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I. BEVEZETES

1986-ban lehettségem nyilt, hogy az UNESCO 4&ltal tamogatott
International Training Course keretében az MTA 5zBK Biokémiai
Intézetében Dr Duda Ernd munkacsoportjdban részt vegyek a kuta-
témunkaban.

Vizsgdlataink azokra a specidlis DNS szekvencidkra iranyultak,
melyek az eukariota rendszerekben részt vesznek a génexpresszig
szabdlyozdsdban. A génexpresszidé reguldcidjanak kutatdsa napjaink
tudomdnyos életének kozéppontjdban 4811, szinte naponta Jelennek meg
kozlemények, melyek Gjabb és Ujabb adatokat szolgaltatnak a
“"mechanizmus" megértéséhez, de szdmos nyitott kérdés var még valaszra,
és hipotézis bizonyitdsra.

Hosszu ideig ugy tint, hogy a kromoszomdlis DNS vizsgdlata
magasabb rendl sejtekben igen nehézkes, viszont a DNS virusok, melyek
dllati sejtekben szaporodnak, j6 modellnek bizonyultak a génexpresszio
tanulmdnyozdsdra. Ezekkel a virusokkal fertdzott normdlis sejtek
tumoros sejtekké transzformdlddhatnak, ami azt  jelenti, hogy a
virusnak tartalmaznia kell olyan informdcidkat, melyek kepesek
befolydsolni a magasabb rend( sejtek génexpresszigjat.

A virus okozta tumorok sejtjeinek kromoszomdjaba integralddik a
virus DNS, replikdcidjdt és  transzkripciéjat a gazdase]jt
enzimrendszere végzi.

A virusok szintén kddolnak reguldtor fehérjéket, amelyek meg-
vdltoztatjdk a transzkripcié specifitdsat.

Mivel az 4&llati virusok genetikdja és molekuldris bioldgidja
sokkal jobban ismert, azok reguldld DNS szekvencidjdnak kolcsonhatésa
a celluldris transzkripcids appardtussal valaszt adhat az eukariota

génkifejezddés reguldcidjanak kérdéseire.



Kisérleteinkben a majom simian virus 40 (SV40) korai gén promotereinek
regulator szekvencidit haszndltuk. A virus jé1 nd sejtkulturdban, kis
cirkuldris DNS molekulat tartalmaz, amely 5243 bazisparbdl épiil fel és
kevesebb mint tiz fehérjét kddol.

Célunk egy modellrendszer létrehozdsa volt, melyben vizsgdljuk a
regulalé DNS szekvencia in vivo hatdsat, illetve a szabdlyozas
mechanizmusdnak in vitro kisérletes tanulminyozasa.

A génexpresszi® szabdlyozdsdnak molekuldris mechanizmusdban, az
eddig ismert adatok szerint - nem tortént lényegi vdltozds az evolucid
soran.

Azok a rdvid ONS szekvencidk, amelyek szerepet Jdtszanak a
génkifejez6dés reguldcidéjdban megtaldlhatdak az egyszerd és magasabb
rendd eukariotdkban egyardnt, s8t szekvenciahomoldgiat taldltak a
prokariota és eukariota szabdlyozé szekvencidk kozott is (Falkner és
mtsai, 1986, Bodnar és Ward, 1987).

Feltételezhett, hogy a "legBsibb" ezek kozil a szekvencidk kdzil
az, amely a transzkripcid aktivitdsat szabdlyozza.

Ezért vizsgdlatunk targydul az SV 40 virus enhancerét

valasztottuk, melynek hatdsdt Saccharomyces cerevisiae, éleszté

sejtekben vizsgdltuk. Szekvencia adatok bizonyitottak, hogy az 4llati
sejtek enhancereinek "core" szekvencidjdhoz (lasd késBbb) hasonld DNS
szakaszok el6fordulnak az élesztd sejt genomjdban is (Sassone-Corsi és
Borrelli, 1986, Weiher, Konig és Gruss, 1983).

Az élesztd egyike a leghasznosabb eukariota organizmusoknak,
amelyekben a génexpresszidé szabdlyozdsdt vizsgdlhatjuk. Szémos elénye

kozil csak néhanyat emlitek itt meg.



Genomja kicsi, csak négyszer akkora mint az E.coli genomja.
Gyorsan szaporodik - néhdny dra alatt osztddik, kisérletileg éppen
olyan konnyen kezelhet6, mint a legtobb prokariota sejt. Az éleszto
genetikdja jol ismert, kb. ezer mutdnsa 1létezik, a kiilonboz6 tapanyag
autotrof mutdnsoktél egészen a sugdr érzékeny vonalakig. Ezek a
mutdcids torzsek igen  j61 haszndlhatdk  molekuldris  genetikai
vizsgdlatokra (tobbek kozott szelekcids markereket szolgdltatnak). A
rekombindns DNS expresszidja, - mellyel konnyen transzformdlhatd az
eleszt6 -, tanulmanyozhatd a sejtben.

Szem el6tt tartottuk, hogy azok az elemek, amelyek szerepet
jatszanak az enhancer hatds 1étrejottének molekuldris mechanizmusdaban,
sokkal konnyebben azonosithatok,  tisztithatdk, klénozhatdk — egy
egyszer(i eukariota genomjdbdl, mint az allati sejtek Osszetett genom-
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II. TRODALME ATTEKINTES

IT1.1 Az eukariota génexpresszid

Az eukariota sejtek hdrom kiilonboz6 RNS polimerdz enzimet
tartalmaznak ellentétben a prokariota sejtekben taldlhaté egyetlen RNS
polimeraz enzimmel. A harom enzimnek  kilonbozé a funkcidja. A
riboszémdlis RNS (rRNS) az rDNS génekrdl irddik 4t az RNS polimerdz I
enzim segitségevel.

A messenger RNS (mRNS) szintézisét az RNS polimerdz II katalizdlja
(az azonnal bekovetkezd poli-A farok szintézisét a poli-A-szintetdz
végzi).

A transzfer RNS-eket (tRNS) és a kiilonbozo kis molekulasulyd magi
és citoplazmds RNS-eket, melyek funkciéja még nem teljesen tisztazott,
az RNS polimerdz III késziti.

A hdrom kiilonbozd RNS polimerdz létezése egyuttal azt is Jelenti
hogy hérom kilonboz6 tipusu promoter van az eukariota rendszerekben,
melyeknek reguldcidja egymdstdl fiiggetlen és kulonbozd lehet.

A tovdbbiakban az RNS polimerdz II enzim 4ltal felismert

promoterek dltalanos szerkezeteérfl lesz szd.

I1.2 A transzkripciot szabdlyozd specidlis DONS szekvencidk.

Az eukariota RNS polimerdz II enzim segitségevel végbemend
transzkripciot Jdgynevezett "cis-acting" DNS szekvencidk (promoterek és
enhancerek) szabdlyozzdk, amelyek valdszinlleg u.n. ‘'trans-acting"
fehérje faktorokkal valé kolcsonhatdsuk soran fejtik ki hatasukat a
transzkripcidra. A kilonbozd  '"cis-acting" elemek amelyek a
transzkripcié  inicidcidjat  szabdlyozzék  vdzlatosan az 1.dbran
lathaték. A promoter régié tartalmazza a TATA-boxot mely dltaldban

25-30 bézisparnyira taldlhaté a mRNS start helyétdl 5' iranyban, és



g o
egy vagy tobb "upstream" elemet amelyek koriilbeliil 20-70 bdzispdrral
még arrebb helyezkednek el 5' irdnyban.
A TATA-box  funkcidja az, hogy az RNS-polimerdzt a pontos
transzkripcids start helyre irdnyitsa.

Az '"upstream" elemek az inicidcid gyakorisdgdnak szabdlyozdsban
vesznek reszt. A Kkilonbozd promoterek  "upstream" elemei kozott
talaltak szekvencia homoldgidt és konszenzus szekvencidkat - a két

legaltaldnosabb elem fel van tintetve az 1. dbran.

UPSTREAM ELEMEK

=i 40 30 |t1_, mMRNS
l.———J—FGGGCGG}—FCC AATH{TATA} !
| |
b _TENHANCER} i

1.abra : Cisz - aktivalo DNS elemek , melyek ré§zf vesznek
az eukariota RNS polimeraz II. enzim dltal vegzett transz-
kripcio  iniciacidjanak szabalyozasaban .

A legtobb eukariota fajban szdmos gén kifejezodését 'enhancer"
elemek 1is szabdlyozzdk. Ezek a szekvencidk a "cis-acting" DNS elemek
kozé tartoznak, dltaldban 100-200 bdzispar hosszisdguak. Hatdsuk
orientdcidjuktsl fiiggetlen és extrém nagy tdvolsdgbél (még néhdny
kilébdzisparnyi tdvolsdgbdél) is megnyilvdnul. Képesek a transzkripciot
aktivdlni akar homolog akdr heterolog promoterekhez kapcsolddva.
Leger6sebb hatdst dltaldban a legkozelebbi promoterre gyakorolnak.

Az enhancerek elhelyezkedhetnek akdr 5', és néhdny esetben 3'
iranyban 1is a transzkripcié kiinduldsi pontjatdl, s6t, génen belul is.
Szekvencia homologidt, mely minden enhancerre jellemzd, ezideig nem
taldltak, de 1létezik egy konszenzus 9 bdzisparnyi szakasz, a
"Core"—szekvencia/TGTGGé?AG/, mely megtaldlhato a legtcbb

enhancerben, egy vagy két példanyban.
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Az enhancerek genetikai analizise ramutatott ezek meglehetdsen

osszetett  szerkezetére. Kilonbozd  funkcidval rendelkez6  rovid
szekvencidkat, ismétlodéseket  (boxok, elemek)  taldltak, melyek
egymashoz igen kozel - gyakran egymdst dtfedve helyezkednek el.

Altaldban hosszabb tandem  ismétlédéseket is  tartalmaznak, mely
szekvencidk o©nmagukban is er6sitik a transzkripcidét, de egyuttesen
igen er6s enhancert hoznak létre.

Az enhancer szekvencidk szovet és differencidcid specifikusak 1is.
Specificitdsuk kilonboz6 fokd, példdul a polyoma virus enhancer csak
termindlisan differencidldédott sejtekben fejt ki  hatast a
‘béta-globulin gén promoterhez kapcsclva, mig embriondlis carcinoma
sejtekben nem. Ezzel ellentétben az SV 40 enhancer minden eddig
vizsgdlt sejttipusban aktiv, és 1igy a szovet 1ill. sejtspecifikus
enhancer aktivitds legszélesebb kord megnyilvdnuldsdnak képviseldje
(Sassone-Corsi, Duboule és Chambon, 1985).

Léteznek 1indukdlhatd enhancerek is, melyek olyan DNS szekvencidk
amelyek csak specifikus koridlmények kozott - inducer Jelenlétében,
permissziv sejtekben - tdltik be az enhancer szerepét. (Ezeket az
inducereket tekinthetjik dgy, mint "trans-acting-co-factorokat", de
kolcsonhatdsuk  mechanizmusa a  transzkripciét reguldld protein
faktorokkal még nem tisztdzott) (De Franco és Yamamoto, 1986).

Az enhancerek és az '"upstream" elemek szétvdlasztdsa nem
egyértelmi, van példa mindkét csoportbdél olyan elemekre, melyek a
mdsik csoportra jellemzd tulajdonsdgokkal is rendelkeznek. Példaul az
élesztOben, ahol csak egy csoportja létezik a reguldlé elemeknek, az
ugynevezett UAS (upstream activation sequences). Ezek a szekvencidk
teljesitik azokat a feladotokat amelyeket az "upstream" elemek és az
enhancerek, a tobbi eukariota sejtekben (Sassone-Corsi es

Borrelli,1986).
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IT1.3 A transzkripcié szabdlyozdsdban résztvevd fehérje faktorok;

hatdsmechanizmus hipotézisek.

Szémos bizonyiték van arra, hogy fehérje faktorok is résztvesznek
a transzkripcid inicidcidjdnak szabdlyozdsdban -~ vagy Uugy, hogy
kozvetlenil a specidlis DNS szekvencidval 1épnek kolcsonhatdsba, vagy
mint &ltaldnos "trans-acting" faktorok, melyek minden olyan gén
expresszi6jdhoz sziikségesek, melyek dtirdsdban az RNS polimerdz II
enzim katalizal.

Ezek a fehérje faktorok sokféle szerepiknek megfelelden igen
sokfélék lehetnek, mint példaul szovetspecifikusak, differenciacio
specificikusak, indukdlhatok stb.

Néhdny ‘"trans-acting" faktort tisztitottak és jellemeztek, de a
hatdsmechanizmusuk még nem teljesn ismert, valészinGleg kooperativ
kotésekkel és mds fehérje-fehérjg interakcidk sordn fejtik ki reguldld
hatdsukat.

Tébb hipotézis is  sziiletett arra,hogy hogyan torténhet a
szabdlyozds azokban az esetekben amikor a specifikus DNS szekvenciak,
amelyek befolydsoljék a génexpresszidot, a géntdl tobb szdz, vagy az
enhancerek esetében akdr tobb ezer bdzispdrnyi  tdvolsdgban
helyezkednek el. Ezek a reguldtor fehérjék egy mdsik fehérjének (RNS
polimerdz) aktivitdsdt befolydsoljak (Ptashne,1986).

A' hipotézisek a reguldld fehérjéket négy nagy csoportba soroljak.
A '"csavard" fehérjék (twister), a "csiszd" fehérjék (slider), az
"athidald" fehérjék (oozer) és a "hurok képz6" fehérjék (looper).

Az egyik vdltozata a DNS-csavard proteinek modelljének, amikor a

szabalyozé fehérjék olyan DNS szakaszhoz kotddnek, melyek valamiben

kiilonboznek az dltaldnostdél - példdul bal menetliek vagy egyszdliak.
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A mdsik varidcié az, amikor maga a reguldld fehérjének van olyan
enzimatikus aktivitdsa, amely megvdltoztatja a DNS konformacigjat,
példdul kitekeri a hélixet, és a gén aktivdldéddsa ennek a vdltozdasnak
a kovetkezménye lenne - dgy, hogy a megvdltozott DNS szerkezet
alkalmas a tovdbbi fehérjék kotésére és a transzkripcid elkezdésére.

Az elmélet ellen sok adat szdél. Az eddig tisztitott és jellemzett
DNS-kotd fehérjék mind az alfa-hélix konformdcidban 1évd DNS-t ismerik
fel. Neéhany ezek kozil a fehérjék kozil az alfa-hélix nagy &rkéba
illeszkedik be, €és kotddésik sordan nem vdaltoztatjadk meg a DNS
szerkezetét (Anderson, Ptashne és Harrison,1985). Feltételezték, hogy
az enhancer szekvencidk balmenetes DNS konformdcidban vannak jelen és
a fehérjék a Z-DNS-t ismerik fel (Nordheim és Rich, 1983).

Tobb enhancerrel mutdcids analizist végeztek, ugy alakitva a purin
és pirimidin badzisckat, hogy az a legkedvezdbb legyen a Z-konformacio
létrehozdsdhoz. A kisérletek eredményeibdl kideriilt, hogy az enhancer
funkcié betoltéséhez nem a Z-DNS  jelenléte sziikséges (Zenke és
mtsai,1986). A kovetkez6 kisérlet is a DNS-kotd fehérjék konformacid
megvdltoztatd szerepe ellen szdl (Plan és Wang,1985). Létrehoztak egy
olyan konstrukciét, melyben a reguldld szekvencia (SV 40 enhancer) egy
hajtld kanyart hoz létre elkiilonitve a cirkuldris DNS-t81, mely a human
béta-globulin gént tartalmazza. Amikor ezt a konstrukcidt bejutattak a
sejtbe, a sejt génexpresszidja enhancer fiiggd volt, éppudgy, mint
amikor az enhancert egy normdlis DNS tartalmazta. Ez bizonyitotta,
hogy az enhancer '"megcsavardsa" nem lehet felelds a gén
aktivédlodasaért, mert az elkiiloniilt enhancer csavaroddsa semmiféle

A kovetkezd hipotézis a specidlis DNS szekvencidkon kotddd majd a
DNS szalon a kovetkez6 szekvencidig elmozduld, elcsdiszé fehérjek

modellje (Yuan, 1981).
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Az 4athidalé fehérjék modellje azon alapul, hogy a szabdlyozd
fehérje kotédik az operdtorhoz és kotédik egy mdsik fehérjéhez is,
mely képes egy kovetkezd fehérjével kolcsonhatdsba 1lépni, és 1igy
tovdbb, egészen addig, mig ez a fehérjékbdl 4116 "hid" elér a kontroll
szekvencidtdl a génig, ahol a transzkripcid kiinduldsi pontja van. Ez
az elképzelés csak abban az esetben dllja meg a helyét, amikor a
kontroll szekvencia kozel taldlhaté a transzkripcids start helyhez, de
nyilvanvald, hogy egy ilyen mechanizmus tobb ezer bazisparnyi
tdvolsdgoknal nem johet szamitdsba (Krasnow és mtsai, 1983).

A kisérleti tényekkel legjobban aldtdmasztott és legelfogadottabb
elmélet a DNS "kihurkolddds" (looping), a DNS-hez kapcsolddd fehérje
faktorok kotddése sordn. Az "upstream' operdtorhelyhez kotddd fehérje
kolcsonhatdsba 1ép egy masik  fehérjével, amely a transzkripcids
starthelyhez kozel kotédik, mig a kozbeesd ONS hurkot formdalva engedi
a fehérjék kolcsonhatdsdt. Az operdtor ¢és a gén kozotti DNS
szekvencidval delécids ill. addicids kisérleteket végezve azt a
megfigyelést tették, hogy amikor egész szami hélix fordulatot
tdvolitottak el ill. épitettek be, akkor a génexpresszid szintje nem
vdltozott, azonban ha félfordulatokat - nagy mértékben csokkent
(Takahashi, ,1986).

Ennek magyardzata lehet az a tény, hogy a fehérjék néhany szaz
bdzisparnyi tdvolsdgb6él csak dgy  képesek  kolcsonhatdsba 1épni
egymdssal - hurkot képezni - ha a DNS hélixnek ugyanazon oldalan
foglalnak helyet. Félfordulatnyi DNS integrdldsakor a fehérjék a hélix
ellenkez6 o0ldaldan foglalnak helyet és a kolcsonhatdsukat a DNS

megcsavaroddsahoz szilkkséges energia igény lehetetelenné teszi.
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II.4 Az SV 40 majom tumorvirus korai gén promotere

Az SV 40 korai génje a tumor antigént, T antigént, kddolja. A
génexpresszidja celluldris transzkripcids faktorok és virus reguldcids
proteinek egylttes szabdlyozasa alatt 411. El6szor tekintsik &t a
reguldcidban résztvevo DNS szekvencidkat, a cis-reguldlo
szekvencidkat, majd azokat a  transzkripcids faktorokat, amelyek
szerepet jdtszanak a promoter RNS-polimerdz II-kotd szelektivitdsdban.

Szamos kisérletet végeztek arra, hogy meghatdrozzdk az SV 40 genom
azon doménjeit melyek a virus transzkripcid szabdlyozdsdert felel&sek
(Benoist és Chambon,1980; Everett, Baty és Chambon,1983).

Kilonosen kiterjedt vizsgdlatok folytak az SV 40 korai promoter
szakaszdn, delécids, inzercids, bdzis helyettesitéses ¢és egyéb
eljdrdsok vezettek a végsd eredményre, melyet vazlatosan a 2.d4bra
foglal GOssze (McKnight és Tjian,1986). A korilbelidl 300 bézisparnyi
szakasz - mely a korai és kés6i SV 40 transzkripcids egységek kozott

foglal helyet - tobb kilonbozd reguldld DNS szekvencidt tartalmaz.

FEHERJE

KORAI RNS “/// \;‘\‘ ENHANCER ES KESOI PROMOTER ELEMEK
.T"antigén gén 1 0 m IV VvV VI — Kesdi_RNS
[or1 [T HGCHGCHGCHGCHGCHGCH 72bp [ 2bp H——

—_— ;_’
21bp Abp Nbp Viruskapszid
genek

2.4bra: SV 40 szabalyozo regioja

A T antigén génjétél jobbra haladva az elsd szabdlyozd elem a DNS

replikdcié kiinduldsi helye (ORI) (Myers és Tjian,1980).
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Ez a 70 bdzispdrnyli domén a replikdcidés origdn kivil még tobb
funkcidval 1is rendelkezik. Itt taldlhatd hdrom T antigén kotdhely
(Shalloway, Klinberger és Livingston,1980), - (a T antigén kotoédése
represszdlja a korai transzkripcidt) - éppdgy, mint a korai promoter
transzkripcids inicidcids helye (Ghosh és Lebowitz,1981).

Kozvetlenil a replikdcids origéhoz csatlakozva egy AT-gazdag
szekvencia réeszlet kovetkezik, mely hasonlé az dgynevezett
TATA-boxhoz, mely dltaldnosan megtaldlhaté azon eukariota genek elott,
melyek transzkripcidjat az RNS-polimerdz II végzi (Goldberg,1979).

A  TATA-szer( szekvencidt hdromszor 21 bazisparbdl 4116 GC gazdag
szekvencia koveti. A 21 bdzispdrnyi ismétlddések mindegyike tartalmaz
két hexanukleotidbdl /5'-GGGCGG-3'/ 4116 szakaszt.

A harom 21 bdzispdrnyi ismétlddés delécidja minimdlisra csokkenti
a korai promoter funkciGjat és a virus életképességét (Fromm és
Berg,1982). Azonban olyan virus mutédnsok, amelyekb6l a hat GC
hexanukleotidbdl négy hidnyzik, még mindig életképesek. Erdekes
megjegyezni, hogy bdr a 21 bézispdrnyi ismétlddés felismerhetd
szimmetridval nem rendelkezik, képes funkciéjadt akar forditott
helyzetben is betolteni (Gidoni és mtsai,1985).

Két tovdbbi egymdst kovetd ismétlodés (tandem repeat) helyezkedik
el a kesdi gének felé haladva. |

Ennek a ket 72 bazispdrnyi  ismétlddésnek a teljes hianya
befolydsolja az életképességet és csokkenti a korai transzkripciot, de
egy 72 bazisparnyi ismétlddés eltdvolitdsa alapvetden nem befolyasol ja
a virus szaporoddsat és a korai promoter funkciot.

Ez a 72 bazispdrnyi elem szintén orientacidjatdol figgetlenil hat a

korai transzkripcidra.
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A 21 bazisparnyi ismétlédéssel ellentétben a 72 bdzispdarnyi elem képes
aktivdlni a transzkripciét még akkor is, ha tobb ezer bazisparnyi
tdvolsdgban helyezkedik el, akdr az 5', akdr a 3' irdnyban a tobbi
promdter elemt6l (upstream vagy downstream).

Ez a kétszer 72 bazisparnyi szakasz volt az els6 olyan reguldld
DNS szekvencia, mely a felsorolt meglepd tulajdonsdgokkal rendelkezett
€s a transzkripcié mértékét szamottevéen megnovelte, er6sitette -
innen szérmazik az enhancer elnevezés is (Moreau és mtsai,1981). Az
enhancer 72 bdzisparnyi régicdja tartalmaz kés6i promoter elemeket 1is,
de még nem tisztdzott, hogy ezek a promoter elemek elkiulonulve
vannak-e Jjelen az enhancer aktivitdsdért felel®s szekvencidktdl (Rio
és Tjian,1984).

AZ SV 40 korai promoter régidjat felhaszndlva in vitro
kisérletekben tobb DNS kotd  fehérjét  azonositottak, melyek
transzkripcids faktorként mikodnek.

Az egyik legkordbban leirt fehérje amely aktivalja az SV 40 korai
promotert az Spl, melyet Hela sejtmagextraktumbdl izoldltak (Dynan és
Tjian,1983).

Szekvencia specifikusan kotédik a DNS-hez, példdul az SV 40 korai
promoterének GC-gazdag hexanukleotidjaihoz, melyek kétszer fordulnak
el6é mindhdrom 21 bdzisparnyi ismétlédésben. A hat potencidlis Spl
kotdéhelybdl sztérikus okok miatt csak 0©0thoz kotédik, kulonbozd
affinitdssal a faktor (1.4dbra). A DNS-hélix nagy drkdban az o0t Spl
molekula a DNS azonos oldaldn foglal helyet (Dynan és Tjian,1985). A
legujabb kozlemények aldtdmasztjdk a bevezetésben felvetett
gondolatokat - miszerint a virusok génexpresszid szabdlyozdsdnak
tanulmdnyozdsa sordn kozelebb  jutunk az eukariota génexpresszio
reguldcidjdnak megértéséhez - wugyanis kideriilt, hogy az Spl faktor
szerepet jatszik a celluldris gének e}dﬁg¥;;§h§: aktivdldsaban is.

\& »

7
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Osszefoglalva, megéllapithatjuk hogy az SV 40 korai promoterének
funkcidéja betoltéséhez tartalmaznia kell a:

a, megfeleld "cis-acting" szabdlyozé elemeket

b, ezeket a szabdlyozé elemeket celluldris transzkripcids faktorok
szekvencia-specifikusan ismerik fel

c, a faktorok kotodése az dltaluk felismert helyhez eredményezi a
transzkripcid pozitiv kontrolljat.

Virus szabdlyozé-fehérjek nem  szikseégesek a  korai SV 40
transzkripcié aktivdldsdhoz, de a korai mRNS maximdlis expresszidja az
enhancer Jelenlétetdl fligg.

Az SV 40 enhancer szekvencidjdhoz specifikusan kot6dté fehérjét ill
fehérjéket taldltak Hela sejt nukledris extraktjdval végzett in vitro
kisérletek sordn. A fehérjék azonositdsa és kotddésik pontos helyének
felderitése folyamatban van (Wildeman, Zenke €s Schatz,1986).

A 72 bdazisparnyi nukleotid szekvenciat, mely az enhancer
aktivitdsaért felelés, sorozatos pontmutacidénak vetették ala
(Zenke,1986). A kisérletek eredményeit Osszegezve megdllapitottdk, a
72 béazispadrnyi repeat két f6, A és B, doménbdl épul fel, melyek

tnmagukban csak minimdlis enhancer aktivitdst mutatnak (3.dbra).

lGT-IIJ . GT¥I‘ lSphIIl SphI. X P .
. . | -
TC-1 TG, _pore”
< - S z >
B domen A domen

3.abra: Az SV40 enhancer szerkezete
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Ezek a domének specifikus szekvencia szakaszokat tartalmaznak,
melyek felelfsek az elldtott funkcidért.

Az A domén az Sph-I és II-t és a P szakaszt, mig a B domén két
GT-I es II, i1l. TC-I és TC-II szakaszt foglal magdba.

A két £f6 domén egymdstdl fiiggetlenil képes a fehérjék megkotésére.
Az A doménben 1létrehozott pontmutdcié nem befolydsolta a B domén
kotoképességét és viszont.

A két doménen beldl szintén  taldltak egymastél fliggetlen
kotéhelyeket.

A szerzok szerint legkevesebb két fehérje faktor 1étezése
valdszinld, amelyek egymdstdl fiiggetlenul kotddnek az SV 40 enhancer
két f& doménjeéhez, azok egymdshoz viszonyitott orientacigjatol
fiuggetlenil. Ezek a fehérje faktorok az enhancer hatds létrehozdsaban
feltehetdleg szerepet jatszanak.

Annak felfedezése, hogy az SV 40 enhancer transzkripcionglisan
fontos szerepet Jjatszdé elemei fehérjéket kotnek meg, szémos keérdést
vetett fel. El8szor is: hogy ezek a fehérjék kiilonboznek-e egymastol 7
Ha figyelembe veszik, hogy az dgynevezett GT és Sph szakaszok kozott
semmiféle szekvencia homolégia nem taldlhatd, valdszinlnek tunik, hogy
kilonbozd fehérjék ismerik fel Oket.

Azonban aktiv enhancert nemcsak akkor kapunk, ha az A és B domén
kapcsolodik o©ssze, hanem abban az esetben is, ha két A vagy két B
domént asszocidlunk. Ez jelentheti azt, hogy az enhancer aktivitds
kilonbozd mddokon johet 1létre - olyan fehérjék dltal melyek kiilonbozé
funkciét 1latnak el, vagy ©olyan fehérjék segitségével, melyeknek

funkcidja azonos, de kulonbGzd szekvencidkhoz képesek kotddni.
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Egy mdsik nyitott kérdés az enhancerek sejt specificitdsat érinti.
Az SV 40 enhancer €s az immunoglobulin nehéz lanc enhancer tobb kozos
elemet, hosszabb szekvencia  homolégidkat  tartalmaznak, 1in vitro
kisérletekben kompetdlhatnak egymdssal. Ennek ellenére limfocita B
sejtekben sokkal aktivabb az IG-HC-enhancer, mint bdrmely mds sejtben,

ahol az SV 40 enhancer aktiv (Serfling, Jasin és Schaffner,1985).
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I1I. ANYAG ES MIDSZER

III.1.1. Taptalajok baktériumhoz

LB /Luria-Bertani/ tdptalaj

Bacto Tripton

Bacto-yeast extract

NaCl

10 g pH:7,5 NaOH-val &llitva
59

10 g

desztilldlt vizzel 1000 ml-re kiegészitve

YTB tdptalaj

Bacto Tripton

Bacto-yeast extract

Nacl

10 g pH kb 7,2 ,
59 nem kell dllitani
29

desztilldlt vizzel 1000 ml-re kiegészitve

YTA téptalaj

Bacto Tripton 10 g
Bacto-yeast extract 5 g
Nacl 549
Bacto Agar 15 g

desztilldlt vizzel 1000 ml-re kiegészitve

Ezeket a tdptalajokat

adalékanyagok /pl.

120°C-on 30 percig sterilizal juk.A héérzékeny

antibiotikumok/ hozzdaddsa elttt legaldbb 55°C-ra

le kell hiteni a taptalajt.

Antibiotikumok

Ampicillin

100mg/m1-

es torzsoldatot haszndlunk,melyet sz(réssel

sterileziink és -20°C-on tdroljuk.50-100 ug/ml vég-

koncentrdcicdban adjuk a taptalajhoz.
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Tetracyclin

12,5 mg/ml-es torzsoldatot készitink 50%-os
etanolban. Szlréssel sterilezzUk,—ZOOC—on tarol juk.
Lemezekhez 12,5 ug/ml koncentrdcidban haszndljuk.

IIT.1.2. Taptalajok élesztbhoz

YPDP komplett tdptalaj

Bacto-yeast extract 10.0 g
Bacto Pepton 20.0 g
KHZPU4 1.5 g
Sterilizdlds utdn a pH-t 7.0-re d1litjuk, ezutdn

40% glikdz 40 ml

YNB minim&l tdptalaj (200 ml-hez)

20xYNB 10.0 ml
40% glikdz 10.0 ml
HZU 180.0 ml

sterilen Osszemérni

YNBA szilard tdptalaj

20xYNB 10.0 ml
40% glikéz 10.0 ml
agaroz 4.0 g (2%)

desztilldlt vizzel 200 ml-re kiegésziteni, sterilen Osszemérni
20xYNB
Difco Yeast Nitrogen Base 13.4 g
H,0 100.0 ml-re (végkoncentrdcis=0.67%)
sterilre szirni
Adalékok
torzsoldat 200 ml-ben végkoncentracio

Uracil 480 mg 20 mg/1
L-triptofan 480 mg 20 mg/ml
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I1I1.2 Kompetens sejt készitése (-70°C-on tarolhatd) és plazmid DNS

transzformaldsa baktérium sejtbe (Maniatis, 1981)

1. A megfeleld E. coli torzset leoltjuk 10 ml LB-be, 37°C-on
rdzatjuk egy ejszakan at.

2. EbbBl a sejtszuszpenzidébdl 0,5 ml-t 200 ml LB-be beoltunk, és
rézatjuk 37°C-on 3 éra hosszat.

3. A sejtszuszpenzidot centrifugdldjuk K23-as centrifugdn, 4000
rpm-el, 10 percig, 0°C-on.

4. A sejteket felszuszpenddljuk 50 ml 0,1 M MgCL,-ban 0°c-on.

2
5. Centrifugdljuk K23-as centrifugdn, 4000 rpm-el, 10 percig, 0°%-on.

6. Szuszpenddljuk 50 ml 0,1 M CaClL,-ban 0°C-on.

2
7. 20 percig 0°C-on 411.
8. Centrifugdljuk K23-as centrifugan, 4000 rpm-el, 10 percig,
0°c-on.

9. Szuszpenddljuk 3.3 ml 0.1 M CaCl,+1,7 ml 28% glicerinben 0°C-on.

2
10. 200 wl-enként Eppendorf csovekbe toltjuk 0°c-on.

11. Tarolas -70°C-on.

12. Transzformaldshoz jégen olvasztjuk fel.

13. A DNS-t (max. 0.5 wg) hozzdadjuk, rovid vortexezés.

14. 30 percig 0°C-on 411.

15. 2 percig inkub&ljuk 42°C-on.

16. 10 percig 0°C-on 411.

17. 0,7 ml LB hozzdaddsa utdn enyhén rdzatjuk 379%C-on 1 éra hosszat. ¢

18. Szélesztjik YTA+antibiotikum lemezekre, a transzformans telepek

12-16 6ra mdlva jelennek meg.
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III1.3.1. Plazmid izolalds (Maniatis, 1981)

Amplifikalas nélkil

1. 11 LB téptalajt (+antibiotikum) beoltva a O/N starterrel, 24

éran &t novesztjuk, 379%C-on &llandd razatds mellett. A sejteket

centrifugdl juk 4000 g-vel 20 percig, 4°c-on.

A sejteket mossuk 200 ml pufferrel:

NaCl 0.1 M
Tris-HC1(pH=7.8) 10/0 mM
EDTA 1.0 mM

Lizis ludgos kezeléssel

2. A sejteket centrifugdlas utdn 20 ml SOL-I. oldatban:

glukéz 50.0 mM
Tris-HC1 (pH=8) 25.0 mM
EDTA 10.0 mM

felszuszpenddljuk, a szuszpenzid S mg/ml lizozimot tartalmaz
készitett!). 5 percig szobahdn inkubdl juk.
3. 40 ml frissen készitett SOL-II. oldatot:
NaOH 0.2 N
SDS 1%
adunk hozzd. 10 percig jégen 3ll.

4. Ezutdn 30 ml jégben hitott SOL III. oldatot:

5M K-Acetat 60.0 ml
Jjégecet 11.5 ml
HZD 28.5 ml

adunk hozza. Ujabb 10 perces jégen d1lds utdn 12000 rpm-mel 20

centrifugdljuk 4°C-on (JA 14).

(frissen

percig
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5. A fellildszét  keétfelé

izopropanoclt adunk az oldathoz.

szobahdmérsekleten d11ni hagyjuk.

osztjuk.

Osszekeverjik és 15

Csovenként 0.6 térfogat

percig

6. A DNS-t 12000 g-vel 30 percig szobahémérsekleten centri-

fugal juk.

A feliuluszoét elontjik és a csapadékként kapott DNS-t  70%-os

etanollal mossuk, ezt kovetben vdkuumban szaritjuk.

7. A ONS-t 10 ml TE-pufferben vesszik fel.
TE:
TRIS 10.0 mM
EDTA 1.0 mM
Az oldathoz 50 wl RN-dzt (cc. 10 mg/ml TE pufferben, 30 percig

forralva, majd -20°C-on  térolhatd)

inkubal juk.

adunk,

2-3  ¢éraig 37°C-on

A kezelést 50 1l proteindz-K (cc. 10 mg/ml) hozzdaddsdval

folytatjuk. Az inkubdldst szobahdmérsékleten 1 drdig végezzuk.

8. Azonos térfogatu

fazisok Jjobb elvdléasa

fenol-kloroform

céljabdl az elegyet centrifugaljuk.

eleggyel extrahdalunk. A

A vizes

fazist TE pufferrel (2-300 térfogat) szemben dializdljuk egy éJjszakan

keresztiil AOC—on.

9. Dializis wutdn a DNS-t 2 térfogat etanollal kicsapjuk.

oran keresztil d11ni hagyjuk szobahdmérsékleten, azt kdvetden a

Egy-ket
DNS-t

lecentrifugdl juk, majd a csapadékot vakuum alatt szaritjuk.

10. A kapott csapadékot 2 ml TE-pufferben vesszik fel és Sephacryl

oszlopon (2.5x20cm) tisztitjuk.

Az eluals puffer:

NaCl
S0S

2xTE (pH=8.0)-ben

végkoncentraciod
250 mM
0.1%
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11. 5ml-es frakcidkat szediink, melyekb&l 10 ul-t 0.8%-o0s agaroz
gélre viszink fel a plazmid DNS tartalom ellentérzése céljabdl. A DNS-t
tartalmazo frakcidkat egyesitjik.

12. 0.1 térfogat 3.0 M NaAc-ot és 2 térfogat EtOH-t adunk hozza és
egy €]jszakdn &t -20°C-on 411ni hagy juk.

13. JA 20 (Beckman) centrifugdn 16000 rpm-el 20 percig fugdljuk. A
csapadékot 70%-os hideg EtOH-val mossuk, majd vdkuumban szaritjuk.

14. A DNS-t 1.5 ml TE-ben felvesszik és az alkoholos kicsapdst
megismételjik. Ezzel a mdédszerrel nagy tisztasdgd plazmid DNS

preparatumot kapunk, melyet TE pufferben -20°C-on tdrolhatunk.

IIT.3.2. Gyors plazmid tisztitas

Restrikcids enzimes emésztésekhez, ligdldshoz, transzformdcidhoz,
a transzformdlt telepek teszteléséhez, €s amikor nincs szikség nagy
mennyiségl, homogénre tisztitott plazmidra, akkor hasznalhatd ez a
modszer.
1. Egy telepbdl 1leoltva felnovesztjik a sejteket 2-2 ml
LB-tdptalajban + megfeleld antibiotikum , 37OC-0n, razatva, 0/N.
2. Eppendorf centrifugdn lecentrifugdljuk 2 percig, a fellluszdét
leontjuk.
3. A sejteket 100 1l SOL I-ben felszuszpenddl juk
4. 104l 50 mg/ml-es lizozim oldatot (SOL I-ben frissen oldott) adunk
hozzd és 5 percig szobahén inkubal juk.
5. 200 wl SOL II-t adunk hozzd, jol Osszekever]jik €s 5 percig Jjégen
tartjuk.
6. 150 wl SOL III-t adunk hozzd, kevertetjik és 5 percig Jégen

tartjuk.

7. Eppendorf centrifugan 10 percig centrifugal juk.

4
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8. A feliiliszét steril Eppendorf csdbe atteszik, a térfogatat mérjuk.
9. 1/2 térfogat DNS dializdldéval (TE puffer) telitett fenolt és

1/2 térfogat kloroformot adunk hozzé, osszekeverjik majd egy
percig centrifugdl juk.

10. A fels6 fazist mérve dtpipettdzzuk egy tiszta Eppendorf cstbe (kb

400 ul) dgy, hogy a fenolos fdézisbdl ne vigyidnk dt semmit.

11. 2 térfogat szobahémérsékletl 96%-os alkohollal Osszekever]jik és

két percig szobahdn inkubdl juk.

12. 15 percig centrifugdl juk.

13. A csapadékot 1-1 ml szobahdmérsekletl 70%-os alkohollal mossuk,

majd exszikatorban szaritjuk.

14. A DNS-t 50 w1 TE pufferben feloldjuk + 1wl 1 mg/ml-es RN-dzt

adunk hozzd. -20°C-on tdroljuk. Egy restrikcids emésztéshez 15

#1-t haszndlunk.
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alapjan)

Emésztd pufferek az enzimekhez:

"LOWII

puffer

"Medium"

10 mM Tris/HC1 pH=7.5 50 mM NaCl

10 mM MgCl2

1 mM DTT
Bal
Bgl
Cla
Hae
Hpa
Hph
Kpn
Mbo
Msp
Sac
Tag
Xma

Acc

Specidlis p

I
11
I
I, Hae II
I, Hpa II

I, Sac II
I
I
I

uffer

6 mM Tris/HC1 pH=8.0

6 mM MgCl2
20 mM KC1
6 mM DTT

Sma

10 mM Tris/HCL pH=7.5
1 mM DTT

Bam H I
Bol I
Hae III
Hha I
Hinc II
Hind II, III
Hinf I
Pst I
Pvu II
Bsp R I
Ava I
Sau 3 A
Dra I

I (inkubalas 25°C-on)

A szikséges restrikcids endonukleazzal

37°C-on  inkubd

ljuk az

emésztendd

agardz gélelektroforézissel ellendrizzuk.

DNS-t.Az

(Biolabs New England

100 mM NaCl
50 mM Tris/HCl pH=7
1 mM DTT
EcoR I, II, V
Mbo I
Pvu I
Sal I
Sph I
Xba I
Xho I
Bst E I
Dde I

a megfeleld pufferben

emésztést horizontdlis
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ITI.5. Agardz geélelektroforézis

Elektroforézis puffer DNS-hez: TBE (pH=8.3)
10x TBE puffer: 0.89 M Tris
0.89 M bdrsav
0.02 M EDTA
5xmintafelvivé puffer: 20.0% glicerin
10.0 mM EDTA

0.25% brémfenolkek

A vizsgdlt DNS fragment nagysaga Optimdlis agardz gél koncentracid
(kilob&zis) (%)
60-5 0.3
20-1 0.6
10-0.8 0.7
7-0.5 0.9
6-0.4 1.2
4-0.2 1.5
3-0.1 2.0

A gél 0.5 ug/ml koncentrdcidban etidium bromidot tartalmaz, a DNS
fragmentek UV-fény alatt lathatdak. A futtatds 5 V/cm fesziltség alatt

torténik.

IIT.6. DNS fragment izoldlds elektroelucidval (Maniatis, 1981)

1. A megfeleld koncentrdciéju agaréz gélben futtatjuk a DNS-t. Az
izoldlni kivant fragment helyét UV-fény alatt jeldljik meg

2. Eles szikével kivdgjuk a fragmentet tartalmazé agardz darabot.

3. A dializdldé hivelyt 0.5x TBE pufferrel tele toltjik, és a

géldarabot a hiivelybe helyezziik.
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A gél mellett csak annyi puffert hagyunk, amennyi az elektromos
kontaktus biztositdsdhoz elegendd, €s buborékmentesen kotjik be a
hivelyt.

A dializald hiivelyt egy vékony réteg 0.5x TBE-be helyezzik az
elektroforézis tankba.

2-3 ¢6ra hosszat 100 V-al elektroeludljuk a DNS-t a gélbdl a
dializis hartya belsd faldra.

A polaritdst 2 percre megforditjuk, hogy a hartya belsd faldrdl
eltdvolitsuk a DNS-t, és Gilson pipettdval dvatosan kiszedjik a
gelt korulvevé puffert (a DNS  jelenlétét UV  1lampdval
ellendrizhetjik).

A gélb6l visszanyert DNS-t6l a géltormeléket szilikonozott
iveggyapoton keresztiul torténd szlréssel vdalasztjuk el.

Extrahal juk egyszer azonos térfogatu fenollal, majd
fenol-kloroformmal, végil kloroformmal.

A DNS-t két térfogat etonollal kicsapjuk, majd a csapadékot 200 ul
U.P. vizben oldjuk és S0al 3 M natrium-acetdtot (pH=5.2) adunk
hozza.

Ismét kicsapjuk etanollal, a csapadékot 70%-os etanollal mossuk,

majd megfeleld mennyiseégl TE-ben oldjuk. -20°C-on tarolhatd.
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ITI.7. DNS fragment rejtett 3'-végének alfa-BzP—ATP—vel valé jelolése

(Maniatis, 1981)
A reakci¢ elegy Osszetetele:
1 4l 2mM dCTP
1 1l 2mM dGTP
1 wul 2mM dTTp
3 ul 10x nick transzlaciés puffer
3 ul DNS (kb 500 ng)
12 ul U.P. viz
2 ul DNS-polimerdz Klenow fragment

50 uCi alfa--2

P-ATP beszdritva (spec. akt.=400Ci/mM)
20°C-on 30 percig inkubdljuk.
10x nick transzldcids puffer (-20°C-on tdrol juk):
0.5 M Tris HC1l (pH=7.2)
0.1 M MgSD4
1.0 mM.ditiotreitol
500 wug/ml BSA
A jelolt DNS-t a be nem épilt nukleotidoktdl Sephadex G-50-es
gélsziiréssel vdlasztjuk el. 50 ul-es alikvotokat gyujtink, az egyes
frakcidok radioaktivitdsat 1likvid szcintilldcids szamldldval mérjuk.
(Az elsd radioaktiv cstics a DNS-be beépiilt radicaktivitds.) A Jeldlt
DNS-t -20°C-on tdroljuk.
III.8. Ligdlas
10x 1igdz puffer: 500 mM Tris/HCl ph=7.8
5 mM ATP
50 mM MgCl2
100 mM béta-merkaptoetanol

A DNS fragmentumok ligdldsa (minimdltérfogatban) T4 ligdz enzimmel

11°C-on torténik. Ellendrzés agaréz gélelektroforézissel.
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III.9. Elesztd transzformdlds (Hinnen et al,1978, Beggs, 1978)

1. Négy transzformdldshoz 40 ml komplett taptalajban pl. YPDP-ben
exponencialisan szaporodd €élesztd  kultirdt (2—8x107 sejt/ml

0D =0.6-1.0) lecentrifugdlunk (3000 g, 2 perc, Sorwall SS 34). A

600-450
sejteket felszuszpenddljuk 10 ml SORB-EDTA pufferben.

SORB-EDTA: 10.0 ml-re
szorbitol(1l.0M) 9.0 ml
EDTA (250 mM) 1.0 ml

Hozzdadunk 40 ul 2-merkaptoetanolt és lassu keverés kozben 30°%C-on 20
percig inkubdl juk.
2. Centrifugdljuk (3000 g, 20 perc). A sejteket 10 ml
SORB-EDTA-CITRAT pufferben vessziik fel.
SORB-EDTA-CITRAT:  10.0 ml-re

szorbitol (1.5 M) 6.7 ml
EDTA (250 mM) 0.4 ml

Na-citrat 2.5 ml
(0.4M pH=5.8)
HZD 0.4 ml

A szuszpenzidhoz frissen kimért Helicase-t adunk (30 mg, Peactifs, BF,
Francia) és 30°C-on 60-100 percig lassu rdzatds mellett inkubdlunk.
Ezalatt az id6 alatt képzddnek a szferoplasztok, melyek keletkezésére
fénymikroszkdoposan vagy desztilldlt vizben valé szétesésiik alapjan
kovetkeztethetiink. A szferoplasztok fizikai  hatdsokra eérzékenyen
reagdlnak, konnyen kipukkadhatnak, éppen ezért csak nagyon dvatos,
koriultekintd kezelés mellett tarthatdk fenn.

3. A szferoplasztokat centrifugdljuk (3000 g, 3x2 perc) és mossuk
3x10 ml 1 M-o0s szorbitollal. A harmadik mosds utédn 0.25 ml STC-ben

szuszpendal juk fel.
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Y végkoncentrdcio
szorbitol 1.0M
CaCl2 10.0 mM

TRIS-HC1(pH=7,5) 10.0 mM
4. 100-100 wl €élesztd szferoplaszt  szuszpenzidt szétosztunk
Eppendorf csovekbe (annyi cst, ahdny transzformdcid) és 10-10 al DNS
oldatot adunk hozzdjuk (1-3 mg DNS). 10 wl-nél nagyobb mennyiségl DNS
oldat hozzdaddsa megvdltoztathatja az ozmotikus kordlményeket.

Szobahtn inkubdljuk 15 percig, majd PEGTC puffert adunk a keveréekhez,

PEGIC: végkoncentrdcio
PEG4000 22%
CaC12 10.0 mM

TRIS-HC1(pH=7.5) 10.0 mM
dvatosan kevertetjik, szobahén  inkubdljuk egy percig, majd 20
mdsodpercig fugdljuk Eppendorf  centrifugdban. Ezt kovetden a
kicentrifugdlt szferoplasztokhoz 300-300 w1l YPDP+1.25 M szorbitol
puffert adunk, az igy kapott mintdkat 30°C-on 15 percig inkubdal juk

5. A mintdkat 10 ml 45°C-os regenerdlé agarhoz adjuk.

Regenerdld agar 200 ml-re
szorbitol(1.0M) 40.0 g
agar (3%) 6.0 g

Desztilldlt vizzel 176 ml-re kiegeszitve.
Autokldvozas utan hozzdadunk:

20xYNB 10.0 ml

glikéz (40%) 10.0 ml

YPDP 4.0 ml
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Vortexeljik ¢€s szelektdld taptalaj feliletére ontjik (a regenerdld
agart 60-65°C-on felolvasztjuk majd 45°C-0s  vizfiirdGben  1év
kémcsovekbe 10 ml-enként szétosztjuk. A szferoplasztok 45°C-osnal
melegebb regenerdlé agarba nem keriulhetnek.

6. 3-5 napos inkubdcié utdn  (30-349C-on)  jelennek meg a

transzformdnsok.

IIT1.10.1 Hela nukledris extrakt készitése (Digman és mtsai, 1983,

Wildeman és mtsai, 1984)
1. A sejteket a tdpfolyadékbdl Gsszegyiijtjik és K23 centrifugdn 1000
rpm-el 10 percig centrifugdljuk.
2. Az lledéket 5 térfogat hideg PBS pufferben szuszpenddljuk €s ismét
centrifugdljuk (1000 rpm, 10 perc, K23).
3. 5 térfogat "A" pufferben 10 percig jégen all:
"A" puffer: 10.0 mM HEPES (pH=7.9)
1.5mM MgCl2
10.0 mM KC1
0.5 mM DTT
0.5 mM PMSF
Centrifugdljuk 10 percig 1000 rpm-el (K23).
4. A sejteket 2 térfogat "A" pufferben szuszpenddljuk es Daunce
homogenizatorral homogenizal juk.

5. A homogenizdtumot 10 percig 10000 g-vel centrifugdljuk. A

fellluszét 25000 g-vel 30 percig centrifugal juk.
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? sejt) "B" pufferben

A  nukledris csapadékot 3ml (10
szuszpendal juk.
"B" puffer: 20.0 mM HEPES (pH=7.9)
25.0% glicerin
0.42 M NaCl
1.5 mM MgCl2
0.2 mM EDTA
0.5 mM DTT
0°C-on 30 percig enyhén kevergetjik, majd 20 percig 25000 g-vel
centrifugdl juk.

A fellildszét  0.33g/ml (NHa)zsoa—al precipitdljuk, gyengén

kevergetjilik jegen.

. 20 percig 25000 g-vel centrifugdljuk.

A csapadékot a feliiliszé 1/2 térfogatdnak megfeleld "C" pufferban
szuszpendal juk.
"C" puffer: 20.0 mM HEPES (pH=7.9)
20.0 mM KC1
1.0 mM MgCl2
2.0 mM DTT
12.0% glicerin
10-12 ¢6rat 4°C-on 100x térfogat kétszer cserélt "C" pufferrel
szemben dializdljuk.

150 ul-es alikvotokban cseppfolyds N2—ben fagyasztjuk és -70%C-on

tdrol juk.

10.2. Nukledris extrakt készitése éleszt6 sejtekb6l (Brom és

Konberg, 1985)

A sejteket 11 YP+2% cukor taptalajon 0D 00=5-ig novesztjuk.

6
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2. Szferoplasztot készitink (az élesztd transzformdldsndl leirt
médon) .
3. A szferoplasztokat mossuk 10 ml "A" pufferben.
"A" puffer:
alap oldat 10.0 mM Tris-HC1 (pH=8.0)
1.5 mM MgCl2
15.0 mM KC1
0.1 mM EDTA
frissen hozzdadni: 0.5 mM DTT
1.0 mM PMST
1.0 mM trezolar
4. Lecentrifugdljuk 10 percig 3000 g-vel, majd a sejteket Dounce
homogenizatorral (15x) feltdrjuk, a sejtmagok 1gy kinyerhet&ve
valnak.
5. A sejtmagokat 10 percig 10000 g-vel centrifugal juk.
6. Az Uledéket 10 térfogat (kb 50 ml) "B" pufferben szuszpenddl juk
B" puffer:
alap oldat 25.0 mM HEPES (pH=7.5)
5.0 mM MgCl,
0.1 mM EDTA
10.0% glicerin
frissen hozzdadni: 0.5 mM DTT
1.0 mM PMSF
1.0 mM trezolar
50.0 mM KC1
7. 0.3 M végkoncentracidban (NH4)2804—0t adunk hozzé,aoC—on 30 percig

kever juk.
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8. A 1lizdtumot centrifugdljuk 4°C-on (10 perc, 10000 rpm, S5-34-es
rotorban).

9. A feliluiszét oOsszegyijtjik és  Beckmann Ti é0-as rotorban
centrifugdl juk (50000 rpm, 4OC, 200 perc).

10. A felildszdt Osszegyijtjik és kétszer dializdljuk 5 térfogat "B"
pufferrel -szemben (4°C, 3 éra).

11. 150 wul-es alikvotokban cseppfolyds N2-ben fagyasztjuk és -70°C-on

tarol juk.

II1.11 Poliakrilamid gélelektroforézis /PAGE/

III.11.1. Nativ poliakrilamid gél, DNS-fehérje komplexek vizsgdlatdhoz

Az akrilamid (AA) és a biszakrilamid (BA) ardnya=29:1 a 40%-o0s
torzsoldatban.
17x17 cm-es 1 mm vastag, 4%-o0s gél osszetétele:
30 ml-hez: 3.0 ml 40%-os AA torzsoldat
3.0 ml 10x "R" elektrdd puffer
112.0 ul 10% ammdniumperszulfat (APS)/frissen!/

37.5 1l N,N,N,N-tetrametiletilén diamin/TEMED/

23.85 ml HZU
10x"R"elektrdd puffer: 450.0 mM Tris-bordt (pH=8.0)
10.0 mM EDTA

A felvitt minta oOsszetétele:
2000 cpm ~2P jelzett ONS fragment (2-3 uil)
10 ng fehérje tartalmi nukledris extrakt (1-10 ul)
2 41 10x "DNS-binding" puffer
1wl (1 wg) "hordozé" DNS (pUC18/Alu)

steril desztilldlt vizzel 20 wl-re kiegészitve
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10x "DNS-binding" puffer:
100.0 mM Tris HC1 (pH=7.5)
500.0 mM NaCl
10.0 mM DTT
10.0 mM EDTA
50.0% glicerin
A gélt eldfuttatjuk: 4°C-on 200 V (40 mA) 100 percig
Futés : 4°C-on 150 V (20 mA)

IIT.11.2. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis,fehérjék vizsgdlatdhoz

Torzsoldatok: 40% akrilamid torzsoldat /AA:BA=29:1/
1.0 M Tris-HC1 (pH=8.8)
1.0 M Tris-HC1 (pH=6.8)
10.0% SDS
10.0% APS /frissen!/
TEMED
10x "SDS" elektroéd puffer: 0.25 M Tris
1.92 M glicin
1.0% SDS

Mintafelvivd puffer: 0.06 M Tris-HC1 (pH=6.8)
2.0% SDS
10.0% glicerin
0.05% brémfenolkék

5.0% béta-merkaptoetanol

Fehérje molekulatomege: 70-15 kD  30-70 kD  10-70 kD

Gélkoncentracid : 7.5% 10.0% 12.5%



1 mm-es 17x17 cm-es gélhez 25 ml elvdlasztd és kb 10 ml felvivé gél
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kell.
A gél Osszetétele: elvdlasztd gél: 12.5% felvivd geél: 5%
40% AA 7.8 ml 1.25 ml
1 M Tris-HC1 9.35 ml 1.25 ml
(pH=8.8) (pH=6.8)
HZU 7.4 ml 7.29 ml
10% SDS 0.25 ml 0.1 ml
10% APS 170.0 wl 100.0 wl
TEMED 17.0 ul 10.0 wl
A fehérje mintdkat felvitel eldtt 2 percig forraljuk a

mintafelvivé pufferben.

Futds: 20°C-on, 30 V (140 mA)

II1.12. Eziist festés (Blum és mtsai, 1987)

Az SDS-poliakrilamid gélekben a fehérjék kimutatdsa ill. 14thatdva
tétele a kovetkezd médszer segitseégével tortént:

. Fixdléds (1 dra)
Fixaldé oldat: 50.0% metanol

12.0% ecetsav

1.85% formaldehid /0.5 ml 37%-os, literenként/
. Mosds 3x20 percig 50%-os etanolban

. Eldkezelés 1 percig 0.8 mM N825203 oldatban

. Oblités 3x20 masodpercig UP vizben (ultra tisztitott)

. Impregndalds: 0.2% AgNO

3
2.78% formaldehid /0.75 ml 37%-0s, literenként/

. Oblités 2x20 masodperc UP vizzel
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7. E1ldhivas: 6.0% Na2C03
1.85% formaldehid
2.5mg/ml Na,S,05
Barna csapadék esetén erélyesen rdazogassuk a gélt. Ha az oldat
megbarnul, le kell cserélni frissre.
8. Mosds 2x2 perc UP vizzel
9. Ledllitds (10 perc):
50.0% metanol
12.0% ecetsav

10. Moséds (20 perc): 50%-os metanolban

A gél 4°C-on eltarthats vagy beszarithatod.

II1.13.1. Elektroblott nitrocelluldz filterre (Towbin, 1979)

SDS-poliakrilamid gélen elvdlasztott fehérjeket nitrocelluldz
filterre vittik 4t (Western blotting).

A gél méretének megfeleld nitrocelluldz papirt és 4 db Watmann 3MM
szlropapirt kivdgunk, benedvesitjiik a transzfer pufferrel, rahelyez-
ziik a gélt a nitrocelluléz filterre és azzal egyiutt a blotting
késziilék mlanyag lemezére rakjuk 2-2 Watmann 3MM papir kozott.
Ugyeliink arra, hogy buborék ne maradjon a gél és a nitrocelluldz
filter kozott, a két mdanyag 1lemezt gumival rogzitjik, es ugy
helyezziik a készilékbe, hogy a nitrocelluldéz filter a pozitiv pdlus
felé legyen.

20-27 V fesziiltséggel (100 mA) 4°C-on minimum 3 6rét blottolunk.

A transzfer puffer osszetétele: 3 g Tris

14 g glicin
200 ml metanol

Desztilldlt vizzel 1000 ml-re kiegészitjik.
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Az LMW Pharmacia molekulasdlymarkert  tartalmazé pdlyat a

nitrocelulldz filterrdl levdgjuk és Amidoblack 10 b-vel festjik meg.

II1.13.2. DNS-fehérje kotés nitrocelulldz filteren

A nitrocelulléz filtert - melyre a nukledris extrakt fehérjeit
dtblottoltuk - 10%-os BSA-val telitjik, 1 ordn keresztil. Ezutan 20
percig eldinkubdljuk 2 ml '"DNS-binding" pufferben, mely tartalmaz:

200 ul 10x "DNS-binding" puffert
50 w1l "hordozé" DNS-t (pUC18/Alu)

Hozzdadunk kb. 10000 cpm mennyiségl radioaktiv DNS prébdt és 50 ul
nem izotdép Jelzett SV 40 enhancer siekvenciét és 2 oran keresztil
inkubdljuk, nylon tasakba hegesztve, enyhén razatva ugy, hogy a
folyadék réteg befedje a filtert.

Mossuk '"DNS-binding" pufferben a filtert 2x30 percig. Megszaritjuk
es autoradiogrammot  készitiink, dlomkazettdban, erdsitéernydvel
-70°%C-on kb 24 6rdig expondljuk (a beszaritott retarddcidos gélekhez

hasonldan) FORTE rontgen filmre.

II1I1.14. Béta-galaktoziddz enzim mérése élesztdben (Guarente, 1983)
7

A sejteket minimal tdptalajon novesztjik, 106—10 sejtszamig.
Lecentrifugdljuk és 1 ml "Z" pufferben felszuszpendal juk.
"Z" puffer 100 ml-ben

16.1 g NaZHPO x7H,0

4772
5.5 g NaH2P04xH20
0.75 g KC1
0.246 g MgSU4x7H20

2.7 ml merkaptoetanol

A puffer pH-jat 7.0-ra al1litjuk.
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Pasteur pipettdval hdrom csepp CHC13—t és 2 csepp 0.1% SDS-t adunk
hozza és 10 masodpercig erfsen vortexel juk.

Az o-nitrofenil-béta-galaktozid (ONPG) hidrolizisét Miller szerint
mérjik (1972).

0.2 ml 4 mg/ml ONPG-t adunk a 28°C-on eldinkubdlt, feltdrt élesztd
sejtekhez. A reakcid idejét stopper drdval mérjik. Miutdn a sdrga szin
megjelenik (a béta-galaktoziddz enzim az OPNG-t galaktézra és sdrga
szinli o-nitrofenolra hidrolizdlja) a reakcid 0.5 ml 1 M N82CU3—81
dllithaté le. A sejttormeléket centrifugdldssal eltdvolitjuk. Az
optikai denzitdst (0D) 420 nm-nél mér jik.

Az enzim aktivitds meghatdrozhatd a kovetkezd képlet segitségével:

0D(420)
txvx0D(600)

U=100x

0D(600)= a sejt slriség a mérés eldtt
t= reakcididd percekben

v= az enzim mérésnél haszndlt sejtkultura térfogata ml-ben
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TV.KISERLETT EREDMENYEK ES ERTEKELESIK

IV.1.Az 5V 40 enhancer in vivo hatdsa Saccharomyces

cerevisiae sejtben

IV.1.1.A pSX178E plazmid transzformdldsa élesztBbe

A pSX178 plazmid (Guarante és mtsai,1982 ) molekuldban
a bakteridlis béta-galaktoziddz enzim (EC.3.2.1.23.)
génjérek (lacZ) expresszidja az izo-l-citokrém C (CYC1)
élesztd gén promoter egy szakaszdnak (amely egy delécidt
kovetéen igen alacsony aktivitdssal rendelkezik) az
iranyitdsa alatt 41l1. A CYCl gén az éleszté sejtekben a
nuklearis DNS-en taldlhaté meg és az RNS polimerdz II enzim
segitségevel irodik at.

A plazmid tartalmaz egy E.coli szelekciés markert
(ampR) és a bakteridlis replikdcids origdt (ori) a pBR322
plazmidbdél, valamint egy S. cerevisiae szelekciés markert
(URA3) ¢és az élesztd replikdciés origét a 2 um-es

plazmidbdl.

Eco'H P

Labra: pSX178E az é@

transzformalt plazmid-
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A pSX178 plazmid molekuldba a CYC1 promoter el6tt
taldlhatd Xho I helyre klénoztuk be az SV 40 enhancer 194
bdazisparnyi fragmentjét, mely tartalmazza az enhancer
aktivitdsért felelds 2X72 bdzisparnyi szekvencidt. Az 1igy
létrehozott pSX178E plazmid DNS-el (4.sbra) transzformaltuk
a JFl élesztd torzset, a III.9. pontban 1leirt mddszer
szerint. A JFl trp , ura torzs, igy a transzformansokra

ura” fenotipusuk alapjan szelektdlhattunk.

IV.1.2.A béta-galaktoziddz enzim aktivitdsdnak mérése

A béta-galaktoziddz enzim szintjét élesztdben a
ITII.14. pontban leirt mdédszer szerint hatdroztuk meg.

A S. cerevisiaenek nincsen endogén béta-galaktozidaz
aktivitdsa, mely zavarnd az  4ltalunk bevitt 1lacZ gén
expresszidjadbol szdrmazd enzimszint meghatdrozasat.

Nem transzformdlt, pSX178 plazmiddal, és pSX178E
plazmiddal transzformalt élesztd kultdrdkban az
enzimaktivitdst az U=100x0D(420)/txvx0D(600) képlet
segitségével hatdroztuk meg. (1. tablazat)

Méréseink sordn a reakcididd; t=60 s, a sejtkultira
térfogata; v=1ml volt.

Az egyes mérési eredmények  filggetlenil izoldlt
kolénidk felszaporitdsabdl nyert tenyészetek enzimszintjeit

Jelentik.



- 40 -

1. tdblazat
Béta-galaktoziddz enzimaktivitds mérések

Transzformald DNS 0D(420) 0D(600) U (Miller egység)

- 0.019 1.715 0.18
- 0.038 1.583 0.40
- 0.007 1.620 0.01
- 0.026 1.545 0.28
- 0.037 1.516 0.40
- 0.001 0.943 0.001
- 0.025 1.653 0.25
- 0.007 1.666 0.07
pSX178 0.055 1.420 0.65
" 0.060 1.592 0.63
" 0.054 1.662 0.54
" 0.063 1.651 0.64
" 0.055 1.489 0.62
" 0.055 1.673 0.56
" 0.068 1.560 0.73
" 0.050 1.589 0.52
" 0.077 1.582 0.81
" 0.060 1.385 0.72
" 0.041 1.297 0.52
" 0.031 0.878 0.59
" 0.006 0.245 0.41
" 0.012 0.798 0.25

" 0.013 1.035 0.20



- 41 -

Transzformdald DNS 00(420) 0D(600)

U (Miller egység)

pSX178 0.079 1.683 0.78
" 0.084 1.542 0.91
" 0.080 1.516 0.88
" 0.015 0.380 0.66
" 0.021 1.106 0.31

pSX178E 0.329 1.509 3.60
" 0.403 1.542 4.41
" 0.480 1.617 4.95
" 0.495 1.458 5.66
" 0.530 1.573 5.61
" 0.437 1.408 5.17
" 0.531 1.546 5.72
" 0.470 1.580 4.95
! 0.414 1.613 4.27
" 0.412 1.458 4.73
" 0.286 1.587 3.00
" 0.143 0.166 14.40
" 0.305 1.715 2.96
" 0.456 1.702 4.47
" 0.073 0.232 5.24
" 0.187 0.999 3.12
" 0.252 1.596 2.63
" 0.016 0.019 14.04
" 0.107 0.289 6.17
" 0.173 0.682 4.23



- 42 -

A pSX178 plazmiddal transzformdlt élesztd sejtekben a
lacZ gén expresszidja igen alacsony szintd.

Az enhancerek a génaktivitdst akdr szdzszorosdra is
megemelhetik, a géntermék nagymértékd felhalmozdéddsa a
sejtben regressziv d4llapotvdltozdshoz, majd sejthaldlhoz
vezethet. Ezért olyan rendszert kellett vdlasztanunk,
amelyben a génexpresszidnak az alapszintje alacsony.

Az SV 40 enhancer szekvencidt hordozd plazmiddal
(pSX178E) transzformalt eélesztd sejtekben az enzimszint
6-30 szorosara megemelkedett. Valészind, hogy az
enhancerhatds sokkal ertsebb, mint amit mérni tudunk.
Azoknak az 1izoldlt koldnidknak a folyadék kultdrdiban,
amelyekben nagyon magas az enzim aktivitdsa, a sejtek
novekedése igen lassu, és a legtobb sejt végll elpusztul a
nagymennyiségld fehérjetermelés kovetkezményeként. Az a
tény, hogy az enhancer aktivitdsért felelds ONS szakaszt
tartalmazd plazmid DNS-sel transzformdlt sejtekben a teszt
genként hasznidlt bakteridlis lacZ gén expresszidja a fenti
mertékben megemelkedett, aldtdmasztja azt a
feltételezéslinket, hogy 1létezik egy olyan molekuldris
mechanizmus az élesztd sejtben is, amely képes felismerni
egy virus enhancer szekvencidt, és képes a  geének

aktivdlasara felhaszndlni ezt a rendszert.
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IV.2. Az SV 40 enhancer szekvencidhoz in vitro kotddd

fehérje faktorok

Iv.2.1. A DNS-fehérje komplexek vizsgdlata poliakrilamid

gélen

Feltételeztik, hogy az SV 40 enhancer szekvencia
("cis-acting" elem) fehérje faktorokon ("trans-acting"
elemek) keresztil fejti ki génaktivdld hatédsat az élesztd
sejtekben 1is. Ezért Hela és élesztd sejtekbdl nukledris
fehérje extraktot készitettink (III.10.1 és 1III.10.2.
pontokban leirt mddszerek szerint), hogy megvizsg4l juk,
taldlunk-e olyan fehérje faktorokat, melyek specifikusan
kotoédnek az SV 40 enhancer szekvencidhoz.

Nativ poliakrilamid gélelektroforézissel véalasztottuk
szet a DNS+fehérje komplexet a szabad DNS-tdl, vandorlasi
sebesseguk kiilonbozdsége alapjan.

A 173 bdzispdr hosszisdgd EcoRI -  BamHI DNS
fragmentet, mely az SV 40 enhancer aktivitdsaért felelts 72
bazisparnyi szekvencidjat tartalmazta, radioaktivan
jeloltik.

A HelLa nukledris extraktot kontrollként haszndltuk.Az
élesztd nukledris extrakttal megfelelé koncentrdcidban
osszekeverve a rddioaktiv DNS prdébat, az autoradiogrammon a
DNS-hez ertsen kotddd  fehérje  faktor vagy faktorok
jelenlétére utald mintdzatot lathattumk (5.4bra),. (A DNS,
fehérje megfeleld aranydt minden Gj prepardtumndl meg

kellett 41lapitani.)
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Azoknak a fehérjeknek a kotddését, amelyek nem
specifikus kolcsonhatdsban 4dllnak a prébdval, a reakcid
elegyhez adott Jjeloletlen DNS  fragmentekkel (pl. Alu
restrikcids enzimmel emésztett pUC18 plazmid DNS-sel)
akadalyoztuk meg.

A DNS-fehérje komplex  1létrejottének optimdlis
kortul-ményeinek meghatdrozdsdra végeztiink kisérleteket.

Ennek eredményeként megdllapitottuk, hogy a kialakult
komplex 1igen stabil; a hémérséklet, id6, és ionerdsseg
széles skdldjd vdltoztatdsa alig befolydsolta a DNS-fehérje

komplex és szabad DNS aranyt.

M
M

4 2 3 L 5 6 3+ 8& 8 40 44 42 43

5. dbra. Retarddcids gél autoradiogramja
1. Szabad SV-40 enhancer DNS (72 bp)
2-5. SV-40 enhancer DNS + Hela nukledris fehérje extrakt
2, 5, 10, 13 wul
6-9. SV-40 enhancer DNS + éleszt®d nukledris fehérje extr.
2, 5, 10, 13 .4l
10-13. SV-40 enhancer DNS + élesztd nukledris fehérje extr.

egy masik prepardtum 2, 5, 10, 13 ul
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IV.2.2.Kompeticids kisérletek

Minden fehérje, amely specifikus DNS szekvencidhoz
kotddik, képes mds ONS szekvencidhoz is kotddni, de kisebb
affinitdssal. A nukledris extraktumban  Jjelenlevé nagy
mennyiségl nem specifikusan kotddo fehérjék és a "hordozd"

ONS szekvencia Jjelenléte miatt a kvantitativ adatokat a

specifikus DNS-fehérje kolcsonhatds affinitdsara
vonatkozdéan csak megbecsilni  tudtuk. A  kolcsonhatds
specifikussaganak vizsgdlatadt jeloletlen specifikus
fragmentek €s nem specifikus DNS szekvencidk

kompeticidjaval végeztik.

A radioaktivan  Jelzett DNS probat, az élesztd
nukledris extraktot és a "hordozé" DNS-t (pUC18/Alu)
tartalmazo reakcid elegyhez fokozatosan novekvo
mennyiseégben nem Jjelzett SV 40 enhancer szekvenciat
(1X72bp) tartalmazé DNS-t adtunk. A radicaktiv prébahoz
viszonyitva 500-szoros molaris feleslegben adva volt képes
a probdval kialakult komplexet megsziintetni.

Amikor a kisérletet olyan DNS fragmenttel végeztik,
mely a 2X72 bdzisparnyi szekvencidt tartalmazta, akkor

250-szeres feleslegnél létrejott a kompeticid. (6. abra)
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6. abra. Kompeticidé SV-40 enhancer DNS-sel.
1. Szabad SV-40 enhancer DNS (72 bp)
2., Kontroll (éleszt6) (minta Osszetétel: 32. o)
3-8. Minta + 1, 10, 50, 100, 250, 500 ng 72 bp DNS
9-13 Minta + 1, 10, 50, 100, 250 2x72 bp DNS

Kompeticids kisérleteket végeztink kilonbozd forrdasbdl
szarmazé enhancer szekvencidkkal, a Rous szarkéma virus és
az immunoglobulin nehéz 1lédnc enhancer DNS-el.

A Rous szarkdma virus enhancer DNS 2-4-szer nagyobb
mennyisége /mint az SV 40 enhancer DNS/ volt elegendd a
komplex megsziintetéséhez. (7. &bra)

Az immunoglobulin nehéz ldnc enhancer DNS esetében ez

az arany még nagyobb, 4-8-szoros volt. (8. dbra)
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1 2 3 4 5 6 1 & 39 10 41 42
7.4bra. Kompeticid RSV DNS-sel.

1. Szabad SV-40 DNS
2. Kontroll (élesztd) (minta osszetétel: 32. o)
3-12  Minta + 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,

3000, 3500, 4000 ng RSV-DNS

3 4 5 6 1 8§ % Ao 44 42 1D

8.4bra. Kompeticid IgE DNS-sel.
1. Szabad SV-40 DNS

2. Kontroll (élesztd) minta Osszetétel: 32. o
3-13 Minta + 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 4500 ng RSV-DNS
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Kontroll kisérletként a pUC18/Alu DNS-sel, mint nem
specifikus DNS szekvencidval  kompetdltattuk az SV 40
enhancer DNS-t, a kompeticié 8000-szeres feleslegnel jott

létre. (9. é&bra)

4 2 % s 5 66 ¥ 3
9.4bra. Kompeticid pUC 18/Alu DNS-sel.

L. Szabad SV-40 enhancer DNS
2-13. Minta + 1, 10, 100, 500, 1000, 2000, 3000,
4000, 5000, 6000, 7000 , 8000 ng
pUC18/A1u-DNS
A kompeticids kisérletekbdl megdllapitottuk, hogy a
DNS-fehérje komplexben a kotés reverzibilis,
megsziintethetd.
Azt tapasztaltuk, hogy minél nagyobb volt az &ltalunk
vizsgdlt enhancer fragment szovetspecificitdsdnak foka,
anndl nagyobb mennyiséglG DNS volt sziikséges a létrejott

komplex megsziintetésehez.
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IV.2.3. DNS-kotd fehérjék nitrocelluléz filteren

Az SV 40 enmhancer szekvencidhoz specifikusan kotddo
gelesztd sejt magi fehérjék szamdnak és molekulatomegének
meghatdrozdsahoz a nukledris extraktot SDS-poliakrilamid
gélen szétvdlasztottuk, majd nitrocelluléz filterre
blottoltuk.

Az élesztd nukledris extrakt fehérje oOsszetétele az

SDS-poliakrilamid gélen a 10.a. dbran lathatd.

KD A D

ow o
670 ==

10.a. abra. Az éleszto

nukledris extrakt fehérje

gsszetétele SDS-poliakrilamid 4.0 =

gélen.

A: Pharmacia LMW molekula 300 -

stily marker

B: Eleszt6 nukledris extrakt

201 ==
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~65 KD

" l
L.....; J

10b.4bra. Nitrocelluldz filter autoradlogramja

A: Hela nukledris extrakt

B: Eleszt6 nukledris extrakt

A nitrocelluléz filteren renaturdltuk a fehérjéket (a
I1T1.13.2. fejezetben leirtak szerint), majd rddioaktiv és nem
jelzett kontroll DNS-t adtunk hozza. A 10.b. dbran, a filter
autoradiogramjadn ldatszik az o0t csik a Hela és kett6 az élesztd
nukledris extraktndl. A Hela nukledris extrakt egyik fehérjeje
€s a nagyobb éleszté fehérje kozel azonos molekulatomegl, kb.
65-70 kD, mig a kisebb éleszt&é fehérje 15-20 kD.

Elképzelhet6, hogy tobb fehérje is részt vesz a
DNS-fehérje komplex kialakitdsdban, amelyek esetleg ilyen
kisérleti koriulmények kozott nem képesek aktiv
konformacidjukat, DNS-koté  képesseégiket  visszanyerni, de
megdllapithaté, hogy legaldbb két fehérje jelen van az élesztd
nukledris extraktban, melyek specifikusan kotddnek az SV 40

enhancer szekvencidhoz.
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Feltételezziik, hogy az igy kimutatott fehérje faktorok
szerepet jatszanak, mint transzkripciés faktorok vagy
valamilyen strukturdlis funkciéval rendelkeznek, mint az aktiv
kromatin alkotdi.

Ezek a fehérjek rendelkezhetnek enzimatikus aktivitdssal -
a kozelmilt felfedezései kozé tartozik, hogy az RNS polimeraz
IT enzim 1legnagyobb alegysége egy erdsen toltott domént
tartalmaz karboxil termindlis végén, amely megfeleld célpontul
szolgdlhat a foszforildlasnak - igy nem elképzelhetetlen, hogy
a fehérje faktorok funkciéja in situ foszforildldsa, vagy
defoszforildldsa ennek az RNS polimeraz doménnek, s ezdltal a
transzkripcid inicidcid valdszindségenek a megnovelése.

A mdsik feltevés, hogy ezek a transzkripciés faktorok
olyan doméneket  tartalmaznak, amelyek olyan nukledris
proteineket kotnek meg, melyek nem rendelkeznek szekvencia
specifikus affinitdssal a promoterhez.

Funkcidjuk, szereplik eldontésére  tovdbbi  kisérletek
sziikségesek, de jelenlétik, és kolcsonhatdsuk az enhancer
szekvencidkkal elegendd bizonyiték arra, hogy a génexpresszid
reguldciéjaban az enhancer szekvencidk olyan 4ltalédnos
szabdlyozé elemek, melyek egymdstoél tdvol esd fajokban, - mint
pelddul az alacsony rendld eukariota éleszté és az emlds

szovetek - képesek hatdsukat kifejteni.
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V. OSSZEFOGLALAS

Munkdnkkal azt kivadntuk bizonyitani, hogy a magasabb rendi
szervezetekbdl szarmazé enhancer szekvencidk képesek hatdsukat
alacsonyabb rendd eukariota rendszerben is kifejteni, élesztd
sejtekben képesek a gének transzkripcids aktivitdsat
megnovelni.

1. Létrehoztuk a pSX178E élesztd expresszids vektort, mely
tartalmazta az SV 40 enhancer 2x72 bdzispar hosszisdgu
szakaszat a teszt génként haszndlt bakteridlis lacZ gén elott.

2. Ezzel a plazmid DNS-sel  transzformdltuk a JF1
Saccharomyces cerevisiae torzset és mértik a béta-galaktozidaz
enzim szintjét, mely 6-30-szorosdra emelkedett. Ezzel
bizonyitottuk azt, hogy az éleszté sejtben Jjelen van egy
molekuldris rendszer, mely felismeri és pozitiv szabdlyozdasra
felhaszndlja az enhancer szekvenciat.

3. In vitro kisérleteinkben, retardacios geleken
kimutattuk az SV 40 enhancer DONS szekvencia és ahhoz a
specifikusan kapcsolodd fehérjék komplexeit éleszt® nukledris
fehérje extraktumbdl.

4. Kompeticiés kisérletekkel megdllapitottuk, hogy a
fehérje-DNS  kolcsonhatds reverzibilis, és vizsgdltuk a

komplexekben a kotddés erdsségét.
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5. 9DS gélelektroforézis utdn az élesztd nukledris
extraktumot 4&tblottoltuk nitrocelluldéz-filterre és a fehérjék

renaturdldsa utan 32

P jelzett SV 40 enhancer DNS-sel
létrehoztuk a filteren a DNS-fehérje komplexet.

6. Megdllapitottuk, hogy legaldbb két fehérje faktor vesz
részt a komplex kialakitdsdban, mely fehérjék molekula tomege

15-20, il1. 65-70 kD-nak adddott.
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