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1. BEVEZETES

Az €16 szervezetek szamara szamos atmenetifém-ion alapvetd jelentOségii, azonban tul
nagy mennyiségben mar mérgezé hatasuk lehet. Emiatt a fémion-haztartds, azaz a fémionok
megfeleld szintjét biztositd folyamatok szigoruan szabalyozottak a sejtekben. Az atmenetifém-
ionok elsésorban a fehérjék és enzimek miikodésében jatszanak szerepet, példaul megtalalhatok
aktiv  kozpontokban, ko-faktorként katalizalhatnak oxidacios/redukcios és hidrolitikus
folyamatokat, vagy a miikod6képes molekulaszerkezet kialakuldsat segithetik el6.

A fémion-haztartas, vagy homeosztazis kiilonb6z6 szallitasi (transzport), raktarozasi,
atalakitasi és szabalyzasi folyamatok 6sszessége. Transzportfolyamatok biztositjdk, hogy a
fémionok megfeleld6 mennyisége juthasson a kdrnyezetbdl a sejtbe, illetve ott a felhasznélas
helyére. A sejt szamara karos fémion-szint elérésekor a felesleg eltavolitasat célzd folyamatok
indulnak el. Ellenben, ha a fémion sejten bellili koncentrécidja lecsdkken, a sejt részben a sajat
raktarkészleteibdl, részben a kiilsé kornyezetbol felvéve potolja a hidnyzo mennyiséget. [1]
alapvetd szerepet jatszanak az ugynevezett fémszabalyzo fehérjék. Ezek a molekuldk csak egy
adott fémionra, vagy a fémionok egy csoportjara szelektivek és érzékenyek. [2] A fémszabalyz6
fehérjéknek ez a kiilonleges tulajdonsaga szamos lehet6séget nyuhjthat fémionok szelektiv
megkadtésére, illetve a jelenlétiik jelzésére alkalmas rendszerek létrehozasara. Jelen dikakkori
munka témaja a CueR (Cu efflux Regulator) fémszabalyzo fehérje szelektivitdsdnak
tanulményozésa a bioldgiai vélaszreakcid modositasaval, illetve a fehérje tisztitasa és a
kiilonboz6 fémionok szerkezetre gyakorolt hatdsanak vizsgalata. Reményeink szerint egyszerre
fejlesztiink egy, a fémionok jelenlétére szelektiv valaszt ado rendszert, és nyerhetiink informéaciét

a CueR fehérje miikodési mechanizmusardl is.



2. IRODALMI HATTER

A biologiai evolucio kezdetén a réz foként vizben oldhatatlan, az €16 szervezetek altal nem
hasznosithaté kémiai formaban volt jelen a kdrnyezetben. A réz bioldgiailag csak az oxigén
atmoszféraban torténé megjelenése utan valt hozzaférhetové. Két jellemz6 oxidacios allapotban,
Cu'- és Cu'-ion forméban talalhaté a sejtekben, és emiatt (is) redoxi enzimek ko-faktora lehet.
Szamos reztartalmi enzimet ismerink, melyek Kkilonb6zé szervezddési szinteken, a
baktériumoktdl egészen az emberi szervezetig el6fordulnak (pl.: amin-oxidaz, citokrom c oxidaz,
nitrit oxidaz, szuperoxid dizmutaz és tirozindz). Ezek fontos szerepet toltenek be a sejten belili
metabolikus folyamatokban, beleértve az oxidativ stressz elleni védekezeést is.

A sziikségesnél nagyobb mennyiségben a réz igen mérgezd az €16 sejtek szamaéra.
Reakcioba 1ép a fehérjék szabad tiolcsoportjaival, destabilizalja a vas-kén ko-faktorokat, nem
réz-kot6 fehérjékhez koordinalddik, megakadalyozva azok megfelelé miikodését, illetve reaktiv
szabadgyokok kialakulasat segitheti el6. A rézhaztartas felboruldsa az emberi szervezetben
komoly betegségeket okoz, mint példaul a Wilson vagy a Menkes szindréma. Ezért a sejteknek a
rézhaztartast szigoruan kell szabalyozniuk. [3]

A prokariétdkban a fémionok szintjének beallitasa leggyakrabban transzkripcids szabalyzé
mechanizmussal, fehérjék segitségével torténik. Ezek a molekuldk a citoszolbeli fémion-
koncentracio talzott ndvekedésére (fémion stressz), vagy csokkenésére (fémion hiany) adott
valaszként befolyésoljék a fémion homeosztazist fenntartd fehérjék, mint példaul a membranhoz
ko6t6d6 fémion transzporterek, sejten bellli kelatorok, ill. oligopeptidek (metallothioneinek, MT),
és detoxifikald enzimek termelddését. [4]

Az Escherichia coli (E. coli) baktériumban a Cu'-ionok a porin csatornakon keresztiil
jutnak be a periplazmaba, ahonnan csak a Cu'-ion keriilhet &t a belsd membranon keresztiil a
citoplazméba. Ez utobbi folyamat mechanizmusa még nem ismert. A kiils6 membran ComC
fehérjéje csokkenti a membran atjarhatosdgat a réz-ionok szamara, valdsziniileg a porin
csatornakkal vald kolcsonhatasa révén. A citoplazmabol a CopA ATPaz és a sok komponensbdl
all6 CusCFBA rendszer segitségével a Cu'-ionok a periplazmaba vagy a sejten kiviili térbe
keriilnek. A periplazméban 1évé CueO oxidaz a Cu'-ionokat a kevéshé toxikus Cu'-ionokka

alakitja at, ezzel magakadalyozva annak 0jboli bejutasat a citoszolba (1. abra). [3]
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1. dbra: Az E. coli baktérium réz homeosztazisanak sematikus bemutatésa. [3]

Az elébbiekben emlitett CopA ATPaz és CueO oxidaz termel6dését réz-ionok feleslegének
megjelenése indukalja a CueR fémszabalyzé fehérjén keresztll. A fémion-stressz kialakulasakor
ezen szabalyz6 mechanizmus 6vja meg a sejtet a mérgezéstol. [2]

A kovetkezéekben a fémszabalyz6 fehérjék mitkodésére térek ki, beleértve a CueR fehérjét
is. Ezek a specializalddott fehérjék haromféle mechanizmus szerint szabalyozhatnak (2. abra).
Az els6 az ugynevezett korepresszid (co-repression), amikor a fémion a szenzorfehérjéhez
transzkripcié szintjén gatolja fémion felvételét elGsegité fehérjék kifejez6dését. A masodik
lehetséges szabalyzasi mechanizmus a derepresszid (derepression), amelynek soran a fémion a
DNS-hez kotott szenzorfehérjéhez koordinalddik, ami viszont csokkenti a fehérje affinitasat a
DNS-hez. igy az levalik a DNS-rél, teret adva az RNS polimeriznak, amely elinditja a
transzkripciot. A transzkripcio soran efflux-fehérjék szintetizalodnak, melyek el6segitik a fémion
sejten bellli mennyiségének cstkkenését. A harmadik, az elébbivel rokon mechanizmus az
ugynevezett aktivalds. Ennek sordn a fémion a DNS-hez kot6d6é apo-fehérjéhez koordinalodik,
aminek hatasara konformacio-valtozasok torténnek a fehérjében. Ez a DNS szerkezetét oly
modon valtoztatja meg, hogy az RNS polimeraz mitkodésbe 1éphet és elindul a gének atirasa. Az

aktivalas soran is olyan fehérjék termelédnek, melyek eltavolitjak a feleslegben 1év6 fémionokat.

[1]
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2. abra: A fémszabalyzo6 fehérjék miikodésének harom ismert mechanizmusa. [5]

A CueR a MerR fehérjecsalad egyik tagja. A MerR fehérjékre jellemz6 a nagy aminosav-
szekvenciabeli és szerkezeti hasonlésag, valamint az, hogy a transzkripciot aktivacios
mechanizmussal szabalyozzék. [6] A dimer felépitésii fehérjék N-terminalis, DNS-ko6t6 szakasza
egy hélix-kanyar-hélix-p-hajtikanyar motivumot tartalmaz, melyet egy viszonylag hosszl
dimerizécios hélix kot Ossze a molekula C-termindlis végen talalhatd a rendszerint maér
jelentésebb eltéréseket tartalmazéd fémion-k6té doménnel. Ezek a szerkezeti kilénbségek a C-
terminalis részen lehetdvé teszik, hogy a MerR csalad egyes tagjai kulonféle fémionokat
szelektiven érzékeljenek. [4] A CueR fehérje N-termindlis vége a DNS operator régidjahoz
kotodik a -35 és -10 promoter helyek kozott elhelyezkedd 19 - 20 bazispar hosszusagu szakaszon
(3. &bra).

CueR operator +1
S35 Fio
TTAC GGACTTTTACCCGCCTGGT’I’PATTM’I’I’I‘C%CCTTGCTG GGTTTAACCTTTATCACA
COPA AATGCCTGAAAATGGGCGGACCAAATAATTAAAG GGAACGA TAGTGT

3. dbra: A copA promdter szekvencidja, bejeldlve rajta a CueR fehérje kotédésének helye.



A fémiont nem kot6, de a DNS-hez kapcsolddd apo-fehérje csak gyenge kdlcsonhatést
tesz lehetdvé az RNS polimeraz és a DNS kozott. Igy a transzkripcio nem lehetséges, mert a
CueR fehérje gyakorlatilag inhibealja azt. Ha megfelel6 fémion koordinalédik a fehérjéhez,
annak konformacioja megvaltozik, aminek hatasara a DNS szerkezete jelentdsebben "megtorik",
a kettds hélix "kicsavarodik". Ezzel a kotOhely alkalmassa valik az RNS polimeraz
megkotddésére, €s elindul a transzkripcid. [4;6]

Ezek alapjan jol latszik, hogy a fémion-haztartas szabalyzasanak egy kulcsfontossagu
1épése a fémion koordinacidja a szabalyzo fehérjéhez. A két fémkotd hurok a monomer egységek
C-terminélis végén, a dimerizacios hélix és egy rovidebb helikalis szakasz kozott talalhato,
szimmetrikus helyzetben, tavol a DNS-kot6 helyt6l. Ez a specialis szerkezet és a — foként a
fémkoté hurokban meglevé — szekvenciabeli killonbségek lehetové teszik egy- és kétértéki
fémionok szelektiv felismerését igen széles skalan. [4] A szoft tulajdonsdgl d-mezdbeli
fémionok (pl. Hg", Cd", Ag') a szoft karakterii kéntartalmi donorcsoportokhoz (pl. Cys)
koordinalddnak legnagyobb affinitassal. A Co, Ni, Cu vagy Zn ionjai a kén mellett az oxigen- €s
a nitrogentartalmad ligandumokkal is (pl. Asp, His oldallancai) kdlcsonhatasba 1épnek. A felsorolt
fémionok gyakran egymastdl eltéré koordindciés geometriat részesitenek elényben, ami
ugyancsak jelentés tényez0 abban, hogy miként képesek a fehérjék a fémionokat
megkilonboztetni. [1]

A MerR csaladon beliil szdmos példa emlithetd arra, hogy az eltérd karakteri fémionok
markansan eltéré koordinacios kornyezetben helyezkednek el az egyes szabalyzo fehérjékben,
ami a fémion-szelektivitasban is szerepet jatszhat. Az egyértékii fémionokra (Cu', Ag', Au')
szelektiv E. coli CueR, illetve a kétértékii fémionokat (elsésorban Zn'') érzékelé ZntR rontgen
diffrakcios méresekkel meghatarozott szerkezete kozott tobb kulcsfontossagu kiilénbség
figyelheté meg. A MerR fehérjékre altalanosan jellemzd, hogy a dimerizacios hélixek N-
terminalis végével szemkozti helyzetben a masik monomer-egységen talalhatd jol megbrzott
aminosav kritikus fontossag a fémion-szelektivitas kialakitasaban. Az egyértékli fémiont
érzékeld MerR regulatorokban egy szerin aminosav talalhatd itt (a CueR-ben Ser77), mig a
kétértéki fémiont érzékeld fehérjékben egy cisztein (a ZntR-ben Cys79). A CueR-ben ez a Ser77
egység stabilizalja a fémkoté hurkot azaltal, hogy a Cu'-ion koriil egy védelmet nydijtd hidrofob
kornyezet letrejottet segiti. Ezzel ellentétben a ZntR-ben a Cys79 kdzvetlenil koordinalddik a

fémkotd szakaszhoz kotddé két Zn'-ion egyikéhez. Igy hozzajarul a Zn" szamara kedvezSbb



koordin&cids szam és geometria kialakulasahoz. A CueR C-termindlis végén elhelyezkedd rovid
hélix dipolusa is szerepet jatszik a fémkotés stabilizalasaban. A kialakulé S——Cu*™-S~ centrum
negativ toltésével szemben a kornyezé aminosavak, illetve a C-terminalis o-hélix parcialis
pozitiv toltése jelentés toltés-k6zombositést hoz Iétre. A Cu'-ionok linearis ditiolat tipusu
koordinaciojat emellett egyéb hidrogénhidas és elektrosztatikus kdlcsonhatdsok is stabilizaljak.
[7] Itt fontos megemliteni, hogy a linearis koordinacids geometria, azaz a ditiolat jellegli kotés a
Hg'" szamara is nagyon kedvezdé lenne, de feltehetdleg éppen az emlitett elektrosztatikus
okoknak kdszonhetéen a CueR fehérjében ez a kotésmadd kevésbé eldnyds a Hg''-ion szamara.
[2] In vitro vizsgalatokkal kimutattak, hogy a fehérje egyértékii fémionok (Cu', Ag', Au')
jelenlétében transzkripcios aktivitdst mutat, de ez a valasz kétértékii fémionok (Zn", Hg")
esetében elmarad. [7] A CueR szerkezete észszer(i magyarazatot adhat erre, viszont tisztazatlan,
hogy az egyértékii fémionok koziil hogyan képes specifikusan , kivalogatni” a Cu'-ionokat? A
Cu'-, Ag- és Au'-ionokkal nyert CueR kristalyszerkezetekrdl megéllapitottak, hogy azok
izomorf sajatsaguak, s a hdrom fémionra adott bioldgiai valasz is nagyon hasonlé. Az S—Cu-S
lineéris kotést a Cys112 és Cys120 aminosavak hozzék létre, ahol a S—Cu kétés hossza 2,13 A, a
kotés csaknem linedris (Zs-cu-s = 176°) (4. abra). Az Ag'-, illetve az Au'-ionok fehérje-
komplexében kis eltérés figyelheté meg, a kotéshosszak logikusan valamivel nagyobbak: az
Ag-S tavolsag 2,35 A, mig az Au-S kotéshossz 2,32 és 2,39 A. [4;7]

4. bra: Az E. coli CueR fehérje Cu'-formajanak rontgenszerkezete [PDB kod: 1Q05] (balra), illetve a fémion
koordinacios kornyezetét szemléltetd kinagyitott fémkotd hurok (jobbra). [7]

A szelektivitas kulcsa a fémion szamara kedvezd, elére kialakitott geometria, a

ligandumok altal kialakitott hely megfelel6 mérete, és a kdrnyezé toltéseloszlas lehet. A



fémkoto-helyek szerkezeti sajatossagai mellett feltétlendl ki kell emelni, hogy az adott szabalyz6
molekula szelektivitdsdban alapvetd jelentéségii, hogy egy adott fémion megkdtddése milyen
valtozasokat okoz a fehérje szerkezetében, hiszen ez jelentdsen befolyasolhatja annak DNS-hez
vald affinitasat, s igy a funkcio betoltését is. [2]

Az €16 sejtekben végbemend folyamatok kovetése meglehetdsen bonyolult feladat. Az
egyik legszélesebb korben alkalmazott mddszer, mellyel bizonyos molekulak sejten belili
eloszlasa/mennyisége monitorozhatd, a fluoreszcencia jelenségén alapul. A fluoreszcens
fehérjék, neviikbol adodoan, megfeleld gerjesztés hatasara fényt bocsajtanak ki, ezaltal kivaldan
alkalmazhatdk bioldgiai molekuldk vagy folyamatok nyomonkdvetésére. A kiilonbozé foto-
fizikai tulajdonsagokkal rendelkez6 fluoreszcens fehérjéket leginkdbb mikroszkopiai
alkalmazasoknal hasznaljak. [8] llyen fehérjék segitségével atmenetifém-ionok kimutatasara
alkalmas fluoreszcens szenzorok hozhatok létre.

Az  él6-sejtes  bioszenzorok  baktériumok és egy jelatalakitd  berendezés
Osszekapcsolasaval hozhatok létre. A jelatalakitok a sejt valaszat alakitjak elektromos jellé. Erre
legalkalmasabbak az optikai és elektrokémiai jelatalakitok. Elektrokémiai ¢él6-sejtes
bioszenzorok esetében a baktériumokat egy amperometrias vagy potenciometrds elektrédon
rogzitik. Optikai él6-sejtes bioszenzoroknal pedig a sejtek immobilizécidja egy optikai szalon
torténik, amivel abszorbancia, lumineszencia vagy fluoreszcencia mérheté. [9] Az els6 sejt alapu
bioszenzorok esetében az analitikai jelet a toxikus anyagok jelenléte miatt megvéltozott sejt-
légzés termékek adtdk. Ma azonban a kutatdsok egyre inkabb a sejtek altal egy bizonyos
komponens jelenlétére adott bioldgiai valasz megfigyelésére, illetve jelzésére iranyulnak. A
sejtek ugyanis folyamatosan monitorozzak mikro-kornyezetiiket, és annak valamilyen
tulajdonsaganak megvaltozasara specidlis génekrdl fehérjék kifejezésével valaszolnak. [9] A
sejtek természetes sajatsaga, hogy mérgez6 anyagokkal szemben védekez6 mechanizmusokkal
rendelkeznek. Ha ugy modositjuk a védekez6 mechanizmusokat kddold géneket, hogy a védelmi
funkcid betoltése kdzben valamilyen kozvetité anyagot is termeljenek, akkor a toxikus anyag
jelenléte a kozvetitd molekula megjelenéséhez vezet, amit elektrokémiai vagy optikai jelként
detektalhatunk. Ezen az elven mar készitettek bioszenzorokat toxikus fémionokra, aromas
vegyuletekre és genotoxinok kimutatasara is. [9]

A fluoreszcens szenzorok és a fluoreszcens mikroszkdpia egyuttes alkalmazasa, egyeb
analitikai modszerekkel kombindlva, segithet meghatirozni a sejtek adott térrészében 1évo

fémionok mennyiségét, illetve jobban megérteni a sejten beliili fémion-haztartas mitkodését. [10]



3. CELKITUZES

Az irodalmi Aattekintésb6l kideriil, hogy még a legalaposabban tanulmanyozott
fémregulator fehérjék esetében is szdmos, a szabalyozé mechanizmusukat érinté kérdés maradt
megvalaszolatlan. Egyebek mellett tovabbra sem teljesen tisztazott, hogy mi okozza e fehérjék
szelektivitasat az adott fémionokra. A CueR fehérje kristalyszerkezetét egyértékii fémionokkal
(Cu', Ag', Au") mar korabban meghataroztak. Az eddigi kutatasok alapjan a CueR csak az
egyértékii fémionok jelenlétében ad bioldgiai valaszt, azaz indukalja a transzkripcid folyamatat,
ami a Zn'- illetve Hg'-ionok esetén elmarad. Azonban a réntgenkrisztallografias modszerrel
meghatarozott fehérjeszerkezet alapjan, a fémkotd hurokban kialakulo lineéris koordinacios
geometria a Hg'-ionok szamara is kedvezd.

A Diadkkori munkdm a Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék Bioszervetlen Kémiai
Kutatdcsoportjanak toxikus fémionokkal, ezen belil a CueR fémszabalyz6 fehérjével
kapcsolatos kutatasainak részét keépezi. Célunk egyrészt olyan detektalasi eljaras kidolgozasa,
aminek segitségével a sejten belil jelezhetjiuk a kiilsé kornyezetben megjelend fémionok
hatasara lejatszddd szabalyzési folyamatokat. Kisérleteinkben a CueR fehérje transzkripciot
aktivalo tulajdonsagat hasznaljuk ki Ggy, hogy a fémion megkotésének hatasara a sejten belil
egy fluoreszcens fehérje fejezddjon ki. A MerR fehérjék nagy szelektivitasa lehetdséget teremt
olyan modositott bakteériumok kialakitasara, melyek a késébbiekben fluoreszcens biologiai
szenzorokként is mikddhetnek.

Ezzel egyidejiileg arra is megprobalunk valaszt keresni, hogy miként torténik a fémionok
felismerése a CueR fehérjében, és a fémionok megkdtése hogyan befolyasolja a szabalyozasi
folyamatot. Ezért célul tiztik ki az E. coli CueR fehérje eldallitasat is E. coli
baktériumsejtekben, ami magaba foglalja a fehérje kifejezésének, valamint a tisztitasi eljarasnak
az optimalizalasat is. A megfelel6 tisztasiga CueR fehérje szerkezetét és koordinacids sajatsagait
egy-, illetve kétértékii d° fémionokkal, kiilonbozoé spektroszkdpiai mddszerek segitségével

tervezzik vizsgalni.



4. ALKALMAZOTT KISERLETI ELJARASOK

4.1. A polimeraz lancreakcid

A polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction, PCR) ciklikus, polimerizacion
alapuld DNS sokszorositasara alkalmas modszer. A reakcid sordn a mintaként (templatként)
szolgdldo kétszala DNS szakaszt DNS polimerdzzal, a szubsztratként felhasznalt
dezoxiribonukleozid-5-trifoszfatokkal (dNTP) és a sokszorositasra kijelolt DNS szakasz ket
szdlanak 3’-végén 1év6 szekvenciaval komplementer oligonukleotid primerekkel (indito
szekvencidkkal) keverjuk el. A folyamat egy ciklusa kiilonb6z6 hémérsékleteken lezajlo,
diszkrét 1épésekbdl tevodik Ossze:

1. denaturalas: a kétszalit DNS szalainak szétvalasa hékezelés hatasara (a természetes
DNS olvadaspontja 85 - 95 °C korl van)
2. hibridizalas (annealing): az egyszali DNS-hez a lehtités soran rovid oligonukleotid
primerek hibridizalodnak, kijelolve ezaltal a polimerizacio kezdépontjat
3. polimerizacié (extension): optimalis hoémérsékleten az enzim a primert
meghosszabbitva eléallitja a komplementer lancot 5°—3’ iranyban
E harom 1épés ciklikusan ismétlddik, az egyes ciklusokban képz6dott kétszald DNS mindkét
szala a kovetkez0 ciklusban templatként miikodik, ami exponencialis sokszorozast eredményez.

A primerek helyes tervezése fontos az eljaréas sikere szempontjabol. Altalaban 17 - 30
nukleotid tagszdm( primerek hasznalatosak, melyek olvadaspontja 50 - 60 °C, a G + C
nukleotidok részaranya 50 % koriil van, tovabba, ha lehetéség van ra, kerlilni kell a primerek
kdzotti komplementaritast.

A DNS polimerazok miikodéséhez a fentieken tGl Mg?*-ionok és megfeleld puffer
szlikségesek. Az alkalmazott termofil DNS polimerazok magas hémérsékleten is stabilisak,
aktivak. Ilyen pl. a KOD-plus (Toyobo) polimeraz is, melynek 95 °C-on 12 6ra a félélet-ideje,
atlagosan 3,4 hiba/100000 bazispar pontossaggal miikodik.

4.2. Az Uj plazmid DNS kialakitasa és a baktériumok transzformaélasa

Ahhoz, hogy a PCR-ben eléallitott gént a baktériumba juttathassuk elészor egy hordozo
cirkularis DNS-be, un. vektorba (esetiinkben pMW219, Novagen) épitettiik be. Ehhez restrikcids
endonukleazokat hasznaltunk. Ezek olyan, baktériumokbdl izolalt enzimek, melyek a DNS

specifikus helyen — sokszor un. palindrom szekvenciaknal — t6rténé hidrolitikus hasitasara
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képesek. A hasitds sordn tompa vagy tulnydld, un. ragados vég képzodhet. Eltéré ragados
vegekkel a DNS szakaszok Osszekapcsolasa egyszeriibb, és az inzert DNS szakasz forditott
iranyu beépiilése is konnyen kikiiszobolheté. A restrikcids endonukledzokat a vektor klonozé
helyének térképe alapjan valasztjuk. Fontos, hogy ezek az enzimek mind a vektort, mind pedig a
beépitendd génszakaszt csak a kivant helyen hasitsak el. Munkankhoz ezek alapjan az EcoRI és
BamHI enzimeket (Fermentas) vélasztottuk. A Kialakitott DNS molekuldk ragadds végeit ligaz
enzimmel kapcsoltunk 6ssze, a DNS szalak 5° foszfat- és 3’ hidroxil-csoportjai kozotti
foszfodiészter kotesek kialakitasaval. A ligalashoz 2,5 ul ligaz enzimet is tartalmazé Ligation
High (Toyobo) oldathoz 2 pl hasitott pMW219 plazmidot (59,1 ng/ul), 0,5 ul fragmenst (48,0
ng/ul) és 0,5 ul 10 mM Tris pH 7,9 puffert adtunk, majd 2 éran &t inkubaltuk 16 °C-on.

A fentiek szerint kialakitott 4j pMW219-copA-EGFP, illetve a mar meglévd, pET21a-
CueR vektorokat transzformalas soran juttattuk be a baktériumsejtekbe. A vektorokat tartalmazé
oldatot kompetens — transzformalashoz el6készitett — sejtekhez adtuk, majd 37 °C-o0s hésokkot
alkalmaztunk. Ennek hatasara a sejtfalon keresztiil a vektorok bejutottak a sejtekbe. Végil
visszahiitve 4 °C-ra, a sejtfal Gjra atjarhatatlan lesz a DNS szamara. Kiilonb6z6 célokra
kiilonb6z6 kompetens E. coli sejteket hasznaltunk: a DNS sokszorositasahoz DH10B, a fehérje
termeléséhez BL21 baktériumtorzset. A transzformélas utan a baktériumokat 0,1 mg/ml
ampicillint és 0,1 mg/ml kanamicint is tartalmazé taptalajra (a tovabbiakban: LB+Amp/Kan
lemez) kentlk ki, ahol csak azok a baktériumok hoztak létre telepeket, melyek mindkét vektort,

azaz mindkét antibiotikum rezisztencia génjét hordoztak.

4.3. A pMW219-copA-EGFP vektor sikeres kialakitasanak ellenérzése

A sejt, vagy ,.colony” PCR-ben kozvetlenil egy-egy baktériumtelepbdl vett minta
szolgéltatja a templat DNS-t, amihez specifikusan tapadd primerek segitségével sokszorozunk a
beillesztett génszakaszt. Mivel a plazmidokrdl sokszorosithatd PCR termék méretét pontosan
ismerjuk, ezzel a modszerrel konnyen ellendrizhetjiik, hogy a transzformalas soran a
baktériumba a cél-DNS fragmenst tartalmazo6 plazmid épult-e be, vagy maga a kiindulasi vektor.
A Kklénozas sikerességét végul a DNS bazis szekvencidjanak meghatarozasaval is ellendriztiik a
Tsukubai Egyetemen. A vizsgalandd génszakaszt PCR-ben készitettiik el6, amelynek soran az
elébbiekben felsoroltaktol eltéréen csak az egyik szalhoz tapadd primert alkalmaztuk, tovabba
olyan ddNTP elegyet is hozzéadtunk, melyben a 4 kiilonb6z6 ddNTP-t kiilonb6z6 fluoreszcens
festékkel jelolték meg. A dNTP-k helyett véletlenszerlien beépiildé ddNTP-k miatt a
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polimerizacio ledll, igy a reakcid végén statisztikusan minden lehetséges hosszlsagu DNS
szakasz el6all, melyek 3’-végén valamilyen fluoreszcens nukleotid taldlhatdé. E DNS szakaszokat
méretik alapjan kapillaris gélelektroforézissel elvalasztjuk egymastdl fluorimetrids detektalas
mellett. Az igy nyert elektroferogramrol egyértelmiien leolvashaté a DNS bazissorrendje, igy

kiszlirhet6k a klonozas folyaman esetlegesen 1étrejové mutaciok.

4.4. Agaroéz gélelektroforézis

Az agar6z gélelektroforézis a DNS fragmensek elvalasztasanak, azonositasanak és
izolalasanak alapveté modszere. 0,2-50 kbp tartomanyban kiilonitheték el a DNS molekulék, az
agaroz koncentraciojatol fiiggéen. Elektromos térbe helyezve a gélt a DNS, mivel semleges
kdzegben (pH ~ 7,0 korul) negativ toltésekkel bir, az andd felé vandorol. A DNS mozgasi
sebességét mérete, alakja és az agaroz gel koncentrécioja is befolyasolja. Az egyes fragmensek
pontos helye a gélben kdzvetlenlil meghatarozhat6 egy alkalmas, ismert méretli DNS fragmensek
elegyeét tartalmaz6 marker alapjan. A DNS-t a kettés szalba beékel6dve fluoreszcenciat mutatd
festékkel, etidium-bromiddal detektaljuk. Sziikség esetén a DNS izolalhato a gélbdl és

felhasznalhat6 tovabbi célokra.

4.5 A CueR és az EGFP fehérjék kifejezeése a mikroszkopos vizsgalatokhoz

Miutan megbizonyosodtunk réla, hogy a megfelel6 fehérjét kodold6 DNS szakasz talalhato
az eldallitott plazmidban, kifejeztiik a fehérjéket. Ehhez el6szor a pET21a-CueR és pMW219-
copA-EGFP plazmidokat tartalmazé baktériumtelepek tapoldatba torténd atoltasaval baktérium-
kultarat tenyésztettink ODeoo ~ 0,4 optikai siirliség eléréséig. Ezutan 0,2 mM végsd
koncentrécidju IPTG (izopropil-B-D-tio-galaktopiranozid) hozzéadasaval indukéltuk a CueR

rrrrrrrr

------

DNS-r6l, ami a fehérje-kifejezés elinduldsadhoz vezet. A baktériumban ezutadn annak sajat
fehérjéi rovasara a célfehérje, jelen esetben CueR termelddik. Az igy termelddé CueR a
pPMW?219-copA-EGFP plazmidhoz, a fentiek szerint kialakitott copA promoter régidhoz kot,
ezzel gatolva a transzkripciot. Az EGFP termelését az IPTG-vel egyidében hozzaadott CuSOas-
oldattal indukaltuk. A Cu'"-ionok a sejtekbe jutva Cu'-ionokka redukéalédnak. Az aktivacios
mechanizmusnak kdszonhetéen ezek az ionok a CueR fehérjéhez koordinalodva indukaljak a

transzkripciét. A modositott plazmidrol azonban nem a CopA fehérje, hanem az EGFP
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kifejez6dése indul el. Az indukalés utan a bakterium-tenyészeteket 20 °C-on inkubaltuk 6 illetve
20 Oran &t. Ezutdn a sejteket fluoreszencia mikroszkdppal vizsgaltuk. A targylemezek
elkészitéséhez 5 pl baktérium kultarat és 5 pl 4 %-os para-formaldehid oldatot hasznaltunk. A
fixalt baktériumokban 1évé nukleinsavakat DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) fluoreszcens
festekkel tettlik lathatova. Az interkaldlt vegylletnek emisszios maximuma 461 nm
hulldmhosszisagnal van, azaz kék fénnyel fluoreszkal. Ennek segitségével a kiilonb6zé mintak

esetén sejtek szdma és mérete dsszehasonlithato.

4.6 A CueR fehérje kifejezése tisztitas céljabol

A CueR tisztitdsahoz a pET2la-CueR plazmidot tartalmazo baktériumokat LB+Amp
lemezekre kentlk ki, és inkubaltuk 37 °C-on. Eldkultara készitéséhez egy telepet 50 ml
LB+Amp tapoldatba oltottunk be, majd inkubaltuk 37 °C-on 250 rpm réazatas mellett az ODsoo
0,6-1,0 optikai strliség eléréséig. A sejteket 10 percig tartdé 1800 x g centrifugéléssal
Osszegyljtottilk, majd 50 ml frissen készitett LB+Amp tapoldatban reszuszpendaltuk. Az igy
elkésziilt elékulturabol 6,5 ml-t atoltottunk 650 ml LB+Amp tapoldatokba, 30 °C-on 250 rpm
razatas mellett inkubaltuk. Eldzetes vizsgalataink alapjan a CueR kifejezéséhez a 20 °C-on, egy
¢jszakén at tartd indukalas az optimalis. Emiatt, amikor a kultarak optikai strtisége elérte a 0,1
értéket, az inkubdlast 20 °C-on folytattuk tovabb. Egy O6ra elteltével, mikor a tapoldatok
hémérséklete megfeleléen lecsokkent, és az ODeoo elérte a 0,4-0,6 értéket, 0,1 mM IPTG
hozzéaadasaval indukaltuk a fehérje kifejezését.

Az indukalt sejteket tartalmazo6 tapoldatokat masnap centrifugaltuk (4 °C, 3000 x g, 15
perc). Az igy Osszegylijtott sejteket reszuszpendaltuk a megfeleld pufferben (ami altalaban az
elso tisztitasi 1€pés puffere), majd ujra centrifugaltuk. A puffer ledntése utan, az atmosott sejteket

-80 °C-on taroltuk a késébbi felhasznalasig.

4.7. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A PAGE soran N,N-metilén-bisz-akrilamiddal keresztkdtott akrilamid polimerek altal
létrehozott gélben futtatjuk a mintakat. A polimerizacié szabadgyokok jelenlétében zajlik le,
melyeket ammonium-perszulfat (APS) szolgaltat, és tetrametil-etilén-diamin (TEMED)
stabilizal. A gél pérusméretét a polimerek hossza és a keresztkotések szdma hatarozza meg, amit
az akrilamid és bisz-akrilamid koncentraci¢janak és aranyanak valtoztatasaval befolyasolhatunk.

A gélben SDS (natrium-dodecil-szulfat) és merkaptoetanol segitségével denaturalt
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fehérjemolekuldk méretiikkel ardnyos negativ toltésiik révén (a hozzajuk kotéddé dodecil-
szulfationok miatt) egyenaram( elektromos tér hatédséra azonos irdnyban vandorolnak, és
méretik alapjan elvalaszthatok egymastal.

Az analizishez 20 pl fehérjemintahoz 5 pl merkaptoetanolt, SDS-t és festéket tartalmazo
puffert adtunk. A mintékat 8 percig 82 °C-on denaturaltuk, majd felvittik az Any kD™ Mini-
PROTEAN®TGX™ (Bio-Rad) gélre. Az elektroforézist Bio-Rad késziilékkel, 70 percig 100 V
fesziiltseg alkalmazasaval végeztik. A futtatas befejeztével a gelt 30 percig fixaltuk (fixalo oldat:
400 ml 96% Etanol, 100 ml jégecet, 500 ml viz), egy oraig festettik Comassie Brilliant Blue G-
250 (Reanal) festék segitségével, majd a fehérjéket eldhivo oldattal (100 ml jégecet, 900 ml viz)
tettuk lathatova.

4.8. Fluoreszcencia mikroszkopia

Lumineszcencia jelenségén az anyagok spontan fény emisszidjat értjuk, aminek két
fajtajat kulonboztetjuk meg, a fluoreszcenciat és a foszforeszenciat, a gerjesztett allapottol
fliggden. Fluoreszcencia esetében a gerjesztett és az alapallapot is szingulett, igy a relaxécio
soran bekodvetkezd atmenet megengedett. Fluoreszcencia soran a gerjesztd fény megsziinése utan
az emisszid viszonylag rovid ideig tart: az é&tlagos fluoreszcens élettartam ~ 10 ns.
Fluoreszcencia mikroszkép hasznalata egyre elterjedtebb a kémiai és biologiai folyamatok
kovetésére, kiilonbozo anyagok jelenlétének kimutatasara. Megfeleld sziirdk €s lencserendszer
hasznalataval molekuldk megjelenitése is lehetséges. A fluoreszcens mikroszképok fontos részei
a monokromatorok, melyek a fényforrasbol érkezé inhomogén elektromégneses sugarzas, egy
adott hullamhosszlsagu komponensét engedi at. A fluoreszcencia mikroszkopia soran a gerjeszto
fény megfeleld komponensét excitdcios sziird, a mintabol(r6l) a detektorba érkezd fény
detektalni kivant komponenset emisszids sziir6 segitségével kiilonitjiik el.

A z06ld fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein, GFP) az 1960-as években
izolaltdk az Aequrea victoria medazabdl. Megfigyelték, hogy a sejtben jelenlévd, masik fehérje
kékes fény felvillanast hoz létre, ami gerjeszti a GFP-t, mely igy z0ld fényt emittal.
Késobbiekben a GFP-t szamos alkalmazasi lehetGsége tette népszeriivé. Ma mar szamos
modositott tipusa érhetd el, melyek akar sarga (YFP) vagy piros (RFP) fény kibocsajtasaval
relaxalnak. Kiserleteinket egy CARL ZEISS LSM700 konfokalis Iézer-szkenneld mikroszkoppal
(Zeiss) veégeztik. A fluoreszcens fehérje gerjesztésére kiilsé fenyforrast hasznaltunk. Az

eredmeények kiértékelése a ZEN szoftverrel tortént.
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4.9. Nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafia (HPLC)

A HPLC, vagy nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography) vegylletek elvalasztasara, azonositasara és mennyiségi meghatarozasara
leggyakrabban hasznalt kromatografias eljaras. Mint minden kromatografias eljaras, a HPLC is a
mérendé komponens egy allofazis €s egy azon meghatdrozott irdnyban aramlo, nem elegyedd
mozgo fazis (eluens) kodzotti megoszlasan alapszik. A mozgd fazisban 1évé komponensek az
allofazissal kialakuld kolcsonhatasok miatt eltéré sebességgel haladnak keresztiil az oszlopon,
igy elvalaszthatdéak egymastdl. Az oszlopot elhagyo oldatban egy detektor jelzi a komponenseket
valamilyen kémiai vagy fizikai tulajdonsaguk mérésével. A legelterjedtebb a spektrofotometrids
(UV-lathatd) detektor. A mérés egy specidlisan kialakitott 10 pl térfogatu és 10 — 40 nm
hosszUsagl atfolydsos kivettaban torténik, allandé hullamhossz(ak)on. Az elvélasztott
komponensek koncentréacidjaval aranyos detektorjel - id6 fiiggvényt kromatogramnak nevezziik.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfidban a minta komponenseinek elvalasztasa
kétféle mddon lehetséges. Az egyik az un. izokratikus elucio, ahol az eluens sszetétele nem
valtozik, a mésik az an. gradiens eltcio, melynek soran az eluens dsszetétele egy meghatarozott
program szerint valtozik. [11]

A fehérjék tisztitasdhoz is egyre gyakrabban hasznalt modszer a HPLC. Az elvélasztés
mindig a tisztitani kivant fehérje valamely, a mintaban el6forduldo tobbi fehérjétol eltérd

tulajdonséagan alapul. Az ezek alapjan hasznalhat6 maddszereket a 1. tAblazatban mutatjuk be.

1. tablazat: A fehérje tulajdonsagok alapjan alkalmazhaté kromatografids médszerek. [12]

Fehérje tulajdonsag Madszer

Specifikus ligandum megkdtés Affinitas kromatogréafia (AC)

o ) Immobilizalt fémion affinitas kromatografia
Fémion kotés

(IMAC)
Toltes loncsere kromatogréfia (IEX)
Méret Gélsziirés (GF)
Hidrofdbicitas Hidrofdb kélcsonhatas kromatografia (HIC)

Forditott fazisu kromatografia (RPC)

Izoelektromos pont Kromatogréafias fokuszalas
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Manapsdg rekombindns DNS technoldgia segitségével affinitas-toldalékkal ellatott
fehérjék allithatok eld. Ilyen esetekben a tisztitas egylépéses, ill. tovabbi modszereket csak a
kisebb szennyezddések elvalasztisahoz hasznalnak. Az affinitas-toldalékkal nem rendelkezd
fehérjék tisztitasdhoz tobb eljaras megfeleld sorrendben torténd alkalmazasa sziikséges. Ekkor a
nagy kapacitasu, de kis szelektivitdsi mddszer alkalmazésa célszerii elséként (pl. IEX), majd ezt

kovetden az egyre kisebb kapacitasu, de nagy felbontasi modszereké (pl. GF). [12]

4.9.1. Gélsziirés (GF)

A gélsziirés (gel filtration) soran a minta 9sszetevdit a molekulak mérete alapjan kiilonitjiik
el. A molekuldk nem alakitanak ki erds kolcsOnhatast az allofazissal: a kisebb molekulak az
oszlop toltetének porusaiban megrekednek, mig a nagyobbak akadalytalanul jutnak tovabb. Ez a
modszer a fehérjék tisztitasa mellett a mintaban 1év6 sok, illetve puffer eltavolitasara, cseréjére is
hasznalhatd. Az izokratikus ellciéhoz kiilonboz6é puffereket alkalmazhatunk, egyetlen kritérium
az alacsony s6 koncentrécid (c = 25 - 150 mM NaCl). A megfeleld ioner6sség megsziinteti az
0sszes gyenge elektrosztatikus kolcsonhatast a fehérjék és az oszlop toltete kozott. A puffer
tovabbi tulajdonséagait az hatarozza meg, hogy mi a kdvetkezd tisztitasi folyamat, mérés, tarolas.
A hatékony elvalasztas eléréséhez a mintanak kis térfogattnak, és nagy koncentracidjunak kell
lennie. Ezért a gélszlirést a leggyakrabban az ioncsere, affinitas kromatografia vagy hidroféb
kolcsonhatds kromatogréfia utan alkalmazzék. [12]

4.9.2. loncsere kromatografia (IEX)

Az ioncsere kromatogréfia (ion exchange, IEX) soran az eltér6 toltéssel rendelkezd
fehérjék és az allofazis kozotti eltérd reverzibilis elektrosztatikus kolcsonhatds biztositja az
Az ioncsere toltetek lehetévé teszik nagy aramlasi sebesség hasznalatat, a gyors megkotodés es
szerkezeti merevseégiik révén. Az ioncseréld oszlopok kapacitasa jelentds, igy nagy térfogati
mintak tisztitasara alkalmasak.

A fehérjék toltése az oldat pH-jatol fligg. A fehérjéket az izoelektromos pontjuknal (pl)
nagyobb pH-n pozitiv t6ltésti anion cserélé oszlop segitségével tisztithatjuk. Ugyanakkor a pl-
nél kisebb pH-t alkalmazva a fehérjemintat negativ toltésii kation cseréld toltetli oszlopra vissziik
fel. IEX soran novekvd sé (leggyakrabban NaCl) vagy pH gradiens eltciét haszndlunk. A

folyamatosan Vvaltozo 0Osszetételii elicios puffer két oldat megfeleld aranyban torténd

16



Osszekeverésével allithato eld. Az egyik az Gn. kotd puffer (jelolése: A), mely nem tartalmaz sot;
a masik a minta lemosasahoz hasznalt puffer (jelolése: B), mely éltaldban 1 M-0s a séra nézve.
Igy a keveréssel 0-1 M kozétt valtozik a s koncentracioja. Az egyes keverékek sszetételét a B
oldat szadzalékaval fejezik ki, mely 0-t6l 100%-ig valtozik. A gradiens meredeksegét az elucid
idOtartalmaval, azaz a hozza sziikséges eluens térfogataval adhatjuk meg. Ehhez az alkalmazott

oszlop térfogatat (angolul Column Volume, CV) hasznéljuk egységként.

Az ioncsere lépései:
e Egyenstlyba hozas: az oszlop megfeleld pufferrel torténd atmosasa.
e A mintat tartalmaz6 témény oldat ratoltése az oszlopra. Ekkor a toltettel elektrosztatikus
kolcsOnhatast kialakito fehérjék megkotddnek, a tobbi tavozik az oszloprol.
e , A” pufferrel mosas: a gyengén vagy nem kot6do fehérjék lemosasa az oszloprol.
e Elualas: az oszlopon megkotédott fehérjék eludlsa, altalaban novekvo ionerdsséggel.
o B’ pufferrel torténd mosas: a legerésebben kdtdodo fehérjék lemosasa az oszloprol.

Regeneralés: az ,,A” pufferrel torténé mosas, ill. a toltet elhelyezése a tarold pufferbe. [12]

4.9.3. Affinitas kromatografia (AC)

Az affinitds kromatografia (Affinity chromatography, AC) soréan a célfehérjét (vagy adott
tipusu fehérjéket) a koztik €s az allofazis specifikus ligandumai kozott 1étrejovo reverzibilis
kdlcsonhatas segitsegével valasztjuk el. Ez a kdlcsonhatas lehet biospecifikus, példaul antitest-
antigén kotoédés, vagy nem-biospecifikus, mikor hisztidin tartalmt fehérjék kotodnek a
fémionokhoz. Az affinitds kromatografia nagy szelektivitast, és egyben nagy felbontéasu
elvalasztasi modszer. A megkot6dott fehérjék elticioja gyakran igen enyhe koriilmények kozott
is lehetséges. Elucidhoz gyakran hasznéalhatd specifikus, versengd ligandum, ami nagyobb
affinitasa révén leszoritja a célfehérjét az allofazisrol. Nem specifikus elucio is Kivitelezhet6 a

pH vagy az ionerdsség megvaltoztatasaval. [12]

4.9.4. A CueR fehérje tisztitasanak maddszere

A CueR kiilonbozé fémionokkal kialakitott kdlcsonhatdsdnak vizsgéalatdhoz
elengedhetetlen a fehérje megfelel6 mennyiségii és tisztasagu eldallitasa. Tudomanyos diakkori
munkam soran kidolgoztunk egy erre alkalmas mddszert, illetve optimalizaltuk a lépéseit. A

tisztitas folyamatat az 5. abran foglaltuk dssze.
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Célok Megjeqyzések
Sejtmembran elroncsolasa, a T
CueR felszabaditasa Szonikalas Elétte és utdna 2 mM Na,S,0, hozzaadasa

Sejttormelékek, oldhatatlan . )z
jrorme exek, o Centrifugalas 1200 rpm, 4 °C, 20 perc
fehérjék elvalasztdsa
Nukleinsav kété fehérjék kdzotti
kélcsonhatas megsziintetése
Fehérjék elvalasztasa negativ .
toltésik alapjan Anioncsere
Fehérjék elvalasztasa Heparinhoz — A Oszlop: HiPrep Heparin FF 16/10
ol e Beresa TP Affinitas kromatografia K6t6 putfer: 20 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl pH 7,5
Elucids puffer: 20 mM Tris/HCl, 1 M NaCl pH 7,5

Fehérjék elvalasztasa negativ l ‘

8 mM MgCl, és 25 pl/ml DNaz | hozzaadasa

Oszlop: Hiload Sepharose FF Q 16/10
Kot8 puffer: 20 mM Tris/HCl pH 7,5
Eldcids puffer: 20 mM Tirs/HCl, 1 M NaCl pH 7,5

Csere 20 mM Tris/HCl pH 7,0 pufferre

Oszlop: Source 30 Q 16/13
Ko6t8 puffer: 20 mM Tris/HCl pH 7,0

toltésiik alapjan Eldiciés puffer: 20 mM Tirs/HCl, 1 M NaCl pH 7,0

Elvalasztasa méret alapjan, Oszlop: Superdex 75 26/60
elkészités késSbbi mérésekhez Puffer: 0,2 M NH,Ac

5. dbra: A CueR fehérje tisztitasanak lépései, folyamata.

A minta el6készitése soran a 4.6 fejezetben leirtak szerint indukalt sejteket 40 mi
Tris A (20 mM Tris/HCI, pH 7,5) pufferben reszuszpendaltuk. Az oxidacié megakadalyozasa
érdekében 2 mM NaxS:04-0t adtunk. A sejteket haromszor 30 masodpercig ultrahang
segitségével lizaltuk 80 %-os amplitudéval (LABSONIC® P). A lizdtumhoz djra 2 mM
Na>S20s-ot adtunk, majd centrifugéltuk (4 °C, 1800 x g, 20 perc). Az oldhatatlan fehérjék és
sejttormelékek elvalasztasa utan a vizben oldhatd fehérjéket tartalmazo feluliszéval dolgoztunk
tovabb.

Korabbi kisérletek soran gyakran tapasztaltuk a CueR fehérje kicsapodasat. Miutan
kizartuk az oxidacio lehetdségét, megvizsgaltuk a kicsapodott fehérje Osszetételét. A csapadék
foként a CueR-t és egy E.coli elongacios faktort tartalmazott. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
mintdban jelenlevd nukleinsav segitik eld e nukleinsav-kotd fehérjék Osszekapcsolodasat és
kicsapddasat. Emiatt a tisztitas elsé 1épése elott 25 pg/ml DNaz I enzimet és 8§ mM MgClo-t
adtunk a fehérje mintahoz, és szobahdmérsékleten 1,5 6ran keresztiil inkubaltuk.

A nukleinsavak emésztése utdn a mintat 0,45 um porusméretii sziirén atszirtiik, és Tris A
pufferrel 2,3 mS/cm vezetdképesség eléréséig higitottuk, hogy eldsegitsik a fehérje
megkotddését az allofazison. A sziirt mintat HiLoad Sepharose FastFlow Q 16/10 oszlopra
toltottiink, amely elézetesen 5 CV 5 ml/perc aramlasi sebességli Tris A pufferrel egyenstulyba
hoztunk. A nem ko6t6dd fehérjéket 2 CV Tris A pufferrel lemostuk az oszloprol, majd a Tris B
puffer (20 mM Tris/HCI, 1 M NaCl, pH 7,5 ) koncentracidjat 6 CV alatt 15 %-t6l 60 %-ig

novelve elualtuk a kotédo fehérjéket is.
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A CueR-t is tartalmazé frakciokat 6sszeontottik, és a NaCl mennyiségének csokkentése
érdekében a puffer nagy részét PLBC 3000 (Amicon Ultra, Millipore) ultraszlir6 membran
hasznalataval eltavolitottuk, majd Tris A pufferrel 7 mS/cm vezetdképesség eléréséig higitottuk.
Ezt a mintat HiPrep Heparin FastFlow 16/10 oszlopra t6ltottiink, amelyet elézetesen Tris C
pufferrel (20 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl, pH7,5) egyensulyba hoztunk. A nem ko6tédod
mennyiségét 8 CV alatt 0 %-tol 40 %-ig noveltlk.

Tisztabb minta eldallitdsa céljabol egy masodik anion cserét is végrehajtottunk egy
nagyobb felbontasu oszlopot, és az eddigiektdl eltéré pH-ju puffereket alkalmazva. Ehhez a
CueR-t tartalmazo6 frakciokat ismét Osszedntottiik, majd ultraszird membran hasznalataval a
puffert Tris D pufferre (20 mM Tris/HCI, pH 7,0) cseréltik. A mintat ezutan Source 30 Q
oszlopra toltottik, amelyet mar egyensulyba hoztunk a Tris D pufferrel. A k6t6d6 fehérjéket Tris
E puffer (20 mM Tris/HCI, 1 M NaCl, pH 7,0) mennyiségének 6 CV alatt 0 % -t6l 40 %-ig
torténd emelésével.

Végiil a masodik anioncsere megfeleld frakcioit Superdex 75 26/60 oszlopra toltottik,
melyet 0,2 M ammonium-acetat pufferrel hoztunk egyenstlyba. A gélszliréshez szintén az
ammonium-acetat puffert hasznaltuk, igy el6készitve a fehérjét a kés6bbi vizsgalatokhoz. A
fehérjeoldatokat folyékony nitrogén segitségével fagyasztottuk meg, hasznélatig -80 °C-on
taroltuk.

4.10. Témegspektrometria

Az elmult évtizedben a tomegspektrometria (MS) gyors fejlédésen ment keresztiil, és
mara az egyik legfontosabb analitikai modszer lett a molekularis kutatasokban. Nagy
érzékenysége miatt gyakran hasznaljdk biokémiai, gydgyszerkémiai, mikrobioldgiai
tudomanyterileteken biomolekulak azonositdsara. Mindez az elektroporlasztasos ionizacids
(ESI) és a métrix-timogatott Iézer deszorpcids ionizaciés (MALDI) mddszerek kifejlesztésének
koszonhetd. Ez a két eljaras lehetévé teszi nagyméreti (akdar MDa mérettartomanyban)
biomolekulak ionizéciojat, és gazfazisba juttatasat azok fragmentacidja nélkul.

Minden tomegspektrométernek négy alapvetd része van: mintaadagold, ionizéciods tér,
tOmeg-analizator és egy ion-detektor. A molekuldk tomegét a tomeg/toltés hanyados (m/z)
mérésével hatdrozzak meg. A képz6do ionok elektrosztatikus erék révén jutnak a tomeg

analizatorba, ahol elkilonllnek az m/z értékeiknek megfeleléen, majd a detektor érzékeli 6ket. A

19



molekula ionizécidjanak, az ionok elvalasztasanak és detektalasanak eredményeként kapjuk a
tdmegspektrumot.

A molekuldk tomegének meghatarozasadhoz ionizalni kell azokat, majd gazfazisba
juttatni. Sokféle eljards alkalmazhatdé a molekulak ionizéaciojara, melyek lehetnek
nagyenergidjuak (ezek a molekuldk intenziv fragmentaciojat okozzék), vagy lagy ionizacios
technikak (pl. ESI, MALDI, plazma deszorpcio), melyek molekulaionokat hoznak létre. Az
utobbiak alkalmasak a nagyobb biomolekuldk tomegének meghatarozasara, az ESI az elérhetd
legjobb modszer a fehérjék és nem-kovalens fehérjekomplexek analiziséhez.

Az elektroporlasztasos ionizéacié egy atmoszférikus nyomdasu ionizacios eljaras. A
hagyoméanyos elektroporlasztasos technikaban az adagold egy vékony Kkapillaris, melyen
keresztil a hig minta kis aramlasi sebesseéggel (ul/perc) aramlik. A kapillarisra nagy fesziltseget
(2 - 5 kV) kapcsolnak. A mintatol fiiggden a fesziiltség lehet pozitiv és negativ is. E16bbi esetben
a pozitiv ionok a kapillaris végén, a folyadék felszinen halmozo6dnak fel, mig a negativan toltott
ionok a pozitiv kapillaris-falhoz kozel helyezkednek. A kapillaris végén felgyilemlett kationok
kozott taszitd hatas lep fel, ami destabilizalja a feluletet, és egy kap alaka forma, az an. Taylor-
kap alakul ki. Az alkalmazott nagy fesziiltség hatasara a taszitdo kolcsonhatasok erésebbek
lesznek, mint a fellleti fesziltség a kip hegyénél, aminek hatdsara elektrosztatikusan toltott
cseppekbdl allo kod képzodik. Mikdzben az olddszer parolog, a cseppek mérete csokken, viszont
a toltésuk alland6 marad. Az azonos toltésti ionok kozott fellépd taszitd hatds olyan mértékiivé
nd, hogy a cseppek instabilld valnak, és a feliileti fesziiltséget legydzve kisebb cseppekre
hasadnak szét. Ez a folyamat addig ismétlddik, amig az 4tmérd el nem éri a nanométeres
mérettartomanyt, majd egy még nem teljesen tisztadzott folyamat soran gazfazist ionok
képzddnek.

A nano-ESI mddszernél a minta egy fémkopennyel ellatott kapillarison (melynek
atmér6je 1 — 2 um) halad keresztil kis &ramlasi sebesseggel (20-50 pL/perc). A szikséges minta
térfogata 1 — 2 pl. A hagyomanyos ESI-hoz képest a keletkez6 cseppek mérete joval kisebb.

Az ESI alkalmazasa sordn egy fehérjének tobbféle, eltérd toltésti formaja is kialakul, a
bazikus csoportok protonalodasénak vagy a savas csoportok deprotonalodasanak koszénhetGen.
A tomegspektrumon a molekulak kiilonbozd toltésti formainak relativ mennyisége lathatd az m/z
értekeinek megfeleléen. Ha a spektrumokban a szomszédos csucsok toltései egy egységgel
térnek el egymastol, akkor egy egyszerii matematikai algoritmus segitségevel szdmolhato ki a

vizsgalt molekula tomege:
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M— 21MH-I—
Z1

M— ZZMH+_M_(ZI +1)MH+
z, B zZ, +1

m]_:

m2=

Ahol m1 és m a spektrumban két szomszédos csucs m/z értéke, melyeknek toltése z; és
22, 6s 72 = z1+1. A molekulatomeg M, a Mu™* pedig a proton tdmege.

A fehérje tisztitdsa és taroldsa sordn hasznalt pufferek olyan sdkat tartalmaznak,
melyek nem illékonyak. Az ESI sordn ezek zajt okozhatnak, tompithatjdk a jelet, vagy
adduktokat hozhatnak létre, illetve eltdmithetik a kapillarist. Ezért a legtdbb esetben a fehérje
minta pufferét le kell cserélni. A legelterjedtebb illékony puffer a pH = 6 — 8 kémhatasu
ammonium-acetat oldat, aminek a koncentracioja 100 mM — 1 M kdz6tt valtozhat.

A képzO6dd ionok az analizator régidba kerililnek, ahol a tomeg/toltés aranyuknak
megfeleléen elkiiloniilnek. K6zos tulajdonsaguk, hogy statikus vagy dinamikus elektromos vagy
magneses tér hatdsara torténik az ionok elkiilonitése. Manapsag igen sokféle analizator elérhetd,
egyik képvisel6jiik a time-of-flight (TOF) analizator, melyet a biomolekulak tanulményozasa
sordn a leggyakrabban hasznalnak. A TOF analizatorok mikodésiik soran azt mérik, hogy
mennyi ideig tart egy ionnak eljutni az ionfelszintdl a detektorig. Miutan az ionok kialakulnak és
felgyorsulnak, ugyanazzal a kinetikus energiaval rendelkeznek. Amikor az erétérmentes teriletre
érnek, a sebességiik szerint kiiloniilnek el, ami az m/z értéktdl fligg. Azaz az ionok m/z értéke
meghatarozza, hogy mennyi ideig tart, mig elérik a detektort.

A tomegspektrometrids mérések LCT Premier (Waters) nano-ESI berendezésen repulési
100 mg/ml koncentracidju Csl-dal, 600-12000 m/z tartomanyban végeztiik. Minden esetben 3 pul
fehérje oldatot, Au/Pd boritott boroszilikat tivegkapillaris tiib6l (Prexon) juttattuk a készulékbe.
A felvett spektrumokat MassLynx™ v4.1 (Waters) software-rel és MaxEntl algoritmus

segitségével értékeltik ki.

=z =7

A fehérjemintak koncentracidjat UV-lathat6 spektroszkopiaval, Nanodrop 1000 (Thermo)
késziilékkel hataroztuk meg. A CueR aromés oldallancti aminosavai alapjan becsiilhetd
extinkcios koefficiens 280 nm hullamhosszon 4470 M*cm™ (feltételezve, hogy a ciszteinek
redukalt formaban vannak). A fehérjemintak koncentracioit a 280 nm-en mért abszorbanciabol a

Lambert-Beer torvény alkalmazasaval szamoltuk ki.
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4.12. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia mar az 1960-as évek ota igen jelentds
technika a fehérjek, polipeptidek és peptidek szerkezetének meghatarozasaban. A mérések soran
felvaltva, ugyanolyan intenzitasu jobbra, ill. balra cirkularisan polarizalt, adott hullamhosszusagu
fénnyel sugarozzuk be a mintat. A mintaban jelenlevd optikailag aktiv molekulak a kétféle
fénysugarat killonb6z6 mértékben nyelik el, illetve a polarizacio sikjat is elforditjak. Ezaltal a
mintabol elliptikusan polaros fény lép ki. A spektrumok felvételekor a kétféle cirkularisan
polaros fény abszorbancidinak kilonbségét mérjik a hullamhossz fuggvényében, melyre az
alabbi dsszefuigges érvényes:
AAcy = Asy — A = (s — £ )l = Begyel

Ahol Az, a balra, a Ay a jobbra cirkularisan polarizalt fényre adott hulldmhosszusagnal
vonatkoztatott abszorbancia, ¢ az extincios koefficiens, ¢ a koncentracio és | a mintban a fény
uthossza.

A fehérjék L-aminosavakbol épilnek fel, igy minden fehérje optikailag aktiv. A
kiilonb6z6 masodlagos szerkezetek, mint az a-hélix vagy a B-redd, jellegzetes CD spektrumot
eredményeznek. [13]

Méreéseinket Jasco J-815 készulékkel, 0,2 mm kvarc kivettdban végeztik 180-300 nm

hullamhossz-tartomanyban.
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES TARGYALASUK

5.1. A copA-EGFP gén eloallitasa

A CueR fehérjehez torténé fémion-koordinécid, illetve az ezaltal kivaltott biologiai valasz
nyomonkovetésére, a CueR szabalyz6 mechanizmuséat kihasznalva, terveztink egy fémionok
érzékeny ¢és szelektiv kimutatasdra potencidlisan alkalmas sejtalapti érzékeld rendszert. A
transzkripcids aktivacios mechanizmus sordn a fémionok koordindcioja a szenzor CueR
fehérjéhez olyan fehérjék kifejez6dését indukalja, amelyek eltavolitjak a felesleges fémionokat a
sejtbol. Ezt a bioldgiai valaszt detektalhatjuk, ha olyan mddositott géneket allitunk elé, melyek
révén a feémion koordindcidja egy fluoreszcens fehérje kifejez6dését indukalja. A
baktériumokban termelédé fluoreszcens fehérjét fluoreszcens mikroszkoppal detektalhatjuk.

A gén eldallitasahoz tobblépcsdés PCR-t terveztiink. Elsé 1épésként a CueR promoter
szakaszt sokszorositottuk az E. coli K12 térzs baktériumainak genomialis DNS-¢ér6l (6. abra). A
polimerizaciohoz szlikséges inditd szekvenciakként, az EcoRI/copA/SD primert (5’°- GGA ATT
CCT CAC CCC GGT G -3’), ¢s az EGFP/copA/SD primert (5’- CGC CCT TGC TCA CCA
TAA AAC ACT CCT TTA AGA CAG -3’), hasznaltuk. A DNS szakasz szintézisét KOD plus

DNS polimeraz segitségével hajtottuk végre.

(e ]

— copApromoter | SD Eredeti gén ——

<+~ EGFP részlet

6. abra: A copA promoter régi6 sokszorositasanak terve.

Masodik lépésként az EGFP génjét sokszorositottuk pEGFP-C1 plazmidrdl (7. &bra).
Ehhez a polimerizacid inditészekvenciajaként a copA/SD/EGFP primert (5°- CTG TCT TAA
AGG AGT GTT TTA TGG TGA GCA AGG GCG -3”) és a BamHI/Terminal/EGFP primert (5°-
CGG GAT CCA TGA AAA AAG CGC CGG TCT TCG GCG CTT GAT TAC TTG TAC AGC
TCG TCC A -3’) hasznaltuk fel.

copA részlet >

— EGFP cDNS

«— Terminator |BamHl |

7. abra: Az EGFP gén sokszorositasanak terve.
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Végiil az igy eldallitott két génszakaszt egy harmadik PCR segitségével kapcsoltuk dssze
(8. &bra). Ebben a reakcioban nem volt szikség templatra, hiszen a primereket ugy terveztik
meg, hogy a g@énszakaszoknak legyen egy megfeleld hosszisagh atfed6 részik. A

sokszorositashoz az eldbbi EcoRI/copA/SD primert és a BamHI/Terminal/EGFP primert

hasznéltuk fel.
| EcoRI —>
EcoRlI copA promoter sD EGFP részlet
[T T
copA részlet EGFP Terminator BamHI
-— Terminator | BamHiI |

8. dbra: A copA promédter és az EGFP gén 6sszekapcsolasanak és sokszorositasanak terve.

A reakcidésor eredményeként egy olyan génszakaszt kaptunk, amiben EcoRI és BamHI
restrikciés endonukledzok hasitasi helyei kdzott a copA gén promdter régidja, a riboszéma

kotéhelye, az EGFP fehérje génje és a terminétor régio talalhaté (9. abra).

EcoRlI COpA promoter SD EGFP Terminator BamHI

9. abra: A PCR segitségével eléallitott copA-EGFP gén.

A PCR termékeket agaroz gélelektroforézissel analizaltuk, a megfeleld géneket izolaltuk a
g¢élbdl, majd fenol-kloroformos extrakcioval és etanolos kicsapassal tisztitottuk, tovabbiakban
ezekkel a DNS mintékkal dolgoztunk tovabb. A hordozo6 vektor kivalasztasanal elsésorban azt
vettik figyelembe, hogy a copA-EGFP gént tartalmaz6 plazmid mellett egy masik, a CueR
fehérje genetikai kodjat tartalmaz6 plazmiddal (pET21a-CueR) egyutt kell a baktériumokat
transzformalni. Ez akkor lehetséges, ha a két plazmid replikacios origojal eltéré. Valasztasunk
ennek figyelembevételével a pMW219 hordoz6 DNS-re esett. Ennek a plazmidnak masik el6énye,
hogy kanamicin rezisztenciagént hordoz, ellentétben az ampicillin rezisztenciat hordozo
pET2la-val. Igy azok a baktériumok, melyek mindkét plazmidot tartalmazzak, kdnnyen

kivalogathatdk a két antibiotikumot egyszerre tartalmazé taptalaj/tapoldat alkalmazasaval.

! Replikécios origd: A plazmidnak az a része (szekvenciaja) ahol a replikécié elkezdédik.
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2. tblazat: A felhasznalt plazmidok fontosabb tulajdonsagai.
Plazmid  Replikacios Origd Rezisztencia Kopiaszam?

pET21a ColEl Ampicillin 500 - 700
pMW?219  Pscl01 Kanamicin 5

A copA-EGFP gént és a pMW219 vektort BamHI és EcoRI enzimekkel hasitottuk. A
hasitast agar6z gélelektroforézissel ellendriztik. A megfelelé méreti DNS fragmenseket
izolaltuk a gélbdl, majd a 4.2 fejezetben leirtak szerint ligaltuk. A pMW219-copA-EGFP génnel
E. Coli DH10B sejteket transzformaltunk. A DNS szekvenciajat a 4.3 fejezetben leirtak szerint
ellendriztiik. Miutan megbizonyosodtunk a szekvencia helyességér6l, E. Coli BL21 sejteket
transzformaltunk pET2la-CueR és pMW219-copA-EGFP plazmidokkal, majd a sejteket
ampicillint és kanamicint egy(ttesen tartalmazo taptalajra vittik fel.

5.2. A CueR transzkripcios valaszanak tanulmanyozasa fluoreszcencia mikroszkoppal

A fluoreszcencia-mikroszkoppal torténd  vizsgélatokhoz a fluoreszcens fehérjét
tartalmazo baktériumkultirakat a 4.5 fejezetben leirtak szerint készitettik el. Az EGFP
termel6dését 0,1 és 1 mM végsé koncentracidban hozzaadott CuSOs-oldattal inditottuk el. A
Kisérlet ellen6rzésének érdekében tobb negativ, 6sszehasonlito reakcioelegyet allitottunk Gssze.
A sejtben taldlhatdé egyéb aromas oldallanci aminosavakat tartalmazd fehérjek altal okozott
hattér megjelenitéséhez olyan baktériumokat allitottunk eld, melyek transzforméalasa esetében
»ires”, copA-EGFP gént nem tartalmazé pMW219 vektort hasznaltunk. Emellett olyan mintakat
is vizsgaltunk, melyekhez csak IPTG-t vagy csak Cu'-ionokat adtunk. Ha az altalunk tervezett
folyamatok jatszodnak le, akkor IPTG hatdsara CueR fehérje termelddik, ami a promoter
régiohoz kot, &m Cu'-ionok nélkiil a szabalyzo mechanizmus nem indul el, azaz nem termelédik
a fluoreszcens fehérje. Viszont, IPTG nélkiil, nem termelédik elegendé CueR ahhoz, hogy a
jelenlevdé Cu'-ionok hatdsira megfelelé mennyiségii EGFP képzddjon. A sejtek sajat DNS-ét
kék fluoreszcens festékkel festettiik meg azért, hogy a baktériumok helyzete, mérete, szdma jol
osszehasonlithato legyen.

A 10. abran bemutatott képeken kiilonbség figyelheté meg a negativ 6sszehasonlitd
kisérletek (copA-EGFP gént nem tartalmazd vektor, illetve a pMW219-copA-EGFP vektor csak

IPTG vagy csak CuSOq jelenlétében) és azon mintak kozott, amikhez IPTG-t és Cu''-ionokat is

2 Képiaszam: Azt fejezi ki, hogy hany darab plazmid talalhaté egy sejten belil.
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adtunk. Az utdbbi esetben ugyanis jol kiveheté a baktériumokban jelenlévé EGFP fehérje nagy

intenzitasu, zold fluoreszcencidja.

pPMW219 copA-EGFP-pMW219
0,2 mM IPLG OCZUT":;IEIG IPTG né'ki‘ 0,2 mM IPTG 0,2 mM IPTG
1mM Cu 1mM Cu 0,1 mM Cu?* 1 mM Cu?*

DNS
EGFP

10. abra: Fluoreszcencia mikroszkdppal készitett felvételek. A fels6 sorban 1év6 képeken a baktériumokban
talalhat6 kék fluoroforral jelzett DNS, az alsé sorban a zéld fluoreszcens fehérje lathato a kiilonbdzé mintakban.

Ezek alapjan, sikeresen kialakitottunk egy, a Cu-ionok sejten bellli megjelenésének, illetve
a fémion CueR fehérjéhez torténd koordinaciojanak detektalasara alkalmas rendszert. Erdemes
megjegyezni, hogy Zn'"-ionok hasonlé koncentracidja a tapoldatban nem jart fluoreszcencia
megjelenésével a baktériumsejtekben.

Az, hogy kis mennyiségii fluoreszcens fehérje termelddését tudtuk kimutatni, vélhetéen a
pPMW219 plazmid kis kopiaszamanak kdszonhetd, hiszen minél kevesebb plazmid van a sejtben,
annal kevesebb fehérje tud kifejezdni adott id6 alatt. Késdbbiekben ez a rendszer fejleszthetd,
masik, megfeleld replikacids origdji, ampicillintdl eléré antibiotikum rezisztenciat hordozo,
nagyobb képiaszamu plazmid hasznalataval.

Késobbi terveink kozott szerepel a CueR mutécidja is. A maodositott CueR-t termeld
baktériumok fentihez hasonl6 vizsgalata azt is lehetové teszi, hogy a CueR (fémion-szelektiv)
bioldgiai funkcioja és a fehérje aminosav-szekvenciajaban bizonyos (kicserélt) aminosavak

kozotti kapcsolatokat feltarhassuk.

26



53. A CueR fehérje Kkifejezése eés tisztitasa, valamint ezek ellenérzése
témegspektrometriaval

Az 5.2. fejezetben bemutattuk, hogy a CueR fehérje altal szelektiven felismert Cu''-ionok
jelenléte sikeresen jelezheté a kétféle plazmidbol felépitett, dsszetett rendszer segitsegével.
Ennek késébbi fejlesztése illetve a CueR egyértékii fémionokra mutatott szelektiv szabalyzasi
mechanizmuséanak jobb megértése, parhuzamos kutatast igényel. A CueR molekulaban a fémion-
koordinacio hatasara bekovetkez6 szerkezetvaltozas vizsgalatahoz a fehérje tisztitasa sziikséges.

Az E. coli sejtekben kifejezett fehérje tisztitdsa soran elsédleges célunk az volt, hogy a
fehérjét természetes, modositatlan allapotdban nyerjik ki. Ezért nem alkalmaztunk affinitas
toldalékokat, ezek ugyanis potencialisan zavarhatnak a kés6bbiekben tervezett vizsgalatokat. A
tisztitasi eljaras egyes lépéseinek megtervezésehez figyelembe vettik, hogy a CueR 135
aminosavbol épul fel (11. abra), melyek kozlil négy cisztein. A monomer apo-fehérje

molekulatomege 15235,1 Da és elméleti izoelektromos pontja 5,72.

Dimerizacioés hélix

P -‘;(m

Fémion-kotd
domén

DNS-kotd
domén

MNISDVAKITGLTSKAIRFYEEKGLVTPPMRSENGYRTYTQQHLNELTLLRQA
RQVGFNLEESGELVNLFNDPQRHSADVKRRTLEKVAEIERHIEELOSMRDQLL

ALANACPGDDSADCPIIENLSGCCHHRAGStop

11. &bra: A CueR f6 szerkezeti egységei és aminosav-szekvenciaja.

A folyamat elsd 1épéseként kationcserét terveztiink, melynek oka elsdsorban az volt, hogy
a ciszteinek oxidaciojat savas kozeg alkalmazasaval visszaszoritsuk. A pl fentebb megadott
értéke alapjan pH = 3,0-t valasztottunk ehhez a miivelethez, am a savany( kbzegben a fehérje
teljes mennyisége kicsapodott. Feltételeztik, hogy ezt a jelenlevé negativ toltéstt DNS és a
kationos feherje kolcsOnhatasa, aggregacidja okozza. Azonban sztreptomicin-szulfat

antibiotikum adagolasa, azaz a DNS kicsapéasa utan is aggregalédott a fehérjénk.
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Emiatt az anioncsere alkalmazasa mellett dontottiink. Tovabbra is szem eldtt tartva a
cisztein oldallancok oxidécidjanak kockazatat, a pufferek pH-jat 7,5-re allitottuk be. Ezen a pH-n
a fehérje negativ toltésli, ugyanakkor a tiolcsoportok jelentés hanyada még protonalt formaban
van jelen (pKacys ~ 8,37), ami kedvez6 az oxidacio gatlasa szempontjabol. Hogy az emlitett

crer

(n&trium-ditionitot) is hasznaltunk.
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12. &bra: A CueR anioncserével térténd tisztitasa soran mért jellemz6 kromatogram. A gradiens ellcid soran a Tris
B puffer mennyisége 15 %-rél 60 %-ra valtozott. Szaggatott vonallal jeloltiik az altalunk 6sszegylijtott, CueR
fehérjét tartalmazo frakciokat.

Az anioncsere dnmagaban nem nyujt elégséges elvalasztast, igy a tisztitds masodik
1épéseként gélszlirést terveztiink. A gélsziird oszlopra azonban igen kis térfogata (13 ml) mintat
lehet csak felvinni, ezért a megfeleld frakciokat 6sszedntottiik és ultrasziiréssel koncentraltuk. Az
ultrasziirés soran azonban minden esetben fehérje kicsapodast észleltink. Mivel a fehérje
oldatok és DTT redukaldszer hasznalataval is, azonban az eredményen ez nem valtoztatott.
Miutan az oxidacidé lehet6ségét kizartuk, gélelektroforézissel megvizsgaltuk a Kicsapodott
fehérjét. A gélen lathatova valt, hogy a CueR egy ~ 45 kDa méretl fehérjével aggregalodik (13.
abra).
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13. &bra: Az ultraszlirés soran képz6d6 csapadék SDS-PAGE analizise.

Miutan a megfelel6 savokat a gélb6l kivagtuk, és az MTA Szegedi Bioldgiai
Kutatdintézet kutatoi segitségével peptid ujjlenyomat analizissel azonositottuk a fehérjeket.
Megallapitottuk, hogy a ~ 45 kDa méretli szennyez6 fehérje egy E. coli elongacids faktor. Mivel
mind a CueR, mind pedig az elongacios faktor nukleinsav koté tulajdonsagu, igy
valdszintsitettilk, hogy az oldatban jelenlévé nukleinsavak altal lépnek kolcsonhatasba
egymassal. Hogy a fehérjék kicsapodasat megakadalyozzuk, és egydttal feltételezésiinket is
ellendrizziik, a nukleinsavakat DNaz I enzim segitségével emésztettiik, majd ezt kdvetéen
hajtottuk végre az ioncserét és a gélsziirést. A fehérje aggregacidja ezaltal megsziint, ezt a
problémat igy sikeresen Kikuszoboltik.

Az eclvalasztas azonban még igy sem volt megfeleld, ezért az anioncsere utan, Uj
Iépéskent, affinitas kromatografiat alkalmaztunk (14. A abra), végiil a gélsziiréssel fejeztiik be a

CueR fehérje tisztitasat.
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14. &bra: Az anioncserével mar tisztitott CueR-tartalmu minték egy jellemz6, affinitds kromatogramja. A gradiens

- zez

emeltik. A CueR-t tartalmazo frakciokat szaggatott vonallal jeloltiik. B: Az affinitas kromatografia és a gélsziirés
utan nyert fehérjeminta SDS-PAGE analizise.
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Mindezek ellenére a végsé mintaban tovabbra is jelen volt egy ~31 kDa méreti
szennyezd fehérje (14. B abra). A jobb elvalasztas érdekében a mar viszonylag nagy aranyban
CueR-t tartalmazo Heparin oszloprdl lemosott frakciokat egy Ujabb anioncserével elvalasztottuk.

Ehhez egy jobb felbontasu oszlopot és az elsé anioncserétél eltéré pH-ju puffert hasznaltunk (15.

abra).
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15. &bra: Az affinits kromatogréafia utan anioncserélt minta kromatogramja. A gradiens el(ci6 sorén a Tris E puffer
koncentracidja 6 oszlop térfogat id6 alatt, 0 %-t6l 40 %-ig valtozott. A miivelethez Source 30 Q oszlopot
hasznéltunk. A tovabbi tisztitdshoz felhasznalt frakcidkat szaggatott vonallal jeleztik.

A masodik anioncsere utan a fehérjét gélsziird oszlopra vittiik fel, hogy a még jelenlevd

szennyez6 fehérjéket eltdvolitsuk, illetve a mintat a késébbi mérésekhez eldkészitsiik (16. abra).
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16. abra: A gélsziirés kromatogramja. A fehérjék izokratikus eltcioja 0,2 M ammoénium-acetat pufferrel.

30



A gélszliréssel alakult ki a tisztitasi folyamat 4.9.4 fejezetben leirt forméaja, amelynek
révén megfelel6 mennyiségli €s tisztasag mintakat sikeriilt eléallitanunk. Mivel a késébbiekben
a fehérje cisztein aminosav egységeinek részvételével megvalosulé fémion-megkotést is
tervezzik vizsgalni, ezért fontos volt megbizonyosodnunk a tiolcsoportok redukalt allapotarol.
Ezt az SDS-PAGE analizis segitségével oly mdédon ellendriztiik, hogy a minta el6készitéséhez
nem hasznaltunk merkapto-etanol redukal6szert, csak SDS-t. Az SDS hatasara a fehérje elvesziti
szerkezetét, azaz a CueR dimerizacioés hélixe ,kitekeredik”, igy a fehérje monomerjének
megfelel6 méretnél lathatunk savot a gélen. Ugyanakkor, merkapto-etanol nélkil, a diszulfid-
hidak redukélasa nem torténik meg, igy az ilyen forman 6sszekapcsolddott CueR dimer, trimer,
stb., méretének megfeleld savokat lathatjuk a gélen. Igy az oxidalodott fehérje mennyiségérdl

informacidt nyertink.
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17. &bra: A CueR tisztitasanak ellen6rzése SDS-PAGE analizissel. 1: ismert nagysagu fehérjéket tartalmazé
marker, 2: a sejtb6l szarmazo oldhato fehérjéket tartalmazo fellllszé fazis, 3: a fehérjeminta az els6 anioncsere
utén, 4: a minta az affinitas kromatografia utan, 5: a méasodik anioncserével tisztitott minta, 6: a CueR a gélsziirés
utan, 7: ultrasziiréssel koncentralt CueR, 8: marker, 9: a CueR-t tartalmazo6 minta redukalészer nélkil és végil 10:
marker.

Az SDS-PAGE analizis alapjan a CueR eldallitasa és tisztitdsa sikeres volt (17. abra).
Emellett, azt is megallapithattuk, hogy a tiolcsoprtok nagy része redukalt allapotban van, hiszen
csak egy halvany sav jelenik meg a redukaloszer nélkuli minta oszlopaban (17. abra). Itt fontos
megjegyezni, hogy az igy lathatova tett ~31 kDa dimer CueR nem azonos az elézéekben emlitett
~31 kDa szennyezd fehérjével.

A fehérje azonositasa nano-ESI-MS madszerrel tortént a 4.11 fejezetben leirtak alapjan.
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18. dbra: A CueR minta tdmegspektruma az m/z értékek fliggvényében abrazolva. Zold savval jeldltik az 1100-
2332 kozotti, kékkel pedig a 2384-4176 kdzdtti tartomanyokat.

A 18. abran lathato spektrum két tartomanyabdl meghataroztuk a megtisztitott molekula

tdmegspektrumat.
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19. dbra: Az 1100-2332 tartomanybdl szamolt tdmegspektrum.
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20. &bra: A 2384-4176 tartomany kiértékelése utan kapott tomegspektrum.
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A spektrumok kiértékelése alapjan a kisebb m/z értékek tartoményéban detektélt jelek
egy 15232,00 Da tomegli fehérjéhez tartoznak, ami jO egyezést mutat a CueR
molekulatdmegével (15235,1 Da). A mert és az elméleti értékek kozaotti kilonbség az aminosav
oldallancok deprotonalédasabol adodhat. A nagyobb 2384-4176 m/z értékeknél detektalt jelek
pedig egy 30464,00 Da molekulatomegii fehérjéhez tartoznak. A korabbiak alapjan ez a CueR
dimer formdja lehet. A tomegspektrumok alapjan azonositottuk a CueR-t, és ellendriztikk a
fehérje kifejezes sikeressegét. A korabban bemutatott SDS-PAGE kep alapjan tudjuk, hogy a
fehérje redukalt allapotban van, ami a késObbi fémion-kotés vizsgalatok tervezéséhez és

kiértékeléséhez fontos informacio.

5.4 A CueR fehérje vizsgélata Cirkularis Dikroizmus (CD) spektroszkopiaval

A CueR szelektivitasanak jobb megértése érdekében a fehérje szerkezetét és annak
esetleges megvaltozésdt CD spektroszkopidval vizsgaltuk. A mérési  korilményeket
optimalizaltuk, a mintdk koncentracioit gy valasztottuk meg, hogy az adott 0,2 mm Uthossz
esetében az abszorbancia elfogadhaté tartomanyba essen (A < 1,5). El6szor egy olyan
spektrumsorozatot vettink fel, ahol a CueR fehérjéhez monomer egységenként 0,25 — 4

ekvivalens mennyiségben Ag'- és Hg'-ionok oldatat adagoltuk (21. abra).

45 45
A 0,25 eq. Ag + CueR B
—0,50 eq. Ag + CueR
—1 eq. Ag +CueR
—2 eq. Ag + CueR
—4 eq. Ag + CueR
CueR

—0,50 eq Hg + CueR

— 1 eq. Hg + CueR

—2 eq. Hg + CueR
CueR
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21. dbra: A CueR fehérje cirkularis dikroizmus spektrumai (A) Ag'- és (B) Hg"-ionok adagolasanak
hatasara.

A mért spektrumok o-hélixekben gazdag szerkezetre utalnak [14], ami jol egyezik a

kristalyszerkezet alapjan varttal. A fenti abrak alapjan a jel/zaj viszonyt figyelembe véve, azt
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mondhatjuk, hogy a fehérje mésodlagos szerkezete nem véltozik meg szignifikdns mértékben
egyik fémion jelenlétében sem.

Megvizsgaltuk fémionok hatasat a fehérje szerkezetére dimerenként egy ekvivalens DNS
jelenlétében is (22. abra). Ezekre a Kkisérletekre azert volt szikség, mert a fehérje
tulajdonsagaibdl kovetkezéen a hozzadott nukleinsav és a dimer CueR egy fehérje-DNS
komplexet hoz létre. A fémszabalyz6 fehérje mitkodése soran ehhez a fehérje-DNS komplexhez

kot a fémion, aminek révén bekovetkez6 szerkezetvaltozas inditja el a transzkripciot.

5,5
CueR:DNS=1:1
4,5
—CueR+DNS + 2 eq. Ag
3,5 A
—CueR+DNS + 2 eq Hg
2,50 1

0,5 4

CD jel (mfok)

-0,5 14

-1,5

22,5 -

3,5

22. &bra: A CueR fehérje-DNS komplex cirkuldris dikroizmus spektrumai, a fehérjéhez vett két ekvivalens
Ag'- és Hg'"-ion jelenlétében.

Ebben a kisérletsorozatban sem tortént a fehérje masodlagos szerkezetét érint6 valtozas a
fémionok hatasara.

Osszességében, a fémion koordinacié nincs szamottevd hatassal sem a fehérje, sem a
fehérje-DNS komplex maésodlagos szerkezetére, igy a bioldgiai valasz szelektivitasa minden
bizonnyal a harmadlagos és/vagy a finomszerkezet valtozasaival magyarazhatd. A késébbiekben
ezen folyamatok vizsgalatat tervezzik fluoreszcencia spektroszkopia és rontgen diffrakcio

alkalmazasaval.
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6. OSSZEFOGLALAS

Tudomanyos didkkori munkam egyik célja, a CueR fehérje szelektivitdsdnak
kihasznalasaval, olyan baktériumok létrehozdsa volt, melyekkel jelezhetjik a fémszabalyzo
mechanizmusok fémionok hatasara torténé lejatszodasat. Ennek érdekében, egy olyan rendszert
terveztiink, melyben a CueR Aaltal szabalyozott folyamatban termel6dé ATPazt (CopA)
fluoreszcens fehérjére cseréltik. A sziikséges pMW219-copA-EGFP gén megtervezése utan
rekombinans DNS technoldgia segitségével eldallitottuk azt, majd szekvenciajanak ellenérzése
utdn a CueR-t kddolé pET2la-CueR génnel egyitt baktériumokba jutattuk be. A CueR
kifejezodését IPTG hozzaadasaval indukaltuk. A sejtben termelédé CueR a pMW219-copA-
EGFP plazmidban kialakitott copA prométer régiohoz kotédik. Igy a fluoreszcens fehérje
termelodéséhez a megfeleld fémionok jelenléte szlikséges, az aktivacios szabalyzo
mechanizmusnak megfeleléen. A sikeresen eléallitott EGFP fehérjét fluoreszcens mikroszkoppal
detektaltuk. Az eredmények alapjan sikeresen elGallitottunk egy, a szabalyzas soran lejatszodo
folyamat nyomonkdvetésére alkalmas rendszert, mely akar bioszenzorként torténd felhasznalasra
is tovabbfejleszthetd.

Ezzel parhuzamosan célul tiztik ki a CueR fehérje elallitasat, tisztitasat, fémionokkal
kialakitott kdlcsdnhatasanak vizsgalatat. Ehhez a CueR fehérjét megfelel6 mennyiségben E. coli
baktériumok segitségével fejeztik ki. A fehérje tisztitasa soran szamos problémaba ttkoztiink, de
végul kidolgoztunk egy eljarast, mellyel nagytisztasagu fehérjemintakat sikeriilt eldallitanunk. A
tisztitashoz specialis mintael6készitést, azaz DNaz | enzimmel torténd nukleinsav emésztést,
kétféle anioncserét, valamint affinitas kromatografiat és gélsziirést alkalmaztunk. A tisztitas
korilményeinek optimalizalasa utan nano-ESI-MS segitségével azonositottuk a CueR fehérjét, és
cirkularis dikroizmus spektroszképiaval vizsgaltuk annak masodlagos-szerkezetét DNS, Ag'- és
Hg'-ionok jelenlétében. A CD spektrumok alapjan a fémion koordincié nem okoz jelentdsebb
valtozést a masodlagos szerkezetben.

Emiatt a jovében tervezzikk a fehérje szerkezetének vizsgalatdt egyéb modszerekkel,
tovabba a fémion-szelektivitas részletes tanulmanyozasat és célzott mutaciokkal torténd
befolyéasolasat. E kisérletek reményeink szerint hozzajarulnak majd a CueR fehérje mitkddési

mechanizmusanak jobb megértéséhez is.
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