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Roviditések

(k)bp: (kilo)bazispar — a bazispar kifejezést a DNS molekulaban az egymashoz hibridizal6do
dezoxinukleotid-par helyett hasznalva

AdenoV: Adenovirus

AMP: Ampicillin

Ara: Arabindz

dCMP: Dezoxicitidin-monofoszfat
DNa4z: Dezoxiribo-nukleédz
DNS-Prot: DNS-Fehérje komplex
Glu: Gliikoz

KAN: Kanamicin

kDa: kiloDalton

LB: Lysogeny broth, egy tapanyagban gazdag tapoldat/talaj, elsésorban baktériumok
szaporitasara szolgal.

NFI: Nuklearis Faktor [
NFI-BD: NFI DNS-k6t6 domén
PCR: Polimeraz lancreakcio

pdUA-lacln: lacl gént tartalmazo pdUA DNS hordozd, Nhel (hasito enzim) felismerd
szakasszal a promoter régioban.

pdUA-lacIne: lacl gént tartalmazo pdUA DNS hordozd, Nhel és EcoRI (hasit enzimek)
felismerd szakaszokkal a promoter régioban.

Pol: Polimeraz



1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a mesterséges nukleazok kutatasa egyre nagyobb figyelmet
kapott, mivel segitségiikkel kezelni, esetleg gyogyitani is lehetne genetikai betegségeket. Ez a
DNS természetes hibajavitdo mechanizmusanak aktivalasaval érheté el a dezoxi-
ribonukleotidok kozotti foszfodiészter kotések mesterséges nukleazokkal torténd hasitasan
keresztiil. Ezek a nukleazok un. kiméra fehérjék, melyeket egy DNS-felismer6 és egy nukleaz
domén alkot. A ma is alkalmazott mesterséges DNS hasité enzimek példaul a meganukledzok,
a cinkujj, TALE (transcription activator-like effector) és a CRISPR(clustered regularly
interspaced short palindromic repeats)/Cas9 nukleazok. Ez utdbbi rendszer leirasaért
Emmanuelle Charpentier és Jennifer Anne Doudna 2020-ban megkaptak kémiai Nobel-dijat. A
CRISPR/Cas9 rendszer segitségével tetszélegesen kivalasztott DNS-szekvencia egyszeriien
megcélozhatd akar az emberi genomban is a DNS szekvenciat felismeré6 RNS molekula
valtoztatasa révén [1], [2], [3]. Ez oriasi elény a mesterséges nukleazok el6z6 generacidival
szemben, melyekben a célszekvencia megvaltoztatasahoz a fehérje attervezését kellett
elvégezni. Mindazonaltal, ezek a mesterséges nukleazok mind alkalmasak génmodositasi
feladatok tanulményozésara, illetve végrehajtasara.

Az SZTE Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban egy hasonld rendszer kialakitasan
dolgoznak (1. Abra), ami hirom teriilet eredményeit 6tvozi: i) a Kyosuke Nagata, japan
egylittmiikddd partner, altal felfedezett Nuklearis Faktor I (NFI) specifikus DNS-kotd fehérje
[4]; ii) Carine Giovannangeli, francia kutatd DNS-t specifikusan hasitd mesterséges
nukledzaiban el6forduld triplexképz6 oligonukleotidok; és a iii) sajat kutatasokban szerepld
NCoIE7 nukleaz, mely alkalmas lehet egy szabalyozott mesterséges enzim kialakitasara. Ezen
kutatasokba kapcsolodtam be tudomanyos diakkori munkam soran az NFI fehérje részletes

tanulmanyozasa tertiletén [5].

NFI fehérje

TFO
13181 3 ¢ 2318 3 8

DNS

1. Abra: Az NFI fehérje DNS kotésén alapuld mesterséges nukledz. Az alsé sav a cél-DNS-szekvencia,
a TFO a cél-DNS-szekvencia specifikus felismerésére szolgalo triplexképz6 oligonukleotid, az sshS a
hurokképzd egyszala DNS, amit megko6t az NFI fehérje. Az N egy nukledz domén, ami a DNS hasitasat végzi.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A Nuklearis Faktor I specifikus DNS-koto fehérje

A Nuklearis Faktor | (tovabbiakban NFI) a helyspecifikus DNS-kot6 fehérjék
csaladjaba tartozik, és szerepet jatszik mind az emlésoknél a DNS atirdsiban RNS-sé
(transzkripcié), mind az Adenovirus (AdenoV) DNS masolasaban (replikacid). Kimutattak,
hogy az NFl-aktivitas szamos szervrendszerben alapveté fontossagu, és igy jelentOs hatassal
bir az emberi egészségre [6] A vizsgalt NFI egy ~47 kilodalton (kDa) nagysagu fehérje, amit
human eredetli, in. HeLa sejtek nuklearis kivonataibdl tisztitottak és izolaltak eldszdér. Részt
vesz az AdenoV DNS in vitro replikacigjanak iniciaciojaban, ¢és valosziniileg a
meghosszabbitasaban is. 499 aminosavbol all, aminek az N-terminalis 240 aminosavbol allo
szakasza a DNS-kot6é domén (2. Abra, NFI-BD), a C-terminalis 241-499 aminosavak kozotti
szakasz pedig a transzkripcios aktivacios rész [7], [8], [9], [10]. Az NFI-BD-t
laboratériumunkban eldzéleg kiilonbozd koriilmények kozott termeltették baktériumsejtekben
(expresszid), azonban ennek a fehérjének a tisztitasa kihivasokkal teli feladat. A fehérje az
oldhatatlan fazisban halmozodik fel, emiatt hidnyzik a jellemzése, nem all rendelkezésre
elegendd informacio a tulajdonsagairol. Az NFI-BD fehérjébél az 1. Abra szerint kialakithatd
mesterséges metallonukleaz (DNS-t hasit hidrolitikus enzim) viszont j6 jelolt lehet génterapias

célra.

MYSPLCLTQDEFHPFIEALLPHVRAFAYTWFNLQARKRKYFKKHEKRMSKEEERAVKDELLSEKPEVKQKWASRLLAKLRKDI
RPEYREDFVLTVTGKKPPCCVLSNPDQKGKMRRIDCLRQADKVWRLDLVMVILFKGIPLESTDGERLVKSPQCSNPGLCVQPH
HIGVSVKELDLYLAYFVHAADSSQSESPSQPSEADIKDQPENGHLGFQDSFVTSGVFSVTELVRVSQTPIAAGT

2. Abra: A tanulmanyozott Nuklearis Faktor I fehérje DNS-koté szakaszanak (NFI-BD) aminosav szekvencidja.

A helyspecifikus DNS-kot6 fehérjék nélkiilozhetetlenek a dezoxi-ribonukleinsavbol
(DNS) ribonukleinsavva (RNS) torténé atirashoz (transzkripcidhoz), rekombinacidhoz,
Osszecsomagoldshoz és replikacidhoz. Az eukariotdk helyspecifikus DNS-kot6 fehérjéivel
kapcsolatos szamos tanulmany vizsgalt olyan fehérjéket vagy DNS-molekulakat, amelyeket
olyan virusokhoz kapcsolodnak, mint az AdenoV. Az AdenoV-ok kétszali DNS genomjan
keresztiil j0l modellezhetdk az eukaridtdkban DNS-sel kapcsolatosan végbemend folyamatok.
Az AdenoV DNS replikacidjaval kapcsolatos kisérletekben kimutattak, hogy a gazdasejt
genomja altal kodolt fehérjék specifikusan kotddnek a virus DNS régioihoz, és igy

szabalyozzak a transzkripciot és/vagy a replikaciot [11].



Az NFI fehérje AdenoV DNS replikacioban betoltott szerepét korabban mar részletesen
tanulmanyoztak. Minddssze 6t fehérjére van sziikség a teljes hossziisagi AdenoV DNS in vitro
szintézis€¢hez. Két fehérjét kodol a gazdaszervezet (NFI és II), mig harom tovabbi fehérjét a
virus genomja kodol, ezek az 5'-terminalis fehérje prekurzora (pTP), az AdenoV DNS
polimeraz és az AdenoV DNS-kot6 fehérje. Az AdenoV DNS egy ~35 kilobazispar (kbp)
hosszusagu linearis kétszala molekula, amely egy-egy ~55 kDa méretli fehérjével kovalensen
kapcsolodik mindkét 5'-terminalisan. Az AdenoV DNS-replikacié meginditasa a DNS-
molekula barmelyik végén torténhet a ACMP pTP-hez torténd kovalens kapcsolodasa révén. A
pTP-dCMP komplex AdenoV DNS-en torténd képzodéséhez AdenoV DNS polimeraz, DNS-
koté fehérje és pTP jelenléte sziikséges. Ezen virusfehérjék jelenlétében a NFI mintegy
tizszeres hatékonysaggal stimulalja a reakciot [12].

A NFI fehérje szelektiven kotddik az AdenoV genom 1-451 nukleotidjait tartalmazo
kétszalu DNS fragmentumahoz [13]. A DNaz védelmi kisérletek kimutattak, hogy a NFI egy
32 bp hosszusagu szekvencidhoz kotddik, kozel az AdenoV DNS 5° terminuséhoz, egy olyan
DNS részlethez, amely hajtliszerkezet kialakitasara képes [14]. Ez a klonozott 5-6s szerotipusu
AdenoV DNS 17-48 szakaszanak felel meg, kozel az AdenoV DNS replikacios
kezdépontjahoz. In vitro vizsgalati eljarast fejlesztettek ki az AdenoV DNS-sel versengé DNS-
szekvencidkkal a NFI kotodéséért. Ezzel a vizsgalattal kimutattak, hogy a human DNS-
szekvenciak specifikusan kotédnek a NFI-hez, valamint a NFI DNS-kot6 aktivitasat
felhasznalva izolaltak és klonoztak az emberi DNS olyan szegmenseit, amelyek szorosan
kotddnek ehhez a fehérjéhez. A Hela sejtgenomban atlagosan minden 100000 bazisparonként
jelen van egy NFI kotohely. Ezen DNS szekvenciak kotdédése a NFI-hez hasonlit a klonozott
AdenoV DNS kotéséhez, és ellenall az ionerdsség novelésének [15].

A pLAL plazmid (bakterialis eredetti cirkularis) DNS, amelybe az Ad5 AdenoV DNS
3,3 kb méretti 5° vég feldli szakaszat épitették be. Eldsegiti a pTP-dCMP iniciacios komplex
kialakulasat, feltéve, hogy ugy linearizaljak, hogy a klonozott Ad DNS szekvencidk a linearis
molekula terminalisdn helyezkedjenek el. Mutagenezis soran eldallitottdak a pLAL DNS
kiilonboz6 valtozatait és elemezték, hogy ezek képesek-e tdmogatni az in vitro Ad DNS
replikaciot. A fentiekkel egyez6 mddon az eredmények azt mutattdk, hogy az Ad genom 5’
terminalis feléli 50 bp hossziusagu szakaszara van sziikség ahhoz, hogy a plazmid DNS
hatékony templat lehessen az in vitro DNS-replikacioban, és hogy ez az 50 bp szakasz két,
funkcionalisan kiilonallo részre oszthato. Ezek alapjan a vizsgalt plazmid DNS-eket harom
osztalyba soroltak. I. osztalyG DNS az, amelyhez az NFI kotddik, és hatékony templatként
mikodik az iniciacios és elongacios reakciokban (pLAL pLAS108 és pLAS107). I1. osztalyt
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DNS az, amelyhez a NFI nem kotédik, és rossz templat a pTP-dCMP iniciacidés komplex
kialakitasahoz, valamint nem timogatja az iniciacios komplex meghosszabbitasat (pLAS114 és
S201). A II1. osztalyt DNS-ek azok, amelyekhez a NFI kotédik, de inaktivak az iniciacio és az
elongacié szempontjabol (R8 és R17) [16].

Egy 32 bp dezoxi-ribonukleotid fragmentum hosszat ~110 A-re becsiilik. A NFI sugara
a 47 kDa molekulatomegébél szamitva ~27 A, feltételezve, hogy a fehérje idedlis esetben gdmb
alakt. Ez arra utal, hogy a NFI két molekulajara van sziikség a teljes 32 bp hosszisagi DNS
szekvencia védelméhez a nukleazokkal szemben. A 32 bp hosszisagh NFI koétéhely
potencialisan olyan hajtiiszerkezetet képez (3. Abra), amelynek AG értéke —6,1 kcal/mol [14].
Ez a régido négy ,konszenzus” szekvenciat (Kiilonboz6 eredeti DNS-molekulak adott
pozicioban megegyez6 nukleotid sorrendje) is tartalmaz, amelyek szamos AdenoV szerotipus
DNS-5’ termindlisan megtalalhatok. Nem vilagos, hogy a 32 bp régio felismerése a NFI altal
egy ilyen hajtiiszerkezettdl, a konszenzus szekvenciaktol, a nem illeszkedd régioktol vagy a
hajtiiszerkezet koriili szomszédos régioktol fiigg-e [17]. Nitrocelluldéz sziirén torténd
visszatartas vizsgalat alapjan azt talaltak, hogy a harmadik és negyedik konszenzus szekvenciak
kozott a NDS-t Mnll nukleaz enzimmel elhasitva, megsziint a NFI kot6dése. Lehetséges, hogy
a negyedik konszenzus szekvencia elengedhetetlen az AdenoV DNS terminalis NFI altal
torténd felismeréséhez, vagy egy ilyen hajtiiszerkezet kialakitasahoz, vagy az, hogy a negyedik
konszenzus szekvencia melletti G-C parokra van sziikség a hajtiiszerkezet stabilizalasahoz.

M. Challberg és munkatarsai azt talaltak, hogy az 1-18 DNS szakasz a pTP-AdenoV
Pol komplex kotddésében szerepet jatszo részlet, és van Bergen arrdl szamolt be, hogy az elsd
konszenzus szekvencia lényegesnek tiinik pTP-dCMP iniciacios komplex kialakitasahoz [18].
DNaz-védelmi technikak alkalmazasaval megfigyelték, hogy az AdenoV DNS-k&t6 fehérje a
teljes 451 bp kétszala fragmentumot védte a nemspecifikus DNS hasitassal szemben, ami arra
utal, hogy az AdenoV DNS-koté fehérje nem specifikusan kotédik a DNS-hez. Tovabba,
amikor a NFI és az AdenoV DNS-kot6 fehérje fehérjéket egyidejlileg adtak hozza, jelentds
DNz emésztest figyeltek meg a NFI kotOhelye mellett, de nem azon beliil, ami arra utal, hogy
a NFI-DNS komplexszel hatéaros teriilet szabadda valt. Ez a megfigyelés magyarazatot adhat a
NFI szerepére az iniciacios reakcioban [13]. A NFI serkenti a pTP-dCMP iniciaciés komplex
képzddését a pTP-AdenoV Pol altal, és az AdenoV DNS-koté fehérje gatolja ezt a reakciot a
NFI hianyaban. A NFI hozzaadasa megsziinteti az AdenoV DNS-koto fehérje altal okozott
gatlast, és a pTP-dCMP komplex maximalis képzddését eredményezi. Valdsziniileg a NFI
kolcsonhatasa ezzel a specifikus DNS-régioval lehetové teszi a pTP-AdenoV Pol komplex

szamara, hogy hatékonyan felismerje a pTP-dCMP inicidciés komplex kialakuldsdhoz
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sziikséges DNS-szekvenciakat, amelyeket egyébként az AdenoV DNS-kot6 fehérje elfed. A
pTP-AdenoV Pol komplex koétddik az egyszala DNS-hez, de nem kotddik a duplex DNS-hez
kis ionerésség mellett. Lehetséges, hogy az AdenoV DNS replikacio inditasaban részt vevo ot
fehérje (pTP, AdenoV Pol, AdenoV DNS-ko6t6 fehérje, NFI és az AdenoV DNS-Prot [19])
egyiittes hatasa a pTP-AdenoV Pol szelektiv kotddéséhez vezet a templat végén, amelyet ezek
a fehérjék egyszaluva alakitottak. Ennek megfeleléen a pTP-dCMP komplexet az AdenoV Pol
barmilyen egyszali DNS-en kialakithatja. Ezt a reakciot az AdenoV DNS-kot6 fehérje gatolja,
a NFI pedig nem befolyasolja. Az AdenoV DNS konszenzus DNS szekvenciat tartalmazé
duplex DNS esetén a NFI az AdenoV DNS-koto fehérjevel egylitt egyszalu régiokat hozhat
1étre, amelyek magukban foglaljak az els6 olyan konszenzus DNS-szekvenciat, amelyhez a pTP
szelektiven kotédhet. Az AdenoV DNS-Prot terminalis fehérje iranyithatja a belép6 pTP-t ebbe

a régioba.
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3. Abra: A DNS-régio lehetséges masodlagos szerkezete a NFI kotShelyén. A bekeretezett szekvenciak négy
konszenzus szekvenciat képviselnek, amelyek az AdenoV DNS tobb szerotipusaban is megtalalhatok. (Ez a
szekvencia analog az 1. Abran lathato ssbS molekularészlettel [14].

Jelenleg nem vilagos, hogy a NFI szerepet jatszik-e a DNS meghosszabbitasban a
replikacio soran. A NFI stimulélja a pTP-dCMP komplex meghosszabbitasat, de nem biztos,
hogy ez a hatés az iniciacios reakcio jelentds eldsegitésébdl fakad. Ez a faktor nincs hatassal az
AdenoV Pol altal katalizalt elongacios reakciora az egyszali DNS-templatokon. Tamanoi és
munkatarsai kimutattak [20], [18], hogy a terminalis fehérjét nem tartalmazo kétszala AdenoV
szekvenciaval is megvaldsithatd az iniciacio és az elongacio, feltéve, hogy ez a szekvencia a
templat 5’ végén van. A terminalis szekvencidk ekvimolaris koncentraci6it haszndlva azt

talaltak, hogy a szintézis hatasfoka koriilbeliil 5%-a az AdenoV DNS-Prot esetében megfigyelt



szintézis hatasfokanak. Ezen talmenden azt talaltak, hogy egy tovabbi gazdasejtmag fehérjére
van sziikség a DNS replikacio inicidlasahoz és a DNS szintéziséhez templatként EcoRI
restrikcios endonuklaz enzimmel hasitott pLAI DNS-t felhasznalva. Ez az 0j fehérje, amelyre a
pTP, AdenoV Pol, AdenoV DNS-ko6t6 fehérje és NFI mellett sziikség van, nincs hatassal az
AdenoV DNS-Prot fligg6 iniciacios vagy elongacios reakciora [14].

A fentiek alapjan az NFI fehérje DNS kotését jellemzo affinitasi és szerkezeti viszonyok
mindmaig kérdésesek. Nem 4all rendelkezésiinkre a fehérje-DNS komplex haromdimenzios
szerkezete. Emiatt érdemes tovabb tanulmanyozni a kdlcsonhatas és a molekulafelismerés
pontos koriilményeit, amennyiben a NFI DNS k6t6 doménjét mesterséges nukledz fejlesztés

céljara szeretnénk felhasznalni.

2.2. 1-Block kisérlet a fehérje-DNS kolcsonhatas sejten beliili tanulmanyozasara

Az n. I-Block kisérlet egy tesztrendszer, melyet biologiai szenzornak is nevezhetiink,
mert segitségével a B-galaktoziddz enzim megjelenésén és miikodésén keresztil érzékeljiik a
fehérje-DNS kolcsonhatast. Az I-Block kisérlet 1ényege, hogy az alkalmazott E. coli
baktériumsejt (ER1821Alacl) folyamatosan termeli a B-galaktozidaz fehérjét, ami egy X-Gal
fantazianevii szubsztratot (5-brom-4-kloro-3-indolyl-p-D-galaktozid) elbont, és az igy képz6do
festékanyag (4-klor-3-brom-indigo) a sejteket kékre szinezi (4. Abra), [21]. Igy a miikodéképes

enzim jelenlétét tudjuk detektalni.
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4. Abra: Az X-Gal hasitasanak reakcioegyenlete. A p-glikozidos kotés elhasitasa utan galaktoz és kék
szinil, oldhatatlan indigdszarmazék vegyiilet keletkezik.

Az I-Block kisérlet sematikus abrazolasa az 5. abran lathat6. Az E. coli ER1821 sejteket
ugy modositottdk, hogy benniik a lac inhibitor fehérje (Lacl), ami megakadalyozna a -
galaktozidaz fehérje (LacZ) kifejez8dését, nem képzddik, ugyanis az azt kddolo DNS szakaszt
(a fehérje génjét - lacl) eltavolitottak: ER1821Alacl. Készitettek ehhez a sejthez egy olyan DNS
hordozot (pdUA), ami tartalmazza az inhibitor fehérje génjét (lacl). Ezt a DNS hordozot a sejtbe
juttatva, termelddik a Lacl inhibitor fehérje, tehat nem fog képzddni B-galaktozidaz, és nem

lesznek kékek a sejtek az X-Gal-tartalm taptalajon (5. Abra-A). Ha ezt a DNS hordozot ugy
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alakitjuk at, hogy az un. promoter régioba (P), ahonnan a Lacl fehérje génjének atirasa
inicialhatd (Praci), beépitiink egy DNS-kotd fehérje felismerési DNS szekvenciajat, és
bejuttatjuk egy masik DNS hordozon (pBAD24) ennek a DNS-kot6 fehérjének (pl. NFI-BD) a
génjét a Ppep promoter régid utan, akkor ez a fehérje, a DNS célszekvenciajahoz kotodve,
megakadalyozhatja a Lacl inhibitor fehérje képz6dését. Ebben az esetben kékek lesznek a sejtek
a vizsgalt fehérje DNS-kotését kimutatva (5. Abra-B) [22]. Ugyelni kell ra, hogy ha a pdUA
hordozoba beépitjik a rovid DNS célszekvenciat, akkor Onmagaban a promoéter DNS

szekvencia modositasaval ne akadalyozzuk az inhibitor fehérje kifejez6dését.

o D eeens .:'r|
Inhibitor fehérje | _5!'|JQCZJ'_
* ER1821Alacl

e A
NFI-BD fehérje ~
pBAD24

v

pdUA

5. Abra: Az I-Block rendszer miikodésének sematikus abrazolasa [22].
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3. Célkitiizés

A mesterséges nukleazok igéretes eszk6zok lehetnek a génterapiaban. Azonban fontos
tudni, hogy a ma ismert mesterséges nukleazoknak citotoxikus hatasuk is van, azaz tovabbi
finomitasok sziikségesek. A gyogyaszatban vald alkalmazashoz elengedhetetlen, hogy a
nukledz csak az arra kijeldlt helyen, specifikusan végezze a hasitast. Azaz tovabbi optimalizalas
szlikséges. A specifikus DNS-kotd fehérjékbdl kialakitott metallonukledzok szabalyozhatok a
fémionok segitségével. Egy ilyen specifikus DNS-k6t6 fehérje, a Nukledris Faktor I vizsgalatat
tliztiik ki célul.

Ennek érdekében célom volt a Nuklearis Faktor I fehérje DNS-kotd szakaszdnak
eléallitasa. Tovabba annak vizsgalata, hogy az NFI-BD hogyan hat kolcson DNS-sel,
bebizonyitani, hogy ez a kdlcsonhatas valoban specifikus. Sikeres fehérjeszintézis ¢€s tisztitas
esetén terveztiik annak vizsgalatat is, hogy milyen szerkezetet vesz fel a DNS-fehérje komplex.

A fentiek érdekében a NFI-BD fehérjét kodoldo DNS szakaszt tobb DNS hordozdba is
terveztiik beépiteni a rekombinans DNS technologia eszkozeit felhasznalva. A tisztitast
affinitas kromatografiaval terveztiik, és ehhez valasztottuk ki a megfeleld hordozokat, melyek
segitségével az affinitas-toldalékokat a fehérjéhez flizhetjiikk. Parhuzamosan ezzel, a fehérje
eldallitasanak bonyolultsaga miatt, a DNS kotés tanulmanyozasa céljabol 1-Block kisérletek
elvégzését terveztilkk kvalitativan taptalajon baktériumtelepekkel, illetve kvantitativan
lemezolvasoé segitségével.

Tavlati terveink kozott szerepel a fehérje atalakitasa tigy, hogy DNS-t is hasithassunk

vele.
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4, Kisérleti anyagok és modszerek

4.1. Polimeraz lancreakcio

A polimerdz lancreakcid6 (PCR) lehetové teszi egy DNS molekula kivalasztott
szakaszanak tesztcsOben torténd sokszorositasat. Fontos feltétele, hogy a sokszorositandé DNS
szakasz mindkét végén ~10-20 bazisparbol allo szekvenciat ismerjiink, mert a sokszorositashoz
olyan dezoxi-oligonukleotidok (primerek) kellenek, amelyek a DNA szétvalasztott szalainak
3’-végéhez kapcsolddva (hibridizalodva) indité-szekvenciaként szolgalnak. Ezutan innen
megkezdédik az 0j egyszala komplementer DNS szakasz felépitése 5’23’ iranyban az
antiparallel templat szal szekvenciajanak megfelelé6 modon. Elengedhetetlen, hogy legyen egy
hotliré enzim, ami elviseli a nagyobb hémérséklet-valtozasokat is. Ilyen példaul az alkalmazott
Xceed TAQ DNS polimeraz. Sziikség van még dezoxi-nukleozid-trifoszfat épitdegységekre, és
Mg?*-ionokat tartalmazoé pufferre, ami biztositja a polimeraz mitkodéséhez megfeleld energiat
¢és kornyezetet. Erre a célra az Xceed reakciopuffert hasznaltuk [23].

A kisérletek soran MJ Research PTC-150 PCR késziiléket hasznaltunk. A PCR késziilék
az altalunk betaplalt hdmérséklet-programot hajtotta végre. A folyamat egy ciklusa harom
1€pésbdl all. Az elsd a denaturacid, ahol az elegyet 95°C-on tartjuk 1 percig. Ebben a részben
szakadnak fel a hidrogén-kotések a DNS két szala kozott. A masodik a kapcsolodas, amikor a
hémérsékletet lecsokkentjiik egy olyan értékre, ahol a primerek képesek a DNS szalakhoz
kapcsolodni. Ez a folyamat 20 masodpercig tart a primer olvadasi hémérsékletén. A harmadik
Iépésben visszamelegitjiik a reakcioelegyet 72°C-ra 1 percig. Ez a meghosszabbitas, amikor
megvalosul az 0 szal szintézise. A harom lépést 30-szor ismételtilk meg, majd a végén az
elegyet lehiitottik 10°C-ra 4 percig. A folyamat soran nem megfelelé hosszusaga DNS
szakaszok is keletkeznek, amelyek szama a 30 ciklus végeén elhanyagolhat6 az exponencialis
mértékben sokszorozodo célszekvencidk mellett.

Az aktudlis kisérleteknél a reakcioelegyeket az aldbbiakban feltiintetett tablazatok

alapjan allitottuk 0ssze, amint azt az adott kisérletek leirasanal jeleztiik.
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1. Tablazat: A pGEX 5’ és a pGEX 3’ primerekre tervezett PCR folyamat alkotéelemei és mennyiségeik az
egyes mintakban.

Hozzavalok Crezdeti Crsgss NFI-BD | pGEX-
6P-1
Xceed 5x Reakciopuffer 10x 1x 10 uL 10 uL
Desztillalt viz - - 345uL | 335puL
PGEX 5 (primer) 10 uM 0,4 uM 2uL 2uL
PGEX 3’ (primer) 10 uM 0,4 uM 2uL 2uL
pGEX-NFI-BD - - 1lulL -
pGEX-6P-1 - - - 2L
Xceed Taq DNS polimeraz 5egység/ul | 0,5egység | 0,5 uL 0,5 uL
Végso6 térfogat - - 50 uL 50 pL

2. Téablazat: A pUA_pdUA-F és a pUA_ pdUA-R primerekre tervezett PCR folyamat alkotdelemei és
mennyiségeik az egyes mintakban.

Hozzavalok Crezdeti Cueass pdUA pdUA-Ad-1/1-6
Xceed 5x Reakciopuffer 5x 1x 10 uL 10 puL
Desztillalt viz - - 335uL [ 335uL
pUA_pdUA-F (primer) 10 uM 0,4 uM 2 uL 2 uL
pUA_pdUA-R (primer) 10 uM 0,4 uM 2 uL 2 uL

pdUA - - 2 uL -
pdUA-Ad-1/1-6 - - - 2ulL

Xceed Tagq DNS polimeraz 5egység/ul | 05egység | 05uL | 05puL

Végso térfogat - - 50 pL 50 pL

3. Tablazat: Az AK92 és az AK155 primerekre tervezett PCR folyamat alkotdelemei és mennyiségeik az egyes

mintakban.
Hozzavalok Crezdeti Cregss pBAD 1-12
Xceed 5x Reakcidpuffer 5x 1x 10 uL 10 pL
Desztillalt viz - - 345ul | 345uL
AK92 (primer) 10 uM 0,4 uM 2uL 2 uL
AK155 (primer) 10 uM 0,4 uM 2ulL 2l
pBAD24 - 1-50 ng lulL -
BD Ec(t)/H(N) 1/2/3 - - - lulL
Xceed Taq DNS polimeraz 1egység/ul | 0,5egység | 0,5 uL 0,5puL
Végso6 térfogat - - 50 uL 50 pulL

4.2. Extrakcié fenol-kloroform eleggyel

Ezt az eljarést az enzim (fehérje) eltavolitdsara hasznaljuk a PCR termékbdl vagy egyéb
modon enzimekkel kezelt DNS oldatbol. Az oldathoz 1:1 aranyban fenol-kloroform elegyet
adtunk hozza. Jol Osszeraztuk vortex segitségével, majd szobahOmérsékleten 5 percig
centrifugaltuk 14500 rpm sebességgel egy asztali Eppendorf centrifugaban. A felsd, vizes fazist
nagyon ovatosan gyljtottiik 0ssze, ligyelve, hogy az also szerves fazisbol egy csepp se keriiljon

at.
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4.3. DNS kicsapasa etanollal

Az Osszegyijtott felsé fazishoz 1:10 térfogat aranyban adunk 3 M NaOAc (pH = 5.2)
oldatot adtunk, vortexeltiik majd 2,5:1 térfogat aranyban hideg abszolut etanolt adtunk hozza.
Homogenizaltuk az el6z6hoz hasonld6 modon ¢és folyékony nitrogén segitségével
megfagyasztottuk. Ezutan 4°C-on 15 percig centrifugaltuk 13500 rpm-en egy Harrier tipusu
hiithetd centrifugaban. Ezutan a feliiluszot dvatosan eltavolitottuk, vigydzva, hogy az aljan
Osszegytilt DNS a cs6ben maradjon. Ezutan 0,2 mL hideg 70%-0s etanollal mostuk a szilard
DNS-t. Vortexelés utan hasonléo modon centrifugaltuk 8 percig. Az feliilusz6 eltavolitasa utan
a DNS-t megszaritottuk a vizsugarszivattyuval felszerelt vakuum-exszikkatorban. A végén a
DNS-t visszaoldottuk ~31 uL desztillalt vizben vagy pufferben, és megmértiik a koncentraciojat
Thermo Scientific spektrofotométerrel. Vakoldatként ugyanazt a desztillalt vizet vagy puffert

hasznaltuk, amiben oldottuk a DNS-t.

4.4. Hasitas restrikcios endonukleaz enzimekkel és ligalas

A legtobb esetben a DNS szakaszok 0sszeépitésére restrikcios enzimek altal kialakitott
ragados végeket hasznalunk. Ezek az enzimek felismernek egy adott DNS szekvenciat és azt
hidrolitikusan hasitjak. Az enzimek felismerési helyeit a primerek segitségével épitjiikk be a
génekbe a PCR soran a kivalasztott DNS hordozoban megtalalhato felismerési helyek alapjan.
fgy a specifikus DNS hasitds utan a gén beépitheté a DNS hordozéba tovabbi kisérletek
céljabol. A kutatdbmunkdm sordn olyan enzimeket hasznaltunk, amelyek ferdén (4tldsan)
hasitottak, igy ragados végeket (sticky ends) eredményeztek. A kisérletekben alkalmazott
Thermo Scientific™ EcoRlI, Nhel, BamHI, Xhol enzimek mind ilyenek.

A DNS fragmensekhez desztillalt vizet és olyan puffert adtunk, ami az adott restrikcios
enzim részére optimalis reakcio-koriilményeket biztosit. 2 6raig 37°C-on inkubaltuk, majd 20
percig termikusan inaktivaltuk az enzimet Thermo Shaker segitségével (Nhel esetén 65°C-ra,
a tobbinél 80°C-ra kellett felmelegiteni a reakcioelegyet). Az aktualis kisérleteknél a

reakcioelegyeket az alabb feltiintetett tablazatban feltiintetettekhez hasonldan allitottuk 6ssze.

4. Téblazat: A pdUA-Lacln hasitasa Nhel restrikciés enzimmel.

Hozzéavalok Crezdeti Cuégss pdUA-lacin/Nh
pdUA-lacly x ng/uL 56 ng/uL 15 uL

Tango (sarga) puffer 10x 1x 5uL

H20 - - 28 ulL

Nhel 10 U/uL 20U 2 ul

Végso térfogat - - 50 puL
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Ezutan az elhasitott DNS molekulakat ligaz enzim segitségével kovalens kotésekkel
kapcsoltuk 6ssze. Thermo Scientific T4 DNS ligdz enzimet és hozza tartozo puffert hasznaltunk
a kisérletek soran. 60 percig inkubaltuk 22°C-on, majd a keveréket ~38 o6raig 4°C-on tartottuk.

Az aktudlis kisérleteknél a reakcidelegyeket az alabb feltiintetett tablazat alapjan

allitottuk Ossze.

5. Tablazat: Ad-1-Block/Nhel és pdUA-lacln/Nhel ligalasa ligdz enimmel.

Hozzavalok pdUA- pdUA-lacin-Ad-1 | pdUA-lacin-Ad-1
lacln/Nhel/Ligalt | (+ATP) (-ATP)

Ad-1-Block/Nhel 0,1 uM - 5uL 5puL

pdUA-lacin/Nhel 0,01 uM 5uL 5uL SuL

Puffer 2 uL 2 uL 2 uL

ATP (10000 uM) - 0,5puL -

Ligaz 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL

H.0O 12,8 uL 7,3 uL 7,8 L

Végso6 térfogat 20 ulL 20 plL 20 pL

4.5. Transzformalas

A transzformdlds folyamatdban a DNS hordozoba épitett cél-DNS molekulat un.
kompetens baktérium sejtekbe juttatjuk. Ezek a DNS molekuldk a sejtosztddas soran
oroklédnek, igy szaporithatok (klonozas), illetve a célfehérje kifejezése is megvalosithatd. A
kisérleteinkben tobbféle kompetens sejtet hasznaltunk: DHS5a, Rosetta™, BL21(DE3)pLysS.
A kisérletben ~50 uL sejtszuszpenzidt adtunk 2 uL. DNS oldathoz (~ 100 ng DNS), majd 5
percig jégen hiitve inkubaltuk. A sejteket 41°C-ra elémelegitett vizfiirdében 2 perces
hdsokknak tettiik ki, majd gyorsan visszatettiik jégre. igy a meleg hatasara felnyilt porusok
visszazarodtak, a sejtekbe zarva a hordozo DNS-t. Az elegybdl 20-40 pl-t vittiink fel a
megfeleld antibiotikumot tartalmaz6 LB-agar taptalajra. A hordozé6 DNS egy antibiotikum
rezisztenciaért felelds fehérjét is kodol, ezért azok a sejtek, amelyeket sikeresen transzformaltuk
szaporodnak, viszont a hordozdt nem tartalmazé baktériumsejtek elpusztulnak a taptalajon. A

sejteket 37°C-on inkubaltuk 12-16 6raig (egész éjszaka) baktériumtelepek ndvesztése céljabol.

4.6. Szaporitas

A transzformdlds utdn kivalasztottunk egy, a tobbitdl elkiiloniild, elég nagy
baktériumtelepet és egy steril eszkoz segitségével atvittiik 5 mL LB tapoldatba, ami szintén
tartalmazott antibiotikumot. 37°C-on 200 rpm sebességgel razattuk, amig a baktériumkultara

zavarossag értéke elérte a >1,5 ODegoo értéket. Ezutan eppendorf csében részletekben 13500 rpm
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sebességgel centrifugaltuk 2 percig, hogy a baktériumsejtek 6sszegyiiljenek a cs6 aljan. A felsé

folyadékréteget eltavolitottuk és kiilon dsszegytijtottiik sterilizalas céljabol.

4.7. A DNS tisztitasa sejtekbol - miniprep

A folyamatot a ZR Plasmid Miniprep™ — Classic tisztit kit leirdsa alapjan végeztiik.
Minden centrifugalési folyamat 11000-16000 g-n tortént. Elsoként 200 uLL P1 puffert adtunk a
sejteket tartalmazd eppendortba és teljesen Ujraszuszpendaltuk a pelletet vortexeléssel vagy
pipettazassal. Ezutan 200 pL P2 puffert adtunk hozza és forgatassal osszekevertiik, amig lila
szinl nem lett az oldat, ami a sejtek teljes lizalasat jelentette. Vortexelni nem szabad ilyenkor.
1-2 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 400 pl. P3 puffer hozzdadasa utin
pipettazassal (nem vortexeléssel) kevertiik 0ssze az elegyiinket. A mintank sarga szinii lett,
amikor a neutralizaci6 befejez0dott. 1-2 perc szobahdmérsékleten torténd inkubécio utan 2-4
percig centrifugaltuk a mintankat. Egy Zymo-Spin™ IIN sziirét helyeztiink egy gyiijtécsSbe és
atpipettaztuk a feliiliszot a sziirére. Ovatosan kell csinalni, nehogy hozzaérjiink a lecentrifugalt
szilard sejttormelékhez. 30 méasodpercig centrifugéltuk, majd kiontottiik az atfolyo folyadékot.
200 uL Endo mosopuffert pipettaztunk a sziirdre és centrifugaltuk 30 masodpercig. Ezutan 400
uL Plazmid mosopufferrel 1 percig centrifugaltuk. Mindezek utan a sziir6t athelyeztiik egy
tiszta 1,5 mL mikrocentrifuga-csébe és kozvetleniil a sziré matrixdhoz > 30 uL DNS elucios
puffert adtunk. 1 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 30 masodpercig centrifugaltuk,
hogy elualjuk a plazmid DNS-t.

crer

spektrofotométerrel a DNS elucios puffert hasznalva vakoldatként.

4.8. A cél-DNS beépiilésének ellenérzése
Az ) DNS preparalasa és tisztitdsa utan ellendriztiik, hogy sikeriilt-e azt a hordozot

eldallitani, amiben benne van az NFI gén. Egyik ilyen modszer, hogy kivalasztunk egy, vagy
két hasitasi helyet, ami jellemz6 az 0j hordozéra. Ha nem sikertilt beépiteni, akkor a cirkularis
DNS-t elhasitja és egy darab nyilt lanci fragmensiink lesz. Ha sikeriilt beépiteni, akkor is
elhasitja, de akkor két fragmens képzodik: egy akkora, mint az NFI-BD ¢és egy masik az lires
elhasitott plazmiddal megegyez6 méretii. Egy masik modszer, hogy PCR soran promoter és
terminator primereket hasznaljuk, amik a klonozo régioé két végére odatapadnak. Ha nem
sikeriilt beilleszteni az j hordozoba a gént, akkor csak egy rovid szakasz fog sokszorozodni,

de ha beépiilt, akkor hosszabb lesz a Sokszorozott szakasz. Ezt gélelektroforézissel ellendriztiik.
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4.9. Gélelektroforézis

A gélelektroforézis alapelve, hogy a tdltéssel rendelkezé molekuldk elektromos térben
az ellentétes toltési elektrod felé mozdulnak el. Tehat a negativ toltésii részecskék az andd felé,
a pozitiv toltést részecskék a katodd felé vandorolnak. A vandorlas sebességét a hasznalt
fesziiltség, a molekulak mérete €s toltéssiirisége, valamint a gél stirlisége és porusatmérdje
befolyasolja [24]. DNS keverékek elvalasztasahoz altalaban térhalds szerkezetli agaroz gélt,

fehérjék elvalasztasaban pedig poliakrilamid gélt hasznalunk.

4.9.1. Agaroz gélelektroforézis

Mivel a DNS negativ toltésii, ezért az anod felé¢ fog elmozdulni. A DNS molekulak
alapvetden linearis formajuak és a kisebb méretlieck vandorolnak gyorsabban a gélben. A
baktériumsejtekbdl izolalt plazmid DNS azonban szerkezete alapjan harom forméban lehet
jelen: linedris, cirkularis és szuperhelikalis. Ezekbdl a szuperhelikalis a legkompaktabb, igy az
halad a leggyorsabban, a cirkularis kiterjedése a legnagyobb, igy az a leglasstubb [25].

A munkank soran 1 g/100 mL (1 m/V%) toménységii géllel dolgoztunk. A gél
elkészitéséhez 1,2 g agar6zhoz 70 mL MilliQ vizet adtunk, majd felmelegitettiik az agardz
feloldodasaig (~1 perc). A gyorsabb lehiilés érdekében a maradék 50 mL vizet ezutan adtuk
hozza. Miutéan igy ~ 50°C homérsékletre hiilt 2,4 mL 50% toménységii TAE puffert (Tris-HCI,
ecetsav €s EDTA) adtunk hozzd. A DNS konnyebb kimutatasa érdekében 120 pL 500 pg/mL
etidium-bromid oldatot adtunk a gélhez. Az etidium ion beépiil (interkalalodik) a kettds hélix
szerkezetbe ¢s igy fluoreszcenciaja révén kimutathaté UV fény hatasara.

A DNS méretének becslésére GeneRuler 1kb Plus markert hasznéaltunk. A DNS
elegyeket 5:1 aranyban kevertiik 6ssze 6x toménységii LD (Loading Dye) festékkel. A futtatast
40 percig végeztiik 100 V-on.

4.9.2. Poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjék elvalasztasara, kimutatasara, azonositasara alkalmas a gélelektroforézis. A
modszer tisztitasra vagy molekulatomeg becslésre is alkalmas. Az aminosavak soksziniisége
azonban itt gondot okoz. Az aminosav oldallancok adott pH-n pozitiv vagy negativ toltéseket
hordozhatnak. fgy az elektroforézis soran vandorlasuk akar ellentétes iranyt is lehet a gélben.
Réadasul, még ha azonos toltésii fehérjéket hasonlitanank is Ossze, azok toltése nem

sziikségszerlien aranyos méretiikkel.
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Azonban egy apr6 modositassal megoldhatd a helyzet. A  fehérjeminta
gélelektorforézishez detergenst adunk. Ez leggyakrabban a natrium-dodecil-szulfat (SDS). A
detergens széttekeri a fehérjét, megsziinteti a 3D szerkezetet Osszetart6 masodlagos
kolcsonhatdsokat. Amennyiben a fehérje kovalens diszulfidhidakat is tartalmaz, sziikkség van
redukaloszer alkalmazasara is, ami az esectek tObbségében 2-merkapto-etanol. Ennek
eredményeként a fehérjeelegy molekuldi egységesen linedris format vesznek fel, ¢és
molekulatomegiikkel aranyos mennyiségii dodecil szulfat-iont kotnek meg, igy mindegyik
fehérjemolekula a méretével aranyos negativ toltést hordoz [26]. Ezért is nevezik a modszert
SDS-PAGE-nek (natrium-dodecil-szulfatos poliakrilamid-gélelektroforézis). A poliakrilamid
gél két (esetenként harom) rétegbdl all. (6. Tablazat)

A mintdinkat 2x toménységli Cracking pufferrel kevertiik dssze és 10 percig 95°C-on
inkubaltuk. A futtatas 70 V fesziiltségen 30 percig tortént, majd 120 V-on 150 percig. Ennél a
modszernél nem a mintakhoz adtuk a festéket kozvetleniil. Az elektroforézis utan a gélt fél
oraig CBB fehérjefesték oldataba (Coomassie Brilliant Blue R 250) aztattuk, majd a felesleges
festéket eltavolitottuk.

6. Tablazat: A fels6 a rétegzo gél (stacking), amelyik a fehérjéket egy vonalba rendezi az elvalasztas
hatékonysaga érdekében. Az alsé elvalaszto réteg (separating) a méretiik alapjan szétvalasztja 6ket. A
nagyobb molekulatomegii fehérjék feliil, mig a kisebbek alul talalhatok.

Hozzavalok Elvalasztd | Rétegzd
30% akrilamid (29:1 akrilamid:bis-akrilamid) | 3,65 mL 0,50 mL
gél puffer 4,35 mL 0,94 mL
glicerin (~87%) 105mL |-

H20 - 2,33 mL
APS (ammonium-peroxo-diszulfat) 34 uL 33 uL
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin) | 3,4 uL 3,3 ul

4.10. Mikrolemez-olvasé

A mikrolemez-olvasé vagy mikrolemez-fotométer, mas néven Plate Reader, olyan
eszk6z, amely a lemezeken 1évd mintdk biologiai, kémiai vagy fizikai valtozasainak kvantitativ
mérésre szolgal. Széles korben hasznaljdk gyogyszerkutatasban, bioassay validalasban,
mindség-ellendrzésben ¢és gyartasi folyamatokban. A mintareakciokat 1-1536 lyuku
mikroliteres lemezeken lehet vizsgalni. Az legelterjedtebben hasznalt mikrolemez-formatum a
96-lyuku (8x12-es matrix), amelynek jellemz6 reakciotérfogata 100 és 200 pl kozottireakcid
elegyenként. A mikrolemezes vizsgalatok altalanos kimutatasi modjai az abszorbancia, a
fluoreszcencia intenzitasa, a lumineszcencia, az idofelbontasu fluoreszcencia és a

fluoreszcencia polarizacio.
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5. Eredmények

A NFI fehérje DNS-kotd doménjének a DNS-koto sajatsagait fogom a tovabbiakban
tanulmanyozni kétféleképpen. Az egyik a kdzvetlen modszer, amikor a fehérjét eldallitjuk,
kitisztitjuk és ennek a kdlcsonhatasat vizsgaljuk meg. A masik az I1-Block szenzoron keresztiil

torténd vizsgalat baktériumsejtekben a fehérje tisztitasa nélkiil (6.Abra).

NFI-BD fehérje

N

El6allitas Sejten belli vizsgalat

I-Block kisérlet Lemezolvasos kisérlet

6. Abra: A munkam f&bb Iépéseinek sematikus bemutatésa.

5.1. A Nuklearis Faktor I DNS-kot6 fehérjedomén (NFI-BD) eléallitasa
A 7. abra a NFI-BD eloallitasanak 1épéseit szemlélteti. A tovabbiakban ezen 1épéseket

Cirkularis DNS |degen DNS
- Genetikai informacio,

Antibiotikum " EcoRI’ amely a kérdéses
rezisztencia genje fehérjét kodolja

l EcoRI lnwm
— - Restrikcios
Ragadosvegek \ endo:\uklea'z
J \ -~

Hibridizacié +
DNS ligalas

5.
DNS Rekombinans
transzformalas / DNS

Baktérium sejt

fogom részletezni.

A Tépoldathoz hozzaadjuk a sejteket
- > és a ndvekedésiiket segité 7.
Klénozés | anyagokat
—m
'
= e ——
Utana a fehérjéket ki
lehet szedni a baktérium
J sejtekbdl kémiai vagy
mechanikai ton

o e O

e =
Baktérium felhelyezve a Fehérjeoldat ‘ A
taptalajra + Antibiotikum

; Fehérjetisztitas

gélelektroforézissel

& &H S
PSSy R

Csak a rekombinans DNS-t
tartalmazo baktérium né

7. Abra: A rekombinans DNS technoldgia folyamatabraja [27].
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5.1.1. PCR - A fehérje génjének eldallitaisa DNS hordozérol

Az els6 1épés a Nuklearis Faktor I DNS-k6t6 fehérjedomént (NFI-BD) kodoldo DNS
molekula eldallitasa. Ezt PCR segitségével sokszorositottuk a Kyosuke Nagata professzor
(Tsukubai Egyetem, Japan) altal rendelkezésiinkre bocséjtott NFI fehérjét kdédoldé DNS-t
hasznélva templatként (7. Abra-1.). Két tervezett dezoxi-oligonukleotid (primer) tapadasi helye
kozotti DNS szakaszt sokszorositottunk. El kellett donteniink, hogy a gént, amit eldallitunk,
milyen DNS hordozdba épitsiik be, mert ettdl fiiggden kell kivalasztanunk a restrikcids hasitési
helyeket és az ezek 4ltal kialakuld ragadés végeket (7. Abra-2.). Az elséként kivalasztott DNS
hordoz6 a pGEX csaladba tartoz6 pGEX-6P-1 vektor (1. Séma), ami egy glutation-S-

transzferaz enzimet fiiz a célfehérje N-terminalis végéhez.

pGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission” Protease

ILeu Glu Val Leu Phe GInLGIy Prol Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp End
CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TGC,CCG GAA TTC CCG GGT CGA GTC GAG,CGG CCG CAT T @aT T

BamH | EcoRl “gmar  Sall —xnor  Notl

BspM |
pSj10ABam7Stop7

Pst1

pGEX
~4900 bp

Mar |
EcoR V

BssH I

Apal
BSIE Il pBR322
Miu | on

1. Séma: A pGEX-6P-1 DNS hordozé (vektor) a kinagyitott multiklonoz6 régioval.

Ennek elénye lehet a fehérje jobb oldhatdsaga, illetve a lehetdség egy affinitas
kromatografids tisztitaishoz az enzim szubsztratjan keresztiil, melyet szilard hordozéhoz
rogzitettek. A primerek segitségével EcoRI restrikcios endonukledz hasitasi helyet alakitottunk
ki a PCR fragmens két végéhez kozel, és ezek segitségével épitettiik be a gént a DNS
hordozdba. Az igy kialakitott plazmid DNS-nek a pGEX-6P-1-NFI-BD nevet adtuk.

A gén beépiilésének ellndrzésére szintén polimeraz lancreakciot alkalmaztunk, melynek
soran a forgalmazo altal tervezett pGEX 5” és pGEX 3 primer szekvenciakat hasznaltuk — ezek

a klonozo régié két szélén talalhatd DNS szekvenciakhoz hibridizalodnak. Itt a PCR ciklus
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masodik 1épését 57 °C-on hajtottuk végre. A reakcidelegy Osszedllitdsa az 1. Téblazat szerint
tortént (1d. a Kisérleti anyagok és modszerek fejezetben). A 30. ciklus utan a PCR terméket

agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk meg (8. Abra).

s o &
R Q x
o o &
= =z o
20000
/’.(:1(\'
/ 7000
5000
4000
— 3000
— 200(
— 1500
— 1000 i
70(
500

P11

8. Abra: A PCR termék vizsgalata agardz gélelektroforézis segitségével.

A sokszorositott NFI-BD gént tartalmazo DNS 732 bp-bol all. A 8. Abran latszik, hogy
a detektalt sav a 700 és 1000 bp DNS markerek savjai kozé esik, ami azt jelenti, hogy az NF-
BD fehérjét kodoldé DNS szakaszt sikeriilt beépiteni a DNS hordozoba. A negativ
Osszehasonlitoként alkalmazott pPGEX-6P-1 vektor esetében azt a szakaszt sokszoroztuk, ahova
még nem illesztettiik be a célfehérjét kodold génszakaszt, azért ilyen rovid.

A pGEX-6P-1-NFI-BD plazmidot hasznaltuk fel arra, hogy a fehérje génjét tovabbi
hordozokba is beépitsiik, melyeket az alabbiakban szemléltetek.

A pETMI11 DNS hordoz6 (2. Séma) egy oligo-hisztidin toldalékot tartalmaz6 SUMO
fehérjét fliz a célfehérje N-terminalis végéhez. Ennek eldnye a nagymértékii fehérjetermelés, jo
oldhatosag, Ni(Il)-affinitas alapu tisztitasi lehetdség.

A pET21a vektorba (3. Séma) épitve a fehérje génjét a pontos szekvencia nyerhet6 ki,
vagy stop kod alkalmazasa nélkiil C-terminalis oligohisztidin toldalékkal fejezédik ki a fehérje
(tisztitas Ni(Il)-affinitas alapon).

Amig a pPETM11 DNS hordozéba torténd beépitéshez a pGEX-6P-1-hez hasonléan
alkalmazhaté az EcoRI hasitasi hely, addig a pET21a vektor alkalmazasakor 0j 5’ primert

kellett tervezni a végén Ndel hasitasi hellyel, mely a kezd6 atg kodont biztositotta.
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Xhol (158)
Smal (4960) i s
Clal (4777) HindIII (173)
Sall (179)
Sacl (190)
EcoRI (192)
BamHI (198)
Epnl (208)

Origin (3445)

Pstl (249)
pETM-11 MAD | BamHI (457)
Sall
6029bp
Sapl (3768)

TN
Bell (1797)
EcoRV (2233)

2. Séma: A pETM11 DNS hordoz6 (vektor) a kinagyitott multiklonozé régidval

Not 1{166)
| Sty I(&7) Eag I{166)
Hind HI{173)

\Bpu1102 I80)
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Sac 1(190)
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BamH 1(198)
Dra 111(5201)

Sca 1(4538) &
Pvu 1(4428) ‘3?
&
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Pstl4303)/ [/ & 5 =

f /€ Z 0
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[]< > I‘FBmgI(WZTB

Bsa l{4119] j‘ Apa 1(1275)
Eam1105 |4058) 1 \ PEL%’gaH) éo) I

T '.BSSH\I(M?E]

\

AlwN 1(3581)

Ppul 1i2171)

Psp5 12171)
BspLU11 1{3165) ~ . o Bpu10 1(2271)
Sap 1(3049) "1
Bst1107 Iaze) ! | |BspG 1(2691)
Tth111 I(2910) |

3. Séma: A pET21a DNS hordoz6 (vektor) a kinagyitott multiklonozo régidval

5.1.2. Hasitas restrikcids endonukledzokkal

A hasitds a DNS hordoz6 multiklénoz6 régidjaban torténik, ahol egyedi restrikcids
endonukledz felismerési/hasitasi helyek talalhatok (7. Abra-3.). Tobbféle —stratégiat
alkalmaztunk, egy vagy kett6 hasitasi helyet kivalasztva. Egy hasitast altalaban az EcoRI
felhasznalasaval végeztiink, igy az elhasitott DNS mindkét végén azonos ragados vég lett. A

beépiilés soran az EcoRI hely tehat megkétszerezddik, ugyanis a gén mindkét végén megjelenik
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majd. Ha azonban a gén mindkét végén azonos ragados vég talalhato, akkor az mindkét
lehetséges iranyba beépiilhet a hordozoba. Ha forditva épiil be a génszakasz, akkor nem
fejezddik ki a célfehérje. Az EcoRI az alabbi ragadds végeket eredményezve segiti a gén
beépiilését:
G AATTC
CTTAA G
Kett6és hasitast a BamHI-EcoRlI, vagy a BamHI-Xhol felismerési helyeken végeztiink.
Ebben az esetben a hasitasi helyek kozott 1évé DNS szakaszt helyettesiti a beépitendd gén. Két
kiilonb6z6 enzim hasznélatakor megprobaltuk egyszerre és kiilon is hasznélni dket, mert mas-
mas pufferkdryezet kedvezd az egyes enzimek részére (9. Abra). Az inkubélas és az

inaktivalas utan gélelektroforézissel vizsgaltuk, hogy sikeres volt-e a hasitas.

- e
O 0 < <
a x x i i i
2 £ £ 2 2 B
N Ll | N

z Zz = a a a

—
______________________________ —

9. Abra: pETM11 hordozéba térténd beépités restrikcios endonukleazokkal torténé elékészitésének ellendrzése

agaroz gélelektroforézissel (X-Xhol, B-BamHI).

A dupla hasitas soran 40 bp-ral rovidebb DNS-t kaptunk, igy az NFI-BD X/B ~692 bp-
bol allt. A pETM11 X/B 5989 bp-bol all6 linearizalt DNS. A gélképen jol lathato a PCR termék
méretének csokkenése a hasitas utan, illetve a hordoz6 DNS atalakuldsa szuperhelikalisbol
linearis formaba. a gélelektroforézis eredménye alapjan a hasitasok sikeresek voltak, ugyanis a

méretek a megfeleld értékek koriil mozogtak a DNS markerrel 6sszehasonlitva.

5.1.3. Ligalas és transzformalas
A DNS fragmenst és a hordozot a ligaz enzimmel 6sszekapcsoltuk (7. Abra-4.), és ezt
az elegyet hasznaltuk fel a baktériumsejtek transzformélasara (7. Abra-5.). A DH5a E. coli

sejtekben sokszorositottuk az ijonnan elkésziilt cirkularis DNS-molekulakat (plazmidokat),
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melyek tartalmaztak a NFI DNS-k6t6 domén génjét. A DNS-t tartalmazo baktériumsejteket
felvittik a megfeleld antibiotikum tartalm(i LB-agar taptalajra Petri-csészében (7. Abra-6.).
Masnap egy baktériumtelepet kivalasztottunk, amit atvittiink antibiotikum tartalmu LB-
tapoldatba, ahol tovabb szaporitottuk a sejteket (7. Abra-7.). Ezutan a centrifugalassal
Osszegylijtott baktériumsejteket lefagyasztottuk a miniprep DNS tisztitasi eljaras megkezdéséig
(Id. 4.7. fejezet). Az NFI-BD gén beépiilését a kivalasztott hordozokba minden esetben PCR,

majd DNS szekvenalas segitségével igazoltuk.

5.1.4. A NFI-BD fehérje eloallitasa

A fehérje kifejezésre E. coli BL21, BL21(PlysS), illetve Rosetta sejteket hasznaltunk.
A fehérje termelését IPTG segitségével (izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid) indukaltuk (10.
és 11. Abra) [28]. Els6 kisérleteink soran a pGEX-6P-1-NFI-BD hordozét alkalmaztuk, mellyel
sikeriilt ugyan fehérjét eldallitanunk, de olyan kevés termék képzddott, hogy nem lehetett UV-
abszorpcids ¢€s cirkularis dikroizmus spektroszkopias modszerekkel tanulmanyozni. Ezért a
kisérleteket megismételtilk a fentickben bemutatott tovabbi DNS hordozokkal is. Végiil a
PETM11-NFI-BD DNS hordozo bizonyult a leginkabb megfelelonek. Ezzel a hordozoval

sikeriilt a fehérje tultermeltetése.

©
()
< ! +
= a o
g & o
< | &
(4] [T [N
S z =2
116
66
45 & ~40 kDa
35

25
18,4

14,4

s DK r.‘"
10. Abra: A NFI-BD fehérje kifejezodése BL21 sejtekben. A fehérje kifejezéshez pETM11-NFI-BD vektort
hasznaltuk. A + jelzésti elegyben 0,4 mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk a fehérje taltermelését. A képz6dd
(His)e-sumo-NFI-BD fehérje mérete ~40 kDa, ahol latszik a tiltermelédés (7. Abra-8.).
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11. Abra: A (His)s-sumo-NFI-BD fehérje tisztitasa és kifejezése BL21 sejtekbdl. A + jelzésii elegyekben 3 mM
IPTG segitségével indukaltuk a fehérje kifejezédését.

Az abran azonban lathatd, hogy a fehérjénk a teljes, valamint a sejtek roncsolasa utan
csak az oldhatatlan fazisban jelenik meg, ami annyit jelent, hogy az elvalasztasi és tisztitasi

folyamatok nehézkesek. Tehat a tovabbiakban ezeket a folyamatokat kell optimalizalnunk.

5.2. I-Block kisérletek fehérje — DNS kolcsonhatas vizsgalatara sejteken beliil

A fenti kisérletekkel parhuzamosan az 1-Block (2.2. fejezet) rendszert is kiprobaltuk a
fehérje — DNS kolcsonhatds vizsgalatara. Ezeket a kisérleteket kétféle modon végeztiik el.
El6bb tesztelés céljabol, petricsészékben kiillonbozé taptalajokon dolgoztunk (egyszeres ¢€s
kétszeres transzformalds), majd nagyszamu kisérletet hajtottunk végre mikrolemez-olvaso

segitségével. A kovetkezékben ezeket mutatom be a fenti sorrendben.

5.2.1. A DNS célszekvencia beépitése a DNS hordozoba

Az I-Block teszt elvégzéséhez két DNS hordozora van sziikség. Az egyik a pdUA-lacln
DNS hordozo (4. Séma), mely a lacl gént tartalmazza. Ebbe a hordozoba illesztjiikk be a NFI-
BD fehérje altal felismert rovid DNS célszekvenciat az Nhel restrikcios endonukledz enzim
hasitasi helyére. A DNS célszekvenciat dezoxi-oligonukleotidok formajaban megrendeltiik.

Ezeket hibridizaltatva Nhel ragados végekkel rendelkez6 kétszaltt DNS-t kaptunk.
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4. Séma: A pdUA-Lacly DNS hordozoé (vektor).

A pdUA-lacln hordozot Nhel enzimmel hasitottuk el, ami igy ragados végeket alakitott
ki, ahova a NFI-BD altal felismert DNS célszekvenciat épithetjiik. A pdUA-lacln DNS-t 50 puL
Tris-HCI pufferben oldottuk, hogy elérje az 56 ng/uL végkoncentraciot. A restrikcids enzim
optimalis miikddéséhez 1xTango (sarga) puffert hasznaltunk. A reakcidelegyek osszeallitasa a
4. Tablazat szerint tortént (1d. a Kisérleti anyagok és modszerek fejezetben).

Ad-I-Block/Nhel ¢s pdUA-lacln/Nhel mintak koncentracioi elég nagyok lettek, ezért A
ligalashoz 1:500, illetve 1:100-szoros higitast végeztiink, hogy elérjiik a 5. Tablazatban leirt
koncentraciokat. A reakcioelegyek Osszeallitasa a 5. Tablazat szerint tortént (1d. a Kisérleti
anyagok és modszerek fejezetben).

A ligalas utani reakcioelegyekkel transzformalt sejteket két, kanamicin antibiotikumot
tartalmazo taptalajra vittiik fel, az egyik a kontrol lemez (bal), a masik a minta lemez (jobb). A
kontrol lemez egyik harmadara csak baktériumsejteket (itt példaul DH5a sejteket) vittiink fel,
a masikra transzformalt baktériumsejteket elhasitott DNS hordozot alkalmazva, a harmadik
harmadra pedig transzformalt baktériumsejteket ligalt DNS hordozot alkalmazva (12. Abra).
Az els6 ketténél azt vartuk, hogy nem jelennek meg baktériumtelepek, mert a sejtek nem
rezisztensek a kanamicin antibiotikumra. Ezzel ellendriztiik, hogy megfelel6-e a taptalaj. A
harmadiknal megjelennek majd a baktériumtelepek az inkubacid utdn, amennyiben a ligaz
enzim megfelelden mitkddik, ugyanis ebben az esetben a linearizalt vektor 6nmagaval torténd

Osszezarodasa torténik meg cirkularis DNS-s¢.
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A minta lemeznél feleztiik a teriiletet, a bal felére olyan mintat adtunk, amihez tovabbi
ATP-t is adtunk a ligaz miikodésének segitésére. Itt mind a hordozdt, mind a beépitendé DNS

szakaszt az Nhel enzimmel hasitottuk el, majd a ligdz enzimmel kapcsoltuk 6ssze éket.

>~
<
\Q
\é o pdUA-lacly/Nhel:
& 0N Ad-I/Nhel (-ATP)
/ o)
NES ?

pdUA-lacly/Nhel:

Ad-1/Nhel (+ATP)
pdUA-lacly/Nhel

(hasitott)

12. Abra: Példa a LB taptalajt tartalmazé Petri-csésze felosztasara a sokszorositasi folyamathoz.

Az abran latszodik, hogy mind a kontrol, mind a minta kisérletek sikeresek voltak,
ugyanis csak ott jelentek meg telepek, ahol a fentiek alapjan vartuk, vagyis a ligalt részeknél.
Ugy tiinik az ATP felesleg hozzaadasa nem valtoztatott jelentdsen a ligalas folyamatan. Ezekkel
a sikeresen ligalt DNS hordozokkal folytattuk a kisérleteket.

5.2.2. A DNS célszekvencia beillesztésének ellendrzése PCR eljardssal
El6észor egy rovidebb fehérje felismerési szekvenciat épitettiink be a hordozdba, hogy

minél kevésbé valtoztassuk meg a promoter régiot:

5’ -CTAGCTATTTTGGATTGAAGCCAAG-3'
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13. Abra: A PCR termékek méretének ellendrzése nativ PAGE gélképen.

Annak ellendrzése, hogy a DNS szakasz beépitése a hordozoba sikeres volt-€ els6ként
PCR moddszerrel tortént, a hordozohoz tervezett oligonukleotid primerek segitségével. A
reakcioelegy Osszedllitasa a 2. Tablazat szerint tortént (Id. a Kisérleti anyagok és modszerek
fejezetben). A pdUA-Lacly hordozordl, mint templatrol sokszorositott DNS fragmens a
beillesztett célszekvencia nélkiil 154 bp, a beillesztett célszekvenciaval 179 bp méreti. llyen
kisméreti DNS fragmensek megbizhato elvalasztasa €és detektdldsa poliakrilamid gélen
lehetséges (13. Abra). Ennek eredményét figyelembe véve az Ad-1/5 és 6 jelii mintak tiintek

megfelelének a tovabbi kisérletekhez.

5.2.3. A fehérje génjének beépitése pBAD24 hordozoba

Az 1-Block kisérletben, az el6z6ektol eltéréen, nem nyerjik ki a fehérjét a
baktériumsejtekbodl, mivel a sejteken beliil vizsgalhat6 a fehérje-DNS kolcsonhatas. Az NFI-
BD fehérje génjét ezért a pPBAD24 (5. séma) DNS hordozoba épitettiik be. Az eddigiekben

alkalmazott modszerek szerint, (1d. 5.1.1. fejezet) allitottuk eld a fehérje génjét PCR eljarassal.
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5. Séma: A pPBAD24 DNS hordozo (vektor).

A pBAD24 hordozé elhasitasa utan, ligdz enzimmel Osszekapcsoltuk azt a szintén

elhasitott génszakaszokkal (13. Abra).
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14. Abra: A génszakaszok beépiilésének vizsgalata a hordozoba agaroz gélelektroforézissel.
(Ec-EcoRc, Et-EcoRIt, H-HindllI, N-Ncol)

A 14. abran bemutatott gélképek eredményét eléggeé bizonytalanul tudtuk megitélni,
ezért végeztlink olyan kisérletet is, amikor PCR-t hajtottunk végre a pBAD24 hordoz6hoz
tervezett primerparokkal:

pBAD-F: 5>-ATGCCATAGCATTTTTATCC-3’
pPBAD-R: 5’-GATTTAATCTGTATCAGG-3’

AK92: 5> GATTAGCGGATCCTACCTGA-3’
AK155: 5-AGACCGCTTCTGCGTTCTGA-3’

Példaként az AK primerpérral elvégzett kisérlet eredményét mutatom be (15. Abra). A
reakcioelegy Osszedllitasa a 3. Tablazat szerint tortént (Id. a Kisérleti anyagok €s mddszerek

fejezetben).
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~700 bp

15. Abra: A DNS hossz az AK92 és AK155 primerek kozott 203 bp. A NFI-BD klonozasa EcoRI-Ncol kozott
934 bp, EcoRI-HindIII k6z6tt pedig 890 bp hosszisagu PCR terméket ad.

Az abran jol lathato, hogy a legtobb kisérletben nem, vagy csak nagyon Kis
koncentracidban képzddtek megfelel6 bazispar hosszusagh mintak (a 700-as és 1000-es jelek
kozott). A gélkép alapjan tehat, csak a BD-Et/N 1, BD-Ec/N 3 és a BD-Ec/H 1 mintakat
hasznalhattuk a tovabbi kisérleteink soran.

A beépiilt DNS fragmensek épségét DNS szekvenalassal ellenériztiik. A szekvenalasi
reakciokban egy primert hasznalunk, hogy csak az egyik szal szekvencidjat hatdrozzuk meg —
igy egyértelmil. Lehetséges olyan primert hasznalni, mely a hordozohoz hibridizalodik. Ennek
tobb eldnye is van: egyrészt a hordoz6 alland6 szekvenciaval rendelkezik, igy egy jol bevalt,
altalanosan hasznalhato primer tervezhetd hozza. A szekvenaldshoz a primereket altalaban a
DNS szal elején vagy végén (a képz6do fehérje N- és C-terminalis részét kodold végeken)
helyezik el. A szekvenalassal a beépitett gén iranya is megallapithat6. Tovabba, a primerek
komplementer szekvenciai a gén kezdetétdl olyan tavolsagra vannak, ami épp elegend6 ahhoz,
hogy a szekvenalasi reakci6 kezdetén fennall6 bizonytalansdgok mar ne zavarjdk a gén
szekvenciajanak megbizhatdé meghatarozasat. Ebben az esetben mind az AK92 forward, mind
pedig az AK155 reverz primer alkalmazasaval elvégeztik a szekvenalast, mivel a gén
meglehetdsen hosszu.

Ilyenkor alkalmazhat6 az a primer is, melynek segitségével a beépitett gén restrikcios
endonukledz felismerési helyet tartalmazo végét épitettik ki — azaz hozzafiiztik ezt a
szekvenciat, hogy uténa hasithat6 legyen az enzimmel és igy kialakithato legyen a ragadds vég.
Az ilyen primerek azonban az adott génhez egyediek, illetve mivel kozvetleniil a gén
kezdetéhez kapcsolodnak, a szekvendlasi reakcioban bizonytalannd valik a szdmunkra fontos
elsé ~50 nukleotid leolvasasa. Tovabba a gén beépiilésének iranya sem hatarozhaté meg, ha a

szekvenalas értékelése soran rovidebb szekvencia értelmezhetd, mint maga a gén.
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A szekvenalas soran alkalmazott 4 lanczar6 didezoxi-nukleotidot kiilonb6z6 szinii
fluoreszcens festékkel megszinezziik, amik gerjesztés hatasara fluoreszkalnak. A szekvenalasi
folyamat automatizalhaté jo felbontasu kapillaris gélelektroforézis segitségével, fluoreszcens
detektalassal. A pBAD-NFI-BD-Et/N 1 DNS hordoz6 cél-DNS-t tartalmazo szakaszanak
szekvenalasi eredménye a 16. Abran lathatd, melyet Osszehasonlitottunk a vart DNS
szekvenciaval (az ECORI — gaattc és HindIII — aaatgg restrikcios endonukledaz felismerési helyek

kiemelve):

5"ggaattcattatgtattctccgctctgtctcacccaggatgagtttcatectttcattgaagcacttectgecce
catgtccgcgceccttcecgectacacatggttcaacctgcaggcecccgaaagcggaaatacttcaaaaaacatgagaag
cgcatgtcgaaagaagaggagagggccgtgaaggatgaactgctaagcgagaagcccgaggtcaagcagaagtgg
gcttcccgacttctggccaagttacggaaagatatccgacccgagtaccgagaggattttgttcttacagttaca
gggaaaaaacctccatgctgtgttctttccaaccctgatcagaaaggcaagatgcggagaattgactgectecge
caggcagataaagtatggaggttggacctcgtcatggtgatcttgttcaaaggtattccgectggaaagtactgat
ggcgagcgccttgtaaagagtccacagtgctctaatccagggctctgtgtccageccccatcacataggggtttet
gtaaaggaactcgatttatatttggcatactttgtacatgcagcagattcaagtcaatctgaaagtcccagceccag
ccaagtgaagctgacattaaggaccagccagaaaatggacatttgggcttccaggacagectttgtcacatcaggt
gttttcagtgtgactgagctagtaagagtgtcacaaacaccaatagctgcagggacctaaccatggg3’

Inverz (reverz és komplementer) DNS szekvencia:

5’ ceccatggttaggtccctgcagctattggtgtttgtgacactcttactagctcagtcacactgaaaacacctga
tgtgacaaagctgtcctggaagcccaaatgtccattttectggectggtecttaatgtcagettcacttggetgget
gggactttcagattgacttgaatctgctgcatgtacaaagtatgccaaatataaatcgagttcctttacagaaac
ccctatgtgatggggctggacacagagccctggattagagcactgtggactctttacaaggcgctcecgeccatcagt
actttccagcggaatacctttgaacaagatcaccatgacgaggtccaacctccatactttatctgectggecggag
gcagtcaattctccgcatcttgectttctgatcagggttggaaagaacacagcatggaggttttttcececctgtaac
tgtaagaacaaaatcctctcggtactcgggtcggatatctttceccgtaacttggccagaagtcgggaageccactt
ctgcttgacctcgggcttctcgcttagcagttcatccttcacggecctcectectettetttecgacatgegettete
atgttttttgaagtatttccgctttcgggcectgcaggttgaaccatgtgtaggcgaaggcgcggacatggggcag
aagtgcttcaatgaaaggatgaaactcatcctgggtgagacagagcggagaatacataatg;attccS’

Az Osszehasonlitds eredménye a szekvencidk azonossagat mutatta az esetleges
automatikus hozzarendelés soran jelentkezé bizonytalansagok manudlis ellendrzése és
kikiiszobolése utan. Amennyiben az automatikus hozzarendelés nem volt egyértelmi, ott az
elektroferogram alapjan mi ki tudtuk valasztani a helyes dezoxi-nukleotidot. A két reakcio
alapjan egyértelmiien azonositottuk a vart szekvenciat. A szekvenaldst témavezetém a Tsukubai

Egyetemen (Japan) végezte el.
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16. Abra: A pBAD-NFI-BD_Et/N 1 DNS szekvenalasok elektroferogramjai: feliil a forward, alul az inverz
(reverz és komplementer) DNS szekvenciak.
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5.2.4. Fehérje jelenlétének kimutatdsa
Az NFI-BD fehérje aminosav szekvencidja az alabbi:

MYSPLCLTODEFHPFIEALLPHVRAFAYTWENLQARKRKYFKKHEKRMSKEEERAVKDELLS
EKPEVKQKWASRLLAKLRKDIRPEYREDEVLTVTGKKPPCCVLSNPDOKGKMRRIDCLRQAD
KVWRLDLVMVILFKGIPLESTDGERLVKSPQCSNPGLCVQPHHIGVSVKELDLYLAYFVHAA
DSSQSESPSQPSEADIKDQPENGHLGEFQDSEVITSGVESVTELVRVSQTPIAAGT

A 7. Tablazatban feltiintettem a fehérjére az Expasy ProtParam programmal

szamolt/becsiilt néhany fizikai tulajdonsagot (https://web.expasy.org/protparam/).

7. Tablazat: A pPBAD-NFI-BD_Et/N 1 néhany fizikai tulajdonsaga.

Molaris Molaris
Izoelektromos abszorbancia abszorbancia
Molekulatomeg pont Aminosavszam (oxidalt (redukalt Cys)
(Da) Cys)
M-icm Mem™
pBAD-NFI-
BD-Et/N 1 27430,56 8,65 240 0,941 0,927

A fehérje kifejezésére BL21, (BL21(PlysS)), Rosetta vagy ER1821Alacl E. coli sejteket
hasznaltunk. A termelését arabinézzal indukaltuk (17. Abra). A cél NFI-BD mérete ~29 kDa,
amelyik mérettartomanyban (bekeretezett) nem latunk taltermelédést. Arra gondoltunk, hogy
talan a fehérje citotoxikus lehet a baktériumra nézve, ezért az elkiilonithette a sejt tobbi részétdl
egy membran segitségével, amibdl elég nehéz kinyerni. A mintdinkat egyszer 6 M ureaval,

egyszer 500 mM NaCl is kezeltiik, de nem lattunk szignifikans valtozast.

e
~ | + | + | + | +
- i e i z = Z =
] OB Sy Se TR TR me S
X g 8 & g 8 &8 & o
S A A A A A Ao a o
= M MO O @O @ M m m
116 | "
66
45 | b
35 L - i i i
z I ¥ & ~29 kDa
- — |
18,4 ;
14,4 [ ‘

i #Ft il

,,)
|/
it [
¥

17. Abra: Az NFI-BD fehérje kifejezédése. A fehérje génjét a pPBAD24 hordozéba kiilonbozé restrikcios
endonukleazokkal végeztiik (1d. szoveg). A + jelzésli mintakban 4 mM arabin6zzal indukaltuk a kifejez6dést.
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5.2.5. Kettds transzformalas

Az NFI-BD felismerd helynek megfelelé rovid DNS szekvenciat beépitése a pdUA-
lacIn vektorba meggatolhatja a prométer funkciot, és ezzel a Lacl fehérje kifejezodését. Ebben
az esetben a hordozoé sejtekbe juttatasa ellenére sem képzdédik a Lacl fehérje. Ezt egy olyan
kisérlettel ellendriztiik, ahol egyik reakcidelegyben transzformaltuk a ER1821Alacl sejteket, a
masikban viszont nem. A nem transzformalt sejteknek kéknek kell lenniiik, a masikban a sejtek
fehérek maradnak. Ha mindkét esetben kék sejteket kapunk, akkor a promoter régié nem
funkciondlis az uj DNS szekvencia beépitése miatt, és az RNS-polimerdz nem képes a
transzkripciot végrehajtani.

A masik hordoz6 a pBAD24, amibe a NFI-BD fehérje génjét iiltettiik be. Ha ezt a kett6t
egylitt juttatjuk be a sejtbe, akkor az indukalds soran képz6dé NFI-BD fehérje a
célszekvenciajahoz kotddve megakadalyozza az inhibitor fehérje képzodését. Ekkor
termelddhet a B-galaktoziddz és megjelenik a kék szin. Az eddigi tapasztalatok alapjan nagyon
kevés DNS-kot6 fehérje megjelenése is elég ennek a kisérletnek a sikerességéhez.

Kiprobaltuk, hogy az Gj plazmidok hogyan viselkednek a sejtekben kiilon-kiilon és
egyiitt, IPTG-indukalassal, valamint indukalas nélkiil. Transzformalast hajtottunk végre olyan
pdUA hordozokkal, melyek koziil az egyik tartalmazta, a masik pedig nem az NFI-BD
célszekvenciat. A célszekvencia nélkiil biztosan kifejezddik az inhibitor fehérje, ezért a sejtek
fehérek lesznek. Ha a beépitett célszekvencia nem okoz valtozast a hordozdban, akkor hasonlot
tapasztalhatunk, viszont, ha megakadalyozza a Lacl transzkripciot, akkor megjelenik a kék szin
a sejtekben. Ebben az esetben mas modon kell a DNS célszekvenciat beépiteni. Tehat ez a
kisérlet arra szolgal, hogy meghatarozzuk, sikeres volt-e a DNS célszekvencia beépitése (18.
Abra).

A kisérlet sikeres volt, habar kis mértékben megjelent egy halvany kék szin. Azonban
hasonl6 volt a cél-DNS-t nem tartalmazé DNS-sel transzformalt sejtek harmadrésze is, ami a
modszer hatterét mutatja. Hatdrozottabb kék szin megjelenése azt jelentené, hogy nem
keletkezett az inhibitor fehérje, ami megakadalyozna a B-galaktozidaz termelddését. Azonban
itt nem volt jelen a fehérjét eldallitdé hordoz6, hogy megakadalyozza az inhibitor fehérje

eldallitasat, ezért jelent meg a kék szin helyett a fehér.

34



4
(9]
=
—
Q
(%]
i
o~
0
i
o
w

18. Abra: A transzformélas soran ER1821 (I-Block) sejteket hasznaltunk. Az agar taptalajunk X-Gal-t, gliikozt
¢s kanamicint tartalmazott. A petricsészét harmadoltuk, az egyes harmadokba vittiik fel a transzformalt
baktériumsejteket tartalmazo reakcioelegyeket, illetve kontrolként a nem transzformalt sejteket. Az antibiotikum
jelenlétében utobbiak nem ¢€letképesek, nem szabad telepeket alkotniuk.

A kisérleti anyagok és modszerek fejezetben leirt transzformalasi folyamatot kissé
atalakitottuk a kettds transzformalashoz, hogy biztosan megtorténjen a hordozok bejutdsa a
baktériumsejtekbe. ~50 pL I-Block sejtet adtunk 2 uL. DNS-hez, majd 30 percig jeges hiitést
alkalmaztunk. A vizfiird6t felmelegitettiik 41°C-ra és 2 percig hdsokknak voltak kitéve, majd
gyorsan visszatettiik jégre. Ehhez hozzaadtunk 40 pL sterilizalt, antibiotikum mentes LB
tapoldatot és pipettazassal dsszekevertiik. A keveréket 30 percig razattuk 37°C-on a BIOSAN
TS-100 Thermo Shaker segitségével, majd ezt vittiik fel a taptalajra.

A kettds transzformalast hasonldan végezziik, mint ahogy azt a kontrol kisérletben
leirtam, annyi kiilonbséggel, hogy a sejtekhez egyszerre adtuk hozzd a pPBAD24-NFI-BD és a
pdUA-lacin-Ad-1 5 cél-DNS szekvenciat tartalmazo, illetve anélkiili (pdUA-lacln 2) DNS
hordozokat, valamint a lemezek kanamicint €s ampicilint is tartalmaztak az X-Gal mellett.
Kettd taptalajon is elvégeztiik a kisérleteket, egyik arabindzt (bal), a masik gliikozt (jobb) is
tartalmazott (19. Abra).

Itt kontrolként nem transzformalas nélkiili sejteket hasznaltunk, hanem a pBAD24-NFI-
BD ¢és a pdUA-lacin-Ad-1 5 hordozokkal egyszeresen transzformalt sejteket, hiszen ezek csak

az egyik antibiotikumra rezisztensek, igy ilyen taptalajon nem tudnak telepeket alkotni.
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19. Abra: A petricsészék kontrol részén (alsé fele) nem néttek telepek, tehat a taptalaj megfeleld a kisérlethez.
Viszont a kék szin nem, vagy csak alig jelent meg.

Az el6z0 kisérletben nem kaptunk egyértelmii eredményt, a kék szin hidnya a kisérlet
sikertelenségére utal, ezért az NFI-BD szekvenciat ujra beépitettiik a pPBAD24 horozoba, annyi
kiilonbséggel, hogy a hasitasi hely és a metionin kod k6zé beépitettiink egy ACC kodot, ami a
riboszoma megkdtésére szolgal. A pdUA hordozdba most egy hosszabb fehérje felismerési
szekvenciat épitettiink be, mert lehet, hogy az el6z6 kisérletben a DNS célszekvencia rovidsége
miatt nem kapcsolodott oda a DNS-koto fehérje (57 -
CTAGCTACCTTATTTTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAGGG-3" ).

Az egyik kontrol lemez taptalajahoz X-Galt és amipicillint adtunk, amivel a pPBAD24
hordozot vizsgaltuk. Mivel ebben nincs lacl gén, ezért a keletkez sejteknek kék szintieknek
kell lenniiik (20. Abra-bal). A masikhoz X-Galt 4s kanamicint adtunk, amivel a pdUA hordozot

vizsgaltuk. Most a rovid €s a hosszabb szekvenciat tartalmazo6 hordozot is vizsgaltuk egymas

mellett (20. Abra-jobb).
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20. Abra: A pBAD-ot tartalmazo sejtek kék szintiek lettek, mig a pdUA-t tartalmazo sejtek fehérek, tehat a
kontrol kisérletek sikeresek voltak. Az mp3-15 a pdUA-laclne NFI-NE-4-et, az mp4-15 a pPBAD24-NFI-BDc-3-
at jeloli. Az mp3-4 és a pBAD AfArsR a kutatdisomban nem relevans.

A kontrol kisérlet sikeres volt, ugyanis a pBAD24 hordozét tartalmazd sejtekben
megjelent a kék szin, mig a pdUA hordozokat tartalmaz6 sejtek fehérek maradtak. Ezutan tjabb
minta lemezt készitettlink a kettds transzformalashoz, ami X-Galt, kanamicint, ampicillint és

arabinoOzt tartalmazott. Itt is a kettds transzformalashoz atalakitott transzformalasi folyamatot

alkalmaztuk (21. Abra).

ST-pdw + gT-gdw

21. Abra: Elég kisszamu telep képz6dott, és azokban sem lathato a kék szin. Az mp3-15 a pdUA-laclne
NFI-NE-4-et, az mp4-15 a pPBAD24-NFI-BDc-3-at jeldli. Az mp3-4 és a pPBAD AfArsR a kutatisomban nem
relevans.
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Ez a kisérlet sem lett sikeres, tehat feltételezhetjiik, hogy nem a fehérje felismerési
szekvencia hossza a probléma. A sikerhez nélkiilozhetetlen, hogy a sejtekbe mindkét hordozo
bekeriiljon a transzformaldsi folyamat soran. A kettds transzformalasi kisérletet tobbszor
megismételtem az Osszes lehetséges hordozo-pérositassal a lehetd legfrissebb taptalajokkal,
ugyanazon modszerekkel. Végiil sikeriilt pozitiv eredményt elérni, megjelent a kék szin a kevés
telepszam ellenére is (22. Abra). Erdemes még megemliteni, hogy az 6nmagukban 416 tobbi
pdUA hordozé apro, halvany kékszinti telepeket adtak. A jelenségre nem talaltam egyértelmi

valaszt, de valosziniileg csupan kis atfert6zodés tortént.

22. Abra: Az Gijra elvégzett kisérletekben 6 pérositas koziil a felsd négynél nem jelent meg a kék szin, viszont az
mp3-15 hordozot alkalmazva a telepek jol lathatéan kék szintiek lettek.
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Végiil a kisérlet sikeresnek mondhatd, ugyanis tobbnyire csak a kettds transzformalt
sejtek maradtak életben és azok kékek lettek. Azonban a mddszernek tovabba is egy nagy

hatranya, hogy csak a vizualisan, kvalitativ modon tudjuk megfigyelni a megjelend szineket.

5.2.6. I-Block kisérlet Plate Readerrel

A tovéabbiakban egy miiszert, a Mikrolemez olvasét (Plate Reader) hasznaltunk, hogy
kvantitativva tehessiik a kisérletet. A kisérleti tervet a 8. Tablazat szemlélteti, a reakciokat ezek
alapjan végeztem el. Mivel a kisérlet meglehetOsen Osszetett, ezért a jobb megértés érdekében
ezt tablazatot nem az eredményektdl tdvol a Kisérleti anyagok és modszerek fejezetben

mutatom be, hanem kdzvetleniil az eredmények kozelében.

8. Tablazat: Kisérletsorozat 0sszeallitasa a Plate Readerrel torténd mérésekhez.

Sejt DNS felismerési | Fehérje gén | Ara/ | Antibiotikum| Hely Csé
plazmid Glu
ER1821ALacl + |pdUA-Laclne ARA |KAN Al1-A5 |- kontrol 1A&1B
ER1821ALacl + |pdUA-Laclne GLU |KAN A6-A10 |- kontrol 1A&1B
ER1821ALacl + |pdUA-Laclne-6ZA ARA |KAN Al1-B3 |- kontrol 2A&2B
ER1821ALacl + |pdUA-Laclne-6ZA GLU |KAN B4-B8 |- kontrol 2A&2B
ER1821ALacl + |pdUA-laclne NFI- ARA |KAN B9-C1 |- kontrol 3A&3B
NE-4 (mp3-15)
ER1821ALacl + [pdUA-laclne NFI- GLU [KAN C2-C6 |- kontrol 3A&3B
NE-4 (mp3-15)
ER1821ALacl + pB6ZA ARA |AMP C7-C11 |+ kontrol 4A&4B
ER1821ALacl + pB6ZA GLU |AMP C12-D4 |+ kontrol 4A&4B
ER1821ALacl + |pdUA-Laclne-6ZA |pB6ZA ARA |[KAN+AMP |D5-D9 |++ kontrol | 5A&5B
ER1821ALacl + |pdUA-Laclne-6ZA |pB6ZA GLU |[KAN+AMP |D10-E2 |++ kontrol | 5A&5B
ER1821ALacl + pBAD24-NFI- |ARA |AMP E3-E7 + kontrol 6A&6B
BD Et/N1
ER1821ALacl + pBAD24-NFI- |GLU |AMP E8-E12 |+ kontrol 6A&6B
BD Et/N1
ER1821ALacl + |pdUA-laclne NFI-  |[pBAD24-NFI- |[ARA |KAN+AMP  |F1-F5 Minta TA&TB
NE-4 (mp3-15) BD Et/N1
ER1821ALacl + |pdUA-laclne NFI-  |[pBAD24-NFI- |GLU |KAN+AMP  [F6-F10 |Minta TA&T7B
NE-4 (mp3-15) BD Et/N1
ER1821ALacl + pBAD24-NFI- |ARA |AMP F11-G3 |+ kontrol | 8A&8B
BDc-3 (mp4-
15)
ER1821ALacl + pBAD24-NFI- |GLU |AMP G4-G8 |+ kontrol | 8A&8B
BDc-3 (mp4-
15)
ER1821ALacl + |pdUA-laclne NFI-  |pBAD24-NFI- |ARA |[KAN+AMP  |G9-H1 |Minta 9A&9B
NE-4 (mp3-15) BDc-3 (mp4-
15)
ER1821ALacl + |pdUA-laclne NFI-  |pBAD24-NFI- [GLU |KAN+AMP  |H2-H6 |Minta 9A&9B
NE-4 (mp3-15) BDc-3 (mp4-
15)
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Atvittem a megfeleld glicerines sejtkészletet egy milanyag csében 16v6 tapoldatba a
megfeleld antibiotikummal. KAN + AMP: 8850 pL (a 35 mL-es Duran iivegb6l), KAN: 8850
uL (2 cs6), AMP: 8850 uL (2 cs6). A csoveket a vizfiirdds razatoba helyeztem 37 °C-on, amig
az elegyek el nem érték a ~ 0.3 ODegoo értéket. Kozben elokészitettem 2x KAN+Ara, 2x
KAN+Glu, 2x AMP+Ara, 2x AMP+Glu, 35 mL AMP+KAN+Ara, 35 mL AMP+KAN+Glu
tartalmazo csoveket. 295-295 ul-t toltottem a megfeleld cs6bdl a kijelolt helyre a Greiner
BioOne atlatszo F-bottom mikrolemezre (LEMEZ#1 és LEMEZ#2) és hozzaadtam 5-5 pL-t a
fentebb emlitett novesztett kultirdkbol, ahogy az a 23. Abréan lathato:

LB media | LB media | LB media

+Amp + Kan + Kan

4 #‘RA* L o o e o
BBAA O\ &

O

A7RAt7I§A ARA* RA * * * *AB
R

SOO006

/Io-nrnoow>\
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23. Abra: LEMEZ#1 (feliil) és LEMEZ#2 (alul) sszeallitasa.

Megmértem az ODeoo értékét a Clariostar plus PlateReaderrel (V = 300 pL). Lefedtem
a lemezeket aluminium foliaval és 8 oraig razattam 6ket (150-200 rpm, 30 °C). Ezutan 45-45
uL permedbilizald oldatot adtam (100 mM NazHPO., 10 mM KCI, 2 mM MgSOa, 0,8 mg/ml
hexadecil-trimetilammonium-bromid (CTAB), 0.4 mg/mL Na-deoxikolat és 5,4 uL/mL B-
merkaptoetanol; 9. Tablazat) két j lemezre (LEMEZ#3 and LEMEZ#4) az A1-H6 helyekre.

Atvittem 5-5 pL sejtkultarat/LB-t LEMEZ#1-r6] 2-r61 A1-F12 helyekre a LEMEZ#3-
ra és 4-re. Homogenizaltam a LEMEZ#3 és 4-es oldatokat pipettazassal, majd lefedtem a
lemezeket aluminium fo6liaval és 30 percig razattam (150-200 rpm, 30 °C). A lemezeket 30 perc
utan Kivettem és a Plate Readeren beallitottam a kovetkez6 paramétereket: ONPG_time_dep_2:
(sample volume: 340 pL, temperature: 30 °C, wavelengths: 420 nm és 550 nm, no. of cycles:
100, no. of flashes: 50, cycle time: 300 sec, + shaking. 290 pL szubsztratoldatot (1 mg/mL
ONPG, 60 mM NaHPOs, 40 mM NaH:PO4 ¢és 2,7 uL/mL B-merkaptoetanol; 9. Tablazat)
adtam az Al-H6 helyekre. (Mérni kellett az id6t, ami a lemez felt6ltésére sziikséges, mert
késobb az adatok kiértékelésénél korrekciot kellett alkalmazni.) A keveréket pipettazassal

homogenizaltam.

A folyamat soran keletkezett sejteket ezuttal masfajta modon festettiik be. Az orto-
nitrofenil-p-galaktozid (ONPG) egy spektrofotometrias szubsztrat a B-galaktozidaz aktivitas

kimutatisara. Ez a vegyiilet szintelen. Ha azonban B-galaktoziddaz van jelen, az ONPG
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molekulat galaktozza és orto-nitrofenolla (ami sarga szinii) hidrolizalja, (24. Abra). Ennek

intenzitasat vizsgaltuk a Plate Reader-rel.

ﬁj\ ; &Colcctosccse HOi‘\OH HO ;

ONPG B-D-Galactose o-Nitrophenol

24. Abra: Az ONPG hasitasanak folyamata.

9. Tablazat: A permeabilizald és a szubsztratoldatok elkészitése. (Torzsoldatok: 400 mM NaH2PO4; 250 mM
Na;HPO4; 10 mM MgSO.; 100 mM KCI)

20 mL Permeabilizal6 oldat | 120 mL szubsztratoldat

8 mL NaxHPO4 28,8 mL NazHPO4

4 mL KCI 12 mL NaH2PO4

4 mL MgSOg4 324 puL B-Merkaptoetanol
16 mg CTAB 120 mg ONPG

8 mg Deoxichoid Toltse fel MilliQ vizzel

108 pL B-Merkaptoetanol

Toltse fel MilliQ vizzel

A két lemezen ugyanazok az anyagok voltak, azaz parhuzamos eredményeket kaptunk.
Mindkét lemezen minden anyaghoz vagy arabinézt (ARA), vagy glikozt (GLU) adtam. A
kisérlet szempontjabol az arabinozzal végzett reakcio a fontosabb, ugyanis az indukalja az NFI-

BD fehérje képzO8dését és ott varjuk a szin megjelenését (25. Abra).

A 25. Abran a B-Galaktozidaz aktivitasat a kutatécsoportunkban mar korabban hasznalt
modszerrel szamoltam ki. A lyukak feltdltésének idejével és a hattér kivonasaval korrigaltam
az értékeket. Emellett a két hulldmhossz altal adott értékekbdl (420 és 550 nm) faktor értekeket
szamoltam. A mintdk fényelnyelésének valtozasait vizsgaltam a kiilonb6z6 hullamhosszokon.
Miller-egységekre szamoltam at a mérések soran kapott abszorbancia értékeket. A kdvetkezo

képlettel kaptam meg a f-Galaktozidaz aktivitasat [29]:
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B — Galaktozidaz aktivitasa =

(A (420 nm) — A (550 nm) = Faktor (420/550)) * 1000

Korrigalt hattér = t (reakcid) * V (sejtszuszpenzio)

Viszont mp3-15+BD Et/N1 és mp3-15+mp4-15-nél a mérések tobbségnek a Miller-

egysége a 20-at sem érte el. Egy Kiugro értéket lathatunk LEMEZ#3-on mp3-15+mp4-15

esetében, viszont ez sem jelentés. Az eredmény azt mutatta, hogy az arabindz jelenléte ellenére

az intenzitds nem kiemelkedé a gliikozt tartalmazé mintdk intenzitasahoz képest, ami

varakozasunkkal ellentétes eredmény lett.

B-Galaktozidaz aktivitasa
(Miller egység)

B-Galaktozidaz aktivitasa
(Miller egység)
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25. Abra: LEMEZ#3 (feliil) és LEMEZ#4 (alul) eredményei, kiilsnvéve az arabinozt (bal oldal) és a gliikozt

tartalmazé (jobb oldal) mintékat. A kiillonb6z6 szinli oszlopok a parhuzamos méréseket mutatjak.

A tovabbiakban érdemes lenne megbizonyosodni az NFI-BD fehérje termelodésérol és

megjelenésérdl az oldatfazisban. Az is elképzelhetd, hogy a fehérje és a fehérje felismerési

szakasz kozott a kotddés sztérikus vagy esetleg kinetikai okbdl kifolyolag gatolt. A kisérlet

tovabbi optimalizaciojaval sikeresebb kisérleteket reméliink.
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6. Osszefoglalas

A kutatomunkam célja a Nuklearis Faktor I fehérje DNS-kot6 részének eldallitasa és
vizsgalata volt. Mivel ismert, hogy a fehérje tisztitasa rendkiviil nehéz, ezért a kozvetleniil
eléallitds mellett a sejteken beliil is szerettiik volna megvizsgalni a fehérje DNS kotését az |-
Block kisérlet segitségével.

Szamos hordozdba épitettiik be a fehérje génjét tartalmaz6é DNS szekvenciat. Kezdetben
nem értiink el fehérje kifejezddést egyikkel sem, végiil a pETM11 hordozo segitségével sikertilt
tultermelést kimutatni, és igy képesek voltunk eldallitani a fehérjét BL21 sejtekbdl, amit
poliakrilamid gélen azonositottunk. Azonban miutan a fehérjeoldatot szétvalasztottuk az
oldhato ¢és oldhatatlan fazisara, bizonyossa valt, hogy a fehérje az oldhatatlan frakcioba keriilt.
Emiatt a tiszta fehérje kinyerése bonyolult, de a jovobeli terveink kozott szerepel a fehérje
tisztitdsi folyamatainak az optimalizacidja, valamint a szerkezetének vizsgalata kiilonbozo
modszerekkel. a jovoben megprobalkozunk a fehérje tisztitasaval denaturdld koriilmények
kozott, hiszen a fémion-affinitas kromatografia igy is miikoddképes lehet.

A kezdeti I-Block kisérletben nem értiink el sikert a rovidebb DNS célszekvencia
beépitése miatt a pdUA hordozdba. A minta nem mutatott egyértelmii eredményt, bar a kontrol
kisérletek alapjan az Osszeéllitott DNS hordozok onmagukban megfeleléen miikodtek. A
hosszabb DNS célszekvenciaval javulé eredményeket értiink el, a vart szin megjelenését
megfigyelhettiik a kvalitativ kisérletben. A Plate Readerrel végrehajtott mérés viszont még

tovabbi optimalizaciot igényel.
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