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1. Bevezetés

Az atmenetifém-ionok, vagyis a d-mez6 fémionjai, a vas, a kobalt, a nikkel, a
réz, a molibdén, a cink és a vanadium esszencidlisak a bioldgiai rendszerek szamara.
Legnagyobb részben a fehérjék és enzimek muikodésében jatszanak szerepet, példaul
megtalalhatok aktiv centrumokban, ko-faktorként katalizalhatnak oxidacios, redukcios
¢és hidrolitikus folyamatokat, a megfeleld6 molekulaszerkezet 1étrejottét segithetik eld.
Am ezek a fémionok sok kart is okozhatnak: nagyobb mennyiségben toxikusak minden
sejtre. Ezért minden szervezetben igen érzékeny fémion-szabalyozas alakult ki.

A sejtek mukodéséhez sziikséges, biologiailag felhasznalhaté fémion-
koncentracio viszonylag allando a citoszolban. Az optimalis koncentracidé fenntartasat
nevezziik a fémionok homeosztazisanak. A stacionarius allapot kialakuldsa a fémion
felvételével, sejten beliili tarolasaval, illetve a sejten kiviili térbe juttatasaval érheté el.
Rendkiviil fontos, hogy a szabalyozas szelektiv és érzékeny legyen, hogy a megfeleld
fémion a j6 makromolekuldhoz k&tddjon a megfeleld iddpillanatban, mar egy kisebb
eltérés is a fenti allapottdl stresszt okozhat. Ha megnd egy adott fémion koncentrécioja,
akkor annak az eltavolitasa indul el. Ellenkezd estben pedig minimalizalodik az adott
fémion felhasznalasa, egyes metalloenzimek, metalloproteinek miikddése visszaszorul,
vagy a sejten beliil tarolt fémionok szabadulnak fel. Ha mindez nem elég, a sejt energia-
felhasznalas révén juttatja a megfelel6 mennyiségli fémiont a citoszolba.

A toltéssel rendelkez6, hidrofil fémionokat a sejt tobbféle modon is atjuttathatja
a hidrofob membranon. Kis molekulatomegli ligandumok, Un. ionoférok viszonylag
erGsen, és szelektiven képesek a fémionok megkdtésére. Az ionoforok koriildlelik a
fémiont és egy hidrofob burkot hoznak 1étre. Ez a komplex mar képes passziv transzport
soran atjutni a foszfolipid-kettOsrétegen. Egy masik lehetdség, hogy a sejtmembranban
1évé 1oncsatornan keresztiil jut a fémion a sejtbe, vagy jut ki a sejtbdl. Az
ioncsatornakat olyan integrans fehérjék vagy polipeptid molekuldk alakitjak ki, melyek
egy hidrofil csatornat hoznak létre a membran két oldala kozott. A megfeleld fémion-
koncentracié biztositasahoz az is nagyon fontos, hogy a sejtek el tudjak raktarozni az
esetlegesen feleslegben 1€vé fémion mennyiséget, ugyanakkor a fémionok hianya esetén
minél hamarabb mobilizalni tudja a megfeleld mennyiséget.

A fentiekben leirt szabdlyozds meglehetésen bonyolult, tobblépcsds
folyamatokat foglal magaban, melyek megértése a bioszervetlen kutatasok egy érdekes

teriilete. TDK munkam soréan egy ilyen kutatasi projektbe kapcsolodtam be.



2. Irodalmi attekintés

A bioldgiai rendszerekben nagyon fontos, hogy a szabad fémion koncentracioja
ne haladja meg a sejt szamara toxikus szintet. A prokariotak sokféle transzkripcios
szabalyozo fehérjét, igynevezett fémszenzor vagy fémregulator fehérjét tartalmaznak.
Ezek a citoszolbeli fémion-koncentracid tulzott novekedésére (fémion stressz), vagy
csokkenésére (fémion hiany) adott valaszként befolyasoljak a fémion homeosztazist
fenntartd fehérjék, mint példaul a membranhoz k&tédé fémion transzporter fehérjék,
sejten beliili kelatorok, ill. oligopeptidek (metallothioneinek, MT), és detoxifikald
enzimek termel6dését. [1] A fémion stressz esetén ezen szabalyzé mechanizmusok
ovjak meg a sejtet a mérgezéstél. A megfeleld szabalyozashoz azonban rendkiviil
fontos, hogy ezek a fehérjék az egyes fémionokra szelektivek és érzékenyek is

legyenek. [2]
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1. abra: A fémszabalyz6 fehérjék miikodésének harom ismert mechanizmusa [3]



Ezek a specializalodott, allosztérikusan kontrollalt fehérjék haromféle
mechanizmus szerint szabalyozhatnak (1. abra). Az els6 az ugynevezett korepressziod
(co-repression), amikor a fémion a szenzorfehérjéhez koordinalodik, és ennek
felvételét eldsegité fehérjék génexpressziojat. A masodik lehetséges szabalyzas a
derepresszi6 (derepression) aminek soran a fémion a DNS-hez kotott szenzorfehérjéhez
koordinalédik, ami viszont csokkenti a fehérje DNS-hez val6 affinitasat, s igy az levalik
a DNS-16l, teret adva az RNS polimeraznak, amely elinditja a transzkripciot. A
transzkripcié soran efflux-fehérjék szintetizalodnak, melyek eldsegitik a fémion sejten
beliili mennyiségének csokkenését. A harmadik, az elébbivel rokon mechanizmus az
ugynevezett aktivalas, amikor a DNS-hez k6t6d6 apofehérjéhez koordinalodik a fémion,
melynek hatasara konformacio valtozasok torténnek a fehérjében, ill. a DNS-ben is, és a
valtozasok hatasara valik lehetségessé a génexpresszio.[4]

A transzkripcios fémszabalyzd fehérjéknek hét jelentdsebb, szerkezeti alapon
megkiilonboztethetd csaladja ismert. [5] (2. abra) Ezek a fehérjék kiilonbozé evolicios
uton alakultak ki, vagy alakultak 4t egymasbol. Az evoltcids folyamatok sordn a fémion
megkotésében szerepet jatszo aminosavak modosultak, kisebb csoportok hozzaadodtak
vagy eltlintek, esetleg uj aminosavak ¢ékelddtek be, vagy tlintek el, és igy valtozott a
fémion-kotés specifikussaga. [6] Példaként a Cu' specifikus P-tipusi ATP4z pumpa
nagy szekvencia-hasonlosagot mutat a CueR (E. coli) fehérjével és a CopY (E. hirae)
fehérjével, ami magyarazhatja a hasonlo miikodési mechanizmusaikat. [1,7]

A derepresszios mechanizmussal szabalyzé fehérjecsaladok legjobban
tanulmanyozott els6 tagja az ArsR/SmtB. Nevét az ArsR (E. coli) As"/Sh"'-szenzor
fehérjérél, illetve a PCC7942 Zn" (Synechoccus) szenzorrdl kapta. Ez az egyik
legbGvebb csalad, a fémionok széles korét, akar esszencialis (pl. Zn", Ni'"), vagy toxikus
(pl., Cd", Pd", As"") ionokat érzékeld fehérjék tartoznak ide.

A CsoR/RcnR fehérjecsaldd talan a szerkezetileg legjobban feltérképezett. Nevét
a CsoR (M. tuberulosis) Cu'-szenzorrél, és a RenR (E. coli) Ni'/Co"'-szenzorrol kapta.
Ezekre a fehérjékre tipikusan jellemz6é egy ujjlenyomatként is emlegetett aminosav
szekvencia, mely a CsoR esetében a X-Cys-His-Cys (X barmilyen aminosavat
jelenthet), mig a RcnR-nél a His-Cys-His-His.

A CopY csalad féleg réz-specifikus fémszabalyzé fehérjéket foglal magaba. A
CopY fehérjét E. hirae baktériumbol azonositottak eldszor, és a Mecl/Blal csalad egyik

tagjanak tekintik. Ennek oka az N-termindlis DNS-k6td doménekben meglévé nagy
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szekvencia hasonldsag mellett foként az, hogy a CopY és a Mecl/Blal azonos DNS
szekvenciat ismer fel. Minden CopY fehérje C-termindlis végének kozelében egy jol
megbrzott CXCXXXXCXC motivumot tartalmaz. Spektroszkopiai eredmények alapjan
a dimer CopY mindkét monomerje két-két Cu"ion megkotésére képes, ezzel erdsen
lumineszkald kétmagvu Cu,Sy klasztereket alakitva ki. A CopY (E. hirae) a copYZBA
DNS szakasz (operon) transzkripcidjat szabalyozza, mely két réz-specifikus,
feltehetdleg a réz felvételben é€s eltavolitdsban résztvevd P-tipusi ATP-azt (CopA és
CopB), illetve a réz-chaperon CopZ-t kédolja. Alaphelyzetben a Zn'"-kotott CopY a
transzkripciot. A CopZ a Cu'-ionokat a Zn"-CopY-hoz szallitja, ami fémiont cserél,
azaz atalakul Cu'-CopY komplexszé, ami levalik a DNSrél, helyet adva az RNS
polimeraz szamara.

A korepresszios mechanizmussal miikodé csaladok koziil elsdként a Fur csalad
emlitheté, ami az E. coli baktériumban talalhaté Fe-szabalyzott felvétel gatlorol, a Fur
fehérjér6l kapta a nevét. Az E. coliban a Fur egy globalis transzkripcids regulator,
hiszen tobb mint 90 gén expresszidjat szabalyozza, melyek fehérjét és RNS-t egyarant
kédolnak. Vannak olyan tagok, amik nem a vas homeosztazisaban jatszanak szerepet.
llyen pl. a Zn'"-szenzor Zur, a Mn'/Fe"-szenzor Mur vagy a Ni'"-szenzor Nur.
Szerkezetlikrdl altalanosan elmondhatd, hogy az N-terminalis helikalis DNS koto
domén egy flexibilis Osszekotd szakaszon keresztiil kapcsolodik a C-termindlis
dimmerizacids doménhez.

A DtxR csalad két fébb csoportra oszthatd, a Fe'- ¢s a Mn'-szenzorokra. A
diphteria toxin expressziojat szabalyozza, ami nagyban fligg a sejt Fe'-tartalmatol. A
Mn"-szenzorok koziil az MntR (B. subtilis) a legismertebb szabalyzo fehérje. A DtxR
fehérjek kiilonlegessége, hogy két kiilonbozd fémkotd helyet azonositottak benniik,
melyeket megkiilonboztetésiik céljabol elneveztek elsddleges és masodlagos fémkaotd
helynek. A mésodlagos helyen k6tédd fémion a szerkezet stabilizalasaban vesz részt,
amig az elsddleges fémkotd helyhez koordinal6do fémion indukalja a szabalyzast.

A NikR csalad a NikR (E. coli) transzkripcios regulatorrdl kapta a nevét, ami
nikkel felvételéért feleldés fehérjék és a miikddésiikhoz nikkelt igénylé enzimek
expresszidjat szabalyozza. Mind a Ni'-iont kétd NikR fehérje (E. coli), mind a Ni'-
NikR-DNS komplex kristalyszerkezetét meghataroztak. A tertramer szerkezetii

(dimerek dimerje) molekuldban 4-4 ecls6dleges, nagy affinitasa, ill. masodlagos, Kis
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affinitast fémkotd hely talalhatd. A Ni'-ionok koordinacidja az elsédleges helyeken

allosztérikusan aktivalja a nik operator-promoter szakaszahoz vald kotddést, mig a

iranyitja, mely tovabb noveli a tetramer fehérje DNS-hez valo affinitasat.
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2. abra: A fémszabalyzo6 fehérjék szerkezeti csaladjai egy-egy konkrét példaval, és a

szabalyozas mechanizmusanak megjelolésével [8]

A transzkripcids aktivator MerR fehérjecsalad ugyancsak egyik tagjarol, a MerR

fehérjérdl kapta a nevét. Valdjaban a MerR tekinthetd a fémszabalyzé fehérjék

"prototipusanak", melyrdl eredetileg a "fémszabalyzo" kifejezést is megalkottak. [1]

Ezek a regulatorok nagyon sok baktériumtdrzsben megtalalhatok, viszont az

dsbaktériumokban és az eukaridtdkban nem. A csaldd 312 tagjanak DNS kodja, 156

bakterialis genomban fordul el6, melynek 5%-a maga a MerR fehérje, 44%-a pedig a

tobbi fémszabalyzo fehérje. Sok baktériumban egynél tobb MerR csaladbdl szarmazo

fehérje is megtalalhaté. [6] Szamos fémionra specializalodtak, mint példaul a Cd"



(CadR), zn" (ZntR), Cu' (CueR), Ag', Au' (GolS), Hg" (MerR), Pb" (PbrR). [2] A
MerR csalad jelentés hanyadat kitevd fémszabalyz6 fehérjék mellett ide sorolhatok az
oxidativ stresszt érzékeld [2Fe-2S]°* klasztert tartalmazé SoxR, illetve a BmrR és
MtaN, melyek kisebb mérgez6 molekulak elleni védekezésben vesznek részt.[1,9]

A MerR fehérjékre jellemz6 a nagy aminosav-szekvenciabeli és szerkezeti
hasonlosag, valamint a génexpressziot is hasonlé modon aktivaljak. [5] Altalanosan
elmondhaté réluk, hogy a fehérjék N-terminalis, DNS-k6t6 végén egy hélix-kanyar-
hélix-B-hajtiikanyar motivumot tartalmazé helikéalis rész talalhatd. Ezt koveti egy
viszonylag hosszu dimerizacios hélix, majd egy, rendszerint mar jelentdsebb eltéréseket
tartalmazo, fémion-kotd domén a C-terminalis végen. Ez a szerkezeti eltérés a C-
termindlis részen lehet6vé teszi, hogy a MerR csalad egyes tagjai kiilonféle fémionokat
érzékeljenek, és specifikusak legyenek az adott effektorra. [1] A MerR N-terminalis
elhelyezkedd 19-20 bazispar hosszusagu toldalék szakaszon. A fémiont nem kotd, de
DNS-hez kapcsolodo apofehérje csak gyenge kolcsonhatast tesz lehetévé az RNS
polimerdz és a DNS kozott. fgy a transzkripcié nem lehetséges, mert a fehérje
gyakorlatilag inhibialja azt. Ha azonban a megfelel6 fémion koordinalddik a fehérjéhez,
annak konformacioja megvaltozik, aminek hatiasara a DNS szerkezete jelentdsebben
"megtorik", a kettds szal "kicsavarodik", és ezzel a kotdhely alkalmassa valik az RNS
polimeraz szamara, igy a transzkripcié elindul. [1,5] A hét ismert fémszabalyzo
fehérjecsaladbol egyediil a MerR csalddnak vannak olyan tagjai, melyek az indukator
fémion jelenlétében vagy hianyaban is az operatorukhoz kototten maradnak. [4] A
MerR fehérje esetében ha a sejtben a fémion koncentracioja visszadll az optimalis
mértékre, akkor a Hg'"-MerR; komplex disszocial a DNS-161 és a helyére egy masik,
fémiont nem tartalmazé MerR;, dimer fehérje kot6édik. Ennek az az oka, hogy a MerR,-
nek nagyobb az affinitisa a DNS-hez, mint a Hg"-MerR, komplexnek.

A MerR regulatorok koordinacios kémidjat legeloszor magan a MerR fehérjén
vizsgaltak. *Hg NMR spektroszkopiaval és helyspecifikus mutacidval mutattak ki a
Hg" szamara sikharomszog geometriat biztosité harom ciszteint. A fémkotd hely a C-
terminalis végen taldlhato, a dimerizacids hélix és egy rovidebb helikalis szakasz kozott.
A két fémkoto hurok a dimer kiilso részén helyezkedik el szimmetrikusan, tavol a DNS-
koto helytol. Ez a szerkezet egyediili a fémkotd fehérjék kozott, lehetdveé teszi egy- €s
kétvegyértékii fémionok specifikus felismerését igen széles skalan. [1] A szoft

tulajdonsagu d-mezobeli fémek (pl. Hg, Cd, Ag) a szoft karakteri kéntartalmu
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donorcsoportokhoz (pl. Cys) koordinalodnak legszivesebben. A Co, Ni, Cu vagy Zn a
kén mellett az oxigén- €és a nitrogéntartalmu ligandumokat is kedvelik (pl. Asp, His
oldallancai). Emellett ezek a fémionok gyakran egymastdl eltéré koordinacios
geometriat részesitenek elényben, ami jelentés tényezé abban, hogy miként képesek a
fehérjék a fémionokat megkiilonbdztetni, illetve szelektiv megkotésiiket biztositani. [4]

A MerR csaladon beliil szamos kiilonbozé példat talalhatunk a fémionok
szelektiv megkotésére. Rontgen-diffrakcid Gtjan meghatarozott Kristalyszerkezetek
alapjan érdemes megvizsgalni, hogy miben kiilonbozik az egy- és a kétvegyértéki
fémionokat megkotd fehérjék szerkezete. Példaul az E. coli CueR tipikusan az
egyvegyértékii fémionokra (Cu', Ag', Au') specifikus, mig a ZntR a kétvegyértékii Zn'-
re. A S. typhimuriumban megtalalhatd GolS fehérjével végzett legijabb vizsgalatok
pedig jo példat szolgaltatnak arra, hogy miként alakul at lassan egy fehérje oly modon,
hogy mind jobban megkiilsnbdztesse az Au' és Cu' egyvegyértékii fémionokat. [10]

A CueR és a ZntR szerkezete kozott megfigyelhetd néhany kulcsfontossagu
kiilonbség, melyek az elébb emlitett fémion szelektivitdst eredményezik. A MerR
fehérjék dimerizacios hélixének N-terminalis végén, a szemkozti egységen egy jol
megorzott aminosav  kritikus  fontossagn a specifikussag kialakitasaban. Az
egyvegyértékii fémiont érzékeld6 MerR regulatorokban egy szerin talalhato ebben a
pozicioban (a CueR-ben Ser77), mig a kétvegyértékii fémiont érzékel6 fehérjékben egy
cisztein (a ZntR-ben Cys79). A CueR-ben ez a Ser77 egység stabilizalja a fémkotd
hurkot azaltal, hogy a Cu-ion szaméra egy védelmet nyajtdé hidrofob karakterii
kornyezet kialakitasat segiti. Ezzel ellentétben a ZntR-ben a Cys79 kozvetleniil
koordinalodik a fémkotd szakaszokhoz kotstt két Zn'-ion egyikéhez, ezzel segitve a
megfelelé geometria kialakulasat, és a magasabb koordinacidos szamot a Zn'-ion
szamara. A CueR esetében a C-termindlis végen elhelyezkedd rovid hélix parcialis
pozitiv t6ltést dipolusa is szerepet jatszik a fémkotés stabilizalasaban [11]. A kialakulo
S—Cu*-S™ centrum negativ toltésével szemben a kornyezd aminosavak, illetve a C-
terminalis o-hélix parcidlis pozitiv toltése jelentds toltés kdzombositést hoz létre. A
linearis ditiolat tipusu Cu'-koordinaciét emellett egyeéb hidrogénhidas és elektrosztatikus
kolcsonhatasok is stabilizaljak. [11] Itt fontos megemliteni, hogy a linearis koordinacios
geometria, azaz a ditiolat kotés a Hg'' szamara is nagyon kedvezé lenne, de feltehetéleg
éppen az emlitett elektrosztatikus okoknak koszonhetéen a CueR-ben ez a kotés
kevésbé elényos a Hg''-ion szamara. [2] Kimutattak, hogy foként versengd ligandumok

jelenlétében a CueR csak kismértékben képes megkotni a Hg'- és Zn'"-ionokat, azonban

7



biologiai valaszt, azaz transzkripcids aktivitast egyik fémion esetében sem tapasztaltak.
[11] A CueR szerkezete észszeri magyarazatot adhat arra, hogy a fehérje hogyan
kiilonbozteti meg az egyvegyértékii fémionokat a kétvegyértékiiektdl, viszont az
egyvegyértékii fémionok koziil nehezen vélogatja ki a Cu'-ionokat. A Cu'-, Ag'- és Au'-
lont koté CueR kristalyszerkezeteket megvizsgalva lathatjuk, hogy azok izomorfak, S
biolégiai valaszukban is nagyon hasonloak (Id. példaként a Cu '-iont kété fehérje
szerkezetét a 3. abran). Az S-Cu-S linearis kotést a Cysl112 és Cys 120 aminosavak
hozzak 1étre, ahol a S—Cu kotés hossza 2,13 A, a kotés csaknem linedris (Ls_cu_s =
176°). Az Ag'-ion és Au'-ion esetében egy kis eltérés figyelhetd meg, a kotéshossz
valamivel nagyobb, az Ag-S tavolsag pedig 2,35 A, mig az Au-S 2,32 és 2,39 A. [1,11]

3. 4bra: Az E. coli CueR fehérje Cu'-forméajanak rontgenszerkezete [PDB kod: 1Q05] (balra),

illetve a fémion koordinacios kornyezetét szemléltetd kinagyitott fémkotd hurok (jobbra) [11]

Osszefoglalva, a szelektivitas kulcsa a fémion szdmdra kedvezd geometria eldre
megteremtett lehetdsége, a ligandumok 4altal kialakitott hely megfeleld mérete, és
kornyezd toltéseloszlas. Ezenfeliil a fémionok a szolvatacids energidk eltérd mértéke
alapjan is megkiilonboztethetok egymastol. A szelektivitast végiil befolyasolhatja, hogy
bizonyos esetekben csak a megfeleld fémion megkdtddése okozhat olyan szerkezeti
valtozasokat, amely elengedhetetlen a fehérje funkciojanak betoltéséhez. [2]

Végezetiil érdemes beszélni arrol, hogy milyen moddon valdosul meg az
allosztérikus szabalyozas a fémszabalyzd fehérjékben. Az allosztéria fogalma azt
takarja, hogy egy ligandum (ion/molekula) megkotddése a fehérje egy adott kotdhelyén

befolyasolhatja ugyanazon vagy egy masik ligandum megkotddését/kémiai reaktivitasat



egy eltéré, gyakran tavoli kotohelyen. [7,8,12] Az alabbiakban bemutatott
termodinamikai korfolyamat tartalmazza mind a négy lehetséges allapotot, melyet egy
dimer fémszabalyz6 fehérje felvehet, mikézben a kettdsszali DNS operatoraval és
megfeleld fémionnal zart egyensulyi rendszert alkot. A termodinamikai kérben P a
dimer apofehérjét, D a DNS operatort, NM pedig az n szamu fémiont jeloli, a négy
allapot pedig maga az apofehérje (P), az n darab fémiont k6t6 fehérje (P-M,), a DNS
operatorahoz kotédé fehérje (P-D) és végiil a terner fémion-fehérje-DNS komplex
((P-M,)-D).

B
P+nM &= PM
+ +
D

D
K11 B.PD | K2

P-D+nM &= (P-Mp)D

A modellben a P dimer természetesen egyensulyban all a monomer formaval is, ami egy
Kagimer egyensulyi allandoval jellemezhetd. A termodinamikai korben ez nincs
feltintetve, mert a monomer fehérjének elhanyagolhat6 az affinitasa a DNS-hez. A
fehérje allosztérikus valasza a P-D és a P-M, allapotok P és (P-My)-D allapotokhoz
viszonyitott stabilitasatol fiigg, ezt a K¢' allandoval definialjuk:
Kct
P-M, + P-D &= (P-Mp)D + P

Termodinamikailag ez felfoghatdo a P-D és a P allapotok fémionhoz val6 affinitasa
kozotti, illetve a P és a P-M, allapotok DNS-hez val6 kotddésében meglevd affinitasbeli
eltérésként is. Igy Ki és Ky, vagy Bnp €s BnP'D megmérése lehetdvé teszi K
dimenzidmentes "diszproporcionalodasi" egyensulyi alland6 kvantitativ
meghatarozasat.

Kct = BnPB/B P = Ka/Kq

Ebbdl pedig, az ismert termodinamikai 6sszefliggés segitségével, konnyen kiszamithatd
a folyamatra jellemz0 szabadentalpia valtozas is.

AG. = RTInK;
DNS-rél, a (P-M,)-D allapot jelentésen destabilizalodik a P-M, és a D allapotokhoz

képest. Ekkor a Ky > Ky, illetve B,” > B,"° és AG, > 0. Azaz, a ligandumcsere-reakcio
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nem kedvezd, igy a két biologiailag megfeleld végallapot a P-M, és a P-D. A maésik
estben, amikor Ky < Ky, illetve B, < Bn"°, és igy AG < 0, a két biologiailag megfeleld

végallapot a szabad P és a (P-M,)-D komplex. [7]
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3. Célkitiizés

Az irodalmi attekintésbdl kidertil, hogy a fémregulator fehérjék szerkezetével, a
fémionok megkdtésének termodinamikédjaval és a szabdlyozd mechanizmusuk
feltarasaval kapcsolatos kiterjedt vizsgalatok ellenére is szdmos megvalaszolando
kérdés maradt. Egyebek mellett tovabbra sem teljesen vilagos, hogy miként torténik
pontosan a fémionok felismerése a MerR csaldd fehérjéiben, és hogy a fémionok
megkotésének erdssége milyen mértékben befolyasolja a szabalyozasi folyamat
beinduldsat. Didkkori munkdm sordn a Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék
Bioszervetlen Kémiai Kutatdcsoportjanak toxikus fémionok és a CueR fémszabalyzo
fehérjék, illetve az azok alapjan tervezett oligopeptidek kolcsonhatdsaval kapcsolatos
kutatdsaiba kapcsolodtam be. A CueR fehérje kristalyszerkezetét egyvegyértékii
atmenetifém-ionok jelenlétében (Cu', Ag', Au') mar kordbban meghatéaroztak. Hosszabb
tavu feladatom az volt, hogy tanulmanyozzam az E. coli CueR fehérje kétvegyértékii
fémionokkal (Cd”, Hg“, illetve Zn") torténd kolcsonhatasanak erdsségét, illetve az
emlitett fémionok kotésének modjat. Az eddigi kutatdsok alapjan a CueR csak az
egyvegyértékli fémionok esetén ad bioldgiai valaszt, azaz indukalja a transzkripcio
folyamatat, ami azonban a Zn"- illetve Hg"-ionok esetén elmarad.

Munkam soran célul tiiztiik ki az E. coli CueR fehérje eldallitasat E. coli
baktériumban, mely magaba foglalja a fehérje kifejezésének és tisztitasi folyamatainak
optimalizalasat. Tovabbi célunk volt olyan mutans fehérjék eldallitasa is, melyekben a
fémkotd hely szerkezetét nem befolyasold, de ahhoz kozel esd pozicidkban egyes
aminosavakat a fémionok megkdtddésének vizsgalatat jelentdsen eldsegitd fluorofor
triptofan egységekre cseréltiik. Az igy eldallitott fehérjék viselkedését egy-, illetve
kétvegyértékii d'® fémionokkal terveztiik tanulmanyozni. A végsé célunk annak a
kérdésnek a megvalaszolasa, hogy a kétvegyértékli fémionokkal kialakulé komplexek
Kisebb stabilitasa (az egyvegyértékii fémionok komplexeihez képest), vagy a

crer

(in)aktivitasat d'° fémionok jelenlétében?
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4. Alkalmazott kisérleti eljarasok

4.1. A polimeraz lancreakcio (PCR - Polymerase Chain Reaction)

A tanulmanyozni kivant fehérjék génjét PCR segitségével allitjuk eld. A PCR
ciklikus, polimerizacion alapul6 DNS sokszorositasara alkalmas modszer. A reakcid
soran a mintaként (templatként) szolgald kettds szalt DNS szakaszt egy DNS
polimerazzal, a szubsztratként felhasznalt dezoxiribonukleozid-5-trifoszfatokkal
(ANTP) és a polimerizacid kiindulési pontjait megszabd, a minta DNS egyik, ill. masik
szalaval komplementer szekvencidji oligonukleotid primerekkel hozzuk Ossze. A
folyamat egy ciklusa kiilonb6z6 hémérsékleteken lezajlo, diszkrét 1épésekbdl tevodik
0ssze:

1. denaturalas: a kétszala DNS szalainak szétvalasa hokezelés hatasara (a
természetes DNS olvadéaspontja 85-95 °C koriil van)

2. hibridizalas (annealing): az egyszali DNS-hez a lehiilés soran rovid
oligonukleotid primerek hibridizalodnak, kijeldlve ezéltal a polimerizacio
kezdOpontjat

3. polimerizacio (extension): az enzim a primert6l kiindulva eldallitja a
komplementer lancot 5’3’ iranyban

Ez harom Iépés ciklikusan ismétlodik, az egyes ciklusokban képzodott kétszala DNS
mindkét széla a kovetkezd ciklusban mar templatként fog miikodni. A PCR 1ényeges
elemei a héstabilis polimeraz, ANTP-szubsztratok, PCR puffer, templat, primerek.

A primerek helyes megvalasztasa nagyon fontos az eljaras sikere szempontjabol.
Altalaban 17-30 tagszami primerek hasznalatosak, melyek olvadaspontja 50-60 °C, a
G+C nukleotidok részaranya 50% koriil van, tovabba, ha lehetéség van ra, keriilni kell a
primerek kozotti komplementaritast.

A DNS polimerazok a DNS szintézisét végzé enzimek, melyek az ehhez
sziikséges indito, primer szalat 5’3’ iranyban hosszabbitjak meg. A miikodésiikhoz
ezenfeliil Mg2+-ionok sziikségesek. Egy csoportjuk, a termofil DNS polimerazok
hasznalatosak a PCR soran, mert magas hdmérsékleten is stabilisak, aktivak. Ilyen pl. a
Taq polimeraz is, melynek 90 °C-on 40 perc a félélet-ideje, atlagosan 1 hiba/10000

bazispar pontossaggal mikodik.
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4.2. A gén bejuttatiasa a baktériumokba

Ahhoz, hogy a PCR-ben eldallitott gént a baktériumba jutathassuk elészor egy
hordozo cirkularis DNS-be — vektorba (esetiinkben pET-21a, Novagen) — épitettiik be.
Ehhez restrikcios endonukledzokat hasznaltunk. Ezek olyan, baktériumokbdl izolalt
enzimek, melyek a DNS kettds-spirdl specifikus helyen — sokszor un. palindrom
szekvenciaknal — torténd hidrolitikus hasitdsara képesek. A hasitas soran tompa vagy
talnyald, un. ragaddés vég képzédhet. Ez utobbi esetben a DNS szakaszok
Osszekapcsoldsa egyszeriibb, ¢és az inzert DNS szakasz forditott iranya beépiilése is
konnyen kikiiszobolhetd. A restrikcids endonukledzokat a vektor klonozod helyének
térképe alapjan valasztjuk. Fontos, hogy ezek az enzimek mind a vektort, mind pedig a
beépitendd génszakaszt csak a kivant helyen hasitsdk el. Munkankhoz ezek alapjan az
Ndel és BamHI enzimeket (Fermentas) valasztottuk. Igy alakitottuk ki a DNS
molekulak ragados végeit, melyeket ligaz enzimmel kapcsoltunk Ossze. A ligazok olyan
enzimek, melyek a poli- és oligonukleotidok 5 foszfat- és 3’ hidroxilcsoportjai kozotti
foszfodiészter kotések kialakulasat katalizaljak. Kivaloan alkalmazhatoak a vektor és a
fragmens 6sszekapcsolasara tompa és ragados végek esetén is. A ligdldshoz 15 pl steril
vizhez 1 pl ligdz enzimet, 1 pl hasitott pET-21 plazmidot, 1 ul fragmenst és 2 ul 10x
toménységl ligazpuffert adtunk, majd 2 6ran at inkubaltuk 16 °C-on.

A fentiek szerint kialakitott j plazmid vektorokat a transzformalas soran
juttattuk be a baktériumsejtekbe. Az eljaras soran a vektort tartalmazd oldatot
hozzaadtuk a kompetens — transzformalashoz el6készitett — sejtekhez, majd 37 °C-o0s
hésokkot alkalmaztunk. Ennek hatasara a sejtfalon keresztiil a vektor bejut a sejtbe.
Végiil visszahfitve 4 °C-ra, a sejtfal Ujra atjarhatatlan lesz a DNS szdméra. Kiilonb6z6
célokra kiilonb6z6 kompetens sejteket hasznalunk, a DNS sokszorositasahoz E. coli
DHI10B, a fehérje termeléséhez BL21 baktériumtorzset. A transzformalas utan a
baktériumokat ampicillin-tartalm taptalajra (tovabbiakban LB(Amp+) lemez) kentiik
ki, ahol csak azok a baktériumok maradtak életben és hoztak létre telepeket, melyek

tartalmaztak a vektort, azaz tartalmaztak az antibiotikum rezisztencia gént.

4.3. A pET-21a-CueRX vektorok sikeres kialakitasanak ellenérzése
A telep vagy ,,colony” PCR-ben kozvetleniil egy-egy baktériumtelepbdl vesziink
mintat, és a bejuttatott vektorhoz specifikusan tapadd primerek segitségével

sokszorozunk DNS-t. Mivel a PCR termékének méretét pontosan ismerjiik, ezzel a
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modszerrel konnyen ellendrizhetjiik, hogy a transzformalas soran a baktériumba a cél-
DNS fragmenst tartalmaz6 plazmid épiilt-e be, vagy maga a kiindulasi vektor.

A klonozas sikerességét végiil a DNS szekvenalasaval is ellendriztiik, amit a
szegedi BayGen Intézetben végeztek el. Ehhez a beépitett DNS szakaszrol ijabb PCR-t
készitettiink, hogy a szekvenalandé szakasz sokszorozasaval elérjik a sziikséges
koncentraciot. A DNS szekvenaldsa soran annak bazissorrendjét hatarozzak meg. A
meghatarozas soran szintén megtobbszorozik a DNS-t, de az elegyhez olyan ddNTP
elegyet is hozzaadnak, melyben a 4 kiilonb6z6 ddNTP-t kiilonb6z6 fluoreszcens
festékkel jelolték meg. A 3’-vég feldl beépiild6 ddANTP-k miatt a polimerizacié leall. A
szekvenald PCR végén statisztikusan minden lehetséges hosszisagi DNS szakasz
eléall, melyek végein fluoreszcens nukleotid talalhatd. Ezeket méretiik alapjan kapillaris
gélelektroforézissel elvalasztjak egymastol fluorimetrias detektalas mellett. Az igy nyert
elektroferogramrél egyértelmiien leolvashatdo a DNS bazissorrendje, igy kisziirhetok a

kloénozas folyaman esetlegesen 1étrejovo mutaciok.

4.4. Agaroz gélelektroforézis

Az agar6z gélelektroforézissel DNS fragmensek elvalasztasanak, azonositasanak
és izolalasanak alapveté modszere. 0,2-50 kbp tartomanyban kiilonitheték el a DNS
molekulak, az agar6z koncentraciojatol fiiggéen. Elektromos térbe helyezve a gélt, a
DNS, mivel semleges kozegben (pH ~ 7,0 koriil) negativ toltésekkel bir, az anod felé
vandorol. A DNS mozgasi sebességét a DNS mérete, alakja és az agardz gél
koncentraciodja is befolyasolja. Az egyes fragmensek pontos helye a gélben kozvetleniil
meghatarozhat6 egy, a DNS kettés szalaba be¢kelddve fluoreszcenciat mutato festéket,
etidium-bromidot alkalmazva. A méret becsléséhez ismert DNS fragmensek elegyét
tartalmazd markert futtatunk mintankkal parhuzamosan. Sziikség esetén a DNS

1zolalhato a gélbdl és felhasznalhato tovabbi célokra.

4.5 A fehérjék kifejezése

Miutdn megbizonyosodtunk rola, hogy a megfeleld fehérjét kodold6 DNS szakasz
talalhatdé meg az eldallitott plazmidban, kifejeztiik a fehérjéket. Ehhez eldszor a
megfeleld telep tapoldatba torténd atoltadsdval baktérium-kulturat tenyésztettiink OD
600 ~ 0,6 optikai stirliség eléréséig. Ezutan IPTG (izopropil-p-D-tio-galaktopiranozid)
hozzaadasaval indukaltuk a célfehérje termelését. Az IPTG kolcsonhatasba 1ép a vektor

........

klonozd régidjanak operator régiojdhoz kotddd, a fehérje-transzkripciot gatlo
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fehérje-kifejezés elinduldsdhoz vezet. A baktériumban ezutdn annak sajat fehérjéi
rovasara a célfehérje termelddik. Indukalas utan két oraval a sejteket ultrahang
segitségével elroncsoltuk, majd elvalasztottuk a vizben oldhato fehérjék frakciojat a
soran nagyon fontos a korliilmények optimalizalasa, hiszen a magas hémérséklet, az
indukalas idejének hosszusaga, vagy az IPTG nagy koncentracioja a fehérjék gyors
soran 37 °C-on. Emiatt a fehérjekifejezést a tovabbiakban 20 °C-on végeztik egy
¢jszakan at. Sikeres kifejezés esetén a célfehérje a vizoldhato fazisban marad, a tobbi
fehérjéhez képest nagy koncentracioban.

Az indukalasi periodus lejarta utdn a sejteket lecentrifugaltuk 13500 rpm
fordulatszammal 1,5 percig. A sejtek roncsolasat 300 pl jéghideg PBS oldatban (10x
PBS: 1,4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na,HPO,, 18 mM KH,PO4 pH 7,3)
ultrahanggal végeztiik. Ekkor az elegyben az 0Osszes fehérje ¢és sejttormelék
megtalalhato. Ujabb centrifugalassal (10 perc, 13500 rpm, 4 °C) a vizben oldhaté és
vizben oldhatatlan frakciot elvalasztottuk. Az oldhatatlan frakciot 200 pl PBS-oldatban

szonikalassal Ujraszuszpendaltuk.

4.6. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A PAGE soran N,N-metilén-bisz-akrilamiddal keresztkotott akrilamid polimerek
altal létrehozott gélben futtatjuk a mintdkat. A gél készitése soran polimerizéacio
szabadgyokok jelenlétében zajlik le, melyeket ammonium-perszulfat (APS) szolgaltat,
¢és tetrametil-etilén-diamin (TEMED) stabilizal. A gél poérusméretét a polimerek hossza
¢s a keresztkotések szama hatdrozza meg, amit az akrilamid és bisz-akrilamid ardnyanak
valtoztatasaval befolyasolhatunk. A gélben SDS (natrium-dodecil-szulfat) és
merkaptoetanol segitségével denaturalt fehérjemolekulak méretiikkel aranyos negativ
toltésiik révén (a hozzajuk kotddd dodecil-szulfationok miatt), egyenaramu elektromos
tér hatdsara azonos irdnyban vandorolnak, méretiik alapjan elvéalaszthatok egymastol.
Azonban a kisméreti fehérjék azonositasa a szokasos gélekben nehézkes.

Kisérleteinkben egy erre a célra optimalizalt eljarast alkalmaztunk. [13]

Sziikséges oldatok:
Gél puffer (3x): 100 mL-hez:

15



. Tris: 36,3 g (3,0 M)

. SDS: 0,39 (0,3m/iv% )

. 37%-o0s HCl-oldat: 8,28 mL (1,0 M)
. pH = 8,45

Andd puffer (10x): 0,5 L-hez:

. Tris: 60,6 g (1,0 M)

. 37%-0s HCl-oldat: 9,33 mL (0,225 M)
. pH = 8,90

Katod puffer(10x): 0,5 L-hez:

. Tris: 60,6 g (1,0 M)

. Tricin: 89,6 g (1,0 M)

. SDS: 5,0 g (1,0 m/v%)

. pH = 8,25

A-oldat:

. 29 m/v% akrilamid

. 1 m/v% N,N’-metilén-biszakrilamid

A gélek készitése az alabbi tablazat szerint tortént:

Also gél (16%) 2db Felso gél (4%) 2db
A-oldat (ml) 7,75 0,80
Gél puffer (3x) (ml) 5,00 1,50
Glicerol (g) 1,5
Desztillalt vizzel kiegésziteni | 15,0 6,0
(ml-re)
APS (ul) 50 50
TEMED (ul) 5 5

9 ul fehérjemintahoz 3 pl merkaptoetanolt és festéket tartalmazo puffert adtunk és az
igy Osszekészitett mintdt 3 percig 100°C-on tartottuk, majd felvittik a gélre. Az
elektroforézist egy Biorad késziilék segitségével veégeztiikk. A felsd, koncentrald gélben

30 majd az alsd, szeparaldo gélben 60 mA &ramerdsséget alkalmaztunk. A futtatds
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befejeztével a fehérjéket Comassie Brilliant Blue R250 (Reanal) festék segitségével
tettiik lathatova.

4.7. Fluoreszcencia spektroszkopia

A molekularis tudomanyokban az elmult 20 évben jelentésen megnovekedett a
fluoreszcencian alapuldé mérések hasznalata. Lumineszcencia jelenségén az anyagok
spontan fényemisszidjat értjiilk, aminek két fajtijat kiilonboztetjik meg, a
fluoreszcenciat és a foszforeszenciat, a gerjesztett allapottol fliggden. Fluoreszcencia
esetében a gerjesztett és az alapallapot is szingulett, igy a relaxacid soran bekovetkezd
atmenet megengedett. Fluoreszcencia sordn a gerjesztd fény megsziinése utdn az
emisszid viszonylag rovid ideig tart, egy atlagos fluoreszcens élettartam 10 ns koriil
van. A fluoroforok 4ltaldban olyan anyagok, melyek tobbszorosen konjugalt
kettoskotéseket tartalmaznak, vagy aromds szerkezetiek. Minden fluorofér anyagra
jellemz6 a gerjesztési €s emisszids hullamhossz. A fluoreszcencia spektroszkopia emiatt
igen szelektiv és érzékeny analitikai modszer. Emellett tanulmanyozhatjuk a fluorofor
kornyezetének megvaltozasat is, pl. fémion-koordinacié hatdsdra. Méréseinket
szobahOmeérsékleten, 1 x 1 cm méretti kvarckivettaban, Hitachi F-4500 fluoriméterrel
végeztiik. Annak eldontésére, hogy milyen hullamhosszi gerjeszt6 fényt alkalmazzunk
a gerjesztési €s emisszids hullamhosszakat 200 — 400 nm tartoményban valtoztattuk a
haromdimenzids mérések soran. Ezek alapjan a tovabbiakban 290 nm hulldmhosszi

gerjesztés mellett mértiik az emissziot.

4.8. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

A fehérje tisztitdshoz nagyhatékonysagu folyadékkromatografidss modszert
szeretnénk alkalmazni. Szamunkra az ioncserés eljarads elérhetd, ezen belill a
kationcseréhez rendelkeziink megfeleld kolonnaval. A CueR izoelektromos pontja 5,72,
ezért a kromatografias elvalasztas 3,0-as pH-n tervezziik. A tobblépéses tisztitashoz
els6ként FastFlow kolonnat fogunk alkalmazni. Ez egy szefar6z toltetli kolonna, melyet
az irodalom Kkifejezetten els6¢ 1épésként javasol. Nagy mennyiségli minta gyors,
viszonylag durva elvélasztasat teszi lehetdvé. Ennek a hasznélata soran optimalizaljuk a
koriilményeket, mint példaul a pufferek, elticidos oldat ionerdssége, minta felvitele és
elicioja, esetleg az alkalmazott pH. A mintdkat ezutin egy sokkal finomabb
elvalasztasra lehetdséget add Source kolonnat fogunk hasznalni. A Source toltete

polisztirén/divinil-benzén  gyodngydk, megfelel6  ionos szubsztituensekkel.
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5. Kisérleti eredmények és targyalasuk

5.1. A CueR gén

Mint azt mar a fentickben megfogalmaztam céljaink k6zott szerepelt az E. coli
CueR fehérje, illetve annak célzott mutansainak eldallitdsa. A CueR fehérjét kodolod
génszakaszt [14] egy pET-24a nevii plazmidban kaptuk meg Thomas V. O’Halloran
professzor kutatocsoportjatol (Department of Chemistry, Northwestern University,
Evanston, Illinois, USA). Ez a vektor kanamicin antibiotikum rezisztenciat hordoz (4.

abra).
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4. abra: A pET-24a és a pET-21a vektorok sematikus térképe [Novagen]

A laboratoriumunkban alkalmazott eljarasok ampicillin antibiotikum alapuak. A
munkankhoz sziikséges eljarasok optimalizaldsa az 0j antibiotikumra hosszadalmas
feladat lett volna, igy azt az utat valasztottuk, hogy a megfelelé génszakaszt kihasitjuk
ebbdl a vektorbol, és atklonozzuk pET-21a vektorba, mely mar az ampicillin
rezisztenciat eredményezd gént tartalmazza (4. abra). Az atklonozas elsd 1épéseként
pET-24a-CueR DNS-r6l egy PCR-ben a T7-es primereket (a szekvenciakat késobb, a
12. 4bran tiintettiik fel) felhaszndlva egy, a CueR gént is tartalmazd6 DNS szakaszt
sokszorositottunk. A PCR sikerességét gélelektroforézissel ellendriztiik: a gélen a vart

600 bazispar (bp) méretii DNS szakaszt lattuk (5. abra).
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5. abra: A pET-24a-CueR DNS-rél készitett PCR ellendrzése agaroz-

gélelektroforézissel
A sokszorositott fragmenseket és a pET-21a vektort restrikcios enzimekkel

hasitottuk, a ragados végek kialakitasa céljabol. Két kiilonbozé enzim alkalmazasaval

kikiiszobolhetjiik, hogy az inzert DNS forditva épiiljon be a vektorba a ligalas soran.

T7 promoter primer #69348-3

Bglll T7 promoter lac operator
AGATCTCGATCCCG ATTAATACGACTCACTATAGGEGAATTETGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAS
Nde | Nhel pET-21a ) Eag| Ava | .
Ndel Nhel  Ti-Tag BamH | EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His-Tag
TATACATA ! GTCE
Met!
pET-21d
Neo
... TACCATGE pET-21e.,d4 .. GGTCGGATCCGAATTCE CACCACCACCACCACTGA
Methl . Glyvhrgl ledrgl ledr u ThrThrThrThrGlu
Bpui1021 T7 terminator
GATCCGECTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGECTGC TEGCCACCGCTGA ACTAGCATAACCCCTTGRGGCCTCTAAACGGRETCTTRAGGEETTTTTTG

4
T7 terminator primer #60337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

6. abra: A pET-21a vektor klonozo régiojanak szekvenciaja a restrikcios hasitasi helyek

megjelolésével [Novagen]

A klonozo helyek vizsgalata alapjan (a pET-24a és a pET-21a (6. abra) klonozo
régidiban a restrikciés helyek hasonld elrendezddést mutatnak) két enzimet
valasztottunk: az Ndel-et és a BamHI-et, melyeknek a hasitasi helyei a kovetkezok:

Ndel hasitési helye:

5  CATATG... 3
3...GTATAC...5
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BamHI hasitasi helye:

5 . GGATCC...3
3...CCTAGG...5

Az Ndel enzim hasitasi helye tartalmazza a fehérjekifejezés inditasahoz
sziikséges ATG kodot is. A két enzim egylittes alkalmazasahoz két Fermentas-puffer is
megfeleldnek tiint, ezek a ,,Tango” és a ,,Piros” pufferek. A ,,Piros” puffer esetében a
BamHI hibédkat véthet. Ezért pufferként a mindkét enzim szamara megfeleld Tango
(Fermentas) puffert valasztottuk. Az Ndel enzimrdl azonban tudni kell, hogy a hasitas
hatékonysaga altalaban kisebb, mint a BamHI, igy az Ndel enzimmel torténd hasitast
egy ¢éjszakan at végeztiik, és a BamHI enzimet késleltetve adtuk hozza:

e 5 ul Ndel puffer — Tango puffer
e 2 ul Ndel enzim
o 41 pl steril viz

e 10-15 méasodperc vortex

inkubalés 37 °C-on egy ¢éjszakan at.
Masnap a BamHI enzimmel torténd hasitast végeztiik el, de ezzel csak egy oran at
inkubaltuk az elegyet:

e 2 ul BamHI enzim

e inkubdlés 37 °C-on egy 6raig

A hasitds utdn a mintdkat fenol-kloroform eleggyel extrahaltuk a fehérjék
eltavolitasa céljabol, majd etanol segitségével kicsaptuk a DNS-t, szaritottuk, és feloldas
utdn agaroz gélelektroforézist végeztiink. A megfelelé méreti (416 bp) DNS-t
tartalmazo géldarabot kivagtuk, majd a Toyobo cég magneses Kittjével tisztitottuk a
gyarto leirdsa alapjan.

A ligalas soran keletkezett plazmidokat DH10B sejtekbe transzformaltuk. A
sejteket ezek utan ampicillin-tartalmu taptalajokra (LB(Amp+)) kentiik ki. Csak azok a
baktériumok maradtak igy életben, amelyek a plazmid DNS-t, azaz a sikeresen ligalt
pET-21a-CueR vektort tartalmaztak. ,,Colony” PCR-rel ellendriztiik, hogy a fragmens
beépiilt-e a vektorba. Abban az estben, ha nem, a T7-es primerek segitségével egy 250
bp-os DNS szakasz, ha igen, ugy egy 600 bp-os szakasz sokszorozddik. Hét mintabol
haromnal lattuk a 600 bp-0s szakaszt (7. abra), igy ezekkel dolgoztunk tovabb.
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1. minta
2. minta
3. minta
minta

. minta
minta
minta

y kontroll

—
()]
=
L
a

7. abra: A ,,colony” PCR eredményének ellenérzése gélelektroforézissel.

Az atklonozas soran a DNS konnyen mutalddhat, emiatt nagyon fontos a DNS
szekvencia pontos meghatarozasa, hogy a késébbi munka soran biztosan a jo fehérje
fejez6djon ki. Ezért a tovabbiakban els6ként ehhez készitettink mintat. A folyamat
soran a biztatd eredményt mutatdé baktériumokat 5 ml LB (Luria-Bertani-féle)
tapoldatban tovabb szaporitottuk, majd a lecentrifugalt baktériumsejtekbdl kinyertiik a
sokszorozodott plazmid DNS-t egy Quiagen DNS tisztitd kitt segitségével a gyartd
leirdsa alapjan. Ezutan a plazmidrol T7-es primerek segitségével PCR terméket
sokszoroztunk, amit tisztitds €és spektrofotometrids koncentracio-meghatdrozas utan a
szegedi Baygen intézetbe kiildtiink el vizsgalat céljabol. A szekvenalasbol kideriilt,
hogy az elkiildott mintdk egyike, a CueR6 (8. dbra) a vart szekvenciaval azonos, mig a
masik ketté gén, a CueRS5 ¢és CueR7, mutalodott (8. abra). A CueRS esetén egy
pontmutacio jott 1étre, mely nem véltoztatta meg a fehérje aminosav szekvencidjat. A
CueR7-ben a kezdd metionint kddold ATG bazisharmas modosult ATATG
szekvenciara, S mivel ez az els6 aminosavnal jelentkezett, itt nem tolodik el a DNS
olvasasi keret (a bazisharmasok alapjan leolvashatd aminosav szekvencia), azaz errél a
plazmidrol is a vart fehérje termelddik. A késObbiekben a hibatlan CueR6 mintaval

dolgoztunk tovabb.
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1 10 20 30 40 50 &0 70 a0 90 100 110 120 130
1 — 1
ur:dct.i TAARTRCGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGRTAACANT TCCCCTCTRGARTAATTTTIGT T TRACT T TRAGARGGAGA TATRCATAT=~GICATCRGCGATGTRGCARNANT TRECGGLCTGACCA

CucRb THGTTCGY TC=CRTCTRGRE=THATTTIGTTTR=CTT TRAGARGGAGA TATRCA TA T ==GHACH TCRGLGRTGTRGCARARNT TRCCGGLCTGACCA
CueR7 THARTTCATTCRACGTCTRGAA-TAATTTTIGTTTRACTT TRAGARGGAGH TATRCATATATGIMNCATCRGCGATGTRGCARNRNT TRCCGGCCTGACCA
CONSENIUT  .eevevevessvavevevasavasansssvanes ta, .cal TCcCalCTAGRA, TRATTTTGTTTRaCTTTRAGARGCAGATATRCATAT, .GNCATCRGCGATGTRGCARARAT TRECGGECTGACCA
!31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 ﬂ?

oredoti GCARRGCCATTCGLTTCTATGRAGAGARGGGGHC TGHTGACGLCOCLGRTGCLCAGLGRARACGHT TATCOCRCL TRCRCGCRGLAGCATC TCARCGARC TGRCCT TACTGCGCCAGGCACGGCRGGT GGG
CueRS  GCANGGCCATTCGLTTCTATGNAGAGANGLGGE TGLTGACGLCGCCGATLCGENGCGRARACGLT TATCCCRCCTREACGCRGCAGCATCTCARCGARCTGRCCT TACTGLGCCAGLCACGGLRGGTGLG
CucR6 GCARAGCCATTCGCTTCTATGAAGAGARGLGLC TGGTGACGLCGCCGATGCGCAGCGRARACGRT TATCRCACCTRCARCGCAGCAGCATCTCARCGARCTGRCCT TACTGCECCAGGCACGGCRGGTGLG
CuoR7 GLARRGCCATTCGLTTCTATGRAGAGARGHGGE TGHTGACGLCGCLGRTGCLCRGLGRAACGHT TATCOCRCC TRCRCGCRGLAGCRTCTCARCGARC TGRCCT TACTGLGLCAGGLACGGCRGGTGHG
Consensus  GLARAGCCATTCGLTTCTATGAAGAGANGLGLCTGLTGACGLCACCGATLCCCNGCGAARACGGTTATCLCRCCTREACCCRGCAGCATCTCARCGARC TGRCCTTACTGLGLCAGLCNCGGEAGGTELG

?Gl 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 38?

oredetd  CTITAACCIGGAAGAGAGCGGLGAGE TGGTGAATCTET T TARCGACCCGLAGCGGCALAGCGCLGRCGT CARACGRCGCRCGE TGRABARGG T GECGGAGA TCGARCGACHCAT T GAGGRGC TECRATCE
CucRS  CTTTARCCTGGAAGAGAGCGGLGRGLTGGTGRATETGTTTANCGALCCGLAGCLGCACAGCLCCGRCGTLARMCGOCLCRCGE TGHAGARGG T GGLGGAGH TCHARCGACACHT TGAGGRGC TGCRATCC
CueRE CTTTANCCTGERAGAGAGCGECGNGCTGETGRATCTETTTANCGACCLGLAGCLGCACAGCLCCGACGT CARACGLLLCRCEE TECAGARGLT COCGLNGATCCARCGACACAT TGNGGRECTGCANTCC
CuoR?  CTITARCCTGGRAGAGAGCGGCGAGE TGGTGAATCTET T TARCGALCLGLAGCGGLACAGCHCLGRCEHT CARACGRERCRCGE YGGAGARGGT GELGGAGA TCHARCGACACAT TGAGGHARGC T GLANTCE
Consensus  CTTTANCCTGGRAGAGAGCGGLGRGCTGGTGRATCTGTTTANCGACCCGLAGCLGUACAGCLCCGREGTCARMCGOCLCRCLETGOAGARGLTGOCGOAGH TCOARCGACACAT THNGGRGCTGCRATCC

391 400 a0 420 430 440 50 %0 470 <80 490 500

credetl ATGCGLGACCAGCTGLTGGCACTRGLGAATGCCTECCLTRGCGATCACAGCOCCGRE TGCCCGATTATCCARANTCTCTCCEECTGCIGTCATCATCOAGCRGGHTGAT TARG)
CuoRS  ATGLGLGACCAGE TGEYGGLAC TGECGHATGLC TGLCL TGGLGRTGACAGCGCCGRC TGLCLGRY TATCHARARTCTCTCCHGCTGC IGTCRTCATCOGGCRGGG TGRT TARG B!
CueRE  ATGLGLGACCAGCTGLTGGLACTGGLGRATGLCTGLCCTLGLGNTGACAGCGCCGRCTGCCLGRTTATCGAMRTCTCTCCGGCTGCTGTCATONTCOGGCAGGE TGAT TARG,
CueR? ATGLGLGACCAGCTGLYGGECACTGECGRATGLCTGLCCTGELERTGACAGCGCCGRETGCCCGRT TATCCARARTCTCTCCAGCTGCYGTCATCATCGAGCRGGE TGAT TARG)
Consensus  ATGCGCGACCAGCTGLTGGCACTGGECGAATGLCTGLCCTGGLGRTGACAGCGCCGRC TGLECGRT TATCHARARTCTCTCCGGECTRCTGICATCATCHGGCRGGS THRT TARG,

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640643

eredeti TCCGTCGNCAAGCTTGCGGCCGENCTCLAGCACCACCRCCACCRCCACTGAGATCCGLCTGLTMACARAGCCCCARNGERNGC TGRETTGGCTECTGCCRCCGLTGNGC-AATRACTRGC
CueRS  YCCGICGACAAGCT TGERGCCGCACTCRAGCACCACCACCACCACCACYGAGATCLGRCTGLTRACARAGCLCGARAGGRAGE TGRG T TGGCTGEYGLCRCCGC T GRGA-HTARNY TRGCA
CueR6  TCCGTCGRCARGCT TGCGGLCLERCTCHAGCACCACCRCCACCRCCACTGAGATCLGLE TGLTRACARAGCCCGARAGGRAGE TGRGT TGGC TGCTGLCRCCGCTGAGCRNTHRACTRRCAR
CueR?  TCCGTCGRCAAGCTTGCLGLCLONCTCGAGCACCACCNECACCACCACTLAGATCCGLC TGLTRAACARGCCCLAMGGRNGCTGRETTEGCTLCTECCACCGLT GNGCANKUANCTARCARN
Consongzuz  TCCGICGACARGETTGCGGCCGCACTCHAGCACCALCACCACCACCACTGAGA TCLGHE TELTRACARAGCCCGARAGGRAGE TGRG T TGECTGCTGLCRCCGLTGHGE Jut. . Rac TRgCa.

8. abra: A szekvenalasi reakcidok eredménye, 6sszehasonlitva a nativ CueR vart
szekvenciajaval. Kékkel kiemeltiik az eltéréseket, z61d kerettel pedig az Ndel és BamHI

restikcios enzimek hasitasi helyeit jeleztiik.

5.2. Mutaciok kialakitasa a CueR génben

A CueR fehérje mutansainak eldallitdséhoz szintén a rekombindns DNS
technologia eszkozeit hasznaltuk fel. A modositas célja az volt, hogy a fémionok
koordinaciojat, illetve ezen folyamatok soran bekdvetkezd szerkezeti valtozasokat
kovetni tudjuk. A koordinativ kotést kialakito ciszteinekhez kozeli aminosavak cseréje
triptofanra alkalmasnak tiint erre a feladatra. A triptofan aromas csoportot tartalmazo
oldallanca ugyanis fluoreszcencia mérésére ad lehetdséget.

atgaacatcagcgatgtagcaaaaattaccggcctgaccagcaaagccattcgettcecta
M N I S D V A K I T GG L T S K A I R F Y
tgaagagaaggggctggtgacgccgccgatgcgcagcgaaaacggttatcgcacctaca
E E K 6 L. vT P P M R S E N G Y R T Y
cgcagcagcatctcaacgaactgaccttactgcgccaggcacggcaggtgggctttaac
T ¢ ¢ H L N E L T L L R O A R QO V G F N
ctggaagagagcggcgagctggtgaatctgtttaacgacccgcagcggcacagcgccga
L E E S 6 E L v N L F N D P QO R H S A D
cgtcaaacggcgcacgctggagaaggtggcggagatcgaacgacacattgaggagctgce
vV K R R T L E K VvV A E I E R H I E E L

aatccatgcgcgaccagctgctggcactggcgaat tgccctggcgatgacagcgcc
Q s M R D ¢ L L A L A N

gactgcccgq atcgaaaatctctccggctgctgtcatcatcgggcagggtga
I ¢ N L S G C C H H R A G Stop

9. abra: A CueR fehérje aminosav szekvenciaja és az azt kddolo DNS szekvencia
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A 9. abran a fémkoté hurkot alkoté aminosavak zold kiemelést kaptak. Az
atalakitashoz elséként a CueR fehérjében 1évé fémkotd hurok szerkezetét vizsgaltuk
meg (10. abra). A kristalyszerkezet [PDB kod: 1Q05, 11] alapjan a legcélravezetobbnek
az alanin és az izoleucin (9. és 10. abran piros kiemeléssel) modositasa tint. Mindkét
aminosav apolaris oldallancu, igy varhatéban a lecserélésiik nem valtoztatja meg
jelentdsen a fémion koordindcid jellemzdit, és a triptofan eléggé kozel keriil a fémkaotd
helyhez, igy a fluoreszcencia megvaltozasa révén kovethetjik a kolcsOnhatast.
Ezenfeliil ez a két aminosav térben elég kozel van egymashoz, ami kés6bbiekben
tervezett fluoreszcencia rezonancia-transzfer (FRET) mérésekhez is eldnyt jelenthet

kettds mutacio esetén.

[

10. abra: A CueR fehérjében 1évo fémkotd hurok (ciklamen) kristalyszerkezete
réz(I)ion (kék gomb) jelenlétében. Pirossal a mddositandd aminosavakat jeldltiik. [PDB

kod: 1Q05, 11]

A mutans fehérjék eléallitasahoz az azokat kodold6 DNS-ek szekvenciait kellett
modositani. A tervezett modositasokat a DNS, illetve a fehérje-szekvenciaban az 11.

abra mutatja.

atgaacatcagcgatgtagcaaaaattaccggcctgaccagcaaagccattcgecttceta
M N I s DV A K I T GG L T S K A I R F Y
tgaagagaaggggctggtgacgccgccgatgcgcagcgaaaacggttatcgcacctaca
E B K 6 L. vT P P M R S E N G Y R T Y
cgcagcagcatctcaacgaactgaccttactgcgccaggcacggcaggtgggectttaac
T 9 ¢ H L N E L T L L R QQ A R Q V G F N
ctggaagagagcggcgagctggtgaatctgtttaacgacccgcagcggcacagcgccga
L ¥ E S 6 E L vwN L F N D P Q R H S A D
cgtcaaacggcgcacgctggagaaggtggcggagatcgaacgacacattgaggagctgce
V XK R R T L E K V A E I E R H I E E L
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aatccatgcgcgaccagctgctggcactggcgaat-tgccctggcgatgacagcgcc
s M R D ¢ L L A L A N I c P G D D S A
gactgcccg-atcgaaaatctctccggctgctgtcatcatcgggcagggtga
p cp it EN L S G CcC CHHR A G Stop

11. abra: A CucR fehérje aminosav-szekvenciaja és az azt kddol6 DNS-szekvencia a

tervezett modositasokkal.

A DNS moédositasahoz PCR-t hasznaltunk. Els6ként az egy mutaciot tartalmazo
DNS szakaszokat allitottuk eld. A mutéacidkat két 1épésben valositottuk meg (12-13.
abra). Az els6 1épésben mindkét mutécid esetében kialakitottunk két olyan (Mutx-N, ill.
Mutx-C — az elnevezések a kodolt fehérjerészletnek felelnek meg, x = 1 vagy 2)
fragmenst melyek mar tartalmazték a kivant modositast (12. dbra), és majd a kdvetkezd

PCR-ben egymassal is 0sszetapadhattak (13. abra).

T F — & MutiR
Mut1-N F —

MutiF —> &———— TR
} i Mut1-C

Mut2F F—— &—— T7R
— { Mut2-C
T7F ———— €&— Mut2rR
Mut2 - N i

A felhasznalt primerek szekvenciai:

MutlF: 5’-tggtgccctggcgatgacag-3'

MutlR: 5’-catcgccagggcaccaattcgccagtgccage-3'
Mut2F: 5’-ccgactgcccgtggatcgaaaatctctcecgget-37
Mut2R: 5’-ccacgggcagtcggcg-3’

T7F: 5’ -taatacgactcactataggg-3

T7R: 5’'-gctagttattgctcagcgg-3'

12. abra: Az egyszeres mutaciok kialakitasa céljabol végzett els6 PCR-ekben hasznalt
primerek szekvenciai és a reakciok vazlatos rajza. A MutlF és -R primerekkel (F, ill. R
a ,,forward”, illetve ,,reverz” jelolések roviditései) az A/W, mig a Mut2F és -R
primerekkel az I/W mutaciot alakitottuk ki a megfelelé Mutx-N, ill. Mutx-C (x = 1 vagy

2) fragmensekben.
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A PCR elegyet a kovetkez6 modon allitottuk Gssze:

Komponensek Mutl-N  [Mutl-C  [Mut2-N |Mut2-C
10xPCR puffer, Taq 5ul 5ul 5ul 5ul
dNTPk 5 ul 5ul 5ul 5ul
MgCl, 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Steril viz 32 ul 32 ul 2u (32l
Primer T7F 2 ul 2 ul

Primer T7R 2 ul 2 ul
Primer MutlF 2 ul

Primer MutlR 2 ul

Primer Mut2F 2 ul
Primer Mut2R 2 ul

Templat DNS: CueR 1l 1l 1l 1l
Tag-DNS polimeraz 1l 1l 1l 1l
Végtérfogat 50 50 pl 50 ul (50 ul

A PCR soran az alabbi programot allitottuk be:

(Els6 1épés a kezdeti denaturacio: 94 °C, 2 perc)

I. Denaturalas: 94 °C, 15 mésodperc

I1. Hibridizalas: 53 °C, 1 perc

III. Polimerizacio: 72 °C, 1,5 perc

30 ciklus

(Az utolsd meghosszabbitast kovetden: 68 °C, 4 perc és ezutan lehiités 10 °C-ra.)

A PCR sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az elektroforézis
utdn a muticidkat tartalmazd6 MutxN ¢és MutxC DNS szakaszokat méret szerint
azonositottuk, majd kivagtuk a gélbdl és tisztitottuk. A kovetkezd PCR-ben elsdként
csak a megfeleld MutxN és MutxC parokat tettiik a reakcioelegybe. A reakcio soran a
két-két DNS szakaszt kapcsoltuk Ossze, €s hosszabbitottuk meg, hogy kialakulhassanak
a teljes hosszusagu Mutl, ill. Mut2 szakaszok, amelyek a T7-es primerek hozzaadasa

utan templatként szolgalhattak a PCR soran (13. abra).
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13. abra: A Mutl, ill. Mut2 termékeket eredményez6 masodik PCR-ekben lejatsz6do
reakciok vazlatos rajza.

A PCR elegyet a kdvetkezé mddon allitottuk dssze:

Komponensek Mutl | Mut2
10xPCR puffer, Taq S5ul (5l
dNTPk S5ul |5ul
MgCl, 2ul 12l
Steril viz 29 ul (29 pl
Primer T7F * 2ul 2l
Primer T7R * 2ul 12l
Templat Mutl-C —GP 2 ul
Templat Mutl-N —GP 2 ul
Templat Mut2-C —GP 2 ul
Templat Mut2-N —GP 2 ul
Taq DNS polimeraz 1l 1ul
Végtérfogat 50wl (50 wl

1. PCR program:

e 94 °C-on denaturacio, 2 perc

e 1:94 °C, 20 masodperc

e 11.53°C, 0,5 perc

o IIl.72°C, 1,5 perc

e 5Sciklus

o veégil 72 °C, 4 perc, majd lehiités 10 °C-ra
2. PCR program:

e 94 °C-on denaturacio, 2 perc

e 1:94°C, 15 masodperc
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e [I.54°C,0,5 perc

o |ll.72°C, 2 perc

e 30 ciklus

o végil 72 °C, 4 perc, majd lehiités 10 °C-ra

A termékek képzddését gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk. A sikeres reakciokban

képzo6dott megfeleld méretii DNS szakaszokat a PCR elegybdl kitisztitottuk.

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataatt
ttgtttaactttaagaaggagatata atgaacatcagcgatgtagcaaaaattacc
ggcctgaccagcaaagccattcgcttctatgaagagaaggggctggtgacgccgecgat
gcgcagcgaaaacggttatcgcacctacacgcagcagcatctcaacgaactgaccttac
tgcgccaggcacggcaggtgggctttaacctggaagagagcggcgagctggtgaatcectyg
tttaacgacccgcagcggcacagcgccgacgtcaaacggcgcacgctggagaaggtggce
ggagatcgaacgacacattgaggagctgcaatccatgcgcgaccagctgctggcactgg
cgaat-tgccctggcgatgacagcgccgactgcccg-atcgaaaatctctccggc
tgctgtcatcatcgggcagggtgattaagaggatececgaattcgagectcecgtecgacaagce
ttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgectaacaaagcec
cgaaaggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagce

14. abra: A T7-es primerek altal sokszorositott DNS szakaszok szekvencidja (hosszuk
637 bazispar)

A DNS-t a tisztitds utdn a CueR génnél leirtak alapjan Ndel és BamHI
restrikcidos endonukledzokkal hasitottuk, majd az elébbiekben hasznalt enzimekkel
hasitott pET-21a vektorba ligaltuk. A ligalt, fragmenst tartalmaz6 plazmidot a
kovetkezd 1épésben kompetens sejtekbe juttattuk. A transzformalas utdn a
baktériumokat taptalajt tartalmaz6 lemezre kikenve, 37 °C-on inkubalva masnapra
baktériumtelepek néttek. Azt, hogy a vektor tartalmazza-e a beépiteni kivant
fragmensiinket colony PCR-rel ellendriztiik. A megfeleld hosszasaga (637 bp) PCR
termék megjelenését gélektroforézissel ellendriztiik. A  sokszorositott szakaszt
szekvenaltattuk. A szekvenalas eredménye azt mutatta, hogy a mutaciokat sikeriilt
megvaldsitanunk.

A kétszeres mutdcio kialakitasa soran a fent leirtaknak megfelelden jarunk el, de
templatként az egy mutaciot mar tartalmazé DNS mintabol indulunk ki. Ezt a reakciot a

kozeljovoében tervezziik megvalositani.
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5.3. Fehérjék szintézise baktériumok segitségével

A sikeres atklonozas €s modositds utdn a plazmidokat (pET-21a-CueR, pET-
21a-Mutl, pET-21a-Mut2), BL21 sejtekbe transzformaltuk ugy, hogy 3ul plazmidot
adtunk 30 pl baktériumszuszpenziohoz. A transzformalas utan a baktériumokat kikentiik
ampicillint tartalmazo taptalajokra, egy éjszakan at inkubaltuk 37 °C-on. A fehérjék
kifejezéséhez a baktériumtelepeket 5 ml ampicilint tartalmazé tapoldatba oltottuk at,
majd 37 °C-on inkubaltuk ODgyo ~ 0,6 optikai siriiség értékig. A megfeleléen
felszaporodott kulturat IPTG hozzaadasaval indukaltuk valtoz6 koriilmények kozott. Az
indukalas utan a sejteket a kisérleti részben leirtaknak megfelelden feldolgoztuk, majd
az Osszes fehérjét, valamint az oldhatd és vizben oldhatatlan frakciokat Tricin-SDS-
PAGE-t alkalmazva vizsgaltuk. Az irodalomban megadott 37 °C-on 2 6ran at tartd
inkubacid soran [14,15] a célfehérjék nagy része az oldhatatlan frakcioban keriilt. Ezért
a tovabbiakban az indukaldas utdn 20 °C-on egy ¢jszakdn at tartd inkubalést
alkalmaztunk. Az SDS-gélkép alapjan (15. abra) a fehérje kifejezése sikeres volt: az
oldhat6 fazisban viszonylag intenziv sév lathat6 a kis molekulaméretek tratomanyaban,
ami a negativ Osszehasonlitoként felvitt pET-21a-t tartalmaz6 baktériumokbol nyert

fehérjék kozott nem figyelhetd meg.
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15. abra: A pET-21a-Mutl, pET-21a-CueR és pET-21a plazmidokat tartalmazo
baktériumtenyészetekbdl nyert fehérjék SDS-gélképe.
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5.4. A fémion-kotés tanulmanyozasa fluorimetrias modszerrel

Mivel a fehérjék tisztitasa hosszadalmas folyamat, ill. az SDS gélkép alapjan
elmondhaté, hogy a sejtekben a taltermeltetett fehérjék vannak a legnagyobb
koncentracioban jelen, igy elézetes kisérleteket végeztiink arra nézve, hogy
fluorimetrids mérések soran lathato-e kiilonbség a CueR fehérje, illetve a mutansok
viselkedése kozott, valamint, hogy torténik-e valtozas fémionok jelenlétében. A
fentiekbol kiindulva a mért jel jelentds részét varhatéoan a tultermeltetett fehérjék
okozzak. A sejtfeltaras soran a fehérjéket 300 ul PBS pufferben oldottuk, a mérésekhez
ezekbdl az oldatokbdl 50 pl-t vettiink ki, és szintén PBS-oldattal higitottunk 1,5 ml-re.
A PBS-oldat nem mutatott jelentés fluoreszcenciat (16. abra), jele a 0-500 intenzitas-
tartomanyba esik. (Ezen, és a tovabbi 3D abrakon is a Agx = Agm értékeknél mért nagy
intenzitdsok a gerjesztési fény szordodasabol adoddnak, vagyis a gerjeszté fény

Kivédhetetleniil bejut a detektorba, igy annak a jelét lathatjuk.)
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16. abra: A PBS oldat 3D fluorimetrias mérésének szintvonalas abrazolasa (Agx 200

nm-> 400 nm , Agpm 200 Nnm—>400 nm).

A fehérjekifejezés soran azonban nem csak a kivant fehérjék termel6dnek a
sejtekben, hanem a pET-21a vektor valamint a baktérium sajat DNS-e altal kodolt tobbi
fehérje is. Hogy ezek fluoreszcencidjat megvizsgaljuk, megmértiik a sejtek vizoldhato
fehérjéinek frakciojat IPTG hozzaadasa nélkiil is (17. abra). Az fluoreszcencia intenzitas
maximumat 290 nm-en torténd gerjesztés mellett 340 nm-en mértiik, ami az 1500-2000

intervallumban talalhato.
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A célfehérje termelésének indukalasa a sejtekben azok sajat fehérjéinek csokkent
szint termelését eredményezi. Indukélds nélkiil tehat tobb sajat fehérje képzodik
ugyanakkora térfogatu baktériumtenyészetben. A CueR és mutansai esetében tehat a
matrixban varhatéan kevesebb van a baktérium fehérjéibol, mint az IPTG nélkiili
mintaban, azaz feltételezhetd, hogy az imént targyalt hattér-fluoreszcencia is valamivel
kisebb lesz.
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17. abra: Az pET-21a vektor jelenlétében indukalas nélkiil termelddott vizoldhato
fehérjék fluoreszcenciaja 3D szintvonalas abrazolasban (Agx 200 nm—>400 nm, Agm 200
nm->400 nm).

Mindharom fehérjében (CueR, Mutl, Mut2) talalhatdé 3 db tirozin és a
mutansokban ezeken feliil 1-1 triptofan is. Az irodalmi adatok szerint a tirozin 280nm-

en, a triptofan 295nm-en gerjeszthetd, viszonylag kis kiilonbség van a kett6 kozott. [16]
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18. abra: A CueR fehérje fluoreszcenciaja 3D szintvonalas abrazolasban ( Aex 200 nm
- 400 nm, Agpm 200 nm—>400 nm).
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19. abra: A Mutl fehérje fluoreszcencidja 3D szintvonalas dbrazolasban (Agx 200

nm->400 nm, Agm 200 nm > 400nm)
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20. abra: A Mut2 fehérje fluoreszcencidja 3D szintvonalas abrazolasban (Aex 200 nm
- 400 nm, Agy 200 nm - 400 nm)

A célfehérjék koncentracidja az SDS PAGE alapjan hasonlonak tiinik, és a 16-
18. abrakon bemutatott 3D fluoreszcencids képek kozott Sincs jelentds kiilonbség.
Emiatt azt mondhatjuk, hogy a 3 tirozin intenziv jelét a mutansokban jelenlevé egy
triptofin nem moddositja Iényegesen. A célfehérjéket is tartalmazé mintak
fluoreszcencidjat dsszehasonlitva a nem indukalt sejttenyészetbdl szarmazo mintaval
(21. abra) elmondhatd, hogy a mért jel egyértelmiien a tultermeltetett fehérjékhez
kothetd. A CueR, Mutl, Mut2 fehérjék fluoreszcencidja a legnagyobb, és egymashoz
hasonlo érteket mutatnak. A nagyobb koncentracioban 1évd pET-21 fehérjék intenzitasa
viszont feleakkora, a PBS jele elhanyagolhatoan kicsi.

A tovabbiakban a fémionok jelenlétében mar csak 290 nm hulldmhosszl
gerjesztd fénnyel végeztink méréseket, mert mindharom fehérjemintat vizsgalva itt

mutatkozott maximalis intenzitas az emisszidoban.
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21. abra: A kivéalasztott 290 nm hullamhosszusagu fénnyel gerjesztett fehérje- és PBS-

oldatok fluoreszcencigja.

Azért, hogy az egy- ¢és kétvegyértékii fémionok koordinacidjanak a
fluoreszeenciara gyakorolt hatasat is megvizsgaljuk Ag- és Cd"-ionok oldataival
titraltuk meg a fehérjéket tartalmazd mintakat oly médon, hogy a fémionok végséd
koncentracidja a ¢ = 107 M és 10° M kozotti tartomanyban nagysagrendenként

novekedjen, és az oldatok higuldsa elhanyagolhat6 legyen.
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22. abra: A fluoreszcencia véltozasa a CueR fehérje Ag'-ionokkal torténd titralasa

soran.
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23. abra: A fluoreszcencia valtozasa a Mutl fehérje Ag'-ionokkal torténd titralasa

soran.
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A fémionok hozzaadasanak hatasara a fluoreszcencia intenzitdsa fokozatosan
csokken. A Kisebb fémion koncentracioknal (zold, narancs) a mért intenzitas

csokkenése nem nagy, azaz nem olyan egyenletesen valtozd, mint a CueR esetében.
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24. abra: A fluoreszcencia valtozasa a Mut2 fehérje Ag'-ionokkal torténd titralasa

soran.

A fémionok hozzdadasara a mért fluoreszcens intenzitas a legtobb esetben
csokkent. Ennek sokféle oka lehet. A csokkenést kioltasnak (quenching) nevezziik.
Kiolt6 molekulak kozott szerepelhetnek pl. az oxigén, a halogének vagy
elektronhidnyos molekulak, ionok. A fehérjékben haromféle aminosav gerjeszthetd: a
tirozin (Agx = 280 nm), a triptofan (Agex = 295 nm) és a fenilalanin (Aex = 258 nm). A
triptofan fluoreszcens intenzitdsa nagyon érzékeny a lokalis kornyezetében végbemend
valtozasokra. Az emisszios spektrumban valtozas figyelheté meg, ha a konformacio
modosul, ha olddszercsere jatszodik le, vagy ha szubsztrat (ligandum, komplex) kotédik
meg az aminosav kozelében. [16] A 22-24. abran bemutatott valtozasok arra utalnak,
hogy az Ag'-ionok koordinacioja kovetkeztében mind a CueR, mind a Mutl és Mut2
fehérjék konformacidja megvaltozik, mely a fluorofér csoportok fluoreszcenciajanak
csokkenését, illetve nagy koncentradcioknal annak kioltdsat eredményezi. A sorozatok
kozotti hasonlosag részben igazolhatja, hogy a fémion-koordinacid mindharom esetben
bekovetkezik, azaz a beépitett triptofan aminosavak nem valtoztatjak meg lényegesen a
CueR viselkedését Ag'-ionokkal szemben. Az Ag'-koncentracio fliggvényébe mért
valtozasok a harom tirozin fluoreszcencidjara gyakorolt hatasként értelmezhetdk,

ugyanakkor meglepd, hogy az 1-1 triptofan jelenléte a két mutansban ilyen kis mértékii
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kiilonbséget okoz csak a mérhetd fluoreszcencia-intenzitasban a modositatlan
fehérjéhez képest. Reményeink szerint a két triptofant tartalmazé fehérjék
fluoreszcencia spektroszkopias vizsgalata lehetdvé teszi majd a kotOhely egyértelmii
igazolasat is.

A fentiekben leirt titralasokat elvégeztik Cd"-ionokkal is, szintén 290 nm
gerjeszté hullamhosszat alkalmazva.
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25. dbra: A fluoreszcencia valtozasa a Mut2 fehérje Cd"-ionokkal torténd titralasa

soran.

Jol lathato, hogy a Mut2 fehérjénél mar nagyon kis koncentracioban jelenlévo
Cd" jonok hatdsara viszonylag nagy intenzitas-csokkenés jelentkezik, ami szintén
valamilyen valtozésra utal a triptofan kozelében (25. é&bra). Ilyen jelentds valtozas

ugyanis a CueR, illetve az IPTG hozzaadasa nélkiil képz6dé fehérjék oldataiban nem
mutatkozik (26-27. abra).
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26. abra: A fluoreszcencia véltozasa a CueR fehérje Cd"-ionokkal torténd titralasa

soran.
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27. abra: A fluoreszcencia valtozasa a pPET-21a és a baktérium fehérjéinek cd'-

ionokkal torténd titralasa soran.

Eddigi méréseink alapjan nehéz eldonteni, hogy milyen szerkezeti/affinitasbeli
kiilonbség mutatkozik a linearis koordinacios geometriaval jellemezheté Ag(I)-, illetve
a tetraéderes geometridt kedveld Cd(II)-ionok CueR és mutans fehérjéivel alkotott
komplexeiben. Ennek eldontésére, és az adatok kvantitativ kezeléséhez mindenképpen
tisztitott fehérjék kellenek. Az eddig eredményeink azonban biztatbak abbol a
szempontbol, hogy a vizsgalt fehérjék természetes fluorofor csoportjai, valamint a
kialakitott —mutaciok segitségével fluoreszcencias modszerrel a  fémionok

komplexalodésat igen kis koncentraciok alkalmazasa mellett is kovetni tudjuk.
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6. Osszefoglalas

Munkénk soran a CueR fehérje eldallitasat tlztik ki célul, illetve annak
fémionokkal kialakitott kdlcsonhatdsainak vizsgélatit. A fémionok koordinacidja soran
bekovetkezd szerkezetvaltozasok jobb kimutathatdsdgaért, mérhetdségért modositasokat
terveztiink ¢és hoztunk létre a fehérje szekvenciajaban. A fémion-koordindcié hatdsat
vizsgalandoé fluoreszcencia spektroszkopiai méréseket terveztiink.

A fehérjéket baktériumok segitségével szintetizaltuk, ehhez a rekombindns DNS
technologia eszkozeit hasznaltuk fel. A CueR fehérjét kodold génszakaszt eldszor
atklonoztuk pET-21a vektorba, a késdbbi munka egyszertsitésének kedvéért. Az
atklonozas sikerességérdl a beépitett DNS-szakasz szekvenaltatasaval gy6zodtiink meg. A
CueR fehérje modositasahoz az azt kddoldo DNS szekvenciajaban hoztunk létre mutacidkat.
Ezeket a CueR fehérje krsitalyszerkezetének ismeretében ugy terveztik meg, hogy a
fémion-kotohely kozelében apolaros oldallanccal rendelkezd aminosavakat cseréltiink
triptofanra, mint fluoreszcens markerre. A szekvenalas eredményei alapjan itt is
megbizonyosodtunk arrdl, hogy az elvégzett miiveletek sikeresen zajlottak le. A vektorokat
E. coli baktériumokba jutattuk be, és a megfelelé koriilményeket megkeresve, kifejeztiik a
fehérjéket. A CueR fehérje kis mérete miatt a kimutatasahoz egy, a hagyomanyostol eltéro,
Tricin-SDS-PAGE protokolt alkalmaztunk.

A még meg nem tisztitott fehérjékkel fluorimetrids méréseket végeztiink. A
vizsgalni kivant fehérjék mellett jelenlévo zavard hatasokat is figyelembe vettiik. Egyeldre
kvantitativ megallapitasokat nem tehettiink , de a fluorimetrias mérések alapjan a fémionok
koordinacidja altal okozott szerkezet-valtozasokat a késébbiekben kovetni tudjuk. A

fehérje tisztitasanak optimalizalasa utan (lasd: 4.8 fejezet), mar lehetdségiink lesz annak

crer
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