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A dolgozatban alkalmazott roviditések jegyzéke

Ap: ampicillin

bp: béazispar

Ccm: kloramfenikol

BSA: marha szérumalbumin

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DTT: ditiotreitol

E. coli: Escherichia coli

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

IPTG: izopropil-l-thio-B-D-galaktdz

kb: kilobazispar

Km: kanamicin

NAcGlc: N-acetilglukdézamin

NAcMur: N-acetilmuraminsav

ORF: open reading frame, nyitott leolvasasi sor
PAGE: poliakrilamid-gélelektroforézis
S.D.: Shine-Dalgarno-szekvencia, riboszoémakotd hely
SDS: natrium-dodecil-szulfat

Tc: tetraciklin

TCA: triklodrecetsav

TEMED: N,N,N',N'-tetrametil-etilén-diamin
Tris: trisz-hidroximetil-amino-metan

UP-viz: ioncserélt (ultrapure) viz
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BEVEZETES

Az Osszes é161ény  koziil az Escherichia coli
baktériumot tanulmanyoztdk a legalaposabban. 4,7x106
nukleotid hosszisagl, cirkuldris genomjan ezernél tdbb
gént térképeztek, a kromoszdma restrikcids térképe is
elkészililt és a genom nagy részének nukleotidsorrendje
ismert. Sokdaig a géntermékhez tartozd gén azonositasahoz
csak a hagyomanyos genetikai médszerek alltak
rendelkezésre, ami meghatarozta az azonositas atjat:
valamilyen adott enzim-(vagy egyéb) aktivitas ismeretében
lokalizaltak a funkcid megvaltozasaért felelds mutacidét a
kromoszéman. A molekuldris bioldgiai vizsgaldémddszerek
fejlddésével azonban gyorsan nott az ismert szekvenciaja
kromoszbomaszakaszok mérete, amelyeken a hagyomanyos uGton
azonositott géneken kiviil ismeretlen funkcidéjd géneket
k6dold open reading frame-ket (nyitott 1leolvasasi sor,
ORF) talaltak. Egyre gyakrabban meriilhetett fel a
probléma, érdemes-e ezen ORF-ek potencidlis funkcidjat
keresni. A Kkérdésre nyilvan nem lehet &ltaldnos valaszt
adni. Az értekezésemben egy, a munkam kezdetekor még
ismeretlen funkcidéji gén analizisét irom le, amely
varatlan, de igen érdekes eredményre vezetett.

A dolgozat szerkezete a vizsgalt kérdés természetének

megfelelSen kissé rendhagydé: az Irodalmi A&attekintésben \

csak a gén felfedezésérdl és kezdeti vizsgalatardl irok.

Az eredmények értelmezéséhez sziikségesnek latott irodalmi



adatokat az Eredmények megvitatdsa és a Fiiggelék
fejezetben k6zldm.

Mivel a vizsgalt gén a dolgozatban targyalt kisérletek
idején ismeretlen funkcidéji és névtelen volt, azt az
Eredmények leirasa fejezetben ORFl-nek, fehérjetermékét a

monomer-molekulastGlyra utalva P31-nek nevezem.



II. IRODALMI ATTEKINTES

Az rrnB melletti ORF1 felfedezése, klénozasa,
expresszidjanak vizsgalata

Csoportunk az 1970-es évek elején kapcsoldédott be az
Escherichia <coli (E. coli) riboszomalis RNS-operonok
mikédésének megismerését célzd Kkutatasba. Az 1in vitro
DNS-manipuléaciods moédszerek kialakulasaval igéretes
lehetdség nyilt a transzkripcidé molekularis mechaniz-
musainak vizsgalatara, amire az rRNS operonok igen
alkalmasnak 1latszottak a rdéluk folyé igen intenziv és
sokoldatan szabalyozott transzkripcidé miatt.

Kiss Antal és munkatarsai bizonyitottak (1977), hogy a
riboszomdlis RNS operonok szama E. coliban hét. Boros
Imre és munkatarsai elkészitették a hét rRNS operon és
kromoszomalis kornyezetiik fizikai térképét (Boros és
mtsai, 1979). Az alapvetden hasonldé felépitésl operonok
kézlil az rrnB-t valasztottdk a tovabbi részletesebb
vizsgalatok targyaul (az operon szerkezetének vazlata az
l.a abran lathato).

Az rrnB operont todbb kutatébcsoportban kldénoztak a
arif918 transzdukalé fagbél. Csoportunkban Kiss Antal és
munkatarsai épitették plazmidba (p2/12) az rrnB operont,
amely az operon érett rRNS-eknek megfeleld részein kiviil
kb 1300 nukleotidot tartalmaz a 16S rRNS 5' végétdl
proximalisan (Kiss A. és mtsai, 1978). (+1: az érett 16S

rRNS-t meghatarozé elsd nukleotid, a transzkripcio
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-1450 AATACCAGCTCGACTGGCAGTTGTATGACTTCGACTGGGGTATTACTTAT
N N
-1400 CAGTATTTAGGCACTCGCTATGATAAGGATTACTCATCTTATCCTTATCA
IGATAAGGAT
P4
-1350 AACCGT[AAAATEGGCGGTGTGAGCTTGTGGGTGCTTGCGGTTGCGTATC
N N P3
-1300 CGGTCACCTCTCACCTGACAGTTCGTGGIAAAATAGCCAACCTGTTCGAC

-1250 AAAGATTRTGAGACAGTCTATGGCTACCAAACTGCAGGACGGGAATACAC
start ORF

C EcoRl

ApR
ORF
p418-23

T, T

1. abra. (a) Az rrnB operon vazlatos abrazolasa. Pq, Py,
P53, P,: promoterek. T;, T,: terminatorok. (b) A P3 és P4
promotereket tartalmazdé DNS szakasz nukleotidsorrendje. A
Pribnow-box ("-10") szekvenciakat keret, az ismétlddd
szekvenciakat nyil, a transzkripcidé iniciacié helyét
kettds alahtzas jelzi. (c) A p418-23 plazmid diagramja. A
kromoszomalis eredetl rész 5' vége az EcoRI-hasitdhely.




iranyaban fekvd nukleotidokat +, az ellentétes iranyban
levoket - eldjel jeloli.)

A kromoszéma- és a rrifd18-DNS-en végzett transzkrip-
cids kisérletek Osszehasonlitdsa ellentmondasokra veze-
tett, melyek Ggy volt feloldhatdék, ha komplex promoter-
régidét feltételeztek (Boros és mtsai, 1983a). Ennek tisz-
tazasara az rrn operonokat kodzvetleniil a kromoszémabdl is
k1loénoztak plazmid vektorba BamHI enzimet hasznalva, amely
egyik rrn operonon beliil sem hasit (Boros é&s ntsai,
1983b). Az rrnB-t hordozd rekombinadns plazmid, a pBK1l7
nem volt stabilan fenntarthatd a sejtben, feltételez-
hetden az rrnB mikodése miatt. Ezért a pBKl7 egyes
részeit Boros Imre szubkldénozta, hogy az rrnB promoter-
régiéjat tartalmazé stabil plazmidokat nyerjen (Boros és
mtsai, 1983b, Boros, 1984).

A pBKl7 plazmid egyes szubkldédnjainak vizsgalatakor
RNS-polimeraz-DNS-komplex filterkotési technikaval két,
eltérd sajatsagokkal rendelkezd RNS-polimeraz kotd régiodt
talaltak: az ismert P1 és P2 promotereket tartalmazod
szakaszt, és egy tavolabbit, a -1300-as régidban.

A filter-kodtési, elektronmikroszképos (Kiss I. és
mtsai, 1980) és in vitro transzkripcids kisérletek ered-
ményeképpen megallapitottdak, hogy a tavolabbi koétdhely
erdsebb, a komplex kisebb RNS-polimeraz/DNS aranynal is
létrejon, és - a P1 P2-t8l eltérden - sb6- és heparin-
rezisztens. Két transzkripcidé-inicidcidés pontot azonosi-

tottak a tavolabbi régidban. In vivo a transzkripcid az



érett rRNS-eknek megfeleld részen folytatddik, és sem
rhé-independens, sem dependens terminator nem mikodik a
kozbeesd szakaszon (Boros és mtsai, 1983a).

Meghataroztak a nukleotidszekvenciat -700-tél1 +80-ig
(Csordas-Téth és mtsai, 1979), és -1820-tdl -690-ig
(Boros és mtsai, 1983a). Az utdbbi szakaszon azonositot-
tdak az 4j promotereknek megfeleld szekvenciakat. A kon-
zervativ szekvenciajd -10-es RNS-polimeraz kotd régidhoz
hasonld szekvencia (Pribnow-box): =-1265 - =-1271 kozott
(P3) és -1337 - -1343 koézdtt (P4) talalhatdéd. A masik, a
bakteridlis promoterek tobbségére jellemzd promoter-szek-
venciarészlet, a -35-0s régidé nem talalhatdé sem a P3, sem
a P4 -10-es szekvenciat megeldzd részen. Mindkét Pribnow-
box eldtt egy-egy hat nukleotidos szekvenciarészlet
megismétlddik: CTTATC a P4, és TCACCT a P3 eldtt. A P4
promoter eldtt egy tiz nukleotidos inverted repeat
talalhaté. A promoter régid szekvenciaja az itt targyalt
jellemzdk megjeldlésével az 1l.b abran lathato.

E kiilondés szerkezetld promoter régié és a Pl P2
promoter régiod kozott -1234-t561 =«376~ig nyitott
leolvasasi keret talalhatdé, amely egy 289 aminosavbol
4116 polipeptidlancot kédol. Az ORF szekvenciajat masik
kutatécsoport 1is publikalta a \rifdis fagb6l kloénozott
rrnB operon szekvencidjaval egylitt (Brosius és mtsai,
1981). A fag- és a baktérium-szekvencia kapcsoloédasi
pontja kozvetleniil az ORF eldtt (5' iranyban) van, tehat

a xrifd18 a P3 és P4 promotereket nem tartalmaz:za.



Igy a fag-eredetli, illetve bakteridlis szekvenciadkon
megfigyelt RNS polimeraz kotési és transzkripcibs
kiildnbségek a P3 és P4 promoterek hianyara, illetve
jelenlétére vezethetbek vissza. A P3 és P4 promotert az
rrnB-hez tartozdnak tekintették, mivel a rdéluk induld
transzkripcidé nem terminalédik az rrnB eldtt.

Boros Imre és munkatdrsai (1983b) a promoterek in vivo
mikodésének vizsgalatara alkalmas plazmid-csaladot hoztak
létre. E plazmidokban az érett rRNS-eknek megfeleld DNS
nagy részét eltavolitottak és az rrnB Tl és T2 transz-
kripcidés terminator szignaljai 600-800 nukleotiddal a P1
és P2 promoterek mogé kerililtek. A transzkripcids termék
lerdviditésével a plazmidok az erds promoterek jelenléte
ellenére E. coliban stabilan fenntarthatdéva valtak és a
transzkriptumok a kromoszomalis  termékektdl konnyen
megkiilonbdztethetdek lettek, a stabil rRNS-ekre jellemzd
féléletiddvel. Az egyes plazmidok a transzkripcids
inicidciés helytdl proximalisan kiilénb6z6 pozicidban
kezdddd kromoszomalis eredetll szakaszokat tartalmaztak. E
kisérleti rendszerben lehetdvé valt a két promoterparos-
ré6l induld transzkripcié sajatsagainak Osszehasonlitéasa.

Az 1l.c abran bemutatom az alap-plazmidot, a p418-23
jellt, amelybdl delécidkkal allitottdk eld a kiildnbozd
promoterparokat tartalmazé szarmazékokat. Mivel a p4l8—23
a teljes open reading frame-et hordozta, a szilikséges
transzkripcidés-transzlacios szignalokkal egylitt, és

homolég rekombinacidés kisérletekhez elegendd hosszusagua



kromoszomdlis régidét hordozott, az V.2. fejezetben leirt
plazmidokat e plazmid felhasznalasaval készitettem. A
p418-23 stabilan, a pBR322 vektorra jellemzd kdpiaszamban
fenntarthatd E. coliban, annak nodvekedési ratajat nem
befolyasolja (Boros és mtsai, 1983a).

A fent ismertetett plazmidokon végzett kisérletek
szerint (Boros és mtsai, 1983a,b) a P3 és P4 promoterek-
r6l induld transzkripcidé cirkularis templaton sokkal
gyengébb, mint a P1l, P2-rdl induldé. A két promoter-parrdl
in vitro vagy 1in vivo szintetiz&dlédé RNS molekuléak
mennyiségének aranyaban nincs jelentds kiildonbség.

Nem taldltak kililonbséget a Pl és P2 promoterekrdl
szintetizaldéddé transzkriptumok mennyiségében a p418-23,
p408-05 és a p511-21 plazmidokon sem. Mivel ezek a plaz-
midok a P3,P4 promoterek és a két promoter-par kozotti
DNS meglétében vagy hianyaban kiildnbdznek, e kisérletek
nem tamasztottdk ald azt a feltételezést, hogy a tavo-
labbi promoterek vagy a két promoter régidé kozotti rész
funkcidéja a Pl és P2 promoterek aktivitdsanak nodvelése
(Boros, 1984).

Jelentds eltéréseket tapasztaltak, amikor a két promo-
ter-parrd6l induldé in vitro transzkripcidt szuperhelikalis
szerkezetl és 1linedaris templaton hasonlitottak Ossze
(Boros, 1984). Szuperhelikalis templaton 50 mM KCl jelen-
létében, heparin nélkil a P3,P4-rdl induld transzkripciod
alig kimutathaté, a P1,P2-r6l induldé transzkripcid ezt

nagysagrendekkel meghaladja. Ugyanilyen koriilmények Kko-



zoétt linedris templaton a promoter-parok aktivitas-aranya
nagymértékben megvaltozik: a P1,P2-rdl szintetizalddd
RNS-ek mennyisége erdsen csdkken, a P3,P4 aktivitasa igen
erdsen megnd, felililmdlja a P1,P2-ét. Linearis templaton a
P1,P2 heparin-érzékenyek (cirkularis templaton a P2
heparin-rezisztens), 25 ug/ml heparin-koncentraciénal mar
nincs kimutathatdé transzkripcidé, a P3,P4 promoterek
heparin-rezisztensek, a legnagyobb alkalmazott heparin-
koncentrdaciénal (100 ug/ml) sem csokken aktivitasuk. A
sdékoncentracié emelésének hatasara a P3,P4-rdl induld
transzkripcid kisebb mértékben csokken, mint a P1,P2-rol
induld (a magasabb sdkoncentracidé cirkularis templaton
kismértékben néveli a P3,P4 aktivitasat).

Erdei Sara és munkatarsai (1983) kimutattak, hogy az
ORF &altal kbédolt hipotetikus protein szintetizalédik
p418-23 plazmiddal transzformadlt sejtekben. A kromoszdémat
nem tartalmazd minisejt-preparatumban a szintetizaldédo
fehérjéket radiocaktiv aminosavval Jjeldlték. A minisejt-
fehérjék kétdimenzids gélelektroforézise és autoradiogra-
fia utan egy 31 kDa méretd proteinnek megfeleld folt
jelent meg, amely a kontroll pBR322 plazmidot tartalmazd
minisejtekbdl hianyzott (a protein aminosavdsszetételébdl
szamitott molekulasuly 31 386 Da). A protein a plazmid-
koédolta p—-laktamaz- és pre-p-laktamaznal ‘kisebb
mennyiségben volt jelen.

Ezen eredmények ismeretében a csoportban az a vélemény

alakult ki, hogy a P3 és P4 promoter és az ORF1l az rrnB
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operonhoz tartoznak, mivel a P3,P4-r3l induldé transzkrip-
cidé nem termindlédik az rrnB eldtti szakaszon, kimutatha-
téan a P2-tdl 3 iranyban legaldbb 300 nukleotidig foly-
tatédik. Az rrnB-t a P3 P4 promoterekkel egylitt olyan
transzkripcidés egységnek tekintették, amelyrdl két kiilon-
b6zd tipusd RNS-t (mRNS; rRNS-ek és tRNS) tartalmazod
elsddleges transzkriptum képzddik. Feltételezték, hogy az
ilyen "vegyes" operonok (mint a tRNS-géneket és a TufB
elongacidés faktor génjét tartalmazd operon: Hudson és
mtsai, 1981) a mRNS-stabilitds meghatarozasan at, a
transzkripcid-transzlacidé folyamatdban fontos szerepet
jatszd molekulak szintézisének koordindlt szabalyozasaban
jatszanak  fontos szerepet. Bar a kezdeti kisérletek nem
szolgaltattak bizonyitékot, feltételezték, hogy az ORF1l
altal kédolt fehérje résztvesz az rRNS szintézis
szabalyozasaban.

Andres Raukas KkésObbi vizsgalatai szerint a P3,P4
promoterekrdl induld transzkripcid csokkenti a Pl promo-
teren megnyilvanuldé stringens-kontrollt. A transzlacioés
terméknek nincs szerepe e hatasban, és a P3 és a P4 pro-
moter nem all stringens kontroll alatt (Balikdé és mtsai,
1988) .

Amikor az Osszes rRNS-operon és kornyezete
szekvenciaja ismertté valt, bebizonyosodott, hogy a P3,P4

promoterek és az ORF egyediek.
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A 89,5 min kromoszdma-szakaszon elhelyezkedd gének

Munkam kezdetekor, 1983-ban szamos, a transzkrip-
ciéban-transzlacidban szerepet Jjatszé gén volt ismert
ebben a régiéban (Bachman, 1983). Késdbb a technikak
fejlddésével egyre gyorsuld {itemben folyt Gj gének
térképezése, kldnozdsa, szekvencidjanak meghatarozasa, a
genetikai, a fizikai térkép és a szekvencidk egymashoz
rendelése. 1992-ben 30 Kkb hosszlsaga Osszefliggd DNS-
szakasz szekvenciaja ismertté valt a 89,3-90 min kromo-
szbmaszakaszon (Bachman, 1990, Gustafsson és Warne,
1992). A régid tartalmazott néhany ismeretlen funkcidja
ORF-et és néhany ORF-mel nem azonositott gént. Folyama-
tosan figyelemmel kisértem a térkép-adatok gyarapodasat,
hiszen szamitani lehetett r§, hogy eldbb-utdébb a
hagyomanyos tton jarva azonositjak az ORFl-et.

1985-ben kldénoztdk a btuB gént, meghataroztak kromo-
szomalis pozicidéjat és nukleotid-szekvenciajat (Heller és
mtsai, 1985a, Heller és Kadner, 1985b). Az ORF1l gén
szempontjabdl igen érdekes az elhelyezkedése: az ORF1-tdl
5' iranyban, azzal azonos DNS szalon van, 3' vége az
ORF1l-gyel 65 nukleotid hosszusagban atfed, de a két gén
reading frame-je Kkiilonbozd. E. coli kromoszéman ritka a
hosszi génatfedés (az ismert gének kozott ez a
leghosszabb), és nem sok példa van arra, hogy egy gén
promoterei masik génen beliil vannak. Nem ismert még,
befolyasolja-e a btuB-rd6l folyd transzkripcid-transzlaciod
a P3 és a P4 mukodését, és hogy a btuB promoterérdl

indulé transzkripcidé az ORF1l gén végéig folytatddik-e.
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III. CELKITUZESEK

Amikor a Kkutatdécsoportba keriiltem, nyitott kérdeés
volt, hogy az rrnB mellett elhelyezkedd ORF1
fehérjetermékének van-e valamilyen szerepe a riboszomalis
RNS-szintézis szabalyozasaban. A munkam célja eredetileg
az volt, hogy az e kérdés vizsgalatat célzdé kisérletekhez
teremtsem meg a feltételeket. Egyik feladatom az ORF1
dltal koédolt protein izoldlasa volt E. colibdl és a
fehérjével specifikusan reagald ellenanyag eldallitasa, a
masik pedig az ORF1 inaktivdlasa a Kkromoszoéman. E
feladatok végrehéjtésé;;i pérhuzam&ééh megprébéltuk
kimutatni- a fehérjének valamilyen hatasat az rrnB
transzkripcidé-regulacidéra, sikerteleniil. Ezek a kisérle-
tek nem targyai az értekezésnek. 1992-ig tobb alkalommal
hasonlitottam ©ssze a protein aminosavszekvenciajat
klilonbozd adatbankok proteinjeiével, de nem volt koztilik
egy sem, amely szignifikans hasonlésagot mutatott volna.
Kildnbozd funkcidkhoz tarsuld ismert aminosavszekvencia-
motivumok keresése 1is eredménytelennek bizonyult. A
szekvenciadsszehasonlitasokkal nem foglalkozom a dolgozat
Eredmények fejezetében, mivel nem vittek Kkozelebb a
fehérje funkcidéjanak megfejtéséhez.

A kisérletek soran egyre valdszinubbnek latszott, hogy
az ORF1l nem 7Jjatszik szerepet az rrnB szabalyozasaban.
Mégsem hagytam abba vizsgalatat, mivel a gén-inaktivalasi
kisérletek igen érdekes eredményhez vezettek: a

feltételesen 1letalis ORF1 mutansok és a P31 proteint
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tiltermeld sjtek fenotipusa a nuklgqidfszegregécié és a
sejtosztdédas zavarat jelezte, és a sejtekbdl izolalt
plazmidok topoizomerjeinek eloszlasa a vad tipusitol
nagymértékben eltérd volt. Az Eredmények fejezetben leirt
kisérletek befejezése iddszakdban egy masik kutatdcsoport
azonositotta az ORFl-et egy sejtfalkomponens szintézisé-
ért felelds enzim génjével. Ez a felismerés azonban a
sejtfalszintézisre vonatkozdé jelenlegi ismeretek alapjan
nem teszi konnyen magyarazhatdéva az &altalam megfigyelt

jelenséget. A megvaldsitott célkitlzések tehat nem az

- > i,
eredeti kérdés, hanem az ORF1 funkcidéjara vonatkozdé aj
2z, - i ~
kérdések megvalaszolasahoz nyGjthatnak = reményeim

szerint - segitséget.
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IV. ANYAGOK ES MADSZEREK

IV.1l. VEGYSZEREK, PREPARATUMOK, BAKTERIUMOK, PLAZMIDOK

V.1l.1l. Vegyszerek, izotdpok:

A vegyszerek alt. mindségi, kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd készitmények voltak. Egyes vegyszerek
forrasat az alkalmazasuk leirasaval egylitt koézldm a
IV.1.1.-IV.2.20. fejezetekben.

Radioaktiv izotdppal jeldlt vegyliletek:

[«32P]dATP, [o32P]dCTP: Amersham, Specifikus aktivi-
tas: 37-110 TBg/mmol (1000-3000 Ci/mmol)

[3SS]Metionin: Amersham, in vivo cell labelling grade,

>37TBg/mmol (>1000 Ci/mmol)

IV.1.2. Enzimpreparatumok

A restrikcids endonukleazok tobbségét az SzBK Bioké-
miai Intézet dolgozdi &allitottak eld. A Clal, Dral, Taql
enzimek New England Biolabs készitmények voltak. A T4
polinukleotid ligazbdél és a DNS polimeraz I Klenow frag-
mentumbdél hazi készitményeket és New England Biolabs
termékeket hasznaltam. A proteinaz K Merck, a pankreasz

RNaz és a lizozim Serva preparatum volt.

IV.1.3. Taptalajok, antibiotikumok
Minimal-tapfolyadékként M9 médiumot hasznaltam

(Miller, 1972). Osszetétele a kovetkez&: Na,HPO, 6 g/1,



15

KH,PO, 3 g/1, NaCl 0,5 g/l, NH,Cl 1 g/l. Sterilezés utan
0,1 mM CaCl,-dal és 0,2 M MgCl,-dal egészitettem ki (ez

utdébbi komponens nem szerepel az eredeti receptben). A

szénforrés 0.2% glukoz volt. 0,2% casaminosav-
preparatumot ~~ vagy egyes L-aminosavakat 40 p/ml
koncentracidéban és 1 Lg/ml Bl vitamint adtam

kiegészitésként a tapoldathoz.

"Gazdag" tapfolyadékként YTB-t hasznaltam, Osszetéte-
le: 1% Bacto-Tryptone (Difco), 0,5% Yeast-extract
(Difco), 0,5% NaCl. A pH-t NaOH-dal 7,5-re allitottam.

A taptalajok 1,5% Bacto-agart (Difco) tartalmaztak.

Az antibiotikumokat a kovetkezd koncentracidkban
hasznaltam:

Ampicillin (Pharmacia) 106 pg/ml; 50 pg/ml

Kanamicin (Sigma) 50 ug/ml; 30 ug/ml

Kloramfenikol (Sigma ) 25 pug/ml; 12,5 pug/ml

Tetraciklin (Sigma) 12,5 ug/ml

IV.1.4. Baktériumtorzsek és plazmidok

A baktériumtdrzsek Escherichia coli K-12 szarmazékok:

C600 (F~ thi-1 thr-1 leuB6 lacYl tonA2l1l supE44 mcrA)
(Appleyard, 1954)

HB101 (proA2 lacYl hsdS20(r m~ ) recAl3 rpsL20 ara-14
galK2 xyl-5 mtl-1 supE44) (Boyer és mtsa 1969)

JM107 (endAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 relAl \~
A(lac-proAB) [F', traD36 proAB lacI9zaM15])

(Yanisch-Perron és mtsai, 1985)
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Plazmidok:

pPBR322 ApR TcR, pMB1 replikon (ColEl-szarmazék)
(Sutcliffe, 1978, Bolivar és mtsai, 1979)
pHSG422 ApR cmR KmR, psci101 replikon tS szarmazék,
alacsony képiaszam (Hashimoto-Gotoh és mtsai,
1981)
pAcyciga cmR TcR, pi1sa replikon
(Chang és Cohen, 1978, Rose, 1988)
pHC624 ApR, nagy koépiaszami pBR-szarmazék
(Boros és mtsai, 1984)
p418-23 ApR, ORF1 (Boros és mtsai, 1983b)
p418-23::Tn5-26 KmR, ApR, az ORFl-et megszakitdé Tn5
transzpoéont hordoz6 plazmid

(Balikdé és mtsai, 1988)

p408-05 ApR, rrnB P1, P2 promoterek (Boros és mtsai
1983b)

pPPEO6 TcR Aps, pBR-szarmazék (Boros és nmtsai,
1983a)

PER235 expresszids vektor (Lukacsovich és mtsai,
1990)

pPER23CT expresszids vektor (Lukacsovich és mtsai,
1990)

pPKK223~-3 expresszios vektor (Brosius és mtsai)

pVH1 KmR, pBR-kompatibilis, lacIi9

(Haring és mtsai, 1985)
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IV.2. A KISERLETI MODSZEREK LEIRASA

IV.2.1. Plazmid-DNS izolalds E. colibél

A plazmidokat 1,5-100 ml stacioner fazisa kultaGrabdl
az alkalikus extrakcidés mdédszerrel izoladltam (Birnboim és
Doly, 1979) a Maniatis és munkatéarsai (1982) altal 1leirt

protokollt kovetve.

IV.2.2.0ssz-DNS preparalas E. colibdl

Az O0ssz-DNS-t 10-100 ml, 12-16 éraig YTB
tapfolyadékban tenyésztett stacioner kultirakbol
izolaltam. A médium tartalmazta a plazmidon és a
kromoszoman levd rezisztencia—-géneknek megfeleld
antibiotikumokat. A preparalas menete (az oldat-

térfogatok 100 ml kiindulasi térfogatra vonatkoznak):

1. A baktériumokat centrifugdalassal 1lelilepitettem
(4000 rpm, 30 perc).

2. A sejteket mostam 50 ml TE pufferben (50 mM Tris-Cl
pH 7,5 1 mM EDTA) és UGjra ililepitettem centrifugalassal.

3. A sejteket 5 ml TE-pufferben szuszpendaltam, majd
2,6 ml TE-ben oldott 5%-os Na-lauroil-szarkozint adtam a
szuszpenzid lassUi Kkevergetése Kko6zben. A szuszpenzidhoz
eldz6leg 2 o6ran at 37 ©C-on inkubalt (DN-az mentesitett)
pronaz vagy proteinaz K torzsoldatbél adtam 1 mg/ml
végkoncentraciéban, majd 37 ©C-on inkubaltam, amig attet-

szové és viszkdézussa valt (altalaban egy éjszakan at).
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4. Kétszer fenol-kloroformos, és egyszer kloroformos
extrakcidét végeztem, a fazisokat lassid forgatassal 20
percig->elegyitve , majd centrifugalassal szétvalasztva
(800 rpm, 10 perc).

5. A DNS-t 0,3 M Na-acetat (pH 5,2) hozzdadasa utan 2

térfogat szobahdmérsékletli etanollal kicsaptam, majd
ivegpalcikara tekerten, 70%-os etanolban mostam és

vakuum-exszikatorban megszaritottam.

6. A DNS-t 4 ml TE-ben feloldottam, és 50 mg/ml
pankreasz RN-a&z jelenlétében inkubaltam kb 12 oéran at.

7. Ujra fenol-kloroformos extrakcidét végeztem a 4.
pontban leirtak szerint.

8. A DNS-t etanollal kicsaptam, mostam és szaritottam
az 5. pontban leirt mdédon.

9. A kész, nagy molekulastlyad kromoszoéma-DNS-t és
plazmidokat tartalmazdé preparatumot 1-2 ml 10 mM Tris-Cl
pPH 7,6 1mM EDTA 10 mM NaCl oldatban oldottam fel és 4 ©c-

on taroltam.

IV.2.3. E. coli transzformacid

A kalcium-kloridos mddszert alkalmaztam (Cohen, 1972)
a Maniatis és mtsai (1982)-ben 1leirtak szerint. A
sejteket a plazmid hozzaadasa eldtt altalaban egy o6ran at
tartottam 0 ©C-os 0,1 M caCl, oldatban. Amikor nagyobb
transzformacidés hatékonysagot szerettem volna elérni, az
inkubalast hosszabb ideig, de 24 oO6ranal nem tovabb

végeztem (Dagert és Ehrlich, 1979).
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IV.2.4. DNS-fragmentumok méret szerinti elvalasztasa
gélelektroforézissel

Agaféz gélelektroforézis:

Az elvalasztanddé fragmentumok mérete szerint valasz-
tottam az agardz-koncentracidét 0,8-1,6% (w/v) kozott. Az
agardz Sigma készitmény volt (type V high gelling
temperature). A gélt a futtatd pufferrel megegyezd tris-
acetat pufferben készitettem el (50 mM Tris- bazis, 20 mM
Na-acetat, 2 mM EDTA, pH 8,05). A mintdkat glicerol, EDTA
és bromfenolkék tartalmid oldat hozzaadasa utan 6-10 V/cm
feszliltséget alkalmazva elektroforetizaltam. A gél alta-
laban 500 ng/ml ethidium bromidot tartalmazott, egyes
esetekben azonban (pl. emésztetlen plazmidok vizsgala-
takor) a gélt utdlag festettem 500 ng/ml ethidium bromid
oldatban 30 percig. Az EthBr-dal festett DNS-t 250-300 nm
hullamhosszi UV fényben megvilagitva tettem 1lathatova,
sarga szinszUrdt alkalmazva fotdéztam ORWO NP22 sikfilmre.

Poliakrilamid gélelektroforézis:

Az 500 bp-nal kisebb méretd DNS-fragmentumokat 4, 5,
vagy 6%-os poliakrilamid gélben (akrilamid:biszakrilamid-
arany 20:1) valasztottam szét. A gél- és tankpuffer TBE
volt (90 mM Tris-borat pH 8,3 2,5 mM EDTA). Az
elektroforézist 5-10 V/cm feszliltséggel végeztem, a DNS-t

EtBr festés utan UV fényben megvilagitva fotdztam.
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IvV.2.5. Plazmidok topoldégiai 4allapotanak vizsgalata
agardz gélelektroforézissel

A -blazmid topoizomereket klorokvin jelenlétében
végzett agardz gélelektroforézissel valasztottam szét
(Pruss, 1985). A cirkularis plazmid preparatumokat 1%-os
agardz gélben futtattam, Tris-foszfat pufferben (50 mM
Tris-bazis, 2,8 mM Na,EDTA és kb. 25 mM H3PO,, pH 7,2),
klorokvin-szulfat (Sigma) Jjelenlétében, amit kiilonbdzd
koncentracidkban alkalmaztam (13-60 ug/ml). Az elektro-
forézist 5 V/cm-mel végeztem 16 6ran at szobahOmérsékle-
ten. A DNS ethidium-bromidos festése eldtt a klorokvint
eltavolitottam a gélbdl 3-4 oOras aztatassal desztillalt
vizben és 1mM MgSO,-ben, t&bbszdri oldat-cserével. A gélt
1-2 o6ran at 1 mg/ml ethidium-bromidban &aztattam, 1 o6réan
at desztillalt vizben vagy 1 mM MgSO,-ben differencial-

tam, majd az eldzd pontban leirt médon fényképeztem.

IV.2.6. DNS fragmentum-izolalas agardz gélbol

Az 1izolalast a DEAE ©papiros mbédszert alkalmazva
(Winberg és Hammarskjold, 1980), a Maniatis és mtsai
(1982) altal leirtakhoz hasonldan végeztem.

Az izolalni kivant DNS fragmentumot tartalmazod
géldarabot kivagtam az eredeti gélbdl és egy Gj gélbe
ontottem, amelybe a fragmentum elé (az elektroforézis
irdnyaban) helyeztem el a DEAE papirt. Az elektroforézis
utan a DNS-t megkétott DEAE papilrt kétszer 125 pl 10 mM

Tris-Cl pH 7,6 1 mM EDTA 10 mM NaCl oldattal mostam, majd
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kétszer 125 ul 1M NaCl oldattal elualtam a DNS-t. Vizzel
kétszeresére higitottam, fenol-kloroformos extrakcidé utéan
etanollal kicsaptam, mostam, és vakuum-szaritas utan UP-
vizben oldottam fel. Ezt a moédszert alkalmaztam

poliakrilamid gélben elvalasztott fragmentumokra is.

IV.2.7. DNS emésztés restrikcidés endonukleazokkal, DNS
restrikcidés fragmentumok 1ligalasa, DNS végfeltolteés
Klenow-polimerazzal

Az enzimreakcidékat a New England Biolabs kataldgusok
altal megadott koriilmények kozdtt végeztem. A ligalaskor

T4 fag polinukleotid-ligazt hasznaltam.

IV.2.8. DNS in vitro radioaktiv jeldlése

Southern hibridizacié céljara a DNS-probat a Feinberg
és Vogelstein (1983) &ltal 1leirt "random priming"
modszerrel Jjeldltem a[32P]dATP—vel vagy a[32P]dCTP—vel.
Korilbeliil 100 ng DNS templatot hasznaltam, a jeldlést 4
éran at szobahdn végeztem. A jelolt fragmentumok

specifikus aktivitasa >108 cpm/ug DNS volt.

IV.2.9. Southern transzfer és hibridizacid

A Southern (1975) altal koézolt elven alapuld analizist
a Maniatis és mtsai (1982) altal leirt receptet kovetve
végeztem. A hibridizacié 67 ©°C-on tdrtént 10-12 oéraig. A
Maniatis és mtsai &altal leirt sztringens korilmények ko-

z6tt mostam a filtereket. Az autoradiografiahoz Medifort



22

filmet hasznaltam. Altaldban erdsitd screent (Dupont HI

PLUS) alkalmazva, -70 °C-on expondltam a filmeket.

IV.2.11. Fehérjék molekulasiuly szerinti szétvalasztasa
poliakrilamid gélelektroforézissel

A fehérjék gélelektroforézisét SDS-tartalmid, diszkon-
tinuous puffer-rendszerben végeztem (Laemmli, 1970),
lényegében a Sambrook és munkatarsai (1989) &altal leirt
recept szerint. A gélkészitéskor az akrilamid:biszakril-
amid-arany 29,2:0,8 volt. A tank-puffer Osszetétele:
0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% SDS.

A gélt 50% metanol, 10% ecetsav, 0,1% Coomassie
brilliant blue R 250 oldatban fixaltam és festettem, 5-
20% metanol, 10% ecetsav oldatban differencialtam.

Radioaktiv  izotdppal Jjeldlt proteinek (IV.2.18.)
elektroforézise utadan a gélt fluorografaltam (Amplify,
Amersham), majd megszaritottam és -70 ©C-on, erdsitd
ernyo alkalmazasaval, Medifort réntgen-filmre

autoradiogramot készitettem.

V.2.12. Fehérjék kétdimenzidos gélelektroforézise
A gélelektroforézist (elsd® dimenzid: 1izoelektromos
fokuszalas, masodik dimenzid: méret szerinti

szétvalasztas) O' Farrell (1975) modszerével végeztem.



23

V.2.13. A P31 fehérje izolalasa E. colibol
oszlopkromatografias médszerekkel

Sejttenyésztés: a taltermeld HB101l (pERCHORF pVH1)
torzs stacioner fazisa starter-kultirajabol 1:100
higitasban oltottam Osszesen 4-6 liter, 30 pug/ml
kanamicint és 100 pug/ml ampicillint tartalmazdé YTB-be. A
3 1 térfogatd lombikokban 1évé 1 1 térfogatd kultdrakat
37 ©C-on (melegszobaban) 230 rpm fordulatszammal razatva
tenyésztettem. Korililbelil 2,5 ©6ra malva, 0,5 ODggg
elérésekor 0,2-0,5 mM IPTG hozzaadasaval indukaltam a
P31-termelést. Tovabbi 4-6 Ora tenyésztés utan a sejteket
centrifugdlassal lelilepitettem (Sorvall RC—3$ centrifuga,
4500 rpm, 30 perc, 4 °C).

Sejtfeltaras: a sejteket 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM
2-merkaptoetanol, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF Osszetételld
oldatban szuszpendaltam (F-puffer; sejttdmeg-grammonként
2 ml-t adtam a sejtekhez). A sejtszuszpenzidét 30 mnl
adagokban ultrahangoztan, 15x 30 masodperces, 6 um
amplitddéja impulzusokkal, MSE ultrahang-késziilékkel. Az
oldatot jeges vizben hiutdttem.

Ultracentrifugélés: a sejtek wultrahangos feltarasa
utan a sejtburok-tdrmelékeket és az esetleg épen maradt
sejteket 30 000 rpm fordulatszammal centrifugaltam 90
percig Beckman L2-65B vagy Sorvall OTD—SOB
ultracentrifugaban 60 TI rotorral, 4-10 ©C hémérsékleten.

DNS-eltavolitas: Az ultracentrifugalas utani felil-

Uszohoz F pufferben oldott 10 %-os streptomicin-szulfatot



24

adtam 2 % végkoncentracidban, kdzben és a hozzdadas utéan
30 percig 0 Oc-on kevertettemn. A precipitalt
nukleinsavakat tartalmazdé szuszpenzid centrifugalasa utéan
(40 000 g, 20 perc, 4 ©°c) a felilaszét PC pufferrel
szemben dializaltam.

A dializishez és a kromatografidhoz hasznalt oldatok:

PC puffer: 20 mM KH,PO,-K,HPO, pH 7,4, 10 mM glicerol,
10 mM 2-merkaptoetanol, 0,1 mM EDTA.

B puffer: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 % glicerol, 10 mM
2-merkaptoetanol, 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA.

ElGciéds oldatok: az adott oszlop ekvilibrald
pufferében oldott KCl wvagy NaCl (lasd az oszlopok
felsoroléasanal).

Téményitd-tarold oldat: 50% glicerol, 10 mM Tris-HCl
pPH 7,4, 50 mM KC1, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA.

Dializis: a kromatografias tisztitasi lépések koézdtt a
P31 tartalmd fehérjeoldatokat a kovetkezd oszlop
ekvilibraldé puffer vagy (az utolsdé oszlop utan) a tarold
puffer 50-100-szoros térfogataval szemben, kétszeri-
haromszori puffer-cserével, 24-48 o6ran at 4 ©c-on
dializaltam, a puffert magneses keverdvel kevertetve.

A kromatografiahoz hasznalt oszlopok és a
kromatografia koriilményei:

DEAE-celluldéz (Bio-Rad): 90-100 ml oszloptérfogat, PC
pufferrel ekvilibralva, eldcié 500 ml 0-0,8 M KCl-

gradienssel, PC pufferben.
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Kettds szald DNS-agardz és egyes szalid DNS-agardz
(Udvardy Andor készitménye, csirkevér-DNS-t tartalmaz): B
pufferrel ekvilibralva, eldcidé 0,1-2 M NaCl-gradienssel,
B-pufferben.

w—aminopentil-agarodz (Sigma) : PC pufferrel
ekvilibralva, elGcidé 0-1 M KCL gradienssel, PC pufferben.

Heparin-agardéz (Sigma): PC pufferrel ekvilibralva,
eldcidé 0-0,8 M KCl-gradienssel, PC pufferben.

Hidroxilapatit (Bio-Rad): PC-pufferrel vagy glicerin
nélkiili PC pufferrel ekvilibralva, elGcidé 0-1 M, az
ekvilibraldé pufferben oldott KCl- gradienssel.

Minden oszlopkromatografiat 4 ©C-on végeztem.

A kromatografids oszlopokon az oldatokat &llandd
sebességgel perisztaltikus folyadéktovabbitod pumpa
segltségével aramoltattam at. Frakcidkollektorral az
oszlopmérettdl flggden 3-5 ml frakcidkat gyljtottem. Az
oszloprodl tavozd cldat fehérjetartalmat atfolyd
fotométer-cellat tartalmazé UV-monitorral (Pharmacia LKB)
detektaltam, a monitorhoz az abszorpciot az ido
fliggvényében abrazold irdszerkezet csatlakoztatasaval.

Az oszlopokat a fehérjeoldat felvitele utan a kifolyd
oldat abszorpcidjanak 0-hoz kozeli értékre csdkkenéséig
(1,5-2 oszloptérfogat) ekvilibrald pufferrel mostam. Az
oszlopon kotddott fehérjék eliacidja 5-10-szeres oszlop-
térfogatnyi, az ekvilibraldé pufferben oldott, kozelitd-
leg linearisan novekvd koncentracioéju KCl-dal (vagy NacCl-

dal) tortént. A koncentraciégradienst gradienskeverd
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tartaly &llitotta eld az ekvilibralé puffer és a
maximdlis sékoncentracidji oldat lassi elegyitésével.

A kromatografids frakcidk sdékoncentracidjat vezetd-
képesség-mérés utan, az ekvilibraldéd pufferben oldott,
ismert so6koncentracidkat tartalmazd oldat-sorozatrél

készlilt kalibracids gdrbe segitségével hataroztam megq.

V.2.14. Fehérje nativ molekulasily meghatarozasa méret-
kizarasos kromatografiaval

A gélszlrést 26 cm magas, 1 cm &atmérdjld Sephacryl
$-200 oszlopon végeztem, 10 mM Na,HPO,-NaH,PO, pH 7,4 1
mM EDTA 150 mM NaCl 10 mM 2-merkaptoetanol Osszetételd
oldatban, kb 20 ml/h folyasi sebességgel. A protein
preparatumokat 400 pl térfogatban vittem fel, <10 mg/ml
koncentracidban. A kalibracidhoz a Pharmacia HMW
gélszlirés-kalibraciés készlet proteinjeit hasznaltam.
Egy-egy gélszliréskor altalaban két-ket, kiilonbozd
parositasokban szerepld proteint tartalmazott a felvitt
minta. A monitorozast irbészerkezettel Osszekapcsolt
Pharmacia UV detektor segitségével végeztem.

A kalibracidés egyenes az ismert nativ molekulasdlyad
proteinek K,,, értékeinek a molekulasdly logaritmusa
fliggvényében torténd abrazolasaval készililt. A Kyy
értékeket a Kav=(Ve=Vg) / (Vi=Vp) egyenlet alapjan
szamoltam. Vg, a protein eldciés térfogata, Vo az oszlop
kizarasi térfogata (=Vg Blue Dextran 2000): Vi a teljes

oszloptérfogat.
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IV.2.15. Fehérjekoncentracidé-meghatarozas
A fehérjekoncentracidé-meghatarozast Bradford Protein
Assay | Kit (Bio-Rad) segitségével végeztemnm, BSA-

kalibracidés gorbét alkalmazva, 3 paralell mérés alapjan.

IV.2.16. Kecske immunizalasa E. colibdél izolalt
fehérjével

Poliklondlis anti-P31 antiszérum eldallitasa céljabol
E. coli "P31l-tiltermeld" torzsbdl izolalt P31 proteinnel
végeztem az immunizalast.

600 pul 10 mM natrium-foszfat pH 7,4, 0,85% NacCl
oldathoz, amely 1 mg P31 fehérjét tartalmazott, 600 ul
komplett Freund-adjuvanst adtam, és 2-3 perc vortexezés-
sel emulzidt képeztem. Az emulzidét a lapocka kdrnyékére,
tobb ponton a bdr ala fecskendeztiik a kecskébe. Két
héttel késdbb 0,25 mg P31 fehérjét tartalmazdé emulzidval
az eldzdvel azonos mbédon Jjuttattuk az antigént a
kecskébe. Ujabb két hét milva 0,5 mg P31 proteint 0,5 ml
10 mM Na-foszfat pH 7,4, 0,85% NaCl oldatban vénaba
injektaltuk. Mindegyik alkalommal 5-10 ml vért vettilink, a
szérumot -70 ©C-on taroltam. Az elsd antigén-injekcid
iddpontjaban nyert szérumot hasznaltam preimmun-
szérumként. A harmadik antigén-injekcidé utan 10 nappal
korilbeliil 200 ml vért vettiink a kecske nyaki vénajabol.
Alvadas utan a vérbdl centrifugalassal 114 ml szérumot
kiilénitettem el. 70%-ig telitett (0 ©c-on) amménium-

szulfattal kicsaptam a szérum-fehérjéket. A csapadékot
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haromszor mostam 1,75 M amménium-szulfattal, majd 50 ml
0,85% NaCl oldatban feloldottam, és ugyanezen soéoldattal
szemben dializ&ltam. Az igy tisztitott szérumfehérje-

oldatot kis térfogatokra szétosztva, -70 ©C-on taroltam.

V.2.17. Immunprecipitacio

Az immunkomplex kialakitasat és az immunkomplex
precipitacidéjat agardzhoz kotodtt Staphylococcus Protein
A-val az aspecifikus kotést csokkentd, detergenseket
tartalmazé RIPA-pufferben végeztem, amelynek Osszetétele
a kovetkezo:

RIPA-puffer: 10% Triton-X 100, 1% Na-deoxycholat, 0,1%
SDS, 0,15 M NaCl, 0,05 M Tris-HCl pH 7,2

Az immunprecipitacidét kis mdédositdssal a Sambrook és
munkatarsai (1989) altal leirt mdédon végeztem.

Radioaktiv izotdépot tartalmazdé aminosavval in vivo
fehérjejeldlés utdn a sejtek 1lizatumabdél azonos cpm-
értékeknek megfeleld mennyiségeket hasznaltam egy-egy
kisérletben. A Staphylococcus protein A-Sepharose-vel
végzett aspecifikus Kkimerités utan a jeldlt sejt-
fehérjéket tartalmazé RIPA-pufferhez 6 ul preimmun-
szérumot vagy 3 pl antiszérumot adtam. Az antiszérum
optimdlis mennyiségét eldzdleg meghataroztam. A preimmun-
szérum kétszeres térfogata tartalmaz az antiszérummal
kézelitdleg azonos mennyiségi immunglobulint (gélelektro-

foretikus kép alapjan becsililve; tovabba 1lasd IV.2.16.).
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SDS-poliakrilamid gélelektroforézis és fluorografia utan

(IV.2.11.) autoradiogramot készitettem.

IV.2.18. Fehérjék in vivo radioaktiv jeldlése

A baktériumokat aminosavakkal kiegészitett M9
tapfolyadékban tenyésztettem, amely 19 L-aminosavat
tartalmazott 0,2 mM koncentracidban, a metionin
kivételével. Az exponencialis fazis kezdetén a

tapfolyadékhoz 10 uCi 355-L-metionint adtam. 4 odra
jeldlés utdn a sejteket centrifugalassal leiilepitettem,

majd Laemmli-mintapufferben szuszpendaltam.

IV.2.19. Fehérjékbe épiilt radioaktivitas meghatarozasa

A sejt-lizatumbdél vett néhany pl mintat 20 pul 0,1%
SDS, 10 mg/ml BSA oldattal egylitt 1 ml 10%-os TCA-hoz
adtam, egy perc forralds majd hutés utan Wwhatman GF/A
filterre szlrtem. A filtert 15 ml 5%-os TCA-val és 5 ml
etanocllal mostam. A filtereken 1évd radioaktivitast
szaritas utan 5 ml toluolos koktélban folyadék-

szcintillacidt detektald késziilékben (Beckman) mértem.

IV.2.20. E. coli sejt- és nukleoid-alak vizsgalata
fénymikroszkoéppal

A sejt-alak faziskontraszt-mikroszkdpos vizsgalatahoz
a baktériumokat a folyadékkulturabdl vett mintakban 1%-os
glutaraldehiddel fixaltam legalabb egy oOraig, ezutan a

sejteket centrifugaltam, 0,9%-os NaCl oldatban mostam,
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centrifugdlas utan aj 0,9 %-os NacCl oldatban
szuszpendaltam.

A DNS és sejtmorfolégia egyidejii észleléséhez a
mintdkat a Hiraga és mtsai (1989) altal 1leirt mdédon
készitettam eld. YTA taptalajon ndtt koldéniakbdél vett
mintdakat mikroszkdép targylemezen szétkenve, metanol
racsepegtetésével fixaltam. Folyadékkultarabol vett,
0,9%-0os NaCl-ben mosott majd Gjra szuszpendalt 5-10 pl-
nyi mintdkat a fixalas eldtt a targylemezre szaritottam.
A targylemezeket csapvizzel mostam, szobahodn
megszaritottam, majd 5-10 ul 5 pug/ml poli-L-lizint
(Sigma) csepegtettem a mintdkra, és UGjra megszaritottam.
5 pl 5 pg/ml koncentraciéja, 0,9 %-os NaCl-ben oldott
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) hozzaadasa utéan
a targylemezre feddlemezt helyeztem és a kiszaradas
megeldzésére kordmlakkal kentem be a szegélyeit.

A sejt-alakot és a DAPI-val festett fluoreszkaléd
nukleoidokat uv és lathato fénnyel egyidejileg
megvilagitva vizsgaltam a Hiraga és mtsai (1989) altal
kifejlesztett mddszerrel. Olympus Vanox mikroszkopot
hasznaltam, 100* Neofluar objektivvel. A fényképeket
Fujicolor HG 400 filmre készitettem. A dolgozatban

bemutatott valamennyi fotd azonos nagyitasa.
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V. A KISERLETEK LEIRASA

V.1. A P31 PROTEIN TUOLTERMELTETESE, IZOLALASA

E. COLIBOL ES ANTI-P31 ELLENANYAG ELOALLITASA

V.1.1. Az ORF1l beépitése expresszids vektorokba

Az ORFl gén a gyengén expresszalddd E. coli gének kozé
tartozik. Erre utalnak Erdei Sara az Irodalmi &attekintés-
ben targyalt, p418-23 plazmidot tartalmazdé minisejteken
végzett vizsgalatai is. Amikor p418-23 plazmiddal transz-
formalt sejtek oOsszfehérjekivonatat vizsgaltam kétdimen-
zib6s elektroforézissel, a P31l-nek megfeleld folt a gyen-
gébbek kozé tartozott a kromoszomardl szintetiz&ldédd pro-
teinekkel O&sszehasonlitva. Az ORFl-et nem, csak a p-lak-
tamaz gént expresszaldé plazmidot tartalmazdé kontroll
mintdban a kromoszémardl szintetizaldédd P31 proteint nem
sikeriilt kimutatni az in vivo radioaktivan jeldlt fehér-
jék kétdimenzidés elektroforézis utani autoradiogramjan.

Az alacsony szintld expresszid valdészind okai a gén
gyenge promoterei, a gyenge riboszéma-kdétdhely és az ala-
csony szinten expresszalédd génekre jellemzd kodon-hasz-
nalat, azaz a minor aminosav-izoakceptor transzfer RNS-
eknek megfeleld kodonok relativ gyakorisdga. A plazmidrél
torténd tultermeltetés elérése céljabdl elsdGsorban a
promoterek és a riboszoma-kétdhely hatékonyabbra cseré-

lése tuint jarhaté dtnak. Mivel a fehérje funkcidjat még
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nem ismertiik, nem tudtuk, vajon a protein Jjelentdsen
megndvekedett mennyiségét elviseli-e a sejt. A tadlterme-
lés &rtalmas hatédsara utaltak Andres Raukas sikertelen
kisérletei az ORF1l nagykodpiaszamid vektorba épitésére oly
médon, hogy az rrnB P2 promoterérdl expresszaldédott volna
(Andres Raukas, nem publikalt kisérletek). Egy masik
laboratériumban is sikertelenilil proébalkoztak az ORF1
géntermék tuiltermeltetésével (Scheibe, 1987).

Mindezek figyelembevételével olyan vektort Kkerestem,
amely intenziv transzkripcidét lehetdvé tevd, de kdnnyen
regulalhatd promotert hordoz, amelynek alapallapotaban a
transzkripcié  kismértékd. Csoportunkban  Boros Imre
létrehozta az erds rRNS promotereket tartalmazé pER
plazmidcsaladot (Boros, 1984, Boros és mtsai 1986), amit
Lukacsovich = Tamas tovabbfejlesztett (Lukacsovich és
mtsai, 1990). Résztvettem az ezen vektorokba kldénozott
gének expresszidjanak fehérjeszintli vizsgalataban, és
tapasztalataim alapjan e vektorcsalad egyes tagjait
valasztottam a P31 tdltermeltetésére. Emellett a hibrid
tac promotert hordozdé pKK223-3 vektorba is beépitettem az
ORFl-et. Minden klénozasi 1lépés soran a ligatumokkal a

lacI9-t tartalmazé JM107 tdrzset transzformaltam.

V.1.1.1. A pER2350RF plazmid konstrukcidja
A pER235 plazmid sematikus rajza a 2. abran lathato.
Tartalmazza az rrnB P2 promoterét, ehhez egy lac operon-

b6l szarmazd fragmentum csatlakozik, amelyen a lac opera-
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tor, a lacZ riboszbéma-kotd helye és a lacZ gén elsd 70
kodonja talalhatdé egy HindIII-HindIII végl polilinker
szekvencia eldtt. E plazmidba oly mdédon épitettem be az
ORF1 gént, hogy a lacZz fragmentum és az ORF1l elhelyezke-
dése transzlacidés kapcsoltsagot tegyen lehetdvé, de ne
fazidés fehérje szintetizaldédjék. Az ORF1l gén atklonozasat
megneheziti, hogy 5' iranyban nincs alkalmas, nagy speci-
ficitast restrikcidés enzim hasitdhelye. Ezért az atkloéno-
zast két 1l1lépésben hajtottam végre. (A konstrukcidé a 2.
abran kovethetd). A p418-23 plazmid Taql emésztése utan
izolaltam azt a 181 nukleotid hosszlsagd fragmentumot,
amely az ORF1l riboszoéma-koétd helyét és a gén 5' szakaszat
tartalmazza. Ezt ligaltam a polilinker régidban ClaIl en-
zimmel hasitott pER235 DNS-hez (a Tagl és a Clal hasitéas
utan azonos ragaddés végek keletkeznek). Az inszertet a
megfeleld orientdcidban tartalmazdé plazmidrdl (pER235-T)
ezutan eltavolitottam a polilinkerben levd PstI hasité-
helyet a BamHI és BglII felismerdhelyek koézotti szakasz
delécidéjaval. A plazmidot a polilinkerben hasitd BamHI és
BglII enzimekkel emésztettem, és az azonos ragadds
végeket 1ligaltam. E milivelet soran a lacZ és az ORF1
leolvasasi keretek egymashoz viszonyitott helyzete nem
valtozott. Az utolsdé 1épésben a p418-23 plazmidbdol
izolalt 3,6 kb PstI fragmentumot ligaltam a pER235-T
plazmidbdél izolalt, a promoter-régidt, a lacZ szekvenciat
és az ORF1l elejét tartalmazdé Pstl fragmentumhoz. A

keletkezett hibrid plazmid (pER2350RF) a teljes ORFl-et
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pKK223-3

2. abra. Az ORFl-et expresszald plazmidok konstrukcidja.
Py, Py, P3, Py, Pgyc: promoterek. T1l, T2: terminatorok.
s a B-galaktozidaz "ag-peptid"-fragmentumat kédolod
szekvencia. Restrikcidés enzimek hasitdhelyei: Ba BamHI,
Bg BglII, C cClal, H HindIII, P PstI, Sa Sall, Sm Smal,
T TaqlI.
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tartalmazza. A lacZ gén leolvasasi kerete az ORF1l start-

kodonjaval atfedden végzddik (3. &abra).

PER2350RF
T ik e o w Cx owm wm s o g om . s ow e SEOD
ATCCGGTCGCGCGAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGACAAAGATTATGAGAC
EcoRI TagI S.D.
pEC23CHORF
AATTTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCATCGACAAGATTATGAGAC
lac op. lacz S.D. TagI S.D.
PKKORF
ACACAGGAAACAGAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGACAAAGATTRATGAGAC
lacZz S.D. EcoRI TaqgqI S.D.
3. abra. Az ORF1 startkodont megeldzo szakasz

nukleotidszekvencidja az ORFl-expresszald plazmidokban. A
p418-23 eredetl szekvenciat vastag betiik Jjeldlik. A
bekeretezett ATG az ORF1l elsd kodonja. S. D.: az ORF1
feltételezett riboszomakoétd helye.

V.1.1.2. A pER23CHORF plazmid konstrukcidéja

A pER23CH plazmid a pER235 plazmidtdl lényegében abban
kililénb6zik, hogy az eldbbi nem hordoz lacZ-szekvenciat. A
plazmid a lac operatort kdvetden Clal-HindIII végl poli-
linkert tartalmaz, amely a pER235 polilinker megfeleld
szakészéval azonos szekvenciaji, de orientacidéja fordi-
tott. Az ORF1l beépitését e plazmidba a pER2350RF konst-
rukcidéjahoz hasonldéan végeztem, amint a 2. &bran lathaté.
E1l8szor a p418-23-bdl szarmazd 181 bp Tagl fragmentumot,
amely az ORF1l elején levd PstIl hasitdhelyet is tartal-
maz-za, a pER23CH Clal helyére épitettem be (pER23CH-T).
Ezutan a pER23CH-T kisebbik és a p418-23 nagyobbik PstI

fragmentumanak 1ligaldsaval 1létrehoztam a pER23CH-ORF
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plazmidot, amelyen az ép ORF1l a lac operator mégé keriilt.
A plazmidon jelen van a lacZ gén riboszoma-koétd helye az

ORF1 start-kodontél nem optimalis tavolsagban (3. abra).

V.1.1.3.A pKKORF plazmid konstrukcidja

A PpKK223-3 expresszids vektor a trp-lac-hibrid tac
promotert (de Boer és mtsai, 1983) tartalmazza a lac ope-
rator szekvenciaval, amelyet 3' ira&nyban EcoRI-HindIII
polilinker hatdarol. A teljes ORFl-et tartalmazé EcoRI-
HindIII fragmentumot izolaltam a pER2350RF plazmidbdl, és
az EcoRI és HindIII enzimekkel hasitott pKK223-3 plazmid-
ba ligaltam (2. abra). Az ORFl-et hordozdé EcoRI-HindIII-
fragmentumon az ORF1-tdl1l 5' iranyban, azzal azonos leol-
vasasi keretben egy (polilinker-eredetdi) ATG kodon talal-
haté, 1igy az ORF tiz kodonnal meghosszabbodik. Ezen ATG
kodontél 12 nukleotiddal 5' iranyban van a pKKORF plazmi-
don a lac riboszoéma-koétdhely. A 3. abran lathatdé a pKKORF
lac riboszoéma-kotdhely és az eredeti ORF1 startkodonja

k6zotti DNS-szakasz szekvenciaja.

V.1.1.4. Az ORF1l gén intenziv transzkripcidéjat biztositd
rekombinans plazmidok osszehasonlitasa

A tultermeld plazmidokat csak olyan sejtben 1lehet
stabilan fenntartani és intenziv expresszidét biztositani
indukcié utan, amelyben a lac-represszor mennyisége
elegendd a tobb tucat koépidaban Jjelenlévd plazmidon a

transzkripcidé represszidéjahoz. E célra tobbé-kevésbé
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megfelelt a szuper-expresszalddéd lacI9 mutans gént F
plazmidon hordozé JM107. A pKKORF plazmid azonban nem
teljesen represszalhaté ebben a torzsben. Mindhdrom
plazmid esetében nagyobb mértéki tdltermelést és hatéko-
nyabb represszidét tudtam elérni a taltermeld plazmid
mellett a lacI9 gént hordozé pVH1 plazmiddal is transz-
formalt HB101 torzsben. Ennek valdészinlleg az az oka,
hogy a pVH1, bar alacsony képiaszami, az egy koépiaban
jelenlévd F-plazmidndl nagyobb mennyiségl Lac-represszor-
szintézist tesz 1lehetdvé. A megbizhatd tadltermeléshez
talan hozzajarul a HB101l recA és rpsL genotipusa is.

A transzkripcidé-indukcidét IPTG-vel végeztem. A sejte-
ket gazdag tapfolyadékban, 37 ©C-on erdsen razatva te-
nyésztettem. Az indukcid lelassitja a szaporodast: minél
korabbi névekedési fazisban adom az IPTG-t, annal nagyobb
mértékben. A legnagyobb mértékid P31 tdltermelés az expo-
nencidlis fazis k6zepén torténd indukcidval érhetd el.

A tdltermelés mindhdrom plazmid esetén igen nagy mér-
tékl: a P31 a legnagyobb mennyiségben jelenlévd sejtfe-
hérje indukcidé utdn, és az egyre késdbbi iddpontokban
vett mintdkban az Osszfehérjéhez viszonyitott mennyiség-
aranya egyre no, legaldbb 10 6ran at. A 4. abran lathato
a tualtermeld sejtek fehérjemintazata SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis utan. Az 4&abra egy tipikus tenyésztés
eredményét mutatja. Lathatd, hogy a pER23CHORF plazmidrol
nagyobb mennyiségd P31 szintetizdldédik, mint a pER2350RF-

ro6l. A pKKORF expresszidéja a pERCHORF-hoz hasonldé P31-
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4. abra. A kiilonbozd ORFl-expresszald plazmidokrdél szin-
tetizaléddé P31 mennyiségének Osszehasonlitasa SDS-PAGE-
vel (12%-os gél). (A a-f) HB101 pVH1 pER2350RF; (A a'-
f'), (B b') HB101 pVH1 pERCHORF; (B a-f) HB101 pVH1
PKKORF. (a-e) és (a'-e'): indukcidé utan 2 (a, a'), 4 (b,
b'), 6 (¢, c¢'), 8,5 (d, d') és 10 (e, e') o6ra malva vett
mintdk. Az indukcié ODggn=0,35-0,40 elérésekor 3 mM IPTG
hozzaadasaval tortént. (£, £'): az e, e' mintakkal azonos
sejtsliriségli indukdlatlan tenyészetbdl vett mintak.
M: molekulasdly-markerek (94, 67, 43, 30, 21,1 kDa).

szintet eredményez, de a pKKORF plazmidrdél szintetizald-
do fehérje gélelektroforetikus mobilitasa kisebb, mint az
utdébbié (4.B &dbra). A pER2350RF és a pERCHORF plazmidok-
roél termelddd fehérje mobilitadsa a P31 szamitott moleku-
lastlyanak megfelel. Az V.1.1.3. fejezetben leirtak alap-

jan valdészind, hogy a pKKORF plazmidot tartalmazdé indu-
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kalt sejtekben az ORFl-et megeldzd, polilinker-szekvenci-
abd1 szarmazd ATG-rdl induld transzlacid terméke van je-
len. Az innen indulé transzlaciét az 5° iranyban 12 nuk-
leotid tavolsagban 1évd lac-riboszéma-kdtdhely teszi le-
hetdvé. Ebben a fehérjében (P31') a P31 polipeptidlanc N-
termindlisahoz egy tiztagi idegen peptidlanc kapcsolédik.
Az nem &llapithatdé meg a gélelektroforetikus fehérjemin-
tazatbdl, hogy az ORF1l eredeti start-kodonjatdél kezdddo-
en szintetizadldédd protein milyen mennyiségben van jelen.

A tenyésztési tapasztalatok alapjan a harom plazmid koziil
a pERCHORF-ot taldaltam a legalkalmasabbnak a P31 nagy
mennyiségl termeltetésére. Exponencidlis fazisban tortént
indukcidé utan o6rakig, akar egész éjszakan at tenyésztve

extrém magas expresszidé érhetd el (5. abra).

A 123 B 123
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5. abra. P31 szintézis pERCHORF és pVH1 plazmidokkal
transzformalt HB101 sejtekben kiilénbozd IPTG-koncentra-
cidék hatasara. 12%-os SDS-poliakrilamid-gélben elektro-
foretizalt Osszfehérjék. 2 mM IPTG (A), illetve 0,2 mM
IPTG (B) hozzaadasa utan 3 o6ra, 6 Ora és 16 o6ra malva.
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Ha 0,2 mM IPTG-koncentracidval indukalom az
expresszidét a szokasos 1-2 mM helyett, ugyanolyan magas
szintd P31 tdltermelés érhetd el, bar hosszabb idd utéan
(5.B abra). E tény nagy mennyiségi tdltermeld sejt

tenyésztése esetén fontos, takarékossagi szempontbdl.

V.1.2. A P31 protein izoldlasa E. colibél

Az 1izolalas egyes lépéseinek részletes 1leirasa, az

oldatok o&sszetétele a IV.2.13. fejezetben talalhatéo.

V.1.2.1. A P31 protein részleges tisztitasa HB101l p418-23
torzsbol

Az ismeretlen funkcidéjd protein izolalasa volt a
kutatécsoportba kerililésemkor az elsd feladatom. A
tisztitas médjanak kidolgozasat még a tdltermeld
plazmidok konstrualasa eldtt kezdtem meg, azok birtokaban
pedig addig gylijtott tapasztalataimat hasznositva,
lényegesen gyorsabba és hatékonyabba valt a munka.

Az elsd 1épés annak megallapitasa volt, hogy a P31
citoplazmatikus vagy membranfehérje-e. A p418-23 plazmi-
dot tartalmazdé HB101 sejteket YTB tapfolyadékban korai
stacioner fazisig tenyésztettem, majd a sejteket centri-
fugalassal OsszegyUjtottem, F-pufferben szuszpendaltam és
ultrahangozassal feltartam. A membran- és sejtfal-tdrme-
lékeket és az épen maradt sejteket ultracentrifugalassal

leliilepitettem. A feliluszot kétdimenzids poliakrilamid-
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gélelektroforézissel vizsgaltam, a detergensekkel és fa-
gyasztas-felolvasztas ciklusokkal feltart HB101 (p418-23)
és HB1O01 (p408-05) sejtek Osszfehérjéjét tartalmazod
lizatumaival Osszehasonlitva. Megallapitottam, hogy a P31
ultrahangozas utdn az ultracentrifuga-feliliszdéban van,
tehat nem integrans membranfehérje. A tovabbi tisztitasok
soran is ezt a feltarasi moédszert alkalmaztam.

Az ultracentrifuga-feliiliszdébdél a DNS-t sztreptomicin-
szulfatos precipitacidéval eltavolitottam, majd a fehérje-
kivonatot PC-pufferrel szemben dializaltam.

A dializalt oldatot PC- pufferrel ekvilibralt anion-
cseréld DEAE-celluldzra vittem fel, majd a kotdédott fe-
hérjéket 0-1 M ndvekvd koncentracidban NaCl-t tartalmazod
PC pufferrel eludltam. A frakcidk OD,g, értékei alapjan,
az egyes csicsokhoz tartozé frakcidkat egyesitve 2D géle-
lektroforézissel vizsgaltam. A P31 az oszlopon kotddott,
kis NaCl-koncentracidénal elualddott fehérjék kozott volt.

Ezutdn a P31 tartalmd oldatot PC-vel szemben dializal-
tam és PC pufferrel ekvilibralt kationcseréld foszfocel-
luldéz oszlopra vittem fel. 0-1 M NaCl-gradienssel elual-
tam a fehérjéket, és az eldbb leirt médon vizsgaltam az
atfolyd és elualt frakcidkat. A P31 az alkalmazott koriil-

mények kozott nem kotddott a foszfocelluldzhoz.
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Vela2.2 A P31 protein izolalasa pER2350RF vagy
PER23CHORF plazmiddal transzformalt E. colibdl

A tGltermeld térzsek igen megkdnnyitették a tiszti-
tast, bar a frakcidk tesztelése nagy figyelmet igényelt.
A fehérjéket monomer-molekulastlyuk szerint kiildnitettem
el SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel. A sejtfehérjék
ko6z6tt nagy mennyiségben taldalhatd néhany, a P31 tdl alig
eltérd elektroforetikus mobilitasd, fehérje. Megfeleld
futtatasi koriilmények esetén azonban ezek a fehérjék
szétvalaszthatdk és a P31l-tartalmd frakcidk biztonsaggal
azonosithaték. Kontrollként minden gélen molekulasidly-
markerek, az indukalt sejtek lizatuma és az adott oszlop-
ra felvitt fehérjeoldatbdl vett minta is szerepelt az
oszlopon atfolyt vagy sdoldattal eludlt frakcidk mellett.

Elsd kromatografias oszlopként DEAE-celluldzt alkal-
maztam, mivel mar tudtam, hogy a P31 ehhez kotddik.
VezetOképességméréssel meghataroztam a frakcidk soékon-
centraciéjat. A P31 PC-vel ekvilibralt DEAE-celluldzroél
0,15-0,2 M NaCl-koncentracid kozott elualddik.

A DEAE-oszlopkromatografia P3l-proteinben gazdag
frakcidit egyesitettem és a valasztott masodik oszlop
ekvilibrald pufferével szemben dializaltam.

Amint a II. fejezetben irtam, egy ideig feltételeztiik,
hogy a P31 DNS-kotd fehérje. Ezért érdemesnek latszott
megvizsgalni, hogy DNS-affinitas-kromatografiaval tisz-
tithatdé-e. A fehérjeoldatot 0,1 M NaCl-t tartalmazo

pufferben (B puffer) vittem fel agarozhoz kapcsolt kettss
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szalad csirkevér-DNS-t tartalmazdé oszlopra, az eldcid 0,1-
2 M NaCl-gradienssel toértént. A P31l-et az atfolydé oldat
tartalmazta. Ezt az oszlopon nem kotddétt fehérjéket
tartalmazé oldatot ezutdn denaturdalt (egyszald) DNS-aga-
réz oszlopra vittem. A P31 ezen az oszlopon sem kotddott.

A DNS-agar6z oszlopokon atfolyt (és ezaltal csak cse-
kély mértékben tisztult) P31 tartalmd oldatot PC puffer-
rel szembeni dializis utan hidroxilapatit oszlopra vittem
fel, amin a P31 megk&étddott, majd 0-1 M NaCl-koncentraci-
o6gradiens alkalmazasakor 0,3-0,5 M [NaCl]-nal elualddott.
A tisztulas mértéke ezen az oszlopon igen nagy volt.

A DEAE-utani P31 tartalmi oldat masik felét PC-vel
szembeni dializis utan w-aminopentil-agardéz oszlopra
vittem. Az eliGcid PC-ben oldott NaCl 0-1 M koncentracié-
gradiensével tortént. A P31l-et a 0,05-0,25 M NacCl-
koncentraciéja frakcidk tartalmaztak.

A P31 preparatum a hidroxilapatit kromatografia utéan
Coomassie Brilliant Blue-vel festett gél alapjan becsiilve
legfeljebb 1-2% egyéb fehérjét tartalmazott. A preparatum
N-terminalis 10 aminosavanak szekvenciajat egy berlini
kutatdélaboratdériumban meghataroztéak: egyezett a P31
elméletileg meghatarozott aminosavszekvenciajaval.

A még tisztdbb preparatum eldallitasa érdekében a
kovetkezd izolalasok soran a DEAE-celluldz- és a hidro-
xilapatit-kromatografias 1épések kozdtt w-aminopentil
oszlopkromatografiat is végeztem. Egy késdbbi tisztitas

soran a DEAE celluldéz kromatografia utan heparin-agarodz
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oszlopra vittem a részlegesen tisztitott P31l-et, amely az
oszlopon koétddott és 0,3-0,5 M NaCl koncentraciénal
elualddott. A kész preparatum tisztabbnak bizonyult, mint
az eldzd tisztitdsok alkalmaval. Ezért a késdbbi tisz-
titasok soran heparin-agardzt hasznaltam mésodik oszlop-
ként az w-aminopentil-agardéz helyett. A P31 ugyan mindkét
oszlopon csak kismértékben tisztul, de a heparin-agardz
kromatografia soran olyan fehérjéktdl is elvalasztdédik,
amelyekkel a hidroxilapatitrél egylitt elualédna.

A P31 preparatumot 50% glicerin tartalmi pufferrel
szemben dializaltam (tarold puffer), amelynek soran a P31
koncentraciéja kb. a haromszorosara ndtt. A dializis
befejezése utan a preparatumot -20 °C-on taroltam.

A tapasztalatok alapjan a késSbbi P31-izoldlasok tipi-
kus menete roviden Osszefoglalva a kovetkezd (a cimsza-
vakhoz tartozdé adatok a IV.2.13. fejezetben talalhatoék):

Sejttenyésztés: 37 ©c-on, intenziv levegObztetéssel
gazdag tapfolyadékban. Indukcid exponencialis fazisban
0.2-0,5 mM IPTG-vel, utana tovabb tenyésztés 4-6 oran at.
Egy preparalashoz 4-6 1 kultirabdél 15-20 g sejtet nyertem
(centrifugalas utani nedves sily).

Sejtfeltaras ultrahangozassal, ultracentrifugalas,
DNS-eltavolitas streptomicines kicsapassal

Kromatografia a kovetkezd oszlopokon:

1. DEAE-cellulobz

2. Heparin-agarodz

3. Hidroxilapatit
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Dializis a taroldé pufferrel szemben.

Altalaban 20 g (nedves sily) sejtbdl kiindulva 7-10 mg
kdzel homogenitasig tisztitott P31 proteint nyertem.

Az 5. dbra a P31 tisztulasat illusztralja egy atlagos
izolalas egyes lépései soran.

M 1 2 3 4 5
kDa

94 — =

30 — — e

21.1—
144 — : e

6. abra. A P31 protein tisztulasa az 1izolalas egyes
lépései soran. 12%-os SDS-poliakrilamid gélben elektrofo-
retizalt fehérjék. (1) Sejtfeltaras utan. (2) Ultracent-
rifugalas utani fellilGsz6. (3) DEAE-celluldéz oszlop-
kromatografia utéan. (4) Heparin-agardéz oszlopkromatog-
rafia utdn. (5) Hidroxilapatit-oszlopkromatografia utan.
M: molekulastly-markerek.

V.1.3. A P31 protein nativ molekulasilyanak megallapitasa

Az 1izolalt P31 protein "gélszlrését" Sephacryl S-200
oszlopon végeztem, a IV.2.14. fejezetben 1leirt moddon.
Azonos oszlopon valtozatlan koriilmények koézott végzett
kromatografiak reprodukalhatd adatai alapjan a P31 nativ
molekulastilya 62 kilodalton, amely a P31 aminosav-

szekvenciabdl szamitott monomer-molekulasuly (31,386 kDa)
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szinte pontosan kétszerese. Tehat a P31 nativ

alegységszerkezete nagy valdszinliséggel homodimer.

V.1.4. Poliklonalis anti-P31 ellenanyag termeltetése
kecskében

A poliklonalis antiszérumot a 1IV.2.16. fejezetben
leirt médon immunizalt kecskébdl nyertem. Az immunizd-
lashoz a nagyobb affinitdsd ellenanyag-képzddés érdekében
viszonylag kis mennyiségl P31 proteint hasznaltam.

Az antiszérum jellemzésének céljabdél immunprecipitaci-
o6t végeztem (IV.2. 17. fejezet). Az ORFl-et sajat promo-
tereirdl expresszald plazmidot tartalmazd éejtek és az
ORFl-et csak a kromoszdéman tartalmazdé sejtek fehérjéit
radiocaktiv izotdppal jeldltem in vivo . Mindegyik fajta
lizatum azonos radioaktivitasd adagjaihoz antiszérumot,
illetve preimmun-szérumot adtam. Egy—-egy adaggal az
inkubacidés lépéseket szérum hozzdadasa nélkiil végeztem.

A precipitatumok gélelektroforézise utan készililt
autoradiogramon (7.A a&abra) lathaté, hogy a P3l-nek
megfeleld méretd protein csak az antiszérummal inkubalt
C600 (p418-23) sejtfehérjék precipitatumaban mutathatd ki
(az abran nyilheggyel Jjeldlve). A P31l-csikon kivil -
kiilondsen igen hosszi expozicidé utan - annal joéval gyen-
gébb intenzitasi egyéb csikok is latszanak az autoradio-
gramon. Ezek azonban valamennyi mintdban, a szérum
nélkiliekben is jelen vannak, tehat a Sepharose-gyantahoz

aspecifikusan adszorbalt proteinekbdl all ez a "hattér".



47

A 7.B. Aabran egy masik Kkisérlet eredménye 1lathato,
amelyet az ORFl-et a btuB génnel kapcsoltan vagy anélkiil
tartalmazé plazmidokrél in vivo képzddsétt P31 mennyisé-
gének Osszehasonlitéasa céljabdol végeztem.

A bemutatott vizsgalatok tiikrézik, hogy a P31 protein-
nel immunizdlt Kkecskébdl nyert anti-P31 poliklonalis

antiszérum nagy specificitassal reagdal a P31 proteinnel.

A B

C600 C600

pBR-PL p418-23 IP OSSZFEHERJE

T 2 3 2 3'Mm 2 3 4 mMmH 23 4
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7. abra. A P31 immunprecipitaciéja E. coli C600 Osszfe-
hérje-extraktumbél anti-p31 poliklonalis antiszérummal.
In vivo radioaktiv izotdppal 3jeldlt fehérjék SDS-PAGE
(12%-0os gél) utan késziilt autoradiogramok. (A) immunpre-
cipitatumbél elualt fehérjék szérum nélkil (1), preimmun-
szérummal (2), anti-P31 szérummal (3) végzett precipita-
cids kisérletben. (B) a P31 immunprecipitacidéja kilénbozd
plazmidokkal transzformalt sejtekbdl: pBR-PL (1), p418-23
(2), pBO21 (3), pBO35 (4). A pB0O21 a btuB gént az ORF1l-
gyel atfedden tartalmazé kromoszmalis fragmentumot hor-
doz. A pBO35 a btuB 3' végén csonka fragmentumat tartal-
mazza az ORF-tél 5' irdnyban, a pBO2l-hez viszonyitva
forditott orientdcidban. IP: immunprecipitatum.
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V.2. Az ORF1l gén inaktivalasa a kromoszdman

V.2.1. Kisérletek az ORF1 gén inaktivalasara

Az ORFl-elrontéasi kisérletek az altalanosan
alkalmazott, plazmidon rezisztencia-markert tartalmazé
DNS-szakasszal megszakitott vagy helyettesitett gén és
koérnyezete és a kromoszdéma kozoétti reciprok homoldg
rekombindcidé elvén alapultak (Ruvkun és Ausubel, 1981). A
rekombindcids plazmidtermék és a nem rekombindlt plazmid-
koépiak elimindlasat az eldbbiekkel inkompatibilis
plazmiddal torténd transzformalassal prébaltam
eldsegiteni, a rekombindnsok azonositdasanak megkodnnyité-
sére. A rekombinacidhoz hasznalt, antibiotikum-
rezisztencia - markert hordozd DNS inszercidjaval
inaktivalt ORF1l-gént és kromoszomdlis eredetl kdrnyezetét
hordozé plazmidokat a p418-23-bdl kétféle mdédon, in vivo
transzpozonos mutagenezissel illetve in vitro
rekombinacidés mdédszerrel hoztam létre. Az eldbbi esetben
az ORF1l elsd néhany nukleotidja wutdn beépiilt Tn5
transzpozont tartalmazdé plazmiddal végzett rekombinacids
kisérletben nem sikeriilt a kivant rekombinans megtaldléasa
(Balikd és mtsai, 1988). A kisérletet elvégeztem a Tn5-0ot
az ORFl-en kiviil, a Pl P2 promoterek kérnyékén tartalmazd
plazmiddal is, és sikerililt a reciprok homolég rekombinans
eldallitasa. A Tn5 Kromoszdomara torténd transzpozicid-

janak gyakorisaga azonban kdriilbeliil a tizszerese volt a
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kettds rekombindcidéénak. A Kkromoszomdlis ORF1l génnel
végzett rekombinadcidés kisérletek kudarcanak oka vagy a
megvizégélt klénok elégtelen szama, vagy az, hogy az
ilyen rekombinansok életképtelenek lennének. A Tn5-
transzpozicid zavaro hatasanak kiklisz6bdlésére a
rekombindcids kisérletet megismételtem in vitro az ORF1l

génbe beépitett KmR gént tartalmazé plazmiddal.

V.2.1.1. Kanamicin-rezisztencia-gént hordozdé fragmentum
inszerciéja a p418-23 plazmidon 1évé ORF1l génbe

A p418-23 plazmidot PstI enzimmel részlegesen
emésztettem, a linearizalt plazmidot gélbdl izolaltam. A
p418-23::Tn5-26 plazmidbdél (Balikd és mnmtsai, 1988) izo-
laltam a kanamicin-rezisztencia-gént hordozd 3,3 kb mére-
td HindIII fragmentumot. A HindIII fragmentum 3' végeit
Klenow-polimerazzal feltdltdttem, a Pstl-fragmentum 5'
egyszali végeit a Klenow-polimeraz exonukleaz-aktivitasat
kihasznalva leemésztettem. A tompa végeket tartalmazé
fragmentumokat ligaltam. Transzformalas utan a KmRApR
k1l6nokb6él izolalt plazmidok restrikcids emésztésével meg-
dllapitottam a p418-23-ba épiilt fragmentum orientacidéjat.
A tovabbi rekombindcids kisérletekhez kivalasztott plaz-
mid, a pl8, vazlatos rajza a 8. abran lathatdé: a kanami-
cin-rezisztencia gént tartalmazd fragmentum az ORF-ot az
elsd néhany nukleotid utan megszakitja, 5' oldalan 600

nukleotid, 3' oldaldan kb. 1300 nukleotid hosszGsagd
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kromoszdma-eredetli, azzal homoldg rekombindcidéra Kképes

szakaszt tartalmaz.

V.2.1.2. Homoldg rekombinans kloénok keresése
A pl8 plazmidot tartalmazé C600 sejteket a pils8
plazmiddal inkompatibilis, tetraciklin rezisztencia-gént

hordozdé pPE06 plazmiddal transzformaltam (8.a &abra), és
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W

8. abra. Kisérlet a Kkromoszomalis ORF1 inaktivalasara.
(a) A sejtekben levd plazmidok a rekombinacidé eldtt. (b)
A sejtekben levd plazmidok a rekombinacid utan.
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kanamicin-tetraciklin-rezisztens telepeket szelektaltam.
Néhany kettds transzformanst Kkanamicin és tetraciklin
tartalmd folyékony kultadraban tenyésztettem, majd plazmi-
dot preparaltam beldliik. Az izolalt plazmidok lineariza-
1las utani elektroforézisével kivalasztottam néhany klént,
amelyekben a pl8 plazmiddal egyezd méretd plazmid nen,
vagy a pPEO6-nal sokkal kisebb mennyiségben volt lathaté.
Ezekkel a preparatumokkal HB101l sejteket transzformaltam,
a sejtekbdl azonos mennyiségeket tetraciklint, kanami-
cint, vagy ampicillint tartalmazdé lemezekre szélesztet-
tem. Az egyik C600-b6l izolalt klén esetében mig a
tetraciklint tartalmazd lemezen >500 telep jelent meg, a
kanamicint tartalmazén egy sem, az ampicillines lemezen

S volt. Plazmid izolalas és restrikcids

csak egy, amely Km
analizis utan kideriilt, hogy a plazmid a p418-23. Ez arra
utalt, hogy ebben a klénban a pl8 rekombinacidé révén
integraldédott a genomba, a plazmid-kompeticidé soran a pl8
képidk eltintek. A populacid, amelybdl a plazmidokat
izolaltam, tartalmaz olyan sejteket, amelyekben egy Gjabb
rekombindcidés 1lépés utan a KmR marker a kromoszomalis
ORF-ot megszakitja, és az ép gén a rekombinacids plazmid-
terméken (p418-23) van Jjelen (8.b abra).

A kovetkezd lépésben megprodobaltam kivalasztani azokat
a reciprok rekombindns klénokat, amelyekbdl a p418-23
elveszett. A C600 klént tovabb tenyésztettem ampicillint

nem, csak tetraciklint és kanamicint tartalmazdé YTB-ben,

majd (higitdas utan) tetraciklint tartalmazdé lemezekre
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szélesztettem. A telepekrdl barsonnyal replikédkat készi-
tettem ampicillint tartalmazd lemezekre, és ApS kloénokat
kerestem. 10% telep k6zd6tt nem volt ilyen klén, azaz a
feltételezett kettds rekombinans sejtek tovabbra is
tartalmaztdk a p418-23 plazmidot Valdészinlleg azért, mert
annak elvesztése életképtelenné tenné a sejtet, vagy
legalabbis szelekcidés hatranyt okozna. Ez, az ORF1
esszencialitasiara utald eredmény fokozta az ismeretlen
funkcidéji gén iranti érdeklddésemet, és érdemesnek lattam

létrehozni egy feltételesen letdlis ORFl-mutéanst.

V.2.2. Az ORF1l gén inaktivalasa és esszencialis voltanak

bizonyitasa Gj médszer segitségével

V.2.2.1. A médszer elve

Céljaim elérésére Ggy probaltam a rekombinacids
médszert mdédositani, hogy a rekombinansok kivalasztasa
egyszerilibb legyen, koénnyen el lehessen doénteni, hogy a
helyettesiteni kivant gén esszencidlis-e. Ha igen, a gén
megnyilvanulasanak bizonyos koriilmények koézotti felflig-
gesZthetéségére van szilikség, hogy a géntermék hianyanak
fenotipikus hatasa esetleg él6 sejtben vizsgalhato
legyen.

Egy igen egyszerl eljarast talaltam ki: a rekombina-
ciéhoz h&érzékeny plazmidot alkalmazok, amely 30 ©cC-on
képes replikaciéra, 42-43 ©°C-on pedig nem. A plazmid -

akar az eldzd pontban 1leirt kisérletekben - homoldg
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rekombindcidéra alkalmas kromoszoéma eredetli génszakaszokat
tartalmaz, antibiotikum-rezisztencia-gént hordozé frag-
mentummal megszakitva (vagy helyettesitve) a kicserélni
kivant gént. A valasztott hGszenzitiv plazmid a pSC1l01
replikont tartalmazza, alacsony kdépiaszami, ami biztosit-
ja, hogy a rekombindacidé utdn a mikoddképes gén az erede-
titd1l ne nagymértékben eltérd képidban legyen a sejtben.

A rekombinadcids eseményeket és a szelekcids lépéseket
a 9. abra illusztralja. Nem esszencialis gének esetében a
rekombindnsok szelekcidéja a kovetkezdképpen toérténik: A
rekombindcidéra alkalmas hGérzékeny plazmidot tartalmazd
sejteket a plazmidon a genom eredeti részbe inszertalt,
rezisztenciat biztositdé génnek megfeleld antibiotikumot
tartalmazé lemezre szélesztem és 42 ©9C-on inkubalom. A
lemezen csak olyan kolénidk jelenhetnek meg, amelyekben a
rezisztencia-gén homoldg rekombindcidéval a kromoszomara
keriilt. Koénnyen elddnthetd, hogy az egyes kldénokban
plazmid-integracidé tortént, vagy reciprok rekombinacio,
mivel az utdbbi esetben a klén a vektor altal kédolt
rezisztencia-génnek megfeleld antibiotikumra szenzitiv. A
rekombindacidkor keletkezett plazmid-termék és az eredeti
plazmid-kopidk elvesztek a sejtekbol.

Ha a génrdl tudjuk, hogy esszencialis vagy éppen el
szeretnénk doénteni, hogy az-e, a génhelyettesitést két
lépésben kell végrehajtani: elsd 1lépésként a plazmid-

tartalmi sejteket lemezre szélesztve 42 ©C-on inkubalom,
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a plazmidon az elrontani kivant génbe inszertalt

rezisztencia-génnek megfeleld antibiotikum jelenlétében.

Km"
Km?
) nem esszencialis _\
gén
Oorj Te——- Oori
esszencialis 42°C
gén
KmPR

()
e KfAS e P

KmPAp*®

tP Km? t
fenotipus o fenotipus
t°O ori Oori
Ap"

9. abra. Kromoszomalis gén inaktivalasara és esszen-
cialitasanak bizonyitasara alkalmas @j mddszer elve.
Magyarazat a szdvegben. A rezisztencia-markert (itt KmR)
hordozé fragmentumot az abran soétét haromszdg jeldli.
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Esszencidlis gén esetében csak azok a sejtek
képezhetnek koldéniat, amelyekben a plazmid egy képidaja a
kromoszémaba integralédott homoldég rekombindcid révén.
Ezek a klénok a vektor-kédolta rezisztencia-gén a&altal
meghatarozott tovabbi antibiotikumra is rezisztensek. A
kovetkezd 1épésben az integransok tovabbi tenyésztése
soran az utddgeneracidkban olyan sejteket kell keresni,
amelyekben egy masodik rekombindcidé soran a plazmid oly
médon lépett ki a kromoszémabdl, hogy az elrontott allél
maradt a Kkromoszéman és az ép kerililt a h&szenzitiv
plazmidra. Ezek a rekombindnsok antibiotikumok hiadnyaban
is hdérzékeny fenotipustak. Kivalasztasuk a 30 ©cC-on
inkubalt lemezeken nétt telepek replikajaval térténhet. A
replikakat 30, illetve 42 ©C-on inkubalva az utdébbin

kevésbé novo klénok a kettds rekombinansok.

V.2.2.2. A kisérletek soran hasznalt plazmidok
konstrukcidja

Az ORF1 és kornyékének atklénozasakor - a p418-23
plazmidbdél a hdérzékeny plazmidba - technikai nehézséget

okozott, hogy az rrnB Pl és P2 promoterének jelenléte a
plazmidot instabilla teszi az rrnB transzkripcids
termindtorok hianyaban. Annak érdekében, hogy az ORF1l a
Pl P2 nélkil egyszertien atvihetd 1legyen barmilyen
vektorba, egy pBR-szarmazék szubklént készitettem. A
PBR322 vektor EcoRI-HindIII helye kozott 1évd szekvenciat

helyettesitettem a pUCl1l2 plazmidbdél szarmazd polilinker-
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szekvenciaval. E pBR-PL-nek nevezett vektor EcoRI-Smal
helyére klénoztam a p418-23 1;5 kb EcoRI-Dral
fragmentumét. Az igy 1létrehozott pBA0289 plazmidban
(10. abra) az ORF1l mdgilil hiadnyzik a Pl és a P2 promoter,

viszont jelen van néhany restrikcids enzim hasitodhelye.

R R ORF

p418-23

[ |
E B Ha vektor
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pHCO 289 cm® pHSG422

! .
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’——O—O-I j—n PACO289 CmR pACYC184
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o—o pBAO239  Ap? pBR322
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E H
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'r._, =™ pHCO239 .Cm® pHSG422
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ApR
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pACYC 184
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10. abra. A rekombinacidés és a plazmid-helyettesitési
kisérletekben alkalmazott plazmidok Jjellemzdi. (A) Az
egyes plazmidokba beépitett p418-23 eredetd fragmentumok.
(B) A vektorok vazlatos szerkezete. A plazmidok
létrehozasa soran alkalmazott restrikcids enzimek
hasitdéhelyei: B BstEII, D Dral, E EcoRI, EV ECORV,
H HindIII, Ha HaelIll, P PstIl, S Smal. Az (A) vazlatokon
vastag vonallal jeldlve: polilinker-szekvencia.

ori

EV
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A pl8 plazmid 4,8 Kkb EcoRI-Dral fragmentumat is
atklénoztam a pBR-PL-be, annak EcoRI-Smal végéhez ligalva
(pBK0O289) .

Mindkét pBR-PL szarmazék plazmidbél a kromoszomalis
eredetli részt atklénoztam a hGszenzitiv replikacidja
pHSG422 plazmidba (Hashimoto-Gotoh és mtsai, 1981). A
plazmid vazlatos rajza a 10.B 4abran 1lathaté. pScClo01
replikont tartalmaz, alacsony kdpiaszamd (6-8), haromféle
antibiotikum-rezisztenciat biztositdé gént hordoz, minde-
gyikben egyedi restrikcidés enzim-felismerdhely talalhaté.

Az ép ORFl1 gént tartalmazé 1,5 kb EcoRI-HindIII
pBAO289-fragmentumot a pHSG422 7 kb  EcoRI-HindIII
fragmentumdhoz 1ligaltam, 1létrehozva a pHAO289 plazmidot
(10. &abra), amelyen a harom rezisztencia gén kozil csak a
B-laktamdz gén maradt mikodoképes. Az elrontott ORF1l gént
tartalmazé pBKO289 plazmid 4,8 kb EcoRI-HindIII frag-
mentumanak és a pHSG422 7 kb EcoRI-HindIII fragmentumanak
ligalasaval 1létrejétt a pHKO289 plazmid, amely az
ampicillin-rezisztencia génen Kkivil a nem pHSG-eredetd
kanamicin-rezisztencia gént is tartalmazza.

Csak egyetlen plazmid, a pHKO289 sziikséges ahhoz, hogy
a fent vazolt rekombinacidés Kkisérletet elvégezzen.
KésObbi terveim Kkozott szerepelt, hogy megprdébalom a
h&érzékeny rekombinadns sejtekben az ép ORF1l gént hordozd
plazmidot az ORF1 gén kiilénbdzd mutansait hordozd

plazmidokra cserélni, amelyek segitségével esetleg a
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génszerkezet-funkcidé Osszefliggése vizsgalhatd lesz. Az e
célbbl elkészitett plazmidok a kovetkezdk:

A pBAO289 1 kb BstEII-HindIII fragmentumdnak és a
pPHSG422 5 kb BstEII-HindIII fragmentumanak 1ligalasaval
eldallitottam egy az ORFl-et tartalmazdé hdszenzitiv
plazmidot (pHCO289), amelyen a pHAO0289-t61l eltérden nem
az ampicillin-rezisztencia-gén, hanem a kloramfenikol-
rezisztencia-gén talalhato, és az ORF1 gén egyik
promotere hidnyzik. A pHSG422-bdl a 2 kb BstEII fragmen-
tum delécidjaval készitettem egy olyan szarmazékot, amely
a kloramfenikol rezisztencia gént tartalmazza, de az
ampicillin rezisztencia gént nem (pHSG-B).

3' végén csonka ORFl-et tartalmazé pBR- és pHSG-
szarmazék plazmidokat is készitettem., mivel egy korabbi
kisérlet e mutans megvaltozott (vagy hianyzd) funkcidjara
utalt. E Kkorabbi kisérletben a p418-23 1,3 kb EcoRI-
HaeIll fragmentumat - amelyrdl az ORF1l utolsdé 150 nukleo-
tidja hidnyzik - a nagykdpiaszamid pHC624 plazmid (Boros
és mtsai, 1984) EcoRI-Smal helyéhez 1ligaltam (pHCEB).
EbbS6l a plazmidbdél helyeztem at az 1,3 kb fragmentumot
EcoRI-HindIII enzimekkel tortént kihasitdas utan pBR322-
be, annak EcoRI és HindIII-helyéhez ligalva (pBAO239). A
PHCEB 0,8 kb BstEII-EcoRI fragmentumat a pHSG422 5 kb
BstEII-HindIII fragmentumahoz 1ligaltam, létrehozva a
kloramfenikol-rezisztencia gént hordozd pPHCO0239

plazmidot. A plazmidon az ORF1l génnek csak az egyik
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promotere van jelen. A csonka gént tartalmazd plazmidok
jellemzdit a 10. abra mutatja.

Az ORFl-et a PACYC184 plazmidba is atkldénoztam: a
EcoRV és HindIII enzimekkel emésztett vektorba
beépitettem a pBA0289 1,33 kb EcoRV-HindIII fragmentumat
(pAC0O289), illetve a pHCEB 1,13 kb  EcoRV-HindIII

fragmentumat (pACO0239); 10. abra.

V.2.2.3. Az ORF1 gén inszercidés inaktivalasa és a
rekombinans klénok analizise

A kisérletet az esszencialis gének esetében
alkalmazandd stratégiaval végeztem. C600 sejteket pHKO289
plazmiddal transzformaltam. A szélesztés utan 30 ©C-on
nott, KmRApR transzformans telepek  kozil néhanyat
folyékony kultdraban tenyésztettem, majd lemezenként
kiilonb6zd szamd sejtet (102 - 10° sejt/lemez) kanamicin
tartalmid YTA taptalajra szélesztettem és 42, illetve 30
Oc-on inkubdltam. 42 ©C-on a szélesztett sejtek szamahoz,
illetve a 30 ©°C-on azonos sejtszambél képzdddtt koldniak
szamdhoz viszonyitva kb. 1074 aranyban jelentek meg
telepek. Valamennyi KmRApR volt, tehat a feltételezésnek
megfelelden valdszinlleg plazmid-integransok. Hat ilyen
k1lént kanamicint tartalmazé folyadék kultdraban 30 ©C-on
tenyésztettem, majd kb. 300 sejt/lemez mennyiségeket
kanamicin tartalmd YTA taptalajra szélesztettem és 20
éran at 30 ©c-on inkubaltam. A kindtt telepeket atszar-

kaltam 2-2 YTA lemezre, amelyek ko&zilil az egyiket 30 ©c-
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on, a masikat 42 ©C-on inkubaltam azonos ideig. 500 klén
k8ziil kettd olyat talaltam, amely 42 ©C-on kisebb telepet
alkototf, mint 30 ©c-on. Ezekrdl feltételezhetd volt,
hogy az eldallitani kivant reciprok rekombinansok. Annak
oka, hogy az atszirt sejtek 42 ©C-on is 1lathatd témeg
eléréséig szaporodtak, valdszinlleg az, hogy a palcikarol
a lemezre Kkerililt viszonylag nagyszamid sejt a plazmid
kopidk kihigulasaig, azaz néhany osztdodason at életképes.
A két hoszenzitiv, 30 ©C-on kanamicin és ampicillin
rezisztens k16n Ossz-DNS-ét Southern-hibridizacioéval

analizaltam. Mindkét klénban mind az ORFl-hibridizacids

B
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ceoo L1 ORF T3 gs— @ @
586— -
C800(ORF) sl El ms E] Si —_—
33—
T 2 f 2 7 g 4 e =
16—
11. abra. Egy C600(ORF~) pHA0289 rekombinans Kk1l6n
Southern-analizise. (A7) A kromoszdma ORF-kornyéki

részének EcoRI és Sall restrikcids térképe a rekombinacid
eldtt és utan. (B) 1%-os agardz gélben elektroforetizalt
0ssz-DNS fragmentumok Southern transzfer és hibridizacié
utan készililt autoradiogramja. (1,3) C600 Ossz-DNS, (2,4)
C600 (ORF~) pHAO289 Ossz-DNS. EcoRI- (1, 2) illetve Sall-
(3,4) emésztett mintak. Hibridizacidés prodba: a pBA0289
ORFl-et tartalmazdé 1,5 kb EcoRI-HindIII fragmentuma.
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prdéba, mind a Tn5 KmR génjét tartalmazdé prdéba egy 5,8 kb
méretd EcoRI fragmentumhoz hibridizal, amely megfelel a
3,3 kb Tn5 eredeti fragmentum és a vad tipusa kldénban 2,5
kb méretli, az ORFl1l gént tartalmazé fragmentum méret-
Osszegének. Az ORF-prdéba kimutatta az ép ORF-ot hordozd
rekombindciés plazmid-termék Jjelenlétét is, amely az 1in
vitro rekombinadcidéval 1létrehozott pHA0289 plazmiddal
megegyezd méretli. A 11. abran az egyik kldén Ossz-DNS-ének
EcoRI, illetve Sall emésztés utadan késziilt Southern-

hibridizacidéjanak eredménye lathaté.

V.2.2.4. A mutansok fenotipusa

A hGérzékeny klént C600(ORF~) pHAO289-nek neveztem el
(az in vivo rekombindcid eredményeként keletkezett plaz-
mid struktdraja az in vitro szerkesztett pHA0289 plazmid-
dal azonos). A klén fenotipusat lemezeken nott telepeken,
illetve azok sejtjein vizsgaltam kiilonb6zd hdmérséklete-
ken, a vad tipusd C600 torzzsel Osszehasonlitva.

30 ©C-on az YTA taptalajra szélesztett mutédns sejtek
telepképzd képessége és a telepek morfoldgidaja azonos a
vad tipuséval. 42 ©C-on a mutans sejtekbdl nem képzddik
lathatéo koldénia. A szélesztett sejtek szamahoz

viszonyitva kb. 10~4

gyakorisaggal megjelend koldniadk
mind ampicillin rezisztens, ép ORFl-gént tartalmazod
plazmid-integransok, amit Southern-analizisiik is igazolt.

A mutans viselkedése a plazmid-replikacidé szamara

permissziv, illetve nonpermissziv hdmérséklet kozotti
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tartomdnyban igérkezett a legizgalmasabbnak. Itt ugyanis,
a plazmid csokkent replikacidképessége miatt, feltételez-
hetd, Hogy mikdézben az osztdéddasok soran at kihigul a sej-
tekbd1l, taldalhatdk olyan generacidk, amelyekben az ORF1
gén terméke a vad tipushoz viszonyitva kisebb mennyiség-
ben van jelen, és ez a se]jt mikdédésében zavarokat okoz.

37 ©c-on az YTA téaptalajra szélesztett (kb. 300
sejt/lemez) mutans sejtek telep formaldé képessége csak
kismértékben csdkkent, a koldnidk morfoldgiaja azonban
igen heterogén. Szamos, a vad tipushoz hasonlé allagia és
szinl normdlis vagy anndl Kkisebb méretd telepen kiviil
taldalhatdé néhdny nagy, laza szerkezetli, attetszd telep.
Eldfordulnak tovabba szegmentalt telepek, amelyeknek egy-
eqgy szelvénye laza szerkezetd. A heterogenitas
valdészinlileg a plazmid koépidak egyenldtlen eloszlasabol és
ingadozdé "elvesztési sebességébdl" adoédik az osztddasok
soradan, amibdl kovetkezden akar azonos telepen belil is
létezhetnek P31 protein hidnyos sejtcsoportok a proteint
normdlis mennyiségben tartalmazok mellett.

Az esetleges sejt-alakvaltozas kimutatasara a
telepekbdl vett mintdkat megvizsgaltam faziskontraszt
mikroszkoéppal. Az Aattetszd telepekben a wvad tipusianal
joval valtozatosabb hosszisagua sejtek talalhatoak,
tobbségiik a vad tipustnal hosszabb, néhanyuk fonalszert.

Ez a fenotipus valamilyen sejtosztdédasi zavarra utal,
ami jelezheti azt, hogy az ORF1l gén a szeptumképzddésben

jatszik szerepet, de az sem kizarhatdé, hogy a génnek
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valami mas funkcidéja van, és hiadnya csak kdzvetett moédon
okozza a sejtosztddas gatlasat. Mivel a DNS-szintézis
zavara-vagy replikaldéddé kromoszdémak szétvalasanak gatlasa
is a sejtosztdédas gatlasahoz vezet (részletesebben 1lasd
az VI. fejezetben), kivancsi voltam a mutadns sejtek
nukleoid-morfoldgidajara. A fixalt sejtek nukleoidjait a
fluoreszcens 4',6-diamidino-fenilindollal (DAPI) festet-
tem, és a S. Hiraga a&altal kidolgozott fluo-phase
mikroszképos technikaval vizsgdltam (Hiraga és mtsai,
1989). Ez a szellemes mbédszer lathaté fénnyel torténd
faziskontraszt megvilagitas és UV-megvilagitas kombina-
cidéjaval 1lehetdvé teszi a sejt-alak és a nukleoidok
eloszlasanak egyidejl észlelését. A mikroszkdépos fotdkon
lathatdé, hogy a hosszi sejtek tobbségében a nukleoidok
szinte az - egész sejtet kitodltve helyezkednek el,

folyamatosnak tlnd lancot alkotva (12.B &abra).

V.2.2.5. Plazmid-helyettesitési kisérletek hoérzékeny

plazmidokkal

A C600 (ORF ™) PHAO289 torzsben az ORF1 gént és
ampicillin rezisztencia gént tartalmazo plazmidot
megprdbaltam kicserélni kiilénbozd hdszenzitiv,

kloramfenikol rezisztenciat meghatarozé plazmidokra. Ezek
ko6zlil az egyik (pHCO289) a teljes ORFl-et hordozta a P4
promoterrel, a masik (pHCO0239) a 3' delécidés ORFl-gént, a
harmadikon (pHSG-B) az ORF1l nem volt jelen. A mutans

toérzset a kloramfenikol rezisztens plazmidok valamelyiké-
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vel transzformaltam. A Kkétféle plazmidot tartalmazod
transzformansokat kloramfenikolt tartalmazdé YTB tapfolya-
dékban tenyésztettem 30 ©C-on, majd kloramfenikolt tar-
talmazé YTA taptalajra szélesztettem. A kindtt telepek-
r6l replikakat készitettem ampicillint, illetve kloramfe-
nikolt tartalmazdé téaptalajokra, és ampicillin szenziti-
veket kerestem. A pHCO289 plazmiddal transzformdlt sejtek
90 %-a ampicillin szenzitivvé valt. A pHSG-B-vel transz-
formalt sejtek utédai k&zdtt nem talaltam ApS klént, ami
Osszhangban van az ORF esszencialitasat bizonyitéd
eredményekkel. A pHCO0239 plazmiddal transzformalt sejtek
is megdrizték a pHA0289 plazmidot, ami arra utal, hogy a
csonka P31 protein nem tudja ellatni funkcidjat.

A C600(ORF~) pHCO0289 torzs fenotipusa a pHAO289 plaz-
midot tartalmazd C600(ORF™)-éhoz igen hasonldé. A kiildnb-
ség csak annyi, hogy az eldbbi 37 ©°C-on nagyobb gyakori-
saggal képez attetszd telepeket, és azok sejtjei kozott
nagyobb az igen hossziak aranya. E fonalszerl sejtekben a
nukleoidok Osszefliggd, gyakran cikk-cakkos lancszerl el-
oszlasa még jobban megfigyelhetd (12.D abra). Ez feltéte-
lezhetden azért van igy, mert az egy promoterrdl az ORF1
gén kisebb mértékben expresszalédik, és 37 ©C-on azonos
szami osztddas utadn a P31 protein szintje alacsonyabb
lehet, mint az ORF1l mindkét promoterét hordozé pHA0289
esetében. Igy a mutans fenotipus megfigyelésére kényel-

mesebb a pHCO0289 plazmidot tartalmazdé toérzset hasznalni.
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Ha a C600(ORF~) pHCO0289 koldnidkat a szokasos 12-16
6ranal hosszabb ideig, 32 6raig inkubalom 37 ©C-on, a
telepeket alkotd sejtek mikroszképikus képe az eldbbitdl
eltérd (12.E 4&abra). A telepekben sok, a vad tipushoz
hasonld, tomzsi palca alaki sejt talalhaté. A hosszabb
sejtekben a nukleoidok toébb kiilonalldé tomeget alkotnak,
egyes sejteken a szegregalddott nukleoidok ko&zdtti részen
befliz6dés lathaté. A fluo-phase technika lehetdvé teszi
lizdlt sejtek vazanak kimutatasat is. A mintdban megfi-
gyelhetdk ilyen, citoplazmat és DNS-t nem tartalmazo,
halvany sejt-vazak, és néhany hosszabb sejt podlusa is
lizisre utaldan elhalvanyodott. Egy-két duzzadt atmérdju
sejt is talalhaté. Ugy latszik, a P31 protein mennyiségé-
nek tovabbi csdkkenése a sejtfal meggyengiiléséhez és
ugyanakkor a nukleoidok szegregacidra képes allapotanak
részleges helyreallasahoz vezet. A szegregalddott kromo-
szomak jelenléte az "oreg", tobbségében mar nem stacioner
szaporodasi fazisban levd sejtet tartalmazd telepben arra
is utalhat, hogy bar a folyamat a mutansokban lelassult a
vad tipushoz viszonyitva, de hosszi osztdodasi periddus
esetén végbemehet. Taldn ez magyarazata annak 1is, hogy
aminosavakkal kiegészitett minimal taptalajon, amely az
YTA-nal lassUbb szaporodast tesz lehetdvé, a pHCO0289 vagy
pHA0289 plazmidokat tartalmazé C600(ORF~) sejtek 37 ©C-on
a vad tipushoz hasonlé morfolégiat mutatnak. (42 ©C-on

nem képeznek telepet minimal taptalajon sem.)
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Ve2.2.6. Plazmid-helyettesitési kisérletek héstabil
plazmidokkal.

A C600(ORF™) pHCO0289 sejteket ampicillin rezisztencia
gént hordozdé, nem hdszenzitiv masodik plazmiddal transz-
formdltam. A pBA0289 plazmiddal transzformalt C600(ORF™)
sejtek telep- és sejtmorfoldgidja a vad tipuséval volt
azonos 30, 37 és 42 °C hdmérsékleten. A mutdns fenotipus
komplementdlhatésaga a plazmidon a sejtbe vitt ORF1
génnel bizonyitja, hogy a mutdns fenotipusat nem valami
mas, az ORF-on kiviili mutacidé okozza.

A pBR-PL plazmid természetesen nem komplementalta a
mutans fenotipust, s6t a transzformansok telepképzd
képességét 37 ©C-on csdkkentette.

A pBAO239 plazmiddal transzformalt sejtek 37 ©C-on
szintén a mutdns fenotipust mutattak, ami megerdsitette a
hészenzitiv plazmid-kompeticids kisérlet kovetkeztetését,
hogy a csonka gén terméke csokkent aktivitasa. Meglepd
volt azonban a transzformansok viselkedése 42 ©C-on:
kanamicint és ampicillint tartalmazé lemezen a szélesz-
tett sejtszamhoz viszonyitva kb 1072 aranyban rancos
szegélyl telepek Jjelentek meg, amelyek kloramfenikol
szenzitivek voltak. Az ezekbdl a telepekbdl tenyésztett
folyadékkultira sejtjeit lemezre szélesztve és 37 ©C-on
inkubalva a vad tipustél nem kiilonbdzd morfoldgiaju
telepek képzddtek.

A transzformalast és szélesztést tobbszor megismé-

telten, azonos eredménnyel. Azonosan viselkedtek a
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C600 (ORF~) pHAO289 sejtek is pACO239 plazmiddal torténd
transzformdalds utdn. 42 ©C-on a szélesztett sejtekbdl kb.
10”2 gyakorisadggal képzddtek telepek, ampicillin szenzi-
tivek voltak, azaz nem tartalmaztdk a teljes ORF1l gént
hordozdé plazmidot. A kétféle plazmid-parost tartalmazd
C600 (ORF) sejtekbdl szarmazo, az ORFl-et  hordozd
hdszenzitiv plazmidot elveszitett kldénok csoportjainak a
[C600 (ORF~)** pBAO239] illetve [C600(ORF™)* pACO239]
ideiglenes nevet adtam. A kldénokat tovabbi vizsgalatuk
sordn a PpBR-PL vagy pBA0239, illetve a pACYC184 vagy
PACO239 plazmiddal transzformalt C600 sejtekkel hasonli-
tottam o©ssze. (A pBAO239 vagy a pACO239 plazmid a vad
tipusi sejt fenotipusat nem valtoztatta meg).

YTB-ben vagy minimal téapfolyadékban tenyésztve 37 ©cC
homérsékleten, a novekedési gbrbe a C600 torzsével azonos
alaka volt, az azonos slUruUségl kulturakbol szélesztett
vad tipusi sejtekbdl azonban 1,5-2-szer tobb telep
képzddott. Az YTB-ben tenyésztett kultirabol vett mintak
mikroszképos képén 1lathatdé (13. abra), hogy a sejtek
alakja 1lényegesen kiilénbozd a C600 sejtekétdl: az
exponencidlisan szaporoddé tenyészetbdl vett mintdakban a
[C600(ORF )* pACO0239] mutans sejtek megnyultak, a
nukleoidok szegregalatlanul, fonalszeruU tomegekben toltik
ki a sejteket (13.B abra). A stacioner fazisu sejtek a
vad tipusu (13.C abra) Kkerek alaktdél eltérden palca
alakiak (13.D abra). A mutans sejtek fenotipusa az

eredeti, az ORF1l gént h0szenzitiv plazmidon expresszald
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C600 (ORF~) klén 37 ©C-on megfigyelt tulajdonsagaira
emlékeztet, bar a sejtek az eldbbiekben kevésbé
megnyGltak. M9 téapfolyadékban a sejtalak csak kisebb

mértékben tér el a vad tipustédl.

13. abra. Sejt- és nukleoidmorfoldgia vizsgalata fluo-
reszcens-faziskontraszt mikroszkoppal, DAPI-festés utan.
A sejttenyésztés YTB tapoldatban toértént, 37 ©c-on.
(A) Exponencidlis noévekedési fazisi C600 pACYC184 sejtek.
(B) Exponencialis névekedési fazisi C600(ORF )* pACO0239
sejtek. (C) Stacioner ndvekedési fazisd C600 pACYC184
sejtek. (D) Stacioner novekedési fazisi C600(ORF )*
PACO239 sejtek. A vonal 5 um-t jelez.

A C600(ORF™)* és C600(ORF )** sejtekbdl izolalt
plazmidok elektroforetikus mobilitasa nagymértékben
kiilonbdzik a vad tipustu sejtekbdl izolalt plazmidokétédl

(14.A 4&bra 1la, 2a). Kilonbdzd restrikcidés enzimekkel
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A B

la 2a 1b 2b 1C 2c 1d 2d

14. abra. C600 és C600(ORF ) * sejtekbdl izolalt pACO239
plazmidok gélelektroforetikus mobilitéasa. (1) C600
sejtekbdl izolalt plazmid. (2) C600(ORF )* sejtekbdl
izolalt plazmid. (a) emésztetlen preparatum. (b) EcoRI
emésztés utadn. (c) PstI-HindIII-emésztés utan. (d) SacII
emésztés utan. (A) 1%-os agardz gél. (B) 1,5 %-os agaroz
gél. Az (A) gélt az elektroforézis utan festettem
ethidium-bromiddal.

tOrténd emésztések utdn a fragmentumok mérete megegyezik
a C600-bdl izolalt, azonos enzimekkel emésztett azonos
plazmidokéval (14.A a&abra 1b, 2b; 14.B). Ezen elektro-
foretikus viselkedés egyik lehetséges magyarazata, hogy
az emésztetlen mintakban tdbb plazmidmolekula kapcsolédik
egymashoz: vagy egymasba lancoldédnak, vagy multimereket
alkotnak. Annak elddntésére, hogy a mutansbél izolalt
plazmid multimer szerkezetili-e, parcidlisan emésztettem
EcoRI enzimmel, amelynek egy hasitdéhelye van a plazmid-
monomeren. A részleges emésztést kétféleképpen végeztem:

a plazmidokat kis mennyiségl EcoRI-gyel inkubalva,
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illetve ethidium-bromidot tartalmazd reakcidelegyhez
adtam az EcoRI enzimet. (EtBr Jjelenlétében a plazmid-
linearizalas végbemegy, a linearis fragmentumok tovabbi
enzimatikus hasitdsa azonban gatlédik). A 15. &bran
lathatdé, hogy a mutansbdél izoldlt parcidlisan emésztett
plazmidprepardatumokban nagy mennyiségben taldlhatd egy
korilbelil kétszeres momomer-méretnek megfeleld
mobilitasd DNS (15. abra 2b-e). E "2L" DNS a vad torzsbol
preparalt, parcialisan emésztett preparatumban is
kimutathatdé, de itt a monomer-fragmentumhoz viszonyitva

joéval kisebb mennyiségben (15. abra 1lb-e).

EcoRI EcoRI EcoRl
parcialis parcialis
| 17 i | 1
1@ b 1c 1d 1e 1f 2f 2a 2b 2¢c 2d 2e M kb

15. abra. C600 és C600(ORF )* sejtekbdl izolalt pAC0239
plazmidok gélelektroforetikus mobilitasa 1%-os agarodz
gélben EcoRI parcialis emésztés utan. (1) C600 sejtekbol
izolalt ©plazmid. (2) C600(ORF™)* sejtekbdl izolalt
plazmid. (a) Emésztetlen, supercoiled plazmid. (b, c, d)
0,5 U EcoRI-et tartalmazd reakcidelegyben 20, 60, illetve
100 percig inkubalt plazmid. (e) g Lg/ml EtBr
jelenlétében 4 U EcoRI enzimmel az emésztdelegyben 6
6raig inkubalt plazmid. (f) EcoRI enzimmel a teljes
emésztésig inkubalt plazmid. M: 1linearis Kkettds szalad
molekulasily-marker-DNS-ek. c.c.: supercoiled cirkularis
plazmid. 1L: a 1linearizalt pAC0289 monomer-fragmentum.
2L: a linearizalt pAC0239 monomerméret kétszeresének
megfeleld mobilitasa DNS.
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Ismert, hogy a linearis DNS fragmentumok mobilitasara
- a szuperhelikdlis konformaciéja, cirkularis formaktdl
eltérden - nincs jelentds hatdsa az ethidium-bromid
koncentracidé valtozasanak (pl. Sambrook és mtsai, 1989).
Ugyanazon emésztési elegybdl vett mintakat kiilénbdzd
ethidium-bromid koncentraciéja gélekben futtatva a "2L"
DNS mobilitdsa nem valtozott a molekulastly marker-
fragmentumokhoz viszonyitva (16. abra), tehat nagy valo-
szinlséggel linearis DNS. A muténsokbdl izolalt
emésztetlen plazmidok mobilitdsa viszont nagymértékben
valtozott az EtBr-koncentracid filiggvényében. Ezen adatok
alapjan feltételezhetd, hogy a mutansokbdél 1izolalt
plazmidok megvaltozott elektroforetikus mobilitasat az
okozza, hogy cirkularis, egyetlen gylrit alkoté multimer

(elsGsorban dimer) formakban vannak jelen.

A B C

1a 2a 1b 2b M

EtBr néelkul 0.05 ug/ml EtBr 0.5 ug/ml EtBr

16. abra. A C600 és C600(ORF™)* sejtekbdl izolalt pACO239
plazmidok mobilitdsa kiilénb6zd koncentracidéjad ethidium-
bromidot tartalmazé 1%-os agardéz gélekben. (1) C600
sejtekbdl 1izolalt plazmid. (2) C600(ORF™)* sejtekbol
izolalt plazmid. (a) emésztelen, szuperhelikalis plazmid.
(b) EcoRI-gyel részlegesen emésztett plazmid (15. abra e
minta). M: kettds szalld molekulasuly-marker fragmentumok.
(A) EtBr nélkiili gél. (B) 0,05 ug/ml EtBr-t tartalmazod
gél. (Cc) 0,5 pg/ml EtBr-t tartalmazdé gél. (Az A és B
géleket az elektroforézis utan, fotdézas eldtt 0,5 pg/ml
EtBr oldatban festettem.)
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A mutdnsokbdél izolalt Ossz-DNS-t Southern-hibridizaci-
6s technikaval vizsgaltam, hogy megdllapitsam, tortént-e
a kromoszéman az elrontott ORF1l gén kornyezetében
restrikciés analizissel kimutathaté atrendezddés. A
[C600 (ORF™) #* pBA0O239] klénokbdl hatot, a [C600(ORF™)*
PAC0O239] klénokbdél hetet vizsgaltam meg. Az autoradio-
gramok értékelését nehezitette, hogy a preparatumokban az
ORF-prébaval hibridizald plazmidok nagy mennyiségben
voltak jelen, és a kromoszomdlis hibridizaldé fragmentumok
szamara optimalis expozicids idd alatt kiterjedt
feketedést okoztak az autoradiogramon. A klilonbo6zd
restrikciés enzimekkel emésztett mintdk autoradiogramjai-
nak Osszehasonlitdsa azonban egyértelmien értékelhetdvé
tette azokat. EcoRI, SacIl, EcoRI-SacII, EcoRI-BglII és
Sall emésztéseket alkalmaztam. Kétféle prdbaval hibridi-
zaltam a filtereket mindegyik restrikcids emésztés eseté-
ben : az egyik az ORFl-et tartalmazta, a masik az ORF1
elrontasara is hasznalt 3,3 kb Tn5-fragmentun volt.

Az azonos plazmidot tartalmazé klénok hibridizaciés
képe nem kiilonbdzdétt egymastél egyik restrikcids enzim
alkalmazasa esetén sen, a két kloéncsoport azonban
kiilonbozd volt.

Az eredeti C600(ORF~) kldén ORF1l kornyéki régidja és a
plazmidok restrikcids térképeinek ismeretében valamennyi
hibridizaciés adattal oOsszhangban &llé struktiara a
kromoszoéma-plazmid-kointegratum mindegyik vizsgalt

klénban. A 17. abran lathatdé a kromoszomak ORF1 kornyéki
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részének vazlatos

integraciéja eldtt és utan,

szerkezete a

PACO239 plazmid

a Southern analizis soran

hasznélt enzimek hasitdéhelyeinek megjeldlésével.

SE B S ScSc B ScSc ES
11 C600(0ORF")
ev S¢sc
~\\ %‘
s Vi  pACO239
* E
SE B S Sc Sc B ScSc BH E S EV ScSc ES
| 1 U 11
L C600(ORF ™)+
( )

17. abra.

a Southern-analizisben alkalmazott restrikcids
feltilintetésével. (a)
rekombinacid

hasitdéhelyeinek
C600 (ORF™) kromoszdéma a

kromoszéma a plazmid-integracié utan.
Sc SaclII.

H HindIII, S Sall,
delécidjat jeloli.

A  homoldg

helyreallt az ORF1l gén épsége,

nativ &allapottdél eltérd

érthetdvé valik a mutansok életképessége,

eltérd fenotipus okanak

kisérleteket igényel.

rekombinacid

helyen. E

feltarasa

A plazmid-kromoszdéma kointegratumok szerkezete

enzimek
A PpPACO239 és a

eldtt. (b) A
B BglII, E ECORI,

A haromszdg az ORF1l végének

eredményeként a sejtben
azonban a Kkromoszdman a
struktara alapjan
a normalistol

azonban tovabbi
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V.3. A P31 protein tiltermelésének fenotipikus hatasai

Az expresszids vektorokba klénozott ORF1 gén
expresszidéjanak indukcidéja utdn a novekedési rata
csOkken. Ezt azonban expresszids vektorokba klénozott méas
gének esetében is tapasztaltam, valdészinlileg a vektorrodl
folydé intenziv transzkripcidé és transzlacié aspecifikus
hatasa az alkalmazott tenyésztési feltételek esetén.

Az igen nagy mennyiségli P31 proteint tartalmazdé sejtek
poliakrilamid-gélelektroforézis utan 1lathaté fehérjemin-
tazata jellegzetesen eltér az azonos ndvekedési fazisban
levé wvad tipusu sejtekétdl. A Jelenséget Kkiilonbozd
torzsekben (C600, HB101, JM107) is észleltem. (Az ORF1-
expresszaldé plazmidokkal transzformalt HB101 sejtek
fehérjéinek SDS-PAGE-képe a 4. abran lathatd).

A fehérjemintazat kisebb mértéklli megvaltozasa egyéb
proteinek tdltermeltetésekor is alkalmanként megfigyel-
hetd, tehat lehet - legalabbis részben - a transzlaciés
apparatus tdlterhelésébdl addédd aspecifikus hatas. A P31
tGltermelésekor azonban a valtozasok - mas fehérjék
taltermelésétdl eltérden - reprodukdlhatdak, és egyes,
nem azonositott fehérjék mennyiségének valtozasat csak a
P31 tdltermeld sejtek esetében tudtam kimutatni, human
proinzulin, kloramfenikol-acetiltranszferaz vagy b-
galaktozidaz a-peptid tultermelése esetén nen.

A P31-tultermeld C600 sejtek a vad tipusnal hosszabbak

mind exponencialis, mind stacioner fazisban, a nukleoidok
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a mutdnsokhoz hasonldéan szegregalatlannak latszanak DAPI-
festés utan UV fénnyel megvilagitva (nincs abra).

E séegregéciézavar oka lehet a replikaldédott kromoszo-
mak topoldégiai szétvalasztasanak tokéletlensége (részle-
tesebben lasd a VI. fejezetben) a dekatendcidban szerepet
jatszdé girdz enzim csdkkent aktivitasa miatt. A giraz
aktivitasat tikrozi a sejtekben 1évd plazmidok szuperhe-
licitasanak mértéke is (Pruss, 1985), ezért megvizsgaltam
az indukalt, illetve nem indukalt sejtekbdl izolalt
plazmidok topoldégiai 4&allapotat. A topoizomerek szétva-
lasztasara az egyik 4&altaldnosan hasznalt médszer a
klorokvin Jjelenlétében végzett agardéz-gélelektroforézis.
Az indukalt illetve nem indukalt C600 sejtekbdl izolalt
pVH1 és pERCHORF plazmidokat 13 ugml'1 klorokvint
tartalmazé gélben futtattam. A klorokvin-eltavolitas és
ethidium-bromidos festés utan 1latszik, hogy a kisebb
szuperhelicitasd topoizomerek mennyiségének aranya megnd
a tdltermeld sejtbdl szarmazdé pVH1 és pERCHORF plazmid-
populacidban (18.AAébra). A leoltaskor indukalt mintakban
a plazmidmolekulak tobbsége teljesen relaxalt allapotu
(18.A &bra, 3). Annak bizonyitasara, hogy ez nem az egyik
DNS-szalon 1évdé nick-ek Kkovetkezménye, a plazmidokat
nagyobb (60 ug nﬂfl) klorokvin-koncentracioét tartalmazd
agar6z gélben is elektroforetizaltam; e koncentracioénal a
nagyobb pozitiv szuperhelicitasu topoizomerek gyorsabban
vandorolnak. Lathaté (18.B a&abra), hogy az indukalt

mintdbdl izolalt plazmidmolekulak tobbségének mobilitasa
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ekkor nagyobba valt az indukdlatlan sejtbdl szarmazd
plazmidokénal. A relaxalt plazmidok pozitiv szuper-
helikalis konformacidéjiva alakulasa nem torténhetett

volna meg, ha azok nick-et tartalmaznak.
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18. abra. A P31 tultermelés hatasa a C600 cejtben 1levd
plazmidok szuperhelicitdsara. pERCHORF és pVH1 plazmidok-
kal kotranszformalt sejtekbdl izolalt plazmidok elektro-
forézise 1%-os agardz gélben, klorokvin jelenlétében.
(A) 13 pg/ml klorokvint tartalmazdé gél. (Al) pVH1-gyel
transzformalt sejtekbdl izolalt plazmid. (A 2, 3; B 1, 2)
C600 pVH1 pERCHORF sejtekbdl izolalt plazmidok. (A2, B1l)
nem indukalt, (A3, B2) indukalt sejtekbdl izolalt
plazmidok. A P31 tdltermelés indukcidéja 3 mM IPTG-vel
tortént a 1leoltas iddpontjaban. A plazmidokat ODggp=2

sliriségu kultidra sejtjeibdl preparaltam. (12 ug/ml
klorokvin-koncentraciénal a gyorsan vandorld topoizomerek
negativ, 60 pg/ml koncentracioénal pozitiv szuper-

helicitastak. Az elektroforézis iranya: az abra felsd
részétdl az alsd felé.)



78

VI. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A P31 protein tultermeltetése, izolalasa, anti P31
ellenanyag eldallitasa

Az igen gyéhgén expresszaldéddé ORF1 gén fehérjetermékét
sikeriilt nagy mennyiségben termeltetni E. coliban
expressziods vektorok segitségével. A nagymértéku
expresszidéndévelés eléréséhez az intenziv transzkripciét
biztosité promoterek mellett sziikségesnek bizonyult a
Shine-Dalgarno-szekvencia hatékonyabbra cserélése. A
PER2350RF, a pERCHORF és a pKKORF expresszidjanak
Osszehasonlitasakor kideril, hogy a lac fiboszémakété
hely kozremlkdédésével induldé transzlacidé (a pKKORF és
valdészinlileg a pERCHORF plazmidon is) hatékonyabb, mint
az ORF sajat riboszoémakétd helyérdl induld, még akkor is,
ha transzlacidés kapcsoltsag 4&all fenn a megeldzd B-
galaktozidaz o-peptidjével (pER2350RF).

A tultermeld konstrukcidk expresszidéja - kiilondsen a
PKKORF és pERCHORF plazmidoké - azt mutatja, hogy a
gyengén expresszaldéddd génekre Jjellemzd Kkodon-hasznalat
nem limitdlja a génrdl a sejtben transzlalédd fehérje
mennyiségét, bar a kodon-hasznalat a transzlacidés ratat
befolyasolja (Varenne és mtsai, 1984), és a génmukddés
egyik meghatarozd tényezdjének tartjak (Gouy és Gautier,
1982; Konigsberg és Godson, 1983).

A  tidltermeld  torzsbdl a  tisztitas idején még

ismeretlen funkciéja proteint homogenitasig tisztitottam.
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Az izolalt P31 N-termindlis szekvenciajanak
meghatarozasaval igazolédott, hogy az ORF1l transzlacidja
az open reading frame elsd kodonjanal (ATG) kezdddik, nem
a kdvetkezd ATG tripletnél, amely az ORF dtddik kodonja.
A P31 izolalasa utéan lehetdveé valt anti-P31
poliklonadlis antiszérum eldallitésa, amelyrdl immunpreci-
pitdcidés vizsgdlatokkal kimutattam, hogy nagy specifici-
tassal reagdl a P31 proteinnel. A IV.2.16. fejezetben
leirt immunprecipitaciés moédszer az affinitas értékelé-
sére nem a legmegfeleldSbb. Az antiszérum azonban feltéte-
lezhetden alkalmas érzékeny immunoblotting technikaval
végzendd kisérletekre, amelyekben a kromoszoémarol
kiilénbozd fizioldgiai koridlmények kozott szintetizaldodod

P31 mennyiségét szeretném Osszehasonlitani.

Az ORF1l elrontasa a kromoszdéman és esszencialitasanak
bizonyitasa Uj médszer segitségével

Az ORF1 gén esszencialis voltat valészinlsitd
rekombindacidés génhelyettesitési kisérletek utan sikeresen
alkalmaztam egy altalam kidolgozott rekombinaciods
technikat feltételesen letdalis ORF1l mutans létrehozasara
és egyben a gén esszencialitasanak bizonyitasara. A
médszer eldnye, hogy 1lehetdvé teszi a rekombinansok
pozitiv szelekcidjat és ez a szelekcid egyben a sejtben
1évd plazmidok eliminacidéjat is eredményezi. Barmely rec
proficiens torzsben alkalmazhato, és csak egyetlen

plazmid sziikséges hozza, amely hoéérzékeny replikaciéja és
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a rekombindcidéval helyettesiteni kivant allélt hordozza.
Amikor kitaldltam és alkalmaztam a mdédszert, még nem volt
ismert a szakirodalomban. Az ORF1l gén sikeres elrontasat
azonban csak akkor publikdltuk (Baliké és Venetianer,
1993), amikor az ORF1 fehérjetermékének funkcidja ismert-
té valt. Sajnos, 1iddkdézben egy masik kutatdédcsoport mar
kozolte az altalam is alkalmazott elven alapuld
génhelyettesitési médszert (Hamilton és mtsai, 1989). Ok
szintén a pSC101 plazmid egy hOszenzitliv szarmazékat
hasznaltdk; 1létrehoztdk a bolA gén inszercids-delécids
mutdnsait, az rnc gént egy 1in vitro mutagenezissel
eldallitott alléljével helyettesitették, és az uvrD
kromoszomalis delécibds-inszercidés mutansanak plazmidra
mentését is elvégezték ezéel a médszerrel. Altalanos
hasznalhatdésagat bizonyitja, hogy szamos esetben
valasztottak kiilonbdzd kutatdbcsoportok a Hamilton és
munkatarsai &altal ko6z6lt eljarast gének elrontasa és
feltételesen letalis mutansok létrehozasara.

Hamilton és munkatarsai szerint a kointegransok igen
instabilak, a permissziv hOomérsékleten lassan szaporodnak
és nagy gyakorisaggal jatszdédik le a plazmid kivalasa a
kromoszémabdél. Ezt az instabilitast az ORF1l génnel
végzett kisérletek soran nem tapasztaltam.

A PpHSG422 plazmid elvesztését magas homérsékleten a
Hashimoto-Gotoh és mtsai (1981) altal leirtnal lassubbnak

talaltam. Elképzelhetd - bar nem vizsgaltam -, hogy az
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daltalam hasznalt pHSG422 plazmidon a hoérzékenységet
kismértékben csokkentd mutacidé tortént.

Sikeriilt bizonyitanom az ORF1l gén esszencialis voltat:
kimutattam, hogy az ORF~ Kkromoszémaji rekombinansok

életképessége/é plazmidon expresszaldédd ORF1l jelenlététdl

fligg.

Az P31 megvaltozott mennyisége okozta fenotipikus
hatasok

A feltételesen letalis mutans létrehozéasa az
ismeretlen funkcidéji gén esszencialitasanak bizonyitéasa
mellett 1lehetSséget teremtett a géntermék csokkent
mennyisége okozta fenotipikus hatasok vizsgalatara is.
42 ©9Cc-on a taptalajra szélesztett mutans sejtekbdl nem
képzddik lathato telep. A sejtek azonban néhany
osztdédasra képesek a plazmid replikacio szamara
permisszivnél magasabb homérsékleten, mikdézben a plazmid
fokozatosan elimindalédik a sejtekbdl. Ek6zben a
fenotipikus valtozasok konnyen megfigyelhetdk folyadék
kultdraban 42 ©c-on vagy taptalajon 37 ©C-on: a telepek
és a sejtek alakja eltérd a vad tipusi sejtekétdl. A
megnyidlt, szinte egész hosszukban szegregalatlan
nukleoidokat tartalmazdé sejtek a sejtosztddas és a
replikaldédott kromoszdémék szétvalasanak zavarat jelzik.

Ismert, hogy ha a replikacidé soran a terminacidé és a
leanykromoszomak szétkapcsolddasa nem megy végbe, a sejt-

osztddas gatlédik és fonalas sejtek képzddnek. Az ORF~
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mutansok fenotipusa hasonlé a gyrA (Hussain és mtsai,
1987) és a gyrB (Orr és mtsai, 1979) mutansok fenotipusa-
hoz. A topoizomerdaz II (girdz), amelynek alegységeit a
gyrA illetve a gyrB gén kdédolja, és a topoizomeraz IV in
vivo résztvesznek a replikalédott kromoszémak topolégiai
szétvalasztasaban (Steck and Drlica, 1984; Kato és mtsai,
1990) .

Az a folyamat, amely biztositja, hogy az osztdédd utdd-
sejtekbe egy-egy replikaldédott kromoszdéma keriiljon, két
szakaszra oszthaté: 1. (a) a replikaldédott, a replikacids
terminusnal egymasba kulcsoldédott kromoszémak szétvalasz-
téasa topoizomerazok segitségével. (b) az esetleg
képzddott cirkularis dimerek monomerizacidéja a XerC-XerD
rekombindzok részvételével é terminus régidban 1évd dif
helyen (a dimerek akkor Jjonnek 1létre, ha a homolodg
kromoszdémak kézdtt paratlan szamd rekombindcids esemény
tortént a replikacid kézben). 2. Az elkiilonlilt, nukleoid-
struktiraba szervezdddtt kromoszémak eltavolodasa a
sejthossz 1/4-e és 3/4-e pozicidjaba.

Az egyes szerzdk szbhasznalata a két 1lépés megjeldlé-
sére eltérd. A dolgozatban kovetkezetesen az 1. 1lépés
eseményeit jeldldm a "szegregacid" szodoval Steck és Drlica
(1984) nyoman. A 2. szakaszrdl (particid, szeparacid) a
tovabbiakban nem esik sz6, mivel a particiés mutansok
fenotipusa az ORF  mutansokétél megkiildnbdztethetd: a
sejtosztddas nem gatlodik, kromoszdédma nélkiili és két

(DAPI-festés utan mikroszkoppal 1lathatdan) elkiildnilt
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nukleoidot tartalmazéd sejtek  képzddnek a normalis
osztédasi termékek mellett (Hiraga és mtsai, 1989).
(A szegregacio, nukleoid-szervezodés és particid
eseményeinek Aattekintését 1lasd példaul Hiraga (1993) és
Lobner-Olesen &s Kuempel (1992) osszefoglaldjaban.)

A P31 protein tudltermelése is az ORF mutansokéhoz
hasonlé megnyGlt sejtalakot és todkéletlen szegregacidt
eredményez, és a sejtekben 1évd plazmidok szuperhelikalis
tenzidéjanak csdkkenéséhez vezet (V.3. fejezet). A szuper-
helicitas valtozadsa nem a transzkripcidé-indukcid kovet-
kezménye, mivel az indukdlhaté promotert nem tartalmazo
pVH1 plazmidon is megfigyelhetd. A giraz enzimnek a
kromoszoma-szegregacidban jatszott szerepén kivil
szuperhelix struktirat eldidézd aktivitasa is van
(Gellert és mtsai, 1976), mig a topoizomeraz I a szuper-
helicitds csokkentésére képes. A plazmidok szuperheli-
kalis a&allapota tiikrézi a giraz és a topoizomeraz I
aktivitasat a sejtben, amelybdl a plazmidokat izolaltak
(Pruss, 1985). A tultermeld sejtekbdl izolalt plazmidok
csdkkent negativ szuperhelicitasa tehat szintén a giraz-
topoizomeraz I aktivitas—-arany csokkenésére utal.

Az ORF~ mutédnsok és a tialtermeld sejtek fenotipusa
hasonldésagokat mutat a sejtosztddaskor a szeptum normalis
lokalizaciéjahoz sziikséges min 1lokusz egyes mutansaihoz.
Kimutattak, hogy a minB mutansokban a nukleoid-
szegregacid tokéletlen (Jaffé és mtsai, 1988, Mulder és

mtsai, 1990). A mutansokbdél 1izolalt plazmidok csokkent
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szuperhelicitéastak, és a minB géntermékek taltermelése
szintén zavart nukleoid szegregacidét és csékkent plazmid
szuperhelicitast eredményez (Mulder és mtsai, 1990).
Mulder és munkatarsai feltételezése szerint a tokéletlen
nukleoid szedfegécié okozhatja az abnormalis osztdédasi
termékek (sejtfonalak és Kkromoszdéma nélkiili minisejtek)
megjelenését a min és a gyr mutansokban. Az ORF~ mutansok
és P31 taltermeld sejtek eddigi kisérletekben feltart
fenotipusa 1legvaldészinlbb magyarazatanak az 1latszott,
hogy ezekben ismeretlen okbb1l csokkent a giraz/
topoizomerdaz I aktivitads-arany, ami a leanykromoszoma-
szegregacid tokéletlenségét okozza. A fonalas sejtalak a
szegregacidzavar okozta sejtosztddas-gatlas kovetkezménye
lenne, a gyr és esetleg a min mutansokhoz hasonldan.

A fenotipus értelmezését bonyolultabba teszi, hogy
hosszabb ids utan a mutansok mikroszképos képe
megvaltozik (V.2.2.4. fejezet): a szegregalt nukleoidokat
tartalmazé, a toébbieknél duzzadtabbnak tUnd sejtek és
lizalt sejtek maradvanyainak megjelenése, tovabba a
37 ©C-on ndtt egyes telepek attetszdsége felvetette
valamilyen sejtfal-eltérés lehetségét is.

Mégis meglepd volt, amikor a dolgozatban 1leirt
kisérletek befejezése utan Mengin-Lecreulx kutato-
csoportja publikalta, hogy megtalaltak a sejtfal-
alkotoérész D-glutaminsavat szintetizald enzim génjét,
amely az ORF1l génnel azonos (Doublet és mtsai, 1992). E

tény iranyt szab az ORF™ felteételes mutansok
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fenotipusdnak "megfejtésére" iranyuld probalkozasoknak,
de nem kindl trividlis magyarazatot.

Az E. coli sejtfal Osszetétele régdéta ismert. A murein
polimert alkotd muropeptid egységek citoplazmaban torténd
szintézisének és a sejtfalba épililésiiknek utjat nagyrészt
feltartak, az e folyamatokban szerepet jatszd enzimek egy
részének génjét azonositottak (a sejtfalszintézisrdl
sz616 1legfontosabb informacidkat a Fliggelékben foglalom
Ossze). Az enzimek ko&ziil azonban csak keveset izolaltak
és jellemeztek biokémiai médszerekkel.

E. coliban csak egyetlen D-glutamat auxotréf mutanst
talaltak: az E. coli B-bol izolalt WM335 torzset
(Hofmann, 1972). A WM335 sejtek D-glu megvonas utan egy-
két generacidén beliil lizalnak. Kimutattak, hogy az UDP-
MurNAc-L-Ala prekurzor akkumulaldédik a sejtben, de az
enzimdefektus azonositégg,Qen sikerililt. Az UDP-MurNac-L-
Ala: D-Glu ligazt nem érint&ra WM335 mutaciéja, amelyet a
73 és 98 perc Kkozotti kromoszomaszakaszra térképeztek
(Lugtenberg és mtsai, 1973). A citoplazmatikus murein-
komponens szintetizdald enzimeket kdédold gének nagy része
a 2 percnél elhelyezkedd régidban talalhaté, azonban a 90
perc koérnyékén egy masik mur-géncsoportot feltételeztek
(mrb). E régidba térképezték a murA és a murB géneket.
1992-ben azonositottdk a murB gént az rrnB 3' végével
szomszédos ORF II-vel (Doublet és mtsai, 1992, Pucci és
mtsai, 1992). Ezutan a  kozeli, nagyrészt ismert

szekvenciaja és csak néhany azonositatlan ORF-et
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tartalmazdé kromoszdémaszakaszon keresték a murB és a D-Glu
prototroéfidért felelds géneket.

Doublet és mtsai (1992) Kkisérleteiben az E. coli fag-
illetve plazmid-kléntarbdl szarmazd ORF1l komplementalta a
WM335 muténs‘wfenotipust, igy egyértelmiien azonosithatd
volt a D-Glu szintéziséért felelds enzim génjével, amit
murI-nek neveztek el. Az ORF1l azonositasat nem sokkal
késdbb Pucci kutatdécsoportja is publikalta (Dougherty és
mtsai, 1993), 8k dga-nak nevezték el a gént (D-glutamic
acid). Megallapitottdk azt is, hogy a WM335 két génben
tartalmaz mutdacidét: az ORF1l 240. kodonja amber, ezenkiviil
a glutamat permeaz gltS génjében két missense mutacid
taldalhaté, amely az egyébként kis hatékonysaga glutamat
felvétel fokozddasat eredméhyezi. Ez megmagyarazza, miért
nem sikerilt tdbb D-glu auxotrdéf mutanst izolalni: a vad
tipusi glutamat transzport-rendszer tokéletlensége miatt
a murI mutdnsok akkor sem életképesek, ha a médium D-
glutamatot tartalmaz (ez a megallapitas csak gazdag
médiumra vonatkozik, lasd késobb).

A C600(ORF~) mutansokkal végzett csonka génes plazmid-
csere kisérletekbdl levont kovetkeztetés Osszhangban van
Dougherty és mtsai eredményével: a C-terminalis 50 amino-
savat nem tartalmazdé csonka P31 protein nem funkcidképes.

Nem sokkal az V. fejezetben 1is 1leirt kisérletekrdl
sz616 kozlemény megjelenése eldtt (Balikdé és Venetianer,
1993) Doublet és munkatarsai 1is publikaltak, hogy az

ORFl=murI gén esszencialis (Doublet és mtsai, 1993), és
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megallapitottdk, hogy a gén terméke glutamat racemaz. A
feltételesen letdlis mutanst a Hamilton és mtsai 4&altal
k6z61lt médszerrel hoztadk 1létre. A murI gént hdérzékeny
plazmidon hordozé murI~ Kkromoszémaju sejtek folyadék-
kultGraban 42 °c-on n&vesztve néhany o6ra utan liz&alnak.

Az ORF1l(murI) génre vonatkozd Gj ismeretek birtokaban
megvizsgaltam a D-glutaminsav hatasat mutansaim
fenotipusara. YTB tapfolyadékhoz adott D-glutaminsavval
nem tudtam komplementdlni a mutansokat. A komplementacid
sikeres volt azonban, ha a C600(ORF ) pHCO0289 sejteket a
gltS gént expresszald pMK15 plazmiddal (Ka&lman és mntsai,
1991) transzformaltam. A transzformansok 42 ©C-on telepet
képeztek, a pHC0289 plazmid elimindldsa utdn is normalis
novekedési rataval nodttek 100 pg/ml D-Glu jelenlétében,
annak megvonasa utan azonban perceken beliil 1lizaltak.
Minimal tapfolyadékban a D-glutaminsav felvétele
hatékonyabb (Doublet és mtsai, 1993). Sikerilt is Mé63
taptalajon 100 wug/ml D-glu jelenléte esetén az ORF~
fenotipust komplement&dlni 42 ©C-on és a hdérzékeny
plazmidot nem tartalmazdé sejteket izolalni. E C600(ORF)
sejtek M63 tapfolyadékban tenyésztve a D-glu megvonast
kovetden koriilbeliil egy 6ra mualva lizaltak.

A 1lizis fenotipus a feltételesen 1letalis sejtfal-
szintézis mutansokra jellemzd (pl. Mengin-Lecreulx és van
Heijenoort, 1991). A pHAO289 vagy pHCO289 plazmidot
hordozd C600(ORF°) mutansok az V.2 fejezetben leirt

kisérleteim soran megfigyelt fenotipusa azonban ettdl
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kiilonbozd, bar hosszabb inkubacié wutdan a 1lizis is
megfigyelhetd. Ismereteim szerint még senki nem k&zdlt
nukleoid szegregacids zavart sejtfalszintézis-mutansok-
ban. A WM335 tdrzs sem mutatja ezt a jelenséget. Ennek az
lehet az oka,"hogy a sejtfalszintézis zavara okozta lizis
a D-glu megvonds utan gyorsan, egy-két generéacioén beliil
megtdrténik, mig a C600(ORF-) mutansokban az altalam
alkalmazott tenyésztési koriilmények k&zdtt a P31 protein
kihigulasa és kovetkez-ményeként a D-glutaminsav-pool
kimeriilése sokkal 1lassibb, 1igy a szegregacids defektus
detektalhatd a lizis megtorténte eldtt.

Felmeriil a kérdés, hogyan vezethet egy sejtfal-
alkotdérészt szintetizald enzim aktivitasanak megvaltozasa
a kromoszdmaszegregacidé zavarahoz. A Kkérdés véleményem
szerint azért kiilondsen érdekes, mert eddig Kkevéssé
ismert jelenségek felé iranyithatja a figyelmet,
amelyeknek esetleg szerepe lehet a baktérium-sejtciklus
folyamatainak Osszehangolasaban.

Az E. coli sejtciklus soran a kromoszoma-replikacio,
szegregacidé és particid a szeptumképzddéssel térben és
iddben szigorudan koordinaltan zajlik le. Szamos
megfigyelés bizonyitja, hogy vad tipusu sejtek osztddasa
soran a szeptum pontosan a sejt kozepén képzddik, és a
ledanysejtek azonos szamd Kkromoszomat és replikaciods
origét tartalmaznak. Kromoszoma nélkilili utddsejtek csak
igen kis gyakorisaggal Kkeletkeznek. E koordinaciod

mechanizmusa azonban még ismeretlen, bar a sejtciklus
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egyes részfolyamatai tdbbé-kevésbé j61 ismertek (a sejt-
ciklusra vonatkozd ismereteket Osszefoglald muvek pl. de
Boer és mtsai, 1990; Donachie, 1993; Lutkenhaus, 1993).

Régobta ismert, hogy a DNS-szintézis és a
kromoszémaszeéfegécié zavarai gatldé hatassal vannak a
sejtosztddasra. A DNS sériilése (pl. UV sugarzas hatasara)
kivaltja az SOS valaszt, amelynek soran DNS repair
enzimek szintézise indukaldéddik (Huisman és D'Ari, 1981).
A sejtosztdédas gatlasa 1is része az SOS valasznak,
fonalas, sok kromoszdémat tartalmazdé sejtek képzddnek. E
gatlast a sfiA gén indukcidéja valtja ki, amelynek
fehérjeterméke az FtsZ proteinnel Kkolcsdnhatasba 1lépve
gatolja annak sejtosztddast meginditdé aktivitasat.

A DNS-szintézis vagy szeéregécié zavarali azonban olyan
korilmények kozott is gatoljak a sejtosztdédast, amikor az
SOS-rendszer nem indukaldédik, vagy SOS-valaszra képtelen
recA vagy lexA mutansokban is (Jaffé és mtsai, 1986).

A szegregalatlan kromoszoémdk sejtosztdéddast gatldé hata-
sat bizonyitd kisérleteken (pl. Mulder és Woldringh 1989,
1991) alapul a nukleoid-kizarasos modell a két folyamat
tér- és iddbeli Osszehangoltsaganak magyarazatara (Wold-
ringh és mtsai, 1990, Woldringh és mtsai, 1991). A modell
szerint a nukleoidok koriil zajldé transzkripcid-transzla-
cid soran rovid tavon hatd, szeptumképzddést gatld, a
replikacié terminacidéjakor azonban aktivalé szignal
képzddik. A szegregacid soran a kétféle szignal térbeli

eloszlasa olyan lesz, hogy a szeptumképzddés iniciacidja
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a szegregalt nukleoidoktdl bizonyos tavolsagban, normalis
esetben a nukleoidok k&6zotti terilileten valik lehetdveé.

Masik elmélet szerint viszont a sejtfalképzddés helyei
eldre kijeldlt periplazma-kompartmentumok (Cook és mtsai,
1987), azonban ezen elmélet kisérleti alapjait masok
cafoljak (Mulder és Woldringh, 1993).

Mig szamos megfigyelés bizonyitja a DNS-szegregacid
elmaradasanak gatldé hatasat a sejtosztddasra, a forditott
iranyd informacidaramlasrdél Jjéval kevesebb ismerettel
rendelkezilink: azaz nem tudjuk, hogy a szeptumképzddés
zavaranak van-e hatasa a szegregaciodra.

A legutdbbi iddkig a kisérletek 1inkabb e hatas
hidanyara utaltak: 1968 6ta szamos, a szeptum-szintézisben
szerepet Jjatszdé gén hdérzékeny mutansait fedezték fel. E
mutans-osztaly (fts: filamentation temperature sensitive)
jellemzd fenotipusa a filamentdcidé a nonpermissziv hdmér-
sékleten, a kromoszoma-szegregacidé =zavara nélkiil (Hirota
és mtsai, 1968). Az Fts proteinek tobbségének biokémiai
funkcidéja nem ismert, csak a szeptumképzddésben torténd
részvételllk i1ddbeli sorrendje, és szamos kisérlet ered-
ménye utal egyes Fts proteinek in vivo kdlcsdnhatéasara.

Az egyik legtdbbet vizsgalt Fts protein a sejtosztddas
meginditasaban kulcsszerepet jatszo FtsZ, amely az ismert
Fts proteinek koziil a sejtosztdodas legkorabbi fazisaban
fejti ki hatasat. A sejtciklus nagy részében diffdzan
fordul eld a citoplazmaban, az osztddas megkezdése eldtt

azonban polimerizalddik és egy gyurlt alkot a sejtmembran
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kozelében (Bi és Lutkenhaus, 1991). Feltételezik, hogy az
FtsZ gyUrd jelodli ki az osztdédads helyét és a szeptum
ndévekedését koordinalja. Bi és Lutkenhaus (1992) eredmé-
nyei megerdsitik ezt a feltételezést, valdszinUsitve,
hogy az FtsZ-gyliri kdlcsdnhatasba 1lép a szeptumszintézist
végzd proteinkomplexummal, és aktivalja a PBP3 enzimet.

Az FtsZ protein hianya a mutansok eredeti
definicidéjanak megfelelden csak a szeptumképzésre van
hatassal, a szegregacidra nem. Az FtsZ szint csdkkenése a
sejtben azonban a szeptdcidra és a szegregacidra is gatlod
hatassal wvan (Tétart és mtsai, 1992). A nukleoid-
szegregaciod az FtsZz szintézis felfliggesztése utéan
idSlegesen gatldédik, de helyreall, amint az FtsZ tovabb
higitoédik a fonalassa valt sejekben. Tétart és
munkatdrsai feltételezik, hogy az FtsZ protein szerepet
jatszik a szegregacid szabalyozasaban, kodvetkezésképpen a
szegregacid és a sejtosztddas egymashoz kapcsolasaban. E
szerep létezésére utalnak Ruberti és munkatarsai (1991)
eredményei 1is, akik az ftsZ84 mutacidt szuppresszaltak
bizonyos gyr mutansokkal, amelyeknek a DNS topoldégidra
gyakorolt hatdsa normalis volt, és az ftsZ expresszidjara
sem voltak hatassal. Feltételezik, hogy az FtsZ és a
girdz kozott kdlcsdnhatas létezik.

A MinCD proteinekrdl kimutattak, hogy kolcsdnhatasba
lépnek az FtsZ proteinnel, és taltermelésik esetén a
sejtben megakadalyozzak az FtsZ gyurd kialakulasat (Bi és

Lutkenhaus, 1990, 1993). A MinCD és MinE proteinek
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meghatarozott mennyiség-aranya szikséges ahhoz, hogy a
sejtosztddas a sejt kbzepén végbemehessen, de a pdlusok-
nal nem. Amint fentebb irtam, a min mutansokban és MinCD
tiltermeldkben a nukleoid szegregacid =zavarat is megfi-
gyelték, de nem ismert, milyen mechanizmussal jén létre.
Vajon hogy jon létre az egyes ftsZ és min mutansokéhoz
hasonld fenotipus a csdkkent Murl aktivitasa sejtekben,
ha feltételezen, hogy a sejtfalszintézis zavara
eredményezi a nukleoid szegregacié gatlasat? A fent
vazolt ismeretekbdl kiindulva egy hipotézist javasolok a
fenotipus magyarazatara: a D-glutaminsav-pool csokkenése
kovetkeztében a kiilonb6zd UDP-NAcMur-peptid prekurzorok
aranya a szeptum-szintetizald enzimek szamara nem
optimalis, 1gy a szeptumképzddés nem indul meg. A
sejtosztdédast inicidaldé FtsZ gylrld (amelynek kialakulasat
kivalté szignal ismeretlen), a citoplazma-membranban
lokalizdlédé Fts  proteineket aktivalva a szeptum-
szintézist inditand meg, ha a szubsztrat-koncentracid
ehhez elegendd lenne. A szeptumszintézist nem végzd PBP3
proteinnel kapcsolatban 1évé multimolekularis komplexum
konformacidéja vagy stabilitasa megvaltozna, ami hatassal
lenne az FtsZ-re, és az a szegregacidt gatld allapotba
kerilne, ami analdg az ftsZ csokkent expresszidjakor
észlelt 4allapottal. Igy a sejtben a sejtfaltél a
kromoszoémak felé iranyuld informacidaramlas révén a
szeptumszintézisre vald képesség és a kromoszoma-

szegregacid kapcsoltsaga valdsulna meg.
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Ez a hipotézis mas sejtfalszintetizaldé enzimekre
vonatkozva is feltételezhetd; érdekes lenne megvizsgalni,
vajon mas mur gének lassan csdkkend expresszidja
kdvetkeztében kialakult sejtfal-prekurzor pool valtozasok
hasonlé hatassal vannak-e a nukleoid-szegregéciodra.

A hipotézis abbdl a kézenfekvd feltételezésbol indul
ki, hogy a murI géntermék szintézisének csokkenése a
sejtfal-prekurzorok szintjének megvaltozasan Kkeresztiil
elsddlegesen a szeptumszintézisre hat, és a szegregaciod-
zavar ennek a kdvetkezménye. A j6l ismert Jjelenség, azaz
a szegregacidhiany elmaradasa okozta szeptacidgatlas egy
aminosav-racemaz enzim szintéziszavaranak kovetkezménye-
ként valészinlitlenebbnek 1latszik, de nem 2zarhatd ki
lehetdsége. Vannak elméletek, amelyek szerint a DNS
peptidoglikanhoz torténd kotddése sziikséges a
leanykromoszoémak szétvalasztasahoz. Jacob és mtsai (1963)
feltételezték eldszodr, hogy a replikaldédott kromoszomak a
sejtfalhoz kapcsolddnak, és a kozottilk 1lévd peptidoglikan
elongacidéja révén mozdulnak el a pdlusok iranyaba. Késdbb
az elméletet cafoltdk, mivel bizonyossa valt, hogy az Uj
sejtfalalkotdérészek inszercidéja nem zonalisan, hanem
diffGdzan torténik. Helmstetter és Leonard (1987) és
Cavalier-Smith (1987) elméletei azonban mas mechanizmuso-
kon keresztiil, de szintén DNS-peptidoglikan kapcsolddast
feltételezve magyarazzak a kromoszomak szegregaciodjat. Ha
e kapcsolddasnak valdéban szerepe van a szegregacidban,

akkor elképzelhetd, hogy a megvaltozott sejtfaldsszetétel
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esetén zavart szenved, a szegregacid tokéletlenségét
okozva, ami a szeptumképzés gatlasahoz vezet.

A mutdnsokon és a tidltermeld sejteken megfigyelt

valamennyi fenotipikus jellemzot a topoizomerazok
aktivitaszavaranak kdvetkezményeként lehetne a
legegyszerlibben magyarazni - ha nem lenne ismert, hogy az
ORF1 glutamdt racemaz enzimet kédol... Jelenlegi (V.

fejezetben nem szerepld) kisérleteim eredménye szerint a
C600 (ORF™) mutédns fenotipusi sejtekben is csdkkent
mértékld a plazmidok szuperhelicitasa, a tdltermeldkéhez
hasonldéan. A P31 (MurI) tultermelés fehérjemintazatra
gyakorolt pleiotrdép hatasa is elképzelhetd a nukleoidok
vad tipustdl eltérd szuperhelicitasanak egyes gének
transzkripcidéjara gyakorolt hatasa koévetkezményeként.

A mutansokbdl, illetve a P31 (MurlI) tiltermeld
sejtekbdl izolalt plazmidok szuperhelicitasanak
vizsgalata alapjan igen valdszinunek 1latszik, hogy a
glutamat racemaz normalisnal kisebb vagy nagyobb
aktivitasa kozvetett médon a topoizomerazok aktivitasanak
megvaltozasahoz vezet. A topoizomerazokra - pl. a glu-
koncentracid megvaltozasan keresztil - gyakorolt
esetleges hatas mechanizmusara vonatkozb barmilyen
feltételezést kisérleti adatok hianyaban még
megalapozatlannak érzek. Erdemesnek vélem kisérletek
tervezését annak eldontésére, hogy az osztddas-gatlas a
topoizomeraz-aktivitas-valtozas miatti tokéletlen

nukleoid-szegregacié kovetkezménye, vagy forditva, a
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sejtfalszintézis- zavar okozza a szegregaciodgatlast a
megvaltozott sejtfal-nukleoid kdlcsdnhatas révén (a
fentebb vazolt vagy egyéb mechanizus szerint). Tovabbi
kérdés, van-e fizioldgiai koriilmények koézdtt regulaciods
szerepe az 4altalam megfigyelt jelenségnek. Alaposabb
analizise segitséget nyGjthat a sejtosztdédas és a
nukleoid-szegregacidé mechanizmusara és koordinacidjara
vonatkozdé hipotézisek igazolasahoz vagy cafolasahoz.
Megvalaszolatlan az a kérdés is, hogy a murI gén
csdkkent vagy megndvekedett expresszidja milyen mddon
eredményez hasonld fenotipikus sajatsagokat. Erre a min
mutansok és MinCD tdltermeldk esetében sincs még valasz.
Lehetséges-e, hogy a murI gén termékének a glutamat
racemaz aktivitastdél fliggetlen funkcidéja 1is van ? Ez
ellen sz06l, hogy D-glutamattal a felvételét lehetdvé tevd
feltételek esetén a 1lizis fenotipus komplementalhatd, és
a mutans sejteken nem észleltek morfoldgiai elvaltozast
(Hoffmann, 1972, Doublet és mtsai, 1992). Sajat plazmid
nélkili mutansaim is normalisan novekednek D-glu
jelenlétében, mig annak elvonasa utan kb. egy o6ra midlva
lizadlnak. Lehetséges azonban, hogy a szegregacids hatast
csak a sejtciklushoz viszonyitva lassu sejten belili
D-glu szint csdkkenés esetén 1lehet érzékelni, ahogy a
hdérzékeny plazmidos, YTA taptalajon végzett kisérleteim
soran valdszinlUleg tortént. Jelenleg kisérleteket végzek
annak kimutatasara, hogy a generacidés 1idd tobbszorodse

alatt 1létrejovd D-glu elvonas hatasara megtorténik-e
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valamennyi, az Eredmények fejezetben 1leirt fenotipikus
valtozas. Masik elvégzendd kisérlet annak vizsgalata,
hogy a murI expresszald hészenzitiv plazmidot tartalmazd
C600 (murI~) sejteket 37 vagy 42 ©C-on tenyésztve a
plazmid fokozatos kihiguldasa utan megfigyelhetd-e a
szegregacid-gatlas és (vagy) a szuperhelicitas-csokkenés,
ha a (minimal) médium D-glutaminsavat tartalmaz.
Amennyiben a szegregacids zavar a murlI gén mukodésétdl
figgetlenil, a D-glu ellatottsag valtozasaval nem valt-
haté ki, megfontolandd a murI gén egy nem esszencialis,
de a szegregacidban bizonyos korilmények kozdott szerepet
jatszd masodik funkcidjanak feltételezése.

Az kizarhatdé, hogy a szegregacids hatas masik génben
bekovetkezett mutacid eredménye lenne, mivel a mutans fe-
notipus az ORF1l- expresszalé hdérzékeny plazmiddal 30 ©c-
on vagy hd&stabil, nem nagymértékid taltermelést biztositd
plazmiddal magasabb hdomérsékleten is komplementalhaté.

Megvalaszolasra VvAar az a Kkérdés is, azonos-e a murIl
gén egy, a 89,5 perc kornyékére, a btuB gén kozelébe
térképezett génnel (mbrC). Az mbrC mutansokat Trun és
Gottesman (1990) kamfor-rezisztenciara torténd szelekcid-
val, 1j tipusa sejtciklus-mutansok keresése soran
talalta; sejt-és nukleoidmorfoldgidjuk az altalam 1leirt
mutansokéhoz igen hasonldé. Trun és Gottesman (1990, 1991)
feltételezik, hogy a leanykromoszomak szétvalasztasaban

vagy a particio és az osztdédasi ciklus egymashoz kapcso-
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lasaban van szerepik. Nancy Trunnal egylittmikddve megpro-
baljuk a két gén azonossagat bizonyitani vagy cafolni.

Az E. coli kromoszéma 89,3-90 perces régidjanak teljes
nukleotidszekvencidja ismert; 1994 elején még két isme-
retlen funkciéji fehérjét koédold ORF taldlhatd az ORF1
(murI, dga)-tél 4-5 kb tavolsagra (Blattner és mtsai,
1994 adatai alapjan), és harom, tobb-kevesebb pontossag-
gal e szakaszra térképezett, azonositatlan gén: rer,
mbrc, murA. Igy nagy esély van arra, hogy az mbrC mar
valamely funkcidéhoz tarsitott ORF-mel azonos.

Igen Kkilénds az ép ORFl-et a kromoszéman a vad

tipustoél eltérd kodrnyezetben expresszalo torzsek
viselkedése (V.2.2.6. fejezet): az észlelt fenotipus a
C600 (ORF™) muténsok az ORFl-et hordozd plazmid

elimindlasa soran megfigyelhetd fenotipusara emlékeztet,
bar a sejtmegnyldlas kisebb mértéki. Valdszinlnek tartom,
hogy a plazmid-kromoszoma kointegransokban az ORF
promoterrégidéjaban a DNS-konformacié a vad tipustél
eltérd, ami a génexpresszid valtozasahoz vezethet. (Amint
az Irodalmi A&attekintésben irtam, a P3 P4 transzkripciod-
jara a promoterrégid topoldgiai 4&allapota nagy hatassal
van). Ha a plazmid-kromoszdéma-kointegransok fenotipusaért
az ORF1 megvaltozott expresszidéja a felelds, a P3 P4
promoterek milikdodését ezekben a sejtekben valdszinlleg a
DNS-konformacio lokalis eltérése valtoztatta meq.
Prokariotakra ez nem jellemzd, bar a Salmonella

typhimurium leu-500 promoter-mutansanak esetében
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valdészinlinek tartjak ilyen hatas 1létezését. (Richardson
és mtsai, 1988). Az egyes promoterek szuperhelicitas-
érzékenységének mértékét meghatarozé tényezdkrdl még
keveset  tudunk: a P3 P4 vizsgalata hozzajarulhat
megismerésﬁkhéé. Erdekes kérdés az 1is, van-e 1n Vvivo
regulacidés szerepe ezen érzékenységnek (pl. Salmonella
typhimuriumban az extracellularis ozmolalitas ndvekedése
a kromoszdéma szuperhelicitas-fokozddasanak kozvetitésével
egy ozmotikus regulacidéban szerepet jatszé gén, a proU
expresszidéjat indukalja (Higgins, 1988).

A C600(ORF-)* é&s C600(ORF-)** kloénok fenotipusara
természetesen az V.2.2.6. fejezetben leirt kisérletek nem
adnak magyarazatot. Azért tartottam érdekesnek
targyalasukat a dolgozatban, mert a fent leirtak
értelmében az ORF-expresszid Kkiilonds vonasaira mutatnak
ra, amelyeket szeretnék majd tovabb analizalni.

A murI gén expresszidjanak tanulmanyozasa azért is
érdekesnek igérkezik, mert a sejtben valdszinlleg szigora
szabalyozas alatt all; a sejt "igényeitdl" eltérd mértéku
expresszid stlyos zavarokat okoz a sejtciklus két
folyamatdban, a szeptumképzddésben és a kromoszodma-
szegregacidban. A sejfalszintézisben részt vevd gének
regulaciéjarél még 1igen keveset tudunk. Az eddigi
ismeretek arra utalnak, hogy a sejt szigord kontroll
alatt tartja a sejtfal-prekurzorok anyagcseréjében részt-
vevd enzimek aktivitasat és (vagy) szintézisét: elképzel-

hetd, hogy e kontroll hiadanya a sejtanyagcsere egyéb
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folyamataira is hatassal lenne. A kiilénbdzd, sejtfal-
szintézisben-bontdsban részt vevd enzimek aktivitasanak
aranya a morfogenetikus folyamatokat és a sejtosztddas
iddzitését is befolyédsolja (Begg és mtsai, 1990).

A murI génnel kapcsolatos, az értekezésben leirt
kisérletek alapjan felvetddodtt kérdésekkel szeretném
hangstGlyozni, hogy a gén mikddésének tovabbi analizise
tobb szempontbdl is hasznos lehet a prokariodta
sejtmikddés egyes, még kevéssé ismert mechanizmusainak
megértésében. E kérdések egyben a tovabbi kisérletek
iranyait is kijeldlik, amelyekhez a legfontosabb
feltételek az értekezésben leirt munka eredményeként

rendelkezésre allnak.



100

OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban az E. coli rrnB operon Kkozvetlen
kozelségében elhelyezked?d, a munkam kezdetén még
ismeretlen fdﬁkciéjﬁ génnel foglalkoztam, amelyrdl egy
ideig feltételeztiik, hogy a riboszomadlis RNS szintézisben
jatszik szerepet. A kldnozott gént expresszids vektorokba
épitve a gén fehérjetermékének jelentds "tdltermelését"
értem el E. coli sejtekben. A proteint (P31)
homogenitasig izoldltam, immuniz&lads wutan poliklonalis
anti-P31 specifitdast ellenanyagokat nyertem kecskébdl. A

gén funkcidéjanak feltarasa érdekében inaktivaltam a gént

\_/
a kromoszéman egy Gj rekombinacidés moddszerrel, és
megallapitottam, hogy esszencialis. A feltételesen

letdalis mutansok fenotipusa a nukleoid-szegregacidé és a
sejtosztddas zavarat mutatta. Hasonlod jelenséget
figyeltem meg a tdltermeld sejteken 1is, amelyekben a
plazmidok szuperhelicitasanak csokkenése 1is kimutathatod
volt. Iddkozben mas kutatdcsoportok megallapitottak, hogy
az ORF1l a sejtfalkomponens D-glutaminsav szintézisét
végzd glutamat racemdz enzim génjével (murI, dga) azonos.
Az altalam leirt fenotipust azonban sem a murI  mutansok,
sem mas sejtfalszintézis-mutdnsok vizsgalata soran nem
észlelték. A dolgozatban megkiséreltem e 1latszdlagos
ellentmondas lehetséges okait felvetni és a Jjelenség
tovabbi vizsgalatanak esetleges jelentdségére ramutatni a
sejtciklus egyes folyamatai koordinacidjanak

megismerésében.
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VIII. FUGGELEK

AZ ESCHERICHIA COLI SEJTFAL SZERKEZETE ES SZINTEZISE

A teljes attekintésre nem tdrekvd Osszefoglalét
elsdsorban Park (1986a, 1986b) és Cooper (1991) 1iréasai
alapjan allitottam &ssze.

Az E. coli sejtek kiilsG és belsd membranja kozott, a
periplazmatikus térben helyezkedik el a peptidoglikan
(murein) réteg, amely a sejt alakjat biztositja és védel-
met nydjt mechanikai és ozmotikus stresszek ellen. A
sejtfal a peptidoglikan-lancokat Osszetarté kovalens ko-
tések kovetkeztében egyetlen oridsmolekulanak tekinthetd.
Az osztddasi ciklus folyamdn, a polimert alkotd dGjabb
egységek inszercidéjakor, meglévd kovalens kotések

hidrolizalnak, de a "murein-zsak" integritasa megmarad.

A sejtfal kémiai Osszetétele:

A peptidoglikan polimer ismétlddd egysége a muropeptid
(21.a abra), amelyet N-acetilglukdézamin, N-acetilmuramin-
sav (N-acetilglukdézamin D-tejsav-éterrel szubsztitualva a
C-3 atomon), L-alanin, D-glutaminsav, mezo-diaminopime-
linsav (DAP) és D-alanin alkot, kozelitdleg ekvimolaris
mennyiségben. A cukormolekuldk 1-4 glikozidos kOtéssel
kapcsolddnak egymashoz. Mindegyik muraminsav karboxil-
csoportjahoz amid-kotéssel egy L-alanil-D-isoglutamil-L-
mezo-diaminopimelil-D-alanin peptid kapcsolddik. A pepti-

dek egy részérdl a sejtfalban hianyzik a D-alanin, masik
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részéhez még egy tovabbi D-alanin kapcsolddik. Az &atlagos
glikan-szal egyes mérések szerint koériilbeliil 30, masok
szerint ennél kevesebb muropeptid (diszaharid-peptid-

egység) hosszlsagi. Minden 10. muropeptidhez egy molekula

P

b |
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NAcGic NAcMur P Pi
CH,OH CH,OH UDP-NAcGIc
(o) O. OH |
OH 0 OH endplmmitDPH
HO e ADP* |
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N |
L-alanin CHy NF L-ala i |
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21. abra: (a) Az E. coli sejtfalat alkotd alapegység
szerkezete. NAcGlc: N-acetilglukdézamin, N-AcMur: N-ace-
tilmuraminsav. (b) Az UDP-NAcGlc-NAcMur pentapeptid szin-
tézisének lépései és az abban résztvevd enzimek génjei.
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lipoprotein kapcsoldéddik. A szomszédos szalak keresztko-
tdttek egymassal a peptid-oldalléancon keresztiil. A koteée-
sek tdbbsége az egyik szdlon 1évd 4. pozicidéji D-alanin
karboxilcsoportja és a masik szal DAP-janak g—aminocso-
portja k&zdtt jon létre. A muropeptidek koriilbeliil a fele
vesz részt Kkeresztkdtésben. A murein réteget monomoleku-
laris rétegnek tételezik fel. A glika&n szalak egymassal
paralell helyzetben, a sejt hossztengelyére merdlegesen
helyezkednek el. A kiilsd membrant a lipoprotein molekuléak
régzitik a mureinhez. A kiils® membranban elhelyezkedd
porin-fehérjék 1is erGsen a mureinhez asszocialddnak.
Egyes megfigyelések arra utalnak, hogy a membranok és a
peptidoglikan kozoétti adhézidés z6nak révén periplazma-
kompartmentumok alakulnak ki (Cook és mtsai, 1986).

A murein-bioszintézis szakaszai:

1. Nukleotid-aktivalt UDP-N-acetilmuramil-pentapeptid
és UDP-N-acetilglukdézamin prekurzorok szintézise. A
prekurzorok és a szintézist végzd enzimek a citoplazmaban
taldalhaték. A 21.b. abran lathatd a szintézis lépéseinek
vazlata a résztvevd enzimek génjeinek feltlintetésével.

2. A murein ismétlddd egységeinek Osszeallitasa bakto-
prenil-foszfathoz kodtve. A baktoprenil-szarmazékok és a
szintézisben résztvevd enzimek a citoplazma-membranhoz
kotddnek.

3. Az ismétlddd egységek polimerizacidja és a linearis
szalak keresztkotéseinek létrehozasa transzpeptidacioval.
Az enzimek (penicillin-kotd proteinek, PBP-k) a citoplaz-

mamembranhoz asszocidltan helyezkednek el, aktiv helylik a
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membran kiilsdé felén van, a periplazmatikus térben
mukodnek.

A sejtfal elongacidéja és a szeptdacid a sejtciklus so-
ran elkiilonilt 1lépések. Az elongacidban résztvevd enzi-
mek: a PBPla és a PBP1b a glikan szal polimerizacidéjat és
a keresztkdtés képzést végzik, a D-D-karboxipeptidaz
aktivitasi PBP4, PBP5 és PBP6 az el nem hasznalt penta-
peptideket elbontjdk, hogy az érett murein csak akceptor-
ként vehessen részt a keresztkotésképzésben, az endopep-
tidaz aktivitassal is rendelkezd PBP4 meglévd keresztko-
téseket hidrolizal az elongacid kozben. A transzglikozi-
laz-transzpeptidaz aktivitasa PBP3 az elongéciéban nem
vesz részt, de a szeptumszintézishez esszencialis.

A szeptacid, a polaris sapka kialakulasa tér- és ido-
beli kontroll alatt &all. A szeptumképzddés soran (lega-
labb 15 gén termékének részvételével) U] murein kettds-
réteg szintetizalddik, a folyamat végén murein hidrolazok
a lanysejtek mureinjét elhasitjak egymastol, integritasuk
elvesztése nélkil.

A transzpeptidacidés reakcidhoz az elongacidé soran
pentapeptid-, mig a szeptumspecifikus enzimek mikddéséhez
elsOsorban tripeptid-oldallancok szilikségesek. A kétféle
oldallanc aranya fiigg a terminalis D-alanin dipeptideket
szintetizdld és a lanchoz kapcsold enzimek, tovabba a
terminalis D-alanint eltavolitd enzimek aktivitasatol.
Begg és mtsai (1990) szerint az UDP-NAcMur-pentapep-
tid:UDP-NAcMur-tripeptid arany valtozasa vezérelné, hogy

a sejt mikor valtson at szeptumképzésre az elongacidrol.
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