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Az alkalmazott roviditések listaja

HEPES: 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]etanszulfonsav

dNTP: dezoxinukleotid

TENS: 1x TE puffer, mely 0,1 M NaOH-t és 0,5% SDS-t tartalmaz

TE: 10 mM Tris-Cl, pH 7.5. 1 mM EDTA

IPTG: izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

PBS: Phosphate buffered saline; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQO, 1,8
mM KH,PO,

APS: ammonium-perszulfat

TEMED: tetrametil-etiléndiamin



1. Bevezetés

A cinkrél mar régéta ismert, hogy az emberi szervezet szamara létfontossagl
nyomelem. Toxikus hatasa nagyobb dozisok esetén sem mutathato ki. Hianya viszont
pl. novekedési rendellenességeket okoz. Mar régebben is ismert volt, hogy szerepe van
a peptidhormonok felszabaditasaban, és hogy nagy koncentracioban van jelen példaul a
novényi pollenekben, de csak 1983-ban valt nyilvanvaloéva jelenléte egy DNS-kotod
transzkripcidés faktorban (TFIIIA). Azéta mar tudjuk, hogy a cink szamos
metalloproteinben és metalloenzimben megtalalhat6. A cinktartalmi metalloproteinek
egy csaladjat alkotjak, az ugynevezett cinkujj fehérjék, melyek a Zn**-ion Aaltal
kialakitott ujjszertien feltekeredett szerkezetiikrdl kaptdk a neviiket. Egy ilyen fehérje
rendszerint tobb ujjdoménbdl all, melyekben a fémionok megkdtddésének lehetdségét
ciszteinekb6l szarmaz6 kén-donoratomok ¢és hisztidinekbdl szarmazo nitrogén-
donoratomok biztositjdk. Az egyes ujjakon jol megdrzott helyzetben aromds gyuriit
tartalmazo aminosavak (fenilalanin, tirozin) talalhatok. Ezen oldallancok révén képesek
a cinkujj fehérjék a DNS-sel szekvencia-specifikus kolcsonhatasokat kialakitani a DNS
nagyarkaban. [1] DNS koté tulajdonsaguk mellett, ha ezekhez a fehérjékhez egy
endonukledz domént fliznek, akkor az igy kialakitott cinkujj nukledazokkal elérhetd a
DNS tetszbélegesen kivalasztott szekvencianal torténd hasitasa. Mivel azonban a jelenleg
ismert cinkujj nukledzok dimerként funkciondlnak, a specifikus hasitds igazoldsa még
nem elegendd bizonyiték a specifikus DNS kotésre. Ugyanis a monomerek
nemspecifikus kotddése még nem okoz kétszalu hasitast. Tovabba a cinkujj nukledzok
megkotddeés, és ennek kovetkeztében nem-specifikus hasitas is 1étrejohet.

Egy egyszerlibb modja lehet ilyen mesterséges nukledzok kialakitdsanak az, ha a
cinkujj fehérje specifikus DNS-kot6 tulajdonsagat €s az un. ATCUN (Amino Terminal
Copper(I)- and Nickel(I1)-binding) NH,-XXH- N-terminalis peptidszekvencia DNS
roncsold hatdsat kombindljuk. Az ATCUN motivumot el6szor albuminfehérjékben
fedezték fel, majd késébb kideriilt, hogy sok mas ¢€l6 szervezetben el6fordulo
molekulaban is megtalalhatd (pl. transzkripcids faktorokban). Ez a szekvencia nagy
affinitdssal képes megkotni réz(Il)- és nikkel(IT)-ionokat egy siknégyzetes komplex
kialakulasa kozben. Ilyen komplex a fémionok altal eléidézett peptidkotés hasitassal is
kialakithato. Kimutattdk ugyanis, hogy a fenti fémionok — elsésorban a nikkel(II) — az -

X-(S/IT)XHX- szekvencidban a szerin/treonin N-terminalis vége fel6li peptidkotést
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képesek hidrolitikusan hasitani, aminek kovetkeztében épp egy ATCUN motivum jon
1étre az elhasitott fehérjében. Az igy képz6d6 komplex képes lehet DNS roncsoldsara is,
ami magyarazat lehet a nikkel karcinogén hatasara.

Kutatocsoportunkban korabban mar tanulmanyoztdk az IMEY cinkujj fehérjét,

melynek aminosav sorrendje az 1.1. abran lathato. [2]
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1.1. abra: Az IMEY cinkujj fehérje szekvenciaja N-terminalis hisztidin-toldalékkal. A harom ujjhoz
tartoz6 aminosavak egymas alatt talalhatok a hasonldsag kiemelése céljabol. A félkovérrel kiemelt
aminosavak a DNS-kotés specifikussagat hatarozzak meg, pirossal kiemelve a cink(II)-ionhoz koordinald
aminosavak, mig alahtizva a nikkel(IT)-ionok altal hasithato szekvenciak lathatok.

A fehérje harom ujjrészbdl épiil fel, melyek egyenként harom-harom bazist
ismernek fel a célszekvencian, és tartalmaz harom olyan helyet, amit a Ni**-ionok
elhasithatnak. Tudomanyos didkkori munkdm soran olyan mesterséges metallonukleaz
eldallitashoz sziikséges alap kialakitasat tliztem ki célul, amely a fent ismertetett fehérje
specifikus DNS koté tulajdonsagan és Ni?*-ionokkal eléidézett hidrolizisén alapszik.
Mivel a siknégyzetes komplex kialakuldsa parhuzamosan torténik egy, a kozelben levd
peptidkotés elhasadasaval, ezért olyan mutans fehérjét is terveztem, amiben
megsziintettiik a harmadik ujjban levd hasitasi helyeket. A két fehérjével parhuzamos
kisérleteket végeztem, melyek soran vizsgaltam a Ni*-ionok okozta hidrolizist

nukleinsav jelenlétében és anélkiil is.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Cink és biokémiaja

A cink (Zn, [Ar]3d10) kékes-fehér szindi, csillogd atmenetifém. Rendszama 30, a
periddusos rendszer 12. csoportjaban helyezkedik el. Vélhetéen Paracelsus nevezte el a
német Zinke sz6 utan, ami hegyes, kristdlyos megjelenésére utal. Tiszta formaban
konnyen megmunkalhatd, leggyakrabban otvozetekben és szarazelemek gyartasara
hasznaljak fel. Vizes kdzegben kizarolag +2-es oxidacids allapotban fordul eld. A Zn*-
ionra, a telitett d alhéj miatt nem jellemzOk a redoxi atalakuldsok. Véltozatos
koordinacids szam és geometria jellemz6 ra. Affinitasa az O, N vagy S donoratomokhoz
hasonld, fehérjékben leggyakrabban a His, Cys, Asp és Glu oldallancaihoz kotddik. A
fehérjék szerkezetének alakitdsdn tul enzimek aktiv centruméaban is megtalalhato.
Katalitikus kozpontokban altaldban harom aminosavhoz és egy vizmolekuldhoz
koordinalodik. Ilyen kornyezetben Lewis-savként viselkedik, noveli a koordinalt
vizmolekula savas jellegét. Az ily modon aktivalt vizmolekula kozvetleniil részt vehet a
katalitikus folyamatban. Ugyanakkor a szubsztrat megkotédése is torténhet a
vizmolekulaval torténd kicserélédéssel. A pozitiv toltésti fémion elektrosztatikusan
aktivalja a szubsztratot. Mindez jellemzd a peptidazokra, észterdzokra, nukledzokra €s
foszfolipazokra. A Zn**-ion ritkabban megtalalhatd oxidoreduktazokban is (pl. Cu-Zn
szuperoxid dizmutdz, alkohol dehidrogendz), de ilyenkor a redoxireakcid
lejatszodasahoz egyéb kofaktorok sziikségesek. [3] Ugyanakkor fontos szerepe van az

intra- és intercellularis jelatvitelben is.

A cink az emberi szervezet szamara létfontossagu elem, toxikus hatasa nagyobb
dozisok esetén sem ismeretes. Hianya novekedési rendellenességeket, késleltetett nemi
érést, fertdzésekre valo hajlamossagot (pl. tiidégyulladas) is okozhat. A cinkhianyt, mint
betegséget eldszor az 1960-as években figyelték meg Egyiptomban és Iranban gyakori
felndttkori torpeség és gyermekkori novekedési rendellenesség formajaban. [4]
Korabban mar ismert volt, a cink fontos szerepe a peptidhormonok felszabaditasaban, és
nagy koncentracidja a névényi pollenekben, de csak 1983-ban sikeriilt kimutatni egy
DNS-koté transzkripcios faktorban (TFIIIA). A DNS-t szabalyozd cinktartalmu
metalloproteinek egy csaladjat az ugynevezett cinkujj fehérjék alkotjak, melyek a Zn**-
ion altal kialakitott ujjszertien feltekeredett szerkezetiikrdl kaptdk a neviiket. Egy ilyen

fehérje rendszerint t6bb ujjbdl all, melyekben a fémionok megkotddésének lehetdségét



ciszteinek kén és hisztidinek nitrogén donoratomjai biztositjak. Az egyes ujjakban jol
megOrzott helyzetben aromdés gylriit tartalmazé aminosavak (fenilalanin, tirozin)
talalhatok. Ezen oldallancok révén képesek a cinkujj fehérjék a DNS-sel szekvencia-
specifikus kolcsonhatasokat kialakitani a DNS nagyarkaban. [5] E fehérjékhez egyéb
funkcionalis (pl. endonukledz) domént fiizve mesterséges cinkujj enzimek alakithatok
ki. A cinkujj nukledzokkal a DNS tetszélegesen kivalasztott bazisszekvencianal torténd
hasitasa érhet6 el. Az ilyen enzimek a géntechnoldgiaban, vagy genetikai betegségek

gyogyitasaban nyithatnak 1j tavlatokat.

2.2. Nikkel és biokémiaja

A 28-as rendszamu nikkel (Ni, [Ar] 4s2 3d8), a periddusos rendszer 10.
oszlopaban talalhato, eziistfehér szinii 4&tmenetifém. A foldkéreg 0,0016%-at teszi ki,
ami tobb, mint a réz, cink és 6lom egyiittes mennyisége. Ot oxidéacios allapota ismert (0,
+1, +2, +3 és +4), melyek kozil bioldgiai szempontbodl elsdsorban a +2-es jelentds. A
Ni?* komplexei 4-6-os koordinaciés szammal jellemezheték, melyekhez tetraéderes
vagy siknégyzetes, tetragonalis piramisos, illetve oktaéderes geometria tarsul. A nikkel
¢és vegyiiletei toxikusak az emberi szervezet szamara. A nikkelmérgezés 6 tipusai: (i)
Legkozismertebb a nikkel allergia boron keresztiili és ordlis érintkezés altal.
Koztudottan a nikkel az egyik legfébb eléidézdje a kontakt borirritacionak (ACD), ami
atlagosan hat emberbdl egyet érint. Noknél négyszer gyakrabban fordul eld, mint
férfiaknal, a korabbi és gyakoribb nikkellel val6 érintkezés kovetkeztében (pl. bizsu
¢kszerek, Ovcsatok). [3] (ii) Karcinogén hatas a 1égzdszervekben a nikkel vegyiiletek
hosszu tava inhalacioja kovetkeztében. (ii1) Akut mérgezeés belégzéssel vagy szajon at,

amit f6leg a nikkel-tetrakarbonil [Ni(CO),] okoz.

Kozel egy évtizeddel ezel6tt fedezték fel, hogy a Ni’*-ionok képesek a
peptidkotés hasitasara. A H2A hisztonfehérje vizsgalata soran a C-terminalis H2A
oktapeptid lehasadt, és a hasadds utani termék jelenléte rakos sejtvonulatok
megjelenését idézte eld a vizsgalt kultaraban. Késdbb megallapitottak, hogy a hidrolizis
az Aaa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa aminosav-szekvencia jelenlétében jatszodik le. A reakcio
soran a Ser/Thr és az azt megel6z6 aminosav kozotti peptidkotés hasad el. Ugyanakkor a

kialakul6 siknégyzetes nikkel-komplex DNS roncsolasara is képes lehet.



2.3. Cinkujj fehérjék

Az €16 szervezetben a cinkujj fehérjék a nukleinsavak specifikus szekvencidinak
felismerésében vesznek részt. A cinkujj fehérjedoméneket el6szor transzkripcids
faktorokban mutattak ki, melyek az €16 sejtekben a gének aktivalasat és inaktivalasat
szabalyozzak. Ebbdl kiindulva mesterségesen eldallitott cinkujj fehérjék is alkalmasak

lehetnek terapias génszabalyozasra. [6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]

Egy cinkujj domén altalanos aminosav szekvenciaja a kovetkezéképpen irhatd
fel: (Tyr,Phe)-X-Cys-Xj;4-Cys-Xs3-Phe-Xs-Leu-X,-His-Xs.5-His [13] Egy ilyen domént
két antiparallel B-redd és egy a-hélix alkot (2.1. abra). A Zn®*-ion a B-redén talalhato
két cisztein, €és az o-hélixen talalhatdé két hisztidin oldallancainak donoratomjaihoz
koordinalédik. A funkcionalis szerkezet kialakuldsdhoz elengedhetetlen a fémion
megkotése, azonban toxikus fémionok is keriilhetnek a Zn?*-ion helyére, ami a

szerkezet megvaltozasat idézi eld a fehérjében.

2.1. abra: Egy cinkujj domén szerkezete Jmol programmal dbrazolva [Pdb kod: IMEY]
Rozsaszinnel az o-hélix, sargaval a két antiparallel B-redd, kékkel a Zn?* -ion lathato.
A Cys2-His2 csaladba tartozo cinkujj fehérjék aminosav szekvencidjanak
vizsgélata soran a fehérje-DNS kolcsonhatds szabalyszeriiségeire bukkantak a kutatok.
A fehérje minden cinkujj doménje a DNS-en levd felismerési helyen egy-egy kisebb

egységgel 1ép kolcsonhatasba. Az ismeretek bovitéséhez hozzajarult a Zif268 cinkujj
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fehérje DNS-sel alkotott komplexének kristalyszerkezete. Megallapitottak, hogy: (1)
egy cinkujj domén harom bdazisparral alakit ki specifikus kolcsonhatast a DNS
nagyarkaban a masik domén kozvetlen szomszédsagaban; (2) a fehérje-DNS
szekvenciaspecifikus kolcsonhatasokat minden cinkujj domén a-hélixének kezdetétdl
szamitott -1,2,3 és 6-os helyzetben levé aminosavai hatarozzak meg; (3) a fehérje
legtobb esetben csak a DNS egyik széalaval keriil kolcsonhatdsba; (4) a DNS
megkozelitoleg B-format vesz fel, de szerkezete enyhén torzult, ami csokkent helikalis
csavarban ¢s kiterjedtebb nagyarokban nyilvanul meg. Ezt az egyszer( képet arnyalta a
szamos tovabbi cinkujj fehérje-DNS komplex szerkezetének meghatdrozasa
rontgendiffrakcios modszerrel. Ezek alapjan ma elsdsorban az a-hélix kezdetéhez
viszonyitott -1, 1, 2, 3, 5 és 6 aminosavakat tartjak felelésnek a specifikus DNS
kotésért, ugyanakkor a B-kanyarban levé aminosavak mindsége is befolyasolja a cinkujj
fehérjék DNS koté sajatsagait [14, 15]. Ezek valtoztatasaval tetszéleges DNS
szekvenciat specifikusan megcélozhatunk elegendd cinkujj doménbdl 0Osszeflizott
fehérjével. Specifikus cinkujj fehérjék tervezése azonban nem konnyl feladat.
Figyelembe kell venni az 6sszekoté szekvenciat is az egyes ujjak kozott [16, 17]. Ezen
fehérjék tervezésekor korabbi kisérleti eredményeket [18, 19, 20], mar ismert
tulajdonsagu cinkujj fehérjékbol allo konyvtarakat [21, 22], vagy kozvetlen affinitas
alapu kivalasztasi modszereket - mint pl. a fag-, riboszoma vagy mRNS konyvtarak -
hasznalnak fel. A cinkujjak nagyszamu variacios lehetOségei miatt egyedi cinkujj
doméneket elsdsorban a fenti modszerek 6tvozésével, de novo tervezik meg. Az igy
nyert doméneket ezutan kombinalhatjuk a kivalasztott célszekvencidnak megfelelGen.
[23, 24] Az osszefiizott cinkujj domének erdsithetik, vagy gyengithetik egymas
kolcsonhatasat a DNS-sel. [25] Habar tobb mint négy ujjbol allo cinkujj fehérjék is
megtalalhatok a természetben, az ezekben fellépd szerkezeti fesziilések csokkenthetik a
DNS-sel alkotott komplexeik stabilitasat. A fesziilés elkeriilése érdekében a hat ujjat
tartalmazé fehérjéket 6sszekotd szekvencidkkal lattdk el, melyek a két, harom ujjbol
allo rész kozott talalhatok. Az igy létrehozott fehérjék nem folytonos célszekvencidk
felismerésére képesek, és az 0sszekotd szakasz szerepet kaphat, pl. a megkotott DNS

hasitasaban.

A cinkujj fehérjék specifikussaga kritikus pontja azok terapias alkalmazasanak.

fgy elengedhetetlenné valik, hogy jobban megértsikk e fehérjék és a DNS kozotti
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kolcsonhatasokat. Ebbdl a célbol folyamatosan bdviilé adatbazisokat és programokat
hoznak 1étre. Ujabban a bioinformatikat és az elméleti szamitasokat is alkalmazzak,
beleértve a dokkolasi kisérleteket, molekuldris dinamikat ¢és szemiempirikus
szamitasokat, hogy kiegészitsék a kisérleti eredményeket. Programok, melyek cinkujj

fehérjék tervezésében nyujtanak segitséget:

-ZIFIT (http://zifit.partners.org/ZiFiT/)

-Zinc Finger Tools (http://www.scripps.edu/mb/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php)
-FoldX (http://foldx.crg.es/).

2.4. A Zinc Finger Tools program

A cinkujj fehérjék tervezésének teriiletén kitlizott egyik cél az, hogy a cinkujj
domének olyan tarhazat hozzak létre, melyben megtalalhatok mind a 64 lehetséges DNS
bazisharmast nagy specifikussaggal és affinitassal felismeré cinkujj domének.
Mindehhez az affinitas-alapi  fadg-kOnyvtarak tanulmanyozdsdbol szarmazod
eredményeket, szerkezeti becsléseket és a természetben is el6forduld cinkujj doméneket
vették alapul. A kivalasztott cinkujj domének Osszefiizése soran kialakitott fehérjével
szemben alapvetd kovetelmény, hogy képes legyen felismerni 9-18 bazispar hosszisaga
DNS szakaszokat, megtartva az egyes ujjak affinitasat és specifikussagat. Figyelembe
kell venni azt is, hogy a cinkujj fehérjék N-termindlis vége a DNS célszekvencia 3’
végéhez kotodik.

Mig korabban csak erre specializalodott laboratoriumokban tudtak a cinkujjak
igéretes technologidjaval foglalkozni, ma mar kereskedelmi forgalomban is
beszerezhet6k a tervezett fehérjék. Sajnos a sikeres tervezés ennek ellenére nem
trividlis. A f0 probléma a cinkujj domének Osszekapcsoldsa oly mddon, hogy ne
befolyasoljak egymas DNS koto sajatsagait. Ez elsOsorban az 6sszekotd szekvenciak
optimalizasan mulik, amit a jelenleg rendelkezésre all6 programok nem vesznek

figyelembe.

A Zinc-Finger Tools program a lehetséges DNS célszekvenciak azonositasat, és
egy adott kotéhelyhez vélhetéen specifikusan Kkapcsolddni képes cinkujj fehérje
aminosav sorrendjének megtervezését segiti. A cinkujj domének gerincét alkoto
szekvencia megalkotasahoz egy a Cys2-His2 cinkujj fehérjék csaladjaba tartozo
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fehérjét, a human traszkripcids faktor SP1-et és a Zif268 transzkripcids faktort veszi

alapul. A cinkujj domén N-terminalis végén talalhato, -red6t alkotdo, YKCPECGKSFES

aminosavakat (a B-red6 alahtzva) és a C-terminalis végén clhelyezkedd o-hélixen levo
HQRTH aminosavakat ebbdl a fehérjébdl kdlesondzték Az ujjakat 6sszekotd szekvencia
(TGEKP) a Transzkripcios Faktor adatbazisban meglévd informaciokbol 1étrehozott

konszenzus szekvencia. A cinkujj fehérjék ily modon torténd felépitését a 2.2. abra

mutatja be.
Allands N- | | N-termindlis | | Felismerésért | | C-termindlis | | Osszekts | | Allands C-
termmalis vég germe felelos helmx germe szakasz termmszlis vég
Egyszer o N . Azegyes Egyszer
fordul elé Egvkiilénallo cink-ujj domén domének fordul elé
2gy kazatt 2gy
fehérjében fehérjében

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 hosszusagot bazisparban mérve. Kiilonallo célszakaszok
keresésekor a megadott hosszusag felének megfeleld hossziisagh szakaszokat fog
keresni a program ugy, hogy azok egy a felhasznald altal kivalasztott ,,maggal”
legyenek elvélasztva, melyhez nem kotddik cinkujj fehérje. Fel is térképezhetjiik az
Osszes, a felhasznald altal megadott DNS szekvencian levd cinkujj fehérjékkel
megcélozhatd szakaszt. Mivel ezek kozott atfedés lehetséges, ez a funkcid csak a
célszekvencidk Osszességének vazoldsara alkalmas, nem feltétleniil mutatja meg az

egyes kiilonallo célszekvenciakat. [26]

2.5. A cinkujj fehérjék specifikussaganak vizsgalata

A cinkujj — DNS kolcsonhatas specifikussag vizsgalatanak egy modja, hogy a
cinkujj fehérjét egy enzimatikus egységgel kapcsoljuk Ossze. Ennek alapjan
cinkujjakhoz a Fokl restrikcidos endonukledz nukledz doménjét flizve 0n. kimer
mesterséges nukledzokat allitottak eld. Ily modon az enzimatikus hasitas
specifikussagabol kovetkeztethettek a DNS kotés specifikussagara. Mivel e

metalloenzimek dimerként miikodnek, heterodimer (azaz két kiillonb6zo cinkujj fehérjét
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tartalmazo enzim dimerje) formajaban hosszabb DNS szekvenciat ismernek fel. Igy, pl.
a sejtekben kifejtett toxikus hatdst, mint mellékhatast csokkenteni lehet a heterodimer
képzodését eldsegitd valtoztatdsokkal a Fokl dimerizacios feliileten. E célbol
szamitogépes modellezést kovetden néhany megvaltoztatott Fokl dimerizécios feliilettel
rendelkezd mesterséges cinkujj nukleazt allitottak eld, és tesztrendszereken vizsgaltak
tulajdonsdgaikat a kovetkezoképpen: kétféle tisztitott cinkujj nukleaz fehérjét olyan
DNS fragmensekkel inkubaltdk, melyek koziil az egyik csak az egyik cinkujj fehérje, a
masik csak a masik fehérje két kotohelyét tartalmazta, a harmadikban pedig vegyes
kotohelyet alakitottak ki. Utobbi kdtohelyen heterodimerek képzddhettek, mig az el6zo
kettén homodimerek. Az inkubélés utan a hasitas eredményét agardz gélen ellendrizték.
Azt tapasztaltdk, hogy 6nalldéan egyik cinkujj nukledz sem hasitotta a DNS-t a masik
homodimer, illetve a heterodimer kialakitasara alkalmas ko6t6helyeken. Azonban a
citotoxikus hatést igy sem sikeriilt teljesen megsziintetni. A DNS hasitassal a sejtekben
un. homolog rekombinécié indukalhatd, ami DNS javitd mechanizmusok egyik fajtaja.
[27] Ennek segitségével in vivo is ellendrizték a reakciod lejatszodasat. Tudnunk kell
azonban, hogy a dimeriz4dci6 kovetelménye azt eredményezi, hogy az ilyen
tesztrendszerekben csak a dimerek, de nem az egyes cinkujjak DNS kotésének

specifikussagara, kapunk informéciot.

2.6. Az ATCUN motivum (Amino Terminal Copper(l1)- and Nickel(I1)-Binding)

Az amino-terminalis Cu®*-, illetve Ni**-k6t6 motivumot (ATCUN) az elmlt
évtizedekben koriiltekintéen tanulméanyoztdk. Ezalatt sok informacié gyiilt 0ssze az
albuminokban megtalalhat6 kis fémionkotd helytdl kezdve a tobb mas, természetben
eléforduld Cu?*, és Ni**-k6td motivumig, amit mas fehérjékbe iiltetve azokat DNS
hasité sajatsaggal ruhazhatjuk fel. Az ATCUN motivum egy szerkezeti egység, melyet a
kovetkez6 feltételek hataroznak meg: (1) szabad a-NH; az N-terminalis végen, melynek
elérhetdségét nem gatolja semmilyen szerkezeti tulajdonsdg, (2) az N-terminustol
szamitott a harmadik helyen egy hisztidin jelenléte, (3) a két kozbeesd peptid-nitrogén
deprotondlhatosdga a fémionok jelenlétében. Ez a motivum megtaldlhaté néhany
albuminfehérjében (pl. humén szérum albumin, marha szérum albumin, patkédny szérum
albumin) neuromedin C és K-ban, human spermium protamin P2a-ban és a hisztatin

fehérjékben. Az ATCUN motivum a Cu®, és a Ni**-ionokat kiemelkedd affinitassal
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koti meg, de adott koriilmények kozott konnyen 4t is adhatja a fémiont megfeleld

ligandumnak, bizonyitva ezzel transzporter szerepét az albuminokban. [28]

Magat a motivumot eldszér albuminfehérjébdl (69000 Da) izolaltak, ami a
legnagyobb mennyiségben eléfordulé fehérje a plazmaban (4,5 g / 100 ml).
Legfontosabb funkcidja szdmos kis molekula és ion szallitdsa, beleértve a fémionokat
is. A réz legfébb transzporter fehérjéje a vérben az albumin, azonban a teljes
rézmennyiség csupan 5-10% talalhato ilyen formaban, a tobbi ceruloplazminhoz kotott,
illetve peptidekhez vagy hisztidinhez (tercier komplex) koordindlodnak. A
vérszérumban jelenlevd Ni?*-ionok 95 %-a albuminhoz kététt formaban talalhato, mig a
maradék hisztidinhez kotédik. A nikkel(I) komplexe siknégyzetes geometriaju, amit
alatdmaszt a pH ~ 7 koriil 420 nm-en megjelend elnyelési maximum (a nemspecifikus
nikkel(Il) kotddés oktaéderes geometridval bir). Humén szérum albumin esetében egy
modellpeptid (Asp-Ala-His) nikkel(Il) komplexének segitségével 'H és *C NMR
modszereket alkalmazva kimutattdk, hogy a négy, egy sikban taldlhat6 nitrogén
ligandum altal képzett siknégyzetes komplex mellett egy karboxil-oldallanc is hatassal
lehet a fémionra, pentakoordinalt szerkezetet kialakitva. A négy, egy sikban taldlhat6
nitrogén jelenlétét ESR mérésekkel bizonyitottak réz(II) komplexben. Kutya illetve
csirke szérum albuminnal végzett kisérletekkel a harmadik helyen 1évd hisztidin
fontossagat igazoltdk, ugyanis ezen két albuminfehérje nem rendelkezik ilyen
hisztidinnel, igy a réz(II) és nikkel(Il) megkotésére sem képes. A human szérum
albumin rontgen-krisztallografias vizsgalata kimutatta, hogy az amino-terminalis régio
nem rendelkezik jol meghatarozott szerkezettel, igy képes a fémion koré tekeredni

specifikus kotohelyet kialakitva.

Az ATCUN motivum szerkezetének jellemzését kovetden a Cu2+-G|y-G|y-HiS
komplex vizsgalatakor megallapitdst nyert, hogy az antitumor hatdssal is bir.
Feltételezhetéen az emlitett fémiont ko6td motivum — aszkorbat jelenlétében -
hidroxilgyokok (‘OH) képzddése kozben képes DNS vagy fehérje hasitdsdra. A
hidroxilgyok reakcioba 1ép a DNS foszfodiészter vazaval, és elhasitja azt. Ugyanez
fennall a nikkel(IT) esetében is, de a hasitds modja eltér a réztdl. A Ni oxidacios allapota
Ni(III) és Ni(Il) kozott valtozik fehérjéhez vagy peptidhez vald kotddése soran. A
Ni(ll)-komplexekr6l kimutattak, hogy oxigén gyok karakterikknek koszonhetden

aszkorbat jelenlétében nem képesek a DNS oxidativ roncsolasara. Azonban H,0,
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jelenlétében képes DNS-t hasitani hidroxilgyokok és szuperoxid anionok keletkezése
altal. [28]

A DNS-koté cinkujj fehérjéket DNS-t hasito molekulava alakithatjuk a
fentiekhez hasonldé fémiont koté szekvencia beépitésével. Az igy kialakitott kimer
fehérjék dimerként funkciondlnak, emiatt viszonylag révid palindrom szekvencidk
felismerésére képesek. Azonban a Cys2His2 tipusu cinkujj fehérjék monomerként
kotédnek, igy aszimmetrikus szekvenciakat is elhasithatnak. Kimutattak, hogy a Gly-
Gly-His motivumot az Sp1 cinkujj fehérje N-terminalis végére beépitve specifikus DNS

hasitas érhet6 el magnézium-peroxo-ftalat jelenlétében. [29]

DNS koto rész
(3 cinkujj domén)
KTs RS RS
G (TRSO MASo,
v L R L R L
S S L T
@ zn R S zi R 5z «
" W b Ny S NT
| © g p© & © §
wN~-GGHGNPEXKQH GERPF GEKKF NKKGG ++« NGF - coom
DNS hasit6 rész
(GGH tripeptid)

2.3. abra: Az Sp1 cinkujj fehérjébdl és a Gly-Gly-His tripeptidbél 1étrehozott mesterséges nukleaz
sematikus szerkezete [27].

2.7. Cinkujj fehérjék Ni’*-ionnal eléidézett hasadasa

A nikkelvegyiiletek az emberi szervezetre mérgezoek, belégzéssel a szervezetbe
jutva rakot, borrel érintkezve allergids reakciokat okozhatnak egyes embereknél. A
nikkel karcinogenezishez vezetd kémiai folyamatok felkutatasa soran felfedezték, hogy
a Ni%*-ionok képesek a peptidkdtés specifikus hidrolizisére a H2A hisztonfehérjérdl
modellezett peptidben. Késobb ugyanezt a hidrolitikus folyamatot a fehérjében is
kimutattak in vitro, valamint sejtekben is. Modellpeptideket hasznalva kutatok
megallapitottak, hogy a Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa szekvencia alkalmas az aktiv
nikkel(11)-komplex kialakitasara. A reakcid a Naa-(Ser/Thr) peptidkotés hasadasaval jar
(Naa barmilyen aminosav, vagy N-termindlis peptid lehet). Kombinatorikus
peptidkonyvtarak segitségével feltérképezve az Xaa és Zaa helyen el6fordulod lehetséges
aminosavak hatasat, megallapitottak, hogy a nagy hidroféb oldallancii aminosavak

novelik a reakcio sebességét. A peptidkotés hidrolizise minden esetben mellékreakcio
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nélkil zajlott, a kisérleti koriilmények (pH, hdmérséklet) valtoztatasa sordn is. A fent
emlitett szekvencia a természetes fehérjékben gyakran fellelhetd, példdul human
transzkripcids faktorok Cys2-His2 szerkezeti ujjaiban is. Mivel ezek a fehérjék
kulcsfontossaguak kiilonb6zo sejtfolyamatokban, fontos célpontjaiva valtak a nikkel-
karcinogenezis kutatasoknak (korabban mar kimutattak, hogy a cinkujj fehérjékben a
Ni**-ionok képesek a Zn?*-ionokat helyettesiteni, illetve elésegithetik a ciszteinek
oxidaciojat is).

A reakcidmechanizmus (2.3. abra) els6 Iépéseként egy 4N nikkel(II)-komplex
alakul ki. A nitrogén donoratomok hisztidin oldallancébdl és az elétte 1évé harom
peptidkotés nitrogénjébdl szarmaznak. A masodik 1épésben egy N-O acil vandorlas
jatszodik le, egy észter koztitermék (Ry és Ser/Thr —OH csoportja kozott) kialakulasa
kozben. Az észter hidrolizise spontan torténik a végterméket eredményezve. Az Ry —
Ser peptidkotést a nikkel(Il) aktivalja egyrészt a peptid nitrogénen torténd megkotddés
okozta kozvetlen destabilizacid altal, masrészt fesziilést okozva a peptidlancban. A
reakcio erdsen fiigg a pH-tdl és homérséklettdl, de fiziologias koriilmények kozott (pH
7,4 és 37°C) is végbemegy, foleg a hatékonynak tartott (nagy térkitoltésti, hidrofob

oldallancti aminosavakat tartalmazod) szekvenciaknal. [30]
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2.4. abra: Ni**-ionok 4ltal eléidézett peptidkdtés hidrolizis javasolt molekularis mechanizmusa. | -
apopeptid; 11 - 1N komplex: a Ni**-ion az imidazol-gyiiriihéz koordinalédik; 111 — stabil 4N komplex: a
Ni**-ion az imidazol-nitrogénhez és harom azt megel6z6, peptidkotésben részt vevd nitrogénhez
koordinalodik; IV - acil-vandorlas az R; és a Ser/Thr hidroxilcsoport kozott; V — észter koztitermék; VI —
végtermékek: Ry peptid szabad C-terminalis karboxilattal, és az S/TXHZR, - nikkel(Il) komplex [28.]
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3. Célkitiizés

Tudomanyos diakkori dolgozatomban egy, az irodalomban mar jellemzett
cinkujj fehérje (PDB kéd: IMEY) és egy Gjonnan tervezett mutansanak (IMEY#) Ni**-
ionokkal kialakitott kolcsonhatéasait tanulméanyoztam. Célul tiiztem ki:

(i) A fentiekben targyalt siknégyzetes nikkel(II)-komplex kialakulasanak, valamint
az ezzel parhuzamosan lejatsz6dé  hidrolitikus  hasadas  koriilményeinek
tanulmanyozasat.

(i) A hasitas specifikussaganak vizsgalatat.

(ili) A két fehérje szamara specifikus kotéhelyet tartalmazo nukleinsavak eldallitasat

¢s azok hidrolizisre vald hatasanak vizsgalatat.
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4, Kisérleti modszerek

4.1. Alkalmazott pufferek

A metalloproteineket tartalmazo katalitikus vizsgalatokban pufferek hasznalataval
értiik el, hogy a hidrolizis sordn megfeleld, alland6 koriilményeket lehessen biztositani a
fehérje szerkezeti integritdsanak megorzése céljabol. Kisérleteim soran 100 mM
HCIl adagolésaval, keverés mellett allitottam be. Hasznalat el6tt az oldatokat sziirtem,

majd hiitében taroltam.

4.2. Polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével egy altalunk kijelolt DNS szakaszt
sokszorosithatunk rovid id6 alatt, nagy mennyiségben (4.1. abra). A reakcioelegynek
négy fontos Osszetevdje van: (1) a templat DNS, mely tartalmazza a sokszorositani
kivant szakaszt, és a folyamat soran mintaként szolgal; - (2) primerek — néhany bazispar
hosszusagu egyszala DNS darabok, oligonukleotidok — melyek a templaton a megfeleld
komplementer szekvenciahoz tapadva kijelolik a sokszorositandd szakasz kezdo-, és
végpontjat; (3) a 1étrejovo ) DNS szal ANTP-kbdl (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok) épiil

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

. . . v
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Kettds szali DNS \ . b : /
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kozegben.

Denaturacio Annealas Extenzio
4.1. abra: A PCR els6 ciklusanak sematikus abrazolasa.

A reakcidt egy specidlisan kialakitott flithetd tetdvel rendelkezd PCR
késziilékben végezziik el. A PCR elegyeket az erre hasznalatos vékonyfali PCR-
csOvekben helyezziik a késziilékbe. A reakciot tobb ciklusban hajtjuk végre, melyek
soran a homérsékletet periodikusan valtoztatjuk. A ciklus elsé 1épésben az elegyet

magas, 94-97 °C-os homérsékletre melegitjiik fel, mely a kétszala templat DNS
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szétvalasat  eredményezi  (denaturalds). Ezutan az  alkalmazott  primerek
olvadaspontjanak megfeleld, altalaban 50-70°C tartomanyba esé hémérsékletre hiitjiik
vissza. Ennek soran a primerek a képz6dott egyszala DNS komplementer szakaszaival
Osszetapadnak (hibridizacid, annedlds). Végil az igy kijelolésre keriilt szakaszon a
polimerdz enzim a mar emlitett ANTP-kbdl a primerektdl kiindulva felépiti az 0j szalat
(meghosszabbitas, extenzid). Ezt a harom 1épésbdl allo ciklust 25-30-szor végrehajtva a
c¢l DNS szakasz eredeti mennyiségének millidrdszorosa keletkezhet. Fontos
megemliteni az alkalmazott polimeraz enzim egy kiilonleges tulajdonsagat, a jo hotlird
képességét, mely a reakcid soran alkalmazott magas homérsékletek végett

elengedhetetlen.

4.3. Helyspecifikus mutagenezis

Az in vitro helyspecifikus mutagenezis segitségével a fehérjék szerkezete és
mikodése kozotti Osszefliggések vizsgalhatok, illetve génexpresszids tanulmanyok és
DNS modositasok is megvalosithatok. Helyspecifikus mutagenezist alkalmazva
pontmutacidk, aminosavak beillesztése vagy eltavolitasa, vagy akar egy néhany
bazisparos DNS szakasz beépitése is lehetséges egy nagyobb DNS hordozo (vektor)
molekulaba. Bar az eljaras nem egyszerii, a QuickChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis  Kit alkalmazédsaval szinte barmilyen kétszala DNS vektorban
eszk6zolhetok mutaciok, restrikcios helyek, tobbszori transzformalas vagy kiilon in
vitro metilalas sziikségessége nélkiil. Mindehhez a mutécidt tartalmazo, de a kiindulasi
DNS molekulaval homologiat mutaté oligonukleotidok (primerek) hasznalata
sziikséges, melyek tervezésekor a kovetkezdket kell figyelembe venni: (1) mindkét
primernek tartalmaznia kell a mutaciot, és tudnia kell tapadni a vektoron ugyanahhoz a
szakaszhoz, mindkét komplementer szalon; (2) 25-45 bazispar hosszinak kell lenniiik
78°C koriili olvadasi hémérséklettel; (3) a mutdcidnak a primer kozepén kell
elhelyezkednie ugy, hogy eldtte és utdna is 10-15 bazispar legyen az eredeti
szekvenciabol; (4) a primerek GC tartalma 40% koril legyen, és egy vagy tobb G,
illetve C nukleotid legyen a 3’ végiikon; (5) A primereket az 5°-végiikon foszforilalni
kell. A fentebb részletezett PCR elegyet ilyen esetben a mutacidt tartalmazod
primerekkel készitik el, majd PCR késziilékben végrehajtjak a sokszorositast. A reakciod

végeztével a muticiot tartalmazd, nem metilalt plazmid keletkezik. Mivel a
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tovabbiakban csak erre van sziikség, ezért szelektiven, enzimatikus uton eltavolitjak a

metilalt kiindulési plazmidot. A folyamat sematikus leirdsa a 4.2. dbran lathato.

1. Mutans szal szintézise polimeraz lancreakcidval:

- A DNS templat denaturalasa

- A valtozast magukban hordozé primerek templathoz
tapadasa (annealas)

- Uj szél szintézise INTP-k beépitésével a primerek
altal kijelolt szakasztol kezdve polimeraz enzimek altal
(extenzid)

2. A templat enzimatikus emésztése:
-Dpn I restrikcids enzimmel a metilalt és hemi-metilalt
szillo DNS eltavolitasa

3. Transzformalas:
-Mutaciot tartalmazo vektor baktériumba transzformalasa

4.2. abra: A helyspecifikus mutagenezis sematikus abrazolasa. A modszer soran barmilyen, kétszalu,
metilalt plazmid hasznalhat6. (1.) Denaturaci6 utin mindkét szalra komplementer, a mutaciot hordozo
primerek tapadnak, majd enzimek szintetizaljak az Gijonnan képz6d6, a mutaciot mar hordoz6 szalat. (2.)
A metilalt sziil6 DNS-t Dpnl endonukleazzal specifikusan lebontjak. (3.) A reakcidterméket kompetens
sejtekbe transzformaljak, melyekben a mutans szal szelektalodik és szaporodik. Az abran a piros X a
mutaciot jeloli.

4.4. Transzformalas

Transzformalasi eljarassal cirkuldris DNS-t juttatunk be olyan un. kompetens
baktérium sejtekbe (hdkompetens, -elektrokompentens), melyeket elézdleg erre
alkalmassa tettek. Fontos, hogy csak cirkuldris vektorokat juttathatunk be a
baktériumokba, ezeket ismerik fel sajadt DNS-ként. Kisérleteinkben olyan cirkularis
DNS molekuldkat hasznaltunk fel, melyek a baktériumsejtekben oOnalldan tudnak
sokszorozodni. Ezeket plazmidoknak nevezziik. A kompetens sejtekhez jégen mértiik

hozza a mutalt plazmid DNS-t, majd hirtelen elektrosokknak/hésokknak tettiik ki az
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elegyet, melynek sordn a kompetens baktériumok poérusai kitagultak, és a plazmid
bediffundéalhatott a sejt belsejébe. Ezt kovetden tapoldatot adtunk az elegyekhez és
37°C-on 1 o6ran at inkubaltuk Oket. Ezutin lemezeken elére elkészitett taptalajra
kentiink ki az elegyekbdl egy alkohollal fert6tlenitett meghajlitott iivegbot segitségével,
majd egy éjszakan at a 37°C-os inkubatorba tettiik a lemezeket, hogy baktériumtelepek
novekedhessenek. Annak érdekében, hogy madas baktériumok ne képezhessenek
telepeket az emlitett lemezeken, a taptalajokba antibiotikumot tettiink, melyre nézve az

altalunk transzformalt sejtek rezisztensek.
4.5. TENS

A TENS egy olyan plazmid izolaciés modszer, amely nem igényel fenolt a
fehérjék eltavolitasahoz. Legfébb oldata a TENS puffer, ami 1x TE puffer, mely 0,1 M
NaOH-t és 0,5% SDS-t tartalmaz. Az izoldlas sordn az eldzoleg tapoldatban
felszaporitott, lecentrifugalt baktériumkulturakrél eltavolitjuk a feliiluszot egy keveset
hatrahagyva, melyben Ujra felkeverjiik a sejteket. Ehhez adjuk a TENS puffert, és tjra
felkeverjiik a mintdkat, ami altal elroncsoljuk a baktériumsejtek sejtfalat, majd 3 M Na-
acetat oldatot adunk hozzd és ismét keverjiikk. E folyamatok soran az elegyet jégen
tartjuk. Varakozas utdn a sejtmaradvanyokat és kromoszémalis DNS-t centrifugéléssal
tavolitjuk el, ezutan a tiszta feliiliszohoz abszolut etanolt adunk, ami néhany o6ra alatt,
—80°C-on kicsapja a plazmidot. Ezutan 70%-0s (v/v) etanollal mossuk, majd szaritjuk a
kinyert plazmidot, amit ezutan TE pufferben vagy steril vizben oldunk. A mddszer
hatranya, hogy gyakran a plazmid DNS mellett RNS is jelen van az oldatban, ezért a

késoébbi alkalmazastol fliggden RNazzal torténd utdlagos kezelés lehet sziikséges.
4.6. Agaroz gélelektroforézis

A nukleinsavak kimutatasanak és elvalasztasanak egyik leggyakrabban
alkalmazott modszere az agardz gélelektroforézis: a DNS negativ toltése révén
elektromos erétérben az andd felé vandorol a gél iiregeiben. A nagyobb méretii DNS
nehezebben jut eldre, igy méret szerinti elvalasztas valdsithatd meg. Az eljards soran a
vizsgalni kivant DNS tartalmi mintakat festékoldattal keverjiik 0ssze, majd az eldre
elkészitett agar6z gél zsebeibe vissziik fol, miutan azt az erre a célra hasznalatos
futtatokadba, pufferoldatba helyeztiik. Egyenaramot alkalmazva 40 — 60 perig futtatunk.
A DNS-t Etidium-bromiddal tessziik lathatova a gélben, ami a DNS-szalba ékel6dve

19



UV-fénnyel torténd megvildgitas hatasara fluoreszkal. A vizsgalt DNS fragmensek
mérete egy ismert méreti DNS fragmensekbdl &ll6 marker mintaval torténd
Osszehasonlitassal becsiilhet. Az eredmény a géldokumentacios késziilékben

digitalisan rogzitheto.
4.7. A fehérjék kifejezése és tisztitasa

A vizsgalni kivant két cinkujj fehérje (IMEY és IMEY#) génje pET16b hordozo
vektorban talalhatd, amivel sokszorositas és fehérjekifejezés céljabol E. coli BL21
sejteket transzformaltunk (Id. 4.3. fejezet). A BL21 sejteket fehérjetermelésre
optimalizaltak. A transzformalt sejtek gazdag tapoldatban szaporodtak, majd a
fehérjetermelés elinditasa érdekében IPTG-t adtunk hozza, ami a plazmidban 1évé lac
operon indukalasat végzi. A fehérjeszintézis mindaddig nem kezdddik meg amig a
baktériumok taptalajdban gliikoz taldlhato, mert a laktéz bontdsa kisebb
energianyereséggel jar a sejt szamara. A szaporodasuk soran és az IPTG hozzaadasa
utan viszont — a gliikoz fogyasa és a laktozt imitalo izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid
megjelenésének koszonhetben - a lac operonrél aktivalodik a célfehérje taltermelédése,
azaz a kifejezni kivant fehérje nagy mennyiségben eldallithatd. Az indukalds utan 2-3
ora elteltével a baktériumkultarakat lecentrifugaltuk, majd az iilepitett baktériumsejteket
ultrahangos roncsolasnak vetettiik ala 1xPBS oldatban. A szonikélas utan oldatba kertilt
fehérjét affinitas kromatografidval tisztitottuk meg. A moddszer enzim - szubsztrat,
antitest - antigén, glutation — glutation-S-transzferaz (GST fuzids protein) vagy fémion -
oligohisztidin fuzids fehérje kdlcsonhatasokon alapulhat. A pET16b vektorra jellemzd,
hogy a klonoz6 régioba beiiltetett génrdl egy, 10 hisztidinbdl all6 N-terminalis hisztidin
toldalekkal (10xHis-Tag) egyiitt fejezodik ki a fehérje. Ezért nikkel-affinitas
kromatografiat, eluensként pedig imidazololdatot hasznaltunk. Mindez egy japéan

kutatocsoportttal vald egyiittmiikodés keretein beliil zajlott.
4.8. Tricin SDS és Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjével torténd munka tobb fazisdban is mintat vettiink az oldatokbol,
Tricin SDS-PAGE modszerrel torténd  ellenérzés  céljabol. A poliakrilamid
gélelektroforézisben (PAGE) hasznalt specialis tricines gél hdrom részbdl all (rétegzo,
tomoritd ¢és elvalasztd), melyek két {liveglap kozott talalhatok, és akrilamid-
koncentraciojukban kiilonboznek. Maga az elektroforézis, pufferoldattal feltoltott
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kadban zajlik. A fiiggéleges iranyu gél legfelsé része (rétegzd gél) a zsebekbe felvitt
mintak egy szintbe hozasaért felelds, a kozépsd gélrész a savok éles elvalasat segiti eld
a késobbiekben, mig az alsoban torténik maga az elvalasztds. A fehérjeoldatokhoz
natrium-dodecil-szulfatot (SDS) és  merkapto-etanolt tartalmazé  denaturald
pufferoldatot adtunk, majd magas hémérsékleten kezeljiikk. Az SDS, mint feliiletaktiv
molekula egyenletes eloszlasban tapad a fehérjékhez, denaturdlja azokat és egységes,
méretiikkel aranyos, negativ toltést biztosit nekik. Ezaltal egyendramu elektromos
térben, azonos iranyban, méretiikkel forditottan aranyos sebességgel mozognak. Igy az
SDS-PAGE is biztositja az agardéz gélelektroforézisnél megismert méret szerinti
elvalasztast. Az mintdk futtatdsa soran kiilonbozé oOsszetételii anddos és katddos
puffereket hasznaltam a jobb felbontas elérése érdekében.[31] Futtatas utan a gélt
desztillalt vizzel mostam, metanoltartalmt fixalo oldatba tettem, majd festékoldatba
téve (Coomassie Brilliant Blue G250) festettem egy oran keresztiil Ezutan a felesleges

festéket 10%-o0s ecetsavval tavolitottam el a gélbol.

A nativ . PAGE modszer denaturalas nélkiil, nativ szerkezeti fehérjék
vizsgalatara ad lehetéséget. Eppen ezért kiilondsen iigyelni kell arra, hogyan viszonyul
egymashoz a gélben alkalmazott puffer pH értéke és az elvalasztani kivant fehérje, vagy
fehérje-komplex izoelektromos pontja, hiszen ez szabja meg a fehérje véandorlasi

iranyat. Jelen munkaban DNS-fehérje komplex vizsgalatira hasznaltuk ezt a modszert,

‘‘‘‘‘‘

4.9. Nagyteljesitményii folyadékkromatografia (HPLC)

A HPLC a biokémidban és analitikai kémidban vegyiiletek elvélasztasara,
azonositasara €és mennyis€égi meghatdrozasara gyakran hasznalt eljards. A HPLC
rendszert felépitd fobb alkotorészek a kovetkezdek: a kromatografias toltetet (allofazist)
tartalmazé oszlop (kolonna), a mozg6fazist (eluens) a kolonnan atnyomo pumpa, illetve
a molekulak retencios idejét jelzé detektor. A mérés kivitelezése soran a vizsgalando
mintat kis térfogatban feloldjuk, és az aramld mozgodfazisba injektaljuk. A minta,
mikozben keresztiilhalad a kolonnan, az all6fazissal specifikus kémiai vagy fizikai
kolcsonhatasokat alakit ki. Emiatt visszamarad a folyadékaramhoz képest, melynek
mértéke a vizsgalandod anyag és az allofazis tulajdonsagaitol, valamint a mozgofazis

Osszetételétdl fiigg. Azt az idétartamot, mely alatt egy adott anyag megjelenik a kolonna
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végén, vagyis elualodik, retencios idonek nevezziik. Egy adott rendszerben a retencios
idé az egyes vizsgalt vegyliletek viszonylag egyedi jellemzdje. Nagyobb nyomast
alkalmazva megnovelhetd a linedris aramlasi sebesség, igy a komponenseknek
kevesebb idejiik marad a kolonnan beliili diffuziéra, ami javitja az egyes anyagok
kozotti elvalast. Mozgofazisként altaldban vizet és kiilonbozd szerves folyadékokat,
leggyakrabban metanolt, illetve acetonitrilt hasznalnak. A minta komponenseinek jobb
elvalasztasat segithetik a vizhez adott pufferek, sok, vagy egyéb anyagok, mint példaul
az ionpar képzbéként alkalmazott trifluorecetsav.

A kromatografias gyakorlatban kétféle modszert kiilonboztetiink meg: a normal
fazist HPLC (NP-HPLC) polaritds alapjan valasztja el a vizsgalt minta komponenseit,
ez volt az els6ként alkalmazott HPLC-s eljaras. Ez esetben polaris allofazist és apolaris
mozg6fazist alkalmaznak, viszonylag polaris anyagok elvélasztasara. A forditott fazisu
HPLC (Reversed phase HPLC, RP-HPLC vagy RPC) esetén az allofazis feliilete
apolaris, mig a mozgo6fazis polaris, jellemzden viz és valamely szerves oldoszer elegye.
Gyakran hasznalt allofazis az RMe,SiCl-dal kezelt szilika, ahol R valamilyen nyilt
szénlancu alkilcsoport, pl. C1gHs7 vagy CsHiz. Ilyen allofazisokat alkalmazva a polaros
molekulak gyorsabb elucidja valésul meg, mig az apolarosabb molekulak retencios
ideje megnd. Apolaros oldoszert adva a mozgofazishoz csokkenthetjiik, mig polarosabb
oldoszer hozzdadasaval novelhetjiik a retencios idét. A gydgyszeripar rendszeresen
alkalmazza ezt a HPLC-s eljarast a gyogyszerek mindségellendrzése soran.

A hidrolizistermékek elvalasztasara forditott fazist folyadékkromatografias
berendezést hasznaltam (Waters In-line Degasser AF, Waters 1525u Binary HPLC
Pump, Waters 2487 Dual A Absorbance Detector). Kolonnaként C18-as toltetli analitikai
oszlopot alkalmaztam 1 ml/ perc-es aramlasi sebességgel. Gradiens eltcioval
dolgoztam, melynek sordn vizbdl és tetrafuorecetsavbol all6 A, és acetonitrilbdl,

tetrafluorecetsav €s viz hozzdadasaval késziilt B eluensek keverési aranyat valtoztattam.
4.10. Tomegspektrometria (MS)

A tomegspektrometria nagymiuszeres analitikai moddszer toltétt anyagi
részecskék tomegének meghatarozasara, ami azon alapszik, hogy az adott ionok
elektromagneses tér hatdsara tomeg/toltés hanyadosuk alapjan egymastol eltérd ido alatt
érik el a detektalas helyét. A moddszer nagy érzékenységli (akar fg tomegli minta

meghatarozhat6), széles tomegtartomanyd, jol reprodukalhatd, szelektiv, valamint
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elvalasztastechnikai modszerekkel, igy példaul gazkromatografiaval (GC-MS),
folyadékkromatografiaval (LC-MS) vagy kapillaris elektroforézissel (CE-MS)
kombinalhat6. A tomegspektrométereknek harom részt - ionforrast, analizatort ¢&s
detektort - mindenképpen tartalmazniuk kell. A mérés 1épései a kovetkezok: a vizsgalni
kivant mintabol ionokat hozunk létre, majd ezeket a kiilonboz6 tomeg/toltés aranyuknak
megfelelden elvalasztjuk. Az ionokat ezutdn detektdljuk, majd az Osszegyiijtott

adatokbol kirajzolodik a spektrum.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1.Mutans fehérje tervezése

Az IMEY fehérje harom, olyan a fentiekben leirt szekvenciarészletet is
tartalmaz, melyhez Ni%*-ionok kotédhetnek, mikdzben hidrolitikus hasadast idézhetnek
eld. Ezek koziil kettd a fehérje C-terminalis, harmadik ujjaban egyméshoz kozel, mig a

harmadik az N-terminalis végen a His-tag utan talalhato.

GHHHHHHHHHHSSGHIEGRHMLEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYKC
PECGKSFSQSSDLOKHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDHLSRHQRTHTGKKTS

5.1.abra. Az IMEY fehérje elsodleges szerkezete a 10 hisztidinbdl allo toldalékkal; sargaval
kiemelve a Zn**-iont kété aminosavak, aldhizva a Ni**-ionok megkotésére alkalmas szekvencidk
lathatok.

Ezen fehérje vizsgalata mellett egy masik, modositott fehérje tervezését és
eldallitasat is fontosnak tartottuk. A mutdns fehérje tervezéséhez a Zinc Finger Tools
nevll interneten elérhetd programot hasznéaltam. Célom az volt, hogy a harmadik ujjban
1évé nikkel(Il) kotohelyeket eltavolitsam a fehérjébdl, amiben igy csak a hisztidin-
toldalék kozelében marad meg a siknégyzetes komplex kialakuldsahoz megfeleld
szekvencia. E modositas segitségével kiderithetjiik, hogy a DNS-kotésre mekkora
hatdssal van a siknégyzetes motivum kialakuldsa az ujjban. A tervezés soran a
kiindulasi IMEY cinkujj fehérje 4ltal felismert kilenc bazisparos DNS szekvenciat

hasznaltam. A program az 5.2. abrén lathat6 cinkujj fehérjét tervezte.

GHHHHHHHHHHSSGHIEGRHMLEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLVRHQRTHTGEKPYKC
PECGKSFSQSGDLRRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLVRHQRTHTGKKTS
5.2.abra. Az IMEY# fehérje elsddleges szerkezete a 10 hisztidinbdl allo toldalékkal; sdargaval

sdargaval kiemelve a Zn**-iont k6t aminosavak, aldhiizva a Ni**-ionok megkétésére alkalmas
megmaradt szekvencia lathato.

Meglepetésre, e fehérje szekvencidja tobb aminosavban is kiilonbozik a
kiindulasi fehérjétdl. Egyik érdekesége az 1ij szekvencianak, hogy a harmadik ujjban
nem talalhat6 egy Ni**-ionok megkodtésére alkalmas hely sem. Ennek alapjan a mutacios
kisérletet gy valositottuk meg, hogy a fehérje C-termindlis végéhez legkozelebbi
helyen egy szerint valinra, a masodik helyen pedig egy hisztidint aszparaginra cseréltiik.
Ez a valtoztatas a Zinc Finger Tools program szerint a DNS felismerésen nem valtoztat.
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LEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSDLQKHQRT
LEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLVRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGDLRRHQRT

HTGEKPYKCPECGKSFSRSDHLSRHQRTHTGKKTS
HTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLVRHQRTHTGKKTS

5.3.abra. Az eredeti (lila) és a tervezett mutans (fekete)) fehérjék elsodleges szerkezetének
osszehasonlitdsa. Sargaval a Zn* -ionokat kétd aminosavak, narancssdrgaval a kiilonbségek
lathatoak, melyek koziil kékkel kiemeltem a végrehatott mutaciokat.

Az emlitett két aminosav cseréjét pontmutacidval hajtottuk végre a fehérjét
kodold génen a 4.3. fejezetben ismertetett QuickChange eljarast alkalmazva. Ehhez a
valtozasokat kodold primerekre volt sziikség, amelyekkel polimerdaz lancreakciot

hajtottunk végre az erre alkalmas késziilékben. A mutans fehérje génje alabb lathato:

catatgctggaaccgggcgaaaagccgtataaatgcccagaatgcggtaaatcttttagt
H M L E P G E K P Y K CUPECGK S F s
caaagcagcaaccttcagaaacaccagcgtacccacacaggcgaaaaaccgtataagtgt
Q S S N L Q K H Q R T H T G E K P Y K C
ccggaatgtggtaaatcattctcgcagtcttecggacttgcagaaacatcaacgcacccat
P E C G K S F S Q S S D L Q K H Q R T H
accggcgaaaaaccgtataaatgtcccgaatgcgg E
T G E K P Y K CPECGI K S F S R S D N
Icgccatcagcgtacccatactggtaaaaaaacctcttaaggatcc
L V R H Q R T H T G K K T s - G S

Az alkalmazott primerek:
1MEY-ZFT*-F

5’ -tcgccatcagcgtacccatac-3’
1MEY-ZFT*-R

5’ -accaggttatcgctgcgggaaaatgacttc-3’

5.4.abra. A modositott cinkujj fehérjet kodolo (IMEY#) gen. Kékkel (IMEY-ZFT#-F) és
narancssargaval (IMEY-ZFT#-R) a pontmutdciohoz sziikséges primerek lathatok.

A fehérjéket ezutan a kodold géneket tartalmazd plazmidok segitségével
baktériumokban nagy mennyiségben kifejeztiik, majd a His-toldaléknak kdszonhetéen
nikkel-affinitas kromatografiaval elvalasztottuk a baktérium sajat fehérjéit6l. A tisztitani

kivant fehérjeoldatot Ni’*-ionokat tartalmazé kromatografias oszlopon vezettiik at, majd
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tobbszori mosads utan imidazololdattal eludltuk a fehérjét. Az imidazolt dializissel

eltavolitottuk, majd 100 mM HEPES pufferben oldva taroltuk a fehérjéket.

5.2. A cinkujj fehérjék specifikus célszekvenciajanak kialakitasa

Az IMEY ¢és az IMEY# fehérjék varhatoéan specifikusan a GAGGCAGAA
kilenc bazisparos szekvencia felismerésére képesek. A DNS-sel kialakitott kdlcsonhatés
vizsgalatahoz ezért sziikségiink volt egy olyan plazmid DNS-re, ami ezt a szekvenciat
magaban hordozza. Ehhez a célszekvenciat a pET30a+ vektorba Quick Change
eljarassal épitettiik be. A mutdcid létrehozdsdhoz sziikséges, a valtozdst magukban

kodolo primerek a kovetkezok voltak:

GGGTTCTGAATTGGAAACCGCCATGGAAACCTTGATCAACGTTTTCCACGCTCACTCTGGTAA
GGAAGGTGACAAGTACAAGTTGTCTAAGAAGGAATTGAAGGAATTGTTGCAAACCGAATTGT
CTGGTTTTCTAGACECCCAGAAGGGAGGCAGAARBGTTGATGECGTCGATAAGGTCATGAAG
GAATTGGACGAGAACGGTGACGGTGAAGTTGATTTCCAAGAATACGTTGTCTTGGTTGCTGCT
TTGACCGTTGCAATGAACAACTTCTTCTGGGAAAACTCTTCTCGTCATTGGAAACCGAAGCTT
GCGGCCGCACTCGAGCACC

5.5.4bra. 4 cinkujj fehérjék szamara specifikus DNS szekvencia kialakitasa hordozo vektorban.
Sziirkével a kilenc specifikusan felismert bazispar, rozsaszinnel a mutagenikus primerek,
sargaval és kékkel a vektorrol eléallitott révid fragmenshez hasznalt primerek lathatok.

Ezutan kompetens sejteket transzformaltunk az 0j plazmiddal, és kanamicin-
tartalmu taptalajon szaporitottuk Oket. Néhany kivalasztott baktériumtelep atoltasat
kovetden az egy éjszakan 4t szaporitott baktériumkulturakbol fenolmentes extrakcios
modszerrel (TENS) izolaltuk a plazmid DNS-t, majd az agaréz gélelektroforézis
eredménye alapjan néhany mintat szekvenalasra kiildtiink. A DNS-en a szekvenalashoz
hasznalt primerek altal kijelolt szakasztol kezdve megkaptuk a pontos szekvenciat

eredményiil.

5.3. Fehérje hidrolizisére iranyul6 kisérletek — pH 8,2

Ahhoz, hogy megtudjuk, hogy a hidrolizis egyaltalan végbemegy-e, specifikus-
e, ¢s ha igen, akkor mindharom célszekvencia egyarant aktiv-e, elséként 50°C-on,

8,2-es pH-n inkubaltuk az IMEY fehérjét Ni**-ionok 10x feleslegével. Ehhez
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meghatarozasara a gyakorlatban tobbféle spektroszkopias modszer terjedt el, mint pl. a
fehérje sajat UV abszorbanciajanak mérése; Lowry-modszer; Smith-moédszer; Bradford-
modszer. Az utobbi harom fehérjefiiggd szinvaltozast vizsgal, mig az elsé a fehérjét
alkotd triptofén, illetve tirozin aminosavak elnyelését hasznalja fel. Mivel a vizsgalt

fehérjében harom tirozin is van, igy a www.expasy.org oldalon talalhat6 ,,ProtParam”

funkciot hasznaltam fel a fehérje aminosav szekvencidjanak ismeretében abszorpcios
koefficiens becslésre a fehérjemolekuldban levd ciszteinek oxidalt illetve redukalt
allapotdban egyarant. Ezutdn NanoDrop tipust spektrofotométeren 280 nm-en

abszorbanciat mértem, és a fentiek ismeretében kiszamoltam a molaris koncentraciot.

A hasitasi reakciot Tricin SDS PAGE moédszerrel kovettiik. A poliakrilamid gél
megfestése utan lathatd volt egy 1) sav megjelenése a kiindulasi fehérjéhez tartozo sav
alatt, illetve halvanyan egy harmadik sav is kiveheté volt. Mindebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a harombdl legaldbb két helyen megtortént a peptidkotés

hasadasa.

Az Ujabb inkubdlas soran az IMEY fehérjébdl olyan reakcidelegyet allitottunk
Ossze, ami a fehérjére nézve 40 uM, a Ni?*-ionokra nézve pedig 400 uM koncentracioju
volt. A pH-t tomény HCI1 vagy NaOH oldattal allitottuk be, ahol sziikséges volt, majd
Ni?*-ionok hozzaadasa utan 37°C-on inkubaltuk 12, 24, 48 és 72 oras mintavétellel. Az
egyes mintakban a reakciot 2%-0s trifluor-ecetsavoldattal fagyasztottuk be, majd -20°C-
on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Osszehasonlitas céljabdl olyan reakcidelegyet is
Osszeallitottunk, mely nem tartalmazott Ni?*-inokat, de ugyanugy 37°C-on inkubaltuk

az utols6 mintavétel idopontjaig. A mintakbol 20 pl-t Tricin SDS PAGE modszerrel

vizsgaltuk, melynek eredménye az 5.6. abran lathato.
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5.6.4bra. Az IMEY fehérje Ni** -ionok jelenlétében és tavollétében térténd inkubdldsinak
eredménye Tricin SDS gélen. {Cope;e=40 uM, Cznqn=100 1M, Cyiay=400 xM; HEPES pufferben
(100 mM, pH 8,2), 37°C}

A gélelektroforézis eredménye alapjan megbizonyosodtunk rdla, hogy a fehérje
ugyan némi degradacidt szenvedett a haromnapos inkubdlas sordn, de ennek ellenére
stabilisnak mondhat6. Ni**-ionok jelenlétében azonban biztosan végbemegy a hidrolizis,
ami altal valdszinilileg az egyik végén elhasadt fehérjét (kdzvetlen az eredeti fehérje ~15
kDa savja alatti sav: ~13,5 kDa), és a mindkét végén elhasadt fehérjét (az eredeti
fehérje, és az egyik végén hasadt fehérje savja alatti 0j sav: ~12 kDa) megkapjuk. A
hasitas soran képzddd kisméretli oligopeptidek is lathatok a gélen (legalsé savok: ~3
kDa). A képen jol megfigyelhetd az is, hogy az eredeti fehérje mennyisége az id6ben
elérehaladva csokken, mig az egyik végén hasadt fehérje mennyisége eldszor nd, majd
az is csokkenni kezd. A mindkét végén hasadt fehérje, és a peptidek mennyisége is az
idében folyamatosan nd. Bar a gélen megjelend savok élessége arra utal, hogy a
hidrolitikus folyamat specifikus fehérjeszekvencidknal jatszodik le, mégsem ad
informéciot arra, hogy pontosan hol torténik a peptidkotés hasadasa. A fehérje
szekvenciaja alapjan vart maradék fehérjék és peptidek tomege is egymashoz nagyon
hasonlok. Ezért a hasitott mintdkat RP-HPLC-vel elemeztiik tovabb. A kromatogramok
felvételéhez a forditott fazisu eljarassal Cig-as toltetli analitikai oszlopon valasztottuk el

egymastdl a hidrolizis soran kapott termékeket gradiens elticiot alkalmazva (5.6 abra).
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Az adott retencids idoknél megjelend csticsokhoz tartozé frakcidkat gyiijtottiik, majd

TOF-MS késziilékben meghataroztuk a hozzajuk tartozé molekulatomeget.
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5.7.abra. Az inkubdlas sordn vett mintdk Kromatogramjai (28, 32,6 és 34 percnél a hasadds utdani
peptidek, 59,3, 60,4, 62 és 64 percnél a fehérje, ill. a hasadas utani fehérjemaradvanyokra jellemzd

csucsok lathatok). A ket fiiggdleges vonal a fehérje esetén bekivetkezd valtozasok kévetését hivatott

megkonnyiteni.

Az aminosav sorrend ismeretében a hidrolizis lejatszodasa utan varhato elhasadt

fehérjék, és a képzddd peptidek tomegét a www.expasy.org weboldalon talalhato

»ProtParam” funkcidval hataroztuk meg, majd ezeket dsszevetettiik a tdmegspektrumok

altal szolgaltatott tomegekkel. Ezaltal bizonyitast nyert, hogy mind a 10 hisztidinbdl

al16 toldalék lehasad, mind pedig a harmadik ujjrészben levé SRH szekvencia aktiv. fgy

varhatoan a hidrolizis végére a két végén elhasadt fehérjemaradvany és két peptid van

az oldatban, amit a TOF-MS ki is mutatott. A harmadik, minddssze négy aminosavbol

allo peptidre (SDHL) jellemzd jelet nem detektaltunk. A HPLC és MS vizsgalatok soran

nyert informdaciokat az 5.1 tdblazat foglalja 0ssze. A kromatogramok és a tdblazat

ismeretében megallapithatd, hogy a harmadik ujjban 1évé SRH szekvencia hidrolizise

egy kicsivel gyorsabban jatszodik le, mint a Hisztidin-toldalék lehasadasa. Ez
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Osszhangban van azzal az irodalmi attekintésben emlitett megfigyeléssel, ami szerint, ha
az Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa szekvenciaban nagy Kkiterjedésti, hidrofob oldallanccal
rendelkez6 aminosavak vannak, akkor gyorsabb a hidrolizis (a Hisztidin toldaléknal az
X aminosav glicin, aminek az oldalldnca csupan egy proton, szemben az arginin

terjedelmes nitrogéntartalmu oldallancéaval).

Mintavétel | Retencids Mért Szekvencia
idopontja ido Mmolekulatomeg
59,3 min fehérjére jellemz6
60,4 min tomeg nem -
62 min detektalhato
GHHHHHHHHHHSSGHIEGRHMLEPG
12 h foként 11500 EKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRT
HTGEKPYKCPECGKSFSQSSDLQKH
64 min QRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDHL
SGHIEGRHMLEPGEKPYKCPECGKS
mellette 9985 FSQSSNLQKHQRTHTGEKPYKCPEC
GKSFSQSSDLQKHQRTHTGEKPYKC
PECGKSFSRSDHL
28 min 1523,84 SRHQRTHTGKKTS
48h 32,6 min 1711,72 ?
34 min 1533,66 GHHHHHHHHHHS

5.1. tablazat. HPLC retencios iddk és a hozzdjuk tartozo tomegek MS mérések alapjan

A fehérjemaradvanyokra kapott (11500 Da €s 9985 Da) és ,,ProtParam” altal
szamolt tomegek (11506 Da ill. 9991 Da) mindkét esetben 6 Da eltérést mutatnak, ami a
fehérje oxidaciojabol adodhat, melynek soran diszulfid-kotések jonnek Iétre. Ezt
tdmasztja ald az is, hogy a kromatogramokon a fehérjéhez tartozé cstics nem olyan éles,

mint a kontrol mintdban, tehat a hidrolizis elérehaladtaval degradacio torténhet.

Annak érdekében, hogy az eddigieket szdmszerlisitsik a jO mindségben
beszkennelt Tricin SDS gélképet elemeztiik az ImageJ nevii programmal a szinstiriiség
alapjan. A szazalékos megoszlasokat az id6 fliggvényében abrazolva sikeriilt igazolni,
hogy ez egy elsérendii kinetika szerint végbemend reakcid, a megfeleld fliggvény
illesztésével (5.8.abra). A reakcid becsiilt felezési ideje ilyen koriilmények mellett ~ 12
oOra.
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Reduced 97.85346
Chi-Sqr
Adj. R-Square 091138

Value Standard Error
original protein | K 0,02398 0,01628
original pretein | W -98,49446 29,48759
original protein | A 103,98441 9,38204
Model firstordsh
Equation {—k’(xm;)g:}\ exp
Reduced 12,93374
Chi-Sqr
Adj. R-Square 0,98899

Value Standard Error
product sum k 0,13521 0,02248
productsum W 79,79989 4,27479
productsum A -0,04247 3,59452

5.8.abra. A Tricin SDS gélkeép ImageJ programmal tortént elemzésének kiértékelése: a
kiindulasi fehérje szazalékos megoszlasanak valtozasa (zold) és a keletkezé termékek
osszegenek szazalékos valtozasa (piros) az idében.

Az inkubalast mindkét fehérje esetében a fent ismertetett modon legalabb még

egyszer megismételtiik. Minden esetben megfutattuk a mintékat Tricin SDS géleken, és

tapasztaltuk IMEY esetében a két, mig IMEY# esetében az egy 1j sav kialakulasat (a

mutans esetében ugyanis csak az N-terminalis Hisztidin-toldalék feldl van egyetlen

nikkel(II) hasitési hely).
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5.9.4bra. A Tricin SDS gélkép a mutdins IMEY# fehérje Ni**-ionok okozta hidrolizisérdl. Bar a
kontrol mintaban is lathato némi degradacio, mégis jol megfigyelhetd, hogy az idé mulasaval
egy hidrolizistermék dominal. {Cpperje=30 tM, Cz,11=100 1M, Cnigy=300 £M; HEPES pufferben
(100 mM, pH 8,2), 37°C}
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5.4. Fehérje hidrolizisére iranyulo kisérletek — pH 7,4

Mint az mar emlitésre keriilt, az ATCUN motivummal rendelkez6 fehérjék 1;j
lehetdséget jelentenek a génterapiaban. Ennek megfelelden, ha egy cinkujj fehérjébdl
Ni**-ionokkal kialakitott mesterséges nukleazt késébb ilyen célokra szeretnének
hasznalni, akkor fontossa valik annak tanulmanyozasa fiziologias koriilmények kozott.
Ezért a hidrolizist 37 °C-on és 7,4-es pH-n is nyomon kovettiik ezuttal hosszabb ideig
(11 napig), ami soran a vartnak megfelelden, azt tapasztaltuk, hogy a reakcié sebessége

jelentdsen lecsokkent. Tehat nem csak a hdmérséklet, de a pH kis valtozasa is nagyban

befolyésolja a sebességet.
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5.10.abra. 4 Tricin SDS gélkép az eredeti (IMEY, bal oldal) és mutdans (IMEY#, jobb oldal)
feherje Ni**-ionok okozta hidrolizisérdl. {Clenere=30 uM, Cznay=100 M, Cyiy=300 1M; HEPES
pufferben (100 mM, pH 8,2), 37°C}
Mivel fiziologias koriilmények kozott a hidrolizis sebessége nagyon lecsokken,
ezért kevésbé szembetiin a kiilonbség a két fehérje esetén. Ugy tiinik, hogy a

hémérséklet csokkenése a szukcessziv hasitasi folyamatok lejatszodasat ennyi idén

beliil megakadalyozta.

5.5. A fehérjék hidrolizisének vizsgalata nukleinsav jelenlétében:

Kovetkezé 1épésben azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a fehérje Ni®*-ionok
okozta hidrolizisét az, ha a rendszerben nukleinsav is jelen van. Ennek eldontéséhez
plazmid DNS, illetve rovid DNS fragmens jelenlétében is végeztiink kisérletet. A
felhasznalt DNS molekuldk a fentiekben leirtak szerint specifikus kotShelyet

tartalmaznak a fehérjék szamara. A fehérje minden esetben 50x feleslegben szerepelt a
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5.11. abran lathato.
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5.11.4bra. A plazmid DNS-¢ is tartalmazo mintak Tricin SDS gélképe Cpperie=15 M, Cplazmia=0,3
HM, Cnian=150 M; HEPES pufferben (100 mM, pH 8,2), 37°C}

A Tricicn SDS gélen kontrolként magat a fehérjét vittik fel 12 és 24 ora
inkubalas utdn, mint ahogy kordbban is. Ezlttal sem tapasztaltunk szamottevd
degradaciot a kisérlet koriilményei kozott (37°C, 8,2 pH, 100 mM HEPES). A plazmid
DNS-t is tartalmaz6 mintaknal azonban sok, egymastol élesen elvalt, 4j savot figyeltiink
meg a fehérje savja alatt és felett is. A fehérje savja felett megjelent j savokat azzal
magyarazzuk, hogy a plazmid oldat RNS-t is tartalmazott a tisztitasi eljaras utén,
amihez szintén ko6todni képes a cinkujj fehérje, a kialakult RNS-fehérje komplex pedig
képes az akrilamid gélben migralni. Mivel a komplex tdmege nagyobb, mint a fehérje
tomege, igy a gélben mozgasa akadalyozottabb, azaz a fehérje savja folott jelenik meg.
A fenti gélképbdl azonban nem egyértelmii, hogy a fehérje savja alatt elhelyezkedo uj
savok hidrolizistermékek-e, ezért ugyanezt a kisérletet egy 332 bazisparos DNS
fragmenssel is elvégeztiik, mivel ez PCR késziilékben lett eldallitva, igy biztosan nem

tartalmaz RNS szennyezddést. Ennek eredménye az 5.12. dbran lathato.
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5.12.4bra. 4 332 bp DNS fragmenst is tartalmazd mintak Tricin SDS gélképe {Cpopeie=30 1M,
Ciragmens=0,6M, Cnigy=300 £:M; HEPES pufferben (100 mM, pH 8,2), 37°C}

Err6l a gélképrél mar megallapithatd, hogy a Ni*-ion koordinalodasa a
fehérjéhez, majd a peptidkotés hasadasa nukleinsav jelenlétében is megtorténik,
azonban a korabbi csak fehérjét tartalmazd elegyekkel Osszevetve sebességcsokkenés
tapasztalhatd. Vizsgéltuk tovabba azt is, hogy mennyiben befolyédsolja a komponensek
Osszekeverésének sorrendje a reakcio lejatszodasat: készitettiink egy olyan oldatot,
amelyben eldszor a DNS-t és a fehérjét, majd fél 6ras szobahdmérsékletii inkubalas utan
a Ni**-ionokat kevertiik 6ssze, és egy olyan oldatot, melyben a fehérjéhez el6szor adtuk
a Ni**-ionokat, majd a fél oras inkubalas utan a DNS-t. Ezeket is Tricin SDS gélen
futtattuk meg, €s azt tapasztaltuk, hogy a savok mindkét elegykészités esetében
ugyanugy néztek ki.
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6.0sszefoglalas

Tudomanyos Diakkori dolgozatom elkészitése soran egy korabban mar
jellemzett, specifikus DNS kot6 tulajdonsaggal bird cinkujj fehérje (LMEY) reakcidjat
vizsgaltam Ni’*-ionokkal. A kivalasztott fehérje harom, Ni**-ionok megkdtésére
alkalmas szekvenciat tartalmaz, melyekben a fémion siknégyzetes komplexben valod
koordinalédasa soran egy meghatarozott peptidkotés elhasad. Mivel a harombol két
nikkel(11)-k6téhely a specifikus nukleinsav szekvencia felismerésért felelds ujjdomének
egyikében taldlhatd, ezért a munka megkezdése elétt egy olyan mutanst is terveztiink
(LMEY#), ami ezeket a kot6helyeket nem tartalmazza. A fehérjéket tiz hisztidinbdl allo
His-toldalékkal allitottuk el6, ami konny( tisztitasi lehetdséget biztositott nikkel-
affinitads kromatografiaval. Ezutan helyspecifikus mutagenezissel beépitettiik a fehérjék
altal specifikusan felismert kilenc bazisparos szekvenciat egy plazmid DNS-be, amit
baktériumokban felszaporitottunk, és megtisztitottunk, illetve PCR segitségével egy
rovidebb DNS fragmenst is eldallitottunk.

A Ni?*-ionok okozta hidrolizist 8,2-es és 7,4-es pH-n, 50 és 37°C-on vizsgaltuk,
az eredményeket Tricin SDS PAGE moddszerrel kovettiik nyomon. Az IMEY fehérje
esetében az eredeti fehérje savja alatt két 1j sav képzodését figyeltik meg az i1d6
elorehaladtaval, mig a mutans fehérjénél csak egy 0j savot tapasztaltunk. Mindez az
els6dleges szerkezet ismeretében egyezik a vartakkal. A hidrolizistermékeket forditott
fazisu HPLC eljarassal valasztottuk el egymastol. A fehérjék aminosav sorrendjének

ismeretében a www.expasy.com oldalon talalhat6 ,,Protparam” funkcidval kiszamoltuk

az egyes hidrolizis termékek molekulatomegét, majd ezeket Osszevetettiik a TOF-MS

altal szolgaltatott adatokkal, igy sikeriilt beazonositani az egyes termékeket.

A sikeres hidrolitikus kisérletek utan azokat egy specifikus kotOhelyet
tartalmaz6 nukleinsav (plazmid DNS és rovid DNS fragmens) jelenlétében ismételtiik
meg, hogy megvizsgaljuk, befolyasoljak-e a hidrolizis lejatszodasat. A plazmid DNS
esetében a tisztitds utan is fellelhetd RNS szennyez0dés miatt nem kaptunk egyértelmi
eredményt, de PCR fragmenssel végzett kisérletek bebizonyitottak, hogy a hidrolizis
DNS jelenlétében, ugyan kisebb sebességgel, de lejatszodik.
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A tovabbiakban tervezziik annak a vizsgalatat, hogy mi okozza nukleinsav
jelenlétében a hidrolizis sebességének csokkenését: ugyanis eléfordulhat, hogy csak a
DNS-hez nem ko6t6d6 fehérje hasad el a fémion hatasara, ami a késébbi DNS roncsolasi
kisérletek eredményét alapvetden befolyasolhatja. Célul tliztiik ki tovabba a fehérjében
kialakul6é siknégyzetes nikkel(ll)-komplex DNS roncsolé hatasanak feltérképezését a
plazmid DNS-sel az RNS szennyez6dés eltavolitasa utan. Vizsgalni szeretnénk, hogy a
DNS egyszala vagy kétszali hasadasa jatszodik le, és hogy mindez milyen

specifikussaggal torténik.
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8.Fiiggelék

8.1.1 Az IMEY cinkujj fehérje aminosav és DNS szekvencidja:

HMLEPGEKPYKCPECGKSESQSSNLOKHORTHTGEKPYKCPECGKSESQSSDLOKHQRT
HTGEKPYKCPECGKSFSRSDHLSRHQRTHTGKKTS

catatgctggaaccgggcgaaaagccgtataaatgcccagaatgcggtaaatcttttag
tcaaagcagcaaccttcagaaacaccagcgtacccacacaggcgaaaaaccgtataagt
gtccggaatgtggtaaatcattctcgcagtcttcggacttgcagaaacatcaacgcacc
cataccggcgaaaaaccgtataaatgtcccgaatgcgggaagtcattttceccecgecagega
tcacctgagtcgccatcagcgtacccatactggtaaaaaaacctcttaaggatcec

8.1.2 Az IMEY# cinkujj fehérje aminosav és DNS szekvenciaja:

HMLEPGEKPYKCPECGKSESQSSNLVRHORTHTGEKPYKCPECGKSESQSGDLRRHQORT
HTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLVRHQRTHTGKKTS

catatgctggaaccgggcgaaaagccgtataaatgcccagaatgcggtaaatcettttag
tcaaagcagcaaccttcagaaacaccagcgtacccacacaggcgaaaaaccgtataagt
gtccggaatgtggtaaatcattctcgcagtcttcggacttgcagaaacatcaacgcacc
cataccggcgaaaaaccgtataaatgtcccgaatgcgggaagtcattttcccgecagecga
taacctggttcgccatcagcgtacccatactggtaaaaaaacctcttaaggatcc

8.1.3 A pET16b hordozo vektor bazisszekvenciaja:

TTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATG
AAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCC
TCTTGCGGGATATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTAT
TGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCGAGCATATGACGACCTTCGATATGGC
CGCTGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGGCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGG
AATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCGAGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTG
GCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGC
TCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCT
TGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGA
CACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTA
ACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAA
CGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCT
GATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCC
AGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGC
TGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTC
TGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAG
CAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAA
TTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCC
CACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATC
TCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGC
AAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAA
AACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTC
AACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGAC
AGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGG
AATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAACGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCG
GCCGACGCGCTGGGCTACGTCTTGCTGGCGTTCGCGACGCGAGGCTGGATGGCCTTCCCCATTATGATTCTTCTCGCTTCCGGCGGCA
TCGGGATGCCCGCGTTGCAGGCCATGCTGTCCAGGCAGGTAGATGACGACCATCAGGGACAGCTTCAAGGATCGCTCGCGGCTCTTAC
CAGCCTAACTTCGATCACTGGACCGCTGATCGTCACGGCGATTTATGCCGCCTCGGCGAGCACATGGAACGGGTTGGCATGGATTGTA
GGCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCA
CCTCGCTAACGGATTCACCACTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCTTGCGGAGAACTGTGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAAC
ATATCCATCGCGTCCGCCATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGGGCAGCGTTGGGTCCTGGCCACGGGTGCGCATGATCGTGC
TCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGGCTGGCGGGGTTGCCTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGA
CTGCTGCTGCAAAACGTCTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCA
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GCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCT
GGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACCGGGCATG
TTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTTACACGGAG
GCATCAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACG
AGCTGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGCGTTTCGG
TGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGT
CAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTA
TGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCA
GGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAAT
ACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCG
TTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTT
TCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGC
CACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGG
CTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAA
CAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCT
TTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGAT
CCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAG
GCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTAC
CATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGC
CGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTT
AATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCC
AACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTT
GGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGT
GAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCAC
ATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTC
GATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT
GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTT
ATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACC
TGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAA

8.1.4 A pET30a(+) hordozo vektor bazisszekvenciaja:

ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGT
GGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGC
TTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCGATATCAGCCATGGCCTTGTCGTCGTCGTCGGTACCCAGATCTGGGCTGTCCATGTGCTGG
CGTTCGAATTTAGCAGCAGCGGTTTCTTTCATACCAGAACCGCGTGGCACCAGACCAGAAGAATGATGATGATGATGGTGCATATGTA
TATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC
GCGGGATCGAGATCGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATA
TCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGT
GGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGC
TTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAG
CGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGA
CCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACAT
TCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCG
CAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCT
GTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGT
GGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGAC
GGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGC
GTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTC
CGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCA
ATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGACATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATA
TCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGC
GGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGLGCG
TTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTC
ACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCG
TCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTT
TCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCC
ACCAAACGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCCCACGGGTGCGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCC
GGCTAGGCTGGCGGGGTTGCCTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAAACGTC
TGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATG
TTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGA
TTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCG
TATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTTACACGGAGGCATCAGTGACCAAACAG
GAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGCTGGACGCGGATGAAC
AGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCT
CTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGT
GTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGAT
TGTACTGAGAGTGCACCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCT
CGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATC
AGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGT
TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGT
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GGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTT
CAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTG
GTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGT
ATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGC
GGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACG
CTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTA
TGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCTAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCG
CGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGT
AGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCC
GTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGA
AAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTT
CGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAAC
AAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTT
TGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGC
CTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATT
TGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAGAATTAATTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGC
GCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATT
TTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAAC
AAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCAC
CCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAA
GCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTA
ACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCA

8.1.5 Az IMEY és 1IMEY# cinkujj fehérjékhez tartozo specifikus DNS szekvencia:

CGCCATGGAAACCTTGATCAACGTTTTCCACGCTCACTCTGGTAA
GGAAGGTGACAAGTACAAGTTGTCTAAGAAGGAATTGAAGGAGGCAGAAGAATTGTTGCAAA
CCGAATTGTCTGGTTTTCTAGACGCCCAGAAGGACGTTGATGCCGTCGATAAGGTCATGAAGG
AATTGGACGAGAACGGTGACGGTGAAGTTGATTTCCAAGAATACGTTGTCTTGGTTGCTGCTT
TGACCGTTGCAATGAACAACTTCTTCTGGGAAAACTCTTCTCGTCATTGGAAACCGAAGCTT

Kékkel a fragmens eléallitdsdhoz hasznalt primereket jeloltem. Pirossal a cinkujj
fehérjék kotdhelye szerepel.

8.2 Alkalmazott modszerek

8.2.1 Polimeraz lancreakcio

Egy altalunk alkalmazott tipikus PCR elegy 0sszetétele 6t reakciora:

DNS templat 5 ul
primer Up (10 uM) 12,5 ul
primer Down (10 uM) 12,5 ul
dNTP keverék (2 mM) 10 pl
puffer 25 pl
polimeraz enzim (1 egység/ul) 2,5 ul
steril H,O 182,5 ul
Ossztérfogat: 250 pl
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A 332 bp hosszu fragmens esetén alkalmazott PCR-program (a paraméterek az aktualis

primerek olvadaspontjatol fiiggden valtozhatnak):

95°C 2 min

95°C 30 sec

53°C 30 sec

72°C 1 min

vissza a 2-es 1épéshez, 30xismétlés
95°C 30 sec

53°C 30 sec

72°C 15 min

. 4°C

10. vége

©ooNoOORrwdPE

8.2.2 Tisztitas PCR elegybél

A PCR elegyekhez csovenként 50 pl fenol-kloroformot adtam, ezzel dsszekevertettem,
majd 5 percig szobahdémérsékleten 13500 rpm-en centrifugdltam. A felsé fazist
leszivtam, az alsot fenolos tartalyba gytijtottem. 5 pul 3 M Na-acetatot adtam hozza,
Osszekevertettem, majd 125 pl jéghideg abszolut etanolt adtam hozza. Ezzel is
vortexeltem, majd a -80°C-os hiitébe tettem 30 percre. 4°C-ra hiitétt centrifugaban 15
percig 13500 rpm-en centrifugaltam, majd a feliiliszot leszivtam, és 200 ul jéghideg
70%-os etanolt adtam hozza. Ezzel is vortexeltem, majd ujabb 5 percet centrifugaltam
4°C-on 13500 rpm-en. Leszivtam a feliilaszot, és steril fiilkében szaritottam a kicsapott

DNS-t, amit ezek utan TE-ben oldottam fel.

8.2.3 Transzformalas

50-100 pl kézmeleg kompetens sejthez 2 pl-t mértem a plazmidot tartalmazé oldatbol.
Osszemérés utan 10 percig jégen tartottam az elegyeket, majd 2 perce 42°C-0s
vizfirdébe tettem. Ezutan azonnal jégre keriiltek wjabb 1 percre, majd 37°C-ra
melegitett razdéinkubatorba tettem ket egy orara 1 ml kézmeleg steril LB tapoldat
hozzaadasaval eldszaporitds gyanant. Ezutdn lemezekre Ontott, antibiotikum tartalmu
taptalajra kentem ki valtozd6 mennyiséget, majd egy ¢éjszakan at 37°C-on inkubaltam,

hogy telepek néhessenek.
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8.2.4 TENS

Az ¢&jszaka felszaporitott baktériumkulturabol 10x1,5 ml-t steril eppendorf csévekbe
toltottem, €s 14000 rpm-en 1 percig centrifugaltam. A tapoldatot ledntottem gy, hogy
50-100 ul maradjon a sejteken, és ebben ujra felkevertem Oket. Ezutan csak jégen
dolgoztam: 300 ul TENS puffert adtam a csévekhez, majd 10 masodpercig kevertem
Oket, ezutan 150 pul 3M Na-acetat oldatot (pH 5,2) adtam hozzajuk és ismét 10
masodpercig kevertettem Oket. Ezutan 5 percet varakoztam, majd 14000 rpm-en, 4°C-
on 7 percig centrifugdltam az oldatokat. Ezutan 6vatosan leszivtam a tiszta feliiluszot,
és 900 ul jéghideg abszolut etanolt adtam hozza. 2-3 6ra varakozas utan, ami alatt -
80°C-ra tettem a csoveket, 30 percig 14000 rpm-en ¢és 4°C-on centrifugaltam a
mintakat, majd leszivtam roluk a feliiliszot, és 1 ml jéghideg 70%-0s etanolt
pipettaztam a kicsapott DNS-re. Ezutan 10 percig centrifugaltam 14000 rpm-en, majd
leszivtam a folyadékot és steril flilkében széritottam a DNS-t. Végezetiil steril vizben,

vagy TE-ben oldottam fel.

8.3 A felhasznalt gélek leirasa:

8.3.1 Agaréz gél

A DNS nagysagatol fliggéen 1%, 1,7% ill. 3%-0s toménységl gélt ontdttem ugy, hogy
2 0/ 3,4 g/ 6 g szilard agar6zt 200 ml 0,5% TBE oldatban oldottam melegitve, majd
mikor kézmelegre hiilt 20 pl etidium-bromidot adtam hozza. Ezutan a formaba ontdttem
¢és beletettem a fésiiket. Mindvégig vigyaztam, hogy buborékok ne képzddjenek a
gélben.

8.3.2 Tricin SDS gél

RETEGZO

TOMORITO

ELVALASZTO
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Elvalaszto gél: (40 mm)
(16,5% T /3% c)

Akrilamid (49,5%)
Gél Puffer
Glicerol/ H,0
APS (10%)
TEMED

Tomorité gél:(13 mm)

Akrilamid (49,5%)
G¢l Puffer

H,0

APS (10%)
TEMED

Rétegz6 gél:

Akrylamid (49,5%)
Gel Buffer

H,O

APS (10%)
TEMED

4 ml

4 ml

4 ml
45,2 pl
4,5 ul

0,6 mi
1ml
1,4 ml
24 ul
2,4 ul

0,4 ml
1,25 ml
3,36 ml
44 ul
4.4 ul

A két also gélhez Osszekevertem a fent ismertetett hozzavaldkat jégen. A polimerizaciot

inicializal6 anyagok (TEMED, APS) hozzaadasa utan még egyszer alaposan elkevertem

az elegyeket, majd a formaba elére befogott, alkohollal tisztara torolt iiveglapok kozé

pipettaztam el0szor az elvalasztd, majd a tomoritd gél megfeleld6 mennyiségét. Hogy

vizszintes legyen a gél, vizet rétegeztem rd, és 20 percig hagytam polimerizalodni. A

rétegzd gélt is a leirdsnak megfelelden elkészitettem, majd az alsé gél megszilardulasa

utdn a vizet ledntottem rola, rarétegeztem a gélt, amibe beletettem a zsebeket kialakitod

un. fésfit, €s tjabb 20 percig vartam, hogy megszilarduljon.

8.3.3 Nativ gél

Nagy gélont6 forméra vonatkoztatva:

6%-o0s gél (fels6 2/3): 50 ml térfogatra

27,5 ml viz

46



10 ml 30%-o0s akril-amid torzsoldat
12,5 ml gél puffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)
250 ul APS, 25 ul TEMED

10%-os gél (alsé 1/3): 30 ml térfogatra
12,6 ml viz
9,9 ml 30%-o0s akril-amid torzsoldat
7,5 ml gél puffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)
150 ul APS, 15 ul TEMED
Eloszor az also gélt készitettem el, jégen dolgozva, majd az livegek kozé rétegeztem és

vizet toltéttem ra. Miutan a gél megszilardult, a fels6 gélt is elkészitettem, a vizet

ledntottem, majd az also gélre rétegeztem, és beletettem a zsebeket kialakito fésiit.
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