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1. BEVEZETES

1.1. Bakteriofag szabalyozé elemek

A baktériumokat fert6zé virusok (bakteriofagok) a molekularis biologiai és genetikai kutatasok
fontos modell rendszereként szolgalnak. A bakteriofagok tanulmanyozasan keresztiil nyilt lehetdség
szamos alapvetd biologiai folyamat megértésére. Tobbek kozott a génszabalyozasra,
rekombinaciora, DNS replikaciéra, transzkripciora vonatkozd ismeretanyagunk nagyrészt a
bakteriofag genetikanak kdszonhetd. Napjainkban a figok nem pusztin a molekuléris biologiai
folyamatok megértésének alanyai, hanem tobbek kozott a modern biotechnologia eszkdztara is
jelentésen boviilt a fagokbol izolalt ,,molekularis eszkdzok™ felhasznalasa révén.

Mindezeken tilmenden a bakteriofagok mar 6nmagunkban is érdekesek, valtozatosak, mennyiségi
szempontbol is szdmottevoek, hiszen e kétszalo DNS virusok a bioszféra legnagyobb csoportjat
képviselik, kb. 10® fag fajt feltételeznek és becslések szerint tobb mint 10°! (Hendrix és mtsai.,
2002) nagysagu a kétszala DNS virus populacié a vildgon. Mivel a bakteriofagok kizarélagos
parazitdk, és egyes feltételezések szerint akar 50 masik, ugyanazt a gazdabaktériumot fert6zo
fagfajjal kell versengeniiik, igy a fennmaradasukhoz az egyes virusok rendkiviil véaltozatos
szabalyoz6 mechanizmusokat fejlesztettek ki az id6k folyaman. A fagok életciklusat szabalyozo
fehérjéknek az operatoraikkal kialakitott kapcsolatai kiilondsen izgalmasak és tanulmanyozasuk

bepillantast enged a génszabalyozas legmélyebb titkaiba.

1.2. Addikciés modulok

A baktériumok a stresszhatasok lekiizdésére szamos fegyvert fejlesztettek ki evolicidjuk soran.
Ezek koziil napjaink tudomanya altal nagy érdeklddéssel kisért hadszinterek a toxin-antitoxin
felismerd rendszereken alapuld mechanizmusok (addikciés modulok).

Szerepiikk bizonyitott a programozott sejthaldl, plazmid stabilitdsi, transz-transzlacios
,,mindségbiztositasi” rendszerekben de az anyagcsere folyamatok és a perzisztens sejt képzddésén
at egyre tobb bioldgiai folyamatban is. A bakteriofagok irodalmanak tanulméanyozasa soran
taladltunk r4 a P/ fag stabilitasi faktoraként hasznalt addikcids rendszerre, mely végsé soron
felkeltette az érdeklddésiinket a TA rendszerek irant. Szamos tipusuk a patogén baktériumok elleni
folyamatos harcban potencidlis antibiotikum targetként tekinthetd, ezért nagyon fontos a
tanulméanyozasuk, megismerésiik mindenki szamara.

A dolgozat egy fag represszor és egy bakterialis addikcidos modul molekuléris elemzését irja le.
Kiemelt szerepet kap a témak targyalasa sordn a DNS-fehérje kapcsolatok kialakulasanak szerepe a
génszabalyozas sordn. Kisérleteinket olyan részletességgel terveztilk, hogy eljussunk a

modellalkotas szintjére.






2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A 16-3 bakteriofag altalanos jellemzése

A 16-3 lizogén bakteriofagot Balatonberény kornyékérdl szarmazd talajmintabol izolaltdk az 1960-
as évek elején (Orddgh és Szende, 1961). A 16-3 gazdabaktériuma a Gram negativ, szimbiotikus
nitrogénkotd Rhizobium meliloti 41 (Szende és Orddgh, 1960)- legujabb nevezéktan szerint
Sinorhizobium meliloti- melynek harom szimbiotikus partnere koziil gazdasagilag legfontosabb a
lucerna (Medicago sativa). A fag életciklusa a fert6zéstdl a gazdasejt liziséig 28°C-on 100, 36°C-on
80 perc. Az érett fagrészecske elkésziiléséhez 28°C-on 80, 36°C-on 65 percre van sziikség (Orosz
¢s Sik, 1970; Orosz és mtsai., 1973).

A 16-3 fag kromoszomadja kétszalu, linedris, 60 kbp nagysagii DNS molekula (Dallmann és mtsai.,
1979), amely 10 nukleotid hosszisagu 3’ tulnyuld, ragadés végekkel (,,cos” régid) rendelkezik
(Ganyu és mtsai., 2005). A 16-3 fag genomjanak nukleotidsorrend meghatarozasa befejez6dott
(Papp P.P. személyes kozlése).

A 16-3 fag alapvetd genetikai analizisét és genetikai térképezését mintegy 150 hdéérzékeny (ts)
mutans 42 komplementacios csoportba sorolasaval készitették el (Orosz és Sik, 1970; Sik és Orosz,
1971; Orosz és mtsai.,, 1980). A genetikai térkép linedris és 40 térképegység hosszusagu. A
térképezett géneket megnyilvanulasuk szerint korai €s kései csoportba osztottdk (Orosz €és mtsai.,
1973). A kései gének csak akkor nyilvanulnak meg, ha a korai gének megfeleléen miikodnek
(Orosz. és mtsai., 1973; Kondorosi és mtsai., 1974). Noha a genetikai térkép linearis, végpontjai
mégsem egyeznek meg a fizikai térkép végpontjaival (,,cos” régid). Ez részben azzal volt
magyarazhato, hogy az att €s az un. immX régio kozott egy rendkiviil aktiv rekombinacios ,,forrd
pont” van, melynek két oldalan elhelyezkedd gének kapcsoltsaga megsziint (Csiszovszki és mtsai.,
2003).

A 16-3 egyik legjobban tanulmanyozott génje a ¢ regulatorgén, amely a lizogén életciklus
szabalyozasaban jatszik alapvetd szerepet. Hoérzékeny alléljei 28°C-on vad tipusu (turbid), 36°C-
on tiszta (clear) tarfolti fenotipust mutatnak. A c¢ gén finomtérképezését kétpontos és
intracisztronikus harompontos térképezéssel oldottdk meg, elsdként Magyarorszagon. A mutaciok
helyes sorrendjét egy delécids térképpel erdsitették meg (Orosz €és mtsai.,, 1980). A ¢ gén
finomtérképezésével lehetdség nyilt a 76-3 fag homoldég rekombinacidés mechanizmusanak
feltarasara (Orosz ¢s mtsai., 1980; Dudas és Orosz, 1980), amely a genetikai térképezési szabalyok
¢s a valos crossing over kozott fesziild ellentmondas felolddsdhoz adott magyardzatot. Kés6bb
bebizonyosodott, hogy a /6-3 fag rekombinacids utvonala a vartndl sokkal altalanosabb érvényt,

hiszen pl. a kloroplasztiszok rekombinacidés jelenségeit is megmagyarazza. Az emlitett



ellentmondas a kovetkezokben rejlik: a térképezési fiiggvényen (Haldane fiiggvény) alapuld
géntérképezési logika a ,,véletlenszerl torés-ujraegyesiilés” crossing over modellel szdmol, azaz azt
feltételezi, hogy a crossing overek pontszerl, statisztikus €s autonom események. Ugyanakkor a
génkonverzid és a crossing over, ill. rekombinacié Osszefiiggésébdl tudjuk, hogy a valdsagos
crossing over nem pontszerli, hanem jelentés hosszusdgban érinti a rekombinalédé DNS
molekulakat, tehat kiterjedése van. A crossing over esemény valdsdgos hossza (akar az 5 kbp
hosszusagot is elérheti) sokszorosa lehet egy atlagos génnek (¢ gén pl. 1 kbp hosszusagh).
Ugyancsak a génkonverzios jelenségek elemzésébdl tudjuk, hogy a fellépd crossing overek nem
statisztikusan szorodnak a DNS mentén €s nem is teljesen autonom események. Ennek ellenére a
gének finomtérképezésekor alkalmazhato volt a torés-ujraegyesiilésre és az idealis crossing over-re
¢pitd Haldane fliggvény. A 16-3 rekombindcidjanak vizsgalatabol levezetett Un. ,,hosszi Holliday
kereszt vandorlas-heteroduplex és mismatch képzddés-repair elmaradds” modell megmagyarazza,
miért hasznalhaté a Haldane fiiggvény rovid DNS szakaszokra, masrészt az un. ,,rovid Holliday
kereszt vandorlas-mismatch képz6dés és repair elmaradas” modell megmagyarazza, hogy miért
hasznalhat6 a haromfaktoros térképezési logika ilyen révid tavolsagokban, azaz miért nem 1ép fel
az un. magas negativ interferencia (high negative interference) jelensége (Orosz és mtsai., 1980).

A ¢ gén terméke egy represszor fehérje, amely az Op és Ogr operatorokon keresztiil fejti ki
transzkripciot szabalyozo hatasat. A C represszor szolgal 6 szabalyozéfehérjeként a fag életciklusa
soran. A [16-3 C represszor két autondm doménnel rendelkezik. Ennek a rendszernek a
tanulmanyozéasara, Magyarorszagon elsoként alkalmaztak in vivo kisérleti rendszert, elsdként
alkalmaztak gél retardacios (EMSA) kisérletet, s kidolgoztak egy tokéletes allélcserét lehetdvé tevd
eljarast (Dallmann és mtsai., 1987).

A fag helyspecifikus integracidja a R. meliloti kromoszéméjanak meghatarozott helyén torténik, a
cys46 és a met5 gén kozott, az attB régional. Ezt tdmasztja ala az a tény is, hogy a 16-3 fag képes
specialisan transzdukalni a R. meliloti 41 cys46 génjét (Svab és mtsai., 1978, Kiss és mtsai., 1980).
Meghataroztak a fag integracios rendszerének elemeit (Olasz és mtsai. 1985, Dorgai és mtsai. 1993,
Papp és mtsai. 1993, Semsey ¢és mtsai., 1999, 2002). Az integracio soran a gazda attB ¢és a fag attP
helyei kozott lejatszodod rekombinécid a beépiilt fagot - azaz a profagot - hatarold attL €s attR hibrid
helyek kialakuldsahoz vezet (Olasz és mtsai., 1985, Papp €s mtsai., 1993). A reakciot a fag int génje
altal kodolt 76-3 integraz enzim (/6-3 Int) katalizdlja. Az int gént tartalmazé DNS szakaszt
meghatdroztdk, majd az altala kodolt integraz fehérjér6l bebizonyitottdk, hogy a tirozin
rekombinazok csalddjaba tartozik (Semsey ¢és mtsai., 1999). A 16-3 fag kivagodasa soran fontos
szerepet jatszo 16-3 Xis fehérje génjét (xis) azonositottdk és az a#tP helyet lokalizaltdk a fag
genomjan nem messze az int gén 3’ végétdl (Semsey €s mtsai., 1999). Az attB hely szekvenciajanak

megismerése felfedte, hogy egy feltételezett prolin tRNS(CGG) gén 3’ végével van atfedésben oly



moédon, hogy a feltételezett tRNS antikodon hurok (loop) része egybeesik az attB hely 16-3 Int kotd
B és B’ szekvenciai kozé eso atfedo régioval (Papp és mtsai., 1993). A prolin tRNS(CGG) gén aktiv
marad, ugyanis a fag integracidja soran keletkezd attL régidban helyredll a prolin tRNS(CGG) gén
szerkezete és miikodOképessége sértetlen marad. Ez a finom, szinte sebészi precizitast, integracio a
fag és a gazdaszervezet szoros koevoltcios kapcsolatara utal (Blaha és mtsai,. 2004).

A lizogén R. meliloti feliilfert6zéssel szembeni immunitasat a 16-3 profag immC, immX ¢és az avirT
régioinak kolcsonhatdsa alakitja ki. Az immC régioé a lizogén fejlédési ut kialakitasaért felelds, és
atfed a ¢ gént és az O, Or operatorokat is tarlalmazo, kdozéps6 szabalyozo régidval. A immX régio
két részre oszthat6: (1) az Xy, rész két nagymértékben atfedd cisztront tartalmaz, melyek a pXy €s
pXp fehérjéket kodoljak, mig (II) Xy rész tartalmazza a Xy, represszid, cisz elemekbdl allo,
allapot felé vezetd genetikai Utvonalon az immX aktivitdsa megeldzi az immC miikodését
(Csiszovszki és mtsai., 2003). Az avirT régiordl egyeldre azt lehet tudni, hogy kapcsolatban all az

immC és az immX altal kifejtett immunitassal (Dorgai és mtsai., 1986).

2.2. Helix —turn-helix (HTH) tipusu DNS koto fehérjék

A fagok represszoraindl a DNS koté domén altaldban a fehérje N-termindlis részén talalhato,
akarcsak a /6-3 fag esetében is (Dallmann és mtsai., 1987). A HTH motivummal (Pabo és Sauer,
1984) rendelkezd represszor fehérjék felépitése nagyon konzervativ a DNS kot6 hélixet tekintve. A
20 aminosavbol felépiild régid altal biztositott DNS kotést mar szdmos esetben leirtdk és
szerkezetét kristalyszerkezetek is alatamasztjak (McKay és Steitz, 1981, Pabo és Lewis, 1982). A
bakterialis és fag HTH tipusu represszorokhoz hasonléan a /6-3 fag 263 aminosav hosszii C
represszoraban is megtaldlhatdé az erre a motivumra jellemzé két helix. Az elsé helix hét
aminosavbol all, azutdn van egy rovid helix-tord ,,turn” szakasz és a 12-20. aminosavak alkotjak a
masodik, felismerd, hélixet. A motivumroél altalanossagban is elmondhat6, hogy a 4., 8., 10., 16. és
18. aminosavak hidrofob jelleglick, melyek a fehérje masik hasonléan hidrofob részével egy zart
hidrofob magot alkotnak (Harrison és Aggarwal, 1990). Az 5. aminosav altaldban kis oldallancu
glicin vagy alanin, mert a hosszabb oldallanct aminosav felboritana a motivum geometriajat.

A hélix-turn-hélix tipusu fehérjék felismerd hélix része az, mely a DNS nagy éarkaba illeszkedve
alkot specifikus kapcsolatot a bazisokkal. A HTH represszoroknal a motivumban talalhatdo mindkét
hélix N-terminalis része, de foleg az elséé felelds a nem specifikus DNS foszfat gerinccel kialakitott
kotéseken keresztiil a felismerd hélix helyes pozicionalasaért a specifikus kotohely felé. A fehérje
¢s DNS komplementaritasa, mérete, toltése, alakja hatarozzdk meg Osszességében a ,,dokkolési

elrendez6dést”, mely feltétele a specifikus kotésnek. A HTH motivummal birdé represszorok



altalaban dimerként kotik a célszekvencidjukat, melyek szimmetrikus, palindrom bazis
elrendezddést tartalmaznak (Harrison és Aggarwal, 1990).

A szabalyozo fehérjék és operaroraik illeszkedése sordn a kotdhelyen beliili kis mértékii valtoztatas
is a teljes funkcid elvesztésével jarhat a legtobb leirt rendszerben. Csupan néhany represszor képes
az eltéré hosszsagl operatorok felismerésére hasonld affinitassal. Ilyen példaul az E.coli ciklikus
AMP receptor proteinje (CRP), mely két eltéré hossziusadgu operatort ismer fel. A 16 és 18 bp
hosszi operatorokat 6 illetve 8 bp centralis spacer valasztja el egymastél. A DNS-fehérje
kapcsolodas soran a CRP a kotés kialakuldsakor konformacio valtozast indukal az operatoron. A
DNS szerkezete B DNS-bol A-DNS formaba alakul at, igy lehetévé téve a hosszabb operator
felismerését is anélkiil, hogy a ,,spacer” régioval kialakitana specifikus kapcsolatot a cAMP-CRP
komplex (Ivanov és mtsai., 1995). A masik nagyon érdekes represszor a CytR, mely két oktamer
ismétléddd szekvencidt ismer fel direkt vagy ellentétes orientacidban 2 bp elvélasztd résszel
szeparalva. A cAMP-CRP komplex jelenlétében a CytR represszor képes felismerni ellentétes
orientaciéban a kotéhelyeit 10-13 bp résszel elvalasztva, illetve direkt ismétlddo elrendezésben 1
bazissal szepardlva. Az eltérd kotohelyek felismerését ebben az esetben a cAMP-CRP complex altal
a CytR represszoron indukalt, fehérje-fehérje kolcsonhatasbol eredd konformacidvaltozas teszi

lehetévé (Pedersen és Valentin-Hansen, 1997, Kallipolitis és Valentin-Hansen, 2004) (1. abra).

CRP CRP
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1. abra: A cAMP-CRP complex a CytR represszorhoz kapcsoldédva konformaciévaltozast indukal,
ami lehet6vé teszi az eltérd operatorok felismerését (Pedersen €s Valentin-Hansen, 1997).

Kiilonleges tulajdonsagot mutat az operator felismerésben az E. coli 186 bakteriofag CI represszora,
mely két féle operatorhoz tud kotddni. Az A és B tipusnak nevezett opreratorok koziil az A varians
félkotohelyei 4 illetve 5 bp elvalasztd résszel rendelkeznek. A két eltérd operator kotésében a

represszor felismerd hélix eltéré aminosav oldallancai vesznek részt (Shearwin €s mtsai., 2002).



2.3. A 16-3 fag szabalyoz6 régioja

A fag genomon c¢ gént meghataroz6 ORF jobb és bal oldali hatarold régioiban talalhatok a
represszor kotOhelyei. Az operatorokat részlegesen palindrom modulok (Op;, Or,, €s Ogrj, Or2)
alkotjadk. Az Op operator a rovidebb térkozzel (4 bp) rendelkezd szemben a Or 6 bp
interpalindromikus résszel bird szabalyozo elemmel. Az operétorok (O és OR) atfednek a korai
(Dallmann és mtsai., 1987, Dallmann és mtsai., 1991, Dorgai és mtsai., 1986, Dudas és Orosz,

1980) (2. 4bra).
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2. abra: /6-3 fag jobb és bal oldali operatorai (Op és Og) és a jobb illetve bal kromoszdémakarok
atirasat biztositd Pp és Pr promoterek fogjak kozre a C represszort kodold cisztront. A Pc promoter
biztositja a C represszor transzkripcidjat. A -10 és -35 a promoéter boxokat jeloli. A * a virulenciat
okozo Og°-1 operator mutacié helyét jeldli (Papp és mtsai., 2002).

Az operatorok palindrom régidinak nukleotidsorrendje nagy hasonldsagot mutat a 434 lambdoid fag
operatoraihoz, azonban a C represszornak csupan a HTH része homoldg, mintegy 55%-ban fehérje
szinten, a 434 fag f6 szabalyozofehérjéhez (Dallmann és mtsai., 1987). Raadasul a 76-3 fag
represszora képes felismerni a 434 fag operatorat és ugyanezen fag represszora regulalja a /6-3 Og
operatort, azaz a két represszor és operator keresztregulaciora képes (Dallmann és mtsai., 1987;
1991). In vivo és in vitro mddszerekkel meghataroztdk az operatorok pontos méretét és hatdrait
(Papp ¢és mtsai., 2002). Az in vitro kisérletek igazoltdk, hogy az operatorok szimmetrikus
csonkolasa képes precizen kijeldlni a pontos hatarbazisokat (3. abra). Ezek alapjan Op, operator

ACAAttgaTTGT nukleotidsorrenddel rendelkezik, mig az Ory ACAAttgtagTTGT bazissorrenddel.
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3. abra: EMSA kisérletek csonkolt Oy, és Og, operatorokkal tisztitott C represszor fehérjével. A 4.
¢s 7. csonkolt verziok mar nem mutatnak in vitro kotést, ami kijeldli az Ory és Or, operatorok
fizikai hatarait. F a szabad (free), B a komplexben kotott (bond) DNS-t jeloli. Az a represszor
nélkiil, b 100 ng represszor, ¢ 300 ng represszor (Papp és mtsai., 2002).

A két operator interpalindrom szakasz eltér6 hossza ¢érdekes DNS-fehérje illeszkedési
mechanizmusok 1étét tételezi fel. Az in vivo mérések eredményeibdl kitlinik, hogy ha 1182 bp
hosszu novényi DNS fragmentet épitettek a két operator régid kozé, ez az architekttra felel meg
leginkdbb az ,,in phage” szituacionak, akkor a represszid értéke jelentdsen megndtt, ami a két
fehérje-operator komplex kozotti kooperacionak az eredménye (Papp és mtsai., 2002).

Az in vitro EMSA kisérletek is kimutattdk, hogy nagyobb mennyiségli represszor fehérje
jelenlétében a vad tipusi operatorokkal magasabb rendli un. ,sandwich’szerkezet kialakulasa
figyelheté meg (4. abra). Ezek az eredmények megerdsitik a kooperativ kapcsolatok kialakulasanak
valoszinliségét.

Cirkularis permuticios analizissel meghataroztak a két vad (Or, és Orz) és egy szintetikus,
intermedier Os operatorok dihedralis hajlitasi szogét, ami a represszor hatasara bekovetkezett
hajlitdsok Ossz ereddje (4. abra) (Papp és mitsai., 2002). Az Os intermedier szabalyozd egység
tervezése gy tortént, hogy egy nukleotid hozzaadasa az Og, , mig egy bazis elvétele az Op,
operatorokat eredményezi. A vad operatorok esetén a dihedralis szog 34 + 3°, mig az Os esetében ez

180°.
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4. abra: /6-3 bakteriofag vad, Ogr, €és Op,, operdtorok és szintetikus, intermedier, Os operator
cirkularis permutécios elemzése. F a szabad (free), B a kdtésben levd, S a sandwich szerkezetet ado
fehérje —DNS komplexeket jeloli. A plazmid linearizaldsat Mlul, Xhol és Nrul restrikcios
enzimekkel végezték (Papp és mtsai., 2002).

A szabad formaban egyenes, hajlitatlan operator részt hordoz6 DNS az Os intermedier operatorral
olyan szerkezetet alkot, mely egy képzeletbeli sikban marad. Ennek oka, hogy a két félkotdhely 5
bp, azaz fél helikalis ,,turn”, belsé szeparacioval rendelkezik. A vad operatorok +1 illetve -1 bp
hozzaadasa illetve elvétele az intermedier operatorhoz, a képzeletbeli sikbdl valo kitorését okozza a
szerkezetnek. Az Og; a sikbol felfelé, az Oy, az ellentétes iranyba tori meg a szerkezeti sikot. Az
egy nukleotid hozzdadéas és elvétel atlagosan + 36° fokos szerkezeti torzuldst okoz a DNS
szerkezetben, mely érték gyakorlatilag megegyezik a mért dihedralis szogekkel mindkét vad
operatornal (Papp ¢és mtsai., 2002). A komplex eltérd szerkezeteit az biztositja, hogy a kapcsolodd
fehérjék nem rigid, hanem rugalmas illeszkedéssel kapcsolodnak, ami lehetdséget ad a két vad
operator egyforman hatékony kotésére. A komplex leirdsara javasolt ,,rotacidsan flexibilis protein
homodimer modell” az 5A. ébran lathat6. A modell szerint a homodimerek térbeli elrendezddése
egymashoz képest eltérd az Or, és Op, operatorokon. A represszor hajlitdsa mas-mas iranyokban
tori meg a sikot a két vad operator esetében, igy tulajdonképpen tiikérszimmetrikus elrendezddést
mutatnak egymashoz viszonyitva. Az intermedier operator a hajlitas soran a sikban marad, ahogyan
azt a cirkularis permutacié alapjan mért dihedralis szoge is mutatja (4. abra). Az egyarant hatékony
funkcioért a két vad operatoron a represszor fehérje nagy mértékli rugalmas viselkedése tehetd

felelOssé.



A rotaciosan flexibilis protein homodimer modell esetében az operator-represszor komplex
létrejotte soran mas vagy azonos dokkolasi elrendezOdést is mutathat a két operator a represszor
fehérjével. Ennek a feltevésnek eldontésére végeztiik kisérleteinket

Az 5B ébra éltal javasolt ,,geometrikus homeosztazis” modell alapjan a represszor hajlitasa mindkét
vad operator esetében ugyanolyan iranyultsagot mutat. Ez feltételezhet egy olyan k6zds dokkolasi
elrendez6dést, mely alapjan mindkét operator ugyanazokat az atomcsoportokat hasznalja a
kapcsolddas soran. A két vad tipust operator azonos viselkedése csak azzal magyarazhato, ha az
operatorok fizikai hossza egyforma. Ezt Gigy lehet elképzelni, hogy az Or, ,,nyulik” és atalakul Og,
hosszsaguva vagy forditva, az O, 0sszetomorodik” és Op, operatorral egyezd hossziusagu lesz.
Estleg van még egy harmadik lehet6ség, mégpedig hogy mindkét vad tipusu operator hossza
valtozik és kialakul egy intermedier méretli szerkezet a represszor-kotohely komplex kialakuldsa
soran. A ,,geometrikus homeosztazis modell” alapjan az Os szintetikus intermedier operatornak is
hatékonynak kellene lennie a kotés szempontjabol. Ennek a kisérleti eredmények azonban
ellentmondanak és csak a vad operatorok viselkedésére adhat megfeleld0 magyarazatot. A
modellekben vazolt komplex alkotds pontos mechanizmusa csak a teljes represszor fehérje és a
kotdhelyeik kokristalyositasa sordn hatdrozhaté meg. Ez a jelenlegi modszerekkel nem lehetséges,
ezért mas megkozelitést kell valasztanunk a DNS-fehérje kapcsolatok tanulmanyozasara a /6-3 fag
esetében. A dolgozatban egy olyan moédszert irunk le, mely alkalmas a modell altal leirt jelenségek

tanulmanyozasara.
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5. abra: A 16-3 fag operator-represszor komplex szerkezetének putativ modelljei. A rotacidsan
flexibilis protein homodimer modell szerint (A) a represszor fehérjék (tojas alakt formdk) eltérd
moédon kapcsolédnak dimerré a vad operatorokon (Ogry €s Oprz). A geometrikus homeosztazis
modell szerint (B) a fehérjék dimerizacidja a vad operatorokon egyforma.
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2.4. Addikcios modulok

A szabadon ¢l6 mikroorganizmusok a folyamatosan valtozd kornyezeti feltételekhez torténd
alkalmazkodas érdekében globalis regulald utvonalakat alakitottak ki az evoltcid soran. Ezek koziil
a legtijabban felfedezett és egyre részletesebben megismert rendszerek az addikciés modulok vagy
masnéven toxin —antitoxin rendszerek (TA rendszerek). Lassuk hat roviden, mi is a szerepik a
baktériumokban.

A baktériumok aminosav ¢s szénforrds limitacié soran képesek csokkenteni az RNS (rRNS, tRNS)
szintézist azaltal, hogy novelik a tetrafoszfat (ppGpp vagy PsG) és pentafoszfatok (pppGpp)
melynek aktivaciojat a toltetlen tRNS-ek felhalmozddasa végzi (Cashel és mtsai., 1996), mig a
szénforras megvonasanal a P4G szintézisért a SpoT, P4G szintetaz II, enzim a felelds (Murray és
mtsai., 1996). A sejteket ért stressz soran megemelkedett P4G az RNS polimerazhoz allosztérikusan
kapcsolodva csokkenti annak affinitasat a promoter régiohoz €s ez altal azok a prométerek, melyek
a tRNS ¢és rRNS szintézisért felelések rovidebb nyitott allapottal rendelkeznek az mRNS
szintézisben résztvevokhoz képest. Az RNS szintézis ennek kovetkeztében eltolodik az mRNS
képzddés iranyaba (Chatterji és mtsai., 2001, Barker és mtsai., 2001/A, Barker és mtsai., 2001/B ).
Az RNS polimerazokon kiviill a P4G gatoljak az exopolifoszfatizokat, ami polifoszfatok
felhalmozodasahoz vezet az intracelluléris térben (Kuroda €s mtsai., 1997, Kuroda és mtsai., 1999).
A polifoszfatok direkt kapcsolddhatnak a riboszémalis fehérjéket lebontd Lon (La ATP fiiggé DNS
kotd protedz) proteazhoz, ezzel aktivaljak az enzim fehérjebontd funkcidjat, ami végsd soron az
aminosavéhezés soran a bakterialis sejtnek endogén aminosavforrast szabadit fel a fehérjeszintézis
szamara (Kuroda és mtsai., 2001). A stresszhelyzet tulélésének érdekében a PsG képesek még
néhany alternativ szigma faktor (Sigma S, N) transzkripcioban torténd részvételének gyakorisagat is
novelni, ezzel eldsegitve a stresszvalaszért felelds gének atirdsat (Jishage és mtsai., 2002, Laurie és
mtsai., 2003). Tehat a P4G —rdl elmondhatjuk, hogy kulcsfontossagu, globalis szerepet tolt be a sejt

¢letében a megvaltozott tapanyagellatashoz torténd alkalmazkodas sordn (6. abra).
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6. abra: RelA és SpoT altal aktivalt P4G szintézis €s szerepe a bakteridlis sejt stresszvalaszdban
(Gerdes ¢és mtsai., 2005). RelA: P4G szintetaz I, SpoT: P4G szintetdz II, PPX: exopolifoszfataz,
PolyP: polifoszfat, Lon: La ATP fiiggé DNS kot6 protedz

A legtobb prokaridta genomja a stresszfolyamatokra torténd valaszadasban is fontos szerepet
betdltd TA géneket tartalmaz. Ezekre a génekre 4ltalanosan jellemzd, hogy policisztronikusak,
legalabb két ORF-et tartalmaznak, melyek minimum két fehérjét kédolnak. Egyik gén koddolja az
altalaban enzimatikus funkcioval rendelkez6 stabil toxint (T), a masik ORF altal kodolt instabilabb
rovid fehérje az antitoxinnak (A) nevezett alegység pedig specifikusan képes nagyon erdsen gatolni
a toxin funkciojat. A két alegység specifikusan Osszekapcsolédva egy toxin-antitoxin (TA)
heterodimert komplexet alkot.

Szamos mar teljesen vagy részlegesen ismert genom Osszehasonlitasaval a baktériumok vilagaban
megallapithatjuk, hogy nagyon abundédnsak a TA lokuszok az eubaktériumok ¢és az
archeobaktériumok korében egyarant (Gerdes, 2000, Gronlund és Gerdes, 1999, Grady és Hayes,
2003, Mittenhuber, 1999). Erdekes, hogy a szabadon é16 mikrobak altalaban sok, mig az allando
kornyezetben €16 parazitak, patogének kevés fajta TA modult tartalmaznak (Pandey és Gerdes,
2005). Az egyik részrél minden bizonnyal rekordernek tekinthetd Nitrosomonas europea példaul 45
TA 16kuszt tartalmaz a genoforjan, melyek szinte minden tipust addikcidés modult reprezentalnak a
jelen csoportositas szerint (Pandey és Gerdes, 2005). A két fizikailag teljesen feltérképezett genomu

Mycobacterium tuberculosis torzs 38 illetve 36 TA 16kuszt hordoz a kromoszoman, mig a vele
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nagyon kozeli rokonsagot mutatd M. leprae, amely obligat sejtparazita, egyetlen ép TA modult sem
koédol (Cole és mitsai., 2001). Ugyanezt a TA modul hidnyt tapasztaljuk az extrém sejtparazita
Rikettsia és Chlamydia fajok esetében is. A szabadon ¢16 mikrobak koziil csupan a Lactococcus
lactis nem tartalmaz TA modult, amely azonban tejben ¢él6 organizmus és mint ilyen nincs
raszorulva az allanddan valtozo kornyezethez valod alkalmazkodasra (Pandey és Gerdes, 2005).
Altalaban elmondhatjuk, hogy a véltozé abiotikus és nutritiv stressznek kitett baktériumok
fejlesztettek ki jelentdsebb szamban adaptiv mechanizmust a talélésre. A TA lokuszok koziil sok
talalhat6 plazmidokon is, ami a vizsgalt torzsek addikciés modul tartalmat befolyésolhatja.

A bakterialis TA géneknek elsddleges szerepe tehat a kornyezeti stresszekre adott valasz de a
transzkripcid és transzlacié szabalyozasan keresztiil szerepiik van még a programozott sejthalal
beinditasaban is a baktériumok vilagéban, s6t a plazmidon kodolt TA rendszerek plazmid stabilitasi

faktorként szolgalnak.

2.5. Plazmidok stabilizacidja addikcios modulok segitségével

A bakteridlis plazmidok képesek autondm replikaciora igy a sejtben tobb kopia is eléfordulhat egy
adott plazmidbdl. A bakteridlis sejtek hasaddsa (segregation) sordn, htuzofonalak ¢és mas
mechanizmus hianyaban, az utodsejtek csak véletlenszeriien tartalmazhatnak plazmidot. A TA
modullal rendelkezd, altaldban kis kopids episzomak gy biztositjak a tulélésiiket, atkertilésiiket az
utdod generaciokba, hogy citoplazmdban a plazmid kopiaszamahoz képest a toxin-antitoxin
komplexek sokkal nagyobb szamban vannak jelen, igy ha az utdd sejtek nem is tartalmaznak
plazmidot, viszont nagyobb valosziniséggel TA fehérjéket igen. Ebben az esetben, mivel a
gyorsabban leboml6 antitoxin nem szintetizalodik, a toxin alegység felszabadulvan az antidotum
gatld hatasa alol aktivalodik és a toxin tipusatdl fliggden a sejt pusztuldsat, vagy legaldbbis
csOkkent anyagcserét okoz (7. ébra). Ez a mechanizmus biztositja a TA modullal felruhazott
plazmiddal rendelkezd sejtek nagyobb kolonizacios képességét egy adott kornyezetbe szemben a
plazmidmentes sejtekkel. Az elsé ilyen post-segregational killing (PSK) rendszer részletes
mitkddését molekularis szinten (mazEF) Engelberg-Kulka jellemezte (Engelberg-Kulka és Glaser,
1999.)
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7. abra: Plazmid stabilizalas (PSK) TA modul altal (Buts és mtsai., 2005)

A TA rendszereket nyolc csoportba soroljadk aszerint, hogy plazmidon v. kromoszdéman

lokalizdlodnak-e, hogy milyen fizioldgias szerepet toltenek be és milyen baktériumok korében

talalhatok (1. tablazat).
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1. tablazat Addikcidés modulok felosztasa

TA lokusz Toxin Toxin target Antitoxin Proteédz Eléfordulas
ccd CcdB DNS giraz CcdA Lon G-

relBE RelE mRNS hasitas RelB Lon G-, G+, Arch
parDE ParE DNS giraz ParD nem ismert G-, G+
higBA HigB nem ismert HigA nem ismert G-, G+
mazEF MazF/PemK  mRNS hasitds MazE/Peml ClpXP/Lon G-, G+
phd/doc Doc transzlacio Phd ClpAp G-, G+, Arch
vapBC VapC nem ismert VapB nem ismert G-, G+, Arch
w-¢&-¢ ¢ nem ismert € nem ismert G+

2.6.1. Az F plazmid ccd 16kusza

Gram negativ fajokban leirt plazmidstabilitdsi rendszerek a replikacidos origd kornyékén
helyezédnek az F plazmidndl és a vele hasonl6 replikonnal rendelkezd episzomaknal (Ogura és
Hiraga, 1983, Boe ¢és mtsai.,, 1987, Gerdes, 1995). A plazmidmentes utddsejtek szaporodasat
gatoljak a replikacids ¢€s transzkripcios folyamatokban nélkiilozhetetlen DNS girdz gatldsan
keresztiil a citoplazmaban jelen levé CcdB toxin fehérjék. Ez a gatlas kétféle mechanizmus alapjan
megy végbe. Az egyik soran a CcdB toxin képes komplexet alkotni a DNS girdz fehérjékkel és
ezaltal stabilizalja a kovalensen kotott girdz-DNS komplexet, ami direkt blokadot jelent a T7
polimeraz szdmara in vitro transzkripcios reakcioban. Ez a gatlds CcdA antitoxin hozzaadassal
feloldhat6 (Critchlow és mtsai., 1997). A masik médja a gatlasnak a toxin nem kovalens komplex
alkotasan keresztiil valosul meg szabad girazA (GyrA) alegységekkel (Maki és mtsai., 1992, Jiang
¢s mtsai., 2002). Mindkét gatlads ugyanazon gyrA mutacioval feloldhaté (Critchlow és mtsai., 1997,
Bernard és mtsai., 1993, Bahassi ¢és mtsai., 1995). Nagyon érdekes, hogy a CcdB toxin
strukturalisan nagyon kozeli rokona a transzkripciot az mRNS hasitassal gatolni képes MazF
csaladba tartozo toxinoknak, ennek ellenére RNS bontisra nem képes jelen ismereteink szerint

(Hargreaves és mtsai., 2002, Kamada és mtsai., 2003).
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8. abra: CcdB toxin képes gatolni a DNS girdz mikodését. GyrA és GyrB a giraz enzim alegységei
(Buts és mtsai., 2005).

2.6.2. A relBE gének

A kromoszomadlis re/BE génekrdl a RelE toxin és a RelB antitoxin fehérjék irdédnak at, melyek
egylitt nem toxikus komplexet alkotnak (Gotfredsen ¢s Gerdes, 1998, Galvani és mtsai., 2001). Az
egyik legnépesebb TA csoport, melynek toxin tagjai (RelE) mRNS hasitdson keresztiil
befolyasoljak a transzlaciot és csokkentik a sejtek szaporodasat (Gotfredsen és Gerdes, 1998,
Christensen €s mtsai., 2001, Pedersen ¢€s mtsai., 2002). A toxin a riboszoma A kotéhelyénél képes
az mRNS molekulékat hasitani in vitro és in vivo egyarant (Pedersen €s mtsai., 2003, Christensen és
Gerdes, 2003). A vagas soran kodon preferenciat is tapasztaltak, hiszen az UAG ¢és UAA helyeken
800 illetve 100 szorosa a hasitasi gyakorisdg az UGA stop kodonhoz viszonyitva ezen kiviil a
hasitasi helyek mindig a kodolo régidkat fedik le (Pedersen és mtsai., 2003).

A CFU csokkenésének ellenére nem feltétleniil pusztulnak el a sejtek a taltermeld torzsek esetében
sem (Pedersen és mtsai., 2002). Erdekes hogy némely kromoszomalis relBE gén terméke képes
plazmid stabilitasi faktorként is miikddni bizonyos replikonokkal kdlcsonhatva (Gotfredsen és
Gerdes, 1998), melynek pontos folyamata még nem kellden tisztazott. A csoportban vannak olyan a
relBE génekkel nagy homoldgiat mutaté TA rendszerek, melyek episzoméakon talalhatok és
klasszikus plazmid stabilitast noveld faktorok (Smith és Rawlings, 1997, Gronlund és Gerdes,

1999).

2.6.3. Az Rts1 plazmid higBA rendszere

Az Rtsl plazmid higBA (host inhibition of growth) lokusza kodolja a HigB toxint és a HigA
antitoxin fehérjéket (Tian és mtsai., 1996). Ez a tipustt TA modul plazmid stabilitasi faktorként hat,
a plazmidmentes sejtek novekedését gatolja. A gatlas pontos modja még nem ismert. Ellentétben
mas addikciés modulokkal a toxin fehérjét kodol6 ORF 5’ iranyban talalhat6 a kromoszéman az

antitoxin¢hez képest. A mas TA rendszerek koziil a HigB legkdzelebbi rokona a RelE csoportja,
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melyhez jelentds hasonlosagot mutat, de az antitoxin fehérjék teljesen mas tipusa DNS kot6 protein

csaladba tartoznak (Pandey és Gerdes, 2005).

2.6.4. Az RK2 plazmid parDE génjei

Az RK2 széles gazdaspecificitasti plazmid stabilitasi rendszereként szolgald parDE TA modul a
ccdBA rendszerhez hasonlatosan a DNS girdz gatlasan keresztiil a novekedésre gyakorolt negativ
hatasaval csokkenti a plazmidmentes utodsejtek szaporodasat (Roberts és mtsai., 1994, Sobecky és
mtsai., 1996). A TA modul stabilizacids hatasat fajspecifikus faktorok is befolydsoljak (Sia és
mtsai., 1995). A ParE toxinfehérje szintén jelentés homologiat mutat a RelE toxinhoz, de érdekes,

hogy mas a cellularis hatadsmechanizmusa (Pandey ¢és Gerdes, 2005).

2.6.5. A pemlIK és mazEF (chp) 16kuszok

Az ebbe a csaladba tartoz6 addikciés modulok a legjobban ismertek €s tanulmanyozottak. Az R1 ¢és
R100 replikonnal rendelkezé plazmidok stabilitdsi komplexei (Bravo és mtsai., 1987, Tsuchimoto
¢és mtsai., 1988), kis/kid (killing suppressor ¢és killing determinant) és a pemIK (plasmid emergency
maintenance), és ezek kromoszomalis homoldgjai, chpA és chpB (chromosomal homologues of
pem) lokuszok (Masuda és mtsai.,, 1994, Masuda ¢és mtsai., 1993, Metzger és mtsai., 1988)
klasszikus TA elrendezddést mutatnak. A chpA 16kuszt legujabban mazEF néven ismertetik. A
MazF toxin a bakteridlis programozott sejthalal folyamataiban is részt vesz, tobbek kozott a sejt
energiahdztartasdban eszencidlis mazG és era génekrdl képz6dd mRNS-ek szekvencia specifikus
hasitasan keresztil fejti ki citotoxikus hatasat (Zhang és mtsai., 2003, Zhang és mtsai., 2005). A
pem ¢és kis/kid rendszerek szintén képesek mRNS szekvencia specifikus hasitdsdra de nem
feltétleniil pusztitjdk el a sejtet, ellenben jelentdsen csokkentik a plazmidmentes utodgeneracio
novekedését (Jensen és mtsai., 1995). A RelE toxinnal ellentétben a PemK toxin nem igényli a
riboszoma jelenlétét az mRNS hasitdsa soran. A tisztitott MazF fehérje az ACA helyen hasitja az
mRNS-t (Zhang és mtsai., 2003, Zhang és mtsai., 2005). A hasitas fiziologids koriilmények kozott
nagyobb valoszinliséggel torténik a kodold régioban, ami a riboszémak befolyasold szerepét is
valosziniisiti a vagasi folyamatban (Christensen és mtsai., 2003). A MazEF hatdsmechanizmusaban
részt vesz egy pentapeptid (NNWNN), mely kikeriilve az extracelluldris térbe a szomszédos
sejtekben TA modul aktivaciot okozva, nem direkt hatva a toxin-antitoxin alegységre, a sejtek
pusztulasat okozza (Kolodkin-Gal és mtsai., 2007). A tisztitott peptid (extracellular death factor,
EDF) az E. coli sejttenyészethez adva Onmagéaban is jelentés CFU csokkentd hatassal bir

(Kolodkin-Gal és mtsai., 2007).
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2.6.6. A phd/doc TA rendszer

A Pl profag a sejtben egy genetikailag stabil, extrakromoszoémalis replikonként viselkedik.
Stabilizacidjanak egyik faktora a phd/doc lokusz. A doc (death on curing) gén kodol egy toxin
fehérjét, Doc, a phd (prevent host death) allél pedig egy antitoxin fehérjét, Phd, kddol, amely képes
semlegesiteni a Doc fehérjét (Lehnherr és mtsai., 1993). A plazmid stabilizacids hatds mas TA
rendszerekhez hasonloan az antitoxin alegység lebomldsan és ezéltal a toxin felszabadulasan
keresztiil valosul meg (Lehnherr és mtsai., 1995). Az addikciés modul Phd2Doc trimer komplexet
alkot (Gazit és Sauer, 1999). Kromoszémalis homoldgjai is megtalalhatok szdmos baktériumban.
Indirekt bizonyitékok arra utalnak, hogy a transzlacioé gatlasan keresztiil fejtik ki novekedésgatld

hatasukat az ebbe a csoportba sorolt addikcids rendszerek (Hazan és mtsai., 2001).

2.6.7. vapBC 16kuszok

A vapBC (virulence associated protein) rendszereket és homologjait legel6szor a Salmonella dublin
(Pullinger és mtsai., 1992) és Shigella flexneri (Sayeed és mtsai., 2000) fajokon irtak le, mint
virulenciafaktorokat hordozo6 plazmidok stabilitasi rendszereit. A VapB antitoxin neutralizacidja az
adott plazmid elvesztését okozza a vizsgalt torzsekben és novekedéscsokkenéssel vagy akar
pusztulassal is végzOdhet a plazmidmentes utddsejteknél (Sayeed €s mtsai., 2000). Nagyon népes
csaldd mind az eubaktériumok mind az archeobaktériumok koérében egyarant. A VapC toxin
hatdsanak molekuldris mechanizmusa még nem teljesen tisztdzott, az azonban nagyon érdekes,
hogy mindegyikre jellemzé a PIN (domain homologues to the N-terminal domain of the pilin
biogenesis protein PilT) domén megléte (Anantharaman és Aravind, 2003). Az eukariotak korében
ez a PIN domént tartalmazo fehérjecsalad olyan ribonukleazokbol all, melyek az NMD (nonsens-
mediated mRNA decay) és RNS interferencia folyamatokban vesznek részt (Clissold és Ponting,
2000). Ez egy lehetséges evolucidos kapcsolat lehet a génexpresszids mindségbiztositasi
rendszereknél az eltéré szervezddési szintli organizmusok esetében (Anantharaman és Aravind,

2003).
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2.6.8. Az w- &- { 16kusz

A Streptococcus pyogenes széles gazdaspecificitasi pSM19035 plazmidjanak TA rendszere
egyediilallo a felépitése miatt, ugyanis harom fehérje alkotja az addikcids rendszert. A Q represszor
képes autoregulalni az egész w- ¢- { operont (de la Hoz és mtsai., 2000). Az ¢ kodol egy antitoxint
¢s a { egy toxin alegységet (Ceglowski és mtsai., 1993, Camacho és mtsai., 2002). A toxin antitoxin
altali gatlasa egy fehérje-fehérje kapcsolaton keresztiil valosul meg (Meinhart és mtsai., 2003) és a
toxin aktivacidja az antitoxin proteaz altali inaktivacidval torténik (in vivo) (Camacho és mtsai.,
2002), amint az elvarhat6 egy kanonikus TA rendszertél. Ez a TA rendszer is a transzkripco-
transzlaci6, még ismeretlen mechanizmus alapjan torténd gatlasan keresztlil fejti ki hatdsat,
jelentésen csokken a tuléld sejtek szama az antitoxin neutralizacidjanak kovetkeztében (Meinhart és

mtsai., 2003). Csak a Gram -pozitiv baktériumok korében fordul eld ez a fajta addikcids rendszer.

2.7. Két specialis csoport

2.7.1. A 1L. tipusu restrikcios- modifikacios (RM) rendszerek

Ez egy specidlis csoport, mely plazmidon és kromoszoman egyarant megtaldlhatdé minden
baktériumban ¢€s foleg a sajat és idegen DNS megkiilonboztetést szolgalja a sejtek életében (Chang
¢s Cohen, 1977, Bickle és Kruger, 1993), ezaltal a fagfertézések lekiizdésének komponense. Az
egyik alegység képes metiladlni a target, altaldban hemimetilalt konjugacidval bejutott vagy
replikacio soran keletkezett, DNS-t és ezaltal a vele komplexet alkot6 DNS hasitd restrikcios
endonukledz nem képes a metil csoport miatt kifejteni a katalitikus aktivitasat. Metilalatlan kettds
szali DNS-t -fagfert6zés, plazmid vagy barmilyen mas idegen nukleinsav bejutdsa- az endonukleaz
elhasit és az igy degradalodik. A plazmidon kodolt RM rendszerek nagyon hatékony plazmid
stabilitasi faktorként miikodnek és a plazmidmentes utddsejteket elpusztitjak (Naito €s mtsai.,

1995).

2.7.2. A hipBA 10kusz

A baktériumok antibiotikum kezelés hatdsara és szamos stresszhatasra adott valaszukként un.
perziszter sejteket hoznak létre. Ez a baktérium populacioban 10 gyakorisaggal kialakulo specialis
anyagcserével jellemezhetd fiziologiai allapotu sejtvonal képes a stresszhatdsok tulélésére oly
moddon, hogy mintegy ,,alvd”, rezisztens, allapotba vonulva az anyagcsere folyamatokat ledllitja. A

perziszter sejtek képzddése szorosan Osszefiigg a PsG szintézissel és ezen metabolitok
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intracelluldris szintjének emelkedésével. A pontos mechanizmus még nem ismert de a
transzkripcid, transzlacid, replikacio, DNS szintézis leallitdsa kimutathatd volt a perziszter sejt
képzddés soran (Korch és mtsai., 2003). Az irodalom megkiilonboztet 1. tipusu perziszter sejteket,
melyek a stacioner fazisban fiziologids kondiciok mellett képzddnek és II. tipustiakat, melyek
barmilyen fazisban keletkezhetnek stressz hatasara (Korch és mtsai., 2006)

Az E. coli néhany plazmidjan leirt hipBA (high persistence) lokusz két polipeptidet kodol: a HipB
antitoxint, autoregulacidért felelds represszort és a vele komplexet alkotdé HipA toxint (Black és
mtsai., 1994, Falla és Chopra, 1999). A funkcioképes hipA allélt hordozo E. coli torzsekben a toxin
antidotum nélkiili taltermeltetése a citoplazmaban noveli az . tipust perziszter sejtek képzddésének
ardnyat az antibiotikum kezelés hatasara, akar 10~ —re is néhet a perziszter képzédés gyakorisaga
(Black ¢és mtsai., 1991). A toxint taltermeld sejtek a stressz (penicillin kezelés) hatdsara nagyon
lassan szaporodnak. Ez a ndvekedés a leglassabb a stacioner fazisba 1épd sejtek esetében, melyek
friss médiumba torténd atoltas hatdsara elvesztik ,,alvd” allapotukat (Balaban €s mtsai., 2004).

A perziszter sejt képzOdés mechanizmusanak megismerése nagyon értékes lehet orvosi és

peszticidkémiai vonatkozasban az 0j bakteriosztatikumok kifejlesztése soran.

2.8. Szerkezet és regulacio az addikcios modulok korében

A TA modulok antitoxin alegységei képesek koétddni az addikcidés modult 5° irdanyban megel6z6
promoter-operator régidhoz, ezéltal az egész egység transzkripcidjat, mint represszor, képes
szabalyozni a toxinnal, mint korepresszorral, egyiittmiikodve (Afif és mtsai., 2001, Santos-Sierra és
mtsai., 2002, Zhang és mtsai., 2003, Smith és Magnuson, 2004, Lemonnier és mtsai., 2004).
Altalaban elmondhat6, hogy a kis méretli antitoxin polipeptid N-terminalis része tartalmazza a
nagyon valtozo6 felépitésit DNS koté motivumot (2. tablazat). A toxin gatlasaért felelés motivum
szeparalt a DNS kot6 egységtdl az antitoxinon beliil (Smith és Magnuson, 2004). A represszidban a
direkt DNS-fehérje interakcio soran csakis kizardlag az antitoxin vesz részt, mig a toxin alegység
csak ko-represszorként szerepel stabilizdlva a DNS-fehérje komplexet €s hatékonnyd teszi a
transzkripcid gatlasat (Gotfredsen és Gerdes, 1998, Zhang és mtsai., 2003, Marianovsky ¢és mtsai.,
2001, Magnuson ¢és Yarmolinsky, 1998). Az antitoxin dnmagaban in vitro koriilmények kozott
(EMSA kisérletek) csak magas koncentracioban képes kotédni az operatorhoz, amely kotés
affinitasat a toxin jelenléte nagymértékben noveli (Afif és mtsai., 2001, Bodogai és mtsai., 2006).
Ez aldl az egyik kivétel a ParD antitoxin, mely egymagaban is képes gatolni a parDE operon
transzkripcigjat.

A transzkripcids gatlas hatékonyséaga fligg a toxin és antitoxin ardnyatdl. A CcdA2-CcdB2 tetramer

hatékonyan képes kotddni az operatorahoz, ellentétben a hexamer (CcdA2-CcdB4) formacioval
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(Afif és mtsai., 2001, van Melderen és mtsai., 1994). Altaldban elmondhato, hogy a toxin tal magas
koncentracioja csokkenti in vivo és in vitro korilmények kozott az egész TA komplexnek az
affinitasat az operatorhoz. Ezt a megfigyelést tdmasztja ald a ParDE addikcios rendszer viselkedése
in vitro kisérletekben magas ParE koncentracio esetében (Johnson és mtsai., 1996) és a phd/doc TA
rendszer elemeinek mikodése magas Doc fehérje koncentracio esetében (Magnuson és
Yarmolinsky, 1998).

A DNS oldalrél megkdzelitve a fehérje-operator kapcsolatot, altalaban a kdtdhely architektraja
direkt ismédlédd szekvencia, mint a vapBC csalddba tartoz6 ntrPR TA rendszer esetén (9. dbra)
(Bodogai ¢és mtsai., 2006) vagy forditottan ismétlodd (inverted repeat, palindrom) régid, mint a
phd/doc, és pemIK rendszer esetében (Gazit és mtsai., 1999, Tsuchimoto és mtsai., 1988). Nagyon
érdekes a mazEF TA rendszer operdtora, melyben harom kotdhely talalhat6. A fehérjék MazE3-
MazF2 pentamert alkotnak (9. dbra). A toxin ebben az esetben is csak korepresszorként, stabilizalo

kereszthidként szolgéal (Marianovsky és mtsai., 2001).
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A.

E. coli mazEF operator régidja. A harom kotohely, két direkt €s egy forditott ismétlodo rész, lefedi
a két promotert (P, és P3). A MazF korepresszor nem vesz részt a DNS kotésben, csak a MazE. -10
¢s -35 a prométer elemei (Buts és mtsai., 2005).

FDF DS

5 gamatttgorcgTATCTACAATGeagA TTGATATATACEgTATCTACATAT Gat agoggt ttgagy ¥
TES

P,

PZ
B -35 35 -10 rt-m I->

CCGGAATTCGTCGACGGGAGTTAGGCCGAAATTTGCTCGTATCTACAATGTAGATTGATATATACTGTATCTACATATGATAGCGGTTTGAGG
GGCCTTAAGCAGCTGCCCTCAATCCGGCTTTAAACGAGCATAGATGTTACATCTAACTATATATGACATAGATGTATACTATCGCCAAACTCC

A

B.

E. coli pemIK 18 bp hosszu operatora két (9-9) teljesen szimmetrikus palindrombdl all (alahuzott
nukleotidok), mely atfed a -10 promoter régidval (Masuda €s mtsai., 1994).
-35 -10

TGGTGTGTTTTTTTAGTGGATGTTATATTTAAATATAACTTTTATGGAGGTGAAGAATG

C.

R. meliloti ntrPR operonja egy 4 bp altal elvalasztott direkt ismétlodé szekvenciabol all. Az egyik
feélkotohely atfedd a transzkripcios startponttal (Bodogai és mtsai., 2006).

Transcription start point
ntrP

CoGCATATACAT TTAGGCATATACAARGE A CACGAATCCCATGC CCCTCCCETTECCETCATCGCGACCTARRGARGTAR
GCCGTATATGTAAATCCGTATATGTTTCCTCTGCTTACGGTACGEECAGGGCARCGECAGTAGCGCTGGATTTCTTCATT

D.
A CcdB és CcdbA fehérjék szerkezete az operatoron.

(a)

+CedB,

9. abra: Operon szerkezetek a TA modulok korében
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A sejtben jelen levd stabil TA komplex csak akkor képes ellatni funkcidjat, toxin aktivacio, ha az
antidotumként szolgal6 antitoxin lehasad a komplexrdl. A legtobb esetben ezt a stresszor altal
aktivalt fehérje végzi. Ilyen példaul a Lon protedaz, mely aminosav €hezés soran €s stacioner
fazisban aktivalodik, illetve a hibés fehérjéket degradalja. Ez a protedz képes specifikusan bontani a
RelB antitoxint és ezaltal aktivalni a RelA toxint (Christensen és mtsai., 2001, Christensen és
Gerdes, 2004). Viszont a MazE antidotum inaktivaciojat a ClpXP (caseinolytic protease) végzi
stacioner fazisban (Aizenman €s mtsai., 1996) de indirekt bizonyité¢kok vannak arra nézve, hogy
aminosav ¢hezés sordn a Lon protedz is képes inaktivalni az antitoxint (Christensen €és mtsai.,

2003).

| |

: proteaz

i o B

| N

L D B target
R | 1

-~ Antitoxin Toxin

~ peml pemK

b
e~ N9B  a  higA

.~ v e~ ¢ ¢

d EEEEEEEEER

10. abra: Addikciés modulok génszervezddése €s sematikus dbra az autoregulaciorol.

Fekete az antitoxin, sziirke a toxin cisztron (a). A mazF/pemK csalad egy promoterrel rendelkeznek
az antitoxint 5’ megel6zd irdnyban (b). A higB ¢és higA cisztronok atirasa kiilon torténik, k6zos
autoregulacioval (c). Itt a toxin cisztron (higB) 5’ irdnyban, tehat felboritva a klasszikus TA
elrendezést, talalhat6 az antitoxinhoz (higA) képest. A higA promoter atfed a higB ORF-el. Mindkét
promotert a TA komplex autoregulalja. Az - &- ¢ 10kusz harom cisztronja koziil a & és ¢ kiilon
promoterrel rendelkezik (d). Az Q fehérje képes regulélni a ¢ antitoxin és { toxin transzkripcidjat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt baktériumtorzsek és bakteriofagok

E.coli DH5a Hanahan, 1983

E.coli BL21(DE3) pLys3 Novagen

Rhizobium meliloti 41 Szende és Orddgh, 1960
Agrobacterium tumefaciens C58 Cereon

ARS45 fag Simons ¢és mtsai., 1987
16-3 fag Orosz ¢és Sik, 1970

3.2. Felhasznalt plazmidok

név rezisztencia referencia

pCU101 Cm Thatte és mtsai., 1985
pCU996Q Sp/Str Banerjee és mtsai., 1992
pMLB1109 Amp Papp és mtsai., 1993
pRK2013 Km Figurski és Helinski, 1979
pSEM155 Km Ferenczi és mtsai., 2004)
pSEM289 Km Ferenczi és mtsai., 2004
pSEM211 Km Ferenczi és mtsai., 2004
pSEMOI1 Km Semsey és mtsai., 1999
pPM232 Km Papp €s mtsa., 2002
pPM238 Km Ferenczi és mtsai., 2006
pGSBI Sp Ferenczi és mtsai., 2004
pGSB42 Sp Ferenczi és mtsai., 2004
pGSB62 Sp Ferenczi és mtsai., 2004
pBAD24 Amp Guzman és mtsai., 1995
pAPR1 Amp, pGSB1 Acc651 Klenow+ pemPR up és pemPR low 133 bp fragment
pAPRI1 Amp, pGSB1 Acc651 Klenow+ pemPR up és pemPRK low 455 bp fragment
pAPR2 Amp, pMLB1109 Acc651 Klenow+ pemPR up és pemPR low 133 bp fragment

25



pPIK1
pPI1
pPK1
pET 16
pET 22

pETI16 Amp,

Amp, pBAD24 Ncol-BamHI + IbadNco- pemKlowBam fragment
Amp, pBAD24 Ncol-BamHI + IbadNco- pemllowBam fragment
Amp, pPBAD24 Ncol-BamHI + KbadNco- pemKlowBam fragment
Amp Novagen
Amp Novagen
pET16 Ndel-BamHI+peml antitoxin, N-term. His-Tag (pemINde-

pemllowBam fragment)

pETK22 Amp, pET22 Ndel-BamHI+pemK toxin, C-term. His-Tag (pemKNde up-pemKNotH

fragment)

pEIK22 Amp, pET22 Ndel-BamHI+peml nativ és pemK C-term. His-Tag (pemINde-
pemKNotH fragment)

pPRM1 Amp, pMLB1109 Acc651 Klenow+apr low €s apr up szint. oligonukl.

pPRM?2 Amp, pMLB1109 Acc651 Klenow+aprac3low és aprac3up szint. oligonukl.
pPRM3 Amp, pMLB1109 Acc651 Klenow+aprtgd low és aprtgd up szint. oligonukl.
pK22 Amp, pET 22 Ndel-BamHI+pemK toxin (pemKNdeup- pemKlow fragment)
pl22 Amp, pET 22 Ndel-BamHI+peml toxin (pemINde- pemllow fragment

pIK22 Amp, pET 22 Ndel-BamHI+ pemlIK toxin (pemINde- pemKlow fragment)

3.3. Oligonukleotidok

Sp6 up

Sp6 low

Sp4 up

Sp4 low
CM-E low
Xbalrep5
CMIsl-Eagl up
CMlsl-Eagl low
Alal up

Alal low

Ala2 up

Ala2 low

Ala4 up

Ala4 low
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=) K}
ttgactacaattgtagttgtatatagt
actatatacaactacaattgtagtcaa
ttgactctacaattgattgtatatagt
actatatacaatcaattgtagtcaa
ggccggcaaataggttgttgatcgectgggegetttg g
gataatctagaatgcataaagggacatttcac

¢ caa agc nnn nnn gcg atc aac aac cta ttt gcc
ggcece gge aaa tag gtt gtt gat cge nnn nnn get ttg g
C caa agc gcc cag geg atc aac aac cta ttt gce

ggcec ggc aaa tag gtt gtt gat cge ctg gge getttg g

C caa agc caa gcc geg atc aac aac cta ttt gec

ggcce gge aaa tag gtt gtt gat cge gge ttg get ttg g

C caa agc caa cag gcg gcc aac aac cta ttt gcc

ggcc ggc aaa tag gtt gtt ggc cge ctg ttg get ttg g



Ala5 up

Ala5 low ggece gge aaa tag gtt gge gat cge ctg ttg get ttg g
Ala6 up C caa agc caa cag gcg atc aac gec cta ttt gece
Ala6 low ggcec gge aaa tag gge gtt gat cge ctg ttg get ttg g
Ala7 up C caa agc caa cag gcg atc aac aac gcc ttt gcc
Ala7 low ggece gge aaa gge gtt gtt gat cge ctg ttg get ttg g
pemPR up gcggaagecggttatte

pemPR low cctggcegtcttattttcgtg

pemPRK low ttcgtecttgatttcgetgectac

lacZprex ggegegeecccgggtace

IbadNco catgccatggecgtgaccacgaaaataa

KbadNco catgccatggtccgcaaccagatccccaage
pemllowBam cgggatccctatcacaacgcttetttgecgaca
pemKlowBam cgggatcctcaagetggatcgateatge

pemINde ggaattccat atgaccgtgaccacgaaaataaga
pemKNotH ataagaat gcggecggatcgatcatgctgatga

pemKNde up ggaattccatatggtccgcaaccagatccccaage

apr up aattcttgacatcatgatgatctgtgctacatatgttgcacag

apr low gtacctgtgcaacatatgtagcacagatcatcatgatgtcaag
aprac3 up aattcttgacatcatgatgatcagtgctacatatgttgcaccg
aprac3 low gtaccggtgcaacatatgtagcactgatcatcatgatgtcaag
aprtg4 up aattcttgacatcatgatgatctgttctacatatgttggacag
aprtg4 low gtacctgtccaacatatgtagaacagatcatcatgatgtcaag

C caa agc caa cag gcg atc gcc aac cta ttt gce

3.4. Baktériumok tenyésztéséhez hasznalt taptalajok

Az Escherichia coli és Agrobacterium tumefaciens baktériumtorzsek szaporitasahoz LB (Sambrook
és msati.,, 1989) komplett tapoldatot és 1,5% agart tartalmazé LB-t, mint szilard taptalajt,
hasznéltunk. A R. meliloti torzseket GTS (Kiss és mtsai., 1980) minimal taptalajon novesztettiik. A
kisérletek folyaman az E. colit 37°C-on, a R. meliloti 41-et és az A. tumefaciens C58-at 28°C-on
szaporitottuk. A szelekciora hasznalt antibiotikumokat a kovetkezd végkoncentraciokban

alkalmaztuk:

ampicillin: 100 pg/ml; spektinomicin: 50 pg/ml; kloramfenikol 20 pg/ml (E.coli)
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kanamicin: 30 pg/ml (E. coli), 400 pg/ml (R. meliloti), 100 pg/ml (A. tumefaciens); spektinomicin:
100 pg/ml (4. tumefaciens, R. meliloti)

3.5. A plazmidba épitett fragment fagba juttatisa homolég rekombiniciéval (Simons és

mtsai., 1987)

A pMLB1109 plazmidba épitettiik a promotert tartalmazo szintetikus oligonukleotidokat, majd 2%
maltozt tartalmazé YTB, folyadékban éjszakan at felnovesztett (10° CFU/ml) pMLB1109 plazmid
szarmazékat tartalmazo E.coli sejtekhez CaCl, és MgCl, adtunk 10 mM/ml végkoncentracioban
majd ARS45 fagtorzzsel feliilfertéztik (10° PFU/ml, multiplicitas =1). Az optikai denzitast
féloranként mértiik, majd amikor mar nem csokkent tovabb (baktériumok lizisének, ‘burst”, vége)
tized térfogat kloroformmal leéllitottuk a fertdzést. Centrifugalas utan a fagokat titraltuk baktérium
pazsiton ¢és a kék, rekombinans faggal fertdzott plakkbol a lizogén baktériumokat szélesztéssel egy

telepre tisztitottuk, majd kompetens sejteket allitottunk elé (Mandel és Higa, 1970).
3.6. Plazmid DNS bejuttatasa baktériumsejtekbe
3.6.1 Bakterialis sejtek transzformalasa

A transzformalashoz haszndlt E. coli kompetens sejtek eldallitdsa Mandel és Higa modszere szerint
tortént (Mandel és Higa, 1970). Transzformalaskor a mélyhtitétt kompetens sejteket 10 percig jégen
tartva felolvasztottuk, majd a plazmid DNS hozzdadasa ¢és rovid keverés utan 30 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kovetden 2,5 perces hdsokkot alkalmaztunk 42°C-on, majd 5 percig jégen
inkubaltuk a mintékat. Szelektiv taptalajra szélesztés eldtt 40 percig, LB tapoldatban regeneraltuk a
sejteket, 37°C-on.

3.6.2. Konjugacio (harom sziil6s)

A plazmid DNS recipiens sejtekbe juttatdsahoz az E. coli DH5a torzsét hasznaltuk donorként. A
folyamathoz a pRK2013 vagy a pCUI101 plazmidot tartalmazé konjugacids helper torzseket
alkalmaztuk. A donor, a recipiens és a helper sejteket szilard taptalajon -egy éjjelen at- egyiitt
inkubaltuk 28 °C-on, majd a mintdkat antibiotikumot tartalmazd6 LA vagy GTA taptalajra

szélesztettik.

28



3.7. Plazmid DNS tisztitasa

A plazmid DNS tisztitdsat alkalikus feltardssal végeztiik (Birnboim ¢és Doly, 1979). A
nukleotidsorrend meghatarozashoz sziikséges nagyobb tisztasagi DNS-t, a QIAGEN cég altal
gyartott Qiaprep plazmid miniprep kittel izolaltuk. A munka sordn a gyartd utasitasa szerint jartunk

el.

3.8. Total-DNS preparatum készitése

Kései logaritmikus fazisig novesztett baktériumkultarabol 1,5 ml-t centrifugélds utan 100 pl TE
oldatban (50 mM Tris HCI pH 8, 50 mM EDTA) szuszpendaltunk, majd 10 pl lizozim hozzdadasa
utan 20 percig jégen inkubaltunk. A mintdkat 25 pl STE (5§ mM Tris HCI pH 8, 300 mM EDTA,
0,5% SDS) és 25 pl Proteinaz K (10 mg/ml) hozzaadasat kovetden 15 percig inkubaltuk 50°C-on. A
mintdkhoz 300 ul vizet, majd 100 pl fenolt és ugyanennyi kloroformot adtunk. Ovatos keverés,
majd 10 perces 15000 ford./perc végzett centrifugalds utan a fels6 fazishoz, 0 csében, 400 pul dietil-
étert mértiink. Keverést és 10 perces centrifugalast kdvetden, az alsd fazist fenolos/kloroformos,
majd kloroformos kezeléssel tisztitottuk. A DNS-t 40 ul 5 M kalium-acetat és 1 ml izopropanol
hozzéadasaval csaptuk ki. A preparatumot 75% etanolban mostuk, majd a beszaritast kovetden 100

ul desztillalt vizben felvettiik.

3.9. Total-RNS preparatum készitése

A bakterialis totdl RNS mintakat QITAGEN RNeasy Mini Kittel a gyarto eldirasai szerint végeztiik.

3.10. DNS mintak emésztése restrikcios endonukleazokkal

A DNS mintdkat a gyartd altal javasolt pufferekben, 20-50 ul végtérfogatban, 1-16 6ran at
emésztettiik. Tobb enzimmel vald egyiittes emésztés esetén olyan puffert valasztottunk, amelyben a
felhasznalt enzimek legalabb 75%-os hatékonysaggal miikddnek. Az emésztéseket az adott

enzimhez eldirt hdmérsékleten 2-10 U enzim felhasznaldsaval végeztiik.
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3.11. DNS fragmentumok elvalasztasa

A restrikcids emésztés €és a PCR soran keletkezd DNS fragmentumokat 0,7-1,0%-o0s agardz vagy 2-
3%-o0s NuSieve (FMC) gélen valasztottuk el. A gélelektroforézist TBE pufferben (90mM Tris-HCl,
90 mM boérsav, 20mM EDTA) végeztik, 1 mg/l etidium-bromid jelenlétében. Az elvalasztas
eredményét UV fényben tettiik 1athatova.

3.12. DNS fragmentumok izolalasa agaroz gélbol

A DNS fragmentumok izoldlasara a QIAEX II Gel Extraction kit-et hasznaltunk. A munka soran a

gyartd utasitasait tartottuk szem eldtt.

3.13. Szintetikus oligonukleotidok plazmidba épitése

A szintetikus oligonukleotidokat azonos molaris mennyiségben 6sszekevertiik fmol Sequencing kit
(Promega) 1x pufferben, majd 80 °C-os vizfiirdében 2 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden hagytuk
kihiilni szobahémérsékletig. A ligalasi reakcié utdn a folyamatot megismételtiik és a plazmid-

oligonukleotid ligdtumot kompetens sejtekbe juttattuk transzformaciéval.

3.14. DNS fragmentumok ligalasa

A klonozashoz elengedhetetlen ligalasi reakcid 20 pl végtérfogatban ment végbe, amely
szobahdmérsékleten ragados végek esetén 1 orat, tompa végek esetén két orat vett igénybe. A

reakcidt T4 DNS ligaz (Fermentas vagy Promega) katalizalta (1 Weiss unit/ rekcio).

3.15. DNS nukleotidsorrend meghatarozasa

A DNS nukleotidsorrendet didezoxi-terminacids modszerrel hatdroztuk meg (Sanger és mtsai.,
1977). Az fmol Sequencing kit (Promega) hasznélatakor a gyart6 utasitdsai alapjan allitottuk 6ssze a
reakcidkat. A radioaktiv jelolést [o—"P] dATP direkt inkorporacioval, illetve a DN-4az footprinthez
hasznalt molekulatomeg marker esetében végjelolt primer felhasznaldsaval végeztik. A

radioaktivan jelolt fragmentumokat 6%-os denaturald (8 M urea, 38:2 akrilamid-biszakrilamid)
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poliakrilamid gélen valasztottuk el. Az elvélasztas soran 1xTBE puffert 70 W teljesitményt és 40

mA aramerdsséget hasznaltunk.

3.16. Transzkripcios starthely meghatarozasa (primer extension)

A reakcidhoz tervezett primer (lacZprex) 5° végét [7—32P]ATP-Vel jeloltik T4 polinukleotid
kinazzal (Gibco). A reakciot 20 ul térfogatban végeztiik, ami tartalmazott 50 ug, totdl RNS-t, 2
pmol radioizotoppal jelolt DNS primert, mind a négy nokleotidbol 2 mM-t, 2 M betaint, 1 mM
MnCly-ot, 10 mM Tris-HCI-t (pH 8,3), 90 mM KCl-ot és 5 egység Tth DNS polimerazt (Promega).
A reakcioelegyet 74°C-on 30 percig tartd inkubalds utdn etanollal kicsaptuk, majd RN-azzal
emésztettiik 37°C-on 30 percig. A terméket 6%-os denatural6 (8 M urea) poliakrilamid gélen (38:2

akrilamid-biszakrilamid) valasztottuk el.

Az autoradiogrammot Storm 840 Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, U.S.A.)

késziiléken vizualizaltuk.

3.17. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A polimerdz lancreakciot DNS szakaszok amplifikdlasara hasznaltuk. A fehérje termeltetéshez

crer

végeztiikk. Nagyobb méreti DNS darabok amplifikalasanal KlenTaq (Sigma), mas esetekben Tag
(Promega, Fermentas) polimerazokat hasznaltuk. Az enzimek hasznalatakor a gyartd utasitasait
kovettiik. Altalaban a reakciokat 50 ul végtérfogatban, 50-50 pmol primer, 2,5 mM MgCl,, 2ul 2,5
mM dNTP oldat, 2-5 U polimeraz és 5 pl 10X polimeraz puffer jelenlétében végeztiik.

3.18. B—Galaktozidaz aktivitas mérés
Az E. coli, R. meliloti és az A. tumefaciens torzsekben végzett P—galaktozidaz aktivitasanak

meghatarozasa Miller és munkatdrsai altal kidolgozott modszerrel tortént (Miller, 1972).

31



3.18.1. Represszio értékek (R) meghatarozasa

A represszidt az aldbbi egyenlet alapjan szamitottuk: MU= Miller Unit

MU, indukalt, fehérjét termeld

R=1-
MU, indukalatlan, fehérjét nem termel6

3.19. Fehérje thaltermeltetés

Az expresszios vektorba (pET16, pET22, Novagene) épitett DNS fragmentek altal kodolt fehérjék
tultermeltetésére E. coli BL21(DE3)pLys3 torzset hasznaltuk. A transzformalas sordn keletkezett
telepek éjszakan at szaporitott tenyészeteit 100x-ra higitottuk, és ODggo 0,6-0,8 értékig (kései log
fazis) novesztettiik. Az expresszio indukcidjadhoz IPTG-t alkalmaztunk (0,5 mM IPTG) 2-3 6ran

keresztiil 37 °C-os inkubécioval.

3.20. Fag DNS tisztitas

A bakteriofag DNS tisztitasat Dallmann és munkatarsai (1979) altal leirtak szerint végeztiik.

3.21. Fehérjék elvalasztasa

A fehérjék elvalasztasat Laemmli altal leirt SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel végeztik
(Laemmli, 1970). A gélt és a puffereket Sambrook és mtsai altal leirtak alapjan készitettiik. A
gélben a fehérjéket Coomassie brillant blue festékkel festettiik meg, majd a felesleges festéket 10%

ecetsavat és 20% metanolt tartalmazd eleggyel mostuk ki. A glutiraldehid keresztkotés soran a

tisztitott Peml és PemKyis) fehérjéket az EMSA kisérletekben hasznalt dsszetételti pufferben 1%
megfelelden végeztiik az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist.

3.22. His-Tag jelolt fehérjék izolalasa, tisztitasa

A His-Tag jelolt fehérjéket QIAGEN QIAexpress kittel tisztitottuk, a gyarto utasitasait kovetve.
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3.23. Gél-retardacios teszt (,,band-shift”)

A hidroxil gyok interferencia footprint reakcidkhoz sziikséges EMSA kisérleteket Bodogai és mtsai.

altal leirtak alapjan végeztiik (Bodogai és mtsai., 2006).

3.24. DN-az I footprint

A DN-4z I protekcids footprint kisérleteket Bodogai és mtsai. altal leirtak alapjan végeztiik
(Bodogai ¢és mtsai., 2006). Az autoradiogrammokat Storm 840 Phosphorimager (Molecular

Dynamics, Sunnyvale, CA, U.S.A.) késziiléken vizualizaltuk.

3.25. Hidroxil gyok footprint

A hidroxil gyok interferencia footprint vizsgalatokat Papp és munkatarsai altal leirtak alapjan
hajtottuk végre (Papp és mitsai.,, 2000). Az autoradiogrammokat Storm 840 Phosphorimager

(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, U.S.A.) késziiléken vizualizaltuk.

3.26. Bioinformatikai modszerek és internet oldalak

A vizsgélt organizmusok ortolog génjeit az NCBI mikrobialis BLAST programjaval azonositottuk
(Pearson és Lipman, 1988). A génsebészeti manipulacidkhoz sziikséges nukleotid bazissorrend
informéciokat is innen meritettiik.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.27. Vegyszerek és enzimek

A felhasznalt finomvegyszerek a Reanal, Serva és a Sigma cégektdl szarmaztak. A restrikcids
endonukledzokat a Promega, az MBI Fermentas és az Amersham cégektdl vasaroltuk. A Pfu, a Tag
polimerdz és Klenow polimerdz enzimeket a Promega, mig a KlenTag polimerazt a Sigma cégtol
szereztiik be. A T4 DNS ligazt az MBI Fermentas cégt6l véasaroltuk. A radioizotoppal jelolt
nukleotidokat az Izotop Intézet Kft. szallitotta.
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4. EREDMENYEK

4.1. Bevezetés

A dolgozat latszolag két eltérd rendszer vizsgalatabol épiil fel, melyek kozott a kozos kapcsolodasi
pont, hogy DNS-fehérje interakcids vizsgalatokat hasznaltunk a génszabalyozési funkcio és a
molekularis szintli szerkezetek tisztazasahoz. Mindezen elemeket olyan részletességgel vizsgaltuk,
hogy elkészithessiink egy miikodési modellt, illetve a 16-3 fag represszor esetében egy mar
meglevd modellt kiegészithessiink.

Kisérleteink soran egyrészrol az altalunk létrehozott egy kopids in vivo riporter rendszerekkel
vizsgaltuk a 76-3 fag eredetli vad €s aminosavcserét tartalmazo mutans C represszor fehérjéknek a
kolcsonhatasat vad és mutans operatoraikkal. Célunk ezzel egy olyan szupresszios fenotipust,
megvaltozott specificitdst, ado mutans represszor izolaldsa, mely a DNS-fehérje komplex
kialakuldsanak pontosabb megértéséhez kozelebb vihet minket. Ezekkel a kisérletekkel a represszor
¢s operatorainak dokkolasi mintazatat vizsgalhatjuk, vagyis hogy a két vad operatoron (Og; és Oy;)
a dokkolési feliilet hasznalatdban 1étezik-e eltérés.

Masrészrol A. tumefaciensbdl izolalt pemIK ortoldég toxin-antitoxin (TA) rendszer operonjanak
azonositottuk operatorat és regulacios viszonyait. A fehérjék inerakcidjanak vizsgalatat célzo
kisérleteket kiegészitettilk fehérje-fehérje kolcsonhatds kimutatdsdra alkalmas keresztkotési

eljarasokkal is.

4.2. Egy kopias in vivo méroegység eloallitasa

Szamos genetikai tanulmény és biotechnologiai manipulaciéo igényli, hogy a gazdasejtben
végezzenek kisérleteket a vizsgalni kivant szabalyozo6 fehérjékkel és operatoraikkal. A kiilonb6zé
fajok eltérd anyagcserével, belsé milidvel (pH, ionerdsség stb.) rendelkeznek, mely nem minden
esetben teszi lehetdvé a pontos tanulmanyozast, kizarja példaul a gazdafaktorok hatasait, egy masik
fajban vizsgalva.

Amennyiben a legprecizebb Osszehasonlitdsokat szeretnénk elvégezni, torekedniink kell a vizsgalt
operator—riportergén kopiaszdmanak stabilitdsara. Ha az operator—riportergén episzoman van jelen,
akkor nem alland6 a kopiaszama, hiszen ez valtozhat bizonyos anyagcserefolyamatok,
antibiotikomok, sejtet ért stressz hatdsara. Ezért sziikség van egy stabil, lehetdleg kromoszémara
integralt, egy kopids mérérendszerre. Ezen kiviil ez a feladlldis modellezi leginkdbb a profag

stadiumot, ami a bakteriofag represszorok €s operatoraik vizsgalata soran igencsak eldnyos helyzet.
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Még szerencsésebb a helyzetiink, ha a mérdegység integracidja nem befolydsolja a sejt
¢letfolyamatait.

Munkénk soran a R. meliloti 41 16-3 fagjanak c represszor génje altal kodolt C represszor fehérje és
operatorainak kolcsonhatasat tanulméanyoztuk. A gazdasejtben torténd in vivo vizsgdlatokhoz ezért
eldallitottunk egy a 76-3 tag helyspecifikus rekombinacids rendszerét is hordozé integrativ plazmid
vektort.

A vektor épitése sordn a pSEM143 plazmidba (Semsey ¢s mtsai., 2002) beépitettiik a /6-3 fag

crer

crer

plazmid kanamicin rezisztenciat kodoldo Pvull fragmentet deletaltuk és helyére beépitettiik a
pCU996Q (Banerjee és mtsai., 1996) spektinomicin rezisztenciat kodolo inszertet, majd a plazmid
Acc65l feltoltott helyére beépitettik a pMLB1109 plazmid (Papp és mtsai., 1993) 4,2 kbp hosszi
Dral fragmentjét, mely tartalmaz egy promoter nélkiili lacZ gént T, T, termindtorokkal hatarolva
5'iranybol. Az igy kapott pGSB1 plazmidba Kpnl/Acc651 restrikcids helyre lehet inszertdlni a
vizsgalni kivant operator-promoter régiodt tartalmazd6 DNS darabot (11. abra). A pGSBI1 plazmid
pSC101 replikont tartalmaz, mely csak E. coliban biztositja a replikaciot, mig R. melilotiban, és a
vele rokonsagot mutatd szdmos baktériumfajban, nem. A vektor mob régidja pCUI eredetii, ami
biztositja pCU101 konjugacios helper plazmid segitségével a vektor mobilizalasat konjugacioval
E.colibdl R. melilotiba. Az attP régi6 és a tac promoter altal meghajtott 76-3 int gén lehetdvée teszi a
kozott, az attB régional, a bakterialis gének funkciovesztése nélkiil (Blaha és mtsai,. 2004). A lacZ
gén hatékony riportergén és az upstream talalhatdé T;T, termindtorok gatoljdk a nemkivanatos,
zavard transzkripciot 5'iranybol. A spektinomicin rezisztenciat biztositd gén (Sp”) nagyon jol

miikddd szelekcids marker minden altalunk vizsgalni kivant baktériumfajban.

Kpnl/Acc651 11. abra.: pGSB1 vektor térképe az egyedi restrikcios
helyek feltiintetésvel.
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4.2.1. pGSB1 vektor tesztelése a 16-3 fag C represszor fehérje és a vad tipusu operatorainak

in vivo vizsgalatara

Sajnalatos modon R. melilotiban nem all rendelkezésre az E. coliban megszokott promoterek széles
tarhaza, ezért kénytelenek voltunk egy hatékony, de nem til magas alapaktivitdst mutatd
R.melilotiban is hasznalhaté promoter kivalasztisara. E célbol terveztink olyan o° tipusa
promoterhez hasonlod oligonukleotidokat, melyek tartalmaztak egy 14 bp hosszi Og, represszor
kotohelyet a -10 €s -35 promoter elemek koz¢ ékelddve, megtartva az idedlis 15 bp tavolsagot a két
fontos promoéter box kozott (12A abra). A -10 régioban az N jelolés barmelyik nukleotid lehet.
Azért, hogy R. melilotiban kivalogathassuk a megfeleld promoétereket a pSEMO91 plazmid (Semsey
€s mtsai., 1999) Acc651 restrikcios helyét, ragados véget vago restrikcidos endonukledz, emésztés
utan Klenow polimeraz segitségével feltoltottiik és a pMLB1109 plazmid (Papp és mtsai., 1993) 4,2
kbp hosszi Dral fragmentjét beépitettiik. Az igy kapott pPSEM211 konjugativ méréplazmid képes
replikalodni R. melilotiban is, ellentétben az integrativ, nem replikativ pGSB1 plazmiddal, melynek
visszanyerése R. melilotibol nagyon koriilményes.

Szintetikus degeneralt oligonukleotidok felhasznalasaval a pSEM211 Acc65], a fent leirt moédon
tompa véget generalva, restrikcids helyre épitettiik a promoter-operator egységet, majd E. coliba
transzformacioval bejuttatott plazmidokat konjugécioval R. melilotiba juttattuk. A kék szinii, magas
béta-galaktozidaz aktivitasu, kolonidkbol plazmidot izolaltunk és nukleotidsorrend meghatarozast
végeztiink. Az eredmények alapjan a TATAGT nukleotidokat tartalmazo -10-es boxot tartalmazo

promotert hasznaltuk a fag C represszor és operatorainak kdlcsonhatdsa vizsgalata soran (12B abra).
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-35 -10
S-TTGACTACAATTGTAGTTGTATNTANT-3

Or, Operator

B -35 10
5-TTGACTACAATTGTAGTTGTATATAGT-3

Or, Operator

12. abra: R. melilotiban hasznalhato promoter el6allitasa. (A) Degeneralt -10 régioval ¢és 14 bp
hosszll Og, kotoéhellyel felruhazott szintetikus promoter. (B) Altalunk szelektalt, a késébbiekben a
R. melilotiban hasznalt szintetikus promoter.

A szelekcid utan kivalasztott promoter kdrnyezetbe szintetikus oligonukleotidok felhasznalasaval
¢épitettiik a pGSB1 Klenow polimerazzal feltdltott Acc651 helyére az O, operatort és az Og»
kotéhelyeit tartalmazo szintetikus promoéter-operator egységeket

(Or2 5’-TTGACTCTACAATTGATTGTATATAGT -3’ tartalmazza a pGSB42 ¢és

Or2 5-TTGACTACAATTGTAGTTGTATATAGT -3’ tartalmazza a pGSB62 plazmid)

A pGSB42 és pGSB62 integrativ, R. melilotiban nem replikal6odo, méréplazmidokat konjugacidval
stabilan beépitettuk a R. meliloti 41 és az A. tumefaciens C58 kromoszémajaba. Az A. tumefaciens
esetében is ugyanaz a konzervalt prolin-tRNS-t kddol6 genom rész szolgal integracios célul, mint a
R. melilotinal. A plazmidjaink mindkét fajban egyarant stabil helyspecifikus integraciora képesek
(Semsey ¢€s mtsai., 2002). Az A. tumefaciens C58 azért is érdekes szamunkra, mert széles korben
hasznalatos organizmus a biotechnologiaban €s kozeli rokona a R. melilotinak, ezért jo kontroll
organizmusként szolgal.

Ezt kovetden a vad tipust 7/6-3 ¢ gént hordozo (pSEM91-bdl eldallitott) pPM232 (Papp és mitsai.,
2002) R. melilotiban és A. tumefaciensben is replikativ plazmidot, illetve a kontrollként hasznalt
represszort nem tartalmazé pSEM91 plazmidokat konjugacioval atjuttattuk a vizsgalt baktérium
fajokba. A represszort igy transz helyzetbdl plazmidrol tudtuk, nagy moléris talsulyban, termeltetni
€s a lacZ riportergénen keresztiil mértiik a represszid értékeket a két vad tipust operatoron (O, és

Or2). A kapott eredményeket a 13. abra mutatja.
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Represszor - Vad tipus

Operator R. meliloti A. tumefaciens R. meliloti A. tumefaciens
Oc MU 46 £+ 1 2205 100 45 + 1
R } } 0.78 0.80
Orz MU 603 241+ 2 111 40 + 1
R } } 0.81 0.83

13. abra. Vad tipusu represszor hatasanak vizsgalata két vad tipust /6-3 fag operatoron R.meliloti
¢és A. tumefaciens esetében. MU= Miller Unit, R= represszi6 mértéke

A mérések alapjan megallapithatjuk, hogy a két vizsgalt vad tipust operator (O, és Ogy) a
genoforra célzottan bejuttatva, a vad C represszort transz helyzetbdl termeltetve mindkét fajban
szinte azonos represszid értékeket adott. Az eredmények alapjan, tehat a konstrualt méréegység
alkalmas a 76-3 bakteriofag C represszordnak ¢és operatorainak tanulményozéasira a

gazdaszervezetben.

4.2.2. A C represszor felismerd hélix aminosav oldallancainak fontossaga az operatorokkal

kialakitott kolcsonhatas soran (alanin scanning)

A 263 aminosavbol felépiilé C represszor fehérje felismerd hélix része a homologidk alapjan jol
prediktalhato. A mas helix-turn-helix tipusu DNS kot6 fehérjékhez hasonléan a DNS k&té motivum
egy kiilonallo, a 16-3 C represszor esetében is kilenc aminosavbdl felépiild hélixet képez (14. abra).
A hélix aminosavainak oldallancai nem mind egyenértékiick a felismerés, dokkolas és kotés
tekintetében. A hasonlo represszor fehérjék esetében a hélix elsd, masodik, 6tddik illetve hatodik

aminosavainak oldallancai a legbefolyasosabbak az operator felismerésben.

MHKGTFHMSRLTDTLAAKLEEAGITQAELARRVGQSQQOAINNLFAGRAASSMVWRELAR
ELGIDEQEMRQMMTEAGRDPEKVTSLAGLRKYRAVLPSPREPFPIIRQQEHLPRPNATIGEE
TNMEPRKKKLLPVLGEAVGGEDGEYIFNGSVLDYVDCPPSLENVPNAYAVYIDGESMVPR
FRPGETVWVHPTKPPRRGDDVVIQIHPDNEDDGAPPRGFVKEFVGWTANKLVLQQYNPTK
KIEFTREQVVSVHPIILAGKYW

14. abra.: 16-3 bakteriofag C represszoranak aminosavsorrendje. Kiemelt aminosavak alkothatjak
nagy valdszintiséggel a DNS nagy arkaba fekvo, az ott 1év0 bazisokkal specifikus kapcsolatot
kialakité felismerd vagy 2. hélixet.

Azért, hogy meghatarozzuk a felismeré hélix egyes aminosavainak részvételét az operator

felismerésében, kotésében, eldallitottunk egy olyan kisérleti rendszert, mely alkalmas
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aminosavcserék generdlasara az altalunk vizsgélni kivant felismerd hélixet is tartalmazo represszor
régioban. A fag genomrol oligonukleotid primerek felhasznaldsaval PCR-el izolalt C represszor
fehérjét kodolo ORF részt tartalmazo pPM232 plazmidot Xbal-Eagl restrikcios endonukledazokkal
emésztettiik, deletalva a represszort kodolo régio egy részét. Ezt kovetdéen Xbalrep5 és CM-E low
oligénukleotid primerekkel a deletalt rész az intakt pPM232 plazmid DNS templatrol amplifikaltuk
és beépitettitk a pPM232 plazmid Xbal-Eagl restrikcios endonukleazokkal linearizalt vektorba. igy
szintetikus oligonukleotid primerek felhasznaldsaval egy olyan, a két hélixet elvalaszto turn részre
esO, Mscl hasitohelyet tartalmazoé represszort kodold plazmidot hoztunk 1étre, melynek a transzlacio
soran az aminosav sorrendje identikus a vad represszoréval. Az igy kapott pPM238 plazmid Mscl-
Eagl restrikciés helyei kozé szintetikus oligonukleitidokat épithetliink, melyek aminosavak

kicserélését teszik lehetové frame shift és mas mutéacid kizarasa mellett (15. és 16. abrak).

Eagl

Mscl
o

15. abra: pPM238 plazmid térképe, feltiintetve a hélix cserét lehetéveé tevod régiot és restrikcios
endonukledzok hasitohelyeit.

tgeC CAA AGC CAA CAG GCG ATC AAC AAC CTA TTT GCC ggceg

Mscl Gln Gln Ala Ile Asn Asn Leu Phe Ala  Eagl

Q37 Q38 140 N41 N42 143

16. abra.: C represszor fehérje felismerd hélixének cseréjére alkalmas DNS szakasz és a mutaltatott
aminosavak.

Annak eldontésére, hogy az adott pozicidban jelen levd aminosavak oldallancai az operatoron

torténd dokkolasban és kotésben szerepet jatszanak-e, nagyon rovid oldallaccal rendelkez6 alaninra
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cseréltiik le a Q37, Q38, 140, N41, N42 és 143 aminosavakat az Alal, Ala2, Ala4, Ala5, Ala6 és
Ala7 oligonukleotid parok beépitésével a pPM238 plazmid Mscl- Eagl restrikcios helyei kozé, a 39.
pozicioban a vad tipusu represszor is alanint tartalmaz. Az alanin scanning tervezésénél Ebright
eldirasait tartottuk szem eldtt (Ebright, 1991). A nukleotidsorrend ellendrzését kovetden a vad és
alanin mutans represszorokat kodold vektorokat, valamint a represszort nem kodold, negativ
kontrollként szolgaldo, pSEM91 plazmidot a két vad tipusu operatort tartalmazé (pGSB42 és
pGSB62 integrativ plazmidokat mar a kromoszoéman hordozo) R. meliloti 41 torzsébe juttattuk
konjugécioval. A lacZ riportergénen keresztiil meghataroztuk a represszié mértékét az Or, €és Oz

operatorokon az alanin cserés represszoroknak. A kapott eredményeket a 17. dbra mutatja.

Represszor th CME CQ37A CQ38A CI40A CN41A CN42A CL43A
Operator

Op, 0,80 0,76 0,12 0,30 0,31 0,21 0,34 0,37
Or> 0,81 0,79 0,13 0,24 0,25 0,23 0,43 0,39

17. abra: Vad és alanin cserés mutans represszorok R értékeinek eredménye vad operatorokon (Op,
¢és Ora). CME 4 vad represszorral azonos aminosavsorrenddel rendelkezd, aminosavcserét lehetdvé
tev6 konstrukcio. SD < 5%

A mérések alapjan elmondhatjuk, hogy a pPM232 plazmidrol atir6dé vad represszor hatékonysaga
a vad operatorokon megegyezik a pPM238 vektorrdl hajtott Mscl- Eagl cserélhetdé panelt
tartalmazo vad represszorral identikus aminosavsorrenddel rendelkezé represszorral, tehat az 1j
restrikcids hely kialakitasaval jar6 nukleotidcserék nem befolydsoltak a transzlaciot és a funkciot. A
kisérleti rendszer tehat alkalmas a represszor mutaciok vizsgalatra. A legnagyobb funkciokiesést a
C¥7 pozicid, a legkisebb hatdsu mutaciét pedig a C-* minosavak alanin cseréje okozta. A két

operator viselkedése nem mutatott jelentds eltérést az alanin csere hatasara.

4.2.3. Operator mutansok eldoallitasa

A két eltér6 hosszusagu vad operator és a C represszor fehérje kdlesonhatasa kapesan felmeriil az az
alapvetd kérdés, hogy a DNS-fehérje komplex kialakulasa soran azonos vagy eltérd a dokkolasi
felszin, vagyis a két eltérd hosszsagli operator esetében ugyanazon atomcsoportok kozott jon-e
1étre a kotés vagy eltérd oldallanc és bazis kapcsolatok vesznek részt a komplex kialakuldsa soran.

Ennek eldontésére egy megvaltozott specificitast, 1ényegében szupresszor fenotipust ado, mutans C
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represszort célszerli izolalni. Az ilyen mutdns fehérje viselkedésének vizsgalata a két vad
operatoron egyértelmiien eldonti a kérdést.

Megvaltozott specifitdsu represszor izolalasahoz sziikséges olyan mutdns operatorok eldallitasa,
melyen a vad represszor alcsony R értéket ad (funkcidvesztés) viszont a mutans represszor a vad
tipusu represszornak vad operatorhoz kdzeli represszioval, funkcioval, rendelkezik.

Ha a represszorok in vivo riportergén felhasznalasaval mért R értékeit Osszehasonlitjuk a fagon
adott funkcionalis tulajdonsagaival, vagyis hogy milyen represszi6 értéktdl mondhatjuk a vad
tipust, lizogén fenotipust add, represszorrdl, hogy a fdgon is hatékonyan miikddne, nagyon jo
tampont lehet a virulens, immunitds inszenzitiv természetes O,-1 16-3 mutins. Ez a fag egy
aszimmetrikus A-G nukleotidcserét hordoz (ACGAttgtagTTGT) az Og, operdtor egyik
felkotohelyén, az Ogr; megegyezd a vad tipuséval. Az in vivo, lacZ riportergénen keresztiil mért
eredmények szerint a muticiot hordozé operator a vad tipust represszidjanak csak 69 %-at
(R=0,54) mutatja a vad represszor jelenlétében mérve. Ez a 0,54 R érték jelzi, hogy ekkora
represszid érték nem elég a lizogén fenotipus kialakitdsahoz az ‘in phage’szituacidban (Papp és
mtsai., 2002).

A tovéabbiakban a pGSB1 plazmidba szintetikus oligonukleotidok felhasznéaldsaval olyan mutans
operatorokat épitettiink, melyek szimmetrikus mutaciokat hordoztak minden pozicidban, ami a
kotés szempontjabodl fontos (18. abra). Promoterként a 12. abran lathato nukleotidkornyezet szolgalt

az Og; operator mutansaihoz.

A .: Og, operator mutansok elnevezési topologidja

ACAAtgtagTTGT
1,2,3,4  -4,3,2-1

B.: Operatorba épitett szimmetrikus mutaciok nukleotidsorrendje

Ofg! 0% 0’ 0%
GCAATTGTAGTTGC AGAATTGTAGTTCT ACGATTGTAGICGT ACAGTTGTAGCTGT
CCAATTGTAGTTGG AAAATTGTAGTTIT ACCATTGTAGTGGT ACACTTGTAGGTGT
TCAATTGTAGITGA ATAATTGTAGTTAT ACTATTGTAGTAGT ACATTTGTAGATGT

18. abra: Og; tipusu operatorok szimmetrikus mutacidinak elrendezése (A) és nukleotidsorrendjeik

(B).

42



Az operator mutaciokat hordozo vektorokat integraltattuk R. melilotiba és meghataroztuk a

represszid értékeket a vad represszorral szemben. A mért adatokat a 2. tablazat mutatja.

2. tablazat.: Mutans Og; tipust operatorok represszio értékei vad represszorral mérve. SD < 5%

operator R operator R operator R operator R
Or,' " 0,32 Or>?% 0,39 Or>¥ 0,73 Or"¥ 0,45
Or' & 0,50 Or>?™ 0,37 Or> ¢ 0,42 Or"¥¢ 0,66
Or,' ™™ 0,60 O™ 0,31 Ory ™™ 0,58 O™ 0,53
Or™ 0,81

A szimmetrikus mutaciot tartalmazéd operatorokon vad represszorral kapott mérési eredményekbdl
lathatjuk, hogy a leginkdbb lecsokkent R értékeket, legjelentdsebb funkcidvesztés, a 2-2 mutans

operatorok és az 1-1 mutansok csoportjaibol keriiltek ki.

4.2.4. Megvaltozott specificitasu represszor vizsgalata vad és mutans Og; operatorokon

A fenti erdményekbdl kiindulva a legnagyobb funkcidkiesést mutatd 2-2 mutans és az 1-1 mutans
operatorokkal nagy valosziniiséggel kapcsolatot kialakité Q37 és Q38 aminosavak mutagenezise
lehetdséget adhat megvaltozott specificitast represszor izolalasara.

A represszor fehérje aminosavcseréit a pPM238 plazmid Mscl- Eagl restrikcids hasitohelyei kozé
épitett, poziciondlisan degeneralt szintetikus oligonukleotidok beépitésével végeztiik. A kapott
mutans  represszorokat nukleotidsorrend meghatarozassal  ellendriztik. Az  eléallitott

aminosavcseréket az 19. abra jeldli.

A.
NNN
tggC CAA AGC CAA CAG GCG ATC AAC AAC CTA TTT GCC ggccg
NNN
Mscl Gln Gln Ala Ile Asn Asn Leu Phe Ala  Eagl
Q37 Q38 140 N41 N42 143
B.

Q37— Ala, Arg, Leu, lle, His,
Q38— Ala, Arg, Met, Glu, Val

19. abra.: Aminosav muticiok készitése, részlegesen degeneralt (NNN) szintetikus
oligonukleotidok felhasznalasaval (A). A 2. hélix Q37 és Q38 pozicidinak mutagenezise soran
izolalt aminosavcserék az adott régioban (B). Az alanin cserék mar rendelkezésre alltak a korabbi
kisérletekbdl.
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A muténs operator-promoter egységeket integraltattuk R. meliloti 41 genoforba és konjugacioval
bejuttattuk az aminosavcserés represszorokat, majd a riportergénen keresztiil meghataroztuk a

represszidra gyakorolt hatasukat. A mérési eredményeket a 3. tdblazat foglalja 6ssze

3. tablazat.: Operator mutansok ¢€s represszor mutdnsok egymdson mért represszid értékeinek
osszefoglalé tablazata. Or,'' operator mutansokon kapott értékek C®7 mutans represszorokkal
mérve (A). Or,>” operator mutinsokon kapott repressziok adatai C¥® mutans represszorokkal
mérve (B). SD < 5%

A.

Og,!™! OR21-1/gC (R) ORzl-l/Cg [R) ORZ1-1/ta [R) Or: (R)
C" ppM232) 0,32 0,52 0,60 0,82
CM* ppm238) 0,28 0,53 0,61 0,80
C7Are 0,12 0,08 0,1 0,29
CQ7hen 0,18 0,16 0,18 0,28
Q37 0,31 0,07 0,13 0,23
CQ37His 0,26 0,24 0,18 0,20
CE7Al 0,34 0,90 0,38 0,11
B.

Og,>? ORzz-z/gC (R) Omz-yat (R) ORzz-z/ta (R) Or: (R)
CY pPM232) 0,40 0,31 0,37 0,30
CME ppm238) 0,36 0,31 0,36 0,80
CQBArE 0,23 0,075 0,13 0,07
CQBMet 0,13 0,07 0,13 0,15
CQ8Clu 0,20 0,15 0,19 0,22
CQ8Val 0,21 0,32 0,25 0,28
CQ38AlR 0,16 0,21 0,18 0,25

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy sikeresen izolaltunk egy megvaltozott specificitasu
CP7A represszort, mely képes volt a vad represszorral szemben funkcidvesztett Og,' 8 mutaciot

igen nagy hatékonysaggal szupresszalni.
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4.2.5. Megvaltozott specifitas mutans represszor viselkedése O, tipusi operatoron

Az Oy, és Og; operatorok félkotod régioi az eltérd 4 illetve 6 nukleotid szeparacié miatt mas térbeli
elrendezédést mutatnak. Ennek ellenére funkciondlisan megegyeznek és a mért repressziok értéke a
két operator tipuson gyakorlatilag ugyanaz a vad represszorral vizsgalva. Ha a represszor—DNS
kolesOnhatas soran azonos aminosav oldallancok és nukleotidok vesznek részt, akkor a révidebb

i -1/C
operator ORz1 118

specificitast alanin cserés represszor.
Ennek megvizsgalasara létrehoztunk egy olyan pGSB42 alapti konstrukciot —szintetikus
oligonukleotid primerek felhasznalasaval, mely az Op, tipusu operatoron is alkalmas a megvaltozott

specificitast represszor vizsgalatara. A vad Or2 operatort

(TTGACTCTACAATTGATTGTATATAGT) és az Og,"""® azonos mutdciéjat hordozé Ops

operatorra  jellemzé  nukleotidsorrenddel  rendelkezd — Op,' e mutans operatort

(TTGACTCTCCAATTGATTGGATATAGT) integraltattuk R. melilotiba és konjugacioval a vad

¢s szupresszor represszorokat tartalmazo vektorokkal meghatdroztuk a kolcsOnhatasaikat. A

mérések eredményeit a 4. tdblazat mutatja.

4. tablazat: Megvaltozott specificitist represszor (CV7A) vizsgalata mutans Opy V8 g5 Op,' V8
operatorokon.

Operator CWt (pPM232) R CQ37Ala R

Or2 0.81 0,13

Or,"® 0,50 0,89

Or: 0,80 0,12

0,8 0,24 0,29

o o s . o e ~Q3TAL :
A mérések eredményei alapjan a megvaltozott specificitisi C¥™*" represszor nem volt képes

o 11/ . .
szupresszalni a Or, ' °® mutans operatort.
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4.3. A. tumefaciens addikciés modul jellemzése

4.3.1. pemIK homolog TA modul izolalasa

A novénypatogén baktériumok koziil az Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) genetikaja és
fiziologiaja a legismertebb, genomjanak nuleotidsorrendje meghatarozott (Goodner és mitsai.,
2001). Semmi nem ismert még azonban az addikcidés moduljair6l, melyek azonositasa kiszélesitheti
a mar amugy is sz¢les korben haszndlt organizmus felhasznalasi lehetdségeit a biotechnoldgiaban és
a gazda-patogén interakciok tanulméanyozéasidban, tovabba 1) védekezési lehetdségeket,
antibiotikumokat, fejleszthetiink ki a novényvédelem, novénytermesztés szdmara.

Az addikciés modulok koziil az A. tumefaciens genoforon predikcid alapjan egy mazEF/pemIK
csaladdba sorolhat6 putativ TA modult talaltunk az adatbdzisban. Az itt talalhato informaciok szerint
két egymassal részlegesen atfedo (egy nukleotid) ORF alkotja az operont. Az egyik fehérje, a Peml
feltételezett antitoxin, 267 nukleotid hossza (M4) és a rdla képz6do transzkriptum 88 aminosavnyi
rovid protein. A PemK homolég feltételezett toxin fehérje 119 aminosavbol all és 360 nukleotidos
az ORF-je (M5), mely downstream lokalizalodik az inhibitort (peml) kddol6 ORF-hez képest.(20.
abra). Az A. tumefaciens peml és pemK aminosav szinten 38% illetve 37% homologiat mutatnak az
E. coli ortolégokhoz. A génszbalyozas és a TA modul mikodését leirdé modell elkészitéséhez
nélkiilozhetetlen a promoter régid, operator azonositasa tovabba a két fehérje egymassal torténd

interakciojanak meghatarozasa. Kisérleteinket ezen célok alapjan terveztiik.

promoter-operator?

peml ? pemK ?
pemPR up p ORF1 1 bp ORF2
—
I .|
«— «—
pemPR low pemPRK low

20. abra: A. tumefaciens peml és pemK cisztronok strukturalis elrendezddése. Sziirkével jelolt rész
az atfedést jeloli a két ORF kozott, a nyilak a promoter azonositasa soran hasznalt oligonukleotid
primereket jelzik. A ? a még azonositatlan régiokat jeloli. A pontos nukleotidsorrendek
megtalalhatok a Mellékletben (M4, M5).
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4.3.2. Promoter régio és transzKkripcios starthely azonositasa

Els6 1épésként azt kellett eldonteni, hogy az adott operonban van —e aktiv transzkripcio és ha igen,
akkor hany promoter taldlhaté az ORF-ek elétt, esetleg 1étezik-e belsé promoter. Az E.coli estében
tartalmaz belsé promoétert (Masuda ¢€s mitsai., 1993). A szabalyozd régid azonositasahoz
felhasznalhaté a pGSBI1 plazmid, hiszen ez hatékonyan tud integralodni az A. tumefaciens
kromoszomara, amivel a genofor kdrnyezet nagyon jol utdnozhat6 a transzkripcio vizsgalata sordn.

A pemPR up és pemPR low, az ORF1 el6tt 5° iranyban talalhato, illetve a pemPR up és pemPRK
low primerekkel, az ORF2 el6tt 5 iranyban esetlegesen 1étez6 belsé prométert is kimutatva, PCR
amplifikéciot végeztiink (20. abra) A. tumefaciens totdl DNS templatrél Pfu polimerazzal. A 133 bp
¢és 455 bp hosszii amplikonokat a pGSB1 Acc651 Klenow fragmenttel feltdltott helyére épitettiik és
nukleotidsorrend meghatarozassal ellendriztiik. A kisérlet tervezésénél figyelembe vettiik, hogy
olyan és akkora régiot valasszunk az irodalmi adatokbol kiindulva, mely nagy valosziniiséggel
tartalmazhat szabalyozo elemeket. Az igy kapott prométer-lacZ fuzios egységet tartalmazoé pAPR1
¢s pAPR11 plazmidokat integraltattuk az A. tumefaciens genoforba, majd OD ¢y =0,6 értékig
novesztettiik és totdl RNS-t izolaltunk. Ezt kovetéen 7th polimeraz felhasznalasaval végzett primer
extenzioval meghataroztuk a transzkripcioés starthelyet (21. dabra). Primerként a reakcio
specificitasanak novelésére az FE.coli eredeti lacZ génhez komplementer oligonukleotidot

hasznaltuk (lacZprex).
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5 ATGTGAAAATGTGCTACATATGTTGCACAATGCAGGAGCGCAGACGGATGS’

21. abra: A. tumefaciens pemlIK operon transzkripcids starthelyének meghatarozasa primer
extenzioval. TGCA a referenciaként hasznalt nukleotidsorrend meghatarozas megfelelé bazisait
jelolik. +1: transzlacios starthely, -18 és -22 : transzkripcids starthelyek a transzlacids starthoz
viszonyitva

A kapott eredmények szerint harom lehetséges startpontrdl indulhat a transzkripcio, melyek koziil a
legerdteljesebb a peml cisztron transzlacids startponttél -22 nukleotidnyira talalhatd citozin. A
pemK 1régidtdl 5 irdnyban nem taldltunk belsé promotert. Ezen eredmények alapjan elmondhato,

hogy a két fehérje transzkripcidjat a peml cisztront 5’ irdnyban megel6z6 promoter egység végzi.
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4.3.3. A toxin -antitoxin kapcsolodasanak és az operatoraval torténé interakcigjanak

Kimutatasa

Miutan megbizonyosodtunk az altalunk vizsgalt DNS fragmentumrél indul6 aktiv transzkripciordl,
a putativ addikciés modul miikodoképességét vizsgaltuk. Ezek sordn olyan kisérleti rendszereket
alakitottunk ki, melyek alkalmasak a TA modulok fehérje szintii kapcsolatainak kimutatdsara,
tovabba a lehetséges operatorokkal kialakitott interakciok vizsgélatara.

A. tumefaciens esetében nem 4ll rendelkezésre rekombinédcioban deficiens torzs, sem megbizhato,
induktiv expresszios rendszer, mely nagyon fontos egy a sejt anyagcseréjére esetleg toxikus, gatlo
hatasu fehérje vizsgalata soran. Ezen kiviil nem ismeretes, hogy milyen mas faktorok szabalyozzak
a TA modulok miikddését ebben a fajban. Ezeknek a nem kivant hatasoknak az elkeriilése miatt,
hogy ,.tiszta” kisérleti modelliink legyen, heterolég expresszios rendszert alkalmaztunk. A pemIK
ORF-eket IbadNco ¢és pemKlowBam oligonukleotid primerekkel, a Peml fehérjét kédolo DNS
fragmentet IbadNco és pemllowBam oligonukleotidokkal és a toxin, PemK, kodolasaért felelds
régiot KbadNco és pemKlowBam primerek segitségével PCR-el amplifikaltuk és izolaltuk (22.
abra).

peml ? pemK ?
~ ORF1 {py ORF2
' .|
_> 4_
IbadNco pemllowBam
ﬁ *_
KbadNco pemKlowBam

22. abra: A. tumefaciens TA modul ORF1 és ORF2 izoldldsa soran hasznalt oligonukleotid
primerek (—) helyzete az operon mentén.

A PCR termékeket Ncol-BamHI emésztés utan a nagy represszios hatékonysagu arabin6z operont
tartalmazo expresszidos vektorként széles korben hasznalt, pBAD24 Ncol-BamHI restrikcios
enzimekkel linearizalt plazmidba épitettiik. Az igy nyert pPIK1, pPIl és pPK1 vektorokrdl arabinoz
indukcioval E. coliban tudunk induktiv médon expresszalni Peml és PemK proteineket egyiitt,

illetve antitoxin (Peml) és toxin (PemK) fehérjéket kiilon-kiilon.
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A promoter részrdl itt is sziikséges volt egy-kopias méréegységet konstrualnunk a precizitds €és a
genofor kornyezet mimikrije miatt. Ezt ugy végeztik, hogy az izolalt promoter régiot, és
feltételezhetden az operatort is tartalmazo, 133 bp hosszl inszertet beépitettiik pMLB1109 Acc651
Klenow polimerazzal feltoltott helyére. Az elkészitett pAPR2 plazmidot nukleotidsorrend
meghatarozds utan E. coli DH5a torzsbe transzformaltuk és feliilfertdztiik, rekombinaltattuk a
mérdegységet a fag kromoszomara, ARS45 fagtorzzsel. Ezt kdvetden sorozatos passzalas és fertdzés
soran tiszta lizogén, kék szinii kolonidkat szelektaltunk. A mérdegység igy mar integralodott a
ARS45 tag segitségével az E. coli DH5a genoforba, ahol stabilan integralodott, egy kopidban. A
mérdegységet tartalmazé torzsbol kompetens sejteket készitettiink €s transzformacidval bejuttattuk
a toxin, antitoxin expressziora, illetve toxin és antitoxin koexpressziojara alkalmas vektorainkat
(pPK1, pPI1 ¢és pPIK1). Méréseinket tehat a genoforra épitett promoter-operator-lacZ fuzios
riporter egységen és a TA modul kiilonféle elemeit egyiitt és kiilon-kiilon 1% arabinéz jelenlétében

induktiv mdédon termel6 plazmidokkal végeztiik (23. abra).
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23. abra: TA fehérjék autoregulacios képességének vizsgalata

A PemlK fehérjék in vivo autoregulaljdk szintézisiiket. x: — iires vektor, Peml, PemK és PemIK
fehérjéket termeld vektorok, y: promoter aktivitds szalalék, 100% -nak tekintett az iires, fehérjét
nem termeld vektor.

Az eredmények szerint, ha csak a Peml és PemK fehérjéket indukaljuk a promoter-operator-/acZ
fazioés riporter egységgel szemben, nem tapasztalunk promoter aktivitasbeli csokkenést. Ha a két
fehérjét koexpressziora alkalmas felallasban vizsgaljuk, akkor viszont 48%-ra esik le a relativ

promoter aktivitds az arabin6z indukcio utan, a riportergén transzkripcidjanak csokkenése miatt. Ez

azt jelenti, hogy van operator a promotert is tartalmazd 133 bp-os inszerten, de az csak mindkét
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protein egyiittes jelenléte mellett represszalhatd. Az eredmények tehat azt mutatjak, hogy a TA

fehérjék komplexet alkotnak in vivo az operatorral és igy biztositjak autoregulacidjukat.

4.3.4. TA fehérjék komplex alkotasanak vizsgalata

Az addikciés modulokndl azonban a masik Iényeges kérdés, hogy a sejtben az operatoron kiviil a
toxin létrehoz-e az antitoxinnal valamilyen komplexet a sejtplazmaban. A citoplazmés TA komplex
kimutatasara két in vitro kisérleti rendszert alakitottunk ki.

A fehérjéket kodolo ORF-eket pET 16 és pET 22 plazmidokba épitettiik. A pET16 vektorrdl N-
terminalis His-Tag fuziés fehérjéket lehet nagy hatékonysaggal expresszaltatni E. coli
BL21(DE3)pLys torzsben, a pET22 pedig C-terminalis His-Tag jelolt proteinek taltermelésére
alkalmas. A peml antitoxint pemINde és pemllowBam, a pemK toxint pemKNde up és pemKNotH,
mig a TA modult egyiittes termelddését biztositd fragmentet pemINde ¢és pemKNotH
oligonukleotid primerekkel amplifikaltuk. Az antitoxint kodolé PCR fragmentet Ndel-BamHI
emésztés utan Ndel-BamHI hasitohelyeknél linearizalt pET16 vektorba épitettiik (pETI16). A toxin
cisztronjat tartalmazé fragmentet Ndel-Notl emésztés utan, ugyanezen endonukledzokkal linearizalt
pET22 plazmidba épitettiik (pETK22). Mindkét cisztront hordozé inszertet Ndel-Nofl hasitasok
utan Ndel-Notl emésztett pET22 vektorba inszertaltuk (pEIK22). A pETI16 a Peml fehérje N-
terminalis His-Tag fuzioval megndvelt 109 aminosav hosszu transzlatumanak termelésére alkalmas,
a pETK22 a PemK toxin C-terminalis His-Tag jelolt, 128 aminosavat tartalmazo6, rekombinans
proteinjének expresszidjara hasznalhatd, a pEIK22 a Peml antitoxin 88 aminosavbol felépiild nativ
hasznalhato.

A rekombinans fehérjéket a QIAexpress System Ni-NTA oszlopon tisztitottuk az Anyagok és
Modszerek fejezetben leirtak alapjan. A tisztitott fehérjéket denaturdldé PAGE és festés utan,
detektaltuk (24. abra).
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24, abra.: A tisztitott PemIK fehérjék komplex képzésének vizsgalata. M: molekulatomeg marker.
1. PemI(Nhis), 2. Peml és PemK(chiS), 3. PemK(chis)

A gélelektroforézis mutatja, hogy a koexpresszalt TA fehérjék egyiitt is megjelennek a gélen (2.
zseb), annak ellenére, hogy csak a PemK toxin volt His-Tag jelolt. A Ni-NTA oszlopon ko6tédd
PemKHis rekombinans fehérje képes volt kotni a nativ Peml antitoxint és az elualassal mindkét
fehérje egyilitt tdvozott, ami bizonyitja a fehérje-fehérje kapcsolatok 1étrejottét in vitro koriilmények

kozott.

Annak eldontésére, hogy milyen molaris aranyban vannak jelen a fehérjék operator jelenléte nélkiil

a TA komplexben, glutaraldehid keresztkotési kisérletet végeztiink (25. ébra).
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25. abra.: Glutaraldehid keresztkotés eredményeként kimutathaté PemIK komplex PAGE képe.

M: molekulatomeg, 1. tisztitott PemInis), 2. tisztitott PemInnisy + 1% glutaraldehid, 3. tisztitott
PemlIK chis), 4. tisztitott PemIK cnis) + 1% glutaraldehid, 5. tisztitott PemK cpis), 6. tisztitott PemK cnis)
+ 1% glutaraldehid

A gélképen vildgosan lathatd a glutdraldehid keresztkotés eredménye a 25. abra 4. zsebénél. A
kezelés hatasara csak ebben a reakcidban megjelend 25 kDa koriili termék szerint a Peml és PemK

fehérjék 1:1 aranyban, heterodimerként, vannak jelen a citoplazmdban jelen levd szabad

komplexben.

4.3.5. PemlK fehérjék interakcio vizsgalata az operator régioval, operator azonositasa

Az operator pontos azonasitasara in vitro footprint és in vivo, mutacidkkal modositott operatorok és
TA fehérjék interakcidjanak /lacZ riporterrendszerrel torténd meghatarozasat végeztiik.

A DN-az I protekcios €s hidroxil-gyok interferencia kisérletekhez a 133 bp hossza pemPR up és
pemPR low primerekkel amplifikalhato DNS fragmentet hasznaltuk. A kisérleteket az Anyagok ¢és
Modszerek fejezetben leirtak szerint hajtottuk végre. A DN-4z I protekcios footprint eredményét az

26. abra, hidroxil-gyok interferencia footprint képét a 27. dbra mutatja.
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26. abra: A. tumefaciens pemIK operator azonositasa DN-az I protekcids footprinttel.
TCAG a referencia nukleotidok sorrendje. K: kontroll, fehérjével nem kezelt DNS, 1: 0,1 pg
PemIK(Chis), 0,2 ng PemIK(Chis), 0,5ug PemIK(Chis), 0,8ug PemIK(chiS).
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27. abra.: A. tumefaciens pemlK operator azonositasa hidroxil-gyok interferencia footprinttel.
C: a specifikus nukleotid sorrend kontrollként hasznalt citozin. 1: fehérje nélkiili kezelt DNS
fragment, 2: fehérjével kotést kialakitdo komplex, 3: szabad, nem kotott frakcid

A DN-az I footprint altal kijelolt operator rész nagyobb és részben asszimmetriat mutat a hidoxil-
gyok interferencia kisérlethez képest, ami nem meglepd, hiszen a DN-4z | enzim térigénye miatt a
fehérje-DNS komplex az operatorok hatérait is lefedheti, igy az enzim nem tud hasitani ezeken a
protektalt teriileteken sem. A pontosabb azonositdshoz hasznaltuk az interferencia footprintet. Az
eljaras soran alkalmazott kémiai modositas a fehérje-operator komplex kialakulasa el6tt lehetévé
teszi, hogy a TA komplex ,,szelektaljon” a DNS szalak koziil és csak az épen maradt, modositatlan
operator részekhez kotddik nagy affinitassal. Ez altal jeldli ki precizebben az operatort (28. abra). A
footprintek mas operatort nem jeldltek a vizsgalt régioban. A 28. dbra alahtzott nukleotidjai a
footprint kisérletek alapjan kijeldlnek egy 20 bp hosszl részleges palindrom régiot. Csak egy
bazisnyi eltérés tatalhatd, melynek pont a kozepén van a szimmetriatengelye €s igy 10-10 bp hossza
két félkotohelyet tartalmazo elrendezést feltételezhetiink az operator szerkezetét illetden. A két
félkotdhely egyike atfed a transzkripcids starthellyel. Ez a represszid mechanizmusat is
magyarazza, hiszen ily moédon direkt gatolja a PemIK komplex az RNS polimerazt, ezaltal

csokkenti a transzkriptumok képzddésének valoszinliségét.
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28. abra: Footprint kisérletek altal kijelolt operator régiok. A. tumefaciens pemIK operator hidroxil-
gyok interferencia footprint (folytonos) és DN-4az I protekcids footprint (szaggatott) altal kijelolt
operator régio. A diad szimmetriat mutato régié (aldhtizas). -18 és -22 a transzkripcio starthelyeit
jeldlik a transzlacié starthoz viszonyitva (1).

Az in vitro kisérletek altal kijelolt operatort 5° irdnyban hatarolé adenin tényleges szerepe is
feltételezhetd az operator funkcid szempontjabol, jollehet ez felboritand a szabdlyozd egység
szimmetriajat.

Annak eldontésére, hogy ténylegesen hol is van az operator hatara, olyan mutansokat terveztiink,
melyek in vivo lacZ riportergénen keresztiil alkalmasak a kérdés tisztdzasara. A mutaciokat kodolo
szintetikus oligonukleotidokat a pMLB1109 Acc651 restrikcids enzimmel linearizalt Klenow
polimerdzzal feltoltott helyére épitettilk, majd ARS45 fagtorzs felhasznalasaval egy-kopids
mérdrendszert hoztunk létre. Az elkészitett plazmidok a kdvetkezok voltak, pPRM1 apr up €s apr
low szintetikus oligonukleotidok, a pPRM2 a aprac3 up ¢€s aprac3 low és a pPRM3 a aprtg4 up ¢€s
aprtg4 low felhasznélasaval késziilt. A pPRM1 M1 mutici6 (A—C) asszimmetrikus az operator
poziciot tekintve és a szabdlyozd elem footprintek altal kijelolt 5° hatarat hivatott eldonteni. A
pPRM2 plazmid M2 mutacidja szimmetrikus az operator pozicidra nézve (T—A és A—C) és a
részleges palindrom hatarait jeloli ki, mig a pPRM2 vektoron levé szintén szimmetrikus M3 mutéans
operator (G—T ¢és C—QG) belsd bazisokat és a transzkripcids startpont részt érinti (29. abra).
Kontrollként a 133 bp hossza vad operator kornyezet szolgéalt (pAPR2 plazmid ARS45
felhasznalasaval integraltatott méréegysége). A TA modul expresszidjat az arabinoz indukalhato

pPIK1 plazmid biztositotta. A mérések eredményeit a 30. abra foglalja ossze.
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29. abra: Az operator pontositasara szolgalé mutaciok bemutatasa. M1 A—C mutacié, M2 T—A
és A—C baziscserék, M3 G—T és C—G nukleotidcserék.
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30. abra: Mutéans operator represszio értékei a Peml és Pemk komplex-el végzett in vivo mérések
alapjan. Wt.: vad operatorok, M1 A—C mutécié, M2 T—A é A—C baziscserék, M3 G—T ¢és
C—G nukleotidcserék. R: represszio értéke

A vad operatorhoz képest az M1 mutacidé bevezetése nem csokkentette a szabalyozo egység
miikodésének hatékonysagat. Az M2 muticid6 mintegy felére csokkentette, az M3 pedig

gyakorlatilag teljesen megsziintette a TA komplex represszio képességét az operatoron.

4.3.6. A pemlIK fiziologias szerepe

A TA modulok szamos fizidlogias szerepet toltenek be az €16 sejtekben, ahogy az az irodalmi
attekintésbol is kideriilt. Az A. tumefaciens pemIK addikcidés modulja legkdzelebbi rokonsagot a
E.coli mazEF/pemlIK csoportjahoz mutatja. Ezen fehérjékre jellemzd, hogy a transzkripcié gatlasan

keresztiil elpusztitja a sejteket, vagy legalabbis jelentdsen csokkenti a ndvekedésiiket. Ennek
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tanulméanyozésara a nativ toxin, antitoxin és a két fehérje egyiittes expresszidjara alkalmas kisérleti
rendszert dolgoztunk ki. Alapvektorként a pET22 plazmidot hasznaltuk, mert ez kimondottan
fehérje tultermelésre szolgal szemben a gyengébb promoterrel rendelkezd arabindz operon
szabalyozasa alatt 4ll6 pBAD24 vektorral. A toxin gént ezért pemKNde up és pemKlowBam, az
antitoxint pemINde és pemllowBam a két cisztront egylitt pedig a pemINde és pemKlowBam
oligonukleotid primerek segitségével PCR-el amplifikaltuk és a pET22 Ndel-BamHI enzimekkel
linearizalt plazmidba épitettiik (pK22, pI22 és pIK22).

Az igy kapott plazmidokat E.coli BL21(DE3)pLys3 torzsbe juttattuk és megvizsgaltuk, hogy a
fehérjék tultermelése hogyan befolydsolja a novekedésiiket. Negativ kontrollként fehérjét nem

termel6 pET22 plazmidot hasznaltunk (31. abra).

25 == Kontroll
ODg =@~ A Peml
- 6 PemIK

= @ PemK

0 60 150 285 390

min.

31. abra: A pemlK addikciés modul PemK toxinjanak hatasa a E.coli sejtek novekedésére. ODggo:
optikai denzitas 600 nm hullimhosszon mérve, min: indukcio6 utan eltelt idé percben.

A grafikon mutatja, hogy a csak antitoxint termeld pl22 plazmidot tartalmazéd torzs az IPTG
idukciot kovetden a kontrollal egyiitt normalis ndvekedést mutatott. A toxint (PemK) taltermeld
pK22 vektort tartalmazo torzs novekedése dramaian csokkent. Ezt az erdsen gatld hatast a sejtek
novekedésére az antitoxin jelenléte kompenzalni tudta (pIK22 vektor). A nativ PemK toxin
erdteljes expresszidja tehat jelentdsen csokkentette a sejtek ndvekedését.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A doktori értekezés alapjaul szolgald kutatdémunka eredményeiként az alabbi 0 tudomanyos

megallapitasok sziilettek:

1- Eloallitottunk olyan egy-kopias, integrativ mérdegységet, mely alkalmas R melilotiban és A.
tumefaciens fajokban a DNS-fehérje kdlcsonhatasok in vivo vizsgalatara

2- Alanin scaning felhasznalasaval meghataroztuk a /6-3 C represszor fehérje felismerd hélixében
az egyes aminosavak fontossadgat az operator kotésben.

3- Eldallitottunk Og, €s Oy, operator mutansokat, €s in vivo lacZ riportergénen keresztiili méréssel
meghataroztuk szerepiiket a DNS-represszor komplexben. Célzottan a felismerd hélixben
aminosavceserés represszor mutansokat allitottunk eld, és meghataroztuk a represszio értékeket vad
€s mutans operatorokkal szemben.

4- 1zolaltunk egy megvaltozott specificitast represszort, C®™*, mely a vad operatorokon gyengén,

1-1/€8 1-1/€

az Ora mutanson erdsen represszal. Az Oy, & paralell mutans esetében viszont az alanin

mutaciot hordozo represszor alacsony értéket ad, nem képes szupresszalni.
5- Ez egy eltér6 dokkolast lehetévé tevd oldallanc-bazis kapcsolatot azonosit. Ezzel

crer

modellt.

6- I1zolaltunk egy pemIK homoldg addikcids modult 4. tumefaciens C58 torzsben.

7- Igazoltuk az aktiv transzkripciot az operonrdl és meghataroztuk a transzkripcids startpontot.

8- Bizonyitottuk, hogy az operon autoregulalt.

9- In vitro és in vivo mddszerekkel meghataroztuk az operatort, bizonyitottuk a Peml ¢s PemK
fehérjék heterodimerizacigjat.

10- A PemK fehérjének a bakteridlis novekedésre gyakorolt gatldo hatasat kimutattuk és
bizonyitottuk, hogy a Peml antitoxin ezt feloldja.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. Az A. tumefaciens pemIK toxin-antitoxin modul jellemzése

A pemlK toxin-antitoxin modult plazmid stabilitdsi rendszerként azonositottdk az R100
plazmidcsaladnal E. coliban (Tsuchimoto ¢s mtsai., 1988). Azodta szamos kromoszomalis
homologjat irtdk le. Ezek koziil a legjobban tanulmanyozottak a chpB ¢és mazEF (chpA) E. coli
kromoszomalis TA modulok (Masuda és Ohtsubo, 1994, Metzger és mtsai., 1988). A Gram pozitiv
¢s Gram negativ baktériumok korében egyarant eléfordulnak, csupan Arheobaktériumoknal nem
irtak még le ebbe a csoportba sorolhatdé addikcidos modult (Gerdes és mtsai., 2005). Az egy
operonban taladlhatdo mazEF/pemIK TA modulok autoregulaltak. A DNS felismerést az antitoxin N-
terminalis része végzi, a toxin pedig korepresszorként stabilizalja a DNS-fehérje komplexet
(Anantharaman és Aravind, 2003, Zhang ¢és mtsai., 2003, Vaughn és mtsai., 2000). A két alegység
specifikusan 0sszekapcsolodva egy toxin-antitoxin (TA) komplexet alkot. A toxin aktivaciojat
eltér0 stresszhatasokra a TA komplexbdl az antitoxint lehasitdé specifikus proteazok végzik
(Gottesman, 1996, Aizenman ¢s mtsai., 1996, Christensen és Gerdes, 2004). Celluléris targetjeik
mRNS molekuldk, melyeket szekvencia specifikusan képesek hasitani, gatolva ezzel a transzlaciot
(Pedersen ¢és mtsai., 2002). A plazmidon kodolt csaladtagjaikkal szemben a kromoszéman leirtak
nem pusztitjak el feltétleniil a gazdasejtet, csupan nagyon erdsen gatoljak a ndvekedésiiket (Jensen
¢s mtsai., 1995, Masuda és mtsai., 1993). A hasitas leginkabb a kodold régioban kovetkezik be in
vivo koriilmények kozott, ami a riboszomak szerepét feltételezi a specifikus vagas koordinaldsaban
(Christensen ¢és mtsai.,, 2003). A hoémérsékleti, €hezési, DNS-t karosito és antimikrobialis
vegyiiletek (rifampicin) altal kivaltott stressz hatasara a TA modulok transzlacios gatlasa a transz-
transzlaciés mechanizmusoknak lehetdséget nyuajt a hibas fehérjék és transzlacioban elakadt
riboszomak tjrahasznositasdban (Hazan és mtsai., 2004, Sat és mtsai., 2001, 2003). A bakterialis
TA l6kuszok eme csaladja bizonyithatéan részt vesz a stressz altal okozott bakterialis programozott
sejthalal (PCD) indukaldsaban (Aizenman és mtsai., 1996), mely potencidlis antimikrobidlis
célmolekuldva emeli az addikcios modulokat.

A ndvénypatogén mikrobak korében az altalunk leirt az elsd kisérletesen azonositott, részletesen

jellemzett TA modul.

6.2. Transzkripcios starthely meghatarozasa

Elsd 1épésként azt vizsgaltuk, hogy az adott operonban van—e aktiv transzkripcio €s ha igen, akkor

hany promoter talalhatdo az ORF-ek elott, esetleg 1étezik-e belsé promoter. Az irodalom ugyanis
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szdmos esetet ismer, amikor a prediktalt TA modul nem aktiv (Cole és mtsai., 2001, Pandey és
egy promoterrel, nagyon kozel a transzlacios starthelyhez (Tsuchimoto és mtsai., 1988). A mazEF
esetében két, egymas kozvetlen kdzelében levé promoter taldlhato (9. dbra), melyek koziil a P2 tobb
nagysagrenddel aktivabb és jelentdsebb a transzkripcid szempontjabol (Marianovsky és mitsai.,
2001). Ezek felépitése és szabalyozasa némileg eltér a klasszikus pemlK rendszerétdl. A
mazF/pemK toxinok atirasa nem kimutatott belsé promoterrdl, ellenben mas csalddokba sorolt hig4
¢s ¢ gének esetében belsd promoter biztosit transzkripciot a TA modul toxint kodold elemeinek
(Gerdes és mtsai., 2005).

Az altalunk végzett primer extenzié eredménye szerint harom lehetséges startpontrdl indulhat a
transzkripcid. Ezek a transzlacios starthelytdl szamitott -18, -20 és -22 pozicioban levd nukleotidok,
melyek koziil a legerdteljesebb a transzlacios startponttdl -22 nukleotidnyira taldlhatd citozin.
Erdekes, hogy az A. tumefaciens kozeli rokonanak szamitdo R. meliloti ntrPR addikcios
rendszerének szintén -22 bp a tavolsadg a transzlacid és a transzkripcio iniciald helyei kozott
(Bodogai és mtsai., 2006). A pemK régidoban nem talaltunk belsé promotert a primer extenzid
alapjan. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a két fehérje transzkripcidjat a peml cisztront 5° iranyban
megeldzé promoter egység végzi. Ez az operon elrendezés a mazEF/pemlIK csalad tobbi tagjanal is
jellemz6é (Masuda és mtsai., 1993). A transzkripci6 soran keletkezd policisztronos mRNS
molekuldnak 5’ részén van az antitoxin és az ezt kovetdé ORF-r6l képzddik csak a toxin fehérje a
transzlacidé soran. Ez teszi lehetdvé azt, hogy a toxin képzddésekor mar a citoplazméban levd
antidotum neutralizalja fiziologids koriilmények kozott a toxin hatdsat. A két ORF az A.
tumefaciens esetében egy nukleotidnyit atfed, ami az ORF2 (pemK) transzlacios gyakorisagat
hatranyosan befolyasolhatja, transzlacids frame shift, ezaltal a szintetizalodo feltételezett toxin
fehérjék szama alacsonyabb az antitoxinhoz képest. A transzlacios frame shift biztosithatja, hogy a
kromoszémalis addikciés modul ne pusztitsa el a sejtet a toxin aktivacidja utdn sem, mert a nagy
molaris feleslegben keletkezd antitoxin képes neutralizalni részlegesen a szabad toxin molekulakat.
Az E. coli pemlK operonban nem taldlhato atfedés a két fehérjét kodold cisztron kozott
(Tsuchimoto és mtsai., 1988), viszont a kromoszomalis homolog chpBI és chpBK ORF-ek az
altalunk jellemzett A. tumefaciens pemIK rendszerhez hasonlatosan atfednek egymassal (Masuda és

mtsai., 1993).

6.3. A pemIK operon autoregulacioja

Miutdn megbizonyosodtunk az altalunk vizsgalt DNS fragmentumrél indul6 aktiv transzkripciordl,

a putativ addikcios modul miikodéképességét vizsgaltuk. Ezek soran olyan kisérleti rendszereket

62



alakitottunk ki, melyek alkalmasak a TA modulok fehérje szintli kapcsolatainak kimutatisara,
tovabba a lehetséges operatorokkal kialakitott interakciok vizsgalatara.

Méréseinket tehat a genoforra épitett promoter-operator-lacZ fzids riporter egységen és a TA
modul kiilonféle elemeit egyiitt és kiilon-kiilon induktiv médon termeld plazmidokkal végeztiik
E.coliban (23. abra). Az eredmények szerint, ha csak a Peml és PemK fehérjéket termeltetjiik, nem
tapasztalunk promoter aktivitasbeli csokkenést. Az antitoxin Onmagéaban in vivo tehat nem képes
kotédni az operator régiohoz. Ez az eredmény megfelel a mads TA modulok korében
tapasztaltaknak, hiszen csak a parDE 16kusz esetében emlitik, hogy a ParD antitoxin fehérje
onmagaban is képes regulalni az operont ugyanolyan hatékonysaggal, mint a TA komplex (Davis és
mtsai., 1992, Eberl és mtsai., 1992, Roberts ¢s mtsai. 1993). Ezen kiviil jelzi azt is, hogy a heterolog
expresszio alkalmas ebben az esetben a vizsgalatainkhoz, hiszen nem tapasztalhatd, hogy barmilyen
E. coli faktor zavarnd a méréseket fiziologids koriilmények kozott. Ha a két fehérjét koexpressziora
alkalmas felallasban vizsgaljuk, akkor viszont 48%-ra esik le a relativ promoter aktivitas. Ez azt
jelenti, hogy van operator a promotert is tartalmazé 133 bp-os inszerten de az csak mindkét protein
egylittes jelenléte mellett represszalhatd. Ez viszont a klasszikus TA rendszerekre jellemzd
viselkedés. Az operator és a TA fehérjék kapcsolatanak pontosabb megértését egy kokristalyositas
oldand meg, hiszen ez egyértelmli valaszt adna arra, hogy az operatoron heterotrimer vagy
heterotetramer formaban alkotnak-e komplexet a fehérjék. Arra is ez adna preciz valaszt, hogy a
toxin milyen moddon jatszik szerepet korepresszorként az autoregulacidoban €s milyen strukturalis
alegységei vesznek részt a fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaban.

Felmertiil a kérdés, hogy mi lehet a magyardzat a viszonylag alacsony represszid értékre. Erre
valaszként az szolgalhat, miszerint a kiilsé koriilmények, stresszhatasok allandé6 monitorozasa
folyamatosan igényelhet egy allando TA fehérje szintet, ami a rovid generacids idejii mikrobak
esetén nagy eldny, hiszen a transzkripcidé nagyon alacson szintrdl torténd novelése idd és
energiaigényes folyamat, rdadasul a transzkripci6 gétlasa esetén -antibiotikum altal okozott stressz-
nem is feltétleniil lehetséges. Gyorsabb reagélast tesz lehetévé és valdszinilileg adaptiv elonyt is
jelenthet a relative magas bazalis transzkripcids aktivitas fenntartasa. Ez anndl is inkabb igaz lehet,
mert ha jobban belegondolunk a transzlacids frame shift miatt a toxin molekuldk molaris aranya
nagyon alacsony lehet az antitoxinhoz képest. A rendszer talbiztositott olyan szempontbol is, hogy
a protedzok altal feltételezett antitoxinbontas idObeliségét is képes kompenzalni oly modon, hogy a
rovid aktivacio soran a sok antitoxin molekula képes pufferolni, késleltetni a toxin aktivaciot. Ha a
stresszhatdsok folyamatosan, kronikusan aktivaljak a protedzokat, akkor viszont az antitoxin
lebomlas erdteljesebbé valik, ami a toxin aktivacidhoz, antitoxin neutralizicio €s autoregulacio

elvesztéséhez vezet (Sat és mtsai., 2001).

63



A két fehérje interakcidja ¢és aktiv, autoregulacios képessége masik TA rendszerekre jellemzé
kérdés megvalaszolasat veti fel, mégpedig, hogy 1étezik-e kimutathato6 TA komplex szabadon a
sejtben. Az addikciés modulokndl ugyanis ez a kapcsolodas teszi lehetdvé a toxin neutralizalodasat

normal fizioldgias koriilmények kozott (Masuda és mtsai., 1993).

6.4. TA fehérjék komplex alkotasanak vizsgalata

Az 24. 4bra gélelektroforézise mutatja, hogy a koexpresszalt TA fehérjék egyiitt is megjelennek a
gélen, annak ellenére, hogy csak a toxin volt His-Tag jelolt. A Ni-NTA oszlopon kitddd PemKyis
rekombinans fehérje képes volt kotni a nativ Peml antitoxint és az imidazol eludldssal mindkét
fehérje egyilitt tdvozott az oszloprol, ami bizonyitja a fehérje-fehérje kapcsolatok létrejottét a
feltételezett toxin és antitoxin fehérjék kozott. Annak eldontésére, hogy milyen molaris aranyban
vannak jelen a fehérjék, operator jelenléte nélkiil, a TA komplexben, glutaraldehid keresztkotési
kisérletet végeztiink (25. dbra). A glutaraldehid keresztkotés eredményeként a kezelés hatasara csak
a mindkét fehérjét tartalmazo reakcidban megjelend 25 kDa koriili termék szerint a Peml és PemK
fehérjék 1:1 aranyban, heterodimerként, vannak jelen a citoplazmdban jelen levd szabad
komplexben. A Peml és PemK fehérjék kiilon nem alkotnak homodimert. Mas TA rendszerek
esetében jellemzden heterotetramer formaban vannak jelen a TA fehérjék szabadon a sejtben,
azonban az operatoron mar eltérd6 modon alkothatnak komplexet. Az A. tumefaciens pemlK
rendszer legkozelebbi ortologjai koziil csak az E.coli MazEF fehérjékrdl van pontos
kristalyszerkezet. Ebben a TA rendszerben példadul oldatban operator nélkiil 2:1 aranyban
heterohexamert alkotnak, a promdter-operator egységen viszont végso soron 1:1 aranyban alkotnak
komplexet a toxin ¢és antitoxin fehérjék, rdaddsul a komponensek itt kiilon is képesek
homodimereket alkotni (Kamada és mtsai., 2003).

Annak eldontésére, hogy melyik régio felelés az antitoxin DNS kotésért és a fehérje-fehérje
interakcidért a toxin fehérjével, érdemes lenne olyan mutacidkat generdlni a feltételezett protein
région, melyek funkcidvesztést okoznak, ezaltal meghatarozhatoak lennének a kotésben fontos

aminosav oldallancok. Erre az alanin scanning nagyon alkalmas modszer.

6.5. A pemIK operator azonositasa in vivo és in vitro modszerekkel

A DN-az I protekcios €s hidroxil-gyok interferencia kisérletekhez a 133 bp hossza pemPR up és
pemPR low primerekkel amplifikdlhatdé DNS fragmentet hasznaltuk.
A 28. éabra alahtzott nukleodidjai a footprint kisérletek alapjan kijeldlnek egy 20 bp hosszu

forditottan ismétl6do részleges palindrom régidt, csak egy bazisnyi eltérés tatalhat6, melynek pont a
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kodzepén van a szimmetriatengelye és igy 10-10 bp hosszu két félkothelyet tartalmazo elrendezést

feltételezhetiink az operator szerkezetét illetden. A két kotdhely megléte egyezik az irodalomban

crer

crer

vizsgalt esetben is atfednek a transzkripcios starthellyel és a feltételezett -10-es promoéter box
résszel. Ez a represszid mechanizmusat is magyarazza, hiszen ily modon direkt gatolja a PemIK
komplex az RNS polimerazt, ezaltal csokkenti a transzkriptumok, sajat fehérjéit kodold6 mRNS,
képzddésének valdszinliségét.

Az in vitro kisérletek altal kijelolt operatort 5° iranyban hatdrold adenin szerepe is kérdéses a
szabalyozasi funkcidé szempontjabol, jollehet ez felboritand a szabalyozd egység szimmetridjat.
Annak eldontésére, hogy ténylegesen hol is van az operator hatdra olyan mutdnsokat terveztiink,
mely in vivo lacZ riportergénen keresztiil alkalmasak a kérdés tisztazasara. (29. bra)

A pPRM1 M1 mutéacié (A—C) asszimmetrikus az operator pozicidt tekintve, a szabalyozé elem
footprintek altal kijelolt 5° hatarat hivatott eldonteni. A pPRM2 plazmid M2 mutécidja
szimmetrikus az operator poziciora nézve (T—A és A—C) a didd szimmetriat mutatd részleges
palindrom hatérait jel6li ki, mig a pPRM2 vektoron levd szintén szimmetrikus M3 mutans operator
(G—T és C—QG) belsd bazisokat és a transzkripcids startpont részt érinti (29. abra).

A vad operatorhoz képest az M1 mutacid bevezetése nem csokkentette a szabalyozo egység
mitkddésének hatékonysagat, tehat nem része a szabalyozo egységnek. Az M2 muticid mintegy
felére csokkentette az M3 pedig gyakorlatilag teljesen megsziintette a represszid képességét az
operatoron a TA komplexnek. Az M2 mutacidé okozta dramai repressziocsokkenés kijeldli az
operator sz¢lsd hatarait. A mért eredmények vildgosan jelolik az operator pontos méretét és
nukleotidsorrendjét, TGTGCTACAT-ATGTTGCACA. Az M3 muticio pedig jelzi, hogy a TA
komplex legfébb autoregulacids feladata a sajat operon transzkripcidjanak gatlasa, szabalyozésa,
hiszen a promoter részt érintd sériilés az autoregulacio teljes megsziintét eredményezte. A hidroxil-
gyok interferencia footprint jelzi, hogy a két félkotéhely nem egyenértékiien mddosul a kémiai
kezelés hatdsara, hiszen némileg asszimmetrikus protekci6 figyelhetdé meg a gélen az eltérd operator
részek irant a represszor részérél (27. abra). Erdemes lenne olyan mesterséges, szimmetrikus
félkotohelyeket és csak egy félkotohelyet tartalmazd konstrukcid 1étrehozasa, amely tisztdzna a

félkotdhelyek pontos szerepét €s hierarchidjat.
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6.6. A PemIK rendszer fiziologias szerepe

A TA modulok szamos fizidlogias szerepet tolthetnek be az €16 sejtekben. Az A. tumefaciens pemIK
addikciés modulja legkdzelebbi rokonsagot az E. coli mazEF/pemIK csoportjahoz mutatja. Ezen
fehérjékre jellemzd, hogy a transzkripcio gatlasan keresztiil elpusztitjak a sejteket vagy legalabbis
jelentésen csokkentik a novekedésiiket. A kromoszoman taldlhaté TA modulokra, mint a mazEF és
chpBIK, az utobbi jellemzd. Az altalunk vizsgélt addikcids rendszer szabalyozo része viszont
szerkezetileg inkdbb hasonlit a plazmid stabilitasi faktorként ismert E. coli pemIK génekhez. Ennek
tanulméanyozésara a nativ toxin, antitoxin és a két fehérje egyiittes expresszidjara alkalmas kisérleti
rendszert dolgoztunk ki. A csak antitoxint teremeld pI22 plazmidot tartalmazo torzs (31. abra) a
kontrollal egyiitt normalis ndvekedést mutatott. A toxin (PemK) tultermeld pK22 vektort tartalmazo
torzs novekedése dramaian csokkent. Ezt a gyenge, erdsen gatolt novekedést csak az antitoxin
jelenléte tudta kompenzalni (pIK22 vektor). Ez egy klasszikus kisérlet a TA modulok jellemzése
soran és a kapott eredmények teljesen beleillenek a csalad mas tagjainal tapasztaltakba (Masuda és
mtsai., 1993, Jensen ¢és mtsai., 1995). Amikor a kisérlet soran a kontroll csoport elérte az
exponencialis fazist, az indukciét kovetd 150 perc utan, még nem volt latvanyos eltérés a
novekedési gorbék tekintetében, viszont a stacioner fazis elérésekor, ODgpo~2, a csak toxint termeld
baktériumok csupan ODgp0~0,4-0,5 értéket mutattak és nem emelkedett a mért adat a késébbiekben
sem jelentdsen. A 390. percben a kontroll és az antitoxint (Peml), illetve a TA fehérjéket egyiitt
termeld sejtek kozel hatszor magasabb optikai denzitdst mutattak a csak toxint termeldkkel
Osszevetve. A nativ PemK toxin erdteljes expresszidja tehat jelentdsen csokkentette a sejtek
novekedését. A gatlas pontos mechanizmusa még tisztazando, aminek érdekében érdemes lenne az
mRNS bonté aktivitast kimutatni. Erre nagyon hatékony lenne egy qPCR alapu vizsgalat. Ajanlott
egy pemlKA A. tumefaciens torzs eldallitdsa, melynek fizioldgias vizsgélata és patogenezisének
tanulméanyozésa ravilagithat a pontosabb hatdsmechanizmusokra és interakciokra.

Az eredmények Osszegzéseként javasolunk egy modellt az 4. tumefaciens pemIK addikciés modul

operonjanak mitkodésére (32. abra).
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32. abra: Javasolt modell az A. tumefaciens pemIK operon mitkodésére.

A peml és pemK cisztronok 1 bp atfedéssel rendez6dnek a peml elétt 5° irdnyban levd promoter-
operator utan. A TA komplex heterodimert alkot a citoplazmaban ¢s képes a sajat operont
autoregulalni. A PemK toxin tultermelése jelentésen csokkenti a sejtek ndvekedését.

6.7. A. tumefaciens pemIK operonjanak lehetséges biotechnologiai hasznositasa

6.7.1. Plazmid stabilizacio

Plazmidba épitve a pemIK addikcidés modul akar antibiotikum szelekcié nélkiil is képes stabilizalni
a rekombinans plazmidot. Ilyen rendszert hoztak létre E. coli esetében a parDE TA modul

plazmidba épitésével (Gerdes, 1988, Pecota és mtsai., 1997).

6.7.2. Pozitiv szelekcios vektor

A transzgénikus novények eldallitasa soran eldszeretettel alkazmazott A. tumefaciensbdl olyan
torzset kell eléallitani, melyben a pemIK rendszer delécidval kiejtett a kromoszémarol. A
klonozashoz hasznalt plazmidba csak a toxin gént épitjiik be egy vad A. tumefaciens vagy antitoxint
is termeld E. coli torzsben fenntartva. A toxint kodold cisztronba tudunk beépiteni DNS
fragmenteket. A pemIKA antitoxin deficiens szenzitiv tdrzsbe elektroporalva a konstrukciot, csak a
rekombindns plazmid képes fennmaradni, mert az inszertet nem tartalmazo, toxint termelé nem
rekombinans koloniak elpusztulnak, vagy legalabbis nagyon gyenge novekedésiik miatt a hattérbe
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szorulnak. A késdbbiekben a revertans kolonidk szama is csokken, ezéltal a rekombinans plazmid
stabilitasa is n6. Ilyen plazmid rendszert allitottak el6 az E. coliban pozitiv szelekciora a ccdB és kid

gének felhasznalasaval (Bernard és mtsai., 1994)

6.7.3. Onmegsemmisité baktériumok

A transzgénikus novények €s tranziens expresszios rendszerek eldallitasa soran gyakran felmeriil az
igény az A. tumefaciens rezidudlis infekcios sejtek elpusztitisara, mely antibiotikum kezelés
hatadsara sem mindig hatékony. A toxin gének indukalt mdédon torténd taltermeltetése szinergista
lehet az antibiotikum hatassal bizonyos koriilmények kézott. Az addikeids toxinokat a mikrobialis

kontaminacid csokkentésére lehet felhasznalni.

6.7.4. A pemIK TA komplex potencialis antibiotikum target

A legtobb szabadon ¢16 human-, allat- és ndvénypatogén baktérium tartalmaz TA modulokat (13).
A novényvédelem ¢és a medicina folyamatos kihivéssal néz szembe az antibiotikum rezisztens
mikrobdk egyre szélesebb korii elterjedése miatt, ami 0j potencialis antimikrobialis formulak
keresését igényli. A toxin-antitoxin direkt interakcid gatlasaval illetve a toxin aktivacid szignal
utvonaldnak manipulalasa bizonyos molekuldkkal, 0j antibiotikumokkal, kivalé lehetoséget ad a
human, allat és novénypatogének elleni harcban a védekezésre a betegségek korokozai ellen.

E. coliban mar izolaltak is egy olyan pentapeptidet, melynek tisztitott, naturalis, forméja képes volt
nagyon hatékony bakteriosztatikumként hatni a mazEF addikciés rendszeren keresztiil (Kolodkin-

Gal és mtsai., 2007).

6.8. 16-3 bakteriofag egy kopias méroegységének eléallitasa

A 16-3 fag integracids rendszerét felhasznalva eldallitottunk egy olyan mérdegységet, mely
alkalmas lehet R. melilotiban a pontmutdciok, aminosavcserék hatdsainak nagyon preciz
vizsgalatara a /6-3 fag C represszor és operatorainak kolcsonhatdsa soran. Ennek a rendszernek a
felhasznalasaval végso soron egy megvaltozott specifictasu represszor fehérje izolalasa volt a cél.

A R. meliloti esetében az Oy, operator-promoter -C represszor egység R= 0,78 represszidt mutat, az
Og; esetében ez az érték R= 0,81. Az A. tumefaciensnél az Oy, operator-promoter -fag C represszor
egység R= 0,80 represszios értéket mutat, az Ogr, esetében ez R= 0,83. Ezek az eredmények
megerdsitik a kordbban E. coliban 1RS45fag felhasznéalasaval eldallitott egy kopids rendszeren

kapott eredményeket, melyek gyakorlatilag ugyanilyen repressziot mutattak a két vad operatoron
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(Papp ¢és mtsai., 2002). Az is megfigyelhetd, hogy a hosszabb operator (Or2) mindkét fajnal kis
mértékben magasabb repressziot adott, tovabba a révidebb operatort tartalmazoé promoéterhez képest
magasabb alapaktivitdst mutatott (14 MU a R. meliloti és 21 MU az A. tumefaciens esetében). Az
Or> operatort tartalmazd promoter-operator egység altal produkalt magasabb alapaktivitas a két
promoter szerkezetében levé minimalis eltéréssel magyardzhatd, ami nem befolyasolta a mért

represszi6 értékeket.

6.9. Alanin scanning

Az in vivo mérések alapjan elmondhatjuk, hogy a pPM232 plazmidrél atiréd6é vad represszor
hatékonysdga a vad operatorokon megegyezik a pPM238 vektorrdl hajtott Misl- Eagl cserélhetd
panelt tartalmazo represszorral, tehat az 1 restrikcios hely generalasa nem befolydsolta a
transzlaciot és a funkciot, ami alkalmassa teszi a tovabbi represszor mutaciok tesztelésére.

Az alanin mutacid bevezetése a felismerd hélixbe minden pozicidban és mindkét operatoron
jelentésen csokkentette a mért repressziot, ami azt jelenti, hogy minden pozicié fontos a felismerd
hélixben a DNS-fehérje komplex hatékony és specifikus kialakitasahoz. Legerdsebb funkcidvesztés
a Q37 pozicidban figyelheté meg, mig a legkisebb jelentdségli a kotés szempontjabol az N42 és
N43 aminosavak oldallancainak elimindldsa a DNS-fehérje komplexbdl. A Q37, Q38, 140, N41
N42 aminosavak oldallancai kapcsolédnak az operator megfeleld nukleotidjaival, mig az N43
oldallanc a komplex egészének térszerkezeti stabilitdsdban vehet részt. A két vad operatort
Osszehasonlitva az egyes mutdns represszorokkal minden aminosav alanin cseréje hasonloan

rontotta el a repressziot.

6.10. Operator mutansok vizsgalata

A pGSBI plazmid felhasznalasaval eldallitott komplett operator mutans sorozat tesztelése a vad
represszorral figyelemre méltd eredményeket adott.

A muténs operatorokon vad represszorral kapott mérési eredményekbdl lathatjuk, hogy a leginkabb
lecsokkent R értékeket, legnagyobb hatdsu mutaciok, a 2-2 mutdns operatorok csoportja és az 1-1
1-1/ge

pozicidok Oga

1-1/t - 3ta , 4-4 4-4/t , - 3lge s 4
Ora ™, Oro> V', Opo> 12 &s Opp*°8, Ogy*™® csoportok adtak. Ezek koziil csak a Og,’ 38 &5 Opy

mutacidéi mutatjak. A legmagasabb R értékeket, legkisebb hatdsu mutaciok, a

Yee kozelitik meg a fenotipikusan lizogéniat add fagnal mért R értékeket, a tobbi esetben viszont
valdsziniileg nem besz¢lhetiink lizogéniat add fenotipusrol ‘in phage’ szitudcié esetében akkor, ha a
O,°-1 operator mutansat vessziik alapul (R=0,54). A baziscseréket figyelembe véve elmondhato,

hogy a legkisebb hatasi mutaciok minden esetben azok voltak, melyek soran az eredeti
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nukleotidokat szimmetrikusan megforditottuk. Ilyenek az 1-lesetben az Og,'"® (R=0,6), a 3-3
mutaciok koziil a Ogy”"™ (R=0,58), a 4-4 csoprtban a Og,* ™™ (R=0,53), melyek mindegyikében az
eredeti A-T pozicidkban T-A cseréket generaltunk, illetve a 2-2 csoport mutacioi kozil a Ora> 7%,
melynél a C-G bazisokat cseréltiik le G-C nukleotidokra. Mindegyik mutaciéo az adott csoport
legmagasabb R értéket mutat tagjai kozé sorolhaté. Erdekes, hogy a legkisebb hatésu valtozasok a

3-3/gc

mért repressziokban ennek ellenére az Og, operatornal (R=0,73), A-T —G-C cserében, és az

Or>"*8 mutécio bevezetésénél mérhets (A-T —C-G csere, R=0,66). Megfigyelhetd altalaban, hogy

. .y 1-1/
a 2-2 és 1-1 pozicid Ory ¥

mutacidi adtdk a legnagyobb represszié csokkenést, igy ezek
szolgalhatnak alapul a megvaltozott specificitasi represszor izolaldsa soran az operator oldalrol.
Ezekkel a nukleotidokkal a felismeré hélix 1. és 2. aminosavainak oldallancai tarthatnak

kapcsolatot, ezért a késObbiekben ebben a régidoban végeztiink mutagenezist.
6.11. Megvaltozott specificitasu represszor vizsgalata vad és mutans Og; operatorokon

A represszor mutansok nem terjedtek ki minden aminosavcsere eldallitasara a HTH régio6 felismerd

crer

crer

A mutans Og, tipusi operatorokon és a szdmos aminosavcserés represszorral kapott mérési
eredményekbdl megallapithatjuk, hogy a represszorban végzett aminosavcserék minden esetben

dramaian csokkentették a fehérje funkciéjat minden operatoron vizsgalva. Ez alél kivétel az Or,"

1/cg Q37Ala

operator viselkedése a C represszor mutdnssal mérve. Ebben az esetben a vad Og»
operatoron nagyon alacsony represszio értéket mértiink az alanin cserét hordozo represszorral
(R=0,11), ellenben a C-G mutaciot hordozod operatoron a vad represszor vad operatoron mért
értékét is meghaladé nagyon magas repressziot kaptunk (R=0,90). A vad repersszor a mutins Og,"
Veg operatoron csak kozepes R értéket mutatott (R=0,52), igy a mutdns alanin cserés
represszorunkrol elmondhatjuk, hogy szupresszalni képes az operator mutacidt, ami annyit jelent,
hogy sikerrel izolaltunk egy megvaltozott specificitasu szabalyoz6 fehérjét egy Ogy tipusu
operatoron.

Mar el6zéekben ismert, hogy 76-3 C represszor hatékony repressziot ad a 434 fag operatoran,
ahogyan a 434 fag represszora hatékonyan miikodik a /6-3 Or, operatoron (Dallmann és mtsai.,
1987). A megvaltozott specificitasi szabalyozo fehérje izoldldasa megerdsiti azt a korabbi
feltételezést, mely szerint a GIn37 oldallanca, a felismerd hélix els6 aminosavja kapcsolodik az
operator elsd A bazisdhoz a DNS-fehérje komplexben. Ennek alapja az a megfigyelés, hogy a 434

represszornal a GIn28 pozicid a felismerd hélix elsd aminosavja ebben a rendszerben, alanin cseréje

szintén szupressziot ad abban az esetben, ha az operator A-T—T-A szimmetrikus baziscserés
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mutaciot hordoz (Wharton és Ptashne, 1987). A 16-3 esetében az A-T—C-G szimmetrikus
baziscsere altal mutatott megvaltozott specificitds bazis specifikus, mert a masik két nukleotiddal
nem mutat hatékony repressziot. Mindez azt feltételezi, hogy a rovid alanin oldalldnc 0j és
specifikus kapcsolatot képes kialakitani a C-G bazisokkal, mely nem funkcidképes a vad glutamin

oldallanccal.

6.12. Megvaltozott specifitasi mutans represszor viselkedése Oy, tipusi operatoron

Az igazan érdekes része csak most érkezett el munkéanknak, hiszen az Og,"™"*® mutéciot a hosszabb

operatoron képesek voltunk szupresszalni egy CQB7Al

mutans represszorral de vajon hogy
viselkedik ez a feldllas a rovidebb operator esetében? A tulajdonképpeni cél eldonteni, hogy a
represszor ugyanazokat az oldallaincokat hasznalja-e mindkét operator esetében a komplex
kialakitas soran vagy eltéré atomi kapcsolatokat alakit ki a kiilonféle operatorokkal a felismerés
folyaman.

1-1/€8

CQ37Al

A révidebb mutans operatoron, Op, , az alanin szubsztiticios, , €s a vad represszor

egyarant alacsony R értéket adott (R=0,29 illetve 0,24).

A kapott eredmények azt tiikrozik, hogy az alanin muténs represszor nem képes szupresszalni az 1-
1 pozicidban C-G mutéciot hordozé rovidebb operatort. A rovid, hidrofil alanin oldallanc csak az
Or,""® tipusu operator mutanssal alakit ki nagyon erés, uj kontaktust. A pontos molekularis
mechanizmust csak egy kristalyszerkezet tudna megoldani.

Ez az eredmény arra enged kdvetkeztetni, hogy az Oy, tipusu szabalyozé elem mas modon alakit ki
specifikus kapcsolatot a fehérjével a komplex képzés soran.

Osszességében a két eltéré operatoron végzett elemzések azt mutatjidk, hogy bar hasonldan
hatékonyak funkciondlisan, mégis mas felismerési elrendez0dést mutatnak a represszor fehérje
homodimerek az eltérd operatorokon. A represszor ilyen nagy mértékii flexibilitdsa megerdsiti a
rotacidsan flexibilis protein homodimer modell 1étjogosultsagat.

A megvaltozott specificitasi represszor izolaldséval, tulajdonképpen egy olyan eszkdzt hoztunk
l1étre, mely alkalmas DNS-fehérje kapcsolatok esetében nagyon finom részletek modellezésére,

leirasara kristalyszerkezet 1étrehozéasa nélkiil.
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7. OSSZEFOGLALAS

crer

kérdéskor. A mechanizmus pontosabb megismeréséhez eldallitottunk egy R. meliloti és A.
tumefaciens fajokban egyarant hatékony integrativ, egy-kopids mérdegységet. Alanin scanning
felhasznalasaval meghataroztuk, hogy melyek a legfontosabb aminosavak a represszor felismerd
hélixében. Az Ogr, operatorban szimmetrikus mutaciokat generaltunk mindegyik pozicioban és
megvizsgaltuk a mutdciok hatdsait a vad represszorral kialakitott specifikus kapcsolddasban.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az 1-1 és 2-2 poziciok megvaltoztatasa volt a legnagyobb
hatasu a represszor fehérje kotése szempontjabol. A fehérje oldalardl a felismerd hélix 1. és 2. Gln
aminosavjait cseréltiik le mas aminosavakra és megnéztiik, hogy milyen hatasa volt vad és mutans
operatorokon az egyes muticioknak. Sikeresen izolaltunk egy megvaltozott specificitast, GIn37-
Ala37 aminosavcserés represszort, mely a mutans Og, operatoron pedig magas repressziot, a vad
Or, operatoron alacsony represszidt adott. Mindezek mellett a vad C represszor a mutdns Og;
operatoron nagyon gyenge funkciot adott. Ugyanezt a paralell mutaciot az O, operatorba beépitve
nem taldltunk szupresszidt a megvaltozott specificitdsu represszorral vizsgalva. Mindezen
eredmények a két eltérd operatoron azt mutatjak, hogy bar hasonlé funkcionalis hatékonysaggal
birnak, mégis mas felismerési elrendezddést, dokkoldsi mintdzatot mutat a fehérje homodimer az
eltérd operatorokon. A represszor ilyen nagy mértékii flexibilitdsa megerdsiti a rotaciosan flexibilis
protein homodimer modell hipotézisét.

Az A. tumefaciens pemIK homoldg addikciés modul kivald lehetdséget mutat 0j antibiotikumok
kifejlesztésére a novényvédelem szdmara. A putativ TA rendszerrél bebizonyitottuk, hogy a két
ORF aktiv transzkripcios egységként mikodik €s meghatatoztuk a transzkripcio startpontjat. A két
proteint koexpresszalva bizonyitottuk az autoregulacios képességiiket. Kimutattuk, hogy a toxin és
antitoxin fehérjék heterodimert képeznek a citoplazmaban. Footprint és mutacids analizissel
meghataroztuk az operator régiot. A toxin fehérje thltermelésével demonstraltuk a sejtek
novekedésére gyakorolt negativ hatdsat. Mindezen eredmények lehetdvé tették egy olyan operon

modell elkészitését, mely igazolja a két fehérje addikcios modul szerepét.
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8. SUMMARY

The interaction of the /6-3 bacteriophage C repressor protein and their differentially structured
operators are particularly exciting phenomena. We constructed an integrative single-copy set-up in
vivo reporter system to study the mechanism of the interaction of the phage repressor protein and
their cognate operators. The in vivo reporter system can be used both in R. meliloti and in A.
tumefaciens strains equal. We have identified the role of the amino acid side chains of the C
repressor protein’s recognition helix in the course of the operator binding by alanine scanning.
Moreover we have introduced symmetric nucleotides changes in each position of the wild type
operator sequences in order to demonstrate how important each nucleotide of the operator protein
binding sites are during the process of DNA-protein complex formation. In the light of our data, the
changes of the operator nucleotides at positions 1 and 2 show the highest influence on the binding
of C repressor protein. Moreover we introduced diverse amino acid exchange at the GIn37 and
GIn38 positions, of the C repressor’s recognition helices. We analysed the interactions between the
C repressor proteins containing different amino acid replacements and the mutated operators at
symmetric positions. We isolated a C repressor mutant with altered binding specificity caused by a
GIn37-Ala37 amino acid exchange. The mutant C repressor protein shows low repression value
with the wild-type Og, operator although it has an increased affinity to the mutant operator Og,' ™"/
similar to the interaction of the wild-type Og, and the wild C repressor protein. Unexpectedly, the
CY7 repressor, contrary to its binding to the mutant Or,' 8 operator, did not bind well to its
parallel O version, the Or,'"*® mutant. This means that the spatial relationship between the major
grooves and the recognition helixes at the interface are different in the two kinds of complexes,
implying that the /6-3 repressor may use different docking arrangements to recognize Oy -type and
Ogr-type operators. In the light of our new results, we can extend our previously suggested
“rotationally flexible protein homodimers” model by drawing conclusions concerning the binding
domains.

The putative pemIK addiction module of the 4. tumefaciens is a probable antibiotic target for the
crop production. We demonstrated that the two ORFs are the transcriptional units of the pemIK
operon moreover we isolated the promoter region and the transcription start point was identified.
The operon auto regulation was demonstrated by co expression of the PemlI antitoxin and the PemK
toxin. The cytoplasmic TA complex and the protein-protein interaction of the toxin and antitoxin
molecules were detected. The pemlIK’s operator was characterised by footprint analysis and
mutational screen. The negative effect to the cell growth was demonstrated by the PemK toxin

peptide over expression. Summarising our results, we established a model describing the structure

and function of the newly characterised pem/K addiction module of the 4. tumefaciens.
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M2.

16-3 fag ¢ gén nukleotidsorrendje

35641
35701
35761
35821
35881
35941
36001
36061
36121
36181
36241
36301
36361

agtcaacaag
ggatgcacgc
tgcagcacga
gcgccgtcat
ggtttggtag
ccgtcgatat
taatccaaaa
agtactggta
ttcggtcgag
agcacagccc
gcttcggtca
cgccaaacca
tgaccaacgc

caattgtcgc
tcacaacttg
gcttgttgge
cctcgttgtc
ggtgaaccca
agacagcgta
ccgacccgtt
acaatttctt
gcaggtgctc
tgtacttccg
tcatttggcg
ttgacgacgc
gccgtgegag

tgacccggca
ttcgegegtg
ggtccagccg
ggggtgtatc
gacggtctcg
cgcgttcgge
gaagatgtac
cttgcgecgge
ctgctgcctt
cagacccgcc
catctcctgc
cgcacggccc
ttcggcttge

cgctaccaat
aattcaatct
acgaattcct
tgaataacca
cctggtcgga
acattctcga
tctccgtctt
tccatgttgg
atgatgggga
agagacgtca
tcgtcgatcc
gcaaataggt
gtgattcctg

attttccggc
tcttcgtegg
tgacgaatcc
catcatcacc
agcgcggcac
gcgatggegg
ctccgeccac
tttcttcgee
acggctcgcg
ccttctccgg
caagctcgcg
tgttgatcge
cctcttccag

gagaatgata
attgtactgc
gcggggagyg
gcggegegge
cattgattcg
gcagtcgacg
ggcttccccce
gatcgtggcg
gggtgacggc
atcccggceca
cgcaagctcg
ctgttggctt
cttcgeggcec

36421 agagtgtctg ttaatcggct catgtgaaat gtccctttat gcatcaacaa cttataccat

M3.

16-3 tag C represszor aminosavsorrendje

MHKGTFHMSRLTDTLAAKLEEAGITQAELARRVGQSQQAINNLFAGRAASSMVWRELAR
ELGIDEQEMRQMMTEAGRDPEKVTSLAGLRKYRAVLPSPREPFPIIRQQEHLPRPNATIGEE
TNMEPRKKKLLPVLGEAVGGEDGEYIFNGSVLDYVDCPPSLENVPNAYAVYIDGESMVPR
FRPGETVWVHPTKPPRRGDDVVIQIHPDNEDDGAPPRGFVKEFVGWTANKLVLQQYNPTK
KIEFTREQVVSVHPIILAGKYW

M4.

A. tumefaciens peml nukleotidsorrendje

1
61
121
181
241

MS.

atgaccgtga
gctcttttga
ggcgetctgg
ctggatggtg
cctecctgteg

ccacgaaaat
agatgctggg
tggcaagccc
cagaggaagt
gcaaagaagc

aagacgccag
gctggaaatc
ggttcgactg
ggcagctcta
gttgtga

A. tumefaciens pemK nukleotidsorrendje

1
61
121
181
241
301

88

atggtccgca
gtaggcagceg
gcggtcggac
gggcttgccg
agaagcatgg
gatgatgcga

accagatccc
aaatcaagga
tctgtctegt
taaatatatc
atatcgtcgc
cgatcgatga

caagcgcggce
cgaacatcgc
cgtcccggtg
cggccacaag
ccgggttgece
aatcgccggg

ggcggcgcegyg
ggtgagcaac
gaaaagaaac
aacgccaggg

gacgtttatc
tgtgtcgtca
accaccggcg
acaacgggcg
cagaagaaag
cgcgtcatca

cggtgatgac
tgacgctcga
gcttcacgct
agcgggcegtg

tggttgatct
tcacgcccag
gcatgtttac
tcgetttgty
cgaaatatat
gcatgatcga

gatcccgecc
ggtcgataat
ggccgaatta
ggacacagcg

aaaccctgtc
agaaattaac
gcgcaaggca
caatcaggtg
cgaaaccctc
tccagcttga
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