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- iii -

Roviditések jegyzeke

Dolgozatomban a legtobb helyen ahol roviditéseket, vagy idegen
kifejezéseket haszndlok, ezek 1legelsd el6forduldsi  helyén
zadrdéjelben megadom a magyardzatukat. Az aldbbiakban néhdny olyan

rovidités kovetkezik, amelyek esetében eltértem ettdl a
gyakorlattdl:
bp bazispdr
BSA bovin-szérum-albumin
c-DNS RNS templdtrdl reverz transzkripcid
sordn keletkezt DNS kdpia
mRNS messenger RNS
oD optikai denzitds
SDS natrium-dodecil-szulfdat
Az dbrdknal haszndlt roviditések
aa amindsav
ApR,(amp) ampicillin rezisztencia gén
Teh tetraciklin rezisztencia gén
nt nukleotid
0,(op) lac operdtor szekvencia
ori, (Ro) plazmid replikdcids origd
P,(pr) promdter
PAA poliakrilamid
S.D. (rbs) Shine-Dalgarno szekvencia
(riboszdémakotdhely)
T termindtor

A restrikcids enzimek hasitdhelyeit kezddbetlikkel jeldltik.



i Bevezetés

A dolgozatomban ismertetésre kerilé kisérleteket az MTA
Szegedi Bioldgiai  Kozpont Biokémiai Intézetének Nukleinsav
Csoportjdban veégeztem, az 1982-t61 1990-ig terjedd idGszakban,
kezdetben Dr. Boros Imre, majd Dr. Venetianer P4l irdnyitdsa
mellett. Munkam megkezdésekor mdr rendelkezésre 411t - Boros Imre
eredmenyeinek koszonhetfen - egy alkalmas tesztrendszer, amely
lehetdveée tette az E. coli baktérium egyik riboszémdlis RNS

operonjan foly6 transzkripcié részletes tanulmdnyozdsdt, vagy

dltalanosabban, a prokaricdta transzkripcids reguldcid
vizsgalatat. Feladataim kozott szerepelt - az  alapkutatds
témakoreébe tartozd problémdk feltdrdsa mellett - eredményeink

gyakorlati céld adaptdldsi lehetdségeinek kidolgozdsa. Ennek
megfelelGen  dolgozatomban beszdmolok - a  transzkripcids
szabdlyozdsra, a promoteraktivitdsra €és a mutdcidés gyakorisdgra
vonatkozd eredmények ismertetése mellett - egy expresszids
vektorrendszer €s egy plazmidstabilizdacids el jaras
kifejlesztésérdl is.

A fogalmazds gordilékenysége érdekében tobb helyen éltem a
"labor-zsargont" megkdzelitd roviditésekkel (pl. EcoRI helyet
emlitek az EcoRI restrikcids endonukledz 4&ltal elhasithaté
specifikus DNS szekvencia helyett, vagy tobb esetben plazmidokhoz
kapcsolhatd enzimaktivitdsokrdl beszélek az illeté plazmidot
hordozd sejtben mérhetd enzimaktivitds helyett). Remélem, hogy
ezek az egyszer(sitések sehol sem mentek az érthetdség rovdsara.

Ugyancsak eldre kell magyardznom a '"bizonyitvdnyt" a
dolgozatomnak egy tovdbbi Jjellegzetessége miatt. A megfogalmazdast
végigkiseérd, ldtszdlag teleologikus szemléletet munka-
hipotézisként haszndlom. Az igen nagymértéekben  Okonomikus
baktériumsejtben 1lezajlé folyamatokat vizsgdlva ugyanis azt
tapasztaljuk, hogy a "célszer(i" események dltaldban be is



kovetkeznek. Mds kérdés, hogy az oksdgi Osszefiiggés (kauzalitds)
felismerése az ilyen események hdtterében nem mindig egyszeri
feladat.

Azon idegennyelv( szavak, vagy szakkifejezések esetében,
amelyeknek a magyar megfeleldje - véleményem szerint - nem fedi
pontosan az eredeti jelentést, mindenhol feltiintettem zardjelben

az idegennyelvd vdltozatot is.



2. Irodalmi Gsszefeglald

A baktériumok -ndvekedésik sordn-, egymdssal folytonos
konkurrenciaharcban 4llnak. Ebbdl a kiizdelembdl azok a résztvevék
kertulnek ki gybztesen, amelyek a legjobban alkalmazkodnak a
valtozd kornyezeti feltételekhez. A '"nyerd" evolicids stratégia a
kovetkez6:

Azok a baktériumok amelyek megfeleld tdpanyagelldtottsdg
esetén gyors novekedésre képesek, ugyanakkor a tdpldlkozdasi
viszonyok kedvezdtlen alakuldsa sordn anyagcserejiket alacsony
szintre csokkentve, a tdpanyagokat gazdasdgosan hasznositani
tudjak -vagyis  takarekoskodni kepesek-, szelekcids  elénybe
kerulnek tdrsaikhoz kepest.

A gyors szaporodds (az €lGanyag mennyiségének gyors
novekedése), illetve az anyagcsere '"takarékra tétele" egyardnt a
fehérjeszintézis szabdlyozdsdn keresztiil valdsul meg. Igy a
fehérjeszintézist végzd riboszomdk  mennyisége, illetve a
riboszémékat alkotd riboszomdlis RNS-ek  (rRNS-ek), €s
riboszémdlis fehérjék (r-fehérjék) szintézise a sejtben rendkivil
sokoldalian szabdlyozott.

A szabdlyozds elsddlegesen az rRNS-ek szintjén valdsul
meg, a riboszomdlis fehérjék szintézise az rRNS szint alakuldsat
koveti az aldbbiak szerint:

Az r-fehérjék génjei operonokba rendezddve taldlhatdk a
baktérium kromoszémdjdn. Minden operonban van egy olyan r-feherje
amely reguldtor funkcidt is betdlt, egyarant képes valamelyik
rRNS-hez, valamint a sajdt mRNS-éhez kotddni. Az rRNS-hez azonban
nagyobb az affinitdsa, 1gy amig taldl szabad rRNS-t addig csak
ahhoz kotodik ¢€s azzal egylitt egy riboszdma felépitésében vesz
részt. Ahogy elfogynak a sejtben a szabad rRNS-ek, a fehérje a
sajat mRNS-éhez kotddik és ezdltal az egész operon transzldcigjdt
gdtolja. A gdtlds mindaddig érvényesil mig UJj, szabad CRNS nem



jelenik meg a sejtben.(Fallon és mtsai 1979,Nomura és mtsai
1984 ,Cole és Nomura 1986).

Az eddig elmondottakbdl kovetkezik, hogy elsGsorban a
riboszémdlis RNS szintézis szabdlyozdsdra kell koncentrdlnunk
amennyiben- meg- akarjuk erteni, miként képes alkalmazkodni a

baktérium sejt a vdltozd koridlményekhez.
2.1, A riboszdmdlis RNS operonok szerkezete

A riboszémdlis RNS-ek szintézisét biztositdé gének a
baktérium kromoszémdjdn transzkripcids egységekbe  rendez6dve
helyezkednek el. Ezeket a transzkripcids egységeket elfogadott,
de nem egészen helytdllé elnevezeéssel operonocknak hivjuk. Az
Escherichia coli baktérium kromoszdmdjdn hét rRNS operon van,
jelolésik sorra rrn A, B, C, D, E, G és H (Kiss és mtsai 1977).
Az operonok tobbsége a baktérium kromoszomajan a replikdcids
origdhoz kozel helyezkedik el és dtirdsuk irdnya is dltaldban
megegyezik a kromoszdma replikdcidéjdnak irdnydval (Nomura és
mtsai 1977, Ellwood és Nomura 1982).Fizikai térképilk (Boros és
mtsai 1979), valamint tObbségik teljes DNS nukleotidsorrendje
(Brosius és mtsai 1981) is ismert.

A baktériumok kromoszomdjdn a legtobb génnek csak egyetlen
képidja van. Az TrRNS operonok redundancidjat az a rendkivili
igény indokolja, amely az <rRNS-ek irdnt megnyilvdnul a
sejtnGvekedés exponencidlis szakaszdban. Ugyanez az oka a mar
emlitett ténynek is hogy az rRNS operonok rendre a replikdcids
origéhoz kozel helyezkednek el e€és dtirdsuk irdnya azonos a
replikdcid irdnydval. Igy ugyanis gyorsan osztédd sejtekben (ahol
a kromoszdma részlegesen duplikdlddott formdban van Jjelen) a
génddzis még tovdbb novekszik, ugyanakkor ~az TRNS  gének
transzkripcidja kevéssé interferdl a replikdcidval.

A hét rrn operon felépitése rendkivil hasonld egymdshoz.
Régéta ismeretes, hogy a bakteridlis riboszémdkbdl  hdrom
kiilonbozd RNS izoldlhatd, ekvimoldris mennyiségben. Ulepedési



(szedimentdcids) dllanddjuk alapjdn ezeket az RNS-eket 5S, 16S és
23S rRNS-nek jelolték. Az rRNS szintézis kutatdsdnak mir a korai
szakaszdban feltételezték, hogy a strukturgének sorrendje az
operonon belill rendre 165, 23S és 55 rRNS gén, ugyanis rddidaktiv
pulzusjeldlést alkalmazva az rRNS-ek ilyen sorrendben jelolddtek.
Hibridizdcids kisérletek, majd végil az rrnB operon DNS nukleotid
sorrendjének a meghatdrozdsa (Brosius és mtsai 1981) igazolta ezt
az elképzelést.

Valamennyi operon prométer régidjdban két promdtert (Pl és
P2) taldlunk melyeket kb. 120 nukleotid vdlaszt el egymdstdl. (A
promoterek az RNS-polimerdz  kotddésének és az azt kovetd
transzkripcids inicidcidnak a_helyei.) A promdtereket kdvetden
helyezkédnek el -az emlitett sorrendben- avstrukturgének, majd az
operonok  végén egy vagy két igen erds, rho-independens
transzkripcids termindtor taldlhatd. Az egyes rrn operonok az
rRNS gének kozotti un. spacer régidban, valamint az rRNS géneket
kovetben kilonbozd transzfer RNS (tRNS) géneket tartalmaznak.
Minthogy a tRNS gének nagyobbik része az rrn  operonoktdl
figgetlen transzkripcids egységekben taldlhaté (Jinks-Robertson
és Nomura 1987), igy-ennek a kapcsoltsdgnak a jelentdsege nem
nyilvdnvald. Mindazondltal a két RNS fajta szintézisének
szabalyozdasa rendkivil hasonld, valamint mindkét RNS  tipus
féléletideje sokkal nagyobb mint a mRNS-eké, ezért gyakran
gyijténéven, stabil RNS-ekként (sRNS) hivatkoznak rdjuk.

Az tRNS promdtereket rendkivili aktivitdsuk mar kordn az
érdeklédes kozeéppontjdba  dllitotta. A gyorsan szaporodd
baktériumsejtben az Osszes transzkripcids aktivitdsnmak tobb mint
a fele -a kromoszomdnak kevesebb mint az 1%-4t kitev6- rrn
operonokon folyik. Minthogy a transzkripcids elongdcid sebessége
a sejt egyes génjein csak kismértékben kilonbozik egymdstdl és
létezik egy tul nem 1léphetd maximdlis sebesség, az RNS-polimerdaz
molekuldk méretébdl és az rRNS operonok hosszdbdl kiszamithatd,
az operonok "lefedettsége'". Az exponencidlis novekedési fdzisban

1évd baktériumsejtekben az rrn operonck 60-70%-ban vannak telitve



RNS-polimerdz molekuldkkal, vagyis a 20-25 bdzispart lefedd RNS-
polimerdz molekuldk 10-12 bdzispdr tdvolsdgban kovetik egymdst.
Az emlitett adatokbdl kovetkezik, hogy a transzkripcids inicidcid
gyakorisdga tobb mint egy nagysdgrenddel nagyobb az rrn
operonokon, mint egy teljesen derepresszdlt, dtlagos strukturgén
esetében (Pace 1973), vagyis az rrn prométerek a sejt legttbb
promoterénél  legaldbb egy nagysdgrenddel  erdsebbek. (Ide
kivdnkozik egy érdekes megfigyelés. Az rrn operonok hétszeres
redundancidja E. coliban igen stabil, annak ellenére, hogy
kozilik egy tetsz6leges operon ldtszélag nélkilczhetd, kiesése
semmilyen észrevehetd vdltozdst nem okoz a novekedési sebességben
(Ellwood és Nomura 1980)).

2 o2 Az rRNS szintézis szabdlyozdsa a kornyezeti paraméterek
valtozdasaira adott vdlasz sordn.

2.2.1. Az amindsav éheztetési (stringens) kontroll.

Egy auxotrof E. coli sejtkultura az esszencidlis amindsav
megvondsara azonnal és rendkiviil osszetett mddon reagdl. Az elsé
megfigyelések az RNS, majd a fehérja akkumuldcié azonnali
ledllasdat dllapitottdk meg. Mig a fehérje szintézis megsziinése
lehetett a nélkilonozhetetlen amindsav hidnydnak a  direkt
kovetkezménye is, addig az RNS szintézis vonatkozdsdban
valamilyen szigoru szabdlyozd  mechanizmusnak a létéet
feltételezték. Mar a kezdeti vizsgdlatok sordn kideriilt, hogy
els6sorban a stabil RNS-ek szintézise blokkolddik, vagyis a
stabil és az GOsszes RNS-ek szintézisrdtdjdnak hanyaddsa (Rs/Rt)
csokken jelentbdsen. Ebbdl kovetkez6en a baktériumsejt reguldld
mechanizmusa képes kilonbséget tenni az rRNS (helyesebben sRNS)
€s a mRNS transzkripcidja kozott. Szdmos kisérlet aldtdmasztotta,
hogy ez a megkllonboztetés a transzkripcids inicidcidé szintjén
torténik.

Mindazoknak a vdltozdsoknak az dsszességét, amelyek a



baktériumsejt kiegyenlitett (balanced) novekedésének -az amindsav
megvonds sordn bekodvetkez6- megzavardsakor egy U] egyenstlyi
dllapot elérése irdnydba hatnak, stringens kontrollnak nevezik.
(Stent és Bremer 1961). Ezen vdltozdsok elsd l1lépése -mint
emlitettem- a stabil RNS szintézis blokkoldsa. A fehérjeszintézis
sebessége az addigi  14-17 amindsav/mdsodperc értékr6l — 3-5
amindsav/mdsodperc értékre esik vissza (Dennis és Bremer 1974,
Gupta és Singh 1972). A riboszémdk mennyisége a sejtben =-a
szintézis gdtldsa és a lebomlds fokozdddsa  kdvetkeztében-
mindaddig csokken mig a megmaraddé -az eredeti mennyiség kb. 20%-
nak megfeleld- riboszdmdkon a transzldcids elongdcid sebessége
el nem éri djbol a 14-17 amindsav/mdsodperc értéket.

A  jelenség genetikai hdatterének vizsgdlatakor
megdllapitottak, hogy a stringens kontroll a relA gén termékének
figgvénye. A génben bekdvetkezd mutdcid esetén az emlitett gyors
valtozdasok elmaradnak, ezekben a sejtekben amindsav megvonds utdn
is intenziv az rRNS transzkripcid, a sejtekben 1évd nagyszamd
riboszoman a fehérjeszintézis akadozva folyik, a transzldcid
gyakran megszakad, ezdltal nagyszdmd defektiv fehérje keletkezik.
Igy ezekre a baktériumokra az amindsav éhezés megszinése utdn
hosszld (az éhezés iddtartamdval ardnyos) nyugalmi (lag) periddus
Jjellemzd, amely addig tart, mig a hibds fehérjék le nem bomlanak.
(rel minusz, relaxdlt mutdnsok) (Borek és mtsai 1956, Fiil és
Friesen 1968, Lazzarini és Winslow 1970, Pace 1973, Gausing 1977,
Nomura és mtsai 1977, Nierlich 1978, Gallant 1979).

A tovabbi kutatdsok kideritettek, hogy a stringens
kontrollt mutatd sejtekben az amindsav éhezés hatdsara rendkivil
gyorsan guanozin-5'-difoszfdt-3'-difoszfdt (ppGpp)  halmozddik
fel. A relA gén terméke a stringens faktor (SF), a riboszémahoz
kotddve egy pppGpp molekuldt szintetizdl, valahanyszor  egy
toltetlen, kodon specifikus tRNS kapcsolddik a riboszdémdhoz, és
ezzel egyiderIeg eltdvolitja az ires tRNS-t. A stringens faktor
dltal szintetizalt pppGpp a gpp gén &ltal kdédolt 5'-
foszfohidroldz hatdsdra azonnal &dtalakul ppGpp-vé €s a tényleges



szabdlyozdsban ez utdébbi molekula vesz részt.

Jelenleg sem teljesen tiszta a kép, hogy miképpen okozza a
ppGpp molekula a stabil RNS promoterek specifikus gdtldsat.
Kilonosen megoszlanak a vélemények abban a tekintetben, hogy a
Egggg_ﬁnmagéban fejti -e ki a hatdsdt -vagyis tisztitott in vitro
rendszerben is képes megvalésitahi az rRNS transzkripcidjanak
gdatldsat- vagy egyeéb, eddig még nem azonositott faktorok 1is
szerepet Jjdtszanak (Nierlich 1978, Gallant 1979). A hatés
molekuldris mechanizmusdra vonatkozdan a legelfogadottabb elmélet
Travers nevéhez flz6dik (1980/a, 1980/b és 1984). Travers a DNS
fel6él kozelitve meg a kérdést, a stringens kontroll DNS
determindnsat a promdterek un. -10-es régidja és a transzkripcid
startpontja kozotti G/C gazdég régiébaﬁ vélte megtaldlni. A
régiét diszkrimindtor régidnak nevezte el és dllitdsa szerint a
specifikus G/C gazdag szekvencia megléte, vagy hidnya donti el,
hogy a promoterre a ppGpp gdtld vagy aktivdld hatdst gyakorol (Az
rrn  operonok promdterei  kozdl a Pl promdtereket — kovetden
megtaldlhatd a diszkrimindtor régid, a P2 prométerek azonban nem
rendelkeznek vele. Ennek megfeleléen a stringens kontrollnak
l4tszdlag csak a P1 promdter van aldvetve). A ppGpp a szelektiv
hatdsat az RNS-polimerdz promoter specifitdsdnak megvdltoztatdsdn
keresztul fejtené Ki. Az djabb  vizsgdlatok szerint a
diszkrimindtor régid megléte szikséges de nem elégséges feltétele
annak, hogy egy promdter stringens kontroll alatt 411jon
(Zacharias és mtsai 1989).

Az elmult 15-20 évben szdmos 0Osszegzd munka Jjelent meg a
stringens kontroll témakorében amelyek megkiséreltek
szintetizdlni a nem mindenben ellentmonddsmentes eredményeket
(Cashel és Gallant 1969, Cashel 1975, Kari és mtsai 1977,
Nierlich 1978, Gallant 1979, Cashel és Rudd 1987).



2.2.2. A szénforrds éheztetésre adott sejtvdlasz (diauxic lag).

Ha a baktérium szénforrdsra éhezik, -illetve, ha a
sejteket nagyobb tdpértékl szénforrdsrdl alacsonyabb tdpértékire
helyezzik- a sejtekben az amindsav éheztetés kovetkezményeihez
rendkivil hasonlé vdltozdsok mennek végbe. Szénforrds éhezés
sordn a ppGpp szintézis sebessége ldtszdélag nem vdltozik, azonban
degraddcidja rendkivil lelassul, igy a két folyamat eredGjeként a
ppGpp koncentrdcidé ugyanigy megnd és szabdlyozd hatdsdt is a
fentiekhez hasonldan fejti ki. Tekintve, hogy ebben az esetben a
ppGpp lebomldsi sebességének a vdltoztatdsdn keresztil valdsul
meg a szabdlyozds, az érdeklddés kozéppontjdba a lebontdsért
felelos enzim -a spol gén terméke- kerilt. A  szabdlyozds
megertésehez vezetd mdsik informdcid az a meglepé megfigyelés
volt, hogy a szénforrdsra éhezd baktériumokban a mikoddképes relA
gen hidnydban is megemelkedik a ppGpp koncentrdcidja, valamint,
hogy a ppGpp -novekedési sebességtdl fiiggd- alapszintje is csak
kevésse fiigg a relA allél mindségétdl. Ez utdbbi tény arra utalt,
hogy a baktériumok egy masik -a relA géntdl fiiggetlen- ppGpp
szintetizdld enzimmel is rendelkeznek. (Lazzarini és mtsai 1971,
Winslow 1971, Metzger és mtsai 1989/b). Ennek a mdsodik enzimnek
a mibenlétére akkor derilt fény, mikor sikeresen kldnoztak a relA
€s spol géneket €s meghatdroztédk az  amindsavsorrendjiket.
(Metzger és mtsai 1989/a). A két gén -és a két fehérje- részleges
homoldgidt mutatott. A homolégia fehérjeszinten 31%-os, 1illetve,
ha az un. konzervativ helyettesitéseket is elfogadjuk (vagyis a
hasonlé sztérikus és kémiai tulajdonsdgd amindsavakat azonosnak
vesszik), akkor 75%-o0s volt. Ennek az adatnak az ismeretében mdr
nem meglepepé az a feltételezés, hogy a két fehérje
funkciondlisan is homoldg, vagyis a keresett ppGpp szintetdz II
nem mds mint a spol gén terméke. Az elképzelés szerint az enzim -
a kordlményektol fiiggéen- szintetikus és lebontd funkcidkat
egyarant elldt. A feltevés bizonyitdsdra Xiao és mtsai (1991,
kozlés alatt) -kromoszdmédlis delécidkat képezve- egy relA”
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,sgoT_ kettds mutdns E. coli torzset készitettek, amely a
varakozdsnak megfelelden valdban nem tartalmazott kimutathatd

mennyiségl (p)ppGpp-t.

2.2.3. A szegényebb tdptalajrdl gazdagabb tdptalajra helyezés
(shift up) hatdsa az rRNS szintézisre.

Az eddig tédrgyaltakkal ellentétes irdnyd véltozds
jatszdédik le mikor a "sanyard" korilmények kozott novekvG sejtek
kedvezdbb tdpldlkozdsi feltételek kozé -gazdagabb tdptalajra-
_kerlilnek. (Bremer és mtsai 1973, Nomura és mtsai 1984). Ekkor a
sejtek anyagcseréje -€s ennek legelsd Jjeleként a riboszdmdlis
RNS-ek szintézise- rendkivili mértékben felgyorsul. Az rRNS
szintézis rdta maximumot ér el, majd gyorsan (kb. fél dra
elteltével) az (Gj nOvekedési sebességnek megfeleld értékre (a
novekedeési rata és az rRNS szintézis rdta Osszefliggését a
kovetkezd pontban tdrgyalom) esik vissza. (Pato és Meyenburg
1970). A jelenség magyardzata abban rejlik, hogy nagyobb de novo
rRNS szintézis szilkséges a nagyobb novekedési  sebességnek
megfeleld riboszéma készlet el6dllitdsahoz, mint a tovdbbiakban
annak fenttartdsdhoz. Mint dolgozatombél a késobbiek  sordn
kiderul, ennek a szabdlyozdsnak a DNS determindnsdt véljik
megtaldlni az rrnB operon promotereit kozvetlenil kovetd

(downstream) DNS szakaszokban. (Lukdcsovich és mtsai 1987).
2.2.4. A novekedési rdta kontrol és a feed back szabdlyozds.

Mint mar az eddigiekbdl is nyilvénvald, a
baktériumkultirdk ndvekedési sebessége a kiils6 korilmények -
tobbek  kozott a  tdpanyagelldtottsdg-  fliggvényében  széles
tartomanyban vdltozik. Egy adott ndvekedési sebesség mellett -a
kiegyensilyozott (balanced) novekedés dllapotédban-, a
makromolekuldk bioszintézise koordindltan, d&llandé sebességgel
folyik. A kiilonb6z6 molekulafajtdk szintézis rdtdjdnak hdnyaddsa
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dllandd, és az adott novekedési sebességre jellemzd érték. A
novekedési sebesség vdltozdsdval ezek az ardnyok megvdltoznak. A
novekedési rdtdval az mRNS szintézis sebessége linedris, az TrRNS
szintézis sebessége azonban négyzetes  Osszefligges szerint
vdltozik. A Jjelenség magyardzata ott keresendd, hogy -lévén a
sejt fehérjetartalma a kiilonbdzd novekedési  sebességeknél
lényegileg azonos- igy kétszer olyan gyors novekedés (feleakkora
osztdddsi id6) mellett ugyanannyi fehérjenek feleannyi idd alatt
kell szintetizdlddnia. Ezt kétszeres mennyiseégl riboszdma tudja
megvaldsitani  (mint  tudjuk, az egyes riboszdémdkon a
fehérjeszintézis sebessége nagyjdbél 4dllandd), ugyanakkor —a
kétszeres mennyiségl riboszdma elkésziiltéhez 1is csak feleannyi
idé 411 rendelkezésre, 1igy az TrRNS szintézis  sebességének
négyszeresére kell novekednie. Ez a szabdlyozdsi Jelenség a
novekedési sebesség  figgd kontroll  (growth rate control)
(Nierlich 1978, Bremer és Dennis 1987).

A novekedési rdta figgd kontroll elsdsorban az rRNS
transzkripcid inicidcidjdnak szintjén -az rrn Pl promoterek
aktivitdsat befolydsolva- szabdlyozza a riboszémdk mennyiséget a
sejtben. A szabdlyozds mechanizmusdnak  megismereését célzo
kutatdsok sordn Nomura és mtsai megdllapitottdk, hogy a
szabdlyozdst maguk a szabad -fehérjeszintézist nem vegzo,
"foloslegben" 1évo- riboszémdk (vagy valamilyen olyan kozvetitd
molekula amelynek a koncentrdciéja a szabad riboszdmak
koncentrdcidjdval ardnyos) valdsitjdk meg, feed back gdtlds
formdjdban (Jinks-Robertson és mtsai 1983, Gourse és Nomura 1984,
Gourse és mtsai 1985). Kés6bb -dllitdsukat tovdbb pontositva- a
transzldcidra képes szabad riboszémdkat tették feleltssé a feed
back szabdlyozds -és ezen keresztil a novekedési rdata kontroll-
megvaldsitdsdért. (Az a felismerésiik, hogy a feed back reguldcid
és a novekedési rdta kontroll egyazon jelenség két kilonbozd
megnyilvdnuldsi formdja, szdmottevéen megkdnnyitette a jelenség
kisérletes tanulmdnyozdsdt, ugyanis egy -reporter génhez kotott-

meghatdrozott rrn "teszt prométer" aktivitdsa, a sejtbe -
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nagykdpiaszdmd plazmidon- bejuttatott "létszdmfeletti" rrn operon
képidk Jelenlétében, egyszeriien vizsgdlhatd.

Hosszd ideig tartotta magdt az az elgondolds, hogy a
novekedési rdta kontroll megvaldsitdsdban -a stringens
kontrollhoz hasonldan- a ppGpp fontos szerepet jatszik, vagyis ez
lenne a kozvetitd molekula a szabad riboszdmdk és az rrn operonock
transzkripcidja kozott. Ezt az elképzelést ldtszott aldtdmasztani
az a tény is, hogy a stabil RNS-ek szintézis rdtdja, elosztva a
sejtben folyd Ossz-RNS szintézis sebességével, olyan érteket ad
amely a legklilonbozobb novekedési koriilmények mellett szigorudan
forditott ardnyban vdltozik a sejten belili ppGpp koncentrdcidval
(Ryals és mtsai 1982). A mir emlitett relA ,spoT E. coli
torzzsel végzett kisérletek azonban bebizonyitottdk, hogy a ppGpp
nem esszencidlis a novekedési rdta kontroll megvaldsitdsahoz
(Gadl és Gourse 1990). Hasonldképpen gyanuba keveredtek kordbban
az EFtu, EFts transzldcids elongdcids faktor fehérjék is. Travers
elképzelése szerint az emlitett fehérjék specifikus  szigma
faktorként az RNS-polimerédz enzim prométerspecifitdsdt
vdltoztatndk meg olyan irdnyba, hogy az enzim preferencidlisan a
stabil RNS prométerekhez kotédjon (Travers és mtsai 1970, Travers
1973, 1976, Biebricher és Druminski 1980). Ebben az esetben a -
transzldcidra keépes- szabad riboszdmdk a riboszdmdkhoz — nem
kotddott elongdcids faktorok szintjének meghatdrozdsan
(csCkkentésén) keresztil fejtenék ki a hatdsukat. A késtbbi
kutatdsok azonban ezt a feltételezést sem igazoltdk. A
legvaldszinibb, hogy a kép sokkal Osszetettebb, lehetséges, hogy
az eddig feltételezett mechanizmusok egyéb, meég ismeretlen
faktorokkal kooperdcidban valésitjdk meg a szabdlyozdst.

A novekedési rdta kontrollért felelds DNS régid egy 50 bp-
ndl rovidebb, a Pl prométert magdban foglaléd DNS szakaszra
lokalizdlhaté (rrmB P1 -50.bp-t61 -4.bp-ig) (Gourse és mtsai
1986, Gaal és mtsai 1989, Dickson és mtsai 1989). A munkacsoport
megdllapitdsai szerint a szabdlyozds fiiggetlen a Pl promdter

mikodését ugyancsak befolydsold upstream  aktivdcié  (1.3.
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fejezet), és antitermindcid (1.4. fejezet) Jjelenségétdl. A
legijabb kutatdsok szerint a szabdlyozds target szekvencidja
ennél sokkal pontosabban nem hatdrozhaté meg (Zacharias és mtsai
1990), a prométert valdszinlleg topoldgiai szerkezete teszi

alkalmassa arra, hogy a novekedési rdta kontroll alanydvd véljon.
Z Upstream aktivdcid

Az E. coli promdterek szerkezetének €s nikodésének
Oosszefliggéseit az irodalmi  0Osszefoglald 2.5. pontja alatt
tdrgyalom részletesebben. Itt annyit  sziikséges roviden
megemliteni, hogy a promdterek egy szlkebb értelemben vett wun.
core promdterb6l és az azt kozrefogd -nehezebben definidlhatd-
szabdlyozd szekvencidkbdl dllnak. Az utdbbiak kozeé tartoznak a
prométert megel6zéen  (upstream) elhelyezkedd un.  Upstream
Aktivdtor Szekvencidk (UAS), melyek létezését szdmos coli
prométer esetében leirtdk (Lamond és Travers 1983, Bossi és Smith
1984, Mizuno és Mizushima 1986, Gourse és mtsai 1986, Plaskon és
Wartell 1987, Bauer és mtsai 1988). Ezek a DNS szakaszok tobb
mint egy nagysdgrenddel képesek a core promoter aktivitasat
fokozni. Az rrn operonok promdterei kozil a Pl és P2 promdterek
egyardnt rendelkeznek UAS-val.

Jéval tobb informdcid 411 rendelkezéslinkre a P1 UAS-t 1illetden.
Ez mintegy 100 bp. hosszisdgiy -a transzkripciés inicidcids
ponttél szémitott -50. és -150. bp. kozott elhelyezkedo- A/T
gazdag DNS szakasz, amely erdsen gorbilt struktidrdval rendelkezik
(bent DNS). (A gorbilet az UAS-t tartalmazé ODNS  fragment
elektroforézisekor  futdsi  anomdlidt okoz.) A  gorbiiletet
valdszinileg a periddikusan ismétlddé (a DNS kettés spirdl azonos
oldaldn elhelyezkedd) AAA(A) szakaszok okozzdk. (Marini és mtsai
1982, Wu és Crothers 1984, Koo és mtsai 1986.) Rovid -néhdny
nukleotid hosszlsdgi- DNS darab beépitése a core promdter és az
UAS kozé, teljesen megsziintette az UAS hatdsdt, azonban ha az
inszert 11 bp-bdl 411t, a promdéter aktivitdsa nem véltozott
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szédmottevden (J. T. Newland személyes kozlés). Ebben az esetben
ugyanis -egy teljes "korbefordulds" utdn- az UAS megfeleld részei
a core promdterhez képest ugyanolyan pozicidba kerilnek. Az UAS
eltdvolitdsa mintegy 20-szoros aktivitdscsokkenést eredményez
(Gourse és mtsai 1986).

Az upstream aktivdcid tanulmdnyozdsa sordn a kutatok arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy az UAS faktor fiiggd (dependens)
és faktor flggetlen (independens) médon egyardnt kifejti a
hatdsat. Az utdbbi mechanizmus 1étét az a tény bizonyitotta, hogy
az UAS jelenléte, vagy hidnya tisztitott RNS-polimerdz enzimmel
végzett in vitro transzkripcidé sorédn is hatdssal volt a promoter
aktivitdsdra (Peth6 és mtsai 1986). Ugyancsak a  faktor-
independens aktivdcid tényét 14tszik valdsziniisiteni az a tény,
hogy az rrnA operon Pl prométerének UAS-jdt egy teljesen eltérs
nukleotid sorrendd (mitokondridlis kinetoplaszt eredetlG), de
hasonldan gorblilt szerkezetlG DNS darabra kicserélve sikerilt a
prométer aktivitdsdt majdnem teljesen helyredllitani (Nachiel és
mtsai 1989). A kép azonban valdszin(ileg Jjoval ©Osszetettebb.
Régdta feltételezik, hogy -az eukariéta enhancerekhez hasonldan-
az UAS-dkhoz is kotddnek transzkripcids aktivécids faktorok. Egy
ilyen -kozelebbrél nem azonositott- fehérje faktort irtak le
Nachiel és mtsai (1989), amely a sejtben a riboszémdkhoz
asszocidltan taldlhaté. Az elsd, azonositott upstream aktivdtor
faktor egy DNS-kotd E. coli fehérje, a FIS protein (Nilsson és
mtsai 1990, Ross és mtsai 1990), amely meghatdrozott felismerd
helyekhez (un. consensus szekvencidkhoz) kotédik az UAS-dn, és
ezeken keresztlil aktivdlja a promdtert. Az rrnB Pl prométer UAS-
Ja 3 egymdst kovetd FIS consensus szekvencidt tartalmaz.
Az rrnB P2 promoter UAS-4jdnak 1étét  kutatdcsoportunkban
bizonyitottuk (Lukdcsovich és mtsai 1989). Az ezzel kapcsolatos
eredményeket dolgozatom késdbbi részeben targyalom.
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2.4, Antitermindcid

Az antitermindcio egyes operonok génexpresszidjdnak
szabdlyozdsdra szolgdld mechanizmus, amely a  transzkripcids

termindtorok mikodéseének felfiiggesztésén keresztil hat, és igy

lehetbvé  teszi a termindtorokat kdvetden (downstream)
elhelyezkedd gének dtirdsat. Az rrn operonok esetében @ az
antitermindcid a termindtorszerd szekvencidk hatdsdnak

gdtldsdban, a normdlis transzkripcid biztositdsdban nyilvénul
meg. A részleteiben leginkdbb ismert antitermindcids mechanizmus
a lambda fdg kései génjeinek dtirdsat szabdlyozza. A mikodeés egy
lehetséges elméleti modellje szerint a Nus A protein az RNS-
polimerdzhoz kotodve, képessé teszi az enzimet specifikus DNS
szekvencidk felismerésére (nut helyek). Mialatt az enzim a nut
helynél megdllva szinetelteti a transzkripcidt, a folyamatba
egyéb nus faktorok lépnek be és a transzkripcids komplexet
antitermindcids hatdsidvd vdltoztatjdk, vagyis kepesse teszik
kiilonbozo termindtor szekvencidk d&tirdsdra. (Morgan 1986). Tdbb
kilonboz6 nut szekvencia Osszehasonlitdsdval megdllapithatd volt
a nut consensus szekvencia is amely 3 kiilondlld "boxot" tartalmaz
(Box A, B és C).

Az rrn operonock antitermindcids mechanizmusdra a "konvenciondlis"
operonok  poldris hatdst kivdltéd  "nonsense" mutdcidinak
tanulmdnyozdsa irdnyitotta a figyelmet. Ezek a mutdcidk egy
transzldcidés stop kodont generdlnak az operon  valamelyik
génjében. A mutdcidé kovetkeztében a transzldcié megszinte, majd a
riboszdmdk  levdldsa utdn a  transzkripcié is rovidesen
termindlddik és az operon disztdlis génjei mar nem kerilnek
dtirdsra. Ugyanakkor az rrn operonok -mintegy 6000 bp-nyi
hosszisdgukkal- egyetlen transzkriptum formdjdban 1irddnak 4at,
ldtszdlag akaddlytalanul, annak ellenére, hogy a hossziu
transzkriptumon  déhatatlanul jelen kell, hogy legyenek
termindtorszer( képzdédmények. Ennek megfelelden a P2 promdtertdl
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néhany bp-nyira downstream valdban megtaldlhatdék a nut consensus
szekvencia boxai, bdr a sorrendjik mds, mint a lambda fdgon (Box
B, A és C). Az rrn operonok transzkripcidjdnak feltételezett
antitermindcids mechanizmusdt szdmos laboratdriumban igazoltdk
(Aksoy és mtsai 1984, Li és mtsai 1984, Holben és Morgan 1984,
Holben és mtsai 1985, Gourse és mtsai 1986).
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2 v Az E. coli promoterek.
2,91 A promoterek felépiteése.

Usszehasonlité statisztikai vizsgdlatokat végezve a

szazndl  joval tobb  -ismert nukleotid sorrendid- E. coli
promoterrel, meghatdrozhaté volt az wun. "consensus" promdter
szekvencia, amely az eltér6 promdéterszekvencidk statisztikai
dtlagoldsdbdl adddott (Hawley és McClure 1983, Harley és Reynolds
1987). A szlikebb értelemben vett prométer -melyhez a
transzkripcié sordn az RNS-polimerdz molekula kotodik- kb. 40
bp.-nyi DNS szakaszt foglal magdba. Ezen belll kétszer 6 bp.
er6sen konzervalt:
a transzkripcids inicidcidés ponttdl szdmitva, &tlagosan 35
nukleotidnyi tdvolségra, upstream taldlhaté az un. -35-0s régig,
melynek consensus szekvencidja  TTGACA. Ezt egy 16-18 bp.
hosszlsdgld un. spacer régid koveti, majd a -10-es régidt (vagy
Pribnow boxot) taldljuk, melynek nukleotidsorrendje leggyakrabban
TATAAT. A Pribnow boxot kovetd 5.-8. nukleotidtél indul a
transzkripcié (transzkripcids startpont).

Az (jabb kutatdsok fényében egyre nyilvanvaldbb, hogy az
emlitett kb. 40 bp.-nyi core prométer szekvenciahoz tovdbbi -az
egyes prométerek esetében eltéré hosszdsagi- upstream es
downstream szekvencia elemek kapcsolddnak, melyek  szintén
felelGsek a prométer erdsségének és specifitdsdnak (vagyis egyedi
szabdlyozhatdsdgdnak) a meghatdrozdsdért (Deuschle és mtsai 1986,
Kammerer és mtsai 1986, Brunner és Bujard 1987).

2.5.2. A transzkripcids inicidcio

A transzkripciés inicidcid sordn az RNS-polimerdz el6szor
felismeri a prométer DNS szakaszt és szorosan kotddve hozzd, wun.
zart komplexet képez. (A komplexképzés a KB egyensuilyi dllanddval
jellemezhets.) Ezt kovetden a kettds szdld DNS-en a



= 18 =

transzkripcids inicidcids pont kozvetlen kornyezetében — egy
"buborék" keletkezik, a DNS egyes szdldvd vdlik és nyitott
komplexet képez az  RNS-polimerdzzal  (izomerizdcid). A
transzkripcids inicidcid harmadik -legkeveésbé jellemzett- 1épese
soran az enzim elhagyja a promdétert -szabaddd téve azt a
kovetkezd polimerdz molekula koOtddése szdmdra- és megkezdi a
transzkripcié elongdcidjat (promdter clearance). (Erdsen
valészinGsitheté, hogy ez utdbbi 1épés valdjdban  tobb
elkilonithetd szakaszra oszthatd, melyek azonban részleteikben
még nem ismertek.)

A baktériumokban -az eukaridta sejtekkel ellentétben-
egyetlen fajta RNS-polimerdz enzim végzi valamennyi gen atirdsdt.
Ennek ellenére az E. coli sejtek képesek kiilonbozd "tipusu"
promdterekre specifikus RNS-polimerdz molekuldkat elddllitani. Az
RNS-polimerdz prométer szelektivitdsdat a  kilonbGczd  szigma
faktorok valésitjdk meg, melyek reverzibilisen képesek
asszocidlddni az un. holoenzimmel. A szigma faktorok kozil csak
néhdnyrél rendelkezink elegendd ismerettel, ezen a téren a
kutatdsoktdl tovdbbi eredmények vdrhatok.

2923 A prométererdsseég

A promdter erGsségét -a transzkripcids inicidcid
gyakorisdgdt- az inicidcid fentebb emlitett hdrom lépésének -
valamint az egyes 1lépések ellenkezd irdnyd reakcidinak- az
ereddje szabja meg. A prométer mutdcidk, valamint az aktivdld és
gdtld faktorok a hdrom 1lépés valamelyikét befolydsolva képesek
megvéltoztatni a prométer aktivitdsdt (McClure és mtsai 1983,
McClure 1985).

A multban dltaldnosan elfogadott feltételezés volt, hogy a
promdterek erGssége korreldl a consensus szekvencidhoz vald
hasonldsdguk mértékével (Mulligan és mtsai 1984, Szoke és mtsai
1987). Az upstream és downstream szabdlyozd  szekvencidk
felfedezése (az rrn promdterek upstream aktivdtor szekvencidit
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(UAS) az 2.3. fejezetben érintettem) &rnyaltabbd tette a képet.
Ma mdr senki sem vitatja, hogy az in vivo promdétererGsséget jdval
osszetettebb  szempontok hatdrozzdk meg. Az in vivo
prométererésseg €s a promdterszerkezet Osszefiiggéseit érintd
sajat kisérleteinket az 5.2. fejezetben tdrgyalom.

Nem véletlen, hogy az rrn operonok promdterei a legerésebb
in vivo prométerek kozé tartoznak, hiszen csak igy tudjdk elldtni
feladatukat. Ennek megfeleléen a Pl és P2 promdterek
nukleotidsorrendje csak kevésseé tér el a consensus szekvencidtdl,
es erdssegiket tovdbb fokozza az UAS-dk Jjelenléte. Ez a tény -
valamint sokoldali  szabdlyozottsdaguk- igen vonzé  kisérleti
objektumokka teszik ezeket a promdtereket a  bakteridlis
transzkripcié reguldcidjdnak megismerésére vonatkozd kutatdsok
szempontjdbdl, és kézenfekvben felmeridl gyakorlati felhaszndldsuk

lehetdsége is, expresszids vektorok kifejlesztésére.
2.6. Expresszits vektorok

Az idegen gének kifejezésére alkalmas expresszids vektorok
ketfélék lehetnek, ugymint integrdcids vektorok -melyek beépililnek
a kromoszémdba- valamint autonom replikdlddo vektorok -melyek a
kromoszomatsél fiiggetlendl, o©ndlldan léteznek egy vagy  tobb
kdpidban a sejtben. Jelen Gsszefoglaldban a masodik kategdridba
tartozé (plazmid) vektorokra koncentrdlok.

Tetszdleges idegen fehérje tudltermeltetésének szdandeéka
esetén szdmos korilményre sziikséges tekintettel lennink:
a) A sejt életképessége ne csckkenjen szamottevsen.
b) Biztositani kell a plazmid konstrukcid stabil és vdltozatlan
fennmaraddsat a sejtben.
c) Elegendd mennyiségl specifikus mRNS-nek kell szintetizdlddnia.
d) Az mRNS bomlds felezési ideje lehetdleg legyen minél nagyobb.
e) Az mRNS transzldcids efficiencidja legyen minél nagyobb,
vagyis egységnyi mennyiségl specifikus mRNS-r6l egységnyi id6
alatt minél tobb fehérje irddjon &t.



- 20 -

f) Az idegen fehérje degraddcidja legyen a lehetd legalacsonyabb.
g) A fehérje nativ formdban torténd kinyerése ne iitkdzzon
akaddlyokba, példdul lehetdség szerint ne képezzen a fehérje
zdrvanytestet (inclusion body) a sejtben és a feldolgozds
(downstream processing) egyszerien megvaldsithaté legyen.

Az alabbiakban pontrél pontra kivdnom megvdlaszolni, hogy az
egyes kovetelményeket milyen el jarédsok alkalmazdsdval
valdsithatjuk meg:

a) és b) A sejteket (mint errdl a késdbbiekben még tobbszor
lesz szd) az idegen fehérje tultermeltetése tobbnyire Jelentésen
megterheli. Erds szelekcids nyomds hat a tultermelés ellen, igy
konnyen keletkeznek olyan mutdcick, melyek kovetkeztében a sejt
felszabadul a tultermelés "kotelessége" aldl. A  megoldast
Jjelentheti olyan plazmid konstrukcidk megalkotdsa, amelyekrtl az
idegen fehérje szintézisét indukdlhaté promoter vezérli. Ebben az
esetben ugyanis -a prométer represszdlt dllapotdban- az idegen
gén Jelenléte semmilyen hatdssal sincs a sejt novekedésére. A
promdtert a fermentdcid tetszbleges idépillanatdban
"bekapcsolhatjuk", példdul a sejtkultira novekedési gorbéjének
olyan pontjdn, ahol a mutdnsoknak mar nincs lehetdségik (idejik)
tiltermeld tdrsaik tdlnovésére.(Az 5.3. fejezetben egy ilyen
indukdlhaté  promdtert hordozé expresszics vektorcsalad
kifejlesztését tdrgyalom.) (Boros és mtsai 1986, Lukdcsovich és
mtsai 1990/a, 1990/b)

(A plazmidvesztés  jelenségérdl €s a  plazmidok stabil
fenntartdsdnak  lehetdségeir6l a  baktériumsejtben az 1.4.
fejezetben szdélok.)

c) A sejtben egy adott pillanatban szintetizdlddd specifikus
mRNS mennyiségét az idegen gén sejten belili kdépiaszdama (vagyis a
plazmidkdpiaszdm) és a transzkripcid inicidcidjdnak intenzitdsa
(vagyis a prométererésség) hatdrozza meg. Tehdt az  idegen
géninket -lehetfség szerint- nagy kdpiaszédmi plazmidon, erss
prométert kovetden kell kldnoznunk.

d) Az mRNS-ek turnoverének sebességét kevéssé ismert tényezok
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befolydsol jék. Annyi 14tszik bizonyosnak, hogy a molekula
masodlagos €s harmadlagos szerkezetének komoly szerepe van a
lebomlds féléletidejének a meghatdrozdsdban (valdszinileg a
stabil RNS-ek is komplex mdsodlagos strukturdjuknak koszonhetik
kiemelkedd rezisztencidjukat), messze jdrunk azonban még attél,
hogy stabilitdst biztositdé nukleotidsorrendd mRNS-ek tervezhetok
legyenek.

e) Az mRNS transzldcids hatékonysdgdt els6sorban az un.
riboszémakotéhely (vagy Shine-Dalgarno szekvencia) mindsége
hatdrozza meg (Shine és Dalgarno 1974, Gold és mtsai 1981). A
riboszomakotohely néhdny nukleotid hosszisdgl, puringazdag DNS
szakasz az mRNS 5' nem transzld16dé részén, 5-12 bp.-ral
megeldzve a transzldcids inicidcids (&ltaldban AUG) kodont. Ez a
szekvenciarészlet a riboszdma kisebbik alegységében taldlhatd 16S
rRNS egy részével (anti-Shine-Dalgarno szekvencia) komplementer
(Shine és Dalgarno 1974). Tdgabb értelmezésben a
riboszomakotohelyhez tartoznak tovabbi DNS szakaszok is, amelyek
részint a leader, részint a fehérje kddold régidban helyezkednek
el és lazdbb komplementaritdst mutatnak a 165 rRNS megfeleld
szakaszdval (Scherer és mtsai 1980). A transzldcid sordn a Shine-
Dalgarno é€s az anti-Shine-Dalgarno szekvencia bdzispdrosoddssal
torténd kapcsoldddsa poziciondlja az mRNS-t a riboszémdn. Igy
konnyen megérthetd, hogy a transzldcid hatékonysdgdt Jjelentdsen
befolydsolja, hogy a riboszomakotohely szekvencidja milyen
mértékben tér el a consensustdl, illetve milyen tdvolsdgban van
az AUG kodontdl.

Hasonldképpen a lebontdshoz, a transzldcids hatekonysdgot is
jelent6sen befolydsolja az mRNS molekuldnak (kiilondsen a molekula
5' nem transzl4alt részének) a mdsodlagos szerkezete, azonban itt
is a fentiekben leirtak érvényesek, vagyis predikcidkat nemigen
tehetiink. (Bizonyos laza, empirikus Osszefliggést  sikerilt
megdllapitani az esetek egy részeben a transzldcid hatékonysdga
és a Shine-Dalgarno szekvencia, valamint az AUG kodon

expondltsdga kozott (Boyen és mtsai 1982). A  transzlécid
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hatékonysdgdnak a rovdsdra ment, ha ezek a funkciondlisan fontos
szekvencidk a legkisebb szabadenergidji mdsodlagos szerkezetnek
egy bdzispdrosodott részére estek.) Ugyancsak befolydsolja a
transzldcids hatékonysdgot, hogy az idegen gén kodon haszndlata
milyen mértékben tér el a gazdasejtétdl. (Ez utdbbi probléma
szintetikus gén esetén konnyen dthidalhatd.) |

f) Az idegen fehérjét a baktériumsejt "karbantartd" rendszere
sokszor kdrosodott sajdt fehérjének veéli, eés 1igy gyorsan
eltakaritja. Az eloregedett (vagy hodenaturdlddott) fehérjék
lebontdsdt a sejtben specifikus protedzok, az un. lon protedzok
végzik, amelyek egyben a hGsokk vdlasz termindlis lépéseit is
megvaldsitjdk. Kézenfekvs lehetdség -amellyel a biotechnoldgusok
gyakran élnek is- 1lon protedz minusz torzsek haszndlata a
tiltermeltetéshez. Még jobb eredményt lehet elérni, ha a sejtek -
a lon gének mellett - defektivek a hésokk vdlasz indukcidjahoz
nélkilozhetetlen hptR regulédtor génben is (Baker és mtsai 1984).
Egy mdsik '"triikk" az idegen fehérjét sajdtnak maszkirozni
azdltal, hogy a fehérje N-termindlis részéhez egy bakteridlis
fehérje darabot kapcsolunk. Ez un. fldzids vektorokkal érhetd el.
Néhdny konkrét példat az 5.3. fejezetben emlitek.

g) A problémdnak dltaldnos megolddsa nemigen van. Az
inclusion body képzGdés mértékét a sejtkultira novesztési
kordlményeinek  vdltoztatdsdval az esetek egy részeében
befolydsolni 1lehet, a downstream processing egyes lépéseit
feladatonként (az idegen fehérjétdl fiiggden) kell megtervezni.
(Egyes konkrét lehetdségekrdl az 5.3. fejezetben lesz szd.)

2.7. Plazmidstabilitds
2.7.1. Kompatibilitds, inkompatibilitds
A baktérium sejtekben olyan plazmid DNS molekuldk tudnak

stabilan fennmaradni, melyek amplifikdldsdra a sejt
kifejlesztette a megfeleld replikdcids mechanizmust. Az elteérd
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tipusd replikdcids origdval rendelkezd  plazmidok  4tirdsét
kiilonboz6 replikdcids rendszerek végzik, melyek biztositjdk, hogy
a kiilonbozd tipusu plazmidok mennyiségi ardnya a sejten beliil
vdltozatlan maradjon, mdsszdéval az 1ilyen plazmidok egymdssal
kompatibilisek. Azonos tipusi replikdcidés origdval biré -
valamilyen egyeéb tulajdonsdgukban azonban kilonboz6- plazmidokat
a replikacid soran a sejt nem képes egymdstdl megklilonboztetni,
igy a statisztikus ingadozds kovetkeztében az utddsejtek mar mds-
mds ardnyban tartalmazzdk a kétféle plazmidot, mint az anyasejt.
Néhdny sejtosztddds utdn ez a jelenség oda vezet, hogy a sejtek
dontdé hanyada vagy csak az egyik, vagy csak a mdsik plazmidot
hordozza. Vagyis az azonos replikdcidés origdjd plazmidok
inkompatibilisek egymdssal. (Az eddig elmdndoftakbél vildgosan
kitlGnik, hogy a plazmid inkompatibilitds Jjelensége nem feltételez
valamiféle aktiv mechanizmust a sejt részérol, eéppen
ellenkez6leg, a sejt nincs birtokdban olyan "eszkozoknek"
amelyekkel megakaddlyozhatnd az egyik, vagy a mdsik plazmidfajta
kihiguldsdt.) Mindezt azért emlitettem, mert a tdltermeld
baktériumsejtekben sok tekintetben a plazmid inkompatibilitds
jelenségével analdg folyamat — jatszddik 1le. Az idegen  gén
tiltermelésének képességét -valamilyen mutdcid kovetkeztében-
elveszitd plazmid inkompatibilissd valik az ugyanabban a sejtben
taldlhatd, de még '"érintetlen" plazmidokkal szemben, ezdltal a
sejtosztdddsok sordn valamelyik plazmid szikségszerlen elvész.
(Az 4ltaldnos szelekcid (pl. valamilyen antibiotikum alkalmazdsa)
ugyanis nem tesz kiilonbséget a kétféle plazmid kozott.) Konnyen
megérthetd az is, hogy miért a tdltermelésre még képes plazmid
lesz a ‘'"vesztes" wugyanis -mint mdr emlitettem- a sejt
szempontjdbdl folosleges idegen fehérje tdltermelése rendkiviil
megterheld, igy azok a sejtek kerllnek szelekcids elonybe,
amelyekb6l ez a plazmid tlnt el. Az 5.4. fejezetben tdrgyalok egy
lehetséges mddszert a probléma kivédésére. (Lukdcsovich és
Venetianer 1989.)
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Zs Vel A plazmidok stabilizdldsdnak lehettségei

Amennyiben semmilyen szelekcids nyomdst nem alkalmazunk a
plazmidvesztés ellen, akkor a sejtek képesek nem csak
plazmidélloményuk-megvéltoztatéséra, hanem valamennyi plazmidjuk
elvesztésére is. A legegyszer(bb lehettség ennek
megakaddlyozdsdra az  antibiotikum szelekcié. (Amennyiben a
plazmid rendelkezik vélamilyen antibiotikum rezisztencia génnel,
akkor az illetd antibiotikum Jjelenlétében csak a plazmidot
hordozd sejtek képesek ndvekedni). Ennek a megolddsnak azonban -
ipari méretl fermentdldsok esetén- hatart szab koltséges volta,
igy tobbnyire nem alkalmazhatd. Ezért régebbdta  folynak
kisérletek egyéb megkozelitések kidolgozdséra. '

Az egyik ilyen lehet6séget jelenti un. "Gngyilkos"
(suicide) plazmidok alkalmazdsa. Ilyen rendszereket irtak le
Ogura és Hiraga (1983/a, 1983/b), Jaffé és mtsai (1985), Gerdes
és mtsai (1986) valamint Bravo és mtsai (1988). Ezek a plazmidok
-valamennyi vizsgdlt esetben- két géenb6l 4116 stabilizdcids
rendszerrel rendelkeznek. A két gén egyike "gyilkos" (killer)
funkcidjd -a gazdasejtre rendkiviil toxikus- fehérjét kédol, a
masik géntermék pedig valamilyen médon képes a killer funkcid
gdtldsdra. A szupresszidé torténhet fehérjeszinten, mint a ParD
rendszer esetében (Bravo és mtsai 1988), vagy antisense RNS-el
megvaldsitott transzldcidgdtlds formdjdban a ParB régiét hordozé
plazmidokndl (Gerdes és mtsai 1986). Mindkét esetben a
szupresszor molekula lebomldsi sebessége jdoval nagyobb a killer
funkcidt megvaldsitd géntermékénél, igy a plazmidvesztés utdn
roviddel aktivizdldédik a killer funkcidé, és elpusztitja a
gazdasejtet.
Egy mdsik 1lehetdség a plazmidvesztés megakaddlyozdsdra
olyan gazdatorzs-plazmid pdrok létrehozatala, amelyek esetében a
baktériumsejt valamelyik 1létfontossdgi génje a kromoszomardl
hidnyzik, ellenben a plazmidon megtaldlhatdé ugyanennek a gennek

egy mikodoképes kdépidja. Ennek a stabilizdcids elvnek a
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megvaldsitdsdra az 5.4. fejezetben mutatok be egy példat.
2.8. Mutdcids gyakorisdg a sejtben

Az élblények genetikai anyagdt érint6é mutdcidkat két
csoportba oszthatjuk: indukdlt és spontdn mutdcidk. Mig az
indukdlt mutdcidk valamilyen kiilsé behatds (pl. UV-sugdrzés,
kémiai mutagének stb.) kovetkeztében keletkeznek, addig a spontdn
mutdcicok latszélag ok nélkiil, a sejt informdcidt megbrzé illetve
megdupldzé (replikdcid) mechanizmusainak a tévedése  folytdn
Jonnek létre, (Mds kérdés, hogy bizonyos szdzalékos ardnyd
tévedés megengedése a sejt részérdl sokszor —'"szdndékosnak"
tdnik.) Hosszd iddn &t &ltaldnosan elfogadott elmélet szerint a
mutdcidk -bizonyos un. forré pontokat (hot spot) kivéve, ahol a
mutdcids  gyakorisdg Jjéval nagyobb-  random eloszldasban
jelentkeznek a genetikai informdcidt hordozé DNS molekula teljes
hosszdban, tekintet nélkil arra, hogy az adott vdltozds elényos,
vagy hatrényos a sejt szdmdara. Mint az 6.5. fejezetben leirtakbdl
kitGnik, djabban tcbben tdmadjdk ezt az elképzelést.

2.8.1. A mutdcids frekvencia meghatdrozdsa

Minthogy a mutdcidk Jelent6s része nem kozombos
(neutrdlis) a sejt szémdra, hanem az adott kornyezet
vonatkozdsdban szelekcids elonyt, vagy hdtranyt jelent a vad
tipusd sejtekkel szemben, ezért egy adott tulajdonsdgra nézve
mutdns sejtek szdzalékos ardnya a sejtkultdrdban nem tukrozi
szilkségszer(ien a mutdcié eldforduldsi gyakorisdgdt. A probléma
megkeriilésére Luria és Delbriick (1943) kidolgoztdk  un.
fluktudcids médszeriiket, melynek 1lényege a mutdnsok szdmdnak
meghatdrozdsa -minél tobb  figgetlen kisérletben, minél
alacsonyabb silirliségd sejtkultidrdval dolgozva- €s az eredmények
dtlagoldsa. Ekkor -a nagy szdmok torvényét kihaszndlva- a

véletlen szerepe kikiliszobolhetd, és a statisztikai eloszlés
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dtlagérteéke helyes eredményt ad.

2.8.2, A hibdra hajlamos Javitd mechanizmus

(error-prone repair)

A baktériumsejtek genetikai anyaguk kdrosoddsdra komplex
médon -az un. S0S-vdlasz keretében- reagdlnak. Az S0S-vdlasz
integrdns része az un. error-prone  javitéd  mechanizmus
indukdldéddsa amely -a ODNS replikdcidjdt végzo DNS-polimerdz III
enzim "&tirdshlségét" (proofreading) lazitva- lehetdvé teszi a
DNS-en keletkezett lyukak "befoltozdsat" anélkil, hogy ehhez a
masik szdl templdtként szolgdlna. Ekozben természetesen mutdcick
keletkeznek, nemcsak a hibdk helyén, hanem -az enzim megvdltozott
aktivitdsa kovetkeztében- a kromoszéma egyeéb pontjain is. A DNS-
polimerdz III templdtfiigg6ségének csokkenéseét -részleteiben nem
kielégitéen ismert mdédon- ugyanaz a RecA protein okozza, amely
fehérje egyebekben is rendkiviil széleskoriien vesz reészt az SO0S-
vdlasz szabdlyozdsdban (Walker 1987). A recA fehérjéhez -a DNS
rekombindcids eseményekben Jjatszott (elsddlegesen  felismert)
szerepén kiviil- az S0S vdlasz indukcidjdnak kulcsfontossdgu
lépése kotheto:

A DNS degradédcidjat jelz6 (jelenleg ismeretlen) szigndl
hatdsdra a recA fehérje aktivdlddik és enzimatikusan elhasitja a
lexA represszort, amely fehérje felel6s a recA valamint az egyeb
S0S-gének (umuDC, wuvr A, B és C, ssb stb.) transzkripcidjdnak
gdtldsdért. Minthogy a recA fehérje a sajdt represszorat
inaktivdlja, igy a pozitiv visszacsatolds kovetkeztében
koncentrdcidja rendkiviil gyorsan emelkedik, ezdltal a sejt igen
gyorsan képes reagdlni a genetikai anyagdnak integritdsat
fenyegetd torténésekre. Hasonldképpen fontos hogy a vészhelyzet
elmultdval a sejt anyagcseréje hamar visszatérhessen a '"normdlis
kerékvdgdsba". Ezt a kovetelményt valésitja meg az a '"megoldds",
miszerint a lexA protein egyben sajdt magdnak is represszora. fgy
az S0S-vdlasz sordn a represszor szintézise 1is fokozddik, de a
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represszor molekuldkat a nagymennyiségl, aktivdlt recA azonnal
elhasitja. A "késziltség" elmultdval azonban -a recA molekuldk
inaktivdldddsa folytdn-  igen  hamar nagy mennyiségd  lexA
keletkezik, amely aztdn gyorsan "elhallgattatja" az S0S-géneket.
Mindezek alapjédn nem meglepd, hogy a mutdcids gyakorisdg
vdltozdsaival Osszefliggd folyamatokban -mint arra a dolgozatom
5.5.6. fejezetében emlitett példa is bizonyiték- a recA gentermék
szerepe legtobbszor tettenérhetd (Lukdcsovich és  Venetianer
1991).
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3. Célkitlzeések

i

A kutatdcsoport - amelynek 1982-ben a tagjdvd védltam -,
addigra mdr tobb mint egy évtizede tanulmdnyozta az Escherichia
coli  baktérium riboszémdlis  RNS transzkripcidjanak a
szabdlyozdsdt. A csoporton beliili szlkebb munkamegosztds az rrnB
operon promdtereinek vizsgdlatdt tette feladatommd. Munkdm sordn
elsOsorban az aldbbi kérdésekre igyekeztem vdlaszt kapni:

1.) A sejt fizioldgiai 4&llapota és novekedési koriilményei
hogyan hatnak a prométerek aktivitdsdra, (az addig megismert
szabdlyozdsi  mechanizmusok milyen tovabbi részletekkel
egészithetdk ki ?

2.) Hogyan befolydsolja a prométerek szerkezete in vivo (és in
vitro) aktivitdsukat ?
3.) Miképpen lehet a megszerzett ismereteket gyakorlati célokra

(pl. expresszids vekterrendszer kifejlesztésére) felhaszndlni ?

Az eldére kitGzott célok mellett a munka sordn egy tovabbi
érdekes probléma is felmerilt, amelynek szintén nyomdba eredtiink.
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4, Anyag és mddszer
4.1.1. Vegyszerek

Agardéz (Sigma)

Akrilamid (Serva vagy Reanal,ez utdbbit hdromszor
kristdlyositottuk &t kloroformbdl)
Biszakrilamid (Serva)
Amménium-peroxi-diszulfdt,APDS (Sigma)
Karbamid (Merck)
Tetrametil-etilén-diamin, TEMED (Merck)
Hidrazin (Eastman Kodak)
Dimetil-szulfdt (Merck)

Piperidin (Merck)

Formamid (Merck)

Etilén-diamin-tetra-acetdt,EDTA (Merck)
Bacto-tryptone (Difco)

Bacto-yeast-extract (Difco)

Bacto-agar (Difco)

Kloramfenikol (Serva) (leggyakrabban 50 ug/ml koncentrdcidban
haszndltuk)

Ampicillin (Sigma) (leggyakrabban 100  ug/ml
koncentrdcidban haszndltuk)

Kanamicin (Sigma) (leggyakrabban 50 ug/ml koncentrdcidban
haszndltuk

Szerinhidroxamdt (Sigma)
Izopropil-béta-D-tiogalaktopiranozid, IPTG (Boehringer)
5-bromo-4-kloro-3-indolil-béta-galaktozid,x-gal (Boehringer)
Orto-nitro-fenil-galaktozid,ONPG (Boehringer)
Etidiumbromid (Sigma) )
Nitrocelluléz filter (Schleicher-Schiill)
dNTP-k és ddNTP-k (Worthington)

pd(N)6 oligoprimer (Pharmacia)
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A kisérletekhez felhaszndlt puffereket és egyéb oldatokat a
Merck, a Sigma és a Serva cégek dltal forgalmazott vegyszerekbdl
készitettik.

4.1.2. Tdptalajok
YTB tédpfolyadek (11) : 5g bacto-yeast-extract,10g bacto-

tripton,5g NaCl
YTA lemez : YTB tdpfolyadék + 1.5% agar(Difco)

M9 gliikdz minimdl lemez : 11 M9 sdkeverék (ég NaZHPDQ, 3g KH2P04,
1g NH4C1, 0.5g NaCl), 15g minimdl agar, 1lml 1M MgSDA, 1ml O0.IM
CaClz, 1 ml tiamin-HC1l, 10 ml 20% glikdz

4.1.3. Enzimek

A felhaszndlt restrikcids endonukledzok tidlnyomd részét az MTA
SZBK Biokémiai Intézetében prepardltdk. Kivételt képez a Cla I,
FnuD II, Tag I és Nsi I restrikcids enzim (New England Biolabs)
Polinukleotid kindz (MTA SZBK Biokémiai Intézet)

T4 DNS ligdz (MTA SZBK Biokémiai Intézet vagy New England
Biolabs)

DNS polimerdz Klenow fragment (MTA SZBK Biokémiai Intézet)
Bakteridlis alkalikus foszfatdz (Worthington)

Lizozim (Serva)

Proteindz K (Merck)

4.2. Baktériumtorzsek, fdgok, plazmidok

E. coli torzsek: jellemzok hivatkozds

HB101 hsds(rBmB),rec A,ara, Boyer és Roulland-
pro A,lac Y,gal K Dussoix (1969)

rpsl,xyl,mtl,sup E



JM107

C600

fdgok:

M13 mpl8,mpl9

plazmidok:

pBR 322

pKK 223-3

pUC 18,19

A munka soran
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end Al,gyr A96,thi, Yanisch-Perron és
hsd R17,sup E44,rel Al mtsai (1985)
lambda minusz,delta

(lac-pro AB),(F'traD36,

pro AB,lac I%,Z delta M15)

F minusz,thi 1,thr 1, Appleyard (1954)
leu Bé6,lac Y1,ton A21,
sup E44

Yanisch-Perron és mtsai (1985)

Ampicillin,Tetraciklin Bolivar és mtsai
rezisztens (1977)
Sutcliffe (1978)

Ampicillin rezisztens Brosius és Holy
(1984)
Ampicillin rezisztens Yanisch-Perron és

mtsai (1985)

a kutatdcsoportunkban elédllitott plazmidokrdl az

"Eredmények és megfontoldsok' fejezetben szdlok reszletesen.

4.3.

4:dela

Mddszerek

Plazmid DNS tisztitdsa

A plazmidtisztitdst legtobbszor az alkdli 1izis mddszerével
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végeztik (Birnboim és Doly 1979). Bizonyos esetekben- ha a DNS
degraddcidjat minimdlisra kivantuk csokkenteni- egyeb
plazmidtisztitdsi mddszereket is alkalmaztunk (Maniatis és mtsai
1982, Humphreys és mtsai 1975, Klein és mtsai 1980). Amennyiben a
plazmid DNS-t rddidaktiv Jjeldlésre vagy - klénozdsra kivantuk
felhaszndlni, Ugy tovdbb tisztitottuk, legtobbszor Sephacryl S-
1000 oszlopon torténd gélsziiréssel. Ebben az esetben a Sephacryl
S-1000 oszlopot az aldbbi Gsszetételid pufferrel ekvilibrdltuk:

IM NaCl, 10 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 1mM EDTA. A tisztitandd DNS-t
1/100 oszloptérfogatndl nem nagyobb mennyiségben vittik fel az
oszlopra, ugyancsak 1M NaCl-ot tartalmazdé vizes oldatban.

Az egyes frakcidkat 1%-os agaréz gelen megfuttatva teszteltik,
majd a tisztdnak mutatkozd frakcidkat Gsszegyujtottik és fenol-
kloroformos extrahdlds utdn alkohollal kicsaptuk.

4.3.2. M13 replikativ és egyes szdlu forma izoldldsa

1 ml 2xYTB tdpfolyadekba 10 ul €jszakdn a4t novesztett gazdase]jtet
(tobbnyire E. coli JM 107-et) oltottunk, majd steril fogpiszkdld
felhaszndldsdval egy plakkot oltottunk bele.4-6 drds, 37 %c-an
rdzatva torténd novesztés utdn eppendorf centrifugdban a sejteket
kililepitettik (5 percig).

A replikativ (kettds szdld) forma izoldldsakor 100ml 2xYTB
tdpoldathoz 1ml fdégtartalmd felillidszdt és 1ml sirli gazdasejtet
adtunk. 4-6 6rén at 37 %C-on tbrténd rdzatds utédn a sejteket
centrifugdldssal killepitettik es valamelyik standard
plazmidtisztitdsi mddszerrel (4.3.1. fejezet) izoldltuk a
duplaszdld DNS-t.

Az egyes szdld forma izoldldsakor 1 ml felildszébdl kiindulva 200
ul 2.5M NaCl, 20% PEG 600 oldattal kicsaptuk a  fdgokat.
Centrifugdldst kovetben eltdvolitottuk a  fellildszdt (a
centrifugdldst mégegyszer megismételtiik) majd a fégokat 100 ul 10
mM  Tris-HC1 (pH 8.0), 1mM  EDTA-t tartalmazd pufferben
szuszpenddltuk. A fehérjéket fenolos extrahdldssal tdvolitottuk
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el, a ONS-t 2.5 térfogat etanollal csaptuk Kki.
4.3:3, DNS fragmentumok gélelektroforézise

A duplaszdld DNS fragmentumok elvdlasztdsdra a Maniatis és mtsai
(1982) kézikonyvében leirtak szerint agaréz vagy poliakrilamid
géleket haszndltunk, a  fragmentumok méretétél fiiggben. Az
elektroforetikus puffer (Osszetétele agardéz gélek esetében
rendszerint 25 mM Na-acetdt, S5 mM EDTA, 40 mM Tris-HC1(pH 7.7);
poliakrilamid gélek esetében 100mM bérsav, 2mM EDTA és 100mM
Tris-HC1 (pH 8.3) volt.

4.3.4. DNS fragmentumok visszanyerése gelbdl

Az izoldlandé DNS darabokat -méretiiktd6l fliggben- agardéz vagy
poliakrilamid gélelektroforézissel vdlasztottuk el egymdstdl. Az
egyes fragmentumokat etidiumbromidos festés utdn  hosszd
hulldmhosszd UV fénnyel torténd megvildgitdssal tettik lathatdva.
A kivant fragmentum izoldldsdt a gélb6él Winberg és Hammarskjold
(1980), Tabak és Flavell (1978) vagy Dretzen és mtsai (1981)
mdédszere alapjdn végeztik.

4.3.5. ONS fragmentumok in vitro Jeldlése

Magas specifikus aktivitdsd hibridizdcids prébdk Jelclésénel
4dltaldban Feinberg és Vogelstein (1983) vagy Hodgson és Fisk
(1987) médszerét kovettik.

A DNS fragmentumok 5' végjeldlését polinukleotid kindzzal a Maxam
és Gilbert (1977) 4l1tal leirt mddszer alapjdn végeztik. Jeldlés
utdn a DNS fragmentumot a be nem épilt trifoszfatoktdl Sephadex

G75 oszlopon végzett gélszlréssel vdlasztottuk el.



- 3 -

4.3.6. Transzformdcio

Cirkuldris plazmid DNS-el vagy ligdtummal vald transzformdldshoz
kompetens HB 101 sejteket Cohen és mtsai (1972), kompetens IM 107
sejteket Hanahan (1983) mddszerével készitettiink.200 ul kompetens
sejthez 20-50 ng-nyi DNS-t adtunk, 1 érdn 4t O 9c-on ihkubéltuk,
majd 2 percig 42 OC-0s hésokkot alkalmaztunk.l ml YTB tdpoldat
hozzdaddsa utdn a sejteket 1 érdn &t 37 9C-on inkubdltuk, majd
200 ul-nyit -a megfeleld antibiotikummal kiegészitett- YTA
lemezre szélesztettiink.

4.3.7. Restrikcids endonukledzok (valamint egyéb "DNS-manipuldld"
enzimek haszndlata és a plazmid (illetve fdg) konstrukcidk
fizikai térképezése.

A restrikcids enzimek (valamint a polimerdzok, nukledzok, kindz,
ligdz stb) haszndlatakor a reakcidfeltételeket a New England
Biolabs aktudlis  kataldgusdban megadott értékek szerint
alakitottuk ki.

A Bal 31 exonukledzzal végzett irdnyitott delécidképzés sordn a
plazmidot -a kivdnt helyen- egy alkalmas restrikcids
endonukledzzal '"felnyitottuk'", majd a pdrhuzamos mintdkat
kilonboz6 mertekben higitott Bal 31 enzimmel kezeltik.
(Alternativ megolddskeént az egyes mintdkhoz azonos
koncentrdciéban adtuk az enzimet, ellenben az  inkubdcidt
kiilonbozd iddpontokban szakitottuk meg.) Az egyes reakcidkbdl -
fenol-kloroformos extrahdlds és etanolos kicsapds utdn- kapott
plazmidokat egy mdsodik -alkalmas  tdvolsdgban hasitsé-,
restrikcids enzimmel emésztve dllapitottuk meg, hogy melyik az a
minta, amelyben az exonukledz a kivdnt méretl delécidét hozta
létre.

A fizikai térképezés sordn a kiilonbozo specifitdsd restrikcids
enzimek hasitdéhelyeinek pozicidit hatdroztuk meg a szdébanforgd
plazmidon (vagy fdgon). A restrikcids enzimekkel végzett egyedi



€s tobbszordos emésztések sordn keletkezd ONS  fragmentumok
méretébdl kiszdmithaté az egyes hasitdhelyek elhelyezkedése
(Smith és Birnstiel 1976).

Sokszor nagy segitséget Jjelent a DNS fragmentumok rddidaktiv
végjelolése. Ebben az esetben a jeldlt végt6l a hasitdhelyig
terjed6 fragmentum méretét azonositani tudjuk az autoradiogrammon
€s igy meghatdrozhatjuk a méretét.

4.3.8. Southern transzfer és hibridiz&alés

A DNS dtvitelét agardz gélekbdl nitrocelluldz filterre, Southern
(1975) médszere alapjan valdsitottuk meg.

A hibridizdlds sordn a nitrocelluldz filtert eldszor 4 éran 4t
kezeltiik 65 °C-on 6SSC-vel (1SSC: 0.15M NaCl, 0.015M Na-citrét)
és 5xDenhardt oldattal (1xDenhardt oldat: 0.02%-0.02% BSA,ficoll
és polivinilpirrolidon, Denhardt 1966). A jelclt prdbat hozzdadds
elott 2 perces forraldssal denaturdltuk. A hibridizécidt
dltalaban é]jszakdn &t folytattuk 65 OC—on, majd a filtert
ugyanezen a hoémérsékleten mostuk, eldszor 255C, 0.1% SOS majd
0.155C, 0.1% SDS oldatokkal. Szdritds utan a filtert
autoradiografaltuk.

4.3.9. A DNS nukleotidsorrendjének meghatdrozasa

A szekvenciaanalizist részben Maxam és Gilbert (1977), (1980)
modszere alapjan végeztik, részben a dideoxinukleotid
trifoszfdtok jelenlétében végrehajtott ldnctermindcidés mddszert
alkalmaztuk (Sanger 1977, 1980).

4.3.10. Oligonukleotiddal irdnyitott mutagenezis
Az oligonukleotid vezérelte mutagenezist Zoller és Smith (1983),

(1984), illetve Carter és mtsai (1985) mddszere alapjén végeztiik.
Az oligonukleotidokat Simoncsits Andrds (MTA SZBK Genetikai
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Intézet) szintetizdlta. Az oligonukleotidok tervezésekor
szamitdgépes homoldgiakereséssel gydzodtink meg arrél, hogy a
szekvencia egyéb részein nem taldlhatd az oligonukleotiddal
nagyfokd komplementaritdst mutaté részlet.

§.3.11 Fehérjemeghatdrozas

A baktériumsejtek Ossz-fehérje  tartalmdnak  meghatdrozédsdra
Bradford (1976) mdédszerét alkalmaztuk.

4.3.12. Fehérje gélelektroforézis

A bakteridlis fehérjék futtatdsat SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel Laemmli  (1970) mddszerének megfelelden
végeztik.

4.3.13. In vivo transzkripcid

RNS pulzusjeldlés céljdra -a megfeleld plazmiddal transzformdlt-
E. coli M 107 sejtek 10 ml-es tenyészeteit ndvesztettik 100
ug/ml  Ampicillinnel és 3 mM IPTG-vel kiegészitett YTB
tdptalajban. Mikor a tenyészet siirlisége elérte az DDSSO=O.3
értéket, 0.8 MBeg/ml 3H uridint (spec. act. 742 GBeg/mmol) adtunk
a téaptalajhoz, majd 1 perces rdzatds utdn a sejtkulturdkat
folyekony nitrogénben lefagyasztottuk. Felolvasztds utdn a
sejteket lecentrifugdltuk és ujra felszuszpenddltuk forrd 1% SODS,
10mM Tris-HC1(pH 7.5), 1mM EDTA oldatban. A lizdtumot kétszer
extrahdltuk fenollal, egyszer kloroformmal, majd kicsaptuk 2.5
térfogat etanollal 0.3M Na-acetdt jelenlétében. A jelolt RNS-t
80% formamidot tartalmazé 10mM Tris-HC1l(pH 7.5), 1mM EDTA
pufferben oldottuk fel és 7M uredt tartalmazd 4%-os poliakrilamid
gélen futtattuk Maniatis és mtsai (1975) mddszerének megfelelden.
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4.3:14. In vitro transzkripcié

Az in vitro transzkripciét Glaser és Cashel (1979) mddszere
alapjan végeztik.

4.5:.15 mRNS koncentrdcidmérés hibridizdcidval

A specifikus mRNS sejten bellili koncentrdciéjét Deuschle és mtsai
(1986) mddszere alapjan hatdroztuk meg.

4.3.16. In vitro komplementdcid
(alfa-peptid assay)

Az alfa-peptid koncentrdcié mérését Miller (1972) mddszerének
tobb ponton mddositott vdltozatdval végeztik.

Az akceptor fehérjét 3mM IPTG-vel kiegészitett YTB tdptalajon
€Jjszakan 4t novesztett E. coli IM 107 sejtekbdl prepardltuk.

Az alfa-peptid produkdld plazmidokat tartalmazd E. coli M 107
sejttenyészetet lecentrifugdltuk majd djra felszuszpenddltuk 1 ml
I pufferben (0.02M Tris-HC1 (pH 7.2), 0.1M 2-merkaptoetanol,
0.01M EDTA, 0.0IM NaCl) és autokldvoztuk 122 9C-on 20 percig. (ez
a kezelés az alfa-peptiden kiviil gyakorlatilag minden fehérjet
inaktivdl). A béta-galaktoziddz aktivitds mérése eldtt a donor és
az akceptor fehérjeoldatok 0.1-0.1 ml-einek keverékét 5 éran at 4
9C-on inkubdltuk.

4.3.17. Szdmitdgépes elemzések

A DNS szekvencidk analizise sordn haszndlt  szamitdgépes
programokat (homoldgiakeresés,RNS mdsodlagos szerkezet
meghatdrozdsa, restrikcids enzim hasitdhelyek keresése, nyitott
leolvasdsi fézisok keresése, statisztikai programok stb) a
konkrét feladatoknak megfeleléen 1irtuk meg és futtattuk 1le
mikroszdmitdgépeken.
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5. Eredmények és megfontoldsok

5.1.1 A pER-plazmidok elddllitdsa

A dolgozatomban a tovdbbiakban részletezésre keril®d munkdnak a
targyi alapjat Boros Imre kollégdm teremtette meg, aki a pBR322
plazmidban (Bolivar és mtsai 1977, Sutcliffe 1978) kldénozta az
rrnB  riboszomdlis RNS operont, az E. coli kromoszéma 7 db.
hasonld operonjdnak egyikét, majd Bal3l exonukledzzal delécidkat
képezve eltdvolitotta a 16S és 23S strukturgének dontd részét
(Boros és mtsai 1983). Ezt kdvetden hasonld mdédon tovdbbi - a
transzkripcidés szigndlok vizsgélatéf illetdéen irrelevéns -
plazmidrészeket ejtett ki, és a p419-10, p4l19-13 elnevezésl
plazmidokat kapta, melyek egymdstdél csak abban kiilonboztek, hogy
a p419-13 plazmid az rrnBPl és P2 promdétert egyardnt tartalmazta,
mig a p419-10 plazmidrél egy tovdbbi delécid a Pl promdtert is
eltdvolitotta.

A promdterek aktivitdsdnak kvantitativ mérését megkcnnyitendd,
a tovabbiakban a 165 strukturgén elején 1évd egyedi restrikcids
hasitdhelyeket felhaszndlva mindkét plazmidba beépitett egy 412
bp hosszisdgd DNS  fragmentumot, amely a pLBU3 plazmidbdl
szdrmazott (Gentz és mtsai 1981) és a lac operon szabdlyozd
szekvencidit (a promdter -10-es régidjadt, a lac operdtort és
riboszémakotShelyet) valamint a lac Z gén els® 66 db. aminosavat
kddold dn. alfa-peptid gént tartalmazta. Az igy 1létrejott két
plazmid (pB827-1 ¢és pB828-10) elvben mir alkalmas volt a
promdterfunkcié vizsgdlatdra - a "markerként" haszndlt alfa-
peptid sejten beliili koncentrdciéjdnak mérésén keresztil -
azonban még mindig egy ardnylag hosszud (250 bp-os) DNS szakaszt
hordoztak a promdterek és a lac eredet( DNS szekvencidk kozott.
Ez a DNS szakasz tobbek kozott tartalmazta a kordbban mdr
tdrgyalt antitermindcids boxokat (Li és mtsai 1984), valamint egy
100 bp hosszusdgd ismeretlen eredetl DNS darabot. Ezért gy
gondoltuk, hogy egyszerlsodik a kép, ha a prométerrégiét és a lac
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eredetd szekvencidkat kozelitjik egymdshoz. Célunkat a  két
plazmid Eco RI emésztése, majd Bal3l exonukledzzal torténd
delécidkeépzés segitségével értik el. Végil a plazmidokat T4 DNS
ligdzzal djbdl gydrGvé zdrtuk. Olyan koldénidkat  kerestiink,
melyekben az alfa-peptid aktivitds kimutathaté volt, vagyis az
exonukledz emésztés feltehetdSen épen hagyta a promdter
struktidrdkat. Az eljdrds végeredményeképpen kapott plazmidokat
pER-plazmidoknak neveztik.

A pER plazmidok el6dllitdsdnak (tjdt az 1. dbra mutatja. A
pER-plazmidok egyes reprezentdnsai  természetesen  kiilonbozd
hosszlsdgd riboszomdlis leader szekvencidt (a  promdtereket
kozvetlenil kovetd DNS szakaszt) hordoztak, attdl fiiggéen, hogy a
Bal3l enzim az emésztés sordn hol 411t meg. A delécick pontos
végpontjait Maxam és Gilbert (1980) médszere alapjdn végzett
szekvencidzdssal dllapitottuk meg.

Kordbban Boros Imre hasonld mddon az eldzd delécidkat is
"dtszekvencidzta", igy a pER plazmidok teljes nukleotid sorrendje
ismert. Ezek a plazmidok igen alkalmas tesztrendszerek az rrnB
promdterek mikodésének in vivo (és 1in vitro) vizsgdlatdra. A
teljes operonon folyd RNS transzkripcid ugyanis a kromoszomalis
operonokéval azonos terméket ad, igy a plazmidon 1lévé prométerek
aktivitdsa nem kilonithet6 el azokétdél. A riboszomdlis RNS-ek nem
funkciondlnak mRNS-ként, ezért a promdtereket kovetéen  nem
taldlunk - a transzldcidt lehetdvé tevd - riboszdmakctohelyet. A
kldnozott lac operon fragmentumon 1évé riboszdmakotohely ezt a
"hidnyossdgot" sziinteti meg, és lehetdvé teszi az dtirddott alfa-
peptid gén transzldcidgjat.

9.1.2 Az alfa-peptid, mint "marker"
Az alfa-peptid gén haszndlata markergénként - prométerek
funkciéjdnak vizsgdlatdra - +tobb szempontbdl is eldnyds. A

géntermék igen kisméretl és lebomldsa a sejtben rendkiviil gyorsan
végbemegy. Az igen rovid felezési id6 kovetkeztében a sejt



1. édbra

A pER-plazmidok létrehozdsa
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Vastag fekete vonal : TRNS kdédold régio
Hardntcsikozott téglalap : alfa-peptid kddold régio

A : delécick
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aktudlis alfa-peptid koncentrdciéja hien tikrGzi a prométerek
aktivitdsdban bekovetkezd vdltozdsokat. Vagyis az alfa-peptid
koncentrdcid vdltozdsdnak a feltiintetése a tenyésztési id6 vagy a
sejtsdrlseg figgvényében, a promdéteraktivitds differencidlis
gorbéjét adja (hasonldan az RNS szinten torténd mérésekhez), mig
stabil fehérje esetében integrdl gorbét kapndnk, amelybdl
nehezebben lehet kovetkeztetni az aktivitdsvdltozdsok pontos
id6beli lefolydsdra.

Az alfa-peptid ugyan o©nmagdban nem rendelkezik
enzimaktivitdsal, azonban képes az N-termindlisdn delécids béta-
galaktoziddz enzim aktivitdsdnak a helyredllitdsdra (Ullmann és
Perrin 1970). Ez a komplementdcié megtorténhet in vivo és in
vitro egyardnt. Az E. coli ED88B00 torzs, valamint a JM torzsek
hordoznak 1ilyen defektiv béta-galaktoziddzt kddold gént. A
kisérletek dont6é tobbségét IM107 tozsben végeztik. A IM  torzsek
haszndlatdt az is indokolja, hogy benniik a lac represszor protein
tdltermelddik  (lac 19 genetikai markerrel rendelkeznek) és
ezdltal a pER plazmidokban az alfa-peptid gén transzkripcidja
laktéz vagy IPTG inducer tdvollétében nagymértékben gdtolt,
ugyanis a 1lac represszor fehérje a lac operdtor szekvencidhoz
kotddik és akaddlyozza a gén &tirdsdban az RNS polimerdzt. Igy in
vivo méréseink soran IPTG hozzdaddsdval pontosan  megtudjuk
hatdrozni a kisérlet kezdetét jelentd t=o id6pontot.

A béta-galaktoziddz aktivitds a sejtben jol detektdlhatd, x-
gal indikétor lemezen (a pozitiv kldnok kék szinfiek) és folyékony
tdptalajon egyarant. Ez wutdbbi esetben ONPG  szubsztrdtot
haszndltunk, amely a sejtek enyhe kloroformos kezelése utdn
atdiffunddl a sejtfalon. Az enzimreakcidt kovetden keletkezd
termékek egyike intenziv sdrga szinl, spektrofotometridsan 420
nm-en joél mérhetd. Kvantitativ mérésekre az (Gn. komplementdcids
tesztet haszndltuk. Az in vitro komplementdcids tesztet Miller
(1972) médszere alapjén  végeztik, az eljdrds részletes leirdsa
az Anyag és Mddszer fejezetben taldlhatd. A szubsztrdt ekkor 1is
ONPG volt, az enzimreakciét spektrofotometridsan mértik. Itt
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sziikséges megemliteni, hogy az alfa-peptid in vitro
komplementdcids teszt - valdszinlleg a rendszer két komponens(
Jellege kovetkeztében - csak egy adott kisérlet keretein belil ad
reprodukdlhatd eredeményeket, vagyis csak Gsszehasonlitd mérések
elvégzésére alkalmas. Ezért csak az egy-egy kisérleten beliili
relativ aktivitdsértékeket birnak Jjelentdséggel, az abszolut
aktivitdsértékek nem relevdnsak.

5.1.3 A pER-plazmidok prométerszerkezete

A pER plazmidok - mar emlitett - DNS szekvencia analizise
alapjan megdllapitottuk, hogy plazmidjaink -  promdétereik
szerkezete alapjdn- tobb csoportba oszthatok.

Az eredetileg csak rrnB P2 promdtert tartalmazd p828-10

plazmid "leszdrmazottai" hdromfélék voltak:
1. az exonukledz emésztés a P2 prométert kovetden (a
transzkripcids kezd6ponttdl szdmitva) meghagyott 30-60
nukleotidot a leader régidbdl, majd a szekvencia ezutdn
folytatddik a lac eredetd DNS szakasszal (pl. pER1 plazmid)
2. az exonukledz a teljes riboszdmdlis 1leader szekvencidt
eltdvolitotta, azonban meghagyta épen a P2 prométert magdt (pER23
plazmid)
3. az emésztés még tovdbb ment és a P2 promdter -10-es régidjat
is eltdvolitotta, ennek ellenére ezek a koldnidk alfa-peptid
aktivitdst mutattak. Az ellentmonddst az magyardzta, hogy ezekben
a kldonokban a 1lac promdter -10-es régidja nukleotidra azonos
pozicidba keriilt, mint eldzd6leg a P2 promdter megfeleld régidja
volt. Vagyis dn. hibrid promdéter keletkezett, amelynek -35-0s
régiéja riboszomdlis, -10-es régidja viszont lac eredetl. Az
ilyen prométert a tovdbbiakban Rac (Riboszomdlis+lac) promdternek
fogom nevezni (az egyik ilyen plazmid elnevezése pER12).

A kezdetben rrnB Pl és P2 promdtert egyardnt tartalmazd p827-1
plazmid szdrmazékai kozott taldltunk olyanokat, melyekrdl a P2
promdter teljes egészében hidnyzott és csak a Pl volt intakt (pl.
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pER36 plazmid), valamint az el6zd kategdridk mindegyikének
megfeleld plazmidokat, amelyek rdaddsul még a Pl promdtert is
tartalmaztdk (vagyis P1+P2 vagy Pl+Rac tandem prométerekkel
rendelkeztek, mint pl. a pER20-as, illetve a pER18-as plazmid.

Az emlitett plazmidok érintett régidinak szerkezetét a 2.
dbra mutatja. ‘

5.1.4. A pER-plazmidok alfa-peptid aktivitdsgorbéi

A pER plazmidokkal transzformdlt IM107 sejtek alfa-peptid
aktivitdsdnak mérése tobb meglepd eredményre vezetett. Az
enzimaktivitdst nem egy pontban mértik, hanem é&jszakdn 4t
novesztett sejtkultidrdbdl 1/50 +térfogat inokulummal — torténd
leoltds utdn, a 100 wug/ml ampicillinnel és 3 mM IPTG-vel
kiegészitett YTB tdptalajon novekvé sejttenyészetekbdl bizonyos
idokozonként (dltaldban féldrdnként) mintdkat vettink és a
sejttomeggel osztott alfa-peptid aktivitdsokat (vagyis az dn.
specifikus aktivitdsértékeket) a sejtslrlség vagy az  id6
fliggvényeben &brdzoltuk. Ezeket a gorbéket - nem egészen helyesen
- kinetikai gorbéknek neveztik. A gorbéket - jellegiket tekintve
- két kiilonbozd csoportba oszthattuk.

Az elsd csoportba tartoztak a Rac promdteres plazmidok,
amelyek alfa-peptid specifikus aktivitdsértékei a vdrakozdsnak
megfelelden kezdetben gyorsan emelkedtek, majd kevesebb mint egy
6ra elteltével egy platdt (telitési szintet) értek el és attdl
kezdve nem vdltoztak szdmottevben. Aktivitdsgorbéje alapjan ebbe
a csoportba tartozdénak tekintettik a pER23-as plazmidot is,
amelynek azonban az aktivitdsmaximuma  tobb mint egy
nagysdgrenddel magasabb volt a hibrid promdteres kldnokéndl.

Ett61l eltérden - ¢€s igen érdekesen - alakultak azoknak a
plazmidoknak az  aktivitdsértékei, melyek a riboszomdlis
promdtereket kovetden hosszabb vagy rovidebb leader szakaszt
(legaldbb 30 bp hosszisdgban a P2, illetve 45 bp hosszan a Pl
prométer esetében) is megdriztek, vagyis promdterstrukturdjuk



2. dbra

A pER-plazmidok prométerszerkezete

rrnB Pl
TATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAACGGCAAACACGCCGCCGGGTCAGCGGGGTTCTCCTG

rrnB P2
TATTATGCACACCCCGCGCCGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGCACTGCTCTTTAACAATTTATCAGA

lac Pr.
TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG

pER36
TATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAACGGCAAACACGCCGCCGGGTCAGCGGGGTT-=====
——————————————————————————————————— GATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG

pER1
TATTATGCACACCCCGCGCCGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGL-----==——==—==———mm ===
————————————————————— TGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG

pER20
TATTATGCACACCCCGCGCCGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGCACTGCTCTTTAACA-————————-
---------------------- GGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG

pER12 (és pER18)

TAT==—mmm e GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG
pER23
TATTATGCA-—~=====mm—m TGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG

A promdterek -10-es régidit és az alfa-peptid gén inicidtor
kodonjdt aldhulzas Jjelzi. A transzkripcids inicidcids
nukleotidokat vastagabb betliszedés mutatja.
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alapjan a Pl promdteres vagy a P2 promdteres csoportba tartoztak.
(Ezen csoportok egyes reprezentdnsai a pER36, illetve pERl-es
plazmidok, helyesebben az ezekkel a plazmidokkal transzformdlt
sejtek).

Az emlitett kldonok alfa-peptid specifikus aktivitdsa a
leoltds utdn kezdetben meredeken ‘emélkedett, kb. egy dra
elteltével aktivitdsmaximumot ért el, majd igen gyorsan egy
alapszintre esett vissza. Az aktivitdsmaximum (peak) és az
alapszint értékének hdnyadosa plazmidonként vdltozott, de legtcbb
esetben megkozelitette vagy meg is haladta az egy nagysdgrendet.
A kiilonboz6 aktivitdsgorbék a 3. dbrdn lathatok.

ST TN Prométerinterferencia

A konkrét adatok emlitése nélkiil, roviden szeretnék kitérni a
két promdteres plazmidokat hordozd, vagyis a Pl+P2, illetve
P1+Rac csoportba tartozd kldnok viselkedésére.

Kinetikai gorbéik (alfa-peptid aktivitdsgorbéik) Jjellege
mindig a mdsodik promdternek megfelelden alakult, mintha a Pl
prométer Jjelen sem volna, annak ellenére, hogy a Pl promdter
bizonyithatdan aktiv volt ezekben a kldnokban is (a Pl specifikus
transzkriptum autoradiogrdfidsan kimutathatd volt). Vagyis, mig a
P1+P2 prométeres klénok alfa-peptid aktivitdsa a korai maximum
elérése utdn gyorsan csokkent, addig a Pl+Rac csoportba tartozoé
kldénok "Rac jellegl" - telitési gorbe szerd - kinetikdt mutattak.

Még érdekesebb eredményre vezetett az egyes két promdteres
klonok aktivitdsértékeinek GOsszehasonlitdsa a megfeleld egy
prométeres klénokéval (Megfelelé alatt két olyan klént értek,
amelyeknek a plazmid szerkezete csak abban kilonbGzik, hogy az
egyik a Pl promdétert is tartalmazza, ugyanakkor a P2 (vagy Rac)
prométert hordozé ¢és az azt kovetd részen a két plazmid DNS
nukleotidsorrendje teljesen azonos. Ilyen plazmid pdrok mindkeét
csoportot illetden rendelkezésre 4&lltak). A Pl promdtert is
tartalmazé klén aktivitdsgorbéje a mdsik gorbe alatt haladt,



3, dabra

A pER-plazmidok alfa-peptid specifikus aktivitdsgorbéi

A B
o(-peptide X - peptide
spec.act. spec.act.

c

X peptide
spec. act.

b=

. A pER20 plazmiddal transzformdlt JIM107 sejtek alfa-peptid
specifikus aktivitdsdnak vdltozdsa a sejtnovekedés soran

B. A pER1 plazmiddal transzformalt IM107 sejtek alfa-peptid
specifikus aktivitdsdnak vdltozdsa a sejtnovekedes soran

C. A pER23 plazmiddal transzformdlt JM107 sejtek alfa-peptid
specifikus aktivitdsdnak vdltozdsa a sejtndvekedés sordn

A sejtkultirdkat 1/50 térfogat éjszakdn &t ndvesztett inokulummal

inditottuk. A tdptalaj 3 mM IPTG-vel és 100 ug/ml Ap-el

kiegészitett YTB volt

0 : alfa-peptid specifikus aktivitdsértékek

e : sejtsiriség (0Dgc, érték)
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vagyis a Pl promdter Jjelenléte a sejtben mért alfa-peptid
aktivitdsértékeket csokkentette, annak ellenére, hogy mindkét
prométer dltal szintetizdlt transzkriptumrdl a transzldcié sordn
egyardnt alfa-peptid keletkezik.

A jelenség csak Ugy magyardzhatd, ha feltételezzik a két
promdter intereférenciéjét, vagyis hogy a Pl promdterr6l induld
transzkripcié gétolja a P2 (vagy Rac) promdter mikodését és
forditva. Ez a megfigyelés er6sen valdszinlsiti, hogy a
riboszomdlis RNS operonok tandem promdétereire nem az  rRNS
szintézis mennyiségi fokozdsa céljdbdl van "sziksége" a sejtnek,
hanem finomabb szabdlyozds valdsithatéd meg d4ltaluk, a két
prométer mds-mds feladatra  "szakosodott" (A promdterek
interferencdjdra vonatkozéan mds kutatdk is hasonld eredményre
jutottak a miénkt6l eltérd kisérleti rendszerben) (Glaser és
mtsai 1983). A promdterek egymdsra hatdsdnak pontosabb megértése
tovdbbi vizsgdlatokat tesz sziikségessé.

5.1.6. mRNS koncentrdcid és féléletidd mérések

A tovdbbiakban az egyszer(bb kisérleti rendszert jelentd egy
promdteres kldnokra koncentrdltunk. Minthogy a sejtben mérhetd
alfa-peptid szint aktudlis értékét komplex szintetikus és lebontd
folyamatok ered6je hatdrozza meg, ezert a kapott adatok
interpretacidja gondos analizist igenyelt. Legel6szor is meg
kellett dllapitanunk, hogy a megfigyelt kilonbség valdban a
transzkripcid szintjén mutatkozik-e. Ismeretes ugyanis -mint az
irodalmi Osszefoglalé 2.6. alatt emlitettem-, hogy a mRNS 5' nem
atirddd részenek a masodlagos szerkezete jelentdsen befolydsol ja
az RNS stabilitdsdt €s a transzldcids hatékonysdgot egyardnt.
Minthogy a kilonbozd viselkedést mutatd plazmidok esetében a
promdtereket kovetd leader régié - amely a mRNS-en az 5' nem
dtirdds résznek felel meg - jeletdsen kiilonbozik, ez a lehetdség
sem zdrhatd ki eleve.

A kérdés eldontésére mintdkat vettink pER1 plazmiddal
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transzformdlt JIM107 sejtkulturdbdl a novekedés korai logaritmikus
fdzisdban (az alfa-peptid aktivitdsmaximumdnak helyén), valamint
a késbi logaritmikus fdzisban (ahol az aktivitds mér a
minimumszintre esett vissza). A mintdkbdl Ossz-RNS-t prepardltunk
€s az Anyag és Mddszer fejezetben leirtaknak megfelelGen
poliakrilamid gélelektroforetikus elvdlasztdst végeztink (4/a és
4/b dbra). A gélfotén 361 1&tszik, hogy a specifikus RNS
transzkriptum az els6 mintdban rendkivil  abundéns, a
frakciondlatlan ©ssz-RNS prepardtumban is jél kivehetd, mig a
késtbbi mintavételek sordn a transzkriptum eltGnik. (Hasonlé
kisérletet végezve a PpER23 plazmidot tartalmazé klénnal, a
trahszkriptum Qégig kimutathaté volt.) Egy gélkép  vizudlis
kiértékelése természetesen csak kvalitativ Osszehasonlitdst tesz
lehetévé, ezért megkiséreltik a mRNS sejten belili, egzakt
koncentrdciomérését Deuschle és mtsai (1986) médszere alapjan.
A modszer specifikus DNS-RNS hibridizdcion alapszik, amely a mRNS
es egy rekombindns MI13 fdg egyszdld DNS-e kozott valdsul meg. A
fag ONS a mérendd mRNS-t kédold gén komplementer (antisense)
szalat tartalmazza.

A kisérletet Vladimir Zaweruha végezte el, a hdrom
meéréssorozat Osszegzése sordn kapott eredményeket az 1. tdbldzat
mutatja. J61 1dthatd, hogy a relativ belitésszdmok - amelyek a
mRNS  koncentrdcidval ardnyosak - mindkét kldn esetében  j6
egyezest mutatnak az alfa-peptid kinetikai gorbékkel. Vagyis az
alfa-peptid specifikus mRNS szintjének a véltozdsa a novekedés
soran rendkivil  jé1 korreldl az alfa-peptid aktivitds
vdltozdsdval. Mindez a tisztdn  transzldcids mechanizmus
lehet6ségét gyakorlatilag kizérja.

Elméletileg elképzelhetd, hogy a sejtndvekedés késobbi fdzisdban
a kétféle mRNS féléletideje eltérd. Konkrét plazmidokat véve
alapul, megmagyardzhatja a megfigyelt kilcnbséget, ha példdul a
pER1 plazmid specifikus transzkriptum - a sejtndvekedés keésoi
logaritmikus fdzisdban - sokkal gyorsabban degraddlddik a pER23
specifikus transzkriptumndl. Az 5. 4&brédn 1ldthatd, hogy ennek



4. dbra

In vivo transzkripcid

Az alfa-peptid specifikus mRNS mennyiségének vdltozdsa pERL

plazmiddal transzformdlt JIM107 sejtkultura ndvekedése sordn

4/a

12 3
A sejttenyészeteket 1/50 +térfogat -é€jszakdn 4t novesztett-
inokulummal inditottuk, a tdptalaj 3 mM IPTG-vel és 100 ug/ml Ap-
el kiegészitett YTB volt.

A mintavétel id6pontjai:

4/a dbra : a leoltds utdn 30; 60 és 90 perccel

4/b dbra : a leoltds utédn 1; 2; 3; 4; 5 és 6 draval

Az RNS mintdkat 4%-os PAA-urea gélen futtattuk, majd a gélt
ethidium-bromiddal festettik.

Az alfa-peptid specifikus transzkriptumot nyilak jeldlik.



1. tablazat

belitésszam (cpm) / OD550
t= (percekben) 0 30 60 90 120 150 180

E. coli JM107

transzformdlva :
pER1 B0; 5123 836; 475; 321; 2103 150
pER20 120; 9765 1685; 1240; 642; 430; 301
pER23 97; 1020; 198S5; 2564; 2612; 2423; 2112
plazmidokkal

A tdbldzatban a hdrom kisérlet &tlagaként kapott relativ
(sejtsirliséggel osztott) beilitésszédmértékeket tintettem fel. Az
RNS 1izoldldshoz a mintdkat a novekedési gorbe ugyanazon
pontjaindl vettik, mint a pdrhuzamos alfa-peptid komplementdcids
méresekhez.



5. dbra

Alfa-peptid mRNS stabilitds

235 tRNS
16S TRNS

alfa-peptid
mRNS

ot b 5 R 3 A Dl AN g8

A sejtkultirdkat ml-enként 40 MBqg 3H uridinnel (specifikus

aktivitds = 742 GBg/mmol) Jjeldltiik 30 percen &t, majd 100 ug/ml

rifampicin hozzdaddsa utdn 0 ; 4 ; 8 és 12 perccel vettink

mintdkat az RNS prepardldshoz. Az elektroforézist 4%-os PAA-urea

gélen folytattuk.

Mintdk 1 - 4-ig : A pER1 plazmiddal transzformdlt sejtbdl
prepardlt Gssz RNS.

Mintdk 5 - 8-ig : A pER23 plazmiddal transzformdlt sejtbdl

prepardlt ossz RNS.
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éppen az ellenkezdje az igaz. Rifampicines transzkripcidgdtldst
kovetden a pER23 plazmidrdl szdrmazd mRNS gyorsabban bomlik 1le,
mint a pER1 mRNS. Vagyis bizonyitottnak vehetjik, hogy az
dltalunk megfigyelt kiilonbség a promdterek eltérd viselkedésének
a kovetkezménye.

5.1.7. A shift-up reguldcid

Megdllapitdsunk szerint a sejtciklus sordn az rrnB P1 és P2
prométerek  aktivitdsa  jelentésen  véltozik, amennyiben a
promdtereket kovetd 30-50 bp-nyi DNS szekvencia ép. Ha ezt a
-feltehetden egy specifikus szabdlyozds célpontjédt (targetjét)
alkoté - DNS szakaszt eltdvolitjuk (pER23 plazmid), akkor a
promdter a novekedés kiilonbozd fdzisaiban egyforma aktivitdssal
dolgozik. Igaz, hogy ezt az d11itdst csak a P2 prométer esetében
bizonyitottuk kisérletesen, ugyanis nem rendelkezink a pER23
plazmid Pl promdéteres analdégjdval, amely a leader szekvencidjdtdl
megfosztott "csupasz" Pl promdtert tartalmaznd. Ilyen plazmid
ugyan - ardnylag nem tul nagy erdfeszitéssel - elddallithato
lenne, erre azonban nem torekedtiink, ugyanis az dltalunk taldlt
reguldcid kilonbozik az eddig ismertektdl. A riboszomdlis RNS
prométereket érintd ismert szabdlyozdsok (stringens kontrol,
novekedési rdta kontrol stb.) -mint az irodalmi dttekintésben
emlitettem - mind a Pl promdterekhez kothetdk (Gourse és mtsai
1983, Gourse és mtsai 1986). Altaldnosan elfogadott vélemény volt
eddig, hogy a P2 promdéterek gyenge, konstitutiv promdterek,
amelyek - a korulményektdl fiiggetlenil - a riboszomdlis RNS-ek
alapszintézisét biztositjdk. Az djonnan felfedezett szabdlyozds
ugyanakkor a P2 promdterre is hat, és drdmai vdltozdsockat idéz
eld a promdter aktivitdsdban.

Ezért a tovdbbiakban - a reguldcié részletesebb megismeréset
célzé kisérletek sordn - els6sorban a P2 promdterre
koncentrdaltunk. Legeldszor arra voltunk kivdncsiak, hogy a

maximumot kovetd gyors aktivitdscsokkenés valamiféle "kimeridlés"
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kovetkezménye-e, vagyis, hogy az aktivitdsesés feltételezi-e az
el6zetes maximumot. Az alternativ magyardzat szerint a
promoteraktivitds a sejt fizioldgids dllapotdtdél fiigg, amit egyéb
faktorok befolydsolnak.

A kérdés eldontésére a pERL plazmiddal transzformdlt JM107
sejteket IPTG nélkUll novesztettink a késdi logaritmikus fdzisig
(ahol a kontroll sejtkultira alfa-peptid aktivitdsa mdr elérte a
minimumot), majd a sejteket indukdltuk. Ebben az esetben az
aktivitdsmaximum elmaradt (6. dbra), ami egyértelmien a mdsodik
lehet6ség javdra dont.

A tovdbbiakban azt kivédntuk megtudni, hogy a kdornyezet mely
paramétereinek a vdltozdsa hozhatd kapcsolatba a szabdlyozdssal.
Az eddigi kisérletek sordn mindig éjszakdn &t ndvesztett
(stacioner) sejtkultirdbsél vett indukulummal inditottuk az Gj
tenyészetet, és a leoltdst gazdag tdptalajra (YTB) végeztik. Ez
tulajdonképpen Un. metabolikus (nutritiondlis) shift-up-ot jelent
a sejtek szdmdra, ugyanis a tdpanyagokban mdr nagymértékben
elszegényedett kornyezetbdl hirtelen tdpanyagdis kdrnyezetbe
kerilnek.

Onmagdt kindlta tehdt a gondolat, hogy megvizsgdljuk a sejtek
viselkedését a tdpldlkozdsi shift-up egyéb formdi kozott. Ennek
érdekében a pER1 plazmiddal transzformdlt sejteket M9 gliikdz
minimdl tdptalajon novesztettik IPTG  jelenlétében, mig a
sejtslrlség az ODSSO=O.6 gértéeket el nem érte (ez a kozép
logaritmikus fdzisnak felel meg), majd a sejteket d&thelyeztik
IPTG-t szintén  tartalmazd YTB  tdptalajra. A  vdrakozdsnak
megfelelden hasonld alakd alfa-peptid aktivitdsgorbét kaptunk,
mint a "klasszikus esetben" (7. dbra).

Az ismertetett kisérletek alapjdn bizonysdggal d&llithatjuk,
hogy az rrnB riboszomdlis RNS promdtereknek egy eddig ismeretlen,
(4j tipdsl szabdlyozdsdt fedeztik fel, amely stacioner fézisbdl
torténd kindvesztés, vagy metabolikus shift-up sordn jelentkezik,

és amelyet a tovabbiakban shift-up reguldcidnak fogok nevezni.



6. dbra
A kés6i indukcié hatdsa a pER1 plazmiddal transzformdlt JIM107
sejtekben mérhetd alfa-peptid szintre.

o : kezdettdl fogva

indukdlva novesztett
o« -peptide

spec. act, Seltek alfa-peptid

specifikus aktivitdsdnak
5 vdltozdsa

A : késtbbi iddpontban
indukdlt sejtek alfa-
peptid specifikus akti-

vitdsdnak alakuldsa
(a nyil az indukcid id6-
pontjat jelzi)

@ : a se]jtsirliség vdlto-
NN Oy z4sa az idé fiiggvényében

7. dbra
A minimdl tdptalajrél gazdag tdptalajra helyezés (shift-up)
hatdsa az alfa-peptid specifikus aktivitdsra

o : megegyezik a 6. dbra
azonos Jjeldléseével

« pept. ® : megegyezik a 6. abra
spec.act.

£ azonos jel6lésével
\ 12 A : az alfa-peptid
% specifikus aktivitds
iy ’,;/f”"b——_ vdltozdsa a sejtekben,
minimdl tdptalajrdl gaz-
/! dag tdptalajra torténd
05t \\\\A“-~4_1 helyezés utdn. (a sejtek

0D

b
T

(mindvégig indukdlt

h///y// o\\o - dllapotban voltak. Az

- els6 nyil az dthelyezés

idépontjat jelzi.Az dbra
10 12 14 hours ugyancsak mutatja
a kés6i indukcid hatdsat

is a @-el jelclt gorbén
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(Lukdcsovich és mtsai 1987)

A szabdlyozds '"anatdémidjdnak" pontosabb megismerésére
folytatott kutatdsok a  tovdbbiakban kettévdltak. Egyfeldl az
eddigi kisérletek nem nyldjtottak semmilyen informdcidét arra
nézve, hogy a szabdlyozds milyen szigndl és effektor molekuldkon
keresztil valdsul meg. A kérdés megvdlaszoldsdra tobb kisérletet
terveztink, ezek tobbségét munkatdrsaim végezték el. A kisérletek
eredményeit és konkliziéjat részben a Jelen fejezet végén,
részben a Diszkusszid cimszdé alatt érintem roviden. Mdsrészt - a
ONS szerkezet feldl kozelitve - a szabdlyozds célpontjdnak
(targetjének) pontos lokalizdldsat kiséreltik meg. A P2 promdter
vonatkozdsdban a targetet behatdrol ja egyrészt a pER23-as plazmid
- amely a promdter -10-es boxdt kovetBen mindossze 2 bp-t
tartalmaz, vagyis a delécid a teljes riboszomdlis leader
szekvencidt eltdvolitotta - valamint a pERl-es plazmid - amelyen
megtalalhaté még tovébbi 33 bp-nyi eredeti rrnB szekvencia. A
pER1-es klén mutatja a shift-up szabdlyozdst, a pER23-as kldn
nem.

5.1.8. A pIll plazmid létrehozdsa

Kézenfekvd a gondolat, hogy ezt a 33 bp hosszisdgd DNS
szakaszt tovabb roviditsik, és megkiserel jink vdlaszt kapni arra
a kérdésre, hogy minimdlisan hany bp-nyi leader szekvencia
szikséges a  szabdlyozds megvaldsuldsdhoz. A  pER-plazmidok
el6dllitdsa sordn - az eredeti delécidsorozat tagjai kozott - nem
sikerult olyan plazmidot taldlnunk, amely céljainknak megfelelt
volna, vagyis amelynel a Bal3l exonukledz valahol féldton 411t
volna meg a pERl-es, 1illetve pER23-as plazmidok delécids
végpontjai kozott. Egy szerencsés véletlen  azonban a
segitséginkre sietett. A pER23-as plazmid keletkezésekor a
delécidképzés, majd az azt kovetsé ligdlds sordn az rrnB és a lac
eredetli  szekvencidk 0Osszekapcsoldddsdndl egy egyedi  Nsil
restrikcids hasitdéhely (ATGCAT) generdlddott (2. és 8. 4dbra).



8. dbra

A pIll plazmid prométer régidjdnak kialakitdsa

pER23
[ S ——— TGGAATTGTGAGCGGATAACAAT

pER1
T/1 T/2
TATTATGCACACCCCGCGCCGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGCGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT

Szintetikus oligonukleotid:
TCACCCCGCGCCGCTGATGCA
ACGTAGTGGGGCGCGGCGACT

pIll
T/1
TATTATGCATCACCCCGCGCCGCTGATGCA-—==——=————- TGGAATTGTGAGCGGATAACAAT

A promdterek -10-es régidjdt aldhdzds Jelzi, a transzkripcids
inicidcids nukleotidokat félkovér betliszedés mutatja.
A szabdlyozds feltételezett target régidjanak elsd (G/C gazdag)
és masodik (A/T gazdag) részét T/1, T/2 -vel jeldltem.
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(Itt emlitem meg, hogy ugyanakkor a lac operdtor pontosan
ugyanolyan tdvolsdgra kerilt a P2 promdtertd6l, mint amilyen
tdvolsdgra az eredeti helyén, a 1lac operonban van a 1lac
promdtertdl. Ennek a  korllménynek a késdbbiek sordn lesz
jelentdsége, az expresszids vektorok kifejlesztése sordn.) Az
"ajandékba  kapott" hasitdhelyet  felhaszndlva tetszoleges
szintetikus, kétszdld DNS darabot 1lehet a pER23 plazmidba
beépiteni -a plazmid DNS Nsil restrikcidés enzimmel torténd
hasitdsa utdn- amennyiben a szintetikus oligonukleotid Nsil
ragadds veégekkel rendelkezik.

Ha alaposabban megnézziik a pER1 plazmid érintett szakaszdat
(2. és B. 4&bra), akkor azt 1l4tjuk, hogy a szdbanforgd 33 bp
hosszisdgd DNS szakasz = j6 kozelitéssel egy proximdlis (a
prométerhez  kozelebbi) G/C gazdag, és egy disztdlis (a
promdtertsl tdvolabbi) A/T gazdag részre oszthatd.
Munkahipotézisként feltételezve, hogy a két eltérd szerkezetd
(bdzisosszetételld) ONS szakasz funkciondlisan is  kilonbozik
egymdstél, a 8. dbrdn lathatd oligonukleotidot - amely a shift-up
szabdlyozds feltételezett  targetjének G/C gazdag részét
tartalmazta és Nsil ragadds veégekkel rendelkezett - beépitettik
az NsiI enzimmel emésztett pER23 plazmidba. A plazmidon végzett
dideoxi szekvencia meghatdrozdssal (Sanger és mtsai 1977)
ellenériztik az oligonukleotid orientdcidjdt. A jé orientdcidju
inszertet tartalmazd klén (pIll), a pER-plazmid sorozat (jabb
tagjat jelentette. '

5.1.9. A pIll plazmid in vivo és in vitro promdteraktivitdsa

Elézetes vdrakozdsainknak az felelt volna meg, ha a pIll
plazmiddal transzformalt JM107 sejtek alfa-peptid
aktivitdsgorbéje valahol a PpER1 és a pER23  plazmidok
aktivitdsgorbei kozott helyezkedik el, egyikhez vagy mdsikhoz
kozelebb. Ezzel szemben - nem kis meglepetésiinkre - a pIlll
plazmid gyakorlatilag inaktivnak bizonyult.
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A kloén alfa-peptid aktivitdsa - a komplementdcids teszt
kordlményeit dgy vdlasztva meg, hogy a pER23 plazmiddal
transzformdlt sejt aktivitdsa magasabb legyen, mint a reakcid
linedris  tartomdnyédnak felsd hatdra - még mindig
kimutathatatlanul alacsony.volt. A két kldn aktivitdsdnak a
kiilonbsége ennek alapjdn legaldbbis megkdzelitette a 3
nagysdgrendet.

Az els6 kérdés természetesen megint az volt, hogy a plll-es
kldn inaktivitdsa nem vezethet6-e vissza transzldcidés okokra. A
két kldnbdl 3H—uridinnel végzett pulzusjeldlés utdn ©Ossz-RNS-t
prepardltunk, ma jd az RNS mintdkat poliakrilamid
gélelektroforézis utan autoradiografdltuk. A kisérlet eredményét
a 9. dbrdan 1ldathatjuk. Mig a 'pER23 plazmid specifikus mRNS
rendkivil abunddns, addig a pIll plazmid specifikus transzkriptum
- a sokkal nagyobb Ossz radiocaktivitds ellenére - alig kiveheté.
Vagyis a pIll plazmid esetében ténylegesen a promdteraktivitds
gdtldsdrél van szé, a leader szekvencia G/C gazdag elsd 15
nukleotidja 4ltal.

A tovdbbiakban arra voltunk kivdncsiak, hogy ugyanez a
kilonbség fenndll-e a két plazmid promdéteraktivitdsa kozott, in
vitro rendszerben is, ezért tisztitott E. coli RNS polimerdzzal
in vitro transzkripids kisérletet végeztink. A 10. 4&brdn Jjél
lathatd, hogy ilyen koriulmeények kozott a két promdter aktivitdsa
gyakorlatilag egyforma.

Az in vivo és in vitro eredmények kozotti ellentmondds
felolddsdhoz fel kell tételeznink, hogy a sejtben - az RNS
polimerdzon kiviil tovébbi, feltehetdleg feherje természetl -
faktor, vagy faktorok vannak Jjelen, amelyek az in vitro
rendszerbél hidnyoznak, és amelyek a pIll plazmidon lévd promdter
inaktivdldsdért felelGsek. Csiszdr Katalin gél retarddcids
kisérletekben igyekezett kimutatni specifikus fehérjek
jelenlétét, amelyek a plIll, illetve a hosszabb riboszomdlis
leadert tartalmazé mds pER-plazmidok (pl. pERL  plazmid)



9. dbra

In vivo transzkripcid

630> -

10. ébra

In vitro transzkripcio

€652
630 —>

Az autoradiogrammon a
pER23, illetve pIll plaz-
middal transzformdlt JM
107 sejtek rddidaktiv
pulzusjelolése utdn pre-
pardlt ossz-RNS elektro-
foretikus képe lathatd.
(4%-0s PAA gél, 7M urea.)
Mintdk 1 - 3-ig: A pER23
plazmiddal transzformdlt
sejtek 0ssz-RNS-ének 5 ;
10 és 15 ul-es mennyisége
Mintdk 4 - 6-ig: A pIll
plazmiddal transzformdlt
sejtek 0ssz-RNS-ének 5 ;
10 és 15 ul-es mennyisége
A nyil a pER23 plazmid
specifikus transzkrip-
tumot jeloli.

A kisérletet 50mM alfa-
32P ATP és 2 ug super-
coiled plazmid templdt
felhaszndldsdval foly-
tattuk.

Mintdk 1 - 3-ig : pER23
plazmid DNS-el végzett 3
parhuzamos kisérlet.
Mintdk 4 - 6-ig : pIll
plazmid ONS-el végzett 3
pdrhuzamos kisérlet.

A nyilak a specifikus
transzkriptumokat jelolik
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feltételezett target régidjdhoz kotddnek. Az eredmények nem
voltak mentesek minden ellentmonddstol, de erdsen
valdészinlsitették a vizsgdlt ODNS szakaszhoz specifikusan kotddo
fehérjék 1létezését. A szdbanforgd fehérjek feltehetbleg a shift-
up reguldcié (a pERl-es plazmid esetében), illetve a promdter
inaktivdlds (a pIll-es plazmid esetében) effektorai (Csiszdr és
mtsai 1990).

Valdszinlnek ldtszik, hogy a pER1 plazmidon megfigyelt shift-
up szabdlyozds €és a plll plazmid promdterének represszidja
egymdstdél nem élesen elvdlaszthatd jelenségek, hanem egy komplex
szabdlyozds két kiilonbozdé megnyilvdnuldsi formdja, az eltérd
kisérleti alanyok kovetkeztében. A szabdlyozdsnak egy lehetséges
modelljét a Diszkusszid fejezetben tdrgyalom.

Természetesen az eddig részletezett kisérletek semmilyen
tdmpontot nem nydjtottak a shift-up szabdlyozds  pontos
mechanizmusdt illetden, vagyis hogy milyen sejtreceptorok
érzékelik a "tdpanyagkoncentrdcid" — vdltozdsdt (és  melyik
tdpldlékkomponens vagy komponensek a tényleges  induktorok),
valamint hogy milyen szigndl molekuldk kozvetitik az informdcidt
a szabdlyozdsban résztvevd reguldtor fehérjék fele.

5.1.10. ppGpp szabdlyozas?

Az utdbbi kérdést illetden rogton adddott egy gyanusitott a

ppGpp "személyében", amely molekuldrdél -az irodalmi
dttekintésben emlitetteknek megfeleldGen-  kozismert, hogy
sokoldaluan résztvesz a stabil RNS-ek szintézisének

szabdlyozédsdban, a promdteraktivitds gdtldsdn keresztil. A ppGpp
szintnek a riboszomdlis P2 prométerekre gyakorolt —hatdsat
illetéen az irodalmi adatok ellentmonddsosak, mégis tobbségilikben
megegyeznek abban, hogy a ppGpp csak a Pl promdterek
aktivitdsdnak a szabdlyozdsdban vesz részt. Ugy gondoltuk
azonban, hogy -tekintettel arra, hogy az irodalmi adatok abban is
megegyeznek, hogy az rrnB P2 promdter gyenge konstitutiv
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promdter, ugyanakkor a pER23 plazmid "reguldlatlan" P2 promdtere
adekvat rendszerben dsszehasonlitva a legerésebb coli promdterek
kozott szamontartott Tac prométerrel, anndl erdsebbnek bizonyult

(l4sd az 5.2.3. fejezetet)-, az ellentmondds felolddsdra
kindlkozik egy egyszerld magyardzat. A kozép logaritmikus
novekedési  fdzisban - ahol a  tetrafoszfdt szint es

promdoteraktivitds Osszefiiggésére vonatkozé kisérletek tulnyomd
részét végezték - a P2 promdter aktivitdsa mér a shift-up
szabdlyozds 1leszdlld 4&gdban van, vagyis a kutatdk egy mar
represszalt aktivitds tovdbbi gdtldsdt prdébdltdk meg elérni a
tetrafoszfattal. Hogy ez nem sikerilt, az nem bizonyitja egyben,
hogy a korai logaritmikus fdzisban mutatkozé aktivitdsmaximum nem
a lecsokkent ppGpp szint kdvetkezménye-e. Méginkdbb megalapozottd
tette ezt a feltételezést az a tény, hogy a IMIO7 torzs -
amelyben kisérleteink tobbségeét veégeztik - relA genotipust
hordoz, vagyis eleve alacsonyabb tetrafoszfdt szint taldlhato
benne.

A kérdes eldontésére a kovetkezd -itt csak nagy vonalakban
vdzolt- kiserletet terveztik:

Két pdrhuzamosan novesztett, pER1 plazmiddal transzformdlt
JM107 sejtkultura egyikéhez a korai logaritmikus ndvekedési
fazisban szerinhidroxamdtot, a mdsikhoz kloramfenikolt adtunk.
Mindkét esetben a fehérjeszintézis gdtldsa és ezdltal a sejtek
novekedési sebességenek a csokkenése kovetkezik be, azonban mig a
szerinhidroxamdt - a stringens vdlasz indukcidja kovetkeztében -
emeli, addig a kloramfenikol csokkenti a sejten belili ppGpp
szintet. Természetesen a szintézisgdtldkat olyan koncentrdcidban
haszndltuk, hogy a sejtnovekedés lassuldsa mindkét esetben azonos
legyen. Azt vartuk, hogy rodvid idé elteltével a kloramfenikol
fokozni, a szerinhidroxamdt viszont csokkenteni fogja a P2
promdter aktivitdsdt és igy az alfa-peptid aktivitdsértékeket is.
Ezzel szemben mindkét esetben az aktivitds lassi, pdrhuzamos

csokkenése kovekezett be, tehdt a ppGpp mentesiilt a gyand aldl.
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Nagyon roviden és wugyancsak a kisérletek részletes
megtdrgyaldsa nélkil szeretnék kitérni egy tovdbbi korilményre.
Természetesen foglalkoztatott minket a gondolat, hogy a shift-up
reguldcid mennyire dltaldnos, illetve mennyire korldtozddik a
JM107  torzsre, 1illetve az rrnB operonra. Ezért hasonld
kisérleteket végeztlink JM101 torzzsel (amely tobbek kozott nem
relA genotipusd), valamint - részleteiben kicsit médositott
kisérleti rendszerben - EDB800 torzzsel. A shift-up reguldcid
mindkét esetben "mikodott".

Ugyancsak mutatott shift-up reguldcidét az a plazmid, amely
egy pER plazmidbdl olymddon szdrmazott, hogy az rrnB P2 promdtert
a szabdlyozd szekvencidival egyltt az rrnD P2 prométer azonos
régicjdval cseréltik ki. Meglehetds biztonsdggal dlithatd tehat,
hogy a shift-up szabdlyozds dltaldnosan jellemzd az E. coli
baktérium riboszomdlis RNS operonjaira.

5.2.1. Promdtererdsseg

A 2.5.3. fejezetben vézoltak alapjdn dltaldnosan elfogadott
feltételezés, hogy egy prométer erdssége Jol korreldl az
"idedlis" (consensus) szekvencidhoz vald hasonldsdgdnak a
mértékével (Hawley és McClure 1983, Mulligan és mtsai 1984,
Harley és Reynolds 1987, Sz6ke és mtsai 1987). Ismeretesek
azonban olyan megfigyelések, amelyek némiképp ellentmondanak
ennek az egyszer(ségében igen tetszetds elméletnek.

Néhdny példa ezek kozll:

1. Egy szintetikus consensus promdter - alkalmas tesztrendszerben
osszehasonlitva szdmos természetes E. coli promdéterrel -
meglepden gyengének bizonyult (Rossi és mtsai 1983).

2. Kiilonbozé 1laboratdériumokban végzett kisérletekbdl — levont
egybehangzd kovetkeztetések szerint a promdter erdsségének a
meghatdrozdsdban a konzervativ hexanukleotid boxokon kiviil es6 -
azoktdél upstream vagy downstream elhelyezkedd - DNS szakaszok 1is

szerepet jdtszanak (Deuschle és mtsai 1986, Kammerer és mtsai
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1986, Brunner és Bujard 1987, Gadl és mtsai 1989).

3. A riboszomdlis RNS promdterek szekvencidja tobb ponton eltér a
consensustdl (és ezzel Osszhangban kiilonbozé in vitro kisérleti
rendszerekben mutatott aktivitdsuk nem kiemelked6) (Kajitani és
Ishihama 1983), ugyanakkor - mint mdr a bevezettben emlitettem -
ezek a promdéterek valdszinileg a legerbGsebb in vivo E. coli
prométerek, hiszen az exponencidlis ndvekedési fdzisban a sejt
0ssz RNS szintézisének a nagyobbik hdnyada ezeken a prométereken
folyik.

Ugy tanik tehdt, hogy az emlitett leegyszerlsitett kép -
legaldbbis in vivo korilmények kozott - nem tukrozi teljes
mértékben a valdsdgot. Ugy gondoltuk, hogy kozelebb keriilhetiink a
probléma megolddsdhoz, ha a pER23 plazmid rrnB P2 promdéterét -
amelyet az eldz6 fejezetben leirtak szerint megfosztottunk a
downstream szabdlyozé szekvencidtél - részletes vizsgdlatnak
vetjik ald. A prométert a tovdbbiakban 6/23-as prométernek fogom
nevezni (12/a &bra), a tesztplazmid sematikus rajza a 1l1. dbréan
ldthatd.

Munkdnk kezdetekor az aldbbi kérdések megvdlaszoldsat
kisérletiik meg:
i Az rrnB P2 prométer (Jelen esetben annak médositott
vdltozata, a 6/23-as promdter) valdban erGsebb-e in vivo egy
consensus promdternél, példdul az igen erds E. coli promoterként
szdmontartott hibrid tac prométernél (DeBoer és mtsai 1983)7?
Természetesen az ilyen 0Osszehasonlitdsnak adekvat korulmények
kozott kell torténnie. Ez Ggy valdsithatd meg, ha a tac prométert
ugyanolyan kornyezetbe helyezziik, mint amilyenben a 6/23-as
promdter van. Vagyis a pER plazmidokéval megegyezd szerkezeti
plazmidot kell konstrudlnunk, ahol a tac prométer nukleotidra
teljesen azonos mRNS szintézisét vezérli, mint a 6/23-as promdter
a pER23 plazmid esetében.
Amennyiben az elsG kérdésre igenld vdlaszt kapunk, akkor keét
alternativ magyardzat képzelhetd el. A 6/23-as prométer vagy

éppen a consensustdl eltérd szekvencidjdnak kdszonheti rendkivili



11. &bra

A pER23 vektorplazmid sematikus rajza

Jeldlések: op - lac operdtor
5.0 & Shine-dalgarno szekvencia
(riboszémakstéhely)

ori $ replikdciés origo



12. dbra

A 6/23 promdéter szdrmazékainak és a pKKalfa3 plazmid Ptac
prométerének, valamint a promdtereket kovetd leader régidknak a

DNS nukleotid sorrendje

a.) pER23 (6/23 pr.)
TTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTATGCATGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGA

b.) pER23(-Nsi) (6/23-Nsi pr.)
TTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTATGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGA

c.) pKKalfa3 (tac pr.)
TTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGA

d.) pER23P2cons (P2cons. pr.)
TTGACACTGTAGCGGGAAGGCGTATAATGCATGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGA

A prométerek -35-0s ¢és -10-es régioit, valamint a lac operdtor
szekvencidt aldhidzds Jeloli.
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er0sségét, vagy a konzervativ hexanukleotid boxokon kiviilesé

régick is nagymertékben feleldGsek a promdteraktivitds
meghatdrozdsdban.
Vagyis

2. lehet-e tovdbb novelni a 6/23-as prométer erGsségét azdltal,
hogy a konzervativ boxok  szekvencidjdt a consensuséval
megegyezére valtoztatjuk?

Illetve

Jiy milyen hatdst gyakorolnak a promdter aktivitdsdra a
hexanukleotid boxokon kiviili régidkban bekodvetkezd vdltozdsok?

5.2.2. A pKKalfa3 plazmid létrehozdsa

A tac promdternek a 6/23-as prométerével azonos kontextusba
helyezését megkdnnitette, hogy rendelkezésiinkre 411t a pKK223-3
elnevezésl expresszids vektor plazmid (Brosius és Holy 1984),
amely a tac promdtert és a lac eredetd szabdlyozd régidt (12/c
dbra) kovetden egy polilinker szekvencidt tartalmaz. A polilinker
EcoRI hasitdhellyel kezdddik és HindIII hellyel végzodik.

A plazmidot EcoRI-el hasitottuk, a 4 nukleotid hosszisdgu
egyszdld, tdlnydlé véget S1 nukledz enzimmel leemésztettik, majd
HindIII emésztést végeztink. Az 1igy kapott - +tompa véggel,
illetve HindIII ragadds veéggel rendelkezd - vektor fragmentumot
Osszeépitettik a pER23 plazmidbdl szdrmazd 188 bp hosszidsdgd
Alul, HindIII fragmentummal, amely a teljes alfa-peptid gént
tartalmazta a transzldcids startkodont kozvetlenidl megel6zd Alul
helyt6l a gént szintén kozvetlenidl kovetd HindIII helyig. Az 1igy
keletkezett plazmid (pKKalfa2) a transzkripcids startponttél
szdmitott -4-es pozicidtdl kezdddéen az alfa-peptid gén teljes
hosszdn keresztiil nukleotidra megegyezik a pER23-as plazmid
hasonld régiéjdval. Vagyis a két promdéter dltal szintetizdlt mRNS
az 5' nem 4tirédd részt, valamint a kdédold szakaszt illetden mar
teljesen azonos. Ugyanakkor a 3' nem &tirédé rész szekvencidja
még kiilonbozik és az &tirds iranya is ellentétes a két plazmidon
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(ez utdbbi korilménynek azért van jelentdsége, mert a plazmid
replikdcidja interferdlhat a vele ellentétes irdnyd
transzkripcidval). Ezért a kovetkezd lépésben a pKKalfa2 plazmid
385 bp hosszuisagl BamHI, PvulIl fragmentjét -amely 5'-3' irdnyban
tartalmazta a tac promdtert egy 200 bp hosszisdgld upstream DNS
szakasszal egydtt, a lac operdtort és riboszémakotéhelyet,
valamint az alfa-peptid gén els6 felét-, beépitettik egy PpER
plazmid szdrmazék (pER23 E,H) BamHI, Pvull helyére. (A pER23 E,H
plazmidot a pER23 plazmidbdl készitettik +tobb lépésben - itt
részleteiben nem ismertetett mddon - melynek végeredményeképpen a
6/23 prométer UAS-ja kicserélddott a PivX plazmid polilinker
régidjdra (Lukdcsovich és mtsai 1989).

Az 1igy kapott - pKKalfa3 elnevezéssel Jjelolt - plazmidrdl,
valamint a pER23-as plazmidrdl pontosan ugyanaz a transzkripcids
és transzldcids termék (mRNS és alfa-peptid) szintetizdlédik, a
két plazmid csak prométerrégidjdban kilonbozik. A pKKalfa3

plazmid létrehozdsanak lépéseit a 13. dbra mutatja.

5.2.3. A 6/23 illetve tac promdterek aktivitdsdnak
osszehasonlitdsa a pER23, illetve pKKalfa3 plazmiddal
transzformdlt sejtekben.

Az Osszehasonlitdst transzkripcids €s transzldcids szinten
egyarant elveégeztik. A specifikus mRNS szintézisrdtdjdban
mutatkozé kilonbség a 14. dbrdn 1ldthaté, az alfa-peptid
aktivitdsgorbéket a 15. dbra mutatja. "A fair play szabdlyai
szerint torténd osszehasonlitdsbél 1ldthatdan a 6/23-as promdter
kerilt ki gydztesen."

5.2.4. A 6/23-as promdter konzervativ boxainak "consensussa"
alakitdsa

Attérve a 2-es szdmmal Jjelolt kérdésre, az oligonukleotid
vezérelte mutagenezis mddszerével (Zoller és Smith 1984) a 6/23



13. &bra

A pKKalfa3 plazmid keletkezéséhez vezetd lépések

Alul+Hind 111

BamHI « Pvull BamHl+ Pvull

A vastag nyilak az egyes plazmidok replikdcidjdnak irdnydt jelzik



14. &bra

A pER23, pER23(-Nsi) és pKKalfa3 plazmidok promdéteraktivitdsainak
Oszehasonlitdsa

12 3

<235
v-g s 4 < 16S

o
Bk '
-

P

. -

Nt g An < 630nt plasmid
transcript

A sejtkultidrakat ml-enként 40 MBg 3H uridinnel (specifikus
aktivitds = 742 GBg/mmol) JjelGltik 30 mdsodpercen keresztil. Az
RNS mintdkat 4%-os PAA-ureds gélen futtattuk.
Mintak: 1. pER23 plazmiddal transzformdlt JIM107 sejttenyészetbdl
prepardlt o0ssz-RNS
2. pER23(-Nsi) plazmiddal transzformdlt IM107
sejttenyészetb6l prepardlt ©ssz-RNS
3. pKKalfa3 plazmiddal transzformdlt JM107
sejttenyészetb6l prepardlt ©ssz-RNS
A nyilak a 235 és 165 TrRNS-t, valamint az G&sszehasonlitandd
promdteraktivitdsokra Jjellemz6 - 630 nukleotid hosszisdgd -
transzkriptumot jelolik.



15. &bra

A pER23, pER23(-Nsi) és pKKalfa3 plazmidokkal transzformdlt JIM107
sejtek alfa-peptid specifikus aktivitdsainak Osszehasonlitdsa.

00420/00550
300 ¢

280 T
260 1

D\
260+ H
22'0 T \
| D\D
180 —+

| S TT~——,_  PER23[-Nsi]
140 +
120+

100 + o ER 23
4 A o
e ; / _ o
601 pKK-a3
1‘10 - /
20+
g . .
1 1 2 3 4 5 é hours
IPTG

(Az alfa-peptid kinetikai gorbék felvételének korilményei minden
tekintetben megegyeztek a kordbbi kisérletekével.)
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prométer szekvencidjdt két ponton megvdltoztattuk. A pontmutdcidk
mindkét konzervativ boxban a consensuséval megegyezdre cserélték
az eltérd nukleotidokat (12/d dbra). A 16. dbrdn ldthatd alfa-
peptid aktivitdsgorbék alapjdn bizonyossdggal dllithatjuk, hogy a
nukleotid cserék rendkivili mértékben - +tobb mint 3-szorosdra
emelték az amlgyis igen erds promdter aktivitdsat.

5225, Tovabbi atalakitdsok

Az eddigi kiseérletekbdl nagy valdszinlséggel kovetkezett,
hogy a 6/23-as promdter kiemelkedd aktivitdsdnak a magyardzata a
konzervativ hexanukleotid boxokon kiviilesd terileteken keresendd.
Ezért eldszor a promotert6l downstream elhelyezkedd DNS szakaszon
hajtottunk végre egy kisebb dtalakitdst. Itt az rrnB eredetld DNS
szekvencia mindossze neéhdny nukleotidra korldtozddik €és ezen
beldl - az 5.1.10. fejezetben leirtaknak megfelelGen - egy egyedi
NsI restrikcids hasitdhely taldlhatd. Ennek figyelembevételével
igen konnyen ki lehetett ejteni 4 bp-t a transzkripcids startpont
és a prométer -10-es régidéja kozott. A pER23 plazmidot Nsil
enzizmmel hasitottuk, a ragadds végeket alkotd belsé 4
nukleotidot T4 polimerdz enzimmel leemésztettiik, majd a plazmidot
T4 DNS ligdzzal Gjbdl gydrvé zartuk (12/b dbra). Meglepetésiinkre
a delécidés mutdns plazmidal (pER23-Nsi) transzformdlt sejt
magasabb alfa-peptid mRNS szintet és enzimaktivitdst mutatott a
pER23 alapplazmiddal transzformdlt sejthez képest (14. illetve
15. dbra). Igy kizdrdsos alapon a prométertél upstream
elhelyezkedd DNS szakaszra terelddott a gyand. Az rrnB P2
prométert illetden azonban mindeddig nem volt ismeretes UAS
létezése. A prométert6l upstream taldlhaté - 80 bp hosszidsdgd -
rrnB eredetld DNS szakasz eltdvolitdsa technikailag nem ldatszott
tdl egyszerlnek. Az egyetlen alkalmas restrikcids hasitdhely egy
HinfI hely (GANTC) volt a prométer - 35-ds régidjdban. A 17.
dbrdn ldthatd, hogy HinfI hasitds, a 3 nukleotid hosszidsdgd,

tdilnydld, "ragadds" vég feltoltése Klenow polimerdz enzimmel,



16. dbra

A pER23, pER23(-Nsi) és pER23 cons. plazmidokkal transzformdlt
JM107 sejtek alfa-peptid specifikus aktivitdsainak
osszehasonlitdsa.

0D420/0D 550
8.0 1
7.0 7 o"——_ﬁo\
O\
O———0 pER23p,
60 1 e}
cons.
5.0
L S Ae e _ A
b e A— — — 5 pER23 [-Nsil
o W
30+ /
J/
——————————— e e mmeeee o —_—————
2.0 g T ) S —— x pER23
L 7
10 1 o
s S | . . |
05 15 15 20 30 40 5.0 6.0
1 hours
IPTG

(Az alfa-peptid kinetikai gorbék felvételének koriilményei minden
tekintetben megegyeztek a kordbbi kisérletekével.)



17. éabra

DNS szekvencia vdltoztatdsok az rrnB P2 (6/23) promdtertél

upstream elhelyezkedd régidban

a.) pER23 (6/23 pr.)
CGGCAGAGAAAGCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTAT

b.) pER23-35H32
GCAAAAATAAATGCTTGACTCAAGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTAT

c.) pER23-35H38
GCCACTCGTCAGCAAAGAAGCAAGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTAT

A promdter -10-es és -35-0s régidjat aldhidzés jelzi.
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majd egy szintetikus HindIII linker beépitése esetén a promdter -
35-0s regidja €s az azt megel6zd 2 nukleotid vdltozatlan marad
(vagy helyesebben az eredeti szekvencia helyredll), az attdl
upstream DNS szakasz viszont 11 bp-ral "balra" tolddik (17/b
dbra). A pER23 plazmid azonban 7 tovédbbi HinfI helyet tartalmaz,

igy - Hinfl részleges emésztést és a linearizdlt forma
izoldalasat, majd a feltoltést és a HindIII 1linker 1ligdldsét
kovetden - meglehetdsen sok klont kellett dtvizsgdlnunk, mig

olyanra taldltunk, amelyben a linker a kivdnt helyre épilt be
(pER23-35H32). A 18. dbran 14thatd, hogy az upstream DNS szakasz
"odébb" helyezése drasztikusan csckkenti a prométer aktivitdsat.
Ehhez képest a teljes A/T gazdag upstream régid eltdvolitdsa és
egy "indifferens" DNS szakasszal (a 165 rRNS strukturgén egy
szakaszdval) vald helyettesitése (pER23-35H38 plazmid) mir csak
kismertékl, tovdbbi aktivitdscsokkentést okozott. Vagyis nemcsak
azt sikeriult bizonyitanunk, hogy az rrnB P2 prométertdl upstream
taldlhatd DNS szakasz valdban UAS-ként funkciondl, hanem azt is
kimutattuk, hogy az UAS enhancer hatdsdnak kifejtése erdsen
poziciofiiggd es ez a pozicidfiiggés érdekes médon nem mutatja a Pl
prométer UAS hasonlé  tdvolsdgfiiggésének emlitett 11  bp-os
periodicitdsdt sem (2.3. fejezet). (Ugyanakkor egyelére nem
ismerjik az adott ONS szakaszon belil az UAS pontos
lokalizdacigjéat.)



18. dbra

Az UAS eltdvolitdsdnak hatdsa a promdteraktivitdsra
(az alfa-peptid specifikus aktivitdséertéekek alakuldsa a pER23,
pER23-35H32 és pER23-35H38 plazmidokkal transzformdlt JIM107
sejtekben a ndvekedés sordn.)

0D,30/ 0Dss
26.0 1
2.0 x
220
20.0-

18.0
R
16.0 PR

_g PERZ3-35H3?
pER23-35H38

5.0

(Az alfa-peptid kinetikai gorbék felvételének koriilményei minden
tekintetben megegyeztek a kordbbi kisérletekével.)
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. P Expresszids vektorok

Ha egy promotert alkalmassd akarunk tenni expresszids vektor
kifejlesztésére, akkor elGszor a sajat (intrinsic) szabdlyoz&asat
kell felfliggesztenink -konstitutivvd kell alakitanunk-, hogy a
sejt fizioldgids dllapotdtél fiiggetleniil, dllanddan maximdlis
intenzitdssal mikodjon, majd ezt kdvetden egy akaratunktdl fiiggd,
kilsd kontrol ald kell helyeznink, vagyis tetszés szerint ki-
bekapcsolhatdévd kell tennink. Az eldzd fejezetben tdrgyalt 6/23-
as promoter és szarmazeékai mindkét kovetelménynek megfelelnek. A
downstream reguldtor régid eltdvolitdsa kovetkeztében a
promoterek dllanddan aktivitdsuk lehetséges maximumdn dolgoznak
(A 6.2. fejezetben tdrgyalom, hogy a 6/23 cons. promoter
aktivitdsat feltehet6leg <csak a ribonukleotid szubsztrdtok
diffdziéja limitdlja). Ugyanakkor a promotert kovetden
elhelyezkedd lac operdtor szekvencia a promotert indukdlhatdva,
vagyis egy kiils6 kontrol szdmdra hozzaférhetdvé teszi. Igy
természetszerlleg adddik a gondolat, hogy a 6/23 promoterre
alapozva kifejlesszink egy sokoldaldan felhaszndlhatd expresszids
vektorrendszert.

9:.3.2. Az expresszids vektorok jellemzdi

A vektorcsaldd alapkonstrukcidjdnak magdt a pER23 plazmidot
(11. 4&bra) tekinthetjik, hiszen az expresszids vektorokkal
szemben tdmasztott valamennyi kovetelménynek  maradéktalanul
megfelel:
1.) Az expresszids vektorplazmid kell hogy rendelkezzen az idegen
gén kifejezésére alkalmas  transzkripciés €és  transzlédcids
szabdlyozd szigndlokkal.
A pER23-as plazmid tartalmazza:
a.) az igen erds és indukdlhaté 6/23 -as promotert, amely az rrnB

P2 promoter €és a lac operdtor szekvencia ©sszekapcsoldddsdval
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jott létre.

b.) az erds, rho independens rrnB Tl és T2 tandem transzkripcids
termindtorokat.

c.) a consensus lac riboszdmakotdhelyet.

2.) A vektorplazmid pBR322 (Col El1) tipusi replikdcés origét
hordoz, amely sejtenként 25-30 plézmidképiét eredményez.

3.) Az ampicillin rezisztencia gén lehetdvé teszi a plazmid
fenntartdsdt tetsz6leges gazdatorzsben.

4.) Az idegen gén kldnozdsa két egyedi restrikcids hasitshelyre
torténhet, az alfa-peptid génjének belsejében 1évé  Pwull,
valamint a gént kovetden taldlhatéd HindIII helyre. Mindkét
esetben a géntermék Un. fuzidés fehérje formdjdban keletkezik,
ahol a fehérje N-termindlisdt az alfa-peptid, a C-termindlisdt
pedig a tdltermeltetni kivant fehérje alkotja. (Természetesen a
két gén Osszekapcsoldsdat dugy kell megvaldsitani, hogy az idegen
gén az alfa-peptid génjével azonos leolvasdsi fdzisban (reading
frame-ben) legyen.)

A kldnozast lehetdvé tevé két egyedi restrikcids hasitdhely
sok esetben elégtelennek bizonyulhat, ezért a kovetkez0 1épésben
a pER23 plazmid HindIII helyére klodnoztuk a PiVX miniplazmid
(Seed 1983) HindIII-HindIII polilinker fragmentumat (a szekvencia
a 19. dbrdn ldthatd), mindkét orientdcidban. Az eredményiil kapott
pER234 és pER235 plazmidok esetében az idegen gének kldénozdsdra
tovdbbi restrikcidés hasitdhelyek 4&llnak rendelkezésre (Clal,
EcoRI, BamHI, PstI, BglII és Xbal).

> 105 o Fuzidés vektorok

Jél ismert Jelenség, hogy szdmos eukaridta protein rendkivil
instabil E. coliban, féléletidejik csak percekben mérhetd. Sok
esetben megoldds ezeknek a fehérjéknek fluzids peptid formdjdban
torténd termeltetése, ahol a bakteridlis N-termindlis partner
mintegy megvédi a fehérjét a sejten beliili degraddcidval szemben.
A 66 aminosavbél 4116 alfa-peptidhez hasonld rovid bakteridlis
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fehérjek azonban sok esetben nem nydjtanak elegendd védelmet.
Ezért két tovdbbi vektor plazmidot konstrudltunk (pM23 és pL23),
ahol a polilinker szekvencidt 279 aminosav hosszisdgd (a pM23
plazmid esetében), illetve 409 aminosav hosszisdgd (a pL23
plazmid esetében) N-termindlis bakteridlis fehérjét kédoldé régié
el6zi meg. A pM23 plazmid esetében mind a 279 aminosav a béta-
galaktoziddz enzimb6l (lacZ gén) szdrmazik, a pL23 N-termindlisét
egy béta-galaktoziddz, kloramfenikol-acetil-transzferdz (CAT gén)
fuzié alkotja, ahol a béta-galaktoziddz 375 aminosav hosszisdgu
N-termindlis darabja van - gén szinten - Osszekapcsolva a CAT 39.
€s 72. aminosav kozotti szegmentjével. A flzids  vektorok
polilinker régidjdban  -kilonbGzé hasitdhelyekre-  mindhdrom
leolvasdsi fdzisban kldnozhatdk idegen gének.

534 "Direkt" klénozd vektorok

Sok esetben az idegen fehérjét barmiféle fuzids partnertol
fliggetlenil, o©nmagdban kivanjuk termeltetni. Ez tulajdonképpen az
eddig ismertetett vektoraink valamelyikével is megvaldsithats. A
kldnozott gén ekkor sajdt, bakteridlis riboszdmakdtohellyel kell
hogy rendelkezzen, és a konstrukcidét dgy kell megtervezni, hogy
az idegen gén és a vektoron 1évG gén (a lac Z gén 5' része,
illetve a 1lacZ-CAT fizid) egy mesterséges, két génes operont
kébezzen. Az expresszi6 akkor optimdlis, ha a kétcisztronos m-RNS
els6é tagjdn folyd transzldcid kozvetlenil a mdsodik cisztron
(vagyis az idegen gén) startkodonja eldtt fejezddik be. (A
transzldcidés stop helyét a plazmid szekvencidjdnak ismeretében
pontosan meg tudjuk hatdrozni.)

Ilyen elrendezést nem mindig konnylG kialakitani, ezért
tovébbi Un. direkt kldnozé vektorokat konstrudltunk. A PpER23
plazmidbdl eltdvolitottuk az alfa-peptidet kddold gén 5' részét,
a transzldcids startkodont kozvetleniil megelezd Alul hely és a
mar emlitett Pvull hely kozotti darabot.

A két szabad vég Osszekapcsoldsa sordn egy Gj Pvull hely
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keletkezett. Az igy kapott plazmid (pER23 -ATG ) lehet6vé teszi
tetsz6leges gén un. "tompa végd" (blunt end) klénozdsdt az
Gjonnan létrejott Pvull helyre. A gén a sajdt ATG transzldcids
start kodonjdval kell hogy kezdddjon, amely 1igy alkalmas
tdvolsdgra keril a vektoron 1évd riboszémakotohelytdl. A pER23 -
ATG vektor kémiailag szintetizdlt gének kldénozdsdra rendkivil
alkalmas. Hatranya, hogy a blunt end 1ligdlis nem eléggé hatékony
€s az AIG startkodon tdvolsdga a riboszdmakotohelytdl — 2
nukleotiddal rdvidebb az optimdlisndl. (Ez az utdbbi hidnyosség
természetesen kikiliszobdlhetd, ha a szintetikus gén az ATG kodont
megel6zoen is tartalmaz 2 nukleotidot)

A kovetkez6 1épésben egy szintetikus Clal linkert éptitettiink
be a pER23 -ATG plazmid Pvull helyére, és a vektorcsaldd
kovetkez6 tagjdt kaptuk (pER2 +ATG  plazmid). Ha az "iménti"
szintetikus gént - amely ebben az esetben nem kell hogy
tartalmazzon sajdt transzldcids startkodont - a pER23 +ATG
plazmidban kivdnjuk kifejeztetni, akkor a cél elérése érdekében
az elsd lépésben a gén két végéhez szintetikus Clal linkert kell
kapcsolnunk, majd Clal restrikcids enzimmel torténé emésztés utédn
a fragmentumot a vektorplazmid Clal helyére kldnozzuk. Ekkor a
Clal linkeren 1évd ATG kodon szolgdl transzldcids startként és
tdvolsdga a consensus Shine-Dalgarno  szekvencidtdl  éppen
optimdlis lesz. (Természetesen nem  sziikséges Clal linker
haszndlata, ha a szintetikus génen mdr eleve van ATG kodon és
Clal kompatibilis ragadds végekkel rendelkezik.)

A pER23 +ATG plazmid egy tovdbbi szdrmazeékdban megintcsak
a PiVX polilinkert épitettiik be a plazmid Clal és HindIII helyei
kozé, vagyis az alfa-peptid gén maradék részét is eltdvolitottuk.
Az eredményiil kapott pER23C-H vektorplazmidba EcoRI, BamHI, PstI,
Bgl II, Xbal és HindIII helyekre is kldnozhatunk idegen géneket,
ezekben az esetekben azonban  természetesen a  vektor
riboszdmakdtdhelye tudl messzire keril az inszert kezdetétdl, 1igy
a beépitett fragmentum sajdt transzldcids szigndlokat kell hogy
tartalmazzon.
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2:.3:5,: A pER23TA vektorplazmid

A vektorcsaldd eddig ismertetett tagjai kozlil valamelyikkel,
minden alkalommal sikeresen megvaldsitottuk az idegen gének
kifejeztetését - az Gssz sejtfehérje 10-60 %-4t  kitevd
mennyiségben - ahdny esetben csak prdbdlkoztunk (konkrét példdkat
a fejezet végén emlitek). Egyes fehérjéket azonban csak bizonyos
vektorokkal sikeriilt tudltermeltetniink. Igy példdul a humédn
proinzulin nagy mennyiségben felhalmozédott a sejtben - fldzids
peptid formdjdban - mikor a hosszu N-termindlis fizidés partnert
kddold pM23 vagy pL23 vektort haszndltuk. Azonban ha a proinzulin
gént a joéval rovidebb bakteridlis génszakaszt hordozd pER234
plazmidba épitettiik be, a fuzids fehérje kimutathaté mennyiségben
nem  akkumuldlddott (Ugyanakkor  35S-methioninnal végzett
pulzusjeloléssel a fehérje Jelenléte kimutathatd volt.). Vagyis
ldthatélag a rovid N-termindlis alfa-peptid nem nydjtott
kielégité veédelmet a protedzokkal szemben. A pM23 és plL23
plazmidok dltal szintetizdlt fuzidés fehérjék azonban igen nagy
molekulatomeglek €és ebb6l a hasznos rész (a proinzulin)
szdzalékosan nagyon kicsi. Vagyis hidba érlnk el - az 0ssz
sejtfehérjére vonatkoztatva - akdr 20-30 szdzaléknyi  fudzds
peptidet, ennek alig egy ©6tode az inzulin. Ezért megkiséreltik
adaptdlni a vektorainkra a Sung és mtsai (1986) &dltal Jjavasolt
médszert. Ezek a szerz6k ugy taldltdk, hogy egy rovid - 7 tagd -
monothreonin vagy monoglutamin oligopeptid képes - N-termindlis
fdzids partnerként - stabilizdlni E. coli sejtben a humdn
proinzulint. A pER23  +ATG vektorunkba ezért beépitettiink egy
szintetikus oligothreonin kddolé DNS szekvencidt, kapcsoltan a
proinzulin génnel, azonban Sung-ék d&llitdsdtél eltérden, nem
kaptunk kimutathatdé akkumuldcidt. Ezzel szemben viszont, amikor
az oligotreonin kdédolé szintetikus DNS-t  "szendvicsként"
kozrefogta a béta-galaktoziddz génnek egy igen rovid (16 aminosav
hosszisdgi) N-termindlis darabja '"balrél" és a proinzulin gén



- 64 -

"jobbrél", akkor a fizids termék tekintélyes mennyiségben
felhalmozddott (22. dbra). Minthogy ebben a plazmidban (pER23TI)
a proinzulin kédolé szekvencidt kozvetlenil megel6zi egy egyedi
Clal restrikcids hasitdéhely, a gént kovetden pedig ugyancsak
egyedi HindIII hely taldlhatd, nem okozott nehézséget a
proinzulin gén kicserélése a mdr jél ismert PiVX polilinker
szekvencidval (pER23TA  plazmid). Igy a vektorcsaldd, még
pontosabban a fuzids vektorok Gjabb reprezentdnsdt kaptuk, amely
els6sorban igen kisméretd peptidhormonok  kifejeztetésésére
bizonyult rendkivil alkalmasnak (pl. vasoaktiv intesztindlis
polipeptid Simoncsits és mtsai 1988.) (A vektorcsaldd egyes
tagjainak relevdns régici, és a létrehozdsukhoz vezetd 1lépések a
20. &bran 1lathaték. A pER23TA plazmid leader régidjdnak
szekvencidjdt a 21. dbra mutatja.)

5.3.6. A vektorok felhaszndldsa

Az dltalunk kifejlesztett expresszids vektorcsaldd
univerzdlisan alkalmazhatdnak bizonyult. Mint mdr emlitettem, a
tiltermeltetés minden alkalommal sikeriilt. A kifejeztetett idegen
genek kozott prokaridta és eukaridta, szintetikus és természetes
gének egyardnt el6fordultak. A fehérjék mérete (molekulatomege) 3
kD-t6l 120 kD-ig vdltozott. Néhdny példa a felhaszndldsra: HIV
protedz (Giam €és Boros 1988), egy ismeretlen funkcidju
bakteridlis fehérje (Balikd és mtsai 1988), kollagén kotd domain-
ek (Bdnyai és mtsai 1990, Bdnyai és Pathy 1991), Bspl
modifikdcids metildz (Pésfai és mtsai 1986), humdn tumor nekrézis
faktor (Mai és mtsai, nem publikdlt), humdn inzulin A és B 1lénc
(Simoncsits és mtsai, nem publikdlt), bakteridlis luciferdz
(Fabula J., nem publikdlt), E. coli béta-galaktoziddz
(Lukdcsovich T., nem publikdlt), szentjdnosbogér (firefly)
luciferdz (Lukdcsovich T., nem publikdlt) stb. Egyes esetekben
(pl. kloramfenikol-acetil-transzferdz vagy bakteridlis luciferdz)
a tdltermelés egészen elképesztd mértékd volt. A sejt oOsszes
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fehérjeéjének poliakrilamid gélelektroforézise, majd a megfestett
gél denzitometrdldsa sordn az idegen fehérjének megfeleld cslics
alatti teriilet az egész gorbe integrdl ertékének tobb mint 80
szdzalékdt tette ki. (Valdszind azonban, hogy ebben az esetben a
festék (coomassie-brillant blue R) kotodése a fehérjéhez mar nem
tekinthet6 1linedrisnmak). A 22. dbrdn az idegen fehérjék
tiltermeltetésének néhdny példdajat ldthatjuk.

Sziikséges roviden kitérnem egy -a vektorrendszer felhaszndldit
érintd- fontos koridlményre. Expresszids vektoraink a rendkivil
er6s promoter kovetkeztében - 1laktdéz vagy IPTG  inducer
tdvollétében is csak lacI® genetikai markert hordozd, vagyis a
lac represszor fehérjét tultermelé E. coli sejtekben tarthatdk
fenn  stabilan. Gazdatorzsként ezért vagy JIM  torzseket
haszndltunk, vagy a sejteket eldz6leg transzformdltuk a pBR
kompatibilis, Kmr, lacI® gént hordozé pVH1 plazmiddal (Ginthert
és mtsai 1986). Az indukdlt sejtekben a plazmidokon  nagy
gyakorisdggal Jjelennek meg mutdcidk (ezzel a  kérdéskorrel
részletesen az 5.5. fejezetben foglalkozom), ezért az egyszer mdr
indukdlt sejtkulturdt tovdbb passzdlni, vagy plazmidprepardldsra
felhaszndlni nem szabad.

A nem indukdlt, lacI® sejtekben viszont  vektoraink
gyakorlatilag teljesen represszdlt &llapotban vannak. (A pER23
plazmiddal transzformdlt JIMI07 sejt alfa-peptid ‘aktivitdsa
indukdlt és repressz4lt dllapotban tobb mint 3 nagysdgrend
kilonbséget mutat. (A nagyfokld represszié magyardzatdra a 6.3.
fejezetben még visszatérek.) Az ilyen mértékd repressziodnak
kdszonhetd, hogy vektorainkkal a sejt szdmdra toxikus fehérjek
(pl. proinzulin, BpsI modifikdcids metildz) is tiultermeltethetdk.

Salts1. Plazmidstabilitds

Mint az irodalmi részben emlitettem, az idegen fehérjék

tiltermelése az esetek donté hdnyaddban rendividl  nagy



22. dbra

Kilonboz6 idegen fehérjéket tultermeld E.coli sejtek dssz-fehérje
mintdzata SDS-PAA gélelektroforézis sordan.
2. 34 4. P

S e

1. pER23TI plazmiddal transzformdlt JM107 sejtkultira
indukdlatlatlanul €s

2. 3 mM IPTG-vel indukédlva. (15%-os PAA gél)

3. VIP (vazoaktiv intesztindlis polipeptid) gént kifejezd pM23
plazmiddal transzformdlt JM107 sejtkultdra indukdlva,

4. az lires pM23 vektort hordozé sejtkultura indukdlva,

5. indukdlatlan, kontroll sejtkultidra. (12%-os PAA gél)
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megterhelést jelent a baktériumsejt szamdra, megzavarja annak
oOkonomikus miikodését. Ezért az ilyen sejt szelekcids hdtrdnydban
van a plazmid nélkidli kontrol sejthez képest és anndl Joval
lassabban osztddik. Mindennek  kovetkeztében, ha a  fehérje
kifejezGdése plazmidhoz kotott formdban torténik (ahogy a mi
expresszids vektoraink esetében is ez a helyzet), akkor a sejtek
elbszeretettel hagyjdk el plazmidjaikat, amennyiben  kiilon
szelekcid nem hat a plazmidvesztés ellen. Ennek kikiiszobolésére
kidolgoztunk  egy olyan mddszert, amellyel tetszbleges
fermentdcids gazdatorzsben  tudjuk  stabilizdlni  expresszids
plazmidjainkat, antibiotikum felhaszndldsa nélkil. Az irodalmi
attekintésben mdr emlitést tettem arrdl a plazmidstabilizdldsi
médszerrél, amely egymdst feltételezd torzs-plazmid pdrral
dolgozik, ahol a torzs deficiens valamelyik 1létfontossdgu
kromoszémdlis génjében, ugyanakkor a plazmidon megtaldlhato
ugyanennek a génnek egy mikodoképes kdpidja. Igy a plazmid - és
egyben a létfontossdgd geén - elvesztése a sejt haldldt Jjelenti. A
mddszer gyakorlati alkalmazdsdt erosen korldtozza, hogy egymdst
kolcsonosen feltételezd, specidlis torzs-plazmid pdrt igényel.
Tetsz6leges expresszids vektor stabilizdldsdra  tetszbleges
fermentdcids gazdatorzsbem nem alkalmas. Adva volt tehdt a
feladat: miként tehetd az eljdrds dltaldnosan alkalmazhatdva?

5.4.2. Egy elvi lehetdség a probléma megolddsdra

A problémidt az aldbbiakban ismertetett elgondolds alapjan
oldottuk meg. Kifejlesztettlink egy pozitiv szelekcidn alapuld
metddust, melynek a segitségével konnyen nyomonkdvethetjik egy
plazmid-kédolt mutdns gén - kettés homolég rekombindcidval
torténd - kicserélddését a kromszomdlis megfeleldjével.

A 23, édbrdn 1lathatjuk az eljdrds 1lényegének sematikus
dbrdzoldsat.

A lépések sorrendje a kovetkezd:
El6szor egy olyan plazmidot konstrudlunk, amely tartalmaz egy
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A plazmidstabilizdcids eljdrds elvének sematikus dbrazoldsa
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antibiotikum rezisztencia gént "R2" és egy tovdbbi rezisztencia
markert "R1" - a sajdt promotere nélkil - amely mesterséges
operont képez egy kldnozott, létfontossdgd bakteridlis génnel
"A". Ebben a stddiumban a plazmidot hordozé sejt az "R1" és "R2"
antibiotikumra egyardnt rezisztens. A mdsodik lépésben egy erés
transzkripciés termindtort "T" épitink az "A" gén belsejébe,
ezdltal az egész operont inaktivdljuk, vagyis a sejt szenzitivvé
vdlik az "R1" antibiotikumra. Ezt kovetdéen a sejteket "R2"
antibiotikummal kiegészitett tdptalajban novesztjik éjszakdn 4&t,
majd "R1" antibiotikumot  tartalmazd lemezre szélesztjik a
sejtszuszpenzid 100 - 150 ul-et. Ujabb 20-24 dra elteltével a
lemezrdl  "R1" antibiotikumra rezisztens, kettds, homoldg
rekombindnsokat szelektdlhatunk.

Ezekben a rekombindnsokban a plazmidon visszaalakult az
eredeti 4dllapot (ezért képesek a sejtek Gjbél néni  "R1"
antibiotikumon), ugyanakkor az "A" esszencidlis génnek a
plazmidon 1lévo inaktiv és a kromoszdman léve ép kdpidja mintegy
helyet cserélt.

A pozitiv szelekcid kovetkeztében lehetdségiink nyilik akar
lO9 sejtb6l 1is a néhdny rekombindns gyors izoldldsdra. Vagyis
tetsz6leges  fermentdcids baktériumtorzs €s EeXpresszios
vektorplazmid esetében 1létre tudunk hozni olyan torzs-plazmid
part, ahol a fentieknek megfelelden az esszencidlis gén egyetlen
mikodd kdpidja a plazmidon taldlhatd, ezdltal a plazmid
elveszthetetlen a sejt szdmdra (Lukdcsovich és Venetianer 1989,
Lukdcsovich és mtsai 1990/b).

S5.8.,3. A pER23L1TTCAT plazmid létrehozdsa

A 23. dbran bemutatott megkozelités keresztiilvihetdségének a
bizonyitdsdra egy pER-plazmid szdrmazékot (pER23L1TTCAT plazmid)
készitettiink. A konstrukcié 1létrehozdsa sordan  esszencidlis
bakteridlis génnek ("A") az L1 riboszomdlis fehérje génjét
vdlasztottuk, szelekcids rezisztencia markerként ("R1") a
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kloramfenikol-acetil-transzferdz (CAT) gén szolgdlt.

A pBR329 plazmid (Covarrubias és Bolivar 1982) 750 bp
hosszisdgd Tagl restrikcids fragmentjét (amely a teljes CAT gént
tartalmazta a sajdt promotere nélkil) kldénoztuk az el6zd
fejezetben tdrgyalt pER234 expresszids vektorplazmid egyedi Clal
restrikciés helyére. (Ez a plazmid - mint pBR322 plazmid
szdrmazeék - mdr eleve hordozza az ampicillin rezisztencia gént.).
A kovetkez6 1épésben az eredményil kapott plazmid két HindIII
restrikcids hasitéhelye koziil a  promotertél tdvolabbit
eltdvolitottuk olymédon, hogy a plazmidot Xbal endonukledzzal
megemésztettik, majd rovid ideig tarté Bal3l exonukledz emésztést
végeztink és a plazmidot Gjbdl Gsszezdrtuk T4 DNS ligdzzal. Az
igy kapott plazmidok koziil kivdlasztottunk egy olyat, melyrdl az
exonukledz a Xbal hely tészomszédsdgdban 1évo BglIl és HindIII
hasitdhelyeket is eltdvolitotta (pER23-CAT plazmid). Ezt kdvetden
a pN02016 plazmidbdl (Post és mtsai 1979) izoldltunk egy 1050 bp
hosszisdgl EcoRI-HphI fragmentumot (amely tartalmazta az L10
riboszomdlis fehérjét kddold gén legnagyobb részét és az L1
riboszomdlis fehérjét kddold gént teljes egészében). Klenow
polimerdz enzimmel a fragmentum tdlnydld "ragadds" végeit tompa
vegekkeé alakitottuk és szintetikus HindIII linkereket 1ligdltunk
hozzd. HindIII emésztés utan a fragmentumot kldnmoztuk a pER23-CAT
plazmid egyedivé vdlt HindIII helyére. Ez az intermedier plazmid
- amely a pER23L1CAT elnevezést kapta - egy hdrom génb6l 4116
mesterséges operont tartalmazott egy erds, indukdlhatd promotert
kovetden (LacZ-L10 fdzid, L1, CAT). A pER23L1CAT plazmidot Bgl II
enzimmel megemésztettik és egy 320 bp hosszidsdagd  BamHI
fragmentumot épitettink az L1 gén belsejebe, amely a pKLAL
plazmidbdl szdrmazott (Orosz és mtsai kozlés alatt) és az rrnB
operon ero0s, rho-independens termindtorait tartalmazta. (A
kloramfenikol szenzitiv transzformdnsok restrikciés analizise
soran azt taldltuk, hogy ezek mindegyike tandem két vagy tobb
termindtor fragmentumot tartalmazott, ez azonban a  tovédbbi
felhaszndlhatdsdgukat nem érintette. A +termindtor fragment
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duplikdcidjdnak lehetséges okdt a 6.4. fejezetben tdrgyalom).

Egy ilyen klént (pER23L1TTCAT) vdlasztottunk a tovdbbiakban a
rekombindcids kiseérletekhez. A konstrukcid itt 1leirt menetét a
24-dik dbra mutatja.

5.4.4. A rekombindnsok szelektdldsa

A pER23L1TTCAT plazmidot E. coli C600 torzsbe transzformaltuk
€s a transzformans sejteket €jszakdan 4t novesztettik 100 ug/ml
ampicillinnel kiegészitett YTB  tdptalajon. Ezt kovetden a
sejtszuszpenzid 150 ul-ét 200 ug/ml kloramfenikolt és 1 mM IPTG-t
tartalmazé YTA lemezre szélesztettik. Lemezenként 50-100 tuléld
koldniat kaptunk, amely kb. 10—6—05 gyakorisdgnak felel meg. A
rezisztens koldnidk valdban a kivéant kettds rekombindns
genotipust mutattdk, mint err6l az aldbbi kisérletek soran
meggy6zodtink:

5.4.5. A rekombindnsok igazoldsa

1. A koldnidkbdl prepardlt plazmidok fizikai térképe valamennyi
vizsgdlt esetben a pER23L1CAT, vagyis a termindtor fragmentum
nélkili plazmid jelenlétét mutatta a sejtekben.

2. A koldnidkbdl prepardlt kromoszomdlis (vagy helyesebben Gssz-)
ONS Southern-blot analizise megmutatta, hogy esetiikben az L1 gén
mérete a kromoszoman megndétt 640 bp-ral, vagyis a dupla
termindtor fragmentum méretével (25. dbra).

3. Lévén, hogy a rezisztens kldénokban a 1létfontossdgd gén
mikodoképes formdban csak a plazmidon volt Jjelen, a plazmidok
ezekben a sejtekben - az elbzetes vdrakozdsnak megfelelden -
rendkivil stabilnak bizonyultak.

A rezisztens (rekombindns) koldnidkat 3 mM IPTG-vel
kiegészitett YTB tdptalajon, antibiotikum hidnydban ndvesztettik
¢jszakdn 4t. Ilyen korilmények kozott (tobb mint 10 generdcidn
keresztil), valamennyi sejt meg6rizte a plazmidjdt (Az ampicillin
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A pER23L1TTCAT plazmid létrehozdsa
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25. ébra

A homoldg rekombindcid megtorténtét igazold Southern hibridizécid
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A sejtekb6l prepardlt 0©ssz-DNS-t valamennyi esetben  EcoRI
enzimmel emésztettik. A hibridizdcids prdba a pNO2016 plazmid
(Post és mtsai 1979) EcoRI, HphI fragmentuma volt, amely az L10
gén 3'részét és az intakt L1 gént tartalmazta.

1. E. coli C600 torzsb6l izoldlt DNS.

2. E. coli IM107 torzsb6l izoldalt DNS.

3. pER23L1CAT plazmiddal transzformdlt C600 sejtekbdl izoldlt DNS
4. pER23L1TTCAT plazmiddal transzformdlt C600 sejtekb6l izoldlt
DNS

5. és 6. pER23L1TTCAT plazmiddal transzformdlt, és 200 ug/ml
kloramfenikolon szelektdlt C600 sejtekbdl izoldlt DNS

7. Molekulastily '"marker"
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rezisztencia megmaraddsdt tobb szdz esetben ellendriztik, DNS
szinten 24 koldnidt vizsgdltunk.). Ugyanilyen korilmények kozott
a pER23L1CAT és a PpER23L1TTCAT plazmiddal transzformdlt - nem
rekombindns sejtek 55 illetve 50 %-ban elvesztették plazmidjukat.

5.4.6. IS10 inszerciod

Egy rovid kitérét sziikséges tennem, amelyben megemlitek, egy
- a modszer keésObbi potencidlis felhaszndldi szédmdra - lehetséges
zavard korulményt. Amikor a rekombindns szelekcidt IM107 torzsben
kiséreltuk meg, nagy szdmban kaptunk kloramfenikol rezisztens
kldénokat, ezek részletesebb analizise azonban megleplé eredményre
vezetett. A bel6lik prepardlt plazmidok nem a vdrt szerkezetet
mutattdk, vagyis nem a PpER23L1CAT plazmidot (ill. ennek a
plazmidnak és a PER23L1TTCAT plazmidnak a keverékét) kaptuk
vissza, hanem egy nagy inszercidét taldltunk a CAT gént
kozvetlenul megeldzb6en. Az  inszertdldédott DNS  szekvencia
analizise felfedte, hogy ezekben a plazmidokban az ismert mobilis
genetikai elem, az IS10  '"ugrott be" a plazmidba. Az IS10-rol
ismeretes, hogy a DNS szekvencidban meghatdrozott consensus
helyre képes beépilni €és egy promotert hordoz, mely lehetové
teszi a szomszédos gének aktivdldsat (Ciampi és mtsai 1982). Ugy
latszik, az IS10-et tobb kdpidban hordozé JIM107 sejtben az IS10
inszercid joval nagyobb gyakorisdggal kovetkezik be, mint a vart
kettds homoldg rekombindcid, 1igy a kloramfenikol  szelekcid
els6sorban a '"rosz" mutdnsok megjelenését segiti eld. Az IS10-et
nem hordozé Cé600 sejtek esetében hasonld hamis pozitiv kldnok
megjelenését nem  tapasztaltuk (és ugyancsak tudtunk
rekombindnsckat izoldlni JIM107 torzsb6l is, amikor az L1 gént egy
olyan DNS szakasszal helyettesitettik, amely - attdél eltérden -
nem tartalmazta 3' végén az IS10-et '"befogaddé"  consensus
szekvencidt. Ez utdbbi plazmid konstrukcidt itt nem részletezem).
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5.4.7. A pER23LCTI plazmid létrehozdsa, az "expresszids kazetta"

és a "stabilizdcids operon" Osszeépitése

Miutdan meggy6z6dtink az eljdrds alkalmazhatdsdgdrol,
természetesen cé€lul thztik ki valamelyik expresszids vektorunk
stabilizdldsat, vagyis olyan plazmid elGdllitdséat, amelyik
egyardnt tartalmazza a 6/23 promoter (vagy valamelyik szdrmazéka)
dltal vezérelt "expresszids kazettdt" é€s ettdl szepardltan az
inaktivalt L1 gén-CAT gén '"stabilizdcids operont". A feladat
megvaldsitdsdra - a 26. dbrdn bemutatott 1lépések sordn - a
pER23LCTI plazmidot konstrudltuk. A plazmid az eldzd fejezetben
tdrgyalt pER23TI (humdn proinzulint expresszdld) vektorplazmidba
-az rrnB T1 és T2 termindtorokat kovetden - beépitve tartalmazza
a "stabilizdcids operont". Ez utdbbi ezdttal a lacUVS5 promotert
kovetéen az (5' végén delécids) L10 gén - L1 gén - CAT gén
tagokbol all. Az L1 gén jelen esetben is két részre van osztva a
belsejebe klonozott termindtor fragmentum kovetkeztében, amely
ledllitja a transzkripcidt, igy a CAT gén sem tud dtirddni.

A konstrukcid lépései részletezve:
1.) A kordbban mdr ismertetett mddon létrehoztuk a pER23L1CAT és
a pER23TI (5.3.5. fejezet) plazmidokat. A pER234C plazmid a
pER234 expresszios vektorplazmid Clal helyére beépitve
tartalmazza a pBR329 plazmidbdl szdrmazo - promoter nélkiuli - CAT
gent egy 750 bp-os Tagl fragmentumon.
2.) A pER23L1CAT plazmidot EcoRI és HindIII enzimmel emésztettik
es az emesztés sordn kapott kisebbik fragmentumot - amely az L10-
L1 fldzids gént  tartalmazta - beépitettik a hasonldképpen
emésztett pUC18 plazmidba (Yanisch-Perron és mtsai 1985).
3.) Az eredményil kapott intermedier plazmidot részlegesen
emésztettik Pvull enzimmel, és a lac UV5 promotertdl upstream
1lévd Pvull helyre beépitettiink egy szintetikus BamHI linkert.
4.) Az igy kapott plazmid HindIII helyére beépitettik a pER234C
plazmidbdél HindIII emésztéssel kapott, promoter nélkiili CAT gént.
5.) Az eredményil kapott pUC18LC plazmidot részlegesen



26. dbra

A pER23LCTI plazmid keletkezéséhez vezetd lépések
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(Részletes magyardzat a sz@vegben)
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emésztettik BglII enzimmel és a pKLALl plazmidbdl (Orosz és mtsai
kdzlés alatt) BamHI emésztéssel nyert rrnB T1,T2 termindtor
fragmentumot beépitettik az L1 gén kozepébe. Ez a plazmid a
pUC18LCT elnevezést kapta.

6.) A pUCIBLCT plazmid BamHI emésztésével kapott kisebbik
fragmentumot - amely az egész '"stabilizdcids operont" (lac UV5
promoter, L10-L1 gén fidzid, CAT gén) tartalmazta - beéptitettiik a
pER23TI - proinzulin expresszdld - vektorplazmid egyedi Bcll
helyére.

7.) A pER23LCTI plazmidon a proinzulin gént - az el6zé fejezetben
leirt médon (1ldsd pER23TI - pER23TA plazmid dtalakitds) - a piVX
miniplazmid polilinker régidjdra cseréltik. Ezdltal a plazmid

barmilyen egyéb génexpresszid stabilizdldsdra alkalmassa valt.
5.4.8. A plazmidstabilizdlds hatdsa a proinzulin termelésre

E. coli C600 sejteket - amelyek  mdr eleve hordoztdk a
kldonozott gén represszidjat biztositd pVH1 plazmidot (Ginthert és
mtsai  1986) transzformdltuk a pER23LCTI  plazmiddal. A
transzformdnsok igy egyarant rezisztensek voltak ampicillinre és
kanamicinre, ugyanakkor nem ndttek kloramfenikolon. A sejteket
€jszakdn &t ndvesztettik 100 ug/ml ampicillinnel és 50 ug/ml
kanamicinnel kiegészitett YTB tdptalajon, majd a sejtszuszpenzid
150 ul-ét 200 wug/ml kloramfenikolt tartalmazd YTA  lemezre
szélesztettik. A tUléld koldnidk koziil néhdnyrdl - az eldzbekben
leirt médszerek szerint bizonyitottuk, hogy ténylegesen kettés,

homoldg rekombindnsok, vagyis a kromoszomdlis L1 gén
kicseréltdott az - eldzetesen a plazmidon 1lévd -  inaktiv
kdépidval. A  27. dbra mutatja a rekombindans -  vagyis
plazmidstabilizdlt - kldén proinzulin termelését -antibiotikum

szelekcid nélkil- a kontroll sejtekével Osszehasonlitva.



27. ébra

A plazmidstabilizdcid hatdsa a rekombindns sejtek proinzulin
termelésére, antibiotikum nélkili fermentdcid sordn
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A tenyészeteket DDSSO=O.4 sejtsiirliség értéknél indukdltuk 3 mM
IPTG-vel. A sejteket 6 d6ra elteltével gyGjtottik GOssze
centrifugdldssal, és az Ossz-fehérje extraktumokat 15%-os PAA
gélen futtattuk.
1. Tdltermeld plazmid nélkiili, kontroll E. coli C600(pVH1) sejtek
2. pER23LCTI plazmiddal transzformdlt C600(pVH1) sejtek Ap+,
IPTG tdptalajon novesztve |
3. pER23LCTI plazmiddal transzformdlt C600(pVHl) sejtek Ap+,
3 mM IPTG-vel kiegészitett tdptalajon novesztve
4. pER23LCTI plazmiddal transzformdlt C600(pVHL) sejtek Ap ™,
3 mM IPTG-vel kiegészitett tdptalajon ndvesztve
5. PpER23LCTI plazmiddal transzformdlt rekombindns C600(pVH1)

sejtek AP~ 3 1M IPTG-vel kiegészitett tdptalajon novesztve
6. Molekulastly "marker" (94, 67, 43, 30, 20.1, 14.4 kDa)
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> P S A mutdcids rdta megnovekedése

A fehérjexpresszid optimalizdsdra irdnyuld torekvéseink sorén

egy tovdbbi akaddlyba utkoztink. A plazmidvesztés megakaddlyozdsa
ellenére - €Jszakdn a4t tartd novesztés alatt - az expresszids
vektorainkkal transzformdlt sejtek Jelentds része elvesztette
képességét a kldnozott gén kifejezésére. (Kivételt képeztek azok
a tultermeld kldnok, melyek novekedési rdtdja nem csokkent a
plazmid nélkili sejtekéhez keépest. Pl. a CAT fehérje expresszidja
optimdlis kordlmények esetén meghaladja a sejt ossz fehérje
szintézisének tobb mint a felét (5.3.6. fejezet), ugyanakkor a
tiltermeld sejtek nem osztddnak szdmottevbéen lassabban, mint a
plazmid nélkiili kontroll sejtek. Ezzel Gsszhangban a CAT fehérjét
expresszdléd sejtkultdrdabdl nem sikerilt nem-termeld kldnokat
izoldlnunk) A Jjelenség - miszerint a tuiltermeld kldn fermentdldsa
sordn nagy szamban jelennek meg "impotens" sejtek - régtél fogva
ismert, és ardnylag egyszerlen magyardzhatd az  dltaldnosan
elfogadott neo-darwinista elmélet alapjan, amelynek 1lényege a
kovetkezd:
Spontdn fellépd mutdcidk fordulnak eld bizonyos gyakorisdggal a
DNS bdrmely pontjdn (bizonyos un. forrd pontokndl nagyobb
frekvencidval mint egyéb helyeken). El6bb  vagy utdbb
véletlenszer(en bekodvetkezik uUn. promoter down mutdcid is, amely
az expresszidés vektorplazmid promoterét "teszi  tonkre".
Természetszer(ileg -az eldzGekben mdr tdrgyaltak alapjan - az
ilyen mutdcid nagyfoku szelekcids eldnyt jelent a mutdns szdmdra
az eredeti sejtekkel szemben, ezért a mutdnsok gyorsan tulnovik
azokat. Vagyis az elképzelés szerint a mutdcids rdta nem fiigg a
sejt novekedési korilményeitdl, azonos értéket mutat a tudltermeld
plazmidot hordozd, valamint a kontroll sejtek esetében. Kérdés
azonban, hogy ez a vdrakozds megfelel-e a valdsagnak?
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2.9:2. Mutdcidk a plazmid promoterrégidjdban

Legeldszor arra voltunk kivdncsiak, hogy a nem-termeldévé vdalt
klénokban valdban valamilyen down mutdcid kovetkezett-e be. A
pER23-as plazmiddal transzformdlt JM107 sejtkultdrdt 100 ug/ml
ampicillin és 3 mM IPTG jelenlétében éjszakdn 4t novesztettik,
majd a sejteket x-gal indikdtorlemezre szélesztettik. A kindGtt
telepeknek esetenként eltérd, de mindig Jelentds hdnyada fehér
volt, vagyis nem mutatott alfa-peptid aktivitdst. Az ilyen nem
termeld klénokbdl prepardlt plazmidokat djratranszformdlva, az
esetek jelentds részében megintcsak nem-termel6 kldnokat kaptunk,
vagyis ténylegesen a plazmid stabil genetikai vdltozdsa, mutdcid
kovetkezett be. Egy ilyen plazmid promoterrégicdjdnak
nukleotidsorrendjét meghatdrozva a feltételezett mutdcidt meg is
taldltuk, a -35-0s box szekvencidja TTGACT-r6l  TTGAGT-re
vdltozott.

5.5.3. Mutdcidk a plazmid egyéb génjeiben

A tovabbiakban meg kivdntuk vizsgdlni, hogy a mutdcidk a
promoterrégicra korldtozddnak-e, vagy ellenkez6leg, a plazmid
egyeéb részein is detektdlhatunk  vdltozdsokat. A kérdés
eldontésére a pER23LCTI plazmiddal (5.4.7. fejezet) transzformdlt
és a kettds homoldg rekombindcids eseményen dtesett  IM107
sejteket 3 mM IPTG-vel kiegészitett YTB tdptalajon novesztettik,

amely nem tartalmazott antibiotikumokat. A sejtek - az eldz6
fejezetben 1leirtaknak megfeleléen - nem veszthették el
plazmidjainkat, ennek ellenére a 13-dik - 1l4-dik se]jtgenerdcid
harom kisérlet d4tlagdban - tobb mint 60 %-ban ampicillin

szenzitiv és kb. 20 %-ban kloramfenikol szenzitiv kldénokbdl &l1lt.
Mindkét antibiotikumra szenzitiv volt a sejtek kb. 10 %-a. A
sejtekb6l prepardlt plazmidok fizikai térképe - tobb restrikcids
enzimmel végzett emésztés alapjdn - ldtszdlag nem kiilonbozott a
kiinduldsi pER23LCI plazmidétél. Igy fel kellett tételezniink,
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hogy a rezisztenciagének inaktivdldsdt pontmutdcicdk, vagy néhdny
bp hosszisdgli mikrodelécidk okoztdk.

A proinzulin termeld keépességét valamennyi vizsgdlt kldén
(kisérletenként 8-8 db.) elvesztette, igy feltehetdleg a vart
promoter down mutdcid is bekovetkezett. Emellett azonban a
sejtek tobb mint felében legaldbb még egy, a kettés szenzitiv
klénok esetében legaldbb még kettd fliggetlen mutdcids esemény
valdszinGsithetd. Természetesen ebb6l a kisérletb6l  korrekt
mutdcids rdtdt nem lehet szdmolni, ugyanis az éjszakdn &t torténd
novesztés sordn a kilonbozd mutdns sejtek eltéré sebességgel
osztddnak €és egy neutrdlis mutdcié is felszaporodhat a
sejtkulturdban, ha kapcsoltan fordul eld egy szelekcids eldnyt
jelent6 mdsik mutdcidval (pl. az emlitett promoter down
mutdcidval). Ennek ellenére annyit bizvdst &llithatunk, hogy a
tultermeld kldnokban, az expresszids vektorplazmidokon igen nagy
szdmban fordulnak eld olyan mutdcick is amelyek  1ldtszdlag
kozombosek a sejt novekedése szempontjdbdl. Nyitva maradt azonban
a kérdés, hogy a mutdcids gyakorisdg megnovekedése csak a plazmid
DNS-t érintden kovetkezik-e be, vagy ellenkezdleg a kromoszomdlis
génekre ugyanugy érvényes. Ha az utdbbi eset igazolddik, akkor
4ltaldnos jelenséggel dllunk szemben, miszerint az idegen fehérje
tiltermeltetésére adott vdlaszként (4ltaldnos stressz-vdlasz ? )
a mutdcids gyakorisdg fokozdddsa kovetkezik be.

5.5.4. Mutdcidk a kromoszomdlis genekben

ElsBként a spontdn streptomicin rezisztencia el6forduldsi
gyakorisdgdt vizsgdltuk a PpER23TI plazmiddal (5.3.5. fejezet)
transzformdlt JIM107 sejtekben. Ejszakdn 4t torténd novesztés utdn
a sejtkulturdk 150 ul-eit 15 ug/ml streptomicint tartalmazd YTA
lemezre szélesztve azt tapasztaltuk, hogy az elézetesen IPTG-vel
indukdlt sejtek kozott tobb mint egy nagysdgrenddel — tdbb
streptomicin rezisztens klén Jjelenik meg, mint az indukdlatlan,
kontroll baktériumkultira esetében. (Az IPTG Gnmagdban nem
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bizonyult mutagénnek.)

A kisérlet eredménye indikdcidt jelentett arra nézve, hogy a
Jjelenség valdban  dltaldnosnak  tekinthetd, ugyanakkor a
streptomicin rezisztencia modellnek vdlasztdsa két kiilonbozo
okndl fogva sem szerencsés. Egyrészt a streptomicin rezisztencia
egy riboszomdlis fehérje megvdltozdsa kovetkeztében alakul Ki,
igy ellenvetésként felhozhatd, hogy a tiltermelé sejt megterhelt
transzldcids  appardtusat érint6é mutdcié nem feltétlenil
tekinthetd fliggetlennek. A mdsik probléma, hogy a streptomicin
rezisztencia kifejezOdéséhez tobb sejtosztddds sziikséges (Hayes
1964), ezért az indukcié utdn a sejteket hosszabb ideig kell
noveszteni. Ekkor azonban, az eldztekben leirtak alapjdn egzakt
mutdcids rdta nem szdmolhatd.

Ezért a tovdbbiakban a valin rezisztens kldnok megjelenési
gyakorisdgdt vizsgdltuk a sejtkultidrdkban. A valin bioszintézis
kezdeti lépései megegyeznek az izolecinéval és a valin mindkét
amindsav bioszintézisének kozos feed back inhibitora. Ezért a vad
tipusi E. coli sejtek - izoleucin tdvollétében - nem nének valint
tartalmazd minimdl tdptalajon. Léteznek azonban olyan mutdcidk,
melyek kovetkeztében - kerlilé Uton - valin jelenlétében is képes
a sejt izoleucint szintetizdlni.

Kisérletink menete a kdvetkez6 volt:

100 ug/ml ampicillinnel kiegészitett M9 minimdl tdptalajon
€jszakan 4t novesztettink 37OC—on, pER23TI plazmiddal
transzformdlt IM107 sejteket. A baktériumkultidra 1-1 ml-ét 100 ml
M9 tdptalajra oltottuk és az egyik tenyészetet 3 mM IPTG-vel
indukdltuk. A két tenyészetet 379%C-on 1 érén &t rdzattuk, majd a
sejteket lecentrifugdltuk és 0,5 mg/ml valint tartalmazé M9 agar
lemezre szélesztettiik. A kisérlet eredményét a 2. tdbldzat
mutatja. J61 1d4thatd, hogy az indukcidé - vagyis a tdltermelés
"beinditdsa" - tobb mint egy nagysdgrenddel megndvelte a valin
rezisztens klénok eldforduldsi gyakorisdgdt.

Erdekes kérdés, hogy a mutdcidk szdmdnak - a tiultermelés
sordn bekovetkez6 - megnovekedése valdéjdban milyen tényezdre



2. tédblazat

A tdltermelés hatdsa a valin rezisztens kldnok megjelenési

gyakorisdgdra
kisérletek: a valin rezisztens koldnidk szdma
1p1ct IPTG ™
1. 384 27
2. 212 18
3. 546 25

3. téblazat

Az anaerobidzis hatdsa a valin rezisztens kldnok megjelenési

gyakorisdgdra
kiserletek: a valin rezisztens koldnidk szdma
levegbztetéssel levegbztetés nélkil
1. 8 37
2. 3 42
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vezethetd vissza. Nagyon valdszindnek tlnik, hogy a jelenség nem
lép fel 4ltaldnos érvénnyel minden tultermeld klén esetében,
hiszen - mint kordbban emlitettem - a CAT fehérjét igen nagy
mennyiségben szintetizdld sejtek  kozott nem taldltunk
megndvekedett szdmban mutdnsokat. Vagyis feltehetdleg nem egyediil
a transzkripcids vagy transzldcids  appardtus fokozott
megterhelésének kovetkeztében nd meg a mutdcidk szdma. Ugyancsak
kizarhatd az a 1lehet6ség, hogy a humdn proinzulin fehérje
toxicitdsa magyardzna a magasabb mutdcids rdtdt, minthogy az
alfa-peptid a szd hagyomdnyos értelmében nem nevezhetd toxikusnak
(sejtidegennek), mégis a pER23-as plazmiddal transzformdlt

sejtek is hasonldképpen viselkednek. Kozos Jjellemz6je azonban a
két (pER23, illetve pER23TI plazmiddal transzformdlt) kldénnak,
hogy - indukalt &llapotban - Jjdval lassabban nonek a plazmid
nélkiili kontroll sejtekhez keépest. Vagyis elképzelhetd volt az
eddigiek alapjdn, hogy a novekedési rdta - kiilonboz6 hatdsokra
bekdvetkez6 (?) - csokkenése tehet6 felelGssé a  mutdcidk
megnovekedett szdmdért. Ezért a tovabbiakban megvizsgdltuk, hogy
- egyebekben azonos  koriulmények mellett - a levegdztetés
elhagydsa milyen hatdst gyakorol a mutdsok eldforduldsi
gyakorisdgdra a sejtkulturdban.

5.5.5. A részleges anaerobidzis hatdsa a mutdcids gyakorisdgra

Parhuzamosan novesztettink M9 téptalajon két  JIM107
sejtkultlirat éjszakan at, 37OC—on, az egyiket intenziven rézatva,
a mdsikat rdzatds nélkil. 16 dra elteltével a rdzatott
baktériumkultura slr(isége durvédn kétszerese volt a mdsikénak (0.8
illetve 0.4 OD550 érték). Az eltérd sejtslrlséget figyelembe véve
a rdzatott kulturdbél 100 ul-t, a mdsikbdl 200 ul-t
szélesztettink 0.5 mg/ml valint tartalmazd M9 agar lemezre. Az
eredményt a 3. tdbldzat mutatja. A részleges anabidzis /illetve a
novekedési rdta csokkenése (?)/ hasonld, bar mértékében kisebb
mutdcids rdta fokozdéddst eredményezett, mint a proinzulin fehérje
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tiltermelése.
A 6.5. fejezetben tdrgyalom egy dltaldnos stressz-vdlasz
lehetdséget, amely a sejtnovekedés gdtldsa esetén a spontdn

mutdcids frekvencia emelkedésében nyilvdnulna meg.
5.5.6. A recA gén szerepe a mutdcids gyakorisdg fokozdddsdban

Mint az irodalmi Osszefoglaldban (1.5.2. fejezet) emlitettem, a
recA fehérje -a DNS kdrosoddsra adott S0S-vdlasz keretében- a
ONS-polimerdz III enzim templdt-fiigg6ségét csckkentve a mutdcids
frekvencia novekedését eredményezi. Feltételeztiik, hogy a recA
indukcio esetinkben is szerepet jdtszhat, ezért megvizsgdltuk a
proinzulin tultermeléének a 'valin  rezisztens k1ldénok
eloforduldsdra gyakorolt hatdsdt a recA minusz E. coli HB101
torzsben is. A kisérlet elrendezése az 5.5.4. fejezetben
leirtakéval minden tekintetben megegyezett. Az eredményt a 4.
tabldzat mutatja. Ldthatd, hogy ebben az esetben az indukcidnak
semmilyen hatdsa nem volt a mutdnsok eld6forduldsi gyakorisdgdra,
vagyis a recA fehérje - és a hibdra hajlamos Javitd mechanizmus -
szerepe erdsen valdszin(sithetd. (Feltehet6en wugyancsak a recA
fehérje hidnydnak a  kovetkezménye, hogy az alap mutdcids
gyakorisdg ugyancsak szignifikdnsan alacsonyabb a  HB10l
sejtkultura esetében.)



4. tébldazat
A tdltermelés hatdsa a valin rezisztens kldnok megjelenési
gyakorisdgdra a recA HB10l torzsben

kisérletek a valin rezisztens koldnidk szdma
IPTG™ 3 mM IPTG

E. coli HB101(pVH1)

transzformdlva
pER23ATI plazmiddal 1 9 3
2 0 0
3 4 2
tdltermeld
plazmid nelkdl 1. 0 1
2 0 8
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6. Az eredmények megvitatdsa
(diszkusszid)
bods A shift-up reguldcié

Az 5.1. fejezetben bemutatott eredmények demonstrdltdk, hogy a
hosszabb (a P2 promoter esetében legaldbb 30 bp hosszisdgi) rrnB
leader szekvencidt meg6rzé pER-plazmidokkal transzformdlt E.coli
sejtekben az alfa-peptid aktivitds a sejt novekedési ciklusa
soran tobb mint 10-szeres kiilonbséget mutat, vagyis szintézise
szabdlyozott. A reguldcié nem k&thetd magdhoz a fehérjéhez,
ugyanis az emlitett leader szekvencidt nem tartalmazé pER23-as
plazmiddal transzformdlt sejtek viselkedése ettd6l eltéré -
gyorsan novekvd, majd igen magas szinten dllanddsuld alfa-peptid
aktivitast mutatnak - ebb6l kovetkezden a jelenség elsGsorban
transzkripcids szintd. Bizonyitottnak vehetjik, hogy az &ltalunk
shift-up reguldcidnak elnevezett szabdlyozds a riboszomdlis RNS
promotereknek a sajdtsdga, amely elsbGsorban a  promotereket
kozvetlenul kovetd - 30-50 bp hosszisdgi - leader szakaszhoz
kapcsolhatd. A leader szekvencidnak a Jelenléte esetén a promoter
aktivitdsa gyorsan ng, - ha stacioner dllapotban lévd sejteket
friss tdptalajra oltunk &t, illetve ha minimdl tdptalajon
exponencidlisan novekvd sejteket gazdag tdptalajra helyeziink -
majd az aktivitds rodid id6 elteltével egy alapszintre esik
vissza. A P2 promoter aktivitdsdnak hasonld, hirtelen emelkedéset
- a stacioner fdzisbdl torténd kindvesztés sordn - mdr kordbban
megfigyelték (Sarmientos €s mtsai 1983), ennek ellenére a
szakirodalomban dltaldnosan elterjedt az a vélemény, hogy a P2
promoter ardnylag gyenge konsitutiv promoter, amely a se]jtek
novekedési rdtdjatél figgetleniil, egyforma er6sséggel dolgozik,
€s a riboszomdlis RNS-ek alapszintéziséert felel6és. A mi
kisérleteink aldtdmasztottdk Sarmientosék kordbbi megfigyelését
és kiegészitették egyrészt azzal, hogy hasonld korilmények kozott
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a Pl promoter viselkedése is hasonld, valamint hogy a Jelenség
ennél dltaldnosabban, a metabolikus shift-up egyéb formdira is
jellemz6.

A megfigyelt Jelenseég feltétlenil kiilonbozik a ndvekedési
rata kontrolltdl, egyrészt mert a vdltozds sokkal drémaibb,
mdsreszt mert a hatds csak iddleges, kevesebb mint 2 dra
elteltével - még mindig a sejtnovekedés exponencidlis szakaszdban
- a promoterek aktivitdsa mdr gyorsan csokken. A shift-up
reguldcié - dgy a novekedési rdata kontrolltdl, mint egyéb ismert
szabdlyozdsoktél - kiilonbozik abban is, hogy mely DNS szakaszhoz
kothetd a hatdsdnak kifejtése. Mint az irodalmi &ttekintésben
emlitettem (2.2.4. fejezet), a novekedési rdta fiiggd kontroll és
a riboszomdlis feed-back szabdlyozds a Pl promoter transzkripcids
inicidcids pontjdtdl szdmitott -51-es €s -20-as nukleotidok ké&zé
lokalizdlhaté, mig a stringens kontroll az inicidcids pont
kozvetlen kornyezetében (diszkrimindtor szekvencia) fejti ki
hatdsdt. Ez utébbival kapcsolatban mi is végeztiink kisérleteket
(5.1.13 fejezet), azonban nekidnk sem sikeridlt kozvetlen
Osszeflggeést kimutatnunk a ppGpp szint és a shift-up reguldcid
kozott. Bonyolultabb a helyzet az antitermindcidéval kapcsolatban
(2.4. fejezet). A 3 antitermindcids box (B,C és A) koziil az elsd
(B) teljes egészében épen maradt a shift-up reguldciét mdr mutatd
pER1 plazmid P2 promoterét kovetéen. Az antitermindcids
mechanizmus részvételét a shift-up szabdlyozdsban nem zdrhatjuk
ki teljesen, bdr erfsen kétségessé teszi az a tény, hogy a Pl
promotert kovetd leader szakaszon nem lelhetok fel
antitermindciés boxok, ugyanakkor a shift-up reguldcid a Pl
promoterre is "érvényes". Nem teszi egyszer(bbé a képet a
gyakorlatilag teljesen inaktiv plIll-es plazmid "esete", mely
ugyanakkor in vitro promoteraktivitasa tekintetében semmivel sem
marad el a pER23 plazmidtdl.

Az 0Osszes informdcié figyelembevételével egy plauzibilis
modell 411ithaté fel, amely semmiben sem mond ellent a kisérleti

tényeknek. A  plll-es plazmid in vivo és in vitro
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promoteraktivitdsa  kozotti tobb  nagysdgrendes klilonbség
legkézenfekvobb magyardzata, ha feltételezziik, hogy az €16
sejtben jelen van egy olyan faktor (vagy 4ltaldnosabban
fogalmazva egy olyan tényez4), amely a leegyszer(isitett in vitro
rendszerb6l hidnyzik. Tételezzik fel tovdbbd, hogy ez a faktor
egy represszor protein, amely az rrnB P2 promotert kozvetlenidl
kovetd 13 bp hosszisdgli G/C gazdag leader szekvencidhoz képes
kotoédni. Ugyanakkor a leader szekvencia ezt kovetd, inkdbb A/T
gazdag szakaszdhoz egyéb faktor (vagy faktorok) kotodhetnek,
amely (vagy amelyek) a represszor hatdsdt képesek idblegesen
felfiggeszteni.(Alternativ magyardzatként elképzelhetd, hogy ez
utébbi faktor, vagy faktorok kapcsolatba hozhatdk az emlitett
antitermindcids faktorokkal és nem a DNS-hez, hanem - a
transzkripcié sordn - a mRNS-hez kotddnek).

A modellnek megfelelden a pIll-es és a pER23-as plazmid keét
ellentétes végletet Jelent. A plll-es plazmid, amely a leader
szekvencidnak csak a G/C gazdag részét tartalmazza, 4llanddan
represszdlt dllapotban van, mig a pER23-as plazmidon 1évd
promoter "kivonja magdt" a shift-up reguldcidé "hatdlya" aldl,
dllanddan teljes intenzitdssal dolgozik. Ugyanakkor a pERl-es
plazmid esetében, valamint a természetes rRNS operonokon a
represszor €s a "mentesitd fehérje" aktudlis koncentrdcidja donti
el, hogy a promoter a maximdlis aktivitdsa hdny szdzalékdnak
megfeleléen mikodik. Metabolikus shift-up, vagy stacioner
sejtkulturdbdl torténd kindvesztés utdn ez az ardny a mentesitd
fehérje szempontjdbdél kedvezd, késdbb viszont a represszor javdra
tolddik el. Felmeril a kérdés, hogy - amennyiben a modell igaz -
a represszor szintjének novekedése, vagy a mentesité feherje
koncentrdcidjdnak  csokkenése  folytan  kovetkezik-e  be a
promoteraktivitds gyors csckkenése a maximum elérése utdn? A
kérdés negvélaszdlését csak indirekt bizonyiteékok segitik:

Majdnem bizonyos, hogy a riboszomdlis RNS promoterek
aktivitdsdnak egy nagysdgrendet meghaladé vdltozdsa a

sejnovekedés sordn, nem kerilte volna el mds kutaték figyelmét,
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€s az 1is valdszindtlen, hogy a normdl sejtben a kromoszomdlis
rRNS operonckon a promoterek aktivitdsa ilyen mértékl ingadozdst
mutatna. Nagyon valdszinG tehdt, hogy az d4ltalunk haszndlt
kisérleti rendszerben -ahol a vizsgdlt szabdlyozd régid
nagykdpiaszdmi plazmidon taldlhatd- felerdsitett hatdssal d&llunk
szemben.

Kisérleteinkekel 8sszhangban van Pato és Meyenburg (1970)
megfigyelése, akik azt taldltdk, hogy metabolikus shift-up soran
a riboszomdlis RNS szintézis relativ sebessége gyorsan nd, és
rovid idé alatt magasabb értékre fut fel, mint ami az 4j
novekedési ratdnak megfelelne (tullovés vagy overshoot), majd
hamarosan Gjra csokkenni kezd, mig az Gj, stabil szintézisratat
el nem €éri. Mind az overshoot mértéke (1,5-2-szeres) mind a
torténés ideje (kb. 20 perc) jéval kisebb azonban, mint a mi
esetlinkben.

Végig kell gondolnunk, hogy az emlitett alternativ
lehetdségek kozil melyik magyardzza a feler6sitett, ddzisfiiggd
hatdst. Ha a "mentesitdfehérje" 1lenne a 1imitdlé faktor, és
koncentrdcidjdnak a csokkenése okoznd a promoterek aktivitdsdnak
a csokkenését, akkor a ddzisfiiggés éppen ellentétes eldjeld
lenne. A plazmidokon, sok képidban Jjelenlevé szabdlyozd régick
"kititrdlndk" a mentesitéfehérjét, 1igy a promoteraktivitas
csokkenése hamarabb kovetkezne be €s az overshoot is kisebb
lenne, mint a normdl sejt esetében. Ezzel szemben, ha
feltételezziik, hogy a represszor fehérje koncentrdcidja novekszik
shift-up utdn, akkor a gondolatkisérlet a valdsdggal megegyez®
eredményt ad. Ebben az esetben a plazmidok a represszort
titrdljdk ki, ami valdban fokozott €s iddben elnyidjtott hatdst
eredményez.

A tisztesség okdn meg kell emlitenem, hogy a pIll-es plazmid
"viselkedése" mdsképpen is magyardzhatd. Ismert az irodalombdl,
hogy a DNS fizikai dllapota jelentdsen befolydsolja az egyes
gének kifejezOdését (Kano és mtsai 1981, Oostra és mtsai 1980). A
sejtben 1lév6 és a prepardlt plazmid feltekeredettségi
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("supercoildicitdsi") foka kiilonbozd lehet. Elképzelhetd, hogy az
in vivo plazmidon 1évdé promoter olyan topoldégai dllapotban van,
hogy az RNS polimerdz nem képes felnyitni az emlitett 13 bp
hosszulsdgl, G/C gazdag, rendkivil kompakt DNS szakaszt, és a
transzkripcid inicidcidja nem kovetkezik be. Vagyis az a tényezd,
amelyr6l az imént beszéltem - és amely kilonbozik az in vivo és
in vitro rendszer esetében - nem mds, mint a DNS eltérd
topoldgiai dllapota, amely a girdz-topoizomerdz rendszer mikodése
kovetkeztében alakul ki (ennek némiképp ellentmond az a tény,
hogy a plIll-es plazmid egyformdn inaktivnak bizonyult a giraz-
mutans JM107 torzsben ugyanidgy, mint a vad tipusd girdzt
tartalmazd JM101 torzsben). Ha a plll-es plazmid inaktivitdsa
valdéban artefaktum, az a megadott modellt csak egyszerlsiti,
ugyanis ebben az esetben a mentesit6fehérje 1létezését sem
szukséges feltételeznink, a pER-plazmidok viselkedése egyedil a
represszorral  jol  magyardzhatd. Régéta  ismeretes, hogy
metabolikus shift-up utdn elsdként a rRNS bioszintézis ratdja no
meg, amit az egyéb novekedési paraméterek lassabban kovetnek.
(Bremer ¢és mtsai 1973, Nomura és mtsai 1984). Ezt a gyors
valtozast az RNS polimerdz molekuldk  rendkivil gyors
djrarendezddése okozza, a sejt dtcsoportositja a rendelkezésre
4116 polimerdz molekuldkat a rRNS geénekhez.

Az 1ismert kép most azzal egészithetd ki, hogy a sejtekben
egyebkeént is jelenlévd represszor szintje a shift-up utdn szintén
nd és a Pato és Meyenburg (1970) 4&ltal megfigyelt kezdeti
overshoot utdn gyorsan az Uj egyensidlynak megfeleld szintre
dllitja be az rRNS szintézisrdtdjat.

Magdtdl értetddd, hogy a shift-up reguldcid adaptiv  elényt
jelent az d4j kornyezetbe kerilé E. coli sejtek  szdmdra.
Metabolikus shift-up sordn azok a sejtek birnak szelekcids
elonnyel a tobbi sejttel szemben, amelyek a leghamarabb képesek a
tdpanyagok feldolgozdsdra (katabolizdldsdra). Ehhez sziikséges
feltétel a katabolikus enzimek szintézise, illetve legelstsorban

a fehérjeszintetizdld appardtus gyors kiépitése. A sejt ilyenkor
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nem '"spdrolhat", minden azon mdlik, hogy a fehérjeszintézis
milyen gyorsan €s mekkora kapacitdssal indul be. Ugyanakkor az
ilymédon elényt szerzett sejteknek a tovdbbiakban, még az
exponencidlis novekedeési fdzis sordn sincsen sziikségiik olymértékd
riboszomdlis szintézisrdtdra, mint amekkora a  kezdeti elonyt
biztositotta. Ellenkezdleg, a sejt egyéb "feladatai" ell4atdsanak
a rovdsdra menne, ha az rRNS-ek szintéziseét némiképp nem fékezne.
Ez utdébbi feladatot hatjta végre feltételezéseink szerint az
dltalunk felfedezett represszor.

Természetesen dllitdsunkat - miszerint a shift-up szabdlyozas
kevésbé markdns formdban a normdl sejt esetében is létezik -
legegyszer(bben Ugy bizonyithatjuk, ha az alfa-peptid génhez
hasonld markergént épitink be valamelyik kromoszomdlis rRNS
operonba. Ilyen klénok elddllitdsa folyamatban van, a velik
folytatott mérésekbdl szeretnénk reszletesebben megismerni a
shift-up reguldcié természetét és informdcidkat kivdnunk kapni a
kromoszomdlis  rRNS operonok feltételezett funkciondlis
heterogenitdsdrdl is. Felmeril a kérdés, hogy milyen tényleges
bizonyitékokkal rendelkeziink a represszor létezését illetden? A
represszor fehérje kldnozdsdra folytatott kisérletek mindmdaig nem
jartak eredmeénnyel. A sikertelenség egy lehetséges oka, hogy
klénozdsi stratégiank represszor mutdns torzs izoldldsa volt -
TnS inszercids mutagenezissel (DeBruijn és Lupski 1984) - majd
késdBbb  szerettik volna a Tn5 transzpozont tartalmazd -
kromoszomdlis DNS szakaszt kldnozni.

Sajnos mdr az inszercids mutdnst sem sikerilt létrehoznunk,
konnyen lehet, hogy azért nem, mert a represszor fehérje
létfontossdgiy a sejt szdmdra, igy a gén nem inaktivdlhato. A
gélretarddcids kisérletek ugyanakkor kimutattdk, hogy a coli
sejtben 1léteznek a feltetelezett  target szekvencidhoz
specifikusan kot6dd fehérjék (Csiszdr és mtsai 1990). Semmilyen
ismeretink nincs a shift-up szabdlyozds szigndljdt illetden
vagyis hogy milyen molekula vagy molekuldk kozvetitik az
informdciét a tdpanyagelldtottsdgrél a szabdlyozdsban résztvevd
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fehérjék felé. Ez a szigndl kilonben a "kozonséges" novekedési
rata kontroll esetében sem ismert.

Roviden vdzolok még egy korilményt, amely esetlegesen
relevancidval birhat az dltalunk vizsgdlt reguldcidot illetden.
Ujabban Nilsson és mtsai (1990) kozolték, hogy a FIS fehérje egy
-formdlisan a shift-up reguldcidhoz hasonld- szabdlyozdst valdsit
meg az rrn Pl promoterek esetében. A fehérje a Pl promoter UAS-
Jéhoz kotddik és a promoter aktivitdsét tobbszorosére fokozza. A
FIS koncentrdcié vdltozdsa - stacioner sejtkulturdbdl torténd
kinovesztés sordn - rendkivili hasonldsdgot mutat az dltalunk
megfigyelt - shift-up reguldcidét mutatdé - alfa-peptid kinetikai
gorbékkel. A hasonldsdg természetesen 1lehet a véletlen mive is,
anndl 1is 1inkdbb, mert a P2 promotert6l downstream - ahol
feltételezésunk szerint a shift-up reguldcid hat - az egyébként
igen lazdn meghatdrozott FIS kotéhely (consensus) is  csak
torzitottan  taldlhatd meg. Ugyancsak ellene szdél a
feltételezésnek, hogy a FIS fehérje a Pl promoter aktivitdsdt
fokozza, ugyanakkor gondolatkisérletinkben az imént arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a shift-up reguldcidt represszor
természetld faktor valdsitja meg. Ennek ellenére nem zdrhatjuk ki
teljesen a lehetbséget, hogy a szabdlyozd feher jek
kdlcsonhathatnak - kozvetlenil, vagy fehér je-fehérje
kolcsonhatdsokon keresztil-, egymdstdl tdvolabb elhelyezkedd DNS
szekvencidkkal, és igy valdsithatjdk meg a riboszomdlis RNS gének
expresszidjdnak szabdlyozdsdt. Hasonld mechanizmust irtak le a
gal, deo és lac operonok esetében (Mandal és mtsai 1990, Kramer
€s mtsai 1987, Amouyal és mtsai 1989).

A FIS protein esetleges részvetelér6l a P2 promoter
aktivitdsdnak szabdlyozdsdban, a kovetkezd fejezetben lesz sz6.
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G2, Promoterertsseg

Az 5.2. fejezetben elvégzett kisérletek sordn néhdny
latszdlagos ellentmondds megolddsdt kivdntuk meglelni. Vdlaszt
remeltink kapni az aldbbi kérdésekre:

1. Miként 1lehet Osszegyeztetni két  dltaldnosan  tényként
elfogadott elképzelést, miszerint egyrészt az E. coli promoterek
anndl erdsebbek, minél kevesebb eltérést mutatnak az  dn.
consensus promoter szekvencidhoz képest, ugyanakkor in vivo a
legnagyobb intenzitdssal a riboszomdlis RNS promoterek mikddnek
(a teljes RNS szintézis tdbb mint 50 szdzaléka az  TRNS
promotereken  folyik), annak ellenére, hogy ezeknek a

promotereknek a szekvencidja tobb ponton eltér a consensustél?

2. Ha nem a consensustdél eltérd nukleotidsorrend, akkor milyen
egyeb szerkezeti elem okozza a rRNS promoterek rendkiviili
erdsseéget?

Vizsgalataink kiinduldpontjdul az rrnB P2 promotert, illetve
annak a shift-up szabdlyozds targetjeként azonositott  DNS
szakasztdl megfosztott (és ezdltal a szabdlyozds "hatdlya" aldl
kivont) védltozatdt, a 6/23-as promotert vdlasztottuk. Kimutattuk,
hogy a 6/23-as (vagyis a '"reguldlatlan" rrnB p2) promoter adekvat
rendszerben Osszehasonlitva a consensus tac promoterrel, anndl
valdban er6sebbnek bizonyult. MasfelGl viszont, amikor a 6/23-as
promoter konzervativ boxainak a szekvencidjdt a consensuséval
megegyezdve vdltoztattuk, a promoter erdssége jelentdsen tovébb
fokozdédott. Kimondhatjuk tehdt, hogy az az 411itds, miszerint a
coli promoter erdssége korreldl a consensus szekvencidhoz vald
hasonldsdgdnak mértekével, mindig <csak egy adott promoter
esetében igaz. Mds szavakkal, feltételezhetden valamennyi
promoter aktivitdsa egy egyedi maximum érték felé kozelit, amikor

a promoter nukleotidsorrendjében a consensus szekvencia "irdnydba
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mutaté" vdltozdsok torténnek. Ez a sajdt maximum érték azonban
minden promoter esetében mds és mds, ezért fordulhat eld, hogy
valamely promoter gyengébbnek bizonyul egy mdsikhoz képest, annak
ellenére, hogy az els6 promoter konzervativ boxainak
nukleotidsorrendje azonos a consensus szekvencidval, a mdsodikeé
viszont kiilénbdzik téle. |

A gondolatmenetbél nyilvédnvaldan kovetkezik, hogy a
promoterek aktivitdsdnak meghatdrozdsdban egyéb szerkezeti elemek
is fontos szerepet jdtszanak. Ezért a tovédbbiakban megkiséreltik
azonositani azt a DNS szakaszt, amelyik feleldssé tehetd a 6/23-
as promoter rendkivili erdsségéért. A formdlis logika szabdlyai
szerint a szdébanforgd "aktivdtor" DNS szakaszt 3  helyen
kereshettik, a -35-0s konzervativ hexanukleotidtdl upstream, a -
10-es boxtdél downstream, vagy a két konzervativ box kozotti udn.
spacer regioban. A spacert 1illet6en, kiilonboz6 megfontoldsok
alapjdn "elejtettik a gyanut". A 6/23-as promotert6l downstream
az rrnB eredetl szekvencia mindossze néhdny bp-ra korldtozddik,
igy mar eleve valdszinGtlen volt, hogy az aktivdtort itt taldljuk
meg. Ennek megfelelden egy 4 bp-os downstream delécid (6/23 -Nsi
promoter) nem csokkentette, ellenkez6leg tovébb novelte a
promoter aktivitdsdt. Igy - kizdrdsos alapon - a konzervativ
boxoktdl upstream elhelyezked®d ODNS szakasz maradt az aktivator
regio egyedili jeloltje. A riboszomdlis P2 promoterek esetében
azonban UAS létezését mindmdig nem irtdk le.

Kisérleteink sordn egyértelmien bebizonyitottuk, hogy a 6/23-
as promoter az erdsségét elsdsorban a -35-0s boxtdl upstream
taldlhaté DNS szakasznak  koszonheti. Ennek a régidnak az
eltdvolitdsa, vagy pozicidjdnak megvdltoztatdsa (11 bp-ral
"balra" helyezése) a promoter aktivitdsnak drasztikus
csokkentését okozta. Vagyis ezt a DNS szakaszt a tovdbbiakban
Joggal nevezhetjik UAS-nak.

Jelenleg nem rendelkeziink informdcidval azt illetden, hogy az
dltalunk felfedezett UAS hogyan fokozza a promoter aktivitdsat.
Mint az irodalmi Osszefoglaldban mdr emlitettem, a coli UAS-&k
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vagy kiilonleges DNS szerkezetik (hajlott vagy "bent"  DNS)
kovetkezetében (faktor independens mddon), vagy szabdlyozd
fehérjék kotodése folytdn (faktor dependens mddon) fejtik ki
hatdsukat, 1illetve a kétféle mechanizmus kapcsoltan is
eldfordulhat. Az rcnB P2 promoter upstream régidja - az eddigi
kisérleti adatok és elméleti megfontoldsok alapjdn - nem 1ldtszik
kilonlegesnek, nem utal bent DNS szerkezetre. Az aktivdtor hatds
kifejtése nem mutatja a Pl UAS tdvolsdgfliggésének emlitett 11 bp-
os periodicitdsat sem (2.3. fejezet). Nincsenek adataink arra
nézve sem, hogy kotddnek-e fehérjék ehhez a DNS szakaszhoz. A FIS
transzaktivdtor fehérje, amely az rrnB Pl promoter UAS-hoz
kotédik és a promoter aktivitdsdt  tobbszorcsére noveli,
meghatdrozott DNS szekvenciat (consensust) ismer fel (Nilsson
és mtsai 1990). Ez a consensus szekvencia a P2 promotert
megeldzéen nem lelheté fel, igy valdszindtlennek tlnik a fehérje
részvétele a promoter aktivitdsdnak fokozdsdban. Tovdbbra is
nyitott maradt tehdt a kérdés, hogy az dltalunk felfedezett UAS,
faktor dependens vagy faktor independens mdédon fokozza-e a P2
promoter aktivitdsat. Kisérleteket folytatunk annak
megvdlaszoldsdra is, hogy dltaldban az UAS-d&k mennyire
tekinthetdk Ondlld szerkezeti és funkciondlis elemeknek, vagyis
mennyire fliggetlenithetdk a sajat promotereikt6l. Jelenleg egy
"referenciapromoter" elé épitiink be kiilonbGz6 UAS-dkat (rrmB pl,
rrnB  p2, Tac stb.) és arra a kérdésre kivdnunk vdlaszt kapni,
hogy a fiiggetlen promoter aktivitdsat az egyes UAS-dk - kilonbozd
korilmények kozott - milyen mérteékben fokozzdk.

Még egy problémdra sziikséges kitérnem, nevezetesen, hogy
valéjdban mennyire is erds a 6/23-as promoter. Eddig ezt a
kérdést csak kerililgettem, illetve mindig azt a vdlaszt adtam,
hogy "nmagyon". A figyelmes olvasd szdmdra mar az eddigiekbdl
kitlnik, hogy a promoteraktivitdsok koril valami nincsen rendben.
Az irodalmi Osszefoglaléban mdr emlitettem, hogy d4ltaldnosan
elfogadott vélemény szerint az exponencidlis novekedési fdézis

sordn a riboszomdlis RNS promoterek a lehetséges
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promoteraktivitdsi maximumon dolgoznak, az operonok
"lefedettsége" RNS polimerdz molekuldkkal 60-70 %-os. Ugyanakkor
a shift-up reguldcid ismertetésénél 4llitottuk, hogy stacioner
sejtkulturdbdél torténé kindvesztés (vagy metabolikus shift-up)
sordn a promoterek aktivitdsa egy kezdeti, rovid overshoot utén
alacsonyabb értékre esik vissza, €s ez az alacsonyabb érték felel
meg az exponencidlis novekedési  szakasz alatt mutatott
promoteraktivitdsnak. De hogyan kaphatunk a  "maximdlis"
promoteraktivitdsndl nagyobbat az overshoot alatt? Es hogyan
mutathat ennél még magasabb aktivitdsértéket a 6/23-as promoter,
melynek mikodését sem a shift-up szabdlyozds  feltételezett
represszora, sem a promoterinterferencia nem fékezi. Vagyis
maximum-e a maximum?

Hogy a 6/23-as promoter aktivitdsa valdban nagyobb a
kromoszomdlis rRNS promotereknél, az igen valdszind a 13. 4dbra
alapjadn is. Rovid ideig tartd pulzusjelolés sordn ldtszdlag a
beéplilt radioaktivitds tcbb mint 90 %-a a 6/23-as promoterrol
szintetizdlddd m-RNS-ben van, a stabil RNS-ek (16S és 23S) alig
jelolédnek. Az aktivitdskilonbség valdjaban nem ennyire extrem,
ugyanis egyrészt a 6/23-as promoter a 20-25 plazmidkdpia
kovetkeztében 2-2,5-szeres ddzisban van Jelen a sejtben a
kromoszomdalis rRNS promoterekhez képest, mdsrészt minél rdvidebb
ideig tart egy pulzusjeldlés, anndl inkdbb eltolddik az arany a
rovidebb RNS-ek jelolddése irdnyaba. Ennek megfelelden az 5S
riboszomdlis RNS-ben (amely a 13. d&brdan 1ldthaté gélbél mar
kifutott) valdban nagyobb radioaktivitds taldlhatd, ez azonban a
1lényeget dontéen nem befolydsolja.

Fel kell tételeznink - az irodalmi adatokkal némiképp
ellentmonddsban -, hogy a kromoszomdlis rRNS operonok kozel
maximdlis lefedettsége az RNS polimerdz molekuldk dltal, nem
jelent egyben maximdlis 4tirdsi sebességet. Vagyis a 6/23-as
promoteren a  transzkripcié inicidcidja  ("kezdeményezése")
gyakrabban kdvetkezik be, mint a kromoszomdlis promotereken. Az

alternativ magyardzat szerint a pER23 plazmiddal transzformdlt
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sejtekben kompeticié van a plazmidon, illetve a kromoszémdn 1évé
promotereken folyd transzripcid kozott. Vagyis a 6/23-as
promoterrdl induld transzkripcid a kromoszomdlis rRNS szintézis
rovasdra ennyire erds. Elképzelhetd bonyolultabb Osszefiiggés is.
Példdul a pER23 plazmiddal transzformdlt sejt az alfa-peptid
tdiltermelés miatt (a  kovetkez6  fejezetben  tdrgyaltaknak
megfelelden) a normdl sejtnél Jjdval lassabban osztddik, ezért a
novekedesi rdata kontrol a kromoszomdlis rRNS szintézist lassitja.

Elmondhatjuk tehdt, hogy ardnylag konnyd magyardzatot lelnink
arra, miképpen lehet egyazon sejtben aktivabb a plazmidon 1évo
6/23-as promoter a kromoszéman lévé "tdrsaindl".

Ennél sokkal nehezebb vdlaszt kapnunk arra a kérdésre, hogyan
lehet az egyik sejtben jdval aktivabb a 6/23 -Nsi és foképpen a
6/23 consensus promoter egy masik sejtben 1évé  6/23-as
promoternél ha mdr az is az 0ssz RNS szintézis tulnyomé részét
szolgdltatja? Kompeticid természetesen ebben az esetben szdba sem
Johet. A pER23 consensus plazmiddal traszformdlt sejtben mért 3-
szoros alfa-peptid aktivitds a pER23 plazmidot hordozé sejthez
képest csak egyféleképpen magyardzhatd. (Megengedhetd ugyan, hogy
az alfa-peptid aktivitds nem vdltozik linedrisan a m-RNS szinthez
képest - példdul egy bizonyos koncentrdcié elérése utdn
inclusion-body képz6dés indul be /ldsd a kidvetkezd fejezetet/ és
ez megveédi a fehérjét a degraddcidtdl -ez azonban a képet nem
vdltoztatja meg szdmottevGen). Fel kell tételezniink, hogy az els6
esetben a sejtben tobb RNS keletkezik, vagyis - nyilvdnvaloan
egyeb szintetikus folyamatok rovdsdra - az 0Ossz RNS szintézis
rdtaja is nd. Ez az 411itds azonban még kisérletes bizonyitdsra
szorul.
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6.3. Expresszids vektorok

A jelen - és a kovetkezd - fejezetben eredményeink gyakorlati
celd felhaszndldsdrél lesz szd. Ezért a diszkusszid sordn a

hangsilyt elsdsorban az alkalmazdssal 0Osszefliggd kérdésekre
fektetem és megkisérlek Utmutatdt adni a potencidlis
felhaszndldknak.

Expresszids vektorrendszeriink sokoldald felhaszndlhatdsdgdt
szamos peélddval bizonyitottuk. Fel kell azonban hivnom a
figyelmet néhdny szempontra, melyekre a  felhaszndldknak
feltétlenul tekintettel kell 1lenniik. Mint mdr az eredményeink
leirdsdndl megemlitettem, expresszids vektoraink - a beépitett
idegen gén Jellegzetességeit6l (a gén mérete, a  géntermék
toxicitdsa, stb.) fogg6 mértékben instabilak a sejtekben, ha a
promoter nincs represszalva. Mindez nem meglepd, ha a promoterek
rendkivili erfsségere gondolunk, ugyanakkor a nem kivant
kovetkezmények kelld  koriltekintéssel kivédhetdk. Kordbban mdr
emlitettem, hogy vektorainkat csak lacId genetikai  markert
hordoz6 gazdatorzsben tarthatjuk fent, ellenkez6 esetben ugyanis
a promoter nem teljes mértékben represszdlt. Igy vagy M
torzseket kell haszndlnunk (illetve bérmilyen olyan E. coli
torzset, amelyben a IM torzsekre jellemzd F' megtaldlhatd), vagy
alternativ megolddsként a lacIY gént egy kompatibilis plazmidon
kell elb6zetesen a sejtbe bejuttatnunk. Ipari méretl felhaszndlds
sordn - ahol a fermentdcid specidlis gazdatorzsekben torténik -
els6sorban a mdsodik lehetfség jon szoba. Kisérleteinkben a pVH1
elnevezés( kanamicin rezisztens plazmidot (Giinthert és mtsai
1986) haszndltuk. Ugyancsak a stabilitdssal Osszefliggf probléma,
hogy az expresszid optimalizdldsa szempontjdbdl egydltalan nem
lényegtelen az indukcié id6pontja. IPTG haszndlata esetén a
legnagyobb mértékld expresszidt akkor kapjuk, ha a sejtkulturat
0.3-0.4 UD550 eértéknek megfeleld sejtslrlségnél  indukdljuk.
Amennyiben IPTG mdr a leoltdskor is van a tdptalajban, d4ltaldban
a kimutathatdsdg szintje alatt marad az idegen fehérje
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koncentrdcidja. Ezekben az esetekben valdszin(ileg mutdcicdk lépnek
fel, amelyek tonkreteszik az expresszids vektorplazmid promoterét
és ezdltal adaptiv érteéklek a sejt szdmdra (ldsd 5.5. fejezet).'
Tapasztalati tény, hogy ilyen mutdcidk  jdéval ritkdbban
jelentkeznek (ill. alternativ magyardzatként a mutdns sejteknek
nincs idejik tdlndni tdrsaikat), ha az indukcid a mdr emlitett
sejtslrlség elérésekor kovetkezik be. Tobb adat utal arra, hogy
mutdcidk valdban gyakrabban keletkeznek, ha a stacioner fdazisbdl
torténé kinovesztés alatt a promoterek mdr indukdlt 4&llapotban
vannak. A Jjelenség valdszinl magyardzata, hogy a sejt szdmdra
jéval nagyobb "stresszt" jelent, ha a transzkripcids (és
transzldcids) mechanizmus olyankor van nagymértékben leterhelve,
amikor a fehérjeszintetizdlé appardtus mihamarabbi kiépitése a
"cél" (lasd shift-up reguldcidé, 5.1.7. fejezet).

Ezzel szemben a tultermelés jdval konnyebben elviselhetd, amikor
mdr az egész riboszomdlis appardtus rendelkezésre 4ll. (A
kérdésre a 6.5. fejezetben még visszatérek).

Laktdzzal végezve az indukcidét - az ipari méretlG fermentacid

sordn az IPTG nem johet széba koltséges volta miatt - ilyen
kiilonbséget nem tapasztaltunk, ellenkez6leg, akkor kaptuk a
legnagyobb expresszidt, ha a laktdz kezdettdl fogva a tdptalajban
volt. A laktdz katabolizmus ismeretében azonban az ellentmondés
csak ldtszdlagos. A 1laktdzbdl ugyanis az elsd lépésben -
enzimatikus hasitdsra - allolaktdéz keletkezik, amely molekula a
tulajdonképpeni induktor. Az allolaktdéz  viszont kellod
mennyiségben hozzdvetdlegesen addigra halmozddik fel, mikorra a
sejtslirGség az emlitett 0.3-0.4 OD550 érteket mdr eléri.
Felmeril a kérdés, hogyan "4l1jdk a versenyt" vektoraink a
kereskedelmi forgalomban kaphaté egyéb E. coli expresszids
vektorplazmidokkal. Egy kiragadott szempont, a promotererésség
vonatkozdsdban az 5.2.3. fejezetben bemutatott Osszehasonlitds
egyértelmiien mutatja, hogy a 6/23-as promoter erdGsebb a pKK223-3
plazmid tac promoterenél.

Brosius és Holy (1984)-ben leirtak egy expresszids vektort,
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amely - a mi plazmidjainkhoz hasonléan - lac  operdtor
szekvencidval reguldlhatévé tett rrnB p2 promoteren alapul. Az 6
rendszerikben azonban a promoter gyengébbnek bizonyult a tac
promoternél és represszdlt dllapotban is mutatott bizonyos
mértékld "&tfolydst" (read through). A promoter indukdlt és
represszdlt dllapotban mért aktivitdsdnak ardnya ndlunk csak 30:1
volt, szemben a 6/23-as promoter egy nagysdgrenddel nagyobb
(minimdlisan  300:1) értékével. Mindkét eltérés ardnylag
egyszerden magyardazhaté. Brosius-ék plazmidjdn a p2 promotert
megeldzd rrnB eredetd upstream DNS szakasz joval rdvidebb, igy,
valdszindleg legfeljebb részben tartalmazza az dltalunk felismert
UAS-t  (5.2.5. fejezet). A 6/23-as plazmid hatékonyabb
represszidja azzal a korilménnyel fiigghet Ossze, hogy a lac
operdator szekvencia a promoter -10-es boxdtdl nukleotidra
ugyanolyan tdvolsagra taldlhatd, mint az eredeti lac promoter
esetében. Ezzel szemben a Brosius féle plazmidon ez a tdvolsdg
jéval nagyobb (ismeretes az irodalombél, hogy a lac operdtor
szekvencia 4dltal megvaldsitott represszid hatdsfoka bizonyos
mértékben pozicidfiiggd (Amouyal és mtsai 1989).

Két rovid kiegeszitést kell még tennem, amelyek az
expresszitds rendszerink felhaszndldsdval '"gydrtott"  fehérjek
tisztitdsat, ill. késobbi feldolgozdsat (downstream processing)
érintik.

A pER23TA vektorplazmidrdl (5.3.5. fejezet) szintetizdlddd
fehérjék olyan fuzids peptidek, amelyek az idegen fehérjét
kozvetleniil megel6zbéen egymds utdn  7-threonin  aminosavat
tartalmaznak. Ez nyilvdnvaldan olyan szerkezeti Jellegzetesség,
amely a természetes fehérjék esetében sohasem fordul eld, igy a
fluzidés peptid kivdlaszthatd koziilik, az erre a szerkezeti elemre
specifikus immunszorbens affinitdskromatogrdfids oszlop
felhaszndldsdaval. Vagyis, ha megfeleld antitest 411 a
rendelkezésiinkre, lehetséges, hogy egy 1lépésben tudjuk a
fehérjénket tisztitani. Ilyen monoklondlis antitest elddllitdsdra

megtorténtek az elokésziletek az EGIS Hbgyes Endre utcai
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laboratdériumdban. (Hozzd kell tennem, hogy a probléma megolddsdat
megneheziti -a hidrofdéb aminosavakat nagyobb részben tartalmazé
idegen fehérjék esetében- Un. zdrvdnytestek (inclusion body)
keletkezése a sejtben. Az inclusion body-t alkoté fehérjék (jbdli
oldatba vitele sokszor csak igen drasztikus eszkozokkel (pl. 7M
urea) lehetséges. Ilyen korilmények kozott természetesen az
antitest nem mikodik. Kiméletesebb mddszerek (pl. nem ionos
detergensek) alkalmazdsdra Jjelenleg is folynak kisérletek a
Kébdnyai Gydgyszerdrugydr Mikrobioldégiai Intézetében.

A fdzids fehérjekrdl - a homogenitdsig torténd tisztitds utdn
- még le kell vdlasztani a bakteridlis eredetli N-termindlis
részt. Amennyiben az idegen gén tartalmazza a sajdt transzldcids
startkodonjdt (ATG) - vagy a kldénozds soran a Clal linker ATG
kodonja keril alkalmas pozicidba (pl. a pER23TA  plazmid
haszndlata esetén) - valamint a génben tovdbbi ATG kodon nincsen,
akkor megolddst Jjelenthet az d4ltaldnosan alkalmazott BrCN-os
hasitdsi eljdrds. A BrCN az ATG kodon dltal kddolt metionin
aminosav karboxil csoportja mellett hasit.

Elméleti lehetb6ség van arra 1is, hogy a jovoben fldzids
vektorainkba beépitsink egy olyan rodvid DNS darabot, amely
valamelyik specifikus protedz (pl. bizonyos virus protedzok)
hasitéhelyének megfeleld aminosavakat kddolja. Hasonld megolddsok
képezik egyes biotechnoldégiai szabadalmak alapjait. Esetiikben a
tisztitott fuzids peptidrél a specifikus protedz eltdvolitja a
folosleges N-termindlis darabot.

6.4. Plazmidstabilités

Az eltzd fejezethez hasonldan most 1is az  dltalunk
kifejlesztett eljdrds gyakorlati felhaszndldsdrol,  kiilonbozd
alkalmazdsi lehetbségeir6l, valamint arrdl szeretnék szdlni, hogy
milyen szempontokra kell tekintettel lenniiik a lehetséges
felhaszndldknak. Az 5.4. fejezetben arra vonatkozdan mutattam be

példdt, miként lehet egy alkalmasan konstrudlt plazmidot
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stabilizdlni tetszdleges gazdatorzsben, illetve hogyan lehet
kényelmesen szelektdlni a - stabilizdcidhoz vezetd - kettds
homoldg rekombindcids eseményen dtesett sejteket, akar 109 normdl
sejt kozil. A mddszer azonban szdmos egyéb felhaszndldsi
lehetdséget is kindl:

1.) Az eljérds alkalmazdsdval tetszoleges DNS darabot
Jjuttathatunk be a baktérium kromoszémdra (vagy helyesebben egy
adott kromoszomdlis  target génbe) a homoldg rekombindcid
segitseégével. Ebben az esetben az inszertdlni kivdnt DNS darabot
a "T" termindtorral kapcsoltan kell a modelldbrdn (23. dbra) "A"-
val jelolt génbe kldnozni. (Elvégeztiink egy - itt részleteiben
nem ismertetett - bizonyitd kisérletet, ahol a pER23L1CAT plazmid
(5.4.3. fejezet) Bgl II helyére a T1T2 termindtor fragmentummal
egyutt, azt megel6z6en egy 1800 bp hosszisdgd DNS fragmentumot
épitettink be, amely a Tn5 transzpozonbdl szdrmazott, és a
kanamicin rezisztencia geént hordozta. A szelektdlt kettés
rekombindnsok kromoszomdlisan  kddolt kanamicin rezisztenidt
mutattak.)

2.) Az eljards természetesen alkalmazhatd abban az esetben is, ha
az "A" gén nem eszencidlis. Ekkor azonban semmi akaddlya nincsen
- a kettds rekombindcidt kovetéen - a plazmid elvesztéseének,
amennyiben nem alkalmazunk antibiotikum szelekcidt. fgy a mddszer
tetszOleges kromoszomdlis gén inaktivdldsdra is  alkalmas,
valamint adott esetben annak eldontésére, hogy az "A" gén
létfontossdgi-e vagy sem. (Amennyiben nem, akkor a sejt
"rdbirhatd" a plazmidja elvesztésére.)

3.) Tetsz6leges kromoszomdlis gént szabdlyozhatdvd tehetiink a
modszer segitségével. A cél érdekében elGszor a target génnek a
plazmidon kldnozott - és eldzetesen inaktivdlt - kdépidjat ("A/1,
T, A/2") kell a kivédnt kontrol ald helyezni -pl. a lac operdtor
szekvencia segitségével-, majd mikor a kett6s rekombindcid soradn
a kicserélddés megtortént, a kordbban kromoszomdlis kdpia vdlik a
plazmidon reguldlttd, és a mdsik (eredetileg plazmid-kddolt)
kopia marad a kromoszémdn inaktiv.
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4.) Ugyancsak lehetfség nyilik az elgondolds felhaszndldsdval a
kromoszomdlis "A" génben keletkezett - spontdn vagy indukdlt - és
funkcidvdltozds alapjan azonositott mutdcidk gyors Jellemzésére,
hiszen a rekombindnsokban az érintett génszakasz a plazmidon
"konnyen hozzaférhetd" helyre keril és a DNS nukleotidsorrendje
kdzvetlenil meghatdrozhatad.

5.) Eljdrdsunk alkalmas tesztrendszert kindl a homoldg
rekombindcidé tanulmdnyozdsdhoz is. A rekombindcids frekvencidnak
a  korulményekt6l  figgd  vdaltozdsait rendkiviil  egyszerlen
detektdlhatjuk.

A mddszer elvben adaptdlhatd eukariéta rendszerre is. Ebben az
esetben azonban az "A" gén és az "R1" rezisztencia gén fizidja
szlikséges, ugyanis eukaridtdkban a '"klasszikus" bakteridlis
tipusi operonok mikodésére csak kevés példa ismert.

Az eldnyok és lehettségek mellett az eljdrdsnak szdmos
korldatja is akad. Ezek kozll néhdny egészen nyilvdnvald:
Természetesen a gazdatorzsnek rekombindcidra képesnek, vagyis
rec+ torzsnek kell lennie.

A termindtor fragmentum inszercidjdval két részre osztott "A" gén
mindkét fele (A/1 és A/2) 1legaldbb 400-500 bp hosszisdgi kell
hogy legyen, hogy a homoldég rekombindcid szamottev6 gyakorisdggal
bekovetkezzen.

Ugyanilyen magdtol értetédo, hogy - létfontossdglu gén esetén - a
génnek Un. transz-hatd (transz-acting) elemnek kell lennie,
vagyis a plazmidon is ki kell tudni fejtenie a hatdsdat.

Vigydzni kell a konstrukcid megtervezésénél az dn. polar
hatdsra. Nem 1lehet az "A" gén a kromoszémdn egy operon elsd
tagja, amennyiben az operon mdsodik (vagy tovédbbi) tagja is
eszencidlis. Ekkor ugyanis a kromoszémdn - a  rekombindcid
kovetkeztében - az egész operon inaktivdlddik és a plazmidon 1évo
miikodoképes "A" gén egyedil nem képes komplementdlni.

Elvben a rezisztens koldnidk lehetnek egyszeres rekombindnsok
is, melyekben az egész plazmid integrdldédott a kromoszdmdba. A
kettb6s homolég rekombindcid ugyanis két 1lépésben torténik, vagyis
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intermedierként sziksegkeéppen egyszeres rekombindnsok
keletkeznek. Ugy tGnik azonban, hogy ez csak rovid 4tmeneti
dllapot és a mdsodik rekombindcié (vagy alternativ lehetdségként
a plazmid kivdldsa a kromoszémdrdl) gyorsan bekdvetkezik, ugyanis
ilyen egyszeres rekombindnsokat sohasem taldltunk.

Ugyancsak elgondolkodtaté, hogy lévén az exponencidlis novekedési
fazisban a baktérium kromoszémdja is - kiilondsen a replikdcids
origéhoz kozeli gének esetében - t0bb képidban van jelen a
sejtben, 1igy elméletileg elképzelhets, hogy olyan koldnidk is
keletkeznek, amelyek rezisztensek ugyan az Rl antibiotikumra,
mert a rekombindcid bekovetkezett, de a rekombindns plazmid olyan
utddsejtbe keridlt, amelyben a kromoszdmdn épen maradt az "A" gén.
Ilyen "dl-rekombindnsokat" azonban a mi rendszeriinkben eddig még
nem taldltunk.

Az 5.4.3. fejezetben emlitettem, hogy a pER23L1TTCAT plazmid
létrehozdsa sordan - az wutolsd lépésben - mindig kettd vagy tobb
terminator fragmentumot  tartalmazd plazmidokat taldltunk a
kloramfenikol szenzitiv kldnokban. Ugyanakkor a kloramfenikol
rezisztens transzformansok  kozil néhdny tucatbdl plazmidot
prepardalva, tobb olyan akadt koztik, amelyben egy példdnyban
jelen volt a termindtor fragmentum. Ugy tlnik tehdt, hogy az
adott esetben egy fragmentum nem képes hatékony transzkripcids
termindcidét megvaldsitani, annak ellenére, hogy a fragmentumon
mir eleve két (rrnB Tl és T2) termindtor van és az rrnB
termindtorokraol az irodalmi adatok alapjan joggal
feltételezhettik, hogy a transzkripciot maradéktalanul
ledllitjdk. A Jjelenség valdészinG magyardzata az az (jabban
felismert tény, hogy a rho-independens (és nemkiilonben a rho-
dependens) termindtorok hatékonysdgdt nagymértékben csokkenti, ha
transzl4cid folyik rajtuk keresztiil (Wright és Hayward 1987). A
dupla fragmentum beépiilésekor az elsdé fragmentum végén - az L1
génnek megfeleld leolvasdsi fdzisban -egy transzldcids stop kodon
taldlhatd, 1gy a mdsodik fragmentumon 1évé termindtorok mar
akaddlytalanuk '"dolgozhatnak". A probléma dltaldnos megolddsdt az
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Jelentheti, ha a termindtor fragmentum elé kdzvetlenil beépitink
egy rovid szintetikus oligonukleotidot, amely mindhdrom
leolvasdsi fdzisban tartalmaz transzldcidés stop kodonokat.
Részletesebben kell foglalkoznom a  back-rekombindcid
problémdjdval, vagyis azzal a lehet6séggel, hogy - 1évén a
homoldég rekombindcié bekovetkezte reverzibilis - a rekombindns
(rezisztens) kldnokban a kromoszdmédn visszaalakulhat az eredeti
dllapot. Ha ez megtorténik, a stabilizdlt plazmid Gdjbdl
elveszthetévé  vdlik a sejt szamdra. Az expresszios
vektorplazmidok stabilizdldsakor ez a lehetdség nem  jelent
tényleges hatranyt, mert - feltételezve, hogy a back-rekombindcid
gyakorisdga sem nagyobb a mdr emlitett lO_5 értéknél
sejtgenerdcionként -a fermentdcié sordn a back-rekombindcidn
dtesett és azt kovetden plazmidjukat elvesztett sejteknek nem
marad idejuk a tdrsaik tudlnovésére. Van azonban el jdrdsunknak
olyan lehetséges felhaszndldsi teriilete (pl. a kromoszomdlis
géneknek a 3. pontban emlitett szabélyozhatévé tétele), ahol a
back-rekombindcid mar komoly problémdkat okozhat. A probléma
dthidaldsdra két megoldds kindlkozik. A 23. dbra nomenklaturdjat
haszndlva a "T" termindtor fragmentumot az "A" gén legelejére is
beépithetjik. Ebben az esetben természetesen csak  akkor
kovetkezhet be a rekombindcié, ha a plazmidon az "A" géntdl
upstream meég egy hosszabb DNS szakasz homoldg a kromoszdma
megfelel6é régidjdval. A rekombindns szelekcid wutdn a sejt
felultranszformdlhatéd egy  inkompatibilis plazmiddal, amely
szintén hordozza az "A" gént -megfelelé  transzkripcids
kontrollszekvencidk d4ltal reguldlhatdévd tett formdban- ugyanakkor
az emlitett upstream homoldg DNS szakasz hidnyzik réla. Erre a
mdsodik plazmidra szelektdlva, a sejtben a két plazmid
kicserélddése utdn a back-rekombindcié lehetetlenné  vélik.
Alternativ lehetdségként, ha a mdsodik ("kergetd") plazmid az "A"
gennek egy szintetikus kdpidjdt hordozza, amely a természetestdl
a lehetséges legnagyobb mértékben eltérd kodonhaszndlattal bir,

akkor nem sziikséges, hogy az els6 ("rekombindltatd") plazmid
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szerkezete a 23. dbrdn bemutatottél eltérjen. Ekkor ugyanis az
"A" gén szintetikus és természetes kdpidja kozott oly kismérteékd
a homoldégia, hogy a back-rekombindcid bekovetkezéese
valdszinGtlen.

A kovetkezd fejezetben részletesen foglalkozom azzal a
jelenséggel, hogy a tultermeld sejtekben az  expresszids
vektorplazmidok promoter régidjdban gyakran kovetkeznek be dn.
promoter down mutdcidk, melyeknek kovetkeztében a sejt besziinteti
az idegen fehérje termelését. Vagyis a plazmid stabilizdldsa
ellenére - hosszd fermentdcié alatt - a tenyészetben
felszaporodnak a nem-termeld sejtek. Mindez természetesen nem
torténne meg, ha az expresszids vektorplazmid promoterérdl az
idegen genen kivil egy létfontossdgd bakteridlis gén is 4tirddna
eés ugyanakkor ennek a génnek a kromoszomdn lévé kdépidja nem
mdkodokeépes. Ekkor ugyanis - az eddigieknek megfelelden - a
rekombinansokban a promoter funkcid elvesztése végzetessé vdlik a
sejt szamdra.

A probléma keézenfekvd megolddsdnak tlnik, hogy a
"stabilizdcids operont" az ‘"expresszids kazetta" részévé kell
tennink, vagyis ugyanaz a promoter vezeérelje az idegen gén és az
"A" gén dtirdsdt. Az elképzelés megvaldsitdsdnak azonban két
komoly akaddlya is van. Egyrészt a két tovdbbi fehérje ("A"
illetve "R1") szintézise csak a '"hasznos" fehérje termelésének
rovasara torténhet. Mdsrészt az egész plazmidstabilizdldasi
procedira alatt a promoternek indukdlt dllapotban kellene lennie,
hogy a rekombindns sejtben a plazmidon az "A" létfontossdgd gén
és az "R1" gén kifejezédhessen. Ekkor azonban - az 5.5.
fejezetben bemutatott adatoknak megfeleléen - a plazmidon nagy
szdmban halmozddnak fel mutdcidk. Szerencsére az  akaddlyok
lekizdésének megvan az elvi lehetdsége.

Mint mdr kordbban emlitettem, a rekombindnsok szelektdldsahoz
nem szikséges ugyanazt a plazmidot haszndlnunk, mint amelyet
stabilizdlni  akarunk. A  '"rekombindltatd" plazmid késdbb
kicserélhetd egy inkompatibilis "kerget6" plazmiddal. Ismeretes,
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hogy 1léteznek olyan gének, melyek csak bizonyos korilmények
kozott jelentenek komoly adaptiv elényt a sejt szamdra. Példdul a
citokréomok jelenléte vagy hidnya anaerob kornyezetben nem Jelent
kiilonbséget, ugyanakkor ha a sejttenyészetet intenziven
levegbztetjik, akkor a mdkodoképes citokrdmokkal rendelkezd -
oxidativ foszforildcidra képes - sejtek igen Jelentds eldnyt
élveznek, valamelyik citokrém fehérjére deficiens tdarsaikkal
szemben. Az elmondottakat felhaszndlva - ha "A" génnek példdul a
citokrém oxiddz enzimkomplex valamelyik alegységének génjét (pl.
cydA, Green és mtsai 1986) vdlasztjuk - a 'rekombindltatg"
plazmid segitségével 1létrehozhatunk kromoszémdlisan cydA minusz
sejteket. A kovetkezd 1épésben - a plazmidcserét  anaerob
korilmények kozott végezve - a rekombindns sejtbe be tudjuk
juttatni a "kerget6" plazmidot, amely az expresszids kazetta
részeként a mikodoképes cydA gént kell hogy tartalmazza a sajat
promotere nélkil. A géntermékre ekkor nincs szikség, 1igy az
indukdlhaté promoter maradhat represszdlt dllapotban. Ha a
plazmidcsere megtortént, 02 Jjelenlétében az indukdlt promoter
down mutdcidja nem szelekcidés elényt, éppen ellenkezdleg,
hdtrdnyt jelent a sejt szdmdra, igy az ilyen mutdans nem novi tul
az expresszidra keépes tdrsait.

Ugyancsak a problémdk kozott emlitettem, hogy a plusz fehérje
- Jjelen esetben a citokrdm d termindlis oxiddz I-es alegysége -
nagymértékd tdltermeltetése -az idegen fehérje  termelésének
rovdsdra torténne. Az operon két tagja azonban fehérjeszinten nem
szlikségszerlen szintetizdlddik ekvimoldris mennyiseégben. Példaul
az idedlistdél nagymértékben eltérd Shine-Dalgarno szekvencidval
elérhet6, hogy a cydA gen dltal kddolt fehérjébdl csak annyi
keletkezzen, amennyi a sejt optimdlis mikodéséhez szikseéges.

Mindez a lehetdség egyeldre csak elméletben létezik. A

megvaldsithatdsdgot bizonyité kisérletek még hatra vannak.
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6.5. Mutdcids rata fokozdédds

Liria és Delbrick (1943) klasszikus kisérletiikkben a T1
bakteriofdgra rezisztens E. coli sejtek el6forduldsi gyakorisdgat
vizsgaltak és azt taldltak, hogy a Tl fdg jelenléte - vagyis az
erds szelekcidés nyomds a rezisztens kldonock megjelenésére
vonatkozdan - semmivel sem fokozta a mutdcid gyakorisdgat. Az
irodalmi Osszefoglaldban (2.8.1. fejezet) mar emlitett kisérletiik
lényege az volt, hogy nagyszamd, filiggetlen sejtkulturdbdl
szdrmazo mintdkat szélesztettek Tl fdgot tartalmazé YTA lemezekre
és a megjelend fdagrezisztens kolénidk szdmdt  tesztelték.
Munkahipotézisilik szerint, amennyiben a mutdcidk a fég jelenléte
koveteztében, vagyis szelekcids nyomdsra Jelentkeznek, akkor a
kilonbozd lemezeken kinovd fdgrezisztens klonok  gyakorisdga
Poisson eloszldst kell hogy mutasson. Ebben az esetben ugyanis a
rezisztens klonok szamdt egyedil annak a valdszinlsége szabja
meg, hogy egy adott sejtben milyen eséllyel kovetkezik be az
adaptiv mutdcid, mieldtt a sejt elpusztulna a fdg tdmaddsa dltal.
Ellenkezd esetben viszont, ha a fdagrezisztens sejtek nem a
szelekcids nyomds hatdsdra keletkeznek, hanem mdr kordbban jelen
vannak a sejtkulturdban, egy spontdn és random mutdcds folyamat
eredményekeéppen, akkor a gyakorisdg rendkivil nagy statisztikus
ingadozast kell hogy mutasson, attdl figgben, hogy egy adott
kultuirdban keletkezett-e véletlenil ilyen sejt, vagy nem.
Kisérleti elrendezésikben egyeértelmien a mdsodik lehetdség
igazolddott be, 1igy a random, nem adaptiv mutdcds mechanizmus
mellett tortek ldndzsdt. Eredményeikb6l indirekt mdédon az 1is
kovetkezik, hogy szelekciés nyomds hatdsdra - legaldbbis ilyen
kisérleti korilmények kozott - a spontdn mutdcids gyakorisdg sem
ndé meg.

Cairns ¢és mtsai (1988) nagy port kavart kozleményiikben
vitattdk Ldridék  4l11itdsdt, arra hivatkozva, hogy a
fadgrezisztencia kifejez6déséhez - a DNS szekvencidban
bekovetkezett vdltozds pillanatdtél kezdddden - bizonyitottan
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tobb sejtgenerdcidnyi idének kell eltelni (Hayes 1964), addigra
azonban a fdg mdr elpusztitja a sejteket. Igy nincs esélye az
adaptiv mutdcid megnyilvdnuldsdnak. Cairns-ék tobb kisérletet
végeztek, amelynek eredményeképpen d&11itjék, hogy az adaptiv
mutdcidk valdjaban jéval nagyobb gyakorisdggal jelentkeznek, mint
a spontdn mutdcids rdta alapjan vdrhatd volna. Kisérleteik egy
részében laktéz felhaszndldsdra képtelen (lac ) sejteket
szélesztettek laktdzmentes tdptalajra €és nagy szdmban kaptak

(lac+) revertdnsokat. Ezek a revertdnsok a szélesztés utdn tobb

nappal Jjelentek meg, vagyis nem voltak eleve Jjelen a
sejtszuszpenzidban, hanem a szelekcids nyomds hatdsdra
keletkeztek.

Cairns dllitdsa szerint tehdt, amennyiben a sejteknek - a

Ldria féle kisérlettdl eltérden - lehetGségiik és idejiik van arra,
hogy "szorult" helyezetiikbGl kiutat taldljanak, akkor élnek ezzel
a lehetBséggel és adaptiv mutdcdkkal valamiféle ©On-génsebészetet
hajtanak végre magukon. Cairns megvizsgdlta ugyanakkor a
figgetlen génekben bekovetkezd mutdcidk gyakorisdgdt - példdnak a
valin rezisztencia megjelenését vette - és azt taldlta, hogy a
valin rezisztens kldnok szdma semmivel sem n6tt meg a kontrollhoz
képest. Vagyis ldatszdlag a sejtek valamilyen mddon vdlasztani
tudnak, hogy melyik mutdcidra van sziikségik és melyikre nincs.
Cairns az ilyen adaptiv mutdcidt irdnyitott (directed) mutdcidnak
nevezte. Mindez a neo-darwini evolicids elmélet szempontjdbdl
valdsdgos szentségtorésnek szdmitott, de Cairns "még tovébb"
ment. Diszkutdlt egy lehetséges mechanizmust, amelynek alapjdn a
sejt a szamdra kedvezd mutdcidkat meg tudja Grizni.

Elméletét két axidmdra alapozva dolgozta ki. Egyfelcl -
minthogy kisérleti rendszerében deficiens (pl. lac ) sejteket
inkubdlt olyan korilmények kozott (laktdzmentes tdptalajon),
amelyek az adaptiv mutdcid bekovetkezte eldtt nem tették lehetdvé
a sejtek o0sztdéddsat - dgy gondolta, hogy a directed mutdcid
létrejotte nem feltételezheti az elGzetes DNS  replikdcidt.
Mdsrészt regtdél fogva ismert tény, hogy az RNS transzkripcid
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sordn 5-6 nagysdagrenddel nagyobb gyakorisdggal fordul elé hibds
nukleotidok beéplilése, mint a ONS replikdcid esetében. (A
transzkripcié alatt ugyanis semmilyen repair mechanizmus sem
ellen6rzi az 4tirds "h{ségét") (Reanney 1984). Igy Cairns
feltételezte, hogy a directed mutdcd 1étrejottének elsdé 1lépéese
egy olyan m-RNS molekula keletkezése, amely mar hordozza a
"kivdnt mutdcidt". A kovetkezd 1épésben a sejt valamilyen mddon
ellendrizni képes, hogy a - szdmdra a megolddst Jelent6 - fehérje
molekula melyik m-RNS-r6l  szintetizdlddott (!) és  egy
feltételezett reverz transzkripcids mechanizmus segitségével, az
err6l az m-RNS-r6l késziilt c-DNS képidval helyettesiti az eredeti
gént. Vagyis Cairns - annak feltételezése mellett, hogy a reverz
transzkripcid és a génkonverzids mechanizmus a prokaridtdkban is
megtaldlhaté - informdciddramldst tart lehetségesnek a fehérjétol
az RNS irdnydba. Ezzel a "centrdlis dogma" - mely szerint a DNS-
ben kddolt informdcidé fejezddik ki a m-RNS-en keresztiil a fehérje
aminosavszerkezetében és sohasem forditva - utolsd, eddig még
dllva maradt bdastydja is meginog.

B.G. Hall (1990) megkisérelte menteni a menthetdt. 0 is
igazolta ugyan a directed mutdcick létezésének tényét - Cairns-
éhoz hasonld kisérleti rendszerében meggy6zéen bizonyitotta, hogy
trp, cys kettds auxotrdéf E. coli sejtkultura triptofdn mentes,
de cysteint tartalmazé té&ptalajon csak trp+ revertdnsokat, a
forditott esetben viszont csak cys revertdnsokat adott nagy
gyakorisdggal, és ezzel pdrhuzamosan a valin rezisztens sejtek
ardnya egyik esetben sem ndtt meg - feltételezte azonban, hogy ez
csak a kisérleti elrendezés kovetkezménye. Hipotézise szerint a
"fizioldgai stressz" korilményei kozé kerilt sejtek egy
hdnyaddban intenziv DONS  degraddciés folyamatok 1lépnek  fel
(hipermutdbilis 4llapot), ami a hibdra hajlamos (error-prone)
repair mechanizmus mikodését indukdlja. A tovabbiakban két eset
lehetséges. Vagy hamarosan bekovetkezik az adott korilmények
kozott a sejt szdmdra adaptiv mutdcid, ebben az esetben a sejt
tilél és hordozza az adaptiv (és az addig keletkezett Osszes
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tobbi) mutdcidét, wvagy a sejt elpusztul a DNS-e teljes
degraddcidja kovetkeztében. Vagyis a  fliggetlen  mutdcidk
eld6forduldsa szempontjdbdl tesztelt sejtek csak azok lehetnek,
amelyek nem estek &t a hipermutdbilis 4llapoton. gy Cairns, aki
azzal "vdédolta" Ldridt, hogy nem adta meg a sejteknek az esélyt,
hogy rezisztenssé vdljanak a T1 fég fert6zésével szemben,
semmivel sem bizonyult a colit illeten "lovagiasabbnak". Az 6
kisérleti elrendezésében viszont azoknak a sejteknek nem volt
tilélési esélye, amelyek csak a nem-szelektdlt, fliggetlen
markerekben halmoztak fel mutdcidkat. Hall -  4llitdsat
bizonyitandé - példdkat hozott fel, amelyek igazoljdk, hogy az
adaptiv mutdcidkat hordozd, vagyis a feltételezett hipermutdbilis
dllapoton mar dtesett sejtekben ténylegesen megndtt a figgetlen
mutdcidk gyakorisdga. Stahl (1988) 1leirta, hogy a hasonlé
szelekcids koridlmények mellett kapott trp+ revertdns kldnok
kozott 600-szor tobb kilonféle auxotréfot taldlt, mint amennyi
vdrhatdé lett volna, ha feltételezzik, hogy a két mutdcids esemény
egymdstdl fiiggetlenil kovetkezett be. Ugyanerre utal  tobb
megfigyelés, mikor a mutdns sejtekben tovdbbi, a kornyezethez
vald adaptdcid szempontjdbdl kozombos vdltozdsokat taldltak a DNS
szekvencidban (Hall 1982, Hall és mtsai 1989).

Az 5.5. fejezetben ismertetett kisérletek nyomdn kirajzolddd
kép szerint, az idegen fehérjét tdltermeld E. coli sejtekben -
amennyiben a tdltermelés a sejt novekedési ratdjanak a
csokkenését okozza - a mutdcidk gyakorisdga tobb mint egy
nagysdgrenddel megnd. Ez a mutdcids rdta fokozddds adaptiv €s nem
adaptiv mutdcidk esetében egyarant igaz, vagyis nemcsak a
promoter down mutdcidk bekovetkezésének az esélye nd meg (amelyek
felszabaditjdk a sejtet az expresszid "megterhels kotelességének"
teljesitése aldl), hanem a fiiggetlen gének neutrdlis mutdcidinak
gyakorisdga is emelkedik. Ugy t(inik tehdt, hogy megtaldltuk azt a
kisérleti rendszert, amely direkt bizonyitékot szolgdltat, hogy a
sejtekre haté "stressz" bizonyos formdja valdban megndveli a
mutdcidés frekvencidt a szelektdlt ¢és a nem szelektalt
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tulajdonsdgokat meghatdrozd  génekben egyardnt. A  mutdcids
gyakorisdg hasonld, bar kisebb mértékd emelkedését tapasztaltuk
anaerob kordlmények kozott, ezért erbsen valdszinGsithetd, hogy
ennél dltaldnosabban, minden olyan "fizioldgiai stressz", amely a
sejtek lassibb ndvekedését okozza, ugyancsak mutdcids rdtdt
fokozd tényez6. Eredményeink aldtdmasztjdk a Hall dltal elképzelt
mechanizmust, azzal a kiegészitéssel, hogy a hipermutdbilis
dllapotot nem kell szikségszerlen "minden vagy semmi'" alapon
elképzelni. Az expresszids vektorainkat hordozd sejtek indukdlt
dllapotban, ha lassan is de osztdédnak, ellentétben a Cairns féle
kisérleti elrendezéssel, vagyis ez utdbbit felfoghatjuk egy
dltaldnosabb jelenség - nulla novekedési rdtdra extrapoldlt -
hatarertékének. Minthogy ebben az d4ltaldnos esetben a  DNS
replikacié nem feltételez el6zetes degraddciot, igy a
hipermutdbilis dllapot sem szikségképpen letdlis a sejt szdmdra,
abban az esetben sem, ha az adaptiv mutdcidé nem kovetkezik be.
Ezért sikerilt az osszefliggést kimutatnunk.

Roviden sziikséges diszkutdlni, hogy milyen mechanizmusokon

keresztil képzelhetd el - a stresszre adott vdlaszként - a
mutabilitds fokozdddsa. A 1legvaldszinlbb magyardzat -  Hall
elképzelésével teljes GOsszhangban - a hibdra hajlamos Javito
mechanizmus  indukcidjanak a feltételezése, egy fontos

kiegészitéssel. Mint az irodalmi Osszefoglaldban mdr utaltam r4,
az error-prone repair aktivdldddsdnak els® lépése a recA fehérje
indukcidja. Az azonban nem ismeretes, hogy milyen  szigndl
hatdsdra fokozddik - a sejt DNS-ének kdrosoddsakor - a recA
expresszidja ? Ha  feltételezzik, hogy a recA indukcid
bekdvetkezhet elGzetes DNS kdrosodds nélkiil - egyéb '"stressz"
hatdsdra -, akkor a "kozonséges" DNS replikdcid sordn is megndhet
a mutdcidk gyakorisdga a DNS-polimerdz III "d&tirdshlségének" a
lazuldsa folytan. B4dr a recA allél részvételét igazoltuk az
dltalunk felismert jelenségben (5.5.6. fejezet), a direkt ok-
okozati Osszefiliggés feltdrdsa még eldttink &11.

Mieldtt tort ilnénk a neo-darwini tedria "megvédése" folotti
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oromunkben, el kell gondolkodnunk megfigyelésiink egy lehetséges
kovetkezmeényén. Eredményeink bizonyitjdk, hogy az idegen fehérjét
tiltermeld E. coli sejtek kromoszomdlis génjeiben tobb mint egy
nagysdagrenddel, a plazmidon kddolt génekben viszont egészen
extrém mértékben megnd a spontdn mutdcids gyakorisdg. Ennek
kovetkezteben a rekombinans fehérje feltehetdleg igen inhomogén,
ami (pl. egy peptidhormon esetében) a terdpids felhaszndldst
komolyan megkérddjelezheti (és (jabb tdmaddsi feliletet nydjt a

rekombinans technoldgia alkalmazdsa ellen tiltakozd  "zold"
mozgalmaknak). Ezzel szembeszegezhet6, hogy - az  4ltaldnos
hiedelemmel ellentétben - a normdl eukaridta és prokaridta

sejtben folyd fehérjeszintézis sordn, a transzkripcié mdr
emlitett igen magas tévedési szdzalékdnak kovetkeztében ugyancsak
sok mutans fehérje taldlhatd. Egyrészt azonban ezeknek a hibds
feherjeknek a nagy részét kiilonbGzé6 degradativ mechanizmusok
gyorsan elbontjdk, mdsrészt a kétféle hibaforrds egylttes
hatdsdnak eredményeként a rekombindns fehérje inhomogenitdsa
meghaladhat egy olyan fokot, amelyen +tdl mdr - pl. az eldbb
emlitett peptidhormon terdpia esetében - komoly élettani hatdsa
lehet a természetestdl eltérd fehérjemolekuldk jelenlétének.

Tovdbbi kutatdst igényel annak eldontése, hogy recA
gazdatorzs haszndlatdval megakaddlyozhatjuk-e a hibds fehérjék
felhalmozdddsat ?
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7. Usszefoglalds

Az Escherichia coli baktérium egyik riboszémdlis RNS
operonjdnak (az un. rrnB operonnak) a transzkripcids
szabdlyozdsat vizsgdlva egy ujfajta reguldcidt fedeztiink fel,
amely a sejt tdpanyagelldtottsdgdnak a fliggvényében szabdlyozza
az operon promdtereinek az aktivitdsdt. A shift-up reguldcidnak
elnevezett szabdlyozds - a riboszémdlis  RNS operonok
transzkripciéjdra hatd, eddig ismert tényezokt6l eltéréen -
mindkét prométer aktivitdsdt befolydsol ja.

Kisérleteket végeztink a shift-up reguldcié pontosabb
természetének felderitése eérdekében, €és a kapott eredmények
felhaszndldsdval 1étrehoztunk egy igen hatékony expresszids
vektorcsalddot, amelynek univerzalis alkalmazhatdsdgat
széleskorden bizonyitottuk.

Expresszids vektorainkat tovdbb tokéletesitettik a
promdterek struktirdlis es funkciodndlis sajatsdagainak
tanulmdnyozdsa sordn nyert adatok segitségével.

Kifejlesztettiunk egy eljarast, amelynek alkalmazdsdval az
expresszios vektorainkat tetszdleges fermentdcids gazdatorzsben
tudjuk stabilizdlni.

Végezetil a tultermeld baktérium torzseinkkel veégzett munka
sordn érdekes megfigyelést tettink a sejtek spontdn mutdcids
gyakorisdgdra  vonatkozodan. Eredményeinket  érteékelve egy
lehetséges modellt dllitottunk fel az un. adaptiv mutdcidk

magyardzatdra.
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