Tézisek

a

Regulation of nopaline uptake in
Agrobacterium tumefaciens

c. PhD disszertaciohoz

Dr Marincs Ferenc

Mezégazdaséagi Biotechnoldgiai Kozpont
Godollb

2007



Bevezetés

A sejtbéli folyamatokat kilonb&éz mechanizmusok
szabalyozzak adott szinteken. Azdéetzint ezek kozil a
transzkripcié szabalyozasa, ami a géntermékek redgfe
tér és idbeli jelenlétét biztosita a sejtbéli
folyamatokhoz. A transzkripcié szabalyozasat DN® ko
fehérjék végzik, amelyek represszorok vagy aktnaito
lehetnek, a génexpressziéra gyakorolt hatasuktol
fuggéen. A szabalyozo fehérjék kdlcsonhatasa specifikus
DNS  szekvencidkkal, amelyeket operatoroknak
nevezink, eredményezi a szabalyozott promoteredz és
altaluk atirt gének represszidjat vagy aktivalasat.

Az operator szekvencia pozicidja a szabalyozott
promoterhez képest igen fontos faktor annak a
mechanizmusnak a szempontjabol, amellyel a szabélyo
fehérje a génexpressziot befolyasolja. A represszor
fehérjék altalaban a szabalyozott promoterhe#ddik,

igy fizikailag megakadalyozzak a transzkripci6 RNS
polimerdz altali meginditasat. Ezzel ellentétberz, a
aktivator fehérjék altalaban a szabalyozott promesie

kival kotédnek, igy képesek kolcsbnhatasba lépni az



RNS polimerdzzal a transzkripci6 meginditasahoz.
Vannak olyan szabdalyozo fehérjék, amelyeknekdkett
funkciojuk van és represszorként és aktivatorként i
szabalyozzak a génexpressziot.

A szabdalyoz6 fehérjék és operatorok kozotti
kolcsonhatast kisméretszignal molekulak (amelyeket
induktoroknak, korepresszornak vagy koaktivatormak
neveznek) befolyasoljak. Ezek a molekulak a fek&gg
kolcsonhatasba Iépve megvaltoztatjiak a fehérje-DNS
kapcsolatot, és ezaltal befolyasoljak a génexpi@ssz
Ezen molekulak hatasa a szabalyozo6 fehérje-DNSiate
kulonféle lehet. Egyfél befolyasolhatjak a szabalyozo
fehérjék affinitAsat a DNS szekvenciahoz, azaz a
szabalyozé fehérjék ezen molekuldk jelenlétébeny vag
hianydban vagy kétnek illetve nem k@dnek az
operatorhoz. Ez a fajta hatagferdul mind a represszor
mind az aktivator fehérjék korében. A Iestt
represszor-aktivator funkciéju fehérjék esetében, a
fehérje rendszerint kédik az operatorhoz, akar jelen van
a kismérei szignal molekula akar nincs. A szignal
molekula befolyasolhatia a kotés 6ségét, vagy
szerkezeti valtozast okozhat a fehérje-DNS kommaxb



Barmelyik hatas kapcsoloként szolgélhat a reprétséza
aktivalt allapotok kozott.

Ebben a disszertacibban egy &stt funkcidja,
represszor-aktivator fehérje és annakAgrobacterium
tumefaciens nopaline lebontas operon génexpressziés
szabdalyozasaban betdltott szerepének a vizsgatatat

le.

Az Agrobacterium tumefaciens egy talajban talalhato
novénypatogén baktérium. Virulens torzsei nagynieret
ugynevezett tumor indukalo (Ti) plazmidot hordoznék
tumort okoznak kulonb@néveényeken. A baktérium, a
sérult novénybl szarmazé vegylletek hatasara,
megfertzi a sérilés helyét. Ezek a ndvényi vegyiletek
indukaljdk a baktérium virulencia génjeit, amelyek
termékei a Ti plazmid egy adott részét, a T-DNS-t
atviszik a noéveényi sejtek sejtmagjaba, ahol az bkép
genomba. Ezutdn a transzformaciéo utdn, a beépult
T-DNS gének expresszibja novényi hormonok
tultermelését eredményezi, ami a transzformaltekejt
kontrolalatlan  osztédasdhoz és  ezaltal tumor
kialakuldsahoz vezet. Természetesen, a tumor kiatak

nem cél, hanem eszkoz a baktérium szadméara ebben a



folyamatban. A tumor indukalasaval a baktérium
kedved kornyezetet biztosit a sajat tuléléséhez és
szaporodasahoz. Nevezetesen, a beépllt T-DNS gének,
amelyek expresszalodnak a novényi genomban,
kilbénleges molekuldk szintézisét iranyitjdk. Ezek a
molekuldk, amelyeket 0&sszefoglaléan opinoknak
nevezink, szerves savak €s aminosavak, vagy c@sok
aminosavak vegyuletei, és szén és nitrogén forrdske
szolgalnak a tumort indukalé baktérium szamara.elBbb
a viszonylag tapanyagban gazdag kdézegben a baktériu
szaporodni képes és atadja a Ti plazmidot mas takte
egyedeknek.

Az opinok lebontasat iranyitd gének szintén a Ti
plazmidon taldlhatok, de a T-DNS-en kivil és enérn
kerlilnek at a novényi genomba. Expressziojukat zz a
opin indukalja, amelyet a fé®6 baktérium altal
|étrehozott tumor termel.

Nopalin egy olyan opin, amely azon tumorokban
képadik, amelyeket nopalin tipusu Ti plazmidot, pl.
TiT37, hordozdAgrobacterium térzsek okoznak.

Munkam célkitizése az volt, hogy a génexpresszio
szabalyozasat vizsgaljam a nopalin lebontasaéetsosel



operonban, Agrobacterium tumefaciens pTiT37-es Ti
plazmidjan.

Munkamat a DSIR/AgResearch kutatdintézetben
Palmerston North-ban, Uj Zélandon végeztem, 1989 és
1995 kozott, és négy eélszerds publikadcidban

kozoltem, amelyek a tézisek végén vannak felsorolva

Anyag és modszer
Munkam soran kulonb@zmolekularis megkozelitéseket
és technikakat hasznaltam.
Plazmidok konstrualadsahoz szikség volt nukleinsav
izolalasara, klonozasra, hely-specifikus mutagemezi
szekvenalasra, PCR-ra és {gén fuziok épitésére, amit
vagy standard, vagy a kozolt cikkekben leirt
modszerekkel végeztem.
Spektrofotometriat, agardz gél elektoforézist, inpmer
agar0z gél elektroforézist, denaturald akrilamitiéfge
elektoforézist és  enzimméréseket  alkalmaztam
nukleinsavak és fehérjek vizsgalatara a publikalt
cikkekben leirtak szerint.
Fehérje-DNS kdlcsonhatdsokat gél retardacios éssBINa

footprinting mddszerekkel tanulmanyoztam.



Eredmények

A TiT37 plazmid nocR génjét klonoztam,
szekvenaltam és E. coliban expresszaltattam
Szekvencia analizissel kimutattam, hogy a NocR
fehérje egy helix-turn-helix tipust, DNS Kdehérje,
amely a bakteridlis LysR transzkripcios aktivatorok
csaladjaba tartozik

Gél retardacioval és DNasel fooprintinggel a NocR
fehérje kobhelyét anocR promoterhez lokalizaltam az
ellentétes iranyban atirodnocR-nocB promoter
région belll, relative nagy tavolsagra m@ocB
promoterél, amelyet funkcionalisan és szekvencia
analizissel azonositottam

Szekvencia analizissel kimutattam, hogy a NocR
fehérje kobhelyén belll egy CATGMCATG tandem
palindrom szekvencia lehet a NocR fehérje operatora
és hogy az operator atfed egy 18 bp-os valtakozo
purin-pirimidin szekvenciaval és egy a gyrase fghér
kotohelyével nagyfoku homoldgiat mutaté

szekvenciaval



A nocR promoterldl helyspecifikus mutagenezissel
eltavolitottam az operator szekvenciat és gél
retardacidval kimutattam, hogy az operator szekieenc
szikséges a NocR fehérje &déséhez

gusA ésluc riporter génfazidkkal kimutattam, hogy a
NocR fehérje szabalyozza sajat szintézisét és az
ellentétes irAnyban atiroehdcB gén expressziojat
Ugyanezekkel a génfuzidkkal ugyancsak kimutattam,
hogy az operator hianya ésecR gén transzkripcioja
onmagaban is befolyasoljarmcB gén expressziojat
még a NocR fehérje hianyaban is

Topoizomer analizissel kimutattam, hogy az operéator
szekvencia hidnya befolyasolja egy plazmid supkrcoi
allapotat

Egy Ujfajta, B-Z DNS atalakulason és lokélis supérc
valtozason alapuld, tavszabalyozos transzkripcios

modellt irtam le
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