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Bevezetes

A Genom Metabolizmus kutatécsoport Dr. Vértessy G. Beata vezetésével évek ota
tanulmdnyozza a genomi wuracil eléfordulasat, és az ezzel kapcsolatos hibajavitd
mechanizmusokat. Mivel az wuracil jelenléte a DNS-ben hibas bazisparosodast
eredményezhet (ha a citozin dezamindldsanak eredményeként keletkezik), ennek
elimindlasara tobbféle mechanizmus 1is kialakult. Egyrészrél egy enzim, az
uracil-DNS-glikozilaz kivagja a DNS-ben talalhatd uracilt, masrészrol a dUTPaz nevi
enzim csokkenti a sejtben 1évd dUTP aranyéat azaltal, hogy lebontja a molekulat, igy
megeldzve annak a DNS-be torténd épiilését. Mivel a fehérje a genetikai integritas
megOrzésében meghatarozd szerepet jatszik, fontos gyogyaszati célpont. 2014-ben keriilt

klinikai fazisba egy olyan rakellenes szer, mely a human dUTPazt gatolja [1]

A kozelmultban felfedezték, hogy bizonyos fag eredetii dUTPazok egy specialis
masodlagos funkcioval is rendelkeznek, nevezetesen, hogy a Staphylococcus aureus
patogenicitasi szigetek (SaPl) életciklusat szabalyozé fehérjével komplexet alkotnak,
leszoritva a DNS-r6l a SaPI represszort [2]. Kutatocsoportunk is bekapcsolodott ezen
regulacios folyamat tanulmanyozasaba. Mivel a kialakulo fehérje-fehérje komplexben a
dUTPaz fehérje enzimatikus funkcidja gatolt, részletesen vizsgaltuk az inhibicio
enzimkinetikai jellemz6it, valamint az egyik ilyen fag eredetii dUTPaz szerkezetét is
publikaltuk [3], [4]. Ezen kutatasokba kapcsolédtam be 2013 janiusaban Nyiri Kinga

iranyitasa alatt.

A S. aureus patogenicitasi szigetek vizsgalata kiemelkedd jelentdséggel bir, hiszen
ezen mobilis genetikai elemek kiilonb6zd antibiotikum rezisztenciaért, illetve virulenciaért

felelds géneket hordozhatnak.

Munkdam célja az volt, hogy molekularis szinten megismerjem az egyik ilyen
patogenicitasi szigetet szabalyozo6 fehérje (Stlsapinov1) szerkezetét és funkcidjat, gatld hatasat
a dUTP4az enzim aktivitasara. Vajon a fehérje mely részei feleldsek a DNS-sel, és melyek az
enzimmel vald kolesonhatas kialakitasaért? Elkiilonitheté-e egyértelmiien ez a két domén,
anélkiil, hogy teljesen elvesztené funkciojat (eredeti szerkezetét)? Mely aminosavak

alakitjak ki a DNS-k6td motivumot, ezek megvaltoztatasaval elérheté-e, hogy ezt a



funkci6jat teljes mértékben elveszti, mig a masik megmarad? Munkam soran ezen

kérdéseket igyekeztem megvalaszolni.

Ehhez kiilonb6z6 mutaciokat terveztiink, majd hoztunk 1étre az Stl fehérjében, és az
eléallitott mutansokat szamos kiilonb6z6 moddszerrel (enzimaktivitas gatlasanak mérése,

elektroforetikus eltolodasi vizsgalat, nativ poliakrilamid gélelektroforézis) vizsgaltuk.



1 Irodalmi attekintés

1.1 A Staphylococcus aureus egészségiigyi vonatkozasai

A Staphylococcus aureus a Staphylococcus nemzetségbe tartozo opportunista patogén
Gram-pozitiv baktérium [5], [6]. Gyakran a normal florank egyik alkotoja, rendszerint az orr
nyalkahartyajan képez telepeket, ez hozzavetdlegesen az emberek 30%-ara jellemzd. Ezen

kiviil el6fordulhat a boriinkdn, és egyéb nyalkahartyakon [7], [8].

Mindazonaltal a S. aureus kiemelkedd figyelmet igényld korokozo. Az altala okozott
betegségek sulyossaga széles skalat olel fel, az enyhe lefolyasi borbetegségektol az
¢letveszélyes fert6zésekig [9]. Ez utdbbiak k6z¢ tartozik példaul a szivbelhartya gyulladas,
az agyhartyagyulladas, a vérmérgezés; illetve a toxinok okozta megbetegedések: a toxikus
sokk szindroma (TSST = toxikus sokk szindroma toxin), vagy a szovetelhaldssal jaro

tiidégyulladas (PVL = Panton-Valentine leukocidin) [7].

Ezen tilmenden komoly problémat jelent a baktérium gyors alkalmazkodoképessége.
A tiszta penicillin elballitasat kovetden (1940) par évvel kés6bb mar izolaltak penicillinaz
enzimmel rendelkezd rezisztens tdrzset. 1961-ben mar azonositottak meticillin rezisztens
S. aureus (MRSA) torzseket, melyek ellenalloak az 6sszes B-laktdm tipust antibiotikummal
szemben. Kezdetben az MRSA torzseket kizardlag nosocomidlis korokozoként tartottak
szamon (HA-MRSA = hospital-acquired MRSA), am az 1990-es években elterjedt egy
masik tipusuk, mely az egészséges, fOleg fiatal egyéneket is megtamadja (CA-MRSA =
community-acquired MRSA) [7], [9].

Tovabbi gondot jelent, hogy tobb allat is hordozhat meticillin rezisztens S. aureus-t.
El6fordulhat a haszonallatokban (16, szarvasmarha, diszno, baromfi), de a hazi kedvencek is
hordozhatjak [10]. Ez nemcsak gazdasagi problémat jelent, de lehetséges fert6zésforras is,

igaz, ez igen ritka [9].



1.2 A Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetek

A baktériumok vilagaban az uj, kedvezd tulajdonsdgok kialakitdsat, megszerzését
kiils6 informacid felvétele, illetve mutacid teszi lehetdvé, utdobbi azonban funkcidvesztéssel
is jarhat, ami gyakran nem elonyds. Ennek koszonhetéen evoliciojukban jelentds szerep
jutott a horizontalis géntranszfernek: genomjuk koriilbeliill 20 szézaléka masik
organizmustol szarmazik. Ennek nagyjabol a felét a mobilis genetikai elemek (MGE-k)
teszik ki [2]. Ezek tobbségében antibiotikum rezisztenciat, virulencia faktorokat,
szuperantigéneket, metabolikus funkcidét kodolod és a kornyezethez vald alkalmazkodésért
felelés géneket tartalmaznak, melyek megismerésében jelentés szerepet jatszott a
Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetek (Staphylococcus aureus pathogenicity island
— SaPI) kutatasa [2],[11].

A SaPl-k életciklust szabalyozo, konzervalt szakaszai nagyon hasonlok bizonyos fag
génekhez. Példaul a SaPI 5’-végén talalhato gén homolog a fagok int (integrazt kodold)
génjével, ezt koveti két fontos transzkripciot szabalyozo promoter: az stl (left, bal oldalon),
illetve str (right, jobb oldalon), melyek a cl és cro génekhez hasonlok. Az str-t6l 3’-iranyban
talalhato a xis gén, ami a kivagodasért felelds enzimet kodolja (1. abra). Emellett a SaPI1-k
olyan géneket hordozhatnak, melyek példaul a toxikus sokk szindroma toxint vagy a
Staphylococcus enterotoxin B-t kodoljak. Eléfordulnak természetesen olyanok is, melyek

nem hordoznak szuperantigén géneket [2].

SaPlbovl

stl str xis cpl cp2 cp3 ter

<N ) IO ) —

20 1918 1716 15 14/13 12 11 10 9 87 6 5

1. dbra: A SaPl-k konzervalt génjeinek elhelyezkedése a SaPIbov1 példdjan
Forras: [2], [11] alapjan sajat készités

A Staphylococcus genom hat kiilonb6z6 régiot is tartalmaz, mely képes a SaPI befogadasara
(attC), igy egy baktérium akar tobb SaPI-t is tartalmazhat egyszerre. Ahhoz, hogy a SaPlI

integralodni tudjon a genoba, rendelkeznie kell attS inzercios szekvenciaval, ami megfelel

crer



A mar integralodott SaPI a profagokhoz hasonldan stabilan helyezkedik el a baktérium
genomjaban: nem vagdodik ki és nem replikalodik. Ezért az Stl fehérje a felelds, amely
represszorként az Stl és str promoterek kozott helyezkedik el, és a téle 3’-iranyba esé gének,
tobbek kozt a xis gén expresszidjat gatolja. A tble 5’-iranyba es6 int ugyan atirédik, de
sokkal kisebb mértékben, mint az stl, és mivel DNS kivagodas a Xis fehérje hianyaban nem
torténik, funkciojat sem latja el [2], [12]. A SaPl-k kivagodasat a temperalt fagokkal
ellentétben els6sorban nem az SOS valasz valtja ki, hanem a helper fagok altali fert6zés.
Ilyenek példaul a @11 és a 80a bakteriofagok. Az stl génszakasz delécidjakor (SaPIbovl
Astl) az Stl expresszidja nélkiil nincsenek gatolva az str, Xis és rep gének, a SaPI-k spontan
kivagodnak, replikalodnak. Ennek kovetkeztében elmondhatd, hogy a helper fagok az Stl
altali represszio feloldasaért felelések [11]. Tehat az Stl represszidjanak megsziinése utan a
xis és int gének kifejez6dnek, és a keletkezé géntermékek lehetévé teszik a SaPI
kivagodasat. Ezutan a kivagddott duplaszala DNS szakasz megsokszorozodik és fag kapszid
fehérjékbe csomagolodik, igy lehetdvé valik szamara, hogy mas baktériumba atkeriiljon
[13]. A fent leirt jelenséget, melyben egy mozgod genetikai elem fagok fehérjéit hasznalja fel
terjedéséhez, azaz egy ¢l0skodon ¢€16skodik, a szakirodalomban molekularis kal6zkodasnak

is nevezik (molecular piracy) [14].

Kozvetett moédon az SOS-vélasz is kivalthatja a SaPI kivagddasat a gazda genomjabol.
P¢ldaul ha a baktérium genomjaban profagként jelenlévé @11 bakteriofag a baktérium SOS
szignaljanak hatasara atlép a lizogén allapotbol a litikus ciklusba. Az ekkor termelddo
fagfehérjék kolcsonhatasba Iépve az Stl-lel, feloldjak a SaPI génszakasz repressziojat, ezaltal

elindul a fent emlitett kivagodasi és csomagolasi folyamat [15].

1.3 Az Stl és a A bakteriofag CI fehérjéjének hasonlosagai

Mivel a SaPl-k hasonloan viselkednek, mint a temperalt fagok, elképzelhet6, hogy az
Stl fehérje esetleg bizonyos hasonlosagokat mutat a A bakteriofag CI fehérjével [11]. A ClI
egy gyakran eléforduld, jol ismert represszor a temperdlt fagok korében, mely a lizogén
ciklusban tartja a virust, amig a koriilmények nem teszik sziikségessé a litikus ciklusba valo

atlépést.



Az aldbbiakban bemutatom a CI fehérje szerkezeti doménjeinek szerepét és a
represszi0 mechanizmusdnak modelljét, mely tadmpontként szolgalhat az Stl fehérje

megismerésé¢hez.

Az Escherichia coli-t megtamadé lambda fag CI fehérje az egyik els6ként izolalt
transzkripcios represszor, igy altalanos mintaként szolgalt a génreguldcidos mechanizmusok

megismerés¢hez.

A lambda fag genomja mindkét szabalyozo (Op és Or) régidban harom-harom, azaz
Osszesen hat operator szakasszal rendelkezik, melyekhez a CI fehérje kotédni képes. Az O
régioban az O 1, O 2, O3 operatorok és egy promoter, a P talalhato, mely a korai litikus
gének atirasat szabalyozza. Az Or szakaszon az Ogrl, Or2, Ogr3 operatorok talalhatok,
melyeket kozrefog két promoter: a Pr €és Prum, elobbi a P -hez hasonloan a korai litikus
géneket, utobbi pedig a cl gént regulalja. A represszor fehérje dimerként kotddik a DNS
szakaszokhoz, és ezek a dimerek is képesek egyméssal kdlcsonhatasba Iépni, és tetramert
alkotva egyiittesen kotddni a szomszédos helyekre a két szabalyozd régidban. A CI
affinitasa kiilonb6z6 az egyes operatorokhoz, a legnagyobb az Ogrl-hez és O 1-hez. Az
Or1-hez kotott dimer segiti, stabilizalja a masodik dimer kotését az Or2-hoz, hasonldképpen
az O.1 és 0.2 operatorok esetében (kooperativ kités). Ezzel gatolja a P és Pg litikus gének

atirodasat; illetve az Or2-h6z ko6tott dimer aktivalja a transzkripciot a Pry-r61 (2. abra, a).

Kimutattak, hogy egyszerre csak kettdé szomszédosan kotddoé dimer képes kapcsolodni,
egy Orl, Or2, Or3 operatorokat tartalmaz6 DNS szakaszon. Emellett igazoltak, hogy a
fehérje csak akkor kotédik Or3-hoz (melyhez legkisebb a kotédési affinitasa) ha
DNS- mutacio létrehozasaval az Orl-hez vald kotési affinitast csokkentik, ekkor a Cl dimer
par az Or2-h6z és Ogr3-hoz kot (2. abra, b). Azonban a fag genomban kialakulhat egy
ugynevezett hajtliszerli struktira, amikor az Orl-hez és Or2-hoz kotott CI dimer par
kolcsonhatéasba 1ép az O 1-hez és O 2-hoz kotott dimer parral, ezzel egy oktamer komplexet
alkotva (2. abra, c). Ebben az esetben az O, 3 és Or3 operatorok kozel keriilnek egymashoz,
ez pedig egy harmadik dimer par DNS-hez vald kotését teszi lehetévé. Ez utobbi oligomer
kialakulasahoz tehat sziikséges a hajtliszeri komplex, illetve a CI fehérje magas
koncentracidja. A CI dimer hozzdkotdédése az Or3-hoz gatolja a transzkripcidt a Prm
promoterrdl, melynek kovetkeztében a cl gén terméke nem keletkezik. Ilyen moédon valdsul

meg a represszor negativ autoregulacioja [16], [17] (2. abra, C).
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2. abra: A lambda CI represszor miikodése
Forras: [16]

A fehérjék oligomerizacios allapota és a szabalyozas mechanizmusa mellett egy masik
lényeges kérdés, hogy a regulator fehérje mely része(i) vesznek részt a DNS-sel valo

kolcsonhatasban €és melyek a fehérje-kotésben.

A CI fehérje két jol elkiilonithetdé doménnel rendelkezik. A tulnyomo részt a-helikalis
N-terminalis domén (1-92 aminosav) tartalmazza a hélix-turn-hélix motivumot, ami a
DNS-kotésben vesz részt, illetve egy kis része az RNS-sel is kolcsonhatasba Iéphet, igy
aktivalva a transzkripciot [18]. A C-terminalis doménje (132-236 aminosav) B-reddket
tartalmaz, a fehérje ezen része a dimer kialakitasaért, és a magasabb rendii dimer-dimer
kolcsonhatasokért felelds. A két domént egy protedz szenzitiv 6sszekotd szakasz kapcsolja
Ossze (93-101 aminosav) [16], [18], [19]. Stresszhelyzetben a baktérium egyik aktivalt
fehérjéje, a RecA* szintén a C-termindlis doménhez kot, és ezzel aktivalja a CI 6nhasito,
autoproteolitikus reakcidjat. Az Onhasitd reakcié aktiv helye a C-termindlis felszinén

helyezkedik el, ahol két, a hasitds szempontjabol kulcsszerepet jatszo aminosav taldlhato: a



Ser149 ¢és Lys192. A hasitas az Alalll és a Glyl12 kozott torténik, ezt kovetéen a
széthasadt fehérje két doménje szeparalodik egymastol [18].

A CI dimer a kristalyszerkezete alapjan (PDB ID: 3BDN) két szimmetriatengellyel
rendelkezik, melyek kozel merdlegesek egymasra. Az egyik a C-termindlis doméneknél

talalhato, a masik pedig a két N-terminalis domén kozott (3. abra) [16].

3. abra: A lambda represszor szimmetriaja
Forras: [16], [18]



2 Célkitlizeés

A Staphylococcus aureus komoly egészségiigyi problémat jelent tarsadalmunk
szamara, egyrészt gyors alkalmazkodo képessége, masrészt az altala okozott sokszor sulyos
betegségek miatt. Az antibiotikumokkal szemben kdnnyen kialakuld rezisztencidja eddig
nem ismert mechanizmusok azonositasat siirgeti, melyek segithetnek csokkenteni a
baktérium fertdzoképességét. Ennek megvalositasdhoz elengedhetetlen a baktérium
virulenciat, illetve antibiotikum rezisztenciat hordozhatd mobilis genetikai elemeinek

tanulmanyozasa, ezek szabalyozasanak megismerése.

Munkam soran az egyik Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetet szabalyozo Stl
fehérje (Stlsapinovi) szerkezetének vizsgalatat végeztem tObb egymastol fliggetlen
modszerrel. Célunk volt a fehérje esetleges doménjeinek azonositasa és funkciojuk
meghatarozasa. Fontos volt szamunkra, hogy molekularis szinten is megismerjiik a fehérje
DNS-kotésért, illetve fehérje-kolcsonhatasért felelés részeit, mely eredmények tobb
teriileteken is felhaszndlhatok (dUTPaz gatlasa fertdzések, rakos megbetegedések esetén; a

S. aureus virulenciajanak csokkentése).

Ennek érdekében elszor létrehoztunk egy delécios mutanst a fehérje egyik
szegmensének teljes torlésével. Ezutdn kisebb szerkezeti valtozdst okozd mutaciot
tartalmazo fehérjét allitottunk eld, melynek felhasznalasaval igyekeztiink feltérképezni a

fehérje egyes részeinek funkcioit.






3 Anyagok ¢s modszerek

3.1 Fehérjék elokészitése

3.1.1 PCR alapt klonozas, restrikcids emésztés €s ligalas

A fehérje részletet kodoldé DNS eldallitasahoz a polimeraz lancreakcid (Polymerase
Chain Reaction, PCR) nyujtotta lehet6ségeket hasznaltuk. A modszer alapelve, hogy a
magas hdmérsékleten denaturdlodott, egyszali DNS-hez specifikusan letapadnak az altalunk
megtervezett primerek, majd hétiird DNS-polimeraz (pl. Taq, Phusion) atirja a kivant

nukleinsav részletet.

Ennek megfeleléen elsé 1épésben magas homérsékleten (92-98°C) denaturéltuk a
kettds szala DNS-t. Ezutan lehiitottik az elegyet olyan hdémérsékletre (anellacids
homérséklet), amelyen a primerek képesek voltak letapadni az egyszala DNS-hez
(anellacid). Kovetkezo 1épésben a hdtlird polimerdz hozzakstott a primerhez, és ettdl kezdve
atirta a nukleinsavat a 3’ iranyban. Ekkor még a kivantnal hosszabb nukleinsav keletkezett,
de a kovetkezo ciklusban az ijonnan termelt DNS szdlhoz az ellentétes primer (forward-
reverse) tapadt le, igy a célszekvenciat kaptuk meg, ami az ezt kovetd ciklusokban

megsokszorozodott.

100 pul (2*50 pl) reakcidelegy 1 ul Phusion DNS-polimerazt (végsd koncentraciod
0,02 U/ul), 0,2 uM forward és reverse primert, 0,2 mM dNTP keveréket és 0,3 ng/ul
templatot tartalmazott. A klonozashoz hasznalt primereket és a PCR soran alkalmazott

hémérséklet értékeket a 4.1.2. fejezetben foglaltam Gssze.

Az elkésziilt nukleinsavat ezutan egy hordoz6 DNS molekulaba klonoztuk. Ehhez
PGEX-4T-1 vektort alkalmaztunk, ami lehetévé tette az eldallitani kivant fehérje affinitas
kromatografidval valo tisztitasat (4. &bra). Elsé lépésben restrikcids endonukledzokkal
(EcoRI, Xhol) emésztettiik a vektort és a PCR-rel eldallitott inzertet. Az emésztést 8 6ran
keresztiil 37°C-on 0,4 U/ul enzimkoncentracid mellett végeztiik. Ezt kdvetden 20 percen

keresztiil 65°C-on termosztaltuk az elegyet, igy inaktivalodtak az enzimek. A restrikcios
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termékeket agardz gélen megfuttattuk, majd izolaltuk a megfeleldé DNS-t. Az izolalashoz a
QIAGEN Gel Extraction Kit-et hasznaltuk, kvetve a hozza tartozo protokollt™.

Ezt kovetden 50 ul elegyhez 1 pl alkalikus foszfataz enzimet (NEB Antarctic
Phosphatase) hozzaadva a vektor 5’-végérdl eltavolitottuk a foszfat-csoportot, megelézve a

vektor Onzarodasat.

Végiil a tisztitott, ragadds végl inszertet és vektort az inszert 6tszords feleslegében
elegyitettiik és 5 percig 65°C-on termosztaltuk, majd 2 percig jégen tartottuk. Ezutan a T4
DNS-ligdz 16°C-on egy ¢jszakan keresztiil elvégezte a szakaszok 0Osszekapcsolasat,

ligalasat. Az igy keletkezett plazmidokat transzformaltuk E. coli XL1Blue sejtekbe.

BstBI (B55)
BamHl (930}
EcoRI (832)
Xmal (044}
Smal (248)
Sall (249)
¥hol (854)
Notl (880}
Eagl (060}

Apal (3879)

ac
mer

PGEX-4T1
4959 bp

pBR322_origin
Pstl (1822)

4. abra: A pGEX-4T-1 vektor géntérképe
Forras: http://www.addgene.org/vector-database/2876/

3.1.2 Helyspecifikus mutagenezis

Az Stl fehérje funkcidjanak megismerése érdekében kiillonboz6 mutdnsokat
vizsgaltunk, a pontmutéciot (bazistriplet-csere) a Stratagene altal kifejlesztett QuikChange™

iranyitott mutagenezissel hoztuk Iétre, melynek 1épéseit az 5. dbra mutatja.

! A részletes protokoll megtalalhaté a
http://sites.bio.indiana.edu/~chenlab/protocol_files/agarose gel extraction.pdf honlapon.
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El6szor megterveztik a muticiét hordoz6 magas olvadaspontu primert

4.2.2. fejezetben lathato).

célszekvencia.

zarédnak.

DNS-szalakat.

zarédasa.

Az eredeti (metilalt) plazmid, jeldlve ( @) a mutacio el&tt allé

A denaturdlt plazmidhoz hozzakot6dnek az oligonukleotid
primerek ( # ), melyek tartalmazzak a kivant mutdciét.

Q5 Phusion DNS-polimeraz atmasolja a DNS-szekvenciat, és
kialakulnak a mutaciot tartalmazé 0 szalak, am ezek nem

A Dpnl enzim elhasitja a mutaciot nem tartalmazd, metilalt

XL1-Blue kompetens sejtekbe transzformalva a mutéciot
tartalmazd duplaszald DNS-t, a sejtben megtorténik a plazmid

5. abra: A QuikChange ™ mutagenezis 1épései
Forras: http://web.physics.ucsb.edu/~deborah/pro/pro pdf/Stratagene%20QuikChange.pdf

(bovebben a

felhasznalasaval sajat készités

A mutagenezist konzulensem, Nyiri Kinga végezte el. Ehhez Osszemérte a PCR-hez

sziikséges komponenseket: nukledzmentes vizet, a reakcidhoz sziikséges puffert, ANTP-t

(0,3 mM), forward-, és reverse primereket (0,5-0,5uM), az eredeti gént tartalmazd

plazmidot (80 ng), és Q5 Phusion DNS-polimerazt (1 pl). A PCR reakcié egyes 1épéseit az

1. tablazat foglalja Ossze.

) 98°C 30 masodperc
Denaturacio
98°C 15 mésodperc
Primerek letapadasa * 45 masodperc
Polimerizaci6 72°C 4 perc
Hosszabbitas 72°C 10 perc

1. tdblazat: A PCR reakcid 1épései
* Otféle hémérséklet, ezek 55°C; 57,8°C; 60,4°C; 62,9°C; 64,9°C. A ciklus harmincszor
ismétlodott, majd a folyamat végén megvartuk, mig szoba hémérsékletre hiil az elegy.
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3.1.3 Plazmidok transzformalasa, szaporitasa és tisztitasa

A transzformalas soran a kivant plazmidot juttatjuk elézetesen kompetenssé tett E. coli
sejtekbe. Ezeket tigy hozhatjuk 1étre, hogy CaCl,-t tartalmazo oldatban inkubaljuk a sejteket,
ami segiteni fogja a DNS hozzatapadasat a baktérium sejtfaldhoz. En mar a kész kompetens
sejteket hasznaltam, melyek hdésokk hatasara képesek a kornyezetiikben talalhato DNS
felvételére. Attol fliggden, hogy a plazmidot, vagy mar a fehérjét akartuk eldallittatni a

baktérium sejttel, hasznaltunk XL1 Blue, illetve a BL21 (DE3) Rosetta sejteket.

Barmelyik sejtet valasztottuk a ketté kozil, els6 Iépésként 1 ul 1,4 M-0s
B-merkaptoetanolt adtam 100 ul sejthez, mely segiti a plazmid felvételét, ezt kovetéen
5 percig jégen tartottam. Masodik 1épésben hozzaadtam a sejtekhez 50-150 ng plazmidot,
majd 30 percig jégen alltak. Ezt kovette a hosokk: 42°C-on termosztaltam a sejteket 40-50
masodpercig. A sejtek regeneralasa érdekében ezt a 1épést két perces jégen torténd inkubacio
kovette. Majd 200 pl steril LB-t adtam hozza, €s 1 6ran keresztiil, 37°C-on razattam a

sejteket. Ezutan kiilonb6zOképpen jartam el a kétféle sejt esetében.

A plazmid-termel6 sejteket (XL1Blue) elészor toményitettem: 1 percig centrifugaltam,
majd a feliiluszonak koriilbeliil a felét (150 pl-t) pipetta hasznalatdval leszivtam, s a
maradékban a sejteket felszuszpendaltam. Ebbdl a szuszpenziobol cseppentettem szelekcios
antibiotikumot (12,5 pg/ml tetraciklin - baktériumszelekcid, 50 pg/ml karbenicillin-
plazmidszelekcid) tartalmazo taptalajra, s ezt szélesztettem. Végil aerob koriilmények

kozott, 37°C-on inkubaltam a sejteket, amig a taptalajon ki nem néttek a baktériumtelepek
(kb. 1 nap).

A kin6tt telepeket steril pipettahegy segitségével atoltottam folyékony, antibiotikumot
tartalmazo tapoldatba, majd overnight (egész éjszakan keresztiil) novesztettem. A felndtt
sejtekbdl a plazmidot a Sigma Aldrich GenElute™ Plasmid Miniprep Kit hasznalataval
izolaltam, a kit-hez adott protokollt kovetve?. Végiil ellenérzésként, hogy a preparatum

valoban a kivant plazmidot tartalmazta, a minta egy részét elkiildtiik szekvenaltatni.

A fehérje-termeld sejteket (BL21 (DE3) Rosetta) steril, megfelelé szelekcios
antibiotikumot (bévebben Isd. 3.1.5. fejezetben) tartalmazd tapoldatba tettem, majd

overnight, 37°C-on razattam.

2 A részletes protokoll megtalalhato a
www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/pln70bul.pdf oldalon.
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3.1.4 Agardz gélelektroforézis

Mivel a nukleinsavak allando t6ltéssel rendelkeznek, elektroforetikus uton elékezelés
nélkiil elvalaszthatok. Az agardz gél viszonylag nagy poérusmérettel rendelkezik, amin a

nagyméretli nukleinsavak is keresztiiljuthatnak.

A mintdk szamara idealis toménységii (altalaban 0,75-1%-0S) gél készitéséhez
kimértem az agar6z port, majd ezt 25 ml TAE pufferbe tettem, és mikrohullami siitében
addig melegitettem, amig a por teljesen feloldodott a pufferben. A 60°C ala hiitétt oldatot,
2,5 ul DNS festék (Gel Red) hozzaadasa utan, egy vizszintes ont6 kadba toltottem
(horizontélis gélelektroforézis), belehelyeztem a féstit, és a fényérzékeny DNS festék miatt
letakarva megvartam, mig megszilardult a gél. Ezt kovetden a mintdkat a zsebekbe
pipettaztam, és a gélt 30 percen keresztiill 100 V-on futtattam. Végiill UV-fényben

detektalhat6 volt a kisérlet eredménye.

3.1.5 Expresszio

Expresszids rendszernek az elézéekben emlitett BL21 (DE3) Rosetta sejteket
hasznaltam. A transzformaciot kovetéen a sejt-szuszpenziot (kb. 300 uL) 5 mL folyékony,
antibiotikumot tartalmazé (34 ug/ml chloramfenikol - baktériumszelekcié, 50 pg/ml
karbenicillin-plazmidszelekcid) tapoldatban overnight ndvesztettem. Ebb6l a sejtkultarabol
2,5 ml-t adtam 500 ml steril LB (Luria Bertrani) mediumhoz. Ezutan 37°C-on, folyamatos
razatas kozben inkubaltam a sejteket, az osztodasi folyamatot rendszeresen ellendriztem. Ezt
az oldat optikai denzitasaval (OD) lehet jellemezni, amit spektrofotométerrel, 600 nm
hullamhosszon mértem, referenciaként steril LB-t hasznaltam. A szuszpenzido megfeleld
stiriségét a vizsgalt esetben az ODgpp=0,6 korili értéke jelentette. A baktérium-szuszpenzid
stirliségét 1,5-2 ora elteltével ellendriztem eldszor, s a kapott értéknek megfeleléen
inkubdaltam tovabb a sejteket, annak tudataban, hogy a Rosetta sejtek generacids ideje az
exponencialis ndvekedési szakaszban koriilbeliill 20 perc. Miutan a sejttenyészet felndtt,
IPTG-t adtam a szuszpenzidhoz, ugy, hogy a végso koncentracidja 0,5 mM legyen. Ez egy
laktoz analog molekula, mely ebben az expresszios rendszerben indukalja a fehérje
termelést. Az IPTG hozzaadasa utan koriilbeliil 4 6raig 200 rpm-en razodtak a sejtek. Ezt
kovetéen 25-30 percen keresztiil, 4°C-on, 5000 rpm-en centrifugaltam a szuszpenziot, majd
a sejtpelletet folyékony nitrogénben lefagyasztottam, és -80°C-on téroltam a tovabbi

felhasznalasaig.
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3.1.6 Sejtfeltaras

Els6 Iépésben a frissen készitett vagy a felolvasztott sejtpelletet 30 ml lizis pufferben
szuszpendaltam®, majd Potter-Elvehjem homogenizatorral mechanikai roncsolasnak is
alavetettem a sejteket. Ezutan folyamatos keverés és hiités kdzben az elegyhez hozzadtam:
DNaz illetve RNaz enzimeket (2 ng/ml), EDTA-t nem tartalmaz6 protedzgatlo tablettat
(cOmplete ULTRA Tablet), redukaloszert (Stl esetében DTT-t (2 mM), mig dUTPaz
esetében B-merkaptoetanolt (10 mM)), és az Stl esetében detergensként Triton-X-et, Ggy,

hogy az oldat végs6 koncentracioja 1 % legyen.

Az RNaz ¢és DNaz enzimek a nukleinsavak emésztését végzik, melyek mitkodéséhez
nélkiilozhetetlenek azok a fémionok, melyekkel az EDTA komplexet képezne, emiatt fontos,
hogy a protedzgatlo tabletta ne tartalmazzon EDTA-t. Az emlitett tabletta tobbféle
proteazgatld keveréke, igy megakadalyozza, hogy a sejtfal megbontasaval a regulacio alol
felszabaduld proteazok lebontsak a szamunkra értékes fehérjét. A redukaloszer a diszulfid
hidakat redukalja, és természetesen védi a fehérjét minden egyéb oxidaciotdl. Végiil a

detergens el6segiti a sejtfeltarast, és ezen feliil segit oldatban tartani a fehérjét.

A proteazgatlo tabletta feloldodasat kovetden (10-15 perc) négyszer 1 percig
szonikaltam a szuszpenzidt, vagyis ultrahang felhasznalasaval el0segitettem a sejtek tovabbi
lizisét. Fontos volt, hogy az oldat ne melegedjen fel, mivel az az oldatban még eléfordulod
protedzok aktivitasinak novekedéséhez, illetve a fehérje denaturalédasahoz vezethet; igy a
mintat jégen tartva, a keletkezett ho eloszlasa érdekében a ciklusok kozott az oldatot
megkeverve végeztem ezt a miveletet. Majd az atlatszova valt oldatot 4°C-on,
10000 rpm-en centrifugaltam 30 percig, és a feliiliszoban talalhato fehérjét kromatografias

modszerekkel tovabb tisztitottam.

% A lizispuffer Gsszetétele a kinyerni kivant fehérje tulajdonsagaitél fiiggéen kiilonbozé volt az egyes fehérjék
esetében.
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3.2 Fehérjevizsgalati modszerek

3.2.1 Fehérjék tisztitasa

3.2.1.1 Toncserés kromatografia

A dUTPaz enzimet kromatografias modszerek egymas utani alkalmazasaval tudtuk
nagymértékben megtisztitani (> 90%). Ehhez els6ként ioncserés kromatografiat hasznaltunk,
melyhez 40 mg fehérje megkotésére alkalmas 5 ml-es Q Sepharose oszlopot alkalmaztunk
AKTA rendszerben.

Ezzel az eljaréssal nagyon hatékonyan lehet toltéssel rendelkezd molekulakat, igy a
fehérjéket is, elvalasztani egymastol. Az oszlop toltete olyan oldhatatlan hordozd, mely
felszinéhez toltéssel rendelkezé csoportok kovalensen kapcsolédnak. Vizes oldatban
ezekhez ellentétes toltésti ionok vandorolnak, melyek reverzibilisen kicserélédhetnek
(6. abra).

Afehérjék a névekvo s6 koncentracié hatasara elualodnak

Alacsony sék. Magassék.
(400 mM NaCl) [700 wM chu @ (MNaCl) o
® ® O

Magyarézat Eliciés profil
®- Natriumion abszorbar\ca

5-0- zsc
i (\N/\/ nm-en
o
©- Kioridion ©
AD - Karboxi-metilion
o
Eldcios

@ Fehérje Novekvd sokoncentracio térfogat

6. abra: Ioncserés kromatografia
Forras: http://www.reachdevices.com/Protein/ProteinPurification.html alapjan sajat készités

Az ioncserés tisztitasi folyamat a kovetkezd négy 1épésre bonthatd: az oszlop mosasa,
a minta felvitele, az eltcié (esetiinkben sogradiens alkalmazasa), s végiil az oszlop
regeneralasa. Az elsé 1épésnél az tgynevezett induld pufferrel (ami megegyezett a sejt
feltarasakor is hasznalt pufferrel, ebben az esetben az ,,A puffer”) atmostuk az oszlopot,
ekkor a konnyen elmozdithatd kloridionok vandoroltak a toltet felszinéhez. Kovetkezd

lépésben felvittiik a mintat az oszlopra, ahol az oldatban taldlhat6 negativ toltésti ionok (igy
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az értékes fehérje is)* reverzibilisen kotédtek. Ezutan az indul pufferrel addig mostuk az
oszlopot, amig minden nem kotodott szennyezét elimindltunk a rendszerbdl. Ezt a
kromatogramon nyomon kovettiik, majd amikor az alapvonalat megkaptuk, kovetkezett az
elucios Iépés, melyhez tgynevezett ionerd gradienst alkalmaztunk. Azaz a rendszerben 1évo
puffer ionerésségét az indulo, A pufferétél (100 mM NaCl) folyamatosan noveltiik a végso,
B puffer (1000 mM NacCl) ion koncentracioig. Kezdetben a gyengébben k6t6do, kis toltési
ionok jelét lehet latni a kromatogramon, majd fokozatosan, az egyre jobban k&todo
molekulakét is. Végiil a regeneralas soran B pufferrel, ezutan A pufferrel, desztillalt vizzel

mostuk az oszlopot, majd 20%-o0s etanolba atmosva tettiik el.

A folyamat nyomon kovetéséhez és a bedllitdsokhoz az UNICORN 5.11. nevil

szoftvert hasznaltuk.

3.2.1.2 Gélsziiréses kromatografia

A gélsziiréses, vagy méret szerinti kizdrasos kromatografia (roviden gélszlirés) a
nevébél adodoan a molekuldk méret szerinti elvalasztasara alkalmas®. A kromatografias
oszlop toltetét apro6 meghatarozott poérusmérettel rendelkezé gélszemcsék alkotjak. Ezek
belsé folyadékterébe a méretiiktél fliggden a molekuldk bejuthatnak, tobb-kevesebb id6t
toltenek ott és emiatt kiilonb6zé frakciokba szedhetok. Azok a nagyobb méretii molekulak,
melyek nem férnek be a porusokba gyorsabban végighaladnak az oszlopon és az

ugynevezett kizarasi térfogatban elualédnak (7. abra).

* A pufferek pH-jat ugy allitottuk be, hogy a fehérje negativ toltésii legyen (pH > pl+2).

® Méretiik mellett bizonyos esetben a molekulak alakja is szerepet jatszhat az elvalasztasban. Ezt globularis
fehérjék esetében altalaban elhanyagoljuk.
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Oldott anyag mennyis ége

7. abra: Méretkizarasos kromatografia
Forras: http://bricker.tcnj.edu/tech/F06-09.jpg felhasznalasaval sajat készités

Ezt a mddszert alkalmaztuk az ioncserés kromatografidval mar részben megtisztitott
dUTP4z enzim preparatum tisztasiganak tovabbi novelésére. Ehhez az AKTA rendszert
hasznaltuk, az elacios puffer 20 mM Hepes-t, 100 mM NaCl-t és 0,5 mM TCEP-t

tartalmazo, 7,5-6s pH-ji oldat volt.

Az igy kapott nagy tisztasagu fehérje oldatokat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk,

¢s -80°C-on taroltuk a felhasznalasukig.

3.2.1.3 Affinitas kromatografia

Az affinitas kromatografia a molekulak biologiai funkcidjan, vagy szerkezetén alapuld
elvalasztasi modszer, ezért nagy szelektivitast biztositd technika. Az altalunk vizsgalt Stl
fehérje N-terminalis lancvége rendelkezett glutation-S-transzferaz (GST) fazios fehérjével,
igy nagy tisztasagu fehérjeoldatot kaptunk, amikor olyan oszlopon tisztitottuk, melynek

matrixdhoz glutationt rogzitettek.

Eloszor atmostam az oszlopot azzal a pufferrel, melyben a fehérje feltarasat is
végeztem, majd 30 percen keresztiil a tisztitando fehérjeoldatot az oszlop toltetével razattam.
Ekkor a glutation és a GST kozott kialakult kolcsonhatast kihasznalva elimindlni tudtam az
egyéb szennyezéket az oszlop mosasaval. Ezt kovetéen felvittem az oszlopra 3 ml
80 egységnyi (Unit) trombint tartalmazoé puffert, és egész éjszakan keresztiil (14-16 oOra)
18°C-on razatva inkubaltam ezeket. Ez alatt a trombin lehasitotta a GST-cimkét az Stl

fehérje lancvégérdl, igy masnap mar az oldatban volt a szdamomra érdekes fehérje. Az oldat

19


http://bricker.tcnj.edu/tech/F06-09.jpg

Osszegyljtése utan még kétszer 2 ml pufferrel mostam az oszlopot, hogy a szemcsék kdzott

maradt fehérjéket is kioldjam.

Az oszlop regeneralasahoz kétszer 10 percig forgattam 3-3 ml eltcios oldatban, mely
100 MM redukalt glutationt (illetve 50 mM Tris, pH=8,0) tartalmazott, ennek hatasara a
GST az oldatba vandorolt (8. abra).

a) b) 3¢ c) A~
—h Mo
A GST-cimkével A trombin Végiil a nagy =
ellatott fehérjét = — lehasitja a mennyiségli ‘:'
megkoti a S fehérjét az glutationt -
rogzitett = ‘ oszlophoz tartalmazo °> pan
glutation — kotott ellicids oldat >~ 4
GST-rél hatéséra az
oldatba vandorol
aGST(haa
trombin nem

végta le, akkor a )‘

fehérjével egyiitt) o
0,
d

8. abra: Affinitas kromatografia, GST-glutation kolcsonhatast kihasznalva
Forras:
http://www.personal.psu.edu/users/z/c/zcl1l/lab/protocols/ GST%20Gene% 20Fusion%20System. pdf
felhasznalasaval sajat készités

3.2.2 Koncentracidémeéreés

A fehérjék, a DNS és a nukleotidok koncentracidojanak méréséhez Nanodrop
spektrofotométert (Thermo Scientific Nanodrop 2000 UV-VIS Spectrophotometer)
haszndltam. A fehérjék aromds oldallancai 280 nm-en, mig a nukleotidok 260 nm-en
fényelnyelési maximumot mutatnak, igy a Lambert-Beer torvény alapjan a fényelnyelés

alapjan meghatarozhat6 ezen vegyiiletek koncentracioja (1. egyenlet).
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I
A=lgg= excx*L

1. egyenlet
A abszorbancia
I ateresztett fény
lo beesd fény
€ extinkcios koefficiens
c koncentraciod
L a fény uthossza
Az extinkcios koefficienseket az Expasy ProtParam program

(http://web.expasy.org/protparam/) segitségével hataroztam meg. Ez a program a megadott

szekvencia alapjan meghatdroz egy extinkcids koefficiens értéket. Mivel ez egy becsiilt

paraméter, abszolut értékben okozhat eltérést, de a relativ értékek pontosak.

3.2.3 Elektroforetikus mobilitas eltolédési vizsgalat (EMSA)

A fehérje-nukleinsav kdlcsonhatast tigynevezett elektroforetikus mobilitas eltolodas
vizsgalattal (Electrophoretic mobility shift assay = EMSA) azonositottuk. Az EMSA
modszer alapelve, hogy egyenaram hatasara a fehérje-DNS komplex lassabban mozog a
poliakrilamid gélben, mint a szabad nukleinsav, ami a gél UV-aktiv festékkel torténd
festését kovetden detektalhatdo. A laborban kiillonbozd toménységii géleket hasznalunk (8,

12, 16 %-os), attol fliggden, hany bazisparbol all a vizsgalt DNS.

A mintanknak megfeleld toménységli gélhez a 2.tablazat adatainak megfeleléen
Osszemértem a vizet, a TBE puffert, és a 40%-os akrilamidot, majd kozvetleniil az ontés
elott tetrametilén-etiléndiamint (TEMED) és frissen készitett 10%-0s ammonium-perszulfat
(APS) oldatot adtam hozza iniciatorként. Ezt kovetden Pasteur-pipettaval a két tiveglap kozé
ontdéttem ezt az oldatot a kisebbik iiveglap tetejéig, majd belehelyeztem a fésiit.

A megszilardult gélt 1xTBE pufferben 1 6raig 100 V-on eléfuttattam.
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IxTBE (8%) PA gél IxTBE (12%) PA gél IXTBE (16%) PA gél
ddH,0 5,25 ml | ddH;O 45ml | ddH,O 3,75 mi
10xTBE 0,75 ml | 10xTBE 0,75 ml | 10XxTBE 0,75 ml
40% akrilamid 1,50 ml | 40% akrilamid 2,25 ml | 40% akrilamid 3,00 ml
10% APS 50 ul | 10% APS 50 ul | 10% APS 50 ul
TEMED Sul TEMED Sl TEMED Sul

2. tablazat: Az EMSA-hoz sziikséges, kiilonb6z6 toménységii 1xXTBE poliakrilamid gélek
osszetétele

500 pl-es eppendorf mikrocsovekbe bemértem a puffereket (0 mM és 200 mM NaCl
tartalmu 1XTBE pufferekkel beallitjuk a kivant s6-koncentraciot (100-200 mM ko6zott)), az
EDTA-t (etiléndiamin-tetraacetat), a DNS-t, a fehérjét, majd a Loading Dye-t. Ez utobbi

sziikséges ahhoz, hogy a gél futtatasa alatt nyomon kovethessiik a frontvonalat.

Az el6futtatas utan Hamilton-fecskenddvel beinjektaltam a mintakat a zsebekbe, majd
1 6ra 10 percig 150V-on futtattam a gélt. Ezutdn kortilbeliil 20 perc alatt desztillalt vizben
kioldottam a gélb6l a Loading Dye-t, majd UV-aktiv GelRed oldatban aztattam tovabbi
20 percig fényt6l elzarva, mivel ez a festék fényérzékeny. A DNS festése utan Uvi-Tec
gélbeolvasd késziilék hasznalataval, UV-fényben, nagy expoziciés iddt alkalmazva

beolvastam a gélt.

3.2.4 SDS-PAGE

A poliakrilamid gélelektroforézis soran egyenaram hatasara a fehérjék méretiiktol,
relativ toltésiktol, és alakjuktol fliggden kiilonbozo sebességgel mozognak a gélben. Mivel
ezt a sebességet tobb tényezd is befolyasolja, nehéz lenne megmondani, hogy a keresett
fehérje megtalalhato-e a mintaban. Azonban ha denaturaloszert alkalmazunk, jelen esetben
natrium-dodecil-szulfatot (sodium dodecyl sulphate = SDS), akkor ez az eljaras alkalmas a

fehérjék méret szerinti elvalasztasara.

Az éltalam hasznalt a technika a diszkontinuus elektroforetikus modszerek kozé
tartozik, vagyis kétféle koncentracidju gél, és harom kiilonbozd puffer sziikséges hozza,
melyek Osszetételét a Fiiggelékben részletezem. A futtatd, vagy elvalaszto gél felett
helyezkedik el a koncentralo, vagy tomoritd gél, melynek az akrilamid koncentracidja olyan
alacsony, hogy az elvalaszté hatas nem is érvényesiil, a tomoritd gél szerepe a fehérjék

viszonylag frontvonalra rendezése.
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Els6 1épésben az EMSA mddszernél emlitetthez hasonloan elkészitjiik a poliakrilamid
gélt, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben eldszor az elvalasztd gélt ontjiik a két
iiveglap k6z¢é, majd erre izopropanolt rétegziink azért, hogy egyenletes legyen a gél felszine.
Amikor a gél megszilardult, sziirépapirral leitatjuk az alkoholt, majd rarétegezziik a tomoritd

gélt, és ebbe helyezziik a féstit, és megvarjuk, hogy megszilarduljon.

A vizsgélathoz sziikséges a mintat el6késziteni: 16 pl mintdhoz 4 pl kezeldoldatot
(mintakoktél) adtam, amely tartalmazott SDS-t, redukaloszert, illetve a futasi frontot jelzé
festéket. A negativ toltéssel rendelkezé SDS bevonja a fehérjelancot, ami azt eredményezi,
hogy a fehérjék molekulatomegre vonatkoztatott relativ toltése megegyezik; mig a
redukaloszer a fehérjében taldlhaté diszulfid-hidakat bontja. Ezutan 4 percig 98°C-on
termosztaltam a mintdkat, igy denaturalodtak a fehérjék. Az igy kezelt mintakat 200 V-on
35-40 percig futtattam. A molekulatomeg meghatarozasahoz a mintak mellett minden gélre
kiilonb6z6 molekulatomegli fehérjék keverékét tartalmazo fehérje-1étrat (PageRuler Plus

Prestained Protein Ladder) is felvittem.

Végiil a frontot jelz6 festék kiaztatasat kovetben Coomassie Brilliant Blue festékkel

tettem lathatova a fehérjék helyzetét a gélen.

3.2.5 Nativ PAGE

A nativ poliakrilamid gélelektroforézis elsésorban abban kiilonbozik az elobb emlitett
technikatol, hogy sem a gél, sem az ugynevezett mintakoktél nem tartalmaz denaturaléd
agenst, az eljaras soran a fehérjék megtartjak eredeti térszerkezetiiket. Ezaltal egy megfeleld
kotéserdsségli fehérjekomplex az elektroforézis soran stabil marad, a fehérjekomponensek
egylitt mozognak a gélben, igy Osszehasonlitva az egyes komponensekkel, detektalhatd a

komplex létrejotte.

Az elkészitett nativ gélt (Osszetétele a Filiggelékben lathato) futtatopufferben 1-1,5
oran keresztiil 100 V-on, folyamatos hiités kdzben eldfuttattam. Az eldkészitett mintakat
(20 pl fehérje oldat + 5 pl mintakoktél) a denaturacio elkeriilése érdekében szintén hiités
kozben, 2-2,5 oran keresztiil 150 V-on futtattam. Végiil a 3.2.4. pontban is emlitett

Coomassie Brilliant Blue festékkel tettem lathatova a fehérjéket.
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3.2.6 Enzimaktivitas mérés

A dUTPaz altal katalizalt reakcio pH valtozassal jar (2. egyenlet), mely megfeleld
indikator alkalmazasaval nyomon kdvethetd. A mérésekhez egy igen kis puffer kapacitasu
(1mM Hepes tartalmu), fenolvords sav-bazis indikatort tartalmazo puffert hasznaltam, mely
a reakcio eldrehaladdsat szinvaltozéssal jelezte. A szinvaltozas, megfelelé hullimhosszon
mérve abszorbancia valtozassal jar egyiitt, melyet UV/VIS spektrofotométerrel
(JASCO-V550 spektrofotométer) mértem, az eredményeket a WInASPECT segitségével
értékeltem ki.

duUTPdz

duTP dUMP + PP, + 2 H

2. egyenlet

A méréseket 559 nm hullamhosszon, 20°C-on termosztalva végeztem, referenciaként
az lires kiivettat tekintettem. Mivel vizsgalataim soran az enzim gatlasara voltam kivancsi,
kiilonb6z0 mennyiségli gatloszert (Stl fehérjét) adtam a reakcidelegyhez. A reakciot gatlo
fehérje oldatanak jelentésebb a puffer kapacitasa, mint a mérdé puffernek. Ezt a lehetséges
hibaforrast megfelelé puffer hozzaadasaval kiiszoboltem ki, gondosan tligyelve arra, hogy a
reakcidelegy puffer kapacitdsa mindig ugyanakkora legyen. A méréseket az enzim
szubsztratja, a dUTP hozzdadasaval inditottam. A kezdeti reakcidsebességet a kapott gorbe
alakjatol fliggéen a gorbe elsé 10-15%-ara illesztett egyenes meredekségébdl hataroztam

meg a 3. egyenlet alapjan.

_ mx[S]
Vo Elead ahol
3. egyenlet
Vo a kezdeti sebesség (1/5)
m a gorbére illesztett egyenes meredeksége (1/)

[S] aszubsztrat (dUTP) koncentracioja (mol/dm?)
[E] azenzim (dUTP4z) koncentracioja (mol/dm?)

44 a reakci6 kezdo-, és végpontja kozotti abszorbancia kiilonbség
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4 Eredményeim ¢&s értékelésiik

4.1 A fehérje domén-szerkezetének feltérképezése

4.1.1 Tervezés: a Phyre2 modell

Az Stlsapinovi fehérje térszerkezete jelenleg nem ismert, de a bioinformatika nytjtotta
lehetéségekkel és in vitro kisérletekkel koriiljarhatd, hogy a fehérje bizonyos részei mely
funkciokért feleldsek, illetve egy modell alkothatd, mely a pontos szerkezeti ismeretek

hidnyaban tampontul szolgalhat a tovabbi kutatasokat illetden.

A fehérje in silico térszerkezeti modelljének -eléallitasahoz a Phyre2 (protein
homology/ analogy recognition engine) nevii programot hasznaltam, mely az altalam
megadott szekvenciat (ez a Fiiggelékben megtekinthetd) Gsszehasonlitja ismert szerkezetii
fehérjék aminosav sorrendjével és a szamomra érdekes fehérjével leginkabb hasonlo
fehérjék szerkezete alapjan épit egy 3D-homoldgia modellt (9. abra). A program a Structural
Classification of Proteins (SCOP) és a Protein Data Bank (PDB) adatbazisokban talalhato

fehérjeszerkezeteket hasznalja fel a modellezéshez [20].

9. dbra: A Phyre2 program altal készitett modell az Stls,pipo1 fehérjére.
PyMol programmal a fehérje N-terminalis végét6l a C-terminalis végéig ugynevezett rainbow
(szivarvany) szinezés

Emellett a szerkezet felderitéséhez kiindulopontként szolgaltak az Stl-hez feltehet6en
nagyon hasonlo CI fehérjérél meglévd ismereteink is. Ahogy azt az irodalmi

Osszefoglaloban részletesen bemutattam, ennek a represszornak az N-terminalis része felel6s
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a DNS-sel vald kolesonhatasért, mig a C-termindlis szegmense a fehérje-kolcsonhatasért.

Ez, illetve a Phyre2 modell alapjan az Stl két elkiilonithetd doménnel rendelkezik (9. abra).

Ezen eredmények, illetve a 4.2.1. pontban részletesen kifejtett HTH-motivum
predikcidja alapjan a teljes N-terminalis domén eltavolitasat terveztiik, s az igy kapott
fehérje részlettdl azt vartuk, hogy nem alakit ki klecsonhatast a DNS-sel, viszont a dUTPaz

enzimmel igen.

4.1.2 Az Stl fehérje C-termindlis szegmensét kodold plazmid eldallitasa

Az elézetes modellek alapjan a C-termindlis fehérje eldallitasanak elsé lépéseként a
Phyre2 modell alapjan megterveztiik, hogy a fehérje , kettévagasa” lehetdleg olyan helyen
torténjen, ami nem rendelkezik funkcidval. Mivel a mutans fehérjét klonozassal allitottuk

eld, ehhez sziikséges volt a megfeleld primerek hasznalata.

A primerek tervezésénél figyelembe vettiikk, hogy az ugynevezett olvadasi
hémérsékletiik (Tr=melting point) 55-65°C k6z¢ essen, de a két primer (forward, reverse)
kiilonbsége ne legyen nagyobb 2°C-nal. Fontos szempont, hogy ne legyenck egymas
komplementerei, illetve ne alakuljanak ki benniik masodlagos struktardk (példaul
hajtikanyar). Ezen kiviil a forward primer esetében az 5’°-végén, a reverse primer esetében a
3’-végén egy-egy restrikcids endonukledz hasitohely keriilt, mely nélkiilozhetetlen a

vektorba éptiléshez. A mutacio létrehozasahoz hasznalt primereket a 3. tablazat foglalja

0ssze.
fo rward 5’- GAATTCAGCCCGACCCTGAACG-3
primer =
reverse i )
D rimer 5’-CATCAGAAAAAAATTATTCTGGAAAAAGATACCAACTAACTCGAG -3

3. tablazat: A C-terminalis Stl eloallitisahoz hasznalt primerek. Az alahtzott szakaszok a
restrikcios endonukleazok hasitohelyeit jelolik (EcoRI, Xhol)

Ezeket a primereket hasznalva az Stl-t kodold plazmidrol (templat) PCR
alkalmazasaval (4. tablazat) eldallitottuk a kivant C-terminalis szakaszt kodold nukleinsavat
(inszert). Ahhoz, hogy ezt fel tudjuk hasznalni, sziikséges, hogy egy vektorba, egy specialis
hordozé DNS molekulaba keriiljon, mely a fehérje szabalyozhato kifejez6dését is lehetdvé

teszi. Erre a célra az Stl esetében mar j61 bevalt pGEX-4T-1 vektort (4. abra) hasznaltuk,
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aminek az a kiilonlegessége, hogy a termeltetni kivant fehérje N-terminalis végéhez a

glutation-S-transzferaz fehérje fuzional.

) 98°C 30 masodperc
Denaturacio
98°C 10 masodperc
Primerek betapadasa (anellacio) * 20 masodperc
Polimerizacié 72°C 20 masodperc
Hosszabbitas 72°C 2 perc

4. tablazat: A PCR reakcié lépései, a ciklus harmincotszor ismétlodott
*Hémérséklet gradiens alkalmazasa

Mind a vektor, mind az inszert atesett az EcoRI, illetve az Xhol restrikcios
endonukleazok altali emésztésen, igy kialakultak a ragados végek, melyekkel késdbb Ossze
tudtak kapcsolodni. Azonban a ligalast megel6zdéen a vektor 5’-végérdl az alkalikus
foszfatazzal eltavolitottuk a foszfat-csoportot, megelézve a vektor Onzarodasat, igy

kikiiszobolve egy lehetséges hibaforrast.

Ezt kovet6en in vitro a DNS-ligaz 6sszekapcsolta az inszertet ¢és a vektort a megfeleld
ragados végiiknél. Az igy keletkezett plazmidot E.coli XL1Blue sejtekbe transzformaltuk,
majd a rekombinans klonokbdl steril pipettahegy segitségével néhanyat LB tapoldatba
oltottunk, majd a 3.1.3. pontban ismertetett modon izolaltuk a plazmidokat a sejtbdl. Ezeket
ismételten EcoRI ¢és Xhol enzimekkel kezeltiik, agar6z gélen megfuttattuk ezt a mintat,
ellendrizve, hogy az izolalt plazmid valoban tartalmazta az inszertet. Pozitiv kontrollként a
teljes hossza Stl fehérjét tartalmazé plazmidot hasznaltuk. Ennek eredményét mutatja a
10. abra, melyen jol latszik, hogy egy kivételével a felvett klonok megfeleltek az

elvarasainknak, mivel megjelenik a kontrollnal alacsonyabb tomegnél az inzert DNS savija.
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b wn s — s-«-—-—.-

— 2000 bp
— 1500 bp
— 1000 bp
— 750 bp
~ 500 bp

- 250bp

10. abra: A rekombinans klonok agaroz gél képe
Magyarazat: 1-6-mintak (sejtbol izolalt plazmidok EcoRI és Xhol enzimekkel torténo
emésztést kovetden), K-pozitiv kontroll (teljes hosszu Stl fehérjét kodolé plazmid),
M-DNS létra

A plazmidot az expresszios rendszerbe torténd transzformalasa el6tt elkiildtik

szekvenaltatni, igy megbizonyosodtunk arrol, hogy sikeriilt 1étrehozni a kivant mutaciot.

4.1.3 Az Stl fehérje C-terminalis szegmensének eldallitasa, tisztitasa

A szekvenalas eredménye utan a megfelelé plazmidot BL21 (DE3) Rosetta sejtekbe
transzformaltam, majd expresszaltattam a fehérjét. Ezek utan a C-terminalis Stl-ben gazdag
sejteket a 3.1.6. fejezetben leirtak szerint tartam fel. Mivel ez a konstrukt tartalmazott
GST-cimkét, affinitas kromatografiaval tisztitottam a fehérjét, melyet a 3.2.1.3 pontban
részleteztem. A sejtfeltaras €s tisztitas soran a fontosabb 1épéseknél 20 ul mintat vettem,
hogy nyomon tudjam kovetni a fehérje tisztasagat és hozzavetdleges mennyiségét. Elsoként
a sejtek centrifugalasat kovetéen ellendriztem, hogy a felilliszoban és a csapadékban
megtalalhato-e a fehérje®. Ezt kdveten a kromatografias oszlopon minden egyes atesett
frakciobol mintat vettem. Idealis esetben a trombinos emésztés utani frakcioban fordult el6 a

legtobb, altalunk vizsgalt fehérje.

Minden mintdhoz adtam SDS-t is tartalmazo kezel6oldatot, majd a 98°C-0s
termosztalas utan poliakrilamid gélen ellenériztem a mintakat (3.2.4. fejezet). A

C-termindlis Stl esetében a 11. abran lathat6 egy tisztitas eredménye.

® A csapadékot a feltaré pufferben szuszpendaltam.
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A képen megfigyelhetd, hogy bar tekintélyes mennyiség megtalalhaté a vart,
trombinos emésztés utani mintaban (ON-TR), az emésztés kozel sem volt tokéletes, mivel
jelentds volt az elicios oldatokban, illetve az atesdben megjelend GST-cimkével rendelkezd
Stl mennyisége. Ennek megfelelden kevesebb sejt-csapadék feltarasaval, és tobb trombin

hasznalataval hatékonyabb kitermelést érhettiink volna el.

CS A M ONTR E1 E2 MM

- 70 kDa
- 55 kDa

& 35kDa
. -25kDa

11. abra: A C-terminalis Stl fehérje tisztitasat ellen6rzé poliakrilamid gél képe
Magyarazat: F-feliilluszé, CS-csapadék, A-atesé (az oszloprol elséként lekeriilt frakcié),
M-moso (a trombinos emésztés el6tt az oszlop mosasa), ONTR-trombinos emésztés utani

frakcié (overnight trombin), E1-elsé6 eliicio, E2-masodik eliicio, MM-fehérje létra
C-terminalis Stl fehérje mérete: 22,8 kDa

Ezutan az ON-TR oldatnak, és az oszlop els6 mosasat kovetd frakcionak Nanodrop
spektrofotométerrel megmértem a koncentraciojat, kiporcioztam 200-500 pl-es frakcidkra,

majd lefagyasztottam.

Minden vizsgalathoz sziikség volt pozitiv kontrollra, azaz a vadtipusu Stl fehérjére.
Ennek tisztitasanal hasonloképpen jartam el, mint az elébb emlitett mutans fehérje esetében.
Mivel nagy mennyiségii fehérjére volt sziikségem a sokféle kisérlethez, illetve ezek sokszor
tobbszori megismétléséhez ¢s egy tisztitassal koriilbeliil 3 ml 1-1,5 mg/ml-es fehérjét tudunk

kinyerni, tobb tisztitast is végeztem. Egyik ilyen tisztitds eredményét a 12. abra szemlélteti.
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M1 M2 E1 E2 MM
E 70 kDa
w» -55kDa
w -35kDa

——

— » _25kDa
w -15kDa
w -10 kDa

12. abra: Az Stl tisztitasanak SDS-PAGE képe
Magyarazat: F-feliiliiszé, CS-csapadék, A-ates6, MO-trombinos emésztés elétti mosasa az
oszlopnak, ONTR-trombinos emésztés utani atesd, M1-trombinos emésztés utani elsé6 mosas,
M2-emésztés utani masodik mosas, E1-elso elucio, E2-masodik elicio, MM-fehérje 1étra
Stl fehérje mérete: 32,8 kDa

4.1.4 Az Stl fehérje C-termindlis szegmens DNS-kotésének vizsgalata

Elészor a tisztitott C-terminalis domén DNS-koté képességét vizsgaltam, mivel az
elézetes modellek alapjan azt vartuk, hogy egyaltalan nem alakul ki kdlcsonhatas. Ehhez a
3.2.3. fejezetben ismertetett EMSA modszert hasznaltam. Higitasi sort alkalmaztam mind a

mutans, mint a vadtipusu fehérje esetében, a pontos koncentraci6 értékek a gélképrol
leolvashatok. Minden zsebbe 100 ng DNS kertilt.

CT-Stl (M) Lo _CT-Stl(um)  stl(um)
= it 10 Eid 5 20 10 =)

Rt Bt Nl Nl | -I‘

13. abra: A C-terminalis domén DNS-sel valé kélcsonhatasanak vizsgalata EMSA médszerrel
Az a) abran lathato kisérlet konzulensem, Nyiri Kinga munkdija
*10 pM dUTPaz-t is tartalmazott a minta
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Az Stl fehérje C-terminalis szegmensével végzett kisérletekben a DNS mind kis, mind
nagy fehérje koncentracional szamottevéen a szabad DNS-nek megfeleld savban jelent meg
(13. abra). Ez alapjan elmondhatd, hogy nem a fehérje C-terminalis doménje felelds a
DNS-kotés kialakitasaért, jollehet, Kismértéki, feltehetden aspecifikus kolcsonhatas
1étrejohet (13. abra, b).

4.1.5 dUTPaz eloallitasa és tisztitasa

A hipotézis igazolasahoz, miszerint a CI represszorhoz hasonldan az Stl esetében is a
fehérje C-termindlis doménje felelds a fehérjével vald kolcsonhatasért, sziikségiink volt

tiszta dUTPAaz-ra is.

Ehhez Zagyva Imre altal elkészitett, ®11 bakteriofag dUTPaz enzimében gazdag
sejteket tartam fel, majd az igy kinyert fehérjét tisztitottuk. Els6 1épésként az enzimben
gazdag feliiluszot anioncserés kromatografias oszlopra vittiikk fel, majd a kromatogramon
igéretesnek tlinG frakciok fehérjetartalmat SDS gélen ellendriztem (14. abra). Ez alapjan két
frakciot (a képen B8, és B9-cel jelzett) méret kizarasos kromatografiaval tovabb

tisztitottunk, a tobbit lefagyasztottuk a tovabbi felhasznalasig.

MM B10 Bll1 C1

70 kDa - | §
55 kDa -

35 kDa -
25 kDa -

15 kDa - |

e—
10 kDa - | s

14. abra: @11 dUTPaz tisztitasa ioncserés kromatografiaval
Magyarazat: Az egyes frakciék (B1-C2) nevei megfelelnek a szedd helyzetének a folyamat
soran, F-feliiliszo, CS-csapadék, A-ates6, M1-mosas (a folyamat végén az oszlop mosisa)
®11 dUTPAz fehérje mérete: 19,9 kDa

A méret kizarasos kromatografidval sikeriilt tiszta fehérjeoldatokat kapnunk, melyek

koncentraci6it Nanodrop spektrofotométerrel mértem meg (5. tablazat).
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15. abra: A dUTPaz méret kizarasos kromatografias tisztitisanak eredménye
Az egyes frakcidk nevei megfelelnek a szedd helyzetének a folyamat soran
@11 dUTPAaz fehérje mérete: 19,9 kDa

®11 dUTPaz gélsziirés mért koncentraciok
frakciok (mg/ml)
A10 0,44
All 0,83
Al2 1,53
Al3 1,06
Al4 0,38

5. tablazat

A tovabbi vizsgalatokat ezekkel az oldatokkal végeztem.

4.1.6 Az Stl fehérje C-terminalis szegmens dUTPaz kotésének vizsgalata

Az Stl fehérje C-termindlis domén dUTPaz-zal kialakuld kolcsonhatasat kétféle
modszerrel ellendriztem. Els6ként nativ gélen figyeltem meg, hogy kialakul-e¢ a két fehérje
komplexe. Amennyiben kialakul, akkor a gélen csak egy helyen tlinik eld a jel, mig ha nem

alakul ki, akkor mindkét fehérjének kiilon-kiilon, a nekik megfeleld helyen lathato a két folt.

32



CT-Stl (uM)

dUTP&z (uM)

16. abra: Az Stl fehérje C-terminalis szegmens (CT-Stl) és a dUTPaz kapcsolatanak vizsgalata
nativ poliakrilamid gélen

A Kkisérlet egyértelmiien bebizonyitotta (16. abra) hogy kialakult a két fehérje
komplexe, mivel az enzimnek megfelelé ,,folt” novekvoé C-termindlis Stl koncentracional
eltiint, illetve a két egyediili fehérje futasi pozicidjahoz egy 0j helyen jelent meg a jel,

amikor mindkét fehérje jelen volt a mintaban.

Ismert, hogy a vadtipusu (teljes hosszusagu) Stl gatolja a dUTPaz miikddését, igy a
kovetkezd 1épésben azt vizsgaltam meg, hogy ez igaz-e az altalunk tanulmanyozott muténs
fehérjére is. Ezt a 3.2.6. pontban ismertetett aktivitasméréssel tettem. Ez a modszer igen kis
koncentracidokat igényel, igy a fehérjeoldatokat sziikséges volt higitani. Ez a hirtelen
valtozas kedvezétleniil hatott a fehérjékre, ezért az elsd méréssorozatnil az eredmények
nagymértékben szortak. A masodik alkalommal a probléma kikiiszobolésére a mérések elott
3 percig 4°C-on 6000 rpm-en centrifugaltam az oldatot. A mérés elinditasa eldtt a
fenolvords puffer pH-jat bedllitottam 7,5-re, és megvartam, mig szobahdmérsékletli lesz,

mivel ennek elmulasztasa ismételten a kezdeti mérések nagy szorasat eredményezte volna.

Ezutan a dUTP kivételével 6sszemértem az adott mérés minden szerepldjét, és az elsé
harom alapjan megallapitottam az inkubacios id6t. Ez egy stabil alapvonal bealltat jelentette,
minden alkalommal 5 perc volt. Egy-egy mérés addig tartott, amig az elegyhez hozzaadva a
dUTP-t, az abszorbancia valtozasa megsziint. Mind az enzim, mind a nukleotid
koncentracidja valtozatlan volt, a gatlészer koncentraciojat fokozatosan ndveltem, minden
inhibitor koncentracional harom parhuzamos mérést végeztem. A beallitasokat és a kapott

adatokat a Fiiggelékben foglaltam Ossze. Az eredmények kiértékelését a mar emlitett
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WinASPECT programmal végeztem, mig az abrazolast, és a gorbe illesztést az Origin 8.5

nevil szoftverrel.
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17. abra: A dUTPAz aktivitasanak gatlasa novekvé C-terminalis Stl (CT) koncentracio
hatasara. A gorbét a 4. egyenlet alapjan illesztettem

Ax[(c+x+K) —+J(c+x+Kz)2—4xcx*x]

y=s5+ 2xc
4. egyenlet
S a gatolatlan enzim kezdeti sebessége
A az amplitado
C az enzim koncentracio
Kg a féltelitési allando

A 17. 4abra alapjan megfigyelhetd a jelentds mértékii gatlas, szdmszerlien a

C-terminalis Stl a normal érték 58-60%-ara csokkenti a dUTPaz aktivitasat.

Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy a fehérje C-terminalis doménje részt vesz

a fehérjével valo kdlcsonhatasban, mig a DNS-kotés kialakitdsaban nincs szerepe.
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4.2 A DNS kotoé domén részletesebb feltérképezésére tett kisérletek

Az el6zd kisérletekben kideriilt, hogy a DNS-kotésért a fehérje N-termindlis része
lehet a felelds. Ennek feltérképezésére pontmutansokat terveztiink a predikcids programok
altal josolt HTH motivum teriiletén, és azt vartuk, igy jelentésen gyengiil a fehérje DNS-
koto képessége. Ez, a szerkezet felderitésén tul, kiilondsen nagy jelentdséggel birna, mivel
az igy létrehozott Stl mutans fehérjét felhasznalhatnank dUTPaz enzim gatlasara anélkiil,

hogy attol kellene tartani, hozzakot a DNS-hez.

4.2.1 HTH motivum josléasa

A fehérje aminosav-szekvenciajanak ismeretében a 4.1.1. fejezetben is ismertetett
modon modellezhet6 a fehérje masodlagos illetve harmadlagos szerkezete, emellett a DNS

koté HTH motivumok predikcidjara is van lehetdség.

A DNS-kot6 motivum helyének joslasara az Institute of Biology and Chemistry of
Proteins intézet Pole Biolnformatique Lyonnais Lyon-Gerland csoport altal fejlesztett
HTH-predictort hasznaltam. Ez a program készit egy matrixot, aminél az egyes szegmensek
aminosavait pontozza azok helyzete alapjan, Ggy, hogy 6sszehasonlitja az alapkészletének
(,,master set”) konzervalt aminosavaival. A legtobb pontot kapott szegmens lesz a
legnagyobb valdszintiséggel a kérdéses DNS-k6té motivum, feltéve, hogy a vizsgalt fehérje

tartalmaz hélix-turn-hélix motivumot [21].

18. abra: A Phyre2 iltal megadott modellen PyMol segitségével rozsaszinnel jelolve a jésolt
HTH motivum
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Altalanos esetben elmondhaté a HTH motivumokrél, hogy 22 aminosav hossziak, a
11. glicin, a 6. és 17. nem rendelkezik toltéssel, valamint az 5-10. és 17-22. aminosavak
kozott nincs prolin. Ez természetesen nem szigoruan vett szabalyszeriiség, de jellemzd,

mivel ezek a motivumok viszonylag konzervalt szekvenciak [22].

A szerkezeti modell alapjan a HTH-motivum nagy valdszinliséggel josolhato. Az
emlitett programmal kapott eredmény a 18. abran lathatd, illetve tébldzatosan is

megtekinthetd a Fliggelékben.

4.2.2 HTH motivum mutacidjanak tervezése

Az Stl fehérjében a predikcios program 4ltal josolt HTH motivumot dsszehasonlitottuk
ismert DNS-ko6té fehérjék (lambda CI, Cro) HTH motivumaval. Ezen tulmenden, az
Stlsapibovt jOsolt szerkezetét illesztettiik a CI és a Cro fehérjék szerkezetére, ez alapjan a
DNS-koté rész helyzete a motivumon beliil nagyjabol megegyezik a harom fehérjében.
Ezeknek a fehérjeknek (CI, Cro) a specifikus DNS-kotd része a masodik hélixben talalhato,

jellemz6, hogy a motivum 14. aminosavja glutamin, a 15. Szerin (19. abra).

Stl LTOQSKLSERTGESONTISNHEN
CI LSQESVADKMGMGQSGVGALEN
Cro FGOTKTAKDLGVYQOSAINKATH

19. abra: Az Stl fehérje josolt, és ismert szerkezetii fehérjék (CI, Cro) HTH- motivumanak
illesztése, kiemelve a szovegben emlitett aminosavak

Mindezek alapjan egy olyan konstrukcio 1étrehozasat terveztiik, melynél az Stlsapibovt
josolt HTH motivumaban a 14. helyen 1év6 glutamint, és a 15. helyen 1év6 aszparagint, mely
a szerinhez és glutaminhoz hasonloéan hidrofil jellegli aminosav, kicseréljiik hidrofob jellegii
alaninra. Ezzel a mutacioval valdsziniileg csokkenteni tudjuk a fehérje DNS-kotd

képességét.

Ehhez a mutaciohoz terveztiink primert. Els6ként a https://eu.idtdna.com/CodonOpt

honlapon megnéztiik, hogy az alanin melyik kodonja fordul elé leggyakrabban az E.coli-ban
¢s a honlap altal els6ként javasolt kodonokra cseréltiik a glutamint és az aszparagint kodolo
tripleteket. Ezutan a két modositott kodon elott és utan Gigy valasztottuk meg a bazisokat,

hogy lehetdleg mindkettdnek a végén C és G legyen, ami a biztosabb letapadast biztositja
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azaltal, hogy a citozin és guanin kozott harom H-hid alakul ki. Ugyeltiink arra, hogy
mindkét résznek az olvadaspontja 60°C koriil legyen, illetve a két szakasz olvadaspontjanak
kiilonbsége, ha lehet, ne legyen 1,5°C-nél nagyobb. Ezen kiviil fontos szempont, hogy a
primer olvaddspontja magas, 78°C felett legyen. A varhatd olvadaspontokat kétféle
predikcids programmal is megnéztiik. Az igy kapott primer:

5’-CGCACCGGCTTTAGCGCAGCGACCATTAGCAACCATGAAAACG-3".

A tervezett primer két, a mutaciot hordozé kodonoktol 3’-, illetve 5’ iranyban

elhelyezked6 szakaszanak varhatd olvadaspontjat a 6. tablazat foglalja 6ssze.

Becsiilt
Honlap Génszakasz ]
olvadaspont
http://www.thermoscientificbio.com/webtools/ | ACCATTAGCAACCATGAAAACG 63,9°C
tmc/ CGCACCGGCTTTAGC 61,1°C
https://www.neb.com/tools-and- ACCATTAGCAACCATGAAAACG 61°C
resources/interactive-tools/tm-calculator CGCACCGGCTTTAGC 61°C
6. tablazat

Az igy kapott primert dsszehasonlitottuk az eredeti szekvenciaval, ellendrzésképpen,
hogy csak a tervezett mutacional van-e kiilonbség.

Végiil ellendriztiik a http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html honlapon

talalhatd programmal, varhato-e, hogy ebben a tervezett oligonukleotidban kialakul

“hajtiikanyar”, ami megakadalyozhatna a primer letapadasat.

4.2.3 A HTH mutanst kodolo plazmid eldallitasa

A pontmutacié eldallitaséhoz a QuikChange™ mutagenezis protokollt hasznaltuk
(3.1.2. fejezet). Ennek soran a mutaciot tartalmazo primer hozzakotott az eredeti
plazmidhoz, és az Ujonnan szintetizalt DNS tartalmazta a kivant pontmutaciokat. Ezutan az
eredeti DNS szalat 37°C-on, 1 6ran keresztiil Dpnl restrikcids enzim emésztette el, igy
elméletileg csak a kivant plazmidot transzformaltuk az E.coli XL1Blue sejtekbe. Az igy
létrehozott plazmidot izolaltam és elkiildtik szekvenalni, melynek eredménye alapjan

megbizonyosodtunk, hogy a konstrukt valoban tartalmazta a kivant mutaciot.
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20. abra: Az Stl(AA) mutaciot kodolé plazmid Dpnl enzim altal végzett emésztés utani gélképe
Magyarazat: MM-DNS létra, 1-5-mintak, K-kontrol

4.2.4 A HTH mutans eldallitasa, tisztitasa

Az AA mutanst kodolé plazmidot ezutan BL21 (DE3) Rosetta sejtekbe
transzformaltam (az eljaras a 3.1.3. pontban olvashatd). A szelekcios taptalajon feln6tt
sejteket 500ml LB tapoldatba oltottam, és IPTG hozzaadasa kovetkeztében a sejtek
sikeresen expresszaltak az el6allitni kivant fehérjét (3.1.5. fejezet) (21. abra).

21. abra: Az Stl(AA) mutans expressziojanak SDS-PAGE gélképe
Magyarazat: MM-fehérje létra, szam- az adott koldnia, - : IPTG nélkiili, + : IPTG hozzdadasa
utan

A pontmutins fehérjében gazdag sejtekbdl ezek utdn izoldltam a fehérjét (3.1.6.
fejezet), majd affinitds kromatografiaval tisztitottam, ugyanigy, mint a vadtipus és a
C-terminalis Stl esetében. Ennek eredményét a 22. abra szemlélteti: két frakcio is gazdagon

tartalmazta a vizsgalni kivant fehérjét.
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22. abra: Az StI(AA) mutans fehérje tisztitasanak gélképe
Magyarazat: F-feliilisz6, CS-csapadék, A-étesﬁ, MO-trombinos emésztés elotti mosasa az
oszlopnak, ONTR-trombinos emésztés utani atesé, M1-trombinos emésztés utani elsé6 mosas,
M2-emésztés utani masodik mosas, E1-elso elucio, E2-masodik elicio, MM-fehérje létra
Stl(AA) fehérje mérete: 32,7 kDa

4.2.5 A HTH mutans fehérje DNS-kotésének vizsgalata

Az elképzelésiink szerint a fehérjének azon részén hajtottuk végre a baziscserét, mely
a DNS-szekvencia felismerésért, a specifikus DNS-kotésért felelds. Ennek megfeleléen arra
szamitottunk, hogy a kolcsonhatés jelentdsen gyengiil a nukleinsav és a fehérje kozott. Ezt
EMSA modszerrel probaltam meg igazolni. Ehhez higitdsi sort készitettem (0,1 uM,
0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM) az Stl(AA) és a vadtipus esetében is, majd minden mintahoz 90 ng
DNS-t adtam. A kisérlet igazolta a hipotézist. A 23. abra lathato, hogy a pontmutans fehérje
esetében is kialakul a DNS-sel valo kolcsonhatas. Ugyan a DNS-ko6té képesség nem sziint
meg, az egyértelmiien latszik, hogy sokkal gyengébb kdlcsonhatés, mivel a vadtipus mar a
0,2 uM-os fehérjekoncentracio esetében is kialakitja a DNS-sel valo kdlcsonhatést, mig az
Stl(AA) mutans ekkor lathaté modon még nem. A mutdns fehérje esetében a magasabb
koncentracioknal valoszinii, kicsapddott a minta, aggregatumok alakultak ki, amik nem is
léptek be a gélbe, ezért a kisérletet meg kell majd ismételni. De ettdl fliggetleniil mar ez az
eredmény is jol mutatja, hogy a kicserélt két aminosav fontos szerepet jatszik a DNS-sel

val6 kolesonhatas kialakitasdban, hiszen mutacio hatasara jelentdsen gyengiil a DNS-kotés.
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23. abra: Az StI(AA) mutans fehérje DNS-koto képességének vizsgalata EMSA modszerrel
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Osszefoglalas

Munkam soran az Stlsspineva Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetet (SaPI-t)
szabalyozo fehérje molekularis szinti szerkezetének felderitése, ¢és funkcidinak
meghatarozasa volt a célom. Ehhez in silico modszerek segitségével megalkottuk a fehérje

modelljét, ez alapjan létrehoztuk kiilonbdzé muténsait, majd ezeket vizsgéltuk kiilonbdzo
technikakkal.

Els6 Iépésben eltavolitottuk az egész feltételezett DNS-k6té domént, és az igy kapott
fehérjétol azt vartuk, a dUTPaz enzimmel, a vadtipushoz hasonloan, kialakit kélcsonhatast,
mig a DNS-koté képessége megsziinik. Ez utobbi feltételezést elektroforetikus mobilitas
probaval (EMSA) sikeriilt igazolni. Mig a vadtipus esetében mar egészen kis koncentracio
értékeknél (0,2-0,5 uM) is detektalhatd volt a fehérje-DNS komplex, addig a C-terminalis

mutans nagy koncentracioinal (5-10 uM) is a szabad DNS jelent meg a gélen.

Sikeriilt valaszt kapnunk arra a Bevezetoben megfogalmazott kérdésre, hogy az Stl
fehérje egyes szegmensei onalloan feltekeredé doméneket alkotnak-e, legalabbis a fehérje
C-terminalis része ilyen. Tobb moédszerrel is bebizonyitottuk, hogy a C-terminalis domén
szerepet jatszik a fehérje-kolcsonhatas kialakitasaban. Eldszor nativ poliakrilamid gélen
lathatova tettiik a komplexet, majd az enzimaktivitds mérés optimalizalasit kovetden

kimutattuk, a fehérje jelentdsen gatolja a dUTPaz mitkodését.

A fehérje szerkezetének finomabb feltérképezése céljabol Iétrehoztunk két
pontmutéciot a josolt hélix-turn-hélix motivumban, amitdl azt vartuk, jelentdsen gyengiti a
fehérje DNS-kot6 képességét. Ezt a hipotézist elektroforetikus mobilitasi probaval igazoltuk.
A pontmutaciot hordozd fehérje ugyan kialakitott kolcsonhatast a DNS-sel, ez a
varakozdsoknak megfelelden hatdrozottan gyengébb volt, mint a vadtipus esetében.
Elmondhat6, hogy a kicserélt két aminosavnak (glutamin és aszparagin) fontos szerepe van a
DNS-kotés  kialakitasdban, azonban jelenlétik nem Iétfontossagt a kolcsonhatas

létrejttéhez.

Eredményeinket Osszefoglalva, sikeriilt azonositani az Stlsapinovi fehérje DNS-kotd
doménjét, illetve valoszinlsitettik a HTH motivum helyzetét az aminosavlancban.
Bebizonyitottuk, hogy a C-terminalis domén részt vesz a fehérje-kdlecsonhatasban, am a

dUTPaz aktivitasat kevésbé gatolja, mint a teljes hosszl fehérje.
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Ezek az eredmények hozzdjarulnak, hogy megértsilk a SaPI-k szabalyozasat, ezaltal
megakadalyozzuk ezek terjedését, ami kiemelkedd orvosbiologiai jelentdséggel birna, hiszen
ezek a genetikai elemek gyakran hordoznak virulenciaért, illetve antibiotikum rezisztenciaért
felelds géneket, és a nosocomidlis megbetegedések jelentds részéért a S. aureus a felelds.
Ezen kivil a dUTPaz enzimet gatld fehérje részlet tanulmanyozasa mas betegségek

(pl. daganatos megbetegedések) gydogymodjanak kidolgozasaban is szerepet jatszhat.

Eddig egyetlen Stl fehérje térszerkezete sem ismert, ezért tavlati terveinkben arra is
Osszpontositani ~ fogunk, hogy ezt meghatarozzuk. Ennek  felderitésére a
fehérjekrisztallografia eszkozeit hasznaljuk a vadtipusi Stlsapibevi és a dolgozatomban

emlitett mutans fehérjék esetében is.

Ezen kiviil a josolt HTH motivum mutacidjaval bizonyitani (vagy cafolni) szeretnénk,
hogy valdban azok az aminosavak feleldsek a DNS-kotés kialakitasaért, létrehozva egy
olyan konstruktot, mely nem képes a DNS-sel kdlcsonhatni, azonban a dUTPazt azonos

mértékben gatolja, mint a vadtipust fehérje.

Tervezziik tovabba az Stl mutansok in vivo tesztelését Mycobacterium smegmatisban

egy a laboratoriumunkban fejlesztés alatt allo riporter rendszerben.
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Fliggelék

Pufferek, oldatok osszetétele

1x TBE (pH=8,3) Fenolvoros puffer (pH=7,5)
89mM Tris bazis 1 mM Hepes,
89 mM Borat 5 mM MgCl,

2mM Na,EDTA

GelRed oldat (50 ml)
15 pl GelRed,
292 mg (100mM) NacCl

40 uM fenolvoros
150 uM KCl

Stl feltaré puffer (pH=7,5)

50 mM Hepes
1 M NaCl

LB IXTAE (pH=8,4)
10 g/l tripton 40 mM Tris bazis
5 g/l éleszt6 kivonat 20 mM Ecetsav
10 g/l NaCl 1 mM EDTA

»A” puffer (pH=7,5)

»B” puffer (pH=7,5)

20 mM Hepes 20 mM Hepes

100 mM NaCl 1000 mM NaCl

5 mM MgCl, 5mM MgCl,

10 mM B-merkaptoetanol 10 mM B-merkaptoetanol
0,1 mM PMSF 0,1 mM PMSF

Mintakoktél (pH=6,8)
62,5 mM Tris/HCI

25 % glicerin

2 % SDS

0,01 % bromfenolkék
350 mM DTT
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Poliakrilamid gélek osszetétele

Elvalaszto gél (6%) Tomorité gél (4%)
ddH20 3ml 1,63 ml
Elvalaszt6/Tomoritd puffer 1,25 ml 0,625 ml
40% Akrilamid 0,75 ml 0,244 ml
10% APS 50 ul 25 ul
TEMED Sul Sul
7. tablazat Nativ poliakrilamid gél 6sszetétele
Elvalaszté puffer: 375 mM Tris/HCI, pH = 8.8
Tomorité puffer: 125 mM TRIS/HCI pH = 6.8
Elvalasztd gél (8%) Tomorité gél (4%)
ddH20 2,7ml 1,63 ml
Elvalaszt6/Tomoritd puffer 1,25 ml 625 ul
40% Akrilamid 1ml 244 ul
10% SDS 50 ul 25 ul
10% APS 50 ul 25 ul
TEMED Sul Sul
8. tablazat SDS poliakrilamid gél osszetétele
Elvalaszté puffer: 375 mM Tris/HCI, pH = 8.8
Tomorité puffer: 125 mM TRIS/HCI pH = 6.8
IXTBE (8%) PA gél IXTBE (12%) PA gél IXTBE (16%) PA gél
ddH,0 5,25 ml ddH,0 4,50 mi ddH,0 3,75 ml
10xTBE 0,75 ml 10xTBE 0,75 ml 10xTBE 0,75 ml
40% akrilamid | 1,50 ml | 40% akrilamid | 2,25 ml | 40% akrilamid | 3,00 mi
10% APS 50 ul 10% APS 50 pl 10% APS 50 pl
TEMED Sul TEMED Sul TEMED S5ul

9. tablazat 1xXTBE poliakrilamid gél dsszetétele
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Szekvenciak

ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTT
GGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGC
GAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTATATTGATGGTGAT
GTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGG
TGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGAT
ACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGC
AAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGG
TGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGG
ACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATC
CCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCA
AGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGG
AATTCCATCATCATCATCATCACGGCAGCATGGAAGGCGCGGGCCAGATGGCGGAACTGCCG
ACCCATTATGGCACCATTATTAAAACCCTGCGCAAATATATGAAACTGACCCAGAGCAAACT
GAGCGAACGCACCGGCTTTAGCCAGAACACCATTAGCAACCATGAAAACGGCAACCGCAACA
TTGGCGTGAACGAAATTGAAATTTATGGCAAAGGCCTGGGCATTCCGAGCTATATTCTGCAT
CGCATTAGCGATGAATTTAAAGAAAAAGGCTATAGCCCGACCCTGAACGATTTTGGCAAATT
TGATAAAATGTATAGCTATGTGAACAAAGCGTATTATAACGATGGCGATATTTATTATAGCA
GCTATGATCTGTATGATGAAACCATTAAACTGCTGGAACTGCTGAAAGAAAGCAAAATTAAC
GTGAACGATATTGATTATGATTATGTGCTGAAACTGTATAAACAGATTCTGAGCACCGATAC
CGAAAAAAGCATTATTAACTATGAAACCCTGGCGAACACCCGCAAAAGCAGCGATAAAAANC
GCGAAGTGACCATTGAAGAAATTGGCGAATTTCATGAAAAATATCTGAAACTGCTGTTTACC
AACCTGGAAACCCATAACGATCGCAAAAAAGCGCTGGCGGAAATTGAAAAACTGAAAGAAGA
AAGCATTTATCTGGGCGAAAAACTGCGCCTGGTGCCGAACCATCATTATGATGCGATTAAAG
GCAAACCGATGTATAAACTGTATCTGTATGAATATCCGGATCGCCTGGAACATCAGAAAAAA
ATTATTCTGGAAAAAGATACCAACTAACTCGAG

1. szekvencia: A vadtipusu Stl bazis sorrendje
Jelmagyarazat: kék — GST-cimke; zold — trombin hasitohely; lila — His-cimke;
sarga — start kodon; piros — stop kodon

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGD
VKLTQSMATIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFELS
KLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAT
POIDKYLKSSKYIAWPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPEFHHHHHHGSMEGAGQOMAELP
THYGTIIKTLRKYMKLTQSKLSERTGESQONTISNHENGNRNIGVNEIEIYGKGLGIPSYILH
RISDEFKEKGYSPTLNDEFGKEDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSSYDLYDETIKLLELLKESKIN
VNDIDYDYVLKLYKQILSTDTEKSIINYETLANTRKSSDKKREVTIEEIGEFHEKYLKLLET
NLETHNDRKKALAEIEKLKEESIYLGEKLRLVPNHHYDATKGKPMYKLYLYEYPDRLEHQKK
IILEKDTN*

2. szekvencia: A vadtipusu Stl aminosav sorrendje
Jelmagyarazat: kék — GST-cimke; zold — trombin hasitohely; lila — His-cimke;
sarga — start kodon; csillag — stop kodon
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ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTT
GGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGC
GAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTATATTGATGGTGAT
GTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGG
TGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGAT
ACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGC
AAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGG
TGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGG
ACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATC
CCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCA
AGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGG
AATTCCATCATCATCATCATCACGGCAGCATGGAAGGCGCGGGCCAGATGGCGGAACTGCCG
ACCCATTATGGCACCATTATTAAAACCCTGCGCAAATATATGAAACTGACCCAGAGCAAACT
GAGCGAACGCACCGGCTTTAGCGCAGCGACCATTAGCAACCATGAAAACGGCAACCGCAACA
TTGGCGTGAACGAAATTGAAATTTATGGCAAAGGCCTGGGCATTCCGAGCTATATTCTGCAT
CGCATTAGCGATGAATTTAAAGAAAAAGGCTATAGCCCGACCCTGAACGATTTTGGCAAATT
TGATAAAATGTATAGCTATGTGAACAAAGCGTATTATAACGATGGCGATATTTATTATAGCA
GCTATGATCTGTATGATGAAACCATTAAACTGCTGGAACTGCTGAAAGAAAGCAAAATTAAC
GTGAACGATATTGATTATGATTATGTGCTGAAACTGTATAAACAGATTCTGAGCACCGATAC
CGAAAAAAGCATTATTAACTATGAAACCCTGGCGAACACCCGCAAAAGCAGCGATAAAAANC
GCGAAGTGACCATTGAAGAAATTGGCGAATTTCATGAAAAATATCTGAAACTGCTGTTTACC
AACCTGGAAACCCATAACGATCGCAAAAAAGCGCTGGCGGAAATTGAAAAACTGAAAGAAGA
AAGCATTTATCTGGGCGAAAAACTGCGCCTGGTGCCGAACCATCATTATGATGCGATTAAAG
GCAAACCGATGTATAAACTGTATCTGTATGAATATCCGGATCGCCTGGAACATCAGAAAAAA
ATTATTCTGGAAAAAGATACCAACTAACTCGAG

3. szekvencia: A pontmutaciokat tartalmazé Stl bazis sorrendje (Stl (AA))
Jelmagyarazat: kék — GST-cimke; z6ld — trombin hasitohely; lila — His-cimke;
sarga — start kodon; piros — stop kodon; alahuzott — mutagenezis primer letapadasi helye,
piros betiiszin, félkovér — mutaciot hordozé kodon

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGD
VKLTQSMAITRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFELS
KLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAT
POIDKYLKSSKYIAWPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPEFHHHHHHGSMEGAGQOMAELP
THYGTIIKTLRKYMKLTQSKLSERTGEFSAATISNHENGNRNIGVNEIEIYGKGLGIPSYILH
RISDEFKEKGYSPTLNDFGKEFDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSSYDLYDETIKLLELLKESKIN
VNDIDYDYVLKLYKQILSTDTEKSIINYETLANTRKSSDKKREVTIEEIGEFHEKYLKLLET
NLETHNDRKKALAEIEKLKEESIYLGEKLRLVPNHHYDATKGKPMYKLYLYEYPDRLEHQKK
ITLEKDTN*

4. szekvencia: A pontmutaciékat tartalmazo Stl aminosav sorrendje (Stl (AA))

Jelmagyarazat: kék — GST-cimke; zold — trombin hasitohely; lila — His-cimke;
sarga — start kodon; csillag — stop kodon; piros betiiszin, félkovér — mutaci6 a fehérjében
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ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTT
GGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGC
GAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTATATTGATGGTGAT
GTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGG
TGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGAT
ACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGC
AAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGG
TGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGG
ACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATC
CCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCA
AGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGG
AATTCAGCCCGACCCTGAACGATTTTGGCAAATTTGATAAAATGTATAGCTATGTGAACAAA
GCGTATTATAACGATGGCGATATTTATTATAGCAGCTATGATCTGTATGATGAAACCATTAA
ACTGCTGGAACTGCTGAAAGAAAGCAAAATTAACGTGAACGATATTGATTATGATTATGTGC
TGAAACTGTATAAACAGATTCTGAGCACCGATACCGAAAAAAGCATTATTAACTATGAAACC
CTGGCGAACACCCGCAAAAGCAGCGATAAAAAACGCGAAGTGACCATTGAAGAAATTGGCGA
ATTTCATGAAAAATATCTGAAACTGCTGTTTACCAACCTGGAAACCCATAACGATCGCAAAA
AAGCGCTGGCGGAAATTGAAAAACTGAAAGAAGAAAGCATTTATCTGGGCGAAAAACTGCGC
CTGGTGCCGAACCATCATTATGATGCGATTAAAGGCAAACCGATGTATAAACTGTATCTGTA
TGAATATCCGGATCGCCTGGAACATCAGAAAAAAATTATTCTGGAAAAAGATACCAACTAA

5. szekvencia: Az Stl fehérje C-terminalis szegmensének bazis sorrendje
Jelmagyarazat: kék — GST-cimke; zold — trombin hasitéhely; sarga — start kodon;
piros — stop kodon; alahuzott — klonozé primerek letapadasi helye

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQ
SMAITIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMEE
DRLCHKTYLNGDHVTHPDEMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEATPQIDKYLKSSKYIAW
PLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPEFSPTLNDFGKEDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSSYDLYDETT
KLLELLKESKINVNDIDYDYVLKLYKQILSTDTEKSIINYETLANTRKSSDKKREVTIEEIGEFHEK
YLKLLEFTNLETHNDRKKALAEIEKLKEESIYLGEKLRLVPNHHYDATKGKPMYKLYLYEYPDRLEHQ
KKIILEKDTN*

6. szekvencia: Az Stl fehérje C-terminalis szegmensének aminosav sorrendje
Jelmagyarazat: kék — GST-cimke; z6ld — trombin hasitohely; sarga — start kodon;
csillag — stop kodon
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Josolt HTH-motivumok

SaPlbovl

MEGAGOQMAELPTHYGTIKTLRKYMKLTQSKLSERTGFSQNTISNHENGNRNIGVNEIE
IYGKGLGIPSYILHRISDEFKEKGYSPTLNDFGKFDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSSYDL
YDETIKLLELLKESKINVNDIDYDYVLKLYKQILSTDTEKSIINYETLANTRKSSDKKRE

VTIEEIGEFHEKYLKLLFTNLETHNDRKKALAEIEKLKEESIYLGEKLRLVPNHHYDAIK
GKPMYKLYLYEYPDRLEHQKKIILEKDTN

SaPI13

MRTNDEIHTHKTSMKEQNMSLSELARRVGVAKSAVSRYLNLTREFPLNRAEDFAKVLG
IKTEYLLGFAEREESTKQDTIAAHLDGDFTEEELIEI-RKYAELVRKAHRNQ

SaPImw?2

MIIFRLKEIMEEKNLKISDLHEQTGISRNSISSLLNGKTRGIQFDTLEKITLALNVDVADL
FKNVFNELIIKLDDISKVETYRRSKKFKEKKNITVKKYAVNCDLIEDNDLKKGFIPYEISI
ELNPNPEIEIKIQFDYSNLFNYLIKFLEDCNNFKLLLVNYLSKKIYCLENKRINEIKSFYSI
PDEKVYILSSFPGIFIRRPLRDNNGIFENIELNKIINELNFNSNYNYTYSDQITLTHKNKK

SaPlbov2

MILCTLKNYMKLFGATQSQISEQTGITRPTLLSLIRNENKNIKYDTIDELCNFFGIQLKDL
LIYSPVKIKQKSFNIKTIHEEYEHINESWKTYGVSIAYEINNEDFIFEGSIDPIDLKTFKNKK
FENGTLYLNCNCFIEKDNYENLLKAGFSKEFFDLYNDLNQIKNKIVDKLPFELDSDLLIF
NIFFNVRNAPSLEEYKEELQFLPTDSLVDLKNEIDKYLK

(csak 90% a valosziniisége, hogy a fehérje tartalmaz HTH motivumot)

SaPI2*

MIRNRLSELLSERGLKISRVAKDVKIARSSLTSMAQNDSEMIRYDAIDKLCSY LHISPSE
FFEHNPINFDFTFDEEPNYKINDVFEGFEVTANITHAFSIENFDFEILVDVELDNRQKLNF
DLDVSYKETEKITNSQHRFIFTIKNEDENIGLKKYVDSLSAGLKNLLFKKINQKLSGYVS
EIIVKNIDDIEELFPNKGEKSTTLHKEILQTDSRLSSDIFKEY

SaPI1

MIYMTFGEILKKERVSWKLSVKELSTLSGVSQTYISKLENGKRNFPSLETIFNLLIGFKT
HIEYKMGSESPFYEINNSYLDEILIMFINSSNSTISDRDPNELITQFNEYYDVTIKKKQNE
NSKIESDIFSNKIKLVKGTTKKEVIEKPYFDLNWLLTQNEYEVFFDRSFLLDNNFLNKK
HFTEKDMYYYNVLNDNDLKTIKDLIVVFLLNKYNYIKNKDDFFNIFTNSEDDKTKRDA
LYKILYETD

SaPlbov3

MKFSEMLKKYRTKENLSINKLAKLSGVSTTYISKLEKNDRSYPTVEINFNLAYGIIMKIK
EKYDGIENSDDFLYPQIEEIISSFATSEDSNLDEENKNTIIDDFIMFMERKEKEFLNKSFG
DNKEIYENKIALVSNSMNYKKTDYPYFDLKWLLSQNNFEVFYGRDFITNFATIEDSKLN
TKSMYFYNILDKEDLKTIQRLIEVYLESKYPKIKDKDDFFVLATDKQNRIKNTIDWYNI
N

SaPl4

MVESNDELKKELGRFLKSIRKQKGKTASEISKQMQYSQGHISGIENGVKSFPSNKLIESY
LMNIKDTNEEYNFYVDEIAKITKNKVKLNKVSNVTNKMEIIDRMMDIPYSREFISFDDN
NEKSFTIFNISINDLHFHLQDINNYKFYKGIRLTDNDKNNIDKILNNYFENKSVIIKENTK
TLRDKNENWEQLVKLSDYIDDKLDKKN

SaPIm4*

MEEFGEKFTHKAHKSIVSKWEKGLTKPSNERLKEIAKLGNISVHQLIYGDFLGLLESIA
NEEIKFILDTNMCANNSFLANELSSSVSRFIFSYYERGKENFNENLFRKLLQHYLQLELD
LGNRDLESLTYFAYQRTINAQELVVDYYEDSKAKEFLKDESIDEFLTTISNKYFDLLEYI
DDYRVKHDLEKISEE

* DNS-koté motivumra javasolt szekvenciat a program valosziniitlennek tartja

10. tablazat: A kiilonb6z6 Stl fehérjék, a pirossal jelolve a josolt HTH motivumok
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AKtivitasmeéreés

» . Meredekség _ __M/1000 Vo
Osszetétel (*1000) Y1 Y2 AA=y1-y, | AA/AS | Vo [EV[aA/8] atlag
1 | 20nM DUT, 20uM dUTP 02307 | 08238 | 0,7993 | 00245 | 000123 | 94163
2 | 20nM DUT, 20uM dUTP 02385 | 08225 | 07977 | 00248 | 000124 | 96169 | 93400
3 | 20nM DUT, 20uM dUTP 02714 | 08212 | 07910 | 00302 | 000151 | 89868
4 | 20nM DUT, 20uM dUTP 02437 | 08053 | 07739 | 00314 | 000157 | 77611
200M DUT, 20pM dUTP,
5 o 02308 | 08038 | 0,7718 | 00320 | 0,00160 | 72125
200M DUT, 20uM dUTP,
6 o 02306 | 08036 | 0,7609 | 00427 | 000214 | 54005
7 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 5559 | 0g025 | 07693 | 00332 | 000166 | 68042 | 67763
50nM CT
200M DUT, 20uM dUTP,
8 o 02121 | 07826 | 0,7388 | 00438 | 000219 | 48425
20nM DUT, 20uM dUTP,
9 o 02102 | 07870 | 0,7537 | 00333 | 0,00167 | 63123
20nM DUT, 20uM dUTP,
10 P 01748 | 07973 | 07749 | 00224 | 000112 |  7.8036
20nM DUT, 20pM dUTP,
1 100nM CT -0,2022 0,8030 | 0,7669 | 0,0361 | 0,00181 5,6011
12 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 1056 | 08040 | 07745 | 00295 | 000148 | 63932
100nM CT 7003
20nM DUT, ZOMM dUTP, ] !
13 100nM ©T 02033 | 0,7924 | 07560 | 00364 | 000182 | 55852
20nM DUT, ZOMM dUTP, ]
14 oo e 02082 | 08044 | 07648 | 00396 | 0,00198 | 52576
20nM DUT, 20u4M dUTP, |
15 A 01964 | 0,7959 | 07602 | 00357 | 0,00179 | 55014
16 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 1097 | 07836 | 0,7561 | 00275 | 000138 | 64618
200nM CT 1063
20nM DUT, 20uM dUTP, | ‘
17 A 02016 | 0,7909 | 07510 | 00399 | 0,00200 | 50526
20nM DUT, 20uM dUTP,
18 oot 01878 | 0,7808 | 0,7435 | 00373 | 0,00187 | 50349
19 | 20nMDUT, 20uM dUTP, -0,1881 0,7786 | 0,7518 | 0,0268 | 0,00134 7,0187
20nM CT
20 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 41999 | 07894 | 0,7536 | 00358 | 000179 | 55642
20nM CT
21 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 1951 | 07765 | 0,7476 | 00289 | 0,00145 | 67509
20nM CT
22 | 20nM Dg(; ,\ﬁoc“gl dUTP, | 01827 | 0,7890 | 0,7602 | 00288 | 000144 | 63437
6,4594
23 | 20mMDUT, 20uMdUTP, | 41056 | (7823 | 07535 | 00288 | 000144 | 64444
20nM CT
24 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 1614 | 97007 | 0,7619 | 00288 | 0,00144 |  6.2986
20nM CT
20nM DUT, 20uM dUTP,
25 500mM o7 01534 | 0,7775 | 0,7488 | 00287 | 000144 | 53449
26 | 20nMDUT, 20uMdUTP, | 1475 | 97012 | 0,7655 | 00257 | 000129 | 57393 5,5853
500nM CT
20nM DUT, 20uM dUTP,
27 500nM CT -0,152 0,7893 | 0,7625 | 0,0268 | 0,00134 56716

11. tablazat: A dUTPAaz enzim aktivitasanak gatlisa névekvé C-terminalis Stl koncentracié
hatasara
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Stl fehérje tisztitasa

24. abra: Stl tisztitasanak poliakrilamid gélképe
Magyarazat: F-feliillusz6, CS-csapadék, A-étesﬁ, MO-trombinos emésztés elotti mosasa az
oszlopnak, ONTR-trombinos emésztés utani atesé, M1-trombinos emésztés utani elsé6 mosas,
M2-emésztés utani masodik mosas, E1-els6 elucio, E2-masodik elicid,
MV-az oszlop végsé mosasa, MM-fehérje l1étra

A 24. abran lathato trombinos emésztés utani mintaban harom vonal jelent meg, ami a
nem megfeleld proteaz gatlasnak koszonhetd. Kezdetben kizar6lag PMSF-t alkalmaztunk a
fehérjék védelme érdekében, am az nem bizonyult elegendonek. A protedz gatld tabletta
megoldotta ezt a problémat.

52



