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Tartalmi osszefoglalé

A Nyugat-nilusi 1az (West Nile Fever, WNF) olyan szinyogcsipéssel terjedd virusos
megbetegedés, amely nagyon elterjedt meleg éghajlatokon. Napjainkban azonban a
klimavaltozasnak koszonhetéen a mérsékelt éghajlaton, igy hazankban is egyre
gyakrabban mutathatdé ki. A WNF els6sorban embereket, loféléket, illetve egyes
madarakat betegit meg, és a fertdzés kimenetele az emberekesetében egészen a haldlos
meningoencephalitisig (az agyveld €s az agyhartya egylittes gyulladasa) is terjedhet. A
halalozasi rata az életkor novekedésével emelkedik, illetve mivel nem létezik ellene
véddoltas, fontos a korai diagnodzis felallitasa [1],[2].

Az immunanalitikai eljarasok napjainkban jelentdsége egyre nagyobb, mind az orvosi
diagnosztikdban, mind a molekuldris biologiai kutatasokban. Ezek a modszerek a
specifikus molekulafelismerésen alapulnak, melyre a fehérjék kivaldan alkalmasak. Az
egydoménes antitestek (sdAb) egyetlen polipeptid lancbdl all6 stabil antitestek, amelyek
baktériumokban gazdasadgosan allithatok eld, genetikailag konnyedén moédosithatok, a
sejtfalon athatolnak, illetve hozzaférhetnek rejtett kotohelyekhez is. Az egydoménes
antitestek lehetséges orvosi alkalmazasainak feltérképezése egy jelenleg is intenziven
kutatott tertilet [3].

Az immunanalitikai eljardsok kolorimetrids detektdlasara gyakran alkalmaznak
peroxidaz enzimeket. Koziiliik a szoja-aszkorbat-peroxidaz APEX2 enzim nagy elonye,
hogy akkor is megtartja funkcionalis aktivitasat, ha redukal6 kérnyezetben (pl.: baktérium
citoszolban) fejezédik ki a sejten beliil, mivel nem tartalmaz diszulfidhidat, igy konnyebb
eldallitani.

Munkam sordn olyan antitest-peroxidaz fuzids fehérjét hoztam létre, mellyel a virus

detektalasara egyszeriisitett immunanalitikai eljarasok fejleszthetd.

Kulcsszavak: Nyugat-nilusi laz, egydoménes antitest, APEX2, immunanalitika, lateralis
aramlasi teszt



Abstract

West Nile Fever (WNF) is a viral disease transmitted by mosquito bites that is very
common in warm climates. Nowadays, however, due to climate change, it is becoming
more common in temperate climates, including our country. WNF mainly affects humans,
equids and some birds, and the outcome in humans can range up to fatal
meningoencephalitis (inflammation of the brain and meninges). Mortality rates increase
with age and, in the absence of a vaccine, early diagnosis is important [1],[2].

Today, immunoanalytical techniques are becoming increasingly important, both in
medical diagnostics and in molecular biology research. These methods are based on
specific molecular recognition, for which proteins are ideally suited. Single-domain
antibodies (sdAb) are stable antibodies consisting of a single polypeptide chain, which
can be produced economically in bacteria, can be easily genetically modified, can
penetrate the cell wall and can access hidden binding sites. Exploring the potential
medical applications of single-domain antibodies is an area of intense research [3].

Peroxidase enzymes are often used for colorimetric detection in immunoassays.
Among them, the soybean ascorbate peroxidase APEX2 enzyme has the great advantage
of retaining its functional activity when expressed in a reducing environment (e.g.
bacterial cytosol) inside the cell, as it does not contain a disulfide bridge and is therefore
easier to produce.

In my work, | have created an antibody-peroxidase fusion protein that can be used to

develop simplified immunoassays for virus detection.

Keywords: West-Nile fever, single-domain antibody, APEX2, immunoassay, lateral
flow test
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Roviditések jegyzéke

Rovidités Angol név Magyar név

APEX2 Soybean ascorbate peroxidase 2 Szojabab aszkorbat-peroxidaz 2

aWNV West Nile virus single domain ~ Nyugat-nilusi virust k6t egydoménes
antibody antitest

CDR Complementarity-determining  Komplementaritast meghatarozo
regions régiok

CH Constant heavy chain Konstans nehéz lanc

DAB 3,3’ Diaminobenzidine 3,3’ Diaminobenzidin

FR Framework Vazrendszer

IPTG Isopropyl-g-d-1- Izopropil-f-d-1-
thiogalactopyranoside tiogalaktopiranozid

LFA Lateral flow assay Lateralis aramlasi teszt

NC Nitrocellulose membrane Nitrocellul6z membran

PBS Phosphate buffered saline Foszfat pufferalt sooldat

PCR Polimerase chain reaction Polimeraz lancreakcio

PET Plasmid for expression by T7  Plazmid a T7 RNS polimerazzal
RNA polymerase torténd fehérje expressziohoz

rpm Round per minute Percenkénti fordulatszam

sdAb Single domain antibody Egydoménes antitest

TMB 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine  3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin

VHH Single variable domain on a Egyetlen variabilis domén a nehézlancon
heavy chain

WNF West Nile Fever Nyugat-nilusi laz

WNV West Nile Virus Nyugat-nilusi laz virusa
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1. Irodalmi attekintés

1.1. Nyugat-nilusi 14z

A globalis éghajlatvaltozas kovetkeztében szaimos olyan eredetileg meleg éghajlaton
6shonos vérszivo (pl. azsiai tigrisszinyog, japan bozdtszunyog, koreai szunyog) rovar
jelenik meg a mérsékelt éghajlaton, amelyek kiilonb6z6 betegségeket terjeszthetnek.
Emiatt 0j, eredetileg tropusi teriileteken terjedd betegségek jelennek meg a mérsékelt
¢ghajlaton, igy hazankban is, mint példaul a dengue-laz, a Lyme-kor, vagy a nyugat-nilusi
laz.

A nyugat-nilusi 1az egy altalaban valamilyen vérszivo, pl. szinyog vagy kullancs
kozvetitésével gyorsan terjedd, flavivirus okozta megbetegedés, amely ritkabb esetekben
vératomlesztés, szervatiiltetés vagy anyarol gyermekre torténd atvitel utjan is terjedhet.
Ez a virus honos Afrikaban, Amerikaban, Ausztralidban, Azsiaban, Europaban és nagy
jarvanyokat okozott a multban. Az egyes betegségek kezelése valtozo lehet, de nincs
specifikus antiviralis gyogyszer a legtobb flavivirus okozta fertdzés kezelésére.
Természetes rezervoar (természetes tarold, hosszi idon keresztiil biztositja a koérokozo
fennmaradésat) gazdai a madarak. A legtobb esetben az emberi WNV (nyugat-nilusi
virus) fertdzés csak szubklinikai (tlinetmentes), de a klinikai fert6zések kimenetele a
WNF-t6] egészen a haladlos végkifejleti meningoencephalitis-ig (az agyvelé és az
agyhartya egyiittes gyulladasa) is terjedhet. Az életkor ndvekedésével a haldlozasi rata is
no, ¢és jelenleg nincs ellene engedélyezett vakcina. A betegség kezelése altalaban a tiineti
kezelésre és a szovodmények megeldzésére iranyul, mivel jelenleg nincs specifikus
gyogymaod ellene, fontos a pontos diagnézis felllitdsa mar korai stddiumban [1].

A nyugat-nilusi 14z nagy gondokat okoz a mezdgazdasagban is, elsésorban a l6tartok
korében. A lovaknal a betegség klinikai tiinetei kozé tartozhat az étvagytalansagtol

kezdve a részleges bénulason és a gorcsokon keresztiil akar a koma és a halal is [2].

1.2. Antitestek

Az antitesteknek specifikus molekulafelismerési tulajdonsaguk van, amely alapjan
képesek az antigéneket megkotni, ezaltal eltavolitani azokat a szervezetbdl. A kdzonséges
antitestek, vagy mas néven immunglobulinok nagyméreti glikoprotein molekuldk,

amelyek gyakorlatilag az immunrendszer alapjat jelentik, és az ¢él6 szervezetek valamely
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adott idegen anyag, az igynevezett antigén jelenlétére termelik valaszként. A szervezet
szamara sokféle anyag lehet antigén, példaul mérgezé anyagok, vagy a betegségeket
okozd organizmusok. Amikor egy idegen anyag Ujra bekertil a szervezetbe, akkor azt az
immunrendszer felismeri, mivel ezeknek a feliiletén tobb jol felismerhetd feliileti régio,

ugynevezett epitop (1. abra) is lehet, melyekre korabban szintetizalodott antitest [4],[5].

% Antitest 1
|
- B
i b Antitest 4 o
Sgy g\
g s 7 — " epitdpok
f Ag kitahelyek e ; :
Antitest 2 t
Antitest 3

1. dbra Antitest-antigén kolcsonhatds szemléltetése [6]

Egy antigénhez tobb antitest is hozzakapcsolodhat, amik vagy mas epitdpokat
ismernek meg, vagy ugyanahhoz az epitophoz kotddnek eltérd erdsséggel. Ezeket a
kiilonb6zd nyiroksejtek altal termelt kiilonféle antitesteket nevezziik poliklonalis
antitesteknek. Az antitestek felépitése a 2. dbran lathat6. Az antitesteknek valojaban csak
egy kis részlete a kotohely, a tobbi része az igynevezett komplementrendszer része. Ez a
komplementrendszer annak a kozelitdleg 20 fehérjének az egylittese, amelyek inaktiv
allapotban a vérplazmaban keringenek, de ha megfeleld inger érkezik (pl. az antitesthez
kot6d6 antigén), akkor gyorsan aktivalodnak. Ezeknek a jelenléte aztan eldsegiti a
fagocitald sejtek ¢€s az antigének taldlkozésat is, és ilyen mddon az immunvalasz

1étrejottét.

Variabilis domének

i . - o5 . I~
Nehézlanc
“ﬁé‘mnyﬁ lanc ®

Konstans
domének

[ 4 \ / Y
IgA i‘ IgM II 196G IgD IgE

2. dbra Kiilonbozo tipusu antitestek felépitése [ 7]
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1.2.1. Egydoménes antitestek

A tevefélék (példaul a tevék, a dromedarok és 1amak) és a capak szervezetében olyan
antitestek talalhatok, amelyekbdl hianyzik a konnytlanc domén. Ezeknek a nehézlanc
antitesteknek az epitop kotd egysége csak egyetlen valtozé doménbdl all, ezt nevezziik
egydoménes antitestnek (sdAb). Ezek az egydoménes kotéegységek rendkiviil jo
affinitassal és antigénkotd specificitassal rendelkeznek annak ellenére is, hogy egyetlen
polipeptidlancbol allnak és eléggé kicsi a méretik (Mw~15 kDa). Ezeknek az

egydoménes antitesteknek a szdrmaztatdsa a 3. abran lathato.

A B

—_ ~- .'A \’ N

s A — O N —:?¢
z Q‘ QO 2.5 nm

Variabilis Nehézlanc Egydoménes
8.5 nm
e fragment antitest anlitesh
antitest ~150 kDa ~30 kDa ~96 kDa ~15 kDa

3. abra A hagyomanyos és nehézlanc antitestekbol szarmaztathato egyetlen polipeptid lancbol
allo antitest-szerii fehérjék. (A) Hagyomanyos antitest és egylancu antitest fragmentum (ScFv);
(B) Teve nehézldanc antitest (VHH) és az ebbdl szarmaztatott egydoménes antitest (sdAb) [8]

Hasonloan, a hagyomanyos antitestek varidbilis doménjeihez, az egydoménes
antitestek is négy alland6 vazrégioval (FR1-4) rendelkeznek, amelyeket egymastol harom
hurokrégié (CDRI1, -2 és -3) valaszt el. Az sdAb FR2-nek van egy megkiilonboztetd
jellemzoje, egy hidrofil feliileti exponalt ,,folt”, ami nagy valoszintiséggel a konnytilanc-
kotés elvesztésének kompenzalasaul szolgalhat, illetve a CDR3 hurokrégio gyakran
visszahajlik arra a helyre, ami alapesetben kdlcsonhatasba 1épne a valtozo konnyti lanccal.
Ezen kivill az egydoménes antitestek CDR3-janak hosszisidga nagyobb mértékben
valtozo, ¢és jellemzéen hosszabb is, mint a hagyomanyos antitestek CDR3-ja. Az

egydoménes antitestek szerkezete a 4. abran lathato [3].
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[ I
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

4. dabra Az egydoménes antitestek felépitése és szerkezete [9]

Mivel kis meérettel, illetve egyetlen doménnel rendelkeznek, valamint hidrofil
aminosavakat tartalmaznak az FR2-ben, ezért ezek az egydoménes antitestek magas
oldhatosaggal és stabilitassal rendelkeznek. Ezen jellemz6ik alapjan az SdAb-k
hatékonyan és alacsony koltséggel allithatok eld mikroorganizmusok segitségével. Ezen
a vonz6 tulajdonsagok ismeretében nem meglepd, hogy szamos virus ellen iranyitott
antitestet szelektaltak VHH konyvtarakbol. Az immunkonyvtarak létrehozhatok olyan,
vérbol izolalt limfocitdk alapjan, amelyeket egy teljes virussal vagy a megfeleld
virusantigénnel immunizalt tevefélébdl izolaltak. Viszont a megfelelé sdAb-k olyan nativ
konyvtarakbol is kivalaszthatoak, amiket nem immunizalt tevefélékbol nyertek ki. A
szintetikus VHH-konyvtarak 1étrehozasahoz kisérleti allatkezelésre sincs sziikség. Az
ilyen konyvtarakat egyetlen egydoménes antitest alapjan felépitik, aminek megmaradnak
a konzervalt FR-jei, de a CDR-ekben 1év6 aminosavakat moédositjak helyspecifikus
mutaciokkal [5].

Az ebben a munkaban hasznalt aWNV Nyugat-nilusi 14z virusa elleni egydoménes
antitest a virus DIII doménjéhez kotédik. Az aWNV egydoménes antitestet Hruskovicova
¢s mtsai szelektaltdk ugy, hogy ldmat immunizaltak a koérokozd antigénjével, és igy
hoztak 1étre egy VHH (egyetlen varidbilis domén a nehézlancon) konyvtarat. Ebbdl a
konyvtarbol aztan szelektaltak azokat az sd Ab-kat, amelyek a nyugat-nilusi 14z virusanak
a HBMEC-hez (human agyi mikrovaszkularis endotélsejtek) torténd kotodését
megakadalyozta. Mivel a munkdmhoz hasznalt egydoménes antitest kotdhelye az N
termindlis oldalon talalhatd, ezért a fiizids fehérje konstrukcidt tigy allitottam Ossze, hogy

az sdAb C-terminalis végével kapcsolodjon a peroxidaz jeldléenzimhez.
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1.3. APEX2

A peroxidazok vagy peroxid-reduktizok az enzimek nagy csoportja, amelyek
kiilonb6z6 bioldgiai folyamatokban jatszanak szerepet. Neviiket onnan kaptak, hogy
altalaban peroxidokat bontanak. A peroxidazok hem prosztetikus csoportot tartalmaznak
kofaktorként. A peroxidaz enzimeket elterjedten alkalmazzdk kiilonb6zd kimutatasi
folyamatokban, mivel megfelelé szubsztrattal szemmel is jol lathatd szinreakciot
eredményeznek. A leggyakrabban alkalmazott peroxidaz a torma-peroxidaz (horseradish
peroxidase, HRP) enzim [10], amely tobbek kézt a TMB (3,3°,5,5°-tetrametilbenzidin) az
oxidaciojat katalizalja, azt szintelenbdl kék szinti termékké alakitva. Azonban a HRP-nek
egy nagy hatranya, hogy tobb ciszteint is tartalmaz, emiatt a bakteridlis termeltetése
nehézkes. Az APEX2 egy modositott valtozata a szojabab aszkorbat-peroxiddz enzimnek,
ami a széles korben alkalmazott HRP-vel ellentétben akkor is megtartja aktivitasat, ha
redukald kornyezetben (pl. mitokondrium vagy citoszol) fejezddik ki a sejtben. Az
APEX2 enzim kiilonlegessége, hogy rengeteg kis molekulaju szubsztrat hidrogén-peroxid
(H202) fiiggd egyelektronos oxidacidjat képes katalizalni. Ezen tulajdonsagok miatt
napjainkban széles korben alkalmazzak a biotechnoldgia szamos teriiletén [11].

1.4 Fuzios fehérjék

A fuzids fehérjék, vagy masnéven kiméra fehérjék olyan proteinek, amelyek két vagy tobb,
eredetileg kiilonallo fehérjéket kodold gén Osszekapcsoldasaval jonnek Iétre. Ilyen kiméra
fehérjék természetes modon is Keletkezhetnek, de Iétrehozhatok rekombinans DNS-
technologiaval, amelyeket elterjedten hasznalnak pl. biotechnologiai kutatdsokban, terapias
célokra. A fuzids fehérjéknek nagy elénye, hogy két vagy tobb domén fuzidja ndveli az
aktivitast, vagy akdr 0j biotechnologiai funkciok is 1étrejohetnek.

Elterjedten alkalmaznak peroxidaz enzimeket fizids partnerként, mivel ezek szemmel is jol
lathat6 szinreakciot adnak, igy egydoménes antitesttel fuzionéltatva egyszeriien lehet detektalni
egy antigén jelenlétét. Ez a modszer jol alkalmazhato kiilonb6z6 immunanalitikai eljarasok (pl.
ELISA, bioszenzorok, vagy kiilonb6z0 gyorstesztek) soran [11]. Fuzionaltatott sdAb-
jelolofehérje rendszert ezel6tt foként emldssejtekben termeltettek. Y. Sheng és mtsai[12],
valamint Y. Mu és mtsai [13] sikeresen alkalmaztak emldssejtekben termeltetett sdAb-HRP
fuzios fehérjét. Az emldssejtekben torténd fehérjetermelés hatrany, hogy lassu, illetve draga. Bar

HRP-t mar S. Chauhan és mtsai [ 14] sikeresen termeltettek E. coli-ban, azonban a benne talalhato

4 db kénhid miatt a citoplazmaban torténd termeltetés nehézkes. Az APEX2 azonban csak

8
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egyetlen ciszteint tartalmaz. L.J. Sherwood és mtsai sikeresen termeltettek ilyen fizids sdAb-

APEX2 rendszert [15].



TDK dolgozat
2. Célkitiizes

Napjainkban szamos virusfertézés (igy pl. a nyugat-nilusi 1dz) kimutatdsa PCR
(polimeraz lancreakcid) moddszerrel torténik, amelynek nagyon jé a hatékonysaga,
azonban amellett, hogy koltséges szakképzettséget igényel, illetve idéigényes folyamat.

Ezzel szemben antitest alapi egyszerli, szinreakcion alapuldé megoldasokat, mint
ahogy az a COVID-19 virusjarvany kapcsan is mar lathato volt. Ezeknek nagy eldnye,
hogy szemmel is jol lathaté eredményt adnak, egyszeriiek, igy a laikusok is kdnnyen
elvégezhetik. Mindezeken til, a hagyoményos antitesteket kivaltd, rekombindns
fehérjeként bakteridlis rendszerekben eléallithatd és konnyen modosithatdé egydoménes
antitestek alkalmazédsa a kimutatasi modszer tovabbi egyszeriisitését és gazdasagosabb
kivitelezését is lehetové teszi.

A munkdm célja egy olyan fuziés sdAb-APEX2 jelolofehérje rendszer eldallitasa,
majd ennek felhasznalasaval egy egyszer(i, szinreakcion alapuldé moédszer fejlesztése,
amely specifikusan képes jelezni a nyugat-nilusi 14z jelenlétét. Ebben a munkaban a virus
kimutatasi mddszer kivitelezéséhez sziikséges fehérje komponensek eldallitdsat mutatom

be.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Sziikséges anyagok és eszkozok

Az aWNV-APEX2-6HIS génszekvenciat a megfeleld restrikcios vagohelyekkel a
SnapGene Viewer [16] programmal terveztem meg, majd a pET-28a(+) plazmidba
beépitve a Twist Bioscience szintetizalta. A gének restrikcios emésztéséhez a New
England Biolabs altal gyartott Notl, Xhol ¢és Ndel enzimeket hasznaltam, a hozzajuk
tartozo pufferekkel, a gyartd altal megadott protokoll szerint. A kiilonb6z6 tdpoldatokat
¢és eszkozoket Sanyo Labo Autoclave-val sterilizaltam. A fehérje expressziohoz hasznalt
BL21(DE3) rekombinans E. coli sejtek a New England Biolabs-t61 szarmaztak. A
baktériumok tenyésztéséhez LB/Kan tapoldatokat hasznaltam (Luria Bertani -
AppliChem és Kanamicin - Sigma Aldrich). A TOP10 sejtekben felsokszorositott plazmid
DNS-t Monarch Plasmid MiniPrep Kit-tel (New England Biolabs) tisztitottam. A DNS-
eket agar6z gélen Cleaver Scientific LTD Power Pro gélelektroforézis késziilék
segitségével valasztottam el. Az agar6z port a Nippon Genetics Europe GmbH gyértotta.
Az agaroz géleket GelRed DNA gel stain (1000x) (Izinta) festékkel készitettem. A DNS
molekuldk méretének meghatarozasara a Thermo Scientific altal gyartott GeneRuler 1 kb
DNA Ladder DNS markert alkalmaztam. Az agar6z gélekbél a DNS fragmensek
tisztitasat Monarch DNA Gel Extraction Kit-el végeztem el. A sejtekkel Merck Novagen
Calbiochem Biosciences laminaris fiilkében dolgoztam. A sejtek fehérjetermelését a
Biosynth AG altal gyartott IPTG-vel (lzopropil-béta-D-tiogalaktopiranozidot)
indukaltam. A baktériumok szaporitdsdhoz és indukcidjdhoz sziikséges homérsékletet és
oxigénellatdst Edmund Biihler TH15 rdzoéinkubétorral allitottam be. A baktériumok
felszaporodasat a zavarossag valtozasanak mérésével kdvettem nyomon, amelyhez Jasco
V-630 spektrofotométert alkalmaztam. A sejteket Eppendorf centrifuge 5415R
centrifugaval szedimentaltam. Az affinitiskromatografids vizsgalatokat AKTA Start
FPLC késziilékkel végeztem el, amelyhez a hasznalt HiTrap Chelating oszlopokat a GE

Healthcare gyartotta.

3.2. Bakterialis klonozas és fehérje expresszios rendszerek

A plazmid bakterialis eredetti, kettds szalu, cirkuléris, extrakromoszomalis DNS, mely

olyan géneket is tartalmaz, amely képes valamilyen szelekcids elényt biztositani a
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gazdasejt szamara (pl. antibiotikum rezisztencia). A rekombinans DNS technologiai
gyakorlatban in vivo plazmid DNS amplifikalasara és fehérje termelésére a
legelterjedtebben E. coli sejteket alkalmaznak [17].

A fehérje termelésre kifejlesztett expresszios vektorok olyan DNS szakaszokat
tartalmaznak, amelyek szabalyozhatdva teszik a beépitett idegen DNS szakaszrol fehérje
termelését. Talalhatdo még benniik egy Un. tobbszords klonozohely, ami tartalmazza tobb
restrikcios endonukledz hasitohelyét egy rovid szakaszon beliil, €s ide illeszthetd be az
adott gén a megfeleld enzimek segitségével. Szamos vektorban talalhatoak még mas
olyan fehérjét vagy peptidet kodold oligonukleotidok, amelyek az expresszalddo fehérje
tisztitasat segitik el6: ilyenek a fuzios ,,tag”-ek [18].

A pET vektorcsaladba olyan vektorok tartoznak bele, melyekben a fehérjék
expresszaldddsa sordn a génatirast a T7 promoéter garantdlja, ennek a transzkripcidjat
kizardlag a T7 RNS polimeraz végzi. A rendszernek nagy elénye, hogy a T7 RNS
polimeraz transzkripcios sebessége nagyobb, mint az E. coli sajat RNS polimerazanak
sebessége, igy hatékony szelekcio érhetd el vele [29].

A BL21(DE3) az egyik legszélesebb korben alkalmazott E. coli sejt a rekombinans
fehérjék eldallitasara. A DE3 jelolés itt azt jelenti, hogy ezek a torzsek tartalmazzdk a
DES lizogént, amely a T7 RNS-polimerdaz génjét hordozza magaban. A T7 RNS
polimeraz indukcidjahoz IPTG sziikséges. Ez a torzs emellett nem tartalmazza sem az
lon, sem a kiils6é membran proteazt, az OmpT-t. Ezen két kulcsfontossagu proteaz hianya
csokkenti a torzsekben kifejezett heterolog fehérjék lebontasat. A torzs T7 lizozimot is
termel, hogy csokkentse a kivant gén alapszintli expressziojat, illetve rezisztensek a
kloramfenikollal szemben [20].

A transzformacio egy gyakori modja a rekombindns DNS molekuldk gazdaszervezetbe
juttatasanak. Ehhez a DNS szdmara atjarhatova, azaz kompetenssé kell tenni a sejtek
membranjat, hogy képesek legyenek felvenni plazmidot. Mivel a plazmidok rendelkeznek
antibiotikum rezisztenciaért felelds génnel, antibiotikumot tartalmazé taptalajon talélnek
azok a sejtek, amelyek azt tartalmazzak. A taptalajon 1év6 minden telep egyetlen sejtbol

keletkezett, tehat klonoknak tekinthetok.

3.4. Ni-affinitas kromatografia

Az affinitdskromatografia egy kiilonleges elvéalasztastechnika, mely a biomolekula

biologiai funkcidjan vagy egyedi kémiai szerkezetén alapul. Az eljaras soran az adott
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biomolekula kolcsonhato partnerét kirdgzitik egy szilard hordozo feliiletére, ami képes
reverzibilisen kikdtni a keresett biomolekulat, akar egy sokkomponensti mozgo6tazisbol
is. Ezutan a kikotodott biomolekulat egyszertien eludlhatjuk az oszloprél a mozgofazis
Osszetételének megvaltoztatasaval (5. abra).

Az affinitaskromatografianak nagy jelent0sége van a molekularis biologidban, a
rekombinans fehérjék tisztitasa soran. Gyakran a termeltetett fehérjét az N-terminalis
vagy a C-terminalis végen egy un. fuzids ,.cimkével” is ellatjadk géntechnologiai
modszerek segitségével, és ennek segitségével ez a fehérje affinitaskromatografia

segitségével elvalaszthato [21].

Az affinitds kromatografia fazisai:
1. Egyenslyba hozas a specifikus kolcsonhatasra

> _kaLst alkalmas pufferrel.

™ o ® 2. Akeresett molekula megkotése, a nem kotddé
= LgL anyag ellcidja és kimosasa.

M 3. A keresett molekula elcioja a mozgéfazis

. _\ALQL osszetételének valtoztatasaval.
= _—\:-LQL 4. Regenerilas

>
>

fényelnyelés

>

oszloptérfogat

5. dbra Az affinitiskromatografia kivitelezésének fizisai [18]

A nikkel-affinitas kromatografias eljarassal a terminalis oligohisztidinnel ellatott
biologiai molekuldk nagy hatékonysaggal szeparalhatok Az ebben a munkéban eldallitott
fehérjék egy 6His ,tag”-et tartalmaznak. Ez a ,,cimke” egy viszonylag kisméretli peptid,
ami a kromatografias oszlopon immobilizalt nikkel ionok szabad koordindcios helyeihez
kot. Minden Ni(Il) két hisztidin molekuldval 1ép kdlcsonhatasba (6. abra), igy a fehérje
egy lépésben elvalaszthatd az elegy tobbi komponensét6l. A hordozoéra Ni(Il)-ionokat
rogzitiink ki, amelyeknek szabad koordinacids helyei erds kotést képesek kialakitani a
hisztidinek imidazol oldallancaival. Mivel egy nikkel-ion 6 koordinativ kotést képez, igy
a tobbi vegyértékével a gyantdra kotott hordozora kapcesolodik. A fuzionalt fehérje
specifikusan kotddik a nikkel ionokhoz (vagyis oszlophoz). Az oszloprol aztan a fehérje

cyey

koncentracié mellett (300-600 mM) elualhato [19].
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6. dbra A hisztidin oldallancok kétédése a Ni**-kétéoszlophoz [19]

3.5. Gélelektroforézis

Az elektroforézis modszerével elektromosan toltott részecskék valaszthatdak el
aszerint, hogy az elektromos erdtérben a vandorlasi sebességiik a méretiiktol, alakjuktol
¢és toltésiiktdl fiiggden kiilonbozd lesz. Az elektroforézis sordan a toltéssel rendelkezd
részecskék az ellentétes toltéssel rendelkezd elektrod felé vandorolnak.

3.5.1. Agaroz gélelektroforézis

Az agardz gélelektroforézis egy altalanosan hasznalt molekularis bioldgiai technika,
amellyel pl. DNS molekuldk valaszthatok el és tisztithatok. Ennek a mdodszernek nagy
elénye, hogy gyorsan, egyszeriien megvalosithato, és kdzvetleniil 1athatova teheté a DNS
az agaroz gélben. UV fény segitségével mar kis mennyiségben jelenlévé DNS is jol
lathatd fluoreszcens festékek (pl. ethidium-bromid festék) haszndlataval. A DNS
molekulédk vandorlasanak sebességmeghatarozo paraméterei:

e a DNS mérete, egy linearis kettds szalo DNS vandorlasi sebessége forditva

aranyos a molekulatdmeg tizes alapu logaritmusaval,
e a DNS molekula szerkezete (alakja),
e az alkalmazott pH, ami befolyasolja az elvalasztandd molekuldk toltését,
e az alkalmazott fesziiltség értéke,
e azagar6z gél koncentracioja.

Az agar6z gél térhalds szerkezetli, amelyet a poliszacharid egységek kozotti
masodlagos kotések tartanak Ossze. Mivel a gél szerkezetének kialakuldsdban

hidrogénkotések vesznek részt, ezért magas hémérsékleten fazisatalakuldson megy
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keresztiil, azaz szol allapotba keriil és a megfeleld formaba torténd toltés és kihtilés utan
kialakul a gél [21].
3.5.2. Natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A poliakrilamid gélelektroforézis elsdsorban a fehérjék elvalasztasara alkalmazott
modszer. Az elvalasztas alapja, hogy a proteinek eltérd toltéssel, alakkal és mérettel
rendelkeznek, vandorlasi sebességiik az elektromos erétérben eltérd. Ugyanakkor a sok
valtoz6 paraméter miatt pusztan a vandorlasi sebesség alapjan nem lehet azonositani egy
adott fehérjét.

Erre a problémara nyjt megoldast az ugynevezett SDS-PAGE modszer, ugyanis
ebben az esetben a fehérjék elvalasztasa denaturalt allapotban torténik. Az SDS (natrium-
dodecil-szulfat) egy anionos detergens, ami kitekeri a fehérjéket és ellatja Oket a
polipeptidlanc hosszaval aranyos mennyiségli negativ toltéssel. A fehérjét tartalmazo
oldathoz redukaloszert (pl. f-merkaptoetanolt) is adagolva a polipeptidlancok kozotti
diszulfidhidak felszakadnak, amely szintén a fehérje ,.kicsomagolasat” segiti eld. Ezaltal
az SDS-sel kezelt fehérjék a molekulatomegiik szerint szétvalnak a poliakrilamid gélen,
a vandorlas sebessége forditva aranyos a molekulatomeg logaritmuséaval. Pontosan ismert
molekulatomegii kalibrald fehérjéket (un. ,,1étra”) alkalmazva a mintaban 1évo fehérjék
molekulatomege megbecsiilhetd. Mivel a fehérjéhez kotott SDS mennyisége kozel
molekulatomegiikkel, ezért az SDS-es kezelés utan a fehérjék relativ toltése kozelitdleg
azonos. A fehérjék alakja is hasonl6 lesz a kezelés hatasara, hiszen a negativ toltésii SDS
részecskék taszitjak egymast, ezért az SDS-sel kezelt fehérjék megkozelitdleg linedrisak

lesznek. Ez azt eredményezi, hogy a fehérjék kizarolag a méretiik alapjan elvalaszthatoak

[22], [23]

4. Eredmények és értékelésik

4.1. Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje eloallitasa

Egy virusfertézés kimutatisahoz sziikséges teszt Osszedllitdshoz harom kiilonbozd
fehérjekomponensre van sziikség. Egyrészt sziikség van az aWNV egydoménes antitestre, amely
feliiletre kirdgzitve képes megkotni a mintdban jelenlévéd WNV antigént. Emellett sziikség van
az aWNV-APEX2 fuzids fehérjére, amely szintén az antigénhez kotddve szinreakcioval képes
jelezni annak jelenlétét. Sziikség van még az APEX2 peroxiddz enzimre, amely az antigén

jelenléte nélkiil szinreakcioval jelzi a teszt miikodését.
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4.1.1 Az aWNV-APEX2-6HIS génszekvencia megtervezése

Az aWNV-APEX2-6HIS génszekvencia tervezésének alapja az Addgene adatbazisban
[24] elérhet6 pCDNA3 APEX2-NES volt, és a SnapGene [16] programmal valositottam
meg. Ezt a szekvenciat Sherwood és mtsai munkaja [15] alapjan modositottam a [16]
programmal oly modon, hogy 32. pozicidoban 1évé egyetlen ciszteint egy szerinre
cseréltem annak érdekében, hogy baktériumok citoplazméjaban konnyebben tudjam
termeltetni. A génen 1évé NES tagot levagtam, mivel ez egy exportszignal, ami a
baktérium periplazmajaban szekretalna a fehérjét. Eltavolitottam a génbdl a FLAG cimkét
is, amelyet altalanosan fehérjék jeldlésére hasznalnak, valamint a belsd Pstl ¢s HindIII
vagohelyeket is. Az ehhez a génhez hozzaillesztett aWNV antitest szekvenciaja
Hruskovicova és mtsai munkajabol [25] szdrmazik. Az igy megtervezett gént a pET-

28a(+) plazmid vektorba beépitve rendeltiik meg, amely a 7. dbran lathato.

(6238) Xhol

“ Ly [—7:@9}/' A
P A terminatOr‘ 3

iy,

(5129) Ndel

T7 promoter

pET-28a(+)-aWNV-APEX2
6400 bp

7. abra Az aWNV-APEX2 gén a pET-28a(+) plazmidban sematikusan abrdzolva

4.1.2 Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje termeltetési korillményeinek optimalizalasa

Munkam soran egy antitesttel fuzionaltatott jeloléfehérje rendszert probaltam
BL21(DE3) E. coli-ban termeltetni. Ehhez kompetens BL21(DE3) sejteket transzformaltam
az aWNV-APEX2-6HIS-pET28 plazmiddal [26].

Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje expresszidjanak optimalizalasahoz eldszor az LB/Kan

szelekcids taptalajrol 3 koloniat kivalasztottam, amelyet atoltottam 3 ml LB tapoldatba,

crer
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Ezt a sejtszuszpenziot 16 o6ran at 37°C-on 275 rpm-mel rdzatva novesztettem. A 16 ora
utan 5 ml LB/Kan tapoldatba 1 V/V% sejtszuszpenziot inokuldltam. A mintakat addig
novesztettem 37°C-on, €s 275 rpm-en -en, amig a 600 nm-en mért optikai denzitasa 0,6
és 0,8 kdzé nem kertilt. Ezutan a sejtkultarakat beindukaltam 0,5 mM IPTG-vel (1zopropil
f—d-1-tiogalaktopiranozid), és mindegyik tenyészet mintabol 2,5 ml-t 3 oraig, 2,5 ml-t
18 6raig inkubaltam 30°C-on.

Minden 1épés utan 20 pl mintat vettem, hozzaadtam 20 ul SDS PAGE mintapuffert
(ez SDS-t, merkaptoetanolt, glicerint ¢és bromfenolkéket tartalmaz megfeleléen
pufferalva), és 10 percig foztem lobogé vizfiirddben és 12,5%-os gélen elektroforézissel

elvalasztottam (8. abra).

PageRuler™ Prestained .
Protein Ladder \ ~ o 4 .
ey M #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3

kDa = ‘
— 170 - - B 'f N | { | H"‘
< : - E ‘2 N

— | ~130 ]
e - ~100
|
f
B

- - ~T70 -
@

4-20% Triﬁ-dycine SDS-PAGE

——— - ~55
— - ~40 -
- - ~35 -
- - ~25 -

- 15

- 10 -

Gel

8. dbra Az aWNV-APEX2-6HIS (MW~39,59 kDa) fehérje termeltetési eredményei 30
°C-on, 0,5 mM IPTG-vel, ahol piros keretben lathato az aWNV-APEX2-6HIS fehérje.
Az dabran lathato roviditések magyarazata: M-marker (PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder); #1, #2 és #3 az egyes kolonidkat jel6lik; ON - a nem indukalt 16 oras
novesztées; N - 3 oras, nem indukdlt novesztés; 3h - 3 oras indukcio; 18 - 18 oras
indukcio.

A gélképen lathato, hogy mindegyik kolonia termeli fehérjét elég nagy mennyiségben,
mar 3 ora alatt is. Ezutan sejtfeltdrast végeztem, hogy leellendrizzem, milyen
kortilmények kozott termelddott a fehérje oldhatd formaban, és hogy milyen paraméterek
mellett célszerli nagyobb volumenti termeltetést megvalositani. A sejtfeltarashoz el6szor
a tapoldatot lecentrifugaltam 13.000 rpm (~ 16.000 g) fordulaton, 6 °C-on, 10 perc alatt.
A csapadékot szuszpendaltam 2,5-2,5 ml PBS pufferben (A.4. fliggelék). A sejtfeltarast
aztan a kovetkez6é modon végeztem: a sejteket -80 °C-ra helyeztem be 10 percre, majd 37
°C-os vizfiirdobe, amig ki nem olvadtak, és ezt haromszor megismételtem. A mintakat

ezutan Ujra lecentrifugéltam 13.000 rpm-en, 6 °C-on 10 perc alatt. Minden [épés utan 20
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pl mintat vettem, hozzaadtam 20 pl mintapuffert, és 10 percig féztem lobogoé vizfiirddben,

majd SDS-PAGE-n elvalasztottam. Ennek eredménye a 9. abran lathato.

C+ #1 #1 #2 #2 #3 #3 M #1 #1 #2 #2 #3 #3 C-
18 18 18 18 1818 3 3 33 3 3

PageRuler™ Prestained P F PF PF PF PF PF
Protein Ladder — : ~
2 KDa |
s = ~T0
—— - ~130 — —
o —~100 —
— - ~T0 - -
- ~55 - ..
w— - ~40 — C—
s - ~35 -
- - ~25 -1 ..
_ - ~15 - ..
~10
3 5
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

9. abra Az aWNV-APEX2-6HIS (~39,59 kDa) fehérje 30 °C-0s, 0,5 mM IPTG-vel
torténo indukalas utani sejtfeltaras eredmeényei, ahol piros keretben lathato a keresett
fehérje. Az abran lathaté réviditések magyardazata: M-marker (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder); #1, #2 és #3 az egyes koloniakat jelolik; 3 - 3 ords
indukcio; 18 - 18 oras indukcio, P - csapadék; F - feliiluszo.

A gélképen lathatd, hogy bar termelodott az aWNV-APEX2-6HIS fehérje, de

oldhatatlan formaban, zarvanytestbe kicsapodva, mivel a csapadékban talalhato. Emiatt

crer

4.1.3. Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje nagyobb léptékii termeltetése

A #2 glicerines torzsbdl leoltottam 5 ml LB/Kan tapoldatba, hozzaadtam 5 pl 50 mg/ml

crer

crer

ndvesztettem 37 °C-on, 275 rpm-en rdzatva, amig a 600 nm-en mért optikai denzitasa el

nem érte a 0,6-0,8 értéket. Ezutan beindukaltam 0,1 mM IPTG-vel, és mivel ez a

ammonium-acetat pufferben hemint adtam hozza, és 30 °C-on 275 rpm-en razatva 3 Oras
indukcio inkubalas utdn 500 ml-t kivettem a mintdbol, amelyet 4500 rpm-en, 6 °C-on, 20
perc alatt lecentrifugdltam. A maradék 500 ml-t 18 dran at indukéltam, majd ezt is

lecentrifugdltam 4500 rpm-en, 6 °C-on, 20 perc alatt. Ezutdn a sejtcsapadékokat
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visszaszuszpendaltam 20-20 ml A’ pufferben (A.5. fiiggelék). Hozzaadtam 2 db EDTA-
Free Complete tablettdt, ami a protedzok inhibedldsara szolgél, majd elvégeztem az
ultrahangos sejtfeltarast jégen, a sejteket 30 masodpercig 40-50-es amplitado6jo
ultrahangnak tettem ki, majd 1 percig jégen pihentettem, és ezt nyolcszor megismételtem.
Ezutan a szuszpenzioét centrifugaltam 4500 rpm-en 6 °C-on 20 percig, majd a feliiluszot
ujra centrifugaltam 40.000 rpm-en 30 percig 10 °C-on. A feliiliszot atsziirtem 0,45 pm-
es PES (poliéterszulfon) membranon a kromatografias tisztitas elott. Az aWNV-APEX2-
6HIS fehérjék tisztitasahoz kereskedelmi forgalomban is kaphaté 5 ml-es HiTrap

Chelating HP Ni?* affinitas oszlopot hasznaltam.

Mivel az oszlopot 20%-0s etanolban taroljuk, ezért ezt 4 elGszor oszloptérfogatnyi
desztillalt vizzel kimostam bel6le (kiilonben a puffer soja eltomitheti az oszlopot), majd

4 oszloptérfogatnyi *A’ pufferrel egyensulyba hoztam.

4.1.4. Az aWNV-APEX2-6HIS kromatografias elvalasztasa

A fentiekben leirt modon el6készitett sziirt sejtszuszpenziot 2,5 ml/perc aramlasi
sebességgel vittem az oszlopra, majd addig mostam ’A’ pufferrel, amig az 6sszes nem
kotédo fehérjét a rendszerbdl. Ez a 280 nm-en mért kromatogram lefutdsan volt

kovetheto.

Az aWNV-APEX2-6HIS fehérjék leszorithatdéak az oszloprol a magasabb imidazol
tartalmu *B’ puffer segitségével, az imidazol koncentraci6 fokozatos novelésével mostam
az oszlopot. Az elualt fehérjéket frakciokba gytijtottem.

Az elicio 1épcsdzetes gradiens szerint 5, 25, 50, és 100% B puffert alkalmazva tortént,

minden Iépcsd esetén 6 kolonnatérfogatnyi pufferrel.

4.1.5. A Kiilonb6z6 indukciés koriilmények hatasanak osszehasonlitasa

A tisztitas kromatogramjai a 10. és 11. abran lathatoak. A kromatogramokon az eluens
puffer adagoldsanak megkezdése utan két abszorbancia cstcs is lathatd, ami fehérje
jelenlétére utal. Ahhoz, hogy megtudjam, melyik frakcioban és milyen tisztasdgban
talalhatd az aWNV-APEX2-6HIS fehérje megfuttattam a mintakat SDS-PAGE-n, ezek

eredményei a 12., és 13. dbran lathatok.
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10. abra Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje indukcios kisérleteinek alapjan kivalasztott
koriilmények (30 °C, 18 ora, 0,1 mM IPTG) kézott 1 [-ben termeltetett fehérje tisztitasanak
FPLC-s kromatogramja

PageRuler™ Prestained .
Protein Ladder C- C+ 45 SFU4545 40 SZ M A 4 5 6 7 21
[ | kDa
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—— - ~130 — e
w— —~100 4 —
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- ~55 - S
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_— ~15 - -
- ~10
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4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

11. dbra Az aWNV-APEX2-6HIS (MW~39,59kDa) fehérje indukcios kisérleteinek
alapjan kivalasztott koriilmények kozott (30 °C, 18 ora, 0,1 mM IPTG mellett) 11-ben
termeltetett fehérje, illetve FPLC-s tisztitas utani mintdinak SDS-PAGE eredményei. A
keresett minta savja piros kerettel van jelolve. A roviditések jelentése: C- a nem indukalt,
negativ kontroll; C+ az indukalt, pozitiv kontroll, 45 —a 4500 rpm-en torténd
centrifugdlas utan vett minta; P - csapadék; SFU - sejtfeltaras utani minta; F - feliiluszo;
40 - a 40000 rpm-en torténd centrifugdlas utdn vett minta; M-marker (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder); A - atfolyé; 4, 5, 6, 7, 21- az FPLC-r6l lejové mintdk,
amelyek abszorbancia csucsot
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12. abra Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje indukcios kisérleteinek alapjan kivalasztott
koriilmények (30 °C, 3 ora, 0,1 mM IPTG) kozott 1 [-ben termeltetett fehérje tisztitasanak
FPLC-s kromatogramja
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4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

13. dbra Az aWNV-APEX2-6HIS (MW~39,59kDa) fehérje indukcios kisérleteinek
alapjan kivalasztott koriilmények kozott (30 °C, 3 ora, 0,1 mM IPTG mellett) 1 I-ben
termeltetett fehérje, illetve FPLC-s tisztitas utani mintdinak SDS-PAGE eredményei. A
keresett sav piros kerettel van jelolve. A roviditések jelentése: M-marker (PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder); C- a nem indukalt, negativ kontroll; C+ az indukalt,
pozitiv kontroll, 45 - a 4500 RPM-en torténo centrifugdlas utan vett minta, P -
csapadék; SFU - sejtfeltards utani minta, F - feliiluszo, 40 - a 40000 RPM-en torténé
centrifugadlas utan vett minta; 4, 5, 6, 7, 21, 22- az FPLC-r6l lejovo mintak, amelyek
abszorbancia csucsot adtak

A gélképeken lathato, hogy az FPLC-s tisztitas utdn nem kaptam oldhato fehérjét,
mind zarvanytestben talalhat6. Emiatt ugy dontdttem, hogy mas sejtvonalban is végzek

probatermeltetést. Emiatt az E. coli BL21(DE3)pLysS kompetens sejteket

transzformaltam [26] alapjan.
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Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje expresszidjanak optimalizdlasdhoz elészor az
LB/Kan szelekcios taptalajrol 3 koloniat kivalasztottam, amelyet atoltottam 3 ml LB
oldatot. Ezt a sejtszuszpenzidt 16 6ran at 37°C-on 275 rpm-mel razatva novesztettem. A
16 6ra utan 5 ml LB/Kan tapoldatba 1 V/V% sejtszuszpenzidt inokuldltam. A mintakat
addig novesztettem 37°C-on, €s 275 rpm-€n -en, amig a 600 nm-en mért optikai denzitasa
0,6 és 0,8 ko6zé nem keriilt. Ezutan a sejtkultarakat beindukaltam 0,5 mM IPTG-vel
(Izopropil—d-1-tiogalaktopiranozid), és mindegyik tenyészet mintabol 2,5 ml-t 3 oraig,
2,5 ml-t 18 6raig inkubaltam 30°C-on.

Minden lépés utan 20 pl mintat vettem, hozzdadtam 20 pul SDS PAGE mintapuffert
(ez SDS-t, merkaptoetanolt, glicerint és bromfenolkéket tartalmaz megfeleléen
pufferalva), és 10 percig foéztem lobog6 vizflirddben és 12,5%-o0s gélen elektroforézissel
elvalasztottam.

Ezutan sejtfeltarast végeztem, hogy leellendrizzem, milyen koriilmények kozott
termelddott a fehérje oldhaté formaban, és hogy milyen paraméterek mellett célszerii
nagyobb volumenii termeltetést megvalodsitani. A sejtfeltarashoz elészor a tapoldatot
lecentrifugaltam 13.000 rpm (~ 16.000 g) fordulaton, 6 °C-on, 10 perc alatt. A csapadékot
szuszpendaltam 2,5-2,5 ml PBS pufferben (A.4. fliggelék). A sejtfeltarast aztan a
kovetkez6 mdodon végeztem: a sejteket -80 °C-ra helyeztem be 10 percre, majd 37 °C-0s
vizfiirdobe, amig ki nem olvadtak, €s ezt haromszor megismételtem. A mintakat ezutan
yjra lecentrifugaltam 13.000 rpm-en, 6 °C-on 10 perc alatt. Minden 1épés utan 20 pl mintat
vettem, hozzaadtam 20 pl mintapuffert, és 10 percig féztem lobogéd vizfiirddben, majd
SDS-PAGE-n elvélasztottam.

A #2 glicerines torzsbdl leoltottam 5 ml LB/Kan tapoldatba, hozzdadtam 5 pl 50

cre

crer

majd addig ndvesztettem 37 °C-on, 275 rpm-en rdzatva, amig a 600 nm-en mért optikai
denzitasa el nem érte a 0,6-0,8 értéket. Ezutan beindukaltam 0,1 mM IPTG-vel, 250 pl,
on 275 rpm-en razatva 3 oras indukciéo utan 4500 rpm-en, 6 °C-on, 20 perc alatt
lecentrifugdltam. A sejtcsapadékokat visszaszuszpendaltam 20-20 ml A’ pufferben (A.S.
fiiggelék). Hozzaadtam 2 db EDTA-Free Complete tablettdit, ami a proteazok

inhibialasara szolgal, majd elvégeztem az ultrahangos sejtfeltarast. Az ultrahangos
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sejtfeltaras utan egy kétlépéses centrifugalas kovetkezett, elsd 1épésben a szuszpenzidt
lecentrifugaltam 4500 rpm-en 6 °C-on 20 perc alatt, majd a feliilusz6t Gjra centrifugaltam
40.000 rpm-en 30 perc alatt 10 °C-on. Az itt kapott feliiliszot atsziirtem 0,45 pm-es PES

(poliéterszulfon) membranon, majd Ni-affinitas kromatografids modszerrel tisztitottam
(14. abra).
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14. abra Az aWNV-APEX2-6HIS fehérje 1l-es termeltetése utani FPLC-s tisztitas
kromatogramja

A kromatogramon az eluens puffer adagolasanak megkezdése utan egy abszorbancia csucs
lathatd, ami arra utal, hogy fehérje jott le az oszloprol, de ahhoz, hogy megtudjam benne van-e

a keresett fehérje megfuttattam a mintdkat SDS-PAGE-n, ezek eredményei a 15. dbran lathatok.
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15. dbra Az aWNV-APEX2-6HIS (MW~40 kDa) fehérje indukcios kisérleteinek alapjdin
kivadlasztottkoriilmények kozott nagyobb térfogatban termeltetett fehérje FPLC-s tisztitas utani
mintdainak SDS-PAGE eredmeényei. A roviditések jelentése: M-marker (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder); C+-pozitiv kontroll, C- pozitiv kontroll, P-a mintdk 4500 rpm-en
torténd centrifugalasa utan a sejtcsapadeékbol vett minta, F- a mintak 4500 rpm-en torténo
centrifugadlasa utan a feliiluszobol vett minta, T6,T7,T8,T9- FPLC-s frakciok
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4.2 aWNV-6HIS és APEX2-6HIS fehérjék eloallitasa

4.2.1. aWNV-6HIS fehérjét kodolo plazmid eléallitasa

Mivel a gyorsteszthez sziikség van a jeloléenzim nélkiili antitestre is, ezért génsebészeti
modszerekkel az aWNV fehérje génjét Notl és Ndel restrikcids enzimekkel kiemésztettem
APEX2 génje melldl a pET-28a(+) vektorbdl, majd a pET-23b(+) vektorba illesztettem be.

Az emésztési reakcioelegyet az alabbiak szerint mértem Ossze:

* Insert (aAWNV)

— 7 ul DNS (aWNV)

— 1 ul cutsmart puffer

— 1 ul enzim (Notl ¢és Ndel)
* Plazmid (pET-23b)

— 5 ul DNS (pET-23b)

— 2 ul SDV

— 1 ul cutsmart puffer

— 1 ul enzim (Notl és Ndel)

Az egyes DNS-eket 37 °C-on, 1 6ra alatt megemésztettem, majd az emésztési elegyet 1%-
os agar6z gélen futtattam meg, hiszen, ha az emésztési elegyet egybdl megprobaltam
volna ligalni, a benne levd restrikcios enzimek mindig elhasitottak volna, amit a ligaz
Osszekapcsolt. A megfuttatott gélbdl Monarch DNA Gel Extraction Kit-el kipucoltam a
megemésztett DNS fragmenseket, végiil az emésztett fragmenseket Gsszeligaltam. A
ligalas soran az emésztett pET-23b vektorba beillesztettem az aWNV-t kodolé DNS
fragmentet. A ragadds végek Osszeillesztése T4 ligdz enzim segitségével tortént. A
ligalasi elegy Osszetétele a kovetkezo volt:

« 2 ul rapid puffer
* 1 ulligdz enzim
1 ul vektor
« 6 ul insert

A rapid ligalas Eppendorf csében, 22 °C-on inkubalva 10 perc alatt tortént. Az igy
kapott DNS-sel a TOP10 E. coli sejteket transzformaltam a [28] szerint, amelyekkel a

kapott plazmidot felsokszorosithatom.

Ehhez 50 pl TOP10 E. coli sejtet és 5 ul ligatumot egy Eppendorf csdbe pipettaztam,
¢s 30 percig jégen inkubaltam. Ezutan 1,5 percig 42 °C-os vizfiirddbe, majd 2 percre ujra
jégre helyeztem a csovet. Majd 500 pl 42 °C-ra melegitett SOC torzsoldatot adtam hozza.
Ezt kovetéen 37 °C-on 45 percig 225 rpm-en razattam. Az oldatbol 50 és 450ul-t LB/Amp
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lemezre szélesztettem ki és 37°C-on ON ndvesztettem. Masnap a kin6tt kolonidkbol
véletlenszerlien kivalasztottam 3  darabot, amelyeket LB/Amp tipoldatban
felszaporitottam, és ezekbdl a plazmidot kitisztitottam, majd probaemésztéssel és
szekvenaléssal leellendriztem, hogy megfeleld volt-e az aWNV egydoménes antitestet

kodolo génszekvencia plazmidba torténd beillesztése.

4.2.2. APEX2-6HIS fehérjét kodolo plazmid eléallitasa

A teszt elkészités€hez sziikség volt még az antitest nélkiili jeloléfehérje eldallitasara is,
ezért a génsebészet modszereivel az APEX2 fehérje génjét kiemésztettem a pET-28a(+)
vektorbol, és a pET-23b(+)vektorba beillesztettem. Ehhez az emésztési reakcioelegyet a

kovetkezOképpen mértem Gssze:

* Insert (APEX2)

— 7 ul DNS (APEX2)

— 1 ul cutsmart puffer

— 1 ul enzim (Notl és Xhol)
* Plazmid (pET-23b)

— 5 ul DNS (pET-23b)

— 2 ul SDV

— 1 ul cutsmart puffer

— 1 ul enzim (Notl és Xhol)

Az egyes DNS-eket 37 °C-on, 1 6ra alatt megemésztettem, majd az emésztési elegyet
1%-0s agardz gélen futtattam meg, hiszen, ha az emésztési elegyet egybdl megprobaltam
volna ligélni, a benne levo restrikcidés enzimek mindig elhasitottak volna, amit a ligaz
Osszekapcsolt. A megfuttatott gélbdl Monarch DNA Gel Extraction Kit-el kipucoltam a
megemésztett DNS fragmenseket, végiil az emésztett fragmenseket Osszeligaltam. A
ligalas soran az emésztett pET-23b vektorba beillesztettem az APEX2-t kodolo DNS
fragmentet. A ragadds végek Osszeillesztése T4 ligdz enzim segitségével tortént. A
ligalasi elegy Osszetétele a kdvetkezd volt:

* 2 ul rapid puffer
* 1 ulligdz enzim
1 ul vektor
« 6 ul insert

A rapid ligalas Eppendorf cs6ben, 22 °C-on inkubalva 10 perc alatt tortént. Az igy kapott
DNS-sel a TOP10 E. coli sejteket transzformaltam a [27] szerint, amelyekkel a kapott

plazmidot felsokszorosithatom.
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Ehhez 50 ul TOP10 E. coli sejtet és 5 ul ligatumot egy Eppendorf csébe pipettaztam,
¢s 30 percig jégen inkubaltam. Ezutan 1,5 percig 42 °C-os vizfiirddbe, majd 2 percre ujra
jégre helyeztem a csovet. Majd 500 ul 42 °C-ra melegitett SOC torzsoldatot adtam hozza.
Ezt kovetéen 37 °C-on 45 percig 225 rpm-en razattam. Az oldatb6l 50 és 450ul-t LB/Amp
lemezre szélesztettem ki és 37°C-on ON ndvesztettem. Masnap a kin6tt kolonidkbol
véletlenszertien kivalasztottam 3  darabot, amelyeket LB/Amp tapoldatban
felszaporitottam, ¢s ezekbdl a plazmidot kitisztitottam, majd probaemeésztéssel ¢&s
szekvenaléssal ellendriztem, hogy megfeleld volt-e az APEX2 jeloléfehérjét kodolo

génszekvencia plazmidba torténd beillesztése.

4.2.3 Ellenorzo emésztés és DNS szekvenalas

A tisztitott rekombinans pET-23b-aWNV-6HIS és pET-23b-APEX2-6HIS DNS-eket
az emésztéshez is hasznalt restrikcids endonukledzokkal emésztettem, majd az emésztési
elegyeket agaroz gélen elvalasztottam, hogy ellendrizzem megfeleléen beépiiltek-e az

inzertek a plazmidba.

aWNV  APEX2
M em. #1-3 em. #1-3

g.---»ﬁ--

-
e oy o CoReRO

- e

16. dbra pET-23b-aWNV-6HIS és pET-23b-APEX2-6HIS plazmidok ellenérzé

emésztése
A mintékat elkiildtem szekvenaltatni. Az elektroferogram alapjan az aWNV-6HIS
fehérjét kodold plazmidba nem keriilt inzert a #l-es koldnia esetén, csak {liresen
visszazarodott, az APEX2-6HIS-t kodol6 DNS-ben pedig a #3-as kolonia esetén
pontmutacio 1épett fel, igy mindkét esetben a 2-es koloniabol tisztitott DNS-ekkel

dolgoztam tovabb.
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4.2.4. aWNV-6HIS és APEX2-6His fehérjék termeltetési koriillményeinek optimalizalasa

A pET23b-aWNV-6HIS ¢és pET23b-APEX2-6HIS plazmiddal a BL21(DE3)pLys
kompetens E. coli sejteket transzformaltam, hogy az altala kodolt fehérjét
expresszaltassam [27]. A transzformalt sejteket ON ndvesztettem LB/Amp taplemezen.
Az aWNV-6HIS és APEX2-6HIS fehérjék eléallitasahoz az aWNV-APEX2-6HIS fazios

fehérje termeltetése soran bemutatott koriilményeket (30°C, 0,1mM IPTG koncentracio,

cre

aWNV-6HIS és APEX2-6HIS fehérjék FPLC-s tisztitasanak kromatogramjai a 18. €s 20.

abran lathatoak.
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17. abra Az APEX2-6HIS fehérje FPLC-s tisztitasanak kromatogramja

Ezutan a mintakat megfuttattam 15%-0s SDS-PAGE gélen, aminek eredménye a 18.
¢és 19. abran lathato.
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18. dbra Az APEX2-6HIS (MW~25,66 kDa) fehérje termeltetési és FPLC-s tisztitas utani
mintainak SDS-PAGE eredményei. A roviditések jelentése: M-marker (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder),C- negativ kontroll, C+ pozitiv kontroll, F-a mintak 4500 rpm-en
torténd centrifugdldasa utan a feliiluszobol vett minta, P-a mintak 4500 rpm-en téorténd
centrifugalasa utan a csapadeékbol vett minta, SF-sejtfeltaras utani minta, P2- a mintak 40.000
rpm-en torténd centrifugdldsa utdn vett minta, At- az FPLC dtfoly6bdl vett minta, T4-7, T8-11,
T17 pedig az FPLC-r6l lejové frakciok, amelyek az UV detektorban jelet adtak
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19. abra aWNV-6HIS fehérje FPLC-s tisztitasanak kromatogramja
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20. dbra Az aWNV-6HIS (MW~14,42) fehérje termeltetési és FPLC-s tisztitas utani mintdinak
SDS-PAGE eredményei. A roviditesek jelentése: P-a sejtszuszpenziobol vett minta, Pl-a mintak
4500 rpm-en torténd centrifugalasa utan a csapadékbol vett minta, SF-sejtfeltards utani minta,
At- az FPLC dtfolydjabdl vett minta, T4-7, T8-10, T18 pedig az FPLC-#61 lejové frakcidk,
amelyek az UV detektorban jelet adtak M-marker (PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder), C- negativ kontroll, C+ pozitiv kontroll

A gélképeken lathatod, hogy az APEX2-6HIS ¢és az aWNV-6HIS fehérjék FPLC-s tisztitasa utan
a frakciokban oldhato fehérjét kaptam.

4.3 A termeltetett fehérjék aktivitasanak vizsgalata

4.3.1 Az aWNV-APEX2-6HIS és az APEX2-6HIS peroxidaz aktivitasanak igazolasa

Az aWNV-APEX2-6HIS ¢és APEX2-6HIS fehérjék aktivitdsanak ellendrzése ugyanazon
protokoll szerint zajlott. Elsé 1épésként a tisztitott aWNV-APEX2-6HIS fehérje aktivitasat
ellendriztem TMB-vel (21. 4bra).

21. abra aWNV-APEX2-6HIS fehérje aktivitdsanak ellendrzése TMB-vel. Az egyes well-ek
tartalma: a) TMB+FPLC A puffer, b) TMB+tisztitott aWNV-APEX2-6HIS c) tisztitott aWNV-
APEX2-6HIS

Az abran lathato, hogy az aWNV-APEX2-6HIS fehérje az 1:1 aranyban hozzaadott, eredetileg

szintelen TMB-t kéksziniire valtoztatta, tehat van peroxidaz aktivitésa.
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A ~0,175 mg/ml-es fehérjékbol 10x-es, 100%-os és 1000x-es higitasokat készitettem,
¢és ezeknek is ellendriztem az aktivitdsat 1:1 aranya TMB hozzdadasaval. Ennek

eredménye a 22. dbran lathato.

a) b) c) d)

22. abra Az aWNV-APEX2-6HIS fehéerje peroxidaz aktivitasanak tesztelése. a) 0,175
mg/ml-es fehérje + TMB, b) 10 x-es térfogatra kihigitott fehérje + TMB ¢) 100 x-0S
térfogatra kihigitott fehérje + TMB 1000 x- es térfogatra kihigitott fehérje + TMB

Az abran lathato, hogy a tisztitott, 0,175 mg/ml-es aWNV-APEX2-6HIS fehérje

szemmel jol lathatd, intenziv szinreakciét ad, de a 100x-os higitasnal (0,00175 mg/ml)-

es koncentracional is ad szinreakciot, vagyis nagyon nagy az érzékenysége.

4.3.2 Az aWNV-6HIS és az aWNV-APEX2-6HIS viruskoto képességének igazolasa

A fuzios fehérje sdAb tagjanak, illetve az aWNV egydoménes antitest funkcionalis
aktivitasdnak ellendrzését a Pécsi Tudomanyegyetem  Szentagothai  Janos
Kutatokdzpontjanak Virologiai Kutatdocsoportjaban végezték el, mivel az €16 virussal
torténé munkavégzés szigort jogszabalyokhoz kotott, és az ottani 4-es biztonsagi szintii
viruslaborban voltak meg hozza a megfeleld feltételek. Az aWNV-6HIS és aWNV-
APEX2-6HIS fehérjék 0,5 mg/ml koncentracidjii oldataibol, felez6 higitassal 6-tagu
higitasi sor késziilt, minden koncentracion 3 parhuzamos mintaval. VeroE6 majomvese
sejtvonalon eldszor a fehérje oldatok citotoxicitasat vizsgaltak, amely 0,0312 mg/ml
koncentracional minimalis volt mindkét fehérje esetén, 0,0156 mg/ml-nél pedig mar nem
oldatokat hasznaltak. Az €16, héjabol szarmazo és felszaporitott WNF virust (30 000
db/reakcidedény) 37°C-on 1 Ordn at inkubaltdk aWNV-6HIS és aWNV-APEX2-6HIS
fehérjék 50 pl térfogatii oldataival, elegendd id6t biztositva a fehérje-virus kotés

kialakuldsanak. Ezutan az eleggyel megfertdzték a sejteket, 30 percig 37°C-on allni
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hagytédk, hogy egyenletes eloszlast kapjanak, majd a felesleget eltavolitottak és friss
tapoldatot pipettaztak a sejtekre. Pozitiv kontrollként nem fert6zott sejtvonalat, negativ
kontrollként a fehérjékkel nem kezelt virusokkal fert6zott sejtvonalat hasznéltak. Ezutan
a megfertdzott sejteket 6 napig 37°C-on inkubaltak, hogy az esetlegesen aktiv virusok ki
tudjak fejteni hatdsukat A sejtvonalakat végiil CytoSmart inverz laboratdriumi élosejt-
képalkotasra kifejlesztett mikroszkop segitségével vizualizaltak.

A 23. abran lathaté képek egyértelmiien igazoljak, hogy a virusfertdzés és ennek
kovetkezményeként a sejtek lizise csak a fehérjékkel nem kezelt €16 virusok hatdsara
kovetkezett be, tehat mind az aWNV-6HIS, mind az aWNV-APEX2-6HIS fehérjék

rendelkeznek a virus megkotésének (és igy inaktivalasanak) képességével.

(] C)
| |
s s

(D)

23. dbra A virus neutralizdacios vizsgalatok eredményét tiikrozo mikroszkopos felvételek

(A)  aWNV-APEX2-6HIS fiizios fehérje komplex + WNV virus, kezelt és fertézott VeroE6 sejtek
(B)  aWNV-6HIS egydoménes antitest + WNV virus, kezelt és fertézott VeroE6 sejtek

(C)  Negativ kontroll, nem fertézétt VeroE6 sejtek

(D)  WNV fertézés VeroE6 sejteken
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5. Osszefoglalas

Az immunoanalitikai alapu teszteknek napjainkban egyre nagyobb jelentdsége van az
orvosi diagnosztika, a kornyezeti monitorozas és az ¢lelmiszeranalitika teriiletén is. Az
ilyen tesztek kulcs komponensei leggyakrabban a hagyomanyos antitestek, azonban ezek
eldallitasa koltséges és bonyolult. Az egy polipeptid lancbol felépiild, génsebészeti
eljarasokkal egyszertien modosithatd ¢és bakteridlis rendszerekben gazdasagosan
eldallithatd egydoménes antitestek a hagyoményos antitestek kivalo alternativai.
Jeloléenzimmel fuzionalva rdadasul a kimutatési eljarasok tovabb egyszertisithetok.

Ebben a munkaban a Nyugat-nilusi 14z virusanak (WNV) kimutataséara alkalmas teszt
kialakitdsdhoz szlikséges fehérjéket allitottam eld, aWNV egydoménes antitestet, egy
modositott szdjabab aszkorbat peroxidazt (APEX2) és ezek aWNV-APEX2 fuzios
fehérjét. A fehérjek génjének megtervezése utdn optimalizaltam azok termeltetési €s
nikkel-affinitas kromatografias tisztitasi protokolljait, majd teszteltem azok aktivitasat. A
vizsgalatok igazoltdk, hogy a minden fehérje esetén jelentds mennyiségben oldhato
formaban eléallitott fehérjék koziil az APEX2 és a fuzios aWNV-APEX2 rendelkezik
peroxidaz aktivitassal. E16 Nyugat-nilusi laz virussal fertézott majomvese sejtvonalon
igazoltuk, hogy mind az aWNV, mind a fuziés aWNV-APEX2 hatékonyan neutralizalja
a virust, ami a viruskotd képesség meglétét tamasztja ala.

Mivel kisérleteim alapjan bizonyitast nyert, hogy az altalam eléallitott fehérjék
rendelkeznek a sziikséges viruskotd és peroxidaz aktivitassal, tovabbi célom ezek

felhasznalasaval a WNF virus kimutatasara alkalmas gyorsteszt fejlesztése.
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A. Fuggelék

A.l. LB (Luria-Bertani) tapoldat

* 20 g szilard LB por
e 11viz
* 121°C-on 30 percig torténd sterilezés autoklavban

A.2. LB taptalaj

» 359 LB por
e 11viz
* 121°C-on 30 percig torténd sterilezés autoklavban

A.3. SOC oldat

* 20 g bacto-tryptone

* 5 g ¢lesztd kivonat
0,58 g NaCl

0,19 g KCI

10 ml 1 M-os MgCl,
10 ml 1 M-0s MgSQOg4

A bemért elegyet 1 literre kiegészitjiik 1 liter MQ vizzel, és autoklavban 121°C-on 30
percig sterilezziik. Majd steril fiilke alatt a steril oldatbol 100 ml-hez 1 ml 2 M-os steril

gliikoz oldatot adunk.

A.4. PBS puffer

* 800 ml MQ viz

« 8 g NaCl

1,44 g NazHPO4

0,2 g KClI

0,24 g K2HPO4

» apH-t 7,2 és 7,4 kozé kell allitani HCI segitségével

+ atérfogatot 1 literre kell kiegésziteni desztillalt viz segitségével
121°C-on 30 percig torténd sterilezés autoklavban

A.5. FPLC A’ puffer
* 20 mM NaH2PO4

- 500 mM NaCl
- pH=8,00
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A.6. FPLC °B’ puffer

¢ 20 mM NaH;PO4
* 500 mM NaCl

« 500 mM imidazol
» pH=8,00

A.7. SDS-poliakrilamid-gél
1 db 12,5%-0s SDS-poliakrilamid gél osszetétele:

* Also, szeparal gél Osszetétele
— 4 ml ,,szeparal6d gél” oldat, amely tartalmaz:

* 2,8 ml A puffer (182 g Tris-HCI + 4 g SDS/ liter, pH=8,8)
* 21,75 ml MQ Hz0

* 15,75 ml 40%-os akrilamid oldat
— 3 ul TEMED (Tetrametil-etilén-diamin) — 30 ul APS (10%-os ammonium-

perszulfat oldat)

* Felsd, koncentrald gél dsszetétele:
— 1,67 ml ,,koncentral6 gél” oldat, amely tartalmaz:

* 6,3 ml B puffer (61 g Tris-HCI+ 4g SDS / liter, pH=8,8)
* 15,9 ml MQ H,0

* 2,825 ml 40%-os akrilamid oldat
— 3 ul TEMED (Tetrametil-etilén-diamin)
— 30 ul APS (10%-0s ammonium-perszulfat oldat)

B. Fiiggelék

B.1. Az aWNV-APEX2-6His fehérje tulajdonsagai

MW: 39,59 kDa, pl: 6,70,

Extinkcios koefficiens: 46995 M-1cm-1, Abszorbancia: 1,187 (1 g/l koncentracid esetén);
feltételezve, hogy minden cisztein-maradék oxidalt allapotban van,
Extinkcios koefficiens: 46870 M-1cm-1, Abszorbancia: 1,184 (1 g/l koncentracio esetén);

feltételezve, hogy minden cisztein-maradék redukalt allapotban van [28]

B.2. Az aWNV-6His fehérje tulajdonsagai

MW: 14,42 kDa, pl: 8,98,
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Extinkcios koefficiens: 32555 M-1cm-1, Abszorbancia: 2,257 (1 g/l koncentracio esetén);
feltételezve, hogy minden cisztein-maradék oxidalt allapotban van,
Extinkcios koefficiens: 32430 M-1cm-1 Abszorbancia: 2,248 (1 g/l koncentracid esetén);

feltételezve, hogy minden cisztein-maradék redukalt allapotban van [28]

B.3. Az APEX2-6His fehérje tulajdonsagai

MW: 25,66 kDa, pl: 6,23

Extinkcios koefficiens: 14440 M-1cm-1, Abszorbancia: 0,563 (1 g/l koncentracié esetén)

[28]
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