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CÉLKITŰZÉSEK

A riboszómális ENS processing egyik enzime az rne 

gén által kódolt KNáz E. A munka célja olyan plazmid 

klón előállítása volt, amely a teljes gént tartalmazza, 

és a kiónt tartalmazó plazmid komplamentálni képes az 

rne mutációt rec” Echerichia coli törzsben*
Ez a cél a következő lépések megvalósítása során

érhető el:
A teljes rne gént tartalmazó klón izolálása 

Escherichia coli DNS-ből.
Az rne gén hatásainak leszűkítése, különböző 

restrikciós enzimek felhasználásával készült delé- 

ciós fragmentek klónozása útján.
Promoter helyzetének, polaritásának vizsgálata.
A klónozott gén megnyilvánulása különböző gazda- 

sejtekben.
RNáz E protein méretének meghatározása E. coli 
minisejtekben, L-/^S/ metioninnal történő jelölés 

útján.
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ÁTTEKINTÉSIRODALMI

Riboszóma szerkezete, stabil RNS-ek érése

A prokarióta sejtek riboszómái két alegységből épül­
nek fel. Mindkét alegység egyaránt tartalmaz fehérjét és 

RNS-t.

A nagyobbik alegység /5oS/ 2JS rRNS-ből, 5S rRNS- 

ből és 34 specifikus riboszómafehérjéből tevődik össze, 
a kisebb alegység /3oS/ pedig 16S rRNS-t és kb. 21 ribo- 

szómafehérjét tartalmaz.
Valamennyi rRNS egyszálú, azonban a szerkezeti ku­

tatások során megállapitást nyert, hogy az RNS-en belül 
a bázisok egy része hasonlóan a tRNS-hez hidrogénköté­
sekkel párokba rendeződik, igy egyszálas és kettős ke-

4

likális régiók váltják egymást a rRNS-en belül.
Az Escherichia coli sejtek 7 riboszómális RNS transz­

kripciós egységet tartalmaznak, amelyről a következő sor­
rendben Íródnak át a rRNS-ek: 16S rRNS - 23S rRNS - 5S 

rRNS.
Ismert az a tény is, hogy a prokarióta gének köz­

vetlen transzkripciós termékei nem azonosak a sejtben 

működő RNS molekulákkal. Mindegyik stabil RNS, mint pl.
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a rRNS-ek és a tRNS-ek és néhány mRNS az E.coliban és 

ennek bakteriofágjában különbözik a gének elsődleges 

transzkripciós termékeitől. A működőképes RNS moleku­
lák a prokarióta sejtekben négy tipusú érési folyamat 

során Jöhetnek létre; ezek a következők: 
а/ a policisztronos transzkripciós termék pontos elkü-
lönitése monocisztronos RNS prekurzorokra. 

b/ 5* 3* végek pontos felismerése és az extrsjnukleoti- 

dok eltávolitása
с/ a terminális szekvenciáik hozzácsatolása az RNS-ek-
hez
d/ bázisok vagy a ribóz rész módositása az RNS lánc­
ban.

Nem mindegyik RNS molekula kialakulásához szüksé­
ges mind a négy érési folyamat /16/. Az utóbbi időben 

számos közlemény Jelent meg, amely a stabil RNS-ek /25/ 

vagy a sejtekben található összes RNS kialakulásával 
foglalkozik /1, Зо/ mind prokarióta mind eukarióta 

sejtekben, mások a rRNS-ek /29/ illetve tRNS-ek képző­
dését Írják le Escherichia coli-ban /2, 5, 13, 36/.

Riboszómális RNS processing vad tipusú Escherichia coli
sejtekben

Az RNS polimeráz molekula, amely elkezdi a rRNS 

gén transzkripcióját, folyamatosan szintetizálja a po­
licisztronos rRNS elsődleges transzkripciós termékeit.
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A vezető szekvenciák tartalmazzák a pl6 rBNS-t, a közép­
ső rész tRNS-eket, a p23 rRNS-t és a p5 rRNS-t foglalja 

magában, a befejező rész pedig néhány operon esetében 

ismét tENS-eket hordoz /1. ábra/ /6, 15/. /

23S
5S tRNA

(gv 1 ff ©ln;"®
tRNA

Hasitási helyek: 1,4. ENáz III, 2,9. ENáz P, 5,lo. ENáz
F, 5. ENáz E, 6. RNáz M16, 8. ENáz M5.

1. ábra. Az elsődleges rRNS transzkriptum szerkezete
és a processingben résztvevő enzimek hasitási 
helyei.

Mielőtt a transzkripció befejeződne az endonukle- 

ázok már elkezdik a felszabaduló RNS lánc hasitását /2. 

ábra/ /6, 15/. Amint a polimeráz molekula megszinteti­
zálja a pl6 rRNS-t a megfelelő komplementer szekvenciák 

összekapcsolódásával létrejön az 1.ábrán látható szerke­
zet, amelyből az ENáz III hatására kivágódik a plö pre- 

kurzor rBNS.

A középső régióból a szintézis során folyamatosan
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felszabadulnak a tRNS-ek az RNáz F és RNáz P hatására.

ázisok/

m 23 (2904 b) m5 [rRNA(sj]m!6(1540b) »R N A(s)

2. ábra. Processing vad tipusú sejtben. A hasitóhelyek 

számozása ugyanaz mint az 1. ábrán.

Amint az RNS polimeráz befejezi a 2bS gén átírását, 

szintén az RNáz III működésbe lépése folytán felszabadul 
a transzkriptumból a p2b szekvencia.

A továbbiakban bS gén termékeként képződő RNS lánc, 

amint felvette a megfelelő konformációt, az RNáz E enzim 

hatására pb rRNS-é alakul. Az esetleg még képződő tRNS- 

eket az RNáz P hasítja ki.
A processing fent ismertetett lefolyását biz°ö7itja 

az a kísérleti megfigyelés is, amely szerint vad tipusú 

sejtekben nem lehet kimutatni 2bS RNS-t, amely a p2b és 

a pb szekvenciákat tartalmazza, és nem fedezhető fel a 

9S régió sem, amelynek része lenne a pb /16/.
Ezek a tények arra utalnak, hogy az elsődleges pro­

cessing hasítások az RNáz III és az RNáz E által igen 

gyorsan következnek be, valószinüleg a megfelelő szek-
\
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venciák szintézise után másodperceken belül. rENS ope- 

ronon az RNS polimeráz 37 °C-on 85 nukleotid/sec sebes­
séggel képes dolgozni /14/.

A távolság a p23 és p5 szekvenciák között 81 bázis, 

további 39 bázis található a p5 és a befejező szignál kö­
zött abban a négy riboszómális RNS operonban, amelyek 

nem kódolnak a befejező részben tRNS-eket /39/*
A fő különbség a rENS processingben a prokarióta 

és az eukarióta sejtek között abban található, hogy mig 

a prokarióta sejtek rENS processingje gyakorlatilag a 

transzkripció alatt végbemegy, addig eukarióta sejtekben 

az összes rENS egy molekulaként szintetizálódik, és e kü­
lönböző átalakulások csak a transzkripció teljes befeje­
ződése után mennek végbe.

rENS processing mutáns /rne/ sejtekben

Az rENS processing mechanizmusának tisztázásában 

nagy szerepe volt olyan törzsek vizsgálatának, amelyek 

mutánsok voltak a rENS bioszintézisében. Az ilyen mutáns 

törzsekben olyan ENS prekurzorokat lehet találni, ame­
lyek vad tipusú sejtekben soha nem detektálhatok, és 

amelyek a processingben résztvevő enzimek részletes 

vizsgálata során szubsztrátként felhasználhatók.
1973-ban két mutáns törzset izoláltak. Az egyik 

RNáz III aktivitását veszitette el /21/, mig a másik 

rv»Mo C 1-
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az RNáz P enzimre nézve tartalmazott mutációt /35/»
1973-ban Apirion és Lassar /7/ RNáz III törzs muta- 

genézisével egy olyan törzset hozott létre, amely hőmér­
séklet szenzitiv volt, és poliakrilamid gélen vizsgálva 

a rRNS mintázatát azt találták, hogy a 23S és az 5S 

rRNS helyett 25S rRNS-t hoz létre.
Ha ezt a hőmérséklet-érzékeny mutációt RNáz III+ 

genetikai háttérbe transzdukálták, a kapott törzs 23S 

képzése normális volt, de az 5S rRNS nem jelent meg 43 °C- 

on /5, 18/.

у

Ez a mutáció az rne-3o71, egy recessziv egypontos wJL*

mutáció, amelyet az E.coli genomban a 24. perhez térképez­
ték. 7 fWt- ll!

Ha az rnc-lo3 és az rne-3o71 mutációt kombinálták, 

akkor a Lassar és Apirion által izolálthoz hasonló feno-
V

tipusú törzset nyertek.
Az új detektálható RNS az rne törzsben a 9S, amely 

magában foglalja a p3 rRNS-t és ennek mindkét végén el­
helyezkedő extra nukleotidokat.

9S rRNS szekvenciaanalizisét is elvégezték /17/ és 

e szerint az 3* végtől a рЗ-ig a 9S 80 bázist tartalmaz, 

ez megfelel a 4S-nek, a következő рЗ-nek megfelelő szek­
venciák és a 9S 3’ végét tartalmazó szekvenciák alkotják 

a 7S rRNS-t /3. ábra/ /26/.
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3. ábra. Escherichia coli 9S rRNS szekvenciája és másod­
lagos szerkezete, 
nyils 3S rHNS 5* és 3* vége 

kettős nyil: ENáz E hasitási helye
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RNáz E enzim jellemzése

Az rne+ gén által kódolt enzim, az RNáz-E pontos 

működési mechanizmusát 9S rRSS szubsztráturnon vizsgálták, 

amely az RNáz-E /rne/ hőmérséklet-szenzitiv mutáns tör­
zsekben akkumulálódik*

Az enzimről megállapították, hogy a molekulasúlya 

7o*ooo, alegység szerkezete ismeretlen. Az RNáz-E ál­
tal katalizált reakció hőmérsékleti optimuma 3o°C, pH op­
timuma 7,6 és 8,0 között van o,1-0,2. Ш monovalens kation 

/NH^*, K+ vagy Na+/ és 1 mM Mn2+ vagy 5 mM Mg2+ 

tében. Az enzim etikus hasitást nagy tömegben Jelenlévő RNS 

gátolja.

Jelenlé-

Az enzimatikus reakció elején, vagy nagy koncentrá­
cióban Jelenlévő élesztő RNS Jelenlétében azt tapasztal­
ták, hogy két fő hasitási termék Jelenik meg, ez a 4S és 

a 7S molekula.
Ha a hasitást hagyták teljesen végbemenni, akkor azt 

találták, hogy a 7 S molekula p5 rRNS-é alakul át.
Az első hasitás a dupla szálú és a szimpla szálú

Ív fí'-’/jLV \
RNS rész között Jön létre, a második pedig két nukleotid-

v/fv,'A* 1
dal arrébb a helikális struktúrában következik be.

Mindkét hasitást az RNáz-E enzim végzi, mert mind­

kettő elmarad az rne mutáns törzsben, és ha ilyen törzsek 

kivonatait használták azt tapasztalták, hogy a hasitások 

hőmérsékletérzékenyek.
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Későbbi vizsgálatok tisztázták, hogy az RNáz-E olyan 

nagyobb rRNS transzkriptumokból is kihasitja a p5 rRNS-t,
és vég tBNS szekvenciákat hordoz /33/, illet­

ve amely tartalmazza a p5-t és a 23S rKNS-t /25S rKKS/

/19/.

amely a p3-t
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ANYAG ÉS MÓDSZER

Escherichóa coli törzsek
?1 -Wíf!

rne+, lac
rne З071, lac /2о/
rne З071» rec a, his, trp, rpsL, lac
Ts+ rne+ spontán revertáns a N 3438 törzsből
N 3431 /pRE lol/ /32/
N 3438 / pRE lol 
N 3438 / pRE lo2 

N 3438 / pRE I06 

N 3438 / pRE lo7 

N 3438 /pRE I08 

N 3438 / pRE lo9 

N 343I / pRE 111 

N 3438 / pRE 117 

rne rho /pJR 3 /37/
min Al; min B2

N 343З 

N 343I
N 3438 

N 3439

N 37ol

N 5715 

N 5725
N 5729
N 5730
N 5736 

N 5732 

N 3734 

N 3742

N 571З

N 1411
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Kísérletekben felhasznált plazmidok

pBR 322 /9/
pBR 329 /И/
pGA 46 /4/
pRE lol /32/
pRE lo2, lo6, lo7, lo8, lo9, 111, 117 /származtatásuk 

és leirásuk az Eredmények részben/

;‘\>5iÁN%

ЧЛ
i- \\

Г7
■ ^4

?//-1 y?/
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TápoIdátok

YTA tápoldat 

5 s NaCl, 
lo g Tripton 

1 g élesztőkivonat
desztillált vizzel looo ml-re feltöltve 

pH 7,2

jelölő tápoldat /ТВМ/ 
4o mM TRIS
51 mM NaCl
2o mM KC1
21,5 mM /NH4/2S04

o,6 % pepton 

o,2 % glükóz 

pH 7,4
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Restrikciós enzimek
Pst I, Cla I, Bam HI, Sal I és T4 ligáz /Boehringer

Mannheim/
Hind III, EcoR I, Pvu I /New England Biolab./ 

alkalikus foszfatáz, intestine /Sigma/
DNS preparálás

Minden plazmid DNS preparálást Bimbóim és Doly által 
leirt módszer szerint végeztünk /8/.
Rekombináns plazmidok előállitása

Minden esetben a vektor DNS-t a megfelelő restrik­
ciós enzimmel linearizáltuk és alkalikus foszfatázzal
kezeltük.

A ligáláshoz szükséges DNS fragmenteket úgy mértük, 
hogy a megfelelő restrikciós endonukleázzal hasitottuk 

a DNS-t, ggaróz gélen megfuttattuk, majd az agarózból 
izoláltuk a DNS-t /38/.

Az agaróz gél elektroforézise Maniatis és mtsi 
leirása alapján történt /24/.
Escherichia coli sejtek transzformációja

A transzformációt Cohen és mtsi /1о/ által leirt 

technikával végeztük.
A transzformált sejteket a plazmidtól függően 

3o yUg/ml ampicillint vagy 2o ^ug/ml tetraciklint, vagy 

3o yUg/ml kLoramfenikolt tartalmazó YTA-agar lemezeken 

növesztettük 3o °C-on.
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SPS poliakrilamid gél elektroforézis

Az elektroforézis során használt futtató gél összeté­
tele a következő volt:

lo-12 % Acrylamid /30,8 % törzsoldatból/ 

o,3 M Tris-HCl pH 8,8 

o,2 % SDS
o,l % Ammóniumperszulfát

3o>8 % Acrylamid törzsoldat
3o % Acrylamid 

0,8 % Bisacrilamid

A Fedő gél tartalmazott:

5 % Acrylamidot /3o,8%törzsoldatból/ 

0,3 M Tris-HCl-t pH 8,8 

o,l % Ammóniumperszulfátot

A géleket 0,03 M TRIS, 0,3 M glicin, o,l % SDS össze­
tételű pufferben futtattuk /23/*
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S $o kivonat készítése

A sejteket YTA tápoldatban növesztettük egy éjsza­
kán át 3o °C-on történő rázatással, majd centrifugálás- 

sal összegyűjtöttük.
A csapadékot kétszer átmostuk TM2 pufférrel /lo mM 

TRIS HC1, lo mM MgAcetát pH 7*5/» majd TM2 pufferben fel- 

szuszpendáltuk és ultrahanggal feltártuk a sejteket.
A sejtmaradványokat centrifugálással eltávolitot- 

tuk /9000 rpm x 2o pec/, majd a felülúszó továbbcentri- 

fugálásával /Зо ooo g x 8o perc/ nyertük az S3o kivonatot 

/26/.
Valamennyi műveletet о °C-on végeztük.
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RNáz E aktivitás kimutatása /in vitro processing/

A reakciót 2o ^ul-es térfogatban végeztük, amely 

15-15 /Ug proteint tartalmazott a különböző törzsekből 
készitett S5o kivonatokból és kb. 2 000 cpm 7S RNS-t 
szubsztrátként /57/»

Az S5o kivonatokat lo percig 3o °C-on vagy 43 °C- 

on előinkübáltuk, majd a 7S ENS hozzáadása után 3o 

percre 3o °C-on tartottuk a reakcióelegyet.
A reakciót lo ^,ul 1 % SDS, lo mM EDTA, 5o % sza­

charóz és o,l % brómfenolkék összetételű oldattal ál­
lítottuk le, és akrilamid gélen futtattuk a mintákat.
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KNS-ek in vivo jelölése és izolálása

A sejteket TBM tápoldatban Зо °C-on rázatva

OD^go = о,3-ig növesztettük. Általában o,l-o,2 ml sejt-

uOi 52P-val. 3o °C-onszuszpenziót jelöltünk 30 

ve 44°C-on 4o percig. A jelölést 1 ml stop oldat /80 %

illet-/

etanol, 1 % distil pirokarbonát, o,2 mM aurintrikarbo- 

xilsav/ hozzáadásával állítottuk le és 5 percre jégbe 

állítottuk a reakcióelegyet.
A sejteket SDS-t tartalmazó pufferben feltártuk és 

2oo 000 - 300 000 cpm aktivitást vittünk fel mintánként 
poliakrilamid gélre.

Az in vitro processingben szubsztrátként használt 

7S ENS jelölése hasonló módon történt, de általában 

2-3 ml sejtet jelöltünk 2-3 mCi ^P-val /37/.

A 7S ENS-t akrilamid gélen történő elektroforézis 

után a gélből izoláltuk*
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Minisejt preparálás

A különböző plazmidokat tartalmazó N1411 törzset 

YTA tápoldatban 37 °C-on történő rázatással felszapo- 

ritottuk. A 2 liter tápoldatban levő sejteket centri- 

fugálással összegyűjtöttük és 2o ml pH 7»8 foszfát puf- 

ferben felszuszpendáltuk. A szuszpenziót 4 db egyenként 
25 ml lo-3o % szaharóz grádienst tartalmazó centrifuga- 

csőbe vittük, óvatosan § grádiens tetejére rétegezve.
A szaharóz grádienst - 7o °G-on történő fagyasztással, 

majd 4 °C-on való felengedéssel készítettük. A minisej­
teket a normál sejtektől a szaharóz grádiensben történő 

centrifugálással választottuk el /2o perc x 5 ooo rpm,
4 °C, Sorvall Ш4 rotor/ /9/» A megbizhatóan csak mini­
sejteket tartalmazó preparátum nyeréséhez a gradiensben 

való centrifugálást általában még kétszer megismétel­
tük. Az igy kapott sejteket annyi tápoldatban szuszpen-

0. Ly 1Ц- } 2

dáltuk fel, hogy Ag00 = o,6 értéket kapjunk. Ez megfe- - 
lelt lx lo’1'0 minisejt/ml koncentrációnak, A fent emlí­
tett tápoldat összetétele a következő: o,o3 M NagHPC^, 
о,ol M NaCl, o,o2 M Ш4С1, o,o25 M KH^P04, 2 % glükóz, 

o,ool M MgCl2» o,5 ^ug/ml tiamin, o,4 % casaminoacid,
2o ^ug/ml D-cycloserin, 7 »5/*

A jelölés előtt 5oo ^ul minisejt szuszpenziót 4o 

percig 57 °C-on inkubáltunk, majd 2o 7uCi L-/^s/-meti-
/

onint tartalmazó metionin assay medium /ШЕСО/ hozzá-



2o

adása után ezt további 4o percig folytattuk. A sejteket 

mosás után feltártuk. A mintákat 12 % SDS-r-oliakrilamid 

gélen történt elektroforézis után vizsgáltuk /25/.
fJ
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EREDMÉNYEK

A pRE lol plazmid nem tartalmazza a teljes rne gént

Korábbi közlemények szerint az Escherichia coli 
rne génóét, amely az RNáz E-t kódolóa Ray és Apirion 

előbb fág vektorba majd pBR 322 plazmidba klónozta /31»

32/.
Az igy nyert plazmid pRE lol /4. ábra/ azonban 

nem komplementálóa az rne-3o71 mutáns törzset. A szer­
zők által kapott pozitív eredmény azzal magyarázható, 
hogy recipiensként a N 3431 Escherichia coli törzset 

használták, amely rne“ rec+ volt. Ebben az esetben nem 

kizárt annak a lehetősége, hogy rekombináció óátszódóon 

le a baktérium DNS és a klónozott fragment között.
Ennek bizonyítása többféle óképpen történt.

C
A N57ol törzsből amely rec+ rne genetikai háttérben 

tartalmazta a pRE lol plazmidot, elimináltuk a plazmi- 

dot. Ez úgy történt, hogy a N57ol törzset négy ciklu­
son keresztül szaporítottuk ampicillint nem tartalmazó 

YTA tápoldatban, 37 °C-on történő rázatással.
Az igy nyert telepeket ellenőriztük ampicillint 

tartalmazó lemezeken, és a következő eredményt kaptuk.
A vizsgált 69 telepből 57 Aps volt, tehát nem 

tartalmazták már a pRE lol plazmidot. Ha ezeknek a
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Hind III emésztés
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J

4. ábra. pRE lol plazmád konstrukciójának sematikus 

rajza. /52/
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telepeknek 44 °C-on történő növekedését vizsgáltuk, 

mindegyik Ts+-nak bizonyult. Ezek a tények arra utal­
nak, hogy valóban rekombináció játszódott le a bakte­
riális DNS és a klónozott fragment között, mivel az 

eredetileg rne Ts törzs a plazmid elvesztése után 

rne+ Ts+ tulajdonságokkal rendelkezett.
A rekombinációt bizonyitó következő kísérletben 

a kérdéses pEE lol plazmidot olyan recipiens sejtbe 

transzformáltuk, amely rne és rec A tulajdonsággal ren­
delkezett. A transzformálással kapott telepek továbbra 

sem nőttek 43 °C-on. A későbbi vizsgálat kimutatta 

azt is, hogy in vivo jelöléssel a N3438/pRE lol törzs 

RNS mintázata /5« ábra/ a plazmid nélküli törzsével 
egyezik meg /5. ábra b./, töhát az rne gén mutációja 

miatt nem figyelhető meg az 5S rRNS-nek megfelelő 

radioaktiv RNS képződése.

A teljes rne gént tartalmazó kiónok izolálása

Mivel egyértelműen bizonyítást nyert, hogy a 

pRE lol plazmid nem tartalmazza a teljes rne gént, 

feladatunk a továbbiakban a komplett gén izolálása és 

klónozása volt.
Ehhez a munkához az Escherichia coli DNS-t Eco 

Rí restrikciós enzimmel emésztettük, majd a lo-2o kb-t 

tartalmazó fragmenteket elektroforésis után kinyertük
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a gélből. Irodalom /32/ szerint ezek a fragmented tártál- 

mázzák az rne gént.
Az izolált fraginenteket a pBR329 plazmid Eco Rí he­

lyére ligáltuk, maód a N3438 /rec A, rne-3o71/ törzsbe
transzformáltuk. A transzformánsok közül a®kat izolál-

R R S ÍLtűk, amelyek Ap Te Cp tulajdonságokkal rendelkeztek. -
6oo ilyen telepet izoláltunk, és ezek hőmérséklet 

érzékenységét vizsgáltuk tovább. 3 olyan telepet találtunk 

amely Ts+ volt, tehát képes volt nőni 44 °C-on.
Ezekből a telepekből izoláltuk a plazmidot, és aga- 

róz gélelektroforézis után analizáltuk őket. Mindhárom 

plazmid azonosnak bizonyult. pRE lo2-nek jelöltük és 

4,1 kb pBR329-ből és 14,1 kb E.coli fragmentből állt 

/6. ábra, с/. Kontrollként Д Hind III-fragmenteket 

használtunk. A klónozott fragment tehát tartalmazza az 

RNáz E génjét, de valószinüleg sokkal nagyobb annál.
így a további kisérletek célja a 14,1 kb-os frag­

ment csökkentése volt.
Ennek érdekében néhány átklónozást kellett végre-

UL-

hajtani.
így keletkezett a pRE 1о7 /lo kb/ jelzésű plazmid 

/7« ábra/, amely a pRE lo-2-ből a szaggatott vonallal je­
lölt Pst I fragmentet tartalmazza pBR 329-ben és a pRE 

loS plazmid amely a pRE lo7-ben nem szereplő Pst I 

fragmentet hordozza szintén pBR 329-ben /8. ábra/. A 

szelekciót azokra a telepekre, amelyeken a rekombináns
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14.1-
5.9-
4.1-

б, ábra. rne gént tartalmazó plazmidok restrikciós endo- 

nukleázzal történt emésztés után 1 % agaróz 

gélen.
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plazmád komplernentálja az rne mutációt, a 44 °C-on tör­
ténő növekedéssel végeztük. 44 °G-on Ts+-nak bizonyult a 

pRE lo7 és TS-nek a pRE lo8 a N3438-ban.
Ezt az eredményt tükrözte az in vivo jelölés is 

44 °C-on /5. ábra/. RUáz E aktivitás, tehát 5S rRNS 

képződés a pRE lo2 és pRE lo7 plazmid esetében megegye­
zett az rne+ törzsével.

A legkisebb fragment, amely még komplementéin! 
tudta az rne mutációt, a 3>3 kb Bam Hl-Cla I volt, ame­
lyet a pBR 322 plazmidba juttattunk be. Az igy nyert 

plazmid a pRE 117 /7• ábra/.

A promoter helyének megállapitása

Az első utalások arra, hogy az rne gént promoterrel 
együtt sikerült izolálni abból erednek, hogy az 5,9 kb 

Pst I fragment a pBR 329 plazmidban mindkét orientáció­
ban komplementálja az rne-3o71 mutációt. A transzformá­
lással kapott telepek Ts+-ak voltak. Ebből arra lehetett 

következtetni, hogy a transzkripció egy belső promóterből
indulhat ki. A promoter helyének lokalizálására a pGA 46г
pla^midot használtuk.

Ha a pRE lo7 plazmádból a BAMHI-Pst I fragmentet
/4,2 kb/ a pGA 46 plazmid Bgl II-Pst I helyére ligáltuk 

és az igy nyert pRE lo9 plazmidot /9. ábra/ а H3438 Л\t

törzsbe transzformáltuk, komplementációt figyelhbttüök''/'*.-■'
\\ :
\ V °Vrt ^ Vчч:

mh*
\ кá- * /

//

—
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meg: a kapott telepek Ts+-ok voltak. Azonban alacsony 

/7 yUg/ml/ tetraciklin koncentráció esetében sem Jcap- 

tunk Te telepeket. Ezt úgy lehet magyarázni, hogy vagy 

a fragmentben a promoter nem megfelelő orientációjú a 

Te génre nézve, vagy a Bam H-I-Pst I fragment a promo­
ter mellett egy terminátor jelet is tartalmaz. Ez utób­
bit erősitette meg az a kisérlet, amelyben az 1,6 kb 

Hind III fragmentet klónoztuk az expressziós vektorba.
Az igy kapott pRE 111 /lo. ábra/ plazmidot tartalmazó 

Rsejtek Te -nek mutatkoztak 2o ^ug/ml antibiotikumot 

tartalmazó táptalajon is, de 44 °C-on Ts fenotipust 

mutattak, tehát a fragment nem tartalmazza a teljes 

génjét az RNáz E-nek.
A Hind III fragment orientációja ugyanaz volt a 

pRE 111-ben, mint a pRE lo7-ben.
A kapott kísérleti eredmények azt mutatják, hogy 

a Bam Hl-Pst I fragment /4,2 kb/ tartalmazza a promótert 

és a terminátort is, mivel az 1,6 kb Hind III fragment 
a pGA 46 plazmidban tetraciklin rezisztenciát eredményez, 
biztosan megállapítható, hogy a terminátor ezen a fragmen­
ten kívül található.

k-

И
5VTf -f-

er*.I *■- -
í о
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Bam HI - Pst I fragment a 

\ pRE 107-ból

Bg-P

HBg

9. ábra. Endogén promoter lokalizálásához felhasznált 

plazmidok.
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Г

Е

Н fragment a pRE107-böl 
[1.6 Kb]

CM

pRE 111

H

H

lo. ábra. Endogén promoter lokalizálásához felhasznált 
plazmidok*
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RNáz E túltermelés

Az RNáz E enzim szintjenek a megállapitására az 

anyag és módszer fejezetben leirtak szerint az in vit­
ro processinget végeztük el különböző törzsekkel.

Amennyiben a N3433» N>4-39 és N3433/pRE lo7 vala­
mint a N3439/pRE lo7 törzsek S3o kivonatát használtuk, 
megállapíthattuk a képződött 5S rENS radioaktivitása alap­
ban, hogy a kromoszómán és a plazmidon is rne+ géneket 
hordozó törzsekben az RNáz E aktivitás nagyobb, mint 
a plazmidot nem tartalmazó rne+ törzsekben.

Azokban a kísérletekben amelyekben az rne/pRE io7 

törzs RNáz E aktivitását hasonlítottuk össze a szülői és 

a vad tipusú törzsekével hasonló eredményeket kaptunk 

/11. ábra/. Az 1. táblázat adatai ezt a megfigyelést 

számszerűleg is alátámasztják.
Az ismertetett adatok azt mutatják, hogy azok a 

nagy kópiaszámban jelenlévő plazmidok amelyek tartal­
mazzák az RNáz E génjét felemelik az RNáz E enzim szint­
jét a sejtekben. Ez az emelkedés két-háromszorosnak bi­
zonyult.

• /

о r-<

7

A fent ismertetett eredményeket akkor kaptuk, amikor 

a kísérletet 3° °C-on végeztük el. Amennyiben a S3o ki­
vonatot 44 °C-on előinkubáltuk, és ezután végeztük 

el vele az in vitro processinget 3o °C-on, az RNáz 

E aktivitása lényegesen megváltozott /12. ábra, 1. táb-



' '■ n ' i

*

я
О

IоГ о
огл
я
CD

me IpREl07 me+ S
CD

1Г IT шГ ISI

Time (Min) 32 4 8 16 32 4 8 16 32 4 S 16 32 M
:0
•P1Ш'щ m '-ж Ä ^ ^t тттшш

Iiii M- Ш 4t>.........Ü1
1&&У4:.

Í
Í *075- tq

:0
rQa
:0

Ш: Ш Í55-;' Ш № I—I

JbdI ■j:

liiill«■■■
fa? í s нщта-,5 ^íi’íí . :,

cö
ra

■ ■ Л'-' :yVh: 4d
-p

I •H
>

•H
p
M

CÖ
■■■

t.• -.K-

H•»
cd

ЧИ

S
ra
H
iM
46

I—I
r—1L



- 35 -

rne Ip RE 107 гпел me
I

75- m
i

j ш: 
."' ■

■TV-* -

L

■>'—

•j - •

■’••. t; - * . ,.;av ••'«■r-. - .
- r> ■

. - I*-.-- \ - .

• *гЖ
4"_:

'-..г.

• . .

.г-,- ' : •
-' ' —r^-. •i.-.-jc?' ■ ^vW;v.-. ' ’ i--i‘;

■- •" • - ' , -f r~~'r — • */>-•. r«T*-*■ .V ■ 'fc. .:r- - r>.J* \ - ■ •
• > • ; .,.••• . c-J.—-' -;v :'»t V ^

BPB -

:' -5 -

m

12. ábra. 5S rENS képződése 7S RNS-bol , mint
°C-on.szubsztrátból Jo °C és 43



- 36 -

N3438
/гпе/

N3433
/гпе+/

N373o
/rne/pRElo7/

Зо °С 128 23о5о

43 °С 141 19 21

Зо °СХ 94 73 2оЗ

1* táblázat. Az in vitro processing során képződő jelölt 

5S rRNS mennyisége CPM-ben kifejezve.
Ya 11. ábra 1b. percéhez tartozó értékek 

a többi adat a 12. ábrán feltüntetett
kísérletből származik.
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lázat/. Mint az ábrán látható, ilyen kísérleti körülmé­
nyek között pRE lo7 plazmidot tartalmazó törzs enzimak-

törzsével. Ebből felté-tivitása megegyezik a N34-38 rne 

telezhető, hogy a mutáns gént a kromoszómán és a vad ti- 

pusú rne gént a plazmádon hordozó törzsekben a termelődő
1RNáz E termostabil. Az enzim valószinü polimer formában 

létezik, ilyen ezekben: a kromoszómán lévő rne gén és a 

plazmádban kódolt rne+ gén terméke összekeveredik és ez 

eredményezi azt, hogy gyakorlatilag az RNáz E aktivitása 

a mutáns gént hordozó törzsével egyezik meg.
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RNáz E protein azonosítása

Ahhoz, hogy minél pontosabban meghatározhassuk az 

rne+ gén termékeit, szükség volt a pRE lo7 plazmidban 

lévő fragment csökkentésére. Ennek érdekében elkészítet­
tük a pRE lo7 plazmid deléciós térképét, úgy, hogy külön­
böző restrikciós enzimek felhasználásával különböző frag- 

menteket távolítottunk el és a visszamaradó részt újra- 

ligáltuk. Az igy nyert plazmidokat transzformáltuk a 

N34-38 törzsbe, és a kapott telepek növekedését 44 °C-on
a plazmidokat tartalmazó törzsekvizsgáltuk. Azok 

amelyek Ts+-nak bizonyultak tartalmazták a teljes rne 

gént /13, ábra/, A deléciós térképezés során csak egyet­
len olyan plazmid jött létre /pRE 118/, amelyik rne+- 

nak bizonyult,
A kapott plazmidokat a N 1411 törzsbe transzfor­

máltuk, amely minisejteket hoz létre. Ezeket a sejteket 

a kromoszómális DNS-t is hordozó sejtekből az anyag és

L

módszer fejezetben ismertetett módon elválasztottuk és 

-'-'S metioninnal jelöltük. Poliakrilamid gélen futtatva 

a jelölt fehérjék mintázatát vizsgáltuk. Ennek során 

összehasonlítottuk a plazmid által és a különböző E. 
coli fragmenteket tartalmazó plazmidok polipeptidjeit.

A 14, ábrán nyíllal jelöltük azokat a fehérjéket, 

amelyek az fíNáz E enzimként számításba jöhetnek.
A legkisebb fragmentet tartalmazó plazmidban a
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pRE lo9-ben bárom fehérjét lehet találni: 4o ooo,
80 ooo és 16o ooo dalton molekulsaúlyúakat. Ezen fehér­
jék össz-molekulasúlya 28o ooo dalton. Egy ekkora poli- 

peptid kódolásához minimálisan 8,9- kb-nyi DNS szakasz 

szükséges. Mivel a pRE lo9 plazmidhan egy 14o ooo dal­
ton molekulasúlyú fehérjét kódoló kapacitással rendel­
kezik, ezért bizonyosra vehető, hogy az RNáz E enzim 

alegységszerkezetü. Az enzim feltehetően azonos alegy­
ségekből áll, és a pRE lo9 plazmidban megjelenő poli- 

peptidek a monomer /4o ooo/, dimer /8о ooo/ és tetra- 

mer /16o ooo/ formákat jelentik.

£0 %■ 1 (j O i^b_ fjtXjJr r.-jjcct. RI*0-0 ci
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ÖSSZEFOGLALÁS

14,1 kb EcoR I fragmentet az Escerichia coli DNS- 

ből, amely tartalmazta az rne gént, pBR 329 plazmid- 

dá klónoztunk.
A rekombináns plazmid megnyilvánult rne” rec A” 

genetikai háttérben is.
A legkisebb működőképes fragment 3,3 kb, amely pBR r ' 
322-ben található, és endogén promótert tartalmaz.
Az RNáz E enzim alegységszerkezetü.
RNáz E enzim szintje szoros kontrol alatt áll. ^ 

Mutáns gént a kromoszómán, és vad tipusú gént a 

plazmidban tartalmazó törzsek hőérzékeny RNáz E-t 

termelnek.
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