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1. Bevezetes

A genetikai betegsegeket a gének hibas szekvenciaja okozza. Ezeket a betegségeket
ugy lehetne gyogyitani, hogy a hibat kijavitjuk. Mivel az ilyen hibakat a sejtek DNS-javito
mechanizmusa nem ismeri fel, a hibas bazisszekvencianal vagy annak kozvetlen kdzelében
elhasitva a DNS-t indukalhatjuk a javitd folyamatokat. A természetes javitbmechanizmus
észleli ezt a sérilést, és megfeleld templat jelenlétében a séruléssel egyutt a betegséget
okozo hibat is kijavitja. Tébb specifikus (DNS hasitasara alkalmas) nukleadzt ismeriink,
azonban ezek szama még igy is kevés ahhoz, hogy tetsz6leges helyen hasitsuk a genomialis
DNS-t. Ehhez olyan nukledzra van sziikség, amelyben szabadon véltoztathaté a tapadési
rész specifikussaga. Illyen céllal allitottak el6 a cinkujj-Fok-1 nukleazokat, melyekrdl
azonban kidertlt, hogy citotoxikusak. Ennek feltehetdleg az az oka, hogy a sejtben a fehérje
esetleges  sérillésének  kovetkeztében az mar nem-
specifikusan kotddhet a  DNS-hez.  Amennyiben az
aktivitasat a sériilés okozta valtozasok ellenére sem vesziti
el, a DNS-t tobb helyen is elhasithatja, amivel a sejt halalat
okozza. Kutatdcsoportunk célja egy pozitiv allosztérikus

szabalyozassal rendelkez6 nukleaz létrehozasa, amire a

colicin E7 bakterialis toxin nukledz doménje (N-ColE7) tlint
;%fraitélrgs S?;kl;l;;?E[;] Rontgen-  alkalmasnak (1.1. abra). Az N-ColE7 ugyanis csak akkor

rendelkezik nukledz aktivitassal, ha a szekvencia mindkét
vége, azaz az N-, és a C-terminalis részei egymashoz képest megfeleléen kozel
helyezkednek el. Egy ilyen fehérje N-, és C-termindlis szakaszat megérizve, kozéjik a
DNS-t specifikusan kot6 cinkujj fehérjét beépitve, az 0j enzim csak a DNS megkotddése
utan rendelkezhet az aktivitdshoz sziikséges konformacioval. Egy ilyen ujszerti cinkujj
nukleéz létrehozasa bonyolult folyamat. Pontosan kell tudni, hogy hova és hogyan épitsik
be a cinkujjakat ahhoz, hogy az Uj nukledz aktiv legyen a kivant korilmények kozott.
Mindenekeldtt fontos tudnunk, hogy a termindlis részek megfeleld elhelyezkedését mely
aminosavak kolcsonhatasai biztositjak. Ennek érdekében azt vizsgéltam, hogy az N-ColE7
N-terminalis részén 1évé aminosavak kozil melyik lehet szikséges az aktivitas

megtartasahoz.



2. Célkitiizés

Kutatocsoportunk célja egy a DNS-hez tetszblegesen Vvalasztott szekvencidnal
specifikusan kotédo, pozitiv allosztérikus kontrollal rendelkezd nukleaz 1étrehozasa. Ehhez
a colicin E7 nem-specifikus metallonukledz doménjét (N-ColE7) szeretnénk felhasznalni
cinkujj motivumokkal biztositva a kivant szekvencidhoz vald kotodést.

Az N-ColE7 fehérje aktivitasahoz szikséges, hogy az N- és a C-terminalis végei
megfelelé kozelségben helyezkedjenek el egymashoz, és igy a hasitasi mechanizmushoz
szlikséges kolcsonhatasok kialakulhassanak. Az N-terminalis részen levé aminosavak
nélkil az enzim elvesziti az aktivitasat, ezért fontos megvizsgalni, hogy a cinkujjak
beépitése soran mely aminosavakat szikséges az eredeti szekvenciabol megtartani, hogy a
fehérje csak a kivant korulmények kozott legyen aktiv.

Munkam célja a fentiek alapjan annak vizsgalata volt, hogy az N-termindlis részen
kivalasztott aminosavak kozil, melyeknek van jelentds szerepe az aktivitds kialakitasaban,
valamint, hogy ezen kélcsonhatasok hianya elég-e ahhoz, hogy az N-termindlis oldallanc
elhelyezkedése megvaltozzon, és igy az aktivitas megsziinjon. Ennek érdekében terveink
kozott szerepelt:

e az N-ColE7 N-terminalis részén azon aminosavak Kkivalasztasa, melyek
fontosak lehetnek a C-termindlis Kkatalitikus kdzponttal —kialakitott
kolcsonhatasok szempontjabol, majd ezek cseréje alaninra a fehérjét kodold
DNS megvaltoztatasa réveén;

e amutans gének baktériumban torténé sokszorositasa;

e a modositott DNS molekularol kifejezett fehérjék taltermelése E. Coli
baktériumban;

o afehérjék sejtmérgezd hatasanak vizsgalata DNS hasitasi kisérletekben.



3. lrodalmi 6sszefoglald

3.1. A nukleaz enzimekrél altalaban

A nukledzok olyan enzimek, amelyek a DNS-ben és/vagy az RNS-ben a nukleotid
egységek kozotti foszfodiészter kdtések hidrolitikus hasitasat katalizaljak. Az exonukledzok
a terminalis, mig az endonukleazok a lanckozi kotéseket hidrolizaljak. Ismerink nem-
specifikus és specifikus nukledzokat is. Utdbbiak csak adott DNS-szekvencia hasitasara
képesek, ilyenek pl. a restrikcios endonukleazok.

A nukleazok szamos sejtfolyamatban vesznek részt, mint a DNS-javitas, replikacio,
restrikcio, rekombinacio [1]. A katalizis mechanizmusa sokféle lehet, de a legtébb esetben
fémion sziikséges hozza. Leggyakrabban kétvegyértékii fémionok, pl. Mg?*, Mn*", Zn*
vesznek részt. A fémion a kdvetkez6 feladatokat lathatja el:

1) aktivalhatja a vizmolekulat, amely igy altalanos nukleofil bazisként a hasado foszfat
tamadasaért felelos;

2) szerepet jatszhat a szubsztrat megkotésében és annak elektrosztatikus aktivalasaban;

3) Lewis savként stabilizalhatja az otértéki negativan toltott foszforan atmeneti
allapotot;

4) éaltalanos savként a fémion altal kotott vizmolekula pedig protonalhatja a tavozo

csoportot [2].

3.2. Génterapia céljaira tervezett cinkujj-nukleadzok

A cinkujj-nukledzok olyan kimér fehérjék, melyek egy nem-specifikusan hasito
nukleéz, és altalaban harom specifikusan k6t6d6 cinkujj doménbdl allnak, a teljes fehérje
specifikusan hasitja a DNS-t az altalunk tervezett helyen, és igy a sejt sajat
javitomechanizmusaval érzékeli és megfelelé templat jelenlétében korrigalja a génhibat.
Erre a célra allitottak el6 a Fokl cinkujj nukledzokat. A Fokl a természeben is el6forduld

nem-specifikus nukledz doménnel rendelkezo fehérje [3].



3.1. dbra. A DNS molekuladhoz specifikusan k6t6d6é cinkujjakkal
dsszekapcsolt Fokl nukledz dimerként hasitja a DNS-t.

A 3.1. dbrén lathaté dimerként miikodé cinkujj nukleaz a DNS kettés szalat egyszerre
hasitja el. Ez a mesterséges fehérje citotoxikusnak mutatkozott [4]. Ennek az lehet az oka,
hogy a sejtben a fehérje megseril, aminek hatasara nem-specifikus médon is megkdtddhet
a DNS-en. Amennyiben az aktivitasat a sériilés okozta valtozasok ellenére sem vesziti el, a
DNS-t tébb helyen is elhasithatja, amivel a sejt halalat okozza. Feltételezzik, hogy ennél
biztonsagosabb mesterséges nukleazt lehetne eléallitani, ha a FokI helyett egy modositott
colicin E7 nukleaz domén szerepelne. Diakkori munkadm soran ezért az N-ColE7-ben

kialakithatd allosztérikus szabalyozast tanulméanyoztam.

3.3. A ColE7 nukleaz eléfordulasa és felépitése

Az Escherichia Coli baktérium colicin fehérjéket termel az idegen baktériumsejtekkel
szembeni védekezés céljabol. E fehérjék membrank6té, membran transzlokacios és
citotoxikus doménekbél allnak [5]. A kiilonb6z6 colicinek az idegen baktériumsejtbe jutva
eltér6 modon fejtik ki citotoxikus hatasukat. Egyes tipusuk DNaz vagy RN&z funkcidval
rendelkezik, masok ionoforok. A gazdasejtek a nukledz domeénhez specifikusan kot6do

immunitasfehérjéket termelnek, annak érdekében, hogy megvédjék magukat a citotoxikus

hatastdl.
&
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3.2. dbra. A colicin E7 miikddésének sematikus abraja. Sarga szin a transzlokécios, zold a
receptorkdt6, a piros a nukledz domént jeldli [6].



A colicin E7 nem-specifikus DN&z és RNaz [7] aktivitdssal rendelkezé fehérje. A
gazdasejtbdl kijutva az idegen baktériumsejt kiilsé membranjan 1évé BtuB-receptoron
megkotodik és a transzlokaciés domén segitségével a nukleaz domén (N-ColE7) bejut a
sejtbe (3.2. abra). Itt nem-specifikus mddon elhasitja a kromoszémalis DNS molekulat,
elpusztitva az idegen sejtet. Ez a folyamat azért nem kovetkezik be a gazdasejtben, mert az
a ColE7 mellett az Im7 nevli immunitasfehérjét is termeli, amely a colicin E7 nukleaz
doménjének szubsztratkotd részével alakit ki kolcsonhatast, megakadalyozva a nukleéz
DNS-hez torténd kotodését [8].

3.3.1. Az N-ColE7 szerkezete

Az N-ColE7 egy Ppa-fémion-koté motivumot tartalmaz, amely a DNS nem-
specifikus hasitaséért felelds. Aktiv kozpontban Zn**-ion talélhats, amely héarom
hisztidinhez (His544, His569 és His573) koordinalodik torzult tetraéderes szerkezetben. A
negyedik, szabad koordinacids helyet betdltheti egy vizmolekula, egy foszfation vagy a
szubsztrat DNS hasadd foszfatja. Ez az aktiv kozpont az N-ColE7 C-terminalis részén

helyezkedik el az utols6 30 aminosav altal alkotott un. HNH-motivumban (3.3. abra) [9].

446 -KRNKPGKATGKGKEP
VNNKWLNNAGKDLGSP
VPDRIANKLRDKEFKSF
DDFRKKFWEEVSKDPEL
SKQFSRNNNDRMetKVGK
APKTRTQDVSGKRTSFE
LHHEKPISQNGGV YD Met
DNISVVTPKRHIDIHRGK
577

3.3. abra: Az N-ColE7 szerkezete (PDB kod: 1MO08, [8] ) és aminosav-szekvencidja. Kék
szinnel az N-terminalis, mig piros szinnel a C-termindlis szakaszt jel6ltiik. A vilagos kék gémb
a cinkiont és a zold szin a foszfatcsoportot jelli. Az aminosav-szekvencia szdmozasa
megegyezik a ColE7 szdmozésaval.



3.3.2. HNH-motivum

A colicinek nukledz doménjei nagy szekvencia-hasonldsdgot mutatnak. A C-
terminalis részen egy EXHHX14NXgHX3H konszenzus szekvenciat tartalmaznak [2], mely
a benne 1évé aminosavakrol a HNH-motivum nevet kapta: a HNH motivumban mindig
jelen van két meg6rzodott hisztidin és egy aszparagin [10]. A motivum két antiparalell -
red6zott lanca egy a-hélixhez kapcsolddik, a kézpontjaban egy kétértékii fémion talalhato.
Szerkezete nagyon hasonld a cinkujj motivumhoz, azonban a fémiont itt harom hisztidin
koordinalja. Emellett a HNH motivumban révidebb az a hélix, hosszabb hurok koti 6ssze a
két B redot és a cinkion negyedik liganduma nem a fehérje hanem egy vizmolekula vagy a

szubsztrat [2].

3.3.3. Az N-ColE7 mitkodési mechanizmusa

Az N-ColE7 molekula hidrolitikusan hasitja a DNS foszfodiészter kotéseit. A pontos
reakciomechanizmus még nem tisztazott. Feltételezett mechanizmusat a 3.4. &bra
szemlélteti [11].
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3.4. abra Az N-ColE7 feltételezett mitkodési mechanizmusa [11]

Els6 1épésben az 545-0s hisztidin (H545) altalanos bazisként deprotonal egy
vizmolekulat. Az igy képz6dé hidroxidion nukleofil tamadast indit a hasado
foszfatcsoportra. A cinkion megkéti a hasadd foszfatcsoportot és stabilizalja a reakcid
atmeneti allapotat. A hidrolitikus reakciokban sziikség van még egy altalanos savra, amely

protont szolgaltat a tavozé csoport 3’-oxigénjének. A Mg -tartalm( nukledzoknal ezt a



funkciét a hat koordinécios hellyel rendelkezé fémionhoz k&t6dd vizmolekula latja el.
Azonban ebben a fehérjében a cinkion tetraéderes koordinacios szféraval rendelkezik:
harom hisztidin és a foszfation koordinalodik hozza. Tobb elmélet létezik arra
vonatkozdan, hogy mi latja el az altalanos sav szerepét. A DNS megkotédése sordn a Zn?*-
ionnak kialakulhat egy 6todik koordinacios helye [2], ahova megkotddhet egy vizmolekula.
Masok szerint a HNH-motivum kozelében megjelend meg6rzodott 447-es arginin

oldallanca tolti be feltételezhet6en ezt a szerepet [11].

3.3.4. DNS kotes

Az N-ColE7 nem-specifikus modon kotédik a DNS molekulahoz az a-hélix részek
révén a nagyarokban, mig a HNH-motivum a DNS molekula kisarkéaba kertl (3.5. abra),
kozrefogva a DNS egyik szalat [7]. A fehérje szerkezetét kiilonboz6 hosszisagi DNS-hez
vald kotddés soran vizsgalva kideriilt, hogy a hidrolizishez minimum 8 bazisparra van
szlikség. A vizsgalatok soran azt is megallapitottak, hogy az N-ColE7 képes RNS molekula
hasitasara is.

3.5. dbra. Az N-ColE7 DNS molekulaval kialakitott komplexe
(PDB kéd: 2IVH, [12])



3.3.5. Immunitésfehérje (Im7)

Az immunitasfehérje (Im7) specifikusan kotédik az N-ColE7 nukleaz doménjének a
hélixeket tartalmazd DNS kot részéhez, ezzel akadalyozva a szubsztrat megkotését és
szlintetve meg az enzim aktivitasat. Ez egy er0s kolcsonhatas, amelyért hidrogénkotések és
elektrosztatikus kolcsonhatasok felel6sek. Az ionos kolcsonhatasok az immunitasfehérje
feliiletén elhelyezked6 negativ toltésii savas aminosav oldallancok (aszparaginsavak) és a

nukleaz pozitiv toltési fellleti oldallancai (pl.:lizin és arginin) kozo6tt alakulnak ki [9].

3.6. &bra. Az NColE7 Im7-el kialakitott
komplexe. A 3a-félixb6l all6 zdld szinnel
jelolt rész az immunitasfehéjre (PDB kod:
7CEL [9D]).

3.3.6. A fémion szerepe az N-ColE7 szerkezetében és miikodésében

Az N-ColE7 aktiv kézpontjaban cinkion talalhatd, ami a szerkezet stabilitasaért [13]
és a katalitikus hidrolizisért [14] egyarant felelds. Az aktivitas feltétele egy kétvegyértékii
fémion jelenléte az aktiv kézpontban [14]: nemcsak cinkion, hanem pl. Ni** Mn** és Co®,
és alkalifoldfémionok is (pl. Ca?*, [13]) elsegithetik az aktivitast [7].

Az N-ColE7-r6] késziilt olyan kristalyszerkezet, melyben a cinkiont a fehérje DNS-
sel alkotott komplexébdl a kristalyositas soran EDTA-hozzadassal eltavolitottak. A harom
hisztidin kozil ketté megorizte a konformaciojat a cinkion tavollétében is, a harmadik

orientacidja megvaltozott, de a fehérje altaldnos szerkezete nem valtozott meg jelentésen

[7].



A cinkion részt vesz a hidrolitikus reakciéban: a 3.1. fejezetben emlitett feladatok
kozll a szubsztrathoz kotddik aktivalva azt, valamint stabilizalja az otértékli negativan
toltott foszforan atmeneti allapotot. Vitatott, hogy el tudja-e latni az altalanos sav szerepét
is, ugyanis nincs szabad koordinacids helye a vizmolekula megkdtésére.

Magnéziumion hozzaadéasa az N-ColE7-hez ndvelte a fehérje aktivitasat. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy az N-ColE7 tartalmaz egy madsodik fémkotd helyet a Mg2+-i0n

szamara, amely csak DNS jelenlétében kotédik meg [2].

3.3.7. Allosztérikus szabalyozas a fehérjékben

A fehérje allosztérikus szabalyozésardl akkor beszélink, ha az effektorként vagy
inhibitorként szolgald ligandum megko6tédése az aktiv centrumtol jol elkiilonithetd helyen
torténik meg. Ez a tvolsag néhany A-ts1 tobb 10 A-ig terjedhet. Kiilonbozé mechanizmusu
allosztérikus szabalyozassal rendelkezé fehérjék vannak. Néhany tipus miikodési elvét a
3.6. dbra szemlélteti [15]. A 3.7. &bra a pontjaban a ligandum megkotédésének a hatasara a
fehérje konformacidja megvaltozik, oly médon, hogy a szubsztratk6téhely hozzaférhetoveé
valik. A b pontban a ligandum-fehérje kotés kialakulasanak kovetkeztében, a fehérje aktiv

kdzpontjanak szerkezete megvaltozik, szubsztratktésre alkalmassa valik.

aktivalo gétlé
b Akt|v kozpontot megnyitd Aktiv kozpontot zaré
Aktiv kozpontot kialakité Aktiv kozpontot deformdlé

Dimerizaciot el6segitd Dimerizaciot gatld

3.7. abra Allosztérikus szabalyozas mechanizmusanak néhany tipusa. Zéld
és piros szin a ligandumot, kék szin a szubsztratot, a sarga szin a fehérjét
jeloli [15].



A c pont a dimerizaciot eldsegité ligandumok mechanizmusat szemlélteti: a ligandum
fehérjéhez vald kotédését kovetdéen a fehérje konnyebben dimerizalodik €s a dimer

kialakulasa soran létrejon az 0j fehérjében egy szubsztratkotohely.

3.4. Elézmények kutatdcsoportunk vizsgalatai alapjan

3.4.1. Allosztérikus szabalyozas kialakitasdnak lehetdsége az N-ColE7-ben

Kutatdcsoportunkban mutacidanalizis segitségével kimutattak, hogy az N-ColE7 C-
termindlis részén levo aktiv centrum kolcsonhatasban van az N-terminalis részen 1évo
pozitiv toltésii aminosavakkal. Az utolsé négy aminosav (KRNK) nélkil a fehérje elvesziti
az aktivitasat. Ezek kozil az argininnek (R447) fontos szerepet tulajdonitanak a hasado
fosztatcsoport megkotésében a térbeli kozelség €és az erds elektrosztatikus kolcsonhatasok
révén (3.8. abra). Mivel azonban a fenti négy aminosav egy mozgékony hurok része,
felmeridl a kérdés, hogy milyen kolcsonhatasok teszik lehetévé, hogy a C-terminalis rész
kozelébe kertlhessenek.

3.8. Abra. Az R447 szerepét szemléltets N-CoIE7-DNS komplex
szerkezete [16]. A képen az N-ColE7 szerkezetének C-terminalis (HNH-
motivum) és N-terminalis (hurok) része van csak feltiintetve

A pozitiv allosztérikus szabalyozassal rendelkezé mesterséges fehérje szerkezetének
kialakitasat agy képzeljik el, hogy az N-ColE7 N-terminalis szakaszahoz 3-4 cinkujj-
motivumbdl &ll6 specifikus DNS-k6t6 domént kapcsolunk, majd cinkujj fehérjéhez
hozzakapcsoljuk az N-ColE7-b6l szarmazé HNH-motivumot, ahogy azt a 3.9. abra

szemlélteti. Ez az 0j fehérje a cinkujjaknak koszonhetéen specifikusan megkotodve
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koruldleli a DNS-t, mikdzben a fehérje terminalis részei megfelel térszerkezetbe keriilnek.

Ennek hatasara a nukleaz aktivva valik és elhasitja a DNS-t.

3.9. abra. A mesterséges cinkujj-N-ColE7 kimér fehérje szerkezetének sematikus
terve DNS komplexében. A DNS feliilnézetbdl lathaté kozépen, a HNH jelii rész
utal az N-ColE7 aktiv kbzpontjara, mig az Arg jelti egység az N-ColE7 N-terminalis
végébol szarmazo, arginin tartalmu szabalyozo rész.

A 3.9. abrén lathatd N-ColE7 nukledz domént tartalmazo tervezett fehérjének az
aktivalo jellegli allosztérikus szabalyozasi mechanizmusa a 3.7. abran lathato b tipusra
hasonlit leginkabb. Ennek Iényege, hogy az ott zolddel jelolt ligandum megkotédésének a
hatdséra (ami esetlinkben maga a szubsztratmolekula, mely az aktiv kozponttol tavol
elhelyezked6 cinkujjakhoz kapcsolodik) a fehérje konformacidja megvaltozik: az aktiv
kdzpontot alkotd C- és N-termindlis részek egymashoz kozel kerlilnek a szubsztrat
atalakitasara alkalmas helyzetet kialakitva. Ez megfelelne annak a célkittizésnek, hogy egy
olyan nukleazt hozzunk létre, amely a DNS szubsztrat specifikus kotddése nélkiil nem
rendelkezik az aktivitashoz sziikseges konformécioval. Egy ilyen enzim ugyanis a fehérje
esetleges sériléseinek kovetkeztében nem lesz képes a DNS-t nem-specifikus helyen

elhasitani.
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3.4.2. A pontmutdciok tervezésének elozményei

A munkdm sordn tervezett pontmutaciok helyének kivalasztdsa egyreszt az
irodalomban k6z6lt Rontgen-diffrakcids szerkezetek alapjan feltételezhet6 kolcsonhatasok,
masrészt a tanszeken korabban elvégzett kvantumkémiai szamitasok alapjan tértént. Az N-
ColE7 fehérje N-terminalis részén 1év6 utolsd 25 aminosav oldallancainak a fehérje tobbi
részével Kkialakitott kolcsonhatésait szemiempirikus kvantumkémiai  szdmitasokkal
tanulmanyoztak. Az un. virtualis alanin-scan soran minden egyes oldallanc alaninra torténd
cseréjét kovetden Kiszamitottdk a gombolyag képz6dési entalpiajat, majd a lancban a K470
és a D471 aminosavnal (az 3.10. dbran sarga korrel jellve) mesterséges torziot hoztak létre
és az igy keletkezett, torz szerkezetii alanin-mutansoknak is kiszamitottak a képzd6dési

entalpiajat (3.10. abra).

paH,  BHe

3.10. abra. Alanin-scan szamitdsok sematikus dbraja. A sarga kor a K470 és a D471

kozotti torzid helyét, piros kér a mutacié helyét, mig a z6ld nyilak az N-terimdlis részen
1évé aminosavak oldallancai és a fehérjegombolyag k6zotti kélcsdnhatasokat jeldlik.

Paronként az entalpia értékek kilonbsége (3.11. abra) alapjan becsilheté az egyes

oldallancok és a fehérjemolekula tobbi része kozotti kdlcsonhatés erdssége.
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3.11. &bra. Kvantumkémiai szdmitdsok eredményeként kapott entalpia-kulonbségek az
egyes mutansokra nézve [16].

P459A,
[vasnal

P4 A
R4B24,
WABAA,
L4654
IABT A

AABE

G469
K474

Minél kisebb a entalpiakllonbség értéke, a csere annal nagyobb valtozast okozott a
lanc kotddésében, vagyis a kicserélt aminosav-oldallinc anndl erdsebb kolcsonhatast
alakitott ki az eredeti fehérjemolekulaban. Feltételezheté tehat, hogy annal fontosabb a

szerepe az aktivitas kialakitasaban.

J J4

3.4.3. Probléma a mutdns fehérjék eldallitisa sordan

El6z6 helyi TDK munkam soran a fentiek alapjan kivalasztott aminosavak alaninra
torténd cseréjét terveztem. A transzformalt baktériumokbol kinyert plazmidokrol késziilt
PCR alapjan a reakciok sikeresnek tiintek. A szekvenaldsok alapjan a vizsgalt harom
muténs esetében siker(lt a ligalas és a tervezett mutacio (3.12. &bra), azonban véletlenszerii
hibak jelentek meg a szekvencidkban. Ezen fehérjék vizsgalatat annak feltételezésével
vegeztiik el, hogy a véletlenszeri mutacid nem okoz problémét, ha az igy modositott
aminosav varhatéan nincs jelentds hatassal az aktivitasra. Emellett tobb esetben talaltunk
bazishianyt a szekvencia kezd6 részletében (3.12. &bra). Ez a fehérjetermelés sordn egy

stop kod gyors megjelenéséhez vezet, és igy nem a kellé hosszisagu fehérje fejezodik ki.
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3.12. dbra A K458A és T454A plazmidrok szekvenalasa. Piros négyszoggel jeloltem a K458A
és a W464A plazmidban fellép6 hibak helyét. Kék négyszogben a T454A muticio helye
lathatd.

A T454A és a W464 A elballitasa soran a DNS-szekvenciaban tobb baziscsere tortent,
melyek eclhelyezkedése véletlenszeri volt. Ezeknek az oka lehet, hogy a DreamTaq
polimeraz megbizhatdsaga korlatozott, mert nem rendelkezik javitomechanizmussal, ezért a
korialmények optimalistol valo kismértékli eltérése is zavarokat okozhat a miikodésében.
Mivel a mutécidkat két 1épésben hoztuk létre, felmerilt a kérdés, hogy a hibak melyik PCR
soran keletkeztek. Ennek kideritésére szisztematikus vizsgalatot végeztiink. Az egyik hibas
T454A plazmidot és az arrol készilt két parhuzamos PCR-elegyet szekvenaltatva kiderlt,
hogy az eldallitott plazmid hibas volt, és hibai ugyanugy jelentek meg az errél késziilt
PCR-termékekben. Ezutan azt feltételeztiik, hogy gént eldallito PCR soran torténnek a
hibak, és azok a homérséklet novelésével megsziintetheték. A hibridizciés hémérséklet

emelésének hatésara a hibak szama nem valtozott egyik mutansnal sem.
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4. Kisérleti modszerek

A Kkisérletek részletes leirdsa a fuggelékben, a 8.2. fejezetben taldlhatd meg, az
alabbiakban csak az egyes médszerek elvi hatterét mutatjuk be.

4.1. Agaroz gélelektroforézis

Az agar0z gélelektroforézis DNS fragmensek tisztitdsara, hosszanak és formajanak
(szuperhelikalis, linearis, nyilt cirkularis) vizsgalatara szolgalo technoldgia. Elektromos
térben a DNS molekula a negativ toltéseinek hatésara a pozitiv polus felé vandorol. A gél
Uregeiben az aramlas sebessége forditottan ardnyos a DNS méretével: a kisebb molekulak
gyorsabban haladnak. Az elvalasztashoz agar6z gélt hasznalunk, amely egy agarobidz
diszacharid egységekbdl felépiilé poliszacharid. Meleg TAE (trisz, ecetsav és EDTA-
tartalmu) pufferoldatban feloldva, majd megfelel6 formaba Ontve megszilardul, és egy
iireges gél alakul ki. Altalaban 1 g/100ml (1%) koncentracioju gélt allitunk els, de az
agardz koncentracidjanak novelésevel a gél tregeinek mérete csokken, ami lassitja a benne
aramlo DNS molekulékat. igy alkalmas koncentracié megvalasztasaval elérhet6 a vizsgalni
kivant DNS molekuldk méret szerinti elvalasa.

A gélben a DNS lathatdéva tehet6 pl. fluoreszcens jelold6 molekulaval (etidium-
bromid), amely a kettésszali DNS molekulaba interkalalodva UV fénnyel gerjeszthet6 és a
lathat6 fény tartomanyaban emittal.

A minta mellé felvitt n. marker DNS kiil6nb6z6, ismert hosszusagu linearis DNS
molekuldkat tartalmaz. A minta savjanak helyét 6sszevetve a marker savjaival becsiilhetd a
minta DNS mérete (4.1.a. abra). Ha plazmid DNS-t tartalmaz6 mintat futtatunk, az lehet

crer

sebességgel haladnak (4.1.b. abra).
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4.1. &bra a) Linearis DNS agar6z gélelektroforézis alapjan torténd méretbecsléséhez
hasznélt marker és b) példa a DNS térszerkezetének hatdsara térténé elkiilonitésre.

4.2. Poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Az SDS-PAGE (natrium-dodecil-szulfatos poliakrilamid gélelektroforézis) a fehérjék
méret-szerinti elvalasztadsara alkalmas maddszer. A néatrium-dodecil-szulfat (SDS) olyan
fellletaktiv anyag, amely a fehérjemolekulat denaturdlja (a nemkovalens kotések
elhasitasaval megszinteti a nativ szerkezetet), és a polipeptidlancok feluletét a méretiikkel
aranyos mennyiségli negativ toltéssel kdrbevonja. Az SDS segitségével negativ toltéssel
ellatott fehérjék oldatat a futtatokadban 1évé pufferoldatba meriild gél zsebeibe juttatva
egyenaramu elektromos feszliltség hatéséara a fehérje a pozitiv polus felé vandorol. A gél
Uregeiben torténd vandorlas sebességét a molekula mérete szabja meg: a kisebb méretii
fehérjék gyorsabban haladnak. A gél a kovetkezd komponensekbdl all: akrilamid, bisz-
akrilamid, néatrium-dodecil-szulfat, trisz(hidroximetil)-aminometan, HCI, ammodnium-
perszulfat (APS) és N,N,N,N-tetrametil-etiléndiamin (TEMED). Az APS és a TEMED a
vinil addicios polimerizécids folyamatok meginditasaért felelések. A bisz-akrilamid és az
akrilamid molekuldk kozott keresztkotések jonnek létre, aminek fontos szerepe van a
porusszerkezet kialakulasaban. A fehérjék megjelenitése festékekkel térténhet. Kiillonbozo,
de ismert méretii fehérjéket tartalmazod marker egyidejii futtatdsaval, a vizsgalt fehérje

hozzéavetdleges molekulatomege meghatarozhat6.
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4.3. Rekombinans DNS technoldgia

A rekombindns DNS technoldgia lehetdvé teszi modositott DNS eldallitasat,
sokszorositasat. Els6 1épésben polimeraz lancreakcidval (PCR) el6allitjuk a mutans DNS-t
kis mennyiségben, melyet baktériumsejtbe juttatva sokszorosithatunk. A PCR soran
keletkez6 gén linearis, azonban a baktérium csak cirkularis DNS-t vesz fel. Ezért cirkuléris
DNS hordozdba, un. plazmidba épitjiik be. Ennek egy mddja, hogy a plazmidot és az Uj
DNS szakaszt azonos restrikcidés endonukleazzal elhasitva 6sszeillé ,,ragados” végeket
alakitunk ki, melyeket ligaz enzimmel 6sszekapcsolunk. Ha a plazmid a sejt altal felismert
replikacios origdval rendelkezik, képes a sejtben sokszorozodni. A sejteket taptalajon
szaporitva nagymennyiségi DNS allithato eld, melyet kinyerhetiink, majd
fehérjetermelésre optimalizalt sejtbe juttatva kifejezhetjiik a gén altal kddolt médositott
fehérjét. A folyamatot a 4.2. dbra szemlélteti.

fragmens vektor
L O
l _ 4P — hasitas o l O

~\ 2V

L J

ligalds
O\C \ rekombinans
bakterili v DNS-molekula
kr§m§££%§a+ transszrmélés s
[o) (@0 @®O)
¥ ¥ ¥
szaporitas
}

4.2.Abra A rekombinans DNS technoldgia

4.3.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A polimeraz lancreakcié (PCR) soran egy kettdsszala DNS kivant szakaszat
megsokszorozzuk. A reakcidelegy elkészitéséhez az alabbiakra van sziikség.
1. DNS templat, amely tartalmazza a sokszorositani kivant DNS szakaszt.
2. Hostabil DNS polimeraz enzim, amely katalizdlja a komplementer

nukleotidok beéplesét. Ilyen peldaul a Taq polimeraz.
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3. A polimeraz enzimnek szilksége van a reakcio elinduldsdhoz egy roévid
kettOsszalu részre a templadt DNS-en, melyet meghosszabbithat. Ezt biztositjak
a primerek. Ezek a mesterséges oligonukleotidok a templathoz kotédve
egyben hataroljak is a célszekvenciat. Ha a primerek végére mutaciokat
épitlink be, akkor a PCR sorén az eredeti templat helyett az adott részen
mutans gén sokszorozodik.

4. dNTP (dezoxi-nukleotid-trifoszfat) keverék: citozin-, adenozin-, guanozin- és
timidin-trifoszfatok.

5. Magnéziumion.

6. Pufferoldat, mely a polimeraz optimalis miikodését biztositja.

A reakciot harom Iépésre lehet elkiiloniteni. Els6ként 98 °C-ra melegitjuk fel az
oldatot, aminek hatasara a kettdsszalu DNS bazisai kozotti hidrogénkdtések felszakadnak, a
DNS-szélak elvéalnak egymastol. A kovetkez6 1épés az anellalas. Ekkor az oldatot lehttjiik
a primerek olvadaspontja kornyékére. Ennek hatasara a primerek specifikusan
hozzatapadnak a szétvalt DNS komplementer szakaszaihoz, kijeldlve a megsokszorozandd
szakaszt. A harmadik 1épés soran a hdmérsékletet 72°C-ra emelve a DNS-polimeraz enzim
megkezdi dNTP-k felhasznélasaval az 0j szalak felépitését 5°—3” iranyban. A fenti harom
Iépés egy ciklust alkot, melyet addig ismételhetiink, amig kivant mennyiségli DNS-t
kapunk vagy az oldatbél el nem fogy valamely komponens, illetve a hatékonysag
csokkenéséig. Az altalunk alkalmazott kértilmények kozott (templat, primer és dNTP-k
mennyisége) altalaban 30 ciklust allitottunk be. A cél-DNS mennyisége mindegyik ciklus

alatt megkétszerez6dik a replikécios folyamat soran (4.3. abra).

i

denaturacid,anellacid,elongacio P
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1. ciklus

S

2. ciklus
+ N-terminalis primer - :
< C-terminalis primer 3. ciklus

4.3.Abra PCR miikodési elve
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4.3.2. Hasitas

A kldnoz6 vektor (plazmid) és a PCR-elegyb6l szarmazd, sokszorozni kivant DNS
szakasz hasitasa soran a restrikcidés endonukleaz a kett6sszali DNS molekuldk mindkét
szalat elhasitja ugy, hogy o0sszeillo, tgynevezett ragadds végek keletkeznek. Ezek az
enzimek Un. palindrom szekvencidkat ismernek fel. llyen szekvenciak példaul az altalunk is
alkalmazott, a 4.4. bran lathaté EcoRI és Xhol enzimek hasitasi helyei.

daaTTC drceac
CTTGAR GAGCTLC

4.4. dbra. Az EcoRlI és Xhol restrikcios
endonukleéz hasitasi séméja

Ezek a hasitasi helyek a pGEX-6P-1 vektorban megtalalhatok, a fehérje génjében
viszont nem szerepelnek, ezért annak végére a PCR soran kellett beépiteni 6ket el6zetesen,
a primerek segitsegével. A restrikciés endonukledzokat a hasitasi reakcid utdn magas

hémérsékleten (80°C-on) inaktivaltuk.

4.3.3. Ligalas

A hasitas soran keletkezett ragados végekkel rendelkezd fragmensek 6sszekapcsolasa
ligaz enzim segitségevel torténik. Annak érdekében, hogy a megfeleld végek tapadjanak
0ssze, a vektort és a cél-DNS molekulat megfelelé aranyban kell 6sszekeverni. Ehhez meg
kell hatarozni a ligalni kivant DNS szakaszt és a vektort tartalmazé oldatok koncentracioit,
amit spektrofotométerrel végeztiink. Ezt kovetden a kovetkezd képlettel szdmoltuk ki a
ligalasi elegy megfeleld Osszetételét:

inzert hossza (b))

inzert molekulatdmege (ng) = 6- - vektor molekulatdmege (ng)

rektor hossza (bp)
A képletben bp a bazisparok szamara utal. A ligalasi reakcid sikerének akkor a

legnagyobb a valosziniisége, ha a plazmid:inzert anyagmennyiségének aranya 1:6. Tovabbi

feltétel, hogy 20 ul ligalasi elegyben ne legyen tobb 20 ng vektornal.
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4.3.4. Transzformélas

A transzformalés soran a cél-DNS-t tartalmazd vektort bejuttatjuk a baktériumsejtbe,
majd taptalajon szaporitva sokszorositjuk a kivant DNS-t eléallito sejteket. A
baktériumokat el6z6leg CaCl,-dal kezelve, majd hosokk hatasara a sejtfal a cirkularis DNS
szamara konnyen atjarhatova valik. A transzformalt baktériumok antibiotikumot tartalmazo
taptalajra kikenve szaporithatok. Az antibiotikum rezisztenciaért felelés gént a vektor
tartalmazza, igy az antibiotikum hatasara a vektort nem tartalmazé sejtek elpusztulnak. Egy
éjszakan at 37°C-on inkubalva a taptalajon baktériumtelepek nének.

A ligalas sikerességét pl. ugynevezett kolonia PCR-rel ellendrizhetjiik. Ennek soran
kismennyiségli baktériumsejtet juttatunk a PCR elegybe valamely teleprdl templéat gyanant.
Amikor a PCR soran az oldatot els6 alkalommal 98°C-ra melegitjik, bekovetkezik a sejtek
lizise, felszabadul a DNS, mely a folyamat tovabbi részében templatként szolgél és réla a
primerek altal hatarolt szakasz sokszorozdodik. Ha gélelektroforézissel megvizsgalva a PCR
termék a megfeleldé méreti DNS, akkor a ligalas feltehetdleg sikeres volt. Errdl
egyértelmiien a mintak szekvenalasaval gy6zOdhetiink meg, melynek eredményeképp a

teljes bazisszekvenciat megkapjuk.

4.4. UV-VIS spektrofotometria

Az UV-lathatd spektroszkdpia a DNS vagy RNS molekulat tartalmazo6 oldat pontos
koncentracidjanak meghatarozasara alkalmas modszer. A  nukleotidokban 1évo
nitrogéntartalmu bazisoknak 260 nm-nél van az elnyelési maximuma. A kovetkezé képlet

alapjan az ismert adatok behelyettesitésével meghatarozhatd a DNS koncentrécid.

Azepxhigitisi faktor=5 0pg DNS /ml

Cowz(pg/ml)=Azeoxhigitdsi faktor »
1 Azep egység

A 280 nm-nél meért abszorbancia alapjan meghatarozhaté a DNS-t tartalmazé oldat
tisztasaga, ugyanis a triptofannak, amit a legtobb fehérje tartalmaz, 280 nm-nél van az
elnyelési maximuma. Ha a 260 nm és a 280 nm-nél mért abszorbancia értékeknek a

hanyadosa 1,65 és 1,85 k6zott van, akkor megfeleld tisztasag a DNS oldatunk.
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4.5. A sejtekkel torténo fehérjetermelés

A BL21 baktériumsejtek nagymennyiségii fehérjetermelésre specializaltak. Ezekben a
sejtekben a fehérjetermelés gatolt, igy a sejtek gyorsabban szaporodnak, mindaddig, amig
IPTG-t (izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid) nem adunk a tapoldatba. E vegydlet hatisara
megindul a transzformalassal bejuttatott plazmidrél — mely tartalmazza a vizsgalni kivant
fehérjénk génjét is — a fehérjekifejezés a sejtben. A plazmidot tartalmazé sejteket 5ml-es
ampicilin tartalmd LB téapoldatban felszaporitjuk. Ha nagyobb mennyiségii fehérjét
szeretnénk kifejezni, akkor ezt az 5 ml oldatot a 50 ml ampicilintartalmu oldatba ontjik. Az
ODsgoo (600 nm-en mért optikai stiriiség) ~ 0,5-0,6 koruli értéknél IPTG-vel indukéljuk a
fehérjetermelést. 50 ml tapoldathoz 50 pl IPTG-t adunk (a végkoncentracié ~ 0,4 mM). A
fehérjetermelés indukalasat kovetéen 2-3 0ran keresztill razatva inkubaljuk 37 °C-on.

A centrifugalast kovetéen leontjiik a feliiliszot és a sejteket -80°C-on taroljuk tovabbi
feldolgozéasig. A fehérjéhez a sejtek roncsolasaval jutunk. Ennek sordn PBS puffert (attdl
fliggben, hogy mennyi LB tapoldatban szaporitottuk a sejteket 300 ul-1 ml-ig) adunk a
sejtekhez, majd ezeket jégen tartva ultrahangos szonikatorral ~ 60 Hz-en roncsoljuk 3-szor
15 mésodpercen keresztll. Vigyazni kell arra, hogy kdzben a fehérjék ne csapodjanak ki
(felmelegedeés, felhabzas elkeruilése). A szonikalast kovetéen a teljes fehérje frakciot
kapjuk, amely tartalmazza az oldhat6 és az oldhatatlan fehérjéket is. Ezt kovetéen 4°C-on
torténd centrifugalassal elvalasztjuk az oldhatatlan frakciot. A felulUszot félretesszik, ez
tartalmazza az oldhat6 fehérjéket. Az oldhatatlan frakciét PBS-ben Ujraszuszpendaljuk, 15

masodperces szonikalassal. A fehérjéket SDS-PAGE kisérletben mutatjuk Ki.

4.6. GST (Glutathione Sepharose 4B) gyantan torténé fehérje tisztitasa

rere

érdekében, hogy kinyerjik a célfehérjét GST gyantan torténé tisztitast alkalmaztunk. A
pPGEX-6P-1 plazmid tartalmazza a GST nevii fehérje génjét is. Ez a szekvencia kozvetlendl
az altalunk rekombinans DNS technoldgiaval a plazmidba épitett szakasz eldtt helyezkedik

el. Igy a fehérjekifejezés soran a GST-t hozzakapcsolodik a célfehérjéhez.
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GST tisztitas soran elséként a gyanta eldkészitése torténik. A gyanta 75%-0s etanolos
szuszpenzidban talalhatdé. Mivel az etanol gatolja a tovabbi lépéseket ezért fontos az
eltavolitasa. Centrifugalast kovetOen eltavolitjuk a feliiliszot, majd hideg PBS oldattal
tobbszdr mossuk, majd 50% (v/v) gyantatartalmd szuszpenziot készitink PBS oldat
segitségével. Az igy elOkészitett 20ul gyantdt az oldhaté fehérjefrakciohoz adjuk. A
mutansokhoz kapcsolt GST specifikusan megkotédik a gyantan. PBS pufferrel tobbszori
mosassal eltavolitjuk a GST-hez nem kapcsolédé feherjéket, majd redukalt glutation oldat
segitségével elualjuk a tisztitott fehérjet a gyantardl. A redukalt glutationtdl dializis soran

szabadulunk meg.
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5. Eredmények

5.1. A mutéaciok helyeinek megtervezése

Munkank soran olyan mutéaciokat terveztink az N-ColE7 N-terminélis hurok
részében, melyeken Kkeresztil vizsgélhaté a C- és N-terminalis részek kolcsonhatasa. A
kordbbi kvantumkémiai szamitasok (alanin-scan, 3.9. abra) alapjan varhatdéan a 464-es
triptofan, a 459-es prolin, a 458-as lizin és a 454-es treonin oldallancai jatszanak fontos
szerepet az enzim aktivitdsdhoz szlkséges N-terminalis lanc elhelyezkedésében.
Kristalyszerkezeti képek alapjan kovetkeztetni lehet arra, hogy ezek az oldallancok, melyik
aminosavakkal alakithatnak ki koélcsonhatasokat, amelyeknek hianydban a fehérje
elveszitheti aktivitasat. A kristalyszerkezetben nem szerepelnek a hidrogén atomok, igy a
hidrogénkotések sem latszanak, azonban ezek elhelyezkedése feltételezhetd a
kotéstavolsagok és kotésszogek alapjan. Az alanin-scan sordn kivalasztott aminosavakat
részletesen megvizsgaltam irodalmi kristalyszerkezeti adatok alapjan, melyek felbontasa 2-
4 A kozétt valtozik (5.1. 4bra).

5.1. abra Vélasztott mutaciok (W464A, K458A és T454A) helye
és az eredeti aminosavak lehetséges kdlcsonhatasai az N-ColE7-
ben (PDB-kéd: 1M08).
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A 459-es prolin alanin-mutans (P459A) lecsokkent entalpiakiilonbség értéke az alanin
scan szamitdsokban feltehetbleg a peptidkotés gerincében okozott fesziltség hatésa,
ugyanis ezen oldallanc gytiriis szerkezete kb. -75°-ra rogziti a diéderes szoget.

A 464-es triptofan alanin-mutans (W464A) kis entalpiakiilonbsége abbol szarmazhat,
hogy a fehérje belsejében az 500-as triptofannal (W500) és az 513-as fenilalaninnal (F513)
egy hidroféb zsebben helyezkedik el, tobbek kdzott an. stacking koélcsonhatésokat
alakithatnak ki egymassal (5.2. abra).

5.2. &bra W464 elhelyezkedése az N-ColE7 belsejében 1év6 aromas
és apolaris oldallancu aminosavak &ltal kialakitott hidroféb zsebben
(PDB-kdd: 1M08).

Az ilyen hidroféb kdlcsonhatasok a vizes kdzegben nagy szerepet jatszanak a fehérje
szerkezetének Osszetartdsaban annak ellenére, hogy gyenge kolcsonhatasok, erdsségiik 2-4
kJ/mol korul van.

A 458-as lizin (K458) egyrészt pozitiv toltésével elektrosztatikus kdlcsonhatast alakithat
ki a C-terminalis részen elhelyezkedd negativ toltésti 559-es aszparaginsavval, masrészt
hidrogénkdtésben is részt vehet (5.1. abra). Az ionos kotés eréssege akar tizszerese lehet a
hidrogénkdtésnek, értéke atlagosan 42 kJ/mol, mig a hidrogénkdtés 4-30 kJ/mol kozott
valtozik és szintén fontos szerepet jatszik a fehérjék szerkezetének stabilizalasaban. Emiatt
fontosnak tartottam ennek az aminosav oldallancnak a tovabbi vizsgalatat is.

Az 5.1. abran jol latszik, hogy a 454-es treonin (T454) hidrogénkotést alakithat ki a téle
4,3 A tavolsagra levd 557-es aszparaginsavval (D557). A D557 is a HNH motivumban, a
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két B-lemezt Osszek6té hurokban talalhatd, igy ez a kolcsonhatas feltehetbleg elésegiti az
N-terminalis szerkezet nélkiili lanc kotédését a C-termindlis végen talalhatd aktiv
kdzponthoz. A T454 tovabbi vizsgalata informacidt nydjthat arrol is, hogy egy, a C- és N-
terminalis részt Osszekotd hidrogénkdtés megsziinése elegend6-e ahhoz, hogy az N-
terminalis lanc annyira elmozduljon, hogy inaktivva valjon a nukleaz.

A hérom utdbbi oldalldnc (W464, K458, T454) tovabbi vizsgalatdra pontmutacios
kisérleteket terveztiunk. A kérdéses aminosav nem hagyhaté ki a szekvenciabol, mert akkor
a szekvencia rovidulne és a fehérje szerkezete teljesen megvéltozna. Glicinnel
helyettesiteni sem jo, mert az tul nagy flexibilitasa révén megvéltoztatja a fehérje adott
részének dinamikajat. Az egyes aminosavak szerepe ezért (gy tanulmanyozhatd
legegyszeriibben, hogy azokat alaninra cseréljiik, és vizsgaljuk, hogyan valtozik a fehérje
viselkedése a mutacio hatasara. Ez az irodalomban elfogadott modszer, kisérleti Uton [17]
és szamitogépes modellezéssel [18] egyarant vizsgalnak alanin mutansokat a valasztott
oldallanc szerepének tanulmanyozésara. Kisérleteinkben tehat elsé 1épésben a héarom
egyszeres alanin mutans eléallitasat tlztiik ki célul: W464A, K458A, T454A, majd a

lehetséges kétszeres mutaciokat, illetve a haromszoros mutanst hoztuk létre.

5.2. Pontmutansok eléallitasa

Els6ként a mutans fehérjéket kodold gént kellett eldallitani, amelyhez az eredeti
nukledz domén templatként, azaz mintaként szolgalhat. A DNS templatot PCR segitségével
lehet sokszorozni, a mutéciok pedig a DNS masolasat inditd primerek segitségével
alakithatok ki.

Minden aminosav cseréhez négy primerre volt szikségink. A primerek mindig a
sokszorositott DNS-szakasz végeit hataroljak, a mutacié azonban ebben az esetben a
szekvencia kozéps6 részére esik, és nem a végére. Ezért egy lépésben nem tudtuk
eléallitani a mutans fehérje génjét. Eldallithatd viszont ket olyan DNS-szakasz, melyek a
mutécid helyének kornyezetében atfednek: az egyik szakasz az egyik, a masik a masik
végen tartalmazza a mutaciot. A két génrészlet egy Ujabb PCR segitségével

“Osszetapaszthat6”, és a teljes hosszusagl DNS-szakasz sokszorosithato.
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A tervezett primerek pontos adatai megtalalhatoak a fliggelék 8.2.1. pontjaban. A mutans
fehérjét kodold teljes DNS szakaszt az 5.3. &bra sémdja alapjan két egymas utani PCR
segitségével allitottuk el6, a fiiggelék 8.2.2.-8.2.4. fejezeteiben leirtak szerint. Elvileg a két
reakcio egy PCR-elegyben is elvégezhetd, ha PCR soran az oldat mind a négy primert
tartalmazza, de ebben az esetben az eredeti templéat is sokszorozodna, ami csdkkentené az
eléallitas hatékonysagat. Annak érdekében, hogy a masodik PCR, melynek templatja az 1.
PCR-bdl szarmazik, ne tartalmazzon egy molekulat sem az eredeti templatbol, a két PCR

kozott gél-extrakcidval tisztitottuk a mintat (5.4. abra, a részletes leirds a fliggelék 5.2.3.

GSTi2
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T454A-C°
1p Gex
1 -------------------------------
2.PCR: g’ mrhTm HERRRAN
R A ¥
GSTi2
1p Gex
. I || | |
1. PCR: -
T454A-N°

5.3. abra A muténs fehérje génjének eléallitasa két egymas utani PCR-ben

pontjaban megtalalhato).
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5.4. abra Els6 PCR termék ellenérzése agardz gélelektroforézissel és tisztitasa gélbdl . a) elsd
PCR termékekrdl késziilt gélkép b) a megfelelé hosszasdgh DNS-t tartalmazd gélrészlet
kivagasa utan készilt kép ¢) marker jelentése
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A gélképrol (5.4.a. dbra) marker segitségével megallapithato, hogy az elsé PCR soran
képzddott termékek a vartnak megfeleld hosszasaguak.

A masodik PCR soran a templatot az els6 PCR-ben eldallitott és gélbdl tisztitott
szakaszok szolgaltak. A reakcid sordn a két szélsé, a GST/2 és a rpGEX 3’ primert
alkalmaztuk. A primerek olvadaspontja 60 °C, az 6sszetapadd reszeké a gén kdzepén
viszont csak 50 °C. Ezért célszerii volt olyan PCR-programot hasznalni, amelyben eldszor
néhany ciklusban 50°C, majd a tdbbiben 60°C tapadasi homérsékletet allitottunk be. A
masodik PCR eredményét is agarodz gélelektroforézissel ellendriztiik, melybdl jol latszott,
hogy megfelelé hosszusagu és tisztasagu termék képzo6dott. Ezt kovetden fenol-kloroform
eleggyel torténd extrakcio soran eltavolitottuk az enzimet a reakcidelegyb6l, majd propan-
2-ollal kicsaptuk a DNS-t, megszabadulva a maradék vizoldhatd szennyezédésektdl (pl.
maradék dNTP-k) is. TE-ben (trisz-EDTA oldatban) torténd feloldas utan meghataroztuk a
fentiekkel analog modon allitottuk eld, azzal a kiilonbséggel, hogy templatként az
egyszeres, illetve az utolso Iépésben a kétszeres mutansok egyikét hasznaltuk fel.

Az igy eléallitott DNS fragmenseket melyek a WA464A és/vagy T454A és/vagy
K458A mutécidkat tartalmaztak és a pGEX-6P-1 plazmidot az EcoRI (E) és Xhol (X)
enzimekkel hasitottuk. Ezen enzimek un. ragados végeket hoznak létre (rendre GIAATTC
és CITCGAG).
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5.5. &bra. Hasitas és ligdlas ellendrzése: az EX az EcoRI és Xhol enzimekkel
torténd hasitast jelzi. A ligalt fragmensek esetén a pGEX-6P-1 plazmid
méretének tartomanyaban megjelend savok jelzik a ligalas sikerességét.
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A fragmensek esetén EcoRI hasit az N-terminalis, Xhol a C-terminalis véget kodolo
részen. A ragados véggel rendelkezé DNS fragmenseket ligalassal épitettiik be a pGEX-6P-
1 plazmidba. A hasitasi és ligalasi reakciok sikeressegét agar6z gélelektroforézissel
ellendriztiik (5.5. abra).

Az igy kapott cirkularis szerkezetli plazmidok tartalmazzak az Uj fehérjék génjet, és a
megfelelden eldkészitett, kompetens sejtek (E. coli DH10B) képesek felvenni 6ket az un.
transzformalas soran. A taptalaj, amelyen a sejteket ndvesztettik, ampicillint tartalmazott.
A pGEX-6P-1 plazmidban van ampicillin antibiotikum rezisztencia gén, ezért ezen a
taptalajon csak azok a sejtek életképesek, melyekbe a transzforméalas soran bejutott a DNS.

Elbzetes kisérleteink soran azonban az igy 1étrejott telepekbdl izolalt plazmidokban
véletlenszerli mutaciok, illetve bazishianyok jelentkeztek. Az, hogy a lemezen nott
baktériumtelepek szadma rendszeresen nagyon Kicsi volt a transzformalas Kis
hatékonysigara utalt. A transzformalas ellenérzése érdekében négy Osszehasonlitd
kisérletet végeztiink: az elsé a pGEX-6P-1 plazmid, a masik harom pGEX-6P-1 plazmidot
egy enzimmel (EcoRI-el vagy Xhol-el) és mindkét enzimmel hasitottuk majd ligaltuk (5.6.

abra).
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A legtobb telep (60) a pGEX-6P-1 transzformalasa soran nétt, ennek a fele volt az
egy enzimmel (pGEX-E-lig és pGEX-X-lig) és az 6tode a két enzimmel hasitott és ligalt
plazmidoknal keletkezé telepszam. Amennyiben inzertet adtunk a ligalasi elegybe, az
minden esetben csokkentette a telepszamot.

Miutan Kisérleteinket egy maésik laboratériumban megismételve ugyanilyen
eredményeket kaptunk, gyantink arra terel6dott, hogy az eldallitott génekrdl egy minimalis
fehérjekifejez6dés torténik, és a mérgezé fehérjék elpusztitjak a transzformalt sejteket. Igy
csak azon sejtek képesek telepeket formalni, melyekben a véletlen hibak inaktiv fehérjét
eredményeztek. Annak érdekében, hogy megallapithassuk, hogy az polimerdz enzim
miikodése soran keletkeznek-e a hibak, témavezetom Gyurcsik Béla megismételte a
plazmidok eldallitdsat Japanban, egy olyan enzim segitségével, amely rendelkezik
javitomechanizmussal. Az altala elvégzett kisérletek soran bazishibak csak a primerek
tapadasi helyén alakultak ki, ami arra utalt, hogy a primerek kdzott is vannak hibasak, és
csak az ilyen primer segitségével képzodd hibas gének eredményeztek életképes
baktériumokat. A fentiek alapjan mindenképpen megallapithatjuk, hogy az alanin-mutans
fehérjék nem veszitették el az aktivitasukat, arra nézve viszont nem tudunk semmit sem
mondani, hogy okoztak-e, illetve milyen mértékii aktivitas-valtozast a mutéciok.

Ezen probléma kiklszdbolésere tébb megoldas is kinalkozik:
- Biztonsagosan szabalyozott plazmid alkalmazésa.
- Cinkion-mentes kozegben torténé munka (kompetens sejtek).
- Immunitasfehérjével torténd fehérjekifejezés.
Vannak olyan plazmidok, amelyeknél egyaltalan nem torténik nemkivant
fehérjekifejezés annak indukalasa el6tt, azonban mi nem rendelkeztlink ilyennel.

Mivel az NCoIE7 cinkion nélkiil inaktiv, ez lehetdvé tenné nagyobb mennyiségii
fehérje eldallitasat. Cinkion-mentes kompetens sejtek el6készitése olyan tépoldatban
torténik, amely nem tartalmaz cinkiont. Ezen kompetens sejtek transzformalasa azonban kis
hatékonysagu, igy nem sikerult a mutalt gének plazmidjait tartalmazo sejtek kialakitasa.
Egy éjszakai inkubalas soran a lemezeken nem nétt telep egyik esetben sem.

Igy a fenti nemkivant folyamat megelézésére a tovabbiakban a mutans fehérjéink
génjeit atlltettik egy olyan plazmidba, mely a ColE7 fehérje antagonistajanak, az an. Im7

immunitasfehérjének a génjét is tartalmazza, és igy a célfehérje az Im7 fehérjével egyutt
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fejezhetd ki. Ezzel a 1épéssel viszont elveszitettiik azt az egyszer( ellenérzési lehetdséget,
miszerint, ha egy NColE7 mutans aktiv, akkor a sejtek elpusztulnak.

Az Uj eljarast alkalmazva lényeges megnétt a transzformalas hatékonysaga, azaz a
transzformalt baktériumok életben maradva telepeket képeztek. Azt, hogy ezek a
baktériumtelepek a megfelelé plazmid DNS-t tartalmaztak-e, kolonia PCR segitségével
ellendriztik. Ennek sordn a baktériumsejteket alkalmaztuk templatként. Az elsé 98°C-0s
Iépésben ugyanis bekovetkezik a sejtek lizise és szabadda valik a benniik 1évé DNS.
Amennyiben a kolonia PCR terméke az agardz gél elektroforézis eredménye alapjan
megfelelé hosszsagh volt, a DNS-t tartalmazo baktériumtelepeket atoltottuk tapoldatba és
felszaporitottuk a sejteket. Ezekbol a sejtekbdl centrifugalas utan a QIAGEN MINI KITTEL
nyertik ki a plazmid DNS-t a 8.2.9. fejezetben leirtak alapjan. Ezutan PCR segitségével
DNS mintat készitettlink szekvenalas céljabol. A PCR-terméket kicsaptuk és tisztitottuk.
UV-lathatd spektrométerrel meghataroztuk a DNS-oldat koncentracidjat majd a mintakat
szekvenaltattuk. Ennek eredményeként kimutattuk, hogy munk&dm soran mind a hétféle
mutans gént tartalmazo plazmidot sikeriilt eléallitani. Igy a tovabbi vizsgalatainkhoz
rendelkezéslinkre alltak a W464A, T454A, illetve K458A egyszeres mutacidkat, a W464A
és T454A, a W464A és K458A, illetve a T454A és KA58A kétszeres mutaciokat, és a
W464A, K458A és T454A haromszoros mutaciot tartalmazo fehérjek génjei.

5.3. Az alaninmutansok kifejezése az immunitasfehérjével egyutt

Az Im7 és a tervezett mutécidkat hordoz6 géneket tartalmazéd plazmidokat ezek utan
transzformaléassal BL21-es sejtekbe jutattuk. A telepekrdl baktériumokat juttattunk 5ml LB
tapoldatot és 5 pl ampicillint tartalmazd tapoldatokba. Ezeket 37° C-on radzatas kdzben
inkubaltuk amig az ODggo €l nem érte a ~ 0,6-0s értéket, majd indukaltuk a célfehérjék
termelését 5ul IPTG hozzaadasaval. Tovabbi 3 6ran at inkubaltuk razatas kdzben, majd a
sejteket lecentrifugaltuk. A felulGszo eltavolitotasa utan szonikalassal rocsoltuk a sejteket
300-300 ul PBS pufferben. A teljes feherje frakciobol mintat vettink, majd Ujabb
centrifugalassal elvalasztottuk egymastdl az oldhaté és oldhatatlan fehérjefrakciokat.

Kisérletlink eredményét SDS-PAGE eljérassal ellenériztiik (5.7. &bra).
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5.7. &bra SDS-PAGE gélkép. A legfelsé bekeretezett
s&v az NColE7 alaninmutans, a kozéps6 a GST mig a
legals6 az Im7 fehérjékhez rendelheté. A marker
fehérjekeverék savjaihoz rendelheté molekula-
tomegek fentrdl lefelé haladva rendre: 116, 66,2, 45,
35, 25, 18,4 és 14,4 kDa.

A marker fehérjék savjaival valamint a csak pGEX-6P-1 plazmidot (6sszehasonlito
Kisérlet) tartalmaz6 baktériumokban kifejezett fehérjékkel dsszehasonlitva jol lathatd az
5.7.4brén, hogy a muténs fehérjéket sikeresen kifejeztik. A gélképen a legalsé inzenziv sav
mutatja, hogy az 6sszehasonlitd kisérlet kivételével az immunitasfehérje is jelen van a
sejtekben. Az is megfigyelhetd, hogy a célfehérjék tobbsége az oldhatd frakcioba kertlt,
ami biztat6 a tovabbi tisztitasi folyamatok szempontjabdl. Az N-terminélis részen talalhato6
GST fuzié lehet6vé teszi, hogy elsé 1épésben a GST-affinitds eljarast alkalmazzuk.
Felmertl a kérdés, hogy vajon az Im7 fehérje is a glutation-szefaréz gyantan marad-e a
célfehérjéhez kototten. Annak érdekében ugyanis, hogy a tovabbi kisérleteinkben nukleaz

aktivitast mutathassunk ki, el kell valasztani a mutans fehérjéinket az immunitasfehérjétol.

5.3.1. A mutansok tisztitasa GST-affinitas eljarassal

Kovetkezd 1épésként a glutation-szefardz gyantan eldszor a fentiekben eldallitott
fehérjék kozil az egyszeres mutacidt tartalmazo T és a harmas mutéciot tartalmazé TWK
jelzést fehérjéket tisztitottuk. Azt reméltiik, hogy a tisztitas soran a fizikai vagy kémiai
hatasok kdvetkeztében az immunitasfehérje egy része a mosas soran tavozik es igy legalabb
részben szabad mutans fehérjékhez juthatunk. A tisztitds hatékonysagat és a fenti
feltételezeést SDS-PAGE madszerrel ellendriztik. A gélképrol megallapithattuk (5.8. abra),
hogy a célfehérjéket sikeriilt tisztitani, azonban az eludtumban és a gyantan is a mutans

31



fehérje mellett megjelent az Im7 fehérje savja. Az irodalmi adatok alapjan ez varhat6 is

volt, hiszen az Im7 fehérje és az NColE7 koz6tt kialakuld kolcsonhatas igen erds.

Marker
GST-T-Im7
GST-TWK-Im7

5.8. 4bra A GST-affinités eljaréas eludtumainak SDS-
PAGE keépe.

5.3.2. Atisztitott fehérjék DNS hasitdsanak vizsgalata

Mivel a tovabbiakban egy enzimatikus folyamatot szerettink kdvetni, ezért nem
szlikséges nagy mennyiségii fehérjét alkalmaznunk kisérleteinkben. A GST kot gyantan

tisztitott fehérjék 10pl-es oldatdhoz 2ul 1pUC plazmidot adtam.
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59.4bra A DNS  hasitasi kisérletek agar6z
gélelektroforézis képei. A bal oldali kép a DNS
hozzaadasat kovetden 1 oraval késziilt. A jobb oldali
gélkép a 3 nappal késdbbi allapotot mutatja.
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Egy Osszehasonlitd kiserletben 10ul redukalt glutationt tartalmazo elucios oldathoz
adtam ugyanennyi DNS-t. Az oldatokat szobahémérsékleten 1 o6ran keresztiil inkubaltam.
Ezutan két részre osztottam mindegyik oldatot és az egyik részletet agardz
gélelektroforézisnek vetettem alad. Ezen kiserlet eredményeként nem tapasztaltam eltérést az
0sszehasolitd kisérlet eredményéhez kepest, azaz nem tortént DNS hasadas (5.9. abra).
Ezért a maradék oldatokat tovabbi 3 napon &t inkubaltam 4°C-on. Ebben az esetben jol
lathatd, hogy az oldatok nagy részében csokkent a plazmid DNS szuperhelikalis formahoz
rendelheté also sav intenzitasa, nétt a relaxalt cirkularis forma mennyisége, és esetenként
megjelent a ketté kozott lathatd linearis forma jele is. Nem jatszédtak le hasonld
folyamatok a csak redukalt glutationt tartalmazé PBS oldat hatdsara. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a mutaciokat tartalmazo plazmidok egy nagyon kis héanyada
megszabadult az Im7 fehérjétél a tisztitdsi folyamat soran, és kismértékli katalitikus
aktivitdst mutat. Azonban tovabbi szisztematikus vizsgalatok szikségesek annak
eldontésére, hogy az egyes mutaciok milyen mértékben befolyasoltadk az aktivitast az Im7
fehérjétdl elvalasztott fehérjékkel. A tisztitdsi eljaras optimalizdlasa HPLC segitségével

folyamatban van.
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6. Osszefoglalas

Kutatocsoportunk tavlati célja a DNS molekulahoz specifikusan kot pozitiv
allosztérikus szabalyozasi mechanizmussal rendelkez6 mesterséges cinkujj nukleaz
eléallitasa. A Colicin E7 nukledz domeénje alkalmas lehet egy ilyen enzim kialakitasara.
Ugy gondoljuk, hogy az NCoIE7 N- és C-terminalis szakaszai kozé beépitett cinkujjakkal
specifikussa és szabalyozotta tehet6 az Uj nukleaz. Az aktivitdshoz sziikséges, hogy az N-
és C-terminalis részek egymashoz kozel helyezkedjenek el. Emiatt fontos, hogy pontosan
ismerjik az NColE7 N- és C-terminalis részein 1évé egyes aminosavak szerepét az
aktivitasban és a fehérje szerkezetének kialakitdsaban. Munkam soran azt vizsgaltam, hogy
az N-terminalis részen elhelyezkedd 25 aminosav koziil, melyik oldallanca alakit ki jelentds
kolcsonhatést a molekula tobbi részével.

Elsé 1épésben korabbi kvantumkémiai szamitdsok alapjan Kivalasztottam a
fontosabbnak tiné aminosavakat. A nukleaz publikalt kristalyszerkezete alapjan
megvizsgaltam, hogy ezek oldallancai a fehérje melyik részével alakithatnak Ki
kolcsonhatast. Kisérleteimhez a kovetkezd aminosavakat valasztottuk: K458, W464 és
T454. Ezen aminosavak helyére alanint épitettiink be, és igy vizsgaltuk hianyuk hatését a
fehérje aktivitdsara. A mutacioét tartalmazé plazmidok el6allitdsa soran azonban
véletlenszerti génhibak is képzédtek. Megéllapitottuk, hogy a hibak oka az, hogy a fehérjek
génjeirdl a fehérjetermelés indukdldsa nélkiil is minimalis kifejez0dés torténik, és a
képz6do fehérjék toxikus hatast fejtenek ki a baktériumsejtekre. Tobb megoldas koziil az
Im7 immunitasfehérje jelenlétében torténd fehérjekifejezés bizonyult a leghatékonyabbnak.
Ennek hatranya azonban az, hogy az immunitasfehérjétdl nem egyszerli megszabadulni,
jelenlétében pedig nem tanulmanyozhato a nukleaz aktivitas. Az irodalmi adatok alapjan a
eltdvozik az aktiv kozponthol.

Tovébbi céljaink kozott szerepel ezért az eldallitott fehérjék tovabbi tisztitasa soran
megszabadulni az immunitasfehérjétdl, és a tiszta fehérjék fémion, illetve DNS-kotod

sajatsagainak, valamint hidrolitikus aktivitasuk tanulmanyozasa.

34



7. Hivatkozasok

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

N. C. Mishra, “Nucleases-molecular biology and applications,” John Wiley and
Sons, Hoboken, New Jersey, 2002.

M.-J. Sui et al., “Metal ions and phosphate binding in the H-N-H motif: crystal
structures of the nuclease domain of ColE7/Im7 in complex with a phosphate ion and
different divalent metal ions.,” Protein Science, vol. 11, no. 12, pp. 2947-57, 2002.

B. Gyurcsik; A. Czene, “Towards artificial metallonucleases for gene therapy: recent
advances and new perspectives,” Future Med. Chem. vol 3., No 15, pp. 1935-1966,
2011.

E.M. Héandel, T. Cathomen, “Zinc-finger nuclease based genome surgery: it's all
about specificity”. Curr. Gene Ther. vol 11., pp. 28-37, 2011.

R. James, C. Kleanthous, and G. R. Moore, “The biology of E colicins: paradigms
and paradoxes,” Microbiology, no. 1, 996, pp. 1569-1580, 1996.

C. Kleanthous and D. Walker, “Immunity proteins: enzyme inhibitors that avoid the
active site,” Trends Biochem. Sci., vol. 26, no. 10, pp. 624-631, 2001.

K.-C. Hsia, K.-F. Chak, P.-H. Liang, Y.-S. Cheng, W.-Y. Ku, and H. S. Yuan,
“DNA binding and degradation by the HNH protein ColE7.,” Structure (1993), vol.
12, no. 2, pp. 205-14, 2004.

Y .-sheng Cheng, K.-chiang Hsia, L. G. Doudeva, K.-fu Chak, and H. S. Yuan, “The
Crystal Structure of the Nuclease Domain of Colicin E7 Suggests a Mechanism for
Binding to Double-stranded DNA by the H — N — H Endonucleases,” Journal of
Molecular Biology, vol. 2836, no. 2, pp. 227-236, 2002.

T.-P. Ko, C.-C. Liao, W.-Y. Ku, K.-F. Chak, and H. S. Yuan, “The crystal structure
of the DNase domain of colicin E7 in complex with its inhibitor Im7 protein,”
Structure, vol. 7, no. 1, pp. 91-102, 1999.

H. Huang and H. S. Yuan, “The conserved asparagine in the HNH motif serves an
important structural role in metal finger endonucleases.,” Journal of Molecular
Biology, vol. 368, no. 3, pp. 812-21, 2007.

K.-C. Hsia, C.-L. Li, and H. S. Yuan, “Structural and functional insight into sugar-

nonspecific nucleases in host defense,” Current Opinion in Structural Biology, pp.
126-134, 2005.

35



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Y.-T. Wang, W.-J. Yang, C.-L. Li, L. G. Doudeva, and H. S. Yuan, “Structural basis
for sequence-dependent DNA cleavage by nonspecific endonucleases.,” Nucleic
Acids Research, vol. 35, no. 2, pp. 584-94, 2007.

A.J. Pommer et al., “Homing in on the Role of Transition Metals in the HNH Motif
of Colicin Endonucleases,” Biochemistry, vol. 274, no. 38, pp. 27153-27160, 1999.

W. Ku et al., “The zinc ion in the HNH motif of the endonuclease domain of colicin
E7 is not required for DNA binding but is essential for DNA hydrolysis,” Nucleic
Acids Research, vol. 30, no. 7, pp. 1670-1678, 2002.

R. A. Laskowski, F. Gerick, and J. M. Thornton, “The structural basis of allosteric
regulation in proteins,” FEBS Letters, vol. 583, no. 11, pp. 1692-1698, 20009.

Németh E., “Allosztérikus szabalyozas a colicin E7 fehérje nukleaz doménjében,”
SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Diplomamunka, 2011.

K. L. Morrison and G. A. Weiss, “Combinatorial alanine-scanning,” Current
Opinion in Chemical Biology, pp. 302-307, 2001.

A. M. El-assaad, C. A. Kieslich, R. D. Gorham, and D. Morikis, “Electrostatic
exploration of the C3d — FH4 interaction using a computational alanine scan,”
Molecular Immunology, vol. 48, no. 15-16, pp. 1844-1850, 2011.

H. Huang and H. S. Yuan, “The conserved asparagine in the HNH motif serves an
important structural role in metal finger endonucleases.,” Journal of Molecular
Biology, vol. 368, no. 3, pp. 812-821, 2007.

36



8. Koszdnetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Kiss Tamds tanszékvezetd egyetemi tanarnak, aki lehetové
tette szdmomra, hogy a Szegedi Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén dolgozzak.

Koszonetet mondok témavezetéimnek, Dr. Gyurcsik Béla egyetemi adjunktusnak és
Németh Eszter Ph.D. hallgaténak, akik sokat segitettek a kisérleti munkaban és az

eredmeények kiértékelésében.

37



9. Fuggelék

”or

9.1. A Vvéletlen hibakat is tartalmazé eléallitott plazmidok

8.1.tdblazat. Tervezett és véletlen mutaciok az eldallitott plazmidokban. A hidnyzo
bazist tartalmazé mintak esetén a fehérje szekvenciajat a hianyt pétolva forditottuk.

Tervezett Hibak szama a Bézis Elallitott plazmidban 1év6 Fehérje
mutaciok bazisszekvenciaban hiany mutaciok kifejezés
3 0 T454A, N560D, R568G *
T454A 2 1 T454A, N517S, R538G
3 0 T454A, F489L, S535P *
1 1 WA464A, F449S
WA464A 0 1 WA464A
0 1 K458A
K4SBA 0 1 K458A

9.1.1. A pGEX-6P-1 vektor sematikus abraja

A mutans fehérjek génjét a pGEX-6P-1 vektorba épitettiik be. Ez a vektor a fehérje
kifejezés soran hozzafiizi a GST (glutation-S-transzferdz) fehérjét a nukledzhoz, ami a
tovabbi tisztitas céljabol fontos.

Leu Glu Val Leu Phe GIn Gly Pro Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp Erd
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC,CCG GAA TTC CCG GGT CGA GTC GAG CGG CCG CAT car @aT T

BamHI  EcoRl ~gma; Sall xno1  Notl

glutation-

; ampicillin
S-transzferaz

rezisztencia gén

pGex
~ 4900 bazispar

lac
operon

9.1.4bra. A pGEX-6P-1 vektor sematikus &braja, a kinagyitott rész a kl6noz6 régid

38



9.1.2. N-ColE7 szekvencidja

A templatként hasznalt pGEX-N-ColE7 bazisszekvenciaja az EcoRI és Xhol hasitasi hely
kozott a kovetkezo:

GAATTCAAACGGAATAAGCCAGGGAAGGCAACAGGTAAAGGAAAACCTGTCAATAATAAGTGGTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGTAAGAAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
ATAATGATCGAATGAAGGTTGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATT
CGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAG

Ebbdl a génbdl az alabbi szekvenciaja fehérje fejezheto ki:

EFKRNKPGKATGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKK
FWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMETKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEKPISQN
GGVYDMETDNISVVTPKRHIDIHRGKSTOPLE

9.1.3. Az dltalunk eléallitort mutans plazmidok bazis- és aminosav szekvencigja a
hasitasi helyek kozotti részben

T454A / N560D / R568G

GAATTCAAACGGAATAAGCCAGGGAAGGCAGCTGGTAAAGGAAAACCTGTCAATAATAAGTGGTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGCAAGAAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
ATAATGATCGAATGAAGGTCGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATT
CGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATGACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAGGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAG

EFKRNKPGKAAGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKK
FWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMETKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEKPISQN
GGVYDMETDDISVVTPKGHIDIHRGKSTOPLE

T454A [ F489L / S535P

GAATTCAAACGGAATAAGCCAGGGAAGGCAGCTGGTAAAGGAAAACCTGTCAATAATAAGTGGTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGCTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGTAAGAAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
ATAATGATCGAATGAAGGTCGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTCCAGGGAAGAGAACTTCATT
CGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAAGGCATATCGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTC
GCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATCCAGCCTTCCCGGA

KRNKPGKAAGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEEKSFDDFRKKF
WEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMETKVGKAPKTRTQDVPGKRTSFELHHEKPISQNG
GVYDMETDNISVVTPKRHIDIHRGKSTOPLERPHRDSTOPLTICLARFGDDGENLSTOP

T454A 1 N517S / R538G - hianyos

GAATTCAAACGGAATAAGCCAGG_AAGGCAGCTGGTAAAGGAAAACCTGTCAATAATAAGTGGTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGTAAGAAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
GTAATGATCGAATGAAGGTCGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAGGGAACTTCATT
CGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAG
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A hianyzé adenint p6tolva a forditas:

EFKRNKPGKAAGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKK
FWEEVSKDPELSKQFSRNSNDRMETKVGKAPKTRTQDVSGKGTSFELHHEKPISQN
GGVYDMETDNISVVTPKRHIDIHRGKSTOP

A hianyz6 adenint figyelembe véve:
EFKRNKPGRQLVKENLSIISGSTOP

W464A [ F449S - hianyos

GAATTCAAACGGA_TAAGCCAGGGAAGGCAACAGGTAAAGGAAAACCTGTCAATAATAAGGCCTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGTAAGAAATCCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
ATAATGATCGAATGAAGGTCGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATT
CGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAG

a hianyzé adenint pétolva a forditas:

EFKRNKPGKATGKGKPVNNKALNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKK
SWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMETKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEKPISQN
GGVYDMETDNISVVTPKRHIDIHRGKSTOPLE

A hidnyz6 adenint figyelembe véve:
EFKRISQGRQQVKEPLSIISGSTOP
K468A — hianyos

GAATTCAAACGGA_TAAGCCAGGGAAGGCAACAGGTAAAGGAGCCCCTGTCAATAATAAGTGGTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGTAAGAAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
ATAATGATCGAATGAAGGTCGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATT
CGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAG

Az aminosavszekvencia jo lenne, ha nem hianyozna az adenin:

KRNKPGKATGKGAPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKKF
WEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMETKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEKPISQNG
GVYDMETDNISVVTPKRHIDIHRGKSTOPLE

A hianyz6 adenint figyelembe véve:
EFKRISQGRQQVKEPLSIISGSTOP

W464A- hidnyos

GAATTCAAACGGA_TAAGCCAGGGAAGGCAACAGGTAAAGGAAAACCTGTCAATAATAAGGCCTTAAATAATG
CAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCAGATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTC
GATGATTTTCGTAAGAAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACA
ATAATGATCGAATGAAGGTCGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATT
CGAGCTTCACCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACAC
CTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGCTCGAG

A hianyz6 adenint pétolva a forditas:

EFKRNKPGKATGKGKPVNNKALNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKK
FWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMETKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEKPISQN
GGVYDMETDNISVVTPKRHIDIHRGKSTOP

A hianyzé adenint figyelembe véve:

EFKRISQGRQQVKENLSIIRPSTOP
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9.2. Kisérleti modszerek

9.2.1. PCR-hez hasznélt primerek

9.1.tdblazat. Primerek szekvenciaja, tapadasi tulajdonsagai. A primer oldatok koncentracidja 10 nmol/mol

teljes primer tapado rész dgtfedd rész
szekvencia gc% Tm(°C) bp | Tm(°C) bp Tm(°C) bp
GST/2 AT S PACCCA 46 62 30 62 30 - -
rovid pGEX 3" | SaSCOACCTECATETCT 65 62 23 62 23 - -
rovid pGEX 57 | SSoCTSGCAAGCCACET 65 62 23 65 23 - -
GCATTATTTAAGGCCTT
W/A-C’ ATTATTGACAGGTTTTC 36 65 47 59 33 26 52
CTTTACCTGTTGC
GTCAATAATAAGGCCTT
W/A-N’ AAATAATGCAGGTAAAG 37 66 49 60 34 26 52
ACTTAGGTTCTCCTG
, TGACAGGGGCTCCTTTA
KIA-C CCTGTTGCCTTCCCTGGC 60 70 3 61 25 18 50
GTAAAGGAGCCCCTGTC
K/IA-N’ AATAATAAGTGGTTAAA 37 65 46 59 35 18 50
TAATGCAGGTAA
TIA-C’ gritaccAseToceTicC | s1 67 35 59 25 18 50
GGAAGGCAGCTGGTAA
TIA-N’ AGGAAAACCTGTCAATA 39 66 46 59 35 18 50
ATAAGTGGTTAAA
9.2.2. 1. PCR: az dtfedo szakaszok eloallitasa
9.2.tdblazat. PCR keverék osszetétele
Lot MM WI/N w/C TIN wiC K/N K/C
' (ul) (ul) (ul) (ul) (ul) (ul) (ul)
st. H,O 207 345 34,5 34,5 34,5 34,5 34,5
Dream puffer (MgCl, +) 00068548 | 30 5 5 5 5 5 5
dNTP mix 2 mM 00078240 30 5 5 5 5 5 5
templat: 50x pGEX-Col 6 1 1 1 1 1 1
Dream Taqg polimeraz 00069583 3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Térfogat 276 46 46 46 46 46 46
GST/2 primer 2 2 2
rovid pGEX 3’ primer 2 2 2
WI/A-C’ primer 2
W/A-N’ primer 2
T/A-C’ primer 2
T/A-N’ primer 2
K/A-C’ primer 2
K/A-N’ primer 2
Teljes térfogat 184 50 50 50 50 50 50
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9.3.tablazat. PCR program

Step 1. 98 °C 1 min
Step 2. 98 °C 20 sec
Step 3. 63 °C 1 min
Step 4. 72 °C 1 min
Step 5. Cycle 30 Times To 2
Step 6. 72 °C 4 min
Step 7. 10 °C 0 sec
Step 8. End

A ,step 37 homérsékletét ebben a programban a kiilonb6zé mutansok eldallitasa soran
63-68 °C kozott valtoztattuk a PCR optimalizaldsa céljabol.

9.2.3. Gél-extrakcio:

A gél-extrakciot a Toyobo cég MagExctractor (Lot. 93160G1, Code NPK-601) Kittel
végeztik (allvany: Toyobo Lot. 94030, Code MGS-101).

A mintékat nagyzsebes gélen futtattuk 1%-os agar6z gélben (120 ul agaréz 2,4 ml
TAE, 120 pul EtBr, 120 ml deszt. viz). A gélbél UV-fény alatt kivagtuk a megfelelé méretii
DNS savjat. A Mag Extractor kit el6irasai alapjan a megfelelé oldattal melegen kioldottuk
a DNS-t a gélbdl. Ezutan magnes szuszpenziét adtunk a mintahoz, amely megkdéti a DNS-t,
igy egy magneses allvanyban szeparalni lehet azt a szennyez6déseket tartalmazo oldattol.
Végul TE-oldattal elualtuk a DNS-t a magnesrol.

9.2.4. 2.PCR: részek 6sszetapasztasa

9.4.tablazat. PCR keverék dsszetétele az atfedo részek dsszetapasztasahoz

Lot. MM T1 T2 K1 K2 W1 W2
(uh (uh) nh | @h | @h | (@h | (uh

st. H,O 201 335 335 | 335 | 335 335 | 335
Dream puffer (MgCl, incl.) | 00068548 30 5 5 5 5 5 5
dNTP mix 2 mM 00078240 30 5 5 5 5 5 5
GST/2 primer 12 2 2 2 2 2 2
rovid pGEX 3’ primer 12 2 2 2 2 2 2
Dream Taq polimeraz 3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Térfogat 288 8 48 48 48 48 48
T/N templat 1 1
T/C templat 1 1
K/N templat 1 1
K/C templéat 1 1
WI/N templat 1 1
W/C templat 1 1
Teljes térfogat 300 50 50 50 50 50 50

A mesterkeveréket vekonyfali PCR-cs6ben allitjuk 6ssze. Az enzim hozzaadasa el6tt
vortexeljlk és roviden centrifugaljuk az asztali centrifugaban.
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9.5.tdblazat. PCR program

Step 1. 98 °C 1 min
Step 2. 98 °C 20 sec
Step 3. 55 °C 1 min
Step 4. 72°C 1 min
Step 5. Cycle 5 Times To 2
Step 6. 98 °C 20 sec
Step 7. 65 °C 1 min
Step 8. 72°C 1 min
Step 9. Cycle 25 Times To 2
Step 10. 72°C 4 min
Step 11. 10°C 0 sec

Step 12. End

9.2.5. A DNS kinyerése a reakcioelegybol

A fenol-kloroform eleggyel torténé extrakcid soran az 50 ul-es elegyekhez 50 pl
fenol-kloroformot adtunk, a mintat vortexeltlik, majd 5 percig, 13500 rpm fordulatszammal
szobah6mérsékleten centrifugaltuk, és a fels6 fazisokat gytjtottik. Ezutdn etanollal
vegeztiink kicsapast: a vizes fazishoz 5 ul NaOAc-ot, majd 2,5-szeres mennyiségii (125 pl)
hideg absz. etanolt adtunk. Alapos vortexelés utan 20 percig -80°C-ra helyeztlik a mintakat,
majd 15 percig 13500 rpm fordulatszammal 4 °C-on centrifugaltuk. A folyadek dvatos
eltavolitasa utan 200 pl hideg, 70%-os etanolt adtunk a szilard anyaghoz és révid vortexelés
utan ismét centrifugaltuk 5 percig, 13500 rpm fordulatszammal, 4 °C-on. A folyadék
eltavolitasa utan zart steril fulkében széritottuk 20 percig a mintadt és 30 pl TE-ben
feloldottuk 4 °C-on.

9.2.6. Hasitas EcoRI és Xhol enzimekkel

A PCR-rel eldallitott fragmenseket és a pGEX-6P-1 plazmidot (162 ng/ul) hasitottuk
az EcoRI és Xhol (Fermentas, 10 u/ul) enzimekkel. A mintdkat 80 percen keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on. Ezutan 20 percig 80 °C-on inkubaltuk, hogy az enzimeket hével
inaktivaljuk.

9.6.tablazat. A hasitési elegy dsszetétele. A tablazatban E az EcoRI enzimmel, X az Xhol
enzimmel, EX a mindkét enzimmel hasitott mintat jelenti.

DNS EcoRlI Xhol 2xTango Steril V (ul)
(ul) (ul) (ul) puffer (ul) H,O(ul)
Lot. 66604 55884 73295
K EX 8 1 1 5 10 25
W EX 8 1 1 5 10 25
TEX 8 1 1 5 10 25
pGEX E 1 1 - 5 18 25
pGex X 1 - 1 5 18 25
pGex EX 1 1 1 5 17 50
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9.2.7. Ligélas:

A ragados véggel rendelkez6 fragmenst ligalassal (T4 ligaz, 1 Weiss u /ul, ~200 coh.
end lig. u/ul) épitettilk be a pGEX- P-1plazmidba. A plazmid mennyisége 20 ul-es ligalasi
elegyben ~20 ul vektor volt, az inzert:vektor molarany 6:1 és ettdl kissé eltérd érték volt. A
megfelelé aranyt spektrofotométerrel mért koncentraciok alapjan szamitottuk. A ligalasi
elegyeket 4 °C-on inkubaltuk, majd DH10B sejtekbe transzformaltuk.

9.7.tablazat. Ligalasi elegy Osszetétele

W-EX | T-EX | K-EX | pGEX- | pGEX- | pGEX- | Puffer | Téligaz | StH,O0 | V
(ul) (ul) @) | EXq@ | X | E @) | @b (ul) (ul) (ul)

W EX ligl 5 35 2 1 85 20
T EX ligl 5 35 2 1 85 20
K EX ligl 5 35 2 1 85 20
W EX lig2 5 1 2 1 115 20
T EX lig2 5 1 2 1 115 20
K EX lig2 5 1 2 1 115 20
T EX lig3 3 3 2 1 95 20
W EX (K2) 5 2 1 12 20
PGEX-EX (K) 35 2 1 135 20
PGEX-X (K+) 35 2 1 135 20
pGEX-E (K+) 35 2 1 135 20

9.2.8. Transzformalas:

A plazmid DNS-t, amely tartalmazza a mutans fehérje génjét, az un. transzforméalas
soran juttattuk be az E.coli DH10B tipust, elézdleg CaCly-0s kezelés révén kompetenssé
tett sejtekbe. A30 ul jégen tarolt DH10B kompetens sejthez (-80 °C-on tarolva) 2 ul
ligatumot adtunk. Ezutdn O °C (5 perc) — 42 °C (2 perc) - 0 °C (5 perc) hésokkot
alkalmaztunk: a hidegen tartott sejtek hirtelen meleg kdrnyezetbe kerilve Kkitagitjak
porusaikat, felveszik a DNS-t és hirtelen lehiitve bezarulnak a porusaik. Az egyes
mintakbol 20 pl-t (1/3 lemez) vagy 30 ul-t (1/2 lemez) kikentlink ampicillines LB-
taptalajra. A lemezeket “fejjel lefelé” elhelyezve 38 °C-on inkubaltuk egy éjszakan at.

LB-tapoldat: S5g tripton, 2,5 g élesztd kivonat, 5Sg NaCl, 1 ml 1 M NaOH, 500 ml deszt.viz
(pH=7,0), sterilezés

LB-taptalaj 4-5 lemezhez (Amp+): 100 ml LB-tapoldat, 1,5 g agar-agar, sterilezés 100 pl
ampicillin (sterilezés utan kell belerakni, amikor 50 °C-o0s az oldat)

9.2.9. Kolbnia PCR

9.8.tablazat. Koldonia PCR keverék dsszetétele

Lot. 10xMM (ul)

st. H,O 355
Dream puffer (MgCl; incl.) 68548 50
dNTP mix 2 mM 78240 50
rovid pGEX 5” primer 20
révid pGEX 3’ primer 20
Dream Taq polimeraz 92065 5

Térfogat 500
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9.9.tdblazat. Kolénia PCR programm

Step 1. 98 °C 1 min

Step 2. 98 °C 20 sec

Step 3. 63 °C 30 sec

Step 4. 72°C 1 min 20 sec
Step 5. Cycle 30 Times To 2

Step 6. 72°C 4 min

Step 7. 10 °C 0 sec

Step 8. End

9.2.10. Plazmidtisztitas

Reggelre az el6z6 nap beoltott 5 ml-es kulturdk zavarosak, ezeket Eppendorf
csovekbe toltottik és 13500 rpm fordulatszammal 2 percig centrifugaltuk.

A foliilluszo ledntése utan a sejtekbdl a QIAGEN Mini Kittel nyertik ki a DNS-t,
majd a mintat 50 ul TE.oldatban oldottuk fel 4 °C-on.

9.2.11. PCR a plazmidokrol szekvenalashoz

A tisztitott plazmidok szekvendlasa nem mindig volt sikeres, ezert PCR-t készitiink
rola a kolonia PCR-hez hasonlé médon, de baktériumtelep helyett a plazmid templatbdl 1
pl-t adunk az elegyhez, amit fenol-kloroformos extrakcié és etanolos kicsapast kovetden
szekvenaltatunk.

“ sz

A DNS-mintak koncentracidjat spektrofotométerrel hataroztuk meg viz hattérrel, 260
nm-en. Meghatéroztuk az Agsonm/Azsonm aranyt is a tisztasadg vizsgalata érdekében, ami
megfeleld tisztasagi minta esetén 1,8 és 2,0 kozott van. A hattérrel korrigalt 260 nm-es
értékbdl kiszamitottuk a koncentraciot: c(ng/ul) = higitas * Azeo korr/0,02

9.2.13. SDS-PAGE

9.10.tblazat. SDS gél dsszetétele

desztillalt viz | A-oldat | B-oldat C-oldat
Alsé gél (12,5%) 5ml 6,25ml | 3,75 ml
Fels6 gél 5,4 ml 2ml -

2,5 ml

Inicidljuk a polimerizaciét a gél oldataban:
- also gél: hozzdadunk 125 pl APS-t és 18,75 ul TEMED-et
- fels6 gél:: hozzaadunk 50 pl APS-t és 7,5 ul TEMED-et
Az oldatok:
- A-oldat: 29 w/v% akrilamid, 1 w/v% N, N -metilén-biszakrilamidB-oldat (500 ml,
pH=8,8): 90,75 g Trizma bazis, 2 g SDS, 12 ml HCI
- C-oldat (500 ml, pH=6,8): 30,3 g Trizma bazis, 2 g SDS, 20 ml HCI
- APS (ammonium-perszulfat): -20°C-on taroljuk
- TEMED (N,N,N’,N -tetrametilén-diamin): 4°C-on taroljuk sotét tvegben
- 11 elektroforézis puffer olfatot készitlink a 10x-es pufferbodl
(10xSDS PAGE puffer: 30.2 g Trizma bézis, 144 g glicin, 10 g SDS / 1000 ml)
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Mintael6készités: 5 ml-es kultura

1) Eppendorf csében 1,5 ml-t centrifugdlunk az egyes mintakbol az asztali centrifugan
13500 rpm fordulatszammal, 1-2 percig.

2) A sejteket alapos vortexeléssel felszuszpendaljuk 300 ul jéghideg 1xPBS-oldatban.
(10x PBS: 1.4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na,HPO4, 18 mM KH,PO,, pH 7.3).
Mindent mindig jégen tartunk.

3) Lizis: 3x15 s-ig szonikaljuk jégen a mintakat és 9 ul-t félretesziink SDS-PAGE-re
(teljes fehérje frakcid). Amplitudo: 60%

4) Centrifugalassal (10 min, 13500 rpm, 4 °C) eltavolitjuk az oldhatatlan anyagot. A
foluluszot ) Eppendorfba pipettazzuk, 9 pl-t félretesziink SDS-PAGE-re (oldhato
frakcid).

5) Az oldhatatlan anyagot Ujra felszuszpendaljuk 200 upl 1xPBS-ben. 1x15 s
szonikalassal diszpergaljuk az anyagot. 9 pl-t félreteszink SDS-PAGE-re
(oldhatatlan frakcio).

Ezutdn mindharom frakciot SDS-gélen futtatjuk. A 9 ul-es mintahoz 3 ul merkaptoetanol
tartalm0 festéket adunk és az igy Osszekeszitett mintat 3 percig 100°C-on tartjuk és
felvisszlk a gélre. 30-60 mA-t hasznalva futtatjuk a mintat. A gél el6hivasa el6tt desztillalt
vizzel 3-4-szer lemossuk, majd annyi festékoldatot Ontlink ra, hogy ellepje. Lassu
mozgatassal szobahémérsékleten tartjuk 1 oraig, vagy egy éjszakan at, amig sotétkék nem
lesz. Végil ismét vizzel lemossuk a gélt.

9.2.14. ODgqg mérés

BL21-es sejtekbe transzforméltuk a fragmenseket és egy éjszakéan at inkubaltuk. Ezt
kovetéen Sml ampicillines tapoldatba atoltottuk a kivalasztott telepeket és Ujabb egy
éjszakan at inkubatorban hagytuk felszaporodni a sejteket. Masnap a kultarab6l 1 ml-t 4j, 5
ml ampicillines tapoldatba ontottiink. 37°C-os vizfiirdében inkubaltuk és 30 percenként
megmértilk az oldat optikai stirtiségét DEN-1B McFarland Densitometer-rel. Ez a miiszer
mcF-ben adja meg az értéket, 3 mcF korulbeltl 0,6 ODggo-nak felel meg. 0,4 és 0,6-0s
ODgoo k6z6tt IPTG-t adtuk hozza, ezzel indukélva a fehérjetermelést.

9.2.15. Agaroz gélelektroforézis

A kisérletek soran minden 1épés utan agardz gél elektroforézissel ellendriztiik a mintakat. A
geélelektroforézis soran az elkészitett gélt elhelyezziik a futtatokaddban, melyben annyi TAE
pufferoldat talalhat, amennyi ellepi a gélt. A gélben a gélontés soran kialakitott
mélyedesekbe un. zsebekbe juttatjuk pipetta segitségevel a DNS-t tartalmazo oldatunkat. A
DNS felvitele soran glicerint is adunk hozza annak érdekében, hogy a DNS a zsebben
maradjon az elektroforézis kezdetéig. Ha kovetni akarjuk az elektroforézis elérehaladasat,
akkor festéket kell adagolnunk a DNS molekuldkhoz. Erre alkalmas példaul a
brémfenolkék és a xilén-cianol. Miutan elhelyeztik a DNS-t tartalmazé oldatotokat a
zsebekben fesziltséget kapcsolunk a készllékre, aminek a hatdsdra a DNS molekulak
elmozdulnak a pozitiv polus felé. A vandorlas sebessege a DNS t6ltésétol, alakjatol és
méretététol, az elektromos térerétol és a gel koncentraciojatol fugg.
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