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1. Bevezetés

A cinkrdl tudjuk, hogy az emberi szervezet szdmara létfontossagu. Toxikus
hatdsa nagyobb dozisok esetén sem ismeretes. Hianya viszont pl. novekedési
rendellenességeket okoz. Mar régebben is ismeretes volt, hogy szinte kizarélagos
szerepe van a peptidhormonok felszabaditasaban, és hogy nagy koncentracidban van
jelen példaul a novényi pollenekben, de csak 1983-ban valt nyilvanvalova jelenléte egy
DNS-kot6 transzkripcios faktorban (TFIIIA). Azéta mar tudjuk, hogy a cink szdmos
metalloproteinben és metalloenzimben megtalalhatd. A cinktartalmu metalloproteinek
egy csaladjat alkotjak, az ugynevezett cinkujj fehérjck, melyek a Zn**-ion altal
kialakitott ujjszeriien feltekeredett szerkezetiikr6l kaptak a neviiket. Egy ilyen fehérje
rendszerint tobb wujjbol all, melyekben a fémionok megkotddésének Ilehetdségét
ciszteinekbdl szarmazo kén-donoratomok és hisztidinekbél szarmazo nitrogén-
donoratomok biztositjak. Az egyes ujjakon jol megérzott helyzetben aromas gytiriit
tartalmazé aminosavak (fenilalanin, tirozin) talalhatok. Ezen oldallancok révén képesek
a cinkujj fehérjék a DNS-sel szekvencia-specifikus kélcsonhatasokat kialakitani a DNS
nagyarkaban. [1] DNS kot6 tulajdonsaguk mellett, ha ezekhez a fehérjékhez egy
endonukleaz domént fliznek, akkor az igy kialakitott cinkujj nukleazokkal elérhet6 a
DNS tetsz6legesen kivalasztott szekvencianal torténd hasitasa. Mivel azonban a jelenleg
ismert cinkujj nukleazok dimerként funkcionalnak, a specifikus hasitas igazolasa még
nem elegendd bizonyiték a specifikus DNS kotésre. Ugyanis a monomerek
nemspecifikus kotédése még nem okoz kettésszalti hasitast. Tovabba a cinkujj
specifikus megkotddés is €s ennek kovetkeztében nem-specifikus hasitas is l1étrejohet.
Amennyiben az ilyen nemkivanatos eseményeket el tudjuk keriilni, a cinkujj fehérjék és
nukledzok a genetikai betegségek gyogyitdsaban nyithatnak uj tavlatokat.

Ilyen betegség pl. a Duchenne-féle izomdisztrofia, az izomsorvadasos
megbetegedések leggyakoribb valtozata, mely ~3500 fiibol egyet érint. A betegséget
okozd gén az X kromoszoman taldlhatd, recessziv Oroklodésti, igy a ndk
kovetkezmények nélkiil hordozhatjak, mivel két X kromoszomajukbol, ha az egyik
hibas is, a masik atveheti annak szerepét. Filknal azonban az 6rokolt hibas génszakasz
zavarokat okoz a disztrofin fehérje kifejez6désében, mely az izomsejtek citoplazmaja €s

membranja kozotti kapcsolat kiépitéséért felelos. A fehérje hianyaban a sejtmembran
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torékennyé valik, és az izom Osszehuzodésakor, illetve fizikai vagy kémiai stresszhatas
kovetkeztében megrepedhet, ami az izomsejtek pusztulasahoz vezet. [2]
Kutatocsoportunkban a Zinc-Finger Tools nevii program segitségével egy
Duchenne-féle izomdisztrofidban szenvedd beteg hibas génszakaszahoz varhatéan
specifikusan k6t6do cinkujj fehérjét terveztiink, ami a ZF1 nevet kapta. Ennek aminosav

sorrendje az 1.1. abran lathato.
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1.1. abra: A ZF1 cinkujj fehérje szekvenciaja. A harom ujjhoz tartozé aminosavakat egymas ala
helyeztiik el a hasonldsag kiemelése céljabol. A félkovérrel kiemelt aminosavak a DNS-kotés

specifikussagat hatdrozzak meg (1d. késobb).

A fehérje harom ujjrészbdl épiil fel, melyek egyenként hdrom-harom bazist
ismernek fel a célszekvencian. SzakdolgozatTudomanyos diakkori dolgozatomban a
fenti cinkujj fehérje eléallitasat, tisztitasat, valamint a DNS-kotés specifikussaganak
tanulmanyozasat végeztem el egy altalam megtervezett és eldallitott tesztrendszerben
egy mar ismert specifikussaggal rendelkez6 USZF nevii cinkujj fehérjével

Osszehasonlitva.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Cinkujj fehérjék

Az €16 szervezetben a cinkujj fehérjék a nukleinsavak specifikus szekvencidinak
felismerésében vesznek részt. Ezeket a fehérje doméneket eldszor transzkripcios
faktorokban mutattak ki, melyek az €16 sejtekben a gének-aktivacidjat és inaktivaciojat
szabalyozzak. Mindebbdl kiindulva mesterségesen eldallitott cinkujj fehérjék is

alkalmasak lehetnek terapias génszabalyozasra. [3, 4, 5, 6, 7, 8, 9]

Egy cinkujj domén altalanos aminosav szekvencidja a kovetkezoképpen irhatd
fel: (Tyr,Phe)-X-Cys-X; 4-Cys-X3-Phe-Xs-Leu-X,-His-Xs.5-His [10] Egy ilyen domént
két antiparallel B-redd és egy a-hélix alkot. A Zn**-ion a B-redén talalhatd két cisztein,
¢és a hélixen talalhato két hisztidin oldallancainak donoratomjaihoz koordinalodik. A
megfeleld szerkezet kialakulasahoz elengedhetetlen a fémion megkotése, azonban
toxikus fémionok is keriilhetnek a Zn**-ion helyére, ami a szerkezet megvéltozasat idézi

eld a fehérjében.

A Cys2-His2 csaladba tartozd cinkujj fehérjék aminosav szekvencidjanak
vizsgalata soran a fehérje-DNS kolcsonhatas egyfajta szabalyozottsagara bukkantak a
kutatok. Minden cinkujj domén a DNS-en levé Kiterjedtebb felismerési helyen egy-egy
kisebb egységgel 1ép kolcsonhatasba. Ezt alatamasztottdk, az eddigi ismereteket pedig
kibovitették a Zif268-as cinkujj fehérje DNS-sel alkotott komplexének 3D
szerkezetének meghatarozasaval. Az emlitett fehérje szerkezetébdl megéllapitottak,
hogy: (1) minden egyes cinkujj domén egy harom bazisparbdl allo alegységgel hat
koleson specifikus kolesonhatasba 1épve azokkal a DNS nagyarkaban ugy, hogy az
egyes alegységek kozvetlen szomszédsagban allnak; (2) a fehérje-DNS szekvencia-
specifikus kolcsonhatasokat minden cinkujj domén a-hélixének kezdetétdl szamitott -
1,2,3 és 6-0s helyzetben levé aminosavai hatarozzak meg; (3) a fehérje legtobb esetben
csak a DNS egyik széalaval keriil kolcsonhatasba; (4) a DNS megkozelitéleg B-format
vesz fel, de szerkezete enyhén torzult, ami csOkkent helikalis csavarban és egy
kiterjedtebb nagyarokban nyilvanul meg. Ezt az egyszerli képet azonban tujabban
arnyalta, hogy szamos tovabbi cinkujj fehérje DNS-sel alkotott komplexeinek
szerkezetét hataroztak meg rontgendiffrakcios modszerrel. EQy ilyen szerkezetet mutat a
(2.1. ébra).



2.1. abra: Egy cinkujj — DNS komplex kristalyszerkezete a PyMol programmal abrazolva [Pdb kéd:
1A1L]

Ezek alapjan az a-hélix kezdetéhez viszonyitott -1, 1, 2, 3, 5 és 6 aminosavakat
tartjak felelosnek a specifikus DNS kotésért, de ugyanakkor a [B-kanyarban levd
aminosavak milyensége is befolyasolja a cinkujj fehérjék DNS kot6 sajatsagait [11, 12].
Ezek valtoztatasdval Dbarmilyen tetszOleges DNS szekvencidt specifikusan
megcélozhatunk kiilonallo cinkujj doménekbdl 0Osszefiizott fehérjékkel. Specifikus
cinkujjak tervezése tetszélegesen valasztott DNS szekvenciara azonban nem konnyi
feladat, figyelembe kell venni ugyanis az 6sszekotd szekvenciat is az egyes ujjak kozott
[13, 14]. Ezen fehérjék tervezésekor korabbi kisérleti eredményeket [15, 16, 17], mar
ismert tulajdonsagu cinkujj fehérjékbdl alldo konyvtarakat [18, 19], vagy kozvetlen
affinitas alapu kivalasztasi modszereket - mint pl. a fag-, riboszoma vagy mRNS
konyvtarak - hasznalnak fel. A cinkujjak nagyszamu variacios lehetéségei miatt egyedi
cinkujj doméneket elsésorban a fenti modszerek 6tvozésével, de novo tervezik meg. Az
igy nyert doméneket ezutan kombinalhatjuk a kivalasztott célszekvencianak
megfelelden. [20, 21] Az &sszefiizott cinkujj domének kozti kolesonhatasok erdsithetik,
vagy gyengithetik egymas kdlcsonhatasat a DNS-sel. [22] Habar tobb mint négy ujjbol
allo cinkujj fehérjek is megtaldlhatok a természetben, az ezekben fellépd szerkezeti
fesziilések csokkenthetik a DNS-sel alkotott komplexeik stabilitasat. A fesziilés
elkeriilése érdekében a hat ujjat tartalmazéd fehérjéket 6sszekotd szekvencidkkal lattak

el, melyek a két, harom ujjbol allo rész kozott talalhatok. Az igy létrehozott fehérjék



nem folytonos célszekvenciak felismerésére képesek, és az 6sszekotd szakasz szerepet
kaphat, pl. a megkotott DNS hasitasaban. A felsorolt kdlcsonhatasokat mind figyelembe

kell venni egy-egy uj cinkujj fehérje megtervezésekor.

A cinkujj fehérjék specifikussaga kritikus pontja azok terapias alkalmazasanak.
gy elengedhetetlenné valik, hogy jobban megértsik e fehérjék és a DNS kozotti
kolcsonhatasokat. EbbOl a célbol folyamatosan boviilé adatbazisokat és programokat
hoznak Iétre. A bioinformatikat, csakiigy, mint az elméleti szamitasokat is alkalmazzak
manapsag, beleértve a dokkolasi kisérleteket, molekularis dinamikat és szemiempirikus
szdmitasokat, hogy kiegészitsék a kisérleti eredményeket. Programok, melyek cinkujj
fehérjék tervezésében nyujtanak segitséget barki szamara elérhetdk bizonyos
weboldalakon is:  ZIiFIiT (http://zifit.partners.org/ZiFiT/), Zinc Finger Tools
(http://www.scripps.edu/mb/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php), FoldX
(http://foldx.crg.es/).

2.2. A Zinc Finger Tools program

A cinkujj fehérjék tervezésének teriiletén kitlizott egyik cél az, hogy a cinkujj
domének olyan tarhazat hozzak 1étre, melyben megtalalhatok mind a 64 lehetséges DNS
bazisharmast nagy specifikussaggal ¢és affinitassal felismeré cinkujj domének.
Mindehhez fag-konyvtarakat, szerkezeti becsléseket €s természetben is eldfordulo
cinkujj doméneket vették alapul. A kovetkezd 1épés az, hogy kiilonb6zé ilyen
doméneket gy flizziink Ossze, hogy a kapott cinkujj fehérje képes felismerni 9-18
bazispar hossziasagti DNS szakaszokat megtartva az egyes ujjak specifikussagat és nagy
affinitasat.

Korabban csak a megfeleld szakértelemmel rendelkezé laboratoriumokban
fehérjék széleskorti figyelemre tettek szert. Sajnos a sikeres tervezés nem trividlis.
El6észor is, a megfelel célszekvencia kivalasztasanak sikere a nagy specifikussagu és
affinitdst domének ismeretétdl fiigg, aminek az irodalombodl vald begylijtése nem
mindig egyértelmii. Masodszor, a kivant hosszisaggal és bazisosszetétellel rendelkezd
c¢l-DNS szakasz megtalalasa hosszadalmas ¢és farasztdé munka lehet a human

genomban. Végiil a teljes fehérjeszekvencia Osszeallitasa megkoveteli a gerinc és az
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0sszekotd szekvenciak ismeretét. Mindemellett figyelembe kell venni azt is, hogy a

cinkujj fehérjék N-terminalis vége a DNS célszekvencia 3’ végéhez kotddik.

A Zinc-Finger Tools egy interneten keresztiil barki szamara elérheté program,
melynek célja, hogy fejlessze ezt a teriiletet, és tobb kutatonak tegye elérhet6vé a
cinkujj fehérjék tervezésének lehetdségét. A program a lehetséges célszekvenciak
azonositasat, és egy adott kotéhelyhez vélhetden specifikusan kapcsolodni képes cinkujj
fehérje aminosav sorrendjének megtervezését segiti. A cinkujj domének gerincét alkoto
szekvencia megalkotasahoz egy a Cys2-His2 cinkujj fehérjék csaladjaba tartozo
fehérjét, a human traszkripcios faktor SP1-et veszi alapul. Az N-terminalis végen

talalhato, B-red6t alkotd, YKCPECGKSFES aminosavakat (a B-redé alahtizva) és a C-

terminalis végen elhelyezkedd a-hélixen levd HQRTH aminosavakat ebbdl a fehérjébol
kolesonozték. Egy masik szintén hasznalatos szerkezet a ragesald transzkripcids faktor
Zif268 fehérjébdl szarmazik. Az ujjakat 0Osszekotd szekvencia (TGEKP) a
Transzkripcios Faktor adatbazisban meglévd informaciokbol létrehozott konszenzus
szekvencia. Ez csak az egymads utani cinkujjak kozé keriil be, igy ha valaki egy egy
cinkujjbdl allo fehérjét szeretne létrehozni, ez a szekvencia abban nem lesz benne. A

cinkujj fehérjék ily modon torténd felépitését a 2.2. dbra mutatja be.

Allando N- N-termmalis | | Felismerssért | | C-termmlis | | Osszekitd Allande C-
termmalis vag Eerinc telelos helx EETinC szakasz termmalis veg
Egyszer Azegyes Egyszer
fordul elo Egvkilénallo cink-ujj domeén domének fordul elo
egy kozitt egy
fehérjében fehérjehen

2.2. abra: A Zinc Finger Tools program altal alkalmazott fehérjeépitdkovek.

A programmal folytonos — egy szalon levé megszakitas nélkiili bazistriplettek
sora - és kiilonallo célszekvenciakat is modunkban all keresni. A kereséshez meg kell
adni egy minimalis hosszisdgot bazisparban mérve. Kiilonalld célszakaszok

keresésekor a megadott hosszusag felének megfeleld hossziisagl szakaszt fog keresni a



program ugy, hogy az egy felhasznal6 altal kivalasztott ,,maggal” legyen elvélasztva,
melyhez nem kotddik cinkujj fehérje. Fel is térképezhetjiik az 6sszes, a felhasznalo altal
megadott DNS szekvencian levé cinkujjakkal megcélozhatd szakaszt. Mivel ezek kozott
atfedés lehetséges, ez a funkcido csak a célszekvencidk Osszességének vazolasara

alkalmas, nem feltétleniil mutatja meg az egyes kiilonallo célszekvenciakat. [23]

2.3. A cinkujj fehérjék specifikussaganak vizsgalata

A fentiekben leirtaknak megfelelden kutatok megkiséreltek ugy cinkujj
fehérjéket 1étrehozni, hogy egy konszenzus szekvencian beliil 24 aminosavat
érintetlentil hagytak, a négy specifikus felismerésben szerepet jatszo6 — kontakt —
aminosavat pedig megvaltoztattak. A konszenzus szekvencia hasznélatanak eldnye az,
hogy vizsgalhatjuk csak a megvaltoztatott aminosavak hatasat a specifikussagra, mas
egy¢b kolcsonhatdsok megvaltoztatasa nélkiil. Tovabbi elénye, hogy magaba foglalja
azokat az aminosavakat, amik szekvencia-fliggetlen kolcsonhatasba 1éphetnek a DNS-
sel, és nagyon stabil szerkezeteket alkotnak, ami fémion affinitasuk és EDTA-val
szembeni ellenallosaguk alapjan igazolhato. Egy ilyen konszenzus szekvencia alapjan
eldallitott, harom ujj-részbdl allo cinkujj fehérje DNS-hez valo kotodését kisérleti uton
részletesen megvizsgaltak [24]. A fehérje DNS komplexének rontgen-diffrakcios
szerkezetét sikerlilt megfejteni. Ezen eredmények sok hasznos informécidt szolgaltatnak

a DNS-kotés specifikussagat meghatarozo kolcsonhatasokrol.

A 2.3. dbra a) részén a cinkujj fehérje szekvenciaja lathatd Osszehasonlitva az
altalunk tanulményozni kivant fehérje aminosav-sorrendjével. Jol felismerhetd a
megdrzott konszenzus szekvencia, és benne az egyes ujjakban véltoztatott aminosavak.
Az édbra b) részén pedig a specifikussagért feleld aminosavak kolcsonhatasai lathatok.
Az abrardl az is leolvashatd, hogy sok esetben az egy ujj altal felismert bazisharmason
beliil az egyes bazisokkal kialakitott specifikussdg nem tokéletes. Az els6 ujj pl. mind a
harom kotési pont esetében a lehetséges négyféle bazis koziil eggyel a tobbihez képest
kiemelkedd affinitassal alakit ki kolcsonhatast. A masodik ujj elsé kotdhelyén viszont
az adenozin €s a guanozin, a harmadik kotohelyén pedig a guanozin és a timidin nagyon

hasonlé kolcsonhatast alakit ki, igy a megkotddés specifikussaga csokken.
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2.3. abra: a) A vizsgalt cinujj fehérjék szekvenciai (feketével az altalunk elballitott fehérje). b) Az egyes
cinkujj domének DNS-t alkotd bazisokkal kialakitott kélcsonhatasainak sematikus abraja (fentrél lefelé az
1-es, 2-es és 3-as Ujj). Mellettiik a megko6tddés kedvezményezettsége a kot6helyen levd egyes bazisokra
nézve. Az abrazolt értékeket az 1-es és 2-es ujjra hosszusag-alapu multiplex kotéhely tanulmanyokbol
nyerték, a 3-as ujjra pedig 13 valogatott szekvenciabol szamoltak. [24]
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A harmadik ujj az els6é kotOhelyén szinte kizardlagosan a guanozinnal 1ép
kolcsonhatasba az adott kontakt aminosavval kialakitott hidrogénkdtésen keresztiil.
Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy viszonylag egyszeriien lehet olyan szekvencia-
specifikus DNS-kot6 fehérjéket tervezni, melyek kontakt aminosavai hidrogén-kotések
halézatan keresztiil 1épnek kdlcsonhatasba a DNS bazisaival. Habar a természetben
eléforduld cinkujj fehérjék sokkal valtozatosabb képet mutatnak kolcsonhatasaikban a
DNS-sel, az olyan fehérjék, melyek egy rogzitett aminosav-keretszekvenciat
tartalmaznak, beleértve az 6sszekotd szekvenciakat, sokkal konnyebben szabalyozhato
moédon  mikddnek. Tovabba a fent emlitett tervezett fehérje kiterjedtebb
szekvenciafiiggd kolcsonhatasokat mutat, mint amit a természetes cinkujj-DNS
komplexekben megfigyeltek, mert az esetek tlnyomo tobbségében minden bazispar
kettd vagy tobb hidrogénkotést alakitott ki. Ezen eredmények igazoltak azt is, hogy az
elészor a Zif268-ban megfigyelt modularis kolcsonhatasok felhasznalhatok az uj
szekvencia-specifikus DNS-k6té fehérjék tervezésének megalapozasaban. Ily modon
egy Uj utat nyitottak a kolcsonhatds specifikussaga meghatarozd elemeinek

felderitésére.

Egy maésik médja a cinkujj — DNS kdlcsonhatas specifikussag vizsgalatanak, ha
a cinkujj fehérjét egy enzimatikus egységgel kapcsoljuk 0Ossze. Ennek alapjan
cinkujjakhoz a Fokl restrikciés endonukledz nukledz doménjét flizve mesterséges
nukleazokat allitottak el6. Ily modon az enzimatikus hasitas  specifikussagabol
kovetkeztethettek a DNS kotés specifikussagara. Mivel ez az 0 kimer metalloenzimek
dimerként funkcionalnak, heterodimer (azaz két kiilonbozd cinkujj fehérjét tartalmazo
enzim dimerje) formajaban hosszabb DNS szekvenciat ismernek fel. igy, pl. a sejtekben
kifejtett toxikus hatast, mint mellékhatast a kutatok egy csoportja csokkenteni
igyekezett azaltal, hogy a heterodimer képzddését elésegité valtoztatasokat hajtottak
végre a Fokl dimerizacios feliileten. [25] Szamitogépes modellezést kdvetden néhany
megvaltoztatott Fokl dimerizacios feliilettel rendelkezd mesterséges cinkujj nukleazt
allitottak eld, és vizsgaltdk tulajdonsagaikat. Ehhez tesztrendszereket alakitottak ki. A
modositott nukleazok hasitasat in vitro vizsgaltak a kovetkezoképpen: kétféle tisztitott
cinkujj nukledz fehérjét olyan DNS fragmensekkel inkubaltak, melyek koziil az egyik
csak az egyik fehérje szdmadra tartalmazott két kotOhelyet, a masik csak a masik fehérje

kotohelyeivel rendelkezett, a harmadikban pedig egy vegyes kotohelyet alakitottak ki.



Utobbi kotdhelyen heterodimerek képzddhettek, mig az eldz6 kettdn homodimerek. Az
inkubdlds utdn az esetleges hasitas eredményét agardz gélen ellendrizték. Azt
tapasztaltdk, hogy a homodimerek nem hasitottdk egymas, illetve a heterodimerek
kialakitasara alkalmas kotohelyeken a DNS-t. A tovabbiakban egy masik tesztelési mod
alapjan is ellendrizték az eredményt. A hasitassal ugyanis a sejtekben Gn. homolég
rekombinacié indukalhato, ami egyfajta DNS javité mechanizmus. [25] Tudnunk kell
azonban, hogy a dimerizaci6 kovetelménye azt eredményezi, hogy az ilyen
tesztrendszerekben csak a dimerek, de nem az egyes cinkujjak DNS kotésének

specifikussagara, kapunk informaciot.

2.4. Cinkujj-fehérjék Ni**-ionnal eléidézett hasadasa

A nikkel(Il)vegyiiletek az emberi szervezetre mérgezéek, belégzéssel a
szervezetbe jutva rakot, bérrel érintkezve allergias reakcidkat okozhatnak egyes
embereknél. Ni’*-ionokrél kimutattdk, hogy képesek Naa-(Ser/Thr) aminosavakat
tartalmazoé peptid kotések hidrolizisére Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa szekvenciakban,
ami a természetben is gyakran eléfordul, példaul human traszkripciés faktorok Cys2-
His2 szerkezetli ujjaiban. (Naa tetszOleges aminosav lehet.) Lengyel kutatok két ilyen
fehérje ujjair6l mintdzott peptidekkel modellezték a Ni*-ion Kkatalizalta hidrolizist,
melyhez az Sp1 transzkripcios faktor harmadik, és a ZNF302 transzkripcids faktor elsé
ujjat vették alapul. Kisérleteiket 8,2-es pH-n, HEPES-sel pufferelt kozegben végezték
60 °C-on, a hidrolizist HPLC/ESI-MS-sel kovették nyomon. Parhuzamosan Zn*'-
ionokat is tartalmaz6 mintdkat is vizsgaltak, de nem tapasztaltak kiilonbséget sem a
hasadds helyében, sem a kinetikdban, csupan a hidrolizis sebessége csokkent le
jelentdsen. Mindkét modell-peptid esetén tapasztaltak hasadast a kivant szekvencianal,
azonban az eredmények ¢és a mechanizmus ismerete alapjan Kisebb pH-n és

hémérsékleten (fiziologias koriilmények kdzott) a reakcid nagyon lassu lenne. [26]
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2.4. abra: Ni** katalizalta peptidhidrolizis mechanizmusa (a hidrolitikus komplex és a termék szerkezete

mutatja, hogy a Zn*"-ion jelenlétében is lejatszodhat a reakcid) [26]
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3. Célkitiizés

Munkam soran adott DNS-szekvenciakat felismerd, és azokhoz specifikusan
kotddni  képes cinkujj fehérjékkel foglalkoztam. Célul a megtervezett fehérjék
eldallitasat, és vizsgalatat tlztiik ki, DNS-hez valé kotddésiik milyenségének, és Ni?*-
ionok jelenlétében esetlegesen lejatszodo reakcidjuk szempontjabdl. Ennek érdekében a
kovetkezo kisérleteket terveztiikk meg:

-a vektorba iiltetett génrdl a ZF1 fehérje kifejezése bioszintézissel, tisztitasa affinitas-
kromatografids modszerrel;

-a DNS célszekvencia eldallitasa, betiltetése plazmidba és sokszorozasa bioszintézissel,
egy a célszekvenciat tartalmazo rovidebb DNS szakasz sokszorositasa Polimerdz
lancreakcidval az eldallitott plazmidrol;

-agarOz-gél-eltolodas kisérletek az eldallitott fehérje és a DNS célszekvencia
kolesonhatdsanak tanulméanyozasa céljabol,

-referenciaként ugyanennek a miiveletsornak végrehajtdsa az USZF nevii, méasok altal
tanulmanyozott, specifikus cinkujj fehérjével [25].

-Ni?*-ionok oldataval térténd inkubalas az esetleges hidrolizis vizsgalatara [26]

Tovéabbi szandékunk ezekhez a fehérjékhez egy a DNS hasitasara képes részlet
(endonukleaz) hozzaflizése, mellyel a hasitas tulajdonsagai is vizsgéalhatova valnanak,
illetve a megkotddés €s a hasitas kozti kapesolatot is tanulmanyozhatnank. Kisérleteink
egy masik iranya pedig a Ni**-ionok okozta hidrolizis felhasznaldsa a DNS fehérjével

egyidejlleg torténd hasitasara.
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4. Kisérleti modszerek

4.1. A polimeraz lancreakciéo (PCR)

A polimerdz lancreakcido segitségével egy altalunk kijelolt DNS szakaszt
sokszorosithatunk rovid id6 alatt, nagy mennyiségben (4.1. abra). A reakcionak négy
fontos 0sszetevéje van: (1) a templat DNS, mely tartalmazza a sokszorositani kivant
szakaszt, és a folyamat soran mintaként szolgal; - (2) primerek — néhany bazispar
hosszusagut DNS darabok, oligonukleotidok — melyek a templaton a megfeleld
komplementer szekvencidhoz tapadva kijeldlik a sokszorositandd szakasz kezdeti és
végpontjat; (3) a 1étrejovo uj DNS szal ANTP-kbdl (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok) épiil

fel; (4) mindezt a polimerdz enzim teszi lehetévé pufferelt, Mg®*-ionokat tartalmazo
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kozegben.

Denaturacio Annedlas Extenzio
4.1. abra: A PCR sematikus abrazolasa.

A reakciot egy specialisan kialakitott flithetd tetével rendelkezd PCR késziilékben
végezziik el. A PCR elegyeket az erre hasznalatos vékonyfali PCR-csovekben
helyezziik a késziilékbe. Elso 1épésben az elegyet magas, 94-97 °C-os homérsékletre
melegitjiik fel, mely a kettdsszalu templat DNS szétvalasat eredményezi (denaturalas).
Ezutan az alkalmazott primerek olvadaspontjanak megfeleld, altaldban 50-70 °C
tartomanyba es¢ hémérsékletre hiitjiikk vissza. Ennek soran a primerek a képzodott
egyszali DNS komplementer szakaszaival osszetapadnak (hibridizacio, annealas).
Végiil az igy kijelolésre keriilt szakaszon a polimeraz enzim a mar emlitett ANTP-kbdl a
primerektdl kiindulva felépiti az 01j szalat (meghosszabbitds, extenzio). Ez a harom lépés
alkot egy ciklust, melyet 25-30-szor végrehajtva a cél DNS szakasz eredeti
mennyiségének milliardszorosa keletkezhet. Fontos megemliteni az alkalmazott

polimeraz enzim egy kiilonleges tulajdonsagat, a j6 hoétlird képességét, mely a reakciod
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soran alkalmazott magas homérsékletek végett elengedhetetlen. A polimeraz

lancreakci6 sikerességét agar6z gélelektroforézissel ellendrizziik (1d. késdbb)
4.2. PCR termék tisztitasa

Annak érdekében, hogy a PCR-ben eldallitott DNS fragmenst tartalmazo, tiszta
oldatot nyerjiink, elséként fenol-kloroform eleggyel extrakciot hajtottunk végre. Ehhez
a szerves oldoszerelegy és a PCR elegy 1:1 térfogataranyi keverékét hasznaltuk. A
fenol szerepe a szennyezddések (pl. fehérjék, mint a polimeraz enzim) eltavolitasa, mig
a kloroform, illékonysaganak koszonhetden a fenolt tavolitja el. Az extrakcid utan a
fels6, DNS-t tartalmazd fazis egy pipetta segitségével leszivhatd. Ezt kovetéen az
elegyben levé oldott DNS-t abszolut etanollal csaptuk ki Na-acetatos kozegben, és
70%-o0s hideg etanollal mostuk. Végezetiil TE-ben oldottuk fel, miutan steril fiilke alatt

a maradék etanolt elparologtattuk rdla.
4.3. DNS hasitas

Hogy az el6z6ekben eldallitott fragmenst egy cirkularis DNS hordozoba
(vektorba (pGEX-6P-1)) beilleszthessiik, el6szor mindkettét el kellett hasitanunk
specifikus nukleaz enzimmel. Ezt az enzimes emésztést az EcoRI restrikcids
endonukledzzal végeztiik. Ez a baktériumok védekezésére is szolgdlé enzim, mint a
restrikciés endonukledzok tobbsége, palindrom szekvencidt ismer fel a DNS-en
(GAATTC), ahol dimerizaldodva kettds szala hasitasra képes. fgy mind a vektoron, mind
a fragmensen egyforma, Gn. ragadés végek jonnek 1étre. A vektor 6nmagaval torténd
1jboli 6sszezarulasat megeldzendd alkalikus foszfatazt is alkalmaztunk, ami az 5° végen

levd foszfatcsoportot tavolitja el.
4.4. Agaréz gélelektroforézis és tisztitas

Agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik, hogy sikerrel jartunk-e a hasitas soran.
Ennek érdekében a hasitasi elegyekbdl megegyezd mennyiségeket kivéve, azokat
festékoldattal 6sszekeverve az eldre elkészitett agardz gél zsebeibe vittiik 61, miutan azt
az erre a célra hasznalatos futtatokadba, pufferoldatba helyeztilk. Egyenaramot
alkalmazva adott ideig futtattuk. A DNS-t etidium-bromiddal tettiik lathatova a gélben,
ami a DNS-szalba ékelddve UV-fénnyel torténé megvilagitas hatasara fluoreszkal. A

DNS negativ toltése révén az andd fel¢é vandorol a gél iiregeiben. A nagyobb méretli
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DNS nehezebben jut elére, igy méret szerinti elvalasztas valosithaté meg. A vizsgalt
DNS fragmensek mérete egy ismert méretli DNS fragmensekbdl all6 marker mintaval
torténd Osszehasonlitassal becsiilhet6. Az eredmény a géldokumentacios késziilékben
digitalisan rogzithetd. Miutan meggydzodtiink a kisérlet sikerességérol, a fent leirt

fenol-kloroformos extrakcios modszerrel tisztitottuk meg az oldatokat.
4.5. Koncentracié-meghatarozas - DNS

A tovabbi kisérletezéshez sziikség volt az oldatok koncentracidinak ismeretére.
Erre a célra UV-spektrofotometrids modszert alkalmaztunk. A 200 nm-tél 300 nm-ig
terjed6 intervallumban vettiik fel a steril viz, a fragmensoldat és a vektoroldat
spektrumait, majd a steril viz spektrumaval korrigalva a masik kett6t, a koncentraciot a

260 nm-en mért abszorbancia-értékekbol szamitottuk ki.
4.6. Ligalas

Ebben a Iépésben a kisméreti DNS fragmenst kiséreltik meg beépiteni a
vektorba. Ehhez mar az el6zd 1épések sordn kialakitottuk a ragados végeket,
megtisztitottuk az oldatokat és meghataroztuk azok koncentricioit, ami alapjan

meghataroztuk az 6sszemérési aranyokat is.

4.2. abra: A ligalas sematikus abrazolasa.

A ligalas soran els6ként a ragadds végek hibridizacidja jatszodik le, majd a ligdz enzim

kialakitja az 0j foszfodiészter kotéseket (4.2. dbra). A ligaldshoz T4 ligdz enzimet és a
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hozzatartozé pufferoldatot hasznaltuk. Osszehasonlito kisérleteket is végeztiink: hasitasi
kontrollként olyan elegyet mértiink dssze, amiben csak a vektor volt, ligdz enzim nem,
ligalasi kontrollként pedig egy vektort és enzimet igen, de a cél DNS fragmenst nem
tartalmazo elegyet allitottunk Ossze. Ezutdn a fragmenst €s a vektort valtozo aranyban

tartalmaz6 elegyeket készitettlink, majd 48 orara a 4 °C-os hiitdbe tettiik dket.
4.7. Transzformalas

Transzformalason a ligdlasi reakcidé soran nyert cirkuldris DNS bejuttatasat
értjiik olyan un. kompetens baktérium sejtekbe, melyeket eldzoéleg erre alkalmassa
tettek. Fontos, hogy csak cirkularis plazmidokat juttathatunk be a baktériumokba, mert
ezeket ismerik fel sajatjaként. A DH10B kompetens sejtekhez jégen mértiik hozza a
ligdtumokat, majd rovid hdsokknak tettiik ki az elegyet 42 °C-on. Ennek soran a
kompetens baktériumok porusai kitdgultak, ¢és a ligdtum bediffundalhatott a sejt
belsejébe. Ezt kovetden ismét jégre tettiik az elegyeket, hogy a porusok dsszezaruljanak,
majd tapoldat hozzdadésa utdn 37 °C-on inkubdltuk 6ket 1 o6ran at. Ezutan lemezeken
elkészitett taptalajra kentiink ki az elegyekbdl egy alkohollal fertStlenitett meghajlitott
iivegbot segitségével, majd egy ¢€jszakan at a 37 °C-os inkubatorba tettiik a lemezeket,
hogy baktériumtelepek ndvekedhessenek. Annak érdekében, hogy mas baktériumok ne
képezhessenek telepeket az emlitett lemezeken, a taptalajokba antibiotikumot tettiink,

melyre nézve az altalunk transzformalt sejtek rezisztensek.

4.8. Mesterlemez készitése, ,,Colony”-PCR és a ligalas sikerességének

ellenorzése

Egy ¢éjszaka elteltével, miutan az eldbb emlitett lemezeken felszaporodtak a
baktériumtelepek egy-egy kiilonallod telepet egy égetett végli fogpiszkald segitségével
egy masik taptalajjal ellatott lemezre vittiink at. Ezt nevezziik mesterlemeznek, aminek
az aljara kiviilrdl egy tablazatot rajzoltunk. Ennek minden celldjdba minden lemezrdl
egy-egy kivalasztott telep keriilt. A fogpiszkalot e miivelet utan egy PCR reakcidhoz
elkészitett elegybe martottuk, hogy a rajta maradt baktériumokban levéd DNS
templatként szolgalhasson az un. ,,Colony”-PCR soran. A ,,Colony”-PCR-re a ligalas
sikerességének ellendrzése miatt volt sziikség. A reakcioban egy adott hosszusagu
szakaszt sokszorositottunk a templat DNS-r6l ami tartalmazza az altalunk létrehozott és

beépiteni kivant fragmenst. Mivel agar6z gélelektroforézissel nem tudtunk
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meggy06zddni a ligdlas sikerességrol a fragmens kis mérete miatt, ezért hasitasi probat
végeztiink. A Sacl restrikciés endonukledz enzimmel, pufferelt koriilmények kozott
végeztiik az emésztést. A kisérlet alapja az volt, hogy ha a kivant fragmens beépiilt a
vektorba, akkor az Uj plazmidba bekeriil egy Sacl hasitohely (a beépiilés iranya ez
esetben nem okozott gondot, mert palindrom szekvenciarél van szo). gy ezzel az
enzimmel hasitva a ,,Colony”’-PCR terméket a gélelektroforézis soran egy révidebb
DNS darabnak és egy hosszabb DNS darabnak megfelel6 savot latunk, amennyiben a

ligalas sikeres volt.
4.9. Szekvenalas

A Sacl-es emésztés alapjan sikeresnek mondhato ligadtumokbdl és a ,,Colony”-
PCR-hez hasznalt 5° primerb6l néhany pl-nyit a Baygen Intézetbe vittiink, ahol
kapillaris szekvenalassal (ABI BigDye® Terminatorv3.1 kittel) megszekvanaltak azt. Az
eredmény az adott DNS-szakasz pontos bazissorendjét adja meg. Ennek alapjan pedig
végleges bizonyitast nyert, hogy a kivant fragmens jo iranyitassal épiilt be a hordoz6

vektroba.
4.10. Fehérjék kifejezése és tisztitasa

Rendelkezésiinkre allt a ZF1 cinkujj fehérje génje pGEX-6P-1 hordozo
vektorban, amit E. coli BL21 sejtekbe transzformaltunk, a 4.7. fejezetben mar leirt
modon. A BL21 sejtek olyan kompetens baktériumsejtek, melyeket fehérjetermelésre
optimalizaltak. Transzformalds ¢€s atoltds sordn a sejtek szaporodnak, indukaloszer
(IPTG) hozzaadasara viszont az altalunk kivant fehérje kifejezoédése kezdddik meg nagy
mennyiségben. Az indukdlds utdn 2-3 ora elteltével a baktériumkultirakat
lecentrifugaltuk, majd az {ilepitett baktériumokat ultrahanggal roncsoltuk el 1xPBS
oldatban. A szonikalas utdn oldatba kertilt fehérjét affinitds kromatografids modszerrel
tisztitottuk meg. Erre azért volt lehetdségilink, mert a vektorunk tulajdonsaga, hogy a
kifejez6dott célfehérje egy GST fuzios fehérje lesz, ami azt jelenti, hogy esetlinkben a
cinkujj fehérjéhez annak N-terminalis része feldl egy glutation-S-transzferaz fehérje
fliz6dott hozza. Igy a fehérjét Glutation Sepharose 4b gyantan meg tudtuk kétni, majd
tobbszori mosas utan arrol redukalt glutation oldattal eludlni lehetett. Az elualast
kovetden a fehérjeoldatokat molekulasziiron centrifugaltuk 4t (Amicon Ultra — 0.5

Centrifugal Filter Devices (10 K)), amin az oldat redukalt glutation-tartalma
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keresztiilhaladt, a fehérje viszont kis térfogatban a sziiron maradt. Ezt a maradék oldatot
visszacentrifugdlva toményebb, illetve redukalt glutation-mentes fehérjeoldatot

nyertiink.
4.11. SDS-PAGE

A fehérjével torténd munka tébb fazisadban is vettiink mintat az adott oldatokbdl,
hogy SDS-PAGE modszerrel vizsgaljuk. A poliakrilamid-gélelektroforézisben (PAGE)
hasznalt gél két részbol all, melyek két iiveglap kozott taldlhatok, és akrilamid-
koncentraciojukban kiilonboznek. Maga az elektroforézis fiiggblegesen, pufferoldattal
feltoltott kadban zajlik. A fels6 gél a zsebekbe felvitt mintak egy szintbe hozasaért
felelos (rétegzd gél), mig az alsoban torténik az elvélasztas. A fehérjeoldatokhoz
natrium-dodecil-szulfatot (SDS) és merkapto-etanolt tartalmazo oldatot adtunk. Az
SDS, mint feliiletaktiv molekula egyenletes eloszlasban tapad a fehérjékhez, denaturalja
azokat és egységes, méretiikkel aranyos, negativ toltést biztosit nekik. Ezaltal
egyenaramu elektromos térben azonos irdnyban, méretiikkel forditottan ardnyos
sebességgel mozognak. Igy az SDS-PAGE biztositja az agaréz gélelektroforézisnél
megismert méret szerinti elvalasztast. Futtatas utan a gélt desztillalt vizzel mostuk, és
festékoldatba tettilk egy éjszakara (Page Blue Protein Staining Solution), majd a
felesleges festéket ismét desztillalt vizzel mostuk ki a gélbdl. A digitalizalashoz irattartd

foliaba helyeztiik, és beszkenneltiik.

4.12. Koncentracio-meghatarozas — fehérje (Bradford-modszer)

crer

spektroszkopias modszer terjedt el. Ilyenek pl.: (1) A fehérje sajat UV
abszorbancidjanak meérése; (2) Lowry-moddszer; (3) Smith-médszer; (4) Bradford-
modszer. Az utobbi hiarom fehérjefiiggd szinvaltozast vizsgdl. Ezek koziil is a
legszéleskoriibben alkalmazott a Bradford-modszer, ami a Coomassie Brilliant Blue
(CBB) G-250 festékmolekula elnyelésének megvaltozasan alapul, amikor ahhoz fehérje
kotédik. Erésen savas koriilmények kozott a festékmolekula a kétszeresen protonalt
formdjaban stabilizalodik, ami piros szinli. Fehérje hozzakotddése sordn azonban a

protonalatlan kék szinli formdja valik stabilabba.
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4.3. abra: A CBB G-250 sematikus szerkezete.
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crer

meghatdrozasahoz kalibral6 oldatsorozat készitésére volt sziikség. Ehhez szilard
szarvasmarha szérum albuminbdl (BSA) torzsoldatot, majd ebbdl megfeleld higitasi
sorozatot készitettem. A kapott oldatokhoz azonos mennyiségli Bradford-reagenst
adtam, ¢és Osszerdzas utdn szobahOmérsékleten 15 percig inkubaltam. Ezutan
megmértem a steril viz, a vakoldat és az oldatsorozat tagjainak spektrumat a 400-700
nm tartomanyban. A 600 nm-en mért abszorbancia értékekbdl készitettem kalibralo

egyenest, melynek egyenletébdl, a higitdssal szamolva megkaptam a fehérjeoldataim

crer

4.13. Gél-eltolodas kisérletek

A gél-eltolodas kisérletek soran a fehérjék és a DNS fragmensek kolcsonhatasat
vizsgaltuk. PCR-ben sokszorositott, viszonylag rovid DNS-fragmenseket hasznaltunk az
eredmény jo lathatosaga érdekében. A koncentraciok alapjan adott molaranyoknak
megfeleld elegyeket készitettiink, amit allando térfogatra egészitettiink ki, és fél oran at
szobahdmérsékleten inkubaltunk. Ezutan az elegyet azonnal agar6z gélre vittiik fel, és a
megszokott médon megfuttattuk. A kisérlet lényege, hogy a DNS-hez kot6do fehérjék

megvaltoztatjak annak vandorlési sebességét a gélben.
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5. A Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. A Zinc Finger Tools programmal tortént fehérjetervezés reprodukalasa

Kutatocsoportunk korabban mar megtervezett egy cinkujj fehérjét (ZF1), amihez
egy Duchenne paciens DNS-ét vették alapul. Egy egészséges ember DNS-ével
Osszehasonlitva megkeresték azt a toréspontot, ahol a disztrofint kodolé DNS szakasz
meghibasodott. Ennek a pontnak a sziikebb kornyezetében kerestek olyan
bazisharmasokat, melyekhez specifikusan kotddo cinkujj-fehérjéket lehet 1étrehozni. Ezt
a mar emlitett Zinc Finger Tools programmal végezték, a kovetkezd szekvenciat

felhasznalva (aldhuzva a téréspontban extran beépiilt szekvencia lathato):

TGCATAAGATGCTGGCCTATGCGTTAGAGGACAAAACCTCAAGACATTCTCATGCAGAAACCAA
ACTTGGAACAAAGGAACCTcactgggGTCCTCACTGGGGCACTGCCTAGTGGAGCCATGAGAAG
AGGCCCACCATCTAGACCCCAGAATGGTAGATCCACTGACAACTT

Munkam elsé 1épéseként megprobaltam az el6z6 eredményeket reprodukalni, és
kiegésziteni. A program els6 meniipontjaba (Search DNA Sequence for Contiguous or
Separated Target Sites) bemasolva ezt a szekvenciat a program megkereste és kilistazta a
lehetséges felismerési helyeket. Ezek koziil aztan azt valasztottuk ki, ami részben a téréspontot
is lefedi (ACTGGGGTC). A kovetkezO Iépésben az ehhez a kilenc bazisparhoz vélhetéen
specifikusan kot6d6 cinkujj-fehérje aminosav sorrendjét terveztem meg (Design a ZF). A kapott

szekvencia a kovetkez6 volt:

LEPGEKPYKCPECGKSFSDPGALVRHORTHTGEKPYKCPECGKSFSREDKIVRHORTHTGEKPY
KCPECGKSFS|HMBMR OR THTGKKTS

(sargaval a GTC triplettet, z6lddel a GGG triplettet, pirossal pedig az ACT tripletett
felismeré aminosavakat emeltem ki). Ez a szekvencia megegyezik azzal, amit az 1.1.
abran is bemutattam. Ellendrzésképp ezt az aminosav szekvenciat egy masik
meniipontba is bemdasoltam (Predict Target Site from ZF Protein Sequence), ami egy
cinkujj-fehérje felismerdhelyét hatarozza meg annak aminosav sorrendje alapjan.
Eredményiil a kiinduléasi kétéhelyet kaptam vissza. Két ujj esetében (GTC és GGQG) a
kotés varhatd szelektivitasara is informaciot nyujtott a program, 4&m a harmadik ujjra
ilyen informéci6 nem &llt rendelkezésre (5.1. dbra). Lathatd, hogy mindkét cinkujj nagy
szelektivitast mutat a guanozinnal kezdddd bazisharmasokra, és ezeken belill a

kiszemelt szekvencidkra.
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5.1. abra: A Zinc Finger Tools program adatbazisa segitségével elvégzett szelektivitasvizsgalat
eredménye.

A kialakitani kivant tesztrendszerben referencia fehérjének valasztott USZF
cinkujj-fehérjével is elvégeztik a fenti miiveletsort. Az USZF fehérje szekvencidja
alapjan a kovetkez6 DNS célszekvenciat adta eredményiil a program: GAAGATGGT.
A forditott iranya keresés soran ehhez a DNS szekvencidhoz az alabbi
fehérjeszekvenciat szolgéltatta, ami az 5.2. abran lathatdo az irodalomban kozolt

fehérjével 6sszehasonlitva.

LEPGEKPYKCPECGKSFSTSGHLVRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSTSGNLVRHQRTHTGEK
LEPGEKPYACPECGKSFSTSGHLVRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSTSGNLVRHQRTHTGEK
PYKCPECGKSFSQSSNLVRHQRTHTGKKTS

PYKCPECGKSFSQSSNLVRHQRTHTG

5.2. abra: Az USZF fehérje szekvencidja a Zinc Finger Tools program adatbazisabol (z6ld), illetve a [25]
irodalombdl (piros).

5.2. A cinkujj fehérjékhez rendelhet6 specifikus DNS szakaszok kialakitasa

Munkdm kezdetekor az emlitett két fehérje génje mar rendelkezésemre allt
pPGEX-6P-1 hordoz6 vektorban, igy azok DNS-sel kialakitott kdlcsonhatasainak
vizsgalatara els6 1épésként olyan 24 bazisparos DNS szakaszok eldallitasara volt
szlikség, melyek két azonos cinkujj fehérje szdmara tartalmaznak kotShelyet (pirossal
kiemelve), és kozottilk hat bazisparnyi un. spacer talalhatd. A ZF1 fehérje esetében

ehhez a PL megjelolésii primert hasznaltuk fel:
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5'-GGAATTCGACCCCAGTgagctcACTGGGGTC-3' (PL: 24bp, T.,: 64 °C; 67%G, C)

A kisbetlivel jelolt gagetct a Sacl restrikcids endonukleaz hasitohelye. Templat DNS
hianyaban a primer 6nmagaval tapadt 6ssze, a kovetkezéképpen:

5'-GGAATTCGACCCCAGTgagctcACTGGGGTC-3"'
3’ CTGGGGTCActcgagTGACCCCAGCTTAAG 5’

A PCR segitségével a fenti adduktum teljes kétszala DNS molekulava egésziil
ki. Két PCR elegyet allitottunk 0ssze, egy + jelzésiit, amihez hozzaadtuk a polimeraz
enzimet, és kontrollként egy - jelzésti mintat, melyben nincs polimeraz enzim. A kisérlet
soran a fliggelékben ismertetett (8.2.1) PCR elegyet allitottuk 0Ossze, és a leirt
programmal hajtottuk végre a reakciot. Ezutan 5-5 pl-nyi PCR oldattal 1-1 ul festék

hozzéadasa utdn agardz-gélen elektroforézist végeztiink (5.3 4bra).

+ - M

5.3. abra: Egy agar6z gélelektroforézis gélképe. M betiivel a markert jeldltem, - jellel a polimeraz
enzimet nem tartalmazo6 minta, + jellel az enzimet is tartalmazé minta lathato.

A gélképbdl megbizonyosodtunk, hogy megfeleld mérettartomanyba esé rovid
DNS fragmenst (250 bazispart jelzé sav alatt talalhato) sikeriilt eléallitanunk. Az is
lathatd, hogy habar az enzimet nem tartalmazd elegyben is végbement a primerek
Osszetapaddsa, ennek a sdvnak sokkal kisebb az intenzitdsa. Ezzel szemben a polimeraz

enzimet tartalmazé PCR-keverékben viszonylag nagy mennyiségii fragmens keletkezett.

Ezek utan a terméket fenol-kloroform eleggyel torténd extrakcioval tisztitottuk
meg a feleslegessé valt polimeraz enzimtdl, ANTP-ktél és az esetlegesen képzddott
szdmunkra nem hasznos DNS szélaktol (bévebben 1d. 8.2.2.). A kicsapas Na-acetat
jelenlétében tortént jéghideg abszolut etanollal. A kicsapott DNS mosasahoz szintén

hideg 70%-os etanolt hasznaltam. Steril fiilke alatti szaritas utan 50 ul TE-ben oldottam
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fel. A tisztitds utan ujabb agar6z gélelektroforézissel ellendriztem, hogy a megfeleld

DNS-t nyertem-e Ki.

Kovetkezod 1épésben az eldallitott fragmenst pGEX-6P-1 hordozoba szerettiik
volna ligalni. Ehhez el6bb a vektor és a fragmens hasitasara volt sziikség, melyet az
EcoRI nevi restrikciés endonukleazzal végeztiink (hasitasi hely: GAATTC). Az egy
enzimes emésztéssel (Id. 8.2.3) mind a fragmensben, mind a vektorban tilnyal6 ragadds
végeket alakitottunk ki. Mivel egy enzimmel hasitottunk, figyelniink kellett arra, hogy
példaul a vektor ne zarodjon ujra Ossze dnmagaval, mieldtt a fragmenst hozzaadnéank.
Ennek érdekében alkalikus foszfatazzal is kezeltiik a hasitott elegyek egy részét. Ez az
enzim ugy gatolja meg a vektor ujboli dsszezarddasat, hogy annak a szabadon levd 5’
végérdl lehasitja a foszfatcsoportot. Igy hidba keriilne a 3’ vég az dsszekapcesolodashoz

megfeleld helyzetbe, nincs meg az a foszfatcsoport, amivel az észterkotés kialakulhatna.

A hasitds utan ismét gélelektroforézissel ellendriztilk annak sikerességét. A
hasitott DNS ugyanis — szétnyilt DNS lancként — lassabban fut a gélen, mint annak
szuperhelikalis szerkezetli forméja. Ezutan ismét megtisztitottuk az oldatot a fehérjétdl a
mar ismertetett fenol-kloroformmal torténd extrakcioval. A 8.2.4.-es pontban leirtaknak
megfelelden készitettiik el a ligalasi elegyet, amit 48 orara a 4 °C-os hiitdbe tettiink.
Ebbdl 2 pl-nyit DHIOB sejtekbe transzformaltuk (Id. 8.2.5) és lemezekre Ontott
taptalajokra kentiik ki. Egy éjszakai inkubalas (37 °C) soran az életképes sejtekbdl
telepek néttek (5.4. abra).

5.4. abra: A transzformalas soran készitett 6sszehasonlité lemez, ami a hasitas és ligalas

eredményességének ellenérzésére szolgalt

//////

Osszeallitott, a fragmensen kiviil mindent tartalmazoé elegy transzformalasa sikeres volt,

telepek néttek a lemezen (filctollal bekarikazva). Tehat a ligdz enzim a pGEX-6P-1

23



vektor két végét az eldvigyazatossagi intézkedéseink (defoszforildlas) ellenére
Osszekapcsolta. Az igy képzddott néhany cirkularis plazmidot a baktériumsejtek
képesek voltak felvenni, és igy elszaporodni az Ampicillin antibiotikumot tartalmazo
taptalajon, mivel a bejuttatni kivant plazmid tartalmazza az Ampicillin-rezisztenciat
biztositd génszakaszt. A hasitasi kontrollként csak steril vizet és hasitott pGEX-6P-1
vektor oldatat tartalmazo eleggyel végzett transzformalds soran viszont nem ndttek
telepek. Igy — habar elézéleg agardz gélelektroforézissel is ellendriztik — ismét
megbizonyosodhattunk a hasitas sikerességérdl. A nyitott vektort ugyanis a baktérium
nem ismeri fel sajat DNS-eként, és igy ezek a baktériumok az Ampicillin-tartalmua

taptalajon nem képesek szaporodni.

5.5. abra: Ampicillin-tartalmu taptalajra kikent, el6z6leg transzformalt DH10B kompetens sejtek

Ahogy az 5.5. abran lathato, a ligalt elegyekkel torténd transzformalas sikeres
volt, tobb telep is nétt a taptalajon, &m ebbdl még nem tudhattuk biztosan, hogy ezek a
telepek az altalunk létrehozni kivant plazmidot tartalmazzak-e? Hogy ezt kideritsiik,
minden lemezrészletrdl egy-egy kiilonallo telepet vittiink 4t egy mesterlemezre, és ezzel
parhuzamosan egy-egy PCR elegybe. gy a baktériumokban levé plazmidok szolgaltak
templatként a ,,Colony”-PCR-ben. A 8.2.1. fejezetben részletezett eljarast és programot
hasznaltuk hosszit pGEX primereket alkalmazva. A PCR termékét agaroz
gélelekrotforézisnek vetettiik ala. Ebbdl lathatova valt, hogy mely telepek vették fel az
emlitett plazmidot, azt azonban még nem tudhattuk, hogy a fragmens ligalasa is sikeres
volt-e, ugyanis telepek akkor is néttek, ha a ligalo elegy a fragmenst nem tartalmazta.
Ehhez hasitasi probat végeztiink: a Sacl enzimmel minden elézdleg futatott PCR
elegybdl néhany pl-t elhasitottunk. Amennyiben a fragmensiink beépiilt a hasitott
vektorba, akkor az az 1Uj plazmidban egy Sacl hasitohely megjelenését idézi eld

(GAGCTC). Igy azoknal a plazmidoknal, ahova nem épiilt be fragmens, a Sacl-es
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emésztés sordn nem varhatd hasitas, a gélképen pedig egyetlen sadvot varunk. Azok a
PCR termékek azonban, amelyeket a cél DNS fragmenst tartalmazd plazmidrol
sokszorozodtak, és igy Sacl hasitohellyel rendelkeznek, el fognak hasadni egy kisebb és
egy nagyobb méretli DNS szakaszra.

10000

8000
'/ 000
o000
7, 4000
~ 3500
f— 000
~— — 2500
—— 2000
— - 1500
— 1000
] - - 750
- — 500
- .t — 250
M- 4+

5.6. abra: A Sacl enzimmel tortént emésztés eredménye agaroz gélen. Baloldalon a marker DNS (M),

kozépen a hasitatlan DNS (-), jobb oldalon pedig a hasitott DNS (+) lathato.

A PCR termékek Sacl hasitasi probaja utan késziilt gélképén (5.6. dbra) a (+) és
(-) mintakat Osszehasonlitva jol lathato a hasitas eredménye. A (3) mintanal
megjelennek a 250 és 550 bazispar koriili DNS daraboknak megfelelé savok. Ez
pontosan az, amit vartunk, a pGEX hosszll primerek ugyanis 777 bazispar nagysagi
szakaszt sokszorositanak, a fragmensiink pedig 24 bazispar. Hogy teljesen biztosak
lehessiink az eredményben, még egyszer megismételtiik a hasitdsi probat ezzel az egy

mintaval, ami sikeres volt.

A mesterlemezen visszakerestiik, hogy melyik telepbdl szdrmazott a sikeresen
ligdlt plazmid, ¢és azt kémcsOben levd tapoldatba oltottuk at. Hagytuk, hogy a
baktériumok felszaporodjanak a kémcsdben, majd a nagyobb hozam érdekében
nagyobb térfogatu tapoldatba Ontottiikk at. Miutan itt is kelléképpen felszaporodtak a
baktériumsejtek lecentrifugaltuk dket, és a Quiagen Plasmid Mini Kittel kitisztitottuk
beldle a plazmid DNS-t. Agaréz gélen ellendriztiik a kinyerés sikerességét. Ezutan a
frissen tisztitott plazmidrél PCR-t készitettink a pGEX hosszii  primerek
felhasznalaséaval, a fiiggelékben ismertetett PCR eljaras alapjan. Ezt kitisztitottuk fenol-
kloroform eleggyel extrahaltuk, majd meghataroztuk a koncentracigjat, hogy

szekvenalasra kiildhessiik. Ehhez a tiszta DNS oldatbol 10 pl-t vettiink ki, amihez 490

ul steril vizhez adtuk. Ennek az oldatnak 200 - 400 nm tartomanyban felvettiik az UV-
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Vis spektrumat egy Helios spektrofotométerben. Ugyanigy jartunk el a tiszta steril

vizzel is.
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DNS oldat spektruma lathato.

Ahogy az az 5.7. abran is lathatd, az oldott DNS-nek 260 nm-nél van elnyelési
maximuma. A koncentracié kiszamitasa soran is ezt a 260 nm-en mért abszorbancia
értéket hasznaljuk fel. Figyelembe kell azonban venni a 280 nm-en felvett abszorbancia
értéket is, ez ugyanis az esetlegesen jelenlévo szennyezddések, pl. fehérjék elnyelésébol
szdrmazik. A 260 nm-en és 280 nm-en mért abszorbancia értékek hanyadosa a DNS
oldat tisztasagarol ad informdciot. Ha ez a hényados 1,8 és 2 kozotti érték, akkor a
vizsgalt oldat megfelelden tiszta, koncentracidja kelld biztonsdggal meghatarozhato.
Miutdn err6l megbizonyosodtunk, kiszamoltuk a koncentracidt. A szamitds sordn
felhasznaltuk a kétszali DNS-re azt az altalanosan elfogadott szabalyt, miszerint a 260
nm-nél mért 1,00 abszorbancia érték megfelel 50 ng/ul DNS koncentracionak, és azt
korrigaltuk a higitdas mértékével. gy megkaptuk a koncentraciét ng/ul-ben mérve. A
koncentréaci6 ismeretében 20 pul DNS oldatot és 15 pl 5° hosszi pGEX primert vittiink el
a BayGen Intézetbe szekvenalas céljabol. Az eredmény a pontos szekvenciat
szolgaltatta, melyben sarga hattérrel az Ecorl hasitohelyeket jeloltem, kékkel pedig a
Sacl hasitohelyet. A beépiteni kivant fragmenst aldhtiztam. Az alabbiakban lathato,
hogy sikeres volt a ligalas. Az igy kialakitott plazmidot a kovetkezéekben PL-GT-nek

nevezzik.

CTGGGTTTTGTTTTTAAAAACGTATTGAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGC

AAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAA
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AATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCCCGGAATTCGACCCCAGTGAGCT

CACTGGGGTCGAATTCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTC

GCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTT
GTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTG
TCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATAATTCTTGAAGACGAAAG
GGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAG
GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAA
TATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGT
ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCTTGTTT
TTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGG
TTACATCGA

Hasonlé moddon sikeresen eldallitottuk az USZF fehérje specifikus szekvencidjat (1d.

Fiiggelék) tartalmaz6 plazmidot is.

5.3. A cinkujj fehérjék eléallitasa, tisztitasa

"o

Miutan eléallitottuk a cinkujj fehérjékhez rendelhetd specifikus DNS
célszekvencidkat, a kovetkezd 1épésben magukat a fehérjéket szerettiik volna eléallitani
és tisztitani. Ehhez a fehérjék génjeit tartalmazd plazmidokat BL21-es,
fehérjetermelésre optimalizalt kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd a megszokott
moddon, lemezen levé Ampicillin tartalmu taptalajra kentiik ki. Egy éjszakanyi 37 °C-on
torténd inkubalas utan a baktériumokat kémcsovekbe oltottuk at, tovabb szaporitottuk,
majd mikor kelléen opdlossé véltak az oldatok, lombikokban levd nagyobb térfogati
tapoldatokba ontottiikk 6ket at. Mikor ezekben is elszaporodtak a sejtek, indukaloszert
adtunk hozza. Erre a célra IPTG-t hasznaltunk, mely a plazmidunkban 1évé lac operon
indukalast végzi. A fehérjeszintézis mindaddig nem indul meg amig a baktériumok
taptalajaban gliikkoz talalhato, mert a laktdz bontasa kisebb energianyereséggel jar a sejt
szdmara. A szaporodasuk soran ¢és az IPTG hozzdadasa utan viszont — a gliikkdz fogyéasa
és a laktozt imitalo izopropil-f-D-1-tiogalaktopiranozid megjelenésének koszonhetéen -
a lac operonrdl aktivalodik a fehérjetermelddés, igy az altalunk kivant fehérje is nagy

mennyiségben termeltethetd.

Indukalas utan 2-3 ora elteltével a sejtkultarakat szobahdmeérsékleten 4000 rpm-
es fordulaton lecentrifugaltuk, majd hozzakezdtiink a tisztitadsukhoz. Mivel a pGEX-6P-

1 plazmid szerkezetének koszonhetéen fehérjéink egy N-terminalis GST toldalékkal
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fejezOdnek ki, a tisztitdshoz affinitas-kromatografids modszert valasztottunk, melynek
soran a glutation-S-transzferaz fehérje szubsztratjat tartalmazé gyantan kotottiik meg a
fehérjéinket. Elsé 1épésben el kellett roncsolnunk a sejteket, hogy a fehérjéink az
oldhato frakcioba keriilhessenek. Ezt ultrahanggal végeztiik 1xPBS pufferben, az
oldatokat végig jégen tartva a felmelegedés okozta fehérje denaturacio elkeriilése
végett. A roncsolast addig folytattuk, mig kozel atlatszo oldatokat nem kaptunk, majd
ezeket 4 °C-ra hitott centrifugaban lecentrifugaltuk, és a feliilluszokat az affinitas-
gyantdra pipettaztuk. A centrifugalasbol visszamaradt baktériumiiledékeket még
egyszer szonikaltuk 1xPBS-ben, hogy ellendrizhessiik, hogy az els6é roncsolassal
oldhat6éva tettiink-e minden fehérjét. A gyantat is tartalmazé csoveket 30 percen
keresztiil lassan forgattuk szobahdmérsékleten, hogy eldsegitsik a fehérjék
megkotddését, majd 1000 rpm-en révid ideig centrifugaltuk. A feleslegessé valt, a
sejtek sajat fehérjéit is tartalmazo feliiliszot lepipettaztuk a gyantakrol (a késébbi SDS-
PAGE vizsgalathoz mintat vettiink beldliik). A gyantat 3x mostuk 1xPBS-oldattal.
Ezutan frissen készitett redukalt glutationoldattal elualtuk a fehérjét, ezzel a reagenssel

ugyanis kompetici6 révén leszorithatjuk a fuzios fehérjéinket a gyantarol.

kDa
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5.8. abra: Egy SDS-PAGE gél képe. Jobb oldalon a marker (és a hozza tartozo 1étra), mellette balra
haladva a teljes fehérjetartalom (Tot), az oldhat6 fehérjetartalom (Oldh), az oldhatatlan fehérjetartalom

(Reszusz), az atfolyo frakcio (FT), a gyanta (Gy) és az eluatumok fehérjetartalma lathato.

Ezzel az oldattal is 30 percet forgattuk a gyantdkat, valamint egy ¢éjszakan at

tartd elucids 1épést is végrehajtottunk, ezt mar forgatas nélkiil, 4 °C-on. SDS PAGE
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vizsgalattal gydzddtink meg a fenti folyamatok sikerességérdl. Az 5.8. abra ennek

eredményét mutatja be a GUSZF fehérje példajan.

Az igy kapott fehérjeoldatok azonban még nem voltak megfeleléek a gél-
eltolodas kisérletekhez, azok redukalt glutation tartalma miatt. Ennek eltavolitasara
molekulaszlrdt alkalmaztunk, ami a 10 kDa molekulatomegiinél kisebb molekulakat
atengedi, de az ennél nagyobbakat nem. Mivel mindkét fehérje (GZF, GUSZF), amivel

dolgoztunk 40 kDa koriili mérett volt, ez a molekulasziir céljainkra megfelelt.

crer

Bradford modszer szerint jartunk el. Elészor egy tomény festékoldatot kellett
késziteniink a Coomassie Brilliant Blue G-250-es festékbol, abszolut etanol, foszforsav
¢és desztillalt viz hozzdadaséval. Ez a tomény festékoldat s6tét bordo szinii, és nagyon
savas (pH~1). A koncentracié meghatarozashoz sziikséges reagenst ennek az 5x
desztillalt vizes higitasaval kaptuk. Ez az oldat z6ldes barna szinli, pH-ja az el6z6hoz
hasonlo. Miutan elkészitettiik a reagenst szarvasmarha szérum albuminb6l (BSA), a
biztonsagosabb bemérés miatt eldszor 5 mg/ml-es torzsoldatot (Tris-HCI-ben oldva)
készitettiink, majd ebbdl higitottunk néhany pl-t ugy, hogy 0,5 mg/ml-es oldatot

kapjunk. EbbOl az 5.1. tablazatban lathatd Osszetételii kalibrald oldatsorozatot

készitettiik el:
vakoldat | 3 pg/ml | 6 ug/ml | 9 pg/ ml | 12 pg/ml | 15 pg/ml
Tris-HCI 100 pl 94 ul 88 ul 82 ul 76 ul 70 pul
BSA oldat
0 ul 6 ul 12 pl 18 ul 24 ul 30 ul
(0,5 mg/ml) H B H H H H
Bradf
adford 900 ul
reagens

5.1. tablazat: A Bradford-féle koncentraciomeghatarozas kalibrald oldatsorozatanak Gsszetétele.

crer

amelyekhez 90-90 ul Tris-HCI-t, és 900-900 ul Bradford reagenst adtunk. Az elegyeket

Ovatos Osszeforgatds utdn 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, hogy a
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festékmolekula a fehérjéhez kotédhessen (habar mar a torzsoldat Bradford-reagenshez

adasakor észrevehetd volt a zoldes oldat megkékiilése).

e \/akoldat

3 ug/ml

6 ug/ml
9 ug/ml
12 ug/ml
15 ug/ml

038 -

06

qqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqqq

5.9. abra: A kalibral6 oldatsorozat spektrumai a vizével korrigalva. Jol lathatd a 450 nm koriili maximum
csokkenése, €s a 650 nm koriili maximum tolodasa és novekedése a ndvekvé fehérjekoncentracioval.

Ezutan UV-Vis spektrofotométerben felvettiik a steril viz, majd az egyes oldatok ¢s az
ismeretlen spektrumait 400 nm-t61 700 nm-ig (5.9. abra). A 600 nm-en mért

abszorbancia értékekre kalibracids egyenest illesztettiink (5.10. abra).

A
16 -
15 -
y=0,0327x+0,9349
14 A R2=0,9918

0 2 4 6 8 10 12 14 16 c(ug/ml)

5.10. abra: A fehérjekoncentracié meghatarozasara szolgalo kalibracios egyenes (600 nm-en mért
abszorbancia-értékek a koncentraciok fiiggvényében)

Az abrazolt egyenes egyenletébdl kiszdmoltuk a mintdink koncentracioit, amibdl
a higitast figyelembe véve, a fehérje molaris tomegét és az Ossztérfogatot ismerve a

molaris koncentraciok egyszeriien kiszamolhatok. Az adott fehérje molekulatomegét —
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és egyéb tulajdonsagait - az Expasy Tools segitségével hataroztuk meg. Ez egy

interneten keresztiil elérhetd program (http://expasy.org/). A kifejezett fehérjék

génjének ismeretében a molekulatomeget gy a legegyszeriibb meghatarozni, hogy a
fent emlitett oldalon a Translate mentipontra navigalunk. Itt a felhasznal¢ altal feltoltott
DNS szekvenciat aminosav szekvenciara tudjuk atforditani, majd ezt a ProtParam
meniipontba bemadsolva, a program megadja a fehérje becsiilt paramétereit
(molekulatomeg, elméleti pl, aminosav Osszetétel, atomi Osszetétel, becsiilt

félélettartam, instabilitasi index, stb.)

5.4. Gél-shift kisérletek

crer

kisérleteket terveztink és Aallitottunk Ossze. Mindezt Ugy tettiik, hogy az egyes
fehérjéket a hozzdjuk specifikusnak vélt szekvencidval is, és nem specifikus
szekvenciaval is reagdltattuk. Minden kisérletet ugyanazon molaranyoknak
megfelelden, azonos koriilmények kozott hajtottunk végre. Ez az elegyek Gsszeallitasa,
¢s allando 15 pl-es térfogatra vald kiegészitése utan 30 perc szobahOmérsékletii
inkubalast jelentett. Ennek leteltével azonnal 3 pul agardoz gélelektroforézishez hasznalt
6xtoménységli festéket adtunk az elegyekhez, és felvittiik dket a gélre. 40-45 perc 140
V egyenaram hataséara torténd futtatds utan a géleket a géldokumentacios késziilékben
lefényképeztiik. A kisérletekhez felhasznalt, PCR-ben eldallitott DNS szekvenciak és a

cinkujj fehérjék aminosav szekvenciai a fiiggelékben talalhatok.

A kisérletek soran eredményiil azt vartuk, hogy a ndvekvd fehérje
koncentracioval a szabad DNS-nek megfeleld sav intenzitdsa csdkken, vagyis fogy a
szabadon levé DNS. Ezzel egyidejiileg egy masik sav — az 1:1 komplex - jelenik meg
egy a szabad DNS-éhez képest nagyobb mérettartomanynal. Azért tolodik el a gélben a
kialakulo fehérje-DNS komplex, mert amikor a fehérje a DNS-hez hozzakét, a komplex
tomege, alakja, és toltése (a fehérje arnyékolasa miatt) megvaltozik. Az 1) sav
intenzitasanak a fehérje mennyiségével ndnie kell, mert egyre tobb DNS-hez kot oda a
fehérjénk, igy egyre tobb molekulanak valtozik meg a tdmege, toltése, illetve alakja és
igy a vandorlasi sebessége is a gélben. Egy harmadik sadv megjelenését is vartuk, ami az

1:2 komplex kialakulasat jelzi.
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5.11. abra: A GUSZF fehérjével végzett gél-eltolodas kisérletek gélképei. Baloldalon a hozza
tartoz6 specifikus DNS szekvenciat is tartalmazo, jobb oldalon pedig egy nem specifikus
szekvenciaju DNS-t alkalmaztunk (itt a ZF1 specifikus szekvenciajat hasznaltuk).

A GUSZF fehérjével végzett kisérletek soran mindez jol lathatd (5.11. abra, bal
oldali gélkép). A gélre két szabad DNS mintat vittiink fel a jobb lathatosag érdekében.
Az els6 négy, fehérjét is tartalmazo mintanal két jol elkiiloniild savot lathatunk (1:0,5 —
1:2 DNS: fehérje aranyoknal) — valoszinlileg a szabad DNS-ét és az 1:1, vagy 1:2
komplexnek megfelelét — és halvanyan egy harmadik sav is lathat6. A szabad DNS
savja a vartnak megfelelden halvanyul a fehérje: DNS arany novelésével. A masodik és
harmadik s&v intenzitdsa azonban szinte valtozatlannak tekinthet6. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a fehérje ugyan specifikusan kotddik a DNS-hez, de a komplexek
— ¢s a szabad DNS is — egyensulyban vannak egymassal. A fehérje feleslegét tovabb
novelve egy hosszan elmosddott savot kaptunk, ami arra utal, hogy a DNS-en levo
specifikus  kotohelyek telitddtek, igy a tobbi fehérje mar nem-specifikus
kolcsonhatasokba 1ép a DNS-ben levd bazisparokkal. Ebben az esetben viszont a fehérje
nem alakit ki olyan szoros kolcsonhatast, mint a specifikus esetben, azaz nem
illeszkedik pontosan a DNS nagyarkaba. Igy példaul az is el6fordulhat, hogy csak két
ujj alakit ki kolcsonhatast a DNS-sel, és a harmadik szabadon 16g. Mindez a komplex
alakjat is nagyban befolyasolja, igy az a gélben minden bizonnyal nehezebben vandorol.
Mindez még jobban lathatd a nem-specifikus kotddést vizsgald gélen (5.11. abra, jobb
oldali gélkép). Itt a DNS: fehérje = 1:2 ardny alatt is mar megfigyelhetd a savok
elmosodasa, de nem lathatd olyan savszétvalas, mint az eldzdekben targyalt gélképen,
tehat jol definidlt komplex nem alakul ki. Az 1:2 és 1:4 aranynal viszont egy kis
intenzitdsi nagyon elnyult savot lathatunk. Ez arra utalhat, hogy a fehérje a DNS

barmely szakaszan képes a nagy felesleg miatt megkotddni, de mint ahogy azt mar
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emlitettiik, az ilyen nem specifikus megkotddések soran a fehérje kilog a DNS nagy
arkabol, vagy nem mind a harom domén kotddik meg, igy nagyon sok, kiilonb6zo alaka
DNS-fehérje komplex jon 1étre. Azonban ezek egyike sincs jelen nagy mennyiségben,
ez okozza az elnyult sav kis intenzitasat. A fehérje nagyon nagy feleslegének
jelenlétében a DNS lanc szinte telitddik a nem specifikusan hozza kotédo fehérjékkel.
Ezeknek a komplexeknek a mérete és alakja mar nem kiilonbozik annyira egymastol,

igy hasonldan vandorolva a gélben Gjra egy jol kivehetd, intenziv savot adnak.

A GUSZF fehérjével végzett kisérletekkel Osszehasonlitva a GZF1 fehérjével
kapott eredményeket az mondhatd el, hogy ennek a fehérjének a specifikussaga
nehezebben tanulmanyozhat6o a kidolgozott rendszerben. A gélképek alapjan ez
mindenképpen kisebb mértékli, mint a GUSZF fehérje specifikussaga (5.12. abra).
Savszétvalast sajnos nem tapasztaltunk, csak a szabad DNS savjainak elmosodasat, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy ugyan kialakul komplex, ami vélhetéen specifikus, de
nem nagy mennyiségben. Nagy fehérjefelesleg alkalmazasanal a GUSZF fehérjéhez

hasonléan viselkedik: a nem-specifikus DNS-sel vald kisérletben viszont csak nagy

fehérjefeleslegeknél lathatunk gél-eltolodast.

~
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5.12. abra: A GZF1 fehérjével végzett gél-eltolodas kisérletek gélképei. Baloldalon a specifikus DNS
szekvenciat is tartalmazd, jobb oldalon pedig egy ezt nem tartalmazé DNS szakasszal (jelen esetben a
masik fehérjéhez (USZF) specifikus szekvenciat hasznaltuk) végezve az elektroforézist.

Ez utobbi megfigyelés is arra utal, hogy az altalunk tervezett cinkujj fehérje
gyengébb kolcsonhatast alakit ki a DNS molekulaval. Azaz a tesztrendszeriink még nem

eléggé finom a specifikussag tanulmanyozéasédhoz, tovabbi optimalizalas sziikséges.
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5.5. Hidrolizis Ni**-ionokkal

A mar emlitett fehérjéket tovabb vizsgaltuk Ni’*-ionok jelenlétében egyfajta
specifikus ujjlehasadést remélve. A GZF1 fehérjében az irodalmi attekintésben emlitett
Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa szekvencia a harmadik ujjban, mig a GUSZF fehérjében az

elsé ujjban talalhato.

GZF1 cinkujj fehérje szekvencidja:
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A GUSZF cinkujj fehérje szekvencidja:
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5.13. abra: A vizsgalt fehérjék aminosav-szekvencidja (a GST toldalék nélkiil), benne zdlddel kiemelve a
Ni?*-ion katalizlta hidrolitikus hasadas varhato helye

Mint ahogyan az 5.13. 4bran is latszik, a hidrolizis lejatszodasa utan a GZF1
esetében egy egy ujjal rovidebb fehérjét, mig a GUSZF esetében egy mindharom ujjat
elvesztett fehérjemaradvanyt kell kapnunk. A méretbeli kiilonbséget kihaszndlva a

folyamat nyomonkovetésére poliakrilamid-gélelektroforézist alkalmaztunk.

A kisérlet soran vizsgaltuk maguk a (Ni?* &s barmilyen mas fémionmentes,
tisztitott, redukalt glutationtdl szirt, Tris-HCI pufferben) levd fehérjék, és hozzaadott
Ni?*-ionokat (10 x feleslegben) tartalmazo fehérjék oldatat. 40 °C-on, Tris-HCI
eleggyel pufferelt kdzegben (50 mM, 7,003 pH) végeztiik az inkubdalést. Egy és harom
oOra utan vettiink mintdkat. Az SDS-PAGE eredménye az 5.14. abran lathato.
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5.14. abra: A cinkujj fehérjék SDS PAGE képe a Ni**-ionok tavol-, illetve jelenlétében tortént inkubalas

utan

A gélképen a parhuzamos mintdkon (fehérjénként a Ni**-ionok jelen-, illetve
tavollétében inkubalt oldatok) lathato, hogy a hozzaadott fémiont tartalmazé mintaknal
egy Uj, halvany sav jelenik meg a GZF1 esetében a kiindulasi fehérje savja alatt, mig a
GUSZF esetében joval alatta. Ez egyezik a vart eredménnyel, miszerint a GZF1-r6l egy
ujj, mig a GUSZF-r6l mindharom ujj lehasad. Ennek megfeleléen a GZF-nél egy ~ 20
aminosavval rovidebb fehérjének megteleld sav jelenik meg, a GUSZF estén pedig ~ 70
aminosavval lesz rovidebb a fehérje. Az id6 eldrehaladtaval az 0j sav intenzitdsa a GZF

esetén novekszik, mig a GUSZF mintdban ennek megitélhetésége bizonytalan.

A fenti eredmények igazolasara, és a GUSZF fehérjével kapcsolatos kételyek
eloszlatasara egy ujabb kisérletet végeztiink a hdmérséklet emelésével (60 °C). Az el6z6
kisérletnél ismertetett pufferben inkubaltuk a fehérjeoldatokat fémion hozzaadasaval és
anélkiil. A GZF1 esetén a gélképen ismét megjelent az 01j sav az eredeti fehérje savja
alatt, a GUSZF esetén viszont nem tapasztaltunk valtozast a kiindulasi fehérjéhez

képest.

Kisérleteink mindenképp biztatéak, de tovabbi, részletes vizsgalatok
sziikségesek a teljes kép kialakitasahoz. A tovabbiakban vizsgaljuk azt is, hogy a
hidrolitikus folyamat specifikus, illetve nem-specifikus DNS jelenlétében is lejatszodik-

e, valamint, hogy a képz6do termék képes-e a DNS hasitasara.
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6. Osszefoglalas

Tudomanyos diakkori dolgozatom soran a kutatocsoportunk altal a Zinc Finger
Tools nevili programmal megtervezett ZF1 cinkujj fehérje DNS-sel kialakitott
kolcsonhatadsanak vizsgalatara egy agaroz-gélelektroforézisen alapuldé rendszer
kidolgozésat tliztiik ki célul. Elsdként a fenti program hasznélatit tanultam meg,
ellendrizve a tervezési folyamatot. Ezek utdn a ZF1 cinkujj fehérjéhez tartozé specifikus
DNS részletet allitottuk elé ugy, hogy egy két kotdhelyet tartalmazd palindrom
szekvenciaju primert PCR késziilékben 6nmagaval 0sszetapasztottunk és kétszalu DNS-
t alakitottunk ki bel6le. Ezt a fragmenst pGEX-6P-1 hord6z6 vektorba iiltettiik EcoRI
restrikcids endonukledz és T4 ligdz segitségével. Ezzel parhuzamosan elééllitottuk az
irodalomban specifikusnak leirt USZF cinkujj fehérjéhez tartoz6 specifikus DNS-t
tartalmaz6 szakaszt is. Ezt kdvetden a mar meglévd gének alapjan megkezdtiik a GZF1
és GUSZF fehérjék termeltetését baktériumokban. E fehérjéket affinitds-kromatografias
moddszerrel megtisztitottuk. A tovabbi kisérletekben sziikségiink volt a DNS ¢és a
modszerrel hataroztunk meg. A fehérje-DNS kolcsonhatasok specifikussaganak
vizsgalatara tesztként gél-eltolodas kisérleteket végeztiink. Ezek soran jol definialt
aranyokban inkubaltuk egyiitt a kiilonb6z6 DNS és fehérjemolekuldkat specifikus,
illetve nemspecifikus kolcsonhatasok tanulmanyozasa céljabol. A cinkujj fehérjék DNS-
kotését agardz gélen végrehajtott gél-eltolodas alapjan vizsgaltuk. A GUSZF cinkujj
fehérjével ¢és a hozza specifikus DNS-sel végzett kisérletek eredményei jo
Osszehasonlitasi alapot biztositottak. Ezek bizonyitottdk a GUSZF cinkujj fehérje nagy
specifikussdgat, ugyanakkor a sajat fehérjénk esetében nem jelent meg olyan jol
kivehetd savszétvalas, mint a GUSZF-nél. A szabad DNS séavjanak elmosodasabol
valoszintsithetjiik, hogy a GZF1 fehérje is kolcson hat a DNS-sel méghozza a
nemspecifikus DNS molekulatdl kiilonb6z6 modon. A kiilonbség valdsziniileg a

kolesonhatés erdsségének eltérésébdl ered.

A fentiek miatt a tovdbbiakban finomitani szeretnénk ezen a tesztelési
modszeren. Ennek egyik irdnya lehet a GST toldalék eltavolitasa, valamit rovidebb, a
specifikus felismerdhelyet tartalmazo DNS szakaszok eldéllitasa. Tobb cinkujj fehérjén

is szeretnénk a mddszert kiprobalni, valamint tovabbi célkitlizésiink lehet az is, hogy a
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ZF1 fehérjéhez endonukledzt flizziink (pl. Fokl), hogy az enzimatikus hasitas
specifikussagat is vizsgalhassuk. Ez volt az egyik oka annak, hogy a munkét egy uj
célszekvencia eldallitasaval kezdtiik, mert a létrehozott szekvencidban — egy mar
meglévo, szintén a GZF1 fehérjéhez rendelheté specifikus DNS-sel szemben — a
cinkujjak kotohelyei ugy allnak, hogy ha a fehérjéhez endonukleazt fiiziink, az a két

kotohely kozotti 6sszekotd szekvencian tud dimerizalodni, és hasitani.

A hidrolizisre iranyuld kisérleteink a GZF1 fehérjénél a vart eredményeket
szolgaltattak. Valdsziniisithetd a hidrolitikus Ni2+-komplex kialakulasa, és a harmadik
ujj fehérjérdl vald leszakadasa. A GUSZF fehérjével végzett kisérletek eredménye
viszont még nem egyértelmii. Mindenesetre szeretnénk a tovabbiakban plazmidokkal
egyiitt is inkubalni az emlitett fehérjéket Ni?*-ionok jelenlétében, és az esetleges DNS

hasadast a mar jol alkalmazott saveltolodés kisérlettel vizsgalni.
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8. Fiiggelék

8.1.1 A ZF1 jelolésii cinkujj fehérje aminosav és DNS szekvencidja:

LEPGEKPYKCPECGKSFEFSDPGALVRHQRTH
TGEKPYKCPECGKSEFSRSDKLVRHOQRTHTG
EKPYKCPECGKSFSTHLDLTIRHQRTHTGIEKHK
T S

CTGGAACCGGGCGAAAAACCGTATAAATGCCCGGAATGCGGCAAAAGCTTTAGCGATCC
GGGCGCGCTGGTGCGCCATCAGCGCACCCATACCGGCGAAAAACCGTATAAATGCCCGG
AATGCGGCAAAAGCTTTAGCCGCAGCGATAAACTGGTGCGCCATCAGCGCACCCATACC
GGCGAAAAACCGTATAAATGCCCGGAATGCGGCAAAAGCTTTAGCACCCATCTGGATCT
GATTGAAAAACCGTATAAATGCCCGGAATGCGGCAAAAGCTTTAGCACCCATCTGGATC
TGATTCGCCATCAGCGCACCCATACCGGCAAAAAAACCAGC

8.1.2 Az USZF jelolésii cinkujj fehérje aminosav és DNS szekvencidja:
LEPGEKPYACPETCSEG
TGEKPYKCPETCGIKS
EKXKPYKCPECGEKSTES

S FSTSGHLVRHOQRTH
STSGNLVRHOQRTHTG
SSNLVRHQRTHTG

o 1R

CTCGAGCCCGGGGAGAAGCCCTATGCTTGTCCGGAATGTGGTAAGTCCTTCAGCACCAG
TGGCCACTTGGTTAGACACCAGCGTACCCACACGGGTGAAAAACCGTATAAATGCCCAG
AGTGCGGCAAATCTTTTAGCACCAGCGGCAACCTGGTGCGCCATCAACGCACTCATACT
GGCGAGAAGCCATACAAATGTCCAGAATGTGGCAAGTCTTTCAGCCAGTCCAGCAACCT
GGTGCGCCACCAACGTACTCACACCGGT

8.1.3 A pGEX-6P-1 hordozo vektor bazisszekvenciaja:

ACGTTATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTCGTAAATCACTG
CATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAAT
GAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGTATTCATGTCCC
CTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTT
GTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGT TTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTATATTGATGGT
GATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAG
AGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGT
TGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACC
CATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATCEACCCAATCTCCCTCEATEGCET TCCCAAAATTAGTTTGTT
TTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGC A NECONCENEE
[PASEEENEEHE T GGCGACCATCCTCCARAATCGGATCTGGAAGTTCTGT TCCAGGGGCCCCTGEEATCECCGEAATTECCGGGTCGA
CTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGT TTCGGTGATGACGGTGAAAA HCNN SO OeeeEE
AGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGC
AGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAAT
GTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATAC
ATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTT
CCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAA
GATCAGTTEEETCCACCACTCEETTACATCGAACTGGATC TCAACAGCGGTARGATCCTTGAGAGT TTTCGCCCCGAAGARCGTTTTC
CAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACA
CTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCT
GCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACA
TGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGC
AGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCG
GATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTC
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GCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGA
ACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATT
GATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTT
CGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAAC
AAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCG
CAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGC
TAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCA
GCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTA
TGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGC
TTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGG
GGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCT
GCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCG
AGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAAATTCCGA
CACCATCGAATGGTGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTA
ACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAA
CGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCT
GATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCC
AGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGC
TGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTC
TGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAG
CAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAA
TTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCC
CACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATC
TCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTCAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGC
AAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAA
AACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGT
ATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAA
CGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG
CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGA
AAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTAC
ACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTG
ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTGGAATT

A pirossal kiemelt szakaszok a pGEX rovid N- (forward) és C-terminalis
(reverse) primerjeit jelolik. A zold kiemelés a hossza N- (forward) és C-termindlis

(reverse) primerek helyét mutatja. Vilagoskék szinnel a két Ecorl hasitohely lathato.
8.1.4 A ZF1 cinkujj fehérjéhez tartozo specifikus DNS szekvencia:

GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGAAGTTC
TGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCCCG_GACCCCAGTGAGCTCACTGGGGTC
-CCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTT
CGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGG

8.1.5 Az USZF cinkujj fehérjéhez tartozo specifikus DNS szekvencia:

GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGAAGTTC

TGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCCCG_ACCATCTTCATTAATGAAGATGGT-

B CCcGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTT
CGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGG

Sargaval a pGEX rovid N- (forward) és C-termindlis (reverse) primerjeit jeldltem.

Pirossal az Ecorl hasitohelyeket emeltem ki, a cinkujjak kotéhelyét pedig alahuztam.
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8.2 Alkalmazott modszerek

8.2.1 Polimeraz lancreakcio

Egy altalunk alkalmazott tipikus PCR elegy Osszetétele:

Steril viz 35,5 ul

PCR puffer (Mg®*-t tartalmaz) 5l

dNTP 5l

Primer PL 4 ul

DNS polimeraz (Taq polimeraz) 0,5 ul

Ossztérfogat 50 pl
A alkalmazott PCR-program:

1) Iépés: 98 °C  1perc

2) 1épés: 98 °C 20 mp

3) 1épés: 64 °C  1perc (az alkalmazott primertdl fliggden valtozhat)

4) 1épés: 72 °C  1perc

5) 1épés: 30x2 vissza a 2. [épésre

6) 1épés: 72 °C  4perc

7) 1épés: 10 °C amig le nem allitjuk

8) 1épés: vége

8.2.2 Tisztitas PCR elegybél

A PCR elegyekhez csdovenként 50 ul fenol-kloroformot adtam, ezzel §sszevortexeltem,
majd 5 percig szobahdémérsékleten 13500 rpm-en centrifugaltam. A felsé fazist
leszivtam, az alsét eldobtam. 5 pl 3 M Na-acetatot adtam hozza, 6sszevortexeltem, majd
125 pl jéghideg abszolut etanolt adtam hozza. Ezzel is vortexeltem, majd a -80 °C-0s
hiitébe tettem 30 percre. 4 °C-ra hiitott centrifugdban 15 percig 13500 rpm-en
centrifugaltam, majd a feliiliszot leszivtam, és 200 pl jéghideg 70%-0s etanolt adtam
hozza. Ezzel is vortexeltem, majd Gjabb 5 percet centrifugaltam 4°C-on 13500 rpm-en.

Leszivtam a feliilaszot, €s steril fiilkében szaritottam a kicsapott DNS-t, amit ezek utan

TE-ben oldottam fel.
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8.2.3 Hasitas

A pGEX-6P-1 vektort 25 pl 6ssztérfogatban hasitottam a kovetkez6képpen: 1 pl pGEX-
6P-1; 2,5 ul EcoRI puffer; 2,5 ul EcoRI enzim; 19 pl steril viz.

A fragmenst 60 pl dssztérfogatban hasitottam el: 45 pl PCR elegy; 6 pl EcoRI puffer; 2

ul EcoRI enzim; 7 pl steril viz

Masfél oran keresztiil 37 °C-on inkubaltam az elegyeket, majd 20 percre 80 °C-ra

melegitett rdzoéinkubatorba tettem, hogy az enzimet inaktivaljam.

Az alkalikus foszfatdzzal (Fast AP) is kezelt elegyeket az enzim hozzdadasa utidn

tovabbi 10 percig 37 °C-on tartottam, majd 65 °C-on 15 percig inaktivaltam.

8.2.4 Ligalas

A pGEX-6P-1 vektorbol alland6 mennyiséget, 3,5 pl-t hasznéltam, ehhez 6 pl, 3,5 pl
majd 1,5 pl fragmens oldatot adtam. T4 ligaz enzimet hasznaltam, ebbdl is elegyenként
1-1 pl-t, és az ennek megfeleld T4 ligaz pufferbdl 2 pl-t mértem be. Az elegyeket steril
vizzel egészitettem allando, 20 pl-es térfogatra. Hasitasi kontrollként csak pGEX-6P-1-
bdl és steril vizbdl allo elegyet készitettem, ligalasi kontrollként pedig a fragmens
oldaton kiviil minden Osszetevot tartalmazo elegyet allitottam Ossze. Ezeket 48 orara 4

°C-ra tettem.

8.2.5 Transzformalas

30 pl kompetens sejthez (DH10B vagy BL21) 2 pl-t tettem a plazmidot tartalmazo
oldatbol. Osszemérés utan 10 percig jégen tartottam az elegyeket, majd 2 perce 42 °C-
os vizfiirdébe tettem. Ezutan azonnal jégre keriiltek ujabb 30 percre, majd 37 °C-ra

melegitett razoinkubdatorba tettem Oket egy orara 150 pl LB tapoldat hozzaadaséaval.

8.2.6 ,,Colony-PCR”

A mar fent leirt altalinos PCR-elegynek megfeleld mesterkeveréket készitettem el,
PGEX hosszl primereket alkalmazva, templatként pedig a fogpiszkalora éppen felszart
baktériumtelepben levd DNS szolgalt. A fent ismertetett PCR program megfelelt a

primerek olvadaspontjanak, igy itt is ezt hasznaltam.
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8.2.7 A ligalas sikerességének ellendrzése

Sacl enzimmel végeztem hasitast 20 pl Ossztérfogatban, 1 pl Sacl enzim, 2 pl Sacl
puffer, 5 ul PCR-elegy és 12 ul steril viz hozzaadasaval. Egy oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltam, majd 65 °C-ra melegitett razéinkubatorban 20 percig inaktivaltam az

enzimet.

8.2.8 Fehérje tisztitasa

A folyamatot jégen végeztem. A lecentrifugalt baktérium pelletet 3 ml 1xPBS-ben
roncsoltam 3x40 madasodpercig ugyanennyi sziinetet tartva a roncsoldsok kozt. A
szonikator teljesitménye 61% volt. Ezutan 13500 rpm-en 4 °C-ra hiitdtt centrifugdban
10 percig centrifugaltam. A feliiliszot a mar eldkészitett gyantara pipettaztam, és 30
perig szobahOmérsékleten forgattam. Ennek leteltével 1000 rpm-en 2 percig
centrifugaltam, és leszivtam a feliilisz6t. Ezutan 3 mosas kovetkezett 1 ml 1xPBS
oldattal. A mosasok soran is 1000 rpm-en 2 percig centrifugaltam, majd frissen készitett
redukalt glutation oldatot pipettaztam a gyantara (300 ul) és ezzel ujabb 30 percen
keresztiil forgattam. Végiil ismét 1000 rpm-en centrifugéltam 2 percig, majd leszivtam a
feliiliszot, amiben az elualt fehérje volt. A gyantat nem dobtam el, egy ¢éjszakai eluciot
1s csinaltam, szintén 300 pl redukalt glutation oldattal, 4 °C-on, forgatas nélkiil.

A Glutation Sepharose 4b gyanta elokészitése:

A gyanta 75%-osan, etanolban oldva all rendelkezésre. Els6 1épésként a gyanta
hasznaliti utasitdsaban szerepld tablazatbdl kivalasztottam a baktérium kultardmnak
megfeleld varhato fehérje mennyiségét, és kiszdmoltam az ennek megfelel6 mennyiségi
gyantat. Annak figyelembevételével, hogy a gyanta 75%-0S készitményként allt
rendelkezésemre, kiszamoltam a kimérendd térfogatot, és ezt 1000 rpm-en 2 percig
centrifugéltam. A feliiliszot lepipettaztam rola, és 3x 250 ul 1xPBS oldattal mostam,
alkalmanként 1000 rpm-en 2 percig centrifugalva. Végiil annyi 1x-es PBS-ben oldottam
fel, hogy 50%-os oldatot kapjak, ezzel dolgoztam tovabb a fehérjetisztitas soran.
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8.3 A felhasznalt gélek leirasa:
8.3.1 Agaréz gél

1%-o0s gélt ontdttem ugy, hogy 1,2 g szilard agardzt 120 ml desztillalt vizben oldottam
melegitve, majd mikor kéz melegre hiilt 2,4 ml 50XxTAE puffert és 120 pl etidium-
bromidot adtam hozza. Ezutan a forméba Ontottem és beletettem a fésiiket. Mindvégig

vigyaztam, hogy buborékok ne képzddjenek az oldatban.

8.3.2 SDS gél

Az also gélhez 5 ml desztillalt vizet, 6,25 ml akril-amid (30%) oldatot és 3,75 ml B-
pufferoldatot kevert 6ssze, majd 125 pl APS és 18,75 ul TEMED hozzéadaséaval
inicializaltam a polimerizaciét. Ebbol rogton 3,5 ml-t a formdba elére befogott,
alkohollal tisztara tortolt tiveglapok kozé pipettdztam, majd vizet rétegeztem ra, és 20
percig hagytam polimerizalodni. A felsé gélhez 5,4 ml desztillalt vizet, 2 ml akrilamid
(30%) oldatot és 2,5 ml C-pufferoldatot tartalmazo elegyet készitettem, melyben 50 ul
APS-sel ¢és 7,5 pul TEMED-del inicializdltam a polimerizaciot. Az alsdé gél
megszilardulasa utan a vizet ledntottem rola, és rarétegeztem a felsd gél oldatat, majd

ujabb 20 percig vartam, hogy megszilarduljon.

A hidrolizis vizsgalatdhoz specialis alsd gé€lt hasznaltam, melynek Osszetétele: 1,5 g
glicin, viz, akrilamid (30%) oldat, a polimerizaciohoz 50 pl APS, és 7,5 ul TEMED volt

sziikséges.

8.4. Az alkalmazott oldatok roviditése és azok jelentése:

HEPES puffer: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav (6,8 - 8,2 pH)

TE: Tris-EDTA oldat

IPTG: izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

1xPBS: 140 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPOQ4, 1.8 mM KH,PO, (pH 7.3)
50 x TAE puffer: 2,0 M Tris-acetat, 0,05 M EDTA, (pH 8,0)

APS: ammonium-perszulfat

TEMED: tetrametil-etilén-diamin

Tris-HCI: Trisz(hidroximetil)-aminometan (7,2 - 9,0 pH) és sdsavoldat keveréke.
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