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Roviditések jeqyzeke

aCTD — Az RNS polimeraz o alegységének C-terminalis doménje.
CAP — Catabolite Activator Protein (katabolit aktivator fehérje), a CRP alternativ neve
CDTA - Ciklohexan-1,2-diamino-tetraecetsav

CRP — cAMP Receptor Protein

DTT - Ditiotreitol, redukalé szer

EIIA® — A PTS rendszer Enzyme II (EII) fehérjéjének ,,A” doménje.
GalR — Galaktoz represszor

GalS — Galaktoz izorepresszor

GBP — Galaktozkoto fehérje (Galactose binding Protein)

GusA — B-glikkuronidaz

HU — Heat Unstable Nucleoid Protein

Lacl — laktoz represszor

LB — Luria-Bertani taptalaj

O — A galETKM operon kiilsé GalR-operatora.

O; — A galETKM operon belsé GalR-operatora.

PNPG - para-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid

RNAP — RNS-polimeraz

PTS — foszfoenol-piruvat-szénhidrat foszfotranszferaz rendszer

TF — Transzkripcids faktor

X-Gluc — 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-gliikkuronsav



1. Bevezetées

A szabadon ¢l6 baktériumsejtek ndvekedését — aminek modellje pl. a folyadékban
novesztett Escherichia coli — leir6 paradigma ma az un. feast-famine ciklus, ami azt jelenti,
hogy a sejtek szamara nem all rendelkezésre allandoan a taplalék, hanem id6r6l-idére egy
limitalt mennyiségli tapanyaghoz jutnak, azon novekedésnek indulnak, majd a forras
kifogytaval a novekedésiik lelassul, megall[1]. A folyadékkultiraban novesztett
baktériumoknak, amik egy ilyen feast-famine ciklus modelljeként szolgalhatnak, hat
kiilonboz6 novekedési allapotat kiilonboztethetjiik meg (1.1 abra): lag fazis (a ndvekedési
rata nulla), gyorsuld fazis (a novekedési rata ndvekszik), exponencialis fazis (a novekedési
rata allando), lassuld fazis (a novekedési rata csokken) stacioner fazis (a novekedési rata
nulla) és a hanyatlas fazisa (a novekedési rata negativ)[2]. Az ezeket a ciklusokat kisérd

morfologiai és metabolikus valtozasokat korabban részletesen tanulmanyoztak[1].
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1.1 abra. A folyadékkultiraban novekvé baktériumok novekedési fazisai. 1.: Lag
fazis, 2.: gyorsuld fazis, 3.: exponencialis fazis, 4.: lassulo fazis, 5.: stacioner fazis,
6.: hanyatlas.

A sejtnek érzékelnie kell a kiilsé és belsd kornyezet valtozasait, ezekre valamilyen
valaszt kell adnia, illetve szabalyoznia kell azt, hogy ezen valaszok szamos alfolyamata
koordinaltan jatszodjon le, azaz a kiilonboz6 géntermékek a megfeleld idében és megfeleld

aranyban keletkezzenek.



Egy E. coli sejtben egyidejiileg koriilbeliil 1850-féle fehérjemolekula taldlhato[3], az
E. coli genomon mai napig azonositott gének szama ugyanakkor 4300 folott van[4].
Némelyik fehérjébdl igen nagy mennyiség szintetizalodik, masokbol alig par darab. A
fehérjék tobbnyire nem egymagukban teszik a dolgukat, hanem valamilyen kolesonhatd
partnerrel, amivel meg kell talalniuk egymast. E kolcsonhatasok koziil ma mar nagyon
sokat ismeriink, és ha a kolcsonhatasokat egy halozatként probaljuk értelmezni, akkor egy

igen Osszetett halozatot kapunk. (1.2 abra)

1.2 abra. Az E. coli transzkripciés szabalyozasi halézatanak funkcionalis moduljai és
azok kapcsolatai. A szines korok operonokat jelolnek, az azonos sziniiek egyazon
funkcionalis modulba tartoznak. A tiz legfontosabbnak tartott kdzponti szabalyozo
faktor nevét feltiinteti az abra[5]. Ezek koziil a CRP (cAMP Receptor Protein) jelen
dolgozat témajaban is fontos szerepet jatszik.

Mindebbdl nagyon jol latszik, hogy a sejtnek valamilyen modon el kell dontenie, hogy
mikor melyik génrdl irjon at génterméket, nem teheti meg, hogy minden génjét mindig
aktivan tartja, vagyis a valaszait valamilyen szempontbol optimalizalnia kell.
Optimalizacios szempont lehet példaul a gyors reagalas képessége akar koltségek aran,

vagy a minimélis energia befektetés sziikségessége.



Az E. coli kiillonbozd alrendszereit iranyitd folyamatok elemei kozti kdlcsonhatasok
leirasaval, illetve azok mennyiségi jellemzésével egyre komplexebb haldzatok rajzolddnak
ki a szemiink el6tt. Ugyanakkor a halozat feltérképezése (vagyis a kolcsonhatd partnerek
felirasa és a kolcsonhatas tipusanak megallapitasa) még nem ad tampontot arra nézve, hogy
egy dinamikus kornyezetben hogyan viselkedik a halozat, illetve egyes tipikus halozati
mintak, motivumok milyen szempontbol optimalizaltak. Ezek megértésében a
laborkisérleteken tul a matematikai modellezés eszkoztarara is sziikség van.

Jelen dolgozat az E. coli galaktoz hasznositasi halozatan végzett kutatasainkat mutatja be.
A munka célja egy részrdl az volt, hogy feltarja a haldzat tagjainak id6zitési mintazatait
egy modellezett feast-famine ciklus soran, mas részrdl hogy a halozat szabalyozoelemeinek

logikai miikddésére, a benniik rejlé evolicios potencialra probaljon fényt deriteni.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Szabalyozasi motivumok a kis molekulakat hasznosité rendszerekben

A sejteket iranyitd6 mechanizmusok megismerésére kétféle stratégia adodik: felilrél és
alulrol épitkez6, melyek koziil mi az alulrdl épitkezé stratégiat kovetjitk. Ez a megkozelités
alhalozatok kvantitativ leirasaval ¢és alapveté motivumok, visszacsatolasi korok
megértésével torekszik a teljes halozat megismerésére. Ilyen jol leirt haldzatok tobbek
kozott a kismolekulak, példaul cukrok felhasznalasaért felelds halozatok, melyek altalanos

felépitése a 2.1 abran lathato.
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2.1 abra. Egy kis molekula felhasznalasi halézatanak altalanos sémaja. A lila ovalis
teriilet a baktérium. A kismolekula extracelluliris koncentriaciéja o, intracelluliris
koncentraciéja s. A Kkis molekula a sejtbe az extracellularis koncentracié és a
transzport fehérjék koncentracioja (T) altal meghatarozott rataval jut be, és az

szabalyozé fehérje érzékeli, ez szabalyozza a transzportot és a metabolizmust. A
metabolikus rata esetén y azt a ratat jeloli, amivel a sejt a kismolekuldt metabolizilja
ahhoz képest, ahogy a kismolekula az osztédas miatt higul[6].



Az ilyen rendszer két visszacsatolasi korre épiil, melyeket egy kozos szabalyozo elem
kapcsol Ossze. Ez érzékeli a kis molekula intracellularis szintjét [7]. A legegyszeriibb
rendszerek, mint az E. coli laktéz hasznositasi rendszere két operonbol all, egy regulator
geénbdl, és az altala szabalyozott operonbol, ami legalabb két cisztront tartalmaz: egy
transzporter fehérjét kodolo, és egy, a kismolekulat lebontd vagy modositd enzimet kodolo
cisztront[8].

Két visszacsatolasi kort elméletileg négyféle modon lehet Osszekapesolni annak
fiiggvényében, hogy melyik pozitiv és melyik negativ (2.2 abra), bar ezek koziil

baktériumokban eddig csak kettére sikertilt példat talalni[7].
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2.2 abra. A kis molekuldk hasznositasaért felelos kettds visszacsatolasi kor négy
lehetséges megoldasa. T, R és E rendre a transzoprter, a regulator és a hasznositasért
felelés enzim mennyiségét jeloli, o és s a kismolekula extracelluliris és intracellularis
szintjét jelenti, a vastag nyil pedig ennek dramlisa a rendszeren keresztiil. (A vékony
nyilak és talpas nyilak az aktivicio és a gatlas szokasos értelmében szerepelnek.) A
negativ és a pozitiv jelzés magara a kismolekula intracelluliris szintjére utal, azaz a
transzportkor (piros) esetén a + fokozott transzportot, ezaltal s felhalmozodast jelent, a
felhasznalas (kék) esetén a + csokkent felhasznalast, ezaltal szintén s felhalmozédast
jelent. Az a) motivum miikodése soran az intracellularis kismolekula koncentracio sziik
hatarokon beliil mozog (homeosztazis): alacsony s esetén a transzport kor kapcsol be és
a felhasznalas sziinetel, magas s esetén forditva. Ilyen motivum szabalyozza a sejtek vas
anyagceseréjét. A b) motivum a sejten Kiviili kismolekula transzportjat és felhasznalasat
teszi lehetévé (azaz ha megjelenik a kismolekula, akkor mindkét rendszer bekapcsol).
Tipikus példa az E. coli cukorhasznositasi rendszerei koziil a lac vagy a gal rendszer. A
¢) motivum az el6z6 forditottja. Miikodése a divatcikkek vilagara hasonlit, azaz minél
tobb van egy divatcikkbdl a piacon, annal kevésbé kelend6 (csokken a felhasznalas). A
d) motivum esetében s egyrészrél gatolja onmaga felhasznalasat, masrészrél tovabbi
transzportot indukal, igy 6nmaga felhalmozodasat serkenti[7].



2.2 Az E. coli galaktoz hasznositasért felelos halozata

Az E. coli cukorhasznosito rendszereinek alapsémadja a fogyaszté motivum (2.2 b) abra).
Ez a séma kiegészithet$ tovabbi elemekkel, példaul egy tovabbi szabalyozd elemmel, ami

valamiképpen modositja a motivum eredeti mitkodését (2.3 abra).

o —p s -) g

2.3 abra. ,,Sziikség esetén fogyaszt6” motivum. T, R és E rendre a transzoprter, a
regulator és a hasznositisért felelés enzim mennyiségét jeloli, o és s a kismolekula
extracellularis és intracellularis szintjét jelenti, a vastag nyil pedig ennek aramlasba a
rendszeren keresztiil. R, egy masodik regulator. (A vékony nyilak és talpas nyilak az
aktivacio és a gatlas szokasos értelmében szerepelnek.) A kismolekulan Kiviil egy masik
szignal (g) jelenléte vagy hianya szabalyozza, hogy bekapcsoljon-e a transzport és a
felhasznalas, igy a rendszer akkor is kikapcsolva maradhat, ha az adott kismolekula
(cukor) megjelenik az extracelluliris térben, mert a sejt valami jobban hasznosulé
masik molekulaval kivaltja[6].

Ezekben a rendszerekben a cukor transzporter (pl. LacY) és a lebontd enzim (pl. LacZ)
génjei egyidejiileg szabalyozodnak. Azonban szamos cukor, igy a D-galaktoz hasznositasi
halézat (gal rendszer) esetében is sokkal nagyobb komplexitast tapasztalunk, példaul tobb
transzporter, tobb regulator, illetve szamos lebontd, modositd enzim vesz részt a cukor
hasznositasaban[9]. Ebben a hal6zatban a gének kiilonb6z6 operonokba rendezddnek, ami
lehetdvé teszi, hogy ezek kiillonb6z6 modon legyenek szabalyozva. Sét, eléfordul az is,
hogy egy operonon beliil, annak génjei kiilonbozé modon szabalyozddnak (ezt nevezik

szuboperonikus szabalyozasnak)[10].



2.2.1 A szabalyozo6 gének

A rendszer bemutatasat a szabalyozo génekkel kezdem, mert igy a késébbi elemek
leirasanal hivatkozni tudok az itt leirtakra.

A galaktoz rendszerben két, egymashoz szekvencia szinten és funkcioban is nagyon
hasonlé represszor, a gal represszor (GalR) és a gal izorepresszor (GalS) tolti be a
szabalyozo gén szerepét, melyek a Lacl-t is magaban foglald regulatorcsaladba tartoznak.
Ezek a fehérjek helix-turn-helix DNS-k6t6 motivummal és  galaktozkotd doménnel
rendelkeznek, és galaktozhoz nem kotott formaban dimerként kotddnek (2.4 abra.) az
operatorhelyiikhoz. A galaktoz kotddése altal bekovetkezé konformaciovaltozas hatasara a
két represszor DNS-affinitasa lecsokken, igy disszocialnak operatorukrol. A GalR és a
GalS nagyfokti homologiat mutat, és operator specifitasuk is hasonld (ezért az izo az

elnevezésében)[9, 11-13].

2.4 abra. DNS-hez kotott GalR dimer modellje. A DNS az abra felsé részén sziirke
hélix. A kék és lila szinnel jelolt monomerek azonosak. A pirossal jelolt felszinen
taldlhatéak a DNS hurok Kkialakuldsahoz sziikséges tetramerizacioban részt vevo
aminosavak[14].

A GalS represszorral ellentétben a GalR fehérje képes tetramerizalodni is[15]. A GalR
represszor a transzkripciot tobbféle mechanizmussal is képes gatolni (térbeli gatlas[11],
kontakt gatlas[16-18], DNS hurok képz6dés[19-22]), valamint bizonyos koriilmények
kozott aktivatorként is miikodhet[16, 17, 23].
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A szabalyozasban részt vesz a cAMP is, a sejt szamos alrendszerének kozos
szignalmolekulaja, ami a sejt szénforras hianyos, illetve magas szénforras igényt allapotat
kozvetiti. A gliikoz a preferalt szénhidrat, ennek hianyaban a sejt szamos rendszerében, igy
a galaktoz halozatban is valtozasok allnak be. A cAMP az azt érzékeld CRP fehérjéhez
(cAMP Receptor Protein) kotédve, cAMP-CRP komplex formajaban fejti ki hatasat. A
CRP fehérje a cAMP-kotott formajaban ismeri fel a DNS-en a kothelyét, és transzkripcid
regulatorként miikodik. Aktivatorként és represszorként is mitkodhet[24].

A rendszer finomhangolasaban egy kis RNS is részt vesz, a Spot42 RNS, mely az spf'gén
terméke. Ezt a cAMP-CRP szabalyozza negativan, azaz az spf gén a sejt gliikozban jol
ellatott allapotaban aktivalodik[25]. A 2.5 abra a gal rendszer szabalyozasat mutatja be. A
rendszer ismertetése soran folyamatosan bdvitem majd az abrat, mig eljutok a ma ismert

teljes képig.

CAMP-CRP ="+ == Gliikoz-6-foszfit CAMP-CRP_ =+ == Gliikoz-6-foszfat
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2.5 a) és b) abra: A gal rendszert szabalyozé elemek, és azok egymas kozti kolcsonhatasai.
Az a) abran a gén-géntermék logikai kapcsolatot az aktivalas szimboélumaval jeloljiik. Az
abran nem csak gének és géntermékek, hanem szignilmolekulik is lathatéak, amik a
géntermékeken keresztiil hathatnak a génekre. A gliikoz-6-foszfat nem kozvetleniil hat a
¢cAMP-CRP komplexre, ezért a szaggatott vonalas abriazolis. A b) dbra
osszehasonlitasként azt mutatja meg, hogy milyen lenne mindez abban a szokvanyos,
egyszeriisitett jelolési rendszerben, amit altaliban hasznialnak genetikai kolesonhatiasok
leirasaban, melyben kozvetleniil a génekre irjak fel az egymassal valé kolcsonhatasukat.
A dolgozat soran ezen tul a csak az a) abranak megfelelé abrazolast fogom hasznalni.

Korabbi munkank soran foglalkoztunk azzal, hogy miért lehetett evoluciosan sziikséges a
gal rendszerben két ennyire hasonld represszor, mint a GalR és a GalS. Az mar ismert volt,
hogy a két represszor kozotti legfobb kiilonbség az, hogy a GalS sokkal erdsebben
represszalja sajat magat, mint a célgénjeit (ezt nevezzilk dominans negativ

autoregulacionak)[26].



In vitro mért adatokon végzett matematikai modellezési eljaras segitségével elemeztiik
altalanossagban a nem dominans-negativ és a dominans negativ Onszabalyozasu
transzkripciods faktorok (TF-ok) viselkedését kiilonb6zé biokémiai paraméterek, mint a TF
¢és a kiillonboz6 operatorai kozti disszociacios allandok, vagy a sejtbeli maximalis TF
koncentracié valtoztatasaval. Ez a modell azt mutatta, hogy egy altalanos TF-célgén

rendszer viselkedése steady-state helyzetben két dologtol figg:

e Mennyire dominans (vagy nem az) a TF negativ &nszabalyozasa a célgénhez
képest, azaz a TF-nak a célgén operatoran mért disszociacios allandoja (K) hogyan
aranylik a TF-nak a sajat magat szabalyzd operatoran mért disszociacios
allandojahoz (Key), hiszen a dominans kifejezés éppen azt jelenti, hogy K. kisebb,

mint K.

e Mennyire magas maximalis TF koncentracio lehetséges a sejtben, a K, értékének

aranyaban.

A modell megmutatta, hogy steady-state helyzetben a dominans negativ autoregulalt TF
hatékonysaga elmarad a GalR-hez hasonl6 ,,hagyomanyos” TF-ok (melyek autoregulacidja
nem dominans) hatékonysagatol, mivel az inducer cukor hianyaban a TF dominans negativ
autoregulacidja egy olyan szint alatt tartja Onmaga atirasat, igy a sejtbeli TF-ok
dinamikus helyzetben, amilyen egy hirtelen torténé cukormegvonas esetén (2.6 abra) a sejt
gyorsabban, hatékonyabban reagal ha egy ilyen represszor is jelen van, mivel az azt
megel6z6, cukorban gazdag periodus soran nagy mennyiségli TF halmozodik fel a sejtben,
ami a hirtelen cukormegvonas utan atmenetileg gyorsan és erdsen képes represszalni a
célgénjeit. A GalS evoltcios haszna tehat valosziniileg abban all, hogy segitségével a sejt

sokkal gyorsabban tudja kezelni a hirtelen bekdvetkezd valtozasokat[26].
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2.6 abra. A GalS valasza a hirtelen galaktéz elvonasra, szimulacié. Az abra GalS
célgénjeinek szimulalt prométer aktivitisait mutatja be az id6é fiiggvényében.
T=0 idépontban a galaktéz szint 10 mM-rol 0-ra esik. A modell szerint a korabban
felhalmozoédott nagy mennyiségii inaktiv GalS aktivva valik a galaktéz megvonas
hatasdra. A hatis dtmeneti, kb. 2 sejt genericion keresztiil figyelheté meg[26].

Krishna és mtsai 2009-ben kozoltek egy in vitro mérésekre éptilé modellt, ami a cAMP
és a D-galaktoz (a rendszer két bemend jele) fuggvényében modellezi egy részrol a
rendszer promotereinek aktivitasat, mas részr6l a szabad represszorok mennyiségét a
sejtben[27]. A 2.7 abran ennek a munkanak a szabad (cukorhoz és operatorhoz sem kotott)
represszorok intracellularis mennyiségére vonatkoz6 modellje lathato. A szabad
represszorok mennyiségének meghatarozasa — mint késébb latni fogjuk — a rendszer

viselkedését leiro modell kulcsfontossagu része.
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2.7 abra. A sejten beliili szabad (galaktézhoz és DNS-hez nem kotétt) GalR és GalS
mennyisége (fent), valamint a két represszorgén promoéteraktivitisa (lent) a cAMP és
a D-galaktoz fiiggvényében. A promoteraktivitis mértéke (a lenti abrikon a
fiiggoleges tengely) a P,z prométer maximumahoz (=1) viszonyitva van abrazolva.
A prométeraktivitast bemutato ,,lepedéabra” szinkédolasa azt mutatja, hogy az adott
operitoron az adott allapotban melyik represszor kit jellemzébben. Igy a kék pozicié
azt jelenti, hogy az adott poziciéban (tehat az adott cAMP és D-galaktéz szintek
esetén) és amennyiben az adott operatoron kotott represszor van, akkor ez az esetek
100%-aban a GalS, mig példaul a z6ld poziciokban az operatorhoz kotott represszor,
ha van ilyen, 50-50%-ban a GalR és a GalS[27].



2.2.2 A cAMP-CRP komplex

A két represszoron kiviil a rendszert szabalyozo fontos transzkripcios faktor a cAMP
Receptor Protein (CRP), mas néven katabolit aktivator protein (catabolite activator protein,
CAP). Ez az E. coli egyik altalanos szabalyozd fehérjéje, effektora a cAMP. A
cAMP-ko6tott CRP (azaz cAMP-CRP) dimer formaban koti a DNS-t helix-turn-helix
DNS-ko6t6é motivum segitségével, illetve meg is hajlitja azt. [28, 29] A CRP kétohelyének
konszenzus szekvenciaja a DNS-en: TGTGANGTCACA. [30]

A cAMP-CRP képes aktivald és gatld szerepet is betdlteni. Az altala aktivalt
promotereket két csoportba osztjak, a CRP-fiiggd promoterek 1. és II. osztalyaba (2.8 abra).
Az 1. osztaly — melyek koziil az egyik legjobban leirt a /ac promoéter — esetén a CRP
kotéhelye a promoter kozponti részéhez képest upstream helyezkedik el. (A CRP kotdhely
kozepe a -61,5 pozicio.) Ebben a promoéter osztalyban a CRP és az RNS-polimeraz
(RNAP) kozt egyetlen fehérje-fehérje kapcsolat jon létre, és egy szimpla toborzasi
mechanzimus altal torténik az aktivalas.

A 1I. osztalyban, melybe a P/, is tartozik, a CRP kotéhelye atfed a promoter kdzponti
A 1II. osztalyba tartozé promoterek esetén haromféle fehérje-fehérje kolesonhatas jon 1étre a
CRP ¢és az RNAP kozott, melyek a toborzasban és a toborzas utani lépésekben is segitik az
RNAP-t, igy hozza jarulnak a zart komplex, majd abbdl a nyilt komplex 1étrejottéhez. [28]

A cAMP-CRP komplex az aktivalason kiviil gatlo funkcidt is ellathat. Ennek két modjat
irtak le eddig: a CRP-ko6t6hely pozicidja miatt a DNS-kotott cAMP-CRP komplex gatolja
az RNAP kotédését a promoterhez, vagy egy masik aktivator fehérjének a kotédését
gatolja.

Az RNAP kotddésének gatlasara tobb példat is ismeriink, ilyen a gliikoz dehidrogenaz
(ged) promotere[31], vagy a galETKM operon P24,z promoétere[32]. Az aktivatorral valo
interferenciara példa a glutamat szintaz (g/tBDF) operon gatlasa, ahol a cAMP-CRP az IHF

(Integration Host Factor) fehérjével interferal[33].



2.8 abra. A cAMP-CRP és az RNAP kolcsonhatasa az 1. (fent) és II. (lent) osztalyba
tartoz6 promoétereken. Jobb oldalon a cAMP-CRP dimer DNS-kotott allapotaban
lathato, eltéré szinekkel a cAMP-CRP és az RNAP kozti kolcsonhatasban részt vevo
aktivacios régiok (AR1, AR2 és AR3) [28]

2.2.3 Szabalyozo régiok

A 2.9 abran a rendszer — alabb ismertetetett — génjeinek szabalyozo régidit mutatom be
egymashoz illesztve. A szabalyozo régiok koziil jol felismerheté a GalR operatorhelye,
mely altaldban a transzkripcids start helytdl koriilbeliil 65 bp upstream helyezkedik el,
kivéve a galR gént, melyben ez kozvetleniil a starthelytdl downstream helyezkedik el.
Konszenzus szekvencidja GTGKAANCGNTTMCAC[13]. A cAMP-CRP kotdhely
ezekben a génekben 40 bp upstream helyezkedik el a transzkripcios starthelytdl, a galR gén
kivételével, melyben nem talalhato[11]. Konszenzus szekvencidja TGTGANGTCACA [34].

A -35 box-nak nevezett promoéter elem kizarolag a Pyqr promoterben talalhatd meg.



ctttttacgtcgtactcaccTATCTTaattcachAataaaaaataacca
agtcctgtattcagtGCTGaCAAAATagccgccAgcaagcagtecattt
mglB aggcg. ¥ tatcttaacaatgtgatagcTATGATtgcaccGttttaacgttgtaac
galEP1 tcttl ttttcgecatctttgtTATGCTATGGTtatttcAtaccataagectaat
galEP2 taaattctt aaTT CActtttcgcatcTTTGtTATGCTatggttAtttcataccataage
galR tttggctcacattcccacgatgaaaacacgccaccccITGAACcaacgggegttttccgtAACACTgaaagaATGTAAGCGTTTACCC
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2.9 dbra. A gal rendszer génjeinek szabalyozo6 régioi. (A) Az illesztések a -10 box
harmadik poziciéja koriil torténtek, ez mindegyik gén esetén megtalalhat6. A nagy
betiivel szedett bazisok azt jelentik, hogy az adott szekvencia ténylegesen rendelkezik
az alatta szereplé funkcidval, vagy hasonlit a konszenzus szekvenciahoz. igy minden
gén esetén lathato a -10 box, némelyik gén rendelkezik un. extended -10 box
régioval[35-38], csak a galR esetében van -35 box. A transzkripciés starthely vastag
nagy betiivel, a GalR (GalS) kétéhelye piros, a cAMP-CRP kétéhelye zold szinnel van
jelolve. (B) A GalR és cAMP-CRP kotohelyek elhelyezkedése a promoterekhez
viszonyitva. A galS génben feltételezett belsé operator[39] nem aktiv[26].

2.2.4 Transzport gének és szabalyozasuk

A D-galaktoz transzportjaért két eltérd, specifikus rendszer felelés. A nagy affinitast
(Km = 1 pM) rendszer a harom fehérjét kodold mgl, avagy mgIBAC operon, mely a Pgz
promoterrél irodik at. Ez a rendszer aktiv transzportot tesz lehetévé ATP
felhasznalasaval[40]. Az operon fehérjéi az mgiB gén éltal kodolt GBP (Galactose Binding
Protein — galaktozkoté fehérje), ami részt vesz a galaktoz kemotaxisban is[41], valamint

kimutattak, hogy az araFGH cukortranszporter rendszerhez hasonlit, és az ABC
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(ATP-bindig casette) transzporter csaladba tartozik. Ez a rendszer a galaktozon kiviil
gliikozt is képes a sejtbe transzportalni. [9]

A kis affinitasi (Km = 50-450 uM), ATP-t nem igényld (galaktoz/H -szimporter)
transzportrendszer a galP gén terméke, a galaktoz permeaz (GalP), ami a Pyup promoterrdl
irodik at[42]. A GalP a 15000-nél tobb tagot szamlalo MFS (Major Facilitator
Superfamily) csaladba tartozik, ahova a laktéz permeaz (LacY) vagy a Glicerin-3-foszfat
transzporter (GlpT) is, és a amely csalad altalanos jellemzdje a kétszer hatos csoportba
rendezett 12 transzmembran a-hélix. Kristalyszerkezete alapjan a GalP funkcionalis trimert
alkot. [43]

Tovabbi, nem specifikus modon is transzportalodhat D-galaktoz a sejtbe de ezekrdl az
utakrol jelen dolgozatban nem lesz sz6, mivel egyrészt nem hatékonyak, masrészt pedig
nem allnak galaktoz szabalyozas alatt [44]. A két {6 transzportrendszer szabalyzo régioi

eléggé hasonld strukturajuak, azonban a szabalyozasuk eltérd (2.9 és 2.10 abra)[11].

galP gttaGrGTAAGCGATTACACtgaTGIGATTTGCT
mglB aggcgATGTAACCGCTTTCAALCTGT

ctttttacgtegtactcaccIAICITaattcachataaaaaataacca

AgtatcttaacaatgtgatagcTAIGATtgcaccGitttaacgttgtaae

2.10 abra. A 2.9 dbranak (a rendszer szabilyozo régioi) a két transzportrendszerre
vonatkozé része, ugyanazokkal a jeldlésekkel. (Piros: GalR és GalS kotéhely, zold:
cAMP-CRP kotéhely, kiemelt: transzkripcio start hely.)

A galaktoz transzportjara akkor van sziikség, ha van elérhetd extracellularis D-galaktoz,
valamint ha hiany van a D-galaktoznal preferaltabb szénforrasokbol. Ennek megfeleléen
D-galaktéz hidnyaban mindkét transzportrendszert represszalja a GalR (és a GalS),
valamint glitk6z hianyaban aktivalja a cAMP-CRP komplex. A cAMP-CRP altali aktivalas
nélkiil nem figyelhetd meg alapaktivitas, ellenben a nagy affinitast mg/BAC operon esetén
a GalR altali represszi6 gyengébb, igy D-galaktoz hidnyaban is aktivalja a cAMP-CRP
komplex. Ez biztositja azt, hogy gliikkoz hianyaban (azaz a cAMP-CRP Altali aktivalas
esetén) a sejt képes legyen extracellularis D-gliikozt és D-galaktozt is importalni, ha akar
csak uM-os koncentracidban is jelen van a kornyezetben. Az mgl rendszer expresszidja
nélkiil a sejt sokkal lassabban érzékelné, hogy D-galaktozban gazdag kornyezetbe kertilt.
Amennyiben a transzportalt D-galaktéz elegendd ahhoz, hogy a represszorok
inaktivalodjanak, akkor a GalP atveszi a galatoz transzportalas feladatat[11].

A kornyezetben elérheté galaktoz mennyisége erésen befolyasolja a cAMP-CRP

intracellularis szintjét. Kontrollalt koncentracioju galaktoz-limitalt tapoldatban (chemostat)
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novesztett sejtekben jelentésen magasabb cAMP szintet figyeltek meg, mint magas
galaktoz tartalmi kulturaban (batch) novesztett sejteknél[45]. Egyel6re azonban nem
ismert, hogy a nem PTS cukrok hasznositasa milyen mechanizmussal képes a sejt cAMP
szintjét befolyasolni[46, 47].

A galaktoz transzportot a glitkoz-6-foszfat jelenléte (illetve valojaban a nagymértékii
képzddése) egy a cAMP-CRP rendszertdl fiiggetlen modon is gatolja, az inducer exclusion
(inducer kizaras) nevli folyamat soran. Ez a rendszer a tapoldatban 1évé egyes nem
preferalt cukrok transzportereit gatolja, azaz a cukrokat (az inducer-eket) kizarja a sejtbél.
A folyamat a foszfoenol-piruvat-szénhidrat foszfotranszferaz rendszer (PTS) Enzyme II
(EIl) fehérjéjének az A doménje (EIAY) segitségével jon létre, mely defoszforilalt
allapotban képes megkdtni és blokkolni egyes cukrok (igy a laktéz és a galaktoz)
transzporterét. A PTS rendszer a glik6z foszforilalassal Osszekapcesolt transzportalasat
végzi. Az EIIAY* foszforilalodasa egy foszfatcsoport transzfer része, mely sordn egy
foszfatcsoport a foszfoenol-piruvatrol tobb fehérjekomponensen at a sejtbe bekeriild
gliikozra keriil (a koztes lépések reverzibilis folyamatok). Ilyen modon az EIASK
foszforilaltsaga (¢és ezzel egyiitt az inducer exlusion mértéke) a PTS rendszer mindenkori
aktivitasanak mértékétdl fiigg. [48] A 2.11 abran a gal rendszer transzport alrendszerének

szabalyozasat mutatom be.
cAMP-CRP |—'+— Gliikéz-6-foszfat

GalS GalR

galP, ,mgIBAC

me—- D-galakt6z

2.11 abra A gal rendszer transzport operonjainak szabalyozasi kapcsolatai. A nagy
affinitasu mgIBAC operont a GalR gyengébben represszalja, igy a kornyezetben levé
D-galaktoz bejuthat a sejtbe. cAMP-CRP altali aktivalas hianyaban egyik
transzportrendszernek sincs aktivitiasa. A gliik6z-6-foszfat a cAMP-CRP rendszeren
kiviil inducer exclusion utjan is gatolja a galaktéz transzportot, ami az el6z6hoz
hasonloan kozvetve torténik, ezt is szaggatott vonallal jelzem.
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A mar emlitett, Krishna és mtsai altal kozolt 2009-es publikaciobol[27] a két
transzportrendszer promoter aktivitdsa a 2.12 abran latszik. Az abran is jol kivehetd, hogy
az mgIBAC operonnak — ellentétben a galP génnel — részlegesen aktiv galaktdz hianyaban,

de magas cCAMP szintnél.
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2.12 dbra. A Kkis és nagy affinitast transzportendszer promoter aktivitisa a cAMP és a
galaktoz fiiggvényében. A promoéter aktivitds mértéke (Z tengely) a Pyyur prométer
maximumahoz viszonyitva van dbrazolva (Id. 2.7 abra). A prométer aktivitast
bemutato ,lepedéabra” szinkédolasa azt mutatja, hogy az adott operatoron az adott
allapotban melyik represszor kot jellemzébben, igy a kék pozicio azt jelenti, hogy az
adott pozicioban, tehat az adott cAMP és D-galaktéz szintek esetén, és amennyiben az
adott operatoron kotott represszor van, akkor ez az esetek 100%-aban a GalS, mig
példaul a zold pozicibkban az operatorhoz Kkotott represszor, ha van ilyen,
50-50%-ban a GalR és a GalS[27].

2.2.4 Metabolizmus gének és szabalyozasuk

Az E. coliban a D-galaktéz hasznositasa amfibolikus modon torténik (Leloir utvonal),
mivel a D-galaktozt a sejt energiaforrasként (katabolikus ut) és a sejtfal épitdelemeként
(anabolikus ut) is hasznalja.

A galaktoz metabolizmusért felelés 6t eddig azonositott gén koziil négy (galE, galT,
galK, galM) egy operonba, a galETKM operonba (vagy gal operonba) szervezddik ebben a
sorrendben[49]. Az 6todik gén, a galU, 6nalldo operonként a kromoszoma egy masik

pontjan helyezkedik el[50], és nem all galaktoz szabalyozas alatt.
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A galM gén a galaktéz mutarotdz enzimet kodolja[49], ami a D-galaktéz o és B
anomerének atmenetét katalizalja a megfeleld o anomert szolgaltatva a kovetkezd 1épéshez
(az egyes katalitikus lépések a 2.13 abran lathatoak). A galK gén a galaktokinaz enzimet
kodolja, ami az a-D-galaktoz foszforilalasaval galaktoz-1-foszfatot hoz létre[51]. A galT
gén a galaktoz-1-foszfat urdidliltranszferaz enzimet kodolja, ez az enzim UDP-galaktozza
alakitja a galaktoz-1-foszfatot[52]. Az operon negyedik génje, a galE az
UDP-galaktoz-4-epimeraz enzimet kodolja, ami az UDP-galaktoz és UDP-glikoz kozti
atmenetet katalizalja, ez az egyetlen gén a galETKM operonban, ami a Leloire-utvonal
anabolikus részéhez tartozik[53].

A galU gén szintén egy uridililtranszferazt kodol, mégpedig a gliikoz-1-foszfat
urdidliltranszferazt, ami a gliikoz-1-foszfat és az UDP-gliikoz kozti atmenetet katalizalja,

és ez utobbin keresztiil kapcsolodik a galaktoz rendszerhez[50].
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2.13 abra. A galaktéz felhasznaldsa és kapcsolata a gliikoz felhasznalassal a galETKM
és a galU operonok altal. Az enzimek nevére csak egybetiis roviditéssel utalok. B6vebb
magyarazat a szovegben.

A galETKM operon két atfedé promoterrel rendelkezik, melyek eltéréen miikddnek: ezek a
Ploae és a P2gqe[19, 54]. A 2.14 a) dbran (mely a 2.9 abrdnak, az ide vago részét
tartalmazza) egymas alatt szerepel a két promoter, ezek valdjaban 5 bp elcsuszassal
egymassal atfednek. A 2.14 b) abrajan a valosagnak megfelelden lathato a két promoter

illetve szabalyozo régioik. Az operon szabalyozasaban részt vesz egy masodik GalR
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operatorhely is, mely az a) és b) abrakon nem lathaté, mert kiviil esik az abrazolt
szekvencian. Ez az operator az operon elsé génjében, a galE-ben helyezkedik el, ezért
belsd operatornak (O)), mig a masikat kiils6 operatornak (Og) nevezziik. Az O; felfedezése
volt az elsé eset ami ramutatott hogy egy operator egy struktirgénen beliil is eléfordulhat,
elvezetve a DNS hurok képzddés felfedezéséhez[20].

Pl tettGTGT
P2, taaattcttGTG

a)

CACtaaTTTATTCCATG ttttegeatctttgtTATGCTATGGTtat ttcAtaccataa
\AACGATTCCACtaaTTTATTCCATGTCACActtttegeatcITTGtTATGCTatggttAtttcatac
ext.-10 -10 box tsp

ttttegeatcITTGETATGCTATGGT tAtttcAtaccataa
1: ext.-10 10 box tsp
b) 2 ext. 10 -10 box tsp

! galE galT galK galM

Ui B Ul

©)

2.14 abra. A D-galakt6z metabolizmus galETKM operonjanak szabalyozé elemei. Az
a) dbran a Plyur és P2,,r promoterek a 2.9 dbrihoz hasonléan Kiilon szerepelnek,
mégpedig a -10 box alapjan illesztve (a P/ extended -10 box-a lényegében a P2y,
-10 box-a). A fsp a transzkripciés startpontot jeloli. A b) dabra szemlélteti a valos
helyzetet, mégpedig hogy a két promoter 5 bp eltolassal atfed, a szabalyozoé fehérjék
kotohelyei azonosak. A ¢) abra sematikusan mutatja a b) abran bemutatott részeket,
megtoldva az operon négy génjével. fgy jol lathaté, hogy a galE génben egy masodik
GalR-operator (O)) is talilhaté.

Az elemek szamabol is latszik, hogy a galETKM operon szabalyozasa a halozat mas
tagjaihoz képest igen bonyolult. Eloljaroban igen fontos tudni, hogy a két promoterrdl
torténd atirds mas-mas eredményhez vezet. Ha a P1,,z promoterrdl torténik a transzkripcio,
akkor a négy enzim egyenl6 aranyban képzddik, és ez egyensulyt teremt az anabolikus és a
katabolikus utak kozott; mig a P2.,r promoterrdl torténd atirds esetén a GalE enzim
nagyobb aranyban képzdédik, ami a sejt miikodését inkabb az anabolikus iranyba tolja
[55-58]. Ennek kivitelezése a kovetkezé6 modon torténik.

D-galaktoz hianyaban a szabad GalR dimerek mind a kiilsé, mind a belsé operatorhoz

kotnek, és a HU (Heat Unstable Nucleoid Protein) nevii fehérje kozremiikodésével
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DNS-hurkot képeznek és tetramer alakban stabilizalédnak (van egy HU kotéhely a DNS-en
az Op ¢és az O; kozott korilbeliil féluton, a transzkripcids starthelytdl 6 bazisnyira
downstream)[59, 60]. Ezaltal a két promoter a hurok belsejébe keriil, és inaktivva
valik[19]. Mivel a GalR dimerek szimmetrikusak, igy elméletileg négy lehetséges hurok
szerkezet alakulhat ki (2 paralell és 2 antiparalell), azonban ezek koziil csak az egyik
antiparalell szerkezet képes a transzkripciot hatékonyan gatolni (2.15 és 2.16 abrak.)[21,
22,61, 62].

o™ ; Lo1

2.15 abra. A Gal represszoszoma létrejottének lehetéségei és hatasuk a transzkripcio
gatlasara. A bal oldali rész a GalR heterodimerek négy lehetséges elrendezédését
mutatja egymashoz képest. A represszor fehérjén (sziirke alakzat) a zold csik a
funkcionil6, a piros csik a nem funkciondl6 interakcios felszint jelképezi, vagyis a két
represszordimer a zold felszineken keresztiil tud tetramerizilodni. A nyilak az
narancssarga, a GTGGTANC oldal zoldes. Az abra kozépsé részén a kialakult
loop-ok (paralell: PL1 és PL2; antiparalell: AL1 és AL2) felépitését mutatja.[21]
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2.16 abra. GalR tetramer altal létrehozott antiparalell DNS-hurok, melyet az HU
fehérje stabilizal [61].

Azonban ha nem jon létre a hurok, akkor az Og-kotétt GalR képes arra, hogy a P2.uk
promotert aktivalja, vagyis ebben az esetben a fehérje valojaban aktivatorként miikodik
(A P1gqe promotert tovabbra is represszalja). Ennek modja hasonlit ahhoz, ahogy a fentebb
bemutatott CRP mikodik. A GalR koti az RNAP a-alegységének C-terminalis doménjét
(aCTD) , és ez a kotés az operatorhoz kozelebb es6 P2,z esetében aktivaciot eredményez,
mig az 5 bp-ral messzebb elhelyezkedd Pl,.x gatlashoz vezet, mivel az RNAP-prométer
nyilt komplexének sebességmeghatarozo 1épésénél termodinamikai akadalyt képez. [16-
19].

A GalR a kiilsé operatort (Og) erésebben koti, mint a belsét (O;), ami a P2gue
prométernek kedvez[S5].

A GalR tetramerizacidja kooperativ médon jon létre. Mind a tetramerizaciot, mind a
GalR operatorhoz vald kotddését befolyasolja a galaktoz jelenléte. Galaktdz teljes
hianyaban létrejon a DNS-hurokbol, az azt 6sszetartd GalR fehérjékbol és a stabilizalo HU
fehérjébdl allo represszoszoma[l4, 15, 21, 59, 61]. Kis mennyiségii galaktoz jelenlétében a
tetramer kevésbé stabil, igy a hurok stabilitasa is csokken, ami kis mértékben lehet6vé teszi
a galETKM operon atirasat, elsésorban az P2g,;z promoterrél[55].

A cAMP-CRP komplex szintén befolyéssal van az operon szabalyozasara, ez ugyanis a

Plgue-t aktivalja (de csak ha a GalR altal létrehozott hurok nincs jelen), és a P2gq-t
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gatolja[32]. Vagyis gliikoz ellatottsag esetén, még ha van is egy kis D-galaktoz a sejtben, a
sejt inkabb az anabolikus utvonalat valasztja a P2g,z promoter éltal, és a D-galaktoz
felhasznalasat elakasztva inkabb az UDP-gliikoz UDP-galaktdzza alakitasat katalizalja. Ha
van D-galaktoz, de glitkozbol hiany van, akkor a sejt attér az energiatermel6 felhasznalasra
a Pl gqp altal.

Ebbe a szabalyozasi rendszerbe a GalS nem nagyon szol bele, csak a P/yqr aktivitasat
represszalja részlegesen. A promoter aktivitasokra adott modellb6l (2.17 abra) P1gqe-re
vonatkozo (bal oldali) is jol latszik, hogy a GalS-nek csak nagyon korlatozott teriileten van
tényleges represszalé hatasa erre a promoterre, alacsony D-galaktoz és magas cAMP szint
mellett a tiirkizkék és zold mezdk jelentik azt, hogy azon koriilmények kozt a represszio
fele a GalS-t6l szarmazik[27]. A 2.17 4brarol leolvashatd, hogy a Plg,r magas cAMP-CRP
és magas D-galaktoz szint mellett a legaktivabb, mig a P2, alacsony cAMP-CRP szint és
magas D-galaktdz szint mellett aktiv. A modellbél az is kitiinik, hogy a P2,,; maximalis
aktivitasa sokkal kisebb, mint a P/4q-¢, de ez 6nmagaban semmit nem mond arrdl, hogy

ténylegesen milyen aranyban vannak a sejtben az operon enzimei.

@ 2
<:§J 1
0
\ I 0,1
(441/1&{% 0,0 . 0,0010‘0,5\@
GaISO 0.25 ’ 0.5 0.5 1GaIH

2.17 abra. A galETKM operon két prométerének aktivitisa a cAMP és a galaktoz
fiiggvényében. A prométer aktivitis mértéke a Pyuz promoéter maximumahoz
viszonyitva van abrazolva (Id. 2.7 dbra). A Plge esetén a szinkédolds azt mutatja,
hogy az adott operatoron az adott allapotban melyik represszor kot jellemzébben. A
P2y, esetében azonban a kék-zold-sarga mezdék esetén a repressziéért a cAMP-CRP
felel, a GalS hatasa marginalis[27].
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A fent részletezett szabalyozasi modokon kiviill a rendszert poszttranszkripcidsan

rovasara elonyt biztosit a ga/E altal képviselt anabolikus ttnak[10, 25].
Bér a galU gént emlitettem, mint a halozat részét, szabalyozasa mas keretek kozott zajlik,

¢és jelen dolgozatnak nem része. A halozat teljes eddig ismert szabalyozasat, beleértve az
eddig kiilon bemutatott részeket is a 2.18 &bra szemlélteti 6sszefoglaloan

galS galR

|43 |

spf
AR

3:

Biosynthetic

glycosylation
galT galE

UDP-glu

-— Giycolysis

2.18 abra. A gal rendszer szabalyozasi halézata[11]. A részleteket 1d. A szovegben.
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2.3 A Boole-algebra, mint a szabalyozas leirasanak kvalitativ modja

A gal rendszer tagjait — szdmos masik cukorhasznositasi halézathoz hasonldéan —
alapvetden két szignal szabalyozza: a D-galaktoz és a cAMP. Mindegyik promoteren ez a
két szignal 6sszegzodik valamilyen modon, vagyis minden egyes promoter esetében 1étezik
egy ra jellemzé mintazat, ami azt mutatja meg, hogy a két szignal hianyaban vagy
jelenlétében az adott promoter éppen aktiv-e. Ha koncentracio atmenetek nélkiil, azaz csak
Lwvan” és ,nincs” allapotokat vehet fel a szignalok jelenléte, akkor 16 ilyen kombinacio,
azaz logikai kapu Iétezik, ezeknek a leirdsara alkalmasak az ugynevezett
Boole-fiiggvények[11, 63-68].

Ezeket abrazolhatjuk egy haromtengelyli koordinata-rendszerben, amelyben az egyik
tengelyen az egyik, a masik tengelyen a masik szignalmolekula hidnya vagy jelenléte
szerepel, a harmadik tengelyen pedig megjeldljiik, hogy az els6 két tengely fiiggvényében
hol tapasztalunk promoter aktivitast. A harmadik tengely valdjaban szinkodolast jelent,
mellyel a koordinata-rendszer teriiletén megjeloljik azokat a régiokat, ahol egy adott
promoter aktiv. Példaul ha egy promoter kizarolag akkor aktiv, ha mind a cAMP, mind a

D-galaktoz jelen van, akkor a logikai kapu abrazolasa a 2.19 abran lathatd modon fog

kinézni.
AP
+
o
— E N/
_ N/

- F
D-galaktoz
cAMP AND DGal

-

2.19 abra. A ,,cAMP AND DGal” logikai kapu azt jelenti, hogy az adott prométer
kizarélag akkor aktiv (a kék oszlop, illetve 2 dimenziésan abrazolva a kék teriilet), ha
mindkét szignal jelen van. A molekularis mechanizmus, azaz hogy a promoter
aktivalédasa egy aktivator fehérje miatt, vagy egy represszi6 feloldasa miatt torténik,
illetve hogy az aktivitas hianya egy represszor jelenlétébol vagy egy aktivator
hianyaboél fakad, az ebbél az abrazolasbol nem deriil ki. A harmadik abran egy mar

egyszeriisitett megkozelités valéjaban koriilbeliil milyen fiiggvénynek felelhet meg.
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Természetesen a szignal integracio 16 lehetséges modjaba beletartoznak azok, amelyeknél

a promoter egyaltalan nem reagal a szignalokra, ezeknél vagy minden allapotban van

aktivacio, azaz a két szignal tekintetében konstitutiv promoterek (TRUE), vagy pedig soha

nincs aktivacio, azaz elromlott, vagy egy altalunk nem vizsgalt szignallal negativan

szabalyozott promoterek (FALSE). Ide tartoznak tovabba azok a lehetdségek is, amikor a

tényleges reakcio csak az egyik szignal jelenlététdl vagy hianyatol figg (cAMP, NcAMP,

Dgal, NDGal). A maradék 10 logikai kapu esetén mindkét szignal befolyasolja az

eredményt. Az dsszes lehetséges kaput a 2.20 abra mutatja be.

o
z
o
DA- galaktféz
TRUE
+|
[-%
z
o
D: galakl:')z
CAMP AND DGal

CAMP

D: galakl:')z
CAMP XOR DGal

CAMP

D:galakléz
CAMP IMP DGal

CAMP

L
&

DA- galal kl:'vz
FALSE

CAMP

CAMP

- +
CAMP

- +

D: galakl:')z
CAMP OR DGal

CAMP

n ;2
D-galaktoz

CAMP NAND DGal

D:galakléz

CAMP NIMP DGal

DA- galaktféz
CAMP

D: galakl:')z
CAMP NOR DGal

CAMP

L

D- galaktoz
NDGal

CAMP

CAMP
- +

2 £
D-galaktoz

DGal IMP cAMP

DA- galaktféz
DGal

D: galakl:')z
CAMP EQUAL DGal

CAMP
- +

D- galaktoz
NcAMP

D:galakléz
DGal NIMP cAMP

2.20 abra. A 16-féle Boole-logikai kapu. A kék teriilet azt jelenti, hogy egy adott
prométer mely szignal kombinaciék esetén aktiv.
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A transzkripci6 szabalyozas matematikai leirasanak alapjai

Jelen dolgozat szoros egyiittmiikodésben késziilt a koppenhagai Niels Bohr Isntitute,
Center for Models of Life kutatoival. A matematikai modellek kidolgozasa Sandeep
Krishna és Alexander Hunziker munkajat dicséri. A modellezés matematikai alapjai
nélkiilozhetetlenek a dolgozat megértéséhez. A modellezés oroszlanrészét Alex Hunziker
végezte, ezért a munka ezen részének bemutatasara az 6 Sense & Sensitivity — Bacterial
Response in Good and Bad Times cimii PhD dolgozatan alapul[69].

A génszabalyozasi halozatok szimulacidja altalaban kozonséges differencialegyenletek
sorozataval torténik. Ezek szamos folyamat — beleértve a transzkripciot, a transzlaciot,
részecskék szama elég nagy ahhoz, hogy a zaj ne jatszhasson kritikus szerepet a rendszer
dinamikus viselkedésében. Azokban az esetekben, melyekben bizonyos résztvevo
molekuldk szama nagyon alacsony (jelent6sen kisebb 100-nal), valamilyen sztochasztikus
megkozelitésre van sziikség, példaul a Gillespie algoritmust[70] hasznalé szimulaciora,
esetiinkben ilyenekre nem lesz sziikség.

A transzkripcids faktorok altal szabalyozott gének transzkripcidja dinamikus folyamat,
melyben a transzkripcios faktorok Gjra és Gjra megkoétik, illetve elhagyjak az kot6helyiiket
a DNS-en. Pozitiv, azaz transzkripcié aktivacid altali szabalyozas esetén a promoter
aktivitdsa aranyos lesz azzal az idével, amit a transzkripcios faktor aktiv formaja a
DNS-hez kotve tolt (azaz a kotbhely kotott hdanyada). Negativ szabalyozas esetén a
szamunkra relevans mennyiség a kotéhely nem kotott, avagy szabad hanyada. Ezek a
mennyiségek attol a disszociacios allandotol fiiggnek, ami a transzkripcios faktor és a
kotéhely kozti komplex képzddést irja le. Az egyenlet, ami a fehérje termelését és
elbomlésat irja le, igy adodik:

P 1

= A——. .
a7 P p 2.1

Ez az egyenlet egy adott P fehérje koncentraciovaltozasat irja le az id6 (7) fliggvényében
A, promoter aktivitds, z atlagos fehérje élettartam és P aktualis fehérje koncentracid
paraméterekkel. Minden pozitiv kifejezés az egyenletben a fehérje termelését modellezi, a
negativ kifejezés a bomlast jelenti. A fehérje termelése aranyos a fehérjét kodolo gén

promoter aktivitasaval (4,). Katalizalt bomlas vagy a sejtbdl valo fehérjeexport hianyaban
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a koncentraci6 kizardlag spontan bomlassal vagy a sejtosztodas altali higulassal
csokkenhet. A 2.i egyenlet csak a bomlast veszi figyelembe, mely aranyos az aktualis
fehérjekoncentracioval, és a bomlasi rataval (ami 7, azaz az élettartam reciproka). Ez az
egyenlet egyetlen kifejezésben irja le a teljes fehérje képzédésének folyamatat a géntdl a
fehérjéig. Ennél komplexebb egyenletek is felirhatoak, melyek a transzkripciot és a
transzlaciot kiilon folyamatként irjak le, vagy akar leirhatéak olyan alfolyamatok, mint az
RNS polimeraz koétédése a promoterhez, vagy a tRNS toborzésa a transzlacido soran.
Egyelére egyszertien elfogadjuk azt, hogy a gén barmilyen aktivitdsa végso soron a fehérje
elégséges, de sziikség esetén kiegészitheto.

To6bb lehetdség is létezik, hogy a fent emlitett, és a promoter aktivitasok szempontjabol
nagy jelentdségii értéket, a transzkripcios faktor kotohelyének a kotott illetve nem kotott
hanyadat kifejezziik. Ezek kozil a munkdnkhoz a tomeghatas torvényén alapulo
megkozelitést hasznaltuk, ezért ennek bemutatasara szoritkozom.

Vegylink egy 7T transzkripcios faktort, és ennek operatorat a DNS-en, amit O-nak
neveziink el. (A matematikai levezetés nem valtozik, ha aktivatorrol van szd, igy a DNS
kotohelyet ezekben az esetekben is O-val jeldljik, mintegy Kkiterjesztve az operator
fogalmat barmilyen transzkripcidés faktor DNS-en levd kotbhelyére.) A ketté kozti

komplexképzés egyensulyi folyamatként igy irhatjuk le:

r+oXnor

off 2.ii

ahol az elére és a vissza iranyuld reakciok ratdjat az adott oldalon allo reagensek

koncentraciojanak, illetve a reakcid6 megfelelé oldalahoz tartozd aranyossagi

egyiitthatojanak a szorzata irja le. Egyensulyi helyzetben a két rata egyenld, ami ezt adja:

k[ T1[0] = ko [OT ] 2ii

Kott 1 vudiuk fejezni a

Mivel a K disszociacios konstanst Gigy definialjuk, hogy K =

on

kotott 7-t ugy hogy:
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[z
0N=[0}-— iv
[07] [][K] 2.

Feltessziik, hogy a transzkripcios faktorok szama sokkal nagyobb, mint az operator
helyek szama a DNS-en, és igy a szabad transzkripcios faktor koncentracidja nem érzékeny

arra, hogy abbdl mennyi kotédott a DNS-hez. Emiatt egyediil a 7 valtozot hasznaljuk a

operatorhelyek koncentracidjat  jelolte, mivel ezek azok, amik elérhetdek a

komplexképzddéshez. Ha az operatorok teljes mennyiségét (Oy) a szabad (Ofee) €s a kotott

(OT) mennyiségek Osszegeként definialjuk:

[Otol] = [Ofree] + [OT] 2.v
Akkor megkapjuk ezt:
T
[071=(0w]-(0T) 1] 24
Végiil megoldva a komplexre, megkapjuk ezt a kifejezést:
7]
K
[0T]= [Owt]ﬁ 2.vii

1+

Vagy ha a szabad DNS-kétShelyek szamat akarjuk megkapni (ami az aktivatorral

szabalyozott gének esetében lehet sziikséges), akkor egy hasonld egyenletet kapunk.

[Ofree ]

[Oto(]i Vll
R [T] 2.
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Kombinalva a operatorhelyek transzkripcids faktorhoz kotott és nem kotétt hanyadara
talalt kifejezéseket a 2.i egyenlettel, egy még teljesebb matematikai leirast kapunk a
folyamatrol. Példaul a transzkripcios aktivalas esetében, ahol a promoter aktivitasa aranyos

a kotott hanyaddal, felirhatjuk ezt:

(7]
dP Abasa] + Amax % 1

—__.p .
2.ix
dr 1+[T] T

Az egyenlet itt egy kicsit kiegészitett formaban szerepel, szamitasba véve, hogy egy
aktivator altal aktivalt promoter akar az adott aktivator hianyaban is mutathat alapaktivitast
(Abasar)-

Ugyanezzel a megkozelitéssel ennél dsszetettebb helyzetekre is felirhatunk egyenleteket.
Példaul ha a transzkripcios faktor a kotéhelyét multimer formaban koti, a kotShely kotott

hanyadat igy lehet kifejezni:

h 2.X
1+ (mj
K

ahol a £ a Hill koefficiens, ami a fehérje kooperativitast jelzi (4 = 2 egy dimer esetén, 1 = 4

egy tetramer esetén, stb.)
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3. Célkittizés

Munkank célja az volt, hogy az E. coli galakt6z hasznositasi halozatat felhasznalva valaszt

kapjunk az alabbi kérdésekre:

e A feast-famine ciklus soran id6ben hogyan alakul az egyes promoéterek
aktivitasa?

e Ez milyen sejten beliili cAMP-CRP ¢és D-galaktoz szintet feltételez?

e Vajon a sejt késziil-e a ,,rosszabb idékre”, van-e valami elére meghatarozott
program a promoterek aktivitasi idozitésében, vagy kizarolag valami kiils6,
esetleg bels6 szignalra reagal?

e Van-e Osszefliggeés a szabalyozasi logikak és az id6zités kozott?

e Milyen szabélyozasi logikakat lehet megvaldsitani a rendszer elemeib61?

e Hogyan lehet megvalositani egy szabalyozasi logikat?

e Mekkora flexibilitast biztosit a rendszernek a szabalyozo elemek atrendezddése,

megvaltozasa?
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4. Anyaqok és modszerek

Kisérletiink menete roviden Osszefoglalva a kovetkezd volt: A vizsgalt (természetes és
mesterséges) szabalyozd szekvencidk felhasznalasaval plazmid konstrukciokat hoztunk
létre. Ezekrél PCR reakcioval amplifikéaltuk a promoteket és egyéb szabalyozo régiokat, és
vad tipusu, valamint adenilat-ciklazt szintetizalni nem képes (Acyad) E. coli
kromoszomara rekombinaltattuk a gusA (B-gliikuronidaz) riportergén sajat szabalyozo
az X-Gal-hoz hasonlo kék-fehér szelekciot ado szubsztratja (X-Glue, 5-bromo-4-kloro-
3-indolyl-B-D-glitkuronsav), valamint enzimkinetikai mérést lehet6vé tevé szubsztratja
(PNPG,  para-nitrophenyl-B-D-galaktopiranozid). =~ A  Acyad  hétterii  baktérium
konstrukciokat arra hasznaltuk, hogy a promoterek logikai viselkedését teszteljiik, mert igy
lehetéség volt a cAMP mennyiségét kiviilrél szabalyozni, és kék-fehér tesztet végezni. A
vad tipusit E. coli-ra épiilé konstrukciokon a feast-famine ciklust modelleztiik, és
kiilonb6z6 novekedési fazisbol vett mintakon a GusA riporter enzim aktivitasat megmérve

¢és matematikai modellbe illesztve a vizsgalt promoterek idobeli viselkedésére

kovetkeztettiink.
4.1 Torzsek
Név Genotipus jellemzés Referencia
E. coli K-12 MG1655 | F- - ilvG- rfb-50 rph-1 INCBI RefSeq
NC_000913
E. coli CH1200 MG1655 Acyad [14]
E. coli XL-1 Blue endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl Stratagene
lac ginV44 F'[ ::Tnl0 proAB™ lacl’
A(lacZ)M15] hsdR17(rg mg*)
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4.2 Tapoldatok és kiegészitdik

LB

SOC

Pepton 10 g/l

Eleszté kivonat 5 g/l

NaCl 10 g/l

A szilard taptalajba 12 g/l bakteriologiai agart tesziink.

Autoklavban sterilezhetd

Pepton 20 g/l

Eleszté kivonat 5 g/l

NaCl 0,5 g/l

NaOH segitségével a pH = 7-re kell allitani.

Autoklavban sterilezhetd

Felhasznalaskor 5/1000 térfogat steril, 2M MgCl,-dal egészitjiik ki (= 10 mM
MgCl)

SOB + 0,02 M gliikoz.
A gliikozt a tobbi oldat sterilezése utan, sziiréssel sterilizalt térzsoldatbol adjuk

hozza.

2x M63 minimél (,,alap”)

KH,PO4 100 mM

(NH4)2SO4 15 mM

FeSO4 1,7 uM

pH = 7,0- ra beallitani KOH segitségével

Autoklavban sterilizalando.
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M63 minimal (kiegészitett)

e Nem specifikus kiegészitok:
e 1x M63 minimal (,,alap”)
e 2 mM MgSO4
e 0,1% Amicase (aminosav keverék)

e 1% B1 vitamin

e Specifikus kiegészitok:
e D-galaktoz 0,4%

e Zeocin: 8 pg/ml (a szokasosnal kevesebb)

Taptalaj kiegészitok végkoncentracioi:

e Zeocin: 80 pg/ml

e Ampicillin: 80 pg/ml
o X-Gal: 0,2%

e X-Gluc: 50 pg/ml

e D-Galaktoz: 8 mM

e Arabin6z: 0,23%

e CcAMP: 0,16 mM

4.3 Klonozas

Az altalanos klonozasi eljarasokhoz XL-1 Blue klonozo torzset hasznaltunk (Stratagene),
melybél az Inoue-féle modszer alapjan készitettiink szuperkompetens sejtet, az alabbi
recept szerint.

A torzset LB lemezen egy telepre kentikk, melyb6l masnap 10 ml folyékony LB
tapoldatba oltottunk egy koloniat. Ebb6l 6-8 oranyi 37°C-on, 255 rpm razatas mellett
tortént novesztés utan haromszor 500 ml parhuzamosan inditott, 10 mM MgCl, tartalmt
SOB tapoldatba oltottunk 1, 2 és 4 ml-t. Ezeket 19-22 °C-on, 200 rpm razatas mellett

novesztettiik egész éjszaka, és masnap addig, mig az egyik kulttra elérte az ODggo = 0,55
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értéket. A masik két parhuzamos kulturat eldobtuk. (A haromszoros talbiztositasra az
esetleges tulnovekedés miatt volt sziikség.)

Minden sziikséges oldatot jégbe hitve eldkészitettink. A felndvekedett baktérium
kultaraval 10 perc jégen val6 inkubalas utan kezdtiink dolgozni.

A kultarat 3000 xg relativ centrifugalis erével, 4°C-on, 10 percig centrifugaltuk. A
feliiltiszot alaposan leszaritottuk, majd 2 percre fejjel lefelé steril papirvattara allitottuk,
hogy minden folyadék maradéktalanul tavozzon. A csapadékot 8 ml jéghideg, PIPES-sel
kiegészitett Inoue reagensben vettiik fel. (Ennek receptjét a protokoll alatt kozIom.) A fenti
modon centrifugaltuk, dekantéaltuk és papirvattan szaritottuk. A csapadékot 4 ml, PIPES-sel
kiegészitett Inoue reagensben vettiik fel, és 225 ul DMSO-t adtunk hozza. Jégen inkubaltuk
10 percig, majd 100 pl-es térfogatt adagokba szétmérve, -70 °C-on taroltuk.

Szokasos hésokk transzformalassal transzformaltuk, arra tgyelve, hogy ezeknek a
sejteknek 90 masodperces hosokk az optimalis, e folott jelentdsen romlik a transzformalas

hatékonysaga. A regeneralashoz folyékony SOC médiumot hasznaltunk.

Inoue reagens:
e KCI1250 mM
e CaCl, 15 mM
e  MnCl, 55 mM
e Kuktdban sterilezés utan -20°C-on taroltuk.
e Hasznalat elétt 500 mM steril sziirt PIPES (pH = 6,7 KOH-oldattal beallitva)
oldattal 1/100 térfogatnyival kell kiegésziteni. (PIPES végkoncentracio: 5 mM)

4.4 Promoter konstrukciok 1étrehozasa

A szabalyozo régio-promoter konstrukciokat szintetikus uton allitottuk elé egymassal
komplementer régiokat tartalmazo primer parokkal vagy az E. coli MG1655 torzsérdl
torténd PCR reakcio segitségével. A primer parok esetében az egyik EcoRI (upstream), a
masik pedig Ps#I (downstream) linker szekvenciat tartalmazott.

A szekvenciakat a Semsey Szabolcs éltal készitett pSA850 alapi pSEM2027 vektoron
hoztuk létre, melyet a 4.1 abra mutat be. Err6l az uidRZdn (5-ACCCGGATCCTCA
ATGCTGCCAGAGAGATTTTTTCAGAAAATGGATTTCACGGAATTCTCAGTCCTG
CTCCTCGGCCAC-3') és a GusSeqDN (5’-TTCTTGTAACGCGCTTTCCCACCAAC-3")
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primerpérral amplifikaltuk a konstrukciokat. A termék a teljes zeocin-rezisztenciat adé zeo®
kazettat, az rrnBT T, terminator csoportot, a promotert és az uidA gén elsé 134 bp-nyi
soran épitettiink a konstrukciohoz egy 50 bp-nyi régiot, mely az E. coli MG1655
kromoszoman az uid4 gén vad tipust promoéterétdl upstream levd szekvenciaval azonos. A
késébbi rekombinacios lépéshez ez a kettd, legalabb 50 bp-os szekvencia homologia

sziikséges.

zeoR

rrnBT T,
EcoRlI

Prométer
Pstl

ori UidA 5'

ampR

4.1 abra. A pSEM2027 vektor.

4.5 Riportertorzsek létrehozasa

A riportertorzsek létrehozasahoz a A-red rendszert hasznaltuk[71]. A héérzékeny
replikacioji pKD46 plazmiddal transzformalt és overnight novesztett baktériumot 0,23%
arabindzzal indukalva OD600 = 0,5-ig novesztettiik, majd elektrokompetens sejteket
készitettiink beloliik (Ennek protokolljat 1d. alabb.). A plazmidon a A rekombinacios
rendszer harom génje, a gam, bet, exo talalhato, melyek P,4z4p promoterrdl irodnak at.

Az 50 pl-es adagokban tarolt elektrokompetens sejtekhez hozzaadtunk 5-7 pl
rekombinalandé PCR terméket, majd 5 perc jégen inkubalds utan 1 mm-es réstavolsagu
kiivettaban, a gyarto altal ajanlott koriilmények kozott (1,8 kV/mm; 1 sokk) végeztiik az

elektroporalast.
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A baktériumokat masnap reggelig SOC médiumban razas nélkiil, szobahémérsékleten
inkubaltuk, majd masnap LB + 80 pg/ml zeocin lemezre szélesztettiik és 37 °C-on
inkubéltuk. A tovabbiakban végig 37°C-on dolgoztunk a torzsekkel, hogy a pKD46

plazmid eliminacidja megtorténhessen.

4.6 Elektrokompetens sejt készitése

LB tapoldatban overnight novesztett baktérium kultarat 1:100 aranyban, folyékony LB
tapoldatba kihigitottunk, és 37°C-on (héérzékeny torzsek esetén 30 °C-on), 250 rpm
razatas mellett, sziikség esetén indukalva novesztettiik ODggo = 0,5-1,0 kozotti értekre (0,6
az optimalis). Az eljaras soran minden Gsszetevot és sejtet jégen tartottunk, illetve jégbe
hiitve elékészitettiink.

A feln6tt kulturat centrifugaltuk: 4000 xg, 15 perc, 4 °C-on — minden centrifugalasi 1épés
ezekkel a beallitasokkal zajlott. A feliiliszot alaposan eltavolitottuk, majd a csapadékot a
oldatban vettiik fel. (A HEPES autokldvban sterilizalhat6.) Ujabb centrifugalds és a
feliiliiszo eltavolitasa utan a kiindulasi térfogat felének megfeleld 1 mM HEPES oldatban
vettiik fel, és Gjra centrifugaltuk. A csapadékot ezek utan a kiindulasi térfogat 1/50-ének
megfelelé mennyiségl jéghideg, steril 10 %-os glicerinben vettiik fel (a glicerin szintén
autoklavozhatd), majd az utolsd centrifugalas utan 1/100 térfogatnyi 10% glicerinben
vettiik fel a sejteket. Az ilyen modon betoményitett és ionmentesitett sejtszuszpenziot

50 ul-es térfogata adagokbn, -70°C-on taroltunk.

4.7 A szignal integracio vizsgalata in vivo

A létrehozott CH-1200 alapt riporter torzseken elsé 1épésként vizsgaltuk a gus4 gén
mikodését. A vizsgalt telepeket 50 pl LB-ben vettiik fel, és ebbdl a hig szuszpenzidbol
2-2 ul-t cseppentettiink az alabbi lemezekre, majd vizsgaltuk a kapott baktériumfolt szinét:

1) LB + 80 pg/ml zeocin + 50 pg/ml X-Gluc

2) LB + 80 pug/ml zeocin + 50 pg/ml X-Gluc + 0,16 mM cAMP

3) LB + 80 pg/ml zeocin + 50 pg/ml X-Gluc + 8 mM galaktoz

4) LB + 80 ng/ml zeocin + 50 pg/ml X-Gluc + 8 mM galaktoéz + 0,16 mM cAMP
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4.8 Torzsek ellenérzése szekvenalassal

A megfeleld szinreakciot mutato torzsekbdl kromoszomalis DNS-t tisztitottunk a Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega) segitségével, melyr6l a KpnT1T2
(5’-ATATATGGTACCAAGCTTCTGTTTTGGCGGATGAGA-3") ¢és a GusSeqDN
(5’-TTCTTGTAACGCGCTTTCCCACCAAC-3’) primerek felhasznalasaval amplifikaltuk
az uidA rekombinans szabéalyozo régidjat. A szekvencia meghatirozasat a Biomi Kft

(Godolls) végezte.

4.9 B-gliikkuronidaz assay

Az overnight LB+zeocin tapoldatban novesztett baktériumtenyészetet 0,4 % galaktdzzal
és 8 ng/ml zeocinnal is kiegészitett M63 minimal (,teljes”) tapoldatba oltottunk 1:1000
higitassal. Oréanként mértiik 600 nm-en az optikai denzitast (ODggo). Amikor az ODggp érték
elérte a 0,2-t, minden mérés alkalmaval kivettiink a kultarabol 1 ml-t, 10 percig 4°C-on
17000 xg relativ centrifugalis erével centrifugaltuk. A feliiluszo eltavolitasa utan -70°C-ra
helyeztiik a mintakat.

Az enzimaktivitdas méréshez 0,2 OD egységnyi mintat hasznaltunk 500 pl térfogatban.
Puffer gyanant vitaminokat és aminosvakat nem tartalmazé 1X M63 minimal tapoldatot
hasznaltunk, melyet az esetleges fehérje transzlacio gatlasa érdekében 80 pg/ml
kloramfenikollal egészitettiink ki (ez a normalisan, szelekciora hasznalt mennyiség
négyszerese). A baktériumokat 0,1 mg/ml lizozimmel kezeltiik 15 percig jégen inkubalva,
majd tovabbi feltarast végeztiink 250 pl feltaré oldattal szobahdmérsékleten. (Az oldatok
receptje a protokoll aljan talalhato.) Az inkubacios id6 lejartaval a kiivettakban el6készitett
¢és sotétben tartott 250 ul mérdoldathoz adtuk a feltart szuszpenziot, és 15 percenként
mértik a 405 nm-es optikai denzitast. A mérés alatt a mintakat tartalmazo kiivettakat
37°C-on, 100 rpm razatas mellett inkubaltuk. Ahol sziikséges volt, a mérés idokozeit

csokkentettiik.
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1X M63 minimal + Kloramfenikol
e KH,PO450 mM
e (NH4),S047,5 mM
e FeSO, 0,85 uM
e pH = 7,0- ra beallitani KOH segitségével
e Kloramfenikol 80 pg/ml

Feltaro oldat
e Tris (pH = 8) 100 mM
e NaH,PO,4 12,8 mM
e NaHPO4 19,2 mM
e DTT8mM

} =32 mM foszfatpuffer, pH =7

e Polymyxin-B 0,2 mg/ml
e CDTA 80 mM
e Triton X-100 4 V/V %

Mér6oldat
e DTTO0,5mM
e EDTA (pH=28) 1 mM
e NaH,PO420 mM
e Na,HPO4 30 mM
e PNPG 125 uM

=50 mM foszfatpuffer, pH = 7

4.10 In vitro transzkripcid

Az in vitro transzkripciot a Geanacopoulos és mtsi. altal k6zolt modszer[72] alapjan
végeztik. Az in vitro transzkripciohoz hasznalt CRP fehérjét a Ryu és mtsai altal leirt
mo6don[73] tisztitottuk. Az RNS polimeraz (RNAP) o°* alegységet a IMPACT rendszer
(New England Biolabs) tisztitottuk, Ggy, ahogy Shin és munkatarsai megadjak[74]. A

8

tisztitott o alegységet 1:1 ardnyban kevertiik az Epicentre-tdl vésarolt RNAP core

enzimhez (C90500). A 6’° RNAP-t az USB-t6] vasaroltuk.
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A reakcidelegy Osszetétele:

20mM Tris acetat, pH 7,8

10 mM Magnézium-acetat

200 mM Kalium-glutamat

2nM DNS templat (supercoiled)

Ahol sziikséges volt, a CRP-t 50 nM, a cAMP-t 100 pM mennyiségben alkalmaztuk.
20 nM RNAP-t adtunk az elegyhez, majd 5 percig 37°C-on inkubaltuk. A transzkripcid
elkezdéséhez hozzaadtuk a nukleotid trifoszfatokat:

e | mMATP

e 0,1 mM GTP

e 0,1 mMCTP

e 0,01 mM UTP és 33 mM [0-*PJUTP (3000 Ci/mmol; 5 pCi reakcionként)

A reakciot 10 perc inkubalas utan allitottuk le az alabbi transzkripcios felvivo pufferrel:
e 0,025% Bromfenolkék
e (,025% Xiléncianol
e 0,0l MEDTA

e 90% Deionizalt formamid

3 percnyi 90°C-os hokezelés utan 7%-os poliakrilamid-urea DNS szekvenalo gélre vittiik
a mintdkat. Az RNS mintakat ImageQuant™ PhosphorImager (Molecular Dynamics CA)
segitségével kvantifikaltuk.

4.11 A gal rendszer promoter aktivitasainak modellje

A modellezést Alex Hunziker és Sandeep Krishna végezte a 2009-ben kozolt modell

leirhaté az alabbi egyenlettel:

dPlol

= VpAp(Plol, g,C) — Pt

P a fehérje teljes mennyisége, v, a fehérje maximalis produkcios rataja, 4, a promoter

aktivitasa, g és ¢ pedig a galaktoz és a cAMP koncentracio.
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A fent emlitett modellbdl (ref[27]) explicit kifejezést kaphatunk az A4; aktivitasokra, ahol i
a gal regulon barmely fehérjéje lehet, s ezekkel a bevezetdben leirtak alapjan tovabb
szamolhatunk.

Az mglIB, galS és galP gének esetében a promoter aktivitasok a kovetkezd kifejezéssel

he.i
c
A 1 ) (Kc,z)
Ai‘ max R fri S fsi C e
I+ —| +|— 1+ —
Kr,i Ks,i Kc,i

ahol 4, max @ maximalis promoter aktivitas, R és S a szabad GalR és GalS mennyisége, K-val

irhatoak fel:

és h-val rendre a megfeleld (indexben jelolt) disszocidicios allandot és hill-koafficienst
jeloljik. Ez a kifejezés az adott promoter repressziojat fejezi ki a két represszor altal,
valamint a cAMP-CRP altali aktivaciot.

A Pgur promotert nem csak a szabad, hanem a galaktoz-kotott GalR (R,) is képes
represszalni, de a CAMP nem, ezért esetében a promoter aktivitisra ez az egyenlet irhato

fel:
AgalR _ 1

AgalR, max - R hr.galR hr.galR S s galR
1+ + Rg +
K gair K r. gair K. gair

A galETKM operon Plg,r promoéterére a kovetkezo két kifejezést hasznalhatjuk, ami

cAMP-CRP altali aktivaciot, valamint a szabad és galaktozkotott GalR és a szabad GalS

altali:repressziot irja le:

he,0E
c
AP Ke,or

API;MIL max ¢ he,0F
1+
Ke,oe

hr0E hr,0E
1+0,025( R j +o,025[ & j
K. o K ok
R hr,0E Rg R 2hr loop S hs.0E
1+ +|— + +
K. o K i oE K. 1oop K. or
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A kovetkezd egyenlet pedig a P2, aktivitasat irja le, az eddigiektdl eltéréen az
alapaktivitasra normalva a maximalis aktivitas helyett. A promotert a GalS 6nmagaban
1,2-szeres mértékben, a GalR 2-szeres mértékben aktivalja, a cAMP-CRP komplex
represszalja. Ha a cAMP-CRP ¢és a GalR egyiittesen kotodik, akkor az elobbi represszidja
gyengébb.

AP2gur _ 1

- hePrgali
AP2gar, basal c “
1+ ¢
Kr,PZgalE

1

hr.OE

R hr.0E Rg R 2hr Joop S hs.oF
1+ +| — + +
Kr, OE K r, OE Kr, loop Kn OE

hr.OF

hr.0E hs.oE
(1+2 R +2 Rg +1,2 s +
K, o K or K, or
Rg hr OF . c pisle . R hr 0F . c he,P2galE )
K+ or Ke. P2gale K, oE Ke, p2gale

Fenti egyenletekben egyarant elofordul a GalR galaktozkotott és szabad éllapota is. A

kettejiik kozti atmenet a kettejiik kozti kotési allando és Hill-koefficiens ismeretében igy

irhato fel:

h,rg
g
Rg=R
€ (Kr,g]

A represszor négy formdja (szabad: R, galaktoz-kotott: Rg, operator-kotott: Rpouna

valamint galaktoz és operatork6tott: Re pouna ) adja ki a teljes GalR mennyiséget:

Rtm: R+ Rg + Rbaund+ Rg bound
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4.12 A D-galaktoz és a cAMP-CRP szintek meghatarozasa

A sejtbeli D-galaktoz és cAMP-CRP szinteket a kisérletes eredményekbdl és a fenti
modell alapjan Alexander Hunziker a simulated annealing modszerrel hatarozta meg[69].
A probléma, amit a modszerrel meg kell oldani, hogy egy promoter aktivitas értékhez
szamos D-galaktéz — cAMP-CRP koncentraciopar tartozhat. A 4.7 abran a Plyqe példajan
bemutatom, hogy egy bizonyos mért promoter aktivitas érték (piros pottydk altal kirajzolt

sav) szamos kiilonb6z6 cAMP-CRP és D-galaktoz koncentraciohoz tartozhat.

4.2 dbra. A D-galaktéz és cAMP-CRP szintek meghatirozasanak problémija. Az
altalunk mért promoter aktivitis, azaz Z-tengelyen vett adat (melyet piros pottyok
alkotta sav jelez az 4bran) szaimos helyen illeszkedik a prométer aktivitas modellezett
felszinére, igy onmagaban nem elegendé a D-galaktéz és cAMP szintjének
meghatarozasahoz. A gorbe palastja itt azért késziilt sziirke skalan, mert a hatast
kialakito represszor ebben a problémaban irrelevans.

Tobb promoter egyidejii aktivitdsanak ismeretében szamos olyan cAMP-CRP és
D-galaktéz koncentraciopart ki lehet zarni, ami ugyan az egyik promoter aktivitast
kielégiti, de egy vagy tobb masikat nem. A rendszer promoter aktivitdsainak idébeni
lefutasa és az azonos idépontban vett aktivitasok ismeretében felallithato egy olyan modell
a cAMP-CRP ¢s a D-galaktéz szintjének alakuldsara, ami a legjobban tiikrozi a mért
promoter aktivitasok iddbeni lefutasat, azaz a legjobban kielégiti az Osszes promoter

aktivitas esetén vett szignal szinteket.
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A probléma megoldasara az el6z6 differencialegyenletek és a promoter aktivitasok mért

értékeinek felhasznalasaval a 4.3 folyamatabran bemutatott moédon miikddé algoritmust

hasznaltunk.

A D-galaktéz és a cAMP szint kezdeti

becslése minden idépontra.

v

Ezek hasznalataval a

> differencialegyenletek

megoldasa.

v

Az enzimaktivitasok idébeli
lefutasanak meghatarozasa

szamitassal.

A becslés random
megvaltoztatasa.

Az enzimaktivitasok
tényleges id6beli lefutasa a
kisérletek alapjan.

v

A

A becslés
elmentése.

Jobb, mint
az el6z8?

Tavolsag szamitasa. |

A becslés
elvetése.

4.3 dbra. A simulated annealing iterativ algoritmusinak folyamatabraja.

47



5. Eredmények

5.1 A gal rendszer id6zitéséhez kapcsolodd eredmények

Az E. coli galaktoz halozatanak valaszat akartuk végig kovetni olyan esetben, mikor a
sejteknek csak véges mennyiségli D-galaktoz all rendelkezésiikre véges térfogatban, ezért a
A-red rendszer segitségével létre hoztunk hét promoter-uid4 riporter fuzios konstrukciot a
Pouir, @ Pgaig, @ Pgaip, @ Poais, @ Pugip és a Py, promoterek felhasznalasaval, valamint egy, a
GalS, a GalR és a cAMP-CRP altal nem szabalyzott kontroll promoter segitségével, melyet
Lnem szabalyozott” promoternek nevezek. A hét riporter torzset kiilon-killon MG1655
referenciatorzsbél kiindulva hoztuk létre tigy, hogy a megfeleld promotorekre cseréltiik az
uidA gén promoterét.

A riporter torzseket LB tapoldatban névesztettiik overnight, majd M63 minimal
taptalajba oltottuk dket, melyben D-galaktoz volt az egyediili szénforras. A novekedésiiket
16 oran at kovettiik, rendszeres idokozonként mintakat véve a kultirabol, és minden
esetben rogzitettiik a mintavétel idépontjat a kezdeti higitastol szamitva, és a szuszpenzid
600 nm-en mért optikai denzitasat (ODggo). A mintdk 500 pl-nyi, ODgoo = 0,2 értékre
higitott mennyiségén B-glilkuronidaz aktivitast mértiink. Mivel a méréshez hasznalt sejtek
szama konstans, és az enzim stabil, igy az enzimaktivitas két dologtol fiigg: az enzim
ujonnan torténd képzddésétdl és a sejtosztodas miatti higulasatol.

Az altalunk tanulmanyozott riporterfiziok hasonléoan miikddtek abbol a szempontbol,
hogy mindegyik esetben egy kezdeti alacsony intracellularis B-gliikuronidaz szintrol egy
magasabb szintre jutott a sejt (5.1 abra). A valtozas a promotertdl fiiggden 2-6-szoros volt.
A valtozas id6zitése és az alacsony és magas allapot kozotti atmenet sebessége volt az, ami
a kiilonboz6 promoterektdl fiiggden szignifikansan valtozott. Négy esetben (spf, galE, galP
és galR) az atmenet a 400-600 perces iddintervallumban tortént, amikor a sejt a gyors
novekedés allapotabol a nagyon lassii novekedés allapotaba jutott. A masik két esetben
(galS, mglB) az atmenet késébb torténik, amikor a sejtosztodas mar szinte elhanyagolhatd
(650-800 perc). A nem szabalyozott promoter esetében az alacsony és magas allapot kozti

atmenet kevéssé éles.
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5.1 abra: A sejtek B-gliikuronidaz tartalma az idé fiiggvényében. A prométer-uid4
fuziot tartalmazé baktériumtorzset D-galaktéz tartalmi M63 minimal taptalajon
novesztettiik. A Kiilonbozé idépontokban vett mintak ODggy értékét rogzitettiik, és
B-gliikkuronidaz aktivitasat megmértiik. Az enzimaktivitast 0,5 ml, ODgp = 0,2 értékre
higitott sejtb6l mértiik, és az idé fiiggvényében abrazoltuk (harom parhuzamos
baktérium kultirabél mért aktivitasok atlaga).

5.1.1 A novekedési gorbe kiszamitasa

A mért OD értékekbdl az alabbi képlettel meghatarozhatjuk, hogyan valtozik a

baktériumok novekedési rataja () az id6 (7) figgvényében.

_4
(1) = 0 In(OD:)

Az adataink szerint a sejtek novekedési ratdjanak maximuma 1,225 osztodas volt
oranként t = 285 percnél, ami kortilbeliil 6rankénti 0,011 duplazodas értékre csokkent a
715. percnél, majd ismét enyhén ndvekedett oranként 0,06 duplazodasig, amit a kisérlet
végégig meg is tartott. A 180. perc el6tt nem mértink OD-t, de feltessziik, hogy a
novekedési rata kezdeti értéke 0, és az is marad egy kortilbeliil 100 perces lag fazis soran

(5.2 ébra.)
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5.2 abra: A novekedés gorbe az id6 fiiggvényében az 5.1 abran bemutatott kisérletbél.

5.1.2 A promoter aktivitasok kiszamitasa

tartalmanak a sejtosztodas altali higulasa hatarozza meg. Feltessziik, hogy a fehérje
termelése aranyos a promoter aktivitassal (4), és a sejtkultira optikai denzitasa egy adott ¢
id6pontban (OD;) aranyos a sejtek szamaval, ekkor kiszamolhatjuk a promoter aktivitas

id6beni alakulasat az alabbi egyenlettel:

OD
pr[ 22
A — ODH—A[

AT

A ,nem szabalyozott” promoter esetén mért enzimaktivitasokbol szamolt promoter
aktivitds id6beni lefutdsdhoz — melyet 1-re normalizaltunk — viszonyitottuk a tobbi
promoter aktivitast azért, hogy a sejtbeli forrasok elérhetdségét (azaz a minden promoterre
hat6é nem specifikus hatasokat) szamitasba tudjuk venni. A novekedési gorbe és a ,,nem
szabalyozott” promoter kiszamolt aktivitasa nem mutat kozvetlen korrelaciot, amire egy
lehetséges magyarazat lehet az, hogy az ATP-képzésen kiviil a galaktoz hasznositasi
utvonal mas sejtfolyamatokat is érint. Példaul az elérhet6 UDP-galaktoz mennyisége
befolyasolja a peptidoglikan szintézist és a transzkripciot. [27]

Az eredmények azt mutatjak, hogy a galaktéz rendszerben a promoterek aktivitasa
kiilonb6z6 iddzitési mintazatokat kovet, és a ,,nem szabalyozott” promoéterhez mért

(skalazott) aktivitasok két kiilonboz6 gorbével irhatoak le. (5.3 dbra)
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5.3 abra. A gal regulon hat promoéterének szimolt aktivitisa. A nem szabilyozott
promoter aktivitisa, melyet az 6sszes tobbi prométer skalazasira haszniltunk, hogy a
nem specifikus hatasokat szamitasba vehessiik, a bal fels6 panelen szaggatott vonnalal
lathaté. A skalazott értékeket a sziirke gorbék mutatjak. A prométerek aktivitisa a
sajat megfigyelt maximumkat egységnyinek véve egyenként normalizalva van.
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A Pgur, Pear és a Pgy aktivitisa gyors kezdeti ndvekedéssel jellemezhetd, majd egy
meredek esés kovetkezik, ami egy egyszeres csicsot eredményez. A Pyyr és a Pour
esetében a csiics szélesebb a skaldzotthoz képest. A skalazott Pgup, Poas €8 Pugis esetében
az expressziés mintazat hasonlo, mindegyiknek két csiicsa van. Az elsé a 250. perc
kornyékén, a masodik a 600. percnél a Py, p esetében, és a 700. percnél a Pyys €s a Pugip

esetében.

5.1.3 Az intracellularis cAMP és D-galaktoz szint szamitasa

A mért promoter aktivitasok az intracellularis cAMP és/vagy D-galaktoz szint, és a sejt
génexpresszios kapacitasanak fiiggvényei. Ebb6l kovetkezGen a promoter aktivitasok
id6sorai alapjan vissza tudunk kovetkeztetni a cAMP és a D-galaktoz sejten beliili szintjének
idébeli alakulasara. A ref[27] altal kozolt modell leirja, hogy kiilonboz6 intracellularis
cAMP-CRP ¢és D-galaktoz szintek mellett hogyan alakul a gal regulon promotereinek
aktivitasa. Ezt a modellt hasznalva megkerestiik azt az idésort e két molekula szintjének

leirasara, ami a legjobban illeszkedik az altalunk mért adatokhoz (5.4 abra).
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5.4. abra. A ,simulated annealing” médszerrel szimitott intracellularis cAMP és
D-Galaktoz szintek.

Modelliink szerint a D-galaktoz intracellularis szintje t = 400 percnél kezd jelentésen
ndvekedni, a cstiicsa t = 650 percnél van. Ezutan gyorsan csokkenni kezd, és majdnem
nullara esik t = 720 percnél, ez ugyanaz az id6pont, amikor a ndvekedési rata a
legalacsonyabb. Ezutan ismét novekszik a D-galaktoz sejten beliili szintje, ami egybe cseng
az mgIBAC rendszer 700. percben torténé bekapcsolasaval. Az el6zetes varakozasnak

megfeleléen a cAMP-CRP szintje forditottan fiigg 6ssze a D-galaktoz szintjével [45], bar,
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mivel a D-galaktéz az in. nem-PTS cukrok koz¢ tartozik, ennek a biokémiai hattere még
ismeretlen.

A cAMP-CRP szintje magas értékrdl indul (ami nem annyira klasszikus ,,éhezést”, mint
inkabb a sejtek allandd magas igényét jelzi a cukoranyagesere termékei irant), és a t = 400
perces idopontra csokken le a szintje, majd a 670. percben ismét emelkedni kezd, és a

D-galakt6z masodik cstcsanak felfutasaval egy id6ben, t = 720 percnél lecsokken.

5.1.4 Viltozasok a Pl gy és a P2, transzkripcidjaban

A fentebb emlitett modell [27] lehetévé teszi azt is, hogy a galETKM transzkripciojat
felbontsuk a Plgur és a P2qr promoterek aktivitdsinak Osszegére. Emlékeztetdiil: az
irodalmi adatok alapjan a Plg,r -rol torténd transzkripcid a galETKM operon ekvimoldris
expressziojat teszi lehet6vé, mig a P2g,p-r6l diszkoordinalt expresszid torténik, a
promoterhez kozel esé gének (galE, galT) javara, ami a bioszintetikus igények kielégitését
szolgalja.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a novekedési ciklus jelentds részében féleg a Plgux
jarul hozza a galETKM transzkripciojahoz, mig a P2, aktivitisa csak egy révid idére né
meg, t = 670 perc idépont kornyékén, mikor a cAMP-CRP szint eléri a minimumat, vagyis a
sejtek novekedése soran ekvimolaris mennyiségen keletkeznek a ga/ETKM operon enzimei,
és a bioszintetikus utvonalnak megfelelé diszkoordinacié csak a novekedés leallasakor

torténik meg (5.5 abra).
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5.5. dbra A Pl (folytonos vonal) és a P2, (szaggatott vonal) promoterek
aktivitasa, igy normalizalva, hogy a teljes aktivitas maximuma egységnyi legyen.
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5.1.5 A gal regulon prométereinek transzkripcidja a stacionarius fézisra jellemzé (o°%)
RNS-polimerazzal

Az exponencialis fazisbol stacionarius fazisba torténd atmenet egyik velejardja az
RNS-polimeriz (RNAP) 6”° alegységének kicserélddése o°° alegységre. Ezt a folyamatot
az Rsd protein segiti el8, ami lekéti a 67° alegységeket. [75]

Az mér korabban is ismert volt, hogy a vegetativ (c'°) és a stacionarius fazisra jellemz6
(c**) RNS-polimeraz eltéré preferenciaval irja at a galETKM operon két prométerét, a
Plyge-t és a P2gup-t. [76] Fenti eredményeink azt mutattdk, hogy a P,gp promoéter a
novekedés késobbi fazisaban aktiv, a maximalis expresszio 45%-at a 800. percnél mutatja.
Ez felveti azt a kérdést, hogy a 6> RNAP vajon a 6"’ RNAP-hoz mérheté mértékben
képes-e atirni a P,gp promotert, ezért megvizsgaltuk a gal regulon promotereinek

0

transzkripciojat o’° és o> RNS-polimerdzokkal in vitro, cAMP-CRP jelenlétében és

hianyaban.
1.2 3 4

. - -Pmgl

- w - PgalS

= wm - PgalP

- - P2
~Be& -p
- - - PgalR

:;.—: - RNA1
+

CRP -

I
+

a70 a38

5.6. abra: A gal regulon prométereinek o*° RNS-polimeriz altali transzkripcioja. Az
in vitro transzkripciot supercoil allapoti pRPGSM DNS templatrol, HU és cAMP
jelenlétében végeztiik. A CRP jelenlétét vagy hidnyat +/— jel jelzi az Abrian a mintik
alatt. Az 1-2 lane-ben lithaté kisérletekben ™ RNAP holoenzimet hasznaltunk, a 3-4
lane esetében rekonstrualt o™ RNAP-t.
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Azt taldltuk (5.6 abra), hogy cAMP hianydban mindkét o-faktor esetében csak a Plgyup,
P2gq és a Pgqr promoéterekrdl torténik atiras. Az eredményeink megerdsitik azt a korabbi
megfigyelést, hogy 6°* RNAP erds preferenciat mutat a P/ gali iTdnyaba, és a P2y, -t alig
irja at, ezzel szemben a "’ RNAP forditott preferenciat mutat.[76] A Pguz, hasonloan a
P24k -hez, a 5°% RNAP esetében mutatott alacsonyabb aktivitast.

Négy promoéter esetében novelte a cAMP-CRP komplex a transzkripcid mértékét, o™ és
5" RNAP esetén is. Ezek a Plyqe (aminek cAMP-CRP hianyaban is volt aktivitasa
mindkét o-faktor esetén), tovabba a Pgp, a Peup és a Pgys (ezeknek cAMP-CRP nélkiil
nem volt aktivitisuk). Ha promoterenként Osszevetjik cAMP-CRP jelenlétében elért
aktivitas mértékét o> és o' RNAP estében, akkor szignifikans kiilonbségeket
tapasztalunk. Mig P,q esetében a o°® RNAP dltali aktivitds eléri a 70%-at a 6’ RNAP
altali aktivitasnak, addig a Pgus esetén ez mindossze 20%. A Pgus-nek ez a gyenge !
RNAP altali transzkripcioja és az erés autoregulacidja magyarazataul szolgalhat a Pgys
aktivitas gyors esésének a P,,g3 -hez viszonyitva az 700-750 perc kozétti idoszakban.

A Plgqe-t cAMP hidnyaban a 8 RNAP irja at erdsebben a " RNAP-hoz viszonyitva,
de a cAMP jelenléte ezt csak kis mértékben noveli. Ugyanakkor a 6’ RNAP ezt a
promotert cAMP hianyaban alig, jelenlétében viszont igen erésen irja at, azaz a cAMP
altali aktivalodas mértéke igen nagy. Mivel a galR és galS gének csak nagyon gyengén
irodnak at a stacionarius fazisra jellemz6 o°® RNAP altal, ezért ugy véljik, hogy a gal
regulon promotereinek (foként a Plg,z-nek és a P,gp-nek) a stacionarius fazisban torténd

Munkank soran azt talaltuk, hogy a szignal integracié modja (Boole-logikai kapu) és az

expresszio idozitése Osszefliggést mutat.
5.2 A gal rendszer genetikai flexibilitasaval kapcsolatos eredmények

A galaktoz halozat promoterei esetében a cAMP és galaktoz szignalok kiilonbdz6 modon
keriilnek integralasra. Kisérleteink fontos iranya volt a rendszer flexibilitasanak vizsgalata,
azaz hogy az E. coliban létezd promoterek és regulacios szekvenciak mutacioival minél
tobb (torekvéseink szerint minden) logikai kaput létrehozzunk. Ehhez mesterségesen
eléallitott és a gal rendszerben létezd természetes promoter konstrukciokat is létrehoztunk,
s ezeket a fentebb leirt modszerrel rekombinaltattuk az uidA gén promoter régidjanak

helyére (5.7 abra). Ezeknél a kisérleteknél a kiindulo baktérium torzs a kanonikus
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laboratoriumi E. coli torzs, az MG1655 helyett annak adenilat-ciklaz (cyad) deficiens
mutansa, a CH1200 volt. Erre azért volt sziikség, hogy kontrollalhatéan adagolhassuk a
cAMP-t a rendszerbe, s ilyen modon felismerjiik a cAMP-re reagdld és nem reagald

prométer konstrukciokat.

" E. coli CH1200 ‘\

(
‘ BT, T,

( uidR  zeo® —— uidA uidB uidC \
: Szabilyozé régio ) ‘
\\ E. coli kromoszémélis DNS /

~ 7

5.7 abra. A szignal integracios tesztekhez hasznalt riporter konstrukciok sematikus
abraja. A piros nyilak a nyitott leolvasasi kereteket jelolik. Az abra feltiinteti az
uidABC operon oOsszes tagjat, melyek koziil az uidB gliikkuronid GPH transzportert
kédol (ez a GPH, azaz galaktozid-pentéz-hexuronid transzportercsalad tagja), az
uidC egy a transzportban részt vevé fehérjét kodol; valamint az operon represszorat
(uidR) is. A szabalyozo szekvencidkat az EcoRI és a Pstl restrikciés helyek kozé
illesztettiik. A zeo® kazetta a Konstrukcié része volt, az uidR iranyabél esetlegesen
érkezé transzKkripciét az rrnBT;T; terminator csoport allitja meg.

=+niooq
-isd

A létrehozott sejtekben a szignal integraciot populacids szinten értékeltik, négy
kiilonboz6 LB-lemezre cseppentve a torzseket, a négy kiilonboz6 szignal kombinaciénak
megfeleléen (D-galakt6z, cAMP, mindkettd, egyik sem), az X-Gluc nevi, szinreakciot ado
szubsztrat jelenlétében. Ezeken a lemezen megfigyeltik a kiilonb6z6 konstrukciok
szignalintegracios viselkedését. A Boole-logikai kapu kritériuma az volt, hogy a magas és
alacsony expresszidos allapotok, azaz a telep kék és fehér volta konnyen
megkiilonboztethetdek legyenek, habar megjegyzendd, hogy a ,,magas szint” a kiilonb6z6
szignalkombinacidé esetében nem biztos, hogy ugyanazt jelenti. Munkank soran 40
kiilonboz6 konstrukcidt hoztunk 1étre olyan médon, hogy atrendeztiik és modositottuk a
rendszerben eléforduld transzkripcios faktorok kotdhelyeit, ezaltal modositva a promoéterek
alapaktivitasat. Ezzel a modszerrel elkészitettink a 16 lehetséges szignal integracios
logikai kapu koziil 11-et. A 40 konstrukciobol 11-nek meghatroztuk a szekvencidjat
(minden Boole-kapuhoz egyet-egyet), és a kapott szekvenciat elhelyeztilk a GenBank-ban.
Az 5.8 abra mutatja be a konstrukciokat, azok szignalintegracios logikajat és feltlinteti az
egyes konstrukciok GenBank kodjat. A FALSE kapu szekvenciaja (nem tartalmaz promotert)
a kovetkez: 5°-GAGCTCGGTACCCGGGGATCGATCCTCTAGAGTCGAC-3’, ezt nem
helyeztiik el a GenBank-ban.
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5.8 dbra. Az altalunk létrehozott logikai kapuk. A piros téglalapok a GalR/GalS
operatort, a z6ld a CRP-kotohelyet jeloli (nem méretaranyos), a szaimok ezek helyét
mutatja a transzkripciés strat ponthoz képest. A szabalyozoé régiok szekvenciajat
elhelyeztiik a GenBankban, az abran lathaté szamok alatt érhetéek el. Alul annak a
négy kapunak a sematikus abraja latszik, amit nem sikeriilt Iétrehoznunk.
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A lehetséges kapuk koziil hat olyan van, ami vagy csak egyféle szignalra reagal (D-Gal,
ND-Gal, cAMP, NcAMP), vagy egyaltalan nem valaszol a szignalokra (TRUE, FALSE). A
tobbi logikai kaput — amelyeknél tehat a két szignal ténylegesen integralodik — két
csoportba oszthatjuk: azokra, melyeknél a promoéternek van alapaktivitasa (a Boole-kapu
abrajan a jobb als6 négyzet szines, ezek: OR, XOR, cAMP IMPD-Gal, NAND, D-Gal
NIMP cAMP), valamint azok, ahol nincs alapaktivitas (a jobb als6 négyzet fehér: AND,
EQUAL, cAMP NIMP D-Gal, D-Gal IMP cAMP, NOR). Mivel a masodik csoport
esetében az RNS-polimerdz (RNAP) aktiv toborzasara van sziikség, az ide tartozo kapukat
nem lehet pusztan a represszorkotéhelyek felhasznalasaval 1étrehozni. Ugyanakkor minden
kaput elkészithetiink, ha legalabb egy aktivatorhelyet is hasznalunk. Az aktivatorok
sokoldalubbak a represszoroknal, mivel ezek tipikusan kettés funkcidji szabalyozo
bekotodését, igy csokkenthetik a transzkripcid szintjét. Az RNAP aktivatorok és
represszorok altali szabalyozott toborzasa a transzkripcid szabalyozasanak leggyakoribb
modja [77], amihez jol illeszkedik az a megfigyelésiink, hogy aktivacios és represszios
mechanizmusok kombinacidjaval szabalyozasi logikdk igen széles skaldjat tudtuk

megvalositani.
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5.2.1 Logikai kapuk kombinélasa

Genetikai logikai kapuk kombinalasaval ajabb kapukat allithatunk el6. Ennek két modja

lehet, melyeket parhuzamos és soros kapcsolasnak neveziink (5.9 abra).

FH b

| 1. kapul |2. kapu
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|
\/ .'/&
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5.9 abra. A kapuk kombinalasanak két stratégiaja. A soros kapcsolds esetén (a) a

egyiittes logikaja lehet a két kiilon logika dsszege, de lehet valami teljesen eltéré logika
is. A parhuzamos kapcsolasnal (b) a szabalyozé régiok Kkiilon-kiilon vannak a
riportergén elé fuzionaltatva, és eredményként a kapuk 6sszegét varjuk.

A parhuzamos felépités soran a két logikai kaput kiilon-kiilon fuzionaltatjuk a riportergén
elé. Ez a felallas a génduplikaciot kovetd, a szabalyozo elemek mutacidja miatt
bekovetkezé expresszios divergencia hatasat masolja.[78] Mivel a két kopia egymastol
fiiggetleniil expresszalodik, ilyen esetben az Osszességében tapasztalhatdo szabélyozasi
logika a két kopia logikajanak dsszege lesz, pl a ,,cAMP” és a ,,D-Gal” kapuk parhuzamos
modon kapcsolt dsszege egy ,,OR” kapu lesz.

A soros kapcsolas esetében a két logikai kaput (szabalyozoé szekvenciat) ugyanazon
riporter génnel fuzionaltatjuk, ami analég azzal, mikor egy gén tobb promoterrdl is
atirddhat, mely promotereket ugyanazok a transzkripcios faktorok szabalyozzak (de eltérd
modon). A munkankban azt teszteltiik, hogy a soros kapcsolasi modokbol hogyan johetnek
létre 0j logikai kapuk. Megprobaltuk létrehozni az ,,XOR” (,,D-Gal NIMP cAMP” +
»cAMP NIMP D-Gal”), a ,,NAND” (,,D-Gal NIMP cAMP” + ND-GALl), valamint a ,,D-gal
IMP cAMP (,,AND + ND-Gal) kapukat. Hat tervezett konstrukciobol azonban csak egy
adta a vart XOR funkciot, a tobbi esetben nem Boole-tipust integraciot figyeltiik meg,

vagy az egyik, a konstrukcioban részt vevo kapu dominalt a tobbi szabalyozoelem felett.
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6. Diszkusszio

Munkénk soran az Escherichia coli galaktéz hasznositasi rendszerén végeztiink
vizsgalatokat. A feast-famine ciklus modelljeként a baktériumokat nagy, de mégis limitalt
mennyiségii galaktozon novesztettiik, és végig kovettitk a rendszer promotereinek idébeli
viselkedését. Vizsgaltuk tovabba a genetikai elemek kombinacidjaban rejlé lehetséges
logikai kimeneteleket.

A feast-famine ciklust modellez6 kisérletben azt talaltuk, hogy a galaktoz metabolizmus
egyrészrol globalis hatassal van a génexpressziora (példaul mert befolyasolja a nukleotid-
trifoszfat szintet), masrészrél vannak specifikus hatasok, amik a regulon egyes
promoétereinek transzkripcidjat érintik (ezeket a D-galaktoz és a cAMP sejten beliili szintje
befolyasolja a GalS, GalR és CRP fehérjék kozvetitésével).

Munkank soran kiszamoltuk a promoter aktivitasok id6beli valtozasain kiviil az azokat
kiséro (vagy eloidéz6) D-galaktoz és cAMP-CRP szinteket. A sejt galaktoz rendszere az
intracellularis galaktoz és cAMP szintet valosidGben figyeli, és ennek megfeleléen allitja
be a promoter aktivitasokat. Mivel a gal rendszer fehérjéi stabilnak tekinthetéek (hasonldan
a hasznalt riporterfehérjéhez), egyediil a fehérjék termelésével lehet a rendszer allapotan
valtoztatni, vagyis a rendszerben a dontések ezt fogjak érinteni. Az aktudlis fehérje
mennyiség a fehérje termelés torténetén (azaz a korabbi promoter aktivitasokon), és a
higulason (a sejosztodas mértékén) mulik. Munkank soran azt talaltuk, hogy egy adott
promoterrdl torténd expresszid az aktualis sejten beliilli szignalszintekt6l (cAMP és
D-galakt6z) mulik, amit pedig a sejten kiviili galaktoz szint és a galaktoz transzportot és
felhasznalast aktualisan befolyasold tényezOk (fehérjék és a Spotd42 sRNS) hataroznak
meg.

Mindezek alapjan a rendszer dontései inkabb a sejt mindenkori éllapotan mulnak

ahelyett, hogy a sejt az extracellularis tér mindenkori allapotat figyelné.

6.1 A galaktoz transzport és a felhasznalas koordinalasa

A galETKM operon altal kodolt enzimek a galaktéz amfibolikus felhasznalasaért
feleldsek. Mindegyikiik sziikséges a galaktoz metabolizmushoz, am csak a GalE sziikséges
ahhoz, hogy extracellularis galaktoz hijan a bioszintetikus glikozilaciés reakciokhoz

szubsztratot szolgaltasson. A Pl promoterrdl torténd atirds az operon enzimeinek
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ekvimolaris termelését teszi lehetdvé, ami a katabolikus sziikségleteknek felel meg, a
P24qp-101 diszkoordinalt atiras torténik, mely a promoterkdzeli fehérjék génjeit (galE,
galT) részesiti elonyben a bioszintetikus sziikségletekhez. Az az eredményiink, hogy a
P24,k aktivitasa elhanyagolhato akkor, ha galaktdz batch kultiran novesztjiik a sejteket,
egybecseng ezzel a modellel.

Ugyanakkor a fehérjék termelddése poszt-transzkripciosan is diszkoordinalodhat, a
Spot42 kis RNS ugyanis a GalK termelddését gatolja cAMP-CRP hianyaban[1]. Ennek
promotere, a Py, egy idoben expresszalédik a D-galaktéz intracelluldris szintjének
novekedésével és a cAMP szint esésével. Azt gondoljuk, hogy a GalK termelédésének ez a
gatlasa részt vesz a transzport és a metabolizmus kozti egyensuly megteremtésében, és ez a
szabalyozas egy olyan kornyezetben el6nyds, ahol az extracellularis galaktoz szint
csokken. Az extracellularis galaktoz szint csokkenésével a transzport korlatozottan
Ahhoz, hogy nagyobb mértékben expresszalhasson transzporterteket, sziikség van egy
magasabb intracellularis galaktoz szintre, de ez egyben a felhasznalasért felel6s gének
megnovekedett termelésével is egyiitt jarna, ezt szemlélteti a 6.1 abra bal oldala (ami
egyidejiilleg a bevezetdben bemutatott 2.2 abra részlete), ami a rendszert mint két
Osszekapcesolt visszacsatolasi kort mutatja be. Ha a sejt nem gatolna a galaktoz fogyasaval
(csokkent influx) egy idében a felhasznalast, akkor még azeldtt fogyna el az intracellularis
galaktoz, hogy a sejt elegendd ,.kompenzald” transzportert tudott volna termelni, és igy a
represszorok még ez eldtt kikapcsolnak a rendszer génjeit. Ezt a hatast lehet ellensulyozni
azzal, ha a sejt megvaltoztatja a két visszacsatolasi kor aranyat, azaz szétkapcsolja

azokat.[7]

T«——R ——E T—— BN——
(4] e - ©
o 5 a

6.1 abra. A két visszacsatolisi kor szétkapcsolidsa (a felhasznalasi kor csokkent
miikodése) a cukor felhalmozdédasihoz vezet a sejten beliil.

A GalK termelés korlatozasa hatékony modja annak, hogy a sejt blokkolja a metabolikus
visszacsatolasi kort a transzport veszélyeztetése nélkiil. Ugyanakkor a Spot42 nagy
aranyban képzédik akkor, ha a cAMP szint alacsony, fliggetleniil attol, hogy az

extracellularis D-galaktoz szint csokken-e vagy sem. A transzportkapacitas novelése nem
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sziikséges galaktozban gazdag kornyezetben, ezért azt gondoljuk, hogy a transzport és
metabolikus kor poszttranszkripcids szétkapcsolasa a fluktuald galaktozkoncentracidhoz
val6 adaptacié eredménye. A Spot42 termelése lehetové teszi, hogy a sejt hatékonyabban
hasznositsa a galaktozt, ha annak extracellularis szintje alacsony, és mivel a Spot42 nagy
mennyiségben van jelen, hatasa tobb generacio soran is fennmarad, még ha a szintézise le
is allt.[55]

Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy az E. coli galaktoz rendszere egy olyan kornyezetben
valo miikodéshez adaptalodott, melyben a galaktoz szintje idoben véltozik, azonban a
valaszadasi mechanizmus jobban illik olyan kornyezetekre, melyekben a jovébeni galaktoz
szint nem josolhatdo, mint a szabalyos feast-famine ciklusokra, mely utobbiban a
fluktuaciok szabalyosak, azaz adaptalodni lehet hozzajuk. Ezt mutatja a t = 700. percnél
bekovetkezd majdnem 0 novekedési rata (ez egybe esik a cAMP csuccsal), amit a sejt
kivédhetne azzal, ha az MgIBAC transzportrendszert akkor kapcsolnd be, mikor az
intracellularis D-galat6z szint csdkkenni kezd — ezt varnank akkor, ha a sejt a hagyomanyos

feast-famine rendszerhez optimalizalta volna a gal rendszert.

6.2 A galaktdz rendszer promotereinek transzkripcios mintazatat meghatarozo tényezok

A gal regulon promotereinek transzkripcidja barmely adott idépontban a (1d 5.1 abra) a

kovetkezoktol fligg:

e A transzkripciohoz sziikséges forrasok elérhetGsége.
e Az intracellularis cAMP és D-galaktoz szintek kombinacidja.
e A szignalokat érzékel6 regulator fehérjék koncentracioja.

e Az adott promoter és szabalyoz6 régio struktiraja és funkcidja.

Ezt megel6z6en leirtdk, hogy milyen modon fiigg a gal regulon promotereinek
transzkripcidja a cAMP és D-galaktoz koncentracioktol, és azt talaltuk, hogy a két szignal
hasonlit a Boole-logikai fiiggvényekre. [11, 27] Jelen munkankban azt talaltuk, hogy a
skalazott promoter aktivitas gorbék alakja (1d. 5.3 abra) és a promoter szignal integracios
logikaja kozt korrelacio all fenn. Egy aktivitasi cstcsot figyeltink meg a DGal és a
NOT cAMP logikaju promotereknél, és két csucsot az AND-szerii kapuknal. Az utobbi
esetben a csticsok helyzete attol fiigg, hogy milyen erésen koti a GalR/GalS és a cAMP az
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adott promoter szabéalyozorégioit. Példaul a Pg,p esetében, ami a legerésebb GalR
kotéhelyet tartalmazza, és egyben a legérzékenyebb cAMP-CRP altali aktivaciora, a
masodik aktivitdsi csiics korabban torténik, mint a Pgys esetében, ami csak joval magasabb
cAMP-CRP szinttel aktivalhato, és aminek GalR/GalS altali repressziojat kevesebb
D-galaktoz is fel tudja oldani.

6.3 A szabalyozasi halozat flexibilitasa

A lehetséges szignalintegraciokat vizsgald munkank sordn a génszabalyozas
legegyszeriibb kolcsonhatasait hasznaltuk fel: az RNAP-promoter interakcidt, a
transzkripcios faktor (TF) -kotéhely interakciot és a TF-szigndlmolekula interakciot.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a baktériumok szabalyozasi haldzatai nagyon
rugalmasak lehetnek a szignalintegracio tekintetében. Létrehoztunk szamos kiilonbozo
szabalyozo szekvenciat, melyek koziil szekvenaltunk és annotaltunk 12 kiilonb6zo
Boole-logikai valaszt ado szekvenciat. Elvileg a maradék négy kapu is létrehozhaté a mar
létez6 moduljainkbol. Példaul a ,,NOR” kapu létrehozhato lehetne egy cAMP-CRP altal
szabalyozott NDgal konstrukciobdl, és utana az dsszes tobbi konstrukciot megalkothatnank
a megfelelé parhuzamos kombinaciok segitségével (azaz: EQUAL = NOR+AND;
DGal IMP cAMP = NOR + cAMP; NAND = NDgal + NcAMP). Habar kisérleteink soran
12 kiilonboz6 logikai kaput sikeriilt 1étrehoznunk, szamos esetben nem értjilk pontosan a
szabalyozo régié strukturaja és funkcidja kozti Osszefliggést. A legérdekesebb az NDgal
konstrukcio (5.8 abra), ahol nem tudtunk GalR-kotdhelyet azonositani a szekvencia analizis
soran. Mivel a kapu értékelésekor a riporter fehérje aktivitasat figyeljilk, nem pedig a
riportergén transzkripciojat, ezért nem zarhatjuk ki a szignalmolekulék altal végrehajtott
poszttranszkripcidés modosulast (pl riboswitch segitségével) sem.

Ugy véljiik, hogy a transzkripcié aktivacio, azaz az RNAP toborzasa a promoéterhez a
szabalyozasi logika rugalmassaganak fontos meghatarozo tényezdje. Alig néhany olyan
logikai kapu van, ami két represszorral megvaldsithatd, ugyanakkor elvileg minden logikai
kaput meg lehet valositani aktivatorok segitségével. Az aktivator funkcidja konnyen
varialhatd az RNAP toborzas és az RNAP gatlas kozott azaltal, hogy athelyezziik a
kotohelyét. Bar altalaban az aktivatorok gyengébben kotik a DNS-t, mint a represszorok, a
sztérikus gatlashoz sziikséges erdsebb kotés elérhetd mutaciokkal vagy tobb kotdhely

hasznalataval.
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A szabalyozé régidkon kivil maguk a szabalyozdo TF-okat termelé gének is
hozzajarulnak a halozatok genetikai flexibilitdsahoz. A szabalyozasi logika erdsen
megvaltozhat, ha példaul a TF génje elszenved egy missense mutaciot. Példaul a Lacl
represszor analizise megmutatta, hogy a pontmutaciok megvaltoztathatjak azt, hogy a
fehérje milyen erésen tudja kotni a DNS-t, mennyire képes DNS-hurkot képezni, mennyire
koti a sajat inducer molekulajat, sét, még a represszor indukcios profilja is megvaltozhat,
ami miatt az altala szabalyozott rendszer logikaja is az ellenkezdjére fordulhat. (Példaul a
normalis mitkodéssel ellentétben a TF az inducer jelenlétében kotédik a DNS-hez. ) [79,
80]) A galaktoz rendszerben egy forditott indukcios profilju GalR az NDGal kaput DGal
kapuva valoztatna, vagy a NOR kaput DGal NIMP cAMP kapuva.

6.4 A logikai kapuk kombinalasa

Mind a parhuzamos, mind a soros moédon kapcsolt logikai kapukra ismeriink példakat a
természetben.[4, 81] A parhuzamos kapcsolas létrejohet génduplikacioval, amit a
szabalyozo szekvencidk divergalodasa kovet. A génduplikdcioval torténé evolicid
megoldhat adaptacios problémakat a szabalyozo régioban. Példaul ha bizonyos logikai
kapuk nem valdsithatbak meg pontmutaciokkal vagy a szabalyozdelemek
atrendezédésével, 1étrejohetnek két egyszeriibb kapu parhuzamos kapcsolataval. Ilyenkor a
részt vevo szabalyozé elemek kiegészitik egymast funkciojat, igy elésegitve azt, hogy
mindkét kopia fennmaradjon a genomban. Az élesztékon és magasabb rendii eukariotakon
végzett genom analizis valoban azt mutatja, hogy a duplikalt gének sokkal valdsziniibben
mutatnak divergalt expresszios mintakat, mint az egykopiasak — mind genomon beliil, mind
genomok kozott.[82] Viszont baktériumokban a magas rekombinciés rata miatt a
szabalyozorégiok duplikacioval torténd evoliiciéja korlatozott. fgy olyan sejtekben, ahol a
homolég rekombinécio aktivan zajlik, a soros kapcsolas sokkal jobb megoldas. Es valoban
szamos E. coli gén irodik at tobb promoterrdl, de azonos TF-ok szabélyozasa alatt, mint
amilyen a Plgr | P2gqe esetében is lathatunk. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a
logikai kapuk sorba kapcsolasa valoban kialakithat 0j szabalyozasi logikat. Ugyanakkor az
igy létrejott uj kapuk esetében az j funkcid a parhuzamos kapuknal kevésbé prediktalhato.

Szamos tényez6 befolyasolhatja az 0j szabalyozo régio miikodését, példaul:
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e Egy 10j promoter létrejotte. Ha egy erds aktivatort arra hasznalunk, hogy
represszaljon egy promotert, eléfordulhat, hogy a represszalt promotertdl
downsteram elhelyezkedd szekvenciak az aktivator hatasara promoéterként fog
viselkedni. Az is megtorténhet, hogy két szabalyozd szekvencia fuzidjabol egy
szignifikans promoteraktivitassal rendelkezd6 DNS szekvenciat kapunk. Az ilyen
uj promoterek megvaltoztathatjadk a szabalyozasi logikat akar a gén étirasaval,
akar promoter interferencia révén. [83]

e Transzkripcids roadblock (,,utakadaly”). Ebben az esetben egy erésen koté TF
gatolhatja egy tole upstream elhelyezkedé promoterrdl az atirast. [84] Ez
megmagyarazza, hogy hogyan lehet a downstream elhelyezkedd logikai kapu
dominans a két kapubol allo szabalyozo régio egészére nézve.

e Tavolba hato kommunikaci6. Szamos TF képes kolcsonhatasba 1épni az
RNAP-zal vagy mas TF-okkal, melyek a DNS tavolabbi pontjahoz kotédnek. [62,
85] Igy egy TF, aminek a kapcsolt kapuk koziil az upstream levét kellene

szabalyoznia, képes lehet befolyasolni a downstream levot.

Jelen munkankban mutattunk egy példat arra, mikor két logikai kapu soros kapcsolasa a
két kapu Osszegét hozta eredményiil. (A DGal NIMP cAMP és cAMP NIMP DGal kapuk
XOR-t hoztak 1étre.)

Bar sok esetben nem konnyii elére megmondani, hogy egy mesterségesen tervezett kapu
hogyan fog viselkedni, ezért szabalyozasi logikak tudatos tervezése nehézségekbe iitkozik,
de a rendszer ilyen nagyfokt flexibilitisa azt sugallja, hogy populacié szinten,
véletlenszerli mutaciokat feltételezve jo esély van arra, hogy egy j kornyezetbe keriilve,

egy masfajta szabalyozast igényl6 rendszer jo eséllyel kialakulhat a mar el6tte meglevébol.
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7. Osszefoqlalas

A szabadon ¢é16 baktériumsejtek egyik laboratoriumi modelljérdl, az Escherichia colirél
mara mar nagy mennyiségii adat all rendelkezésiinkre. Az egyes gének és termékeik
elemzésén kiviil egyre tobb adatunk van ezen géntermékek altal alkotott haldzatokrol, ezek
kapcsolatarol. A halozatok elemzése soran tobb olyan motivumot irtak le, ami a kiillonb6z6
halozatokban hasonlo funkciot lat el, ezek koziil a cukorhasznosito rendszerekben altalanos
az egy pozitiv és egy negativ visszacsatolas kor osszekapcsolodasaval 1étrejott motivum.
Mindezek alapjan vilagossa valt, hogy a baktériumsejt optimalis mikodéséhez,
alhalézatainak Osszehangolasahoz viszonylag korlatozott szami lehetséges stratégia
létezik.

Az E. coli galaktéz hasznositasi halozata egy részleteiben jol ismert, régota kutatott
haloézat. Szabalyozasa két bemend jel alapjan torténik, melyek a D-galaktoz és a cAMP. A
D-galaktoz hatasat két egymassal homolog, de mitkddésiikben jelentds eltérést mutato
represszor, a galaktoz represszor (GalR), és a galaktoz izorepresszor (GalS) kozvetiti a
halozat felé. A cAMP-t annak sejtbeli receptora, a CRP (cAMP Receptor Protein) érzékeli,
és ez a cAMP-CRP komplex a DNS-t a megfelel kotdhelyen kotve tobbnyire aktivator
funkciot 1at el. A rendszernek tagja még két transzporter operon, az egycisztronos galP
operon (kis affinitasii, ATP-t nem igényl6 galaktoz/H -szimporter), és az mgIBAC operon
(nagy affinitasi, ATP-igényes transzporter), egy szabalyozo kis RNS (Spot42), tovabba
két, a galaktoz felhasznalasaban részt vevé operon, a galETKM és a galU operon, mely
utdbbi nem all galaktoz szabalyozas alatt.

A galETKM operonnak két, egymassal részben atfedé promotere van, a Plgqz és a P2yur,
melyeket a cCAMP-CRP és a GalR eltérden szabalyoz: a katabolikus igényeknek megfeleld
Plgup-t a cAMP-CRP aktivalja, a GalR gétolja, az anabolikus igényeknek megfeleld
P2gqp-t a cAMP-CRP gitolja, de kis mennyiségii GalR aktivélja.

A két bemen6 szignallal rendelkez6 rendszerek miikodését a Boole-fiiggvényekkel lehet
kozeliteni, melyek a rendszernek a két szignal jelenlétének vagy hianyanak kombinacidjara
adott igen-nem vélaszat vizsgaljak. Osszesen 16-féle ilyen logikai kapu létezik, melyek
koziil a gal rendszer promoterei kozott csak néhany jelenik meg.

Munkéank soran a gal rendszer promotereinek idozitését és a rendszer flexibilitasat
vizsgaltuk. Az id6zités vizsgalatahoz E. coli K-12 MG1655 baktériumtorzset, illetve annak

uidA génjét, tovabba a rendszer hat legfontosabb promoterét és egy nem szabalyozott
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promotert felhasznalva hoztunk 1étre promoéter-uidA fzids riporter torzseket. Megmértiik a
riporter enzim aktivitasat a baktérium novekedésének szamos pontjan. Megallapitottuk a
promoterek aktivitds valtozasanak id6beni lefutasat, valamint a simulated annealing
modszer és egy recens matematikai modell segitségével kovetkeztettiink a D-galaktoz és a
cAMP-CRP szint idébeli alakulésara a sejtben. Vizsgaltuk a rendszer prométereinek a 6°°
RNS polimeraz altali atirodasat.

Eredményeink azt sugalljak, hogy az E. coli sejtek nem a kornyezet allapotat
monitorozzak, hanem a sajat mindenkori belsd allapotukat.

Megfigyeltik, a sejt a csokkend galaktoz szintre a visszacsatolasi korok
szétkapcesolasaval (a felhasznalas és a transzport aranyanak valtoztatasaval), végsd soron
galaktoz felhalmozassal reagal.

Azt is megfigyeltiik, hogy az egyes promoterek szignalintegracios logikdja és idozitése
Osszefliggést mutat.

Munkéank soran mesterségesen létrehozott és természetes szabalyozorégiok és az
adenilat-ciklaz hianyos (Acyad) E. coli CHI1200 torzs felhasznalasaval tovabbi
promoter-uidA fuziés konstrukciokat hoztunk létre, és vizsgaltuk ezek szignalintegracios
viselkedését. Négy kivételével eléallitottunk mind a 16 kiilonbozd logikai kaput.

Az eredményiil kapott kapukat elemezve megallapitottuk, hogy a rendszer igen flexibilis,
mutaciokkal konnyen alakithatd egy szabalyozasi logika egy masikka, ami gyors
alkalmazkodé képességet jelent. Ugy gondoljuk, hogy a transzkripcio aktivacié igen fontos

mechanizmus a flexibilis szabalyozashoz.
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8 Summary

The function of living cells is controlled by complex regulatory networks that are built of
a wide diversity of interacting molecular components. The sheer size and intricacy of
molecular networks of even the simplest organisms are obstacles toward understanding
network functionality. In this work we address two important network features, regulation
of timing of gene expression and the flexibility of gene regulation in integrating
environmental signals. We use the galactose regulatory system of Escherichia coli as a
model system because the elements of this network are well characterized and a simplified
mathematical model describing the behavior of the network has been previously published.
The gal system of E. coli contains genes involved in the transport (ga/P, mg/BAC) and
amphibolic utilization (ga/ETKM) of the sugar D-galactose. Genes of the gal regulon
belong to different operons. This setup allows differential regulation of functions when
needed. Regulation of the gal/ system is governed by two similar regulators, GalR and
GalS, which are regulated in different ways. Besides sensing the intracellular sugar level,
galactose utilization is also regulated by the cAMP-CRP complex. cAMP is a signal of
carbon shortage and sensed by CRP (cAMP Receptor Protein).

Proper timing of gene expression is crucial in regulation of critical biological phenomena,
i.e., cellular adaptation, differentiation, and development. Biological systems evolved two
fundamentally different mechanisms for the regulation of timing. One possibility is that
after an initial decision a regulatory network proceeds autonomously executing a
pre-defined program. The other possibility is that the network monitors specific signals in
real-time and regulates timing accordingly. In the natural environment bacterial cells have
to adjust their metabolism to alterations in the availability of food sources. The goal of our
work was to understand the principles governing the timing of gene expression in sugar
networks when cells are grown in a batch culture containing a single sugar as a carbon
source. We simulated the famine-feast cycle of bacterial growth by diluting stationary
phase E. coli cells in fresh medium containing galactose as the sole carbon source. We
monitored how promoter activities in the galactose utilization network change as the cell
population grows and galactose is exhausted from the medium, using specific
promoter-uidABC (gus) reporter fusions. Besides responding to system-specific regulators,

gene expression is also influenced by global effects, which depend on the physiological
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state of the cell. Because cell physiology changes in our experiments, we use a promoter
which is not regulated by GalR, GalS or cAMP-CRP as a control. Based on the
experimental results, we built a mathematical model to calculate intracellular D-galactose
and cAMP-CRP levels. We found that the cell responds to a decreasing external galactose
level by increasing the internal galactose level, which is achieved by limiting galactose
metabolism and increasing the expression of transporters. We showed that the cell alters
gene expression based primarily on the current state of the cell, and not on monitoring the
level of extracellular galactose in real-time. Some decisions have longer term effects,
therefore the current state does subtly encode the history of food availability. In summary,
our measurements of timing of gene expression in the galactose system suggest that the
system has evolved to respond to environments where future galactose levels are
unpredictable, rather than regular feast and famine cycles.

The galactose network, similar to many other sugar networks, is a natural two-input
system, regulated by a specific sugar (D-galactose) and the global regulatory signal cAMP.
Therefore it is an optimal system to study signal integration at promoters. Gene regulation
is based on simple building blocks such as promoters, transcription factors (TFs) and their
binding sites on DNA. But how diverse are the functions that can be obtained by different
arrangements of promoters and TF binding sites? We constructed synthetic regulatory
regions using promoter elements and binding sites of two non-interacting TFs (GalR and
CRP), each sensing a single environmental input signal. We showed that simply by
combining these three kinds of elements, we can obtain 11 out of the 16 Boolean logic
gates that integrate two environmental signals in vivo. Further, we demonstrated how
combination of logic gates can result in new logic functions. Our results suggest that
simple elements of transcription regulation form a highly flexible toolbox that can generate

diverse functions under natural selection.

69



9. Készonetnvyilvanitas

Kosz6ndm témavezetomnek, Dr. Semsey Szabolcsnak a belém fektetett munkajat és a
hozzam valo tirelmét, valamint azt, hogy a laborjaba fogadott. Koszéném Dr. Orosz
Laszlo professzor trnak, hogy az ajtaja mindig nyitva allt, valamint Dr. Vellai Tibor
tenszék vezetd urnak, hogy a tanszéken dolgozhattam az 6szténdij lejarta utan. Kosz6nom
Alexander Hunzikernek, hogy elmagyarazott barmit, amit a matematikai alapokbol nem
értettem. Koszonom Sandeep Krishnanak, Erdds Janosnak és Tuboly Csabanak a nekem
nyujtott segitségiiket. Haldval tartozom tovabba Takacsné Botond Juditnak az elsérang
asszisztanciaért, valamint Dr. Holczinger Andrasnak a beszélgetésekért.

Koszonom feleségemnek, Koller Borinak, hogy elviselte, amig ezt a dolgozatot

megirtam, ¢és sziileimnek, akik lehetévé tették, hogy eljussak idaig.

70



10. Felhasznalt irodalom

Kolter, R., D.A. Siegele, and A. Tormo, The stationary phase of the bacterial life
cycle. Annu Rev Microbiol, 1993. 47: p. 855-74.

Monod, J., The Growth of Bacterial Cultures. Annu Rev Microbiol, 1949. 3: p. 371-
394.

Neidhardt, F.C., Umbarger, E.H., Chemical Composition of Escherichia coli, in
Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology, N. F.C., Editor.
1996, American Society of Microbiology (ASM) Press: Washington, DC USA.
Keseler, LM, et al., EcoCyc: a comprehensive view of Escherichia coli biology.
Nucleic Acids Res, 2009. 37(Database issue): p. D464-70.

Ma, H.W., J. Buer, and A.P. Zeng, Hierarchical structure and modules in the
Escherichia coli transcriptional regulatory network revealed by a new top-down
approach. BMC Bioinformatics, 2004. 5: p. 199.

Sneppen, K., S. Krishna, and S. Semsey, Simplified models of biological networks.
Annu Rev Biophys, 2010. 39: p. 43-59.

Krishna, S., S. Semsey, and K. Sneppen, Combinatorics of feedback in cellular
uptake and metabolism of small molecules. Proc Natl Acad Sci U S A, 2007.
104(52): p. 20815-9.

Monod, J., J.P. Changeux, and F. Jacob, Allosteric proteins and cellular control
systems. J Mol Biol, 1963. 6: p. 306-29.

Weickert, M.J. and S. Adhya, The galactose regulon of Escherichia coli. Mol
Microbiol, 1993. 10(2): p. 245-51.

Adhya, S., Suboperonic regulatory signals. Sci. STKE, 2003. 2003(185): p. pe22.
Semsey, S., et al., Signal integration in the galactose network of Escherichia coli.
Mol Microbiol, 2007. 65(2): p. 465-76.

Weickert, M.J. and S. Adhya, Isorepressor of the gal regulon in Escherichia coli. J
Mol Biol, 1992. 226(1): p. 69-83.

Weickert, M.J. and S. Adhya, Control of transcription of gal repressor and
isorepressor genes in Escherichia coli. ] Bacteriol, 1993. 175(1): p. 251-8.
Geanacopoulos, M., et al., GalR mutants defective in repressosome formation.
Genes Dev., 1999. 13(10): p. 1251-1262.

Semsey, S., et al., Operator-bound GalR dimers close DNA loops by direct
interaction: tetramerization and inducer binding. EMBO ., 2002. 21(16): p. 4349-
4356.

Choy, H.E,, et al., Repression and activation of promoter-bound RNA polymerase
activity by Gal repressor. J. Mol. Biol., 1997. 272(3): p. 293-300.

Choy, H.E., et al., Repression and activation of transcription by Gal and Lac
repressors: involvement of alpha subunit of RNA polymerase. EMBO J., 1995.
14(18): p. 4523-4529.

Roy, S., et al., GalR represses galP1 by inhibiting the rate-determining open
complex formation through RNA polymerase contact: a GalR negative control
mutant. J. Mol. Biol., 2004. 344(3): p. 609-6138.

Choy, H.E. and S. Adhya, Control of gal transcription through DNA looping:
inhibition of the initial transcribing complex. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1992.
89(23): p. 11264-11268.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Irani, M.H., L. Orosz, and S. Adhya, A4 control element within a structural gene: the
gal operon of Escherichia coli. Cell, 1983. 32(3): p. 783-8.

Semsey, S., et al., DNA trajectory in the Gal repressosome. Genes Dev, 2004.
18(15): p. 1898-907.

Virnik, K., et al., "Antiparallel” DNA loop in gal repressosome visualized by atomic
force microscopy. J Mol Biol, 2003. 334(1): p. 53-63.

Ryu, S., et al., GalR-mediated repression and activation of hybrid lacUV5
promoter: differential contacts with RNA polymerase. Gene, 1998. 223(1-2): p.
235-45.

Kolb, A, et al., Transcriptional regulation by cAMP and its receptor protein. Annu
Rev Biochem, 1993. 62: p. 749-95.

Moller, T., et al., Spot 42 RNA mediates discoordinate expression of the E. coli
galactose operon. Genes Dev, 2002. 16(13): p. 1696-706.

Semsey, S., et al., Dominant negative autoregulation limits steady-state repression
levels in gene networks. J Bacteriol, 2009. 191(14): p. 4487-91.

Krishna, S., et al., Relation of intracellular signal levels and promoter activities in
the gal regulon of Escherichia coli. J Mol Biol, 2009. 391(4): p. 671-8.

Lawson, C.L., et al., Catabolite activator protein: DNA binding and transcription
activation. Curr Opin Struct Biol, 2004. 14(1): p. 10-20.

McKay, D.B. and T.A. Steitz, Structure of catabolite gene activator protein at 2.9 A
resolution suggests binding to left-handed B-DNA. Nature, 1981. 290(5809): p.
744-9.

Ebright, R.H., Y.W. Ebright, and A. Gunasekera, Consensus DNA site for the
Escherichia coli catabolite gene activator protein (CAP): CAP exhibits a 450-fold
higher affinity for the consensus DNA site than for the E. coli lac DNA site. Nucleic
Acids Res, 1989. 17(24): p. 10295-305.

Izu, H., et al., Differential control by IHF and cAMP of two oppositely oriented
genes, hpt and gcd, in Escherichia coli: significance of their partially overlapping
regulatory elements. Mol Genet Genomics, 2002. 266(5): p. 865-72.

Choy, H.E. and S. Adhya, RNA polymerase idling and clearance in gal promoters:
use of supercoiled minicircle DNA template made in vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A., 1993.90(2): p. 472-476.

Paul, L., et al., Integration of regulatory signals through involvement of multiple
global regulators: control of the Escherichia coli gltBDF operon by Lrp, IHF, Crp,
and ArgR. BMC Microbiol, 2007. 7: p. 2.

Gaston, K., A. Kolb, and S. Busby, Binding of the Escherichia coli cyclic AMP
receptor protein to DNA fragments containing consensus nucleotide sequences.
Biochem J, 1989. 261(2): p. 649-53.

Burr, T., et al., DNA sequence elements located immediately upstream of the -10
hexamer in Escherichia coli promoters: a systematic study. Nucleic Acids Res,
2000. 28(9): p. 1864-70.

Keilty, S. and M. Rosenberg, Constitutive function of a positively regulated
promoter reveals new sequences essential for activity. ] Biol Chem, 1987. 262(13):
p. 6389-95.

Mitchell, J.E., et al., Identification and analysis of 'extended -10' promoters in
Escherichia coli. Nucleic Acids Res, 2003. 31(16): p. 4689-95.

Ponnambalam, S., et al., Transcription initiation at the Escherichia coli galactose
operon promoters in the absence of the normal -35 region sequences. J Biol Chem,
1986. 261(34): p. 16043-8.

72



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Muller-Hill, B. and P. Kolkhof, DNA recognition and the code. Nature, 1994.
369(6482): p. 614.

Robbins, A.R., R. Guzman, and B. Rotman, Roles of individual mgl gene products
in the beta-methylgalactoside transport system of Escherichia coli K12. J Biol
Chem, 1976. 251(10): p. 3112-6.

Ordal, G.W. and J. Adler, Properties of mutants in galactose taxis and transport. J
Bacteriol, 1974. 117(2): p. 517-26.

Riordan, C. and H.L. Kornberg, Location of galP, a gene which specifies galactose
permease activity, on the Escherichia coli linkage map. Proc. R. Soc. Lond. B. Biol.
Sci., 1977.198: p. 401 - 410.

Zheng, H., et al., The prototypical H+/galactose symporter GalP assembles into
functional trimers. J Mol Biol, 2010. 396(3): p. 593-601.

Wilson, D.B., Source of energy for the Escherichia coli galactose transport systems
induced by galactose. J Bacteriol, 1974. 120(2): p. 866-71.

Death, A. and T. Ferenci, Between feast and famine: endogenous inducer synthesis
in the adaptation of Escherichia coli to growth with limiting carbohydrates. ]
Bacteriol, 1994. 176(16): p. 5101-7.

Epstein, W., L.B. Rothman-Denes, and J. Hesse, Adenosine 3':5'-cyclic
monophosphate as mediator of catabolite repression in Escherichia coli. Proc Natl
Acad Sci U S A, 1975. 72(6): p. 2300-4.

Hogema, B.M., et al., Catabolite repression by glucose 6-phosphate, gluconate and
lactose in Escherichia coli. Mol Microbiol, 1997. 24(4): p. 857-67.

Gorke, B. and J. Stulke, Carbon catabolite repression in bacteria: many ways to
make the most out of nutrients. Nat Rev Microbiol, 2008. 6(8): p. 613-24.

Bouffard, G.G., K.E. Rudd, and S.L. Adhya, Dependence of lactose metabolism
upon mutarotase encoded in the gal operon in Escherichia coli. ] Mol Biol, 1994.
244(3): p. 269-78.

Weissborn, A.C., et al., UTP: alpha-D-glucose-1-phosphate uridylyltransferase of
Escherichia coli: isolation and DNA sequence of the galU gene and purification of
the enzyme. J Bacteriol, 1994. 176(9): p. 2611-8.

Trucco, R.E., R. Caputto, and et al., Galactokinase. Arch Biochem, 1948. 18(1): p.
137-46.

Wong, L.J. and P.A. Frey, Galactose 1-phosphate uridylyltransferase. Isolation of a
uridylyl-enzyme intermediate. J Biol Chem, 1974. 249(7): p. 2322-4.

Wilson, D.B. and D.S. Hogness, The Enzymes of the Galactose Operon in
Escherichia Coli. I. Purification and Characterization of Uridine
Diphosphogalactose 4-Epimerase. J Biol Chem, 1964. 239: p. 2469-81.

Aiba, H., S. Adhya, and B. de Crombrugghe, Evidence for two functional gal
promoters in intact Escherichia coli cells. J Biol Chem, 1981. 256(22): p. 11905-
10.

Semsey, S., K. Virnik, and S. Adhya, Three-stage regulation of the amphibolic gal
operon: from repressosome to GalR-free DNA. ] Mol Biol, 2006. 358(2): p. 355-63.
Ullmann, A., E. Joseph, and A. Danchin, Cyclic AMP as a modulator of polarity in
polycistronic transcriptional units. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1979. 76(7): p.
3194-3197.

Guidi-Rontani, C., A. Danchin, and A. Ullmann, Transcriptional control of polarity
in Escherichia coli by cAMP. Mol. Gen. Genet., 1984. 195(1-2): p. 96-100.

Lee, H.J., et al., Establishment of an mRNA gradient depends on the promoter: an
investigation of polarity in gene expression. J Mol Biol, 2008. 378(2): p. 318-27.

73



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

Aki, T. and S. Adhya, Repressor induced site-specific binding of HU for
transcriptional regulation. EMBO J., 1997. 16(12): p. 3666-3674.

Aki, T., H.E. Choy, and S. Adhya, Histone-like protein HU as a specific
transcriptional regulator: co-factor role in repression of gal transcription by GAL
repressor. Genes Cells, 1996. 1(2): p. 179-188.

Geanacopoulos, M., et al., Gal repressosome contains an antiparallel DNA loop.
Nat. Struct. Biol., 2001. 8(5): p. 432-436.

Semsey, S., K. Virnik, and S. Adhya, 4 gamut of loops: meandering DNA. Trends
Biochem Sci, 2005. 30(6): p. 334-41.

Beer, M.A. and S. Tavazoie, Predicting gene expression from sequence. Cell, 2004.
117(2): p. 185-98.

Buchler, N.E., U. Gerland, and T. Hwa, On schemes of combinatorial transcription
logic. Proc Natl Acad Sci U S A, 2003. 100(9): p. 5136-41.

Cox, R.S,, 3rd, M.G. Surette, and M.B. Elowitz, Programming gene expression
with combinatorial promoters. Mol Syst Biol, 2007. 3: p. 145.

Kauftman, S., Homeostasis and differentiation in random genetic control networks.
Nature, 1969. 224(215): p. 177-8.

Mayo, A.E., et al., Plasticity of the cis-regulatory input function of a gene. PLoS
Biol, 2006. 4(4): p. e45.

Yuh, C.H., H. Bolouri, and E.H. Davidson, Genomic cis-regulatory logic:
experimental and computational analysis of a sea urchin gene. Science, 1998.
279(5358): p. 1896-902.

Hunziker, A., Sense & Sensitivity — Bacterial Response in Good and Bad Times
(PhD thesis). 2010 Copenhagen University, Copenhagen, Denmark.

Gillespie, D.T., Exact stochastic simulation of coupled chemical reactions. J Phys
Chem, 1977. 81: p. 2340-2361.

Datsenko, K.A. and B.L. Wanner, One-step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000.
97(12): p. 6640-5.

Geanacopoulos, M. and S. Adhya, Functional characterization of roles of GalR and
GalS as regulators of the gal regulon. J. Bacteriol., 1997. 179(1): p. 228-234.

Ryu, S., et al., Pivotal role of amino acid at position 138 in the allosteric hinge
reorientation of cAMP receptor protein. Proc Natl Acad Sci U S A, 1993. 90(1): p.
75-9.

Shin, M., et al., DNA looping-mediated repression by histone-like protein H-NS:
specific requirement of Esigma70 as a cofactor for looping. Genes Dev, 2005.
19(19): p. 2388-98.

Jishage, M. and A. Ishihama, 4 stationary phase protein in Escherichia coli with
binding activity to the major sigma subunit of RNA polymerase. Proc Natl Acad Sci
U S A, 1998. 95(9): p. 4953-8.

Kolb, A., et al., Selectivity of the Escherichia coli RNA polymerase E sigma 38 for
overlapping promoters and ability to support CRP activation. Nucleic Acids Res,
1995. 23(5): p. 819-26.

Ptashne, M., Repressors. Current Biology, 2007. 17(17): p. R740-741.

Hittinger, C.T. and S.B. Carroll, Gene duplication and the adaptive evolution of a
classic genetic switch. Nature, 2007. 449(7163): p. 677-81.

Markiewicz, P., et al., Genetic studies of the lac repressor. XIV. Analysis of 4000
altered Escherichia coli lac repressors reveals essential and non-essential residues,
as well as "spacers” which do not require a specific sequence. J Mol Biol, 1994.
240(5): p. 421-33.

74



80.

81.

82.

83.

84.

85.

Suckow, J., et al., Genetic studies of the Lac repressor. XV: 4000 single amino acid
substitutions and analysis of the resulting phenotypes on the basis of the protein
structure. J Mol Biol, 1996. 261(4): p. 509-23.

Gu, Z., et al., Duplicate genes increase gene expression diversity within and
between species. Nat Genet, 2004. 36(6): p. 577-9.

Li, W.H., J. Yang, and X. Gu, Expression divergence between duplicate genes.
Trends Genet, 2005. 21(11): p. 602-7.

Shearwin, K.E., B.P. Callen, and J.B. Egan, Transcriptional interference--a crash
course. Trends Genet, 2005. 21(6): p. 339-45.

Epshtein, V., et al., Transcription through the roadblocks: the role of RNA
polymerase cooperation. Embo J, 2003. 22(18): p. 4719-27.

Courey, A.J. and S. Jia, Transcriptional repression: the long and the short of it.
Genes Dev, 2001. 15(21): p. 2786-96.

75



