiai alkalmazasok kuldénb6zd terlileteivel vannak
kapcsolatban.

1. DNS diagnosztika.

A kuldnbdzd virusok, baktériumok, és egyéb
mikroorganizmusok &ltal okozott fertbzések kdzvetlen
kimutatasa nem-radioaktivan jeldlt szintetikus

oligonukleotidok segitségével. Az értekezés elsd részében
a HIV-1 kimutatédsara tervezett médositott oligonukleotidok
szintézisét ismertetem.

2. DNS szekvencia analizis.

Az enzimatikus DNS szekvencia meghatdrozasi mdbdszerek is
hasznalnak oligonukleotidokat. Ezzel Osszefliggésben
bemutatok egy 0j, termostabil DNS polimerdz hasznalatan
alapulé DNS szekvencia meghatdrozadsi eljarast, amely
gyors, egyszer(i, és 1lehetdvé teszi Dbizonyos nehezen
vizsgdlhatd régidk analizisét.



3. DNS-fehérje kdlcsdnhatdsok molekularis szintd
tanulmanyozasa

Az eukariota génexpresszid® szabdlyozdsadnak megértéséhez
nagy segitséget nyljtanak a szintetikus oligonukleotidokon
alapuld® mbédszerek. Az értekezés harmadik, £& 1része a
csirke porc matrix fehérje gén transzkripciondlis szinti
regulacidéjanak vizsgdlatat targyalja. Szamos, szinte
kizardlag oligonukleotidokon alapuld technika segitségével
jellemeztlink egy, a gén reguldcidéjaban fontos szerepet
jdtszé elemet és a hozzd kétddS fehérjét.

Ehhez szorosan kapcsolddik egy eljaras
tovabbfejlesztésének 1leirdsa, mely a DNS-koétd fehérjék
molekulatdmegének meghatdrozédsara szolgal.



IRODALMI ATTEKINTES

I. SZINTETIKUS OLIGONUKLEOTIDOK ELOALLITASA

I.1. ROovid térténeti attekintés

Mibéta Avery felfedezte, hogy a bioldgiai 1lényekben rejld
informdcidét a DNS hordozza, s Watson és Crick megalkotta
elméletét a kettbs spirdlrdl, teljesen jogosan merult fel
a kérdés, hogy lehet-e szintetizdlni nukleinsavakat. A
vdlasz 1955 6&ta igen, amikor Sir Alexander Todd és
A.M.Michelson megszintetizalta az elsd dinukleotidot. Az
dltaluk kifejlesztett technika az Gn. foszféttriészter
médszer, s azdta sok egyéb kémiai eljarast fejlesztettek
ki, amelyeket megprdbalunk réviden &attekinteni.

Az alkalmazott kémiai reakcid tipusatdl fuggden
alapvetden 5 kilénbdzd szintézis stratégia létezik
kifejlesztéslik idérendi sorrendjében:

- foszfattriészter

- foszfatdiészter

- foszfittriészter

- foszforamidit

- H-foszfonat
médszer. Napjainkban mé&r csak az utolsd kettd hasznilatos,
de a jobb megértés és a tdrténeti hilség kedvéért taléan
érdemes rdéviden Attekinteni a kezdeti prdébalkozéasokat.

Lehetséges még a szintéziseket a szerint is
csoportositani, hogy szildrd hordozdn avagy folyadék
fazisban =zajlik a reakcid, illetve hogy 1lépésenként

felépitve vagy Un. blokk médszerrel térténik a szintézis,
de ez a csoportositds napjainkra mér aktualitésat
vesztette, mivel korunk DNS szintetizitorai szilard
hordozdén, 3' - 5' irdnyban kapcsoljédk a nukleotidokat.

I.1.1. Foszfattriészter médszer I.

Az elsd szintetikus dinukleotid megszintetizalésa
Michelson és Todd nevéhez fizéddik [113], akik bioldégiailag
aktiv ditimidint &llitottak eld. A reakcidéban 3'-O-acetil-
timidint reagdltattak el 5'-dibenzil-foszfotimidin- 3°'-
(benzil-foszfokloridat) -tal (1.4abra) . A terméket
anioncseréld® oszlopon tisztitottdak, s a dinukleotid



DN-dzzal emészthetd volt. A szintézist oldatfazisban
végezték, tdbb napig tartott, s a sok mellékreakcid miatt
a kitermelés rendkivil alacsony volt. Mindenesetre a DNS
szintetikus elddllitdsa terlUletén forradalmian Gj eredmény
volt. Késdbb a mbdszert tovabbfejlesztették (erre még
kitérink), de eldbb at kell tekintenlnk a Khorana és mtsai
[53] dltal alig ha&rom évvel késdbb kifejlesztett
foszfatdiészter mdédszert, amely kdzel hisz évig a legjobb
technikdnak szamitott.
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1. dabra. A foszfattriészter médszer reakcid sémaja.

I.1.2. Foszfatdiészter alapi szintézis

Az 50-es évek végére Gilham és Khorana kifejlesztett
egy masik mbédszert [53], amellyel a bioldgiai mintdkkal
azonos érték( dinukleotidot sikerllt szintetizalni. Ez az
tin. foszfatdiészter mdédszer, s az eredeti valtozatdban 5'-
O-tritil-timidint reagdltattak 3'-0-acetiltimidin-5"'-
foszfattal DCC (diciklohexil-karbodiimid) jelenlétében,
ami a peptidszintézisbdl illetve az észteresitési
reakcidkbdl j61 ismert vizelvond szer (2.&8bra). A reakcid

meglehetdsen hosszi (18-48h), s a kitermelés 50-60% korul

volt. A termékeket ioncserés folyadékkromatografiaval
tisztitottdk. A kitermelést javitani 1lehetett olyan
katalizatorokkal, mint aril-szulfonilkloridok, 2,4,6-

triizopropil-benzol-szulfonil-klorid (TPS) ([86, 121, 125],

s 1Igy a tirozin szupresszor tRNS gén szintézisénél a
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2. dbra. A foszfatdiészter kémia kapcsolasi elve.
Bl, B2: nukleozid b&zisok, DMT: dimetoxitritil, R: acetil
csoport, DCC: diciklohexil-karbodiimid.

kapcsoléasonkénti hatdsfok 90% volt [86]. Bar megeldzte ezt
az élesztd alanin tRNS génjének a szintézise (77 bazispar
hossz) [85], ez tekinthetd a mdédszer cslcsteljesitményének
(126 bp struktirgén + 207 bp szabalyozd régid) .
Mindazondltal a foszfodiészter mddszer hatékonysaga
nem kielégitd, a komponenseket rendkivil nagy feleslegben

kell alkalmazni, a tisztitadsi eljaras faradalmas, és
hosszadalmas. Ez sarkallta a kutatékat arra, hogy
visszatérjenek a foszfattriészter modszerhez, és

megprdébdljak azt versenyképessé, illetve jobbad tenni, mint
amit a foszfodiészter kémia tud.

I.1.3. Foszfattriészter médszer II.

Bar a tirozin szupresszor tRNS génjének szintézise
1972-ben jelent meg, a 60-as évek kdzepétdl a figyelem
ismét a foszfattriészter technika fejlesztésére iranyult.
Az eredeti Todd féle mbébdszernél a nagy munkaigényességen
és a hosszi reakcididdn kivil problémat jelentett az 1is,
hogy a végsd reakcidelegy a nem megfeleld foszforildcids
reakcid® miatt sok mellékterméket, 3'-3', 5'-5' kapcsolt
dinukleotidot tartalmazott [121]. Ezt kikuszdbdlendd a
kiindulédsi foszfatdiészter helyett teljesen észteresitett
foszfattriésztert vagy foszfokloridatot haszndltak
reagensként. Reese és Shaffhill timidin 5'-fenil-
foszfokloridatot haszndlt in situ foszforilalds utén
reagensként [135], mig Catlin és Cramer mddszerében a
kiinduladsi nukleotidon a foszfidtcsoportot R-ciancetil- és
B',B8',B'-trikldér-etil védbécsoporttal lattak el. A
kapcsolandd nukleotid f-ciancetil csoportjanak helyére 1lép
be az elézd nukleotid 5'-OH csoportja [22]. Az eredmény
egy tetranukleotid, ami végsdsoron blokk-kondenzacidéval



készilt, ami az jelenti, hogy az elsbé reakcidban 2
dinukleotidot szintetizdltak, majd ezeket kapcsoltdk Ossze
tetranukleotidda.

Altaldban az eddigi médszerek - beleértve a diészter
kémidt is - a blokk stratégidt [116] hasznaltak, 1igy
ugyanis parhuzamosan lehetett dolgozni. Ennek

alternativdja a lépésenkénti lancnévelés, amire a sziléard
fazisi szintéziseknél latunk példat.

A mésik f8 probléma a kapcsoldszerek hasznélata,
ugyanis a diészter technikdban hasznalt aril-szulfonil-
kloridok nem haszndlhatdéak triészterekre, mert a szer
jelentds mértékben szulfondlja a kivant terméket [122,
125]. A nagy attdérést a Narang és mtsai altal bevezetett
triazolszdrmazékok jelentették ([122], a kdévetkezd mindségi
ugrast pedig a Reese és Ubasawa &altal ajanlott MSNT (1-
(mezitilén-2-szulfonil)-3-nitro-1,2,4-triazol)
eredményezte, ahol midr 95%-os kapcsolasi hatéasfokrdl
szadmoltak be (a reakcididd 45 perc volt) [136, 75]. Efimov
és mtsail egy kombindlt kapcsoldszert haszndltak [38],
aril-szulfonil-kloridot N-metil-imidazol jelenlétében, s a
mbddszerrel sikeresen szintetizdltak oldat fazisban egy 32
bazis hosszisagu oligonukleotidot. Késbbb tovabbi
eredményekrbl szamoltak be [39], miszerint N-oxid&alt
piridin és kinolin szarmazékok dramaian megndévelnék a
kapcsolas hatékonysadgat. Ezt mas tapasztalatok nem nagyon
tamasztottak ala [37].

I.1.4. Foszfittriészter kémia

A kovetkezd 4dllomds a mai DNS szintetizatorokhoz
vezetd UGton Letsinger és Lunsford munkdssdgdhoz koétddik,
akik kifejlesztették a ma legelterjedtebb amidit kémia
eléfutdranak tekinthetd foszfittriészter mdédszert [100]. A
szerzdk 5'-0O-fenoxi-acetil-timidint a 3'- hidroxil
csoporton foszforileztek alkil-foszfodikloridit-tel, és a
kapott vegylletet reagdltattak 3'-O-mono-p-metoxi-tritil-
timidinnel (3. &bra). A reakcid -78°C-on megy végbe 10-20
perc alatt. A kapcsolds hozama erdteljesen fluggdétt az
oligonukleotid hosszatdl (a végsd kitermelés dinukleotidra
95%, pentanukleotidra 69% volt).

A foszfitkémia a foszfatkémiandl sokkal roévidebb
reakcididdket tett lehetdvé, de egy plusz l1lépést kellett
beiktatni a szintézisbe, mert a kapcsolds utédn a
dinukleotidban a foszfor csak 3 oxidacidés &llapotid. Ezt a
szerz8k Ij-os oxidacidéval oldottdk meg, ami még ma is
bevdlt eljadrds. A mbddszer masik nagy hatranya, hogy a



reakcidt igen alacsony hdmérsékleten kellett végrehajtani
a reagensek nagyfoki bomlékonysdga miatt. Ez utdbbi
probléma megoldasat az amidit kémia kifejlesztése
jelentette, annak ellenére, hogy leirtak foszfit médszeren
alapuld automata DNS szintetizatort is [3] (1d. késbbb).
Mindamellett a fenti okok miatt ez az amidit kémia
elterjedését alapvetden nem tudta megdllitani.

e sip byt

o]
| i,
RoO-P -
ROPC) o~ i
ci Y ‘ ;03 ‘
o o_ T 9_ OR-
R=C6H50CH2C
Rz C1CHq-
0 R* = MMTr
|
RO-P=0
OR=

3. abra. A foszfitkémidn alapulé DNS szintézis elvi
menete.

I.1.5. Foszforamidit médszer

1981-ben Beaucage és Caruthers egy olyan 4j nukleozid
foszfit szintézisét kozdlte le, amely ma is a
legelterjedtebb DNS szintetizdldsi eljards ([11] alapjat
képezi. A £f86 célkitlzés az volt, hogy laboratdédriumi
kérilmények koézdtt tarolhatd alapanyagot &allitsanak eld.
Az elsd ilyen amidit a metil-N,N-diizopropil-foszforamidit
volt. A szerzdk szerint a vegyllet szobahdimérsékleten
inert atmoszférdban (N;) legaldbb egy hdnapig stabil.
Tesztelték a funkcids csoport reaktivitasat is dgy, hogy
ilyen timidin foszforamiditet 5'-O-dimetoxitritil-N-2-
izobutiril-deoxiguanozinnal kapcsoltak Ossze 1H-tetrazol
aktivator jelenlétében (4.abra). A haromértékd foszfort
jédoldattal oxidadltdk oOtértékivé. A kitermelés minden
eddiginél jobb volt, 93-100%, s a termékeket kigydméreg
foszfodiészteraz a _megfeleld mononukleotidokka
hidrolizdlta. Meg kell jegyezni, hogy ezek a szintézisek
mar szildrd hordozdn készlltek, amire késdbb térink ki.



A mbdszert azdéta is Jjavitgatjadk, elsbésorban a
foszfat-csoporton 1lévd funkcids csoportok tesztelésével.
Sinha és mtsai [159] javasoltdk azt az amidit tipust,
amivel ma a legtdbb DNS szintetizdtor dolgozik. Ez a

3-ciancetil-N,N-diizopropil-foszforamidit (4.4&bra) .
Mindamellett toérténtek még prdbalkozadsok N,N-dialkil-
morfolino szarmazékkal (110] (ezt helyenként ma is

haszndljak), és egyéb NRjR,; csoportokkal, ahol R; és Ry
kiilénbdzé alkil és allil csoportokat jelent [1, 35]. Dahl

és mtsai szisztematikus vizsgdlataikban méréseket
végeztek, hogy meghatdrozzdk a misik foszfat véddcsoport
(Me, -cianocetil, 1-metil-2-cianocetil, 1,1-dimetil-2-

cianocetil, p-klorofenil) hatisat is a reakcidsebességre, s
azt talaltdk, hogy sztérikus okok miatt a metil csoport
esetén nagyobb reakcidsebességet kaptak, mint a 2-
cianoetil kapcsdn, de elismerik, hogy kisérleti rendszeruk
nem fedi pontosan az automata szintetizdtorokban lezajld
folyamatokat ([35]. Ugyandk leirtak a reakcid feltételezett
mechanizmusdt, amely szerint az 1H-tetrazol nukleofil
tadmadast intéz a kapcsolandd amidit foszforatomja ellen, s
egy reaktiv tetrazolid szerepel, mint aktiv intermedier a
kapcsoléasban.
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4., abra. A foszforamidit kémian alapuld szintézis menete.
i. a DMT (dimetoxitritil) csoport eltavolitéasa, ii. a
nukleotidok kapcsoldsa, iii. a foszfor oxidacidéja, iv. az
el nem reagdlt csoportok acetilezése, "CAP"-pelés. R:
pl.f-ciancetil csoport.

A reakcid hatékonysdgdnak nodvelésére Froehler és
Matteucci 5-feniltetrazolt javasolt aktivatornak 1H-
tetrazol helyett [44], s bar véleménylk szerint jobb
eredményeket kaptak, az anyag hasznadlata mégsem terjedt el
igazan.



I.1.6. H-foszfonat kémia

Az amidit kémidt széles kdrben alkalmazzdk ugyan, de
a tovabbi kutatidsok Uj mdédszer megjelenését eredményezték.
Ez az tUn. H-foszfondt kémia, amelyet parhuzamosan,
egymastdl fuggetlenll fedezett fel két kutatdcsoport:
Garegg és mtsai [49, 50], valamint Froehler és Matteucci
[46] . Erdekes megjegyezni, hogy az elsd H-foszfondtot, egy
diribonukleotid vegyluletet, Hall, Todd és Webb
szintetiz&dlta 1957-ben [67], s a mdédszer gyakorlati életbe
valé A&atlultetéséhez c¢saknem 30 évet kellett varni. A
reakcid® sémdja a 5. abradn lathatd egy oligoribonukleotid
példdjédn. Garegg és mtsai megdllapitottak, hogy mig az

alkilfoszfonatok praktikusan alkalmatlan kiindulési
anyagai az oligonukleotid szintézisnek, addig a H-
foszfondtok majdnem az &sszes haszndlt aktivator fajtaval
(TPS, ClPO(OAr) 2 és ezek tetrazollal illetve N-
metilimidazollal vald kombindcidi) igen joé
reakcidkészséget mutatnak, kevésbé érzékenyek a rendszer
viztartalmdra, mint az amidit mdédszer, s a reakcid
kinetikai  lefutdsa is  gyorsabb, ami nem kedvez

mellékreakcidk lezajlasanak {49, 50].

Froehler és Matteucci egész mads jellegl aktivatorokat
haszndlt, s az & érdemik a pivaloilklorid (trimetil-
acetilklorid) aktivatorként vald hasznalata, amellyel 107
bdzis hosszisagld oligonukleotidot tudtak szintetiz&lni
[45] . Késdbbb Andrus és mtsal adamantankarbonil-kloridot
ajanlottak aktivatorként a pivaloil-klorid helyett, mert
az utdbbit frissen kell desztilldlni haszndlat eldtt, és
nem tarthatdé el sokdig [5]. Mindenestre elmondhatd, hogy
napjainkban a H-foszfondt kémidban ez a két kapcsoldszer
az uralkodé.

A H-foszfondt kémidnak a méltadn népszerd amidit
médszerrel szemben elviekben az eldnye az, hogy gyorsabb,
a reagensek kénnyen, egy 1épésben elkészithetdk (a
megfelelden védett nukleozidot van Boom reagenssel,
szalicilklorofoszfittal, elreagdltatva k&ézvetlenil a H-
foszfonat szarmazékot kapjuk) [108], nem szlkséges a
lépések ko&zdtt a foszforatomokat oxidalni, keppelni (1d.
késbbb), és olcsbdbb is.

Altaldban a DNS szintetizAtorokat manapsdg ugy
gyartjadk, hogy képesek legyenek mind a két fajta (az
amidit és a H-foszfonat) kémia alapjan dolgozni.
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5. &abra. A H-foszfondt médszer egy kapcsolasi 1lépése
oligoribonukleotidok esetén. DMT: dimetoxitritil, Si:
t-butil-dimetil-szilil csoport. PV-Cl: pivaloil-klorid.

I.1.7. Szilard hordozd hasznidlata az oligonukleotidok
szintézisében

Az eddigiekben nem foglalkoztunk azzal részletesen,
hogy milyen fazisban mennek végbe a reakcidk. A kezdeti
prébadlkozdsok mind oldatfézisban zajlottak le, s ez azzal
jart, hogy gyakorlatilag minden 1lépés utan ki kellett
tisztitani a terméket, ami egyrészt nagyon faradtsagos
volt, mésrészt anyagveszteséggel jart.

Nem sokkal azutdn, hogy Merrifield kifejlesztette a
szildrd fazisli peptidszintézist, a nukleinsavak terliletén
is megjelent a szildrd hordozdé haszndlata. Az elsd lépést
Letsinger és Mahadevan tették meg, akik sztirol-divinil-
benzol kopolimeren foszfattriészter technikaval
szintetiz&ltak dinukleotidot. Ettdl kezdve 4&ltalénos
tbrekvés volt sziladrd féazison megoldani a szintézist, s a
legklilénbdzdbb hordozdkat prdébaltdk ki erre a célra. A
foszfattriészter mbdszerrel poliamid [(106], polisztirol
kopolimer [(76], szilikagél [91] és kontrollalt pdrusid
uveggydngy (CPG) [57, 93], a foszfittriészter kémidra pedig
szilikagél [29] és CPG [94] hasznalatat 1irték le.
Mindezekrdl &tfogd képet kaphatunk Narang munkdjaban
[122].

Milyen kritériumoknak kell megfelelni egy joé
hordozdénak?

Legyen

inert a szintézis kértlményei kézdtt;

j& mechanikai ellenalldképessége;

jél funkcionaliz&lhatd, nagy felilettel, felileti
boritottsaggal;

kénnyen kezelhetd.
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Ezeknek az elvarasoknak leginkdbb a kontrollalt pdrusa
iveggydéngy (CPG) felel meg [93], és ma mdr a DNS szintézis
teruletén a CPG egyeduralkodénak tekinthetd.

A szildrd f&4zisd szintézis kiindulédsi anyaga a
hordozdéhoz - egy léncon keresztil - kapcsolt nukleozid, és
ez lép kapcsoldsi reakcidba. A kotésnek olyannak kell
lenni, hogy a szintetikus termék a reakcid végén egy
lépésben visszanyerhet® legyen. Egy ilyen - magunk
elddllitotta hordozé - sematikus képét mutatja a 6. abra.

B,

DMTO-| o
o) ;

OAc
o\ O\/IVO ! . o
0 ——si ™" \6/ \/\/\/\,:,/\/\"/
H (o]

]

6. abra. A szilard fazisdi oligonukleotid szintézis soran
haszndlt hordozdé sematikus képe. B; tetszdleges nukleozid
badzis. DMT: dimetoxitritil csoport.

A kordbban emlitett Dblokkmddszernél, ahol to6bb
nukleotidbdél 4116 alegységeket  kapcsoltak O&ssze, a
szintézis stratégiatdl fluggden mindkét iradnyban haladt.
Ezzel szemben, ha az elsd nukleozid rd6gzitve wvan, a

szintézis egyiranyadvad valik. Ez tette 1lehetdvé, és
szlkségessé az Gn. keppelés bevezetését.
"Cap'"-pelés

A "cap"-pelés funkcidéja az, hogy a kapcsolasi reakcid
sordn el nem reagdlt (mivel a reakcidk nem 100%-osak)
aktiv csoportokat kvantitativan blokkoljdk a kovetkezd
kapcsolas eldtt. Ez 4&altaldban ecetsavanhidriddel vald
katalitikus acilezést jelent.

A szildrd hordozdén vald szintézis eldnyeit nem lehet
kelldképpen hangsilyozni. Azon kivil, hogy a reagensek és
a termékek rendkivil gyors szétvalasztasaval rengeteg
tisztitdsi lépés valik szlkségtelenné, a klldénbdzd kémidk
kifejlesztése mellett ez tette lehetdvé a szintézis
autamatizalasat (1ld. késbbb) .

I.1.8. VédScsoportok a szintézis soran
Az automata oligonukleotid szintézis alatt a

nukleotidokon &ltaldban h&rom helyen szerepel véd&csoport,
amelyek k&ézil kettd a kapcsolds soran vadltozatlan marad (a
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foszforon, és a Dbazisokon), egy pedig ideiglenes
véddcsoportként mikddik (dimetoxitritil a cukorgylGrl 5'-OH
csoportjan) .
A foszfatgerinc csoportjai

A foszforatomon 1lévd véddbecsoportokkal az eldzdekben
részletesen foglalkoztunk (a H-foszfondt kémia esetén
ilyen nincs is), s csak-annyit tennénk még hozza, hogy a
kévetelmény ezek irant az, hogy a kapcsolds sorédn a
reakcidét elbsegitsék, de ne vegyenek részt benne, a
szintézis egyéb lépéseinél pedig inert mbdon
viselkedjenek. Az amidit kémia esetén a R-cianoetil
csoport ilyen, s lévén észter, a reakcidk savas-semleges
koértilményei kdzdtt stabil, viszont a szintézis végén ligos
kezeléssel egy lépésben eltavolithatd a foszfatgerincrdl.
A nukleozid bdzisok védbcsoportjai

A kapcsolas soradn a nukleozid bazisokon taldlhatd
funkcidés csoportok (amino, hidroxil) &ltalédban védbcsoport
nélkul elreagédlnéanak, nem kivanatos melléktermékek
képz&dnének, ezért a reakcidkba c¢sak olyan nukleotid
vihetd be, amely megfeleld véddcsoportot hordoz, amit a
szintézis befejeztével koénnyen, és szelektiven el lehet
tavolitani. Mivel napjainkra, az alkalmazott kémiai
eljadrdsok igen nagy hanyadanadl ugyanazokat az anyagokat
hasznadljak, ezért nem foglalkozunk részletesen a tdrténeti
hattérrel (részletes &ttekintést 1d. [4, 121, 122]). Ezek
a kovetkezdek:
a., timin: ez a legegyszeribb, mert a ma 4&ltaldnosan
alkalmazott kéridlmények kodzdtt nem kell védeni.
b., citozin: a 4-es szénatomon 1lévd aminocsoportnak wvan

nemkivanatos reakcidkészsége, ezt dltalaban
benzoilcsoporttal blokkoljak.

c., adenin: a 6-o0s szénatomon 1évd aminocsoportot
szlikséges védeni, de a védbcsoport megvilasztasanal

figyelembe kell venni, hogy a puringylrGk savas kezelés
hatdsara (a dimetoxi-tritil csoport eltavolitasa soran)
hajlamosak 1levalni a cukorrdl (depurindlas), s ezt a
folyamatot az aminocsoport elreagaltatasa altalaban
erSsiti. Alkalmasan megvalasztott savas kezeléssel, és
megfeleld védOcsoporttal ezt vissza lehet szoritani. Ez az
adenin esetén is a benzoil csoport.

d., guanin: a 2-es pozicidéban 1lévd amino és a 6-0s

szénatomon 1évd oxigén egyarant reaktiv, de az
aminocsoport izobutiril <csoporttal toérténd acilalasa
mindkét csoport reaktivitasat visszaszoritija. A

depurinifikdcidé jelenségével itt is szamolni kellett.
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A fenti felsoroldsbdl kidertil, hogy a Jjelenleg
dltaldanosan haszndlt védbcsoportok az acilcsoportok,
amelyek savasan stabilak, viszont alkalikus kezeléssel
elhasadnak. Mivel a foszfaton 1lévd R-cianocetil is
eltavolithaté 1ldggal, valamint az elsd nukleozid is
észterkdtéssel kapcsolddik a hordozdhoz, ezért a szintézis
végén egyetlen cc. NH40H-os kezeléssel mind a harom
feladat megoldhatd, s az oligonukleotid bioldégiailag aktiv
formdjadban lesz jelen, mdr csak meg kell tisztitani.
Primer 5'-OH csoport védése

Az oligonukleotid szintézis hbskordban még mindkét
irdnyd szintézis eldfordult (1d. fent), de a szil&drd
hordozé megjelenése ©&ta a szintéziseket gyakorlatilag
mindig 3'-5' irdnyban hajtjadk végre. Ennek az oka a
szerves kémidbdl ismert: az 5'-OH (primer hidroxil)
csoportok igen j& szelektivitdssal reagdlnak a nagy
térkitdltésld trifenilmetil (tritil, Tr) csoporttal, s 1igy
ez a hidroxil védetté valik. Ezt nem lehetne ilyen kdénnyen

megtenni a szekunder 3'-OH-val. Bar korunkban a
szintetikus oligonukleotid kémiaban gyakorlatilag
mindenhol a Tr egy tovabbfejlesztett valtozatat, a

dimetoxitritil (DMTr) csoportot hasznaljdk az 5'-OH
védésére, korédbban to6rténtek mas irdnyd prdébalkozasok,
amelyeknek ma midr kuléndsebb gyakorlati jelentbbsége nincs.
(Osszefoglalasuk: [4, 121, 122]).

A dimetoxitritil lagosan stabil, enyhe savas
kezelésre (pl. 2-4% dikldérecetsav/diklérmetéan) lehasad,
ami lehetdvé teszi a toébbi funkcids csoporttdl vald
fiiggetlen kezelését, ez pedig a szintézis ciklusba
szervezésénél Oridsi jelentdségli. Masik nagy eldnye, hogy
savas oldata narancssdrga szinli, spektrofotometridsan
mérhetd 498nm-en [20], s ezdltal az egyes kapcsolasok
hatasfoka ebbdl az értékbdl szamithatd.

I.1.9. A DNS szintézis automatizalasa

A szintetikus DNS kapcsolédsi technika fejlédése, a
szildrd hordozdé megjelenése, a szintézis 1épéseinek
ciklusba szervezhetbsége, valamint a megfeleld
védbcsoportok elklldnllt kezelhet&sége lehetdvé tette a
DNS szintézis automatizalasat. Az elsd gépeket
foszfitkémidra tervezték [3], de azdébta mar gyakorlatilag
csak amidit illetve H-foszfonat kémian alapuld
szintetizatorok vannak a piacon.
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I.1.10. Oligoribonukleotidok szintézise

Réviden megemlékezliink arrdl 1is, hogy lehetséges
szintetikusan eld4llitani oligoribonukleotidokat is, de
ebben az esetben a 2' OH csoportot is meg kell védeni, s a
reagdld nukleotidra a szokdsos szintézis koridlmények
k6zé6tt inert véddcsoportot kell felkdétni (pl. benzoil,

tetrahidropiranoil stb.) (Osszefoglald Aattekintést ad pl.
[(122]1) . Egy ilyen példat a H-foszfonat médszer
ismertetésekor mutattunk (5. &abra). Mindazondltal ennek a
tdrgyaldsidba nem megylink bele, mert nem tartozik a
tdrgyhoz, és nem is szintetizdltunk riboszarmazékot. Azt
azért el lehet mondani, hogy a poliribonukleotid
szintézisnek sokkal kisebb az irodalma, s A&altalaban

komplikdltabb a kémi&ja, ezért nem olyan elterjedt, mint a
deoxi valtozaté.

I.2. Médositott oligonukleotidok elddllitésa

A szintetikus DNS kémia fejlddésével mnemcsak a
természetben eldfordulsd DNS-sel azonos értékl
polinukleotidok eld&llitdsdra mertlt fel az igény, hanem
olyan médositott szarmazékokra, amelyek specidlis célra
(biotechnolégia, diagnosztika, kemoteréapia, alapkutatéasok
stb.) hasznadlhatdk fel. Mostanaban az antiszensz
effektuson alapuld kemoterapias irdnyd kutatésok a
legnépszerlbbek, amelyben a szintetikus oligonukleotidra a
sejtbe juttatds megkdnnyitésére pl. 1lipid 1léancot [157],
koleszterilszarmazékokat [101] kapcsolnak, vagy az anionos
foszfatgerincet hidrofdéb csoporttal, pl. a
metilfoszfondtok esetén metilcsoporttal [114] wvédik. A
sejtben a DN-4zok miatt egy médositatlan polinukleotid
élettartama nem tGl hosszlG; ezt a problémat olyan un.
tioszarmazékokkal szoktak megoldani, ahol a
foszfatgerincet nem oxigénnel, hanem kénnel oxidaljak. Az
ilyen tioszarmazékok lényegesen rezisztensebbek az
endonukledzokkal szemben, és potencidlis virusellenes
szerek hatdanyagaiként szerepelhetnek, pl. az AIDS elleni
kiizdelemben is [21, 107]. Az ilyen tipusi fejlesztésekkel

a helyszike miatt nem foglalkozunk részletesen
(6sszefoglald munkak nukleozid analdgokra [129],
polinukleotid analdgokra [73]), hanem A&ttekintjik az

oligonukleotidok olyan anyagokkal to6rténd konjugédlésat,
amelyek azok lathatdéva tételét célozzak.



15

A legdltalanosabban hasznalt ilyen anyagok
- enzimek (alkalikus foszfaté&z (AP), torma
peroxidaz (HRP))
- biotin
- fluoreszcens anyagok
Badr az elsd ilyen jellegl prdbalkozasok a 70-es évek
kdzepére tehetdk, a gyakorlati jelentdséglik csak késbbb, a

szintézis automatizdlasaval ndtt meg [139]. Ebben a
munkdban Renz és Kurz olyan rendszert fejlesztett ki,
amelyben torma peroxidazt (HRP) illetve alkalikus

foszfatdzt (AP) polietiléniminnel kezeltek, majd az 1igy
kapott komplexet glutdrdialdehiddel kapcsoltdk hozza a
megfeleld DNS-hez. Az 1igy kapott komplexet hibridizacid

utéan 3,3'-dianizidin/H;05 (HRP-re), vagy NBT/BCIP
rendszerrel hivtdk eld. Ez képezi a mai, Amersham cég
altal forgalmazott ECL (Enhanced Chemiluminescence)

rendszer alapjat.

Ehhez a mdédszerhez nem szlukséges mddositani a DNS-t,
viszont nem is nagyon alkalmas oligonukleotidokkal wvald
kapcsolasra, mivel A&atlagosan 60 bazisonként kapcsol egy
enzimet a DNS-hez.

Az oligonukleotidokhoz té6rténd kapcsolashoz altaléban
az oligomeren egy vagy tobb olyan reaktiv csoportot kell
kialakitani, amelyen keresztul a kivant anyag
hozzdkapcsolhaté. Ez térténhet dGgy, hogy a 3' vagy 5' végi
OH-ra, a cukorfoszfatgerincre vagy valamelyik béazisra
tesszik a funkcids csoportot. Smith és mtsai AGgy
szintetizaltak egy 5' végen aminalt oligomert, hogy 5'-
deoxi-5'-amino-timidint épitettek be utolsd 1lépésként, s

ehhez az 5 aminocsoporthoz kapcsoltak izotiocianét
csoporttal funkcionaliz&lt fluoreszcens anyagokat, mint
fluoreszcein, Texas Red stb [162] . A fluoreszcensen

megjeldlt primereket szekvencia meghatdrozasra hasznalték.
Manapsdg a szekvencia analizis mellett a fluoreszcens
primereket leggyakrabban PCR reakcidkban hasznaljéik.
Chehab és mtsai [24] egy olyan Gj, fluoreszcens primereken
alapul® technikat fejlesztettek ki, amelyben kidlénbdzd
fluoreszcens anyaggal (fluoreszcein, rodamin) jeldlték meg
a kUlénbd6zd mutédns allélokra tervezett PCR primereket, és
egy amplifikécidés reakcidéban a termék szine alapjan
(agardz gélelektroforézis wutdn) meg tudtdk 4&llapitani,
milyen allélrdl van szd. Konkrétan: a cystic fibrosishoz,
illetve a R-globinhoz kapcsolédé delécids mutacidkat
mutattak ki. M&s munkacsoportok [28, 181] 6 szénatomos
linkeren keresztll kapcsoltdk a polinukleotid 5' vVégi
nukleotidjahoz az aminocsoportot, ami szekvencia
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meghatdrozédsra kevésbé alkalmas, de &k nem is erre akartak

hasznalni, hanem biotin-N-hidroxiszukcinimiddel
biotinilezték. Ez a linker a késbbbi avidin kapcsoléas
esetén hasznos volt, s Southern blot kisérletekben
bizonyitottéak, hogy az igy létrehozott komplex
hibridizacidés tulajdonsagai gyakorlatilag megegyeznek a
médositatlan oligonukleotidéval [28]. A Dbiotinilalt
rendszer eldhivdsa U4gy to6rtént, hogy - mivel a biotin és

az avidin ko6zo6tt igen erds és specifikus kodlcecsdnhatéds van
- AP-vel vagy HRP-vel konjugdlt avidint adtak biotinilé&lt
anyaghoz, majd a kapcsolas utadn a konjugadlt enzimek a

szokdsos reakcidkkal eldhivhatdak voltak. Biotinilalt
prdbdk eldallitédsdra alternativ megoldds a biotin-11-dUTP
hasznalata (141], de ezt enzimatikusan, termindlis

transzferdz alkalmazdsaval kell az oligonukleotid 3
végéhez csatlakoztatni.

Itt megemlitjik még, hogy lehetséges az oligomer
belsé nukleotidjait is funkcids csoporttal ell&tni,
mégpedig Ggy, hogy a Dbazison megfelelben mbédositott
amidittel a szekvencidban a megfeleld helyen elvégezzik a
kapcsoldst. Erre irt le mbédszert Haralambidis [69] és
Gibson (52], akik S5-aminoalkilalt 2'-deoxiuridin
amiditszarmazékat hasznadltdk a szintézis soradn, s uténa
fluoreszcens anyagokat koétdttek fel az amino csoportra. A
mddszer eldnye, hogy fluoreszcens anyagok tdébb képidban is
beépithetbek, hatranya viszont az, hogy a bazisokon 1évd
funkcidés csoportok a hibridizacids sajatsdgokra negativan
hatnak. Jablonski ([77] 12 szénatomos amindlt linkert
haszndlt szintén a 2'-deoxiuridinamidit 5. pozicidéjaban,
és diszukcinimid-szuberattal alkalikus foszfatézt kapcsolt
az oligonukleotidhoz. Ez volt az elsbé olyan eset, ahol
kbézvetlenlil az oligomerhez kapcsoltdk az enzimet.

A masik &ltalanosan haszndlt funkcidés csoport a tiol,
vagy szulfhidril csoport, és ezen a terlileten is eltérd
technikak alakultak ki. Pl. Zuckermann [192] olyan
mbédszert fejlesztett ki, amelyben az oligonukleotid 3
végén egy linkeren keresztill SH csoportot alakitott ki,
majd ezt diszulfid koétésbe vitte 2-merkaptopiridinnel, s
az 1gy kapott komplexhez diszulfid cserereakcidn keresztil
kapcsolta pl. a fluoreszcein tiolcsoportot hordozd
szarmazékat. A mbédszer enzimek kapcsoléasara nagy
valdészinliséggel alkalmatlan a fehérjékben szerepld
diszulfid hidak miatt.

Enzim Kkapcsoldsdra Li és mtsai [12] dolgoztak ki
mbédszert, amelyben a 3' termindlisan szerepld szulfhidril
csoporthoz eldzetesen bromoacetildlt alkalikus foszfatazt
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kapcsoltak. Az igy kapott komplexet sikeresen hasznaltdk
klinikai koldéniahibridizacids kisérletekben.

Az eddigiekben ismertettink néhany kialakult kémiai
eljarast arra vonatkozdan, hogyan lehet biotint,
fluoreszcens anyagokat, enzimeket kapcsolni szintetikus
oligonukleotidokhoz. Ezek kéztil - mint Urdea [176]
tanulmanyabdl kideriul - az enzimes rendszerek a
legérzékenyebbek, legalacsonyabb a kimutatdsi hataruk
(attomol nagysagrend). Az eddigi technikdk egyike sem
alkalmas igazan enzimek kapcsolasara, mert ha
tiolszarmazékot haszndlunk, fél56, hogy a lehetséges redoxi
reakcidk miatt az enzim masodlagos szerkezetét
irreverzibilisen ka&rositjuk. Ezért fejlesztették ki Urdea
és mtsai [175, 176] a p-fenilén-diizotiocianatos (DITC)
mddszert, amelyben N4 -aminoalkil-deoxicitidin
amiditszarmazékat épitették be a szintézis soran az
oligonukleotidba, és ezt a sz&Armazékot keresztkdtdtték
DITC-vel, majd HRP-vel és AP-vel. (Az 1gy készilt
szdrmazékokkal végezték el az &sszehasonlitd tanulményukat
biotinnel, fluoreszcens anyagokkal, izoluminollal
(kemilumineszcens anyag) illetve a két enzimmel
kapcsolatosan) . Ennek a kapcsoléasnak a kémiajat
részletesen ismertetjuk, mert mbédositdsokkal mi is ezt a
médszert valasztottuk.

A felsorolt mddszereken kivil még szamos eljaréast
fejlesztettek ki DNS detektal&sara, amelyek koézul csak
egyet emlitenénk meg, mert ennek a stratégidja merdben
kildénbdézik az eldzdektdl. Grzybowski [65] szamos 2,4-
dinitrofenil csoportot é&pitett ki az oligonukleotidon a
szintézis soran, s az ez ellen a csoport ellen
termeltetett ellenanyaggal, amelyet a szokasos enzimekkel
(AP, HRP) kapcsolt &ssze, a hagyomanyos kolorimetriéas
médon tudott detektdlni. Az érzékenység a biotinilalt
probdkéval azonos léptékl. VEgul hasonld elven alapul a
Boehringer Mannheim altal ma is forgalmazott Dig
kemilumineszcens kit, amelyben digoxigenin-11-d4uUTP
segitségével jeldlik meg a DNS-t (ez is csak enzimatikusan
lehetséges termindlis transzferdz, vagy DNS polimeraz

segitségével), s megfeleld enzimekkel konjugalt
digoxigenin ellenes ellenanyaggal hivjak eld a rendszert.
Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy az irodalomban

szadmos olyan technikat taldlhatunk, amelyek kildénbdzd elvi
alapokon, de lehetdvé teszik a radioizotdépok hasznalaténak
elkertilését. A kUldénbdzd eljarasok méas-mds terlleten
kertilnek hasznositéasra:
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a., a fluoreszcens primerek elsbsorban automata DNS
szekvenidtorokban, illetve PCR-hoz kapcsolt diagnosztikai
mddszerekben,

b., a biotinildlt prdébadk elsdsorban diagnosztikai
rendszerekben, illetve Dbiotinil&lt oligonukleotidokkal
végzett PCR segitségével szdlspecifikus prébdk, DNS
affinitédsoszlopok készithetdk,

c., enzimekkel konjugdlt oligonukleotidok felhaszndliasa a
DNS diagnosztikdban, illetve egyéb alapkutatashoz kapcsolt
hibridizacids kisérletekben a legjelentbsebb.

Mindamellett hozzad kell tenni, hogy a kép tavolrdl
sem teljes. Rengeteg tennivalé van még hatra annak
érdekében, hogy a radioaktiv mdbdszerek érzékenységét
elérjiuk, a komplexek hibridizacids sajatsagait javitsuk. A
fenti ismertetdbdl kitlnik, hogy az enzim-DNS konjugatumok
szintézisénél egyetlen olyan proébalkozds sincs, amely
kifejezetten arra tdérekedett volna, hogy a DNS 5' vagy 3!
végét kosse Ossze a fehérje valamelyik végével. Ha
figyelembe vesszlk, hogy a DNS hibridizaciés
tulajdonsdgait valdszinlileg az rontja legkevésbé, ha az
enzim az oligomer végén helyezkedik el, és ha megfontoljuk
azt is, hogy feltehetdleg az enzim mikdédése szempontjabdl
is az tlnik eldnydsnek, ha csak a végeit mdédositjuk, akkor
ez latszik a legcélravezetdbb megoldasnak.

ITI. A DNS szekvencia meghatdrozdsi eljdrdsock révid
dttekintése

II.1. Enzimatikus médszerek

A molekularis bioldgiai kutatédsokban nem csak az
oligonukleotidok szintézise, hanem a DNS elsddleges
szerkezetének, nukleotid sorrendjének meghatdrozasa is
olyan alapvetd fontossagi, hogy enélkil el sem képzelhetd
ma mar a kutatds. Ezen a téren a nagy attdérést Sanger és
Coulson [150] munkdssdga jelentette 1975-ben, akik
els8ként dolgoztak ki egy olyan mbdszert, ami nagyobb
méretli DNS szekvencia meghatdrozasara is alkalmas. A
technika enzimatikus alapokon nyugszik, s az eredeti
vdltozat az dn. plusz-minusz mddszer, melynek elve a
kovetkezd: ha 3! végén radioaktivan Jjeldlt primer
populdcidt olyan DNS polimerizdcids reakcidba viszlnk,
amelybdl az egyik nukleozid-trifoszfat hianyzik, akkor
ennek a beépllési helyénél a reakcid specifikusan megall
(minusz), illetve, ha olyan exonukledz kezelésnek vetjuk
ald, amelyben egy nukleozid-trifoszfitot a reakcidhoz
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adunk, akkor az exonukledz 1is megdll ellenkezd (3')
oldalrdl kdézelitve meg ezt a pontot (plusz). Mind a négy
nukleotiddal megcsindlva az Osszes plusz-minusz reakcidt,
s ezeket megfuttatva poliakrilamid gélen, olyan létrat
kaptak, amelyb8l a szekvencia kikdvetkeztethetd. Nagy
hatrédnya, hogy egy nukleotid fajta sorozatos eldfordulésa
esetén a mbédszer elakadhat, s csak becslésekre
szoritkozhatunk.

Lényeges javuldst hozott az ugyanezen szerzdk &altal
bevezetett dideoxi termin&cidés mddszer [151], amely ma is
gyakorlatilag az enzimatikus szekvencia meghatdrozasi
eljdrasok elvi alapjadt képezik. Ebben az esetben mind a
négy nukleotidra négy kUlénbdzd reakcidelegyet 4&allitanak
bssze, amelyek mind a négy dANTP-t tartalmazzak, illetve az
egyik nukleozid-trifoszfat 2',3'-dideoxi szarmazékat olyan
koncentracidéban, hogy a polimerdz reakcid statisztikusan a
szekvendland® DNS szakasz minden megfeleld nukleotidjanal
megédlljon. Ha a szadlakat radioaktivan megjeldltik, akkor a
négy reakcidt egymas mellett poliakrilamid gélen
megfuttatva, majd autoradiografalva a szekvencia
leolvashatd. A szerzdk a fenti két mdbédszert alkalmazva
meghatdroztdk a ®X174 bakteriofdg teljes szekvenciéjat
(5386 bp) [125].

IT.2. Kémiai médszerek
Ezzel parhuzamosan Maxam és Gilbert [111] kidolgozott

egy teljesen méas elvi alapokon nyugvd szekvencia
meghatarozasi mdédszert, amelyben az 5' végjeldlt DNS

fragment bazisait specifikus médon, statisztikusan
médositjak, majd alkalmas reagenssel a mbédositott
bazisoknal elhasitjak. A fentiekhez hasonldéan

elektroforézis és autoradiografia utdn a szekvencia
leolvashatd (ezt a tisztdn kémiai mdédszert az Anyagok és
Médszerek fejezetben részletesen ismertetjik).

F6 vonalaiban ez a két technika uralja ma 1is a
terliletet, mindamellett szdmos egyéb prdbalkozds is
napvilagot latott.
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II.3. Egyéb, kevésbé elterjedt technikak

Az egyik ilyen mdédszer [95] azon alapul, hogy ha DNS
polimeraz segitégével statisztikusan a megfeleld nukleozid
o-tiotrifoszfat szarmazékat épitjik be a 1lancba, és
exonuklazzal kezeljlik, akkor a tioszdrmazéknidl az enzim
elakad, s igy, mind a négy nukleotiddal végrehajtva ezt
reakcidt, szekvendld létrat lehet létrehozni. E mbddszer
kémiai testvérének tekinthetd Gish és Eckstein [55]
munkdja, ahol a statisztikusan eloszldé tiodifoszfoészter
kotést alkalikusan hasitjadk, s ha a fragment valamelyik
végén radioaktivan jeldlve volt, a szekvencia a fentiekhez
hasonl®an meghatdrozhatd. Teljesen eltérd elvi alapokon
nyugszik a Grotjahn [62] altal kifejlesztett
toOmegspektrometrias médszer, amely elsbsorban
oligonukleotidok szekvencia meghatdrozasara alkalmas, de
ez csak nagyon ritké@n és elvétve hasznalatos.

Lehetne még sorolni a kulénbdzd otleteket, de ezek
ké6zil egy sem képes megszoritani sem a Sanger féle
dideoxi-, sem a Maxam-Gilbert-féle kémiai eljarast.

IT.4 . A Sanger-féle szekvencia analizis valtozatai,
fejlodési iranyai

Habdr a dideoxi mdbédszer elvi alapja a legtdbb, DNS
polimeré&zt haszndldé eljaras esetén ugyanaz, azonban a
médszerek kivitelezési mdédjukat tekintve jelentds eltérést
mutatnak. Ilyenek pl.:

- a szal jeldlése a primer 5' végén tdOrténik, avagy

a szintetiz&lddd szdl belsejében,
radioaktiv vagy fluoreszcens a jeldlés,
haszndl-e a médszer Un. extenzids, kiterjesztési

lépést,

- a polimerdz enzim fajtdja (pl. Klenow, T4, T7, Tag

polimeraz) tekintetében,

- egyszali vagy kétszald a templat DNS.

Napjainkban egyre tébb szekvencia adat lat
napviladgot, s ezzel parhuzamosan merilt, és merul fel az
igény egyre jobb, gyorsabb, megbizhatdbb és kényelmesebb

nukleotid-sorrend meghatarozasara iranyuld mbédszerek
irdnt. Az egyik f&6 fejlesztési irdny - amelynek nagy
16kést adott a "Humdn Genom Projekt" - a metodika
automatizdléasa (6, 31, 163], amely nem-radioaktiv,

fluoreszcens detektdldsra épll. A leggyakoribb valtozat
az, hogy a primert 5' végén Osszekapcsoljdk valamilyen
fluoreszcens festékkel (pl.fluoreszcein, Texas Red stb.),
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és ezzel végzik el a reakcidt. Az igazi automatiziléas a
futtatds soré&n jelentkezik, mert a szekvendld kad aljéara
egy 1lézerforrids-detektor rendszer van felszerelve, ami
folyamatos detektdlast tesz lehetdvé a futtatds soran.

Egy masik, igéretes lehetdség a technika javitéasara
alkalmasabb DNS polimerédzokkal végezni a reakcidét. A 80-as
évek végén a termostabil enzimek elterjedése vetette fel
annak a lehetdségét, hogy ilyen termostabil polimerazok
segitségével a DNS-nek azok a szakaszai is megbizhatdan
meghatdrozhatdék, amelyek - a DNS szerkezetébdl addddan -
korabban sok fejtdérést okoztak.

Mieldtt azonban az ehhez a terllethez kapcsolddd
eredményeinket ismertetnénk, attérunk egy masik fejezetre,
amely irodalmi bevezetdt nyGjt azokhoz az kutatédsokhoz,
amelyeket a csirke porc matrix fehérje gén
transzkripciondlis szabdlyozdsa terén végeztunk.

ITI. Az eukariota génexpresszid szabidlyozisa

III.1. Az expresszid szabdlyozasanak szintjei

A molekulidris bioldgidban elfogadott centralis dogma
szerint egy fehérje szintézise a kbévetkezd Gtvonalon
térténik. A genomidlis DNS-rd]l messenger RNS irddik at, s
errdl pedig a transzlacid soran a fehérje. Az eukariota
gének felépitésltket tekintve bonyolultabbak, mint a

prokarioték, mert az érett génterméket kédold
szekvencidkat (exonok), nemkdédold intronok szakitjak meg.
A gének 5', 3' végein olyan &t nem ir6dd szekvencidk

vannak, amelyek a transzkripcidé szabalyozasadban fontos
szerepet Jjatszanak. A primer &atirddott RNS-bS1l komplex
folyamatok  eredményeképpen (splicing, poliadenilaciéd,
'sapka' képzés) képzddik az érett mRNS, amelyrdl a
riboszéman keletkezik a polipeptid.

A fehérjék jb6 részére a transzlacidé utén kiUlénbdzd
csoportok, molekuldk keriilnek, s csak az 1igy kialakult
komplex mutat bioldgiai aktivitéast.

Ennek megfeleléen ebben a sorban nagyon sok olyan
pont van, amely valamilyen szint(3 szabdlyozas alatt &all.
Az egyik legtdbbet tanulminyozott teriilet a transzkripcid

soran atirt RNS mennyiségének szabalyozéasa, amit
transzkripciondlis reguléciénak 1is szokas nevezni [30,
33]. Viszont a primer RNS képzOdése és a transzlacid

kézdtti folyamatok (splicing, poliadeniléacid) is kontroll
alatt &llnak [161], ezek is jelentdsen befolydsoljdk a
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képzddd fehérje mindségét, és mennyiségét. A legGjabb
eredmények szerint a transzkripcid és a splicing
koordindltan mikoédik [61, 81, 188]. Nagyon fontos
momentumként szerepel a mRNS stabilitdsa, hisz minél
hosszabb élettartami az RNS, anndl tdébb fehérje tud
képzddni rdéla (egy eukariota mRNS félélettartama 20 perc
és 24 Obra koézdtt van) . A degradicids folyamat meglehetdsen
bonyolult, nagyon sok paramétertdl figg, pl. a mRNS-en
1évd poliA farok, 5',3' végi nem-transzlalédd régidk, 5!
végi "sapka" szerkezet [9, 145]. Az eddig emlitetteket
egylttesen szokds pretranszldcids regulacidnak is nevezni.

A kontroll koévetkezd szintje a transzlacid soran
jelentkezik, s az ezt kdvetd mbdositd reakcidk olyan
Osszetettek, hogy a szabdlyozdsuk mar csak az &sszetevdk
egyenkénti szabdlyozadsadnak figyelembe vételével é&rthetd
meg. Az aggrecan-komplex kialakuldsa sorédn pl. 20-30 enzim
szlkséges a kapcsoldddé poliszacharidok szintéziséhez,
illetve a fehérje lanchoz koétéséhez [19].

A szabalyozas transzkripcibs vagy transzl&cids
jellege elddnthetd azzal, ha megvizsgdljuk, hogy a mRNS
szint valtozas illeszkedik-e a megfeleld fehérje
mennyiségi viszonyaihoz (bdr ebben az esetben is inkabb
csak pretranszlacibés szabalyozasrdl beszélhetlink, de ennek
tilnyomd részét a transzkripcid inicidcidéjanak
szabalyozdsa teszi ki). Mivel a mi esetunkben is ez a
helyzet, azaz a CMP gén mRNS szintje tukrdézi a
szintetizalddé fehérje mennyiségét, ezért csak a
transzkripcionédlis szintQ reguléciod mechanizmusanak
attekintésére térlink ki részletesebben.

III.2. A transzkripcid szabdlyozasa
III.2.1. Altaldnos megjegyzések

Egy gén transzkripcidéjanak elinditasdhoz nagyon sok
feltételnek kell teljestilni. Szlkségesek olyan specidlis
szekvencidk, amelyek nélkuldzhetetlenek a transzkripcid
elinditdsdhoz, ahol a DNS-fliggd RNS polimerdz a hozza
kapcsoldddé faktorokkal az inicidcids komplexet képezi. Ezt
a kb. 80-100 bp hosszisdgli szakaszt promoternek nevezzik.
A promoterhez kétddS komplex-szel kdlesdnhatésba léphetnek
egyéb faktorok, amelyek specidlis DNS szekvenciahoz
kapcsoléddva pozitiv vagy negativ irdnyban befolyasoljak a
transzkripcié inicidcidjat (aktivatorok, represszorok).
Ezek kombindlt megjelenése, mikddése vezethet egy gén
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fejlédési allapot-, illetve szbvetspecifikus
expresszibdjihoz.

Az érett mRNS kialakuldsdhoz még olyan motivumok is
szlkségesek, amelyek a 3' vég kialakitaséért feleldsek
(poliadenildcids szigndl). Az érett mRNS-ek &dltaldban egy
transzlidldéddéd régidbdl, 5, 3! végi nem-transzlalédd
szekvencidkbdl illetve egy poliA farokbdl allnak.

A prokariota él&lényekkel szemben az eukariota
szervezetekben hidrom kilénbdzd RNS polimerdz van: I, II,
ITII, amelyek koézGl a II felelds 4&altaldban a mRNS-ek
szintéziséért. Ezért csak az ezzel kapcsolatos
szabdlyozasra térink ki, annyi megjegyzéssel, hogy az RNS
polimerdz III esetén 1is sokszor hasonldé mechanizmust
figyeltek meg [47, 184].

III.2.2. RNS polimerdaz II transzkripcionalis iniciaciés
komplex

Az RNS polimerdz II egy legaldbb 10 alegységbdl
felépiild >500 kDa molekulatémegl enzimkomplex. Az
alegységek funkcidjat a prokariota enzim analdgidjara
deritették fel [30]. A hirom legnagyobb alegység latja el
a funkcidk toObbségét (templat-primer kotés, nukleozid-
trifoszfat kotés), és alkotjdk a katalitikus centrumot. A
kisebb alegységeknek szabalyozd szerep Jjut, esetenként
elhagyhatéak.

A legnagyobb alegység (220 kDa) C-termin&lis doménje
(CTD) a komplex egyik legtdbbet vizsgalt régidja. Egy
szokatlan ismétl6dd egységet tartalmaz: Tyr-Ser-Pro-Thr-
Ser-Pro-Ser. Ez él6lénytdl fluggbden 25-52 kdépidban fordul
eld a doménben. A CTD képes nagymértékben foszforilaldédni
(ITO alak), illetve defoszforildldédni (IIA forma). Az RNS
polimerdz II e két formdjadnak szerepe van egyrészt a

transzkripcid inicidcibé-elongacid stadiumainak
kialakuléasdban, masrészt az aktivator elemekkel vald
"kommunikacidban" [30, 181].

Az enzimkomplex 6énmagaban azonban nem képes
elinditani a transzkripcibt, hanem  kilsd faktorok

kdzremikédése szlkséges. A legtdbb eukariota promoter
kdézponti magjat egy Gn. TATA box képezi, amely egy TATAA
szekvencia elembdl &ll. Ehhez képest 5' irdnyban gyakran
eldfordulnak egyéb promoter elemek (Gn. upstream promoter
elemek, UPE), amelyeknek - a hozzdjuk koétddéd faktorok
révén - a transzkripcid® inicidcidjdnak elbsegitése a
funkcidjuk. Igy fejti ki aktivdld hatdsédt pl. a CCAAT
boxhoz kapcsolddd fehérjecsaladd, vagy az Spl, amely a



24

GGGCGG szekvenciaelem(ek)hez koétddik [17, 105]). Lehetséges
az is, hogy egy génhez nem egy, hanem tdbb - alternativ -
promoter tartozik, ami feltehetden 1lehetdvé teszi azt,
hogy a gén kuldénbdzd szdvetekben mas-mads genetikai program
szerint fejezddjdén ki [154].

Az RNS polimerdz II valdjdban nem a templat DNS-t
ismeri fel, hanem a promoterhez eldzetesen hozzdkdtddott
komplexet. A TATA motivumhoz egy TFIID nevi komplex
kapcsolédik (a tovédbbiakban a TF roévidités Transzkripcids
Faktort jelent). A TFIID egy sok komponensi fehérje
egylttes, amely méretérdl igencsak megoszlanak a
vélemények (300-750 kDa). Az egyik legfontosabb komponense
a TBP ("TATA binding protein"), s valdjdban ez a protein
kétddik a TATA motivumhoz (azonban olyan promoterhez is
ké6tddhet, ahol TATA elem nem azonosithatdé) [30]. A TBP
protein mérete nagy mértékben fagg a szarmazasi
sejttipustdl (22-38 kDa). A TATA koOtésért elsbSsorban a C-
termindlis doménje felelds, de ehhez a kapcsoldédashoz
egyéb fehérjék is szlkségesek, amelyeket Osszefoglaldan
TAF-nak ("TBP Associating Factors") neveziunk. Ez egy
nagyon heterogén c¢saldd (28-95 kDa), és még ma is
alapvetfen megoszlanak a vélemények arrdél, hogy milyen
faktorok nélkiuldzhetetlenek a TATA boxhoz wvald kétddéshez
(103, 167, 190].

Ezek utadn a ‘“preinicidcidés komplex' keletkezése a
kévetkezbképpen irhatd le. A TFIID komplexet képezve a
TFIIA-val hozzadkdétddik a promoter TATA eleméhez, ezt a
TFIIB felismeri, és hozzdkapcsoldédva kialakul a DAB
(preinicidcidés) komplex. Az RNS polimerdaz II a TFIIF-fel
kapcsolatba 1lép, majd az igy kialakult egyluttes koétddik a
preinicidcidés komplexhez. Ezt kéveti a TFIIE, -H, és -J
kapcsolddéasa, majd a polimerdz II foszforildlddasa utan az
elongacidé elindulhat [30, 33, 189].

A TFIIA szerepét ma is vitatjadk (hogy egyaltalan
szlkséges-e a TATA koétéshez), de a TBP-vel biztosan
kdélecsdnhatdsban van. A TFIIB a pontos transzkripcids
inicidcidéban jatszhat szerepet, a TFIIF pedig az RNS
polimeraz ITI-héz kapcsoldédva juttatja el azt a
preinicidcidés komplexhez [30, 33, 189]. Mindazonaltal
annak felderitése, hogyan fejtik ki hatasukat ezek a
komponensek molekuldris szinten, a jovdo feladata.

Erdemes megjegyezni, hogy - szemben az eddigi
elképzelésekkel - a legljabb kutatdsi eredmények szerint a
mRNS-ek szintézise a sejtmagban (a sejtmagvacskan kivil)
Ugy térténik, hogy nem az RNS polimerdz II mozog a templéat
DNS-en, mik&ézben a mRNS szintetiz&l16dik, hanem a templéat
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DNS az enzimkomplexen. A transzkripcidés komplex, amely
tartalmazza a polimerdazt is, rdégzitve van a sejtmag
dllomanyaban [78]. A szerzdk szerint 300-500 ilyen "gyar"
létezik egy sejtmagon bellil, s mindegyik ilyen egység kb.
60 enzimet tartalmaz. A rendszer modellezését, a
szabdlyozb fehérjék lehetséges szerepét, mikodési
mechanizmusat is beleértve megtaldlhatjuk Cook korabbi
munka&jaban [32].

A fent véazolt transzkripcids iniciadcidés mechanizmust
mindenképpen figyelembe kell vennink ahhoz, ha meg akarjuk
érteni a szabdlyozé fehérjék (aktivatorok, represszorok)
mikddését, hiszen ezek a fenti folyamatok béarmelyikének
lezajlasara (s ezen keresztul az egész transzkripcidra)
drasztikus hatassal lehetnek.

IIT.2.3. Enhancerek, silencerek, aktivatorok, represszorok

Ahhoz, hogy egy él6lény a megfeleld idében, a
megfeleld helyen (szdvetben), a megfeleld mennyiségi
génterméket eld tudja &allitani, olyan szabalyozd elemekre
van szlUkség, amelyek alkalomadtdn ki vagy be tudjak
kapcsolni a gén mikoddését, illetve képesek ndvelni vagy
csbkkenteni az atirddas sebességét. Nagyon sok esetben ez
a szabalyozas 14gy tOrténik, hogy a gén transzkripcids
inicidcidés pontjdhoz képest cisz reguldld elemeihez olyan
transz hatdsui fehérjék kapcsolddnak, amelyek valamilyen

mdédon képesek hatast gyakorolni a transzkripcid
inici&cidjara. Hatasuk szerint ezek két csoportba
oszthatdak: a., enhancerek, amelyek olyan cisz helyzetl
DNS szekvenciaelemek, amelyek orientécidéjuktdl, és az

inicidcidés ponttdl vald tavolsaguktdl flggetlenlil a
transzkripci® hatékonysdgadnak névelésében mikddnek koézre,
b., silencerek, amelyeknek - hasonldan az enhancerekhez -
tavolsagtdl és orientacidétdl figgetlenil a gén
aktivitasanak csdkkentésében, vagy gyakorlatilag
kikapcsolasdban van kézvetitd szereptik. [105, 115]. Egy
gén szabdlyozott ki- és bekapcsoldsdnak két lehetséges
alternativaja van: 1., a gén alapallapotban mikéddik, s a
megfeleld idbben csdékkenteni kell a génterméket, vagy ki
kell kapcsolni a gént; 2., a gén alapallapotban "csendes",
s alkalmanként van csak szlkség a géntermékre, amikor el
kell inditani a transzkripcidét. E feladatokat a fenti
elemekhez kapcsolddd transzkripcids faktorok megfeleld
kombinacidban képesek ellatni.

Az enhancerek alapvetden harom osztdlyba sorolhatdék a
hozz4juk kapcsoldédd faktor természetétdl fuggben [105]:
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- konstitutiv enhancerek, amelyekhez folyamatosan, kilsd
behatds nélkul kapcsoléddnak a szabdlyozd fehérjék, mint
pl. az Spl, vagy a C/EBP.

- induk&lhatdé enhancerek, amelyekhez kapcsolédd fehérjék
valamilyen kilsd behatéasra aktivaldédnak. Példaként
szolgalhatnak a szteroid receptorokhoz, hésokk
fehérjékhez, metallotioneinekhez tartozd DNS-elemek.

- szbvet illetve fejlddési allapot specifikus enhancerek.
Erre a HNF-1 felismerési szekvencidja lehet egy példa a
sok koézul. (A szOvetspecificitadst az alternativ promoter
haszndlat is biztosithatja (1d. fent).)

Az enhancerek c¢sakigy, mint a promoterek lehetnek
modularis felépitéslek, ahol minden modulhoz mé&s-mas
transzkripcids faktor kapcsolddhat, ily mdédon biztositva a
szdvetspecifikus vagy konstitutiv kifejezd8dést (Az SV40
enhancer szamos fehérje kdétShelyét tartalmazza) [105].

A protein oldalrdél koézelitve meg a kérdést, a

transzkripcidra gyakorolt hatésukat tekintve két csoportba
oszthatjuk a fehérjéket:
Aktivatorok, amelyek enhancer elemekhez koétddve elbsegitik
a transzkripcidé iniciacidjat. Mindazonadltal legldjabban
kimutattdk, hogy az enhancer hatds nemcsak a cisz elemeken
keresztul jéhet létre, hanem wvan k&ézvetlen transz
aktivacié is [120], amely protein-protein kdélcsdnhatéson
keresztlil befolyasolja a transzkripcid inicidcidjat.

A represszorok olyan faktorok, amelyek wvalamilyen
médon gatoljdk az aktiv génkifejezddést. Ez kiuldnbdzd
Gton-mdédon tdérténhet. Pl. Ggy, hogy a represszor fehérje
verseng az aktivatorral a DNS-hez wvald kétddésben (NF-E
vs. CPl), vagy két pozitiv hatdsiG fehérje tGl koézel
‘kerilve egymds mellé represszor hatds tapasztalhaté [79],
vagy példaul az NF-kappaB a citoplazmdban egészen addig az
I-kappa-B-hez kétdtt dllapotban van, amig valamilyen kialsd
jel (citokin) ezt fel nem bontja, aminek haté&sdra az NF-
kappaB aktivalédik [138]. Egy komplikaltabb valtozatban a
represszor nem koétddik a  DNS-hez, és  az  aktivator
kétbdését sem befolydsolja, hanem csak annak az aktivator
doménjét blokkolja. Ez a helyzet pl. az élesztd GAL4
esetén, ahol a GAL80 represszor fehérje fejti ki igy a
hatasat [79]. Lehetne sorolni még a példakat, de a
jelenleg ismert mechanizmusok kézil mdr j& néhanyat
emlitettink. Taldn annyit érdemes még megjegyezni, hogy
silencer illetve represszor hatdsi lehet az is, ha egy
aktivator fehérjérdl eltdvolitjuk az aktivator domént.
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A kdévetkezdkben réviden attekintjik, hogy a transzkripcids
faktorokban milyen specialis szerkezeti domének
ismeretesek.

IITI.2.4. A transzkripcidés faktorok DNS-felismerd
szerkezeti motivumai

A szabdlyozd fehérjék dltaléban modularis
felépitésliek, azaz a DNS-k&é6td doménjuik elkllédnul a fehérje
egyéb doménjeitdl (aktivator-, egyéb szubsztrat- kotd
domén). A DNS-kdé6td egységek sokszor sajadtos szerkezeti
felépitést mutatnak, amely alapjan a transzkripcids
faktorok kilénbd6zéd osztdlyokba sorolhatdak. Ezek a
kovetkezbek:

Hélix-turn-hélix (HTH)

Két o-helik&lis doménbdl &ll, amiket egy 'linker' valaszt
el egymidstdl. A két domén majdnem merdleges egymasra, és a
felismerési szekvencia mindkét oldaldhoz koétédnek (az
egyik modul egy kicsit a DNS f& Arka fé6lott helyezkedik el
az N-termindlis véggel a DNS gerincénél, a masik rész
éppen a f& A&rokba fekszik). A peptidgerincbdl kialld
"mellékagak" szekvenciaspecifikus kdélcsdnhatédsba léphetnek
a DNS-sel, s ezt a kapcsolatot H-kdtések sokasdga erdsiti.
Az 1ilyen fehérjék dimerizdcidra hajlamosak. A lambda
represszor volt az elsd, amelyben ezt a motivumot leirtak,
azbta szamos mas példa 1létezik: Cro fehérjék, CAP stb.
(16, 127]

Homeodomén
A homeodomént a Drosophila fejlédésében a testtajak
kialakitasat szabdlyozd fehérjékben mutattdk ki elbszor
(ftz, eve, ubx). Kb. 60 aminosavbdl &ll, amelyek koézUl a
legkonzervaltabbak bazikusak, vagy hidrofdbok. Szerkezeti
felépitését 2D NMR-rel &dllapitottdk meg. Tartalmaz egy HTH
motivumot, és harom darab o-hélix-bdl &all, amelyek kézil
a 3. a DNS nagy A&arkdn keresztil 1létesiti a koétések
tObbségét. A peptidbdl eldgazd oldallancok képezik itt is
a szekvenciaspecifikus kdlcsdédnhatdsok nagy részét. A masik
két hélix antiparalell lefutisi, és tavolabbi kapcsolatban
vannak a f& arokkal.

Néhdny szerzd szerint AT gazdag szekvencidkhoz koétddnek
elsbsorban. A homeodoménhez néha szorosan kapcsolddik egy
midsik jellegzetes motivum, a POU box, amely a homeodomén

5' illetve 3' végén képez jellegzetes szakaszokat.
Lehetséges, hogy szereplik van a DNS-fehérje kapcsolaton
kivil a protein-protein kélcsdnhatésban. Jellegzetes

képviseldjliik pl. a Pit-1, Oct-2 [115, 127, 130].
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"Leucin zipper"

Ezeknek a fehérjéknek igen fontos szereplik van a
differencidcidéban és a fejlbdésben. A teljes modul 60-80
aminosavbél &ll, de ez két szubdoménre oszlik, amelybdl a
leucin zipper rész a dimerizdcibért, mig a masik, bazikus
rész a DNS k&étésért felelds. A leucin zipper szubdomén
minden hetedik aminosavja leucin, s gyakran fordulnak eld
benne hidroféb aminosavak is, mig a béazikus domén
argininben és lizinben gazdag. Nagyon sok, bioldégiailag
igen fontos faktor tartalmaz ilyen motivumot: pl. APl
(fos, jun), C/EBP, bZIP, CREB [115, 127].

"Zn finger" proteinek
Az egyik legnagyobb osztdly, és az elsd ilyen elemet a
Xenopus TFIIIA transzkripcids faktordban mutattak ki.
Jellegzetes motivuma a Cys-Xp_4-Cys-(N)q15-Cys-Yo_4-Cys-.
Helyenként az egyik par ciszteint hisztidin
helyettesitheti (némely szerzdk ezért kuldén alosztdlyokat
hoztak létre). A csoport a nevét onnan kapta, hogy a fenti
szekvencidban a négy cisztein Ggy helyezkedik el, hogy egy
Zn?+-t koordindlnak. Ennek k&vetkeztében a koéztes 12 tagud
rész ujjszerlien kinyldlik, s ez a szakasz fekszik bele a
DNS nagy &rkédba. A teljes domén sokszor nem csak egy ilyen
ujjat tartalmaz, hanem tébbet is (pl. a ZFY-nak 13 van). A
szekvenciaspecificitasban a ciszteinek kozvetlen
kébrnyezetében 1évd aminosavak déntd fontossagidak. Nagyon
sok ilyen tipusid fehérje van: TFIIIA, szteroid/tiroid
receptor csalad, HNF4, EGR-1 stb. [84, 127].

Egyéb
A fentieken kivil van még néhdny jellegzetes strukturédlis
motivum, mint a f-sheet, hélix-loop-hélix, de ezek taléan
kisebb jelentbségliek, s nem foglalkozunk velik
részletesen.

Meg kell jegyezni viszont azt 1is, hogy ebbe a
csoportositasba tavolrdl sem esik bele minden
transzkripcids faktor, vannak olyanok, amelyek egyik
kategbridba sem sorolhatdak: pl. CTF/NF-1, AP-2.

Az NF-I-nek ("nuclear factor 1") van még egy kildn
érdekessége, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
transzkripcid és a replikdcid mechanizmusa tartalmaz koézds
elemeket [72] . Ugyanis az NF-1-t az adenovirus
replikacidéjat eldsegitd faktorként fedezték fel [23, 58,
118], de azbéta kiderult, hogy szamos gén
transzkripciéjanak szabdlyozisdban 1is szerepet jatszik
[34, 179]. Valéjdban ma mdr jobb NF-1 fehérjecsaladrdl
beszélni, mert még egyetlen organizmuson beldl is to&bb
ilyen tipusu fehérje létezik [59, 144}, amelyek
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molekulatémege meglehetds heterogenitdst mutat. Az NF-I
erdteljesen konzervalt aminotermindlis doménjén keresztul
kétddik a DNS-hez, a C-termindlis régidéja (lényegesen
kevésbé konzervalt) felelds a funkciondlis sajatsagokért
[58]. A karboxitermindlis domén nagyfokd valtozatossaga
teszi lehetdvé, hogy az NF-I tipusu fehérjék a
legkllénbdzdbb feladatok ellatasara képesek.

A fentiekben azokat a faktorokat jellemeztik, amelyek
specialisan kétddve valamilyen cisz elemhez, a
transzkripcid inicidcidéjara hatést gyakorolnak. Nem
tettiink emlitést viszont egy médsik, fontos tényezdrdl,
amely nem annyira szekvencia specifikus, s mégis
alapvetden befolydsolja a transzkripcidé hatékonyséagat.

III.3. Nukleoszdma, hisztonok, transzkripcid

A kromoszdémdk Oridsi méretlk ellenére hihetetlen kis
helyre vannak bezsiGfolva a sejtmagban. Ez csak a magas
fokua rendezettség elérésével lehetséges. A DNS
transzkripciondlisan inaktiv &llapotban 1lévé része un.
nukleoszémikat képez, amely egy specidlisan témdritett
szerkezet a DNS szamara.

Transzkripcid, illetve replikdcid sordn a szerkezet
fellazul, és pl. a Drosophila melanogaster nyalmirigyében
talalhatd an. politén kromoszdéman az indukalt
transzkripcidé Gn. puffok formdjdban jo6l1 megfigyelhetd [8].
Ebb&81 kdévetkezik, hogy a kromatin alapdllapotban nem
megfeleld struktira a transzkripcid szamara. Hogyan
lehetséges akkor mégis atirddas?

A kromatin szervezddésének alapegysége a nukleoszdma,
ami egy hiszton fehérjékbdl allso oktamer koré
feltekeredett DNS szakasz. A hiszton mag ugy képzddik,
hogy a H3 és H4 hisztonok egy tetramert képeznek (ami egy
stabil képzédmény), és ehhez kapcsoléddik 2-2db H2A és H2B
hisztonfehérje. Az igy kialakult oktamer koéré egy 146 bp
DNS szakasz tekeredik fel 1.8 fordulatot téve. A végén egy
kb. 22 bp szakasz kapcsolddik a H1l hisztonhoz, amely
parhuzamos a tekeredés tengelyének irényaval, s a hurkok,
illetve a nukleoszdmdk &sszekapcsoldsa a feladata [10, 64,
165, 187].

A hisztonok nagyon bazikus fehérjék, s 1igy erds
kapcsolatba tudnak lépni a DNS-sel, ezért nem csoda, ha a
hisztonokat &ltaldnos represszorokként tartotték szamon,
ami igaz is. Ahhoz, hogy a mRNS szintézis elinduljon, kell
lennie a promotertdl 5' irdnyban egy UAS-nek (upstream
activator sequence), amely a nukleoszdéma szerkezetét
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fellazitja. Az UGn. hédztartdsi (housekeeping) géneknél
(amelyeknek folyamatosan kell mikodédnitk) ezért van szilkség
arra, hogy egy ilyen UAS folyamatosan nyitott &llapotban
tartsa a promoter koérili régidt. Ilyen nukleoszdma lazitd
tulajdonsdga nem minden szabdlyozd fehérjének wvan, de
ilyen pl. az Spl, az é&lesztd GRF fehérje csaladd stb [165,
187].

A TFIID-r81 kimutattdk, hogy képes ké6tddni a DNS-hez
még akkor is, ha a promoter a nukleoszdmadn belll van, bar
mindenképpen ez a kotbdés lesz a sebesség-meghatarozé
lépés [187]. A egér emld tumor virus promoterében 1lévd
CAAT szekvencidhoz a CTF/NF-I nem képes addig k&étddni,
amig a glucocorticoid receptor hozza nem koétddoétt a sajat
eleméhez, s ezaltal fel nem lazitotta a nukleoszdmalis
szerkezetet [165, 187].

Hogy mi lazithatja fel a nukleoszédmdk szerkezetét,
arrdl egyenldre csak feltételezések vannak. Annyi
mindenesetre bizonyos, hogy a H4 hiszton N-termindlis vége
kidll a nukleoszdémdbdl, s ehhez a savas jellegl aktivator
domének hozz& tudnak kapcsolddni [(66], és megbontani a
szerkezetet. Grunstein [63] bizonyos esetekben azt
tapasztalta, hogy a H4 hiszton N- termindlis doménje
nélkilézhetetlen bizonyos gének &atirdddsdahoz. Hasonldan
pozitiv szerepe 1lehet a nukleoszédmanak abban, hogy a
kooperativ aktivator szekvencidkat a térben egymas mellé

"csavarja" [165].
Mivel a DNS savas, ezért ha a hisztonokat acetilaljuk
in vivo, akkor azt varhatjuk, hogy a hiszton-DNS

kélcsdnhatas lazul, s a transzkripcid erdsddik, mint ahogy
azt Lee be is bizonyitotta [96].

Az 4tirédas sorédn az RNS polimerdz II-nek meg kellene
birkéznia a nukleoszdma szerkezettel. Ezt a természet -
feltételezések szerint - Ugy oldotta meg, hogy - mivel a
nukleoszdéma képzOdés szamdra a negativan felcsavarodott
DNS a kedvezd - topoizomerdzzal a templat szalat pozitiv
"supercoil"-14a alakitija, amelyen az enzim sokkal
kénnyebben haladhat. A polimerdz mdgdétt egy masik
topoizomerdz a DNS szdlat visszaalakitja [117].

Osszefoglaldan elmondhatjuk, hogy a nukleoszdma
szerkezet &ltaldban a transzkripcid gatléasat okozza, s ez
lehet az egyik mechanizmus arra, hogy egy gén normilis
dllapotban inaktiv legyen, s c¢sak a fejlédés bizonyos
stddiumdban, vagy c¢sak bizonyos szdvetekben megjelend
aktivatorok hatasdra kapcsoljon be.

Egy masik Jjelenség, amely befolyadsolja a gének
aktivitdsdt: a DNS metil&dcidé. Altalédnos a vélemény azon
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tekintetben, hogy a DNS metilacidnak represszor hatésa van
a transzkripcidra, de ennek a pontos mechanizmusa még nem
ismert {112, 170].

A fentiekbdl kitlinik, hogy a transzkripciondlis
szabalyozds meglehetbsen &sszetett probléma, amelynek
értelmezésénél nemcsak a transzkripcidés faktorok pozitiv
vagy negativ hatdsat, hanem a gének struktirajat, a
kromatinban valdé eldfordulasuk mikéntjét 1is figyelembe
kell venni.

Az eukaridéta génszabilyozads, s ezen belll 1is a
transzkripciondlis reguldcid® részletes A&attekintése utén

nézzik meg, hogyan lehet ezeket az ismereteket egy
specidlis terlleten, a porc matrix fehérjék tanulmanyozasa
terén hasznositani. Ehhez azonban ellszdr réviden
attekintjik a porcszdvettel, illetve a porc sejtkdzdtti
allomanyaban 1évo makromolekulidkkal kapcsolatos
ismeretanyagot.

IV. A porcszdvet

IV.1l. Altaldnos jellemzés

A porcszdvet a gerincesek felépitésében igen
fontos szerepet jatszd tamasztdszdvet, amelynek sokoldald
funkcidéja van. Szerepet Jjatszik a szervek alakjanak
meghatarozdsdban, szildrditasaban, (pl. orr-, fulporc), s
a csontok egymédson elmozduld fellileteinek "kiparnazasaval"
jelentdsen noéveli a mozgékonysdgot, kénnyiti a mozgast
(pl. izlleti porcok).

A porcszdveteket tulajdonsagaik, elbfordulasi helytik
szerint harom f& csoportba lehet osztani:
- hialin wvagy Uvegporc. Ez a leggyakrabban el&forduld
porcféleség, amelyben rostos szerkezet egyszeria
eszkdzdkkel nem mutathatdé  ki. Pl. bordaporcokban,
iziletekben, embriondlis vazban stb. taldlhatd meg.
- rugalmas porc. Ebben festési eljarasokkal mar latszanak
rostok, s olyan helyeken taldlhaté® meg elsdsorban, mint a
gégefd bejarata, fiulkagyld.
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- rostos porc. Mint a nevébdl 1is kitdnik, rostos
szerkezeti, ami mar festés nélkilil is jé1 lathatd, jelentds
ellendllast mutat csavard, nyirdé erdkkel szemben, s

leggyakrabban a csigolyakdézi porckorongokban fordul elé.

A fentiekbdl kiderul, hogy a  porcoknak  két
legfontosabb mechanikai tulajdonsdga az ellenadlldképesség
kiilénbdzd erdbehatdsokkal szemben, illetve a rugalmassag.
A dolog magyardzatdt a szdvet sajatos szerkezetében kell
keresniink. A porcszdvetben a sejt kdzdtti 4allomany,
amelyet egy Gn. extracelluldris matrix (ECM) tolt ki, igen
nagy a porcsejtek (chondrocytdk) 4&ltal elfoglalt térhez
képest. Valdjdban ez az ECM (amelynek a makromolekuléit a
chondrocytédk termelik) a felelds a fenti mechanikai
tulajdonsagokért.

Erdekességként még azt lehet megjegyezni, hogy a
porcszdvetet nem haldzzdk be idegek, nyirok- és vérerek
(sbt olyan anyago(ka)t termel, amelyek ezek kialakuléasat
gatolja [19]). A sejtek taplalasa a sejtkdzoteil
folyadékban t6rténd passziv diffdzidéval, illetve, mint
késbbb latni fogjuk, a mechanikai terhelés koévetkeztében
kialakuld aktiv folyadékdramldssal to6rténik.

IV.2. A porc matrix makromolekulai

A porc ECM-jét alkotd fébb fehérjéket harom csoportba
oszthatjuk:

- kollagének, amelyek szdlas szerkezetiknél fogva a
matrixnak nagy hazé6- és szakitdszilardsagot biztositanak,
- proteoglikanok, amelyek sajdtsdgos szerkezetet képezve
biztositjdk a porc rugalmassidgit, nyomberdkkel szembeni
ellenallasat,

- nemkollagénszeri fehérjék, amelyek funkcidéi csak részben
ismertek, sok esetben a fenti nagy molekulasilyd
komponensek &sszekapcsoldsdban, hé&ldzattd szervezésében
jatszanak szerepet.

Az alkotdelemek két kiterjedt makromolekuldris h&alét
képeznek, melyekhez a kisebb komponensek vagy c¢sak
egyszerilen hozzakoétbdnek, vagy pedig a két hald
Osszekapcsolasat biztositjak.

Az egyik ilyen makromolekuldris képzddmény £6 tdémegét
a II. tipusd kollagénrostok, mig a masikét a proteoglikén-
hialuronsav aggregatumok adjak.
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IV.2.1. Kollagének

Az eddig ismert 14 fajta kollagén koé6zUl a II., IX. és
a X. kollagén taldlhatd meg a porcszdvetekben, habar a XI.

tipusit is kimutattak porc jellegl szdvetekben,
chondrosarcomdban [2]. A kollagéneket &ltalaban tovabb
csoportositjdk fibrilldris (II.) és nemfibrillaris (IX.,
X.) kollagénekre [149, 180]. A kollagének jellegzetes
tulajdonsaga, hogy hérom azonos vagy kiilénbodzd
polipeptidlancbdél harmas hélixet képeznek, s ezek a
polipeptid lancok egy jellegzetes ismét16do

Gly-X-Y motivumbdl épllnek fel. MAas fehérjékhez képest
magas a prolin, 1lizin, alanin tartalmuk, és ezeken az
aminosavakon viszonylag sok olyan poszttranszlacids
médositds zajlik le, mint pl. hidroxildléas, gliukozilalas,
keresztkdétések stb. [180].

IT. kollagén. A porcszdvet egyik £86 makromolekuléris
egységét addé komponense. Harom azonos, 1014 aminosav
hosszisagli polipeptidlanc harmas hélixébd8l jén létre. A
monomerek egy C-, és egy N-termin&dlis telopeptid részbdl,
valamint az ezek koézdétt elhelyezkedd helik&dlis doménbdl
éplilnek fel. A kollagén szalak parhuzamosan, egymashoz
képest kb. 1/4 hosszal eltolva helyezkednek el, s a szalak
koé6zdtt keresztkdtések alakulhatnak ki. Ez biztositja a
kollagénrost nagy szakitdszilardsagat.

IX. tipusu kollagén. Nemfibrillaris jellegl
heterotrimer, amelynek a h&rmas hélix doménjeit nem-
harmas-hélix részek szakitjdk meg. Kb. 1-10%-a4t adja a
porcban 1évd teljes kollagén mennyiségnek. A
feltételezések szerint a IX. kollagénnek szerepe van a II.
kollagén rostok és a proteoglikan komplexumok
Osszekapcsolasdban [180].

X. tipusd kollagén. Szintén nemfibrillaris jellegl
kollagén, amelynek szintézise a chondrocyték késbdi
stddiumdra (hipertrdf staddium) korlatozddik, s ez sejteti
azt, hogy a porcszdévet elcsontosodasadban lehet valamilyen
szerepe. Homotrimer felépitésl, mint a II. kollagén, de az
aminosav tripleteket egy-egy eltérd szekvencia helyenként
megszakitja.

IV.2.2. Proteogliikdnok

A proteoglikdnok jellegzetessége, hogy a koézponti
polipeptid lanchoz legalabb egy glikdéz-aminoglikan
oldallédnc kapcsoléddik. Méretiik és tulajdonsdgaik alapjan
hdrom f& csoportba oszthatdk: (1) nagy, porcspecifikus
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aggregalddd proteoglikan (aggrecan) , (2) kis
molekulatémegli proteogliikdnok (decorin, biglikan stb.),
(3) sejthez kapcsolt proteoglikédnok [2]. Ezek koézil a
porcszdvetben messze a legnagyobb jelentéségl az aggrecan,
s a tovabbiakban csak ennek a felépitésével, funkcidjaval
foglalkozunk.

Az aggrecan a porc nedves silyanak akar 5-10%-at is
kiteheti. A csupasz fehérje molekulatdmege 220-250 kDa, s
ez az N-termindlis végével nem-kovalensen kapcsolddhat a

hialuronsavhoz, s a komplex kialakuldsat a kapcsold
fehérje stabilizalja [2, 19, 70]. A hialuronsav egy B5B-
(1,4) kapcsoléasa D-glikuronsav-N-acetil-gltikdézamin

mikopoliszaharid. Egy hialuronsavhoz nagyon sok, akar szaz
aggrecan 1is kapcsolddhat, amely révén tébb tizmillids
molekulatémegli aggregatumok johetnek létre.

IV.2.3. Nem kollagénszerli fehérjék

Bar ezek a fehérjék 1is Osszességlkben hasonld
mennyiségben fordulnak eld a porcban, mint a
proteoglikdnok vagy a kollagének (max. 10%), mégis a
szerepUkrdl csak keveset lehet tudni, tdébbnyire a matrix
stabilizalasadban vesznek részt.

Kapcsolé fehérje (link protein, LP)

A kapcsold fehérje szerepérd8l korabban szdltunk. Az
aggrecan-hialuronsav nem-kovalens k&tés stabilizdlasdban
vesz részt. Egy ilyen aggrecan-kapcsold fehérje komplex 10
monomernyi egységet foglal el a hialuronsav lancon. Maguk
a kapcsoldé fehérjék 40-50 kDa-os glikoproteinek, amelyek
kilénbdzd mértékben glikozildlddhatnak.

A masik fontos nem kollagénszerll fehérje a porc
matrix fehérje (CMP), de errdl részletesen szdlunk, mert
az értekezés harmadik részében a CMP gén
transzkripciondlis szint(d szabdlyozasdnak kutatdsa soréan
elért eredményeket kivanjuk bemutatni.

IV.2.4. Csirke porc matrix fehérje (CMP, 54 kDa), és génje

A csirke porc matrix fehérje szintén glikoprotein,
enyhén bazikus, és homotrimereket képez. A cukor-
komponense magas manndz tartalmi, és N-glikozidos kotéssel
kapcsolédik a fehérjéhez. A fehérje funkcidja még nem
teljesen tisztézott, de a leglijabb eredmények szerint a
CMP a II. tipusi kollagén harmas hélixének végéhez
kapcsolédik, lehetdvé téve a kollagén szélak komplexebb
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kapcsolédasat, egy kiterjedtebb hidldzat létrejottét [186].
A szerzdknek sikeriilt kimutatniuk egy gyenge kdélcsdnhatést
az aggrecannal is, s igy ebben a mindéségében a CMP a IX.
tipusli kollagénhez hasonlitana. Mindenesetre az eredmények
nem tekinthetdk lezartnak.

A fehérjét Paulsson és Heinegard tisztitotta eldszdér
marha 1égcsd porcbdl, a csoportunk munkatdrsai pedig
jelentbs szerepet tdltdttek be a gén izolalasa, szekvencia
analizise, genomidlis szervezd8désének meghatdrozasa terén
(7, 87, 89]. A fehérje primer aminosav sorrendjének
meghatdrozdsidt a megfeleld cDNS analizise tette lehetdvé.
Az 7. &bra mutatja az 54 kDa-os fehérje szerkezetét,
kapcsolatéat a mRNS-ének felépitésével, illetve a
genomidlis szekvencia exon-intron szerkezetével. Ennek
felderitésében a csoportunk vezetdinek oroszlanrészik volt
(88, 90].

A fehérje modulokbdl épul fel, s az amino-terminélis
részen 1évd rdvid szigndl szekvencia (23 as) utén két
olyan ismétlddd domén van (180 as), amelyeket egy roévid,
EGF-fel homoldg szekvencia valaszt el egymastdél. A két
nagy régié egymassal és a von Willebrand faktor A
doménjével [143] nagyfokd homolégidt mutat, s hasonld
egységek taldlhatdk a leukocyta integrinek o lancaban, a
komplement B, C faktorban és a VI. kollagén mindhé&rom
lancaban [(90].

A gén a csirke genomban egy példanyban fordul eld,
18kb hosszlGsagid, 8 exonbdl, és hét intronbdl &l1. A két
nagy modult két-két, az aminoterminalis
szigndlszekvencidt, és az EGF domént egy-egy exon kdédolja.

Munkacsoportunk tagjai mar kordbban el kezdték
kutatni azokat a 1régidkat a CMP génben, illetve a
kérnyékén, amelyeknek szerepe lehet a gén kifejezbddésének
transzkripciondlis szintQ szabdlyozdsdban. A 8. abran a
genomidlis klénon belil feltlintettik azokat a régidkat,
amelyekrdl tranziens expresszids kisérletekben kimutatték,
hogy a transzkripcidé hatékonysdgdra pozitiv vagy negativ
hatassal vannak [88, 89, 90, 137, 160].

Harom f& régidt azonositottak: egy tavoli 5' régiodt,
amely négy szubdoménbdl &l1 (Hp,Hg,Hc.Hp). A kdzépsd a
promotertdl 5' irdnyban egy 1.2kb-os szakasz, amely
szintén négy alapelemet tartalmaz, amelyek alternativan
pozitiv illetve negativ hatdsdak. A harmadik szabalyozd
régié az elsd intronban taldlhatdé, melynek a pontos
térképezése folyamatban van.
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Részletesen c¢sak a k&zépsd, a promoterhez kozeli
1.2kb-os fragmentummal foglalkozunk. A 9. abrén a régid
részletesebb térképe lathatd, amely a promotertdl 5!
irdnyban a -1137-es pozicidig terjed.
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7. abra. A CMP gén felépitése, kapcsolata a mRNS és a
fehérje szerkezetével. SP: szigndl peptid, REP1 és REP2 a
két nagy, ismétlddd modul, EGF: az epidermdlis ndvekedési
faktorral homoldg domén. E1-8: a gén exonjai, méretik a
mMRNS felett lathatd Dbp-ban, ures téglalapok: nem
transzl1416dé régidk.

® 00 ©

A B c
.ﬁ; Silencer

160
1 2 3 L5 67 8
..... H - b —
Ha Hg  Hc Hop i
© © Enhoncer .
%F% R

8. abra A CMP gén regulilé régidinak elhelyezkedése.

1-8: a gén exonjai; a megfeleld betlk a kildnbdzd részeken
taldlhaté fragmentumokat jeldlik. "+": enhancer, "-"
silencer hatédsra utal.
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A szamozds a TATA box elsd nukleotidjatdél indul. A
szabdlyozd régidk felderitése Ugy tdértént, hogy Bal3l-es
emésztéssel egy delécids sorozatot hoztak létre, amelyet a
CAT riporter gén elé kldnozva klUldnbdzd sejtekben (CEC,
HDM, 1d.10. &bra, s az ott taldlhatd magyarazd szdveget)
mérték a riporter gén aktivitdsdt. Azt talaltédk, hogy a
(-15) pozicidig terjedd régid sejttipustdl flggetlentl
képes a gén atirddasdt biztositani, s ezt a régidt ezért
minimdl promoternek nevezték el. A tovadbbiakban pCMPN (-15)
név alatt fogunk erre a konstrukcidra hivatkozni.
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9. abra A CMP promoter 5' végi régid delécids sorozatanak
analizise tranziens expresszids kisérletekben.
A baloldali rész a konstrukcidkban szerepld fragmentumokat
abrazolja, feltlntetve az 5' végi pontok pozicidit a TATA
box elsd T-jét tekintve 1l-es sorszaminak. A jobboldali
rész a CEC-ben illetve a HDM-ben mért CAT aktivitas
adatokat mutatja (100%: a pSV2.CAT kontroll plazmid
aktivitasa) [137].

A 9. 4bra negativ és pozitiv régidk valtakozd
eldfordulasiat mutatja. A promotertd8l 5' irédnyban haladva
egy erds negativ hatdst észlelhetink (NR1, (-334)-(-15)
régisd), amely mind a két sejttipusban egyarant
kifejezddik. Ezt koveti egy pozitiv hatéasi szakasz (PR1,
(-799) - (-568)), amely lényegesen jobban mikddik CEC-ben,



38

mint HDM-ben. A (-878)-(-809) k&zétti tartomany (NR2)
ismét lecsdkkenti a gén aktivitasat gyakorlatilag O-ra, a
fragment végén (PR2, (-1137)-(-944)) 1évd elemek hatéséra

a riporter gén aktivitdsa visszadll az eredeti szintre a
CEC esetén (egy kicsit meg is haladja), illetve kb. a
felére HDM sejtekben. Ennek az 1.2 kb-os fragmentumnak a
részletes analizisét is elkezdték, és sikerult footprint
analizis segitségével a promoterhez koézeli régidban két
védett szakaszt taldlni (SI, SII), amelyeknek a részletes
jellemzését kivantuk mi elvégezni. '

IV.3. Chondrogenesis

A porcszdvet mesodermdlis eredetdi, és kis szamd
mesenchymalis sejtbdl alakul ki a differencidldédas soran,
és esetenként tovabbalakul csontszdvetté. A chondrogen
differencidlédas legbehatdbban tanulmanyozott modellje a
végtagfejlddés tanulmanyozdsa. A végtagkezdemények a
mesoderma parietalis lemezébdl alakulnak ki. Csirkében ez
a 15. stadiumtdél [68] indul, amely egy kb. 2.5 napos
embridénak felel meg (10. abra) . A  végtagkezdemé-
nyeket ectodermidlis eredeti hadm boritja. A chondrogen
differencidldédas komplexitdsdt ndéveli, hogy parhuzamosan
zajlik a myogenesis és az idegek beépulése is [90]. A
porcok altaldban a tér mindhdrom irdnyaban aszimmetrikus
felépitésliek, ezért minden szdveten bellil a kildénbdzd
térbeli pozicibkban 1évd sejteknek meghatdrozott program
szerint kell mikddni.

A chondrogenesis szabdlyozdsira, térbeli aszimmetridjanak
magyarazatdra szamos lehetdséget tanulményoztak [2, 13,
133, 173, 174]. Olyan anyagokat, faktorokat kerestek,
amelyek in vitro képesek eldsegiteni, vagy visszaszoritani
a chondrogen differencidcidt. Mivel a porcdifferencialddas
a mesenchyma sejtek kondenzdcidjadval kezdddik, ezért pl.
olyan anyagok, amelyek képesek eldsegiteni a mesenchyma
sejtek kondenzacidjat, chondrogen agensként
szerepelhetnek. Ilyen hatdsG pl. az activin, ami egy sok
funkcids fehérje (porcszdvetben is megtaldlhatd), és képes
eldéidézni a mesenchyma sejtek chondrogen kondenzaldédasat
oly mdédon, hogy eldsegiti bizonyos sejtadhézids molekulédk
(fibronectin, NCAM stb.) expresszidjat (173].

Végll, c¢sak utaldsképpen bemutatunk egy sematikus
dbrat, amelyben &sszefoglaldan abridzoljuk nagy lépésekben
a chondrogen differencidlédias  kuldénbdzd stadiumait,
valamint az in vitro vizsgdlati rendszerekben hasznalt
szbvettipusokat, sejtvonalakat (10. abra) . Az abra
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szimbédlumainak Jjelentését az ott szerepld szdvegben
ismertetjlik. Részletesebb leirdst pedig kordbbi munkédkban
taldalhatunk [90, 137, 166].
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10. &abra. A chondrogen differenciidlédas folyamata és in
vitro modellje. A: A csirke embrid porcos
differencidléddasénak idbéskdlaja napokban, és a Hamburger-
Hamilton (HH) stadiumokban. B: A porc-differencialddas
fébb szakaszainak sémdja a fenotipus alapjan, a kiuldénbdzd
gének aktivaldédasi pontjainak feltlntetésével. oal(I), o
2(I), al(II), al(X) a kulénbdzd kollagén-lancokat jeldli.
FN: fibronectin, CMP: porc matrix fehérje, LP: kapcsold
fehérje, PG: aggrecan. C: in vitro modellrendszerek. CEF:

csirke embriondlis fibroblaszt kultdra, M: mesenchyma
kultdra, HDM: nagy sejtslrlségl porccad differencialédd
mesenchyma sejtvonal, CEC: c¢sirke embridé chondrocyta
kultdra, HC ¢ hipertroéf chondrocyta kultdra, QEC:

transzformdcidéval stabilizdlt chondrocyta sejtvonal.
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V. CELKITOZES

Az elbdzdekben ismertetett irodalmi bevezetd a

molekuldris biolégidnak szamos terlletét oOleli fel. Ha
meggondoljuk, hogy a bemutatott eredményekhez nagy
mértékben jArult hozzd a szintetikus DNS kémia, akkor
taldn nem tlnik annyira szertedgazdnak a bevezetés.
A szintetikus oligonukleotidokkal kapcsolatos munkank
sordn szamos olyan probléma merilt fel, amelyeknek vagy
specidlis alkalmazds-technikai vonatkozasa van, vagy pedig
az alapkutatdsban kertult a felszinre. Ezekre keresve a
megoldast a célkitizéseinket harom £56 téma koré
csoportositjuk, amelyek k&ézll az elsd kettd a 80-as évek
végén jelentkezd problémakra keresi a valaszt, és
jelentdséguk elsbésorban az alkalmazott kutatasban
jelentkezik. A harmadik, a csirke CMP gén szabdlyozasdanak
kutatidsa pedig napjaink kérdése, és alapvetden tudomanyos
alapkérdések tisztdzdsara iranyul.

A., Torma peroxiddzzal, és alkalikus foszfatdzzal jeldlt
oligonukleotidok szintézise HIV-1 kimutatdsara

A nemradioaktiv DNS prébdk elddllitdsidra vonatkozd
irodalmi ismertetdbdl kiderult, hogy a nem-radioaktiv DNS
diagnosztika kifejlesztése szerte a vilagon az érdekl&dés
kézéppontjadban volt. Az AIDS elterjedése vilagszerte
szlkségessé tette olyan prdbak tervezését, amelyekkel a
fertbzés korai stadiumban kimutathatdé. Egyesitve a két
térekvést, olyan nemradioaktivan jeldlt oligonukleotidok
eldallitasat terveztik, amelyek nagy é&rzékenységgel és
biztonsidggal teszik lehetdvé az AIDS diagnosztizalasat a
fertbzés korai szakaszdban. A terv megvaldsitasa érdekében
célul tdztuk ki:

- olyan mbédositott oligonukleotidok szintézisét, amelyek
szekvencia specifikusan a HIV-1 virus nukleinsavahoz
hibridizalnak,

- torma peroxidaz, illetve alkalikus foszfataz
hozzdkapcsoldsdt a mbédositott oligonukleotidok végeihez
oly mdédon, hogy a  hibridizdciés tulajdonsagok ne

romoljanak,

- a szintézis hatdsfokénak, illetve a kapott komplexeknek
a jellemzését,

- a prdébdk tesztelését hibridizdcids kisérletekben.
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B., Egylépéses DNS-szekvencia meghatdrozdsi médszer
kifejlesztése termostabil polimerdz haszndlatdval

Egy szintetikus gén eldallitésa soran kerult felszinre egy
olyan probléma, ami nagyon sokszor Jjelentkezik kldénozas
soran. A génnek voltak olyan régidi, amelyeknek a
szekvencidja nagyon nehezen volt meghatarozhatéd. A
termostabil enzimek elterjedésével merilt fel a gondolat,
hogy hétlird DNS-polimerdzok segitségével a probléma
athidalhatdé. Ezért feladatunknak tekintettik:

- egy olyan egyszerq, egylépéses DNS-szekvencia
meghatdrozadsi eljdrds kifejlesztését, amely termostabil
polimeraz felhaszndlasan alapul.

C., A csirke CMP gén egy negativ szabdlyozdé elemének
jellemzése szintetikus oligonukleotidok
felhaszndldsdaval

Az értekezés harmadik célkitlizése a c¢sirke porc
matrix fehérje transzkripcionéalis szabdlyozasahoz
kapcsoldédik. Az irodalmi bevezetdbdl kideril, hogy az
egyedfejlodés térben és iddben mennyire bonyolult
folyamat. Lathattuk azt 1is, hogy a gének szdvet- és

fejlodési dllapot-specifikus mikddése mar
transzkripciondlis szinten is milyen komplex szabdlyozéast
igényel. A porc matrixat alkotd komponensek is

differencidltan jelennek meg az egyedfejlddés sordn, s az
ezt szabadlyozd mechanizmus megismerése fontos 1lehet
egyrészt a porcbetegségeket okozd jelenségek
felderitésében, masrészt az eukariota génszabalyozés
dltalanos torvényszer(iségeinek megdllapitasédban.

A csirke porc matrix fehérje gén térben és iddben
szabalyozottan fejezddik ki, s a regulédcidé alapvetden
transzkripciondlis eredetli. A «csoport kordbbi munkija
soran azonositotta a gént, jellemezte a CMP fehérje
moduldris felépitését, illetve a gén 5' végi és intronélis
régidiban transzfekcids kisérletek segitségével
azonositott néhdny szabilyozd elemet. A promoterhez kdzeli
régidban (NR1l) sikerllt azonositani két olyan szekvencia
szakaszt, amely feltehetdleg felelbs a gén
inaktivalédasaért (SI, SII).

Célunknak tekintettik ezeknek az elemeknek a tovabbi
vizsgdlatdt, wvalamint azt, hogy meghatérozzuk az(oka)t a
faktor(oka)t, amely(ek) az SI elemhez koétébdnek olyan
mdédszerek alkalmazdsidval, amelyek £f8ként oligonukleotidok
hasznilatan alapulnak.
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Ehhez a kévetkezd kisérleteket kivantuk elvégezni:

1., DNS-fehérje gélelektroforézis (EMSA) segitségével
vizsgdlni az SI elem szdvetspecificitasat.

2., Az SI-hez és SII-ho6z kapcsolddd fehérjék
Osszehasonlitasat DNS-fehérje gélelektroforézis
segitségével.

3., Transzkripcids faktor adatbankbdél kivalogatni azokat a
lehetséges fehérjéket, amelyek a szekvencia alapjéan
szamitasba johetnek. Kompeticids DNS-fehérje
gélelektroforézis segitségével elddnteni, hogy a kutatott
protein egy ilyen ismert faktor-e.

4., Metildcidés interferencia segitségével térképezni
azokat a pontokat, amelyek a DNS-fehérje kdélcsdnhatésban
nélkildézhetetlenek.

5., UV keresztkdtési kisérletekben becslést tenni a kotddd
fehérje molekulatdmegére.

Ettdl a ponttdl az eredményektdl flggben terveztik a
tovabbi kutatdst. Ha nem tald&lunk ismert faktort, akkor a
fehérje tovadbbi jellemzése lenne a cél. Ha az eddigi
ismeretanyag alapjan azonosithaté a fehérje, akkor:

6., Specifikus ellenanyag segitségével "supershift"
kisérletekben igazolni, hogy valdéban arrdl a fehérjérdl
(fehérjecsaladrél) van szd.

7., Mutacidékat hordozé oligonukleotidokkal in vitro
kisérletekben bizonyitani EMSA segitségével a kapott
eredmények megalapozottsagat.
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VI. ANYAGOK ES MODSZEREK
VI.1l. ANYAGOK

A munkdnk soradn felhaszndlt vegyszereket a legnagyobb
gyakorisiggal a kovetkezd cégektdl szereztik be: SIGMA,
MERCK, SERVA, FLUKA, MILLIPORE, és REANAL.

A restrikcids enzimek vagy hdzi készitésliek voltak (SzBK
gyartmdny), vagy a New England Biolabs, illetve a
Fermentas volt a sz&allitdé. A T7 DNS polimerazt a USB, a
Fermentas és a Pharmacia vallalatoktdl, a polimerdz léanc
reakcidhoz a Tag polimerdzt a Perkin Elmer Cetustdl
szereztik be.

A radioaktiv anyagokat az Amersham-tél valamint a Magyar
Izotdép Intézettdl vasaroltuk. A footprinthez hasznalt
DNase-I a SIGMA D4263 kataldgusszadmi terméke, a tripszin
forgalmazéja a DIFCO volt.

Csirkevonalak
Rhode Island White, Babolnai Mgk.
Baktériumtbrzsek

A leggyakrabban haszndlt sejtvonalak, és genotipusuk a
kdvetkezdek voltak:

JM101 (lac-proAB), thi-, strA, endA, hsd R, sbcB1l5,
supE, [F', traD36, proAB*, lacIdz Mi5].

JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi~, hsdR17(ry~, mgt),
supE44, relAl, lambda~, (lac-proAB), [F',
traD36, proAB*t, laclidz M15].

DH5Q F~,, ¢80dlacz M15, (lacZYA-argF)Ul69, endAl,

recAl, hsdR17(ry~, my*), deoR, supE44, thi-1,
lambda~, gyrA96, relAl

XL1l-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac, [F- proAB, lacI9z M15, TnlO(tet®)].

SureTM elda~ (mcrd), (mcrCB-hadSMR-mrr)171, endAl,
supE44, thi-1, gyrA96, relAl, recB, recd, sbcC,
umuC:TnS (kan¥), uvrC, [F' proAB, lacId9 zM15,
Tnl0, (tet¥)].

Plazmid- és fdgvektorok, kész konstrukcidk
M13mpl18, mpl9 (NEB).

pUC19 (NEB)
pBluescript (Stratagene)



pBluscribel9+ (Stratagene)

pCMP.CAT [90, 137, 166]

pTK.CAT [90, 137, 166].

T54/11 a ((-220)-(+127)) pozicidkkal hatdrolt HinflI
fragmentum Bluescribel9+ vektor HincII helyén.
A T54/11 kldénban a régid 3' vége van
a polilinker EcoRI helye feldl [166].

Taptalajok bakteridlis sejtekhez

A haszn&lt tédptalajok, lemezek a Maniatis-féle kézikdnyv
alapjan késziultek (LB, 2YT, SOB, SOC + agar lemezeik). Az
antibiotikumok (ampicillin, tetraciklin) alkalmazasa is e
szerint a md szerint toértént [147].

Oldatok, pufferek

PBS: 8g NaCl, 0.2g KCl, 1.81g NagHPO4x2H,0, 0.24g
NaH,PO4xH20, 11 vizben oldva.

CMF -PBS 8g NaCl, 0.3g KCl, 0.178g NajsHPO4x7H,0, 0.02g
KH,PO4, 2g glukdz/11 viz, sterilre kell szlrni.
(Ca2+-Mg2+ mentes)

Tripszin CMF-PBS 0.25% tripszin CMF-PBS-ben.
Glicerin CMF-PBS 60% glicerin CMF-PBS-ben.

Sejt 1lizis puffer 10mM HEPES/KOH (pH=7.9), 1mM MgCl,,
(Schibler) (SCLB) 1lmM MgCl,, 0.5mM DTT, Gordox:

50 KallikreinU/ml (0.5mM aprotinin
vizes oldata), 0.5mM PMSF, 0.1mM
Benzamidin, 5-5ug/ml Leupeptin és
Pepsztatin.

Sucrose gradiens 10mM HEPES/KOH (pH=7.9), 15mM KC1,

oldatok (Schibler) 0.15mM Spermine, 0.5mM Spermidine,
0.5mM KoHo,EDTA, 10% glicerin,
1.2M/1.4M sucrose, 0.5mM DTT, és
ugyanazok a protedz inhibitorok, mint
az SCLB-ben.

Sejtmag tdrold 25mM HEPES/KOH (pH=7.9), 1mM MgCl,,

puffer (STP) 25% glicerin, 0.1mM KyH,EDTA, 1mM
EGTA, 5mM DTT.

Sejtmag dializdlé 10mM HEPES/KOH (pH=7.9), 50mM KCL

puffer (SNDB) 0.1mM K,H,EDTA, 20% glicerin, 3.5mM

(Schibler) DTT, 1mM PMSF.
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25% glicerin, 0.1mM Ko,HEDTA, 1mM EGTA, 1060mM
NaCl, 0.3mM spermine, 1mM spermidine, 2mM PMSF,
20mM Benzamidine, 100KIU/ml Gordox, 10ug/ml
leupeptin, 10ug/ml pepsztatin.

10mM HEPES/KOH (pH=7.5), 50mM NaCl, 1mM DTT.
25mM HEPES/KOH (pH=7.5), 10% glicerin, 100mM
KCl, 0.1mM EDTA (pH=8.0), 0.1% Triton X-100,
1lmM DTT, 50KIU/ml Gordox, 0.1lmM PMSF, 0.1mM
Benzamidine, 1lug/ml leupeptin, 1lug/ml
pepsztatin.

10mM HEPES/KOH (pH=7.5), 20mM Tris/HCl
(pH=8.0), 20% glicerin, 200mM KCl, 0.5mM

DTT.

100mM Tris/HC1l (pH=8.0), 100mM KCl, 15.75mM
DTT, 1mM EDTA, 20mM MgCl,.

160mM MgCl,, 80mM CaCl,.

0.1M NaCl, 50ug/ml tRNS, 50mM Tris/HCl
(pH=7.9), 0.5% SDS.

10mM Tris/HCl (pH7.5), 1mM EDTA (pH=8.0).

0.1M Tris/HCl (pH=7.5), 0.1M NaCl, 0.01M MgCl,,
0.1mM ZnCl,.

1M KOAc, 250mM Tris/HOAc (ph=7.6), 100mM

Mg (OAc) 5, 5mM R-merkaptoetanol, 100ug/ml BSA
0.15mM NaCl, 20mM Tris/HCl (pH=8.0), 0.1mM
EDTA.

50mM natrium-kakodilat (pH=8.0), 1mM EDTA.
1.5M NaOAc (pH=7.0), 1M f3-merkaptoetanol

0.3M NaOAc (pH=7.0), 0.1lmM EDTA, 25ug/ml tRNS.
0.5M Tris/HCL (pH=7.5), 0.1M MgSO4, 1mM DTT.
0.5M Tris/HCl (pH=7.6), 0.1M MgCl,, 1mM
spermidine, 1mM EDTA (pH=8.0)

5xDenhardt oldat [147], 0.5% SDS.

0.9M NaCl, 0.18M Tris/HCl (pH=7.5), é6mM EDTA.
1xDenhardt oldat, 6xSET, 0.1% SDS.

100mM Tris/HCl (pH=8.3), 500mM KC1l, 15mM MgCl,.
2mM dGTP, és BrdU, 0.5mM dATP és dCTP

250mM Tris/HCl (pH=6.8), 500mM DTT, 10% SDS,10%
glicerin, 0.005% brémfenolkék.
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VI.2. MODSZEREK

VI.2.1l. Oligonukleotidok szintézise automata DNS
szintetizatoron

Az amidit kémidn alapuld szintézis ciklikus menete a
kévetkezd (1d. 4. abrat is):
1. A hordozdhoz 3' végén ké6tdtt n. nukleotid 5' végérdl 2%
diklérecetsav/diklérmetén oldattal lehasitjuk a
dimetoxitritil csoportot, ez&dltal szabad, reaktiv 5'-OH
csoportot kapunk.
2. Az oszlop mosasa utan a kapcsolandd nukleotid 5
dimetoxitritilezett (a bazison is megfelelden védett)
formajat az aktivatorral (tetrazol) kevert formajaban

reagaltatjuk el a hordozdén levd, n hosszisagu
oligonukleotiddal (n+1).

3. A harmas vegyértékl foszfor oxidaléasa jédos
(viz:tetrahidrofurén:2,6-lutidin) oldattal.

4. Az el nem reagalt OH csoportok acilezése

ecetsavanhidriddel N-metilimidazol katalizise mellett,
2,6-1lutidin, tetrahidrofurdn oldataban.

Majd koévetkezik az elsd 1lépés, ahol az n. és az (n+l).
dimetoxitritil szinintenzitdsokbdl (vagy
spektrofotométerrel meghatdrozva) a kapcsolds hatékonysaga
megdllapithatéd.

Egy ilyen ciklus a mai gépeken 4-8 percet vesz

igénybe. A reakcid olddészere acetonitril, s a
hozzavetdlegesen 25mg/ml-es amidit oldatbdl egy
kapcsolédshoz 5-10mg anyag szlikséges. Meg kell jegyezni,
hogy a szintézis extrém vizmentes acetonitrilt igényel
(<5ppm), mert a legkisebb viztartalomtdél is nagymértékben
csbkken a kapcsolas hatéasfoka.
Altaldban harom kilénbdzd mennyiségi skdlara tervezik a
szintetizitorokat: 0.2, 1.0, 15 umol, ami a betdltdtt
hordozén levd elsd nukleozid mennyiségét jeldli, s igy 1-
500 nmol oligonukleotid szintetizdlhatdé. Mi tébbnyire az 1
umolos skalat haszniltuk.

VI.2.2. Az oligonukleotidok utdkezelése és tisztitasa

A szintézis befejeztével még olyan oligonukleotidunk
van, amely a., a szildrd hordozdéhoz van koétve
b., a foszfatcsoportokon (amidit kémia) és a
bazisokon védbécsoportokat hordoz.
Mind a hdrom koétéstipus ligos kezelésre érzékeny, azaz
alkalikusan egy lépésben elhasithaté.
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A legdltalanosabban hasznalt mddszer szerint
koncentrialt amménidval kezeljlik a hordozédn levd anyagot
szobahbmérsékleten 1 6rdt, hogy leszedjik az oligomert a
hordozdérdél (mely sordn a foszfitcsoporton levd R-cianocetil
csoport is 1lehasad), majd 55°C-ra tesszlk 12-16 oOrara,
hogy a b&zisockon 1évd véddcsoportokat is eltavolitsuk [20,
21). Ily médon a kivant oligonukleotid egy olyan alkalikus
oldatban van, amely mindenféle szennyezd anyag mellett az
oligomer rdévidebb valtozatait is tartalmazza, amelyektdl
sok esetben célszerlli elvalasztani. Nagyon sok olyan
felhaszndldsi méd van, amelynél - ha megfelelden nagy
hatdsfokkal mikédik a szintetizdtor - akkor a xrd&videbb
oligomerek kis mennyisége nem =zavard, s csak a szerves
szennyezésektdl és az amménidtdl kell megtisztitani az
oligonukleotidot.

Az amménia eltdvolitdsira két fajta mbédszert
hasznaltunk.

a., Az tiszta oldatot folyékony nitrogénben tértént
lefagyasztas utén beparoljuk (liofilezés), majd alkalmasan
valasztott térfogati TE oldatban feloldjuk.

b., Az ammdénids oldatot Sephadex G-25 gélszlrd oszlopon
(eldzetesen TE oldattal egyensilyba hozva) megszlrjik.
Ennek eldnye az, hogy a kis szerves szennyezdbdéseket is
eltavolitja, hatranya viszont az, hogy viszonylag nagy
térfogatban kapjuk vissza az anyagot.

A termék tovabbi tisztitasdra tobbfajta mdbdszert
lehet alkalmazni:

A., Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

Denaturdld k&é6rulmények kdzdtt (7M urea jelenlétében)
az oligonukleotidok méret szerint j6l elvalaszthatdak [20,
74] . A kiUldnb6zd hosszisidgli oligomerekre tartomanyonként
kilénbdzd koncentracidéjia akrilamid gélt szokas haszndlni.
Hossz (bazis) akrilamidkoncentracid (%)
6 - 20 18 - 20
20 - 40 10 - 12
>40 4 - 8

Mivel az oligonukleotidok 260nm-en elnyelik a fényt, a
gélen az UV Aarnyékoldsi kép alapjan azonosithatdk, onnan
kivaghaték, és eludlhatdk (éjszaka 5 - 10 géltérfogat TE

pufferben). Az 1igy kapott oldat még nem tiszta, de
anioncserés kromatografiaval (pl. DE52 oszlopon) kOnnyen
megtisztithatd, etanolos kicsapés, és vizes-alkoholos

mosds utdn az oligonukleotid béarmilyen molekularis
bioldgiai célra felhasznalhaté.
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B., HPLC

A nagynyomasi folyadékkromatografia (HPLC)
megjelenésével Kkifejlesztettek olyan mbédszereket, HPLC
oszlopokat, amelyek oligonukleotidok elvalasztasara
alkalmasak [20, 74] . Anioncserés oszlopokkal olyan
oligomerek valaszthatdk el, amelyekrdl a legutolsd

dimetoxitritil (DMTr) csoportot eltdvolitottuk. Ha ezt
rajta hagyjuk az oligonukleotidon akkor Gn. reverz fazisd
oszlopot kell haszndlni (ez egy &ltaldban 18 szénatomszamd
szénhidrogént hordozé oszlop), amely a DMTr csoport
hidrofdb tulajdonsaga alapjéan teszi lehetdové az
elvadlasztdst. A tisztitast kdévetden az utolsd DMTr csoport
80%-0s ecetsavval eltavolithatdé [20].

A reverz fazisi oszlop, ha csak részlegesen van a
hordozé  felszine lefedve a Cjg lénccal, a DMTr
eltdvolitdsa utdn is hasznidlhatd a kGlénb6zd hosszisagi
oligomerek szétvalasztdsidra. Altaldban felvivd pufferként
0.1 M trietilamméniumacetatot (TEA) (pH=7.0), eluensként 0
- 50% acetonitril/0.1 ™M TEA (pH=7.0) hasznadlunk. Az
bsszegyljtdtt eludtumot alkohollal kicsapjuk, mossuk, és
az igy kapott anyag a legtdbb molekuldris bioldgiai célra
kézvetlentil felhasznalhaté.

Az oligonukleotidok koncentrdciéjdnak meghatdrozasa

A nukleozid bédzisok 260nm kdérnyékén erdteljesen, de
bazisonként kildénbdzd mértékben abszorbedljdk a fényt. Ha
eltekintiink a komponensek koézdtti kdlesdnhatédsok okozta

effektusoktdl, akkor egy oligonukleotid eredd molaris
dekadikus extinkcidés koefficiensét (ggy) a kbdvetkezd
kifejezéssel kaphatjuk meg:

€er = X nj*g; (i =4, C, G, T)

n; az oligonukleotidban taldlhatd megfeleld béazis széama,
€; pedig a kovetkezd a klildénbdzd bazisokra:

bazis g5 (umol/ (cm?2)
da 15.4
dG 11.7
dc 7.5
daT 8.8

[20] . Az eredd koefficiens segitségével a Lambert-Beer
torvény alkalmazdsdval a kluvettdban az oligonukleotid
koncentracibdja a kodvetkezd:
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c = A/eay (umol/cm3)

ahol A a 260nm hulldmhosszon mért abszorbancia 1 cm-es
fénylit esetén. A klvetta térfogatdnak és a higitasok
ismeretében az eredeti koncentriacid, illetve a teljes
anyagmennyiség meghatarozhatéd.

Altaldban mi a tisztitasi médszerek kozlil a PAGE-t
alkalmaztuk, tdjabban a reverz f4zisi HPLC-s technikat
attél fuggben, hogy milyen célra kivantuk az anyagot
felhasznalni.

VI.2.3. Enzim-oligonukleotid konjugatumok szintézise
3' végen amindlt oligonukleotidok elédllitdsa

A szintetikus oligonukleotidokat a mar korabban
ismertetett foszforamidit kémia alapjan szintetizaltuk
azzal a klUldnbséggel, hogy a hordozdéra a 11. abréan
mutatott nem nukleozid tipusd funkcidés c¢soport volt
felkdtve. A szintézis befejezését kdévetben a szokésos
mddon cc. NH4OH-val eltavolitottuk a fentmaradt
véddcsoportokat (55°C, egész éjszaka) , valamint
lehasitottuk az oligomert a hordozérdl. Itt érdemes
megjegyezni, hogy a szintézis alatt a hordozdén 1évd
aminocsoportot védd Fmoc csoport ldgosan szintén
hasithatd, savas korilmények k&zdtt stabil. Az ammdéniat
folyékony nitrogénes fagyasztds utdn vakuumban szobahdn
leparoltuk 3-4 6ra alatt (liofilezés).

A liofilezett anyagokat 200ul 0.3M NaOAc/HOAc
(pH=5.2) oldatban feloldottuk, majd 750ul EtOH-val
kicsaptuk. 70%-o0os alkohollal mostuk, majd vakuumban
szaritottuk, és 150-150ul steril vizben oldottuk.

50-50ul nyers oligomer elegyet tisztitottunk 10%-os
denaturald poliakrilamid gélen (30x40x0.4cm), 40W futtatd
teljesitmény mellett. A megfeleld savokat 254nm-es UV
arnyékolés alapjan azonositottuk, steril pengével
kivagtuk, majd egész éjszaka 37°C-on eludltuk 4 ml steril
vizben.

Az eludtumot DE-52 oszlopon tisztitottuk ugy, hogy
megfelelben eldkezelt oszlopbdl lml-es téltetet
készitettlink, mostuk steril vizzel, majd felvittik az
eludatumokat. Mostuk 3x 3ml vizzel, majd 4x 1ml 1M NaCl
oldattal eludltuk. Az elsd 2ml frakcidhoz 1/10 térfogat 3M
NaOAc/HOAc (pH=5.2) puffert adtunk, majd haromszoros
térfogatd alkohollal kicsaptuk. A csapadékokat 70%-os
alkohollal mostuk, majd szaritottuk, li0ul vizben
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oldottuk, és 260nm-en mértik. Az anyagmennyiségeket az
eldzd fejezetben leirtak alapjan szamoltuk.

Az amindlt oligomer reagdltatdsa DITC-vel

A tovabbiakban az oligonukleotidokrdél csak egyes
szadmban beszéllink, mert mindegyikkel ezen a Vvégsd,
kialakult médon jartunk el.

4.5-5.0 nmol amindlt oligonukleotidot 1liofileztink,
majd 3.75ul 0.1M borat pufferben feloldottunk (pH=9.3).
Ehhez hozz&dadtunk 3mg DITC-t 75ul frissen desztillalt

dimetilformamidban oldva. (Ez kb. 3000-szeres felesleg a
keresztkdtések megakaddlyozésira). Ezt az elegyet 2 6réan
keresztlil inkub&dltuk s&ététben szobahdn, majd 0.45ml

n-butanol és 0.45ml viz hozzdadadsa utan extrahdltuk az
oldatot. A wvizes féazissal dolgoztunk tovdbb é&s addig
extrahdltuk egyenld térfogatd n-butanollal, amig kb. 20ul
nem lett a vizes fazis végtérfogata (8-10 1lépés). Ebben a
lépésben az aromds, el nem reagdlt DITC-t t&volitottuk
el, illetve koncentrdltuk az oldatot. A maradék 20ul-t
vakuumban beparoltuk.

A komplex fényérzékeny, s ezért lehetbség szerint
s6tétben kell tartani.

Torma peroxiddz kapcsoldsa az aktivdalt oligonukleotidhoz

1.5mg HRP-t feloldottunk 30ul 0.1M borat pufferben
(pH=9.3), s ebben az oldatban feloldottuk az eppendorf
cs8ben beszaritott DITC-t hordozd oligonukleotidot, majd
sO6tétben 25°C-on inkubdltuk egész éjszaka.

A komplexet 7%-os nativ, azaz nemdenaturdldé poliakrilamid
gélen valasztottuk el (30x40x0.25cm gélen, P=18W, 2 O6ra).
A gél nem tartalmazott az uredn kivil EDTA-t sem, s a
futtatds sététben tdrtént. Ezen a médon jél elvalaszthatd
a komplex a szabad oligomertdl és a kapcsolatlan enzimtdl.
A megfeleld savot kivagtuk, s egy éjszaka eludltuk 2ml
0.1M foszfat pufferben (pH=7.5), majd az eludtumot
ugyanezzel a pufferrel szemben dializdltuk. A kapott
oldatot vaAkuumban bepdroltuk, s szildrd forméban taroltuk
-20°C-on.

A torma peroxiddz aktivitds tesztje

A HRP aktivitads tesztjét a sz3llitd Boehringer Mannheim
atmutatésai alapjan végeztilk, ami a
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gvajakol/hidrogénperoxid rendszeren alapul.3ml-es
klivettdba (1lcm fénylithossz) mérjlink be

- 3ml 0.1M k&liumfoszfat oldatot (pH=7.0)

- 50ul 18mM gvajakolt (a fenti pufferben)

- 20pul alkalmasan higitott enzimoldatot
A reakciét 40upl 8mM Hy03 (Ajz4opm®0.4) oldat hozzdadasaval
inditottuk, és percenként mértik az abszorbanciat 436nm-
en. A térfogatos aktivitast (TA) , és a specifikus
aktivitast (SA) a kovetkezd kifejezések alapjan szamoltuk:

TA = (3.11%4)*(25.5%1%0.02)~1 * (A1 - Ag)
= 24.392 * (At,q1 - Atg) (U/ml]
SA = TA * {enzimkoncentricid (mg/ml)}-1 [U/mg prot]

A szorzatban szerepld szamok a kisérleti rendszerhez
tartozdé paraméterek.

VI.2.4. DNS-klénozassal kapcsolatos mdédszerek

DNS izoldldas
(plazmidok, fagok kis mennyiségben)

A plazmidokat is és a fagokat is kis mennyiségben a
Maniatis dtmutatésai alapjan tisztitottuk [147]. Plazmidok
esetén mind az alkalikus-SDS-es feltarason alapuld
médszert, mind a sokkal gyorsabb STET pufferben oldott
lizozimos eljdrédst egyardnt haszndltuk. Barmelyiket is
alkalmaztuk, szekvencia analizisre alkalmas mindségl
terméket kaptunk.

A fagok tisztitdsa a szokdsos PEG-es kicsapason és az
ezt  kovetd fenolos fehérje extrakcidn alapult. A
kitermelést, valamint plazmidok esetén az RNS-mentességet
agardz gélelektroforézissel ellendriztik.

DNS (plazmid) tisztitdsa nagy méretben

Nagy mennyiségid plazmidot altaléaban ll-es
sejtkultdrdbdl nyertink kldramfenikolos amplifikacidé utén.
A lefugdlt sejteket feltdrads wutédn extrahdltuk fenol-
kloroform (1:1) elegyével, RNaz kezeltik, majd CsCl
gradienses ultracentrifugdlassal tisztitottuk tovabb. A
DNS koncentrdciéjit 260nm-en vald spektrofotometrids mérés
utdn hatdroztuk meg (10D megfelel ezen a hullamhosszon
50ug/ml plazmidnak) .
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Emésztés restrikcidés endonukledzokkal

A DNS-t altaldban az enzimet gyartd cégek Udtmutatasai
alapjan, az &altaluk szdllitott pufferekben emésztettik 3-
16 orat (fuggben attdl, hogy milyen célra kivantuk tovabb

haszn&dlni) . Sokszor eldfordult, hogy a Stratagene
univerzalis pufferében (10xUB, végeztuk a reakcidt. Minden
esetben 100ug/ml BSA (vagy Ac-BSAa) jelenlétében
dolgoztunk.

DNS fragmentumok izolaldsa

Nagyobb, mint 200 bp-os fragmentumokat agardéz gélen
vald futtatds utidn DEAE NA-45 (Schleier&Schuell) membranba

futtattuk be a kivant DNS-t, ahonnan - egy r&évid NET
pufferes mosds utdn - 1.5M NaCl-ot tartalmazé NET
pufferrel eludltuk 65°C-on 45 percen keresztil. Az

eludtumot alkoholos kicsapds utan egyéb tisztitasi lépések
nélkul felhaszndaltuk.

A kisebb fragmentumokat nemdenaturdld poliakrilamid
gélen futtatuk meg, majd az izoldlandd savot pengével
kivagtuk, s 3-5ml TE-ben egész éjszaka enyhe réazatés
kézben inkubdltuk 37°C-on (passziv diffGzid). Az eluatumot
aztan vagy csak egyszeriien kicsaptuk, vagy DE-52 oszlopon
tisztitottuk.

A DNS fragment ragadds végeinek tompa véggé alakitdsa

Amennyiben 3' tdlnydldé véget kaptunk a hasitas utén,
T4 DNS polimerédzzal tavolitottuk el az egyszald részt 2mM
dNTP jelenlétében (14©°C-on 30 perc).

Az 5' talnydld szakaszt pedig Klenow polimerazzal
toltottiuk fel szintén ANTP jelenlétében, az elegyet 37°C-
on 1 o6radan at inkubdltuk. Mindkét esetben a reakcidt
fenolozassal A&allitottuk 1le, illetve 1igy tisztitottuk a
DNS-t [147].

5'" vég foszforilezése illetve defoszforilezése

Ha a klénozasi stratégia Ugy kivanta, akkor a vektor
5' végein 1évd foszfatcsoportot CIAP ("calf intestine
alkaline phosphatase") kezeléssel téavolitottuk el. Tompa
végll DNS-ek esetén (lpug-ra szamolva) 1U enzim hozzdadés
utdn 15 percig inkubdltuk a keveréket 37°C-on, majd még
1U-ot adagoltunk, s ezutdn a reakcidét 45 percig 55°C-on
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tartottuk. Ezt kdévetden fenoloztuk, s a szokédsos mbddon
kezeltik tovabb [147].

Ha a klénozand® fragment nem tartalmazott a végein
foszfatcsoportot, akkor T4 polinukleotid kindz enzimmel
eldzetesen foszforileztik 2mM ATP jelenlétében (1d 5
végjeldlést is).

Ligalas

A kldénozds sordn a vektor és az inszert mennyiségét
dltaldban mértlik, ha ez nem volt lehetséges, akkor az
agardz gélen vald képlk alapjan becsiltik meg a
mennyiségiket. A ligalast adltaldban egész éjszaka végeztik
14°C-on 20ul végtérfogatban, s az inszert:vektor arény 3-
50 k&6zdtt  mozgott  szadndékunktdl  fuggben. A vektor
mennyiségét 50ng koruli értékre valasztottuk.

Tompa végek ligdlaséanal figyelembe vettiik Maniatis
ajanléasait, és spermine-mentes pufferben, 0.5mM ATP
jelenlétében végeztik a ligalast [147].

Transzformdalas

Az E.coli sejtekbe a DNS-t a [193] transzformacids
médszere alapjdn végeztik, amely a Hanahan féle eljarasnak
egy optimalizalt, s egyszerilsitett valtozata.

Szlikség, és lehetbség esetén IPTG, X-gal-os indukciét
hasznaltunk (a téaplemezben ezek végkoncentracidjanak
25ug/ml-nak kell 1lenni). A transzformdcid kontrolljaként
ismert koncentracidéjid pBR322-t is transzformdltunk a
transzformdcié hatékonysdgadnak megdllapitasara, s ez
dltaldban jobb volt, mint 107 transzformdns/(ug DNS). Ha
foszforildlt inszertet ligdltunk defoszforilalt vektorba,
akkor a vektort megprébdltuk oOénmagdhoz visszaligdlni, s

transzformdlni. Ez volt a klénozds menetének negativ
kontrollja.

Ha nem lehetett szinszelekcidt alkalmazni, és a
defoszforilacibés-foszforilacids triukkot kellett

alkalmazni, akkor a pozitiv kldénokat hibridizacidé alapjéan
valasztottuk Kki.

Koléniahibridizacid

A transzformalds utdn a kapott pozitiv kldnokat
néhany lemezre atszurkalva 6sszegyljtottik, majd
nitrocelluléz filterre blottoltuk (dltaldban Millipore
kat.szam. :HATF 082 25, illetve Amersham HybondC
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membranokat haszndltunk). A filtereket a szokasos médon
ligosan kezeltik, semlegesitettiik, sz&ritottuk és 80°C-on
vadkuumban sutdttilk. Az eldhibridizédcidét PREHIB pufferben
végeztilk a hibridizdcidé hémérsékletén (dltaldban 65°C-on)
1-2 O6ra hosszat, majd HIB pufferben hibridizdltunk 1-
3*106cpm DNS préba (jeldlést 1d. késbbb) felhasznildsaval.
A filtereket 2xSSC-0.5xSSC, 0.1%SDS oldatokkal mostuk
eldszoér szobahdmérsékleten, majd a hibridizacid
hémérsékletén. A membranokat szdritds utan exponaltuk.

Szekvencia analizis a dideoxi médszerrel

A kldénozasok eredményeképpen kapott plazmidok
szekvencia analizisét tdébbnyire a USB Corp. Sequenase
Version 2.0 protokol alapjdn végeztik T7 DNS polimeréaz
segitségével. A plazmidokat a fent emlitett mbédszerek
badrmelyikével tisztithattuk, ha a denaturacidét 0.4M NaOH-
ban 65°C-on 30 perces inkub&dldssal végeztlik el. Talédn ez
az egyetlen emlitésre érdemes valtoztatés.

VI.2.5. Tranziens expresszids kisérletek

A transzfekcids kisérleteket Rencendorj Altancsimeg
végezte, ezért ezzel a technikdval kapcsolatban els&sorban
az 8 - koézelmiltban benylGjtott - kandidétusi dolgozatéara
hivatkozom [137]. Miutdn a megfeleld szabalyozd elemet
alkalmas expresszids vektorba kldénoztuk, a plazmidot Ca-
foszfatos médszerrel juttattuk CEC, CEF, HDM
sejtvonalakba. A sejttenyésztés koértlményeit szintén 1d.
[(137].

VI.2.6. CEF sejtmagi kivonat készitése, a fehérjék
részleges tisztitdsa

Csirke embriondlis fibroblaszt (CEF) sejtmagi extraktum
készitése

Az extraktokat toébbnyire J.Moitra kollégadm készitette, s
itt a protokol hossza miatt csak a £f& lépéseket fogjuk
ismertetni.

Sejtmag prepardtum készitése

10.5 napos csirke embridkat (100db) a fej, végtagok,
nyak és zsigerek eltdvolitdsa utadn CMF-PBS puffer alatt
kis darabokra vagunk, majd tripszines kezelésnek vetjlik
ald (tripszin CMF-PBS). A felszabaditott sejteket (a
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nagyobb részek kililepitése utdn centrifugdljuk (310rpm),
majd DMEM-10%FCS-ben szuszpendaljuk, centrifugaljuk
(310rpm), s mossuk kétszer CMF-PBS-sel. A sejteket 1.5ml
CMF-PBS-ben szuszpenddljuk, majd 2x 0.5ml 60% glicerint

tartalmazd CMF-PBS-t adunk hozz4a, centrifugaljuk
(L000rpm) . A csapadékot SCLB-ben (lizis puffer)
felszuszpendalva Braun tipusid homogenizitorban
homogenizidljuk (innen kezdve minden miveletet 0-4©C-on
kell wvégezni!). A homogenizdtum centrifugdlasa utén
(6000rpm), a csapadékot szuszpendaljuk 1.2M-os sucrose
gradiens oldatban, és ezt 1.4M-os sucrose oldatra
rétegezve gradiens centrifugdlast végzunk (22.000rpm,
45min, 209C) . A csapadékot (sejtmag) STB-ben

szuszpendadljuk, és folyékony nitrogénes fagyasztas utéan
-80°C-on taroljuk.

Sejtmagi extrakt (NE) készitése

A lefagyasztott sejtmagokat gyors felolvasztés utén
10ml-re egészitjik ki STB-vel (minden 0©C-on!), 10ml
2xSCEB-t adunk hozzd (extrakcidés puffer), és O&vatosan
elszuszpenddljuk. 30perc 3jégen vald kevertetés utédn a
kromatint és a nukleadris matrixot centrifugalassal
eltavolitjuk (25.000g). Az oldat tisztdjdhoz lassan
NH4SO4-t  adunk 70%-o0s  telitési  koncentracidig, és
centrifugaljuk 1-1.5 6ran &t (105.000g). A H1l, H2 és H3
fehérjék kivételével az oOsszes fehérjének ki kell
csapbdnia ennél az NHySO, koncentraciéndl. A csapadékot
SCDB-ben szuszpendaljuk, és dializdljuk SNDB oldattal
szemben, amely az &sszes protedz inhibitort tartalmazza
(1d. oldatokban felsoroltakat). Mivel a dializalds soran
csapadék képzddik, ezt 105.000g-n tdérténd centrifugaléassal
eltavolitjuk. A fehérjekoncentracidét Bradford mbédszerrel
meghatarozzuk, az oldatot Centricon-10-ben koncentraljuk,
és 25ul-enként szétosztva folyékony nitrogénes fagyasztés
utdn -80°C-on t&roljuk (az 1igy kapott fehérje oldat
koncentracidja 2-3ug/ul).

Részleges tisztitds heparin-agardézon

A tovabbi tisztitdsi 1épésként a heparin-agardzos
kromatogrdfiat vdlasztottuk. A CEF NE-t dializadljuk CEB-
bel szemben (az oszlop egyensilyi puffere), s ezalatt az
oszlopot is - néhdnyszori 100mM-os KCl-os mosas utéan
- ezzel a pufferrel hozzuk egyensilyba. Felvisszik a
mintat, egész éjszaka recirkuldltatjuk, mossuk CEB-bel, és
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0-1M KC1/CEB gradiens mellett eludljuk. A minta felvitele
utdni atfolydt is félrerakjuk. Néha az oszlopot a grédiens
inditésa eldtt 100, ill. 200mM KCl-dal mossuk (Ezeket a
frakcidkat is félretesszik, és ugyanigy kezeljlik tovéabb).
10ml/min &tfolydsi sebesség mellett 2ml-es frakcidkat
szedlink, ezeket koncentraljuk, dializ&ljuk Centricon-10-
ben. A koncentratumokat szétosztjuk, és folyékony
nitrogénes fagyasztds utdn -80°C-on t&roljuk. A frakcidk
tesztelése EMSA-val illetve DN&azI footprint segitségével
toérténik.

VI.2.7. A DNS-fehérje kdlcsdnhatds tanulmidnyoziasaval
kapcsolatos médszerek

Oligonukleotidok 5' végjeldlése

Az oligonukleotidokat vagy szdlspecifikusan vagy
dupla szala formajukban T4 polinukleotid kindzzal
foszforileztiik. Tipikusan 5-10 pmol oligonukleotidot 30-
50ucCi 32p_ATP jelenlétében foszforileztink 20-25ul
térfogatban 1xPNK pufferben (37°C-on 1 6rat). Fenolozas
utadn Sephadex G-50 oszlopon vald gélszlréssel tavolitottuk
el a be nem épllt radioizotdpot. Az anyag tisztasagat
PAGE-val ellenbriztik, a kapott beépilt aktivitas
dltaldban 5-30*106cpm tartomdnyban volt.

DNS fragmentumok 5' végjeldlése Klenow feltdltéssel

Altaldban 35ug olyan plazmidb6l indultunk ki, amely
tartalmazza a fragmentumainkat (tdbbnyire B1l19+-ban) .
A DNS-t eldszdr restrikcids endonukledzzal linearizaltuk
(feltdlthetd 5' véget kell adnia), majd - fenolozés, és
kicsapds utdn - Klenow enzimmel 100uCi oadXTP (X:A,C)
jelenlétében 1xNT pufferben feltdltdttik. A reakcidelegyet
gy 4&allitottuk &ssze, hogy tompa végeket kapjunk, azaz
szlkség esetén az ehhez hidnyzé nukleozid-trifoszféatokat

jeldletlen formaban az elegyhez adtuk (1-2mM
végkoncentréacidban), hogy az egyensilyt eltoljuk a
beéplilés irdnydba (sokszor az utolsd nukleotid dideoxi
valtozatat adtuk az elegyhez) . Megint fenoloztuk,

alkohollal kicsaptuk. 100ul TE-ben oldva az elegyet
Sephadex G-50 oszlopon tisztitottuk. Az alkoholos
kicsapasi lépések utdn a DNS-t alkalmasan valasztott masik
restrikcibés endonukledzzal is megemésztettik. A kapott,
egyik végén jeldlt fragmentet agardz gélbSl DEAE NA45
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membrin segitségével izoltdltuk. A beéplilés 20-50*106cpm
kértil szokott lenni.

Maxam-Gilbert féle szekvencia meghatdrozds

A DN&azl footprint analizishez, valamint a metil&ciéds
interferencia kisérletek kiértékeléséhez elengedhetetlen a

Maxam-Gilbert féle szekvencia meghaté&rozas [1117.
Altaldban csak az A+G, és C+T reakciét végeztiikk el, mert
ez elegendd a szekvencia azonositdsdhoz. Rendszerint

200.000cpm, csak az egyik végén jeldlt DNS-fragmentumbdl
indultunk ki.

A reakcidbelegyek a kovetkezdbek (a DNS anyagmennyiségek
egyenldk) :

G A+G C+T C
193ul1 DMS RB 7u132p-DNA 7ul32p-DNA 4u132p-DNA
7ul 32p-DNA 13.2pl1 cc.HCOOH 13ul viz  16ul 5MNacCl
1xl DMS 30ul HZ 30ul HZ

10min 7min 13min 13min
+40pul DMS STOP +30ul viz (0°C) +200-200ul1 HZ STOP
+1pl 10mg/ml +200ul HZ STOP
tRNS

Ezt koévetben mindegyiket kicsaptuk alkohollal, wmajd
feloldva 0.3M-os NaOAc-ban (pH=7.0), kicsaptuk megint
(kétszer), és ugyancsak kétszer mostuk 80%-os alkohollal.
A szaraz csapadékot 100ul 1M piperidinben oldottuk fel, és
90°C-on inkubdltuk 30 percig. VAkuumban beszaritottuk,
feloldottuk 50ul vizben, és 4jra beszaritottuk,
feloldottuk 10ul vizben, majd megint szarités kdévetkezett.
Az anyagokat feloldva egyenld aktivitéasid adagokat (10000-
30000cpm) vittink fel a gélre.

DNS-fehérje gélelektroforézis
(Electromobility Shift Assay (EMSA))

A technika elve a kovetkezd: ha radioaktivan jeldlt
DNS-t és megfeleld fehérje extraktumot alkalmas pufferben
egyutt inkubdlunk, majd ezt egy nemdenaturald akrilamid

gélen megfuttatjuk, akkor - ha van a rendszerben olyan
protein, amely felismeri a DNS szekvenciajat, és
hozzakdétddik - a gélen alacsonyabb mozgékonysagi

komplexként viselkedik, s az autoradiogramon eltolddott
sdvként Jjelentkezik. A k&6tddés nagyon sok paramétertdl
fiigghet (sdékoncentridcid, hdmérséklet, kompetitorok stb.).
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Az eltolddads mértéke pedig tébbé-kevésbé aranyos a
komplexben szerepld fehérje molekulatdmegével, illetve
nagy mértékben fligg a komplex konformdcidjatdl is, ezért
dltaldban kis illetve nagy mozgékonysdgi komponensekrdl
szokas beszélni.

Egy tipikus reakcidkeveréket mutatunk be, amely egy sima
EMSA-nak tekinthetd:

4xRB Sul
lmg/ml poli(dI-dC) 1ul
SNDB 2ul
viz 7ul
CEF NE 3ul

Ezt inkubdltuk jégen 10 percig, majd 2ul (30000cpm) jeldlt
DNS prdébat adtunk hozzad. Tippel O&6vatosan Osszekevertuk,
majd 30°C-on termosztaltuk 20 percig.

5%-0os nemdenaturdldé akrilamid gélen futtattuk 0.25xTBE
pufferben (az akrilamid:bisz ardny 29:1). A gélt futtatés
utdn koézvetlenlil Whatmann 3MM papirra szaritottuk minden
kezelés nélkul.

Kompeticids EMSA esetén kompetitort is adtunk az
eldinkubdlt elegyhez 1gy, hogy ez csak a hozzdadott viz
térfogaténak rovasdra mehessen.

DNazI footprint

A DNazI footprint egy igen széles kOrben alkalmazott
médszer DNS-fehérje kolcsdnhatds tanulmanyozédsara [48].
Elve a kovetkezd: ha egyik végén radioaktivan Jjeldlt
DNS-t egyltt inkubdlunk egy fehérjeprepardtummal (ami
legaldbb részlegesen tisztitott) lehetdvé téve a proteinek
hozzakdétbddését a nukleinsavhoz, majd ezt koévetden roévid
ideig DN&zI-gyel emésztjiik a DNS-t, akkor az endonukleaz
azon a helyen, ahol a fehérje hozzakdétdbdik, nem képes

elhasitani a
DNS-t, s az elegyet denaturald akrilamid gélen
megfuttatva, majd autoradiografdlva a védett régid

lathatévid tehetd. A fehérje kapcsolddads pontos pozicidja
megdllapithaté, ha a gélre parhuzamosan felvisszik a
fragment szekvencidjidt meghatdrozd Maxam-Gilbert féle
reakcidbelegyeket is.
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Egy atlagos footprint reakcidkeverék, amely az Osszes
tobbinek alapjiul szolgdlhat a kévetkezd:

5xOTF 4ul

SNDB 5ul
0.5mg/ml poli(dI-d4C) 1ul

viz 4ul
Végjeldlt DNS fragmentum 1lul (30.000cpm)
fehérje frakcid 5ul

10 perc szobahdn (22°C-on)
1/3000 DN&azlI 1.5ul
2 perc szobahdén (22°C-on)
DNazI STOP 200ul
fenol-kloroform (1:1) 200ul (egyszerre a STOP-pal)

A fenol-kloroformos extrakcid felsd fazisat kicsaptuk
alkoheollal, mostuk, majd szaritottuk, festékben
feloldottuk és 6%-os poliakrilamid gélen megfuttattuk.
Vigyazni kell, hogy egyforma aktivitds kertiljén a gél
zsebeibe. Mellettik természetesen megfuttattuk a megfeleld
Maxam-Gilbert féle reakcidkat is.

A fenti reakcibébt sok esetben kell, és lehet mdédositani
(sétitralas, nemspecifikus, specifikus kompeticid stb).

A DNazI enzimet mwminden esetben (minden DNS prdbara)
eldzetesen titrdltuk kiildnbdzd (1/1000-1/5000)
higitasokban 1xCa-Mg pufferben, és a legjobb képet add
higitast hasznaltuk.

G-metildciés interferencia

A médszer kiindulasi alapjaul Lemaire [98] eljarésa
szolgalt, de néhany jelentds mdbédositast végeztink rajta,
ami az elvi részt nem nagyon érinti. A gondolatmenet
lényege a koévetkezd: Ha az egyik végén jeldlt DNS-t DMS-
sel részlegesen metildlunk, és ezzel, wmint prdébaval
elvégzlink egy EMSA-t, akkor - a metilcsoport zavard hatésa
miatt - az eltoldéddott savban nem szerepelhet olyan DNS,
amely a kdlcsdbnhatasban fontos szerepet jatszd nukleotidon
mbédosult. Mivel a metilezett G-k piperidinnel
elhasithatdéak, ezért az EMSA gélbdl izolalt kotésben 1évd,
illetve szabad DNS hasitdsi képe kiuldnbdzik akrilamid
gélen valdé futtatds utdn. A kapcsolatban fontos szerepet
jatszd nukleotidoknak megfeleld savok hiadnyozni fognak az
autoradiogramon a komplexhez tartozdé mint&zatban. (A



60

metildcids interferencia nem ugyanaz, mint a metilécids
védési kisérlet, ahol az EMSA megeldzi a metilezési
reakciét!) A Maxam-Gilbert féle szekvenciameghatérozast
most is el kell végezni.

A metildcibs interferencidhoz ~1*10®cpm DNS prébabdl

indultunk ki mind oligonukleotid, mind klénozott
oligonukleotiddal eléallitott Jjeldlt fragment esetén.
Elvégeztik vele a G metilezési reakcidt (1d. Maxam-

Gilbert-féle szekvencia meghatdrozéds) egészen a piperidin
hasitdst megeldzd lépésig. Vizben oldottuk, majd egy 65-
szOrods léptékben felnagyitott EMSA-t végeztunk el,
megfuttattuk nemdenaturdldé akrilamid gélen, nedvesen
exponaltuk. A komplex illetve a kétetlen DNS savjainak
kivadgdsa utén ezeket 4ml TE-ben 37°9C-on eludltuk 14 O&rat.
100-100ul DE-52 szuszpenzid hozzdadasaval megkdtdttik a
DNS-t, majd 1M NaCl oldattal eludltuk. Az 1igy kapott
oldatot fenoloztuk, kicsaptuk alkohollal, mostuk,
szaritottuk. Innen kezdve a piperidines Thasitassal
ugyanigy folytattuk, mint a Maxam-Gilbert féle mdédszer
esetén. A gélre szigortan (szcintillacids detektorban
mért) egyenld aktivitasokat vittlink fel
reakcidésorozatonként.

A fehérje-DNS komplex UV keresztkdtése

BrDU-t hordozd, szdlon beltl jeldlt DNS préba eldbdllitasa
A templat DNS B1l19+ HincII helyére kldénozott
oligonukleotid (a bemutatott példa szerint SI). Ezt az M13
fag klénozd rendszer "-40"illetve a '"reverz" primerei
segitségével amplifikaltuk.

A PCR reakciéd:

5.0 pmol/ul '-40' primer 10ul

5.0 pmol/ul 'reverz' primer 10ul

10xPE puffer eul

lmg/ml Ac-BSA 6ul
BrdU/dNTP sul
a-32pdATP 3.3pl1 (33ucCi)
a-32pdCTP 3.3ul (33ucCi)
templat DNS 5ul (1-5ng)
paraffin olaj 60ul
AmpliTag DNA pol. 20

A programozhatd termosztdt a kdévetkezd ciklusokat hajtotta
végre: 950¢C: lperc, 50x: (95°C: 1perc, 48°C:1  perc,
720C:3perc), 72°C:3perc, hiités 14°C-ra.



61

A termékelegyet fenol-kloroform (1:1) keverékkel kétszer
extrahdltuk, a DNS-t kicsaptuk, mostuk, szaritottuk. A
klénozé helyhez legkdzelebbi két enzimmel (PstI, XbaIl)
kivagtuk az inszertet, 10%-os nativ poliakrilamid gélbdl
izoldltuk a fragmentet, s alkoholos kicsapas, mosas,
Sszaritds utan kézvetlenll felhasznialtuk.
UV keresztkdtés

Egy normdl EMSA reakcidt &llitottunk Ossze, amely csak
abban kalénbdzdtt a fentitdl, hogy 100.000cpm DNS prébat
alkalmaztunk. Az inkubdcidés 1idd eltelte utén 254nm-es
hulladmhosszi fénnyel vilagitottuk meg az elegyet jégen.
1pul 500mM CaCl2 hozzdaddsa utén 4-5ul DNazI-gyel (=20ug)
emésztettik 37°9C-on 20 percig. 5xSDS LB hozzdadasa utén
12.5%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg a mintat
(60-80V-tal). A gélt Whatmann 3MM papirra szaritottuk
60°C-on, és expondltuk.
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VII. EREDMENYEK

VII.1l. Torma peroxidiz-, és alkalikus foszfataz-
oligonukleotid konjugdtumok eldillitdsa HIV-1 kimutatasara

Az irodalmi bevezetdbdl kiderilt, hogy olyan
eljdréds, amelyben szintetikus oligonukleotidokhoz kémiai
médszerekkel kapcsolnak enzimeket viszonylag kevés van, s
ami van, kordntsem tdkéletes.

Az AIDS vilAgszerte t&rténd elterjedésével egyre
sirgetdbb lett olyan diagnosztikumokat kifejleszteni,
amelyek lehet8leg minél koraibb stadiumban tudjak
detektdlni a HIV virust. Erre kivald eszkdznek tlnt a DNS
diagnosztika, s a miar koradbban kifejlesztett ELISA
médszerek mellett, jelent meg olyan koézlemény, amely a
HIV-1 ORF régidéja kdrnyékére tervezett PCR primerekkel
tudta detektdlni a HIV-1 RNS-t [119]. A szerzdk emellett
hangstilyoztdk azt is, hogy az addig kifejlesztett ELISA
rendszerek nem 100%-osak, helyenként hibas eredményt
adtak.

A fenti publikécidétdl fliggetlentl mi is megprédbaltunk
kifejleszteni egy olyan rendszert, amely az HIV-1 virus
detektalasara alkalmas, és kézvetlen hibridizaciés
technikan alapszik.

VII.1l.1l. A HIV virus révid jellemzése, a prdbak tervezése

A humé&n immunelégtelenség (AIDS) a vilagon ma az
egyik legveszélyesebbnek tartott betegség, amelynek
napjainkig sem taldltdk meg az ellenszerét. A betegséget
egy retrovirus, a "Human Immunodeficiency Virus" (HIV-1)
okozza, és a fertdzést k&évetden 5-7 év milva halédlos
kimeneteld.

A retrovirusok olyan virusok, amelyeknek a nukleinsav
komponense RNS, amely a sejtbe jutva atirdédik DNS-sé&, s ez
a kettds szAald DNS beéplul a gazdasejt genomjaba (provirus

forma) (a HIV-1 meglehetdsen hosszi ideig létezik ebben a
formajéban). A virus szaporoddsa Ugy toérténik, hogy -
bonyolult szabdlyozd machanizmus hatédsdra - errél a

proviradlis DNS-rdl a virus felépitéséhez szlikséges
fehérjéket kédold mRNS-ek irddnak 4&at, amelyekbdl a
megfeleld fehérjék képzddnek, valamint a teljes RNS virus
genom. Ezek a sejthartydban éplilnek Ossze érett virionnd,
majd kikerilnek a sejtbdl. Erre a részre csak azért
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tértink ki, mert ebbdl latszik, hogy a virus kimutatéasa
mind RNS, mind DNS formdban lehetséges [119, 156].

A retrovirusok szervezOdése nagyon hasonlit
egymashoz. Mivel nem tdl sok humdn retrovirus ismert
(pl.humdn T-limfotrdép virus (HTLV-I,II, Visna, . HIV-2)
[561, igy célszerlinek 1latszott olyan szekvenciaelem
kivdlasztdsa, amely egyrészt a retrovirusokra jellemzd
(gag, pol, env), masrészt ezen belll csak a HIV-l-re.

A virus genomjadnak szekvencidjat egyidejileg tobb
kutatdédcsoport is lekédzdlte (kUldénbdzd virus elnevezéseket
hasznilva), [135, 148, 1827, amelyekrdl nagyfoka
hasonlésag alapjan az a vélemény alakult ki, hogy
ugyanarrdl a virusrdl van szd [109] . Ugyanakkor észre kell
venni, hogy bizonyos fokG heterogenitds mindenképpen
létezik. A részletesebb vizsgdlatok azt mutattdk, hogy ez
a variabilitds elsdsorban az env régidra térképezhetd
[134]. Ezért olyan oligonukleotidokat valasztottunk,
amelyek nem erre, hanem, egyéb jellegzetes
retroviruselemre esnek. A k&vetkezd oligonukleotidokat
szintetizaltuk meg:

SKO03 5' AATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAG 3'
régid:gag, pozicib:928

SK19 5' ATCCTGGGATTAAATAAAATAGTAAGAATG 3!
régid:gag, pozicib:1588

SK31 5' ACCAGAGTCACACAACAGACGGGCACACAC 3!
régié:LTR, pozicib:9642

P3-4 5' ATGAGACACCAGGGATTAGATATCAGTACA 3'
régi:pol, pozicib:2960

A felsorolasban feltlintettlk azt, hogy melyik régidra esik
a megfeleld szekvencia, illetve megadtuk a pontos
pozicidjat KO3455 leltari szami HIV-1 referencia
szekvencidban (egyesitett EMBL GenBank) .

VII.1l.2. Az enzim-oligonukleotid konjugatumok
szintézisének stratégiaja

Az irodalmi attekintésben emlitettink néhany
mbédszert, amely alkalmas oligonukleotidok enzimekkel vald
bsszekapcsolasira, s ezek kéziil Urdea ([175] mbdszerét
taldltuk a legmegfeleldbbnek bizonyos mbédositéasokkal.
Szbéltunk arrdl is, hogy nem tdl szerencsés a béazisokon
kialakitott funkcids csoportokhoz kapcsolni ilyen nagy
térkitdltésli fehérjét, mint az AP. Pedig a szerzdk a lanc
belsejében alakitottdk ki funkcids csoportjukat (a citozin
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4-es szénatomjan 1lévd aminocsoporton), ami a hibridizdcids
tulajdonsagokon ronthat. Az pedig teljességgel
valészinfitlen, hogy egy polinukleotidra to&bb enzimet is
fel lehessen k&étni, ami egyébként a médszer eldnye lenne.
Nelson [123] k&ézdlt egy olyan mdédszert, amellyel a
CPG-n egy olyan funkcids csoportot lehet létrehozni, amin
el lehet kezdeni a DNS szintézist, s a végén Ggy hasad el,
hogy az oligonukleotid 3' végén aminocsoport marad (11.

dbra). Ezzel a mbédszerrel a szintetizatoron belil igen
kénnyen lehet amino csoportot kapcsolni az oligomerre, s a
tovdbbiakban - mivel az 5' vége szabad - kinazzal
megjeldlhetd. Ezért nevezik a szerzbk  tdbbfunkcids

oligonukleotidnak.

A monofunkcids fenilizotiociandt, mAs nevén Edman
reagens a fehérje szekvencia analizisben hasznédlatos
reagens, és a termindlis aminocsoportokkal reagadl. Ez volt
az oka, hogy ugyanilyen funkcids csoporttal rendelkezd
kapcsolészert valasztottunk, mert véleménylnk szerint a
termindlis aminocsoportok elreagdltatdsaval a fehérje
aktivitasa gyakorlatilag nem v&altozik. Bar a helyzet nem

teljesen ez, hanem Urdea [175] szerint a reagens a
lizinekkel is reakcibéba 1lép, ez - mint az eredményekbdl
kitQnik - alapvetden nem befolyésolja a fehérje

funkcidképességét.

Mi is ilyen amindlt CPG-ken szintetizaltuk meg a fent
felsorolt szekvenciakat, majd az oligonukleotidoknal
szokasos utdkezelés és tisztitds utdn ezeket reagdltattuk
el DITC-vel, s a termékek extrakcids tisztitdsa utén az
igy kapott komplexeket kapcsoltuk &ssze HRP-vel illetve
APp-vel. A konjugatumokat nativ poliakrilamid gélen
tisztitottuk, eludltuk és koncentridltuk. A termékeket elsd
kérben UV spektroszké4pids mbdszerrel, illetve az enzimek
specifikus aktivitadsanak meghatarozisaval jellemeztik.

VII.1.3. A szintézis menete

A szintézis lépéseinek részletes leirasat az anyagok
és mbédszerek fejezetben taldlhatjuk meg részletesen, és
itt csak a végleges, kialakult valtozatot ismertetjik
azokkal a tapasztalatokkal kiegészitve, amelyek esetleg
tanulsdgul szolgadlhatnak.
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Amindlt oligonukleotidok szintézise

Elsd 1lépésként 3' végén amindlt oligonukleotidokat
szintetizdltunk. Ehhez a 11. &bran lathaté CPG hordozdét
haszndltuk, s errdl elindulva megszintetizdltuk a fent

feltintetett szekvencidkat. A szintézist - az amindléasi
lépést leszamitva - elviekben ugyanigy hajtottuk végre,
mint ahogy az Anyagok és Mbdszerek fejezetben egy
hagyomanyos oligomerre leirtuk. Az oligomereket

tisztitottuk, majd elvégeztink egy kvalitativ kisérletet
primer aminocsoport kimutatdsdra ninhidrin reagenssel (Dr.
Polyadk Béla személyes Gtmutatdsai alapjan). Ebbél kitlint,
hogy mindegyik oligonukleotid tartalmazott aminocsoportot
(3'-OH tipusl oligonukleotid, mint kontrol, nem adta a
reakcidt.).

o OAc Ore
o NH
omr-o/’j:I/’ \\”/“\v/u\pg/”\\//“\wx”\\// \jr/q\\//L\,/g\\/’\\//iP‘"C)
° o OMe

FmocNH

11. abra. A 3' végen amindlt oligonukleotid szintéziséhez
hasznalt hordozé szerkezete. P: a szildrd hordozd, DMT:
dimetoxitritil, Fmoc: 9-fluorenil-metoxi-carbonil-
csoport.

A tisztitott oligonukleotidok adatait a kévetkezdkben
foglaljuk Ossze:

1. tablazat. Az aminalt oligonukletotidok adatai.

Eer konc. anyagmenny .
(cm?/pumol) (pmol/ul) nmol
SKO03 320.8 193 19.3
SK19 370.8 118 11.8
SK31 344 .1 225 21.4
P3-4 356.0 192 19.2
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Az amindlt oligonukleotidok kapcsoldsa DITC-vel

Két alternativa kindlkozott a munka folytatasdhoz. Az
egyikben az enzimhez kapcsoljuk elbészdr a DITC-t, majd ezt
k&dvetden konjugdljuk az oligonukleotiddal, a masikban
forditva. Mi ez utédbbi stratégidt valasztottuk az alibbi
okok miatt. Ha az enzimet prébalndnk meg reagdltatni

eldszd6r, kénnyen eldfordulhatna - még nagy DITC felesleg
esetén is -, hogy az enzim intramolekuldrisan mindkét
izotiociandt <csoporttal reagdl, mivel maga is t&bb
funkcidés csoporttal rendelkezik. Ha oligonukleotiddal

reagadltatjuk a DITC-t, akkor ez utdbbinak nagy feleslegben
vald alkalmazasédval a dimerizdcidé kivédhetd, és mivel az
amindlt oligomerek <c¢sak egy reaktiv aminocsoporttal
rendelkeznek, intramolekuldris reakcid® nem lehetséges.
Vizsgdlataink szerint a b&azisokon 1évd csoportok nem
reagalnak el.

A mésik eldnye ennek a sorrendnek, hogy a reakcidt
kévetdben a mddositott oligomer a szabad DITC-tdél
n-butanolos extrakciéval, viszonylag egyszerQ technikai
eljadrdssal elvalaszthatd, mig a komplex tisztitasahoz
komplikaltabb mbédszert (pl. gélszlrést) kellene
alkalmazni.

Torma peroxiddz konjugdldasa az aktivalt
oligonukleotidokkal

A szintézis koévetkezd, s egyben utolsd lépése a torma

peroxidaz (HRP) és az aktivalt oligonukleotidok
bsszekapcsoldsa. Ez lényegesen lassabb, mint az oligomer
aktividlasa DITC-vel (egész éjszaka 25°C-on). Ennek egyik

oka az, hogy mig az eldz8 reakcidban az aktivatort igen
nagy feleslegben tudtuk alkalmazni, ebben az esetben
viszont a reagenseket UGgy mértik o6ssze, hogy az enzim kb.
4-szeres feleslegben legyen. Ez azért szilkséges, hogy

elkertiljik az olyan mellékreakcidkat, amelyekben egy
enzimhez tébb oligonukleotid is koétdédik. A reakcid
fényérzékeny, ezért sobtétben kell  végrehajtani. Az

inkubdciés idé 1letelte utédn nativ poliakrilamid gélen
valasztottuk el a komplexet a reagensekt8l szintén
sdtétben. Mivel a HRP viszonylag nem nagy molekulatémegi
fehérje, a gél jb6l szét tudta valasztani a komponenseket.
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Alkalikus foszfatdz kapcsolasa az aktivalt
oligonukleotidhoz

A reakcid menete gyakorlatilag ugyanaz, mint a HRP-
vel, csak néhany technikai probléma lényegesen
megnehezitette a szintézist. Mivel a prdébak késbbbi
tesztelése soran az ezekkel a komplexekkel kapott képeken
igen erbés wvolt a hattér, ezekkel nem foglalkozunk
részletesen, c¢sak néhdny nehézséget emlitink meg. A
poliakrilamid gélelektroforézis sordn az AP nagy relativ
molekulatdmege (147000) miatt a szabad enzim elvalasztésa
a komplextdl eléggé bizonytalan. A gélbdl passziv
eltdcidéval nem, hanem <c¢sak elektroelicidval 1lehetett
visszanyerni a komplexet, s az elualdé puffert is
médositani kellett kétértéklG kationok alkalmazdsaval (APEP
puffer). Ettdl eltekintve a komplexek jellemzésénél az
Areonm/B280nm aranyt mérve [77] (1d. késdbb) &ltaldban az
irodalmi értékeket kaptuk meg (=1.2).

Tovabbi problémat jelentett, hogy a végsd
koncentralasndl nagyon kellett vigydzni, hogy a vakuumos
beparlasnal ne fagyjon meg az oldat, mert akkor az enzim
elveszti az aktivitasat. Végul sikerilt alkalikus
foszfatdz konjugatumokat is szintetizalni. Mivel a
hatékonysdg rosszabb volt, valamint a hibridizacidknal
nagy volt a hattér, ezért ezekre az eredményekre csak
utalésszeren hivatkozunk.

VII.1l.4. A komplexek jellemzése

Jablonski [77] nagyon kényelmes mbdszert ajénlott a
fehérje-oligonukleotid konjugatumok (kvalitativ)
becslésére. Ez pedig az Ajgonm/A280nm arany szamitésa, ami
a szerzdk szerint tiszta DNS-re 1.8, fehérjére 0.6, 1:1
komplexre pedig 1.2 koérGli érték. Ez esetlinkben a HRP-
konjugdtumokra 1.2-1.5 koé6zdtt, mig AP esetén 1.1-1.4 érték
kbézdtt mozgott. A poliakrilamid gélkép alapjdn a HRP-re
biztosan, az AP-re kevésbé biztosan &llithatjuk, hogy a
tiszta 1:1 komplexet tartalmazta. Ez utdbbi valdszinfileg
némi szabad enzimmel volt szennyezve, s ez okozta késbbb a
hatteret.

A fent leirtakat figyelembe véve a 260nm-en illetve a
280nm-en mért abszorbanciakbdl 2db kétismeretlenes
egyenlettel meg lehet hatarozni a komplex
anyagmennyiségét. Ezt nem részletezzlk, mert ha csak a
hagyomdnyos 260nm-es értéket vesszlik figyelembe, akkor is
75-80%-0s pontossaggal meg lehet hatdrozni a kapott anyag
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mennyiségét, a kitermelést, s ez a felhasznidldsi méd
figyelembevételével tobb, mint elég. A 2. téblazatban
megtaldlhatjuk ezeket az adatokat a HRP-konjugdtumok
esetére (az AP esetén a kitermelés ezeknek kb. a fele).

2. tdblazat. Az oligonukleotid-HRP konjugdtumok adatai.

HRP-konjugdtum anyagmenny . kiterm. Ase0/R280
nmol %
SKO03 2.54 54.2 1.27
SK19 1.70 49.2 1.12
SK31 2.10 46.6 1.50
P3-4 1.97 46 .6 1.47

1. oszlop: a kapcsoldsbdl visszanyert anyagmennyiségel,

2. oszlop: a reakcid kitermelése a DNS-re, mint kiindulési
anyagra vonatkozdan,

3. oszlop: a 260 és 280 nm-en mért abszorbancidk
hanyadosa.

Megmértiik a komplexben szerepld enzimek fajlagos
aktivitdsdt is. Meg kell Jjegyezni, hogy ilyen irényu
vizsgdlatokat nem taldltunk az irodalomban. A metodikéat
részletesen csak a peroxiddz esetén irjuk le (1ld. Anyagok
és Mbodszerek) .

A kapott enzimaktivitds értékeket a 3. tablazatban
tintettik fel, s mellette azt 1is megadtuk, hogy az

eredeti, kiinduldsi enzimaktivitdsnak hany szazaléka
maradt meg. Lathatdé, hogy a legrosszabb esetben is
legalédbb 65%-a megmaradt az eredeti specifikus

aktivitéasnak, s ezzel nagyon meg voltunk elégedve. Az
alkalikus foszfatdz esetén az eredeti specifikus aktivitas
kb. 40-50%-at tudtuk visszanyerni a konjugdtumokban, ami
kielégitd, de szignifikdnsan rosszabb, mint a peroxidazra
kapott értékek.

3.tdblazat. A HRP-konjugidtumok enzim aktivitas adatai.

HRP-konjugatum rel. mol. spec.akt. % SA
tdmeg (sa) (U/mg)

SKO03 48946 144 .6 65.7

SK19 49652 150.5 68.4

SK31 49499 178.5 81.1

P3-4 49614 217.0 98.6

1. oszlop: a konjugdtumok relativ molekulatdmegei,
2. oszlop: az enzim specifikus aktivitédsa a komplexben,

3. oszlop: az enzim %-os specifikus aktivitéds adatai a
konjugatumban a médositatlan enzim értékéhez képest.
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Hibridizdcids kisérletek

A prdbak tovabbi tesztelését Belgiumban a Eurogentec
cégnél végezték. Ezekrdl csak vazlatosan tudunk
beszdmolni. A HIV-1 virus jellemzésénél emlitettik, hogy a
virus genomja atirddas utan beéptl a gazdasejt
kromoszémédjdba, s ott meglehetdsen hosszlG ideig maradhat.
Ez adta a lehetbséget, hogy HIV-1 fertbzdtt sejteken
genomikus Southern-blot kisérletekben ellenbrizzék a
probak  helyességét [156] . A kimutatdsi  érzékenység
meghatirozadsadra dot-blot kisérleteket végeztek, s HIV-1
fragmentumait megfeleld vektorokba kldnozva, majd sejtekbe
transzformdlva az életszaglbb koldéniahibridizacidéban is
tesztelték a probakat. Ezeket a technikdkat a
hibridizécids 1épésig a hagyomdnyos mddszerekkel [147]
hajtottdk végre. A hibridizdcidét, illetve az elShivast
Saiki [146] illetve Urdea [176] alapjan végezték.
Eredményeik szerint mindegyik prdba HRP-vel &sszekapcsolva
j61 mikdédétt, s a kimutatdsi hatdr 100-500 attomol koériul
volt. A legjobb prdébadnak a P3-4 bizonyult (100 attomol
kimutatéasi hatarral) . Kontrollként influenza virust
hasznaltak.

Az alkalikus foszfatazzal érzékenyebb rendszert kaptak, de
olyan nagy hattérrel, hogy ez jelentdsen visszavetette az
eredmények értékelhetbségét.
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VII.2. DNS gzekvencia meghatdrozdsi eljdrds hdstabil
polimerdzzal

A dideoxi tipusd nukleotid sorrend meghatérozd
eljarasok a legklilénbozobb forrasbdl szdrmazd  DNS
polimerazt hasznaltak (DNS polimerdaz I, ennek a Klenow
fragmentje, T4, T7 DNS polimerédzok stb.). Annak ellenére,
hogy A. Chien [125] madr 1976-ban leirta egy termostabil
DNS polimerdaz tisztitdsdt Thermus aquaticus-bdél, ennek
gyakorlati alkalmazdsara csak a kovetkezd évtized masodik
felében kerlilt sor, s a DNS szekvencia analizisben tdérténd
felhaszndlasa az évtized végéig hattérben maradt.

Az 1980-as évek végére a termostabil DNS polimerazok
hasznositdsa az érdekldédés kdzéppontjaba kerldlt. Mi az oka
ennek a nagy népszerlségnek? Az egyik koOzismert tény a
polimeraz lancreakcidéban ("polymerase chain reaction",
PCR) tOrténd alkalmazasuk, ahol haszndlatuk oOriasi
eldnnyel bir, s gyakorlatilag nélkuldézhetetlen (errdl egy
gyakorlati alkalmazas kapcsédn késdbb lesz szd) .

A valaszt arra, hogy mi az eldnye annak, hogy magas
hémérsékleten hajtsunk végre egy szekvencidzd reakcidt, a
DNS masodlagos szerkezetében kell keresnink. Aki
szekvencia meghatdrozassal foglalkozik, az tudja, hogy a
DNS-en belul vannak '"nehezen analizalhatdé" régidk. Ez
sokszor azért van, mert a DNS olyan szekvenciaelem(ek)et
tartalmaz, amely(ek) sajat magukkal komplementer (ek), és
igy a szal egy bizonyos darabja kihurkoldéddhat. Lehetséges
az, hogy az &altalunk haszndlt enzim ezt nem veszi észre,
és egyszerlien kihagyja ezt a szakaszt, s 1igy hibas,
hidnyos szekvencidt olvashatunk le az autoradiogramrdl.

Ezen segit pl. a magas homérsékletet tQOrd enzimek
haszndlata. Ha magas hémérsékleten végezzlik a reakcidt,
akkor ezeknek a masodlagos szerkezeteknek a jé része
eltintethetd, a DNS templat szdl T"kisimithatdé". Ez
sarkallt bennlnket is arra, hogy megprébaljunk egy olyan
gyors, egyszerQ eljdrdst kidolgozni, amellyel megbizhatdan
lehet a még olykor nehezen kezelhetd régidk nukleotid
sorrendjét megallapitani.

A tervink az volt, hogy eldszdr egyszadli templatra
fejlesztjik ki a rendszert, s a kovetkezdbkben ennek a
munkdnak a fébb 1lépéseirdl szamolok be.
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VII.2.1l. Egylépéses szekvencia meghatdrozasi eljaras Taq
DNS polimerazzal, egyszdld DNS templaton
Az optimalis kérilmények kivdlasztasa

A Taqg DNS polimerdz enzimet kezdetben a Promegatdl
szereztlik be (Thermus aquaticus toérzsbdl, Pt#M186B) . Ezt
azért kell kiloén hangsilyozni, mert ma mar a
legklildnbdzbbb termofil toérzsekbdl tisztitanak DNS
polimerazt, mint pl. "Tth DNS ©pol."-t a Thermus
thermophilus-bdl (Boehringer), "Pfu DNS pol."-t a
Pyrococcus furiosus-bdél (Stratagene) stb. Modell DNS-ként
az M13 mpl9 fag a szintetikus HSA gén 3. nagy fragmentjét
tartalmazé egyszald DNS-ét [37], primernek pedig az ehhez
a klénozd rendszerhez tartozd, 4&altalunk szintetizilt un.
'-20' primert (LMB2) hasznaltuk.

Az elsd néhany kisérlet sordn azokat a termindtor
elegyeket, illetve nagy vonalakban azt a technikai menetet
kdvettik, amelyet a Klenow enzimmel vald reakcidkhoz
dolgoztak ki [147]. (Nem ismertetjlik részletesen az &sszes
lépést, amelyen keresztll a végsd valtozatig eljutottunk,
hanem csak néhany fontos momentumot emelink ki).

Jeldld anyagként o-35S-dATP-t hasznaltunk. A
kisérlet menetébe extenzids periddust, s a végén "chase"
lépést is beiktattunk. Az eredmény olyan termindcids létra
volt, amely rengeteg nemspecifikus termindcidét adott.

Az enzim tio-dATP érzékenysége.

Rengeteg 1lehetdséget kiprdébaltunk a nemspecifikus
sadvok kiklszoObdlésére, s végul arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy az a-353-dATP okozhatja a f& problémat
(miutdn végiil a primer 5' végi Jjeldlésével (32p-vel)
illetve «-32p-dATP Jjeldléssel végrehajtott reakcidk
esetén javuld képet kaptunk). Mivel azt az alternativat,
hogy az enzim érzékeny lenne a radioizotdp R-sugarzasara a
32p-vel végzett  kisérletek kizartak, két  tovébbi
magyarazat kindlkozott: a., az enzimnek kevés az a
mennyiségli dATP, amennyit a radioizotdéppal bevittink,
illetve b., hogy az enzim nagyon érzékeny az o helyzetl
kén jelenlétére. A két lehetdség ko6zll a masodik bizonyult
igaznak, s a 12. &abra (A) részén lathatunk egy olyan
kisérletet, amelyben kildénbdzd mennyiségl "hideg" dATP
hozzdadasanak hatéasat vizsgaltuk a reakcid
specificitdsdra. Bar a kép némileg halvanyodik, a
nemspecifikus termindciébdl adéddé savok a o-32S-dATP
adagoldsaval fokozatosan eltiinnek, és a valdédi szekvencia
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olvashat® le. A kisérlet részletes ismertetését az &bra
alatti szdévegben taldlhatjuk.

Ez azonban még nem zarja ki annak a lehetbéséget, hogy
az enzim "éhezik" a dATP-re, s ezért elvégeztlik azt a
kisérletet is, amelyben a "hideg" dJdATP tioszarmazékat
(-325-dATP) adtuk a reakcidhoz. Bar a kép most is javult
valamelyest, de még a legnagyobb mennyiségl (56pmol)
a-325-dATP hozzdadidsadnidl is kaptunk nem specifikus
sdvokat, igaz, némileg halvanyabban. Mivel ennél sokkal
kisebb dATP koncentracidéndl tdnnek el a nemspecifikus
sdvok, ebbdl arra a koévetkeztetésre jutottunk, hogy a Tagq
enzim tio-dATP beépitési képessége 1lényegesen rosszabb,
mint a hagyomdnyos dATP-&, s ez okozza a nemspecifikus
termindcidk megjelenését. A jelenséget Ggy kiszdbdltik ki,
hogy hozzavetdlegesen 2.5-szeres "hideg" dATP-vel
higitottuk a a-323-dATP-t. A legtdbb polimerdz esetén
egyébként hasonld jelenség figyelhetd meg, de nem olyan
mértékben, hogy ilyen trikkdket kelljen alkalmazni.

A primer koncentrdcidja és a templdthoz valéd
hibridizdcié optimalis kérilményeinek kivdlasztdsa

A reakcid megkezdése eldtt minden szekvencia
meghatdrozasi eljarasban van egy lépés, amelyben a primert
hozzdhibridizdljak ahhoz a DNS templathoz, amelynek

szekvencidjat meg kivanjdk hatédrozni (annealing). A
hagyomdnyosan hasznidlt primer mennyiség 0.25-1pmol (1-5ug
templathoz) . Mi is erre a régiéra vizsgaltuk a

rendszerunket, és azt tapasztaltuk, hogy a reakcidé nem
nagyon érzékeny a primer koncentrdcidéjara ebben a
tartomanyban. Ez egy j6l beadllitott mdédszertani leiréassal
szemben koévetelmény is, hisz a Jjé nukleotid sorrend
meghatarozé eljarasoknak viszonylag nagy a "tlOGréstk" a
templat koncentracidjat (1d. késbbb), illetve ebbdl
kifolyélag a primer/templat aranyt illetden.

Teszteltlk a primer templdthoz vald hibridizécidéjanak
hémérséklet- és 1dbéflggését is. Megfigyeléseink szerint
egyaltaldn nem szukséges a hibridizdcidhoz a hdémérsékletet
megemelni, hanem szobahdémérséklet elegendd, és a szlkséges
idd sem tdl hosszd, 10-20 perc inkubdcid 25°C-on teljesen
kielégitd eredményt ad. (A legrdévidebb, 10 perces, és a
leghosszabb, 60 perces, inkubdcidés idd utén végrehajtott
reakcid eredménye ko6zdtt nincs észrevehetd kildnbség.)
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12/A. A Taqg polimeraz o-35g-daTp érzékenységének
bemutatdsa. Csak T reakcid. 1pul a-35S-dATP-hez kiUldénbdzd
mennyiségli "hideg" dATP-t adtunk. 1: 32, 2: 24, 3: 20, 4:
16, 5: 12, 6: 8, 7: 4, 8: 0 pmol hideg dATP-t adtunk. A
reakcid® menete egyébként megfelel a végsd valtozatban
leirtaknak.

12/B. A szekvenciazdé reakcid hémérséklet filggése.

A reakcidkat az &abradn jelzett hdmérsékleteken hajtottuk
végre. Csak A reakcid. Az tébbi paraméter a vVvégsd
valtozatban leirtaknak felel meg.
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A reakcié hémérsékletének, idejének és pufferének
kivalasztdsa

Bar az eredeti cikk szerint [25] a Thermus aquaticus-
b6l tisztitott termostabil polimerdznak 80°C kdérul van a
hémérsékleti optimuma, megvizsgaltuk, hogy ez a
hémérséklet optimdlis-e a szekvenciazd reakcid
szempontjdbdél is. Mint a 12.8bra (B) részén bemutatott
kisérletbdl kidertl, ez tavolrdl sem igaz. 45, 55, 65, 75
és 859C-on végrehajtva a reakcidt, lathatjuk, hogy 45°C-on
még nem mikddik igazdn az enzim, 55-75°C kodzd4tt viszonylag

36 mintdzatot kapunk, azonban tovabb emelve a
hémérsékletet, az enzim el kezd tévedni, és nemspecifikus
terminacidkat figyelhetink meg. Ezért mi, az Osszes

kisérlet tapasztalatait figyelembe véve, az 55-65°C-os
tartomanyt tartjuk alkalmasnak a reakcidé végrehajtéasara.
Mi dltaldban 55°C-on dolgoztunk.

A reakcid idejérdl azt tudjuk elmondani, hogy a
vizsgdlt tartomanyban (4-30 perc) a gélképeken kuldnbség
nem figyelhetd meg, s a reakcid 4-5 perc alatt
gyakorlatilag befejezettnek tekinthetd. Mi biztonsagi és
kényelmi okokbdél 10-13 percig szoktuk termosztalni a
reakcidt, s csak uténa allitjuk le.

Az optimalis reakcid puffer kialakitasakor
kiprébaltuk a Promega &ltal javasolt Taq polimerdz puffert
(250mM Tris/HCl, pH=8.9, 50mM MgCljy), s szekvencia

analizis céljaira 1s megfeleldnek talaltuk. Ha a PpH-t
barmelyik irdnyba eltoljuk, a szekvencia olvashatéséaga
lassan romlik, a s6 (MgCl, koncentracidjanak
vadltoztatdsaval pedig olyan hatdst tudtunk elérni, mintha
a terminadtorok Osszetételét vadltoztatnank meg. (A rdévidebb
és hosszabb fragmentumok aré&nya gyengén eltolddik.) Ezek
alapjadn a reakcidé pufferének meghagytuk a szdllitd cé&g
dltal ajanlott puffert.

Az enzim és a templdt DNS koncentrdciéjanak hatdsa

A Tag DNS polimerdz fent emlitett tioérzékenységén
kivil, a nem megfeleld mennyiségll enzim alkalmazasa is
nemspecifikus savok megjelenéséhez vezet (13/A. &bra 3-5
mintdk). Az &abrardl jél1 1latszik: ha tGl kevés enzimet
adunk a reakcidhoz, akkor azon kivil, hogy a polimeraz a
templaton nem jut tdl messzire, nemspecifikus savok is
megjelennek, amelyek az enzim koncentracidjanak
névelésével fokozatosan eltlinnek. A minimdlisan szikséges
mennyiség tapasztalataink szerint 1.5-2ul (6-100).
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A primerrel foglalkozdé fejezetben emlitettik, hogy a Jjb
nukleotid sorrend meghatirozd eljadrds nem nagyon érzékeny
a DNS templat mennyiségére és mindségére. Ezért a
13/A. abran (1-3.minta) az optimdlisnak vélt DNS
koncentracidhoz (2.5ug/ul) képest megdupléaztuk illetve
felére csoékkentettik a templat koncentréciéjét. Meggy5zd
kiilénbségeket nem nagyon lehet é&szrevenni, és ez azt
jelenti, hogy a mbédszer egyarant joél mlkdéddik 1-5 pg DNS
templat jelenlétében.

A termindtorok optimdlis Ssszetétele
Miutdn a reakcid kérilményeit  bedllitottuk, a
termindcidés elegyekben a megfeleld dideoxi- illetve

deoxinukleozid-trifoszfatok ardnyadt kellett optimaliz&lni.

4.tablazat. A termindtor elegyek &sszetétele

T-term C-term G-term A-term
ddTTP (10 mM) 15 - - -
dCTP (10 mM) - 2 - -
ddGTP (10 mM) - - 2
ddATP (10 mM) - - - 6
dTTP (10 mM) - 5 5 5
dCTP (10 mM) 5 - 5 5
dGTP (10 mM) 5 5 - 5
dTTP (0.5 mM) 20 - - -
dCTP (0.5 mM) - 20 - -
dGTP (0.5 mM) - - 10 -
viz 125 145 158 156

A tablazatban szerepld szamok azokat a térfogatokat
jelentik (ul-ben), amelyet a baloldalon szerepld
oldatokbdél o6ssze kell mérni.

A 4. tablazat 6sszegzi a termindcids oldatok
elkészitésének mbédjat ahhoz, hogy a 10-400 nukleotid
tartomédnyban mindenhol j&él1 olvashatd képet kapjunk.
Véleménylink szerint ezek az elegyek a primerhez koézeli
régidkra j6l1 mikddnek, s ha valaki nagyon tavoli régidkat
akar wvizsgidlni, akkor értelemszerlien a sajadt céljainak
megfelelden valtoztathatja az oldatokon beldli
dideoxi/deoxi aréanyt.
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A reakcidé ledllitdsa

A polimerizacids reakcidt a kdvetkezd oldat
hozzdaddsaval &llitjuk 1le: 15mM NaOH, 1mM EDTA, 0.05%
brémfenolkék, 0.05% xiléncianol, 95% formamid (5ul). Errdl
csak azért teszliink kildn emlitést, mert van a rendszernek
egy sajatos wvondsa. Ez pedig az, hogy a kuldénféle
eljdrdsok sordn, a fentihez hasonldé O&sszetételd oldat
hozzdaddsa utdn néhdny percig 90-100°C-on inkubaljuk a
reakcidelegyeket, majd a gélre vitelig jégen tartjuk. A
jégen révidebb-hosszabb ideig eltarthatdéak a mintak. Az
dltalunk javasolt mbédszer esetén a mintdkat még jégen sem
lehet hosszi ideig tarolni, s sokkal szebb képet kaptunk,
ha nem jégre, hanem -20°C-os alkoholba raktuk a mintéakat.

Arra, hogy ez miért van igy, nem tudunk hat&rozott
valaszt adni, de feltételezéslnk szerint az enzimnek van
egy olyan "koto" aktivitdsa még ilyen drasztikus
k6értilmények kozdtt is, amely eldsegiti a  fragmentumok
visszatapaddsidt a templat DNS-re. Hozza kell tenni, hogy
ez csak spekulédcid, hatérozott kisérletes bizonyitékok nem
dllnak rendelkezésunkre.

VII.2.2. A szekvencia analizis menete

A kovetkezdkben dsszegezzlik a szekvencia meghatdrozéas
egyes lépéseit,, s a 12/b. dbran bemutatjuk egy
reprezentativ autoradiogram képét.

1. Primer hibridizacié:
Egy 1.5ml-es eppendorf csbbe mérjunk &ssze

- 1.5pul szekvenciazd primert

- 5.0ul egysz&ald DNS templatot (kb. 1lpmol, 2.5ug)

- 4.0yl Taq polimerdz puffert

- 2.5ul Taqg polimerdzt (5U/ul)

- 17ul vizet
Keverjik o&ssze és inkubdljuk szobahOmérsékleten 15-20
percig.

2. A reakcid

A radioizotép higitdsa: 1.75ul a-35S-dATP-hez mérjink
2.25ul1 32uM-os dATP oldatot, s keverjuk Ossze.

1.5ml-es eppendorf csdvekben keverjink o6ssze 1-1ul
megfeleld termindtor elegyet (amelyek a fenti tablazat
alapjan késziiltek) 1-1pl higitott radioizotdép oldattal.

A fenti elegybdl 2-2ul-t mérjlink egy Greiner mikrotitrald
lemez (Kat.no.726180) megfeleld lyukéanak oldaléara.
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13/A. &abra A reakcié fliggése a templat DNS, és a Tag
polimeraz koncentracidjatdl.

Csak T reakcid. 1-3. mintdk esetén 1.25, 5, 2.5ug templat
ssDNS-t, és 5U Tag polimerazt, 3-5 mintdk esetén 5 U, 1.5
U, 0.3 U enzimet haszndltunk 2.5ug ssDNS templat mellett.
A tbbbi paramétert a végsd valtozatnak megfelelden
dllitottuk be.

13/B. abra. A szekvenciazdé mdédszer végsd valtozata alapjan
készililt autoradiogram képe. A kisérlet végrehajtasanak
menetét 1ld. VII.2.2. fejezetben.
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A 1lyukak médsik oldaldra a fenti primer hibridizaciéds
elegybdl 6-6ul-t mérink. Rarakjuk a lemezre a tetejét,
majd &vatos Utdgetéssel a lyukakban 1éve két-két oldatot
egyesitjuk. 55°CC-os vizflirddre tesszik 10-13 percig, majd
5-5ul1 STOP oldat hozzdadasdval 4llitjuk le a reakcidt. A
mint&kat 100°C-on tartjuk 3-5 percig, majd -20°C-os
alkoholra tesszlk, s innen visszlik a poliakrilamid gélre,
s a szokdsos mdédon kezeljik. Az autoradiogramok &altaléban
12-24 6ras expozicidés idd elteltével eldhivhatdak.

A reakcidkat eppendorf csédvekben is végezhetjik, de a
fenti tipusi Greiner lemezt mi sokkal jobbnak tartjuk, s
féleg nagy szadmi minta esetén a haszndlata szinte
nélkuldzhetetlen. Ezzel még igen nagyszdmid minta is 30-60
perc alatt analizalhaté.

VII.3. A csirke CMP gén egy negativ szabdlvozé elemének
jellemzége szintetikus oligonukleotidok segitségével

A szintetikus oligonukleotidok nélkil a
génszabdlyozds kutatdsa ma mar elképzelhetetlen. Bar elsd
pillantasra Ugy tQnik, hogy a kovetkezd fejezetek nem
kapcsolddnak szorosan a DNS szintézis témakdréhez, de ha
alaposan megnézzuk a technikdkat, akkor latni fogjuk, hogy

gyakorlatilag majdnem mindegyik szintetikus
oligonukleotidok haszndlatdn alapul, és ezek ma mar
nélkilézhetetlen eszkbdzei a kutatasnak. Az EMSA,

kompeticidés footprint, metilaciés interferencia, PCR, UV
keresztkdtési kisérletek mind "oligonukleotid fogyasztdk",
és a kapott eredmények nagy mértékben ezek hasznidlatdnak
készdnhetdk.

A koévetkezd fejezetekben ismertetni fogjuk azokat az
eredményeket, amelyeket az SzBK  Biokémiai Intézet
Kotbszdveti Csoportjdban végeztink.

Az irodalmi bevezetében mar bemutattuk azokat a £&bb
ismereteket, amelyek a csoport tagjainak korabbi
kutatadsaibdl szdrmaztak, és amelyek a mi munkdnk alapjéaul
szolgdltak. A génhez kapcsoldédddéan tébb olyan régidt

azonositottak, amelyek a transzkripcidé hatékonyséagat
képesek befolyasolni (8. &abra). Ezek koézll a promoterhez
5' iranyban elhelyezkedd® 1.2kb-os fragmentumot vizsgaltak
behatébban (9. &bra), s végul ebben a tartomanyban DN&azI

footprint technika segitségével két védett régidét mutattak
ki (SI, SII), amelyek k&ézll az SI-hez tartozd kdlcsdnhatés
lényegesen erdsebbnek, specifikusabbnak bizonyult. Ezért
féként erre az elemre koncentrilunk.
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VII.3.1l. Az SI szdvetspecificitdsa tranziens expresszids
kisérletekben

Mivel az NR1 régid gyakorlatilag az &sszes vizsgalt
sejttipusban (CEC, CEF, HDM, (ezek mind mesenchymilis
eredetliek)) képes lecsdkkenteni a gén aktivitasat mind
homolég (pCMPN(-15)), mind heteroldyg promoter (timidin
kindz promoter) elé kldénozva fuggetlenil attdél, hogy
milyen orientdcidban kerllt beépitésre, ezért joggal mertl
fel a kérdés, hogy az SI elem is rendelkezik-e ezzel a
tulajdonsaggal. Ezért megszintetizdltuk az SI
oligonukleotidot (a transzkripcid iradnydnak megfelelden
felirva) :

5' CAGGGGCTGG CCCCATGCCT CCCcGAa 3!
3' GTCCCCGACC GGGGTACGGA GGGGCT 5!

A szintetikus oligonukleotidot a homoldég illetve a
heteroldg promoter elé klénozva a kildénbdzd sejtekben
kapott CAT aktivitasokat a 5. és 6.tabldzatban tilntettilk
fel. A téablazatokban bemutatjuk az NR1 régidhoz tartozd
CAT aktivitas értékeket is.

5.tablazat Az NR1l régidé és az SI elem hatdsa a homoldg
promoter mikédésére kiilénbdzd sejttipusok esetén

Konstrukcid Relativ CAT aktivitds (%)
CEC CEF
PCMPN (-15) 100 100
NR1/pCMPN (-15) 4.6+1.4 8.8+3.3
SIN/pCMPN (-15) 10.6+1.2 19.4+3.1
SIR/pCMPN (-15) 21.349.8 20.4+9.9

SIN, &s SIR az SI elem normal illetve reverz orientacidjat
jeldli. A tébbi szimbdlum jelentését 1d. a szdvegben.

6.tablazat Az NR1 fragment és az SI elem hatdsa a timidin
kindz promoter aktivitdsdra kiilénbdzd sejttipusock esetén.

Konstrukcid Relativ CAT aktivités (%)

CEC CEF HDM
pTK.CAT 100 100 100
NR1N/pTK.CAT 38.0+1.9 40.6+6.4 44.2+11.8
NR1R/pTK.CAT 9.9+1.6 13.3+0.2 28.2+0.4
SIN/pTK.CAT 23.2+3.1 19.6+5.6 -
SIR/pTK.CAT 35.3+4.1 33.7+2.5 -

Az N jlletve az R a konstrukcidkban a promoterhez képest
normdl illetve forditott orientdcidt jeldl.




80

R&6gtdn latszik, hogy igen nagy hényadban ez az elem okozza
a gén aktivitdscsodkkenését flggetlenll attdl, hogy milyen
sejtbe tértént a transzfekcid, milyen promotert
haszndltunk, vagy mi az oligonukleotid orientédcidja a
promoterhez képest.

Ez a tény, hogy az NR1l régién belll az SI nagy
mértékben jarul hozzd a génaktivitds csokkentéséhez,
inditott bennunket arra, hogy azt feltételezzik, az SI
elemnek déntd szerepe lehet abban, hogy silencerként, vagy
represszorként a CMP gént a chondrogenesis megfeleld
stadiumaiban inaktiv &llapotban tartja, s a gén csak a
fejlédés bizonyos stddiumdban, mas faktorok hatéséara
kapcsoljon be. Ugyanigy, olyan sejtekben, ahol a gén végig
inaktiv, lehetséges, hogy ezért az SI régié a felelds.
Természetesen ez c¢sak munkahipotézis, de ez adta az
alapjat annak, hogy részletesebb analizisnek vessik aléa
ezt a motivumot.

VII.3.2. Az SI szdvetspecifitisa in vitro kériilmények
kézétt

Bar a transzfekcids eredmények térgyaldsanadl mar
lattuk, hogy az SI mesenchymdlis eredetlG szdvetekben
egyarant képes csdkkenteni a riporter génhez kapcsolt
promoterek aktivitdsidt, mégis szlkséges bizonyitani, hogy
ezért a hatdsért ugyanaz a faktor felelds. Ezt DNS-fehérje
gélelektroforézis (EMSA) kisérletekkel végeztik el (1d.
Anyagok és Mbdszerek) .

A 14. &bradn CEF, HDM és CEC magi kivonatokkal (a
tovabbiakban NE: "nuclear extract") végzett EMSA kisérlet
autoradiogramjat mutatjuk be (részleteket illetben 1d. az
dbra alatti szdoveget is). Mind a harom sejttipusban azonos
mértékben eltolddott savokat figyeltink meg, ami arra
engedett k&évetkeztetni, hogy azonos fehérjékrdl lehet sz6.
A CEC esetén egy kisebb mozgékonysdgid elmosddott foltot is
lathatunk, ami a fehérjekivonatot szennyezd
proteoglikanoknak tulajdonithatd. A kisérlet két
szempontbdl volt fontos. Az egyik elméleti jellegd, s arra
ad vialaszt, hogy az SI elem szdvetspecifikus-e. A masik
vonatkozdsa a kapott eredménynek az, hogy CEC-b8l nagyon
nehéz (s gyakorlatilag a mai napig megoldatlan probléma)
magi extraktumot késziteni, és ha a kisérlet azt mutatja,
hogy més sejtekben 1is wugyanaz a faktor koétddik az SI
szekvencidhoz, akkor modellként, illetve a NE forrasaként
ezt a szdvettipust hasznadlhatjuk, feltéve, ha ebbdl
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viszonylag egyszer(i magi kivonatot késziteni. Ezen okok
miatt a fenti kisérlet alapjan, &sszhangban a tranziens
expresszids kisérletekkel a tovabbiakban fibroblaszt (CEF)
sejtmagi kivonattal (NE) , mint modellrendszerrel
dolgoztunk tovabb, és c¢sak bizonyos, kuldndésen fontos
kisérletekben hasonlitottuk Ossze a CEC-bdl kapott
prepardtumokkal. A NE készitésének mddjat az Anyagok és
Médszerek fejezetben taldlhatjuk meg.

F123

»
~Aan

CEF[
HDM[
CEC|

14. abra Az SI szdvetspecificitasanak vizsgalata EMSA-val.
30.000cpm SI prdbdhoz 500ng poli(dI-dC) nem specifikus
kompetitor mellett 1: 10ug CEF NE-t, 2: 10ug HDM NE-t és
3: 2ug CEC NE-t adtunk.
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VII.3.3. Az SI régidé és a minimal promoter DNazI footprint
analizise

Ahhoz, hogy meg tudjuk vizsgdlni, a promoter koézeli
kérnyezetében milyen szekvenciarészletekhez kapcsolddnak
fehérjék a TS54/11 (EcoRI*-HindIII) fragmentumot (a "*" 32p
jeldlést jelent, a klén leirdsat 1ld. Anyagok és Modszerek)
haszndltuk a DN&azI footprint analizisben. A 15. &bra egy
olyan DN&zI footprint kisérlet eredménye, amelyben nem
specifikus DNS kompetitorral (8 tagi poli(dI-dC) oligomer)
titrdltuk a DNS fehérje k&élcsdnhatds erdsségét. (Minél
er8sebb a kapcsolat, anndl nagyobb feleslegben kell a
nemspecifikus kompetitort haszndlni. Ez a titralas az EMSA
kisérleteknél is bevalt gyakorlat.) A footprint soran a
fehérjekomponens a CEF NE heparin agardzon tisztitott,
0.4M KCl koncentracidénal eludlddd frakcidjadbdl szarmazott,
s ez egy részlegesen tisztitott fehérje mintanak
tekinthetd.

J61 kivehet® az SI elemhez, a TATA boxhoz, valamint
egy CCAT mot ivumhoz kapcsolddd védettség, amelyek
kilénbdzd kompetitor koncentracidkndl szlinnek meg. Az SI
esetén is c¢sak 1500x-o0os kompetitor felesleg esetén A4ll
vissza az eredeti hasitasi mint&zat, a TATA box, és a CCAT
szekvenciaelemek esetén még az alkalmazott legmagasabb
p(dI-dC) koncentracid esetén is megmarad a védettség. A
CCAT motivum értékelésénél figyelembe kell venni, hogy a
CMP génnek két transzkripcids start pontja van (a (+31) és
a (+39) pozicidknidl), és a CCAT szekvenciaelem elsd C-je
pontosan a +31l-es pozicidban van. Ezért elképzelhetd, hogy
ez a vVvédettség a transzkripcidés inicidcidés komplexnek
tulajdonithaté. Ennek elddéntése tovadbbi kisérleteket
igényel.

Az SI-hez vald kétddés viszonylag alacsonyabb(?)
(1500x%) kompetitor koncentriacidénal szlinik  meg, a
kd6lcsdbnhatas specifikus, és ezt alatadmasztottuk olyan
kompeticidés kisérletekkel, amelyben az SI szintetikus
oligonukleotid szerepelt kompetitorként, s mar 10x-es
feleslegben megszliintette a régid védettségét. Az SII régid
gyengébb k6tddésrdl taniskodik, s mar 300-szoros
nemspecifikus kompetitor is megszlUnteti a faktor kétddését
(errdl abrat nem mutatunk).
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15. abra. A CMP gén promoter régidéjanak DNazI footprint
képe. A kélcsdnhatads specifikussiaganak tesztelése poli (dI-
dC) titralassal. A T54/11 klén EcoRI*-HindIII fragmentjét
hasznaltuk prdébanak, amely Bl19+/HincII helyén tartalmazza
a (-220)-(+127) pozicidk koézédtti szakaszt a CMP génbdl. A
protein komponens a CEF NE heparin agardzon részlegesen
tisztitott, 0.4 M KCl-dal eludldédd frakcidjabdél szarmazott
(2-2pl) . Az abran a feltlntetett, ndévekvd mennyiségli nem
specifikus (poli(dI-dC)) kompetitort adtuk a reakcid
elegyhez.
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VII.3.4. Az SI 6sszehasonlitidsa ismert transzkripciés
faktorok koétddési helyeivel

A transzkripcids faktorok A4altaldban meghatérozott
szekvenciaelemekhez kdtddnek, s a kdvetkezd 1lépés magatdl
értetédéen az volt, hogy az adatbazisban felkutattuk
azokat a szekvenciaelemeket, amelyekhez ismert
transzkripcids faktorok kétdSdnek [40] .

Harom olyan faktort talaltunk az irodalomban, amely
koé6tbdési  szekvencidja oly mértékben hasonlit az SI

nukleotidsorrendjének egy részéhez, hogy lehetséges
alternativaként Jjohettek sza&mitasba. Ezek az AP2 [183],
HNF4 (vagy LFAl) [158, 160] illetve a Wilm's tumorhoz
kapcsolt protein (WT1l), amely az EGR-1 szekvencidt ismeri

fel [104, 134]. Ezen szekvencidk mellett megszintetizdltuk
az Spl felismerBhelyet tartalmazd oligonukleotidot, mint
kontrollt [17]. Az Spl GC gazdag régidkhoz kotddik,
viszont a kétddési szekvencidja nem hasonlit az SI-éhez. A
kévetkezd oligonukleotidokat szintetizdltuk meg (dupla
szalban) .

Spl 5' AGCTGATCGGGGCGGGGCAGCT 3!
AP2 5' GAACTGACCGCCCGCGGCCCGT 3!
HNF4 5' GCAGGIGACCTTTGCCCAGCGC 3!
WT1 5' TCGACGCCCTCGCCCCCGCGCCGG 3!

A szekvencidkon beliil alahizadssal jeldltik a megfeleld
fehérje ko6tbdési szekvencidjét. Az oligonukleotidokat
akrilamid gélen tisztitottuk.

A 1l6. abran mutatott kisérletben Spl, AP2 és HNF4,
dupla szalua oligonukleotidokat hasznaltuk, mint
kompetitorokat EMSA reakcidban, ahol az SI oligonukleotid
5' végén jeldlt formdja (ds) volt a préba, s CEF NE pedig
a fehérje komponens. A kompetitor oligonukleotidokat a
szbban forgd kisérletben igen nagy feleslegben (>5000-
szeres) alkalmaztuk, azért, hogy tadjékozddjunk arrdl, van-
e egydltalan kompeticié. A WT1l oligonukleotiddal végzett
kisérlet eredményét a 17/B. abran lathatjuk
(7-11. mintak).

Az abrakrdl azt a kd&vetkeztetést vonhatjuk le, hogy
az Sp1l, AP2 és WT1 felismerShelyet tartalmazd
oligonukleotidok még nagy feleslegben sem kompetdlnak, mig
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az SI és HNF4 képes a kotésért versengeni. Ezért a
koé6vetkezbkben ezeket részletes analizisnek vetettik ala
(17. abra) . Kilénbdzd kompetitor koncentracidkkal
elvégezve a kisérletet azt a megdllapitast tehetjik, hogy
a jeldletlen SI mar 50-szeres, a HNF4 viszont 2000-szeres
feleslegben képes eltlintetni az eltolddott savot.

Osszegzésképpen azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le,
hogy a megvizsgdlt oligonukleotidok k&ézlil a HNF4 felismerd
helyet tartalmazd oligomeren kivil egyik sem szoritotta ki
az SI elemet a komplexébdl. A HNF4 oligonukleotid is csak
viszonylag nagy feleslegben (=2000-szeres) képes teljesen
eltintetni az SI komplexhez tartozd savot. Ha Osszevetjik
ezt a homoldg kompeticidébdl kapott értékkel (50-szeres),
akkor ez tilsadgosan nagy feleslegnek tlinik, de a biztonsag
kedvéért még tovabbi kisérleteket is elvégeztlink. E1l&bb
azonban vizsgaljuk meqg, hogy a DNazI footprint
segitségével azonositott SI és SII elemek és a komplexeik
kézdtt van-e valami hasonléséag.

VII.3.5. Az SI és SII komplexek &sszehasonlitasa DNS-
fehérje gélelektroforézis kisérletekben

Ha Osszevetjuk az SI és az SII elemeket, akkor a
szekvencidk egy részén igen nagy fokd homolégiat
figyelhetlink meg.

SIT 5' GAGGGGCTGGCAGGGCTGGACGTCCA 3!
XXXXXXXXXX
SI 5' CAGGGGCTGGCCCCATGCCTCCCCGA 3!

Ez a 10 bazis hosszon tartd azonossag vetette fel azt a
lehet&séget, hogy esetleg az SI-hez és az SII-hdéz ugyanaz,
vagy ugyanolyan tipusi faktor ké6tddik. A kérdés tisztéazasa
érdekében megszintetiz&dltuk az SII oligonukleotidot, és
kompeticibs kisérletekben teszteltik, hogy képes-e
kiszoritani az SI-t komplexébdl.

Az eredmény nagy feleslegben (>5000-szeres) torténd
alkalmazds esetén pozitiv, az SII képes eltintetni az SI
komplexhez tartozd savot (16. abra 3. minta) . A
részletesebb analizis érdekében klUlénbdzd kompetitor
koncentricidkkal is megismételtiik a kisérletet (17/A. &bra
7-11. mintdk), és azt a megdllapitdst tehetjik, hogy
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16. &abra SI-CEF NE gélelektroforézis képe kildénbdzd
kompetitorok jelenlétében. 30.000cpm SI prdbadhoz 0.5mg
poli (dI-dC) Jjelenlétében >5000-szeres feleslegben SII,
Spl, AP2, és HNF4 felismerdhelyet tartalmazd, duplaszaldg,
jeldletlen oligonukleotidot adtunk. A fehérje komponens
2.5ug CEF NE volt. Az F. mintdhoz nem adtunk fehérjét, a
1. minta pedig nem tartalmazott oligomer kompetitort.

az SII kb. 250-szeres feleslegben teljesen kiszoritja az
SI-t komplexébbl. Ez az érték kb. 6tszdr rosszabb, mint a
homoldg kompeticidhoz tartozd érték, a HNF4 oligonukleotid
kiszoritasi képességénél viszont négyszeresen jobb.

Elvégeztlik a forditott irdnyd kisérletet is, amelyben
az SII-t Jjeldltik meg radioaktivan, és hideg SII, SI
valamint HNF4 hozz&daddsdval vizsgdltuk a komplex eltinését
(18. 4&bra). Erdekes, hogy a homolég oligomer és az SI
ebben az esetben egyforma felesleg (250-szeres)
alkalmazdsaval okozta a nagyobb mozgékonysagi komplex
teljes elt(inését. Meg kell jegyezni, hogy az SII két
eltoldédott s&vot ad, amelyekbdl a nagyobb mozgékonysagi
ugyanabban a magassdgban fut, mint az SI prdba esetén, az
alacsonyabb mobilit&dsiG sadv mibenlétérdl nem sokat tudunk.
Az azért latszik, hogy mind az SI, mind az SII, mint hideg
kompetitor képes eltilintetni ezt a kisebb mozgékonysagl
savot kb. 100-szoros feleslegben adagolva.
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17. &abra. Az SI, SII, a HNF4 és a WTl felismerési
szekvenciat tartalmazé oligomerek kompeticiés analizise.
30000cpm SI prdébat, és 2.5ug CEF NE-t tartalmazd elegybe
névekvd mennyiségli jeldletlen, duplaszald oligonukleotidot
adtunk az &bran feltilintetett feleslegben, 0.5mg poli(dI-
dcC) jelenlétében. F. jeli mintdk nem tartalmaztak
fehérjét, 1. sorszamiak pedig kompetitort.

A HNF4 oligomer kompeticids sajatsdgai a nagyobb
mozgékonysagli siv esetén hasonld, mint amit az SI prdbaval
elvégzett kisérletekben tapasztaltunk. Az viszont
figyelemre méltdé, hogy a HNF4 mar 50-szeres alkalmazas
esetén is teljes mértékben kiszoritja az SII-t a kisebb
mozgékonysagui komplexbdl, ez talan arra enged
kévetkeztetni, hogy az SII-fehérje komplex képzésében a
HNF4 fehérje is részt vehet.

Az SI és SII kozdbtti keresztkompeticids tesztek azt
sejtetik, hogy az elemekhez kapcsolddd protein(ek) hasonld
kétési tulajdonsdgokkal rendelkeznek.
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VII.3.6. A kdlcsdnhatias természetének kétértéki kation
fliggése

A transzkripcids faktorokrél irt bevezetbben
emlitettink, egy nagy csalddot, a "Zn-finger" proteineket,
amelyek DNS k&tésiikhdz 2Zn2+*-t igényelnek. Emellett lehet
tudni azt is, hogy a HNF4 egy Zn-finger tipusliG fehérje
[160], (illetve a WT1l is az [134]). Ez sarkallt wminket
arra, hogy megnézziik EMSA reakcidban, hogy a kuldénbdzd
kétértékl kationoknak milyen a hatdsa a kotbdésre. Ez
anndl is inkabb szilikségesnek latszott, mert a NE készitése
soran az oldatok gyakorlatilag mindvégig tartalmaztak
EDTA-t, amely ezekkel az ionokkal nagy elbszeretettel
képez komplexeket. Ezért 0.3, 1.0 3.0mM, Zn2+, Co2+, Cu2+,
Ca2+, Mg2+, Mn2* jelenlétében is elvégeztik az EMSA-t, SI-
t, mint prdébat haszndlva. A kisérletsorozat tartalmazott
egy olyan reakcidédt is, amelyhez viszonylag nagy mennyiségii
(5mM) EDTA-t adtunk. Az eredményt a 19. abran lathatjuk. A
réz és a kobalt 1mM-os koncentridcidindl eltolddott séavot
mar nem figyelhetlink meg, a jel a gél zsebeinél maradt. A
cinknek kildéndésebb hatdsa nem volt, a magnézium szintén
inertnek tlnt, mig a mangan és a kalcium megndvelte a DNS-
fehérje kdélcsdnhatds erdsségét (a mangdn esetében 3mM-os

koncentraciéndl a hatés kezdett visszafordulni). Erdekes
az EDTA okozta valtozds. Olyan benyomast kelt, mintha
eldsegitené a kotés kialakitasat, de ezt késdbbi
kisérleteink nem erdsitették meg, s az EDTA-nak ebben a
koncentracid-tartomanyban nincs befolyasa a
kélesdnhatasra.

Mivel az o-fenantrolinrél ismert, hogy specifikus
Zn2+ kelatképzd, ezért elvégeztink egy olyan kisérletet
is, amelyben 0.3, és 3.0mM EDTA, o-fenantrolin, és

cisztein Jjelenlétében hajtottuk végre a reakcidt (a
ciszteint a 2Zn finger domén aminosavainak homoldg
kompetitoraként haszndltuk). Mivel egyik komplexképzdvel

sem kaptunk csdkkenést az eltolddott savok intenzitaséban
(s a cinknek sem tudtunk soha kimutatni intenzités néveld
hatasat), ezért azt a kdévetkeztetést vontuk le, hogy nem
valdészinl, hogy Zn-finger tipusi faktorrdl van szd.

Ervek és ellenérvek a HNF4-gyel kapcsolatban

Ezek utédn joggal merul fel a kérdés, hogy az SI-hez
ko6td3dd fehérje HNF4 avagy sem. A fehérje mellett szél,
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18. abra. Az SII-(CEF NE) kdlcsdénhatas vizsgdlata
kompeticids EMSA kisérletben. Minden reakcidé elegy
30000cpm SII-t, 2.5ug CEF NE-t (az F. jelleket kivéve),
0.5mg poli(dI-dc)-t. 2-6., 7-11., és 13-17. mintdk noévekvd
mennyiségi SII, SI, és HNF4 felismerési szekvenciéja
olimereket tartalmaztdk az dbran feltlntetett feleslegben.

hogy az a szekvencia, amelyhez kétddik, verseng az SI-hez
kapcsolédé fehérjéhez vald kotésért. Igaz ez a kompeticid

nem taGl erds, de a toédbbi oligonukleotidhoz képest
mégiscsak 1létezik. Ellene szl az, hogy a HNF4-rél
leirtdk, hogy 2Zn-finger tipusti, s a fent bemutatott

kisérletek nem utalnak a 2n2*+ kilénds jelentdségére.
Ugyanigy problémit jelent az is, hogy a HNF4 funkcidjat
tekintve aktivator, és nem represszor [158]. Azért, hogy
végképp megbizonyosodjunk arrél, hogy mégsem ez a fehérje
képezi az SI elemmel a vizsgdlt komplexet elvégeztink még

néhany kisérletet, amelyeket csak nagy vonalakban
ismertetink.

A HNF4 forras-szdvete elsdsorban a maj (hepatocyte
nuclear factor 4), ezért J.Moitra patkdny majbdl készitett
magi extraktot, és ezzel is elvégeztik az

EMSA-t mind dgy, hogy az SI volt a prdéba, és Ugy is, hogy
a HNF4 oligonukleotidja volt a prdba, s a protein oldalrél
a CEF NE valamint a patkény mdj magi kivonat (RL NE)
szerepelt. Az EMSA képek alapjan kizarhatjuk, hogy a
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19. abra. Az SI és a CEF NE kdlcsdénhatas kétértékl kation
fiiggése. Az EMSA reakcidkat az Adbran feltlntetett
végkoncentridcidjd kétérték( kationok, illetve 1 minta
esetén EDTA jelenlétében hajtottuk végre (30.000cpm SI,
2.5ug CEF NE, 0.5mg poli(dI-dC)).
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vizsgdlt SI komplex protein komponense a HNF4 fehérje.
Ugyanezt a k&vetkeztetést tamasztjdk alda a protein
molekulatdmegének becslésére elvégzett kisérletek.

VII.3.7. Az SI és SII metilacids interferencia képe

Ezek utdn - mivel a transzkripcidés faktor adatbankbdl
kivdlogatott faktorok egyikérdl sem hisszik, hogy a
tanulmanyozott fehérje 1lenne - egy olyan technika
alkalmazasdba kezdtlink, amely segitségével részletesen
lehet térképezni a DNS-en azokat a nukleotidokat
(aktualisan: G-ket), amelyek a fehérjével vald
kdlcsdnhatdsban kulcsszerepet Jjatszanak. A valasztas
alapjdul az szolgdlhat, hogy az SI és SII is meglehetdsen
G gazdag, s ezért valdszinfi, hogy a kdbélcsdnhatédsban is
elsbsorban ezek vesznek részt. Kezdetben a DNS templat az
SI duplaszalid oligonukleotid (egyik végén jeldlve), s igy
tisztitatlan CEF NE-t tudtunk haszndlni a reakcidban. Bar
a mbédszert véglill sikerltilt bedllitani, sok technikai
részlet problematikusnak bizonyult.

Ezért kitalaltunk egy olyan megoldast, amelyben a
szintetikus oligonukleotidokat beépitettiik B119+ HincII
helyére, s a konstrukciébdl a szokdsos EcoRI és HindIII
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enzimeket hasznalva szdlspecifikusan végjelodlt
fragmentumockat dllitottunk eld. Az igy  nyert DNS
templathoz minden tovabbi nélkul lehetséges NE-t
hasznadlni. Hitink szerint - az irodalomban leirt
eljardsokat is beleértve - ez a valtozat a legjobb, mert
lehetbvé teszi magi fragmentumok haszndlatat (nem kell
tisztitani a fehérjét), a DNS fragment mérete alapjan jol
kezelhetd, nincsenek a periférikus helyzet miatt nem joél
lathatd® nukleotidok, az akrilamid gélen valdé futtatas, és
a gél utdkezelése sokkal kényelmesebb, valamint a kapott
kép is meggydzébb. Osszehasonlitdsként mind kldénozott
oligomerrel, mind szintetikus oligonukleotiddal kapott
eredményre koézreadunk egy-egy példat.

A 20. abréan a klénozott oligonukleotiddal
végrehajtott metildcids interferenciaképet mutatjuk be az
SI elemre, mind a két szdl vonatkozdsdban. A 21. &bran
pedig a szintetikus SII oligonukleotiddal kapott
interferencia mint&zatot lathatjuk. Az &brakon nyilakkal
jeldltik azokat a pontokat, amelyek a kisérlet alapjan a
kétddési helyeknek bizonyultak.

A 22. abran oOsszefoglaldan &abrazoltuk a silencer
elemekben a fehérjével kdézvetlen kdlcsdnhatdsba 1épd G
nukleotidoknak, a régidban talalhaté DNazI  védett
szakaszoknak és hiperszenzitiv helyeknek a viszonyat. Az
SI elem esetén - ha c¢sak az erbsen ko6tddd helyeket
tekintjik - ezek a pontok egy palindrom szekvenciat
alkotnak (GGC(N)gGCC), mig az SII-re egy fél palindrom
esik (GGC(N)gG). Ez taladn magyardzatot adhat arra, hogy
bar az SII két egy ugyanolyan mobilit&asi komponenst EMSA-
ban, mint az SI, de kompeticids tulajdonsdgai lényegesen
rosszabbak (5-s2z6r) az SI-énél. Ugyanis, ha a fél
palindrom is elég a fehérje koé6tddéséhez, de valdjédban a
teljes szekvencia a korrekt felismerési hely, akkor
logikusnak tGnik a fenti jelenség.

Ha a fent kapott szekvencia elem tartalmazza a £f&ébb
kétddési pontokat, akkor nem csoddlkozhatunk rajta, hogy
nem taldltunk homolégia kutatasok alapjan olyan
transzkripcids faktort, amely beleillett volna a képbe,
hisz egy ilyen szekvenciaelem mer8ben mas paramétereket
igényel a szamitdgépben.

Ezért nekirugaszkodtunk olyan DNS-kétd  fehérje
keresésének, amely a fenti metildcids interferenciaképet
adja. A kutatds sikerrel zarult, mert a nuclear factor 1
(NF-1) a G nukleotidokat illetden teljesen hasonld
mintédzatot ad: GGC(N)gGCC [179].
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20. abra. Az SI elem metilacids interferencia képe.

Az SI elemet Bl19+ HincII helyére klbénozva, majd a
polilinker A: HindIII helyén (kédoldé szdl), B: EcoRI
helyén (nem kdédold szal) Klenow feltdltéssel megjeldltik,
részlegesen metildltuk, DNS-fehérje gélelektroforézis utan
a kotdtt és szabad DNS-t piperidinnel hasitottuk, majd
azonos aktivitasokat PAGE-n megfuttattunk. AG, CT, G a
megfeleld Maxam-Gilbert reakcidkat jeldli, B: a komplexbdl
szdrmazd, F: a kdtetlen, szabad DNS mintat jelenti.
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21. abra. Az SII elem metilacidés interferencia képe.

Az SII oligonukleotidot szdlspecifikusan megjeldltik A: a
k6dold szadlan, B: a nemkddold szidlédn. Részleges metiladlés
utdn ugyanazokat a lépéseket hajtottuk végre, mint amit a
20. 4&bra alatt leirtunk. A jeldlések értelmezéséhez is
arra szdbvegrészre hivatkozunk.
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22, 4&dbra. A CMP gén promoter kdérnyékének DNazI-gyel
szemben védett régidi. Az &brdn vizszintes vonalakkal
jeldltilk a footprint analizis soran védett régidkat, a
nyilak a DN&zI hiperérzékeny helyeket, a tomdétt, és ures
karikdk a fehérjéhez erdsebben illetve gyengébben k&tddd
G-ket jelentik. Az &bra 5-6 parhuzamos kisérlet eredményét
Osszegzi.

VII.3.8. UV keresztkodétési kisérletek

Eddig megtudtunk néhdny dolgot a kutatott fehérje
természetérdl, de egy olyan fontos tulajdonsdgédrdl, mint a
molekulatdémege nem sokat sejtunk. Az EMSA kisérletekbdl az
dertl ki, hogy ez nem tdlsidgosan nagy, de a technika
nemigen alkalmas méret-meghatédrozdsra. Ismert, hogy ha egy
DNS-fehérje komplexet UV fénnyel megvilagitunk kovalens
kétés alakul ki kozdéttik. Ha a DNS dT helyett BrdU-t
tartalmaz, akkor ennek a hatékonysaga lényegesen
megndévelhetd, s ezdltal kialakithaté egy olyan technika,
amellyel a proteinek molekulatdmegét meg lehet hat&rozni.
Az irodalomban dgy jartak el, hogy a vizsgdlandd
szekvencia szakaszt bekldnoztak valamilyen vektorba,
primer extenzidval szal specifikusan épitettek be
a-32p-dXTP-t (X:A,C) illetve dTTP helyett BrdUTP-t
haszndltak. Hogy «c¢sdkkentsék a hatteret &ltalédban a
klénozd helyhez legkdézelebbi enzimekkel vald hasitds utén
gélbdl 1izoldltdk a vizsgdlandé fragmentumot, és ezt
hasznadltdk, mint DNS prdbat a kisérleteikben [27] . Ezt mi
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egyetlenegyszer sem koévettik, hanem egy egészen méas
eljdrdast gondoltunk ki a prdéba elddllitasara, amely PCR
alkalmazasan alapult.

A gondolatmenet lényege, hogy ha megfelelden
bedllitjuk a kérulményeket, akkor amplifikécidval sokkal
nagyobb aktivitdsd prdbakat lehet elbdllitani, mert csak
egy bizonyos tertletre korlatozzuk a radioizotdp
beéplulését. Ugyanakkor, ha megfelelden kozeli primereket
valasztunk, akkor taldn nincs 1is szlkség a fragmentum
gélbbdl vald izoldldsdra (ami meglehetdbsen kellemetlen és
veszélyes feladat), hanem k&ézvetlentl felhaszndlhatd.

Ha van egy olyan DNS prdébank, ami elég nagy
specifikus aktivitdsd, és dT helyett BrdU-t tartalmaz,
akkor ezzel legaldbb két médon jarhatunk el. Az egyik az
in. oldatfazisid reakcid, amelyben egy hagyomdnyos EMSA
reakcidt kilénbdzd ideig uv fénnyel (366 nm)
megvildgitjuk, majd nagy feleslegl DNazI-gyel a DNS-nek
azt a részét, amely nem ké6tddd6tt kovalensen a fehérjéhez
leemésztjik. Ezt kdvetSen az elegyet fehérjegélen
megfuttatjuk (SDS-PAGE) molekulasilymarkerek mellett. A
masik, komplikdltabb mbédszer szerint a fentiek alapjén
elballitott DNS prdbaval, és a NE-vel elvégzink egy EMSA
kisérletet, a gélt nem szaritjuk be, hanem nedvesen
exponaljuk. Az autoradiogram alapjan a fehérje-DNS
komplexet kivagjuk, eludljuk, megvilagitjuk UV fénnyel,
kezeljik DNazI-gyel, s az igy kapott elegyet futtatjuk meg
fehérjegélen. Lehetséges az is, hogy a megvilagitéast, és
az endonukleaz emésztést in situ még a gélben hajtsuk
végre, s csak ezutdn eludljuk.

Mi az Osszes valtozatot megcsindltuk, de a 23. &abran
csak az oldatfazisi kisérlet eredményét mutatjuk be. A
fehérje komponens a legtébb esetben CEF NE volt. A DNS
prébat Ggy &llitottuk eld, hogy az SI oligonukleotidot
B119+ wvektor HincII helyére klénoztuk, majd a "-20"
illetve a reverz primerrel (M13 primerek) 32P—jelélt,
BrdU-t tartalmazé fragmentet allitottunk eld PCR
reakciéval. A termékbdl a HincII helyhez legkdzelebb esd
PstI és Xbal enzimekkel kivagtuk az SI elemet tartalmazd
szakaszt, s ezt haszndltuk a reakcidéban (az enzimeket nem
zavarja a Brdu!). A kildénbdzd ideig valdé megvilagitas
képét mutatja a 23. abra, s ebbdl a protein
molekulatdmegét 28 kDa-ra becsiltik.
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23. dbra. Az SI és a CEF NE UV keresztkdtési reakcidja.

B119+ HincII helyére kldénoztuk az SI oligomert, majd PCR
segitségével olyan - szdlon bellil radioaktivan jeldlt
probat - allitottunk eld, amely dT helyett BrdU-t
tartalmazott. 120000cpm DNS prdébat 104 CEF NE-vel
keresztkoétdttik 0.5mg  poli (dI-dC) jelenlétében (EMSA
kértilmények kozdtt) UV fénnyel vald megvilagitassal. Az
dbra a kuldénbdézd ideig tartd megvilagitas hatéasat mutatja.

Az, hogy az egyre hosszabb megvildgitds hatésara csak
a 28 kDa-os sav intenzitdsa ndvekedett, mads f6 komponens
nem jelent meg, arra utal, hogy ez kizardlagos kapcsolat.
Az eredmény tobb elvégzett kisérlet alapjan
reprodukdlhatd, ugyanazt a NE-t hasznélva.

A médszert egyébként mir Ugy is kiprdbaltuk, hogy a
T3-T7 primerekkel a PCR reakcidban kapott terméket
révidités nélkiil haszndltuk fel, és eredményként ugyanezt
a molekulatdmeget kaptuk.
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VII.3.9. Supershift kisérletek

A fenti kép alapjadn igen erdteljes volt a gyanunk,
hogy a fehérjénk az NF-I csalddba tartozik. Ezt még az is
megerbsitette, hogy az intronban taldltunk egy olyan
szekvencia elemet (+874-es pozicidndl), amely az SI-gyel
csak az NF-I felismerd szakaszon homoldg, illetve az SII-
vel csak a fél palindromban (a tovadbbiakban ezt CMP874-nek

fogjuk nevezni). Ez a szekvencia is igen erdteljesen koti
a vizsgalt fehérjét (normal, és kompeticibés  EMSA
kisérletekkel igazoltuk). Az igazi bizonyitékot azonban a

specifikus ellenanyaggal végzett kisérletek jelentenék.
Naoko Tanese-t&81 kaptunk a CTF/NF-I [26] N-termindlis
(DNS-ko6td) doménje ellen nylGlban termelt ellenanyagot,
amellyel supershift kisérletekben Dbizonyitottuk, hogy
kétddik a fehérjénkhez (24. abra).

FO1234656
T essPovodge

oll.ll;
alasccse

24. abra. Az SI-fehérje komplex vizsgalata CTF/NF-I
ellenes ellenanyaggal DNS-fehérje gélelektroforézis
kisérletben. 2.5ug CEF NE-t (F. kivételével) 30.000cpm SI
prébat és 0.5mg poli(dI-dC)-t tartalmazdé EMSA reakcid
keverékhez 2: 1pul, 4: 3ul, 6: 5ul preimmun szérumot,
illetve 3: 1ul, 5: 3ul, 7: 5ul a CTF/NF-I DNS-k&é6td doménje
ellen termeltetett ellenanyagot adtunk. os sem
ellenanyagot, sem szérumot nem tartalmazott.
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A kisérlet egy hagyomanyos EMSA, csak a
reakcidkeverékhez adunk ellenanyagot is. Ha ez
specifikusan felismeri a fehérjét, akkor Un. supershiftet
(sokkal alacsonyabb mozgékonysagi savot) kapunk. Az &bran
szerepld kisérletben kildénbd6zé mennyiségli ellenanyagot
adtunk az elegyhez, s mar a legkisebb mennyiség hozzaadéasa
esetén 1is gydnydr(G eltoldédast kaptunk. Kontrollként
preimmun szérumot hasznaltunk, s parhuzamosan azonos
mennyiségeket adtunk a reakcidkeverékhez. Az NF-I fehérjék
ugy épulnek fel, hogy az N-termindlis doménjik ismeri fel
a DNS-t, s ez meglehetdsen konzervalt, és a varidbilis C
termindlis doménje pedig a replikacids illetve a
transzkripciondlis szabdlyozasért felelds. Mivel az SI-
fehérje komplex reagdlt az NF-I DNS ké6td doménje ellen
termeltetett ellenanyaggal, ez arra enged kovetkeztetni,
hogy az NF-I DNS k&étd részével rokon domént hordoz, tehat
az NF-1I csaladba tartozik. Tovabbi bizonyitékokat
szolgdltatnak a mutdcidét hordozdé oligonukleotidokkal
elvégzett kisérletek.

VII.3.10. Mutacidkat hordozdé oligonukleotidok

A metildcidbs interferencia képbdl weghatarozott
fehérje kapcsoldéddasi pontokat megvaltoztattuk, és olyan
oligonukleotidokat szintetizaltunk, amelyek  kGlénbdzd
helyeken és mértékben eltérnek az eredeti szekvenciatdl.
Ezeket EMSA-ban illetve kompeticidés EMSA-ban teszteltik.
Az 1in vitro eredmények a 25., 26. &abrakon lathatdak. Az
elsd mutdns oligonukleotidnak maga az SII szamit, amely a
teljes palindrom helyett csak a felét tartalmazza. Ezen
kivil a kévetkezd mutdcidkat hordozdé oligonukleotidokat
terveztik meg (a kbénnyebb Attekinthetbség kedvéért a
korabban bemutatott szekvencidkat is feltlintetjuk):

ST 5' CAGGGGCTGGCCCCATGCCTCCCCGA 3!

STI 5'" GAGGGGCTGGCAGGGCTGGACGTCCA 3!
Egyetlenegy nukleotidcsere:

M1 5' CAGGGGCTAGCCCCATGCCTCCCCGA 3!

A palindrom mindkét felében egy-egy pontmutéaciéd:
M2 5' CAGGGGCTAGCCCCATGCTTCCCCGA 3!
Mindkét oldalon két-két pontmutécid:

M3 5' CAGGGGCTAACCCCATGITTCCCCGA 3'
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Az elsd palindrom rész mutécidja:

M4 5' CAGGGGCTAATCCCATGCCTCCCCGA 3!

A teljes palindromot érintd mutacid:

M5 5' CAGGGGCTAATCCCATATTTCCCCGA 3!

A GGC-CGG szekvenciat elvalasztd szakasz rodviditése:
M6 5' CAGGGGCTGGCCATGCCTCCCCGA 3!

A palindromon bellili linkerben 1évd nukleotidcserék:
M7 5' CAGGGGCTGGCCTTGTGCCTCCCCGA 3!

A HelLa NF-I-hez tartozd szekvencia [26]:

NF-I/0 5' TTTTGGCTTGAAGCCAATAT 3'

Es véglil a CMP gén elsd intronjaban 1évd szekvencia:

CMP874 5' CTCAATTCTGGCTTCATICCACTTTG 3'

A szekvenciédkon bellll vastagitdssal jeldltik azokat a
nukleotidokat, amelyek a fehérje azonositott kotddési
pontjainak felelnek meg, és aldhldzassal azokat, amelyek
muticidként szerepelnek. Meg kell jegyezni, hogy minden
fent emlitett mesterséges mutdcid tranzicid. A 25. &bran a
mutdcidét hordozd, dupla szald oligonukleotidokat, mint
jeldletlen kompetitorokat haszndltuk, s azt &allapithatjuk
meg, hogy egyediil c¢sak az M7 volt képes kiszoritani a
jeldlt SI-t a komplexbdl nagy feleslegben.

Ezzel &sszhangban van a 26. 4&abra, ahol az &sszes
eddig tesztelt oligonukleotidot (az Spl kivételével) az 5'
végukdén megjeldltik, és elvégeztitk az EMSA-kat. Jol
lathato, hogy a mesterséges mutaciodt hordozd
oligonukleotidok kdziil (M1-7) <c¢sak az M7 két némi
proteint, de 1lényegesen kevesebbet, mint a vad tipusi
szekvencia, a toébbi mutanshoz nem kapcsoldédik semmilyen
fehérje sem. Ki kell térnink még a Hela NF-I
felismerdhelyet tartalmazdé (NF-I/o) illetve a CMP gén elsd
intronjaban talalhaté CMP874 oligonukleotidok
tulajdonsdgaira is (27. &bra). Mind a kettd igen erds
ké6tbddést mutat (CEF NE-vel szemben), és ha kompeticids
EMSA kisérletet végzlnk velik uUgy, hogy az SI szerepel,
mint jeldlt prdba, akkor azt tapasztaljuk, hogy az
introndlis szakasz erdsebben k&étddik a fehérjéhez, jobban
kompetal, mint az SI maga.
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25. dbra Az SI elemen belidl kiilénféle mutacidkat hordozd
oligomerek kompeticids sajatsagai az SI- (CEF NE)
kélcsdénhatassal kapcsolatban. DNS-fehérje
gélelektroforézis. Az F. mintdk nem tartalmaztak proteint,
1. sorszamiak pedig kompetitort. A reakcidelegyek 30.000
cpm SI oligonukleotidot, 2.5ug CEF NE-t, 0.5mg poli(dI-
dc)-t és 2: 60 fmol, 3: 600 fmol, 4 : 6000 fmol
kompetitort tartalmaztak. M1-7. oligomerek, SII, NF-I
(=NF-I/0) leirédsat, szekvencidjat 1ld. a szdvegben.

F
-S|
-S|
-M4
-M5
-M6
-M7
-AP-2
~HNF-4

-
-M1
-M2
-M3

“
26. abra. Az SI elemen belil mutacidkat hordozdé oligomerek
CEF NE-vel vald kdlcsdédnhatasanak vizsgadlata EMSA-ban.
Minden minta 60.000 cpm az abra felsd részén feltlintetett
oligonukleotid prdébat, 2.5ug CEF NE-t (kivéve F-t), 0.5mg

poli (dI-dC) -t tartalmazott. F-ben SI volt a jeldlt DNS.
A szimbdélumok jelentését 1ld. a szdvegben.
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27. abra. Az SI, NF-I és CMP874 oligomerek kompeticids
sajatsagainak &sszehasonlitasa az SI- (CEF NE)
kélcsdénhatassal kapcsolatosan. EMSA. 30.000 cpm
radioaktivan jeldlt SI oligomert, 2.5 ug CEF NE-t és 0.5mg
poli (dI-dC) -t tartalmazd elegyekhez 60, 120, 240, 600 fmol
- az abra felsd részén lathatd - duplaszalid
oligonukleotidokat adtuk. F minta nem tartalmazott magi
kivonatot, a 0. jelll minta pedig kompetitort.

Az NF-I/o nagyjdbdél ugyanolyan erbdsen kapcsolddik,
mint az SI. Ez utdbbi természetesnek tlinik, de a CMP874
ily mértékQi affinitidsa meglepd, és bizonyosan tovabbi
vizsgalatokat igényel.
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VIII. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

A kévetkezdkben Osszegezni fogjuk azokat az
eredményeket, amelyeket az eldzd harom fejezetben
elértliink. Megprdbdljuk ezzel kapcsolatosan a tovabbi
lehetbségeket, perspektivakat is felvazolni.

VIII.1l. Nemradioaktiv AIDS-diagnosztikai DNS-prdbak.

1989-ben sikertlt az HIV-1 virus ellen olyan
nemradiocaktivan jeldlt szintetikus oligonukleotid prébakat
szintetizdlni, amely néhany stratégia kombindlt
alkalmazdsan alapult. A kapott konjugdtumokat jellemeztik
a szintézis hatékonysdga, valamint az enzim aktivités
vesztése o0ldalardl (ilyen jellegl leirast az irodalomban
nem taldltunk). DNS oldalrdl nézve HRP-re hozzavetdlegesen
50%-0s, AP-re 25%-o0s kitermeléssel sikerilt szintetizdlni
enzim-oligonukleotid konjugdtumokat Uugy, hogy az enzimek
legaldbb 65% (HRP) illetve 40% (AP) mértékben megtartotték
specifikus aktivitasukat. A prdébak kimutatédsi hatara a
legjobb irodalmi értékeknek megfeleld [176].

Az alkalikus foszfatdz-konjugdtumok szintézise és
alkalmazéasa problematikus az enzim mérete miatt
(147 kDa), pedig felhaszndladsuk azzal az eldnnyel jar a
HRP-vel szemben, hogy az eddig tesztelt 6sszes AP 65°C-on
stabilan megbrzi aktivitéasat, igy a hibridizacidét magas
hémérsékleten lehet végezni. A HRP-re ez a hOmérséklet
420C. Valészinlileg lényeges javuldst lehetne elérni olyan
alkalikus foszfatdzzal, amely mérete lényegesen kisebb.
Halobacterium cutirubrum-bél Fitt [41] 15.5 kDa-os
alkalikus foszfatazt tisztitott homogenitasig, de ilyen
jellegl kisérletekhez mar nem tudtunk hozz&kezdeni.

Masik 1lehetdség egyéb, kis méretl enzim keresése,
mely termostabil, és nagy érzékenységgel detektédlhatd.
Ilyen pl. a biolumineszcens aequorin [131], melynek un.
riporter génként vald alkalmazasa az eukariota
génszabidlyozas kutatdsdban kezd elterjedni az utdbbi
idékben [168].

Az elbzdekhez kapcsolédédva annyi kiegészitést
szeretnénk tenni, hogy - a fentiekhez hasonlbéan -
szintetizdltunk Salmonella illetve Listeria monocytogenes
kimutatdsdra is nemradioaktiv prdbdkat, de ezek részletes
targyaldsaba nem bocsatkozunk.

Végezetlill csak utaldsszerfien megemlitjik, hogy 5'
aminalt oligonukleotidokbdl szintetizdltunk
fluoreszceinnel jeldlt primereket szekvencia analizishez,
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de - mert Magyarorszagon abban az idSben még nem volt
automata DNS szekvendtor - ezt a gyakorlatban nem tudtuk
kiprébalni (ezzel egyltt felkérésre készllt). A szekvencia
analizisnek viszont egy mas vonatkozasli fejlesztését
végeztik el, amit a VI. fejezetben ismertettiink, s most
dsszefoglalunk.

VIII.2. DNS szekvencia analizis hdéstabil DNS polimerazzal.

A fent bemutatott eljarast abban az iddben
fejlesztettik ki, amikor az ilyen iranyd kutatésok irant
nagyon nagy volt az érdeklddés. Sok versenypartnerink volt
(az eldézbd fejezetekben utaltunk rajuk), de ugy érezzik,
hogy az &dltalunk kifejlesztett médszer megadllja koézdttik a
helyét. Az eljaras nagy eldnye a tdbbiekkel szemben, hogy
gyors, egyszeri, sok minta egyidej analizise is
lehetséges vele. A gyorsasdga abban rejlik, hogy nem
szlkséges a jeldlési reakcidét és a termindcids reakcidt
szétvalasztani, hanem a kettd egy lépésben tdérténik. Ez -
tapasztalataink szerint - nem ndvelte észrevehetbden a
szlkséges expondlasi idot.

Ugyanakkor a mdbédszer kielégiti azokat az &ltalénos

elvarasokat, amelyek a laboratériumi munka soran
jelentkeznek. Nem érzékeny a primer-templat
koncentraciéra, valamint mas forrasbol szarmazd
termostabil enzimekkel is végrehajthatdé. Igaz, hogy ez
utébbirdél nem ejtettiink szét, de mi kiprdébaltuk a
Boehringer &ltal forgalmazott Taqg polimerdzt is, és

legalabb olyan jé eredményt kaptunk, mint a Promegatdl
beszerzett enzimmel.

A mbédszer kidolgozasa soran felismertik, hogy az
enzim a varakozason feldl érzékeny az a-S-dATP
jelenlétére. A veluink péarhuzamosan, wugyanilyen téméan
dolgozé Vizard és mtsai [177] is hasonld kévetkeztetésre
és megolddsra jutottak, azzal a klldénbséggel, hogy &k
dCTP-t haszndltak, és két 1épésben hajtottdk végre a
reakcidt.

Végezetlill csak annyit tennénk még hozz4, hogy - bar
Ggy érezzlikk jé dton haladtunk - a dupla szald DNS-re
torténd adaptédcidval bizonyos okok miatt egy kicsit
elkéstink, S az ezzel kapcsolatos eredmények
publikdlisdban mdsok megeldztek Dbennunket [185]. Ezért

figyelmiink mads irdnyba: a szintetikus oligonukleotidoknak
a gének transzkripciondlis szabdlyozasdnak kutatéasaban
térténd felhaszndldsa felé fordult.
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VIII.3. A CMP gén SI és SII elemeinek és a hozza
kapcsolddd faktorok jellemzése.

Az VII. fejezetekben ismertettiink néhdny olyan
eredményt, amelyet a csirke porc matrix fehérje gén
transzkripcids szabdlyozdsidnak kutatdsa soran elértink. A
kévetkezdkben megprébidljuk o&sszegezni az adatokat, és az
ezekhez kapcsolddd kdvetkeztetéseket.

A. Az SI elem szdvetspecificitdsa

Miutdn a szintetikus SI oligonukleotidot megfeleld
vektorokba kldénoztuk, tranziens expresszids kisérletekben
bizonyitottuk, hogy az NR1l régidén belll talalhatdé SI elem
a kildédnbdzd mesenchymdlis eredetl szdvetekben egyarant
képes kifejteni a hatédsidt. Ez az effektus nagy mértékben

fliggetlen volt az SI orientacidjatdl, és heteroldg
promoteren (timidin kinaz) is érvényesult (5., 6.
tablazat). Osszevetve az SI-gyel kapott CAT aktivités

értékeket az NR1l megfeleld adataival, azt lathattuk, hogy
az SI majdnem ugyanolyan mértékben képes volt csdkkenteni
a riporter gén aktivitdsat, mint a teljes, 1.2kb-os
szakasz. Ez alapjan azt a k&vetkeztetést vontuk le, hogy a
régid szabdlyozd aktivitdsdért elsdsorban az SI elem a
feleléds.

In vitro kisérleti ké6rilmények kozott is
megvizsgdltuk az elem szdvetspecificitdsat (14. abra).
Eredményeink szerint az SI-hez ko6tddd fehérje a DNS-hez
kapcsoldédva ugyanolyan mozgékonysagi komplexet adott EMSA-
ban a kUldénb®zd szdévetféleségek esetén. Ez képezte az
alapjat annak, hogy a tovabbiakban a csirke fibroblaszt
magi kivonatot hasznaltuk modellként, mert ennek
prepardlasa lényegesen egyszeriibb, jobban megoldott volt.

Az, hogy az SI elem silencerként mikoédott a ktldnféle
mesenchymalis sejtvonalakban, a kollagén IT. gén
szabdlyozadsadtdl eltérd mechanizmusra utal. Savagner [153]
a patkédny kollagén II. gén vizsgdlatakor két olyan
szbvetspecifikus silencer elemet azonositott, amelyeknek -
véleménye szerint - a gén térben és idbben vald
regulacidéjaban fontos szereplk van.
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B. Az SI elemhez kapcsolédd faktor jellemzése

A tovabbi részletekbe mend vizsgdlatokat in vitro,

szintetikus oligonukleotidok felhasznaléasan alapuld
technikdk segitségével végeztik.
Transzkripcids adatbankban vald kutatas

eredményeképpen kivalasztottunk néhadny olyan faktort,
amelyeknek DNS szekvencia felismerd helyei nagy £foka
hasonldésagot mutattak az SI szekvenciadjaval. Ezek kozul
kompeticiés EMSA kisérletekben c¢sak a HNF4 volt képes
kiszoritani az SI-t komplexébdl (16., 17/B. &bra). Késdbb
behatébb vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a HNF4 nem lehet a
szbéban forgd komplexben szerepld fehérje.

Az utdébbi évek soran nagyon sok olyan mbédszer alakult
ki, amely a DNS és fehérje koOlcsbébnhatds természetét
részletekbe menden, molekuléaris szinten proébalija
megfejteni. Ezek k&ézUl a legtdbb a DNS-en azoknak a
pontoknak a meghatdrozasdra tdrekszik, amelyeken keresztil
a protein kapcsolddik [12, 18, 43, 71, 98, 128, 1321, s

kevesebb foglalkozik a kélesdnhatasban résztvevd
aminosavak azonositasaval [14]. A fenti, nem részletezett
médszerek kézul mi metilacids interferenciaval

azonositottuk azokat a G-ket, amelyek szerepet jatszhatnak
a fehérjével vald érintkezésben. A vilasztds alapjaul az
szolgédlt, hogy az SI és SII is meglehetdsen G gazdag, s
ezért valdszinl, hogy a kdlcsdnhatédsban is elsbsorban ezek
a nukleotidok vesznek részt.

Az eredmény (20., 22. dbra) egy forditottan ismétlddd
szekvencia GGC (N) 5GCC, amely nagyfokid hasonlésagot
mutatott az NF1 kétddési pontjaival [179] .

Annak a lehetdségét, hogy a tanulmanyozott fehérje
valdban az NF1 csaladba tartozik, részletesen
tanulmanyoztuk. A HeLa NF1 felismerési szekvenciajat
megszintetizdlva kimutattuk, hogy ez a szekvencia elem
ugyanolyan mértékben képes kiszoritani az SI-t a
komplexébdl, mint a homolég kompetitor (27. &bra).

A CTF/NF1 DNS k&étd doménje ellen  termeltetett

ellenanyag segitségével, "supershift?" kisérletekben
igazoltuk, hogy ez az ellenanyag képes felismerni az SI
komplexben szerepld fehérjét (24. 4&bra). Ezen adatok

alapjan azt a megdllapitdst tettlik, hogy a tanulmanyozott
komplexben szerepld protein az NF1l fehérjecsaladba
tartozik.
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C. Az SI komplexben szerepld protein molekulatdmegének
meghatdrozdsa

A tovabbiakban megprdébaltuk meghatdrozni az SI

elemhez kapcsoldédd fehérje molekulatdmegét. Ehhez -
altalunk jelentdsen javitott formaban - az uv
keresztkodtési technikat alkalmaztuk. A protein
molekulatdmege azonos CEF NE esetén 28 kDa-nak bizonyult
(23. Aabra), ami némileg kisebb az irodalomban k&zzétett
értékeknél. Azonban ez nem elég erds ellenérv azzal
szemben, hogy a vizsgdlt fehérje az NF1l csaladba tartozik,
mert az NF1 fehérjék molekulatdmegei meglehetds
heterogenitdst (30 - 66 kDa) mutatnak [54, 59, 144].

Mindazondltal ez a tény egy lehetséges alternativat kinal
a represszor mikddés mechanizmusidt illetden (az aktivator
domén hianyzik, 1d. késdbb).

D. Elvi megfontoldsok az NF1l fehérjecsalddrdl

Az 1irodalmi bevezetdben mir ismertettlink néhany
dolgot az NF1 csalddrdl. Ez egy meglehet&sen heterogén
osztaly, amely tagjai két £f8 szempontbdl mutatnak azonos
viselkedést:

- serkentik az adenovirus replikaciéjat,

- a DNS felismerési szekvencidjuk nagyon hasonlit
egymashoz, bar a konszenzus szekvenciat illetden némi
eltérés tapasztalhatdé, pl. (TGGA/C(N)gGCCAA [82], vagy
TGG(N) CCA [54]. Az &ltalunk vizsgalt fehérje azonositott
érintkezési pontjai megfelelnek az irodalomban kdzzétett
adatoknak.

Noha az NFl-t adenovirus replikacidéjat serkentd
faktorként fedezték fel [23, 179], késdbbb arra is fény
dertlt, hogy a transzkripcid inicidcidjéra is hatéssal van
[34, 179]. Ez a legtdbb esetben aktivator hatés, de ezen a
téren némi bizonytalansag tapasztalhaté. Pl. a
nukleoszédmdknak a transzkripcidra gyakorolt hatasénal
emlitettik, hogy a CTF/NF-I nem képes a DNS-hez kétddni
akkor, ha a felismerési szekvencia a nukleoszdéma
belsejében van.

Egy mé&s esetben Rossi [142] a kollagén I. gén
transzkripcidjédnak tanulményozidsakor azt taladlta, hogy az
NF-I a TGF- aktival®d hatasat koézvetiti. Nem vilégos
azonban, hogy az NF-I-nek mi a szerepe TGF-3 nélkul.

A kollagének (pl. I, II, III, V) génjeihez
kapcsoléddva egyébként elég nagy gyakorisdggal taldlunk NF-
I elemet vagy a promoter kd&rnyékén, vagy az 1. intronban
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[(149], ami azt sugallja, hogy ezek a fehérjék A&altalaban
részt vesznek az extracelluldris matrix génjeinek a
szabalyozaséban.

Kordbban mir emlitettik, hogy az NF-I N-termindlis
doménje, amely a DNS felismerésért felelds, meglehetbsen
konzervalt, s a C-termindlis rész erdteljes heterogenitéast
mutat, ami vélhetbéen a fehérje funkciondlis sajatsagait
hordozza. Ennek a doménnek a valtozatossaga pedig a
funkcid sokféle médjat sejteti.

Végul még azt az észrevételt tennénk, hogy az NF-I,
mint a (virdlis) replikacidét elbsegitd faktorként valt

ismertté, s a CMP gén -elsbsorban a proliferativ
chondrocytédkban fejezddik ki. Nem lehetetlen, hogy a két
esemény (replikacisg, transzkripcid) 6sszehangolasaban

ilyen k&6z6s faktorok jatszanak szerepet.
E. AZ SI-hez hasonld elemek a CMP génben

Az SII és az SI régidk Ssszehasonlitdsa

A DNazI footprint kisérletekben nemcsak az SI-t
sikerult azonositani, hanem egy masik hasonldé hosszisagi
szakaszt (SII) is. A két elem 10 bp hosszon 100%-os
homolégidt mutat (ld. kordbban). Ezért kompeticidés EMSA
kisérletekben vizsgdltuk, hogy a két elemhez koétddik-e
hasonld jelleglG fehérje. Bebizonyosodott, hogy az SII
képes kiszoritani az SI-t komplexébdl, igaz kevésbé, mint
a homoldég kompetitor (17/A. 4&bra). Forditva elvégezve a
kisérletet (az SII a prdéba) az SI és SII kompeticids
sajatsadgal megegyeztek. Ez nagy mértékben arra utal, hogy
hasonlé faktorrdl van szd.

Az SII-re is elvégeztlik a metildcids interferencia
analizist, és azt tapasztaltuk, hogy a k&étésben szerepld G
nukleotidok az SI-re kapott palindrom szekvencidnak a
felét képezik (21., 22. &bra). Mivel ismert, hogy az NF-I
képes ké6tddni a  fél  szekvencidhoz  is [54], ezért
kézenfekvd volt a kdvetkeztetés, hogy ehhez az elemhez is
NF-I kapcsolddik, csak lényegesen gyengébben.

Az SII DNS-fehérje gélelektroforézis képe némileg
bonyolultabb, mint az SI-&, mert tartalmaz egy kisebb

mozgékonysdgi sdvot is (18. &bra). Ez mind SII-vel, mind
SI-gyel, mint "hideg" kompetitorral eltintethetd. Erdekes
megjegyezni, hogy a HNF4 felismerési szekvencidjat

tartalmazé oligonukleotid is viszonylag kis moléaris
felesleg esetén képes volt kiszoritani az SII-t a
komplexbdl, tovdbbad EDTA adagoldsidval ez a siav eltilinik.
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Bar a fenti megfigyelések sejtetik a HNF4 kotbdését, ez
azonban még tovidbbi k&ézvetlen bizonyitékokat igényel.

Az SII tranziens expresszids kisérletekben vald
vizsgdlata jelenleg folyamatban van, és az elbzetes
eredmények azt sejtetik, hogy az SI-nél gyengébb, de
silencer aktivitasa van.

Az Iintrondlis CMP874 régid

Az intronban 1évo transzkripciondlis elemek
azonositéasa nem tartozott kifejezetten a mi
feladatkdédrinkhdéz, egy bizonyos ok miatt azonban mégis szdt
ejtink rdéla. Ha &sszevetjlik a metilécids interferencia
kisérlet alapjan azonositott G nukleotidokat ennek a
szakasznak a szekvencidjaval meglepddve tapasztalhatjuk,
hogy ez a régidé is tartalmaz NF-I felismerési szekvenciat.
A homoldgia gyakorlatilag csak az érintkezési pontokra
terjed ki:

SI 5' CAGGGGCTGGCCCCATGCCTCCCCGA 3!
XXXXX XXX XX X
CMP874 5' CTCAATTCTGGCTTCATTCCACTTTG 3!

Kompeticidés EMSA kisérletek tamasztottdk ala, hogy a
sejtéstink igaz. S6t - mint kiderdlt - a CMP874
oligonukleotid hamarabb kiszoritja az SI-t a komplexbdl,
mint maga az SI, ami arra utal, hogy a kétddése is erdsebb
(27. abra). Tehdt csakigy, mint toébb kollagén gén esetén a
CMP gén 1. intronjdban is taldltunk olyan elemet, amelyhez
vélhetben NF-1I kapcsolddik.

Hasonldan az SII-hoéz a tranziens expresszids
kisérletek folyamatban vannak ezzel a szekvencia
részlettel is.

A koézeljévbben szandékunkban &l1 mindkét elemmel
(S1I, CMP874) UV keresztkdtési, valamint specifikus
ellenanyaggal, "supershift" kisérleteket is elvégezni. A
CMP874 -re vonatkozd metildcids interferencia analizis is a
k6zeljovd feladata.

F. Egyéb ECM génekhez tartozé szabdlyozé elemek

Mivel a CMP funkciéja mas extracellularis matrix
elemekkel kdlcsénhatdsban fejezddik ki, ezért lehetséges,
hogy ezek transzkripciondlis szintd regulacidjaban is
talalunk hasonlésagokat.

Kordbban emlitettitkk, hogy a patkdny II. tipusa
kollagén génnel kapcsolatban azonositottak két,
szévetspecifikusan mikdédd silencer elemet. Ez teljesen mas
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jellegd transzkripciondlis szabdlyozast valdszinlsit
[153].

A VI. tipusi kollagén promoterének jellemzése is az
utébbi iddk eredménye [92] . A szerzbk nem tudtak
azonositani a génhez tartozd TATA motivumot, s ez jelentds
eltérésnek szamit a toébbi, ismert kollagén promoterhez
(amelyek tobbnyire tartalmaznak TATA elemet  [149]),
valamint a CMP génhez képest is.

Altaldban a kollagén génekre jellemzd, hogy van TATA
boxuk, s emellett sokszor eléfordul a CCAAT motivum is
[15, 149]. Mint kordbban emlitettik gyakran tartalmaznak
NF-I tipusi szekvencia elemeket, amelyek k&ézidl az I.
kollagén esetén bizonyitottdk, hogy a TGF-f aktivator
hatadséanak kézvetitésében van szerepe.

A kapcsold fehérje promoterének jellemzése soran
[140] a CMP gén "+64" pozicidjatdl indulva talaltak egy 13
bp-os homoldég szakaszt, de ez vizsgdlataink szerint a
transzkripcidé szabdlyozdsdban nem jatszik szerepet.

Osszefoglaldan azt mondhatjuk, hogy a felsorolt
példék egyikében sem taldltunk meggydzd hasonlatossagot az
dltalunk kapott eredményekhez.

G. Néhany lehetséges mechanizmus az SI mikdédésére
vonatkozdéan. Szilikséges bizonyitékok

Mivel az SI régid a tranziens expresszibs
kisérletekben egyedll is erdteljes mértékben csdkkentette
a CAT gén aktivitasat, ezért feltételezhetjik, hogy ennek
a szakasznak a silencer hatdsa nincs Osszeflggésben a
tobbi emlitett elemmel. A represszor hatds magyarazatdara
tébb  lehetdség kindlkozik (a Jjelenlegi  ismeretanyag
alapjan, a teljesség igénye nélkil) :

1. RO6gtdén egy olyan alternativaval kezdjuk, amelyre mar
végeztlink ellendrzd kisérleteket, s ez nem valdszinlsiti
ezt a valtozatot. Tébb izben hivatkoztunk ra, hogy a
CTF/NF-I nem képes felbontani a nukleoszdma struktirajat.
Ezért felvetdddtt a gondolat, hogy a represszor hatést a
hisztonok okozzdk, alapdllapotban a gén ezek miatt
"csendes", s a kapcsolddd fehérjének mas funkcidja van. A
H1 hiszton ellenes ellenanyaggal elvégezve néhany
"supershift" kisérletet, nem sikerllt ezt az elképzelést
alatamasztani. A mdsik kisérletes tény, ami szintén ez
ellen az elképzelés ellen s28l az, hogy - habar a
genomikus felismer® szekvencidhoz a CTF/NF-I nem képes
hozzdk6tddni - a kivilrdl bejuttatott DNS-hez igen [165].
Ez alapjdan taladn kizdrhatjuk, hogy a hisztonoknak
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tulajdonithaté a megfigyelt represszor hatds. Perddntd
bizonyitéknak szédnjuk a részlegesen tisztitott fehérje
tesztelését in vitro transzkripcids rendszerben. Ezt is a
k6zeljovdben tervezzik végrehajtani.
2. A fehérje komponens egy olyan csonka, NF-I csaladba
tartozd protein, amelynek mikdédésképtelen vagy hidnyzik a
C-termindlis aktivator doménje, és ezért represszorként
mikdédik. Ezt az elképzelést tamasztand ald az, hogy a
fehérje becsitilt molekulatdémege kisebb a szokasosnal.
Valédi bizonyitékot erre valdszinlileg csak a fehérje
primer szerkezetének a felderitése jelenthet.
3. A protein C-termindlis doménje olyan elemet tartalmaz,
amely csak indukcid esetén aktivaldédik. Erre lattunk egy
példat, amelyben az NF-I koézvetiti a TGF- aktivaléd
hatdsdt a kollagén I. gén esetében. Ennek alatamasztésa
szintén komplex vizsgalatokat igényel.
4. Utoljara egy olyan eshetbdséget emlitink, amelyben az
NF-I nem egyedil, hanem egy madsik faktorral vald kapcsolat
kévetkeztében mikddik represszorként. BAr vannak ebbe az
iradnyba mutatdé jelek is, ebben a pillanatban a kérdést
eldénteni nem tudjuk.

Szamtalan mads mechanizmus is lehetséges, de taléan

nincs értelme tovabb boncolgatni, mert kisérletes
bizonyitékok nem &llnak rendelkezésre. Mi a fent
bemutatott 2., 3. wvagy 4. kézil valamelyik valtozatot

tartjuk elképzelhetdnek.

A tovabbi elképzelések egy részérdl mar szdltunk, de
talan érdemes az iIn vitro transzkripcibés rendszer
beadllitasanak tervét kiemelni. Ezzel a technikaval
reményeink szerint lehetévé vdlik a fehérje funkciondlis
tesztelése. Hasonldképpen vizsgdlhaték olyan esetleges
kélcsbdnhatésok, amelyek befolyadsoljdk a transzkripcid
hatékonysadgdt. El szeretnénk ddénteni azt 1is, hogy a
minimdl promoteren bellil a TATA boxon kiviil vannak-e olyan
szakaszok, amelyek nélklilézhetetlenek a transzkripcid
inicidciéjdhoz. Ilyen pl. az inicidcibds pont kdérnyékén
1évé CCAT szekvencia, amely DNA&zI footprint kisérletekben
védettnek bizonyult.
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IX. OSSZEFOGLALAS

A molekuldris bioldégia fejldédésének nagy segitséget
nylijtott a szintetikus DNS kémia kibontakozédsa. A bioldgia
térvényeinek alaposabb megértéséhez sokszor olyan,
molekuldris szintd kutatdsokat kell végezni, amelyekben
elengedhetetlen a szintetikus oligonukleotidok hasznalata.
Ertekezésemben az oligonukleotidoknak a molekuldris
bioldébgidban térténd szamos alkalmazasat mutattam be,
konkrét feladatok megoldasan keresztil.

A dolgozat hédrom £f& részre tagolddik, a problémiak
jellegének megfelelben. Az elsd részben a DNS diagnosztika
teriletéhez kapcsolédva, enzimekkel jeldlt
oligonukleotidokat &llitottunk eld. Ennek a k&éznapi
gyakorlatban van jelentdsége, amennyiben lehetdvé teszi a
paciensekben fertdzd organizmusok kimutatésat.

A masodik rész egy szintetikus gén elballitasa koézben
eldalld problémara keresve a megoldast, egy Gj, hoéstabil
enzim haszndlatdn alapulé DNS szekvencia meghatédrozéasi
eljarast ismertetett. Az egyre jobb szekvencia analizis
eljarasoknak az alapkutatasokban van igen nagy
jelentdsége.

A harmadik rész pedig a csirke CMP génjének promotere
eldtt elhelyezkedd silencer elemeinek jellemzését foglalta
magadba, szinte kizdrdlag olyan technikdk alkalmazisaval,
amelyek oligonukleotidok haszndlatdn alapultak. Ezek a

fejezetek elsbsorban elméleti, alapkutatasban fontos
kérdések megvilaszoldsat céloztdk. Ezen belll két eljaras
teriletén jelentds fejlesztéseket, mbédositasokat
végeztink.

Torma peroxiddzzal és alkalikus foszfatdzzal jeldlt
szintetikus oligonukleotid prébdk elballitdsa HIV-1
kimutatasara
Az értekezésben ismertettik az HIV-1 kimutataséara

alkalmas négy oligonukleotid szintézisét, és ezeknek torma
peroxiddzzal (HRP) és alkalikus foszfatdzzal (AP) vald
Osszekapcsolasit. Tudomasunk szerint ez volt az elsd (vagy
legalabbis az elsb8k kdézdtt) olyan diagnosztikum, amelyben
az enzim nem valamelyik nukleotid b&azison 1évé funkcibs
csoporthoz, hanem az oligonukleotid végére szintetizalt
reaktiv csoporthoz kapcsoldédik.

Jellemeztik a szintézis hatékonysagdt a DNS reagensre
nézve. Ez az érték HRP-re &tlagosan 50%, mig AP-re 25%
volt.
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Megvizsgadltuk a reakcid® hatdsadt az enzim aktivitas
vesztésére, és HRP esetén a legrosszabb esetben 1is az
eredeti aktivitds 65%-4t vissza tudtuk nyerni. AP esetén
ez némileg rosszabb: 40-50% volt.

Belga kooperacidban hibridizaciés kisérletekben
teszteltik a prdbakat, és a kimutatasi hataruk a legjobb
irodalmi értékeknek megfeleld 100attomol kdéril volt.

Uj DNS szekvencia meghatdrozdsi médszer kidolgozdsa

Kidolgoztunk egy 1j, héstabil enzim hasznalatéan
alapuld® egylépéses DNS szekvencia meghatdrozisi eljarast.
A hbstabil polimerdzok alkalmazdsdnak eldnye az, hogy
segitségukkel a DNS mésodlagos szerkezetébdl adédd -
egyébként nehezen analizalhatdé - régidk szekvencidjat
magas homérsékleten nagy biztonsdggal lehet meghatérozni.
A technika gyors, egyszer@, lehetdvé teszi nagyszami minta
egy idbében to6rténd analizisét. A hbéstabil enzimeknek a DNS
szekvencia analizisbe vald bevezetésében az elsbk koézdtt
voltunk a vilagon.

A csirke porc matrix fehérje gén promoter 5' végi kézeli
silencer elemeinek jellemzése

A csirke porc matrix fehérje gén transzkripcionalis
szabdlyozasanak kutatdsa terén, a kutatdcsoportunk mas
tagjaival szoros egyuttmikdédésben, a kordbban footprint
analizissel azonositott SI, SII elem részletes analizisét
tGzttik ki célul. Szinte kizardlag oligonukleotidokon
alapuld® technikdkat alkalmazva a kdévetkezd eredményeket
értik el:

Tranziens expresszids kisérletekben bizonyitottuk,
hogy az SI elem mesenchymélis eredetl szdvetekben egyarant
silencer hatéasd.

DNS-fehérje gélelektroforézis (EMSA) segitségével
igazoltuk, hogy a kiilénbdzd mesenchymdlis sejtvonalakbdl
szarmazdé magi kivonatokbdl az SI ugyanolyan mozgékonysaga
komplexet képez.

Kompeticids EMSA segitségével teszteltuk, hogy milyen
transzkripcibés faktor felismerési szekvencidja képes az
SI-t kiszoritani a komplexébdl.

EMSA segitségével megdllapitottuk, hogy az SI-komplex
esetén nem "Zn-finger" tipusi fehérjérdl van szd.

Metildcidés interferencia kisérletekben azonositottuk
a fehérje-kétésben nélkiildzhetetlen G nukleotidokat. Mivel
az eredmény a koévetkezd palindrom szekvencia részlet volt:
GGC(N) 5GCC), ez alapjan feltételeztilk, hogy NF-I tipusi
fehérjérdl van sz6. Kdézben kialakitottunk egy Gj,
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véleményilnk szerint jobb stratégiat a kisérlet
végrehajtéasara.

Becslést végeztink a komplexben szerepld protein
molekulatdmegére UV keresztkd6tési kisérletekben (28 kDa).
Ehhez szorosan kapcsoldéddva, olyan 4j mdédszert dolgoztunk
ki DNS prdba elballitasara, amely PCR alkalmazéasan
alapult, nagy specifikus aktivitéasq, fehérjével UV
keresztkdthetd terméket eredményezett.

CTF/NF-1 DNS kétd  doménje ellen termeltetett
ellenanyag segitségével alatamasztottuk, hogy az SI
komplexben szerepld fehérje az NF-I csaladba tartozik.

Mutacidkat hordozé oligonukleotidokkal elvégzett
direkt és kompeticids EMSA kisérletekkel tovabbi
bizonyitékokat szereztink annak bizonyitédsira, hogy NF-I
tipusi fehérje kétddik az SI elemhez.

Kompeticidés EMSA-ban vizsgdltuk, hogy az SI és SII
elemhez kotddsdé fehérjék hasonléd viselkedéslek-e.
Eredményeink szerint az SII képes kiszoritani az SI-t
komplexébdl, és forditva. Megfigyeléseink alapjan az SII
ké6tddése a fehérjéhez nem olyan erdteljes.

Metildcids interferencia kisérletben meghatéroztuk az
SII-n l1lévd, a proteinnel vald koélcsdnhatdsban fontos G-
ket. Megdllapitottuk, hogy kétddési pontok megfelelnek az
SI-gyel kapott palindrom szekvencia egyik felének.

Ez alapjan arra kdévetkeztetésre jutottunk, hogy az SII is
kdét NF-I jellegl fehérjét, csak lényegesen gyengébben.

A gén elsd intronjdban egy szekvencia szakaszrdl
kideritettlk, hogy igen erdsen koé6tddik az SI-hez
kapcsolddé  fehérjéhez, és valdszinlleg ez 1is NF-I
csaladdhoz tartozd felismerési szekvencia.

Végll néhdny lehetséges alternativ modellt mutattunk be
az SI mikddésének hatdsmechanizmusat illetden.
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