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A DNS szerkezeti modelljének megalkotasa (26), a gén és az altala
kédolt fehérje kolinearitasanak bizonyitasa (27), valamint a genetikai kéd
megfejtése (12, 16, 17) szilirdan megalapoztak mai elképzeléseinket arrdl,
hogy altaldban hogyan hatarozza meg a DNS nukleotidsorrendje az altala
kédolt fehérjék szerkezetét. Azt is tudjuk, hogy a fehérjekédolé funkeiét
bet6ltd DNS-en kiviil vannak a DNS-nek olyan szakaszai, amelyek szabalyozé
szerepet jatszanak, mintegy utasitasokat adnak a leolvasé rendszernek a
miikodés megkezdésére, leallitasara, a miikodés igények szerinti fokozasara
vagy csokkentésére. Mivel a DNS-szerkezet (nukleotidsorrend) vizsgalata
a kozelmiiltig lehetetlen volt, e szabéalyozé funkeié vizsgéalatara csak indirekt,
genetikai médszerek alltak rendelkezésiinkre. A molekularis genetika teljesit6-
képességének gyonyori bizonyitéka, hogy igy is sikeriilt a génmiikodés szaba-
lyozasanak olyan modelljét megkonstrualni (8), amely a késébbi kozvetlen
szerkezeti vizsgalatok fényében lényegében helytallonak bizonyult.

A hetvenes évek szenzaciés eredményei: a DNS-t meghatarozott nukleo-
tidsorrendd helyeken bonté restrikciés endonukleaz enzimek felfedezése (21),
a génsebészet (in vitro DNS rekombinécié, DNS klénozas) technikajanak
kialakulasa (2, 7), valamint a gyors DINS szekvencia-meghatarozasi médszerek
kidolgozasa (13, 20) lehet6vé tették elvben barmely kiszemelt DNS-szakasz
izolalasat és teljes szerkezetének megallapitasat. Igy esetrdl esetre, teljes
egyéni bonyolultsagaban tanulmanyozhaté a génmiikodés, szabalyozas és
a nukleinsavszerkezet kozotti osszefiiggés. Természetesen a feladat altalanos
elvi megoldhatésaga nem jelenti azt, hogy konnyii és gyors valaszokat kap-
hatunk a feltett kérdésekre. Az eddig analizalt esetek szdma még kevés, nem
elegendd a széles kord altalanositashoz. Minden dj kisérleti rendszer 1j, sokszor
meglepd vonasokkal gazdagitja az eddig még elég hianyos képet.

A kovetkez6kben a bevezet6kben mondottakat sajat kisérleti munkank
eredményeinek ismertetésével szeretném alatamasztani.

A munkacsoportunkban évek 6ta vizsgalt kisérleti rendszer: a bakteri-
alis riboszomalis RNS-t kédolé gének, harom ok miatt latszottak kiilonésen
vonzé objektumnak az ilyen tipusu vizsgalat szamara.
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1. Ezek a bakterialis genom legaktivabban miik6dd, legnagyobb frek-
venciaval atirt génjei, amelyek miikodése tobbiranyd bonyolult szaba-
lyozas alatt all.

2. A szabalyozas kizarélag génszinten torténhet, mert az atirasi termék,
az RNS, nem irédik at fehérjévé, transzlacié nincs.

3. Mivel az rRNS-t kédol6 gének redundansak (t6bb példanyban fordulnak
el a genomban) és miikodésiik létfontossagid, genetikai eszkozokkel
egyaltalan nem vizsgalhatdk.

Fenti okok miatt gy véltiik, hogy e rendszer elemzése az 1j technikak
altal kinalt lehet8ségek teljes kihasznalasaval, 4j vonasokkal gazdagithatja
a nukleinsavszerkezet és génmiik6dés osszefiiggéseirdl kialakul6 képet.
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1. aébra. Az rRNS-t k6dolé gén (operon). Satirozva az érett rRNS és tRNS molekuldkat kédolé
szakaszok

Munkéank indulasakor tudtuk, hogy a harom kilénb6zd riboszomalis
RINS-t egy nagy gén (egyes szerzSk szerint operon) kédolja, az atiras elséd-
leges terméke egy 30 S iilepedési allandéji, tobb mint 5 kilobazis hosszisagi
RNS, amely szamos kozbensd lépésen keresztiil, tobbszoros lanchasitassal
alakul at érett, 16S (kb. 1500 nukleotid), 23S (kb. 3000 nukleotid) és 5S (120
nukleotid) rRNS molekulakka (15). Mivel az érési reakciok mar az atiras kozben
megkezdddnek, normalis korilmények kozott a teljes hosszisagid prekurzor
nem fordul el§ a sejtben. Egy rRNS gén (operon) sematikus szerkezetét mutatja
az 1. abra, a kép figyelembe veszi azt a nemrég megismert tényt, hogy a
hirom riboszomalis RNS-en kiviil a prekurzor tartalmaz 2—4 transzfer RNS
molekulat is (14). Mar emlitettiik, hogy az ismertetett szerkezetdi rRNS gén
redundéans, tobb, egymashoz hasonlé vagy azonos képidban fordul elé a ge-
nomban. E gének egymastol izolaltan helyezkednek el, szamukat 5—10
ko6zotti értékre becsiilték (22). Az atiras intenzitasat elsGsorban a novekedési
rata szabalyozza. Exponencidlisan novekvé sejtben a genom nem egészen
1 9-at kitevd rRNS géneken folyik az 6sszes transzkripcié 50—70 9,-a (18).
Kiszamithaté, hogy maximilis novekedési sebességnél a riboszémaszintézis
igényeinek fedezésére az rRNS géneknek a fizikailag egyaltalan lehetséges
maximalis kapacitassal kell miik6dniiik. Ez annyit jelent, hogy — mint a 2.
abran lathaté elektronmikroszképos felvétel mutatja — a polimeraz molekulak
sliriin egymas utan kovetik egymast a transzkripeié kozben, jéval stirtibben
mint mas, fehérjéket kédolé géneken.
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Kiindulé pontunk tehat az az alapkérdés volt: a szabalyozé régié (pro-
moter) milyen sajatsagai magyarazzak az rRNS gének extrém magas atirasi
intenzitasat. Munkéank elsé fazisaban, lényegében hagyomanyos médszerekkel
vizsgaltuk teljes bakterialis DNS-en az rRNS gének transzkripciéjat, illetve
az RNS-polimeraz enzim kotédését e génekhez (23, 24, 25). Eredményeink
magyarazatara azt a munkahipotézist allitottuk fel, hogy az rRNS gének
promoter régiéi osszetett struktirak, amelyek génenként 4—5 RNS-polimeraz
molekulat tudnak megkétni rajtkész allapotban. Ez a raktarozé kapacitas
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2. abra. A miik6dé rRNS gén elektronmikroszképos képe (HAMAKALO és MILLER nyomadn)

biztositja, hogy az atiras folyamatos legyen; amint egy polimeraz molekula
tovabbhaladt, helyét a startponton azonnal elfoglalhatja az ugrasra készen
allé kovetkez6. Azt is feltételeztiik, hogy a raktérozott polimeraz molekulak
koziill egynek — valészintileg az elsének — kiilonosen erds a kotése és ez az
erdsen kotott polimeraz mintegy védi az egész régiét. Bar ez a modell jol
egyezett Osszes megfigyeléseinkkel és az irodalmi adatok dontd tobbségével,
kozvetlen igazolasit (vagy céfolatat) csak az dj technikak felhasznalasaval
remélhettiik. Célul tiiztiik ki tehat egy vagy toébb ilyen DNS-szakasz kléno-
zasat, teljes nukleotidsorrendjének meghatéarozasat és a kotési helyek pontos
megillapitasat elektronmikroszképos vizsgalatokkal. Ennek eléfeltétele az
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volt, hogy megallapitsuk az rRNS gének pontos szamit, elhelyezkedését és
kozvetlen kornyezetiik fizikai térképét. A restrikciés endonukleazok egy 1j-
szerii felhasznalasaval megallapitottuk, hogy az Escherichia coli genomjaban
hét TRNS gén van, majd e technika tovabbfejlesztésével sikeriilt feltérképez-
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3. d@bra. A hét rRNS gén és kozvetlen kornyezetiik fizikai térképe. A vastag fekete vonal az

érett 16S és 23S rRNS-t kédols szakasz. A nyilak az egyes restrikciés enzimek hasitéhelyeit

jelzik, a foléjiik irt szimbslumok az enzimek konvencionalis réviditései. A kozépsé fiiggtleges

vonal egy olyan — mind a hét génben eléfordulé — rovid szakaszt jelez, ahol a jelzett 6t
enzimnek van hasitéhelye

niink mind a hét rRNS gént és kozvetlen kornyezetét (1, 10). A térkép, amely
a 3. dbran lathaté, biztos tajékoz6dasi pontot kinalt a részletesebb szerkezeti
és funkcionalis vizsgalat szamara.

Mint ismeretes, a DNS-kl6nozasi technika (génsebészet) segitségével egy
adott DNS-szakasz athelyezhetd egy masik replikilodé DNS-molekulaba
(vektorba), amely megfelels gazdasejtben nagy mennyiségben szaporithaté.
Ilymédon a vizsgalandé DNS-szakasz tisztan elGallithaté milligrammos nagy-
sagrenddi mennyiségben. E mdédszer felhasznalasaval sikeriilt az egyik rRNS
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gént (rrnB) eldszor egy transzdukalé fagbdl kiindulva (9), majd ugyanezt
a gént a bakteridlis genombdl kiindulva klénoznunk (1). A klénozott gént és
kornyezetét tovabb térképeztik mas restrickiés enzimek felhasznalasaval,
egészen addig a felbontasig, amely a teljes nukleotidsorrend megallapitasat
lehetdvé teszi.

4. dbra. TRNS géneket tartalmazé DNS fragmentumok elektronmikroszképos vizsgilata.
a) és ¢) TRNS—DNS heteroduplexek (tigynevezett R-loopok) b) rRNS transzkripcié

A klénozott DNS szakaszon elektronmikroszképos médszerrel pontosan
lokalizaltuk az érett rRNS molekulaknak megfeleld szakaszok helyét, fel-
térképeztiik a transzkripcié startpontjait és megallapitottuk az RNS-polime-
raz kotési helyeit (4. és 5. abra). Ezeket a vizsgalatokat kiegészitettiik bio-
kémiai vizsgalatokkal, kisebb DNS-fragmentumok RNS-polimerazkots képes-
ségének meghatirozasaval (11). Végiill a Maxam— GiLBeRT-féle moédszerrel
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meghataroztuk a promoter régié nukleotidsorrendjét (3). Az érett 16S mole-
kulat kédolé génszakaszt megel6z8 promoter régié 700 bazisparnyi részének
szekvenciajat a 6. abra mutatja. Az ezt megel§z6 kb. 600 bazisparnyi szakasz
szekvenciameghatarozasa jelenleg még nem fejezédott be.

e

- 05um

5. dbra. RNS-polimeraz kotése az rRNS géneket tartalmazé DNS fragmentumokhoz. A PM2
fag a DNS molsilykalibraciéhoz sziikséges. Mindhdrom képen lathaté a tobbszoros polimeraz-
kotés

Mindezen vizsgalatok alapjan a kévetkezd kép bontakozik ki a kléno-
zott rrnB gén szabalyoz6 régiéjardl (7. abra). Ha az érett 16S rRNS molekulat
kédolo szakasz kezdetét tekintjiik vonatkoztatasi alapnak, akkor e pontnal
kb. 200, illetve 300 bazisparral el6bb talaljuk azt a két helyet, ahol az atiras
megkezdédik. A génnek két inicidciés pontja van, egymastél kb. 100 bazis-
parnyi tavolsagra, az atiras primér terméke tehat két kiillonb6z6 hosszisagi
molekula. Az elsGdleges atirasi termék tovabbi feldolgozasa soran ez a kiilonb-
ség természetesen eltlinik. Mindkét iniciaciés pont elétt olyan szekvenciak
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7. dbra. Az rrmB gén promoterrégiéjanak sematikus rajza. Legfeliil lithaté a nagyszamua
elektronmikroszképos felvétel kiértékelésével nyert hisztogram a polimerdz-kotésrdl, alatta
a szekvencia relevins elemei

talalhatok, amelyek altalaban jellemzdek az ismert szerkezetd promoterekre
(19), tehat kb. 10 bp-vel az iniciaciés pont elgtt az tigynevezett Pribnow-box
(TATAATG, illetve TATTATG) kb. 35 bp-ral elébb pedig az tin. felismerd
szekvencia (TTGTCA, illetve TTGACT). E két promotert mas szerzfk is fel-
ismerték, egyéb rrn géneknél is (5, 6, 28). A két promoter el6tt egy 60—70 bp
hosszisagu erbsen AT-gazdag régié foglal helyet (kb. 70 9, AT). Ez el6tt kb.
200 bp-nyi intervallumokban négy gyenge, de elektronmikroszképosan jél
kimutathat6 polimerazkotShely talalhaté. Ezeken transzkripeiét nem indul,
kozilik eddig kettének hataroztuk meg a szekvenciajat. Ezek egymashoz
hasonlitanak, de killonboznek a valédi promoterektsl. Végiil: kb. 1300 bazis-
parral megelézve a 0 pontot, talalunk egy rendkiviil erds polimerazkotshelyet.
Itt szintén nem indul transzkripcié, de a kotés er6sebb mint az ,.igazi’” pro-
motereken.

Ezek az eredmények tehat lényegében megerdsitik a kiindulé munka-
hipotézist, st még bonyolultabba teszik a képet. A két valédi, iniciaciéra
képes promoter el6tt van 4 gyenge és egy erds kotShely. Ezek képesek poli-
merazt raktarozni, és az itt felsorakoz6 polimeraz molekulak biztositjak, hogy
a valédi promoterek (amelyek a szokasos kritériumok szerint tulajdonképpen
gyengék), allandéan telitve legyenek és maximalis kapacitassal dolgozzanak.

Hadd ismételjem el 6sszefoglalasképpen, hogyan sziiletett ez a modell.
Az in vivo észlelt jelenségek (extrém magas transzkripceids rata) megértése
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céljabol in vitro rendszerben végeztink transzkripciés és kotési kisérleteket,
majd az itt nyert eredmények magyarazatara konstrualtunk egy hipotetikus
modellt. A korszerll szerkezetvizsgalat médszereivel megallapitottuk a régié
szerkezetét, és az egyes in vitro vizsgilhaté részfunkciékat hozzarendeltiik
a struktirahoz. A megismerési folyamat befejezd lancszeme azonban hianyzik:
annak igazolasa, hogy valéban ezek a struktirak felel6sek az in vivo funkecié-
kért. Ez a bizonyitas rendkiviil nehéz, de nem lehetetlen. A kovetkezékben
azt tervezziik, hogy a vizsgalt régié iranyitott modositasaval, kémiai, illetve
biokémiai eszkozokkel elfallitott pontosan definialt mutaciékkal olyan dj
rekombinéns klénokat allitunk el§, amelyek miikodését 6sszehasonlitva a vad-
tipussal, funkcionalis bizonyitékokat nyerhetiink az egyes szerkezeti elemek
szerepére vonatkozéan. )

Befejezésiil szeretném felsorolni azoknak a munkatarsaimnak a nevét,
akiknek sokéves kemény munkaja all az itt vazlatosan 6sszefoglalt eredmények
mogott: Boros Imre, Csordas-Téth Eva, Kiss Antal, Kiss Ibolya, Sain Béla,
Stimegi Janos és Udvardy Andor.
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