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Roviditések jegyvzéke

APS ammonium perszulfat

BER baziskivagasos javitas, Base Excision Repair

BME 2-merkaptoetanol

BSA marhaszérum albumin, Bovine Serum Albumin

CD cirkularis dikroizmus

DR Direkt Repeat

dTMP | dezoxitimidin-monofoszfat

DTT ditio-treitol

dTTP dezoxitimidin-trifoszfat

dUMP | dezoxiuridin-monofoszfat

dUPNPP | a,B-imido-dezoxiuridin-trifoszfat

dUTP |dezoxiuridin-trifoszfat

dUTPaz | (dezoxiuridin-trifoszfat)-nukleotid hidrolaz

EDTA | etiléndiamin-NNN’N’-tetraecetsav

ERP kivagas-replikacio-becsomagolddas, Excision-Replication-Packaging
HEPES | N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-ctanszulfonsav

IPTG izopropil-p-D-tiogalaktozid

IR Inverted Repeat

LB Luria-Bertani

MCS Multiple Cloning Site

MOPS | 3-[N-morfolino]-propanszulfonsav

MRSA | methicillin rezisztens S. aureus, Methicillin Resistent Staphylococcus aureus
NLS magi lokalizacios szignal, Nuclear Localisation Signal
oD optikai denzitas, Optical Density

ON egy ¢éjszakan at, Overnight

ORF nyitott leolvasasi keret, Open Reading Frame

PPi inorganikus pirofoszfat

SaPl S. aureus patogenitas sziget, Staphylococcus aureus Pathogenicity Island
SDS natrium-dodecil szulfat

TEMED | NNN’N’-tetra-metil-etilén-diamin

TRIS trisz-(hidroximetil)-aminometan

TSS toxikus sokk szindroma, Toxic Shock Syndrome
UDG uracil-DNS glikozilaz




1 Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1 A Staphylococcus aureus és egészségiigyi jelentOsége

A Staphylococcus aureus egy fakultativ anaerob Gram-pozitiv baktérium, melynek
karakterizalasaban jelentds szerepet jatszik az éltala termelt aranyszinii karotenoid staphyloxantin
pigment ¢€s a jellegzetes flirt-mintazata. A S. aureus a normal borflora komponenseként gyakran

megjelenik, ezaltal az emberiség 20%-a hossza tavi hordozdja ennek a mikroorganizmusnak.

A S. aureus szdmos betegség korokozoja lehet, egészen a kisebb jelentdségli
borfertézésektdl, mint példaul borkiiitések, Otvar, cellulitis, Ritter szindroma, egészen az
¢letveszélyes lefolyasu betegségekig, mint a tiidégyulladas, TSS (Toxikus sokk szindroma),
agyhartyagyulladas, csontveldgyulladas vagy vérmérgezés. A S. aureus felelds az endocarditis
(szivbelhartya-gyulladas) esetek 25-35%-¢ért [1].

A S. aureus altal okozott fertézések kiindulési pontja meglehetdsen széles. Elsddlegesen a
boér, nyalkahartyak, 1égutak, iziiletek és nyilt sebfelszinek a leggyakoribb el6fordulasi helyei a
fertozéseknek. Vildgszerte a korhdzakban a betegek fokozottan ki vannak téve a veszélynek,
mivel legyengiilt immunrendszerrel, friss miitéti hegekkel sokkal nagyobb a fert6zésveszély, mint
normalis esetekben. Minden 6t6dik nosocomialis (korhazban szerzett) fertézés a S. aureus-nak
tudhaté be, ezért nagy egészségligyi jelentdsége van az ellene folytatott kiizdelemnek. A MRSA
(Id. lejjebb) altal okozott fertézések 85%-a korhdzban szerzett és csak az Egyesiilt Allamokban
tobb mint tizezren halnak bele évente [2]. A ’40-es évek el6tt, amikor még nem léteztek az
antimikrobialis szerek, az invaziv S. aureus fert6zések halalozasi aranya 90% koriil volt, mely
még manapsag is egyes fertdzéseknél elérheti a 30%-ot [3]. Az antibiotikumok megjelenését
kovetéen hamarosan felbukkant eldszor egy penicillin [4], majd utana egy methicillin rezisztens
torzs (MRSA) [5], és nem régen, 2002-ben megjelent egy vancomycin rezisztens torzs is [4]. A
MRSA torzs izolatumok az esetek nagy részében multidrog rezisztensek (tobb, masféle
antibiotikum is hatastalan elleniik), mely komoly akadalyt jelent a fert6zések kezelésében. Latin-
Amerika nyugati partjanal fekvo egyes orszdgokban a korhdzakban izolalt S. aureus torzsek tobb
mint 50%-a methicillin rezisztens [6]. A sztafilokokkuszok ilyen mértékii hajlama az



antibiotikum rezisztencia kialakitasara nagy Osztonzést jelent az elleniik folytatott harcban
hasznalt ellenszerek tovabbi fejlesztésében és az esetleges mas megkdzelitési pontok kutatasaban,

uj modszerek kifejlesztésében.

1.2 Szuperantigén-hordozo patogenitas szigetek

A bakteridlis genomban gyakran megjelennek jellemzdéen disztinkt, nagy (10 kbp — 2
Mbp) részletek, melyek kiilonbéznek az eredeti bakterialis genom Osszetételtdl. Ez az eltérés a
szigetek eltéré6 G+C aranyaban, sok ismétlddod struktira vagy mozgd genetikai elem tartalmaban

jelenik meg [7].

Ezek a genom szigetek horizontdlis transzfer sordn keriiltek be a gazdaszervezetbe
(transzformacid, konjugécio, transzdukcié) és gyakran tartalmaznak virulencia géneket,
adaptacios faktorokat, vagy toxinokat kodoldo géneket. Emiatt nevezziik ezt a fajta genom
részleteket patogenitds szigeteknek. Gyakran hordoznak funkciondlis géneket, mint példaul
transzpozaz, integraz. Ezek segitségével gyakran dnmagatol kivagodik, replikalodik és akar fag
medialtan atjuthat mas baktériumokba, ahol a genomba beépiilve gerjesztheti annak virulenciajat,

olyan esetben is, amikor a gazdaszervezet eredetileg joindulatu is volt.

Ez a jelenség fokozottan fontos a S. aureus esetében, mivel ez a mikroba normal borflora
tag és egyben opportunista patogén is, tehat majdnem minden ember érintett az esetleges
virulencia kialakulasaban. A S. aureus torzsek heterogenitasaban szerepet jatszik az interakciojuk
az emlds gazdaszervezettel, és emiatt tobbféle virulencia faktorok, vagy rezisztencia markerek
alakulhatnak ki. A S. aureus mas szervezetek patogenitas szigeteinek génjeit tobbnyire plazmidon
kodolva kapja meg [7] (1. abra). Ezeket a szigeteket jelen esetben Staphylococcus aureus
szuperantigén-hordozo patogenitas szigeteknek nevezziik (Staphylococcus aureus Pathogenicity
Island; SaPl), a dolgozatomban igy is fogok hivatkozni rajuk. A S. aureus-ban legalabb 16
megkiilonboztetett SaPI-t fedeztek fel, és majdnem mindegyik rendelkezik kédolt toxinnal, vagy
egyéb virulencia faktorral, méretiik 10-20 kbp-ig valtozhat. Ezek a szigetek egy Osszetartozo
csaladot alkotnak, erdsen konzervalt kdzponti, magi génekkel (2. abra). A SaPl-k a S. aureus
genomjanak tobb specifikus helye koziil egy kitlintetett helyre (atts) integralodnak és mindig

ugyanazzal az orientaciéval rendelkeznek. Ezen a helyeket (att helyek) specifikusan



koriilhataroljak rovid Direct Repeat (DR), vagy Inverted Repeat (IR) szekvenciak, melyek

Bakteriofag
ij génekkel

1. abra
A mozgé genetikai elemek beépiilése S. aureus esetében [7]
1. Plazmid beépiilése a genomba
2. Szabad plazmid
3. Ongyilkos plazmid
4. Plazmid és a genom kozotti szekvenciatranszfer
5. Plazmidok kozotti szekvenciatranszfer
6. Genom és egy masik plazmid kozotti szekvenciatranszfer

A SaPl-k és az esetlegesen el6fordulé mozgod genetikai elemek, amelyek mas fajokbol is
szarmazhatnak, az Onmagukban kddolt integraz segitségével kivagodhatnak a genombdl és
specifikus helper fagokba [9] csomagolodva atjuthatnak mas S. aureus torzsekbe. A szigetek
magas mobilitasa ellenére a géntranszfer nagyon ritka esemény nem-aureus sztafilokokkuszok
kozott [11]. Ha a transzdukcio megtorténik, akkor a recipiens baktérium megszerzi mindazokat a
tulajdonsagokat, amelyekkel a donor rendelkezett, azon feliil, melyek mar azel6tt is
megtalalhatoak voltak a genomjaban. Igy, ha az atkeriilt genomrészlet tartalmazott rezisztencia

géneket is, egy virulens, mindemellett rezisztens 0j térzs alakulhat ki. Bizonyitottan igy alakult ki
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a legujabb vancomycin rezisztens torzs is, mely egy Enterococcus-tol lateralis géntranszferrel

nyerte a rezisztenciaért felel6s gént [7, 12].

-'E":b:aU‘[ SOqUENCe
ol

N\ Pomblogy /’?’
@ Homol to vaps&
SaPI1 DDI Epdm ) miem menm ) fmim m wmp rbr—:?l-tlﬁr‘l
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mul AGCAGGAATAR ﬁnm.ucAquArAA

saPi3 [
15.9Kb ary, a' u’b ter sel  sek a:,
456 9 101112 1415 1617181920 21
AmAGCAGGAAT TTAT!TAGCAGGAATM

SaPim1, n1 ][]
15-16 kb se secl bila' tst ter 6 7 8 a9 X1 x2 14 15x3 X4 int
sapibov [I[TIffe=) & dam ghhhﬁhh = (ulmpmG @ EE — ) =]
159 Kb " all; Sek_sec or -ﬂ afl
i 1 23 4 7 8 9 10 1112 13 1415 1617 181020
AAAAMGGCTGOAMACSGOGTAITACGGTACTCE NV\.I:I:AL- STGGAACCGCG TAATTACGGTAACTCG
AGCCTATCATTTGCTATATATAATTATTCCCACTCAAT AGCCTATCATTTGCTATATATAATTATTCCCACTCAAT
sapi B —) ==
sapd OO =& = = mp
atf; ear secl sem sel  sek int atty
ait; SaPlbap bap int  atty
~20Kb
2. abra

7 kiilonboz6 SaPI szekvencia ésszehasonlitasa [8]
Piros nyilak a fagi géneket, a zold a patogenezisben szerepet jatszé géneket, a vilagoskék a konzervalt géneket,
mig a sotétkék az ismeretlen, nem konzervalt géneket jeloli
A szigeteket hatarolé kromoszémaszekvenciakat a vilagossziirke dobozok mutatjak

1.3 A SaPI gének expresszios szabalyozasa; az Stl és a dUTPaz

Legujabb kutatasok szerint a szigetek szabalyozasa meglehetdsen érdekes modon torténik.
A SaPl-n kodolodik egy globalis represszor fehérje (Stl fehérje), mely a kodolo szigeten talalhato
két divergens promoéter kozé kot be, ezaltal gatolva a legtobb SaPl gén masolasanak
inicializacidjat. Ha a specifikus Stl-DNS kolcsonhatas fennall, akkor a gének nagy része nem
irodik at, és a sziget egy profag-szerii allapotban marad [10, 13]. Ezek az Stl fehérjék
specifikusan az Oket kodold SaPl-kat represszaljak, habar ezen a fehérje homologok egymas

kozott alacsony konzervaltsaggal rendelkeznek [13].
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A derepresszio S. aureus helper fagok segitségével torténik. A represszor fehérjét kodolo
stl gén kiiitése esetén megtorténik a SaPI régiok kivagasa és replikacidja, még a helper fagok
tavollétében is. Ez a jelenség a fagok elsddleges Stl represszios Szabalyozasi funkcidjara utal
[13]. Specifikus fag feliilfert6zése soran a represszid megbomlik és a SaPI-k kivagddnak,
tobbszorozodnek ¢és a fagi indukcid miatt az érés soran beburkolddnak egy virdlis fehérje

kapszidba, majd kiszabadulva tovabbi S. aureus torzseket fertézhetnek meg [14].

Az irodalomban vizsgalt 80a fag bizonyos torzsei képtelenek voltak megsziintetni ezt a
transzkripcio gatlast [13]. Kimutattak, hogy a fag tobb pontmutaciot is tartalmazott a 32-es nyitott
kiolvasasi szegmensében (Open Reading Frame, ORF), aminek fehérje atirata homolog a tobbi
fag altal kodolt dut gén dUTPaz enzimjével. A fag dUTPazat missense és nonsense mutaciokkal
kiiktatva ravilagitottak, hogy ez a fag szamara nem-esszencialis enzim felelés az Stl-blokk
feloldasaért. Ezen eredmények egy olyan hipotézis felallitasat tették lehetové, mely szerint, a két
fehérje kolcsonhatasa olyan konformaci6 valtozast indukal az Stl fehérjében, mely megsziinteti a
DNS koté képességét, és ezaltal levalik a SaPI-rol (3. abra). A fagok altal kodolt dUTPaz
kiilonlegessége, hogy a derepresszido nem érinti a fo katalitikus funkcigjat [13]. Dolgozatomban

ezen hipotézis vizsgalata felé¢ indultam el.

/ Nincs transzkripcio \

SaPlI

______
-

-
-
-
-

{ Derepresszio
-
b T stl
1 it 3
1
1
v
Dut
—>
SaPlI
\ Transzkripcio /
3. abra

A fag medialt derepresszi6 mechanizmusa
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1.4 A dUTPazok katalitikus funkcidja

crcr

a DNS kozott az egyik fontos kiilonbség, hogy mig az RNS-ben uracil (U) talalhato, addig a
DNS-be ennek a megfeleldje, timin (T) épiil be. Bizonyos esetekben eléfordulhat, hogy a DNS-
be T helyett U épiil be. A két bazis Watson-Crick parja ugyanaz, mégis hibanak szamit, és fontos

a DNS-be inkorporalddott uracil kivagasa €s kijavitasa.

Két mddon keriilhet be az uracil a DNS-be; citozin spontan oxidativ dezaminalddasa
soran, vagy timin helyetti hibas beépiiléssel. Az utobbi nem jelent nagy problémat replikacio
soran, de a dezaminéci6 soran keletkezd uracil bazisparosa eltér a citozinétol, ezéltal egy stabil

pontmutacio jon létre az Gjonnan szintetizalt DNS szalon [15] (4. abra).

G=C — U(T)=A
Y i
Q. _.C H
Hr“‘-ﬁ--‘:-bcf"' oxidativ “‘t]: ‘t'?"
I r!1 2 Mo Ne
0 e "‘Ci" ~g, dezamindlas H ﬁ c,
| . l
.-;,N-L - HN..-H‘ . Q ¢
H=—C_ T | _
N#Cmmicfoﬂ citozin uracil
/ |
= H
guanin
£
'O"n C‘H H
H\-.. -‘_H - Ll
N F T
] PR P P
N ~Cy -HTTET ey
H—C\ FI EI: O
NTTNTTTH
c,
adenin timin {S-metil-uracil
4. abra

A citozin dezaminacidja és a hibas Watson-Crick parok

A dezaminaci6 soran keletkezett, vagy a hibasan beépiilt uracil baziskivagasos javitasat
(Base Excision Repair; BER) az uracil-DNS glikozilaz (UDG) enzim kezdi el, és abazisos
(apurin/apirimidines) endonukledz, DNS polimeraz és ligaz fejezi be [16]. Az uracil hibas

beépiilésének megeldzésére a dUTPAz és a timidilat szintdz enzimek szolgalnak.
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Az eukariota és bakterialis DNS polimerazok nem tudnak kiilonbséget tenni a dUTP és a
dTTP kozott, mivel azok csak egy metilcsoportban kiilonbdznek. Ezaltal a beépiilt uracil bazisok
szamat egyediil a relativ intracellularis dUTP/dTTP szint fogja meghatarozni [16, 17]. Ennek a

szintnek az alacsonyan tartasaban jatszik szerepet a dUTPAaz. Ez az enzim az alabbi reakciot

katalizalja:
? 0
H“N’J\J H‘NJ“‘]
° N\{D . D_E_G_Q_O_Q_D +HO — © N\\{o\/ 0 ;I o+ D—E—o—=—o + 2H*
- \ 4]
[, ] ‘_\OH
dUTP + H,0 ——— dUMP + PPi + 2H" 1)

A dUMP a timidilat szintaz enzim szubsztratja, amely a dAUMP-b6l dTMP-t készit. Ezutan
a dTMP foszorildlodva dTTP lesz, bekeriilve wjra a korforgasba, ezaltal csokkentve a
dUTP/dTTP aranyt [15].

Ha a dUTP4z hidnyzik a szervezetbdl valamilyen okndl fogva, akkor mas dUTP
szintcsokkentd mechanizmusok hijan, a DNS szintézis sordn nagy valdszinliséggel uracil fog
beépiilni. Ilyenkor életbe 1épnek a BER javitod enzimek és kivagjak a hibas bazist. A magas dUTP
szint miatt, a lyukat befoltozo DNS polimeradz ujfent nagy eséllyel megint uracilt fog beépiteni a
kivagott helyébe, ami a folyamat ujraindulasat eredményezi. Ez a hidbavald javitasi ciklus
talporgeti a sejt metabolizmusat, és végiil annak apoptozisahoz, avagy a timin-mentes
sejthalalahoz vezet [15, 18, 19] (5. abra). Ez az enzim esszencialis mind az eukariota, mind a
prokariota szervezetekben, és emellett sok virus is kodolja az 6rokité anyagaban, mint példaul a

jelen esetben is [20].
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dUTPaz dTTP prekurzor biztositasa

dUTP _— dUMP ....cccnneeeee » dTTP
dUTP szint csdkkentése
Magas
dUTP/dTTP DNS polimeraz
arany
U T U T U I
[ 1T . T 1T .71
— dUTPaz hianya
BER
1 L 1
[ I I I I I I
Toredezett DNS _— Timinmentes sejthalal
5. abra

dUTPaz hianyanak hatasa a sejtben [15]

1.5 A dUTPAazok szerkezete

Az ¢él6lények altal kodolt dUTPAaz legtobb esetben 3 alegység interakcidjaval létrehozott
homotrimer formaban fordul elé (6. abra), de léteznek homodimer és monomer szervezddésii
dUTPazok is [15, 21, 22], melyekkel ebben a dolgozatban nem foglalkozunk. A homotrimeres
dUTPazok szekvenciai nagyon eltéréek, mégis mindig tartalmaznak 5 erdsen konzervalt

motivumot [15, 22] (7. abra).

A trimert felépitd alegységek [-szalai gy tekerednek fel, hogy egy Un. jelly-roll
(,,lekvaros tekercs”) antiparalell elrendez6désti B-lemezt alkotnak [15, 21-24]. Ebbe épiil bele a
szomszédos alegység C-termindlis szalan 1évd P-szédla, ami jelentdsen megnoveli a trimer
stabilitasat [23]. Az aktiv centrumokat a harom alegység kozosen épiti fel, az egyik alegység
szolgaltatja az 1., 2., 4. motivumot, a masik a 3. motivumot, mig az utolsé alegység az 5.
motivumot adja [23]. Emiatt a dUTPaz adekvat katalitikus hatasanak eléréséhez mind a harom

alegységnek egylitt kooperalva kell 1étrehoznia az oligomert [21, 25].
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DMEL
HSAP
RNOR
LESC
CELE
CALB
SCER

MTUB
MLEP
ECOL
HINF

ORFEV
RVAD
VACV
CPOX

EIAV
1FIV
VISV
MPMV

(15)
(18)
(58)
(25)

(12)
(2)

(40)
(1)
(1)

(2)
(15)
(3)
(3)

(24)
(12)

6. abra
A Mycobacterium tuberculosis trimer dUTPazanak szerkezete [15]

Motif 1 Motif 2 Motif 3
1 4 41

NGVVDED YRGS AN EEY
IDEDYRGAHeIAY AN yerg

KIDTCVLRFAKLTENALEPVRGSAKARIEMNIR S-—AY DVVVPRRGKATIVKT DLOQVQVPEG-SYGRVARSHELAVKNF I VG- -
EVGGMQLRFARLSEHATAPTRGSARARSMNEY S—-AYDYTIPPMEKAVVKTDIQIALPSG-CYGRVAY LAARKHFIDVG--
AEDDASLRFVRLSEHATAPTRGSAR, S--AYDYTIPSMEKALVKTDIQIAVPSG-CYGRVARIE LAVKHFIDVG--
NGNVPFFRVKKLSENAVLPSRASS $--AAETKVPARGKALVPTDLSIAVPQG-TYARIAR LAWKYSIDVG--
—————————— KSNDNAQMPTYGSAE. S--AREDVTVPARGKLCVSTGIQMALPIG-YYGRVARMELARKHFIDVG-—
LESTQSLKVYLRSPKGKVPTKGSA S--REAATIPARHGQGLVSTDISIIVPIG-TYGRVARREELAVKHGISTG-—

TSDKVLNIQLRSASATVPTKGSAT, WYA=-=-SQDITIPAMGQGMVSTDISFTVPVG-TYGRIAREIELAVKNGIQTG- ALy
--MSTTLAIVRLDPGLPLPSRAHDG 5--REDVELAPGRRALVRTGVAVAVPFG-MVGLV! LATRVGLSIVNSPE
GPVSTSLAVVRLDPGLPLPSRAHDGI 3--VEDVKLAPGQRALVRTGLAVAIPFG-MVGLIH LAVRVGLSIVNS
KKIDVKILDPRVGKEFPLPTYATSGSkE CLNDAVELAPGDTTLVPTGLAIHIADPSLAAMM LGHKHGIVLGNLV|&) Bl deleO M ISVWNRG-
KKIDVKILDSRIGNEFPLPTYATEG. LIDESFEIQPGETKLIPTGLSTIYTADPNLAAVI LGHKHGT VLGN L V[ Mesf]shdele PT.M YV SMWNRG~
FCHTETLQVVRLSQNATIPARGSPGALIGRNECS--AYDCVIPSHCSRVVFTDLLIKPPSG-CYGRI LAVKHFIDVG--Aleitpasi sk slel VGV VLENFG—
DLPEPKLYFVRLSPHAVPPVRATHGALIERNEF S~ ~AYDIKVPARGRALVPTDLVFQFPPG-CYGRI LARKFFIDVG--Alcipesidsbeldel VSVVLFNFS-
MNINSPVRFVKETNRAKSPTRQSPYALNeReN#Y S-—AYDYTIPPGERQLIKT DI SMSMPKF-CYGRI LSLKG-ICIG--Geltmaui s elen 1 GVILINNG—
MNINSPVRFVKETNRAKSPTRQSPG. S--AYDYTIPPGERQLIKTDISMSMPKF-CYGRI LSLKG-IPIG--Gg ENIGVILINNG-

---------- MLAYQGTQIXEKRDE. IQVICTNIG-
- -MIIEGDGILDKRSEDE IGVIMINVS-
EEIDRYISEIFLAKEGRGILQOKRAE ST IQVVIYNSN-
SLWGSQLCSSQQKOPISKLTRATPGSY g- IKIMAKAVN-

Motif 4

QDSFTIQPG
NEPFKIEVG

NSDFEVKKGDIZ LICERIS--CPAVQEVNCLDNT
ESSFNIRRGD} LILERIM--VPELSELTQLGET
KCTFNVNTGD LIYQRIY--YPELEEVQSLDST
KCTENVNTGI LIYQRIY--YPELEEVQSLDST

7. 4bra
Eukariotak és prokariétak konzervalt dUTPAaz motivumai (fekete alapon fehér szekvenciarészletek) [15]
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A trimer szervezddési dUTPazok az 5 konzervalt motivumon kiviil valtozatos
szekvenciarészletekkel rendelkezhetnek. A legtobb képvisel6jiiknek az 5. motivum utan csak
egy-két aminosav taldlhatd, ami azzal magyardzhatd, hogy ezt a motivumot tartalmazo
glicingazdag, mozgékony szal, avagy P-hurok motivum szerepet jatszik a dUTPaz aktivitasaban
[26]. Ennek ellenére mégis akad egy-két kivétel, példaul a Drosophila melanogaster dUTPazanak
ezutan még kovetkezik egy 28 aminosavnyi toldalékja [27]. Az enzim N-terminalis vége ezzel
ellentétben nagyobb valtozatossagot mutat, itt talalhatéak az esetleges lokalizacids szignalok. A
szekvenciaban toldalékok is el6fordulhatnak, melyek specifikus fehérje kolcsonhatasokért
lehetnek feleldsek, ilyen példaul a jelen eset is, ahol egy kb. 40 aminosav hosszusagu linker régio

talalhato a S. aureus helper fagok dUTPazaban [13] (8. abra).

Altalanos
) | | |
3 iJ—iJ ) - (5 konzervalt motivum)
Eukariotdk
NS | 1/ 2 3} a} 5 |
—_— = _J__J | — (magi lokalizacio)
D. melanogaster
NLs | | 2 3 | ' 5 |
e ) _}__J i — SRS (ismeretlen funkcid)

8 retrovirusok

Nukleokapszid ij— 2 3} 4} 5
V J_—J — — (viralis genom csomagolddas)

\
\
\
v

| | Yoo M. tuberculosis
1 2 3 a4 5
— = b - (fehérje kblcsdnhatas)

S S. aureus helper fag
| | |
=) iJ—iJ - - (patogenitds szabalyozasa)

8. abra
dUTPazokban eléfordulé nem-kanonikus elemek [13, 27-30]
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1.6 ®11 dUTPaz és az Stl SaPlbovl, avagy a derepresszios
specificitas
Ezen dolgozatomban a S. aureus ®11 helper fag altal termelt dUTPaz (ezental ®11

dUTPaz) és a S. aureus SaPlbovl patogenitas szigetén kodolt Stl fehérjével (ezentul Stl

SaPIbov1) és azok szerkezeti, illetve funkcionalis analizisével foglalkoztam.

A SaPIbovl1 szigetet el0szor egy szarvasmarha mastitis-t (emlégyulladéas) okoz6 RF122 S.
aureus torzsbdl izolaltak [31]. Erdekes megemliteni, hogy a hozza kézelalld SaPIbov2-vel [32]
mindketten a sztafilokokkalis kromoszoma attc ll-es helyére integralodnak be, ahova semelyik
masik sziget sem épiil be. A SaPIbovl kodolja a TSST-1-et (TSS toxin 1) az ORF4-en (tst), és
emellett még két enterotoxint is, az elsé kettdé ORF-en (sec és sel) (9. abra). A maradék 17 gén a
kivagasos-replikacios-csomagolodasos (Excision-Replication-Packaging; ERP) folyamatokban

vesz részt.

int stl strxis pri rep ori cplcp2cp3 ter tst sec sel

21 2019181716 15 1413 1211 10 987 6 5 4 3 2 1

9. dbra
A SaPIbovl géntérképe [10]

Minden ismert SaPl-n kodolva van két divergens ORF, amely meghatarozza a sziget
transzkripcids szervezddését. Az ORF19 jobb iranyl (SaPI transcription rightward; str), mig az
ORF20 baloldali iranyultsagti (SaPI transcription leftward; stl). Mindkettd ORF prediktalt fehérje
terméke tartalmaz egy specifikus helix-turn-helix régiot, ami jellemzd a transzkripcid regulator
fehérjékre. Az ORF19 in-frame delécios kiiktatasa nem befolyasolta a SaPIbovl fag indukalt
replikaciojat [10], feltehetdleg nincs jelentdsebb szerepe az ERP ciklus szabalyozasaban. Mivel
az ORF20 altal kodolt fehérje (Stl SaPIbov1) bizonyitottan betdlti a globalis atirasi represszor

szerepét [10, 13], ezért ezt a fehérjét valasztottam vizsgalataim egyik targyava.

S. aureus helper fagok altal kodolt dUTPazok Stl derepresszald képessége eltérd. A 80a
helper fag altal kodolt dUTPaz képes megsziintetni akar 6t féle Stl represszidjat, és mobilizalni az

Oket kodolo SaPI-kat (SaPI1, SaP12, SaPIbovl, SaPIbov2 és SaPInl) [13, 14]. A 80-as helper fag
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a SaPI2-t és a SaPIbov1-et egyarant képes mozgodsitani [14], mig a @11 fag dUTPaz kizardlag a
SaPlbov1 szigetet tudja derepresszalni [13].

Kutatésok kimutattak, hogy bizonyos 80a fag térzsek nem voltak képesek megsziintetni a
SaPIl1 vagy a SaPIbov2 blokkjat. Ezek a torzsek mutacidkat tartalmaztak a fag ORF22 (ezentul
sri-ként hivatkozva), illetve ORF15 régioiban. A sri egy Dnsl kot6-, mig az ORF15 pedig egy
ismeretlen fehérjét kodol, egyik géntermék sem esszencidlis a fag szamara. A ®11 fag
génkészletébdl mindkét gén hianyzik. A 80-as fagban megtalalhatd a sri gén, de a terméke csak
53%-ban azonos a 80a-éval, és a gén terméke nem képes a SaPI1-et mobilizalni [14]. Plazmidrol
expresszalt 80a ORF15 viszont lehetdvé tette a D11 fag szamara a SaPIbov2 derepressziojat, ami
arra utal, hogy az indukcidé hianyat a ®11 genomban a 80a. ORF15 tavolléte okozza [13]. Nem
torténtek ilyen iranyu kisérletek az ORF22-vel, mivel a Sri fehérje taltermelése a S. aureus-ra

toxikus.

Mind harom fag altal kodolt dUTPaz enzim a trimeres szervezddésii S. aureus helper fag
dUTPazok csaladjaba tartozik (Id. 3.4.2 fejezet), melyek jellemzdje, hogy egy koriilbelil 40
aminosav hosszu, Un. linker région kiviil szinte teljesen azonos szekvenciaval rendelkeznek. Ez a
magas foku konzervaltsdg az enzimen beliil leszilikiti az Stl-el vald kolcsonhatasért felelds részt a
linker régiora. Ezt a hipotézist bizonyitotta tovabba a kovetkezo kisérlet. A 80a és a @11 fagok
Osszehasonlitdsa soran eltérések voltak a SaPIbovl mozgositasi képességiikben. Ha az N-
termindlison 1év6 2 nem konzervalt aminosavat kicserélték (10. abra), nem volt tapasztalhato
valtozés a derepresszids hatasfokukban, de ha a linker régiot cserélték meg, akkor a @11 erdsebb
mobilizalasi képessége atadodott a 80a dUTPaz mutansra [13]. Munkam soran a @11 dUTPazzal
dolgoztam tovabb, mivel nagyfokt Stl kotd specificitasa egyértelmli valaszokat adhat a

kdlcsonhato régiot azonosito kisérletekben.

80 MTNTLOVELLSKNARMPERNEETDAGYDIFSAETVVLEFPQEKAVIKTDVAVEI FEGYVGLLTS
o111 MTNTLOVRLLSENARMPERNHETDAGYDIFSAETVVLEPQEKAVIKTDVAVESI PEGYVGLLTS

FEEEEHE FFFE A AAERAAERAANERRIERRIERAAAAAAAAARAAAEARAA AR AR R R R RS

Kicserelt régio

[
800 RSGVSSKTHLVIETGKIDAGYHGNLG INIKNDHEDDKMQT I FLENIDNEKI FEKERHLYKLGS
&11 RGEVSSKTHLVIETGKIDASYHGNLEINIKNDAIAS -NGY I TEGVFDIKGEIDLSDATROYGT

R R R L R R R R R R R SRR * * *

80c YR’.:EKC—ERIELO.LVI‘.’PIWTPELKQVEEFESVSER’.C—EKC—E‘C—SSC—‘I
$11 YOINEGDKLAQLVIVPIWTPELKJVEEFESVSERCGEKEFESECEV

L * IR R R R AL E R R SRR E R R R R R R R E RS

10. dbra
A @11 és a 80a dUTPAaz sszehasonlitasa és a kicserélt aminosavak [13]
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2 Célkitiizések

A S. aureus mai napig is jelentOs egészségiigyi problémat jelent a tarsadalom szamara. Ha
sikeriil mélyebb belatast szerezniink ezen opportunista baktérium virulenciajanak és antibiotikum

rezisztencia terjedésének mechanizmusaba, akkor nagyobb esélyiink lesz egy hatékony modszert

crer

Munkam elsé 1épése az irodalomban felvett hipotézis [13] bizonyitasa, miszerint a S.
aureus patogenitas szigeteinek represszor fehérjéje egy viralis eredeti dUTPaz nem-kanonikus

kolcsonhato partnere.

F6 célom megallapitani mind a komplexnek, mind a résztvevoknek a pontos szerkezetét,
ezaltal belatast biztositani a kolcsonhatas altalanos mechanizmuséaba és annak struktarajaba. A
vizsgalatokhoz sziikség volt a @11 dUTPaz és az Stl SaPlbovl fehérjék eldallitasara és

tisztitasara, ezért ezek voltak elsddleges céljaim.

Els6dleges modszer a haromdimenzios szerkezet meghatarozdsara a rontgen-
krisztallografia. A komplexet és a kiilonallo fehérjéket széles spektrumu kristalyositd screen-
eknek vetettem ald, majd a pozitiv talalatokat optimalizaltam és az optimalizalt koriilményekbdl

nyert kristalyokkal rontgendiffrakcidés méréseket végeztem.

Masodlagos szerkezeteknek és a fehérjék hdstabilitas-valtozasdnak megéllapitasara
cirkularis dikroizmus spektroszkopiai és termofluorimetrias méréseket végeztem. A kdlcsonhatd
felszin azonositasa is egy fontos része a munkamnak. Ehhez a dUTPaz aktivitdsanak vagy
fluoreszcencidjanak valtozasat mértem, és az eredmények alapjan kizarasos moddszerrel

probaltam esetlegesen sziikiteni az Stl SaPIbov1 lehetséges kolcsonhatasi pontjait.

Szerkezetiiket tekintve trimer és dimer dUTPazok is kddolva vannak a helper fagokon.
Annak megértésére, hogy miért alakult ki két fajta dUTPaz a fagokban, illetve, hogy a trimer
dUTPazok Stl derepresszios specificitasa miért kiilonbozik ennyire, filogenetikai vizsgalatokat
végeztem, melyek jelenleg is folyamatban vannak. A vizsgalatokhoz tobb mint 60 helper fag

dUTP4z szekvencidjat egymashoz illesztettem, és csoportositottam.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Fehérje termelés és tisztitas

3.1.1 Konstruktok eloadllitasa

Az irodalomban szereplé [13] fehérjék szekvencidinak optimalizalasat, rendelését, és
vektorba klonozasat munkatarsam, Rona Gergd végezte. Tovabbi DNS-manipulalé munkaimban

is 0 nyujtott segitséget.

Az eredeti szekvenciak (S. aureus SaPIbovl ORF20, ®11 helper fag dut) kodon-
optimalizacionak vetettiik ala (EnCor Biotechnology Inc.). A kodonoptimalizacio alapja a
genetikai szotar degeneraltsaga, mely szerint egy aminosavat tobb triplet is kodolhat, a
szervezetek (emlds, baktérium) pedig egy aminosavra mas-mas kodont preferalhatnak. Ez
expresszio soran problémat okozhat, ezért ezen kodonok céliranyd kicserélése, természetesen a

primer szerkezeten nem valtoztatva, noveli a fehérjetermelés hatékonysagat.

Az irodalomban szerepld Stl SaPIbov1 konstrukton véltoztattunk, a fehérje eldtti TEV
hasito helyet trombin hasito helyre cseréltiik le, de a HisTag-et (Id. 3.1.4.1 fejezet) meghagytuk.
A @11 dUTPaz konstrukt ezzel szemben szandékosan nem tartalmazott HisTag-et. A hipotézis
bizonyitasahoz egy kettds expresszios vektort, a pETDuet-1 rendszert hasznaltunk (11. abra). Ezt
a plazmidot két fehérje szimultan termelésére tervezték, e miatt két MCS-t (Multiple Cloning
Site) és ezeket megel6zéen két T7lac promotert, illetve riboszoma kétShelyet tartalmaz. Az Stl
SaPIbovl az EcoRI és a Notl restrikcios helyek kozé, a @11 dUTPaz pedig az Ndel és az Xhol
vagasi helyek kozé lett beklonozva. A plazmidba eldre beklonozott modositott szekvencidkat az

MWG Biotech-t6l rendeltiik.

A fehérjék 0nallo expresszidjdhoz a PETDuet-1 rendszerbdl kiilonalldo vektorokba
klonoztuk at a géneket. Célvektorként a pET-15b (12. abra) vektort hasznaltuk, mivel az
ugyanugy T7lac promoterrel rendelkezik és beépitett HisTag-et tartalmaz, ami egy leolvasasi
keretbe esve a fehérjével, annak N-terminalis részén megjelenik. A nativ (HisTag és trombin
hasitohely-mentes) Stl SaPlbovl-et hatarold6 Ndel és Notl helyek restrikcios emésztéses

atklonozashoz nem volt megfelelé célvektor, ezért polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain
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Reaction; PCR) alapu modszerrel (Id. 3.1.1.3 fejezet) klonoztuk at a pET-15b rendszerbe. A ®11

dUTPazt Ndel és Xhol helyen hasitottuk ki restrikcios enzimekkel (Id. 3.1.1.2 fejezet), és

w1 s
helyeztiik at.
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A pET-15b vektor géntérképe
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A klonozas sikerességének ellenérzésére, a frissen transzformalt és termelt sejtek tobb
kiilonallo telepeibdl is kitisztitottuk a klonozott plazmidot, szekvenaltattuk (MWG Eurofins
Operon) és a megfeleld enzimekkel Gjra restrikciés mdédon emésztettiik, agardz gélen (1d. 3.1.1.4

fejezet) azonositva a termékek méretét.

3.1.1.1 Plazmidok felszaporitasa és tisztitasa

A klénozashoz megfelelé mennyiségli plazmidot kell elballitani. Ehhez az Escherichia
coli XL1 Blue torzsét hasznaltuk. A plazmidokat (PET-15b, pETDuet-1) az elézetesen
kompetenssé tett sejtekbe transzformaltuk (Id. 3.1.2 fejezet), és a szelektiv antibiotikumok mellett
felszaporitottuk LB (Luria-Bertani) médiumban (1d. 3.1.3 fejezet).

A sejtek altal termelt plazmid kinyerésére NucleoSpin Plasmid MiniPrep vagy Promega
PureYield MidiPrep (attol fliggéen, hogy milyen térfogatban expresszaltattuk a sejteket)
protokollt és Kit-et hasznaltunk. A miivelet soran a sejteket alkalikusan feltartuk, a fehérjéket és a
hozzajuk tapadd nagyméretli kromoszomalis DNS-t natrium-dodecil-szulfattal (Sodium Dodecil
Sulphate; SDS) kitekertiik és oldatba vittiikk. Az RNS-eket RN4z hozzaadasaval kis fragmentekre
emésztettilk. K-acetat tartalma oldattal, az SDS kaliummal képzett oldhatatlan sdja miatt,
kicsaptuk a fehérjéket és a kromoszomadlis DNS-t, mikézben a plazmidunk oldott allapotban
maradt. Centrifugalassal megszabadultunk a szilard fazistol és a csak a mi plazmidunkat
tartalmazé feliiliszot atengedve egy szilikamembranon, alacsony pH-n (<7.5) és magas
kaotropikus ionkoncentraci6 mellett, kikotottik a membranra.  Alkoholos mosassal
megszabadultunk az esetleges szennyezésektdl, és a tiszta plazmidunkat alacsony ionerésségi,

nukleidz-mentes dH,0O-val elualtuk.

Agardz gélen megfuttatott DNS tisztitdsara QIAGEN Gel Extraction Kit-et és protokollt
hasznaltuk. A gélb6l kivagott csikokat QG pufferben feloldottuk, 10 percig 50°C-on
termosztaltuk és az oldatot dtengedve egy szilikamembranon, a fent targyalt koriilmények kozott
kikotottiik. A membrant QC és etanol tartalma PE pufferrel mostuk és nukleaz-mentes dH,O-val

elualtuk.

PCR-el amplifikalt szekvenciak tisztitisaira QTAGEN PCR Cleanup Kit-et és protokollt
hasznaltunk, miutdn meggydzddtiink agaréz gélen a termék 100%-0S tisztasagarol. A

szekvenciankat tartalmazé PCR elegyet PB oldattal pufferaltuk, mely elésegiti a 100 bp-nal
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nagyobb ss-, vagy dsDNS-ek kikotédését, de eltavolitja a kisebb méretli oligonukleotidokat
(primereket). A membrant PE oldattal mostuk, és a PCR terméket nukleaz-mentes dH,O-val

leelualtuk.

3.1.1.2 Restrikcids emésztés és ligalas

A plazmidok linearizasara, a gének kivagasara, a PCR termék ragadds végeinek
eloallitasara restrikcids emésztést alkalmaztunk. Restrikcidos enzimek olyan endonukledzok,

melyek a dsSDNS-t specifikus helyeken hasitjak csak.

Elsé 1épésként kivalasztottuk az enzimeket, azok vagasi pontjai és a célszekvencia alapjan
(®11 dUTPaz és pET-15b: Ndel és Xhol). Kivalasztottuk a kettds emésztés koriilményeit az
NEB Double Digest Finder programja segitségével (Ndel és Xhol: NEBuffer 4, 100 ug/ml
marhaszérum albumin (Bovine Serum Albumin; BSA)). Az emésztést 50 pl reakcidelegyben
veégeztilk 0.4 U/ul restrikcids enzim-koncentracid mellett, 37°C-on és 8 oOran keresztiil. Az
emésztés utan az enzimeket 20 percig 65°C-0on torténd termosztalassal hdinaktivaltuk. A
restrikcids termékeket agardz gélen megfuttattuk, és a megfeleld csikokbol izolaltuk a DNS-t. Az
emésztett, majd tisztitott plazmidot és a beklonozni kivant gént elegyitettiik ugy, hogy az inzercid
legalabb 6tszoros molaris feleslegben legyen. 5 percig 65°C-on termosztaltuk, majd 2 percig 0°C-
on, jégen tartottuk. A ligalast 10 pl reakcioelegyben T4 DNS ligazzal (NEB), a gyari T4 ligaz
pufferben végeztiik 16°C-on, ON (Overnight; egy egész éjszakan at). A ligalt plazmiddal mar

kozvetleniil transzformaltuk a sejteket.

3.1.1.3 PCR alapu klénozas

Stl SaPIbov1 atklonozasahoz polimeraz lancreakcidos modszert hasznaltunk. A PCR elve
azon alapul, hogy DNS-bél, specifikusan letapadd primerekkel és hdrezisztens polimeraz
segitségével felszaporithatunk egy részletet. A PCR tobb 1€épésbdl all, eldszér magas hdfokon
denaturaljuk a kettésszalo DNS-t, majd lehitjiik annyira, hogy az elegybe belekevert primerek
képesek legyenek kitapadni az elére meghatarozott helyiikre. Ezutan kovetkezik az atirdsi fazis,
amely soran a primerekhez kot a DNS polimeraz és atirja a down-stream szakaszt, mely e
1épésnél még tullog az ellentétes (forward«—reverse) primeren. A kovetkezo ciklusban, viszont ha
az ujonnan termelt DNS szdlhoz kot az ellentétes primer, akkor az atirds csak a primer altal

kijelolt start pontig tart, tehat megkapjuk a célszekvenciat. Tovabbi denaturdcios és extenzids
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ciklussal ezt a szekvenciat exponencialisan felszaporitjuk, mig az eredeti DNS mennyisége

elhanyagolhato lesz (13. dbra).

B -

4. ciklus

A PCR lépései
1. Denaturacio
2. Primer anellacio

Az Stl fehérjekonstrukt elején HisTag és egy trombin hasito hely is szerepelt, ezeket

kihagytam az amplifikalas soran, mivel a pET-15b plazmidon mar szerepel HisTag. A kovetkezd

primereket terveztem (1. tablazat), figyelembe véve, hogy a pETDuet-1 Ndel és Notl restrikcios

helyek kozott 1€vé gént a pET-15b Ndel és Xhol hasitasi helyei (piros szin) kézé akarjuk

beklonozni. Lila szinnel jeloltem a restrikciés enzimek optimalis hatékonysagu vagasahoz

sziikséges toldalék nukleotidokat. A primereket az Eurofins DNA-t61 rendeltiik.
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. Beépitett
Szekvencia
hasito hely

Forward

_ ATATTACATATGGAAGGCGCGGGCC Ndel
primer
Reverse

_ CAGAAAAAAATTATTCTGGAAAAAGATACCAACTAACTCGAGGACC Xhol
primer

1. tablazat
Stl SaPIbovl-hez tervezett primerek

A Twm kalkulator (Finnzymes) szerint a forward és a reverse primer annelacios

homeérséklete jelentdsen eltér (59.32°C, illetve 64.54°C), ezért egy eldzetes gradiens PCR-t

terveztem. 50 pl reakcidelegy, a bemérés sorrendjében, nukleaz-mentes dH,O-val higitott HF

puffert (Finnzymes), 0.25 uM forward és 0.25 uM reverse primert, 0.2 mM dNTP keveréket

(Fermentas), 0.3 ng/ul templatot, 0.02 U/ul Phusion DNS polimerazt (Finnzymes) tartalmazott. A

PCR programot a 2. tablazat tartalmazza.

Ciklusszam Folyamat Idétartam (mp) | Hoémérséklet (°C)
1 Hoaktivaciod 30 98
Denaturacio 15 98
15 Anellécié 30 58-68
Extenzid 30 72
Denaturacio 15 98
15
Extenzid 45 72
1 Hosszabbitas 600 72
2. tablazat

Gradiens PCR ciklusai

A gradiens soran 5 kiillonb6z6 anellacios hémérsékletet probaltunk ki, és a legjobb

eredményt mutatdo homérséklettel (67°C) végeztik el a PCR-es kiklonozast. A 100 pl

reakcioelegy a gradiens PCR-nél alkalmazott koncentrdciokat tartalmazta és ugyanazt a
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ciklusprogramot is hasznaltuk a folyamat soran. A PCR terméket ellendriztiik agar6z gélen és
PCR Cleanup Kit-el tisztitottuk. Az amplifikacio soran kapott tompa végli szekvenciat
restrikcidosan emésztettitk Ndel és Xhol restrikciés enzimekkel, majd a kapott ragadds végu
DNS-t gélbdl izolaltuk. A tiszta inzertet 6sszeligaltuk az elézetesen hasitott és tisztitott pET-15b
vektorral, majd a transzformalt sejtek plazmidjait vizsgaltuk a klonozas sikerességének

szempontjabol.

3.1.1.4 Agaroz gélelektroforézis

A DNS mintak elvalasztasara agaroz gélelektroforézist alkalmaztam. A nukleinsavak a
cukor-foszfat gerinciik miatt egyenletes negativ toltéssel rendelkeznek, és egyenaramu
elektromos térben a pozitiv poélus felé vandorolnak. Nagy molekulaméretiik miatt, a
poliakrilamidnal nagyobb porusméretii agardzt hasznaljak. Az elvalasztas soran a legnagyobb
fajlagos toltéssel (legkisebb fragmensek) rendelkezd nukleinsavak vandorolnak a leggyorsabban,

mig a zart konformacioju, jobban feltekeredett, nagy DNS-ek a leglassabban.

A PCR és az emésztések soran kapott termékek elvalasztasara 1%-os agardz gélt
hasznaltam. Az agardzt felmelegitett TAE (40 mM TRIS/acetit pH 8.5 1 mM EDTA
(etiléndiamin-tetraecetsav)) pufferben oldottam fel, és a gél kiontése el6tt 10000-Szeres
higitdisban GelRed (Biotium) fluoreszcens festéket adtam. A mintdkat 6-szoros higitasi
mintakoktélban (6X Loading Dye, Fermentas) a mar megdermedt gélre vittem, és TAE pufferben
futtattam 100 V egyenaramu fesziiltséggel. A vizsgalt nukleinsavak méretének meghatarozasahoz
a mintdimmal parhuzamosan DNS létrat (Fermentas) futtattam, mely ismert méreti DNS

fragmenteket tartalmaz.

3.1.2 Kompetens sejt készités és transzformdcio

Ahhoz, hogy a sejt felvegye az extracellularis DNS-t, kompetenssé, azaz atjarhatobba kell
tenni a DNS szamara a sejtfalat és a sejtmembrant. Erre tobbféle elektromos és kémiai modszer is

l1étezik. Mi a QIAGEN kémiai modszert alkalmaztuk.

Két oldatot hasznal a protokoll, TFB | (100 mM RbCl, 50 mM MnCl, 30 mM K-acetat, 10

mM CaCl,, 15 % glicerint, pH 5.8) és TFB II (10 mM MOPS (3-[N-morfolino]-

propanszulfonsav), 10 mM RbCI, 75 mM CaCl,, 15 % glicerin, pH 6.8). Az LB médium
1000 ml-ként 10 g triptont, 5 g éleszt6 extraktot, 10 g NaCl-t tartalmaz, pH 7-re allitva.
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A célpont sejteket steril koriilmények kozott beoltottam 5 ml LB-be, mely mar tartalmazta
a megfeleld szelektald antibiotikumokat (XL1 Blue; 12,5 ng/ml tetraciklin, BL21 Rosetta; 34
pug/ml chloramfenikol) és ON novesztettem a baktériumokat 37°C-on, 220 rpm razatas mellett.
Az igy felnovesztett elokultarabol 500 pl-t atoltottam, a megfeleld antibiotikumot tartalmazo,
50 ml LB-be. A sejteket addig novesztettem, amig el nem érték az exponencialis novekedési
szakaszt, ami OD = 0.6 koriil van (Optikai Denzitas; Agoo nm). A sejt denzitdas mérést Biochrom
WPA CO8000 denzitométeren végeztem. A felndtt sejteket lecentrifugaltam (4°C, 3600 rpm, 20
perc) és a pelletet (lefugalt, feliiliszo-mentes sejteket) felszuszpendaltam 5 ml TFB I-ben. 20
perc jégen tartds utan Gjra megismételtem a centrifugalast, és a pelletet Gjra felszuszpendaltam 1
ml TFB Il-ben. Egy Gjabb 20 percnyi jegeléses fazis utan 15% glicerint adtam a sejtekhez, és 100

ul-ként szétporcidzva lefagyasztottam -80°C-ra, ott tarolva a legkozelebbi felhasznalasig.

Transzformalasnal, a sejt extracellularis DNS felvételének indukalasahoz, a hdsokk
modszert alkalmaztuk. 100 pl kompetens baktériumsejthez 1 pl 1.4 M B-ME-t (2-merkaptoetanol)
pipettaztam ¢és 5 percig jégen hagytam. Ezutdn hozzdadtam 30 ng plazmidot a transzformdlni
kivant konstruktbol, és 30 percig jegeltem a sejteket. Ez utan kovetkezett a hdsokk, mely sordn a
sejteket 42°C-on termosztaltam 90 masodpercig és utana 2 percig jégre raktam. 200 pl LB
hozzaad4asa utan, vizszintes helyzetben tartva a csoveket, 1 6rdig razattam (37°C, 200 rpm). Az
inkubalas utan 100 pl-el inditottam el az 5 ml-es elOkultirat az expressziohoz. Ehhez az
elokultirdhoz a sejtszelekcids antibiotikum mellett mar a plazmidon koédolt marker rezisztencia
antibiotikumat is hozzaadtam (pETDuet-1 és pET-15b; 50 pg/ml karbenicillin). Agar6z plate-re
oltas esetén a frissen transzformalt sejtekbdl 300 pl-t kiméletesen lecentrifugaltam, 150 pl
sejtmentes feliiluszot eltavolitottam, és a maradék LB tapoldatban a sejteket felszuszpendaltam,

és a szelektalo antibiotikumot tartalmazo plate-re kikentem, majd 37°C-on inkubaltam.

3.1.3 Fehérje expresszio és feltaras

A lefagyasztott, vagy frissen transzformalt sejtekb6l ON eldkultirat inditottam (1d. 3.1.2
fejezet). A felnétt sejtekbdl, steril koriilmények kozott, atoltottam 1.5 ml-t 500 ml antibiotikum-
mentes LB tapkozegbe. A sejteket addig ndvesztettem razéd termosztatban (37°C, 220 rpm), amig
el nem érték a novekedésiik log-fazisat (OD = 0.6). Ekkor 0.5 mM IPTG (izopropil-p-D-1-
tiogalakto-piranozid) hozzaadasaval indukaltam a fehérje expressziot. Mivel a fehérjéket kodolo

gének a vektorokon talalhaté lac operon T7 promoétere utan helyezkednek el, ezért az allolaktdz

27



analég IPTG indukalja a transzkripciot. A sejt szdmara az IPTG a tioéter kotése miatt nem-
hidrolizalhato, igy az indukcid az expresszid soran végig fennmarad. Munkam soran tobb
expresszios koriilményt is kiprobaltam (20 vagy 25°C, ON; 30 vagy 37°C, 4 6ra), és mindegyik
vektornal a 37°C-on val6 expresszio adodott a leghatékonyabbnak. A kisérletekhez hasznalt @11
dUTPazt a pETDuet-1 vektorban, az Stl SaPlbovl-et pET-15b vektorban termeltem, mivel
ezeknek a rendszereknek a tisztitasat tudtam optimalizalni. Az expresszié utan a sejteket
lecentrifugaltam (4°C, 5000 rpm, 15 perc), és a pelleteket a feltdrasig -80°C-on taroltam. A
fehérjetermelés hatékonysagarol poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS Polyacrylamide Gel

Electrophoresis; SDS-PAGE) gy6zédtem meg (1d. 3.2.1 fejezet).

A fehérjék kinyeréséhez a sejtek membranjait szét kell roncsolni. Erre fagyasztidsos és
szonikald eljarast alkalmaztam. Fagyasztds ¢és felengedés sordn a keletkezO jégkristalyok
felszakitjak a sejtfalat, mig szonikalasnal az ultrahangos kezelés soran keletkezd kavitaciok

végzik a sejtmembranok destrukciojat.

A sejt pelleteket felszuszpendaltam 50 ml lizis pufferben (20 mM TRIS (trisz-
(hidroximetil)-aminometan) pH 7.5, 500 mM KClI, 1 tabletta proteaz inhibitor koktél (Roche),
0.1 mM PMSF (fenilmetanszulfonil-fluorid), 10 mM B-ME, 10 pg/ml RNaz A). A sejt
szétesésekor protedzok szabadulnak fel, melyek degradalndk az altalam frissen termelt fehérjét is.
Ennek megeldzésére kell ledllitani ezeket az enzimeket. Az inhibitor tabletta széles spektrumban
hat, mig a PMSF a szerin protedzokat gatolja. A B-ME egy redukal6 kornyezetet alakit ki, ami

meggatolja a ciszteinek kozotti diszulfid hidak kialakulasat.

A felszuszpendalt sejteket Potter-Elvehjem homogenizatorral csomomentesitettem,
mikozben a sejtek a potterezés hatasara roncsolddtak, majd folyékony nitrogénbe helyezve
gyorsfagyasztottam. A fagyott pelletet meleg vizfiirdon felolvasztottam, és megismételtem az
eddigi Iépéseket még egyszer. Ezutan a sejtek feltarasat szonikéalassal folytattam tovabb addig,
amig egy atlatszobb, Kisebb viszkozitast szuszpenzidt nem kaptam. Centrifugalassal (4°C, 11000
rpm, 20 perc) kiiilepitettem a sejtfal és a sejtorganellumok tormelékét, mig a feliiliszoban
maradtak a sejt fehérjéi. Ezt a tormelékmentes oldatot tisztitottam tovabb kromatografias

modszerekkel.
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3.1.4 Kromatogrdfids fehérjetisztitds

3.1.4.1 HisTrap affinitas kromatografia

A hisztidin az aromds szerkezetébdl adoddan képes kelatképzdé ionokkal, példaul
nikkellel, komplexet képezni. Ezt hasznaljuk ki a fehérjék affinitds kromatografias tisztitasanal.
Olyan gyantat hasznaltam, amelynél a nikkel ionokat nitrilo-triecetsavval komplexaltak, amit egy

keresztkotott agardz gyantara kotnek kovalensen (Ni-NTA, 14. abra).

R
0C NTT
H His
(/J/\I/NH
HM / ;
co  His
R
14. abra

A Ni-NTA rendszer

A tisztitani kivant fehérje N-termindlisira rekombindns modszerekkel HisTag-et
kapcsoltunk. Ez a cimke hat, tandem elhelyezkedésii hisztidinbdl all, melynek a nikkel ionokkal
képzett kelatkomplexe elég stabilis ahhoz, hogy kitapadjon a Ni-NTA gyantara. A kotést magas
fehérjéket. Tisztitasra kétféle modszert hasznaltam, egy benchtop (,,asztali”) és egy automatizalt

AKTA rendszert alkalmazo eljarast.

Az els6é mddszer soran eldkészitettem az oszlopot, ugy, hogy a 30%-os etanolban tarolt,
50%-0s Ni-NTA gyantabol (QIAGEN) annyit vittem fel az oszlopra, hogy az oldat atfolyasa utan
megfeleld mennyiségli gyanta maradjon. Az oszlopot dH,O-es mosassal megszabaditottam az
etanoltdl, és ekvilibraltam sos pufferrel. A hipotézist bizonyitdé pETDuet-1 rendszer tisztitasahoz

alacsony sotartalmu (Low Salt; LS) puffert (50 mM HEPES (N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-
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etanszulfonsav) pH 7.5, 10 mM KCIl) hasznaltam, hogy a ®11 dUTPaz - Stl SaPlbovl komplex
ionos kotéseit ne bontsa meg a magas ionerdsség. A tovabbi pETDuet-1 ¢és pET-15b
tisztitdsoknal magas sotartalma (High Salt; HS) puffert (20 mM TRIS pH 7.5, 500 mM KCl)
hasznaltam. Ezutan a feltaras fehérjetartalmu feliiliszojat oOvatosan felvittem a gyantéara, és
mikozben az oldat atesett, a tisztitani kivant fehérje mellett a maradék fehérje egy része is
kikotodott. Az aspecifikus fehérjék eltavolitasara az oszlopot sés pufferrel mostam, majd a
maradék nem kivant fehérjét egy alacsony koncentracidju imidazollal mostam. A koncentracié a
kisérlettdl fiiggden 10, illetve 100 mM imidazol volt az adott sés pufferben higitva. A mosas
végét Bradford reagenssel (Bio-Rad) allapitottam meg, mely eredeti barna szine fehérjék
jelenlétében mélykékre valt. Az eluciét mindkét esetben 500 mM imidazollal végeztem, mely
leszoritotta az Osszes specifikusan kikotott fehérjét. A tisztitds eredményességét SDS-PAGE-el

ellendriztem.

Az automatizalt AKTA kromatografids rendszerrel (GE Healthcare) végzett tisztitisnal
Leveles Ibolya segitett nekem. A pETDuet-1 tisztitasahoz elére toltott Ni-NTA oszlopot (GE
Healthcare) hasznaltunk. Az oszlopot desztillalt vizzel és HS-el (50 mM HEPES pH 7.5, 300 mM
KCI) mostuk. S6s mosas utan 200, illetve 300 mM imidazollal mostunk, majd ezt egy
300-900 mM gradiens, 900 mM mosas és végil egy 900-1000 mM imidazol gradiens
kovetkezett. A tisztitas eldrehaladtat 220, 260 és 280 nm-en spektroszkopiasan kovettiik.

A tisztitds utdn, az imidazolos kozeg eltavolitasa érdekében, a fehérjéket dializis pufferbe
(20 mM TRIS pH 7.5, 700 mM KCI, 0.1 mM PMSF, 10 mM B-ME) dializaltam at. A miiveletet

10 kDa retencioju membrannal ON végeztem, 4°C-on.

3.1.4.2 loncsere kromatografia

Munkam késObbi fazisaiban a fehérjéket ioncsere kromatografiaval tisztitottuk. Ez az
eljaras azon alapul, hogy a szilard fazis (anion, vagy kationcseréld gyanta) feliiletén olyan
funkciods csoportok talalhatdkat, melyek specifikusan kdlcsonhatnak a fehérje toltéssel rendelkezo
felszinével, kikotve azt. Ezt az ionos kotést elticido soran megbontjuk a pH, vagy az ionerdsség

valtoztatasaval.

Az elézetes batch kisérletet Zagyva Imre végezte el, a pETDuet-1 rendszerben termelt
®11 dUTPazzal és a pET-15b vektorban termelt Stl SaPlbovl-el. 5.5 és 8 pH-ju koriillmények
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mellett Q Sepharose anion-, és SP Sepharose kationcserélé gyantara kototte ki a fehérjéket,
10 mM HEPES, 10 mM KCl tartalmt pufferben. Elucié ugyanezzel a pufferrel és pH-val tortént,
1 M NaCl-al.

Az AKTA pumparendszerrel és Leveles Ibolya kdzremiikddésével automatizaltuk a
tisztitast. Két puffert hasznaltunk, A (20 mM TRIS pH 7.5 (®11 dUTPaz) vagy 8.5 (Stl
SaPIbovl), 50 mM NaCl) és B (20 mM TRIS pH 7.5/8.5, 1 M NaCl). Az A pufferrel ekvilibralt
oszlopot (GE Healthcare) atmostuk A pufferrel, majd elualtuk egy 6 oszloptérfogaton at tartd

c ey

hasznaltunk, az Stl SaPIbov1-nél tandem tisztitottuk Q, majd SP Sepharose oszlopon.

3.1.4.3 Méretkizarasos kromatografia

A fehérjék tisztasaganak tovabbi novelésére ¢és azok esetleges spontan
oligomerizacidjanak ¢és molekulatomegének meghatirozasara gélsziirést alkalmaztunk. A
modszer azon alapul, hogy az oszlop toltetét alkotd keresztkotott dextran-matrix pordzus
szemcséibe a molekuldk a méteriik szerint tudnak belediffundalni. Eltcié sordn a nagy
molekulatomegli alkotok nem képesek belediffundalni a hidratalt szemcsékbe, az elucids puffer
gyorsabban végigviszi Oket az oszlopon, mig a kisebb molekuldkat, amelyek a pordzus jaratokba
mélyebben be tudnak diffundélni. Ismert molekulatomegii makromolekuldkkal fel lehet venni egy
kalibracids fliggvényt, aminek a segitségével az ismeretlen tomegii anyag molekulatomege

kiszamolhat6 annak retencios idejébol.

Fehérjetisztitasnal az AKTA rendszeren a Superdex 200-as oszlopot (GE Healthcare)
hasznaltuk. Az elicid soran hasznalt puffer: 20 mM TRIS pH 7.5, 400 mM NaCl. A frakciok
tisztasagarol SDS-PAGE-el gy6zddtiink meg.
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3.2 Fehérjevizsgalati modszerek

3.2.1 SDS-PAGE

Fehérjék és nukleinsavak vizsgélatira egyarant alkalmas ez a modszer, de jelen esetben
csak a fehérjékre hasznaltam. Az elvélasztas elve ugyanaz, mint az agar6z gélelektroforézisnél,
de itt egy kisebb porusméretii matrixot hasznalunk, és a fehérjéket SDS-el Kitekerjiik, és az
eredetileg pozitiv és negativ részekkel rendelkezd feliileti toltését elmaszkirozzuk egy egyen
negativ toltéssel, igy a toltéstdl fliggetleniil fognak a fehérjék a pozitiv polus felé vandorolni, és

igy az elvalasztas egyediil a molekulatomegtdl fiigg.

A gél két részt tartalmazott, egy tOmoritd fazist, ahol a felvitt mintak egy vonalba
rendezddnek, hogy a kdvetkezo elvalasztd gélen egyszerre induljanak. A tomorité gél osszetétele:
3.9 % poliakrilamid, 0.1 % SDS, 125 mM TRIS/HCI pH 6.8, mig az elvalaszto fazisé: 12 %
poliakrilamid, 0.1 % SDS, 375 mM TRIS/HCI, pH = 8.8. A polimerizacio inicializalasahoz gyok
donornak APS-t (ammoénium-perszulfat, Bio-Rad), katalizatornak TEMED-et (NNN’N’-tetra-
metil-etilén-diamin, Bio-Rad) adtam. A mintakat mintakoktélban (62.5 mM TRIS/HCI pH 6.8, 25
% glicerin, 2 % SDS, 0.01 % bromfenolkék, 350 mM DTT (ditio-treitol)) 5 percig 100°C-on
termosztaltam, hogy az SDS ki tudja tekerni a fehérjéket, és a DTT megsziintesse az esetleges
diszulfid hidakat. A gél-6ntés soran kialakitott zsebekbe felvittem a mintakat, és futtat6é pufferben
(3.03 g/l bazikus TRIS pH 8.3, 14.4 g/l glicin, 1.0 g/l SDS) 200 V egyendramu fesziiltségen
futtattam. Az elvalasztas utan a gélbdl a felesleges mintakoktélt dH,Oval kiaztattam, és a fehérje
csikokat kolloidalis Coomassie Brillant Blue (Bio-Rad) festékkel megfestettem. A savokhoz
tartoz6 molekulatomeg meghatdrozasara, a mintdkkal egyiitt egy ismert molekulatomegii

fehérjéket tartalmazo fehérje 1étrat (Fermentas) futtattam.
3.2.2 Koncentrdciomérés

3.2.2.1 Fehérje koncentraciomérés Bradford reagenssel

A Bradford (Bio-Rad) reagens fehérjék jelenlétében torténd szinvaltozasat kvantitativan
kovetni lehet 595 nm-en mért abszorbancia valtozdsaval. A fehérjét 800 pl végtérfogatra
higitottam desztillalt vizzel, majd 200 pl reagenst adtam hozz4, és vortex-el homogenizaltam. Fél

perc allasi id6 utan mértem az abszorbanciat egy kétutas Specord 200 tipusu spektrofotométeren
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(Analytik Jena), 1 cm optikai Gthossz mellett. A kalibracios egyenest ismert koncentraciéju BSA

higitasi sorral vettem fel, és az ismeretlen minta koncentracigjat interpolacioval allapitottam meg.

3.2.2.2 Fehérje és DNS koncentraciomérés UV spektroszkopiaval

A fehérjék az aromds aminosav oldallancok miatt 280 nm-nél, a nukleinsavak az aromas
bazisok miatt 260 nm-nél specifikus elnyelést mutatnak. Abszorbanciat mérve és a tobbi
paramétert meghatarozva, a koncentraciod kiszamithato. A szdmitashoz a Lambert-Beer torvényt

hasznaltam fel, miszerint:
A=c-1l-¢ )

Ahol a fehérjékre vonatkozd extinkcids koefficienst (g, mg-ml‘l'cm'l) az Expasy
ProtParam programjaval becsiiltem meg. A (2) egyenletet felhasznalva a tiszta fehérjék, illetve
nukleinsavak koncentracidja pontosan meghatarozhato. A mérést Nanodrop ND-1000

spektrofotométeren (Thermo Scientific) végeztem el.

3.2.3 Termofluorimetria

A vizsgalt fehérjék és a komplexiik olvadasi pontjanak meghatarozasara és annak
valtozasanak kovetésére termofluorimetrias spektroszkopiat végeztem. A mérés soran a
fehérjénket egy specialis festék mellett fokozatosan felmelegitjiik. A festék vizes kozegben
alacsony fluoreszcens jelet ad, de a hd hatdsara kitekeredd fehérjék belsd, apolaris régidihoz
tapadva, a jel intenzitdsa jelentdsen megnd. Kiértékelésnél a hémérséklet-fluoreszcencia gorbe
negativ derivaltjanak a globalis minimumanak helyét tekintjiik a fehérje olvadasi pontjanak (Tw).

A méréseket Mx3000P Thermal Cycler (Stratagene) késziilékkel végeztem.

A 25 pl végtérfogata elegyeket 96-1yuktl plate-ekben mértem és mérés eldtt a mintatalcat
egy specialis hoéallo foliaval fedtem le. Mérésekhez SYPRO Orange (Invitrogen) fluorofort
hasznaltam 1000-szeresen higitasban. A fehérjék koncentracioja kisérlettdl fiiggéen 5-76 uM
kozott valtozott és a nehezen hidrolizalhaté dUTP-analog dUPNPP (a,B-imido-dezoxiuridin-
trifoszfat) koncentracidja 500 uM volt. A higitasokhoz dializis puffert hasznaltam és minden
koriilménybdl tobb parhuzamos mérést végeztem. Mérés soran a miiszer 25°C-rol 95°C-ig
melegitette fel a well-eket, mikdzben minden egyes mintdnak a fluoreszcens jelét 0.3°C

Iépésenként megmeérte.
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3.2.4 Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A krisztallografias szerkezetvizsgélatot kiegészitdben a fehérjékkel CD méréseket

végeztem, mely soran azok masodlagos szerkezetének Osszetételét allapitottam meg.

A jobb és bal helicitasu cirkularisan polarizalt fénysugar molaris abszorpcios koefficiens
kiilonbségének hulldmhosszfliggését nevezziik cirkularis dikroizmusnak. Minden linearisan
polarizalt fénysugar felbonthatd két ellentétes iranyultsagh cirkuldrisan polaros sugéar 6sszegére.
Ha egy cirkularis dikroizmussal rendelkezé kozegen atengedve a linearisan polaros fényt, az a
jobb és a bal iranyultsagt extinkcios koefficiensek kiilonbsége miatt elliptikusan polarizalt lesz.
Hulldmhossz fliggvényében mérve ezen egyiitthatok kiilonbségét (torténelmi okokbol atvaltva
molaris ellipticitasra), kapjuk meg a vizsgalt kdzegre jellemzé CD spektrumot. Jelen esetben
hasznalt torokdzeg maga a vizsgalt fehérje. Az aminosavak, a glicin kivételével, mind kiralisak,
de ezzel ellentétben, a kromofor csoportok, a peptidkotések és az aromas oldallancok nem, tehat
onmagukban nem mutatnak cirkularis dikroizmust. Viszont a fehérje feltekeredésébdl kifolyolag
az akiralis részek aszimmetrikus kornyezete okozhat kiralitast, tehat kromofor csoportok esetén
cirkularis dikroizmus 1ép fel. Ebbdl a jelenségbdl kiindulva, a kapott CD spektrum alakjabol
kovetkeztethetlink a fehérjét felépitd masodlagos szerkezetek Osszetétel-ardnydra. A méréseket
tavoli UV tartomanyban végezziik (< 230 nm), mivel a fehérjék ismétlddd kromofor csoportja, az

amid kotés, itt mutat specifikus elnyelést.

A mérést JASCO 720 spektropolariméteren végeztem, a CD spektrumot 190 és 260 nm
kozott vettem fel, 1 mm optikai Gthossz mellett. A méréseket 20°C-ra termosztalt 200ul
végtérfogatban végeztem. A fehérjéket 5.88 és 2.94 uM koncentracidban hasznaltam, és a mérést
pirofoszfat pufferrel (10 mM Na-pirofoszfat pH 7.5) higitott dializis pufferben (Id. 3.1.4.1
fejezet) végeztem, Ugy, hogy a végsd-sokoncentracio 40.8 mM, illetve 370 mM KCl legyen. A so6
¢s a TRIS magas koncentracioja zavarja a mérést, ezért ezeket megprobaltam minél alacsonyabb
szinten tartani. A magas s6 és TRIS tartalmat a mérés soran mért HT érték (dindda fesziiltség)
gyorsabb novekedése mutatja, mely, ha atlépi a 600 V-t, akkor az utana mért CD spektrum

megbizhatdsaga jelentdsen lecsokken.
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3.2.5 Fluoreszcens spektroszkopia

A fehérjéket felépité aromas oldallanci aminosavak kromoforként viselkednek. Az Oket
megvilagitdé fényt elnyelik, majd egy masik hullamhosszon kisugarozzak azt. Minden
fluoreszcenciat mutatd csoportnak van specifikus hulldimhossza, ahol a legintenzivebb jelet adja,
¢s a mérés soran ezt hasznaljuk ki. A fehérjékben a legerdsebb fluoreszcenciat mutaté aminosav a
triptofan (W), aminek gerjesztési maximuma 295 nm-en van. Mérés soran is ezen a
hullamhosszon gerjesztettem a vizsgalt mintat, és a kisugarzott fény spektrumat 320-420 nm
kozott detektaltam.

A vizsgalt fehérjék kozott egyedil a @11 dUTPaz tartalmazott triptofant, a
1-13 uM Stl SaPIbovl hozzaadéséaval titraltam, €s vizsgaltam a felvett spektrum valtozasat. A
mérést FluoroMax-3 spektrofotométeren (HORIBA Jobin Yvon) végeztem, 20°C-ra termosztalt

300 pl dializis pufferben (Id. 3.1.4.1 fejezet), 1 cm optikai Githossz mellett.

3.2.6 dUTPaz aktivitasmérés

A dUTPazok altal katalizalt hidrolizis (1) soran keletkezé protonok megvaltoztatjak a
kozeg pH-jat. Ezt hasznaljuk ki egy érzékeny indikatorrendszer segitségével. Ehhez megfelelden
pufferalt fenolvords indikéatort haszndlunk, melynek a kozeg pH véltozasara adott szinvaltozasa
595 nm-en detektalhatd. A kvantitativ méréshez ismerniink kell a rendszerben talalhato enzim (E,
uM) és szubsztrat (S, uM) pontos mennyiségét és a mérési gorbe elsé 10%-ra illesztett egyenes
meredekségét (m, AA-S™Y) és a mérés el6tt és utdn mért abszorbancia killonbséget (AA, 1). Az
enzimreakcio kezdeti sebességet jellemz6 reakcidsebességi allandd (K, s1) kiszamitasdhoz az

alabbi egyenletet hasznaltam:

k =—xz @3)

A mérés soran megvartam, mig az 1 ml térfogata fenolvoros puffer (1 mM HEPES pH
7.5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 40 uM fenolvoros indikator, 40 uM dUTP) abszorbanciaja
stabilizalodik, majd hirtelen hozzaadtam ®11 dUTPazt és figyeltem az abszorbanciavaltozast. Ha

stabilizalodott a rendszer (elhidrolizaloédott az osszes dUTP), akkor a két végallapotbol
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szamoltam a AA-t. Mérések soran 0.238, illetve 0.475 uM ®11 dUTPazt mértem 6nmagaban,
majd ekvimolaris mennyiségii Stl SaPlbovl hozzaadasaval. A mérést Specord 200

spektrofotométeren (Analytik Jena) végeztem, 1 cm optikai tithosszal.

3.3 Krisztallografia

3.3.1 Kristadlyositds

Ahhoz, hogy a vizsgalni kivant fehérjét rontgendiffrakcios mérésnek vessiik alé, eldszor
egy stabil, rendezett allapotot kell 1étrehozni, azaz ki kell Kkristalyositani. A fehérjék
kristalyositasanak els6é feltétele, hogy magas tisztasagi (>90%) oldattal dolgozzunk. Uténa
kovetkezik a megfeleld kicsapd koriilmény megkeresése, amely elsé korben széles spektrumi
screen-ekkel  torténik. Ha  egyes  korilményekbdl néttek  kristdlyok,  melyekrol
megbizonyosodtunk, hogy nem hamis pozitiv eredmények (nem a korilményt alkotd
komponensekbdl képzddott kristaly), akkor azokat a koriilményeket optimalizaljuk. Ez a miivelet
annyit tesz, hogy az oldat alkotéelem-koncentracidinak valtoztatasaval egy ujabb koriilmény-

sorozatot vesziink fel, mely soran képzodott kristalyok mar jobban alkalmasak szerkezet-

meghatarozasra.

A vizsgalt fehérjék kristalyositasara a fliggd-, illetve ol acpn
ilécseppes modszert (15. dbra) hasznaltuk. A magas gg_ = ot
tisztasag  fehérje oldatot ~6 mg/ml koncentraciora o - ' : Géo novekedés
betdoményitve hasznaltuk, és a kristalyositd oldattal 1:1 & c':;‘éf‘"e'“e‘“éL
aranyban kevertiik ossze, 2 pl végtérfogatban. A koriilmények Kicsaposzer

Feddlemez

vizsgalatat 24 lyuku talcakon végeztiik, 18°C-on, JCSG-plus R S -
¢s Structure Screen (Molecular Dimesions) screen Faggocsepp u
segitségével. Ezek mindegyike 96 kiilonb6zd korilmény Tissa kicsaposzes

kiprobalasat tette lehetévé. A @11 dUTP4z mintdk 2.3 mM 15, abra
dUPNPP-t és 5 mM MgCl,-t (a fém kofaktora az enzimnek) A fiiggocsepp modszer

tartalmaztak a szerkezet stabilizalasa végett.
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3.3.2 Adatkészlet felvétele

Fehérjék térszerkezetének meghatdrozasdhoz a diffrakciot a réz anéd CuK, csticsanal
vessziik fel, mivel ez a hullamhossz esik a szén-szén kotéstavolsagok tartomanyaba.
Adatfelvételnél a kristalyokat fagyasallo védokozegben (példaul olaj), folyékony nitrogénes hiités
kozben mérjiikk a diffraktométerben. A fokuszalt rontgensugdr a Bragg torvény alapjan
diffraktalodik a kristalyracsokon, €és a szort sugarakat detektalva kapjuk a diffrakcios képet. A
diffrakciés mintazatbol a szoftver prediktalja a kristalyt alkotd elemi cella paramétereit €s
eszerint mérési stratégiat javasol. Ennek fliggvényében torténik a tovabbi adatkészlet felvétel,
amely soran a kristalyt elforgatva (példaul 0.5°-ként, 90°-0t) jol meghatarozott oszcillacios
szogértékkel jra felvessziik a diffrakcios képeket. A kristalyszimmetriatol fiiggéen a felvett

képeknek a hiteles adatfeldolgozés érdekében ki kell elégitenilik a komplettség feltételét.

A koriilményekbdl nétt kristalyok tesztelését hazi sugéarforrasokon végeztiik (Rigaku,
ELTE és SuperNova, Biostruct, BME). A ®11 dUTPaz teljes adatkészlete a grenoble-i ESRF

szinkrotron ID14-1-es mérdéallomasnal lett lemérve.

3.3.3 Szerkezet megoldasa diffrakcios mintdazatbol

A diffrakcios képbdl csak a pontok intenzitasat és helyzetét tudjuk meghatarozni, de a
diffraktalt sugarak fazisat nem. A szerkezet meghatarozasdhoz ezt ismerniink kell, és erre tobb
modszer is létezik. Ha a fazisproblémat megoldottuk, akkor a felvett adatkészlet intenzitdsait
kielemezve, bonyolult algoritmusokat hasznald programok alkalmazasaval egy elektronsiiriiségi
térképet kapunk. Ebbe a térképbe illesztjiik bele a fehérjénk aminosav szekvencidit, és iteraciods
miiveletek soran finomitjuk az oldallancok hozzarendelését az elektronstirliséghez, mig végiil a

felbontastol fliggden illeszthetd teljes haromdimenzios térszerkezetet meg nem kapjuk.

A @11 dUTP4az esetében a fazisproblémat egy ismert szerkezetli, és 32%-ban homolog
dUTPaz térszerkezet fazisaval kiséreltiik meg megoldani, és a kapott elektronstiriiségi térképbe
probaltuk meg beilleszteni a fehérjénk szekvencidjat. A teljes szerkezetmegoldds folyamatban

van.
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3.4 Insilico eljarasok

3.4.1 Homoldgia modellezés

Témavezetdim, Zagyva Imre €s Leveles Ibolya homoldgia modellezéseket végzett a ®11

cres

szerkezetének megbecslésére.

A szamitasokat a SwissModell programmal végezték. A modellezés soran ki kell
valasztani egy ismert homolog fehérjét, melynek a térszerkezete mar ismert. Minél nagyobb a
szekvencia azonossag, annal pontosabb a modellezés (30%-nal magasabb azonossag sziikséges).
A program a mivelet sordn az ismert és az ismeretlen térszerkezetii szekvenciakat egymasra
Ha a két szekvencia nem teljesen azonos, de ha a két peptidlancot alkoté atomok kozott mégis
van egy egyértelmii megfeleltetés, akkor a program képes energiaminimum szamitdson alapuld
modellezésre. Mivel az egyes eltéré aminosavak oldallancainak a pozicidja nem meghatarozhato,
ezért a program ezekre az atomokra tobb rotacids izomer allapotot definidl, figyelembe véve a
flexibilitdsi  kritériumokat, kotésszogeket ¢és kotéstavolsdgokat. Az Gsszes aminosav
térszerkezetének Osszes lehetséges allapotara modellt épit, majd mindegyik lehetséges allapotra

energiaszamitasokat végez, €s a legalacsonyabb értékli modellt fogadja el végiil.

3.4.2 Filogenetikai vizsgadlatok

Rona Gergé Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis és E. coli dUTPaz
szekvenciakkal tBLASTn (NCBI) kereséseket végzett az NCBI Staphylococcus nemzetség gén-
adatbazisaban, majd kivalasztva az eredmények koziil egy S. aureus torzsbe integraldodott fag
dUTPaz szekvenciajat, ijabb tBLASTn kereséseket végzett a Bacillales rendben. A kapott

eredményekkel szekvencia-illesztéseket végzett.

Irodalom alapjan [33] kikerestem a PubMed adatbazisbol 61 S. aureus fagnak dUTPazt
kodold szekvenciait. ClustalW2 (EMBL-EBI) programmal, modositott beallitasok mellett,
Osszeillesztettem a szekvencidkat, és szekvencia homologia alapjan szétbontottam csoportokra.
Az azonositott trimer szervezddési S. aureus helper fag dUTP4z csoportot a linker régiok alapjan

egy filogenetikai faba rendeztem TreeDyn (GEMI Bioinformatics) program segitségével.
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4 Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1 Fehérje termelés és tisztitas

4.1.1 A konstruktok létrehozasa

Az MWG-tdl rendelt pETDuet-1 rendszert restrikcidos emésztéssel ellendriztiik, hogy
megfeleld-e, és a restrikcios termékek méretébdl (16. abra) megallapitottuk, hogy a konstruktunk
megfeleld (17. abra). A pETDuet-1 vektorbol a @11 dUTPaz gént sikeresen kiemésztettiik,
tisztitottuk és beligaltuk a pET-15b vektor Ndel és Xhol restrikcios helyei kozé, és a
sikerességérol a transzformalt sejtekben termelt plazmidot emésztettiik Ndel és Xhol enzimekkel.

A kapott 519 bazispar hosszl fragmens a sikeresen beligalt, intakt géniinket jelzi (17. abra).

pPETDuet-1
EcoRl Ndel Notl Ndel Xhol
EcoRI&Notl | 836bp
815 bp
; 955 bp
Ndel & Not! 3
= 140 bp
955 bp
Ndel & Xhol | . 1474bp
' ‘ ‘ 519 bp
16. abra

A pETDuet-1 rendszer vart emésztési fragmensei
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N @ dUTPa S
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1500 bp —
6 bp 955 bp 2 — L
-y m —
—— 519 bp
siognp e || il S,
500 bp lﬂﬂ
- — 250
17. abra

pPETDuet-1 (bal) és a @11 dUTPaz-p
A kapott csikok megfelelnek a 16.

ET-15b (jobb) ellendrzése
abran vart méreteknek

A Stl SaPIbov1 gradiens PCR-es felszaporitasa soran mindegyik anellacios hémérsékleten

mikodott a reakcid, legnagyobb mennyiségii terméket 67°C-on kaptam (18. abra), ezért a PCR-es

felszaporitast ezzel a hdmérséklettel végeztem. A gént a pET-15b Ndel és Xhol restrikcios helyei

koz¢é ligaltuk be, majd a klonozas sikerességérdl is ezekkel az enzimekkel valdo emésztéssel

gy6z6dtiink meg (18. abra).

57.9°C | 60.8°C | 62°C | 66.9°C | 67.9°C

Marker
(1kbp)

815 bp 1000 bp
18. abra
Gradiens PCR (font)

Stl SaPIbov1 klonozas eredménye (jobbra)
A 815 bp hosszi fragmens az intakt stl gént jeloli

Stl SaPlbov1l Stl Sa
1

Plbov1l
2

Marker
(1kbp)

intakt | emésztett | intakt

emeésztett

Marker
(100bp)

5717 hﬂ
— e
e
- —
—
il 815 bp
il
- —
. —

5717 bg

815 bp

IRIETT B
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4.1.2 Fehérje termelés

A fehérjetermelés soran tobb koriilményt is kiprobaltam (19. abra), de mindegyik
rendszernél a 4 o6rén 4t tartd 37°C-os expresszid volt a leghatékonyabb. A termelt fehérjék az
SDS-PAGE elvélasztasnal a molekulatomegiliknek megfeleld pozicidban voltak detektalhatdéak
(@11 dUTPaz: 18.35 kDa, Stl SaPIbovl: 34.01 kDa). A 37°C-on pET-15b-ben expresszalt ®11
dUTPaz a varhatondl magasabban savban volt lathato, de ez nem jelentett szerkezeti és
funkcionalis eltérést, amit a tovabbi vizsgalatok is megerdsitettek. A pETDuet-1 rendszer Stl
SaPIbovl expresszioja alacsony, ezért a munkam soran a pET-15b rendszerben termeltem
inkabb. A @11 dUTP4az tisztitasa a pET-15b rendszerben nehézségekbe iitkozott, ezért a mar

optimalizalt pETDuet-1 rendszerbdl tisztitva nyertem ki a kés6bbi vizsgalataimhoz.

pET-15b
®11 dUTPaz Stl SaPlbov1l

pETDuet-1

AN

- 37°C - 37°C - 25°C

Stl SaPlbov1
@11 Dut

19. dbra
Expresszié eredménye tobb homérsékleten
a (-) az indukcié elétti allapotot jeloli

4.1.3 Fehérje tisztitas és a hipotézis bizonyitdsa

Az irodalomban felallitott hipotézis [13] bizonyitasara a pETDuet-1 rendszerben termelt
két fehérjét egyiitt tisztitottam benchtop HisTrap affinitas kromatografiaval. Az altalam hasznalt
@11 dUTP4z konstrukt nem tartalmazott HisTag-et, ezért csak aspecifikusan tudott kik6tédni a

gyantahoz. Ezzel 6sszhangban a dUTP4z nagy mennyiségben jelent meg az ateso frakcioban. Az
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crc

tavolitottam el. Eltcié soran a HisTag-el kikotott Stl SaPlbovl-et leeludltam, és amint a gélen

latszik (20. abra), egyiitt elualdédott vele a hozzd komplexdlodott ®11 dUTPaz is,

hozzévetdlegesen hasonld mennyiségben, ami egyértelmiien bizonyitja a specifikus kapcsolat

jelenlétét. A gélen lathatd tovabbi csikok E. coli endogén fehérjéket jeldlnek, melyek a jelen

esetben nem szignifikansak.

500 mM imidazol
elucio

Jozepiun
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0zsn|n|3y

yapedesd

o139

-
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250
130

" StlSaPlbovl

®11 Dut

20. abra

A fehérje kolcsonhatas bizonyitasara hasznalt kromatografias eljaras frakcioi

A pETDuet-1 rendszer AKTA pumparendszer alapti automatizalt
nikkelgyantas tisztitdsdt nem sikeriilt optimalizalni, az alkalmazott
imidazol gradiens sordn lejové frakciok talsdgosan szennyezettek ¢és
elkenddottek voltak. Ez esetlegesen betudhatd annak, hogy a rendszerben
uralkodd sokkal magasabb nyomas hatasara, és az elére toltott oszlopnak,
a benchtop moédszernél alkalmazottol valo eltérésébdl kifolyolag egyes
fehérjék erdsebben tudtak kikotddni. A pET-15b rendszerek benchtop
nikkelgyantas kromatografiaja magas foku tisztasagot eredményezett (21.
abra). Sajnos az ilyen modszerrel kapott tiszta fehérjék nagyon hajlamosak
voltak a kicsapddasra; dializis, vagy toményités sordan a fehérjék 90%-a
kicsapodott. Ennek egyik oka feltehetdleg a magas imidazol koncentracio,
vagy az esetlegesen hasznalt szobahdmérsékletli pufferek altal okozott

hésokk. A frissen kicsapodott fehérjékhez 4 M NaCl oldatot adva a
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21. abra
Benchtop HisTrap
tisztitas elicioi
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fehérjék reszolubilizalodtak, ezaltal a tovabbi kisérletek sordn, a kicsapddas lehetdleges
kicsapodtak, akkor még Ujra oldat fazisba viteliik esetén sem a nativ szerkezetiikbe tekerednek
vissza, ezaltal a vizsgalatok soran hamis informaciot szolgaltatnak. Az imidazol okozta
kicsapodas elkeriilése miatt egy Ujabb tisztitdsi modszert valasztottam, az ioncserés

kromatografiat.

Az 0j tisztitasi modszer elézetes benchtop kisérletét Zagyva Imre végezte el, 1.5 ml-es
Eppendorf csovekben, 1 ml végtérfogatban. @11 dUTPazt a pETDuet-1, az Stl SaPIbovl-et a
PET-15b rendszerbdl tisztitottuk. (22. abra, a fehérjék aminosav Osszetétel alapjan becsiilt
izoelektromos pontja ploi1 autea, = 4.88, Plst sapibovs = 6.74). Ezen elézetes eredmények alapjan a
@11 dUTPAazt anioncserd kromatografiaval jol lehet tisztitani, mig az Stl SaPIbovl esetén az
eredmények valosziniileg arra utalnak, hogy egyes koriilmények kozott ez a fehérje (az
irodalomban leirt élettani funkcidjanak megfeleléen) DNS-t két, igy az adott pH értékek mellett a

toltése a DNS-el valo komplexalddas révén valtozhat.

pETDuet-1 ®11 dUTPaz pET-15b Stl SaPlbov1

- QSepharose SP Sepharose . QSepharose SP Sepharose
Iy 2
§. pHS5.5 pHS8 PHS.5 pHS 2 E PHS.5 pHS PHS.S pHS 2
b3 2 a - . . .
o ® o @ o . o . o - P o @, o . o @ [} =
=0 Iy £ e £ e £ ® £ o e 3 z £ ® 3 e 3
= a s @ S a2 =) 2 S = a S @ 3. 2 S @ S

o o o o o o o o O o O o O =) O o

St SaPIbovl

@11 Dut

22. abra
Elézetes benchtop ioncsere kromatografia frakciéi

Az AKTA rendszeren automatizélt ioncserés kromatografia jo hatasfokkal tisztitotta ki a
fehérjéket, mikdzben azok, feltehetdleg az imidazol tavolléte miatt, nem csapodtak ki. A @11
dUTPaznal az optimalis eredményt Q Sepharose anioncserélé gyantaval, pH 7.5-nél értiik el. Stl
SaPIbov1 tisztitasat ugyanezen a gyantan, pH 8.5-nél torténd elucid soran értiik el (23. abra).

Ennél a fehérjénél kiprobaltunk egy olyan tisztitasi metodust, ahol tandem egymas utan mind a
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Q, mind az SP Sepharose gélen clualjuk. Ennél az eljarasnal pH 8.0 pufferekkel dolgoztunk, ami
miatt a tisztitas nem adott kielégitd tisztasagu fehérjét (23. abra), ezért a tovabbi munkam soran

optimalizalnom kell ezt a mddszert, féleg a pH-t kell beallitanom, mivel az okozhatta a kisebb

hatékonysagot. - @
A kapott fehérje oldatok tisztasdganak tovabbi novelésére dUTPaz g:_
gélszlirést végeztink. A @11 dUTPaznal sikerilt >90%-0s 8 % % ]
tisztasagot elérniink (23. abra), mig Stl SaPlbovl-nél a fehérje | B g _‘.f_ :;
alacsony tisztasaggal, tobb frakcioban elosztva elualddott le az al i kDa
oszloprol. A gélszlird oszlopot ismert tomegli fehérjékkel igg
kalibralva, a gélszlirés soran a ®11 dUTPaz 51.8 kDa nativ =
molekulatomegnél detektaltuk, mely megfelel a dUTPazok 5
St SaPTbov]

jellegzetes trimer szervezddésének. o

®11 Dut

Tovabbi vizsgalataimhoz a Q Sepharose gélen tisztitott és e

gélsziirt @11 dUTPazt és a csak a Q Sepharose gélen elualt Stl

23. abra
Fehérjék ioncserés
és azt kovet6 gélsziiréses
tisztitasa

SaPlbovl-et hasznaltam.

4.2 Hostabilitas és annak valtozasa

Az Altalam vizsgalt fehérjék ¢és az Altaluk alkotott komplex hdstabilitasat
termofluorimetrias kisérletekkel hataroztam meg. Els6dleges célom volt megallapitani az egyes
alkotok olvadaspontjanak valtozasat, amelybdl azoknak a stabilitas valtozasara lehet
kovetkeztetni. A @11 dUTPazt mértem magaban, majd a lassan hidrolizdld szubsztrat
analogjanak, dUPNPP-nek jelenlétében is. Ugyanezt megmértem ugy, hogy egy allandd
koncentracioban tartott Stl SaPlbovl-hez ®11 dUTPazt adtam tobbféle koncentracidoban és
figyeltem a stabilitds valtozasat a koncentracido fliggvényében. Ezt a kisérletet elvégeztem
dUPNPP jelenlétében is. Minden egyes kisérletemnél 3 parhuzamos mérést végeztem, és
mindegyik parhuzamos méréshez készitettem vakmintat is, hattérmérésnek (24 pl puffer, 1 pl

festék, vagy 23.5 ul puffer, 0.5 ul dUPNPP, 1 ul festék, kisérlettdl fiiggden).

Tobb koncentracidt lemérve megallapitottam, hogy 0.25 mg/ml-es (13.62 uM) @11

dUTPaz koncentraci6é az egyik legalacsonyabb, de még jol mérhetd koncentracio, igy ezzel a
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koncentracioval dolgoztam tovabb. A ®11 dUTPa4z olvadaspontja 52°C volt, mely dUPNPP
mellet 62.5°C-ra novekedett (24. abra). Ez a jelentds Ty novekedés arra utal, hogy az enzim a
szubsztratanalog ligandot kotve egy stabilabb konformacios allapotot vesz fel, melynek
kitekeredéséhez egy magasabb hémérséklet sziikséges. Ezzel szemben az Stl SaPlbovl nem
rendelkezett egy egyértelmiien meghatarozhato disztinkt olvadasi ponttal, sokkal inkabb egy 45-
52°C-ig terjedé homérséklet intervallumon beliil tortént meg a héatmenet. A mért Ty sav nem
valtozott dUPNPP hatasara, ami azt indikalja, hogy az Stl SaPIbov1 szerkezete nem véltozik meg

a kolcsonhat6 partnere szubsztratanalog liganduménak jelenlétében (24. abra).

Ha a két fehérjét ekvimoldris mennyiségben komplexalva mértem, akkor az eredmény egy
két Tm-el is rendelkezd gorbe lett. Az olvadasi pontok dUPNPP tavolléte mellett 45 és 58°C, mig
dUPNPP-vel 46 és 55°C (24. abra). Ez a jelenség sok kérdést vet fel, melyekre tovabbi méréseim
soran megprobaltam valaszolni. A megjelend tobb olvadasi pont a komplex tulajdonsaga, vagy
megfeleltethetd az egyes alkotoelemek 0Onalldo kitekeredési pontjanak? Szignifikdnsnak
tekintheté-e a komplex elegyben mért magasabb olvadasi hdmérséklet 58°C-ro6l 55°C-ra valo
csOkkenése? A fehérje-fehérje kolcsonhatas megakadalyozza a dUTPaz szubsztratkotését, vagy
esetlegesen a stabilabb allapotba vald feltekeredését? Ezen kérdések megvalaszolasara titralasi

kisérletsorozatot terveztem.

®11 dUTPaz koncentracid gradienst (5, 10, 13.62, 20, 40, 60, 76 uM) mértem dUPNPP
jelenlétében, és nélkiile. Ugyanezt a kisérletet elvégeztem gy, hogy 13.62 uM Stl SaPIbov1-et
adtam hozza a rendszerhez (25. dbra). A gorbék vizsgélata soran a két olvadaspont mellett egy
vallat is észrevettem, a masodik negativ csucs baloldalan, 52°C-nal. Mivel az olvadaspontok
homérsékletei megfeleltethetdek a komplexet alkotd fehérjéknek ezért a kovetkezd hipotézist
allitottam fel: az elsd csucs az Stl SaPIbov1 részleges kitekeredését jelzi, a vall a rendszerben
feleslegben 1évé @11 dUTPaz megolvadasat indikalja. Ha dUPNPP is van a rendszerben, akkor a
vall, a dUTPaz stabilitdsanak megnovekedése miatt, feltehetdleg belesimul a masodik csucsba.
Az 56-58°C-nal 1évé minimum a komplex jele, melyet a részlegesen kitekeredett, de még
kolcsonhatéasra képes, Stl SaPIbovl és a @11 dUTP4az ad, mely a komplexalas hatasara stabilabb
szerkezetet vesz fel, ezért nem tekeredik ki alacsonyabb hdmérsékleten, mint a tobbi, feleslegben
1évoé @11 dUTPaz. A kapott olvadasgorbét felépitd hipotetikus gérbéket a 25. dbra mutatja. A

koncentracio, és a burkold gorbe megfeleltethetd cstcsteriilete kozott linearis az 0sszefiiggés (26.
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abra), ezaltal egy dekonvolucios eljarast alkalmazé fél-kvantitativ kiértékelési modszer

fejlesztése most is folyamatban van.

Fluorescence (R (7))

Flioresczncs (R (7))

Phrwsenees (F€(T)

Fluorescence (R (1))

€)
24. abra
Elozetes termofluor Kisérletek
a) és b) @11 dUTPaz + dUPNPP (sziirke, zold és piros vonal a mérés, a kék vonal a puffer)
c¢) Stl SaPIbovl, d) Stl SaPlbov1 (piros vonal) + dUPNPP (kék vonal)
e) és f) Ekvimolaris komplex + dUPNPP (sziirke, zold és piros vonal a mérés, a kék vonal a puffer)
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25. abra

—— 76 M1l

Burkolo gérbe|

Homeérséklet (°C)

A komplex olvadasi gorbéje dUPNPP nélkiil és dUPNPP-vel
és az olvadaspontokat okozé feltételezett elemek
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Kiértékelés soran a megjelend olvadaspontok @11 dUTPaz koncentraciofiiggésére
hegyeztem ki a hangsulyt. Az egyes koncentracidkhoz tartozd gorbéket atlagoltam, majd

Savitzky-Golay algoritmussal kisimitottam az esetleges kiugr6 adatpontokat.

Az olvadaspontokat abrazolva a koncentracié fliggvényében észrevehetd, hogy az elsé csucs nem
valtozik jelent6sen, mig a masodik kb. 40 uM-ig n6, utana a dUPNPP nélkiili rendszernél Gjra
elkezd esni (27. abra). Ez magyarazhaté azzal, hogy a rendszerhez adott dUPNPP felesleg

magasabb homérsékleten is tudja esetlegesen stabilizalni a dUTPazt, ezaltal a komplexet.

Erdekes jelenség, hogy a csticsok minimum értéke is (és ez altal a teriiletiik) véltozik a
koncentracié szerint (27. éabra). Az Stl SaPlbovl csiucsa mindkét kisérletnél ugyanolyan
karakterisztikat mutat. Ennek az oka feltehetdleg az, hogy 30-40 puM @11 dUTPaz
koncentracional van annyi enzim jelen a rendszerben, hogy az Gsszes Stl fehérje komplexalt
allapotban legyen. Az alatt a szabad Stl SaPIbovl okozza az csucsnovekedést, felette meg a
feleslegben 1évo @11 dUTPaz zavarhatja meg a komplex stabilitasat. Ezt a hipotézist timogatja a
dUPNPP-mentes rendszer is, ahol a legnagyobb csucsértéket, tehat a legtobb komplexet, 30-40
UM koncentraciondl érjiik el. E koncentracio folott azért csokken az érték, mert a feleslegben 1évo
dUTPaz jele altal okozott vall egyre nagyobb lesz, ,.elfedi” a komplex altal okozott jelet. Ha a
szabad @11 dUTPazokat dUPNPP-vel stabilizaljuk, akkor ez a vall nem jelenik meg, nem 1ép fel

ilyen jelentds intenzitasvaltozas.

A fehérje komplex olvadasi gorbéje kiilonleges eset, melynek pontos kiértékelése
nehézségekbe iitkozik. Ezért egy szemi-kvantitativ értékelési modszer kidolgozasa jelentds
mértékben megnovelné az hasonld esetek kiértékelését is. Az eddigi adatok alapjan a rendszer
megolvaddsa nem egy lépésben torténik, hanem az alkotok eldszor részlegesen kitekerednek,
miel6tt szétesne az egész rendszer. Ez egy gyengébb altalanos komplex-stabilitast indikal, de a
kolcsonhato felszinen 1étrejovo kapcesolat elég stabil ahhoz, hogy az egész komplex csak késdbb

denaturalodjon teljesen.
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@11 dUTPaz

@11 dUTP&z + dUPNPP
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26. abra
A Kkoncentraci6 és teriilet kozti linearis osszefiiggés
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27. abra

a) és b) a csucsok olvadaspontjanak valtozasa a koncentracio fiiggvényében

¢) és d) a csicsok minimum értékeinek valtozasa a koncentracié fiiggvényében
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4.3 Masodlagos szerkezeti elemek vizsgalata

Mindkét  altalam  vizsgélt  fehérjével CD
spektroszkopias méréseket végeztem. A végleges
spektrumokat 6 konszekutiv mérésbdl atlagolva kaptam
mértem 40.8 mM KCI sotartalom mellett. Mar a fehérje
tisztitdsok soran is kideriilt, hogy a fehérjék csak magas
s6 koncentracid (>500 mM) mellett maradnak oldott
allapotban, ezért egy résziik a pirofosztfatos higitas soran
kicsapddott. Ha a sé koncentraciot 370 mM KCl-re
noveltem, fele akkora fehérje koncentracio mellett, akkor
a kicsapodas mértéke visszaszorult, de nem szlint meg.

Magas s6 és TRIS koncentraci6 viszont magas hattérzajt

[6] x 10-3 fok cm?/dmol
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28. abra

A masodlagos szerkezetek jellegzetes

spektrumai
(o a-helikalis, p: p-redds, r: rendezetlen)

adott mérés soran, a HT hamar elérte a 600 voltos hatart, ezért a mérés bizonytalan spektrumot

adott, mely nehezen kiértékelhetd. Az 5.88 puM fehérjekoncentracioval végzett kisérletek

kiértékelését az ingyenes K2D2 programmal végeztem, miutan a puffer hattérjelét kivontam a

mérési eredményekbdl. A komplexalt fehérjék a magas foku kicsapodas miatt értelmezhetetlen

jelet adtak.

Az Stl SaPIbovl szerkezetét a-helikalis (80%) strukturdk épitik fel, mig a @11

dUTPazban a B-red6k dominalnak. A kicsapddas miatt a kisérletet Gjra el kell végeznem olyan

kortilmények kozott, amely mellett a fehérjék oldatban maradnak és a puffer dsszetétele sem

zavarja a mérést, de ez az eldzetes mérés is sok informaciot szolgaltat, melyeket a tobbi mérés

felhasznalhat.
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29. abra

CD spektrumok 5.88 pM (baloldalt) és 2.94 pM fehérjével (jobboldalt)
A mérésekhez tartozé HT értékeket a spektrumok alatti gorbék jelentik

4.4 Aktivitasméreés

Annak megallapitasara, hogy a ®11 dUTPaz megtartja-e az eredeti enzimatikus
aktivitasat Stl SaPIbovl-el, aktivitasméréseket végeztem. Irodalom alapjan [13] az aktivitas
valtozatlan marad Stl fehérjével valo komplexalas esetén is. Elozetes méréseket végeztem, hogy a
kapott enzimaktivitdsbol meg tudjam tervezni a kdvetkezd mérések soran alkalmazandé dUTPaz

koncentraciot.
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4.5 Fluorimetria

A kolcsonhatd felszin vizsgéalatara a fehérjékkel fluorimetrias titralast végeztem. Az
alland6 3 uM koncentracidju dUTPazhoz valtozo6 koncentracioja (0, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 13
uM) Stl SaPlbov1-et adtam (30. abra). Az Stl fehérje nem tartalmaz triptofant, ezért az 6nallo jele
elhanyagolhat6. A kapott spektrumokat 3-3 parhuzamos mérésbél atlagolom, és a puffer jelével
korrigalom az alapvonalat. A titralds sordn a spektrum maximuma 340 nm koérnyékén volt, és a
koncentraci6 novelésének hatasara sem valtozott. Ha elmozdult volna a maximumhely, akkor az
a fluorofér mikrokornyezetének megvaltozasat jelezte volna, vagyis az esetleges kolcsonhatod
feliiletet az Stl SaPIbovl-el. Mivel nem tortént shift ezért a kdlcsonhato feliilet feltételezhetéen
nem a triptofan kornyékén talalhato (31. abra). A mérést elvégeztem gy, hogy 3 uM dUTPazhoz
kiilonb6z6é koncentracioban dUPNPP-t adtam (30. abra). A maximumhely ebben a kisérletben
sem mozdult el a 340 nm kdrnyékérdl, ami azt bizonyitja, hogy a triptofant tartalmazo szegmens

nem vesz részt az aktiv centrum kialakitasaban sem.

3 uM @11 dUTPaz + St SaPlbov1

puffer @11 dUTP4z + dUPNPP
— 3.MdUTPaz

—— 1 uM Stl SaPlbov1 140000
—2uM
—3uM 120000 -]
—4 M
—5uM 100000 4
—6uM
—7uM
—8uM
—9uM 50000 -]

0 uM
——13uMm 40000
ST N 20000

50000 H

45000

40000
35000
30000
80000 o
25000 4

Fluoreszcencia
Fluoreszcencia

20000

15000

10000

5000 ~ e
04

T T T T T T T T T T T T T T T T T
320 340 360 380 400 420 320 340 360 380 400 420
Hullamhossz (nm) Hullamhessz (nm)

30. abra
A dUTPaz fluoreszcens titralasa Stl SaPIbov1-el és dUPNPP-vel
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31. abra
A ®11 dUTP4az homologiamodellezéssel kapott monomer szerkezetét a sarga szin
A modellként hasznalt dUTPAz trimert a zold szin
A triptofant a sotétkék szin
Az aktiv centrumban résztvevo ligandumokat a vilagoskék szin
A fag dUTPaz fajspecifikus régiojat a piros szin jeloli

4.6 Homologia modellezés

Leveles Ibolya a SwissModell programmal a @11 dUTP4az monomerjének szekvenciajat
raillesztette a M. tuberculosis dUTPaz H145W mutansanak mar ismert trimer szerkezetére (PDB
kéd: 3HZA). A szekvencidk hasonlosdgan alapulva a program elvégezte az iterdcios

kozelitéseket, €s meghatarozta az energiaminimumhoz tartozo szerkezetet (31. abra).

crer

fehérje specifikus loop régidjabol egy virtualis kimérat készitett, azaz athelyezte a szekvencia

részletet egy mar ismert szerkezetli XRE csaladba tartozo fehérje megfeleltetheté helix-turn-helix

crer

prediktalt szerkezetet (32. dbra).
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32. abra
A loop régiot tartalmazé virtualis kiméra
A helix-turn-helix szegmenst a lila-narancssarga szinek jelzik

4.7 Filogenetikai vizsgalatok

Roéna Gergé tBLASTn keresései soran mind az E. coli, mind a mikobakterialis dUTPaz
aminosav szekvenciaival keresve a Staphylococcaceae génjei kozott, egy S. carnosus dUTPaz
kivételével mindegyik taldlat S. aureus dUTPaz volt. Ez azt jelenti, hogy a S. aureus dUTPazok
egymas kozott er6sen konzervaltak, és nagy hasonlosagot mutatnak az E. coli, illetve a
mikobakteridlis dUTPazokkal, ami esetlegesen egy egyedfejlédés soran lejatszddott lateralis

dUTP4z géncserére utalhat.

Az altalam végzett szekvencia illesztések soran a 61 S. aureus fag dUTPaz szekvenciat a
homolégia és az irodalom alapjan [15, 21, 22] két nagy dUTPaz csaladra osztottam. Mivel a
fagok kozott megtalalhatdé mind a trimer szervezddésli, béta tipusu, mind a dimer, alfa tipust
dUTPazok, ezért valdszintileg 1étezett egy olyan S. aureus torzs, amely endogén modon kodolta
az alfa tipusu dUTPazt. Ez a gén késobb fagok kozvetitésével keriilhetett at mas torzsekbe, és

épiilhetett be a genomba.

Az alfa tipusu dUTPazokat mar ismert dimer szervezddésti dUTPéaz szekvencidkkal
(Campylobacter jejuni, Leishmania major, Trypanosoma cruzi) osszeillesztve azonositottam az
alfa dUTPaz csaladra jellemz6 5 konzervalt motivumot [34] (33. abra). A csoportot tovabbi 3,

egymas kozott viszont erésen konzervalt, alcsoportra bontottam.
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A trimer szervezddésti dUTPazok kozott magas konzervaltsagot fedeztem fel (34. abra).

Az egyetlen kiilonb6z6 szegmens a feltehetéen az Stl fehérje kotéséért felelds linker régio [13],

amely alapjan 7 konzervalt alcsoportba osztottam tovabb a csaldadot. A teljes szekvencidkban

azonositottam a trimer dUTPéazokra jellemz6 5 motivumot (7. abra) [15]. A linker régiok

szekvenciaival TreeDyn programmal elkészitettem azok feltételezett torzsfajat (35. dbra). A @11

dUTPaz linker régidja egy nagyobb csoportba tartozik, melyek kozott 100%-os a konzervaltsag.

Feltételezhetd, hogy ezek a fagi dUTPazok is képesek az Stl SaPIbov1-et mozgositani. A @11

csoportjahoz filogenetikailag két csoport is kozel all (barna és kék szinnel jelolve), melyeknek az

Stl fehérje mobilizald tulajdonsagairdl egyelére még nem tudunk semmit.
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33. abra
Alfa tipusi dUTPAzok illesztése
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34. abra
A béta tipusu dUTPAazok illesztése
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35. dbra

Iy

A linker régio illesztése és a filogenetikai torzsfa
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4.8 Kristalyositas

A kristalyositds sordn kiprobalt
JCSG-plus screen koriilményeibdl tobb
@11 dUTPaz kristaly is nott (36. abra).
Eddig az Stl SaPlbov1-bdl egy kristaly
nott, ami tesztelés soran kismolekulanak
bizonyult. Az Stl fehérje nehéz
kristdlyosodasa betudhato a magas a-
hélix tartalmanak (1d. 4.3 fejezet), mivel

azok magas foki flexibilitisa miatt

nehezebben vesz fel egy konnyen

36. dbra
A JCSG+ screenbél nyert @11 dUTPaz kristalyok

kristalyosodo, stabil szerkezetet.

Szinkrotron sugarforrasnal mért kristaly (36. abra, bal als6) a JCSG-plus 2.42-es
koriilményébdl (0.1 M ammonium-acetat, 0.1 M TRIS pH 5.5, 17% (w/v) PEG (polietilén-glikol)
10 000) nétt. A mérés eldtt az ikres kristaly szét lett torve, és annak egy monokristaly darabjaval
késziilt az adatkészlet felvétel, 2.98 A felbontassal.

Az adatokat Leveles Ibolya iMosflm és Scala (CCP4 szoftvercsomagbdl) programokkal
dolgozta fel. A fazisprobléma megoldasara a molekularis helyettesités modszerét hasznalta
(3HZA PDB kodi modellt hasznalva). Az iterativ finomitds Refmac segitségével, a
molekulaépités Coot programmal torténik. A szerkezetmegoldéas folyamatban van és az eddigi

eredmények publikalva lettek [35] (37. abra).

W ”“||||l“|“"“|"h 'lnl@lﬂ:ulmmlu||
®11 dUTPase G

Space group 123 HM ; % ; ”H
Resolution (A) 40.07-2.98 (3.14-2.98) 3 e
Unit-cell parameters a=98.16 A, a=B=y= 90.00°

Total reflections 18394 (2571)

Unique retlections 3337 (490)

Completeness (%) 99.7 (99.6)

Roerze 0.096 (0.474)

Tiol 11.2(3.5)

37. abra
A @11 dUTP4z elemi celldjanak és adatkészletének paraméterei és a diffrakcios képe
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Tovabbi kristalyositasi kisérletek folyamatban vannak, és a kindtt kristalyok tesztelése a
BME Biostruct laborban talalhatdo Agilent SuperNova hazi sugarforrason folyamatosan zajlik. A
Mosquito kristalyositdé robot segitségével hatékonyabban rakunk fel screen talcdkat mind az

egyediili fehérjékkel, mind a komplexben 1évokkel.

58



5 Osszefoglalas és értékelés

Munkéam sorén sikeresen optimalizaltam a @11 dUTPaz és az Stl SaPIbov1 expressziojat
¢s tisztitasat, mely eldfeltétele volt a tovabbi vizsgalataimnak. Nikkelgyantds tisztitas soran
bebizonyitottam, hogy a két fehérje kozott 1étezik ez bizonyos kdlcsonhatas, melynek elég erds
ahhoz, hogy tisztitas soran a dUTPaz ne mosddjon le az oszloprodl, hanem egyiitt elualodjon az Stl
SaPlbovl-el. Cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval megallapitottam, hogy a ®11 dUTPazt
foleg B-reddk épitik fel, amik jellegzetesek a S. aureus helper fagok trimer szervezédési dUTPaz
csaladjara. Az Stl SaPIbovl szerkezete ezzel ellentétben 80%-ban a-helikélis. Eddig még senki
nem karakterizalta ennek az Stl-nek a szerkezetét, ezért ez az informacié Ujdonsaggal hat. A
szerkezet magasfoki o-hélix tartalma magyarazhatja azt a tényt, hogy a fehérje nehezen
kristalyosodik, a hélixek flexibilitdsa miatt a fehérje lancai folyamatosan elmozdulhatnak, ami a
stabil szerkezetet megkivand kristalyok kialakuldsanak kevésbé kedvez. A ®11 dUTPazt
sikeresen kristalyositottuk, és egy monokristily fragmensbdl 2.98 A felbontissal egy teljes
adatkészlet lett felvéve és az eredményeket sikeresen publikaltuk. Az enzim szerkezetmegoldasa
folyamatban van. Az Stl SaPlbovl és a dUTPazzal alkotott komplexének kikristalyositasara

iranyul6 kisérletek is folyamatosan zajlanak.

A kolesonhatd feliilet vizsgalatara fluoreszcens spektroszkopia méréseket végeztem,
valtozasat. Stl SaPIbovl-el valo komplexbe hozas ¢és dUPNPP hozzaadasa soran sem tortént
véltozas a spektrum maximumpontjdnak helyében, mely a fluoreszcenciat okoz6 fluorofér, jelen
esetben a triptofan, kdrnyezetében torténd valtozéasra utalna. Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontam
le, hogy ez a C terminalis régidé nem jatszik szerepet sem a komplexképzésben, sem az aktiv
centrum kialakitasaban. Tovabbi munkam soran, a kolcsonhatd felszin tovabbi szikitésére,
kiilonb6z6 dUTPaz mutansokat hozok létre, amelyek a felszinére tobb kiilonbozo helyre
triptofant épitek be, és egyenként vizsgdlom a triptofanok jelének valtozasat az Stl fehérje
hatasara. Haromdimenzids térszerkezet hijan a triptofan helyzetét a dUTPaz feltételezett
szerkezetében homoldgia modellezéssel allapitottuk meg, mely a tovabbi mutécids kisérlet soran

hasznos eszkoznek fog bizonyulni.
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A fehérjék, és az alkotott komplexiik hdstabilitasanak vizsgalatara termofluorimetrias
kisérleteket végeztem. A méréseim soran megallapitottam, hogy a @11 dUTPaz szerkezetében
jelentds stabilitdsnovekedést okoz a szubsztratkotése, ezzel szemben az Stl SaPlbovl elnyujtott
olvadaspontjaban nem torténik valtozds dUPNPP hatasara. A két fehérjét egyiitt mérve
megvaltozik az olvadasi gorbe karakterisztikaja. Az altalanos egy disztinkt olvadaspont helyett
ezen rendszerben két kiilonallo olvadasi pont, és egy gorbe-vall jelenik meg. A Ty-ek helyzete
megfeleltethetd a rendszert alkotd fehérjék kiilonallo, és a komplexiik denaturdcios
homérsékletének. A dUPNPP hatasara a detektalt vall eltiint, amibdl arra kovetkeztetek, hogy a
stabilitas novekedése miatt egybeolvadt a komplex altal mutatott gorbével, igy normalis
megkdzelitési modszerekkel kiértékelhetetlenné valt. A dUTPaz koncentraciotol fiiggden a kapott
gorbék értékei valtoztak, ennek megmagyarazasara hipotéziseket allitottam fel. A hodmérséklet
novekedése soran eldszor az Stl SaPlbovl tekeredik ki részlegesen, de még képes a dUTPazzal
vald kolcsonhatdsra. Magasabb hdmérsékleten a nem komplexalt allapotban 1évé dUTPazok
denaturacioja adja a vall jelét, majd utdna az egész komplex szétesése kovetkezik. Ebbdl azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a kolcsonhatas altal okozott stabilitasvaltozas csak a kolcsonhatd
felszinre terjed ki. A fehérjék olyan oldallancai, melyek nem vesznek részt a komplex
kialakitdsaban konnyen kitekerednek, ugy, mintha dnmagaban denaturdltuk volna a fehérjét. A
két fehérje még kitekeredve is komplexben marad, ami csak magasabb hdmérsékleten esik szét.
Ez az eredmény a kolcsonhato felszinen létrejove, nagymértékii lokalis stabilitasndvekedést

indikal, melyet az el6zetes nikkelgyantés tisztitas is alatdmaszt.

Filogenetikai vizsgéalataim soran tobb fag dUTPazat csoportositottam, a fag dUTPazok
k6zo6tt mind az alfa, mind a béta tipusu csalad képviselteti magat. Mivel a trimer szervezddésii
dUTPaz jellemzi a S. aureus torzseket, ezért 1étezhetett egy olyan torzs, ami ezzel ellentétben a
dimer valtozatot kodolta, és ebbdl a torzsbol terjedhetett el fag medialtan az alfa tipusa dUTPaz.
A trimer dUTPazokat vizsgalva azok szekvencidja csak a linker régioban kiilonbozik. Ezekre a
szekvencidkra egy filogenetikai torzsfat generdltam, mely megmutatja az egyes csoportok kozotti
evolucids kapcsolatot. A csoportok kozott alacsony a hasonlosag, mely a fagok eltérd Stl fehérje
mozgositd képességében jelenik meg. A linker région kiviili szekvencia az egyedfejlddés soran
valtozatlan maradt, amibdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a dUTPazok {6 funkciojanak
nincs kihatdsa a derepresszids mechanizmusra, ezért nem volt sziikség arra, hogy idomuljon a

gazdaszervezethez. Ezzel ellentétben, a feltételezett kolcsonhato linker régid az evollcid soran
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tObbszor is megvaltozott, feltehetéleg azért, hogy a fag, az esetleges gazdaszervezet SaPI-jait

hatékonyabban tudja indukalni.

Tovabbi célom a komplex ¢és az alkotéelemeinek pontos haromdimenzids
térszerkezetének meghatarozasa, izotermalis kalorimetrids méréssel a komplex disszocidciods
allanddjanak kiszadmitasa, ¢és a termofluor gorbék dekonvolucios kiértékelési mddszerének
kifejlesztése. Munkdam remélhetéleg mélyebb belatast fog biztositani a S. aureus patogenitasanak
¢s annak fag medialt terjedésének szabalyozasi mechanizmusdba, és az esetleges okozott

fert6zések kezelési modjainak egy teljesen 4j iranytt megkdozelitésébe.
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