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Roviditések jegyzéke

Rovidités Angol név

Anti-PCV-2  Porcine circovirus type 2 antibody

CDR Complementarity- determining regions

CH Constant heavy chain

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FR Framework

HRP Horseradish peroxidase

IPTG Isopropyl-f-d-1- thiogalactopyranoside

PAGE Polyacrylamide gel electrop- horesis

PCV-2 Porcine circovirus type 2

pET plasmid for expression by T7
RNA polymerase

SdAb Single domain antibody

SDS Sodium dodecyl sulfate

SOC Super optimal broth with catabolite
repression

VHH Variable domain of heavy-chain
antibodies
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1. Irodalmi attekintés

1.1. Antitestek

Az antitestek, vagy immunglobulinok nagyméretli glikoproteinek, amelyek az
immunrendszer alapjat képezik, és az ¢l6 szervezetek egy adott idegen anyag, az Un.
antigén jelenlétére adott valaszul termelik. Az antitestek a specifikus molekulafelismerési
tulajdonsaguk alapjan képesek az antigénekhez tapadni, és eltavolitani azt a szervezetbdl.
A szervezet sokféle anyagot tekinthet antigénnek, példaul mérgez6 anyagokat, vagy a
betegségeket okozd organizmusokat. Amikor egy idegen anyag a szervezetbe jut, akkor
azt az immunrendszer képes felismerni, ugyanis ezeknek a feliiletén tobb jol felismerhetd
feltileti régid, un. epitdp talalhatd. Egy antigénhez tobb antitest is csatlakozhat, de Iehet,
hogy maés epitopot ismer meg, vagy ugyanahhoz az epitophoz kotddik, csak mas
erdsséggel (1. dbra) [3],[4].
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1. abra. Antitestek epitopokkal valo kotodésének sematikus abrazolasa ([5])

A kiilonb6z6 nyiroksejtek altal termelt kiillonféle antitesteket poliklonalis antitesteknek
nevezziik. Azaz a poliklondlis antitestek gyakorlatilag az ellenanyagok heterogén
keverékei. Az antitesteknek csak egy kis részlete a kotohely, a tobbi része pedig az n.
komplementrendszer része [5]. Ez a komplementrendszer annak a kozelitéleg 20
fehérjének az egyiittese, amelyek a vérplazméban keringenek inaktiv formaban, de egy
megfeleld inger, pl. az antitesthez kot0do antigén hatasara gyorsan aktivalodnak. Ezeknek
a jelenléte aztan eldsegiti a fagocitalo sejtek és az antigének taldlkozasat, és ilyen modon
az immunvalasz 1étrejottét.

1.2. Egydoménes antitestek

A tevefélék (példaul a tevék, a dromeddrok és lamak) és a capak szervezetében
talalhatunk olyan antitesteket, amelyekbdl hidnyoznak a konnyiildnc domének és a
nehézlanc elsé konstans doménje is (CH1). Ezeknek a csak nehézlancot tartalmazé
antitesteknek az epitopkotd egysége (VHH) egyetlen valtozé doménbdl all, ezeket
egydoménes antitestnek (single domain antibody, SAAb) nevezziik (2. dbra). Kis méretiik
ellenére (Mw ~15 kDa) ezek az egydoménes kotdegységek rendkiviil jo affinitassal és
antigénkdotd specifitassal rendelkeznek. Hasonléan a hagyomanyos antitestek variabilis
doménjéhez, az egydoménes antitesteknek is négy alland6é vazrégiojuk (FR1-4) van,
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amelyeket harom hurokrégi6 (CDRI1-3) valaszt el egymastol. Az SdAb FR2
megkiilonboztetd jellemzdje egy hidrofil feliileti exponalt ,,folt” jelenléte, ami nagy
valdszinliséggel a konnylilanckotés elvesztésének kompenzalasara szolgal, valamint a
CDR3 hurok esetében gyakori, hogy visszahajlik arra a helyre, ami alapesetben
kolesonhatasba 1épne a valtozé konnyl lanccal. Ezen kivill az egydoménes antitestek

cres

a hagyomanyos antitestek CDR3-ja [6].
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2. abra. Egydoménes antitestek [7]

Mivel az egydoménes antitestek kis mérettel, illetve egyetlen doménnel rendelkeznek,
illetve hidrofil aminosavakat tartalmaznak az FR2-ben, nagy oldhatdsaggal és fizikai
stabilitassal rendelkeznek. Ezen tulajdonsagok alapjan az SdAb-k alacsony koltséggel
allithatok eld mikroorganizmusokban. Ezeknek a vonzo tulajdonsagoknak az ismeretében
mar szdmos virus ellen sikeriilt irdnyitott antitesteket izolalni VHH konyvtarakbol [6]. Az
immunkonyvtarakat 1étre lehet hozni olyan, vérbdl izolalt limfocitak segitségével,
amelyeket egy teljes virussal vagy a megfeleld virusantigénnel immunizalt tevefélébol
izolaltak. Emellett a megfeleld6 SdAb-k olyan nativ konyvtarakbol is kivalaszthatoak,
amiket nem immunizélt tevefélékbdl nyertek ki. A szintetikus VHH-konyvtarak
létrehozasahoz nincs sziikség kisérleti allatkezelésre. Az ilyen konyvtarakat egyetlen
egydoménes antitest alapjan épitik fel, amelynek a konzervalt FR-jei megmaradnak, a
CDR-ekben 1év6 aminosavakat pedig helyspecifikus mutaciokkal modositjak [3].

Az egydoménes antitestek kozvetlen virusellenes aktivitidsa mellett ezek ugy is
atalakithatok, hogy célzott hatdoanyagként szolgaljanak egy effektor funkciot (példaul
toxint, virusellenes gyogyszert vagy antitestbl szdrmazd Fc-domént juttassanak a
virusfert6zés helyére). Az SdAb a fertdzé betegségek uj diagnosztikai eszkozeinek
kifejlesztésére is felhasznalhato [1],[6].

1.3. Enzimcsatolt immunoszorbens proba (ELISA)

Az enzimcsatolt immunoszorbens proba egy nagyon érzékeny immunanalitikai eljaras,
ami nagyon specifikusan képes kimutatni egy-egy antigént. Ez a modszer valdjaban két
antitesten alapul. Az ELISA sordn az antigént egy szilard feliiletre immobilizaljak, és
hozzaadjak az elsddleges antitest-enzim konjugatumot, ami az antigénnel komplexet
képez. A moddszer legfontosabb eleme a rendkiviil specifikus antitest-antigén
kolcsonhatas. Az ELISA-t jellemzden polisztirol lemezeken végzik, amelyek passzivan
képesek kotni az antitesteket és a fehérjéket. Mivel a reaktansok immobilizalva vannak a
mikrolemez feliiletén, a vizsgalat sordn mosasi 1épések alkalmazédsédval kdnnyen
elkiilonitheto a kotott és a nem kotott komponens. Az ELISA-nak négy fobb tipusat lehet
megkiilonboztetni: direkt ELISA, indirekt ELISA, szendvics ELISA, kompetitiv ELISA,

amelybdl a direkt modszer elvének szemléltetése a 3. abran lathato.
5
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Szubsztrat

Elsddleges
antitest

il ) konjugdtum
Direkt ELISA

3. abra. ELISA moédszer elvének sematikus abraja [8]

Az eljaras egy bevonasi 1épéssel kezdddik, amelynek sordn a célantigénbdl, vagy
antitestbdl allo elsd réteget adszorbealjak a polisztirol lemezre. Ezutan az Gsszes nem
kotott helyet blokkoloszerrel vonjak be. Majd ezt a 1épést mosasi [épések sorozata koveti.
A lemezt ezutdn enzimkonjugalt antitesttel inkubéljak. Ujabb mosassorozat eltavolitja az
Osszes nem kotott antitestet. Ezutan egy szubsztratot kell hozzaadni, ami valamilyen
szinreakciot fog eredményezni [8].

1.5. Torma-peroxidaz

A torma-peroxidaz (horseradish peroxidase, HRP) enzimet eldszor a torma novény
gyoOkerébdl sikeriilt izolalni. Ahogy a neve is mutatja, a peroxidazok kozé tartozo enzim,
amely a hidrogén-peroxid redukcidjat katalizdlja vizz¢é, mikdzben a szubsztrat (pl. a
3,3',5,5'-tetrametilbenzidin) oxidalodik. A szubsztrat oxidacidja soran fluoreszcens, vagy
szines termék képzdodik, amelyet spektrofotometrids modszerrel mérhetiink. A HRP-t
leggyakrabban a masodlagos antitestekhez szokas kapcsolni, és igy biztositjak, hogy az
adott célfehérjét kemilumineszcens modon ki lehessen mutatni [9].

A torma-peroxidaz egy glikoprotein, amely nativ allapotban egy hem prosztetikus
csoportot tartalmaz [10]. Kimutattdk, hogy aktivitasat a hozza kotott glikdnok hianyaban
is megodrzi. A glikanoknak szerepe feltehetdleg a fehérje térszerkezetének fenntartasaban
van, és novelik a fehérje vizben valé oldhatdsagat [2]. Ugyanakkor a hem prosztetikus
csoport jelenléte elengedhetetlen az enzimaktivitds megorzése szempontjabol.

A torma-peroxidaz enzim nativ allapotaban is jelzi szamos specifikus enzim (pl. a
glutation peroxidaz) jelenlétét illetve miikodését kompetitiv mdédon. Valamint a HRP
enzim szerepet jatszik a ndvények védelmi funkcidiban ¢és a visszaalakitési
folyamatokban is. A torma-peroxiddz enzimet haszndljdk szamos molekuléris biologiai
eljarasnal, mint példaul: vér gliikoz- és koleszterinszint mérésében, vagy immunproba
vizsgalatoknal (ELISA moddszer) [11].

A funkciondlisan aktiv HRP-t mar ezel6tt is termeltettek E. coli-ban. A kénhidakban
gazdag torma-peroxidazt a sejt oxidativabb periplazméjaban probaltak termeltetni,
azonban ezzel a mddszerrel csak nagyon kis hozam ¢és aktivitas érhetd el [12]. A 4 darab
diszulfidhid jelenléte megnehezitette az enzim E. coli citoplazmajaban torténd
expressziot, amit Uigy hidaltak at, hogy foszfoglicerat-kinaz (PGK) enzimet fuzionaltattak
a torma-peroxidaz N-termindlisdhoz, amivel sikeriilt funkciondlisan is aktiv HRP-t
eldallitani. Az aktiv HRP tartalmaz egy kdzponti hem csoportot is. Az E. coli képes a
genomjardl expresszalddd fehérjék kozremiikddésével a hem szintézisére, viszont a
rekombinans HRP egyideji taltermelddése esetén holoprotein csak kis mennyiségben
képzddik. Ezt a problémat meg lehet oldani tigy, hogy a hem transzportrendszert E. coli-
ba iiltetik, és a kozeget egy un. exogén (kiilsé eredetli) hemmel is kiegészitik. A
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PGKHRP-t mar kis mennyiségii heminnel is aktivalni tudtak, azonban ez nem gazdasagos
megoldas [14]. Egy masik megoldas, hogy d-amino-levulinsavat adagolunk exogén
modon, ami a hemszintézis Utvonal egyik koztes terméke, ami E. coli-ban nagyon
hatékony, foként akkor, ha a ferrokelatazt a célfehérjével egyiitt termeltetjiik [12].

Osszekapcsolt SdAb-HRP rendszert méar ezelétt is sikeresen termeltettek
mikroorganizmusokban [13]. Az éaltalam is hasznalt rendszer a [13] alapjan lett
megtervezve, ahol egy PCV2-CAP (katabolit aktivator fehérje) ellen termelddott
egydoménes antitestet épitettek be egy plazmid vektorba a HRP génje mellé. Az
expresszalodo fehérjét aztan emldssejtekben termeltették.

1.4. Protein A és a Z-domén

Az A-protein egy sejtfelszini fehérje, amelyet a Staphylococcus aureus nevii
baktériumtorzsben fedeztek fel. Ez a fehérje azért kiilonleges, mert képes tobb kiilonbdzd
fajbol szdrmazo IgG molekulat is megkotni. Emiatt a tulajdonsaga miatt eldszeretettel
hasznaljak a molekularis biologidban, elsdsorban immunproba vizsgélatoknal (ELISA)
[14].

Napjainkra a gyakorlatban elterjedtek olyan mddositott kotéfehérjék is, amelyek az A
proteinbdl szarmazd Z-domén haromhélixes kotésmotivumat hasznaljak fel az IgG
molekuldk kotésére. A Z-domén stabil vazszerkezete lehetové teszi azt is, hogy egyszerre
tobb aminosavat modositva méas molekulakra specifikus kotéfehérjéket fejlessziink ki
beldliik.

A Z-doménnek nagy eldnye még a jo affinitason kiviil az, hogy nem tartalmaz ciszteint,
konnyen feltekeredik, igy baktériumokban kdnnyen €s olcson termeltethetd. A Z-domén
egy viszonylag kisméretli, 6683 Da méretli fehérje [15].



TDK dolgozat

2. Célkitizés

A munkam célja, hogy kidolgozzak egy olyan eljarast, amivel a fuzios SdAb-HRP
fehérje hatékonyan allithaté elé funkciondlis formaban E. coli-ban. Ehhez génsebészeti
modszerekkel eld kell allitanom egy olyan plazmidot, amely egybeépitve tartalmazza a
specifikus kotéfehérjét és a HRP-t kodold gént. Ezt aztan mar lehet termeltetni E. coli
sejtekben is. SAAb-HRP fuzios fehérjéket korabban emldssejtekben termeltettek, viszont
ennek az expresszios rendszernek a fenntartasa eléggé koltséges és viszonylag kis kihozatal
érhetd6 el igy. Mivel a feliileti glikanok nem befolyéasoljak a HRP aktivitasat, igy bakterialis
rendszerekben is lehetséges a funkcionalis formaban valé eldallitasuk. Ugyanakkor ezekben
a fuzios fehérje (és kiillondsen a HRP) nagy cisztein tartalma miatt a diszulfidhidak megfeleld
kialakitasa komoly kihivas. Ez bizonyos mértékig egyszeriisithetd, ha az SdAb-t egy
ciszteinmentes antigénre, a Z-doménre cserélem, amely specifikusan képes 1gG-t kotni.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Sziikséges anyagok és eszkozok

A Z-domén-HRP-6HIS gént a restrikcidos vagohelyekkel a SnapGene viewer (GSL
Biotech) programmal terveztem meg, majd a Novagen altal gyartott pET23b alapt
vektorba épitettem be. A restrikcids emésztéshez a New England Biolabs 4ltal gyartott
Notl és Ndel enzimeket hasznaltam a hozzajuk tartozé pufferekkel, és a gyartd altal
megadott protokollt alkalmazva. A munka sordn haszndlt tapoldatokat és eszkozoket
Sanyo Labo Autoclave-val sterileztem. A fehérje expressziohoz hasznalt SHuffle
rekombinans E. coli sejtek a New England Biolabs-t6l szarmaztak. A baktériumok
tenyésztéséhez LB/Amp tépoldatokat haszndltam (Luria Bertani - AppliChem és
Ampicillin - Sigma Aldrich). A TOP10 sejtekben termelt DNS-t Monarch Plasmid
MiniPrep Kit-tel (New England Biolabs) tisztitottam. A DNS-ek agardz gélen torténd
vizsgélatdhoz Cleaver Scientific LTD Power Pro gélelektroforézis késziiléket
alkalmaztam. Az agardzt a Nippon Genetics Europe GmbH gyartotta. A készitett agar6z
géleket GelRed DNA gel stain (1000x) (Izinta) festékkel festettem meg. A DNS
méretének azonositasdra a Thermo Scientific altal gyartott GeneRuler 100 bp DNA
Ladder és GeneRuler 1 kb DNA Ladder DNS markereket alkalmaztam. Az agar6z
gélekbdl a DNS fragmenseket Monarch DNA Gel Extraction Kit-tel tisztitottam. A
Zdomén felsokszorositasat Biometra T personal PCR késziilékkel végeztem. A sejtekkel
torténé munkat Merck Novagen Calbiochem Biosciences lamindris fiilkében csinaltam.
A sejtek indukalasdhoz a Biosynth AG 4altal gyartott IPTG-t (Izopropil-béta-
Dtiogalaktopiranozidot) hasznéltam. A baktériumok szaporitdsdhoz és indukcidjdhoz
sziikséges homérsékletet Edmund Biihler TH15 razéinkubatorral allitottam be. A
baktériumok felszaporodasat abszorbanciavaltozas mérésével kovettem nyomon,
amelyhez Jasco V-630 spektrofotométert alkalmaztam. A sejtek centrifugalasat
Eppendorf centrifuge 5415R késziilékkel végeztem. A kromatografids vizsgalatokat
AKTA Start FPLC késziilékkel hajtottam végre, amelyhez a hasznalt HiTrap Chelating
oszlopokat a GE Healthcare gyartotta.

3.2. Bakterialis expresszios rendszerek

A molekularis klonozasi technikdk lehetdséget biztositanak egy adott DNS szakasz
modja az, hogy olyan rekombindns DNS konstrukcidkat hoznak létre, melyek lehetové
teszik, hogy a klonozott DNS szakaszokat felsokszorositsak az adott gazdasejtekben. Ez
a folyamat a klonozas, amely sordn a gazdaszervezet altal felvett egyetlen DNS molekulat
sokszorositunk fel a sejtosztodds révén. A rekombinans DNS felszaporitasahoz egy
vektorra van sziikség [16].

Az expresszios vektorok tartalmaznak olyan DNS szakaszokat is, amelyek
expresszios vektorok is tartalmaznak valamilyen antibiotikum rezisztenciat kodolo gént.
Talalhat6 benniik egy un. polilinker régio, ami tobb restrikcids endonukledz hasitohelyét
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tartalmazza egy rovid szakaszon beliil, és ide az adott gén a megfeleld enzim segitségével
beilleszthetd. Szamos vektorban taldlhatéak még olyan gének, amelyek olyan fehérjét
vagy peptidet kodolnak, amelyek az expresszalodod fehérje tisztitasat segitik eld pl.
affinitdskromatografiaval. Ilyenek az un. fuzios jelolések, vagy fuzios ,tag”-ek [17].

3.2.1. pET vektorok

A pET vektorcsaladba olyan vektorok tartoznak, amelyekben az expresszalddo
fehérjék transzkripcidjat a T7 promoter garantalja, a T7 RNS polimeraz altal. A rendszer
elénye, hogy a T7 RNS polimeraz gyorsabb, mint az E. coli sajat RNS polimeraza, ezért

hatékony szelekcid érhetd el vele [18].
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4. abra. pET-23b(+) plazmid vektorba illesztett Z-domén-HRP-6HIS gén
(a beillesztett gén piros szinnel lathato) [19] alapjan sajat szerkesztés

Az altalunk hasznalt Z-domén fehérje génje a végein a megfeleld restrikcids
vagohelyekkel egyiitt a HRP mellé a pET23b vektorba lett beépitve (4. abra). Ez a
génszekvencia a B.3. fiiggelékben, mig az ebbdl az expresszalodo fehérje szekvencidja a

B.1.2. fiiggelékben lathato.
3.2.2. SHuffle E. coli gazdasejt
A fehérje termeltetését SHuffle sejtek segitségével végeztem. A SHuffle sejtek esetében

a baktériumok citoplazmédjaban 1év6 reduktiv utvonalakat csokkentették, hogy lehetévé
tegy¢k a diszulfidkotések kialakuldsat a citoplazméban. Tovabbd a kromoszdémaba
integraltak még egy szignalszekvencia nélkiili diszulfidkdtés-izomerazt, amely tovabb
noveli a diszulfid-hidak kialakuldsanak hatasfokat. Mivel az E. coli kromoszémaja
tartalmazza T7 RNS polimeraz génjét, igy indukalhaté IPTG segitségével. A SHuffle
sejtek optimalis inkubalasi hdmérséklete 30°C, szemben a hagyomanyos E. coli sejtekkel

szemben, amelyeket 37 °C-on inkubdlunk [20,21].
10
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3.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR technika segitségével egy vagy néhany DNS molekula adott szakasza
exponencialisan felszaporithatd. Ez a modszer méara a molekularis bioldgia egyik
legfontosabb modszerévé valt. A jelentdsége abban all, hogy hdéstabil DNS-polimeraz
enzimet hasznalva laboratériumban, molekularis klonozas nélkiil is képesek vagyunk egy
hossza DNS kivant darabjat sokszorositani. Ennek a sokszorositasnak harom Iépése van,
a denaturdlds, az anelldlds és a polimerizacid, melyeket az eljarasban ciklikusan
ismétliink, tipikusan 25-35-szor. A PCR eljaras 1épései:

* Denaturalds: a kétszala DNS-szakaszt egyszalusitjuk. Az els6 fazisban a DNS
szalaknak el kell valniuk egymastol, hogy templatként szolgalhassanak. A PCR
esetében a DNS kettdshélix szétvdlasztisa termodinamikai modon torténik: a
magas hémérséklet kovetkeztében a hidrogénkdtések felszakadnak, amelyek a
bazisokat tartjdk Ossze. A masodlagos kotések felszakitdsdhoz sziikséges
hémérséklet a DNS szal hosszatol fiigg. Ebben a 1épésben 92-98 °C homérsékletet
alkalmazunk. Ez a hodmérséklet tartomany elegendé ahhoz, hogy a két DNS szal
szétvaljon, akkor is, ha hosszabb és komplexebb a DNS templat.

+ Anellalas: szintetikus, rovid, komplementer DNS oligonukleotidok (n. primerek)
tapadasa a templdt DNS szalhoz. A primerek a templat szalak 3’-végeihez
tapadnak. A denaturaci6 soran hasznalt magas hoémérséklet megakadalyozza, hogy
a primerek a megfeleld helyre tapadjanak, igy ebben a 1épésben le kell csdkkenteni
igy az anellalasi homérsékletet ez hatdrozza meg. A tapasztalat azt mutatja, hogy
az idealis hdmérséklet az anellalas soran 55 és 65 °C kozott van, ezért a primereket
ugy tervezziikk meg, hogy az olvadasi hdmérsékletiik ebbe a tartomanyba essen.
Ezen kiviil a két primer olvadasi homérsékletének minél kozelebb kell lennie
egymashoz (lehetdleg 5 °C-on beliil), hogy olyan hdmérsékletet tudjunk beallitani,
ahol mindkét primer pontosan tapad.

* Polimerizécio (extenzid): az 1j, templattal komplementer DNS szal szintetizalasa a
monomerekb6l. A DNS polimeraz elsédleges funkcidja a DNS szl szintézise. A
természetben rengeteg kiilonb6z6 DNS polimeraz talalhato, de mindegyik kozos
tulajdonsaga, hogy a templatra szintetizalt primerekbdl kiindulva a 3> OH-csoportra
a négyféle nukleotidot képesek a templat komplementerének megfelelden beépiteni
[15],[16]. Ebben a 1épésben a hasznalt DNS polimerdz enzim optimélis miikdodési
hémérsékletét, tipikusan 68 vagy 72°C-ot allitunk be.

3.4. Transzformalas

A rekombindns DNS molekuldk gazdaszervezetbe juttatisanak egyik modja a
transzforméacio. Ehhez a sejtek membranjat atjarhatova kell tenni a DNS szdmara, azaz
un. kompetens sejteket allitunk eld. Ekkor a sejtek képessé valnak felvenni a plazmidot.
Altalanossagban elmondhatd, hogy egy sejt csak egyetlen rekombinans DNS-t vesz fel.
A transzformaciohoz egy szelekcids eljarasra is sziikség van, hogy ki tudjuk szelektalni
azokat a sejteket, amelyek nem vették fel a plazmidot. Mivel a plazmidok tartalmaznak
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antibiotikum rezisztencia gént is, igy ez antibiotikumot tartalmazo un. szelektalo

taptalajon szelektiv talélést fog biztositani a rekombindns DNS-t tartalmaz6 sejtek
szaméra. Altalaban azt feltételezziik, hogy a taptalajon kialakulé minden egyes telep
egyetlen sejtbdl keletkezett, azaz genetikailag klénoknak tekinthetok.

A szelekcidhoz leggyakrabban egy penicillin szarmazékot, az ampicillint hasznaljak,
ami egy f-laktam vegyiilet, és kotodésével un. ongyilkos szubsztratként gatolja a
baktérium novekedését ugy, hogy kotddik a transzpeptidaz enzimhez, ami a sejtfal
peptidoglikan szintézisében jatszik szerepet. Az ampicillin rezisztenciat egy enzim, az un.
p-laktamaz biztositja, ami elhasitja a S-laktamgytrit, és ilyen mddon képes a molekula
,.hatastalanitasara” [16].

3.5. Ni-affinitas kromatografia

Ezzel a modszerrel a kiilonbozé biomolekuldk nagy hatékonysaggal szeparalhatdéak
specifikus kolcsonhatdsaik alapjan. Az affinitdskromatografia azért kiilonleges
elvalasztastechnika, mert a biomolekula bioldgiai funkcidjan, vagy egyedi kémiai
szerkezetén alapul. Az eljaras soran a biomolekula kdlcsonhatési partnerét rogzitik egy
szilard hordozora, ami képes reverzibilisen kikdtni a keresett biomolekulat az akar sok
komponenset tartalmazé mozgo6tazisbol. Ezutan a kik6tddott biomolekulat a mozgdfazis
Osszetételének megvaltoztatasaval konnyen elualhatjuk az oszloprol (5. abra).

Az affinitas kromatografia fazisai:
1. Egyensulyba hozas a specifikus kolcsonhatasra

= ..:‘-:-LQL alkalmas pufferrel.

L X
™ t ® 2. A keresett molekula megkotése, a nem kotédé

. __\,__‘ anyag ellcioja es kimosasa.

» 3. A keresett molekula elicioja a mozgofazis
’ -..kaL-aA- osszetetelének valtoztatasaval.
. W LQ‘L 4. Regeneralas

b
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fényelnyelés
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>
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5. abra. Az affinitaskromatografia fazisai [22]

Az affinitdskromatografia nagy felbontoképességli, nagy szelektivitasu ¢&s
kapacitasu modszer. A kitermelés nagyon jo, €s a tisztulas mértéke tobb ezerszeres is
lehet. Ez a tulajdonsag arra is alkalmas, hogy elvalasszuk az aktiv molekuldkat az inaktiv
formaktol is.

Az affinitdskromatografidanak a rekombindns fehérjék tisztitdsa sordn is nagy
jelentésége van. Gyakran a termeltetett fehérjét a 3’ vagy 5 végen egy un. fuzios
»cimkével” latjak el géntechnologiai modszerek segitségével, és ennek segitségével ez a
fehérje affinitaskromatografia segitségével konnyedén ,,kihaldszhato [22].

A mi esetiinkben a transzlalodo fehérje tartalmaz egy 6xHis ,tag”-et. Ez a 6xHis

,»cimke” egy viszonylag kisméretli peptid, ami csak nagyon minimalis mértékben
12
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valtoztatjia meg az expresszaldodd fehérje méretét. Minden nikkel-ion 2 hisztidin
molekulaval képes koordinativ kotés 1étrehozéasara (6. abra). A hordozéra Ni(Il)-ionokat
kotiink, amelyek szabad koordindcids helyei erés kotést alakitanak ki a hisztidinek
imidazol oldallancaival. Mivel a nikkel-ion 6 koordinativ kotés 1étrehozaséara képes, igy
a tobbi vegyértékével a gyantara kotott hordozo feliiletéhez kapcesolodik. A fuzionalt
fehérje specifikusan képes kotddni a nikkel ionokhoz (és igy az oszlophoz) a 6xHis ,,tag”
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6. abra. A hisztidin oldallancok kotédése a Ni2*-kotGoszlophoz [18]

3.6. Gélelektroforeézis

Az elektroforézis elvi alapja az, hogy az elektromosan toltott részecskék az ellentétes
toltésti elektréd irdnydba vandorolnak. Elektroforézissel a toltéssel rendelkezd
részecskéket tudjuk elvalasztani az alapjan, hogy az elektromos erétérben a vandorlasi
sebességlik a méretiiktdl, alakjuktol és toltésiiktdl fiiggden eltérd lesz.

3.6.1. Agaroz gélelektroforézis

Az agardz gélelektroforézis az egyik legéaltalanosabban hasznalt molekuldris bioldgiai
technika a DNS molekuldk elvalasztasara és tisztitdsara. A modszer nagy elénye, hogy
gyors, egyszeriien megvalosithatd, és kozvetleniil lathatova tehetd az agardz gélben 1€vo
DNS. Mar nagyon kis mennyiségli DNS is jol lathaté UV fény alatt pl. etidium-bromid
festéket hasznalva. A DNS molekuldk vandorlasi sebessége az agaroz gélben az
elektroforézis sordn tobb paramétertdl is fiigg, de ezek koziil az alabbiak a
legmeghatéarozobbak:

+ fligg a DNS méretétdl, ugyanis egy linedris kettds szala DNS vandorlasi sebessége
forditva aranyos a molekulatomeg tizes alapu logaritmuséaval

+ fligg a DNS molekula konformaciojatol, pl. két azonos molekulatomegii DNS koziil
a cirkularis és a linearis forma eltérd sebességgel vandorol a gélben
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* fligg az alkalmazott aramtdl is, ugyanis kis fesziiltségek esetén a DNS molekula
vandorlasi sebessége aranyos az alkalmazott fesziiltség nagysagaval

* fligg az agar6z gél koncentraciojatol is.

Az agaroz gél térhalos szerkezetét a poliszacharid egységek kozotti masodlagos kotések
alakitjak ki. Mivel ebben az esetben nem kovalens kotések alakitjdk ki a gélt, ezért ez
magas hémérsékleten fazisatalakulason megy keresztiil, szol allapotba keriil. Ugy
készitjiik el az agaroz gélt, hogy a futtatd pufferrel dsszekeverjiikk az agar6z port, majd
melegitéssel hozzuk létre a szol allapotot, és a megfeleld formaba torténd toltés és kihiilés
utan alakul ki a gél [16],[22],[23].

3.6.2. Natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A poliakrilamid gélelektroforézis elsésorban a kiilonboz6 fehérjék tulajdonsagaik
szerinti elvalasztasara alkalmas. Azonban a kiilonbozé fehérjék kiillonbozo toltéssel
rendelkezhetnek az egyes pH értékeken. Igy, ha vizes oldatban kényszeritjiik Sket
vandorlésra elektromos erdtér segitségével, akkor az egyes fehérjék eltérd sebességgel
fognak vandorolni, mivel eltéré mérettel, alakkal és toltéssel rendelkeznek. Igy, bar az
elvalasztas nagy hatékonysagu, mivel egyszerre tobb elven is zajlik, pusztan ez alapjan
nem tudjuk megmondani, hogy egy adott fehérje mi miatt vandorol gyorsabban egy
masiknal: azért mert kisebb a mérete, vagy mert nagyobb a toltése.

Erre a probléméra jelent megoldast az SDS-PAGE, ugyanis itt a fehérjéket
elvalasztasuk soran denaturalt allapotban vandoroltatjuk. A fehérje oldathoz
redukaldszert (pl. f-merkaptoetanolt) adagolva a polipeptidlancok kozotti diszulfidhidak
is felbomlanak, amely szintén a fehérje , kicsomagolasat™ segiti eld. Ezéltal az SDS-sel
kezelt fehérjék a molekulatomegiik szerint fognak elvalni a poliakrilamid gélen. A
vandorlasi sebesség forditottan aranyos a molekulatomeg logaritmusaval. Ilyen moédon
pontosan ismert molekulatomegli kalibraldo fehérjék (un. ,létra”) segitségével a
meghatarozni kivant fehérje molekulatomege megbecsiilhetd. Mivel a fehérjéhez kotodott
hosszéval, azaz a molekulatomegiikkel, ezért az SDS kezelés utan a fehérjék relativ toltése
kozelitdleg azonos lesz. Illetve a fehérjék alakja is hasonl6 lesz a kezelés hatdsara, mivel
a negativ toltésti SDS részecskék taszitjdk egymadst, igy az SDS-sel kezelt fehérjék
kozelitdleg linearisak lesznek [22],[24].

4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Anti-PCV2-HRP-6HIS fehérje eloallitasa

4.1.1. A SHuffle kompetens sejt transzformalasa pET-23b-anti-PCV2-HRP-6HIS
plazmiddal

A pET23b-antiPCV2-HRP-6HIS plazmidot kordbban 1étrehoztak a laborban. Az els6
feladatom az volt, hogy errél megprobaljak fehérjét termeltetni SHuffle E. coli sejtekben.
Az antitest a PCV2 (sertés cirkovirus 2) virus elleni anti-PCV2 SdAb volt. Ezzel az volt
a célom, hogy egy funkcionalisan aktiv, oldhat6 fehérjét kapjak.
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A kész anti-PCV2-HRP-6HIS génnel a SHuffle T7 kompetens E. coli sejteket
transzforméltam. A transzformalast a [25] alapjan végeztem el.

4.1.2. Indukcios Kkisérletek az anti-PCV2-HRP-6HIS fehérje termelésének
optimalizalasara

Harom kolonidbdl leoltottam 3 ml LB taptalajba, amelyhez 30 ul (sterilre sziirt 100
aztan 16 oran at 30°C-on 275 rpm-en razatva novesztettem. A 16 Oras novesztés utan 5
ml LB tapoldatba 2 V/V% sejtszuszpenziot inokulaltam, és hozzaadtam 50 ul ampicillint
is. Az inokulalas utan addig ndvesztettem a mintakat 30°C-on és 260 rpm-en, amig a 600
nm-en mért abszorbancidja 0,4 és 0,8 kozé keriilt. Ezekbdl aztan 20 ul mintat vettem,
hozzaadtam 20 ul SDS PAGE mintapuffert (ez SDS-t, merkaptoetanolt, glicerint és
brémfenolkéket tartalmaz megfeleléen pufferdlva), és 10 percig féztem lobogd
vizfiirdében.

A felndvesztett koloniakbol harmat kivalasztva azokkal probaindukciokat végeztem
30°C-on és 16°C-on. Mindkét homérsékleten kétféle IPTG koncentracioval indukaltam,
ezek 0,1 és 0,5 mM voltak. Mindegyik indukcidés mintabol vettem mintat az SDS-PAGEn
torténo elemzéshez. Ezeket a mintakat aztan 13000 rpm-en 5 percig centrifugaltam, majd
a felliluszot ledontottem. A sejteket ezutdn 20°C-ra helyeztem, majd lizaltam oket. A
pelletekhez 250 ul lizispuffert adtam, majd szuszpendaltam. Ezutan kezdtem a
sejtfeltarast: behelyeztem ket -80°C-ra 10 percre, majd 37°C-ra, amig kiolvadt. Ezt
haromszor megismételtem. A sejtfeltards utan a mintdkat 13000 rpm-en 3 percig
centrifugaltam, majd kiilonvalasztottam a feliiluszot a pellettdl, és mindegyikbdl 20 ul
mintat vettem, hozzdadtam 20 ul mintapuffert, és 10 percig féztem, majd a mintakat
SDSPAGE-n elvalasztottam, hogy lassam mennyi oldhaté fehérjét sikeriilt expresszalni.
Az oldott fehérje megjelenése a feliiliszoban varhatd, ami pedig a csapadékban marad,
az aggregalodott.

Az eredményeket a 7. és 8. dbrakon mutatom be (az expresszalédd fehérje
molekulatomege ~49 kDa).
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7. abra. Az indukcios Kkisérlet eredménye és a marker (Thermo Scientific PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa) Ahol M: a marker; # 1, #2 és# 3
koloniak; 0,1 és 0,5 az indukalészer (IPTG) koncentracioja mM-ban; 16 és 30° C az
indukalasi hémérséklet.

1 #2 #2 #3
A ; A
|

|

( I
16°C 30°C 16°C Feliszobil vett minta Csapadékbol vett minta

8. abra. Az 1-es, 2-es és 3-as kolonia indukcios eredményei Ahol M: a marker; # 1,
# 2 és # 3 koloniak; 0,1 és 0,5 az indukaloszer (IPTG) koncentracioja mM-ban; 16
és 30° C az indukalasi hémérséklet, n.c. pedig a koloniabol szarmazo6 negativ
kontroll.

Ez alapjan az latszik, hogy a 2-es koloniabol, 30 °C-os ON indukci6 utdn, 30°Cos és
0,1 mM IPTG koncentracié mellett kaptunk egy kis mennyiségli oldhat6 fehérjét, ezért
ezekkel a paraméterekkel kisérleteztem tovabb.

4.1.2.1 Bakterialis termeltetés, feltaras és tisztitas

Az el6z6 kisérletben leginkabb igéretesnek tiind 2-es koloniarol 6 ml LB-t és 6 ul
ampicillint tartalmazé tapoldatot inokuldltam, majd 30°C-on, 16 6ran at 275 rpm-en
razatva novesztettem. Az ON ndvesztés utan a sejttenyészetbodl 5 ml-rel inokulaltam 500
ml LB tapoldatot és 500 ul ampicillint adtam hozza. Ezt a sejtszuszpenziot aztan ~ 3,5
oran at novesztettem, ami alatt a minta 600 nm-en mért optikai denzitdsa 0,65-re nott.
Ezutan a mintat 0,1 mM IPTG-vel indukéltam és 30°C-on 16 6ran at 275 rpm razatassal
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inkubéltam. Az indukcid utdn a tenyészetet 30 percig 4500 rpm-en centrifugaltam, és
mintat vettem a pelletbdl és a feliiluszobol is. A kililepedett csapadékot 20 ml FPLC
Ni(Il)-affinitas A’ pufferben (A.4. fiiggelék) szuszpendaltam, majd Gjra centrifugaltam
6500 rpm-en. A centrifugdlds utan ujra szuszpendaltam 20 ml *A’ pufferrel. Hozzaadtam
2 db EDTA-Free Complete tablettat, ami a proteazok inhibealasara szolgal. Ezt kdvetden
elvégeztem az ultrahangos sejtfeltarast, majd a mintakat Ni(Il)-affinitds kromatografiaval
elvalasztottam.

4.1.2.2 Az anti-PCV2-HRP-6HIS fehérjék tisztitasa Ni*"-affinitas kromatografias
modszerrel

A lecentrifugdlt sejtszuszpenzio feliiliszojat atsziirtem egy 0,22 pum porusméretii
sziromembranon.Az  anti-PCV2-HRP-6HIS  fehérjék  tisztitdsara  kereskedelmi
forgalomban is kaphat6 5 ml-es HiTrap chelating HP Ni(Il) -affinitds oszlopot
alkalmaztam. Ebben az oszlopban toltetként keresztkotésekkel rogzitett agardz talalhato.
A fehérje tisztitasa az alabbiakban leirtak szerint zajlott.

Mivel az oszlopot 20%-0s etanolban taroltuk, ezért ezt 4 kolonna térfogatnyi
desztillalt vizzel ki kellett mosni beldle (kiilonben a puffer s6ja eltdmitheti az oszlopot).
Ezutan, mivel a minta *A’ pufferben volt tarolva, ezért az oszlop egyensulyba hozasa 4
oszloptérfogatnyi A’ pufferrel tortént.

A mintat 2,5 ml/perc aramlasi sebességgel vittem az oszlopra, majd addig mostam ’A’
pufferrel, amig az 6sszes nem kotédd komponens tavozott a rendszerbdl. Ez a 280 nm-en
mért kromatogram lefutdsan volt kdvethetd.

A 6-HIS tag-gel rendelkezd anti-PCV2-HRP-6HIS fehérjék leszorithatoak az
oszloprol a magasabb imidazol tartalmi ’B’ puffer segitségével. Igy az imidazol
koncentraci6 fokozatos novelésével mostam az oszlopot. Az eludlodott fehérjéket
frakciokba gytjtottem.

Az elucios puffert 1épcsés gradiens szerint alkalmaztam, 5, 25, 50, és 100% B puffert
alkalmazva, minden 1épcsd esetén 4 kolonnatérfogatnyi pufferrel mostam.

Az elvalasztasi kromatogram a 9. dbran lathato:
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9. abra. Az anti-PCV2-HRP-6HIS indukcios kisérleteinek alapjan kivalasztott

koriilmények kozott nagyobb térfogatban termeltetett fehérje tisztitasanak FPLCs
kromatogramja

A kromatogramon az eluens puffer adagolasdnak megkezdése utan két abszorbancia cstcs
is lathatd, ami arra utal, hogy fehérje jott le az oszloprol, de ahhoz, hogy megtudjam kozte
van-e a keresett fehérje megfuttattam a mintakat SDS-PAGE-n:

#2  ON ’Pﬁ’Z Py T Gl Y e e o <

ON Ind. elott utan folyo

LD

10. abra. A fehérje expresszio és tisztitas mintai (#2 ON a kolonia ON ndvesztése
utan vett minta (negativ kontroll); ON Ind. a sejtek 0,1 mM IPTG-vel torténé
indukcidja utan vett minta; P1, P2 és P3 a sejtek 4500, 8500 és 40000 RPM-en

torténo centrifugalasa utan visszamaradt csapadékbol szarmaztak; az S.F. utan a

sejtfeltaras utani minta; a csucs pedig az FPLC-s frakcionalas eldtti csucsbol vett

minta, M: marker; F4, F5 és F6 a frakciokat jeloli)

Az SDS-PAGE-n torténd elemzésnél azt vartuk, hogy mivel koriilbeliil 50 kDa volt a
fehérje molekulatomege, ezért a marker 40 és 55 kDa méretli savja kozott fog megjelenni.
A gélkép azt mutatja, hogy termelddott fehérje (ez van piros kerettel jelolve), de ugy tiinik,
hogy inklizids testben van, vagyis nem oldhatd. Bar ugy tiinik, hogy az atfolyo is
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tartalmazhat egy kis mennyiségili ilyen molekulatomegli fehérjét, de az azt jelenti, hogy
ez nem kot6dott specifikusan az oszlophoz, igy ez sem lehet megfelelden feltekeredve.

4.1.3. Uj indukciés paraméterek tesztelése az anti-PCV2-HRP-6HIS expresszi6jara

Mivel 30 °C-on ¢és 0,1 mM IPTG koncentracional a nagyobb térfogata tenyészetbdl
nem sikeriilt oldhat6 fehérjét eléallitani, mas paraméterekkel probalkoztam. Az altalam
valtoztatott két paraméter az id6 és a hdmérséklet volt. Az egyik esetben a homérsékletet
csokkentettem le 16°C-ra, ugyanis alacsonyabb homérsékleten lassabbak a sejtfolyamatok,
igy nagyobb az esélye, hogy a fehérje megfelelden fel tud tekeredni. A masik valtoztatott
paraméter az 1d6 volt, ugyanis 16 ora alatt inkluzios test képz6dott, de az indukcio 1d6
lecsokkentésével a sejteknek kevesebb idejiik van inklizids testet termelni. A 2-es
kolonidrdl 2x6 ml LB-t és 2x6 ul ampicillint tartalmaz6 tdpoldatot inokulaltam, majd
30°C-on, 16 oran at 275 RPM-en razatva novesztettem. Az ON novesztés utan a
sejttenyészetbdl 5-5 ml-rel inokulaltam 500-500 ml LB/Amp tapoldatba. Ezekhez
hozzaadtam az anti-PCV2-6HIS HRP gént tartalmazo6 inokulumot, majd az egyiket 16
°Con, ON, 0,1 mM IPTG koncentraci6 mellett, a masikat pedig 30 °C-on, 3 h-n 4t, 0,1 mM
IPTG koncentracié mellett indukaltam. Majd mindegyik sejt szuszpenziot 4500 RPM-en
lecentrifugaltam. A 30 °C-on, 3 h-s indukciobdl visszamaradt sejteket 20 ml A’ pufferben
szuszpendaltam, majd hozzdadtunk 2 db EDTA mentes Complete tablettat. A sejtfeltarast
jégen, ultrahanggal végeztem. A lizdtumot tobb Iépésben, 4500 RPM-en 30 min alatt, 8500
RPM-en 30 min alatt és 40000 RPM-en 30 min alatt lecentrifugaltam. A centrifugalas utan
a fellilaszot 0,22 um-es sziirén atsziirtem. Majd ezeket a mintakat is elvalasztottam FPLC-
vel:
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A kromatografias elvalasztast a 4.1.2.2 fejezetben leirtak szerint tortént.
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11. abra. Az anti-PCV2-HRP-6HIS 16°C-on (A)és 30 (B) °C-on torténé
indukci6jabol nyert sejt feliiliszok Ni(Il)-affinitas
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A frakciokat megfuttattam SDS-PAGE-n, hogy lassam, valahol kaptam-e oldhato

fehérjét:
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12. abra. Az anti-PCV2-HRP-6HIS indukciojanak vizsgalata, ahol: M:marker,
ON: az over night novesztés utan vett negativ kontroll, Ind 16 °C ON: az indukcio
utan vett minta, F.u. 1: Feliiliszo, 4500 RPM-es centrifugalas utani (16 °C, ON)
minta, Cs 1: Csapadék, 4500 RPM-es centrifugalas utani (16 °C, ON) minta, S.f. u.
16 °C ON: sejtfeltaras utani minta, Cs 2: Csapadék, 40000 RPM-es centrifugalas
utani (16 °C, ON) minta, Sz. e. 16 °C ON: sziirés elotti minta, Sz. u. 16 °C ON:
sziirés utani minta, Ind 30 °C 3h- az indukcié utan vett minta, S.f. u. 30 °C 3 h-
sejtfeltaras utani minta, Cs 3- Csapadék, 4500 RPM-es centrifugalas utani (30 °C,
3h) minta, Cs 4: Csapadék, 40000 RPM-es centrifugalas utani (30 °C, 3h) minta, Sz.
e. 30 °C 3h: sziirés elotti minta, Sz. u. 30 °C 3h: sziirés utani minta, F5, F6, T4, TS5,
T6: a frakciék, A.f.: atfoly6, Cs: a 40000 RPM-en torténd centrifugalas utini minta,
A.f. 2: a 2. kromatogramon 1évé atfolyé

Az eddigi kisérletekbdl az latszik, hogy a kiprobalt kortiilmények kozott a fehérje
termelddott ugyan, de sehol nem lathato a feliiliszéban, minden esetben a csapadékban
maradt kicsapodva. Mivel eddig semmilyen koriilmény mellett nem tudtam oldhaté
fehérjét eldallitani, ezért gy gondoltam, hogy megprobalok chaperonokat alkalmazni. A
miivelethez tig chaperonokat (pTf16) haszndltam, amelyeket szintén SHuffle sejtekbe
transzformaltam. A chaperonok a fehérjék egy funkciondlisan rokon csoportja, amelyek
segitik a fehérjék megfeleld feltekeredését olyan mddon, hogy felismerik és megkotik a
torténd transzformalast a [25] szerint végeztem el. Azonban a chaperonokkal torténd
termeltetés sem volt sikeres.

4.2. A Z-domén-HRP-6HIS fehérjét kodolo génkonstrukciok
létrehozasa

Mivel az anti-PCV2-HRP-6HIS fehérjét nem sikeriilt oldhat6 formaban eléallitani,
ezért az anti-PCV2-t a Z-doménre (a protein A Ig-G koté doménje) cseréltem ki, mert
ebben az antigénben nincs cisztein, szemben az anti-PCV2-vel, és igy reményeim szerint
konnyebben fel tud tekeredni a bakteridlis termeltetés soran. A Z-domén génjét a HRP
mellé a pET-23b Ndel-es és Notl-es vagohelyei kozé épitettem be. Ehhez a
génkonstrukciét a SnapGene viewer programmal terveztem meg. A Z-doménhez
megtervezett primerek a kdvetkezdk voltak:
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Forward primer:

5’- ACATCATATGGTGGATAACAAATTCAACAAAGAACAAC -3’

\_Y_}

Ndel

Reverse primer:
5’- ACATGCGGCCGCTTTTGGTGCTTGAGCATCGTTTAG -3’

K_Y_)

Notl

Ahhoz, hogy a Z-domén igy be tudjon épiilni a plazmidba, a primereket kellett gy
megterveznem, hogy a végén olyan ragadds véget kapjanak, mint amilyen a vektornak is
volt. A tervezés soran figyelembe vettem azt is, hogy a primerek olvadaspontja megfeleld
legyen. A két primer Twm értéke nagyon kozel esett egymashoz, a forward primeré 67, a
reverz primeré pedig 68 °C volt. A GC aranyuk pedig: forward primer esetében 32%,
reverz primer esetében pedig 53% volt.

Mivel a templatban a Z-domén génje a pET-19b vektorba volt beépitve, igy ebbdl ki
kellett PCR-ezni, hogy megkapjam az insertet, és a pET-23b vektorbodl pedig az antiPCV2
génjét kellett kivagnom. Azért, hogy a vektor és az insert kompatibilisek legyenek
egymassal, ahhoz azonos ragadds végekkel kell rendelkezniiik. Ahhoz, hogy azonos
ragados végeket kapjak, ugyanazokkal az enzimekkel emésztettem a plazmidot és az
insertet is. A Notl és Ndel restrikcids enzimek vagohelyei és ragados végei az alabbi abran
lathatok:

Ndel: Notl:

5 ..CATATG...3 5 _ GCGGCCGC...3
3...GTATAC...5° 3. CGCCGGCG...5

13. abra. Az Ndel és Notl restrikcios enzimek altal felismert palindrom
szekvenciak a hasitasi helyekkel

4.2.1. A Z-domén génjének felsokszorositasa PCR reakcioval

A kivant Z-domént kdédolo szakaszt a pET-19b vektorbdl a megtervezett primerekkel
PCR késziilékben felsokszorositottam. Az 50 pl-es PCR reakcidelegyet a
kovetkezoképpen allitottam Ossze:

* 5 ul 10x-es standard Taq puffert
5 ul 2 mM-os ANTP-t

1 ul 10 uM-os forward primer

1 ul 10 uM-os reverse primer
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* 1 pl templat DNS

* 0,25 ul Taq DNS polimeraz
* 36,75 ul SDV (steril desztillalt viz)
A PCR program hdprofilja:
T(°C) 95°C  95°C
60s

68°C
120s

30s

4-10°C

30%

t(perc)

A PCR terméket elvalasztottam 1%-os agardz gélen:

Z-domén Markerek

- —

14. abra. A PCR termék (markerek: GeneRuler 20 bp DNA Ladder)

crer

koszonhetden a jol valasztott kisérleti paramétereknek. A vart termék mérete ~180
bazispar volt, vagyis a markerek alapjan megfeleld méretii terméket kaptam. A PCR
terméket ezutan a gélbdl UV fény alatt szikével kivagtam, és Monarch Plasmid MiniPrep
Kit-tel kitisztitottam.
4.2.2 A vektor és az insert emésztése
Az anti-PCV2 gént a pET-23b vektorbol a Notl és Ndel restrikcidos enzimekkel
kivagtam, hogy a helyére be tudjam illeszteni a Z-domént. Az emésztési reakcidelegy az
alabbiak szerint mértem Gssze:
¢ Insert (Z-domén)
— 7 ul DNS (Z-domén PCR termék)
— 1 ul Cutsmart puffer
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— 1 ul enzim (Ndel és Xhol)
* Plazmid (pET-23b-HRP-6HIS)
— 5 ul DNS (pET-23b-HRP-6HIS)
— 2 ul SDV
— 1 pl Cutsmart puffer
— 1 ul enzim (Notl és Ndel)
Az emésztés utan gélen elvalasztottam a mintakat, majd ezeket gélbdl izolaltam,
ugyanis, ha az emésztési elegyet egybdl probalnank ligalni, a benne levd restrikcios
enzimek mindig elhasitandk, amit a ligdz 6sszekapcsolt.

4.2.3 Az emésztett DNS fragmentumok ligalasa és transzformalasa

A ligalas soran az emésztett pET-23b-6HIS-HRP vektorba beillesztettem a Z-domént
kédoldé DNS fragmentet. A ragadds végek Osszeillesztése T4 ligdz enzim segitségével
tortént. A ligalasi reakcid 0sszemérése:

» 2 ul rapid puffer

* 1 ul ligdz enzim

* 5 ul vektor

» 2 ul insert
A rapid ligalas Eppendorf cs6ben, 22 °C-on inkubalva 10 perc alatt tortént.
A vektorba beillesztett Z-domén-HRP-6HIS DNS elméleti szekvencidja a B.4.
fliggelékben lathato.

A ligatummal TOP10 kompetens sejteket transzformaltam, hogy a plazmidot minél
jobban fel tudjam sokszorositani a ligalas sikerességének ellendrzéséhez. Ehhez 50 ul
TOP10 E. coli sejtet és 5 ul ligdtumot egy Eppendorf csObe pipettaztam, és 30 percig
jégen inkubaltam. Ezutan 1,5 percig 42 °C-os vizfiirdobe, majd 2 percre Ujra jégre
helyeztem a csovet. Majd 500 ul 42 °C-ra melegitett SOC torzsoldatot adtam hozza. Ezt
kovetden 37 °C-on 45 percig 225 rpm-en razattam. Az oldatbol 50 és 450ul-t LB/Amp
lemezre szélesztettem ki és 37°C-on ON novesztettem. Masnap a kindtt kolonidkbol
véletlenszertien kivalasztottam 3  darabot, amelyeket LB/Amp tapoldatban
felszaporitottam, ¢és ezekbdl a plazmidot kitisztitottam, majd probaemésztéssel és
szekvenaltatassal ellendriztem, hogy megfeleld volt-e a Z-domén plazmidba torténd
beillesztése.

4.2.4 Ellenorzo emésztés és DNS szekvenalas

A tisztitott rekombindns DNS-eket az emésztéshez is hasznalt restrikcios
endonukledzokkal emésztettem, majd az emésztési elegyeket agardz gélen elvalasztottam,
hogy ellendrizzem sikeriilt-e a Z-domén génjének beépiilése a pET23b-HRP plazmidba.
Ennek eredménye a 15. dbran lathato.
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15. abra. Ellen6rzé emésztés gélképe (M- GeneRuler 200 bp DNA Ladder és
GeneRuler 1 kb DNA Ladder markerek, # 1, 2 és 3 a koloniak, E pedig az emésztett
DNS-t jeldli)

A gélképen latszik, hogy a # 2 minta emésztése utan a plazmidbol kivalt a megfeleld
méretll insert (a vart insert mérete ~180 bp, plazmid mérete pedig 4631 bp), igy a 2-es
koloniabol nyert mintdkat elkiildtem szekvenaltatni, amelynek az eredménye a B.S5.
fiiggelékben lathat6. Az elektroferogram alapjan a beépités sikeres volt, egy helyen
talalhato csak a Z-domén szekvenciajaban mutacid, ahol egy timin citozinra valtozott, de
ez egy csendes mutacid. Ezutan a # 2 koldnia altal termelt plazmiddal dolgoztam tovabb.

4.3. Kisérletek a Z-domén-HRP-6HIS fehérje eloallitasara
4.3.1. SHuffle E. coli sejt transzformalasa pET23b-Z-domén-HRP-6HIS plazmiddal

A Z-domén-HRP-6HIS plazmiddal SHuffle T7 kompetens E. coli sejteket
transzformaltam, hogy az altala kodolt fehérjét expresszaltassam. A transzformalést [21]
alapjan végeztem el. A transzformalt sejteket ON ndvesztettem LB/Amp taplemezen. A
felnott sejtekbdl kivalasztottam 3 koldniat, €s ezeket beoltottam 3 ml LB/Amp tadpoldatba,
amelyeket aztdn ON, 30 °C-on felndvesztettem. Az éjszakai novesztésbdl 5-5-5 ml
LB/Amp tapoldatba oltottam at 1%-nyi inokulumot. Az éjszakai mintakbol vettem
negativ kontrollt.

Addig novesztettem, amig az ODsoo elérte a 0,6-0,8 tartomanyt (ez ~0,62 volt). Az
indukciohoz kiilonb6z0 koriilményeket probaltam ki:

* Hémérséklet: 16 °C és 30 °C
* Indukcio ideje: 3 h és ON
¢ IPTG koncentracio: 0,1 és 0,5 mM

Az 5 ml oldatokbol szétporciéztam 1-1 ml-t, amit aztan beindukaltam 0,1 és 0,5 mM
IPTG-vel. Ezeket a mintdkat aztdn az indukcio végeztével 13000 RPM-en 6 °C-on
lecentrifugaltam, ¢s a feliiliszot kiontdttem. A mintdkat SDS gélen megfuttattam,
amelynek eredménye a 16. abran lathato.
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16. abra. A Z-domén-HRP-6HIS probaindukcidja (# 4, S és 6 a kolonidkat jelolik,
M: marker, -: negativ kontroll, 3: 3 oras indukciéo, ON: ON indukcio, 0,1 és 0,5 az
indukaloszer koncentracioja mM-ban

A fenti eredmények alapjan ugy gondoltam, hogy a 30 °C-os mintdkat célszer
feltarni, hogy megvizsgaljam termelddott-e aktiv fehérje. Ezért a sejteket 13000 RPM-en
lecentrifugaltam, €s a csapadékot 250 ul lizis pufferben felszuszpendaltam. Lizis puffer:

50 mM Tris-HC1

500 mM NaCl

10 mM EDTA

10 % glicerin

1 % Triton X-100

. pH=8.5

A sejtek lizalasat ugy végeztem, hogy eldszor behelyeztem ket -80 °C-ra 20 percre, majd
45 °C-os vizfiirddben ultrahang mellett 5 percig melegitettem O6ket, és ezt 3x
megismételtem. Lecentrifugdltam a sejtszuszpenzidt 13000 RPM-en, 6 °C-on, 5 perc
alatt, és lepipettaztam bel6le a feliiliszot. EbbOl mintat vettem, majd a pelletet 250 ul
Tris-pufferben (50 mM Tris, 100 mM NaCl) gjra felszuszpendaltam. Ezeket aztan SDS
gélen megfuttattam (17. abra).

26



TDK dolgozat

#5 #6
\ \
“l“ ] fon on on oN M [- 3h  3n 3n
A
{04 010505 0101 0505 MP101 0505 - +|
. TR p_SE P EEeE——

ON ON ON ON\\

A0C 30°C
17. abra. A Z-domén-HRP-6HIS oldhatosaganak vizsgalata (# 4, S és 6 a koloniakat
jelolik, M: marker, -: negativ kontroll, 3: 3 éras indukcié, ON: ON indukcio, 0,1 és

0,5 az indukaldészer koncentraciéja mM, P: csapadék, F: feliiltiszo

A gélképeken lathato a ~ 40 kDa-os molekulatomeg kornyékén (piros keret a
géleken), hogy indukalodik a fehérje, és ezek kozil a 30 °C-os mintdk voltak a
legmeggy6z0bbek, ezért ezeket nagyobb mennyiségben is termeltettem.

4.3.2 Z-domén-HRP-6HIS fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

A Z-domén-HRP-6HIS fehérje tisztitdsdhoz nagyobb volumenii termeltetést
végeztem. Ehhez a 4-es kolonidbol 6 ml LB-t és 6 ul ampicillint tartalmaz6 tapoldatba
inokulaltam, majd 30°C-on, 16 6rdan at 275 rpm-en razatva ndvesztettem. Az ON
ndvesztés utan a sejttenyészetbol 2,5 ml-t inokulaltam be 250 ml LB tapoldatba és 250 pl
ampicillint adtam hozza. Ehhez hozzdadtam a Z-domén-HRP-6HIS gént tartalmazo
inokulumot, 16°C-on, ON, 0,1 mM IPTG koncentracié mellett indukaltam. Majd a sejt
szuszpenziot 4500 RPM-en lecentrifugaltam. A visszamaradt sejteket 10 ml ’A’ pufferben
szuszpendaltam, majd hozzdadtunk 1 db EDTA mentes Complete protedzgatlo tablettat.
A sejtfeltarast jégen, ultrahanggal végeztem. A lizdtumot tobb 1épésben, 4500 rpm-en 30
min alatt, 8500 rpm-en 30 min alatt és 40000 RPM-en 30 min alatt lecentrifugaltam. A
centrifugalas utan a feliiliszot 0,22 pm-es sziirén atsziirtem. Majd ezeket a mintdkat is
elvalasztottam FPLC-vel (linearis elicioval, 5-100% eluens koncentracio kozott, 20 CV-
vel tortént, amelybdl frakciokat szedtem), ennek kromatogramja a 18. dbran lathato.
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18. abra. A Z-domén-HRP-6HIS indukcids kisérleteinek alapjan kivalasztott mintak
FPLC-s kromatogramja

Az elucids puffert lineéris gradiens szerint alkalmaztam, 5-100% B puffer kozott, 20 CV-
vel. Az eludlodott fehérjéket frakciokba gyljtdttem. A ~ 8-35 % B puffer kozotti
tartomanyban kaptam egy kromatografias csucsot, és az ehhez tartozd T6-T15 szamu
frakciokat elvalasztottam SDS-PAGE-n:

19. abra. A fehérje expresszio és tisztitas mintai (+: pozitiv kontroll, -: negativ
kontroll; M: marker; cs1 és cs2 a sejtek 8500 és 40000 rpm-en torténd centrifugalasa
utan a visszamaradt csapadékbdl vett mintak, f1 és f2 a sejtek 8500 és 40000 rpm-en
torténo centrifugalasa utan a feliiliiszobol vett mintak, At: atfoly6, Mos: mosas, T6-

T15: frakciok)

A 19. abra gélképein az lathato a piros keretben, hogy a fehérje termelddott, de a nagy
része inklizids testben van, azonban egy kis mennyiségii oldhato fehérje lathatd a T10-
T14-es FPLC-s frakcidkban. A tisztitott fehérjét kiprobaltam ELISA plate-n, hogy TMB-
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vel (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin) ad-e szinreakcioét. Ehhez az G6sszemért mintakat 30
percig sotét helyen inkubaltam 25 °C-on. Ennek eredménye a 20. dbran lathato.

Kontroll HRP TMB Tisztitott fehérje

20. abra. HRP vizsgalata ELISA plate-n szubsztrat hasznalataval

A HRP vizsgalatahoz kontrollként egy szamar-antinyul Ig-vel dsszefuzionaltatott gyari
HRP enzimet hasznaltam. A TMB alapvetden kék szinti, azonban a HRP altal katalizalt
oxidacio hatasara sarga szinlivé valik. A képen lathatd, hogy a tisztitott fehérje, akarcsak
a kontrollként hasznalt enzim megvaltoztatta a TMB kék szinét sargara, azaz aktivitast
mutat.
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5. Osszefoglalas

Az ELISA modszer kiilonb6z6 orvosi diagnosztikai €s kutatdsi teriileten torténd
alkalmazasdhoz a kulcsot az antitestek jelentik. Azonban a hagyomanyos antitestek
eldallitasa koltséges és bonyolult. Rdadasul ehhez a modszerhez két antitest kell. Ezt ki
lehet kiiszobdlni azzal, ha torma-peroxidaz enzimmel (HRP-vel) egydoménes antitestet
fuzionaltatunk, igy csak egy antitestre van sziikségiink. A HRP-t eddig foéként
emldssejtekben termelték, azonban ezek fenntartasa draga és csak kis kihozatal érhetd el
veliik. A bakteridlis fehérje expresszid sokkal gyorsabban és olcsobban megvalosithatd,
viszont a torma-peroxiddz enzim tobb ciszteint is tartalmaz (szdm szerint 8-at), és a
diszulfidhidak kialakitasa benniik a bakterialis reduktiv citoplazmaban nehézkesebb. Ma
mar létezik olyan rekombinans E. coli térzs (SHuffle), amely lehetové teszi a
diszulfidhidak megfeleld kialakitasat ¢s igy a fehérje megfeleld feltekerését. Az E. coli
rdadasul képes a HRP hem prosztetikus csoportjanak szintézisére is.

Munkdm soran el6szor egy SAAb-HRP fuzids fehérje oldhatdo formaban valo
eldallitasaval probalkoztam. Ez vélhetdleg a két fehérje komponensben dsszességében tul
sok kénhid miatt nem sikertilt. Az SAAb komponenst ezért a stabil szerkezetli, konnyen
feltekeredd és cisztein-mentes Z-doménre cseréltem.

Elészor megterveztem és génsebészeti modszerekkel eldallitottam egy fuzids Zdomén-
HRP fehérjét expresszalod plazmidot. Ezzel SHuffle E. coli sejteket transzformaltam, €s
az ebbdl a DNS-bdl expresszaldodo fehérje termeltetéséhez sikeriilt olyan koriilményt
taldlnom, amellyel a Z-domén-HRP-t oldhat6 forméaban tudtam eldallitani. Ezt
szinreakcidval a HRP aktivitasat igazolva kozvetve is bebizonyitottam.

A tovabbiakban célom a Z-domén-HRP fehérje termeltetési ¢&s tisztitasi
koriilményeinek optimalizalasa, a szinreakcion alapuld kimutatasi modszer fejlesztése és
ujonnan szerzett tapasztalataimat felhasznalva az SAAb-HRP fehérje megfeleld eldallitasi
koriilményeinek tovabbi kutatasa.
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A. Fuggelék

A.1. LB (Luria-Bertani) tapoldat
* 20 g szilard LB por

e 1 1desztillalt viz

* 121°C-on 30 percig torténd sterilezés autoklavban

A.2. LB agar taptalaj
* 35 g LB agar por

e 1 1desztillalt viz

+ autoklavban sterilezziik 40 percig

A.3. SOC oldat
* 20 g bacto-tryptone

* 5 g élesztd kivonat

0,58 g NaCl

0,19 g KCI

10 ml 1 M-os MgCl2

10 ml 1 M-os MgSOa4

A bemért elegyet 1 literre kiegészitjiikk desztillalt vizzel, ¢s autoklavban 121°C-on 30
percig sterilezziik. Majd steril fiilke alatt a steril oldatbol 100 ml-hez 1 ml 2 M-os steril
gliikoz oldatot adunk.

A.4. FPLC A’ puffer
* 20 mM NaH2POs4

* 500 mM NacCl
* 50 mM imidazol
* pH=7,5

A.S. FPLC °B’ puffer
* 20 mM NaH:z2PO+
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* 500 mM NaCl

* 500 mM imidazol

* pH=7,5

A.6. SDS-gél
1 db 12,5%-0s SDS gél osszetétele:

» Also, szeparalo gél osszetétele

— 4 ml ,,szeparald gél” oldat, amely Osszetétele:

* 2,8 ml A puffer (182 g Tris-HCI + 4 g SDS / liter, pH=8,8)
* 21,75 ml SDV

* 15,75 ml 40%-os akrilamid oldat
— 3 ul TEMED (Tetrametil-etilén-diamin)
— 30 ul APS (10 m/V%-o0s ammo&nium-perszulfat oldat)

* Felsd, koncentral6 gél dsszetétele:

— 1,67 ml ,.koncentral6 gél” oldat, amely tartalmaz:

* 6,3 ml B puffer (61 g Tris-HCI+ 4g SDS / liter, pH=8,8)
* 15,9 ml SDV

* 2825 ml 40%-os akrilamid oldat
— 3 ul TEMED (Tetrametil-etilén-diamin)

— 30 ul APS (10 m/V%-o0s ammo&nium-perszulfat oldat)
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B. Figgelék

B.1. Az anti-PCV2-HRP-6His génszekvenciaja és az expresszalodo
fehérje aminosav szekvenciaja

B.1.1. Az anti-PCV2-HRP-6His génszekvenciaja

CAT ATG CAG GTT CAG CTG CAA GAA AGC GGT GGT GGT AGC GTT CAG
GCA GGC GGT AGC CTG CGT CTG AGC TGT GCA GCA AGC GGT TAT GCA
AGC CGT AGC TAT TGT ATG GGT TGG TTT CGT CAG GCA CCG GGT AAA
GAA CGT GAA GGT GTT GCA GCA ATT TAT ACC GGT GGT GGC AGC ACC
AAA TAT GCA GAT AGC GTT AAA GGT CGT TTT ACC ATT AGC CAG GAT
AAT GCC AAA AAT ACC CTG TAC CTG CAG ATG AAT AGC CTG AAA CCG
GAA GAT ACC GCA ATC TAT TAT TGT GCA GCA TCA GGT CGT GGT GGT
ATT TGT GAT CTG AAT TAT AGC ACC GAT TTT CCG TAT TGG GGT CCG
GGT ACA CAG GTT ACC GTT AGC AGT GCG GCC GCC AGC AGC AGC GGT
AGC GGT ATG CAG CTG ACC CCG ACCTTT TAT GAT AAT AGC TGT CCG
AAT GTG AGC AAC ATT GTG CGC GAT ATT ATT GTT AAT GAA CTG CGT
AGC GAT CCG CGT ATT GCA GCC AGC ATT CTG CGT CTG CAT TTT CAT
GAT TGT TTT GTG AAT GGT TGT GAT GCA TCC ATT CTG CTG GAT AAT
ACCACCTCATTT CGT ACC GAA AAA GAT GCA TTT GGT AAT GCA AAT
AGC GCA CGT GGT TTT AGC GTT ATT GAT CGT ATG AAA GCA GCA GTT
GAA AGC GCA TGT CCG GGA ACC GTT AGC TGC GCT GAT CTG CTG ACC
ATT GCC GCA CAG CAG AGC GTT ACC CTG GCT GGC GGT CCG AGC TGG
CGT GTT CCT CTG GGT CGT CGT GAT AGT CTG CAG GCA TTT CTG GAT
CTG GCA AAT GCA AAT CTG CCT GCA CCG TTT TTC ACC CTG CCG CAG
CTG AAA GAT AGC TTT CGT AAT GTT GGT CTG AAT CGT AGC AGC GAT
CTG GTT GCA CTG AGC GGT GGT CAT ACC TTT GGT AAA AGC CAG TGT
CGCTTT ATT ATG GAT CGC CTG TAT AACTTT AGC AAT ACC GGT CTG
CCG GAT CCG ACA CTG AAT ACC ACA TAT CTG CAG ACC CTG CGT GGT
CTG TGT CCG CTG AAT GGT AAT CTG AGC GCA CTG GTT GAT TTT GAT
CTG CGT ACC CCG ACA ATT TTC GAC AAC AAA TAT TAC GTG AAC CTG
GAA GAA CAG AAA GGT CTG ATT CAG AGC GAT CAA GAA CTG TTT AGC
AGT CCG GAT GCA ACC GAT ACC ATT CCG CTG GTT CGT AGC TTT GCC
AAT AGT ACC CAG ACCTTT TTC AAT GCA TTT GTG GAA GCA ATG GAT
CGC ATG GGC AAT ATT ACA CCG CTG ACC GGC ACA CAG GGT CAG ATT
CGT CGT AAT TGT CGT GTT GTT AAT AGC AAT AGC GAT CTG CTC GAG
CAC CAC CAC CACCACCACTGA

B.1.2. Az anti-PCV2-HRP-6His aminosav szekvencidja

MQVQ LQES GGGS VQAG GSLR LSCA ASGY ASRS YCMG WFRQ APGK EREG
VAAI YTGG GSTK YADS VKGR FTIS QDNA KNTL YLQM NSLK PEDT AIYY
CAAS GRGG ICDL NYST DFPY WGPG TQVT VSSA AASS SGSG MQLT PTFY

DNSC PNVS NIVR DITV NELR SDPR TAAS ILRL HFHD CFVN GCDA SILL DNTT
SFRT EKDA FGNA NSAR GFSV IDRM KAAV ESAC PGTV SCAD LLTI AAQQ
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SVTL AGGP SWRV PLGR RDSL QAFL DLAN ANLP APFF TLPQ LKDS FRNV
GLNR SSDL VALS GGHT FGKS QCRF IMDR LYNF SNTG LPDP TLNT TYLQ
TLRG LCPL NGNL SALV DFDL RTPT IFDN KYYV NLEE QKGL IQSD QELF
SSPD ATDT IPLV RSFA NSTQ TFFN AFVE AMDR MGNI TPLT GTQG QIRR
NCRV VNSN SDLL EHHH HHH

B.2. Az anti-PCV2-HRP-6His fehérje tulajdonsagai
* Molekulatomeg: 49,4 kDa

* Izoelektromos pont: 6,5

* Extinkcios koefficiens: 38110 M-1cm™1

Abszorbancia: 0,771 (1 g/l koncentracid esetén, 280 nm-en); feltételezve, hogy
minden cisztein oxidalt allapotban van

* Extinkcios koefficiens: 37360 M-1cm™1

Abszorbancia: 0,756 (1 g/l koncentracié esetén, 280 nm-en); feltételezve, hogy
minden cisztein redukalt allapotban van [26]

B.3. A Z-domén-HRP-6HIS génszekvenciaja

ATG GTG GAT AAC AAA TTC AAC AAA GAA CAA CAA AAT GCT TTC TAT
GAA ATC TTA CAT TTA CCT AAC TTA AAC GAA GAA CAA CGT AAC GCCTTC
ATC CAA AGC CTT AAA GAC GAT CCT TCA GTG AGC AAA GAA ATT TTA GCA

GAA GCT AAA AAG CTA AAC GAT GCT CAA GCA CCA AAA GCG GCC GCA
ATG CAG CTG ACC CCG ACCTTT TAT GAT AAT AGC TGT CCG AAT GTG AGC
AAC ATT GTG CGC GAT ATT ATT GTT AAT GAA CTG CGT AGC GAT CCG CGT

ATT GCA GCC AGC ATT CTG CGT CTG CAT TTT CAT GAT TGT TTT GTG AAT
GGT TGT GAT GCA TCC ATT CTG CTG GAT AAT ACC ACC TCA TTT CGT ACC
GAA AAA GAT GCA TTT GGT AAT GCA AAT AGC GCA CGT GGT TTT AGC GTT
ATT GAT CGT ATG AAA GCA GCA GTT GAA AGC GCA TGT CCG GGA ACC GTT
AGC TGC GCT GAT CTG CTG ACC ATT GCC GCA CAG CAG AGC GTT ACC CTG
GCT GGC GGT CCG AGC TGG CGT GTT CCT CTG GGT CGT CGT GAT AGT CTG
CAG GCA TTT CTG GAT CTG GCA AAT GCA AAT CTG CCT GCA CCG TTT TTC
ACC CTG CCG CAG CTG AAA GAT AGC TTT CGT AAT GTT GGT CTG AAT CGT
AGC AGC GAT CTG GTT GCA CTG AGC GGT GGT CAT ACC TTT GGT AAA AGC
CAG TGT CGC TTT ATT ATG GAT CGC CTG TAT AAC TTT AGC AAT ACC GGT
CTG CCG GAT CCG ACA CTG AAT ACC ACA TAT CTG CAG ACC CTG CGT GGT
CTG TGT CCG CTG AAT GGT AAT CTG AGC GCA CTG GTT GAT TTT GAT CTG
CGT ACC CCG ACA ATT TTC GAC AAC AAA TAT TAC GTG AAC CTG GAA GAA
CAG AAA GGT CTG ATT CAG AGC GAT CAA GAA CTG TTT AGC AGT CCG GAT
GCA ACC GAT ACC ATT CCG CTG GTT CGT AGC TTT GCC AAT AGT ACC CAG
ACCTTT TTC AAT GCA TTT GTG GAA GCA ATG GAT CGC ATG GGC AAT ATT
ACA CCG CTG ACC GGC ACA CAG GGT CAG ATT CGT CGT AAT TGT CGT GTT
GTT AAT AGC AAT AGC GAT CTG CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CACTGA
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B.4. A Z-domén-HRP-6HIS szekvenalasanak eredménye

macrogen
File: 20C4Z4D066.abl  Run Ended: 202/6/1 18:26:40  Signal G:609 4:698 C:508 T:800 =
Sample: 20C4ZADO6S premix  Lane: 22 Basespacing: 16.642967 1286 bases in 15356 scans  Page 1 of2
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Sample: 0C4ZAD066 premix  Lane: 22 Basespacing: 16.642967 1286 bases in 15336 seans  Page 2of2
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B.5. A pET-23b-Z-domén-HRP-6HIS génrol expresszalodo fehérje
szekvenciaja

MVD NKFN KEQQ NAFY EILH LPNL NEEQ RNAF IQSL KDDP SVSK EILA
EAKK LNDA QAPK AAAM QLTP TFYD NSCP NVSN IVRD IIVN ELRS DPRI AA
SI LRLH FHDC FVNGC DASI LLDN TTSF RTEK DAFG NANS ARGF SVID RM
KA AVES ACPG TVSC ADLL TIAA QQSV TLAG GPSW RVPL GRRD SLQA
FLDL ANAN LPAP FFTL PQLK DSFR NVGL NRSS DLVA LSGG HTFG KSQC
RFIM DRLY NFSN TGLP DPTL NTTY LQTL RGLC PLNG NLSA LVDF DLRT
PTIF DNKY YVNL EEQK GLIQ SDQE LFSS PDAT DTIP LVRS FANS TQTF
FNAF VEAM DRMG NITP LTGT QGQI RRNC RVVN SNSD LLEH HHHH H
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B.6. A Z-domén-HRP-6HIS fehérje tulajdonsagai

* Molekulatomeg: 42,1 kDa

* Izoelektromos pont: 5,5

» Extinkcios koefficiens: 14940 M-1cm™1

Abszorbancia: 0,359 (1 g/l koncentracio esetén, 280 nm-en); feltételezve, hogy
minden cisztein oxidalt allapotban van

* Extinkcios koefficiens: 14440 M-1cm™?

Abszorbancia: 0,347 (1 g/l koncentracid esetén, 280nm-en); feltételezve, hogy
minden cisztein redukalt allapotban van [26]
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Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom a témavezetdémnek Dr. Jankovics Hajnalkdnak szakmai
iranyitasaért, hasznos tanacsaiért, timogatasaért és, hogy tiirelmével és alapos szakmai
hozzéaértésével segitette a munkamat.

Oszinte halaval tartozom Toéth Evanak és Kovacs Noéminek mérhetetleniil nagy
segitségiikért és tamogatasukért a kisérleti munkam soran, és a molekularis biologiai
munkahoz elengedhetetlen jartassagok atadasaban.

Illetve szeretném megkdszonni Bio-Nanorendszerek Kutatolaboratérium minden
jelenlegi ¢és volt dolgozdjanak akik segitségemre voltak ennek a dolgozatnak a
megirasaban.

Végiil, de nem utols6 sorban haldval tartozom még csaladomnak és barataimnak, a
tamogatasukért.
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