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Roviditések és idegen kifejezések jegyzéke
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Bevezetés

Kutatomunkamat 2015 januarjdban kezdtem meg a Dr. Vértessy Beata altal vezetett
Genom Metabolizmus Kutatocsoportban az MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont
Enzimolodgiai Intézetében. A csoport kutatasainak fokusza a DNS-beli uracil feltérképezése
illetve a sejtbéli uracil szintjét szabalyz6 dUTPaz enzim mukodésének és biologiai szerepének
tanulmanyozasa. Jelenleg tobbek kozott a dUTPaz enzim kdlcsonhatd partnereinek felderitése

all a csoport tudomanyos érdeklodésének kozéppontjaban.

Egy fag eredeti dUTPaz enzim esetében a kozelmlltban Kimutattak, hogy a
Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetek (SaPl) életciklusat szabalyozé Stl fehérjével
kolcsonhatasba 1ép és ennek hatasara ezek a mobilis genetikai elemek —a SaPl-k —
kifejezédnek. Emellett a képzédott fehérje-fehérje komplexben a dUTPaz enzimatikus

aktivitasa gatolt.

Ezt kovetéen csoportunk megkezdte a kolcsonhatas karakterizalasat in vitro és in vivo
modszerekkel. A kolcsonhatas mechanizmusanak vizsgalata kiinduld pontot jelenthet a
toxinokat €s rezisztenciat kodold patogenicitasi szigetek terjedésének megakadalyozasahoz;
illetve a genomi integritas meg6rzésében esszencialis szerepet jatszo dUTPaz 1j fehérje tipust
inhibitorainak fejlesztéséhez. Ehhez azonban elengedhetetlen a fehérjepartnerek kolesonhatd

felszineinek pontos feltérképezése.

Munkam soran lehetdségem nyilt a szerkezeti elemek azonositasat tobb oldalrol
megkozelitd projektek feladataiban résztvenni. A kisérletsorozatok folyaman a sziikséges
fehérjek termelését ¢€s tisztitasat kovetden a vizsgalatokat olyan korszerli moddszerek
hasznalataval valosithattam meg, melyeket az egyetemi stidiumban nem, vagy csak

érintdlegesen tanultam.

Kisérletet tettem a szerkezet meghatarozasra alkalmas rontgenkrisztallografias mérésekhez
sziikséges fehérjekristalyok eldallitasara. Vizsgaltam az Stl fehérje amino-terminalis
szegmensének szerepét a kolcsOnhatasban, egy beépitett triptofan szenzor segitségével.
Emellett keresztkotési kisérleteket végeztem a fehérje-fehérje komplex illetve az Stl fehérje

oligomerizacids felszinek megallapitasara.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A dUTPAaz enzim biologiai szerepe

Minden ¢él6 szervezet szamara esszencialis a genomi integritdas fenntartasa. Ennek
érdekében a sejtbéli nukleotidszintek szigortian szabalyozottak ¢és kiilonb6zo javito
mechanizmusok alakultak ki, melyek a DNS karosodas felismerésében, javitasaban, illetve

megelézésében egyarant szerepet jatszanak [1-3].

Kiilonosen fontos a dUTP/dTTP arany pontos beallitasa, ugyanis a legtobb DNS
polimeraz' nem képes kiilonbséget tenni a mindossze egy metil csoportban kiilénbézé dUTP
illetve dTTP bazisok kozott, igy ezen nukleotidok sejtbéli ardnya jelentdsen befolyésolja a
DNS-be beépiild uracil mennyiségét. A timint helyettesitd uracil 6nmagéban nem lenne karos,
azonban nem ez az egyetlen moddja annak, hogy ez a nukleobazis eléforduljon az
orokitdéanyagban. Az endogén DNS karosodasok egyik gyakori formdja ugyanis a citozin
spontan dezamindciodja. Ekkor €z a bazis uracilla alakul, ami ha nem keriil javitasra, akkor az
a Watson-Crick szabdly értelmében az adeninnel fog egy bézispart alkotni a citozinnal
eredetileg part alkoté guanin helyett. Ez a kovetkezd osztdédaskor stabil pontmuticid
kialakuldsdhoz vezet. Ezen spontdn hiba kialakuldsa miatt nem lehet az uracil DNS alkot6
bazis [1,4,5]. Ha a DNS-ben az egyik pirimidin bazis uracil, a masik pedig citozin lenne,
akkor a hibajavitd enzimek nem tudnanak kiilonbséget tenni a mutaciot okozo, illetve az
»artatlan”, timint helyettesité uracil kozott [4]. Az uracil specifikus korrigalasa a bazis kivago
hibajavitd mechanizmus soran torténik, melynek elsé 1épését az uracil-DNS glikozidaz

enzimesalad (UDG) katalizalja®.

Emellett a dUTPaz enzim preventiven gatolja a hibas bazisok beépiilését ugy, hogy a
dUTP/dTTP szintet alacsonyan tartja [1,4,6]. Egyrészt azaltal, hogy katalizalja a dUTP
hasitdsit dUMP-vé ¢és inorganikus foszfatta, mdasrészt a csokkend dUTP szint mellett

megndvekszik a dUMP mennyisége, ami a de novo pirimidin szintézis prekurzora (1. abra).

! Bizonyos Archea polimerdzok képesek felismerni a templat DNS szalban a nem javitott uracilt. Ekkor a
polimerizacio leall, meggatolva ezzel a pontmutacié kialakulasat [46]. Azonban magas uracil szint esetén ez a
megoldas a szaporodassal Osszeegyeztethetetlen.

2 2015-ben a kémiai Nobel-dijat 1/3-ad részben a 2. abran is bemutatott bazis kivagd javité mechanizmus
felderitésére adtak.



A dUTPaz enzimaktivitas esszencialis azokndl a fajoknal, ahol a timin bazis felépiiléséhez

szlikséges dUMP csak ezen a metabolikus utvonalon keletkezik [1] (1. abra).
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1. abra: dTTP de novo szintézisének utvonala [1] alapjan
Délten azok az enzimek, amelyek nem minden él61ényben fordulnak eld. Sziirkével jelolve a dUMP hianyat
menekitd utvonalhoz tartozé kiindulasi anyag és enzim

A DNS-be kertilt uracilt az UDG enzimcsalad érzékeli és kivagja a szalbol, azonban a
dUTPaz hianyaban tovabbra is magas dUTP/dTTP arany miatt nagy valoszintiséggel a DNS
polimeraz ismét uracilt fog beépiteni. A javitd enzimek miikddése kdvetkeztében helyek
keletkeznek, mely soran egyes szaltorés alakul ki, ami a javitasi folyamat tovabbi 1épéseinek
tulterheltsége miatt kettGsszali kromoszomatoréshez vezethet [1,4] (2. abra). Feltehetden ezen
okbol a dut gén altal kodolt dUTPaz funkciojanak kiesését szamos fajban letalisnak talaltak
[1,7-9].
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A dUTPaz funkcidé csendesitése, illetve megsziintetése kompenzalhato az ung gén
kititésével Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae (pékéleszté) ¢és Caenorhabditis
elegans (fonalféreg) esetén, mivel a fenti folyamat nem megy végbe az UNG — UDG
enzimcsalad legfontosabb képvisel6je — hianya miatt [9-11]. Azonban t6bb esetben egy id6
utan a dupla génmutécio is letalisnak bizonyult, mivel egyes transzkripcios faktorok nem

kotédnek az uracil tartalmu DNS-hez [12].

A Staphylococcus aureus bar rendelkezik UDG enzimmel, mégsem kodolja genomjaban a
dUTPaz fehérjét, habar sok esetben a kromoszomaba épiilt profag hordozza a dut gént [13].
Azonban érdekes modon — a feltehetéleg magas uracil szint ellenére — a profagmentes,
dUTPaz hianyos baktériumok is ¢életképesek. Ennek egyik lehetséges magyardzata a
nemrégiben felfedezett SaUGI (Staphylococcus aureus uracil-DNS glikozilaz inhibitor)
fehérje létezése. Ez a Staphylococcus aureus UDG fehérjének DNS kothelyéhez
kapcsolodva gatolja meg az uracil kivagasat [14]. Léteznek azonban mas dUTPaz hianyos
baktériumok is, melyek nem kodolnak UDG inhibitort [15]. Ezek talélésének lehetséges
magyarazatai, hogy (l) alacsony benniik az UDG fehérjék szintje, vagy (I) mas kevésbé
specifikus pirofoszfataz, esetleg egy fag eredetii dUTPaz bontja le ezekben a dUTP-t, illetve
(111) olyan DNS polimerazzal rendelkeznek, melyek diszkriminativak a dTTP/dUTP kozott.

Ennek a kérdésnek a tisztazasa még tovabbi kutatasok targyat képezi [15].

Egyes magasabb rendli szervezetekben 0igy, mint a Drosophilia melanoglaster-ben,
hianyzik az ung gén. Larvalis szévetekben a dUTPaz enzim sincs jelen, ami megnovekedett
uracil tartalmat okoz a genomban. A harmadik larva allapotban egy U-DNS degradalo faktor
(UDE) fejezdédik ki, amely kromoszoma toréseket okozva beinditja a teljes atalakuldshoz
szlikséges apoptotikus folyamatokat. Az imaginalis diszkuszokban, melyek a felnétt egyed
testtdjainak dontd részét kialakitjak, expresszalodik a dUTPaz, ezaltal ezek nem

degradalodnak, ezekbdl a részekbdl fejlodik ki a felndtt egyed [16].

Az orvostudomany ezt, a szdmos ¢l6lény sejtjei szdmara esszencialis dUTPaz
enzimfehérjét tumor terapias célpontként alkalmazza. A kezeléseknél gyakran hasznalt oralis
5-fluorouracil antimetabolit (5-FU, pl.: S-1, tegafur-uracil) a timidilat szintaz (TS) miikodését
irreverzibilisen gatolja, mivel kovalensen kotédik az enzim aktiv centrumahoz, igy az nem
képes dTTP-t szintetizalni, aminek kovetkeztében timinmentes sejthalal 1ép fel (2. abra).
A fenti terdpiara rezisztens sejtvonalak kezelésére wjabb tobbfunkcidés TS inhibitorokat

fejlesztenek, melyek az enzimgatlas mellett a DNS-be is képesek beépiilni [17]. Kevésbé



érzékenyek a TS gatlasara a dUTPaz-t tultermeld sejtek, mivel ez az enzim dUMP-t, a
timidilat szintdz szubsztratjat termeli, mely az 5-FU inhibitorral verseng az enzimhez val6
kotésben. Azonban a timidilat szintaz inhibitorokat kismolekulas human dUTPaz gatloszerrel
(TAS-114) hasznalva hatékony tumorellenes terapiat értek el [18]. A dUTPaz inhibicio
mellett egy masik lehetdség az enzim kifejez6désének szabalyzasa. Az oxaliplatin platina
alapt kemoterapids szer gatolja a dUTPaz enzim expressziojat, ezaltal hozzajarulva az 5-FU

terapia hatékonysagahoz [19].

Fontos megemliteni, hogy az uracil megjelenése a human DNS-ben funkcionalitassal bir
az antitestek érési folyamatainal, az osztalyvaltd rekombinacional (CSR) és a szomatikus
hipermutacional (SHM). Ezen két folyamat beinditasaban az Aktivacio-Indukalt Citidin
Deaminaz (AID) enzimnek van szerepe azaltal, hogy az egyszali DNS-ben a citozint uracilla
alakitja, amely bazisok hasitasra keriilnek az UNG 4altal. Az AP endonukleaz a cukor-foszfat

gerinc hasitasaval mind a CSR-hoz, mind a SHM-hoz sziikséges DNS toréseket hoz 1étre [20].

1.2. A trimer dUTPaz-ok szerkezeti jellemzoi

A kiilonboz6 ¢€l16lényekbdl szarmazd dUTPaz-ok eltérd alegység szammal rendelkeznek.
Az enzim lehet monomer, homodimer illetve a leggyakoribb formaja harom azonos alegység
kapcsolodasaval jon létre [21], melyek ugynevezett jelly-roll (lekvaros tekercs) B-lemezes
oligomer struktirat alakitanak ki. Az igy kialakult szerkezet nagy stabilitassal bir azaltal,
hogy az egyes alegységek C-termindlisan 1évd B-szal belesimul a szomszédos alegységbe
[1,22-24].

A homotrimer dUTPaz harom, szimmetrikus aktiv hellyel rendelkezik, melyek az
alegységek 6t evoluciosan konzervalt motivumabol épiilnek fel. Egy aktiv hely kialakitasaban
az egyik alegység Ill., a masik alegység I., Il. és IV., mig a harmadik alegység V. motivuma
vesz részt [1] (3. abra).

A monomer dUTP4z forma a herpeszvirusokban fordul eld. Kétszer olyan hosszl, mint a
trimer egy alegysége. Ezek esetében is megfigyelhetd az 6t konzervalt régio, azonban a
motivumok nem a trimereknél tapasztalt sorrendben helyezkednek el a peptidlancban. A
kétféle dUTPAz aktiv centrumanak kialakitasa hasonld, mely alatamasztja azt a feltevést, hogy
a monomer dUTPaz a trimert kodold génbdl fejezddhetett ki. A homodimer dUTPaz-ok
a-helikalis fehérjék, aktiv centrumuk 6t konzervalt motivumbol 4ll, azonban ez nem hasonlit a

trimer fehérjék szubsztratkotd zsebéhez. Katalitikus aktivitasat tekintve nemcsak a dUTP,



hanem a dUDP hidrolizalasara is képes [25]. Munkdm soran a trimer dUTPaz-okat

vizsgéltam, igy a tovabbiakban ezeket mutatom be részletesebben.

3. abra: A trimer human dUTP4z szerkezeti modellje (PDB ID: 2HQU)

A dUTP enzimatikus lebontdsanak inditd 1épése soran egy katalitikus vizmolekula a
fosztatlanc o-foszforatomjara nukleofil tamadast indit, ezutan bekdvetkezik a hidrolizis

(4. 4bra) [26,27].

/ o] (o] o} \
H,0 (o]
P
NI;,,"‘ o _“‘\\\\\\_o O'O/ \\0?0/ \0\_'0- —_— N”’n o] = 0/ \0\_0'
o] o}
5 z S—z oo
X OH X OH 'O/R\\‘O/P\\O'
X: H, OH o o

\ N: Nukleobazis /

4. abra: A viz nukleofil tAmadasaval inicialt dUTP hidrolizis mechanizmusa [27]

A trimer dUTPaz-ok esetén a Ill. motivumban helyet foglald B-hajtiikanyar biztositja az
enzim specificitasat. Sztérikusan gatolja az adeninin, guanin és timin nukleotidbazisok,
valamint a rib6z bekotodését. Emellett, a DNS bazisparosodashoz hasonloan. hidrogénkdtések
alakulnak ki a fehérje atomok és az uracil kozott, mely altal az uracil jelentésen nagyobb
affinitassal tud bekotddni szubsztratként a citozinnal ellentétben [1,22,28]. A dezoxiriboz és
riboz kozti szelektivitast a B-hajtiikanyar aljan helyet foglalo tirozin latja el (5. abra, Tyr 84).
A dUTP foszfat csoportjaval az 1., 1l., és V. motivumokban 1évé aminosavak hatnak kélcson,
tovabba az |. motivumban szerepld aszpartat pozicionalja a katalitikus vizmolekulat

(5. abra; Asp 81) [1]. A Mg®* kofaktor és egy arginin aminosav oldallanca (5. abra; Arg 64)
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altal koordinalt dUTP ligand a hidrolizist elésegité ,,feszitett” konformaciot vesz fel.
A harmadik alegység C-terminalisan talalhato V. motivum aromas oldallancu fenilalanin
(5. abra, Phel64) aminosavja az aktiv centrumot szubsztrat kotott allapotban lefedi, ezaltal

megteremtve a sziikséges mikrokdrnyezetet [1,22,28]

. Pozitivan toltott aminosav @ Viz ** Aromas koélcsonhatas
) Negativan toltott aminosav Glicin --» H-kotés (oldallanc)
Polaris aminosav ) Fém —e Fémkoordinacio

Hidrofob aminosav

5. abra: A dUTP szubsztrat és aminosavak kozott kialakulé kolecsonhatasok térbeli (A) és sematikus (B)
bemutatasa
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1.3. A dUTPaz, mint molekularis kapcsolo

A Staphylococcus aureus opportunista patogén szamos korhazi (nosocomialis) fert6zés
forrasa. Genomja sokszor tartalmaz mozgd genetikai elemeket (Staphylococcus aureus
patogenicitasi szigetek, SaPI-k), melyek horizontalis géntranszferrel terjednek a sejtvonalak
kozott. A SaPl-k tobbek kozott szuperantigéneket, toxinokat kodolhatnak, melyek toxikus

sokk szindrémat, ételmérgezést valtanak ki [29].

A patogenicitasi szigetek életciklus szabalyozo represszora az Stl protein, amely a SaPl
DNS stl és str transzkripcios promoterek kozotti génszakaszhoz kotddve gatolja meg ezen
mobilis genetikai elemek kifejezédését [30]. (Emellett csoportunk meghatarozott egy masik
Stl kotShelyet is az str és a Xis kozotti régioban’.) Az Stl fehérje represszalja a Xis régio
kifejez6dését, a kivagd enzim képzddésének gatlasaval blokkolja a SaPI replikaciot. Emellett
represszalja még az int és str géneket is, mikozben sajat génjének kifejez6dését pedig
aktivalja [31]. Helper fag fert6zés hatasara megsziinik az Stl represszio, indukalodik a SaPl
génszakasz kivagodasa és replikacidja [32]. Egyes elméletek szerint a gazdasejtnek a
patogenicitasi szigetek jelenléte Kifejezetten hasznos, mert a Staphylococcus aureus-ban igen
ritkan kifejez6dd6 CRISPR-ek helyett — melyek mas baktériumokban lehetdvé teszik egyes
bakteriofagok genetikai allomanyanak degradalasat — ebben a fajban a SaPIl-k akadalyozzak
bizonyos fagok novekedését és terjedését [33]. gy a mobilis genetikai elemek horizontalis

géntranszferével ezen védekezd mechanizmus terjedése is megvalosul.

A SaPly,1 esetében a derepressziot a ®11 helper fag dut génje altal kodolt dUTPaz
valositja meg [30]. Igy ez a dUTPaz fehérje nem csak enzimatikus funkciojat latja el, hanem
egy masodlagos (moonlighting) funkcioval is rendelkezik. Ezt bizonyitja a Kkatalitikusan
inaktiv ®11DUTP* mutans SaPlyoy: indukcids képessége is. Itt az enzimaktivitdshoz
elengedhetetlen 81-es helyen 1évé aszpartat aminosavat alaninnal helyettesitették, ezaltal a
fehérje enzimatikusan inaktiv, azonban az indukciora tovabbra is képes. Ez alatamasztja, hogy

a derepresszio a dUTPaz valodi masodlagos funkcioja [30].

Mig az Stl a DNS-hez kdtve gétolja a patogenicitasi szigetek kifejezédését, addig a
dUTPaz nem hat kolcson a SaPl genommal, igy az Stl és a dUTPaz nem versenyzik

egymassal a DNS kothelyért. Mivel a genom tartalmazza az Stl-t kifejezé gént, az is

¥ Eredmények publikalas alatt.
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belathatd, hogy a dUTPaz nem az Stl expressziot gatolja. A két fehérje kolcsonhatasat
kimutatva igazoltak, hogy derepresszio soran a dUTPaz komplexet képez az Stl-lel, igy

eltavolitva azt a DNS-r6l [30] (6. abra).

A. B.
dUTPiz
v/ &
duTp %
\ % PN
ey
/l—ﬁ Stl N N r\
—/\ int | r stl \ u' ){_\j\ ~< int }— stl _’;\—I,{/\/{j\'\/\_

6. abra: dUTP hatasa a SaPI kifejezodésre
A.) dUTP gyorsan kot a dUTPazhoz, magas dUTP szint mellett a dUTPaz Stl kolcsonhatas nem jon Iétre.
B.) Alacsony dUTP szint esetén a dUTPaz az Stl-hez kotédik, a SaPI génszakasz kivagodhat és atirodhat.

A képzdédott komplex nem csak az Stl represszaldo funkcidjat, hanem a dUTPaz
enzimaktivitasat is gatolja, mivel a kialakult komplex nem hidrolizalja a hozzaadott dUTP
szubsztratot. Abban az esetben, ha a dUTP-t és Stl-t egyszerre adjuk az enzimhez, a
dUTP:dUTP4z komplex nagyobb asszociacids sebességi allanddja miatt elobb kialakul. Amig
a dUTPaz szubsztrat kotott allapotban van, addig nem tud kapcsolddni az Stl-lel, a dUTP

jelenléte gatolja a derepresszios aktivitast [13] (6. abra).

Ezen kinetikai mérések és a dUTPaz-ok altalanos enzimkinetikai viselkedése alapjan a
molekularis kapcsoldo mitkodésére javasolt G-fehérje kapcsolt mechanizmus, mely szerint a

dUTP kotodése sziikséges a derepresszidhoz, elvethetd [13,34].

Az Stl monomer ¢és dimer forméja k6zott van egyenstulyban, mig a dUTP4z nagy részben
trimer, a kialakult komplex ezen formak Osszeéllasaval jon 1étre. Nativ tomegspektroszkopias
eredmények alapjan a komplex egy trimer dUTPaz és két Stl molekula kolesonhatasabol all,
ahol az Stl molekula lehet két monomer, vagy egy dimer. Valoszintsitheté a komplex egy
masik formaja is, mely nativ gélen valt lathatova, ahol a ®11DUT;Stl, komplexet jelentd sav
felett egy masik is megjelent, ami a trimer dUTPaz és harom Stl molekula kdlcsonhatasat

mutathatja [13,35] (7. abra).
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7. abra: Az Stl és dUTPaz kozotti komplexképzodés lehetoségei [35]

1.4. Fajspecifikus szegmensek

A kilonboz6 fajokbol szarmazd dUTPaz-ok jo része az 6t konzervalt motivum mellett,
specifikus szegmensekkel is rendelkezik [35] (8. abra). Az eukariotdk N-terminalisukon
nuklearis lokalizacids szignalt tartalmaznak, melyek az importin receptorhoz valé kotédést és
ezen keresztiil a fehérje sejtmagba juttatasat teszik lehetévé [36,37]. A Drosophilia
melanoglaster dUTPaz C-terminalisat egy 28 aminosavbol allo szegmens zarja, amelynek
delécidja nem okoz a fehérjében Kkatalitikus aktivitas csokkenést. Feltételezések szerint,
szerepe lehet a cellularis kolcsonhato partnerek felismerésében [38]. A B-retrovirus dUTPaz
N-terminalisan nukleokapsziddal fuzionalt, amely hozzajarulnat a dUTPaz reverz
transzkripcios helyekre torténd lehorgonyzasahoz. Itt a fuzids fehérje csokkenti a lokalis
dUTP szintet, ezzel segitve a pontos atirodast [1,35,39]. A Mikobaktériumok esetében a
C-termindalison egy 5 aminosavbol allo6 szegmenst azonositottak. Ez, habar az aktiv helyhez
kozel esik, nincs jelentds hatassal a katalitikus funkciora, azonban bizonyitott, hogy
elengedhetetlen a baktérium életképességéhez [30]. A fehérje feliiletérdl valo kinyulasa miatt
kolcsonhato felszint biztosithat még nem ismert protein partnereknek, ligandoknak [40].
A Plasmodium falciparum 25 aminosavbol alloé szegmensének funkcidja egyelére ismeretlen,
egyes feltételezések szerint invazidokor védelmet nyujthat a gazdasejt immunvalasza ellen

[41,42].
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1 2 3 4 5 Alta lanos
(6t konzervalt motivum)

NLS 1 20 3 4 5 Eukaridtak

(nuklearis import)

NLS 1 el 3 4 5 28aA  D. melanogaster
- . (nem ismert funkcio)

Nukleokapszid | 2l 3 4 5 P - retrovirusok
(elhelyezés DNS/RNS-hez,
SAA
S32¢ Mycobacterium
1 20l 3 4 5 (mélkiilozhetetlen a baktérium
életképességéhez)
25AA
1 = 2 3 4 5 Plasmodium falcipflrum
(nem ismert funkcio)
 ~30-40AA
” AR 4 < S. Aureus figok

(patogenitas szabalyzdsa?)

8. abra Fajspecifikus szegmensek bemutatasa feltiintetve a funkciojukkal [35].

A Staphyloccus aureus-t fert6z6 fagok dUTPaz fehérjéi a Ill. és V. konzervalt motivum
kozott elhelyezkedd, 30-40 aminosavbol allo inszerttel rendelkeznek [35,43] (8. abra).
A @11 dUTPaz esetében ez az inszert négy rovid B-szalbol all, melyek egymassal parban,
antiparallel elrendezésben allnak. A P2-szal egy konzervalt dUTPaz régiohoz kapcsolodik,
feltehetden ez segiti a mini-domén orientalodasat [43]. A kristalyszerkezet alapjan hasonld
szerkezetet vesz fel a 80o. dUTP4z inszert régidja is, ami azonban 12 aminosavval hosszabb,
igy valamivel Kiterjedtebb a flexibilis hurok régidja. A ®11 dUTPaz trimer enzim mindharom
alegység inszertjének N-terminalis részén elhelyezkedd elsé aminosav, az aszpartat (Asp95)
részt vesz egy, a dUTP4z trimer centralis csatornijaban lokalizalt Mg2+ koordinalasaban.
A Mg?* komplexképzddési tulajdonsagainak megfelelden hexagonalis szerkezet alakul ki, gy
hogy a harom Asp95 karboxil csoportja mellett harom viz molekula is interakcioba lép a fém
ionnal. Mivel a Mg®* az inszert elsé amiosavjahoz kapcsolodik, ezért valoszindsithetd, hogy a
fémkotés stabilizalja ezt a flexibilis szegmenst és ezaltal szerepet jatszik az inszert régio

specifikus mitkkodésben [43].

Egyes kisérletek szerint, ennek az inszertnek mind az enzimaktivitasban, mind a SaPl
derepresszalasaban szerepe van. Ezeket a konkluziokat a ®11DUTA 1 mutans vizsgalata
alapjan vontak le, ahol az inszert mellett a negyedik motivumba tartoz6 aminosavak is torlése

kertiltek, ami szintén magyarazhatja a funkciok kiesését [30,35].
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Vizsgalva a ®11DUT®W mutans enzimaktivitasat, ahol a specifikus inszert fenilalaninjat
fluorofor triptofanra cserélték, nem volt detektalhaté fluoreszcencia valtozas a nukleotid
szubsztrat bekotédésekor, ami bizonyitja, hogy az inszertnek nincs hatasa a fehérje
aktivitasara. A fag specifikus inszert szerepét az Stl-lel valdé kolcsonhatasban a
®11DUTAMIC22Q (elécios mutanssal vizsgaltik. Az inszert elsé hat aminosava nem keriilt
kivagasra, ez biztositotta az 0sszeko6td linker régiot, igy a delécio feltehet6leg nem okozott
problémat a fehérje feltekeredésében [35,43]. A mutans a vad tipushoz hasonld
komplexképzddési jelleget mutatott az Stl-lel, azonban a derepresszios aktivitasa elmaradt,
mivel az Stl-DNS komplexet, a vad tipussal ellentétben, nem tudta felbontani. Az inszerttel
nem rendelkez6 Mycobacterium tuberculosis dUTPaz képes az Stl-DNS komplex
megbontédsara, ami arra engedett kdvetkeztetni, hogy a StI-DNS interakci6 felbontdsdhoz az

inszert jelenléte csak a @11 dUTPaz esetében sziikséges [35].

A mutans szerkezetének vizsgalataval feltehet6leg kozelebbi képet kaphatnank arr6l, mi
az oka a derepresszids aktivitas megsziinésének. Ennek érdekében kristalyositasi kiséretekbe

kezdtiink az inszertmentes (dLoop) dUTPaz mutanssal.

1.5. Az Stl fehérje szerkezete

Az Stl fehérje tobbségében a-hélix masodlagos szerkezetet vesz fel (9. abra). Homologia
modellezésekbdl, illetve az eddig ismert hasonld represszorokat alapul véve feltételezheto,
hogy az Stl két funkcidban is elkiiloniilt részbdl all: N-termindlisbol és C-terminalisbol. Az
N-terminalis részen talalhaté az ugy nevezett hélix-turn-hélix (HTH) motivum, melynek
feltehetéen a DNS kotédésben van szerepe, mig a C-terminalis a fehérje-fehérje

kolcsonhatasok kialakitasaban vehet részt [44].

Ezen szegmensek feltételezett funkcidjanak bizonyitasara csoportunk mutans fehérjéket
allitott eld. Az Stl szekvencia 84. aminosavjaig tartdé N-termindlis mutdns nem
expresszalodott, vélhetden feltekeredése nem volt fliggetlen a masik szegmenstdl.
A C-terminalis domént (84—263. aminosav) viszont megfeleld tisztasagban sikeriilt elallitani
[44].

A C-terminalis Stl fehérjében betoltott szerepét tobb - tobbek kozott EMSA, nativ
poliakrilamid gélelektroforézis, enzimaktivitas-mérés - kisérlettel is sikeriilt megerdsiteni.

DNS-sel nem mutatott interakciot, mig a dUTPaz enzimmel kolcsonhatast alakitott Ki,

16



azonban mig a teljes hosszusagh fehérje az enzim aktivitasat teljes mértékben megsziintette,

addig a C-terminalis csak részben (40%-kal) csokkentette azt [44].

9. abra: Stl fehérje szerekzeti modellje
Kékkel a C-terminalis, narancssargaval az N-terminalis jeldlve.

Az Stl C-terminalis részével végzett kisérletek alapjan az N-terminalis szegmens
esszencialis a DNS kotésében. Az N-termindlis Onmagaban torténd az expresszidjanak
sikertelensége miatt a DNS-kot6 motivum pontos helyét a predikcids programok altal javasolt
HTH motivumban kialakitott mutaciokkal vizsgaltdk. A mutacido helyének kialakitasakor
hasonl6 HTH motivummal rendelkezé represszor fehérjék szerkezetanalizis eredményeit
vették figyelembe. Ezek alapjan az Stl fehérjében a nukleotidbazisokkal vald specifikus
hidrogénkotés kialakitasaért feltehetden felelds Q40 és N41 aminosavak helyén két alanint
tartalmazo konstrukciot (StI**) hoztak 1étre helyspecifikus mutagenezissel. Az StI** mutans a
vad tipust fehérjéhez képest nagysagrendekkel kevésbé kotddott a DNS-hez, mig a
dUTP4z-zal vald kolcsonhatdsaban nem tortént valtozas. Tehat a mutacidt valoban arra a

helyre sikeriilt beépiteni, amely a DNS-k6t6 felszint biztositja [44].
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2. Célkitiizés

Kutatasaim tavlati célja az Stl és a dUTPaz kozotti kolesonhatd felszinek és ezaltal a
patogenicitasi szigetek szabalyozasdban fontos szerepet jatszo szerkezeti elemek azonositasa.
Ennek alapjan a jovoben lehetdség nyilhat a mozgd genetikai elemek altal hordozott
virulencia faktorok kiilonb6z6 Staphylococcus aureus torzsek kozotti terjedésének
megakadalyozasara. Ehhez a tavlati célhoz a jelen dolgozatomban az egyes fehérjék olyan
mutansait vizsgaltam, melyek az eddigi irodalmi adatok fényében valdsziniisithetd modon
Iényegi 0 informacidt szolgaltatnak. Tovabba, megkezdtem egy olyan keresztkdtésen alapulod
kisérletsorozatot, amely tomegspektrometriai értékeléssel 0sszekotve segitheti a kolcsonhato

felszin azonositasat.

Els6ként olyan dUTPaz fehérjéket vizsgaltam, melyekbdl egyes szerkezeti motivumok
torlésre keriiltek: az egyik a fagokra jellemzd specifikus inszertet (dLoop), a masik a vad
tipust fehérje flexibilis C-terminalis karjan taldlhaté V. konzervalt motivumot nem
tartalmazta (dKar). Korabbi vizsgalatok alapjan mindketté kotddik az Stl-hez, azonban a
dLoop mutans fehérje a dKar fehérjével ellentétben nem mutat a vad tipussal megegyezd
viselkedést. A két fehérje kristalyositdsdval ¢és a kristdlyok rontgendiffrakcios

szerkezetvizsgalataval szeretnék magyarazatot talalni a tapasztalt kiilonbségre.

Tovabbd az Stl DNS ko6td motivuméanak a kornyezetébe épitett triptofan szenzorral
szerettem volna vizsgalni az Stl-DNS valamint az Stl-dUTPaz kolcsonhatast. Ezzel,
csoportunk kordbbi eredményeit kivantam megerdsiteni, miszerint az Stl N-termindlis
szakaszanak fontos szerepe van a DNS kotésben, de emellett feltehetdéen a protein

kolesonhatas kialakitasaban is részt vehet.

Emellett a fehérje-fehérje kolcsonhato felszin azonositdsa érdekében keresztkotési
kisérleteket végeztem, melyek a monomer és dimer allapotban is eléforduldo Stl fehérje
oligomerizacioban résztvevo, illetve a dUTPaz enzimmel kolcsonhatd felszinérdl is

informaciot nyujthatnak.
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3. Madszerek

3.1. Fehérjék eloallitasa és termelése

3.1.1. Kompetens sejtek eloallitasa

A kompetens sejtek képesek az extracellularis DNS felvételére, mivel a hozzaadott Ca*
ionok learnyékoljak a membran t6ltését, igy a negativ toltésti plazmid DNS bejuthat a sejt

intracellularis terébe.

A kompetens sejtek készitéséhez 5 ml Luria-Bertrani (LB) tapoldatban, amely 12,5 pg/ml
végkoncentracidoban bemért tetraciklint tartalmazott a baktériumszelekcid biztositasa végett,
szaporitottam egész ¢jszakan at (overnight) az eldkulturat, mellyel az eldbbi ardnynak
megfeleld tetraciklint tartalmazo 50 ml LB tapoldatot oltottam be. A sejtszuszpenziot 37°C-on
2 6ran keresztiil inkubaltam, majd 4°C-on 20 perc alatt 3600 RPM-en lecentrifugaltam. A
sejtcsapadékot 10 ml TFB 1. pufferben (100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM kalium-acetat,
10 mM CaCl,, 15% glicerin) felszuszpendaltam, majd 20 perc jeges hiités utan ismét
lecentrifugaltam az el6z6vel egyez6 modon. A leiilepedett pelletet 1 ml TFB Il. pufferben
(10 mM MOPS, 10 mM RDbCI, 75 mM CaCl,, 15 % glicerin) eloszlattam, 20 perc jégen
tarolas utan steril sziirt glicerint mértem hozzéa 15 %-os végkoncentracioban, majd folyékony

nitrogénben lefagyasztottam, felhasznalasukig -80°C-on taroltam a kompetens sejteket.

3.1.2. Transzformalas

A szamomra sziikséges fehérje génjeit tartalmazo plazmidokat kompetens E. coli XL1
Blue sejtekbe transzformaltam és a sejteket ndvesztve megsokszoroztam azokat. A
transzformalast hdsokk alkalmazdsaval végeztem, melynek lényege, hogy a hdomérséklet

valtoztatasaval a sejtek membranszerkezete a plazmid szamara atjarhatova valik.

Az elézetesen kompetensé tett 100 pl E. coli XL1 Blue sejtszuszpenziohoz 1 pl 1,423 M
B-merkaptoetanolt adtam és 5 percig jégen tartottam. Ezutdn a plazmid preparatumbol 5 pl-t
tettem hozza és 30 percig jégen tartottam, majd 1 percig 42°C-on, 2 percig ismét jégen
termosztaltam. Ezt kovetden az anyagot 200 ul steril LB tapoldatban 1 6ran keresztiil 37°C-
on 200 RPM-en razattam. A kapott sejteket agardz tiptalajon iiveggyongyok segitségével
sz€lesztettem. Az chhez sziikséges plate-ket 50 ml 12,5 pg/ml tetraciklin és 50 pg/ml

crer
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(3-4 plate). (Az alkalmazott antibiotikumok koziil a tetraciklin a baktérium torzs szelekciojara
alkalmas, mig a karbenicillinnel a plazmidot nem tartalmazoé sejtek eliminalhatok.) A kikent
sejteket 37°C-on overnight névesztettem. Az egyediilallo koloniakbol 200 pl-es steril
pipettahegy segitségével 5 ml tetraciklint és karbenicillint tartalmazé LB tapoldatot oltottam
be, amit overnight razatas (200 RPM) kozben 37°C-on inkubaltam. (Az antibiotikumok
végkoncentracidja a fentebb irt adagolassal megegyezik). A sejtekb8l NukleoSpin®™ (NoLid)
kithez mellékelt protokoll kovetésével izolaltam a plazmidterméket4. A mintak
abszorbanciamérés alapjan hataroztam meg. Az igy kapott preparatumot szekvenaltattuk,
hogy megbizonyosodjunk a termelt plazmid bazissorrendjének helyességérol. A helyes
plazmidszekvenciat tartalmaz6 prepardtumot ezutdn a fent leirt modon 100 ul eldzetesen
kompetensé tett E.coli BL21 Rozetta sejtszuszpenzioba transzformaltam a fehérje

termeltetéséhez.

3.1.3. Fehérje expresszio

A fehérjét kodold plazmidot tartalmazd E. coli BL21 Rozetta sejteket LB tapoldatban
szaporitottam, majd a sejtek exponencialis novekedési szakaszaban, amelyet a kultara optikai
denzitasanak vizsgalataval allapitottam meg, izopropil-f3-1-tiogalaktozid (IPTG) indukaloszer

hozzéadasaval serkentettem a kivant fehérje kifejezddését a plazmidrol.

A transzformalas utan kapott 100 pul E. coli BL21 Rozetta sejteket tartalmazé oldattal 5 ml
tapoldatot indukaltam, majd 37°C-on, 200 RPM-en overnight razattam. Ezzel az el6kulturaval
500 ml LB tapoldatot beoltottam, majd 37°C-on, 200 RPM-es razatas kozben ndvesztettem
azt, amig abban a sejtek a szdmomra sziikséges mennyiségben fel nem szaporodtak. Ezt a
sejtszuszpenzio optikai denzitasanak 600 nm-en torténd mérésével ellendriztem. Mikor ez
elérte a 0,4-0,6 értéket 250 ul 1 M-0s IPTG-t adtam hozza, majd tovabbi 4 6ran at inkubaltam
a kultarat Stl esetében 30, dUTPaz termelésekor 37°C-on. Végiil 20 perc alatt 4°C-0s
homérsékleten 4000 RPM-en centrifugaltam a tapoldatot. A pelletet Stl esetében 20 ml
50 mM Hepes pH=7,5, 200 mM NaCl puffer (A puffer) oldatban, mig a dUTPaz-t 20 mM
Hepes pH=7,5, 100 mM NaCl puffer, 5mM MgCl,, 10mM B-merkaptoetanol pufferben

* http://www.mn-net.com/Portals/8/attachments/Redakteure Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20Purification/
UM pDNA NS.pdf
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(B puffer) szuszpendaltam fel. A centrifugalast megismételtem 10000 RPM-en 20 percen at, a
letilepedett pelletet folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottam, a tovabbi felhasznalasig

-80°C-on taroltam.

Az indukcio el6tt és utan 1 ml mintat vettem, 15 perc alatt 10000 RPM-en lefugaltam,
200 mL A/B pufferben (Stl/dUTPaz) visszaszuszpendaltam és SDS gélen megfutattam, hogy
ellendrizzem a sziikséges fehérje jelenlétét. (1d.: SDS-PAGE)

3.1.4. Sejtfeltaras

Az expresszalt fehérjék kinyeréséhez a termeld baktériumot fizikai és kémiai roncsolasnak

vetettem ala.

A sejtfeltarashoz hasznalt fehérjétdl fiiggd A/B pufferben (Stl/dUTPaz) feloldottam a
baktériumbol felszabaduld fehérje emésztéenzimeket gatldé Complete Ultra Tablet
proteazgatld tablettat, hozzamértem az RNS és DNS makromolekuldkat eliminalé 3 pg/mL
RNaz-t és DNaz-t, illetve az oxidacio ellen védé 2 mM-os DL-ditiotreitol (DTT)
redukaloszert, valamint 150 pul Triton-X feltarast segité feliiletaktiv anyagot. A felolvadt
pellethez adtam az el6zbleg Osszemért oldatot és Potter-Elvehjem homogenizatorban
mechanikailag roncsoltam a baktériumok sejtfalat. A lizis eldsegitésére az elegyet 4x1 percig
szonikaltam, melyet a fehérjék védelme miatt jégen hiitve végeztem, majd 10000 RPM-en
30 perc alatt lecentrifugaltam a preparadtumot, a szamomra értékes fehérje a feliiliszoban

maradt.

3.2. Fehérje tisztitasi modszerek

3.2.1. Affinitas kromatografia

Az Stl fehérjét egy 1épésben, affinitds kromatografidas modszerrel tisztitottam meg. Az
alkalmazott eljaras azon az elven alapul, hogy az Stl-hez fuzionalt glutation-S-transzferaz
(GST) fehérje, az oszlophoz rogzitett glutationnal kdlcsonhatast alakit ki, igy a szennyezok az
oszlopot mosva eltavolithatok, mig az értékes fehérje kotve marad. Ezt kdvetden specifikus
protedz altali hasitassal a kivant fehérje nagy tisztasdggal nyerhet6 ki, mig a GST cimke nem
valik le az oszloptoltetrdl. Ez, az oszlop ujbodli felhasznalasa érdekében, redukalt glutationt

tartalmazo6 elucios pufferrel eltavolithatd a matrixrol (10. abra).
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10. abra: Affinitas kromatografias tisztitas folyamatabraja

A sejtfeltaras soran keletkezett feliilluszot ravittem az oszlopra, majd 4°C-on fél oraig
forgattam, ezalatt a GST-Stl° célfehérje kapcsolodott a rogzitett glutationhoz. Ezt kdvetéen az
oszlopon 1év6 folyadékot leeresztettem, A pufferrel mostam, majd 4 ml A puffer és 80 unit
trombin mennyiséggel 4°C-on overnight emésztettem folyamatos razatas kozben. Az atesd
fazis tartalmazta a kivant fehérjét, ennek leeresztését kovetden a szemcsék kozott maradt
fehérje kinyerése végett még kétszer 4 ml A puffert engedtem at az oszlopon. A toltet
regeneralasat 2x7,5 ml elaciés pufferrel (50 mM Tris, 100 mM glutation; pH=8,0) végeztem

30 percen at 4°C-on torténd razatas kdzben.

3.2.2. Ioncserés kromatografia

A feltart dUTPaz fehérjék nagyfoku tisztasaganak elérése érdekében tobb folyadék
kromatografids rendszeren vezettik 4t a mintat tartalmazo oldatot. Elészor ioncserés
kromatografiat alkalmaztunk, amely technika az allo6 és mozgd fazis toltéssel rendelkezd
csoportjainak kolcsonhatdsan alapszik, amely kolcsonhatdst az ionerdsség valtoztatasaval

bontottunk meg.

> A GST fazios fehérje az Stl fehérje N-terminalis szakaszan talalhato, mivel igy jobban segiti a célfehérje
feltekeredését, hiszen a fehérje transzlaci6 N—C termindlis iranyban torténik.
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A folyamat kezdetén a tisztitashoz hasznalt, etanolban tarolt AKTA pumparendszert és a
hozzakotott 5 ml-es Q Sepharose oszlopot atmostuk vizzel, majd a nagy ionerdsségi,
20 mM Hepes, 1 M NaCl, 5 mM MgCl, 10 mM B-merkaptoetanol, 0,1 mM PMSF tartalmu
puffer oldattal (C puffer), hogy az esetlegesen fennmaradt szennyez6déseket eltavolitsuk. A
minta felvitele el6tt, a fehérjék adszorbcidjanak biztositdsahoz a rendszert kis ionerdsségl
20 mM Hepes, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, 10 mM B-merkaptoetanol, 0,1 mM PMSF
tartalmu pufferrel (D puffer) mostuk at, igy a negativ toltést ionok, koztiik az értékes fehérje
is, megtapadt az oszlopon. A mintafelvitel utan a D puffer folyamatos ataramoltatasaval az
oszlophoz nem kot6dé szennyezddést eltavolitottuk, melyet kromatogramon az alapvonal
visszaallasaval ellendriztiink. Az oszlopon megkotott anyagot az ionerdsség linearis
novelésével, melyet a D — és C puffer ardnyos adagolasanak bedllitdsaval valositottunk meg,
30 ml atfolyotérfogatban elualtuk kiillonbozo, toltés szerinti frakciokra. A frakcidoszedés
befejezésével a berendezést regeneraltuk Otszords oszloptérfogatnyi mennyiségii D puffer,
C puffer és végiil desztillalt viz atengedésével. A rendszert a kovetkez6 hasznalatig 20 %-0S

etanolban taroltuk.

3.2.3. Méretkizarasos kromatografia

Az eldzetesen ioncserés kromatorafidval megtisztitott dUTP4z enzimet AKTA rendszerbe
kotott, méret kivalasztason alapuld Superose 10/300 GL (24 ml) oszlopon engedtiik at.
A modszer alapja, hogy a minta kiilonb6zé molekulatomegli komponensei az allo fézis
pordzus toltete kozott eltérd sebességgel vandorolnak. Mig a nagyobb molekuldk kizarédnak
a kisebb porusokbol, igy elacidjuk gyorsabb, addig a kisebb részecskék lassabban haladnak
végig, mivel tobb helyre képesek bediffundalni.

Az elacié soran 300 mM NaCl, 20 mM Hepes, 5 mM MgCl,, 10 mM B-merkaptoetanol
Osszetételll puffert hasznaltunk, a kiilonbozd frakciok tisztasagat denaturalo gélelektroforézis

modszer segitségével (1d.: 3.3.3) allapitottuk meg.

3.3. Fehérjevizsgalati modszerek

3.3.1. Koncentraciomérés

A fehérje és a DNS mintak koncentraciojat Thermo Scientific Nanodrop 2000 UV-VIS
spektrofotométerrel végzett fényelnyelés mérésével hataroztam meg. A fehérje esetében az

aromas oldallancok kovetkeztében 280 nm-en, mig a nukleinsavak aromds bdzisai miatt
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260-nm-en maximalis az abszorbancia. Az anyagok koncentracidja a Lambert-Beer torvény
felhasznalasaval szamithatdo (1.egyenlet). Ehhez a fehérjék extinkcios koefficiense
szekvencidjuk alapjan becsiilhetd (Expasy ProtParam), az egyes fehérjék extinkcios
koefficienseit a fiiggelék F1. tablazata tartalmazza. A DNS tomegegységre vonatkoztatott
abszorpcids koefficiense kevésbé szekvencia fliggd, ezért minden mintara a fotométer

szoftverébe épitett atlagértéket hasznaltam (20 g dm* cm™).
A=¢"1'c

Ahol:
A abszorbancia
€ extinkcids koefficiens
I optikai Githossz

C koncentracid

1. egyenlet: Lambert-Beer torvény

3.3.2. Gélontés

A fehérje vizsgalatok elokészitéseként géllapokat Ontottem, amelyek segitségével a

fehérje-DNS illetve fehérje-fehérje kotéseket vizsgaltam.

A 8.1. fejezetben részletezett gélhez sziikséges alkotokat 0sszemértem tigyelve arra, hogy
a polimerizaci6é inicialasért felelés gyok donor ammonium-perszulfatot (APS) és a
katalizatorként funkcionalo tetra-metil-etiléndiamint (TEMED) oOntés el6tt pipettdzam az
elegybe. Az egyfazisu gélnél Pasteur pipetta segitségével toltottem fel a két iiveglap kozotti
térfogatot, majd belehelyeztem a minta zsebeket kialakito fésiit. A kétfazist gél elkészitése
abban kiilonbozott az eldbb leirttol, hogy az elvéalasztd gél oldatat a fésiifog aljatol szamitva
0,5 cm magassagig toltottem, melynek egyenes feliiletét izpropanol rétegzéssel biztositottam,
amit az elvalasztd gél megszilardulasa utan sziirGpapirral itattam fel. Ezutan a tomorit6 géllel

feltoltottem az tiveglemezek kozotti rést, végiil beletettem a féstit.

3.3.3. Denaturalé gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjék gélben torténd haladasi sebességét egyendram sordn toltése, mérete és alakja
egyarant befolyasolja. Azonban a mintdhoz natrium-dodecil-szulfat feliiletaktiv anyagot adva

¢és azzal melegitve, a fehérje kitekeredik, a hozzaadott vegytilet a molekula méretével ardnyos
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toltést biztosit. Ezaltal lehetdség nyilik arra, hogy a fehérjét egyetlen paramétere, mégpedig a

mérete alapjan valasszuk el, mely alapjan a fehérjekomponens azonosithato.

A mintakhoz hozzaadtam a 62,5 mM Tris pH=6,8, 25 % glicerin, 2% SDS, 0,01 %
bromfenolkék, 350 mM DTT anyagokat tartalmazo mintakoktélt, ugy hogy az 0tszoros
higitasban legyen, majd 98°C-on 4 percig termosztaltam. Az elektroforézist 12 %-0s SDS
gélben, elektroforézis puffer (3,03 g/l Tris pH=8,3, 14,4 g/l glicin, 1,0 g/l SDS) kérnyezetében
200 V-on 45 percig végeztem. Mintamarkerként kiilonb6z6 ismert molekulatomegii
fehérjékbol allo 1étrat (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder) futattam meg. A futasi
frontot jelzd festéket vizben kiaztattam és ezt kdvetden Coomassie Brilliant Blue festékkel

el6hivtam a fehérjéket jelentd savokat.

3.3.4. Elektroforetikus mobilitas eltolodas vizsgalat - EMSA

A fehérje és DNS kozotti kolesonhatast elektroforetikus mobilitas eltolodéas vizsgalat
(Electrophoretic Mobility Shift Assay - EMSA) segitségével mutattam ki. A moédszer elve,
hogy a GelRed festékkel UV alatt lathatova tehetdé DNS Onmagaban fesziiltség hatasara

nagyobb utat tesz meg a gélben, mint a fehérjével komplexet alkotva.

Az egyfazisu 12%-os poliakrilamid gélt, 100 V egyenaramu fesziiltségen 1x TBE
pufferben (89 mM Tris bazis, 89 mM borsav, 2 mM Na;EDTA, pH=8,3) 1 6ran keresztiil
eléfuttattam. Ezalatt 6sszemértem a tervezett koncentracidonak megfelel6 mennyiségii DNS-t,
fehérjét, EDTA-t és a feltaras soran hasznalt puffert, majd hozzaadtam a Loading Dye (LD)
festéket, gy hogy az hatszoros higitasban legyen. A mintdkat Hamilton-fecskend6
segitségével felvittem a gélre, majd az elektroforézist 70 percig 150 V-on végeztem. A kész
gélbdl a Loading Dye-t desztillalt vizben aztattam ki, majd 15 percre 50 ml, 15 ul GelRed-et
tartalmazo 100 mM-o0s NaCl oldatba tettem. Az el6hivast Uvi-Tec gélbeolvaso késziilékkel

végeztem.

3.3.5. Nativ gélelektroforézis

A dUTPaz ¢és Stl fehérjek kozotti komplex kialakuldsadt nativ  poliakrilamid
gélelektroforézis modszerrel vizsgaltam. A modszer soran a fehérjék eredeti
térszerkezetiikben véandorolnak a gélben, igy a kozottik kialakuld kolcsonhatds megléte

ellendrizhetd, alapul véve az egyes komponensek futési tdvolsagat.
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A mintaimhoz hozzaadtam a nativ mintakoktélt (62,5 mM Tris pH=6,8, 25 % glicerin,
0,01 % brémfenolkék, 350 mM DTT), Gigy hogy az 6tszords higitdsban legyen. A nativ gélt
1 6ra alatt, 100 V-on nativ gélelektroforézis pufferben (3,03 g/l Tris, 14,4 g/l glicin, pH=8,7)
elofuttattam jeges hiités alatt, majd az eldkészitett mintak felvitele utan az elektroforézist
150V-on 2 oran keresztiil hiités kozben végeztem, mivel ennek hidnyaban a futtatas soran
felszabadulé hé hatasara a fehérjék elveszithetnék nativ szerkezetiiket. A fehérjesdvok

el6hivasa a 3.3.3. pontban leirtak szerint tortént.

3.4. Fehérjekristalyositas

Ahhoz, hogy a fehérjék szerkezetét rontgendiffrakcios modszerrel vizsgalni tudjuk, nagy
tisztasdgu, tomény minta- és kristalyositd oldatbol eldallitott rendezett fehérje kristalyokra

van sziikség.

Mivel a fehérje kristalyosodasat sok tényezd befolyésolja, ezért a koriilményekre eldszor
eldzetes szlirést végeztem egymastol eltérd kristalyosité oldatok felhasznalasaval. Ezek az
oldatkészletek kiilonboznek dsszetételben, s6 koncentracidban, széles pH tartoméanyt fognak
at, sokszor tartalmaznak a fehérjemolekulak hidrataltsagat csokkentd, un. kicsaposzereket

(pl.:polietilén glikol).

Két 96 lyuku talcara, ahol egy lyukhoz a kristalyképzodés helyét add két kis well és a
koériilményt tarold nagy well tartozik, 8 csatornds pipettaval 70 ul JSCG+® illetve SG1’
kristalyositasi koriilményt adagoltam a nagy well-be (11. abra). Ezutan egy pipettazd robot
(Mosquito) segitségével mind a fehérjébol, mind a korilménybdl 100-100 nl-t mérettem Gssze
a kristalyképzddés helyére, majd milanyag folidval fedtem le a talcakat. Ezzel a technikéval a
nagyobb térfogath tarolo oldat kapcsolatban marad a fehérjét tartalmazo cseppel a géztéren
keresztiil. Egy 1d0 utan a két oldat f6lotti gdznyomas kiegyenlitddik, azaltal, hogy a cseppben
1évo kristalyositasi oldat atdiffundal a tarold oldatba, igy a cseppben 1évo fehérje
koncentracidja folyamatosan ndvekszik, mely optimalis esetben a kristalyok képzddéséhez

vezet.

® A screen oldatok dsszetétele elérheté a http://mww.moleculardimensions.com/applications/upload/MD1-40.pdf
weboldalon.

" A screen oldatok Osszetétele elérhetd a http://mww.moleculardimensions.com/applications/upload/MD1-
88%20SG1%20Screen.pdf weboldalon.
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11. abra: 96 lyuku kristalyosité talca [45] alapjan
A kép felso részében a teljes talca fényképe, alsd részében egy sor keresztmetszeti képe lathato

A kristalyt eredményezd koriilményeket optimalizalasnak vetettem ald, mely sordn az
egyes paramétereket (pH, kicsaposzer koncentracio) finoman valtoztatva probaltam
megtalalni a legidealisabb kristalyositasi oldatot, feltérképezni a fazisdiagramot (12. abra).
24 lyuku talcan fiiggéeseppes modszert alkalmaztam, ahol a cseppet, melyet 1-1 ul fehérje és
a kristalyosito oldat elegye alkotta, tiveglapkara mértem ki, majd ezt csipesz segitségével a

kizsirozott well peremére helyeztem, melybe el6zetesen 400 pul kristalyosito oldatot
pipettaztam (13. abra).

[fehérje]

instabil

metastabil

telitetlen oldat .
stelitett

[lecsaposzer] oldat

rrrrr

Telitetlen oldatban nem ndnek kristalyok; telitett oldatban a kristalyok egyenstulyban vannak az oldattal;
metastabil régioban kinetikai okok miatt nincs gocképzddés, csak goendvekedes; labilis tartomanyban
g6cképzidés és goendvekedés egyarant lehetséges; instabil tartomanyban a fehérje kicsapodik.
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13. abra: Optimalizacios talca és egy well-jének keresztemetszete [45] alapjan.

3.5. Rontgendiffrakcios szerkezetanalizis

A molekulak szerkezetérdl informaciot add rontgendiffrakcids szerkezetanalizis alapja a
rontgensugarzas fehérjekristdlyon valdo szordodasa. Az egykristdlyt monokromatikus
rontgensugarral megviladgitva, melynek hulldmhossza kisebb vagy egyenld az atomok
tavolsagaval, megkapjuk a kristdly diffrakciés mintdzatat. A kristdly altal szort
sugarnyalabokbol felépithetd a szord targy képe, mivel a Bragg-torvény szerint az atomok
tavolsaga, a rontgensugar hulldmhossza és a sugarelhajlas szoge kozott osszefliggés all fent
(2. egyenlet). Azonban, a mérés soran csak a sugarak intenzitasardl és az eltériilés iranyarol
kapunk informaciot, a hullam fazisar6l nem, ezért ezek értékére Kiillonb6z6 modszerekkel
végzett kozelitd becslés alkalmazhatdo. Ezek utdn mar meghatarozhatdé a molekula
valdszintsitett elektronsiirisége, melybdl felépithetd a fehérje szerkezeti modellje. A kezdeti

modell alapjan a fazisbecslés és a modell iterativ Gton finomithato.

n-A=2d-sin®
Ahol:
n egesz szam
A rontgensugar hullamhossza
d atomok tavolsaga
O sugarelhajlasi szog

2. egyenlet: Bragg-torvény

Az optimalizacios talcan keletkezett kristalyok szorasi tulajdonsagait eldzetes méréssel
ellendriztiik egy forgdanddos rontgen sugarcsével (Cu K,) és Eos CCD detektorral felszerelt
rontgendiffrakcios mérémiiszerrel (Agilent, SuperNova). A tajékozoddo mérés soran felvett
képek alapjan kiderithetd, hogy a kristalyt valoban fehérje alkotja-e vagy esetleg szervetlen

s6. Tovabba, ha a minta valéban fehérje kristaly, akkor milyen mértékli a kristaly
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rendezettsége, illetve valoban egykristaly-e. Ha egy kristaly megfelelt az eldzetes
elvarasainknak a fenti szempontok alapjan, akkor nagyobb expozicios id6t beallitva teszteltiik
a felbontoképesség novelésének lehet6ségét. A mérés soran beallitott paramétereket az
1. tablazat mutatja. Ahhoz, hogy a végleges mérés helyes legyen, a kristalyositasi oldat
fagyasi tulajdonsagait meg kell vizsgalni, mivel ha annak kristalyos és nem amorf a szilard
halmazéllapota, akkor a mérést torzitja. Amennyiben a kristalyositasi koriilmény nem a
méréshez megfeleléen fagyott meg, akkor a kristalyositd oldathoz glicerint adagolva kerestiik
meg azt a legkisebb adalékkoncentracidt, mely mar teljesiti a fenti kritériumot. A kristalyt

ebbe az oldatba atmostuk és ezt kovetden tettik be a mérdkésziilékbe.

dKar dLoop
expozicids ido 60” 2007
detektor tavolsag 50 mm 45 mm
oszcillacios szog 0,5° 0,5°
forgatasi szog 45°,120° 45°,120°

1. tablazat: A tajékoz6do mérés beallitisanak adatai

3.6. Keresztkotott fehérjék eloallitasa

A monomer ¢és dimer allapotban is eléforduld Stl fehérje oligomerizacidban résztvevd,
illetve a dUTP4z enzimmel kolcsonhatéd felszinének vizsgéalatahoz egy olyan szerves észter
keresztkotd reagenst hasznéltam, amely lizinekkel képes reakcioba lépni. A keresztkotések
létrehozasahoz a reagens gyartoja altal javasolt kiindulasi protokoll finomitasa sziikséges. A
leiratban szerepld egyes paraméterek gy, mint a fehérjekoncentracio, reagens felesleg és
reakcioidé korbejarasaval megallapithatoak a kisérlet legkedvezébb kimeneteléhez sziikséges
adatok. Varakozasom szerint az eljaras optimalasat kovetéen tobbségében kovalensen kotott
dimer Stl, trimer dUTP4z - melyet a mar ismert szerkezete miatt modszeriink ellendrzésére,
kontrollként hasznaltunk - és komplex termékek képzddnek. Az igy kezelt fehérjék tripszinnel
torténd  hasitasat  kovetéen, tomegspektroszkopids (MS) mérési  eredményekbdl
meghatarozhatd, hogy mely lizin aminosavak vannak egymadssal térkozelségben a

fehérjelancon beliil, a dimerben és a komplexben (14. abra).
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D.
— Nemreagalt fehérjdane Fehérjelancok kizatti keresztkatések tipusai:
— Y Médositott fehérjelne
Aszekvencidban kétegymas mellett | Stlmonomerek kézott keresztkités

lévd hasitott darab kereszthdtése
Fehégelincon beliili, a szekvenridban | dUTPaz monomerek kizitt kereszthétés
| két nem egymas mellett lévo hasttott

darabkeresziksts
arabiere 5 | St és dUTPéz lincok koot keresztiiités

ﬂ Tobbsziras kereszthites

14. abra: A keresztkotési kisérlet magyarazé abrasora
A) keresztkotési kisérlet folyamata; B.) a keresztkoto reagens képlete; C.) a keresztkotd reagens és az aminosav
kozotti reakcidmechanizmus; D.) a keresztkotd reagens kapcsolodasi lehet6ségei
http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=3043253 gri&req=4 forras alapjan sajat készités

3.6.1. Keresztkotés

A dimetil-formamidban feloldott N-hidroxi-szukcinimid-észter (disuccinimidyl suberate,
DSS) keresztk6td reagenst 6tszords molaris feleslegben hozzamértem 100 pl 40 uM-os Stl,
dUTPaz, illetve Stl-t és dUTPaz-t 2:3 molaranyban tartalmazé fehérje oldatokhoz. Majd
razatas kozben, 30 percig 18°C-on inkubaltam, ezt kdvetéen Tris oldattal leallitottam a
reakciot, mivel a Tris aminocsoportjai az el nem reagalt DSS-sel reakcioba 1épnek. A
mintakhoz 10 pl 50 mM-os pH=7,5-6s Tris oldatot adtam. Az elkésziilt keresztkotott mintakat

SDS gélen ellendriztem.

3.6.2. A fehérje SDS-PAGE gélben torténé emésztése, izolalasa

Az Stl és a dUTPAaz esetében a keresztkotési reakcid soran az SDS gélkép alapjan nem
kaptunk  tobbségében azonos alegységszdmu  keresztkotott  oligomert  tartalmazd
fehérjeoldatot. Mig az Stl monomer és dimer, addig a dUTPaz monomer, dimer és trimer
allapotban is el6fordult, ami a tomegspektroszkopias mérési eredmények kiértékelését
nagyban megneheziti. Azonban ezen esetekben a SDS-gélbdl izolalva kinyerhetdk az azonos

oligomerizacioval rendelkezd fehérjek.
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A vizsgalni kivant anyagot a gélbdl kivagtam, majd nagyjabol 1 mm?-es alapteriiletii
négyzetekre daraboltam. Eppendorf csében 50 pl MilliQ vizzel razattam 15 percen keresztiil,
majd a felesleges folyadékot leszivtam. Ezt a mosasi 1épést MilliQ viz és acetonitril
1:1 aranyt elegyével illetve acetonitrillel is megismételtem. A folyadék eltavolitasa utan
vakuumbeparld késziilékben 45°C-on 30 perc alatt beszaritottam. Enyhe razatas mellett
56°C-on 45 percig 10 mM DTT oldattal redukaltam, melyet 100 MM ammonium-hidrogén-
karbonatban oldottam fel. Néhany perces szobahOmérsékletre vald hiités utan, ugyancsak
100 mM-os ammonium-hidrogén-karbonatban oldott 54 mM-os jodacetamiddal 30 percen at
sOtétben alkildltam a fehérjéket. Ezutan ismét a protokoll elején leirt médon mosasi fazis
kovetkezett 100 mM  ammoénium-hidrogén-karbonat oldattal és acetonitrollel, majd
vakuumbeparlo késziilékben 45 perces 45°C-on torténd szaritas. 20 pul 5 pmol/ul-es tripszin
enzimmel 30 percen at inkubaltam a mintdkat 4°C-on, majd a felesleges enzim eltavolitasa
utdn 37°C-on overnight. Tobbszords extrakcios 1épésekkel nyertem ki a vizsgalni kivant
fehérjét. Rendre 50 ul 1%-0s hangyasavval, 25%-os acetonitril és 0,1%-0s hangyasav
elegyével majd acetonitrillel 0,5-0,5 6ra intenziv razatas mellett extrahaltam a mintat. Majd
ezt a lépést megismételtem 20 ul acetonitrillel is. A kész terméket liofilizaltam és azt a

tomegspektroszkopias mérésig -20°C-on taroltam.

3.6.3. Oldatban 1évo fehérje emésztése

A komplex esetében nem tapasztaltuk az egyedi fehérjék barmely oligomer forméjanak

megjelenését az SDS gélen, ezért ezeket oldatbol készitettiik eld.

crer

5 ul 0,5%-0s Rapigesttel és 2 ul 10 mM-0s DTT-vel inkubaltam 30 percen keresztiil. Miutan
a mintakat szobahémérsékletre htitéttem, 5 ul 200 mM ammoénium-hidrogén-karbonattal és
25ul 200 mM jodacetamiddal 25°C-on inkubaltam sotétben 30 percig. Majd 1 pl
40 pmol/ul-es tripszin enzimmel tovabbi 3 oran keresztiil 37°C-on torténd termosztalast
kovetden, 1,5 pl tdmény hangyasavat adtam a mintahoz, amivel szintén 37°C-on 30 percig
reagaltattam. Végiil 30 perc, 13500 RPM sebességli centrifugdlas utan a feliiliszéban

megkaptam a kivant terméket, melyet a tomegspektroszkopias mérésig -20°C-on tartottam.

3.6.4. A tomegspektrometrias mérés koriilményei

A HPLC-MS méréseket egy Bruker Maxis II ETD tipust kvadrupol — repiilési id6

analizatorokkal és elektrospray ionforassal ellatott hibrid tandem témegspektrométeren
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dr. Ozohanics Olivér végezte el. A mintak egy Dionex Ultimate 3000 nanoRSLC
folyadékkromatografias késziilékkel Pepmap C18 RSLC 75um x 150 mm oszlopon torténd
kromatografias elvalasztast kovetden keriiltek analizisre. A kromatografias rendszerben
alkalmazott gradiens elicio soran az eluens (0.1% hangyasav vizes oldata) acetonitril

tartalmat linearisan noveltik 2%-16l 45%-ra.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Kristalyositasi kisérletek a @11 dUTPaz szegmensek kolcsonhatasban
jatszott szerepének felderitésére

4.1.1. ®11 dUTPaz dKar és dLoop fehérjék tisztitasa

Kutatécsoportunk altal elkészitett, ioncserés kromatografiaval tisztitott dKar mutans
fehérjét (a szekvencia 158. helyén 1év6 glutaminsavja helyett stop kodon keriilt beépitésre), a
kristalyositashoz sziikséges fehérjetisztasag elérése érdekében Nyiri Kinga vezetésével
gélsziirtem (15. abra)®. Az elucios térfogat, mely az injektalastol a kromatogram cslicsaig

atfolyt oldatmennyiséget jelenti, 10,9 ml volt.

@ Dut

A2 A6 A7 A8 A9 | A10 | All | Al12

MM

25 kDA

15kDA

15. 4bra: dKar fehérje gélsziirése soran szedett frakciok (A2, A6-A12) SDS gélképe, rajta a tisztitas soran
felvett kromatogrammal
A frakciok mellett kontrollként futtatva a vad tipusi @11 dUTPaz; MM: mintamarker
A kék gorbe a 280 nm-en mért abszorbancia, mellyel a fehérjét kovettiik nyomon, mig a piros kromatogram a
DNS-t jelenté 260 nm-en mért abszorbancia

A gélsziirt dLoop mutans (®11DUTACM2R) frakciot, mellyel tovabbi kisérleteket

végeztem, készen kaptam.

& A dKar dUTP4z fehérjét harom részletben tisztittotuk meg. A 15°reprezentaciot szolgalé abra mellett a masik
két injektalasrol késziilt SDS gélkép a fliggelékben megtalalhato (35. abra).
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4.1.2. ®11 dUTPaz dKar és dLoop fehérjék kristalyositasa

A 96-féle odatkoriilményt tartalmazd JCSG+ és SG1 screen-ekkel végeztem a
kristalyositd oldatok eldzetes sziirését. A JCSG+ screen csoportunk kordbbi munkai soran
hatékonyan mukodott egyéb fehérjék kristalyositdsakor, a benne 1évé koriilmények tag
intervallumon mozognak az anyagdsszetétel szempontjabol, mig az SG1 talca a publikacios
adatok szerinti leghatékonyabb kristalyositd oldatokat tartalmazza. A screen talcak
elkészitésekor a dLoop mutans esetében 5,1 mg/ml, mig a dKar fehérjénél 6,89 mg/ml
koncentracioja  fehérjeoldatot hasznaltam, amelyekhez el6zetesen Otszorés molaris
feleslegben az enzim dUPNPP szubsztratanalogjat adtam, mivel ezt a dUTPaz a dUTP-hez
hasonléan megkoti az aktiv centrumdban, azonban nem képes elhidrolizalni, igy
megfigyelheté a ligandum kotott allapot. Szubsztrat kotott allapotban a fehérje rendezettebb
konformaciot vesz fel, (lasd: 1.2 fejezet) igy nagyobb eséllyel kristalyosodik. Tovabba a

dLoop fehérje oldat 5 mM-os végkoncentracioban MgCl,-ot tartalmazott.

Mind a dLoop (2. tablazat) és dKar (3. tablazat) esetében talaltam olyan cseppeket, melyben
fehérjekristaly keletkezett. Ezen koriilmények kozott hasonlosagokat keresve allapitottam
meg egynéhany olyan oldatosszetételt, melyet az optimalizalas soran pH és sokoncentracio

valtoztatasaval koriiljartam.
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koriilmény
talalat helye i
(talca, well) s6 puffer Kicsapészer ykep
(koncentracié) | (konc., pH) | (koncentrici6)
Mmagnézium- PEG 3350
SG1, F10 acetat - >
02 M 20 wiv %
\A
magnézium- Tris
SG1, Al klorid 01M: PEG 710000
02M pH=85 30 wiv %
A
magnézium- Tris \
SG1, C9 klorid 0,1 M: PEG 33050
magnézium- Na-HEPES
SG1, C10 klorid 0,1 M: PEG 33050
02 M PH=75 25 wiv %
magnézium-
SG1, E7 klorid - ';EG 33050
02M 0 wiv%
magnézium- Tris
SG1, G8 klorid 0.1M: ZI(E)(\BN?\?OO/S
02M pH =8,5
magnézium- Tris
JCSG+, D6 klorid 01M: PEG 80000

2. tablazat: dLoop fehérje talalatok a 96 lyuku kristalyositasi oldat talcan

A dLoop mutans esetében a koriilmények tobbsége 0,2 M MgCl,—t tartalmazoé kiilonbozo

pH-ja Tris-puffer volt, el6fordult azonban puffert nem tartalmazo6 koriilmény is.

35



Ez alapjan az optimalizacios talca vertikalis iranyaban a Tris-puffer pH-jat (fentrél lefelé

haladva: nincs puffer, pH=8,0, pH=7,5, pH=7,0) mig horizontalisan a PEG 3350 (polietilén-

crer

crer

cyey

novekedésnek indult kristalyok nagyobb méretiick. A semlegeshez kozelebbi pH-n a fehérjék
mar kisebb PEG 3350 koncentracional kialakitottak a kristalyszerkezet, mig a lugosabb pH-n

ez csak nagyobb koncentracioknal kovetkezett be.

PEG 3350

20w/v % 30 w/v %

16. abra: dLoop mutans kristalyok kiilonb6z6 puffer pH és kicsaposzer koncentracié mellett

A dKar esetében a screen-en talalt koriilmények Osszetétele nagy valtozatossagot mutatott.
Az optimalizalasra szant koriilmények kivalasztasanal, mivel tobb alkalmas jeldlt is volt,
elvetettiik azt, amelyik natrium-dimetilarzenatot tartalmazott, mivel ez az adalék mérgezd.
Elhagytuk tovabba a foszfatot tartalmaz6 koriilményt, mivel a magnézium foszfat oldhatosaga
is viszonylag alacsony, igy nagy a valdsziniisége a szervetlen kristalyok képzddésének, ami
Osszetéveszthetd a fehérjekristalyokkal. A tobbi korilmény alapjan elkészitett 24 lyuku

optimalizacios talca kristalyosito oldatainak Gsszetételét a 4. tablazat mutatja.
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koriilmény
talalat helye fenvké
(talca, well) s6 (koncentrécio) puffer kicsapészer yrep
(konc., pH) (koncentracio)
ammonium-
JCSG+, A9 Klorid ] Z'S%Vf\fg’/o
0,2 M 0
natrium-acetat
JCSG+, BT . 0.1 M; PG 4000
pH =46
natrium-acetat
SG1, D11 - 0,1 M; PéEG/A'%?O
pH = 4,6 WV
ammonium-szulfat PEG 3350
SGL, F3 0,2 M - 20 WiV %
kalcium-acetat
0,16 M
. 14w/w%
JCSG+, E11 . natpum- ’ - PEG 8000
dimetilarzenat
0,08 M
ammonium- .
JCSG+ A1l | hidrogén-foszfat Ob}_"\f grS'S 50 /% MPD
02M e

3. tablazat: dKar konstrukcio talalatok a 96 lyuku kristalyosito talcan
megvastagitva az optimalizacié soran figyelembe vett koriilmények helye
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1 2 3 4 5 6
PEG 3350 16%;| PEG 3350 18%;| PEG 3350 20%; | PEG 3350 21%:; | PEG 3350 22%:; |PEG 3350 24%;
02M 0,2M 02M 02M 0,2M 02M
ammonium- ammonium- ammonium- ammonium- ammonium- ammonium-
szulfat szulfat szulfat szulfat szulfat szulfat
PEG 3350 16%;| PEG 3350 18%;| PEG 3350 20%; | PEG 3350 21%:; | PEG 3350 22%; |PEG 3350 24%;
0,2M 0,2M 02M 02M 0,2M 0,2M
ammonium- ammonium- ammonium- ammonium- ammonium- ammonium-
klorid klorid klorid klorid klorid klorid
PEG 4000 6%; | PEG 4000 8%; | PEG 4000 10%:;| PEG 4000 6%; | PEG 4000 8%; |PEG 4000 10%;
0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M
natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat;
4,2 pH 4,2 pH 4,2 pH 5,0 pH 5,0 pH 5,0 pH
PEG 4000 6%; | PEG 4000 7%; | PEG 4000 8%; | PEG 4000 9%; |PEG 4000 10%:; |PEG 4000 11%;
0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M
natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat; | natrium-acetat;
4,6 pH 4,6 pH 4,6 pH 4,6 pH 4,6 pH 4,6 pH

4. tablazat: dKar mutans optimalizaciés koriilményei

A dKar muténs optimalizacios talca valtozatos koriilményei révén nem volt megfigyelhetd
a dLoop fehérje kristalyképzodésénél tapasztalt novekedési sor a kicsaposzer fliggvényében,

azonban az egyes cseppekben voltak pozitiv eredmények (17. abra).

D3

D1

17. abra:Az optimalizaciés talcan nétt dKar kristalyok fényképei

A rontgendiffrakcios tdjékozodd mérés eredményei alapjan taldltunk igen jol szorodo

fehérjekristalyokat. Azokat, amelyek nem mutattak a szerekezetanalizist zavar6 ikresedést,
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illetve a diffrakcios képiikon 3 A alatti felbontast tapsztaltunk, a tovabbi vizsgalatokon vald

felhasznalas céljabol folyékony nitrogénben taroltuk.

A dLoop kristaly tajékozodo mérése alapjan 89, 98, 100, 90°, 90°, 90°; a dKar esetén 107,
107, 165; 90°, 90°, 90° cellaparamétereket sikeriilt meghatarozni, ami a vad tipushoz
hasonloan szintén tetragonalis racsra utal. A mutans fehérjékre kapott cellaparaméterek
megkozelitéleg egyeznek a vad tipusi dUTPaz esetében mért értékekekkel (109,66; 109,66,
109,66; 90°, 90°, 90°). Ez alapjan varhatéan a dLoop és dKar fehérjék kristalyainak elemi
cellajaban is két trimer helyezkedik el. A dLoop fehérje esetében egy teljes adatkészlet
gyljtésére is volt lehetdséglink, a diffrakcids képsorozat videofelvétele online megtekinthetd,

(https://www.youtube.com/watch?v=AIPA_URSMWI), a mérési adatok kiértékelése jelenleg

is folyamatban van. A 18. abran a méréssorozat két reprezentativ képét mutatom be, a ,,B”
képen megjelend sotét savok jegesedésre utalnak. Ez azért kovetkezhet be, mert a mérés soran
a kristally kornyezetében 1évé vizgbéz a sugarkarosodas ellen alkalmazott hideg
nitrogénaramba keriilve rafagy a tarto tiire, illetve a kristalyra. Ennek kikiiszobolésére a
késziilékben a hideg nitrogéndramhoz képest egy kiilsé koron meleg nitrogén aramlik,
azonban ha ennek iranya nem megfelel6, vagy maga a meleg nitrogén nedves, akkor
jégkristalyok képzddnek. Ebben az esetben a jégdarabkat megprobaltuk eltavolitani, a hurkot
tart6 kar 360°-os forgatasaval a jég egy része leesett, a fent maradt jégkristalyt, egy hajszalat

Ovatosan végightizva a tlin, sikeresen eltavolitottuk.

A B

18. abra: dLoop fehérje kiilonbozé oldalrél felvett diffrakcios képei
A.) megfelel6 szorodasi kép; B.) feljegesedett kristalyrol készitett felvétel
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4.2. Stl fehérje kolcsonhato felszinének vizsgalata az N-terminalis részre
beiiltetett triptofan szenzorral

Az N-terminalis szegmens kolcsonhatasban vald részvételét triptofan fluoreszcencia
valtozasanak nyomonkdvetésével szerettem volna vizsgalni. Az 1.5. fejezetben leirt korabbi
kisérletek alapjan az N-terminalis felelés a DNS megkotésért, de feltehetden szerepe van a
dUTPaz-zal val6 kotédés kialakitdsdban is, mivel a C-termindlis onmagaban nem sziintette
meg a teljes enzimaktivitdst. A triptofan mutacidé helyének eldontése tobb megfontolas
figyelembevételével tortént. Egyrészt a triptofant célszerii nagy térkitoltésii aromas aminosav
(tirozin vagy fenilalanin) helyére beépiteni, mert varhatéan ez okozza a legkisebb szerkezeti
torzulast. Masrészt a fehérje mutaciot, a 3 dimenzids szerkezeti modell alapjan, a hélix-turn-
hélix motivum térkozelségében érdemes kialakitani, igy a beépitett triptofin aminosav
fluoreszcencidja az N-termindlis szegmens barmely részével kialakitott interakcid esetén

valtozni fog. Ez alapjan a hat lehetséges mutacios helyet a 19. és 20. abra mutatja.

10 20 30 40 50 60
MEGAGQOMAEL PTHYGTIIKT LRKYMKLTQS KLSERTGFSQ NTISNHENGN RNIGVNEIETI
70 80 90 100 110 120
YGKGLGIPSY TLHRISDEFK EKGYSPTLND FGKFDKMYSY VNKAYYNDGD IYYSSYDLYD
130 140 150 160 170 180
ETTKLLELLK ESKINVNDID YDYVLKLYKQ ILSTDTEKSI INYETLANTR KSSDKKREVT
190 200 210 220 230 240
TEEIGEFHEK YLKLLFTNLE THNDRKKALA ETEKLKEEST YLGEKLRLVP NHHYDATKGK
250 260

PMYKLYLYEY PDRLEHQKKI ILEKDTN
19. abra: Az Stl szekvencidja

A lehetséges tirozin mutacios helyek pirossal, a fenilalanin mutacios helyek kékkel jelolve. Alahtuzassal
kiemelve a HTH motivum.

20. abra: Az Stl N-terminalisaban létrehozott mutacié lehetséges helyei
Csokoladébarndval szinezve a HTH motivum. Zo6lddel kirajzolva a mutacios hely lehetdségek.
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Alapos megfontolas alapjan a hélix-turn-hélix motivumban szerepld Phe 38 ¢és a térben
messze es6 Tyr 70, Phe 78, Tyr 84 lehetdségek elvetésre keriiltek. A tovabbi szoba johetd
mutacios helyek koziil a Tyr 24 a modell alapjan viznek kitett felszinen helyezkedik el, ezaltal
kevés hidrofob kolcsonhatod partnerrel rendelkezik, igy ez sem mondhato alkalmas helynek.
A két megfelelonek tiind aminosav (Tyr 14, Tyr 61) esetében a PyMOL program mutagenezis
moduljanak felhasznaldsdval megvizsgalhatd, hogy a beépiteni szandékozott triptofan
litkozik-e a tobbi aminosavval a fehérje 3D modelljében. A Tyr 14 esetében nem mutatkozott
olyan triptofan konformacio, mely iitkdzés nélkiil illeszkedett volna a szerkezetbe (A 21. abra
»A” része egy reprezentativ konformert mutat, a piros korongok a sztérikus iitkdzést jelolik).
Ezzel szemben a Tyr 61 esetében létezik olyan konformer, bar alacsony valésziniiséggel®,
mely a fenti kritériumot teljesitette’® (21/B. 4bra), igy ez a hely tiint a legmegfeleldbbnek a

szenzor beépitésére.

21. abra: Stl fehérjében feltiintetett két lehetséges helyen torténé mutacio predikciés abraja
A.) Az St mutacio; B.) Az StI"*™ mutécio.
Az abran lathato piros korongok a sztérikus iitkdzést mutatjak.

Munkam soran az StI"™™W muténs fehérjével dolgoztam, amelynek méar megtortént az
E.coli BL21 Rosetta sejtekben torténd termelése, én a fehérje feltarasatol kezdve

kapcsolddtam be a kisérletsorozatba.

% A program az eddig kozolt fehérjeszerkezetek alapjan valosziniiségi értékeket is megad egy adott konformacio
eléfordulaséra.

10 Ebben az esetben csak kismértékii sztérikus iitkozést mutat a program, azonban elképzelhetd, hogy ez a
feltekeredés soran nem okoz problémat, mivel az iitkdzés a flexibilis oldallancok kisebb elmozdulasaval
elkeriilhetd.
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A sejtfeltards soran keletkezett csapadékot és feliiluszot, valamint a tisztitds sordn az
oszlopon éatesé és mosofolyadékbol vett mintat SDS gélre vittem fel. Igy ellendriztem a
mintak mellett futtatott marker segitségével, hogy a szdmomra sziikséges fehérje benne van-e,
illetve az egyes mintakban milyen mennyiségben. A gélen (22. abra) lathato, hogy a feltaras
j61 sikeriilt, mivel a feliiliszoban megjelent a GST-StI"**W fuzios fehérje (55 kDa), melynek
jo része az oszlopon megkotédott (atesé fazisban a mennyisége csokkent). Igy érdemes volt

tovabb folytatni a tisztitast az oszlopra kotott fehérje trombinos emésztésével.

I feliiliiszo lcsnpa(lékl Atesd [ moso I MM I

¥ —70kDA
8 —55 kDA

" —35 kDA

—25kDA

22. abra: StI"*"Y fehérje meglétének ellendrzése SDS gélen
A GST-StIY*™W fehérje 55 kDa-nal pirossal bekeretezve.

Overnight trombinos emésztés utan a feliilluszot (ONTR), az elsé (M1) és a masodik mosé
folyadékot (M2), valamint a két eltcids frakciot (E1, E2) ismét megfuttattam SDS gélen
(23. abra). Jol lathato, hogy mind a harom szedéfrakcié tartalmazta a gélen 33 kDa méret
koriil megjelend StI"Wet, ezért a koncentraciomérést kovetSen a tovabbi kisérletekhez

100, 200 és 500 pl-es porciokban lefagyasztottam a tisztitott preparatumot (5. tablazat).
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ONTR M1 M2 E1 E2 MM

-_
g GST-Stl B 70 kDA
; S — 55 DA

stl W —35kDA
P 5’ ST B —25 kDA
 ———
-

23. abra: StI"*"W fehérje meglétének ellendrzése SDS gélen ONTR utin
a komponens megnevezése az adott sav felett feltiintetve

ONTR 3,0 mg/mi
M1 1,6 mg/ml
M2 0,6 mg/mi

5. tablazat: Az affinitas kromatografiaval megtisztitott StIYeW fehérje koncentracidja az egyes
frakciokban

Mivel a fehérje expresszalodott €s a tisztitds sordn nem csapddott ki, igy feltételezhetd,
hogy megfelelden feltekeredett. Ez azonban nem zarja ki, hogy a mutacio kovetkeztében
olyan szerkezeti valtozas kovetkezett be, mely a fehérje valamely funkcidjat befolyasolja.
Ennek tisztazasa érdekében eldszor a tisztitott St1"o*" fehérje DNS koté képességét EMSA
modszerrel vizsgaltam. Az EMSA gélre felvitt mintak Osszetételét a 6. tablazat mutatja. Az
elsé oszlop fehérjét nem tartalmazott csak DNS-t, igy az teljes mennyiségében a DNS-re
jellemz0 tavolsagra futott a gélben. Amennyiben a fehérje komplexet képez a DNS-sel, akkor
a komplex nagyobb mérete révén, a szabad DNS-t jelent6 savhoz képest magasabb
jelent vonalak egyre vastagabbak, mig a szabad DNS egyre kevesebb, hiszen az mar egyre
inkabb komplex formaban van jelen. Ezt az esetet a 25. dbra mutatja, melyen a vad tipusu Stl
€s DNS kiilonbozd sszetételii keverékei lettek felvive EMSA gélre. (Ezt a kisérletet Nyiri
Kinga végezte el.) Az StI"*™W esetében csak elhanyagolhaté mértékben tapasztaltam az
eltolodast, valoszintsithetd, hogy a mutans fehérje és DNS kozott nem alakul ki a vad

tipushoz hasonlo6 kotédés (24. abra).
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1 zseb 2 zseb 3 zseb 4 zseb 5 zseb
Fehérje (17,2 uM) 0 1,2 2,3 4,6 9,3
200 mM NaCl puffer 16,0 14,8 13,7 114 6,7
DNS (25ng/ nl) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
EDTA 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
LD (6x) 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3

6. tablazat: EMSA gélre felvitt mintak osszetétele StIY*™" fehérje esetén

0 pM 1 pM 2uM 4pM 8 puM

e

24. abra: StI"*™" fehérje és DNS kotésének vizsgalata EMSA gélen
a komplex sav fekete, a szabad DNS sav piros keretben

| opm | o2pm | ospm | 1pm Irl.SuM | 3um |

]

25. abra: Vad tipusu Stl és DNS kotodése EMSA gélen

a komplex sav fekete, a szabad DNS sav piros keretben
(Nyiri Kinga altal elvégzett kisérlet)

Az StI"""W JUTPaz enzimmel valo kotddését nativ gélen figyeltem meg. A nativ gél két
szélére vittem fel 6nmagéaban a fehérjéket, mig a kozti zsebekben 1€v6 mintak a dUTPaz-bol

allandd, mig az St TetW fehérjébdl kiilonbozd koncentraciokat tartalmaztak a 26. abra fejléce
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Y6IW ,
17" mutans

szerint. Lathato, hogy a szabad dUTP4z mennyisége alland6 volt a hozzéadott St
fehérje mennyiségétdl fiiggetleniil, habar kismértékli komplex képzddés bekovetkezhetett,
mert dUTP4z jelenléte esetén az Stl felett is megjelent egy halvany sav. Osszehasonlitdsként
lathaté a 27. abran [13] az Stl és dUTPaz kozotti kolcsonhatas igazolasa, ahol a szabad

dUTPaz mennyisége az Stl koncentracié nvekedésével csokken.

StysIw 15 M 15 M 10 nM SpuM 0 M
© dUTPaz | OpM 15pM | 15pM 15puM 15puM

26. abra: StI"®"W és ® dUTPAaz kolesonhatas vizsgalata nativ gélen
St fehérje sav pirossal, ® dUTP4z sav feketével keretezve

Stl 15 uM 15 M 10 nM S M 0 M
$AUTPaz | 0 pM 15 uM 15 nM 15 nM 15 M

27. abra: StI'" és ® dUTPaz kélcsonhatas vizsgalata nativ gélen
@ dUTPaz futasi frontja feketével keretezve

Az elvégzett kisérletek eredményei - a DNS kotés elmaradésa, valamint a nem jelentds
mennyiségli komplex képzddése - alapjan lehetséges, hogy a pontmutacié az Stl fehérje
feltekeredését zavarta, de az is megeshet, hogy a triptofan aminosavat a koélcsonhatashoz

nélkiilozhetetlen teriiletre sikeriilt beépiteni. A kérdés megvalaszolasahoz tovabbi kisérletek
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szlikségesek. Terveim szerint a késébbiekben megprobalkozom majd a szekvencia mas
részére helyezett triptofan szenzort tartalmazoé fehérjét is vizsgalni, hogy a vad tipushoz

hasonlé viselkedést nyomon tudjam kévetni.

4.3. A két fehérje kolcsonhato felszinének keresése keresztkotési modszerrel

4.3.1. A Kisérlethez sziikséges fehérjék eloallitasa

Az Stl és dUTPaz fehérje eldallitasahoz a megfelelé plazmid vektorok E. coli Rosetta
sejtekbe torténd transzformalasat kovetéen (Id.: 3.1.2 fejezet) a 3.1.3. fejezetben leirt

expresszios protokollt kovettem, majd a sejteket a 3.1.4. pont szerint feltartam.

Az Stl fehérjét affinitas kromatografiaval (Id.: 3.2.1) tisztitottam meg, amely soran a
keletkezett termékeket, illetve a feltarasnal centrifugéldssal szétvalasztott feliiliszot és a
letilepedett csapadékot — melyet a feltard pufferben, a feltdrassal megegyezd térfogatban
oldottam fel — SDS-gélen megfutattam, a kivant termék jelenlétének kovetésére. Lathato,
hogy a fehérjét nagy mennyiségben és tisztasagban sikeriilt kinyernem a folyamat soran

(28. 4bra) (7. tablazat).

Fel. | Csap. | Atesé | ONTR | M1 M2 E1 MM

28. abra: Stl SDS gélképe affinitas kromatografias tisztitas soran
jelolésmagyarazat: Fel: feliiliszo, Csap.: csapadék; ONTR: overnight trombinnal emésztett frakcio;
M1: 1. mosopuffer; M2: 2. mosopuffer; E1: 1. elticio; E2: 2. elucio; pirossal keretezve a GST-Stl fehérje

ONTR 2,09 mg/mi
M1 1,10 mg/ml
M2 0,56 mg/ml

7. tablazat: Stl-t tartalmazé frakciok koncentracidi
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A termel6sejtekbdl feltart dUTPaz enzimet el6szor ioncserés kromatografiaval (1d.: 3.2.2),
majd a keletkezett frakciokat gélszlréssel (Id.: 3.2.3) tisztitottuk meg. A gélképeken jol
latszik, hogy mig az ioncsere egy eldzetes dusitasi 1épés, a gélszﬁrés11 utdn az Al-Ad

frakcidkban nagy tisztasagu (A1-A4 > 95%) fehérjét kaptunk (29. 4bra, 30. abra).

70kDA
55kDA

35kDA

29. abra: dUTPaz ioncserés kromatografias tisztitisanak SDS gélképe
A szedett frakciok F1-F8; MM: mintamarker, bekeretezve a dUTPaz

|MM|A1|A2|A3|A4|A5|A6[A7| A8|

15KDA . E-.« :

30. abra: dUTPaz méretkizarasos kromatografias tisztitaisanak SDS gélképe
A szedett frakciok A1-A8; MM: mintamarker

w
Tw e
=
e
Wy

A 3.6.1 fejezetben leirtak szerint a keresztk6to reagenssel (DSS) létrehoztam a kovalensen
kotott homooligomereket (dUTPaz trimer, Stl dimer), illetve a dUTPaz-Stl komplex kémiai
Osszekapcsolasat is ezen protokoll alapjan végeztem. A kovalens Keresztkotés

eredményeképpen az egyébként masodrendii kotésekkel kapcsolodd oligomerek a denaturacio

' A dUTPaz fehérjét négy részletben vittiik fel a gélsziiré oszlopra. A 30. reprezentaciot szolgalo abra mellett a
masik harom injektalasrol késziilt SDS gélkép a fiiggelékben talalhato (36. abra).
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soran nem estek szét monomerjeikre az SDS gélen, hanem megjelentek oligomer formaik is

(31. abra, 32. abra).

Stl dUTPaz | Komplex Stl dUTPaz Komplex
(douM) | (dOnlD (“ouM) [ (20uMD [ (20uDVD (20 nMY

MM

250kDA
130kDA

100kDA
70kDA

55kDA

31. abra: Keresztkotési reakcié SDS gélképe 20 és 40 pM-os fehérjekoncentraciéval, 30 perces
reakcididovel, 6tszoros reagensfeleslegben.
A gélképen feltlintetve a kiilonbozo alegységszammal rendelkez6 enzimfajtak; MM: Mintamarker

Stl dUTPaz | Komplex Stl dUTPaz | Komplex

(40uVD @ouM) | (40uM) | (20uM) | (20uDD | (20uDMD ik

250kDA
130kDA
100kDA
70kDA

55kDA

15kDA

32. abra: Keresztkotési reakcié SDS gélképe 20 és 40 nM-os fehérjekoncentracioval, 60 perces
reakcididovel, otszoros reagensfelesleghben
a gélképen feltiintetve a kiilonboz6 alegységszammal rendelkez6 enzimfajtak; MM: Mintamarker

A keresztkotott dUTPaz-Stl komplexet tartalmazé minta futtatasakor, a komplexnek
egyértelmiien megfeleltetheté savot nem lattunk, mivel azonban sem a dUTPaz-nak sem az
Stl-nek megfelelé sav nem jelent meg, feltételeztiik, hogy a keresztkotés eredményeképpen
feltehetden olyan nagyméretii molekulat kaptunk, amely nem tudott a gélbe jutni. A komplex
mintat kisebb akrilamid koncentracidju gélben is megfuttattuk, azonban ebben az esetben is

az elébbihez hasonld eredményt kaptunk (33. abra).
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dUTPaz Stl komplex MM komplex dUTPaz Stl MM

——250 kDA

A : > ——
: “—100 kDA
§ 70 kDA

33. abra: Keresztkotott complex 12 és 6 %-os gélképe

A protokoll optimalizalasa soran kiilonboz6 fehérjekoncentraciokat hasznaltam,
valtoztattam a reagens mennyiségét illetve a reakcio idejét is. A reagens mennyiségét tekintve
a kiinduldsi pontként szolgdld protokoll huszszoros felesleget javasolt, azonban ennél az
adagolasi aranynal véleményem szerint, magasabb az aspecifikus keresztkotések
keletkezésének valosziniisége, ezért a reagenst tizszeres és 6tszords molaris feleslegben adtam
a fehérjékhez. A 31. és 32. gélképen jol latszik, hogy az 6tszoros felesleg is elegendd volt a
keresztkotések kialakitasahoz, mivel mind az Stl és mind a dUTPaz fehérjék esetében
megjentek az oligomer formak. A 20 puM-os fehérjekoncentraci6 nem bizonyult
megfelelének, mivel az SDS gélen keletkez6 savok halvanyak, a kapott alacsony
termékmennyiség a gélbdl valo izolalasnal és a tovabbi kisérletek esetében is problémat
okozhatna. Ezzel szemben 40 uM-os mintakoncentracional megfelelden latszodnak az egyes
fehérjék savjai, illetve a komplex esetében a nem kotédott fehérjekomponensek mennyisége
sem volt szamottevé (31. abra, 32. abra), ezért a tovabbi kisérletekben ezt a koncentraciot
alkalmaztam. Elgszor 1 oras és overnight reakcioidét allitottam be, e ketté kozott nem
tapasztaltam kiilonbséget, ezért feltételeztem, hogy a reakcié gyorsan jatszodik le. A
kovetkezo kisérletet ezért 30 és 60 perces inkubalasi idovel is elvégeztem, amikor is szintén
nem volt érzékelhetd kiilonbség a kapott eredmények kozott, ezért a tovabbiakban 30 perces

reakcioidével dolgoztam (31. abra, 32. abra).

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy a keresztkotési kisérlet eredményeként
eléallitottam a homooligomer dimer Stl-t valamint a trimer dUTPaz-t. Ez alapjan bar a
keresztkotott komplex mérete meglepden nagy volt, a keresztkotd reagens valosziniisithetéen
az oldatbeli formdnak megfeleld oligomert eredményezte a komplex esetében is. Ezt a

hipotézist timasztja ala az is, hogy fliggetlen SAXS mérések alapjan az Stl:dUTPaz komplex
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nagyobb méretii is lehet (kb.460kDa), az eddigi kisérleteink alapjan tapasztalt
sztochiometrikus kapcsolodasnal (118 kDa) (1.3 fejezet).

4.3.2. A tomegspektrometrias kisérleti eredmények kiértékelése

A tomegspektroszkopias mérést dr. Ozohanics Olivér, az MTA TTK MS Proteomika
Kutatocsoportjanak munkatarsa végezte el szamomra, illetve tanicsai €és iranyitdsa alapjan
dolgoztam fel az ereményeket a Stavrox nevii program segitségével. Ez az MS altal felvett
adatokat a szoftverbe behivott fehérjeszekvenciaval képes Osszevetni és a hasitott darabokat a
szekvencia egyes részleteinek megfeleltetni. A program az egyes talalatokhoz egy pontszamot
rendel, mely annal magasabb, minél inkabb azonosithatok egy pontos tomegmérés alapjan
feltételezett keresztkotott peptid hasadasi termékei (fragmensei) az MS? spektrumban. Az
MS-ben alkalmazott iitkdzés-indukalt fragmentéaciod soran féleg peptid kotések hasadnak; ez

lehetdvée teszi az eredeti peptid szekvencia meghatarozasat.

A szoftver az egyes kisérletekhez tigynevezett ,,decoy score-t” rendel, mellyel a fenti
pontszam alapjan az elemzés megbizhatdsaga becsiilhetd. Ehhez a fehérje szekvencia inverzét
hasznalva végzi el a mérési eredmények analizisét. Az igy kapott fals pozitiv adatkészletet
Osszevetve valos pozitiv taldlatokkal definidlja azt a pontszdmot, mely felett az elemzés
konfidenciaszintje legalabb 95 %-0s. Az igy megallapitott minimum pontszamot el nem érd

talalatok nagy részben elhanyagolhatdak a magas hibalehetdség miatt.

Egy talalatot elfogadtam amennyiben: (I) a talalat pontértéke a decoy score felett volt, (1)
az MS? spektrumban mind a két keresztkotott peptidrészlet bomlasi termékei azonosithatok
voltak, (I11) valamint az MS® spektrum nem tartalmazott a szekvenciarészletbél nem
kovetkezd nagy intenzitdsu csucsot. Tovabba a keresztkotd reagens a specifikus Lys-Lys
kolcsonhatasok kialakitasa mellett kisebb hatasfokkal képes a hidroxi oldallancokkal (tirozin,
szerin, treonin) is reakcidba 1épni, igy az értékelés soran ezeket a lehetdségeket is szamitasba

vettem.

A 34. abran az értékeloprogram kezeldfeliilete lathato. Az ,,A” panel az adatkészletbol
azonositott Osszes talalatot tartalmazza. A ,,B” panel a keresztkoté reagens lehetséges
kotédési pontjait mutatja be. A bal oldali ablakrészben pontszam szerinti csokkend
sorrendben foglalja 6ssze az adott keresztkotott peptid esetében lehetséges kapcsolodasi
helyeket. A jobb oldali ablakrészben a spektrumban azonositott fragmensek alapjan a hasadasi

pontokat vonal jeldli, melynek szine a cslics spektrumban tapasztalt relativ intenzitasat
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reprezentalja. A ,,C” panel egy adott (A panelben kijelolt) keresztkotott szekvenciadarab MS?

spektrumat mutatja. A szinnel jelolt csicsok megfeleltethetok az analizalt szekvenciadarab
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34. abra: A Stavrox program felépitését magyarazé abra.
A.) Adatkészletbdl azonositott dsszes talalatot tartalmazd panel. B.) A keresztkotd reagens lehetséges kotédési
pontjait bemutatd panel. C.) Adott keresztkététt szekvenciadarab MS? spektrumat prezentald panel.

A mérés kiértékelését a mar ismert 3 dimenzids szerkezettel rendelkez6 dUTPaz

enzimmel kezdtem, vizsgaltam mind a gélbdl izolalt trimer dUTPaz, mind a komplex

keresztkotése alatt kialakult DUT-DUT interakciokat (8. tablazat). A gélbdl izolalt trimer

dUTPaz decoy score értéke 15.
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tavolsag

popt- m/z . szekvenciarészlet | szekvenciarészlet kergsztkiitiit: (A) tip}ls
szam 1) 2 aminosavak AA | AX (14. abra)
321" |916.45149 |3 | 20[NHK]22 23[TD...EK]42 K22-T23 4,4 1302

210 |815.45959 |3 |43[AVIK]46 47[TD...SR]64 K46-T47 74 | 315

260% |566.98081 |3 |65[SGVSSK]70 71[TH...GK]79 K70-T71 7,8 | 258

285 |913.9463 4 | 160[GE...GV]170 |20[NH...EK]42 S167-K22 | 37,8 | 134 | —
323 |1026.0409 |4 | 160[GE...GV]170 |134[LA...ER]159 K162-S157 | 24,7 | 30,1

323 |1026.0409 |4 |134[LA..LK]148 |149[QV...GV]170 K148-S146 | 28,2 | 27,2

398 |1026.0409 |4 |163[GF..GV]170 |134[LA...EK]162 S167-K148 | 25,0 | 30,5

188 |960.12132 |5 | 65[SG...GK]79 122[QY...LK]148 S68-K133 | 16,3 | 24,3

143 |1045.2982 |4 |160[GE...GV]170 |122[QY...LK]148 K162-Y123 | 44,5 | 30,4 E—

" A szekvenciadarabokon beliil az a két aminosav feltiintetve, amelyek k6z¢é a legnagyobb valdsziniiséggel épiil be a
keresztkotd reagens.

12 A tablazatban szerepl$ adatok a gélbél izolalt dUP4z talalatokra érvényes. A komplex mintaban szerepld adatok az 1)
esetén 128 pont; m/z: 916,452; toltés: 3, mig a 2) esetén 166 pont; m/z: 566,981; toltés: 3.

8. tablazat: A gélbdl izolalt keresztkotott trimer dUTPaz-ban azonsithaté interakciok
A tavolsagértékek a keresztkotott aminosavak reaktiv csoportjainak tavolsagait jelolik a 3D szerkezetben. Az A-
A jeldlés az alegységen beliili, az A-X jeldlés pedig az alegységek kozotti rovidebb lehetséges kapcsolddast
jeloli. A keresztkoto reagens tavtartd hosszaval dsszegyeztethetd tdvolsagok vastagitassal kiemelve. Délttel
jelolve a flexibilis C-terminalis kar altal kialakitott kdlcsonhatasok, a tavolsagértékek itt csak modell alapjan
becsiilheték. A piros szinkéd az Stl-dUTPaz komplex mintaban is megtalalhaté talalatokat jelzi.

A gélbdl izolalt trimer dUTPéaz keresztkotd szekvenciait a keresztkotott komplex minta
adatkészletével is Osszevetettem (A mindkét helyen megjelend talalatokat a 8. tablazat
pirossal jelolt részei mutatjak). Megfigyelhet6, hogy szamos keresztk6tott darab nem talalhatod
meg a komplex spektrumban, példaul a flexibilis kar esetében egyik keresztkotott peptid sem
fordult el6. Elképzelhetd, hogy a komplex mintanal elmaradt kotések az Stl reaktiv
csoportjaival valdo kompeticié kovetkeztében nem alakultak ki. Azonban az is el6fordulhat,
hogy az Stl térkozelségbe keriilése akaddlyozza meg az interakcidt, azaz ez alapjan
elképzelhetd, hogy a dUTPaz C-terminalis szegmense a komplexben kdlcsonhatasba 1€p az

Stl fehérjével.

Megvizsgaltam a keresztkotott aminosavak reaktiv csoportjainak tavolsagat a dUTPaz
szerkezetben egy alegységen beliil (A-A) illetve az alegységek kozott (A-X), ez utdbbi
esetében a rovidebb tévolsagot vettem figyelembe az eredmények értelmezése soran
(8. tablazat). Azokban az esetekben, ahol az egyik szekvenciadarab a 3 dimenzios

szerkezetben nem ismert flexibilis részbdl szarmazott, a tavolsagot ®11 dUTPaz

szerkezetéhez illesztett 80a. dUTPaz azonos aminosav-sorrendl V. motivumaval becstltem,
mivel ennek a térbeli elhelyezkedése ismert (PDB ID: 3ZEZ).

Szamos esetben a @11 dUTPaz keresztkotott aminosavai  kozotti  tavolsag

Osszeegyeztethetd a reagens tdvtartd hosszaval (11,8 A), mivel az ennél rdvidebb
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keresztkotések a reagens meghajlasaval 1étrejohetnek, illetve a S68-K133 kdzott mért 16,3 A
tavolsag a Lys hosszt oldallancanak flexibilitasa miatt elfogadhato érték. A flexibilis kart
tartalmazo keresztkotott hasitott darabok kozott mért nagy tavolsagértékek a motivum
mozgékonysagaval magyarazhatok. (Tovabba az sem vethetd el, hogy a 80a dUTPaz-bol
illesztett V. motivum nem teljesen felel meg a @11 dUTPaz enzim ezen részletének térbeli

orientalddasaval.)

Osszességében a modszer alkalmasnak tekinthetd a fehérjék térkozelségének
megallapitdsara, mivel a dUTPaz-ra kapott mérési eredményeket Osszevetve az enzimrol
meglévd ismeretekkel nem jutottam ellentmondashoz. Igy véarhatoan relevans eredmények

nyerhetdek ki az ismeretlen térszerkezetli Stl és komplex mintak esetében is.

Kovetkezd 1épésként a gélbdl izolalt monomer és dimer Stl MS? mérésébdl szarmazé
eredményeket tanulmanyoztam. Az ehhez tartozo adatokat a 9. tablazat foglalja 6ssze. Decoy
score-nak a monomerhez 62, a dimerhez 67 pontszam adodott. Lathat6, hogy az Stl
C-terminalis szegmenséb6l (150-260-as aminosavak) szarmazé peptidek (a 9. tablazatban
dolttel jeldlve) a monomer eredményekben nem, csak a dimer mintdban voltak megtalalhatok.
Ez a megallapitas felveti annak a lehet6ségét, hogy ezek a részletek szerepet jatszanak a

dimerizacios felszin kialakitasaban.

Mivel az Stl fehérjének ez idaig in silico predikcios technikak segitségével készitett
modellje létezik, a keresztkotott aminosavak reaktiv csoportjainak tavolsagat ebben a
modellben vizsgaltam meg. Ez a josolt szerkezeti modell eltérhet az Stl valds térszerkezetétol,
tovabba a flexibilitasbol is adodhatnak hibak, a tavtartd karnal nagyobb tavolsagok (30 A) is

analizalhatok.

Megfigyelhetd egy olyan eset is, ahol a modellben mért tavolsag joval nagyobb (51,2 A) a
két keresztkotott aminosav kozott, ez esetben nagyobb a valosziniisége annak, hogy a két
peptid (40[LT..ER]48 és 163[QIl..TR]183) kozotti keresztkotés az alegységek kozott

kialakulo kolcsonhatasabol szarmaztathato.

A 9. tablazatban kékkel jelolt sorok a keresztkotott komplex minta spektrumabol hianyzo
Stl C-terminalisabol szarmazé szegmenseket tartalmazza. Ez utalhat arra, hogy ez a szegmens
részt vesz a dUTPaz-zal vald kolcsonhatasban, ami egybecseng csoportunk korabbi

eredményeivel. A fenti feltételezés alapjan €z a szegmens szerepet jatszik az Stl dimerizacios
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felszinének kialakitasaban, ez megerdsitheti az oligomerizaci6 ¢és a komplexképzddés kozotti

kompetici6 jelenlétét (7. abra).

tavolsag
porlt- m/z . szekvenciarészlet | szekvenciarészlet ker.esztk('itiitg (A) tip}ls
szam 1) 2 aminosavak AN (14. 4bra)
MONOMER
476" | 872.92478 107[FDK]109 96[GY...GK]106 K109-K106 6,8
81 | 609.33998 |2 |45[LSER]48 40[LTQSK]44 S46-K44 11,5 ———
201 | 667.11393 |4 |138[LL..SK]146 |94[EK..GK]106 K146-K95 199 | [
DIMER
503 | 751.61566 |5 |40[LT...ER]48 65[NI...HR]87 K44-K76 18,8
73 | 72258579 |5 |40[LT..ER]48 163[Ql...TR]183 K44-T169 51,2 | |
345 | 914.2012 |4 |96[GY...DK]109 |144[ES...LK]159 K109-5145 11,3
121 | 589.99405 |3 |36[KYMK]39 40[LT...ER]48 Y37-K44 17,8
280 | 904.49593 |3 |77[GL...HR]87 65[NI...GK]76 Y83-K76 11,4 | —c
316% | 872.92468 |2 |107[FDK]109 96[GY...GK]106 K109-K106 7.4
327 | 667.11391 |4 |138[LL..SK]146 |94[EK...GK]106 $145-K95 22,4
377 | 715.37645 |3 |160[LYK]162 147[IN...LK]159 Y161-K159 7,9
256 | 707.36461 |3 |160[LYK]162 191[EV...[EK]203 | K162-K203 31y | T
170 | 572.66455 |3 |184[KSSDK]188 |221[AL...LK]229 $185-K229 22,2
377 | 715.37645 |3 |204[YLK]206 147[IN...LK]159 Y204-K159 27,2
364 | 642.3361 |4 |163[Ql...EK]171 |172[SI..TR]183 K171-S172 10,8
537 | 740.40622 |3 |221[AL..EK]227 |228[LK..EK]238 | K227-K229 14,7
615 | 740.40622 |3 |221[AL...LK]229 |230[EE...EK]238 K229-K238 18,5 ———
426 | 703.35114 |3 |252[GK..YK]257 |258[LY..DR]266 | K253-Y259 16,2
CSAK A KOMPLEX KERESZTKOTESNEL LETREJOVO STL-STL KOTESEK
252 | 777.719 | 3 |88[IS...EK]95 96[GY...GK]106 K95-Y97
248 | 777.719 | 3|88[IS..FK]93 94[EK...GK]106 K93-K95 - -
230 | 877421 |3 |96[GY..GK]106 |107[FD..NK]116 | K106-K109

* A szekvenciadarabokon beliil az a két aminosav feltiintetve, amelyek k6zé a legnagyobb valdsziniiséggel épiil be a

keresztkotd reagens.

12 A tablazatban szerepld adatok a gélbdl izolalt Stl tallatokra érvényesek. A komplex mintaban szerepld pont 361; m/z:

872,926, toltés: 2

9. tablazat: A gélbdl izolalt keresztkotott monomer és dimer Stl-ben azonosithato interakciok
Dolt betiivel jelolve a monomerben és a dimerben is megtalalhato szekvenciarészletek. Pirossal kiemelve a
komplex mintaban is annotalt keresztkotések. Kék betiiszinnel szedve a keresztkotott komplex minta
spektrumabdl hianyz6 Stl C-terminalisabdl szarmazo szegmensek.

Az Stl és dUTPaz kozott talalt két megfeleltetés, habar a megengedettnél (64) alacsonyabb

decoy score-ral rendelkeznek, a kell6 szamu spektrumban azonositott bomlasi termékek és

elfogadhat6 spektrumuk alapjan elemezhetének tekintettem (12. tablazat).
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ontszim m/z . szekvenciarészlet szekvenciarészlet keresztkotott
p (Stl-bél) (dUTPAz-bol) aminosavak”
41 786.043 | 3| 160[GE...GV]170 40[LT...ER]48 K162-K44
22 708.372 | 3| 160[GE...GV]170 107[FD...NK]116 K162-K109

# A szekvenciadarabokon beliill az a két aminosav feltintetve, amelyek kozé a legnagyobb

valoszintiséggel épiil be a keresztk6td reagens.
10. tablazat: Stl és dUTPaz kozott 1étrejovo keresztkotési lehetéségek

Lathato, hogy a két talalat a dUTPAaz flexibilis részének a keresztkotését mutatja az Stl
N-¢és C-termindlisaval is. Korabbi eredmények ezt a lehetdséget alatdmasztjak, mivel
csoportunk kimutatta, hogy a C-terminalis mellett az N-terminalis is szerepet jatszhat a
kolcsonhatas kialakulasaban (1.5 fejezet) (10 tablazat). Mivel mindkét esetben a dUTPaz
flexibilis C-terminalis karja kot az Stl-hez elképzelhetd, hogy egy monomer Stl két dUTPaz
alegységgel is kapcsolatban all. Nem kizarhat6 azonban, hogy a komplex képzédése utan
tovabbra is flexibilis dUTPaz kar mozgasat jelzi a kapott két kiilonbozoé keresztkotési

lehetdség.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a médszerrel nem kaptam a korabbi tapasztalatokkal
ellentétes eredményeket, aspecifikus keresztkotott darabokat, melybdl kovetkezik az eljaras
alkalmazéasanak érvényessége. Sikeriilt, tobb lehetséges kdlcsonhatd kornyezetet felismerni,
melyet a modell alapjan mért tavolsagok, illetve az eddig publikalt kutatasok alatdmasztanak.
A Kkiértékelés soran azt tapasztaltuk, hogy az oldatban torténd emésztés (komplex minta)
kevesebb taldlatot eredményezett a gélben torténd tripszines kezeléshez képest. Ezért a
jovobeli kisérleteknél a komplex mintat a jelenleg alkalmazott 3 6ras inkubalasi id6 helyett
18 oran at tervezem végrehajtani. Tovabba a mérésvezetd dr. Ozohanics Olivér az MS mérés
sordn nagyobb litkozési energiat tervez bedllitani, hogy a szekvenciarészlet MS?
fragmentumjainak szama novekedjen. A moddszer teljes optimalizasaval valosziniileg tovabb
novelhetjilk az eredményekbdl levonhatdo kovetkeztetések megbizhatosagat és a fenti

hipotéziseket allitasként fogalmazhatjuk meg.
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5. Osszefoglalas

Tavlati céljaim kozott szerepel a Staphylococcus aureus patogenicitasi szigetek
kifejez6dését szabalyozod represszor (Stl) és derepresszor (dUTPaz) fehérjék kolcsonhatasi
felszinének feltérképezése. Munkam soran tobb megkdzelitésbol kiindulva szerettem volna

kozelebb keriilni ezen fehérjék kdlcsonhato felszineiknek megismeréséhez.

A dUTPaz egyes konzervalt motivumainak szerepét delécidos  mutansok
szerkezetanalizisével szerettem volna tanulmanyozni. Ehhez a kristalyképz6déshez megfeleld
oldatosszetételek felderitését kovetden, a rontgendiffrakcios méréshez — sziikséges
mikrokristalyokat eléallitottam. A képzodott kristalyokat tdjékozodd mérésnek vetettiik ala,
ahol megbizonyosodtunk arrdl, hogy valoban fehérjéket tartalmaznak. A dLoop mutans
esetében egy teljes adatkészletet is rogzitettiink, melynek szerkezetfejtése folyamatban van,
emellett tobb igéretes diffrakcios képet mutatd kristalyt tovabbi mérések céljabol folyékony

nitrogénben taroltunk el.

Tovabba az Stl N-terminalis szegmensének dUTPazzal vald kolcsonhatasaban jatszott
szerepét egy beépitett triptofan Szenzor fluoreszcencia valtozasdnak nyomonkdvetésével
szerettem volna vizsgalni. A triptofan mutaciot tartalmazo Stl fehérjével elvégzett kisérletek
eredményei — a DNS kotés elmaradasa, valamint a nem jelentds mennyiségli komplex
képz6dése — alapjan lehetséges, hogy a pontmutacié olyan helyen keriilt kialakitasra, ami a
fehérjeinterakciohoz nélkiilozhetetlen egységeket tartalmazza, azonban az sem kizarhato,

hogy a pontmutaci6 az Stl fehérje feltekeredését zavarta.

Emellett megkezdtem egy olyan keresztkdtésen alapuld kisérletsorozatot, amely
tomegspektrometriai értékeléssel Osszekotve segitheti az St fehérje oligomerizacioban
résztvevo, illetve a dUTPaz enzimmel kolcsonhatd felszinének azonositasat. A protokoll
optimalizalasa soran sikeriilt el6allitanom a keresztkotott homooligomer dimer Stl-t, valamint
a trimer dUTPA4z-t. Osszességében a kisérlet alkalmasnak tekinthetd a fehérjék térkozelségben
1évé aminosavainak azonositasara, mivel a modszer helyességét ellendrzé annotalt
dUTPaz-dUTP4az interakciok nem mondtak ellent az enzimrél meglévé tudasunkkal. Az Stl
keresztkotésébdl szarmaztatott eredmények megerdsitik a fehérje C-terminalisanak szerepét a
dUTPaz kotddésben. Tovabba sikeriilt az Stl mintdban olyan keresztkotott aminosavpart
talalni, melyek a predikciés modellben mért tavolsag alapjan szarmazhatnak a még nem

ismert dimerizacios felszinrél. A komplex kolcsonhatasi felszin detektalasara tett kisérlet
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mérési eredményeibdl eldallt két talalat, amely a dUTPaz flexibilis részének a keresztkotését

mutatja az Stl N- illetve C-terminalis szegmensével.

A dolgozatomban szerepld nyitott kérdéseket a jovében tovabbi kisérletek alapjan
szeretném megvalaszolni. A késdbbickben megprobalkozom majd az Stl szekvencia mas
részére helyezett triptofan szenzort tartalmazd fehérjét is vizsgalni, hogy a vad tipushoz
hasonlé viselkedést nyomon tudjam kdvetni. Tovabba meg fogom ismétleni a keresztkotési
kisérleteket a tapasztalataink alapjan modositott paraméterekkel. A moédszer részlépéseinek
finomhangolasaval varhatdoan nagyobb szamu megbizhatéban annotalt szekvenciadarab
kinyerése valik lehetévé. Emellett a dLoop mutans szerkezetfejtése, illetve a lefagyasztott

kristalyok mérése is terveim kozott szerepel.
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6. Summary

In this study we have investigated the interacting structural elements of proteins regulating
of a specific Staphylococcus aureus pathogenicity island, namely Stl and a phage-related
dUTPase. Replication of the pathogenicity islands is repressed by the Stl protein, which is
bound to DNA, dUTPase acts as a derepressor and disrupts this StI-DNA interaction through

complex formation with Stl.

Our aim was to identify the binding surfaces between Stl and dUTPase proteins and
structural elements, which are involved in the regulation of the patogenicity island. Based on
this knowledge, the spread of the virulence factors carried by mobile genetic elements among

the different Staphyloccoccal strains may be interfered.

Towards this end our group created several mutant dUTPase protein constructs, in which
some of the structural motifs had been deleted. One of these does not contain the phage
specific flexible insert (dLoop), while the other construct lacks the fifth conserved dUTPase
motif, which is in the C-terminal of the wild type protein (dArm). According to our earlier
studies, both of these mutant dUTPase proteins bind to the Stl, however the dLoop mutant, in
contrast to the dArm, did not show similar derepression activity compared to the wild-type
protein. To explain the experienced difference we set out to determine the 3D structure of
these mutant proteins. Several crystallization plates were set up with various conditions, and
then the first hits were optimized to obtain macroscopic protein crystals. X-ray diffraction
pattern of some of these crystals have been recorded and some of those will also be measured

at a synchrotron facility.

We also tried to explore the Stl-dUTPase interaction with a tryptophan sensor, which has
been built in within the Stl protein with site-directed mutagenesis. Based on our experimental
results, the mutant protein was defective in both dUTPase and DNA binding. Thus we

concluded that the position of the sensor have to be fine-tuned.

In addition, interaction surface of the protein-protein complex was investigated by
applying chemical crosslinking. This method may provide information about which residues
are situated at the dimerization surface of Stl and at the interface of the protein complex. In
case of the individual proteins the crosslinking reaction resulted covalently bound dimer Stl

and trimer dUTPase, latter was used as a control since the structure of dUTPase is already
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known. When the crosslinker was added to the mixture of the two proteins covalently linked
complex product was formed. The crosslinked proteins were digested with trypsin, and the
resulting peptides were analyzed by mass spectrometry. Based on the spectrum we were able
to identify residues that are spatially close to each other in the Stl-dimer and in the

Stl-dUTPase complex.
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8. Fiiggelék

8.1. Poliakrilamid gelek dsszetétele

Egy fazist 12%-os poliakrilamid gél

dH,0 4,5 ml
TBE (10X) 0,75 ml
40% akrilamid 2,25 ml
10% APS 50 ul
TEMED 5ul

TBE 10X: 890 mM Tris bazis, 890 mM borat, 20 mM Na,EDTA

Nativ poliakrilamid gél:

elvalaszto gél tomorité gél
dH,O 2,75 ml dH,O 1,63 ml
elvalaszto puffer 1,25 ml tomoritd puffer 0,625 ml
40% akrilamid 1ml 40% akrilamid 0,25 ml
10% APS 50 pl 10% APS 25 ul
TEMED 5pul TEMED 5ul

Elvalaszt6 puffer: 375 mM Tris/HCI, pH = §,8
Tomorité puffer: 125 mM TRIS/HCI pH = 6,8

12 %-os SDS poliakrilamid gél

elvalaszto gél tomaorité gél
dH,0 2,2ml dH,0 1,61 ml
elvalaszto puffer 1,25 ml tomoritd puffer 0,625 ml
10% SDS 50 pl 10 % SDS 25 ul
40% akrilamid 1,5ml 40% akrilamid 0,245 ml
10% APS 25 ul 10% APS 12,5 ul
TEMED 2,5u TEMED 2,5 ul

Elvalaszt6 puffer: 375 mM Tris/HCI, pH = 8,8
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8.2. Méretkizarasos kromatografias tisztitas gélképei

Er. E5 E6 E7 E8 E9 | E10 | E11 | MM M2 M3 M4 | M5 | M6 | M7 M8 | MMM

35. abra: dKar dUTP4z fehérje gélsziirés soran szedett frakciok SDS gélképe
jelolésmagyarazat: Er: Eredeti minta; E5-E11, M2-MS8: szedett frakciok; MM: Mintamarker

- "

. oo l—lSkDA

36. abra: dUTPaz fehérje gélsziirés soran szedett frakciok SDS gélképe
jelolésmagyarazat: C4-B4, B5-B12, A10-A3: szedett frakciok; MM: Mintamarker

65



8.3. Keresztkotési kisérletek gélképe

Stl dUTPaz MM

250kDA
130kDA

100kDA
70kDA

55kDA

35kDA

25kDA

15kDA

37. abra: A tomegspektroszkopiaval mért izolalt Stl és dUTPaz gélképe
Bekeretezve a kivagott komponensek.
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8.4. Fehérje szekvenciak

Az alabbi tdblazatban a dolgozatban haszndlt fehérjék szekvencidjadt ¢és az ez alapjan az Expasy Protparammal

(http://web.expasy.org/protparam/) szamitott molaris tomegét, valamint a becsiilt extinkcios koefficienseket gytijtottem Gssze.

Extinkcios
- . MW .
Fehérje neve Szekvencia (kDa) koefficiens
(" dm®cm™)
®11 dUTP4z MTNTLQVRLLSENARMPERNHKTDAGYDIFSAETVVLEPQEKAVIKTDVAVSIPEGYVGLLTSRSGVSSKTHLV

vad tipus IETGKIDAGYHGNLGINIKNDATASNGYITPGVFDIKGEIDLSDATROYGTYQINEGDKLAQLVIVPIWTPELK 18,37 0,786
QVEEFESVSERGEKGFGSSGV

®11 dUTP4z dKar MTNTLQVRLLSENARMPERNHKTDAGYDIFSAETVVLEPQEKAVIKTDVAVSIPEGYVGLLTSRSGVSSKTHLV
IETGKIDAGYHGNLGINIKNDATASNGYITPGVEDIKGEIDLSDATROYGTYQINEGDKLAQLVIVPIWTPELK 17,18 0,841
QVEEFESVS

@11 dUTP4z dLoop MTNTLQVRLLSENARMPERNHKTDAGYDIFSAETVVLEPQEKAVIKTDVAVSIPEGYVGLLTSRSGVSSKTHLV 1568 0.810
IETGKIDAGYHGNLGINIKNDATIASNYGTYQINEGDKLAQLVIVPIWTPELKQVEEFESVSERGEKGFGSSGV : :

Stl MEGAGQMAELPTHYGTIIKTLRKYMKLTQSKLSERTGFSQNTISNHENGNRNIGVNEIEIYGKGLGIPSYILHR
ISDEFKEKGYSPTLNDFGKFDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSSYDLYDETIKLLELLKESKINVNDIDYDYVLKLY 3141 1138
KQILSTDTEKSIINYETLANTRKSSDKKREVTIEEIGEFHEKYLKLLFTNLETHNDRKKALAETEKLKEESIYL : ’
GEKLRLVPNHHYDATKGKPMYKLYLYEYPDRLEHQKKIILEKDTN

St|Yew MEGAGQMAELPTHYGTIIKTLRKYMKLTQSKLSERTGFSQONTISNHENGNRNIGVNEIEIWGKGLGIPSYILHR
ISDEFKEKGYSPTLNDFGKFDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSSYDLYDETIKLLELLKESKINVNDIDYDYVLKLY 3143 1265
KQILSTDTEKSIINYETLANTRKSSDKKREVTIEEIGEFHEKYLKLLFTNLETHNDRKKALAETEKLKEESIYL ! !
GEKLRLVPNHHYDATKGKPMYKLYLYEYPDRLEHQKKIILEKDTN

F1. tablazat
Jelolésjegyzék:
Sargaval szinezve az 6t konzervalt motivum (A motivumok szamozasa a szekvencia helyének megfelelden.)
Keékkel kiemelve a fag specifikus inszert, azon beliil aldhtizva a dLoop dUTPaz mutansnal kivagott szekvenciarészlet.
Sziirkével jelolve az Stl fehérje N-terminalis része. Zold hattérrel mutatva a pontmutécio helye.
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