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1. BEVEZETES

Az utdbbi idOben a génmiikodés szabalyozasanak ta-
nulmdnyozasa soran egyre jobban elGtérbe keriil a
poszttranszkripcids szabalyozas vizsgalata. Ezen folya-
mat magdban foglalja a primér transzkriptum szintézisé-
t01l az érett mRNS citoplazmaba vald kijutdsaig végbemend
Osszes valtozast. Ma mar elfogadott tény; hogy eukarid-
tdk esetében a primér transzkriptum nem egyezik meg a
funkcidképes mRNS-sel. Komplexitdsa sokkal nagyobb,
mérete is meghaladja az érett mRNS méretét, masrészt
a molekula igen bonyolult valtozasokon megy keresztiil
[/3'-5" végi modifikécié, daraboldédéas, splicing, degra-
dacidé /. Ahhoz, hogy ezen bonyolult folyamatokat tisz-
tadzhassuk, és a poszttranszkripcibds érési folyamat
pontos szabalyozasat megismerhessiik, az elsd lépés az,
hogy specifikus mRNS-ek és ézek sejtmagi prekurzorai
nagy mennyiségben &lljanak a rendelkezéslinkre.

Specifikus citoplazmatikus mRNS izolalasanal vi-
szonylag kdnnyebb dolgunk van, mivel ott az mRNS-ek
komplexitésa kisebb, mint a magban, és vannak olyan
specialisan differencialt sejtek, amelyek egyféle mRNS-
b8l viszonylag nagy mennyiséget tartalmaznak. Ilyenek
pl.: az erythroid sejtek, amelyek nagy mennyiségben
tartalmaznak globin mRNS-t, a virusfertSzdtt sejtek

esetében a citoplazmdban szinte kizardlag viradlis mRNS-



ek taldlhatodk. Méé kevésbé differencié&lt sejtekbdl is
specifikus mRNS-eket tisztithatunk immunprecipitéciés
médszerrel abban az esetben, ha az mRNS &ltal kdédolt
fehérjével teljesen tiszta forméban rendelkezink.

A sejtmagi specifikus prekurzor izoladlasa mar ne-
hezebb feladat, mivel a differencidlt sejtek esetében
is igen kismértékben valtozik a sejtmagi prekurzorok
komplexitasa és egyes specifikus mRNS-ek prekurzorai
igen alacsony szazalékban fordulnak eld a magban.

Ezért ezen kismennyiségi specifikus pre-mRNS-ek detek-
talasdra és izolalasara uj mdédszereket kellett kidol-
gozni. Minden ilyen mdédszer specifikus hibridizacién
alapszik. A vizsgéalni kivant specifikus mRNS-sel komp-
lementer DNS darabot immobilizélnak valamely hordozd-
hoz, és ennek segitségével specifikus hibridizaciodval,
egy heterogén RNS populacidbél detektélpaték a vizsgal-
ni kivant RNS-ek. Ezen mddszerek nagy rééze bonyolult
és rutinszeriien nem alkalmazhatdk..

Munkank célja ezért az volt, hogy rutinszeriien
és egyszerilien alkalmazhatd médszert allitsunk be speci-
fikus nukleinsavak izolalasara és dusitéséra. Erre
Alwine, Kemp és Stark /[/1977/ altal kidolgozott nuklein-
sav immobilizalasi moédszer latszott alkalmasnak. Ezen
szerzdk a nukleinsavat diazobenziloximetil-celluldz
papirra kététték. A diazonium csoport reagal az egyes
szalu nukleinsavval, kovalensen kb6tddik az azo-deriva-
tokon keresztiil, elsddlegesen kapcsolddva a guanozin

2-es szénatomjaval, é uridin 5-6s szénatomjéaval,




létrehozva egy rendkivil stabil nukleinsav-DBM-papir
komplexet. A komplexnek e nagyfoku stabilitasa miatt
gondoltunk arra,'hogy felhasznaljuk specifikus mRNS-
ek izolalasara, - és tovabbi vizsgalatok céljabdol -
bizonyos mértéki feldusitasara. Igy lehetdvé valna a
génkifejezddés szabilyozdsdban olyan nagy szerepet
jatszd poszttranszkripcionalis folyamatok tanulmé&nyo-
zasa.

Munkankhoz a D.melanogaster hdsokk modellt hasz-

naltuk fel, mivel ezen rendszer biokémiailag és gene-
tikailag is igen 3j6l definialt. Masrészt pedig rendel-
kezésiinkre allnak olyan plazmid-k1ldnok, amelyek egyedi
hSsokk géneket hordoznak, ami alapjat képezi egy speci-
fikus mRNS-pre-mRNS rendszer izolalasénak. Kisérletiink-

ben a D.melanogaster 87C régidéjabol szarmazd 132 E3S

szubkldédnt hasznaltuk fel, amely a 70 000 D molekulasulyu
h&sokk proteint kd6dold szekvencidt egyszeresen tartal-
mazza. A modell kisérleten tul valaszt szeretnénk kapni
munkankb6él arra is, hogy a citoplazmis mRNS-eknek hany
szazaléka a 70 000 D molekulasulyu proteint ké6dold

mRNS, és ezen hOsokk mRNS prekurzorai milyen mennyiség-
ben forduinak eld a poli/A/+ és poli/A/— sejtmagi RNS
osztalyokban. Tovabba, hogy az érett hdsokk mRNS-nél

[20S/ van-e nagyobb méretl prekurzor a sejtmagban.



2. ELMELETI RESZ

2.1. Génaktivitéas indukédlasa hdsokkal Drosophila-ban

Mar régbéta ismert az a citoldgiai esemény, hogy ha

o PR i v 1 2ezs
a D.melanogaster 25 C-on normdlisan ndvekvd larvait

rovid ideig tarté [/20-30 perc/ 37°C-0s hBkezelésnek ve-
tik ala, a nyalmiriqy O6ridskromoszdomakon specifikus .
helyeken puffok induké&ldédnak /Ritossa, 1962/. Ugyanezt

a jelenséget tdbben vizsgaltak, a kisérletet nagyobb
pontossaggal megismételték /Berendes és Holt, 1964;
Berendes, Van Breugel és Holt, 1965; Ashburner, 1970;
Ellgaard, 1972/, és megallapitottdk, hogy a hOmérséklet
emelkedésétdl szamitva 5 percen beliil 9 561 azonosit-
haté lokuszban [33B, 63C, 64F, 67B, 70A, 87a, 87C, 93D
és 95D/ uj puffok indukalddnak. Ugyanezt a jelenséget
mds Drosophila fajoknédl, pl.: a D.hydei-nél is megfi-
gyelték, ahol 6 uj hdindukalt puff /32A, 36A, 48BC,

81B, 31C, 85B/ keletkezését irta le Berendes és Van
Breugel /[1965/.

A puffok indukcidjanak a mértéke a kezelés iddtartama-
t61 és az alkalmazott hOmérséklettdl fiigg. Az in vivo
indukcié nagyon gyors, mar egy perccel a hSkezelés utén
észlelhetd, bar a puffok mérete 30-40 percig fokozatosan
nd, azutadn regresszal. A puff képzddésének optimalis ho-

mérséklete 37,5°C /|Lewis és mtsai, 1975/.



1. abra

A hosokk puffok indukcidéja a 87A és 87C lokuszokban

37OC—on, 40 percig inkubédlva.a D.melanogaster sz&-

vettenyészetben
a: kontroll,
b: hdsokk kromoszodomak

/M. Ashburner, 1979/

Tissiéres és munkatarsai /1974/ kimutattak, hogy
a 37OC hdkezelés nemcsak a puffokat, hanem kevésszamu
/[7-8] uj protein szintézisét is induké&lja. Ez nemcsak
a nyalmirigy sejtekben, hanem minden szbvetféleségben

- Drosophila sejttenyészetekben is - megtdrténik. Ez-

zel egyidejiileg azt is megallapitotté&k, hogy nagy in-
tenzitassal specifikus RNS féleségek is képzddnek
azokrdl a lokuszokrdl, amelyek az Oriaskromoszdémakon

a hokezelés hatasara puffot képeznek.



Tehdt megdllapithatd, hogy a Drosophila-ban a

homérséklet emelkedésére specifikus uj gének induka-
l1édnak, amelyeken aktiv RNS szintézis zajlik, speci-
fikus fehérjék megjelenését eredményezve.

2.2. RNS szintézis hosokk utéan

HOkezelt Drosophila szdvetek RNS szintézisében

jol elkiilonithetd valtozasok figyelhetdk meg :
a/ uj hOsokk mRNS féleségek szintézise, bar ezek nem“
mindegyikérdl képzddik uj protein;
b/ a legtdbb addig szintetizd1dd0 mRNS féleség
szintézisének megsziinése, de ez nem vonatkozik a
hiszton és a mitokondridlis mRNS féleségekre;
c/ az 5S RNS és a riboszdémalis RNS-ek normalis
processingje megsziinik /Lengyel és Pardue, 1975;
Rubin és Hogness, 1975/.
A fentiek arra utalnak, hogy a transzkripcid profilja
lényegesen megvaltozik. Ezt alatamasztjak egyéb megfi-
gyelések is, pl.: a hOkezelés hatdsdra az RNS polime-
raz II. és egyéb kroﬁoszémélis proteinek megoszléasa
megvaltozik, és ezek immunoldégiailag jdél1 kimutathatdan
k6tddnek a hdsokk puffok kromoszomalis helyeihez
/Plagens és mtsai, 1976; Silver és Elgin, 1977/.
A hdosokk mRNS~-ek izoldlasat az teszi lehetoOvé,
hogy hdindukcidé hatdsira nagy mennyiségben jelennek
meg a citoplazméban specifikus mRNS-ek, mig az egyéb

mRNS-ek szintézise nagy mértékben csdkken. A hdsokkolt



sejtekbdl szarmazd poli/A/+ mRNS féleségeket ultra-
centrifugadlassal egy 20S és egy 12S frakcidkra le-
hetett elkiildniteni. Ezek a frakcidk hiédnyoztak a
25°C-on tartott sejtekbdl /Spradling és mtsai, 1977;

McKenzie és mtsai, 1975/.
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2. abra

Drosophila poliszémalis poli/A/+ RNS-ek Ullepitése

szahardz gréadiensben

a: 37°%C-on tartott D.melanogaster sejtek nagy poli-
szOomaibd6l izolalt

b: 370C-on tartott D.melanogaster sejtek kis poli-
szomaibdl izolalt

c: 259C-on tartott D. melanogaster sejtek nagy poli-
szbméaibdél izolalt ®

d: 25©9C-on tartott D.melanogaster’ se]tek kis poli-
szOmaib6l izolalt RNS- eﬁ'szedlmentogrdm]a




A szedimentogramokbdél lathatd, hogy a hGsokkolt sejték-
nél a 20S mRNS frakcidé a nagyobb poliszdédmdkban dominal,
mig a 12S mRNS a kisebb poliszdmakban t6bb. Ezzel ellen-
tétben 25°C-on a poliszémalis mRNS-ek szedimentogramjai
heterogén eloszlast mutatnak /2. abra/.

A 20S hOsokk mRNS populécidt gélelektroforézissel
tovadbb frakcionédltdk, és az igy nyert 4 /Al-A4/ alfrak-
cidét ré&dicaktivan jelslték, majd in situ hibridizacid-
val az o6riadskromoszdémakhoz hibridizaltattak. Az alfrak-
cidk koOzlil az A, a 63BC puffra, az A

1

fokra, az A3 a 95D puffra, ming az A4

puffra hibridizalt. Ezzel a mddszerrel azonositottdk

, @ 87A és 87C puf-

elsOsorban a 87C

azt, hogy a 20S mRNS a nyalmirigy 6riaskromoszdma mely

lokuszain lokalizalddik JAshburner, 1979/,

2.3. Protein szintézis hdsokk utén

A Drosophila sejteknek a h&sokkra adott elsddleges

valasza az, hogy az addig meglévd poliszOmdk majdnem tel-
jesen disszocialdéddnak. Ennek az okat még nem ismerik
[McKenzie ‘és mtsai, 1975; Sondermeijer és Lubsen,

1978/. Az uj poliszdémak fOleg a 20S és a 12S specifikus
hdsokk mRNS-eket tartalmazzak. Ennek megfelelden a hdkezelt

Drosophila szbvetek protein szintézisében is valtozas

. . . o PP P .
kévetkezik be. A legtdbb 25 C-on képzddd fehérje szin-
tézise megsziinik, és helyette kevés szamu uj hdsokk
protein szintézise indul meg nagy sebességgel [Tissiéres

és mtsai, 1974; Lewis és mtsai, 1975/. A hdkezelés kezde-



te utan kb. 10 perccel a {3°S}-methionin jeldléssel

a h8sokk proteinek szintézise mar kimutathatdé SDS-
-akrilamid gélelektroforézist kdvetd autoradiografia-
val. Az egyes hdindukalt proteinek molekulasulyat SDS-
-akrilamid gélen mutatott mobilitdsuk alapjan becsiil-
ték meg, és ezen az alapon 82 000, 70 000, 68 000, 36 00O,
27 000, 26 000, 23 000 és 22 000 Dalton molekulasulyu
polipeptideket talaltak. A hOsokk specifikus fehérjék

a hOomérséklet emelkedésével fokozatosan jelennek meg,
mig az egyéb fehérjék szintézise fokozatosan megszi-
nik. A nagyobb molekulasulyu polipeptidek [82 000,

70 000 és 68 000/ képzddése mar 26°c-on megindul, és
leggyorsabb intenzitassal 37°-on képzbdnek. A kismo-
lekulasulyu hOsokk fehérjék szintézise 35°C-on kezdddik
meg. 37°C-on mar a sejt szinte kizardlag hdsokk speci-
fikus polipeptideket szintetizal /3. &bra; Ashburner,
1979/. Bar az egyes irodalmi adatok kisebb eltéréseket

mutattak, de abban megegyeznek, hogy a D.melanogaster-

ben 8, és a D.hydei-ben 6 hOsokk polipeptid indukéalddik.
Az egyes hOsokk proteinek mennyisége eltérd, kozilik a
legjelentBsebb a 70 000 Daltbn molekulasulyu fehérje,
amely az Osszes hOsokk proteinek kb. 50%-at adja.

A hBsokkolt sejtekbdl szarmazd poliszdémélis mRNS
a hdsokk puffokhoz hibridizdl az 6ridskromoszdémékon.
Ezek az RNS féleségek sejtmentes in vitro fehérjeszin-
tetizald rendszerben polipeptid szintézist képesek ira-
nyitani, és az igy kapott proteinek mobilitésa SDS-akri-
lamid gélen azonos az in vivo képzddétt hOsokk proteineké-

vel. A nagyobb polipeptideket a 20S, a kisebbeket pedig a
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3. abra
Protein szintézis hdsokk alatt, kiilonbdzd hOmérsékleteken
Kiilénb5z8 hEmérsékleteken {358}—metioninnal jeldlt

D.melanogaster citoplazmatikus fehérjék SDS-poli-

akrilamid géljérdl készililt autoradiogram /Ashburner,

1979}

12S hOsokk mRNS kédolija. A hOsokkolt sejtek poliszémaibdl
izolalt mRNS-eket kiilonbdzd klénozott hdsokk DNS szekven-
cidkhoz hibridizdltatva, majd a nem hibridizald RNS-

eket in vitro fehérjeszintetizdld rendszerben atirva

a hdsokk proteinek kozil az a protein hianyzott, ame-
lyiknek az mRNS-e hibridiz&lt a kldénozott szekvenciak-
hoz. Ily médon sikeriilt azonositani, hogy a 82hsp a

63BC, a 70hsp a 87A és a 87C, a 68hsp a 95D, a 26hsp
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és a 23hsp a 76B hosokk puffokhoz rendelhetd [Holmgren
és mtsai, megjelenés alatt; Craig és mtsai, megjelenés
alatt; Livak és mtsai, 1978; McCarthy és mtsai, 1978;

Schedl és mtsai, 1978/.
2.4. HOsokk gének szervezddése
A hdsokk mRNS-ek nagyon kdnnyen izolalhatdk, és

magas specifikus radioaktivitassal jeldlhetdk, igy le-

hetdvé valik kldénjaik izoldlasa Drosophila DNS-t tar-

talmazd rekombinans plazmidokbdl. Ezzel a mbédszerrel
4 kiilonb6z06 laboratdriumban sikeriilt hSsokk gén szek-
venciakat tartalmazd klénokat izoladlni /Lis és mtsai,
1978; Livak és mtsai, 1978; Schedl és mtsai, 1978;
Craig és mtsai, 1979/. Az utdbbiak a poliszbmalis ho-
- sokk mRNS-r81l reverz transzkriptazzal cDNS-t készitet-
tek, majd ezt kldénoztak. Eddig a 63BC, 67B, 95D és
87A/87C puffokkal komplementer kldénokat izolaltdk és
jellemezték. A klénok analizisének eredményei rdviden
Osszefoglalva a kdvetkezdk
1. a 70 OO0 hsp-t k6dold régid megtaladlhatd mind
a 87A, 87C helyeknél;
2. a ko6dold régidnak tObbszbrds koOpiadi vannak a 87A
és a 87C régidkban is;
3. a 87C régidéban hdsokkra indukaldéddé ismétlddd
szekvencidk taldlhatdk, azonban ezen RNS-ek nem
transzlaldédnak strukturalis és fizioldgiai szerepik

még nem ismert;
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4. a 87A és a 87C lokuszokban a hGsockk mRNS-t kdédold
régidk 5’ végének a kdzelében k&z8s DNS szekven-
ciak talalhatok.

A 87A és 87C puffokhoz egyaradnt hibridizald DNS
klénok fizikai térképe joOl ismert. A legalaposabban az
56H8 és 132E3 jell klonokat tanulmanyoztdk [Schedl és
mtsai, 1978/. A tényleges kddold szakasz [amely mRNS-t
kédol/ 2,2-2,4 kildbazis hosszu, és ezen beliil nem mu-
tathatdk ki un. k&zbeesd /[intervening/ szakaszok /4.
abra/. Az 56H8 klént a 87A régidébdl, a 132E3 jeli kldnt
pedig a 87C régidbdol sikerilt izolalni /Schedl és
mtsai, 1978/. A 132E3 klén két egymastdl fliggetlen
restrikcids térkép alapjan kbzel azonos kodold régidt
tartalmaz. A kédold szakasz az XhoI és a Sall restrik-
cids enzimekkel /egyidejileg végzett emésztéssel/ kivag-

hatdé a klénokbdl.
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4. abra 87A/87C hosokk gének szervezodése
/Ashburner, 1979/



3. KISERLETI ANYAGOK

3.1. Drosophila sejttenyészet

Echalier KC-161 D.melanogaster [Echalier és
Ohanessian, 1969/ embrionadlis sejteket tenyésztettiink
D-20 médiumban [Echalier, 1970/. A sejteket 25°%C-on
szuszpenzids kulturéban 2-5 x lO6 sejtszamig névesz-

tettiik. A passzalast két naponként végeztiik.
3.2. A sejtek jeldlése 25°C és 37°C hdmérsékleten

A jeldlés elott a sejteket 1 OO0 rpm-mel centri-
fugdltuk 10 percig, és megmostuk Schneider [1964/ mé-
diummal. Majd friss Schneider médiumban 6vatosan fel-
szuszpendadltuk a sejteket, ugy, hogy 6tszbrds tOményi-
tést érjink el. Ezutan 25°C-on inkubaltuk a sejteket
15 percig. A kontroll sejteket 25°C-on, mig a hdsokk
indukcidhoz a sejteket 20 percig 37°C-on eldinkubal-
tuk. Ezutan 1,85 x lO3 Kbg/ml /3H/-uridint [ UVVR
8,2 x lO2 Gbg/mMol Uridint/ és abban az esetben, ha
fehérjét is kivantunk jeldlni, 1,48 Mba/ml {’°S}-methi-
onint /New England Nuclear, 11 x 104 Gbg/mMol Methionin/
is adtunk a sejttenyészethez azért, hogy a hdsokk meg-
jelenését Rns és fehérje szinten is detektdlhassuk. Az

izotopokkal a sejteket masfél 6radig inkubaltuk.



3.3. A sejtek frakcionalasa

A sejtszuszpenzidt a jeldlés utédn jeges vizzel hir-
telen lehilitottiik, majd centrifugaltuk /1 OO0 rpm, 10 per-
cig/és kétszer mostuk hideg 0,14 M NaCl oldattal.2 sej-
teket Levis és Penman [/1977/ mddszere szerint frakciondltuk.
A tenyészet magas endogén RN-az aktivitadssal rendelkezik,
ezért a frakciondlds soran mindvégig erds RN-az védelem-
ben kellett dolgoznunk, hogy az RNS degradacidét a mini-
malisra csdkkentsiik /DEP, PVS hasznélata/.

A mosott és kiiilepitett sejteket lizis pufferben /0,03 M

Tris-HCl, pH 7,8; 0,1 M NaCl; 0,002 M MgCl 35 pg/ml

27
spermin; 25 ug/ml PVS; O0,5% DEP mindig frissen bemérve/
szuszpendaltuk, és 0,5% NP-40 jelenlétében Dounce-ban homo-
genizdltuk. Majd 20 percig /3500 rpm/ centrifugaltuk a
homogenizatumot. A felililusz6t ledntve, az ililedéket lizis
pufferben felszuszpendalva ismét 1O percig homogenizal-
tuk. Kozben faziskontraszt mikroszképpal kdvettiik a sej-
tek feltarasat. Kelld homogenizalas utén, ismét centri-
fugadltuk a homogenizatumot. A kapott két szupernatanst
Osszedntve kiegészitettik 10 mM—ig EDTA-val és 0,5%-ig
SDS-sel, majd O,1 térfogat 2 M Natrium-acetat /pH 5,5/

és 2,5 térfogat alkohol hozz&adasa utan, -20°C-on tarol-
tuk egy éjszakén keresztiil. EbbG1l preparaltuk a citoplaz-
matikus RNS-eket. Az liledéket, amely a durvan tisztitott
magokat tartalmazta, a gyors fagyasztéds utan /[folyékony

N2/ -70°C-on taroltuk és ebbdl preparaltuk a sejtmagi

RNS-eket.
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3.4. A hOsokk fehérjék elektroforézise

{355}-methioninnal 25°%-on és 37°C-on.jelélt sej-

Az
tek esetében a sejtfrakcionalaskor kapott szupernatans
egy részébdl négy térfogat acetonnal kicsaptuk a fehér-
jéket. Mostuk acetonnal [90%-os/, majd éterrel és egy
&jszakan at 37°C-on fehérje pufferben /0,0625 M Tris-
HC1l, pH 6,8; 10% glicerin; 2% SDS; 5% merkaptoetanol;
0,05% bromfenolkék/ taroltuk, és masnap Laemli mddsze-
re szerint [1970/ 8-14%-0s gradiens SDS-akrilamid gélen
elektroforizaltuk, mind a 25°Cc-0s és a 37°c-os fehérjé-
ket. Az elektroforézis utadn a gélt Schleicher-Schuell

X 22735 papirra szaritottuk, és Medifort R rontgen fil-

men két napig expondlva autoradiogramot készitettlink.

3.5. RNS preparalasa a citoplazmabdl és a sejtmagbodl

1. Henikoff és Meselson [1977/ szerint a 2,5 térfogat
alkohollal kicsapott szupernatanst 4 OO0 rpm-mel
20 percig centrifugaltuk, és a csapadékot feloldottuk
a kovetkezd pufferben: 0;02 M Tris-HCl, pH 7,4; 1% SDS;
0,04 M EDTA; 0,02 M NaCl, 100 ug/ml proteindz-K jelen-
létében 10 percig 60°C-on inkubaltuk, majd tovabbi
100 pg/ml proteinaz-K-t hozzatéve még 15 percig szoba-
homérsékleten inkubdltuk. A proteinaz-K-val t6rténd ke-
zelés utén 1/5 térfogat pH 9-es 1 M Tris-HCl-t adtunk
hozz& és ezut&n 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 és 1 mM EDTA-
val telitett fenollal, majd fenol:kloroform /[l:1/ és

kloroformmal extrahdltuk. A wvizes fazishoz 0,1 térfo-
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gat 2 M Natriumacetatot /pH 5,5/ adtunk és 3 térfogat
alkohollal kicsaptuk a citoplazmatikus RNS-eket.
2. Az eldzdekben kicentrifugdlt sejtmagokat eldszdr
megtisztitottuk a maradék citoplazmatdl. Felvet-
tik lizis pufferben /lasd fenn/ és 0,5% DOC és 1%
Tween jelenlétében 5 percig homogenizaltuk Dounce-
-homogenizatorban. A homogenizalas utan centrifugal-
tunk 10 percig 3 00O rpm-mel. Ezutdn megismételtiik
a fentieket. A kiiiltetett magokat a kdvetkezd
pufferben szuszpendaltuk : 0,01 M Tris-HCl1l, pH 7,4;
0,5 M NaCl; 0,05 M MgClz; 50 ug/ml PVS, frissen bemérve
és 40 ug/ml DN-&z jelenlétében inkubaltuk 2 percig
37°C-on. Ezutan az 1% SDS-t adtunk a szuszpenzidhoz
és 2 térfogat alkohollal kicsaptuk. A csapadékot 12
draig -20°C-on allni hagytuk, majd centrifugdltuk
/4 000 rpm-mel 20 percig/ és felvettilk NTE pufferben
/0,01 M Tris-HCl, pH 7,4; O,1 M NaCl; 0,001 M EDTA;/
0,5% SDS jelenlétében fél 6raig 200 ug/ml proteinaz-
~-K-val szobahOmérsékleten kezeltiik. Ezt kdvette az
NTE-vel telitett /SDS nélkiil/ fenolos, fenol:kloroformos
[1:1/, és kloroformos extrakcid /Spradling és mtsai,
1975a/. A vizes fazishoz 1/10 térfogat 2 M Natrium-
acetatot /pH 5,5/ adva, 3 térfogat alkohollal ki-
csaptuk a sejtmagi RNS-eket.
3.6. Citoplazmatikus és sejtmagi poli/A/+ RNS-ek

izolalasa

A poli/A/ tartalmu mRNS-ek és a /poli/A/+/ pre-mRNS-ek
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izoladlasa poli/U/ Sepharose 4B affinitds kromatografia
segitségével tértént [Varich és mtsai, 1976/. A minta
puffer : 1% lauroyl-sarcosin, 0,03 M EDTA; a kapcsold
puffer : 0,7 M NaCl, 0,05 M Tris-HC1l, pH 7,5, 0,01 M

EDTA, 25% formamid; az eludld puffer: 0,01 M K-P04, pH

7,5, 0,01 M EDTA, 0,2% lauroyl-szarcosin, 90% formamid.
Az RNS-eket a minta pufferben feloldottuk, majd 6tsz6-
ros mennyiséqgi kapcsold puffert adtunk hozza, és egy
€jszakdn at kotdttik a poli/U/f/-Sepharose oszlophoz

/1 x 7 cm/. Ezutén az a§pecifikus k8tések megsziintetése
végett a kapcsold pufferrel mostuk az oszlopot, egészen
addit, amig az aktivitds a hattér szintjére nem cslkkent.
Ezutan a poli/A/+ BNS-eket a fent emlitett pufferrel elual-
tuk az oszloprdl. A megfeleld aktivitassal rendelkezd
frakcidkat Osszegyiijtottiikk, tRNS-t /20 pg/ml-t hordozd
RNS-t/ adtunk hozza, majd 1/10 térfogat [2M Natrium-
acetattal, pH 5,5/ és 3 térfogat alkohollal kicsaptuk

az RNS-eket és -70°C-on taroltunk a tovabbi felhaszna-

lasiqg.
3.7. RNS frakcion&las ultracentrifugéléassal

Az RNS-eket az alédbbi pufferben oldottuk fel :
[SW-27-es rotor esetében 2 ml-ben, SW-4l-es rotor esetén
0,5 ml-ben/ 0,01 M Tris-HCl, pH 7,5; 0,075 M NaCl;

0,25% SDS; 0,005 M EDTA. Az 5-20%-0s linearis szahardz
graddiens [/40%-o0s talppal/ ugyanezzel a pufferrel ké-

szlilt. A mintdkat rarétegeztiikk a gradiensre. Markerként



patkanymaj citoplézmatikus RNS-t hasznaltunk. Az ultracent-
rifugalds médja: Sorwall LTD-60 ultracentrifugan

SW-27-es rotorban ZOOC—on 12 6rat 21 000 rpm-mel, vagy
SW-41l-es rotorban 16 oérat 21 000 rpm-mel. Ezutadn a

lineédris gradienst felilrdl lefelé SW-27-es rotor

esetében 1,4 ml-es, SW-4l-es rotor esetében pedig

0,5 ml-es frakcidkat szedve dolgoztuk fel. Az RNS
gradiensben vald megoszlasat a mintdk radioaktivita-

sanak mérése alapjan detektaltuk. A gradiensekben a
szedimentacids &llandét pedig a marker alapjan hata-

roztuk meg.
3.8. Radioaktivitas mérése

A radioaktivan jeldlt mintakbdél [&ltaladban
/3H]-uridin/ 5-50 pl aliguotot vettiink, Whatman
GF/C Uvegfilterre szaritottuk, majd hideg 5%-os TCA-
val és 96%-os alkohollal mostuk és ujraszaritottuk.
A beiitésszamot tolmolos szcintilldciés koktélban -
Packard M3320 szcintillacids szamlaléban 1 percig

mértik.
3.9. Diazo-benzil-oximetil-papir készitése

A celluldz papir diazotalasat James C. Alwine
és munkatadrsai [/1977/ szerint végeztiik, SDS X22735 ti-
pusu papirbdél 2,2 cm atmérdjui kdr alaku filtereket

vagtunk ki.



Négyzetcentiméterenként 0,03 g NBPC-t és

0,008 g Natriumacetatot 0,37 ml vizben feloldottunk.

A celluldz filtereket szilikonozott kilivettidkba tettiik,
majd ramértiik a méretének megfeleld mennyiséget a fen-
ti oldatbdl, és 60°%C-on beparoltuk. A beparlas utéan
még 15 percig 60°C-on tartottuk a filtereket, majd
szaritdszekrényben 135°%-on 35 percig szaritottuk.
Ezutan a papirokat desztillalt vizzel 5 x 4 percig
mostuk, utana 60°C-on megszaritottuk. Szaradas utan
acetonnal mostuk 2 x 10 percig.A filterek ilyen for-

maban vakumexikatorban, hidegszobaban eltarthatodk.

- B o e e e . ———

Négyzetcentiméterenként 0,4 ml, 60°C-ra eldmele-
gitett 20%-o0s Na25204-ot mértiink a szobahOmérsékleti
NBM filterekre, majd 30 percig inkubaltuk 60°C-on.

A filtereket tObbszor desztillalt vizzel, 2-3 alkalom-
mal 30%-0s ecetsavval, majd ujra desztillalt vizzel

mostuk, amig a H,S szag érzodostt.

A diazotalasi reakcidt kdzvetleniil az egyes
szdlu nukleinsav rakdtése eldtt kell végrehajtani.
Négyzetcentiméterenként 0,3 ml 1,2 N HCl és 0,01 ml
NaNo, -t [10 mg/ml tdrzsoldatbdl, amelyet mindig fris-
sen készitiink/ ramértiink a kilivettikban levd ABM fil-

-

terekre. A filtereket 0°c-on 30 percig tartottuk a fen-



ti oldatban, iddnként &sszeraztuk. Ezutdn jéghideg desz-
tillalt vizzel mostuk a filtereket, majd 0,25 M Na-PO4
/pH 6,5/ oldattal. A DBM filterek kapacitéasa: kb.

16-25 ug/cm?. A DBM-papir készitésének menetét rdviden

a kovetkezOkben foglaljuk Ossze : 5. abra

S —
DCHz —0 —CH,— N__)CISchieicher Schuell

NO, papir X 22735

m - Nitrobenziloximetilpiridinium-C/

l125 C° 30perc

CHy—0—CH,—0—PAPIR NBM- papir
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7= : :
\ /CH, —0 —CHy-0-PAPIR ABM-papir
sz

HCI
NGN02

DCHz-o—CHz-o—PAP/R DBM-papir

©]
N=N :
J EGYES SZALU NUKLEINSAVAK

Q—CHZ—O—CHz—O—PA PIR
Ny - NUKLEINSAV

5. dbra DBM-papir készitésének menete
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3.10.A plazmid DNS felk&tése a DBM-papirra

A 132E3S rekombinans plazmidot Dr. Udvardy Andor

/MTA SZBK Biokémiai Intézet/ bocsatotta rendelkezésiinkre,

Ez tulajdonképpen a 132E3 [Schedl, 1978/ plazmidnak egy
szubkldénja, amely egyszeresén tartalmazza a 87C régid
hdsokk szekvenciait., A filterre kdtés eldtt a cirkula-
ris plazmid DNS-t HindIII-val megemésztettiik azért,
hogy linearizaljuk, és a denaturdlids alkalmiaval egyes
szalu DNS-t kapjunk. A denaturdléast 90°C-on 7 percig
végeztiik, majd hirtelen lehiitéttilk jeges vizben a pre-
pardtumot. Hités utan 0,1 térfogat 2 M Natriumacetatot
/pH 5,5/ adtunk hozza és 2,5-szeres térfogatu etilal-
kohollal kicsaptuk a DNS-t, Egy 6ra hosszaig &llni
hagytuk -70°C-on. A csapadékot centrifugdltuk

{12 000 rpm, 10 perc/, majd feloldottuk 0,025 M Na3P04
pufferben [pH 6,5/. Négy térfogat ioncserélt DMSO-t
adtunk hozz& és 10 percig 80°C-on ismét denaturaltuk,
majd hirtelen hitdttik. Ezutén kerﬁlt‘a DNS a frissen
diazotalt filterekre a szilikonozott kiivettdkba. Egy
éjszakan at szobah®mérsékleten razattuk, masnap a fil-
tereket desztillalt vizzel mostuk Otszbr, hatszor, hogy

a fel nem kotddott DNS-tOl megszabaduljunk.
3.11. A plazmid DNS~-DBM-papir titralésa

A felk&tStt DNS mennyiségének a pontos megallapi-

téasara a filtereket eldszdr ndvekvd mennyiségii jeldlt
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hosokk citoplazmétikus poli/A/+ és poli/A/_ RNS-ekkel
hibridiza&ltattuk. Igy megallapithattuk azt a nuklein-
sav mennyiséget, amelyet a filterre felkothetilink., Ilyen-
kor a hibridizald nukleinsav volt nagy feleslegben,

mig az a nukleinsav amelyhez hibridizaltattunk /esetiink-
ben a rekombinans plazmid kl16n/ egy meghatarozott adott
koncentraciéban volt jelen. E mennyiség pontos megalla-~
pitésdra azért volt feltétleniil sziikség, hogy kikiszo-

b6lhessiik a filter tultelitésébdl szarmazd hibakat.

3.12. Citoplazmatikus és sejtmagi hOsokk specifikus RNS-
ek izolalasa DBM-papirra k&tdtt 132E3S plazmid se-

gitségével

A filter hibridizacidot Denhardt [1966/ mdédszere
szerint végeztiik. A filtereket pre~hibridizaltuk 42%-on

2 6rat. A pre-hibridizacids puffer Isszetétele : 1% gli-

cin; 2,5% DENHARDT oldat; 0,02 M PIPES /pH 6,4/; 50%

formamid; 5 mM EDTA-Na 2 x S§SC; 75 ug/ml csirke vér

27
tisztitott DNS. A DENHARDT oldat: 0,02% polivinilpirro-
lidon 360; 0,02% BSA; 0,02% Ficoll 400,

A prehibridizacidé utén a filterekrdl leszivtuk a puffert,

és a hibridizacidos pufferrel néhé&nyszor mostuk. Majd

az RNS-eket /poli/A/+, poli/A/- citoplazmatikus és sejt-
magi hdsokk RNS-ek, poli/A/+ citoplazmatikus 25°%C-o0s

RNS/ feloldottuk és 24 6rat 42°C-on hibridizaltuk a fil-

2 x SS8C; 0,2% sDs.




Az elualas eldtt a filtereket alaposan mostuk, hogy
az aspecifikus k&tésektdl megszabaduljunk. Az eludléas
ugyanazon a hdmérsékleten tdrtént.

Az eluald puffer Osszetétele : 0,0l mM Tric-HCl, pH 7,6;

0,005 mM EDTA; 0,2% SDS; 90% formamid., Az eluadalads utéan
a DNS-DBM-papirt alaposan mostuk a hibridizacids puf-

ferrel. Pre-hibiridizacidés pufferben 4°C-on a k&vetkezd
hibridizacidig a filterek eltarthatdk /6. dbra/. A fil-
terek tObbszdr karosodas nélkiil ujra hasznalhatdk, -ami

nagy eldnye a mddszernek.

6. abra

A DNS-DBM-papir taroldsa pre-hibridizacids pufferben

4°c homérsékleten



4. KISERLETI EREDMENYEK

4.1. Drosophila sejtek fehérjeszintézisének valtozasa

hdsokk hatéasara

A hOmérséklet emelésére bekdvetkezd fehérjeszinté-
zis valtozas kimutatasat a hosokk effektivitidsanak vizs-
gadlatara hasznaltuk fel. A sejtek tenyésztését, a jeld-
lést {358}-methionin és a feltarast az eldz20 fejezet-
ben leirtak szerint végeztikk /Kisérleti anyagok és
modszerek, 14. oldal/. A szupernatansbdél - ami a cito-
plazmadnak felel meg - kivettiink 5 ml-t, és a fehérjéket
20 ml acetonnal kicsaptuk. A csapadékot Janetzki TH 12
centrifugdban lecentrifugdltuk és 4 x 500 ul acetonnal
[90%-0s/ majd éterrel /500 ul/ mostuk, majd felvettik
az eldz0ekben mar leirt protein pufferben /300 ul-ben/.
EbbS1l 25 pl-t filterre szadritottunk és a szokadsos mddon
mértik a raddioaktivitast. A radioaktivitas alapjén
10 pl-t vettiink ki mintanként /30 OO0 cpm/ és Laemli
médszere szerint elektroforizdltuk 70 V-on 1 0Oraig és
a 100 V-on 5 o6rat, 8-14%-os SDS poliakrilamid gradiens
gélen.A gélt S§S papirra szaritottuk, majd autoradiogra-
fadltuk./lasd részletesebben Anyag és médszer fejezet,
15. oldal/. Az autoradiogramot az aldbbiakban mellékel-

tik /5. abra/.



25°% K ' s MS

80 000
70 000 - 68 000

™ e 27 000 - 26 000
e 23 000 - 22 000

-
5. éabra

Protein szintézis valtozasa hdsokk hatasara

D.melanogaster sejttenyészetben

A: {358}~methioninna1 25°%C-on jeldlt teljes cito-
plazmatikus fehérjék SDS poliakrilamid géljérdl
készlilt autoradiogram

B: {358}—methioninnal 37°%-on jeldlt teljes cito-

plazmatikus fehér jék SDS poliakrilamid géljérdl
készililt autoradiogram
/|az egyes band-ek mellett feltiintetett szamok a
polipeptidek molekulasulyat jelentik Daltonban

kifejezve/
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Az autoradiogramon lathatd, hogy a legtdbb fehérje
szintézise 37°C-on ledllt, és nagy intenzitéssal bein-
dult a hGsokk fehérjék képzddése, tehat a hOsokk gének

indukalasa a homérséklet emelésével /37°C/ D.melanogas-

ter-ben sikeriilt.

4.2, Citoplazmatikus /1/ és sejtmagi [2/ RNS-ek izola-
lasa /3H/—uridinnel 25°C-on és 37°C-on jeldlt

Drosophila sejttenyészetbdl

1. Echalier KC-161 D.melanogaster embrionalis sejteket
2-—5xlO6 sejtszamig az el528 fejezetben leirtak szerint
/Kisérleti anyagok és modszerek, 14. oldal/ tenyésztet-
titkk. Egy-egy kisérlethez 1-2 1 tenyészetet hasznaltunk
fei. A jeldleést 25%C-on &s 37°%C-on 3 x 107 sejt-koncent-
racidéban 1,85 x lO3 Kbg/ml /3H/—uridinnel masfél oraig
végeztiik [részletesebben last az eldzd fejezet 14. ol-
dalan/. Jelblés utdn a mosott és kililepitett sejteket
15 ml lizis pufferben vettiik fel, homogenizaltuk majd
centrifugdltuk a lizadtumot. Ezen eljarast mégegyszer
megismételtiik /lasd 15. oldal/. Az igy nyert 25°C-os
és 37°C-os 30 ml citoplazmabél RNS-t preparaltunk

/lasd 15. oldal/. Egy liter 25°C-on jeldlt sejtszusz-

penzidébdél 11,1 mg-9,7 x 103 cpm/ug specifikus aktivi-

tadsu citoplazmatikus RNS-t két liter 37°C-on jelolt

sejtbdl 23 mg-1,85 x 103 cpm/ug specifikus aktivitasu

hdsokk citoplazmatikus RNS-t prepar&ltunk.

Az eltérd specifikus aktivitas oka egyrészt az, hogy két

kiildnbozd kisérletbdl szarmaznak az eredmények, masrészt
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pedig hdsokk hatésara a riboszdmélis RNS-ek szintézise
és processing-je is gatolt. Tehat a hOsokk ideje alatt
a citoplazmaban kevés jelolt rRNS jelenik meg, és mivel
a citoplazmatikus RNS-ek z6mét az rRNS-ek teszik ki,

ezért alacsonyabb a totdl citoplazmatikus RNS-ek speci-

fikus aktivitasa 37°C-on t&rtént jeldlés soran.

2. A hosokknak alavetett D.melanogaster embriondlis
sejttenyészetbdl /2 liter/ a feltdrads soran kapott
durva magokat tovabb tisztitottuk Tween és Doc deter-
gensekkel. A tiszta magokat PVS jelenlétében DN-azzal
kezeltik, /2 perc, 37°C/ majd SDS-t és 2 térfogat
alkoholt adtunk hozza. A keletkezett csapadékot allni
hagytuk 12 orat. —ZOOC—on, majd centrifugaltuk /4 000
rpm-mel 20 percig/ és feloldottuk a mar eldzbekben
leirt NTE pufferben /16. oldal/. Az oldatot szobahOmér-
sékleten kezeltiik - 0,5% SDS jelenlétében - 200 ug/ml
proteindz-K-val és ezt k&vetden deproteinizaltuk. A
Vizes fazisbdl 3 térfogat alkohollal kicsaptuk a sejtmagi
RNS-eket. Az igy kezelt sejtmagokbdl Spardling és mun-

katédrsai [/1975/ moédszerével 7,87 mg-2,21 x lO4 cpm/ug

specifikus aktivitasu HnRNS-t izolaltunk.

4.3. HOsokk poli/A/+ mRNS és poli/A/+ HnRNS izolalasa
affinitds kromatogréafiaval /[/1/, jellemzésiik szaha-

ré6z gradiensben torténd szedimentacidjuk alapjan /[2/

1. A 25°%-o0s citoplazmatikus RNS-ekbdl, a h&sokk cito-
plazmatikus és sejtmagi RNS-ekbdl poli/U/ Sepharose 4B

affinitds kromatografiaval izoldltuk a 3’ végi poli/A/



szekvencidval rendelkezdket [lasd az elozd fejezetet,
17. oldal/. A kapott kromatogramokat a kdvetkezd két

abra szemlélteti.

12 ‘frakcid szam

6. abra

—— hOsokk poli/A/+ citoplazmatikus RNS
--- 25%-0s poli/A/+ citoplazmatikus RNS

poli/U/ Sepharose 4B affinitas kromatografiaja
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A 8 12 frakcié szam

7. abra

HGsokk sejtmagi RNS-ek poli/U/ Sepharose 4B affini-
téds kromatogréafiaja
Eredményeinket a k&Svetkezd tablazatban foglaltuk Ossze :

2 ; +
Felvitt RNS Elualt poli/A/ RNS
3H cpm ug 3H cpm ug %

ZSOC—os 8 4 6 2
citopl. 1,06 x 10 1,09 x 10 6,09 x 10 6,23 x 10 5,6%
RNS

h&sokk ; 4 6 )
citopl. 4,3 x 10 2,3 x 10 1,67 x 10 9,57 x 10 3,9%
RNS

hbsokk 8 3 6 4
sejtmagi] 1,66 x 1O 7,8 x 10 5,28 x 10 2,49 x 10 3,1%
RNS

Az affinitasi kromatografia alapjan a 25°%C-o0s citoplazmati-
kus RNS-ek 5,6%-a a hosokk citoplazmatikus RNS-ek 3,8%-a

3’ poli/A/ véggel rendelkezik. A hGsokk sejtmagi RNS-eknek




pedig 3,1%-a a poli/A/+ HnRNS.
2. A 25°C-0s mRNS-ek és a hd&sokk poli/A/+ és poli/A/—
citoplazmatikus és sejtmagi RNS-ek méret szerinti
szepardalasat 5-20%-0s linearis szahardéz gradiensben
végeztilk el /ladsd részletesen 17-18. oldalon/. Kivan-
csiak voltunk egyrészt arra, hogyan valtozik meg az
RNS profil a hGsokkolt sejtek citoplazmajaban és a
sejtmagon beliil, masrészt milyen a citoplazmatikus és
sejtmagi RNS-ek méret szerinti megoszlasa. Ugyanakkor
preparalds soran keletkezett - a tovabbi hibridizaciéd
soran zavard - degradacids termékeket is eltavolitottuk
ultracentrifugalassal. A 25°C-o0s poli/A/+ citoplazmati-
kus RNS szahardz radiensben az mRNS-ekre jellemzd he-

terogén eloszlast mutat 10 S-t31 egészen 26 S-ig /8.

abra/.
3Hcpm
5x10°- 125 195
4x103-
3x 1O3~
265
2x103 '
103
— szedimentacio iranya
T T T B p— 1
5 10 15 25 frakcid szam
8. abra 25°%-os poli/A/+ RNS elgs asa 5-20%-o0s szaharodz

gradiensben /SW-27 ro
200c¢/



A h&sokk poli/A/ citoplazmatikus RNS esetében a gradi-
ensben a degradacids produktumokon és a 4-5 S RNS-en
kivil 19S és 26 S riboszdmalis RNS—ek lathaték. A
szedimentogramon a riboszémalis RNS—-ek nem domindlnak,
aminek a degradé&cidn kiviil az az oka, hogy a riboszé-
malis RNS szintézise és mag-citoplazma transzportija a

hGsokk hatasara erdteljesen gatolt [9. &bral/.

3H cpm

15x10"‘

5x10 A

szedimentacié irdnya

T

5 15 ' 25 frakcio szama

9. &bra
HGsokk poli/A/ citoplazmatikus RNS eloszlasa
5-20%-0s szahardz gradiensben

[SW-27 rotor, 12 dra, 21 00O rpm, 200C/

HOsokk hatésara a poli/A/+ RNS profil ugy valtozik,
hogy a gradiensben j6l lathatdan megjelenik a 37°C-on
nagy mennyiségben induk&dl6ddé 12 S és 20 S hdsokk mRNS

is /10. abra/.



3H cpm
40001 ~12S 19S5

45
w00{ i 265

2000+
1000+
5 szedimentacio iranya
100 5 ' 5 ' 75 frakcio szam
10.4bra

HOsokk poli/A/+ mRNS-ek eloszlasa 5-20%-o0s szaharoz
gradiensben

/SW-27-es rotor, 12 éra, 21 000 rpm, 20°C/

A hGsokk sejtmagi RNS-ek szahardz gradiensben hetero-
gén megoszlast mutatnak.

A poli/A/_ frakcidoban diszkrét kis peak-ként jelenik
meg a 19S és 26 S riboszomalis RNS és azok prekurzora-
ul szolgald 32 S RNS /1l1l. abra/.

A poli/A/+ frakcid pedig heterogén peak-et képez a
gradiensben 4 S-t6l 40 S-ig, hasonldan a 25°C-on kapott
eredményekhez /Lengyel és Penman, 1975; Levis és

Penman, 1977/ /12. abra/.
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15000+

10000+

5000+

1000L——=, szedir’qeméciélirényu ' .
5 15 25 frakcié szam

11. abra

b H&sokk poli/A/ sejtmagi RNS szedimentdcidja
5-20%-0s szahardz gradiens centrifugalas utan

[SW-27-es rotor, 12 déra, 21 000 rpm, ZOOC/

195
3H cpm ’
Bx10
;s
1041
5x10°
103 : ; ;

5 5, 25 frakcid szam
— szedimentacio iranya

12. abra
H6sokk poli/A/+ sejtmagi RNS szedimentécidja
szahardz gradiens centrifugdalas utén

[SW=-27-es rotor, 12 6ra, 21 000 rpm, ZOOC/



Osszefoglalva éredményeinket, az irodalmi adatok-
hoz hasonléan hdsokk hatésdra a citoplazméban nagy
mennyiségii hosokk fehérjét koédoldé 12 S és 20 S mRNS
jelenik meg. Ezzel szemben a sejtmagi poli/A/* RNS
populacidban érzékelhetd valtozast nem lehet kimutatni.

Ezek utédn azt vizsgdltuk meg, hogy hOsokk hatéséra
a sejtmagban milyen aranyban jelenik meg a 70 OO0 D hsp-
t kédold RNS szekvencia, a citoplazmatikus poli/A/+
RNS-eknek pedig hany sza&zaléka 70 000 D hsp mRNS. Ehhez
eldszdr 132E3S plazmid DNS-t kovalens k&tésben tartalmazd

filtert kellett késziteni és miikodését ellendrizni.

4.4. 132 E3S plazmid DNS kotése DBM-papirra [1/,

a felkdtés ellendrzése [2/

1. A DBM-papirt az elszOekben leirtak szerint készitet-
tik /Kisérleti anyagok és mdédszerek, 19. oldal/.
Egyszerre 10 filtert diazotdltunk. 1 g NBPC-t és
0,34 g Natriumacetdtot feloldottunk 12 ml vizben és
aridnyosan szétosztottuk a kiivettdkban 1évd filterekre.
Az NBM-papir utén elkészitettiik az ABM-papirt /40 ml
20%-0s Na28204/, majd a DBM-papirt /10 ml 1,2 NHCLl
és 0,3 ml NaNO2 /10 mg/ml/, és utana rdgtdn rakotottiik
a denaturalt 132E3S plazmid klént. Filterenként 150 ug
plazmid DNS-t hasznaltunk felk&téshez.
2. Kétféleképpen is ellendriztiik a felkdtdtt plazmid
DNS mennyiségét. Az egy éjszakan at tartd felkotés

utan a filterekrdl leszivtuk a reakcid elegyet és



400 pl bidesztillalt vizzel alaposan ledSblitettiik.
A leszivott reakcidelegyhez hozzatettiik a 400 ul
bidesztillalt vizet [amelyet az 6blités utédn a fil-
terrdl leszivtunk/ és a 260 nm-en megmértik az ab-
szorbcidjat. A kapott értéket kivontuk a felvitt
plazmid DNS mennyiségébdl és igy azt kaptuk, hogy
filterenként kb. 100 pg plazmid DNS k&tddott fel.

A felkotott plazmid DNS mennyiség meghataro-
zdsédnak masik - pontosabb - mdédja a filter titra-
lasa hibridizacids technika segitségével.

Kildonb6zd mennyiségli jelzett hdOsokk citoplaz-
matikus RNS-eket hibridiz&ltattunk a filterekhez
és megallapitottuk, hogy hol van a filter telitési
értéke. Ez az az RNS mennyiség, amit a filter maxi-
malisan specifikusan meg tud kotni. A specifikus
aktivitasok alapjan szamoltuk ki, hogy az elualt
RNS hany upg-nak felelt meg, azt kaptuk, hogy a
filter telitési értéke 20 yug.

Ezzel a mdédszerrel megidllapithatd, hogy egy filter
maximdlisan 20 ug 70 OO0 D hsp-t k6dold RNS-t ké-
pes megkdtni. Hibridizacids kisérleteinket tehat
ennek figyelembevételével kellett megtervezni azért,

hogy kikliszéb6ljiikk a filter tultelitését [13. abra/.



|
(O%)
Ch
|

izoldlt RNS poli IAI*
20 g

10 g+

100 200 300 g
felvitt RNS

13. abra
132E3S plazmid DNS-t tartalmazd DBM-papir titraléasa
poli/A/+ és poli/A/ hBsokk citoplazmatikus RNS-sel
abszcissza: felvitt RNS mennyisége ug-ban;

ordindta : hibridizalt RNS mennyisége ug-ban

A titralasi gdbrbén j6l1 lathatd, hogy 20 pg-nal tdbb
RNS nem hibridizalt a DBM-papirra k&tott plazmid DNS-
hez, ezzel a papirral maximdlisan 20 ug 70 00O D hsp-t

k6dold RNS-t tudunk izolalni.

4.5. 70 000 D hsp-t ko6dold RNS szekvenciak izolalasa

citoplazmatikus és sejtmagi RNS-ekbd1l

A 132E3S plazmid DNS-t tartalmazdé filterhez vald
hibridizacidt az eldzdekben leirtak szerint végeztiik

el. A kisérlet sorozatban citoplazmatikus h&sokk

.
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poli/A/+ és poli/A/- RNS-eket, valamint a poli/A/-t
tartalmazd és poli/A/-t nem tartalmazd hdsokk HnRNS-
eket hibridizaltunk a 132E3S plazmid DNS-t tartalmazd
filterekhez. A hibridizdcid és a DBM-papir aspecifikus
nukleinsav kdtd képességének az abszolut kontrolljdul
a 25°%-os poli/A/+ citoplazmatikus RNS-ek hibridiza-
cidjat tekintettiik, azért, mert 25°C-on a citoplaz-
maban nincsenek 70 000 D molekulasulyu hSsokk fehér-
jét k6dolé mRNS-ek, tehat specifikus hibridizacid a
hGsokk gén szekvencidkhoz nem lehetséges. Az RNS-ek
csak aspecifikusan kdtSdhetnek a DNS-DBM-papirra, és
ennek mértéke jelzi az izoldlasi mddszeriink alkalmaz-
hatésagat.

Eredményeinket a 38. oldalon 1évo tablazatban foglal-
tuk Ossze. .

A tablédzat adatabdl j6l lathatd, hogy a 25°C-on
szintetizd16d46 mRNS-ek k&zdtt nem talédlhatd hdsokk
szekvencia, A kontroll /25°c/ mRNS—-eknek csak 0,04%-a
hibridizal a 132E3S plazmidhoz. Ez az adat bizonyitja
azt, hogy 25°C-on a 70 000 D molekulasulyu hsp-t

k6doldé hdsokk gének D.melanogaster-ben nem aktivak,

nem miikédnek, nem képzddik rdluk HnRNS és természe-
tesen mRNS sem.

Ugyanakkor, ha Osszehasonlitjuk ezt az értéket [/0,04%/
a hdsokk poli/A/+ és poli/A/_ citoplazmatikus és
sejtmagi RNS-ek hibridizacidjara kapott értékkel 1lat-
haté, hogy t8bb nagysagrendi kiilonbség van kozdttiik.

Ez azt bizonyitja, hogy a specifikus mRNS és pre-mRNS
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25%-o0s poli/A/+ citoplazmads mRNS

Hibr. felvitt Izolalt )

cpm ug cpm ug ’
22.047.720 | 2.254,6 | 9.280} 0,948 0,04

poli/A/+ hdsokk citoplazmds mRNS

Hibr. felvitt Izolalt 2

cpm ug cpm Hg

12.002 6,49 2.024 1,09 | 16,8
36.007 19,46 5.760 3,11} 35,9
72.014 38,93 | 10.604 5,73 | 14,7
144.027 77,85} 21.500} 11,62 | 14,9
265.000 | 143,24 | 38.000| 20,5 14,7

poli/A/— hd&sokk citoplazmas RNS
Hibr. felvitt Izolalt

cpm Hg cpm ug ®
11.824 6,39 1250 0,68 | 10,6
35.474 19,17 3,500 1,89 9,91
71.124 38,44 7.104 3,84 9,98
142,248 76,89 | 14.250 7,7 10,01
342,500 | 185,14 ) 36.750} 19,86 | 10,7




poli/A}" h&sokk HnRNS

Hibr .felvitt Izolalt

cpm ug cpm ug

1.287.876 | 60,76 }{15.872}1 0,74 1,23

poli/A/— hSsokk HnRNS

Hibr.felvitt Izolalt

cpm ug cpm ug

1.577.080 | 74,41 9.984} 0,47 | 0,63

izoladlasara kidolgozott mdédszeriink j6, alkalmazhatd.
Az aspecifikus hibridizacié kizarhatd a rendszerilink-
bd1l.

Citoplazmatikus hOsokk RNS-eket kiilonbdzd mennyi-
ségben [/de mindig kevesebb, mint a telitési érték/
hibridizaltattuk a hOsokk plazmidot tartalmazd fil-
terhez. A hOsokk mRNS-ek /a hibridizacidkor felhasz-
nalt mennyiségtdl figgden/ 14,7-16,8%-a komplementer
a 132E3S plazmiddal. Tehat a hosokk mRNS-ek &tlagosan
15,4%-a kédolja a 70 OO0 D hsp-t. Citoplazmatikus
polifA/ hdsokk RNS-nek pedig kb. 10%-a hordoz a ho-
sokk plazmiddal komplementer szekvencidt. HOsokk utéan
a sejtmagban a poli/A/+ HnRNS-ek 1,23%-ban, a poli/A/_
osztaly pedig 0,63%-ban tartalmaz 70 OO0 D hsp-t ké-

dold szekvencidt.



4.6. Az izolalt 70 000 D molekulasulyu hsp poli/A/+

pre-mRNS-ének jellemzése szedimentacidja alapjan

A plazmid DNS segitségével izolalt hOsokk HnRNS-t
5-20%-0s szahard6z gradiensben ultracentrifugaltuk a
mar leirtak szerint. Azért, hogy megallapitsuk azt,
hogy van—-e az érett citoplazmatikus 20 S hdsokk mRNS-
nek a magban 20 S-nél nagyobb méretl prekurzora. A
pre-mRNS szedimentacidjat a szahardz gradiensben az

alédbbiakban mutatjuk be /14. abra/ :

20S
3Hcpm '
10%
5x 102-

—— = szedimentdcio iranya

T T

5 15 ) 25 frakcid szam

14. abra

+
A h8sokk plazmiddal komplementer sejtmagi poli/A/
RNS szedimentacidja 5-20%-os szahar6z gradiensben
/|SW-41l-es rotor, 16 6ra, 21 000 rpm, 20°C/
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A pre-mRNS gradiensben vald iilepedését a mintdk
radiocaktivitasanak mérése alapjan allapitottuk meg.
Lathatd, hogy az aktivitdsok nagy része a 20 S 206na-
ban taldlhatdé. Tehat a 20 S hOsokk RNS a sejtmagban
is kimutathatd. Az altalunk alkalmazott mdodszer érzé-
kenysége nem teszi lehetdvé annak elddntését, hogy
nagyobb prekurzora is van-e a 20 S hOsokk mRNS-nek
/14. abra/. A szédimentogramon a 20 S-nél nagyobb S
z6nadkban viszonylag nagyobb mennyiségi fa mintdk ra-
dioaktivitasa alapjan/ 70 060 D hsp-t k6dold pre-mRNS
Ulepedett. Ennek magyarézata,'hogy a pre—ﬁRNS—t nem
denaturdlé korilmények kozdtt ultracentrifugaltuk,

és valdésziniileg aggregaldodott a pre-mRNS.



5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Specifikus nukleinsavak izolalasa és dusitasa

DNS-DBM filter hibridizacids technikaval

Mivel.napjainkban egyre nagyobb igényként jelent-
kezd probléma, hogy nukleinsavakat - azok specifikus
fajtait - kébnnyen és gyorsan izoldlhassanak és detek-
talhassanak, munkank céljaul elsOsorban e problémanak
a megoldasat tiiztik ki.

Kimutattuk, hogy a nukleinsavak immobilizdlésa
DBM celluldz filterre Alwine é&s munkatarsai [1977/
moédszere szerint alkalmas arra, hogy segitségiikkel spe-
cifikus RNS-eket izoldlhassunk és dusithassunk fel. A
diazotalt celluldz filter stabilan kdti az egyes szélu
nukleinsavakat, igy lehetdvé valik, hogy a hibrid plaz-
midok felhasznélaséval egy ismert fehérje szintéziséért
felelds specifikus mRNS-t izoldljunk és felszaporif—
sunk. Kiildndsen a HnRNS-ek esetében van ennek‘nagy
jelentOsége, mivel eddig nem allt a kutatdk rendelke-
zésére egy olyan kdnnyen és rutinszerien alkalmazhatd
médszer, amelynek segitségével - a tovabbi vizsgala-
tokhoz elegendd mennyiségben - izolalhattak volna..

specifikus pre-mRNS-t.



Az altalunk kidolgozott médszer segitségével ru-
tinszerien - a hibrid plazmidot t&bbszdr felhasznalva -
lehet izolalni és felszaporitani specifikus pre-mRNS-t.
A DBM-papir Oriasi eldnye - az eddig alkalmazott
nitrocelluldoz filterekkel szemben -, hogy az RNS is
stabilan rakdthetd a filterekre. Ezért az mRNS-DBM-
-papir komplexet felhasznalhatjuk a fehérjék térképe-
zésére is. Izolalva egy specifikus mRNS~-t, amelyrdl
tudjuk, hogy melyik fehérje szintéziséért felelds,
ezt rakétve a DBM-papirra, segitségével egy heterogén
DNS populdcidébdl /amelyet restrikciés enzimekkel eld-
z0leg megemésztettiink/ hibridizacidés technika segitsé-
gével izolalhatjuk azt a DNS darabot, amelyrdl a spe-
cifikus mRNS transzkripcidja tSrtént. Ezt a DNS-t
in situ hibridizaltatva a kromoszémékhoz megallapit-
hatjuk azt a kromoszdma régidét, amely az illetd fe-
hérje szintézisét kddolja.

Tehat megallapithatjuk, hogy az altalunk kidol-

gozott mddszer segitségével izoldlhatunk és feldusit-

hatunk specifikus mRNS-eket, ha rendelkezésiinkre all

az a hibrid plazmid, amely tartalmazza azt a DNS szek-
vencidat, amelyrdl a specifikus mRNS transzkripcidja
torténik. Kiilondsen pre-mRNS-ek vizsgdlatanal van en-
nek nagy jelentdsége, mert lehetové valik a pgszt-
transzkripcids szabalyozas mechanizmusé&nak a vizsga-
lata, amely magaban foglalja a primér transzkriptum
szintézisétl0l az érett mRNS citoplazmdba vald kijutédsa-

ig végbemend 6sszes valtozast. Igy lehetdvé valik a 3’



és 5’ végi modifikacidnak, a degradacidnak, a
splicing-nek a vizsgdlata.

Ezen va&ltozasok megismerésével t8bbet tudunk
azokrdl a folyamatokrdl, amelyek a magban lejatszdd-
nak, a transzkripcidtdl az érett mRNS-nek a citoplaz-

médba vald kijutasaig.

5.2. A 70 000 D hsp~-t kédoldé szekvenciak megoszlasa
a poli/A/+ és poli/A/_ citoplazmatikus és sejt-

magi RNS osztalyokban

Specifikus mRNS izolalasan kivil, ebbdl a munkank-
bb61l valaszt szerettiink volna kapni arra, hogy a cito-
plazmatikus mRNS-eknek hany szazaléka a 70 OO0 D mole-
kulasulyu fehérjét k6dold mRNS. Ez a szazalék a kodvet-
kezSképpen oszlik meg a poli/A/” &s a poli/A/  mRNS-ek
kbzott a citoplazmaban :

a poli/A/T mRNS-ek 15,4 %-a

a poli/A/- mRNS-ek 10,24%-a
kédolja a 70 OO0 D molekulasulyu fehérjét.

Ugyanez a szazalék a pre-mRNS-ek esetében igy alakul :

a poli/A/+ pre-mRNS-eknek 1,23%-a

a poli/A/- pre-mRNS-eknek 0,63%-a
tartalmaz 70 000 D hsp-t kédold szekvenciat,

Ha Osszehasonlitjuk a citoplazmatikus mRNS-ekre és a
pre-mRNS~-ekre kapott szazalékot, azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy hosokk hatdsdra nemcsak a h@sokk
gének aktivaldédnak, hanem egy szelektiv nukleo-cito-

plazmatikus transzportnak kell beindulnia, ami bizto-
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sitja az egyéb mRNS-ek degradacidéjan kiviil a hdsokk
mRNS-ek felhalmozddasat a citoplazmaban.

Valaszt szerettiink volna kapni arra is, hogy
van-e 20 S-nél nagyobb méretli prekurzora a magban a
hosokk mRNS-nek, amelyik a 70 000 D molekulasulyu
fehérje szintézisét iranyitja. Az izolalt pre-mRNS
szedimentogramja alapjan [14. abra/ azt mondhatjuk,
hogy /a mi kisérleti metodikéankkal/ 20 S-nél nagyobb
prekurzor a magban nincs. A 20 S-nél nagyobb S érté-
keknél valdszinilileg aggregatumok tilepedtek, mivel nem
denaturdld koriilmények k&z8tt végeztiik az ultracentri-
fugalast. vValdészinii, hogy hg van is 20 S-nél nagyobb
prekurzor, az igen kis mennyiségben lehet jelen és

nagyon gyors lehet turnover-ik.



6. IRODALOMJEGYZEK
Alwine, J.C., Kemp., P.J., Stark, G.R. 1977.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5350-5354.
Ashburner, M. 1970. Chromosoma 31, 356-376.

Ashburner, M., Joze, I., Bonner, 1979. Cell

Vol. 17, 241-254.

Berendes, H.D., Holt,Th.K.H. 1964. Genen. Phaenen.

-9_’ 1-7.

Berendes, H.D., van Breugel, F.M., Holt, Th.K.H.

1965. Chromosoma 16, 35-46.

Craig, E.A., McCarthy, B.I., Wadsworth,S.C. 1979.

Cell 16, 575-588.

Denhardt, D. 1966. Biochem. Biophys. Res. Commun.

23, 641-652.

Echalier, G., Ohanessian, A. 1969® C. R. Acad. Sci.

268, 1771.
Echalier, G., Ohanessian, A. 1970. In vitro 6, 162.
Ellgaard,E.G.1972. Chromosoma 37, 417-422.

Haines, M.E., Carey, N.H., Palmiter, R.D. 1974.

Eur. J. Biochem. 43, 549.



-~ 47 -

Henikoff, S., Meselson, M. 1977. Cell 12, 441-451.
Laemmli, U.K. 1970. Nature 227, 680-685.

Lengyel, I.A., Pardue, M.L. 1975. J. Cell Biol. 67,

240a.
Lengyel, I.A., Penman, S. 1975. Cell 5, 281-290.

Lewis, M., Helmsing, P.I., Ashburner, M. 197S5.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 3604-3608.
Levis, R., Penman, S. 1977. Cell 11, 105-113.

Lis, I., Prestidge, L., Hogness, D.S. 1978. Cell

14, 901-919.

Livak, K.F., Freund, R., Schwber, M., Wensink, P.C.,
Meselson, M. 1978. Proc. Natl. Acad. Sci. USA

in press.

McCarthy, B.I., Compton, J.L., Craig, E.A.,
Wadsworth, S.C. Tenth Miami Winter Symposium

[New York/ Academic Press, pp. 317-333. 1978.

McKenzie, S.L., Henikoff, S., Meselson, M. 1975.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 1117-1121.

McKenzie, S.L., Meselson, M. 1977. J. Mol. Biol.

117, 279-283.

Plagens, U., Greenleaf, A.L., Bautz, E.K.F. 1976.

Chromosoma 59, 157-165.



- 48 =

Ritossa, F. 1962. Experientia 18, 571~573.

Rubin, G.M., Hogness, D.S. 1975. Cell 6, 207-213.

Schedl, P., Artavanis-Tsakonas, S., Steward, R.,
Gehring, W.J., Mirault, M.E., Goldschmidt-Clermont,M.,

Moran, L., Tissiéres, A. 1978. Cell 14, 921-929.

Schneider, M. 1964. J. Exp. Zool. 156, 91-104.

Silver, L.M., Elgin, S.C.R. 1977. Cell 11, 971-983.

Sondermeijer, P.I.A., Lubren, N.H. 1978. Eur. J.

Biochem. 88, 331-339.

Spradling, A., Penman, S., Pardue, M.L. 1975. Cell

4, 395-404.

Spradling, A., Hui, H., Penman, S. 1975. Cell 4,

131=Y37s

Spradling, A., Pardue, M.L., Penman, S. 1977. J. Mol.

Biol. 109, 559-587.

Tissiéres, A., Mitchell, H.K., Tracy, U.M. 1974.

J. Mol. Biol. 84, 389-398.

Varick, N.L., Luhashevick, I.S., Kaverin, N.V. 1976.

J. Virol. 18, 1lll-116.




