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1 Bevezetés

Az elmult 50 évben nagy figyelmet forditottak olyan mesterséges nukledzokkal
kapcsolatos kutatasokra, amelyek kiilonboz6 genetikai eredetli betegségek (6roklédo
betegségek vagy rak) kezelésére, illetve gyogyitasara orientalodtak.

A nukleazok a nukleotidok kozott kialakult foszfodiészter kotéseket hasitjak el,
ezaltal aktivalva a DNS 6njavitd mechanizmusat. A sejtben ezutan bekovetkezhet sejthalal,
vagy az elhasadt végek Osszeragadhatnak, de torténhet homolog rekombinacio is,
amennyiben a hibas DNS szal mellett van egy hibatlan templat is. Ez utobbi folyamat, az
eukariota sejtekben nagyon kis hatékonysiggal, minddssze 10°-10" valosziniiséggel
jatszodik le, viszont gyakorisaga megndvelhetd, ha a DNS szalat a hibas szekvencidnal
hasitjuk el egy nukle4zzal.

A jelenleg ismert DNS hasitd enzimek a meganukleazok, a TALE nukleazok, a
cinkujj-Fokl, illetve a CRISPR-Cas9. Utobbi rendszer pontos leirasaért 2020-ban itélték oda
a kémiai Nobel dijat. Felfedezésiik utdn ezeket a nukledzokat mikroorganizmusokban,
novényekben, allatokban, valamint human sejtekben, sét a klinikai vizsgélatokban is
alkalmaztak génmodositas céljabol. Ezen nukleazok a DNS mindkét szalat hidrolitikusan
elhasitjak a célzott régioban. Kideriilt azonban, hogy a célszekvencian kiviil torténd
hasitasok miatt mellékhatas is felléphet, igy még mindig nem kelléen specifikusak a human
gyogyaszatban torténd felhasznalasra.

Ahhoz, hogy egy nukleazt sikerrel alkalmazzunk a gyogyaszatban, arra van sziikség,
hogy ténylegesen csak a kivant régioban hasitsa el a human géneket. Kutatocsoportunk egyik
fo célja ilyen, tobbszordsen szabalyozott cinkujj-alapt nukledzok kifejlesztése, ahol a
hasitasért a Colicin E7 nukledz doménje, ATCUN motivum, vagy egyéb rovid peptid
részletek felelések. Az eddigi in-vitro eredmények tiikrében indokoltnak t{int tovabblépni,
igy elhataroztuk, hogy egy olyan rendszert alakitunk ki, amelyben mar in vivo — sejteken
beliil — is tanulmanyozhatdk a potencialis nukleazok. Ehhez be kell épiteni a tanulmanyozott
enzimek altal felismert DNS szakaszokat egy olyan bakterialis rendszerbe, ahol a fehérje-

DNS kolcsonhatasok modositjak a sejt valamely funkciojat, és ez kiviilrdl is detektalhato.



2 lrodalmi attekintés

A transzkripci6 — azaz a DNS RNS-s¢ valo atirodasa — , a DNS replikacio és
rekombinacié folyamatainak szabalyozott lejatszodasaért legtobbszor egy adott DNS
szekvencia és egy szabalyozo fehérje kozott kialakuld kolcsonhatas felelés. Ezeket a
fehérjéket a szerkezetiikben megtalalhatd motivumok szerint kiilonb6z6 osztalyokba lehet
sorolni. A fehérje motivumok egy DNS-felismeré hélixet tartalmaznak, amely a molekula
feliiletén talalhatod, igy a DNS nagyarkaban specifikus kolcsonhatast alakithatnak ki a
nukleobazisokkal. Azonban egyetlen DNS-felismer6 hélix nem 1ép interakcidba elegendd
bazisparral ahhoz, hogy ez egyedi DNS szekvenciat jelentsen egy adott génben. Ezt a
problémat ugy lehet orvosolni, hogy a kiilonb6z6 DNS-t felismeré motivumokat egy
polipeptidlancca kapcsoljuk dssze. Minden modul csak egy rovid szakaszt ismer fel a DNS
lanc hosszusaga és specifitasa is megnd. Ilyen modon tudjuk hasznalni pl. a cinkujj
fehérjéket a DNS egy adott szakaszanak specifikus felismerésére €s ezzel egyiitt, kiilonbdzo

folyamatok szabalyozasara. [1]

2.1 Cinkujj fehérjék

A cinkujj fehérjéket el6szor 35 évvel ezel6tt mutattak ki a dél-afrikai karmosbéka
transzkripcios faktoraban (TFIIIA), amelyrél megallapitottak, hogy egy Cys2His, tipust
fehérje. Ez a fehérje tobb Zn?*-iont is megkét, viszont fémionok hianyaban inaktivalodik.
Azota megallapitottak, hogy a cinkujj fehérjék az eukariota sejtek egyik legnépesebb
fehérjecsaladja. [2] Szerkezetiik és funkcidjuk rendkiviil sokszind, példaul egyes tipusok a
DNS szekvenciajanak felismerésében vesznek részt, masok az apoptozist, mas néven
sejthalalt szabalyozzak vagy a fehérjék feltekeredését segitik eld. A cinkujj fehérjék
szerkezete ugyanolyan valtozatos, mint a funkciojuk. Az eltérd szerkezet az oka a kiilonféle
funkcioknak, illetve ez hatarozza meg azt is, hogy DNS-sel, RNS-sel, valamilyen
kismolekulaval vagy masik fehérjével alakitanak ki kolcsonhatast. Viszont mindegyikben
kozos tulajdonsag, hogy a Zn?*-ion stabilizalja a szerkezetet. [1] [3] Erre azért kivaléan
alkalmas a Zn?*-ion, mivel nem vesz részt redoxireakciokban, atmeneti hard-soft értékkel
rendelkezik és erés koordinativ kotések kialakitasara képes, foként tetraéderes
geometriaban. [4]

A cinkujj motivumokat az eddigi kutatasok soran 8 osztalyba soroltak (1. dbra).
Ennek alapja a cink-koté egység masodlagos szerkezetének valtozatossaga. A cinkujj

motivumokban eltérd mennyiségben taldlhatunk ciszteint és hisztidint, amik a Zn?*-ionhoz



koordinalodva stabilizaljak a 3D-s szerkezetet. Laity és tarsai definicidja alapjan a cinkujj
domének olyan kisméretli fehérjék, amelyeknek legaldbb egy Zn?*-ionhoz Kell
koordinalodniuk, hogy a funkcidjukat el tudjak latni. [2]

2.2 Cinkujj fehérjék csoportositasa

Az ugynevezett Gag-csuklo (1. abra a) 20 aminosavbol épiil fel. A szerkezetben egy
B-kanyar kapcsolddik dssze két rovid B-reddvel, ami utan pedig egy a-hélix talalhaté. Ezt a
motivumot CyszHisCys szekvencidnak is nevezik, mert a Zn?*-ion a B-kanyar N-terminalis

végén két ciszteinhez, mig a C-terminalis végen egy ciszteinhez és egy hisztidinhez

crer

RNS-polimeraz I1-ben. [5]
A violinkulcs cinkujj motivumok (1. dbra €) két Zn®*-ion megkétésére képesek. Az

ebbe a csoportba tartozo6 molekulak szekvenciaja és funkcidja igen valtozatos. Tovabbi 6



alcsoportra oszthatok az alapjan, hogy a szerkezetben 1évé 8 koordinalodni képes aminosav

oldallanc hany ciszteint, hisztidint tartalmaz és milyen térbeli elrendez6désben.
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1. abra: Cinkujj fehérjék tipusai. A Zn?*-ion piros, az a-hélix zold, a B-redd kék szinnel van jeldlve. [6]

A kovetkezo osztalyba a cink-szalagok tartoznak (1. dbra ). Ez a motivum talalhato
meg a legtobb cinkujj fehérjében. A cink-szalagok k6zos tulajdonsaga, hogy szerkezetiik két
B-kanyart és harom B-reddt tartalmaz. [7]. A Zn?*-ionnal 4ltalaban a cisztein oldallancok
alakitanak ki kotést, viszont egyes esetekben hisztidin is szerepelhet ligandumként.

A Zn,Cyss motivumokban (1. dbra d) a hat cisztein két Zn?*-iont kot meg. Két nagy
csoportra oszthatok, az egyik csoportba tartoznak a transzkripcidt szabalyozo, dupla
cinkujjak, a masik csoportot a rézre érzékeny egy cinkujjal rendelkez6 transzkripcios
faktorok alkotjak. [8]

A TAZ2-szerli motivumok (1. dbra f) spiralis szerkezetét — ami a hidrofob magot

tartalmazza — harom Zn?*-ion stabilizalja. A kdzponti fémionok mindegyikéhez egy hisztidin



és harom cisztein kétédik. Minden Zn?*-ion két antiparallel lefutasu a-hélix kozott
helyezkedik el. [9] [10]

A Cys;Hisz motivumban (1. dbra b) a Zn?*-ionhoz két cisztein és két hisztidin
koordinalodik tetraéderes geometriadban. A CyspHisy tipust cinkujj fehérjék alkotjak a
transzkripcios faktorok legnépesebb csaladjat mind az emldsokben, mind a névényekben.
Emellett az eddigi kutatasok alapjan a Cysp;His> az egyik, ha nem a legigéretesebb
tervezhetd, DNS és RNS felismeré motivum. Wright és munkatarsai vizsgaltak el6szor
NMR (magneses magrezonancia) spektroszkdpiaval ezt a tipusu cinkujj motivumot. Egy
ilyen monomer ~30 aminosavat tartalmaz az alabbi szekvenciaban: X-Cys-X2/4-Cys-X3-Phe-
Xs-Leu-Xz-His-Xzs-His, ahol X helyén barmilyen aminosav lehet. A cink atmeneti hard-
soft sajatsagokkal rendelkezik, igy koordinacidja mind a nitrogén-, mind a kéntartalmua
ligandumokhoz kedvezményezett. Emiatt CysoHis, tipust fehérjék a Zn?*-iont nagy
affinitassal kotik, a disszociaciés allandé atlagosan 10°-107'? tartoményban van. [11] A
fémkoté motivum masodlagos szerkezete két antiparallel B-redot és egy a-hélixet tartalmaz.
A C-terminalis részén talalhato az a-hélix a két hisztidinnel, mig az N-terminalis részen a
két B-redé helyezkedik el. [12] Ezzel szemben a fémmentes apo fehérje rendezetlen
szerkezetet mutat.

Az emldsokben is eléforduldo Zif268 cinkujj fehérjével kapcsolatos kiterjedt
vizsgalatok nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy a Cys:His; tipusu cinkujj fehérjék DNS koto
képességét még jobban megértsiik. A cinkujj egységek mindegyike 3 nukleotidot ismer fel
a DNS szekvenciaban hidrogénkotések révén. A motivumban az a-hélix kezdetétdl szamitott
-1, 3 és 6-0s pozicidban 1évé aminosavak felel6sek a harom nukleotid felismeréséért (2.
abra). A —1-es helyzetben 1év6 aminosav a DNS szal 3’— végével alakit ki kdlcsonhatast. A
3-as pozicidban 1évo aminosav, a DNS szal kozepén 1év6 nukelotidhoz k6tddik hozza, a 6-
0S pozicioban 1évé aminosav a DNS szal 5°— végével alakit ki kotést, ami altalaban guanin.
A 2-es pozicioban 1évé aminosav ismerheti fel a negyedik nukleobazist a DNS
komplementer szalan. [13] [14]

Megallapitottak, hogy egyetlen cinkujj egység nem képes elég nagy affinitassal és
specifikusan kotddni a hozzatartozd6 DNS szekvencidhoz. A kelléen erds kolcsonhatés
eléréséhez legalabb két motivumot kell 6sszekapcesolni, mig ahhoz, hogy specifikus legyen
a DNS felismerés, tovabbi motivumok is sziikségesek lehetnek. A cinkujj egységek
Osszekapcsolasa peptid-linkerek segitségével torténik. A monomereket altalaban 5 aminosav
valasztja el egymastol. A Zif268 fehérjében a szomszédos cinkujjakat iigynevezett Kriippel-

tipustt linkerek kotik Ossze. [15] Ezek jellegzetes szekvencidgja a kovetkezo:



TGE(R/K)P(Y/F) (ahol T: treonin, G: glicin, E: glutaminsav, R: arginin, K: lizin, P: prolin,
Y: tirozin F: fenilalanin), ami az egyik monomer utolsé hisztidinjét koti 0ssze a kdvetkezo

ujj els6, aromas aminosavaval. [16]

ZNF1 PYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQK
ZNF2 PFQCRI--CMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEK

ZNF3 PFACDI--CGRKFARSDERKRHTKIHLRQK
-1123456789

2. abra: A Zif268-DNS komplex szerkezete. Mindegyik ujj-motivum kiilonbozé szinii, az els6 ujj zold, a
mésodik lila, a harmadik pedig kék. A piros gombok jeldlik a Zn?*-ionokat. A DNS-sel kialakitott
kolcsonhatasért felelds aminosavak félkovér betiivel és eltérd szinnel vannak megjelenitve a poziciojuknak

megfelelden: a —1-es pozicioju piros, a 2-es sarga, a 3-as z0old, a 6-os helyzetii vastag fekete. [17]



2.3 Cinkujj fehérjék tervezése

A cinkujj fehérjék el6z6 alfejezetben emlitett modularis felépitése lehetdséget teremt
rd, hogy az egységek kombinalasaval elméletben barmilyen tetszoleges DNS-szekvenciat
megcélozzunk. Mindemellett az emberi szervezetben is eléfordulnak — a human genom 2 —
3%-at alkotjak — , igy alkalmazéasuk mesterséges fehérjékként nem rejt jelentds kockazatot.
[18] [19] Az elobb emlitett tulajdonsagaik miatt eldszeretettel alkalmazzak Oket a
génmodositasi kisérletekben, DNS-felismeré doménekként.

Tobb motivum Osszekapcsolasaval a DNS-felismerés specifitasa novelhetd, azonban
a mesterséges fehérjékben tobb cinkujj motivum egymashoz valé kotddése soran szerkezeti
fesziiltségek is felléphetnek, csokkentve a kdlcsonhatas erdsségét. Ennek kikiiszobolésére
egyrészt olyan makromolekuldkat tervezhetiink, amelyek parban k6tédnek a DNS megfeleld
részeihez vagy olyan hosszabb linkereket is alkalmazhatunk, amelyek révén a cinkujj
domének a DNS-szal kiilonbozé részeihez képesek hozzakotdédni. Az Gsszekapcesolt
motivumok egyiittmiikodése a DNS kismértékii konformacio-valtozasanak is a
kovetkezménye, amit fehérjében 1évé harmadik ujj indukdl. A szerkezet megvaltozasa
hozzajarul ahhoz, hogy a fehérje erds hidrogénkotéseket tudjon kialakitani a DNS
nagyarkaban. [17] [20]

A mesterséges cinkujj fehérjék tervezésének alapfeltétele, hogy rendelkezésre
alljanak olyan épitdelemek, amelyek elég nagy affinitissal és specifitdssal ismerik fel és
kotdédnek hozza a felhasznalo altal kivalasztott barmely 3 nukleotidhoz. A f6 cél ezen a
teriileten, hogy a 64 féle bazisharmas kombinacio felismeréséhez sziikséges Gsszes Cinkujj
alegységet azonositsak. [21]

Amennyiben rendelkezésre allnak a sziikséges alegységek, nem biztos, hogy az
ezekb6l Osszeépitett fehérje megfeleléen fog milkodni. Szamolni kell azzal, hogy a
mesterséges cinkujj fehérje nem csak a megfeleld szekvenciakhoz tud hozzako6tddni. Szamos
kisérlet bizonyitotta, hogy ezeknek a molekuldknak a DNS guaninban gazdag részéhez van
nagy affinitdsuk. Azt tapasztaltdk a vizsgalatok soran, hogy ha a fehérjével olyan
célszekvenciat akarunk felismertetni, amely az el6bb emlitett nukleobazist kisebb mértékben
tartalmazza, akkor nem jon létre olyan erds kolcsonhatas a DNS ¢és a cinkujj domén kozott.
Ennek két oka van, az egyik, hogy a leger6sebb fehérje-DNS kolcsonhatas a nagyarokban,
a DNS guaninja és a cinkujj fehérje argininja kozt alakul ki, a masik pedig az, hogy jelentds,
stabilis kotés jon 1étre, ha a felismerni kivant szekvenciaban, a 3-as pozicidban is guanin
van. A cinkujj fehérje szamara a legkdnnyebben felismerheté nukleotid-szekvencia a
kovetkez6: 5S'-“GNNGNNGNNGNNK-3', ahol N tetszéleges nukleotidot jelol (idealis



esetben mind guanin), a K helyén pedig guanin vagy citozin talalhato. A tervezéskor fontos
az is, hogy olyan célszekvenciat jeloljiink ki, amely egyedi és a vizsgalt sejt DNS-ében csak
kevés hasonlo szekvencia fordul el6. Amennyiben a célszekvencian kiviil van egy masik
DNS szakasz, amelynek szekvenciaja egyetlen nukleotid eltérést mutat, nem kizarhato, hogy
ehhez is hozzakotédhet a fehérje. Ez a jelenség kiilondsen abban az esetben all fent,
amennyiben a nukleotidhdrmas harmadik helyén A/T csere torténik. [22]

Mesterséges cinkujj fehérjék tervezéséhez Greisman ¢€s tarsai kifejlesztettek egy
olyan rendszert, ahol a Zif268 trimer cinkujj fehérje elsé két cinkujjat — amelyeknek DNS
célszekvencigjat ismerték — rogzitették, viszont a harmadik alegységet véletlenszerlien
modositottak. Az igy modositott fehérjék kolesonhatasat vizsgaltdk nagyszamu rovid DNS-
sel, ily modon meghatarozva a harmadik alegység nukleobazis preferencidjat. Ezt kvetden
a Zif268 masodik cinkujjat valtoztattak véletlenszerlien és megvizsgaltak ezen fehérjék
DNS-felismerését. Ezt a folyamatot addig ismételték, amig egy 01j fehérjét nem kaptak, mely
a kivalasztott DNS szakaszt ismerte fel nagy affinitassal. Ezzel a modszerrel egy adott
fehérjéhez meghatarozhat6 az altala felismert DNS célszekvencia. Egy masik eljarasban
véletlenszeriien kapcsoltak dssze cinkujj alegységeket, majd ezek kdlcsonhatasat vizsgaltak
adott DNS célszekvencidkkal. Ezek a modszerek lehetoveé tették, hogy a legtobb bazisharmas

kombinaciojahoz megtalaljak az azt felismerd cinkujj motivumot. [23]

—

Zif268-1 ) Zif268-2 ) | gZNF}M
. 6o . T6G XXX,

Cinkujjak felsimerési helyeinek vizsgélata—=> ZNF1 célszekvencidjanak
megallapitasa

A ZNF3 cinkujjnak
is megvizsgaljak a
— o [ celszekvenciajat>
. TGE XXX, CXXX;) | Uifehere

2if268-2 ) | ZNF1 X EINFS

megallapitasa, ezéltal az eddig ismeretlen ZNF1 és ZNF2
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3. abra: Egy Uj cinkujj fehérje tervezés 1épései

Ma mar léteznek olyan programok, amelyek megkonnyitik a tervezés folyamatat: pl.

Zinc Finger Tools, ZiFiT. [21] [24] Ezek az elobb felsorolt kutatasok eredményeit



felhasznalva adnak becslést az optimalis cinkujj fehérje aminosav Osszetételére, amely az

altalunk kivalasztott DNS szekvenciat a legnagyobb szelektivitassal képes felismerni.

2.4 Cinkujj nukleazok

A cinkujj fehérjék a DNS egy jol meghatarozott szakaszat ismerik fel és hozza is
kotddnek. Azonban ha egy cinkujj fehérje N- vagy C-termindlis végéhez tgynevezett
nukleazokat kapcsolunk, akkor a DNS mindkét szalanak hasitasat eldidézhetjik. llyen
esetekben figyelembe kell venni azt is, hogy a hasitds szempontjabol nem el6nyds
szamunkra, ha sok guanin vagy citozin van a hasitani kivant szekvenciaban, mert ekkor
nehezebb szétvalasztani a DNS két szalat, mivel a guanin ¢és a komplementere kozott harom
hidrogén kotés van, ellenben az adenin-timin parossal, ahol csak két hidrogénkotés 1étesiil.

A Fokl endonukleaz volt az elsé enzim, amelynek katalitikus doménjét cinkujj
nukledzok felépitésére, majd génmodositasi kisérletekben sikeresen hasznaltak. Szdmos
endonukledz homodimer enzim, ami azt jelenti, hogy 2 azonos fehérjébdl all Gssze a
funkcionalis fehérje. Ezek meghatarozott nukleotidokat ismernek fel és sokszor palindrom?
szekvencianal hasitjak el a DNS-t. llyenek példaul a II-es tipusu restrikcidés endonukleazok.
A Fokl nukleaz monomerként is képes a nukleotidok felismerésére, azonban ahhoz, hogy
effektiven el tudja hasitani a DNS két szalat, mar dimerként kell funkcionalnia. [25] A
felismer6 domén Mg?*-ion jelenlétében hozzakotédik a DNS-hez a kovetkezd
szekvenciaknal: 5>-CATCC-3’, illetve ennek komplementere 3’-GTAGG-5". Ezt kovetden
fog megtorténni a DNS foszfodiészter kotéseinek hasitasa 9, illetve a komplementer szalon
13 bazisparral a célszekvenciaja utan. [26] A mesterséges nukleazként torténd alkalmazasa
soran a Fokl enzim elébb emlitett DNS felismeré doménjét cserélték ki 3—4 alegységbdl
felépiild cinkujj fehérjére. Két ilyen mesterséges nukleaz molekula kialakitasaval egy
tetszéleges, 2 x 9-12 bazispar hosszisaga DNS szakaszt célozhattak meg. [27] Habar
elméletben a Fokl nukledz csak homodimerként képes kétszalti hasitast végrehajtani,
azonban egyes esetekben megfigyelhetd, hogy monomerként is aktivalodik. Ekkor a
felismert DNS szekvencia mar csak 9-12 bazispar hosszsagu, igy keletkezhetnek nem
kivant hasitasok is, amik a kisérletek soran észlelhet6 citotoxikussagért felelések. [28]

A colicin E7 (ColE7) egy nem specifikus endonukleaz, amit az Escherichia coli
toxinjai k6z¢ sorolnak, mivel stressz hatasara — ami a tapanyag hianyaban 1ép fel — képesek

elpusztitani a szomszédos coli baktériumokat. Miutan a ColE7 belépett a sejtbe a kiilonb6z6

1. Palindrom szekvencidnak nevezziik azt, amikor egy DNS szakasz also és felsd szalanak 5°-3
iranyt olvasataval ugyanazt a szekvenciat kapjuk.



kotd doménjei segitségével, elhidrolizalja a sejt DNS-ét vagy RNS-¢ét és ez sejthalalhoz
vezet. Viszont a gazdasejtet megvédi a nukleaz mellett kifejez6dé Im7 nevii fehérje, amely
a nukleazhoz kotédve megakadalyozza annak mukodését, igy megvédi a sejtet az enzim
toxicitasatol. [29] A kiilonbozé osztalyokba tartozo colicinek aktivitasa eltéré. A ColE2,
ColE7, ColE8 és ColE9 DNaz, azaz DNS bonto, mig a ColE3, ColE4 és ColE6 RNaz vagyis
RNS bonto aktivitassal rendelkeznek. A DNaz aktivitas az ugynevezett H-N-H motivumnak
koszonhetd, ami a fehérje C-terminalis végén helyezkedik el. A 34 aminosav hosszu domén
szerkezetében 4 hisztidin talalhato, ezek koziil harom komplexet képez a fémionnal, de a
negyedik is segiti a DNS hidrolizisét. A ColE7 a DNS kettds szalanak hasitasat csak Zn%*-
ion jelenlétében tudja katalizalni, viszont Ni*-ion segitségével képes csak egyetlen szalat
elhasitani a DNS kettés hélixébol. [30] A ColE7 miikddése soran a C- és az N-terminalis
veégek egylittmiikddnek a DNS hidrolizisének megvalositasa érdekében. A nukle4dz enzim N-
terminalis végén egy ~40 aminosav hosszisagu hurok helyezkedik el, amely nem
rendelkezik jol definialt masodlagos szerkezeti elemekkel. Azonban ha valami valtozas
kovetkezik be az N-terminalis végen, akkor az, a ColE7 destabilizacidjadhoz, ezaltal a DNS-
hez valo affinitds csokkenéséhez vezet. Ennek koszonhetéen az N-termindlis vég
jelenlétével vagy hianyaval, esetleg modositasaval szabalyozhato ez a nukleaz. Cinkujj

fehérjékkel 6sszekapcsolva pedig a specifikussaga is kialakithato. [31] [32]

2.5 Toxikus fémionok hatasa cinkujj fehérjékre

A korabban ismertetett funkciokat a cinkujj fehérjék csak Zn(lIl)-telitett formaban
képesek ellatni, azonban az ¢l6 szervezetben szamos egyéb fémion van jelen, amelyek
szintén koordinaldédhatnak a cinkujj alegységekhez, ezzel csokkentve, gatolva vagy akar
modositva az eredeti funkciot. A szervezetbe keriild toxikus fémionok példaul Cd(II) és
Hg(Il) még nagyobb veszélyt jelentenek, mivel a Zn(II)-vel azonos csoportban
helyezkednek el, igy kémiai tulajdonsagaik is hasonldak.

Jol ismert jelenség hogy a soft karakter(i Hg(I1) az emberi szervezetre mérgez6 hatast
gyakorol mind szerves mind szervetlen formaban, amely leginkabb a majat karositja. [33] A
Hg(Il) nem kozvetlen a génexpressziora van hatassal, ezért epigenetikus tumorképzOnek
tekintik. Fiziologias koriilmények kozott, az elvégzett egyensulyi vizsgalatok, arra engednek
kovetkeztetni, hogy a Zn(II) és a Hg(II) affinitasa a Cis2HiS2 motivumhoz hasonlo, azonban
Cl™ -ionok hianyaban, mar a nehézfémion alakit ki erésebb kolcsonhatast a motivumban a
ciszteinekhez valo nagyobb affinitdsa miatt. Egyes kutatasok alapjan Hg(II) jelenlétében a

Ros87 és Spl cinkujj fehérjék masodlagos szerkezete 6sszeomlik €s nem képes felismerni
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DNS célszekvencigjat. [34] [35] Ezzel szemben talalhatdo olyan publikacid, ahol nem
tapasztaltak a Hg(II) jelenlétben a TFIIIA fehérje funkcidjanak csokkenését. [36]

A Cd(Il) cinkujj fehérjékre gyakorolt hatasaban még nagyobb ellentmondasok
talalhatok a szakirodalomban. Modellpeptidekkel végrehajtott vizsgalatok alapjan a CiszHis
tipust motivumok a Zn(II) sokkal erésebben kotik, mint a Cd(I)-t, viszont a Ciss fehérjék
mar a nehézfémet kotik er6sebben. A TFIIIA fehérjével elérhetéek olyan publikaciok, ahol
a Cd(IT) képes volt gatolni annak funkciojat, [37, 38] és olyan is, ahol nem. [39] Az Spl
fehérje esetén is hasonld a helyzet, a Cd(II) jelenléte gatolja a cinkujj fehérje-DNS kotését
tobb publikacidban is, [40, 41] de itt is vannak ellenpéldak, [42] s6t olyan eset is, ahol a
fehérje Cd(II) komplexe is képes volt megkdtni a DNS célszekvenciat valtozatlanul. [35]

Utobbival egyezd eredmény sziiletett a Ros87 nevii cinkujj fehérje vizsgalata soran:
ha a cink helyett kadmium ko6t a komplexbe, akkor a kialakult ,,kadmiumujj” fehérje
szerkezete csak kismértékben valtozik meg. A kismértékli szerkezetvaltozas nem

befolyasolta a fehérje DNS-felismerését [43]

2.6 1-Block rendszer

Azokban a kisérletekben, amelyekben DNS felismerd fehérjéket alkalmaznak,
elengedhetetlen, hogy megvizsgaljak a DNS-fehérje kdlcsonhatas erdsségét, specifitasat,
illetve azt, hogy a kialakult kdlcsonhatds okoz-e valamilyen valtozast a két makromolekula
szerkezetében. Ezek a vizsgalatok jellemzden in-vitro torténnek és sziikséges hozzajuk a
fehérje eldallitasa, tisztitdsa, valamint az optimalis reakciokoriilmények meghatarozasa. Az
I-Block rendszerben in vivo lehetséges vizsgalni DNS-fehérje kolcsonhatast, anélkiil, hogy
a fehérje tisztitasara sziikség lenne.

Az I-Block tesztrendszerben, a sejteken beliil megallapithat6, hogy DNS szekvencia-
specifikus kotés jott-e 1étre a DNS és fehérje kozott, a sejtben termel6dott B-galaktozidaz
mennyiségének meghatarozasa révén. Ahhoz, hogy tanulmanyozni tudjuk a szekvencia
specifikus kotést, olyan modositott E. coli baktériumokra van sziikségiink, amelyek nem
tartalmazzak a lac represszor gént. Ez a baktérium a miikodéséhez sziikséges energiat,
elsddlegeslegesen a gliikoz lebontadsabol nyeri. Viszont, ha ez az elsddleges energiaforrasa
nem all rendelkezésére, vagy kevés van beldle, akkor képes a kornyezeti feltételekhez
alkalmazkodni és Onmaganak tapanyagot szintetizalni, amely folyamatokat az adott
koriilményeknek megfeleléen tud szabalyozni. Abban az esetben, ha kevés gliikoz all

rendelkezésre akkor képesek a laktozt elhidrolizalni galaktozza és gliik6zza. A lac operon
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egy olyan k6z0s szabalyozo rendszer a sejtben, amely harom olyan fehérjét kodol, amelyek
a laktoz lebontasat szabalyozzédk. A [-galaktoziddz a laktdz lebontdséért felelds, a
diszacharidra egy transzferdz enzim, az ugynevezett transzacetilaz egy acetilacsoportot
kapcsol, mig a lakt6z transzportjaért a permeaz enzim felelds. Ezen fehérjék hianyaban, vagy
barmely fehérje kifejezodésének hidnyaban a baktérium nem képes a lakt6z feldolgozésara.
Az elobb emlitett fehérjék termeldédésének elsé 1épése a transzkripcid, amely soran a
fehérjéket kodoldo DNS szakaszrol RNS irodik at. A folyamatért az RNS polimeraz felelds,
ami az ugynevezett promoter régioban kezdi meg az atirast. A sejt normal mitkkodésekor
glikozfelesleg esetén az operdtor régidba bekotédd represszor fehérje gatolja a B-
galaktoziddz termelddését, azonban, ha ez hidnyzik egy baktériumbdl, vagy a represszor
génhez laktéz kotddik, akkor a fehérje atirodds megkezdddhet, hiszen a diszacharid
represszorhoz valo kotédése megakadalyozza, hogy az operator régiohoz kotédjon, igy a B-
galaktozidaz is termel6dni fog. [44]

Az I-Block rendszer a sejt anyagcserefolyamatainak ezen szabalyoz6 mechanizmusat
hasznalja fel, a sejten beliili kolcsonhatasok detektalasara. Ehhez sziikség van egy olyan E.
coli baktériumra, amely genomialis DNS-éb6l hianyzik a Lacl represszor, igy folyamatosan
termeli a B-galaktozidazt. Ebbe két korkoros bakterialis DNS hordozot juttathatunk be. Az
egyik vektor olyan Nhel hasitasi hellyel kell rendelkezzen, amely a Lacl promater régioban
(ahovéa az RNS polimeraz kot) lett kialakitva és hordozza a Lacl gént, igy visszaallitjuk a
természetes sejtmitkddést egy mesterséges DNS hordoz6 segitségével. Emellett tartalmaznia
kell a fehérje felismerési szekvenciat, amelyet az Nhel restrikcids endonukleaz segitségével
tudunk beépiteni. A masik plazmid pedig annak a fehérjének a génjét tartalmazza, amelynek
felismerési szekvencidjat a masik DNS hordozoba épitettiik be. Tehat, az elsé DNS hordoz6
sejtbe juttatasa, a lac represszor képzodését fogja eléidézni, amely a lac operon fehérjéinek
termelddését, igy a B-galaktozidaz termelddését is akadalyozni fogja. Azonban, a masodik
plazmid altal hordozott fehérje, sejtbe torténd bejuttatasakor, kifejezddésekor és a
célszekvenciajahoz kotddésekor a B-galaktozidaz mennyisége névekedni, fog, a Lacl fehérje
termelés rovasara. Az X-gal  (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozidaz)
vegyiilettel a lac operon miikodése kimutathatd, mivel amennyiben az operon aktivan
miikodik, a rendszerben -galaktoziddz fog termelddni, amely az el6bb emlitett molekulaban
egy B-glikozidos kotést fog elhasitani. Ezaltal galakt6zza és oldhatatlan kék pigmentekkeé (4-
klér-3-brom-indigo) fog elbomlani, ami hatasara a képzddott sejttelepek kékek lesznek,
ellenben azokkal a telepekkel, amelyekben nem torténik szekvencia-specifikus fehérje-DNS

kotés, hiszen nem fog termelédni az a fehérje, amely az X-gal glikozidos kotését elhasitasat
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1dézné eld. Az I-Block rendszert megvizsgaltak 18 bp-t felismerd cinkujj fehérjékkel, illetve
CRISPR-dCas9 DNS felismeré fehérjékkel, melyek esetében sikeresen milkodott a
kidolgozott rendszer. [45]

a) Médositott E.coli baktérium
I_._BQ?AELTMQL, ,\l
LacZ T \
ER1821ALacl = /»
sejt 4-KI6r-3-brém-indigé
b) Médositott E.coli baktérium +

fehérje felismerési hely

- Lacl inhibitor fehérje o B;ga%xjdéz,,, L \l
pdUALache R

7 . LacZz
Y ER1821ALacl
sejt

C) Modositott E.coli baktérium +
Fehérje felismerési hely +
Cinkujj fehérje génje

pdUALaclye

B-galaktozidaz |,
Lacz I ’\\‘\
ER1821ALacl . "

sejt 4-KI6r-3-brém-indigé

X-Gal

4. abra: Az |-Block rendszer miikddése. A moddositott baktérium a represszor hianyaban p-galaktozidazt
termel, ami az X-galt elbontja. (a) A pdUA-Lacln plazmid Lacl represszor fehérje génjét hordozza. Amikor
ezt a plazmidot bejuttatjuk egy olyan baktériumsejtbe, aminek a lac promodter régidja aktivalt,
megakadalyozzuk abban a B-galaktozidaz termelddését, igy nincs vegyiilet, ami a festéket kék pigmentekre
bontana. (b) Azonban, ha a deA-LaCIN plazmidba beépitjiik egy DNS szakaszt felismerd fehérje

crer

fehérje termelédése megakadalyozza a Lacl represszor fehérje képz6dését. Ezaltal viszont B-galakt021daz fog

termel8dni a sejtekben, a Lacl represszor fehérje hianyaban, ez kék sejteket fog eredményezni. ()

Az 1-Block tesztrendszert azonban nem csak Petri-csészére kikent sejtekkel, hanem
sejtszuszpenziokban is végre lehet hajtani. Ekkor X-Gal helyett az o-nitrofenil-p-D-
galaktopiranozid (ONPG) vegyiilet hasznalhatd, amelynek hidrolizise soran vizoldhato

sarga szinli o-nitrofenol képzddik, ennek megjelenését pedig spektrofotometridsan lehet
kovetni. [45]
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3 Célkitiizés

Kutatocsoportunkban az elmult években mar szamos in-vitro fehérje-DNS
kolcsonhatas vizsgalatot folytattak 1MEY-alapt cinkujj-fehérjékkel, melyek mind egy
mesterséges DNS-szakaszt ismertek fel: 5/ ~-GAGGCAGAA-3'.

Tudomanyos diakkori dolgozatomban célul tiiztem ki, hogy:

(1) Kialakitsak olyan DNS molekulakat, amelyek tartalmazzak az elébb emlitett
IMEY# cinkujj fehérje DNS felismerési helyét és kompatibilisek az I-Block rendszerrel.

(2) A megtervezett DNS hordozokat sejteken beliil vizsgaljam az |-Block-alapt
tesztrendszerben, csoportunk korabban tervezett 1IMEY#-alapu cinkujj fehérjéivel, hogy
valoban detektalhatdak-e a DNS-cinkujj fehérje kélcsonhatasok.

Ezaltal a rakos sejtek elpusztitasara tervezett mesterséges cinkujj nukledzok DNS-
kotését és funkciojat, a fehérjék koriilményes, iddigényes tisztitdsa nélkil is
tanulmanyozhatjuk a jovében.

Emellett tovabbi célom volt, hogy megvizsgaljam, az I-Block tesztrendszer alkalmas

lehet-e cinkujj fehérjék és toxikus fémionok kdlcsonhatasainak tanulmanyozasara.

Plazmidok 1MEY-alapu cinkujjakhoz

Negativ kontrol | |1 felismerési helgq 2 felsimerési helﬂ 2 felsimerés, 3 hely (2% 6 hely
pGEX-6P-1 $1-pGEX-6P-1 NO-pGEX-6P-1 N3-pGEX-6P-1 N6-pGEX-6P-1

Meglévo ow copy plazmidok
in-vitro kisériethez
pdUA-Lacly pdUA-Lacly-S1 pdUA-Lacly—-NO pdUA-Lacly—-N3 pdUA-Lacly—-N6

Low copy plazmidok
in-vivo kisériethez

5. abra: Megtervezend6 plazmid DNS-ek 1IMEY -alapti cinkujj fehérjékhez.
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4 Kisérleti anyagok és modszerek

4.1 Rekombinians DNS technolégia
Rekombinans DNS technoldgia alatt olyan folyamatok 0sszességét értjiik, melyek
segitségével kiillonboz6 DNS szakaszokat épithetiink Ossze, majd ezt bejuttatva egy

¢l6lénybe, 1) genetikai informaciot hozunk 1étre [46].

4.1.1 DNS hasitas

Az 6sszeépitendd DNS szakaszok a legtobb esetben, egy masik génszakaszban mar
megtalalhatok, igy nulladik 1épésként ki kell vagni ket eredeti helyiikrél. Ezt restrikcids
endonukledzok alkalmazaséaval érhetjiik el, amelyek specifikusan képesek adott DNS
szakaszok hasitasara. Minden enzim egy meghatarozott szekvenciat ismer fel és két
meghatarozott nukleotid kozott hidrolizalja el a foszfodiészter kotéseket. Amennyiben a
hasitds egymadssal szemben torténik meg, mindkét szalon topma végeket ,,blunt end” kapunk,
mig 4tlos hasitas esetén, mindkét DNS szélon hatramarad néhany bazisnyi tilnyulas, amit
ragados végeknek ,,sticky end” neveznek (6. dbra). Kisérleteink soran alkalmazott Thermo
Scientific™ BamHI, Nhel, Ncol, EcoRI és HindIII enzimek mind ragados végeket hagynak
maguk utan.

Nhel restrikciés endonukleaz

6. abra: Nhel restrikcios endonukleazzal torténd hasitas sematikus abraja.

Kisérleteink soran atlagosan 200-500 ng DNS-t hasitottunk, 5 Unit?> enzim

jelenlétében 20 ul végtérfogatban. Az ily modon sszeallitott elegyeket 37 °C-on inkubaltuk

2 Restrikcios endonukledzok esetén 1 Unit jelenti azt az enzim mennyiséget, amely képes 1 pg DNS
templatot 1 ora alatt 37 °C-on 50 pl reakciotérfogatban 100%-ban elhasitani.
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2-3 oran keresztiil. Az Nhel, Ncol, EcoRI enzimeket 65 °C-os, 20 perces inkubacidval, mig
a HindIII és BamHI endonukle4azokat 80 °C-0s, 20 perces inkubacidval inaktivaltuk.

4.1.2 DNS ligalas

Az elhasitott DNS molekuldkat ezt kovetden ligdz enzim segitségével lehet
»osszeragasztani”. Fontos megjegyezni, hogy tompa végek esetében barmilyen két DNS
molekula 0Osszeilleszthetd, azonban ragados végek esetében csak olyanok, amelyek

tulnyulasai egymas komplementerei (7. abra).

Raad()s végek

Foszfodiészter kotések kialakitasa

Tompa végek
7. dbra: Plazmidba torténd ligalas ragados és tompa végii DNS szalak esetén.

Munkank sordan Thermo Scientific™ T4 DNA Ligase enzimet hasznaltunk. A
QuikChange reakciok topma végli “blunt-end” ligalasa 50 ul ligalasi elegyekben, 0,07
Unit/ul® enzim segitségével, 1 oran keresztiil 37 °C-on tortént. A ligdz inaktivalasa 65 °C-
on 10 percig zajlik. Egyéb ligalasaink esetén ragadds végii DNS fragmenseket kellett

Osszeilleszteni, ezek optimalizalasat az eredmények kozt mutatjuk be.

4.1.3 DNS defoszforilalas

Az eldz0 alfejezetben targyalt ligdlas a valdsagban egy fokkal bonyolultabb, ugyanis
amennyiben két DNS szakaszt szeretnénk Osszeilleszteni, fennall a kockazata annak, hogy a
DNS szakaszok sajat magukkal kapcsolodnak 6ssze a masik DNS molekula helyett. Ez a
jelenség valoszinliségszamitdsi okokra vezethetd vissza: ahhoz, hogy egy DNS szal

onmagaval ligalédjon Ossze, egy sikeres ligalasi reakciora van csak sziikség, mig két DNS

31 Unit/ul koncentréacié: 1 ul oldatban talalhat6 ligdz mennyiség, amely 1 nmol *2P-jelélt pirofoszfatot
ATP-vé alakit 20 perc alatt 37 °C-on 66 mM Tris-HCI pH 7,6 6,6 mM MgCl, 10 mM DTT 66 uM ATP
pufferben.
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szakaszbol korkoros DNS csak két sikeres ligalas esetén johet létre. Ez a probléma
kikiiszobdlhetd, ha eltavolitjuk az egyik DNS szal végeirdl foszfatcsoportjait, mivel a T4
ligaznak legalabb egy foszforilalt DNS szalra szliksége van, hogy katalizalja a reakciot.
Ehhez a Thermo Scientific™ FastAP Thermosensitive Alkaline Phospatase enzimet
alkalmaztuk 1 Unit* mennyiségben. A DNS defoszforilalasahoz 10 percig, 37 °C-on Kell

inkubalni az elegyet, mig az inaktivalashoz 75 °C-on, 5 percig.

4.1.4 DNS foszforilalas

Szilardfazisti oligonukleotidszintézis segitségével eldallitott DNS-ek esetén a
modszerbdl adoddéan a nukleinsavszalak 5°— végein nem taladlhatok foszfatcsoportok.
Klasszikus ligalasi reakciok esetén ez elonyos, (az el6z6 alfejezetben leirtak miatt) am
amennyiben a ligalandé DNS molekulaknak egyik végén sincs foszfatcsoport az ilyen tipusu
DNS-t kinaz enzimmel kell kezelni. A reakcio soran az enzim ATP-r6l viszi at a foszfat
csoportokat a DNS 5°— végére. Kisérleteink soran 10 Unit> Thermo Scientific™ T4
Polynucleotide Kinase enzimet alkalmaztunk 1 uM ATP, illetve a megfelelé puffer
jelenlétében, 45 pg linearis DNS foszforilalasahoz. Az elegyeket 20 percig 37°C-on

inkubaltuk, majd az enzim inaktivalasat 75 °C-on 10 percig végeztiik.

4.1.5 Kompetens sejt készités

A kisérleteink soran a plazmidok baktériumsejtekbe juttatdsa érdekében az atjarhatod
sejtfallal rendelkez6 kompetens sejteket a kovetkez6 modon készitettik: elészor
antibiotikummentes LB-agar taptalajon szaporitottuk el a sejteket egy éjszakan at 37 °C-on
inkubalva, majd egy sejttelepet 5 ml antibiotikummentes LB tapoldatban szaporitottunk
37 °C-on 150-200 rpm-en razatva, amig a sejtkultira zavarossadga el nem érte az ~1 OD
értéket. A sejteket atoltottuk 50 ml antibiotikummentes LB tapoldatba, majd azonos
koriilmények kozt 3 oran at inkubaltuk szintén ~1 OD értékig. Ezt kovetden az oldatot
atjuttattuk falkon csébe és jégen hiitéttiik 10 percig, majd 10 percig 4000 g-n centrifugaltuk
¢s a feliiluszot dekantaltuk. Ezutan 25 ml jéghideg 0,1 M CaCl; oldatban szuszpendaltuk a
sejteket és 1 oran at jégen tartottuk, hogy fellazuljon a sejtfal. Ezt ujabb iilepités és

dekantalas kovette az elébb emlitett koriilmények kozt, végiil a sejteket 4 ml 0,1 M CaCl;

4 Alkalikus foszfatdz esetén 1 Unit jelenti azt az enzim mennyiséget, amely képes 1 pg DNS 5'—
végeirdl 10 perc alatt 37 °C-on 100%-ban eltavolitani a foszfat csoportokat.

® T4 Polinukleotid Kinaz esetén 1 Unit jelenti azt az enzim mennyiséget, amely képes 1 nmol DNS-t
foszforilalni 30 perc alatt 37 C-on.
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15% (V/IV) glicerint tartalmaz6 oldataba szuszpendaltuk, majd eppendorf csévekbe

szétosztva a kompetens sejteket felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.

4.1.6 Transzformalas

A ligalasi reakciot kovetden egy olyan vegyes elegylink van, amely optimalis esetben
legalabb egy, altalunk tervezni kivant DNS molekulat tartalmaz. Ahhoz, hogy ezt
kivalasszuk €s megsokszorozzuk a legegyszeriibb moddszer, ha baktériumokba juttatjuk,
majd ezeket szaporitjuk el. Ez a transzformalas, amely soran az el6z6 fejezetben részletezett
kompetens sejtekbe bejuttatjuk a plazmidokat.

Kisérleteink soran 50 pl DH5a és ER1821ALacl kompetens sejtet hasznaltunk, a
DNS-bél pedig ~100 ng-ot. A szuszpenzidt eldbb jégen hitéttikk 1 oéran at, majd hirtelen
42 °C-ra melegitettiik 1-2 percig és ezutan hirtelen jégre helyezve a kompetens sejt porusait
lezartuk, ezzel biztositva, hogy a plazmid DNS a baktériumsejtekben maradjon. Ezt
koveten 60 percig 37 °C-on razattuk a mintakat, 50-100 ul 37 °C-o0s antibiotikummentes
LB tapoldatot hozzaadva az elegyhez. Végiil 50-150 pl szuszpenzioét LB-agar Petri-csészére
szélesztettiink, ami mar antibiotikumot is tartalmazott, a sokszorositani kivant DNS szakasz
pedig egy antibiotikum rezisztenciaért felelés génszakaszt kodolt. Ennek kdszonhetéen
minden olyan baktériumsejt elpusztul, amely nem tartalmazza a szamunkra fontos plazmid
DNS-t. Az LB-agar taptalaj az eltér6é plazmidok esetében vagy 100 ng/ul ampicillint, vagy
50 ng/ul kanamicint tartalmazott, de esetenként mindkét antibiotikumom hasonlo
koncentracioban jelen volt a taptalajon. Az egyszeresen transzformalt, azaz egy vektort
tartalmaz6 baktériumokat csak egy antibiotikumot tartalmazd, mig a dupla transzformalasok
termékeit ampicillin és kanamicin tartalmu Petri-csészékre vittiik fel. A szélesztést kovetéen

a baktériumokat tartalmazé Petri-csészéket 7 “C-on, fejjel lefelé, egy éjszakan at inkubaltuk.

4.2  Plazmid szaporitas, tisztitasi modszerek

Az (4.1.6) leirtak alapjan a transzformalas utan a Petri-csészérdl kivalasztottunk egy
olyan baktériumtelepet, amely jol elkiiloniilt a tobbitdl és atoltottuk 5 ml antibiotikum
tartalmtt LB tapoldatba. Ezt 37 °C-on, 150-200 rpm-en razatva inkubéltuk, amig a
sejtkultira zavarossaga el nem érte az ~1-2 OD értéket (A tapasztalataink alapjan a minta
genomialis DNS szennyezése alacsonyabb volt, amennyiben csak 1-es OD-ig szaporitottuk
a kultarat).

Ezen a ponton célszerli ,,glycerol stockot” késziteni a mintakbdl, ami megkonnyiti a

késobbi jboli szaporitast, mivel nem sziikséges ismételten transzformalni, kézvetleniil
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kikenhetd a stock egy Petri-csészékre. Kisérleteink soran 500 pl-baktériumszuszpenziobol

Amennyiben nagymennyiségli plazmid DNS kinyerése volt a célunk ,large scale”,
ezen a ponton a glycerol stock készités utan megmaradt ~4,5 ml baktériumkulturabol 100-
100 pl-t atoltottuk nx250 ml antibiotikum tartalmt LB tapoldatba, majd 180-200 rpm-en
37 °C-on inkubaltuk atlagosan 8 6ran keresztiil, amig elértik az ~1 OD értéket. Kis
mennyiségli DNS eldallitasa esetén ,,small scale” ez az Gjabb atoltasi 1épés kimaradt és a
~4,5 ml baktériumkulturat kozvetleniil feldolgoztuk.

A szaporitas soran altalaban 1 liter baktériumokat tartalmazé tapoldatbol 3-5 g sejt

nyerhet6 ki, aminek kevesebb, mint 3%-a a felhasznalni kivant plazmid. El6szor a sejteket
letilepitjiik centrifugélassal (,,small scale” 12000 g, 2 perc vagy ,,large scale” 4000 g, 15 perc
4 °C), majd a feliiliszot dekantaljuk. Ezt koveti a sejtek RNaz A tartalmi oldattal vald
reszuszpendalasa, ami elbontja a baktérium RNS molekulait, majd a lizis folyamata
kovetkezik, ami felbontja a sejtfalat. Ehhez alkalikus lizis esetén 0,1 M NaOH és 1% SDS°
(natrium-dodecil-szulfat) tartalma oldatokat hasznalunk. Azonban lugos kozegben a DNS
két szala elvalik egymastol, igy sziikség van arra, hogy a semleges pH-t visszaallitsuk, amin
a DNS két széla Gjra 0ssze fog tudni hibridizalodni, ezt kalium-acetat oldattal tudjuk elérni.
Eko6zben, viszont a genomidlis DNS két szala nem tud Osszehibridizalni és kicsapodik az
oldatbol, illetve az SDS is kicsapodik és feliiletén fehérjéket és egyéb sejtalkotokat kot meg.
Ezektdl centrifugdldssal lehet megszabaditani (,,small scale” 12000 g, 2 perc vagy ,,large
scale” 20000 g, 30 perc 4 °C). A plazmid tartalmu feliiluszot ezt kdvetden egy anioncseréld
oszlopra vissziik fel, amin a plazmid DNS enyhén savas kdzegben megkotddik, a tobbi még
jelenlévd szennyezd pedig nem. Ezeket etanol és izopropanol tartalmua oldatokkal tudjuk
lemosni az oszloprol. Végiil pedig a tiszta plazmid DNS-t elualjuk le az oszloprol, amit steril
desztillalt vizzel, vagy 1xTE pufferrel szoktunk elvégezni.
A kisérleteink soran a kis mennyiségben (5 ml tapoldatban) szaporitott sejtek tisztitasahoz a
ZR Plasmid Miniprep™-Classic készletet haszndltuk, mig az 1L sejteket tartalmazo
tapoldatot a Thermo Scientific™ GeneJet Plasmid Maxiprep Kit-tel, illetve a Geneaid™
Maxi Plasmid DNA Kit-tel tisztitottuk meg.

61 g SDS 100 ml oldatban
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4.3 Gélelektroforézis

A gélelektroforézis egy széles kdrben alkalmazott modszer, amely sordn fehérjéket
vagy DNS molekulakat molekulatomegiik (méretiik) alapjan valasztunk el egymastol
elektromos térben. Az eltéré molekuldknak eltérd tomegiik, alakjuk és toltésiik van, ami
miatt eltérd a vandorlasuk sebessége is elektromos térben. A nagy negativ vagy pozitiv
toltéssel rendelkezd, kis méreti és minél inkdbb cirkuldris/gomb alaki molekuldk
porusméret, ezaltal a kisebb molekulatomegii mintak elvalasztasa hatékonyabba tehetd, de
az effektiv elvalasztast befolyasolja az alkalmazott fesziiltség nagysaga is. Altalaban a
plazmid DNS keverékek elvalasztasahoz agar6z gélelektroforézist hasznalunk, mig a
100 bp-nal kisebb mintak esetén poliakrilamid gélt. Mivel a DNS a foszfodiészter
csoportjain negativ toltéseket hordoz, ezért az andd felé fog vandorolni. A plazmid DNS-ek
harom form4jat kiilonboztetjiik meg: a szuperhelikalis, cirkuléris és a lineédris format. A
szuperhelikalis DNS egy kompakt mdodon feltekeredett cirkularis DNS. Ennek a formanak
az egyszalu hasitasa a cirkuldris, mig a kétszala hasitasa a linearis DNS-t eredményezi. A
gél porusain leggyorsabban a szuperhelikalis forma, leglassabban pedig a cirkularis forma
tud atjutni. Ahhoz, hogy a DNS-t ki tudjuk mutatni, a gélbe etidium-bromidot juttatunk, ami
a DNS nukleotidjai koz¢é ékelddik be (interkalécio) és ezaltal UV fény hatasara fluoreszkal.

Kutatdsom sordn plazmid DNS-ek vizsgalatara 1%-0s’, 150 bp-os PCR termékek
vizsgalatara 2%-0s agaroz gélt, ~20 bp-os oligoduplexek vizsgalatara 15%-0s® poliakrilamid
gélt hasznaltam, a gélre 20-150 ng DNS keveréket vittem fel, 5-20 ul mintatérfogatban.
Osszehasonlité mintaként, GeneRuler 1kb Plus-t, GeneRuler 100 bp-t és GeneRuler Ultra
Low Range markereket hasznaltunk, melyek ismert méretii DNS molekulak keverékei. A
mintafelvitel megkonnyitése érdekében a DNS elegyeket glicerol tartalmi 6xLD-vel
(Loading Dye) kevertiik 0ssze 5:1 aranyban. Az LD glicerol mellett bromfenol kéket és xilén
cianolt is tartalmaz, ezek segitséget nytjtanak a mintafeltltés soran és jelzik a futtatas
elérehaladéasat. Az elektroforézist agardz gél esetében 100 V-on 40-60 percig végeztiik,
horizontalis elhelyezkedésti Cleaver Scientific futtatokadban 20 cm elektrodtavolsaggal,
mig poliakrilamid gél esetén 1 6ran keresztiil 100 V-on Bio-Rad Mini Protean II cellaban 30
perces el6futtatassal. A poliakrilmalid géleket futtatas utan 15 percre 100 ng/ul EtBr oldatba
aztattuk. A DNS savokat UV atvilagité segitségével vizualizaltuk.

"1 g agar6z 100 ml 40 mM TRIS, 20 mM jégecet, | mM EDTA 100 ng/ul EtBr oldatban
814,5 g akrilamid 0,5 g biszakrilamid 100 ml 89 mM Tris, 89 mM borsav, 2 mM EDTA oldatban
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4.4 UV-VIS spektrofotometria

A DNS mennyiségének meghatirozdsara az egyik bevett modszer az
es fényuton, 260 nm-en, 1. A DNS tisztasdganak meghatdrozasara eldszeretettel
alkalmazzak a 260 és 280 nm-en mért abszorbancidk hanyadosat. Egy maximalis tisztasagu
DNS minta ezen értéke 1,8 és 2 kozt mozog. 1,8-as érték alatt fehérjeszennyezésre lehet
gyanakodni, mivel a fehérjéknek 280 nm-en taldlhato egy lokalis elnyelési maximumuk. 2-
nél magasabb érték RNS szennyezésre utal.

Rutinméréseink soran a Thermo Scientific™ NanoDrop™ Lite Spectrophotometer

késziilékkel dolgoztunk, amelyre elegend6 1,5-2 pl mintét felvinni a pontos méréshez.

4.4.1 Palte reader

Az oldatfazisban végrehajtott I-Block kisérleteket plate reader segitségével
tanulményoztuk Kutatdsom soran a BMG LABTECH CLARIOstar™ PLUS késziiléket
hasznaltam abszorpciods tizemmodban.

A késziilékben a fény vertikalisan halad at a mintan a klasszikus UV-Vis
spektrofotométerben megszokott horizontalis moédhoz képest. Ebbol adédoan a fénytt a
mintatérfogat fliggvényében valtozik. A platereader nagy elénye, hogy a mintékat kiivetta
helyett 96-, vagy akar 384-lyukt mikroplatekben tudjuk vizsgalni. A mintafelvételt kovetéen
a mérés automatikus, igy a modszer nagy ateresztoképességii. Tovabbi elony, hogy akar 50-
100 pl mintatérfogat is elegendd. A mérések soran nagy teljesitményli xenon villané ldmpa
miikddik, amely a folytonos halogén lampakhoz képest nagyobb intenzitasu. Ez a 220-1000
nm-es hullamhossz tartomanyt foglalja magaba, a felbontas 1-16 nm ko6zott valtoztathato.
Kutatdsom soran 350 pl térfogati mintdkat vizsgaltunk 420, 550 ¢és 600 nm fix

hullAmhosszokon 10 nm-es ablakban.

4.5 DNS tisztitasi modszerek
Egyes esetekben a plazmid tisztitas soran kinyert DNS minték tartalmazhatnak még

egyeéb szennyezoket, amiket az alabbi modszerekkel tudtuk kinyerni ezekbdl a mintakbol

45.1 Fenol-kloroform extrakcio

Az eljarast a fehérje szennyezések eltavolitdsara hasznaljuk. A modszer soran a
fehérjéket az apolaris oldallancuk végett a szerves fazisba, mig a nukleinsavakat a vizes
fazisba tudjuk juttatni. Ezt altalaban etanolos kicsapas koveti, mivel a hosszabb DNS és RNS

molekuldk nem képesek sokaig etanolos oldatban maradni.
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1. tablazat A fenol-kloroform extrakci6 1épéseit dsszefoglalo tablazat

1. 1épés 1:1 térfogat aranyu fenol-Kloroform hozzaadasa a mintdhoz
2. 1épés 30 s vortex

3. 1épés centrifugalas 13500 g-n, 5 percig, 5 °C-on

4. 1épés felsO fazis Osszegylijtése

5. 1épés 1:10 térfogat ardny 3 M-os NaOAc hozzaaddasa az oldathoz
6. 1épés 30 s vortex

7. 1épés 2,5:1 térfogat aranyt 100 v/v%-os EtOH hozzaadasa az oldathoz
8. Iépés 30 s vortex

9. 1épés 15 s folyékony nitrogénnel fagyasztas

10. 1épés | centrifugalas 135000 g-n, 15 percig, 4 °C-on

11. 1épés felsO fazis Osszegylijtése

=
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.1épés | 200 pL hideg 70 v/v% EtOH

. 1épés 30 s vortex

.1épés | centrifugalas 13500 g-n, 5 percig, 4 °C-on

. 1épés felso fazis eltavolitasa

.1épés | vadkuumszarités

.1épés | szilard DNS-es visszaoldasa steril desztillalt vizbe
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45.2 Gél extrakcio

Az agar6z gélen megfuttatott, méret szerint elvalt DNS fragmentumokat lehetséges
visszanyerni gélbdl torténd kivagassal, mikozben a nem kivant komponensektdl garantaltan
megszabadulhatunk. A megfelel6 savot tartalmazo géldarabot, olyan oldatban oldjuk fel,
amiben az agardz feloldddik, ehhez altalaban 50-55 °C-os inkubalast is alkalmazunk, a
felhasznalt készlettdl fiiggden. Ezt kdvetden az oldatot és a benne feloldodott gélt egy
anioncseréld oszlopra vissziik fel, amin a DNS megkotddik, a tobbi szennyez6t pedig
etanolos oldattal mossuk le az oszloprol, majd a DNS-t steril desztillalt vizben vagy 1xTE
oldatot tartalmazé elegybe oldjuk vissza. A kisérleteink soran a Thermo Scientific™

GeneJET Gel Extraction Kit-et illetve a FastGene™ Gel/PCR Kit-et hasznaltuk.

4.6 B-galaktoziaz aktivitisinak meghatarozasa

Az |-Block rendszerben hasznalt cirkularis DNS hordozdink felhasznalhatosagarol
nem csak szekvendldssal és magaval a tesztrendszer elvégzésével kapott sejtek szineibdl
bizonyosodtunk meg, de a mintdink arabinézzal, gliikkozzal illetve mérgezd fémionokkal
torténd indukalasat kovetden a B-galaktoziddz enzim aktivitasat is megvizsgaltuk. Ehhez a
4.4 és 4.4.1 fejezetben bemutatott miiszereket hasznaltuk fel. A kisérleteinket az igynevezett

Miller-protokoll szerint hajtottuk végre (2. tablazat).
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2. tablazat: Miller protokoll, a B-galaktozidaz aktivitasinak meghatirozasahoz.

1. 1épés | sejtek felnovesztése a mikroplaten antibiotikum tartalmu LB oldatban
2. 1épés | sejtek indukalasa 0,1%-o0s arabin6zzal, vagy gliikzzal

3.1épés | a sejtek tovabbi novesztése 30 °C-on 8 éran at

4. 1épés | a sejtek ODeno értékének feljegyzése

5.1épés | 5 ul sejt uj mikroplatere torténd atvitele

6

7

8

9

1

.1épés | az 5 ul sejtkultarahoz 45 pl permeabilizald oldat hozzaadasa

.1épés | a mintak inkubalasa 30 °C-on, 20-30 percig

.1épés | 300 pl szubsztrat oldat hozzdadésa az elegyhez

.1épés | OD rogzitése 420 és 550 nm-en, 1 6ran at, 10 perces intervallumokban.
0. Iépés | Miller indexek kiszamitasa a kovetkez6 modon:

1000 X (A420-1,75 X Asso) / (Asoo X V(minta) X tireakeio)

A tablazatban emlitett permeabilizalo és szubsztrat oldat az alabbi modon készitettem el.

3. tablazat: Permeabilizal6 és szubsztrat oldatok elkészitéséhez sziikséges anyagok, és azok mennyisége.

Permeabilizalo6 oldat Szubsztrat oldat
Na2HPO4 100 mM ONPG 1 mg/ml
KCI 20 mM NaHPO4 60 mM
MgSO4 2 mM NaH2PO4 40 mM
CTAB 0,8 mg/ml B-mertkaptoetanol | 2,7 pl/ml
dezoxikldrsav 0,4 mg/ml
B-mertkaptoetanol | 5,4 pl/ml

4.7 Polimeraz lancreakcio

A PCR (polimerdz lancreakco) lehetdvé teszi, hogy barmilyen eredetli DNS
molekula kivalasztott szakaszat sokszorositsuk. A modszer olyan természetes replikaciot
végz0 polimerazok alkalmazésat koveteli, amelyek hoétliréek. Ez azért fontos, mert a PCR
egyes lépéseiben akar akar 98 °C-ot, illetve 30-40 °C kiilonbséget is el kell viselnie az
enzimnek denaturalodas nélkiil. Ilyen enzim a Taq polimeraz, melyet hétiiré baktériumokbol
izolaltak. A reakcio alkalmazasanak masik feltétele, hogy a sokszorositani kivant DNS
szakasz mindkét végén 15-25 nukleotid sorrendjét ismerjiik, mivel a sokszorositashoz olyan
oligonukleotid primerek sziikségesek, amelyek az elvald két szal 5’—végével azonosak,
ezaltal indit6 szekvenciaként funkcionalnak a masik szal 3’— végéhez tapadva. Ezen feliil
szilkség van dezoxi-nukleozid-trifoszfatokra, amelyek az 0j DNS épitéelemeiként
szolgalnak, illetve Mg?'-ion tartalmti pufferre, amely a megfelelé kémiai kornyezetet
biztositja a polimerdz szamara.

A folyamat a PCR késziilékben zajlik, amellyel a ciklusszeriien ismétl6dé 1épésekhez

sziikséges homérsékletek gyorsan és szabalyozottan beéllithatok. A reakcio egy ciklusa
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harom 1épésbdl all. Elsé 1épésként 94-98 °C-ra heviti a késziilék a reakcidelegyet, ahol a
sokszorositando (templat) DNS két szalanak szétvalasa torténik meg, a nukleotidok kozott
1évé hidrogénkotések felszakadasaval. A kovetkezd 1€pés hdmérsékletét a primerek
olvadaspontja szabja meg, ett6l = 2 °C-kal térhetiink el. Ezen a hdmérsékleten fognak az
oligonukleotidok hozzakapcsolddni az egyszali DNS-ekhez. A harmadik Iépésben torténik
a primerek altal kijelolt szakaszon a hosszabbitds 5°—3’ iranyba, a homérséklet az
alkalmazott polimeraztdl fiiggben 64-72 °C lehet. A primerek altal kijelolt sokszorositott
DNS molekuldk szdma exponencialisan nd a ciklusok szdmaval, viszont a nem megfeleld
hosszusagu szakaszok szdma csak linedrisan ndvekszik. A harom 1épést harmincszor

ismételve ez utdbbiak ardnya mar nem szdmottevo.
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8. abra: PCR sematikus abraja

Kisérleteink soran a reakcidelegyek ~160 ng templat DNS-t, 0,2 mM dNTP-t, 0,5-
0,5uM forward és reverz primert és 1 Unit® Thermo Scientific™ DreamTaq DNA
Polymerase enzimet tartalmaztak a megfelelé reakciopufferben, 50 ul-es térfogatban. A

reakciot 4. tabldzat alapjan hajtottuk végre.

® DreamTaq polimeraz esetén 1 Unit jelenti azt az enzim mennyiséget, amely 10 nmol dNTP-t
polinukleotidlancca alakit 30 perc alatt 74 °C-on

24



4. tablazat: PCR reakci6 koriilményei 150 bp-os fragmens sokszorositiasa esetén.

Folyamat T (°C) | t(sec)

Els6é denaturalés 95 120

Ciklikus denaturacié | 95 30

Osszetapadas 62,6 30 30%xism
Hosszabbités 72 30

Végso hosszabitas 72 200

A rovid DNS-ek hibridizacidja sordn is PCR késziiléket alkalmaztunk. Ekkor 98 °C-
ra melegiti fel a késziilék az elegyet, majd percenként 1 C-kal lehiiti egészen 10 °C-ig. A
reakcidelegyek 50 pl térfogataak voltak, benniik 5-5 uM oligonukleotiddal.

A kisérletek sordan MJ Research PTC-150 PCR késziiléket hasznaltunk.

4.8 Olvadaspont becslése

A primerek tervezése soran, figyelembe kellett venni azok olvadaspontjat azért, hogy
a két oligonukleotid a PCR soran azonos hémérsékleten tudjon dsszehibridizalni a templat
DNS molekuldk megfeleld szakaszaval. Leggyakrabban két modszert alkalmaznak, az eltérd
formulak hasznalatat a primerek hossza fogja meghatarozni. Abban az esetben, ha a tervezett
szekvenciak hossza rovid, azaz 14 bazisparnal kevesebb, akkor az igynevezett Marmur Doty
formulét hasznaljuk.

Tm=2A4+T)+4(C+G)—-7

1. egyenlet ahol: T = olvadasi hémérséklet; A = szekvenciaban el6forduld adenin nukleotidok szama; T =

szekvenciaban el6fordulé timin nukleotidok szama; G = szekvencidban el6fordulé guanin nukleotidok szama;

C = szekvencidban el6fordul6 citozin nukleotidok szama; —7 = oldatok esetén korrekcios faktor.

Amennyiben a tervezett oligonukleotidok hossza 15-120 bazispar, akkor a kozeli
szomszédok (nearest neighbors) modszert alkalmazzuk, ami az el6z6 technikat tekintve
pontosabb, mivel egy primer esetében nemcsak a nukleotid-osszetételt veszi figyelembe,
hanem a nukleotidok sorrendjét is. Ezen kiviil szamolnunk kell a termodinamikai
tényezokkel is, amelyek a primerek olvadaspontjat befolyasolhatjak, mint példaul az
entropia valtozas, amely az oligonukleotidok rendezetlenségét befolyasolja vagy az entalpia
valtozas, amely az oligonukleotidok altal kibocsatott vagy elnyelt hét veszi figyelembe. A

szamolashoz hasznalt formula a kovetkez0:

AH

:A+AS+Rln(%)

Tn

— 273,15 + 16,6log[Na*]
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2. egyenlet ahol: T, = olvadasi hémérséklet; AH= entalpia valtozas; A = konstans, amelynek értéke 0,0108
kcal/Kmol; AS = entropia valtozas; R = egyetemes gazallando; ¢ = oligonukleotid koncentracié mol/dm?

megadva; [Na*] =nétrium-ion koncentracié mol/dm3-ben megadva

Szamolasainkhoz az OligoCalc: an online oligonucleotide properties calculator

programot hasznaltuk, amely ezen két egyenlet alapjan szamitja ki a sziikséges adatokat [47].

4.9 Szekvenalas

A DNS molekuldk pontos szekvenciajanak — azaz a nukleobazisok sorrendjének —
birtokdban megismerhetjiik azok tulajdonsagait, funkcidjat. Amennyiben rekombinans DNS
technologiak (4.1) segitségével modositottunk egy DNS molekulat, elengedhetetlen a
termékek szekvencidjanak meghatarozasa, hogy eldonthessiik sikeres volt-e a reakcio.

Napjainkban a Sanger féle szekvendlast alkalmazzuk. Ennek elsé lépéseként a
vizsgalni kivant DNS-b6l a meghatarozni kivant régiot fogjak sokszorositani in vitro. Ehhez,
a polimeraz lancreakcidhoz hasonloan sziikség van DNS polimerazra, a négy féle ANTP-re,
templat DNS-re, viszont csak egy primert tartalmazhat a reakcioelegy, azaz csak az egyik
DNS szal keriil masolasra/sokszorositasra. Emellett az elegynek tartalmaznia kell didezoxi
nukleotidokat, amelyekhez kovalens kotéssel olyan eltéré szini molekulakat, un.
fluoroforokat kapcsolnak, amelyek fénnyel torténd gerjesztés hatdsdra Onmaguk is
fényforrassa valnak, azaz fényt fognak kibocsatani.

A fent emlitett komponenseket a reakcié megkezdéséhez 6ssze kell keverni, azonban
a festékkel jelolt didezoxi nukleotidokat jelentsen kisebb mennyiségben kell az oldathoz
adni, mint a nem megjelolt dANTP-ket. El6szor a reakcioelegyet felmelegitik, hogy a DNS
denaturalodjon és a két szal el tudjuk valni egymastol. (9. dbra c,) Ezt kdvetben lehiitik az
oldatot, hogy a primer hozza tudjon kapcsolodni az egyszalti templathoz, majd a
hémérsékletet ujra felemelik, hogy a DNS polimerdz a primertdl indulva az 0 szél
szintézisét meg tudja kezdeni. (9. dbra d,) A folyamat eddig hasonloan zajlik a polimeraz
lancreakciohoz, de ebben azesetben az enzim csak addig miikodik, amig a szekvenciaban
egy didezoxi nukleotid épiil be. Ekkor a reakcio ledll, mivel ezek a fluor6forokkal megjelolt
DNS fragmensek a 3’ végiikon nem tartalmaznak OH™ csoportot, ami miatt a kdvetkezd
nukleotid foszfat csoportja nem tud kapcsolodni. (9. dbra e,) Ez a folyamat egymas utan
tobb cikluson keresztiil le fog jatszodni, ezért mire befejezddik az egész reakcid, csak nem
didezoxi nukleotid. Azaz a reakcidcsd, kiillonbozd hossziisagh DNS fragmentumokat fog

tartalmazni, amelyek legutolsé nukleotidja festékkel lesz megjeldlve. (9. abra 1)) Ezt az
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elegyet kapillaris elektroforézis segitségével méret szerint szétvalasztjak. (9. dbra g,) A
folyamat miikodése a korabban mar jellemzett gélelektroforézishez hasonld, a rovidebb
DNS molekuldk gyorsabban mozognak, az egyre nagyobb méretii és molekulatomegi
részecskék pedig egyre késébb fogjak elérni a detektort. A detektorban a didezoxi
nukleotidokhoz kapcsolt fluoroférok gerjesztési hullimhosszan sugarzodik be a minta.
Idében kovetve a négy fluorofér emisszids hulldmhosszain mért intenzitdsokat a

kromatogrammbdl kirajzolodik a szekvenalt DNS nukleobazis sorrendje.

o CJ

3 Templat DNS

3 Gl
5 . 5' T 5' Detektor —

9. abra: Szekvenalasi reakcié mechanizmusa.

4.10 QuikChange™ eljaras

A QuikChange™ reakciot mas néven helyspecifikus mutagenezisnek is nevezik,
hiszen az eljaras soran in vitro lehet eldidézni pontmutaciot, deléciot vagy inszerciot egy
plazmid DNS-ben. A folyamat lejatszodasahoz olyan primereket terveziink, amelyek
esetében a forward primer az 5°— végén tartalmazza a mutaciot, mig a reverz primert gy
tervezzilk meg, hogy annak 5’— vége pont ott kezd6édjon, ahol a masik szalon a forward

primer 5°— vége (10. dbra).
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5!

Reverz primer

Forward primer

3!

10. dbra: Altalunk alkalmazott QuikChange primertervezési koncepcid. A zolddel és kékkel jelolt
primerrészletek szekvencidja megegyezik a plazmid 1-1 részletével, mig a forward primer pirossal jelolt

szakasza nem.

Ebben az esetben a DNS eltérd régidihoz kot hozza a két primer, viszont ekkor a
mutéciot nem tartalmazd DNS is keletkezik, de ez elhanyagolhaté mennyiségben, mivel
ezeknek szdma csak linedrisan, mig a mutdciot tartalmazd szekvencidk szdma
exponencialisan fog néni. Fontos az is, hogy a primerek GC tartalma 40% koriil mozogjon
¢és a 3°— végiikdn minimum egy guanin vagy citozin legyen, az 5’—végeket pedig foszforilalni
kell. A reakcidelegyet a muticidt tartalmazd primerekkel, a megfeleld pufferrel,
polimerazzal és dezoxi-nukleozid-trifoszfatokkal osszekeverik, majd a PCR késziilékben
jatszdodik le a DNS sokszorositasa és a megfeleld komponenseinek cseréje. A képzddott
plazmid DNS nem metilalt és a szekvencidjaban tartalmazza a mutaciot. A tobbi metilalt
kiinduldsi plazmidot szelektiven eltavolitjak, mivel ezekre a tovabbiakban mar nincs
sziikség.

A QuikChange reakciot is PCR késziilékben végeztiik el, a kovetkezd koriilmények
kozott. A mutdcit az 5’-cctCGGCCTAGCATGCCATACCGC-3° ¢és az 5’-
cagaaGGAGGGCTAGCGCCCGGAA-3’ oligonukleotidok segitségével hajtottuk végre,
melyek végkoncentracidja 0,5-0,5 uM volt. Emellett a minta tartalmazott ~50 ng templat
DNS-t, 0,2 mM dNTP-t, és 1 Unit Thermo Scientific Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase enzimet, 1xPhusion HF puffer mellett. A reakcioelegyek végtérfogata 50 pul

volt.

5. tablazat: Quikchange reakcié koriilményei

Folyamat T (°C) | t(sec)

Els6é denaturalas 94 120

Ciklikus denaturacio | 98 15

Osszetapadas 65 30 30xism
Hosszabbités 72 30

Végs6 hosszabitas 72 200
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5 Eredmények

5.1 Primer tervezés IMEY-alapu plazmidokhoz

Kisérleti munkam soran els6 célom az volt, hogy olyan DNS-hordozokat készitsek, amelyek
tartalmazzadk a kutatocsoportunk altal széleskorben alkalmazott 1IMEY cinkujj fehérje
felismerési helyét I: 5’ —GAGGCAGAA—3’ ¢és kompatibilisek legyenek az I-Block
rendszerben hasznalt sejtekkel. A hordozo plazmid igy csak a Kiss Antal kutatocsoportja
altal optimalizalt kis kopiaszam pdUA-Lacln lehetett, amelyben Nhel restrikcios hasitasi
helyre kell beépiteni a DNS célszekvencidkat. Ezekhez terveztik meg a sziikséges
oligonukleotidokat, amelyek Nhel hasitdsi hellyel, tovabba IMEY cinkujj fehérje
felismerési hellyel rendelkeztek. A két szalon vagy csak egy felismerési hely van, vagy a két
szalon az IMEY felismerési helyei kozott 0 (NO), 4 (N3) vagy 7 (N6) bazisnyi tavolsaggal
rendelkezd primereket terveztiink, amelyekben az IMEY felismerési helye: 5’—
GAGGCAGAA—3’, az Nhel hasitasi helye pedig: >’ — —3’. A tervezés ezen
pontjan felvetddott, hogy szamos eldnyiink szarmazhatna a késdbbiekben abbol, ha a
megtervezett rovid DNS szekvencidk tartalmaznanak egy tovabbi restrikcids hasitasi helyet
is, a hordozdvektorba torténd beépitéshez elengedhetetlen Nhel-en kiviil. Egyfeldl igy
konnyen ellendrizhetévé valna, hogy sikeriilt-e az adott rovid DNS-t beépiteni a
hordozovektorba, mivel csak abban az esetben lehetne elhasitani a hordozovektort az adott
restrikciés enzimmel, ha megtalalhatd lesz benne az enzim felismerési helye. Masfeldl
amennyiben a kutatdcsoportunkban tervezett cinkujj nukleazokkal probalnank meg a DNS-
eket elhasitani, lenne egy kontroll, ezaltal tudnank azt, hogy hogyan kellene kinéznie a
plazmidoknak, ha elhasadnak.

Az S1 DNS esetében az extra restrikcios hely beépitésére nem addodott lehetdség,
azonban a két felismerési helyet is tartalmazé DNS-ekben a két hely kozti linker régio
nukleotidjainak valtoztatasaval igen.

Alaposabban megvizsgalva a DNS szekvencidkat megallapitottuk, hogy az NO-
pdUA-Lacln —be kialakitasanak koszonhetéen mar eleve tartalmaz egy 5’ — —37
szekvenciat, ami az EcoRI hasitasi helye és ez a szekvencia nem fordul ¢l6 az eredeti pdUA-
Lacln vektorban. Az N3-pdUA-Lacin és N6-pdUA-Lacln primerekbe pedig Hindlll 57—
AYAGCTT—3" hasitasi helyet terveztlink, amely szintén nem fellelheté a hordozdvektorban.

A tervezett szekvenciak a kovetkezok:
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6. tablazat: Megtervezett rovid DNS szakaszok nevei és szekvencidja. Zold szinnel jel6ltiik az Nhel hasitasi
helyet, rozsaszinnel (illetve alahtizva) az IMEY fehérje felismerési helyét. Sarga szinnel az EcoRI hasitasi
helyet, kékkel pedig a HindIII restrikcios enzim hasitasi helyét jeloltik. A névben az F illetve R betii azt jeloli,

hogy a DNS melyik szalat fogja alkotni a hibridizaciot kovetden az adott oligonukleotid (Forward vagy Reverz)

Név Szekvencia

S1-pdUA-LacIn/F 57— AGAGGCAGAAAG-3'

S1-pdUA-LacIn/R 57— TTTCTGCCTCTG-3
NO-pdUA-LacIn/F,R 57— GAGGCA TGCCTCG-3
N3-pdUA-Lacln/F,R 57— GAGGCAGAAAGCTTTCTGCCTCG—3"
N6-pdUA-LacIn/F 5’ - GAGGCAGAAGCTTAAGTTCTGCCTCG-3'
N6-pdUA-LacIn/R 57— GAGGCAGAACTTAAGCTTCTGCCTCG-3

Az NO és N3 verziok esetében nem volt sziikség reverz primerre, hisz a két szal DNS

szekvenciaja palindrom és képes 6nmagaval dimerizalodni az oligonukleotid.

5.2 pdUA-LacIn-S1, -NO és -N3 DNS-hordozok eléallitasa

A pdUA-Lacln plazmidot Kiss Antalék kutatocsoportja bocsatotta rendelkezésiinkre
MDS66 baktériumban. Mivel ezzel az E. coli torzzsel nem voltak tapasztalataink, igy elsd
lépésként kinyertiik beldliik a plazmid DNS-t. Ehhez 5 ml 50 pg/ml kanamicin tartalmt LB
(Luria-Bertani) tapoldatba volt sziikség, amibe atoltottunk egy telepet és egy éjszakan at
30 °C-on razattuk. ODeoo nm ~2 elérését kovetéen a baktériumos oldat egy részletébol
glicerolos torzsoldatot készitettiink, majd a tovabbi részleteit EZ-10 Spin Column Plasmid
DNA Miniprep Kit segitségével feldolgoztuk és kinyertiik a sejtekben talalhatd plazmid
DNS-t. Ezt kovetéen a pdUA-Lacln plazmiddal a laboratoriumunkban hasznalt DHS5a
kompetens sejteket transzformaltuk, majd (4.2) szerint sokszorositottuk, tisztitottuk.

A 250 ml tapoldatbodl kinyert és 500 pul 10 mM Tris pH 8,5 pufferben visszaoldott
pdUA-Lacln plazmid 260 nm-en mért abszorbancidja alapjan koncentracioja 14,3 ng/ul. Ez
a mérsékelt kitermelés annak tudhatd be, hogy kis kopiaszamu (low-copy) plazmiddal
dolgoztunk. Mindemellett a 260 és 280 nm-en mért abszorpcidjanak hanyadosa 1,84, igy a

minta RNS ¢és fehérje szennyezése elhanyagolhato.
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11. abra: a,: szuperhelikalis és b, linearis pdUA-LaclIN plazmid DNS 1 m/v %-os agar6z gélen vizsgalva. c,
hatramaradt gél a linearis DNS sav kivagasat kovetéen Marker: Gene Ruler 1kb Plus. A linearizalas Nhel-el

tortént az (4.1.1.) fejezetben leirtak szerint. A gélre 500 ng marker, illetve ~20 ng plazmid DNS-t vittiink fel.

Agaroz gélelektroforézis segitségével megallapitottuk, hogy a kinyert DNS ~3000
bp mérettartomanyban talalhato (11. abra a). Emellett Nhel enzimmel linearizalva ~5000
bp-nal kapunk egy 0 savot (11. @bra b). Utdbbi jo egyezést mutat a plazmid 4849 bp-0s
elméleti méretével és ez alapjan a ~3000 bp-ndl taldlhaté sév a plazmid kompakt
szuperhelikalis formajat jeloli. Igy Osszességében kijelenthetd, hogy a kivant plazmidot
optimalis konformacidban sikeriilt el6allitanunk.

Az 11. abra b) esetében 20000 bp felett észlelhetd sav feltehetéen kis mennyiségii
genomialis DNS szennyezére utal. Annak érdekében, hogy ez ne zavarjon be a késébbi
ligalasi kisérletek soran a gélbdl kivagtuk a linearizalt pdUA-Lacly plazmid savjat, amint az
az 11. dbra c) részén lathato. Ezt kdvetden a kivagott linearis DNS fragmenst Thermo
Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit-tel visszanyertiik az agardz gélbol.

Az igy kapott elegy egy részletét alkalikus foszfatdzzal kezeltink az (4.1.3)
fejezetben bemutatott modon. Erre azért volt sziikség, mivel enélkiil nagy eséllyel a
linearizalt plazmidot a ligdz Gjra 6sszekapcsolta volna korkords plazmidda anélkiil is, hogy
az altalunk beépitendd szakaszok barmelyike is beépiilt volna. Annak érdekében, hogy
ellendrizhessiik a ligdz enzim mikodését, a linearizalt pdUA-Lacln plazmid egy masik
részletét kezelés nélkiil hagytuk.

Ezzel parhuzamosan az (6. tdbldzatban) bemutatott primereket a PCR késziilékben
0sszehibridizaltuk oly modon, hogy 96 °C-ra felmelegitettiik az elegyeket, majd percenként
1 °C-al csokkentettiik a hdmérsékletet egészen 10 °C-ig. A hibridizaciot megvizsgaltuk 0 és
150 mM NaCl-tartalmu kdzegben is. Utdbbira azért volt sziikség, mivel nem lehettiink benne
biztosak, hogy a foszfodiészter csoportokon taldlhatd negativ toltések miatt nem taszitjak-e
a szalak egymast, kis ionerdsségii kozegben. Mivel a vart termékek mérete ~10-20 bp volt,

igy poliakrilamid gélt (4.3) hasznaltunk a reakciok ellendrzésére. Minden DNS esetében
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sikeriilt a hibridizacio, a tapasztalt és a vart méretek kozelitéleg megegyeznek (12. abra). A
varakozasainknak megfelelden az NO és N3 esetében Onhibridizaci6 is tortént, mivel
ezekben az oszlopokban két-két sav is észlelhetd és az also fele akkora, mint a vart méret.
Meglepd moédon az 6nhibridizacié jelentdsebb volt 150 mM NaCl alkalmazasakor, azonban

még ez esetben is a f6 termék a megfeleld modon dimerizalédott DNS volt.

0 mM NaCl 150 mM NaCl
< = < =
V] Q W] Q
= = x =
[} () z bd () [0) (@)) pd pd @
T T T T
S | T S

Vart méret 17 24 | 28 17 24 | 28
50 S — i) [—
40 Nt T Al — el
30| Nt e | W B A

s

20 N—y | —
10| - F - |

12. abra: Hibridizalt oligonukleotidok vizsgalata 15%-0s poliakrialmid gélen. Marker: 5 ul GeneRuler Ultra
Low Range DNA Ladder, ready-to-use. Minden zseb ~25 pmol DNS-t tartalmaz. 30 perc eléfuttatas 100 V, 1
ora futtatas 100 V. Eldhivas 100 ng/pul EtBr oldtban 15 percig.

fgy mar rendelkezésiinkre alltak a beépitendd rovid DNS szalak és az a
hordozovektor is, amelybe be akartuk illeszteni azokat. A nukleinsav szalak 6sszekapcsolasa
azonban Osszetett folyamat, hatékonysaga fiigg a linearizalt plazmid €s a beépitendd rovid
DNS szakasz mennyiségétdl, molaranyuktol, az Osszekapcsolasért felelds ligaz enzim
koncentraciojatol, az alkalmazott hdmérséklettdl és reakcididétél. Emellett a folyamatot
eldsegitheti, ha zstfolt kozeget hozunk létre polietilén-glikol (PEG) hozzaadéasaval, mivel
ennek hatasara energetikailag kedvezObbé valhat két molekula Gsszeépiilése, sOt akar a
hidrolizist végzé enzimek miikodését is megfordithatja [48]. Eldkisérletiink soran ezért
megprobaltuk optimalizalni ezt a sokparaméteres kémiai reakciot. Erre a célra egy pGEX
plazmidot hasznaltunk fel, amelyet elhasitottunk BamHI restrikcios enzimmel (4.1.1).

fejezetben leirtak szerint, majd T4 ligdz felhasznéldsaval vizsgaltuk az Osszeépiilés

hatasfokat (7. tabldzat).
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A legjobb eredményt — amikor a linearizalt DNS ~20%-a alakult vissza korkoros
vektorra — 0,02 Unit/ul ligaz enzim hatasara, polietilén-glikol mentes kozegben sikertilt
elérni, igy a tovabbiakban ezt a koriilményt igyekeztiink tartani ligaldsaink soran. Fontos
megjegyezni, hogy habar tobb kiinduldsi DNS esetén tobb baktériumtelepet kaptunk a
transzformélast kovetden, azonban a kettd kozti Osszefiiggés telités jellegll, igy a
gyakorlatban nincs értelme ~200 ng-nal tobb kiindulasi DNS-t a mintaba rakni. Az is jol
lathato, hogy habar a ligdz enzim optimalis mikodéséhez 37 °C-ra van sziikség, rendre
magasabb telepszamot kaptunk 22 °C-on, ugyanis ilyenkor az elhasitott DNS szalak 4 bazis
hosszlisagu egyszalu végei — amelyeket a BamHI enzim hasitas utan hatrahagy — nagyobb

eséllyel képesek Osszehibridizalodni, igy megkonnyitve a ligadz enzim feladatat.

7. tablazat: Baktériumtelepek szama kiilonboz6 ligalasi koriilmények kozt. Felhasznalt DNS: BamHI
linearizalt pGEX-6p-1-Z3 25 pl ligalasi elegyek, felhasznalt ligaz: Thermo Scientific™ T4 DNA Ligase,
ligalas idStartama: 2 6ra, ligdz inaktivalas: 65 °C 10 perc. A ligalasi reakcidelegyekbol 5 pl-t transzfomraltunk
50 ul DH5a kompetens sejtekbe (4.1.6) fejezetben leirtak szerint, majd 75 pl-t szélesztettiink ampicillin
tartalmi LB-Agar taptalajra és egy ¢jszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. A kontroll lemezen ~1000 telep
képzodott 100 ng/ul DNS felhasznalasaval. A baktériumtelepek szamat szabad szemmel, illetve Imagel

programmal szamoltuk meg. [49]

Ligaz ,,koncentracié” (Unit/ul) 0,02 0,1
PEG miv % 0% 5% 0% 5%
DNS koncentracio (ng/ul) 10 | 100 (1000| 10 | 100 |1000| 10 | 100 |1000| 10 | 100 {1000
Telepszam 22 °C-on 50 1000| 50 | 100 | 700 | 20 | 155|350 | O | 60 | 300
Telepszam 37 °C-on 36 M 200 9 | 26 | 400| 25 | 140 |270| O | 115250

A ligalasi reakcid optimalizalasat kovetéen a dimerizalt N3 inzert (12. dbra)
beépitésével probalkoztunk meg a korabban linearizalt pdUA-Lacln hordozoba (11. dbra).
Az eldz6 bekezdésben részletezett paramétereket annyiban egészitettiik ki, hogy 16 °C-0s
egy ¢éjszakan at tartd ligalassal is megprobalkoztunk, hogy tovabb fokozzuk a hatékonysagat
a reakcidinknak. Kiilonb6z6 moélaranyokat is megvizsgaltunk a linearizalt plazmid DNS és

a beépitenddé DNS kozt.
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7. tablazat: 16 °C-on és 22 °C-on torténd liglasi elegyek transzformalasa soran keletkezett telepek szama.
Inzert: 2-200 nM 150 mM NaCl oldatban hibridizalt N3 DNS. plazmid: 2 nM (130 ng) Nhel linearizalt, gélbol
kivagott pdUA-Lacln ligalasi térfogat: 20 ul, 0,05 Unit/pl ligdz: Thermo Scientific™ ,, T4 DNA Ligase”,
inaktivalas: 65 °C 10 perc, A ligalasi reakcidelegyekbdl 5 pl-t transzfomraltunk 50 ul DHS5a kompetens
sejtekbe (4.1.6) fejezetben leirtak szerint, majd 150 pl-t szélesztettiink kanamicin tartalmu LB-Agar taptalajra
és egy ¢jszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. A kontroll lemezen ~100 telep képzddott 100 ng/ul DNS

felhasznalasaval.
Ligélasi koriilmények:
Inzert:plazmid arany: 16 °C ~20 6ra | 22 °C ~2 6ra
1:1 0 0
5:1 0

0
10:1 0
100:1 3 2

Az eredmények alapjan 10:1 izert:plazmid molaranynal 16 °C-o0s, ~20 Oras

inkubaciot kdvetden kaptuk a legtobb telepet. Ettdl fliggetleniil mindegyik telepet atoltottuk,
elszaporitottuk, majd kinyertiik beléle a plazmid DNS-t (4.2) fejezetekben leirtak szerint,
majd agaroz gélen megfuttattuk a mintakat (4.3). Mind a 16 esetben az eredeti pdUA-Lacln-
nel megegyezd méretli szuperhelikdlis DNS savot kaptunk az agar6z gélen. Mivel a
beépitendd DNS szakasz hossza csupan 28 bp, a plazmid pedig 4849 bp, igy az inzert
beépiilése altal okozott méretndvekedést ilyen mdédon nem lehet megallapitani, csupan a

DN tisztitas sikeressége volt ellendrizhetd.

=g G538 R8E s
ar8 52> "2 7
22 pdUA-Lacln-10:1 N3-16 °C N N
o = Q9 =1

o o z

= =

5000

1500

13. abra: A kitisztitott pdUA-Lacln-N3 ligalasi elegyek vizsgalata 1%-os agardz gélen, 1 kbp-0s Gene Ruler
Plus markert hasznaltunk. A markerek zsebeiben 200-200 ng DNS talalhato, a mintak zsebeibe pedig ~100 ng
DNS-t vittiink fel, az eredeti plazmid esetében pedig csak 50 ng-ot. A gélt 40 percig, 100 V-on futtattuk.

34



Mivel azonban az N3 oligonukleotidba a tervezés soran beépitettiink egy Hindlll
hasitasi helyet, ezért ezzel az enzimmel (4.1.1) fejezetben leirtakkal megegyezden elhasitva

a plazmidokat megallapithattuk, hogy mely esetekben sikeriilt beépiteni az N3 inzertet.

ZE S GBE[NEE §
=53 5z 5 CoPF
LRl pdUA-Lacln-10:1 N3-16 °C o V| &L T

2 = a8 =
= = '
1 2 B I 5 b [7 B o 10 112 13 14 |15 [16
re -——
5000| s—"r' — o e N R P BB -:—
INgp— pa— ’ - e
1500 : :

14. abra: Az N3 inzerteket tartalmaz6 mintak Hindlll-as linearizalasanak vizsgalata 1%-os agaroz gélen.
Marker: GeneRuler 1 kb Plus, amelyb6l 200 ng DNS-t vittiink fel, a hasitott mintak esetében is ~200 ng DNS-
t toltottiink fel a zsebekbe. A gélt 40 percig, 100 V-on futtattuk.

Amint a 14. abra lathatd a plazmidok elhasitasa a 3-as, 4-es, 8-as, 15-0s és 16-0S
minta esetében nem volt sikeres, ami azt jelenti, hogy nem épiiltek be az inzertek.
Kiemelendd, hogy a 22 °C-os mintak koziil egyik sem tartalmazta az N3 inzertet, az
elhasitott plazmid alakult vissza a ligdlds soran korkoros formdjiva. Ez arra utalhat, hogy az
alkalikus foszfatazzal torténd kezelés (4.1.3) nem ment végbe 100%-osan ¢és maradtak az
elegyben olyan plazmidok, melyek képesek voltak oncirkularizaciora.

Az elhasadt plazmidok esetében biztosak lehetiink benne, hogy beépiilt az N3-as
inzert, azonban azt nem tudhatjuk, hogy pontosan hany darab. Ennek megallapitasara az
elegyet poliakrilamid gélen is megvizsgaltuk, mivel ha tobb inzert is talalhato egy
plazmidban, az azt jelenti, hogy legalabb 2 HindIII hely is talalhato benne, igy a plazmidot
az enzimmel elhasitva egy 28 bp-os linearis fragmenst is kapnunk kellene. A gélen nem
lathato ilyen fragmens, &m sajnalatos modon nem lehetiink benne biztosak, hogy ez valéban
azt jelenti-e, hogy csak 1 inzert van a plazmidokban vagy egyszeriien a DNS mennyiség volt

tal alacsony ahhoz, hogy etidium-bromiddal kimutathat6 legyen.
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(dq) soxpreiN
(dq) soxpreiN

15. abra: Elhasitott plazmidokba beépiilt inzertek szamanak vizsgalata. Marker: 10 pul GeneRuler Ultra Low
Range DNA Ladder. A mintak esetében ~200 ng DNS.t vittiink fel a gélre. 30 perc el6futtatas 100 V, 1 6ra

futtatss 100 V. El8hivas 100 ng/pl EtBr oldtban 15 percig.
Annak érdekében, hogy egyértelmilien eldonthessiik hany darab inzert épiilt be
terveztiink két olyan primert, amely segitségével a pdUA-Lacln plazmidbdl PCR reakcio
soran egy 154 bp-os hosszusagu szakasz sokszorosithatd. Ilyen mérettartomdny esetén mar
akar 2%-os agar6z gélen is elvalaszthatoak lesznek a 154 bp-os (0 inzert épiilt be) a 182 bp-
os (1 inzert épiilt be) és az ennél hosszabb DNS termékek, illetve ezek segitségével a mintak

szekvenalasa is megvalodsithatova valik.
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8. Tablazat: a, pdUA-Lacly plazmidhoz tervezett primerek. a primerek altal PCR reakcid soran sokszorositott
szekvencia b, moédositatlan pdUA-Lacly ¢, modositott pdUA-Lacln-N3 plazmidot hasznalva templatként.
Forward primer: Narancssarga, Reverz primer: Sarga, Nhel hasitasi hely: , HindIII hasitasi hely: kék

IMEY# cinkujj fehérje felismerési hely: rozsaszin

a,

Név Szekvencia

pdUA-F 5’ -TCGTCTTCACCTCGAGATCTATCG-3'
pdUA-R 5" - -3’
b,

Sokszorositott szekvencia:

5 r _

ATGCATGCCATGGTACCTATTCTGGTGGCCGGAAGGCGAA
GCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCAT
GCC -3/
C,
Sokszorositott szekvencia:
57—

ATGCATGCCATGGTACCTATTCTGGTGGCCGGAAGGCGAA
GCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCAT
GAGGCAGAAAGCTTTCTGCCTC GCC -3’

Ezzel parhuzamosan az N3-as ligdlds sordn tapasztalt legidealisabb koriilményt
(16 °C ~20 ora 10:1 inzert:plazmid arany) alkalmazva végrehajtottuk a reakciot a tovabbi
megtervezett és hibridizalt rovid DNS szakaszokat felhaszndlva, majd a korabbiakkal azonos
modon transzformaltuk a reakcidelegyeket. A pdUA-LacIN plazmidba a ZFA inzertet
beépitve 1 telep lett, hasonldéan az S1 inzertet tartalmazo plazmid esetében, az NO mintaval
3, a ZFB inzerttel pedig 2 telep keletkezett. A sejteket (4.2) alapjan felszaporitottuk, amely
az NO-1 telep kivételével minden esetben sikeriilt, majd kinyertiik a benniik talalhato
plazmid DNS-eket.

Agar6z gélen megfuttattuk a reakciotermékeket és ebben az esetben is a pdUA-Lacln
szuperhelikalis savjahoz hasonld sdvokat kaptunk, természetesen az esetleges sikeres
beligalodas itt sem lathatd (16. dbra a). Az inzertek beépiilésének ellenérzése csak NO
esetében ellendrizhetd konnyedén ugyanis ebben a szakaszban megtalalhatd EcoRI
restrikcios enzim felismerési helye. Amint lathaté az NO-2 mintat sikeresen elhasitottuk, mig

az NO-3-as verziot nem, igy az eldbbiben legalabb egy darab NO inzert sikeresen beépiilt.
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a, tisztitott plazmidok b, hasitott plazmidok

LS
L-ON
€-0N

LS
L-ON
€-ON

(dq) sasepy

(da) 151N

Njoe-ynpd

IETeET =)
(dq) sax1e

(dq) sax1el
Njoe-ynpd
1}9palg

5000
3000

16. abra: a, Az eredeti és inzerteket tartalmazo pdUA- Lacly plazmidok vizsgalata 1%-os agardéz gélen. Az
eredeti plazmidbol 50 ng-ot vittiink fel, a tobbi minta esetében minden zseb ~100 ng DNS-t tartalmaz. b, A
plazmidok hasitasa restrikcios enzimekkel. A pdUA-Lacln és S1 esetekben Nhel-el, az NO-2 NO-3 esetében
EcoRl-el tortént hasitas (4.1.1)-szerint. A gélt 40 percig, 100V-on futtattuk.

A tovabbi plazmidoknal nem lehetett kialakitani extra restrikcios helyet a beépitendd
inzertben a tervezés soran, ezek csak Nhel-el hasithatok el. Amennyiben azonban barmelyik
mintaba sikerrel beépiilt az inzert, abban az esetben elhasitva a képz6dott plazmidot,
biztosan kapnunk kell egy inzerttdl fliggden 13-24 bp hosszsagu fragmenst is, amelyeket

ez esetben is megprobaltunk poliakrilamid gélen detektalni.

(dq) 11\
Njoe-vnpd
ljepai3g
1S
L-ON
€-ON
(dq) 1oxiey

17. abra: Elhasitott plazmid vizsgalata 15%-os poliakrilamid gélen. Marker: 5 pL GeneRuler Ultra Low Range
DNA Ladder, ready-to-use. Mindegyik mintaval kb 200 ng DNS-t juttatunk fel a gélre. 30 perc el6futtatas 100
V, 1 ora futtatas 100 V. El6hivas 100 ng/pl EtBr oldtban 15 percig.

Mivel itt sem tudtuk detektalni a beépiilt inzerteket, igy bebizonyosodott, hogy ez a
modszer nem kellden érzékeny a fragmensek kimutatdsara, ezeknél a plazmid termékeknél

is a PCR-reakcidval sokszorositott 154 bp-0s fragmens vizsgalata lehet a megoldas.
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5.3 Szekvenalasi eredmények

Az altalam eléallitott S1, NO és N3 inzerteket tartalmaz6é pdUA-Lacln cirkuléris
DNS-ek az elékisérletek alapjan feltehetGen helyesnek bizonyultak, azonban egyszerii
gélelektroforézissel nem tudtuk megmondani, hogy ténylegesen beépiiltek-e a megfeleld
fragmensek a plazmid DNS-be, illetve, ha be is épiiltek, akkor hany darab és milyen
szekvenciaval. Ehhez polimeraz lancreakcioval sokszoritottuk az altalunk vizsgalni kivant
inzertek  régidit. Ehhez az  elébbiekben  emlitett pUA-pdUA-R (5’ -
CACCCTGAATTGACTCTCTTCCG-3") és pdUA-F (5" -
TCGTCTTCACCTCGAGATCTATCG-3") primereket hasznaltunk és a (4.7) fejezetben
leirtak szerint hajtottuk végre a reakciot. Erre azért volt sziikség, mert a szekvenalasi
folyamatok nagy mennyiségli DNS-t igényelnek, azonban a felhasznalt plazmid kis
kopiaszamu, azaz csak kis mennyiségli DNS felszaporitasara és kinyerésére alkalmas.

A szekvenciak pontos ellendrzéséhez a PCR soran keletkezett termékeket fenol-
kloroform extrakcioval (4.5.1) kitisztitottuk, majd a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban a
(4.9) pontban leirtak szerint végezték el mintainkon a szekvenalast.

5.3.1 pdUA-LacIn-N3 szekvenalasanak eredménye

Az N3-at tartalmazé DNS hordozé szekvencidjanak megallapitdsdhoz, 4 minta
szekvenalasat végezték el. Mind a 4 esetben, ugyan azt az eredményt kaptuk. A
varakozasainknak megfelelden csak egy N3 inzert épiilt be a vektorba. Azonban mindegyik
esetben a HindIIll hasitasi hely szekvencidjat kovetden hidnyzik egy citozin. A 4
szekvenalasbol 1-nek a mindsége kevésbé jo, viszont a tobbi 3 mindsége tokéletes az adott
régioban, igy a hidnyz6 bazis nem mérési vagy kiértékelési hibanak tudhaté be, feltehetéen
a megrendelt rovid DNS szakasz szintézise soran tortént hiba. Mivel a hianyzo citozin, az
atellenes szalon egy cinkujj fehérje felismerési helyet kddolt, igy ezt a rovid DNS szakaszt
tartalmazo plazmidot nem tudjuk felhasznalni a DNS-fehérje kolcsonhatas in vivo

vizsgélatahoz.
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& | 5" -AGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCARAACCTTTCGC
£ § | GGTATGGCATGCTAGC AGCTTTCTCECTCGCTAGCGCCCGGARGAGAGT
= % CAATTCAGGGTG -3’

N

wa

o | 5" -AGGCGAAGCGGCATGCTATGTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTC
«'| GCGGTATGGCATGCTAG AGCTTTCTGCTCGCTAGCGCCCGGAAGAGA

.| | eTCAATTCAGGGTG-3

2| _ | 5" -AGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCARAACCTTTCRM

2| .| GGRATGGCATGCTAGC AGCTTTCTER¥CGCTAGCGCC

Lz Py

B

£| 2| 5" CCTTTTTTTTCGCGGTATGGGCATCCTAGC NGOG~ C T TCTGCTCCCT
[ag)

& Z | AGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGA-3'

M | 5" AGGCGAGCGGCATGCATTTACGITGACACCATCGARTGGCGCARAACCTTTCGCG
1| GTATGGCATGCTAGC] AGCTTTCTGJCTCGCTAGCGCCCGGAAGAGAGTC
# | AATTCAGGGTGA-3’

18. abra: pdUA-LacIn-N3 6, 7, 9 és 10 mintakra kapott szekvenciak Osszehasonlitasa a vart értékekkel.,
Reverz primer: lila, LIMEY cink-ujj fehérje felismerési hely: FOZSazMRIGMeIes, HindIII felismerési hely: kék,
Nhel felismerési hely: zold, N3 oligonukleotid szekvenciaja: fekete alahtzas, Kiesett nukleotidok: Zold
Kiemeles, eltérd nukleotidok: tiirkizkék kiemelés
5.3.2 pdUA-LacIn-NO szekvenalasanak eredménye

Ebben az esetben egy darab sértetlen NO inzert épiilt be és nem tortént elvaltozas a

cinkujj fehérje felismerési szekvencidjaban, igy ez a DNS felhasznalhatdo a DNS-fehérje

kolesonhatasok sejtbeli tanulményozasahoz.

& | 5" -AGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCARAACCTTTCG
£ § CGGTATGGCATGCTAGCGAGGCAGRATTCTGCCTCGCTAGCGCCCGGRARGAGAGTCA
® &= | ATTCAGGGTE-3'
> 4

o]

1]

@ | 5’ -AGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCARRACCTTTCG
£ § CGGTATGGCATGCTAGCGAGGCAGRATTCTGCCTCGCTAGCGCCCGGAAGAGAGTCA
5 & | ATTCAGGGTGH-3"

V]

]

(]

19. abra: pdUA-LacIn-NO 2 vart és kapott szekvenciajanak 6sszehasonlitasa. Reverz primer: lila, LIMEY cink-
ujj fehérje felismerési hely: rozsaszin, EcoRI felismerési hely: citromsargaval kiemelt, Nhel felismerési hely:
z6ld, NO_2 oligonukleotid szekvenciaja: fekete alahtzas, a szekvenciabol kiesett nukleotidok: _,
eltér6 nukleotidok: tiirkizkék kiemelés

5.3.3 pdUA-Lacln-S1 szekvenalasanak eredménye

A hordozo szekvencidjaba a varakozasainknak megfelelden egy darab S1 inzert épiilt
be, azonban a szekvencidbol kiesett egy guanin a masodik Nhel hasitasi hely
szekvenciajabol. Mivel a szamunkra fontos cinkujj fehérje felismerési hely szekvenciajaban
ez semmilyen valtozast nem okozott ezért felhasznalhatd tovabbi kisérleteink sordn a

korkoros DNS hordozo.
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5" AGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCARAACCTTTCG
CGGTATGGCATGCTAGCAGAGGCAGAAABCTAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGG
GTG-3'

Vart
szekvencia

5’ -AGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCG
CGGTATGGCATGCTAGCAGAGGCAGAAANCTAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGG
GTR-3'

Kapott
szekvencia

20. abra: pdUA-Lacly -S1 vart és kapott szekvencidjanak 6sszehasonlitasa. Reverz primer: lila, IMEY cink-
ujj fehérje felismerési hely: rozsaszin, Nhel felismerési hely: zold, S1 oligonukleotid szekvenciaja: fekete

aldhuzés, a szekvenciabol kiesett nukleotidok: zold kiemelés

5.4  1-Block kisérlet pdUA-Lacln-S1 és -NO DNS hordozokkal

Miutan szekvenaldssal megbizonyosodtunk arrdl, hogy melyik rovid DNS
szakaszokat tartalmaz6 korkorés DNS hordozodkat hasznalhatjuk fel a DNS-fehérje
kolcsonhatas vizsgalatahoz, elvégeztiik az I-Block vizsgalatot Petri-csészében. A sikeres
teszthez természetesen a cinkujj fehérje DNS felismerési helyét tartalmaz6 hordozé mellett
sziikséges a cinkujj fehérje génjét tartalmazo bakteridlis hordozé is, amelyet
kutatdcsoportunk tagja Horvat Melinda allitott el6 munkaja soran.

A tényleges I-Block kisérlet soran a His-IMEY# fehérje génjét tartalmazé pBAD24
DNS hordozét és a pdUA-LacIn-S1 vagy -NO DNS hordozot egyszerre juttattuk be az
ER1821ALacl kompetens sejtbe dupla transzformalas segitségével, amit a (4.1.6) pontban
leirtak szerint végeztiink el, annyi kiilonbséggel, hogy két plazmidot hasznaltunk fel, de
mindkettdbdl hasonld mennyiséget tettiink a reakcidelegybe. A kontroll kisérletekben csak
egy plazmidot juttattunk a sejtekbe, ezutan az elegyeket Petri-csészére szélesztettiik szintén
(4.1.6) alfejezet szerint. A folyamat soran felnovekedett baktériumtelepeket, —amelyek vagy
egy vagy két plazmidot tartalmaztak ezen a ponton — ezutan 5 ml-es tapoldatban
szaporitottuk, majd a baktériumos elegybdl 20 %-0s glicerines oldatot készitettiink (4.2)
szerint. Ennek az elegynek egy részletét 100-szorosara higitottuk fel desztillalt vizzel, majd
az I-Block kisérletben alkalmazott Petri-csészékre szélesztettiik, amelyek arabinozt vagy
gliikozt, antibiotikumot és X-gal vegyiiletet (5-brom-4-klor-3-indolil-f-D-galaktopiranozid)
tartalmaztak. Az elegyeket egy éjszakan keresztiil inkubaltuk 37 °C-on.
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21. abra: Fehérje-DNS kolcsonhatasanak vizsgalata az [-Block rendszer alapjan. A két parhuzamos kisérletbdl,

az egyszerliség kedvéért, csak az egyik mérést mutatjuk be.

A kisérletet elvégeztiik arabindz illetve gliikkdz tartalmu taptalajokon is, ugyanis a
pBAD24-His-IMEY# fehérje kifejezGdése arabindzzal indukalhatd. JOl lathatd, hogy a
pdUA-Lacln arabinéz és gliikoz tartalmt Petri-csészéken is fehér sejttelepeket nottek, ezek
az I-Block tesztrendszer alapjan jo eredmények, ugyanis a pdUA-Lacln plazmid hordozza a
lac represszort, ami a -galaktozidaz termel6dését akadalyozza, igy az X-galt nincs, ami
elhasitana és kék bomlasterméket eredményezzen.

A Kiss Antal csoportja altal rendelkezésiinkre bocsajtott és referenciaként
alkalmazott pdUA-LacIn-6ZA vektorok a 6ZA cinkujj fehérje felismerési helyekét
tartalmaztak a lac represszor fehérje génjét megel6zden, igy a fehér szini telepek ismét arra
utalnak, hogy B-galaktozidaz nem termelddott, sem a gliikoz, sem pedig az arabindz tartalmua
taptalajon.

A pdUA-LacIn-6ZA és pB6ZA arabindzt tartalmazo taptalajon kék szini
sejttenyészetet adott. Az elébbi plazmid a lac represszort, illetve a fehérje felismerési helyet
tartalmazta, mig a pB6ZA pedig a cinkujj fehérje génjét. Ebben a plazmidban a 6ZA gén
transzkripcigjat az araBAD promoter régid irdnyitja és arabindzzal indukalhatd. Ennek
kodszonhetd, hogy az arabindz-tartalmu taptalajon kék szinii telepeket kapunk, mig a gliikdz-

tartalmu taptalajon fehéreket, hiszen itt nincs jelen az arabindz, ami a fehérje termelddését
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indukalnd, igy a kontroll kisérletek sikeresek voltak. A gliikdz-tartalmu perti csészén lathatod
keskeny kék csik altalanos jelenség, amennyiben tul tomény sejttenyészet.

Amennyiben a sejtek csak a fehérjét hordozo pBAD24 korkoros DNS-t, vagy
ezeknek a modositott verzioit tartalmazzak, minden esetben kék telepekre szamitunk,
ugyanis ez a plazmid nem tartalmazza a lac represszort, igy nem tudja gatolni a B-
galaktozidaz termel6dését, ami elbontja az X-gal festéket. A varakozasoknak megfelelden a
pBAD24, pBAD24-His-IMEY# és pB6ZA-plazmid-tartalmu sejtek telepei kékek voltak.

Amennyiben a felismerési hely nélkiili pdUA-Lacln és fehérje gén nélkiili pBAD24
vektorokat egyiitt juttattuk be az ER1821ALacl sejtbe fehér telepeket kaptunk, mivel a lac
represszor génjét a pdUA-Lacln plazmiddal bejutattuk, de nincs olyan fehérje, ami ezt
gatolni tudna, és ha lenne is, nincs beépitve gatolhatod célszekvencia a lac represszor génjét
megelézdéen. Ugyanezt az eredményt kapjuk, ha az iires pBAD24 plazmid helyett a
pBAD24-His-1IMEY# DNS hordozo6t juttatjuk be a pdUA-Lacln hordozoval egyiitt, hiszen
ebben az esetben, habar szamithatunk fehérjekifejezédésre, azonban tovabbra sincs a cinkujj
fehérjének olyan célszekvenciaja, amihez képes lenne koordinalddni, és ezzel gatolni a lac
represszor fehérje kifejez0dését, igy ezek a kontrollok is megfeleléen mitkddtek.

Az éltalunk tervezett pdUA-LacIn-S1 és -NO hordozé DNS-eket hasznalva mindkét
esetben kék sejtek figyelhetok meg annak ellenére, hogy csak a fehérje felismerési
szekvencigjat juttattuk be a plazmidba, a fehérje génjét nem, ezért a B-galaktozidaznak sem
szabadna termelddnie és elhasitania az X-gal glikozidos kotését. Mivel ezek a DNS
hordozdk 6nmagukban kék telepeket okoztak az elvart fehérek helyett, igy innentdl kétséges,
hogy a pdUA-Lacin-NO; pBAD24- His-1MEY# illetve pdUA-LacIn-S1; pBAD24- His-

1IMEY# duplatranszformalasok soran tapasztalt kék szin minek tulajdonithato.

Eredeti pdUALacly

Lac inhibitor fehérje

Médositott pdUALacly-S1 vagy -NO

351 1

Lac Inhibitor
kifejezddés megszlint

22. abra: Sikertelen I-Block kisérlet lehetséges magyarazata sematikusan abrazolva. Beépitett cinkujj fehérje

kotdhely: zolddel jeldlve. Lacl represszor fehérje és gén: pirossal jelolve.
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Két azonos eredményt ado I-Block kisérlet elvégzése utan azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy miutan a cinkujj fehérje felismerési helye a pdUA-Lacln plazmidba, majd
ezzel egylitt a sejtbe bekertil, a lac represszor fehérje kifejez6dése megsziint (22. dbra).
Ennek szamos oka lehet. Elsésorban arra gondolhatnank, hogy a pdUA-Lacln vektorba nem
jol épiiltek be az inzertek, viszont ezt, a mar elvégzett szekvenalasok eredményei kizartak.
fgy két lehetség meriil fel: vagy tartalmaz az ER1821ALacl sejt genomialis DNS-e olyan
DNS-kot6é fehérjét kodold gént, ami az altalunk modositott pdUA-LacIn-S1 és -NO DNS
hordozohoz képes hozzakotni (ennek igen kicsit a valdsziniisége), vagy olyan nagy
mértékben modositottuk az eredeti DNS szekvenciat a beépitett extra DNS részlettel, hogy
az RNS polimeraz mar nem képes athaladni a szekvencian és a lac represszor transzkripcioja
leall.

5.5 Primer tervezés IMEY-alapt plazmidokhoz 2. préoba

Mivel a korabbi I-Block kisérletben feltehetden tul nagy mértékben modositottuk a
pdUA-LacIn szekvenciajat, igy az ujra tervezésnél Arra torekedtiink, hogy a hordozo
vektorok nukleotid sorrendjét a lehetd legkisebb mértékben modositsuk. Ehhez 1Gj vektort
bocsajtott rendelkezésiinkre Kiss Antalék kutatocsoportja, amelye nem csak Nhel, de EcoRI
hasitasi helyet is tartalmaz. Ezaltal nem csak egy rovid DNS szakasz beépitését tudjuk
megtenni — ami méretndvekedéssel jar lasd (23. abra) —, hanem ki is tudjuk cserélni az adott
régiot, ezaltal a méret nem, vagy csak nagyon kis mértékben fog valtozni. Ennek a

.....

sziikséges, majd ezt kdveti, az Nhel és EcoRI enzimekkel elhasitott pdUA-LaclIne-be torténd

ligalas.

Régiszekvencia pdUA-Lacly 5 -CATGCTAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGRAATGIG-3"

Uj szekvencia pdUA-Laclne 5 -CATGCTAGCGCCCGGAAGAGAGTGAATTCAGGGTGGTGAATGTGARLC-3

Régi szekvencia pdUA-Lacly-S1 5 -CATGCTAGCAGAGGCAGRAAACTAGCGCCCGGAAGAGAGTCARTTCAGGGTGGTGAATGIG-3"
pdUA-Laclye-S1a | 57 -CATGCTAGCGCEAGELACAAAGTGAATTCAGGGTGGTGAATGTGARAC-3"

i ., pdUA-Laclne-S1b | 57 -CATGCTAGCRAAGAGECACGALAGTGAATTCAGGGTGGTGRATGTGRAAAC-3"

Uj szekvenciak
pdUA-Laclne-S1c | 57 -CATGCTAGCGCCCGGRAGAGECAGAATTCAGGGTGGTGAATGTGARAC-3"

23. abra: Az uj I-Block kisérletekhez sziikséges atalakitasok a plazmidban. A tablazat tartalmazza az régi
vektorok és az Gjak szekvenciait is. Nhel: zold, ECORI: sarga kiemelés, IMEY# felismerési hely: rozsaszin

alahuzas

Lathato, hogy az eredeti pdUA-Lacln hordozé szekvencidjaban, csupan annyit

valtozas tortént, hogy az 0j ECORI hasitasi helyet is megjelent a pdUA-LacIne korkoros
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DNS-ben. Az Sla, b, ¢ verziok mar tartalmazzak az IMEY# cinkujj fehérje felismerési
legkevesebb nukleotidcsere torténjen az eredeti pdUA-Laclne szekvencidhoz képest.
Ugyeltiink r4, hogy a transzkripcid szempontjabol lényeges +1-es pozicidban guanint
tartalmazzanak a DNS-ek, mivel itt indul meg az RNS-atirodas. Az S1b szekvenciajaban az
Sla-hoz képest tovabba kicseréltiik a fehérje kotdhely el6tti két nukleotidot. Ennek oka,
hogy a cinkujj fehérje kedveli a guaninban és citozinban gazdag szekvencidkat viszont, ha
tobb ilyen régio talalhaté a DNS-ben, félo, hogy a fehérje nem a megfeleld helyre fog
odakotni. Emiatt az elébb emlitett 2 nukleobazist kicseréltiik két adeninre, hogy biztosan
oda kosson be a fentebb emlitett molekula, ahol a felismerési helye talalhato. Az Slc
szekvenciajabol feltlintetett rovid DNS szakaszban megfigyelhetd, hogy a fehérje
felismerési helye és az EcoRI restriciés endonukledz célszekvencidja atfed egymassal.
Ahhoz, hogy az uj DNS szakaszokat megkapjuk olyan primereket terveztiink,

amelyek egyik vége Nhel, masik EcoRI ragadds végeket eredményez hibridizaciot

kovetoen:
S1a-F 5’ -CTAGCGCGAGGCAGAAAGTG-3’
S1a-R 5’ -AATTCACTTTCTGCCTCGCG-3"
S1b-F 5’ -CTAGCAAGAGGC
S1b-R 5’ -AATTCACTTTCT
S1c-F 5’ -CTAGCGCCCGGAAGAGGCAG-3'
S1c-R 5’ -AATTCTGCCTCTTCCGGGCG-3"

24, abra: A pdUA-Laclne plazmidba torténd beligalashoz tervezett primerek szekvencija. Nehl: zold, EcoRl:

sarga kiemelés, IMEY# felismerési hely: r6zsaszin alahuzott.

56 pdUA-Laclne-Sla, -S1b és -S1c DNS-hordozok eldallitasa

A cirkularis DNS hordozoba tortétnd beépitéshez eloszor a megtervezett primerek
forward és reverse szdlainak Gsszehibridizalasara van sziikség, amit a korabbiakkal azonos
moédon hajtottunk végre. Az 0Osszedllitott reakcidelegyeket a Bio-Rad iCycler iQ™
miszerben 96 °C-rol 10 °C-ra hiitottiik le, 1 °C/ perc csékkentéssel.

A primerek 0sszehibridizalasat kovetden a pdUA-Laclne plazmid elhasitasara volt
sziikség, hogy ezt kovetden az inzerteket be tudjuk épiteni. A (4.1.1) fejezetben 1évé
protokollhoz képest most kisebb mennyiséget alkalmaztunk a restrikcios endonukleazokbol,
ugyanis azt tapasztaltuk, hogy a reakci6 ezen ardnyokkal hatékonyabban megy végbe, illetve
a duplahasitast két korben végeztiik. A cirkuldris DNS hordozo vektort eldszor az Nhel

enzimmel hasitottuk el, amit agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik.
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25. abra: pdUA-Laclne plazmid Nhel restrikcios endonukleazzal torténd hasitasanak ellendrzése 1%-os agar6z
gélen. A futtatast 50 V-on végeztiik 1 oran kersztiil. Markerként 5 ul A EcoRI HindIII markert hasznaltunk, a
plazmidokbdl 1-1 pl-t vittiink fel a gélre. Ehhez 4 pl vizet és 1 pl 6XLD festéket adtunk.

A gél eredményébdl jol lathato, hogy az Nhel endonukleazzal sikeriilt elhasitani a
plazmidot. Ezt kdvet6en a fennmarad6 linearizalt DNS mintat fenol-kloroform extrakciéval
tisztitottuk, a kapott DNS tisztasaga és koncentracidja is megfelelonek bizonyult (9.
tablazat).

9. tablazat: Nhel-hasitott pdUA-Laclne DNS hordozo koncentracioja és tisztasaga NanoDrop mérés alapjan

fenol-kloroform extrakciot kovetden.

pdUALaclne
Aoeo/ Azso 1,86
Koncentracio (ng/pl) | 66,2

A tisztitast kovetéen az immar linearis hordozdvektort EcoRI enzimmel is
elhasitottuk, és habar itt nem szamitottunk ra, hogy detektalhato lesz a ~4500 bp-0s DNS
~20 bp-os méretcsokkenése, mégis megvizsgaltuk a terméket 1 %-os agardz gélen, hogy

megbizonyosodjunk réla, az EcoRI nem hajtott végre nemkivant fragmentaciot (26. abra).
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26. abra: EcoRI restrikcios endonukledzzal torténd hasitas ellendrzése 1%-os agar6z gélen. A mintabol 1 pl-
t, vizb6l 4 pl-t a 6 xLD-bdl szintén 1 pl-t vittiink fel a gélre, amit 50 V-on 50 percig futtattunk. Markerként a
A EcoRI HindIII marke-t hasznaltuk.

Ezt kovetden a dupla hasitott DNS minta teljes részletét, agar6z gélen megfuttattuk,
majd a gélbdl a FastGene™ Gel/PCR kit segitségével a kivagott géldarabbél visszanyertiik
a szamunkra fontos DNS-t. A tisztitast a (4.5)fejezetben leirtak alapjan végeztiik el, a minta
tisztasdga megfeleld volt, a kinyert mennyiség elegendonek bizonyultul a ligalasi

reakciokhoz (10. tablazat).

10. tablazat: Nhel és EcoRlI-hasitott pdUA-Laclye DNS hordozé koncentracidja és tisztasiga NanoDrop mérés

alapjan gél extrakciot kdvetden.

pdUALaclne
Azeo/ Azgo 1,81
Koncentracio (ng/ul) | 6,8

Ezek utan megkezdtik a rovid, Sla, S1b és Slc DNS szakaszok beépitését a
kétszeresen elhasitott DNS hordozoba. Ezek a rovid DNS szakaszok az 5°- végiikon nem
tartalmaztak foszfat csoportot, igy nem is voltak képesek a ligalasi reakcid sordn egymassal
Osszekapcsolddni csak a linearizalt plazmiddal. Ebbdl kifolyolag ezeket a DNS szakaszokat,
a plazmidhoz képest nagy feleslegben lehetett alkalmazni, ugyanis igy, ezen inzertek

beépiilésének esélye sokkal nagyobb volt. A hordozoé vektorbol 13,6 ng-ot hasznaltunk fel a
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reakci6 soran, amely mellett 300-szoros inzertfelesleget alkalmaztunk. Az Sla, S1b és Slc
inzerteteket tartalmaz6 mintak mellett volt csak kétszeresen hasitott s egyszeresen hasitott
plazmidot tartalmazo ligalasi elegy is, elébbivel a dupla hasitéas, utobbival a ligdz megfeleld
miikodését teszteltiik. A reakcidelegyeket 60 percig 16 °C-on inkubaltuk (4.1.2) alapjan,
majd az elegyekkel DHS5a kompetens sejteket transzformaltunk, az elegyeket peteicsészékre
sz¢lesztettiik a korabbiakkal analog mddon.

Az inkubalast kovetden azt tapasztaltuk, hogy az egyszeresen hasitott mintabol
szamot baktériumtelep nétt, azaz a ligdz mikodott, azonban volt néhany telep a csak
kétszeresen hasitott plazmidot tartalmazo elegyben is, ami csak akkor lehetséges, ha nem
volt 100%-os hatasfoku az EcoRI-es hasitas. Ettdl fiiggetleniil az inzerteket is tartalmazo
elegyekbdl sokkal tobb telep ndtt, mint a negativ kontroll esetében igy azt feltételeztiik, hogy
volt olyan DNS hordoz6, ahol sikeriilt a dupla hasitas, majd sikeriilt beépiilnic az
Osszehibridizalt oligonukleotid szakaszoknak. Azért, hogy err6l megbizonyosodjunk,
minden minta esetében két sejttelepet atoltottunk 5 ml antibiotikum tartalmt LB oldatba,
majd a sejttenyészetekbdl kinyertitk a plazmid DNS-t, arr6l PCR-ben sokszorositottuk a
vizsgalni kivant szekvenciat és ezek felhasznalasaval szekvendldst hajtottunk végre az 5.2
¢s 5.3 alfejezetekkel azonos modon. A szekvenalasi reakciok alapjan mindharom pdUA-
Laclne verziobdl sikeriilt taldlni olyan telepet, amelyben a helyes mdédon épiilt be a rovid

DNS szakasz, a kapott szekvenciak 100%-ban egyeznek az elméleti adatokkal.

Vart szekvencia pquatacyesta) | 3 “CATGCTAGC SABAGTGAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAG-3’

Kapottszekvencia pauaLacye-stay | > ~CATEC AAGTGAATTCAGGGTGGTGAATGTGARACCAG-3'

4 i r— SCTAGC A S5y
Vart szekvencia pquatacyesiy | > “CATECTAGC \AGTGAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAG-3

: e =
Kapottszekvencia paya-Lacie-sio) | 2 ~CATEC GTGAATTCAGGGTGGTGAATGTGARACCAG-3

A 2 7y CAGARA =37
Vart szekvencia (PAUA-Laclyg-S1c) 5’ -CAT SAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAG-3

GAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAG-3’

Kapottszekvencia (PAUA-Laclyg-S1¢) 5’ -CATGCTAGCGCCCGGAAGA!

27. abra: A szekvenalasi reakciok altal kapott eredmények. A PCR termékekbdl 1 pl-t hasznaltunk fel,
amelyek koncentracioja 27 és 28 ng/ pl kozott voltak, amiket TE-ben oldottunk vissza. Nhel: zold, IMEY#

felismerési hely: rozsaszin alahuzas, EcoRI hasitasi hely: sarga kiemelés.
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5.7 1-Block kisérlet pdUA-Laclne-S1a, -S1b és -S1c DNS hordozdokkal

A szekvenalas alapjan sikeresen elallitottuk a modositott DNS hordozdkat, amelyek
tartalmazzak az IMEY# cinkujj-fehérje felismerési helyét, igy a korabbival (5.4) azonos
modon hajtottuk végre az [-Block kisérletet, immaron az (j pdUA-Laclne-Sla, -S1b és -Slc
plazmidokat felhasznalva. A folyamat sordn az Gsszes el6zdleg emlitett kontroll kisérletet
végrehajtottuk, ezek az elvarhat6 eredményt adtak. Az iires (cinkujj fehérje DNS-felismerési
hely nélkiili) Nhel és EcoRI hasitasi helyet tartalmazé pdUA-Laclne plazmid a csak Nhel
restrikcios endonuklaz helyet tartalmaz6 pdUA-Lacln DNS-sel azonos méddon viselkedett,
az ezeket tartalmazo baktériumtelepek fehérek maradtak minden esetben. A korabbiaktol
eltéréen most azok a baktériumtelepek is fehérek a Petri-csészéken, amelyek csak a cinkujj
fehérje felismerési helyeket tartalmazd pdUA-Laclne DNS hordozokat tartalmazzdk a
fehérje génjétdl mentesen. Ez egyértelmi bizonyiték, hogy a kordbbi alkalommal nem azért
kékiiltek be a baktériumtelepek, mert a sejtek genomialis DNS-e tartalmazna olyan DNS-
kotd fehérje gént, ami képes hozzakapcsolddni az IMEY# cinkujj fehérje felismerési
helyéhez, hiszen ebben az esetben most is kék telepeket kellett volna kapnunk.

A negativ kontrollok mellett ebben a kisérletben a tényleges tesztreakcioknal is fehér
baktériumtelepeket lathatunk, ahol az arabinozt tartalmazd Petri-csészére szélesztettik a
pdUA-Laclne-S1a, -S1b vagy S1c és pBAD24-His-1IMEY# DNS hordozokkal transzformalt
ER1821ALacl sejteket, holott amennyiben a fehérje kifejezddik, és hozzakot a DNS-

felismerési helyéhez, ennek nem lett volna szabad bekovetkeznie (28. dbra).

Kanamicin Kanamicin+Ampicillin

Arabinoz

Gliik6z

28. abra: Megismételt Fehérje-DNS kolcsonhatas vizsgélat az I-Block rendszerben a pdUA-Laclne-Sla,
pdUA-Laclne-S1b vagy pdUA-Laclne-Slc DNS hordozokat és a pBAD24-His-IMEY# cinkujj fehérjét

felhasznalva.
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Ennek a meglepd eredménynek hidrom magyardzata lehetséges. A His-1IMEY#
cinkujj fehérje kifejez6dik a pBAD24-His-1MEY# plazmidrél az arabindz hatasara, azonban
nincs elegend6 Zn(II) a sejten beliil amit a fehérje fel tudna venni, és mint ismert a cinkujj
fehérjék DNS-célszekvenciajukat csak holo-formaban képesek megkotni (2.2 alfejezet) (29.
abra a). Ennek a feltevésnek ellentmond, hogy korabbi tapasztalataink alapjan amikor
cinkujj fehérjéket allitottak el kutatdcsoportunkban, akkor rendszerint a tisztitasi folyamat
végén mar Zn(I1)-kotott formaban sikeriilt megkapni a fehérjéket. Csoportunkban azt is
meghataroztak tovabba, hogy a tanulmanyozott IMEY# cinkujj fehérje minden egyes
kotéhelye fiziologias koriilmények kozott in vitro pM-os affinitassal képes megkotni a
Zn(1)-t (1g8°pH 74 = 12,2), emellett pedig a kontrollként Kiss Antal kutatocsoportjatol kapott
ZFA is egy cinkujj fehérje, amivel a reakcio latszolag miikkodik. Egy masik lehetdség, hogy
habar a kifejez6dott fehérjék Zn(Il)-telitett formaban vannak jelen a sejten beliil, azonban
nem képesek hozzakotddni a DNS célszekvencidjukhoz, igy nem is zavarjak meg a lac
represszor fehérje szintézisét (29. abra b,). Ezt a lehetéséget szintén a kutatocsoportunk in
vitro vizsgalatai arnyaljak, ugyanis szamos kisérletben igazoltak mar kutatotarsaim, hogy az
IMEY# cinkujj fehérje hisztidin toldalékkal és anélkiil is képes felismerni DNS
célszekvenciajat. A His-toldalék nélkiili fehérje-DNS komplex 1gf°pH74 = ~8 stabilitasu,
ami egybevag tobb ¢él0 szervezetben is el6forduld természetes cinkujj fehérje DNS

affinitasaval.

d, Apo-cinkujjfehérjek

A0

Lac inhibitor fehérje

pdUALacly...

b, Cinkujj fehérjek %
N\ BAA

Lac inhibitor fehérje

Lac inhibitor fehérje

pdUALaclye. ..

29. abra: Sikertelen I-Block kisérlet lehetséges magyarazata sematikusan abrazolva. Beépitett cinkujj fehérje
kotéhely: zolddel, lac represszor fehérje és gén pirossal, RNS polimeraz rozsaszinnel, Cinkujj fehérjék kékkel

jelolve.
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Egy harmadik lehetdség, hogy habar képes megkdtni a cinkujj fehérje a DNS célszekvenciat,
azonban ez a kolcsOnhatas nem elég erds, vagy a ~14 kDa-0s cinkujj fehérje nem elég nagy
ahhoz, hogy gatolja az RNS polimerdzt (vagy a transzkripcido egy€b résztvevojét)
miikodésében és az enzim leloki a cinkujj fehérjét a kotohelyérdl, mikozben végighalad a

DNS szalon transzkripcid soran, amint ezt a 29. abra C, része sematikusan abrazolja.

5.8 Primer tervezés IMEY-alapu plazmidokhoz 3. préba

A masodik korben végrehajtott I-Block kisérletnél nem tudjuk teljesen biztosan
megallapitani, hogy mi a probléma a rendszeriinkkel, igy tobb iranyba is elmozdulhatunk
megoldast keresve. Amennyiben a cinkujj fehérje tul kisméretii, vagy a kdlcsonhatas tal
gyenge, megoldast jelenthet, ha tobb cinkujj alegységet kapcsolunk Ossze, mivel ezzel
jelentésen novelhetd a cinkujj fehérjék specifitasa, és affinitaisa DNS célszekvenciajukhoz
(2.3 fejezet). Az IMEY# cinkujj fehérje harom alegységbdl épiil fel, mig a kontrollként
alkalmazott 6ZA 6 alegységbodl. Egy cinkujj fehérje ujratervezése igen bonyolult folyamat,
tovabba az in vitro méréseink mind arra utalnak, hogy az IMEY# cinkujj fehérje is
funkcionalis, igy miel6tt ennek moédositdsdra szannank el magunkat célszerli egyéb,
konnyebben megvalosithato lehetdségeket is mérlegelni.

Ha a fehérje mérete vagy esetleg DNS-k6t6 affinitdsa lenne a probléma, megoldast
jelenthet, ha tobb cinkujj fehérje felismerési helyet épitiink be a pdUA-Laclne plazmidba
egymast kovetéen. Valojaban az els6 DNS-hordozé verzidk tervezésekor is voltak ilyen
verziok (pdUA-LacIn-NO, -N3, -N6), elképzelheté, hogy az pdUA-Laclne hordozdba
beépitve mar miikodoképesek lehetnek.

Az elsd korben tervezett DNS-ek annyira sok moddositast tartalmaztak, hogy mar
onmagukban megsziintették a lac represszor transzkripcidjat, mig a masodik kords
verzidban annyira minimalizaltuk a modositasok szamat, hogy lehet pont ezért maradt tal
stabilis a transzkripciot végzo rendszer. Elméletben volna lehetdség olyan DNS-felismerési
helyeket tervezni, amik pont annyi modositast tartalmaznak, hogy DNS-k6t6 cinkujj fehérje
hianyaban még éppen képes az RNS polimeraz végrehajtani a transzkripciot, de a fehérje
jelenlétében a folyamat méar megsziinik.

Két koncepciot vizsgaltunk meg kovetkezé korben: az egyik esetben (pdUA-LacIne-
T3e), a beépitett rovid DNS szakasz az atellenes szalon 3 darab 1IMEY# fehérje felismerési
helyet és 2 darab HindIII hasitési helyet is tartalmaz. Mivel tovabbra is a pdUA-Laclne DNS
hordozot hasznaltuk, igy a 3 cinkujj fehérje felismerési hely beépitése ellenére a szekvencia

hossza nem valtozott oly mértékben, mint a pdUA-LacIn-S1 vagy pdUA-Lacin-NO DNS-ek
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esetében. A masik koncepcioban (pdUA-Lacln-S1*) abbol indultunk ki, hogy a kontrollként
jol funkcional6 pdUA-LacIin-6ZA DNS hordozoban feltételezhetéen optimalis a
szekvenciamodositas értéke, igy elképzelhetd, hogyha ebben a DNS hordozoban alakitjuk
Ki pontmutacio segitségével az IMEY# fehérje felismerési helyét, a rendszeriink

mikodoképes lehet.

pdUA-Laclye-T3e

el —— Il ——

pdUA-Lacly-S1*
\ 5’ -CATGCTAGGCCGaGGCaGaaGGAGGGCTAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAG...GTG-3"

30. abra: Az 1j cirkularis DNS szekvencidja. HindlIII hasitasi hely: kék kiemelés, IMEY# felismerési hely:

rozsaszin alahtzas, +1. bazis: sziirke kiemelés.

5.9 pdUA-Lacine-T3e és pdUA-LacIn-S1* DNS-hordozok eldallitasa

A T3e verzi6 esetében a beépitendd rovid DNS szakaszt az 5’ -
CTAGTTCTGCCTCAAGCTTCTGCCTCAAGCTTCTGCCTC-3’ és 57" -
AATTGAGGCAGAAGCTTGAGGCAGAAGCTTGAGGCAGAA-3' oligonukleotidok
hibridizalasaval allitottuk eld 5.2 alfejezetben leirtak alapjan, majd a ligalasi reakciot az 5.6
alfejezettel azonos modon hajtottuk végre.

A pdUA-LacIn-S1* DNS linarizalt formajat a referencia pdUA-Lacln-6ZA DNS
volt, a linearizalt pdUA-LacIn-6ZA DNS-sel azonos ~5000-bp-os mérettartomanyban
lathatd a Quikchange minta f6 terméke (31. dbra), azonban emellett ~1000 és ~400 bp
kornyekén is észlelhetok tovabbi halvany savok, igy a f6 reakcidterméket gélextrakcioval

tisztitottuk meg (4.5.2 alfejezet).
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31. abra: Nhel-linearizalt pdUA-Lacln-6ZA DNS 6sszehasonlitasa a quikchange reakcio termékével gélbol

torténd kivagas elott és utan 1%-os agardz gélen vizsgalva. Marker: GeneRuler 1 kb Plus. A gélt 45 percig,

100 V-on futtattuk.

A tisztitast kovetden a DNS koncentracidjardl és tisztasagarol Nanodrop mérés segitségével
gy6z6édtiink meg. A 260 és 280 nm-en mért abszorbanciak hanyadosa 1,71-nek bizonyult,
igy a ligalasi reakcidhoz elfogadhatd tisztasagih DNS-t sikeriilt eldallitanunk, melynek
koncentracioja 9,7 ng/ul volt. A ligalast 4.1.2 alfejezetben leirtaknak megfelelden hajtottuk
végre.

Mindkét DNS esetében sikeresek voltak a ligalasi reakcidk a szekvenalasi
eredmények alapjan, amelyeket a 4.9 fejezetben leirtakkal analog modon hajtottunk végre,
igy tovabb haladhattunk az 1-Block kisérletekkel.

5.10 I-Block kisérlet pdUA-LaclIne-T3e és pdUA-LaclIn-S1* DNS hordozokkal

Mivel az 5.7 fejezetben végrehajtott kisérletben az Sla, S1b és Slc sejtek fehérek
maradtak igy a T3e, 4j DNS hordoz6 mellett, az S1* mintaval is, illetve egy kontrollal is
végrehajtottuk a tesztrendszert.

A DNS vektrorok sejtekbe torténd transzformalasat (4.1.6) kovetéen mindegyik
mintabol 10 pl-t kivettiink és 990 pl desztillalt vizzel higitottuk fel. Ezekbdl 20-20 pl-t

vittiink fel a kifejezetten I-Block tesztrendszerhez készitett Petri-csészék megfeleld részére.
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Kanamicin Kanamicin+Ampicillin

Arabindz

Glukodz

32. abra: A harmadik I-Block kisérlet eredménye.

A gliikoz-tartalmu taptalajon lathaté eredmények mindegyike sikeresnek tekinthetd,
ugyanis ennek a cukornak a jelenlétében a fehérje kifejezodés gatolva van, igy abban az
esetben sem lehet kék a sejttelep, hogyha tartalmazta a fehérje génjét. Az arabindz és
kanamicin tartalmu taptalajon ndvesztett kontroll, a pdUA-LacIn-6ZA és a pdUA-LacIn-S1*
is jol mikodo rendszereknek bizonyultak, mivel a telepek fehérek maradtak, ugyanis csak a
cinkujj fehérje felismerési helyet tartalmaztak szekvencidjukban, aminek koszonhetden a
lacl inhibitor fehérje kifejezddik és a PB-galaktozidaz nem termelddik, igy nincs, ami
elhasitana az X-galt. Ugyan ezen a Petri-csészén lathato pdUA-Lacln, szekvenciajaban nem
tartalmaz mast, csak a lac represszor fehérje génjét, igy ezt a DNS hordozét bejuttatva a
modositott E.coli baktériumba fehér telepeket fogunk kapni, mivel ezaltal a lac represszor
is jelen lesz a rendszerben, aminek hatasara a B-galaktozidaz termelédése gatolva lesz.
Szintén ezen a Petri-csészén talalhato a pdUA-Laclne-T3e minta is. A vektor harom cinkujj
fehérje felismerési helyet is tartalmaz, amivel mar elég jelentds mértékben modositottuk a
DNS szekvencidjat a kiindulasi pdUA-Laclne DNS hordozéhoz képest, de ennek ellenére a

rendszer még megfelelden mitkodott, a sejttelepek fehér szintiek maradnak.
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A kanamicint, apmicillint és arabindzt tartalmazo Petri-csészéken a kontroll és a
pdUA-Lacine-T3e+pBAD24-His-1IMEY# DNS-t tartalmazo baktériumok kék szint adtak,
mivel szekvenciajukban megtalalhatd volt a fehérje felismerési hely, és maga a cinkujj
fehérje génje is, igy a B-galaktozidaz kifejez6dott, és az X-gal glikozidos kotései elhasadtak.
A masik két esetben a telepek fehérek maradtak, amely a pdUA-Lacln + pBAD24-His-
IMEY# minta esetében sikeresnek mondhato, hiszen nincs olyan felismerési hely a DNS-
ben, ahova a kifejez6d6 cinkujj fehérje képes lenne odakoétni, igy a festék sem bomlott el.
Ezzel szemben a pdUA-LacIn-S1* + pBAD24-His-1MEY# DNS-tartalmu sejtek telepeinek
kék sziniinek kellett volna lennie, hiszen elméletben az IMEY# fehérjének fel kellett volna
ismernie a pdUA-LacIn-S1* DNS hordozoban talalhato S1 fehérje felismerési helyet, ezzel
gatolva a lacl inhibitor kifejez6dését.

Mivel a T3e esetében lathatoak kék telepek, igy biztosan megvaldsult a cinkujj
fehérje kifejezodése, és feltehetden ez ugyantigy a pdUA-LacIn-S1* mellett is bekovetkezik,
igy a sikertelen kisérlet oka nagy valosziniiséggel, hogy a fehérjének nem sikeriilt kelld
erdsséggel hozzakotddnie a célszekvencidjdhoz. Ezek alapjan a 29. dbra c, hipotézise tlinik
helytallonak: egy fehérje 6Gnmagaban nem volt képes kelld erdsséggel koordinalddni ahhoz,
hogy gatolja a lacl inhibitor gén transzkripcidjat, de 3 fehérje egyiittes effektusa mar
elegendd volt. A jovoben ebbdl a tapasztalatbol kiindulva tovabbi konstrukcidkat is
terveziink kiprobalni, ahol 2 fehérje felismerési hely keriil beépitésre a pdUA-Laclne

hordozoba, hogy jobban megérthessiik a rendszer pontos miitkodését.

5.11 B-galaktozidaz aktivitaisanak mérése oldatban

Miutan sikeriilt eléallitanunk egy olyan DNS hordozét (pdUA-Laclne-T3e), amivel
kimutathatd volt a fehérje-DNS kolcsonhatas a Petri-csészéken, megvizsgaltuk a sejtek
viselkedését oldatban is.

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy valoban van enzim aktivitas
az 1-Block rendszerben, ezért a pdUA-Laclne-T3e cirkularis DNS hordozot tartalmazd
baktériumok mellett a pdUA-LacIn-6ZA kontroll DNS-t tartalmazo baktériumokkal is
megvizsgaltuk. Ehhez a mintak glicerolos torzsoldatabol kis mennyiséget 5 ml LB oldatban
szaporitottunk, majd a 4.6 pontban leirtak szerint kezeltiik a sejteket és kovettik a mintak

fényelnyelésének valtozasat 420, 550 valamint 600 nm-en.
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11. tablazat: A B-galaktozidaz aktivitds mérésére felhasznalt 4 minta.

Inzertet tartalmazo
plazmidok neve
1 | pdUA-LaclIn-6ZA

2 | pdUA-Laclne-T3e

3 | pdUA-LacIn-6ZA
pB6ZA

4 | pdUA-Laclne-T3e
pBAD24-His-1IMEY#

A mérések soran kapott abszorbancia értékeket, ugynevezett Miller egységekre
kellett atszamolni. Ezt a mértékegységet hasznaljak a B-galaktozidaz aktivitasanak mérésére,

ONPQG jelenlétében. Az igy kapott eredményeink a kovetkezdk lettek.

-LTIi

SdUA- SdUA- pdUA- pdUA-

LacIN-6ZA  LacINE-T3e
LacIN-6ZA LacINE-T3e + pBEZA + IMEY#

B-Galaktozidaz aktivitas
(Miller egység)
o N R

o N B2 OO o

33. abra: B-galaktozidaz aktivitas mérésének eredménye.

A pdUA-LacIn-6ZA DNS-t tartalmazd kontroll sejtek esetében gatolva van az
ONPG-t bont6 B-galaktozidaz enzim termelddése, ezaltal aktivitdsa is csak csekély értéket
mutatott. Amennyiben a sejt tartalmazza a pB6ZA kontrol cinkujj fehérje génjét is, akkor a
feltételek adottak ahhoz, hogy a -galaktozidaz kifejez6djon és az oldatban 1évé ONPG-t
hidrolizalja. A megndvekedett enzimaktivitds a diagramon is jol lathato, hiszen abban az
esetben, amikor a fehlrje DNS felismerési helye csak 6nmagaban volt jelen a sejtben 2-es
Miller egység koriili volt az enzim aktivitdsa, amely 17-as értékre ndvekedett, miutan
mindkét plazmid megtalalhato volt a sejtben.

A kutatocsoportunk altal eldallitott T3e inzertet tartalmazd sejtek esetében is
szemmel lathaté az enzim aktivitasanak novekedése a cinkujj fehérje génjének jelenlétében.

Amig a pdUA-Laclne-T3e sejtek esetében (32. abra) fehér telepeket kaptunk, ezt a plate
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reader eredményével dsszevetve azt mondhatjuk, hogy a kett egymassal 6sszhangban van
hiszen a szinte 0 Miller egység arra utal, hogy a B-galaktozidaz termelédésének mértéke
elhanyagolhato, igy sem a Petri-csészéken, sem pedig oldatban nincs jelen az enzim, ami az
X-Galt, vagy az ONPG-t elbontana. Amint a médositott sejt, nem csak a T3¢ DNS szakaszt
tartalmazza, hanem a cinkujj fehérje génjét is (pdUA-Laclne-T3e + pBAD24-His-1MEY#),
akkor nem fejezdédik ki a lac represszor fehérje, ami megakadalyozna a B-galaktozidaz
termel6dését, igy a Petri-csészéken kapott kék sejttelepeknek az oka, a diagramon lathat6 8-
as Miller egységii enzimaktivitis. Erdemes megjegyezni, hogy habar a T3e felismerési
helyet tartalmazé pdUA-Laclne DNS hordozd esetében tapasztalhatd enzimaktivitas
oldatban, de ennek értéke hozzavetdleg fele a kontrollként alkalmazott 6ZA rendszerének.
A jovében alaposabban korbejarjuk a rendszert, hogy megbizonyosodjunk az itt tapasztalt
aktivitasok tekinthetoek-e kvantitativnak, és valoban fele akkor aktivitasa van az IMEY#

cinkujj fehérjének, mint a 6ZA varidnsnak.

5.12 Toxikus fémionok hatasanak vizsgalata I-Block tesztrendszer segitségével

Azzal parhuzamosan, hogy sikeresen kialakitottunk olyan DNS-hordozoét, amely
segitségével a kutatdcsoportunk altal fejlesztett cinkujj fehérjék és potencialis cinkujj-alapt
mesterséges nukledzok tanulmanyozhatok lehetnek sejten beliill, megkiséreltiik
feltérképezni, hogy milyen egyéb alkalmazasi Iehetéségei vannak az I-Block
tesztrendszernek. Amint azt az irodalmi attekintésben is emlitettilk, a cinkujj fehérjék
megfeleld funkcidjahoz elengedhetetlen a Zn(Il) koordindcidja, amit egyéb esszencidlis,
illetve a szervezetbe keriil6 toxikus fémionok képesek lehetnek gatolni. Elméletben az I-
Block rendszer lehetdséget biztosithat rd, hogy a toxikus fémionok és cinkujj fehérjék
kolcsonhatasat akar sejten beliil is vizsgalhassuk, ami nagy lehetdségeket rejthet magéaban,
hiszen a téma szakirodalma igen hianyos, ¢és sok az ellentmondas az egyes eredmények
kozott (2.5 alfejezet).

A vizsgalatok sordn elsdként a Kiss Antalék kutatocsoportja altal rendelkezésiinkre
bocsajtott pdUA-LacIn-6ZA ¢és pB6ZA DNS hordozdkat tanulméanyoztuk, mivel ezek
kontrollként minden esetben megfeleléen miikodtek akar a Petri-csésze alapu, akar az
oldatban végrehajtott 1-Block kisérletekben.

A sejteket kémcesdben, illetve tesztcsovekben szaporitottuk majd, amikor a baktérium
szuszpenziok elérték a ~0,1 ODgop értéket indukaltuk a mintakat a megfelel6 cukorral 6 mM
végkoncentracidban. Ekkor adtuk a mintakhoz a Cd?*-, vagy Hg?*-ionok térzsoldatat is 0, 1,

10 és 100 uM végkoncentracidban, Ezt kovetden a baktérium kulturdkat még ~8 6ran
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keresztiil inkubaltuk 30 °C-on, majd a Miller protokoll alapjan (4.6) folytattuk az elegyek

elokészitését a méréshez.
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34. abra: a, Tesztcsovekben és b, mikroplaten névesztett sejtek B -galaktozidaz aktivitisanak mérése névekvo

Hg(Cl).-koncentracio fiiggvényében. Minden pont 3-3 ismétlés atlaga, a mérést platereaderben hajtottuk végre.

A pdUA-LacIin-6ZA és pB6ZA DNS-cket tartalmazd sejtek esetében mar
1 uM Hg(ll) végkoncentracié hatasara is csokkenés mutatkozott a [-galaktozidas
aktivitasban (34. dbra, rozsaszin oszlopok), habar tapasztalhaté némi eltérés a kémcs6ben
¢s mikroplaten szaporitott sejtekkel végzett mérések kozott. A csak fehérje felismerési helyet
(pdUA-Lacln-6ZA) tartalmazé sejtek B-galaktozidas aktivitasa ekozben végig egy relative
konstans alap értéket mutatott, ami megfelel a varakozasoknak (34. dbra, kék oszlopok).
10 uM koncentracional nem volt detektalhatd B-galaktozidas aktivitas, azonban itt érdemes
megemliteni, hogy ezesetben értelmezhetd mértékli sejtndvekedést sem tapasztaltunk a
fémion hatasara, az inkubalast kovetd optikai denzitas gyakorlatilag megegyezett az
indukciot megeldzé értekkel (~0,1 OD). A jovOben igy érdemes lehet a kisérletet egyéb
koriilmények kozott is megismételni, ahol a Hg(II)-t nagyobb OD értéknél adjuk csak a
mintékhoz, illetve ezt kovetden rovidebb indukalasi id6tartamot hagyunk a sejteknek. Ezzel
informaciot nyerhetiink arr6l, hogy a higany ilyen koncentracioban csak a sejtek

szaporodasat gatolja, vagy a mar meglévd sejteket is elpusztitja.
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35. abra: a, Tesztcsovekben és b, mikroplaten névesztett sejtek B -galaktozidaz aktivitasanak mérése novekvo

Cd(Cl),-koncentracio fliggvényében. Minden pont 3-3 ismétlés atlaga.

A Cd(Il) a higannyal ellentétben nem volt képes gatolni a sejtek ndovekedését. Még
100 uM koncentracié mellett is hozzavetdleg azonos ~1 OD optikai denzitdst mértiink az
inkubacids idészak végeztével. A Hg(ll)-hoz hasonldan a csak fehérje felismerési helyet
(pdUA-LacIn-6ZA) tartalmazéd elegyek esetében a B-galaktozidaz aktivitas viszonylag
alacsony. A novekvé Cd(IT)-koncentracid fiiggvényében a pdUA-LacIn-6ZA és pB6ZA
DNS-eket is tartalmazo sejtek B -galaktozidaz aktivitdsa némileg csokkent, habar a tendencia
nem egyértelmil a két parhuzamos mérés kozott, igy a jovoben ezeket a méréseket is meg
fogjuk ismételni eltérd koriilmények kozott. Ettdl fiiggetleniil az adatok azt sugalljak, hogy
a Cd(II) nem képes olyan mértékii gatld hatast gyakorolni a 6ZA cinkujj fehérje DNS-
felismerésére, mint a Hg(IT), ami egybevag kutatocsoportunk in-vitro méréseivel.

Osszességében kijelenthetd, hogy habar még szdmos kisérleti koriilményt lehet és
kell is optimalizalni, de az I-Block rendszer alkalmas lehet cinkujj fehérjék fémfiiggések
tanulmanyozasara is, igy a jovoben tovabb vizsgaljuk ezt az alkalmazasi modot a 6ZA ¢és a

kutatdcsoportunk altal eldallitott IMEY# cinkujj fehérjével is.
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6 Osszefoglalas

Kutatdmunkdm soran elsddleges feladatom olyan DNS-ek megtervezése volt,
amelyekkel a kutatocsoportunk a jovOben atfogd vizsgalatokat folytathat az altalunk
tervezett potencialis cinkujj nukleazokkal akar in vitro akar in vivo.

Elséként az IMEY cinkujj fehérje DNS felismerési helyét terveztem at egy
hatékonyabb hordozdvektorba. A terveket tobbszordsen ujraértékelve optimalizaltam a DNS
szekvenciakat, hogy azok a lehetd leghatékonyabbak lehessenek mind a beépités, mind a
vizsgalatok soran.

A komplex ligalasi reakciok optimalizdlasa céljabol eldzetes kisérleteket végeztem
el a pGEX plazmidal, majd a koriilményeket sikeresen felhasznaltam a pdUA-Lacln plazmid
esetében. Munkdm sordn nagy valosziniiséggel sikeriilt az NO-4s és N3-as inzertet beépiteni
ebbe a hordozovektorba 10:1 molaranyu inzert:plazmid ardny mellett,16 °C-os, 20 o6ras
inkubalast alkalmazva. Az S1 inzert esetén is lettek sikeres ligalasi reakciok, ezeket
szekvenalassal alaposabban tanulmanyoztam, hogy megallapitsam sikeriilt-e a kivant
szekvenciat beépiteni a plazmidba. Ezekhez a vizsgalatokhoz megterveztem az optimalizalt
detektalasi modszert, amely alapja, egy 154 bp hosszusagi PCR fragmens sokszorositasa a
mutélt régiorol. gy nem csupan az allapithaté meg, beépiilt-e a fragmens, de az is, hogy

hany darab.

Plazmidok 1MEY-alapu cinkujjakhoz
[

pdUA-Lacly-S1 | pdUA-Lacly—NO
J

_/
pdUA-Lacly-T3e

P J
Bk |

36. abra: Plazmid DNS tervek az 1MEY-alapu cinkujj fehérjékhez. A v'-val jelolt terveket sikeresen

 pdUA-Lacly,
-

pdUA-Lacl,—S1a

pdUA-Lacl—S1*

i

megvaldsitottuk és felhasznaltuk az I-Block kisérlet végrehajtasdhoz. Az x-el jelolt terveket azonban nem
tudtuk a tovabbi kutatasaink soran felhasznalni. Az I-Block kisérleteknél szerepld % a sikertelen, mig a v a

sikeres kisérleteket jeloli.

A szekvenalasi reakciok eredményének sikeressége a 19. dbra?20. dbra lathato. Ebbol

addédoan az S1 és NO mintakkal elvégeztiikk az [-Block kisérletet tobbszor is, &m arra a

60



kovetkeztetésre jutottunk, hogy a rendszer optimalizdldsira és a beépitett rovid
oligonukleotidok koncepcidjanak ujratervezésére van sziikség, a plazmid DNS kisebb
mértékiit modositasanak céljabol. Ezeket rovid DNS szakaszokat is sikeresen bejuttattuk
cirkularis DNS hordozoba, azonban ez egy plusz hasitdsi helyet is tartalmazott
szekvenciajaban. Az Gj DNS szakaszokat tartalmazé pdUA-LacIne esetében is végehajtottuk
az I-Block kisérletet, azonban ebben az esetben olyan kis mértékben moédositottuk a
szekvenciat, hogy a transzkripcioért felelds rendszer tal stabil maradt.

Emiatt tovabbi cirkularis DNS hordozokat terveztiink, amelyek a pdUA-Laclne-T3e
¢és pdUA-Lacln-S1* nevet kaptak. A harmadik I-Block kisérletben az S1* inzertet tartalmazo
rendszerek esetén, a fehérje és a célszekvencidja kozott nem alakult ki elég erds
kolesonhatés, azonban a T3e rovid DNS szakaszt tartalmaz6 baktériumokkal mitkodéképes
rendszer kaptunk. Ennek sikerességét nem csak Petri-csészén, hanem az oldatfazisban
elvégzett B-galaktozidaz aktivitas méréssel is igazoltuk.

A tovabba az enzim aktivitast megvizsgaltuk olyan toxikus fémionok jelenlétében,
mint a Hg(I) vagy Cd(l1) ionok. Ezek alapjan a Cd(Il) a fehérje funkcidjat kisebb mértékben
gatolta, mint a Hg(Il), azonban jovOben célunk, hogy az I-Block rendszer és a toxikus
fémionok kozott kialakuld kdlcsonhatasokat eltérd koriilmények kozott is tanulmanyozzuk,

nem csak a kontroll, de a kutatocsoportunk altal eléallitott IMEY# cinkujj fehérjékkel is.
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8 Roviditések

bp

RNaz

DNaz

plazmid
pdUA-Lacln
tompa végek
ragados végek
rpm

Tris

IxTE

PCR
Escherichia coli
DH5a

BamHI

EcoRl
Nhel

HindllI

Ncol

Taq polimeraz

T4 DNA ligaz

DTT
SDS
PEG
LB
X-gal
ONPG
CTAB

Bazispar

RNS molekulat hasité enzim

DNS hasit6é enzim

Cirkuléris DNS hordozé

Low copy/ kis kopiaszamu plazmid, kanamicin rezisztens
DNS hasitas az 5’¢s 3’ végen ugyan ott torténik

DNS hasitds az 5° és 3’ végen nem ugyan ott torténi
Percenkénti fordulatszam (revolution per minute)
Trisz(hidroximetil)-aminometan

10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8

Polimeraz lancreakcid, DNS sokszorositasra alkalmas
Kolibaktérium, roviden E.coli

E.coli baktériumtorzs

Bacillus amyloliquefaciens-bdl  szarmazo  restrikcios
endonukledz

E.coli baktériumol szarmazo6 restrikcios endonukleaz
Neisseria mucosa heidelbergensis baktériumbol izolalt
restrikcids endonukleaz

Olyan rekombinans E.coli baktérium amely a Haemophilus
influenzae génjét tartalmazza

Nocardia corallina baktériumbodl izolalt restrikcios
endonukledz

Thermus aquaticus hétiiré baktériumbol kinyert enzim

T4 bakteriofagbol (amely E.coli baktériumot tud fertézni)
kinyert ligdz enzim

Ditiotretol

Natrium-dodecil-szulfat

Polietilén-glikol

Luria-Bertani
5-brom-4-klor-3-indolil-p-D-galaktopiranozidaz
orto-nitofenil-pB-D-galaktopiranozid

hexadecil-trimetil-ammonium-bromid
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10 Fiiggelék

10.1 pBAD24-His-1MEY# DNS hordozo sokszorositasa

Azonban ahhoz, hogy a fehérje génjét tartalmazé DNS-eink is legyenek, ehhez
elészor a pBAD24-His-IMEY# hordozot sokszorositisara volt sziikség, amit a vektor
glycerol-stockjabol készitettem el 4.2 fejzetben leirtak szerint. Az egy éjszakan at tartd
inkubalast kovetden a sejtes elegyeket a GeneJET Plasmid Maxiprep Kit-tel tisztittotam meg
¢és 500 ul 1x-es TE oldatban oldottam vissza. Ezt kovetden a DNS tisztasagat vizsgaltam
meg.
12. tablazat: A megtisztitott DNS NanoDrop vizsgélata.

A260/280 | 1,91
C (ng/pul) 110,8
A fényelnyelésbdl lathatd, hogy valamilyen fehérje szennyezddés maradhatott a

mintaban, mivel a tiszta DNS 260 és 280 nm-en mért fényelnyelésének aranya 1,8, azonban
a kapott érték 1,9. Ezért polietilén-glikollal tisztitottam meg a mintat a szennyez6désektol.
Ezt kovetéen a megvizsgaltam az eredeti és az altalam sokszorositott DNS-eket

gélelektroforézis segitségével.
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37. abra Az eredeti és az altalam sokszorositott mintdk gélelektroforézis eredménye. A mintakat 15 %-0s
poliakrilamid gélen 100 V-on, 1 6ran at futtattam. Markerként a GeneRuler 1 kb Plust hasznaltam. A gél zsebei
~ 50 ng DNS-t tartalmaznak.
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