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A dolgozatban alkalmazott roviditések jegyzéke

A6SO: a 650 nm-en mért abszorpcio

Ap: ampicillin

APS: amménium-perszulfat

BAP: bakteridlis alkalikus foszfataz

bp: bdzispar

BSA: marha szérum albumin

Ci: curie

CIP: borjubél foszfataz

cpm: belités per perc

Da: dalton

DEAE: dietil-amino-etil

DMS: dimetil-szulfat

DN-dz: dezoxi-ribonukleaz

DTT: ditiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

E. coli: Escherichia coli

galK:a galaktokindz enzim génje

IR1,IR2: az rrnB operon két termindtora kozotti forditott
ismétlédések (inverted repeat-ek) jeldlése
IPTG: izopropil—l—thio7B-D—galaktéz

lac pr: a laktdz operon promdtere

kb: kilobdzis (ezer bdzispdr)

MCS: polikldnozd hely

mRNS: messenger (hirvivd) RNS

ORF: open reading frame (nyitott leolvasdsi sor, fehérjekddoldsra

alkalmas szekvenciarészlet)
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PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

rONS: a riboszémdlis RNS-eket kddold DNS szakasz

RE: restrikcids endonukledz

RN-dz: ribonukledz

TRNS: riboszdmdlis RNS

rpm: fordulat per perc

S.D.:Shine-Dalgarno szekvencia, riboszomakdté hely
S0S: natrium-dodecil-szulfdt, ndtrium-lauril-szulfét
T1,T2: az rrnB operon két termindtora

Tc: tetraciklin

TEMED: N,N,N’ /N’-tetrametil-etilén-diamin

Tris: trisz-(hidroximetil)-amino-metdn

Tris-HC1l: trisz-(hiroximetil)-amino-metdn hidroklorid
tRNS: transzfer RNS

UP-viz: ioncserélt (ultrapure) viz

UV: ultraviola

A listdn fel nem sorolt, de a dolgozatban szerepld tovdbbi rdviditések
(restrikcids endonukledzok, nukleotidok, nukleotid-trifoszfdtok,
bakteridlis genetikai markerek roviditései stb.) a nemzetkdzileg
dltaldnosan elfogadott és haszndlt nomenklaturdkhoz igazodnak.

A kisérletes munka sordn alkalmazott, a szovegben roviditéssel jeldlt
oldatok és tdptalajok dsszetételét az "Anyagok és mddszerek" cim(

fejezet tartalmazza.
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I. BEVEZETES

Ez a dolgozat egy prokaridta transzkripcids cisz-reguldtor, az E.
coli rrnB riboszémdlis RNS operon komplex transzkripcids termindtor
regicgjanak molekuldris analizisét  tartalmazza. A  dolgozatban
ismertetett kisérleteket 1984 és 1990 kozott végeztem el a Magyar
Tudomdnyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kozpont Biokémiai Intézetének
Nukleinsav Csoportjdban. A prokaridta génexpresszid transzkripcids
szintd szabdlyozdsanak vizsgdlataban kutatdcsoportunk mar
csatlakozdsom idején is rendkivil komoly hagyomanyokkal g€s
eredményekkel rendelkezett. Itt  készilt el az elsd reészletes
restrikcids térkép az E. coli hét riboszémdlis RNS operonjdardl
(13,15), amely lehet6vé tette egyedi T©RNS gének 1izoldldsat,
felszaporitdsdt és génexpresszids szabdlyozdsuk kiterjedt analiziset
az in vitro ODNS rekombindcié (genetic engineering) eszkodztdrdnak
felhaszndldsdval.

Csoportunkban az rrnB riboszémdlis RNS operon sikeres kldnozdasat
kovetden (13,87) a kutatdsok féleg a  struktirgének elétti, a
transzkripcidé inicidcicdjdért  felelds  rendkivil er6s  promdterek
szerkezet-funkcids Osszefiiggéseinek és  szabdlyozdsuk  mikéntjének
felderitésére koncentrdltak (13,14,15,33).

1981-ben ismertté vdlt az operon teljes szekvencidja (25), melynek
szamitégépes analizise egy érdekes és komplex  transzkripcics
termindtor régidét Jelzett a struktidrgének 3’ végén. Mivel ebben az
iddben a transzkripcids termindcid folyamatairdél rendkivil szegényes
irodalmi adatok dlltak rendelkezésre, torvényszerGen  fordult a

figyelem az ilyen jellegl kutatdsok irdnydba, amit a csoporton belili



munkamegosztds reévén én kaptam feladatul.

Dolgozatom bevezetdjében az azota lényegesen felduzzadt
transzkripcids termindcids irodalombdl csupdn a prokaridta
szervezetek, ezen belll is f6leg az E. coli termindcids mechanizmusait
es a hozzdjuk szorosan kapcsolédd mds  reguldcids utakat
(antitermindcid, attenudcid stb.) tekintem 4t. Ezt az elvet kdvetem a
dolgozat mds részeiben is.

Az értekezés megirdsa sordn az idegen eredetl, de a magyar nyelvben
mar meghonosodott szavak, kifejezések esetében kovetkezetesen a magyar
irdsmédot alkalmaztam. Néhdny kevésbé  1ismert, inkdbb csak a
transzkripcids termindcid szakirodalmdban haszndlt angol kifejezés

magyar forditdsa mellett zdrdjelben kozlom az eredeti valtozatot is.



II. IRODALMI ATTEKINTES

A génexpesszié transzkripcids szabdlyozdsdnak elsd haszndlhatd és
azdéta tankonyvi adattd vdlt modelljét a 1laktdz operon részletes
genetikai analizise alapjan épitette fel Jacob és Monod 1961-ben (82).
Ez a modell az elsd jelentds dttorés a modern molekuldris bioldgia
egyik kozponti kérdésének, a differencidlt génreguldcid mikéntjének
megvalaszoldsdban. Az operon elmélet alapjdn értelmezhetd az a tény,
hogy bdr a prokaridta és eukaridta kromoszémdk dtlagban tobb ezer ill.
tobb tizezer gént tartalmaznak, ezek sohasem fejezt6dnek ki egyszerre
és egyforma intenzitdssal. Minden egyes genetikai egyseg
(baktériumokndl esetenként a gének egy csoportja) ondllé szabdlyozéas
alatt 4l11. A transzkripcids szintl reguldcié a struktdrgének kozott
elhelyezked6 reguldtor szekvencidk (cisz-elemek), valamint a gének
dtirdsat végz6 RNS-polimerdz és egyéb Jdrulékos fehérje molekuldk
(transz-haté faktorok) kolcsonhatdsdnak  eredményeképpen kialakuld
bonyolult folyamat. A cisz-reguldtor elemek legfontosabb tagjai az RNS
ldncok inicidcidjdban résztvevd prométerek, és a ldncok befejezéséért,
az RNS-polimerdz/templdt DNS/naszcensz RNS disszocidcidéért felelds
transzkripcids termindtorok (151).

Az elmilt évtized molekuldris bioldgiai kutatdsai a prométerekrol
rendkivil szines és drnyalt képet alakitottak ki. Ismertté vdlt pl. az
dn. promoter konszenzus szekvencia, mely egy 4ltaldnos E. coli
prométer szerkezefét irja le a primer szekvencia szintjén (pl.
78,151,183). Tudjuk, hogyan befolydsolja a DNS metildltsdgi foka, és
topoldgiai dllapota a promdtererdsséget, ismer jik az
RNS-polimerdz/promdter kolcstnhatds alapjait (78 és hivatkozésai);

Ezzel ellentétben a termindtorokrdl alkotott elképzelések Jjoval



sziirkébb mikddési mechanizmust sejtettek (1).

Mig a promdterek tobbsége a vdltozd kornyezeti feltételekhez
igazodéan reguldlhatd, addig a klasszikus transzkripcids modell
szerint az RNS 1lénc inicidcidja utdn - az elongdcid fdzisdban - az
RNS-polimerdz egyenletes sebességgel haladva irja at a templdt DNS-t,
majd az operon 3’ végén a DNS-en kédolt transzkripcids termindcids
szigndlt elérve a DNS/RNS/RNS-polimerdz komplex disszocidl (27). Mdra
vildgossé vdlt, hogy a transzkripcids folyamat sohasem egyenletes
sebességli: egy génen belil taldlhatdk lassabban és gyorsabban dtirddd
szakaszok, s6t bizonyos helyeken a transzkripcid le is 4dllhat (un.
transzkripcids pausing site-ok). A transzkripcids termindcié folyamata
sem mikodik a minden vagy semmi torvényének szabdlyai szerint.
Bizonyos kils6 vagy bels6 kornyezeti feltételek megvdltozdsa szamos
esetben alapvetden mddosithatja egy  transzkripcids  termindtor
erosségét: egy hatékony termindtor aktivitdsa csokkenhet, esetleg meg
is szlnhet, mdskor egy egyébként 1ldatens termindtor megvaltozott
korllmények kozott maximdlis hatdsfokkal mikodhet. Vagyis ezek a
transzkripcids szabdlyozd  elemek, a kordbbi elkeépzelésekkel
ellentétben legtobbszor maguk is reguldltak.

Egy transzkripciés termindtor a sejten belidl kiilonb6zd feladatokat
tolthet be (54) : )
1. Kijeldlve egy transzkripciés egység (operon) hatdrdt, lehetévé
teszi a szomszédos gén vagy géncsoport egyedi szabdlyozdsat.
2. Mint moduldtorelem lehet6vé teszi a génexpresszid differencidlt
kontrolljat az operonon belil. (pl. attenudcid)
3. Csckkenti az egy transzkripcids egysegen belil egymas mogott
elhelyezkedd gének transzkripcidjat. (természetes polaritds)

4. Ledllitja a transzkripcidét, ha az adott mRNS-r8l képz6ddé fehérje



szintézise gdtolt. (mutdcids polaritds)

5. Gatolva az elongdcidot, és a templdt DNS-hez valé kotodést
megakaddlyozza a sejt szdmdra 1létfontossdgd enzimek (pl.
RNS-polimerdz, vagy mds fontos transzkripcids reguldtor fehérjék)
készleteinek kimerilését a citoplazmdbdl.

A tudomanyos koztudatban dltaldnosan elfogadott az a nézet, hogy az
azonos funkcidt elldté reguldtorelemek (pl. a promdterek vagy a
termindtorok), mikodésiiknek megfelelden es szabdlyozdsuk
kilonboz6segetdl fliggetlenidl, olyan kozos sajdtossdgokat mutatnak,
melyet egy adott feladat elldtdsa megkivan.

A napjainkban exponencidlisan novekvd szekvenciaadatok analizise
valdban feltdrt ilyen dltaldnos hasonldsdgokat. Noha egy wuniverzdlis
termindtor konszenzus szekvencidt mdig sem sikeridlt taldlni, vannak
elképzeléseink, hogy az milyen alkotdrészekbdl épilhet fel (19,20). Az
elsddleges szekvencidn tudl azonban szdmos egyéb hatds eredéjeként &1l
el6é egy adott termindtor felhaszndlhatdésdgi kore és erdssége
befolydsolja azt a képzddd RNS 1ldnc mdsodlagos, €és harmadlagos
szerkezete, az dtirdst végz6 RNS-polimerdz karaktere, és mds jdrulékos
fehérjefaktorok kozremikodése (54). Mindezek a tényezdk kiilon-kilon
olyan elvi lehet6séget is jelentenek, melyen keresztil a transzkripcid
termindciéja - 1igazodva a sejt mindenkori metabolikus vagy egyéb
igényeihez - kontrolldlhatd.

A komplex génexpresszids szabdlyozdsbdl dolgozatomban elGszor a
transzkripcids termindcid nukleinsav szigndljait, ezutdn a folyamatban
résztvevd fehérjék tulajdonsdgait, majd a kilonbozé termindcids
mechanizmusok Jjelenlegi modelljeit veszem sorra. Ezt kovetden keril
sor a termindcidéra éplldé génexpresszids kontrollok részletes

tdrgyaldsdra, kilonds tekintettel azokra, melyek kisérleti rendszeriink



szempontjdbdl jelentéséggel birnak.
IT.1. A termindtorok tipusai

A bakteridlis transzkripcids termindtoroknak in vitro kisérletes
adatok alapjan két alaptipusdt kiilonboztethetjik meg: az un. faktor
independens és a faktor dependens termindtorokat (1,54,76,135).

Az utdbbi néhdny év eredményei mutattak ra, hogy még ezek az
onkényesen kijelolt  kategdridk is meglehetods rugalmassdggal
kezelenddk, mivel egy termindtor in vitro viselkedésébdl az in vivo
kortlmények kozotti tulajdonsdgaira csak elég nagy bizonytalansdggal
kovetkeztethetink. Vagyis ez a fajta kategorizdlds inkdbb a
transzkipcids termindcids folyamatrdél szerzett ismereteink
hidnyossdgait mutatja a tényleges dllapotok helyett, s csupdn
pragmatikus okokbél van 1étjogosultsdga mindaddig, mig egy a
természetes viszonyokat hivebben tiikrdzé csoportositds fel nem vdltja

(136).
II1.1.1. I-es tipusd (egyszerl, faktor independens) termindtorok

Ebbe a kategdridba sorolhaték mindazok a termindtorok, melyek in
vitro korilmények kozotti hatékony mikddésiikhoz a DNS templdtot &tirod
RNS-polimerdz molekuldn kivil semmiféle mds  fehérjefaktort nem
igényelnek. Néhdny esetben a termindcids folyamatot az RNS lanc és az
RNS-polimerdz disszocidcidja is kovetheti a templdt DNS-rél.

Ezek a termindtorok meglehetdsen hasonld elvek szerint épilnek fel:
valamennyi ismert I-es tipusd termindtorban egy 20-30 bp hosszidsdgud

GC-gazdag, a kozéppontjdban néhdny nukleotiddal megszakitott
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tikorszimmetrikus szegment eldzi meg a termindcid .helyét (19). A
GC-gazdag tikorszimmetrikus szakaszt minden esetben egy 4-8 tagbdl
4116 U-sorozat koveti a naszcensz RNS ldncban, melyek valamelyikén
(nem minden esetben egy meghatdrozott nukleotidon) kovetkezik be az
RNS 1ldnc termindcidja (155). Az l-es dbra néhdny egyszer(i termindtor
felépitéseét mutatja be.

Sok szerzd tartja I-es tipusd termindtor konszenzus szekvencidnak a
CGGG(C/G) termindcids pontot megeldzd, vagy a TCTG termindcids pontot
kovetd szdmos termindtorban el6forduld motivumokat is (19), bdr ezek
1létjogosultsdga ertsen vitathatad.

A faktor independens termindtorok modelljei is ezekb6l a primer
szekvencia szintjén megmutatkozé  sajdtsdgokbdél — indulnak ki és
feltételezik, hogy:

1. A tikorszimmetrikus szekvencidk bdzispdrosoddssal egy
intramolekuldris hajtOstruktirdt képeznek a naszcensz RNS-ben. (hajtd,
nyél és hurok, hairpin vagy stem and loop néven ismertek a
szakirodalomban; 1ldsd pl. 48,81,151)

2. A hajtd lefutd szdrdt kovetd U-sorozat megkonnyiti a transzkriptum
disszocidcigéjat a DNS templdtrdl, mivel a rU-dA RNS-DNS hibridek a
kinetikai mérések alapjan rendkiviil instabilak (48,112).

Ezt az elképzelést tdmasztjdk ald azok a megfigyelések, melyek
szerint az inverted repeat-et érintd mutdcidk dltaldban Jelentdsen
befolydsoljdk a termindcidt. Azok a mutdcidk, melyek emelik az RNS
hajtd stabilitdsdt (pl. AT/GC transzverzidk vagy a tikorszimmetrikus
részt megnyldjté inszercidk) novelik a termindcidt (151,194), mig a
hajtld termodinamikai stabilitdsdnak csckkentése forditott Jellegl
mutdcidkkal (GC/AT transzverzié vagy a hajtd rovidiilése delécidkkal).

csokkenti a termindcidt (1l4sd mint eldbb).
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1. dbra. Az dbrdn néhdny jellegetes I-es tipusu (egyszer() bakteridlis
transzkripcidés termindtor RNS (a lambda 6S, a trp attenudtor, és a
lambda cro termindtor) mdsodlagos szerkezetét tintettik fel. Jél
lathaté az d4ltaldban GC-gazdag nyél és a nyél két szdrdt Osszekoto
néhdny bdzispdros hurokszerkezet, valamint a termindcidés végpontot

megel6z6 U-sorozat (1).



A termindlis wuridinek szdmdnak csokkentése is gyongiti a termindcids
képességet. Egy szisztematikus vizsgdlat (107) adatai szerint a 9
U-b6l 1-3 minden  kovetkezmény nélkdl eltdvolithaté, 4-6 U-ig
linedrisan csokken a termindcids efficiencia, mig két maradék uridin
esetében nem figyelhetd meg termindcid.

Torténtek vizsgdlatok a termindtorok mogotti szekvencidk szerepének
felderitésére 1is. Ezek analizisére in vitro inszercids vagy delécids
mutagenezis technikdkat alkalmaztak elsdsorban. Megdllapitottak (153),
hogy a termindtorok mogé beépitett egészen rdovid (9 bp) , vagy
kiterjedt DNS szakaszok (1400 bp) nincsenek hatdssal a términéciéra.
Delécids vizsgdlatokkal a 1trp operonndl a mutdnsok hdrom tipusdt
tudték elkidloniteni (9). Ahol a delécié elérte az inverted repeat
kozeéppontjdt, a termindcidé teljesen megsz(int, ahol a delécids végpont
a termindtor mogott volt lokalizdlhatd (kb. 10 bp-ra) nem tapasztaltak
csokkenést a mikodésben. A termindtorbdl csupdn részleteket eltdvolitd
delécick, melyek a stem and loop egy részét érintetlenil hagyték,
dtmeneti hatdst okoztak. Ezek a kisérletek azt 1ldtszottak igazolni,
hogy - hasonldan a promdterrégicdkhoz - a termindcids pont eldtti kb.
35 nukleotid sziikséges a hatékony m(kodéshez.

Mds vizsgdlatok, amelyekben a trp operon termindtordt fdziondltdk
kiilonbozd delécidkkal a lacZ génhez azt mutattdk, hogy a termindtor
mogotti kb. 60 nukleotidnak szerepe lehet a folyamatban (65). A kérdés
megitélésében az irodalmi adatok meglehetdsen ellentmonddsosak.

Hasonldan igaz ez a  termindtorok hajtlszerkezetét megeldz6
szekvencidkra is. Erdsen valdszin(sithetd, - mint ahogyan azt tobben
feltételezik is - hogy az dtirddott RNS lanc stukturdlt, erd6teljes
mdsodlagos vagy harmadlagos szerkezettel rendelkez6  szakaszai

kolcsonhatdsba 1lépve a termindtorral, vagy a termindtorndl vesztegld
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RNS-polimerdzzal RNS-RNS és/vagy RNS-fehérje kolcsonhatdsok révén
komolyan befolydsolhatjadk a  termindcidt (8). Az ilyen Jjellegd
kdolcsonhatdsok mélyebb analizise, mely az elkdvetkezd évek egyik
rendkivil Iigéretes kutatdsi teridletének mutatkozik adhat pontosabb
vdlaszt a felvetett kérdésekre.

A mutdcids analiziseken kivil ribonukleotid analdgokkal végzett
kisérletek 1is nagymértékben aldtdmasztjdk azt a feltételezést, hogy az
RNS-transzkriptum (ti. az 4tirddott termindtor) hatdrozza meg a
termindcids szigndlt. Egyszer( termindtorokndl az ITP csokkenti, a
jodo-CTP noveli a termindcidt, mig a BrUTP Jelent6sen megemeli a
termindtorokon  keresztiili  4tirdst (3,100,119,134). Ha hasonld
nukleotid analdgokat épitink be a DNS templdtba, nem tapasztaljuk a
fenti ‘véltozésokat, kivéve ha a bdziscserék a hajtd utdni rU-dA
régicdba esnek (49).

Az RNS hajtl szerepe a termindcidban rendkiviil sokrétd lehet (136) :
1. Csokkentheti a templdt-transzkript kolcsonhatds kiterjedtségeét,
amely a GC gazdag régidban kilcndsen eldnytelen az RNS 1lanc
disszocidcidja szempontjabol.

2. 0Olyan szigndlt Jjelent, melyet az RNS-polimerdz felismer és ott
ledllitja a tovdbbi transzkripcidt.

3. Fontos reguldcids pont lehet, mivel a hajtlszerkezet kialakuldasanak
enyhe  vdltozdsai drdmai mddon befolydsolhatjdk a  termindcid
hatékonysagat.

4. Megvédi a keletkezett traszkriptumot a 3’ exonukledzok dltali
degraddcictal.

Mindezek a funkcidk nem feltétleniil egymdst kizdrd mddon valdsulnak
meg, bizonyos mértékig mindegyik hatdsa érvényesiilhet a termindcids

folyamat valamelyik szakaszdban.
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Ismerink Jjonéhdny olyan termindtort, ahol - kissé meglepG mddon - a
GC-gazdag tikorszimmetrikus szakaszt megeldzGen egy hosszabb (4-10
tagd) adenin sorozat lokalizdlhatd. Ez az A-sorozat szimmetrikus pdrja
a termindtort kovetd U-kddolé régidnak és felveti azt az elvi
lehetdséget, hogy az ilyen termindtorok mindkét orientdcidban
mikodnenek. Ebbe a csoportba sorolhaték a leu, thr és 1ilvB
attenudtorok (53,58,86), a riboszdmdlis RNS-ek termindtorai (25,192),
a atp operon termindtora (161), valamint az ompA és a rho gének
termindtorai (130,131). Néhdny esetben valdban demonstrdltak is in
vitro vagy in vivo kétiranyd mikodést, bar ezek az eredmények -

figyelembe véve a termindtorok aszimmetrikus elemeit - fenntartdsokkal

kezelendok.
Ezeknél a termindtorokndl - bdrmelyik irdnybdl is torténne az
dtirds - az RNS-polimerdz a termindtorok  proximdlis oldalan

A-nukleotidsort épit be, amely a GC-gazdag régidt kovetd U-sorozattal
bdzispdrosodhat. Ennek a kilonleges és a termindtorok tobbségében
hidnyzé kolcsonhatdsnak a természete és fontossdga még kozel sem
tisztdzott. A kétirdnyd termindcié potencidlis '"haszna" lehet egy
létfontossdgiy gén mogott elhelyezkedd, de vele ellentétesen 4&tirddo
termindtor nélkidli gén transzkripcidjdnak ledllitdsa, mely egyébként
komoly zavarokat okozhatna a baktériumsejt finoman balanszirozott
transzkripcidjaban.

A fenti megdllapitdsok az I-es tipusd termindtorokra vonatkoznak,
melyek az in vitro kisérletek adatai szerint mikodésiikhoz az
RNS-polimerdzon kivil mds fehérjefakort nem igényelnek. Hogy in vivo
korilmények kozott ezek a termindcids reakcidk mdsképpen zajlanak,
arra a kovetkezd kisérletes bizonyitékok hivjdk fel a figyelmet:

1. A reakcidk jéval kevésbé hatékonyak in vitro, mint in vivo.
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2. Az E. coli termindcids fehérjéi befolydsoljdk a termindcid
hatekonysdgdt bizonyos I-es tipusd termindtorokndl is.

A legismertebb ilyen fehérje (a Rho-faktor) eldsegiti a termindcids
folyamatot két I-es tipusi lambda termindtorndl (79,123,163), mig a
Rho egy mdsik protein (NusA) kozremikodésével hasonld hatdst valt ki

az E. coli trp operonjdnak termindcidjdban (60,79,90,93).

IT.1.2. II-es tipusu termindtorok

Definicié szerint ebbe a  kategéridba  sorolhaték mindazok a
termindtorok, amelyek az els6 csoportbél kimaradtak. Ezeknél a
termindcids helyeknél sem GC-gazdag tikorszimmetrikus szakaszokat, sem
az ezeket kovetd U-sorozatokat nem taldlunk és a kiterjedt
struktudrdlis vagy szekvenciahomoldgia kereseésere irdnyuld
probalkozdsok is eredménytelenek maradtak (54,76,136).

A II-es tipusd termindtorok szdmos alcsoportja koziul csak a
legfontosabbat, az udn. Rho-dependens  termindtorokat  tdrgyal juk

reészletesen.

II.1.2.1. Rho-dependens termindtorok

Bar mind in vitro mind in vivo kisérletekbdl szdmos bizonyiték 411
rendelkezésre, hogy az E. coli Rho proteinje a baktériumkromoszdma és
bakteriofdgok genomjdnak specifikus helyein keépes a transzkripcio
termindcidjdra (40,147), a termindcids végpontok szekvencidinak
Osszehasonlité analizise kevés kozos sajdtsdgot tart fel (19,116,136).
Ennek egyik f6 oka az, hogy viszonylag csekély szdmd Rho-dependens

termindtor nukleotidsorrendje ismert és ezek kozil is csupdn harmat, a
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lambda tRl (32,96,117,146,153), a trp t* (169,188), és a tyrT
termindtorokat (91,157) tanulmdnyoztdk részletesen.

Az ismert Rho-dependens  szekvencidk esetében a termindtorok
jellemz6i nagyfokd vdltozatossdagot mutattak attcol fiiggéen, hogy milyen
gén mikodését reguldltdk, és milyen organizmusbél szdrmazott a
termindtor. Ugy tlnik, a széles kor(i 4ltaldnositdshoz jéval tobb
Rho-dependens szigndl szekvenciaadataira és részletes Jjellemzésére van
meég szikség.

A lambda fdg Jjobb karjdn in vitro kisérletek alapjan ot tandem
Rho-dependens terminétort azonositottak. Mindegyikben megfigyeltek
rovid kiterjedésd tikorszimmetrikus szekvencidkat, bdr ezek - az I-es
tipusi termindtorokkal ellentétben - inkdbb AT nukleotidokban
gazdagok. Mivel a potencidlis hajtdk termodinamikai stabilitdsa a GC
nukleotidok hidnya miatt rendkivil alacsony, kérdéses, hogy ezek in
vivo korllmények kozott egydltalan kialakulnak-e. Mindegyik termindtor
mds-mds érzékenységet mutat a Rho és NusA proteinekkel szemben és
mésképpen reagdl a sdkoncentrdcid vdltoztatdsdra is (96,117).

A lambda tRlll Rho-dependens termindtorok Osszehasonlitdsa mds

hasonld karakter( szigndlokkal - tRNStyr, lambda t ColEl - feltart

RO’
ugyan szdmos kozos sajdtsdgot, de a 1leginkdbb meggy6zé homoldgidt
mutatd szakaszok mint Rho-dependens termindtorok teljesen hatdstalanock
voltak (98). A lambda tRl termindtor eld6tti szekvencidk delécids
analizise azt mutatta, hogy hosszabb folyamatos delécick megsziintetik
a Rho-dependens termindcidét, mig ugyanazon a région beliili de rovid
kiterjedési mutdcidk nem befolydsoljdk  jelentdsen a termindtor
mikodését (95). A megfigyelések azt a kovetkeztetést sugalltdk, hogy -

hasonléan a trp t’-hdz - a Rho-dependens termindcid szigndljai a

termindcids végpont eldtti RNS szakaszra lokalizdlhatok.
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A trp operonban az in vivo transzkripcidés "dtolvasdst"
(readthrough) megndveld mutdcidk analizise vezetett a géncsoport 3°
végén tandem elhelyezkedd termindtorok felfedezéséhez (189). Ezek
kozil a mdsodik termindcidés pont a trp t’, - mely egy AT-gazdag,
mdsodlagos szerkezet kialakitdsdra kevéssé alkalmas régidban taldlhatd
- 1igen hatékony termindtor. M{kodéséhez mind in vitro, mind in vivo
Rho faktort €és a termindcids pont eldtti meglehetdsen hosszd mRNS
szekvencidt 1igényel, amint azt a delécids analizisek igazoltdk
(57,169). Ez a termindcids pont el6tti régidé onmagdban is hatékony
Rho-dependens termindciét biztosit kb. 50-100 nukleotid tdvolsdgra
annak végpontjatol, filggetlenil attél, hogy ott egyebkent milyen
szekvencidk taldlhatck (137).

Az . 0Osszegy(lt kisérleti adatokbdl az aldbbi dltaldnos
kovetkeztetések vonhaték 1le a Rho-dependens termindtorok sajdtsdgait
illetden:

1. A termindcids végpontot kozvetlenil megeldz6 szekvencidk onmagukban
nem hatékony termindtorok.

2. A termindcids végpont(ok) eldtt jelentds tdvolsdgra elhelyezkedd
szekvencidk hatdrozzék meg a termindcids szigndlt, feltehetdleg a mRNS
és a Rho faktor kozotti kolcsonhatds réven.

3. Egy kb. 80 bp hosszisdgiu régié kdédolja a termindcids szigndl
jelentds részet.

4. Egy nem struktdirdlt RNS régié onmagdban nem elégséges termindcids
szigndl.

D Maguk a termindcids végpontok semmiféle klilondsebb
szekvenciaspecifitdst nem mutatnak.

Mindezek a tulajdonsdgok mellett dgy tanik, hogy a kiterjedt

Rho-dependens termindtorrégié C-tartalma szintén fontos feltétele a
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termindciodnak.

Csak a kozelmilt kutatdsai mutattak rd arra, hogy a terminécids
pont el6tti hosszid, struktirdlatlan RNS-nek mi lehet a szerepe a
folyamatban. A lambda tRl termindtor - de mds hasonld szigndlok is -
kb. 100 nukleotidra a mRNS végétdl olyan szekvenciarészleteket
tartalmaznak, melyek a Rho termindcids fehérje megkoteseért felelGsek.
Ezeket a motivumokat rut szekvencia (Rho utilisation sequence) néven
tartja szédmon az irodalom (159). Olyan egyes szdld oligonukleotidok,
melyek a rut szekvencia komplementerei meggdtoljdk a termindcidt, ami
a rut RNS aktiv részvételét valdszin(siti a folyamatban. A gatlas
specifikus, mivel mas, szomszedos régiokkal komplementer
oligonukleotidok nem mutatjdk ugyanezt a hatast. A rut szekvencia a
CACAYYY és a CNNNC eléggé laza konszenzusokkal irhaté le (54). A
prokariétdkban leggyakrabban eléforduld és valdszinlleg legjelentdsebb
I-es tipusd (faktor independens) és II-es tipusd Rho faktor dependens

termindtorok fontosabb sajdtsdgait mutatja be az l-es tdbléazat:

Faktor independens Rho-dependens
Nukleinsav szignal RNS RNS
Elhelyezkedése A végpont eldtt kb. A végpont eldtt

kb. 20 bp-ra tobb, mint 50 bp-ra

Jellemzdi Hajtld és uridinek G-k hianya
RNS-RNS kodlcsonhatds van Valdszin(Cileg nincs
RNS-DNS kdlcsonhatds van Nem ismert
DNS-DNS kolcsonhatds nincs Valdszin(Cileg nincs
NTP hidrolizis nincs van
1. tdblazat. A bakteridlis transzkripcids termindtorok

Osszehasonlitdsa (76) alapjan.
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IT.1.2.2. L4 protein dependens termindtorok

A foloslegben levd szabad riboszémdlis L4 protein csokkenti a tobb
riboszémdlis fehérjét - kozottik az L4-et - kodold 11 genes S10 operon
expresszidjat (104,191). Az L4 fehérje egy 140 bp-os leader szekvencia
végén fejti ki transzkripcids termindcids hatdsdt. A leader RNS 3°
vége egy I-es tipusd termindtorhoz hasonld potencidlis hajtlstrukturat
és azt kovetden egy U-sorozatot tartalmaz. Bar nem ismert, hogy az L4
fehérje hogyan hat, a hajtGszerkezet tartalmaz egy 9 bp-os
szekvencidt, mely tokéletesen megegyezik a 23S RNS L4 kotdhelyével
(UAAUGGGUCC). Ez az azonossdg azt sugallja, hogy az L4 fehérje a
hajtihoz valo kotodes dtjan termindl ja sajat operonja

transzkripcidgjat.

I1.1.2.3. Nun protein dependens termindtorok

A HK022 1lambdoid fdg génterméke szintén specifikus transzkripcids
termindcidés faktor, mely efficiensen gdtolja meg a lambda fag P €s Pr
promdtereirdl indulé transzkripcidt. A fehérje célszekvencidja a fag
nut régicdja (148). Erdekes megjegyezni, hogy a lambda fdg legismertebb
antitermindcids fehérjéje (az N protein) ugyanezt a motivumot ismeri
fel, viszont a transzkripcidét végzd RNS-polimerdzt éppen ellentétesen
a régid mogotti termindtorok dtirdsdra programozza. Mindkét protein E.

coli gazdafehérjékkel egyiitesen (pl. NusA, NusB) fejti ki hatdsat.

II1.1.2.4. A lac represszor okozta termindcid

A lac operon szabdlyozdsdban részvevd fehérje szintén képes a
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transzkripcié termindcidéjdra. A lacl gén végén elhelyezkedd lac
represszor kotohely a represszor Jelenlétében mind in vitro, mind in
vivo hatdsos termindtor (167). Mds kisérletek szerint egy prométer
mogé Jjelentds tdvolsdgra beépiett (kb.750 bp-ra) lac operéator
szekvencia represszor hidnydban gyonge, Jelenlétében tisztitott
rendszerben és nativ  korulmények  kozott is kifejezetten erds
termindtor (41). Ez a transzkripciés termindcidés hatds mind
prokariéta, mind eukaridta (42) szervezetekben kivdlthatd és
mechanizmusa valdsziniileg 1ényegesen  kiilonbozik az  autentikus
termindcids funkcidtdl. Mivel a lac represszor celszekvencidja a 21 bp
hosszisdgd specifikus lac operdtor DONS, a feherje inkdbb az
RNS-polimerdz mechanikus blokkoldsdval mintsem valddi termindcics
folyamattal akaddlyozza meg a tovdbbi transzkripcidt. A represszor

inaktivdldsédval (pl. IPTG-vel) az erGs termindcid felfiiggeszthetd.

IT.1.2.5. Tau faktor dependens termindtorok

Ezt a fehérjefaktort a T3 fdg korai operonjdnak transzkripcids
termindcids vizsgdlatai sordn azonositottdk. A termindciot kivéalto
szekvencia in vivo rendkiviil hatékony, de in vitro korilmények kozott
teljesen hatdstalan még Rho faktor jelenlétében is (22,46). Egy E.
coli protein - a Tau - viszont tisztitott rendszerben keépes
termindcidét el6idézni ugyanolyan T3 szekvencidkndl, ahol azt in vivo
korilmények kozott megfigyelték (22). Hasonld jelenséget irtak le a
rokon T7 fé4g esetében is (22). In vitro korilmények kozott Tau faktor
nélkiil a transzkripcié termindcidja a T7 fdg esetében az in vivo
megfigyelt helyek mogott kovetkezik be.

A 2. tdbldzatban azokat az E. coli géneket tintettik fel, melyek



= 1§ =

géntermékei a  transzkripcids  termindcidét vagy antitermindcidt

befolydsol jék.
Gén Alternativ Kromoszomdlis  Géntermék Szerepe Mds relevdns
név pozicidé (min) fenotipusa
nusA L 69 55,000 D-os  transzkripcids termindcic -
fehérje és antitermindcid
nusB - 11 15,000 D-os transzkripcids terminacio nusAl és nusE71
feherje és antitermindcio SZUPPresszor
rho nusD 85 Rho transzkripcids termindcid -
rpoB nusC 82 az RNP béta transzkripcio -
alegysege
rplD - 73 L4 riboszé- transzldcid termindcids reguldcid
mdlis protein az S10 operonban
rplP sne 73 L16 riboszd- transzléacio nusAl és nusE71
mdlis protein SZUPPresszor
u - ' 90 - - nusAl és nusE71
SZUppPresszor
acl - 8 Lac a lac operon termindcids faktor a
represszor szabdlyozdsa lac operdtorral egyitt
tau - - - termindcic -

2. tadblazat. A jelenleg ismert transzkripcids termindcidt és antitermindcidt befolydsold E. coli gének és
a géntermékek fontosabb sajdtsdgai.

IT1.2. A termindcids szigndlok magasabb rendld szerveztdeése

Szamos termindtorrégié érdekes sajdtsdaga a  tobb, tandem
elhelyezkedd termindtorszigndl, melyek magasabb szint( szervezodése
moduldris elrendezést mutat (2. dbra). Egy csoporton belil az egyedi
termindcidés helyek mind erdsségben, mind faktorigényben 1ényegesen
kilonbozhetnek egymdstél. A fenti Jjelenségre példa a lambda tRl
termindtor (96,117,153), az E. coli és Salmonella typhimurium trp
operon termindtorai (121,189), a jﬂﬁ§ryr termindtorai (91,157), és az

rrnB operon termindtorai (25).
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Egyes komplex termindtorrégion belil - pl. a lambda tRl—nél és a
trp t’-nél megfigyelhetd esetekben - a termindcid heterogén, amely a
génhez kozelebbi termindcids szigndlok alacsonyabb  szintd (nem
100%-0s) mikodesebdl adddik. In vitro rendszerekben a
reakciodkoridlmenyek megvdltoztatdsa, vagy mds fehér jefaktorok
alkalmazdsa  Jelent6sen  megvdltoztathatja az adott termindcids
mintdzatot (96,134). Sok esetben a fiiggetleniil szabdlyozhatdé tandem

termindtorok sziikségességének okait ma még homdly fedi.
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lambda t CGGCGTATATCAAAGCGCGATCAACAAGGCCATTCATGCCAGGCCGAAAGA

RO
lambda to, TAAACCACACCTATGGTGTATGCATTTATTTGCATACATTCAATCAATTGTTATCTAAGGAAATACTTACATATGGTTCGTGAAACAAA
trp t° CCTCAAAATATATTTTCCCTCTATCTTCTCGTTGCGCTTAATTTGACTAATTCTCATTAGCG
£rmB t GAATACCAAGTCTCAAGAGTGAACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTC
lacl GCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATG
tyrT TTCAAAAGTCCCTGAACTCTCAAGCGAATCCGCAATCAAATATTCTGCCCATGCGGGGAAGGA
t? T t t?
' ' +
tyr T —2Z2Z22- —222Z22a—3 — O —{]
Tyr Tyr
tRNS ———.tRNS T ccso @ o w5 oBw -
t t’
¥ 'RERE]
trp fZZiZZ222&225&2222222&2223—-{37 e
trpA
tRO tR1
) ) 1424 3¢ 4} 5S¢
A S
cro cll

rrn VL Ll LLLLLLLLL L LLL L YL L Ll

233 tRNA 25

2. dbra. Néhdany komplex termindcids szigndl  szerkezete. A
nukleotidsorrenden belili aldhdzdsok 1ill. az 4dbrdk folotti nyilak
azokat a szakaszokat jeldlik, ahol a termindcid bekdvetkezik. Az egyes
termindtorokra vonatkozd konkrét hivatkozdsok a szovegben taldlhatdk.
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II.3. TERMINACIOS MODELLEK

Még a legismertebb, legjobban karakterizalt termindcids szigndlok
esetében is (faktor independens ill. Rho faktor dependens
termindtorok) rendkivil kilonbozd és egymdssal ellentétes elméletek
léteznek a transzkripcids termindcié mechanizmusdnak magyardzatdra
(94). A Jjelenlegi modellek a termindcids szigndlok els8dleges és
masodlagos szerkezetének dltaldnos sajdtsdgaibdl kiindulva igyekeznek
kovetkeztetni azokra a valtozdsokra, melyek az RNS-polimerdz/RNS/DNS
templdt terner komplex  szerkezetében a  termindcids  helyeknel
bekovetkeznek és végs6 soron a transzkripcid termindcidéjat okozzdk. Az
egyes szerzok dltaldban a folyamat kiilonbozd aspektusaira (kinetikai,
enzimatikus, strukturdlis stb.) helyezik a hangsilyt és gyakran erre
vezethetdk vissza a modellek egymdsnak ellentmondd kovetkeztetései is.
Bar az utdbbi pdr évben jelentds eldrelépés tortént a terileten, a
modellépitést Jjoggal hasonlithatjuk egy olyan kirakds jdatékhoz,
melynek elemei ma még meglehetdsen hidnyosak. A teljes kép kialakitasa
a hidnyzd darabok megkeresésén til azok megfelel6é mdédon torténd
Osszeépitését is igényli. (ValdszinGleg ez lesz a feladat id6 és
munkaigényesebb része.)

Dolgozatomban a két 1legjelentdsebb  prokaridta terminatortipus
jelenleg &ltaldnosan elfogadott termindcids modelljeit ismertetem a

rendelkezésre 4116 irodalmi adatok alapjan.

I1.3.1. Az I-es tipusu termindtorok termindciés mechanizmusa

A transzkripciés inicidcié utdn az RNS-polimerdz egy RNS/DNS

hibridet tartalmazd DNS "buborékot" képez, melyben a kitekeredett DNS
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17+1 bp hosszd, az RNS/DNS heteroduplex pedig 12+1 bp.(dn. open
komplex) A buborék sajdtsdgos érési folyamaton megy keresztil és a
szigma inicidcids faktor disszocidcidja utdn protedz rezisztens
elongdcids konformdcidt vesz fel (122). Az elképzelések szerint az
elongdcids periddusban a komplex paraméterei nem vdltoznak meg és a
termindcids szigndlokat ebben az un. elongdcids konformdcidban ér el.

A termindcidés folyamat két egymdstél idében 1is elkilonithet6
szakaszra, az Un. transzkripcidés "veszteglésre" (pausing), és az
RNS/DNS heteroduplex/RNS-polimerdz disszocidcidjdra (release) oszthaté
(54,135,136,183). Ez 1id6 alatt az elongdcids komplex is jelentésen
dtalakul, konformdcids vdltozdsok utdn létrejon az un. termindcids

komplex.

I1.3.1.1. "Veszteglés" (pausing)

In vitro koridlmények kozott az RNS-polimerdz kiilonbozd okok miatt -
beleértve a termindciés szigndlokat is - szakithatja meg
rovidebb-hosszabb idére a transzkripciot.

Ilyenek lehetnek:

1. A nukleotid trifoszfat készletek kimerilése (85).
2. Tikorszimmetrikus szekvencidk  Jjelenléte, melyek hajtlszerd
masodlagos strukturdk kialakitdsara képesek (187).

Mint azt mdr emlitettik a hajtlk minden bizonnyal a naszcensz
RNS-en beliil képzddnek, mivel ribonukleotid bdzisanaldgok beeépitésével
(pl. ITP) a sziinetek hossza is valtoztathatd (119). Ellenkezdleg, a
DNS szuperhelikdlis 4llapotdnak megvdltoztatdsa (mely a DNS hajtik
kialakuldsara van kihatdssal) nem j4r hasonld kdvetkezményekkel (156).

Az RNS nyél és hurokszerkezetek olyan kodlcsonhatdsba 1léphetnek az



- 23 -

RNS-polimerdz molekuldval, mely megakaddlyozza a tovdbbi elongdcidt.
Jonéhdny olyan megfigyelés is van azonban, amely ellentmond ennek az
egyszer(i modellnek. Ismeridnk pl. olyan hajtlszerkezeteket, amelyek nem .
idézik el6 a transzkripcid idGleges veszteglését (92), viszont szdmos
stem and loop szerkezet kialakitdsdra alkalmatlan szekvencia képes a
transzkripcid id6leges felfiiggesztésére (63). Végiil, egy termindtor
tikorszimmetrikus elemek kozotti hurkdnak mutdcidi bizonyos esetekben
novelhetik a szlinetek hosszdt és a termindcid hatékonysdgdt (54).
Utdbbi adatok inkdbb a primer szekvencia, mint egy mdsodlagos
szerkezet Jjelentdségét hangsilyozndk a termindcidban: pl. egy erds
DNS/RNS hibrid az RNS-polimerdzhoz vald kotodése révén lelassithatja a
transzlokdcid sebesseégét, meggdtolva ezdltal az RNS 1ldnc tovébbi
novekedését. Az irodalmi adatok egy mdsik - és valdszinlleg a
valdsdghoz kozelebb 4116 - interpretdcidja lehet, hogy a termindtorok
aszimmetrikus szakaszai olyan harmadlagos RNS szerkezetek (dn. bulged
struktirdk 138,139) kialakitdsdban fontosak, melyeknek - eddig nem
tisztdzott mddon - kulcsszerepe lehet a transzkripcidé termindcidjdnak
folyamatdban. A kérdésre a termindtor  RNS-ek harmadlagos
struktdrdjdnak RTG-diffrakcidés vagy NMR-es felderitése adhatja meg a

valaszt.

II.3.1.2. Az RNS-polimerdz/RNS/DNS komplex disszocidcidja (release)

A  komplett termindcid, - melynek sordn mind az RNS-polimerdz, mind
a naszcensz RNS 1dnc disszocidl a DNS templdtrdl - mint lattuk
valdszinlleg az RNS-polimerdz konformdcids vdltozdsdnak kovetkezménye
(54). Az I-es tipusd termindtorokndl a disszocidcid az RNS/DNS

heteroduplex termodinamikai instabilitdsdnak koszonhetd. Ez egyrészt
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az RNS/DNS hibrid szakasz (12+1 bp) termindtor RNS hajtlk miatti
lerdvidilésével, valamint a maradék rU-dA bdzisok kozotti gyenge
kdlcsonhatdsok kovetkezményeként értelmezheté folyamat (94).

A termindcid alternativ modellje feltételezi, hogy az RNS/DNS
hibrid szakasz 1lényegesen rovidebb, mint 12+1 bp (3 bp vagy még
kevesebb) valamint, hogy a  transzkriptum kozvetlen RNS-fehérje
kolcsOnhatdsok révén kotédik az  RNS-polimerdz egy meghatdrozott
helyéhez. E modell szerint a termindcid akkor kovetkezik be, ha az RNS
hajtlképzodés kiszoritja a transzkriptumot a kotchelyérdl (94 és
hivatkozdsai), mely a transzkripcids komplex dtalakuldsdval és az RNS

Egy mutdns ColEl termindtor analizise (54) azt mutatta, hogy az RNS
molekula az RNS-polimerdz  disszocidciéja utdn kotve marad a
templdthoz. Ez azt sugallja , hogy a disszocidcid sorrendje: 1.
RNS-polimerdz 2. naszcensz RNS. Egyeldre keérdéses, mennyire dltalanos
ez a mechanizmus a kiilonboz6 organizmusokbdl szdrmazé és kulonbozd

reguldcids egysegekben mikoddé termindtorok koreében.

I1.3.2. A Rho-dependens termindcid mechanizmusa

A Rho proteint 1969-ben fedezték fel (146), mint egy olyan E. coli
fehérjét, mely fokozza a transzkripcid termindcidjat a lambda fdg
DNS-ének meghatdrozott helyein. A rho gén az E.coli kromoszéma 83.
percéhez térképezhetd (141) és egy bdzikus 419 aminosavbél 4116
fehérjét kddol, melynek molekulasilya 46000 dalton (50,130). A Rho
szerepét a termindcidban kiilonbozd E. colibdl és bakteriofdgokbol
szdrmazé DNS templdtokon mind in vitro, mind in vivo szdmos kisérleti

adat bizonyitja (55,72,89,147). Tovdbbi in vivo bizonyitékkal
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szolgdlnak azok a genetikai munkdk, melyekben a fehérje kiilonbozd
mutdnsait 4llitottdk el6 és jellemezték (144,35). Az utdbbi években
védlt ismertté a rho teljes nukleotidsorrendje (130), valamint sikerilt
elédllitani olyan plazmidokat is, melyekkel a fehérje tdltermeltethetd
(171).

A kilonbozo kisérleti megkozelitések adataibdl az aldbb felsoroltak
illeszthetdk koherens képbe a Rho faktor hatdsmechanizmusdt illetéen:
1. A lambda tRl-et megel6z6 80 bp szakasz esszencidlis a Rho-dependens
termindtor mikodéséhez. Ez a régid két nem transzldlt, er6s mdsodlagos
szerkezeteket nem tartalmazd, pirimidin gazdag RNS elemet hordoz (rutA
ill. rutB, 28J.

2. A Rho protein termindcids hatdsdnak kifejtéséhez nélkilozhetetlen
ATP-4z aktivitdssal rendelkezik. Az ATP-dz aktivitds kofaktora C
gazdag, struktuirdlatlan RNS, mely nem kovalens dton kotédik a
fehérjéhez (37,169).

3. Az RNS-polimerdz molekula id6legesen felfiiggeszti a transzkripciot
(pausing) és a naszcensz RNS meghatdrozott szakaszdn vesztegel,
mielétt a Rho faktor termindcids hatdsdt kifejti. A termindcids
efficiencia és a veszteglés id6tartama kozott nincs szoros
tsszefiiggés (97,118).

4. A Rho fehérje specifikusan kotédik egy 85 bp hosszd tRl
termindtorral veégz6dd RNS-hez, mely a rutA és rutB elemeket
tartalmazza (28).

S. A Rho két RNS kotohelyet tartalmaz (a és b helyek), melyek egymdst
kovetSen 1épnek mikodésbe (142,143). Csak a mdsodik RNS kotdhely (b)
mikoddése indukdlja a fehérje ATP-d4z aktivitdsdt. Az ATP hidrolizis nem
foszforildlt intermediereken keresztiil folyik (105).

6. A Rho proteinnek két konformdcidés dllapota létezik attdl fiiggben,
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hogy ATP vagy ADP kotdédik-e  hozza. Az ATP hidrolizis kozben
felszabaduld energidt - mely a tovdbbi termindcids reakcidban
haszndlddik fel - az egyik konformdcids intermedier tdrolhatja.

7. A Rho egy ATP hidrolizist igényld reakcidban felszabaditja az RNS
ldncot az RNS-polimerdz/RNS/DNS komplexbdl. Meglepd mddon a Rho in
vitro koridlmények kozott szintén megkonnyitheti az RNS release-t az
I-es tipusd termindtorokndl is (pl. a ta termindtorndl a trp
operonban, 56). A kisérletek azt mutatjdk, hogy a Rho rendelkezik egy
olyan helikdz aktivitdssal, mely egy RNS 3’ vég és a komplementer
egyes sz4lu templdt DNS hibridet széttekeri (21). A széttekerési
reakcié 5’-3’ 1irdnyd és 5’ irdnyban szabad rut szekvencidkat hordozd
RNS-t valamint ATP hidrolizist igényel.

8. Bar kimutattdk, hogy a Rho faktor és az RNS-polimerdz
egylittmikodése termindcidt okoz (37), a két fehérje kozott nem
figyeltek meg kozvetlen fizikai kolcsonhatdst a reakcid sordn.

A Rho hatdsmechanizmusa a fenti megfigyelésekkel ©Osszhangban a
kovetkezOokben Osszegezhetd: a fehérje eldszor az a. kotdhelyen
keresztil riboszémaktél mentes RNS ldncokat kot, majd a b. kotdhelyen
keresztiil specifikus kontaktust létesit az RNS ldnc rut elemeivel. A
pirimidinekben gazdag, kiterjedt mdsodlagos szerkezetekkel nem
rendelkez6 RNS beinditja a Rho ATP-dz aktivitdsdt. A keletkezd ADP
megvdltoztatja a Rho konformdcidjat, az ATP hidrolizis energidja ebben
a konformdcids intermedierben tdrolddik. A felhalmozott enmergia a Rho
protein transzlokdcidjdban, majd az RNS-polimerdz/Rho (kdzvetett)
kontaktus kialakitdsdban és az RNS-polimerdz  felszabaditdsaban
hasznosulhat. A Rho és az RNS-polimerdz kdlcsonhatds kialakitdsa

feltehetdleg a NusA fehérje egyidejld jelenlétét is igényli.
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Az RNS-polimerdz - ahogyan azt mdr kordbban 1dttuk - a Rho
transzlokdcidja kozben az  dltala felismert termindcids hely(ek)
kornyékén vesztegel. A Rho faktor végil kitekeri az RNS/DNS hibrideket
és 1gy felszabaditja a kész RNS lancot. A reakcié néhdny fontos

mozzanatdt ldthatjuk a 3. dbrdn.

polimerdz

3. 4dbra. A Rho-dependens termindcié modellje. Ha az RNS nem
transz141lt, a transzkriptum Rho felismerd helyei hozzdférhetdek a Rho
protein szdmdra, mely hexamer formdjdban kotédik az RNS-hez. Kotodeés
utdn valdszinlleg a transzkriptum jelentds darabja tekeredik koridl a
hexameren €s egyéb (] kolcsonhatdsok is kialakulnak a masodlagos
kotohely kornyékén. A kotddés utdni nukleozid trifoszfdt hidrolizis
révén a Rho faktor katalizdlja a kész transzkriptum disszocidcidjat a
templdtrél (57).

II.4. A transzkripcids termindcidn alapuld génszabdlyozasi utak

Az eldz6 fejezetekben — dttekintettik azokat a cisz-reguldtor

elemeket, melyek kolcsonhatdsba lépve az RNS-polimerdz molekuldval a
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transzkripcid termindciéjdt okozzdk. Az aldbbiakban olyan konkrét
reguldcios utakat ismerhetliink meg, melyekben a moduldlhaté
termindtorok Jjdtszanak kitlntetett szerepet. Ebbe a kategdridba a
jelenlegi ismereteink szerint négyféle szabdlyozdsi mechanizmus
sorolhatdé: az antitermindcid, az attenudcid, a polaritds valamint a
retroreguldcid. A termindciét meghatdrozéd struktirdk hatékonysdgat
mindegyiknél fehérjefaktorok mddositjék. A termindtorok tobb esetben
kettds (szenzor-reguldtor) funkciét 1dtnak el s fontos
anyagcsereutakat kapcsolhatnak ki vagy be a sejt adott metabolikus

dllapotéanak fiiggvényeében.
IT.4.1. Attenudcid

Az E. coli és a S. typhimurium szdmos esetben moduldlja geénjeinek
expresszidjat az attenudcidnak nevezett szabdlyozdsi mechanizmussal
(6,84). Ebben a gének dtirdsaért felelGs promdterrégid és az elsé
struktiurgén kozotti  szakaszon  lokalizdlhatd  termindtor — jatszik
kitintetett szerepet. A termindtor mogotti struktirgén csak akkor
fejez6dik ki, ha a termindcids szigndl inaktivdldédik. A bakteridlis
attenudtorokndl mind I-es, mind II-es  tipusd termindtorokat
azonositottak mdr. Az attenudtorokndl megfigyelhetd  termindtor
inaktivdcid a transzldcié és az RNS mdsodlagos szerkezet kozotti
kolcsonhatdsokbdl adédik és  szdmos esetben nem  igényel  més
diffuzibilis faktorokat. Az attenudcidés kontroll foéleg a
bioszintetikus és a katabolikus operonok reguldcidéjdban jatszik
jelentds szerepet. Egy dltaldnos attenudcids kontrollt szemléltet a

4. abra.
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4. dbra. Attenudcid az aminosav bioszintézis operonokbn. a. Egy
tipikus operon felépitése, a struktidrgéneket megeldozé kb. 200 bp
hosszisdgd leader régidval. A tikorszimmetrikus szakaszokat nyilak
jelzik, ezek a transzkriptumon beliil hajtlket képezhetnek. A leader
peptid transzldcidja a 2-es régidban fejezddik be, mely lehetévé teszi
a 3:4-es RNS struktura kialakuldsdt, ezdltal a termindcidét. b. Az
aminosavéhezés, vagy a transzldcid megsz(inésének kdvetkezményei. Ha a
riboszomdk aminosavéhezés kovetkeztében nem fedik le a 2-es régioct, a
terminacid nem kovetkezik be, mivel nincs lehet6ség a 3:4-es
hajtlképzddésre (146).

Az els6 stuktirgén eldtti szakasz, az uUn. leader RNS egy
transzkripcidés termindtort hordoz (dn. attenudtor) a leader 3° végén.

Az attenudcids reguldcid, - mely egy sejten belili érzékeld

mechanizmussal van Osszekotve - lehetdové  teszi a termindtor
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efficiencidjdnak moduldldsdt. Az Osszekapcsolt érzékels-termindcids
rendszer egy tikorszimmetrikus szakaszokat tartalmazd région alapul,
melyen belidl a képzddd RNS kilonbozd hajtlszerkezet mintdzatokat vehet
fel. A legegyszerl(bb esetben az attenudcidban négy régid vesz reészt
(1,2,3 és 4-es régiok), melyek szekvencidjukbdl addddan kiilonboz6
alternativ hajtlszerkezeteket képezhetnek: az 1-es a 2-sel, a 2-es a
3-sal, a 3-as a 4-sel parosodhat (a 3:4-es hajtG a termindtor). A
termindcid vagy az RNS ldnc elongdcidja annak a fliggvénye, hogy az
RNS-en belil melyik struktiura alakul ki. Az 1:2-es hajtd és az azt
megeldzdé leader RNS egy kismdlsulyd peptidet kédol. A leader peptid
transzldcidjdban résztvevé riboszomdk pozicidja viszont az a tényezo,
ami meghatdrozza, melyik alternativ RNS struktidra alakulhat ki. A
peptid  transzldcidja  kozben a riboszémdk lefedik az 1l:2-es
hajtirégiot, 1igy csak a 3:4-es stem and loop szerkezet alakulhat ki,
mely végs6 soron termindcidt (attenudcidt) okoz. A trp operonban pl.
az E. coli RNS-polimerdz az 1l:2-es hajtGnél vesztegel, amit a NusA
protein mint a tovdbbi elongdcid nemkompetitiv inhibitora is eldsegit
(93). Az 1:2-es hajtG igy a transzkripcid és a transzldcidé szoros
kapcsoltsdgdt hozza létre, mely lehetdvé teszi, hogy a leader peptidet
transz14l6é riboszomédk a  vesztegld  RNS-polimerdzt  utolérjék. A
kapcsoltsdg megakaddlyozza, hogy az 1l-es és 2-es szegmentek
résztvegyenek akdr az 1:2, akdr a 2:3 hajtlstrukturdk kialakitdsaban,
igy eldsegiti a 3:4-es termindtorszerkezet képztdését. Végsd fokon
tehdt a 1leader peptid szekvencidja az a f6 determindns, amely
megszabja, hogy a lehetséges RNS mdsodlagos szerkezetek kozil melyik
j6jjon létre.

Az aminosavak bioszintetikus operonjaiban a leader peptid egy

sorozat olyan aminosavat tartalmaz, melyet a reguldlt operon kddol. Ha
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a sejtben a kddolt aminosav raktdrai kimeriltek, a riboszdmdk -
toltott aminoacil-tRNS hijdn - az adott kodonokndl megdllnak és 1igy
nem érik wutol az RNS-polimerazt. Mindez a transzkripcidéd és a
transzlaci¢ szétkapcsoldsat okozva meggdtolja a termindtorszerkezet
kialakuldsat, mely az adott gén erdteljes transzkripcidjdban nyilvénul
meg. Az attenudcidés reguldcidét gyakran befolydsoljédk tobbszorcs
aminosavkddok, melyek a kritikus hajt(képzésre alkalmas RNS régidkra
esnek. A his operonban a fent leirt szabdlyozdsi egységeken tudl mds
bonyolult RNS struktirdk is kialakulhatnak a leader RNS-en belil (6).
Az alterndlt RNS hajtlképzd szakaszokon tul a his leader RNS egy mdsik
szakasza olyan szerkezetet vehet fel, amely rendkivil hasonlit a
tRNSMLS mdsodlagos struktidrdjdhoz, 1igy tRNShiS koté fehérjék is
befolydsolhatjdk mikodését.

Az attenudcids mechanizmus egy harmadik vdltozatdt irtdk le az E.
coli pirimidin bioszintézis géneknél. Itt a sejten belili UTP
készletek kimerilése megkonnyiti az attenudtoron keresztiil torténd
transzkripciét a pyrBI UTP bioszintetikus operonba (182). Ez a
reguldcié egy I-es tipusd termindtort haszndl fel, mely a
transzkripcidés inicidciés ponttdl kb. 120 bp-ra, az elsd struktidrgén
el6tt 23 bp-ra lokalizdlhatd. A leader RNS egy olyan 44 aminosavas
peptidet kddol, mely 3 bp-al az elsG struktidrgén transzlacids
inicidcids kodonja el6tt fejez6dik be. A termindtor hajtlje eldtt kb.
20 bp-nyira egy U-sorozat taldlhatd a leader RNS-en belidl. In vitro,
uTpP limitdlt reakcidkorilmények kozott ez a  szekvenciarész
felfliggeszti a transzkripcidét, mely az RNS-polimerdz és a leader
peptidet transzl4lé riboszdémdk szoros kapcsoltsdgdhoz vezet. Ennek
eredménye az a termindtor rezisztens transzkripcids komplex, mely

képes az attenudtor dtirdsdra. FGlos UTP jelenlétében az RNS-polimerdz
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konnyen 4tirja a szenzor/reguldtor U-sorozatot, igy a riboszémdk ezen
a szakaszon nem érik utol a transzkripcids komplexet. A kapcsoltsdg
megszlinte utdn az RNS-polimerdz az attenudtor hajtinél 1ledll,
bekovetkezik a termindcid.

Az attenudcids kontroll egy tovdbbi varidnsa reguldlja az E. coli
tna triptofdn katabolikus operonjdt (178). Az operon egy kb. 300 bp-os
leader RNS-t tartalmaz, melynek elsd egyharmada egy 24 aminosavas
peptidet kddol, mig a maradék kétharmada szdmos II-es tipusu
Rho-dependens termindtort hatdroz meg. Rho  baktériumokban a tna
struktirgének derepresszdlt &llapotban vannak. Vad tipusd sejtekben
csupdn a leader RNS-ek konstitutiv szintézise folyik és triptofén
hozzdaddssal indukdlhatd az attenudtorok mogcott elhelyezkedd triptofén
katabolizmus géneket hordozd DNS &tirdsa. Izoldltak cisz-domindns
konstitutiv tna mutdnsokat is, melyek mind a leader RNS meghatdrozott
szakaszdra, az Un. boxA régidra estek. A feltételezések szerint
triptofdn hidnydban a Rho-dependens termindtorokndl fellép6 attenudcio
a boxA cisz-elem, a NusA és Rho E. coli gazdafehérjék kozremikodesével
alakul ki. (Mds rendszerekben a NusA fehérje és a boxA szekvencia
kolcsOnhatdsdt mar kimutattdk.) A termindtorok triptofdn jelenlétében
torténdé 4tirdsdért valdszinlleg egy eddig még nem azonositott
triptofdn érzékeny antitermindcids fehérje a felel6s. Tovabbi adatok
alapjdn a leader peptid AUG transzldcids inicidcids kodonjdnak
helyspecifikus mutagenezissel  torténd megvdltoztatdsa  (AGC-re)
felfiiggeszti a Rho-dependens termindtorokon keresztili transzkripcidt,
mely a leader peptid szintézis kritikus - bdr eddig nem tisztazott -
szerepére utal a folyamatban (178). A leader peptidet 25 bp-al
meghosszabbité frameshift mutdcid derepresszdlt operon mikodeést

eredményez, aminek valdszinG oka a  termindcié felfliggesztése a
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régioban. A transzldcid kiterjesztése a tna leader egy hosszabb
szakaszdra a feltételezések szerint a Rho protein RNS kotéset

akaddlyozza meg.

IT.4.2. Polaritds

A transzkripcié és  transzldcid kozotti — szoros — kapcsoltsdg
prokaridéta szervezetekben a polaritds kialakitdsdban is fontos
szerepet Jjatszik, melynek sordn egy policisztronos mRNS-en belil a
transzldcié nonszensz kodonokkal, delécidkkal, frameshift mutdcicdkkal
vagy inszercidkkal torténc felfliggesztése - és ezzel a transzkripcic
és transzldcid szétkapcsoldsa - az érintett fehérje mogotti cisztronok
expresszidjdt is erdteljesen redukdlja vagy megszinteti. Szuppresszor
mutdcidkat hordozé baktériumokban a poldar hatdst gyakran nem
észleljik, mivel ezekben a torzsekben a mutdns fehérjék transzldcidja
a szuppresszorok réven  tobbé-kevésbé megoldott. A Jjelenség
magyardzatdra feltételezték, hogy transzldcié hidnydban szamos olyan
létens termindtor vdlik aktivvd, melyeket az RNS-polimerdz (éppen a
transzkripcié és a transzldcid szoros kapcsoltsdga miatt) nem ismert
fel (39,172).

A polaritds mechanizmusdt magyardzé modellek két fo feltételezésbdl
indulnak ki:

1. Az egyes operonok strukturgénjein beliil is taldlhatdk Rho-dependens
transzkripcids termindcids helyek.

2. Mig a mRNS transzldlt, ezek a helyek nem hozzdférheték a Rho
protein szdmdra, 1gy a transzkripcid termindciéja sem kovetkezhet be
(1.

A modellek helyességét aldtdmasztja a poldr szupresszor mutdansok
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egy olyan csoportjdnak felfedezése, melyek nem a transzlacidt allitjak
helyre, hanem a Rho faktor tulajdonsdgait vdltoztatjdk meg
(90,141,144). A poldr hatdst nemcsak a Rho faktor mutdcidival, hanem
mds, az E coli bizonyos bakteriofdgjai dltal kddolt fehérjefaktorokkal
is szuppresszdlhatd (pl. a lambda fdg N ¢és Q fehérjéivel,
2,51,52,64,184).

A Rho-dependens, polaritédst okozé régick es azok kornyekenek
nukleotidsorrendjét kevés esetben  Jjellemezték részletesen. A S.
typhimurium his operonjdban kozvetleniil egy poldr hely eldtt egy TnlO
transzpozon inszercidt irtak le (29). Az mRNS Gsszetétele rendkivil
hasonlit a trp t’ Rho-dependens termindtorhoz: egy kb. 100 nukleotid
hosszusdgi szegment G-tartalma minddssze 15%, de a hozzd kapcsoladd
révid 30 bp-os szakasz mar 50% G-t kddol (18).

Egy masik  transzpozon, az IS2 - bar csak meghatdrozott
orientdcidban mikodve -  jelentGsen  cstkkenti egy policisztronos
messenger inszercié mogotti génjeinek expresszidjat (39,158). Ez a
hatds nyilvdnvaldan az 1S2-n belidli Rho-dependens terminatorokhoz
rendelhetd, mivel rho mutdnsokkal a disztdlis gének expresszidja
helyredllithaté (10,35). Az ISl transzpozon inszercidéja egy operonba
szintén erdteljes poldr hatdst okoz, mely Rho-dependens termindcicdbdl
ered (36). Mas esetekben (pl. az IS4 inszercids szekvencidndl) a
polaritas mechanizmusa nem  magyardzhatéd teljes egészében a
Rho-dependens termindcids helyek jelenlétével (10). Mds kisérletekben
egy lacZ génen beliili Rho-dependens termindtor részletes analizise rut
szekvenciat deritett fel a termindcid helyét megeldzd szakaszon (145).

Osszegezve, a polaritds és a Rho-dependens termindcid kozotti
kapcsolat feltételezi, hogy a transzldlt génen beliili polaritdst okozd

hely a transzkriptum egy olyan szegmentje legyen, melynek magas az
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affinitdsa a Rho proteinhez. Csak a transzkripcié és a transzldcid
szétkapcsoldsdval vdlnak hozzaférhetove a veszteglé RNS-polimerdztdl
megfelelé tdvolsdgra levd Rho kotbhelyek (rut szekvencidk). A kotodés
utdn a Rho faktor a mdr ismertetett mdédon idézi el6é a transzkripcid
termindcidjat.

A fenti adatokbdl valédszinlinek  1latszik, hogy a polaritds
molekuldris mechanizmusdnak teljes tisztdzdsa a nmem tdl tdvoli jGvében

bekovetkezhet.

I1.4.3. Antitermindcio

Mind az attenudcié, mind a polaritds esetében a riboszdmdk
fiiggesztik fel a termindcid folyamatdt. Az els6 esetben kozvetett
dton, az RNS-RNS kolcsonhatdsok médositdsdval meggdtoljak egy I-es
tipusi termindtorstruktira kialakuldsat, mig a mdsodik esetben
valdszinlleg lefedik a transzkriptum rut régidit és lehetetlenne
teszik a Rho potein megkotését. Ebben az értelemben a riboszéma egy
antitermindcids faktornak is tekinthetd, hasonldan bdrmely mds, a
termindcids szigndlok felismerését gdtld fehérjével egylitt.

A legjobban felderitett antitermindcids mechanizmus a lambda fég
korai és kés6i génjeinek transzkripcidjdt szabdlyozza. A két 16
azonositott antitermindcidés faktor a fag N és Q génjeinek termeéke
(51,64), melyek mikodése megszabja, hogy a lambda életciklusdnak
litikus vagy 1lizogén szakasza érvényesiiljon-e a fdgszaporodds soran
(2] »

Az N protein lehetdvé teszi I-es és II-es tipusd terminatorok
dtirdsat 1is, ami azt jelzi, hogy az N fehérje fliggd antitermindcié nem

egyszer(en a Rho faktor inaktivédldsdnak kdvetkezménye (61). Mdsodszor,
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a termindcié szuppresszidja csak a PL €s PR promdterekr6l 4tirddé
transzkriptumokon kovetkezik be és a prométerekhez kozeli, - de
azoktol fliggetlen - az N mikodéséhez esszencidlis szekvencidkat, az
dn. nput helyeket (N utilisation site) igényli (2,40). A nut
szekvencidk reszletes molekuldris analizise tikorszimmetrikus
szakaszokat (boxB) és hozzdjuk kdzeli szekvenciarészleteket (boxA)
azonositott, melyek az antitermindcids hatds kifejtésében dontd
szerepet Jdtszanak (43,160). Az utdbbi években deriilt fény arra, hogy
jongéhany lambdoid fdg, s6t az E. coli szdmos operonja nagyon hasonld
antitermindcids szekvencidkat tartalmaz (54). Az ismert nut helyek
Osszehasonlitdsdabdl konszenzus szekvencidk is ismertté vdltak, pl. a

boxA esetében (ldsd 5. dbra).

BoxA BoxB

lambda nutl CGCTCTTAAAAATTAAGCCCTGAAGAGGGCA

lambda nutR CGCTCTTACACATTCCAGCCCTGAAAAAGGGCA

21 nutlL GGCTCTTTAACATCGACGGACTCTCAACCTAACCGTTGAGA

21 nutR TGCTCTTTAACAGTTCTGGCCTTTCACCTCTAACCGGGTGG

P22 nutl CGCTCTTTAACTTCGATGATGCGCTGACAAAGCGC

P22 nutR CGCTCTTTACCAATCTGAACCGCCGACAACGCGGT

PH180 nutl TGCTTTTTAACAACATGCAGCTTTACAGCGTCAATGACCTGTTAAGACCCCTACACGTAAACGTG
HK022 nutl TGCTTTTAGTCACAAAAAGCAAAGCAGCTTTTTG

lambda qut CGCTCGTTGTGGTAGTGAGATGAAAAGAGGCGGCGCTTACTACCGATCCGCCTAGTTGGTCACT
rrn 5* GCCGCGCCGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGCACTGCTCTTTAA
antitermindtor TGCTCTTTAA 3° Eremge————

konszenzus BoxA CGCTCTTTA

tna attenudtor CGCCCTTGA

5. 4bra A rokon nut szekvencidk dsszehasonlitdsa. Az dbran a kiilonboz6 lambdoid fagok ismert
nut régiéin kivil a nut-motivumokhoz rendkiviil hasonlé gut helyet, az rrn operonok leader
Szakaszanak nut-rokon elemeit, a konszenzus BoxA szekvencidt, valamint a fna attenudtor régié
BoxA homoldg szakaszat tintettik fel. A  BoxA  szekvencidkat aldhizassal Jeldltik,
Tlkorszimmetrikus BoxB motfvumokat megszakitott aldhizds jelzi.
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Az N fehérje Jelenlegi ismereteink szerint kozvetlenil a nut
helyeket d4tiréd RNS-polimerdz molekuldkra hat, mikodését Ugy
vdltoztatva meg, hogy a régicdtdl disztdlis termindcids szigndlokat az .
mar nem ismeri fel (1). Az E. coli egyik fehérjéje - a NusA - erGsen
kotddik az N proteinhez é€és az antitermindcids hatds kifejtésében
nélkilozhetetlen (54 és hivatkozdsai). Az a megfigyelés, hogy az N
fehérje okozta antitermindcid csupdan S100 extraktot tartalmazd
redszerben is kivdlthatd, azt mutatta, hogy az RNS transzldcidja nem
sziikséges az N protein mikodéséhez (81). S6t a késdbbi adatok
egyértelmien bizonyitottak, hogy a nut helyek transzldcidja az
antitermindcié megszlnéséhez vezet (193).

A Q protein mikodésének in vivo analizise tulajdonsdgaiban és
faktorigényében a fent 1leirtakhoz hasonlé antitermindcidés rendszer
jelenlétére mutatott (51). Az N fehérjétdl eltérden azonban - melynek
mikodését még in vitro nem igazoltdk - a Q protein RNS-polimerazt, a
lambda 6S transzkriptumot kddold DNS templdtot, Q proteint és NusA-t
tartalmazdé tisztitott rendszerben is kifejti antitermindcidés hatdsat
(63). A Q antitermindciés rendszer cisz-eleme az un. gut (Q
utilisation) szekvencia, mely felépitésében rendkiviil hasonld a mér
ismertetett nut helyekhez: tartalmazza mind a boxA, mind a boxB
modulokat. Ezek az elemek azonban - eltéréen az N antitermindcids
rendszert6l - nem fliggetlenek az eldttik elhelyezkedd PR> promdtertdl,
attdél génsebészeti eszkozokkel nem védlaszthatdk el (62,63).

A lambda N mikodésnek az E. coliban szdmos esszencidlis
gazdafehérjéjét azonositottdk mar (54). Ezek kozé tartozik a NusA és a
NusB protein, de dgy ldatszik, hogy az S10 riboszémdlis fehérjét kodold
nusE lokusz is szikséges az N protein okozta antitermindcidhoz.

Hasonlé adatok vannak az L1l riboszdmdlis fehérjére vonatkozdan is

(184).
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Az még ma sem tisztdzott, hogy a riboszdmdlis fehérjek az
antitermindcié mely lépésében jdtszanak kitlintetett szerepet é€s hogyan
fejtik ki hatdsukat.

Altaldnossédgban tekintve az antitermindcids mechanizmusok
specifikus cisz-szekvencidkat igényelnek (pl. nut és gut helyek), ahol
az RNS-polimerdz molekuldk termindcid rezisztenssé vdlnak és a
disztdlis termindtorszigndlokat nem ismerik fel. Az még nem teljesen
tisztdzott, hogy ez a fajta rezisztencia az RNS-polimerdz mds fehérje
dltal stimuldlt konformdcids vdltozdsdbdl, vagy egy faktor elongdcids
komplexhez vald kozvetlen kapcsoldddsdbdél adddik-e. Valdszinl, hogy
mind a két feltételezés igaz a faktor dependens antitermindcict
illetden.

Mindezek mellett meg kell jegyeznink, hogy nem minden termindcids
szigndlt képesek 4tirni a megismert antitermindcids rendszerek. A
lambda fdg b2 régidjdban példdul szdmos olyan termindtort taldlunk,
melyek mikodését sem az N, sem a Q protein okozta antitermindcid nem
fiiggeszti fel (26,66). Igy a termindtorok egy mdsik fontos
sajatsdgdnak tekinthetjik -  faktorigényiikon tdl - azt a
tulajdonsdgukat, hogy képesek-e az antitermindlt  transzkripcid
blokkoldsdara. Az ilyen fajta termindcids helyek bar ritkan fordulnak
eld, kitintetett Jelent6séggel birmnak a tanszkripcids reguldcids
folyamatok szempontjabdl azokban az  operonokban, ahol az

antitermindcid a f& reguldcids mechanizmus (136).

I1.4.4. Retroreguldcid és processzing

A feedback reguldcidét felhaszndld kontrollok szdmos bioldgiai
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rendszerben rendkivili  jelentdséggel  birnak, melynek klasszikus
pelddjaként emlithet6 egy bioszintetikus Ut els6 enzimének
végtermékgdtldsa és/vagy a transzkripcié  operdtor-represszor
reguldciéja egy anyagcsereintermedier kozremdkodésével. Az attenudcids
szabdlyozds ismertetésénél 1ldthattuk, hogy egy specifikus helyen - a
prométer és az els6 struktirgén kozott - feedback mechanizﬁﬁs
kontrolldlja a transzkripcid termindcidjdt és szabdlyozza egyben az
attenudtor mogotti gének kifejezddését. A  kozelmdlt kutatdsai
deritettek fényt egy rendkiviil érdekes génexpresszids kontrollra,
melyb6l kiderilt, hogy egy termindtor mikodésének mddositdsa a
termindtor el6tti, mdr atirt gének expresszidjat is befolydsolhatja. A
jelenségre a retroreguldcié elnevezés terjedt el a tudomanyos
koztudatban (136).

A lambda bakteriofdgban szdmos, az integrdz aktivitast érinté
mutdcid a lambda kromoszéma b régidjdba térképezhetd, mely néhdny szdz
bdzispdrral az int gén mogott helyezkedik el. Ezek a mutdcidk egy sib
néven Jelzett (site of inhibition) reguldcids elem hatdrait Jjelolik
ki, mely cisz elrendezésben mikodik és DNS-e nem kédol fehérjét. A sib
elem gdtld mikodését inaktivdld pontmutdcidk pontos behatdroldsa és
mas bizonyitékok is arra mutattak, hogy a §1§f hatdsat
poszttranszkripciondlisan fejti ki, minden valdszinlség szerint az
effektiven transzl4dl6ddé integrdz mRNS mennyiségét valtoztatva
(67,165). A retroreguldcié feltételezett mechanizmusdt a 6. dbra
szemlélteti, mely az int expresszid két lehetséges mdédjat mutatja be.
Olyan korudlmények kozott, mely a fdglizogenizdcidjanak kedvez, az
integrdz fehérjére viszonylag nagy mennyiségben van szikség, mig a

lambda genomot az E. coli kromoszémdrdl kihasité xis gentermek -
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3’ exonukledz Q
OGS | SO ‘_J * N

6. dbra. Az &bra a lambda DNS p, promdter kornyéki szervezodését
mutatja, a PL €s p. % prométerré& torténdé transzkripcids inicidcid
t

kovetkezményeivel eg%ﬂ . Az eldbbi esetben az N protein meggdtolja a

termindciét a sib  régidban, ami az 1igy képzddott hosszabb
transzkriptum RN-dz III hasitdsdhoz €és gyors 3’ exonukleolitikus
lebontdsahoz vezet. Egyéb magyardzat a szovegben.
melynek génje kozvetleniil az int el6tt taldlhatd - szintje alacsony
kell hogy maradjon. Az alacsony xis géntermék biztositja, hogy a fdg
integrdcidja utdn a lambda genom benn 1is maradjon a baktérium
kromoszoémajan. Az int gén transzkripciéjdt az int promoternél a cII
géntermék pozitiv aktivdcidja inditja el. Az int promdter kozvetlenil
az int gén el6tt lokalizdlhatd eés részlegesen dtfed a xis gén 3’ végi
szekvencidival. A transzkripcid az int gén mogotti szakaszon az
attachment helyen keresztiil (att) egészen a fdggenom b régidjdig
folytatdédik. Koridlbeldl 150 bp-al az att régidé kozéppontjdtol egy GC
gazdag tikorszimmetrikus szakasz taldlhatd, melyet egy U-kddold régic
kovet. Ez a tipikus I-es tipusd termindtor 4llitja le az int
prométerr6l induld transzkripcidt.

A fdg 1litikus ciklusa alatt egy mdsik transzkripcids UGtvonalat
haszndl. Ekkor a transzkripcic a PL prométerrdl indulva dtirja az N
gént, majd a nutl régidt, ahol az N protein az RNS-polimerdz molekulat

termindcidé rezisztens konformacidba hozza. A megvdltozott elongdcids
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komplex dtirja a fdggenom korai régicdit (xis, int gének, att hely) és
folytatja a transzkripciét a lambda b régidéjdba. Itt a potencidlis
I-es tipusi termindtorhoz (sib) érve az elongdcids komplex
megvdltozott tulajdonsdgai miatt a termindcid nem kovetkezik be és az
dtirds a sib mogotti reégicdkban is folytatddik. Ezek a szakaszok
meglep6 mddon egy RN-dz III  felismerd hely kialakuldsat teszik
lehetdveé, melynek fels6 része megegyezik az int promdterr6l induld
transzkriptum 3’ vegeénél kialakuld hajtlszerkezettel. Csak a P
promdterr6l indulé transzkriptum esetében alakul ki az RN-dz III
felismerdhely és torténik meg az RN-dz IIT hasitds, mely az int mRNS
instabilitdsdhoz vezet.

A kozelmiltban elvegzett kisérletek azt mutatjak, hogy a sib hely
mds gének mogé beidltetve azok expressziéjat is csckkenti (154). A
fentiekkel G©Osszhangban ezek az adatok a kovetkez6 modellt tdmasztjadk
ald: az RN-dz III hasitds utdn a 3’ végi hajtlstruktirdat mdr nem
tartalmazd int mRNS rendkivil erzekennyeé vdlik a 3’ exonukledzok
degraddcidval szemben. Ez egyben jelentbsen csokkenti a PL promoter
inditotta transzkriptumrdl képzodd integrdz mennyiségét. Bar eddig még
nem taldltak a degraddcids folyamatokért  felelds  specifikus
ribonukledzt, a 1legvalészin(bb jelolt az RN-dz 1II, mely rendkividl
gyorsan emészti a mRNS molekuldkat mindaddig, mig egy ero6tel]jes
mdsodlagos struktira (dltaldban hajtlszerkezet) a mikodését le nem
dllitja. Ebbdl az is vildgosan ldtszik, hogy a stem and loop struktira
megléte nemcsak a termindcids esemény szempontjdbdl, hanem a képzddott

mRNS stabilitdsdnak fenntartdsa miatt is fontos (136).
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II1.5. A riboszémdlis RNS (rrn) operonok transzkripcids szabdlyozdsa

A bakteridlis riboszémdlis RNS  (rrn)  operonokban a képz6dd
géntermék rendkivil hosszd (kb. 7000 bp), nem transzl4dlt, és kiterjedt
masodlagos szerkezeteket  tartalmazé RNS 1ldnc, mely a fenti
tulajdonsdgai ellenére az elejétdl a végéig megszakitds nélkil 1irddik
a4t (115). A jelenség eléggé meglepd, mivel az attenudcidrdl és féleg a
polaritdsrdl szerzett ismereteink alapjdn jogosan feltételezhetd, hogy
a transzldcio és a transzkipcid szoros kapcsoltsdga az a mechanizmus,
mely megvédi az RNS ldncok szintézisét az id6 el6tti termindcidtdl
(1). Ez a tény a priori egyfajta - az rrn operonokhoz tarsult -
antitermindcids mechanizmus 1étezésére utal, mely az dtlagos RNS
populééidnél joval hosszabb és struktiurdltabb transzkriptumok dtirdsat
biztositja. Ha I-es, vagy II-es tipusd termindtorokat épitink be az
rrn  promdter-leader régié mogé (mely termindtorok egyébként 90% koriili
polaritdst okoznak, ha a transzkripcid a lac, vagy az ara promoterrdl
indul) poldr hatds nem, vagy csak alig mutathaté ki (4,173). Az
antitermindcids effektus delécids téképezések alapjan a riboszémdlis
leader egy 67 bp-os szakaszdhoz rendelhet6 és mds promdterekre is
atvihetd (75,102). A 67 bp-os leader DNS-ét a lac promdterhez
fiziondlva a promdterr6l induld transzkripcié d4tirja a disztdlis
termindtorokat. Bdr az antitermindcids hatdshoz bizonyos kisérletek
eredményei szerint maguk a riboszémdlis promdterek is hozzdjdrulnak
(74,75), ennek a feltételezésnek az igazoldsa még tovdbbi megerdsitést
igényel. Helyspecifikus mutagenezissel az rrn leader szakaszan a
lambda fé4g antitermindcidjdban résztvevd cisz szabdlyozdelemekkel (a
nut régidval) rokon szekvencidkat mutattak ki. Ezek a régick hasonldak

a lambda boxA 1illetve boxB modul jaihoz €s szerepik a riboszdmdlis
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operonok transzkripcidjdban  egyértelmien bizonyitott. Az rrn
operonokban mikodé  antitermindcids  mechanizmus  azonban 1lényeges
eltéréseket is mutat a lambda (és lambdoid fégok) antitermindcidjatél:

mig a lambda nut régigjaban a cisz-elemek sorrendje boxA-boxB-boxC, az

rrn  operonokban ugyanez boxB-boxA-boxC elrendezddést mutat (102).

Ugyancsak mds a két antitermindcids rendszer faktorigénye is: mig a
lambda fdg esetében a termindcid rezisztens elongdcids komplex
kialakitdsdban a NusA, de f6leg a fdg 4ltal kddolt N fehérje
esszencidlis, az rrn operonok dtirdsaban ez utdbbi bizonyosan nem vesz
részt. Az antitermindlt elongdcids komplex a Jelenlegi felfogds

alapjan a boxB-boxA-boxC régidban két E. coli fehérje, a NusA és NusB

kozrem(kodésével alakul ki  (102,115). Hogy az RNS-polimerdaz
konformacidvdltozdsdban van-e szerepe valamely a lambda fég N
fehérjéjével rokon E. coli proteinnek, azt +tovdbbi kisérletek
hivatottak eldonteni. Ugyancsak érdekes kérdés, hogyan 411 1le az
antitermindlt transzkripcidé az egyes rrn operonok végén. Szintén a
priori feltételezések alapjdn a riboszémdlis RNS-ek 3’ végét specidlis
transzkripcids termindtorok zdrjdk le, melyek képesek az antitermindlt
transzkripcié blokkoldsdra. Szdmos kisérleti adat mutat abba az
irdanyba, hogy ez a feltételezés valdban jogos, azonban olyan specidlis
termindtorsajdtsdgokat, melyek a "szupertermindtor" tulajdonsdgokért
lehetnének felel6sek mindeddig nem sikerdlt taldlni. ValdszinG, hogy
ebben az esetben is a magasabbrendd RNS struktidra (138,139,164)
tanulmdnyozdsa hozhatja meg a vdlaszt a ma még tisztdzatlan

kérdésekre.
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IT.6. Kisérleti rendszeriink, az rrnB riboszémdlis RNS operon komplex

transzkripcids termindtorrégidjdnak jellemzése

A laboratdriumunkban kisérleti objektumként haszndlt rrnB operon -
mely az E. coli hét riboszémdlis RNS operonjdnak egyike - fizikai
térképét tobb restrikcids enzimre meghatdroztdk mar (13,16) valamint
teljes nukleotidsorrendje is  jdéideje ismert (25). Az operon
felépitését a lambda giing transzdukdlé fdgban az aldbbi sematikus

abra szemlélteti:
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7. . dbra. Génorganizdcid az rrnB operonban. A satirozott rész a lambda
rif18-bél szarmazik. Az Ures teglalapokal Jelzett szakaszok ket
fehérjekddoldsra alkalmas szekvencidt reprezentdlnak a transzldcids
kddokkal egyitt. (AUG,UGA) A kettdsen satirozot&lutéglalapok a
riboszémdlis RNS strukturgének, a kozottik 1lévé tRNS -al. APl és
P2 az rRNS gének promdtereit, Tl és T2 ugyanezek termindtorait jeloli.
A p F1T @ mdsodik, fehérjeszintézisre elvileg alkalmas geén promdtere.
Az g ra- alatti szdmok az egyes szakaszok nukleotidban mért hosszat
adjdk meg.

A tobbi riboszémdlis RNS-t kddoldé rrn gén is alapvetbéen igen
hasonld felépitést mutat. Eziddig hat operon, az rrnB (25), rrnC
(192), rrnD (45), rrnE (103), rrcnG  (168), rrnH (166) 3’ végi

reégiodjanak nukleotidsorrendjét hatdroztak meg. Mindegyik

transzkripcids egység végen faktor independens, I-es tipusd termindtor
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lokalizdlhatd. Egyedili kivételt az rrnB opefon képez (25), melynek
termindtorrégidja kiterjedt és komplex. Itt a stabil RNS-ek geénjei
mogott két faktor independens termindtort  taldlunk, egyet (T1)
kbzvetleniil az 55 RNS génje mogott, a mdsikat (T2) mintegy 130 bp-ra a
Tl +termindtor 3’ végétdl. A két termindtor meglehet6sen nagyfoku
homolégidt mutat mds rrn  operonok transzkripcids termindtoraival
(103). A T1 és T2 kozott két termodinamikailag stabil inverted repeat
(forditott ismétlodés) struktira (IR1,IR2) van, melyek a
feltételezések szerint nem képesek termindcidéra, mivel az I-es tipusu
termindtorokra jellemzd U-sorozat mindkettdnél hidnyzik. A fentieken
kivil még két direkt repeat szerkezet 1is 1lokalizdlhaté ebben a
régiéban, melyek kozil az els6 nagyrészt az 5S RNS genen beliil
(6603-6620 bp pozicidig, 25), a mdsik kozvetlenidl a T2-es termindtor
elétt helyezkedik el. (6771-6788 bp pozicidk) A direkt repeatek
jelenléte a hipotézisek szerint egy olyan transzpozicids eseményre
utal, mellyel a Tl termindtor épilt volna be az 55 RNS génje és a T2
kozé. A termindtorok és kozvetlen kornyezetik nukleotidsorrendjét egy
lehetséges RNS mdsodlagos  szerkezetbe  felrajzolva a 8. 4dbra

szemlélteti.
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8. 4dbra. Az rrnB operon végén 1lévd két termindtor (T1 ill. T2)
nukleotidsorrendje egy lehetséges mdsodlagos szerkezetbe felrajzolva.
A termindtorok kozotti két hajtd inverted repeat szekvencidkat Jjeldl
(IRl és IR2). A rajzon az RNS szekvencidjat tiintettik fel.
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III. CELKITOZESEK

Bar az rrnB gén teljes nukleotidsorrendjét mar 1981 d6ta ismer]jik és
az operon kiterjedt kettés termindtort (T1,T2) tartalmazd 3’ végi
szakasza szamos kozismert plazmidvektor alkotdrésze (ldsd pl. 23,24),
a termindtorrégid részletes molekuldris analizise mind a mai napig nem
tortént meg. Szdérvdnyos in vitro €s in vivo irodalmi adatok féleg
Tl-et 1illetBen 4&llnak rendelkezésre (5,47,162,174). Jéval kevesebbet
tudunk a T2 termindtor mikodésérdl, a termindtorok kozotti inverted
repeat-ek (IR1,IR2) fukcidjdrdl pedig semmiféle  ismerettel nem
rendelkeziink. Igy a fenti adatok birtokdban és a laboratériumunkban
rendelkezésre 4116 plazmidkonstrukcidkbdl kiindulva célul tGztik ki a
komplex, soktagd cisz-szabdlyozdelem részletes molekuldris analiziséet.
Munkdnk sordn kiilondsen a kovetkez6 kérdésekre kerestik a valaszt:

1. Milyen 0©ndllé termindcids efficiencidval rendelkeznek a komplex
rrnB termindtorszakasz egyes szubrégici?

2. Van-e kolcsonhatds - és ha igen, milyen médon - az egyes elemek
mikodésében a transzkripcids termindcids folyamat soran?

3. Milyen hatékonysdggal mikddnek a  termindtorok  forditott
orientdcidban?

4. Hogyan befolydsoljdk a  transzldcids hatdsok a termindtorok

efficiencidjat?
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. A kisérleti munka sordn felhaszndlt vegyszerek, prepardtumok,

izotdpok, és baktériumtﬁr;sek ismertetése
IV.1.1. Baktériumtorzsek és plazmidok

Minden kisérletet az E. coli CéOOgalK_ torzs felhaszndldsdval (F ,

galK, 1lacYl, thrl, leuB6, thil, tonA2l, supE44, B83) végeztink el.

Ugyanezt a baktériumtorzset alkalmaztuk az egyes plazmidkonstrukcick

fenntartdsdra és szaporitdsédra is.

E.coli.pazmidok:

Nev Szelektdlhatd markerek  Irodalmi hivatkozds

pKL300 ApT, galk® McKenney és mtsai (114)

p20418-23 ap™ Boros és mtsai (15)

DBR322 apR, TR Bolivar és mtsai (12),
Sutcliffe (179)

pHC314 ApR Boros és mtsai (17)

IV.1.2. Téaptalajok és antibiotikumok

Az E. coli baktériumokat YTB, YTA, SOB, SOC valamint galaktdzzal
kiegészitet McConkey agar tdptalajon tenyésztettiik (69,110). Az egyes
tdptalajok dsszetétele a  kovetkez6 volt (1 1l-re szdmitott

mennyiségek) :
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Y18

Bacto-tryptone (Difco vagy Merck) ‘ 10g
Bacto-yeast Extract (Difco vagy Merck) 5g
NaCl 5g

A pH-t NaOH-val 7,5-re 4llitottuk

YTA
osszetétele megegyezik az YTB tdptalajéval, azonkivil még 1.5% agart

(Difco vagy Oxoid) tartalmaz.

S0B

Bacto tryptone 20 g
Yeast extract 249
NaCl 10 mM
KC1 5 mM

2+

Sterilezés utdn a tdpfolyadékot 20 mM Mg~ -al (10 mM MgCl 10 mM

2+
MgSOa) egészitettik ki.

soc

SOB + 20 mM glikdz

Galaktézos McConkey agar

McConkey agar 50 g

Galaktoz 10 g

Az antibiotikumokat a kovetkezd koncentrdcidban haszndltuk (110):
Ampicillin (Pharmachim) 100 Fg/ml

Tetraciklin (Sigma) : 12,5 /ug/ml
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IV.1.3. Restrikcids enzimek és a molekuldris kldnozdsban alkalmazott

egyéb enzimprepardtumok

A BstNI és Ddel enzimeket a New England Biolabs-tdl vdsdroltuk. A
molekuldris klénozdsi kisérletekben  felhaszndlt tobbi restrikcids
enzimet a Biokémia Intézet dolgozdéi dllitottdk eld. A restrikcids
emésztések sordn a New England Biolabs Kataldgus (120) dltal megadott
kordlményeket tekintettiik irdnyaddknak.

A kiserletek sordn felhaszndlt egyéb enzimprepardtumok kozil a
Klenow—polimeréz Boehringer vagy New England Biolabs, a T4
polinukleotid kindz New England Biolabs, a T4 polinukleotid 1ligéaz
Boehringer vagy New England Biolabs készitmény volt. Alkalmanként a
fenti enzimek hdzi prepardtumait is felhaszndltuk.

A tovédbbi enzimek kozil a Bal3l nukledz a New England Biolabs, az
S1 nukledz Sigma, a Proteindz K Merck, a lizozim Serva és Reanal, a
pankredsz RN-d4z Reanal készitmény volt. A restrikcids emésztésekben

nukledzmentes BSA (Sigma Type V) prepardtumot haszndltunk.
IV.1.4. Vegyszerek és izotcdpok

A munka soran felhaszndlt vegyszerek alt. min6ségld, kereskedelmi
forgalomban beszerezhet6 Reanal, Sigma, Merck, Aldrich, Eastman Kodak
és Amersham készitmények voltak. A szintetikus 1linkereket a New
England Biolabs-tdl vdsdroltuk. A radioaktiv jelolésekre haszndlt
(2PIATP, (M°P)AATP és (o2PP)dCTP az MTA SZBK Izotdp Intézetének
munkatdrsai,a Magyar Izotdp Intézet vagy az Amersham dltal el6dllitott
termékek voltak. A készitmények specifikus aktivitdsa 37-110 TBg/nmol

(1000-3000 Ci/mmol) volt.
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Az in vivo galaktokindz aktivitdsméreésekben felhaszndlt
14C—U—galaktézt a Chemapol cégtol (Cseh és Szlovdk Koztdrsasdg)

szereztik be.
IV.2. A kisérleti mddszerek leirdsa
IV.2.1. Plazmid DNS izoldldsa

A kisérletes munkdban alkalmazott plazmidok mindegyike relaxalt
replikdciéju, ColEl tipusd plazmid volt (30). A plazmidok izoldldsdra
dltaldban kétféle mddszert haszndltunk:

- Kdlium-acetdtos kicsapds liugos kozegb6l (11)

Ezt az eljdrdst tobbnyire a rekombindns kldénok gyors azonositdsdra
haszndltuk, mivel rovid id6 alatt nagyszdmi, restrikcids térképezésre
alkalmas plazmid DONS nyerhet6 a segitségevel.

A plazmidok prepardldsdhoz 2 ml, legaldbb 9-10 dran 4t novesztett
(4n. overnight) baktériumkulturdkat haszndltunk fel. Az eljdrds hat £6
lépésre bonthatd, ezek a kovetkezok:

- a sejtfal emésztése lizozimmal izotdnids, lugos kozegben

- a sejtek lizise erfsen ldgos kozegben (0.6% SDS, 0.12 N NaOH)

- a kromoszomdlis DNS és a fehérjék kicsapdsa a pH vdltoztatdsdval

(1.6 M K-ac.)

- a maradék fehérjék eltdvolitdsa fenol-kloroformos extrakcidval

- a plazmid DNS és az RNS kicsapdsa 2 tf. 96%-os EtOH-val

- RNS mentesités 20 /Ug/ml RN-dzzal
-Clear liz&atum mddszere

A Clewell és Helinski (30) &dltal kidolgozott mddszert 4&ltaldban

preparativ mennyiségl plazmid DNS el6dllitdsara haszndltuk. Az eljdrds
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soran az eredeti kozleményben leirt tisztitdsi  1lépéseken nem
valtoztattunk.
Sziikség esetén a prepardtumokat Sephacryl S5-1000 oszlopon 10 mM

Tris-HC1 pH 7.5, 1 M NaCl pufferben gélszlréssel tisztitottuk.
IV.2.2. Fizikai térképezés

Mivel munkdnk célja nem elsddlegesen fizikai térképezés volt, a
modszer részletes ismertetésétdl eltekintve csupdn annak f6 elveit
vesszuk sorra.

Szamos olyan  strateégia ismeretes, melynek  alkalmazdsdval a
rekombinans DNS-en beluli restrikcics enzim hasitdéhelyek
lokaliéélhaték (110 és hivatkozdsai). Altaldban ahhoz, hogy eléggé
pontos és részletes restrikcids térképek dlljanak a rendelkezésinkre
tobb mddszer felhaszndldsa  szikséges. Restrikcids  hasitdhelyek
lokalizdldsdra, plazmidvektorokba beépilt fragmentumok orientdacidjanak
meghatdrozasdra a kovetkezd  dltaldnosan haszndlt  térképezési
modszereket alkalmaztuk:

- DNS mintdk emésztése egyetlen restrikcids endonukledzzal, majd a
keletkez6 fragmentumok molekulatomegének meghatdrozdsa

- a prepardtumok egyidejd emésztése két vagy tobb restrikcids
enzimmel, a hasitdsi termékek azonositdsa

- izoldlt fragmentum  tovdbbi emésztése a DNS-en hasitdéhellyel
rendelkezd mds restrikcids enzimmel

- egyik végén radioaktivan Jelolt, vagy Jeldletlen DNS parcidlis
emésztése (176)

- exonukledz kezelést kdvetd restrikcids emésztés alkalmazdsa (101)

A fenti irdnyelvek mellett a vizsgdlt DNS molekula sajdtos
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tulajdonsdgai (pl. a lambda DNS esetében a hokezeléssel elvdlaszthatd
ragadds végek) sok esetben megkdnnyithetik a restrikcids térképek

szerkesztését.

IV.2.3. Restrikcids fragmentumok elvdlasztdsa gélelektroforézissel

A kilonbozé hosszusdgld DNS fragmentumok elvdlasztdsdra, az egyes
fragmentumok izoldldsdra  meéretiknek  megfelelbéen agaréz, vagy
poliakrilamid gélelektroforézist haszndltunk.

Nagyobb DNS fragmentumokat (0.3-30 kb) 0.7-2.5%-0s agardz géleken
(Sigma HGT Type V) S0 mM Tris-HC1l, 20 mM Na-acetdt (pH 8.05), 2 mM
EDTA GOsszetételd pufferben, horizontdlis elrendezésben , 6-10 V/cm
fesziiltséggel futattunk (71). A  20-500 bp-os DNS fragmentumokat
4-12%-0s poliakrilamid gélen vdlasztottuk el (111). A futtatd puffer
Osszetétele 90 mM Tris-bordt (pH 8.3) , 2.5 mM EDTA volt. (TEB puffer)
A poliakrilamid géleket 40% akrilamid és 2% biszakrilamid torzsoldat
megfelelé mennyiségeinek 0Osszemérésével, 0.1% APS és 0.002% TEMED
segitségével polimerizdltattuk. Az agardzgeleken futtatott
fragmentumokat a gélbe vitt 0.5 Fg/ml toménységli, a DNS-el szemben
futd EtBr-al tettik ldthatévd. A poliakrilamid géleket 15-20 perces
0.5 'ug/ml etidium-bromidos festés wutdn 250-300 nm-es UV fénnyel
megvilagitva értékeltik ki. A  fényképezésre 24 DIN-es Fortepan
sikfilmet haszndltunk.

DNS mintdk szekvenciaanalizisénél a bdzisspecifikus hasitdsok utan
a mintak elektroforézisére 6-20%-0s 300/400/0.4 mm-es
poliakriamid-urea denaturdld geéleket haszndltunk. Az alkalmazas
feltételei megegyeztek a Maxam és Gilbert &ltal leirottakkal (113).

A radioaktiv izotdppal jelzett mintdk detektdldsdra a poliakrilamid
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géleket nedves d&llapotban, az agaréégéleket beszaritva, szaobahdn
screen nélkil, -70 9C-on a radioaktiv Jelek intenzitdsdt megndveld
Doupont screen-t alkalmazva kilonboz6 hosszusagu ideig
autoradiografdltuk. A haszndlt RTG film minden esetben Medifort
markajd volt.

A molekulatomeg meghatdrozdst tobb restrikcids enzimre ismert
fizikai terkeéppel rendelkezd, az adott molekulatomeg tartomanyban
szamos fragmentumot adé DONS mintdk elektroforézisével tortént. A

fragmentumok molekulatomegének logaritmusdt az elmozdulds fiiggvényében

dbrdzolva kalibrdcids egyenes  készithetd, melyr6l az ismeretlen
fragmentum molekulatomege egyszerlen  visszakereshetd. Ismert
molekulatomegd markereket kilonbozb restrikciods enzimek

felhaszndldsaval a pBR322 plazmidbél (12,179), és szarmazékaibdl,

valamint a lambda fdgbdl (34) 4llitottunk eld.

IV.2.4. Molekulatomeg alapjdn elvdlasztott DNS fragmentumok

visszanyerése agardz eés poliakrilamid gélekbdl

Elektroforézissel elvdlasztott DNS  fragmentumokat fizikai
térképezés, szekvenciaanalizis vagy ligdldsi reakcidkban (kldnozds)
hasznaltunk fel. Az elvdlasztott mintdk izoldldsdra Tabak és Flavell
(180), vagy Winberg és Hammarskjold (186) 4ltal leirt mddszerekkel
vagy elektroeldcidval tortént. A kinyert fragmentumokat dltaldban
fenol-kloroformos extrakcidval és az azt kovetd 96%-os etanolos

kicsapdssal tisztitottuk.
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IV.2.5. DNS fragmentumok Osszekapcsoldsa T4 polinukleotid ligdzzal

A restrikcids emésztés utdn elektroforetikusan elvdlasztott és
izoldlt DNS fragmentumokat - tompa és ragadds vegek esetében egyarant
- a T4 bakteriofdg dltal fertdzott E. colibdl prepardlt fdgeredetd
polinukleotid 1ligdzzal kapcsoltuk  dssze. A reakcicdkdorilmények
megegyeztek a New England Biolabs Kataldgus (120) &dltal javasoltakkal.
Az inszertdlanddé DNS fragmentum dltaladban 3-5 x-0s foloslegben volt a
vektormolekuldhoz képest (lO—BO/Jg/ml) a ligdldsi reakcidban.

Szintetikus linkerek 1ligdldsa esetén a Maniatis és mtsai (110)

dltal leirt reakcidkoridlményeket alkalmaztuk.
IV.2.6. Atfed6 delécidsorozatok kialakitdsa Bal3l nukledzzal

Linedris DNS mintdink dtfedd delécidsorozatainak kialakitdsdt Bal3l

nukledzzal 12 mM CaCl,, 12 mM MgCl,, 0.2 M NaCl, 20 mM Tris-HC1 (pH

ze 2’
8.0), 1 mM EDTA osszetétell 50 ul végtérfogati reakcidelegyben, a
kivdnt rovidités mértékétél fliggden 30 vagy 37 9C-on kb. 100 Fg/ml DNS
koncentrdcidt alkalmazva végeztik el. A rovidités mértékét az
enzimkoncentrdcid vdltoztatdsdval is szabdlyoztuk. Az ©Osszedllitott
reakcidelegyeket még az enzim hozzdaddsa eldtt 30 vagy 37 9%-on 5
percig inkubdltuk, majd a reakcid elinditdsa utdn 1, 2, 4, 8, 16 és 32
perccel 8 fﬂfes frakcidkat szedtiink és ezekben a reakciot
ledllitottuk. A ledllitds kétféle mdédon tortént:

-8 ul 20 mM EDTA, 1% SDS hozzdaddsdval O 9c-on

—42/Jl H20 hozzdaddsa utdn folyékony nitrogénben

A mintdk fenolos extrakcidja és etanolos kicsapdsa utdn ellentriztik a

rovidilés mértékét, majd a megfeleld frakcidkat ligdldsi reakcidkban
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haszndltuk fel (110).

IV.2.7. E. coli transzformdciéja plazmid DNS-el

Az E. coli baktériumok  transzformdcidjdra két eljdrdst
alkalmaztunk:
-a klasszikus CaCl2—os (31) médszert (41ltaldban kész

plazmidkonstrukcidk retranszformdldsdra)
-a Hanahan 4ltal leirt (69) eljdrdst (f6leg rekombindns kldénok
izoldldsa sordn)

A Cohen és mtsai (31) dltal leirt CaClz—os médszer elénye féleg
gyorsasdgdban €és egyszerlségeben rejlik, viszont az 1igy elérhetd
maximéiis transzformdcids gyakorisdg eléggé alacsony, nem haladja meg
a lOételepéug plazmid DNS értéket. A transzformdcid sordn az aldbbi
lépéseket hajtottuk végre:

- A550 = 0.4-0.6 értékig novesztettiik a baktériumkulturakat.

- A tdptalaj lehitése utdn (O © C-on) a sejteket JA 20-as

centrifugdban 4000 rpm-es fordulaton +4 9C-on kitlepitettik.

- A baktériumokat 25 ml 0.1 M-os MgClz—ben szuszpenddltuk, majd a

fenti értékek mellett djra centrifugdltuk.

- A felildszdt lecntve a sejteket 2.5 ml 0.1 M-os CaClz—ben vettik

fel, majd 1 dérén at O OC-on inkubdltuk. Ezutdn a kompetens sejteket

200 /ﬂres aliquotokba osztottuk szét és 4dltaldban 20-50 ng

cirkuldris plazmid DNS-t adtunk hozzdjuk.

- Tovédbbi egy d6rds 0O OC-0s inkubdlds utén a baktériumsejteket 42

%-on 2 percig hésokkoltuk, majd O 9%C-on 1 ml YTB tdptalajt mértink

rajuk eés 37 O%C-on 30 percig tartottuk a tenyészeteket. A

transzformdlt baktériumszuszpenzidbdl 100-200 ul-t szélesztettink a
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megfeleld antibiotikumot tartalmazd YTA lemezre. Az antibiotikum

elleni rezisztenciagéent a bejutatott plazmidkonstrukcidkrdl

fejez6dott ki a transzformdlt baktériumsejtekben.

A Hanahan dltal leirt transzformdcids eljdrds elGnye az igen magas
transzformdcids gyakorisdg. (108—109 telep/ug plazmid DNS) Hdtrényai
kozé sorolhatd bonyolultsdga, specidlis  vegyszerigénye, és az a
megszoritds, hogy csak bizonyos E.coli  torzsek esetében (pl.
JM107,DHS) érhetd el ez az érték.

A médszert alkalmazva a kovetkezt leépeéseket hajtottuk végre:

- Frissen novesztett, kb. 2 mm atmérdjad teleppel oltottuk be a 300

ml-es lombikban 1levé 30 ml SOB tédptalajt és 37 9C-on intenziv

rdzatds kozben A550 = 0.8-1.0-es értékig szaporitottuk.

- A kultira hitése utdn detergensmentes tivegcsovekben

centrifugdltuk a sejteket. (JA 20-as centrifuga, 10 perc, 4000 prm,

4 °c)

- A baktériumokat 10 ml TFB-ben szuszpenddltuk, majd 30 perc 4llés

utan a fenti mddon Gjra centrifugdltuk.

- A feliiliszd leontése utdn a baktériumokat 2.5 ml TFB-ben djra

szuszpendaltuk es 84 ul DMS0-t, majd 5 perc eltelte utan 84/J1 Z2.29

M DTT-t, djabb 5 perc eltelte utdn 84/Jl DMS0-t adtunk hozz4a.

- A kompetens sejteket 200/ul—enként szétosztottuk és hozzdjuk

mértik a 20-50 ng mennyiségl plazmid DNS-t. 30 perces O 9%C-on

trténd inkubdcié utan 42 °C-on 90 mdsodpercig hdsokkoltuk a

baktériumokat;

- 0 9C-ra hatéttik vissza a hdsokkolt transzformalt sejteket, majd

1 ml SOC tdptalaj hozzdaddsa utdn 37 9%-on 1 6rén keresztiil

inkubdltuk a kulturdkat. Inkubdlds utdn 100-200 /Jl transzformdlt

baktériumot szélesztettiink ki a megfeleld antibiotikumot tartalmazo
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YTA lemez feliletére.

Laboratdriumunkban 1gy rutinszerlen 107—108 telep/ug plazmid DNS
transzformdacids gyakorisdgot sikerilt elérnink.

A TFB 0Osszetétele: 10 mM MES-KOH pH 6.3, melyet sterilre szirt

Oldatdkkal 100 mM RbClz, 45 mM MnCl,, 10 mM CaClZ, és 3 mM (NH4)6CoCl

végkoncentrdcidra egészitetiink ki.

2 p

IV.2.8. DNS mintdk radioaktiv végjelolése

A restrikcids hasitds dltal keletkezett 5’-P végeket bakteridlis
alkalikus foszfatdzzal (BAP), vagy borjibél foszfatdzzal (CIP)
defoszforildltuk, majd T4 polinukleotid kindz és magas aktivitdsu
Q8F3ZP)ATP—vel foszforildltuk a Maniatis és mtsai (110) 4ltal leirt
modszer alkalmazdsdval.

Rejtett 3’ végek jeldlésére Klemow-polimerdzt (88) és (o¢22P)ATP-t

haszndltunk. A reakcidt a kdvetkez6 komponensekbdl mértik Gssze:

ONS max. 1 ug
10 x Klenow puffer 3 nl
2 mM dNTP keverék - dATP 3 ul
20 jCi (0<2%P)dATP 2 jul-ben
Klenow-polimeraz lﬁJl
UP-viz 30 pl-ig

20 perc inkubdlds szobahdn

+3 Iul 2 mM dATP
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10 perc inkubdlds szobahén

Fenol-kloroformos extrakcidt kovetden a Jelolt ODNS fragmentumot
Sephadex G-75 oszlopon végzett gélszlreéssel valasztottuk el a be nem
épiilt radiocaktiv nukleotidoktdl.

A restrikcids hasitdhelyeket  tartalmazé  szintetikus linkerek
foszforildldsa a Maniatis és mtsai 41tal kozolt eljdrdssal (110)

tortént.

IV.2.9. DNS szekvencia meghatdrozdsa Maxam-Gilbert mddszerével

A Bal3l nukledzzal képzett atfedd delécidsorozatok vegpontjainak
meghatdrozdsdra a kisérletek sordn a Maxam és Gilbert dltal 1980-ban
kidolgozott kémiai szekvenciaanalizis mdédszerét alkalmaztuk (113). A
szekvendlandé DNS darabokat restrikciés  endonukledzokkal tortend
hasitds és 1izoldlds utdn 5° végeiken T4 polinukleotid kindzzal, 3’
végjelclés esetében pedig Klenow-polimerdz felhaszndldsdaval a fent
leirt mddszerek valamelyikével végjeldltiik. Megfelelben vdlasztott
restrikcids enzim alkalmazdsdval a két végén jelolt fragmentumot ket
aszimmetrikus darabra vagtuk, majd a szekvendlandé (mostmdr csak egyik
végén Jjelolt) DNS szakaszt gélbdl visszanyertik.

Az eredeti  hivatkozdsban  kozolt tcbbféle bazisspecifikus
modositdsok kozlil mi az aldbbi négyet haszndltuk:

Guanin: 4.5 ul egyik végén jeldlt DNS
(max.1l ug)
0.5 ul carrier DNS (O.Slug)
200 pl OMS puffer (50 mM

Na-kakodildt, 1mM EDTA)
1 /J]. DMS
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5 perc 20 OC, majd 50 M1 DMS stop
puffer 0 °C (1.5 M Na-acet4t pH
7.0, 1 M merkaptoetanol, 100 ug/ml
tRNS

Guanin+Adenin: 9 ,ul jeldlt DNS + 1 pl carrier DNS

25 /ul 88%-0s hangyasav
10 perc inkubalds 20 °C-on
200 pl hidrazin stop (0.3 M
Na-acetdt, 0.1 mM EDTA, 25 /ug/ml
tRNS, 0 °C

Citozin: 4.5 /ul jelolt DNS + 0.5 ,ul carrier
DNS
15 pl 5 M NaCl
30 pl hidrazin
10 perc 20 °C-on, majd 200 ul
hidrazin stop, 0 °C

Citozin+Timin: 9 pl jeldlt ONS + 1 ul carrier DNS

10 pl UP-viz

30 ul hidrazin

10 perc 20 OC—on, majd 200 /ul

hidrazin stop, 0 °C

A reagensek maradékdt keétszeres alkoholos kicsapdssal és egy

alkoholos mosdssal tdvolitottuk el. A beszdritott DNS-t 100 ul 1 M-os
piperidin oldatban vettik fel és 90 9%C-on 30 percig inkubdltuk,
mialatt megtdrtént a DNS ldnchasitds az egyes specifikusan mddositott
bdzisokndl. A piperidint hdromszori beszdritds dtjdn tdvolitottuk el a
reakcidcsovekbdl, el6szor a 100 pl-es reakcidelegy, majd ketszer 40 ul

UP-viz elpdrologtatdsdval. A mdsodik 40 Iul viz rdmérése utdn a
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mintdkat Uj Eppendorf csdvekbe vittuk at, mivel 90 OC-on a piperidin a
reakcidedény faldval 1is reakcidba léphet és eltdvolitdsa rendkivil
nehézkes.

A ‘mintdkat - a radioaktivitds értékektdl fiiggbéen - 3 }d/reakcié
(vagy ennek tobbszordsei) felvivd pufferben oldottuk vissza. A puffer
osszetétele 80 v/v% kétszer ioncserélt formamid, 50 mM Tris-bordt pH
8.3, 10 mM EDTA, 0.1 w/v% xiléncianol, és 0.1 w/v% brdmfenolkék volt.

A G és C specifikus reakcicdkbdél maximum 5 x 104 com, a G +AésC +
T reakcidkbdél maximum lO5 cpm radioaktiv fragmentet vittink fel a

szekvencidzd gel egy-egy zsebébe.
IV.2.10. A galaktokindz enzimaktivitds mérése

A termindtor/riportergén  konstrukcidkat  tartalmazé E. coli
C600galK™ sejteket lOO/Jg/ml ampicillin és 1 mM IPTG-t tartalmazé YTB
tdptalajban ero6teljes rdzatdssal A650 = 0.6-es értékig novesztettik. 1
ml mintdt Eppendorf cs6be vittink at és 40 pl lizis puffert valamint
4-5 csepp toluolt adtunk a reakcidkhoz. Erdteljes keverés (20-30 mp
vortex) utdn a csoveket nyitott kupakkal 30 percre 37 OC-0s vizfiirdére
helyeztlik, hogy a toluol elpdrolgdsdt megkonnyitsik. A 30 perc eltelte
utdn a feltdrt baktériumokbél - két pdrhuzamos sorozat alkalmazdsdval
- galaktokindz aktivitdsokat mértink a kovetkez6 mddon:

20 ﬁd feltdrt baktérium + 80 ul reakcidelegy, mely a kﬁvefkezé
komponenseket tartalmazta:

20 pl l-es oldat

50 pl 2-es oldat

4

10 fﬂ.l C-U- galaktdz (4-es oldat)
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A mintakat 15 percig 32 OC-0s vizfiirddn inkubdltuk, majd 50 ul-lket
2.5 cm atmérdjad DE8l-es filterre vittik. Az OsszegylGjtott filtereket 3
X 2 1 desztilldlt vizzel folyamatos rdzatdssal mostuk. A galaktokindz
értékeket nanomol  foszforildlt galaktéz/perc/A650 mértékegységben
fejeztik Ki.

A meéres befejezése utdn két véletlenszerlen valasztott
reakcidcs6bol 25-25 ul mintdt  csOppentettink DEBl-es filterekre.
Ezeket a filtereket nem mostuk desztilldlt vizzel. A filtereket
Whatman szlrdpapirra helyezve infravoros lampa alatt megszaritottuk,
majd szcintilldacids kivettakba helyezve 5-5 ml +toluolos koktélt
mértink rdjuk. A 14C aktivitdsokat Beckman szcintilldcids szamldldban
hdaromszori ismétléssel meértik.

A mérés sordan felhaszndlt oldatok Osszetétele a kdvetkezd volt:

l-es oldat 2-es oldat 3-as oldat
5 mM OTT 8 mM MgCl, 100 mM EDTA
16 mM NaF 200 mM TRIS-HC1 pH 7.9 100 mM DTT
3.2 mM ATP 50 mM TRIS-HC1 pH 8.0
4-es oldat: a *C-U-galaktdz specifikus aktivitdsa 40-60 mCi/mM
6

volt. Az izotépbdl 4.5 x 10 dpmﬁumol higitdst készitettiink és ezt az
oldatot haszndltuk a mérések sordn.

Megjegyezzik, hogy az &talakitott L*C-U-galaktéz aktivitdstdl
fliggéen a feltart sejtek mennyisége csokkenthetdé vagy ndvelhetd a
mérések sordn. (A mérés korilbelil 25% galaktdz/galaktdéz-foszfat
4dtalakitdsig linedris.) A galaktokindz aktivitdsok szdmitdsdra a
kdvetkezd formuldt haszndltuk:

galaktokindz egységek = (mért beiités-vak) x 5200

mosatlan filterek x inkubdcids idd x A650
dtlagos beiitése
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V. A KISERLETEK LEfRASA

V.1l. Termindtorszelekcids plazmidvektorok kialakitdsa

A transzkripcids cisz-reguldtorok széleskorl in vivo
tanulmdnyozdsdnak lehetb6ségét a tobb mint két évtizeddel ezeldtt
kidolgozott génfizids technikdk bevezetése teremtette meg (114 és
hivatkozdsai). A mddszer 1lényege, hogy a vizsgdlni kivént
transzkripcidés szabdlyozéelemet (pl. promdétert, operdtort) genetikai
fuzidval egy konnyen mérhetd és emellett szelektdlhatd dn. riportergén
(rendszerint kvantitative egyszerGen mérhetd enzimek génjei pl.
p—galaktozidéz, galaktokindz, 1luciferdz stb.) kapcsoljdk. Ezekben a
konstrukcidkban a tanulmdnyozni kivdnt transzkripcids reguldtoroktdl
fiigg az ismert géntermék baktériumsejten beliili kifejezGdése. A
génfuzids technikdk mdsodik generdcidjaként Jjelentek meg azok az in
vitro DNS rekombindcidés  technikdkkal kialakitott plazmid, vagy

fdgvektorok, melyek az eredetileg alkalmazott in vivo génfidzids

megkGzelités szdmos  hatranyat  (pl. tobbszoros  fuzid kiilonbozo
szabdlyozdelemekhez,  transzkripciés vagy  transzldcids polaritas
kialakitdsa a riportergénen beldl) kiklszoboltek

(23,24,38,73,77,109,129,150).

V.1.1 A pKL300AH termindtorszelekcids plazmid konstrukcidja

A Jjelenleg haszndlt nagyszdmi fuzidés vektor kozil az rrnB operon
komplex transzkripciés  termindtorrégidjdnak  tanulmdnyozdsdra a
McKenney és mtsai (114, és személyes kozlés) 4&ltal kifejlesztett

pKL300 plazmidot védlasztottuk. A vektor konstrukciéja sordn az
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eredetileg promdter nélkidli pKO-1 plazmid feltoltott EcoRI helyére
Sall 1linkert dltettek, majd egy kovetkezd lépésben az Gj konstrukcio
(pK0-8) egyedi Smal helyére inszertdltdk az M13mp9 bakteriofdag 300
bp-o0os PvuII-Pvull polilinker darabjat.

Az 1igy kialakitott pKL300 termindtorszelekcids vektor egy pBR322
alapi, ColEl replikdcids origdjud, ampicillin rezisztenciamarkert
hordozé plazmid. Az M13mp9 eredetl DNS fragmenten dtvitt vad tipusd
lac prométer-operdtor szakasz biztositja a transzkripcids szigndlok in
vivo analizisében alkalmazott riportergén - esetiinkben a galaktokinaz
- kisérletezd 4ltal kontrolldlhatd  &tirdsat. A prométer és a
riportergén kozott szdmos egyedi restrikcids hasitdhely van, ezek
felhaszndldsdval épithetd be a vizsgdlandd termindtor a prométer és a
riportergén kozé. A termindtorfragment beépitése utan tapasztalhatd
galaktokindz enzimaktivités esés a bevitt szigndl erfsseégével aranyos.
A termindtorok inszercidja megfeleld tdptalajon (galaktdézos McConkey
agaron) egyszerld szinszelekcidval is kovethetd. (A termindtort hordozd
klénok fehér, mig a termindtor nélkiiliek piros szindek.)

Mivel a késGbbiek sordn termindtorkonstrukcidinkat a plazmid lac
prométere és galaktokindz gén kozotti HindIII helyére épitve akartuk
tesztelni, a promdter el6tti mdsik HindIII restrikcids hasitdhelyet el
kellett tdvolitanunk a pKL300-bdl.

Ehhez a plazmidot HindIII enzimmel részlegesen megemésztettik, majd
a keletkezd 5’ tulnydld végeket Klenow-polimerdzzal feltoltottik. A
reakcié wutdn a plazmidokat T4 DNS ligdz segitségével recirkularizaltuk
€s kompetens  C600galK™  baktériumsejteket  transzformaltunk a
ligdtummal. A rekombindnsok koziil azokat a plazmidokat vdlogattuk ki,

melyekben a promdter mogotti HindIII hely ép maradt. Egy esetben a
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rekombindns plazmid szerkezetét a feltoltott  HindIII hely
kornyezetében Maxam-Gilbert  szekvenciaanalizissel ellendriztik. A
késobbiek sordn ezt a konstrukciét - pKL300 AH - haszndltuk
termindtoraink in vivo tesztelésére. A plazmid kialakitdsdnak lépéseit

a 9. dbra szemlélteti.

V.1.2. A pKLO2 termindtorszelekcids vektor konstrukcidja

A pKL300 AH plazmidban a tesztelt termindtorokat mikodoképes
riboszémakcté hely  (Shine-Dalgarno  szekvencia) €s  transzldcids
inicidcids }szignél el6ézi  meg. Emiatt -  kilonosen rovid
termindtorfragmentumok esetében, melyek  transzldcids stop kodonok
hijan gyakran teljesen transzldlddnak - a transzkripcid termindcic
folyamatait a transzldcids hatdsok jelentdsen torzithatjak (70,149). A
zavard transzldcids effektusok  kikliszobolését a  Shine-Dalgarno
szekvencia, €és az AUG transzldcids inicidcids kodon eltdvolitdsdval
oldottuk meg. A pKL300 AH plazmidot a lac promdter mogotti egyedi
HindIII helyen felnyitottuk, rovid ideig Bal3l nukledzzal kezeltik,
majd T4 DNS 1ligdz segitségével visszazdrtuk. A tovdbbiakban a
rekombinansok kozil egy olyan deléciés szdrmazekot szelektaltunk,
melyben (a Maxam-Gilbert szekvenciaanalizis eredménye szerint) a
Shine-Dalgarno szekvencidt  kozvetlenil megelézé C  nukleotid a
polilinker Sall helyéhez flziondlt. Mivel a Bal3l-es delécid a plazmid
egyedi HindIII helyét is eltdvolitotta, ennek pdtldsdrdl gondoskodnunk
kellett. A delécids szdrmazék polilinkerének épen maradt rovid
BamHI-EcoRI szakaszat (kb. 10 bp) a pHC314 plazmid (17) 100 bp-os tdbb
restrikcids hasitdhelyet (kozottik a HindIII-ét is) tartalmazé

BamHI-EcoRI fragmentumdra cseréltik ki. Az igy kialakitott plazmid
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(pKLO1) EcoRI helyét EcoRI emésztést kdvetd Klenow-polimerdzos
feltoltéssel elimindlva alakitottuk ki a pKLO2 konstrukcidt. Ebben a
fuzids vektorban barmely termindtorszigndl mlkodése a  zavard
transzldcids effektusok nélkil tanulmdnyozhaté. A pKL300 H és a pKLO2

plazmidok promdter régidinak osszehasonlitdsa ldthatdé a 10. &bran.

pKL300H:

e 0
CCCCAGGCT|TTACACTTTATGCTTCCGGCCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGA

e — ——— . —— o — — I~

AAACAGCTATGACCATTGATTACGCCaagcttggctgecaggtcgacggatccececgggaatte

pKLO2:
—— 0
CCCCAGGC TTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTTCACACgteg

P e —— — ——

acggatccgggcaacgttgttgecattgectgcaggecggagaactggtaggtatggaagatctectagaagettateg

atgataagctgtcaaacatgagaattc

10. dbra. A pKL300 AH ¢és a pKLO2 vektor promdterrégidinak
Osszehasonlitdsa. A promdterek -35-0s régiéjat téglalap, a -10-es
regiot ald és foléhdzds jelzi, a transzldcids inicidcids szigndlt
alahdzdssal Jeloltiik. Kor mutatja a transzkripcids inicidcids pontot,
hulldmos vonal a riboszomakoté  helyet, szaggatott vonal a lac
operdtort. A polilinker szekvencidjdt kisbetiikkel szedtik.

V.1.3. A pKL300-17 plazmid kialakitdsa

A galaktokindz hdttéraktivitds meghatdrozdsdra a pKL300 vektor 197
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bp-os lac promdter/operdtor szekvencidt kdédold  fragmentumot a
plazmidbdl HindIII emésztéssel kiejtettink. Az emésztést kovetden a
plazmidot T4 DNS 1ligdzzal recirkularizdltuk és kompetens C600galK"™
baktériumsejtekbe transzformaltuk. Galaktdzos McConkey lemezr6l fehér
(prométer nélkili) baktériumtelepeket izoldltunk és belélik plazmidot
prepardltunk. A plazmidok tobb enzimmel elvégzett restrikcids
analiziseével, valamint Maxam-Gilbert szekvenciaanalizissel igazoltuk a
konstrukcick helyesseégét.

A promoter nélkili galaktokindz gént  tartalmazé plazmidra a

tovdbbiakban pKL300-17 néven hivatkozunk.

V.2.1. Az rrnB operon termindtorainak elkiilonitése mds transzkripcids

szigndloktdl

A munka sordn alkalmazott kisérletes megkozelités lényege az volt,
hogy az rrnB operon komplex termindtorreégicjdt, annak ©ndlld elemeit,
és az elemek kiilonbozd kombindcidjdt egy termindtorszelekcids vektor
lac prométere €s a galaktokindz riportergén kozé épitettik, majd az in

vivo termindciés hatékonysdgot a galaktokindz enzim aktivitdsdnak

méresével hatdroztuk meg. Mivel az irodalomban szdmos példa
bizonyitja, hogy a termindtorok efficiencidjdt - a régebbi
elképzelésekkel ellentétben - nagymértékben befolydsoljdk a

transzkripciot indité prométerek tulajdonsdgai, a kisérletek sordn
mindvégig egyetlen promdtert haszndltunk (59,181).

A kisérleti objektumként vdlasztott rrnB termindtorok - csoportunk
kordbbi munkdjdnak eredményekeéppen - kldnozott formdban rendelkezésre
411tak a p20418-23 jeld plazmidvektorban (13,15). A plazmid a

termindtorokon kiviil tartalmazza még az rrnB operon teljes
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prométerrégidjat a transzkripcids startpont elGtti mintegy 1800 bp-os '
ONS szakaszon, a delécids 16S DNS kb. 270 bp-os darabjdt, a teljes 5SS
DNS-1t, €s az ampicillin rezisztencia génjét. A komplex
termindtorrégiot hordozd szakasz 410 bp-al az érett 5S RNS gén mogott

végzidik. A plazmid rrnB eredetl részleteit mutatja a 11. dbra:

532 6955
SaI3A1787 6483 X  Sau3A
P1 P2 1654 A .- ss T T2 lpog
4+—o—o
1518 Hind ITT
1596

11. 4&bra. A p20418-23 plazmid rrnB operon eredetl részlete. A Pl és P2
az operon két prométerét, a Tl és T2 az operon termindtorait jeldli. A
riboszémdlis RNS eredetl szakaszokat sctét téglalapok mutatjdk, mig a
delta Jjel in vitro kialakitott delécidt szimbolizdl. A termindtorok
mogott egy fehérjekddoldsra alkalmas gén  promdtere (PD FII)
lokalizdlhatd. Az d&bra folotti és alatti nyilak az egyes restr1501os
enzimek hasitdhelyeit Jelolik a Brosius szerinti (25) szdmozds
alapjan. Egyeéb magyardzat a szGvegben.

Brosius és mtsai. (25) kimutattdk, hogy az rrnB gént lezdrd komplex
termindtorrégidt kovetden egy fehérje kddoldsdra alkalmas DNS szakasz
(ORF  II) lokalizdlhatd, mely sajdt riboszémakoté hellyel rendelkezik.
A fehérje promdéterének -35-8s régidja az rrnB T2 termindtortsl 30
bp-ra taldlhatd. Az ORF II transzldcids termindcids kodonja d&tfed a
mogotte 1évé birA gén (80) transzldcids inicidcids kodonjédval. Mivel a
birA gén eldtt az intenziv kutatdsok ellenére sem taldltak semmifele

promdterszer( szerkezetet, igen valdszin(, hogy az ORF II és a birA

gén transzkriptuma ugyanarrdl a  funkciondlis ORF II promdterrdl
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induld policisztronos messenger RNS. Az dltalunk alkalmazott kisérleti
elrendezésben az in vivo termindcids hateékonysdgok meghatdrozdsdt a
klilonbozd  termindtorkonstrukcidkkal  egyltt beépitett promdterek
lehetetlenne  tették  volna, ezért  gondoskodnunk  kellett  azok
eltdvolitdsarodl.

Els6é lépeésben a p20418-23 plazmidbél egy 727 bp-o0os Sau3A
fragmentumot izolaltunk. Ez a DNS csupan a 16S eredetld szekvencidkat,
az 5S RNS genjét, az rrnB komplex termindtorrégiéjat, valamint az ORF
II fehérje promdterét  tartalmazta. Ezzel a lépéssel sikeriilt
eltdvolitanunk az rrnB geén sajat promdtereit.

Az ORF 1II prométert egy mdsik restrikcids endonukledz, az X-enzim
segitseégeével szepardltuk a termindtoroktdl. Ez az enzim ot nukleotid
hosszuéégu aszimmetrikus ODONS szakaszt 1ismer fel és a felismerési
szekvencia mogott keét bdzisparral hasitja a DNS 1léancot az aldbbi

médon:

57 -CTCTTCNN/NN-3"
3°-GAGAAGNN/NN-5°

Esetiinkben a 727 bp-os Sau3A fragmentumon csupan egyetlenegy
X-enzim hasitohely lokalizdlhatdé a T2 termindtor mogott 14 bp-ra, a T2
€s az ORF II prométer -35-0s reégidja kozott. Az X-enzimhasitdst
kovetéen a fragmentum végeihez CCGGATCCGG szekvencidjd BamHI, majd
CCAAGCTTGG szekvencidjd HindIII 1linkert kapcsoltunk, és a HindIII
hasitds utdn keletkezett 573 bp-os  fragmentumot a  pKL300 AH
termindtorszelekcids vektor egyedi HindIII helyére épitettik.

Az 1gy kialakitott plazmidok koziil a pKLT1 normdl, a pKLTé reverz

orientdcidban tartalmazza a prométerektol elvdlasztott
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termindtorrégidt. A konstrukcick helyességet restrikcids -
térképezéssel, majd Maxam-Gilbert szekvenciaanalizissel ellenériztik.
A nukleotidsorrend meghatdrozdsa felfedte, hogy a termindtorok mogotti
szakaszon az X-enzimhasitdst kovetéen a prepardtum kismertekd
exonukledz szennyezddése folytdan a fragmentum néhdny nukleotiddal
megrovidilt. Mivel ez a rovidilés a komplex termindtorrégidé egyetlen
elemét sem érintette, a tovdbbi kisérletekben (in vitro delécids
mutagenezis, elemenkénti  szubklénozds) a fenti  konstrukcickat
hasznaltuk fel.

A tobblépéses in vitro manipuldcidval kialakitott komplex
termindtorrégid nukleotidsorrendjét a 12. dbra szemlelteti.

g

1625 1650 1675 1700
TTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAAC

1725 1750 1775 1787
GTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCA. .
6483 6500
. .ATAAAACAGAATTTGCCT

Bst

6525 6550 6575 6600
g%pGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAG
N

6625 6650 6675 6700
GGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAA
BstNI Tl Odel
6725 6750 6775 6800
ATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCC
IR1 HaeIIIHpall IR2 BstNI
6825
ATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTC

T2

12. dbra. A tobblépéses in vitro manipuldcidval kialakitott
termindtorfragmentum nukleotidsorrendje. A szdmozds a Brosius és mtsai
(25) 4l1tal leirtakkal egyezik meg. A szubkldénozdsi kisérletekben
haszndlt restrikcids hasitdhelyeket, a Tl és T2 termindtorok inverted
repeat-jeit, valamint a termindtorok kozotti két kisebb inverted
repeatet (IRl és IR2) aldhizds jeloli.
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V.3.1. Atfedd delécidsorozatok kialakitdsa T1 termindtorban és annak

kornyékén ceélzott in vitro delécids mutagenezissel

A Brosius és mtsai. dltal kozolt (25) szekvenciaadatok alapjan dgy
tint, hogy az rrnB gén transzkripcids termindcids folyamataiban a T1
termindtor Jdtssza a fOszerepet. Ezt az elképzelést a kovetkezd adatok
tdmasztottdk ala:

- A T1 termindtort meghatdrozd tikorszimmetrikus DNS igen  hosszi,
(mintegy 44 bp) hajtlszerd mdsodlagos szerkezet kialakitdsdra képes
RNS-t  kdédol. Az RNS mdsodlagos  szerkezetének — termodinamikai
stabilitdsa (a hajtdn belili kiterjedt és pontos bdzispdrosodds révén)
igen magas.

- Az 1I-es tipusd termindtorokra jellemzd U-sorozat az dtlagosndl
hosszabb, 11 nukleotidnyi szakaszon lokalizdlhatéd.

- A T1 termindtor nagyfokd hasonldsdgot mutatott a munka kezdeti
szakaszdban mar ismert nukleotidsorrendd rrnD operon termindtordval
(45,103).

A fenti adatok figyelembevételével eldszor az rrnB T1 termindtor
struktira-funkcids oOsszefliggéseinek részletes vizsgdlatat dllitottuk
kutatdsaink kozeéppontjdba. A kovetkezd kérdésekre kerestik a vdlaszt:

- Képes-e a T1 termindtor a komplex régid mds elemei nelkidl
komplett termindcidt eldidézni?

- Mi az a minimdlis szekvencia, amely kijeldli a Tl termindtor
funkciondlis hatdrait?

- Hogyan befolydsoljdk az I-es tipusd termindtorokra Jellemz6
struktiurdk (hajtd + U-sorozat) mogotti DNS szakaszok a T1 4ltal
kivdltott transzkripcids terminéciés folyamatot?

A felmeriilt kérdések megvdlaszoldsdra a komplex transzkripcids
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termindtorrégidot hordozd plazmidbdl (pKLT1) in vitro célzott delécids
mutagenezissel 3’ végi delécidsorozatokat alakitottunk ki a T1
termindtorban és annak kornyezetében. A delécidés mutagenezist Bal3l

nukledz felhaszndldsdval hajtottuk végre. Ennek fobb fdzisait a 13.

abra szemlélteti:

Hind 111

EcoRI és ————- Cm——P
E ‘-Bol 3 Bal 31
Bal 31nukledz
kezelés Ap" galk
)

Hind NI linker pKLT 1 delécids
ligdlas \Elfir SagEmazaik galk
ori

13. dbra. A Tl termindtor szdrmazékainak kialakitdsa célzott, in vitro
delécids mutagenezissel. Magyardzat a szGvegben.

A mutagenezis elsd lépésében a pKLT1l plazmidot a polilinker
termindtorok mogotti egyedi EcoRI  helyének felhaszndldsdval
linearizaltuk. A linearizdlt plazmidot ezutdn kilonbGz6 hémérsékleten
(30 il1l. 37 °C) Bal3l nukledz kezelésnek vetettiik ald. A reakcidkbdl
idoékozonként mintdt vettink és ezekben az aliquotokban a Bal3l
mikodését a csovek folyékony nitrogénbe helyezésével, vagy

fenol-kloroformos extrakcidval dllitottuk le.
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Etanolos kicsapds utdn a - Bal3l mikodési mechanizmusdbdl addddan -
mindkét irdnyban megrovidilt plazmidmolekuldt HindIII  linker
(CCAAGCTTGG) kozbeiktatdsdval recirkularizéltuk, majd a ligdtumokkal
kompetens C600galK  baktériumsejteket  transzformdltunk. Az egyedi
baktériumtelepekbdl prepardlt plazmidok kozlil azokat a konstrukcidkat
teszteltik tovabb, melyekben  megrovidiilt, de HindIII enzimmel
kivdghato terminétorfragmentumokat. taldltunk. (Az 1gy kialakitott
plazmidmolekulakban a  fragmentumok  rovidilése a Bal3l nukledz
mikodesét, mig a HindIII emészthetfség a HindIII 1linker beéplilését
indikdlta.)

A rekombinansokat a termindtorfragmentumok hossza alapjan gy
vdlogattuk, hogy a Tl termindtor elemeinek, és a Tl mogotti régidnak
egy reszletes, JO felbontdsd delécids mutdnsparkjat dllitsuk els. A
fenti meggondoldsok alapjan szelektdlt plazmidokat a tovdbbiakban kis
specifitdsd restrikcids enzimekkel — térképeztik, hogy a Bal3l-es
deléciodk végpontjdt minél nagyobb pontossdggal behatdrol juk.

A restrikcids térkeépezeések adatainak figyelembevételével a komplex
termindtorrégid szarmazékaibdl néhany reprezentativ mutdnst
vdlasztottunk ki, melyek végpontjdt Maxam-Gilbert szekvenciaanalizis
felhaszndldsdval nukleotidpontossdggal lokalizdltuk. Mivel a
kisérletek keésGbbi  fdzisdban a mutdnsok in vivo  termindcds
hatékonysdgdnak meghatdrozdsdt tekintettiik f6 feladatunknak, ezeket a
szarmazékokat a pKL300AH vektor egyedi HindIII helyére épitettik &t.
Az 4tkldénozdsi kisérletekre azért volt sziikség, mert a pKLT1 plazmid
Bal3l nukledzos mutagenezise sordn nemcsak a termindtorfragment, de a
linedris molekula mdsik végén elhelyezked6 galaktokindz riportergént
kddolé szekvencidk, vagy a galaktokindz gén el6tti szakaszok is

részben vagy egészben elimindlddhattak. A riportergén sériilése
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lehetetlenné teszi az in vivo mérések kivitelezését, mig a polilinker
€s a galaktokindz kozotti szekvencidk kilonbozd mértékd csonkitdsa
eltérd mRNS mdsodlagos szerkezetek kialakuldsat idézi eld kdzvetlenil
a riportergén transzldcids szigndljait kddolé szakaszon. Ezek mellett
a delécidk reévén a leader szakasz transzldcids polaritdsi viszonyai is
jelentdsen megvdltozhatnak. A két utdébb emlitett efféktus a
konstrukcidk tdgabban értelmezett riportergén szakaszdnak 1lényeges
modositdsdval megakaddlyozza a kvantitativ  mérési adatok redlis
kiértekelését. Mindezek a nemkivdnatos hatdsok egyszer(en
kikliszobolheték a fragmentumok  intakt pKL300 AH  vektorba vald
atépitésével. Az atklonozasi kisérletekkel elddllitott

plazmidkonstrukciok fébb jellegzetességeit a 3. tdbldzat mutatja.

Plazmid Kezdbpont Végpont Fragmenthossz  Orientacid
pKLT4 1598 6686 392 bp normdl
pKLT2 1598 6686 392 bp forditott
pKLT3 1598 6775 481 bp normal
pKLT9 1598 6588 294 bp normdl
pKLT10 1598 6588 294 bp forditott
pKLT12 1598 6741 447 bp normdl
pKLT19 1598 6653 359 bp normdl
pKLT21 1598 6653 359 bp forditott
pKLT23 1598 6712 418 bp normal
pKLT24 1598 6712 418 bp forditott

3. tdbldzat. A tdbldzat a pKLT1 plazmid termindtorfragmentjének 3’
végi Bal3l-es delécids mutagenezisével kialakitott Tl szdrmazékok
legfontosabb sajdtsdgait szemlélteti. A  fragmentumok kezdG és
végpontja a Brosius szerinti szdmozdst kdveti. Egydb magyardzat a
szovegben.
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V.3.2. A T1 termindtor delécids szdrmazékainak kvantitativ in vivo

analizise

A komplex termindtorrégid Tl elemének funkciondlis analizisét az
el6zé fejezetben részletesen targyalt Bal3l nukléézzal kialakitott
konstrukcidk in vivo  termindcids hatékonysdgdnak meghatdrozdsdval
végeztik el. A kilonbozd plazmidkonstrukcidkkal — transzformdlt
C600galK™ baktériumsejtekb6l az '"Anyagok és mddszerek" fejezetben
leirt mddon galaktokindz  enzimaktivitdsokat mértink és ezekbdl
termindcids efficiencidkat szdmoltunk. A mérési eredményeket és a
termindtormutdnsok fontosabb  tulajdonsédgait, valamint termindcids
efficiencia értékeit a 4. tdbldzat, és a 14. dbra mutatja.

Ahogyan azt mar a kordbbi irodalmi adatok is jelezték (5,24), a
teljes komplex termindtorrégidt tartalmazd fragmentum - melybdl az
osszes Tl 3’ végi mutdnst generdltuk - rendkiviil erds termindtor
(pKLT1, 100%).

Ldthaté az 1is, hogy a pKLT4-es mutdnsndl (delécids végpontja a
6686-0s pozicidban), valamint a pKLT23-as kldnban (delécids végpont a
6712-es nukleotidndl) a  termindcid hatékonysdga  gyakorlatilag
ugyanolyan magas, mint az eredeti pKLTl konstrukcié esetében, vagyis a
Tl ©ndlldan is tokéletesen hatékony termindtor.. A két delécids mutans
kozotti 26 bp-os kiilonbség a termindcids hatékonysdg szintjén nem
fejezodik ki.

A fentiekkel ellentétben a pKLT19-es konstrukbié, (ahol a delécid a
6653-as nukleotidndl ér véget) joval alacsonyabb  termindcids
efficiencidt mutatott. Ez azt jelzi, hogy a GC-gazdag hajtlszerkezet
utdni T-sorozat nagy részénak eltdvolitdsa a termindtorfunkcid

drasztikus (bdr nem teljes) csokkenéséhez vezet. A maradék alacsony,
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PLAZMID TERMINATOR ELEMEK TRANSZLALT TERMINATOR galK AKTIVITASOK TERMINACIOS
ES AZOK ORIENTACIGJA ELEMEK (nmol/perc/UDéso) HATEKONYSAGOK (%)

pKLT1 Al16S,55,T1,IR1,IR2,T2(N) - 0 100
pKLTé A165,55,T1,IR1,IR2,T2(R) T2 0,48 99,79
pKLT4 A165,55,T1(N) - 4,35 98,06
pKLT2 A16S,55,T1(R) Tl-ben ledll 1,45 99,36
pKLT19 A165,55,4/5T1(N) - 153,42 31,43
pKLT21 A165,55,4/5T1(R) a fragmentum. fele 2,67 98,81
pKLT9 A165,55(N) - 300,445 ; -34,30
pKLT10 A16S,55(R) a fragmentum 1/6-a 14,68 93,44
pKLT23 A165,55,T1, 1/2IR1(N) - 4,79 97,86
pKLT24 A16S,5S5,T1,1/2IR1S(R) Tl kozepén ledll 0,9 99,60
pKLA1 T1,IR1,IR2(R),T2(N) T1(részben),IR1,IR2 0,036 99,6
PKLA2 T1,IR1,IR2(N),T2(R) T2 5,49 97,9
pKLA3 T1,IR1,IR2(N) T1,IR1,IR2 142,96 36,1
pKLA4 T1,IR1,IR2(R) T1(részben),IR1l,IR2 98,13 43,85
pKLAS T1,IR1(N) T1,IR1 96,05 30,64
pKLA6G T1,IR1(R) Tl (részben) 131,61 34,75
pKLA7 T1(N) Tl 186,96 16,43
pKLAB T1(R) Tl (részben) 219,66 1,82
pKLA9 IR1,IR2,T2(N) IR1,IR2 0,34 99,28
pKLA10 IR1,IR2,T2(R) T2 43,63 83,58
pKLALl IR2,T2(N) IR2 5,83 97,4
pKLA12 IR2,T2(R) T2 112,97 49,51
pKLAL3 T2(N) - 137,01 38,76
pKLAL4 T2(R) T2 87,05 61,09
pKLAL1S IR1,IR2(N) IR1,IR2 169,39 24,29
pKLAl6E IR1,IR2(R) IR1,IR2 199.,24 10,94
pKLAL17 IR1(N) IR1 332,19 -48,49
pKLALSB IR1(R) IR1 246,71 -10,28
pKLAL9 IR2(N) IR2 210,19 6,05
pKLA20 IR2(R) IR2 269,5 -20,46
pKLA21 A165(N) - 219,18 2,03
pKLA22 A165(R) - 38,87 82,63
pKLA23 SS(N) - 146,08 34,71
PKLA24 5S(R) végig 330,84 -47,88
pKL300AH -(csak lac promdter) - 223,71 0
pKL300-17 -(nincs promoter) - 2,605 0

4. tabldzat. A PpKLT és pKLA plazmidcsaldd tagjainak legfontosabb
struktidrdlis sajdtsdgai, transzldciés viszonyai, galaktokinaz
enzimaktivitds értékei, és termindcids efficiencidi. Egyéb magyardzat
a szOvegben.

de merhetd termindtoraktivitds valdszinlleg a csonka Tl megmaradt
GC-gazdag hajtlszerkezetéhez rendelheté. Ezt az elképzelést
nagymértékben aldtdmasztja a pKLT9-es konstrukcid analizise. (delécids
végpontja a 6588-as nukleotidndl) A mutdns - melyb6l a T1 termindtor
esszencidlis elemei kozdl mind a hajtd, mind a T-sorozat hianyzik - a

kontroll pKL300AH plazmidhoz képest inkdbb novelte, mint csokkentette

a galaktokindz aktivitds értékeket. Ez az adat - 0©Osszhangban az
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14. d&dbra. A PpKLT plazmidcsaldd termindcids efficiencidi. A mutdns
plazmidok szama, az egyes termindtorkonstrukcicdk sajdtossdgai a nekik
megfeleld oszlopdiagramok alatt 1ldthatdk. Mindegyik oszlop két vagy
tobb pdrhuzamos galaktokindz aktivitdsmérés eredményét szemlelteti. A
mérés menetét az "Anyagok és mddszerek" fejezet 1IV.2.10. pontja
tartalmazza. A negativ termindciés hatékonysdgok a termindtor neélkili
kontrollplazmidndl (pKL300AH) magasabb galaktokindz enzimaktivitdsokat
jeldlnek. A normdl  jelzésG  konstrukcidkban az  rrnB operonnal
megegyez6, a reverz Jelzésl konstrukcidkban azzal ellentétes az egyes
termindtormutdnsok orientdcidja.

irodalomban eddig kozolt hasonld vizsgdlatokkal (1,54) - a termindtor
hajtlG szerepére hivja fel a figyelmet. A pKLT9 konstrukcié esetében

tapasztalhatd megemelkedett galaktokindz aktivitds okdt egyeldre nem

ismerjuk.
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V.3.3. rrnB T1 - kétirdnyd termindtor?

Mivel az I-es tipusd termindtorok némelyike nemcsak a
hajtlszerkezet, de az azt kovetd T-sorozat szempontjdbdl is csaknem
tokeéletes szimmetridt mutat, sok kutatdban felmeridlt a kérdés, vajon
képesek-e ezek a termindtorok mindkét orientdcidéban hatékonyan mikodni
(25,53,58,86,130,131,161,192). Bé&r a probléma felvetése 6ta koriilbeliil
egy é€vtized telt el, meglehetdsen kevés kisérletes adat gyllt Ossze a
kérdés adekvdt megvdlaszoldsdra. Csupdn egyetlen esetben sikerilt
egyértelmien igazolni (140) mind in vitro, mind in vivo kisérletekben
egy faktor independens termindtor keétiranyd mikodéset.

Mivel az rrnB Tl termindtor a fentiekhez hasonld szimmetridt mutat
a O0C-gazdag hajtGt kovet6 T-sorozatot illetden, kivdncsiak voltunk,
vajon efficiens termindtornak bizonyul-e forditott orientdcidban is,
€és ha igen, melyek a reverz irdnyud termindcid struktirdlis hatdrai. A
kerdések megvdlaszoldsdra a Bal3l nukledzzal keépzett T1 delécids
mutdnsokat forditott orientdcidba beépitve pKL300 AH vektorunkba
teszteltik az egyes konstrukciok in vivo termindcids aktivitdsat.

Meglepetésinkre mindegyik T1 mutdns rendkivil magas, 90% folotti
termindcids hatékonysdgot mutatott (4 tdbldzat, 14. dbra). Mivel ez az
er6s termindtorokra jellemz6 hatékonysdg azokndl a konstrukcidkndl is
megmaradt, melyekb6l az I-es  tipusid termindtorokra  jellemzd
strukturalis sajdtsdgok teljesen hidnyoznak (pl. pKLT10),
feltételezéseink szerint a reverz irdnyd termindcids keépesseég a Tl
termindtor eldtti 16S eredetd, vagy az 55 RNS-t kddold szekvencidhoz
rendelhetd. (Logikailag nem zdrhatd ki az a vdltozat sem, hogy mindkét
stabil RNS-t kddold szekvencia hatékony reverz irdnyd termindtorokat

tartalmaz.)
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AZMID TERMINATOR ELEMEK TRANSZLALT TERMINATOR galK AKTIVITASOK  TERMINACIOS
ES AZOK ORIENTACIGJA ELEMEK (nmol/perc/00;s ) HATEKONYSAGOK (%)
La1 T1,IR1,IR2(R),T2(N) - 1,15 98,61
LQ2 T1,IR1,IR2(N),T2(R) - 1.7 98,03
LQ3 T1,IR1,IR2(N) - 131,93 4,28
LQ4 T1,IR1,IR2(R) - 131,59 4,53
LQS T1,IR1(N) - 9,77 91,71
LQé T1,IR1(R) - 119,15 13,55
{Lq7 T1(N) - 28,41 87
(LQ8 T1(R) - 123,45 10,43
(LQ9 IR1,IR2,T2(N) - 2,31 98,53
{LQ10 IR1,IR2,T2(R) - 5,3 95,46
<LQLl IR2,T2(N) - 3,345 97,58
<LQ12 IR2,T2(R) - 11,225 91,86
<LQ13 T2(N) - 0,205 99,86
KLQl4 T2(R) - 46,89 65,98
KLQLS IR1,IR2(N) - 92,06 33,21
KLQlé IR1,IR2(R) 51,40 62,71
KLQ17 IR1(N) - 116,72 15,31
KLQ18 IR1(R) - 63,29 54,08
KLQL9 IR2(N) - 95,67 30,59
KLQ20 IR2(R) - 25,45 81,54
KLQ21 A165(N) - 100,41 27,15
KLQ22 A165(R) - 2,38 98,28
KLQ23 5S(N) - 68,35 50,41
KLQ24 55(R) - 17,94 86,99
KLO2 -(lac prométer-ATG) - 137,82 0
tabldzat. A pKLQ plazmidcsaldd tagjainak legfontosabb struktirdlis
sajdtsdgai, transzlacidés viszonyai, galaktokindz enzimaktivitds

eértekei, és termindcids efficiencidi. Egyéb magyardzat a szovegben.

A kérdés eldontésére a 16S és 55 DNS szekvencidkat BstNI enzimmel
egymastdl elvdlasztottuk, majd Klenow-polimerdzzal feltdltve a ragadds

végeket azokhoz HindIII 1linkereket kapcsoltunk (CAAGCTTG). HindIII

emésztés utdan a fragmentumokat forditott orientdcidban kldnoztuk a

pKL300 AH és pKLO2 plazmidvektorok egyedi HindIII helyére. L&thats (5.

tdbldzat, 15. dbra), hogy a jérészt 16S eredet( szubfragment (pKLQ22),

valamint a csupdn 5S DNS szekvencidkat hordozé szubfragment (pKLQ24)
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nemtranszldlt 4llapotban képes a transzkripcid hatékony, reverz irdnyud
termindcidjdra. Mivel a nukleotidsorrend alapos analizise sem deritett
fel egyetlen I-es tipusd termindtorokra jellemzé motivumot sem az
adott régidban, valdészind, hogy  faktor dependens termindtorok

jatszanak kozponti szerepet a reverz irdnyd termindciés folyamatokban.

V.4.1. Az rrnB gén komplex termindtorrégidjdnak elemenkénti

szubkldénozdsa

A kisérletes munka kovetkezd szakaszdban az rrnB gén komplex
termindtorrégidjdnak elemenkénti izoldldsdt, és szubkldnozdsat thztik
ki célul. A Brosius ¢€és mtsai. (25) 4ltal meghatdrozott
nukleotidsorrendbdl torténd mdsodlagos RNS szerkezet predikcid — negy
sajdtsdgos RNS struktira jelenlétét mutatta a gén 3° régidjdban (8.
dbra). Az 55 RNS génjét kovetd Tl, és a tole mintegy 130 nukleotid
tdvolsdgra elhelyezkedd T2 faktor independens termindtorok kozott ket
Gin. forditott ismétlddés (inverted repeat) szerkezet helyezkedik el
(IR1, IR2).

A komplex régié elemenkénti in vivo analizisét a pKLT1
termindtorfragmentumbdl kialakitott T1 delécids mutdnsok kis
specifitdsd enzimekkel torténd tovébbhasitdsdval, és a keletkezd
termindtorelemek szubkldnozdsdval készitettik eld. Mivel eldzetes
kisérletekb6l kiderilt, hogy mind a 16S, mind az 55 RNS-t kd&dold
szakasz forditott orientdcidban rendkiviil hatékony - valdszinilleg
Rho-dependens - termindtorokat hordoz, a komplex Tl, IR1, IR2, T2
elemeket tartalmazé rrnB gén 3’ végi régid analiziséhez ezeket a

termindtorokat el kellett tdvolitanunk.
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A teljes, de struktirgénektél "megtisztitott" termindtorrégidot a
pKLT1 framentum részleges BstNI  enzimmel  torténd emésztésével
alakitottuk ki. Az enzim kozvetlenil a Tl termindtor eldtt hasit,
eltdvolitva a termindcids hatékonysdgmérés sordn zavard 16S , és 5SS
eredetld reverz irdnyd terminatorokat. Bar egy BstNI hely lokalizdhatd
a mdsodik 1inverted repeat, €s a T2 termindtor kozott is, részleges
BstNI emésztés utdn a teljes termindtorrégid ondlld kldénozdsa elvileg
minden kiilondsebb nehézseég nélkil megoldhatd.

Igy a pKLTl plazmid termindtorfragmentumdt BstNI  enzimmel
részlegesen emésztettiik, majd a keletkezett szubfragmentumok 5°
tulnyldld végeit Klenow-polimerdz Segitségévei tompa végekre toltottik
fel. A tompa végekhez T4 DNS 1ligdz segitségével HindIII linkereket
(CAAGCTTG) kapcsoltunk, majd HindIII emésztést kovetéen pKL300 AH
vektorba inszertdltuk az in vitro manipulédcidval kialakitott
fragmentpopuldciét. A 1ligdtummal kompetens C600galK  baktériumokat
transzformdltunk és egyedi  baktériumkoldnidkbdl olyan plazmidokat
szelektdltunk, melyek a megfeleld méretl termindtorfragmentumot
hordoztdk (pKLAl és pKLA2 plazmidok, 228 bp-os inszertekkel).

Az inszertek szekvencidjat Maxam-Gilbert mddszerrel ellendriztik. A
szekvenciaanalizis kimutatta, hogy bdr a plazmidok a megfelel6é meretd
termindtorrégiét tartalmazzédk, a szubfragmentek organizdcidja eltér az
rrnB gén eredeti 3’ végi szevezddésetol.

A klonokban a Brosius szerinti 6498-6776 pozicidk dltal kijelolt
BstNI fragmentum megfordult és 1igy kapcsolddott hozza a helyes
orientdcidji T2 termindtorhoz (6776-6837). A termindtor szubfragmentek
sorrendje tehdt IR2(ford.), IR1(ford.), Tl1(ford.), T2(norm.) volt a
pKLAL plazmidban, mig a pKLAZ  plazmidban T2(ford.), Tl(norm.),

IR1(norm.), IR2(norm.) sorrendet hatdroztunk meg. A rekombindnsok
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ellendrzése sordn nem taldltunk olyan konstrukcidt, mely megdrizte
volna a komplex termindtorrégid eredeti  szervezddését. Ezek az
eredmények Osszhangban dllnak Albrechsten és mtsai. (5) adataival,
akik szinten sikertelenidl  prdbdlkoztak az eredeti sorrendd és
hosszusagd komplex termindtorrégid kldnozdsdval. A jelenség oka
egyeldre nem tisztdzott.

Az egyes termindtorelemek ©ndlld klénozdsa, valamint a kiilonbozé
terminatorelem kombindcidk kialakitdsa sordn a tovdbbiakban 1is a
fejezet elején vazolt mdédszert kovettik. A konkrét konstrukcickban
felhaszndlt kis specifitdsi restrikcds enzimeket, pKLT1l eredetd 3’
végl delécids mutdnsokat, valamint a felhaszndldsuk révén kialakitott
terminatorfragmentumok legfontosabb sajdtsdgait a 6. tdbldzat mutatja

be.

V.4.2. A komplex rrnB termindtorrégid ondllé elemeinek, és az

elemek kilonboz6 kombindcidinak in vivo analizise

A delécids Bal3l mutagenezis és az azt kdvetd kis specifitdsu
enzimekkel valad szubkldnozas eredmenyekent elddllitott
termindtorelemek in vivo hatékonysdgdt galaktokindz enzimaktivitds
meresekkel hataroztuk meg.

A fragmentumokat a pKL300 AH  termindtorszelekcids vektor lac
prométer €s galaktokindz riportergén kozotti egyedi HindIII helyére
epitve mindkét lehetséges orientdcidban teszteltiik. Hasonldan jartunk
el az elemek kilonboz6 kombindcidjdt tartalmazd termindtormutdnsok
esetében is. Ezek a mutdnsok, valamint a pKL300AH-ba beépitett 16S
eredeti és 55 RNS-t kddold szekvencidk alkotjdk egylittesen a pKLA

plazmidcsalddot.
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Plazmid Startpont Végpont Fragmenthossz Orientdcid
pKLAlx,pKLQlx 6610 (BstNI) 6838 (pKLT1) 228 bp normdal
PKLA2x%,pKLQ2x 6610 (BstNI) 6838 (pKLT1) 228 bp Ceverz
pKLA3, pKLQ3 6610 (BstNI) 6777 (pKLT3) 167 bp normal
PKLA4, pKLQ4 6610 (BstNI) 6777 (pKLT3) 167 bp reverz
pKLAS, pKLQS 6610 (BstNI) 6741 (pKLT12) 131 bp normal
pKLA6, pKLQ6 6610 (BstNI) 6741 (pKLT12) 131 bp Ceverz
pKLA7, pKLQ7 6610 (BstNI) 6686 (pKLT4) 76 bp normal
pKLA8, pKLQ8 6610 (BstNI) 6686 (pKLT4) 76 bp Ceverz
pKLA9, pKLQ9% 6689 (Ddel) 6838 (pKLTL) 149 bp normal
pKLA10, pKLQ1O 6689 (DdeI) 6838 (pKLT1) 149 bp Teverz
pKLA1l, pKLQll 6742 (HpalI) 6838 (pKLT1) 96 bp normdl
pKLA12, pKLQl2 6742 (HpaIIl) 6838 (pKLT1) 96 bp reverz
pKLA13, pKLQ13 6778 (BstNI) 6838 (pKLT1) 60 bp normal
pKLA14, pKLQl4 6778 (BstNI) 6838 (pKLT1) 60 bp reverz
pKLA1S, PKLQ1S5 6689 (BSTNI) 6777 (pKLT3) 88 bp normal
DKLAL6, pKLQL6 6689 (BSTNI) 6777 (pKLT3) 88 bp reverz
pKLA17, pKLQ17 6689 (Ddel) 6741 (pKLT12) 52 bp normdl
pKLA18, pKLQ18 6689 (Ddel) 6741 (pKLT12) 52 bp Ceverz
pKLA19, pKLQl9 6739 (HaeIll) 6777 (pKLT3) 38 bp normal
pKLA20, pKLQ20 6739 (HaeIIIl) 6777 (pKLT3) 38 bp reverz
PKLA21, pKLQ21 1598 (pKLTL) 6500 (BstNI) 207 bp normal
pKLA22, pKLQ22 1598 (pKLT1) 6500 (BstNI) 207 bp reverz
pKLA23, pKLQ23 6500 (BstNI) 6610 (BstNI) 110 bp normdl
pKLA24, pKLQ24 6500 (BstNI) 6610 (BstNI) 110 bp Teverz

A 6. tdbldzat a pKLA plazmidcsaldd (pKL300 AH-ba épitett
termindtorok), és a pKLQ plazmidcsaldad (pKLO2-be  beépitett
termindtorok) tagjainak legfontosabb sajdtsdgait mutatja be.

¥ A pKLAl és a pKLQl plazmidokban a forditott orientdcidban 1évo
6610-6678-as pozicidk kozotti BstNI fragmentumot a 6778-6838-as
pozicidk kozotti normdl orientdcidju BstNI fragmentum kovette. Igy a
funkciondlis termindtorelemek sorrendje IR2(rev.) - IRl(rev.) -
Ti(rev.) - T2(norm.) volt. Egyéb magyardzat a szovegben.

Mivel az egyedi konstrukcidk termindcids efficiencia eértekeil
eléggé hosszadalmas ¢€s korilményes leirdssal adhatdk csupan meg,
ehelyett a konnyebben d4ttekinthetd, egyidejlleg tobb informdciot
kozld (pl. orientdcid, fragmentméret, termindcids elemek szdma stb.)
tdbldzatos, (5. tédbldzat.) és grafikus (15. dbra.) megjelenitést
alkalmazzuk. A termindtor szubfragmentek in vivo hatekonysdganak

analizisére "Az eredmények megbeszélése" cimi fejezetben meg

visszatérink.
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V.5.1. A transzldcid hatdsa a termindtoraktivitdsra

A pKLA plazmidcsalddban az egyes termindtorkonstrukcidkat a
pKL300 AH vektor polilinkerébe, kozvetlendl egy ép €s funkcidképes
riboszémakoté hely és AUG transzldcids inicidcids szigndl mogé
épitettik be. Igy a termindtorok (szekvencidjuktdl fiiggden) részben,
vagy egészben transzldlddnak. Ez a szitudcié 1lényegesen eltér
azoktol a  korulményektol, amelyekben a  bakteridlis, vagy
féagtermindtorok természetes viszonyok kozott mikodnek. Hayward és
Wright (70) munkdjdbdl ismeretes, hogy szdmos I-es tipusu termindtor
mikodése tokéletesen felfliggeszthetd, amennyiben a termindtort
kédold RNS rész transzldlédik. (dn. "readthrough" transzldcid) Mivel
ezt a zavard effektust az egyes termindtormutdnsok in vivo
tesztelésekor mindenképpen ki  akartuk  szlrni, elkészitettik a
transzldcids szigndlok nélkili  pKLO2  vektort. Ebbe a
termindtorszelekcids plazmidba épitettik 4t az ©Osszes 0nalls
termindtorelemet, az ezek kombindcidjdbdél  készilt mutdnsokat,
valamint a 165 eredetl, és 55 RNS-t kddold fragmentumokat. Az 1igy
késziilt plazmidok egyiittese alkotja a pKLQ plazmidcsalddot. A
plazmidcsaldd egyes elemeinek  galaktokindz  aktivitds eérteékeit,
termindcids hatékonysdgdt mutatja be az 5. tdbldzat, és a 15. dbra.

A pKLA és pKLQ plazmidcsaldd ugyanazon elemeinek termindcids
efficiencia értékeit Osszevetve kovetkeztetéseket vonhatunk le arra
vonatkozéan, hogyan hat a termindtor RNS  transzldcidja a

termindtoraktivitdsra.
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VI. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

Ebben a fejezetben az rrnB gén termindtorainak analizise sordn

elvégzett kisérletek eredmenyeibdl szdarmazod legfontosabb
kovetkeztetéseket vesszik sorra. A diszkusszidban a prokaricdta
transzkripcids termindcids irodalom jelenlegi eredményeire

tdmaszkodunk és amennyiben lehetséges, adatainkat dsszevetjik mds

szerzOok hasonld Jjellegl munkdival is.

VI.1l. Reverz irdnyd mikoddképes termindtorok azonositdsa az rrnB

operon strukturgenjein belil

A kisérleteink sordn alkalmazott DNS fragmentum az rrnB operon
komplex termindtorrégicéjan kivil  tartalmazott még egy 190 bp
hosszusdgu darabot a 165 RNS-t kodold szekvenciabdl, valamint a teljes
5S RNS gént meghatdrozd mintegy 130 bp-os DONS szakaszt. Az in vivo
termindcids hatékonysdgok méreésere haszndlt galaktokindz
aktivitdsértékek analizisébdl nyilvdnvald, hogy bar ezek a szegmensek
normdl orientdcidban nem fejtenek ki kiilondsebb termindcids hatast
(pKLQ21, pKLQ23, 15. 4dbra, 5. tdbldzat), forditott orientdcidban
vizsgdlva igen erfs termindtorok (pKLQ22, pKLQ24, ldsd mint fenn).
Mivel sem a 16S eredetld, sem az 5S RNS-t kdédold szakaszon nem tudtunk
egyetlen I-es tipusdi, faktor fiiggetlen termindtorokra Jjellemz6
szekvenciarészletet kimutatni, nagyon valdszinG, hogy a termindcids
hatdsért a fragmentumon beliili Rho-dependens termindtorok feleldsek.
Kordbbi kisérletekben Li és mtsai. (102) is taldltak hasonld karakterd
termindtorokat az rrnB gén 16S RNS-t  kdédolé  DNS-ének P1P2

promdterekhez kozelebb es6 szakaszdan. Az dltaluk lokalizdlt termindtor
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a 165 DNS 1598-2166 nukleotidok kozotti HindIII fragmentumdra esik és
forditott orientdcidban er6teljes poldris hatdst fejt ki kiilonbozoé
prométerek (pl. lac, ara) mogé beépitve. A fragmentum termindcids
hatdsa gggf baktériumsejteken  beliil  megszlnik, igy azt minden
bizonnyal Rho-dependens strukturdk idézik elé. Kisérleteinkben a 16S
eredetd  Rho-dependens  termindtor pozicidjdt  joval precizebben
hatdroltuk be. Az dltalunk elvégzett szubkldnozdsi kisérletek és in
vivo termindcids hatékonysdgmérések eredmenyeibdl nyilvanvald, hogy a
16S eredetid reverz irdnyd termindcidért a 1598 és 1787 nukleotidok
kozotti DNS szakasz a felelds.

Tovébbi forditott irdnyd - minden valdszinlség szerint szintén
Rho-dependens termindtort - sikerilt lokalizdlnunk az 5S RNS-t kddold
szakaszon belil a 6499 és 6609 bp-ok kozotti BstNI fragmentumon. S1
térképezéssel a 110 bp hosszisdgid DNS-en belil két funkciondlis
termindtort mutattunk ki. Egyiknél kozvetlenidl egy GC-gazdag hajtd
mogotti néhdny nukleotidon (6565-6569), mdsikndl egy hosszabb nyél és
hurokszerkezet hurkdn belidl (6540-6545) termindlddik az RNS 1ldanc
szintézise (Orosz A., nempublikdlt kisérletek). Felmeril a kérdés,
van-e valamilyen funkciondlis Jelentdsége az erdteljes mdsodlagos
struktirdkkal rendelkezd stabil RNS-eken beliili - eléggé gyakori -
Rho-dependens termindtoroknak. Els6é pillanatban dgy tdnik, aligha.
Ezek a gének normdl orientdcidban rendkiviil nagy gyakorisdggal irddnak
at (13,15) és a szomszédos genetikai egységekb6l induld esetleges
forditott irdnyd transzkripciét erds, valdszinlleg mindkét
orientdcidban tobbé-kevésbé hatékony faktor independens  CRNS
termindtorok 4l1itjdk le a stabil RNS gének hatdran.

Nem 1lehet azonban egyértelmlen kizdrni azt a lehetdséget sem, hogy
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a baktériumok evolidcidja sordn a stabil RNS gének egyike, vagy mdsika
- +transzpozicidés vagy rekombindcidés események eredményeképpen -
forditott orientdcidéban egy mdsik transzkripcids egyseégbe keriilhetett
at. Az 1ilyenfajta evolicids probdalkozasbdl keletkez6 riboszémdlis
antiszensz RNS viszont  komoly problémdkat okozhatna a finoman
szabdlyzott stabil RNS szintézis reguldcicdban. Lehetséges, hogy a 16S,
235, 1illetve 55 RNS gének evolidcidja dgy alakult, hogy még rdvid
részegységeik sem vdlhattak reverz orientacidban 4j, a természetes
szelekcidban kiprébdlandd génkonstrukcick egy-egy moduljava a fent
emlitett - a sejt szdmdra 1létfontossdgld - szabdlyozdsi mechanizmusok
megbontdsa miatt. A Rho-dependens  termindtorok reverz  iranyud
"beépitése" a stabil RNS génekbe egy elvi lehetfsége az anti-rRNS
képzodés kivédésére. A hipotézis  igazoldsdban  tobb stabil RNS
génszakasz termindcidés sajdtsdgainak vizsgdlata hozhatja meg a

vdlaszt.

VI.2. Az komplex rrnB termindtorrégid ©ndlld elemeinek termindcids

hatékonysaga

A  komplex termindtorrégid modul jainak ©ondlld in vivo termindcids
hatékonysdgdt a '"természetes" transzkripcids viszonyokat imitdls -
normdl orientdcid, nemtranszl4lt termindtorelemek (5. tdbldzat, 15.
dbra) - koriulmények kozott meghatdrozva az ismert irodalmi adatoktcl
kissé eltérd kovetkeztetéseket vonhatunk le. A mérések szerint T2
termindtor ©ndlldan is 100%-os efficiencidjd  (pKLQl4), mig a
kiterjedtebb, magasabb  termodinamikai  stabilitdsd T1 terminator
hatékonysdga némileg kisebb (pKLQ7, 87%). Szemikvantitativ irodalmi

adatokbdl mindeddig dgy tudtuk (24) hogy a régié f6 termindtora a TI,
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s bar T2 szintén funkcidképes ¢és meglehetdsen er6s termindtor,
hatékonysdga nem éri el a Tl-ét. Bar Brosius az in vivo termindcids
hatékonysdgok meghatdrozdsdra a mienkt6l eltérd plazmidvektort
alkalmazott, ez azonban nem magyarazhatja a mérési adatok
klilonbozoségét. Sokkal valdszinlbb, hogy a termindcids hatékonysdg
értéekek eltérései a vektorokba beépitett termindtor szubfragmentekben
keresendék. A fragmentumok kezdé és  végpontjainak analizisébdl
kidertilt, hogy ez a Tl esetében mindkét kisérleti rendszerben
megegyezik, T2-nél viszont jelentds kiilonbségek mutathatdk ki. A T2
termindtor szubfragmentum kialakitdsa sordn a terminator kozvetlen
kozelében elhelyezked6 bizonyitottan mikodbkeépes PDRFII prométert egy
restrikcids hasitdssal (az un. X-enzimmel) eltdvolitottuk, s csak
azutdn Ultettik be termindtorszelekcids vektorunkba. Brosiusndl a T2
termindtort tartalmazd restrikcids fragmentum a PORFII moge nydlik,
err61 a prométerr6l a  tesztelé plazmidvektorban transzkripcic
indulhat. A PORFII prométerr6l  4tirddd riportergén megemelkedett
aktivitdsa viszont a tesztelt termindtorfragmentum kisebb
hatékonysdgaként is interpretdlhato.

A termindtorok kozotti forditott  ismétldodések (IRl és IR2)
ondlldan, és egyiittesen is csupdn enyhe termindcids efficienciat
mutatnak (pKLQ15, pKLQLl7, pKLQLlY9, 15-33%).

Az IRl és IR2 - egy konstrukcid kivételével - sem Tl mogé beépitve,
sem T2 elé inszertdlva nem vdltoztatja meg kiilcndsebben a termindtorok
erosségét (pKLQS, pKLQ9, pKLQll). A pKLQ3 plazmid esetében
tapasztalhatd nagyfoki aktivitdsesés viszont némileg meglepd (4.28%).
A jelenség oka ma még nem tisztdzott, magyardzatdra logikailag négy

lehetdség tételezhetd fel:
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1. A T1 mogé beépitett két inverted repeat struktira gy vdaltoztatja
meg a keépzddd RNS ldnc mdsodlagos, vagy harmadlagos (térbeli)
szerkezetét, hogy az a tovabbiakban nem képes termindtorfunkcidt
betolteni.

2. A Tl termindtorban bekdvetkezett mutdcid okozza (pl. rdvid delécid,
vagy AT/GC baziscserék a termindtor hajtdben).

3. A vektor vad tipusu lac promdterének mutdcidja sordn egy erdsebb
prométer képzodott, mely a termindtorokat hatékonyabban irja &t.

4. Mutdcid kovetkezett be a transzkripcids inicidcids pont kornyékén
(+1 és +30 nukleotidok kozott), mely udn. faktor independens
antitermindcidés mechanizmus kialakitdsdval (59,181) biztositja az
egyebkent efficiens termindtorszerkezet dtirdsat. Az
aktivitdscsokkenés tényleges okdt a konstrukcid tovdbbi analizise (pl.
szekvenciameghatdrozds a promdter, s termindtorrégié kornyékén)

térhatja majd fel.

VI.3. Szimmetrikusak-e a termindtorok?

Az in vivo termindcids hatékonysdgok mérése egyertelmien igazolta,
hogy a komplex termindtorrégié ©ndlld elemei nem szimmetrikusak (5.
tdbldzat, 15. 4&bra). Forditott orientdcidban a T2 termindtor
hatékonysdga 100%-rdl 66%-ra esik le (pKLQl4), mig a Tl efficiencidja
87%-r61 11%-ra csokken (pKLQB). A két termindtor normdl és forditott
orientdcidban kialakuldé RNS mdsodlagos szerkezetének Osszehasonlitdsat
a 16. dbran mutatjuk be.

Az in vivo termindcids efficiencia értékek és az RNS masodlagos

szerkezetek ismeretében igen valdszin(, hogy a T2 termindtor esetében
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Normal T1 Reverz T
AA uu
G A u c
c-G -G
u-A U-A
G-C G-C
A-U A-U
C-G6 C- G
u-G6 (o A mismatch
C-G C-6~
G-C G-C
-G-C__ _.6G-C __
A-U A-U
A-U A-U
A-U A-U
G-C G- C
G-C Cc-G
AZSSRNS A-0 ALU Az 5SRNS
-U -u 2z
végportp  A-U A-U Vvégpontja
A-U A-U
u-A u-A
[TJCAAA UCUGUUUGU ACAACAGA UUUGAJUGCCUGG
A
c
G
G
A
c
¢
Normal T2 Reverz T2
A ucC
b Mg G A
c-6 c-6
C-G CcC-G
i
A-U -
Cc-G c-6
C-G C-G
G-C G-C
G-C___ --G=-C____
TTTACU AZU
A-U A U
G-U A C mismatch
A-U A- U~
UCAAAUUAAGC  “UUGCGUUU AAACGCAA “GCUUAAUUUGA
A
Cc
G
G
A
c
¢

l6. dbra. A normdl és reverz orientdciéji T1 és T2 termindtorok
masodlagos szerkezete. A ha]jtlk szaggatott vonal alatti része a
termindtorok AT-gazdag, az e folotti szekvencia a hajtlk GC-gazdag
reszeét mutatja. A reverz orientdcidéju Tl GC-gazdag hajtGjének kozepén
egy bdzispdrosoddsra alkalmatlan C:A nukleotidpdr helyezkedik el.
Egyeéb magyardzat a szdvegben.

tapasztalhatd kisebb  mértéklG aktivitdsesésert az RNS hajtd
nemszimmetrikus elemei a felelGsek. A kialakuld T2 hajtl szdrdn belil
a bdzisparosodds mindkét orientdcidban tokéletes, de teljesen eltérd a

hajtld két szdra kozotti hurok bdzissorrendje. Ugyancsak mds az RNS
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ldnc nukleotidsorrendje a stem and loop struktira elétt és mogott.
Ezek a kiulonbségek boségesen indokoljdk, miért ismeri fel kisebb
hatékonysdggal a termindcidés szigndlt a  transzkripciét  végzo
RNS-polimeraz.

A T1 termindtor esetében bekdvetkezd drasztikus aktivitdsesésnek a
fentieken .tdl mds okai is vannak. Tl két mdsodlagos szerkezetébdl
vildgosan latszik, hogy normdl orientdciéban a nyélben a
bdzispdrosodds tokéletes, addig forditott orientdcidban a hajtd
GC-gazdag részeének kozepe tdjdn egy pdrosoddsra alkalmatlan C és A
nukleotid 411 egymdssal szemben. Ez az egyetlen pdrosoddsi hiba a
mdsodlagos struktira  termodinamikai  stabilitdsanak olymértekad
csokkenéséhez vezethet, hogy az termindtorfunkciéjdt mdr nem képes
betGlteni. Hasonldé Jjelenség egyébként éppen csoportunkban végzett
kutatdsok eredményeként vdlt ismertté az irodalomban (17).

Erdekes megjegyezni, hogy a termindtorok kozotti inverted repeatek
(IR1 és IR2) megforditdsa Jjelentdsen megndveli mindkét elem

termindcids hatékonysdgdt (pKLQ18, pKLQ20).
VI.4. A transzldcid hatdsa a termindciodra

Kisérleteink megerdsitik Hayward és Wright, valamint Roland és
mtsai (70,149) eredményeit, mely szerint a termindtorelemek
transzldcidéja erételjesen csokkenti a termindcié in vivo hatékonysagat
(4. és 5. tdbldzat, valamint 15. 4dbra). Régebbi irodalmi adatok
alapjadn sokdig az az elképzelés élt a kodztudatban, hogy a transzlacio
csupdn Rho-dependens termindtorok mikodését képes felfiiggeszteni. A
fenti szerzék bizonyitottdk, hogy ez faktor filiggetlen terminatorok

eseteben is igaz.
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Kisérleteink egyértelmien igazoltdk, hogy a T2 transzldlt
vdltozatdnak (pKLA13) termindcids hatékonysdga jelentfsen csokkent a
nem transzldlt T2-hoz (pKLQ1l3) képest (100%-rdl 39%-ra). Tl esetében
ugyanezek a mutatdk még Jelentdsebb aktivitdsesést demonstrdltak
(87%-rél 1l%-ra).

A Jjelenség magyardzata, - melyet mdr a kordbban emlitett szerzok is
felvetettek - hogy a transzldacid sordn a képz6dé RNS lancon az
RNS-polimerdz kozelében 1évé riboszomdk  sztérikus okok  miatt
megakaddlyozzdk, hogy a termindtor RNS mdsodlagos szerkezetek
kialakul janak. Valdszin(ileg arrdl van szd, hogy a riboszémdk lefedik a
termindtor hajtGjének felfutd szarat, amelyet a kés6bb kialakuld
lefutd szdr - a riboszémdkkal vald "dlcdzds" miatt - mdr nem képes
felismerni.

Erdekes megjegyezni, hogy hdrom esetben (pKLA3, pKLA4, pKLA6) a
transzldcié megnodvelte a T1 termindtor és egy, vagy két inverted
repeat egyébként rendkivil alacsony termindcids hatékonysdgat. Ennek a
paradox hatdsnak a mechanizmusdt egyel6re nem ismerjik.

Még inkdbb =zavarbaejté Jelenség a pKLAl7, pKLA18, pKLA20, ¢és
pKLA24-es klonok esetében tapasztalhatd ‘'"negativ" termindcié. Mig
ugyanezen plazmidkonstrukcidk  nemtranszldlt  vdltozatai  (pKLQ17,
pKLQ18, pKLA20, és pKLQ24) kiilonboz6é szintlG termindcids aktivitast
mutatnak az dltaluk hordozott termindtorelemektél fiiggéen - IR1, IRZ,
illetve az 55 RNS forditott orientdcidju Rho-dependens szigndljai - a
transz14lt vdltozatok galaktokindz értékei magasabbak, mint a lac
prométeres kontrollplazmidé (pKL300 AH). Mai tuddsunk alapjdn két
formdlis lehetdség adddik a meglepd eredmények magyardzatdra. Az egyik
szerint lehetséges, hogy a transzl14lt mRNS-ek valamiféle ‘retroaktiv"

struktirdlis sajdtsdga noveli meg a vektorplazmidban alkalmazott
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promoter erdsseégét. Bdar szdmos esetben demonstrdltdk mdr a promdter
mogotti szekvencidk prométererdsséget befolydsold hatdsdt (5,181),
esetiinkben ez a vdltozat kevéssé valdszin(. Nehéz ugyanis megnyugtatod
magyardzatot taldlni arra a tényre, hogy az er6sit6é hatds csak akkor
érvényesil, ha a messenger RNS transzldlt.

A mdsodik - jdéval valdszinlbb - elképzelés szerint a hatds a mRNS
megnovekedett stabilitdsdval magyardzhaté. A  transzldcidét végzo
riboszomdkkal  beboritott  struktirdk erdteljesen gdatolhatjdak a
messenger RNS in vivo lebontdsdt, megnovelve ezdltal a galaktokinaz

aktivitds értékeket.

VI.5. A T1 termindtor csonkitdsdanak hatdsai

Bar kevés szisztematikus  tanulmdny  foglalkozik a termindator
hajtlstruktirdja utdni T-sorozat szerepének tisztdzdsdval, kiulonbozd
forrdsokbdl szdrmazé bizonyitékok alapjén az irodalomban dltaldnosan
elfogadott az a nézet, hogy a hosszabb T-sorozat erdsebb terminacidt
biztosit (1,54,136). Az egyetlen részletes analizist a trp attenudtor
T-sorozatdrél kozolték a kdzelmdltban (107). A szerzbk azt taldltdk,
hogy a 9 timidinbdl 1-3 eltdvolitdsa nem befolydsolta a termindcio
efficiencidjdt, 4-6 timidin delécidja linedris csokkenést okozott, mig
tobb mint 6 timidin eltdvolitdsa teljes funkcidvesztést eredményezett.

A fenti adatokkal ellentétben az 4. tdbldzat, és a 14. dbra
eredményei szerint a Tl termindtor 11 tagd T-sorozatdbdl 9 timidin
eltdvolitdsa csupdn részleges termindcids hatékonysdgbeli csokkenést
idézett eld (pKLT19, 31%). Minden valdszin(iség szerint a maradék
termindcidés aktivitds a Tl hajtd, és a megmaradt 2 T-nukleotidnak

koszonhetd. Forditott orientdcidban ez a delécids mutdns (pKLT21)
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tokéletesen aktiv, de ahogyan azt mdr a diszkusszid kordbbi részében
megallapitottuk, ez a termindcids hatds féleg a 16S, és 5SS eredetd
szakaszok Rho-dependens termindtoraihoz kotheté.

Erdekes médon a csonka, forditott orientdcidéji, és csupan
részlegesen funkcidondld  termindtor esetében az S1  nukledzos
vizsgdlatok alapjan a termindcids végpontok az ép, és normdl
orientdcidji Tl-hez rendkivil hasonld mintdzatot mutatnak (Orosz A.
nempublikdlt kisérletek).

A normdl orientdciéjd T1-nél a termindcié a T-gazdag régié tobb
nukleotidjandl 1is  bekovetkezhet (6652-6669  nukleotidok  kozotti
szakaszon). Emellett taldltak olyan transzkriptumot, mely megleps
mddon a hajtlszerkezet hurkdn belil termindlddott (162).

Forditott orientdcidban a csonka Tl termindcids végpontjai mintegy
20 nukleotid hosszusdgd régiot fednek le  (6629-6610), mely
tikorszimmetrikusan szinte tokéletesen megegyezik az €ép és normdl
orientdcicju Tl termindcidés végpontjaival. Taldltunk tobb ponton
(6643-6641 nukleotidok kGzott) a hajtlszerkezeten belidl termindlddott
transzkriptumokat is.

Amennyiben a T1-nél normdl, és reverz orientdcidban a hurkon belidl
termindlddott messengerek 1éte nem bizonyul kisérleti artefaktumnak
(mely egyarant szdrmazhat az RNS prepardtum nyomnyi  RN-4z
szennyezeéséb6l, vagy az Sl nukledz hibds mikodésébtl) érdekes lenne
megvizsgdlni, ezek milyen - a Jelenleg elfogadott terminacids

modellektdl bizonyosan eltérd - mechanizmus Gtjan keletkeztek.
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VI.6. Miért kell két termindtor?

A tények ismeretében, hogy:

1. az rrmB T1, és T2 termindtorok ondlldan is tokéletesen hatékonyan
m(kodnek,

2. a tobbi riboszémdlis RNS gén 3’ végét csupdn egyetlen termindtor
zadrja le,

3. az rrnB termindtorrégid két inverted repeat struktirdja (IRl és
IR2) nem hatékony transzkripcids termindtorok,

valdszinlnek 1dtszik, hogy az rrnB operon kohplex transzkripcids
termindtorrégidja inkdbb véletlensierﬂen, mintsem valamilyen bioldgiai
igény szelektiv hatdsdra alakult volna ki. Figyelembe véve, hogy a T2
termindtor szekvencidja majdnem teljesen azonos az rrnG gén
terminatordval, valamint, hogy a Tl eés az rrnD termindtorai rendkivili
meértekben homoldégok, az rrnB komplex termindtorrégié kialakuldsdt a
kovetkezoképpen magyardzhatjuk:

Az eredeti, csupdn egy termindtoros (T2) rrnB operon génduplikdcid
soran Jjohetett 1étre a hozzd leginkdbb hasonld rrnG gén kdépidjdbol,
majd az E. coli kromoszéma egy mdsik lokuszdt foglalta el. A T1
termindtor inszercidja az 55 RNS génje és a T2 termindtor kozé egy
késbbbi transzpozicidés esemény eredménye lehetett, ahogyan azt mér

kordbban Brosius és mtsai. is felvetették (25).



- 98 -

VI.7. Az tRNS operonok termindtorainak specifikus

tulajdonsdgai

Az 1990-es év kozepéig csaknem az Osszes E. coli riboszémdlis RNS
operon 3’ végi szekvencidja ismertté vdlt. A hét termindtorrégid koziil

hat nukleotidsorrendjét mdr meghatdroztdk, (rrnB 25, rcnC 192, rrnD

45, rrnE 103, rrnG 168, rrnH 166), csupdn az rrnA termindtor analizise
maradt hatra.

A szekvenciaadatok alapjédn ezek mindegyike az I-es tipusd (faktor
fliggetlen) termindtorok csoportjaba tartozik (1,54,135,136) és kozos
sajdatsdaguk, hogy hosszu, nem transzldlt operonok 3’ végét jelolik Ki.
Az operonok géntermékei riboszomdlis, és transzfer RNS molekuldk,
melyek kiterjedt mdsodlagos szerkezettel rendelkeznek. Az ma mar - a
kilonbozd irodalmi forrdsokbdl  szdrmazd  bizonyitékok alapjan -
elfogadott tény, hogy az rrn gének transzkripciéjanak folyamatossdgat
specifikus antitermindcids rendszer biztositja (115 és hivatkozdsai).
Ez az antitermindcid a riboszomdlis és transzfer RNS-ekbdl kialakuld
masodlagos szerkezetek termindcids hatdsat figgeszti fel.

Mivel az rrn  termindtorok  hatékonyan  dllitjdk le az
antitermindlddott transzkripcidét, tobb szerzd vetette fel azt a
lehetbséget, hogy ezek a struktirdk rendkivil erds, antitermindcid
rezisztens Un. "szupertermindtorok" (ldsd mint fenn, 115). B4r a
kisérleti bizonyitékok nem teljesen ellentmonddsmentesek  ennek
igazoldsdban, a priori feltételezések alapjan igen valdszin(, hogy a
termindtoroknak rendelkezniiik kell ezzel a kilonleges sajdtsdggal.

Tobb szerz6 az aktudlisan rendelkezésre 4116 szekvenciaadatok
osszehasonlitdsdval homoldg szekvenciarészeket deritett fel a

termindtorokon beliil, €és azok kozvetlen kornyezetében (103), de ezek a
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vizsgdlatok - mivel korldtozott szamd rrn termindtort vettek alapul -
nem mondhattdk ki a végs6 szdét a hipotézis igazoldsdban.

Mivel mdra mar csupan egyetlen rrn termindtor nukleotidsorrendjét
nem ismerjik, a rendelkezésre 4116 hét hasonld karakterd termindtor
Osszehasonlitdsdval mélyebb osszefliggeések tdrhatok fel a
szupertermindcid struktirdlis okairdl. Az analizist elvégezve a
szekvencia, és RNS mdsodlagos szerkezetbeli hasonldsdgok alapjdn a

kovetkezd fobb konklizidk vonhatdk le (7. tdbldzat, 17. 4dbra.):

rrnB T1 CAT/CAAATAAAACGAAAggctcagtcgaaagactgggec TTTCGTTTTA(TCTG) TTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAAT
rrnD CAT/CAAATAAAACAAAAggctcagtcggaagactgggecTTTTGTTTTACTCTG) TTGTTTGTCGGTGAACACTCTCCCGPUG

rrnE CAT/CAAATTAGAAAAAccccggtccataaggeecggggTTT(TTTG)CATATCAATTATTTGCATGATGAAGGGAATCTTCATG

rrnH CCA/CTTATTAAGAAgcctcgagttaacgetecgaggT TTTTTTTCG(TCTG) TATATCTATTATTGCCAGAATCGCAAAAA

rrnC CCA/GAAATCATccttagcgaaagetaaggATTTTTTTTA(TCTG)AAATAACCCTCTCCGAAGTAAATCCTTCT

rrnG CAT/CAAAATTATGCGAAAggccatcctgacggatggeeTT(TTTG)CATTGGCGGCGCAGAAAAAAATGCCTG

rrnB T2 CAT/CAAATTAAGCAGAAggccatcctgacggatagecTT(TTTG)CGTTTCTACAAACTCTTCCTGTCG

17. 4bra. Az ismert E. coli rrn riboszémdlis RNS termindtorok gsszehasonlitdsa. A / <el el6tt a termindtorokat
megeldz6 55 RNS ill. transzfer RNS-ek utolsé néhany nukleotidjat adtuk meg. A hajtlképzésre alkalmas
szekvencidkat aldhilzdssal jeldltik. A hajtdszerkzeteken belil az erdsebb bdazispdrosoddsra képes GC-gazdag
részeket kisbetlkkel szedtiikk. Al&huzds nélkili kisbetlk jelzik a termindtorok hurokszerkezetét. A kerek
zdrdjeleken beliili nukleotidok az Osszes riboszomdlis RNS termindtorra jellemzd TYTG motivumot mutatjdk. Egyéb
magyardzat a szovegben.

1. Mindegyik Lrn termindtort erdtel jes mdasodlagos
szerkezettel rendelkezd, nem  transzldlt RNS gentermék el6zi
meg. Négy esetben ez 55 RNS, két esetben tRNS, és egy -
kivételnek tekinthetd - esetben egy mdsik termindtor.

2 Az rrn termindtorok hajtlstrukturadja meglehetdsen
komplex. A hajtG nyele minden esetben két részre oszthatd.

Az alsé 4-11 bdzispdr hosszusdgl szakasz AT-gazdag. Az A
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OPERON KROMOSZO- A TERMI- A TERMI- A HAJTU A HAJT( HUROK T-SORO-  TYTG MOTI- A TERMI- A TRANSZ-

MALIS PO- NATOR NATOR AT-GAZDAG GC-GAZDAG ZAT(Z) VWM NATOR KRIPCIG
zfcid ELOTT MOGOTT RESZE(W)  RESZE(Y) KORNYEZETE IRANYA(X)
IrnA 87’ - - - = - - - - -
o 11/2 a rrnD és
rrnB Tl 90’ 5S T2 11/2 9/3 GAAA hajtdben, TCTG rrnE-hez m
9/3 utdna hasonld
rrnB T2 90° T1 birA gén 4/1 8/2 TGAC 5/0, 4 a TTTG rrnG-hez m
hajtdben hasonlit
T 8/0 a haj- részleges
rrnC 85’ tRNS - 10/3, 1 T3 GAAA tdben, 1 TCTG homoldgia m
hibdval hibdval rrnH-val
11/1 a rrnB és
rrnD 72° SS - 11/1 9/3 GGAA hajtdben TCTG rrnE-hez e
9/3 utdna hasonld
ismeretlen 8/1 vagy CATAA 6/0 rrnB és
rrnk 90° 55 fehérje 5/0 9/1 1 hi- vagy 5Ta TT7G rrn0-hez m
génje baval ATAA hajtdben hasonld
ismeretlen 5/0 rrnB
rrnG 56° 55 fehér je 4/1 8/2 TGAC 4Ta TG T2-héz e
génje a hajtdben hasonlit
As ismeretlen 8/0 részleges
rrnH S tRNS"SP  fehérie 5/1 9/3 TAAC 5Ta TCTG homoldgia m
genje a hajtdben rrnC-vel
Jelmagyardzat: W = AT/GC nukleotidok szama a hajtu Al-gazdag szakaszan, Y = GC/AT nukleotldoK szama.a hajtu -032ga
szakaggén, Z = T/egyéb nukleotidok szdma a T—%orozat an, = az oramutatd jardsdval megegyezo Tm) ﬁi eEﬁie g
iranyd (e) transzkripcid, - = egyeldre ismeretlen adatok

7. tdbldzat. Az E. coli rrn operonok transzkripcids terminatorainak
Osszehasonlitdsa.
nukleotidok fo6leg a nyél felszdlld szdrdban, mig a T nukleotidok a
nyél 1leszdllé szdrdban helyezkednek el és egymdssal tokéletes
bdzispdrosoddsra képesek. Ez a specifikus struktirdlis sajdtsdag
felveti azt a lehetdséget, hogy a  termindtorok mindkét
orientdcidban hatékonyan mikodhetnek (ldsd pl. 136).
Figyelembe véve a Tl termindtorral végzett in vivo kisérletek
adatait, valamint azt a tényt, hogy az rrn termindtorok tobbsége
mogott 50-200 bp-nyi tdvolsdgra, a riboszémdlis RNS geénekkel

megegyezd irdnyba &4tirddé fehérjekddoldsra alkalmas szekvenciak



~ 101 =

vannak, a ketiranyd termindcio Jelensége er6tel jesen
megkerdojelezhetd. Mindezek mellett egy esetleges ellentétes irdnyd
transzkripcié hatdsa valdszinlileg pusztdn az erds rrn promdterekrdl
induld transzkripcid, €és DNS templdt RNS-polimerdz telitettség
miatt még termindtorok hidnydban sem érvényesiilhetne ezekben az
operonokban. A fenti meggondoldsok miatt a hajtd AT-gazdag része
tehat nem feltétlenil egy kétirdnyd termindcidéra mutatd
struktdralis Jjegy, inkdbb az tekinthet6é az az rrn operonokat
jellemz6é belsd tulajdonsdgnak. A hajtl GC-gazdag része semmilyen
kilonleges Jellegzetességet nem mutat. Ez a szakasz dltaldban 7-9
tokeéletesen pdrosodott nukleotidbél 411, melyekben a hét ismert
szekvencidju rrn termindtorndl szembectld homoldgia nem fedezhetd
fel.

3. A terminatorok hajtdjének hurka négy bdzispdr hosszusdgi. Elsd
pillantdsra feltlind sajdtsdg a hurkok purin gazdagsdga. Az elsd
pozicidban négy termindtor esetében purin, hdromndl a rendkivil
sokrétd bd&zispdrosoddsra képes uridin  taldlhata. A  mdsodik
pozicidban hat esetben purin, mig egy esetben uridin helyezkedik
el, a hurok harmadik - rendkiviil konzervativ - pozicidjdban minden
esetben uridin dl11. A negyedik pozicidét ot alkalommal adenin, hdrom
alkalommal citozin foglalja el.

Ez a purin gazdag hurok lehet egy eleme annak a tobbkomponensi
komplex, €s dinamikus struktirdnak, melyre az rrn terminatorok
funkciondlis jellegzetességei visszavezethetok.

4. A TCTIG motivum (melyet mar kordbban is a riboszémdlis, €és néhdny
fagtermindtor részenek tekintettek) a  termindtor hajtdk
T-sorozatdnak kozvetlen kozelében helyezkedik el. Hdrom esetben a

TTTG tetranukleotid helyettesiti az eredeti szekvencidt.
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5. Az rrnB gén komplex termindtorrégidja - ahogyan azt mir a

diszkusszid kordbbi fejezetében 1ldthattuk - valdszinlleg inkébb

véletlenszerlG, mintsem funkciondlis igények szelekcidjdnak hatdsdra
alakult ki.

Jelenlegi ismereteink alapjan nem lehet célunk, hogy a riboszémédlis
RNS operonok termindcidjdnak  végérvényes, és minden tekintetben
korrekt modelljét kidolgozzuk. A rendelkezésiinkre 4116 szekvencia, és
mdsodlagos szerkezet adatok alapjan azonban joggal feltételezhetjiik,
hogy a fent 0Osszegyljtott és Osszességében csak az rrn operonok
termindtoraira Jellemz6 sajatsdgok feleldsek a '"szupertermindcig"
Jelenségéert. Az RNS-polimerdz €és az AT-gazdag termindtor hajtd,
valamint a purin gazdag hurokszerkezet = kozotti specifikus
kolcsonhatdsok - eddig még nem tisztdzott médon - eldidézhetik az
antitermindcidban reésztvevd jdrulékos fehérjefaktorok disszocidcidjat
a transzkripcidés komplexbol. Mas, eddig még nem karakterizalt
termindcids proteinek kotddhetnek a termindtorok egyéb elemeihez (pl.
a ICIG  motivumhoz), ezzel biztositva az RNS-polimerdaz
szigndlfelismerését, ¢és felhaszndldsat. Az erdteljes mdsodlagos
szerkezettel rendelkezd 55 RNS vagy tRNS és a termindtorok kozotti
RNS-RNS kodlcsGnhatdsoknak szintén kulcsszerepiik lehet a folyamatban.

Barmi legyen azonban ez a mechanizmus, az rrn operonok
termindcidjdnak széles korben elfogadott, és korrekt modellje csupdn a
specifikus fehérje-RNS, és RNS-RNS kolcsonhatdsok, valamint a régid
harmadlagos RNS szerkezetének figyelembevételével alakithatd csak ki
(44,99,138,139,164,177,185).

Az elkovetkez6 évek kutatdsai valdszinlleg szdmos meglepetést
tartogatnak még az itt dolgozé szakemberek szdmdra és tobb ponton
gyokeresen dtalakitjdk majd a transzkripcid termindcidjdrél érvényben

1évd jelenlegi elképzeléseket.
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