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A taldlm&ny targyat olyan Escherichia coli mutans
térzsek képezik, amely tdrzsek a mutacid(k) kdvetkeztében
képesek a beléjiik klénozott fehérjéket nagyon stabilan
kifejezni. A mutdcibk a proteolitikus Gt inaktivéalasaval
y8nnek létre, és igy az idegen fehérjék kiiléndsen magas
szintd felhalmozddasat teszik lehetdvé. A mutédns tdrzsek
modell-rendszerként is alkalmazhatdk annak vizsgdlatara,
hogy jelen vannak-e olyan faktorok és mds agensek - bele-
értve tovabbi mutaciékat - , amelyek visszaforditjak vagy
fokozzak e sejtek azon tulajdonsagat, hogy a kldénozott
proteineket igen stabil médon fejezik ki.
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1. Idegen fehérjék expresszidéja baktérium sejtekben

A rekombindns DNS-technikdban fontos kdvetelmény az,
hogy egy klénozott homoldg vagy heteroldg génnek az expresz-—
szi6jat egy gazdasejtben szabalyozni vagy irdnyitani tudjuk.
Az ilyen gének expresszidjat befoly&solni képes rekombinans
molekuldkat, valamint az ilyen molekuldk alkalmazasanak mod-
szereit Cohen és munk;térsai irtdk le [4 237 224 és
4 468 464 szamG amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi le-
iras], valamint Maniatis és munkatérsai [Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)].

Fiiggetleniil attél, hogy a kldénozott gén expresszidja
folytonos vagy befolydsolt, ha a gén expresszidjara sziikség
van, akkor gyakran igen fontos, hogy a kédolt fehérjébdl a
lehetd legtdbbet &llitsuk eld.

\Egy gazdasejtb8l kinyert klénozott fehérje mennyisé-
ge a gazdasejt fehérje-szintetiz&ld képessége és a fehérje-
lebontdé képessége kdzdtti egyenstlyt tiikrdzi. A baktérium
gazdasejtek gyakran lebontjék az idegen, klonozott fehér-
jéket, és gyakran sokkal nagyobb sebességgel, mint amilyen
sebességgel a homoldég fehérjéket bontjadk le. Ezért nagyon
fontos, hogy azonositsuk azokat a mechanizmusokat, amelyek

minimalizalni képesek ezt a lebontast.

2. Nitrogenadz enzimek Rhizobium meliloti-ban
A nitrogénkdtés Rhizobium meliloti-ban és mas diazo-
tr6f szervezetekben bélsé, oxigénérzékeny folyamat. A nit-

rogenazt az oxigén roncsold hatasatél a szimbiotikus csomé-



ban a leghemoglobin védi, amely a csombéban levd bakteroido-
kat oxigénnel latja el, mikdzben fenntartja a mikroaerob
kdriilményeket. A nitrogendz enzim termelddését a jelenlevd
oxigén hatékonyan megakadalyozza, hiszen a nifA-t, a nitro-
genaz struktirgének transzkripciés aktivatorat az oxigén két
szinten is szabélyozza. A Rhizobium meliloti NifA génjének
transzkripciéjat a kdrnyezeti érzékeld/szabalyozd par, a
fixLJ szabalyozza, amely a nifA transzkripciét csak mikro-
aerob koriilmények kozdtt serkenti. [Ditta, G. et al., Jour-
nal of Bacteriology, 169, 3217-3223 (1987); David M. et al.,
Cell, 54, 671-683 (1988))]. Emellett a nifA géntermék aerob

kdriilmények kdzdtt Snmagiban inaktiv [Fischer, H.-M. et al.,

Molecular and General Genetics, 209, 621-626 (1987); Beynon,

J.L. et al., EMBO J. 7, 7-14 (1988); Huala et al., Journal

of Bacteriology, 171, 3354-3365 (1989)]. A Rhizobium meli-

loti NifA gén aerob kdriilmények k&zotti inaktivaldédasa akkor
is megtdrténik, ha a NifA gént Escherichia coli-ban expresz-
sz&ljuk, ami arra utal, hogy vagy a NifA oxigénnel vald in-
aktivalédasahoz nincs sziikkség a gazdasejtben jelenlevd fak-
torra, vagy ezek a faktorok mind a Rhizobium meliloti-ban,
mind az Escherichia coli-ben megtalalhaték. Ezzel szemben a
szabadon é16 diazotrdf Klebsiella pneumoniae csak akkor ér-
z8keny oxigénre, ha a nifL jelen van, ami egyszerre irédik
4t a nifA-val Klebsiella pneumoniae-ben, de amelynek semmi-
lyen homoldgja nem taldlhatd meg semmilyen nitrogénkstd faj-
ban. Az teljesen tisztazatlan, hogy a nifL termé&k miképpen
mbédositja a NifA aktivitadsat Klebsiella pneumoniae-ben az

oxigénszintre adott valaszként.
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A Rhizobium meliloti NifA-val végzett koradbbi munkak
igazoltdk, hogy az aminosav szekvencidban az N-termin&dlis
részen végzett kis valtoztatds drasztikus hatéssal lehet a
NifA akkumulaldédasara, ha Escherichia coli-ban expressz&aljuk
[Huala et al., Journal of Bacteriology, 171, 3354-3365
(1989)]. Az elsd leolvasasi fazisba es8 AUG kodonrdl atirddéd
NifA (NifA-AUG1) nagyon alacsony szinten akkumul&lédik, ha
a sejteket aerob kérilmények kézdtt novesztijlik, és kicsit
magasabb szintet ér el, ha 1 % oxigén jelenlétében ndveszt-
jik a sejteket. Ezzel szemben szamos varidns NifA, amelyek-
nek megvaltozott az N-termindlis szekvencidja, magas szinten
akkumulaldéddik Escherichia coli-ban aerob, illetve mikroaerob
novesztési korilmények kozdtt, a legnagyobb valdszinliséggel

azért, mert kiilénbbzd a stabilitasuk [Huala et al., Journal

of Bacteriology, 171, 3354-3365 (1989)]. Valdészinfinek t(nik,

hogy ez a stabilitasbeli kiilénbség egy, az Escherichia coli-
ban jelen levd, de a Rhizobium meliloti-bdél hiédnyzé faktor
hatdsanak kdszdnhetd, mivel a Rhizobium meliloti-ban az ak-

kumulacidéban nem figyelhetd meg kiilonbség a NifA kiilonbozd

formai kozoétt. Azonban az Escherichia coli-ban nem azonosi--

tottak még azokat a faktorokat, amelyek a NifA-AUGl1l transz-
kripcids aktivitéas gyors lebomlas&t okozzak oxigén jelenlé-
tében. Ha ezeket a faktorokat azonositani vagy inaktivalni
lehetne, akkor az Escherichia coli gazdasejtek képesek len-
nének nagyon stabil mdédon fenntartani az expresszalt fehérije
megndvekedett szintjét.

Felismerve annak a nagy Jjelent&ségét, hogy ha

Escherichia coli-ban azonositjuk azt a bioszintézis utat,

-
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amely a NifA-AUG1l transzkripcids aktivités gyors csodkkenrnését
okozza oxigén jelenlétében, elhataroztuk, hogy azonositjuk
azokat a Escherichia coli faktorokat, amelyek befolyasoljak
a NifA aktivités csdkkenését magas oxigén-koncentracidé mel-
lett, ak&r Ggy, hogy cstkkentjliik a NifA akkumuléciét, akar
Ggy hogy hozz&jérulunk a NifA inaktiv&lédasdhoz. Tn5 mutage-
nezist végeztiink Escherichia coli-ban, és olyan mutansokat
izolaltunk, amelyek aerob noévesztési koriilmények kozdétt meg-
novekedett NifA-AUG1 aktivitast mutattak. Ezen vizsgélatok
soré&n olyan Escherichia coli mut&ns gazdasejteket azonosi-
tottunk, amelyeknek megvan az a képességiik, hogy a klénozott
fehérjéket nagyon stabil médon expressz&aljéak.

A mellékelt 1. &bra a Tn5 inszercidk hérom csoportba
sorolasat mutatja. Az LC2-LC25 tdrzsekbdl izolalt és EcoRI
restrikciés enzimmel emésztett DNS-ek Southern blot-tal valéd
vizsgédlata, proébaként Tn5-6t hasznllva. A molekulatdmegeket
kilobazisban adjuk meg a jobboldalon. A nyilak a snoA (A),
snoB (B) és snoC (C) lékuszokba vald inszercidét mutatjak.

A 2. 4bra az LC4, LC6, LC17, LC23 és LC25 tdrzsekbsl
izol4lt és EcoRI (A), illetve EcoRV (B) restrikcidés enzimmel
emésztett DNS-ek Southern blot vizsgalatat mutatja, proba-
ként Tn5-6t haszndlva. 1. sav: LC4 (snoB); 2. séav: LCé
(snoB); 3. sav: LC17 (snoA); 4. sav: LC23 (snoB); 5. sav:
LC25 (snoB). Az LCl7-es tdrzset, amelyet eredetileg Ggy osz-
talyoztunk, hogy a snoB pozicidéban tartalmazzon inszercidt
(1. abra), Gjra be kellett sorolni mint snoA inszercidt tar-
talmazé todrzset, ennek a kisérletnek a kdvetkeztében. A mo-

lekulatdmegeket kilobdzisban adjuk meg a jobboldalon.
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A 3. Abra a snoB inszerciék poziciéjat mutatja a
Sall restrikciés hasitési helyhez viszonyitva az alaS-ben.
LC4 (1), LC6(2), LC23(3) é&s LC25(4) torzsekbdl izolalt, Sall
restrikciés enzimmel emésztett DNS elemzése Southern blot-
tal, Tn5-6t haszndlva prdbaként. A molekulatdmegeket a jobb-
oldalon kilob&zisban adjuk meg.

A 4. &bra a Tn5 pozicidéjat mutatja az LC24 fizikai
térképén. BamHI (1), HindIII(2), EcoRI(3), EcoRV(4),
BglII(5), KpnI(6), PstI(7) és PvulI(8) restrikcids enzimmel
emésztett MC1061 DNS Southern blot-tal valé elemzése, az
1LC24-b&1 izolalt, a Tn5 inszercidt hatédrolé szekvenciat
haszndlva prébaként. Azt a csikot védlasztjuk mindegyik en-
zimnél, amelyik a legintenzivebb hibridizéciés jelet adja,
és ezeknek a fragmenteknek a méretét arra hasznaljuk, hcgy
meghatarozzuk a Tn5 inszercidé helyét a snoC-ben a fizikai
térképen [Kohara, Y. et al., Cell, 50, 495-508 (1987)]. A
molekulatdmegeket a jobboldalon adjuk meg kilobadzisban.

Az 5. Abra a Rhizobium meliloti NifA-AUG1 immunold-
giai kimutatasat mutatja MC106l-ben és a muténs szarmazékok-
ban, amelyek 1 % vagy 21 % oxigén jelenlétében novekedtek.

(A) 1 % oxigén mellett ndtt sejtek.

C s&av: csak vektort tartalmazé MC1061 (nincs NifA);
1. sav: MC1061 pEH32 (NifA-AUGl1l) vektorral;

2. sav: HA62 (lon) pEH32-vel;

3. sav: LC23 (snoB) pEH32 vektorral;

4. sav: LC24 (snoC) pRH32 vektorral;

(B) 21 % oxigén mellett ndtt sejtek.

C s&av: csak vektort tartalmazé MC1061 (nincs NifA);
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1. sav: MC1061 pEH32 (NifA-AUG1l) vektorral;
2. sav: HA62 (lon) pEH32-vel;

3. sav: LC23 (snoB) pEH32 vektorral;

4, sav: LC24 (snoC) pRH32 vektorral.

A molekulatdmeg markerek poziciéjat a jobboldalcn
jeldltiik (x 0,001).

A 6. &bra a Rhizobium meliloti NifA-deltaN immuno-
16giai kimutat&sa MC1061-ben é&s a mutans szarmazékokban,
amelyek 1 % vagy 21 % oxigén jelenlétében novekedtek.

(A) 1 % oxigén mellett ndtt sejtek.
C-sav: csak vektort tartalmazé MC1061 (nincs NifAl
vektor) ;

1. sav: MC1061 pEHdeltaRI (NifA-AUG1l) vektorral;
2. sav: HA62 (lon) pEH32-vel;

3. s&v: LC23 (snoB) pEHdeltaRI vektorral;

4. s&v: LC24 (snoC) pEHdeltaRI vektorral;

(B) 21 % oxigén mellett ndtt sejtek.

C sav: csak vektort tartalmazé MC1061 (nincs

Nifa);

1. s&v: MC1061 pEHdeltaRI (NifA-deltaN) vektorral;
2. sav: HA62 (lon) pEHdeltaRI-vel;

3. s&av: LC23 (snoB) pEHdeltaRI vektorral;

4, sav: LC24 (snoC) pEHdeltaRI vektorral.

A molekulatdmeg markerek poziciéjat a jobboldalon
jeloltik (x 0,001).

A 7. abra a Rhizobium meliloti NifA-AUG1 immuno-
l6giai kimutat&sa lon, snoB lon, snoC lon muténsokban,

amelyek 1 % vagy 21 % oxigén jelenlétében nottek.
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(A) 1 % oxigén mellett ndtt sejtek.

1. s&av: HA62 (lon) pEH32 (NifA-AUGl) vektorral;
2. s&av: HA63 (snoB lon) pEH32 vektorral;

3. s&v: HA64 (snoC lon) pEH32 vektorral;

(B) 21 % oxigén mellett ndtt sejtek.

1. sav: HA62 (lon) pEH32 (NifA-AUGl) vektorral;
2. sav: HA63 (snoB lon) pEH32 vektorral;

3. sav: HA64 (snoC lon) pEH32 vektorral.

A molekulatdmeg markerek poziciéjat a jobboldalon
jeldltik (x 0,001).

A 8. abra a Rhizobium meliloti NifA-deltaN immuno-
1légiai kimutatdsa lon, snoB lon, snoC lon mutéansokban,
amelyek 1 % vagy 21 % oxigén jelenlétében ndttek.

(A) 1 % oxigén mellett ndtt sejtek.

1. s&v: HA62 (lon) pEHdeltaRI (NifA-deltaN)
vektorral;

2. sav: HA63 (snoB lon) pEHdeltaRI vektorral;

3. sav: HA64 (snoC lon) pEHdeltaRI vektorral;

(B) 21 % oxigén mellett ndtt sejtek.

1. s&v: HA62 (lon) pEHdeltaRI (NifA-deltaN)
vektorral;

2. sav: HA63 (snoB lon) pEHdeltaRI vektorral;

3. sav: HA64 (snoC lon) pEHdeltaRI vektorral.

A molekulatdmeg markerek poziciéjat a jobboldalon
jeloltik (x 0,001).

A 9. 4bra a B-galaktoziddz expresszidjat mutatja a

lacZ promoterrdl. Natrium-dodecilszulfat (SDS) poli(akril-

amid) gél az Osszfehérjérdl.
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(A) 1 % oxigén mellett ndtt sejtek;
(B) 21 % oxigén mellett ndtt sejtek.
1. sav: MC1061 pMB210 vektorral;
2. siv: MC1061 pLAC vektorral;
3. sdv: LC12 pLAC vektorral;
4., slv: LC23 pLAC vektorral;
5. sav: LC24 pLAC vektorral.
A B-galaktozidaz pozicidjat nyil jelzi. A molekula-
témeg markerek poziciéjat a jobboldalon jeldltik (x 0,001).
A 10. 4bra a NifA stabilit&s&at mutatja MC1061 torzs-
ben és a mut&ns sz&rmazékokban: N&atrium-dodecilszulfét-poli-
(akril-amid) gélelektroforézis (SDS-PAGE) az immunolégiailag
kicsapott NifA-vel. El&8tte 2-perces jel®lés [35S]-metionin-
nal, majd a jelzett metionin kitizése 0-6 6ra hosszat f&lds-—
legben alkalmazott jeldletlen metioninnal. A kilizés idejének
hosszat az egyes savok tetején Orédkban adjuk meg.
C-sav: MC1061 pEHdeltaRI nélkiil (nincs NifA-deltaN);
(I): MC1061 pEHdeltaRI vektorral;
(II): HA62 (lon) pEHdeltaRI-vel;
(III): LC23 (snoB) pEHdeltaRI-vel;
(IV): ©LC24 pEHdeltaRI-vel;
(V): HA63 (lon snoB) pEHdeltaRI-vel;
(VI): HA64 (lon snoC) pEHdeltaRI-vel.
A molekulatdmeg markerek pozicidéjat a jobboldalon
jeldltiik (x 0,001).
A 11. &bra a NifA-deltaN felezési ideje a vad tipusi
és a muténs tdrzsekben. A NifA mennyiségét a 10. abran 1lat-

haté egyes NifA csikokn&l 1000 percenként megfigyelt bomlasi
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események szaménak természetes logaritmusdval adjuk megq.
(A): MC1061;
(B): HA62 (lon);
(C): LC23 (snoB);
(D): HA63 (lon snoB);
(E): LC24 (snoC);

(F): HA64 (lon snoC).

I. Definicidk

Leirasunkban szamos, a rekombinadns DNS (rDNS) tech-
nik&ban hasznilt szakkifejezést alkalmazunk. AbbSl a célbédl,
hogy biztositsuk a leir&s és az igénypontok egyértelmd ért-
het&ségét, beleértve ezeknek a szakkifejezéseknek az értel-
mezését is, az aldbbi definicidkat adjuk megq.

Gén: DNS szekvencia, amely egy RNS polimer&z szamara
templatként szolgdl. Egy génrdl atirdddé RNS kédolhat vagy
nem kédolhat fehérjét. Azt az RNS-t, amely egy fehérjét ké-
dol, hirvivd RNS-nek (mRNS) nevezziik.

A "komplementer DNS" vagy "cDNS" gén szakkifejezés
az mMRNS-r&l reverz transzkripcidéval szintetizalt rekombinans
génekre vonatkozik.

K1énozd hordozd: plazmid vagy f&g DNS, illetve egyéb
DNS szekvencia, amely képes autondém médon replikalédni egy
gazdasejtben, és amelyet egy vagy egy kisszamd endonukleaz
felismerési hely jellemez, amelyeknél ez a DNS szekvencia
elhasithaté meghatdrozott médon, anélkiil hogy lényeges bio-
16giai funkcidéjat elveszitené, és amelybe DNS épithetd be,

abbbél a célbdl, hogy ott replik&lddjon és szaporodjon. A
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k16nozé hordozdé tartalmazhat még egy olyan genetikai markert
is, amely alkalmas arra, hogy a klénozé hordozdval transz-
formdlt sejtet azonositani tudjuk. A marker lehet példaul
tetraciklin, kanamicin vagy ampicillin rezisztencia. A "k16-
nozd hordozdé" szakkifejezés helyett néha a "vektor" szak-
kifejezést hasznaljuk.

Expressziés hordozé: egy klénozdé hordozdhoz hasonld
hordoz6é vagy vektor, azzal a kiilonbséggel, hogy képes egy
bele klénozott gént expresszalni, megfeleld gazdaszervezetbe
vald transzformalds ut&n. A klénozott gént &ltalédban bizo-
nyos kontroll szekvenciék, azaz promoterek szabdlyozésa ala
helyezziik (azaz mikddés szempontjabdl hozzakapcsoljuk). Az
expresszids kontroll szekvencidk védltozdak, attodl figgden,
hogy a vektort arra tervezték, hogy a beépitett gént folya-
matosan vagy szabdlyozott mdédon expresszdlja, és emellett
tartalmazhat transzkripciés elemeket is, példdul termindcids
szekvencidkat, azaz olyan szekvencidkat, amelyek fokozzak az
mRNS transzkripciéjat, &s olyan szekvencidkat, amelyek eld-

segitik a fehérje szekrécidjat.

II. A taldlmény szerinti muténsok génsebészete

A talalmany t&rgyat stabil Escherichia coli gazda-
sejt-vonalak képezik, amelyek képesek replikaldédni és folya-
matosan szaporodni megfeleld tenyésztd taptalajban és kiilsd
kériilmények kdzdtt. Emellett ezek a gazdasejtek olyan muta-
ciékat tartalmaznak, amelyek inaktivaljak a proteolitikus
bioszintézis utakat, és lehetdvé teszik, hogy az idegen fe-

hérjék nem vart nagy mennyiségben akkumuldlédjanak. Ezek a



sejtek emellett képesek arra is, hogy a mutdlt gének tiszti-
tasihoz és klénoz&sihoz szolgaltassdk a nyersanyagot, amely
gének az inaktivalt proteonlitikus bioszintézis utakért fele-
18sek. Emellett ezek a sejtek modell-rendszerként is mUkdd-
nek ahhoz, hogy vizsgdljuk faktorok és egyéb &agensek jelen-
1é6tét, beleértve a tovabbi mutdcidékat is, amelyek visszafor-
dithatjak vagy fokozhatjak ezeknek a sejteknek az droklott
képességét arra, hogy a klénozott fehérjéket nagyon stabil
médon expresszaljék.

A taldlmany szerinti sejtvonalakat az American Type
Culture Collection-nél helyeztiik letétbe (12303 Parklawn
Drive, Rockville, MD 20852, USA) 1990. m&jus 1-jén. Az LC24
gazdasejt, amely a snoC mutécidét tartalmazza, az ATCC 55040
letéti szamot kapta.

A taldlmé&ny targyat olyan baktérium gazdasejt képe-
zi, amely a természetes snoC génben mutéciét tartalmaz, il-
letve a génnek a szabalyozd részeiben tartalmazza a mutéaci-
6t. Ez a mutécié olyan gazdasejtet eredményez, amely defek-
tiv az idegen fehérjék lebontadsdra haszndlt proteolitikus
bioszintézis utat illet&en, és amely, ennek a mutécidnak a
k&vetkeztében, meglepd mennyiségd ilyen idegen fehérjét hal-
moz fel.

A taldlmé&ny targyat tovabba olyan baktérium gazda-
sejt képezi, amely egy kettds mutdns és a mutadcidt a termé-
szetes lon, valamint a természetes snoB génben tartalmazza.
Ez a kettds mutdcid szintén olyan gazdasejtet eredményez,
amely az idegen fehérjék lebontdsira hasznalt proteolitikus

bioszintézis Gtban defektiv, és amely, az ilyen mutacidk ko-
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vetkeztében, meglepd mennyiségl ilyen idegen fehérjét halmoz
fel.

Két kiildnb®dz& Escherichia coli sno (a roévidités je-
lentése: a NifA stabilitdsa oxigén jelenlétében) muténs cso-
portot a taladlmény szerinti médszerrel lehet azonositani,
mint amelyek meglepd stabilit&st biztositanak az idegen fe-
hérjéknek Escherichia coli gazdasejtekben. Az elsd csoportba
az Escherichia coli lon 1ékusz&ban kettds mutédcidt tartalma-
z6 mutansok tartoznak. A m&sodik csoportba az Escherichia
coli snoC lékusz&ban egyetlen mutdcidét tartalmazé mutéans
tartozik. Mind a snoB lon dupla mutdnsok mind a snoC szimpla
mutansok olyan gazdasejteket eredményeznek, amelyek kevésbé
hajlamosak az idegen fehérjék lebontéaséara.

A talalm&ny szerinti muténsok egy szelekcidés séma
alapjén azonosithatdék, amely olyan rekombindns konstrukcidt
alkalmaz, amely egy NifA-szabdlyozott promotert tartalmaz
(Rhizobium meliloti nifH), egy riporter génhez, a lacZ-hez
fGziondltatva. A gazdasejt, az Escherichia coli MC1061
tdrzs, amelyet ezzel a konstrukciéval transzformaltunk, na-
gyon gyengén nd laktéz minimal taptalajon, az aktiv NifA té&a-
vollétében. Ennélfogva, ha a NifA nem expressz&alddik, vagy
masképpen van inaktivdlva, vagy nincs jelen a gazdasejtben,
akkor a gazdasejt nagyon gyengén nd laktdéz minimal taptala-
jon. A nagyon gyenge ndvekedés alatt azt értjiik, hogy a vad
tipusd MC1061 alig lathatdé telepeket eredményez 84 éra hosz-
szat 28 °C-on ndvesztett sejteknél.

A taladlmany szerinti muténsok eldadllitasahoz az

MC1061 Escherichia coli tdrzset, amely kanamicin reziszten-
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cia gént, a pEH32 lacZ-nifA expresszibés plazmidot és a
pMB210 nifH-lacZz riporter gént tartalmazza, mutagenizdlhat-
juk példaul Tn5-tel, majd laktdz minim&l t4ptalajra szé-
leszthetjilk. A megndvekedett NifA aktivitéassal rendelkezd
mut&nsok, amelyek fokozottabban képesek aktivalni a nifH-
lacZ fGzidt, nagyobb telepekként jelennek meg a mikrotelepek
hatterében. Nagy kanamicin rezisztens telepek izolalhatdk
oly médon, hogy laktéz minimél tiptalajon Gjra szélesztjik
Sdket, &s a nagy méretiiket Ggy igazoljuk, hogy mindegyiket
laktéz minimal téptalajra szélesztjlik, és a vad tipusi, a
pEH32 é&s pMB210 vektorokat tartalmazd MC1061 torzshoz hason-
1itjuk Sket. Az MC1061 muténsokban levd plazmidokon a Tn5
inszercié hisnyat Ggy lehet igazolni, hogy minden egyes
mutansbél plazmidot izolalunk, és Escherichia coli MC1061
tdrzsbe transzform&ljuk. Ha nem keletkeznek kanamicin re-
zisztens telepek, akkor a Tn5 inszercid a kromoszdé4mén talal-
hato.

A mutdcid helyének (azaz a Tn5 mutdacidé helyének)
azonositasdhoz az egyes muténs torzsekbdl a szakterilileten
jartas szakember széamira ismert mdédszerekkel kivonjuk a Kkro-
moszomdlis DNS-t, restrikcidés enzimmel emésztjlk és Southern
blot-tal elemezziik, megfeleld prdba alkalmazdsaval. A Tn5
mutaciéval létrehozott muténsokhoz Tn5 prébat hasznalunk. Ha
a gazdasejteket kémiailag mutagenizaljuk, akkor a mutacio
helyét kémiai szekvendléssal lehet meghatéarozni.

A Tn5 mutédciét a fentiek szerint alkalmazva olyan
mutinsokat talaltunk, amelyek a gazdasejt genomjéaban harom

kiilénbdz3d EcoRI fragmensen helyezkednek el. Ezeket snoA mu-
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tansoknak (1. csoport), snoB mutansoknak (2. csoport) vagy
snoC mut&nsoknak (3. csoport) nevezziik. Emellett, amint azt
az aldbbiakban ismertetjiik, néhany esetben dupla muténsokat
is eld4allitottunk.

A mutdcidk hozzavetdleges genetikai pozicidjat Hfr
térképezéssel hatdrozhatjuk meg. A talalmany szerinti snoA
mutacid 6 és 13 perc kozdtt, a taldlmany szerinti snoB mutéa-
ci6 23 és 30 perc kozdtt, a talalmény szerinti snoC mut&cid
pedig 51 és 61 perc kodzétt van a genetikai térképen [Bach-
man, B.J. Escherichia coli and Salmonella typhimurium, F.C.
Neidhardt, szerk., II 807-806, (1987), Am. SocC. Microbio-
logy, Washington].

Az expresszalt fehérje oxigénnel szemben mutatott
stabilit&sanak vizsgalatdra a sno muténsokat, amelyek a
pEH32 (NifA-AUG1l) és pMB210 (nifH-lacZ) vektorokat tartal-
mazz&k, LB taptalajon ndvesztjlik 16 6rén at folyamatosan 1 %
oxigént vagy 16 % oxigént &ramoltatva at a tenyészeten, majd
mérjiik B~galaktozidaz aktivitéast, amely a nifH-lacZ riporter
fazib6rdl expresszaléddik. Ha 21 % oxigén mellett névesztjik,
akkor a talalmany szerinti mutansokban a B-galaktozidaz ak-
tivitas koriilbeliil tizszer olyan magas, mint a vad tipusa
MC1061 tdrzsben, amely a pEH32 és pMB210 vektorokat tartal-
mazza. 1 % oxigén mellett a snoA és snoC mutansokban az
MC1061 tdrzshdz viszonyitva a B-galaktozidaz aktivitas vala-
mivel magasabb, mig a snoB mutansokban nincs relativ BR-ga-
laktozidaz aktivitds ndvekedés.

Az Mph82-r&l szdrmazd lon::Tnlo0 inszercidé transzdu-

kalhatd szimpla mut&ns gazdasejtekbe, példaul LC24~be és
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LC23-ba, hogy dupla muténs tdrzseket hozzunk létre [HA63
(lon snoB) és HA64 (lon snoC)]. Ezeket a dupla muténsokat
transzformdlhatjuk pEH32 vagy pEHdeltaRI vektorokkal, és a
NifA akkumulacidja figyelhetd meg.

A mutdciék természetének és szekvencidjénak megha-
tarozasahoz a Tn5 inszercidét a kdrnyezetében levd DNS-sel
egylitt szubklénozhatjuk az egyes mutédnsokbol. A mutacid,
amely az LCl2-ben a snoA fenotipust biztositja, koériilbeliil
55 kb a proC-t&l, a lon génben, amely az La protedzt kédol-
ja. A mutécid, amely az LC23 gazdasejtben a snoB fenotipust
piztositja, koriilbelill 160 bazispar tavolséagban helyezkedik
el az alaS termin&cidés kodonja utédn, amely az alanil tRNS
szintetazt kédolja. A mutécid, amely az LC24 gazdasejtben a
snoC fenotipust biztositja, koériilbeliil 10 kb tavolsagban he-
lyezkedik el a nirR lékusztél (29,4 perc), a rac iranyaban.

Egy mut&nsnak az idegen fehérjét stabilan expressza-
16 képessége oly médon hatérozhatdé meg, hogy mérjiik a fehér-
je szintjét a gazdasejtekben, a fehérje elleni antitestek-

kel.

III. Az expresszdlandd fehérjék génsebészete a talalmany
szerinti muténsokban
Fehérje-szekvencidk génsebészeti Gton valé eldalli-
tasara szolgdld eljarast, a taldlmany szerint megkénnyitjlik,
ha olyan genetikai szekvencidkat k1lénozunk, amelyek képesek
a kivant fehérjét kédolni, és az ilyen genetikai szekvencid-
kat expresszaljuk. Amint az alabbiakban alkalmazzuk, a "ge-

netikai szekvencia" szakkifejezés nukleinsav molekuléara vo-
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natkozik (eldnydsen DNS-re). A kivant fehérjét kédold gene-
tikai szekvencidk kiilénbdz& forrasbél sz&rmaznak. Ezek kozé
tartozik a genomi&lis DNS, cDNS, szintetikus DNS, illetve az
eldbbiek kombinacidja.

Ha genomiadlis DNS-t haszndlunk a kédold szekvencia
forrasaként, akkor az vagy tartalmaz természetes intront,
vagy nem. Tovébb&, az ilyen genomi&lis DNS megkaphatd az 5'
promoter régidéjaval egylitt és/vagy a 3' transzkripcids ter-
mindciés régidéval egylitt. Attél flggden, hogy a gazdasejt
mennyire képes felismerni a transzkripcidés és/vagy transz-
14ciés szabalyozd szekvencidkat, amelyek a kivant mRNS és
fehérje expressziéjdhoz k&tddnek, a természetes gén 5'
és/vagy a 3' nem-atirddé régiéit és/vagy az mRNS 5' és/vagy
3' nem-transzl416d6 régidit megtarthatjuk és a transzkrip-
ciés, transzlaciés szabalyozdsban alkalmazhatjuk.

A genomi&lis DNS-t barmely sejtbdl ki lehet vonni a
szakteriileten jartas szakember szadmira ismert médszerekkel
[péld&ul: Guide to Molecular Cloning Techniques, S.L. Berger
et al., szerk., Academic Press (1987)].

Egy m&sik médszer szerint a kivant fehérje mRNS-ét
barmely olyan sejtb8l eldallithatjuk, amely a fehérjét ter-
meli vagy expressz&lja, és cDNS el&allitasara hasznadlhatjuk,
a szakteriileten jartas szakember sz&médra ismert médszerekkel
[példdaul: Guide to Molecular Cloning Techniques, S.L. Berger
et al., szerk., Academic Press (1987)]. A hasznalt mRNS pre-
paratumban a kivant fehérjét k6dolé mRNS-t vagy természetes
nédszerekkel - azaz Ggy, hogy olyan sejtekbdl izolaljuk,

amelyek nagy mennyiségben termelik a fehérjét -, vagy in



vitro médszerekke! €zidisitjux - példdul az mRNS prepardtu-
mokban specifikus szekvencidk mennyiségének feldisitéaséara
4ltal&ban hasznalt technikdval, péld4dul szachardz gradiensen
végzett centrifugdléssal -, illetve haszn&dlhatjuk a két méd-
szer kombinacidjat.

Egy vektorba valé klénozé&shoz az ilyen megfeleld DNS
preparatumokat (ak&r genomiadlis DNS akar cDNS) véletlensze-
rGen térjlik, vagy enzimatikusan hasitjuk, majd megfeleld
vektorokba ligadljuk, hogy egy rekombindns gén (genomiédlis
vagy cDNS) kodnyvtarat hozzunk létre.

A kivant fehérjét kédold DNS szekvenciadt egy DNS
vektorba épithetjiik be szokvanyos médszerek alkalmazéaséaval,
beleértve a tompavég vagy tapadds vég ligaléast, restrikcids
enzimes emésztést a megfeleld végek eldallitasa céljabdl, a
tapadds végek megfeleld feltdltését, az alkalikus foszfatéaz-
zal vald kezelédst, hogy elkeriiljiik a nem-kivant kapcsold-
dast, valamint a megfeleld ligazokkal vald Osszekapcsolést.
Ezeket a technik&kat Maniatis és munkatérsai irjak le
[Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1982)) és joél ismertek a szakteriileten.

A rekombin&ns k&nyvtarak &tvizsgalhaték, és a kivant
fehérjét koé6dold k1ldén azonosithatd barmely olyan eszkodzzel,
amely specifikusan szelektdlja az ilyen fehérjére specifikus
nukleinsavat, Ggymint példaul

a) megfeleld nukleinsav proébaval (probakkal) hibri-
dizdlva, amelyek erre a fehérjére specifikus szekvenciat

tartalmaznak, vagy
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b) hibridiz&léassal szelektalt transzlacibés elemzés-
sel, amelyben a természetes mRNS-t, amely a kérdéses klénhoz
hibridiz4al, in vitro transzliciéba vissziik, majd a transzla-
cidés termékeket tovabb jellemezzik, vagy

c) ha a klénozott genetikai szekvencidk &nmagukban
képesek mRNS expresszibéjéara, a klént tartalmazd gazdasejt
4ltal transzl4alédott fehérje terméket immunprecipitaciédval
kicsapva.

A fehérjére specifikus oligonukleotid prébak, ame-
lyeket arra lehet haszndlni, hogy ezt a fehérjét termeld
k16nt azonositsuk, a fehérje aminosav szekvencidjardl szer-
zett ismeretek alapjan szintetizalhaték meg. Mivel a geneti-
kai kéd degeneralt, ezért tobb mint egy kodon hasznalhaté
egy bizonyos aminosav kédolasara (Watson, J.D., Molecular
Biology of the Gene, 3rd, Ed., W.A. Benjamin, Inc., Menlo
Park, CA (1977) 356-357]. A peptid fragmenteket elemezziik,
hogy azonositsuk azokat az aminosav szekvenciakat, amelyek a
legkisebb degeneréciéval rendelkezd oligonukleotidokkal ké-
dolhaték. Ezt eldnydsen Ggy érhetjiik el, hogy azonositjuk
azokat a szekvenciékat, amelyekben az aminosavakat csak
egyetlen kodon kdédolja.

J6llehet alkalmanként el&fordulhat, hogy egy amino-
sav-szekvencidt egyetlen oligonukleotid szekvencia kédol, az
a gyakori, ha az aminosav-szekvencidt egy sor hasonld oligo-
nukleotid kédol. Lényeges, hogy annak ellenére, hogy ez a
csoport olyan oligonukleotid szekvenciakat tartalmaz, ame-
lyek ugyanazt a peptid fragmentet kédoljéak, és igy poten-

cidlisan ugyanazt az oligonukleotid szekvenciat tartalmaz-
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z&k, mint az a gén, amelyik a peptid fragmentet koédolja,
mégis a csoportnak csak egyik tagja tartalmazza azt a nuk-
leotid szekvenci&t, amely azoncs a gén exonjaval, kédold
szekvencidjaval. Mivel ez a tag megtalalhatdé a csoportban,
és képes a DNS-hez hibridiz&lédni még a csoport mas tagjai-
nak jelenlétében is, ezért lehetsé&ges, hogy az oligonukleo-
tidok frakcion&latlan csoportj&t ugyandgy haszndljuk, mint
ahogy egyetlen oligonukleotidot haszn&lnéank a peptidet kédo-
16 gén kldénozésara.

A genetikai kéd alkalmazésaval ([Watson, J.D., Mole-
cular Biology of the Gene, 3rd, Ed., W.A. Benjamin, Inc.,
Menlo Park, CA (1977) 356-357] egy vagy tobb kiilonbozd oli-
gonukleotid azonosithaté az aminosav szekvencia alapjéan,
amelyek ko&ziil mindegyik alkalmas lehet arra, hogy a kivant
fehérjét kdédolja. Annak a valdszinliségét, hogy egy adott
oligonukleotid valéjaban az aktudlis fehérje szekvencidjat
kédolja, azon az alapon becsiilhetjiik meg, hogy figyelembe
vessziik az abnormélis b&zisparosod&sokat és annak a gyakori-
sagat, amellyel egy aktudlis kodont a sejt hasznal (egy
adott aminosav kédol&s&dra) prokariéta sejtekben. Az ilyen
"kodonhasznositasi" szabalyokat Lathe, R. és munkatédrsai
irjak le [Lathe, R. et al., Journal of Molecular Biology,
183, 1-12 (1985)]. A Lathe féle "kodonhasznositdsi szaba-
lyok" alkalmazéséval azonosithatunk egyetlen oligonukleotid
szekvenciat vagy egy oligonukleotid szekvencia csoportot,
amelyek azokat az elvileg "legvalészinUbb" nukleotid szek-
vencidkat tartalmazzék, amelyek képesek a fehérje kédola-

sara.
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Az alkalmas oligonukleotidot vagy oligonukleotid ke-
veréket, amely képes a fehérje egy részének kddolasara (il-
letve amelyik komplementer az ilyen oligonukleotiddal, il-
letve oligonukleotid keverékkel) a szakteriileten jartas
szakember szamidra ismert médszerekkel szintetizalhatjuk
[l4sd péld&ul Synthesis and Application of DNA and RNA, S.A.
Narang, ed., (1987), Academic Press, San Diego, CA}, hasz-
nalhatjuk prdébaként a kivalasztott fehérje génjének azono-
sitasara és izoladlasdra a szakteriileten jartas szakember
szAmAra ismert médszerrel. A nukleinsavak hibridiz&l&séara és
k16nok azonositasadra haszn&dlt technik&kat Maniatis és munka-
tarsai irjak le [Maniatis et al., Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY (1989)], valamint Hames, B.D. et al. [Nucleic
Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press,
Washington DC (1985)]. A fentiekben ismertetett génkodnyv-
tarnak azokat a tagjait, amelyek képesek erre a hibridiza-
ciéra, ezutéan elemezziik, hogy meghatarozzuk a benniik levd
fehérjét kédolé szekvencia kiterjedését és természetét.

A keresett DNS-t kédold szekvencia kimutatasanak
megkdnnyitése céljabél a fentiekben ismertetett DNS proébat
egy kimutathaté csoporttal jelezzik. Az ilyen kimutathaté
csoport lehet barmely olyan anyag, amely kimutathaté fizikai
vagy kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezik. A nukleinsav hib-
ridizalss teriiletén ezek az anyagok jél ismertek, és a jelen
talalmény soréan barmelyik ilyen médszerben haszndlatos jeld-
16s alkalmazhaté. Kiildndsen hasznosak a radioaktiv jeldlé-

sek, azaz példaul a 32p, 3H, 14c, 35s, 12571 vagy hasonld
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jeldlések. Barmelyik olyan radioaktiv jeldlés alkalmazhatd,
amely megfeleld jelet szolgdltat és elegendd felezési iddvel
rendelkezik. Az oligonukleotidokat radioaktivan jelezhetjik
példaul a "nick-transzlacié" j6l ismert mddszerével (Rigby,
P.J.W. et al., Journal of Molecular Biology, 113, 237
(1977)] vagy a T4 DNS polimeré&z helyettesitd szintézissel
[Deen, K.C. et al., Analytical Biochemistry, 135, 456
(1983)].

Egy m&sik médszer szerint, a polinukleotidok agy is
hasznidlhaték nukleinsav hibridiz&ciés prdébaként, ha nem-ra-
dioaktiv jelzéssel l1latjuk el Bket, példaul biotinnal, egy
enzimmel vagy egy fluoreszcens csoporttal [Leary, J.J. et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA,
80, 4045 (1983); Renz, M. et al., Nucleic Acids Research,

12, 3435 (1984); Renz, M., EMBO J., 6, 817 (1983)].

Azaz Osszefoglalva, a fehérje-szekvenciak azonosita-
sa lehetdséget ad arra, hogy azonositsuk az elméletileg
"legvalbészin(ibb" DNS szekvenciat, illetve egy csoportjat
ezeknek a szekvencidknak, amelyek ezt a fehérjét kdédoljak.
Az ezzel az elméleti szekvenci&val komplementer oligonukleo-
tid készitésével (illetve egy oligonukleotid csoport készi-
tésével, amely komplementer a "legvaldszin(ibb" oligonukleo-
tidokkal) egy olyan DNS molekulat (vagy DNS molekuléakat) ka-
punk, amelyek prdébaként képesek nikddni azoknak a klénoknak
az azonosit&sa és izol&ldsa soradn, amelyek a keresett fehér-
jét kédoljak.

A fehérje klénoz&sénak egy mésik mdédszere, ha egy

rekombinans kdnyvtarat készitiink egy expresszids vektor fel-



4 ®04s s seve
LY

ese

ve
. o . .
At . ve0e veo

- 23 =~

hasznal&s&aval, oly médon hogy DNS-t, eldnybsebben a fehérje
expresszidéjara képes sejtbdl izoldlt cDNS-t kldénozunk egy
expressziés vektorba. Ezut&n &tvizsgdljuk a kdnyvtarat, ke-
ressiik azokat a tagokat, amelyek expressz&lj&k a keresett
fehérjét, példaul dgy, hogy a kényvtarat a fehérjére speci-
fikus antitestekkel vizsgaljuk &t.

Az eldzdekben leirt médszerekkel lehetséges azoknak
a genetikai szekvencidknak az azonositésa, amelyek a kere-
sett fehérjét vagy annak egy fragmentjét kdédoljak. Abbol a
célbdl, hogy tovabb jellemezziik az ilyen genetikai szekven-
ciskat, és elB4llitsuk a rekombindns fehérjét, az szilikséges,
hogy expresszaljuk azokat a fehérjéket, amelyeket ezek a
szekvenciik kbédolnak. Az ilyen expresszidval azokat a kldno-
kat lehet azonositani, amelyek a keresett fehérjével azonos
jellemzdket mutatd fehérjéket expresszaljak. Az ilyen jel-
lemz8k k6zé tartozhat egyebek kdzdtt az a képesség, hogy
specifikusan kdtddnek a fehérje ellen készitett antites-
tekhez, az a képesség, hogy olyan antitestek képzddését
induk&ljak, amelyek képesek az emlitett fehérjéhez ko6tddni,
és az a képesség, hogy a befogadd sejtnek a fehérjére

jellemzd egyedi funkcidt biztositsak.

IV. Egy fehérje expresszidéja egy, a taldlmany szerinti
gazdaszervezetben
Ha a talalmé&ny szerinti gazdasejt szémara idegen
(heteroldg) vagy homoldg klénozott fehérjét akarunk expresz-
szalni, a gazdasejt &ltal felismert transzkripcids és

transzlaciés jelekre van sziikség. A klénozott fehérjét kodo-



* @238 s veee
.
cea - . e e
. .

(X1

16 szekvencidkat, ameivexa. az 2l8z8ekben leirt mddszerekkel
41litunk eld, és eldnydsen kétsz&a1l4 formdban vannak, nmiikodés
szempontjébél olyan szekvencidkhoz kapcsoljuk, amelyek egy
expressziés vektorban szabalyozzak a transzkripciodt, majd
bejuttatjuk a gazdasejtbe, a rekombinans fehérje eldallitésa
céljabol.

Egy nukleinsav molekula, pé&ld&ul DNS, akkor "képes
expressz4alni" egy polipeptidet, ha tartalmaz expresszids
szabalyozdé szekvencidkat, amelyeknek tartalmazniuk kell
transzkripciés szab&lyozé informacidt, és ezeket a szekven-
cidkat "mkodddképesen hozzikapcsoljuk" a fehérjét kédold
nukleotid szekvenciéhoz.

A mk8ddképes hozz&kapcsolds egy olyan hozzakapcso-
14st jelent, melynek soré&n egy szekvencidt egy szabalyozd
szekvencidhoz (vagy szekvencidkhoz) kapcsolunk oly médon,
hogy a szekvencia expressziéjat a szabalyozd szekvencia
befolydsa vagy szabdlyozdé hat&sa ald helyezziik. Két DNS
szekvenciirdl (azaz a fehérjét ké6doldé szekvencidrdl és a
k6dold szekvencia 5' végéhez kapcsolt promoter régioérél)
akkor mondjuk, hogy mikdddképesen vannak Osszekapcsolva, ha
a promoter funkcié indukciéjénak eredményeképpen a fehérjét
kédold szekvencia mRNS-sé irédik at, és ha a két DNS szek-
vencia kapcsolédasanak olyan a természete, hogy

(1) nem jén létre leolvasasi-keret eltolédasi

muté&cib,

(2) nincs interferencia az expresszids szabdlyozd

szekvencianak azzal a képességével, hogy vezé-

relje a fehérje mRNS szintézisét, vagy
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(3) nincs interferencia a DNS templatnak azzal a
tulajdonsdgaval, hogy a promoter régidé szekven-
ciajardl irodédjon at.

fgy tehat egy promoter régid mfikddés szempontjabdl
hozz&kapcsoldéddhat egy DNS szekvencidhoz, ha a promoter képes
befolyasolni a DNS szekvencia transzkripcidjat.

A génexpresszibhoz szilikséges szabalyozd régidk pon-
tos természete valtozhat, de &ltaldban tartalmaznak 5'-nem
Atirddd és nem-kddold szekvencidkat, amelyek a transzkripcid
inici&l&saban vesznek részt, példadul a TATA box, lezard
szekvencia, CAAT szekvencia és hasonldék. Pontosabban, az
ilyen nem-atirédé kontroll szekvencidk olyan régidkat tar-
talmaznak, amelyek a mikddés szempontjabdl hozzakapcsolt gén
transzkripciés szab&lyoz&s&hoz sziikséges promotert tartal-
mazzék.

A transzkripcié iniciadcids szabalyozd jeleket gy
valaszthatjuk meg, hogy lehetdvé tegyék a repressziét vagy
aktivaciét, és ezzel a mikdddképesen hozzakapcsolt gének
expressziéja befolyadsolhatd legyen. Ahol a természetes
expressziés szabalyozé szekvencidk nem mkodnek kielégitden
a gazdasejtben, ott megfeleld, a gazdasejtbe mikédd szek-
venciakkal lehet lecserélni.

Egy el®nyds megvaldsitdsi méd szerint genetikailag
stabil gazda-transzformansok &llithatdék eld olyan vektor-
rendszerekkel vagy transzformdciés rendszerekkel, ahol a
keresett fehérjét kédold DNS-t a gazdasejt kromoszomajaba
integrélhatjuk. Az ilyen integracidé eldfordulhat de novc a

sejtben, vagy - egy eldnydsebb megvalésitdsi méd szerint -
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olyan vektorra végzett transzformacidéval, amely beépiti sa-
jat magat a gazdasejt kromoszém&jaba, ilyenek példaul a
transzpozonok vagy méds olyan DNS elemek, amelyek eldsegitik
a DNS szekvencidk integrilédasat a kromoszdmakba.

A DNS-sel transzformélt sejteket Ggy valasztjuk ki,
hogy egy vagy t&bb olyan genetikai bélyeget is bejuttatunk,
amelyek lehetdvé teszik azoknak a gazdasejteknek a szelek-
ciéjat, amelyek az expresszibs vektort a kromoszdémén tartal-
mazzak, igy példdul a genetikai bélyeg lehet egy biocid re-
zisztencia, azaz antibiotikum-, nehézfém- (példaul réz-) re-
zisztencia, vagy hasonlé. A szelektdlhatdé genetikai bélyeget
vagy kdzvetleniil az expresszdlandd DNS szekvenciakhoz kap-
csoljuk, vagy ko-transzfekciéval juttatjuk be ugyanabba a
sejtbe.

Egy masik megvalésitdsi méd szerint a bejuttatott
szekvenciat egy olyan plazmidba vagy virus vektorba épitjik
be, amely képes a befogaddé gazdasejtben 6nalld replikéacioéra.
Erre a célra sz&mos kiilénbdzd vektor haszndlhaté.

Egy adott plazmid vagy virus-vektor megvalasztésaban
fontos faktorok k&zé tartozik: milyen kdénnyen ismerhetd fel
és szelekt&lhatdé a vektort tartalmazd gazdasejt a vektort
nem tartalmazé gazdasejtek kdzdtt; a vektor példanyszama,
ami egy adott gazdasejtben sziikséges; valamint az, hogy
szilkséges-e a vektort "ingaztatni" kiilénbdz8 fajhoz tartozd
gazdasejtek kozott.

Ha egyszer a konstrukcid(kat) tartalmazdé vektort
vagy DNS szekvencidt elkészitjik az expresszidhoz, akkor a

DNS konstrukcié(ka)t sz&mos kiilénbo6zd mddszer alkalmazasaval
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bejuttathatjuk egy megfeleld gazdasejtbe (amelyrdl ezutéan
azt mondjuk, hogy "transzformalt"). A vektor bejuttatasa
utan a befogadé transzformalt sejteket szelektiv té&ptalajon
névesztjilk, amely a vektort tartalmazé sejteket szelektdlja.
A klénozott gén szekvenci(&k) expresszidéja a kivant fehérje
expresszidéjat eredményezi. Ez az expresszid lejatszddhat
folytonosan a transzformdlt sejtekben, illetve szabalyozott
moédon.

Az expresszilt fehérjét a taldlmany szerinti gazda-
sejtbdl izolaljuk és tisztitjuk, szokdsos mbébdszerek alkal-
mazésaval, igy péld&ul extrakcidéval, kicsapassal, kromato-
grafi&val, affinit&s-kromatografiaval elektroforézissel vagy
hasonlékkal.

Az alabbi példakban részletesen leirjuk a taldlmany
végrehajtasihoz sziikséges anyagokat és médszereket. A példak
nem azt a célt szolgaljdk, hogy a taldlmény oltalmi kdrét

barmilyen mdédon korlatozzak.

PELDAK

Anyagok és mdédszerek

Radioaktiv izotépok, baktériumtdrzsek és taptalajok.
Mindegyik radioaktiv izotdépot a New England Nuclear-tdl va-
sadroltuk. Az eljarasban haszndlt baktériumtdrzseket és plaz-
midokat az 1. tadbl&zatban soroljuk fel. Az LB téptalajt

[Meade, H.M. et al., Journal of Bacteriology, 149, 144-122

(1982)], az M9 minimil taptalajt és az M63 minimal taptalajt

[Miller, J.H., Experiments in Molecular Genetics, Cold
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Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
(1972) ] mar korébban leirtéak.

Tn5 mutd&nsok izoladl&sa. pEh32 és pMB210 plazmidokat
tartalmazd MC1061 tdrzset fertdziink lambda-b221 rex::Tnb
cI857 Oams Pam2s féggal [Berg,D., Insertion and excision of
the transposable kanamicin resistance determinant Tn5, 205-
212, in A.I. Bukhari, J.A. Shapiro and S.L. Adhya (ed.), DNA
insertion elements plasmids and episomes, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1977); Ruvkun,
G.B. et al., Nature, 289, 85-88 (1981)]. LB t&ptalajban
1x109/ml sliriségig ndvesztett 8 ml sejtet 0,1-es multiplici-
tassal fertdziink, 4 6éra hosszat 32 °C-on inkub&ljuk, majd M9
minim&l t&ptalajra szélesztjiik, amely egyediili szénforras-
ként 0,4 % laktdzt, valamint 25 pg/ml kanamicint tartalmaz.
Rendkiviil kisméretd kanamicin rezisztens telepek lathatdk
egy boncold mikroszkdép alatt 84 6réas, 28 °C-on végzett inku-
badlas utédn (ez a hdmérséklet teszi lehetévé a magas NifA ak-
tivitast), mind a 16 lemezen korilbeldil 12 000 telep slrd-
ségben. Emellett a szamos mikrotelep mellett mindegyik telep
tartalmazott egy - nyolc lényegesen nagyobb telepet. Az Osz-
szesen koriilbeliil 90 nagyobb telepbdl huszonegyet megtiszti-
tunk, oly médon hogy laktézt és kanamicint tartalmazdé mini-
mal lemezre szélesztjilk Sket. A kanamicin rezisztens mikro-
telepek koéziil is megtisztitunk néhényat kontrollként.

Genetikai technikék és fizikai térképezés. A Tn5 in-
szercidk transzdukcidjat Plvir segitségével az el&zdekben
leirt médon végezziik [Miller, J.H., Experiments in Molecular

Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
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Harbor, New York (1972)], azzal a kiildnbséggel, hogy a befo-
gadd sejteket 1:20 ardnyban higitjuk egy friss é&jszakén at
névesztett tenyészetbdl, majd két 6ra hosszat 37 °C-on no-
vesztjilk mieldtt a transzdukaldé lizatumot hozzdadjuk. A Hfr
térképezést az eldzdekben leirt méddon végezziik [Wanner, B.L.

Journal of Molecular Biology, 191, 39-58 (1986)], egy

sorozat Hfr::Tnl0 tdrzs felhaszndlasédval (1. tablazat). Az
LC24 TnS5 inszercidé fizikai elhelyezkedését Southern blot
elemzéssel hatarozzuk megqg [Chomczynski, P. et al., Biochemi-
cal and Biophysical Research Communications, 122, 340-344
(1984) ). BamHI, HindIII, EcoRI, EcoRV, BglII, KpnI, PstI
vagy Pvull restrikcibés enzimmel emésztett MC1061 DNS-t vizs-
g&dlunk az LC24 inszerciébdl szérmazbd6 hatdrold DNS-sel, és a
kapott restrikciés mint&zatokat az Escherichia coli genom
fizikai térképével hasonlitjuk Ossze [Kohara, Y. et al.,

Cell, 50, 495-508 (1987)], a nirR ré&gid kdérnyékén.

1. tablazat

Baktériumtdrzsek és plazmidok

TOrzs Relevans jellemzdk Forras vagy referencia
E. coli:
MC1061 araDI39 delta(ara leu)7697 Casadaban, Cohen
1271acX74 galU galK hsr 1980
hsm strA
Mph82 lon::Tnl0 (SW7J2B) Boyd, 1987
HA62 MC1061, Mph82-bd&l szarmazd
lon::Tnl0-zel Ez a leiréas
HA63 LC23, Mph82-bdl sz&rmazd
lon::Tnl0-zel Ez a leirés
HA64 LC24, Mph82-bdl szarmazd
lon::Tnl0-zel Ez a leiréas
LC12 MC1061 Tn5 mut&nsa (snoA) ' Ez a leiréas

LC4 MC1061 Tn5 muténsa (snoB) Ez leiras

V]
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i. tabidzat (folyt.)

Torzs Relevans jellemzdk Forr&s vagy referencia

LC6 MC1061 Tn5 muténsa (snoB) Ez a leirés

L.C23 MC1061 Tn5 muténsa (snoB) Ez a leirés

LC25 MC1061 Tn5 muté&nsa (snoB) Ez a leiréas

LC24 MC1061 Tn5 muténsa (snoC) Ez a leiras

C-1A prototrdof Sasaki et al.,
1965

LC241A 1.C24 Tn5-6t tart. C-1A Ez a leirés

BW6160 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW7620 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW5660 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW6175 Hfr::Tnlo Wanner, 1986

BW6164 Hfr::Tnlo Wanner, 1986

BW6051 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW6165 Hfr::Tnlo ( Wanner, 1986

BW6156 Hfr::Tnlo Wanner, 1986

BW7261 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW7623 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW7622 Hfr::Tnlo Wanner, 1986

BW5659 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW6163 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW6169 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

BW6166 Hfr::Tnlo0 Wanner, 1986

CAG12169 zch-506::Tnl0 Singer et al.,
1989

CAG12028 2zci-233::Tnl0 Singer et al.,
1989

CAG12081 2zcj-3061::Tnl0 Singer et al.,
1989

CAG12026 trg-2::Tnlo0 Singer et al.,
1989

Plazmidok:

pSDC13 M13 ori, ColEl ori, Cm-r Levinson et al.,
1984

pEH32 pSDC13 lacZ-nifA (NifA-AUG1) Huala & Ausubel,

' 1989

pEHdeltaRI pSDC13 lacZ-nifA(NifA-deltaN) Huala & Ausubel,
1989

pPMB210 nifH-lacZ, RK2 origd, Tc-r Better et al.,
1985

pLAC lacZ, RK2 origd, Tc-r Huala & Ausubel,

1989



~ 31 - DL R S

Referencidk:

Better et al., EMBO J., 4, 2419-2424 (1985)

Boyd, D. et al., in Phosphate Metabolism and Cellular
Regulation in Microorganisms, A. Torriani-Gorini et al.,
eds., Am. Soc. Microbiol., Washington, 89-93 (1987)

Casadaban et al., Journal of Molecular Biology, 138,
179-297 (1980)

Huala et al., Journal of Bacteriology, 171, 3354-3365
(1989)

Levinson et al., Journal of Molecular and Applied Genetics,
2, 507-517 (1984)

Sasaski et al., Can. J. Gen. Microb. 40 365-376 (1965)

Singer et al., Microbiological Reviews, 53, 1-24 (1989)

Wanner, B.L. et al., Journal of Molecular Biology, 191,
39-58 (1986)

B-galaktozidaz vizsgdlatok. Egy lacZ-nifA expressziods
plazmidot (pEH32 vagy pEHdeltaRl) és egy nifH-lacZ riporter
plazmidot (pMB210) tartalmazd baktériumtdrzseket antibioti-
'kumokkal kiegészitett LB taptalajon ndvesztiink 28 °C-on fo-
lyamatosan 1 % vagy 21 % oxigénaramot biztositva, az eldzo-
ekben leirt médon [Huala et al., Journal of Bacteriology,
171, 3354-3365 (1989)). Az aktiv nifA 16 éra ndvekedés el-
teltével jelenlevd mennyiségét Ggy vizsgdljuk meg, hogy mér-
jiilk a tenyészetek B-galaktozidaz aktivitasat [Miller, J.H.,
Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1972)].

Immunoldgiai technikdk. A Rhizobium meliloti NifA
fehérje utolsd 14 aminosavat tartalmazd (NHp-Gly-Tyr-Ala-
Leu-Arg-Arg-His-Gly-Val-Asp-Val-Arg-Lys-Leu-COOH) peptid,
amelyet a szakteriileten jartas szakember szamara ismert moé-
don szintetiz&dlunk [Bodanszky, M., Peptide Chemistry: A
Practical Textbook, Springer-Verlag, New York (1988)] ellen

antitesteket készitiink. A peptidet m-maleimidobenzoil-N-hid-
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roxiszukcinimid-észterrel konjugdljuk (MBS; Pierce) egy hor-
dozé fehérjéhez, példaul kiirtdscsiga hemocianinhoz (Sigma),
egy kiildn, a peptid N-termindlis végéhez hozzaadott cisztei-
nen keresztiil. A hordozé fehérjét (10 mg) 0,7 ml 1 mol/l
kalium-foszfat pufferben oldjuk (pH=7,3), majd 7 ml ionmen-
tesitett vizzel higitjuk. 6 mg MBS-t oldunk 100 pl 50 % DMF
és 50 $ THF Osszetételd elegyben, majd cseppenként, folyama-
tos kevertetés kdzben a hordozdé fehérjéhez adjuk. A 6 mg
peptid hozz&ad&sat kdvetden a reakcidelegyet szobahdmérsék-
leten kevertetjilk éjszakan at, majd 24 6ra hosszat dializal-
juk 4 liter foszfattal pufferelt séoldattal szemben. Két New
Zealand Red nyulat immuniz&lunk, oly médon, hogy bdr ala be-
adunk 0,67 ml konjugdlt peptidet, amelyet 0,33 ml Freund
féle komplett adjuvanssal (Calbiochem) emulgealtunk, majd
két megerdsitd kezelést adunk 0,5 ml konjugalt peptiddel és
0,4 ml Freund féle konjugalt adjuvénssal, az inditd injek-
cidék utén 16 és 31 nappal.

Western blot elemzéseket a korabban mér leirt mdédon
végezziik [Blake, M.S. et al., Analytical Biochemistry, 136,
175-179 (1984)], alkalikus foszfatédzzal konjugalt kecske
anti-nyal IgG-vel (Calbiochem) mint m&sodik antitesttel. Az
alkalikus foszfat4dz reakcidéhoz a nitro-blue-tetrazdliumot és
az 5-brém-4-klér-3-indolil-foszfatot a Sigma-tél vasaroltuk.

Impulzus-jeldlés &s immunkicsapas. A pEHdeltaRI
plazmidot tartalmazé tenyészeteket é&jszakan a4t noévesztjik LB
taptalajban, majd 1:100 aranyban higitjuk M9 taptalajban,
amely 0,5 % glicerint, 40 ug/ml L-aminosavakat (metionin és

cisztein kivételével), 0,5 mg/l tiamint és antibiotikumokat
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tartalmaz, majd aerob kériilmények koézétt ndvesztjik néhany
6ra hosszat 37 °C-on r&zatva. Amikor a tenyészet optikai st-
risége (600 nm-en mérve) eléri a 0,1-0,5 kdzotti értéket,
akkor a tenyészeteket ugyanebben a téptalajban 0,1 optikai
srtiségre higitjuk, majd 28 °C-on két ora hosszat razatjuk.
A tenyészeteket impulzus-jelsljlik, 37,5 pCi/ml L-[35Simeti-
oninnal (1245 Ci/mmol), majd két perc elteltével foloéslegben
hozz&aadunk jelzetlen L-metionint 1,4 mg/ml koncentréaciéban
[Parsell, D.A. et al., Journal of Biological Chemistry, 264,
7590-7595 (1989)], majd a kifzési periddus alatt 28 °C-on
tartjuk. Iddkdzdnként 0,5 ml-es alikvot részeket adunk 35 pul
60 mmol/l fenilmetil-szulfonil-fluoridhoz (PMSF) és 80
mmol/l natrium-azidhoz (90 %-os etanolban), jégbehlitve. A
jelzett sejteket centrifugdléssal 6sszegydjtjiik, 30 pl SDS
mintafelvivd pufferben szuszpenddljuk (125 mmol/l TRIS-HCI
pH=6,8, 5 mmol/l1 EDTA, 10 % glicerin, 5 % B-merkapto-etanol,
2 % natrium-dodecil-szulfat), é&s 5 percig forraljuk.

Az impulzus-jelzett mintadk immunkicsapdsat Ggy hajt-
juk végre, hogy 10-30 pl forralt lizatumhoz 970 ul foszfat-
tal pufferelt sdéoldatot és 5 ul antiszérumot adunk, éjszakén
4t 22 °C-on kevertetjilk, majd a megk&tott antitesteket pro-
tein A-Sepharose (Pharmacia) felhaszndlas&val kicsapjuk
[Storz, G. et al., Journal of Bacteriology, 171, 2049-2055
(1989)]. A NifA fehérjét a mosott protein A-Sepharose csapa-
dékrél Ggy tavolitjuk el, hogy SDS mintafelvivd pufferben
forraljuk (az el&zdkben leirt médon) 5 percig, majd a min-
takat 10 %-os poli(akril-amid) SDS gélen elektroforetizal-

juk.
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T™n5 klénoz&s é&s szekvencia elemzés. A mutans LC1l2,
LC23 és LC24 tdBrzsekbdl szadrmazd kromoszomllis DNS-t EcoRI,
Sall vagy restrikciés enzimmel emésztjiik, majd pMLC28-ba li-
galjuk. A kapott kanamicin rezisztens telepek olyan plazmi-
dokat tartalmaznak, amelyek a teljes Tn5 inszercidét és a ha-
tarolé DNS-t vagy annak egy részét hordozzdk. A Tn5 inszer-
ciéval szomszédos DNS-t a didezoxi médszerrel szekvendljuk
[(Sanger, F. et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA, 74, 5463-5567 (1977), egy Sequenase kit (U.S.
Biochemicals) és Tn4 specifikus inditdé molekula ([3'-GTTCAT
CGCAGGACTTG-5'; Ronson, C.W. et al., Journal of Bacterio-

logy, 169, 2424-2431 (1987b)] alkalmaz&sdval. Az inditd

molekuldt a szakteriileten jartas szakember sz&mdra ismert
médszerrel 4l1litjuk eld [Gait, M.J. et al., Oligonucleotide
Synthesis, A Practical Approach, IRS Press, Washington DC
(1984)].

Novekedési gorbék. Azt mar kor&bban kozdlték, hogy a
dcp mutansok képtelenek elhasitani az N-acetil-Ala-Ala-Ala
peptidet, és ennélfogva nem képesek ezen a vegyiileten, mint
kiz&rdlagos szénforrason novekedni [Deutch, C.E. et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 75,
5998-6001 (1978)]. Annak ellendrzésére, hogy vajon az LC24
Tn5 inszercidéja a dcp-ben helyezkedik-e el, az LC24 Tn5 in-
szercidjat egy prototré6f Escherichia coli tdrzsbe, a C-1A-ba
transzdukaljuk. A kapott tdrzset, az LC241A-t é&jszakan at
ndvesztjiik 37 °C-on M63 minimal taptalajon, 1:10 aranyban
higitjuk M63 t&ptalajjal, néhdny 6ra hosszat ndvesztjik,

amig a tenyészet 600 nm-en mért optikai s(risége meg nem ha-
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ladja a 0,05-5t. Mindegyik tenyészetet Mé63 taptalajban 0,05-
8s OD-ra &l11itjuk be, majd 1:100 aranyban higitjuk vagy Mé3
taptalajjal (10 mg/ml amménium-szulfat) vagy amménium-szul-
f&tot nem tartalmazé, viszont N-acetil-Ala-Ala-Ala peptidet
(Sigma) tartalmazd Mé63 téptalajjal, mint kiz&rdlagos nitro-
génforrassal, majd a tenyészetek ndvekedését agy kovetjik,
hogy 24 6éra alatt iddénként megmérjiik a 600 nm-es optikai sl-

riségiliket.

1. példa

Tn5 mutagenezis és a muténsok szelekcidja

A pEH32 lazZ-nifA expressziés plazmidot és a pMB210
nifH-lacZ riporter plazmidot hordozé MC1061 Escherichia coli
tdrzset Tn5 transzpozonnal mutagenizdljuk, majd laktézt tar-
talmazd minimal taptalajra szélesztjilkk, ahol a vad tipusi
MC1061 nagyon gyengén nd, alig l4athaté telepek ndnek csak
ki, 84 6ra hosszat 28 °C-on inkubdlva a sejteket. A megnd-
vekedett NifA aktivitédssal rendelkez& mutédnsoktdél, amelyek
jobban képesek aktivalni a nifH-lacZ faGzid expresszidjat, az
varhatd, hogy nagyobb telepekként jelennek meg a mikrotele-
pek hattere eldtt. 21 nagy kanamicin rezisztens telepet izo-
1altunk, oly médon hogy Gjra szélesztettiik Sket laktdz mini-
mal taptalajon, és a nagyobb méretiiket gy igazoltuk, hogy
mindegyiket laktéz minim&l t&ptalajra szélesztettik, és a
méretiiket Ssszehasonlitottuk a pEH32 és pMB210 plazmidokat
hordozé vad tipusG MC1061 Escherichia coli telepekkel. A
mutdnsok &altal hordozott plazmidokon a Tn5 transzpozon hi&-

nyat Ggy igazoljuk, hogy az egyes mutansokbdl plazmid DNS-t
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izolalunk, és Escherichia coli MC1061 tdrzsbe transzforméal-
juk. fgy nem keletkeznek kanamicin rezisztens telepek, Jje-
lezve, hogy a Tn5 inszercié a kromoszéman tortént meg.

Az egyes mutdns tdrzsekbdl kromoszomadlis DNS-t izo-
14lunk, EcoRI restrikcids enzimmel emésztjik, majd Southern
blot elemezésnek vetjilkk al4, Tn5 transzpozont hasznalva proé-
baként. Négy mutanst (LC9, LC11, LC21, LC22), amelyek egynél
t5bb Tn5 inszerciét tartalmaztak, és két masikat (LC5,
LCc18), amelyek gyenge fenotipusGak voltak, nem jellemeztiink
tovabb. A tdbbi Tn5 inszerciékrél kideriilt, hogy hdrom ki-
18nb528 EcoRI fragmensen fordulnak eld. Az 1-es csoport
(snoA, a NifA stabilit&sa oxigénben) 10 tagbbl a11 (LC2,
Lc3, LC7, Lcs, LC1l0, LC12, LC13, LC14, LC15, LC16; 1. abra).
A 2-es csoport )snoB) 4 tagbél &11 (LC4, LC6, LC23, LC25; 2.
dbra), a 3-as csoport (snoC) egy tagbdl al1 (LC24; 2. abra).
Minden egyes csoportnak egy képviseldjét (LCl2, LC23 és
LCc24) kivalasztjuk tovéabbi jellemzés céljabdl. A snoA, snoB
&és snoC hozzavetdleges genetikai elhelyezkedését meghataroz-
zuk Hfr térképezéssel &s ez a snoA esetében 6 és 13 perc ko-
zé& esik, a snoB esetében 23 és 30 perc k6z& esik, a snoC

esetében 50 és 61 perc kozé esik.

2. példa

A mutans fenotipusok jellemzése

A pEH32 (NifA-AUG1l) és pMB210 (nifH-lacZ) plazmido-
kat tartalmazé LCl12, LC23 és LC24 mutansokat LB taptalajban
névesztjilk 1 vagy 21 %-os folyamatos oxigénaramban 16 oOra

hosszat, majd vizsgdljuk a a nifH-lacZ riporter fGzid ered-
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ményeképpen létrejsévd B-galaktozidaz aktivitasukat. Ha 21 %
oxigén jelenlétében ndvesztjik, akkor mindharom mutansban
tizszer magasabb a B-galaktozid&z aktivitds, mint a pEH32 és
pMB210 plazmidokat hordozé vad tipusG MC1061 Escherichia
coli tdrzsben. 1 % oxigén mellett az LCl1l2 és LC24 enyhén ma-
gasabb B-galaktoziddz aktivitast mutatott az MC1061-hez vi-
szonyitva, mig az LC23 nem mutatott megndvekedett B-galakto-
zidaz aktivitast. Annak igazolas&ra, hogy a muténsok fenoti-
pusidt a Tn5 inszercidé okozza, és nem nem-kapcsolédé pontmu-
taciék, az LCl12, LC23 és LC24 todrzsek Tn5 inszercibit P1 fag
segitségével MC1061 Escherichia coli t&rzsbe transzdukaljuk.
A transzduktansokat pH32 és pMB210 plazmidokkal transzfor-
maljuk, és mérjik a 21 % oxigén mellett termelt B-galakto-
zidaz aktivitast. A transzdukalt tdrzsek, az eredeti mutéan-
sokhoz hasonldan tizszer magasabb B-galaktozidaz aktivitast
mutattak az MC1061-hez viszonyitva (2. t&blazat). A mutans
tdrzsekben mért megndvekedett B-galaktozid4z aktivitas tel-
jesen a NifA jelenlététdl filiggdétt. Nem volt megfigyelhetd az
aktivitas alapszintjének megndvekedése a nifH promoter kons-
titutiv mikddésének kdvetkeztében, a NifA tavollétében,

egyik muténsndl sem (2. téablazat).
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2. tablazat

NifA aktivitds a vad tipusiG és a mutians
Escherichia coli torzsekben

TOrzs B-galaktozidaz aktivitéas

1 % oxigén 21 % oxigén

MC1061 7,6 7,9
MC1061+pMB210 144 169
LC12+pMB210 99 164
LC23+pMB210 135 129
LC24+pMB210 133 183
MC1061+pMB210, pEH32 46,128 1367
LC12+pMB210, pEH32 67,902 12,650
LC23+pMB210, pEH32 48,789 13,859
LC24+pMB210, pEH32 60,341 15,153
MC1061+pMB210, pEdeltaRI 53,189 35,836
LC12+pMB210, pEHdeltaRI 60,017 42,847
LC23+pMB210, pEHdeltaRI 54,584 28,660
LC24+pMB210, pEHdeltaRI 57,398 45,205
MC1061+pLAC 41,420 32,901
LC12+pLAC 37,615 30,452
LC23+pLAC 31,538 25,882
LC24+pLAC 34,133 29,388

A B-galaktozidéz aktivitast Miller egységekben adjuk
meg. A pEH32 a NifA-AUGl~et a lacZ promoterrdl expresszalja.
A pEHdeltaRI a NifA-deltaN-t a lacZ promoterrdl expresszal-
ja. A pMB210 egy nifH-lacZ riporter fGziét tartalmaz. A pLAC

a lacZ gént expresszilja a természetes promoterrdl.

A sno mutacidk hatasat a NifA-nek egy sokkal stabi-
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labb mutans formdjan is kiproébaltuk, amely a pEHdeltaRI
plazmidon talalhaté. A pEHdeltaRI é&s pMB210 plazmidokat hor-
dozdé LC12, LC23 és LC24 tdrzsekben is megmérjiik a S-galak-
tozidaz aktivitds 1 % és 21 % oxigén mellett (2. tablazat).
A NifA-deltaN aktivitésnak csak kismérték( emelkedése fi-

‘gyelhetd meg.

3. pélaa

Annak igazolésa, hogqy a snoA mutdcidé a lon-ben

talédlhatd

Az LC12-ben levd snoA inszercid Hfr térképezése azt
mutatja, hogy a snoA helye az Escherichia coli genetikai
térképén 6 és 13 perc kdz6tt taldlhatd. Az inszercid helyét
a fizikai térképen [Kohara et al., Cell, 50, 495-508 (1987)]
Southern blot elemzéssel hatarozzuk meg, é&s ez azt mutatja,
hogy a proC-t&l kdriilbeliil 55 kb tavolsagban talalhatd [ez a
legkdzelebbi genetikai bélyeg a Kohara féle térképen; Kohara

et al., Cell, 50, 495-508 (1987)], a lon szomszédsagabar.. A

Tn5 inszerciét és az LC12-b&l szarmazd hatérolé szakaszokat
klénozzuk, és a Tn5 inszercié két oldalardl koriilbeliil 300
bp-t szekvendlunk. Az l-es szekvencia, az alabbiakban, a re-
konstrualt szekvenciat jelenti (a Tn5 szekvenciat és az in-
szerciés pont duplikaciéjat eltavolitottuk), amely a Tn5 in-

szercid eldtt a gazdasejtben volt taldlhaté. A Tn5 inszercid

a 305-8s nukleotid utan kdvetkezett be.
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CTTTTCTGCG

AACAGGAAGT

AAGCTGAACA

CGACGATCCG

AACTGGCTGA

AACGTCTGGA

CAGGTTGAGA

CCAGCXTGAG

GAACTCGGTG

AAAATCGACG

AGAGTTGCAG

TAGTGCGTGG

CAAGAGGTCA

CCATTATGGT

TTCAAAGCCG

CCGCCGGGGG

CGGGCGTAAA

TCCGTGGTCA

1.

- 40 -

szekvencia

AAGGXGGAGT

GCTGGTGCGT

AAAAAATCCC

GCGCGTCTGG

CAAACAGTCT

ATATCTGATG

AACGCATTCG

TACTATCTGT

AAATGGACGA

CGGCGAAGAT

AAGCTGAAAA

TTATATCGAC

AAAAAGXCCT

CTGGAGCGCG

TGTCAACAAA

TAGGTAAAAC

TATGTCCGTA

ATCTGGAGTC

ACTGCAATCA

ACCAGAAGTG

CGGATACCAT

GTTCTGTTCT

GCAATGATGG

CAACCGCGTT

CTGAACGAGC

CGCGCCGGAC

GCCGAAAGAG

TGATGTCTCC

TGGATGGTAC

GCGTCXGGCG

TGAAAGATCG

ATCAAGGGAC

CTCTCTTGGT

TGGCGCTGGG

GCCGACCATT

GCCAGTTCGA

CTGACGTCGC

TGCTGCACAT

GGAGATCTCC

AATCGGAAAT

AAAAAGCAGA

AAATGAAAGC

GAAAXGAAGC

GCAAAAGAGA

GATGTCGGCA

AGGTXCCGTG

CAGGAAATCC

AATCCTTGAT

CGATCCTCTG

CAGTCCATTG

CGGGCGTGAT

4 ®eee ge evve
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GATGAGCGGG

AGGCTACATC

TGAATAGCAT

ATGCCGCTGA

GACGTTAACG

CGATCTGCTG

TGGAGAAATC

TATTCAGAAA

CCTGAAGCGC

AAGCGGAAXX

GAAGCGACCG

GAATGCGCGT

TTGATACCGA

TATCTTGCGG

CCTGGTAGGG

CCAAAGCCAC

GAAGCGGAAA

Ez a szekvencia tette lehetdvé szamunkra annak meg-

hatarozasit, hogy az LC12 inszercidé a lon génben talalhatf,

amely az La protedzt kédolja. Az LCl2-ben levd Tn5 inszercid

a Cchin és munkatarsai &ltal kozdlt lon szekvencia [Chin et

al., Journal of Biological Chemistry,

263,

11718-11728

(1988)] 1038-as nukleotidjat koveti, és a PstI hasitdsi hely

megduplazédidsat eredményezte, amely a lon kédold régidénak
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kdriilbeliil az egynegyedénél talalhatd.

4. pélada

A snoB pozicidija

Az LC23 Tn5 inszercidéjat (snoB) klénozzuk, majd a
hatarolé DNS-nek egy 236 bazispadr méretld szakaszanak szek-
venciajat meghat&rozzuk. Az LC23-ban a Tn5 inszercidés hely-
nél talalhatd genetikai szekvencidnak az egyik végén levd

szekvenciat mutatjuk be az aldbbi 2. szekvencidban.

2. szekvencia

1 TAGCGATATA CACAACTTCA ACCTGACTTT ATCGTTGTCG ATAGCGTTAA
51 TGCGAATGCC GTGAAGCGAG TCCACGGCAT TGCCTGACGC TTATATTATT
101 GCAATTTCGC GCTGACCCAG CCTTTCACAC TGGCTAACGC TGCAGGTAAG
151 GCCGCAGCAT CCGTACCACC GGCTTGCGCC ATGTCAGGAG CTCCACCACC

201 CTTGCCGCCC ACCTGCTGAG CGACCATACC AATCAG

A Genbank szekvencia adatbdzist a hataroldé szekven-
cia szempontjabdl &tvizsgdlva kideriilt, hogy a Tn5 inszercid
ebben a mutansban koriilbeliil 160 bazisparral az alaS termi-
naciés kodon utan taldlhatd, amely az alanil tRNS szintetaz
enzimet kdédolja [Putney, S.D. et al., Science, 213, 1497-
1501 (1981)]. Annak igazol&sara, hogy az LC4, LC6 és LC25
muténsokban a Tn5 inszercié frekvenci&ja koézel volt ahhoz,
amit az sri1C300::Tnl0 inszercidéval kotranszduk&lt Tn5 in-

szercidkkal kaptunk a BW5660 torzsnél [Wanner, B.L., Journal

of Molecular Biology, 191, 39-58 (1986)]. Felfedeztiik, hogy
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mind a négy snoB Tn5 inszercié egylitt transzdukalédik, magas
frekvenciaval, az srlC-vel (3. Tablazat). Az LC4, LC6, LC23
és LC25 mutansokbdl szarmazd DNS-t Sall restrikcidés enzimmel
emésztjlik, majd Southern blot elemzéssel ki lehet mutatni,
hogy két inszercidé (az LC23-ban é&s az LCé6é-ban) az alaS 3'
végéhez kdzel esd Sall restrikcids hasitdsi helytdl kériilbe-
1iil 400 bp tavolsagban van 3' irdnyban, és a masik két in-
szercidé (LC4 és LC25) koriilbeliil 750 bp tavolsagban van et-

t51 a Sall helytdl.

3. téblazat

snoB ko-transzdukcid srlcC::tnl0-zel

Torzs™ Vizsgalt Tcr %-os
telepek telepek ko-transzdukcid

LC4 (snoB) 8 0 100

LC6 (snoB) 9 0 100

LC23 (snoB) 7 1 86

LC25 (snoB) 10 1 90

L.C24 (snoC) 6 6 0

* Donor tdrzsek a Pl transzdukciéban. A kanamicin rezisz-
tens, transzduk&lt Tn5 inszercidét hordozé befogadd telepeket
vizsgdltuk &t tetraciklin rezisztencia szempontjabédl,

jelezve az srlC::Tnl0 inszercid jelenléteét,
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5. példa

A snoC lokalizaléasa

Az LC24 (snoC) inszercié hat&roldé DNS szakaszabél
221 bazis sorrendjét meghataroztuk. Az LC24 gazdaszervezet
genetikai szekvenci&djanak a Tn5 inszercids pontjanal levd
szekvencia egyik végét mutatjuk be az alabbi, 3-as szekven-—

cian.

3. szekvencia

1 AAAAAAGGAA GTAAGACAAT ATGGAGCGCA ACGCCCATCG CTTGACGTTG
51 CATTCACCTG CAAGAGAGAT ATTGCCCTGA ATGGGTAGAG AGTTTATTGA
101 CTTCGCTCAA ACTTTGCGGC GTTTTTGTAT ACAGACAGCC GGAAAAATTG
151 CTTTTGTTAC AACCATTTAC TACGATGCAA CCATCCCGCA ACACCACCAA

201 TAATAACAAC TAACAGAATA C

A Genbank szekvencia adatbazist &tvizsgalva nenm ta-
141tunk hasonldé szekvenciat. Mivel ennek az inszercidnak a
hozzavet&leges elhelyezkedését meghataroztuk mar Hfr térké-
pezéssel, és Ggy talaltuk, hogy az Escherichia coli geneti-
kai térképén 23 é&s 31 perc kbzétt helyezkedik el, a Pl
transzdukciét vizsgaltuk ebben a régidban, egy sorozat TnlO
inszerciéval. EGy 29,3 percnél levd TnlO inszercidrodl (zcj-
3061::Tnl10) meghat&roztuk, hogy 84 %-osan egyiitt transzdu-
kal6dik az LC24 TnS5 inszercidéval (4. tablazat). A Kohara fé-
le fizikai térképen [Kohara, Y. et al., Cell, 50, 495-508
(1987)] az inszercid helyét Southern blot elemzéssel hata-

roztuk meg, a fizikai térkép készitéséhez hasznalt nyolc en-
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zimmel emésztve az MC1061 DNS-t, az LC24 inszercidé kldnozott

hatirold DNS szakaszat haszndlva prodbaként (4. abra).

4. téblazat

A snoC lokaliz&lésa P1 transzdukcidval

$-os ko-transzdukcid

J37=3 eTo - Vs Lo J O LR cesceenanaen
torzs 1. Kisérlet 2. Kisérlet 3. Kisérlet
CAG 12169 0 %* (190)**

CAG 12028 7,1 % (112) 4 % (482) 11 % (200)
CAG 12081 81 % (170) 84 % (804)

CAG 12026 0% (98) 0,2 % (579)

* nzoknak a kanamicin rezisztens telepeknek a szama,
amelyek nem tetraciklin rezisztensek is egyuittal.

** Az Ssszes Atvizsgdlt telep szama.

A fizikai é&s genetikai térképezés eredménye azt mu-
tatja, hogy az LC24 inszercid koriilbelil 10 kb tavolsagban
talidlhatd a nirI-t31 (29,4 perc) a rac iradnyaban. A dcp gén,
amely a dipeptidil-karboxipeptidazt kédolja, ennek a szom-
szédsagaban talalhatd [Deutch, C.E. et al., Proceedings of
the National Academy of Sciences, USA, 75, 5998-6001
(1978) ]. Annak meghatarozédsara, hogy a Tn5 inszercid az
LC24-ben a dcp-be esik-e, az LC24 Tn5 inszerciéjat a C-1A

prototréf térzsbe transzdukaljuk, igy 411itjuk eld az LC241A

tdrzset, majd az inszercidé hatdsat azon mérjlik le, hogy ez a
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térzs mennyire képes olyan minim&l téptalajon ndvekedni,
amely kizardlagos nitrogén-forrasként N-acetil-Ala-Ala-Ala
peptidet tartalmaz. Mig a vad tipus@ Escherichia coli képes
névekedni ezen a szubsztrdton, addig egy dcp mutans nem ké-
pes ndvekedni, nem képes elhasitani ezt a tripeptidet, en-
Inélfogva nem képes szénforrasként hasznositani [Deutch, C.
E. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA, 75, 5998-6001 (1978)]. A C-1A és az LC241A ndvekedési
sebességének Osszehasonlit&sabdl kideriil, hogy ezek a tor-
zsek egyforma gyorsan ndnek N-acetil-Ala-Ala-Ala peptiden,
mint kizarélagos szénforrason, jelezve ezzel, hogy a Tn5 in-

szercidé az LC24-ben nem a dcp-ben fordul eld.

6. példa

A NifA fehérije felhalmozddésa

Annak meghatarozadsara, hogy a NifA-AUG1l felhalmozd-
dasa fokozédik-e a mutansokban megndvekedett B-galaktozidaz
aktivitas hat&s&ra, az MC1061, HA62 (az MCl061-nek egy
lon::10 szarmazéka), az LC23 (snoB) és az LC24 (snoC) tor-
zsekben mérhetd NifA-AUG1l akkumuléciét Western blot segit-
ségével Ssszehasonlitjuk. Az 1 % oxigén mellett mért NifA-
AUG1 felhalmozédas mértéke mind a négy tdrzsnél kdoriilbeliil
egyforma volt (5A &bra), de 21 % oxigén mellett mar valto-
zott. Mig a NifA-AUG1l mennyisége kimutathatatlan szintre
csdkkent az MC1061-ben 21 % oxigén mellett (5B &bra, 1l-es
sav), HA62-ben a NifA-AUGl mennyisége ugyanilyen koriilmények
k&z6tt nem csdkkent (5B abra, 2-es s&v). A HA62-hdz hasonlo-

an (lon) az LC24 (snoC) megndvekedett NifA-AUG1 felhalmozd-
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dast mutatott 21 % oxigén mellett (5B &bra, 4-es sav). A
NifA-AUG1 felhalmozddasadban azonban nem volt megfigyelhetd
névekedés az LC23 (snoB) tdrzsnél, ha 21 % oxigén mellett
ndévesztettilk (5B &bra, 3-as sav). Ezek az eredmények azt mu-
tatjak, hogy a lon és snoC mutdcidk, a HA62 illetve LC24
td8rzsekben a NifA lebomlasi sebességének csdkkenését okoz-
hatjak, illetve a NifA szintézis ndvekedését okozhatjak ma-
gas oxigén nyomas mellett. Ezzel szemben, az LC23 (snoB) mu-
tacid esetében a NifA-AUG1 felhalmozd6das mértéke 21 % oxigén
mellett, jelezve ezzel, hogy a snoB mutdcid hatasa az lehet,
hogy a NifA-AUG1 fehérjének az aktivitéasat fokozza 21 % oxi-
gén mellett, és nem a felhalmozddds sebességének valtozéasat,
valdszinlileg a NifA-AUGl oxigén hatéséra vald inaktivalédasi
sebességének csdkkentésével.

Jéllehet a sno mutécidknak nincs l&athatdé hatasuk a
NifA-deltaN aktivitasra, ennek a muténs nifA formanak a fel-
halmozédasa figyelhetd meg MC1061-ben, és a harom sno mu-
tanst (HA62, lon; LC23, snoB; é&s LC24, snoC) is dsszehason-
litottuk. A NifA-AUG1-nél kapott eredményekkel ellentétben a
NifA-deltaN felhalmozdédési sebességében kiilonbségek figyel-
hetdk meg 1 % oxigén, illetve 21 % oxigén mellett (6. abra).
A NifA-deltaN felhalmozéddsa MC1061-ben sokkal magasabb 1 %
oxigén és 21 % oxigén mellett, mint a NifA-AUG1 felhalmozd-
dasa, valészinfileg a fehérje stabilitésa kdvetkeztében, de a
felhalmozédas kisebb 21 % oxigén mellett [6A és 6B abra, 1-
es sav; Huala et al., Journal of Bacteriology, 171, 3354-
3365 (1989). A lon mut&cid (HA62; 6A &bra, 2-es sav) lathaté

ndvekedést okozott a NifA-deltaN felhalmozbédasban, még 1 %
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oxigén mellett is, és ismételten megakadalyozott mindenféle
csdkkenést az akkumuldcidéban 21 % oxigén mellett (6B abra,
2-es s&v). A snoC mutdcidé (LC24) szintén a NifA-deltaN fel-
halmozédas ndvekedését okozza mind 1 %, mind 21 % oxigén
mellett (6A és 6B abrak, 4-es sav), mig az LC23 (snoB) nem
mutatott megndvekedett NifA-deltaN felhalmozdédast az MC1061-
hez viszonyitva (6A és 6B &bra, 3-as sav). Osszegezve, a
mutdciéknak a 21 % oxigén melletti felhalmozdédéasra gyakorolt
hatdsa hasonlé volt mint a NifA-AUGl mind a NifA-deltaN
esetében.

Az Mph82-bdl szdrmazd lon::Tnl0 inszercidt LC23-ba
és LC24-be transzduk&ljuk, igy &4llitjuk eld a HA63 (lon
snoB) és a HA64 (lon snoC) torzseket. Ezeket a dupla mutan-
sokat pEH32-vel vagy pEHdeltaRI-vel transzformaljuk, majd a
NifA felhalmozbdasit Western blot-tal figyeljiik meg. (7. és
8. abra). A HA64 (lon snoC; 7. &bra, 3-as sav) ugyanolyan
mértékben halmozza fel a NifA-AUGl-et mint a HA62 (lon; 7.
abra, l-es sav), jelezve hogy a snoC és a lon mutdcidk hata-
sa nem additiv. A HA63 (lon snoB; 7. &bra 2-es sav) azonban
nagyobb felhalmozasra képes, ha a HA62-vel (lon) hasonlitjuk
bssze. Ez varatlan eredmény, mivel a snoB inszercidérdél Ggy
tGinik, hogy onmagdban nincs hatésa a NifA-AUG1 felhalmozd-
dasra (4. &abra).

A lon snoB és lon snoC dupla mutdcidéknak a NifA-
deltaN felhalmozdd&sira gyakorolt hatasat is vizsgaltuk (8.
abra) . Mégegyszer, a HA64 (lon snoC; 8. abra, 3-as sav)
ugyanolyan mértékben halmozza fel a NifA-deltaN-t, mint a

HA62 (lon, 8. &bra, l-es sév), mig a HA63 (lon snoB; 8. ab-
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ra, 2-es sav) a HA62-hdz (lon) viszonyitva megndvekedett
felhalmozddast mutatott. A lon snoC dupla mutdcidénak mind a
NifA-AUG1, mind a NifA-deltaN felhalmozddisadra gyakorolt
hatasa azt sugallja, hogy a snoC géntermék a lon géntermék-
kel egylitt hat, abban az iranyban, hogy cs&kkentse a NifA
felhalmozédasat, mivel a NifA szintje csak akkor csékken le,
ha a sejt mindkét génbdl vad tipusGt tartalmaz. Ezzel szem-
ben, a snoB mutdcidnak valamiképpen az a hatasa, hogy megno-
veli a lon géntermék lebontdé hatds&val szembeni érzékenysé-
get anélkiil, hogy a NifA felhalmozddasban valtozast hozna

létre.

7. példa

A sno mutdciéknak nincs hatdsuk a lac promoterre

Szamos magyardzat adhatd arra a megfigyelésre, hogy
a NifA felhalmozddasa megnd LCl2-ben és LC24-ben, beleértve
a nifA megndvekedett transzkripciéjat a lac promoterrdl, a
transzlacids hatékonysag ndvekedését, illetve a NifA lebom-
1asi sebességének csdkkenését. Annak vizsgdlatara, hogy
vajon a lac promoterrdl vald transzkripcidé ndvekedett-e meg
ezekben a mutansokban, a lacZ gén plazmidon taldlhatd maso-
latanak (pLAC) a természetes promoterérdl vald expresszidja
sor&n keletkezd B-galaktozid4dz mennyiségét hasonlitjuk Ossze
Escherichia coli MCl1061-ben, LCl12-ben (snoA), LC23-ban
(snoB) és LC24-ben (snoC) (2. tablazat). A mutdnsokban nincs
megfigyelhetd kiilénbség a B-galaktozidaz aktivitasban, je-
lezve ezzel, hogy a lac promotert és a lac riboszdma kotési

helyet nem érintik a mutéciék. A pLAC-bS1 MC1l061-ben, LC12-
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ben, LC24-ben keletkezd B-galaktoziddz mennyiségét is O&ssze-
hasonlitottuk SDS-poli(akril-amid) gélelektroforézissel. Az
‘MC1061—ben és a sno mutansokban nincs megfigyelhetd kilildnb-
ség a B-galaktozidaz aktivitas mértékében, ha 1 %, illetve
21 % oxigén mellett ndvesztjik a tenyészeteket (9. abra).
Mivel a lacZ riboszémalis kotddési hely és az 5'-nem transz-
1416d6 szekvencidk jelen vannak mind a lacZ teszt plazmidon,
mind a pEH32-8n taldlhatd lacZ-NifA fGzidén, ez az eredmény
azt sugallja, hogy a NifA transzkripcibjat és transzlaciéjat
semmi nem érinti az LC12-ben és az LC24-ben, hacsak az nemn,
hogy a lacZ szekvencidk helyett nifA taldlhatdé a transzla-
ciés starthely utan, és ez ndvekedést okoz a mutansokban a

transzlacidé vagy transzkripcié mértékében.

8. példa

A NifA fehérije felezési ideije

Abbdl a célbdl, hogy dsszehasonlitsuk a NifA szin-
tézis és lebomlas sebességét az MCl06l-ben és a sno mutan-
sokban, levegdztetett log-f&zisG sejteket impulzus-jelziink
két percig, majd a jelzett NifA eltlinésének sebességét ko-
vetjiik. Mivel a NifA-AUGl felezési ideje két percnél rovi-
debbnek bizonyult, ez nehézzé tette a megbizhatd mérések el-
végzését, ezért a sokkal stabilabb NifA-deltaN felezési ide-
jét mértiik (10. és 11. &bra; 5. tablazat). Jéllehet a NifaA-
deltaN aktivitasa csak enyhén ndtt meg a lon, snoB vagy snoC
mut&cidék hatasira, ezek a mutdcidk hasonldképpen érintették
a NifA-deltaN és a NifA-AUG1 felhalmoz6désat 1 %, illetve 21

% oxigén mellett. A NifA-deltaN felezési ideje megndtt a



------

- 50 -

HA62 lon muténsban, 3,5 6rardl koriilbeliil 7 érara (5. tabla-
zat). A snoB inszercid dnmagdban nincs jelentds hatassal a
NifA-deltaN felezési idejére, ami egyezik azzal, hogy ez a
mutans nem képes megndvelni a NifA-deltaN vagy a NifA-AUGL
felhalmozdédasit. A Western blot elemzés eredményei alapjén
is, a NifA-deltaN expresszidéja a snoB lon dupla mut&dcidban
megnévekedett felezési iddt mutatott (koriilbeldl 21 ora),
ami nagyobb volt anndl, mint amit egyediil a lon mutédcié okoz
(5. téblazat). A NifA-deltaN felezési ideje LC24-ben (snoC)
és HA64-ben (lon snoC) nem becsiilhetd meg pontosan, mivel az
adatok sokkal jobban szbértak ezekben a tdrzsekben (11. abra;
5. tablazat).

5. tablazat

A NifA-deltaN fél-életideje MCl061-ben és a sno

mutadnsokban 28°C-on

Térzs Felezési idd (éra)* Tartomany**
MC1061 3,5 2,7-5,0
HA62 (lon) 7,0 5,4-10,0
LC23 (snoB) 5,3 4,8-5,9
LC24 (snoC) 5,0 2,8-24,5%
HA63 (lon snoB) 21,4 12,6-70,2
HA64 (lon snoC) 3,8 2,3-10,3%

* Az adatok az 5. &br&n lathatdé impulzus-jeldlési
kisérletbdl szarmaznak.
** 2, adott tartomany a 95 %-os konfidencia szintre

vonatkozik (két standard deviéciod).
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A felezési idd értékeket a legkisebb négyzetek mdd-
szerével hatarozzuk meg, egyetlen kisérletbdl szarmazd ex-—
ponencidlisan csdkkend gdrbére alkalmazva. A tartomédny egy
standard deviicidt jelent az Atlagos iranytangenstdl. Mas
kisérletekkel hasonldé eredményeket kaptunk (nem k&zdlt

eredmények) .

Az eldz8 eredmények azt mutattdk, hogy a NifA inak-
tivalédasa magas oxigénszint mellett Escherichia coli-ban és
Rhizobium meliloti-ban nemcsak a proteolizis k&vetkezménye,
mivel a NifA néha&ny mutans formaja esetében a NifA szintje
csak enyhén csdkken a sejtekben az oxigén ndvelésének hata-
sira, mig a NifA aktivitéds sokkal gyorsabban csOkken [Huala
et al., Journal of Bacteriology, 171, 3354-3365 (1989)]. Az
a megfigyelés, hogy a lon és snoC mutacidk a NifA aktivitas
csdkkenését okozhatjak, azéltal hogy csokkentik a sejtben
taldlhatd NifA mennyiségét, kétféleképpen magyardzhatd. Egy
lehetséges magyaréazat az, hogy a lon és snoC géntermékek
csak az aktiv NifA-t bontj&k le, illetve mind az aktiv, mind
az inaktiv NifA-t lebontjak. Egy masik lehet8ség, hogy a lon
és a snoC géntermék csak az inaktiv NifA-t bontja le, és az
aktiv NifA szintjét csak indirekt médon érinti, azaltal,
hogy az inaktiv NifA pool-t elimindlja, és ennek kdvetkezté-
ben megakadalyozza, hogy a NifA inaktivacié visszaforduljon.
Ez akkor fordulhat eld, ha a NifA inaktivaciéja egy megfor-
dithaté folyamat. Mivel azonban a Bradhyrhizobium japonicum-
b6l sz&rmazd NifA inaktivacidéja irreverzibilis folyamat

[Kullik, I. et al., Arch. Microbiol., 151, 191-197 (1989)],
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ezért valészinti, hogy ez a feltevés nem igaz.

Mind a lon, mind a snoC mutdcidkat tartalmazd Esche-
richia coli-ban nem mutathatd ki a NifA felhalmozdédas nove-
kedése vagy a felezési idd ndvekedése, ha a csak lon muta-
ciét tartalmazd tdrzzsel hasonlitjuk Ossze. Ha a lon és a
snoC gének termékei fiiggetlen protedzok lennének, akkor min-
degyik képes lenne arra, hogy a NifA-t lebontsa, a masik je-
lenlététdl filiggetleniil, és a két mutdcid hatésa additiv len-
ne. Mivel nem ez figyelhetd meg, ezért a lon és a snoC gének
termékeinek egyiitt kell miikddniiik ahhoz, hogy lebontsak a
NifA-t. Az az elképzelés, hogy a lon génterméknek egy masik
Escherichia coli faktorra is szilksége van ahhoz, hogy néhany
fehérjét lebontson, mar kordbban felmeriilt [Schoemaker, J.M.

et al., Journal of Bacteriology, 158, 551-561 (1984)]. A

SulA, a sejtosztdédas egy instabil szabdlyozdja nagymértékben
megndvekedett stabilitdst mutat egy lon mutansban. A lon
géntermék Snmagdban azonban nem lehet elegendd a SulA prote-
oliziséhez. A lon nem képes a SulA-t in vitro lebontani,
jéllehet azonos kdriilmények kozétt a protein A-t és a kaze-
int lebontja, arra a kdvetkeztetésre juttatva a kutatodt,
hogy més faktorok is sziikségesek a SulA lon-nal vald lebon-
taséahoz.

Az valdszinfitlen, hogy a snoB gén egy proteazt koé-
dol, mivel a snoB-ben egy mutédcid tizszeresre ndveli a NifA
aktivit&asat anélkiil, hogy l&thaté ndvekedést okozna a NifA
felhalmozddasaban, mikdzben a lon vagy snoC mutacidé, hogy
hasonldé ndvekedést okozzon a NifA aktivitésban, a NifA fel-

halmoz6dasat néhanyszorosra ndveli. Ennélfogva, a snoB mu-
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ticid hatasa a NifA specifikus aktivités&ban nyilvanul meg,
és nem a felhalmozdédasiban. A NifA aktivités csdkkenése a
NifA felhalmozddas ezzel egylittjadrd csbdkkenésével ndvekvd
oxigénkoncentrdcidé mellett [Huala, E. et al., Journal of

Bacteriology, 171, 3354-3365 B1989); 1l4sd még a 3. tab-

lazatot] megerdsiti azt, hogy a NifA inaktivalddasa a de-
gradéciétdl eltérd mechanizmussal jatszdédhat le. A NifA
oxigénnel vald inaktivalasardél azt javasoltak, hogy egy
hozz4k6t8d8 fémion oxidacids &llapoténak oxidacids alla-
potéban be&ll6 valtozason keresztiil jatszédik le [Fischer,
H. M. et al., Nucleic Acids Research, 16, 2207-2224 (1988)].
A NifA oxigén kdvetkeztében bedlld inaktivdldédasanak ez a
modellje nem sugallja azonnal azt, hogy a gazdaszervezet
faktorai is szerepet jatszanak benne. Az azonban lehetséges,
hogy a snoB-be vald inszercidk kézvetve megvédik a NifA-t az
oxidativ karosodastdl, példaul Ggy, hogy bizonyos enzimek-
nek, példaul a szuperoxid-diszmutéznak és katalaznak a
szintjében okoznak ndvekedést, ami megvédi a sejteket az
oxidativ karosodasoktdl. Egy masik elképzelés szerin a snoB
termék kdzvetleniil hathat a NifA aktivitasra oxigén jelen-
1étében, ezzel azt sugallva, hogy a Klebsiella pneumoniae

NifL funkcionalis analdgjaként mikodik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Gazdaszervezet, azzal jellemezve, hogy a snoC-ben
muticidt tartalmaz, és az emlitett mutdcidé eredménye a re-
kombinans Gton elééllitoft fehérjék lebomlasdnak csokkent
sebessége.

2. Az 1. igénypont szerinti gazdaszervezet, azzal
jellemezve, hogy az emlitett snoC mutéacié az Escherichia
coli genetikai térképén a 23-31 perces régidban talalhatd,
és az emlitett mut&cié koriilbellil 10 kb tavolsagban van a
nirR-t81 a rac iréanyéban.

3. Az 1. igénypont szerinti gazdaszervezet, azzal
jellemezve, hogy az emlitett gazdaszervezet az ATCC 55040
letéti szammal rendelkezik.

4. Gazdaszervezet, azzal jellemezve, hogy a lon-ban
és a snoB-ben mutaciét tartalmaz, és az emlitett mutacidk
eredménye a rekombin&ns Gton el&allitott fehérjék lebom-
l4sanak csodkkent sebessége.

5. A 4. igénypont szerinti gazdaszervezet, azzal
jellemezve, hogy az emlitett mutécidé kdrillbeliil 160 bp
tavolsdgra van az alaS termindciés kodonja utén.

6. A 4. igénypont szerinti gazdaszervezet, azzal
jellemezve, hogy az ATCC 55039 letéti szammal rendelkezik.

7. Rekombinins fehérje, azzal jellemezve, hogy az
emlitett rekombinans fehérjét az 1-6. igénypontok barmelyike
szerinti baktérium gazdaszervezettel &llitjuk eld.

8. Tisztitott snoC DNS, azzal jellemezve, hogy az
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emlitett snoC DNS-t az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti

gazdaszervezetbdl izolaljuk.

9. Tisztitott snoB DNS, azzal jellemezve, hogy az
emlitett snoB DNS-t a 4-6. igénypontok barmelyike szerinti

gazdaszervezetbdl izolaljuk.

A meghatalmazott:
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