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CELKITUZESEK

A riboszoémalis RNS processing egyik enzime az rne
gén altal kédolt RNaz E. A munka célja olyan plazmid
klén eléallitésa volt, amely a teljes gént tartalmazza,
és a klont tartalmazd plazmid komplementélgi képes az
rne muticiét rec” Echerichia coli tdrzsben.

Ez a cél a kovetkezd 1lépések megvaldsitidsa soran
érhetd el:

- A teljes rne gént tartalmazd klén izolalésa
Escherichia coli DNS-bsl.

- Az rne gén hatasainak leszikitése, kiilonbozé
restrikcidés enzimek felhaszndlasaval késziilt delé-~
ciés fragmentek kldénozasa utjan.

- Prométer helyzetének, polaritdsdnak vizsgalatae.

- A klénozo?t gén megnyilvanulasa kiilénbozd gazda-
sejtekben,

- RN4z E protein méretének meghatarozasa E; coli
minisgjtekben, L-/35S/ metioninnal torténé jelolés

utjéane



IRODALMI ATTEXINTES

Riboszdma szerkezete, stabil RNS-ek érése

A prokaribéta sejtek riboszémai két alegységbdl éplil-
nek fel. Mindkét alegység egyarant tartalmaz fehérjét és
RNS=-t.

A nagyobbik alegység /50S/ 23S rRNS-bél, 58 rRNS-
b6l és 34 specifikus riboszoémafehérjébdél tevédik Ossze,

a kisebb alegység /308/ pedig 16S rRNS-t és kb. 21 ribo-
szémafehérjét tartalmaz.

Valamennyi rRNS egyszédll, azonban a szerkezeti ku-
tatasok soradn megédllapitast nyert, hogy az RNS-en beliil
a bazisok egy része hasonlbéan a tRNS-hez hidrogénkoété—
sekkel péarokba rendezédik, igy egyszalas és keFtﬁs ke~
likédlis régidk valtjadk egymast a rRNS-en beliil.

Az Escherichia coli sejtek 7 riboszémalis RNS transz-
kripcids egységet tartalmaznak, amelyrdl a kovetkezd sor—
rendben irddnak a4t a rRNS-ek: 16S rRNS ~ 23S rRNS - 58
TRNS.

Ismert az a tény is, hogy a prokaridta gének koz-
vetlen transzkripcids termékei nem azonosak a sejtben

nukodd RNS molekulédkkal. Mindegyik stabil RNS, mint pl.



a TRNS-ek és a tRNS-ek és néhédny mRNS az E.coliban és
ennek bakteriofagjaban kﬁl§nb6zik a gének elsbdleges
transzkripcidés termékeitél. A mikoddképes RNS moleku-
lék a prokaridéta sejtekben négy tipusu érési folyamat
sorédn johetnek létre; ezek a kovetkezdbks:

a/ a policisztronos transzkripciods termék pontos elki-
lonitése monotvisztronos RNS prekurzorokra.

b/ 5 3* végek pontos felismerése és az extr%gﬁkleoti—
dok eltavolitasa

¢/ a terminadlis szekvencidk hozzacsatoldsa az RNS-ek-
hez

d/ bazisok vagy a ribdéz rész mdédositasa az RNS lénc-
ban.

Nem mindegyik RNS molekula kialakulédsdhoz sziiksé-
ges mind a négy éfési folyamat /16/. Az utdédbbi idében
szémos koézlemény jelent meg, amely a stabil RNS-ek /25/
vagy a sejtekben taldlhatd Osszes RNS kialakuléasaval
foglalkozik /1, %0/ mind prokaridéta mind eukaridta
sejtekben, masok a rRNS-ek /29/ illetve tRNS-ek képzd-
dését irjadk le Escherichia coli-ban /2, 3, 13, 36/.

Riboszomalis RNS processing vad tipusu Escheridiia coli

sejtekben
Az RNS polimerédz molekula, amely elkezdi a rRNS

gén transzkripcidjat, folyamatosan szintetizdlja a po-

licisztronos rRNS elsldleges transzkripcidés termékeit,



A vezetd szekvencidk tartalmazzédk a ple rRNS-t, a kozép-
s6 rész tRNS-eket, a p23 rRNS-t és a p5 rRNS-t foglalja
magéban, a befejezd rész pedig néhany operon esetében

ismét tRNS—-eket hordoz /l. &bra/ /6, 15/.

Hasitéasi helyek: 1,4. RN4z III, 2,9. RN4z P, 3,lo. RNA&z
F, 5. RNaz E, 6. RNaz Ml6, 8. RNaz l5.

1., adbra. Az elsbdleges rRNS transzkriptum szerkezete
és a processingben résztvevd enzimek hasitéasi
helyei.

liielott a transzkripcid befejezddne az endonukle-
azok mar elkezdik a felszabaduldé RNS lanc hasitéasat /2.
dbra/ /6, 15/. Amint a polimerédz molekula megszinteti-
zdlja a pl6 rRNS-t a megfeleld komplementer szekvencidk
osszekapcsoldédasaval létrejon az l,4bran lathatd szerke-—
zet, amelybOl az RNaz III hatéséra kivagddik a pl6 pre-
kurzor rRNS.

A kOzépsd régidbdl a szintézis soran folyamatosan
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felszabadulnak a tRNS-ek az RNéaz F és RNaz P hatasara.

"‘,’? 1700 ’5° 2°° 2920
TrDNS
OC badzisok/

mlb(LSAOb) 1RNA(s) m23(2904b) m5 [tRNA(s)

2. &bra. Processing vad tipusu sejtben. A hasitdhelyek
széamozdsa ugyanaz mint az l. abran.

Amint az RNS polimerédz befejezi a 235 gén atirasat,
szintén az RNaz III miikkodésbe lépése folytan felszabadul
a transzkriptumbdl a pe? szekvencia.

A tovabbiakban 55 gén termékeként képzdddé RNS lanc,
amint felvette a megfeleld konformécidt, az RNaz E enzim
hataséra p5 rRNS-¢é alakul. Az esetleg még képzddd tRNS-
eket az RNaz P hasitja ki.

A processing fent ismertetett lefolyasat bizOhyitja
az a kisérleti megfigyelés is, amely szerint vad tipust
sejtekben nem lehet kimutatni 255 RNS-t, amely a p23 és
a p5 szekvencidkat tartalmazza, és nem fedezhetd fel a
98 régidé sem, amelynek része lenne a p5 /1l6/.

BEzek a tények arra utalnak, hogy az elsédleges pro-

cessing hasitasok az RNaz III és az RNaz E altal igen

gyorsan kovetkeznek be, valosziniileg a megfeleld szek-



vencidk szintézise utan masodperceken belul. rRNS ope-
ronon az RNS polimeraz 37 OC-on 85 nukleotid/sec sebes-
séggel képes dolgozni /14/.

A tavolsag a p23 és p5 szekvencidk koézott 81 bazis,
tovabbi 39 bazis taldlhatdé a p5 és a befejezd szignal ko-
z6tt abban a négy riboszdémidlis RNS operonban, amelyek
nem ké6dolnak a befejezd részben tRNS-eket /39/.

A £6 kiildonbség a rRNS processingben a prokaridta
és az eukaridta sejtek kozott abban taldlhatd, hogy mig
a prokaridéta sejtek rRNS processingje gyakorlatilag a
transzkripcié alatt végbemegy, addig eukaridéta sejtekben
az Osszes rRNS egy molekulaként szintetizalddik, és e kii-
1onbozd atalakulasok csak a transzkripcid teljes befeje-

z6dése utédn mennek végbe.

TRNS processing mutans /rne/ sejtekben

A1
Az TRNS processing mechanizmusénak tisztazésaban

nagy szerepe volt olyan torzsek vizsgalatanak, amelyek
muténsok voltak a rRNS bioszintézisében. Az ilyen mutans
torzsekben olyan RNS prekurzorokat lehet taldlni, ame-
lyek vad tipusu sejtekben soha nem detektadlhatdk, és
amelyek a processingben résztvevd enzimek részletes
vizsgadlata sorédn szubsztratként felhasznélhaték;
1973-ban két mutans torzset izoléltak; Az egyik
RN&z III aktivitasat veszitette el /21/, mig a masik

-thedo C 7
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az RNaz P enzimre nézve tartalmazott mutaciodt /35/.

1978-ban Apirion és Lassar /7/ RNaz III tOrzs muta-
genézisével egy olyan torzset hozott létre, amely hémér-
séklet szenzitiv volt, és poliskrilamid gélen vizsgélva
a rRNS mintéazatat azt taldltédk, hogy a 23S és az 58 o
rRNS helyett 255 rRNS-t hoz létre.

Ha ezt a hémérséklet-érzékeny mutaciét RNaz IIIV
genetikal hattérbe transzdukalték, a kapott torzs 23S
képzése normalis volt, de az 55 rRNS nem jelent meg 43 °c-
on /5, 18/. . '

prAfC epple gL

Ez a mutacid az rne-3071l, egy recessziv egypontos =<', .x*
mutacidé, amelyet az E.coli genomban a 24. perhez térképez-
ték. . G
Ha az rnc—%g? és az rne-3071 mutaciét kombindlték,
akkor a Lassar és Apirion &ltal izoladlthoz hasonldé feno-
tipuslu torzset nyertek;

Az 0J detektédlhaté RNS az rne toérzsben a 93, amely
magéban foglalja a p5 rRNS-t és ennek mindkét végén el-
helyezkedd extra nukleotidokat.

98 rRNS szekvenciaanalizisét is elvégezték /17/ és
e szerint az 5? végtdél a pS5-ig a 9S 8o bazist tartalmaz,
ez megfelel a 4S-nek, a kovetkezd p5-nek megfeleld szek-
vencidk és a 95 3’ végét tartalmazd szekvencidk alkotjak

a 7S rRNS-t /3. abra/ /26/.
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3. 4bra., Escherichia coli 98 rRNS szekvencidja és masod-
lagos szerkezete.
nyil: 58 TRNS 5? és 3’ vége
kettés nyil: RNaz E hasitéasi helye©



RNéz E enzim jellemzése

Az rne¥ gén altal koédolt enzim, az RNaz-E pontos ‘
mikodési mechanizmusdt 95 rRNS szubsztridtumon vizsgaltak,
amely az RNaz-E /rne/ héomérséklet-szenzitiv muténs tor-
zsekben akkumuléalodik.

Az enzimrél megdllapitottidk, hogy a molekulastlya Ve

7o.ooo;w:Iégység szerkezete ismeretlen. Az RNaz-E &l- -
tal katalizalt reakcié hémérsékleti optimuma 30°C, pH op-
timuma 7,6 és 8,0 kOzott van  0,1-0,2 i monovalens kation
/NH,*, K* vagy Na'/ és 1 mM Mn°* vagy 5 mM Mg®* jelenlé-
tében. Az enzimabikus hasitdst nagy tomegben jelenlévd RNS
gétolja.

Az enzimatikus reakcid elején, vagy nagy koncentri-
ciéban jelenlévd élesztdé RNS jelenlétében azt tapasztal-
tédk, hogy két £6 hasitasi termék jelenik meg, ez a 4S és
a 75 molekula.

Ha a hasitést hagytak teljesen végbemenni, akkor azt
taldltak, hogy a 7 S molekulg p5 rRNS-é alakul at. Q

Az elsd pasités a dupla szalu és a szimpla szalu %h)égp_
RNS rész 1?5;?&“ z'j'dn létre, a masodik pedig két nukleotid-

.,_,,'5’:_{‘,5\‘.:;, i

dal arrébb a helikalis struktiaridban kdvetkezik be.

4 un
> (. 1/ A

A,

Mindkét hasitéast az RN&4z-E enzim végzi, mert ming-

i *;,.,4 st

kettd elmarad az rne muténs torzsben, és ha ilyen torzsek
kivonatait hasznédltdk azt tapasztaltidk, hogy a hasitasok

homérsékletérzékenyek.,
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Késtbbi vizsgalatok tisztaztak, hogy az RN4az-E olyan
nagyobb rRNS transzkriptumokbél is kihasitja a p5 rRNS-t,
amely a p5-t és vég tRNS szekvenciédkat hordoz /33%/, illet-
ve amely tartalmazza a p5-t és a 23S rRNS-t /253 rRNS/
/197
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ANYAG £Es MODSZER

Escherichigcoli torzsek

[ s

N 3435 : rnet, lac

N 3431 s rne 3071, lac /20/

N 3438 $ rne 3071, rec A, his, trp, rpsL, lac
N 3439 $ rs* rnet spontan revertans a N 3438 torzsbdl
N 5701 : N 3431 /pRE lol/ /32/

N 5715 : N 3438 / pRE lol

N 5725 N 3438 / pRE lo2

N 5729 : N 3438 / pRE 106

N 5730 N 2438 / pRE lo7

N 573%6 N 3438 /pRE lo8

N 5732 s N 3438 / pRE 109

N 5734 N 3431 / pRE 111

N 5742 N 3438 / pRE 117

N

5713 : rne vho /pYR 3  /37/
1411 $ min Al; min B2

b
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Kisérletekben felhaszndlt plazmidok

PBR 322 /9/

PBR 329 /1l/

PGA 46  /4/

PRE lol /32/

pRE lo2, lo6, 1lo07, lo8, lo9, 111, 1ll7 /szarmaztatasuk

és leiréasuk az Eredmények részben/
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Tépoldatok

YTA tapoldat
5 g NaCl,
lo g Tripton
1l g élesztdkivonat

desztillalt vizzel looo ml-re feltdoltve

PH 7,2

32p jel516 tapoldat /TBM/
4o mM TRIS
51 mM NaCl
20 mM XCl

21,5 mM /NH4/éSO4

0,6 % pepton
0,2 % glikodz
PH 7,4
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Restrikcids enzimek

Pst I, Cla I, Bam HI, Sal I és T4 ligadz /Boehringer
Mannheim/

Hind III, EcoR I, Pvu I /New England Biolab./
alkalikus foszfatédz, intestine /Sigma/

DNS preparalas

Minden plazmid DNS preparaléast Birnboim és Doly altal
leirt mbédszer szepint végeztink /8/.

Rekombinadns plazmidok eldallitasa

Minden esetben a vektor DNS-t a megfeleld restrik-
cidés enzimmel linearizaltuk és alkalikus foszfatidzzal
kezeltﬁk;

A ligalashoz szikséges DNS fragmenteket ugy mértik,
hogy a megfeleld restrikcids endonukledzzal hasitottuk
a DNS-t, agardz gélen megfuttattuk, majd az agardbézbdl
izolaltuk a DNS-t /38/.

Az agardéz gél elektroforézise Maniatis és mtsi
leirdsa alapjan tortént /24/.

Escherichia coli sejtek transzformicidja

A transzformédcidét Cohen és mtsi /lo/ altal leirt
technikaval végeztik,

A transzformalt sejteket a plazmidtdl filiggben
30 /ug/ml ampicillint vagy 2o /ug/ml tetraciklint, vagy
%0 /ug/mlkloramfenikolt tartalmazd YTA-agar lemezeken

novesztettik 3o °¢-on.
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SDS poligkrilamid gél elektroforézis

Az elektroforézis soran hasznalt futtatd gél Osszeté-
tele a kovetkezd volt:

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

0,5 M Tris-HCl pH 8,8

0,2 % SDS

0,1 % Amméniumperszulfat

30,8 % Acrylamid torzsoldat

%0 % Acrylamid

0,8 % Bisacrilamid

A Fedd gél tartalmazott:

5 % Acrylamidot /30,8%tdrzsoldatbdél/
0,3 M Tris-HCl-t pH 8,8

0,1 % Amméniumperszulfatot

A géleket 0,05 M TRIS, 0,3 M glicin, 0,1 % SDS Ossze-
tétell pufferben futtattuk /23/.
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S %0 kivonat készitése

A sejteket YTA tapoldatban novesztettik egy éjsza-
kan &t 30 °C-on térténd razatassal, majd centrifugélas-
sal Osszegylujtottike.

A csapadékot kétszer atmostuk TM2 pufferrel /lo mM
TRIS HCl, lo mM MgAcetadt pH 7,5/, majd TM2 pufferben fel-
szuszpendadltuk és ultrahanggal feltartuk a sejteket.

A sejtmaradvanyokat centrifugdliassal eltavolitot-
tuk /9000 rpm x 20 pec/, majd a feliiluszé tovabbcentri-
fugédlasadval /30 000 g x 80 perc/ nyertikk az S30 kivonatot
/26/

Valamennyi miiveletet o °C-on végeztik.
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RNaz E aktivitds kimutatdsa /in vitro processing/

A reakcidt 20 /ul—eé térfogatban végeztik, amely
15-15 /ug proteint tartalmazott a kiilonboz6 torzsekbdl
készitett S30 kivonatokbdél és kb. 2 ooo cpm 7S RNS-t
szubsztratként /37/.

Az S3%0 kivonatokat lo percig 3o Oc-on vagy 43 °c-
on eldinkubaltuk, majd a 7S RNS hozzadadasa utidn 30
percre 3o ®c-on tartottuk a reakcidelegyet.

A reakcidét lo /ul 1l % sbS, lo mM EDTA, 50 % sza-
charéz és 0,1 % brémfenolkék Osszetétell oldattal al-
litottuk le, és akrilamid gélen futtattuk a mintékat;
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RNS—-ek in vivo jelolése és izolaléasa

A sejteket TBM tapoldatban 30 Oc-on razatva
ODgg, = 0,3-18 ndvesztettik. Altaléban_o,l-o,Z ml sejt-
szuszpenziot jeldltiink 50 ,uCi 32p_val. 30 °C-on illet-
ve 44°C-on 40 percig. A Jelolést 1 ml stop oldat /80 %
etanol, 1 % dietil pirokarbonat, 0,2 mM aurintrikarbo-
xilsav/ hozzidadasaval allitottuk le és 5 percre jégbe
allitottuk a reakcidelegyet.

A sejteket SDS-t tartalmazd pufferben feltartuk és
200 000 - 300 000 cpm aktivitast vittink fel minténként
poliakrilamid gélre.

Az in vitro processingben szubsztratként hasznalt
75 RNS jelolése hasonldé mbébdon tortént, de altalaban
2-3 ml sejtet jeloltiink 2-3 mCi 2P-val /37/.

A 7S RNS-t akrilamid gélen torténd elektroforézis
utan a gélb6l izolaltuk,
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&

Minisejt preparaléas

A kilonbdzd plazmidokat tartalmazd N141ll torzset
YTA tépoldatban 37 OC—on torténsé razatassal felszapo—~
ritottuk. A 2 liter tapoldatban levd sejteket centri-
fugadlassal Osszegylijtottik és 20 ml pH 7,8 foszfat puf-
ferben felszuszpenddltuk. A szuszpenzidét 4 db egyenként
25 ml lo-30 % szaharbéz gradienst tartalmazd centrifuga-
csbébe vittik, Ovatosan g gradiens tetejére rétegezve.
A szaharéz gradienst - 7o OC-on térténd fagyasztassal,
majd 4 %C—on valé felengedéssel készitetbik, A minisej-
teket a normadl sejtektél a szahardéz gradiensben torténd
centrifugédlassal valasztottuk el /20 perc x 5 coo rpm,
4 OC, Sorvall HBtrotor/ /9/. A megbizhatdéan csak mini-
sejteket tartalmazé preparatum nyeréséhez a gradiensben
valé centrifugalast adltaldban még kétszer megismétel-
tike. Az igy kapott sejtefﬁﬁsgggxiﬂtépoldatbgn szuszpen—
daltuk fel, hogy Agoo = 096 értéket kapjunk. Ez megfe-— .
lelt 1x lo10 minisejt/ml koncentracidénak, A fent emli-
tett tapoldat Osszetétele a kdvetkezb: 0,03 M NaZHPO4,
o,0l M NaCl, 0,02 M NH,Cl, 0,025 M KH2P04, 2 % glikéz,
0,001 M MgClz, 0,5 /ug/ml tiamig, 044 % casaminoacid,
20 /ug/ml D-cycloserin, bH 7,5/,

A jeldlés eldétt 500 /ul minisejt szuszpenzidt 4o

percig 37 °C-on inkubaltunk, majd 20 ,uCi L/ %S [-neti-

onint tartalmazdé metionin assay medium /DIFCO/ hozzi-
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adadsa utédn ezt tovabbi 4o percig folytattuk. A sejteket

mos4s utan feltartuk. A mintdkat 12 % SDSwoliakrilamid || /

i

gélen tortént elektroforézis utan vizsgaltuk /23/.
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EREDMENYEK

A pRE lol plazmid nem tartalmazza a teljes rne gént

Kordbbi koézlemények szerint az Escherichia coli
rne génjét, amely az RNaz E-t kdé6dolja Ray és Apirion
el8bb fag vektorba majd pBR 322 plazmidba klénozta /31,
32/

Az igy nyert plazmid pRE lol /4. &bra/ azonban
nem komplementalja az rne-3%071 mutédns torzset. A szer-
z8k altal kapott pozitiv eredmény azzal magyarézhato,
hogy recipiensként a N 3431 Escherichia coli torzset

+ volt. Ebben az esetben nem

hasznaltidk, amely rne rec

kizart annak a lehetdésége, hogy rekombinacid jatszddjon

le a baktérium DNS és a kldénozott fragment kozotte.
Ennek bizonyitasa tbbbféléqképpeﬁ tortént.

C
+*

A N570l1 torzsbdl amely rec” rne genetikai hattérben
tartalmazta a pRE lol plazmidot, eliminaltuk a plazmi-
dot. Ez ugy tortémnt, hogy a N570l torzset négy ciklu-
son keresztill szaporitottuk ampicillint nem tartalmazé
YTA tapoldatban, 37 °C-on t6rténs razatassals

Az igy nyert telepeket ellendriztik ampicillint
tartalmazé lemezeken, és a kovetkezd eredményt kaptuke.

A vizsgalt 69 telepbdl 57 Ap° volt, tehat nem

tartalmaztdk mdr a pRE lol plazmidot. Ha ezeknek a
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Hind III emészteés Hind III emesztes

4. &bra. pRE lol plazmid konstrukcidjanak sematikus
rajza. /32/
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telepeknek 44 OC-on tozténé novekedését vizsgaltuk,
mindegyik Ps*-nak bizonyult. Ezek a tények arra utal-
nak, hogy valéban rekombinédciéd jatszodédott le a bakte-
riélis DNS és a klonozott fragment kozott, mivel az 0 e
eredetileg rne Ts torzs a plazmid elve;ztése utan A S
rnet Ts* tulajdonsagokkal rendelkezett.

A rekombindcidét bizonyitd kovetkezd kisérletben
a kérdéses pRE lol plazmidot olyan recipiens sejtbe
transzformadltuk, amely rne és rec A tulajdonsaggal ren-
delkezett. A transzformdlassal kapott telepek tovabbra
sem néttek 43 °C-on. A késébbi vizsgalat kimutatta
azt is, hogy in vivo Jjeldléssel a N3438/pRE lol torzs
RNS mintéazata /5. &bra/ a plazmid nélkili torzsével
egyezik meg /5. dbra b./, tehat az rne gén mutacidja
miatt nem figyelhetd meg az 55 rRNS-nek megfeleld

radiogktiv RNS képzddése.

A teljes rne gént tartalmazdé kldénok izolalésa

Mivel egyértelmiien bizonyitadst nyert, hogy a
PRE lol plazmid nem tartalmazza a teljes rne gént,
feladatunk a tovabbiakban a komplett gén izoléalasa és
kldénozasa volte

Ehhez a munkdhoz az Escherichia coli DNS-t Eco
RI restrikcids enzimmel emésztettilk, majd a lo-20 kb-t

tartalmazé fragmenteket elektroforésis utan kinyertik
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5. &bra. Kilonbdzd torzsek in vivo jeldlése 32’5’-\* -],7;:\
plazmid nélkiil és rne plazmid jelenlétében:
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a gélbdl. Irodalom /32/ szerint ezek a fragmentek tartal-
mazzédk az rne gént.

Az izolédlt fragmenteket a pBR329 plazmid Eco RI he-
lyére ligéaltuk, majd a N3438 /rec A, rne-307l/ torzsbe
transzformaltuk. A transzformédnsok kozil amkat izolal-

R

tuk, amelyek Ap" Tc® 0pS tulajdonssgokkal rendelkeztek, 4= “”

600 ilyen telepet izoléaltunk, és ezek hdémérséklet Gl 1
érzékenységét vizsgaltuk tovabbe. % olyan telepet talaltunk
amely Ts¥ volt, tehat képes volt ndni 44 °C_on.

Ezekbdl a telepekbdl izoladltuk a plazmidot, és aga-
roéz gélelektroforézis utan analizaltuk éket., Mindharom
plazmid azonosnak bizonyulte pRE lo2-nek jeloltik és
4,1 kb pBR329-bS1l és 14,1 kb E.coli fragmentbsél allt
/6. &bra, c/. Kontrollként A Hind III-fragmenteket
hasznadltunk. A klénozott fragment tehdt tartalmazza az
RNaz E génjét, de valdszinlileg sokkal nagyobb annal,

Igy a tovabbi kisérletek célja a 14,1 kb-os frag-
ment csOkkentése volt.

Ennek érdekében néhany atklénozast kellett végre-—
hajtani.

Igy keletkezett a pRE lo7 /lo kb/ jelzésl plazmid
/7. &bra/, amely a pRE lo-2-bdl a szaggatott vonallal je-
16lt Pst I fragmentet tartalmazza pBR 329-ben és a pRE
lo8 plazmid amely a pRE lo7-ben nem szerepld Pst I
fragmentet hordozza szintén pBR 329-ben /8. ébra/; A

szelekcidt azokra a telepekre, amelyeken a rekombindns
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141-

5.9-H
4.1 -F

be dbra. rne gént tartalmazd plazmidok restrikcids endo-
nukleézzal tortént emésztés utédn 1 % agarodz
gélen.
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P fragmenf -
P szubklonozasa

Szubklonozasa a C-B
3.3 Kb fragmentnek

7. 4bra, Kiilonbozd plazmidok sematikus rajzai
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P fragment -
P szubklonozasa

8. &bra. Kiilonbozé plazmidok sematikus rajza i
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plazmid komplementédlja az rne mutacidt, a 44 OC—on tor-
téné novekedéssel végeztik. 44 %C—on Ts*-nak bizonyult a
pRE 1lo7 és TS-nek a pRE lo8 a N3438-ban.

Ezt az eredményt tikrdzte az in vivo Jjeldlés is
44 °C—on /5. abra/. RNaz E aktivitas, tehdt 55 TRNS
képzb6dés a pRE lo2 és pRE lo7 plazmid esetében megegye-

* torzsével.

zett az rne
A legkisebb fragment, amely még komplementalni

tudta az rne mutiacidét, a 3,3 kb Bam HI-Cla I volt, ame-

lyet a pBR 322 plazmidba Jjuttattunk be. Az igy nyert

plazmid a pRE 117 /7. &bra/.

A promdéter helyének megallapitéasa

Az els® utaldsok arra, hogy az rne gént promoterrel
egyutt sikeriult izolalni abbdél erednek, hogy az 5,9 kb
Pst I fragment a pBR %29 plazmidban mindkét orientéicid-
ban komplementalja az rne-%071 mutacidt. A transzformi-
lassal kapott telepek TsT-ak voltak. EbbSl arra lehetett
kévetkeztetni, hogy a transzkripcid egy belsd prométerbdl
indulhat ki. A prométer helyének lokalizdléséra a pGA 46
pla;ﬁidot hasznaltuk.

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

és az igy nyert pRE 1lo9 plazmidot /9. 4bra/ a N3438 &
s - fe

torzsbe transzformdltuk, komplementécidt figyelh@ttﬁgkiiiﬁg

5 O ol ' o i A
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meg: a kapott telepek Ps¥-ok voltak;/Azonban alacsony

/7 /ug/ml/ tetraciklin koncentracié esetében sem kap-

R

tunk Tc™ telepeket. Ezt Ugy lehet magyarédzni, hogy vagy

a fragmentben a prométer nem megfeleld orientacidju a

Tc génre nézve, vagy a Bam H-I-Pst I fragment a promd- o

ter mellett egy terminadtor jelet is tartalmaz. Ez utdb-
bit erdsitette meg az a kisérlet, amelyben az 1,6 kb
Hind IITI fragmentet klonoztuk az expresszids vektorba.
Az igy kapott pRE 1lll /lo. é&bra/ plazmidot tartalmazd

sejtek TcR

-nek mutatkoztak 20 /ug/ml antibiotikumot
tartalmazé téptalajon is, de 44 %C-on Ts fenotipust
mutattak, tehat a fragment nem tartalmazza a teljes
génjét az RNz E-neke.

A Hind III fragment orientécidéja ugyanaz volt a
PRE lll-ben, mint a pRE lo7-ben.

A kapott kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy
a Bam HI-Pst I fragment /4,2 kb/ tartalmazza a promdtert
és a terminadtort is, mivel az 1,6 kb Hind III fragment
a PGA 46 plazmidban tetraciklin rezisztenciat eredményesz,
biztosan megéllapithatd, hogy a termindtor ezen a fragmen-
ten kivil taldlhatoée.

I 4
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¥
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BamHI-PstI fragment a

PRE 107 -bol
Bg-P

2

9. abra. Endogén prométer lokalizdlasdhoz felhasznilt
plazmidok.
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H fragment a pRE107-bol
[1.6Kb]

lo. é&bra. Endogén promdéter lokalizédlasdhoz felhasznalt
plazmidok-e
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RN4az E tultermelés

Az RNaz E enzim szintjének a megéllapitéaséra az
anyag és médszer fejezetben leirtak szerint az in vit-
ro processinget végeztik el kildnbozd torzsekkel.
Amennyiben a N%433, 3439 és N3433/pRE lo7 vala-
mint a N3439/pRE lo7 torzsek S3o0 kivonatat hasznaltuk,
megédllapithattuk a képzddott 55 rRNS radioaktivitasa alap-
jan, hogy a kromoszéméan és a plazmidon is rne*t géneket
hordozé torzsekben az RNaz E aktivitas nagyobb, mint

* torzsekben.

a plazmidot nem tartalmazdé rne

Azokban a kisérletekben amelyekben az rne/pRE Llo7
torzs RNaz E aktivitasat hasonlitottuk Ossze a szlldi és
a vad tipusu torzsekével hasonld eredményeket kaptunk
/1ll. abra/. Az l. tédbladzat adatai ezt a megfigyelést
szémszerileg is alatamasztjak.

Az ismertetett adatok azt mutatjédk, hogy azok g
nagy koépiaszamban jelenlévé plazmidok amelyek tartal-
mazzédk az RNaz E génjét felemelik az RNaz E enzim szint-

Jjét a sejtekben. Ez az emelkedés két-hadromszorosnak bi-

0

zonyulte S

A fent ismertetett eredményeket akkor kaptuk, amikor
a kisérletet 30 °C-on végeztik el. Amennyiben a S3%0 ki-
vonatot 44 °C-on eléinkubaltuk, és ezutan végeztik
el vele az in vitro processinget 3o °C-on, az RNaz

E aktivitédsa lényegesen megvaltozott /12. &bra, le. tab-

P}
A
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rnne /pRE107 rne+ rne

H i ¢
C°30 43 43 30 43 4330 43

12, &bra. 558 rRNS képzddése 7S RNS-bsl , mint
szubsztratbél 30 °C és 43 °C-on.
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N3433 N3438 N5730
/rne*/ /rne/ /rne/pRElo?7/
30 °C 128 50 230
43 % 141 19 o1
30 %X 94 75 205
Te

tablazat. Az in vitro processing soran képz66dé jelolt

5S rRNS mennyisége CPl-ben kifejezve.

X

a ll. dbra 1l6. percéhez tartozd értékek

a tobbi adat a 1l2. abréan feltintetett

kisérletbdl szédrmazik.
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lazat/. Mint az &bréan lathatd, ilyen kisérleti korilmé-
nyek kozott pRE lo7 plazmidot tartalmazd torzs enzimak-
tivitédsa megegyezik a N3438 rne torzsével., Ebb6l felté-
telezheté, hogy a mutidns gént a kromoszémén és a vad ti-
pusu rne gént a plazmidon hordozd torzsekben a termelddd
RNaz E termdgtabil. Az enzim valdészini polimer forméban
létezik, ilyen ezekben: a kromoszdémén 1évd rne gén és a
plazmidban kédolt rne’ gén terméke Osszekeveredik és ez
eredményezi azt, hogy gyakorlatilag az RNéaz B aktivitéasa

a muténs gént hordozd torzsével egyezik meg.
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RN&z E protein azonositésa

Ahhoz, hogy minél pontosabban meghatarozhassuk az
rne’ gén termékeit, szilkség volt 5 pRE 107 plazmidban
1évd fragment csbkkentésére. Ennek érdekében elkészitet-
tik a pRE 107 plazmid delécids térképét, ugy, hogy kiilon-
b6z8 restrikcids enzimek felhasznédléasdval kiilonbozé frag-—
menteket tavolitottunk el és a visszamaradd részt Gjra-
ligadltuk. Az igy nyert plazmidokat transzformaltuk a
N3438 torzsbe, és a kapott telepek névekedését 44 °C-on
vizsgéaltuk. Azok a plazmidokat tartalmazd torzsek
amelyek Ts¥-nak bizonyultak tartalmaztdk a teljes rne
gént /l3. &bra/. A delécids térképezés soran csak egyet-
len olyan plazmid jott létre /pRE 118/, amelyik rne*-
nak bizonyult,.

A kapott plazmidokat a N 1411 torzsbe transzfor-
madltuk, amely minisejteket hoz létre. Ezeket a sejteket
a kromoszdéméalis DNS-t is hordozd sejtekbdl az anyag és
médszer fejezetben ismertetett mdédon elvalasztottuk és
558 metioninnal jeloltik. Poligkrilamid gélen futtatva
a jelolt fehérjék mintazatdt vizsgaltuk. Ennek soran
Osszehasonlitottuk a plazmid &ltal és a klilénboz6 E.
coli frggmenteket tartalmazdé plazmidok polipeptidjeit.

A 14, &bran nyillal jeloltik azokat a fehérjéket,
amelyek az RNaz E enzimként szamitésba johetnek.

A legkisebb fragmentet tartalmazdé plazmidban a
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PRE lo9-ben harom fehérjét lehet talalni: 4o ooo,

80 000 és 1lco o000 dalton molekulsaulyuakat. Ezen fehér-
jék Ossz-molekulasulya 280 ooo dalton. Egy ekkora poli-
peptid kbédoladsdhoz minimalisan 3,4 kb-nyi DNS szakasz
szlikségeses Mivel a pRE 109 plazmidban egy l4o ooo dal-
ton molekulastlya fehérjét kédold kapacitadssal rendel-
kezik, ezért bizonyosra vehetd, hogy az RNaz E enzim
alegységszerkezeti. Az enzim feltehetden azonos alegy-
ségekbdl all, és a pRE 109 plazmidban megjelend poli-
peptidek a monomer /4o ooo/, dimer /8o ooo/ és tetra-

mer /160 ooo/ formékat jelentik,
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1%, é4bra. A pRE lo7 plazmid delécibés térképezése A "+"
illetve "-" a delécids térképezéssel nyert plaz—
midot tartalmazd N3438 torzs ndvekedését mutatja
44°C-on,
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OSSZEFOGLALAS

14,1 kb EcoR I fragmentet az Escerichia coli DNS-~
bdl, amely tar@almazta az rne gény, pBR 329 plazmid-
da klénoztunk.

A rekombindns plazmid megnyilvanult rne” rec A~
genetikai hattérben is.

A legkisebb miikéddéképes fraguent 3,3 kb, amely pBR i/
322-ben talédlhatdé, és endogén prométert tartalmaz.
Az RNéaz E enzim alegységszerkezetil,. _

RNaz E enzim szintje szoros kontrol alatt &alle. 2
Mutans gént a kromoszémén, és vad tipust gént a
plazmidban tartalmazé torzsek hdéérzékeny RNaz E-t

termelneke.
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