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1. A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

A dolgozat latszolag két eltérd rendszer vizsgalatabol épiil fel, melyek kozott a kdzos kapesolodasi
pont, hogy DNS-fehérje interakcids vizsgalatokat hasznaltunk a génszabalyozéasi funkcid és a
molekularis szintli szerkezetek tisztazasahoz. Mindezen elemeket olyan részletességgel vizsgaltuk,
hogy elkészithessiink egy miikodési modellt, illetve a 76-3 fag represszor esetében egy mar
meglevd modellt kiegészithessiink.

A 16-3 fag ¢letciklusat szabalyozd C represszor fehérje a fag jobb illetve bal oldali operatorain
keresztiil (Or és Or) befolyasolja a kiilonféle bakteriofdg gének transzkripciojat. Mindkét operator
régioban két represszor kotdhely talalhatd, az O operatorok azonban 12 bp mig az Or operatorok
14 bp hossztiak. Az operatorok felépitése eltérd, de funkcionalisan mégis azonos értékiinek
tekinthetok. A bakteriofagok korében csak néhany olyan represszor fehérje ismert, ami képes eltérd
szerkezetli operatorok hatékony felismerésére. Ilyen példaul az E. coli ciklikus AMP receptor
proteinje (CRP), mely két eltérd hossziisagu operatort ismer fel. A 16 €s 18 bp hossz operatorokat
6 illetve 8 bp centralis spacer valasztja el egymastol. A DNS-fehérje kapcsolodas soran a CRP a
kotés kialakulasakor konformécid valtozast indukal az operatoron. A DNS szerkezete B DNS-bol
A-DNS formaba alakul at, igy lehetdvé téve a hosszabb operator felismerését is anélkiil, hogy a
»spacer” régidval kialakitana specifikus kapcsolatot a cAMP-CRP komplex. A masik nagyon
érdekes represszor a CytR, mely két oktamer ismétlddo szekvenciat ismer fel direkt vagy ellentétes
orientacidban 2 bp elvalasztd résszel szepardlva. A cAMP-CRP komplex jelenlétében a CytR
represszor képes felismerni ellentétes orientacioban a kotdhelyeit 10-13 bp résszel elvélasztva,
illetve direkt ismétlddé elrendezésben 1 bazissal szepardlva. Az eltérd kotohelyek felismerését
ebben az esetben a cAMP-CRP complex altal a CytR represszoron indukalt, fehérje-fehérje
kolcsonhatasbol eredd konformdaciovaltozas teszi lehetévé. Kiilonleges tulajdonsagot mutat az
operator felismerésben az E. coli 186 bakteriofdg CI represszora, mely két féle operatorhoz tud
kotédni. Az A ¢és B tipusnak nevezett operatorok koziil az A varidns félkotohelyei 4 illetve 5 bp
elvalaszté résszel rendelkeznek. A két eltérd operator kotésében a represszor felismerd hélix eltérd
aminosav oldallancai vesznek részt. A 16-3 C represszor esetében nem kimutatott mas faktor
jelenléte a represszor fehérje-operator komplex kialakuldsa sordn és az operator DNS szerkezete
nem valoszintsiti a szerkezeti valtozasokat sem.

Kisérleteink soran célunk annak tanulméanyozésa volt, hogy a /6-3 C represszor ¢€s eltéré operatorai
hogyan képesek egymassal hatékony komplexet alkotni. A jelenség pontosabb megértésének
érdekében egyrészt egy kopids in vivo riporter rendszereket allitottunk eld, melyekkel vizsgéltuk a
16-3 fag eredetli vad és aminosavcserét tartalmazo mutans C represszor fehérjék a kolesonhatasat
vad és mutans operatoraikkal. Célunk ezzel egy olyan szupresszids fenotipust, megvaltozott
specificitast add6 mutans represszor izolalasa, mely a DNS-fehérje komplex kialakulasanak
pontosabb megértéséhez kozelebb visz minket. Ezekkel a kisérletekkel a represszor ¢és
operatorainak dokkolasi mintazatat vizsgalhatjuk, vagyis hogy a két vad operatoron (Og, és Oy,) a
dokkolasi feliiletben létezik-e eltérés.

A modern biologidban a fagok nem pusztan a molekularis biologiai folyamatok megértésének
alanyai, hanem tobbek kozdtt a modern biotechnoldgia eszkdztara is jelentdsen boviilt a fagokbol
izolalt ,,molekularis eszkozok™ felhasznalasa révén. A bakteriofagok irodalmanak tanulmanyozasa
soran talaltunk rd a P/ fag stabilitasi faktoraként hasznalt addikcios rendszerre, mely végsd soron
felkeltette az érdeklddéstinket a TA rendszerek irant.

Adatbézisbol kiindulva egy az E. coli pemIK addikciés modulhoz nagy hasonldsagot mutatd operon
keriilt a latéteriinkbe. Ezek az egy antitoxinbol és egy toxinbol all6 kétkomponensti addikcids
rendszerek 4ltaldban a Gram- eubaktériumok korében fordulnak eld nagy szamban. Az ebbe a
csaladba tartoz6 addikcids modulok a legjobban tanulméanyozottak. Legismertebbek az R1 és R100
replikonnal rendelkezd plazmidok stabilitasi komplexei, mint a kis/kid (killing suppressor és killing
determinant) és a pemIK (plasmid emergency maintenance), és ezek kromoszomalis homologjai,
chpA és chpB (chromosomal homologues of pem) 16kuszok klasszikus TA elrendezddést mutatnak.
A chpA 16kuszt legjabban mazEF néven ismertetik. A mazF toxin a bakteridlis programozott

3



sejthalal folyamataiban is részt vesz, tobbek kozott a sejt energiahaztartasaban esszencialis mazG és
era génekrdl képz6dd mRNS-ek szekvencia specifikus hasitdsan keresztiil fejti ki citotoxikus
hatasat. A pemlIK és kis/kid rendszerek szintén képesek mRNS szekvencia specifikus hasitasara, de
nem feltétleniil pusztitjak el a sejtet, ellenben jelentdsen csokkentik a plazmidmentes utdodgeneraciod
novekedését. A PemK toxin nem igényli a riboszoma jelenlétét az mRNS hasitasa soran. A tisztitott
MazF fehérje az ACA helyen hasitja az mRNS-t. A hasitas fiziologids koriilmények kdzott nagyobb
valészintiséggel torténik a kddold régidban, ami a riboszomak befolyasold szerepét is valosziniisiti
a vagasi folyamatban. A MazEF hatdsmechanizmusédban részt vesz egy pentapeptid (NNWNN),
mely kikertilve az extracelluldris térbe a szomszédos sejtekben TA modul aktivaciot okozva, nem
direkt hatva a toxin-antitoxin alegységre, a sejtek pusztuldsat okozza. A tisztitott peptid
(extracellular death factor, EDF) az E. coli sejttenyészethez adva Onmagéaban is jelentds CFU
csOkkentd hatéssal bir.

Gyakorlati felhasznalhatdsdga miatt az 4. tumefaciens genomikusan kodolt pemIK ortolog toxin-
antitoxin (TA) rendszer operonjanak finom molekularis architekturajanak és funkcidjanak
tanulmanyozasat tiztik célul. Vizsgalatainkkal tovabba a promodter régiot, az operatort és
informaciokat kiegészitettikk fehérje-fehérje kolcsonhatds kimutatdsara alkalmas keresztkotési
eljarasokkal is. Végso soron pedig tanulmanyozni kivantuk, hogy milyen hatdsa van a PemK toxin
fehérjének a sejtek novekedésére.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. K16 anyagok és mikrobiolégiai technikak

A plazmid konstrukcidk épitése sordn és a konjugécios kisérletekben a plazmidok donorjaként az E.
coli DH5a torzset hasznaltuk. A fehérje expresszios és tisztitasi eljarasokhoz az E. coli BL21(DE3)
pLys3 torzset hasznaltuk. A 76-3 fag kisérletekben és a konjugacioban recipiensként a R. meliloti
41 és A. tumefaciens C58 torzseit hasznaltuk. A 16-3 fag technikékat (szaporitési feltételek, profag
indukcio) a szakirodalomban leirt eljarasok alapjan hajtottuk végre. Az in vivo mérdérendszerek
eléallitdsdhoz E. coli DHS5a torzsben ARS45 fagtorzset hasznaltunk.

2.2. Molekularis bioldgiai eljarasok

torténd hasitas, elektroforetikus elvalasztas, DNS fragmentek ¢és szintetikus oligonukleotidok
plazmid vektorba épitése, polimerdz lancreakci6 (PCR), DNS nukleotidsorrend meghatarozasa,
transzkripcids starthely azonositasa (primer extension), f—Galaktozidaz aktivitds mérése), a fehérje
munkak (fehérje tultermeltetés, His-Tag toldalékolt fehérjék tisztitasa, elektroforetikus elvalasztas
(SDS-PAGE)) soran, valamint a gél retardacios kisérletek (EMSA) és footprint kisérletben a
molekuléris bioldgidban altalanosan hasznalt, valamint a gyart6 cégek altal javasolt eljarasokat
kovettiik.



3. EREDMENYEK
3.1. 16-3 fag C represszor

3.1.1. Egy kopias in vivo méroegység eloallitasa

A gazdasejtben torténd in vivo vizsgalatokhoz eldallitottunk egy a 16-3 fag helyspecifikus
rekombinacids rendszerét hordozé integrativ plazmid vektort, mely lacZ riportergént tartalmaz. Ez a
mérdegység lehetdve teszi a preciz 6sszehasonlitdsokat és modellezi a profag stadiumot

3.1.2. pGSBI1 vektor tesztelése a 16-3 fag C represszor fehérje és a vad tipusu operatorainak
in vivo vizsgalatara

A C represszort transz helyzetbdl, plazmidrol, nagy moléris talsulyban termeltettiik és lacZ
riportergénen keresztiil mértiik a represszié értékeket a két vad tipusu operatoron (Op; és Ogy). A
mérések alapjan megallapithatjuk, hogy a két vizsgalt vad tipusti operator (Or, €és Ogrz) mindkét
fajban szinte azonos represszid értékeket adott. Az eredmények alapjan, tehat a konstrualt
mérdegység alkalmas a /6-3 bakteriofag C represszoranak és operatorainak tanulméanyozésara a
gazdaszervezetben.

3.1.3. A C represszor felismeré hélix aminosav oldallincainak fontossaga az operatorokkal
kialakitott kolcsonhatas soran (alanin scanning)

Azért, hogy meghatirozzuk a felismerd hélix egyes aminosavainak részvételét az operator
felismerésében ¢és kotésében, eldallitottunk egy olyan kisérleti rendszert, mely alkalmas
aminosavcserék generdlasara az altalunk vizsgalni kivant felismerd hélixet is tartalmazé represszor
régidban. A tovabbiakban annak eldontésére, hogy az adott pozicidban jelen levd aminosavak
oldallancai az operatoron torténé dokkolasban és kotésben szerepet jatszanak-e, nagyon rdvid
oldallaccal rendelkez6 alaninra cseréltiik le a Q37, Q38, 140, N41, N42 és 143 aminosavakat. A lacZ
riportergénen keresztiil meghataroztuk a represszié mértékét az O, és Ory operatorokon az alanin
cserés represszoroknak. A legnagyobb funkciokiesést a C®7 pozicio, a legkisebb hatast mutaciot
pedig a C*** aminosavak alanin cseréje okozta. A két operator viselkedése nem mutatott jelentés
eltérést az alanin csere hatasara.

3.1.4. Operator mutansok eloallitasa

Megvaltozott specifitasi represszor izolalasahoz sziikséges olyan mutdns operatorok eldallitasa,
melyen a vad represszor alacsony R értéket ad (funkciovesztés) viszont a mutans represszor a vad
tipusu represszornak vad operatorhoz kozeli represszidval, funkcidval, rendelkezik. A tovabbiakban
a pGSB1 plazmidba szintetikus oligonukleotidok felhasznaldsaval olyan mutans operatorokat
¢épitettiink, melyek szimmetrikus mutdcidkat hordoztak minden pozicidban, ami a kotés
szempontjabol fontos lehet. A szimmetrikus mutaciot tartalmazo operatorokon vad represszorral
kapott mérési eredményekbdl lathatjuk, hogy a leginkdbb lecsokkent R értékeket, legjelentésebb
funkciovesztés, a 2-2 mutans operatorok €s az 1-1 mutansok csoportjaibol keriiltek ki.

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

A represszor fehérje aminosavcseréit poziciondlisan degeneralt szintetikus oligonukleotidok
felhasznalasaval végeztiik. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy sikeresen izolaltunk egy
megvaltozott specificitisi C¥"*™* represszort, mely képes volt a vad represszorral szemben
funkcidvesztett Or,' ¢ mutéciot igen nagy hatékonysaggal szupresszalni.

3.1.6. Megvaltozott specifitasi mutans represszor viselkedése Oy, tipusu operatoron

Ha a represszor—-DNS kolcsonhatas sordn azonos aminosav oldalldncok és nukleotidok vesznek
megvaltozott specificitast alanin cserés represszor. Ennek megvizsgalasara 1étrehoztunk egy Oy,
IVee operatort tartalmazo konstrukciot szintetikus oligonukleotid primerek felhasznalasaval, mely az



Oy, tipust operatoron is alkalmas a megvaltozott specificitdsu represszor vizsgalatira. A mérések

eredményei alapjan a megvaltozott specificitasi C¥"*? represszor nem volt képes szupresszalni a
1-1 . .

OL,' "¢ mutéans operatort.

3.2. A. tumefaciens C58 addikciés modul

3.2.1. Promoter régio és transzkripcios starthely azonositasa

Tth polimerdz felhasznaldsdval végzett primer extenzidval meghatdroztuk a transzkripciods
starthelyet. A kapott eredmények szerint harom lehetséges startpontrdl indulhat a transzkripcid,
melyek koziil a legerdteljesebb a peml cisztron transzlacios startponttol -22 nukleotidnyira talalhato
citozin. A pemK régiotol 5 iranyban nem talaltunk belsé promotert. Ezen eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a két fehérje transzkripciojat a peml cisztront 5’ irdnyban megel6zé promoter
egység végzi.

3.2.2. A toxin -antitoxin kapcsolédasanak és az operatoraval torténdé interakcidojanak
kimutatasa

Olyan kisérleti rendszereket alakitottunk ki, melyek alkalmasak a TA modulok fehérje szinti
kapcsolatainak kimutatdsara, tovabba a lehetséges operatorokkal kialakitott interakcidk vizsgalatara.
Az eléallitott vektorokrdl arabindz indukcidval E. coliban tudunk induktiv médon expresszalni
Peml és PemK proteineket egyiitt, illetve antitoxin (Peml) és toxin (PemK) fehérjéket kiilon-kiilon.
A promoter részrdl egy-kopids mérdegységet konstrualnunk. Az eredmények szerint, ha csak a
Peml és PemK fehérjéket indukaljuk a promoéter-operator-lacZ fziods riporter egységgel szemben,
nem tapasztalunk promoter aktivitdsbeli csokkenést. Ha a két fehérjét koexpressziora alkalmas
felallasban vizsgaljuk, akkor viszont 48%-ra esik le a relativ promoéter aktivitds az arabindz
indukcio utan, a riportergén transzkripcidjanak csokkenése miatt. Ez azt jelenti, hogy van operator a
promotert is tartalmazd inszerten, de az csak mindkét protein egyiittes jelenléte mellett
represszalhato. Az eredmények tehat azt mutatjak, hogy a TA fehérjék komplexet alkotnak in vivo
az operatorral és igy biztositjak autoregulaciojukat.

3.2.3. TA fehérje-komplex alkotasanak jellemzése

A rekombinans toxin és antitoxin fehérjéket a Ni-NTA oszlopon tisztitottuk. Az SDS-PAGE alapjan
a koexpresszalt TA fehérjék egylitt is megjelennek a gélen annak ellenére, hogy csak a PemK toxin
volt His-Tag jelolt. A Ni-NTA oszlopon k6t6dé PemKy;s rekombinans fehérje képes volt kotni a
nativ Peml antitoxint és az elualassal mindkét fehérje egyiitt tdvozott, ami bizonyitja a fehérje-
fehérje kapcsolatok 1étrejottét in vitro koriillmények kozott.

Annak eldontésére, hogy milyen molaris ardnyban vannak jelen a fehérjék operator jelenléte nélkiil
a TA komplexben, glutaraldehid keresztkotési kisérletet végeztiink. A glutdraldehid kezelés
hatdsara a reakcioban megjelend 25 kDa koriili termék szerint a Peml ¢és PemK fehérjék 1:1
aranyban, heterodimerként, vannak jelen a citoplazmaban jelen levé szabad komplexben.

3.2.4. PemIK fehérjék interakcio vizsgalata az operator régioval, operator azonositasa

Az operator pontos azonositasara in vitro footprint €s in vivo, mutaciokkal modositott operatorok és
TA fehérjék interakcidjanak /acZ riporterrendszerrel torténd meghatarozasat végeztiik. A DN-4z |
protekcids és hidroxil-gyok interferencia kisérletek kijelolnek egy 20 bp hosszu részleges palindrom
régiot. Csak egy bazisnyi eltérés tatalhato, melynek pont a kozepén van a szimmetriatengelye és igy
10-10 bp hosszu két félkotohelyet tartalmazo elrendezést feltételezhetiink az operator szerkezetét
illetéen. Annak eldontésére, hogy ténylegesen hol is van az operator hatdra, olyan mutansokat
terveztiink, melyek in vivo lacZ riportergénen keresztiil alkalmasak a kérdés tisztazasara. A vad
operatorhoz képest az M1 mutacié bevezetése nem csokkentette a szabalyozo6 egység mitkodésének
hatékonysagat. Az M2 mutdcidé mintegy felére csOkkentette, az M3 pedig gyakorlatilag teljesen
megsziintette a TA komplex represszio képességét az operatoron.
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ATGTGCTACATATGTTGCACAA
TACACGATGTAlTACAACGTGTT

1. abra: A pemlIK operator mutacioi

3.2.5. A pemlK fiziolégias szerepe

Ennek tanulmanyozasara a nativ toxin, antitoxin és a két fehérje egyiittes expressziojara alkalmas
kisérleti rendszert dolgoztunk ki. A kisérletek szerint a csak antitoxint termeld plazmidot tartalmazé
torzs az indukciot kdvetden a kontrollal egyiitt normalis ndvekedést mutatott. A toxint (PemK)
tultermeld vektort tartalmazo torzs novekedése dramaian csokkent. Ezt az erdsen gatlo hatast a
sejtek novekedésére az antitoxin jelenléte kompenzéalni tudta. A nativ PemK toxin erételjes
expresszidja tehat jelentdsen csokkentette a sejtek novekedését.

3.3. Uj tudoményos eredmények

A doktori értekezés alapjaul szolgald kutatomunka eredményeiként az aldbbi Uj tudomanyos
megallapitasok sziilettek:

1- Eléallitottunk 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 fontossagat az operator kotésben.

3- Eldallitottunk Og, és Oy, operator mutansokat, és in vivo lacZ riportergénen keresztiili méréssel
meghataroztuk szerepilket a DNS-represszor komplexben. Célzottan a felismeréd hélixben
aminosavcserés represszor mutansokat allitottunk eld, és meghataroztuk a represszié értékeket vad
¢s mutédns operatorokkal szemben.

4- Tzolaltunk egy megvaltozott specificitast represszort, C®"*, mely a vad operatorokon gyengén,
az Ory'"V°® mutdnson erésen represszal. Az Op, Ve paralell mutans esetében viszont az alanin
mutaciot hordozo represszor alacsony értéket ad, nem képes szupresszalni.

5- Ez egy eltérd dokkolast lehetévé tevd oldallanc-bazis kapcsolatot azonosit. Ezzel

crer

modellt.

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

7- Igazoltuk az aktiv transzkripciot az operonrdl €s meghataroztuk a transzkripcios startpontot.

8- Bizonyitottuk, hogy az operon autoregulalt.

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

10-A PemK fehérjének a bakteridlis novekedésre gyakorolt gatldé hatasat kimutattuk ¢&s
bizonyitottuk, hogy a Peml antitoxin ezt feloldja.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
4.1. A. tumefaciens C58 addikcios modul

4.1.1. Transzkripcids starthely meghatarozasa

Az altalunk végzett primer extenzié eredménye szerint harom lehetséges startpontrdl indulhat a
transzkripcid. Ezek a transzlacids starthelytdl szamitott -18, -20 és -22 pozicidban levé nukleotidok,
melyek koziil a legerdteljesebb a transzlacids startponttol -22 nukleotidnyira taldlhatd citozin. A
pemK régidban nem talaltunk belsé prométert a primer extenzid alapjan. Ezek alapjan elmondhato,
hogy a két fehérje transzkripcidjat a peml cisztront 5’ irdnyban megel6zd promoter egység végzi.
Ez az operon elrendezés a mazEF/pemIK csalad tobbi tagjanal is jellemzd. A transzkripcid soran
keletkezd policisztronos mRNS molekuldanak 5’ részén van az antitoxin és az ezt kovetd ORF-rél
képzddik csak a toxin fehérje a transzlacid soran. Ez teszi lehetdvé azt, hogy a toxin képzddésekor
mar a citoplazméban levd antidotum neutralizalja fiziologias koriilmények kozott a toxin hatdsat. A
két ORF az A. tumefaciens esetében egy nukleotidnyit atfed, ami az ORF2 (pemK) transzlacios
gyakorisdgat hatranyosan befolyasolhatja, transzlacidos frame shift, ezaltal a szintetizalodo
feltételezett toxin fehérjék szama alacsonyabb az antitoxinhoz képest. A transzlacids frame shift
biztosithatja, hogy a kromoszdmalis addikciés modul ne pusztitsa el a sejtet a toxin aktivacidja utan
sem, mert a nagy molaris feleslegben keletkez6 antitoxin képes neutralizalni részlegesen a szabad
toxin molekuldkat. Az E. coli pemIK operonban nem talalhat6 atfedés a két fehérjét kodold cisztron
kozott, viszont a kromoszomalis homolog chpBI és chpBK ORF-ek az altalunk jellemzett A.
tumefaciens pemlK rendszerhez hasonlatosan atfednek egymassal.

4.1.2. A pemIK operon autoregulacioja

Miutan megbizonyosodtunk az altalunk vizsgalt DNS fragmentumrdl induld aktiv transzkripciorol,
a putativ addikciés modul miikodoképességét vizsgaltuk. Méréseinket a genoforra épitett promoter-
operator-lacZ fzids riporter egységen ¢s a TA modul kiilonféle elemeit egylitt és kiilon-kiilon
induktiv médon termeld plazmidokkal végeztiik E. coliban. Az eredmények szerint, ha csak a Peml
¢s PemK fehérjéket termeltetjiik, nem tapasztalunk promoter aktivitasbeli csokkenést. Az antitoxin
onmagaban in vivo tehat nem képes kotddni az operator régiohoz. Ez az eredmény megfelel a mas
TA modulok koérében tapasztaltaknak, hiszen csak a parDE 16kusz esetében emlitik, hogy a ParD
antitoxin fehérje 6nmagaban is képes regulalni az operont ugyanolyan hatékonysaggal, mint a TA
komplex. Ezen kiviil jelzi azt is, hogy a heterolog expresszio alkalmas ebben az esetben a
vizsgalatainkhoz, hiszen nem tapasztalhatd, hogy barmilyen E. coli faktor zavarna a méréseket
fiziologias koriilmények kozott. Ha a két fehérjét koexpressziora alkalmas felallasban vizsgéljuk,
akkor viszont 48%-ra esik le a relativ promoter aktivitds. Ez azt jelenti, hogy van operator a
promotert is tartalmaz6 inszerten de az csak mindkét protein egyiittes jelenléte mellett
represszalhato. Ez viszont a klasszikus TA rendszerekre jellemzd viselkedés.

Felmertil a kérdés, hogy mi lehet a magyarazat a viszonylag alacsony represszio értékre. Gyorsabb
reagalast tesz lehetové és valdszintleg adaptiv elonyt is jelenthet a relative magas bazalis
transzkripcids aktivitas fenntartdsa. Ez anndl is inkdbb igaz lehet, mert ha jobban belegondolunk a
transzlacidés frame shift miatt a toxin molekuldk moléaris aranya nagyon alacsony lehet az
antitoxinhoz képest. A rendszer tulbiztositott olyan szempontbol is, hogy a protedzok altal
feltételezett antitoxinbontéas idobeliségét is képes kompenzalni oly modon, hogy a rovid aktivacio
soran a sok antitoxin molekula képes pufferolni, késleltetni a toxin aktivaciot. Ha a stresszhatasok
folyamatosan, kronikusan aktivaljdk a protedzokat, akkor viszont az antitoxin lebomlés
erdteljesebbé valik, ami a toxin aktivacidhoz, antitoxin neutralizacid ¢és autoregulacio elvesztéséhez
vezet.

4.1.3. TA fehérjék komplex alkotasanak vizsgalata
A denaturdlo gélelektroforézis 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 kotddé PemKy;s



rekombinans fehérje képes volt kotni a nativ Peml antitoxint és az imidazol elualassal mindkét
fehérje egylitt tavozott az oszloprol, ami bizonyitja a fehérje-fehérje kapcsolatok létrejottét a
feltételezett toxin €s antitoxin fehérjék kozott. A glutaraldehid keresztkotés eredményeként a
kezelés hatdsdra csak a mindkét fehérjét tartalmazo reakcioban megjelend 25 kDa koriili termék
szerint a Peml és PemK fehérjék 1:1 aranyban, heterodimerként, vannak jelen a citoplazmaban jelen
levé 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 eltéré modon alkothatnak komplexet. Az A. tumefaciens pemIK
rendszer legkdzelebbi ortologjai koziil csak az FE.coli MazEF fehérjékr6l van pontos
kristalyszerkezet. Ebben a TA rendszerben példaul oldatban operator nélkiil 2:1 ardnyban
heterohexamert alkotnak, a promoter-operator egységen viszont végsd soron 1:1 aranyban alkotnak
komplexet a toxin ¢és antitoxin fehérjék, rdadasul a komponensek itt kiilon is képesek
homodimereket alkotni. Annak eldontésére, hogy melyik régio felelés az antitoxin DNS kotésért és
a fehérje-fehérje interakcidért a toxin fehérjével, érdemes lenne olyan muticiokat generdlni a
feltételezett protein région, melyek funkcidvesztést okoznak, ezaltal meghatarozhatdéak lennének a
kotésben fontos aminosav oldallancok.

4.1.4. A pemlK operator azonositasa in vivo és in vitro modszerekkel

A footprint kisérletek kijelolnek egy 20 bp hosszu forditottan ismétlédé részleges palindrom régiot,
melynek pont a kdzepén van a szimmetriatengelye és igy 10-10 bp hosszii két félkotdhelyet
tartalmazo elrendezést feltételezhetiink az operator szerkezetét illetden. A két kotdhely megléte
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esetben is atfednek a transzkripcids starthellyel €s a feltételezett -10-es promoter box résszel. Ez a
represszié mechanizmusat is magyardzza, hiszen ily médon direkt gatolja a PemIK komplex az
RNS polimerazt, ezaltal csokkenti a transzkriptumok, sajat fehérjéit kodoldé mRNS, képzddésének
valoszinlis€égét.

Az in vitro kisérletek altal kijelolt operatort 5° irdnyban hatarolé adenin szerepe is kérdéses a
szabalyozasi funkcid szempontjabol, jollehet ez felboritand a szabalyozd egység szimmetridjat.
Annak eldontésére, hogy ténylegesen hol is van az operator hatara olyan mutansokat terveztiink,
mely in vivo lacZ riportergénen keresztiil alkalmasak a kérdés tisztazasara.

Az M1 mutacié (A—C) asszimmetrikus az operator pozicidt tekintve, a szabalyozd elem
footprintek altal kijelolt 5° hatarat hivatott eldonteni. Az M2 mutdcid szimmetrikus az operator
poziciora nézve (T—A és A—C) a didd szimmetridt mutatd részleges palindrom hatarait jeloli ki,
mig a szintén szimmetrikus M3 mutans operator (G—T ¢és C—G) belsé bazisokat és a
transzkripcids startpont részt érinti.

A vad operatorhoz képest az M1 mutacid bevezetése nem csokkentette a szabdlyozd egység
milkddésének hatékonysagat, tehat nem része a szabalyozo egységnek. Az M2 mutacid okozta
dramai represszidcsokkenés kijeloli az operator sz€lsO hatarait. A mért eredmények vildgosan
jeldlik az operator pontos méretét és nukleotidsorrendjét, TGTGCTACAT-ATGTTGCACA. Az M3
mutacio pedig jelzi, hogy a TA komplex legfobb autoregulacios feladata a sajat operon
transzkripcidjanak gatlasa, szabdlyozasa, hiszen a promoter részt érintd sériilés az autoregulacid
teljes megsziintét eredményezte. A hidroxil-gyok interferencia footprint jelzi, hogy a két
félkotohely nem egyenértékiien modosul a kémiai kezelés hatdsara, hiszen némileg asszimmetrikus
protekci6é figyelhetd meg a gélen az eltéré operator részek irant a represszor részérél. Erdemes
lenne olyan mesterséges, szimmetrikus félkotohelyeket és csak egy félkotOhelyet tartalmazéd
konstrukci6 létrehozasa, amely tisztazna a félkotOhelyek pontos szerepét €s hierarchidjat.

4.1.5. A PemlIK rendszer fiziologias szerepe

A TA modulok szdmos fiziologias szerepet tdlthetnek be az €16 sejtekben. Az A. tumefaciens pemIK
addikcios modulja legkozelebbi rokonsagot az E.coli mazEF/pemlIK csoportjdhoz mutatja. Ezen
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fehérjékre jellemzod, hogy a transzkripcid gatlasan keresztiil elpusztitjdk a sejteket vagy legalabbis
jelentdsen csokkentik a ndvekedésiiket. A kromoszoman taldlhatdé TA modulokra, mint a mazEF és
chpBIK, az utdbbi jellemz6é. Az altalunk vizsgélt addikcids rendszer szabalyozd része viszont
szerkezetileg inkabb hasonlit a plazmid stabilitasi faktorként ismert E. coli pemIK génekhez. Ennek
tanulmanyozasara a nativ toxin, antitoxin és a két fehérje egyiittes expresszidjara alkalmas kisérleti
rendszert dolgoztunk ki. Ez egy klasszikus kisérlet a TA modulok jellemzése soran €s a kapott
eredmények teljesen beleillenek a csaldd mas tagjainal tapasztaltakba. Amikor a kisérlet soran a
kontroll csoport elérte az exponencialis fazist, az indukciot kovetdé 150 perc utan, még nem volt
latvanyos eltérés a novekedési gorbék tekintetében, viszont a stacioner fazis elérésekor, ODgp=2, a
csak toxint termeld baktériumok csupan ODgpp~0,4-0,5 értéket mutattak és nem emelkedett a mért
adat a késébbiekben sem jelentésen. A 390. percben a kontroll és az antitoxint (Peml), illetve a TA
fehérjéket egyiitt termeld sejtek kozel hatszor magasabb optikai denzitast mutattak a csak toxint
termeldkkel Osszevetve. A nativ PemK toxin erdteljes expresszidja tehat jelentésen csokkentette a
sejtek novekedését. A gatlas pontos mechanizmusa még tisztazandd, aminek érdekében érdemes
lenne az mRNS bont6 aktivitast kimutatni. Erre nagyon hatékony lenne egy qPCR alapu vizsgalat
¢s primer extenzids elemzés a kandidans gének kozott.

4.2. 16-3 fag C represszor

4.2.1. 16-3 bakteriofag egy képias méroegységének eloallitasa

A 16-3 fag integraciés rendszerét felhasznalva eldallitottunk egy olyan mérdegységet, mely
alkalmas lehet R. melilotiban a pontmuticidk, aminosavcserék hatdsainak nagyon preciz
vizsgalatara a 16-3 fag C represszor és operatorainak kolcsonhatdsa soran. Az eredmények
megerdsitik a kordbban E. coliban ARS45fag felhasznalasaval eldallitott egy kopias rendszeren
kapott eredményeket, melyek gyakorlatilag ugyanilyen repressziot mutattak a két vad operatoron.
Az is megfigyelhetd, hogy a hosszabb operator (Orz) mindkét fajnal kis mértékben magasabb
repressziot adott, tovabba a rdvidebb operatort tartalmazo promoéterhez képest magasabb
alapaktivitast mutatott (14 MU a R. meliloti és 21 MU az A. tumefaciens esetében). Az Oga
operatort tartalmaz6 promoter-operator egység altal produkdlt magasabb alapaktivitds a két
promoter szerkezetében levé minimalis eltéréssel magyarazhatd, ami nem befolydsolta a mért
represszio értékeket.

4.2.2. Alanin scanning

Az alanin mutacio bevezetése a felismerd hélixbe minden pozicidban és mindkét operatoron
jelentdsen csdkkentette a mért represszidt, ami azt jelenti, hogy minden pozicio fontos a felismerd
hélixben a DNS-fehérje komplex hatékony és specifikus kialakitasdhoz. Legerdsebb funkciovesztés
a Q37 pozicidban figyelheté meg, mig a legkisebb jelentdségii a kotés szempontjabdl az N42 ¢és
N43 aminosavak oldallancainak eliminalasa a DNS-fehérje komplexbdl. A Q37, Q38, 140, N41 N42
aminosavak oldallancai kapcsolddnak az operator megfelelé nukleotidjaival, mig az N43 oldallanc a
komplex egészének térszerkezeti stabilitasaban vehet részt. A két vad operatort 6sszehasonlitva az
egyes mutans represszorokkal minden aminosav alanin cseréje hasonloan rontotta el a repressziot.

4.2.3. Operator mutansok vizsgalata

A eldallitott komplett operator mutans sorozat tesztelése a vad represszorral figyelemre mélto
eredményeket adott.

A mutédns operatorokon vad represszorral kapott mérési eredményekbdl lathatjuk, hogy a leginkabb
lecsokkent R értékeket, legnagyobb hatasi mutaciok, a 2-2 mutans operatorok csoportja és az 1-1
pozicidk Og,'™"& mutacioi mutatjak. A legmagasabb R értékeket, legkisebb hatisti muticiok, a
ORzl_l/ta, OR23-3/gC, OR23_3/ta és OR24-4/Cg, OR24_4/ta CSOpOI’tOk adtak. Ezek kozil csak a ()}123-3@C és OR24-
e kozelitik meg a fenotipikusan lizogéniat adé fagnal mért R értékeket, a tobbi esetben viszont
valdsziniileg nem beszélhetiink lizogéniat ado fenotipusrdl ‘in phage’ szituacio esetében akkor, ha a
O,°-1 operator mutansat vessziik alapul (R=0,54). A baziscseréket figyelembe véve elmondhatd,
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hogy a legkisebb hatasi muticiok minden esetben azok voltak, melyek soran az eredeti
nukleotidokat szimmetrikusan megforditottuk. Ilyenek az 1-lesetben az Og,'™"™ (R=0,6), a 3-3
mutaciok kéziil a Ogy> " (R=0,58), a 4-4 csoprtban a Or,*™*™ (R=0,53), melyek mindegyikében az
eredeti A-T poziciokban T-A cseréket generaltunk, illetve a 2-2 csoport mutacioi koziil a Og,” %,
melynél a C-G bazisokat cseréltiik le G-C nukleotidokra. Mindegyik mutaci6 az adott csoport
legmagasabb R értéket mutato tagjai kozé sorolhatd. Erdekes, hogy a legkisebb hatast valtozasok a
mért repressziokban ennek ellenére az Ogy & operatornal (R=0,73), A-T —G-C cserében, ¢s az
Or>"°® mutacio bevezetésénél mérheté (A-T —C-G csere, R=0,66). Megfigyelhetd altaldban, hogy
a 2-2 és 1-1 pozici6 Ogo'"® mutacioi adtak a legnagyobb represszid csokkenést, igy ezek
szolgélhatnak alapul a megvaltozott specificitdsi represszor izoladlasa sordn az operator oldalrdl.
Ezekkel a nukleotidokkal a felismeré hélix 1. és 2. aminosavainak oldallancai tarthatnak
kapcsolatot, ezért a késdbbiekben ebben a régidban végeztiink mutagenezist.

4.2.4. Megvaltozott specificitasu represszor vizsgalata vad és mutans Og; operatorokon
A represszor mutansok nem terjedtek ki minden aminosavcsere eldallitasara a HTH régio felismerd
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A mutdns Og, tipusu operatorokon €s a szamos aminosavcserés represszorral kapott mérési
eredményekbdl megallapithatjuk, hogy a represszorban végzett aminosavcserék minden esetben
dramaian csokkentették a fehérje funkcidjat minden operatoron vizsgalva. Ez alol kivétel az Og,"
Veg operator viselkedése a CQ37Ala represszor mutanssal mérve. Ebben az esetben a vad Ogs
operatoron nagyon alacsony represszid értéket mértiink az alanin cserét hordozd represszorral
(R=0,11), ellenben a C-G mutacidt hordoz6 operatoron a vad represszor vad operatoron mért értékét
is meghaladé nagyon magas repressziot kaptunk (R=0,90). A vad repersszor a mutans Og,' "
operatoron csak kozepes R értéket mutatott (R=0,52), igy a mutans alanin cserés represszorunkrol
elmondhatjuk, hogy szupresszalni képes az operator mutdciot, ami annyit jelent, hogy sikerrel
izolaltunk egy megvaltozott specificitast szabalyozo fehérjét egy Or, tipust operatoron.

Mar elézéekben ismert, hogy 16-3 C represszor hatékony repressziot ad a 434 fag operatoran,
ahogyan a 434 fag represszora hatékonyan miikodik a 76-3 Ogr, operdtoron. A megvaltozott
specificitasi szabalyozd fehérje izolalasa megerdsiti azt a korabbi feltételezést, mely szerint a
GIn37 oldallanca, a felismerd hélix elsé aminosavja kapcsolodik az operator els6 A bazisdhoz a
DNS-fehérje komplexben. Ennek alapja az a megfigyelés, hogy a 434 represszornal a GIn28 pozicio
a felismerd hélix elsé aminosavja ebben a rendszerben, alanin cseréje szintén szupressziot ad abban
az esetben, ha az operator A-T—T-A szimmetrikus baziscserés mutaciot hordoz. A 16-3 esetében
az A-T—C-G szimmetrikus baziscsere altal mutatott megvaltozott specificitas bazis specifikus,
mert a masik két nukleotiddal nem mutat hatékony repressziot. Mindez azt feltételezi, hogy a rovid
alanin oldallanc 0j és specifikus kapcsolatot képes kialakitani a C-G bazisokkal, mely nem
funkcioképes a vad glutamin oldallanccal.

4.2.5. Megvaltozott specifitasi mutans represszor viselkedése Oy, tipusu operatoron

Az igazan érdekes része csak most érkezett el munkéanknak, hiszen az Og,"™"*® mutéciot a hosszabb
operatoron képesek voltunk szupresszalni egy CP¥" 1 mutans represszorral de vajon hogy
viselkedik ez a felallas a rovidebb operator esetében? A rovidebb mutans operatoron, OV | az
alanin szubsztitacios, C¥7*" ¢s a vad represszor egyarant alacsony R értéket adott (R=0,29 illetve
0,24).

A kapott eredmények azt tiikrozik, hogy az alanin mutans represszor nem képes szupresszalni az 1-
1 pozicidban C-G mutaciot hordozd révidebb operatort. A rovid, hidrofil alanin oldallanc csak az
Or:""® tipusu operator mutanssal alakit ki nagyon erés, uj kontaktust. A pontos molekuldris
mechanizmust csak egy kristalyszerkezet tudnd megoldani.

Ez az eredmény arra enged kdvetkeztetni, hogy az Oy, tipusu szabalyozo6 elem mas modon alakit ki
specifikus kapcsolatot a fehérjével a komplex képzés soran.
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Osszességében a két eltérd operatoron végzett elemzések azt mutatjak, hogy bar hasonléan
hatékonyak funkciondlisan, mégis mas felismerési elrendezddést mutatnak a represszor fehérje
homodimerek az eltérd operatorokon. A represszor ilyen nagy mértékii flexibilitdsa megerdsiti a
rotacidsan flexibilis protein homodimer modell 1étjogosultsagat.

A megvaltozott specificitdsti represszor izolalasaval, tulajdonképpen egy olyan eszkdzt hoztunk
létre, mely alkalmas DNS-fehérje kapcsolatok esetében nagyon finom részletek modellezésére,
leirasara kristalyszerkezet 1étrehozasa nélkiil.
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