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1 Bevezetés és célkituzés

A Staphylococcus aureus veszélyes korokozod baktérium, terjedésének megallitasat
szamos kutatds tlizte ki célul. A baktérium antibiotikumokra rendkiviil hamar ellendllova
valik. Ezért kiemelten fontos olyan ) megkozelitések azonositasa, melyek eddig nem
alkalmazott mechanizmusokon keresztiil teszik artalmatlanna ezt a koérokozot. Ezen cél
hatékony megvalositasahoz elengedhetetlen a baktérium fert6zoképességét meghatarozo
genetikai elemek terjedésében és szabalyozasaban szerepet jatszd fehérjék mikodésének
vizsgalata.

Munkam soran a S. aureus patogenicitasi sziget derepressziés mechanizmusat
vizsgaltam, ezen beliil a ®11 helper fag altal szabalyozott modellt. A Genom Metabolizmus
csoport tobb munkatarsaval egyiitt dolgozva célul tiiztem ki az Stl és dUTPaz fehérjék
kolcsonhatasan alapuld mechanizmus tanulmanyozasat, munkam sordn szamos kiilonbozo
molekularis biologiai, kinetikai, szerkezet vizsgalati modszert alkalmaztunk.

Dolgozatomban a ®11fag dUTPaz és az Stl fehérje tulajdonsagait és a kozottiik 1étrejott
kolcsonhatas  kialakulasat vizsgalom szamos fliggetlen modszer (spektrofotometria,
fluorimetria, EMSA) felhasznalasaval. Ezen beliil specifikus céljaim:

1. Az Stl fehérje dUTPaz aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalta.

2. Specifikus fehérje szegmensek (dUTPaz C-termindlis régio és inzert) szerepének
vizsgalata a dUTPaz-Stl komplex kialakulasaban és a dUTPaz szubsztrat analog kotésében.

3. A dUTPaz-Stl komplexalodas hatasanak vizsgalata az Stl-DNS kotésére.

A SaPI derepresszio modell eddig kevéssé karakterizalt, kutatdsa parhuzamosan tobb
laboratériumban jelenleg is folyik. Az eddig publikalt eredmények szamos kérdést felvetnek,
amelyek koziil néhany aspektust sikertilt tisztdznom vizsgalataim soran.



2 Irodalmi attekintés

2.1 dUTPaz

A genetikai informacié megorzése, atvitele és kifejezédése az élet fennmaradésdhoz
nélkiilozhetetlen. A kornyezeti hatdsok altal kivaltott hibdkat szamos DNS javito
mechanizmus javitja.

A nukleinsavakat alkot6 otféle bazis koziil timin altalaban csak a DNS-ben, uracil pedig
az RNS-ben fordul eld. A kiillonbség az 5-metil csoport, amelynek nincs hatdsa az adeninnel
val6 kolcsonhatésra.

Az uracil DNS-be torténd beépiilése kétféle mechanizmussal torténhet, (i) citozin
spontan deaminacidja kdvetkeztében, (ii) timin helyett az adenin parjaként (1).

Citozin spontan deaminacidja soran javitas hianyaban stabil pontmutacié kovetkezik be,
a C:G bazispar U(T):A parra alakul. A javitdé mechanizmus elsé 1épésében az uracil-DNS
glikoziddz (UDGQG) elhasitja a dezoxirib6z €és az uracil kozti glikozidos kotést. Az igy bazis
nélkiil maradt (abazikus) helyen az AP-endonukleédz elhasitja a DNS szalat ugy, hogy a 3’OH
marad szabadon. Ezutdan a DNS polimeraz — endogén foszfodiészteraz hatasa révén —
eltavolitja a bdazis nélkiili dezoxiribdézt, és a lancvégi 3’0OH valamint a megfeleld
nukleotid-trifoszfat felhasznalasaval komplementer bazist épit be. A DNS szalat a ligaz enzim
zarja (2).
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1. abra

A dUTPaz altal katalizalt reakcio

Abban az esetben, ha a sejtben 1év6 dUTP/dTTP arany megnd, az adenin parjaként
uracil épiil be a DNS-be. A DNS polimerazok altalaban nem tudnak kiilonbséget tenni a
beépitendd dUTP ¢és dTTP kozt, igy ezen bazisok beépitési aranya az intracellularis
dUTP/ATTP aranyt6l figg. A dUTPaz (deoxiuridin-trifoszfat-nukleotidhidrolaz) képes
megakadalyozni az uracil DNS-be vald beépiilését. Az enzim az altala katalizalt reakcid
(1. abra) — dUTP hidrolizise dUMP-v¢ és inorganikus pirofoszfatta — eredményeként egyrészt
szabalyozza a sejt dUTP szintjét, masrészt biztositja a dTTP bioszintézis eléanyaganak, a
dUMP-nek a termelését. A dUMP — dTMP atalakitast a timidilat szintaz (TS) enzim
katalizalja (2. abra) (3).
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2. abra
A dUTP sorsa dUTPaz jelenlétében és hianyaban (1)

A dUTPaz esszencialis a prokaridta és eukaridta sejtekben egyarant. Az enzim
hianyaban kialakuld6 magas intracellularis dUTP szint kovetkeztében a szintetizdlodo DNS
szalon gyakori uracil beépiilés torténik. Az uracil hibat egy hidbavalo javitasi ciklus koveti, a
BER (bazis kivagasos javitds, Base Excision Repair) javitd enzimek kijavitjak a helytelen
bazist, de helyére a magas dUTP/dTTP arany miatt Gjbol uracil épiil be. A kétszala DNS-en
torések keletkeznek, amely a timin-mentes sejthalalhoz vezet (2. abra) (4).

crer

nullmutacidja csokkent szaporodo ¢€s fertdzoképességet eredményez a differencidlt sejtekben.
Az enzim azon virusok szamara fontos, melyek differencialt sejteket tamadnak meg, mivel az
ilyen gazdasejtben nincs elegendé dUTPaz (5).

2.1.1 A dUTPaz terapias jelentosége

A rékellenes terapidk soran széles korben alkalmazzdk a timidilat bioszintéziséért
felelos enzimeket gatlo gyogyszereket. Ezek koziil a legismertebbek a TS blokkolo
fluoropirimidinek és a dihidrofolat-reduktdz (TS regeneracidoban vesz részt) gatlasaért felelds
methotrexat, melyek jelentdsen megndvelik a sejtben talalhatdo dUTP/ATTP szintet (6).

A dUTPaz enzim szigoru sejtciklus szabalyozas alatt all, kifejezOdése a gyorsan
szaporodd sejtekre (a rdkos és virus fert6zott sejteket is beleértve) korlatozodik. Mas
metabolikus enzimekt6l eltéréen nagyfoku specificitassal rendelkezik a nukleotid
szubsztratra. Specifikus szubsztrat analég antagonistdk vagy dUTP4z inhibitorok
alkalmazasaval gatolni lehetne az enzim mitkddését, igy eldidézve a timin-mentes sejthalalt.
Ez az enzim 10j célpont lehet az antitumor hatdsi gyogyszerek tervezésében, emellett a
dUTPaz modellrendszer az enzim katalizalt nukleotid foszforilacio részletes kutatasahoz
(7,8).



2.1.2 dUTPaz szerkezete

A legtobb dUTPaz szimmetrikus homotrimer, harom aktiv kotdhellyel rendelkezik. A
homotrimer dUTPazok alegységeinek magjat P-redok alkotjak. A p-redék hurkokkal
kapcsolodnak 6ssze, un. lekvaros tekercsbe (jelly-roll), és egy antiparalell B-lemezt alakitanak
ki, amelyben a nyolcadik B-szal nem a sajat, hanem a szomszédos alegységbdl szarmazik. Ez
a vazszerkezet nagy stabilitast biztosit a trimernek (9).

A homotrimer dUTP4z harom aktiv centrumot tartalmaz. Az 6t konzervalt szekvencia
motivumbdl kialakuld aktiv zseb felépitéséhez mindharom alegység hozzajarul (3). Az aktiv
centrum kialakitasa nagyfoku specificitast biztosit az enzim szamara, ezért a dUTPaz egyéb
nukleotidok hidrolizisét csak kismértékben (pl. dCTP) vagy egyaltalan nem (pl. dUDP)
katalizalja (10). Az 0t6s motivum, ami az enzim C-terminalis végén helyezkedik el
(C-terminalis kar), fontos a katalitikus funkcié betoltésében, de nem jatszik szerepet az
enzimstruktira integritasanak fenntartasaban. Ez a glicin-gazdag régio, mely minden
alegységbdl kinyulva a szomszédos monomer fel¢ iranyul, az aktiv hely fo1¢ hajlik, 1étrehozva
ezzel az enzim zart konformaciojat. Itt talalhato az a fenilalanin, amely hidrofob kdlesonhatést
létesit a szubsztrat uracil gytrijével. Ugyanez a szekvencia, masnéven P-hurok motivum, sok
nukleotidk6td fehérjében megtalalhatdo, ahol szerepe lehet a szubsztrat kotésben,
felismerésben, a katalizis és aktivitds szabalyozasaban. Ez a C-terminalis kar nagymértéki
flexibilitasanak koszonhetden Kristalyszerkezetekben altalaban nem lokalizalhato, csak abban
az esetben, ha az aktiv centrumba a szubsztrat kotodik és a kar razarul az aktiv helyre (11,12).

A Mg?* ion az enzim kofaktora, mivel oldatfazisa kisérletek alapjan a fémion el8segiti a
ligandum kotédését, és noveli a hidrolizis sebességét (13).

2.2 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus a Staphylococcus nemzetségbe tartozo fakultativan anaerob
Gram-pozitiv baktérium. A szabalyos gomb alak( 0,8-1,0 um atméréji sejtek szilard
taptalajon szoloflirtszerii telepeket, folyékony tenyészetben kisebb csoportokat vagy
lancolatokat alkotnak. Neviiket az altaluk termelt sarga vagy aranyszinii staphyloxantin
pigmentekrol kaptak.

A S. aureus a leggyakoribb emberi bakterialis korokoz6. Hozzavetbleg az emberiség
20%-a tartosan, 30%-a szakaszosan fert6zott S. aureussal. A fert6zés a bor sériilésekor
keriilhet a szervezetbe, borotvalkozas, borfelszini sériilés vagy miitét esetén (14).

Az éltala okozott betegségek stilyossdga széles spektrumon mozog, az enyhébbek kozé
tartozik példaul a bdrkiiités, gennyezd bdrelvaltozas, nydlkahdrtya gyulladas, hiagyuti
fertézések. A S. aureus életveszélyes betegségeket iS okozhat, mint példaul a gocos
tiidogyulladas, szivbelhartya-gyulladds, toxikus sokk szindroma, agyhartyagyulladas,
vérmérgezés és csontveldgyulladas.

Minden évben két millidan esnek korhazban szerzett fertézések aldozataul, kozottik
vezetd helyen 4all a S. aureus okozta fert6zés. A korhdzi kornyezetben olyan antibiotikum
rezisztens S. aureus torzsek alakulnak ki, amelyek a legyengiilt betegekre fokozottan
veszélyesek (15).



Az antibiotikumok felfedezése elétt nem volt hatékony gydgyszer a S. aureus fertdzés
kezelésére, a halalozasi arany elérte a 90%-ot (16). A baktérium nagyfoka
alkalmazkodoképességét bizonyitja, hogy a penicillin 1940-ben vald forgalomba keriilése
utan négy évvel mar izolaltak penicillanaz enzimet termeld S. aureus torzset, ami az 1950-es
évekre altalanosan elterjedt (17). A methicillin-rezisztens térzs (MRSA) 1960-ban jelent meg
(14). A baktérium adaptiv rezisztencia kialakulasanak példdja a kozepes mértékben
vancomycin-rezistens torzsek megjelenése 1996-ban, amiket vancomycin kezelésen atesett
betegek vérébol izolaltak (18). Ezt kdvetden a teljesen vancomycin-rezisztens torzset 2002-
ben izolaltak (16).

A multidrog-rezisztens (egyszerre tobb tipust antibiotikummal szemben ellenalld)
torzsek kialakulasa komoly akadalyt jelent a fert6zések kezelésében. A S. aureus okozta
fert6zések visszaszoritasa érdekében elengedhetetlen 1j gyogyszer célpontok kifejlesztése.

2.3 Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetek

A horizontalis gén transzfer (transzformacid, konjugacio, transzdukcio) fontos szerepet
jatszik a bakterialis evolucio soran. Becslések szerint a teljes bakterialis genom 20%-a mas
fajoktol szarmazik, amelyek hozzavetéleg a fele mozgékony genetikai elemekb6l (MGE) all.
Az MGE-k szabadon mozognak fajokon beliil és fajok kozt, s6t néha a nemzetségek kozt 1évo
hatarokat is atlépik (19).

A fakultativ patogénekben az MGE-k az antibiotikum rezisztencia kialakulasaért és a
kornyezeti adaptacioért felelosek, segitik a befogadd sejthez vald alkalmazkodast, ami altal a
sejt patogenitasa fokozddik. Az MGE-k kozé tartoznak mérsékelt fagok, plazmidok,
transzpozonok és mas horizontalis géntranszfer altal szerzett génszakaszok (3. abra). Az
MGE-k kodoljak csaknem az Osszes bakteridlis toxint, amelyek toxinozist, azaz toxin altal
kivaltott betegséget okoznak.
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3. abra
A mozgékony genetikai elemek beépiilése S. aureus esetében (20)
A bakteriofag altal hordozott gének integralédnak a genomba, majd kivagédva
becsomagolédnak a fagrészecskékbe. A plazmidon kodolt gének beépiilhetnek a genomba,
rekombinalodhatnak a genom, vagy mas plazmid DNS-el és kikeriilhetnek a sejtbél.



Az MGE-k egyik tipusa, a S. aureus patogenicitasi szigetek (Staphylococcus aureus
pathogenicity islands, SaPl), melyek szuperantigén géneket hordozo, a baktérium
kromoszoémaba integralddott mintegy 15 kilobazis hosszi genetikai egységek (21). A
szuperantigének feleldsek az ételmérgezés, az ingyulladas és a toxikus sokk szindroma
kialakulasaért.

A SaPl-k nem koédoljak a horizontalis géntranszferhez sziikséges fehérjéket, a
transzdukciojuk megvaldsitasahoz helper fagokat hasznalnak. A SaPI elemek génexpresszidja
gondosan szabalyozott, annak érdekében, hogy genetikai tartalmat a fagrészecskék maximalis
mértékben tovabbvigyék.
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4. abra

A SaPl bovl géntérképe, a gének neve és zardjelben az altaluk kodolt fehérje vagy funkcié:
int (integraz), stl (Stl) str (ismeretlen), xis (kivagast végzé enzim), pri (primaz),
rep (replikaciés iniciator), ori (reprikacios origo) és csomagolé gének

A SAPI-k minden esetben rendelkeznek az életciklusukért felelés konzervalt
génszakasszal, egy Stl fehérjét kodold génnel, amely a patogenicitdsi sziget kifejezddését
szabalyozza, tovabbd majdnem mindegyik rendelkezik toxinnal vagy egyéb virulencia
faktorral (19). A patogenicitasi szigetek mobilitasat és valtozékonysagat tdmasztja ald az a
tény, hogy S. aureus-ban kozel 20 kiillonboz6 SAPI-t fedeztek fel (22). Méréseink soran a
SaPI bovl génszakaszt hasznaltuk (4. abra).

Az irodalomban korabban a SAPI szabalyozas leirasara kozoltek egy lehetséges modellt
(21). Ebben az esctben az eredményekhez kozvetett mérések utjan jutottak el, ezért a
kutatocsoportunk szamos nyitott kérdést azonositott, melyek egy részét munkamban
vizsgaltam.

Az irodalomban leirt modell szerint a SaPI kifejezddést a helper fag hianyaban egy
SAPI-n kédolt represszor, az Stl gatolja, ami a SAPI str-stl génszakasz kozotti promoter
régidjara kotoédik (21). Az Stl addig represszalja a SaPI génszakaszt, mig a ®11 helper fag
megfert6zi a baktérium sejtet, és a litikus novekedési szakaszba 1ép. Ekkor Kkialakul a
kolcsonhatas a fag dUTPaz fehérje ¢és az Stl kozott, a dUTPaz leszoritja az Stl-t a SaPl
promoter régiorol, igy megindul a SaPI elemeinek kifejez6dése és replikacioja (5. abra).

Az atirodott fehérje toxinok és szuperantigének a baktériumsejt lizise soran
kiszabadulnak és ezaltal fejtik ki betegséget el6idéz6 hatasukat. A SaPI DNS atirasa elinditja
a sajat kivagas-replikacido-csomagolas ciklusat. A helper fag génrdl ir6dnak at a csomagold
fehérjek, amik kapszid burkot képeznek a replikalodott SaPl DNS koré. Az igy képzddott
fagrészecske a helper faghoz hasonlo felépitési és kizardlag SaPI DNS-t hordoz. A
fagrészecske a baktériumsejt lizise soran kiszabadul, majd tovabbi S. aureus sejteket fertéz
meg, ezaltal biztositja a horizontalis géntranszfert (6. abra) (19).
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5. abra
A SaPlI derepresszié hipotetikus mechanizmusa

A @11 fag dUTP4z enzim a mar ismert dUTP-t hidrolizalo aktivitdsa mellett a SaPI
derepresszidos mechanizmusanak szabalyozasaban is részt vehet. Az Stl elsddleges szabalyoz6
szerepét bizonyitja, hogy a represszort kodolo stl gén kititése esetén a SaPl atirasa a helper fag
hianyaban is 1étrejon (21).

Az Stl szerkezete nem ismert, szerkezeti homoldgia keresés soran azonositottunk az
aminosav szekvencia alapjan egy altalanos DNS ko6t szekvenciat, a helix-turn-helix
motivumot (23).

A rekombinéci6 iranyitd faktorok a fehérjék egyik csoportja, amelyek a helyspecifikus
rekombinacidos reakciokat iranyitjadk, amelyek jelentés hanyada a SaPI-n koédolt
rekombinacios rendszerek tagja. Az egyik legjobban tanulmanyozott rekombinaci6 iranyitd
faktor a A fag Xis, amely fehérje analogjat kodolja a SaPI génszakasz.

Baktérium fagfertdzése soran a fagbeépiilést a rajta kodolt integraz (Int) irdnyitja, a
rekombinacio6 a fag attp és a baktérium attc génjei kozott jon 1étre, amely kialakitja az att,-attg
rekombindns atkeresztezOdést. A kivagddas hasonlé mdédon megy végbe forditott irdnyban.

Minden SaPI direkt ismétlodo szekvenciakkal hatarolt (att, és attg) ahol Kkitiintett
iranyultsaggal torténik az atkeresztezOdés a SaPI és a specifikus kromoszoma helyek kozott.
A SaPl beépiiléséhez a gazda kromoszoma attc helyére sziikséges a SaPI-n kodolt atts
integracids hely (6. abra), mely hasonld a klasszikus bakteriofagokon talalhat6 attp helyhez.
Az Stl szabalyozza az Int és Xis expressziojat. A SaPI indukcidé hidnydban az Stl medialt
represszio az Int és Xis expresszid blokkolasa altal stabilizalja a SaPI-kat a kromoszoman
(19,24).



Stl
J_ SaPl Helper phage /
O/ /— ——
attl attR attl attR
J. attB
—// -

Stl

\—

attP

~N

A SaPl életciklusa (19)
6. abra
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2.4 Staphylococcus aureus @11 fag, a Homo sapiens és

Mycobacterium tuberculosis dUTPaz 6sszehasonlitasa

Dolgozatomban a SaPI kifejez6désében szerepet jatszo Staphylococcus aureus @11 fag
dUTPazt (®11DUT) vizsgaltam, és hasonlitottam 6ssze a Homo sapiens dUTPazzal (hDUT)
¢s Mycobacterium tuberculosis dUTPazzal (mtDUT) (7.4abra). Az hDUT és mtDUT

fehérjéket részben eltérd katalitikus mechanizmusuk és kozponti csatornaik eltéré hidrofob-
hidrofil tulajdonsaga miatt valasztottuk kontrollnak a méréseink soran.

PHI1l MTNTLQVRLLSENARMPERNHKT DEGYDIFSAET VVLEPQEKAV IKTDVAVSIPEGYVGLLTSRSGUSSKTELVIET--ERIDAGYRGNLGINIKNDAIA 98
HSAP (22)  GGMQLRFARLSEHATAPTRGSARARGYDLYSAYDYTIPPMEKAVVKTDIQIALPSGCYGRVAP asGLAAKHFI:»'-gG-—AGVIJ:B:-YRGEVGWLFN FGKE
MTUB _ MSTTLAIVRLDPGLPLPSRAHDGDRGVDLESAEDVELAPGRRALVRTGVAVAVPEGMVGLVEPRSGLETRVGLSIVNSHGT IDAGYRGE IKVALINLDPA
PHI11 DINVIVPIWTPELKQVEE -VSERGERGEGSSGY---- 169

HSAP (22) QLIIC EEL TGKN--- 143

MTUB RIZQLIVORVELVELVEVSSE DEAGLASTSRGLGGHGSSGEHASL 154

7. abra
PH11, Staphylococcus aureus @11 fag; HSAP, Homo sapiens; MTUB, Mycobacteriu
tuberculosis dUTPaz. A fekete keret a konzervalt régiokat, a sarga hattér a ®11DUT inzertet,
a zo6ld hattér az mtDUT inzertet (A loop) jeldli.

A kiilonb6z6é Staphylococcus aureus fag szekvenciak illesztése nagy hasonlosagot
mutatott a hozzavetéleg 40 AS hosszi kézponti divergens régiot kivéve (inzert). Az inzert
szerepe nem tisztazott, a feltételezés szerint a SaPI indukcidért felelés (21).

Irodalmi adatok alapjan a kozponti divergens inzert régio delécidja (91 - 128. aminosav
kozott) a @11DUT-bol inaktivalta mind a dUTPaz aktivitast mind a SaPI indukciot (21).
Kutatocsoportunk célul tlizte ki az inzert SaPI derepresszidban betdltott szerepének részletes
vizsgalatat. Ezért l1étrehoztunk egy inzert-hianyos mutanst, amivel a leirtakhoz hasonléan
enzimatikus aktivitast és Stl kotd képességet vizsgaltunk.

8. abra
@11 dUTPaz szerkezete. A homotrimer alegységei rézsaszin, zold és kék,
az inzert magenta szinnel van jelolve (PDB 4GV8)
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A @11 fag dUTPaz szerkezetét a kutatocsoportunk oldotta meg (8. abra) (PDB 4GVS,
2,1 A, kézirat folyamatban). A C-terminalis kar flexibilitdsa miatt a kristalyszerkezetben nem
lathatdé. Azonban a fag specifikus inzert régié a szerkezetben jol lokalizalhatd P-Szalas
rendezddést ad. Fontos kiemelni, hogy a szerkezetben lathaté modon az inzert régié a fehérje
egyéb régiovival nem Iép kolcsonhatasba, hanem a fehérje felszinérdl kinyald B-redds hurkot
alkot.

A hDUT enzimnek kétféle izoformaja ismert, a kiilonbség egy rovid lokalizacios szignal
az amino-terminalis régioban. A révidebb izoforma nuklearis, a hosszabb mitokondrialis
lokalizacios jelet hordoz (25).

A M. tuberculosis-ban a dUTPaznak kulcsszerepe van a dTTP el6allitasaban, mert ez az
egyediili metabolikus utvonal a dTTP bioszintézisben, ami csak a dCTP — dUTP — dUMP
reakcid termékeként johet létre. A dUTPaz gatlasa itt tobbszordsen hatd metabolikus gatlast
eredményez (26). Erdekes modon az mtDUT rendelkezik egy konzervalt specifikus inzerttel
(Aloop), amelynek funkcidja és élettani szerepe nem ismert. A Aloop delécidja dut génen
letalis fenotipushoz vezetett, amely a specifikus inzert Iétfontossagl szerepét igazolja (27).

A dUTPaz katalitikus mechanizmusaban nyitott és zart enzimkonformaciot lehetett
azonositani. A prokariota enzimben a nyitott konformaciot egy azonnali katalitikus hasitas
koveti, ezzel segitve a dUMP-t az aktiv hely elhagyasaban. A human enzimben a zart
konformaci6 megmarad a hasitas utan, a reakcio tobb 1épésbdl all, mint amelyet a klasszikus
Michaelis-Menten kinetika leir (3).

Jelentés kiilonbség a prokariota és eukariota dUTPazok koézott a harom alegység
kapcsolodo feliiletén kialakuldo Gn. kozponti csatorna polaritasa. A prokariota dUTPazok
esetén a kozponti csatorndt alkoté aminosav oldallancok hidrofob jellegiiek, az alegységek
kozt az Osszetartd erdt els6sorban van der Waals kotések biztositjak. A csatorna szoros
illeszkedésii, vizmolekulak szamara nem hozzaférheté (28). Eukaridta dUTPazok polaris
kozponti csatornaval rendelkeznek, ahol a polaris kdlcsonhatas a jellemzd Osszetartd erd az
alegységek kozott. A csatorna hidrofil és a vizmolekulak szamara hozzaférhet6 (2).
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3 Anyagok és médszerek

3.1 DNS munkak

3.1.1 Felhasznalt expresszios vektorok eléallitasa
3.1.1.1 Primertervezés

Az aktivitasban résztvevé fehérje szegmensek vizsgalatdhoz kiilonb6zé ®11 dUTPaz
mutansokat készitettiink a QuickChange protokol alapjan, de a PCR homérseklet program
hofok paramétereit az altalunk hasznalt Finnzyme polimerdz enzimre optimalizaltuk.

A tervezésnél a kovetkezo elveket vettiik figyelembe: (i) a mutagén primer hossza 30-
40, de maximum 45 bazispar, (i1) a kivant mutacié a primer kozepén talalhato, legalabb 10-15
bazisparra a primer végétol, (iii) a teljes primer guanin - citozin bazispar tartalma legalabb
40%, ami a végeihez kozel tobb mint 50%-os és (iv) a forward ¢és reverse primer
olvadaspontja (melting temperature, Ty) egymashoz kézeli. Ez a hdmérséklet a PCR ciklus
masodik fazisa, a primer bekdtddés hdmérsékletének meghatdrozasa miatt fontos, amit az
alacsonyabb olvadaspontu primer olvadasi hémérsékleténél 2°C-al alacsonyabbnak
valasztottunk. Az olvadaspontot a Finnzyme honlapjan taldlhatdo Ty calculator segitségével
szamoltuk ki.

3.1.1.2 Felhasznalt primerek

®11DUTW For 5’- GCG AAC GCG GCG AAA AAG GCT GGG GCA GCA GCG GCG TG -3’

®11DUTW Rev 5’- CAC GCC GCT GCT GCC CCAGCCTTTTTCGCC GCGTTC GC -3’

®11DUTHBY Eor 5’- CTATATTACCCCGGGCGTGTGGGATATTAAAGGCGAAATTGATC -3°

®11DUTM%Y Rey 5’- GATCAATTTCGCCTTTAATATCCCACACGCCCGGGGTAATATAG -3’

®11DUTESSTOP Eor | 5- GAATTTGAAAGCGTGAGCTAACGCGGCGAAAAAGGC -3

®11DUTESTOP Rey | 5- GCCTTTTTCGCCGCGTTAGCTCACGCTTTCAAATTC -3

®11DUTA™" For 5'- GCGATTGCGAGCAACTATGGCACCTATCAGATTAACGAAG -3

®11DUTA™" Rev 5-CTTCGTTAATCTGATAGGTGCCATAGTTGCTCGCAATCGC -3'

1. tablazat
A QuickChange protokolhoz hasznalt forvard (For) és reverse (Rev) mutans primerek

A ®11DUTT W primerekkel a Phel64Trp mutaciot vittiink be a C-terminalis karba, a
®11DUTH®W primerekkel Phe108Trp mutaciét okoztunk, ami az inzert szekvenciaba hozott
létre triptofan fluoreszcens szenzort. A triptofdn jelenléte a fluoreszcens mérésekhez volt
sziikséges.

A kar hatasat az aktivitasra a C-terminalis kar motivum delécios mutansokkal vizsgaltuk
(@11DUTERETORY Az d11DUTA™™ mutans létrehozasara egy olyan primert alkalmaztunk,
ami tartalmazta az inzert el6tti és mogotti szekvenciaval komplementer szakaszt. igy a PCR
reakcio soran a feltapadt primerrel szemben kihurkolodott az inzert szekvencia, a tovabbi
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mésolasok soran mér az inzertmentes szekvencia szolgalt mintaul. Igy 1étrehoztunk egy olyan
konstruktot, ami nem tartalmazza az enzim 102 - 124. aminosav régiot (1. tablazat).

3.1.1.3 PCR reakcio

A DNS fliggd polimeraz reakciot két specifikus oligonukleotid primer jelenlétében
tobbszor megismételve az eredeti DNS szekvencia kivalasztott része megsokszorozhatd. A
technika kulcsenzime a magas hdmérsékleten aktiv polimeraz enzim, ami lehetévé teszi, hogy
a ciklusokat a hémérséklet valtoztatasaval iranyitsuk. A reakcido harom 1épésbdl all: (i) a
kettds szala DNS hédenaturalasa, (ii) a specifikus oligonukleotid primerek megkotédése a
DNS templaton, (ii1) ) DNS szal szintézise DNS polimeradzzal. A ciklus a kivant DNS
koncentraci6 eléréséig ismételhetd, a DNS tartalom a folyamat soran exponencialisan nd. A
termékben az eredeti DNS templat mennyisége elhanyagolhato lesz a cél szekvencia
mennyiségéhez képest.

3.1.1.4 Helyspecifikus mutagenezis létrehozasa

A helyspecifikus mutagenezist a QuickChange protokol szerint végeztem, amelyet
pontmutacio és iranyitott delécid 1étrehozasara alkalmaztam.

9. abra
A QuickChange mutagenezis protokol 1épései:
Sziil6i DNS plazmid (1) a mutacio helye a kétszali plazmidon,
(2) plazmid denaturacié és a szintetikus primer feltapadasa,
Mutagén primer (3) DNS polimeraz megszintetizalja a DNS-t, de nem zarja a kort,
(4) az eredeti metilalt plazmid emésztése,
Mutalt DNS plazmid (5) a plazmid transzformalasa vektorba, ahol a
sejt DNS javité mechanizmusa zarja a plazmidot

AN

Az eljaras soran a megvaltoztatni kivant szakaszt tartalmazo, supercoiled, kétszala DNS
vektort és a két a mutacidhoz tervezett szintetikus oligonukleotid primert hasznaltam. A PCR
reakcio sordn a két primer feltapadt a komplementer DNS szakaszra és egy nagy pontossagu
polimeraz megszintetizalta az 0j, mutans plazmidot. A PCR ciklust kdvetéen a terméket Dpn |
endonukleazzal kezeltem, ami specifikusan emészti az E. coliban termelt sziiléi metilalt és
hemimetilalt DNS-t, igy szelektalva a mutans DNS-re (9. dbra).

A helyspecifikus mutagenezishez hasznalt PRC reakcioelegy 0,25 nl forward és reverse
primert, 0,2 mM dNTP keveréket (Fermentas), 0,3 ng/pul Phusion DNS polimerazt
(Finnzymes) tartalmazott nukleazmentes dH,O-val higitott HF pufferben (Finnzymes). A
felhasznalt PCR ciklusok paramétereit a 2. tablazat tartalmazza.
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ciklusszam | homérséklet (°C) | id6 (sec)
1 95 60

95 15
30 * 30

72 10

72 600

4 00

2. tablazat
A helysepcifikus mutagenezishez hasznalt PCR ciklusok.
A *-al jelolt primer bekotodési homérsékletek rendre:
®11DUT™*Y 67, @11DUT™®" 60, ®11DUT*TP 56, @11DUT*™*"* 60 °C volt

3.1.1.5 Plazmidok felszaporitasa és tisztitasa

A plazmidokat elézetesen kompetenssé tett E. coli XL1 Blue baktériumtdrzsbe
transzformaltam, majd szelektiv antibiotikumok (carbenicillin) jelenlétében szaporitottam LB
(Laurie-Bertani) médiumban. Az LB médium 1000 ml-ben 10 g triptont, 5 g éleszté extraktot,
10 g NaCl-t tartalmaz, pH=7.

A vektor ampicillin-rezisztenciat tartalmazott, én mégis carbenicillint tartalmazo
tapoldatba szelektaltam, amely szaporodé sejttenyészetben stabilabb, mint az ampicillin.

A plazmidok tisztitasara NucleoSpin Plasmid MiniPrep Kit-et hasznaltam. A baktérium
pelletb61 SDS/alkalikus lizissel vontam ki és vittem oldatba a plazmidot. Az RNS-ekt6]l RNaz
hozzaadasaval, a fehérjéktdl ¢és genomi DNS-t6l kalium-acetdt tartalmt oldattal valo
kicsapassal szabadultam meg. Centrifugaldssal valasztottam el a szilard fazist a plazmidot
tartalmazo oldattol, amit a kovetkez6 1épésben szlikamembranra kotéttem. Alkoholos mosast
kovetden a plazmidot kétszer desztillalt vizzel elualtam.

3.1.2 Stl koto DNS szekvencia tervezése

Az Stl ko6t6 DNS szakaszra az EMSA vizsgalathoz volt sziikségiink, amihez a
Tormo-Mas és munkatarsai altal felhasznalt Stl-Str kozti szakaszt hasznaltuk (21).

Az Stl koté szakszt egy pEX-A vektorban rendeltiink meg, ami tartalmazott
antibiotikum rezisztenciat — ami a baktérium szelekcioban sziikséges — és tobb restrikcios
hasit6 helyet, amelyekre végiil nem volt sziikségiink, mert a primerek segitségével a templat
alapjan specifikusan szaporitottuk fel az Stl k6td DNS szakaszt.

Az Stl kot helyet PCR technikaval sokszorositottuk. Templatként a pEX-A vektor
szolgalt, miutan XL1 Blue sejtbe transzformaltuk, felszaporitottuk, és beldle plazmidot
tisztitottunk. A primereket a kotd hely két végére terveztiik (3. tdblazat). A reakcidelegyben
18 ng/ul templat, 0,25 pl forward és reverse primer koncentraciot alkalmaztunk.

Stl koto szakasz For | 5°- GAATTC ATT TCAACATTA AAT ATT G -3’

Stl kot szakasz Rev | 5°- GGATCC TAAATC CTGTCC TTT CAC -3’

3. tablazat
Stl kété DNS szakasz felszaporitasahoz hasznalt primerek

15



A reakciot 2x MyTaq HS Red Mix felhasznalassal végeztiikk, ami tartalmazta a Taq
polimerazon kiviil az Osszes sziikséges tovabbi reagenst, a MyTaq puffert, a dNTP-ket,
MgCl,-t és stabilizatorokat.

A PCR reakci6 ciklusban alkalmazott hémérsékleteket és idoket a 4. tablazat
tartalmazza.

ciklusszam | homérséklet (°C) | id6 (sec)
1 95 60

95 15
30 55 30

72 10
1 72 600
1 4 00

4. tablazat

Az Stl kotohely felszaporitasahoz hasznalt PCR ciklus

3.1.3 Agaroz gélelektroforézis

Agaroz gélelektroforézist haszndltam a DNS mintdk elvalasztasara. Mivel a DNS a
molekula méretének fliggvényében egységesen negativan toltott, a gélelektroforézissel
megvalosithatd a méret szerinti elvalasztas. A viszonylag nagy molekulaméretek miatt
poliakrilamid helyett a nagyobb pdrusméretet biztositd agardzt hasznaljak a plazmid vagy gén
méretli DNS-ek elvalasztasara. Az elvalasztas alapja, hogy a nagyobb fajlagos toltéssel
rendelkezd kisebb fragmensek gyorsabban haladnak, mint a kisebb fajlagos toltéssel
rendelkezd nagyobb fragmentumok.

A PCR termékek tisztasdganak ¢és mindségének vizsgalatara 1%-os agar6z gélt
hasznaltam. 0,15 g agarozt oldottam 22 ml TAE (40 mM Tris/acetat, 1 mM EDTA, pH = 8,5)
oldatban, az agar6z teljes oldodasaig melegitettem az oldatot. Ezt kovetéen 50°C-ra hiitve 2ul
GelRed (Biotium) fluoreszcens festéket adtam hozza, és a gélontd apparatusban hagytam
megdermedni. A gélre a DNS mintdkat mintakoktélban (,,6X Loading dye”, Fermentas)
vittem fel. A mintadkban taldlhatd6 DNS molekuldk nagysagat a gélen parhuzamosan futtatott
DNS létra (Fermentas) ismert fragmentjeinek méretéhez viszonyitva allapitottam meg.

Az elektroforézist TAE pufferben végzem, 100 mV fesziiltséggel.

3.1.4 EMSA

Az elektroforetikus mobilitas eltolodas vizsgalat (Electrophoresis mobility shift assay,
EMSA) egy gyors és érzékeny modszer a fehérje-nukleinsav kolcsonhatas detektalasara. A
modszer alapja, hogy a fehérje-nukleinsav komplex elektroforetikus mozgékonysaga kisebb,
mint a szabad nukleinsavra jellemzé mobilitas (10. abra). A vizsgalat szemi-kvantitativ, a
komplex pontos sztdchiometriai, affinitds és kinetikai adatait mas modszerek segitségével
allapithatjuk meg.
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Fehérje + ++

DNS + + +
— e =
— — = p—
| — — * *
10. abra

EMSA modell (31)

Ez a technika szamos elénnyel rendelkezik, egyszerii elvégezni, mégis elég robosztus
sokféle kotddési koriilmény alkalmazasara. Széles hatarok kozott mozoghat a nukleinsav
mérete (néhany oligonukleotidtol a tobb ezer nukleotidig vagy bazisparig) és szerkezete
(egyszala, kétszala, kis cirkularis). Egy gélen tiz vizsgalati sav van, amelyekbe egymastol
fiiggetlen DNS ¢és fehérje koncentraciok mellett figyelhetjik meg a kolcsonhatast. EQy
reakcié soran jelen lehet egy nukleinsav mellett két fehérje, mint ahogy a vizsgalataim nagy
rész¢ében tortént.

Az EMSA legfontosabb limitacidja, hogy a reakcidpartnerek nincsenek kémiai
egyensulyban az elektroforézis soran. A gyors disszociaci6 megakaddlyozhatja a komplex
detektalasat, mig a lassu disszocidcio a kotés denzitas alulbecsléséhez vezethet. Masrészrol
sok komplex stabilabb a gélben, mint szabad oldatban, ezen hatds csokkenthetd rovid
elektroforézis 1d6 alkalmazasaval. Tovabbi korlat, hogy a fehérje-nukleinsav mobilitdsa nem
pusztan a mérettdl fligg, igy nem ad informaciot a molekulatomegrol (32,33).

A vizsgélataim soran a laborban korabban alkalmazott protokollt vettem alapul, amit az
altalam vizsgalt rendszerre optimalizaltam.

El6sz6r megontdttem a poliakrilamid gélt, ami annyiban kiilonb6zott az SDS-PAGE
gélontéstol (lasd 4.2.2.1.), hogy a reagensek kozt nem szerepelt az SDS (5. tablazat). A
feliiletaktiv SDS-t azért hagytam el, mivel a nukleinsavval valo komplexalodashoz a fehérje

crer

elvalaszto gél tomoritd gél
ddH,0 2,75 ml 1,63 ml
elvalaszto/tomorit6 puffer | 1,25 ml 625 pl
40% akrilamid 1 ml 244 n
10% APS 50 pl 25
TEMED 5un Sp
5. tablazat

EMSA-hoz hasznalt poliakrilamid gélhez felhasznalt anyagok 1 db gélre szimitva
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A gélt eléfuttattam 100V-on egy oran keresztiil ezzel segitve eld a futtatdé puffer
homogén eloszlasat a gélben.

Ezt kovetden Osszeallitottam a reakcioelegyeket. Minden minta tartalmazott DNS-t (Stl
kot6 hely), 0,5 mM EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav) a nukledz enzimek gatlasara és LD
(Loading Dye) puffert amellyel a gélben kdvetni tudtam a reakcidpartnerek mozgasat. A
reakcidelegyekbe a vizsgalatnak megfeleld koncentracioban adagoltam az Stl és a kiilonbozo
eredeti dUTPaz enzimeket. Az oldat térfogatait minden esetben Stl pufferrel 20 pl-re
egészitettem ki.

3.2 Fehérje munkak

3.2.1 Fehérje termelés
3.2.1.1 Kompetens sejtek készitése

A kompetens sejtek, olyan sejtek, amelyeknek sejtfala atjarhato a DNS szamara, tehat
képesek extracellularis DNS felvételére. A kdvetkez6 QIAGEN protokoll szerint készitettem
a kompetens sejteket.

5 ml LB tapoldatba bemértem 5 pl (t6rzsoldat: 12,5ug/ml) tetraciklint, majd beoltottam
XL1 Blue sejtekkel és razatas mellett 37°C-on overnight (egy éjszakan at) novesztettem. A
felnovesztett el6kultarabol 500 pl-t atoltottam 50 ml — 50 pl tetraciklint tartalmazo — LB
tapoldatba. A sejteket 37°C-on ndvesztettem 6rankénti mintavétel mellett, mig az OD (optikai
denzitds, Asoponm) elérte az exponencialis ndvekedési fazisra jellemzd 0,6-os értéket. A
denzitds mérést Biochrom WPA CO8000 denzitométeren végeztem. A sejteket 3600 rpm-en
centrifugaltam 4°C-on 20 percen at, ezt kovetden a feliiluszot eltavolitottam. A lefugalt
sejteket 5 ml TFBI-ben (100mM RbCI, 50mM MnCI, 30 mM K-acetat, 10 mM CaCl,, 15 %
glicerin pH 5,8) felszuszpendaltam, majd 20 percre jégre raktam. Ismét egy centrifugalas -
felszuszpendalas-jegelés ciklus kovetkezett az el6z6ekhez hasonloan, de most 1 ml TFBII-ben
(10 mM MOPS (3-[N-morfolino]-propanszulfonsav), 10mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15 %
glicerin pH 6,8) szuszpendaltam a sejteket. Végiil 15% glicerint adtam a sejtekhez és 100 pl-
es adagokban folyékony nitrogénnel lefagyasztva a -80°C-os hiitében taroltam a kodvetkezo
felhasznalasig.

3.2.1.2 Transzformalas

A kompetenssé tett sejtekbe a plazmid DNS bejuttatasdhoz hdsokk modszert
alkalmaztam. 100 ul kompetens baktériumsejthez 1 ul 1,4 M B-ME-t (2-merkaptoetanol)
pipettaztam és 5 percig jégen hagytam. Ezutan hozzdadtam 30 ng plazmidot és 30 percig
jegeltem a sejteket. A hdsokk egy 90 mdasodperces 42°C-os termosztalds, majd 2 perces
jegelés volt. Hozzaadtam 200 pl LB tépoldatot és a sejteket 1 oran at 37°C-on 200 rpm-en
razattam. Ezt kdvette egy szelekcids 1épés, ahol a XL1 Blue szelekcios antibiotikuma mellé a
plazmidon kodolt rezisztencidnak megfeleld antibiotikumot is tettem az LB tapoldatba.
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3.2.1.3 Expresszio

A baktériumsejteket steril, kétféle antibiotikumot tartalmazé LB tapoldatban
szaporitottam, 37°C-on, 4 6ran at. Igy csak a sikeresen transzformalt XL1 Blue sejtek
szaporodtak.

A sejtkoncentracid valtozasat bizonyos idokozonként vett mintdk optikai denzitdsanak
spektrofotometrias mérésével kovettem. A sejteket logaritmikus novekedési fazisuk elején
indukaltam IPTG-vel (izopropil-tiogalaktozid).

Az IPTG — ami az allolaktdz stabil analogja — a lac promoter ellendrzése alatt allo T7
DNS-fliggd RNS polimeraz enzimet kddold génrdl meginditja a polimerdz expresszidjat. Az
igy termel6dott T7 polimeraz tevékenységét a plazmidra iranyitja a nagyon erés T7-specifikus
promoter régi6, amely a termelni kivant fehérje gén elétt helyezkedik el a plazmidon. Igy az
IPTG hozzdadasaval a dUTPaz génrdl torténd expressziot tudtam beinditani. Mintegy négy
o6ra hosszat termeltettem az enzimet, majd centrifugalas utan feltartam a sejteket.

3.2.1.4 Feltaras

A feltards célja, hogy megbontsuk a sejtfalat, és a plazmaban talalhato, oldhato
fehérjéket sértetlentil oldatba vigytik.

A sejt pelletet 50 ml lizis pufferben felszuszpendaltam. A lizis puffer tartalmazott
20 mM pH 7 TRIS puffert, 500 mM KCI-t, 1 proteaz inhibitor tablettat (Roche), 0,1 mM
PMSF-t (fenil-metil-szulfonil-fluorid), 10 mM B-merkaptoetanolt és 10 pug/mg RNazt és
DNazt.

A sejtfal megbontasaval bizonyos proteazok mitkdodésbe lépnek, melyeket a lizis
pufferbe adagolt proteaz inhibitor tablettaval, (metalloproteazokat gatoljak), valamint PMSF-
el (szerin oldallanccal miikodé enzimeket — pl. tripszin, kimotripszin - specifikusan gatolja
ugy, hogy veliik kovalens komplexet képez) hatastalanitottam.

A - merkaptoetanol redukalo kornyezetet alakit ki, ami meggétolja a ciszteinek kozotti
diszulfidhidak kialakuldsat. A feltards soran a sejteket lizis pufferben homogenizaltam,
amelyet egymas utan kovetkezd gyors folyékony nitrogénbe torténd lefagyasztasokkal ¢€s
vizfiirdon val6 felolvasztasokkal folytattam. Majd a feltdrand6 sejtmintat szonikaltam, mig
atlatsz6, kis viszkozitasu oldatot kaptam. Ezutan 4°C-on, 11000 rpm-el, 20 percen at
centrifugdltam az elegyet. A feliiluszoban maradt fehérjéket tisztitottam tovabb
kromatografias moédszerekkel.

3.2.1.5 Fehérjetisztitas

3.2.1.5.1 Ioncsere kromatogrdfia

A kiilonboz6 tipust dUTPazokat ioncserés kromatografiaval tisztitottuk. A toltésekkel
rendelkezd fehérjék az ellentétes eldjeli toltéssel rendelkezd ioncserélé fazison
adszorbealodhatnak. A dinamikus egyenstlyt a mozgofazis pH-ja és a sokoncentracioja
befolyasolja, ezért a megkotédott komponenseket a sokoncentracid valtoztatasaval (an.
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sogradienssel) lehet lemosni az 4llofazis feliiletérdl. A mozgéd fazisba adagolt soban talalhatd
versenyz0 ionok (pl. NaCl) nem befolyasoljak a szelektivitast, de eldsegitik a
fehérjemolekulak deszorpcidjat. Minél nagyobb a fehérje eredd toltése, annal erdésebben fog
abszorbedlodni, és annal magasabb sokoncentracid sziikséges a minta oszloprol valo
lemosasara.

A sogradiens létrehozésara két puffert alkalmaztunk: A (20mM TRIS, 100mM NaCl,
0,1 mM PMSF, 10 mM B-merkaptoethanol, pH 8), és B (20mM TRIS, 1 M NaCl, 0,1 mM
PMSF, 10 mM B-merkaptoethanol, pH 8).

Az oszlopot a fehérjék megkotése utdn A pufferrel mostuk, majd 6 oszloptérfogaton at
tarto novekvé B puffer koncentracié mellett eludltuk a fehérjéket. A tisztitdst AKTA
rendszerrel, Q Sepharose oszlopon végeztiik.

3.2.1.5.2 HiTrap Heparin

Az Stl fehérje tisztitdsat HiTrap Heparin HP (5 ml) oszlopon végeztik AKTA
rendszerrel. A heparin DNS-t mimikalé tulajdonsaga miatt ez az oszlop DNS-ko6té fehérjék
tisztitasara kivaloan alkalmas affinitas oszlop. Az Stl szerkezete nem ismert, de DNS ko6t6
fehérje révén rendelkezik egy DNS kotd helix-turn-helix régioval, amit szekvencia becslések
alapjan feltételeztiink.

A kromatografia eltt az oszlopot az ioncsere kromatografidnal hasznalt A pufferrel
hoztuk egyensulyba. A minta felvitele utan 3 oszloptérfogatnyi (15 ml) pufferrel mostuk az
oszlopot, majd 10 oszloptérfogatnyi (50 ml) 1M NaCl tartalomig vezetd gradienssel végeztiik
az elvalasztast.

3.2.2 Fehérjevizsgalat

3.2.2.1 SDS-PAGE

elvalaszto gél tomoritd gél

ddH,0 2,2 ml 1,63 mi
elvalaszto/tomorité puffer | 1,25 ml 625 pl
40% akrilamid 1mi 244 n
SDS (10%) 50 pl 25 pl
10% APS 50 pl 251
TEMED 5p Su

6. tablazat

SDS-PAGE gélhez felhasznalt anyagok 1 db gélre szamitva

Az elvalasztas poliakrilamid gélben tortént, ami SDS (sodium-dodecil-szulfat)
denaturalo agenst tartalmaz. Ennek hatasara a fehérjék elvesztették nativ konformaciojukat,
feliileti toltésiik a teljes aminosav lancon negativva valt. A fehérjék tehat eredeti toltésiiktdl
fiiggetleniil a pozitiv toltés felé haladtak, az elvalasztast egyediil az egyes proteinek
molekulatomege hatdrozta meg. A gél egy vékony a kiilonbozd fehérjék koncentralasat
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szolgald tomoritd (6% poliarilamid) és egy elvalasztd (12% poliarilamid) rétegbdl allt (6.
tablazat).

A gélelektroforézist poliakrilamid géleken Protean III berendezésben (Bio-Rad)
végeztem. A fehérje csikokat kolloidalis Coomassie Brilliant Blue festéssel (Biosafe
Coomassie stain; Bio-Rad) tettem lathatova.

A molekulatomeg meghatarozashoz kétféle DNS-1étrat haszndltam: ProSiere, Quad
Color Protein Marker és PageRuler Plus Prestained Protein Ladder.

3.2.2.2 Koncentraciéo mérés

A fehérjek az aromas aminosav oldallancok miatt 280 nm-nél, a nukleinsavak az aromas
bazisok miatt 260 nm-nél specifikus fényelnyelést mutatnak. Az abszorbancia és koncentracio
kozti Osszefliggést a Lambert-Beer torvényt adja meg, segitségével a tiszta fehérjék és
nukleinsavak koncentracidja meghatarozhato.

A=c-l-¢

ahol a fehérjékre vonatkozo extinkcios koefficienst (e, mg-ml™-cm™) az Expasy ProtParam
programjaval becsiiltem meg (7. tablazat). A mérést Nanodrop ND-1000 spektrofotométeren
(Thermo Scientific) végeztem.

fehérjék Molekulatémeg (Da) | & (mg'ml™cm™)
St 34010 1,051

®11 DUT 18350 0,786
®11DUTH W 18389 1,083
®11DUTH %W 18389 1,083
®11DUTEETP 17232 0,841
®11DUTA™er 15978 0,81

mtDUT 17966 0.166

hDUT 17748 0,51

7. tablazat

A mérések soran hasznalt fehérjék az Expasy Prot Param programmal
becsiilt molekulatomege és extinkciés koefficiens értékei

3.2.2.3 Fluoreszcens spektroszkopia

Héarom fehérjealkoté aminosav viselkedik fluoroférként, a fenilalanin, tirozin és
triptofan. A megvilagité fényt egy specifikus tartomanyban elnyelik, majd kisugérozzak.
280 nm-en a tirozin és triptofan egyarant gerjeszthetd, mig 295 nm-en a triptofan szelektiven
sugarozhatd be. Méréseink soran az utdbbi hullimhosszon gerjesztettem a mintat és a
triptofan jelét vizsgaltuk, ami a leger0sebb fluoreszcencidt mutatd aminosav. A kisugérzott
fény spektrumat 320-420 nm kozt detektaltam. A mérést FluoroMax-3 spektrofotométeren
(HORIBA Jobin Yvon) végeztem, 20 °C-ra termosztalt 800 ul pufferben, 1 cm optikai Gthossz
mellett.
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3.2.2.4 dUTPaz aktivitasmérés

A kinetikai vizsgalatokban a dUTPaz éaltal katalizalt dUTP — dUMP + PPi reakcié
lefolyasa spektrofotometriasan kovethetd. A reakcido soran protonok is szabadulnak fel, és
ezek mennyisége egyenesen aranyos a képzddo termék (dUMP) mennyiségével. A reakciot
fenolvoros pufferben végeztem, ami ImM HEPES-t pH 7,5, 150 mM KCI-t, 5 mM MgCls-t,
40 puM fenolvords indikatort tartalmazott. A mérés soran bekovetkezd fenolvords
szinvaltozast 595 nm-en detektaltam. A kezdeti reakcidsebesség (Vo) meghatarozashoz
szilkséges a dUTPaz koncentracio (E), a dUTP koncentracio (S), a mérési gorbe elsé 10%-ra
illesztett egyenes meredeksége (m) és a mérés elott és utdn mért adszorbancia kiilonbsége. A
Vo szamitashoz az alabbi egyenletet hasznaltam:

m
Vo = —E A4
S

A mérés elején hozzdadtam a fenolvords pufferhez a dUTPazt, megvartam, mig
stabilizalodik az abszorbancia jel, majd pillanatszeriien hozzaadtam a dUTP-t és figyeltem a
reakcid lefutasat. A reakcid végét az abszorbancia jel dllanddsulasa mutatta.

A relativ aktivitas értéket a kezdeti reakciosebesség értékekbdl szamoltam, a gorbék Vo
maximumanak értékével elosztottam a mérés Vo értékeit és az eredményt szazalékos
formaban adtam meg.

A mérést Specord 200 spektrofotométeren (Analytik Jena) végeztem, 1 cm optikai
uthosszal.

3.2.2.5 Gélsziirés

A fehérjék oligomerizacidjanak €s molekulatomegének meghatarozéasara, valamint az
Stl-dUTPaz komplexképzésének meghatarozasara gélsziirést alkalmaztunk.

A gélszlirés, masnéven gélkromatografia, a molekulak méretkiilonbségén alapuld
elvalasztasi modszer. A gélszlirés soran a kromatografias oszlop matrixat jo1 meghatarozott
poérusmérettel rendelkez6 dextran gyongyok alkotjak. Az olyan kisméretli fehérjék, amelyek
beférnek a matrixot alkotd gyongyok valamennyi porusan, a teljes gyongyokon beliili,
valamint a gyongyok kozotti térfogatot bejarjak a gélszlirés soran, és ezért legutoljara
elualodnak. Ezzel szemben az olyan nagyméretii fehérjék, amelyek nem tudnak bejutni a
gyongyok porusain, csak a gyongyok kozotti térfogaton haladnak at, igy kordn eludlodnak. A
kozepes méretli fehérjék egyes porusokon beférnek, masokon nem, igy ezek a fehérjék
bejarjak a gyongyok kozotti térfogatot, és részben a gyongyokon beliili térfogatot is, ezért a
,»kis” és ,,nagy” fehérjék kozotti frakciokban eludlédnak.

Ismert molekulatomegii makromolekuldkkal meghatdrozhatd egy kalibracios egyenlet,
amelynek a segitségével az ismeretlen tomegli anyag molekulatomege kiszamolhaté annak
retencios idejébol.

A gélsziirésre a Superdex 200-as oszlopot (GE Healthcare) hasznaltuk az AKTA

rendszerben. Az elicids puffer 20mM TRIS pH 7,5 és 400 mM NacCl volt.
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4 Eredmények

4.1 A fehérje termelés és tisztitas eredményei

A méréseimhez megfeleld mennyiségli és tisztasagi enzimekre volt sziikkségem, ezek
termelésében és tisztitdsaban Zagyva Imre, Dr. Németh Veronika és Leveles Ibolya voltak a
segitségemre.

A vad tipusat ®11DUT tisztitasa soran alkalmazott ioncserés majd gélkromatografia
eredménye a 11. dbran lathatd. A mutans dUTP4azokat hasonlé médon tisztitottuk.

®DUT expresszid ®DUT ioncsere ®DUT gélszlirés

IPTG | IPTG M féfrakciok M féfrakciok M
elétt | utan

11. abra
®11DUT tisztitas

Az Stl fehérje tisztitasahoz HiTrap Heparin oszlopot hasznaltunk (12. 4bra).
Gélkromatografia modszert ebben az esetben nem alkalmaztunk, mivel az eldzetes
probatisztitasok soran jelentds volt a fehérje veszteség. A heparin oszloprol elualt fehérje
frakciot tisztanak itéltiik és a tovabbiakban ezt hasznaltuk a kisérletek kivitelezéséhez.

A tiszta fehérje frakciokat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -80°C-on taroltuk.

Stl expresszid Stl Heparin
M IPTG IPTG M féfrakciok
elétt utan

12. abra
Stl expresszié és tisztitas Heparin oszlopon
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42 Vad tipusu ¢és mutans P1IDUT Kkatalitikus aktivitasanak
meghatarozasa
A vad tipusu ¢és mutins dUTPazok katalitikus aktivitdsdnak meghatarozasat

spektrofotometrias modszerrel végeztem. A dUTPaz 80 nM, mig a dUTP 20 uM
koncentracidban volt jelen.

Vo (S-l)
®11DUT™ 5,52+ 1,6
®11DUTHEW 53+1,8
®11DUTHW 5,03+1,2
d11DUTAimser 45+ 1
D11DUTESESTOP < 0,001
8. tablazat

A felhasznalt ®11 DUT enzimek aktivitasa

Az mérések eredményei szerint a ®11DUTT®Y, @11DUTHW &5 @11DUTA™!
mutansok katalitikus aktivitdsa nem valtozott nagymértékben a vad tipusa dUTPaz
aktivitasdhoz képest (8. tablazat). Ez eldsegiti ezen mutans enzimekkel elvégzett vizsgalatok
kiértékelését, mivel igy kizarhatjuk azt, hogy egy adott kisérlet eredményének oka a mutans
dUTPaz enzim aktivitdsanak valtozasa. A ®11DUTE®TOP varakozasainknak megfelelden
nem mutatott aktivitast, mely a korabbi eredményekkel egybehangzéan igazolja, hogy a
C-terminalis kar jelenléte bizonyitottan fontos a reakcioban (34).

4.3 Az Stl fehérje hatasa a dUTPaz aktivitasra

Az Stl dUTPaz aktivitadsra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat aktivitdsméréssel végeztem,
ahol meghatarozott enzim és szubsztrat koncentracid mellett alkalmaztam ndvekvd Stl
koncentraciot. A kapott pontokra a dUTPaz és Stl fehérjék kozott 1:1 sztochiometridval
megvalosuld komplexképz6dési modellnek megfeleld legegyszeriibb egyenletet (kvadratikus
egyenlet) illesztettem. Az egyes Stl koncentraciokhoz tartozd mérési pontban Kiilonb6zo
szamu parhuzamos mérést végeztem, jellemzden a gorbe érzékeny szakaszaban tobbet, a
kevésbé érzékeny tartomanyban kevesebbet.

A gorbeillesztéskor felhasznalt egyenlet a kovetkezd:

g Alc+x+Kp)) —J(c+x+Ky)2—4-x-c
2-c

y:

ahol x a valtozo Stl koncentracio, S a gatolatlan enzim aktivitasa szazalékosan (y=S ha x=0),
A az Stl nélkiil mért aktivitashoz képest mért valtozas mértéke az Stl-lel telitett végallapot
esetén, ¢ a dUTPaz koncentracidja, Kp az Stl-dUTPaz kozt kialakuld kotési konstans.

Az egyenletnek négy paramétere van, amelyek koziil a dUTPaz koncentraciot
valasztottam valtozatlannak, a tobbi paraméter estén kezdeti értéket adtam meg, amit az
iteralas soran hasznalt fel a program.
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Az Stl géatlas mérésekor a szubsztrat (dUTP) telitési koncentracioban (10 uM) volt jelen.

120
m ®11DUT
e hDUT
100 ~ A mtDUT
. 80 4
<
Y
© 60
=
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=
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Stl (nM)
13. abra
A ®DUT, mtDUT és hDUT Stl gatlasi gorbéi
s (%) A (%) c(tM) | Kp(nM) |R?
®11DUT 101 +£3  |-112+5 80 27+5 0,98
hDUT 99+ 5 79 £ 8 80 14+7 0,92
mtDUT 1005 |-91+8 80 43+17 10,98

9. tablazat
A ®DUT, mtDUT és hDUT Stl gatlasi pontokra illesztett gorbék adatai

A ®©11 DUT, mtDUT ¢és hDUT aktivitasa az Stl jelenlétében lecsokken, az illesztett
gorbék Kp paramétere azonos nagysagrendbe esik (9. tablazat). Az eredmények azt mutatjak,
hogy az Stl nemcsak a ®11, hanem a mikobaktérium és human dUTPazt is gatolja.

A gorbék lefutdsa kozt azonban van kiilonbség (13. abra). Az Stl koncentracio
fiiggvényében a @®11DUT aktivitdsa csokken a legnagyobb mértékben, 300 nM Stl
jelenlétében mar a 0-hoz kozelit. A hDUT és mtDUT aktivitdsa nem kozeliti a teljes
inhibiciot, a relativ aktivitas hozzavetdleg 20% illetve 10%-a megmarad Stl-lel torténd telités
esetén is. Az eredmények arra utalnak, hogy az Stl, bar tobbféle dUTPazt is gatol, a

®11DUT-nak a leghatékonyabb inhibitora. Az mtDUT gorbe pontosabb illesztéséhez tovabbi
mérési pontok felvétele sziikséges.

A fajspecifikus inzertnek a feltételezés szerint szerepe van az Stl kotésben (21), ezt
azonban az aktivitasmérési eredményeink nem tamasztanak ala (14. abra). Az inzert-mentes
mutans inhibicidja létrejott Stl jelenlétében, ¢és az inhibici6 mértéke a vad tipust
®11DUT-hoz hasonld volt. A mérési pontokra illesztett kvadratikus gorbe Kp paramétere
azonos nagysagrendbe esik, lefutasuk hasonlo (10. tablazat).
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14. abra
A ®DUT és @11DUTA™E" §¢1 gatlasi gorbéi.
s (%) A (%) ¢ (nM) Ko(nM) | R?
®11DUT 101 +3 -112+5 |80 2745 0,98
d11DyTA et 101 +3 98 +3 80 8+ 1 0,99

10. tablazat
®DUT és @11DUTA™™ §¢1 gatlasi pontokra illesztett gorbék adatai

Ez ellentmond a korabban publikalt eredményeknek, a kiilonbség oka feltételezhetden a
kivagott inzert szekvencia mérete. Tormo-Mas és mtsai a specifikus inzert szekvencianal
integritasat és ezaltal a katalitikus aktivitasat is (21). Ezért tehat ez az irodalomban leirt
kisérlet nem volt alkalmas a jelenség vizsgalatara. Az altalunk kivagott szegmens csak egy
rovidebb szekvencia volt (102. - 124 aminosav kozt), igy a dUTPaz konzervalt szerkezete
esetiinkben nagy valoszinliséggel megdrzddott.

Az in vitro mérési eredmények nem elegendéek az inzert szerepének megitéléséhez.
Célunk in vivo koriilmények kozott is megvizsgalni az inzert-hianyos mutans tulajdonsagait,
mert sejten beliil kdlcsonhatd partnerek jelenléte befolyasolhatja, illetve meghatarozhatja az
inzert szerepét.

4.4 Az Stl gatlasi mechanizmusa

A szubsztrat telitési gorbéket dllando dUTPaz (80nM) és Stl (0 nM, 10 nM, 15 nM, 20
nM) koncentracié mellett mértem (15. abra). Két parhuzamos mérés eredményeit atlagoltam,
ami alol kivétel a 20 nM Stl jelenlétében végzett mérés, amelybdl iddigényes tulajdonsaga

26



miatt jelenleg csak egy sorozatot mértem. A mérés nem volt alkalmas kis dUTP koncentracio
(Cqutp < 2 uM) mellett a reakciosebesség meghatarozasara, mert az abszorbancia jel valtozasa
nagyon kicsi volt a jel/zaj aranyhoz képest, amely nem tette lehet6vé a pontos illesztést.

A mérés célja az Stl inhibiciés mechanizmuséanak felderitése és a modell meghatarozasa
volt. A mérési pontokra a Michaelis-Menten egyenlet alapjan rektangularis hiperbolat
illesztettem, amelynek egyenlete:

ahol S a dUTP koncentracio, Vmax a maximalis reakcidosebesség és Ks az enzim-szubsztrat
komplex disszocidcios allandoja. A szubsztrat novekedés fiiggvényében a vimax egyre csokken,
a Ks egyre nd (11. tablazat), ez a dinamika a kevert tipusu inhibiciora jellemzd, ahol a
kompetitiv hatas dominal (Ks nd) (35).

1 m 0nM St
6 + e 10nM St
: 1 o A 15nM St
5 5 T v 20nM Stl
" l
T —a
34 T -
& -
>, l
] | i
1 i
0.
1 - I 4 ) T ) ' 1 ' ) T 1
0 10 20 30 40 50
dUTP (uM)
15. abra
dUTP titralas kiilonbo6zo Stl koncentraciok mellett
StI(NM) | Vinax 1/Ks Ks R?
0 5,2817 5,7166 0,174929 0,922
10 3,4012 0,6017 1,661958 0,966
15 1,6866 0,33517 2,983561 0,777
20 1,47633 0,08775 11,39601 0,865
11. tablazat

dUTP titralasra illesztett gorbék adatai
Az inhibiciés tipus szemléletes megallapitasahoz a kapott mérési pontokat kiilonb6z6

linearizacios modszerekkel abrazolhatjuk. En ezek koziil a Hanes - Langmuir 4brazolast
valasztottam (16. abra).
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16. abra

dUTP titralas kiilonboz6 Stl koncentraciok mellett, Hanes - Langmuir-abrazolas

A Hanes - Langmuir linearizalt abrazolasmod szerint a mérési eredmények kevert tipust
inhibiciora utalnak (17. abra).

Ky k,
E+S ——ES E+P
- -
I I

17. abra
A Kkevert tipusu inhibicié sematikus abrazolasa (35)

Az egyenesek (12. tablazat) metszéspontja nem esik teljesen egybe, az (-5, -2)
koordinatapont kozelében taldlhatéak. A 20 nM Stl koncentracié alkalmazéasaval végzett
mérés pontjai nem voltak alkalmasak a pontos egyenes illesztéshez. Az inhibicios egyensulyi
alland6 (K) és az inhibitor kotésre jellemzd o konstans meghatdrozasahoz pontosabb mérési

eredmények sziikségesek.

Stl(nM)  |a b R?

0 -0,0939 |0,20692 [0,992

10 0,51104 |0,29139 |0,9912

15 1,8656 |0,6078 |0,9259
12. tablazat

A Hanes Langmuir abrazolasra illesztett egyenesek paraméterei (y=a+bx)
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45 @11 dUTPaz Stl és szubsztrat kotésnek vizsgalata fluoreszcens
spektroszkopiaval

A molekularis kolcsonhatd feliiletek vizsgalatat fluoreszcens spektroszkopiaval
vizsgaltam. A mérésekhez ®11DUT™*W ¢s @11DUTH®Y mutans dUTPéazokat hasznaltam,

mert célul tiztem ki a C-terminalis kar és a fajspecifikus inzert szerepének vizsgalatat az Stl

fehérjével és a szubsztrattal valé kdlesonhatasban. ADGLIDUTT W mutans a C-terminalis
TFL08W

régioban tartalmaz egy Trp oldalldncot, mig a ®11DU mutans esetén az inzertben

cseréltiink egy Phe aminosavat Trp-re.

. ——sti-apuT "
160000 — Sl - (DDUT164W
1 — Sl
140000 - CDDUTFmsW
1 164W
120000 —— @DUT
] A@DUTF oW
_% 100000 A ®DUT™®Y
% -
O 80000 4
N
%] ]
o
S 60000 +
o ]
L
40000 +
20000 - /\
(o=
T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400

hullamhossz (nm)

18. abra
Az Stl, a ®DUT™%®W ¢s ®DUT™*W é5 ezek Stl-el alkotott komplexeinek fluoreszcencia spektruma
310 és 400 nm kozt. A A spektrumok a komplex fluoreszcencidja és a komponenseinek dsszegzett
fluoreszcenciaja kozti kiilonbséget abrazolja.

Elészor a dUTPazok Stl kotd képességét vizsgaltam SuM Stl és SpM ®11DUT™W
vagy ®11DUTW jelenlétében. Az Stl nem tartalmaz fluorofor régiot, ennek ellenére
fluoreszcens jelet adott, amit a mintat szennyez6 fluoreszcens komponensek jelenléte okozott.
A kapott értékeket minden esetben korrigdltam a puffer alapjelével.

A mérési eredmények azt mutatjak, hogy mindkét dUTP4z fluoreszcencidja megndtt az
Stl-el valo komplexalodas soran szinte teljesen azonos mértékben, bar a ®@11DUT™W-gt|
komplex valamivel nagyobb fluoreszcens maximumot mutatott (18. abra). Annak igazolasara,
hogy a kotés soran bekovetkezd konformacid valtozas fluoreszcencia valtozéssal jar — tehat a
triptofannal jelolt szegmenseket is érinti — kiszamoltam a A spektrum értékeket ugy, hogy
kivontam a komplex jelébdl a megfeleld dUTPaz és Stl jelét. A A spektrum érték mindkét
komplex esetén 0-nal nagyobb értéket adott, tehat a kotés fluoreszcencia valtozéast okoz
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vagyis a triptofannal jelolt részek ,,1atjak™ az Stl-t. A csucsok maximuma megvaltozik a kotés
soran, a komplexek maximuma az Stl maximum hulldmhossz (343 nm) felé tolodik.

1.0 1

"+ dUPNPP

0.8 4

0,6 4

0,4 ~

relativ fluoreszcencia

0,2

! I ! I N I ! I ' |
300 320 340 360 380 400
hullamhossz (nm)

19. 4bra
®DUT™W fluoreszcenciaja 310 és 400 nm kozott AUPNPP jelenlétében és hianyaban.
Mindkét feltétel mellett harom parhuzamos mérést végeztem.

A @11DUT szubsztratkotdé tulajdonsdganak vizsgalatdhoz egy dUTP analogot
hasznaltam. A dUPNPP (o,p-imido dUTP) szerkezetileg a dUTP-re hasonlit, de az a— és
B-foszfat csoportja kozott O helyett N szerepel, amely miatt az enzim csak nagyon lassan
képes elhidrolizalni (36).

Eloszor ellendriztem, hogy mérheté-e a fluoreszcencia valtozas az alabbi fehérje
koncentraciokat alkalmazva. Szubsztrat telitési mérések soran 5 uM ®11DUTHeW
fluoreszcencidjat mértem Onmagéban és S50uM szubsztrat jelenlétében (19. dbra). Mindkét
allapotban harom parhuzamos mérést végeztem.

Az eredmények alapjan a 350 nm-es emisszios hullamhossz megfeleld és elégséges a
valtozés detektalasahoz, mivel hozzévetdleg itt van a szubsztrat hidnyaban és jelenlétében
mért gorbék fluoreszcencia maximuma, illetve itt a legnagyobb a koztiik mért kiilonbség.

Az 5 uM dUTPaz szubsztrattal vald titralasat 0 - 100 uM dUPNPP-vel végeztem
(20. abra). A ®11DUT™®W enzim esetén a legkisebb alkalmazott dUPNPP koncentracional a
fluoreszcens jel erdsebb, mint szubsztrat nélkiil, — amely hatds oka szdmunkra nem ismert —
majd a ndvekvd szubsztrat koncentracid fliggvényében enyhén csokkend tendenciat mutat. A
fluoreszcencia intenzitasa a mért tartomanyon beliil nem valtozik jelentésen, ami arra utal,
hogy az inzert nem vesz részt szamottevéen a szubsztrat kotésben. A ®@11DUTW_e] végzett
vizsgalat azt mutatja a triptofan jele jelentdsen lecsokken. A fluoreszcens jel csokkenés arra
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utal, hogy a C-terminalis karon elhelyezkedd triptofan mikrokdrnyezete megvaltozik, vagyis a
C-terminalis kar részt vesz a dUPNPP szubsztrat analog kotésében.
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20. abra

®DUTM®W &5 ®DUTTW relativ fluoreszcencia értékei

a dUPNPP koncentracié fiiggvényében

4.6 Az Stl fehérje, a dUTPaz és az Stl DNS kotohely egymassal valo
kolcsonhatasainak vizsgalata EMSA médszerrel

Az StI-DNS kotés felderitésére mar korabban késziiltek EMSA vizsgalatok (21).
Ezekben a kisérletekben a DNS proba az Stl kotéhely, az stl-str kozti promoter régio volt. Az
eredmények alapjan az Stl komplexet alkotott a DNS probaval, ellenben a ®11DUT nem. Ez
arra utalhat, hogy a ®11DUT nem versenyez az Stl-lel a DNS-hez val6 kotédésben. A
klonozott DNS fragmentum stl promotert tartalmazott, igy a ®11DUT nem lehet az Stl
represszora. A ®11DUT doézisfiiggd modon gatolta a DNS-Stl kotést, ami a derepressziod
mechanizmust igazolja.

Az EMSA Kkisérletek lehetdséget adtak nem csupan az Stl-DNS koétés vizsgalatara,
hanem a derepresszié komplexebb in vitro analizisére.

4.6.1 A DNS-Stl kotés vizsgalata

A DNS-Stl kotéshez olyan DNS koncentraciot valasztottam, amelynek jele megfeleld
intenzitassal latszik a gélen. Az Stl koncentraciojat eldészor 0,05 pM és 3 puM kozott
valtoztattam. A gélen jol latszott az Stl kotés kovetkeztében a koncentracid ndvelésével egyre
er0sebben megjelené komplex csikja, amely magasabb koncentracioknal (2-3 uM) feljebb
csuszik a nagyobb molekulatomegii régioé felé (21. abra).
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21. abra
EMSA kisérlet: novekvo Stl koncentracio: 0,05 - 3 pM és 0,5-9 pM Stl, 90nM DNS mellett

.’-

Arra kovetkeztettem, hogy egy DNS szakasz tobb Stl fehérjét is megkot. Ennek
vizsgalatara végeztem egy kovetkezd kisérletet, ahol az Stl koncentraciot 9 uM-ig noveltem.
Ez az eredmény is igazolja, hogy nagyobb mennyiségii Stl jelenlétében a DNS csik feljebb
tolodik.

4.6.2 Kontroll mérések

Kontroll mérést végeztem annak igazolasara, hogy a ®11DUT nem koti a DNS-t. A
kisérlet eredménye egybevagott az irodalomban leirtakkal (21), a dUTPaz nem kotott a DNS
probara. Vizsgalatot végeztem a dUTPaz specifikus Stl leszoritd tulajdonsaganak igazolasara,
amelyben dUTPaz helyett BSA-t (marhaszérum albumin, Bovine Serum Albumin)
alkalmaztam. A BSA nem volt képes az Stl leszoritasara (22. abra).

| stifum] : 15 | 15 | 15
ODUT - ODUT | BSA

22. abra
EMSA Kkisérlet: a 3 uM®11DUT és 3 pM BSA 80nM DNS koncentracio mellett
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4.6.3 dUTPaz - Stl kotés vizsgalata ®11DUT, mtDUT és hDUT enzimek
mellett

A ®11DUT, mtDUT és hDUT Stl-DNS komplex megbontd képességét EMSA
modszerrel vizsgaltam (23.-25. ébra).

A ®11DUT ¢és mtDUT hasonlé koncentracional szoritja le az Stl-t a DNS-r6l. A hDUT
esetén ez a leszoritas fokozatos és magasabb (5-6uM) koncentracioknal sem jatszodik le
teljesen. Ahogy az aktivitasmérések is igazoltak, a hDUT és mtDUT is képes kotést 1étrehozni
az Stl-el, ezen feliil az EMSA panelekbdl kideriil, hogy ez az interakcio a ®11DUT-hoz
hasonléan az Stl-DNS komplex megbontasat eredményezi.

Stl [uM] - 1,8 |45 | 45 | 4,5 | 45| 1.5 | 1,5 | 45 |25
®11DUT [uM] - - 02|05 )| 0,7 1 5 2 3 4

L b b b L

Ad bl B B

23. abra
A ®11DUT leszoritasi panel 80nM DNS koncentracio mellett

Stl [uM] - |las|as5|15|15|a5|15]|15](15]25
mtDUT [uM] 5 : 1 (15| 2 [23 26| 3 [35] 4

HLLud

24. abra
Az mtDUT leszoritasi panel 80nM DNS koncentracié mellett

33



Stl [uM] - {1515 |15 |25 252515 15]15
hOUT[uM] | - - o205 1 2 3 4 5 6

HABRHTT

UUL I_le \ - |

L

25. abra
A hDUT leszoritasi panel 80nM DNS koncentracio mellett

46.4 dUTP4z - Stl kétés vizsgdlata ®LIDUTZ®TO" & @11DUTH™
enzimek mellett

Az EMSA vizsgélatot elvégeztem a kar és inzertmentes @11DUT mutansokkal ezen
szerkezeti elemekre vonatkozo tovabbi informacidszerzés céljabol (26., 27. abra)

A karmentes dUTP4az a vad tipust enzimhez hasonloan eltavolitja az Stl-t a DNS-rdl,
bar a leszoritas nem torténik meg olyan élesen. Az inzert mentes ®11DUT azonban nem
képes az Stl teljes mértékii leszoritasara a DNS-r6l. Ennek lehetséges oka, hogy a ®11DUT
esetében az inzertnek a DNS-sel valé kolcsonhatas soran van jelentdsége.

Az eredmények atlathatosdga céljabol az EMSA gélképeket denzitometridsan
értékeltem, ahol 6sszehasonlithato volt a gélen lathato csikok relativ intenzitasa (28. abra).

Stl [uM] - 1515|1525 15]|15|15]|15]15
®11DUTESSTOP[UM] | - - lo2]o05| 1 |15/ 2 3 4 5

LH-JL-H-JL;J«,J.H i

26. abra
A ®11DUTE* T Jeszoritasi panel 80nM DNS koncentracié mellett
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27. abra
A ®11DUTA™" |eszoritasi panel 80nM DNS koncentricié mellett

Az Stl leszoritdis a ®11DUT, a ®11DUT™*T" a4 hDUT és az mtDUT esetben
majdnem teljesen megvaldsul, meghatarozhatdé az enzim koncentracio, amely elérésekor a
dUTPaz megbontja az Stl-DNS komplexet. A ®11DUTA™" ellenben nem képes az Stl-t
teljes mértékben leszoritani a DNS szakaszrol, az StI-DNS komplex magas dUTPaz
koncentracioknal is megmarad.
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28. abra

®DUT, ®DUTA™" @DUTESTOP hpUT és mtDUT DNS-Stl komplex
csikjainak relativ denzitdsa a dUTPaz koncentracio fiiggvényében

A ®11DUT inzert szekvencidja feltételezhetden az Stl-DNS komplex megbontasaban, a
DNS-el valo kolcsonhatasban jatszik szerepet. Az eredendden inzert hidnyos hDUT és
mtDUT ellenben képes volt a komplex kozel teljes megbontésara.
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5 Osszefoglalas és értékelés

Munkam soran a @11 fag dUTPaz és az Stl fehérje tulajdonsagait és a kozottiik létrejott
kolcsonhatés kialakuldsat jellemeztem kiilonféle modszerek (spektrofotometria, fluorimetria,
EMSA) felhasznalasaval.

A vad tipusa ¢és mutans dUTPazok katalitikus alland6janak meghatarozasara
aktivitdsmérést hasznaltam. A mérések eredményei szerint a CDllDUTFlOSW, ®11DUTHW &g
®11DUTA™" mutansok katalitikus aktivitdsa nem valtozott nagymértékben a vad tipust
dUTPaz aktivitasahoz képest. Mivel a ®11DUTE™®T%" mutins nem mutatott katalitikus
aktivitast, ebbol arra kovetkeztettem, hogy a @11DUT C-terminalis kar szegmensnek szerepe
van a reakcio katalizisében.

Az Stl dUTPaz aktivitadsra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat aktivitdsméréssel végeztem,
ahol meghatarozott enzim és szubsztrat koncentracid mellett ndvekvd Stl koncentraciot
alkalmaztam. Az eredmények azt mutatjak, hogy az Stl nemcsak a ®11DUT-ot, hanem hozza
hasonlé mértékben a mikobaktérium €és human dUTP4zt is gatolja. Ez a kisérleti eredmény
kiemelten jszeri és meglepd, mert a hDUT ¢és az mtDUT nem tartalmazza a ®11DUT-ra
jellemzd fajspecifikus inzertet. Az Stl kotésben nagy szerepet tulajdonitottak ennek az inzert
szekvencidnak az irodalomban, amelyet a mérési eredményeim nem tamasztanak ald. Annak
tovabbi bizonyitdsara, hogy az inzertnek nincs szamottevd szerepe az Stl kotésben,
elvégeztem az el8z8 vizsgalatot @©11°M%"
dUTPazhoz hasonlé moédon lecsokkent az Stl jelenlétében. Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontam
le, hogy az inzert jelenléte illetve hianya sem az Stl-dUTPaz kotést, sem az Stl-dUTPazra
gyakorolt gatlé hatasat nem befolyasolja.

enzimmel, amely aktivitdsa a vad tipusi @11

Az Stl inhibici6 tipusanak meghatarozasara szubsztrat titralast végeztem kiilonbozo Stl
koncentracid6 mellett. A mérés nem volt elég pontos az inhibicid6 paramétereinek
meghatarozasara, de a Hanes-Langmuir linearizaciés modszerrel vald abrazolas alapjan
feltételezhetéen a ®11DUT - Stl kdlcsonhatas a kevert tipusu inhibicio esetének felel meg. Az
eredmények pontositasahoz tovabbi mérések sziikségesek.

A molekularis kolcsonhato feliiletek vizsgalatat fluoreszcens spektroszkopiaval
végeztem. A mérésekhez @11DUT Y s d11DUT™ W mutans dUTPazokat hasznaltam,
mert meg akartam vizsgalni a C-terminalis kar és a fajspecifikus inzert szerepét az Stl
fehérjével és a szubsztrattal valdo kolcsonhatdsban. Eldszor a triptofan-jelolt mutdnsok
dUTPazok Stl kotd képességét vizsgaltam, az adatok alapjan Stl-el valdo kotddésben a
C-termindlis kar és az inzert is részt vesz. A kotés lathatéan floureszcencia valtozast okoz
vagyis a triptofannal jelolt részek ,,latjak™ az Stl-t.

Szubsztratként egy dUTP analogot hasznaltam, a dUPNPP-t (a,3-imido dUTP), amely
szerkezetileg a dUTP-re hasonlit, viszont a dUTPaz sokkal lassabban képes elhidrolizalni.

A dUPNPP titralasa soran nem vettem fel a teljes hullimhossz tartomany fluoreszcens
jelét, a fluoreszcencia jelet csak a triptofan emissziés maximuman detektéltam. Az adatok
alapjan megallapithatd, hogy a szubsztrat kotésben csak a C-termindlis kar vett részt, tehat az
inzertnek nincs jelentds hatasa a szubsztrat kotddésre.
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EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) moddszerrel végzett kisérletekben a
dUTPaz és az Stl kdlcsonhatdsat vizsgaltam a az Stl feltételezett DNS kdotOhelyének
jelenlétében. Kontroll méréseket végeztem annak igazolasara, hogy a ®11DUT-DNS ¢és Stl-
BSA kotések nem jonnek létre. A DNS-Stl komplex vizsgélatat allandé DNS illetve novekvo
Stl koncentracid mellett végeztem. Az eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy a DNS
szakasz nemcsak egy, hanem tobb Stl fehérjét is megkothet.

A dUTPaz-Stl komplex stabilitasat ®11DUT, a ®11IDUTESETOP  p11DUTA™™ 3
hDUT ¢és mtDUT enzimek novekvd koncentracidban valod alkalmazasaval gyengiteni tudtam.
A OLIDUTA™ kivételével az dsszes dUTPaz képes volt az Stl leszoritasara szinte teljes
mértékben. Ezen eredmények alapjan a dUTPaz és az Stl kdlcsonhatdsanak kialakuldsa soran
az inzert szerepét a DNS jelenléte befolyasolja.

A dUTPaz Stl DNS komplex jellemzéshez tovabbi vizsgélatok sziikségesek. Célom az
Stl inhibicios hatasanak vizsgalata in vivo koriilmények kozt, amelyhez terveim szerint human
sejtekben fogom az Stl-t expresszalni, és mérni a dUTPazra vonatkozd inhibicids hatasat.
Céljaim kozt szerepel a ®11DUT fajspecifikus inzert szerepének tovabbi vizsgalata, a DNS-el
valé kolcsonhatasban betdltott szerepének pontos karakterizaldsa. Definialni szeretném, hogy
miért viselkedik masképp az inzert mentes @11 dUTPaz, mint az eredendden inzert hidnyos
hDUT ¢és mtDUT az Stl DNS-rdl valé leszoritasa soran. Ezen feliil tervezem az Stl pontos
kotéhelyét meghatarozni az EMSA-hoz hasznalt 183 bazispar hossza DNS szakaszon.
Munkam remélhetdleg hozzajarul a S. aureus patogenitasaban szerepet jatszo fag-medialt
mechanizmus mélyebb megértéséhez, illetve az altalam vizsgalt Stl, mint human dUTPaz
inhibitor alkalmas lehet 1) megkozelitést rakellenes gyogyszerek fejlesztésére.
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8 Fiiggelék: Roviditések jegyzéke

APS ammonium perszulfat

BER bazis kivagasos javitas, Base Excision Repair

BSA marhaszérum albumin, Bovine Serum Albumin

B-ME 2-merkaptoetanol

dCTP dezoxicitidin-trifoszfat

DNS dezoxi-ribonukleinsav

dNTP dezoxi- nukleotid-trifoszfat

dTTP dezoxitimidin-trifoszfat

dUDP dezoxiuridin-difoszfat

dUMP dezoxiuridin-monofoszfat

dUPNPP a,B-imido-dezoxiuridin-trifoszfat

dUTP dezoxiuridin-trifoszfat

dUTPaz (dezoxiuridin-trifoszfat)-nukleotid hidrolaz

EDTA etiléndiamin-NNN’N’-tetraecetsav

EMSA elektroforetikus mobilitas eltolodas vizsgalat, Electrophoretic mobility shift assay
o11DUT S. aureus @11 fag dUTPaz

®11DUTERST® 15 aureus @11 fag dUTP4z, C-terminalis kar motivum mentes mutans
®11DUTHoW S. aureus @11 fag dUTP4z, Phel08Trp mutans

®11DUT W S. aureus ®11 fig dUTPAz, Phel64Trp mutans

@11DUTARSr S. aureus ®11 fag dUTP4z, fajspecifikus inzert mentes mutans
hDUT Homo sapiens dUTPaz

HEPES N-(2-hidroxietil) piperazin-N’-etanszulfonsav

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktozid

LB Luria-Bertani

MGE mozgékony genetikai elemek, Mobile Genetic Elements

MOPS 3-[N-morfolino]-propanszulfonsav

MRSA methicillin rezisztens S. aureus, Methicillin Resistent S. aureus
mtDUT Mycobacterium tuberculosis dUTPaz

oD optikai denzitas

PCR polimeraz lancreakcioé, Polymerase Chain Reaction

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

RNaz ribonukleinsav-hidrolaz

RNS ribonukleinsav

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

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

Twm primer olvadasi hdmérséklet, melting temperature

TRIS trisz-(hidroximetil)-aminometan

TS timidilat-szintaz
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