BIOKEMIA

A Magyar Biokémiai Egyesiilet Quarterly Review of the
tdjékoztatdja Hungarian Biochemical Society

Szerkesztd bizottsdg : Alkonyi Istvdn, Bagdy Ddniel, Falus Andrés
Gadl Jozsef, Gergely Pal, Huszti Zsuzsa,
Sarkadi Baldzs,Solymosy Ferenc és Szdsz Ilma

Felel6s szerkesztd : Bagdy Déaniel

Technikai szerkeszt6 : Bagdy Erzsébet

A tartalombdl

Uridinben gazdag nukledris kis RNS-ek és RNP-k
Géntechnoldégiai eredmények az ipari mikrobioldgidban

FEBS - hirek
FEBS Advanced Course Gadon
FEBS Advanced Courses 1987
Guidelines for one year FEBS Fellowships

B(é)kadémiai szemle - a Biokémia szatirikus melléklete’

Hirek és események

Contents

Nuclear small RNAs and RNPs rich in uridine
Genetic engineering in industrial microbiology

FEBS News

FEBS Advanced Course on Immunological Methods and
Application, God,1986.

FEBS Advanced Courses 1987

Guidelines for one year FEBS Fellowships

A satirical report on science-politics

E szédmunk szerzéi

Aranyi Péter SOTE II.Kémiai-Biokémiai Intézet

Kiss Tamas MTA SzBK Ndovényélettani Intézet

Sarkadi Baldzs Orszdgos Haematoldégiai és Vértranszflzids Intézet
Solymosy Ferenc MTA SzBK Novényélettani Intézet

Szentirmay Attila KLTE Mikrobioldgiai Intézet



1

Uridinben gazdag nuklearis kis RNS—ek és RNP—K

Napjainkban a molekuldris bioldgia alapvetd kérdése a génexpresszid sza-
bdlyozdsa eukaridtdkban. Ennek az igen komplex folyamatnak egyik lépése a
transzkripcid sordn a sejtmagban keletkezett nagy molekulatomegld prekurzor
RNS molekuldk (pre-mRNS, pre-rRNS) érése, vagyis a citoplazmdban mikodni
képes molekuldkkd alakuldsa. Ujabban egyre tobb adat sz6l amellett, hogy
itt a sokdig teljesen ismeretlen funkcigji U-snRNA-k legtobb (valdszinlileg
valamennyi) tagja fontos szerepet  jdtszik. Egyrészt emiatt, masrészt
amiatt, mert az U-sPRNA-k néhany tagjdnak mikodési modjdra még mindig nem
derilt fény, ugyanakkor a kozelmiltban sok olyan, merdben Uj mdédszereken
(bevitt gének expresszdltatdsa Xenopus oocitdkban, in vitro transzkripcids
rendszerek haszndlata) alapuld kisérleti megkdzelitési méd alkalmazdsdra
nyilt lehet6ség, amelyek révén az U-snRNA-k és U-snRNP-k strukturdjanak és
f6leg funkcidjanak felderitése teriletén nagy eldrelépésekre szamithatunk,
dgy gondoljuk, megérett a helyzet arra,. hogy a sejtmagban el6forduld RNS-ek
eme érdekes csoportjarél jelenlegi ismereteink alapjan osszefoglalé képet
adjunk. Harmadik indokunk az Osszefoglalé megirdsdra az volt, hogy munka-
csoportunk a novényi snRNA-k vizsgdlata teriletén elért néhdny eredményérdl
a VI. Nukleinsav Munkaértekezleten (Sidéfok, 1986 &pr. 27-30) beszamolt, és
ezek rovid ismertetése teljesebb értékinek tlnik, ha azt dltaldnos alapokra
helyezve tessziik.

El6zmények: Az U-snRNA-k felismerése, izoldldsa és kezdeti karakte-
rizdldsa

Sejtorganellumok izoldldsa, radioaktiv izotdéppal valdé jeldlések, vala-
mint a "klasszikus" nukleinsav-analitikai médszerek fejlédése révén a 60-as
évek elejére egyre vildgosabbd vdlt, hogy a mRNS prekurzorai (pre-mRNS vagy
tdgabb értelemben hnRNS) a sejtmagban, az rRNS-€éi (pre-rRNS) pedig a sejt-
magvacskaban szintetizdldodnak.

Amikor ezekkel a "klasszikus" mddszerekkel Busch és munkatdrsai patkany
md jsejtek sejtmagvaibdl és sejtmagvacskdibdl izoldlhatd RNS-fajtdkat, kiilo-
nos tekintettel a prekurzor RNS-ekre, mintegy feltérképezték, azt talaltak,

§Rb‘vidl’tések: ANA, antinukledris ellenanyag (antibody); c, komplementer;
ETS, external transcribed spacer (kiils6 dtirt Osszekotd szakasz); h, hete-
rogén; ITS1 és ITS2, internal transcribed spacers 1 and 2 (1. és 2. sz. bel-
s6 d4tirt 0Osszekotd szakaszok); K, kilodalton; m, messenger; MCTD, mixed
connective tissue disease (egy autoimmun betegség); N, purin vagy pirimidin
nukleotid; n, nukledris; PAG(E), poliakrilamid-gél (elektroforézis); Pu,
purin nukleotid; Py, pirimidin nukleotid; r, riboszomdlis; RNA, RNS; RN&z,
ribonukledz; RNP, ribonukleoprotein; RNS, ribonukleinsav; s, kis (small);
S, szedimentdcids - koefficiens; SLE, systemic lupus erythematosus (egy au-
toimmun betegség); t, transzfer; U-snRNA, uridinbern gazdag kis sejtmagi RNS
(a uridine-rich small nuclear RNA nemzetkozi roviditésnek megfeleléen; ezt
a roviditést a szovegben magyar toldalékokkal 14tjuk el); U-snRNP, U-sn-
RNA-t tartalmazd RNP; U1, U2, U3, U4, U5, U6, U7, U8, U9, és Ul0, az U-sn-
ENQ molekulacsoport meghatdrozott fajtdi; X, ismeretlen szerkezetd mole-
ula.
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hogy a sejtmagban és nukleoluszban a nagy molekulatomegl prekurzor RNS-ek
mellett mindig jelentkezett a sliriséggréddiensekben egy kis molekulatomegl
(4-65) RNS "fajta" (Muramatsu és mtsai, 1963; Muramatsu és Busch, 1964),
amelynek egy kés6bbi dolgozatukban leirtak alapjdn (Muramatsu és mtsai,
1966) A+U tartalma nagyobb volt, mint a tobbi nukledris és nukleoldris RNS-
-é, és a nukleoldris 6S RNS a prekurzor RNS-eknél lassabban jel©lédott.

A Busch-laboratériuméhoz hasonlé felfedezést tettek Larsen és mtsai
(1967) tenyésztett KB sejtekb8l extrahdlt Ossz-RNS frakciondldsa sordn. A
kapott "8S RNS"-r6l kimutattdk, hogy az a sejtmagvakban lokalizdlt, hidny-
zik az extranukledris (citoplazmatikus) frakcidbél, és metabolikusan sta-
bil, vagyis nem prekurzor jellegQ.

Kés6bbi vizsgdlatok azt bizonyitotték, hogy megfelelé felbontdéképességi
rendszerben (PAGE) a kordbban 4-6S-sel (8S) jelolt kis molekulatomegl nukle-
dris RNS valéjdban tdobb, diszkrét RNS fajtdbél (snRNA-b6l) 4116 molekulacsa-
1ladot képvisel (Knight és Darnell, 1967; Dingman és Peacock, 1968).

Ezek utdn kerililt sor az-egyes snRNA-k behatébb vizsgdlatdra. Eldszor a
Busch-laboratérium egy par excellence nukleoldris snRNA jelenlétét mutatta
ki patkdnymdj sejtekbdl (Nakamura és mtsai, 1968) és utalt annak viszonylag
nagy A+U tartalmdra és aminosav akceptor-aktivitds mentességére. KésGbb ezt
az snRNA-t U3-nak nevezték el a szintén nagy (mintegy 27%) uridintartalmd
(innen van az U beti) és aminosav akceptor-aktivitds nélkiili egyéb (UI_,
~U1b és U2) nukleoplazmatikus kis RNS-ek mellett (Hodnett és Busch, 1968). 2

1. abra

Eukariétdk sejtmagvaiban jelenlevd kis molekulatomegl

RNS-ek (denaturdld) PAGE profilja

Az d4bra bal oldaldn a Weinberg és Penman

(1968) 41tal alkalmazott bet(ijeldléseket, A- -u3 (28
jobb oldaldn pedig a Busch-laboratérium c= R loe
41tal bevezetett és ma mdr csaknem kizaré- E—____ ;gx z&&
lag haszndlatos jeloléseket tiintettik fel. e & (45)
A zaréjelben 1évd szdmok az egyes RNS mole- L ———d-Uus (130)
~kuldkat felépitd nukleotidok gerincesekre - ut Y
Jellemz6 szamdt adjdk meg a "sapkdt" nem H- -Us  (IOM

szamitva. A vastag vonalak a hat "f&" U-
snRNA-t, a szaggatottak az igen kis mennyi-
ségekben el6fordulé "minor" U-snRNA-kat je- - ~tRNS (76)
161ik, a vékony vonalak pedig a nem U-tipu-
si, citoplazmatikus, de sejtmagprepardtu-
mokban mindig jelen levd kis RNS molekuldk
pozicidit tiintetik fel.

..... {-u7 (60), U0 ®5)

A legalaposabb, legtisztdbb munka az U-snRNA-kat illetben 1968-ban Wein-
berg és Penman (1968) tol14bdl jelent meg (1. dbra). Ok a sejtmagi kis RNS-
ek izoldldsdhoz j61 jelolhetd Hela sejteket haszndltak, tehdt végig konnyen
kezelhetd mennyiségekkel dolgoztak. Munk&juk Gttord jellege, azon kivil,

hogy

(i) negy (U7-U10) kivételével valamennyi ma ismert
U-snRNA  molekulafajtéat dete%tél dk, sbt egy sejtmagra vonatkoztatott szadmit
(molekulafajtdtdl fliggben 107 -10" kozott) is megadtak

(ii) és ezek eloszl4sat a sejtmagon beliil (bar he-
lyenként tévesen) leirtdk, abban van, hogy



(iii) az snRNA-k nagysdgdt (bar aldbecsiilve) meg-
hatdroztak, :

(iv) kimutattdk, hogy az snRNA-k koziil legaldbb 4
fajta metildlt nukleozidokat tartalmaz és ezek szdmdt is megbecsiilték
molekuldnként,

(v) valamennyi snRNA bizistsszetételét meghatdroz-
ték, .

(vi) megerdsitették, hogy az snRNA-k "hosszd élet-
idejgek", tehdt nem prekurzor jelleglek (1dsd még Weinberg és Penman,
1969), v

(vii) felhivtdk a figyelmet arra, hogy ezek a sejt-
magi kis RNS molekuldk a HelLa sejteken kiviil egyéb gerincesek sejtjeiben is
eléfordulnak és lehet, hogy 4dltaldban az eukaridta sejt dltaldnos alkotd-
részei, és végil

(viii) felvetették annak lehet&ségét, bar nem tar-
tottdk valdszinlinek, hogy az U-snRNA-k in vivo nukleoprotein komplexek
formd jdban fordulnak elG.

Még 1968-ban Prestayko és Busch (1968) elsfkként mutattak rd arra, hogy
az U—snRNA-kyin vivo proteinekkel komplexdlva fordulnak elé: az U-ban gaz-
dag d4d.n. "7S RNS" 90%-4t egy u.n. kromatin frakciéban taldltak. Szinte jo-
venddlésszamba megy dolgozatuk utolsé mondata, amely szerint "lehetséges,
hogy ezek a kis molekuldk fontosak a kromoszémék génexpresszi6jinak regulé-
l4dsdban".

Az U-snRNA-k kutatasanak~eddlg ismertetett kezdeti korszaka azzal a fel-
ismeréssel zdarult, hogy az U-snRNA-k a gerincesek sejtmagjainak univerzdli-
san eldforduld molekulakomponensei (els@sorban Rein és Penman, 1969).

Az 1963 és 69 kozott eltelt 7 év alatt, mint lattuk, az U- snRNA k mind a -
mai napig szdmon tartott 6 "f&" tagjdnak kezdeti karakterlzélasa megtor-
tént:

1. Szerkezetukre vonatkozélag hozzavetfleges nagysdguk €s bazistsszetételik
ismertté valt és kideriilt az is, hogy metildlt nukleozidokat tartalmaznak.
Ahhoz, hogy primér (1.1) és szekunder (1.2) struktirdjuk is meghatédrozhaté
legyen, olyan tovabbi metodikak kifejlesztésére volt sziikség, amelyek a 60-
as évek végén éppen sziiletdben, vagy meg sem voltak. Bir az kideriilt, hogy
ezek a molekuldk valamennyi addig vizsgdlt eukaridtédban el6fordulnak (PAGE
profilok hasonlésaga) e tény filogenetikai vonatkozdsainak (1.3) finomabh
analizise éppen a szerkezetv1zsgélat1 médszerek kezdetlegessege miatt nem
torténhetett meg.

2. Lokallzé0163ukat illetden egyértelmd igazoldst nyert, hegy a sejten
beluﬁ (Z.1) a sejtmagban vannak, az U3 a nukleoluszban, ezenkiviil néhany
kezdeti adat amellett sz6lt, hogy a sejtmagon belil (2.2) proteinekkel
komplexdlva fordulnak el@, de e komplexeket, elsOsorban egy csak késdbh
felfedezett immuncldgiai megkozellte51 méd (Lerner és Qtertz 1979) hié-
nyaban, pontosan nem tudtak jellemezni.

3. Bioszintézisiiket illetGen ismertté vdlt, hogy metacolikusan stabilak,
tehdt nem prekurzor jellegl molekuldk. Olyan kérdések azonban, hogy a
transzkripcié soran az U-snRNA-knak Onmaguknak milyen természetd pre-.
kurzorai (3.1) keletkeznek, hogy ezek létrejdttében milven enzimek (3.2)
szerepelhetnek s hogy az 4tirds milyen génszakaszokrdl (3.3) torténik, még
gondolati szinten sem jelentkeztek.

4. Funkciéjukat illetben kideriilt, hogy nincs aminosavakceptor aktivitdsuk..



De arra a kérdésre, hogy valdban mi a funkcidjuk, az akkori ismeretek birto-
kdban meg sem lehetett kisérelni konkrét vdlaszt adni. E16bb a nagy moleku-
latomegl prekurzor RNS-ek érésével jJard nukledris €s nukleoldris folyamatok-
r6l kellett egy dltaldnos képnek (4.1) kialakulni ahhoz, hogy az egyes U-
snRNA-k  (U-snRNP-k) funkcidjdra (4.2) eleinte modell—521nten majd 4ttorés
Jellegu kisérleti szinten feny deril jon, sbt klranolodJanak az idevonatko-
z6 kutatdsok jov6 varhatd irdnyai (4.3).

A tovabbiakban a felsorolt témék sorrendjében foglaljuk Ossze az U-
snRNA-kra vonatkozé jelenlegi ismereteinket, és kiemelten vdzoljuk a

5. Novényi U-snRNA-k szerkezetérdl (5.1.), lokalizdcidéjarol (5.2.),
bioszintézisér6l és transzkripcidjardél (5.3.) valamint funkcidjarél (5.4.)
tudottak mai 4114s4t.

1. Az U-snRNA-k szerkezete

1.1. Primér struktura

‘Helyhidny miatt képtelenség.azokon a heroikus munkdt tiikrozd kisérlete-
ken részleteikben végigmenni, amelyeknek klasszikus, ma mdr idejétmiltnak
szémitd, nehézkes médszerekkel elért eredményei a 70-es évek elején keriil-
tek kozlesre az U-snRNA-k primér struktirdjdt illetden. Errdl a korszakrél
j6 4ttekintést ad Ro-Choi és Busch (1974).

A nyolcvanas évek legelejére mind a hat "f&" U-snRNA teljes primér szer-
kezete megvolt patkanybdl, a 80-as évek kozepéig pedig a legkiilonbtzébb,
filogenetikailag igen tévol d116 organizmusokbdl izoldltdk és, elsbsorban a
gyors RNS és DNS szekvendldsi médszerek kidolgozdsdnak jévoltdbdl, szekve-
ndltdk a "f&" U-snRNA-kat (a szekvencidkat 1ldsd Reddy, 1986), valamint né-
hdny (j U-snRNA fajtdt irtak le (ldsd lejjebb).

‘Valamennyi eddig szekvendlt U-snRNA primér s.ruk.u..ja az aldbbi kozos
vondsokat mutatja: ‘

(i) 5' véglkon sapkdzottak. A sapka az Ué kivételé-

vel m 2’2’7G.

3 (ii) A sapkdt rendszerint kozvetlenil két 2'-0-me-

tildlt nukleozid koveti, amelyek koziil az elsd 2'-0-metil adenozin.

, (iii) A molekula belsejében modifikdlt nukleozidok
vannak. Ezek: pszeudouridin, 2'-0-metilnukleozidok, Né6-metiladenozin és N2-

metil guanozin.

(iv) Szamos U—snRNA, kiilonosen az U5 (cf. Krol és
mtsai, 1983), kisebb mértékben az Ul, U3, és U4 (cf. Jacob és mtsai, 1984),
a forraskent szolgdld organizmusra Jellemzo médon tobb varidns formaJaban
fordul el6. Ezek a varidnsok vagy a 3' vég heterogenltasaban vagy molekulan
beliili baziscserékben (mikroheterogenitds) kiilonboznek egymdstdl.

(v) A kiilonboz6 U-snRNA fajtdk egymds kozott kisebb-
nagyobb foki szekvenciahomoldgidt mutatnak, amely azonban csak részben koli-
nedris, egyébként bizonyos homoldg szekvenciablokkoknak az egyes U-snRNA-k-
ban védltakozé sorrendben vald elhelyezkedésében jelenik meg (cf. Reddy és
Busch, 1981). Kimondott kolinedris szekvenciahomoldgia van az Ul és U4
kGzott (cf. Busch és mtsai, 1982).

A hat £86 U-snRNA-n kiviil ma mdr tovabbi két U-snRNA (1. dbra) szekven-
cidja ismert: az egyiket tengeri siinbdl izoldltdk és U7-nek nevezték (Strub
és” mtsai, 1984), a mdsikat mind egér (Kato és Harada, 1984) mind patkény
Novikoff hepatoma sejtek nukleuszaibdl (Reddy és mtsai, 1985a) iz.l1d1tdk és



az UB nevet adtdk neki. Reddy és mtsai (1985a) a preferercidlisan nukleold-
ris 1lokalizdciéjud U8 kimutatdsa sordn a PAG-en még két kis nukledris RNS
fajta jelenlétét detektdltdk. Ezeket tentative U9 és Ul0-nek nevezték el
(1. ébra).2 yég semmi kdzelebbi nem ismeretes réluk, csak annyi, hogy 5'
véglikon mg =" G-vel sapkdzottak és nem a "f6" U-snRNA-k degradédcids
termékei. :

E "minor" U-snRNA-k izoldldsdt, de szdmos "f6" U-snRNA detektdldsédt is a
legkiilonboz6bb organizmusokbdl egy alapvetf metodika hallatlanul megkonnyi-
tette. A médszer 1lényege az, hogy2a§ U6 kivételével valamennyi U-snRNA mole-
kula az 5'-végén jelenlevd m;"°"? G—sapk§j§n§l fogva mintegy kihaldszhaté
valamely RNS-molekula populégiébdl az m; >7?'G-vel mint haptennel szemben
'kész%tett specifikus ellenanyag alkalmgzéSa révén (Lihrmann. és mtsai,
1982).

1.2. Szekundér struktira

Az U-snRNA-k legvalészin(ibb szekundér struktirdjdt els6 fokon komputeres
modellezéssel a maximdlis termodinamikai stabilitdst biztosité paraméterek
figyelembevételével, mdsodfokon az igy nyert adatokat felhaszndlva kisér-
leti Jton hatdroztdk meg. Ez utdébbi esetben egyfonalas és kétfonalas régi-
6kat specifikusan hasité nukledzokat alkalmaztak, nem-denaturdlé és részle-
gesen denaturdldé koriilmények kozott. Ezeknek a vizsgdlatoknak legérdekesebb
eredménye annak kimutatdsa volt (Branlant és mtsai, 1982), hogy pl. patkéany
majsejtek magvaib6l izoldlt Ul, U2, U4 és U5 mdsodlagos szerkezete kozos.
strukturdlis elv szerint épiil fel (2.4bra). A nukleotidok dtntd tobbsége
hajtl-struktirdkban (I-V) van, és csak 1 (U5), 2 (Ul és U4) vagy 3 (U2)
szabad egyszdld régidé taldlhatd benniik. A III és IV (Ul, U2 és U4) illetve
II " és IV (U5) hajtl-struktira kozott levb szabad egyszald régié mind a négy
U-snRNA esetében egy Pu-A—(U)n—G—Pu konszenzus szekvencidju domént tartal-
maz (A domén). Az A domént a 3' vég feldl hatdroldé IV hajtlG-struktira hu-
rokjdban szintén egy konszenzus szekvencia (Py-N-Py-G) taldlhaté. A pat-
kdny U6-ra (Harada és mtsai, 1980; Epstein és mtsai, 1980) és U3-ra (Bern-
stein és mtsai,1983,) kapott mdsodlagos szerkezet-modellek egyike sem ren-
delkezik a fenti jellemzbkkel (2.dbra).

1.3. Filogenetikai vonatkozédsok

A legkiilonbozdbb, filogenetikailag olyan tdvol &il6 organizmusckbél,
mint egy novény és az ember, szdrmazd U-smRNA-k - szerkezeti vizsgdlatabdl
levonhatd alapvetd kovetkeztetés az, hogy ezek a molekuldk az eukaridta
organizmus sejtmagvainak univerzédlis és erfsen konzervdlt struktirdji (te-
hdt feltehetSen nélkiilozhetetlen funkcidji) komponensei. Ezt a megdllapi-
tdst az aldbbi adatok tdmasztjdk ald:

1.3.1. Az azonos tipusi U-snRNA-k molekulahussza gyakorlatilag nem
vdltozott a torzsfejl6dés sordn, dltaldban 3-5 nukleotid a hosszkiilonbség.
Még a legnagyobb kiilonbség (dinoflagellata U5 és borsd US kozott) sem tobb
14 nukleotid-hosszndl (cf. Reddy, 1986). Ujabban olyan kép van kialakuld-
ban, amely szerint egyes organizmus(csoport)okban a "klasszikus" U-snRNA
profilt egy (anndl heterogénebb) "U-snRNA ekvivalens" profil helyettesiti
(egésziti ki). Jellemz6 példa erre a Saccharomyces cerevisiae élesztd
(Tollervey és mtsai, 1983; Guthrie, 1986; Riedel és mtsai, 1986; Ares,
1986) és bizonyos fokig a Trypanasoma brucei (Tschudi és mtsai, 1986).




2. dbra
U-snRNA-k szekundér struktirdi

Az Ul, U2, U4 és US szekun- m
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mtsai (1984), az U3-ét Bern- HO '
stein és mtsai (1983), az V(| A Y
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rémai szémok a karokat je- ’

lentik, A az A domént, k a !

IV 'kar véghurokjdban 1évd :

konszenzus szekvencidt, k' OH

pedig az eddig szekvendlt 1
valamennyi U5 II karjdban ML A

meglé - ' - U
eglévé azonos és az avo Uy K 2

cado sunblotch viroiddal
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16gidt (Kiss és Solymosy, NO " PPPGmy

1982, Solymosy, 1983, .

Solymosy és - Kiss, 1985) ’ '

‘mutatd szakaszt jeldli. Us Vs

k!

1.3.2. Az azonos tipusd U-snRNA-k primér struktirdja meglehetdsen
konzervdlt, de tiikrzi az egyes organizmusok torzsfejlBdési t4dvolsdgdt. Igy
pl. csirke UlA és patkdny UlA kozott 96% (Branlant és mtsai, 1980), Droso-
phila Ul és humdn Ul kozott 72% (Mount és Steitz, 1981), Tetrahymena U5 és
humén US kozott 56% (Branlant és mtsai, 1983) chtyostellum U3 és patkdny
U3 kozott pedig 40% (Wise és Weiner, 1980) szekvenciahomoldgia van.

1.3.3. Ezzel szemben valamennyi eddig vizsgdlt esetben az azonos
tipusi U-snRNA-k szekundér struktirdja teljesen azonos d@z evolicié szem-
pontjabél egymdstél igen tavoli organizmusok esetében is. Legszebb példa
erre az U5 szekundér strukturdja, amely teljesen azonosnak adddik, akdr em-
16sb8l, maddrbbl, Tetrahymensbdl, borsébéz, dinoflagelldtdbdl, vagy selyem-

‘hernyébél szérm321k (Branlant és mtsai, 1983; Krol és mtsai, 1983; Liu és
mtsai, 1984; Adams és mtsai, 1985). Ugyancsak meggy6zének tlnik a patkény
usB, a chtyostellum U3 és a 1dbab U3 mdsodlagos szerkezetének teljes azo-
nosséga (Bernstein és mtsai, 1983; Kiss és mtsai, 1985). Ugy latszik tehdt,

hogy az snRNA-k primér strukturéJéban a torzsfeJlédés soran bekovetkezﬁ
vdltozdsok kompenzatdrikusak voltak, tehdt nem érintették a mdsodlagos szer-
kezetet. Ez arra mutat, hogy a midsodlagos szerkezetnek meghatdrozé szerepe
van az egyes U-snRNA-k funkcidjdban.

1.3.4. Torzsfejlédésileg egymdstél igen tdvol levé organizmusokbdl
izoldlt azonos tipust U-snRNA-k konszenzus szekvencidkat tartalmaznak. Tobb
ilyenre van példa:

{i) Az A domén (2. dbra) az egész torzsfejlbdés
sordn abszolit konzervdlt. Eredeti felfedezése (Branlant és mtsai, 1982)
6ta valamennyi forrdsbél izoldlt Ul, U2, U4 és US-ben a mésodl-Jos szer-
kezet azonos helyére illeszthetben megtalélték (cf. Reddy, 1986).

(ii) Hasonlé konzervédltsdgot mutat a 2. dbrén k-val

jeldlt konszenzus szekvencia.



(iii) Vvalamennyi eddig szekvendlt US (gerinces,
novényi, dinoflagellata) hajtl-szerkezetében (2. dbra) a k'-vel jeldlt
szekvencia teljesen homoldg szakaszként benne van (cf. Branlant és mtsai,
1983;Krol és mtsai, 1983; Liu és mtsai, 1984). Erdekes, hogy pontosan ez az
a szakasz, amely a legkiterjedtebb szekvenciahomolégidt mutatja az avocado
sunblotch viroiddal (2. &bra).

iv) Két konszenzus szekvencia  (PuAGCGUGA és
GAUGAPYCG/U/UC) mind 1dbabbdl, mind Dictyostelium-bél, mind pedig
patkdnybdl izoldlt U3-ban a szekundér struktidra azonos helyén megtaldlhato
(Kiss et al., 1985). ‘

(v) A fentieken kiviil még szdmos olyan szekvencidt
tértak fel (Myslinski és mtsai, 1984), amely Drosophila és gerinces Ul, U2
és U4 szekundér struktiurdinak azonos helyein homoldg szakaszként megvan.

(vi) Legijabban deriilt fény arra, hogy az eddig
vizsgdlt valamennyi U2-ben és U2 ekvivalensben a molekula 5' végétdl szami-
tott mintegy 100 nukleotid hosszl szakasz nemcsak szekundér struktdrdjat
tekintve abszolit konzervdlt, hanem primer struktirdjdt illetden is konszen-
zus szekvencidt képvisel (U2 domén). Vonatkozik ez a mdr régebb 6ta ismert
gerinces és Drosophila U2-kon (cf.Reddy, 1986) kiviil a 1débab (Kiss és
mtsai, 1987b) és Arabidopsis (van Kan és Filipowicz, 1986) novényekbdl
szarmazé '"szabdlyos" hosszlsdgld U2-kre, valamint a Saccharomyces cerevisiae
élesztob6l (Ares, 1986) szdrmazd (1175 nukleotid hosszlsdgl) és tripanoszé-
mabél (Tschudi és mtsai, 1986) szdrmazé (148 nukleotid hosszisdgid) U2 ekvi-
valensekre egyarant.

2. Az U-snRNA-k lokalizdcidja

2.1. Lokalizacid a sejten belil

Az U-snRNA-k érett formdinak sejtmagon beliili akkumuldcidéja bizonyitott
tény, hisz innen tortént felfedezésiik (elnevezésiik is innen szdrmazik) és
innen is izoldlhatdk. A korai irodalom néhany ellentmonddsos adata az U-
snRNA-k lokalizdcigjat illetben egyrészt az alkalmazott sejtmagizoldlasi
médszer tokéletlenségének(cf. Gurney és Eliceiri, 1980), mdsrészt feltehe-
téen annak tulajdonithatdé, hogy az érett formdk és prekurzorok kozott nem
tortént egyértelmd megkiilonboztetés.

2.2. Lokalizdcié a sejtmagon belil

2.2.1. Harom irdnymutaté kisérlet

. (i) Kipai horcsog sejtek nukledris extraktumainak
cukorgrddiensek 10-30S régidjdban llepedd nukleoprotein frakciéjdbsél Enger
és Walters (1970) kis molekulatomegl metildlt RNS jelenlétét mutattdk ki.Ez
volt az els® kezdetleges adat arra, hogy az U-snRNA-k U-snRNP-k formdjdban
fordulnak elé6.
(ii) Patkdny Novikoff hepatoma ascites sejtekben
Prestayko és-mtsai (1970) az U3 molekulapopuldcié egy részét nagy molekula-
tomegld nukleoldris RNS-hez kapcsolddva taldltdk. Ez volt az els6 adat arra,
hogy az U3 a pre-rRNP-hez kapcsolva fordulhat eld, tehdt részt vehet a pre-
rRNS érésében. )

(iii) Rein (1971) HelLa sejtmagvak bufferes extraktu-
mainak kiilonboz6 ioner6sségl cukorgrddiensekben torténd llepedését vizsgdl-
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va azt tapasztalta, hogy az Ul, U2 és U3 kis ionerfsségnél 30S és 180S tar-
tomdnyban (lepedett, az ioner6 novelésével azonban Ulepedésik lényegesen
lassibb 1lett, de nem érte el a szabad U-snRNA-kra jellemz0 lilepedési sebes-
séget. Ebb6l a szerzd arra kovetkeztetett, hogy a fenti U nRNA-k valami-
lyen nagy molekulatomegd anyaggal komplexdlva fordulnak eld a 'sejtmagban.
Ez a nagy komplex séérzékeny. Az ionerd novelésével az sn-RNA-k errdl a
komplexrd8l levdlnak, de még mindig valamelyes fehérjét is tartalmazé "kéreg
részecskék" formdjdban maradnak. Ez volt az elsd adat arra, hogy az U-snRNA-
k dltaldban U-snRNP-k formdjdban hnRNP-hez kapcsolva fordulnak eld, tehat
részt vehetnek a pre-mRNS érésében.

A kérdés ezek utdn az volt, milyen természetli a nagy molekulatomeg(
komplex, €s milyen paraméterekkel jellemezhetbk a "kéreg részecskék".

2.2.2. Az U-snRNA-k U-snRNP-k formdjdban a sejtmagbél hnRNP-hez
kapcsolddva izoldlhatdok (az U3 kiveételével)

Sekeris és Niessing Sl975) intraper}&onealis injektdldssal
patkanymdjsejtek sejtmagjait rovid (“H) és hosszd (~'C) ideig jelolték. Az
igy kettdsen jelolt sejtmagvakbdl kioldott RNP cukorgradiensen torténd ana-
lizise azt mutatta, hogy a nagy llepedési sebességl RNP-frakcidban (200-
250S) egy gyorsan jeldl6dd nagy molekuatomegl RNS (=hnRNS) komponens mel-
lett egy lassan jel5l6dd RNS komponens is jelen volt, amely az RNP-bdl ext-
rahdlva és Gjabb cukorgrddiensen futtatva a 3-11S régidban ilepedett, tehat
kis molekulatomegl volt. A szerzok felvetették a gondolatot, hogy ez az RNS
frakcié részben megfelelhet az U-snRNA-knak. Két év mdlva Guimont-Ducamp és
mtsai (1977) HeLa sejtek hnRNP frakcidjdnak analizise sordn szintén kaptak
kis molekulatomegli RNS-eket, amelyeket PAG-eken vald mobilitdsuk alapjan
tentative Ul, U2, U5 és U6-nak azonositottak. Hasonlé eredményekre jutottak
Deimel és mtsai (1977) is patkanymdj sejtmagvak hnRNP frakcidjdnak analizi-
se révén. Késotbb Flytzanis és mtsai (1978) egy sor kritérium alapjdn meggyo-
z6en igazoltdk, kiilondsen az Ul és U2-rél, hogy ezek a molekuldk mintegy 15-
25 nukleotid hosszd fragmentjik révén a hn-RNP-komplexen beliil kozvetlendl
a hnRNS-sel bazisparosodnak. Ezt a megdllapitdst azdta pszoralenes in vivo
keresztkotési kisérletekkel mind az Ul-re (Calvet és Pederson, 1981) mind
az U2-re (Calvet és mtsai, 1982) vonatkozéan megerfsitették. Szintén pat-
kdnymdj sejtmagvak analizise Gtjdn Seifert és mtsai (1979) az U3 kivételé-
vel valamennyi U-snRNA molekulafajta (Ul, U2, U4, US és U6) ielenlétét kimu-
tattdk hnRNP-ben.

Sekeris és mtsai (1980) eredményei nem sckkal ezutdn arra engedtek kovet-
keztetni, hogy az U-snRNA-k hnRNP-hez valé kapcsoldddsuk soran U-snRNP-k
formdjdban vannak jelen. Ezt a kivetkeztetést, amely azdta Ujabb aldtamasz-
tdst nyert (Prisse és mtsai, 1982; Guialis és mtsai, 1983; Sri-Widada és
mtsai, 1984; Setyono és Pederson, 1984), Gallinaro és Jacob (1981) megerd-
sitették, st sdval és proteindz K-val végzett disszocidcids, illetve emész-
téses kisérleteik eredményeib6l az U-snRNP-k és hnRNP kozotti kapcsolddds
mechanizmusdt illetfen tovdbbi konklidzidt vontak le: az U-snRNP-k és hnRNP
egymashoz valé kot6dése sordn RNS-RNS szegmentumok kozotti bazispdrosoddson
kivil protein-protein interakcidk is szerepet jdtszanak.

A fentiek alapjdn tehat a Rein (1971) &ltal kimutatott npagy molekula-
tomegd komplex, amelyhez az U-srRNA-k (az U3 kivételével) d.n. "kéreg ré-
szecskék" formdjdban kotddnek, hnRNP, vagyis a pre-mRNS-ek érésének szin-
tere.

Az U3, Jjelenlegi ismereteink alapjan ugy tlGnik, szintén RNP formdjdban
pre-rRNP-hez kapcsolddik (Epstein és mtsai, 1984; de 14sd a ’.2.-ben-az U3-
r6l irtakat).



2.2.3. Az U-snRNP-k jellemzése klasszikus biokémiai médszerekkel

Tudomdsunk szerint a Rein-féle "kéreg részecskék", vagyis
mai szdhaszndlattal U-snRNP-k, elsd egyértelmd jellemzése Raj és mtsai
(1975)-t61 ered. Ok Novikoff hepatoma ascites tumor sejtek sejtmagextrak-
tumainak Sepharose 6B-n torténd el6tisztitdsdt kovetd lilepitése utdn cukor
gradiensben egy 10S szedimentdcids koefficiensl csdcsoi kaptak, amelynek
anyaga nukleoproteinnek addédott (dszé slriség 1.46 g/cm”, 64% protein, = 36%
RNS), a fehérjekomponens 10 polipeptidb8l, az RNS komponens egyértelmden
identifikdlt Ul és U2-b6l 411t. Hasonlé eredményt kapott egér erythroleu-
kemia sejtek nukleoplazmatikus kivonataira Howard (1978). 0 valamennyi U-
snRNA-t megtaldlta ezekben az RNP-kben. Mivel egyik esetben sem tdrtént
kiilon beavatkozds a hnRNP-komplexek disszocidldsdra, dgy tlnik, hogy az U-
snRNP-knek 1legaldbbis egy része szabad dllapotdban is eldfordul in vivo a
nukleoplazmdban.

2.2.4. Az U-snRNP-k jellemzése immunoldgiai médszerekkel

Mir a 60-as évek elején felfigyeltek arra a jelenségre, hogy
SLE-ben szenvedd pdciensek széruma valamilyen, egészséges emberekben is je-
lenlévé "oldhatd" szoveti komponenssel precipitin reakciét ad. A reakciét
adé antigén természetére vonatkozdéan tobbféle, itt nem részletezett felté-
telezés 14tott napvildgot, mig végil Tan és Kunkel (1966) szép kisérletek-
kel igazoltdk, hogy a predomindns antigén a reakcidban sejtmagi eredetd.
Ezt az antigént Sm antigénnek (az antigén egy Smith nevii SLE-pdciens széru-
méban 1évé ANA-val reagdlt) nevezték el. KésBbb Northway és Tan (1972) kimu-
tattdk, hogy SLE-ben szenvedd betegek egy részének szérumdban a kordbban
identifikdlt anti-Sm-ellenanyagon kiviil egy mdsik tipusi ellenmanyag is el6-
fordul. Mivel ez utébbi ellenanyaggal reagdldé antigén precipitin aktivitdsa
nemcsak tripszin, hanem RN&z kezelés hatdsdra is megszint, ezt az antigént
RNP-nek, az G(jonnan taldlt ANA-t pedig anti-RNP (mai nomenklatira szerint
anti-(UL)RNP; Steitz és mtsai, 1983) ellenanyagnak nevezték el.

Az "&ttorés", amely ezeknek a klinikai megfigyeléseknek eredményeit az U-
snRNP-k struktira-vizsgdlatdval Osszehozta és az U-snRNA-k (U-snRNP-k) bio-
szintézisének (3.) és funkcidjdnak (4.) kutatdsdat mérhetetleniil felgyorsi-
totta és hatékonnyd tette, 1979-ben kiovetkezett be:

Lerner és Steitz (1979) egér Ehrlich ascites tumor sejtek nukledris kivo-
natait reagdltattdk SLE-ben szenvedd pdciensek szérumaibdl tisztitott anti-
Sm és anti-RNP ellenanyaggal. A precipitdtumok analizise azt mutatta, hogy
az anti-RNP Ul-snRNP-vel (innen szarmazik az anti-(UL)RNP elnevezés), az
anti-Sm pedig Ul, U2, U4, U5 és U6-snRNP-kkel reagdlt. A kapott immunopreci-
pitdtum 7 polipeptidet tartalmazott (A-G; 3. dbra). Ezek nem szdrmazhattak
hiszton proteinekbdl, vagy a hnRNP proteinjeib8l. A szerzbk valdszin(inek
tartottdk, hogy minden egyes U-snRNA azonos polipeptideket tartalmazé, de
kiilondllé RNP-partikulumokban van, és a hnRNP-vel valé asszocidcidban is
ezek az U-snRNP-k szerepelnek, valamint azt, hogy a sejtmagban egydltalan
fellelhetd U-snRNA-k teljes populdciéja U-snRNP-k formédjdban fordul el8.
Egy évvel késBbb a Steitz-laboratérium (Lerner és mtsai., 1980) mdr arrdél
szdmolt be, hogy humdn ANA-k egy sor eukariéta (tengeri siin, Spodoptera
frugiperda nevi rovar, béka, csirke, egér) U-snRNP-it specifikusan kicsap-
jék (nem kaptak reakciét E.coli, élesztd, Dictyostelium discoideum (egy amd-
ba faj) és dohdnysejtek kivonataival). Wooley és mtsai (1982) kimutattdk,
hogy humdn anti-Sm antiszérum Drosophila melancgasterb6l hét U-snRNP-fajtat
ismer fel, Francoeur és mtsai-nak (1985) pedig a maldria kérokozéjéban,
Plasmodium falciparum-ban sikeriilt humdn ANA-kkal reagdlé és az eukaridta U-
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snRNA-kkal azonos PAGE mobilitasd kis RNS-eket tartalmazd RNP-ket kimutat-
ni. Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy az U-snRNP-knek nemcsak RNS-,
hanem protein-komponense is erfsen konzervdlt az eukaridtdk korében. Sajat
vizsgdlataink (Kiss és mtsai, 1986) sordn azt taldltuk, hogy humdn anti-Sm
ellenanyag novényi sejtmagvak nukleoplazmatikus antigénjeivel, humdn anti-
U3 ellenanyag pedig novényi sejtmagvak nukleoldris antigénjeivel indirekt
immunofluoreszcencidval detektdlhatd specifikus reakcidt adott.

A Steitz-laboratériumnak ma mar monoklondlis anti-Sm ellenanyag (Lerner
és mtsai, 1981), valamint U2-sPRNP-t specifikusan felismerd ellenanyag (Mi-
mori és mtsai, 1984) 411 rendelkezésére, legijabban pedig a Lihrmann-labora-
térium (Reuter és mtsai, 1986) Ul- és U2-snRNP-kre egyardnt {de csak erre a
kettére) specifikus monoklondlis ellenanyagot d1litott eld, miutdn a Steitz-
laboratériumhoz hasonldéan U2-snRNP-vel szemben spcifikus ellenanyagot is i--
zoldlt (Habets és mtsai, 1985). Ezek a specifikus ellenanyagok az U-snRNP-k
tovdbbi vizsgdlatdnak médszertani tisztasdga és megbizhatésdga szempontja-
b6l 1lényegesek, hiszen ugy tlnik, a kiilonbozd autoimmun reumatikus betegsé-
gekben szenvedd pdciensek szérumai egy sor egyeéb, egymdstdél merfben kiilon-
bozd specificitdsd ANA-t tartalmaznak (cf. Matter és mtsai, 1982; Hardin és
mtsai, 1982). _

Az U-snRNP-kkel specifikusan ' reagdlé ellenanyagok felfedezésével
megnyilt az Ut az U-snRNP-k  finomabb = strukturdlis és funkciondlis
karakterizdldsahoz.

2.2.5. Az U-snRNP-k finomabb strukturdja

2.2.5.1. Az U-snRNP-k polipeptidjei

Az egyes U-snRNP-k polipeptid komponenseinek megha-
tdrozdsdhoz konnyen beldthatdan mindenekeldtt arra volt sziikség, hogy az U-
snRNA-kat feltételezetten egyenként kiilon-kiilon tartalmazd U-snRNP-k egymds-
161 elvdlaszthatdk és kiilon izoldlhatdk legyenek. _

Az Gttord kisérlet ezen a vonalon a Jeanteur-laboratérium nevéhez fz6-
dik. Egy kordbbi, pusztdn biokémiai médszereket felhaszndld és itt hely-
hidny miatt nem részletezhetd kisérletsorozatukban (Brunel és mtsai, 1981;
Sri-Widada és mtsai, 1981) "drasztikus" tisztitdsi eljdrdssal hnRNP frakcid-
b6l olyan U-snRNP prepardtumot dllitottak eld, amely az U3-on kiviil vala-
mennyi f6 U-snRNA-t, de csak a €20 K polipeptideket tartalmazta (3. dbra).
Ezeket a partikulumokat "kéreg partikulumoknak" (nem tévesztendd Gssze a
Rein (1971)-féle "kéreg részecskék'"-kel!) nevezték. A késBbbiekben kidolgoz-
tdk a "kéreg" Ul-snRNP specidlis izoldldsdnak mddszerét (Sri-Widada és
mtsai, 1982). Az igy kapott "kéreg" Ul-snRNP polipeptid Osszetétele ponto-
san ugyanaz volt, mint az U2, U4, U5 és Ué-ot egyardnt tartalmazd "kéreg" U-
snRNP frakciéé. Ezzel valdszinlvé valt, (és ma mar tudjuk, hogy ez igy is
van), hogy a "kéreg" U-snRNP-k mindegyike 4 azonos (D-G, 3. dbra) poli-
peptidet tartalmaz és az egyes U-snRNA-kat tartalmazé U-snRNP-k specifici-
tdsdt elsBGsorban a benniik 1évé U-snRNA-fajta, valamint a fenti polipepti-
deken kivil a drasztikus tisztitds soran elvesztett addiciondlis polipepti-
dek jelenléte hatdrozza meg (3. dbra).

Egyedi U-snRNP-k izoldldsa és ezek polipeptid-Osszetételének meghataro-
zdsa még szamos tovdbbi dolgozat tdrgya: Hinterberger és mtsai-nak (1983)
sikerilt sok 1épcs6s tisztitdsi médszerrel egér Friend eritrileukémia és
HeLa sejtekbdl olyan U-snRNP frakcidt kapni, amely dontden U2-snRNP-t tar-
talmazott. Kinlaw és mtsai (1983) kordbbi kisérleteik (Kinlaw és mtsai,
1982) tapasztalatait felhaszndlva, teljesen tiszta U2-snRNP-t izoldltak ha-
sonlé mddszerrel Hela sejtekbSl. Az U6 kivételével az ©Osszes U-snRNA-kra
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3. ébra
Hela U-snPNP-kben taldlhaté polipeptidek
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Jellemz6 m 2’2’76 sapkara specifikus ellenanyag felhaszndldsdval FEhrlich
ascites tumor sejtek nukledris kivonataibdl Bringmann és mtsai (1983) uté-
lag U-snRNA tartalmuk alapjan és anti-(U1)RNP és anti-Sm ellenanyagokkal le-
ellendrzott U-snRNP-ket izoldltak és ezek polipeptid dsszetételét lényegé-
ben azonosnak taldltdk a Hinterberger és mtsai (1983) és Kinlaw 6és mtsai
1983) 4ltal kozoltekkel. A rejtély ebben a kisérl@t?eg az volt, hogy az U6,
annak ellenére, hogy koztudottan nem tartalmaz m,“’“°’'G sapkat, mégis jelen
volt az erre a sapkdra specifikusan reagdlé elienanyaggal nyert U-snRNP
frakcidban. A szerzok felvetették a gondolatot, hogy az U6 esetleg valamely
mds sapkdzott U-snRNA-t tartalmazé snRNA-val kozosen fordul el ' U-snRNP-
ben. Ezt a feltételezésiiket egy késdbbi dolgozatukban (Bringmann és mtsai,
1984) végtelen nagy koriiltekintéssel, szamos szép kontroll kiséretében
igazoltdk. T6lik figgetleniil Hashimoto és Steitz (1984) ugyanerre az
eredményre jutottak. Mindkét szerzd végkivetkeztetése az volt, hogy (i) az
U6 az U4-gyel egyiitt 1:1 ardnyban egyetlen U-snRNP-ben fordul eld, és (ii)
az U6 es U4 egyiittes el6forduldsdnak molekuldris hittere a két molekula k-
zotti bdzispdrosodds, amelynek mikéntjére mindkét szerzd elképzelhett, de
egymdstél kissé eltérd modelleket is kozdlt az Ui és U6 nukleotid szekven-
cidinak ismeretében. KésBbb pszoralenes keresztkitéses vizsgdlatok (Rinke
€s misai, 1985) eredményei arra engedtek kovetkeztetni, hogy a fenti model-
lek egyike sem tikrozi az in vivo helyzetet: az U4- és Ué-ban a bazisparoso-
dott régié in vivo sokkal révidebb, mint ahogy azt a modell alapjan feltéte-
lezték.

Még szdmos tovadbbi dolgozat jelent meg az U-snRNP-k kiilonbtz polipep-~
tidjeinek, mint antigén-determindnsoknak, az anti-Sm és anti-(U1)RNP ellen-
anyagokkal vald reaktivitdsdt illetéen (pl. Pettersson és mtsai, 1984; Bil-
lings és Hoch, 1984), de az ezekben kozblt eredmények, jelenleg gy tanik,
inkdbb a jovb metodoldgiai fegyvertérdt nivelik, és nem adnak kozvetleniil
hasznosithaté és dltalénos bioldgiai szempontbdl kdnnyen értékelhetd infor-
macidt.

Az egyes U-snRNP-k polipeptid dsszetételérsl legtijabban Bringmann és
mtsai (1986) hoztak nyilvanossdgra tsszedllitdst. A 3. dbrdan feltintetjik
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eredményeiket, Osszevetve azokat két mdsik laboratdérium adataival. Habdr az
dbrén szerepld laboratdériumokban kimutatott egyes polipeptidek molekulattme-
gei nem egyeznek pontosan egymdssal, lényegében azonos tartomdnyom beliil
vannak, €s a Kinlaw és mtsai d1tal kapott értékekre vonatkozdan egy 41tald-
nos molekulatomeg-aldbecsilést feltételezve, egymdshoz tnkényesen hczzéren-
delhetdk.

2.2.5.2. RNS-fehérje kolcsonhatdsok az U-snRNP-kben

A kérdés kiilonboz6 reagensek (anti-m 2’2’7G—ve1
és/vagy az egyes U-snRNP polipeptidekkel specifikusan reagdld elienanyagok,
valamint nukleolitikus enzimek) alkalmazdsa révén kidzelithetd meg.

2.2.7 (i) Az a tény, hogy az U-snRNA-k az 5' végiikon levd
m,"?"?'G sapkdval szemben készitett specifikus ellenanyaggal akkor is
rgagélnak, ha RNP formdban vannak (Bringmann és mtsai, 1983) azt jelenti,
hogy 5' végiik "szabad", tehdt feltehetdleg reaktiv (funkcidképes).

(ii) -HelLa-bdél izoldlt U-snRNP-k mikrokokkdlis nuk-
ledzos emésztése €s az ezt kiegészitd analizisek azt mutattdk (Liautard és
mtsai, 1982), hogy a 2. dbrdn jelolt A domén proteinkotd hely, amennyiben
az a 2.2.5.1. fejezet mdsodik bekezdésében emlitett "kéreg U-snRNP" polipep-
tidjeihez (<€ 20K) szorosgn kapcsolédik. A vizsgdlt Ul- és U2-snRNP-k eseté-
ben alacsony (45 mM) Mg koncentrdci6ndl ez az egyediili proteinkdtéhely,
magasabb (27 mM) Mg @ koncentrdciénal azonban mindkét U-snRNA-nak hosszabb
régiéi vdlnak védettekké mikrokokkdlis nukledzzal szemben, ami arra enged
kovetkeztetni, legglébbis e két U-snRNP esetében, hogy a % 20 K polipepti-
dek jmegkﬁtése Mg koncentrdciétdl fiiggd folyamat (Reveillaud és mtsai,
1984).

4. abra
Az U2-snRNP topogrdfiai modellje
(Mattaj és mtsai /1986/ utan)

A vastag vonal az U2 mdsodlagos
szerkezetét, a vékony vonal a
kapcsolddé polipeptidek hatdrvona-
lait Jjeloli. A betlk a 3. 4bréan
szerepld jeloléseknek  felelnek
meg.

(iii) Legdjabban Mattaj es mtsai (1986) nagyon kor-
szer(i és sokoldald metodoldgia felhaszndldsdval topogrdfiai modellt (4. &b-
ra) készitettek az U2-snRNP szerkezetérdl, pontosan lokalizdlva a 3. —dbran
felsorolt valamennyi polipeptid lehetséges kiot6dési helyét az U2-hdz. Erde-
kes az a kovetkeztetésiik, hogy az Ul- és U2-snRNP-k egymdssal feltehetben
kdlcsdnhatdsban vannak, amelyhez mind az Ul, mind az U2 RNS struktdrdjéanak

érintetlensége sziikséges.
(iv) Az egyes U-snRNP-kben az RNS és rotein kozot-

ti kolcsonhatdsok vizsgdlatdnak néhany tovdbbi, a funkciét.érintd eredmé-
nyét a 4. fejezetben vdzoljuk.
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3. U-snRNA-k (U-snRNP-k) bioszintézise és transzkripcidja

3.1. Prekurzorok és maturdcio

Elészér Eliceiri (1974) taldlt két, jelolési kinetika alapjdn pre-
Kurzoroknak tdn6é metildlt kis molekulatomegl RNS-t emlds sejtek citoplazmd-
jaban. Felvetette annak 1ehetoseget hogy ezek a molekuldk valamelyik két U-
snRNA prekurzorai. Frederiksen és Hellung-Larsen (1975) BHK sejtek 6ssz-RNS
kivonataiban olyan révid, prekurzor jellegl molekuldkat detektdltak, ame-
lyek az Ul-nél 5, az U2-nél 10 és az U3-ndl szintén 10 nukleotlddal tin-
tek hosszabbaknak. Eliceiri és Sayavedra (1976) ennél tovébb mentek: Hela
sejtek citoplazmdjdban taldlt két prekurzor-jellegl kis RNS-t T1 RNdz-zal -
emésztettek, és a kapott fingerprinteket Osszehasonlitva a nukledris Ul-
ével és U2-ével azt kaptdk, hogy az egyik citoplazmatikus kis RNS az Ul-
nek, a midsik az U2-nek csak néhdny nukleotiddal (3 ill. 10) hosszabb prekur-
zora. Lényeges az a feltételezésiik, amely szerint az Ul és U2, nyilvan a
sejtmagban torténé transzkripcid utén a citoplazmdban "érlk" és veégiil
visszadramlik a nukleoplazmdba. Ezt a feltételezést késBbb Brown és Marz-
luff (1978) egér mieloma sejtekkel végzett kisérletek eredményeivel megerS-
sitették, kiterjesztve azt az U3-ra és kiegészitve azzal a megdllapitdssal,
hogy a vizsgdlt U-snRNA-k metilezésének legaldbb egy része valdszinlleg
szintén a citoplazmdban torténik. Az U-snRNA prekurzorok vizsgdlaténak
"klasszikus" korszakdt lezdrva Eliceiri (1980) Hela sejtek vizsgdlata alap-
jan az Ul-re és U2-re vonatkozdlag osszefoglaldlag az aldbbiakat éllapl-
totta meg: »

(i) Az Ul prekurzordnak "rovidilése" a 01toplazmé-
b6l a sejtmagba valé dramlds sordn kovetkezik be, az U2 prekurzor "folos"
nukleotidjainak egy részét ugyanakkor, mdsik reszet azonban csak a seJtmag-
ban veszti el.

(ii) Mindkét U-snRNA érése cikloheximiddel gétol-
haté, tehdt fehérjé(k) szintézisével kapcsolt.

(iii) Mindkét U-snRNA esetében az 5' sapkéhoz kozel
esd ribdz-metildcidk az érésnek mar a prekurzor citoplazmatikus stddiumdban
befejezédnek, a belsd metildldsok azonban csak kizvetleniil a citoplazma ——i
sejtmag 4ramlds idején mennek végbe.

(iv) Mindkét U-snRNA jeldlt prekurzorai a sejtext-
raktum fenol-kezelése nélkill gyorsabban tlepednek ( & 12S), mint fenol-
extrakcié utdan ( o B8S), tehat feltehetGen proteinnel komplexdlva, RNP
formédjdban fordulnak eld (e950K). :

Az U-snRNA-k érésére vonatkozé ismereteinket De Robertis és mtsai
(1982) helyezték végiilis megbizhaté alapokra. 0k Xenopus oocitédk citoplaz-
mdjdba Hela sejtekb8l tisztitott jelolt kis RNS-eket injektdltak. Kimutat-
tdk, hogy a nukleoldris U3 a citoplazmdban degraddlédik, a nukleoplazma-
tikus U1, U2, U4, U5 és Ué azonban, szemben az egyébként kozismerten cito-
plazmatikus tRNS-ekkel, a sejtmagba véndorolnak és ott preferencidlisan fel-
halmozddnak. Kisérleteik kiilonds értéke annak kimutatdsa anti-(UL)RNP és
anti-Sm ellenanyagok alkalmazdsa révén, hogy az RNS formdban injektdlt fen-
ti £6 U-snRNA-k a sejtmagba valé dramldsuk eldtt a Xenopus oocitdk citoplaz-
mdjdban eieve jelen levd kot6-fehérjékkel specifikus antigén reakciét adé U-
snRNP-kké komplexdlddnak. Ezt a megéllapltasukat késGbb a sejtdifferencia-
ci6 szintjén részletesen analizdltdk (Zeller és mtsai, 1983) és kimutattédk,
hogy az U-snRNA kot6-fehérjék (Sm antigén) az oogen821s sordn mar a gaszt-
rula stadium eldtt nagy mennyiségekben felhalmozédnak a citoplazmdban és
mintegy "ugrdsra készen" vdrjdk a sejtmagb6l kidramlé U-snRNA prekurzoro-
kat, hogy azokhoz az RNS maturdcié sordn kotddjenek és azokkal egyutt u-
snRNP k formdjdban a sejtmagba aramoljanak.
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KorszerlG technikdk (anti-m 2’2’78 ellenanyag, anti-Sm ellenanyagok,
szekvenciaspecifikus prdébék, %olekulahosszok pontos mérését lehetdvé tevd
PAGE, in vitro rendszerek) alkalmazdsdval végzett kisérletekrdl az U-snRNA
prekurzorok érését illetden Gjabban a Pederson-laboratérium szémolt be ttbb
dolgozatdban. El8szor az Ul prekurzor érését vizsgdltdk Hela sejtekben
(Madore és mtsai, 1984a). MegerGsitették, hogy az Ul prekurzora a cito-
plazmdban érik. Az érési folyamat az érett Ul 3' végén levé legaldbb 8 "fo-
16s" nukleotid feltehetden egyenként torténd eltdvolitdsabdl 411. Az egész
folyamat anti-Sm ellenanyaggal reagdld U-snRNP partikulumokban zajlik 1le.
‘Ugyanilyen mddon torténik az U4 prekurzordnak érése, legaldbb 7 '"f@lds"
nukleotid feltehetSen fokozatos lehasitdsa Utjan (Madore és mtsai, 1984b).
Az U2 prekurzordnak érését HeLa sejtekben in vivo és HeLa citoplazmatikus
extraktumokban in vitro egyarant vizsgdlva hasonld dltaldnos kép adddott
(Wieben és mtsai, 1985). Itt a prekurzor mintegy 16 nukleotiddal bizonyult
hosszabbnak, mint az érett forma és mar eleve sapkdzva volt. Ez utébbi meg-
dllapitdson tudlmenden e dolgozat kiilonos értékét az a megdllapitds adja,
amely szerint az U2 prekurzor érése in vitro rendszerben is U-snRNP  komp-
lexben zajlik le. A Pederson-laboratérium tovabbi idevonatkozd dolgozatdban
(Kunkel és Pederson, 1985) az Ul transzkripcidjdnak néhédny jellemzdjét izo-
141t Hela sejtmagvakban vizsgdlta. Megdllapitottdk, hogy az dtirds az érett
molekula 5' végen levd sapkdndl vagy ahhoz igen kozel kezdddik, és az érett
Ul 3' végéhez viszonyitva mintegy 60 nukleotid-tdvolsdgndl nem megy tovébb.
Ez az adat mdr dtvezet az U-snRNA-k transzkripcidjanak (3.2. és 3.3.) tér-
gyalasahoz.

3.2. Enzimek

Az U-snRNA-k transzkripcidjadt katalizdlé enzimek természetét ille-
tben a régebbi irodalom adatai, amelyeket elsfsorban az & -amanitin és
egyéb, enzimaktivitdst gdtld szerek koncentrdciétél fiiggd differencidlis
enzimaktivitds (RNS polimerdz I, II és III) gdtld hatdsdnak megdllapitdsa
révén kaptak, ellentmonddak.

Hellung-Larsen ¢és mtsai (1974) csak annyit dllapitottak meg, hogy humédn
limfocitdkban az Ul és U2 szintézise aktinomicin D és cikloheximid hatdsdra
gdtlddik. Udvardy és Seifart (1976) Hela sejtmagvak kis RNS-einek (kozeleb-
tek alapjdn az RNS polimerdz III-t tették feleldssé. Az elsd adat, amely
szerint, 1legaldbbis Novikoff hepatoma ascites sejtekben; az Ul-t és U2-t az
RNS polimerdz II irja &t, Ro-Choi és mtsai-t6l (1976) szdrmazik. Sklar és
Roeder (1977) arrdl szamoltak be, hogy tumor sejtek izoldlt sejtmagvaiban
kivilr6l adott RNS polimerdz III az 64dltaluk nem identifikdlt, de PAG-eken
levé pozicidjuk alapjan Ul, U2 és U3-nak tGnd molekulafajtdk szintézisét
-serkenti. Zieve és mtsai (1977) intakt Hela sejtekkel végzett kisérletek
alapjdn valdszininek tartottdk, hogy az Ul, U2, U3, U4 és U6 transzkripcid-
Jét az RNS polimerdz I végzi.

Ezek utdn a dan Frederiksen-laboratdérium munkdjdnak jévoltabdl a kép egy-
re egyértelmibbé vdlt. Egy sor adat latszott bizonyitani azt, hogy legalabb-

.....

is az Ul, U2 és U3 transzkripcidjdért végs6 soron az RNS polimerdz II

felelfds:

(i) BHK sejtekben az Ul, U2 és U3 szintézisét az o -
-amanitin abban a koncentrdcidban (0.5-5mg/ml) gdtolta, amelyben a hnRNS-
€t (RNS polimerdz II transzkriptuma) is és amelyben nem h.cott sem a tRNS
s 55 RNS (RNS polimerdz III transzkriptumok), sem a TRNS (RNS polimerdz I
transzkriptum) bioszintézisére (Frederiksen és mtsai, 1978).
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, (ii) ok -amanitinre rezisztens RNS polimerdz II-t
tartalmazdé mutdns kinai horcsog sejtekben az Ul, U2 és U3 szintézisét a 0.5-
-5 e g/ml koncentrdcidban adott & -amanitin nem gdtolta (Gram-Jensen és
mtsai, 1979).

(iii) H6érzékeny RQS polimerdz II-t tartalmazé és
tiltott (non-permissive) hémérsékleten (40°C) novesztett mutdns BHK sej-
tekben az Ul, U2 és U3 szintézise preferencidlisan gdtlédott (Hellung-Lar-
sen és mtsai, 1980).

(iv) Az 5, 6-diklér-1- p-D-ribofuranozil-benzimida-
zol, amelyr6l mar kordbban kimutattdk, hogy a hnRNS egyértelmden RNS poli-
merdz II 4ltal katalizdlt dtirdsdnak id6 eldtti termindciéjdt  indukalja
(Tamm és Kikuchi, 1979); az Ul, U2 és U3 szintézisét is gdtolta (Hellung-
Larsen és mtsai, 1981). A gdtlds mértéke: Ul, U2, U3 > rRNS ) tRNS, 5S RNS.

Az egyes U-snRNA-k transzkripcidjdnak enzimatikus vonatkozdsait jbél
feliilvizsgdlva Chandrasekharappa és mtsai (1983) egyértelmlen igazoltdk,
~hogy az Ul, U2, U3, U4 és U5-t az RNS polimerdz II irja 4t, de az Ué-ot
valdszinlleg nem. Legljabb adatok szerint (Reddy és mtsai, 1986; Kunkel és

-----

3.3. Gének és pszeudogének

Mir a korai hibridizdciés vizsgdlatok rdmutattak arra, hogy az U-
snRNA-k génjei nagy képiaszamban (mintegy 100-2000) fordulnak eld a genom- -
ban (Marzluff és mtsai, 1975). A 80-as évek elején, amikoris lényegében be-
fejez6dott az emlds U-snRNA-k els6dleges szerkezetének feltdrdsa, lehetfség
nyilt a génjeik kozelebbi tanulmdnyozdsdra is. Az utébbi 4-5 év alatt tobb
munkacsoport jévoltdbdl hatalmas ismeretanyag gy(ilt dssze az U-snRNA-kat ké-
dolé gének struktirdjdra és mikodésére nézve. Ez egyrészt a modern rekombi-
nans DNS technoldgia és gyors DNS szekvendldsi médszerek rohamos terjedésé-
nek és fejldédésének, miasrészt az eukaridta génexpresszid Gjonnan kidolgo-
zott vizsgdlati médszerének (gének injektdldsa Xenopus ococitdkba) koszon-
hetd.

3.3.1. Az Ul és U2 RNS gének molekuldris analizise

Napjainkig elsBsorban az Ul és U2 génjeit tanulmanyoztdk a
legmélyrehatdbban. Ezek molekuldris vizsgdlatakor, jéllehet ismert volt,
hogy az U-snRNA-kat az RNS polimerdz II enzim irja 4t, nem taldltdk meg a
jellemzd polimerdz II promoter elemeket, a TATA vagy Hogness boxot és a
CAAT boxot (Manser és Gesteland, 1982; Marzluff és mtsai, 1983; Watanabe-
Nagasu és mtsai, 1983; Skuzeski és mtsai, 1984). Osszehasonlitva a kiilonbd-
z6 fajokb6l szdrmazd U-snRNA gének kddolé szekvencidit hatdrold DNS szaka-
szokat, hédrom konzervdlt régidra figyeltek fel (Marzluff és mtsai, 1983;
Tani és mtsai, 1983; Mattaj és Zeller, 1983; Early és mtsai, 1984; Zeller
és mtsai, 1984; Westin és mtsai, 1984 a, b; Krol és mtsai, 1985; Ares és
mtsai, 1985). Az Ul és U2 gének kédold szekvencidinak 5' végétdl (sapka
hely) mintegy 40-60 és 200-250 nukleotid tdvolsdgra taldlhaték az G.n. pro-
ximdlis és disztdlis konzervélt régidk (5. dbra). In vitro mutagenezissel
elballitott deléciés és pontmutdciés Xenopus laevis Ul (Ciliberto és mtsai,
1985; Krol és mtsai, 1985), emberi Ul (Skuzeski és mtsai, 1984) és emberi
U2 (Westin és mtsai, 1984b; Ares és mtsai, 1985) géneket injektdltak béka
petesejtekbe, majd vizsgdltédk az egyes mutdcidknak a génexpresszidra gyako-
rolt hatdsit. A proximdlis konzervdlt régidé maradéktalan meglétét elengedhe-
tetleniil sziikségesnek taldltdk az U-snRNA gének expressziéjdhoz, igy arra
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a kovetkeztetésre jutottak, hogy az 5. dbrdn feltintetett konszenzus szek-
vencia funkcidjdt tekintve megegyezik a mar ismert polimerdz II transzkrip-
cids egységek TATA boxdval, azaz a transzkripcidé korrekt inicidcidjédért
felelds (Skuzeski és mtsai, 1984). A disztdlis konzervédlt régié egy akti-
vator elemnek bizonyult, amelynek megléte dltaldban nem sziikséges a helyes
transzkripciéhoz, de annak hatdsfokdt mintegy 10-50-szeresére emelheti (Ci-
liberto és mtsai, 1985; Ares és mtsai, 1985). Ez a régié mind strukturdli-
san, mind funkciondlisan nagyon sok hasonldsdgot mutat a klasszikus poli-
merdz II aktivator (enhancer) szekvencidkkal (Korf és Stumph, 1986).

- A harmadik konzervdlt régid mintegy 10-20 nukleotid tdvolsdgban taldl-
haté az Ul és U2 gének 3' kédold végét6l (5. dbra), és a pre-U-snRNAk kor-
rekt 3' vég formdldsdért felel6s (Hernandez, 1985; Yuo és mtsai, 1985).

5. abra
Ul és U2 gének dltaldnositott molekuldris szerkezete
=
2
E
3 £
~(-250.-200) - (~60,-40) n ™ ~(10:20)
5 —E- ) 7
disztdlis proximalis kédold régio 3 kpnzervdlt
konzervalt konzeryalt I
régid regie. ‘///) k\\\\
GTRACCG L‘ GNGT}AATGT%G [ GTTT No.s AAAPUNNAGA]
konszenzus szekvencia konszenzus szekvencia

3.3.2. A7 Ul és U2 RNA-kat multigén csaldd kédolja

Az emberi Ul-t és U2-t kddold gének kb. 30 (Lund és Dahl-
berg, 1984) illetve 10-20 (Van Arsdell és Weiner, 1984a) kdpidban taldlha-
ték a haploid genomban. Ezzel szemben Xenopus laevisben az Ul gén tobb ezer
(Lund és Dahlberg, 1984), az U2 gén 500-1000 képia szémban. fordul eld;
ugyanakkor a csirke Ul-t csak 6-10 gén kdédolja (Roop és mtsai, 1981).

3.3.3. Az Ul és U2 gének szervezOdése a kromoszoman

Az utébbi hdrom évben egyre tobb adat bizonyitja, a korabbi
uralkodé nézettel szemben, hogy az U-snRNA gének egy krogmoszéma meghataro-
zott szakaszdn csoportosulnak 4&ltaldban tandem ismétl6dd, U-snRNA-nként
vdltozé hosszlsdgl DNS szakaszokon beliil (Van Arsdell és Weiner, 1984a ;
Early és mtsai, 1984; Bernstein és mtsai, 1985; Korf és Stumph, 1986). In
situ hibridizdcids kisérletekkel kimutattdk (Lund és mtsai, 1983; Naylor és
mtsai, 1984; Lindgren és mtsai, 1985), hogy az emberi Ul és U2 gének lokali-
zdciéja a humdn kromoszéma-szerelvényen egybeesik az adenovirus 12 kromo-
széma modifikdciés helyeivel. FeltételezhetSen az U-snRNA gének a virdlis
kromoszéma-médositds legfébb célpontjai (Lindgren és mtsai, 1985).

3.3.4. A tobbi U-snRNA-t kédold génekr6l jéval kevesebb ismerettel
rendelkeziink. Az utdbbi idBben izoldlt patkdny U3 (Stroke és Weiner, 1985)
és Drosophila U4 gének (Saba és mtsai, 1986) nagy strukturdlis hasonlésdgot
mutatnak az Ul és U2 §énekkel. U6-specifikus szekvencidkat nordozé DNS
fragmentumokat sikeriilt izoldlni humdn (Hayashi, 1981) és egér génbankbdl
(Ohshima és mtsai, 198la), mig US-specifikus DNS szekvencidkrél még nem
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szémolt be az irodalom. Az eddig megismert U-snRNA gének kizos jellemz6je a
hasonldé transzkripcids szigndlszekvencidkon tdl, hogy egyikiik sem tartalma-
zott intron régiét. .

3.3.5. Az U-RNS-ek pszeudogénjei

Az U-snRNA-ket valdban kédold (4tirdédé) géneken kivil az
eukaridéta genom nagy - szdmd pszeudogént is hordoz. A humdn haploid genom
mintegy 30, Ul-t kédolé génje mellett legaldbb 500-1000 pszeudogén taldl-
haté (Denison és Weiner, 1982), igy nem csoda, hogy az U-snRNA gének izold-
ldsdra tett erdfeszitések legtobbszor deficiens, in vitro korilmények ko-
zott nem expresszdlddé pszeudogéneket eredményeztek (Denison és mtsai,
1981; Van Arsdell és mtsai, 1981; Westin és mtsai, 1981; Hayashi, 1981;
Bernstein és mtsai, 1983; Van Arsdell és Weiner, 1984b; Reddy és mtsai,
1985b; Stroke és Weiner, 1985; Theissen és mtsai, 1985). Strukturdlis jel-
lemz6ik alapjdn - néhdny kivételtdl eltekintve (Theissen és mtsai, 1985) -
a;e g-snRNA-k pszeudogénjei négy csoportba sorolhaték (Denison és Weiner,
1982):

(i) Megtaldlhatd a teljes U-snRNA szekvencia, de
szétszért bdziscserékkel. A hatdrold DNS szakaszok kiterjedt szekvencia-
homolégidt mutatnak a kddold gének hasonldé régidival.

(ii) Az RNS szekvencia baziscseréket tartalmaz, 3'
végéb8l hidnyzik egy rovid szakasz, ehelyett egy A gazdag régidé taldlhatd.

(iii) Megtaldlhaté a teljes RNS szekvencia néhdny
bdziscserével, a 3' végen A vagy AT gazdag régidéval. Ezt a struktirdt mind
a 3' mind az 5' végen rovid (16-19 bp) direkt ismétlddé szekvencidk
hataroljék. i

(iv) Az RNS szekvencidban nincs (vagy csak néhdny)
baziscsere (van), de a 3' végszekvencidb6l egy hosszi szakasz hidnyzik.
Rovid direkt ismétlodd szekvencidk hatdrol jak.

Az U-snRNA pszeudogének molekuldris vizsgdlata nagyon sok (j informdcid-
val szolgdlt a DNS (/i/ csoport) és az RNS (/ii-iv/ csoport) irdnyitotta
gén sokszorozédds (gene amplification) alaposabb megértéséhez (Van Arsdell
és mtsai, 1981; Denison és Weiner, 1982; Monstein és mtsai, 1983; Bernstein
és mtsai, 1983; Van Arsdell és Weiner, 1984b).

4, Az U-snRNA-k (U-snRNP-k) funkcidja

4.1. Altaldnos kép

Az a tény, hogy az U-snRNA molekuldkat U-snRNP komplexek formdjdban

a sejtmagon beliil és ott is a mRNS (Ul-U2, U4-U6) és rRNS (U3) prekurzorait
hordozé strukturdkhoz asszocidlva taldltdk, arra engedett kovetkeztetni,
hogy ezek a kis RNS molekuldk, vagy még inkabb az &ket hordozd RNP-k a pre-
mRNS és pre-rRNS érése sordn lejdtszddd nukledris (pre-mRNS) és nukleoldris
(pre-rRNS) folyamatokban vesznek részt. Addig azonban, mig a fent emlitett
érési folyamatok egyes 1épései és az ezek soran képz8dott intermedierek
strukturdlis részletei nem voltak ismertek, természetesen nem lehetett mo-
dellt sem alkotni és még kevésbé egzakt kisérleteket folytatni az U-snRNA-k
és U-snRNP-k részvételére e folyamatokban, hidba volt az U-snRNA-k szerkeze-
te mdr a legnagyobb részletekig tisztazott.

A pre-rRNS érési folyamatdnak részletei viszonylag kordn, a 70-es évek
elejére kirajzolddtak (Penman, 1966; cf. Adams és mtsai, 1981; cf. Hadjio-
lov, 1985; 6. dbra).
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6. abra
A pre-rRNS érése eukaridtakban (dltalénesitott vézlat)

A pre-rRNS érésé-
ben résztvevd fel-
tételezett endonuk-

ledzok tdmaddsi he- s ITs2

lyeit nyilak jel- i S —— e

zik, amelyek szda- ses 285
mozésa (Q-@) a 1® '
folyamat 1épései- CC— -+« W w—————

nek sorrendjét je- 1() o

lenti. Az ITS 2

kivdgdsdban az U3 - -

feltételezett sze- 1@ 1®

repét bemutaté mo- - O + (— *@e ITS2

dellt (Bachellerie
és mtsai, 1983)

kiilon kiemel tiik
(jobb o0ldalt beke-
retezve).

Az eukaridta pre-mRNS érésével kapcsolatban eldszor azt mutattdk ki (cf.
Perry és mtsai, 1976), hogy a naszcens pre-mRNS hosszabb az abbdl keletkezd
érett mRNS-nél, majd bizonyitottdk, hogy a "rovidilés" a pre-mRNS &talakuld-
sa sordn a primér transzkriptum kozépsd részének (intron, helyesebben int-
ron-transzkriptum) /ki/végdsa (splicing) majd a két szélsd szekvencia (exon
1 és exon 2, helyesebben exon-transzkriptum 1 és 2) ligdldsa révén torténik
(7.A. &bra). Gyakran ezt a két, szorosan kapcsolt folyamatot egyiitt nevezik
/ki/vdgdsnak (splicing = splicing out + splicing together). Szekvenciavizs-
gdlatok késtbb arra mutattak, hogy gyakorlatilag valamennyi vizsgdlt eukari-
6ta pre-mRNS-ben az exon-intron vdlaszvonaltél jobbra és balra (donor szek-
vencia, helyesebben 5' /ki/vdgdsi hely), valamint az intron-exon vé&laszvo-
nalt6l is jobbra és balra (akceptor szekvencia, helyesebben 3' /ki/végési
hely) G.n. konszenzus szekvencidk vannak. E felfedezés legdltaldnosabb téte-
le az, hogy az eukaridéta pre-mRNS intronok GU...-val kezdddnek (5' vég) és
...AG-vel végzédnek (3' vég) (7.B. dbra). E megdllapitdsokndl tovdbb csak
az Gd.n. in vitro kivdgé rendszerek (in vitro splicing systems) kidolgozédsa
utdn lehetett lépni.

Ezeknek a rendszereknek ma mar csaknem kizdrdélag Hela nukledris kivonat
(Dignam és mtsai, 1983) az alapja, amelynek mikodéséhez ATP, MgCl, és
monovalens kationok, valamint természetesen a szubsztrat szUkséggsek.
Szubszirdtként in vitro szintetizdlt jelolt pre-mRNS-t adnak. Ez rendsze-
rint vagy egy adenovirus-2 f6 késdi (major late) transzkripcids egysé€g
(AdML) vagy a humdn p-globin gén transzkriptuma. Az elBbbi dgy késziil, hogy
HelLa 0Osszsejt kivonatban egy olyan plazmid DNS-t iratnak at, amely hordoz-
za a promotert és az AdML transzkripciés egységet, az utdbbi Ggy, hogy az
SP6 RNS polimerdzzal in vitro olyan plazmid DNS-t iratnak at, amely SPé fag
promoterhez fuziondlt humén @ -globin gént tartalmaz. A fenti rendszerekkel
végzett vizsgdlatok eredményét az 7.C. dbran szemléltetjik. A 1lényeg az,
hogy a pre-mRNS vdgdsa tobb lépcsdében torténik. El6szor az 5' vdgdsi hely-
nél szabaddd védlik az exon 1. Ezt kdvetden az exon 2-vel 3' végénél = fogva
még kapcsolt intron felszabadult 5' vége hurok alkotdssal egy < .jat belsd
kitilintetett, helyéhez kapcsolddik 2'-0-difoszfdt kotéssel. Ezutdn kovetkezik
be az intron 3' végénél is a vdgds, amelynek terméke a kilon izoldlhatd
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_ 7. dbra
Eukariéta pre-mRNS vdgédsa

A, Szkematikus vézlat (Crick

71979/ utén). B, Finomabb rész- :

letek kordbbi elképzelés szerint nm‘ Ewonl _ iben . Ewn2 3
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gét Jeldlik. A B dbrdn az Ul Ki-
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gds sordn az intron hurokba kerii-
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rett mRNS-be keriildt pedig -
vel emeltiik ki. Az intron hurok
képzfdése sordn az eldgazdst le-
hetBvé tevd nukleotid valamennyi
eddig vizsgdlt esetben adenildt-
nak addédott. Az egyes U-snRNP-k
kisérletileg aldtdmasztott helye-
it a vigdsi komplexben (bekerete-
zett részek) a bennik 1levé -U-
snRNA-k jeleivel dbrdzoltuk. A
3' végdsi helynél az U5 snRNP
nincs még egyértelmien identifi-
kdlva (/?/), az U4/U6 snRNP-r8l
pedig csak annyit lehet tudni,
hogy jelenléte a vdgds sikeressé-
géhez sziikséges, de helye a komp-
lexben egyelére ismeretlen Nl
(???). Tovébbi részleteket 1dsd

a szovegben.

ihtron-hurok struktira és az exon 1 és exon 2 ligdldddsa révén keletkezeit
érett mRNS.

. A pre-mRNS /ki/végdsdval kapcsolatban a tiszta képalkotds végett hangsi-.
lyoznunk kell, hogy a 7. dbréban kozoltek kizdrélag a proteineket kédold
eukariéta pre-mRNS-ek, €s itt is els6sorban a humdn ’-globin- és az adeno-
virus kédolta pre-mRNS-ek kivdgdsdra vonatkoznak. E szkémdn kiviil még szd-
mos /ki/végdsi mechanizmus ismert kiilonféle RNS-prekurzorokra (cf. Padgett
és mtsai, 1986; Cech és Bass, 1986).

A legels6 felvetés, amely szerint nagy prekurzor RNS molekuldk végdsdban
kis RNS molekuldk egydltaldn szerepet jdtszhatnak, Murray és Holliday
(1979) tolldbbl szdrmazott. Modell szintjén a megfeleld szekvencidk ismere-
tében bemutattdk, hogy az adenovirus-2 hexon gén transzkriptumdnak egyik vé-
gdsi helyén a szintén a virus 4ltal kédolt egyfajta kis G.n. virus-asszoci-
41t RNS (virus-associated RNA, VA-RNA) mind az intronnal, mind pedig a két
exonnal egy 9 és 10 nukleotid-hosszi szakaszon bizisparosoddsra képes, @s
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ezdltal illesztés Gtjan meghatdrozhatja a vdgds pontos helyét. A szerzdk u-
taltak arra, hogy az eukaridtdkban levd U-snRNA-k hasonld mechanizmus sze-
rint vehetnek részt a pre-mRNS-ek vdgdsdban. B4r a VA-RNA ' ilyenféle sze-
repét késBbb cdfoltdk (Gallinaro és mtsai, 1980), az alapttletnek az U-
snRNA-kra  vonatkozé része, ha részlegesen is, de igazoldst nyert.

E bevezetés utdn nézzilkk az egyes snRNP-k feltételezett, vagy egyes ese-
‘tekben bizonyitottnak t(ind részvételét a pre-mRNS-ek vdgédsdban.

4.2. Az egyes U-snRNA-k (U-snRNP-k) funkciéja

Ul. A Nature 1980, jan. 10. szdmdban jelent meg Lerner és mtsainak
(1980) dolgozata, amelyben beszémoltak arrél, hogy kiildnbozd gerincesekbdl
izoldlt - Ul molekuldk 5' végén olyan, 18 nukleotidbdl &116 konszznzus = szek-
vencia van, amely szémos ismert pre-mRNS intron 5' és 3' végein taldlhaté
nukleotidszekvencidbél levezetett konszenzus szekvencidval komplementer. E
komplementaritds - alapjdn a 7.B. dbrdn bemutatotthoz hasonlé modellt al-
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kottak. Mivel modelljik alapjdn az intron-végek dsszetartdsdnoz a lehet-
séges bdzispdrosodds onmagdban nem lehet elég erds, feltételezték, hogy eb-
ben a folyamatban az Ul-snRNA mint Ul-snRNP vesz részt, tehdt a kivdgandd
intron 5' és 3' végeinek egymashoz illesztésében feltehetfen fehérje-RNS
kolcstnhatdsok is szerepet jdtszanak. E dolgozatukban egyébként a modell
igazoldsdra valamennyi addig ismert, és néhdny 6dltaluk kisérletileg aldtd-
masztott érvet is felhoztak. Alapvetd az a jésldsuk, amely szerint nagy
valdsziniséggel a tobbi nukleoplazmatikus U-snRNP is részt vesz a pre-mRNS
vdgdsdban és az az elképzelés (bdr erre a mai napig sincs egyértelm( kisér-
1leti bizonyiték), hogy az U-snRNP-k proteinkomponenseinek valamelyike lehet
maga a kivdgé enzim. Gyakorlatilag ugyanilyen modellt kozolt 4 hénap milva
Rogers és Wall (1980).

‘ E modell megjelenése utdn nemsokdra azonban két olyan kiizlemény jelent
meg, az egyik az eredeti modellt kozldé Steitz-laboratériumtél, amely a
modell médositdsdt tette sziikségessé. \

(i) A Steitz laboratérium egyik kizleményébdl
(Mount és Steitz, 1981) kideriilt, hogy a vdrakozdssal szemben a Drosophila
Ul 5' végének csak az a 9 nukleotidbdél 4116 szakasza teljesen konzervdlt,
amely a modell szerint az 5' vdgdsi helyet hatdrolé nukleotidokkal képes
bdzispdrosoddsra. Ez a szakasz az Ul szekundér struktirdja alapjin egyfo-
nalas formdban van is jelen, tehdt bdzispdrosoddsra potencidlisan képes. Az
Ul-nek az eredeti modell szerint a 3' vdgdsi hellyel bédzispdrosodd része
azonban a Drosophild-ban nem tartalmazta a feltételezett konszenzus szekven-
cidt és egy része a komputeres szdmitdsok alapjdn legvalészinlbbnek adédé
szekundér struktiurdban miar eleve intramolekuldrisan egy kétfonalas szakasz
egyik fonalaként szerepel, tehdt tovdbbi bézispdrosodésra potencidlisan

képtelen. , i
o (ii) A fenti megdllapitdst igen szellemes
megkiizelitéssel Rinke és mtsai (1984) kisérletileg igazoltdk. Ok HelLa
sejtmagvakbdl U-snRNP-t tisztitottak és ennek a molekula-populédcidnak
alikvotjait olyan szintetikus oligodeoxiribonuklectidokkal reagdltattdk,
amelyek . 4tfedfleg komplementerek voltak az Ul 5' végének mind az 5' vdgdsi
hellyel, mind a 3' végdsi hellyel komplementer szakaszaival. A reakcid
(bdzispdrosodds 1létrejotte) utdn a komplexeket RNdz H-val emésztették,
amely koztudottan RNS-DNS hibridszakaszok RNS sz4dl4at bontja. Az igy kezelt
snRNP-kbB1 az U-snRNA-kat kivonva és PAG-eken frakciondlva azt tapasztal-
tdk, hogy az Ul esetében csak olyankor kaptak rovidebb molekuldt, amikor a
hibridizdcidhoz haszndlt oligodeoxinukleotid az Ul-nek az 5' vdgdsi hely-
lyel, de nem a 3' védgdsi hellyel feltehetden hibridizdld szakaszdval volt
komplementer. Az Ul snRNP-ben eszerint az Ul 5" végének csak az a része sza-
bad, amely az 5' vdgdsi hellyel képes komplementdlni.Egyébként a fent leirt
alapvetd mdidszert (szekvenciaspecifikus .hidrolizis) az snRNP-k funkcidjanak
vizsgdlata sordn egyre kiterjedtebben alkalmazzdk (lésd lejjebb). ‘
Jelenlegi felfogds szerint tehdt az Ul-snRNP eukariéta pre-mRNS-ek vagd-
sa sordn az exon-intron hatar (5' vdgdsi hely, donor szekvencia) végdsdban
jadtszik szerepet (cf. Mount és mtsai, 1983), ahogyan azt a 7.C.ébrdn je-
161tik, bdr a donor és akceptor szekvencidkat képviseld szintetikus egy-
fonalas DNS-sel és alaposan és csak durvdan tisztitott U-srnRNP-kkel végzett
kotési kisérletek alapjdn Tatei és mtsai (1984) arra kivetkeztettek, hogy
vagy maga az Ul-snRNP a lazdbban kotott fehérjékkel egyiitt, vagy az Ul-
snRNP+valamilyen faktor egyiittese mind a donor, mind az akceptor szekven-
cidt felismeri. ,
Az Ul-snRNP (az (ii)-ben 41ltaldban az U-snRNF-k) nélkilozhetetlenségét a
(korrekt) intronvégdshoz egyéb dolgozatok sora tdmasztja ald:
(i) 1Izolédlt sejtmagvakban (Hela) az adenovirus két
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korai génjér6l &tirt RNS prekurzorok vdgdsa érett mRNS-ekké gdtlddott, ha a
sejtmagvakat Ul-snRNP-re SpeCIflkUS ellenanyaggal preinkub&ltak (Yang és
mtsai, 1981).

(ii) Intakt sejtekbe (HeLa) 1liposzdémdval bevitt,
MCTD-t61 szenvedd pdciens szérumdbdl tisztitott, az U-snRNP-k fehérjéit
felismer6 IgG frakcié gdtolta az adenovirus két kés6i génjének kifejez6-
dését (Lenk és mtsai, 1982).

(iii) In_vitro kiv4gdsi rendszerben (HeLa sejtek-
b61) Ul-snRNP-vel spec1f1kusan reagdld antiszérumok gatoltdk az adenavirus
kés6i mRNS elsd és mésodik vezet6 (leader) exon-jainak vdgdsdt (Padgett és
mtsai, 1983).

(iv) In vitro kivdgdsi rendszerben (HeLa sejt-
magvakbdél) az adenovirus f6 késdi (major late) pre-mRNS vdgdsa nem tortent
meg, ha a rendszerb6l az U-snRNP-ket az azokat felismerd autoimmun ellen-
‘anyagokkal elvontdk. Tisztitott U-snRNP-k visszaaddsa a rendszerhez vissza-
dll1{totta a vdgdsi aktivitdst. A kivdgdsi rendszer hibdtlan mikodéséhez az
. Ul-snRNP-ben lev6 Ul RNS 5' végének intakt yo}t§ra volt sziikség, mert a
kivdgds nem tortént meg, ha a) akdr anti-m *'G antiszérumot adtak a
rendszerhez, b) akdr az Ul 5' végén levﬁ‘nyglc nukleotidot a mar fentebb
ismertetett "RN&z H-val torténd szekvenciaspecifikus hidrolizissel" .(Rinke -
és ‘mtsai, 1984) eltdvolitottdk (Krdmer és mtsai, 1984).

(v) In vivo Xenopus laevis oocitdkba injektdlt . gén
(egy rlboszomélls fehérje génje) ranszkrlptuma (pre-mRNS) nem ment 4t a
szabdlyos (ki)vagdsi folyamaton, ha a gén injektdldsa elétt az oocitdkba Ul-
snRNP-re specifikus ellenanyagot juttattak be (Bozzon1 es mtsai, 1984). .

U2. Az U2 lehetséges részvételére a pre-mRNS vagaséban eldszor
csakigy, mint az Ul esetében, modell jelent meg (Ohshima és mtsai, 1981b),
amely azonban nem az 1ntronok konszenzus szekvencidit vonta be az U2 egyes
régidival toriténd lehetséges bazispdrosodds létrejottébe,-hanem egyes euka-
ri6tdk pre-mRNS-eiben jelenlévd exon-szekvencidkat ("exon modell"). Ezt a
modellt kiserletlleg azdta sem tdmasztottdk ald, egy mdsik modell azonban
(Keller és Noon, 1984), annak ellenére, hogy a felallltasahoz felhaszndlt
U2 szekvencidk valészinuleg nem vesznek részt bazispdrosoddsban az intron-
‘nal, egy részét illetbGen kisérleti aldtdmasztdst nyert. Fenti szerzdk ki-
terJedt komputeres analizissel azt taldlték, hogy az eukaridta U2 41. és
53. nukleotidjai kozé es6 szakasz két vége 3' GACUA .....GUC 5' elvileg bd-
zispdrosodni képes az eml6s 1ntron-hur0k-képzﬁdésben résztvevd 5' CUGAU 3'
€és a 3' vdgdsi helyen 1év6 5' CAG 3' szekvercidkkal (ldsd a 7.C.dbrdn az
S' CUPUAC 3' és 5' CAG 3' konszenzus szekvencidkat). Ezt a komplementari-
tdst késdbb Keller és Noon (1985) a Drosophila U2-re és szédmos Drosophila
intronra nézve is megtaldltdk. A dolog pikantéridja az, hogy a Steitz-labo-
ratérium (Black és mtsai, 1985) in vitro rendszerben, a manapsdg maximdli-
san elérhet6 metodoldégiai fegyvertdr egészét (321ntet1kus oligodeoxiribonuk-
leotidokkal val6 hibridizdldst kovetd szekvenciaspecifikus hidrolizis RN&z
H-val (Rinke és mtsai, 1984), in vitro vdgdsi rendszer sejtmagextraktumban
(Dignam és mtsai, 1983), immunoprecipitdcié és T1l-hidrolizis kivédésén ala-
pulé analizis) felhaszndlva arra a kivetkeztetésre jutott, hogy az U2-snRNP
a pre-mRNS vdgdsa sordn valdban az intron-hurok eldgazdsi helyéhez kapcsol-
va fordul eld (7.C. dbra), de a kisérleti adatok inkdbb tdmogatjdk -azt a
feltételezést, hogy ebben a kapcsolatban nem a Keller és Noon (1984)  d4ltal
feltételezett U2-szekvencia vesz részt, hanem az U2 molekula 5' vege Az U2
5' . végének érintetlensége a Maniatis- laboratérlum adatai (Krainer és Mania-
tis, 1985) szerint is sziikséges az eredményes vdgdshoz. Ugyanakkor arra,
hogy az U2 az intron 3' vé4gdsi helyéhez is kapcsolédna, mint ahogy ezt
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kor, ha az oocitdkhoz komplementdcids tesztben egy olyan tengeri -siin kromo-
szomdlis komponenst adnak, amelynek aktiv faktora 12S-sel ilepedik (Stunnen-
berg és Birnstiel, 1982). Err6l a faktorrdl késfbb kideriilt, hogy az egy
olyan RNP, amely egy kb. 60 nukleotidbdl 4116 RNS-t tartalmaz, és ez az RNS
onmagdban is képes a H3 mRNS korrekt termindciéjdt a 3' végnél elbsegiteni -
(Galli és mtsai, 1983). A részletes analizis (Strub és mtsai, 1984) végiil
azt az eredményt adta, hogy a tengeri siinb8l izoldlt fenti RNP anti-Sm el- -
lenanyaggal reagdl, tehdt valddi U-snRNP-nek tdnik. A cDNS alapjdn szekve-
.ndlt RNS komponens (U7) 5' vége pedig komplementernek bizonyult a hiszton
pre-mRNS-ek 3' végének konzervdlt szekvencidijdval.

4.,3. A jovd vérhaté irdnyai

Mint 14ttuk, az egyes U-snRNA-k lehetséges funkcidinak ' felderitése
a miltban legtobbszor modellek feldllitdsdval indult. Ezek a modellek min-
dig - RNS molekulaszakaszok kozott elméletileg vdrhaté bazispdrosoddsok fel-
tételezésén alapultak, és hol bevdltak (tobb-kevesebb médositéssal), hol
nem. Az ilyen modellek hidnyossdgdnak egyre vildgosabban kirdjzolédd oka
az, hogy ezek sziikségszer(ien figyelmen kiviil hagytdk azokat az RNS-fehérje
és fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat, amelyeknek a pre-mRNS-végéds szinteréil
5z0lgdlé és nemrég in vitro védgdsi rendszerek behatd karakterizdldsa sorédn
felfedezett u.n. spliceosomd-k (Grabowski és mtsai, '1985; Frendewey é€s
mtsai, 1985; Grabowski és Sharp, 1986; Kaltwasser és mtsai, 1986) mikodésé-
ben alapvetd szerepiik kell, hogy legyen. Ezek a spliceosomd-k durva megkodze-
l{tésben mintegy ekvivalensei az intakt sejtmagvakbdl m&r nagyon régen le-
irt hnRNP-knek (Samarina és mtsai, 1968). A legijabb eredmények arra enged-
nek kovetkeztetni, hogy e két, eredetileg mds és mds kisérleti megkozelités
eredményeként leirt RNS-protein komplexnek mind RNS-, mind polipeptid-kompo-
nensei kgzott strukturdlis, és mi tobb, funkciondlis osszefiiggés van (Skog-
‘lund és mtsai, 1986; Mayrand és mtsai, 1986; Hwang, 1986; Sierakowska, és
mtsai, 1986; Choi és mtsai, 1986; Sperling és mtsai, 1986). A jovoben a
spliceosomd-k modern technikdkkal in vitro rendszerekben nagy efficiencid-
val végezhetd strukturdlis és funkciondlis anmalizise, kiilonds tekintettel a
‘fehérjék szerepére, vdrhatéan kozelebb fog vinni az in vivo kimutathatd
hnRNP-k  funkciéjdnak sensu lato molekuldris bioldgiai értelmezéséhez. Erde-
kes médon egyre tobb pdrhuzamot fedeznek fel a spliceosomd-k és riboszémdk
"osszedll4ssnak" (assembly) részletfolyamatai kozott (Perkins és mtsai,
1986; Grabowski és Sharp, 1986). Természetesen a rekombindns DNS technols-
gia fejlettségének j6voltdbél az eddig kapott eredmények finomitdssra (U-
SnRNA gének szigndlszekvencidinak (cf.Huang, 1986) és a pre-mRNS-ek korrekt
vdgdsdhoz sziikséges szigndlszekvencidknak analizise szekvenciaspecifikus
"muténs" gének, prekurzorok, és U-snRNA-k alkalmazdsa révén) is szdmitani
kell. Az egyéb vdgdsi mechanizmusok (pl. a "self-splicing" /cf. Cech és
Bass, 1986/) részletes tovdbbi analfzise vdrhatdan még sok érdekes adattal
fog szolgdlni. A legérdekesebb kérdés azonban az, hogy az U-snRNA-knak
milyery ‘szerepiik lehet a génexpresszid sensu stricto reguldldsdban, vagyis
meghatdrozott pre-mRNS-ek kitiintetett vdgdsdban. EbbSl a szempontbél nem
érdektelen az egyes U-snRNA fajtdk varisnsainak /l4sd 1.1. (iv)/, a "minor"
U-snRNA-knak (14sd 1.1. utolsé el&tti bekezdés) és nem utolsésorban.az "U-
snRNA ekvivalenseknek" (14sd 1.3.1.) feltérképezése és kiilondsen annak vizs-
gdlata, hogy ezek miként viselkednek a sejtdifferencidcié folyamdn (Forbes
és mtsai, 1984).
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5. Novényi ‘U-snRNA-k

A novényi U-snRNA-k vizsgdlata pontosan 20 évvel kés6bb indult, mint az
emlds U-snRNA-ké. A kutatdsok beinduldsdt hdtrdltaté leglényegesebb koriil-
.mény az volt, hogy egészen a legutdébbi iddkig nem sikeriilt olyan ndvényi.
sejtmagizoldldsi mddszert kidolgozni, amely intakt ndvényekbdl degradédcid-
mentes nukledris kis RNS-ek extrakcidjdhoz megfeleld kiinduldsi anyagul
'szolgdld sejtmag-prepardtumot eredményezett volna.

'5.1. Szerkezet

f glsé eredményrSl Krol és mtsai (1983) szdmoltak be. Ok a specifi-
kus m *'G sapkdval rendelkezd U-snRNA-ket (kézenfekvl okb6l az U6, és
1smere%1en okokbél az U3 és U4 kivételével) tudtdk immunoldgiailag detektal-
- ni és sejtmagvakban disitott prepardtumbdl extrahdlni. Az U5 6t varidnsdnak
teljes szekvencidjat, valamint az Ul és U2 3' végszakaszdnak szekvencidit
kozolték. Skuzeski és Jendrisak (1985) bizandvények citoplazmdjabél (!) izo-
14ltak = és részlegesen szekvendltak egy U2-hbz hasonld kis RNS-t. Végiil Kiss
és mtsai (1985)-nak sikeriilt 1ldébablevelekbdl és még egy " sor novényi
anyagbél olyan tiszta sejtmagprepardtumokat kapni, amelyekbdl a nukledris
kis RNS-ek vérhatéan valamennyi "f6" tagja (az Ua kivételével) tovdbbi
analizisre  alkalmas mennyiségekben és degraddcidmentes 4llapotban
extrahdlhaté volt. Ezzel a médszerrel sikeriilt elfszér v _ ,

(i) nukleoldris U3-t nbvényi anyagban detektdlni,
nukleoluszbdl - izoldlni €és a molekula nagyobb részét a 3' vég fel6l szekve-
ndlni (Kiss és mtsai, 1985),

(11) az Ué-t lébablevelek sejtmagvaibdl izoldlni és
annak teljes szekvenci&jat meghatdrozni (Kiss és mtsai, 1987a), valamint:

(iii) az U2-t 1é6bablevelek se]tmagvalbél izoldlni
és annak szintén teljes szekvencidjit meghatérozni (Kiss és mtsai, 1987b).

A fenti eredmények alapjén diéhéjban annyit mondhatunk, hogy az eddig
szekvendlt novényi U-snRNA-k, a felt(nben homoldég novényi U6 . kivételével,
az emlds U-snRNA-kkel nem mutatnak valami nagyfokd szekven01ahomoléglat a
szekundér struktira tekintetében azonban telJesen konzervdltak és vala-
mennyi eddig meghatdrozott konszenzus szekvencidt is a varhaté pozicickban
tartalmazzak.

Erdekes hogy az U4-et noveny1 anyagban eddig senki sem detektdlta, bele-
értve saJét laboratériumunkat is.

A novényi U-snRNA-k struktirdjanak vizsgdlata azért tlnik perspektivikus-
nak, mert hozzédjdrulhat tovébbi, feltehetSen funkciondlis szempontbgl Jelen-
'tﬁs konszenzus szekvencidk feltaraséhoz (Kiss és mtsai, 1985; Jakab és
mtsai, 1986; Kiss és mtsai, 1987a; Kiss és mtsai, 1987b), amelyek 821delg,
féleg az eddlg vizsgdlt eukaridta U-smRNA-k kozott meglevo nagyfokd szexven-
ciahomolégia miatt, "rejtve" maradtak. Ezen tdlmenden az U-smRNA-k és viroi-
‘dok. (cf. Solymosy, 1983) kozétt felfedezett szekvenciahomoldégidk (Kiss és
Solymosy, 1982; Kiss és mtsai, 1983; Solymosy, 1983; Solymosy és Kiss,
1985) hozzégérulhatnak a viroidok patogen101tésénak molekuldris szintd
értelmezéséhez (Jakab és mtsal 1986) ~

5.2. Lokalizacid

Altaldban a novényi U-snRNA-k nukledris, és specifikusan a novényi
U3.nukleoldris lokalizdciéja egyértelmli (Kiss és mtsai, 1985). Sajat adata-
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inkon (Kiss és mtsai, 1986) kivil (lésd 2.2.4.) nbvényi U-snRNP-krfl a mai
napig ni ncs adat. v

5.3. Biaszintézis és transzkripcié

Novényi U-snRNA-k prekurzorairél, vagy az ezek transzkripcidjdért
felel6s enzimekrdl nincs adat. Legdjabban van Santen és mtsai (1986) babbdl
izoldltak Ul gént. Elbzetes kozlésiik szerint a bab csak 1-2 Ul génkdépidt
tartalmaz haploid genomonként. Sajdt laboratériumunkban beindultak a kisér- -
letek novényi U-snRNA gének és pszeudogének 1zoléléséra és karakterizdldsd-
ra (Kiss és Solymosy, 1987).

5.4. Funkcié

Novényi U-snRNP-k részvételére pre-mRNS vdgdsdban novényi rendsze-
rekben nincs adat. Az ok, azon kiviil, hogy egydltaldn a novényi U-snRNP-k
szerkezete nem ismert, az, hogy novényekb6l mikoddképes nukledris in vit-
ro (ki)vdgdsi rendszert tudomdsunk szerint mindezideig nem sikeriilt produ-.
kdlni. Egyetlen modellr8l van tudomdsunk (Jakab és mtsai, 1986), amely sze-
rint novényi U3 és novényi ITS2 adott szakaszai kozdtt elméletileg elképzel-
het6 b&zispirosodds alapjén a Bachellerie-modell (14sd 6. dbra és 4.2.) no-
vényi ‘rendszerre is adaptdlhaté. Van Santen és Spritz (1986) szerint a pha-
seolin (bab raktdrozé fehérje) gén olyan transzkriptuma, amely az els6 int-
ront - és az azt hatdrold elsd és mdsodik exont tartalmazta, Hela. nukledris
in vitro vdgdsi rendszerben nem vagédott, de Cos (majom) sejtekben in  vivo
igen. Ezzel szemben a novényi ribuléz 1,5-biszfoszfdt karboxildz gén megfe-
lelden konstrudlt transzkriptuma Hartmuth és Barta (1986) szerint Hela nuk-
ledris kivonatban in vitro szabdlyos vagdson ment &t. Ezzel teljesen egybe-
hangzé eredmeényre jutottak gyakorlatilag azonos médszerek alkalmazdsdval
Brown és mtsai (1986) a biza egy amilédz €s a bors6 legumin pre-mRNS-einek
vdgdsdt illetben. Kiilon értéke ez utdbbi dolgozatnak 168 novényl intron
komputeres analiziséb8l adddé konszenzus szekvenc%gk kizlése. Eszerint az
5' vagdsi  hely novényi konszenzi's szekvencidja S ACSUAAGU (cf. a 7.C. 4bran
kozolt S AGGUSAGU szekvenq;a) a 3' vidgdsi helyé pedig UUU&UU“%{%EGCA%E (cf.a
7.C ébrén kozolt (c) N AGG szekvencia). Mig tehdt az 5' végasi hely novényi
konszenzus szekven01é3a gyakorlatilag teljesen megegyezik az §ltaldnos euka-
riéta konszenzus szekvencidval, a 3' vé9651 hely esetében novényeknél egy
viszonylagos purin gazdagsdg f1gyelhet6 meg. Talén ez az oka annak, ' hogy
egyes esetekben (pl. Van Santen és Spritz, 1586) novény pre-mRNS-ek Hela
rendszerben nem végdédnak szabdlyszer(en. Az intronhurok'képzb6désében szere-
pet Jdtsz6 eldgazdsi pontot hatdrolé (cf. 7.C &dbhra) novényi konszenzus:
szekvencia megdllapitdsdra jelenleg, az ada 1s szédma miatt, még nincs
méd. Annyi azonban mdr ldtszik, hogy az eldgazdsi pontot itt is egy, a 3'
vdgdsi helyt6l mintegy 30 nukleotid tdvolsdgra levé adenildt alkotja.

Vdrhaté, hogy elsBsorban novényi in vitro végdsi rendszerek kidolgozdsa
utdn a novényi U-snRNA-k és U-snRNP-k vizsgdlata ugrésszerGen fel fog len-
dilni. Nem tdnik irredlisnak az az elképzelés, hogy az eukariéta pre-mRNS
érésének van (néhdny) olyan jellemz&je, amelyre éppen ndvényi rendszerek
vizsgdlata révén deriilhet csak fény. R
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8
FEBS Advanced Course on IMMUNOLOGICAL METHODS AND APPLICATIONS
GOD 1986.IX.9-26 Misodik alkalommal rendezett FEBS-kur-

zust GERGELY Jédnos professzor godi in-
tézete (az elsdre 198l1-ben keriilt sor). Idékdzben az immunolégia
tudomdnya meglepb6en nagy fejldodésen ment keresztiil, elsfsorban a
monoklondlis ellenanyagok elddllitdsa és alkalmazésalk tekinteté-
ben, de az emldsdok immunrendszerében szerepet jdtszd sejtfélesé-
gek jellemzése, differencidléddsuk megismerése terén is. Az immu-
noldgiai laboratoriumokban rutinszerGen alkalmazott klasszikus
technikdk (pl.agglutindcids tesztek, immundiffuzid, limfocita sze-
pardlds vérbdl,stb.) ismertetése mellett a tanfolyam anyagédba a
legfrissebb, legdivatosabb médszerek 1is beépiltek, pl.az ELISA
technika, az immunblotting, stb.) »

Es -természetesen - a hallgatésdg is vadonatidj volt. A részt-
vevok, foként fiatal kutatdk, 16 eurdpai orszdgbdél verbuvdldédtak
ossze €s sokféle szakteriiletrdl : gydri fejlesztd mérnok és kez-
dé immunoldgus egyardnt volt kozottik. Ez egyébként jol tikrozi
az immunoldégiai mddszerek egyre-szélesebb kord elterjedését és
fontossdgdt. A rendezdk - kordbbi jé tapasztalataik alapjan -

a gyakorlati tanfolyam eldtt az immunolégia alapkérdéseit ismer-
tetdé elbaddssorozatot is szerveztek. Vdlogatott eldaddscimek
Structure and function of the immune system (F.Melchers, Svdjc);
Structure and function of antibodies ( R.Jefferis, Anglia)
Monoclonal antibodies : strategy and techniques (Z.Eshnar,Izrael);
Human B cell development, human macrophage development (G.Jdnossy,
Anglia). Az elBadék egyike-mdsika hatalmas munkdt vdllalt magd-
ra : Dr.F.Melchers példdul csaknem 5 dérdnyi elf6addst tartott -
magdval ragadé stilusban (tobb részletben,persze).

A gyakorlatokat a godi stab tagjai vezettek Ezek nyolcas hall-
gatéi csoportokban folytak és - hdla a )6 eldkészitésnek - rend-
re sikeriltek. Ezt a tényt az tudja igazdn értékelni,aki maga is
vezetett mar egyetemi laboratoriumi gyakorlatokat.

Sajndlatos viszont, hogy a bejelentett kidlliték nem kepv1sel—
tették magukat megfeleloen s6t volt,aki meg sem jelent.A sdrd
program azonban mindenkit kérpétolhatott ezekért. A j6l sikeriilt
tanfolyam befejeztéve? csak az a tény hagyhatott némi keser(
szdjizt - legaléabbis a hazai résztvevokben, hogy a megtanult nagy
tel jesitoképességli mdédszerek alkalmazdsa, ha kiilonleges miszere-
zettséget 4ltaldban nem is igényel, &m csak valutaért beszerezhe-
t6 vegyszereket, mikrotiter edényeket, monoklondlis ellenanyago-
kat anndl inkdbb ... Eyy résztvevd:

ARANYI PETER
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Geéntechnologiai eredmenyek
az ipari mikrobiolégiaban

The Laws of Applied Microbiology

The microorganism is always right.
The microorganism is your friend.
The microorganism is a sensitive partner.
There are no stupid microorganism.
Microorganisms can do anything.
Microorganisms are smarter,wiser and
more energetic than chemists,
engineers and biologists. '
If you take care of your microbial friends,
they will take care of your future.

David Perlman

A magyar nyelvben a technolégia szé haszndlata olyan elterjedt,
- mint a telefoné vagy a rddidé. Ezért helyesebbnek ttnik,ha ,ge-
~netic engineering"(génmérndki tudomdny)helyett a géntechnolégia
osszetett sz6t haszndljuk. ’

A géntechnoldgia a legmodernebb elméleti ismeretek és gyakor-
lati tapasztalatok alapjdn kimunkdlt médszerek alkalmazdsa, az
egy-egy él16 szervezet fenotipusdt meghatdrozé idiotipus (genoti-
pus) kialakitdsdra. Az idiotipus (genotipus) a kromoszémiban, a
~mitokondriumban, plasztiszokban és plazmidokban taldlhaté DNS-
ben kédolt 6rokl6dé tulajdonsdgok osszesége. A fenotipus viszont
az idiotipus és a kdrnyezet kidlcsdnhatédsdnak eredményeként megje-
-1endé morfolégiai ¢és élettani (biokémiai) jellegek Odsszessége. A
cimben szerepld ipari mikrobiolégia végeredményben - a ma divatos
biotechnolégia fogalomkorét képviselve - teljes mértékben megfe-
lel az EFB és a IUPAC-féle meghatdrozdsnak, kiilonosen akkor,ha
azzal egészitjik ki a fogalom jellemzését,amelyet mindenki -kimon-
datlanul is beleért : a biotechnoldgia a mikrobiolégiai, geneti-
kai, biokémiai, vegyipari és mGszaki tudomdnyok eredményeinek és
‘médszereinek dsszehangolt ipari alkalmazdsa é16 sejtet vagy enzi-
met haszndld eljdrdsban - piacképes termék elddllitédséra.

Az ipari mikrobiolégusok ezt a meghatdrozdst konnyen @ggukévé te-
hetik,mivel egyrészt a témateriilettel foglalkozo folyo;ratoklfe-
d6lapjdn tobb mint huszondt éve ez szerepe} cimkéntz masrésg@ pe-
dig senki el6tt nem kétséges, hogy az ipari fe;ment301és eljdra-
sok a multban is hagznot hoztak és a jov6ben is azzal kecgegteyv
nek, ha a természeti tdorvények nyujtotta lehetfségeket teljes mer-

tékben kihaszndl juk.

Az ipari fermentdcids eljadrdsok kimunkdldsakor kezde:tfl @ogva’
fontos szerepet kapott a gyakorlati genetikai munka - az altalg-
nos mikrobiolégiai tevékenységbe épiilve, anélkil, hogy a gén ké-
miai szerkezete ismert lett volna. Ismert tényképt fogadtak el a
‘mikréba ipari alkalmazhatdsdgdt meghatdrozd tglajdonsagok gazda-
sdgi jelent6ségét és e tulajdonsdgok megdrzésének, mds esetben
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pedig megvdltoztatdsdnak szikségszerlGségét.A megfeleld oltdanyag
kivdlasztdsdban azonban kordbban csak a szelekcidra épithettek,
bar a tulajdonsdgok médositdsa, a géndtvitel lehetdsége az ipa-
ri mikrobiolégus szdmdra mindig elérendd cél, kimunkdlanddé tech-
nolégia tdrgya volt. Nem csoda, hogy az alapkutatdshan elért e-
redmények, Uj felismerések és mdédszerek késedelem nélkil jelen-
tek meg a technoldgia-fejlesztd és torzsnemes{ité laboratoriumok-
ban. Meglehetf6sen hosszud iddn 4t a megfeleld szelekcids mdédszer-
rel pdrositott spontdn és indukdlt mutdcid jelentette a fejlesztés
es a torzsnemesités egyetlen technoldégidjat.

transzdukcid,az orokl6dé tulajdonsdgok bakteriofdgokkal
vald dtvitelének lehetdsége; a transzformdcié, a genotipus orok-
letes megvdltoztatdsa DNS dtvitel Gtjan; a vegetativ hibridizd-
cié, késdbb a protoplasztfizié gyakorlati megvaldsitdsa; az an-
tibiotikum-rezisztenciadt okozd enzimgéneket hordozd plazmidok (R-
faktor) felfedezése és ezeknek a felismeréseknek ipari gyakorlat-
ba vétele mind fokozta a torzsnemesité laboratoriumok munkdjdnak
az eredményességét. A molekuldrbiolégiai ismeretek bdviilése egyre
tudatosabbd tette a kezdetben sok esetben csak empirikus alapon
haszndlt médszerek alkalmazdsdt. A hetvenes években mdr széles ki-
r(ivé vdlt az alapkutatdsi eredmények gyakorlati hasznositdsa.Ez
a folyamat a DNS kettds spirdl szerkezetének felismerésével in-
dult (1953), ezt kovette a DNS-polimerdz (1958), az RNS-polimerdz
és a mRNS felfedezése (1960), majd a genetikai kdd felismerése.
(1961-1966). Végiil a DNS-1ligédz izolédldsa (1967), majd az elsd re-
strikciés enzim felfedezése (1970) vezetett el az els6 rekombi-.
ndns DNS-molekula el6dllitdsdhoz (1972). E teriileten COHEN és BO-
YER munkédja kiemelkedd jelentdségl (1973); a hibrid plazmidok eld-
dllitdsa. Ezek az eredmények egyrészt a természetes eredet(i,mis
egyedb6l szdrmazd DNS darabok dltal meghatdrozott informdcidk ki-
fejez6dését tették lehetdvé, mdasrészt mesterséges gének felhasz-
ndldsdval olyan Gj vegyiiletek el6dllitdsdra nyilott lehetdség, a-
milyeneket azeldtt mikréba még nem termelt. Ma mdr kétségtel=n zz,
hogy a hibrid plazmid megalkotdsa a fehérjeszintézis molekuldriio-
ldégiai megismerése cél jabol végzett alapkutatds eredménye. A md-
kodésre képes hibrid plazmid megalkotdsanak kivetkezménye pedig &
géntechnoldgiai médszerek gyors fejlesztése lett. Ez mdr az alkal-
mazott kutatdsokat tamogatd ipar gazdasagi érdeke volt : gazdasa-
gl sziikségszerliség, a piacon maradds feltétele. E mdédszerek gyors
fejl6dése ma barmilyen, természetes aminosavakbdl felépithetd pep-
tid elddllitdsdra lehetbséget ad, ami az el6dllitdsi lehetdségek
ismeretében forradalmi jelentbéséglinek tekinthetd.

peptid-hormonok kémiai szintézise laboratoriumi korudlmények
kozétt régdota megoldott feladat. Ez a mddszer azonban az ipari
gyakorlatban gazdasdgosan csak értékes rovid peptidek szintézisé-
re alkalmazhaté. Ezen a helyzeten a szildrd fdziscn végigvitt, au-
tomatizdlhaté MERRIFIELD-szintézis gyakorlatba vétele sem sokat
vdltoztatott, jéllehet a médszer alkalmazdéi a 124 aminosavat tar-
talmazé, miGkod6képes ribonukledzt is elddllitotték ezen az dton.
A kdzelmultban az interleukin-3 tobb analdgjdt is elddllitottdk
ezzel a mddszercel. Az automatizdlt kémiai szintézisnek a nem ter-
mészetes aminosavakat tartslmazdé, bicldgiailag aktiv peptidek,
hormon-analdgok elfdllitdsa szempontjdbél van nagy jelentdsége,
hiszen ezek szintézise bioldégiailag nem oldhaté meg.
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Szorgalmas biokémikusok természetes forrdsbdél sziarmazd és bioreak-
torba (enzimreaktorba) rogzitett tiotempldton 4llitottak eld pep-
tid antibiotikumokat aminosavakbdl.Ez a médszer azonban - a kiin-
duldsi anyagok magas dra miatt - a jé kihozatali eredmények elle-
nére nem keriilhetett ipari alkalmazdsra. Mai ismereteink szerint
viszont a természetes aminosavakat tartalmazdé peptidek gazdasdgos
elddllitdsdra sikerrel alkalmazhatdk a géntechnoldgiai mddszerek-
kel elddllitott mikrébdk. A géntechnolégia nélkiilozhetetlen,de on-
magdban nem elegendd eleme a sokak dltal csucstechnoldégidnak te-
kintett biotechnolégidnak. A gazdasdgos termelés csak a meghatdro-
zdsban felsorolt tudomdnydgak magas szinvonald dsszehangolt alkal-
mazdsdtél varhatd. '

Peptidek mikrobidlis (riboszomdlis) elddllitdsdnak fobb lépései

1. Hibrid plazmid el6dllitdsa természetes vagy mesterséges géen
felhaszndldsdval dgy,hogy a beldle
szarmazé fuizids fehérje konnyen ki-
emelhetd formdban tartalmazza a
kivdnt peptidet, prohormont.

2. Plazmid hordozdsdra alkalmas olyan gazdaszervezet kivdlasztdsa
és felhaszndldsa, olyan fermentacids technoldgia kialakftdsa,
amely nagy mennyiségl fuzids fehérjét tartal-
mazé sejttomeg elddllitdsdra alkalmas.

3. A fuizids fehérje kinyerése tiszta formdban.(A fuziés fehérje
‘ pl. metionin kozvetitésével béta-galaktozi-
ddz fragmensbe ékelve tartalmazhatja a pro-

hormont). '

4. A gén dl1tal kédolt fehérje kihasitdsa a fuzids fehérjébdl.

A célvegyiilet-pl.aktiv peptid-hormon - elfdllitdsa a fizids
fehérjéb6l - a piac d4ltal igényelt mindségben.

Aligha lehet kétséges, hogy a biotechnoldgiai infrastruktura
hidnya akdr a laboratoriumok felszereltségében,akdr a fejekben
vagy a kezekben, barmelyik 1épés nem megfeleld szinvonalon valé
mivelése - eredménytelenségre vezet.

kozelmultban csaknem minden géntechnoldgidval foglalkozé
orszdagban jelentek meg tudomdnyos kdozlések és szabadalmi leird-
sok az inzulin mikrobidlis el8dllitdsdra vonatkozé kutatdédmunkardl.
Miért éppen az inzulint vélasztottdk kisérleti objektumként ?
Mert az inzulin j6l1 definidlt,tiszta formdban elddllithaté, 51
aminosavat tartalmazé vegyiilet (a); mert elddllitdsa esetén vi-
szonylag konnyebbnek ldtszott a forgalombahozatalt engedélyezd
eljdrds keresztiilvitele (b); mert a gydgyszerpiacon felhaszndlt
mennyisége indokolta nagyipari eljdrds megvaldsitdsat - 40-50 t
értéke tobb mint 1 milliidrd $ (c); a cukorbetegek szédmdnak ndve-
kedése nyomdn évr6l-évre ndé a vildg inzulin sziikséglete (d);
mert életfontossdgd termékr6l lévén szé a tdrsadalom konnyebben
viseli az anyagi dldozatokat és kevésbé kéri szdmen 4 befektetett
téke gyors megtériilését (e); mert ebben a programban mind a ké-
miailag szintetizdlt DNS-t,mind pedig az emberi sejtekbdl eld-
4111tott proinzulin gént ki lehet prébdlni. Az eljdrds kidolgo-
z4dsakor a biotechnoldgiai eljdrdsba integrdlt szakdgazatok tu-
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domdnyos-technolégiai szinvonaldnak teljes{td képessége egyértel-
miden lemérhetd és értékelhetd. A laboratoriumi eredmények és mdd-
szerek méretndvelése a fejlesztd munka irdnyitdinak figyelmét a
gazdasdgos termelés szempontjdbdl még fejlesztendd szakmai terii-
letre irdnyitja.

0ztudott, hogy a vildg inzulin sziikségletének piaci értéke
meghaladja az antibiotikum-termelés piaci értékét, mégis a jelen-
leg elért technoldgiai szinvonal miatt az eljdrds kidolgozdi nem
sietik el a biotechnolégiai mdédszerre vald d4tdlldst. A gazdasdgos
termelés céljabdl még sok részfeladat vdr megolddsra. fgy novelni
sziikséges a mikrébaban felhalmozddé fizids fehérje mennyiségét és
novelni sziikséges az egységnyi fermentdcids térfogatban €16411it-
haté mikrébatomeget. is. A legijabb grddiens adagoldsi technoldgia
alkalmazdsdval literenként mdr 80-100 g szdraz E.coli sejttomeg
is elddllithaté. Pichia pastoris tenyészete 125 g szdraz sejtet
tartalmaz literenként - megfeleld technoldgiai fogdsok alkalmazda-
sakor. - A piaci helyzetbdl kovetkezik, hogy az inzulin elddlli-
tds teriletén elért eredmények ellenére a kutatdmunka vdltozatlan
lendiilettel folyik tovédbb. Jelenleg ugyanis a sertés és marha has-
nydlmirigyb6l kivont inzulin elddllitdsi drdval kell versenyeznie
az eljdrédsnak. Az elmult évtizedekben a piacon maradt néhdny nagy
'vdllalat - NOVO, ELI LILLY, HOECHST - olyan jelentdsen javitotta
az eljdrds hagyomdnyos technolégidjdt, hogy az drak csokkenése és
a mindéség javuldsa miatt a gyengébbek kiszorultak a versenybdl.
Nem véletlen, hogy a géntechnoldgiai fejlesztésen alapuld dtak .i-
pari gyakorlatba vételében a vildg két legnagyobb inzulint terme-
16 vallalata jér az élen. Az ELI LILLY a bakteridlis szintézist
valésitotta meg ipari méretben. 70 millié dollédr beruhdzésdval é-
vi 3-400 kg emberi inzulin (humulin) termelésével az amerikai bel-
s6 piac igényeinek 15 %-4t képes kielégiteni. A NOVO élesztésejt-
tel kivdnja megoldani a human inzulingydrtdst. Ddnidban az idén
kezd termelni az elsd lizem. A NOVO néhdny évvel ezelG6tt mér 411i-
tott el6 human inzulint( sertésinzulinbdl - egyetlen léncvéri a-
minosav sikeres cseréjével) s ezt a sertés inzulin drdnak kétsze-
reséért hozta forgalomba, amivel versenytdrsai €és a maga szdmdra
egyardant megszabta a biotechnologiai dton el64dallithatdé inzulin 4&-

rat. A két nagy rivédlis vdllalat termelési adatait titkosan
kezelik,igy a két eltérd technoldgia gazdasdgossdgdrdl nem lehet
‘véleményt alkotni. Kétségtelen azonban az, hogy mindkét eljdrés
még jelent6s tovédbbfejlesztést igényel,ha a jelenlegi inzulin-
drakat meg akarjdk kozeliteni.

Egyes gazdasdgi elemzdk (FROST et SULLIVAN) szerint a pep-
tid-piac termelési értéke az évtized végére meghaladja az egy-
miITiard p-t: ezen beldl a gamma-globulin termelés 50 millidrél
80 millidéra, a monoklondlis ellenanyag termelése 5-r6l1 225 millié-
ra, a limfokinek termelése 5-r6l1 200 millid $-ra ndvekedhet.

|.'elent65 eldrelépés tapasztalhatd a vakcina-termelés és a
sejtfal antigént tartalmazdé készitmények teriletén. A MERCK -
SHARP et DOHME hepatitis-B vakcindt készitett élesztébe iiltetett
felileti antigén géndarabjdnak felhaszndldsdval. A fermentdcid
termékét kémiai kezeléssel aktivdljdk. Ez utdbbi lépés kilonboz-
teti meg a SMITH KLINE et FRENCH &ltal forgalmazott hasonld ké-
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szitményt6l (Manufacturing Chemist,1986 februdr). A HOFFMAN LA
ROCHE cég maldria elleni vakcindt d4llitott eld,ennek forgalomba
hozatala azonban csak tobb éves kiprdébdlds utdn vdrhato (Nature
319, 1986). A géntechnoldgiai dton elédllitott kolera- vakcina
kiprébdldsa az idén kezdddott meg (New Scientist 1986 mdrcius 20).
A SCHERING Corp.,amely 170 millidé dolldrt forditott gydrté kapaci-
tdsdnak kifejlesztésére, néhdny hdénapja engedélyt kapptt az inter-
feron-alfa 2b forgalmazdsdra Intron-A néven. A HOFFMANN LA ROCHE
cég interferon-alfa 2a terméke Roferon néven mdr kordbban piacra
keriilt. A CETUS-TRITON egyiittmlikodésben elkésziilt béta-interferon
kiprébdldsa is elkezdddott. Piacra keriil a hidstermelésben haszno-
sithaté csirke, sertés és szarvasmarha novekedési hormon. Megje-
lent a gydégyszerpiacon a géntechnoldgiai médszerekkel nyert embe-
ri novekedési hormon, a gamma-interferon, az interleukin-1 és az’
interleukin-2, kiprdébdlds alatt van a tumor nekrézis faktor. Ezek-
nek a valddi gazdasdgi jelentdségét gyakorlati alkalmazhatdsdguk
fogja meghatdrozni.

géntechnoldégiai tevékenység a hagyomdnyos fermentdcids
el jdrdsokban, igy az antibiotikumok elf6dllitdsdban is egyre na-
gyobb jelentdséget nyerhet. Nem véletlen,hogy az ianlin—gyértés—
ban élenjdré ELI LILLY ezen a teriileten is vezetd szerepet visz.
Sikerrel kldénoztdk az eritromicin szintézisét végzd, 27 fehérjé-
b6l 4116, 35 kilobdzis méretd teljes enzimkészletet. A bioszinté-
zis teljes génkészletét pKC462 bifunkciondlis kozmidba épitve
Streptomyces lividans-ba vitték és ez a tdrzs, -amely eddig nem
termelt makrolid tipusd antibiotikumot, a kozmid hatdsdra eritro-
micint kezdett termelni. Mds kisérletekben az eritromicint terme-
16 génkészletet tilozint termeld Streptomyces fradiae-ba vitték,
aminek hatdsdra Gj ti{pusd antibiotikum képzG6détt. Ugyanez a munka-
csoport izoldlta a penicillin és a kefalosporin szintézis kozds
intermedierjét el6411it6 izopenicillin-N szintetdz génjet,amely
E.coli-ban kifejez6dott. Vizsgdlataik szerint a Penicillium és az
Acremonium fajokbdl izoldlt enzimek kozott nagyfoku homoldgia
észlelhetd.

elentés szerep vdr a géntechnolégiai mdédszerekre az en-
zimel64dllitds teriiletén is, hiszen vildgszerte nd az enzimek fel-
haszndldsa. 1985-ben pl.az Egyesiilt Allamokban a 185 millié $
értékd enzimtermelésnek 58 %-a kerilt élelmiszeripari felhaszna-
ldsra, 1> %-a pedig mosdszerekbe; a tobbit a bbripar,a papiripar,
a textilipar és a gydgyszeripar haszndlta fel. Az analitikai és
diagnosztikai célra alkalmazott enzimek mennyisége csupdn néhany
szdzalékot tett ki. Az évtized végére az USA-ban vdrhatdan 260
millié $-ra n6 az éves enzimfelhaszndlds. Eurdpa nem onellats :
jelenleg 124 millié EUC értékd enzimet importdl. A két legnagyobb
eurépai cég, a NOVO és a GIST-BROCADES az évtized végére sem tud-
ja kielégiteni az igényeket,fgy az import jelentds ndvekedése
vdrhato.

cukor 4rdnak csokkenése nem kis mértékben az egyre na-
gyobb mennyiségben felhaszndldsra kerildé fruktdzban disitott glu-
kézszorp (izomerdz) térhédditdsdnak a kovetkezménye. Az utébbi ot
évben csak az USA-ban az évi 4.4 millid tonna évi i:omerdz terme-
1és 10 millié tonndra emelkedett (2.4 millidrd $ piaci érték).
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“!\z enzimtermeld gének klonozdsa és az enzimtermelésre kisze-
melt torzsbe épitése napjainkban mdr nem Jjelent kilondsebb prob-
lémdt. Az E.coli penicillin-acildz aktivitdsdt ezen az dton tobb
mint egy nagysdgrenddel sikerilt novelni (MAYER H.,COLLINS J.,
WAGNER F. Enzyme Eng.5,61,1980). A borjd renin génjét élesztdbe
épitve megindult a renin termelés (Chem.Eng.News 1985.4pr.22).
Elesztdbe ililtetett human lizozim génnel az enzim extracelluldris
megjelenését tudtdk biztositani. Megoldottdk az urokindz el6dlli-
tdsdt. Az ALLELIX Inc.(Toronto) Aspergillusban mikddd olyan ex-
presszdld szekrécids vektort d4llitott eld, amellyel kilonféle en-
zimek extracelluldris felhalmozdéddsdt sikerilt elérni. A GENENTECH
kutatdinak sikeriilt egyetlen mikrébdba telepiteni a C-vitamin szin-
tézis utolsd intermedierjének, a 2-keto-glukonsavnak az el6dlli-
tdsdhoz sziikséges enzimek génjeit, ami azt jelenti, hogy egy fer-
mentdcidés és egyetlen kémiai lépésre csokkent a C-vitamin gyarta-
sdnak glukdézbdl kiindulé reakcidsora. Az enzimek stabilitdsdt és
specifikus aktivitdsdt az enzimet kdédold génen végrehajtott mani-
puldcidéval kedvez§d irdnyban lehet befolydsolni. A tirozil-tRNS
szintetdz aktivitdsdt tobb mint egy nagysdgrenddel nidvelte egyet-
len aminosav, a Thr51 kicserélése Pro-ra az aktiv centrumban (Chem.
and Ind.14,454,1985).

Szabadalmi leirdsok alapjdn megdllapithatdé,hogy az aminosavak
fermentdcids dton vald el6dllitdsdnak fejlesztésében japdn vdlla-
latok széles korben alkalmaznak géntechnoldgiai miveleteket (lédsd
a tdbldzatot).

Irodalmi adatok arra Gtalnak, hogy a mar klasszikusnak tekin-
tett mutagén kezelésekkel Osszekotott szelekcidval kinyert enzim-
hidnyos vagy enzimmikddésben gdtolt torzsekkel elért kivdld ered-
ményeket a géntechnoldgia sem képes minden esetben egyedil tovébb
javitani. Egy-egy metabolit tdltermelésének élettani kovetkezmé-
nyeivel is szdmolni kell. Nem elegendd a szintézisben kdzvetleniil
részt vevd enzimek mennyiségének a ndvelése, hanem biztositani
kell a kofaktor regenerdldst és az esetleges épitdelemek megfele-
16 mennyiségben vald képzdodését is.

- .

sszefoglalva megdllapithatjuk,hogy a fermentdcidés ipar
minden teriiletén jelentkeznek a géntechnoldégia eredményei. Az in-
formaciad dradatbél nem konny( kivdlasztani a valds értékeket, Ez
az ipar feladata. Ugy tdnik azonban, ha a realitdsok talajdn all-
va haszndljuk ki a géntechnoldégia lehetéségeit és szem eldtt tart-
Jjuk az alkalmazott mikrobioldgia David Perlman 4dltal megfogalma-
zott torvényeit - azaz a mikrébdt is élni,méghozzd jél1 élni hagy-
Jjuk - akkor bizvdst szdmithatunk biotechnoldgiai eljdrdsaink gaz-
gasdgi haszndra. (+)

(+) A Magyar Mikrobioldgiai Térsasag SZENTIRMAI ATTILA
nagygy(lésén elhangzott plendris
el6adds alapjan (1986.szept.2).
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GUIDELINES FOR ONE YEAR FEBS FELLOWSHIPS

l. These Fellowships are intended to support one year stays of
members of FEBS constituent Societies in a laboratory of another
country within the FEBS area. The amount of money allocated per
Fellowship will be up to 30 000 DM based on the cost of living in
the receiving country plus travel expenses to and from the receiving
laboratory and town of origin. A familiary help up to 3000 DM may be pro-
vided.

2.Applications to work in a laboratory in the same country in
which the applicant is working or normally works are not considered.

3. Eligible candidates shall be members of a FEBS constituent
Society for at least one year before the application is submitted.
They shall be normally less than 35 years old at the time of appli-
cation.

4. FEBS Fellowship may not be used to complement other type of support for

the same visit.

5. FEBS Fellowships are not renewable.

6. A statement should be made by the applicant if another Fellow-
sip or other type of help for the same project has been applied for.
7. Fellowsare not insured by FEBS against medical expenses for

themselves or Their dependents; neither are they insured against
accidents during their travel or stay. FEBS does not recognize re-
cipients of its Fellowship as agents or employees of FEBS and ac-
cepts no liability with respect of any of their actions or activi-
ties or in respect of the health and safety of their persons. In
their own interest recipients of the Fellowships are therefore ur-
ged to make sure that they and their families and the institutions
that receive them are fully covered by the necessary insurance.

FEBS is 'a non-governmental organization whose awards are not
automatically endowed with tax privileges. It is entire responsi-
bility of the recipient of the award to pay any tax which may be
levied upon by the corresponding authorities,

8. Applications should be written in English and shall include
the following documents (original and five copies in this order):

A. Curriculum vitae of the applicant with a list of publications (Do not
include abstracts). B. Extended research plan (no more than five page) with
TITLE, nature of the project, methodology, goals and justification as to why
the particular laboratory has been chosen. A detailed summary of the project
of one page shall be included. C. A letter of acceptance from the legal head
of the receiving Institute and signed also by the leader of the group in which
the applicant will work indicating the agreement with the proposed subject of
research. D. A letter supporting the application from an experienced scientist
who knows the work of the applicant. E. A letter from the corresponding
FEBS constituent Society stating that the applicant is a member of it and date
of admission in the Society,

9. Fellowships will be awarded during the annual FEBS Meeting.
Applications shall be received by the Chairman of the Fellowship
Committee at least three months before the starting date of the
Meeting ( this year not later than mid April ).

10. The Fellowship should start within six months of the award.
A longer delay wouid need the permission of the Chairman of the
Fellowship Committee.

11. The applicant must send. to the €Chairman of the Fellowship
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Committee a report about the work ferformed within three months
of the end of the Fellowship. Every publication of work executed
during the time of the fellowship must acknowledge the help of
FEBS and two reprints shall be sent to the chairman of the Fellow-
ship Committee.

12. No grant for research or bench fee will be given to the In-
stitutes accepting to take a FEBS Fellow.

13. Applications should be sent to the Chairman of the Fellow-
ship Committee : Dr.C.Gancedo - Instituto de Enzimologia CSIC,
Facultad de Medicina UAM, Arzobispo Mrcillo, 4.- 28029 MADRID - SPAIN.

%

4th European Congress on Biotechnology 1987
Amsterdam, June 14-19, 1987

Organized by the

”_@l Netherlands Brotechnaiogical Society
on behalf of the
Furanaan Fadaration of Rintachnnioav

NEWS ABOUT THE CONGRESS AND THE EXHIBITION

. Over 850 Poster Abstracts were received

« A new Workshop on Microbiological Physiology has been added.

« AMSTERDAM BIOTECHNOLOGY 1987 exhibition registered over 60 exhibitors

. The Panel for the forum discussion on "The Biotechnology Race" has
been extended by one biotechnologist from Japan and one from the USA

L. The first guests and hosts for the DUTCH WEEKEND are listed.

b 3
FEBS Advanced Courses 1987

o |

The Chairman of the Advanced Courses Committee is: Professor Giorgio Bernardi, Laboratoire de Génétique
Moléculaire, Institut Jacques-Monod, Université de Paris Vil, Tour 43, 2 Place Jussieu, F-75251 Paris Cedex 05, France

Biochemistry and genetics of yeasts: Jerez de la
Frontera, Spain, 7—-20 September 1987

Info: C. Gancedo, Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas, Arzbispo Morcillo 4, E-28029 Madrid, Spain

Targets for the design of antiviral agents: Les Arcs,
France, dates not communicated

Info: R. T. Walker, Department of Chemistry, University
of 5Birmingham, P.0. Box 363, Birmingham, England
B15 27T

Dynamics of membrane proteins and cellular
energetics: Grenoble, France: 13—-26 September 1987
Info: P. V. Vignais, Laboratoire de Biochimie, Départe-
ment de Recherche Fondamentale du CEN-G, Boite
postale 85X, F-38041 Grenoble Cedex, France

Organelles of eucaryotic cells: molecular structure
and interactions: Bari, Italy: 8-20 June 1987

Info: S. Papa, Istituto di Biochimica Medica e Chimica,
Universita degli Studi di Bari, Policlinico, Piazza G. Cesare,
1-70124, Bari, ltaly

Practicaland theoretical aspectsofmodernanalyti-
cal methods for identifying modified nucleosides:
Ume8, Sweden: 9-12 July 1987

Info: G.R. Bjérk, Mikrobiologiska Institutionen, Umed
Universitet, $-90187 Ume3, Sweden

Crystal growth of biological macromolecules:
Obernai, France: 19-25 July 1987

Info: R. Giegé, Institut de Biologie Moléculaire &t
Cellulaire du CNRS, 15 Rue René-Descartes, F-67084
Strasbourg Cedex, France

Cell proliferation: Sesimbra, Portugal: 31 May-11
June 1987

Info: J.E.Celis, Kemisk Institut, Arhus Universitet,
Langelandsgade 140, DK-8000 Arhus C, Denmark

illegitimate recombinations: Port-Cros, France: 1-4
May 1987

info: S. D. Ehrlich, Institut Jac ,ues-Monod, Université
de Paris VIi, Tour 43, 2 Place Jussieu, F-75251 -Paris
Cedex 05, France :

The Youth Travel Fund of the Federation may help you attend the FEBS Advanced Courses. Please apply to the

local organizers.
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B(e)kadémlal Szemle frta : SARKADI BALAZS

A BIOKEMIA szatirikus melléklete Mottd : Tuddésok nélkiil a nemzet
félesz( Oriéas
(Kossuth és Mezei A.utdn szabadon)

Hirek ,tudobsitasok

Zsenidlis Ujitdsok a tudomdnyos minb6sités terén
(Tudésiténk jelentése)

A tudomdnyos minGsitési eljdrdsokndl bevezették,hogy az
értekezések nyflvdnos vitdjdt kovetden a bizottsdg titkos szava-
z4s4n a hivatalos birdlék (opponensek) nem szavaznak. Az a két -
vagy hédrom ember tehdt,aki az értekezés egyediili alapos olvasdja,
kimarad a munka titkos szavazdsud értékelésébdl. Szavazhatnak vi-
szont a bizottsdgi tagok,akik az értekezést gyakran még l4tédsbdl
sem ismerik ( a TMB korpostdja alig-alig funkciondl), esetleg aki-
ket éppen akkor rdngattak el6 a mit sem sejtd kOozonség soraibdl.

A jelszé : ,szerelem vagy gy(lclet az elsf ldtédsra"

Minisztériumi kozlemény

Az Ember- és Allatiigyi Minisztérium bejelenti,hogy a jovében valu-
takerete terhére onkdltséges tudomdnyos céld utazdsokat nem tud
tdmogatni. Lehetfséget biztosit azonban az elinduldsndl sziikséges
menettérti villamosjegy kedvezményes megvdltdsdra. Az ilyen ird-
nyd kérelmeket a tdrgyévet megelézd év jilius 1l.-ig kell benyuj-
tani,kitdltve a 1126/383.sz.négyrészes lirlapot,mellékelve 6 pld.
onéletrajzot, 6 pld.tudomdnyos kdzlemények jegyzékét, erkdlcsi
bizonyitvdnyt, djraoltdsi lapot, meghivdlevelet hivatalos magyar
forditdssal, a valutaszdmldrdl hozott igazoldst és a munkahely
tdmogaté nyllatkozatét A kérelmeket a MITESZ,ill. a MERTESZ il-
letékes bizottsdgai rangsoroljdk,majd a Mlnlsztérlum a kérelme-
z6t a dontésrdl legkésfbb az utazés eldtti féldrdban értesiti.

PALYAZATI FELHIVAS

A B(6)KADEMIA pdlydzatot hirdet kutatdsi tdmogatds elnyerésére

( Orszdgos Kozponti Kutatdsi Laboratoriumi Tdmogatds - OKKULT ).
Vezetfségink felhivdsa alapjdn mecéndsaink beldttdk,hogy gazda--
sdgi fejldédésiink alapvetd zdloga a tudomdnyos kutatds tamogatd-
sa. Ezért - a gazdasdgi nehézségek ellenére,s6t éppen azok miatt -
a kdvetkezd ot évben 160 millidrd dolldrnyi dsszeget kivdnnak az
arra érdemesnek bizonyuld kutatds tamogatdsdra kilteni.

Az UKKULT pdlydzaton részt vehetnek bdrmely hazai kutatd,ok-
tatd vagy elldtd intézmény dolgozdi. A tamogatds elnyerésének a-
lapfeltétele a mellékelt AB/1638428.sz. lirlap 240 oldaldnak pon-
tos kitoltése, tovédbbd az elkdvetkezd négyszer ot évre a kutatdsi
és gazdasdgi terv kidolgozdsa.

- Megjegyzés : kiilon betét oldalakon kérjik mellékelni az el-
végzendd kutatdsi munka pontos leirdsdt,lebontva az elvégzendd
feladatokat és megadva azok idébeosztdsdt ( pl.1990 november 5-
én d.u.2 drakor centrifugdlas 2000 rpm-el /850xg/ majd 20 perc
mulva homogenizédlds teflon-iliveg eszkdzzel,stb.stb. A gazda-
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sdgi tervben a 27/1868.sz.melléklet pontos kitdltésével kérjik a
‘kdltségek szakszeri lebontdsdt és gongyolését. A kozvetett-koz-
vetlen és a kozvetlen-kidzvetett koltségrdtdk valutahdnyaddnak
megaddsa, a rotdcidpragmatikus eszkozjdruléki levondsok t4blaza-
sa az 1983/4562/b rendeleti fiiggelék alapjan végzendd. Munkabér
tervezése esetén a kivdlasztott szemelyek onéletrajzdt, személyi
adatait, oltdsi bizonyitvdnyat, katonakonyvét és hdzassdgi anya-
konyvi kivonatdt is kérjik mellékelni.

A felelGsségteljes szakmai elbirdlds és a nagyOsszegd pdlya-
dijak odaitélésének alapfeltétele a j6l kidolgozott pdlydzat !

B(é)kadémia,1989. janudr 1.

2.sz.kdrlevél az OKKULT péalydzatrol.

Ertesitjiik az OKKULT pdlyazaton résztvevd kedves kollégédkat,
hogy a beérkezett pdlyamunkdk nagy szama miatt az értékelés még
‘folyamatban van. A végsd eredmény 1992.mdsodik negyedévére vdarha-
té,akkor azonban visszamenfleg is biztositani fogjuk a megfelel6-
nek itélt pdlydzatok tdmogatdsdt. El6re nem ldthatdé gazdasdgi ne-
hézségek miatt a pdlydzaton kioszthatd Oosszeg némileg csokkent,
kb, 168 millié dolladrra,amelynek 13.8 %-a forintban fizethetf Kki.
A komputeres kiértékelés és a nagyszdmi szakmai birdlé tisztelet-
dija kissé ugyancsak mérsékelni fogja a kioszthatd Osszeget.

B(é)kadémia,1991. janudr 1.

3.sz.kdrlevél az OKKULT pédlydzatrdl.

Drdga Bardtaink, Kedves Kollegdak ! -
Nagy boldogsdg szamunkra,hogy érthesithetjik Onoket : az OKKULT
pdlydzati dijak elosztdsa végsd fdzisdhoz érkezett. Némi gondot
okozott, hogy sem a komputeres,sem a szakmai értékelés nem volt
megfelelden figyelembe vehetd, mert ezek rendkiviil kedvezdtlenil
hatottak volna tudomdnypolitikai elveink megvaldsuldsdra.Ezért
végill is a sidlyozottan randomizdlt varidciods elosztds elvét alkal-
maztuk és az osszegeket nem az eredeti hibds szemlélet szerint
- a pdlydz6 személyeknek, hanem a kutatd intézményeknek itéltik
oda. Kedvezdtlen hir, hogy a tdmogatds osszege iddokozben kissé
csckkent és 'a kioszthatdé mintegy 160 forintnak is csak 13.8 %-a
fordithaté dolldrigénylG, 150 000 Ft folotti beruhdzasi beszer-
zésre., Munkabér fedezésére az osszeg 1.86 %-a fordithaté.

Felhivjuk a tdmogatdsban részesild intézményeket,hogy az
elsd két évrbl szold részletes jelentés éppen két hét mulva ese-
dékes. A kutatdsi szerz6dések megkttése utdn az elsd tdmogatdsi
részletek is hamarosan kifizetésre kerilnek. :

Bardti iidvozlettel : a B(é)kadémia, 1992.november 20.

Hirdetés

MAGANRENDELOMET MEGNYITOTTAM.

KEMBIOMAGNET €5 ILLUMFENY TERAPIA ACUTA
MAGNA - kedvezményes 4dron.

Taldn még van esélye, ha orvosdrdél mar lemondott.
Hfvion ! 3 0 v 0 kK ' (TEL: 426-303)
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KOZLEMENY

Megrékidnyddéssel észleltiik,hogy az ACTA BIOCHIM.BIOPHYS.ACAD

SCI.HUNG. megvdltozott cimmel,

tikdval kivdn miikodni a Jovﬁben
Nagy vesztesége ez a magyar kutatdsnak,
ban vald kdzlés feliilmulhatatlan elﬁnyokkel jart

formdval és szerkesztdségi poli-

hiszen eddig az Acta-
az 1984-ben

kozlésre benyujtott cikkek esetleg még az 1982-83-as évfolyam szé-
maiban is helyet kaphattak. Mivel pedig a folyéfrat csak 1985- -
ben vagy éppen 1986-ban jelent meg, a prioritds biztositdsdn tul
az eredmények ellophatatlansdgdt is garant4ltédk !

F4j6 szivvel bldcsizunk t6led, hagyomdnyos Actédnk !

Parhuzamos hirad asok

1. A magyar kutatdk régi 4lma
tel jesiilhet,ha sikeriil majd
feloldani azt a szisztémat (?),

hogy kutatdéintézetben vegyszert,

izotépot vagy miiszer-alkat-
részt évente csak egyszer,dsz-
szesitve lehet megrendelni,
majd az igényelt anyag megér-
kezése egy-masfél évig is el-
tart. Torvény,rendelet vagy
szabdlyzat nem irja eld ezt a
nrendszert" s azt is mindenki
jél tudja,hogy a késd6n megér-
kez6 anyagok gyakran mdr feles-
legesek,elavul tak,eléviiltek a kuta-
té szdmdra. A rettenetes pazar-
ldst,késedelmet okozdé beszer-
zési-megrendelési rendszer o-
kai ismeretlenek a kutatdk
szdmdra. A reményiik azonban
még él,hogy egyszer ez is
megvdltozik majd.

.- A vildg szamos mds orszdgdban is

erbsen tartja magdt a hivatali
biirokrdcia. Egy meg nem nevezett
orszdg X vdrosdnak egyetemén a be
szerzési hivatalban tdblat akasz-
tottak ki s ezen kozolték, hogy
minden nap legkésdbb tiz 6rdig ke-
rik leadni a még aznap tovabbitan-
dé megrendeléseket. Nem csoda,hogy
tobb kutaté hivatalosan is tilta-
kozott az 4j rendszer ellen :
wKonnyen beldthatd,hogy d.e. 10 6-
rdig nem tudhatjuk, mire lesz
sziikségilink mdsnap,hiszen a kisér-
leti eredmények tobbnyire csak
délutdn értékelhet dk.Ha sz411ité
cég masnapi sz4dllitdsra tobbnyire
még délutdn is elfogad megrende-
lést, akkor ezt a biirokratdk nem
akaddlyozhatjédk meg." (A vita e-
redményérdl lapzdrtdig nem kap-
tunk értesitést.)

THE AMATEUR SCIENTIST (aot6r rotator rovate)

TRIS bdzis dtkristdlyositdsa.

Egy hosszabb kiilfoldi tanulmdnydtrél hazaérkezett kollégdnk he-
veny memdériazavardban egy origindl csomagoldsid,a.l.t.(analitikai-
lag legtisztabb) feliratd hazai gydrtmdnyd TRIS-bdl készitett

puffer oldatot biokémiai munkdjdhoz.

A sdrga szin@,enyhén opdlos

€s a vdrnaténdl tizszer magasabb optikai elnyelést mutatd oldat
- nagy meglepetésére - a vizsgdlt enzimreakcid tokéletes gdtlé-

szerének bizonyult.

Alkoholban tdrtént dtkristdlyositdsa utdn

azonban a TRIS médr csak kozonséges pufferként viselkedett.Kollé-
gank jelenleg a kivdldan hatékony szennyezés elemzésével foglal-
kozik. Mivel ez -sajndlatosan - sarzsonként vdltozdé,kéri amatédr
kutatétdrsait,akii szintén hazai gydrtmdnyd TRIS-t haszndlnak,
gondosan O6rizzék meg szdmdra a specidlis készitményeket.
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HIREK ES ESEMENYEK

3rd INTERNATIONAL WORKSHOP ON GLUTEN PROTEINS _ Budapest,1987.V.6-9.

i A munkaértekezletet a Budapesti Miszaki Egyetem Biokémiai és

Elelmiszertechnoldgiai Tanszéke szervezi. Védnokei : a Magyar Elel-

miszeripari Tudomdnyos Egyesilet, a Magyar Biokémiai Egyesilet,a

MTA Elelmiszerfehérje Munkabizottsdga és a Gabona Troszt. A tudo-

manyos program fo téméi

Sikérfehérjék molekuldris bioldégidja.

Biza tartalékfehérjék mint genetikai markerek.

A fehérjeszerkezet és a funkciondlis sajdtossdgok kozotti
osszefiiggések.

Nem-fehérje komponensek jelenléte és funkcidja a sikér-
strukturéban.

A munkaértekezleten eldaddsok tartdsdra és poszterek bemutatdsa-

ra van lehet6ség. - Részvételi dij : 2000 Ft. Erdeklédni és je-

lentkezni a kdvetkez6 cimen lehet : dr.Békés Ferenc egy.docens

BME Biokémiai és Elelmiszertechnolégiai Tanszék Budapest XI.MG-

egyetem rkp.3 II.em.11 Telefon : 664-011/1419 m4.

shesfesieopesieckesioisiesesiealesk

2nd _ 17th

International Symposium International Symposium

on Preparative and on Chromatography

Up Scale Liquid

Chromatography &  September 18-23, 1988

Wien

Febr. 1—3, 1988 (Austria)

Baden-Baden

(Fed. Rep. of

Germany) Correspondence  Concerning scientific programme:
Priv.-Doz. Dr. Gerhard Schomburg
Max-Planck-Institut fir Kohlenforschung
Postfach 101353
D-4330 Miilheim/Ruhr (FRG)
Phone: (0208) 3064 30

Correspondence Concerning organization, exhibition etc.:
Geselischaft Deutscher Chemiker

. o Abt. Tagungen

concerning scientific programme Postfach9004 40

Prof. Dr. K. Unger, Universitét Mainz, gr;iazg(zrgg)k;;qygg]o?gg;RG)

Joachim-Becher-Weg 24 '

D-6500 Mainz, Phone: 06131/ 3957 45 eskspskskokeskesk

THIRD INTERNATIONAL SUMMER SCHOOL

concerning organization, exhibition etc.
ON BIOPHYSICS

Geselischaft Deutscher Chemiker : SUPRAMOLECULAR STRUCTURE AND FUNCTION
Abt. Tagungen
Postfach 9004 40 Corresponaence

D-6000 Frankfurt/Main 90 (FRG)

Phone: (069) 7917 - 360/366 All correspondence should be addressed to:

Dr. Greta Pifat, Ruder Boskovi¢ Institute
41001 Zagreb, Yugoslavia



