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I. BEVEZETÉS

E dolgozat tárgya a riboszőraális HNS szintézis in vitro 

tanulmányozása egy E. coli riboszómális RNS gént transzdukáló 

fág /Arifdl8/ DNS-en. A riboszómális RNS szintézis vizsgálatát 

indokolja a riboszómális RNS gén kitüntetett volta más bakteri

ális génekhez képest, ugyanis exponenciálisan növekvő baktérium 

kultúrában olyan intenzív rHNS szintézis történik, mely minden 

más RNS szintézisét felülmúlja.

Az E. coli DNS-en végzett in vitro transzkripciós kísér

letek alapján a preferenciális rRNS szintézis magyarázatát az 

rSNS gén sajátos promoter szerkezetében kereshetjük. Bakteriá

lis DNS-en a gének nagy száma miatt azonban nehéz a jelenség 

okának vizsgálata. Nagy előre lépést jelentett, hogy az utóbbi 

években riboszómális RNS gént transzdukáló fágokat izoláltak, 

melyek felhasználása megkönnyíti a kedvezményezett rRNS szinté

zis okának kutatását, A Ärifdl8 DNS-en végzett in vitro transz

kripciós kísérleteink célja az volt, hogy közelebb jussunk e 

probléma megértéséhez.

Ahhoz, hogy az ezen kísérletek kapcsán felmerülő problé

mákat megértsük, a preferenciális in vivo és in vitro rRNS szin

tézist bizonyító irodalmi eredmények mellett át kell tekintenünk 

az RNS szintézis mechanizmusára vonatkozó legfontosabb ismerete

ket, továbbá az rRNS gének felépítésére, elhelyezkedésére és az 

rRNS géneket transzdukáló fágok izolálására, szerkezetére vonat

kozó legújabb irodalmi adatokat.
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1. A transzkripció mechanizmusa

E. coli DNS-en valamennyi RNS szintézisét egyetlen 

enzim, a DNS-függő RNS-polimeráz végzi. Molekulasúlya 470 000 

dalton, un. core enzimből és egy könnyen disszociált) £> faktor

ból áll /1, 2/. A core enzim részei; két Xalegység /40 000 dalton/,

/155 000 

" /165 000

" /. 

" /.

ttegy /3

egy fi
A core enzim a 6 faktorral /95 000 dalton/ holoenzimet képez.

A transzkripció folyamata négy fő lépésre bontható;

1. Az RNS-polimeráz /továbbiakban polimeráz/ kötődése a tempiáthoz5

2. RNS-lánc iniciácié;

3. RNS-lánc elongáció;

4. RNS-lánc termináció.

A polimeráz molekula templáthoz kötődésében a /3'alegység /3, 4/

az RNS-lánc iniciációban és az elongációban a fi alegység /5/, a

promoter régió felismerésében pedig a & faktor vesz részt /6, 7/.

A transzkripció kezdeti lépéseit Chamberlin és mtsai vizs

gálták részletesen T7 DNS-en in vitro körülmények között /7-15/.

Az RNS-polimeráz kötődése a templáthoz;

A polimeráz templáthoz kötődése Időben viszonylag hosszú

folyamat /t^2 = 20-30 sec T7 DNS-en/, mely sok regulációs lé

pésre ad lehetőséget. A core enzim mindegyik DNS régióhoz rela-

= 2 x 1011M“1 T7 DNS-en/,tive nagy affinitással kötődik /Кassz.
Így nem képes specifikus RNS-lánc iniciációra. A promoter régió
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felismeréséhez és specifikus ЗЫЗ-lánc iniciációhoz в tí faktor

jelenléte szükséges. A holoenzim ugyanis amellett, hogy gyen-

sl08-109 К-1/, agén bármely DNS régióhoz kötődni tud /Кassz.
promoter helyen nagy stabilitású poliraeráz-DNS komplex kiala-

= 1012-1014 И“1/ /9/. A d faktor valóki tására képes /Кassz.
szinüleg más poliraeráz alegységekre hatva vesz részt a promo

ter szakasz felismerésében, mert önmagában kis affinitással 

rendelkezik a DNS-hez /16/.

A DNS-hez kötődés asszociációs-disssociációs lépésekből 

álló szelekciós folyamattal kezdődik, melynek eredményeképpen 

a polimeráz - az aspecifikus kötődési helyekről ledisszociálva - 

eljut a promoter régióba, és a specifikus pi'csaoter szekvencia 

felismerése után egy un. zárt polimeráz-prcmoter komplexet hoz 

létre, mely egy konformáció-változással átalakul gyors RHS-lánc 

iniciációra képes un. nyitott polimerás-promoter komplexszé 

/13-15/* Ezen átmenet során a DNS-hélix feltehetőleg egy 7-8 

bázispárnyi szakaszon felnyílik /14, 82/. A konformáció-válto

zás csak alacsony ionerősségnél és meghatározott, az adott pr 

ő hőmérséklet felett történik meg, bár a DNS-hez 

való kötődés kialakul alacsony hőmérsékleten és magas ionerős

ségnél is /13, 14, 15/.

Kimutatták, hogy a promoter régió feli 

DNS-hélix kis vájatába eső bázis оldalláncoknak van szerepe /15/.

Az in vitro körülmények között, optimális hőmérsékleten 

és ionerősségnél létrehozott polimeráz-HNS komplexek stabilitása 

nem egyforma. Vannak igen nagy stabilitású holcenzia-DNS komp

lexek, melyek disszociációja 37 C°-on igen lassú A^/2 = óra

raoterre jeli

résében a
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T7 DitfS-en/, azonban ez nem érvényes a polimeráz-DNS komplexek 

többségére.

Az ionerősség növelésével a polineráz-DNS komplexek nagy 

része disszociációt szenved, és csak igen kis hányaduk marad 

meg magas sókoncentráciénál /13/* Azokat a polineráz-DNS komp

lexeket, melyek még 0,5 M KC1 vagy 0,5 M /NK^/^SO^ koncentrá

ciónál sem disszociálnak, Önkényesen sórezisztensne^ szoktuk

nevezni.

A polimeráz-DNS komplexek jelentős része érzékeny poli- 

anionos inhibitorokkal szemben. így pl. poli/rl/* heparin nagy 

affinitásuk révén képesek elvonni a polimeráz molekulákat a po- 

liineráz-DNS komplexek jelentős hányadából, inig a hosszú fél- 

életidejU promcter-polimeráz komplexek rezisztensek heparin ill. 

poli/rl/ hatásával szemben /V, 17* 13/. zzon mechanizmus révén 

a heparin jelenléte meggátolja az aspecifikus helyekről /nem 

promoter régiókról/ kezdődő RNS szintézist, s mivel a szabad 

polimeráz molekulákat a heparin igen gyorsan inaktiválja, meg

akadályozva ezzel visszakötőd estiket a DNS-re, igy csak a szin

tetizál ódó SNS-láncok eloagációja fejeződhet be, de reiniciá- 

ció nem történhet. A heparin pontos hatásmódja azonban nem is

mert, és nem tudjuk azt sem, hogy valamennyi promoter-polimeráz 

komplex rezisztens-e heparinnal szemben. A kísérletek alapján 

úgy tűnik, hogy a proaoter-poliiaeráz komplexek egy része is 

heparin és poli/rl/ érzékeny /6/.

RNS-lánc inlciáclé:

Csak a nyitott polimeráz-promoter komplex képes azonnali
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I2JS-lánc inieiációra. Igen gyors folyamat, látszólagos első

rendű sebességi konstansa T? DlíS-en, 0,4 иМ KTP koncentráció-

/12/, Az enzim nem igazi katalizá-
-1nál 3 seejtjygS 0,23 sec 

torként, hanem szubsztrátként szerepel a folyamatban, Л szubsz-

trát szempontjából formailag ez egy irreverzibilis másodrendű 

reakció, A poliraeráz molekulán két kötőhely van a purin- és 

csak egy a pirimidin-ribonukleozid-trifoszfátok számára, az ini- 

ciációs helyre ugyanis csak purin-ribonukleozid-trifoszfátok 

kötődhetne -. Az SNS-lánc inieiáció az ^’-terminális ribonukleo- 

zid-trifoszfát /АТР vagy GTP/ enzimhez kötődésével kezdődik, 

ez a folyamat sebességmeghatározó lépése. Az inieiáció az első 

internül-leotid kötés kialakulásával és O' faktor disszociáció

jával fejeződik be.

Az inieiáció folyamatát Mangel és mtsai vizsgálták beható

an in vitro rifampicin antibiotikum alkalmazásával /12-14/. A 

rifampicin mind a szabad RNS-poliraerázt, mind a poliraeráz-DNS 

komplexet megtárjad ja egy másodrendű reakcióban /19/* de az 

utóbbi reakció sebessége századrésze az előbbiénél: /10/. A ri

fampicin csak az iniciációt gátolja, az első főszfödiésztér 

kötés kialakulása után az elongáció már nem érzékeny a drogra 

/20/. Ha az in vitro RNS szintézist rifampicin és ribonukleo- 

zid-trifoszfátok együttes adásával indítjuk, a nyitott proraoter- 

polimeráz komplexek azáltal, hogy igen gyors RHS-lánc iniciáció

ra képesek, látszólag rifampicin rezisztenciát mutatnak. Két 

vetélkedő reakció játszódik le egyidejűleg /12, 15/s

1. a ШБ-polimeráz komplexek inaktivációja kg sebességi 

konstanssal,

C + rifampicin ^ C-rifampicin k2
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2. rifampicln rezisztens RNS-lánc iniciáció k* sebességi 

konstanssal,

C ♦ ЫТР 5Й C*

ahol k* egyenesen arányos az 5’-terminális ribonukleozid-tri- 

foszfát koncentrációval egészen 1 шМ-ig, iáig a másik három UTP 

koncentrációtól független 1 jiM alsó értékig; k* nem változik 

lényegesen különböző terápiátok esetén sem /15/.

k*

xfflS-lare elongáció;

Az enzim az RNS-lánc elongációban katalizátorként szere

ljél. A folyamat ping-pong mechanizmussal játszódik le, melynek 

során újabb és újabb ribonukleotidok épülnek be az RNS-láncba 

a terápiát bázissorendjenek megfelelően.

ISIS-lánc térni náció:

A terminátor helyen a polimeráz molekula vagy magától 

vagy un. terminációs faktorok /pl. g / hatására ledisszociél, 

és a komplex HNS-re, DNS-re és core polimerázra esik szét.

Hegulációs lépések a transzkripciós folyamaton belül a 

templáthoz való kötődést, az HNS-lánc iniciációt és termiaá- 

ciót befolyásolhatják.

2« Ag rBNS gén kitüntetett szerepe az in vivo

HNS szintézisben

A riboszómák a fehérjeszintézis helyei mind prokaryota,
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mind eulcaryota sejtekben. A pro’:aryota ri bősz ómák 70 S ül 

pedési állandójú részecskék, melyek fehérjéből és RNS-ből áll

nak. Két alegységre disszociálhatók, melyek közül a 30 S al

egység 21-féle fehérjét és egy 16 ülepedési állandójú rRNS-t 

tartalmaz, mig a nagyobb, 50 S alegység 34-féle fehérje kom

ponensből, továbbá 23 S és 5 S ülepedési állandójú rKNS-bol áll.

A baktériumok riboszóma szintézise a sejtnövekedéssel 

igen szorosan összefügg /21/. Optimális növekedési feltétel 

esetén logaritmikusán osztódó baktérium sejtben a sejt tömegé

nél; 40-50 %-ái riboszómák alkotják, biztosítva a gyorsan növe

kedő kultúra fehérje-szükségletének kielégítését. Ez a nagy

arányú riboszóma szintézis igen intenzív riboszöaális RNS szin

tézist tételez fel. A vizsgálatok azt bizonyítják, hogy 1 

ritmikusan szaporodó E. coli sejtben optimális növekedési rá

tánál a szintetizálódott ISIS több mint 50 %-a rHIIS /22/, amely 

a genonmak csak mintegy 0,6-0,8 5S-át kitevő 6 riboszómális RNS 

génen /rDNS/ /23, 24/ termelődik.

A rDHS-en tehát rendkívül intenziv transzkripciónak kell 

vógbemenni e, 1 énye,

géné len, /А riboszóma fehérjéket kódoló géneken 

ilyen nagymérvű RNS szintézis, hiszen a mRNS-ek esetében a 

transzláció során lehetőség van arra, hogy egy RNS kópiáról sok 

fehérje-lánc szintetizálódjék./ Hivei a baktériumokban vala

mennyi RNS szintézisét ugyanaz az RNS-polimeráz végzi, ez nem 

lehet az eltérő mértékű RNS szintézis oka. így a preferenciális 

rfiNS szintézisnek elméletileg kétféle magyarázata lehets vagy 

valamely pozitív regulációs faktor játszik szerepet a folyamat-

intenzivebbnek, mint más bakteriális

történik
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ban, vagy pedig az rRNS gén promoter© olyan különleges szerke- 

ly nagy sebességű vagy nagy gyakoriságú RNS-lánc inici-zetü, 

ációt eredményez.

A pozitiv regulációs faktor keresésére irányuló kisérle- 

járiak eredménnyel, és - mint azt a követke-tek eddig /25/ n< 

ző fejezetben látni fogjuk - in vitro minden külső faktor hoz

záadása nélkül is preferenciális rRNS szintézist lehetett kimu-

találtak lényeges különbséget az rHNS és 

más RNS-láncok iniciációjának /15/, valamint elongációjának 

sebességében sem /26/. így az intenziv rHNS szintézis legvaló

színűbb magyarázata egy igen gyakori rRNS—lánc iniciációt 

eredményező promoter struktúra. Nagy frekvenciájú rHNS-lánc 

iniciáció mellett szólnak azok az in vivo megfigyelések, 

szerint exponenciális növekedés

tatni. Továbbá n<

ilyek

tón a riboszómális RNS gé

nek szinte a fizikai telithetőség határáig telítve vannak po

ll ne ráz molekulákkal / s 100 polimeráz molekuia/rDNS/ /27 , 28/.

3. In vitro rRNS szintézis E« coli MS-en

Az rRNS szintézis preferenciális volta megmutatkozik az 

in vitro kísérletekben is. E. coli polimerázzal nyert in vitro 

transzkriptum kb. 10 %-a rRNS /29-31/, ami - figyelembe véve, 

hogy az rDNS-ek a temp látna к csal: mindössze 0,6-0,8 $-át fog

laljál: ©1 - egyértelműen azt igazolja, hogy az rDNS a többi 

génhez képest kedvezményesetten nyilvánul 

transzkripció során.

Kimutatták továbbá, hogy az rRNS gén promoter« a vi-

az in vitro
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szonylag kis szánban előforduló nagy stabilitású E. coli pro- 

moterek kosé tartozik, ugyanis magas ionerosségnél nem disszo- 

ciál le és heparinnal szemben rozisztens /32, 33/. Sümegi ез 

mtsai kísérletei /33/ azt bizonyítják, hogy az rDHS transzkrip

ciója heparin jelenlétében is preferenciális, mivel a szinteti

zált гЖ megfelelő polimeráz/DNS aránynál a transzkripturanak 

20-25 %-át teszi ki, és telitési polimeráz koncentrációnál az 

rMS 4-5-szür át Íródik. Mivel a heparin jelenléte megakadályoz

za az egyszer már ledisszociáit poliraeráz molekulák reiniciá

déba lépését, igy az rHHS gének 4-5-szür s átírása azt jelen

ti, hogy génenként 4-5 polimeráz molekula volt heparin rezisz- 

iens komplexben kötve az rDBS promoterén.

Ennek a kísérleti eredménynek egyik lehetséges magyará

zata az, hogy az rKNS généi: promoterei heparin rezisztens po

limeráz tároló helyekkel rendelkeznek, melyek 

4-5, és innen disszociáció nélkül jutnak el a polimeráz mole

kulák egymást követve azrfiMS szintézis start pontjáig, s kez

dik meg az KNS-láncok szintézisét.

Másik lehetséges

génenként

gyarázat az, hogy minden rDHS-en 

llett, külön-külün rENS szintézistöbb promoter van egymás

start ponttal, igy ugyanazon a génen egyidejűleg több rKtíS-lánc 

szintézise kezdődhet , melyek hosszúsága csak néhány nukleo-

tidban különbözik egymástól.

Transzkripciós kísérletei: tanúsága szerint az rDHS pro- 

aoteréhez heparin rezisztensen kötött polimeráz molekulák ko-

is rezisztens kötődik /33/.gas sókoncentrációvalzUl egy
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Az E. coli DNS-en végzett in vitro kísérletek tehát azt 

mutatják, hogy a preferenciáid rHHS szintézis magyarázatát az 

rDHS promoter szerkezetében kell keresni.

4. A riboszóaálls RNS gének szerveződése E.coli DNS-en.

Rlboszcmális RNS gént transzdukáló fágok izolálása

Az rDNS térképezése nagyon nehéz, részben, mert létfon

tosságú, másrészt mert több példányban előforduló /24/ génről 

van szó. Ez az oka annak, hogy az rRHS gének elhelyezkedését az 

E. coli kromoszómán még ismerjük teljes pontossággal.

Hibridizációs kísérletek alapján úgy tűnik, hogy azonos 

számú /4-10/ gén ,n a 16 S, a 23 S és valószínűleg az 5 S 

rRMS számára is /23, 3'+, 35/. Jelenleg az a feltételezés lát

szik legvalószínűbbnek, hogy mindegyik gén 6 példányban fordul 

elő /36-37/.

Rifampicines gátlás utáni rRMS szintézis vizsgálatával 

/38-40/ stringent sejtekben az amin 

szintézis reiniciációjának tanulmányozásával /41/, továbbá hib

ridizációs kísérletekkel /42, 43/ bizonyították, hogy baktéri

umokban az rRNS gének a háromféle rRMS génből álló transzkrip

ciós egységekben szerveződnek, melyek génsorrendje 16 S - 23 S - 

- 5 S. Elektronmikroszkópos megfigyelések összhangban vannak 

ezekkel az eredményekkel /44, 45/.

A riboszómális gének többsége a bakteriális kromoszóma 

replikációs start pontja /74.*/ kerül csoportosul /46-48/, Kaplan 

és mtsai azonban rffilS géneket találtak az E. coli kr

-v éhezést követő rRNS
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55-59** régiójában is /4р/.

Az 5 S rRNS bázissorrendj ében megfigyelhető mikrohetero- 

gonitás felhasználásával Jarry és Rosset térképezték az 5 S 

rRNS géneket E. coli DNS-en /50-51/ /1* ábra/. Hárem 5 S rRNS

gént /cqsB, cqsC és cqsD/ sikerült lokalizálniuk az MSE 600 

géntérképen a 74.*, a 66.*,

/cqsA/ а К 12 géntérkép 75-76.* régiójában. Nincs kísérleti

igta iáiható mindkét

valamint a 63.* régióban és egyet

bizonyíték arra, hogy mind a négy lokusz 

törzsben, bár legújabb eredményeik azt látszanak igazolni, 

hogy a cqsB gén is megtalálható а К 12 törzsben /52/. Ugyancsak

törzs specifikus oligomerek felhasználásával mutatták ki 

Katsubera és mtsai, hogy E. coli К 12 törzsben a metB régió 

környékén két 16 S rRNS gén található /53/.

Az utóbbi években egyértelműen igazolódott, hogy a három

féle rRNS gén egyetlen transzkripciós egységet alkot. RN-áz 

III“ E. coli mutánsból /54/ ugyanis sikerült izolálni egy 30 S 

ENS-t /55, 56/, mely a 16 S, 23 S és 5 S rRNS közös prekurzo- 

rának bizonyult /57/.

■

Az utóbbi évek másik jelentős eredménye ezen a területen 

az, hogy izoláltak olyan transzdukáló fágoliat és plazmidokat, 

melyek más bakteriális gének illett riboszóraális RNS gént is 

transzdukáltak, E fágok és plazmidok által hordozott bakteriá-

ighatározása részben igazolni, rész

ben kiegészíteni látszik a korábbi térképezési eredményeket, 

továbbá az rRNS gének szerkezetének pontos feltárásit teszi 

lehetővé.

lis gének génsorrendjének

Deonier és mtsai elektronmikroszkópos vizsgálatokkal iga-
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zolták, hogy az F*l4 episzómán két rKHS génkészlet /rrnA és 

rrnB/ található, Helyek spacer régiója különböző /58/ és 

egyikük Hegfelel cqsA-nak. Az rrnB gént а ф8Ш^Ии^зи+7 

transzdukáló fág is hordozza /59/ ilv gének és t&iJS gén 

szomszédságában. E fág bakteriális eredetű génjei az F*l4 

plazmidról származnak.

rrnB rrnEcqsA = rrnAcqsB = rrnCcqsCcqsD = rrnD

79777573666462

argH|rif put 
bfe

V.VV ГV
rha met Вrbs ilv met EaroB malAaroE strAargG argR

1. ábra

Az rKTS gének elhelyezkedése S. coli DNS-en,

Az ábra az E. coli géneket a Taylor-Trotter 

nevezéktan alapján tünteti fel /85/. A függő
leges nyilak a Jarry és Eosset által térképe
zett /30-51/ 5 S rRNS gének /cqsA, В, C és D/ 
ill. az rDNS-t transzdukáló fágok génsorrend
jének meghatározásával térképezett rBMS tansz- 

kripciós egységek /rrnA, В, C, D és Е/ /58-68/ 

elhelyezkedését mutatják az E. coli géntérképén. 
A vízszintes nyilak az rfíNS gének transzkripció
jának irányát tüntetik fel.

*
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Jarry és latsai által nem térképezett riboszómális MS 

gént /rmB/ hordoz /60/ a Kirschbaura és Konrad által izolált 

/61/ Äriful8 fág, melyet úgy nyertek, hogy egy hőindukálható 

és lizis defektiv Яfagot integraltattak az S, coli kromoszó

ma bfe ldkusza kezeiébe és domináns rifampiein rezisztenciára 

/az RNS-polimeráz jí> alegységének mutációja/ szelektáltak. Az 

Így nyert transzdukáló fág olyan létfontosságú bakteriális 

géneket hordoz az rrnB-n kiviíl, mint az RNS-poliaeráz ß>, ß 

alegységének /62/, riboszómális fehérjéknek /60/ és a fehér

jeszintézisben szerepet játszó elongáciős faktornak /EF-Tu/ a 

génje /63/, Ncraura és mtsai rDIIS-t transzdukáló fágok felhasz-

nálásával kimutatták, hogy az rRNS transzkripciós egység 16 S 

és 23 S rRNS gének közötti spacer régiója tfiNS gént tartalmaz 

/64/, А Дrifdl8 fág géntérképe a 2, ábrán látható,

А Д rifu!8 fággal pontosan 

két transzdukál a íeorif1 fág /65/, melyet az előzőtől füg

getlenül izoláltak: Ф 80 fágot integráltattak az E, coli kro- 

tB régiójábar és

gegyező bakteriális i -

it3-re valamint glyT-re szolektálmoszóma

tak. Az a tény, hogy a két függetlenül izolált transzdukáló 

fág által hordozott bakteriális gének sorrendje »Segyezik,

azt bizonyítja, hogy ez a gónsorrend megfelel az E, coli krotno- 

igfelelő régiója sorrendjének, /А két említett fág által 

transzdukált bakteriális DNS csupán az rRNS gén spacer régiójá

ban lévő tRHS génben különbözik egymástól /64/, ami valószinü-

szóma

leg a transzdukáló fág keletkezésekor más rRNS génekkel tör

ténő rekombináció eredménye,/
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804020 600 100 С/. Л)

27-36 S*
18S-
12 S —j •—; -*4S 

b2 á? eX0C“'N C>S0P
■"i)"

QSR ЛAW В CDEFZUVGTHMLKI J
■O------

Pr-pR
i

r7S ;-6s
•235

30-32 S

r RNSgenr fehérjék и)
I EF-Tu^ ^_______ ' 55 235 4

niiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiil inf Ш 1ШЙ1
í 16S

N С, OP QSRcxo A rifd!8

2. ábra

А Я és a A rlfdl8 fág géntérképének üBszehasonlitáaa

kz ábra Szybalski nyomán /83/ a igének mellett 

feltünteti a PL, Pg, Pg,, P^ Pra és Pi Аргошо- 

terekrol kezdődő HHS szintézist /vízszintes nyi
lak/. Az in vitro transzkripció során képződött 
AmRNS-ek /78/ szedimentációs állandói is leol
vashatók.
A A rifdl8 fág géntérképén /64/ a besatirozott 
rész a transzdukált E. coli gének elhelyezke
dését jelzi.
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Izoláltak továbbá egy i\.dilv5 iágot, valamint pluzmi- 

ciokat /66/, melyek az E. coli kromoszóma ilv régiójának kor

nyékén elhelyezkedő rRNS transzkripciós egységet/rrnC/ hor

dozzák, ami valószinuleg megfelel cqsB-nek. А Я daroE fág /67/ 

pedig egy további rUHS gént /rraD/ transzdukál trkA-aroE-rrnb 

génsorrenddel, mely valőszinülog cqsD-nek felel meg.

Végezetül rDHS-t transzdukáló fágokat izoláltak az E. 

coli kromoszóma purD-metA régiójából, melyet rrnE-nek nevez

tek el /68/.

5. Célkitűzés

Mint az a rövid irodalmi összefoglalóból látható, a 

prokaryota riboszómális ENS gének regulációja lényegesen kü

lönbözik a mHIIS-ek szintézisének szabályozásától. A különb

ség abban áll, hogy az rDNS-en nagyságrendekkel intenzivebb 

transzkripció történhet, mint akár egy derepresszált Struk

tur génen.

E. coli DNS-en végzett kísérletek alapján úgy tűnik, 

hogy e rendkívül intenziv transzkripció az rDÍJS többszörös 

promoterének köszönhető, mely lényegesen nagyobb frekvenciá

jú fiNS-lánciniciációt tesz lehetővé, mint a többi génen.

Az rDIÍS-t transzdukáló fágok izolál fása további távlatot 

nyitott az rRNS gének in vitro transzkripciójának vizsgálatá

ban. Ezzel ugyanis lehetővé vált, hogy valamely rRNS gén mü-
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ködését a többi rBNS géntől elkülönítve tanulmányozzuk, arai

valósítható raeg. Másrészt a fág DNS-en 

és azok in vivo és in vitro

E. coli DNS-en 

sokkal ke’

transzkripciója is jól ismert, arai pontosabbá és 

bá teszi a kísérleti eredményeket, ugyanakkor a fág DNS ép 

állapotban történő izolálása is sokkal könnyebben 

ható, mint egy bakteriális DNS-é.

In vitro transzkripciós kísérleteink elvégzéséhez a 

Я rifdl8 transzdukáló fág DNS-ét választottuk templátnak, 

ly a riboszómális ENS transzkripciós egységen kívül más lét- 

fontosságú bakteriális géneket is kódol. A következő kérdések

re kerestünk választ:

igbizhatób-

(gvalósit-

1. Átiródik-e az rDHS a fágon in vitro?

2. Kirautatható-e preferenciális rRNS szintézis a fág

DNS-en is?

Reiniciációt gátló körülmények között /heparin je

lenlétében/ kirautatható-e a gén többszörös átírása, 

azaz rendelkezik-e többszörös heparin rezisztens

3.

prcmoterrel?
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É S MÓDSZEREKII. ANYAGOK

Vegyszerek;

Kísérleteimben Amersham gyártmányú '’h UTP-t, Sigmu 

gyártmányú jelöletlen nuk 1 eozid-tri foszfát o..a t, Merck CsCl-ot 

és protelnéz К-t, valamint Worthington gyártmányú KN-áz mentes

DN-áz I-et használtunk. A heparin és a rifaapicin Scnwarz-Mann,
32paz agaróz Calbiochem termék volt. Ш-áz А-t a Beanaltól, 

ortofoszfátot az Izotóp Intézettől /Budapest/, továbbá nitro- 

cellulóz filtereket a Sartorius és Uvegfiltereket a Whatman 

cégtől vásároltunk. Az összes többi vegyszer Beánál vagy BDH 

gyártmányú analitikai tisztaságú reagens volt.

Vr.

Baktérium és fug törzsen;

A kísérletekben felhasznált törzseket és felhasználási

területüket az I. táblázat tünteti fel.

Tápoldatok;

LB; 10 g Bacto triptont, 5 g Bacto élesztő kivonatot és 

10 g NaCl-ot tartalmaz literenként /pfi= 7t2/.

YT3; 5 g NaCl-ot, 10 g Bacto triptont és 1 g élesztő kivona

tot tartalmaz literenként.
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0,12 M tris-HCL /рн= 7,4/

0,08 Н ílaCl 

0,02 И KCl 

0,02 М /ЙН4/2Б04 

1 Е Й MgS04

Tartalmaz továbbá 3 g/1 triptont és 1 ial/1 nyomelem oldatot, 

VB: 14 g KpIIP04x3H20 

2 g citromsav 

0,2 g MgS04x7H20

0,9 g nh4ci

0,9 g NaH2P04xH20 

2 g NaoHP04xl2H20 

ТВ: l % Bacto tripton 

0,5 % NaCl

C:

literenként.

Fág DKS preparálás:

A fág izolálást és tisztítást Hiller módszerével /69/

végeztük.

A kettős lizogén H 105/ Acl857 S7, rVrifdl8/ baktérium 

törzset 7 1 LB tápoldatban növesztettük 30-32 C°~on Microform

= 0,7 értékűnél 20 percig indukáltukfermentorban, majd E550nm
42 C°-on, A hoindukciót követő 3 órás 37 C°-os tenyésztés után

a sejteket lecentrifugáltuk és 40-50 ml 0,1 M NaCl, 1 mM 

MgS04, 20 ioК tris-HCl és 0,01 % gelatin tartalmú pufferben 

/Рц= 7»5/ felszuszpendáltuk.



I. táblázat

> felhasznált E. coli törzsek és alkalmazásuk

A törzs
jellemzője alkalmazása eredeteneve

RN-áz ГMRE 60C rRNS preparálás 

polimeráz " P.H. HofSchneider

DN-áz ГHB 1100 DNS preparálás
/bakteriális templát/

IFodor I.
u>
IВ vad DNS preparálás hibri

dizációhoz F.tí. Studier

RN-áz III"AB 301/105 /54/ ЗО S rRNS preparálás J.A. Steitz

К12/ Ac 1857 5?/ hőindukálható és lizis defek
tiv A törzsre lizogén ACI857 S7 DNS prep. N. I. Matvienko

Arifdl8 /transzdukáló/ és A cl 
857 S7 /helper/ fágokat tar
talmazó kettős lizogén

H 105/ Яc1857 S7, 
Ac1857 S7 drifdl8/ Arifdl8 DNS prep. J.B. Kirschbaum

Arifdl8s AcI857 S? drifdl8 rövidített elnevezése
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A sejteket -20 C°-ra lefagyasztva, majd felmelegitve 

tártuk fel, s ezt követően egy éjszakán át 0,5 MS/mi DN-ázzal 

kezeltük 0-4 C°-on, hogy a bakteriális DNS-t eltávolítsa, A 

sejtfaliaaradványokat két egymást követő centrifugál ássál üle

pítettük ki /20 perc, 10,000 rpm, 2 C°/ Janetzki K24 centri

fugán, A fágokat 1,3-1,5-1.7 s/cu^ lépcsős CsCl gradiensen 

tisztítottuk /SW 25 rotor, 24,000 грш, 2 óra, 8 C°/, Az 1,5
3

g/си sűrűségű rétegben megjelenő fágcsikot fecskendővel le

szívtuk és egyensúlyi CsCl gradiensen választottul; szét a 

transzdukáló fágot a helpertől. /А helper íág DNS-éne к molsu- 

lya 30,8x10^ dalion, mig a transzdukáló fágé 32,6x10^ dalton/. 

Az ily módon tisztított transzdukáló fágot Chambon Л 

pufforral /0,01 M tris-HCl, 0,01 M NaCl, 0,01 M EDTA, 0,5 % 

SDS/ /Pjj* 8/ szemben dializáltu. ogy éjszakán át szobahőmér

sékleten, majd 2 óra hosszat 100 jug/ml proteináz K-val emész

tettük 37 C°~on. A proteináz К-t Chambon В puferral /0,5 И 

tris-HCl, 0,01 H EDTA, 0,01 M HaCl, 0,5 % SDS; рд= 8/ teli tett 

fenollal távolítottak el. A DHS-t 0,01 M tris-HCl, 0,01 M 

NaCl, 0,001 M EDTA puíferral /ри=?,5/ szemben dia]izáltuk. Az 

Így preparált DNS 

li érték volt.

260 nm 260 nmill. extinkció aránya 2 körü-230 nn280 nm

Bal: tér iái is DNS preparálás;

A nukleotd testeket Pettijohn és mtsai módszerével /70/ 

preparáltuk, majd Gross-В Hard és mtsai eljárásával /71/ izo

láltuk a DNS-t.
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E. coli HB 1100 törzset 1 liter YTB tápoldatban késői 

logaritmikus fázisig növesztettünk, gyorsan lehütöttük és 1 

centrifugáltuk, A sejteket 4 ml 0,01 M NaN^, 20 % szacharóz 

és 0,1 К NaCl tartalmú 0,01 И tvis-HCl pufferten /р = 8,1/H
szuszpendáltuk és 1/41 térfogat 4 mg/ml lizozimot tartalmazó 

0,05 M EDTA, 0,12 M tris-HCl puffert /рда 8,1/ adtunk hozzá, 

30 sec-ig 0 C°-on hagytuk állni, madj azonos térfogat 1 % 

Brij-58, 0,4 % dozoxlkolát, 2 M NaCl és 0,01 M EDTA vizes ol

táród ott sejteket ala-datavai kezeltük 10 percig. A fel 

csony fordulatu centrifugálással távolitottuk el.

dializálva 2

ósztettük 37 C°-on 12 órán át. Ezt kö

vetően kétszer egymás után azonos térfogat Chambon В pufferral 

/pH= 8/ telitett fenollal extraháltuk a fehérjéket lassú roll

tással, hogy a DNS nyiródását minimálisra csökkentsük. 

A centrifugálással elkülönített vizes fázist 0,01 M NaCl, 0,01 

H EDTA, 0,05 M tris-HCl pufferral /p^x 8/ szemben dializáltuk.

Az RNS szennyeződések eltávolítása végett 50 Mg/ml pacreas és 

2 /»g/ml TI RN-ázzál kezeltük 37 C°-on 4 órán át. Ezután SDS-t 

adtunk hozzá 0,5 % végkoncentráclóban és 50 jug/ml proteináz I- 

iésztettük a fentiekhez hasonlóan. A proteináz К-t két 

egymást követő fenolozással távolitottuk el, 

tot 0,01 M NaCl, 0,0005 M EDTA és 0,01 Й tris-HCl pufferral 

/Pu= 8/

A felüluszót Chambon A pufferral s 

mg/ml proteináz K-val

rező

val

jd a DNS olda-

dializáltuk.
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HfiS-polimeráz preparálás /72/:

Az ensimaktivitást 100 jul 0,04 M tris-HCl, 0,01 M 

MgCl2, 0,L tói EDTA, 0Д tói ditiotreitol, 0,15 H KCl puffer

ten /т> = 7,9/ 0,3 iüg/ffll borjú thymus DNS-en mértük 0,15 tóiti
ATP, GTP, OTP és 0,15 tói 14C OTP /2 mCi/mmol/ koncentrációnál.

A mintákat 10 perc szintézis után 37 C°-on jégben lehütöttük,

3 ml 5 % TCA-val kicsaptuk és Millipore filterre szűrtük,

70 g E. coli MSE 600 sejtet 210 ml 0,05 M tris-HCl, 5 % 

glicerin, 2 mM EDTA, 0,1 tói ditiotreitol, 1 tói 2-merkapto- 

etanol, 0,233 M NaCl, 130 jug/ml lisozim és 23 /ug/bl fenilme- 

tán-szulfőni1fluorid jelenlétében késes homogenizátorban 2-3 

percig alacsony fordulattal homogenizáltunk. 20 perc állás 

után 0 C°-on 0,05 % íla-desoxikolát jelenlétében 30 see-ig ho

mogenizáltuk alacsony fordulattal, amit 20 perc állás kevetett 
o10 C -on. A DíJS-t 30 sec-os magas fordulata homogenizálással 

tördeltük szét, melyet 280 ml 0,01 И tris /pß= 7*9/* 5 % gli

cerin, 0,1 raM EDTA, 0,1 ай ditiotreitol /un. TGED/ és 0,2 M 

HaCl hozzáadása után megismételtünk. Centrifugáidé után /16 

perc, 14.000 rpm, JA 14 rotor/ polymin P oldatot adtunk hozzá 

0,35 % végkoncentrációban, majd 5 perc keverés után lecentrifu

gáltuk. A csapadékot 5 percig homogenizáltuk 0,5 H NaCl-ot tar

talmazó TGED pufferten, melyet ismételt centrifugálás követett. 

A csapadék homogenizálását végül 1 M NaCl tartalmú TGED puffer

ten ismételtük meg, melyet 30 perc centrifugálás követett 

6.000 rpm-en. A felüluszóhos ICC ml-enként 35 g sziláid
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/NH^/gSO^-ot adtunk és 20 perc keverés után lecentrifugáltuk 

/15 perc, 14.CCC rpffl, JA 14 rotor/. A csapadékot TGED-vel C,15 

M NaCl koncentrációra higitettük.

DNS-cellulóz kromatográfia:

160 g Whatman CF-11 cellulózt összekevertünk 500 ral 

2 rag/ral borjú thynus DNS 0,01 M tris-HCl /р^я 7,9/, 0,001 H 

EDTA oldatával. 50 C°-on 3 napig szárítottuk, majd éjszakán 

át liofilizáltuk.

A DNS-cellulóz oszlopot 1 liter 0,15 M NaCl tartalmú 

pufferral ekvilibráltuk, a hígított /i'IH^/^SO^ csapadék 

felvitele után 500 ml ekvilíbráló pufferral mostuk, és az en

zimet 1 liter 0,15-1,0 H NaCl lineáris gradienssel eluáltuk.

A polimeróz tartalmú frakciókat /NH^/gSO^-os precipitóclóval 

tömény!tettük be.

TGED

bio-Gél A 5m kromatográfiás

Az enzimet 0,5 M NaCl tartalmú TGED-vel elvilibrált 3io- 

-Gel A 5m oszlopon tisztítottuk tovább. Az oszlopot 25 ml/óra 

sebességgel eluáltuk. A polimerázt tartalmazó fra Rolókat 1 li

ter 0,01 И tris-HCl, 0,1 И NaCl, 0,1 mii EDTA, 0,1 mH ditiotrei- 

tol, 50 fo glicerin pufferral /p^» 7,9/ szemben dializáltuk. 1 

napon át. Az enzimet a fenti pufferban tároltuk -20 C°-on. Az 

Így nyert polimeré« preparátum SDS-poliakrilamid gélen elemez

ve 100 % tisztasága volt.
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rPite preparálás:

A hideg rRite-t VB tápoldatban növesztett ИВЕ 60C sejtek

ből izoláltuk,
32A P-jelzett rfiHS preparálásakor a baktérium kultúrát

C tápfolyad él.ban 0,2 mCi/ml ^P ortofoszfát jelenlétében

»0,6 értékig növesztettük 3? C°_on, majd további félК550nra
órán át rázattuk 0,05 M KgHPO^-KHgPÖ^ /pH= 6,8/ jelenlétében,

hogy a mkUS-akbol a radioaktivitás kihiguljoa.

Gyors hűtés után a sejteket lecentrifugáltuk, 0,01 M 

MgClg, 0,01 и tris-HCl pufferral /рд= 7.5/ mostuk, majd az is

mételt centrifugáidat követően 0,01 M IlgClg, 0,05 M tris-HCl 

pufferbaa /pHs 7.5/ szuszpendáltuk. A sejtek feltárását French 

press-szel végeztük 0,3 % DEP jelenlétében,

A riboszómákat differenciál centrifugálássál tisztitottukí 

léket Jaaetzki K24 centriíugálással távolitottűk ela sejttö

/20 perc, 10,000 rpm/, majd a felüluszóból ultracentrifugán 

ülepítettük ki a riboszómákat /65 rotor, 6C perc, 50,000 rpra,

2 С°/. A riboszárnák felszinéről а тМ&-Ь 0,5 Н BH^Cl, 0,01 М 

MgCLg, 0,01 й tris-HCl /Рц» 7.5/ pufferral mostuk le, amit is

mételt differenciál centrifugálás követett.

0,01 M tris-HCl /pHs 7,5/, 0,01 H MgClg-ban történő szusz- 

penaálás után a riboszóne fehérjéket háromszor vízzel telitett 

fenollal extraháltuk, majd a fenolt óteres kirázással távolitot- 

tuk el a vizes fázisból. Az RIÍS-t 2,5 térfogat alkohollal csap

tuk ki 0,11 térfogat 20 % CUCCOK jelenlétében és éjszakán át
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-20 C°-on hagytuk állni.

Az 5 s, 16 S és 23 s rKHS-t Kruh leírása szerint /73/ 

0,01 M СН^СОШа, 0,1 И NaCl pufferban /рн= 5,0/ oldott 5-20 % 

szacharóz gradiensen történő centrifugáiéval /S’,T 25 rotor,

18 óra, 25.000 rp*n, 4 Cc/ válasz tot túli szét. Az összegyűjtött 

és 2,5 térfogat alkohollal kicsapott frakciókat centrifugálás 

után 0,01 И tris-HCl, 0,001 M MgCl2-ban /pfl= 7,5/ oldottuk.
•Яр C

A P-jelzett rRHS specifikus aktivitása 1-2x10 cpm/jug 

volt. Az egyes rRRS preparátumok tisztaságát 2,4 % akrilamid- 

-0,5 % agaróz gélen ellenőriztük.

32P-.1elgett 30 S rPJIS preparálás /57/s

E. coli AB 301/105 sejteket növesztettünk 30 C°-on 50 ml 

s 0,3 értékig, lecentrifugáltuk, majdТВ tápoldatban E550 ma
0,12 M tris-HCl, 1 $S glükóz, 0,08 M NaCl, 0,02 M KC1, 0,02 M

HH4CL, 3 bM HaoS04, 1 mM MgCl2, 0£ mM CaCl„ és 2 juM FeCl^ puf

ferban /pjjS 7,5/ szuszpendáltuk. 100 pCi/ml P ortofoszfátot 

és 0,4 mg/ml klóramfenikolt adtunk hozzá és 1-2 órán át leve

gőztettük 30 C°-on. A növekedést 0,5 térfogat 0 C° hőmérsékletű 

0,05 M NaCN, 0,075 M KHoP0,. /pR= 7/ hozzáadásával állítottuk le, 

majd a lecentrifugált sejteket 2-3 ml 1 % SDS, 0,01 M tris-HCl,

1 mM EDTA /Pj|a 7,5/ vizes oldatával szuszpendáltuk és 3 percig 

forró vízfürdőben inkubáltuk. Az igy feltárt sejteket háromszor 

fenollal extraháltuk és az ENS-kb alkohollal kicsaptuk.

A lecentrifugált alkoholos csapadékot IC % glicerin és
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0,2 % SDS tartalmú elektroforézis puffarban oldva 1,9 % akri- 

lamid-0,5 % agaróz gélre vittük.

In vitro transzkripció:

Az in vitro rRTÍS szintézist 2-5 jug i\riful8, ill, 5-10 

fug E. coli EB 1100 DNG-en 0,04 H tris-HCl, 0,02 M MgClg, 0,1 

mii ditiotreitol, 0,05 M KC1 ős 10 c/o glicerin tartalmú puffer- 

ban /рна 7,9/ végeztük 37 C°-on 15-25 percig 400 juM ATP, GTP, 
CTP ős 50 )oM 3H UTP /1-2 mCi/pmol/ koncentrációnál 0,2-15 kö

zötti poliiaeráz/DHS súlyaránynál, A reakcióé légy végtérfogata

250 fal volt.

A DUS-t megfelelő ionerősségnél 37 C°-on 10 percig elő- 

inkubáltuk, majd további 10 perces inkubáció következett 37 C°-

on az KHS-polimeráz hozzáadása után, A reakciót a ribonukleo- 

zid-trifoszfátok adásával indítottuk, majd 40 /Ug/ial Ш-á® men

tes DH-áz kezeléssel /10 perc, 37 C°/ állítottuk le. A fehérjé

ket fenolozással távolitottűk el. ВЫ-áz kezelés előtt és fenolozás 

után kétszer 25 fil-es aliquotot 1 ml hideg 10 %-os TCA-val ki

csaptunk 200 fog BSA jelenlétében, majd 10 perc állás után 0 C°- 

on nitrocellulóz filterre szűrtük, ős szárítás után toluolos 

koktélban mértük a radioaktivitását az összinkorporáció megha

tározása céljából. A fonolos felüluszó egy aliquotját /50-60 

fal/ kompetitiv hibridizációs kísérletben a transzkriptum rEHS 

ghatározására használ tűi; fel,

A heparin jelenlétében végzett transzkripciós kísérletek

nél a polimeráz hozzáadása után 10-20 perces disszociáció követ-

tartaImának
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kezatt 3? C°~on 1-1,2 rag/ül heparin koncentrációnál, majd a 

ribonukleozid-trifoszfátokkal indítottuk a reakciót. Azokban 

a kísérletei ben pedig, amikor az azonnali ENS-lánc iniciációra 

képes prcmoterekről induló KIS szintézist akartuk vizsgálni, a 

ribonukleczid-trifoszfátokat rifaapicinnel /5 Ug/nl/ együtt ad

va indítottuk az in vitro transzkripciót.

Az in vitro transzkriptum specifikus aktivitását a ra

dioaktivitás mérés hatásfokának /20 c. /% az гШЗ OMP tartalmának 

/22 %/ és a UTP specifikus aktivitásának /1-2 mCi/umol/ is

meretében határoztuk meg.

Hibridizációs kísérleteki

л dA transzkripciós kísérletekben felhasznált Arif 18 és 

E. coli DNS rDNS tartalmát telítési hibridizációval határoztuk 

meg minden egyes preparátum esetében Gillespie és Spiegeleiern 

módszere /74/ szerint.

A DNS-t 0,1 SSC-ben /SSCj 0,15 M NaCl, 0,015 M Ha-citrát, 

p^s; 7,0/ hovel denaturáltuk /8-10 perc, 100 C0/, jégben gyorsan 

lehütöttük, majd azonos térfogat 12 SSC-t adtunk hozzá. Ismert 

mennyiségű DNS-t 6 SSC-ben áztatott nitroeellulóz filterre szűr

tünk, és a filterek mindkét oldalát 2x15 ml 6 SSC-vel mostuk 30 

Hgmm vákuumnál. A filtereket 2 órán át vákuumban száritottul: 

szobahőmérsékleten, majd további 2 órán át 80 C°-on.

A hibridizációt 2 SSC-ben végeztük 16-20 órán át 6? C°- 

növekvő mennyiségű ^2P-jelzett 1:1:1 moláris arányú 5 S, 16 S

on,
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és 23 S ríSlS jelöni ét óben. A hibridizációt követően a filtereket 

háromszor 10-10 ml 2 SSC-vel mostuk mindkét oldalon, majd 50 

jug/rnl pacreas Rií-ászal emésztettük szobahőmérsékleten 1 órán át. 

Ezután ismételten 2 SSC-vel mostuk az előzőhöz hasonlóan, szá

rítottuk és toluolcs szcintilláeiós koktélban mértük a radioak

tivitást.

A transzkriptum rSIíS tartalmát kompetíciós hibridizáció

val határoztál, meg. 3-4 jug XrifC'lS ill. 25-50 pg E. coli DNG-t 

szűrtünk denaturálás után nitrocellulóz filtexre a fentiek sz< 

rint. A hibridizációt 2 SSC-ben végeztük, mely tartalmazta a 

transzkripciós elegy egy aliquotját, továbbá 5-10 ng ^2P rKflS 

belső standardot. Egy másik hasonló hibridizációs elegy a fen

tieken kívül tartalmazott még 10-15 jug kompé ti tor rENS-t.

Kísérleteinkben nagyon fontos volt a transzkriptum г!ШБ 

tartalmánál; pontos meghatározása. Az irodalomban számos módszer

lyek közül Laszarini és Johnson eljá-ismeretes erre a célra, 

rását /75/ alkalmaztuk. Ennek lényege, hogy kis mennyiségű 

^2P~jelzett Ш1Б belső standard segítségével mérik a hibridizá

ció efficienciáját minden egyes hibridizációs elegyben, és az 

igy meghatározott hibridizációs efficiencia ismeretében számol

ják ki a kcmpetició mértékéből a kérdéses BBS mennyiségét.

Az in vitro transz' riptum vizsgálata gélen:

10-40 jug ^rif“l8 MS-en in vitro transzkripciót végez

tünk növekvő polimeráz/DNS aránynál 400 juM ATP, GTP, CTP és
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50 juH 3П ÜTP koncentrációnál. 10-15 perc szintézis után 5 yUg/ml

az újabb íSJS-lánc iniciá- 

ciót, és 3 raM hideg ÜTP jelenlétében további 20 percig inkubál- 

tuk a reakcióé legyet 37 C°-on, amit Díí-áz kezelés és fenolozás 

követett. Két 10 jul- 

ossz inkorporáció meghatározása céljából. A reakcióelegy többi 

részét 0,11 térfogat 20 íS-os K-acetát jelenlétében -20 C°-os 

alkohollal kicsaptuk, éjszakán ét -20 C°-on hagytuk állni, majd 

centrlfugálás után 10 % glicerint és 0,2 SS SDS-t tartalmazó 

elektroforézis pufferten oldottuk.

Az in vitro szintetizált KNS-t 32P-jelzett 16 S, 17,5 S,

23 S, 25 S és 30 S rRNS aolsuly standardok jelenlétében 0,5 % 

agarózt tartalmazó 1,9 % akrilamid-0,1 % NN'-metilén-bisakri- 

lamid gélen futtattuk 0,5x10 cm méretű csövekben /84/. A géle

ket 1-2 órán át ekvilibráltűk 80 V-on 0,09 К tris-HCl, 0,09 M 

bórsav, 2 dM EDTA, 0t2 fc SDS pufforral /pas 8,6/, majd a minta 

felvitele után 2,5 órán át futtattuk 80 V-on szobahőmérsékleten.

A gélek UV abszorpcióját Gilford 250 regisztráló spektro

fotométeren követtük. A géleket szárazjéggel lefagyasztottuk 

szeletekre vágtuk. Л 32P-jelzett UNS-t tartalmazó 

gélszeleteket Whatman szűrőpapír korongokra szárítva toluolos 

szcintillációs keverékben mértük, a 3H-jelzett in vitro trans 

kriptumot tartalmazó gélszeleteket pedig 10 ml NCS-toluol ke

verékben /5 g PPO és 40 ml NCS 1 literben/ 16 órán át szobahő

mérsékleten inkubáltuk, majd szcintillációs spektrométeren 

mértük.

rifampicln adásával akadályoztuk

TCA-val kicsaptunk azaliquotot 10

és 1
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profil ismeretében as egyik in vitro transz- 

kriptumot tartalmazó gélt 4 részre vágtuk, és az ENS-t Rubin 

leirása /76/ szerint izoláltuk a gélből. A géldarabokat 100 jug 

patkány máj tHIIS jelenlétében 1,5 ml 0,5 M HaCl, 0,1 M tris- 

-HC1, 0,01 M EDTA pufforral /pH= 9,1/, valamint 1 ml 0,01 M 

tris-HCl-val /p„=s 7,6/ telitett fenollal homogenizáltuk Potter- 

-Elvehjem homogenizátorral. JO perc állás után 0 C°-on lecent- 

rifugáltuk, a vizes fázist leszívtuk és a fenolos fázist 1 ni 

fenti pufferral reextraháltuk. Az egyesitett vizes fázisokból 

a gélmaradványokat kiülepitettük /JA 20 rotor, 20 perc, 16.000 

rpra/. A felüluszót a már isnertetett módon alkohollal kicsaptuk. 

A gélből visszanyert I2ÍS mennyiségét egy aliquotjónak TCA-s ki-

, egy további részletével pedig kom

pé ticiós hibridizációt végeztünk az rRNS tartalom megállapítása 

végett.

Az OD26С&Ш

csapásával határoztuk

Radioaktivitás mérés:

A ^H-jelzett, valamint a ^B-^2P kettős jelölésű mintákat 

toluolos koktélban /4 g PPO, 0,05 g POPOP 1 liter toluolban/ mér

tük Beckman LS 200 liquid szcintillációs spektrofotométeren, az 

utóbbi esetben figyelembe véve az alkalmazott ^2P csatorna át

fedését a csatornába.

A ^2P-jelzett vizes minták radioaktivitását Cserenkov 

sugárzás alapján mértük. A gélszeletek radioaktivitását a már 

emlitett módon határoztuk meg.
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III. AZ EREDMÉNYEK ISMERTETÉSE 

ÉS MEGVITATÁSA

In vitro rRNS szintézis Л rif^lS DHS-on1.

A X rifdl8 fág DNS-ének kb. 65 &-át foglalják el bakte

riális gének, s mivel azok a bg régiót és a késői X géneket 

helyettesitik, Így az in vitro transzkripcióban szerepet játszó 

korai X gének e fág DNS-en is megtalálhatók /2. ábra/. így a 

Xrifdl8 DI?S-en szintetizáladott in vitro transzkripturanak 

XmBNS-eket és bakteriális ENS-eket kell tartalmaznia, amennyi

ben a transzdukált gének működőképesek. A transzkripció irá

nyának ismeretében megállapíthatjuk, hogy a riboszómális ISIS 

gén prouoterének e fágon a bakteriális gének között szélső tér

képhelyzetűnek kell lennie, igy megvan a veszélye annak, hogy a 

rekombináció során az rDUS promotere

káló fágra. Nomura és mtsai kísérletei azt bizonyítják, hogy 

az rRNS gén in vivo működőképes a fágon, ugyanis rRNS szinté
zist tudtak kimutatni UV~besugárzott E. coli sejtek Xrif^l8 

fággal történő fertőzésekor /60/.

került rá a transzdu-

Kisérleteink során az első feladat az volt, hogy megvizs

gáljuk, vajon az rDNS in vitro is átiródik a fág DNS-en,

azaz ki lehet-e mutatni in vitro rRNS szintézist a fág DNS-en; 

ha igen, ez milyen mértékű, tekinthető-e preferenciáidnak épp+- 

úgy, mint E. coli DNS templáton.
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Ehhez mindenekelőtt igen pontosan meg kellett határozni 
a Xrif^ie DNS rDNS tartalmát. A 3# ábra a Л' rif°‘i8 DNS teli- 

tósi hibridizációját mutatja 1:1:1 moláris arányú ^2P-jelzett 

5SS, 16 S és 23 S rENS-sel. A kísérletek során 5-5,24 % rRNS 

hibridizált ^/rifdl8 BNS-hes, ami - figyelembe 

spacer régió a JO S rHNS-nek kb. 20 £»át teszi ki /77/ - jól 

egyezik mind az elméletileg várható értéírkel egyetlen rRNS 

transzkripciós egység transzdukciójét feltételezve /6,4 %/% 

mind Noraura és mtsai eredményeivel /60/.

Egyszerű transzkripciós rendszerben végzett kísérle

teink szerint az rDNS in vitro is átiródik a fág DUS-en, sőt, 

mint az a 4. és 5. ábrán látható, még preferenciális rRNS 

szintézisről is beszélhetünk. 0,3 polimeráz/DNS súlyaránynál 

ugyanis az ossz transzkriptum kezel 60 %-& rRNS, ami azt j
dlenti, hogy ennél az alacsony polimeráz/DNS aránynál a Xrif 18 

fág génjei közül főként a riboszómális RNS génen történik ЭШ 

szintézis /4. ábra/. A polimeráz/DNS arány emelésével a szin

tetizált rRNS mennyisége tovább nő, mig végül telitési értéket 

ér el, és jóllehet a transzkriptum %-os rEHS tartalma csökken, 

még magas polimeráz/DNS aránynál is 20 % körül mozog, ami Önma

gában is preferenciális rRNS szintézisre vall. Az a tény, hogy 

az in vitro szintetizált RNS fS-os rRNS tartalma a polimeráz/DNS 

arány növelésével csökken, arra utal, hogy magasabb polimeráz/ 

/DNS aránynál a A^rif^l8 DNS többi génjén is intenzivebb transz

kripció indul meg.

Mindebből orra következtethetünk, hogy az rRNS gén valami

féleképpen kitüntetett a többi génhez képest, mivel az rDNS

, hogy a

v
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3* ábra

Telítési hibridizáció X rifdl8 DNfí-en 32P rKNS-sel

2 jug denaturált Л, rifdl8 DNS-t hibridizáltunk 

filteren növekvő mennyiségű 1:1:1 moláris ará
nyú 32P-jelzett 5 S, 16 S és 23 S rENS-sel. A 

hibridizációs elegyek térfogata 1 ml volt. A 
hibridizált ^ 

vő DNS £-ában adtuk meg. A rRIIS specifikus 

aktivitása 3C0.000 cpra^ug volt.

P rENS mennyiségét a filteren lé-

promotere alacsonyabb polimeráz/DNS aránynál tud polimerén mo

lekulákkal telítődni, mint a tubbi gén promotere.

Ha az in vitro szintetizált ENS-t E. coli В DNS-hez hib- 

ridizáljuk - feltételezve, hogy az egyes E. coli eredetű fág
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4. ábra

In vitro rISIS szintézis Я-riffle ШЗ-en a r.olimeráz/D-To

arány függvényében /а/

2*5 jug X rif^ 18 DIIS-en végeztünk in vitro transz
kripciót 39 C°-on 15 percig 400 jaM ЛТР, GTP, 

és 50 juM UTP koncentrációnál /2 mCi/jumol/ az 

ábrán feltüntetett polimeráz/DNS arányoknál. Az 

in vitro transzkripció körülményei és a transz- 

kriptum rRSfS tartalmának meghatározása azonos volt 

az Anyagok és módszerek c. fejezetben leírtakkal.
□ a szintetizált ossz RNS mennyisége ug-ban 

kifej ezve
A a szintetizált össz rRIIS mennyisége ufe-ban 

kifejezve
® a transzkriptura 52-os rfiNS tártaim.

CTP
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génekről szintetizált RííS-ek hibridizációs efficiencies пои 

tér ol jelentősen egymástól - a kompetició mértékéből megál

lapítható, hogy az E. coli eredetű transz..riptum hány %-a 

rüS egy adott polineráz/DNS aránynál.

•/.•/. 80
100

60

40
50

20

2 14 (súly)8 104 6 12
polimeraz/DNS arany

5. ábra

In vitro rHNS szintézis ,Xrifdl8 DNS-en a poliaeráz/
/DNS arány függvényében /Ь/

A reakció körülmények és a felhasznált temp- 

lát mennyisége azonosak a 4. ábránál leír
takkal.

dA A,rif 18 DliS-en nyert in vitro transz- 

kriptusaot E. coli Ё DNS-hez hibridizáltűk, és 

nagy felesleg hideg rRNS jelenlétében kapott 

kompetició mértékéből határoztuk meg a bakte
riális eredetű génedről szintetizált in vitro 

traaszkriptum %-os rHMS tartalmát /jobb oldali 

ordináta/.
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к Ai'if^lB fág Е. coli eredetű génjeiről 
szintetizált RNS az ossz transzkriptum %~ 

ában /bal oldali ordináta/.

Mint az 5* ábrán látható, a riboszumális RNS gén a bak

teriális eredetű gének kozott is preferenciáiban nyilvánul 

meg, ugyanis alacsony polimeráz/DNS aránynál túlnyomórészt 

rRNS szintetizálődik. A %-os rRNS tartalom a polimeráz/DNS

Ikedésével kiseé cs kken, annak megfelelően, ahogyanarány

a ti bbi E. coli eredetű gén promotere is telítődik polimeráz

molekulákkal.

Az in vitro transzkriptum %-os rRNS tartalmának, vala

mint az E. coli eredetű génekről szintetizált transzkriptum 

%-os rRNS tartalmának ismeretében Kiszámíthatjuk, hogy az E. 

coli génekről szintetizált RNS az asz szintetizált RNS hány 

%-a egy adott polimeráz/DNS aránynál. Az 5* ábra mutatja, hogy 

alacsony polimeráz/DNS aránynál főként az E. coli eredetű gé

nekről szintetizálődik RNS, melynek $-os aránya csak magas po

limeráz/DNS aránynál csökken le, amikor a Agéneken is inten

zív transzKripció folyik. Úgy tűnik tehát, hogy az E. coll gé

nek promoters! alacsonyabb polimeráz/DNS aránynál képesek te

lítődni polimeráz molekulákkal, mint a A rif^lS DNS Aeredetű 

génjei, az rRNS gén azonban még a transzdukált gének között is 

preferenciáiban nyilvánul meg.

Az rRNS kedvezményezett in vitro szintézise A rif^l8 

DNS-en azt bizonyltja, hogy az rDMS promotere is transzdukáló-
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dott, ugyanis egyetlen Xpromoterről történő továbbolvasás 

sem eredményezhet önmagában véve ennyire kedvezményezett 

rRNS szintézist, A legközelebbi -Aprraoterről, az int gén 

pronoteréről in vitro nem indul kimutatható mennyiségű RNS 

szintézis /78/, továbbá a gén in vivo működése is és 

terméket igényel /79/* tehát az rDNS promoterről kezdődő 

továbbolvasása nem lehet számottevő kísérleteinkben. Az egyet

len olyan promoter pedig, melyről számottevő továbbolvasás 

történhet ezen körülmények között, a promoter, annyira mesz- 

szire van az rRNS géntől, hogy az arrélinduló RNS szintézisnek 

- mégha feltételezzük is, hogy egyetlen AmRNS lánc terraináció- 

ja sem t rténik meg - felül kellene múlnia az rRNS szintézis 

mértékét. Ez azonban, mint láttuk, nem Így van, igy tehát nem 

képzelhető el, hogy az in vitro rRNS szintézis a ^rifdl8 

DNS-en kizárólag továbbolvasás eredménye legyen, hanem abban 

az rDNS promoteréből induló transzkripciónak lényeges szerepet 

kell játszania.

Annak a -kérdésnek az eldöntésére, hogy milyen mértékű a 

jlpromoterekről történő továbbolvasás a fág DNS-en, meghatá

roztuk a szintetizált rRNS molsulyát, jelzett transzkrip-

tumot futtattunk 1,9 % akrilamid-0,5 % agaróz gélen az
32Anyagok és módszerek c. fejezetben leirt módon P-jelzett 

16 S, 17,5 S, 23 S, 25 S és 30 S rRNS molsuly standardok je

lenlétében, Egy alacsony polimeráz/DNS aránynál szintetizált 

transzkriptumot tartalmazó gél OD 

6. ábra.

profilját mutatja a260nm
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6. ábra

Alac3on^jDOlimeráz/MS_aráajrná^3zin^etÍ2ált^^if^l8

traaszkriptus UV-abszorpciós profilja

40 jug Ä Ш*18 DNS-en 0,33 polineráz/DSS 

aránynál szintetizált in vitro transzarip- 

tumot 1,9 % akrilamid-0,5 % agaróz gélen 

futtattunk 16 S - 30 S rRNS molsuly stan
dardok jelenlétében az Anyagok és módszerek 

c. fejezetben leirt módon. A gél UV-abszorp- 

cióját Gilford 250 regisztráló spektrofoto
méteren rögzítettük 260 nm hullámhosszúságon.

Az első nagy OD csúcs, mely radioaktivitást nera tartalmaz, 

valószinüleg a templát DNS DN-áz észtése után még visszama

radt DNS darabokat tartalmazza. Látható, hogy a transzkriptum
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fő OD csúcsa, mely a legnagyobb radioaktiv csúccsal esik egybe, 

30 S kerüli értéknek felel meg. Tekintettel arx*a, hogy a hib

ridizációs kísérletek alapján 0,31:1 polimeráz/DNS súlyarány

nál szintetizált transzkriptum t-bb, mint 50 %-a rkMS, félté

ig az rDHS-ről szinte-telezhetjük, hogy ez az OD csúcs felel 

tizált SNS-nek.

7. ábra

0,31:1 poliiaeráa/DriS súlyaránynál szintetizált ^-rifc‘l8
br nr-s ; molsuly szerinti glgggiájj»

'H-jelzett X rifúl8 in vitro iranszi.ripturaot 

futtattunk 1,9 £ aKrilamid-0,5 % agaihoz gélen 
^2P~j©lsett rSNS molsuly standardok jelenlé

tében. 1 ша-es gélszeletek radioaktivitását 

mértük HCS-sel történő szolubilizálás után az 

Anyago- és módszerek c. fejezetben leírta, 

szerint.
к ^2P~jelzett molsuly standardok radioaktivi

tását líhatman szűrőpapír korongokra szárítva 

toluolos szcintillációs koktélban mértük.



- 40 -

gélszeletekIn vitro transzkripturaot tartalmazó 1 

radioaktivitását mutatja a 7. és 8. ábra, 0,31*1 poliraeráz/DIfS

súlyaránynál a transzkriptum fő csúcsa 30 S körüli /7. ábra/, 

tartalmaz továbbá egy 25 S, valamint egy isb. 8,5x10' molsulyu 

ENS-t nagyobb mennyiségben, mig az in vitro Xtranszkripcióra 

jellemző 27 S, 23 S és 18 S RfIS-ek csak kis mennyiségben van-

igasabb polifaeráz/ШЗ aránynál ez utorsnak jelen. Ugyanakkor 

bi komponensek válnak uralkodóvá a transzkriptuaon bellii 

/8. ábra/, s az alacsony polirneróz/DNS arányra jellemző, s va

lószínűleg a bakteriális HUS-eknek megfelelő csúcsok háttérbe 

szorulnak. Mindez Összhangban van a hibridizációs eredmények

kel, nevezetesen, hogy a polimeráz/MS arány növekedésével csök

ken a bakteriális, és nő a X jRIIS-ek relativ mennyisége a 

transzkripturaon belül.

Néhány 0,31*1 poliiaeráz/DNS súlyaránynál szintetizált 

in vitro transzkrlptumot tartalmazó gélt az UV-abszorpciós 

profil ismeretében sávokra daraboltunk, majd az RNS-t izolál

tuk az egyes gél szeletekből. A visszanyerés 42 %-os volt. 

Kompetitiv hibridizációval meghatároztuk az egyes géltartomá

nyok rfflS tartalmát. A hibridizáció eredményét a II. táblázat 

mutatja. Látható, hogy bár minden molsuly tartományban talál

ható rffiíS, azonban az rfiNS túlnyomó többsége 30 S vagy ennél 

kisebb ülepedési állandójú. Ebből arra Következtethetünk, hogy 

a p^ Xpromoterről történő továbbolvasás 

30 S-nél nagyobb tartományba az ossz RNS-nek csak 14,6 #-a 

esik, s ennek csak egy részét teszi ki а Я prcmoterről induló 

továbbolvasás révén keletkezett rBBS, másik részét pedig az

jelentős, hiszen
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rDNS promoterérol kezdődő és a bakteriális gének irányában 

továbbolvasódó transzkripciónál?: kell adnia, mely szintén 30 

S-nól nagyobb szed inén tációs állandójú RffS-t eredményez.

8. ábra

3,12:1 pollaeráz/DKS súlyaránynál szintetizált ót rifdl8

transzkriptua molsüly szerinti eloszlása

A polimexáz/DHS arány kivételével a reakció
körülmények, valamint az in vitro transz- 

kriptum molaulyeloszlásának vizsgálata azo
nos volt a ?. ábránál leirtakKal,

A hibridizációs kísérletek azt is bizonyitjók, hogy a

-es és radioaktiv csúcs valóban ez in vitro30 S kerüli űi)260ma
szintetizált rHSS-aek felel meg, hiszen az ebből a géltarto

mányból izolált MS 74 í&-a гШ2, A l>-29 S régióban ugyan
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mennyiségre nézve több rHUS található, de az négy csúcs között 

oszlik meg, és az innen izolált ШБ-аек kisebb hányada rklíó. 

ügy tűnik, hogy a 30 S гШБ csúcsa hosszan elnyúlik az alacso

nyabb Kolsuly tartományokba és erre tevődnek rá az egyéb ШБ 

fajták csúcsai. A 30 S-nél kisebb rENS in vitro transzkriptum 

valósziaüleg korai termlnáciő következménye, melyet az egy 

fág SHS molekulák sérült volta vagy más ok idézhet elő.

II. táblázat

Alacsony polln.eráz/DNS aránynál szintetizált гШЗ

molsaly szerinti eloszlása

1

molsály gél- rBfS tártál rSMS tartalom 
az ossz ríöJS 

fkában%tartomány ng
/пи/

>30 S 0—21,6 34,78 14,6223,3

30 S kerüli
0D260mb
CSÚCS

21,6-32,8 73,68 469,7 30,6

32,8-58,019-29 S 558,451,23 36,4

58,0-85,0 76,65<19 8 281,5 18,4

0,31:1 polimeráz/DiíS aránynál az Anyagok és 

módszerek c. fejezetben leirt módon szinteti
zált jelzett in vitro transzériptumot 

elektroforetizáltunk 1,9 % akrilamid-Q,5 % 

agaroz gólon jelzett rKNS mólsúly stan
dardok jelenlétében. A gélek UV abszorpció
ját Gilford 250 spektrofotométeren regiszt-



- 13 -

ráltul , majd a transz?-riptumot tartalmazó
gélt 4 sávra daraboltuk. Az MíS-t Rubin mód
szerével /76/ izoláltuk az egyes gél darabod
ból, és "^P-jelzett rRNS belső standard je
lenlétében végzett kompetíciós hibridizáció- 

i ghatároztűk az egyes gélsávok гШБval
tartalmát.

Az egyszerű transzkripciós rendszerben végzett kísérletek

ből tehát megállapíthatjuk, hogy az rDNS in vitro is képes 

átirödni a X rií’C1l8 DNS-en, és az erről szintetizálódott rSNS 

fő 1.omponensének mólsúlya megfelel az in vivo képződött pri

mer transzkríptum molsulyának /56, 57/. továbbá az rDNS a 

transzdukáló fág DNS-en is preferenciálisan nyilvánul meg. A 

Яrifdl8 fág DNS tehát alkalmasnak látszik arra, hogy az rDNS 

kedvezményezett in vitro átírásánál okát kutassuk a segítsé

gével.

?

rRNS szintézis Arii'^lB DNS-en heparin2.

jelenlétében

A kővetkező feladat az volt, hogy megvizsgáljuk, van-e

preferenciáiig rDNS átírás a transzdukáló fág DlíS-ea olyan kö

rülmények között is, amikor kadályozzuk a polimeráz mól'

kulák reíniciációba lépését azzal, hogy a transzkripciót hepa

rin jelenlétében végezzüK.

Ehhez mindenekelőtt a heparinos disszociáció optimális kö

rülményeit tellett megkeresni а Л.rí/"1.8 DNS-en.



- 44 -

0.2 0.4 0.6 0.8 1 (mg/ml)
Heparin koncentráció

9. ábra
In vitro aSS szintézis A.rifdlB PTIS-en a heoarln

koncentráció függvényében

2,45 Mg Я rifdl8 £StS-t 9,45 jog HHS-poliraerászal 

37 c°.
cos disszociáció ktvetett heparin jelenlétében 

az ábrán feltüntetett oncon t r ác 1 óknál, A reá ti

lt) percig elölni ubúltun lyet 10 per-

cióelegy végtérfogata 100 Ul volt. Az in vitro
MS szintézist 1 m ATP, OTP, OTP és 50 juM 3H
ÜTP koncentrációnál végezte , a riboaukleozid-
-trifoszfátol hozzáadásával indítva a reakciót, 
15 perc szintézis után 37 C°-on a reakcióéi 
gyet 1 iái 10 %-aa TCA-val kicsaptuk 150 jug BSA 

jelenlétében, az ossz RIIS szintézis raeghatáro- 

zása céljából, A filterre szűrt TCA-s csapadék 

radioaktivitását toluolos szclntilléciős 

rét ben nérttil;.
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KNS szintézis változását tünteti fel.A 9. ábra az Ъ
3

H OTP inkorporációban kifejezve, a heparin koncentráció függ

vényében. Látható, hogy 0,5*1 mg/nl heparin koncentráció szük

séges 10 perc disszociációs idő esetén a heparin érzékenyen 

kötött polimeráz molekulák tökéletes inaktiválásához. 1 mg/bl 

vagy ennél magasabb heparin koncentrációnál a heparin érzékeny 

DNS-poliueráz komplexek disszociációja 5*8 perc alatt lejátszó

dik /10. ábra/. Ilyen körülmények között végzett transzkripció 

esetén a X rifd18 DHS-en kb. 25 percig lineáris a OTP beépü

lés, majd telitési értéket ér el /11. ábra/, ami arra utal, hogy 

csak a heparin rezisztens komplexek által inditott RNS-láncok 

elongációja fejeződik be, uj RNS láncok szintézise történik.

30
Ъ

E
Q < » 

-'§20
-.9

оa

1
CL

3 10
«?

20, ,
disszociacios idő (perc)

10 155

10. ábra
5NS szintézis Xrifdl8 MS-en a heparinos disszociáció

időtartamának függvényében
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3,75 yug Arifdl8 DNS-en 2,8jl polimeráz/DNS 

súlyaránynál, 1 mg/ml heparin koncentráció
nál végeztünk in vitro transzKripciót 100 ^ul 
végtérfogatban. A heparin hozzáadása után az 

ábrán feltüntetett időpontokban /0-25 perc/ 
indítottuk az RNS szintézist /1 mM ATP, GTP, 
C2P, 50 yuM ШСР/, majd 20 perc múlva 10 %- 
os TCA-val kicsaptuk a reakcióelegyet az 

ossz inkorporáció meghatározása céljából.

40 idő (perc )

11. ábra
dHeparin rezisztens RNS szintézis Я rif 18 DNS-en

az idő függvényében

8,5 /ig Arifdl8 DHS-en végeztünk in vitro 

transzkripciót 5.5:1 poliraeráz/DNS súly
aránynál 1 mg/ml heparin koncentrációnál. 
A reakcióelegy végtérfogata 300 ^«1, a he
par i nos disszociáció időtartama 10 perc 

volt. A ribonukleozid-trifoszfátok /1 mM
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ATP, GTP, CTP és 50 JtM 3H ÜTP/ hozzá
adása után 25 yUl 
rán feltüntetett időpontokban TCA-val 
kicsaptunk az Ússz inkorporáció 

tározása végett.

aliquotokat az áb-

A III, táblázat tanúsága szerint а Я rifdl8 DNS-en gya

korlatilag nincs heparin reaisztens rRNS szintézis még poli-

, a kapott minimális érték valószínűleg 

továbbolvasás vagy a DNS sértilési helyeiről történő hibás

a templétnak csak

meráz telítésnél

iniciáció következménye. Heparin rezisztem 

kb. 10 %-a Íródik át, ami valószínű leg megfelel a pL és pß Я 

promoterekről induló RNS szintézisnek, amiről i rates, hogy

heparin rezisztens /80/,
_ dTehát annak ellenére, hogy a tArif 18 tág által transz

dukált rDNS saját promoteréről indul az rRHS szintézis, sőt, 

egyszerű transzkripciós rendszerben az E. coli rRHS génekhez 

hasonlóan preferenelális rRNS szintézisre is képes, a két 

lát által hordozott rJDNS-ек heparin rezisztencia szempontjából 

teljesen eltérőek, Amig E, coli templáton génenként átlagosan 

4-5 polimeráz molekula Írja át heparin j-ezisztonsen az rDNS- 

eket, s ezáltal lehetővé válik, hogy heparin rezisztens polime

ráz tároló helyek létezését feltételezzük, mely a preferenciális 

rfiMS szintézis magyarázatát is megadja, addig a <Xrifdl8 fág 

által transzdukált rRNS génen egyáltalán nem 

rezisztens rRNS szintézis. Ennek az ellentmondásnak a 

zatót megnehezíti, hogy a heparin hatásmechanizmusát nem í 

Jük pontosan.

►

végbe heparin
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III. táblázat

Heparin rezisztens Ш5 szintézis DNS-en

szintetizált
rHIÍS
/og/

poliaeráz/DNS
/súlyarány/

raas
r+DHS

гШБossz BNS
m/08/

70,8 18,22
10,99
9,64
9.93
7,99

11,77

0,41 0,03
0,06
0,10
0,09
0,08
0,10

12,9
284,3
513.2 

435,5 

487,1
433.3

31,24
49,45
43.27
38,91
50,98

0,82
1,63
3.3
4.1
6,6

10 ug Л rifdl8 DNS-an EitfS-t szintetizál- 

tunk a jelzett polimeráz/ШБ arányoknál 
1 rng/bl heparin koncentrációnál az 

Anyagok és módszerek c. fejezetben leirt 

módon. 10 perc hoparln disszociációs idő 

után 1 nM ATP, CTP, GTP és 50 /М 3H OTP 

/2 aCi^uaol/ adásával inditottüc a transz
kripciót, majd 20 perc múlva Ш-ás mentes 

M-áz kezeléssel állítottuk le. A reakció- 

elegy egy ítészéből TCA-s kicsapás után meg
határoztuk az essz BNS szintézist, másik 

részével pedig kompetíciós hibridizációt 

végeztünk az rfiHS tartalom megállapitása 

céljából.

Az egyik lehetséges magyarázat az, hogy a hat S. coli rRNS 

gén különböző, nem mindegyik rendelkezik heparin rezisztens po- 

limeréz tároló hellyel, s a X rifdl8 fág által hordozott gén az
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utóbbiak kossá tartozik.

Egy másik hipotézis, ami elméletileg szintén elképzelhető, 

az, hogy az E. coli rDNS-ek ugyan aind egyformák, következéskép

pen heparin rezisztensek, de a fógm az eltérő génkcrnyezet 

vagy aás ok folytán elvesztik heparin rezisztenciájukat annak el

lenére, hogy promoter szerkezetük /pl. többszörös polimeráz tá

roló hely létezése/ egyébként változatlan.

dik elképzelés szerint az rDMS promoters előtt, 

esetleg attól kissé távolabb, található az E. coli DNS-en egy 

polimeráz tároló hely vagy un. szuper promoter, ahová az HNS- 

polimeráz heparin reziszteusen képes kötődni, és innen gördül át 

az rRNS szintézis start pontjára anélkül, hogy közben heparin : 

zisztenciáját elvesztené, és átimá a szuper prmotert az rHNS 

szintézis start pontjától elválasztó MS régiót. Ha a rekombiná

ció a szuper promoter és az rMS promoter® között történt a 
dX rif 18 DNS képződése során, akkor a szuper promoter már 

került rá a fág DNS-re, Így 

kripcióra.

«ВУ

képes heparin rezisztens transz-

Abból a célból, hogy a probléma megoldásához valamivel kö

zelebb jussunk, másik reiniciációt gátló vegyület, a rifг 

picin alkalmazásával próbálkoztunk meg, melyne hatásmódja a 

heparinénál sokkal ismertebb.

d3. rSNS szintézis Xrif 18 DNS-on rifampicin jelenlétében

Preferencián« MS szintézist eredményez, ha egy gén több 

transzkripciós start ponttal rendelkezik, mint pl. T? DNS-en
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ismeretes /81/. A génenként! iniciáeiós pontok számát megha

tározhatjuk, ha rifaapicin jel«»létében végezzük a reakciót, 

a ribonukleozid-trifoszfátok és rifaapicin együttes adásával 

indítva a transzkripciót. Iniciáclós pontonként ugyanis csak 

egy nyitott polimeráz-promoter komplex található, 

rifaapicin érzékeny, de mivel inaktivációjónak 

része a szabad enzimének és ribonukleozid-trifoszfátok jel 

létében azonnali HNS-láae iniciáciőra képes, Így látszólag ri

faapicin rezisztens. Ilyen körülmények között tehát mind 

start pontról maximálisan egy KNS lánc szintezi:

ilynek befejezése után ledisszociáló polimeráz molekulákat a 

rifaapicin inaktiválja, igy azok újabb iniciációban 

nek részt.

1/100

kezdődhet meg,

A 12. ábrán látható, hogy 5 jog/ml rifaapicin koncentráció 

kísérleti körülményeink között elegendő a szabad RiíS-polineráz 

molekulák inaktiválásához, kát támasztja alá a 13» ábra is, 

aminek tanúsága szerint Л ri£dl8 DiIS-en 25 perc alatt befej 

ződik az BBS-láncok szintézise, 5 yug/ml rifaapicin jelenlété

iül* alatt telitési ér

téket ér el, ami az adott polimeráz/MS aránynál kb. 1/8 része 

a rifaapicin nélkül szintetizált RHS mennyiségénei *

Az 5 jug/al rifaapicin jelenlétében szintetizált in vitro 

transzkriptum mennyisége a polimerás/DNS arány függvényében kez

detben nő, majd l;b. 2:1 polimeráz/DNS súlyaránynál telitési ér

téket ér el /14. ábra/, Néhány telitési polimeráz/DNS aránynál 

szintetizált transzkriptum rRNS tartalmát mutatja a IV.táblázat.

ben a szintetizált filIS mennyisége
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♦

15 20(дд/т1)
rifampicin koncentráció

12. ábra
л dBUS szintézis X rif 18 DNS-en a rifampicin koncent

ráció függvényében

d
7*25 fig Я rif 18 DíIS-en 4,48:1 polimeráz/DRS 

súlyaránynál, 1 mM ATP, GTP, CTP és 50yuM 

UTP koncentrációnál /100 /iCi/umol/ vé
geztünk in vitro transzkripciót 25 percig 

az ábrán feltüntetett rifampicin koncent
rációknál. Az ossz BUS szintézist a TCA-s 

csapadék radioaktivitásának mérésével ha
tároztuk meg.
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ю

3
(Лzer
s
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У
♦j

N
1Л

40 Idő (perc)10 20 30

13« ábra

RNS szintézis Xrlfdl8 DNS-en rlfamplcin .jelenlétében

az idő függvényében

3,788^ Arifd 18 DNS-en 3,43:1 polimeráz/DNS 

aránynál végeztünk in vitro transzkripciót 
1 mii ATP, CTP, GTP és 50 juM \ IITP /2 mCi^umol/ 

koncentrációnál rifarapicin nélkül /x/t ill. 5 

jug/ml rifanroicin jelenlétében /о/, az utóbbi eset
ben a ribonukleozid-trifoszfátok és rifampicin 

együttes adásával indítva az RNS szintézist. Az 

ábrán jelzett időpontokban 25 yul-es aliquotо Kát 
BSA jelenlétében 10 % TCA-val kicsaptunk az bssz 

RNS szintézis meghatározása céljából.
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*

200 400 600 (mol)
,10 (súly)

polimeráz/DNS arány
4 86

14. ábra

HITS szintézis Xrif^l8 MS-en rifampicin „jelenlétébenV_

a polimeráz/DNS arány függvényében

3,788 jug X rifdl8 DiJS-en az ábrán feltünte
tett polinorás/DNS arányoknál határoztuk 

meg az RNS szintézist 25 perc szintézis so
rán 1 nH ATP, GTP, CTP, 50 juM \ ÜTP 

/2 mCi/juaol/ és 5 jug/ml rifampicin koncent
rációnál. a TCA-3 csapadék radioaktivitásá
nak mérésével.

Látható, hogy még rifampicin jelenlétében is az ússz 

transzkriptura kb. 20 53-а rfiNS, ami preferenciái is rRJíS szinté

zis mellett szól. Az rRHS/r^DKS arány jelentős szórást mutat 

ugyan, de 1 és 2 kozott változik és átlag értéke 1,41, ami -
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figyelődbe véve* hogy a polimeráz molekulák kb. 70-80 %-a képes 

iniciécióra аг adott körülmények között /11, 12/ - nagy valószí

nűséggel 2 iniciéciós pontnak felel meg, annál is inkább, mert a 

DNS esetleges sérülései a kapott értéket csak csökkentik, így a 

rifampicin jelenlétében észlelt kedvezményezett rDNS átírás ma

gyarázata az, hogy az rRNS génen két iniciációs pontról indul 

az RNS szintézis.

összehasonlításképpen megvizsgáltuk az iniciációs pontok 

számát E. coli DNS rRNS génjein is.

IV. táblázat

rRNS szintézis A^rifdl8 DNS-en rifampicin jelenlétében

polimeráz/DNS
/súlyarány/

szintetizált
rRNS raws

r+DNS
ossz fiSS rRNS

/%//ng/ /ng/s

3,43 210,6
278,6
310,0

1100 19,15
21,01
24,47

1,11
1.47
1,64

13265,15
6,86 1267

átlag: 1,41

A reakciókörülmények pontosan megegyez
tek a 14. ábránál leírtakkal. Az ossz RNS 

szintézist 25 jul-es aliquotok radiohi tivi
tásánál mérésével, a transzkriptum rHNS 

tartalmát pedig rRNS belső standard 

jelenlétében végzett kompetíciós hibridi
zációval határoztuk meg.
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4, гШШ szintézis Е. coli DííS-ea rlfaapicia

Jelenlétében

A 15. ábra tanúsága szerint E. coli MS-en is kb. 20 

perc alatt fejeződik be az MS-lánc ok szintézise 5 ja g/al ri- 

fampicia koncentrációnál, s ezután a szintetizált MS 

sége nem változik tovább. A gcrfe© kezdeti szakasza nem lineá
ris , éppúgy, ahogy Xrif^lS DKS-en 

hogy a különböző hosszúságú RiiS-láacoi terminációja más-más 

időpillanatban történik. Az MS szintézis a ialitési értéket E, 

coli DNS-ea kb. 5:1 poliiseráz/DIJS súlyaránynál éri el /16« 

ábra/.

lyi-

, aminek az a magyarázata,

Telitésl polimeráz koncentrációnál 20 perces in vitro 

transzkripciőr során" nyert RNS-t ^rií^lB ШЗ-hoz hibridizál-

tunk kompetitor jelenlétében és anélkül, hogy rKHS tartalmát 

meghatározzuk.

liánt az V. táblázat adatai mutatják, E. coli MS-en ri- 

famplein jelenlétében az ossz transzkriptumnak csak kb. 2 $-a 

rklíS, Így az csak Xrii'^lß /vagy más rDKS-t transzdukáló tág/ 

DíJS-hez történő kompetitiv hibridizációval mutatható ki. Ä kí

sérleti eredmények szerint E. coli MS-en is 2 iniciációs pon

tot tételezhetünk fel rKHS génenként, hiszen az rKNS/r*DNS arány 

esetben is 1 és 2 közé esik. A rifampicin jelenlétében végzett 

transzkripciós kísérletek alapján tehát úgy tűnik, hogy a 

Xrif^lfí és az E. coli MS által hordozott rMS-ek azonosan mű

kődnek. Keg kell azonban jegyeznünk, hogy az E. coli MS-en ka

pott kísérleti értékeket óvatosan kell kezelni, mert itt a mérési

"X

S
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módszer hibája nagy. Még 70-80 % hibridizációs efficiencia ese-
dtén is a transzkriptunnak csak 2-3 %-a hibridizált Xrif 18 DNS- 

hez, ami az £. coli gének igen nagy számával magyarázható. Bár a 

kompetició 30 % k^rül mozog, ez az alacsony érték a pontos meg

határozás szempontjából kedvezőtlen.

V,
40 idő (perc)

15. ábra

RHS szintézis E. coll MS-en rlfamplcin .jelenlétében
az idő függvényében

5,35 jug E. coli MRE 600 DHS-en 12,1:1 

polimeré?,/PIÍS súlyaránynál végeztünk in 

vitro RNS szintézist 5 jug/ml rlfamplcin 

jelenlétében. Egyéb reakciókörülmények 

megegyeztek a 13. ábránál leírtakkal.
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valószínű,Á kísérleti eredmények alapján úgy tűnik, 

hogy as E. coli rSMS gének promoters! nagymértékben különböznek 

egymástól, hiszen a riíampicin jelenlétében végzett transzkrip-
d

lehetett különbséget kimutatni a X rif 18 és az E.ció során

,gy 3« hipoté- 

kisérleti erodmó-
coli i‘DNS-9к között, igy valószínűbb, hogy a 2«

zis valamelyike igaz. Ez a kérdés azonban

dönthető el, csak a kérdéses DBS régiók izolá-nyek alapján n 

lása és s; iájának meghatározása adhat felvilágosítást erre

a problémára.

16. ábra

HUS szintézis E. coli SBS-en rifampicin jelenlétében
a polimeráz/MS arány függvényében

5,35 jag E. coli MSE 600 DNS-en végeztünk in 

vitro transzkripciót az ábrán feltüntett noli- 

meráz/DNS arányaknái 37 C°-on 20 percig 5 jug/ml 
rifampicin jelenlétében. Egyéb reakciókörülmé
nyek az< к voltak a 14.ábránál leírtakkal.
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V. táblázat

rMS szintézis В. coli DHS-en rifampicin
jelenlétében

8 a i a t e t 1 г é 1 t 

ossz RNS rUS г RNS
/ng/ /ng/ /%/

polimeráz/DNS
/súlyarány/

г RNS 

r*DNS

30,76 1,251,951577,5
1532,9
1590.7
1735.8 

1390,0

5,55
1,80
2,13

1,127,13 27.59
33,88
30,72
42,67

1,387,13
1,77 1,257.93
3,07 1.739,50

1.34átlag:

8,2 /ug E. coli HB 1100 DHS-en a feltün
tetett poltmeróz/DNS arányoknál végez
tünk in vitro RNS szintézist. Egyéb 

akciókSrüIdények azonosak voltak a 14. 
ábránál leírtakkal. Áz ossz RNS szinté
zist 25 yttl-ез aliquotok radioaktivitásá
nak Kérésével, a transzkriptua rBHS tar
talmát pedig Xrifdl8 DNS-hez 32P гШЗ
belső standard jelenlétében végzett к 

peticiős hibridizációval határoztuk meg.

■

. .
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ÖSSZEFOGLALÁSIV,

Kísérleteinkben X rifdl8 MS templáton vizsgáltuk a ribo- 

szomális SNS gén transzkripcióját. Megállapítottuk, hogy a 

transzdukált rMS promoters a fágon is működőképes, az in vitro 

nyert rMS szintézise túlnyomórészt erről a promoterról indul,

A X rifdl8 DiíS-en in vitro preferenciális rRHS szintézis

gy végbe, amit valószínűleg az biztosit, hogy az rMS promo-

ly lehetővétere olyan - feltehetően többszörös - szerkezetű, 

teszi, hogy az már alacsony polimeráz/DNS aránynál telítődjön 

polimeráz molekulákkal, mikor más gének promotereiről alig in

dul BNS szintézis. Ezt az elképzelést támasztja alá a rifampicin

gitségével si-jelenlétében végzett transzkripció is, melynek 

kerUlt kimutatni, hogy az rMS két iniciációs ponttal rendelk 

zik, A két start pont létezése már eleve preferenciális rMS 

szintézist biztosit. iniciációs pontonként néhány polimeráz 

tároló hely is van az rMS gén promoterén, amit az £, coli

MS-en heparin jelenlétében végzett kisőrletek alapján feltéte

lezhetünk, akkor ez az rffiíS szintézis kedvezményezett voltát 

tovább növeli, figyelembe véve, hogy az MS-lánc iniciáció igen 

gyors folyamat és az MS szintézis sebességűm táló lépése a 

templáthos való kötődés, A rifampicin jelenlétében végzett ki

adnak felvilágositást arra a kérdésre, hogy a 

Xrifdl8 DNS rDNS-én is vannak-e polimeráz tároló helyek, hiszen, 

íretes, a DNS-polimeráz komplexek is rifampicin érzéki

sérletek n<

mint i:
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nyék az első internül leotid kötés kialakulása előtt.

A heparin jelenlétében végzett kísérletek tanúsága sze- 

rint a transzdukáló fág rDNS-e heparin rezisztens polimoráz tá

roló helyekkel nem rendelkezik, ami nem zárja ki heparin érzé

keny polimoráz tároló helyek létezését. A heparin rezisztencia

eltűnése a transzdukált rDNS-en magyarázható azzal, hogy a 
dX rif 18 DÍIS~re nem került rá valamely, a ribosz'mális MS gént 

megelőző szekvencia részlet, mely valamilyen ok folytán lényeges 

a heparin rezisztencia szempontjából, vagy azáltal, hogy a pro

moter "stabilitását" biztosítja, vagy azáltal, hogy un. heparin 

rezisztens "szuper prcmoterként" működik, mely biztosítja az 

azt követő gén - esetleg gének - heparin rezisztens átírását is. 

Ennek a kérdésnek az eldöntése azonban további vizsgálatokat 

követel.
!
S

4
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