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., A végteleniil kicsinek végteleniil nagy a szerepe.”

Louis Pasteur

1 Bevezetés

Szamos genetikai eredetli (daganatos vagy oOroklott) betegség létezik, melyek
kezelése a mai napig kihivast jelent. Ahhoz, hogy ne csak a tlineteket orvosoljuk, ismerniink
kell a probléma forrasat, a hibas genetikai kodrészletet, ¢és kisérletet kell tenniink ennek
eliminalasara/kijavitasara. A javitast ugy indukalhatjuk, hogy a problémas szakasz
kozelében elhasitjuk a DNS-t, majd ezt kovetden a sejt beillesztheti a helyes szekvenciat,
vagy ugy modosithatja a nukleotidok sorrend;jét, hogy helyreall a sejt megfelelé miikodése,
de legalabbis ahhoz kozeli allapot.

A DNS specifikus hasitasa nukleazokkal valosithatdé meg. A jelenleg ismert
lehetdségek a cinkujj nukleazok, TALE nukleazok illetve a CRISPR/Cas9 génszerkesztési
modszer. EQy génszerkeszté komplex specifikus helyen hasitja a nukleotidok kozotti kotést.
Ezt kdvetden beindul a DNS 6njavité mechanizmusa helyreallitva a DNS molekula épségét.
A mesterségesen kifejlesztett eljarasok azonban még nem tokéletesek, ugyanis részleges
degradacio esetén (oxidacio, részek leszakadasa vagy kapcsolddasa), nem inaktivalédnak az
enzimek, hanem nem tervezett helyeken szabdaljak fel a DNS-t, azaz off-target hasitasokat
veégeznek. Kutatocsoportunk a mar meglévd tudomanyos eljarasokra alapozva, de az emlitett
problémat orvosolni igyekezve, olyan mesterséges metallonukleazok kialakitasan dolgozik,
melyek teljesen biztonsdgosan hasznalhatoak a DNS szerkesztés soran, akar a human
gyogyaszatban is.

Az altalunk kialakitott és vizsgalt nukledzok felismerési és hasitasi régiobol allnak.
A felismeréshez sziikséges domént, az egy vagy tobb cinkiont tartalmazé nyulvanyszerii
részekre utalva, cinkujj fehérjének nevezziik. Ezekr6l a fehérjékrél elmondhatjuk, hogy
specifikusak a felismerési hely tekintetében, tehat csak egy bizonyos DNS szekvencidhoz
kotodnek, és ezt jol szabalyozott korilmények kozott végzik. Koncepcidinkban a DNS
hasitasért egy ATCUN motivum vagy a Colicin E7 nukleaz doménje felelds.

Az eddigi kisérletek in-vitro koriilmények kozott igéretesnek bizonyultak, igy
megterveztik a sziikséges eljarasokat a fehérje-DNS kolcsonhatasok sejten  beliili
tanulmanyozasahoz is. Ehhez a nukleazok génjét sejtekkel kompatibilis DNS-hordozoba kell
atiiltetni, majd a gén sikeres beépiilését kovetden a fehérjetermelddés mértékét €s azok DNS-

felismerési specifikussagat vizsgaljuk sejtekben.



2 Irodalmi attekintés

A DNS orokitéanyag felfedezése €s szerepének tisztazasa 6ta mar eljutottunk a kozel
teljes human genom Szekvencia meghatarozasaig nukleotidok szintjén, és tobb tizezer
igazolt biologiai funkcidval rendelkez6 gén is azonositasra kertiilt. Az eredmények nagyban
megkonnyitették az Orokolt vagy szerzett genetikai eredetii betegségek okéanak
tanulmanyozasat is.[1] Tovabba ismeretessé valtak olyan enzimek, melyek DNS szerkeszt6
tulajdonsaggal birnak, kiemelve a restrikcios nukledzokat és a polimerazokat. Emellett az
elmult évtizedekben sikeriilt azonositani modularis felépitésti DNS-felismerd fehérjéket is.
Mindezen felfedezések elvezettek a mai kor jelenleg is fejlédé génsebészeti
modszereihez.[2] Az emlitett, természetben is el6forduld DNS-felismeré és DNS-hasitd
fehérjék kombindldsaval mesterségesen is tervezhetd és eldallithatdé enzimeket hozhatunk

1étre, melyek csak a célzott helyen hasitjak el a DNS-t.

2.1 DNS szerkesztés nukleazokkal — fontossaga és médszerek

A fehérjék kifejez6déséhez sziikséges gének atirasa (transzkripcid) jol szabalyozott
koriilmények kozott torténik. Azt, hogy egy sejtnek éppen milyen fehérjékre van sziiksége a
belsd ¢és kiilsd kornyezete hatarozza meg. Ez azt jelenti, hogy a gének egy része miikodik,
masik része pedig kikapcsolt allapotban van egy adott iddpillanatban. Ennek
megvalositasahoz sziikség van egy génkapcsolé mechanizmusra, valamint arra, hogy a sejt
észlelni tudja a kornyezetének valtozasat. Az utdbbit, a transzkripcidos folyamatok
szabalyozasan keresztiil, olyan szabalyozo fehérjék teszik lehetdvé, melyek a gén kozelébe
kotodve gatld vagy aktivalo hatassal birnak a kodolt fehérjék termelédésére (expresszio). A
génkapcsold funkcidt altalaban egy represszor fehérje tolti be. Amikor egy ilyen fehérje
valamilyen indukaloszer kapcsolodik a represszor fehérjéhez, akkor az mar nem tudja a
promoter régidhoz kotve gatld hatasat kifejtent, igy a transzkripci6 folyamata lehetévé valik.
Jol lathatéan mar a fehérjekifejezddés elinditasanal is szdmos kolcsonhatés all fenn a DNS
és kiilonféle fehérjék kozott.[3] Majd ezt kdveti maga az atiras €s a transzlacio folyamata.
Azonban, ha a gén helye a DNS-en (16kusz) sériil, felbomlik a rend és kiilonféle nem kivant
jelenség 1ép fel, mint a kodolt fehérje tul-, vagy alultermelddése, vagy funkcidjukat betdlteni
nem képes fehérjék képzddése. Ez pedig az €letmindséget csokkentd betegségektdl kezdve
az akar halalt okozo korok megjelenését is jelentheti.[4]

Ilyen esetekben a betegségek megsziintetése csak a hibas DNS szekvenciak

helyreallitasan keresztiil lenne megvaldsithat6. Ehhez be kell juttatni a sejtmagba egy ép



DNS részletet, valamint egy specifikus nukleazt, amely a hibas rész kornyékén elhasitja a
gént. A sériilés aktivalja a sejt Onjavitd mechanizmusait, €s a javitds soran optimalis esetben
a bejuttatott ép DNS szakasz - homolog rekombinacié révén - beépiil a gazdaszervezet
génallomanyaba. A legfontosabb erre a célra alkalmazhat6 nukledzok a cinkujj nukleazok
(ZFN-ek), a transzkripcios aktivator-szeri effektor-alapu nukleazok (TALEN) és a 2020-
ban Nobel-dijat nyert CRISPR/Cas9 génszerkesztési modszer. Az utobbi génszerkesztd
komplex egy iranyitd6 RNS részt és a Cas9 endonukledz enzimet tartalmazza, mely
molekuléris olloként funkcional, és specifikus helyen hasitja a nukleotidok kozotti kotést,
mig az el6z6 két rendszerben a DNS felismerést is fehérjedomén végzi.[5]

A CRISPR eljaras igéretesnek mutatkozott laboratériumi koriillmények kozott, igy a
human embriokon torténd kisérletek is engedélyt kaptak, persze szigora feltételek betartasa
mellett, és nem fejlédhet beldliik magzat. Mindezek ellenére 2018-ban illegalis CRISPR
génmodositasi eljarast hajtottak végre embridokon, majd a terhességbdl leanyikrek sziilettek.
A tervezett szerkesztés mellett tobb, felndttkori betegséget eredményezd génmodosulas
tortént, ezeket pedig tovabb orokithetik utoddjaikra.[6] In vivo kisérletek tekintetében az
emlitett eseten kiviil eddig legfeljebb novények és allatok az alanyok. A cinkujj nukleazokat
régebb oOta alkalmazzak, ezek esetében, ugyan nem tipikusan, de eldfordult felnott
embereken torténd kezelés. Minden esetben csak testi sejtek génallomanyaban, ezek

azonban sikeresnek bizonyultak.

2.2 Cinkujj fehérjék

A cinkujj fehérjék szdmos eukariota szervezetben megtalalhatoak. Az els¢ felfedezett
tipus a Cys2His2 fehérje, melyet a dél-afrikai karmosbéka TFIIIA traszkripcios faktoraban
mutattak ki 1985-ben.[7] A fehérje cinkujj motivumokbol épiil fel. Minden cinkujj
specifikus aminosavsorrenddel rendelkezik, ennek koszonhetéen kiilonb6z6, de
maghatarozott nukleotidokat ismernek fel a DNS-en.[8] A fehérje cinkionokat kot meg, ezek
hianyaban inaktivalodik. Mesterséges korlilmények kozott ez jol szabalyozhato
enzimmiikodést jelent. A cinkujj fehérjék nem csak szerkezeti megjelenésiiket tekintve
sokrétiick, de szamos betoltott funkciojuk is ismeretes. Tobbek kozott DNS-felismerd
mechanizmussal rendelkeznek, transzkripcios aktivitast szabalyoznak, részt vesznek
fehérjék térszerkezetének kialakitdsdban ¢és eldsegitik a sejthaldl  (apoptozis)

mechanizmusat.[9]



2.2.1 Cinkujj fehérjék felépitése

A cinkujj fehérjék, mint mar emlitettiik, legalabb egy cinkujj motivumot
tartalmaznak. Minden cinkujj rész altalanosan 28-30 aminosavbdl épiil fel, ezek kozott eltérd
a hisztidin és a cisztein mennyisége. Ez azért fontos, mert egy cinkion a két emlitett
aminosavhoz tud elsésorban koordinalodni. Megkotése pedig a cinkujj szerkezetvaltozasat,
azaz térszerkezetének stabilitasat adja. A cink kozel 300 enzimtipus alkotorésze, nem vesz
részt redoxireakciokban és erds koordinativ kotések kialakitasara képes. Igy érthetd, miért a
legalkalmasabb egy fehérje szerkezetének stabilizalasra.[10] Aszerint, hogy a cinkujj
doménjei mennyi Zn?*-ionnal alakitanak ki kotést, és ezt a szerepet pontosan mely aminosav
tolti be a kettd koziil, tobb csoportba sorolhatjuk a cinkujj fehérjéket.

A mar emlitett elsdként felfedezésre keriilt Cys2His2 motivumban két cisztein €s két
hisztidin ko6ti meg a Zn(l1)-t tetraéderes geometriaban jellemzéen pM-0s affinitassal. EQy
ilyen monomer altalanos aminosav felépitése: X-Cys-X25-Cys-X3-Phe-Xs.Leu-X>.His-X35-
His, ahol X barmilyen aminosav lehet. Szerkezetét két antiparalell B-redd és egy a-hélix
adja, amit a Zn(ll)-koordinacidja és a szekvencian beliili hidrofob aminosav oldallancok
kozti k6lcsonhatas stabilizal (1. @) dbra). Ez a tipus az emlésokben megtalalhato szabalyozo
fehérjék legnépesebb csaladjat alkotja.[11]

A violinkulcsos cinkujj motivumok az 1. b) dabran lathatéan a C-terminalis részen
egy P-reddt, mig az N-terminalis részen egy o-hélixet tartalmaznak, ezek két-két
ligandummal jarulnak hozza a cink megkotéséhez. A cink-szalag cinkujjak egy cinkionnal
alakitanak ki kotést, jellemzden cisztein oldallancokhoz koordinaltan, harom B-redd alakitja

a szerkezetét (1. ¢) abra).[12]

b) c)

N il

 —

1. abra: a) Cys2His2 domén a-hélix (kék) és két B-redd (z6ld) komponensei, lilaval a cinkion (1mey.pdb,
PyMOL program) b) violinkulcsos domén a-hélix és B-red6 egységei (2wOt.pdb, PyMOL program) c) cink-
szalag domén harom B-redd egysége (6agg.pdb, PyMOL program).



2.2.2 Cinkujj-DNS kolcsonhatas

Egy cinkujj fehérje tobb cinkujj motivumot is tartalmazhat. Kutatasok igazoljak,
hogy egy cinkujj egység nem alakit ki megfelelé erdsségli kolcsonhatast a DNS-sel, ahhoz
legalabb két motivum sziikséges. A cinkujj egységek Osszekapcsolasa peptid-linkerek
segitségével torténik. A cinkujj-DNS kolcsonhatasok megértéséhez nagyban hozzajarultak
a ZIF268 cinkujj fehérjével kapcsolatos kiterjedt vizsgalatok.[13] Minden egyes cinkujj
harom egymast kovetd nukleotidot ismer fel a DNS szekvencidn beliil hidrogénkotéseken
keresztiil. Tobb cinkujj domén esetén a masodik alegység a kovetkezé bazisharmashoz
kapcsolodik. A hidrogénkotés a DNS bazisaival alakul ki, ezért a fehérje a nukleinsav
nagyarkaba kot, hogy konnyebben hozzaférjen a kettds spirdl belsé részéhez. A harom
nukleotid felismeréséért az a-hélix kezdetétdl szamitott —1., 3. és 6. poziciokban 1évo
aminosavak felelések. A DNS komplementer szalan egy negyedik nukleotiddal torténd
kolcsonhatas is felléphet, ezt a kotést az a-hélix kezdetétdl szamitott 2. helyen 1év6 aminosav
alakitja ki.[14] Ugyan specifikusan meghatarozhatjuk, egy cinkujj domén mely aminosavai
feleldsek a DNS nukleotidjainak felismeréséért és kotddéséért, némely mas aminosav is
befolyasold hatassal birhat.[15]

A cinkujj fehérjék modularis felépitése lehetdséget teremt a kutatok szdmara, hogy
az egységek kombinalasaval tetszéleges DNS szekvenciat célozzanak meg. A DNS
felismerés specifitasa novelhetd az dsszekapcsolt motivumok szdméval. Azonban négynél
tobb cinkujj domén Osszekapcsolasa soran szerkezeti fesziiltségek léphetnek fel, ezek
csokkenthetik a kolcsonhatas erdsségét. A probléma kikiiszobolése érdekében tobb
makromolekula egyidejl, helyileg egymast kovetd kotédése tervezhetd, vagy hosszabb
fehérjék esetében a domének a DNS-szal kiilonb6z6 részeihez kotddhetnek.[16]

A cinkujj fehérjék a DNS guaninban gazdag részeivel alakitanak ki erGsebb
kolcsonhatasokat. Ez masként megfogalmazva azt jelenti, hogy ha a felismerési szekvencia
kisebb mértékben tartalmaz guanin nukleobazist, akkor a fehérje-DNS kolcsonhatas
erOssége csokkenhet. Ha olyan doméneket kapcsolnak Ossze, melyek foként az emlitett
bazishoz kotddnek, akar joval hosszabb, stabilan k&tddd fehérjék tervezése is lehetéve
valik.[17] Mindezek ismeretében megfelelden nagy DNS affinitassal és specifitassal
rendelkezd cinkujj fehérjéket tervezhetiink tetszlegesen kivalasztott nukleotidszekvenciak
felismerésére. Szamos kutatas folyik a 4 féle nukleotid 64 kiilonb6z6 harmas kombinacioit
felismerd cinkujj alegységek azonositasa céljabol. Csak ezek ismeretében tudhatjuk biztosan
az Osszeallitott cinkujj fehérjék felismerési képességét. A gyakorlatban igen nehéz az 9sszes

lehetséget megvizsgalni, igy jelenleg nincs olyan cinkujj domén konyvtar, mely az dsszes



lehetdséget tartalmazza. Léteznek azonban olyan programok, amik becslést adnak az
optimalis cinkujj fehérje aminosav Osszetételére ahhoz, hogy az éltalunk kivalasztott DNS

szekvenciat a legnagyobb szelektivitassal ismerje fel. (pl. Zinc Finger Tools)[18]

2.3 Cinkujj nukleaz enzimek

A cinkujj nukleazok olyan mesterséges molekulak, melyek egy cinkujj fehérje és egy
nukledz részbdl épiilnek fel. A klasszikus cinkujj nukledzok hasitdé doménjeként a Fokl
restrikcids endonukledz hasitd doménjét alkalmaztdk a cinkujj fehérjéhez flizve. Ezek a
mesterséges enzimek felismerik a DNS egy jol meghatarozott szakaszat, hozzakotédnek,
majd mindkét szalon hasitast végeznek. A cinkujj nukledzok altal vezérelt génszerkesztés
magas hatékonysagot mutat. Kutatdsok szerint a hasitas hatékonysagat tovabb noveli, ha azt
két egyedi tervezésti cinkujj nukleaz fehérjével valodsitjuk meg, melyek a DNS megkotésekor
heterodimerizal6dnak a Fokl nukledz doménjiikon keresztiil, és igy egy katalitikusan aktiv
nukleaz komplexet képeznek.[19] A DNS kotddés erdsségét ugyan erdsiti ha guaninban
gazdag részt ismer fel a cinkujj domén, azonban a hasitas eredményességét csokkentheti,
hiszen a guanin és a citozin kdzott harom hidogénkotés van, mig az adenin és timin bazispart
csak két kotés stabilizalja.

Mesterséges cinkujj nukleazok tervezesénél alkalmazhatdé az amino terminalis
fémkotd (ATCUN) fehérje motivum is. Ez a Cu?*-, és Ni?*-ionokat megkotni képes részlet
a természetben is fellelheté szamos eukaridta szervezetben. A human szérum albumin
fehérjében (HSA) azonositottak elsOként, ahol szdmos feladata mellet réz(Il) ionok
szallitasat végzi.[20] Egy ATCUN motivum jellemzé siknégyzetes szerkezetének
kialakuldsa fémionok hatadsara jon létre, ehhez sziikség van a fehérje kdzbeesd részén két
deprotonalhatd peptidcsoport jelenlétére. Felépitését tekintve egy szabad N-terminalis
aminocsoportot és egy harmadik helyen taldlhatdo hisztidin aminosavat tartalmaz.[21]
Korabbi ismeretek alapjan a motivum réz/nikkel komplexe képes a DNS nem specifikus
hasitasara, ezaltal cinkujj egységgel valo kombinalas esetén mesterséges metallonukleazként
funkcionalhat.[22][23]

A Colicin E7 bakterialis toxin nukleaz doménje szintén egy lehetséges mesterséges
metallonukleaz kialakitasara alkalmas fehérje.[24] A motivum C-terminalis részén talalhato
a Zn?" -iont tartalmazé katalitikus kozpontja, mely a DNS nemspecifikus hasitisaért felelds.
A Kkatalitikus kdzpont harom hisztidinje (H544, H569, H573) koordinalodik a Zn?* -ionhoz,
mig annak negyedik koordinacids helyén vizmolekula helyezkedik el. Ebbdl alakulhat ki a

nukleofil OH™ részecske, ami a DNS hidroliziséért felelés. Az N-terminalis részén



elhelyezkedd arginin szintén részt vesz a hasitasi folyamatban, a cinkionnal egyiitt megkdtik
¢s aktivaljak a hasitand6é foszfodiészter kotés foszfat csoportjat. A két kozponti egység a
DNS megkotése soran keriil kozel egymashoz és egyiittesen végzik a DNS hidrolitikus

hasitasat.

2.3.1 1MEY# cinkujj nukleaz

2. abra: Az IMEY cinkujj fehérje a DNS nagyarkaban — kristalyszerkezet (1mey.pdb, PyMOL program).

Az altalam vizsgalt és modositott IMEY# cinkujj fehérje az IMEY PDB koddal
ellatott fehérje-DNS kristalyszerkezetben taldlhaté cinkujj fehérje egy modositott
valtozata.[23] Cinkujj doménjeinek felépitése a Cys2His2 csoportnak (2. abra) felel meg,
szekvencidgja nagyban hasonlit a CP1 modellpeptidre, amit a cinkujj alegységek
modellezésére hasznaltak oldatkémiai vizsgalatok soran. Génjének nukleotid szekvencidja
¢s a kodolt aminosav sorrend, valamint a harom cinkujj domén a 3. dbrdn zold szinnel

kiemelve lathat6. Megfigyelhet6 a Cys2His2 motivumnak megfeleld aminosav szekvencia.

atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggccatatcgaaggtcgtcatatgctggaaccgggcgaa
M G H H H H H H H H H H s § 66 H I E G R H M L E P G E

aagccgtataaatgcccagaatgcggtaaatcttttagtcaaagcagcaaccttcagaaacaccagcgtacccacacaggce

x P oy x CEEEEECECERESENSNONSSINENONEE 0 R T E T G

gaaaaaccgtataagtgtccggaatgtggtaaatcattctcgcagtcttcggacttgcagaaacatcaacgcacccatacc

Pk op v ok CEEEEECECECNSENSNCNSISIONINONEE 0 R T i T

ggcgaaaaaccgtataaatgtcccgaatgcgggaagtcattttcccgcagecgataacctggttecgecatcagegtacccat

¢ B ok P oY x CESESECECERNSESNSERNSECNNEINVINENE o R T -

actggtaaaaaaacctcttaa

T G K K T S -

3. abra: 1IMEY# cinkujj fehérje DNS szekvenciaja (Expasy.org forditod).
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Egy cinkujj domént 21 aminosav épit fel, ezek kozott 7 aminosav hossza linker
szekvencia talalhatd. A DNS hasitasért felelds fehérjerészlet a Ser-Gly-His-lle aminosav
szekvencia (kék szinnel kiemelve a 3. dbrdn). Az ez el6tt talalhatdo dekahisztidin rész a
fehérje tisztitasat segiti eld, de Ni(II)-altal indukalt proteolizis soran ez a Sszakasz
specifikusan hidrolizal és az N-terminalis végén a fehérjének a Ser-Gly-His-lle szakasz
marad hatra, ami igy ATCUN motivumként funkciondl, képes Cu(II) és Ni(I) megkdtésére.

Az éltalam vizsgalt IMEY# cinkujj nukleaz 9 nukleotidot felismeré DNS szekveciaja
a kovetkez6: 5’ - GAGGCAGAA - 3’

2.4 Szekvenciaspecifikus DNS—fehérje kolcsonhatas vizsgalata

DNS-felismerd illetve hasito fehérjék tervezése/alkalmazasa soran elengedhetetlen a
kolcsonhatas meglétének, erdsségének és specifitdsanak vizsgalata. A szekvenciaspecifikus
DNS—fehérje kdlcsonhatasok soran szerkezetvaltozas is torténhet a makromolekuldkban, ez
befolyassal lehet a kotés erdsségére.[25] Ezeket a mechanizmusokat mindenképp érdemes
feltérképezni a tovabbi kisérletek tervezéséhez.

A kordbban emlitett 1MEY# cinkujj fehérje DNS-kotési tulajdonsagait
kutatocsoportunk karakterizalta, és nukledz aktivitasi vizsgalatok is folynak csoportunkban.
Az ilyen in vitro vizsgalatokkal kapcsolatban szamos kutatas talalhato, [26][27] hatranyuk
azonban, hogy tisztitott fehérje felhasznaldsa sziikséges, ez pedig id6-, és energiaigényes
eljarassa teszi a folyamatot. Léteznek baktériumsejtekben torténd vizsgalatok is, ezekben
fehérje fuzionalasat idézik el6 az RNS-polimeraz egy alegységéhez.[28] Ez az eljaras mar
sejtekben torténik, de ugyantgy technikai bonyodalmakba iitkozik. Szegedi kutatok
nemrégiben kidolgoztak egy I-Block nevii modszert, mely Escherichia coli sejtekben
mutatja ki viszonylag egyszeriien a DNS—fehérje kotés erdsségét/specifikussagat anélkiil,
hogy barmilyen toldalékot kellene a vizsgalando fehérjéhez kapcsolni kovalensen. Az eljaras
a laktéz operon! szabalyozé mechanizmusan alapul. A laktéz hasznositisat biztositd
mechanizmust jol ismerjiik, hiszen a bakteridlis génmiikodés szabalyozasanak elsd
legrészletesebb leirasat a lac operon szervezddése és szabalyozasanak megismerése tette
lehetévé, azota csak tovabb boviiltek az ismereteink.[29] A Lac-represszor fehérjét kodolod
gén (lacl) a baktérium genomialis DNS-én kozel helyezkedik el a lac operon szabalyozasa

ala esd lacZYA gének teriiletéhez. A lacl transzkripcidjanak blokkolasaval nem termelddik

crer

! operon — tobb gént tartalmazo, kozds szabalyozast transzkripcios egység
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transzkripciot, ezaltal az operon szabalyozasa alatt allo fehérjék termelddése aktiv. A lacZ
gén a [B-galaktoziddz enzimet kodolja, igy az emlitett felallas esetében ez a fehérje is
miikddik, folyamatosan detektalva a B-galaktozidaz enzimaktivitést.

Az eljaras soran felhasznalt baktérium kromoszomalis DNS-ébdl eltavolitottak a
Lac-represszor fehérjét kodold gént. A represszor fehérje hianyaban a lac operon
folyamatosan aktiv, ezzel egyiitt a B-galaktozidaz enzim termelddése a lehetd legnagyobb.
A baktériumba két hordozo DNS-t juttatnak be. Az egyik a lacl gént tartalmazza, valamint
a gén placl promoter régidjaba Nhel restrikciés endonukleaz segitségével beépithetd az a
specifikus szekvencia, ahova a vizsgalt DNS-koto fehérje kapcsolddni képes. A masik
hordoz6 magat a DNS felismer6 fehérjét kodolo gént tartalmazza, ez cinkujj fehérje is lehet.
A lacl génrdl atirddo represszor fehérje megsziinteti a B-galaktozidaz eddig konstans
szintézisét. Azonban, az altalunk tanulmanyozott DNS-kot6 fehérje, ha az megfeleld
erésséggel és specifitassal képes kotddni a felismerési szekvencidjahoz, ezzel képes gatolni
a lacl gén transzkripcidjat. Emiatt Gijra magasabb B-galaktozidaz ezimaktivitas mérhet6.[30]
Az enzim aktivitdsanak detektaldsaval kovetkeztetni lehet a vizsgalt szekvenciaspecifikus
DNS—fehérje kolcsonhatas er0sségére. A 4. abran az altalam vizsgalt IMEY# cinkujj fehérje

I-Block rendszerben torténd elméleti megvalosithatdsaganak abrazolasa lathato.

a)

Pimeys, -
/1MEY#,
“.gén

pBAD24-1MEY#

s

srer

megakadalyozza a Lac-represszor fehérje termelddését. Ekkor viszont kifejezédhet a B-galaktozidaz fehérje.

12



3 Célkitiizés

A cinkujj nukledzok kutatasar6l széleskorben olvashatunk az irodalomban.
Rendkiviil hasznos fehérjekomplexek, specifikus sejten beliili DNS hasitast tervezhetiink
altaluk. Kutatocsoportunk régota foglalkozik ilyen nukleazok tervezésével és vizsgalataval.
Szamos potencialis nukleaz igéretesnek bizonyult az in vitro kisérleteken, igy csoportunk
elhatarozta, hogy sejteken beliil, in vivo is tanulmanyozzuk ezeket az enzimeket az I-Block
rendszer segitségével. Ez azért is célszerli, mert a fehérjék eldallitasa, majd azok tisztitdsa
igen iddigényes ¢és korlilményes feladat, tovabba az enzimek nem feltétlentil mitkddnek
azonosan tesztcsokisérletekben és az €16 szervezetekben.

Kutatasi munkam soran célul tiiztem ki, hogy a korabban in vitro tanulmanyozott
hisztidin toldalékkal ellatott IMEY# cinkujj fehérje génjét olyan pBAD DNS hordozoba
épitem at, ami kompatibilis az I-Block tesztrendszerrel, azt sejtekbe juttatva stabilan
sokszorozodik, hosszitdvon fennmarad és a cinkujj fehérje képes kifejezédni rola.
Amennyiben megéllapitom, hogy ezen feltételek teljesiilnek, a DNS hordoz6 alkalmas a
hisztidin toldalékos cinkujj fehérje DNS-kotésének vizsgalatara.

Emellett megkisérlem oly moédon megtervezni az IMEY# gén beépitését az I-Block
rendszer DNS hordozo6jaba, hogy a fehérje kifejezodése soran annak N-termindlis végén
kialakuljon az ATCUN motivum. Amennyiben ezt sikeriil megvalositani, elképzeléseink
alapjan nem csak a fehérje DNS-kotését, de annak nukledz aktivitasat is

tanulmanyozhatnank az I-Block tesztrendszerben.
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4 Kisérleti anyagok és modszerek
Munkam soran szamos sejt- és génmanipulacids, valamint bioldgiai analitikai
moddszer megismerésére, gyakorldsara tehettem szert. A kovetkezd fejezetekben részletesen

ismeretetem ezen eljarasok menetét, felvezetve kutatasaink eredményének bemutatasat.

4.1 Gélelektroforézis

A gélelektroforézis kiilonboz6 alaka, méretii, toltéssel rendelkezé makromolekuldk
elvalasztasara, hosszuk meghatirozasara alkalmas modszer. Gyakran alkalmazzuk a
kovetkezo fejezetekben részletesebben taglalt DNS rekombinacios eljarasok sikerességének
vizsgalatara, DNS fragmensek azonositasara, de tisztitasi modszerként is megfelel. Az
eljaras azon a tényen alapszik, hogy elektromos erétérben a molekuldk az 6ssztoltésiikkel
ellenkez6 toltésii elektrod felé vandorolnak. Ismeretes, hogy a DNS molekula a
foszfatcsoportjai révén, semleges kémhatasu (pH ~ 7) oldatban, negativ ssztoltésti. Ennek
koszonhetden a gélelektroforézis soran a nukleinsavak automatikusan az andd felé fognak
vandorolni. Azonban az elektorforézist gyakran fehérjék szétvalasztasara is hasznaljuk,
melyeknél az Ossztoltés kérdése nem ilyen egyszerli, azt az aminosav-felépités és az
alkalmazott pH hatarozza meg. A probléma kikiiszobolése érdekében megel6z6 1épésként
negativ toltésekkel latjuk el a futtatni kivant fehérjemolekulakat. Erre egyik alkalmas
vegyiilet a natrium-dodecil-szulfat, roviden SDS. A dodecil-szulfat anionok a fehérje
molekulara adszorbealédva negativ Ossztoltésit molekulakomplexet eredményeznek.
Tovabba, a molekula denaturalédik, és a kialakuld egységes "palcika" alak megkonnyiti az
eredmeény kiértékelhetdségét. Gyakran alkalmazunk denaturdlo eljarast elektroforézis elott,
természetesen ez is ce€ltol fiiggd. Ha viszont a szétvalasztasnal csak a molekuldk hosszat
szeretnénk alapul venni, akkor mindenképp sziikséges 1épés.

A bakterialis cirkularis DNS molekulaknak (plazmidoknak) tobbféle alak formaja
ismert. A nyilt cirkularis forma lassabban halad a gélben, mint a linearis forma, de
gyorsabban, mint a multimer vagy konkatemer DNS — utobbi két emlitett forma tobb
plazmid 6sszekapcsolodasaval keletkezik. Leggyorsabb a szuperhelikalis DNS, mely egy
kompakt — cirkularis, de tobbszordsen feltekeredett — konnyebben migralé molekulat jelent.
Lathat6an a molekuldk alakja is befolyassal lehet a gélben valo haladas sebességére, igy e
szerint is szétvalnak az alkotok. A gélt az emlitett formak esetleges eléfordulasat figyelembe
véve vizsgalhatjuk. DNS fragmentumok hosszanak 6sszehasonlitdsdhoz mindenképp

érdemes a linearis formakat alkalmazni. Ekkor egyértelmiien elmondhato, hogy egy nagyobb
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molekulatomegii, azaz hosszabb DNS szal lassabban halad a gél matrixdban, mint egy
rovidebb tarsa.

A gélelektroforézis 0sszeallitasardl altalanosan elmondhatjuk, hogy egy gélmatrixot
készitiink zsebekkel, melyet egy pufferoldatot tartalmazo futtatokadba helyeziink. A
zsebekbe felvissziik a vizsgalni kivant mintat, melyet célszer(i mikropipettaval végezni. A
koriilményekhez igazitott — altalaban 100 V koriili — fesziiltség alkalmazéasaval fél-egy oran
keresztiil futtatjuk a mintakat. A vizsgalni kivant mintdk mell¢ ismert DNS komponenseket

tartalmazo marker is felvitelre kertil, ezzel 6sszehasonlitva értékeljiik az eredményt.

4.1.1 Agaroz gélelektroforézis

Altaldban a cirkularis vagy nagyobb molekulatomegii linedris DNS-t tartalmazo
keverékek szétvalasztisara 1%-0s? agaroz gélelektroforézist allitunk ossze. Kisebb DNS
fragmentumok hatékony elvalasztasahoz toményebb gélt készitiink az alkalmas porusméret
kialakitasa céljabol. Az elegyet vizszintezett ontéformaba vissziik, és az erre alkalmas
eszkozzel kialakitjuk a zsebeket. A gél, elkészitését kovetden, a futtatokadba kertiil, ekkor a
zsebekbe felvihetjiik az elokészitett mintakat tigyelve arra, hogy késébbi vandorlési iranyuk
biztositott legyen a megfeleld elektrod felé. A rendszer horizontélis kialakitdsu. A
mintaelékészités része, hogy 6xLD? festékanyagot mériink minden oldathoz. A kék szin
elésegiti a minta kovetését az elektroforézis soran, valamint az elegy glicerint is tartalmaz,
mely nagy slrlisége miatt lehetové teszi a DNS mintdknak a gél zsebeiben tartasat az
elektroforézis megkezdéséig — a DNS molekuldk igy nem diffundalnak ki a zsebekbdl a
pufferoldatba.

A recept szerint a gélkészités soran etidium-bromid hozzéadasa is sziikséges. A
vegyiilet egyik tulajdonsaga, hogy az elektroforézis folyamata alatt beékelédik a vandorlo
DNS molekuldk bazisparjai kozé. Emiatt kiemelten vigyaznunk kell a hasznalatakor,
ugyanis a sajat DNS molekulainkba is interkalalédhat — védékesztyli hasznalata kotelez6 a
munka soran. Azonban ez a tulajdonsag teszi lehetévé a DNS érzékeny detektalasat is, mivel
a DNS-be ékelddott etidiumionok UV fénnyel megvilagitva fluoreszcenciat mutatnak. Az
elektroforézist kovetden tehat UV fény segitségével vizsgaljuk a gélt, ekkor hatarozottan
elkiiloniild, lilas szinben fluoreszkald savokat lathatunk. Minden ilyen sav varhat6an azonos

méretli, hosszusagu és alaki DNS komponenseket tartalmaz, melyek kevés sav esetén

2 A szakirodalomban %-ként tiintetik fel, ezért mi is igy hasznaljuk. A valdsagban azonban 1g agarozt
oldanak fel 100 ml vizes oldatban, mely 2ml 50xTAE (Tris-acetat-EDTA) puffert és esetenként 100 pl 500

s

3 6xLoading Dye - kék festékanyag, 1:5 festék-minta térfogataranyban alkalmazzuk.
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azonosithatok a marker savjaival Gsszevetve, illetve azok mérete alapjan egy ismeretlen
DNS mérete becsiilhetd. Erdemes fotoval dokumentalni az eredményeket.
Az agardz gélelektroforézissel vizsgalt mintak mellett Sxdil* 1 kbp GeneRuler Plus

markert futtattam, ezt altalaban a gélképek bal oldalan lathatjuk majd.

4.1.2 Poliakrilamid gélelektroforézis

Fehérjék és a néhany tiz-szaz bazispar hosszii DNS-ek vizsgalatdhoz PAGE® eljarast
alkalmazunk. Itt egy vertikalis kialakitas rendszerben a mintak lefelé haladnak a matrixban.
A kevesebb, mint egy milliméter vastagsagu gélt két tiveglap kozott alakitjuk ki. Fehérjék
vizsgalata soran SDS-t is alkalmazunk a fentiekben leirtak miatt. K&k festdanyaggal
vizualisan észlelhetdvé tessziik a fehérjesavokat, majd a marker segitségével kDa®-ban

fejezziik ki a fehérjék becsiilt molekulatomegét.

4.2 UV-VIS spektrofotometria
fényelnyelési képességének vizsgalatdval. 260 nm hulldmhossz és 1 cm fényut
alkalmazasaval 50 ng/ul DNS abszorbancidja 1. Ennek alapjan szamol az altalunk hasznalt
NanoDrop™ mérémiiszer DNS vizsgalata esetén. Azt, hogy éppen milyen mintat mériink,
megadhatjuk a meniipontok kivalasztasaval. 280 nm hulldmhosszon a fehérjéknek
fényelnyelési maximuma van, ezt felhasznélva a spektrofotométer egy DNS tisztasagara
utalé értéket is ad, melyet a 260 és 280 nm-en mért abszorbancia értékek hanyadosabol
szamol. Az érték optimalis tisztasdg esetében 1,8. Ennél alacsonyabb értéknél
fehérjeszennyezésre, mig magasabb szam esetén RNS szennyezddésre kovetkeztethetiink.
A mérés nulladik 1épéseként beallitjuk a hatteret a mérendd minta tiszta puffer

oldatara. 1,5-2 pl térfogati minta felvitele javasolt.

4.3 Rekombinans DNS technolégia

Rekombinécionak nevezziik a DNS nukleotid szintli torését, majd az azt kovetd
ujraszervezddését. A rekombinacid a természetben is folyamatosan lejatszodo folyamat,
egyik f0 célja a hibajavitas. A legtobb fajnal megfigyelhetd az utédpopulacio valtozatossaga,
ezt a homolog rekombinacié folyamata eredményezi, mely kozel azonos szekvenciak kozott

zajlik, és kozben nem keletkezik, de nem is vész el informacio.

4 diluted — 1:5 aranyban higitott
® poliakrilamid gélelektroforézis
6 dalton (Da) - atomi témegegység
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Laboratoriumi koriilmények kozott, a természetben is jol bevalt modszer szerint,
restrikcids endonukledzokkal és ligazokkal végezziik a rekombinacié folyamatat.

Gyakran alkalmazzak rekombinacios kisérletekben hordozoként a pBAD24
cirkularis DNS, mely 4542 bazisparbdl all, tartalmaz minden vektorra jellemz6 régiot, igy
szamos nukleaz hasitasi helyet is. Kisérleteimben én is ezt a vektort alkalmaztam, a
kodolo, pBAD24 hordozd DNS-be beépitendd, rovid DNS szakasz (inszert) a pET16b-His-
IMEY# cirkularis DNS-ben talalhat6. Ebbdl 200 ng/ul koncentracioji mintaval dolgoztam.

4.3.1 DNS hasitas restrikcios endonukleazzal

Gyakran egy DNS szalnak csak bizonyos részét szeretnénk vizsgalni, vagy egy
cirkularis DNS linearizalt forméjaval szeretnénk dolgozni, mas esetben az a célunk, hogy
Osszekapcsolhato DNS fragmenseket hozzunk 1étre — mindegyik esetben az els6 f6 1épés a
nukleazzal torténd DNS hasitds. A nukleazok olyan fehérjék, melyek a nukleinsavak
emésztését teszik lehet6vé. Az endonukleazok a DNS lancon beliil hasitanak, mig az
exonukleazok a lancvégi nukleotidokat hasitjak le. A restrikciés endonukleazok olyan
enzimek, melyek specifikus helyeket — altalaban 4-8 nukleotid részt — ismernek fel a DNS
molekulan, hozzdkdtnek, majd mindkét szal foszfodiészter kotését meghatdrozott helyen
hasitjak hidrolizis révén.[2] Kisérleteim soran restrikcios endonukleazok alkalmazasa volt
indokolt, melyek felismerési helye leggyakrabban palindrom’ szekvencia. Ha a hasitasi hely
a szimmetria kozéppontban van, akkor tompa (blunt) végek, mas esetben ragados (sticky)
veégek képzddnek. A ragados végek kialakitasa hatékonnya €s irdnyitotta teszi az emésztést
kovetben a végek ligaz enzimmel torténd Gsszekapcsolasat.

A restrikcios hasitas in-vitro koriilmények k6zott minden esetben egy optimalizalt
koncentracioban bemért komponensekbdl dsszeallitott elegy elkészitésével valosithatdo meg,
megfeleld hdmérsékleti és pH viszonyok mellett, a sziikséges reakcioidé meghatarozasaval.
Az idedlis kornyezeti tényezOk megteremtéséhez ismerniink kell az adott enzim
enzimaktivitasat, melyet unit-ban® fejeziink ki.

A kisérleteimben felhasznalt cirkularis DNS-ek hasitasat HindIII és Ncol restrikcios
endonukledzok egyiittes alkalmazaséaval végeztem. Mindkét enzim megfelelé mitkddéséhez

sziikséges reakciokoriilmények megteremtése érdekében a gyarto altal biztositott utmutatés

7 kettOs rotacios szimmetriaval rendelkezd
81 unit (u) az az enzim mennyiség, amely 1ug DNS 60 perc alatt torténd teljes emésztéséhez sziikséges
37°C-on, 50pl térfogatban.
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alapjan a Tango fantdzianevii pufferoldatot alkalmaztam reakciokozegként. Az elegyeket 2
oran at 37°C-on sziikséges inkubalni.

A ligalasi reakciok ellendrzésekor Ndel restrikcidés endonukledzt alkalmaztam, ami
az 5’-CA'TATG-3’ szekvenciat hasitja. 20 ul végtérfogatban ~100-200 ng DNS-t kevertem
0ssze 0,5 pl 20 U/ul Ndel enzimmel (NEB) és 2 ul 10xOrange pufferrel. A mintakat 2 6éran

at 37°C-on inkubaltam, az Ndel enzimet 65 °C-on 20 percig inaktivaltam.

4.3.2 Enziminaktivalas

Az enzimek altalanos feladata, hogy katalizaljak az egyébként spontan végbemend
folyamatokat, csak altaluk &tlathatobb reakcididdben gondolkodhatunk. A reagensek
csokkenésével az enzimaktivitas is jelentésen csokken, azonban még sokdig nem szlinik
meg, ezért a legtdbb enzimreakcidt eldre eltervezett, pontosan kiszdmolt és betartott
idokorlattal végezziik. Ha ez az id6 letelik, az enzimeket inaktivalni sziikséges, hogy ne
torténjen nem kivant reakcio.

Az enzimek fehérjék, igy természetes koriilmények kozott is nagyon érzékenyek a
pH vagy a homérséklet megvaltozasdra és mechanikai hatdsra is. Az inaktivalashoz
alkalmazhatok kiilonféle kémiai denaturaloszerek, de mi a legtobb kisérletiink soran
hokezelést alkalmaztunk. Néhany héstabil enzim kivételével ezt konnyedén megtehetjiik a
reakcioelegy felmelegitésével 65-80°C homérsékletre. Ekkor a fehérje térszerkezete
szétesik, denaturalodik, ami jellemzden aktivitasvesztést okoz.

A HindIIl és Ncol enzimek esetében 80°C-on torténd 10 perces inaktivalast

alkalmaztam a hasznalati utasitdsban leirtak szerint.

4.3.3 Ligalas — DNS végek osszekapcsolasa ligaz enzimmel

Ligalas soran két DNS szal Osszekapcsolasaval egy ujat hozunk létre. A két
fragmensnek illeszkedé (komplementer) talnyulassal (ragados véggel) vagy tompa véggel
sziikséges rendelkeznie. Ezt a fragmenseknek az ugyanolyan restrikcios endonukleazzal vald
hasitasa révén érhetjiik el. A ligaz enzim ATP felhaszndlasaval észterkotést hoz létre az 5°
foszfat-, és a 3’ hidroxilcsoportok kozott. Az altalunk alkalmazott T4 ligaz ezen feliil képes
olyan esetben is eredményesen Osszekapcsolni két DNS fragmenst, amennyiben csak az
egyik fragmens 5’ végén helyezkedik el foszfat csoport, mig a masik szdlon mindkét
Osszeillesztendd rész —OH csoporttal végzddik. Amennyiben egyik fragmentum sem
tartalmaz foszfat csoportot, a ligdlds nem megy végbe. Az enzim ezen tulajdonsagat
kihasznalva eldsegithetd a sikeres ligalasi reakcid, amennyiben az inszert végeit

defoszforilaljuk (lasd 4.3.4) majd nagy mértékii molaris felesleget alkalmazunk beldle a
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linearizalt hordoz6 DNS-sel szemben. Ekkor ugyanis a nagy inszert felesleg ellenére azok
nem képesek egymassal 6sszekapcsolddni, csakis a hordozd DNS-sel, utobbi reakcionak igy
megno a valdsziniisége.

Egy tipikus 20 pl végtérfogat ligalasi reakcio Osszeallitasakor 2 pl 10xT4 ligaz
puffert és 0,5 ul 5 U/ul enzimaktivitasi T4 ligaz enzim oldatot mértem 6ssze 50-100 ng
linearizalt DNS hordozoval és a hordozohoz képest 5-10-szeres molaranyu inszerttel.
Ugyeltem 14, hogy a 10xT4 ligaz puffer teljesen kiolvadjon, majd hasznalat eldtt
homogenizaltam. A munkdm soran Osszemért ligalasi reakcional 16 °C hémérsékleten
overnight torténdé inkubalast alkalmaztam. Azért valasztottam a 16 °C-t, mert, ugyan az
enzim lassabban miikodik, de ez a homérséklet optimélisabb a ragados végek kozotti

hibridizacid kialakulasahoz.

4.3.4 Alkalikus foszfataz alkalmazasa

Az alkalikus foszfatdz egy hidrolaz enzim, azaz vizfelvétellel molekulak lebomlasat
katalizalja. DNS rekombinacios eljarasok soran végbontd enzim szerepe van. Kisérletek
igazoljak, hogy egy restrikcios endonukleazzal torténé kezelést kovetéen az elhasadt DNS
fragmensek vége kozott spontan reakcidk folyamdn ismét kialakulhat a kémiai kotés,
ugynevezett onzarddas torténhet. Ezt elkeriilendd, alkalikus foszfataz enzimmel kezeljiik az
elhasitott hordoz6 DNS-t (vektort). Az enzim a korabban emlitett végbonto funkcidjat a DNS
57 végén lévo foszfat-Ccsoport eltavolitasaval tolti be. A folyamatot defoszforildlasnak
nevezziik.

Kisérleteimben a beépiteni kivant DNS-t tartalmazé mintat FastAp alkalikus
foszfataz enzimmel kezeltem, 10xFastAp puffer hozzaadasaval, 5 perc inaktivadsi 1d6t

alkalmazva.

4.4 Polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakci6 a molekularis biologia egyik legismertebb DNS
sokszorositd modszere. Rendkiviil egyszert, hatékony és jol reprodukalhato eljaras. In vitro
tetszOleges DNS darabokat szaporithatunk fel PCR eljaras soran. Ezek a DNS részek nem
lehetnek til hosszuak €s ismerniink kell a DNS szalat két oldalon hatarol6 rovid kodrészletet.
Az eljarashoz sziikséges egy minta DNS szakasz (templat), a DNS polimerdz enzim,
valamint dNTP-k, mint a DNS épitdkovei. A polimerizacio kiindulasi, illetve végpontjait a
DNS egyik, illetve masik szalaval komplementer szekvenciaju oligonukleotid primerekkel
hatdrozzuk meg. A primerek megvalasztasaval vagy tervezésével lehetdség nyilik a

sokszorositott DNS szalvégi modositasara is.

19



Az eljaras kiillonbozé homérsékleten lezajld 1épésekbdl tevodik Ossze, melyek
ciklusosan ismétlddnek. Az elsé 1épés a DNS kettds spiral szalainak szétvalasztasa, azaz a
makromolekula denaturaciéja. A masodik Iépésben az egyszali templat és a primerek
hibridizalédnak. Ez a 1épés jeloli ki a polimerizacié kezddpontjat, annealing-nek nevezziik.
A harmadik, elongaciés 1épésében a polimeraz enzim a primerektdl kiindulva dNTP-k
felhasznaldsaval szintetizalja a komplementer lancot 5°—3’ irdnyba. Az igy képz6dd
kétszalu DNS a kovetkezd ciklusban 0j templatot szolgaltat. Az eljaras soran szintetizalt
termék mennyisége a 2 hatvanyaival ndvekszik, ez az elméleti elvaras. A gyakorlat soran
enn¢l valamivel kisebb a termékképzddés hatékonysaga.

Primertervezés soran iigyelniink kell néhany szabdly betartasara. Minél révidebb
oligonukleotidot tervezziink, csokkentve ezzel a szintézis soran a hibalehetOségeket. A
guanin-citozin tartalom maradjon 60% alatt, ugyanis nagyobb arany esetében a harom
hidrogénhid kialakitasa miatt a szintézis reakcioideje kevésbé lenne kiszamithato. A két
primer optimdlis tapadasi (hibridizacios) hdmérséklete legyen egyméshoz minél kozelebbi
értékek. Ha 0j szekvenciarész beépitését célozzuk meg a PCR-ben, akkor az elsé 1épésben a
primer nem tapad teljes mértékben a templathoz, azonban mindenképp érdemes minél
nagyobb ardnyban tapado részt tervezni. A PCR termékébdl restrikcids endonukledzzal

ligalasra alkalmas DNS fragmentumot tudunk eldallitani.

4.5 Baktériumsejtek transzformalasa, taptalajra szélesztése

A rekombinans DNS vektor replikaciojat baktérium sejtekben végezziik in vivo
sokszorozas céljabol. Ehhez elészor a baktériumsejteket a vektorral transzformaljuk — azaz
bejuttatjuk az Gjonnan létrehozott cirkularis DNS-t a baktériumsejtekbe. Az eljaras
elvégzéséhez kompetens sejtekre van sziikség, melyek képesek befogadni a bejuttatni kivant
nukleinsavat. A kompetens sejteket specifikusan kivalaszthatjuk a célnak legmegfeleldbb
tulajdonsagokkal, leggyakrabban a Escherichia coli torzs kiilonb6z6 fajait alkalmazzak a
laboratoriumi kisérletek sordn. Tobbek kozott egy baktériumsejt lehet nagyfokit DNS
replikacios, vagy akar gyors €s nagy mennyiségl fehérjekifejezé képességii. Ahhoz, hogy
egy baktériumsejt kompetenssé valjon, eld kell késziteni. A sejtfal permeabilizalasa
(atjarhatova tétele) CaClz-oldat hozzaadasaval torténik, majd a sejteket folyékony
nitrogénnel fagyasztva -75°C-on taroljuk. A baktériumsejtek igy hibernalt allapotban
tulélnek, a sejtfalukon pedig apré lyukak keletkeznek, mely utat teremt a transzformalas

soran hasznalt makromolekulanak.
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Baktériumsejtek transzformalési folyamatanal tobbféle modszert alkalmazhatunk. A
legtobb eljaras azon alapszik, hogy a baktériumok stresszhelyzetben plazmidokat vesznek
fel a kornyezetiikbol, hatha azok segitik tulélésiiket. Az 4ltalam alkalmazott
Osszeallitdsokban 50 pl kompetens sejthez ~100 ng DNS-t sziikséges hozzaadni, ezért fontos
majd 1 oran 4t jégen inkubéljuk. Ezt kovetden a sejteket hirtelen elézetesen 42°C-ra
melegitett vizfiirdobe helyezziik at 2 perc inkubalasi 1d6 erejéig. Ezalatt a cirkularis DNS
molekulak bejutnak a kompetens sejtekbe, majd visszatessziik jégre 1-2 percre. Ekkor a
sejtfal bezarodik.

Az eljarast kovetéen valosziniisithetd, hogy megfelelé mennyiségii DNS jutott be a
sejtekbe, igy elkezdddhet azok felélesztése ¢s szaporitdsa. Az ehhez sziikséges
koriilményeket az ugynevezett LB-tapoldattal teremtjilk meg, mely tdbbek kozott
¢lesztOkivonatot és NaCl-ot tartalmaz. Bedllitja az optimalis kémhatast és tartalmazza a
baktériumok metabolizmusdhoz sziikséges anyagokat. A néhany perces jégen inkubalast
kovetéen a mintakhoz 100 pl tapoldat keriil és vizfiirdében 1 6ran at razatjuk a sejteket.

Az altalam alkalmazott pBAD24 hordozo DNS ampicillin rezisztenciat is kdlcsonoz
a sejteknek a benne kodolt B-laktamdz enzimnek kdszonhetden. Ezaltal tudjuk vizsgélni a
transzformalds sikerességét, ugyanis ampicillint tartalmazo taptalajon petricsészékben
szélesztettem a sejteket, ahol azok csak ugy tudnak talélni, ha rendelkeznek a beépitett DN'S
altal kodolt rezisztens tulajdonsaggal. A folyamat soran Agar-Agar téptalaj® tartalmu
petricsészékre igazitjuk el a szuszpenziot. A szélesztés flilke alatt torténik, a kenOpalcat
pedig etanolba martva, majd azt tlizben elparologtatva sterilizaljuk. A mintakat tartalmazo
lemezek mellett kontroll csoportokat is készitiink. (1) Az iires kontrollra nem keriil minta —
ezzel ellendrizziik a steril koriilményeket. Itt nem ndéhet baktériumtelep. (2) A negativ
kontroll esetén életképtelen (az alkalmazott antibiotikumra nem rezisztens, azaz nem
transzformalt) sejteket juttatunk a taptalajra, ezzel ellendrizve, hogy a bakterialis DNS
biztosan nem tartalmazza az ellenallo képességhez sziikséges informaciot. Ezzel az
antibiotikum hatasossagarol is megbizonyosodhatunk. (3) Pozitiv kontrollt olyan
transzformalt sejtekkel végziink, melyekbe nem az Gjonnan eldallitott rekombinans DNS-t
juttatjuk, hanem az eredeti hordozé DNS-t, amely biztosan tartalmazza a rezisztens gént. Ha

minden reakciokdriilmény megfeleld, itt biztosan ndnek baktériumtelepek.

® 100 ml Ampicillin tartalmt LB-Agar lemezhez sziikséges oldat: 1 g tripton, 0,5 g éleszt6kivonat, 1
g NaCl, 1,5 g Agar-Agar por, 100ml-re MilliQ H2O kiegészitésével; 15 perc sterilizalas magas hémérsékleten
és nyomason; kézmeleg homérsékleten 100 pul Ampicillin

21



A petricsészéket 37°C homérsékletli levegdén 1 éjszakan at fejjel lefelé¢ forditva
inkubaljuk. Ezalatt olyan baktériumtelepek noének, amin belil a sejtek azonos
génallomannyal rendelkeznek, és ha nem szamolunk a kis eséllyel el6fordulé6 mutaciokkal,
akkor szaporodasukkal hosszutavon replikaljak az altalunk bejuttatott rekombinans DNS-t
is. A baktériumok az emlitett koriilmények megteremtése mellett 20 percenként osztddnak,
azaz szamuk exponencidlisan né mindaddig, mig elegendd tdpanyaghoz jutnak. Nem szabad
engedni, hogy a telepek til nagyokra néjenek, mert ez megneheziti a kiértékelhetdoséget és a
tovabbi munkat, valamint a kornyezetilkben elbontott antibiotikum miatt egyéb

szatellittelepek is ndhetnek nem rezisztens baktériumokbdl kiindulva.

45.1 Glicerines torzsoldat készitése

A transzformalt baktériumsejteket szeretnénk hossza tdvon is eltarolni ugy, hogy ne
szaporodjanak, viszont ne is pusztuljanak el. Ezt glicerines torzsoldat készitésével
valosithatjuk meg. A glicerin a fagyasztas soran meggatolja, hogy az oldatban jégkristalyok
keletkezzenek, amelyek szétroncsolndk a sejteket. Egy ilyen torzsoldat készitésénél 200 pl
65%-0s glicerint adunk 500 pl sejthez. A laboratdoriumban 87%-os glicerinoldat allt
rendelkezésemre, ezért ebbdl 136 pl-t mértem a mintdkhoz. Homogenizalas utan -75°C-on

taroljuk a sejteket. Ezzel a mddszerrel akar évekig is épségben tulélnek a baktériumok.

452 Sejtfeltaras szonikalassal

Fehérjét taltermeld baktériumsejtekbdl a fehérje tisztitdsanak elsd 1épése a sejtfal
roncsolasa. Ennek egyik jol bevalt modszere a szonikdlds, azaz ultrahangos szovet
homogenizalas. Ennek soran kisfrekvencidji, nagy intenzitdsi ultrahang hullamokkal
kezeljiik a sejteket, miutan azokat reszuszpendaltuk 1 ml 1xBinding Buffer-ben. A puffer 5
mM imidazolt, 0,5 M NaCl-ot (meggatolja, hogy a fehérje a negativ 6sszt6ltésit DNS-hez
kosson), 100 mM Hepes (pH 8,2 - kémbhatas beallitdsahoz, a fehérje megfeleld kozegének)
puffert, valamint 0,1% triton detergenst tartalmaz, mely eldsegiti a baktériumok sejtfalanak
bontasat.

A szonikalas folyamataban szétroncsoljuk a sejteket. A hofejlédés miatt érdemes a
mintakat kozben jégen tartani, elkeriilve ezzel a fehérjék denaturalodasat. Az eljaras soran
vékony titdnfejet alkalmaztam. Az Eppendorf csdvet tigy helyezziik el a jégben, hogy az
stabilan alljon és parhuzamos legyen a szonikalo-miiszer fejjel, melyet allvanyhoz rogzitve
allithatunk be szintén megfeleld pontossadggal, ami azt jelenti, hogy érjen bele a mintaba, de
ne engedjiik a csé aljaig, valamint nem érhet a csé faldhoz sem, mert a rezgések

megolvasztandk azt, és elfolyna a minta. A mintat €s a cs0 stabilitasat folyamatosan figyeljiik
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a szonikalasi fazisok alatt. Ha a minta habosodni kezd, azonnal meg kell szakitani az eljarast.
A kisérleteim soran alkalmazott szonikalasi folyamatban 2 részletben sikeriilt elérni a
sziikséges 9 kort a kovetkezd beallitasok szerint: 50% amplitddon 30 s + 1 perc sziinet
beallitassal 5 kor hajthatd végre. Majd 3x5 perc 1000 rpm centrifugélas, hogy megsziinjon
a buborékosodas, ezt kovetden ismét 4 kor szonikalas a korabban leirtak szerint. Az eljarast
addig folytatjuk, amig a baktériumszuszpenzio attetszové valik.

20 pl mintavétellel a TOTAL (TOT) teljes fehérjetartalmat vizsgaltam. A tobbi
mintat centrifugaltam 4°C-on 10000 g-n 5 percig. Ezéltal a sejtalkotok kiiilepedtek, a
feliiluszobol pedig a SOLUBLE (SOL) oldhat6 fehérjeminta nyerhetd. A centrifugélés
tiledékét ismét 1 ml 1xBinding Buffer-ben felszuszpendaljuk, akkor UNSOLUBLE,
oldhatatlan fehérjemintat is vizsgalhatunk. Mi ezt nem végezziik el, mert a korabbi

tapasztalatok azt mutattdk, hogy ebben mar nagyon kevés a kimutathato fehérje.

4.6 Tisztitasi modszerek

Sokszor nem tudjuk elég hatékonyan felhasznalni a mintankat, vagy nem
végezhetiink specifikus vizsgalatokat, mert az nem elég tiszta. Ez a szennyezddés sokféle
lehet, ha sejtekkel dolgozunk: genomidlis DNS, RNS, fehérjék, de mas molekulak is, mint a
cukrok. A DNS tarolasa tekintetében is célszerlibb minél tisztabb mintat fagyasztani. A
kovetkez6 néhany fejezetben a kisérleteim sordn leggyakrabban haszndlt tisztitasi

eljarasokat mutatom be.

4.6.1 Thermo Scientific™ gélextrakcios készlet

A gélextrakcios tisztitdsi modszer hasznalata gélbdl valo kivagas esetén igen
hasznos, ugyanis megtisztithatjuk a DNS mintdnkat a gélszennyezddéstdl. A hasznélati
utasitas szerint a géldarabkakat tartalmaz6 Eppendorf csovekhez 1:1 ardnyban sarga szinii
Bindig Buffer oldat hozzaadasa torténik. Ebben oldjuk fel a gél anyagat 1 perc melegités,
majd vortex eszkozzel razatas, majd még 2-3 perc melegités alatt. Mini
oszlopkromatografias eljarassal torténik a tisztitds. Ez toltésekkel ellatott szilikat tartalmaz,
anioncserélé oszlopként funkcional, igy koti a negativ toltéstit DNS-t. A mintafelvitel utan
14500 rpm, 1 perc centrifugalas kovetkezik, az atfolyd részt kiontjiik. Az oszlopra tjabb 100
ul Binding Buffer keriil és a mintdkat 1 percig cetrifugdljuk 14500 rpm fordulaton. Az
atfolyo részt szintén eltavolitjuk. A szilikara 700 pl etanollal higitott Wash Buffer keriil, a
mintakat ismét centrifugaljuk. Az oszlopra 30 ul 10 mM Tris (pH 8,5) puffer kertil. 1 perc
inkubalas utan 1 percig centrifugaljuk. Fontos, hogy itt mar ugy kezeljiik a mintat, hogy a

DNS az atfoly¢ részbe kertil.
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4.6.2 Zymo Research Plasmid Miniprep-Classic

A sejtekben sokszorozott rekombindns DNS-tisztitdsara tobbnyire gyartoi
készleteket alkalmazunk. Elsé 1épésben a centrifugalt sejteket tartalmazo tiledéket
visszaszuszpendaljuk oldatba. Erre alkalmas a piros szinti P1 puffer, melybdl 200 pl-t
mériink be. Ekkor még sejtes mintakkal dolgozunk, igy alufolian végezziik a miiveletet és
minden egyes minta utan (m)etanollal tisztitjuk a pipettat és a feliiletet. Vortex-szel segitjiik
az tledék szuszpendalasat, majd, ha teljesen homogén lesz az elegy, atpipettazzuk
Eppendorf cs6be. A kék szinii P2 puffer kdvetkezik, melybdl szintén 200 pl-t mériink be. A
puffer SDS detergenst (polaros és apolaros résszel is rendelkezik — roncsolja a sejtmembrant,
megtorténik a lizis), valamint pH ~ 12 kémhatast biztosito6 NaOH-t (hatdséra kicsapodik a
fehérje, az erésen lugos kozegben szétvalnak a DNS szélai) tartalmaz. Ebben a 1épésben a
csO dvatos forditgatasaval elkeverjiik az elegyet, mig homogén lila szint nem latunk, ez 1-2
percet vehet igénybe, majd kdzvetlen utdna keriil bele a P3 puffer. Ha tobb mintaval
dolgozunk, érdemes egyesével elvégezni a P2 és P3 puffer adagolasat. A P2 pufferrel torténd
kezelést kovetden mar nem beszEliink sejtes kozegrol.

A sarga szinl P3 puffer tartalmaz RN4az enzimet is, igy ezt hiitében taroljuk. Jégecetet
¢és kalium-acetatot is tartalmaz, mely pH ~ 5 szintet allit be pufferhatas révén, igy a DNS
szalak ujra Osszeallnak, valamint kicsapodik a detergens, amire a genomialis DNS is
raaggregalodik, mert az nem tud Gjra 6sszeallni a molekula til nagy mérete miatt. Ebb6l 400
pl-t mériink a mintara. Az Eppendorf csdvet addig mozgatjuk/forgatjuk, mig teljesen eltlinik
a lila szin (5. a) abra), ekkor mar szépen lathatova valik a kicsapott detergens - genomialis

DNS aggregatum ¢és az egy¢b kicsapodott rész (5. b) abra).

a) b)

5. abra: a sejtek kicsapddott és kililepitett tartalma (fotd: Horvat Melinda, 2021).
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14500 rpm fordulaton 4 percig centrifugaljuk a mintat, hogy a szilard tormelék
leiilepedjen. fgy a feliiluszoban nagyrészt csak DNS maradt az 5. ¢) dbrdn lathatoan. A
mintakat azonban tovabb sziikséges tisztitanunk a cukrok és egyéb molekulak elvalasztasa
céljabol. Ez a tisztitasi rész mini oszlopkromatografiaval torténik. Ugyeljiink arra, hogy az
oszlopokra csak a feliilusz6 keriiljon rd, majd fél percig centrifugaljuk magas fordulaton. Az
atfolyo részt ledntjiik és ravissziik az oszlopra a 200ul Endo-Wash puffert. Szintén fél perc
centrifugalas torténik, az atfolyo részt kiontjikk. Rakeriil az etanolos 400ul Plasmid-Wash
puffer, ezt kovetden is fél perces centrifugalas sziikséges, majd ledntjiik az atfolyo részt.

A DNS leoldéasdhoz a kiszerelésben DNA Elution Buffer néven talalhat6 puffer, de
ez 0,1 mM EDTA-t is tartalmaz — ez nem alkalmas szamunkra a kisérleteink soran, mert a
késobbiekben hasitani tervezziik majd a kitisztitott DNS-t — igy ehelyett 10 mM Tris (pH
8,5) puffert alkalmazunk 30 pl részletekben. Miutan felvittiik a puffert, 1-2 percig inkubaljuk
a mintakat, majd ujabb fél perc centrifugalas kovetkezik. Az atfolyd elegy mar csak a tiszta

DNS-t tartalmazza.

4.6.3 PEG Kkicsapas

Cirkularis DNS vektorok genomidlis DNS-t0l torténd tisztitdsara alkalmas eljaras a
PEG kicsapas. Az eljaras polietilén-glikol (PEG) altal torténd vizelvonason alapszik, errél
kapta a nevét is. A folyamat soran azt varjuk, hogy a PEG a genomialis DNS-sel alakit ki
erds kolcsonhatast, a DNS vektor pedig kicsapodik. A PEG vizben és etanolban is jol
oldodik. A PEG-6000 oldatot 1:1 térfogatban mérjiik hozza a tisztitani kivant mintahoz.
Rovid, 30 s razatast kovetden jégen inkubalast alkalmazunk. Kevés genomidlis DNS
szennyezddés esetén hosszabb inkubalasi id6t sziikséges hagynunk, ez nagyjabdl 10 orat
jelent. Az inkubalast kovetden vortexes razatas torténik, majd centrifugalaslas 13500 rpm
fordulattal 4°C-on 1 percig. Megjegyezziik, hogy hogyan helyeztiik be az Eppendorf
csoveket, mert a centrifugalis erd hatdsara a csd kiilsé részére tapad a DNS csapadék. A
centrifugalast kovetden ez megkonnyiti a felsé fazis biztonsagos eltavolitasat. Teljes
mértékben ezt nem tudjuk megtenni, igy eldfordulhat, hogy maradt még PEG a mintankon,
ezt etanollal oldjuk. 200 ul 70 viv% -20°C etanol alkalmazasa javasolt. A -20°C
hémérsékleten tartas azért fontos, mert ezen a hdmérsékleten folyékony kell, hogy legyen az
etanol, ha megfagyott, akkor elparolgott beldle az etanol a nem megfeleld tarolas miatt és
igy nem tudjuk felhasznalni. 5 perc razatds utan ismét centrifugalas torténik 13500 rpm
fordulaton 25°C hémérsékleten 6 percig. Ovatos pipettazassal eltavolitjuk a feliiluszot. A

szilard csapadékot nemigen lehet latni, de bizunk benne, hogy a sziikséges mennyiség az
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alkalmazott csSben maradt. Szabad levegén 30 perc szaritas torténik. Erdemes foliaval
letakarni, hogy csokkentsiik a szennyezddés lehetdségét. Ezt kdvetden még vakuumos
vizsugar-szivattytval segithetjiik az esetlegesen még megmaradt etanol elparologtatasat. A
mintakat visszaoldjuk 20 ul steril dH2O oldatba. Az eljarast kovetéen nagy mértékben

csokken a mintdnk genomialis DNS szennyezddése.

4.6.4 Fenol-kloroform extrakcio

A fenol-kloroform extrakci6 egy folyadék-folyadék elvalasztasi (tisztitasi) modszer,
ahol nukleinsavakat ¢és fehérjéket kiilonithetiink el oldhatosaguk alapjan.

Els6é Iépésben 1:1 térfogataranyban fenol-kloroformot mériink a mintahoz. Majd
vortexszeljiik 30 masodpercig. Mar ekkor lathato a fazisok kiilonvalasa. Ertelemszeriien az
also fazisban talalhato a fehérje, ez sargés szind, a felsé fazisban pedig a DNS. A fels6 vizet
fazist Ovatosan eltavolitjuk. 2,5:1 térfogataranyban 100% EtOH-t mériink a kiilonvalasztott
felsd fazisra és ezt is 30s vortexszeljiik.

Masodik 1épésben -150°C-ra hiitjiik a mintat, ezt folyékony nitrogénnel tessziik. Ezt
kovetden 15 percig 4°C-on 13500 rpm fordulaton centrifugéléast végziink. Kézvetlen ezutan
200 pl hideg 70% EtOH-t mériink a mintakra, ezt is vortexelés koveti. A feliiluszot
eltavolitjuk és vakuum berendezés segitségével még tovabb szaritjuk a mintat, ezt kovetden

alkalmas térfogatba oldhatjuk a DNS-t.

4.7 Fehérjeszintézis indukalasa arabinézzal

Az arabindz cukor lebontasdnak szabalyozéasa sokban hasonlit a lakt6zéhoz. Az ara
opreon tartalmazza az araBAD géneket, melyek az arabindz lebontasdban részt vevo
fehérjéket kodoljak. A lebontd enzimek termelddésével Gsszehangoltan expresszalodik az
altalam vizsgalt pBAD24-His-IMEY# hordoz6 DNS-ben az His-1MEY# cinkujj fehérje is.
Ezért a fehérje termelddésének indukalasat arabinozzal végeztem a kisérleteim soran.

A szakirodalom szerint az arabindzt 0,1%-os (valgjdban 0,1 g/100 ml)
koncentracioban ajanlatos alkalmazni. Ez a rendelkezésemre 4all6 200 mg/ml arabinoz
torzsoldatbol 6,66 mM moldaris koncentraciot jelent. A szdmitasainknak megfelelden 23 pl
torzsoldatot sziikséges bemérni 4,5 ml sejtkultirdba. 37°C-on 3 o6rdn at torténik a
reakcioelegyek inkubdlasa. Ezt kovetden harom részletben centrifugaljuk a mintdinkat
14000 rpm fordulaton 5 percig, a felilluszot mindig eltavolitjuk, Osszegytjtjiik, amit

sterilizalni sziikséges. A sejteket fagyasztva taroljuk tovabbi felhasznalasig.
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., Nem akkor alkottal tokéleteset, ha mar nem tudsz mit

hozzatenni, hanem ha mar nem tudsz mit elvenni belole.’

Antoine de Saint-Exupéry

5 Eredmények

A rendelkezésemre all6 id6 alatt elséként a kisérletek megtervezése, majd a
sziikséges anyagok beszerzése kovetkezett, melyet a kutatdcsoportunk biztositott szamomra.
A reakciok elvégzése a laboratorium-hasznalati szabalyzat ismeretében, a munkavédelmi

biztonsag betartasaval, steril koriilmények kozott zajlott.

5.1 Rekombinans pBAD24-His-1MEY# plazmid DNS létrehozasa

Kutatomunkam soran egyik f6 célom egy olyan in vivo koriillmények kozott stabilan
fennmarad6 rekombinans DNS 1étrehozasa volt, mely tartalmazza az 1MEY# cinkujjfehérjét
kodold DNS szekvenciat, és alkalmazhaté az in vivo fehérje—DNS kolcsonhatasok
tanulmanyozasara. Az I-Block tesztben cirkularis DNS hordozoként erre a célra a pPBAD24

vektort hasznaljak.

a, ‘_' -~ N _1
¥ wen X ¥ X

Ncol Hindlll Ncol HindlIl

PET16b -His-1ME Y# PBAD24

b, \/ v
5..CCATGG...3 5 .. AAGCTT... 3
3'...GGTAC‘C,..5’ 3’_..TTCGAAA...5'

6. abra: a, His-IMEY# inszert athelyezése a pBAD24 DNS hordozdba (2022, PowerPoint program) b, balra
az Ncol és jobbra a HindIII endonukledzok felismerési és hasitasi helye (forrds: international.neb).

A 6. a, abran lathaté a tervezett folyamat vazlatos rajza, ahol a His-1IMEY#
szekvenciat tartalmazo inszert még a pET16b cirkularis DNS hordozoéban helyezkedik el.
Ezt Kkell restrikcios endonukleazzal kivagni és a pPBAD24 vektorba athelyezni ligdz enzim
segitségével. A folyamat elvégzéséhez az emlitett hordoz6t is hasitanunk kell. A hasitasi

reakciok tervezésénél az elsd 1épés a cirkularis DNS szekvencidk részletes vizsgalata volt.
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A 7. abran lathatdo a pET16b vektorbol a His-IMEY# fehérjét kodolo inszert nukleotid
sorrendje, melynek tartalmat elemeztem. A 6. b, dbran talalhatdé Ncol endonukleaz
felismerési €s hasitasi helyét a 7. abran feltiintetett szekvencia 5° vége feldl talaltam meg.
Ez magaban foglalja a zold szinnel jelslt ATG START kodont® is. igy ezt a hasitasi helyet
valasztva a fehérje atirdsanak megkezdése biztositott lesz. A cinkujj fehérje atirdsanak
befejezéséért felelds piros szinnel jelolt TAA STOP kodont kovetd elsd hasitasi hely, ami a
pBAD24 vektorban is megtalalhato, a szintén 6. b, dbran bemutatott HindIII endonukleazé.
A kiemelt dekahisztidin toldalékot kodold szekvencia indokolja a His-1IMEY# elnevezést.
Ez a késoébbi kisérleteim soran alkalmazott hisztidin toldalékot kodolo szekvencia nélkiili
inszertt6l valdo megkiilonboztetést is szolgalja. A hisztidin toldalék szekvencidjat kovetden
helyezkedik el a potencialis ATCUN motivum szekvenciaja a génben (3. dabra), azonban
mivel a fehérjeszintézis az ATG bazisharmastol indul meg, igy a hisztidin toldalék elfedi a
potencialis nukledz aktivitast kifejteni képes ATCUN motivumot. Ebbdl adéddan ezzel a
pBAD24-His-IMEY# DNS hordozéval csak a cinkujj fehérje sejten beliili DNS-kotését

tudjuk vizsgalni, a nukle4z aktivitasat nem.

Ncol deka-hisztidin

| A

... CCATG GC::ATCATCATCATCATCATCATCATCATCA(AGCAGCGGCCATATCGAAGGTCGTCATATGCTGGAACCGGG
CGAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATGCGGTAAATCTTTTAGTCAAAGCAGCAACCTTCAGAAACACCAGCGTACCCAC
ACAGGCGAAAAACCGTATAAGTGTCCGGAATGTGGTAAATCATTCTCGCAGTCTTCGGACTTGCAGAAACATCAACGCA
CCCATACCGGCGAAAAACCGTATAAATGTCCCGAATGCGGGAAGTCATTTTCCCGCAGCGATAACCTGGTTCGCCATCA
GCGTACCCATACTGGTAAAAAAACCTCTTAAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTG
CCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAA
CTATATCCGGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTG
CCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACC
GCATTAAAGCTT,...

Hindlll

7. abra: His-1MEY# fehérjét kodold6 DNS-t tartalmazd pET16b részlet nukleotidsorrendje.

5.1.1 pBAD24 és pET16b-His-1MEY# hasitasa

A cirkularis DNS-ek hasitasahoz az endonukledz enzimeket tehat ugy kellett
megvalasztanom, hogy a hasitasi régiokat mindkét vektor tartalmazza, hiszen csak igy
végezhet6 el késébb a hasitott termékek végeinek Gsszeépitése. Igy az abrakon latottak

szerint HindIII és Ncol enzimekkel allitottam 0ssze a hasitasi reakciokat. A pET16b-His-

10 kodon - harom egymast kivetd nukleotidbol 4116 DNS részlet, amely egy aminosavat kodol
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IMEY# hordozobol kivagott Ncol-His-1IMEY#-HindIIl gént ezt kovetden alkalikus
foszfatdzzal kezeltem (4.3.4 fejezet alapjan), ami eltavolitja a DNS 5’ végein elhelyezkedd
foszfat csoportokat — ennek a ligalasi reakcid soran lesz jelentosége.

A véghezvitt reakciok sikerességét 1m/V% agardz gélelektroforézissel vizsgaltam.

A mintakat tobb zsebbe szétosztva vittem fel. Az eredményt ennek megfeleléen elemeztem.

a! Ncol &HindIm by

o _GE) Ncol &Hindlll
< - -
pET16b + His © pET16b + His
g pBAD24 1MEY# s pBAD24 1 MEY#
5000Dp v - - - !::; - ."
1500 bp w —
—
500 bp w e~
L

!
’

8. abra: a, A hasitasi reakciok 1 m/V%-0s Agar6z gélen vizsgalva; 20ul pPBAD24 (~3100 ng DNS), 34,5 pl
PET16b + His-IMEY# (6900 ng DNS); 1 kbp GeneRuler Plus Marker; 1 ¢6ra futtatdsi id6 100V-on
b, Gélkép a kivagott mintak helyeivel (fotd: Horvat Melinda, 2021).

A pBAD24 HindlIl és az Ncol hasitasi helye kozott 43 bazispar van, ami az emésztési
reakcid soran kihasad. Ez nem valtoztatja meg szignifikansan a DNS eredeti hosszat. Igy a
8. a, abran a gélen lathat6é savok alapjan, a pBAD24 vektor hasitasa sikeres volt: egy
intenziv, ~4-5000 bp koriil megjelend savot lathatunk. Tovabba szépen elkiiloniil a hasitott
linearis vektor 6000 bp koriil, valamint az 1IMEY# fehérje kodjat is tartalmazé kivagott DNS
szakasz 700 bp kornyékén. A 7. dbran korabban bemutatott hasitasi helyek kozott 1évo
szekvencia 650 bp hosszq, igy az elektroforézis soran kapott eredmény nagy valosziniiséggel

igazolja a sikeres hasitasi reakciot a pET16b-His-1MEY# cirkularis DNS esetében is.

Tisztitas céljabol a gélbdl kivagasra keriiltek a mar linearis pBAD24 ¢és a foszfataz
enzimmel kezelt His-IMEY# DNS savokat tartalmazd géldarabkak. A mintavesztés
elkeriilése céljabol a kivagast kovetden ujra megvizsgaltam a gélt. A 8. b, dbran
egyértelmiien megallapithatd, hogy a gélbdl sikeresen kivagtam a mintdk meghatarozé

részeét.

A mintak kinyerése a gélbdl a Thermo Scientific gélextrakcios készlet segitségével
tortént (4.6.1 alfejezet). Ennélfogva csak az eldirastol eltéré vagy specifikus részeket
emelem ki. Mindkét cs6be Binding Buffer hozzaadasa tortént a géltomeghez viszonyitott

1:1 arany szerint, majd megtortént a géldarabkak feloldasa. A leirds szerint megvizsgaltam
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az oldatok szinét és megallapitottam, hogy a hasitott hordozo DNS-t tartalmazoé csében 1évé
oldat nem mutatja az el6irt sarga szint. Ez azt jelezte, hogy nem optimalis az oldat kémhatéasa
a DNS megkotéséhez, ezért 10 ul 3 M natrium-acetatot adtam hozza. A His-1IMEY# DNS-t
tartalmazo mintahoz 50 pl izopropanolt mértem be, el0segitve ezzel a révidebb fragmensek
megkotddését az oszlopkromatografias eljards soran. A negativ t6ltéstit DNS megkotddik az
anioncseréld oszlopon, igy tovabbi centrifugalasi és mosasi 1épések soran megtisztitottam a
DNS mintakat. Végiil 30 ul 10 mM Tris (pH 8,5) pufferoldattal steril Eppendorf csdévekbe

elualtam a DNS fragmentumokat.

A tisztitasi eljaras sikerességét az oldatok abszorbancijanak mérésével igazoltam,
az eredmények az 1. tabldzatban lathatdak. Mindkét minta tartalmaz DNS-t, valamint az
értékek alapjan megallapithatjuk, hogy a mintak tisztasaga megfelelo.

crer

eredmények. Az FA jelolés a His-1MEY# DNS részlet alkalikus foszfataz kezelésére utal.

pBAD24 FA-His-1MEY#
p [ng/ul] 30,1 16,8
Aze0/A2s80 1,58 1,75

5.1.2 pBAD24 vektor és His-1IMEY# DNS inszert ligalasa

A ligalasi reakciokat a 4.3.3 fejezetben ismertetett modon hajtottam végre, a folyamat
vazlatos bemutatdsa a 9. abrdn lathato, ahol a hasitast kovetden létrejott talnyuld végeket is
szemléltetem. Olyan reakcioelegy is sszeallitasra keriilt, melybe 0,12 mM ATP is keriilt,

mivel a pufferoldatban 1évé ATP idével képes elbomlani.

<
P@
His-1MEY#
56740 ) +
pBAD24 pPBAD24-His-1ME Y#

9. abra: A His-1IMEY# inszert és pBAD24 DNS hordoz6 ragadds végeinek illesztése (2022, PowerPoint
program).

A mintakban jelentdsen tobb az inszert DNS tartalom, mint a linearizalt vektor
mennyisége, ezzel is novelve a beépiilés esélyét: az anyagmennyiségek ardnya 1:10
vektor:inszert koriili. Az Ncol-His-1IMEY#-HindIII DNS szakasz alkalikus foszfatazzal

torténd kezelése itt nyer értelmet, mivel a foszfatcsoportok eltavolitasanak készonhetden,
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hiaba lesz a ligalasi elegyekben joval nagyobb aranyban jelen az inszert, mint a hordozé
DNS, mégsem lesz képes a ligaz két inszertet egymassal 6sszekapcsolni (4.3.3). A ligalas
sikerességét a sejtek transzformaldsa, majd a benniik torténéd DNS sokszorositdsa utan
vizsgalhattam, ezért az eredmény a késobbi fejezetekben keriil bemutatdsra. Azt varjuk,
hogy a His-IMEY# fehérje kodja beépiil a pPBAD24 vektorba. Eléfordulhat azonban az is,

hogy a vektorok kapcsolodnak 6ssze egymassal.

5.1.3 DHSo kompetens sejtek transzformalasa
A ligalasi id6 letelte utan és az enziminaktivalast kovetGen, a mintakat jégre
helyeztem, hogy az inkubalas hémérsékletérdl lehiiljenek 0°C-ra, majd a 4.5 fejezetben

ismertetettek alapjan az elegyekkel elvégeztem a kompetens sejtek traszformaldsat. A

szélesztés soran kontroll kisérleteket is végeztem: iires (minta nélkiili), negativ

(transzformalas nélkiili DHS5a sejtek) és pozitiv kontroll (38 ng pBAD24 DNS-sel

10. abra: A transzformalast kovetd inkubalas utan a taptalajokon nétt baktériumtelepek vizsgalata. a, kontroll
b, pBAD24 + FA-1IMEY# ¢, pPBAD24 + FA-1IMEY# + ATP (foto: Horvat Melinda, 2021).

A kontroll mintak vizsgélata a 10. a, dbra alapjan tortént. Az "iires" részen nem
néttek baktériumtelepek. Igy biztos lehettem benne, hogy sterilek voltak a felhasznalt
petricsészék. A negativ kontroll esetén sem nottek telepek. A kompetens sejtek
transzformalas nélkiil nem tartalmaztak az ampicillin rezisztencia kialakitasaért felelds gént,
igy a felvitelt kdvetden elpusztultak, azaz az antibiotikum hatdsos volt. A pozitiv kontroll
kisérletben sok telep nétt, ami megfelelt a vartnak. Ezzel a transzformalas jelentGsebb
koriilményeit ellendriztem. A ligalasi elegyek mind ATP hianyaban, mind jelenlétében
szamos telepet eredményeztek (10. b, ¢, dbra) a taptalajon, az ATP hozzaadasa latszolag

nem valtoztatott a ligalasi reakcio sikerességén.
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A sikeres transzformalast kdvetden a b, és c, jelolési petricsészékrdl kivalasztottam
tartalmazd6 5 ml térfogatt LB tapoldatba. Az inkubalds sordn a szuszpenziok
zavarosodasaval kovethetd a baktériumok szaporoddsa. A megfeleld ODgoo érték elérését
kovetden a sejteket lecentrifugaltam, majd a Zymo Research Plasmid Miniprep-Classic
készlettel végeztem a DNS kinyerését (4.6.2 fejezet). Csupan annyiban tértem el a leirastol,
hogy az RNaz A enzimet tartalmaz6 P3 puffer utan a 2. tdbldzatban lathato 3/1 és 3/2
mintdknal 2 perc, mig az §sszes tobbinél 1 ora inkubaldsi idot hagytam. A tisztitast kovetden
a tiz DNS minta 30-30 ul 10 mM Tris pufferoldatba keriilt. A spektrofotométerrel mért
eredmények kiértékelését a 2. tablazatban foglaltam Gssze. A 3. és 4. minta a rekombinans
pBAD24-FA-His-IMEY# DNS ATP nélkiili és hozzaadott mintait jeloli.

2. tablazat: A DNS mintak koncentracidja és a tisztasagra jellemz6 abszorbancia aranyok

minta 3/1 3/2 3/3 3/4 3/5 4/1 4/2 4/3 4/4 4/5

plng/ul] [312,8 |249,1 |681 74,2 66,1 65,0 73,0 76,9 85,0 90,3

Azeo/Azgo|206  [202 |1,84 |18 |18 |18 |18 |18 [1,8 [1,84

Mar a mért koncentracid és Azeo/Azso értékeket elemezve is valdsziniisithetd volt,
hogy a 3/1 és 3/2 mintdk RNS szennyezddést tartalmaznak, ezért is hagytam a tobbi mintanal
hosszabb inkubacios id6t az RNS bonto enzimet tartalmazo puffer oldatban. Az ezt koveten
mért értékek igen igéretesek mind tisztasdg, mind DNS koncentraci6 tekintetében. A mintak
tisztitasanak és a cirkularis DNS kinyerésének sikerességét 1 m/V% agardz
gelelektroforézissel vizsgaltam.

A 11. abran a 3/1 és 3/2 mintak gélképe igazolta a varakozasomat: 75 bazispar kortil
kis intenzitdsti savok lathatdak, ez valdsziniileg a mar emlitett RNS szennyezddésnek
tulajdonithato, ugyanis az ezt kdveté 3/3...4/5 mintanal mar nem mutat szennyez6dést a

rovidebb mérettartomanyban, igy a hosszabb RNaz A kezelés hatasos volt.
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pBAD24 + His-1MEY#
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[ N F

fc'_: 2 _ATP +ATP -jc'_;
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5000 bp s— E_:.
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75 bp -

11. abra: Ligalasi reakciot kovetd pBAD24-His-1IMEY# DNS-ek vizsgalata | m/V %-os Agar6z gélen. A 3/1
és 3/2 mintabdl 5-5, mig a tobbi mintabol 2 pl lett a gélbe toltve. Marker: 1 kbp GeneRuler Plus; 100V-on
futtatva 30 percig Referenciaként az eredeti pPBAD24 DNS hordozot alkalmaztuk

Minden minta esetében intenziv savokat latunk 3000 bp kornyékén, ezek feltehetéen
szuperhelikalis forméju rekombinans DNS vektorok. Enyhe sdv latszik szintén minden
minta esetében 5000 bp (linearis konformacio) és 10000-20000 bp (nyilt cirkularis

konformécio) kornyékén.

514 pBAD24 vektor és His-IMEY# fehérjét koédolé DNS inszert ligalasi

sikerességének vizsgalata

A korabbi gélképeken a kiilonféle megjelenési alakok miatt nem tudtam megfeleléen
vizsgalni a vektorokat, ezért linearizaltam azokat. Erre tobbféle modszer is alkalmas. En azt
valasztottam, hogy egy, csak az IMEY# fehérje génjét tartalmazo inszert részben jelenlévo
hasitési helyen, Ndel restrikciés endonukledzzal hasitottam minden mintat. Ezt kdvetden
lathattam, hogy az inszert valoban beépiilt a hordozoba vagy sem, hiszen, ha nem hasad el,
akkor a DNS az IMEY# fehérje génjét sem tartalmazza. Ezenkiviil még hasithatnank olyan
helyen is, ami az eredeti pPBAD24 vektorban és az IMEY# részben is jelen van, igy 2 linearis
fragmentumot lathatnank. Lehetett volna ismét hasitani a HindIII és Ncol enzimekkel, akkor
is 2 linearis fragmentumot kapnék, és ezzel visszanyerném a 650 bp hosszu inszertet is, ha
az beépiilt. Tovabba PCR mddszerrel is vizsgalhatnank a mintakat, ehhez viszont primereket
sziikséges tervezni.

Az Ndel hasitasi reakciokban 12. dbrdn lathatéan a mintak mellett a pET16b-His-
IMEY# pozitiv kontrollként szerepel, mert az biztosan tartalmazza a kivalasztott hasitasi

helyet, a pPBAD24 pedig a negativ kontroll, mert az biztosan nem.
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pBAD24 + His-1MEY# &

<t :F .

g |8 -ATP +ATP S ¥ 5

Tl < = | <

S | D [31(32|33|3/4 (35|41 4243|4454 S

1500 bp =

12. abra: Ligélasi reakciot koveté Ndel enzimmel kezelt pBAD24-His-1IMEY# DNS-ek vizsgalata 1 m/V %-
os Agardz gélen. Marker: 1 kbp GeneRuler Plus; A futtatas 45 percig 100 V-on tortént.

A pBAD24 vektor nem hasadt el, ugyantgy 20000 bp felett latunk
multimer/konkatemer DNS savokat. A pET16b-His-1IMEY# vektor elhasadt, igy ennek
linearis formajat 6000 bp (5985 bp) koriil latjuk. A 3/3 mintaktol kezdédéen kissé
fragmentalodott allapot lathatd. Az Osszes mintanal megfigyelhetd az 5000 bp koriili
intenziv sav. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az altalam vizsgalt sszes telepet olyan
baktériumsejtek alkottak, melyeknél sikeres volt a rekombindns DNS beépiilése, és ebbe
szintén sikeresen épiilt be az inszert.

A mintdkat tovabb tisztitottam PEG-kicsapassal (4.6.3 fejezet), hogy a lehetd
legkevesebb genomialis DNS maradjon benniik. Ezt végeztem. A tisztitast kovetd DNS

koncentraciok a 3. tdblazatban lathatok:

3. tablazat: A mintak koncentracioja és tisztasaga a PEG kicsapast kovetéen

minta 3/1 3/2 3/3 3/4 3/5 4/1 4/2 4/3 4/4 4/5

plng/w] 470 |61,2 |284 [370 31,8 [356 (395 51,8 [629 |[721

Apeo/Aze0l 1,78 [1,75 169 1,71 |17 1,76 |17 1,78 |18 [1,73

A mintdk tisztasaga megfeleld, és lathatdan mindegyik tartalmaz DNS-t.
Szekvenalasra a 4/4 és 4/5 mintakat kiildtiik el, mert a méréseim azt mutattak, hogy ezekben
van a legtobb rekombinans cirkuldris DNS. A szekvenalashoz a pPBAD24 DNS hordozohoz
tervezett AK92 primert hasznaltuk, ami az Ncol hasitasi hely el6tt 64 bp-ral helyezkedik el,
igy idedlis a reakcié szempontjabol. Az eredmények alapjan mindkét szekvenalas 100%-0s
egyezest mutatott a vart szekvenciaval (13. dbra). A kromatogram értelmezhetd tartomanya
40 bp-ral az Ncol hasitasi helyet megel6éz6en, és 70 bp-ral a HindIII hasitasi hely utan ér
véget, igy a teljes beépitett szakasz épségérdl megbizonyosodhattunk. A tovabbiakban a 4/5
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mintaval dolgoztam és ezt nevezem innent6l pBAD24-His-1MEY#-nek, a beldle kifejez6d6
fehérjét pedig His-1IMEY#-nek.

v

4 iy B "

[ pBAD24-His 1IMEY# 4.4 sequencing

1128 12k 1250 1.3k 1350 1.4k 1450 1.5k 1550 16k 1650 1.7k 1750 1.8k 1850 1.9k 1950 2

13. abra: A pBAD24-His-1MEY# DNS hordozo vektor térképe UGENE programban abrazolva. Sarga hattér:
4/4 minta szekvenalasa, lila hattér: 4/5 minta szekvenalasa.

5.2 Rekombinins pBAD24-1MEY# DNS kialakitasa

A mar emlitett dekahisztidin toldalék a His-IMEY# fehérjében ,elfedi” az ATCUN
motivumot, ami a nukledz szerepét tolti be az IMEY# cinkujj fehérjében, ezért irtuk azt
korabban, hogy ez a konstrukci6 csak a cinkujj fehérje DNS kotésének tanulmanyozasara
lehet alkalmazhato. Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai soran igazolta, hogy lehetséges
szelektiven hidrolizalni a His-toldalékot a mér kifejezett His-1MEY# cinkujj fehérjérol Ni%*-
1onokkal, ezzel kialakitva az ATCUN motivumot, de ez a reakcio tesztcsokisérletben 50 °C-
on és pH 8,2-n jatszodik le hatékonyan, fizioldgias koriilmények kozt a 100%-os konverzid
elérése 7 napnal tovabb tartott.[23] Mivel nem tudjuk mekkora valosziniisége van annak,
hogy a ni(ll)-indukalt szelektiv peptid hidrolizis hatékonyan lejatszodik sejten beliil, igy
elhataroztuk, hogy megkiséreljiik oly modon éttervezni a fehérje génjét, hogy a kifejez6dés
soran kozvetleniil az ATCUN motivummal induljon a szekvencia. Amennyiben ezt meg
tudjuk valésitani, csak akkor lehetséges, hogy a nukledz aktivitasat is kozvetleniil teszteljiik
sejten beliil az IMEY# fehérjének. Amint az irodalmi attekintésben emlitettem, egy
peptidszekvenciat akkor nevezhetiink ATCUN motivumnak, amennyiben az N-terminalis
veégtdl szamitott 3. pozicidoban hisztidin talalhat6. Habar elsére nem tlinik bonyolultnak egy
ilyen gén kialakitasa, azonban figyelembe kell venniink, hogy a fehérjék kifejezédése mindig
metioninnal indul az ATG start kodont6l. Ezt a metionint a sejt poszttranszlacios modositas
soran képes lehasitani, de ez nem minden esetben kovetkezik be, és nincs altalanos szabaly
arra, hogy milyen fehérjeszekvencidknadl marad rajta a fehérjén. Az 1IMEY# cinkujj
fehérjében az ATCUN motivumot az SGHI szekvencia alkotja és szakirodalmi adatok
alapjan az esetek 80%-ban lehasad a fehérjekifejez6dést kovetden a metionin, amennyiben
az azt kovetdé aminosav szerin, igy els6ként olyan terveket dolgoztunk ki, ahol a fehérje

szekvenciaja MSGHI-vel indul.[31]
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5.2.1 Az IMEY# DNS szekvencia sokszorositasa PCR-ben

PCR segitségével terveztem a His-IMEY# fehérjét kodold6 DNS szekvencidjanak
modositasat. Ehhez el6szor forward és reverse primereket terveztem, melyek egyike a
PET16b-His-IMEY# vektorban a kifejezend6 fehérje nukledz funkciot kodoldé DNS
rész€éhez kot, ezaltal a polimerdz enzim onnan kezdhette a sokszorositdst. Az eredeti
PET16b-His-1IMEY# szekvenciabol a dekahisztidin és a kezdeti szerin aminosav kodjal
kozott 1évo 3 nukleobazis is kiesett, és egy START kodont (metionint) terveztem a helyére.
Valamint a forward primerbe tervezésre keriilt egy EcoRI (5 — G*AATTC — 3°) hasitasi
hely, ugyanis ez jelen van a pPBAD24 vektorban is, igy lehetévé valik a késdbbi ligalas. A
reverse primert teljes mértékben tapadd nukleotidtartalommal terveztem HindIIl (5° —
A*AGCTT — 3°) hasitasi helyet és a STOP kodont is beleértve. A leirtaknak megfelelden a
tervezett primerek a 14. dbran lathatoak. A forward primer tapadéd részét sziirke hattérrel

emeltem ki.
EcoRI Ser Gly His lle

SGH-1MEY # forward primer: 5’ -AAGAATTEATGAGCGGCCATAT-(\GAAGG-3’

SGH-1MEY# reverse primer: 5’ -CTTATCATCGA AAGC! ,IAATGC-3’

Hindlll

14. abra: A tervezett oligonukleotid primerek szekvenciaja.

A primerek jellemz6 adatait az OligoCalc weboldalon ellendriztem. Ezeket a 4.
tabldazatban foglaltam 6ssze. A forward primer esetében a tapado részre ¢€s a teljes primerre

kiilon-kiilon szamoltam optimalis tapadasi homérsékletet és G-C tartalmat.

4. tablazat: A PCR reakcidhoz tervezett primerekre jellemz6 relevans tulajdonsagok

MSGH-1MEY# forward MSGH-1MEY# reverse
hossz [nt] 28 24
GC tartalom [%] 59-46 33
tapadasi hém. [°C] 49,5-59,9 50,6
tapado rész hossza [nt] 17 24
extra rész hossz [nt] 11 -

crer

Phusion polimerdz enzimet valasztottam, mely kiemelkedd pontossdggal masol a TAQ

36



polimerazhoz képest, igy elméletileg ugyanazt a bazissorrendet kell visszakapnunk az eljaras
végeztével sokszorositott DNS-ben. Mivel a Phusion polimeraz enzim jol viseli a magas
homérsékletet, nem inaktivalhatd hokezeléssel. Az enzim 30 masodperc alatt koriilbeliil
1000 nukleotidot képes masolni, ennek megfelelen kell beallitani az elongacios 1épés idejét.
A PCR elegy 0sszeallitasa az 5. tablazatban, mig a reakciokorilmények a 6. tabldazatban
lathatoak. Mindkét primer szamara legoptimalisabb tapadasi hdmérsékletet a ThermoFisher

Scientific weboldalon szamoltam ki a forward primer teljes hosszaval.

5. tablazat: A PCR elegy 0sszeallitasa. 6. tablazat: PCR reakciokoriilmények
bemérendd minta térfogat [pl] . lejatszodo hém. id6 e
fazis o ismétlés
st. dH,0 30 folyamat [°C] | [sec]
Phusion Buffer HF 10 L 98 30 1
dNTP mix 4 2. denaturacio 98 10
forward primer 2’5 3. primertapadés 54 30 30
reverse primer 2,5 4, polimerizacio | 72 30
pET16b-1MEY# vektor 0,5 5. ismétlés 2-4 fazisokat
Phusion polimeraz 0,5 6. final extension | 72 240 1
0SSz 50 7. 10 0

A final extension 1épésnél még befejez6dik a mar elkezdett termékek
polimerizacidja. A 7. 1épésnél a késziilék 10°C-on tartja a mintakat kikapcsolasig. A PCR
eredményét gélelektroforézissel vizsgaltam. A mintak 100 V-on 30 percig futottak, az

eredmeény a 15. dbrdn lathato.

PCR
termék

" ( Marker

5000 bp A

—

—_—
1500 bp

——
500bp w—
—

15. abra: PCR reakcio eredménye 1 m/V %-os agardz gélen vizsgalva Marker: 1 kbp GeneRuler Plus; A
futtatas 45 percig 100 V-on tortént.

Jol lathato, hogy a PCR sikeres volt, és legnagyobb mennyiségben a 600-650 bp
koriili sokszorositott DNS fragmensek vannak jelen. Ez megfelel a varakozdsomnak, a

mintaval folytathattam a tovabbi kisérleteket. A gélen egyébként 4000 bp kornyékén
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megfigyelhetd a kiindulasi DNS superhelikalis valtozata, illetve lathatunk 1100 bp és 450

bp kortil is kis intenzitast savokat.

5.2.2 Rekombinans DNS létrehozasa a PCR terméket felhasznalva

A sikeres PCR-t kovetéen a terméket és a pBAD24 vektort HindIII és EcoRI
restrikcids endonukleazokkal hasitottam. A PCR terméket alkalikus foszfatazzal kezeltem,
hogy elkeriiljem a tobb inszert Osszekapcsolodasat. A hasitds sikerességét 1% agar6z

gélelektroforézissel vizsgaltam (16. dbra).

a y [ 5 EcoRI &Hindlll . b y[ s EcoRI &Hindlll .
£ [FA-MSGH- = £ |FA-MSGH- =
S | uEve | pBAD24 [ 8 S [ eve | PBAD24 | 8
21226 bp Wl [ v : ~
5148bp g ™ -
e @ = EFe 1=
2027 bp ww -
947 bp
564bp

16. abra: a, A PCR termék és a pPBAD24 vektor HindIII és EcoRI enzimekkel torténd hasitast koveto b,
gélbol kivagast kovetd gélképe 1 m/V %-os agardz gélen vizsgalva Marker: A EcoRI HindIII marker; A
futtatas 45 percig 100 V-on tortént.

Lathatjuk a PCR terméket tartalmazo zsebnél az MSGH-1MEY# fehérjét kodolo
szakaszt 650 bp kornyékén. A pBAD24 vektor hasitasa sikeres volt, a legintenzivebb ~ 4500
bp sav a linearis formdhoz rendelhetd. A DNS mintdkat kivagtam a gélbdl, majd
gélextrakcios tisztitast hajtottam végre. A mintakat 20ul 10 mM Tris pH 8 pufferben
eludltam az oszloprol. A tisztitdst kovetden a 7. tablazatban Osszefoglaltak szerint
spektrofotométerrel ellendriztem a mintdk DNS tartalmat, valamint a DNS

tomegkoncentraciokbol molaris tomeget €s molaris koncentracidt szamoltam.

7. tablazat: DNS koncentraciok és tisztasaguk; a szdmolt molaris tdmeg €s molaris koncentraciod

FA-MSGH-1MEY# hasitott pBAD24
o [ng/nl] 421 336
Aszsol Ao 1,87 1,85

A linearizalt pBAD24 DNS hordozot és az inzertet 1:5 molaranyban ligaltam a
korabbiaknak megfeleld protokoll alapjan, majd 5-5ul részletekkel transzformaltam DH5a

kompetens sejteket, és a sejtszuszpenziokat ampicillin antibiotikumot tartalmazo taptalajra
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szélesztettem. Negativ kontrollként ilires DHS5a sejtet, pozitiv kontrollként pBAD24
plazmidot, ligalasi negativ kontrollként inzert nélkiili dupla hasitott pPBAD24 DNS hordoz6t

is alkalmaztam. (17. dbra)

a,

17. abra: A transzformalast kovetd a, DH5a és tires kontroll; b, pozitiv kontroll és ligalas negativ kontroll; c,
pBAD24 + FA-EcoRI-MSGH-1MEY#-HindIII ligalasi reakcio.

A 17. a, abran lathato kontroll részek a vartnak megfelelden alakultak, mig a b,
részen a ligalasi negativ konrtollon nétt néhany telep. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
dupla hasitas nem volt 100%-os, igy lehet a reakcidelegyben néhany egyszeresen elhasitott
pBAD24 DNS hordozé is. A tényleges ligalési reakcio szamos telepet eredményezett, ezek
koziil kettot atoltottam ampicillin-tartalma LB tapoldatba, mindkét mintabol készitettem

glicerines torzsoldatot, majd a sejtekbdl kinyertem a DNS hordozdkat a korabbiaknak

crer

crcr

pBAD24-MSGH-1MEY#
minta 1. transzformalds | 2. transzformalas
ppeaD24 [ng/ul] | 74,5 57,6
AosolAzgo 1,89 1,89

A ligalas sikerességét PCR-sokszorositassal ellenériztem a korabban szekvenalashoz
mar felhasznalt AK92 és AK155 primerek segitségével. Kontrollként az eredeti pBAD24
DNS hordozorol is sokszorositottam fragmenst. A PCR reakcidelegy Osszedllitdsa a 9.

tabldazatban, a reakcidokoriilmények pedig a 10. tablazatban lathatdak.
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9. tablazat: A PCR reakcitelegy Osszeallitasa

10. tablazat: PCR reakciokorilmények

bemérendd minta térfogat [ul]

st. dH.0 35

5x DreamTaq Buffer 5

dNTP mix 10 mM 5

forward primer (AK92) 2

reverse primer (AK155) 2
pBAD-MSGH-1MEY# 05

vektor

DreamTaq polimeraz 0,5

0SSz 50

tiis lejatszodo hém. id6 métles
folyamat [°C] [sec]

1. 95 120 1

2. denaturacio 95 30

3. primertapadas | 52 30 30

4. polimerizacid 72 60

5. ismétlés 2-4 fazisokat

6. final extension | 72 240 1

7. 10 0

A PCR termékeket 1% agardz gélelektroforézissel vizsgaltam (18. dbra). A

pBAD24-161 az elvart 150 bp-0s fragmens sokszorozodott, mig az elsé mintaban nem lathatd

sokszorositas. A masodik mintarol sokszorozodott PCR termék hossza 700 bp kornyékén

mozog, ami megfelel az elvardsainknak, igy ezt a mintat megvizsgaljuk szekvendldssal is.

| < -
gl 3 g
—| N
Gl <| x| x| &
ol O O
= ol al al =
21226 bpﬁ [~ &
5148 bp .-
2027 bp bt >--
947 bp
564 bp “
-

18. abra: PCR-ben sokszorositott termékek vizsgalata 1 m/V %-os agaroz gélen. Marker: A EcoRI HindIII
marker; A futtatas 30 percig 100 V-on tortént. A PCR1. és PCR2. mintak a két transzformalast jelolik.

Ebben az esetben forward és reverz irdnyban is elvégeztiik a szekvenalasi reakciot

ugyancsak az AK92 és AK 155 primereket hasznalva (19. dbra). Mindkét esetben

értékelhetd kromatogramot kaptunk a teljes tartomanyéaban a beépitett inszertnek, és mindkét

esetben 100%-os egyezés volt az elméleti DNS szekvenciaval, igy kijelenthetd, hogy sikeriilt
eléallitani a pPBAD24-MSGH-1MEY# DNS hordozot is.
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19. abra: A pBAD24-MSGH-1IMEY# DNS hordoz6 vektor térképe UGENE programban abrazolva.
Rozsaszin hattér: forward szekvenalds, narancssarga hattér: Reverz szekvenalas

b

5.2.3 Cinkujj fehérjék kifejezédésének ellenérzése

Miutan mindkét DNS-t sikeresen elallitottuk, megvizsgaltuk, hogy lehetséges-e a
fehérjék taltermeltetése az I-Block rendszerben hasznéalatos ER1821ALacl sejtekben. Els6
lépésben transzformaltuk a sejteket az eldallitott DNS-ekkel (4.5 fejezet), majd a
sejtszuszpenziokat ampicillin tartalmu petricsészéken egy éjszakan at inkubaltuk. Ezt
kovetden 1-1 telepet atoltottunk 5 ml antibiotikum tartalmu tapoldatba és ODeoo ~ 0,3 érték
eléréséig inkubaltuk a mintakat 37 °C-on. Miutan kelléen bezavarosodtak a tapoldatok 0,1%
arabindzzal indukdltam a fehérjeszintézist, majd 4 6ran keresztiil rdzattuk 150 RPM-en
37 °C-on az elegyeket. Kontrollnak megvizsgaltuk az iires pBAD24 DNS hordozét, a
pB6ZA nevii I-Block pozitiv konrtoll DNS-t, amivel Kiss Antalék kutatocsoportjanak
sikeriilt fehérje-DNS-kolcsonhatast kimérnitik.

Az indukalas utdn a sejteket centrifugalassal iilepitettem, reszuszpendaltam
1xBinding Buffer oldatba, majd jégen torténd szonikéaldssal megkezdtem a feltarast. Az
oldhatatlan sejtalkotokat ezutan centrifugalassal iilepitettem, és mintat vettem a feliiluszobol
(soluble) melyeket 16,5 m/V% SDS-poliakrilamid gélen elektroforézissel vizsgaltam (20.
abra). A 2xCB (Cracking Buffer) oldat SDS detergenst (fehérjék denaturalasara alkalmas)
és P-merkaptoetanol redukaloszert (a fehérjeszerkezetben el6forduld cisztin-hidak
megsziintetéséhez) tartalmaz. A mintdkat 5 percig 95°C-on inkubdltam, majd 2 perc
centrifugalds utan felvittem azokat a gélre. A futtatdsnal Thermo Scientific Unstained
Protein Molecular Weight Markert alkalmaztam. Tovabbi kontrollként korabban mar kinyert
és tisztitott LIMEY# cinkujj fehérjét is felvittem a mintak mellé a gélre, hogy az eredmény
kiértékelésénél legyen viszonyitasi alap. A futtatas 70 V-on fél o6ran at, majd 120 V-on 4

oran keresztul tortént.
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pBAD24-His- | pBAD24-
IMEY#  |MSGH-1MEY#

20. abra: Fehérje taltermeltetés ER1821ALacl sejtekben 16.5 m/V %-0s Tricin-SDS-poliakrimalid gélen
vizsgalva. Marker: Unstained protein marker Referencia: Ni-NTA tisztitott IMEY#

A gélképen jol megfigyelhetdé a His-IMEY# fehérje tultermelddése arabinoz
jelenlétében, azonban a pPBAD24-MSGH-1MEY# DNS-hordozordl nem lathato intenziv
fehérjesav a referenciaként hasznalt IMEY# fehérjével azonos mérettartomanyban. Ami
ennél még meglepdbb, hogy a pozitiv kontrollnak szant pB6ZA DNS hordozorol sem
sikeriilt megfigyelni a 6ZA cinkujj fehérje taltermelddését, pedig Kiss Antal kutatdcsoportja
ezt alkalmazza pozitiv kontrolnak az I-Block kisérletek sordn. Ez alapjan elképzelhetd, hogy
kis mennyiségii fehérje kifejezddik, csak a taltermelddés nem lathatd. Ettdl fliggetleniil nagy
valdsziniiséggel a tapasztalt jelenség nem a pBAD24 DNS hordoz6 optimalis miikodésére
utal, aminek feltehetéen az az oka, hogy tl rovidre terveztik meg az MSGH-1IMEY#

esetében a promoter utan a metionin inditd szekvenciat.
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5.3 Rekombinans pBAD24-acc-MSGH-1MEY# DNS kialakitasa

A korabbi kisérletsorozatunk eredménye alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy sziikségessé valt egy olyan rekombinans DNS kialakitasa is, melynél hosszabbra
hagyjuk a metionin indit6 DNS szekvenciat. Ezért harom nukleotid (21. dbra: acc rész)
hosszusagu DNS szekvenciat épitiink be a fehérjekifejezédést inditdé nukleotidhdrmas elé,
mivel a hisztidin toldalékkal ellatott fehérje ilyen konstrukcioban sikeresen kifejezhetd és

taltermeltethetonek bizonyult.

EcoRI Ser Gly His lle

I_A_\

MSGH-1MEY#: 5 '-AAGAATTCATGAGCGGCCATATCGAAGG-3’

acc-MSGH-1MEY#: 5-AGAATTCACCATGAGCGGCCATATCG-3’

21. abra: pPBAD24-MSGH-1MEY# és pBAD24-acc-MSGH-1MEY# DNS hordozdk promoter régidjanak
Osszehasonlitasa

Amennyiben ezzel a tervezett modositott DNS-sel sikeriil fehérje taltermelddést
eléidézni, megkiséreljiik gélbol kivagni a kapott terméket, és tomegspektrometrias
vizsgalatokkal detektalni, hogy a varakozéasainknak megfelelden lehasadt-e a fehérjérdl a
metionin, azaz kialakult-e a fehérje N-terminalis végén az ATCUN motivum. Amennyiben
ezt sikeriil igazolnunk, a kialakitott DNS alkalmas lesz sejten beliili kisérletekben a nukleéz

aktivitas vizsgalatara.

53.1 Az acc-MSGH-1MEY# DNS szekvencia sokszorositasa PCR-ben

Els6 1épésben polimerdz lancreakcidban sokszorositottam a modositott inszert DNS
szekvenciat. Ehhez a 21. abrdn lathaté acc-MSGH-1MEY# forward primert és a korabbi
rekombinans DNS kialakitasahoz tervezett reverse primerbdl kiindulva a HindIII hasitési
hely utan néhany bazispar beépitésével kialakitott primert terveztem meg €és hasznaltam fel

a reakcid soran.
MSGH-1MEY#: 5'-CTTATCATCGATAAGCTTTAATGC-3’

acc-MSGH-1MEYH#1MEY#: 5’-TAAC€AGCTI'AAGAGGI TTTTTTACCAGTATG -3’

HindllI

22. abra: pPBAD24-MSGH-1MEY# és pBAD24-acc-MSGH-1MEY# kialakitasahoz sziikséges reverse
primerek 6sszehasonlitasa
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A primerek jellemz6 adatait az 5.2.1 fejezetben mar emlitett médon, az OligoCalc

weboldalon ellendriztem. Ezeket a 11. tdbldzatban foglaltam Ossze.

11. tablazat: A PCR reakcidhoz tervezett primerekre jellemzd relevans tulajdonsagok

acc-MSGH-1MEY# forward | acc-MSGH-1MEY# reverse
hossz [nt] 26 32
GC tartalom [%] 50-59 31-32
tapadasi hém. [°C] 60-50 56,7-51,1
tapado rész hossza [nt] 17 25
extra rész hossz [nt] 9 7

A primerekre jellemzd adatok alapjan és a 2.5.1 fejezetben részletezett okokbol

valasztott polimeraz enzimmel Osszemértem a PCR elegyet (/2. tdbldzat), az alkalmazott

reakciokoriilményeket pedig a 13. tdbldzatban lathatjuk. Mindkét primer szaméara

legoptimalisabb tapadasi hémérsékletet ez esetben is a ThermoFisher Scientific weboldalon

szamoltam ki a forward primer teljes hosszaval. A reakcid sikerességét agardz

gélelektroforézissel vizsgaltam. (23. dbra)

12. tablazat: A PCR clegy 0sszeallitasa.

13. tablazat: PCR reakciokoriilmények

bemérendd minta térfogat [ul] 4z lejatszodo hém. id6 o
azis o ismétlés
st. dH,0 295 folyamat [°C] [sec]
5xPhusion Buffer HF 10 L 94 240 1
2.5 mM dNTP mix 4 2. denaturacid 98 15
10 uM forward primer 25 3. primertapadas | 55 30 30
10 uM reverse primer 2,5 4. polimerizaci6 | 72 30
pBAD24-MSGH-1IMEY# | 1 5. ismétlés 2-4 fazisokat
Phusion polimeraz HF 0,5 6. final extension | 72 240 1
0SSz 50 7. 10 )
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Marker
PCR termék

5000 6P Kt

1500bp  A—

500bp  e——
S—

23. abra: PCR reakcid eredménye 1 m/V %-os agardz gélen vizsgalva Marker: 1 kbp GeneRuler Plus; A
futtatas 30 percig 100 V-on tortént.

A gélképen intenziv savként jelenik meg 300-400 bazispar kozott a sokszorozodott
DNS szakasz. Ez megfelel a varakozdsunknak, ugyanis a tervezettek szerint az igy
létrehozott 1) inszert DNS hossza 327 bp. A mintan fenol-kloroform extrakcidval tisztitasi
1épéseket végeztem el a 4.6.4 fejezet alapjan. Nanodrop méréssel pedig megallapitottam a
minta DNS tartalmat, ez p = 102,8 ng/ul, a tisztasdgra vonatkoz6 abszorbancia hanyados

pedig A260/A280 = 1,81.

5.3.2 Rekombinans ,,acc” DNS létrehozasa a PCR terméket felhasznalva

A sikeres PCR-t kovetden kettés hasitast végeztem az 0j mintan. A HindIII és az
EcoRI hasitasokkal lehetové tettem az inszert hordozd DNS-be torténd beépitését. A
reakciokoriilmények kioptimalizalasaval a két restrikcids endonukledzzal egyidejlileg
végeztem a reakciot, majd a mar jol bevalt modszerrel, FastAP jelenlétével, defoszforilaltam
a hasitott DNS fragmensek végeit, hogy alkalmas legyen a ligdlasi reakcidban torténd

felhasznalasra.

14. tablazat: DNS koncentraciok és tisztasaguk; a szamolt molaris tomeg és molaris koncentracié

EcoRI és HindIII hasitott DNS FA-acc-MSGH-1MEY# pBAD24 vektor
p [ng/ul] 102,8 249

¢ [nM] 480 85

Azs0l Azso 1,81 1,83

A 14. tablazatban feltiintetett adatok alapjan 1:1 és 1:25 mdlaranyban osszeallitottam

a ligalasi reakciot 20ul végtérfogattal. A mintakat ketté osztva az inkubalasi id6 22°C-on 1
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oran at, valamint a masik mintasorozatnal 16°C-on overnight tortént. Ezt kovetden a négy
féle mintaval 5-5 pl részletekkel ER1821ALacl kompetens sejteket transzformaltam. A
szuszpenzidkat ampicillin antibiotikumot tartalmaz6 taptalajra szélesztettem, majd

megvizsgaltam a pléteket. (24. dbra)

24. abra: A transzformalast koveté a, DH5a, és iires kontroll, pozitiv kontroll és negativ kontroll; b,
ER1821ALacl + FA-EcoRI-acc-MSGH-1MEY#-HindIII 1:1 molarany ligalasi reakcid; ¢, ER1821ALacl +
FA-EcoRI-acc-MSGH-1MEY#-HindlIII 1:25 molaranyu ligalasi reakcio.

A kontroll pléteket rendben talaltam. A ligalasi negativ kontroll részen ndtt néhany telep, ott
eléfordulhat, hogy a vektor DNS tobbszordsen 6nmagaval ligalddott. 2-2 telepet oltottam at.
A megfeleld OD értéket elérve a mintakbol glicerol stock-ot készitettem, a bakterialis mintak
fennmarado részét pedig a 4.6.2 fejezetben leirtak szerint Zymo Research Plasmid Miniprep-

Classic készlettel tisztitottam. Az eredmény a /5. tablazatban lathato.

P4

pBAD24-acc-MSGH-1MEY#
Ligalasi arany 11 1:25
Inkubacids id6 1h overnight 1h overnight
ppeAD24 [ng/pl] 1475 154 205,8 115,9 131,8 113,8 156,1 146,1
Azeo/Azgo 2,01 1,78 1,89 1,98 1,9 1,95 1,85 1,79

A ligélasi reakciok sikerességét PCR-ben és Ndel hasitassal is ellendriztem.
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a, Ndel hasitott pBAD24 -acc-
MSGH-1MEY# mintak

-

LE e

\

PCR

Marker

Marker
pBAD24

L

25. abra: a, Ndel hasitott 1 kb Gene RUIer plus Markerrel és b, PCR-ben sokszorositott termékek vizsgalata 100
bp Gene RUIler Markerrel 1 m/V %-os agardz gélen.

A PCR-en a kozéps6 (300 bp-0s) savok nem egyértelmiiek, az egyes minta a
kiindulasi plazmiddal megegyezd, valdsziniileg ez nem hasadt el teljesen. A négyes az egy
olyan multimer lehet, amiben van félig elhasadt plazmid és teljesen elhasadt is inszettel
egyiitt. A 2, 3, 7, 8, mintak megfelel6nek tiinnek a PCR gélkép alapjan, és ezt igazolja az
Ndel-es hasitas is.

Plazmid DNS tisztitast végeztem a PEG kicsapas eljarasaval a megfelelonek latott
mintadkon. Ezeket elkiildtiik szekvenaléasra, ahol egy minta szdzszazalékos megfeleldséget

mutatott, azaz sikeresen eldallitottam a pBAD24-acc-MSGH-1MEY# rekombinans DNS-t.

5.3.3 Ujabb Kisérlet a cinkujj fehérje tultermelésére

A sikeresen modositott DNS-hordozo kialakitasa utdn megkezdtem a
fehérjekifejez0dés vizsgalatat. A tomény Glicerol stockbdl ampicillines tapoldatban
felszaporitottam a baktérium sejteket. Az optikai denzitdsuk a vartnak megfeleléen

novekedett, igy megfeleztem a szuszpenzidkat és 6,6 mM valamint 12 mM

¢jszakan keresztiil inkubaltam.
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A sejtes mintak feltdrasat szonikaldssal végeztem a 4.5.2 fejezetben ismertetettek
alapjan. Sejtalkotokkal egyiitt ,,TOTAL” mintavételezés nem tortént, mert a tapasztalatok
alapjan a centrifugaléast kovetden a fehérje jelentds része az oldhatd fazisban ,,SOLUBLE”

marad. Az eredményt SDS-page eljarassal vizsgaltam. (26. dbra)

pBAD24 -MSGH -1MEY#

Marker
1MEY#
Marker

+Ara
12nM

+Ara
6,6nM

26. abra: Fehérje tultermeltetés ER1821ALacl sejtekben 16.5 m/V %-0s Tricin-SDS-poliakrimalid
gélen vizsgalva. Marker: Unstained protein marker Referencia: Ni-NTA tisztitott IMEY#

A gélképen elég stirlin kovetik egymast a fehérje savok, ez annak, a kdvetkezménye,
hogy a lehetd legtobb mintat szerettiik volna felvinni a gélzsebekbe. A kordbbi
kisérleteimhez hasonléan most sem latszik a fehérje tultermelés abban a tartomanyban, ahol
a kontrollként felvitt elézéleg tisztitott IMEY# fehérje savja lathatd. Ez a jelenség ezen a
ponton kifejezetten érdekes, mivel a hordozé DNS és az ebbdl elméletben kifejezddd fehérje
is teljes mértékben azonos a hisztidin toldalékot leszamitva a korabban mar vizsgalt pBAD-
His-IMEY# DNS hordozéval és az ebbdl kifejezheté His-IMEY# fehérjével. Igy arra
kovetkeztetésre jutottuk, hogy az IMEY# cinkujj fehérje esetében a hisztidin
affinitastoldalék képes fehérjettltermelddést okozni. A jovében tovabb tanulmanyozzuk a
pBAD-acc-MSGH-1MEY# DNS hordozot, hogy kimutassuk, lehetséges-e olyan kisérleti
koriilményt talalni, ahol legalabb kismértékii fehérje kifejezddést sikeriil kimutatnunk, vagy

a hisztidin toldalék hianydban a fehérje kifejezédése teljes mértékben gatolva van.
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6 Osszefoglalas

Kutatomunkam soran elsédleges célom olyan cinkujj fehérjét kodolé DNS-ek
létrehozasa volt, amellyel a kutatocsoportunk in vivo vizsgalatokat végezhet a jovoben.

Elsdként a His-1IMEY# cinkujj fehérjét kodold6 DNS szakaszt épitettem at egy olyan
DNS hordozoba, a pPBAD24 vektorba, melyet az tn. I-Block tesztben lehet majd felhasznalni
a tovabbi kisérletekben fehérje-DNS kolcsonhatas vizsgalata céljabol. Az igy keletkezo
cirkularis DNS-sel kompetens sejteket transzformalva a DNS stabilan fennmarad és
replikalodik. Szekvenalas segitségével igazoltuk, hogy a DNS szekvenciaja helyes.

Munkdm sordn felmeriilt a sziikségessége egy olyan moddositott IMEY# cinkujj
fehérjét kodoldo DNS létrehozasanak, amely nukleotid sorrendje mar nem kodol hisztidin
toldalékot. Ezzel egy olyan iv vivo kifejez6d6 fehérjéhez juthatnank, amivel mar a fehérje
nukledz aktivitdsat is tanulmanyozhatjuk. A megvalositdshoz a célfehérjét kodolo DNS
szekvenciat PCR reakcioban sokszorositottam. Az eljaras elvégzéséhez olyan oligonukleotid
primereket terveztem, amelyek a hisztidin-toldalék elhagyasaval inditjdk az 0j DNS
szintézisét. Rekombinans DNS technologia alkalmazasaval polimeraz lancreakcid folyaman
sikeresen eldallitottam a modositott célszekvenciat, amit betiltettem a pPBAD24 hordozdba.
A reakci6 eredményességet PCR sokszorositassal és szekvenalassal is ellendriztem, a kapott
szekvencia 100%-ban megegyezik a tervezett IMEY# génjével.

Ezt kovetden megvizsgaltam a fehérjék kifejezhetdségét az I-Block rendszernél
hasznalt ER1821ALacl baktériumsejtekben. Megalapitottam, hogy a His-IMEY# fehérje
taltermeltethetd arabindz jelenlétében, igy kutatécsoportunk megkezdheti a fehérje-DNS
kolesonhatasok tanulméanyozasat.

A pBAD24-MSGH-1MEY# DNS hordozérdl nem sikeriilt kimutatni az IMEY#
potencialis cinkujj nukleaz kifejez6dését, aminek oka lehet, hogy tul rovidre terveztiik a
DNS szekvencidban a promoter régio €s az els6 aminosav kozti szakaszt.

Megkiséreltem kijavitani a pPBAD24-MSGH-IMEY# DNS feltételezett hibajat és
visszaépiteni 3 nukleobézist a DNS szekvenciaba a metionin kddja elé, ezért kialakitottam
egy ujabb rekombinans DNS-t, a pBAD24-acc-MSGH-1MEY# DNS-t. A varakozasunkkal
ellentétben ebben az esetben sem volt tultermelhet6 az IMEY# fehérje. A jovOben
megkiséreljiik felderiteni, hogy hisztidin affinitastoldalék hianyaban csak a fehérje

tultermelése nem lehetséges, vagy annak kis mértéki kifejezodése is gatolva van.
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,Ha tavolabbra lattam masoknal, azt azért tehettem,

mert oriasok vallan alltam.’

Isaac Newton
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