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1. Roviditésjegyzék

CF — célfehérje
COS-7 — Ceropithecus aethiops (z61d majom) vese sejt

CLIP-4PheKum — ((6aR,7R,7aS)-1-(4-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-kromén-4-il)fenil )-4-metil-
6,6a,7,7a,8,9-hexahidro-5SH-ciklopropa[5,6]ciklookta[ 1,2-d]piridazin-7-

il)metil (4-(((4-aminopirimidin-2-il)oxi)metil)benzil)karbamat
DMSO - dimetil-szulfoxid
DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav
FBS — Fetal Bovine Serum

HaloAtto — 4-((2-(2-((6-klorhexil)oxi)etoxi)ethyl)karbamoil )-2-(1,22,4,8,10,10,1 1 -oktametil -
10, 11-dihidro-2H-pirano[3,2-*g*:5,6-*g*’]diquinolin-1-ium-6-yl)benzoat

Halo-Cy3 — 1-(6-((2-(2-((7-klorhexil)oxi)etoxi)etil)Jamino)-6-oxohexil)-3,3-dimetil-2-((E)-3
((2)-1,3,3-trimetilindolin-2-ilidén)prop-1-én-1-il)-3H-indol-1-ium bromid

HEK — Human Embryotic Kidney (sejtkultura)

HeLa — Human cervicalis adenocarcionma sejtvonal
HEPES — 4-(2-hidroxietil)- 1-piperazin-etanszulfonsav
PALM - Photoactivated Localization Microscopy
PBS — Phosphate Buffered Saline

PCR — Polymerase Chain Reaction

PFA — paraformaldehid

SIM — Structured Illumination Microscopy

SNAP-Cy5 —1-(6-((4-(((2-amino-7H-purin-6-il)oxi)metil)benzil Jamino)-6-oxohexil)-3,3
dimetil -2-((1E,3E)-5-((2)-1,3,3-trimetilindolin-2-ilidén)penta-1,3-dién-1-

i1)-3H-indol-1-ium formiat
STED — Stimulated Emission Depletion

STORM - Stochastic Optical Reconstruction Microscopy



2. Bevezetés

A sejtekben zajlo folyamatok kovetéséhez, megismeréséhez elengedhetetlen fontossagi a
makromolekulak kolcsonhatasanak ¢s kolokalizacidjanak vizsgéalata, melyre az egyik
leggyakrabban alkalmazott technika, a fluoreszcens (konfokalis) mikroszkopia. Ahhoz, hogy a
molekuldk sejten beliili helyzetét minél pontosabban megfigyelhessiik, a Nobel-dijjal
jutalmazott szuper-felbontast mikroszkopia ad lehetéséget, mely az Abbe-féle diffrakcios limit
meghaladasaval lehet6vé teszi a 200 nm-nél kisebb strukturak részletgazdag detektalasat is'—>.
E modszerek esetében elvards, hogy a jeldlési folyamatok biokompatibilisek, szelektivek és
helyspecifikusak legyenek, valamint, hogy a jelzés hattérmentes detektalast tegyen lehetdvé. A
kémiai bioldgia terén elért eredmények lehetdséget biztositanak €16 sejtek jeldlésére, példaul
onjelold enzim-cimkék (HaloTag, SNAP-Tag, CLIP-Tag) alkalmazéséaval, vagy bioortogonalis
modositas Gtjan. Ez utobbi eredményességét az idei évben odaitélt Nobel-dij is bizonyitja*. A
jelolési technikak fejlddésével lehetévé valt tobbszinii jelolések alkalmazasa, igy tobb
makromolekula egyiittes lokalizacioja és miikodése €16 sejtekben is kovethetd. A tovabbi
fejlddés sarokkdve, hogy minél tobb ¢és megfeleloképpen kombinalhatd fluoreszcens
jelolémolekula, illetve minél tobb, egymasra nézve is szelektiv, igy egyidejlileg is alkalmazhato
jelolési modszer valjon elérhetdvé. A jeldld molekulak alkalmazhatosaganak kritériuma, hogy
spektralis tulajdonséagaik jol 6sszehangolhatdak legyenek, példaul STED mikroszkdpia esetén,
ha egy kiolto 1ézer all rendelkezésre, akkor az emisszids hullimhosszok mindegyikének kissé

at kell fednie azon 1ézer hullamhosszaval.

Annak érdekében, hogy szélesitsik az elérhetdé kismolekulas jeloldk tarhazat,
kutatocsoportunkban olyan fluoreszcens festékeket allitanak eld, melyek irdnyaban elvaras,
hogy bioortogonalis jelolésre és szuper-felbontdsu mikroszkopidra egyarant alkalmasak
legyenek>’. Hosszabbtavl tervként egy olyan platform létrehozasat tiiztik ki célul, mely
alkalmas az eldallitott fluoreszcens jelzdvegyiiletek tesztelésére €és egyidejli tobbszinli jelolés
kivitelezésére. Ennek részeként egy folyamatosan bdviild plazmid-tarat hoztunk Iétre,
melyeknek elemei olyan fehérjéket kodolnak, melyeket bioortogondlis moddositassal pl.
bioortogonalizalt 0njelold enzimek szubsztratjainak segitségével vagy a genetikai kod
kiterjesztésével nem-természetes aminosavak beépitésével, szelektiven, helyspecifikusan, nagy
sebességgel és biokompatibilis modon tudunk jelolni €16 sejtekben. A j6 mindségl,
mikroszkopos felvételek elkészitéséhez a jelolés egyes Iépéseinek optimalizaldsa is

elengedhetetlen.



TDK munkdm sordn e plazmid-tar olyan irdnyt bdvitését tliztiikk ki célul, ahol potencidlis
terapids célpontnak tekinthetd fehérjéket cimkéziink fel 6njeldlé enzimmel. Annak érdekében,
hogy sikeresen meg tudjuk valositani a tobbszinti jelolést, az egymas mellett szelektiven
miikddni képes HaloTag, SNAP-Tag és CLIP-Tag enzimeket épitettilk be a plazmidokba, a
kiilonb6zd variaciok mindegyikét 1étrehozva, igy egy flexibilisen alkalmazhat6 tarat hozva
létre. Az elkésziilt és szekvenalassal ellendrzott elemek egyedi alkalmazhatdsdgat emlds
sejtekbe torténd transzfektdlassal és mikroszkopos képalkotassal terveztiik vizsgalni.
Kovetkezd 1épésként a harom kiilonbozd 6njeldld enzimet kodold plazmid segitségével
egyidejii haromszinii fluoreszcens jelolések vizsgalatat céloztuk meg. Ezek a jelolések a
fehérjék kolokalizaciojanak vizsgalatdhoz és a sejtbeli folyamatok nyomon kovetéséhez
kifejezetten hasznosak. Annak ellenére, hogy a jelolések megvalosithatok és vizsgalhatok €16
sejteken, a mintak eltarthatosdga miatt a jelolési [épést kovetden a mintdk fixalasat terveztiik,
igy ennek optimalizalasa is sziikséges. A jelolések kivitelezéséhez szorosan egylittmiikddtiink
csoportunkban dolgozé szerves vegyészekkel, akik a kismolekulas fluoreszcens festékekkel
kovalensen modositott 6njeldld enzim szubsztratokat allitottak eld. Ezeket a jeloloket Unyi
Zsombor készitette Dr. Cserép B. Gergely témavezetésével, és a ,, Fluoreszcens vegyiilettar
tervezése és szintézise onjelolo fehérjek vizsgalatahoz” cimi TDK-dolgozatdban mutatja be

Oket.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Konfokalis mikroszkopia

A sejten beliili szerkezetek ¢€s folyamatok, illetve ezek el- és megvaltozasanak megismeréséhez
¢s nyomon kovetéséhez az emberiség egyik leghasznosabb taldlmanya a mikroszkop. Ez az
1dOk soran oriasi fejlédésen ment keresztiil, egészen napjainkig, amikor mar par nanométeres
strukturak is vizsgalhatova valtak®. A fluoreszcens mikroszkopok kozott az epifluoreszeens
mikroszkopok a legegyszertlibb felépitéstiek, mivel itt az objektiven keresztiil az egész latdteret
sz€les spektrumu és nagy intenzitasi gerjesztd fényforrdssal vilagitjak meg, amely altalaban
higanygdéz vagy fémhalogén lampa. Az objektiven keresztiil torténik a fluoreszcens fény
detektalasa is (innen az elnevezés), amelyet a gerjesztd fénytdl dikroikus tlikrdt tartalmazé
szinszlird haszndlatdval vélasztanak el. Mivel a vizsgalt minta a teljes vastagsdgaban meg van
vilagitva, a fokuszsikon kiviilrél emittalodo fényt is detektaljak, ezért a kép homalyos, hatteres
lehet’. Ennek kikiiszobolését szolgalja a Marvin Minsky altal 1955-ben kifejlesztett!”

konfokalis fluoreszcens mikroszkop!!.

Photomultiplier ~ Confocal
Detector Light
Pathways

=Pinhole Aperture
—Barrier Filter

Dichromatic
A - Mirror Lalser
= Pinhole

-Objective Aperture

Specimen
:l- Focal
Planes

1. Abra A konfokalis mikroszkop elrendezése'®
Ahhoz, hogy a mikroszkop a minta egy adott sikjarol élesebb képet tudjon alkotni, Minsky egy-
egy konfokalis rést épitett a fényforras ¢és a detektor el¢, mely a mintabol érkezd fény Utjaban
helyezkedik el (1. abra). Ez kizarja vizsgalt (fokusz) sik alatti és feletti mintarészbdl érkez6
fényt, igy jobb felbontasu, kevésbé hatteres kép keletkezik. A dikroikus tiikor alkalmazasa miatt
ezt az elrendezést egy objektivvel is ki lehetett alakitani. Az objektiven at megvilagitott pont
(x-y koordinatarendszerben) mozgatasdval az adott sik végigpasztizhatd, a kiilonbozo

fokuszsikok egymasra rétegezésével (z tengelyen) haromdimenzids kép is alkothat6®,



3.2. Szuper-felbontasu mikroszkopia

A fénymikroszkopias technikdk fejlddésével egyre részletesebb képek késziilhettek, azonban
az elérhetd maximalis felbontast meghatarozza a diffrakcios limit, melyet eldszor Ernst Abbe
irt le 1873-ban. A hagyomanyos mikroszkopids modszerek esetében — megfigyelései alapjan, a
felbontoképesség — azaz két elkiilonithetd pont kozotti legkisebb tdvolsadg a fényszords miatt
nem lehet kisebb a megvilagitd fény hullamhosszanak felénél® (2. dbra). Ez a gyakorlatban
nagyjabol 200 nm-nek felel meg.

hangya j eml§s sejt baktérium  mitokondrium virus fehérje kismolekula

/%?%g@  Ea

1mm 100pm 10pm Tpm ' 100 nm 10 nm 1nm

Emberi szem Fluoreszcens mikroszkop Szuper-felbontasu mikroszkop

/Elektromikroszkop
2. 4bra Az Abbe-féle diffrakcios limit altal definialt felbontasi korlatok®

Abbe mérései szerint a felbontas:

!
" 2nsin®  2NA

Ahol d a legkisebb tavolsag két elkiilonithetd pont kozott, 4 a fény hulldmhossza, n a kozeg
refraktiv indexe, ©® a fokuszalt fény kupjanak szoge, NA pedig az objektiv numerikus
apertiraja'?. A diffrakcios limit miatt a kozelmultig nem volt lehetséges 200 nm alatti felbontés
elérése optikai mikroszkdpokkal, azonban innovativ stratégiaknak kdszonhetden mar nagyobb

felbontas is elérhetd.

A hagyomanyos fluoreszcens mikroszkdpia esetében a diffrakcios limit meghaladésa, azaz a
szuper-felbontastt mikroszkdpia megalkotasa Stefan W. Hell, Eric Betzig és William E.
Moerner munkassagahoz flizodik, amiért 2014-ben Nobel-dijat kaptak® (3.4abra). A szuper-
felbontasti mikroszkopos technikdk alapvetden két csoportra oszthatok, a sztochasztikus (pl.:
STORM, PALM) és a determinisztikus modszerekre (pl.: STED, SIM)®. Mindkét modszer
alapelve, hogy a fluoreszcensen gerjesztett vagy fluoreszcens fényt kibocsatdo molekuldk szamat
csokkentik térben, illetve id6ben. A sztochasztikus modszerek esetében feltétel, hogy az egyedi

fluoreszcens molekuldk — a mddszer nevének megfelelden — véletlenszertien villanjanak fel,



ezekrdl sok ezer felvételt készitenek egymdsutan, majd ezeket egymasra vetitik. Amennyiben
ezek a felvillanasok a diffrakcids limitnél nagyobb tavolsagra helyezkednek el egymadstol, a
fényforrasok pozicidja jol lokalizdlhato az egyes felvételeken. A masik csoport, a
determinisztikus modszerek, a minta strukturalt megvilagitasan alapulnak, a latoteret pontrol
pontra haladva detektaljak. Ezek koz¢ tartozik példaul a stimulélt emisszio kioltas (stimulated
emission depletion, STED) jelenségén alapuld technika is'>. Itt egyszerre két 1ézer fénynyalabot
alkalmaznak a detektdlds soran. Az elsé a gerjesztd 1ézer, mely a fluoroforokat gerjesztett
allapotba hozza, mig a masik, a kioltd 1¢ézer, az eldz6 1ézernyalabot fank alakban koriilvéve,
egyez0 fokuszsikban és teriileten szelektiven deaktivalja a gerjesztett molekulakat (koordinata-
targetalt nanoszkopia). Minél sziikebb a ,fank kozepén a lyuk”, mely a kioltd lézer
intenzitasaval szabalyozhatd, annal kisebb teriileten emittdlnak a molekuldk detektalhato fényt,
és annal jobba valik a felbontoképesség!®. A legfejlettebb STED mikroszkopok alkalmazasaval
akar 20-50 nm-es felbontas is elérhetd, igy a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopidval a
sejten beliili, elmosodott, részlet-szegény, strukturak is megfigyelhetdvé valtak®!>-17. A
modszer — 3D STED — hdromdimenzids detektalasra is alkalmas, a felbontés a z tengely mentén
is javithat6 (3. 4bra). Itt a fank-alaktl fényfokusz a z tengely mentén képes a gerjesztett

fluoroforok kioltasara, igy a tengely menti felbontés kozelitheti a lateralisat.
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3. abra A kiilonb6z6é mikroszkopias modszerek detektalasi tartoményai'®



3.3. Specifikus fluoreszcens jelolések

A Dbiolégiai folyamatok nyomon kovetéséhez sziikséges hattérmentes és kontrasztos
mikroszkopos felvételek készitése. Az elérhetd felbontas tovabbi javitdsahoz az eszkdzok és a
diffrakcios limit meghaladasat célzo mddszereken til olyan fluoreszcens jeloldkre van sziikség,
amelyek membran permedbilisak és szelektiven, helyspecifikusan jeldlnek, ezen feliil fényesek,
fotostabilak, nem toxikusak, ¢s lehetdleg fluorogének. A hattérfluoreszcencia kikiiszobolésére
tett er6feszitések eredményeként alkalmazott festékeknél a fluorogenicités azt jelenti, hogy a
fluoreszcens jelolé nem vagy gyengén emittald formdban van jelen egészen addig, amig nem
kotédik a célmolekuldhoz, amikoris a fluoreszcencia tompitdsa megsziinik és megnd az
intenzitasa. A vizsgalt minta természetes fluoroforjaitol (pl. aromas aminosavak) szarmazo, UV
gerjesztésre bekovetkezd homogén hattérsugarzas (autofluoreszcencia), valamint az UV fény
fototoxicitdsa miatt eldnyOsebb a természetes fluoroforokat kevésbé gerjeszté, mélyebb
rétegekbe is behatold vords vagy kozeli infravoros (NIR) hullamhosszisagu fényt emittald
fluoroforok alkalmazasa®'®. A biomolekulak in cellulo fluoreszcens jeldlése szamos modszerrel
megvalosithato. Az aldbbiakban csak nagy vonalakban, a teljesség igénye nélkiil mutatom be a
fehérjék jelolésének lehetdségeit. A modositasok fajtai tobb szempont alapjan is

csoportosithatok!:

1. A modositds megvaldsitasa szerint, azaz a mddositas lehet genetikailag kodolt fizios
cimke, tovabba torténhet kovalensen vagy nem-kovalensen (pl.: az affinitas-probak),
ezek koziil az elsé esetben a mddositas sebessége, az utdbbindl a kdtddés erdssége
fontos paraméter.

2. A modositas kizarolag fixalt permeabilizalt sejten lehetséges vagy megvaldsithatd €16
sejten is.

3. A jeldlés helyének szelektivitasa szerint.

4. A jelolés soran alkalmazott fluoreszcens jelold mérete szerint.

5. Aszerint, hogy mennyire befolyasolja a jelolés a vizsgalandd fehérje strukturdjat,

funkciojat.

Az affinitds alapjan torténd jeldlések csoportjdban tartozik az immunfestés, ahol jelolt
elsddleges vagy masodlagos antitest alkalmazéasaval jelenithetd meg a vizsgalandd molekula!®,
A kotddés erdssége nagy (Ka< 1 nM). A nagyon szelektiv, megfelelden kontrasztos ¢s nem
hatteres jelolés ellenére a modszernek tobb hatranya is van. A nanoszkopias alkalmazasoknal

viszonylag nagy jelentdsége van a jelolé méretének, az IgG mérete (kb. 10 nm) dsszemérhetd



a jelolt molekula méretével, igy pl. 20 nm-es felbontas esetében mar jelentds hibat (linkage
error) okozhat. Tovabbi hatrany, hogy a mddszerrel intracellularis jelolés csak fixalt és
permeabilizalt sejteken valdsithatdé meg. Szintén az affinitds alapjan torténd jeldlések
csaladjaba tartoznak a receptor-ligandum kolcsonhatdson alapuld jelolések, ahol a ligandum
eleve fluoreszcensen modositott. A jel6lé molekula altalaban kicsi, a jelolés a kdlcsonhatés
erdsségétol fiigg, tobb nagysagrend-tartomanyt atdlel az eréssége. Az affinitds alapu csoportba
tartoznak ezen feliill, a citoszkeletdlis elemeket jelold molekuldk, példaul az aktin
filamentumokat fluoreszcens falloidinnel, mig a tubulint taxol szarmazékokkal lehet jeldlni. Az
elsd esetben a falloidin nem membran-permedbilis, igy csak fixalt és permeabilizalt sejten
torténhet a jelolés, mig a taxol-szarmazékok membran-permeabilisak, igy a jelolés €16 sejten is
torténhet. A kotddés nagysagrendje gyenge-kozepes, Kd: 10-100 nM tartomanyba esik. A

molekuldk mérete kozepes-kicsi, mivel révid peptidekrdl van szo.

A genetikai modositassal bevitt fluoreszcens jeldlések koz¢ tartozik a fluoreszcens fehérjékkel
(FP), mint fuzioés cimkével valdo modositas. Ma mar a spektrum teljes tartomanyat lefedik a
fuzios cimkeként alkalmazhat6 protein-,.tag”-ek. Mivel méretiik 20-30 kDa, nagysaguk kb. 5

nm, mely az antitesteknél joval kisebb, de még mindig 6sszemérhet6 a vizsgalando fehérjével®.

Ugyancsak fuzios cimkék a biotin vagy avidin/streptavidin, (mely szintén affinitds alapt
jelolés, de nagyon erds a kotddés), vagy az 6njeldld enzimek, melyek mérete szintén az el6z0

nagysagrendbe tartozik (~5 nm).

Az 0njelolé enzim rendszerek (HaloTag, SNAP-Tag, CLIP-Tag) egy kiilsdleg hozzaadott
szintetikus ligandum irreverzibilis kovalens kapcsolddasat katalizaljak?%2!. Ezen enzimfehérjék
esetében sziikséges, hogy termodinamikailag stabilak legyenek, nagy jelolési sebességgel és
nagy szubsztrat specifitdssal rendelkezzenek. Ezek koziil a HaloTag?? (Promega) egy
bakterialis haloalkdn dehalogendz, mely irreverzibilisen reagal primer alki-halogenidekkel. A
jelolések soran a HaloTag alkalmazéasa elényds, mivel a tovabbiakban bemutatott 6njeldld
enzimekhez képest reakcidsebessége nagysagrendekkel nagyobb. A SNAP-Tag?*(NEB) a
human OS-alkilguanin-DNS-alkiltranszferaz tovabbfejlesztett valtozata, mely nagyobb jel6lési
kinetikaval és specifitassal rendelkezik a szubsztratjara, az O®-benzilguaninra nézve. A CLIP-
Tag?* (NEB) a SNAP-Tag-bdl tovabbalakitott 6njeldld cimke, melyet eleve gy fejlesztettek,
hogy a SNAP-Tag-gel parhuzamosan kétszinii jelolésre lehessen hasznalni. Mivel a SNAP-Tag
¢s a CLIP-Tag 20 kDa, a HaloTag 33 kDa mérete miatt a cimkézett fehérje nativ mitkodését

zavarhatja, igy ligyelni kell a megfeleld linker hosszlsagra, az expresszios szintre és a cimke



C- vagy N-termindlis helyzetére, azonban a moddszer nagy eldnye, hogy ¢€l6 sejten is
alkalmazhatd, igy a sejten beliilli makromolekula mozgasok valés id6ben is nyomon

kovethetoek?> 2. A reakcio sémadk a 4. abran, a fluorofor bevitel sémaja az 5. abran lathato.

A legkisebb méretli modositast kismolekulas fluoreszcens jeloldkkel lehet végrehajtani. Erre
két lehetdség adodik, az elsé esetben a fehérjék egyes aminosavainak (lizin, cisztein, tirozin)
szelektiven modosithatd oldallanc-funkcigjat (amino, tiol, hidroxil) tdmadjuk kovalens
modositokkal. Ez a legtobb esetben kémiai szempontbdl szelektiv, azonban a fehérjén (és foleg
a sejten) beliil rengeteg modosithaté funkcié van jelen, a modositds nem lesz fehérje, illetve
helyspecifikus®®. Helyspecifikus jelolés valosithatdé meg, ha a fehérjéhez pl. tetracisztein
motivumot viseld FlaSH-tag-et fuzionaltatunk (genetikailag). Ebben az esetben tiol-szelektiv
reagens a modositd. Itt a specifitds nem teljeskorli, mely hatteresebb jelolést eredményez,
tovabbi hatrany, hogy itt is csak a polipeptidlanc N- vagy C-terminalisara tehetjiik a cimkét. A
helyspecifikus jelolés megvalositdsanak masik modszere, amikor a genetikai kod kiterjesztése
révén a fehérje egyik aminosava helyére épitiink be kovalens modositasra alkalmas (pl.
bioortogonalis) funkcidval rendelkezd nem-természetes aminosavat (nt-AS). Bar ez tobb
molekularis bioldgiai munkaval jar, elméletileg egy fehérje barmely aminosava lecserélhetd
nem-természetes aminosavra >12. Ennek megfeleléen a fehérje barmely pontjan lehetévé valik

a helyspecifikus jelolés, igy van lehetdség a fehérje funkcionalitdsdnak megérzésére és
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4. abra Az 6njeldlé enzimek reakcid sémai és szubsztratjaik®?
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(a) — »—

Vizsgalt fehérje — SNAP Vizsgalt fehérie — SNAP — fluorofor
(b) —_—

Vizsgalt fehérje — CLIP Vizsgalt fehérje — CLIP — fluorofor
(c) Y —_— y :
Vizsgalt fehérje — Halo Vizsgalt fehérje — Halo — fluorofor

5. abra Fehérje cimkén keresztiili fluorofor bevitel®.

3.4. Bioortogonalis kémia

A bioortogondlis kémia azon klikk reakciokat foglalja magaban, melyek szervezetidegen,
biokompatiblis funkcids csoportok kozott jatszodnak le nagy szelektivitassal, fizioldgias
koriilmények kozott, kovalens kotést 1étrehozva, toxikus melléktermékek keletkezése nélkiil®>.
Mind a klikk kémia, mind a bioldgiai kdzegben hasznalhatd formaja forradalmi Ujitasnak
mindsiil, ezért jutalmaztak Nobel-dijjal* legnevesebb kidolgozdit, akik Carolyn R. Bertozzi*,
Morten Meldal®® és K. Barry Sharpless®S. A legtobb bioortogonalis jel6lési reakcid kétlépcsds
sémat kovet, melyek koziil az els¢ a cél-biomolekula modositasa bioortogonalis funkcids
csoporttal, kémiai, enzimatikus vagy metabolikus Uton. A masodik Iépés soran az igy
bioortogonalizalt rendszert szelektiven megcélozhatjuk egy komplementer bioortogonalis
funkcidt hordozo reagenssel. Az alkalmazott bioortogonalis reakcidk a kdvetkezdk: tetrazinok
és fesziilt gytlrlis alkének, mint példaul a forditott elektronigényii Diels-Alder iEDDA) reakcio.
Ennek a reakcionak elénye, hogy a tobbi reakciohoz képest kisebb fluorofor-koncentraciot
igényel, igy alkalmazéasa esetén kisebb a hattérzaj. Tovabbi bioortogonalis reakciok: Diels-
Alder reakcio, tetrazolok és alkének kozotti fotoklikk reakcid, azid-alkin cikloaddicio és az
azidok, valamint elektrofil csapdat tartalmazo6 foszfanok kozti Staudinger-Bertozzi reakcid (6.
abra). A fenti kétlépcsds sémat az Onjelold enzimekkel torténd jeldlések soran is lehet
alkalmazni. Ebben az esetben az 6njeldlé enzim szubsztratja bioortogonalis funkcids csoporttal
van mddositva, a masodik komponens pedig a komplementer bioortogonalis reakcios partnerrel
Osszekapcsolt kismolekulas fluoreszcens jelold. A kétlépcsds modositas eldnye, hogy nem kell
a kiilonb6z6 6njeldld cimkéknek megfeleld szubsztrattal kapcesolt jeloldket kiilon elkésziteni, a
bioortogonalis reakcid lehetévé teszi a nagyfokl kombindlhatdsdgot. Azonban jelenleg tobb,

egyidejli bioortogonalis jelolés még nehezenvaldsithatd meg, mivel jelenleg az egyetlen €16
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sejtek esetében igazan jol alkalmazhato reakcid tipus (a teljes bioortogonalitasa és kiilondsen a

nagy reakciosebessége miatt) az iEDDA reakcio®>.

Diels-Alder reakcio

Tetrazolok fotoklikk reakcioja
— &M L g —

Réz-katalizalt azid-alkin cikloaddicid
— o’ ¢ WP S

Gyiiri-fesziiltség indukalta azid-alkin cikloaddicio

— ./Qlﬁ—-./@’

Staudinger-ligacio o 0
- ./Cﬁ“"* o y°
N + - H

R PPh; " POPh,
b t t t : . t : t t log (k, / mol" dm?) @ biomolekula

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 «x @ fluorofor

:" masodrendii 0

sebességi allando biomolekula/fluorofor

6. abra Bioortogonalis reakciok tipusai és sebességi allandoik™

3.5. Fluoreszcens kémiai jelolok

A kisméretli fluoreszcens festékeknek tobb elényds tulajdonsdguk van a tobbi jeldlési
mobdszerrel szemben, példaul kevésbé befolydsoljak a célfehérje tulajdonsdgait. A legtobb
fluoreszcens festékben talalhatd n-kotés, illetve gyakran aromds vegyiiletek, igy konnyen
gerjeszthetdek. Moldris tomegiik jellemzden 200-2000 g/mol. Manapsag a legnépszeriibb
fluoreszcens festékek kozott szerepel az Atto molekulacsalad és a rodamin-szarmazékok, de
ezeken kiviil még nagyon sok festék létezik, melyekre tobb példat lathatunk az 7. abran3®,
Ezeket a molekuldkat folyamatosan fejlesztik, mely fejlesztések célja a nagyobb kvantum-

hatasfok, kisebb pH-fiiggés, nagyobb fotostabilitas, és nagyobb Stokes-eltolodas elérése.
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7. abra Fluoreszcens kismolekuldk emisszi6s maximuma és fényessége™®

3.6. Tobbszini jelolések és tobbszini STED lehetoségei

A szuper-felbontasu mikroszkdpos technikdk — koztiik a STED mikroszkdpia — fejlodése
megteremtette a lehetdséget a sejtbeli struktirdk részletgazdag megfigyelésére, azonban a
tovabbi fejlesztéseket, kiillondsen a tobbszinli jelolések kialakitdsat, jelen pillanatban a
megfelel jelolési rendszerek hianya korlatozza?!*°. Tovabbi nehézséget jelent, hogy az amtgy
is draga mikroszkopok felszereltsége altaldban egy kioltd 1ézerre korlatozodik, igy ennek
megfelelden kell kivalasztani az egyidejlileg hasznéalni kivant festékkombinacidkat. Ezen
jelolések kialakitasahoz sok jellemz6t figyelembe kell venni, példdul a fluoreszcens jelolok
spektralis tulajdonsagait, mivel a STED mikroszkopia esetében kiilondsen fontos a jelolok
spektralis elvalasztasa két vagy tobb gerjesztési, illetve detektalasi csatornara>2%4°. A nagy
Stokes-eltolddassal rendelkezé fluoroforok kifejezetten hasznosak, mivel egyszeriisitik a
tobbszinli képalkotast a detektdlasi csatorndk szamaénak, és a jeloldk csatorndk kozotti
athallasanak csokkentésével®°. Tovabbi nehézséget okoz a tobbszinii jeldlések sordn, hogy a
célmolekuldkat szelektiven kell modositani, és a parhuzamosan alkalmazhaté mddositasok

szama korlatozott €16 sejtekben?!
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3.7. Valasztott strukturak és fehérjék

A konfokalis és szuper-felbontasu mikroszkopos technikdk szinte minden eukariota sejtalkoto
megfigyelését lehetdvé teszik!"#? 4. Az irodalmi példakban leggyakrabban a citoszkeletont,
mitokondriumokat, vezikulumokat, a magmembran vagy a plazma fehérjéit, illetve a DNS

részleteket vizsgalnak. Ezeket az 8. dbra foglalja dssze.

[ U Centrioles a Chromatin substructures

b Nuclear pores

éf—%"
\»6

[+ Cytoplasmlc rlbosomes )

Animal cells

‘ d Vesicles

e Peroxisome

g Golgi apparatus f Focal adhesion

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

8. abra Célfehérjék szuper-felbontast mikroszkopias alkalmazasokhoz'*

A kovetkezd fehérjéket valasztottuk a munkdm sordn (9. dbra):

Hiszton H2B: Evolucidsan erdsen konzervalt 126 aminosav hosszisagu fehérje. A sejtmagon
beliili kortilmények kozott pozitiv toltésii, mely lehetdvé teszi kotddését a negativ toltéstt DNS-
hez. A H2A, H3 és H4 fehérjékkel (2-2 db) oktamert alkot, melyre 147 bazispar hosszusagu
DNS szakasz tekeredik fel (bal mentesen, 1,67-szer) a DNS konzervalodas elso szintjén. Ekkor
a nukleoszoémakat, azaz a DNS-sel koriilvett hiszton oktamereket, 10-80 bp hosszusdgi DNS
szakasz koti Ossze. A nukleoszomak akadalyozzak a DNS atirodasat, segitik a kromatin rogok

kialakuldsat. A hiszton fehérjék acetildlodasa esetén a pozitiv toltésiik, igy a DNS-hez val6
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kotddésiik erdssége csokken, a szerkezet fellazul, igy a DNS transzkripcionalisan aktivva

valik*4, Epigenetikai kutatasok egyik fontos célpontja.

LaminA: A bels6 maghartya bels6 felét borito, kétdimenzids intermedier filamentumokbol allo
halot, a nuklearis laminat alkot6 fehérjék egyike a LaminB és LaminC mellett. Ezek koziil a
LaminB tapad ki a magmembranhoz, mig a tobbi a hal6zat kialakitdsdhoz sziikséges. A halo
megfeleld feliiletet biztosit a kromoszomak, illetve kromatin rogok kitapadasahoz, tovabba a
sejtmag alakjanak biztositasan til a DNS replikacioban és javitasban is szerepe van. A nukleéris
lamina minden egyes sejtosztddas soran lebomlik, majd a lednysejtekben ujra alakul, ezt a
Lamin fehérjék foszforilaltsiga szabalyozza®’. Mutdcidi Osszefliggésbe hozhatok szamos

betegséggel, mint példaul a progeria, a kardiomiopatia és az Emery-Dreifuss izomdisztrofia.

Lampl: Lizoszoma-asszocidlt membran (gliko)protein 1 ¢és Lamp2 a lizoszomak
membranfehérjéinek 50%-at teszik ki. Feleldsek a lizoszoma pH és a katabolizmus
fenntartasaért. Feladatuk kiilon-kiilon nehezen meghatarozhatd, mivel az egyik hidnya esetén a
masik magasabb koncentracidban termel6dik*®. A lizoszomék apro szabalytalan alakt
sejtorganellumok, amelyek az endocitozissal (féleg pinocitozissal, ritkdbban fagocitozissal)
felvett anyagok sejten beliili emésztésért felelések. A belsejiikben savas pH talalhatd, melyen
proteazok, lipazok és egyéb biopolimer bont6é enzimek aktivak. Amikor a belsejiikben 1évo
kozeg mar tal savas az enzimek miitkodéséhez rezidualis testté¢ alakulnak, majd a belsejiikben
marado, a sejt szdmara nem hasznosithatd anyagokkal egyiitt exocitdzis sordn tavoznak a

sejtbdl. Az autofagiaban is szerepet kapnak az eloregedett sejtalkotok emésztésével?’.

Mito: A mitokondrium belsé membranjdhoz kapcsol6do citokrom-c oxidaz egyik alegysége,
ami az elektronszallitd lanc egyik eleme. A citokrom-c elsddleges szerkezete nagyjabol 100
aminosavbol allo lanc, mely nagyon konzervalt az eukariotakban, ennek megfeleléen hasznos
a kladisztika tanulméanyozasaban. Az apoptozisban korai fazisaban is szerepe van, ugyanis a
sejtbeli kalcium szint novekedésével egy komplex részeként levalik a mitokondrium
membranjardl, a citoplazmdba jut, majd az endoplazmas retikulum (ER) egy receptorahoz
kotodve noveli az ER kalcium kibocsatasat, ami noveli a mitokondriumbol térténo citokrom-c
felszabadulast is. Igy egy pozitiv visszacsatolasi hurkon keresztiil a szerepe van a citotoxikus
kalcium szint elérésében a citokrom-c-nek is, tovabba a nagyaranyu felszabaduléasa aktivalja a
sejt elpusztitasaért felelds kaszkadot*. Mivel az egész citokrom-¢ fehérje 100 aminosav
hosszusagu a Mito alegység is nagyon rovid, minddssze 28 aminosav, melynek kddolé6 DNS-e

84 bazispar hosszasaga**.
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Vimentin: Az intermedier filamentumok egyik alkoté fehérjéje, melyek a sejtvazat alkotjak a
mikrotubulusok és a mikrofilamentumok mellett. A vimentin tAmasztja és rogziti a sejtalkotokat
a citoszolban, azaz csatlakozik a sejtmaghoz, az endoplazmas retikulumhoz ¢és a
mitokondriumokhoz is. A helikalis szerkezetli vimentin monomerekbdl all6 szalak dinamikus

rendszert alkotnak, mely a sejt integritdsanak fenntartasat szolgalja>.

MAP4: A Mikrotubulus Asszocialt Protein 4 (MAP4), egy fontos nem-neuralis fehérje, ami a
mikrotubulus szalakhoz kapcsolddik. Ez a fehérje eldsegiti a mikrotubulusok Osszeépiilését, a
sejtosztddas interfazisaban rogziti a mikrotubulusokat, megakadalyozza a dinamikusan valtoz6
rendszer szétesését. Ubikvitinezett formdja a mitotikus orsé kialakuldsaban és pozicionalasaban
jatszik fontos szerepet, igy jelolésével a sejtvazat alkotd mikrotubulusok vizsgélatin tal a

sejtosztodas folyamatai is vizsgalhatoak>!.
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9. abra Az altalunk valasztott sejtalkotok elhelyezkedése
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4. Célkituzés

A kutatdcsoportunkban célul tiiztik ki az eldallitott fluoreszcens vegyliletek vizsgéalatdhoz
olyan plazmid-tar 1étrehozasat, melyben szempont volt, hogy lehetévé valjon minél tobb olyan
modell célfehérje jelolése melyek struktiraja alkalmas szuper-felbontasi mikroszkdpos
vizsgalatra. Ezen feliil tovabbi elvards volt a fehérjék kivalasztdsanal, hogy patofiziologias
folyamatokban részt vegyenek igy egyszersmind lehetséges gyogyszerhatoanyag célpontok is
legyenek. A plazmid-tarral olyan platformot kivantunk létrehozni, ahol tobbfajta elven
megvalosithato jeldlésre alkalmas célpontok vannak, mint példaul 6njeldld enzim cimkek,
fuzios riporter fluoreszcens fehérjék és legfontosabb elemként nem-természetes aminosavak
(nt-AS beépitésére szolgald mutaciok. Az nt-AS beépités a genetikai kod kiterjesztésével,
amber stop-kodon szupresszids eljaras utjan kivitelezhetd és a frissen Nobel-dijjal jutalmazott
bioortogonalis fluoreszcens jelolések megvaldsitasanak egyik lehetséges modja. A plazmid-tar
kialakitasat els6sorban azért kezdeményeztiik, hogy egyidejlii tobbszinii jeloléseket tudjunk
kivitelezni, és vizsgéalni, nem csak konfokdlis, hanem szuper-felbontasii mikroszkopos
technikaval is. A plazmid-tar kordbbiakban elkészitett elemei a fenti sémékat kovetik, egy
résziik esetében a célfehérjéhez — megfeleld hosszsagu linker szakasszal — kapcsolt HaloTag
onjelold enzimen keresztiil valosithatd meg a jelolés. Az 6njelold enzim, fuzids cimkeként, a
H2B hiszton, LaminA nuklearis lamina, Vimnetin citoszkeletélis fehérje és Lamp1 lizoszéma

fehérjék jelolését teszik lehetdve.

Jelen TDK-dolgozatomban célul tliztiik ki a plazmid-tar olyan irdnyu bdvitését, mely részben
magaban foglal ujabb 6njelold enzimeket (SNAP-Tag, CLIP-Tag), illetve tovabbi terapids
célpontként szolgald fehérjéket (MAP4 mikrotubulus asszocialt fehérje és Mito mitokondrium

fehérje) kddold szakaszok beépitésével kialakitott vektorok elkészitését.

Céljaink kozott szerepelt a plazmidok tesztelése, melynek soran egyenként emldssejtekbe
transzfektaljuk azokat, majd az 6njelold enzim fluoreszcens jelolével konjugalt szubsztratja
segitségével megfestjiik a célfehérjéket és konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaljuk a

kifejezddést.

Kovetkezd 1épésként a kibdvitett plazmid-tadr kiillonb6zé elemeinek kombinacidjaval
kivitelezett egyidejii tobbszinii fluoreszcens jelolések kidolgozasat és optimalizalasat tiiztiik ki
ugy, hogy a folyamat €16 sejtekben is megvalosithatd legyen. A fluoreszcens kismolekulas

jelolék haszndlata kiillondsen alkalmassé teszi a modszert a sejtekben lejatszodod folyamatok
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nyomon kovetésére és fehérjék kolokalizaciojanak vizsgalatara. A metodika fejlesztése soran
az 6njelold enzimek kismolekulas fluoreszcens jelolokkel konjugalt szubsztratjait tervezziink
haszndlni, ¢és bar a jelolés €16 sejteken zajlik, az optimalizalds id6szakaban a mikroszkdpos
vizsgalatokat fixalt sejteken végezziik — a minta hosszabb idejli vizsgalatat és tarolhatdsagat

biztositva —, igy a fixalas korlilményeinek kidolgozasa is szlikségessé valik.

A késobbi céljaink kozott szerepel a szuper-felbontdsu mikroszkopiara alkalmas tobbszinii
jelolések kivitelezése is. A felbontas novelése esetiinkben egyetlen kioltd6 STED lézer

alkalmazaséaval torténne, de ez a festék kombinaciok megvalasztdsanal nagy kihivast jelent.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Plazmidok elkészitése

A kordbban mar ismertetett célfehérjék (CF) (melyek a citoszkeletdris Vimentin, a
mikrotubulus asszocidlt MAP4, a lizoszOma membranban elhelyezked6 LAMPI, a H2B
hiszton, a mitokondrium fehérje (a citokrém C alegység), Mito és a sejtmagmembrant beliilrdl
tamaszto nuklearis lamina egyik alkot6ja, a LaminA), valamint az 6njeldld enzimek (HaloTag,
SNAP-Tag, CLIP-Tag) kivalasztasa utan megrendeltiik a kovetkezd kiindulési vektorokat az
Addgene®?-t6l: pSNAP-Tag (#101135)%3, pCLIP-Tag (#101136)**, pAG506-mito-frFAST
(#160057). Ezeken feliil a plazmid-tar mar meglévd, elemeit is felhasznaltuk, melyek a H2B-
HaloTag, Lamp1-HaloTag, Lamin-HaloTag>¢>® korabbi munkam soran készitett plazmidok,
tovibba a MAP4-GFP™ G, melyet Kereszty Réka készitett Dr. Szatmari Agnes
témavezetésével, illetve a Vimentin-HaloTag melyet Dr. Szatmari Agnes készitett. A kiindulési

plazmidok plazmid térképei a fliggelékben talalhatok (19-20. dbra és 22-24. adbrak).

A plazmidok elkészitése soran témavezetdmmel figyeltlink arra, hogy az elkésziilé plazmidok
modulonként konnyen cserélhetd inzertek formdjaban tartalmazzak a célfehérjét és a fuzios
cimkét, azért, hogy a késdbbiekben egy ujabb CF-et vagy 0njelolé enzimet restrikcios
endonukledzokkal torténd hasitast koveto ligalasssal ki lehessen cserélni a plazmid-tar meglévo
elmeiben, igy a tar flexibilitdsanak megdrzése mellett tovabbi bdvitése is egyszeriibb lesz.
Ebbdl eredden a munkdm sordn torekedtiink a koltség és idobeli hatékonysagra, azaz, hogy a

lehetd legkevesebb PCR reakcio futtatdsa legyen sziikséges.

A kiinduldsi plazmidjaink legtobb esetben rendelkeztek a sziikséges Nhel és BamHI
hasitohellyel a célfehérje, illetve BamHI és Notl hasitohellyel az 6njeldld enzim kodold
szakaszdnak beillesztéséhez. Azonban az SNAP-Tag, CLIP-Tag és Mito kodold plazmidjain
nem volt ilyen, igy a megfeleld hasitohelyeket tartalmazo6 primerekkel sziikséges volt a kodold
DNS szakaszok felszaporitdsa. Ehhez az 0njelolé enzimek reakcidjahoz ,,tobbfunkcios”
forward primert terveztiink, melyek két restrikcids endonukledz hasitohelyet is tartalmaznak,
mig a reverz primert és pAG506-mito-frFAST PCR reakcidjahoz az alabbi (10. dbra) sémanak

megfeleld hasitohely-part tartalmazo primereket terveztiink.
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10. abra Az elkészitendd plazmidok sematikus képe

1. tablazat A primer tervezéshez hasznalt szekvenciak

Primer részletek
Flanking régid Primer 5' végén 3-6 nukleotid hosszl szakasz
Nhel hasitohely | GCTAGC szekvencia
BamHI hasitohely | GGATCC szekvencia
Agel hasitohely | ACCGGT szekvencia

GCGGCCGC szekvencia
Fehérje eleje A kiklénozand¢ fehérje elsé vagy utols6 néhany (15-25) nukleotidja a
Fehérje vége primer 3' végén, amivel a templat DNS-hez tud tapadni

Linker szakasz, amivel a kereteltolodas mutacid kikiiszobolheto és a

Tavtarto szak p . . o
AVIATIO SZARASZ ) 4t fazios fehérjének a megfeleld mozgékonysagot biztositja

2. tablazat A Mitot, a SNAP-Taget és a CLIP-Taget kodold inzertek felszaporitisahoz tervezett primerek.
A szinek az 1. tablazatban szerepl6 régiok szinkodjaval megfeleltethetok.

Primer Szekvencia Hossztsag | Olvadas- | GC tartalom
(nt) pont (°C) (%)
Mito
TTATT GCTAGC GCTACCGGACTCAG 25 66 52
forward
Mito | ATTAAT GGATCC AAGGCGGTG 39 4 49
reverse | GCAGATCTCAACGAATGG
SNAP- | TTATT GGATCC ACCGGTGGCGGTG 49 - 51
forward | ATGGACAAAGACTGCGAAATGAAGC
SNAP- | ATTAAT TTA
35 79 60
reverse | ACCCAGCCCAGGCTTGCC
CLIP- | TTATT GGATCC ACCGGT GGCGGTCTA 4 79 51
forward | ATGGACAAAGACTGCGAAATGAAGC
CLIP- | ATTAAT TTA
35 79 60
reverse | ACCCAGCCCAGGCTTGCC
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A sziikséges primerek megtervezéséhez az 1. tablazatban 6sszefoglalt elemeket hasznaltuk, mig
a felhasznalt primerek szekvenciai a 2. tdblazatban szerepelnek. A PCR termékek szekvenciai

a fiiggelék 21. abrajan lathatok.

Mint az a tablazatban lathato a Mito primerek csak nagy vonalakban felelnek a primer parokkal
szemben tdmasztott elvarasoknak (jelentdsen eltér a reverse és forward irdnyt primerek hossza,
igy az olvadaspontjuk is), azonban a felszaporitand6 szekvencia kis mérete miatt, nem volt
lehetdség megfelelébb primerek tervezésére. A SNAP-Tag és CLIP-Tag PCR reakcids
elegyhez a magas olvadaspontok miatt 3% DMSO-t adtunk, és az 0sszes reakcioelegyhez a
magas GC%-hoz idedlis puffert hasznaltuk. A Mito esetében 55 °C-on, a SNAP-Tag és CLIP-
Tag esetében 65 °C-on zajlott a primerek betapadéasa. Az eldbbi tablazatban talalhat6 adatok a
teljes primerre vonatkoznak, azonban a PCR reakci6 koriilményeinek meghatarozéasa soran csak
a DNS templathoz illeszkedd szakaszokat szokas figyelembe venni, igy a hosszu tulnyalo 5’

végek miatt a gyakorlatban hasznalt olvadaspontok alacsonyabbak.

A SNAP-Tag ¢és CLIP-Tag termékek tisztitdsa az altalanosan hasznalt metodika (Mddszerek
részben leirtak) szerint tortént, mig a Mito PCR termék tisztitasanal ezt a metodikat finomitani
kellett, a PCR termék hosszanak rovidsége miatt, igy ugyanezzel a plazmid tisztito készlettel,
azonban a rovid (100-300 bp hosszisagu) DNS szakaszokhoz ajanlott médon végeztiik. Ez
foként alacsonyabb homérsékletre torténd melegitéseket (50 °C a 65 °C helyett), illetve
rovidebb és alacsonyabb sebességli centrifugdldsi 1épéseket (fél perc, 7200 RPM) foglalt
magaban. A PCR reakciok lefutasa és a termékek tisztitdsa utdn mar lehetdségiink volt az dsszes
szlikséges konstrukciot — a 10. abran bemutatott séma szerint — Osszeallitani restrikcids

endonukledzokkal torténd hasitas €s ligalas modszerével.

Els6ként a HaloTag-cimkét tartalmazo plazmid-sorozat hianyzd elemeit készitettiik el. Ehhez
Nhel ¢és BamHI restrikciés endonukledzokkal hasitottuk a Mito PCR terméket ¢s a MAP4-
GFPTAG plazmidot az inzertek, illetve a H2B-HaloTag plazmidot a vektor elkészitéséhez. Majd
az alabbi kombinaciok szerint ligaltuk Oket a Moddszerekben leirtaknak megfeleléen (3.

tablazat).
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3. tablazat Hasitassal kapott szakaszok ¢és ligalassal kapott HaloTag 6njel6l6 enzimet kodold
plazmidok

e 4684 bp GFP™6 - ~_» MAP4-HaloTag
1265bp  MAP4 Inzert [~ _v  6103bp
443 bp H28 - ]
H2B-HaloTag
4838 bp HaloTag Vektor
Mito ‘ Mito-HaloTag
140 bp Mito Inzert _— )
PCR termék 4978 bp

Ezt kovette a SNAP-Tag ¢és CLIP-Tag 6njel6l6 cimkét hotrdozo plazmidok elééllitdsa. Ehhez
elészor a Mito-HaloTag vektorban a HaloTag 6njelold enzimet kddold szakaszt cseréltiik a
SNAP-Tag és CLIP-Tag kodolo DNS-ére BamHI és Notl restrikcidos endonukledzokkal és
ligalassal (4. tablazat). Ez a vektorvaz fog alapul szolgalni, és a tobbi célfehérjét kodold
szakaszt fogjuk a Mito helyére beilleszteni. Azért a Mito célfehérjével kezdtiik az Gjabb
onjelold enzimet kodolo plazmidok elkészitését, mert ez rendelkezik a legrovidebb kodold DNS
szakasszal, igy ennél a legegyszeriibb szekvendldssal ellendrizni a megfeleld szakaszok

lecserélésének sikerességét.

4. tablazat Hasitassal kapott szakaszok ¢és ligalassal kapott Mito célfehérjét kodold plazmidok

SNAP-Tag Mito-SNAP-Tag
569bp = SNAP-Tag Inzert | ——
PCR termék / 4632 bp
4063 bp Mito Vektor
Mito-HaloTag
915 bp HaloTag -
CLIP-Tag Mito-CLIP-Tag
571bp CLIP-Tag Inzert |————
PCR termék 4635 bp

Ezen 1épések eredményeképpen keziinkben volt harom olyan vektorvaz (Mito-HaloTag, Mito-
SNAP-Tag, Mito-CLIP-Tag), melyekben a vélasztott CF-eket konnyen le tudtuk cserélni Nhel
¢s BamHI restrikcios endonukleédzzal torténd hasitassal majd a megfeleld szakaszok ligalasaval.
(5. és 6. tablazat). Igy végiil 14 db Gj plazmid konstrukciot allitottunk eld sikeresen, amit a

szekvenalasok eredménye is aldtdmasztott.
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5. tablazat Hasitassal kapott szakaszok ¢€s ligalassal kapott SNAP-Tag 6njel6l6 enzimet kddolod

5809 bp

MAP4-SNAP-Tag
5757 bp

Vimentin-SNAP-Tag
5937 bp

H2B-SNAP-Tag
4935 bp

Lamin-SNAP-Tag

plazmidok
Lamp1- 1317 bp Lampl Inzert %" Lamp1-SNAP-Tag
HaloTag 915 bp HaloTag -
MAP4- 1265 bp MAP4 Inzert
HaloTag 915 bp HaloTag -
Vimentin- 1446 bp  Vimentin Inzert
HaloTag 915 bp HaloTag -
Mito- 140 bp Mito -
SNAP-Tag 4493 bp  SNAP-Tag Vektor
H2B- 443 bp H2B Inzert
HaloTag 915 bp HaloTag -
Lamin- 2015 bp LaminA Inzert
HaloTag 915bp  HaloTag -

6507 bp

6. tablazat Hasitassal kapott szakaszok ¢és ligalassal kapott CLIP-Tag 6njelold enzimet koédold

plazmidok
Lampl- 1317 bp Lampl
HaloTag 915 bp HaloTag
MAP4- 1265 bp MAP4
HaloTag 915 bp HaloTag
Vimentin- 1446 bp  Vimentin
HaloTag 915 bp HaloTag
Mito- 140 bp Mito
CLIP-Tag 4495 bp CLIP-Tag
H2B- 443 bp H2B
HaloTag 915 bp HaloTag
Lamin- 2015 bp LaminA
HaloTag 915 bp HaloTag -

Inzert —

Lamp1-CLIP-Tag
5812 bp

MAP4-CLIP-Tag
5760 bp

Vimentin-CLIP-Tag
5941 bp

H2B-CLIP-Tag
4938 bp

Lamin-CLIP-Tag
6510 bp
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5.2. Az elkészitett plazmidok kiprobalasa, célfehérjék expresszioja, fluoreszcens jelolése

és mikroszkopos vizsgalata

Els6 1épésként az elkészitett plazmidokat egyesével transzfektaltuk, majd a kifejezddés
mértékét €s az egyes fluoreszcens jelolések hatékonysagat konfokalis mikroszkopos felvételek
készitésével ellendriztiik. A folyamat az 12. dbran lathatd séma szerint zajlott. (A kisérletek
sordn a sejtek transzfektdlasat és jelolését én végeztem, mig a mikroszkdpos felvételeket

témavezetom készitette.)

Ennél a [épésnél a kiilonbozd célfehérjékhez ugy valasztottuk ki a megfeleld célsejteket, hogy
a citoplazmaban talalhat6 sejtalkotok jeldléséhez (Vimentin, MAP4, Lamp,1 Mito kivételével)
COS-7 sejteket (13. abra), mig a sejtmagi jeldlésekhez és a jobb transzfekcios hatékonysag
miatt a mitokondrium jeloléséhez (H2B, LaminA és Mito fehérjék) HEK293T sejteket (14.
abra) transzfektaltuk. Ennek az oka, a sejtvonalak eltérd sejtmag/citoplazma aranya, a sejtmagi
jelolések jobban lathatok a magasabb, nagyobb sejtmaggal rendelkezé6 HEK293T sejtekben,
mig a citoplazmabeli struktardk — kiilonosen a sejtvdz — megfigyeléséhez elénydsebb a
laposabb, jobban elteriild, aranyaiban kisebb sejtmaggal de nagyobb citoplazmaval rendelkezd

COS-7 sejtvonal.

[
SNAP-Cy5 Halo-Cy3 CLIP-4PheKum
hexe: 633 nm/ A.: 650-800 nm hexe: 543 nm/ A: 540-800 nm At 405 nm/ A, 420-600 nm

Halo-Atto590
hexe 552 nm/ A0 5%5-700 nm

11. abra A dolgozatban bemutatott jelolések soran hasznalt fluoreszcens jelolék és spektralis
tulajdonsagaiknak megfelelé mikroszkopos gerjesztési hullimhossz és detektalasi hulliamhossz-tartomany.
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A fluoreszcens jeloléseket ¢él6 sejteken végeztiik, olyan kismolekulas jelzOvegyiiletek
segitségével melyeket az Onjelold enzim szubsztratjaval a jelolés eldtt kovalensen
Osszekapcesoltak (11. dbra). A TDK munka soran felhasznalt jel6ldket Unyi Zsombor, illetve

témavezetdje, Dr. Cserép B. Gergely készitették a szamunkra.

El6 sejtek fluoreszcens jeldlése

Sejtek: COS-7

Sejtek: HEK293T :
40 000 sejt’kamra ’ 15 000 sejt’kamra
Sejt Sejtek: HelLa

tenyésztés 12 500 sejt’/kamra

Sejtek killtetése
kamraba

Transzfekcio:
CF-HaloTag/
CF-SNAP-Tag/
CF-CLIP-Tag

|

Jelblés:
+ Halo-Cy3/
+ SNAP-Cy5/
+ CLIP-4PheKum

|

12. abra El6 sejtek jelolésének sematikus folyamatabraja
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HaloTag SNAP-Tag CLIP-Tag
Halo-Cy3 SNAP-Cy5 CLIP-4PheKum

MAP4

Lampl

Vimentin

13. abra Fluoreszcensen jelolt COS-7 sejtek konfokalis mikroszkopos felvételei. A MAP4, Lampl és
Vimentin célfehérjék jelolése Onjelolé enzimen keresztiil. HaloTag, SNAP-Tag, illetve CLIP-Tag
szubsztrattal kapcsolt Halo-Cy3 (Aexc: 543 nm/ Aem: 540-800 nm), SNAP-Cy5 (Aexc: 633 nm/ Aem: 650-800
nm) és CLIP-4PheKum (Aexe: 405 nm/ Aem: 420-600 nm) jelolokkel. A 90 perces jeloléseket 3 puM
koncentracioju jelolokkel végeztiik €16 sejteken.

Fontos megjegyezni, hogy a dolgozatban lathatd 4braknal nem torekedtiink a szinek
helyességére, a képek szinezése soran a strukturdk atlathatdsaga, illetve a detektalt jelolések
kiilonb6z6 intenzitdsdnak hangsulyozasa volt a célunk. A 13. és a 14. dbra esetében a kiilonb6zo

szinli felvételek eltérd mikroszkdpon késziiltek, a pirosas felvételek Leica TCS SP8

mikroszkdpon, mig a kékes felvételek Zeiss LSM710 mikroszkopon késziiltek.
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A 13. 4bra alapjan a MAP4 célfehérje esetében a CLIP-4PheKum-mal jeldlt MAP4-CLIP-Tag
konstrukcio igazan szép képet adott, lathatd a szélas struktira, a tobbi jeloléstdl eltérden. A
Lampl fehérjék esetében a SNAP-CyS5-tel jelolt Lampl-SNAP-Tag konstrukcié volt a
legszebb, mig a CLIP-Tag-es jelolés esetében lényegében nem latszodnak jelolt fehérjék. A
Vimentin célfehérje esetében a Halo-Cy3-mal jelolt Vimentin-HaloTag konstrukcié adta a
legszebb struktirat, bar ennek szerkezete is kevésbé nyujtott, inkdbb zsugorodott, mint vartuk

volna.

HaloTag SNAP-Tag CLIP-Tag
Halo-Cy3 SNAP-Cy5 CLIP-4PheKum

14. abra Fluoreszcensen jeldlt HEK293T sejtek. A H2B, LaminA és Mito célfehérjék jelolése onjelold
enzimen keresztiil. HaloTag, SNAP-Tag, illetve CLIP-Tag szubsztrattal kapcsolt Halo-Cy3 (Aexc: 543 nm/
Aem: 540-800 nm), SNAP-Cy5 (Aexc: 633 nm/ Aem: 650-800 nm) és CLIP-4PheKum (Aexc: 405 nm/ Aem: 420-
600 nm) jelolokkel. A 90 perces jeloléseket 3 pM koncentracioju jelolokkel végeztiik €16 sejteken.



A 14. abran lathato, hogy H2B célfehérje esetében mind a hdrom konstrukcio jo jelolést
biztositott, nem volt jelentds eltérés kozottiikk. A LaminA célfehérje esetén a SNAP-Cy5-tel
jelolt Lamin-SNAP-Tag konstrukcid esetében volt a legjobb a jel/zaj ardny ¢€s a legszebb a
szerkezet, a HaloTag-es konstrukcid szintén erds jeldlést adott, azonban a sejtmagot koriilvevo
struktara tobb esetben kisebb darabokra esett szét. Ezekkel szemben a Mito célfehérje egyik

konstrukci6 alkalmazasaval sem jel616dott idedlisan.

Az elébbi abrdkon lathatdé mikroszkopos felvételekkel bebizonyosodott, hogy a
szekvenaltatassal korabban mar ellendrzott plazmidokon kodolt fehérjék transzfekcid utan a
varakozasinknak megfelelden fejezOdtek ki. A legtobb esetben szelektiv volt a jeldlés, jo jel/zaj
arany mellett. Ez alol A Mito fehérjét kodold plazmid-csoport volt a kivétel, mivel ezek
transzfekcios-expresszios hatékonysaga nem felelt meg az elvarasainknak (csak 10-20%), és a
jelolt mitokondrium struktirdk sem rajzolodtak ki szépen. Ezért a Mito célfehérjét kddolo

konstrukciokat nem hasznéltuk a tovabbi lépések soran.

A kisérleteink soran méas-mas hatékonysaggal transzfektalodtak a plazmidok, és irodtak at roluk
a célfehérjék, bar mind a négy fehérje esetében ugyanazt a CMV promotert hasznaltuk, €s a
transzfekcid sordn alkalmazott DNS mennyisége is alland6 volt. A transzfekcids-expresszios
hatékonyséagot az egyes kamrak végigpasztazasaval hataroztuk meg. Idedlis esetben a latotérben
1€v6 sejtek legalabb 60-80%-a mutat jelolést, azaz transzfektalodott, és expreszalta a CF-et. Ez
a hatékonysag célfehérjénként és 6njelold enzim cimkénként is eltért. Azt tapasztaltuk, hogy

bizonyos célfehérje-6njelold cimke parosok jobb jeldlést tettek lehetdve.

A citoszkeletalis fehérjék esetében sem voltunk teljesen megelégedve a kapott szerkezetekkel.
Példaul a MAP4 fehérje esetében a CLIP-Tag-es konstrukcidhoz hasonld képet vartunk volna
a tobbi plazmidnal is, azaz a sejtmagtol a sejtmembranig tartd szalas szerkezetet. Azonban a
HaloTag és SNAP-Tag 6njelold enzimeket kodold konstrukcidk esetében a mikrotubulus szalak
Osszecsapzodtak. Ezért Ggy dontottiink, hogy nem csak az eddig altalunk rutinszeriien
alkalmazott 4% formaldehides fixalasi eljarast alkalmazzuk, hanem tobb fixalasi modszert is

kiprobalunk, a kedvezdbb eredmény elérése érdekében.
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5.3. A jelolt sejtek fixalasanak optimalizalasa

A mikrotubulus szerkezet ilyen modon torténd szétesése a nem megfeleld fixalasi modszer
miatt is kialakulhat, ennek megfeleléen a jelolések optimalizalasanak elsd lépéseként az
alkalmazott fixalasi modszert vizsgaltuk meg. Az el6zd kisérletsorozatndl a fixalast a
Modszerekben is leirt 4% formaldehidet (PFA) tartalmazé PBS oldattal végeztiikk. Ezutan
paclitaxel citosztatikummal torténd elOkezelést alkalmaztunk, mely a mikrotubulus széalak
stabilizaldsa (a depolimerizacié gatlasa) altal fejti ki hatasat. Azonban ez nem hozta meg a
kivant eredményt, a paclitaxel hasznalatdval a mikrotubulus szalak kotegekbe rendezddtek, és
elvesztettiik a finom szalu struktarat (15. dbra). Ezt kdvetden — szintén a Modszerek fejezetben
részletesen leirt — jéghideg metanolos fixalast végeztiik. Ennek a segitségével mar sikertilt
mikroszkdpos felvételt késziteni szép mikrotubulus struktirakrol. Azt is megfigyeltiik, hogy a
sejtvaz alkotdinak fixdlasa soran elengedhetetlen a sejteket folyamatosan 37 °C-on
(inkubdatorban, termosztaton vagy melegitd parndn) tartani, mivel a legkisebb lehiilés hatasara
(példaul a steril fiilke fém lapjaval érintkezve) a szdlas struktirdk szétesnek. A fixalas
optimalizalasanak eredményei a kdvetkezd abran lathatok (15. dbra). Az A) képen az lathato,
ahogy a mikrotubulusok vastag kotegekbe rendezddtek az eldkezelés hatdsara, a B) dbran
elékezelés nélkiili, nem melegitéparnan tartott, jéghideg metanollal fixalt sejtek szerepelnek, a
C) felvételen lathato a legszebb struktura, ez elokezelés nélkiili, végig 37 °C-on tartott, jéghideg

metanollal fixalt sejtekrdl késziilt.

15. abra Kiilonb6zd fixalasi modszerek hatdsa a tubulin struktira megjelenésére COS-7 sejtekben,
konfokalis mikroszkopos felvételeken. A) Paclitaxellel elokezelt, jéghideg metanollal fixalt sejtek; B)
elokezelés nélkiili, nem melegitéparnan tartott, jéghideg metanollal fixalt sejtek C) elékezelés nélkiil, végig
37 °C-on tartott, jéghideg metanollal fixalt sejtek; C. A) és C) MAP4-HaloTag konstrukcion keresztiil Halo-
Atto (Aexc: 552 nm/ Aem: 565-700 nm) jeldlével végeztiik, a B) esetben MAP4-SNAP-Tag konstrukcion
keresztiil SNAP-Cy5 (Aexc: 633 nm/ Aem: 650-800 nm) jelolovel végeztiik. A 90 perces jeloléseket 3 uM
koncentracioju jelolokkel végeztiik €16 COS-7 sejteken. Mérce: 25 pm (A); 10 um (B, C).
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Miutan a MAP4 fehérjéken keresztiil sikeresen jeloltiik a mikrotubulusokat, és a jeges-
metanolos fixalds, valamint megel6zdleg a konsrans 37 °C kozeg megtartotta a struktirat, azt
is ellendrizniink kellett, hogy a tobbi struktira hogyan viselkedik ugyanilyen kezelés hatasara.
A tapasztalatinkat a kovetkezd, 7. tdblazatban foglaltam Ossze. Itt az angyal a sikeres €s szép
jelolést jelenti, ahol arany szegélye van, ott szebb a szerkezet a masik fixalasi modnal. Példaul
a H2B CF-ek esetében a PFA-s fixalas szebb képet adott, de metanolos fixalas esetén is
kifejezetten jo felvétel készithetd, mig a LaminA fehérjéknél ez pont forditva tortént, és a
Lampl fehérjék esetén nem volt jelentds kiilonbség. A Vimentin fehérjék esetében nem volt
teljes a siker, mivel mindkét fixalas esetén a sejtek egy részénél a szélas szerkezet helyett
Osszezsugorodott, sériilt strukturat lattunk, azonban a metanolos fixaldssal szebb felvételek
késziiltek. A MAP4 fehérje esetében a sir6 arc a szétesett, 6sszecsapzodott struktarat jeloli. Ez
alapjan a metanolos fixalas alkalmazhato a tovabbi kisérletek sordn is, mivel minden valasztott
célfehérjénk struktiraja ezzel a moddszerrel megfeleld rajzolati, és meg is Orzddik a

mikroszkopos képalkotasig.

7. tablazat Kiilonbozo6 fixalasok hatésa a jeldlendd struktarakra

Célfehérjék: H2B LaminA Lampl Vimentin MAP4
s © © ©
fixalas

—0
s 0 0 O OO

5.4. Haromszini jelolések kivitelezése

A tobbszinti jelolések kivitelezése is az 9. abran lathato séma szerint, az egyszinii jelolésekhez
hasonlé modon tortént. Itt is ligyeltiink arra, hogy a harom kiilonboz6 célfehérjét és onjelold
enzimet kodold plazmidot Osszesen maximum 500 ng mennyiségben adjuk a sejtekhez a
transzfekci6 soran. Az inkubaldsi id6k is megegyeztek a Modszerek fejezetben irtakkal. Mind
a transzfekcid, mind a fluoreszcens jelolés a harom komponens esetében egyszerre zajlott.

A mikroszképos képalkotds soran azt tapasztaltuk, hogy az egyszerre transzfektalt harom
plazmid transzfekcios-expressziés hatékonysdga nagyjabol megegyezett az plazmidok
ellendrzése soran kiilon-kiilon meghatarozott transzfekcids-expresszids hatékonysaggal.

Tovabba azok a sejtek, amelyek a transzfekcid sordn felvettek egy plazmidot, azok nagy
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eséllyel tobb kiilonbozd plazmidot is felvettek, igy altalaban egy latdtéren beliil tobb sejten is
megvalosult a tobbszoros jelolés. Itt is megfigyelhetd volt, hogy bizonyos célfehérje-6njelold
enzim kombinaciok hatékonyabbak a tobbinél. A 16. és 17. dbran a tobbszini jeldlések koziil
egy-egy reprezentativ példat mutatok be. Azért ezeket a felvételeket valasztottam, mert mind a
két abran ugyanazokat a struktirdkat jeloltiik, azonban kiilonb6zdé o©njelold enzimeket
parositottunk ezekhez. Mind a két abran szelektivek voltak a jelolések, jol lathatdak a fehérjék
altal kirajzolt szerkezetek, és igy azt is meg lehet figyelni, hogy mennyire szamit, hogy az adott
fehérjét melyik 6njelold enzimen keresztiil jeloltiik meg. A kovetkezékben a magenta szinnel a
HaloTag + Halo-Cy3, sargaval a SNAP-Tag + SNAP-Cy5 és kékkel a CLIP-Tag + CLIP-

4PheKum jelolést dbrazoltam.

16. abra Haromszinii jel5lés €16 COS-7 sejteken. Vimentin-HaloTag fluoreszcens jeldlése 1 pM Halo-Cy3
(Aexc: 543 nm/ Aem: 540-800 nm) Lamin-CLIP-Tag jeldlése 0,3 pM CLIP-4PheKum (Aexc: 405 nm/ Aem: 420-
600 nm) és H2B-SNAP-Tag fluoreszcens jelolése 3 uM SNAP-CyS5 jelolovel (Aexe: 633 nm/ Aem: 650-800
nm)
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A 16. dbran Halo-Cy3-mal jel6lt Vimentin-HaloTag, CLIP-4PheKum-mal jel6lt Lamin-CLIP-
Tag és SNAP-Cy5-tel jelolt H2B-SNAP-Tag konstrukcidk lathatok COS-7 sejteken. A H2B
fehérjék az elvarasoknak megfeleléen kirajzoljdk a sejtmagot, és benniink sotétebb sarga
foltként a sejtmagvacskat. A LaminA fehérjék koriil veszik a H2B-vel jeldlt sejtmagot, emiatt
bizonyos sikban karikaként latszanak, mig a kép sikjdban — a legtobb sejt esetében — a sejtmag
teteje lathatd, ezért takarjak a LaminA jelolések a H2B jeloléseket. A képen a nukleéris lamina
szerkezete nem egybefiiggd, ezt a toredezettséget a fehérjék overexpresszidja is okozhatja,

illetve a nukledris lamina dinamikus szétesése is sejtosztédas soran.

17. abra Haromszin(i jeldlés COS-7 sejteken. Lamin-HaloTag fluoreszcens jeldlése 1 uM Halo-Cy3 (Rexc:
543 nm/ Aem: 540-800 nm) Vimentin-CLIP-Tag jellése 0,3 uM CLIP-4PheKum (Aexc: 405 nm/ Aem: 420-600
nm) és H2B-SNAP-Tag fluoreszcens jelolése 3 uM SNAP-Cy5 jelolével (Aexe: 633 nm/ Aem: 650-800 nm).
Meérce 10 pm.

A 17. abran Halo-Cy3-mal jelolt Lamin-HaloTag, CLIP-4PheKum-mal jeldlt Vimentin-CLIP-

Tag és SNAP-Cy5-tel jelolt H2ZB-SNAP-Tag konstrukciok lathatok COS-7 sejteken. Ennél a

jelolésnél — a H2B CF kivételével, mivel a 14. dbran igazan sz¢&p volt, — megcseréltiik CF-
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Onjelold enzim parositasokat, hatha igy jobban kirajzolodnak a strukturdk. Az abran
egyértelmiien a vart struktarak jelolodtek. A kék szinli Vimentin szalak fényesebbek a CLIP-
Tag szubsztrattal kapcsolt jeloldvel, azonban a magenta szinnel jelolt LaminA fehérjék még
jobban szétestek HaloTag-en keresztiil jelolve, mint az el6zd esetben. Ebbdl is lathatd, hogy
bizonyos esetekben befolyasolja a jeldlések mindségét a célfehérje-onjeldld enzim parositas

tobbszinti jelolések esetében is.

Osszességében mind két jelolés és felvétel esetében jeldlések detektdldsa szinte teljesen
hattérmentes, és az egyes csatornak jol elkiiloniilnek, nincs athallas kézottiik. A haromszini
jelolések tovabbi optimalizdldsa sordn a jeldlt célfehérjék, és az alkalmazott jelolok ujabb
kombinacioit is tervezziik kiprobalni, ami még részletgazdagabb felvételeket eredményezhet,

illetve tovabbi sejtvonalakon is végziink majd jeloléseket.
5.5. Szuper-felbontasu mikroszkopias képalkotas

Ahhoz, hogy adott struktura részletgazdagsagat jobban be tudjuk mutatni STED (szuper-
felbontdsi mikroszkopids) felvételeket is készitettiink. Ehhez megfelel6 tulajdonsagu
festékekre van sziikség. A legtobb STED mikroszkdp egy kiolto 1ézerrel van felszerelve (a mi
esetliinkben is) ehhez kell megvalasztani a megfeleld jelold parositdsokat, melyek esetében
peremfeltétel, hogy ne gerjesztddjenek, de legyen — legalabb 2-5% — emisszojuk a kiolto 1ézer
hullamhosszan, tovabba ne legyen atfedés az egyes festékek jele kozott. Eppen ezért, a
megfeleld jelold-kombinacid kivalasztasa nagy kihivast jelent felhaszndloknak. A feltételek
egyideji teljestilés¢hez altalaban — legalabb — egy nagy Stokes-eltolddasu jelolére van sziikség.

A mi esetlinkben is még tart a megfeleld jel6l6 kombinaci6 elemeinek szintézise.

Dolgozatomban azt be tudom mutatni (18. dbra), hogy az egyik lehetséges komponens esetében
mennyivel nagyobb felbontasu felvételt eredményezett a STED technika alkalmazasa. A 18.
abran ¢l6 HeLa sejtekben végzett MAP4-HaloTag jelolés lathatd Halo-Atto jeloldvel
konfokalis, illetve STED felvételen. Egyértelmtien lathatd, hogy a STED felvétel
részletgazdagabb, a mikrotubulus szdlak jobban elkiiloniilnek és vékonyabbak. A vonal-

diagramokon szdmszer(sitve is lathato az elért felbontas novekedése.
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18. abra MAP4-HaloTag konfokalis (A, B) és STED (C, D) mikroszképos felvétele HeLa sejtekben.
Fluoreszcens jelolés 3 uM Halo-ATTO (Aexc: 561 nm/ Aem: 580-620 nm). Mérce 2 um. A B és D abra az A és
C képen kijelolt teriiletének nagyitasa. Az E abran a B és D abran 1év0 sarga vonal diagrammyja, az F abran
az A és C abran 1év¢ piros vonal diagramja. Feketével jeloltiik a konfokalishoz, kékkel a STED-hez tartozo

felbontast. Az E abran az konfokalis felvétel vonaldiagramjanak félértékszélessége 325 nm; a STED-¢ 129
nm. A felvételek Abberior Expert Line mikroszkoppal késziiltek.
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6. Modszerek

6.1. Inzert klonozasa

A plazmidok tervezéséhez és megjelenitéséhez a SnapGene szoftvert és az Addgene honlapon
talalhato alkalmazéasokat haszndltuk. A primerek karakterizadldsdhoz a IDT OligoAnalyzer

159

Tool>*-t, az Oligo Calc® és a NEB Tm Calculator® online alkalmazast valasztottuk.

A kivalasztott fehérjéket kodoldé DNS szakaszokat a kiinduldsi plazmidbol polimeréaz-
lancreakcidoval (PCR) dusitottuk fel. A PCR kiindulasi reakciokeverékét PCR csében az
alabbiak Osszemérésével készitettiik el: 3-3 ul 5 uM reverse és forward primer, 100-250 ng
DNS templat, 0,6 ul Phusion DNS polimeraz enzim (2U/ul, Thermo Scientific #F-530), 6 ul 5x
Phusion puffer (Thermo Scientific), 6 pl 2,5 mM dNTP mix (Thermo Scientific #R0241). Ezt

desztillalt vizzel 30 pl ossztérfogatra egészitettiik ki.
A PCR reakcidhoz a kdvetkezd programot hasznaltuk (BIO-RAD #1851145 késziiléken):

2 min 98 °C, majd 30-szor ismétlddd ciklusban: 20 sec 98 °C, 30 sec 56-70 °C (a hémérsékletet
az adott primerek olvadaspontjanak megfeleléen véltoztatva), 1 min 72 °C (az id6tartamot a
kiklénozand6 inzert hosszdnak megfeleléen valtoztatva; 2000 bazis/perc), az ismétlédod

ciklusok végén: 10 min 72 °C, 10 min 4 °C.
Ezutan a terméket agardz gélelektroforézissel valasztottuk el, majd gélbdl tisztitottuk.
6.2. Agaroz gélelektroforézis és gélbol tisztitas

Az 1%-o0s gél ontéséhez agardzbol (Sigma) 0,3 g-ot forraltunk 30 ml TAE-pufferben (40 mM
TRIS, 40 mM borat, 1 mM EDTA, pH=8,3), 3 ul Gel green DNS festéket (Biotum #41004)
adtunk hozzd. A mintdk méretének meghatarozasahoz 200-10000 bazispar tartomanyu
molekulasily markert/DNS-1étrat (Thermo Scientific #SMO031) hasznaltunk. A mintak
elokészitéséhez 6-szoros toménységli TriTrack loading festéket (Thermo Scientific #R1161)
adtunk. A mintakat 120 V-on futtattuk 30 percig (BIO-RAD #1640303) TAE pufferben. Ezutan
a tisztitashoz kék fény (400 nm) alatt a megfeleld savot szikével kivagtuk a gélbdl, tarazott
eppendorf csébe tettiik, majd a gélbdl tisztitast a NucleoSpin Gel and PCR Clean-up készlettel
(MN #740609.50), az ahhoz megadott gyari metodika alapjan végeztiik el.
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6.3. Vektor és inzert hasitasa

A vektor hasitasahoz 5 pl 10-szeres toménységli CutSmart puffert (NEB #B7204), 3000U (1,5-
2,5 pl-t a 20000U torzsbol) restrikcids endonukledz hasitdenzimeket és 5 ug DNS vektort
mértiink Ossze, majd 50 pl Ossztérfogatara higitottuk desztillalt vizzel. Az 50 pl térfogati
tisztitott inzert hasitasat ugyanilyen koriilmények kozott végeztiik. A keverékeket 37 °C-on
inkubaltuk egy ¢éjszakan at. Masnap reggel a vektorhoz 0,5 pl FastAP alkalikus foszfatazt
adtunk (1 U/pl, Thermo Scientific #EF0651), és 30 percen 4t inkubaltuk szobahémérsékleten.
Ezutan a hasitott DNS darabokat agaréz gélelektroforézissel valasztottuk el egymadstol, a
megfeleld méretli egységeket gélbdl tisztitottuk az eld6zd fejezetben leirt mdédon. Az inzert
esetében az egész ¢jszakas inkubalas utan futtatas nélkiil végeztiik el a tisztitasi 1épést, mivel

minddssze néhany bazispart hasitottak le az enzimek.
6.4. Vektor és inzert 6sszekapcsolasa (ligalasa)

A ligélasi aranyok meghatdrozasahoz a vektort és az inzert(ek)et kis térfogatban (5 pl minta, 1
ul 6-szoros toménységli Loading puffer) egymas mellett futtattuk agar6z gélen (a korabban leirt
moddon), majd a kapott savokat dsszehasonlitva allapitottuk meg a bemérési térfogatokat, ugy,
hogy a befogadd vektorhoz képest haromszoros molaris feleslegben legyen az inzert, illetve

tobb inzert esetén ez egyenként teljesiiljon.

A ligéalasi aranynak megfeleld mennyiségli hasitott vektort és inzert(ek)et 4 pl 6ssztérfogatban
Osszemeértiink, majd 0,5 pul T4 DNS ligaz enzimet (400 U/ul, NEB #M0202) és 0,5 pl 10-szeres
toménységli T4 DNS ligaz puffert (NEB #B0202) adtunk hozza. Ezutdn 1 6ran 4t inkubaltuk
szobahOmérsékleten. A ligalasi kontrollok elkészitéséhez minden vektorhoz minden kiilonb6z6

ligalasi aranyban desztillalt vizet adtunk inzert helyett.
6.5. Transzformalas, plazmid felszaporitas, plazmid tisztitas

Ligalas utan kdzvetleniil az 5 pl plazmidhoz csévenként 40 pl kompetens Escherichia coli sejtet
(XL1Blue), 8 ul KCM-et (0,5 M KCl, 0,25 M MgCl, és 0,15 M CaCly) és 80 pl 6ssztérfogathoz
szlikséges steril desztillalt vizet adtunk. Ezutan 20 percig jégen, 10 percig szobahdmérsékleten,
majd 100 pl LB (Duchefa Biochemie #L.1704) tapfolyadék hozzdadasa utan 60-90 percen at 37
°C-on inkubaltuk a sejteket. Ezutdn elére megdntott szilard, megfelelé antibiotikumot
tartalmazd LB-agar (1%, Duchefa Biochemie #L.1706) taptalajokra szélesztettiik a 180 pl

térfogatll sejtszuszpenzidkat, majd egy ¢éjszakéan at 37 °C-on inkubéltuk. Mésnap 3-3 telepet
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antibiotikumos LB tapfolyadékba oltottunk, majd rdzatva inkubéltuk egy éjszakan at 37 °C-on.
Masnap a plazmidot NucleoSpin Plasmid mini kittel (MN #740588) vagy ZymoPure Plasmid
Miniprep készlettel (Zymo research #D4210) a megadott metodika alapjan tisztittottuk. A
plazmidok koncentracigjat, tisztasdgat nanodrop moddszerrel hataroztuk meg, majd
szekvenaltatassal ellendriztiik a plazmidba beépitett megfelelé kodold szaklaszok jelenlétét

(Microsynth, Sanger sequencing).
6.6. Emlos sejtkulturak és passzalasuk

A kisérletekhez HeLa (ATCC #CCL-2), COS-7 (Sigma #87021302) és HEK293T (ATCC
#CRL-3216) sejtkulturdkat hasznaltunk. A sejtek ndvesztését 37 °C-on, 5% CO; atmoszféraban
végeztilkk, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies #4165-039)
tapoldatban, melyhez 10% FBS-t (Fetal Bovine Serum, Gibco 10500-064), 1% penicillin-
sztreptomicint (Gibco #15140-122), 1% Glutamax (Gibco #35050-061) és 1% néatrium-
piruvatot (Life Technologies #11360) adtunk. A sejtek passzalasat 25 ¢cm? Nunc sejttenyésztd
flaskdban (Thermo Fischer) végeztilk 3-4 naponta, 80 %-os boritottsagnal, legfeljebb 20

passzalasig.
HeLa és COS-7 sejtek passzalasa

A 25 cm? Nunc sejttenyésztd flaskaban (Thermo Fischer) taldlhatd sejtekrdl eltavolitottuk a
tapoldatot, majd PBS-sel mostuk (pH=7,4; 37 °C, Gibco) a szérumban talalhato tripszin
inhibitor eltavolitasa miatt. Ezutdn 1 ml tripszin-EDTA komplexxel (0,05% Gibco #25300-054)
kezeltiik a sejteket, hogy a tenyésztd flaska aljardl a letapadasért felelds fehérjék emésztésének
segitségével szuszpendaljuk fel Oket. Ezutdn 5 percig 37 °C-on 5% CO> atmoszféraban
inkubaltuk, majd 5 ml tapfolyadékot (37 °C) adtunk hozza. Utolsd 1épésként egy ) Nunc
sejttenyésztd flaskdba 5 ml tapoldatot és 1 ml sejtet téve 37 °C-on 5% CO> atmoszféraban

tenyésztettiik tovabb a sejteket.
HEK293T sejtek passzalasa

A COS-7 sejtek passzalasahoz képest az eltérés az, hogy 1 ml tripszinnel 3 percig végeztiik az

inkubalast, valamint az 0j Nunc sejttenyésztd flaskaba koriilbeliil 0,3 ml sejtet tettiink.
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6.7. Sejtek novesztése Ibidi kamrara

Mikroszkopos vizsgalathoz a sejteket nyolc lyuku tivegalapu p-Slide Ibidi high precision #1.5H
helyezés eldtt Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg, majd annak megfelelden higitottuk,
hogy milyen sejtkultarat szerettiink volna néveszteni: HeLa sejtek esetén 12500 sejt, COS-7
sejtek esetén 15000 sejt, HEK293T sejtek esetén pedig a 40000 sejt idedlis kamranként. A
kihigitott sejtszuszpenziobol 250 pl-t tettiink ki cellanként, majd a jo kitapadas érdekében 37
°C-on 5% CO> atmoszféraban, 40-48 oran keresztiil inkubaltuk 6ket. A HEK293T sejtek

crer

#P5899) kezeltiik négy oran keresztiil, majd lemostuk.
6.8. Transzfekcio Lipofectamine 3000 reagenssel

Mind a hdrom sejtvonal esetében a Lipofectamine 3000 kit-et haszndltuk a sejtek
transzfektalasahoz. A transzfekciot a gyari protokollban leirt médon végeztiik. Els6 1épésként
a transzfekcios mixet készitettiik el: 50 pl Opti-MEM (ThermoFischer Scientific #31985062)
médiumhoz hozzdadtunk egy vagy tobb altalunk készitett plazmidot kamranként dsszesen 0,5
pg mennyiségben, illetve 0,5 pl P3000 reagenst, majd 0,5 ul Lipofectamine 3000 reagenst is
(ThermoFischer Scientific #L.3000001). A keveréket 15 percig inkubaltuk szobahémérsékleten,
majd tovabbi 50 pl Opti-MEM médiumot adtunk hozza, végiil a sejtekre tettiink. Ezutan 4 6ran
at tartottuk a sejteket a transzfekcios elegyben 37 °C-on, 5% CO» atmoszféraban. Az inkubalasi
id6 eltelte utdn a médiumot frissre cseréltiik, €s a masnapi jelolésig pihentettiik a sejteket 37

°C-on 5% CO; atmoszféraban.

6.9. Sejtek jelolése

crer

a sejtekhez, 15-90 percig rajtuk hagytuk (37 °C-on 5% CO; atmoszféraban), ezutan a festék-
szubsztrat konjugatumot tartalmazé oldatot eltavolitottuk, majd festékmentes tapoldatban

tovabbi 2 6ran at mostuk azokat (37 °C-on 5% CO; atmoszféraban).
6.10. Sejtek fixalasa

A jelolt sejteket fixalasat részben a kovetkezoképp végeztiik: a tapfolyadék leszivasa majd a

sejtek kétszeri PBS oldattal torténd mosasa utan 4% paraformaldehidet (PFA) tartalmazé PBS
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oldattal végeztiik, 10 percen at szobahdmérsékleten, majd a PFA tartalmu oldatot eltavolitottuk,

¢és ismét kétszer mostuk a sejteket PBS-sel.

A masik fixalasi modszer sordn a sejtekrdl leszivtuk a tapfolyadékot, majd 250 pl -20 °C-os
metanolt adtunk a sejtekhez, majd 10 perc inkubalast kovetden a metanolt eltdvolitottuk, és

szintén kétszer mostuk a sejteket PBS-sel.

Mindkét fixalasi modszer esetén a sejteket PBS oldoszerben, hiitve taroltuk a

mikroszkopozasig.

A tobbszinli jelolések optimalizaldsa soran elvégzett valtoztatdsok az Eredmények és

értékelésiik részben talalhatok.
6.11. Konfokalis mikroszkopia

A jelolt sejtekrdl harom kiilonb6zd mikroszkoppal készitett felvételeket a témavezetdm. Ezek

a kovetkezok:

Zeiss LSM710 mikroszkop, melynek objektive PLAN-APOCHROMAT 40x/1,4 Oil volt. 405
nm-es, 488 nm-es, 543 nm-es, illetve 633 nm-es gerjesztd 1ézert hasznaltunk. Ezen képek

kiértékeléséhez Zen szoftvert és F1JI for ImageJ programot hasznaltunk.

Leica TCS SP8 mikroszkép Leica HC PL APO CS2 100x/1,40 olajimmerzids objektivvel. 488
nm, 552 nm és 638 nm hulldmhosszusagu 1ézereket hasznaltunk. A képeket FIJI programmal

értékeltiik ki.

A szuper-felbontastt STED (stimulalt emisszid-deplécid) mikroszkdpias felvételeket Abberior
Expert Line mikroszkoppal készitettiik, ami Nikon Ti2 vazra épiilt. Nikon CFI PL APO
100x/1,45 olajimmerzids objektivet hasznaltunk spektralis detekcioval, amihez avalanche
fotodioda detektort (APD) alkalmaztunk foton szamol6 lizemmodban. 560 nm és 640 nm
hullimhossztsagu lézereket hasznaltunk. A STED felvételeket pulzalod 775 nm-es kioltd 1ézer

segitségével készitettiik.
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7. Osszefoglalas

Jelen TDK-dolgozatomban 16 plazmid konstrukciot allitottunk eld, Onjelold enzimek
(HaloTag, SNAP-Tag, CLIP-Tag) és terapias célpontként szolgald fehérjék (H2B, LaminA,
Lampl, Vimentin, MAP4, Mito) kodolé6 DNS szakaszainak felhasznalasaval, majd sikeresen
alkalmaztuk specifikus és szelektiv  fluoreszcens jelolésekben. A  jelolésekhez
kutatocsoportunkban Unyi Zsombor és Dr. Cserép B. Gergely altal készitett jeloloket
hasznaltunk, melyek a ,, Fluoreszcens vegyiilettdar tervezése és szintézise onjelélo fehérjék
vizsgdlatahoz” cimii TDK-dolgozatban keriilnek részletesebb bemutatasra. Munkéank sordn arra
is lehetdség volt, hogy tapasztalatainknak megfeleléen jabb jelolok szintézisére tegyilink
javaslatot. Ez a szoros egyiittmiikodés nagyon hasznosnak bizonyult. A fluoreszcens képalkotas
sordn a célfehérjék altal alkotott struktirak szépen kirajzolédtak mind az egyszinii, mind a

tobbszinti jelolések eredményeképpen.

A plazmidok felhasznalasaval — terveinknek megfeleléen — a jelolések és a fixalas
koriilményeinek optimalizaldsa utan az egyszerre jelenlévd struktirak szerkezete egyforman
szépen kirajzolddott, illetve sikeriilt egyideji haromszinli fluoreszcenst jeldlést is
kivitelezniink. A jelen dolgozatban még nem értiik el, hogy haromszini jelolés alkalmas legyen
ugyanazon kioltolézert alkalmazd STED mikroszkopos felvételek elkészitésére, azonban
munkam folytatasaként ezt 0j festékekkel és 0j Onjelold enzim-célfehérje kombinaciokkal

kiséreljiik meg.

Jovobeli terveink kozé tartozik kutatocsoportunk folyamatosan boviild plazmid-taranak
(melynek elemei tobbek kozott a dolgozatban leirt plazmidok is) kdzzététele a nonprofit
szervezetként miikodd plazmid repozitoriumban (Addgene). Ezen feliil a TDK-dolgozatban
bemutatott plazmidok és tobbszinii jelolések is alapjat képezhetik tobb jovobeli publikacionak,
¢s megfeleld alapot biztositanak a kutatdcsoport altal 1étrehozott Gjabb festékek teszteléséhez.
A haromszinii jelolések tovabba lehetdséget adnak sejtalkotok egyidejli vizsgélatara, mely
szintén alkalmassd teszi a rendelkezésiinkre all6 rendszert Osszetettebb folyamatok

monitorozasara is.
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10. Fiiggelék

Kiindulasi plazmidok térképei, melyeket az Addgene-t6l rendeltiink:

(5425) NotI
(5414) Xhol
(5408) BamHl\\\\

(5369 .. 5386) SNAP rev

(4841 .. 4865) SNAP for
(4832) ECORI ——://

y(A) signa!

PSNAP-tag (m) Vector
5802 bp

SV40 pol
[

ey

3 r

5

(5425) NotI
(5414) Xhol
(5408) BamHI

(5369 .. 5386) CLIP rev

(4841 .. 4865) CLIP for
(4835) Nhel —\/

pCLIP-tag (m) Vector
5805 bp

SV40pA-R (1568 .. 1587)

19. abra Kiindulasi SNAP-Tag és CLIP-Tag plazmidok



CMV-F (459 .. 479)

Mito for (531 .. 550)
Nhel (531)

N 1::1(?;;)5)
N EcoRI (555)

BglII (654)

Mito rev (644 .. 665)

3500

PAG506-mito-frFAST
4485 bp

SV40pA-R (1250 .. 1269)

WSV TK POlY(A) sign,,

Sv40 ori

20. abra A Mito CF-et kodolo kiindulasi plazmid

(157) End
| Mito rev (119 .. 157)

Mito for (1 ..25)
(0) Start, ‘Nhal (6) (146) Ilmlﬂ‘
STﬂ_a'-_m|

Mito PCR
157 bp
SNAP for (1 ..49) (587) End,
(0) sun{ BamHI (6) (575) NotI | SNAP rev (553 .. 587)
{
1007 2007 3001 4007 5007 -
SNAP PCR
587 bp
CLIP for (1..51) (589) End
(0) Start | BamHI (6) (577) NotI | CLIPrev (555 ..589)
{
1007 2007 3007 4007 5007
CLIP PCR
589 bp

21. abra Az elkészilt PCR termékek
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Az altalam korébban elkészitett plazmidok térképei:

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

__BamHI (974)

H2B-HaloTag
5281 bp

" NotI (1889)
SV40_PA_rev_Microsynth (1915 .. 1934)

CMV For Microsynth (459 .. 479)
NhelI (531)

Lamp1-HaloTag
6155 bp

- BamHI (1848)

pfo;-,,

L aad)
P~ Oter Sy poly(M) SO
:

NotI (2763)
SV40_PA_rev_Microsynth (2789 .. 2808)

22. abra H2B-HaloTag és Lamp1-HaloTag kiindulasi plazmidok
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Lamin-HaloTag
6853 bp

USHI/HO3N

(3487 .. 3506) SV40_PA_rev_Microsynth NotI (3461)

23. abra Lamin-HaloTag kiindulasi plazmid

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

CMV For Microsynth (1665 .. 1676)

BamHI (2546)
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Kiindulasi plazmidok, amiket Dr. Szatmari Agnes és Kereszty Réka készitett:

CMV-F (459 .. 479)
Nhel (531)

MAP4-GFP39TAG
5949 bp

" BamHI (179)

PR

oy
Sv40 poly(R) 59" )

‘_

——— 3000

NotI (2557)
SV40pA-R (2714 .. 2733)

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

Vimentin-HaloTag
6284 bp

k=]

is)
7 )
f/~—Primer 1 (1977 .. 2013)
BamHI (1977)

NotI (2892)
(2918 .. 2937) SVA40_PA_rev_Microsynth Primer 2 (2870 .. 2903)

24. abra MAP4 és Vimentin CF-et kodolo kiindulasi plazmidok



Elkésziilt plazmidok térképei:

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

BamHI (671)

Mito-HaloTag
4978 bp

~—
NotI (1586)
SV40_PA_rev_Microsynth (1612 .. 1631)

Skag ori

rormote’

5 AmpR P!
SV e )

2500

CMV For Microsynth (459 .. 479)

Nhel (531)

BamHI (671)

Mito-SNAP-Tag
4632 bp

HSV TK poly(a) Signay

7 NotI (1240)
SV40_PA_rev_Microsynth (1266 .. 1285)

SV40 ori 0‘_@‘

[ — o
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CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

BamHI (671)

Mito-CLIP-Tag
4635 bp
" NotI (1243)

SV40_PA_rev_Microsynth (1269 .. 1288)

RSV TK poIY(A) sigp,.,

CMV For Microsynth (459 .. 479)

Nhel (531)

Lamp1-SNAP-Tag
5809 bp

BamHI (1848)

NotI (2417)
(2443 .. 2462)

SV40_PA_rev_Microsynth

52



CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

MAP4-SNAP-Tag
5757 bp

BamHI (1796)

NotI (2365)
SV40_PA_rev_Microsynth (2391 .. 2410)

CMV For Microsynth (459 .. 479)
NheI (531)

Vimentin-SNAP-Tag
5938 bp

BamHI (1977)

NotI (2546)
SV40_PA_rev_Microsynth (2572 .. 2591)
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CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

BamHI (974)

H2B-SNAP-Tag 2
4935 bp L~

2

n

NotI (1543)
SV40_PA_rev_Microsynth (1569 .. 1588)

SVa0 o

pR pror“°‘e(

Am
SV40 promoter ‘

12500

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

| cay
CMV en P
hance r°”?ore»

/

Lamin-SNAP-Tag

6507 bp CMV For Microsynth (1665 .. 1676)

SV40 poty(a) signal

BamHI (2546)

(3141 .. 3160) SV40_PA_rev_Microsynth NotI (3115)
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CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

Lamp1-CLIP-Tag
5812 bp

BamHI (1848)

NotI (2420)
SV40_PA_rev_Microsynth (2446 .. 2465)

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

MAP4-CLIP-Tag
5760 bp

BamHI (1796)

NotI (2368)
SV40_PA_rev_Microsynth (2394 .. 2413)



CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

Vimentin-CLIP-Tag
5941 bp

BamHI (1977)

NotI (2549)
SV40_PA_rev_Microsynth (2575 .. 2594)

CMV For Microsynth (459 .. 479)
Nhel (531)

BamHI (974)

H2B-CLIP-Tag
4935 bp

NotI (1543)
SV40_PA_rev_Microsynth (1569 .. 1588)

SVa0 oy

pron’\°‘e(

AmpR
SV40 promoter ‘

2500
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Lamin-CLIP-Tag
6507 bp

Sv4g poly(A) signd!

|

(3141 .. 3160) SV40_PA_rev_Microsynth

NotI (3115)

CMV For Microsynth (459
NheI (531)

BamHI (2546)

.. 479)

CMV For Microsynth

(1665 .. 1676)
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