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s BEVEZETES

A retrovirusok a virusok egyik legfigyelemreméltdbb
csoportjat alkotjak. Ami "hirneviket" a koéztudatban is
megalapozta, az a retrovirus csoport néhany tagja altal
okozott, gyakran végzetes kimenetelll human, illetve &allati
betegségek sora, k-, AIDS, leukémia, stb.. Egyedi
replikacids ciklusuk szamos egyéb, tudomanyos szempontbdl
rendkivlil fontos tulajdonsdggal rendelkezik. Beépllve a
gazdagenomba, a virus képes onnan kulénbdzd szekvencidk
kiszakitéasara, ezaltal onkogénné vald atalakitéasara.

Ezeknek a virdlis onkogéneknek a tanulményozasa tette

lehetdvé a ma ismert celluléaris protoonkogének
azonositadsat, illetve nyGjtott alapvetd ismereteket a
karcinogenezis molekularis mechanizmusanak

tanulmdnyozadsdhoz. A retrovirusok replikédcidéja, a virus
gének transzkripcidéja a gazdasejt magjadban, a sejt sajat
transzkripcidés apparatusédnak felhasznalasaval jatszddik
le. Ez a szoros kapcsolat a gazdasejttel, illetve genomjuk
egyszer felépitése alkalmas modellekké teszi a
retrovirusokat Osszetett celluléaris folyamatok
tanulmanyozasara.

Jelen dolgozatban a szarvasmarha B sejtjeit fertdzo
szarvasmarha leukémia virus (BLV), promdéterérdl induld
transzkripcid mechanizmusat vizsgaljuk. A BLV
valasztéasaval nemcsak egy retrovirus, azon belll is egy
onkovirus mikodésérdl kaphatunk adatokat, hanem, mint

egyszerlisitett modellrendszeren keresztiil, a molekularis



biolégia egyik legintenzivebben kutatott teruletérdl, az

eukaridta génmikodés szabalyozasardol nyerhetlink
informéaciodt.
A gének ki-, illetve bekapcsoldsdval az eukaridta

sejt az Ot ért klUlsd és belsd ingerekre képes valaszolni.
Magasabbrendl eukaridétékndl a differencidcid, a fejlddési
program a génmikddés szigord, egymédsra éplUuld szabdlyozdsi
folyamatait koveteli meg. Az eukaridta génkifejezddés
szabalyozasaban az elsddleges kontrol pontot a
transzkripcid inicidcidja jelenti. Bar a pontos
mechanizmus teljes részleteiben nem ismert, az Aatiras
gyakorisdga végsdsoron a promdter régidban taldlhatd DNS
elemekt®dl, és a vellk kézvetlentl, vagy kézvetve
kdlcsdnhatd fehérjéktdl flugg.

Munkdnk sordn a BLV transzkripcidt szabalyozd
fehérjéjének, a tax proteinnek a transzaktivald
mechanizmusat vizsgdltuk. Kisérleteink tervezésekor célul
tuzeuk: ki mind a BLV promdterében talalhatd, a
transzaktivacidhoz szlukséges DNS, mind pedig a vellk
kdézvetlentil kélcsdnhatd fehérje faktorok vizsgédlatat,
illetve a tax fehérje szerkezetének funkcionélis

elemzését.



II. IRODALMI ATTEKINTES

1. Retrovirusok altaldnos jellemzése

Az elmilt évtizedekben sem csdkkent az az érdeklddés,
ami felfedezésiik 6ta a retrovirusok irdnt tapasztalhatd.
Ez egyrészt a csoporthoz tartozd veszélyes emberi és
dllati koérokozdknak, mint példadul az AIDS-et okozd HIV
virusnak, vagy a leukémiadt és egyéb idegrendszeri
megbetegedéseket eldidézd humdn T-sejtes leukémia virusnak
(HTLV) k&szdbnhetd. Masrészt egyedi replikacids ciklusuk és
az abbdél addéddé klUldnleges bioldgiai sajatsdgok vontak
magukra a kutatdk figyelmét. Ezek a retrovirusokra
jellemzd sajatsagok:

- A virus és a gazdaszervezet k&ézdétti kdlcecsdnhatidsok
széles skaladaja, a teljesen artalmatlan endogén virus
fert®zéstdl a gyakran végzetes kimenetelll onkogén virus
fertdzésig.

- A gazdasejtbdl bizonyos szekvencidk kiragaddsa, ezaltal
onkogénné alakitésa.

- Képesek beépllni az ivari sejtvonalba és ugrald
genetikai elemekként viselkedni.

- A provirus integracidés helye mellett elhelyezkedd gének
aktivitasat megvaltoztathatjak.

- Gyors mutacidés és rekombindcids készséggel rendelkeznek,
ami biztositja a megvaltozott koérnyezeti feltételekhez

vald alkalmazkodast.



1.a A retrovirus genom felépitése

A retrovirusok genomjanak felépitése igen egyszerl.
Egy &atlagos provirus genomja hdrom, szerkezeti fehérjéket
és a replikéciét biztositd enzimeket kédold génbdl és az
azokat kétoldalrdl hatédrold LTR-b&l (hosszl, léancvégi
ismétl1ddés) &4ll1l (1. abra). A gének sorrendje minden virus
esetében megegyezik. A gag génrdl nukleokapszid fehérjék
irédnak &4t. A pol gén kédolja a reverz transzkriptazt és a
gazdakromoszémdba vald beépuléshez szlkséges integraz
enzimet. Az env a virus kilsd burkat felépitd
glikoproteineket kédol. Az LTR-ben a virus replikacidjahoz
és transzkripcidjdhoz nélkuldzhetetlen szekvencia elemek
taldlhaték (Temin 1982): az U3 régid tartalmazza a virus
transzkripcidéjit szabdlyozd DNS motivumokat; az R régid a
reverz transzkripcid Osszetett folyamata sordn az atirddd
DNS 1l&nc szintézisének pontos helyét jeldli ki; az US
régidban helyezkednek el a reverz transzkripcid
inicidcibéjdhoz szukséges jelek, valamint az un. att
motivum, ami a virus integrdcidéjahoz, illetve a virion

Osszeszerelddéséhez szukséges.

u3 R U5 gag pol env U3 R US

LTR LTR

1. abra: Egy atlagos provirus genomjanak a felépitése.

A virdlis fehérjéket kédold gag, pol és env géneket

kétoldalrél az LTR (hosszi lancvégi ismétlddés) hatarodja ™,
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1.b Retrovirusok replikécids ciklusa

A retrovirusok egy egészen sajatos, egyeduldlld
mechanizmus révén reprodukdljdk &énmagukat. A virus genomot
alkot®d RNS-r&1 egy DNS kéztes formdn keresztiul irddnak at
az Gjabb virusok genetikai dllomanyat alkotdé RNS
molekuldk. A szintézisnek ez az Gj, RNS-rdl DNS-re vald
atirdst koévetd mbédja jelentette a bioldgia centralis
dogmdjaként nevezett DNS»RNS»fehérje 4t aldl az elsd
kivételt. A retrovirusok replikacids ciklusat vazlatosan a

2. adbra szemlélteti.
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2. dbra: A retrovirusok replikécids ciklusa
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A retrovirusok replikdcidja csak a gazdasejtben képes
lejatszddni. A sejtbe a virus kopenyen levd fehérjék és
sejtfelszini receptorok kapcsoldéddédsa révén hatol be a
virus. A citoplazmdba jutva a virus genomot alkotd
egyszalu RNS molekulardl, még kapszid fehérjékkel
koébrulvéve, reverz transzkripcid révén kettds szadld DNS
molekula szintetizalddik (Varmus és mtsai. 1985, Varmus
1988) . Ez a virionba bepakolt integraz enzim segitségével
integraldédik a gazda kromoszdémadjaba (Cobrinik és mtsai.
1988, Ellis és Bernstein 1989). Ezt kévetden a mar
integralddott, un. provirusrdél RNS molekuldk irddnak at,
amelyekrdl wvagy virus fehérjék szintetizdlddnak a sejt
citoplazméjaban, vagy genetikai anyagként Gjabb virionokba
pakoldédnak be. Mind az RNS molekuldk transzkripcidéjahoz,
mind a fehérjék transzlacidéjadhoz a virus a sejt
szintetizdld apparadtusat haszndlja fel. A virus RNS-eket
az RNS polimerdz II szintetizadlja, ugyanaz az enzim, amely

a celluldris mRNS-ek szintéziséért is felelds.

l.c Onkogén hatéaslG retrovirusok

A retrovirusok osztalyadban harom alcsaldd talalhatéd:
onkovirusok, lentivirusok és spumavirusok. Az onkovirusok
alcsaladjadban Ot, egymassal kézeli rokonsdgot nem mutatd
csoportot kuldnbdztetink meg. Az ebbe az alcsaladba
tartozé virusok k&ézds  vonasa, hogy a megfertdzdtt
szervezetben tumoros transzformdcidt képesek indukélni.

Harom mechanizmust ismerlnk, amellyel az onkovirusok a

13



sejtek transzformacidjat indukaljak:

— A gazda kromoszdédmaba vald integracidkor a provirus
véletlenszerlien olyan gének mellé 1is beépllhet, melyek
terméke a sejt nodvekedésében fontos szabalyozd szerepet

télt be. Az integracid révén ezek a gének az erds viradlis

promdterek  szabalyozdsa alada kerllnek, ami fokozott
génexpresszidt eredményez. A szabalyozd fehérjék
nagymértékl tiltermelése a sejt transzformacidjat
eredményezheti.

- Néhany onkovirus genomjabdl a fentebb mdr emlitett,
dltalénosan eldforduld harom gén valamelyike részben, vagy
teljes egészében hidnyzik. Helyette a virus egy sejt
eredetll gént hordoz, melyben pontmutédcidk, esetleg nagyobb
delécidk is eldfordulhatnak. Az ilyen gén, a szerkezetében
toértént mddosulasok, illetve a virus prombéter altal
kivaltott fokozott expresszidja miatt a sejtbe jutva
onkogénként viselkedik. Ezek az onkogént transzdukald
retrovirusok replikdcidéjukhoz segitd (helper) virust
igényelnek.

- Az onkovirusok egy csoportjaban maguk a virusok
kédolnak transzkripcidt szabdlyozd fehérjét. A fehérjét
kédold génnek celluldris megfeleldje, eddigi ismereteink
szerint, nincs. A sejtbe juttatva azonban a gén terméke
onkofehérjeként viselkedik, a sejt tumoros
transzformacidéjat indukalva. Az onkovirusoknak ebbe a
HTLV-BLV csoportjaba tartozik az &ltalunk tanulméanyozott

szarvasmarha leukémia virus 1is.
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2. A HTLV-BLV csoport jellemzése

Az onkovirusok HTLV-BLV csoportja négy retrovirust
foglal magdban: a humdn T-sejtes'leukémia virus I. és II.
tipusat (HTLVI-II), a szarvasmarha leukémia virust (BLV),
és a majom T-sejtes leukémia virust (STLV). A négy virust
egymashoz nagymértékben hasonldé, a tdébbi onkovirustdl
jelentdsen kuldénbdzd bioldgiai sajatsdgaik és genomjuk
molekuléaris szerkezete alapjan soroljuk egy csoportba.

- Az e virusok altal kivaltott fertdzés Jjellemzdje a
betegség kialakuldsat megeldzd igen hosszi, akar 10-40
éves, un. nyugalmi szakasz, ami alatt az integrdlddott
provirusrdl Aatiras gyakorlatilag nem térténik (Burny és
mtsai. 1987).

- A megfertdzdtt sejtekben, HTLV és STLV esetén T, BLV
esetében B limfocitdkban, a virus expresszidja &ltaléban
csak igen érzékeny mbdszerekkel detektdlhatd, ellenben a
virus fehérjék ellen termelddott antitestek magas
koncentracidt érnek el (Franchini és mtsai. 1984, Kettmann
és mtsai. 1982, Portetelle és mtsai. 1978).

- A virus indukdlt tumorképzés flggetlen az integréacid
helyétdl.

- A virus genomja nem tartalmaz onkogént (Deschamps és
mtsai. 1981), a sejtek transzformdldsat egy, még teljesen
nem tisztdzott mechanizmus révén valtja ki.

- A virus genomja a harom &ltalédnosan el&forduld génen
kivil a genom 3' végénél még legaldbb két, alternativ
leolvaséasi keretben Aatirdéddé gént tartalmaz (tax, rex),

melyek a génkifejezddést szabialyozd fehérjéket kdédolnak

15



(Derse 1987, Derse 1988, Kiyokawa és mtsai. 1985, Lee és
mtsai. 1984, Slamon és mtsai. 1984). (A retrovirusoknal, a
HTLV-BLV csoporton kiviil, a lentivirusok genomja is koédol
virdlis szabdlyozd fehérjéket. E kbz6s tulajdonsdg alapjan
javasoltdk, komplex retrovirusok névvel, a két csoport
dsszevonasat.)

A HTLV-BLV csoportba tartozdé retrovirusok genomjanak
felépitését, illetve az &tirddd RNS-ek szerkezetét a 3.

dbra mutatja be.

LTR gag pol env NT tax/rex LTR
ey — ! e
1 1
genomi RNS

(gag,proteaz, pol y——
env mRNS

e e N
WA.

tax/rex mRNS

3. 4abra: A HTLV-BLV csoportba tartozd virusok genomjénak
és az arrdl atirddd RNS-eknek a szerkezete.

16



A genomban megtaldlhatd a harom dltalanosan
eldforduld gén 5' gag—pol—env 3' elhelyezkedésben. Az env
gén és a 3' LTR ko6zdétt van egy régid, amely méas,
replikacidé—kompetens retrovirusra nem Jjellemzd. Az itt
taldlhatd szekvencidban legalabb két, egymdssal nagyrészt
atfedd, de alternativ leolvasdsi keretben &atiréddé gént
azonositottak. Mindkét gén terméke, a tax és rex
proteinek, fontos szabalyozd szerepet tdltenek be a virus
génjeinek kifejezddésében (Cullen 1992). A tax fehérje egy
transzaktivald faktor, amely a provirus 5' LTR-érdl induld
transzkripcié mértékének jelentds ndvekedését okozza
(Fujisawa és mtsai. 1984, Chen és mtsai. 1984, Sodroski és
mtsai. 1985, Derse 1987, Willems és mtsai. 1987). A rex
protein a génexpresszid poszttranszkripcids szabalyozdja.
Valdészinlileg a virus RNS-ek stabilitéasat, illetve
nukledris transzportjat befolyadsolja (Hidaka és mtsai.
1988, Derse 1988). Hatasanak eredményeként a nem, vagy
csak egyszeresen vagott, szerkezeti fehérjéket illetve a
replikacidhoz szlkséges enzimeket kdédoldé RNS-ek aranya
nbvekszik a kétszeresen vagott, szabilyozd fehérjéket

kédold RNS-ek aranydhoz képest.

2.a A BLV tax protein, mint tumort indukaldé faktor

A BLV a szarvasmarhdk B-sejtjeit fertdzd, azokban
leukémiat indukaldé retrovirus (Burny és mtsai. 1987). A
leukémia kialakuldsédban az elsd 1épést valdszinlileg

bizonyos sejtndévekedést szabdlyozd gének tax protein &dltal

17



valdé transzaktivalasa jelenti. A BLV tax
sejttranszformdlasban jatszott kobézponti szerepét tdbb
kisérleti adat 1is al&atémasztja: a tax a BLV virus
prombéterén kivil képes mas virus promdtereket (adenovirus-
5 E3  'és E4), illetve sejt prombétereket (c-fos és
szomatosztatin gén) is aktivalni (Katoh és mtsai. 1989). A
BLV tax, illetve a Ha-ras proteint kifejezd expresszids
plazmidokat egyltt transzfektdlva, a termelddd két fehérje
patkdny embridé fibroblaszt sejtjeit immortalizdlja és
transzformdlja (Willems és mtsai. 1990). A transzformilt
sejtek "nude" egérbe juttatva tumort indukédlnak.

A BLV virussal kézeli rokonsdgot mutatdé HTLV-I virus
transzaktivald proteinjével elvégzett kisérletek
megerdsitik a tax transzformacidban betdltdtt szerepét. A
két virusnak mind a szerkezete, mind replikacids
stratégidja rendkivil hasonld, igy barmelyik vizsgédlataval
nyert adatok eldsegitik a masik virusrdl szerzett
ismereteink gyarapodasat.

A HTLV-I tax protein a virus promdteren kivil szamos
cellularis prométer aktivitdsat képes induk&lni: az
interleukin—2, interleukin—2 receptor « 1lancat kédold
génekét, melyek termékei a T-sejtek ndvekedésének fontos
szabalyozéi (Maruyama és mtsai. 1987, Siekevitz és mtsai.
1987, Cross és mtsai. 1987). A granulocita makrofag
kolénia stimulalé faktor, a c-fos, a c¢-jun, junD, fra-1,
egr-1, egr-2 gén és a HIV virus promdtere szintén
aktivalhaté a HTLV-I tax fehérjével (Miyatake és mtsai.
1988, Fujii és mtsai. 1992, Fujii és mtsai. 1991, Kelly és

mtsai. 1992, Siekevitz és mtsai. 1987b.) A HTLV-I tax a
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ras onkofehérjével kb6lesdnhatéasban patkany embrid
fibroblaszt sejtkGltira transzformacidjat, egérbe juttatva

tumor kialakulédsat indukdlja (Pozzatti és mtsai. 1990).

2.b A BLV tax hat&smechanizmusa

A BLV tax protein jelentds mértékben fokozza a virus
LTR-r81l induld transzkripcidt. Az LTR-en belll az U3 régid
tartalmazza az atiradshoz szlkséges prombéter és enhanszer
szekvencidkat. Ezek k&ézdétt hadrom, 21 bp-os ismétlddést
azonositottak, mint a tax transzaktivacid koézvetitéséhez
nélkiuldézhetetlen DNS elemeket (Derse 1987) (4.a abra). A
21 bp-os ismétlddések, az enhanszer elemekre jellemzden,
irdnyitottsaguktdl és helyzetUktdl flggetlenll képesek az
aktivald hatas kodzvetitésére. Ezek a 21 bp-os ismétlddések
mind elhelyezkedéstkben, mind nukleotid sorrendjltkben
nagyfoki homoldgidt mutatnak a HTLV-I LTR-ben taldlhatd
hasonld elemekkel (4.b &bra). Minden egyes elem kézponti
részében CRE-szerl (ciklikus adenozin monofoszfat —cAMP-—
érzékeny) szekvencia taldlhatdé (Katoh és mtsai. 1989). A
CRE elemet kétoldalrdl o6vezd szekvenciak jelentdsen
eltérnek a két wvirusndl. Bar a kétoldali szekvencidk
pontos funkcidja nem tisztdzott, valdszinlileg igen fontos
szerepet jatszanak a tax-aktivacidban (Fujisawa és mtsai.
1989, Montagne és mtsai. 1990). Ezt téamasztja ala, hogy a
két virus tax proteinjei, a kbézponti elemek hasonlésdga
ellenére, nem képesek egymas prombéterének

transzaktivalasadra (Rosen és mtsai. 1984), illetve, hogy



nem minden CRE-t tartalmazdé enhanszer aktivdlhatd a tax
proteinnel (Yin és mtsai. 1995, Brauweiler és mtsai.
1995). A HTLV-I virusnadl a két, TATA-boxhoz kdézeli 21 bp-
os elem kbézdtt is azonositottak tax—érzékeny szekvencidkat
(Marriott é&s mtsai. 1990). A BLV esetén is megfigyelhetd
az aktivacid kismértékl csodkkenése a kdrnyezd szekvencidk

fokozatos eltavolitasaval.

a
0 100 200 Bp
-180 TATA  caP hely
AT P
U3 | R
b
BLV HTLV-I

GAGCTGCTGACCTCACCTGCT 1 CAGGCGTTGACGACAACCCCT
AAGCTGGTGACGGCAGCTGGT 2 TAGGCCCIGACGTGTCCCCCT
CAGACAGAGACGTCAGCTGCC 3 AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC

4. &bra: a/ A 21 bp-os ismétlddések elhelyezkedése a BLV
LTR U3 régidjaban. A satirozott részek a 21 bp-os elemeket
jelélik. b/ A BLV és HTLV-I virusokban taldlhatd 21 bp-os
elemek egyedi szekvencidja. A kozponti részen elhelyezkedd

CRE-szerll motivumot aldhizdssal jeldltuk.
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A 21 bp-os elemek nélkiuldézhetetlenek a
tax—aktivacidhoz, azonban kézvetlen tax—DNS ké&tddést még
semmilyen kisérleti rendszerben nem sikerllt kimutatni
(Giam és Xu 1989, Nyborg és mtsai. 1988). A tax semmilyen
enzimatikus aktivitéasat sem sikerilt igazolni. A
legvaldszinlibb, hogy a tax a DNS-hez koézvetlenll ké6tddd, a
sejtben mar jelenlévd cellularis fehérjékhez kapcsolddva
fejti ki hatéasat (Altman és mtsai. 1988, Nyborg és mtsai.
1988, Tan és mtsai. 1989). Szamos, a HTLV-I LTR-hez k&6tddd
sejtfehérjét sikertlt mar azonositani (Giam és Xu 1989,
Jeang és mtsai. 1988, Nyborg és Dynan 1990, Nyborg és
mtsai. 1988). Négy, a 21 bp-os elemekhez kapcsolddd, magi
fehérjét kédold cDNS-t izolaltak HTLV-I fertdzott
sejtvonalbél (Tsujimoto és mtsai. 1991, Yoshimura és
mtsai. 1990). In vitro rendszerben bizonyitottdk a HTLV-I
tax indirekt DNS-koétését (Zhao és Giam 1991, Zhao és Giam
1992). A HTLV-I tax szamos sejtfehérje, tdbbek kdzt a CREB
és ATF-1 proteinek DNS-ko&td affinitasat megndveli
(Matthews és mtsai. 1992, Zhao és Giam 1991, 1992,
Armstrong és mtsai. 1993, Kwok és mtsai. 1996, Paca-
Uccaralertkun és mtsai. 1994).

A BLV prombéterét vizsgdlva azonositottdk a CREB2
fehérjét, amely képes kapcsolddni a 21 bp-os elemekhez és

transzaktivalni a BLV LTR-t (Willems és mtsai. 1992).
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2.c A tax protein szerkezete és az annak vizsgdlatara

kialakitott rendszer jellemzdi

A BLV tax egy 38 kilodalton (kDa) méreti, 309
amindésavbdél alld, nukledris lokalizacidéjid fehérje (Sagata
és mtsai. 198%) . Szerkezetére vonatkozd ismereteink
meglehetdsen hidnyosak. Egy kutatdcsoportnak sem sikeriult
még eddig az aktivator fehérjékre jellemzd
doménszerkezetet, illetve az egyes funkcidkhoz rendelhetd
kisebb molekularészleteket azonositania. Az irodalomban
k&zolt, a BLV tax szerkezetét érintd mutacidk,
valtoztatasok szinte mindegyike, valamilyen mdédon, a tax
inaktivacidéjahoz vezetett. Az eddig vizsgdlt muténsok
kézlUl csupan négy, a polipeptid belsd régidjaban delécids
(Sakurai és mtsai. 1991), illetve két BLV tax varians
hibrid szdrmazéka (Willems és mtsai. 1989) &rizte meg, ha
részlegesen 1is, aktivitdsat. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a fehérje az evoliGcidé soradn csak a
funkciéjdhoz elengedhetetlen szerkezeti elemeket drizte
meg, és ez a szigord szerkezeti felépitettség az
aktivitast nem befolydsold valtoztatdsokat csak igen szlk
hatarok k&ézott teszi lehetdvé.

A HTLV-I tax protein szerkezetérdl tdébb informéacid
4ll a rendelkezésunkre. Bar a két virus tax proteinjének
az Osszehasonlitasa sem az amindsav sorrend, sem a
molekula felépitésében résztvevd esetleges szerkezeti
elemek szintjén nem mutatott ki homolbégidt, a hasonld

aktivaciés mechanizmus a kd&lcsdnhatdsok és a polipeptid
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felépitésében is megnyilvanuld, bizonyos fokG analdgidra
utal.

A HTLV-I tax doménekbdl felépild struktiGrajat tdébb
irodalmi adat megerdsiti. Mutécids analizissel
azonositottdk a fehérje nukledris lokalizdcidjaért felelds
1-48 N-temindlis amindsavat (Gitlin és mtsai. 1991, Smith
és Greene 1992), a CREB fehérjével kolcsdénhatd (Adya és

Giam 1995) és a transzaktivdlasban résztvevd doménjeit

(Fujii és mtsai. 1991, Semmes és Jeang 1992). A
transzaktivalasban résztvevd molekularészletek
azonositasdahoz egy Sadowski és Ptashne (1989) 4&altal

kidolgozott 1Gj mdédszert is felhaszndltak. Ennek 1lényege,
hogy a molekulédnak egyes részleteit a DNS fizikai
kdzelségében rogzitik és vizsgaljak, hogy képes-e az adott
prométerrdl induld transzkripcid aktivdldsdra. A mbdszer
nemcsak domének, hanem nem DNS-ko6td fehérjék tesztelésére
is alkalmas. A BLV tax szerkezetére vonatkozd
kisérleteinkben ugyanezt a mddszert alkalmaztuk az
aktivald domének azonositdsdhoz. A tax mutdns valtozatait
az élesztd GAL4 aktivator fehérje DNS-ko6td GAL(1-147)
doménjéhez fiziondltattuk. A GAL (1-147)
targetszekvencidjat a tax proteinnel mér nem aktivdlhatd
BLV minimdl promdterbe épitettik be. A targetszekvenciidhoz
kétddS DNS-ko6td doménen keresztll a tax fehérjét a DNS
fizikai kdézelségében roégzitettlk, ezdltal biztositva, hogy
a tax és a prombéterhez kotddd egyéb fehérjék, illetve a
transzkripcids apparatus kozotti feltételezett

kélcsdnhatdsok létrejdhessenek.
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Munkank soran a BLV tax transzaktivacid részletesebb
megismerését tliztik ki feladatul. Mivel a BLV tax a
transzaktivacidhoz a gazdasejt transzkripcids apparatusat
hasznalja fel, a virus prombéterben taldlhatd® enhanszer és
prombéter elemeknek az eukaridétakra jellemzd
tulajdonsédgokkal kell rendelkeznitiik. igy a tax-
sejtfehérje-DNS k&élcsdnhatds vizsgdlata tagabb értelemben
az eukaridéta transzkripcié mechanizmusédnak a vizsgalatat

jelenti.

3 Az eukaridta transzkripcid szabdlyozésa

Egy adott iddpillanatban a sejtben 1év3d géneknek csak
egy meghatarozott része van aktiv dllapotban. A
magasabbrendl eukaridétdkban a génmlikddés a kdrnyezeti
hatasoknak és a fejlddési allapotnak megfelelden
szabalyozddik. A szabdlyozas egy tdbb szinten megvaldsuld,
bsszetett folyamat eredménye. A kromatin szerkezetének
valtozasatél a fehérje szintéziséig tartdé folyamatban
legaléabb hat lehetséges szabalyozasi pontot
kilédnbdztethetlink meg:

- a gén szerkezetének aktivacidja

a transzkripcidé iniciacidéja

- az atirdédott RNS érése

- az RNS stabilitéasa

- az RNS citoplazmdba tdrténd transzportija
- az RNS transzlacidéja a citoplazméban

A legtdbb gén esetén az elsddleges kontrol pontot a
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transzkripcié inicidcidéjanak a szabalyozidsa jelenti. A
tovabbiakban az RNS polimeraz II &ltal atirdédd, fehérjét
k6dold gének transzkripcids szabdlyozdsdban résztvevd DNS

és fehérje elemeket foglaljuk &ssze.

3.a Cisz szabalyozd elemek

Az RNS polimeraz B altal atirddoé gének
transzkripcidjat szamos, mikoédéstik alapjan kuldénbdzd
osztalyba sorolhatd szekvencia elemek szabdlyozzak. Ezek a
"core" promdter elemek, amelyek tartalmazzdk az RNS
polimerdz II kotési helyét és kijeldlik a transzkripcid
inicidcidé pontos helyét, illetve a tavolabbi promdter és
enhanszer elemek, amelyek a transzkripcidé mértékét
szabalyozzak, azaz, hogy az adott génrdl milyen
gyakorisdggal induljon atirds. Ezen elemek kozds sajitsédga
a roévid szekvencia-motivumokbdl felépuld moduldris
szerkezet.

A prométer szekvencidk tavolsdga az iniciécid
helyétdl és egymastol viszonylag meghatarozott és
hatésukat 4&ltalédban csak egyféle orientédcidban tudjak
kifejteni. Néhadny 4&ltalédnosan elterjedt prombdter elemen
kivtil, mint pl. TATA, GC, CCAAT boxok (Breatnach és
Chambon 1981, Grosschedl és Birnstiel 1980a,b, Dierks és
mtsai. 1983), szamos, specialis szignal—fluggd,
transzkripcids szabalyozasban résztvevd prombéter
szekvenciat ismerunk (hdsokkra, hormonokra, ndvekedési

faktorokra érzékeny elemek) .



Az enhanszer elemeket harom ko&zbs tulajdonsag
jellemzi:
- erdteljesen fokozzdk a hozzadjuk kapcsolt gén aktivitasat
- az aktivald hatas flggetlen az enhanszer orientdcidjatdl
- a promdtertdl vald tavolsadguk és helyzetilik vdltoztatésa
az aktivacidt csak kis mértékben befolyasolja
Az enhanszer elemek mikoddését, felfedezésukkor, t bbb
lehetséges Uton képzelték el. Ezek az elképzelések, mint
példadul a DNS konforméacidjanak megvadltoztatédsa, a DNS-nek
a nukledris matrix egy adott pontjdhoz vald roégzitése, a
kisérletes igazolasok soran nem bizonyultak
helytalldaknak. Jelenlegi ismereteink szerint az enhanszer
elemek transzkripcids faktorok koétdhelyélil szolgdlnak. A
koétdds fehérjék révén az enhanszer megnodveli a
transzkripcidés aktivatorok koncentracidéjat egy adott

prombéter "kbzelében".

3.b Transz szabdlyozd elemek

A génexpresszid szabalyozdsdban szamos, a sejtben
csak 1igen kis mennyiségben el&forduld reguldtor fehérje
vesz részt. Ezeket a proteineket aktivatoroknak vagy
represszoroknak nevezzik attdl fluggden, hogy nodvelik, vagy
csbkkentik a transzkripcidé mértékét (néhédny szabdlyozd
fehérje mindkét irdnyban képes az atirdst médositani) .

A  transzkripcids faktorok egy része DNS-kotd
molekula, vagyis kézvetlenll a cisz elemekhez kapcsolddva

fejti ki szabalyozd hatasat. Ezek a fehérjék kiUldnbodzd
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feladatot ellatd doménekkel rendelkeznek:

- DNS-ko6td domén

- az altaldnos transzkripcids appardtussal kdélcsdnhatd
domén

Igen gyakran a fehérje tartalmaz még egy domént, melyen
keresztlil mas szabalyozd proteinekhez képes kapcsolddni.
Ezenkivil elkilénithetd a molekuldnak az a része, amely a
nukledris transzlokécids szigndlt hordozza. A szabdlyozd
fehérjék mikddési mechanizmusdra tdébb modellt &allitottak
fel. Ezek koézil, a kisérletes eredmények alapjan, a
leghelytalldébbnak az un. looping modell bizonyult. E
modell szerint a téavoli enhanszer/prombter és a kdzeli
prométer elemekhez koé6tddd fehérjék a  kdzbeesd  DNS
szekvencidk kihurkoldédéasa révén 1épnek kdélesdnhatidsba
egymassal.

A szabalyozd fehérjékben a DNS-kébtésért dltaldban a
molekulénak egy viszonylag kicsi, 60-100 amindsavbdél 4116
részlete a felelds. A DNS-k&é6td domén szerkezete alapjan a
fehérjéket kiuldnbdzd csalddokba soroljuk. Eukaridétdknidl a
legéltalanosabban eldforduld DNS-ko6td motivumok :
homeodomain (Scott és mtsai. 1989, Gehring és mtsai.
1990), Zn-finger (Brown és mtsai. 1985, Miller és mtsai.
1985), bazikus régidé mellett elhelyezkedd leucine-zipper
(bZIP) (Landshulz és mtsai. 1988), helix-loop-helix (Murre
és mtsai. 1989a,b).

A transzkripcidt szabdlyozd régidé 4altaldban a

molekulédnak egy 30-100 aminésavbdl alldé részletére

térképezhetd (Pamela és mtsai. 1989) . Jelenlegi

ismereteink szerint ezek szerkezete meglehetdsen”
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varidbilis, egymédssal kevéssé rokonithatd elemekbdl &ll.
Amindésav Osszetétellk alapjan az aktivald doméneknek eddig
négy tipusat kuldnitették el: savas, prolin-gazdag,
glutamin-gazdag, szerin/threonin-gazdag aktivadld domének.

A szabalyozé fehérjék mésik csoportjanak tagjai nem
képesek kozvetlen DNS-fehérje kapcsolat kialakitédséara.
Ezek a proteinek a szabalyozd komplex részeként, fehérje-
fehérje k&élcsdnhatdson keresztlil rbégzllnek a DNS-hez.
Ismereteink ezekrdl a nem DNS-koétd szabdlyozd fehérjékrdl
meglehetdsen hiédnyosak. Ebbe a csoportba tartozik az
dltalunk vizsgalt BLV tax transzaktivald fehérje is.

A BLV promdter aktivacidéjanak vizsgdlatakor a 21 bp-
os elemekben két lehetséges, a tax—aktivacidban fontos
szerepet betd1ltd fehérje kétShelyet sikertlt
azonositanunk. A hozzadjuk kapcsoldédd fehérjék egyike az
ATF/CREB protein csaldd egy tagja, a mdsik a helix-loop-

helix fehérjék k&ézé tartozd AP-4 protein.

3.c Az ATF/CREB fehérje csalad

Az ATF/CREB (aktivadldé transzkripcids faktor/cAMP
érzékeny elemet ko6td proteinek) fehérjék, mint ahogy
elnevezésiik is utal ra, a sejten bellli cAMP szint
valtozéasakor a CRE elemet tartalmazd prombéterek
transzkripcidés aktivitasat megnévelik (Meinkoth és mtsai.
1991) . A CRE felismerdhely konszenzus szekvencidja
TGACGTc/aA. A CREB fehérjék homo-, illetve heterodimerként

kétddnek a DNS-hez és  foszforildltsagi  allapotuktdl
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fliggden aktivaljak az adott prométerrdl induld
transzkripcidt. A fehérjék két doménije felelGs a
dimerizacié és a DNS-koétés kialakitasédért. A leucine
zipper (LZ) doménen keresztlil kapcsolddnak a dimerek
egymashoz, de ez a domén a DNS-k&étéshez 1is szlkséges
(Dwarki és mtsai. 1990, Ransone és mtsai. 1989, Sassone-
Corsi és mtsai. 1988, Schuermann és mtsai. 1989). A
specifikus DNS-koOtést a leucine zipper mellett
elhelyezkedd, erdsen bazikus régid alakitja ki (Dwarki és
mtsai. 1990, Gentz és mtsai. 1989, Kouzarides és Ziff
1988, Turner és Tjian 1989). A két domént, szorosan
6sszefonddd funkcidjukat jelezve, gyakran mint bZIP régidt
jeldlik. Szamos CREB proteint k&édold cDNS-t izolédltak
(Hoeffler és mtsai. 1988, Gonzalez és mtsai. 1989,
Berkowitz és Gilman 1990). Ezek, egy-egy fajon bellul,
ugyanannak a génnek az alternativ RNS érés soran keletkezd
termékei.

A CREBa protein a fehérje csaldd legrégebben ismert
tagja. Elsdként a patkany szomatosztatin génjének
kifejezddését serkentd faktorként irtdk le (Montminy és
Bilezikjian 1987, Gonzalez és mtsai. 1989) A CREBw
kilénbdzd szdvettipusokban is kifejezddik (Berkowitz és
Gilman 1990). Mivel a BLV promdter tax—aktivalhatdsdga sem
mutat szbvetspecifitast, érdekessé valt szamunkra
megvizsgalni a CREBa és a BLV promdter tax—érzékeny
elemeinek kbézéppontjaban talalhatd CRE-szerl

szekvencia—motivumok szerepét a tax—aktivacidban.
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3.d A helix-loop-helix fehérjék

A helix-loop-helix fehérjék ké6zé a differencidcid és
sejtnévekedés szabadlyozdsdban résztvevd transzkripcids
faktorok és enhanszer k&étd fehérjék tartoznak (Edmonson és
Olson 1989, Lassar és mtsai. 1989, Ludwig és mtsai. 1989,
Mellentin és mtsai. 1989, Murre és mtsai. 1989a, b,
Beckmann és mtsai. 1990, Henthorn és mtsai. 1990).
Felismerd szekvencidjuk konszenzusa: CANNTG. A helix-loop-
helix (HLH) motivum felelds a fehérjék dimerizacidjdért és
DNS-kotéséért (Murre és mtsai. 1989b). Néhédny helix-loop-
helix fehérje, mint az AP-4 (Hu és mtsai. 1990), USF
(Gregor és mtsai. 1990), TFE3 (Beckmann és mtsai. 1990),
TFEB (Carr és Sharp 1990), c-L-N-Myc (DePinho és mtsai.
1987) és Min/Max (Blackwood és Eisenman 1991), a HLH
motivumon kivil, koézvetlenlil mellette egy LZ és egy
bazikus régidét tartalmaz. Az interaktiv doméneknek ilyen
egyuttes eldforduldsa sokrétli és szelektiv fehérje-fehérje
kapcsolat kialakitasat teszi lehetdvé.

A BLV prométer vizsgdlata sordn a tax—érzékeny 21 bp-
os elemekben azonositottuk az AP-4 fehérje koétdhelyének
konszenzus szekvencidjat, a CAGCTG motivumot. Az AP-4
fehérjét eldszbr az SV40 virus kései génjeinek
aktivatoraként 1irtdk le (Mermod és mtsai. 1988). Azdta
kimutattdk, hogy aktivdlja a humdn metallotionein—IIA gén
transzkripcidjat és résztvesz a humdn proenkefalin gén
expresszidjanak szabdlyozdsdban is (Comb és mtsai. 1988,
Mermod és mtsai. 1988). Az AP-4 gén, a CREBoa-hoz

hasonldan, kulénbdzd szdvetekben is kifejezddik. Az AP-4
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tax—aktivacidban betdéltoétt lehetséges szerepének
vizsgadlatat megnehezitette, hogy a teljes fehérjét kdédold
szekvencia nem 4allt rendelkezéslnkre. Az &ltalunk is
hasznalt, az irodalomban leirt leghosszabb cDNS a

fehérjének egy N-termindlis delécids szarmazékat kbédolja.
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III. CELKIT{ZESEK

Dolgozatunkban a BLV tax transzaktivacidjaval
kapcsolatos kisérleteinket foglaljuk &ssze. A tervezett
kisérletekkel a BLV tax transzaktivacidé mechanizmusanak,
illetve, ezen keresztiul, az eukaridta transzkripcid
Osszetett folyamatanak részletesebb megismeréséhez
prébaltunk Gjabb ismeretekkel szolgalni. Az aktivacid
mechanizmusat két iranybdl kivantuk megvizsgdlni.

a/ El&szb6r, a DNS feldl kézelitve, a promdter delécids,
illetve pontmutdcidés elemzésével az aktivacidban fontos
szerepet Jjatszd szekvencia—motivumokat szerettik volna
azonositani. Az aktivald hatast kdzvetitd
szekvencia—motivumok felismerésén keresztlil az azokhoz
kapcsolddd celluléaris fehérjék azonositasat tlztik ki
feladatul.

b/ A tax—aktivaciod vizsgalatanak egy masfajta
megkdzelitését jelenti a tax fehérje szekezetének az
elemzése. Ennek sordn a tax fehérje kiUlénbdzd részeiben a
proteinnek csak viszonylag kis részét érintd valtozéasokat,
pontmutéacidkat, kisebb delécidkat, kivantunk kialakitani.
A létrehozott mutécidkkal az aktivacidés domén molekuléan
bellili elhelyezkedését szerettlk volna feltérképezni. A
muténsokat a GAL4 aktivator GAL(1-147) DNS-koétd doménjéhez
fizionédltattuk. Rendszerlnkben a promdéterbe épitett GAL(1-
147) ké6tShely és a DNS-kotd GAL (1-147) domén
helyettesitette a tax—érzékeny elemeket és a hozzdjuk
k6tddd sejtfehérjéket, illetve biztositottdk a tax fehérje

lokalizadltsagat a promdter kdzelében.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

Vegyszerek és enzimek

A kisérletekhez a molekuldris bioldgiai munkédk soréan
dltaldnosan hasznalt, analitikai mindségll vegyszereket
haszndltunk. A DNS fragmentumok jeldléséhez szlkséges [a-
32p] -dATP illetve dCTP izotdpokat a Magyar Izotdp Intézet
készitette. A cat aktivitds mérésénél hasznalt 14c jelzett
kloramfenikol Amersham (Buckinghamshire, USA) gyartmanyd
volL

A rekombinadns DNS technikai mdédszerekhez New England

Biolabs (Beverly, USA) illetve Fermentas (Vilniusz,

Litvania) gyartmanyld enzimeket alkalmaztunk.

Taptalajok

Baktériumok tenyésztéséhez YTB téaptalajt készitettlnk
(k0. .g. Tripton, 5. g .Yeast extract, "5 ‘g Na€l, - vizzel
1000ml—re kiegészitve), a megfeleld antibiotikummal
alkalmazva. Az eukaridéta szdvettenyészeteknél GIBCO
(Gaithersburg, USA) gyartmadnyli Dulbecco modified Eagle's
medium-ot haszndltunk, humén Hela sejtek esetén 5%, majom

COS7 sejtek esetén pedig 10% borji szérummal kiegészitve.
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Baktérium és fagtdrzsek

Klénozasok sordn a plazmidokat Escherichia coli DHI
tdrzset (Stratagene; La Jolla, UsA) hasznalva
szaporitottuk fel. Mi3mpl8, M13mpl9 bakteriofagba (New
England Biolabs; Beverly, USA) vald kldénozaskor XL1-Blue
(Stratagene; La Jolla, USA), helyspecifikus mutagenezisnél
pedig CJ236 (Kunkel és mtsai. 1987) E. coli tdrzseket
haszndltunk. Fehérjék baktériumokban vald tlltermeléséhez

a BL21(DE3) to6rzset (Studier és mtsai. 1990) alkalmaztuk.

Szintetikus oligonukleotidok

GAL4: a GAL(1-147) DNS-ko6td fehérje felismerdhelyét
tartalmazza.
CTAGTCGGAGTACTGTCCTCCGCGGAGTACTGTCCTCCGCGGAGTACTGTCCTCCGT

AGCCTCATGACAGGAGGCGCCTCATGACAGGAGGCGCCTCATGACAGGAGGCAGATC

ApaO: a BLV tax N-termindlis vrészében 1létrehozott
pontmutécidhoz tervezett oligonukleotid.

GTTGGTTGGGGGCCCCAC

Plazmidok

PHC624: transzfektdldsndl a DNS koncentracid azonos
szinten vald tartdsdra hasznalt plazmid (Boros és mtsai.

1984) .



PBLH2CAT: a BLV promdtert hordozza a cat riporter gén
eldtt (Derse és Casey 1986).

PXBRS: a BLV tax gént tartalmazza az eukaridta
expresszidt biztositd RSV promdter mdgé kldnozva (Derse
1987) .

pSG424 : az SV40 promdterrdl atirddd GAL(1-147)
fehérje kdédold szekvencidajat tartalmazd plazmid. A kddold
részt kovetd egyedi hasitasi helyek fizidés fehérjék
létrehozasat teszik lehetdvé (Sadowski és Ptashne 1989).

PRSVCAT: a cat riporter gént tartalmazza az RSV
prombéter mdgé kldnozva (Burny és mtsai. 1987).

pET1la: fehérjék Dbaktériumokban vald tultermelésére
kialakitott expresszids vektor (Studier és mtsai. 1990)

pTGl4: a pSG424 plazmidba kldénozott HTLV-I tax
fehérjét expresszalja a GAL(1-147) proteinnel fGzidban (S.

J. Marriott ajandéka) .

Mbédszerek

A DNS enzimatikus médositéasai

A DNS laboratériumokban rutinszer{ien hasznéalt
eljarasoknal (DNS hasitédsa, tllnydldé végek feltdltése,
kiilénbdzd darabok Osszekapcsoldsa illetve jeldlése), az
irodalomban (Maniatis és mtsai. 1982) leirtakat, illetve

az enzimek gyartdéi adltal megadott utasitésokat koévettik.
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Baktérium transzformicid

Prokaridéta sejtek transzformdladsakor az Inoue és
munkatarsai (1990) altal leirt mbdszert kovettik.
Transzformdlasig az eldre elkészitett kompetens sejteket
7% DMSO-t tartalmazd TB pufferben (10 mM PIPES, 55 mM
MnClop, 15 mM CaClyp, 250 . mM ~HKCL ;- < pHE6ST); -70°C-on

taroltuk.

Plazmid DNS tisztitéasa

Baktériumokbél a plazmid DNS-t az alkali 1lizis
médszerével (Birnboim és Doly 1979, Ish-Horowitz és Burke
1981) “tisztitottuk.

Eukaridta sejtek transzfekcidjahoz a literes
kGltGrabdél kinyert DNS-t CsCl-etidium-bromid gradiensen
egyensllyi centrifugdlassal tisztitottuk. Centrifugalas
utdn UV fényben kénnyen elvalaszthatd lett az etidium-
bromiddal interkalaldédott lineéaris, illetve zart,
cirkuldris plazmid DNS. Az Osszegyljtdétt cirkuléaris
formadbdél az etidium-bromidot CsCl-dal telitett izoamil-
alkohollal extrahdltuk. A CsCl-ot 4°C-on, 24 h-n at tartéd

dializissel tavolitottuk el a mintakbdl.
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Eukaridta sejtek transzfekcidja kalcium-foszfat

precipitacids mbédszerrel

Az 1in vivo végzett kisérletekhez a plazmid DNS-eket a
kalcium-foszfat precipitacidés mbédszerrel transzfektaltuk
eukaridéta sejtekbe (Graham és wvan der Eb 1973).
Transzfekcid eldtt 24 h-val a sejteket néhadny millidénként
60 mm-es lemezekre osztottuk szét. A transzfekcidt 2-3 h-
val megeldzden a sejteken tapoldatot cseréltink.
Transzfekciéndl a B oldat (280 mM NaCl, 50 mM HEPES
pPH:6.9, 1.5 mM NapHPOg) 250 pl-éhez cseppenként, &llandd
lassi keverés mellett adagoltuk az A oldat (250 mM CaCly,
5 pug DNS) 250 ul-ét. HGsz perc varakozas utédn a kalcium-
foszfat csapadékot tartalmazd elegyet a sejtekre
csepegtettik, majd a lemezeket 5% COz tartalmid, 37°C
hdmérsékletll légtermosztadtba helyeztik. A sejteken 24 h
elteltével tapoldatot cseréltink, majd 48 h milva

meghataroztuk a cat enzimaktivitéast.

Kloramfenikol acetil-transzferaz (cat) enzimaktivitas

mérése tranziens expresszids rendszerben

A cat aktivitds mérésénél az irodalomban leirt
médszert kovettik (Gorman és mtsai. 1982). 48 h-val a
transzfekcidt kodvetden a sejteket kétszer mostuk, majd 1.5
ml A oldatban (40 mM TRIS-HCl pH:7.4, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl) a lemezek fellUletérdl Ovatosan O&sszegyljtottik.

R6vid centrifugdléds utdn a csapadékot 150 pul B oldatban
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(250 mM TRIS-HCl1 ©pH:7.8, 5.2 mM=¢ DR, 15% glicerin)
felszuszpendaltuk, majd 4-5-sz06ri lefagyasztassal/
felolvasztédssal a sejteket feltartuk. Ujabb centrifugdlés
utan, a fellliaszoét hasznalva, meghataroztuk az
enzimaktivitdst. Az acetildlési reakcidé 150 pl-ét (50 wul
sejtextraktum, 200 ul 4 mM acetil-CoA, 5 Tyl 14c
kloramfenikol, :70 ul. TRIS-HCl pH:#7.8, .5 ‘ul Ho0) 1 6ran at
inkubdltuk 37°C-on. Ezt k&évetden a klldénbdzd acetilaltsagi
fokd kloramfenikolt 1ml etil-acetéattal extrahdltuk a
reakcibdelegybdl, légdramban bepdroltuk, majd 10 ul etil-
acetatban feloldva vékonyréteg kromatografiaval a
ktilénb6zd formakat egymastdl elvalasztottuk. (futtatd
elegy: 95% kloroform, 5% etanol). Az autoradiogrammon
kapott jeleket folyadék szcintillacids technikaval
kvantitaltuk. Minden bemutatott adatunk egymastdol

fliggetlen, legalabb haromszor megismételt kisérlet

eredményét tukrdzi.

Fehérje tldltermelése prokaridta expresszids rendszerben

Nagyobb mennyiségli fehérje eldallitasdhoz a CREBo
protein cDNS-ét (€. Giam ajandéka) , Ndel-BamHI
fragmentumként a pETlla expresszids vektorba kldénoztuk. A
termeltetéshez a BL21(DE3) E. coli tdrzset hasznaltuk. A
folyadék kaltdarat -70°C-on tarolt, mindig frissen
szélesztett klénbdél inditottuk. A sejteket 37°C-on, YTB
tdpoldatban névesztettllk OD540:0.4 eléréséig, majd 0.5 mM

IPTG hozzdaddsdval indukdltuk a CREBa fehérje termelését.
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A parhuzamosan, eltérd koértilmények kozoétt végzett
kisérletek alapjadn az optimalis indukcids iddt 3-4 OSrdnak
taldltuk. A sejteket wultrahanggal tartuk fel, majd a
kapott sejtextraktumot koézvetlenlil haszndltuk in vitro

DNS-fehérje k&élcsdnhatéds vizsgdlatainkban.

DNS-fehérje ké6lcsdnhatéas vizsgalata in vitro

gélretardacidés kisérletekben

A  kisérletekben DNS fragmentumként szintetikus
oligonukleotidokat haszndltunk. Az oligonukleotidok 5'
tilnyald végeinek feltdltése soran radioaktiv
dezoxiribonukleotidok beépitésével jeldltik a kettds szalad

DNS-t. A DNS-k&étd fehérjéket a Dignam és munkatarsai

(1983) altal leirt mbdszerrel preparaltuk HeLla
sejtmagokbdl, illetve a CREB« fehérjét tiltermeld
baktériumokbdl készitett sejtextraktumot kézvetlentl

haszndltuk fel a koétési reakcidkban. Egy-egy reakcidelegy
10-20 ng Jjeldlt oligonukleotidot, 1-2 ug fehérjét
tartalmazd extraktumot és 1-3 Ug nem specifikus
kompetitort -poli(dI-dC)- tartalmazott a koétési puffer (10
mM HEPES pH:7.5, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10%
glicerin) mellett. A reakcidkat szobahdn inkubaltuk 20'-
ig, majd megfestettik (0.1% Dbrdémfenolkék, 50% glicerin
kotési pufferben) és alacsony ioner&sségl gélen
megfuttattuk. A gél &sszetétele a kdvetkezd volt: 4.5 ml
30% akrilamid/0.8% bis—akrilamid, 2 ml 50% glicerin, 0.3

ml 10%-os amménium perszulfat, 0.02 ml TEMED, 20.5 ml H2O0,
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3 ml 10xGS puffer  (1xGS puffer: 67 mM  TRIS-HCl - -pH:7.5, 33
mM natrium-acetdt, 10 mM EDTA). Szobahdn végzett 2.5 Oras
elektroforézis utadn a gélt vakumszaritdval megszaritottuk,

majd -70°C-on autoradiografaltuk.

Fehérjék szerkezetének megvaltoztatédsa  helyspecifikus

mutagenezissel

A BLV tax fehérje szerkezetének egészen kismértékl
megvadltoztatdsdhoz a Kunkel és munkatarsai (1987) altal
leirt helyspecifikus mutagenezis mddszert alkalmaztuk. A
BLV tax proteint kdédold szekvenciat Mi13mpl8 bakterioféagba
épitettlk és dut- ung- CJ236 E. coli toérzsben
szaporitottuk fel. Az ilyen mbédon nyert, uracilt
tartalmazdé templattal, az uracil tartalom ellendrzéseként,
az 1in vitro DNS szintézis eldtt dut- ung- CJ236 és dut+
ung+ XL1-Blue t&érzseket fertdztink. A mutdcidét hordozd,
eldzbleg foszforildlt, szintetikus oligonukleotidot, az
uracilt tartalmazdé templdt DNS-t és T4 polimerazt
alkalmaztunk az in vitro DNS szintézis reakcidhoz. A
reakcibdelegyet 5'-ig O0C°-on, 5'-ig szobahdmérsékleten,
majd 2 6rdn &t 37C°-on inkubdltuk. A reakcidbelegy 1/10-ét
XL1—-Blue térzsbe transzformaltuk, majd a kapott
fagplakkokbél egyszald DNS-t preparaltunk. A kapott
mutdnsok pontos szekvencidjat szekvendlassal (Sanger és

mtsai. 1977) és enzimatikus emésztéssel ellendriztik.
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V. EREDMENYEK

) e A BLV LTR U3 régidéjadban taldlhatd tax—érzékeny
szekvencidk és a hozzajuk kapcsolddd fehérjék

vizsgalata

l.a A BLV U3 régid delécids elemzése

A BLV LTR U3 régidéjadban talalhaték a virus
transzkripcidéjahoz szlkséges promdter és enhanszer
motivumok. A TATA boxtdl 5' iradnyban helyezkedik el a
harom, 21 bp-os enhanszer elem, amely a tax
transzaktivacié elsddleges kézvetitdje. Az U3 régid
vizsgalatdban elsd 1lépésként a prombéter régid delécids
szarmazékait hoztuk 1létre (5. 4&bra). A delécidkat dugy
alakitottuk ki, hogy lépésenként egy-egy 21 bp-os elemet
tavolitottunk el a prombéterbdl. Kisérleteinkhez a pBLH2CAT
plazmidot haszndltuk, amely a teljes BLV LTR-t tartalmazta
HindIII-BglIl fragmentumként, a bakteridlis kloramfenikol
acetil-transzferaz génije elé klénozva. Ezdltal a
létrehozott delécids szarmazékokat kdzvetlentl
haszn&lhattuk HeLa sejtekben az adott prométer miikddésével
aranyos cat enzimaktivitads mérésére.

Elsd 1lépésben a két téavolabbi 21 bp-os elemben
taldlhatd Pvull helyek kozdétti szakaszt téavolitottuk el,
kettdre csdékkentve ezdltal a 21 bp-os elemek szamat. Az
igy létrejoétt plazmidnak a pBllR elnevezést adtuk. Ezt

kévetden, a ko6zépsd elemig, az U3 régidé 5' szakaszat
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deletdltuk BAL31 emésztéssel. A keletkezett pBl2R plazmid
mar csak egy 21 bp-os elemet és az elsd és masodik elemet
Osszekdtd szekvenciat tartalmazta. Az Osszekdtd szekvencia
eltavolitdsaval a pBl6R plazmidot  kaptuk. A  pBl6R
plazmidba két példanyban épitettik be a kbzépsd 21 bp-os
elem szintetikus szekvencidjat (B20), létrehozva a pBlé6-
20d plazmidot. A delécids promdtert tartalmazd kldénok
aktivitasat tranziens expresszids rendszerben, a BLV tax

proteint kédold plazmiddal egyltt transzfektdlva mértuk

(5. &bra) .
0 100 200 g

aktivitas % P"‘ln i"“n delécid
100 R f—— PBLH2CAT -
90 T e | = pB11R -116 -133
40 T im = pB12R  -190 ~-133
5 7/ l——F—— pBl6R -190 -64
80 T H  H ' 1———F—— pB16-20d

5. abra: A BLV LTR U3 régidjadban delécidét tartalmazd
prométerek. A satirozott részek a 21 bp-os elemeket, a
feketével jeldlt rész a TATA box elhelyezkedését mutatja.
A nyil a transzkripcidés startpont helyzetét jelzi. Az
egyes klénok mellett feltlUntetttk a delécidé kezdd és
végpontjat.
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A pBllR plazmid mért aktivitdsa megegyezik a
kisérleteinkkel egyiddben az irodalomban kbézzétett
eredménnyel, miszerint két 21 bp-os elem is elegendd a
tax—aktivacidé biztositdsdhoz. A pBl2R plazmidban az elsd
elem és az azt megeldzd Osszekdtd szekvencia, csdkkent
mértékben ugyan, de aktivadlhaté a tax fehérjével. A mar
csak egy 21 bp-os elemet tartalmazd pB1l6R plazmid teljesen
elveszitette tax—érzékenységét. Az ebbe a plazmidba
szintetikus oligonukleotidként, két koépidban beépitett
masodik 21 bp-os elem visszadllitotta a prombéter
tax—aktivalhatdsagat. A kisérletek eredménye alapjan
elmondhatjuk, hogy a 21 Dbp-os elemek, egyéb  DNS
szekvencidk nélkil, &nmagukban is elegenddek a promdter
tax—érzékenységének biztositadsdhoz, illetve, hogy mar két

elem is képes a tax—aktivacid kozvetitésére.

1.b A 21 bp-os elemek szekvencidjanak analizise

A BLV U3 1régibban talalhaté 21 Dbp-os elemek
szekvencidja egymassal nagymértékben homoldg. A HTLV-I
megfeleld elemeihez hasonldan, mindegyik k&zponti részében
taldlhaté egy CRE-szeri motivum. A HTLV-I esetében
igazoltédk a CRE elemek és a hozzajuk kotddd fehérjék
jelentdségét a tax—aktivadcidban. A két virus kozétti
rokonsadg és nagyfoki hasonlésdg alapjan feltételezhetd,
hogy a CRE motivumok a BLV tax—aktivacidéban is fontos

szerepet tdltenek be.
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A BLV 21 bp-os elemekben a tax transzaktivacidban
fontos szekvencia—motivumokat szerettlk volna azonositani.
Ehhez elkészitettlik a k&ézépsd elemet, illetve annak mutans
vdltozatait tartalmazd szintetikus oligonukleotidokat. A
pontmutdcidkat Ggy alakitottuk ki, hogy a 21 bp-os elemek
k&dzponti, CRE-szerl elemet tartalmazd, illetve két szélsd
részét érintd valtozdsok hatdsa kuldn-kuldn is vizsgédlhatd
legyen. Az oligonukleotidok szekvencidjat, a mutans

nukleotidokat feltlintetve, a 6. abra mutatja be.

B20 TCGAAAAGCTGG‘TGACGGCAGCTGGTLGGCTAG
B21 e s v o e s s s o e o s s e e« «c ACG . o 4 e 4 4 e e .
B22 e s s s s o 2 2 GC T o 2 o o o ¢« o o o o o o o o o s = o =
B23 s e s e s s e s s = s s 3 s s e« 2 . . T C,CC. .. . ¢ .
B24 « s e e e e e e GCT . . o e o+ .TC.CC. . .+ o &
B25 L T e L T R T R

6. abra: A mdsodik 21 bp-os BLV elemet és annak muténs

valtozatait tartalmaz® oligonukleotidok szekvenci&ja. A

mutans nukleotidok elhelyezkedését feltintettik. A

kdzponti, CRE-szerl elem szekvencidjat alédhlGzéassal

jeldltik. A nyilak a 21 bp-os elemek hatarat jelzik.
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Az egyes oligonukleotidok két-két képidjat a BLV tax
proteinnel mar nem aktivdlhatdé, BLV minimdl promdtert
tartalmazd PB16R plazmidba épitettlik be. Az igy
létrehozott szintetikus prombéterek aktivalhatésagat in
vivo HelLa sejtekben teszteltik.

Az 1in vivo mért aktivitds értékek alapjan héarom
konstrukcidé Brizte meg tax—aktivalhatdésdgat (7. abra). Az
egyik a vad tipusi szekvenciat hordozdé pB16-20d. A méasik,
a pB16-22d, a CRE motivumot 5' oldalrdél hatdrold részben
tartalmazott mutdcidkat. A harmadik, pBl6-25d plazmidban,
egy pontmutacidval a CRE konszenzus szekvenciajat
alakitottuk ki. A hédrom, tax—aktivalhatbésagat elvesztett
konstrukcidéban a mutdcidk a koézponti CRE elemet (pBl6-
21d), illetve az ezt 3' oldalrdél hatédrold szekvenciat

(pB16-23d, pBl6-24d) érintették.
N o - + — -+ i <+ = + - +
L] # - -

- ® & 2 - " 0 "0

pB16-20d pB16-21d pB16-22d pB16-23d pB16-24d pB16-25d

7. &bra: A szintetikus oligonukleotidokat tartalmazd
prombterek in vivo aktivitédsa. A plazmidok elnevezésében a

beépitett oligonukleotidokat is feltlintettlk. A
kisérletben a prométer konstrukcidkbdl 3ug-ot
transzfektaltunk lug, tax proteint termeld PXBRS

plazmiddal (+), illetve anélkul (-).
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8. abra: A szintetikus 21 bp-os elemek fehérje koétésének
in vitro vizsgdlata. A reakcidkban 32P-vel jelzett
szintetikus oligonukleotidokat (B20-25) és HeLa magi
extraktumot haszndltunk. A kisérletben kimutatott két

specifikus DNS-fehérje komplexet nyilak jeldlik.
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Az in vivo mért kuldénbdzd aktivitéds értékek alapjan
feltételeztlk, hogy az egyes oligonukleotidokhoz k&étddd
fehérjék, a DNS szekvenciaban kialakitott mutacidk miatt,
eltérd mintdzatot mutatnak. Az oligonukleotidok fehérje
kdtését 1in vitro gélretardadcids kisérletben ellendriztik
(8. a&abra). Hela sejtextraktumot és a vad tipusG B20
oligonukleotidot alkalmazva két specifikus DNS-fehérje
komplexet sikertlt kimutatnunk. Az alacsonyabb mobilitasi
komplex a B21, B22 és B23 oligonukleotidokkal nem volt
detektdlhatdé. A magasabb mobilitadsd komplex, a 21 bp-os
elem 3' részében mutdns B23 és B24 oligonukleotidokkal nem
volt kimutathatd.

Az oligonukleotidok in vivo és in vitro vizsgdlatéaval
kapott eredményeket a 9. abra foglalja &ssze. Az adott
oligonukleotidot tartalmazd promdter aktivitédsa és a hozza
kapcsoldédéd  fehérjemintdzat egy Osszetett fehérje-DNS
kélcsdnhatasi rendszert valdszinlsit. Az eredmények
alaposabb vizsgalata két, a tax—aktivacidban valdszinlileg
fontos fehérje kétdShelyre utal. Az egyik a 21 bp-os elemek
kbézponti részében elhelyezkedd CRE-szerl motivum, a masik
a 3' hatdrold szekvencidban azonos az AP-4 fehérje

konszenzus felismerdhelyével.
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CAT DNS-fehérije

aktivités komplex
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9. abra: A szintetikus oligonukleotidok in vivo és in
vitro vizsgdlataval kapott eredmények Osszesitése. Az
eredmények alapjan, a tax—aktivacidban fontos szerepet
jatszd fehérje koétdhelyeket feltlntettik.

l.c A CREBa protein és a 21 bp-os elem in vitro

k6lcsdbnhatasanak vizsgéalata

A 21 Dbp-os elemek koézponti részén elhelyezkedd CRE
elem szerepét a tax—aktivacidban mind a HTLV-I
vizsgdlatadval nyert adatok, mind pedig sajat kisérleteink
eredményei megerdsitették. Az irodalombdl szamos olyan
fehérje ismert, amely képes a CRE konszenzus szekvenciajat
felismerni és ahhoz kapcsolddni. Ezek koézul az ATF/CREB
csaladdba tartozd fehérjék kod6zlll a CREBa protein szerepét
vizsgaltuk meg a BLV tax—aktivacidban. Valasztasunk azért
esett éppen a CREBa proteinre, mert ez az ATF/CREB csalad

egyik legrégebben ismert és funkciondlisan



legrészletesebben jellemzett tagja, illetve, mert a BLV
prombéter aktivadlhatbésdgdhoz hasonldan, eldforduldsa nem
mutat szdvetspecifitast.

El8szor gélretardacids kisérletben meg akartuk
vizsgalni, hogy a CREBa képes-e kapcsoldéddni a 21 bp-os
elemekhez. Ehhez nagyobb mennyiségli CREBa proteinre volt
szlkségunk. A CREBa bakteridlis tdltermeléséhez a fehérjét
kédold cDNS-t, Ndel-BamHI fragmentumként, a pETlla
expresszids vektorba klénoztuk. A fehérje termeltetése
eldtt az Ures vektort tartalmazd, indukdlt mintakbdl
készitett sejtextraktummal ellendriztik, hogy termelddnek-
e olyan bakteridlis fehérjék, amelyek képesek kapcsolddni
a 21 bp-os elemekhez. Kisérleti koérulményeink kdézdtt a B20
oligonukleotid egyetlen bakteridlis fehérjével sem
képezett komplexet. Ezt koévetden, a mar a CREBa fehérjét
termeld baktériumokbdl készitett teljes sejtextraktumot
kdzvetlenlil haszndlhattuk a gélretardacids kisérletekben.

A fentebb mar leirt B20-25 oligonukleotidokkal és a
tiltermelt CREBa proteint tartalmazdé sejtextraktummal
elvégeztuk az in vitro DNS-fehérje kdélcsdnhatéas
vizsgdlatat (10. &dbra). A kisérlet eredménye azt mutatja,
hogy a CREBa specifikus komplexet képez a 21 bp-os
elemmel. A komplex kialakulasat a 21 bp-os elem egyes
részein elhelyezkedd pontmutacidk a B21,22,23
oligonukleotidoknal gatoltéak. A B20,24, és B25
oligonukleotidokkal ellenben jél1 detektdlhatdé volt a DNS-
fehérje  komplex kialakuléasa. A  komplexnek mind a
mobilitdsa, mind az egyes oligonukleotidokkal kialakitott

k&élcsdnhatdsdnak mintdzata megegyezik a fentebb mar leirt,
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HelLa extraktummal elvégzett kisérletben az alacsonyabb
mobilitdsi komplex megfeleld tulajdonsagaival. Ennek
alapjan az alacsonyabb mobilitasi komplexet a CRE elem és

a hozza kapcsolddd fehérje komplexeként azonositottuk.

B20
B21
B22
B23
B24
B25

10. abra: A CREBa fehérje és a BLV 21 bp-os elemek in
vitro kdlcsédnhatédsa. A reakcidkban >2P jelzett szintetikus
oligonukleotidokat (B20-25) és a tlUltermelt CREBa proteint

tartalmazd bakteridlis sejtextraktumot haszndltunk.
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1.d A CREB fehérjék szerepe a tax—aktivacidban

Miutdn a CREBa fehérje és a 21 Dbp-os elemben
taldlhato CRE szekvencia in vitro kdlcsdnhatasat
bizonyitottuk, a CREBa tax—aktivacidban betdltdtt in vivo
szerepét akartuk megvizsgdlni. Ennek érdekében egy olyan
plazmidot hoztunk 1létre, amelyrdl a CREBa N-termindlis
része antiszensz orientdcidban irddik at. A CREBa cDNS
HindlIII-KpnI fragmentumat forditott orientéacidban
épitettiik be a pRSVCAT plazmidba, 1létrehozva az ASCREB
konstrukcidt. Az atirddd antiszensz RNS képes meggatolni a
sejtben a CREB« képzbdését. Mivel az antiszensz
orientacidba beépitett szakasz a molekuldnak egy olyan
részletét kdédolja, ami az ATF/CREB csaldd minden eddig
ismert tagjaban megtalalhatd, az antiszensz RNS a sejtben
az Osszes CREB fehérje szintézisét gatolni képes.

Az ASCREB plazmidot a tax proteint expresszald
plazmiddal és a BLV LTR-t tartalmazd riporter plazmiddal

egyutt transzfektdltuk HeLa sejtekbe. A 11. &bran lathatd

aktivitds értékekbdl leolvashatd, hogy az antiszensz
konstrukcid a tax-aktivaciodt jelentds mértékben
csbkkentette. A gatlads az antiszensz RNS hatasaként

magyarazhatd, mivel a kordbban, azonos kérUlmények koézodHtt
elvégzett kisérletekben az Ures vektor az aktivacid

mértékét nem befolyédsolta.
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11. 4&abra: A CREBa fehérje in vivo hatdsa a BLV tax
transzaktivacidra. A reakcidkban 3ug, a teljes BLV LTR-t
tartalmazd PBLH2CAT riporter plazmidot hasznaltunk
aktivdlas nélkil (-), illetve 1lug pXBRS, a tax proteint
expresszald plazmiddal aktivalva (+). A 3. és 4.oszlopban
2ug, az 5.oszlopban 4ug ASCREB konstrukcidt, a 6. és
7.o0szlopban 2ug, a 8.oszlopban 4ug pRSVCREB plazmidot

haszndltunk transzfektalashoz.
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Az antiszensz konstrukcidval elvégzett kisérletek
megerdsitették a CREB fehérjék szerepét a
tax—aktivacidban, de a CREBa jelentdségérdl nem adtak
felvildgositast. A tovabbi kisérletekhez elkészitettik a
midr a teljes CREBa fehérjét termeld eukaridta expresszids
plazmidot. A CREBa <cDNS-t BglII-BamHI fragmentumként
klénoztuk a PRSVCAT plazmidba. A CREB« proteint
expresszald pRSVCREB plazmid hatésat a tax—aktivacidra az
antiszensz kisérletekkel megegyezd rendszerben vizsgaltuk.
A kisérlet eredményeként azt vartuk, hogy ha a CREBo
valdéban a tax—aktivacid egyik fontos kozvetitdje, akkor a
fehérje mennyiségének sejten beldli megnodvelése a
transzaktivacid mértékének fokozasahoz vezet.
Feltételezésunket a kapott eredmények megcafoltak (11.
dbra, 6-8.reakcid). A CREBa mennyiségének megndvelése az
aktivacid jelentds csbkkenését okozta. Ennek egy
lehetséges, altalunk elfogadott magyardzata, hogy nem a
CREBa, hanem egy masik CREB protein az aktivacidés komplex
valdéddi tagja. A sejtben nagy mennyiségben tiGltermelt CREB«
a CRE elemhez ko&6tddve, illetve beéplulve az aktivacids

komplexbe, felfliggeszti a tax aktivald hatéasat.

l.e Az AP-4 fehérje szerepe a BLV tax transzaktivacidban

A szintetikus oligonukleotidokkal elvégzett in vitro
gélretarddcids és in vivo aktivitds mérési kisérletekben a
CRE elemen kivil a 21 bp-os elemek 3' részén elhelyezkedd,

az AP-4 fehérje konszenzus kétBhelyével megegyezd
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motivumot is azonositottunk, mint a tax—aktivacidban
fontos szekvencia elemet. A feltételezett AP-4 ko6tShely és
a hozzd kapcsolddd AP-4 fehérje pontos szerepének a
megitélése tovabbi kisérleteket tett szlkségessé.
Hasonlbdan a CREBa vizsgalatanal kovetett eljarashoz, az
AP-4 fehérje szerepét eldszdr egy olyan rendszerben
kivantuk vizsgdlni, amely a tax—aktivacidhoz szlkséges
minden elemet tartalmaz, kivéve magdt az AP-4 proteint.
Els® lépésként az AP-4 cDNS (R. Tjian ajandéka) HindIII-
Stul fragmentumdt forditott orientdcidban épitettik be a
PRSVCAT plazmid prombétere modgé. Az ilyen mddon létrejoétt
PRSVAS plazmidrdl atirodd antiszensz RNS képes
felfliggeszteni a sejtben az endogén  AP-4 fehérje
termelddését. Az antiszensz AP-4 RNS hatéasat tranziens
expresszids rendszerben vizsgaltuk. A BLV LTR-t tartalmazd
riporter és a tax proteint expresszald plazmiddal egyltt
transzfektdlva a pRSVAS a tax—aktivacidé mértékének
csOkkenését okozta (12. a&abra, 1-5.reakcid). A csdkkenés
mértéke aranyos volt a PRSVAS alkalmazott
koncentridcidéjadnak a névekedésével. A kisérlet eredménye
alapjan elmondhatjuk, hogy az AP-4 fehérje hidnyédban a BLV
tax protein nem képes a BLV prombéter teljes mértékd
aktivalasara.

A kovetkezd 1épésben a tialtermelt AP-4 fehérje
hatdsat kivantuk megvizsgdlni. A rendelkezéslnkre 4116 AP-
4 cDNS-t HindIII-BamHI fragmentumként épitettiik be a
PRSVCAT eukaridta expresszids vektorba, ezaltal kialakitva
a pRSVAP4 plazmidot. Az 4&altalunk 1is hasznalt, az

irodalomban eddig leirt leghosszabb AP-4 ¢cDNS nem
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tartalmazza az AP-4 fehérje teljes hosszlGsaglt k&édold
szekvencidjadt. A pRSVAP4 plazmidrdl igy egy olyan deléciéds
fehérje termelddik, amelybdl az N-termindlisan
elhelyezkedd néhany amindésav hianyzik. A pRSVAP4 tranziens
expresszids vizsgadlatdnak az eredménye a 13. &abra 6-8.
reakcidjaban lathaté. A deléciébs AP-4 protein a
tax—aktivacid erdteljes gatlasat okozta. Az antiszensz és
az e kisérlet eredménye kézdtti latszdlagos ellentmondés a
kisérleteinkben hasznalt AP-4 cDNS szerkezetével
magyarazhatd. A pRSVAP4 plazmidrdl expresszalddd delécids
fehérje, a szerkezetébdl hianyzd, valdszinlileg igen fontos
amindsavak nélkul, nem képes a tax—aktivacid

kdzvetitésére.

L ® 00 00

12. 4&abra: Az AP-4 fehérje in vivo hatdsa a BLV tax
transzaktivacidéra. Az egyes reakcidkban 3upug pBLH2CAT
plazmidot transzfektdltunk 1pug pXBRS plazmiddal aktivalva
(+), 4illetve aktivalas nélkul (-). A 3. és 4.oszlopban
2ug, az 5.oszlopban 4ug pRSVAS plazmidot transzfektédlva az
antiszensz AP-4, a 6. és 7.oszlopban 2ug, a 8.oszlopban
4ug PRSVAP4 plazmidot hasznalva az AP-4 protein

tax—aktivacidéra gyakorolt hatéasat vizsgaltuk.
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2. A BLV tax protein szerkezetének mutdcids elemzése

A BLV tax protein bizonyos sejtfehérjéken keresztil
kapcsoldédik a BLV LTR U3 régidjaban taladalhatd 21 bp-os
enhanszer elemekhez, é&s aktivadlja a virus prombterrdl
induld transzkripcidét. A tax transzaktivacid mechanizmusat
két megkdzelitésben kivantuk vizsgadlni. Az egyik, az eldzd
fejezetben madr leirt megkdzelités a tax—érzékeny DNS
szekvencidk és ezen keresztil a hozzadjuk kapcsolddd
sejtfehérjék analizisét jelenti. A tax—aktivacid
vizsgédlatadnak méasik oldala a tax fehérje szerkezetének az
elemzését foglalja magdban. Ennek soran, a tax fehérjében
kialakitott delécidk, illetve pontmutdcidk segitségével a
transzaktivacidban fontos amindsavakat,
molekularészleteket szerettik volna feltérképezni.

A BLV tax funkcionalis elemzését egy olyan
rendszerben kivantuk végrehajtani, melyben csak a
transzaktivald domént érintd mutacidk vezetnek a molekula
inaktivalasdhoz. Kisérleteinknél egy Sadowski és Ptashne
(1989) a&altal kidolgozott mdbdszert alkalmaztunk. Ez a
médszer lehetdvé teszi a DNS-hez kézvetlenul nem kod6tddd
transzaktivatorok, illetve fehérjék feltételezett
aktivator doménjeinek a vizsgdlatadt. Lényege, hogy a
vizsgdlandd® fehérjéhez/doménhez az élesztd GAL4 aktivator
GAL(1-147) DNS-koétd doménjét flziondltatjuk. A GAL(1-147)
targetszekvencidja ismert, igy a létrejott fazids fehérje
aktivitdsa a GAL(1-147) protein koétShelyét is tartalmazd
promdteren vizsgdlhatd. Az alkalmazott rendszerben a DNS-

ké6td domén és annak targetszekvencidja a tax—érzékeny DNS
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elemeket és a hozzdjuk kapcsolddd, a tax fehérjével

kézvetlen kdlcecsdnhatdsba 1épd sejtfehérjéket helyettesiti.

2.a GAL oligonukleotidot tartalmazd promdterek

szerkesztése

A fizids fehérjék vizsgdlatdhoz egy olyan BLV tipusi
prombéterre volt szlikséglnk, amely tartalmazza a GAL(1-147)
felismerd szekvencidjat is. A megfeleld promdter
kialakitdsdhoz a pBl6R plazmidot hasznaltuk, amely a TATA
boxon kivil egy BLV 21 bp-os elemet tartalmaz. Ez a BLV
minimdl prométer oSnmagdban nem aktivalhatdé a @ tax
proteinnel. A pBl6R plazmidban taldlhatdé BglII helyre Xbal
linkerek felhaszndldsaval épitettik be a GAL(1-147)
felismerdhelyét tartalmazdé oligonukleotidot. A kapott
klénokban restrikcids emésztéssel ellendriztik a beépllt
oligonukleotidok szadmdt és orientacidéjat. A 1létrehozott
konstrukcidk koé6zlil harmat valasztottunk ki a tovéabbi
kisérletekhez. Kordbbi, a HTLV-I és a BLV promdter
részletes elemzését célzbé kisérleteink eredményeibdl
tudtuk, hogy a HTLVI-BLV hibrid prombéter, melyben az elsd
21 bp-os elem a BLV-b&l, a masik kettd a HTLV-I-bO1l
szdrmazik, aktivalhaté a HTLV-I tax fehérjével. Ennek
alapjan feltételeztlk, hogy az elsd 21 bp-os BLV elemet és
a GAL(1-147) kotdBhelyét tartalmazd prombéter konstrukcidk
aktivalhatdék a HTLVItax-GAL(1-147) fizids fehérjével.
Ezért a harom kivalasztott GAL4 oligonukleotidot

tartalmazé promdter aktivadlhatbsadagat a rendelkezéslnkre



dllé HTLVItax-GAL(1-147) fuzidés fehérjével, tranziens

expresszids rendszerben ellendriztik.

a
: pB16G1
= pPB16G2
= pB16G3

b pB16Gl pBl1l6G2 pB1l6G3

® ¢

BARAA

13. &bra: A GAL4 oligonukleotidot tartalmazd promdter
konstrukcidk a/ szerkezete és b/ in vivo mért aktivitésa.
a/ A GAL4 oligonukleotidokat jelképezd pontozott részek
felett a nyilak az oligonukleotidok orientéaciéjat jelzik.
A satirozott rész a BLV 21 bp-os elem helyzetét mutatja. A
transzkripcidé kezddpontjat nyillal jeleztik. b/ Az
aktivitds méréshez a pB16G1-3 promdter konstrukcidkbdl 4-
4ug-ot transzfektdltunk 1lug, a HTLVItax-GAL(1-147) £d4zids
fehérjét expresszald pTGl4 plazmiddal (+), illetve anélkil
&=¥ .
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(A HTLVItax-GAL(1-147) fd4zibés fehérjét a csoportunkkal
egyuttmiikédd S. J. Marriott és munkatarsai készitették és
tesztelték.) A 13. &brardl leolvashatd, hogy mind a harom
prombéter konstrukcid aktivdlhaté a HTLVItax-GAL(1-147)
fizids fehérjével. Az in vivo aktivitds értékek alapjan a
leginkdbb aktivalhaténak a GAL4 oligonukleotid harom,
forditott orientédcidji koépiadjat tartalmazd pBl6Gl plazmid
bizonyult. A tervezett, fdzids BLV tax mutansok

tesztelésére ezért a pBl6Gl plazmidot valasztottuk.

2.b BLVtax-GAL(1-147) fdazids fehérjék létrehozasa és

aktivitasuk in vivo vizsgalata

A BLV tax szerkezetérdl, az egyes funkcidkhoz
rendelhetd molekularészletekrdl nem alltak
rendelkezéslnkre irodalmi adatok. A tax szerkezetének
analizisét ezért Ugy terveztik meg, hogy az egyes mutdcidk
a polipeptidléanc kuldénbdzd részeit érintsék. A létrehozott
muténs peptidek szerkezete a 14. abran lathatd. Két, az N-
termindlis részben mutdcidt tartalmazd fehérjét hoztunk
létre. A Dl-gyel jelzett mutdns tax fehérje egy G:A
nukleotid «csere kévetkeztében a nyolcadik pozicidban
glicin helyett arginint tartalmaz. Az arginin beépitésével
megbontottuk a molekula N-termindlis részének neutrélis
amindésavakbdl feléplild lancat. A pontmutacid egy Apal
hasitdsi helyet érint, 1igy Jjelenléte az Apal enzimmel
tesztelhetd. A D2 jelzéslli egy hibrid fehérje. A HTLV-I tax

N-termindlis 59 amindésavat kdédold szekvenciat a Clal hely
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felhasznaldsdval faziondltattuk a BLV tax Clal helytdl N-
termindlisan delécids szarmazékat kédold génhez. A D3
molekuldndl a polipeptidléanc ko&6zépsd régidjaban, a Ball-
Smal hasitdsi helyek ko&zdétti szakaszt téavolitottuk el. A
D4 és D5 mutdnsok a molekula C-termindlis részében
tartalmaznak delécidét. A D4 jelzéslbdl a Stul helytdl, a
D5-bd1 az EcoRI helytdl 3 irdnyban elhelyezkedd
szekvencidk hidnyoznak. A BLV tax mutans valtozatait és
magdt a vad tipusd fehérjét kédold BLV tax gént is a
pSG424 plazmid Smal helyére épitettik be. Az ilyen mbdon
kialakitott fazids fehérjék aktivitasat, a GAL4
oligonukleotidot is tartalmazd pB16G1l riporter
konstrukcibéval egylitt majom COS7 sejtekbe transzfektalva,

tranziens expresszids rendszerben vizsgaltuk

EcoRI
ApaIClal Ball SmaIl Stul
| | | | 1 |
| | | 1 | |
8 27 157 218 228 270
| i f ﬁ aminésav
0 100 200 309
| | D1
HTLVITAX
4 D2
A | D3
D4

T
[;

1A D5

14. 4&bra: A BLV tax génben kialakitott mutécidk

elhelyezkedése. A felhaszndlt restrikcids enzimek hasitasi .

helyeit a felsd sorban tlUntettik fel.
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A kisérlet varakozadsunkkal ellentétes, meglepd eredménnyel
szolgalt (14. abra) . Nemcsak a mutdcidt tartalmazd
fehérjék, hanem a vad tipusd szekvencidt hordozdé fizids
protein is elveszitette aktivitdsat. Ennek egy lehetséges
magyardzata, hogy a fdzidé révén a BLV tax haromdimenzids
szerkezetében létrejott valtozasok a fehérje
inaktivaléasahoz vezettek. Az aktiv fazids fehérje
hidnydban a mutdnsok elemzését sem tudtuk elvégezni. A
kisérlet eredménye alapjan levonhatjuk a kovetkeztetést,
hogy a Sadowski és Ptashne &altal kidolgozott GAL f£fazids
rendszer nem alkalmas a BLV tax protein er&sen konzervativ

szerkezetének a vizsgalatara.
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VI. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES ERTEKELESE

A retrovirusok, behatolva a sejtbe, egy kettds szalad
DNS formdjdban beéplilnek a gazdasejt genomjdba. Ettdl
kezdve az integraldédott provirus génjeirdl, a sejtgenom
részeként, a sejt transzkripcids apparadtusa szintetizalja
az RNS molekuldkat. Néhany retrovirus az eldbb leirtnal
aktivabb szerepet jatszik sajat génjeinek kifejezddésében.
Ezeknek a retrovirusoknak a genomja, néhany DNS virushoz
hasonldan, a génexpresszidt aktivald szabdlyozd fehérjét
is kédol . Az aktivator protein, bizonyos viralis
szekvenciakon keresztiul, rendkivili mértékben képes
fokozni a virus prombéterrdl induld transzkripciodt.

A szarvasmarha leukémia virus genomja tartalmaz egy
ugynevezett X 1régidt, melyrdl tdbb, a virus gének
kifejezddését szabdlyozd fehérje 1irddik at. A szabalyozd
fehérjék egyike, a BLV tax protein, a viralis
transzkripcid erds aktivatora. A virus LTR U3 régidjaban
azonositottak enhanszer elemeket, amelyek
nélkluldzhetetlenek az aktivald hatds létrejoéttéhez. A BLV
tax nem kézvetlentl, hanem valdészinlleg bizonyos
cellulédris fehérjéken keresztll kapcsolddik ezekhez a 21
bp-os ismétl&désekhez. Mivel a virus prombéterben taldlhatd
enhanszerek és a tax protein is celluléaris fehérjékkel
kélcsdnhatasban aktivalja a génatirast, szervesen
illeszkednilk kell az eukaridta sejtben kialakult jel és
kélcsdnhatds rendszerbe. Ezért a tax transzaktivacid

tanulményozadsaval kapott eredmények hozzadjarulnak az
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eukaridta transzkripcid folyamatanak alaposabb
megismeréséhez.
Dolgozatunkban a BLV tax transzaktivacid

mechanizmusaval kapcsolatos vizsgalatainkat foglaltuk
bssze. Ezek egy 1része a virus prombterben taldlhatd
tax—érzékeny szekvencidk elemzésére és a hozzajuk
kapcsolddd sejtfehérjék azonositédsara iranyult.

ElsGként a BLV LTR U3 1régid delécids analizisét
végeztuk el. A delécids konstrukcidk in vivo aktivités
vizsgdlatdnak eredménye megerdsitette az eredményeinkkel
parhuzamosan, Katoh és munkatédrsai (1989) a&altal k&ézodlt
adatot, miszerint a prombéterben taldlhatd 21 bp-os elemek
a tax—aktivacidé legfontosabb kézvetitdi, illetve, hogy mar
két ilyen enhanszer elem is elegendd az aktivaldé hatés
kialakuldsdhoz. A mdr csak egy 21 bp-os elemet és az elsd
és masodik elemet bsszekd6td  szekvenciat tartalmazd
konstrukcid, kis mértékben ugyan, de aktivalhatd volt a
tax proteinnel. Ez az eredmény arra utal, hogy béar az
aktivacidét déntd mértékben a 21 bp-os elemek koézvetitik,
az ezeken kivil elhelyezkedd nukleotidok szintén
befolyadssal 1lehetnek a transzaktivacidéra. A TATA boxon
kivil csupdn egy 21 bp-os motivummal rendelkezd promdter
teljesen elveszitette aktivalhatdsagat. Ezt a pBl6R
elnevezésl plazmidot a tovabbi kisérletekben mint
dnmagaban nem aktivalhatd BLV minimal prombétert
hasznaltuk.

A kobvetkezd lépésben, in vivo kisérletekben a 21 bp-
os elemekben kialakitott pontmutdcidk segitségével az

aktivacidhoz nélkuldzhetetlen nukleotidokat, illetve
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szekvencia—motivumokat prdébaltuk meg azonositani. Ezeknél
a vizsgadlatokndl olyan riporter plazmidokat hasznaltunk,
melyek a BLV minimal prombétere eldtt két kodpidban
tartalmaztdk a masodik 21 bp-os elem vad tipusid, illetve
mutans szekvenciajat hordozd szintetikus
oligonukleotidokat. A wvad tipusiG szekvencidt tartalmazd
konstrukcidé aktivadlhatd volt a tax proteinnel. A mutéans
szekvenciadt hordozdé promdétereknél a 21 Dbp-os elem
kézponti, illetve 3! részét érintd valtoztatasok az
aktivalhatésag felfliggesztését okoztak. Az
oligonukleotidokkal elvégzett in vitro gélretardacids
kisérletekben két specifikus DNS-fehérje komplexet
sikerult kimutatnunk. Az egyes komplexek kialakuléasa
korreldcidéban &llt a 21 Dbp-os elem kilénbdzd részeit
érintd mutdcidk jelenlétével. Az in vivo aktivitds értékek
és a gélretardacids kisérletben kapott eltérd fehérje
kotési mintazat egylttes elemzésével két, a
tax—aktivacidban valdszinlileg fontos szerepet jatszd
fehérje koétdhelyet és a hozzajuk  kapcsolddd  Hela
sejtfehérjéket sikertlt kimutatnunk. Az egyik, a 21 bp-os
elem ko6zponti részén elhelyezkedd motivum az ATF/CREB
fehérjék, az ettdl 3' iranyban taldlhatdé motivum pedig az
AP-4 fehérje felismerdhelyének konszenzus szekvencidjaval
volt azonos.

A BLV, illetve a vele rokon HTLV-I virus
vizsgdlataval kapott irodalmi adatok mar utaltak ra, hogy
a BLV 21 bp-os elemek kozponti részén elhelyezkedd CRE-
szeri motivum valdszinlileg fontos szerepet Jjatszik a

transzaktivdcidéban. A CRE elemen keresztil szamos fehérje
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képes kapcsolddni a DNS-hez. Ezeknek az ATF/CREB csaléadba
tartozd fehérjéknek a tax—aktivacidban betdltdtt szerepét
a CREBa protein vizsgdlatan keresztll szerettik volna
kimutatni. A CREBa a fehérje c¢saldd egyik legrégebben
ismert, részletesen jellemzett tagja. Szerkezetében
tartalmaz olyan doméneket, melyek minden eddig ismert CREB
fehérjében megtalalhatdk.

A CREB« proteint bakteridlis rendszerben
tdltermelttik, majd a tlGltermelt fehérje és a 21 bp-os elem
mutans valtozatait tartalmazd oligonukleotidokkal
gélretardidcids kisérletet hajtottunk végre. Az in vitro
DNS-fehérje k&lcsdnhatéds vizsgdlatban kimutattuk, hogy a
CREBa képes specifikus ko&lcsdnhatésba 1lépni a 21 bp-os
elemmel. A kilénbodzd mutéans oligonukleotidokkal
detektalhatd komplexet, mobilitéasa és megjelenési
mintdzata alapjadn, a HelLa extraktummal elvégzett, hasonld
kisérletben kimutatott alacsony mobilitasiG komplexel
azonositottuk. Az egymast megerdsitd in vitro eredmények
utan a CREB fehérjék in vivo  szerepét akartuk
megvizsgdlni. Létrehoztunk egy olyan kostrukcidét, mely a
CREBa konzervativ doménjeit kdédold szekvenciat antiszensz
orientédcidban tartalmazta. Az errdl a plazmidrdl atirddd
antiszensz RNS képes szelektiven csdkkenteni a CREB
fehérjék sejtbeni termelddését. Az antiszensz konstrukcid
in vivo mért, tax—aktivacidét gatld hatdsa alatamasztotta,
hogy a CREB fehérjék jelentds szerepet jatszanak az
aktivdld hatéds kialakitdsdban. A tranziens expresszids
rendszerben a CREBa-t termeld plazmiddal elvégzett in vivo

kisérletekben szintén a transzaktivacid csdkkenését
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tapasztaltuk. Ennek legvaldszinlibb magyardzata, hogy nem
az altalunk vizsgdlt CREBa, hanem egy madsik CREB fehérje a
tax—aktivacid tényleges kodzvetitdje. A CREBo mesterségesen
megndvelt mennyisége a sejtben kompeticidéba 1lépett az
aktivacidés komplexben valdban résztvevd CREB fehérjével,
és valdbszinlileg fehérje-fehérje kdélcsdnhatadson keresztil

megakadadlyozta az aktivadld hatéas kialakuldséat (Kiss-Toth

és mtsai. 1993). A CREB fehérjék szerepét vizsgald
kisérleteinket koévetden jelent meg Willems és
munkatarsainak (1992) a kézleménye, melyben a CREB2

proteint azonositijdk, mint a BLV 21 bp-os elemekhez in
vitro koétddd és a BLV LTR-t transzaktivald celluléaris
faktort.

A szintetikus 21 bp-os elemek vizsgalataval
azonositott, a transzaktivalashoz szlkséges masik motivum
az AP-4 fehérje felismerd szekvencidajat tartalmazta. Annak
elddntésére, hogy a feltételezett felismerdhely, illetve a
hozzad kapcsolddd AP-4 fehérje résztvesz-e a tax aktivéacids
hatasanak kialakitasaban, tranziens expresszids
rendszerben, az AP-4 antiszensz RNS-ét termeld
konstrukcidéval lecsdkkentettik a sejtben az endogén AP-4
fehérje termelddését. A sejtbeli AP-4 szint csdkkentése a
tax—aktivacid gatléasat okozta. Mivel az altalunk elvégzett
szdmitbgépes szekvencia analizis semmilyen homoldégidt nem
mutatott ki az AP-4 és egyéb fehérjék szekvencidja koézodtt,
a gatlds a sejtbeli AP-4 szint csOkkenés hatéasaként
értelmezhetd. A kisérlet eredménye alatamasztotta

feltevéslinket, miszerint az AP-4 fehérje a transzaktivald

folyamat kialakitdsdnak fontos résztvevdje. A tovéabbiakban
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direkt kisérlettel akartuk megerdsiteni a kapott
eredményt. Az AP-4 fehérjét termeld eukaridta expresszids
vektort hoztunk 1létre. In vivo kisérletekben a nagy
mennyiségben termelddd AP-4 fehérje a tax—aktivéacid
csdkkenéséhez vezetett. Az eldzd kisérletnek 1latszdlag
ellentmondd eredmény magyarazatat az AP-4 cDNS
szerkezetében taldltuk meg. Az irodalomban eddig leirt
leghosszabb, a kisérleteinkben is haszn&lt AP-4 cDNS nem
tartalmazza a molekula N-termindlis részét kdédold régidt.
A hi&nyzd amindsavak a molekula aktiv szerkezetének,
illetve mds fehérjékkel koélcsdnhatasba 1épd doménjeinek a
kialakitdsdban fontos szerepet jatszhatnak. A tranziens
expresszids rendszerben nagy mennyiségben termelddd
delécidés fehérje, beéplilve az aktivacidés komplexbe,
valdészinlileg megbontja annak szerkezetét. Az ilyen mddon
inaktivdlédott komplex mar nem képes az aktivald hatéas
kialakitdsdra. Az AP-4 protein tax—aktivacidban betdltdtt
szerepének vizsgalata soran elsdként sikerilt
azonositanunk a BLV 21 bp-os elemek sz&lsd régidjahoz
ko6btdds, a transzaktivalasban résztvevd cellularis
fehérjét.

Kisérleteink madsik csoportja a tax protein szerkezeti
vizsgalatara iranyult. A transzaktivacidhoz
elengedhetetlen, az esetleges aktivdld domének részét
képezd amindsavakat, kisebb molekularészleteket akartuk
azonositani. Az alkalmazott kisérleti rendszer egy
Sadowski és Ptashne 4&dltal kidolgozott mdbdszeren alapult.
Az &ltalunk kialakitott BLV tax mutéansok, illetve a vad

tipusid fehérje génjét flziondltattuk az élesztd GAL4
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aktivator fehérje DNS-k&é6td doménjéhez. A fhazids fehérjék
aktivitdsdt a BLV minimdl promdétert és a GAL4 molekula
felismerési szekvenciajat tartalmazd konstrukcidn
teszteltlk. Ebben a rendszerben sem a mutdns, sem az ép
tax proteint tartalmazd £fiGzidés fehérje sem mutatott
aktivitdst. RendszerlUnk, illetve a prombéter konstrukcidk
miikdddképességét a HTLVItax-GAL(1-147) fhGzidés proteinnel
végzett eldkisérletek igazoltdk. Ennek alapjan a BLV tax-
et tartalmazdé fazids fehérjék inaktivaldédasanak okat a
fazids fehérje szerkezetében kell keresnink. A BLV tax
mutdcids analizisérdl megjelent kobézlemények (Willems és
mtsai. 1989, Sakuraili és mtsai. 1991) arrdl szamolnak be,
hogy a protein szerkezetében létrehozott aprd
valtoztatasok 1is, szinte kivétel nélkul, a molekula
inaktivacibéjdhoz vezettek. A fiazids fehérjék kialakitésa
sordn a tax térbeli szerkezete olyan valtozasokat
szenvedhetett, melyek az aktiv konformédcid elvesztését

okoztak.
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VII. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A BLV tax fehérje transzaktivadl® mechanizmusanak
vizsgédlata sordn a kovetkezd eredményeket sikerilt
elérnink, bizonyitanunk:

1. A BLV prombter régid delécids elemzése soran
igazoltuk, hogy a promdéterben taldlhaté 21 bp—os
ismétlddések Onmagukban, egyéb szekvencia elemek nélkil is
képesek a tax—aktivacid kozvetitésére, illetve, hogy mar
két 21 bp—os elem jelenléte is elegendd az aktivald hatés
kialakitasahoz.

2. A 21 bp-os elemek szekvencidjanak in vitro és in
vivo elemzésével két, a tax—aktivacidban fontos szerepet
jatszd fehérje kotdhelyet sikerllt azonositanunk: az egyik
a 21 bp-os elemek kézponti részén elhelyezkedd CRE
motivum, a masik az AP—4 transzkripcids faktor koétdhelye a
21 bp—os elemek 3' régidjaban.

3. In vivo kisérletekben kimutattuk, hogy a 21 bp-os
elemekben taldlhaté CRE motivumhoz kapcsolédd  CREB
fehérje, de nem az &ltalunk vizsgalt CREBax a BLV tax
transzaktivacid koézvetitdje.

4. In vivo kisérletekkel bizonyitottuk, hogy az AP—4
transzkripcidés faktor részese a BLV tax aktivacids
komplexnek. Az AP—4 hidnydban a BLV tax nem képes a virus
prombéter transzaktivalasara.

5. A BLV tax szerkezetének mutédcidés elemzésére
irdnyuld kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy az

dltalunk alkalmazott GAL fizids rendszer, ellentétben a
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HTLV-I tax proteinnel, a BLV tax erdsen

szerkezetének a vizsgadlatdra nem alkalmas.

konzervalt
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VIII. ANGOL NYELV{ OSSZEFOGLALO

INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF BOVINE

LEUKEMIA VIRUS TRANSACTIVATOR PROTEIN, TAX

Introduction

Bovine leukemia virus (BLV) is the causative agent of
enzootic bovine leukosis, a lymphoproliferative disease of
cattle. BLV is one member of the class of retroviruses
that includes human T-cell leukemia virus types I and II
and simian T-cell leukemia virus. These viruses have been
taxonomically grouped within the oncovirus subfamily of
the Retroviridae. Some biological properties and the
molecular structure of viruses in the HTLV-BLV group of
retroviruses are quite distinct from those of other
members of the oncovirus subfamily of retroviruses.
Although these are oncogenic and transforming viruses,
they do not harbor oncogene sequences derived from the
cellular genome, and their replication is regulated by at
least two other viral genes known as tax and rex.

The overall genetic structure of BLV is similar to
that of other retroviruses, with the major virion proteins
encoded 5'-gag-pol-env-3'. However, in addition to the
usual complement of gag, pol and env genes, there is a
region at the 3' end of the genome not found in other

replication competent retroviruses. At least two new genes
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have been identified in this region. One is known as the
tax gene, encoding a protein responsible for
transcriptional activation of the BLV long terminal repeat
(LTR) . A second protein, rex, is encoded in a region which
partially overlaps that of the tax gene but is in an
alternative reading frame. The regulatory activities of
these proteins are essential for efficient replication of
the virus.

The tax protein of BLV 1is a 38kDa nuclear protein
that activates transcription from the BLV LTR promoter as
well as from other cellular and viral promoters such as
the c¢-fos and somatostatin genes promoters and the
adenovirus E3 and E4 promoters. Moreover, tax has been
suspected to be involved in BLV leukaemogenezis, and
indeed it has been shown that tax transforms rat primary
fibroblasts in cooperation with the Ha-ras oncogene
product, although the direct relationship between this
activity and the trans activating activity is not well
understood.

The LTRs contain enhancer elements mediating tax
trans activation. The most important of these activators
are the 21 bp repeats found in three tandem copies in the
U3 regions in the LTRs. Since tax does not bind directly
to these elements, its activation effect is thought to be
realized wvia interactions with so far unidentified
cellular factors bound to the 21 bp repeats.

The aims of our work was a/ to localize sequence
elements in the BLV LTR, which are essential for tax

activation, and to identify proteins, which interact with
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these cis acting regulatory regions b/ to investigate the
domain structure of the tax protein and to map the
locations of the activating amino acids/domains in the
polipeptide. During our experimental work we relied on the
results obtained from experiments with the HTLV-I system,

which is closely related to that of the BLV.

Results and discussion

a/ To investigate BLV tax responsive elements, we
constructed a set of plasmids containing deletions with
different length in the BLV LTR U3 region. The copy number
of the 21 bp repeats was reduced step by step. The
deletion mutants were transfected with or without pXBRS,
coding for the entire BLV tax, into HeLa cells and the
activities were determined. Testing these plasmids we
found that two copies of the 21 bp elements could serve as
a sufficient target for BLV tax and that the region
between the two proximal elements increased response to
tax when in the context of the first 21 bp repeat. These
data are in good agreement with the data of Katoh at al.
The promoter construct containig only one copy of the 21
bp repeats lost its ability to mediate tax activation.
Cloning the synthetic oligonucleotides of the second 21 bp
repeat in two copies upstream of this BLV minimal promoter
restored tax responsiveness.

To investigate the role of the sequence motifs of the

21 bp elements in tax activation, we synthetised
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oligonucleotides corresponding to wild type or mutant 21
bp repeat. As the experiments with the HTLV-I 21 bp
repeats suggested the CRE-like elements, located in the
center of the BLV repeats to be involved in tax
activation, the mutations affected the central and the
flanking regions of the repeat. We cloned the synthetic
oligonucleotides in two copies upstream of the BLV minimal
promoter. The resulting constructs with structure similar
to the wild type LTR, were cotransfected with a tax
expression plasmid into HelLa cells and their cat
activities were determined. The results demonstrated that
mutations affecting the central or the 3' region of the 21
bp repeat abolished tax responsiveness while mutation in
the 5' region did not alter tax activity.

Using the above synthetic mutant or wild type 21 bp
repeats and HelLa cell nuclear extract in gel mobility
shift assays, we could detect two specific bands with
varying intensity. The intensity of the higher mobility
band correlated well with the mutations in the 3' flanking
region, while the intensity of the lower mobility band
correlated with the mutations affecting the central
region. On the basis of the results, obtained from the in
vivo and 1in vitro experiments with the synthetic 21 bp
repeats, we could identify two protein binding sites,
involved in tax activation. One, in the center of the 21
bp repeat, was homologous to the CRE motif, the other in
the 3' flanking region was identical to the consensus
binding site of the AP-4 transcription factor.

The experiments described above confirmed that the
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CRE-like elements at the centre of the 21 bp repeats are
involved in mediating tax activation. To determine whether
these motifs are recognised by the cellular CRE binding
factor (CREB) we carried out gel shift experiments. The
CREBa protein was overexpressed in bacteria, and as
labelled probes we used the above mentioned synthetic 21
bp repeats. In these experiments CREBa formed a complex
with identical mobility and pattern we observed when HelLa
nuclear extract was used instead of bacterially expressed
CREBa. To determine, if this interaction takes place in
vivo as well, we attempted to inhibit the expression of
CREB in Hela cells. For this purpose, a plasmid which
directed the transcription of the N-terminal segment of
CREBa in antisense orientation was constructed. The
fragment of CREB encoded by this region is conserved in
all known members of this protein family, consequently the
antisense RNA product could inhibit the expression of all
cellular CREB forms. In transient expression experiments
this construct strongly reduced tax activation. The
observed inhibition of trans activation with antisense
CREB mRNA prompted us to test if overexpression of CREB
would give rise to a higher level of trans activation. To
test this, a plasmid directing the expression of CREBa was
used in our transient expression system. Contrary to our
expectation, CREBa inhibited tax trans activation. Our
data indicate that a member of the CREB protein family,
very similar to CREBa, plays a role in BLV tax trans
activation. This protein can compete with CREBa for

interaction with tax or some other factors.
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The experiments with the synthetic 21 bp repeats made
it probable that the protein binding to the AP-4 site in
the 21 bp repeats, was required for BLV tax activation. To
obtain more direct evidence about the proposed role of AP-
4 protein in tax activation, we inhibited the production
of endogeneous AP-4 in Hela cells with a plasmid directing
the expression of the AP-4 cDNA in antisense orientation.
In this way tax activation could be analysed in an in vivo
system, which had only one component missing. In these
experiments wusing increasing amount of the antisense
construct, we could detect proportionally stronger
decrease in the level of tax activation. As sequence
analysis could not show any significant homology between
the nucleotide sequence of AP-4 and other proteins, the
effect of the antisense experiment could only result from
the decreased 1level of the cellular AP-4 mRNA. It
strongly suggests that in the absence of the AP-4 protein
the functional tax activation complex can not be formed.

Next we wished to investigate the effect of the

overexpressed AP-4 protein on tax activation.
Surprisingly, the overproduced AP-4 diminished tax
activation. The explanation for this result, most

probably, is in the structure of the AP-4 cDNA. The
longest AP-4 CcDNA isolated so far and wused in our
experiments, lacks some regions coding for the N-terminal
part of the AP-4 protein. For this reason, the protein
overproduced in the transient expression system in Hela
cells, is an N-terminal deletion product. Our data

obtained from the above experiments, strongly suggest that
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the cellular AP-4 forms a multiprotein complex with other
cellular factors to mediate tax activation through the 21
bp repeats. However, when the N-terminal deletion product
is expressed in hughe amounts compared to the cellular
counterpart, it might assemble in the complex. Due to the
lack of the N-terminal domain, which seems to be important
for the complex formation and may code for a protein
interface, the deletion product disrupts the higher order
structure of the complex and makes it unable to respond to

tax activation.

b/ As a step toward a better understanding of the
regulatory properties of BLV tax, we subjected tax to
mutational analysis. With the mutations affecting
different parts of the polipeptide, we wanted to map the
locations of the amino acids involved directly in the
activation effect. In our experiments we used the system
developed by Sadowski and Ptashne for investigation of non
DNA binding activator proteins. Linking the coding
sequence of the protein to the 3' terminus of the DNA
binding domain (1-147) of GAL4, the activation capacity of
the fusion protein can be examined in an in vivo systenm,
where the promoter construct containes GAL4 binding sites,
also. The GAL(1-147) domain retains activity to bind to
the GAL4 binding site but lacks activity for
transcriptional activation. First we prepared promoter
constructs cloning several copies of the GAL4 binding site
into the above mentioned BLV minimal promoter. The

activities of the promoters were tested with the HTLVItax-

77



GAL(1-147) fusion protein. (On - the basgis . of the
preliminary experiments, the HTLVItax-GAL(1-147) fusion
protein was expected to activate the promoter containig
only one copy of the BLV 21 bp repeats and GAL4 binding
sites.) For the further investigations, we choosed the
promoter showing the strongest responsiveness to the
activation by the HTLVItax-GAL(1-147) fusion protein. In
the next step we introduced mutations into the coding
sequence of the BLV tax protein. The mutations including
single amino acid substitution, deletions and fusion to a
part of the HTLV-I tax protein affected the C/N-terminal
and the central part of the polipeptide, respectively. The
coding sequence of the wild type and the mutant proteins
were linked to the coding sequence of the GAL(1-147)
domain and their activation capacities were examined in
our in vivo system. To our surprise, non of the fusion
proteins could activate our promoter construct. As the
system and the promoter worked well with the HTLVItax-
GAL(1-147) fusion protein, the only reason of the observed
negative result can be in the structure of the BLVtax-
GAL(1-147) fusion protein. From our observations we
concluded that the active structure of BLV tax in the
fused form could change so that the protein lost its

ability to activate the cognate promoter.
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