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Roviditések és jel6lések jegyzéke

gp32 gene product 32, a T4 bakteriofag 32-es génjérdl atirddé egyes szala DNS-kotd
fehérje

BSA bovine serum albumin, szarvasmarha szérum albuminfehérje

BIP backward inner primer, belso reverz iranyl primer

Ct cycle threshold, detektalasi ciklus-kuiszobérték

DSF differential scanning fluorometry, differencialis pasztazé fluorometria

FIP forward inner primer, belsé elére iranyuld primer

FPLC fast protein liquid chromatography, gyors fehérjekromatogréafia

HS antitest Taq polimerdzhoz kapcsol6dd Hot-Start antitest

IMAC immobilized metal ion affinity chromatography, immobilizalt fémion

affinitdskromatografia

LAMP Loop-mediated  isothermal  amplification,  hurok-kozvetitéses  izoterm
amplifikéacio

LB Luria-Bertani tapoldat

PCR polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

gPCR qualitative PCR, a DNS mennyiségi valtozasanak nyomonkovetésével zajlo PCR

RT reverz transzkriptaz

RT-PCR reverz transzkripciés PCR

SDS sodium-dodecyl-sulphate, natrium-dodecil-szulfat

SSB single-stranded DNA binding protein, egyes szalu DNS-kot6 fehérje
ssDNS single-stranded DNS, egyes szalu DNS

Tris trisaminomethane, trisz-aminometan



1. Bevezetés és célkituzeés

A modern molekularis biologianak alapvetd eszkdze a polimeraz lancreakcio (PCR), illetve a
kiilonb6z6é DNS- és RNS-amplifikacios technikak. Ezek a modszerek folyamatosan fejlodnek,
ezzel parhuzamosan az igény is novekszik az egyre érzékenyebb, specifikusabb, nagyobb

kihozatalu és egyszer(ibb nukleinsav-amplifikacids technikak irant.

Szamos kiilonbozé adalékanyag hozzdadasaval értek el a kutatok eredményeket a PCR
hatékonysaganak névelésében. Noha nem minden esetben ismert a PCR-ben valé miikodési
mechanizmusa, a T4 bakteriofdg gp32-es fehérjéje is ezen kiegészité komponensek
kozé tartozik. A gp32 egy egyes szali DNS-kot6é fehérje, amely kooperativan képes
egymas utdn szamos példanyban az ssDNS szalhoz kapcsolddni. Funkcidjat tekintve
elengedhetetlen eleme a T4 bakteriofag DNS-replikacios és DNS-javitd miikodésének, emiatt
is érdekes a PCR reakciokra gyakorolt hatdsa. Kutatdsom célja, hogy ezt a hatést vizsgaljam

részletesebben.

Célom eléréséhez el6szor szilkséges a gp32 fehérje rekombinans elballitasa. Ez a folyamat
magaban foglalja a gp32 szintetikus gén megtervezését, expresszios vektorba klénozasat, majd

rekombinans E. coli-val val6 megtermelését.

Ahhoz, hogy a fehérje PCR reakciokban alkalmazhatd legyen, meg Kkell tisztitani
olyan mértékben, hogy ne tartalmazzon PCR-inhibitorokat, nukleazokat és DNS-t.
Ennek érdekében kromatografids modszerrel tisztitom a gp32-t, majd a fenti tulajdonsagokat
analitikai mddszerekkel ellen6rzom, a fehérje hostabilitasat pedig hddenaturacios modszerrel

jellemzem.

A tisztitott fehérjével Kkisérleteket tervezek a gp32 fehérje PCR, RT-PCR és LAMP
reakcidkra gyakorolt hatasanak vizsgalatara. Jelent6s hatas esetén ez 10 diagnosztikai kitek

fejlesztesét szolgalhatja.



2. lrodalmi attekintés

2.1. A T4 gp32 egyes szali DNS-ko6t6 fehérje jellemzése

A T4 bakteriofag 32-es génjérol transzlalodo protein (gp32) egy egyes szalu DNS-kot6 fehérje,
amely kodzponti szerepet jatszik a T4 fag DNS replikaciojaban (Alberts & Frey, 1970). A
replikaciot segitd fehérjék kozott egyediilallo abban, hogy nem katalitikus, hanem
sztochiometriai mennyiségben képzddik, amire magyarazatot ad, hogy az sSDNS templat szalra
egymas utan linearisan rengeteg példanyban képes kooperativan kapcsolddni (Casas-Finet et
al., 1992). Ezéltal védi a DNS-t a nukleazoktol, megel6zi a lokalis masodlagos DNS-
szerkezetek kialakulasat, és segiti a templat DNS-t felnyilt allapotban tartani, amig a T4 DNS-
polimeraz leméasolja azt (Villemain et al., 2000). A T4 gp32 tovabba a DNS replikécios ciklus

kiilonboz6 1épéseiben segiti a tobbi szabalyozo fehérje miikodését (Kreuzer & Brister, 2010).

A teljes fehérje harom részbél 4ll: a kozponti, Zn?* iont tartalmazo strukturalt rész tolti be a
DNS-k6t6 funkciot (1. abra), az N-terminalis végen egy révidebb, a C-terminalis végen pedig

egy hosszabb rendezetlen aminosavszekvencia talalhaté (Spicer et al., 1979).

1. &bra: a T4 gp32 SSB fehérje kdzponti doménjének szerkezete. A piros szin a hidrofob, a kék a
hidrofil oldallancu aminosavakat jeloli, a lilas arnyalatok pedig a kettd kozotti atmenetet. A kék
pont a Zn2+ iont jeleniti meg. Forras:
https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P03695?csm=4C9771CF5D978487 2023. &prilis


https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P03695?csm=4C9771CF5D978487

A kozponti, DNS-ko6t6 domént pozitivan toltott aminosavak alkotjak, amelyek az ssSDNS-hez
vald kapcsolodast segitik eld, illetve az itt talalhaté aromas aminosavak pedig a DNS bazisaival
kotddni, és egyszerre hét bazist fed le a kolcsonhatas (Jose, Weitzel, Baase, & Von Hippel,
2015; Shamoo, 1995). A gp32 kotddése monomerként és kooperativan lancot alkotva is
cukorfoszfat gerinchez valé kapcsolodas hatarozza meg a kolcsonhatast, nem pedig a
bazisokhoz vald kapcsolddas. Az egyes- és a kett6s szala DNS kozott viszont pont a hidrofob
kolcsOnhatasok alapjan tesz kilonbséget a gp32, amelyek a fehérje aromés oldallancai altal
alkotott zseb és az ssSDNS bazisai kdzott jonnek létre (Jose, Weitzel, Baase, & Von Hippel,
2015). Megfigyelték tovabba, hogy oligonukleotidok esetén enyhén erdsebb affinitassal
rendelkezik a gp32 a csak timint tartalmazo DNS irant, ami 6sszhangban all azzal, hogy az
egyméashoz kapcsolodd gp32 molekuldk fellazitjdk a DNS szerkezetét, és az ssSDNS d(T)
molekulak eleve kevésbé tomor formaban vannak jelen, igy a kapcsolddas kisebb kotési
szabadenergiat igényel, mint méas bazisok esetén (Jose, Weitzel, Baase, & Von Hippel, 2015;
Jose, Weitzel, Baase, Michael, et al., 2015).

Az N-terminalis végen talalhat6 egy rovidebb, rendezetlen aminosavszekvencia. Alacsony
gp32-koncentracio esetén a fehérje az SSDNS-hez monomerek formajaban kotédik, amikor
pedig sok gp32 van jelen a DNS mellett, akkor kooperativan, egymast kovetd linearis lancot
alkotnak a fehérjemolekuldk az ssDNS-en (2. abra). A gp32 molekuldk egymashoz val6
kapcsolddasat teszi lehetdvé az N-termindlis szakasz (Casas-Finet et al., 1992).

Kozponti
domén

N N DNS

2. abra: a gp32 kooperativ kapcsolddasa az ssDNS-en. (Rouzina et al., 2005) .

A C-terminalis végen egy hosszabb, szintén rendezetlen aminosavszekvencia talalhatd, amelyet
savas doménnek is neveznek az itt talalhatd negativ toltésii aminosav-oldallancok miatt. Ez a
szakasz felelés az egyéb, replikaciot szabalyoz6 fehérjékkel, példaul a gp43-as T4 DNS

polimerazzal val6 kolcsdnhatéasért (Burke et al., 1980; Hurley et al., 1993).
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A teljes gp32 fehérje kettds szalu DNS denaturalasara nagyon kis mértékben képes csak. Pant
és munkatarsai (2003) ezt azzal magyaraztak, hogy a C-terminalis domén ionos kdélcsonhatést
alakit ki a fehérje DNS-kot6 részével, igy a DNS nehezen fér csak hozza a kdzponti doménhez
(3. abra). Ez a sztérikus gatlas megsziint, amikor a C-terminalis szakaszt eltavolitottak a
fehérjérol, 1étrehozva a gp32 *I formajat. Azzal parhuzamosan, hogy a *I forma DNS iranti
affinitsa nagyobb lett, a hélix-destabilizald hatasa is megndvekedett az teljes gp32-h6z képest.

Az N-terminalis domén eltavolitasa tovabb néveli a gp32 DNS-denaturalasi képességét, ami
arra utal, hogy mindkét rendezetlen szekvencia kulcsfontossagl szerepet tolt be a DNS
destabilizalasaban (Pant et al., 2003).

dad Szabad *I

Kdzponti
domén

b Szabad gp32

Kozponti
domeén

B A

Kationos
DNS-kotd réesz C-terminalis
N N domeén

3. abra: a gp32 monomer szerkezete a C-terminalis domén hianyaban (a) vagy jelenlétében (b),
ahol a *I azt a fehérjét jelenti, amelyrél a C-termindlis szakaszt eltavolitottdk (Rouzina et al., 2005)

A gp32 fehérje egy Zn?* iont tartalmazé metalloprotein (Giedroc et al., 1986). A fémion a 64-es
pozicioban elhelyezked6 His, valamint a 77-es, 87-es és 90-es Cys aminosavakkal létesit
kolcsOnhatast. A cink ion jelenlétéhez tobbféle hatas kothetd: az egyik fo funkcidja az, hogy
megvédi a gp32-t a proteolitikus enzimektdl. Ha a cink iont eltavolitjak a gp32-r6l, létrehozva
az apo-gp32 format, akkor a teljes fehérjét képes a tripszin lebontani. Ha viszont az eredeti,
cinket tartalmazé formaban van jelen a gp32, akkor az N- és C-terminalis szakaszok
lehasadnak, a kdzponti domén azonban ép marad. Masik jelenség, ami a Zn?* ion jelenlétéhez
kothetd, hogy 150 mM NaCl-ot tartalmazo oldatban a metalloprotein forma nagymértékben
csokkentette a polyd(A-T) olvadasi homérsékletét, az apo-gp32 viszont ilyen korilmények

kdzott nem volt hatdssal a megegyez6 DNS molekuléra (Giedroc et al., 1987).

A Zn?* jon a gp32 fehérje szerkezetében igen stabilan van jelen. Giedroc és munkatarsai (1986)
kelatképzé vegyiiletekkel szemben dializaltak Zn?*-tartalmd fehérjéket, és mig példaul az
alkalikus foszfataz, a karboxipeptidaz vagy az E. coli SSB fehérjéje 10 mM EDTA hatasara

elveszitette a fémiont, a gp32 szerkezetébél nem mobilizalodott a Zn?* (Giedroc et al., 1986).



Mivel a gp32 fehérje a replikacio folyamatdban jatszik szerepet, igy felmeril a kérdés, hogy

vajon a PCR reakcidkra milyen hatast gyakorol.

2.2. APCR

A polimeraz lancreakcio (PCR) altalanosan alkalmazott molekuléris bioldgiai technika, amely
egy célzott DNS szakaszrol készit szamos masolatot. A folyamatot héstabil DNS polimeraz
enzim végzi, és a cél DNS szekvencia hatarait specifikus oligonukleotidok jelolik ki. A
folyamat ciklikus hémérsékletvaltoztatason alapul: a kettds szala DNS-t altalaban 95°C-on
denaturaljak, majd a primerek jellemz6en 55-65°C kdrnyekén hibridizalnak a komplementer
szakaszhoz, ezt kovetden a Taq polimerdz 68-72°C-on szintetizalja a primerektdl kezdve az 0j
DNS-szélat (4. abra). Ezutan a DNS denaturalasatol kezdédik Gjra a folyamat. Az amplifikalt
DNS felhasznalhato klonozasi miiveletekre és ujgeneracios szekvenalas elOkészitésére,
valamint kimutatdsa és azonositasa diagnosztikai jelentGséggel bir az orvostudomany, a
mez6gazdasag, a genetikai vizsgalatok és a kriminalisztika tertiletén egyarant (Lebedev et al.,
2008; Zhu et al., 2020). A koztudatban a PCR fogalma a SARS-Cov19 jarvany miatt jelent

meg, ugyanis az azt okozé virus kimutatasara is hasznaltak PCR-t (Zhu et al., 2020).

5' 3 ms 3 3 s
1kle
. * ., - I S
P 5' 3
, 1 TITTTTITT (1] Ea—
templat DNS e
« N8 L 3 5
3 5 — 5_- 3
LLLUIIIL LULLLLLLILL
3 5 3 5 T
LU
3 5
@ penaturalas (95°C) @ Primer tapadas (55-65°C) ) Lénchosszabbitas (68-72°C)

4. dbra: a PCR reakci6 folyamata sematikusan. Forras:
https://media.snl.no/media/204296/standard_pcrl.png 2023.aprilis

Régota foglalkoztatja a kutatokat, hogy milyen mddon lehet a PCR érzékenysegét,
specifikussagat és kihozatalat névelni. Szamos megkozelitése létezik ennek, és az egyik
megoldasi javaslatként 1990-ben Schwarz és munkatarsai irtak le, hogy amennyiben a fent
emlitett T4 gp32-vel egészitették ki a reakciomixet, akkor latvanyosan javult a PCR kihozatala

(Schwarz et al., 1990). Masok azzal kisérleteztek, hogy kiilonboz6 inhibitorok jelenléte esetén


https://media.snl.no/media/204296/standard_pcr1.png

milyen hatdssal van a gp32 a reakciéra. Panaccio és Lew azt tapasztaltdk, hogy 8% vért
tartalmazo6 minta esetén a Tth polimerézzal a reakcié még adott terméket, ha hozzaadtak gp32-t
is, ellenkez6 esetben viszont nem (Panaccio & Lew, 1991). Rapley immunglobulin nehéz lancot
kodold regiokat amplifikalt PCR-rel, és gp32 hozzaadasaval enyhe javulast tapasztalt a
folyamat kihozataldban (Rapley, 1994). Abu Al-Soud és Radstrom 16 kiilonbdz6, korabban
PCR-fokozé hatdstnak titulalt vegyuletet hasonlitottak 6ssze olyan mintak esetén, amely vért,
fekaliat vagy hust tartalmazott, mint hattérszennyez6. Az 6 tanulmanyukban megmutatkozik a
gp32 fehérjéhez kapcsolodd fokozd hatds, BSA hozzaadasaval azonban ennél erdsebben

tapasztaltak az inhibici6 csokkenését (Abu Al-Soud & Radstrém, 2000).

Kreader mas tipust PCR inhibitorokat is vizsgalt, amelyek kapcsan dsszehasonlitotta a gp32 és
a BSA hatasat. Azt tapasztalta, hogy a BSA hasonlo mértékben, vagy er6sebben képes a gatld
komponensek hatasat csokkenteni, mint a gp32 (Kreader, 1996). Ebbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a gp32 nem a reakcid6 mechanizmusaban valo részvétele altal enyhiti az inhibtorhatast,
hanem a BSA-hoz hasonl6an egy olyan hozzaadott fehérje a rendszerben, ami megkéti a gatlo

komponenseket.

2.3. A, Hot-Start” PCR

Amikor nagyon kis kdépiaszamban all rendelkezésiinkre a felszaporitani kivant DNS-szakasz,
akkor a primerek gondos megtervezése esetén is felléphet mas, nem kivant DNS-szakasz
amplifikalodasa is (Chou et al., 1992). Ennek a hatasnak a feltételezhet6 oka az, hogy a
reakcioelegy Osszeallitasa €s az elso felflités soran is zajlik mar polimerizéacid, nem csak a PCR
folyaman. A primerek alacsonyabb hémérsékleten a célszekvenciatol eltéré szakaszhoz is

kotédhetnek, illetve primer-dimerek képzédése is eléfordulhat (Chou et al., 1992).

El6szor 1991-ben irtak le D’Aquila és munkatarsai, hogy ha a PCR reakcidelegyet a primerek
tapadasi homérsékleténél magasabb hofokon allitjuk Ossze, az nagyban noveli a reakcid
érzékenysegét es a termékképzidés specifitasat (D’Aquila et al., 1991). Ezt a tipusi PCR-t,
amikor alacsonyabb homérsékleten valamelyik kulcskomponenst blokkoljuk vagy tavol tartjuk

a reakciotol, emiatt maga a polimerizacié csak magas héfokon indul el, nevezziik ,,Hot-Start”

PCR-nek.

D’Aquila kisérletei utdn szdmos tanulmany sziiletett azt vizsgalva, hogy milyen médokon
érhetd el a reakcid késleltetett elindulasa. Kiilonbozd kutatasok iranyultak arra, hogy hogyan

lehetséges fizikailag elkiloniteni egymastdl a reakcibkomponenseket egészen addig, amig a
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kivant hémérsékletre melegszik a rendszer (Chou et al., 1992; Kaijalainen et al., 1993). Méas
kutatocsoportok azzal kiserleteztek, hogy a DNS-polimeraznak a miikodését gatoltak
alacsonyabb hoéfokon. Kermekchiev és munkatarsai mutaciot terveztek a Tagq DNS-
polimerazra, hogy hidegre érzékennyé tegyék (Kermekchiev et al., 2003), Dang és Jayasena
oligonukleotidokkal blokkoltdk a DNS-polimeraz miikodését (Dang & Jayasena, 1996).
Kellogg és munkatarsai pedig egy monoklonalis antitesttel dolgoztak, amely
szobah6émérsékleten képes reverzibilisen hozzakotdédni a Taq polimerazhoz, megakadalyozva
annak aktivitasat, magasabb homérsékletre emelve pedig levalik rola, €s az enzim be tudja

tolteni a funkcidjat (Kellogg et al., 1994).

Nuovo és munkatarsai 1993-ban azt jegyzik meg publikaciojukban, hogy a manualisan
alkalmazott ,,Hot-Start” eljarashoz hasonlo érzékenység- és specifitasndvelé hatasa van, ha
SSB-t adunk a standard PCR-hez (Nuovo et al., 1993). Kubu 2008-ban kisérletei soran
,oligonukleotid-zarolasnak” nevezte azt, hogy egy egyes szali DNS-kot6 fehérjét adott a
reakciomixhez, ami megkdtotte a primereket (5. abra). A PCR emelt homérsékletén a fehérje
denaturalddott, ezaltal elengedte az oligonukleotidokat, és zavartalanul le tudott jatszodni az
kisérleteit (Kubu, 2008a), de a fentiek féenyében nem zarhato ki a lehet6ség, hogy mas, egyes

szali DNS-kot6 fehérjével is mitkodik a modszer.

PCR el6készités Hot-Start mechanizmus nélkiil
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polimeraz » a denaturdcio inaktivélja az SSB-t
» a primerek a specifikus helyhez tapadnak

¢ a PCR sikeres

» az SSB fehérje reagdl a primerekkel

e primerek komplementer régidval » a primerek alacsony hémérsékleten
blokkolva vannak

* nem alakul ki aspecifikus hibridizacio és
extenzio

5. abra: ,, Hot-Start” PCR a primerek blokkolasdval (Kubu, 2008b)
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2.4. RT-PCR

Az RT-PCR, vagy reverz transzkripciés PCR olyan amplifikacids technika, amely soran egy
kiinduldsi RNS molekuldbdl készit a reverz transzkriptdz enzim cDNS masolatot, és ez az
ujonnan szintetizalodott polinukleotid tud belépni a PCR ciklusba templatként. Innent6l pedig
az ismert ciklikus hoémérsékletvaltoztatdsok hatdsara a DNS-polimeraz a megfeleld

komponensek jelenlétében fel tudja szaporitani a cDNS-t (6. abra) (Nyitray et al., 2013).

MRNS ,\\'n\llu\mn““
reverz oligo(dT)-k
transzkriptaz random primerek
szekvencia-specifikus primerek
DN D
limeraz = :
po )_A([ /
puffer+
dNTP-k \
/ ~
cDNS e
szekvencia-
specifikus
Reverz transzkripcio qPCR primerek

6. dbra: az RT-PCR sematikus abraja (forrés:
https://www.thermofisher.com/hu/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-
biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/spotlight-articles/basic-principles-rt-

gpcr/jcr:content/MainParsys/image fe06/foregroundimg.img.320.low.jpg/1543414495289.jpg
2023.aprilis)

Nagyon hamar létrehoztak kiilonb6z6 mikroorganizmusok, funkcionalis gének kimutatasara
RT-PCR esszét (Lamar et al., 1995; Lee et al., 1996), viszont szembesiiltek azzal a ténnyel,
hogy sokszor maga a folyamathoz elengedhetetlen reverz transzkriptdz enzim gyakorol a PCR
folyamatokra gétl6 hatést. Chandler és munkatarsai azt vizsgaltak, hogy milyen hatéassal van a
reakciora, ha T4 gp32 fehérjét adnak a reakciohoz. Tapasztalataik azt mutattak, hogy a gp32
hozzaadasaval jelentdsen csokkent az inhibitor hatas, valamint a termék kihozatala is jobbnak
mutatkozott. Leirtadk, hogy a gp32 javito hatasa csak akkor jelentkezik, ha a fehérjét a reverz
transzkripcio elétt adjak hozza a reakcidhoz. Amennyiben csak a PCR-t egészitették ki gp32-

vel, akkor semmilyen hatast nem mutattak ki (Chandler et al., 1998).

Azt, hogy a reverz transzkripcio soran hozzéaadott gp32 javitja a modszer érzékenységét, Boylan
és munkatarsai is megerdsitették CDNS-szintézis optimalizacioval kapcsolatos munkajuk soran
(Boylan et al., 2001). Szintén ezt tamasztjak ala Villalva és munkatarsainak kisérletei, akik a
SMART PCR cDNS szintézis kit hatékonysagat javitottak a T4 gp32-vel (Villalva, 2001).
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2.5. lzoterm amplifikacio

A PCR folyamatok ciklikus hdémérsékletvaltoztatdson alapulnak, ¢és féleg nagyobb
reakcidtérfogatok esetén komoly limitdlo tényezd a hiités kivitelezése. Ennek kikiiszobolésére
fejlesztették ki a kutatok az izoterm PCR-t, amely soran egy adott h6fokon zajlik a teljes

reakcio, igy egy egyszerii vizfiirddben is véghez lehet vinni kiilondsebb specialis berendezés

nélkil. Az izoterm PCR legjelent6sebb tipusait foglalja dssze az 1. tablazat.

Nucleic Acid . . Loop-mediated | Helicase Recombinase
) Rolling Circle |. .
Elnevezés | Sequenced Based Amplification isothermal Dependent Polimerase
Amplification P amplification Amplification | Amplification
Rovidités | NASBA RCA LAMP HDA RPA
nukleinsav- | gordilé ko | MUk | rekombinaz-
Magyar . . ) , | kOzvetitéses helikaz-fiiggd o
;. szekvencia-alapl | mechanizmusu | . i et 2 .2 | polimeraz
forditas I T izotermalis amplifikacio el
amplifikacio amplifikacio el o amplifikacio
amplifikacio
Cél
. RNS RNS/DNS DNS DNS RNS/DNS
nukleotid
Primerek |, 2 46 2 2
szama
Kez”de’tl 65°C, opciondlis | Van Van Nincs Nincs
felfiités
Inkubécids
. 41°C 30-65°C 60-65°C 65°C 37-42°C
hémérséklet
Id6tartam 60-180 perc 60-240 perc 60 perc 30-120 perc | 20-40 perc

1. tablazat: a fobb izoterm amplifikacios technikak dsszefoglalasa Lobato és O’Sullivan nyoman
(Lobato & O’Sullivan, 2018).

A HDA és az RPA technikak alapvetdé komponense a T4 gp32, viszont mas izoterm
amplifikacidés modszereket is tovabbfejlesztettek ennek a fehérjének a hozzaadasaval. Zhang és
munkatarsai RCA tipusu izoterm reakciot egészitettek ki gp32-vel, és azt tapasztaltak, hogy a
gp32 closegitette a primerek beé¢kelddését a DNS két szala k6zé a megfeleld helyre, a nem

homoldg primer tapadast viszont megakadalyozta (Zhang & Tanner, 2017).

Nai és munkatarsai NASBA reakciot egészitettek ki kiillonbozé SSB fehérjékkel, amelyek mind
javitottak az amplifikacié hatekonysagat. A gp32 bizonyult azonban az egyetlennek, amely

hozzaadasa esetén nem képzddott aspecifikus termék (Nai et al., 2022).

A fentiek alapjan feltételezhetjiik, hogy mas tipust izoterm amplifikéciokra is hatassal lehet a

gp32 fehérje hozzaadasa.
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2.5.1. LAMP reakcio

A LAMP egy olyan allandé hémérsékleten zajlo DNS-amplifikacios mddszer, melynek soran
4 vagy 6 kiilonboz0, specidlis primer segitségével zajlik a reakcid jellemzéen 60-65°C-on. A
LAMP kulcsfontossagu eleme a primerek helyes megtervezése, ugyanis 4-6 olyan
oligonukleotidra van szikseg, amelyek tobbek kodzott nem szabad, hogy egymaéssal vagy
onmagukkal stabil kétszalu szerkezetet Iétesitsenek a reakcidé homérsékletén, valamint
figyelembe kell venni, hogy a templat szdlon megfeleld tdvolsdgban helyezkedjenek el.
Amennyiben rendelkezésiinkre allnak a primerek, akkor a technika rendkivil specifikus,
egyszeri, és akar milliardos nagysagrendii kopiaszamban képes eléallitani a DNS-masolatokat

egyetlen 6ra alatt (Soroka et al., 2021).

A LAMP folyamatat a 7. abra mutatja be. Az abran az a) pontban a LAMP primerek
tervezésénél jelen esetben hat régié van jelolve a DNS-en, az 5° végt6l kezd6déen az F3, F2,
F1, Blc, B2c és B3. A ¢ komplementer szekvenciat jeldl, igy pl a Blc a B1 szekvenciaval
komplementer. A LAMP folyamatdban két belsé primert (FIP és BIP), valamint két kiilsd
primert (F3, B3) hasznalunk, amelyek koziil a kiilsé egy hibrid primer: a FIP tartalmazza az
Flc ésaz F2, a BIP pedig a Blc és a B2 szekvenciakat.

A b) pont jeldli a LAMP folyamat kezdetét: a FIP F2 régidja az F2c-hez tapad a templaton, és
elindul a szintézis, hasonloképp a BIP esetén is. Az F3 primer az F3c régiohoz kotédik, a
polimerizacio innen is elindul, az elsé szintetizalt szal pedig levalik. Ez a polimeraznak az
ugynevezett ,,strand displacement” funkcidjahoz kothetd, ami azt jelenti, hogy a DNS-szintézis

kdzben a templathoz hibridizalt szalat eltavolitja, hogy a polimerizaciot folytatni tudja.

A levalt elsé szintetizalt szal egy hurkot képez a 3” végén, és ssDNS-ként templatul szolgal a
kovetkezd BIP primerrel zajlo polimerizacionak. Igy mindkét végen keletkezik egy hurok, ami

egy sulyzéhoz hasonlé szerkezet létrejottét eredményezi.

A c¢) pont pedig a ciklusos amplifikacios 1épés: a sulyzo-struktarabdl kiindulva a FIP és a BIP
primerrel az &bra szerinti szintézisek zajlanak. A végtermék polimorf, de szigorlan

meghatarozott fragmentumokat tartalmaz.
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7. dbra: a LAMP reakci6 folyamata. a) a LAMP primerek tervezése. b) a LAMP kiindulasi
(suilyzészerii) struktira keletkezése. ¢) a DNS-szintézis folyamata (Tomita et al., 2008)
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Fehérjetermel6 Escherichia coli sejtek elokészitése, DNS-munkak

3.1.1. LB, expresszios tapoldat

A baktériumsejtek novesztéséhez és a fehérjeexpresszidhoz Luria-Bertani folyékony taptalajt
(LB-t) hasznéltam.

Osszetétele (1 | térfogathoz):

e 10 g tripton
e 5 g élesztokivonat

e 109 NaCl

Az LB oldatot autoklavban 121°C-on 30 percig sterileztem.

Az altalam alkalmazott expresszios vektorok két kiilonb6z6é antibiotikumrezisztenciat

hordoztak, ezért a kovetkezd két antibiotikum-oldatot készitettem:

e ampicillin (Serva #13399.02): 100 mg/ml térzsoldat
e kanamycin (Serva #26899.03): 50 mg/ml t6rzsoldat

A torzsoldatok koncentracidja ugy van meghatarozva, hogy pontosan az LB térfogatanak
ezredrészével megegyez6 mennyiséget kell hozzaadni a sejtkulturakhoz az antibiotikum-

rezisztenciat tartalmazé baktériumok megfeleld novekedéséhez.

Az antibiotikumot minden esetben a sterilezést kovetden, a mar lehiilt LB-hez adtam hozza.

3.1.2. Plazmid DNS transzformalasa Escherichia coli sejtekbe

Munkam soran a kovetkez6 Escherichia coli térzsekkel dolgoztam:

e OneShot TOP10 (Thermo Scientific™ #C404010)
e BL21 DES3 (Sigma-Aldrich #69450-M)
e SoluBL21 (Genlantis #C700210)

A transzformalas kozos protokoll alapjan zajlott, azaz kémiailag kompetenssé tett sejtekbe

vittem be a megfeleld plazmid DNS-t hdsokk segitségével.
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A -80°C-on tarolt kompetens sejteket, miutan hozzaadtam a bejuttatni kivant DNS 250 ng-jét,
jégen inkubaltam 25 percen keresztul, majd 80 méasodpercig 42°C-on tortént a hésokk. Ismét
jégre helyeztem a csovet 2 percre, majd hozzaadtam 500 pl steril LB-t, és 37°C-on inkubaltam
60 percig. Ezutan a sejtszuszpenziobol 50 pl-t szélesztettem a megfeleld antibiotikumot

tartalmaz6 agaros LB-lemezre, amelyen masnapra néttek ki a transzformans telepek.

3.1.3. Plazmid DNS izolalas

A transzformalas sikerességének ellendrzésére, illetve késébbi felhasznalas céljabol DNS-t
izolaltam a transzformans sejtekbdl a kovetkez6 modon: steril fogpiszkaloval leoltottam egy-
egy telepet 5 ml antibiotikumot tartalmazo sterilezett LB-be, és egy éjszakdn &t rdzattam
200 rpm-en 37°C-on. Masnap lecentrifugaltam a sejteket, majd kovetve a Marcherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid DNA purification (#740588.50) plazmidizolalo kit protokolljat, lizis
puffert adtam hozza, amit utana semlegesitettem, lecentrifugdltam a sejttormeléket és a
Kicsapddott genomi DNS-t, majd megkotdttem egy szilika membranon. Mosasi Iépésekkel
tavolitottam el a fehérje és RNS szennyezoket, és a kit pufferével elualtam a plazmidot, majd

ebben taroltam -20°C-on.

Az emésztett plazmid DNS-t agardz gélbdl a Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega #A9281) DNS izolalo kit segitségével tisztitottam ki a gélbdl. A géldarab tomegével
aranyos mennyiségii old6 puffert adtam hozza, 65°C-ra valé melegitéssel feloldottam a gélt,
majd egy szilika membranon koétdttem meg a DNS-t, amit két mosasi 1épés utan elualtam,

és -20°C-on taroltam.

3.1.4. Agaroz gélelektroforézis

A DNS molekuldk méret szerinti elvalasztasara agar6z gélelektroforézist alkalmaztam. Az
1%-0s agar6z gél készitésehez 0,3 g szilard agardzt (SeaKem® LE Agarose #50004) adtam
30 ml 1x-es toménységii TAE pufferhez (50x TAE Merck Millipore #1061741000), majd addig
melegitettem, amig az agar6z szemcsek teljesen fel nem oldodtak. Ezutan lehiitottem kozel
szobahdmérsékletiire, és hozzaadtam 3 pl SYBR Safe festéket (Thermo Scientific™ #533102).
Az eldre 0sszeallitott keretbe dntdttem, és az elemezni kivant mintdk szaméanak megfeleld féstit

helyeztem bele.

A vizsgalandd mintahoz a minta térfogatanak 6todrészével megegyez6 mennyiségli festéket
(Loading Dye, NEB #B7124S) adtam, majd a megszilardult gél zsebeibe pipettaztam a mintat.
Az elvalasztas mindig tartalmazott egy DNS-standard-et is, amelynek a gyarté altal
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meghatarozott savjai alapjan tudtam becsilni a sajat mintdm méretét (Thermo Scientific™
GeneRuler 1 kbp DNA Ladder #5SM0313). Az elektroforézis 90V fesziltségen zajlott 50 percig,

majd a gélképet Bio-Rad Gel-Doc™ EZ Imager géldokumentald rendszerrel rdgzitettem.

3.1.5. Molekuléaris klénozés

A molekuléris klénozas folyamata egy DNS-szakasz izolal&sat és vektorba vald beillesztését

foglalja magaban az eredeti nukleotidszekvencia megvaltoztatasa nélkl.
Munkam soran az alabbi vektorokkal dolgoztam:

e pPALS (Bio-Rad #6045) — ampicillinrezisztenciat hordozo6 expresszios vektor, profinity
eXact tag-et illeszt a termelt fehérje N-terminalis végéhez, amely a tisztitast segiti eld.
Ez a tag a tisztitds folyaman lehasad, igy csak a célfehérje lesz a végtermék.

e pET24-b+ (Novagen, #69750) — kanamycinrezisztenciat hordoz6 expresszios vektor,
egy 6 hisztidinb6l allo His-tag-et illeszt a fehérje C-terminalis végéhez, amely
affinitdskromatografids tisztitast tesz lehetévé. A tag a tisztitds folyaman nem hasad le,

igy a végtermék is hordozni fogja.

Az aldbbi enzimeket és puffereket alkalmaztam a molekularis klénozéashoz:

e Ndel (NEB #R0111L)

e Notl (NEB #R0189L)

e BamHI (NEB # R0136S)

e T4 ligaz (Thermo Scientific #EL0011)

e NEB 3.1 Buffer (NEB #B7203S)

e T4 ligaz puffer (Thermo Scientific™ #B69)

Az emésztéshez Osszemértem a megfeleld vektort, restrikcidos enzimet és puffert, majd a
térfogatot nukledzmentes vizzel egészitettem ki. Az emésztést 37°C-on végeztem 60 percen
keresztiil. Az emésztési elegyet elvalasztottam agardz gélen, majd izolaltam a megfelelé méretii
DNS-szakaszt. A ligalashoz 0sszemértem az Osszeilleszteni kivant vektort és inszertet 1:5
molaris aranyban, aminek a pontos mennyiségét az izolalt DNS koncentraciojab6l szamoltam
ki. Hozzaadtam a T4 ligaz puffert és a T4 ligaz enzimet, majd 20°C-ra helyeztem az elegyet,
ahol 60 percig zajlott a reakcio. Ezutan 65°C-on 20 percig inkubaltam az elegyet az enzim

inaktivalasa céljabol, majd transzformalasig -20°C-on taroltam a mintét.
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3.2. A fehérjeexpresszid miiveletei

3.2.1. Spektrofotometrias mérések (ODsoo, A2s0)

Az UV-Vis spektrofotométer a mintdn athaladé fény intenzitdsdt meéri, amelyet egy

referenciaoldattal hasonlit 0ssze. A mért abszorbancia-értékb6l tudunk kovetkeztetni az

oldatban talalhaté anyagok mennyiségére. Munkam soran két célra alkalmaztam fotometrias

modszert:

Fehérjekoncentraci6 meghatdrozdsa: a fehérjék az &ket alkoté aminosavak
szerkezetébdl adoddan elnyelési maximummal rendelkeznek 280 nm hulldmhosszon.
Az é&ltalam vizsgalt fehérje szekvencidja alapjan az Expasy ProtParam tool
(https://web.expasy.org/protparam/) molaris extinkcidés koefficiensnek &=1,156-0s
értéket kalkulalt, a tovabbiakban ezzel szdmoltam én is.

A fehérje tisztitdsa soran tobb Iépésnél is szlikség volt koncentraciomeghatarozasra,
referencianak mindig azt az oldatot hasznaltam, amelybe a tisztitds sordn a fehérje
kerdlt.

A fehérjekoncentraciot NanoDrop™ spektrofotométerrel hataroztam meg.

Optikai  denzitds  meghatarozasa: a  sejtszuszpenziok  sejtsiiriiségének
meghatarozasara alkalmaztam, 600 nm-es hullamhosszon mértem a kultirabdl vett
minta elnyelését steril LB-hez viszonyitva. Dont6 jelentGsége van a miiveletnek a
fehérjetermeléskor, ugyanis az indukéaldst az exponencialis novekedést jelzd
ODs00=0,6-0,8-as ertékek kozott végeztem.

Az optikai denzitast Eppendorf Biophotometer plus készilékkel hataroztam meg, a
méréshez egyszer hasznalatos 10 mm-es GthosszUsagu protein, és RNaz és DNaz-
mentes mutianyag kiivettat (Eppendorf #30106300) hasznaltam.

3.2.2. Fehérjeexpresszio

Az altalam hasznalt expresszios vektorok fehérjetermelése a lac operon alapjan miikodik, igy

amig nincs laktéz vagy laktézanalog molekula a rendszerben, addig nem termelddik

szignifikans mennyiségben a célfeheérje.

A fehérjeexpresszio a kovetkezOképp tortént: starterkulturat inditottam lemezrél vagy -80°C-on

tarolt sejtekbol, amit 100 ml antibiotikumos LB-ben egy éjszakan &t razattam 200 rpm-en

37°C-on. A starterb6l masnap 20 ml-t mértem at 2 | antibiotikumot tartalmazo LB-be, aminek
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az optikai denzitasat mintavétellel monitoroztam. ODeg0=0,6-0,8 kozotti értéken, amikor a
sejtek novekedése elérte az exponencialis fazist, 2 ml 95 mg/ml IPTG-t (Biosynth #[-8000)

adtam hozza, ami indukalta a fehérjetermelddést.

A tllzott mértékii overexpresszio elkerilése érdekében 25°C-on razattam tovabb a kultdrat
20 Orén keresztul. A termelést azzal allitottam le, hogy a sejteket 4000 g-n centrifugaltam, majd

tovabbi felhasznélasig -20°C-on taroltam.

3.2.3. SDS-PAGE

A fehérjek méret szerinti elkilonitésére leggyakrabban alkalmazott analitikai médszer az SDS-
poliakrilamid gélelektroforézis, munkam soran én is ezt az eljarast hasznaltam. A mintak
analiziséhez 1 mm vastagsagu 12,5% akrilamidot tartalmazd szeparald gélt, illetve 5%-0s

koncentral6 gélt ontdttem.

A gélmintak eldkészitése a kovetkezOképp zajlott: az analizdlandd mintabol 10 pl-t
0sszekevertem 10 ul 5% béta-merkaptoetanolt tartalmazo redukalé mintapufferrel, majd 95°C-
on 5 percig inkubaltam. Ezalatt zajlik az SDS-nek a fehérjék hidrofob részeihez valo kotédése,
ami segiti a letekeredésiiket, valamint egységes negativ toltés alakul ki a molekulak felszinén,

ami az elvélasztas alapjat képezi.

Az elektroforézishez hasznalt kddat desztillalt vizzel tizszeresére kihigitott 10xRUN pufferrel
toltottem fel, az elvalasztas 200 V-on zajlott 50 percen keresztil.

A mintakkal parhuzamosan molekulamarkert is felvittem a gélre (Precision Plus Protein™
All Blue Prestained Protein Standards #1610373, GE Amersham Low Molecular Weight
Calibration Kit #17044601), aminek a segitségével meg lehet becsulni a fehérjek

molekulatdmegét.

Az elektroforézis folyamatat kovetden a fehérjéket a kovetkezé6 modon vizualizaltam: a gélt
Coomassie-blue tartalmu oldatba aztattam 20 percre, majd 7%-0s ecetsav oldattal mostam ki a
nem kotodott festéket. A gélrdl végiil Bio-Rad Gel-Doc™ EZ Imager késziilékkel készitettem

képet.

Az SDS-PAGE soran felhasznélt oldatok 6sszetételét a 2. tablazat, a gél Osszeallitasahoz

hasznalt oldatok mennyiségét a 3. tablazat tartalmazza.
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A oldat B oldat C oldat Amper
e 1,5M Tris-HCI e 0,5M Tris-HCI e 30% akrilamid e 10% ammonium-
e 0,4% SDS e 0,4% SDS (29,1:0,9 aranyu perszulfat
e pH8,8 e pH6,8 akrilamid és
biszakrilamid)

Mintapuffer (190ml) 10XxRUN (1) R-festék (2 1) Temed
e 25ml 0,5M Tris-HCI | e 30,3 g Tris o 2 g (1%) Coomassie | e N,N,N’.N’-
e 50 ml glicerin e 144 g glicerin Brilliant Blue tetrametil-etilén-
e 40 ml (10 %) SDS e 100 ml (10%) SDS | e 200 ml (10%) diamin
e 4ml (0,5 %) e MQ viz ecetsav

brémfenolkék e pH 8,3 e 500 ml (25%)
e MQ viz izopropanol
* pH6,38 e MQ viz

2. tblazat: az SDS-PAGE analizishez hasznalt oldatok 0sszetétele.

Komponens | Szeparal6 gél (12,5%) Koncentralé gél (5%)
MQ viz 0,47 ml 1,17 ml

C oldat 2,33 ml 0,333 ml

A oldat 2,8 ml -

B oldat - 0,5 ml

Amper 40 pl 20 pl

Temed 7l 3l

3. tdblazat: az SDS-poliakrilamid gél 6sszeallitdsahoz hasznalt oldatok mennyisége.

3.2.4. Baktérium sejtek feltarasa

Az intracellularisan termel6dé fehérjék kinyerésének legelsd 1épése a sejtek feltarasa. Ehhez
munkam soran ultrahangot alkalmaztam, aminek hatasara a keletkez6 buborékok kavitacioja
roncsolja irreverzibilisen a sejtmembrant, igy a sejtek elpusztulnak és a benniik levd anyag az

Oket tartalmazo oldatba keril.

A sejtfeltarashoz Bandelin Sonoplus HD2070 késziiléket és MS73 szonikaldfejet hasznaltam.
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3.3. A fehérjetisztitds miiveletei

3.3.1. Kromatogréafia

A termelt fehérjét egymas utan kovetkezé gyors fehérjekromatogréfias (FPLC) lépésekkel
tisztitottam. Az FPLC megvalositasdhoz AKTA Pure™ és Bio-Rad NGC Chromatography
System késziilékeken dolgoztam, amelyek a kromatografia kozben specidlis detektor
segitségével folyamatosan regisztraljak a konduktivitast és 280 nm hulldmhosszon elnyelt

fényintenzitast.

3.3.1.1. Affinitaskromatografia: His-Trap IMAC rendszer
A His-tag-et, azaz egymas utan 6 hisztidin aminosavat tartalmazé fehérjék tisztitasanak az
egyik legelterjedtebb mddja az IMAC (immobilizalt fémion-affinitas kromatografia), amely a
hisztidin és a gyantahoz rogzitett kétértékti fémionok kolcsonhatasan alapul (8. bra). A kotédés

igen szelektiv és erds, igy nagy tisztasag elérhetd akdr ezzel az egyetlen kromatografias

Iépéssel.
R
li
/C:C} ﬁ;
N C——CH /
CH—CH = g £ o
\ Z&N O N/ f|)H Z
NH RO CH, _CH, ;
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8. bra: a rogzitett nikkel és a His-tag kozotti kdlcsonhatas.

Az altalam alkalmazott oszlopot (Cytiva HiTrap™ IMAC FF 1 ml #17092102) Ni?* fémionnal
hasznaltam. Az ellciét imidazollal valdsitottam meg, amely a szerkezeti hasonldsag miatt a
fémionért verseng a célfehéerjével, nagy koncentracio esetén pedig teljesen leszoritja azt. Kis
mennyiségben az ekvilibralo puffer, illetve maga a minta is tartalmazhat imidazolt, ez ugyanis

csokkenti az aspecifikus kotodések kialakulasat.

Ahhoz, hogy az oszlop minden tisztitaisnal a maximalis kapacitassal alljon rendelkezésre,
elokészitésként elvégeztem az oszlop regeneralasat, azaz eltavolitottam a Ni%* iont, majd Ujra

felvittem a gyantara. Ezt a folyamatot a gyarté altal javasolt protokoll alapjan végeztem el.
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Az oszlop haszndlati Utmutatdja és a fehérje tulajdonsagai alapjan a 4. tablazatban talalhato

puffereket hasznaltam a kromatografiahoz.

gp32-NiA: ekvilibralo

gp32-NiB: elucids

NiS: regenerald

Feltaré puffer

puffer puffer puffer

e 20 mM NaH,PO4 e 20 mM NaH,PO4 e 20 mM NaH,PO, | e 20 mM NaH,PQO,
e 300 mM NaCl e 300 MM NaCl e 500 mM NaCl e 300 mM NaCl

e 20 mM imidazol e 400 mM imidazol e 50 MM EDTA e pH7,4

e pH7,5 e pH75 e pH74

4. tablazat: az IMAC kromatografia soran alkalmazott pufferek dsszetétele.

A fentieknek megfeleléen allitottam Gssze a kromatografia 1épéseit, amelyek az 5. tablazat

talalhatok.

Oszlopregeneralas 1. gp32-NiA 5-10 oszloptérfogat
2. NiS 5-10 oszloptérfogat
3. gp32-NiA 5-10 oszloptérfogat
4. MQ 5-10 oszloptérfogat
5. 0,1 M NiSO, 5-10 oszloptérfogat
6. MQ 5-10 oszloptérfogat

Fehérjetisztitas 7. ekvilibralas gp32-NiA pufferrel
8. mintafelvitel
9. mosas gp32-NiA pufferrel
10. gradiens: 0-100%B 15 oszloptérfogat

5. tblazat: az IMAC kromatografia lépései.

A madszer kdvetkeztében a tisztitott fehérje tartalmaz egy His-tag-et, amely, mivel minddssze
hat aminosavbol all, az esetek legnagyobb részében nem zavarja a fehérje mikodését.

(https://cdn.cytivalifesciences.com/api/public/content/digi-11495-pdf)

3.3.1.2. Puffercsere gélsziiréssel
A méretkizardsos kromatografia G-25 gyantaval altalanos modszer egy adott minta
puffercseréjére, illetve a benne talalhatd nagy és kis molekulak hatékony elkiilonitésére. Azok
a molekulak, amelyek nagyobbak, mint a gyanta legnagyobb pérusmérete, nem tudnak bejutni
igy
(https://cdn.cytivalifesciences.com/api/public/content/digi-11639-pdf)

a porusokba, atesnek az oszlopon, és ezek eludlédnak leghamarabb.

Tarol6 puffernek azt valasztottam, amelyben tébb nagy forgalmazo cég is tarolja az altaluk
eléallitott T4 gp32 fehérjét (6. tdblazat elsé oszlopa). A glicerin hozzdadasa a kromatografia
utan célszeril, ezért a puffercseréhez kétszeres toménységii, és glicerint nem tartalmaz6 oldatot

készitettem (6. tAblazat masodik oszlopa).
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A puffercseréhez HiTrap™ 5 ml Desalting (Cytiva #17140801) oszlopot hasznaltam, és Bio-
Rad NGC Chromatography System késziiléken végeztem a miiveletet.

A kromatografia mencte jellemzéen a kovetkezd: az oszlop bemosasa a celpufferrel,
mintafelvitel, majd a célpufferrel mossuk a rendszert addig, amig az UV abszorbancia és a
konduktivitas is stabilizadlodik az eredeti allapotra. A mintat a kromatografia eldtt célszer
betdményiteni, hogy a puffercsere hatékonyan megtorténjen. A téményitést Sartorius

Vivaspin® #VSA005 20 ml-es toményitocellaban végeztem 4000g fordulatszamon.

Tarol6 puffer gp32 St2x puffer
e 20 mM Tris-HCI e 40mM Tris-HCI
e 100 mM NaCl e 200mM NaCl
e 0.5mMMDTT e IMMDTT
e 1MMEDTA e 2mM EDTA
e 50% glicerin e pH 8
e pH 38

6. tblazat: a gp32-t tarold végleges puffer és a puffercsere oldatanak dsszetevdi.
3.4. Meéresek a tisztitott fehérjével

3.4.1. DSF

A Differential Scanning Fluorometry (DSF) mddszer a fehérjék térszerkezetének valtozasat
vizsgalja a hdmérséklet fiiggvényében. A DSF el6készitése soran a fehérjeoldathoz hidrofob
festéket adunk, amely csendesitett formaban van jelen, azaz nem ad fluoreszcens jelet. A
homérséklet emelésével a fehérje letekeredik, igy a festékmolekula hozza tud kapcsolodni a

hidrofob részeihez. Ennek hatasara a fluoreszcencia-csendesités megsziinik, és detektalhato

Feltekert
fehérie

+

jelet kapunk (9. abra).

DSF

Hidrofob festék <
(SYPRO Orange)

| homerselet 4

9. abra: a DSF mechanizmusanak sematikus abraja. Forras:
https://cmi.hms.harvard.edu/differential-scanning-fluorimetry
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A dolgozatomhoz kapcsolédd DSF kisérletekhez a SYPRO™ OQOrange (Invitrogen #S6650)
festéket hasznaltam.

“ sz

Kivant pufferben, majd hozzdadtam a fluoreszcens festéket. Kimértem az elegyet 4titude
FrameStar 96-lyuki PCR-plate-re, amit Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System
készlilékbe helyeztem. A készulék 10-90°C kozott 0,5°C-onként emelte a hémérsékletet és

detektalta a fluoreszcens jelet.

A kirajzolodo olvadasi gorbét vizualisan értékeltem Ki.

3.4.2. Hot-Start PCR

A, Hot-Start” kisérleteket egy olyan PCR-esszével végeztem, amelyben a primerek
rendelkeznek komplementer szakasszal, igy egymashoz is képesek hibridizalni. Mivel a
folyamat kis mértékben alacsonyabb hdmeérsékleten is zajlik, ezért a PCR felfiitése alatt
elkezd6d6 reakciok miatt nem csak specifikus termék, hanem primer-dimerek is keletkeznek.
Ha a reakcidelegy Osszeallitasakor szobahOmérsékleten a Taq DNS-polimerazt vagy a
primereket blokkoljuk olyan modon, hogy ez a hatas a primerek olvadasi hémérséklete
kornyékén megsziinjon, akkor az els6 denaturdlodas utan kezdddik el az amplifikacio, és csak

a kivant termék keletkezik.

A gp32-vel kiegészitett minta mellett minden esetben dsszeéllitottam egy negativ kontrollt is,

illetve pozitiv kontrollként elvégeztem a PCR-t HS-antitest hozzaadasaval.

A Kkisérlet a kovetkezoképp zajlott: el6szor a tarold pufferrel kihigitottam a 10 mg/ml-es gp32-t
a kivant mértékben, majd a 7. tablazatban talalhaté reakcidmixeket allitottam dssze.

Osszetevo Mennyiség
MSOPO012 2x puffer (PCRBIO #MSOP012) 128 pl

Taq polimerdz (PCRBIO #PB004618-052-1) 12,8 pl
Forward primer (100 pM) 6,4 ul
Reverz primer (100 puM) 6,4 ul
Nukledazmentes viz 17,92 ul

7. tablazat: a ,,Hot-Start” kisérletekhez tartozo reakciomix 0sszetétele.
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A pozitiv kontrollhoz 6,4 pl 250 ng/ul-es HS antitestet (PCRBIO #P0064-0411F) és 14,1 ul
nukledzmentes vizet adtam hozza, a vizsgalt mintakhoz pedig a higitott gp32-b6l 20,5 pl-t.

Ahhoz, hogy a HS antitest hozza tudjon kapcsolédni a Taq polimerazhoz, 37°C-on inkubaltam
a reakciomixet 30 percen keresztil, ezalatt kihigitottam a templatot: 10-, 100-, 2500-, és 10000-
szeres higitasokat készitettem a kiindulasi CDNS-b6l.

Egy PCR plate-re kimértem a higitott cDNS-bdl 12-12 pl-t, majd a 30 perc letelte utan
hozzaadtam 36-36 ul-t az inkubalt mixekb6l. Minden reakcidelegyb6l 2-2 pérhuzamost
készitettem: 20-20 pl-eket mértem szét a PCR plate-en. A PCR hémérsékletprogramjat a

8. tablazat tartalmazza.

A PCR-t kovetben 65 és 95°C kozott olvadasi gorbét vettem fel 0,5°C-onként. A PCR-t 4titude
FrameStar 96-lyuki plate-en végeztem Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System

készllékkel.
Kezdeti denaturalas 95°C 2min
Denaturalas 95°C 10s
. 35 ciklus
Primer tapadas + lanchosszabbitas 60°C 15s
Olvadasi gorbe 65-95°C, 0,5°C-onként

8. tablazat: a ,,Hot-Start” PCR homérsékletprogramja.

A mérést vizualisan értékeltem ki: a minta és a kontroll olvadasi gorbéit hasonlitottam &ssze
annak az ismeretében, hogy a specifikus termék olvadasi hOmérséklete ~84°C, a primer-
dimereké pedig ~74°C. A cDNS higitas hatasara a termékképzodés a primer-dimerek iranyaba
tolddik el. Amennyiben sikeres a ,,Hot-Start” reakcid, akkor a leghigabb ¢cDNS koncentracid

esetében sem képzodnek primer-dimerek.

3.4.3. RT-PCR

RT-PCR modellkisérleteket a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™
#K1621) segitségével vegeztem, amely tartalmaz minden olyan komponenst, amely a reverz
transzkripciéhoz sziikséges. A kitnek része tovabba egy kontroll RNS és hozza tartozo
specifikus GADPH PCR-primerek is, amely alapjan végig lehet kdvetni a teljes cDNS szintézis

folyamatot.
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Munkam soran a kontroll RNS-t és a primereket hasznaltam fel ahhoz, hogy megvizsgaljam,
milyen hatassal van a GADPH génszakasz amplifikaciojara, ha gp32-t adok az RT-PCR

reakciémixhez.

A kisérlet a kovetkezoképp zajlott: az RNS-bdl higitasi sort készitettem: 10-, 100-, 1000- és
10000-szeres higitasokat. A reakciomixeket a kit protokollja alapjan allitottam 6ssze, a 9.

tablazat szerinti mennyisegekkel.

14-14 ul-enként szétmértem a reakciomixeket a PCR plate-re, majd mindegyikhez hozzaadtam
6 ul kihigitott gp32-t, a kontrollhoz pedig ugyanennyi nukleazmentes vizet. A plate-et Bio-Rad
CFX96 Real-Time PCR Detection System készulékben 42°C-on inkubaltam 60 percig, majd

5 perces 70°C-on tartassal allitottam le a reakciot.

Osszetevo Mennyiség
higitott kontroll RNS 2 ul
oligod(T)1s primer 1 ul
5x reaction buffer 4l
RiboLock RI 1 ul
10mM dNTP Mix 2ul
RevertAid RT 1 ul
nukledzmentes viz 3ul

9. tAblazat: a reverz transzkripcio reakciomixének dsszetétele

Kdzvetlenil ezutan a PCR Iépéshez a reverz transzkripcids elegyet hasznaltam templatnak.
Ebbol 5-5 pl-t kihigitottam 2000-szeresére, majd a PCR-hez a 10. tablazatban talalhatd

reakciémixet allitottam Ossze.

Komponens Mennyiség
SYBR 2x Mastermix (PCRBIO #PB20.11-50) 41 ul
Forward GADPH primer 2,5l
Reverz GADPH primer 2,5l
Nukledzmentes viz 30 ul

10. tablazat: a cDNS szintézis PCR Iépéséhez tartoz6 reakcidmix dsszetétele.

A mixet 72 pl-enként mertem szét a PCR-plate-en, majd hozzaadtam 6,5 pl 2000-szeresére
higitott cDNS-t. Parhuzamoskent az adott lyukbol harom egymas alatti helyre 25-25 pl-eket

mértem szét, majd a 11. tablazat szerinti hémérsékletprogram alapjan zajlott a reakcio.
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Kezdeti denaturalas 94°C 3min

Denaturalas 94°C 30s
Primer tapadas 58°C 30s 35 ciklus
Lanchosszabbitas 72°C 45s

11. tablazat: az RT-PCR hémérsékletprogramja

3.4.4. LAMP reakci6

A LAMP kisérleteket M13mp18 ssDNS templéatra tervezett esszével végeztem: hat specifikus
primert (FIP, BIP, F3, B3, LoopF, LoopB) és Bst exo(-) DNS-polimerazt (Targetex #Bst2023/1)
hasznaltam a reakcidhoz, amely 65°C-on zajlott. Az izoterm amplifikaciot 4titude FrameStar

96-lyuku plate-en végeztem Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System késziilékkel.

A mérés elbkésziileteként nukleazmentes MQ vizben kihigitottam a 250 ng/pl-es M13mp18
sSDNS templatot (NEB #N4040S) 1000-szeres mértékben. Elkészitettem a 10 x primer mixet:
a FIP és BIP primereket 16 uM, az F3 és B3 primereket 2 M, a LoopF és LoopB primereket
4 uM koncentracioban tartalmazta a mix.

Kihigitottam a Bst exo(-) DNS polimeraz enzimet 0,05 mg/ml koncentracidjira, a gp32-t
higitatlanul, 10 mg/ml-es koncentraciéban adtam a reakcioelegyhez. Ezutan allitottam §ssze a
mastermixet, amelynek dsszetételét a 12. tablazat tartalmazza.

Komponens Mennyiség
10x IsoFast A buffer (PCRBIO #PB80.11) 2,5 pl

5x IsoFast B buffer (PCRBIO #PB80.11) 5ul

20x Fluorescent dye (PCRBIO #PB80.11) 1,25 pul

10x Primer mix 2,5 ul
Higitott templat M13mp18ssDNS 5ul

10 mg/ml T4 gp32 0,375-3,75 pl
Nukleazmentes MQ viz 4-7,375 ul
Higitott Bst polimeraz 1l

12. tablazat: a LAMP mastermix dsszetétele.

Kimértem a plate-re a reakcioelegyeket, harom-harom parhuzamost mértem szét mindegyik
mérési elegybol. Ezutan 65°C-ra helyeztem a plate-et, és 15 méasodpercenkenti fluoreszcens
jeldetektalassal monitoroztam az amplifikaciot. A kiértékelést vizualisan, illetve a Ct értékek

0sszehasonlitasaval végeztem.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. T4 gp32 — DNS munkak

4.1.1. Tervezés

A szintetikus bioldgia koradban az expresszios vektorok eldallitasa nem cDNS konyvtarbol vald
klonozassal torténik, hanem a kivant fehérje aminosavszekvencijanak ismeretében meg tudjuk
tervezni az azt kddol6 DNS-t, optimalizalva a valasztott gazdasejt kodonpreferencidjanak

megfeleloen. Ezt a DNS-szekvenciat pedig szintetikusan el6 Iehet allitani.

A T4 gp32 fehérje aminosavsorrendjéhez forrasként az uniprot honlapjat hasznaltam

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P03695/entry). A késdbbiekben megtermelt fehérjét
Ni/NTA affinitiskromatografidval terveztem tisztitani, igy az aminosavszekvenciahoz

hozzaillesztettem egy hat hisztidinbdl 4ll6 taget, amivel az emlitett 1épés kivitelezhetd.

Ezutan tobb forditast is készitettem aminosavrol DNS-re az Integrated DNA Technologies

kodonoptimalizald eszkozével (hitps://eu.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool),

amik koziil kivalasztottam a megfelelot. A kivalasztdsban szerepet jatszd tényezok a
kovetkezOk voltak: egyrészt ne tartalmazzon olyan hasitohelyet a szekvencian beliil, amelyet a

DNS-munkak sordn hasznalni kivantam, masrészt a http://rna.tbi.univie.ac.at/ oldal &ltal

eldrejelzett 4atirodott RNS szerkezet a legkevésbé képezzen Onmagaval masodlagos

struktdrakat, amelyek a transzlaciot gatoljék.

Végul az igy kapott His-taget visel6 szekvencia elejére illesztettem az Ndel és a BamHI
hasitohelyeket, a Notl felismerési szekvenciajat pedig a végére (10. abra). A pET24-b vektorba
az Ndel-Notl, a pPAL8 vektorba pedig a BamHI-Notl enzimek hasitohelyei kdzé terveztem
beilleszteni a gp32 szekvenciajat.

+Ndel, BamHI Il 17
+Notl

N N EN

LTI COCCCCTOTrrrer T e

kodonoptimalizdlas +His-tag [T

DNS-szekvencia
hasftéhelyekkel

DNS-szekvencia a kész DNS-szekvencia

aminosavszekvencia

10. &bra: a gp32 szintetikus gén megtervezése. Az 4bréat a BioRender online szoftver segitségével
szerkesztettem.
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4.1.2. Molekularis klénozés

A szintetikus gént a ThermoFischer Scientific cégtdl rendeltem meg, ami a pMA-RQ vektorba
épitve érkezett meg. Ezt elGszor feloldottam nukleazmentes vizben, majd a két kilon
konstrukcionak megfeleléen megemésztettem az inszert DNS-t, és elvalasztottam 1% agaro6z
gélen. Kivagtam a 930 bazispar méretnél talalhaté fragmentumot, majd a gélb6l izolaltam a
DNS-t.

Ugyanezt elvégeztem a vektorokkal, a pET24-b esetében az 5,2 kb méretii, a pPALS esetében
pedig az 5,9 kb méretti DNS-darabot vagtam ki és izolaltam a gélbél (11. abra).

1. pET24-b (Ndel-Notl

1 2 3 4 5 emésztett)
2. pMA-RQ-gp32 (Ndel-Notl
emésztett)

3. 1kb DNA standard
e’ 'E 4. pPALS8 (BamHI-Notl
i ‘ emésztett)

5. pMA-RQ-gp32 (BamHI-
- Notl emésztett)

11. &bra: 1% agaro6z gélen elvalasztva az emésztett pET24-b és pPALS8 vektorok, valamint szintén
emésztve a pMA-RQ vektorban talalhaté szintetikus gp32 gén. Bekeretezve lathatok azok a DNS-
fragmentumok, amelyeket izolaltam a gélbdl.

Az izolalt DNS-eket 1:5 vektor:inszert molaris aranyban T4 DNS ligaz segitségével
oOsszeillesztettem, kulon a pET24-b, és kilon a pPALB8-as konstrukciokat. A rekombinans
klonok izolalasa érdekében a ligaitumokat transzformaltam E. coli TOP10 kompetens sejtekbe.
A transzformaciot hdsokkal végeztem, majd szelekcio céljabol a pET24-b-gp32-vel
transzformalt sejteket kanamicines, a pPAL8-gp32-sejteket pedig ampicillines téptalajra
szélesztettem. Masnap mindkét konstrukcio 4-4 telepérél inditottam 5 ml kultarat, amelybdl
plazmidot izolaltam. A rekombindns Klonok ellendrzése céljabdl az izolalt plazmidokat
megemésztettem a megfeleld restrikcidos endonukleazokkal: a pET24-b-gp32-t Ndel és Notl
enzimekkel, a pPAL8-gp32-t pedig BamHI és Notl enzimekkel. 1% agar6z gélen
elvalasztottam az emésztési elegyeket, és a szamitott méreti DNS-darabnak megfeleld
helyeken jelentek meg a savok, megerdsitve, hogy sikeres volt a rekombinans plazmid DNS-ek

elkészitése (12. abra).
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DNS standard

PET24-b-gp32 #3/1
pPET24-b-gp32 #3/2
PET24-b-gp32 #5/1
pPET24-b-gp32 #5/2
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10. DNS standard

11. pPALS8-gp32 #3/1
12. pPALB-gp32 #3/2
13. pPAL8-gp32 #5/1
14. pPALS8-gp32 #5/2

16. -

9 10 1112 13 14 15 16
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12. dbra: a rekombindns konstrukciok ellendrzé emésztése elvalasztva 1% agaroz gélen. A felso
mintak tartoznak a pET24-b-gp32 konstrukciohoz, az alsék pedig a pPAL8-gp32 konstrukcidhoz. A
kihasitott gp32 rész 0,9kb magassagaban lathato, a vektor pET24-b és pPALS8 pedig 5,2 és 5,9 kb
magassagaban, ami megfelel a vart értéknek.

A molekuléris klonozas helyességét DNS szekvendlassal is ellenériztem: mindkét konstrukcid
egy-egy mintaja a Biomi Kft munkatarsai altal kerlt szekvenalasra. A kapott szekvencia
tokéletesen illeszkedett a tervezetthez, igy tovabbi munkékra alkalmasnak bizonyult a minta. A

két konstrukcid vektortérképét a 13. &bra tartalmazza.
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Pf1MI, Pfol, EcoNI, Sphl Sgral
BstAPI BglII,Xbal,BarI,NdeI,BamHI,Pcil
Tatl, Scal
Mlul

PpuMI
Bcll Sall
BsrDI oes HincII
Apal,NmeAIII, +1 Olad promoter Ajul,BstBI
PspOML 77 propg BstBI
. lac o Ten
BsrDI [ res 3z, Bgll,Sacll
BssHII AhdI, Acul
EcoRV EagI,NotI
Hpal % PaeR7I,+3
HincII Blpl
e Styl
BsaXI o Jﬁ BspEI
%
2%
-
+1 % +2
pET24b-gp32 E +1
= Alol
6176 bp g Psil
Bgll
+3
XmnI
Bpulel
BspEI PFIMI
Nsil

Ajul,Bpulel
AsiSI,Pvul,+1
- EcoNI

— = BsmI
Pfol

XmnI

TspMI, Xmal, Smal, +1
BstZ171,BsaAl, Pf1FI, +1 BspDI, Clal
BspQI, SapI, Tatl Nrul
Pcil
BssSI,BssSal Acul
ALwNI
Pfol,EcoNI,SphI,SgrAl,Bglll Xbal,BarI,Ndel,PstI,Sall,SgrDI,BspQl,Sapl,+4
BstAPI Pcil
Mlul Scal
Bell Sspl
BstEIL Sall
Apal
PspOMI Ajul
Apol BstBI
BstBI
BssHII Sacll
EcoRV AhdI,+2
Hpal Eagl,+1
BsmBIL,+1 Blpl
BsaXI BspEI
EcoRY
PshAI BspDI
Clal
Zral
pPal8-gp32 +1
Eagl Sspl
o 6807 bp
+2
BfuAl
- Scal
BsmL Pvul
Aval, +1
FspAI,Mscl Pstl
Bpulel
BspEl Bsal
AhdI
Esp3I
BsmBI
Pfol
DrdI ALwNI
Pcil,BstZ171,BsaAl,Pf1FI, Tth1lll

DrdI

13. bra: a pET24b-gp32 és a pPAL8-gp32 konstrukcio vektortérképe.
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4.1.3. Fehérjeexpresszio

A T4 gp32 olyan fehérje, amelyet nagy mennyiségben tud termelni egy megfert6zott E. coli
sejt, ezért akar olyan mertéket is elérhet az expresszio, hogy inklGzios testet képez a
felhalmozddott fehérje. Ezért két E. coli térzsbe transzformaltam mindkét konstrukciot: a BL21
DE3 tdrzsbe, illetve a SoluBL21-be, amely tartalmaz egy dajkafehérjét kodol6 DNS-szakaszt

is, ami a fehérjék feltekeredését katalizalja, eldsegitve ezaltal az oldhatd formaban maradast.

A transzformaciot hésokkal végeztem, majd antibiotikumos taptalajon szelektaltam a
transzformans telepeket. Négyféle expresszids rendszert készitettem: pET24-b-gp32 BL21
DE3 sejtekben, pET24-b-gp32 SoluBL21 sejtekben, illetve pPAL8-gp32 BL21 DE3 sejtekben,
és pPALS8-gp32 SoluBL21 sejtekben.

Abbdl a célbol, hogy eldontsem, a négy kozil melyik rendszer termeli legnagyobb
mennyiségben oldhaté formaban a T4 gp32 fehérjét, mind a négy variacioval végeztem
termelést a kovetkezOképp: steril fogpiszkaloval beoltottam 20-20 ml antibiotikumos LB-t, ezt
starterként overnight ndvesztettem 37°C-on, 200 rpm razatassal. Masnap a starterb6l 1-1 ml-t
hozzéadtam 100-100 ml szintén antibiotikumot tartalmaz6 LB-hez, amit ODeso=0,6-0,8 koz0tti
értékig ndvesztettem, ami az exponenciélis novekedés fazisanak felel meg (14. &bra). Ekkor
indukaltam a termelést: hozzaadtam a kultirakhoz 1-1ml 95 mg/ml IPTG oldatot, majd 20 éran

keresztiil 25°C-on zajlott a termelés.

Novekedési gorbe

1
ODsco /
0.9

/ y = 0,0268e0,0099x
R2=0,9749

0 100 200 300 400 500
Elteltidd (perc)

14. dbra: A pET24-b-gp32 plazmiddal transzformalt BL21 DE3 sejtek novekedési gorbéje.
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A 20 Ora letelte utdn 3,6 ml mintat vettem mindegyik kultdrabdl, 4000 g-n 5 percig
centrifugaltam, ledntdttem a fellldszot, majd 360 ml PBS-ben szuszpendaltam a sejteket.
Szonikaltam a sejtszuszpenziot, majd centrifugalas utan a feltluszot analizaltam 12,5% SDS-

gélen (15. abra).

A gp32 moléris tdmege 33,5 kDa, a His-taggel kiegeszitett konstrukciéé 34,6 kDa. Ennél a
méretnél a 15. dbra a 2-es szammal jelzett minta sdvjaban latszik jelentds mértékii
overexpresszio, ami a pET24-b-gp32 BL21 DE3-ban tortént termelésének felel meg. Azonos
méretnél a 3-as szamd mintéban is lathato sav, ez azonban keskenyebb, mint a 2-es mintaban.
A 4-es és az 5-0s minta esetén a célfehérje kozel 8 kDa-nal nagyobb, mivel a gp32 a profinity
tag-et is hordozza. Ennél a két mintanal nehéz beazonositani a fehérjét, mivel a kapott 43,3 kDa
méretnél mind a négy konstrukcid hasonld vastagsagu savot tartalmaz. A gélkép alapjan a BL21
DE3 sejtek pET24-b-gp32 transzformansa termelte a legtobb szolubilis fehérjét, innentdl ezzel
folytattam a tovabbi munkat.

1 am—cs. A 1. GE fehérje standard
99kDa e [ — > gfo-lr;?lféﬁ_?eﬁ'sufuszéjf -
66kDa W > ggmglig-lgp% szonikalt
45kDa 4. Lﬂﬂﬁ%z-gj&z DE3

szonikalt fellldszoja
5. pPAL8-gp32 SoluBL21

30kDa s szonikalt felilUszoja

20,1kDa

15. dbra: a gp32 termelése a négy expresszids rendszerben SDS gélelektroforézissel analizalva, ahol
piros kerettel a feltételezheto célfehérje van jelolve.
4.1.4. A fehérje tisztitasa

4.1.4.1. Affinitaskromatografia
A szintetikus gén tervezésekor egy His-tag-et illesztettem hozzé a T4 gp32 fehérje C-terminalis

végéhez, igy az elsO tisztitasi [épésnek az affinitaskromatografiat valasztottam.

A tisztitishoz eldre toltdtt 1 ml térfogatd oszlopot, és AKTA Pure FPLC kromatografot

hasznaltam.
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Mintael6készités: a termelést 20 Ora utan allitottam le, centrifugéltam a kultarat 4000 g-n
25 percig, majd a sejteket felszuszpendaltam feltaro pufferben. A sejtfeltarast szonikalassal
végeztem: 4 x 30 masodpercig 70% intenzitassal, 6 x cycle beéllitdssal, mikdzben a mintat

jégen tartottam.

Ezutdn centrifugédltam a szonikalt sejtszuszpenzidt 13000 g-n 35 percig, és a felliliszot
0,45 um-es celluloz acetat filteren keresztiil leszirtem. Sztrés utan 1/100 térfogatrész 1 M

imidazolt adtam a mintahoz, majd leellendriztem a pH-jat.

A kromatografiat az Anyagok és modszerek bekezdésben leirtak alapjan végeztem.
Regeneraltam az oszlopot, majd az ekvilibralast kovetéen felvittem a mintat, és B puffer
gradienssel eludltam a fehérjét. A gradiens alatt frakciokat szedtem, amelyekbdl gélmintakat
készitettem, és elvalasztottam 12,5% SDS gélen. A kromatogramot és a hozza tartoz6 gélképet

a 16. dbra tartalmazza.
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2: Felvitt minta
3: Atesd frakcid
4-14: az abszorbancia-

csucshoz tartozé
frakciok
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:
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16. abra: a T4 gp32 fehérje IMAC affinitdskromatogréfigja. Fent lathat6 a teljes kromatogram, , alul
pedig a cslcshoz tartozd mintak 12,5% SDS gélen analizalva..
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4.1.4.2. Mixed mode kromatografia
Az affinitdskromatografiahoz tartoz6 gél alapjan elmondhato, hogy a szennyez6k legnagyobb
részét el lehet tavolitani ezzel az egyetlen 1épéssel, a kello tisztasag elérése érdekében azonban
tovabbi tisztitasra van szlkség. Kovetkezé 1épésként egy mixed-mode kromatogréfiat
alkalmaztam. Mivel ez a tisztitasi modszer tizleti titoknak mindsiil, ezért a pontos paramétereit

ez a dolgozat nem tartalmazza.

A kromatogramot és a hozza tartozé gélképet a 17. abra tartalmazza. A gél regeneralo
frakcidhoz tartozd savjaban latszik, hogy a felvitt minta f6 szennyez6it6l sikeresen

megtisztitottam a fehérjét.

20230207 gp32 CHT
A1 Ne2-A3 B/1-8/5 B/6-8/11 B/12-8/17  B/18-B/23 B/24-B/29 B/30-B/35 B/36-B/41 B/42-B/47 B/48-B.. M

- 200

80

160

- 10

12

(un/5u) KuaRonpuo)

0 a 100 120 140 160 180 200 20 20 260 280 300 20 e 360 380 400 420 a0 260
Volume (mi) >

12 3 45 678 9 10111213 1415 16 17 18 19 2021 22 23 24 2526 27 28 1: felvitt minta

2: atesd frakcid

w 3: protein standard
™ ¥ 4-27: az abszorbancia-
» - R e cstcs frakcidi
- 28: protein standard

]

17. dbra: a T4 gp32 tisztitdsa mixed-mode kromatogrdfiaval. A felsé képen a tisztitas kromatogramja,
az alson pedig a hozza tartozé gél képe lathatd.
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4.1.4.3. Puffercsere gélsziiréssel
Azért, hogy a gp32 fehérje megfeleld koriilmények kozott és kisérletekre alkalmas forméaban

legyen tarolva, egy puffercserélési Iépésre volt még sziikség.

Mintael6készités gyanant Osszeontottem a T4 gp32-t tartalmazo frakciokat a mixed-mode
kromatogréfia utan, és 10 kDa-0s toményitécellaban annyira koncentraltam be a mintat, hogy
a térfogata 1 ml ala csokkent. Az oszlopot ekvilibraltam gp32 St2x pufferrel, majd felvittem a
mintat. Mostam szintén gp32 St2x pufferrel, ami alatt frakcidkat szedtem. A puffercsere
kromatogramjat a 18. &bra tartalmazza. Az oszloprol lejott fehérjét betoményitettem a
mintaelOkészitéshez hasonl6 mdédon 20 mg/ml koncentrécidjura, majd a térfogataval pontosan

s

taroltam -20°C-on a fehérjét.

Volume (mi) >

18. &bra: a T4 gp32 puffercseréjének kromatogramja, és a tovabbi mérésekhez hasznalt fehérjéhez
tartozo6 abszorbanciacsucs.

A fehérje tisztasagat analitikai modszerekkel ellendriztem. Megallapitottam, hogy DNaz-,
RNaz- és DNS-tartalma hatarérték alatt van, tisztasaga megfelelé (a mérési fajlok nincsenek

feltlintetve).
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4.2. Kiseérletek a tisztitott fehérjével

4.2.1. DSF

A gp32 jellemzésére hodenaturacios kisérleteket (DSF-et) végeztem a fehérjével kiillonbozo
korulmények kozott. A gp32 hostabilitasat a kovetkez6 pufferekben vizsgéltam:

e MSOP012 (PCRBIO #MSOP012): a PCR reakciokhoz hasznélt puffer
e 5 x Reaction Buffer (ThermoScientific™ #K1621): az RT-PCR reakciok puffere
e IsoFast™ Buffer (PCRBIO #PB80.11): LAMP kisérletek puffere

Az els6 mérés alapjan azt allapitottam meg, hogy az MSOP012 pufferben 52,5°C a gp32

olvadasi hdmérséklete (19. abra)

Melt Peak
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19. dbra: a gp32 olvadasi gérbéje MSOPO012 pufferben. A harom vonal harom parhuzamos mérést
jelent.

A DSF mérést olyan médon is elvégeztem, hogy egy 31 bazis hosszUsagu egyes szali DNS-t
adtam a reakcidelegyhez 3 és 10 uM-os mennyiségben, pufferként az MSOP012-t hasznalva.
A hozzaadott oligonukleotid hatasara az olvadasi pontok magasabb hdmérséklet felé tolodnak
(20. abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a gp32 és az ssSDNS kozotti kdlcsonhatas
stabilizalja a fehérjét. Hasonlo eredményt publikaltak Rupesh és munkatarsai (2014), akik
herpesz szimplex virus egyes szali DNS-koté fehérjéjének stabilitasat vizsgaltak
oligonukleotid hozzdadasaval szintén hodenaturacios modszerrel. Kutatasukban arra az
eredményre jutottak, hogy az oligonukleotid hosszusadga és koncentracidja egyarant

befolyasolja a vizsgalt fehérje olvadasi homérsékletét (Rupesh et al., 2015)
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300
200
100

-100
-200
-300
-400

-d(RFU)/dT

-500
-600

10

20

30

40

50 60
Temperature, Celsius

20. &bra: MSOPO012 pufferben a T4 gp32 gorbéi kiilonbozé mennyiségii hozzdadott 31 bdzisos egyes
szall oligonukleotid mellett. Sziirke vonal: csak a tarol6 puffer (hattér); piros: csak az oligonukleotid;
halvanylila: T4 gp32 énmagdban, kozepes lila: 3uM koncentrdacioban hozzaadott oligonukleotid;
sotétlila: 10uM koncentracioban hozzdadott oligonukleotid.

A reverz transzkripciés PCR-hez alkalmazandé 5 x Reaction Bufferben a gp32 olvadési

hémérséklete 51,5-52°C kozott van (21. abra). A reakciot a Kit protokollja alapjan 42°C-on

terveztem elvégezni, ez 6sszhangban van azzal is, hogy a DSF alapjan ezen a hdmérsékleten az

5 x Reaction Bufferben a gp32 még teljesen feltekeredett formaban van jelen, illetve azzal is,

hogy korabbi Kkisérletek soran is pontosan ezen a hémérsékleten zajld reverz transzkripcid

hatékonysagan javitott a hozzaadott gp32 (Chandler et al., 1998).
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21. abra: a gp32 olvadasi gorbéje az RT-hez hasznélatos 5 x Reaction Bufferben. A harom vonal
h&rom parhuzamos mérést jelol.
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A LAMP kisérlethez tartozd IsoFastA+B puffer ,,A” komponense tartalmaz olyan Gsszetevot,
amely miatt nem értelmezhet6 a kapott gorbe (az abra nincs feltiintetve), a B pufferben viszont
50°C-os olvadasi hdmérsékletet mértem (22. abra). Mivel a LAMP reakcio 65°C-on zajlik, ezért
a folyamat k6zben a gp32 feltételezhetéen nincs hatassal az amplifikaciora. Hozzaadasanak a
reakcidelegy 0sszemérése elétt lehet szerepe, amennyiben a primerekkel vagy az egyes szalu

DNS templattal vald el6zetes kolcsonhatasa jelent6s az amplifikacio szempontjabol.
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22. abra: a gp32 olvadasi gorbéje IsoFast B pufferben. A harom vonal harom parhuzamos
mérésnek felel meg.

4.2.2. , Hot-Start” PCR

A ,,Hot-Start” kisérletek arra irAnyultak, hogy a tisztitott gp32 fehérje betdlti-e azt a funkciot,
hogy alacsonyabb homérsékleten megkoti a primereket, a PCR reakci6 elinditasakor torténd

fités sordn viszont elengedi azokat.

Harom kiilonb6z6 koncentracioban adtam hozza a fehérjét a mintdkhoz: 1,5 ug, 3 pg, illetve

8 nug mennyiségben tartalmaztak az egyes 20 pl térfogath reakciok gp32-t.

A minta mellett pozitiv kontroll gyanant elvégeztem az antitesttel torténd ,,Hot-Start” PCR-t is
(23. abra), a negativ kontroll pedig nem tartalmazott se antitestet, se gp32-t (24. abra). A negativ
kontroll gorbéi a templatkoncentracio csokkenésével a primer-dimerek képzddése iranyaba
tolddik el, a cDNS-re nézve leghigabb mintaban specifikus termék nem keletkezik. A pozitiv
kontroll abrajan pedig az latszik, hogy a kiindulasi templatkoncentraciotél flggetlenil csak a

specifikus termék képzddik.
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23. abra: a HS antitesttel végzett pozitiv kontroll amplifikacids és olvadasi gorbéi. Az egyre
sotétebb sdarga szinii vonalak egyre toményebb cDNS templatkoncentraciot jeldlnek.
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24. dbra: a negativ kontroll amplifikacios és olvadasi gorbéi. Az egyre sotétebb sziirke vonalak
egyre toményebb kiindulasi cDNS templatkoncentraciét jelolnek.

Az 1,5 pg gp32-t tartalmazd kisérlet azt eredményezte, hogy az olvadasi gorbék nagyon hasonld
mintazatot mutatnak, mint a negativ kontroll (25. abra). Az azonos cDNS koncentraciéhoz

tartoz6 gorbéket megvizsgalva lathatd, hogy nagyon kicsi hatdsa van az 1,5 ug mennyiségben
hozzéadott gp32-nek (26. &bra).
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25. dbra: az 1,5 ug gp32-es minta amplifikacios és olvadasi gorbéi, ahol az egyre sotétebb kék
vonalak egyre névekvé cDNS templatkoncentraciohoz tartoznak.
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26. dbra: az 1,5 ug gp32-t tartalmazé minta olvadasi gorbéi a negativ kontroll azonos cDNS-hez
tartozé mintaival egy(tt. Balra a leghigabb, 10000-szeres, jobbra pedig a 2500-szoros cDNS higitas
mintai vannak feltlintetve.

A 3 pg gp32-t tartalmazd minték olvadasi gorbéi viszont nagyon hasonlé mintazatot mutatnak,
mint amit az antitesttel végzett kontrollmérés eredményezett (27. abra), a legkisebb kiindulasi

templatkoncentraciénal lathatunk csak egy igen alacsony cstcsot a primer-dimerek olvadasi

hémérsékleténél.
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27. bra: a 3 ug gp32-t tartalmazé minta amplifikacios és olvadasi gorbéi, ahol az egyre sotétebb
lila vonalak az egyre toményebb cDNS koncentraciot jelzik. A leghalvanyabb vonal az NTC.

A reakcidnként 8 pg gp32-vel kiegészitett PCR gorbéi megegyeznek a pozitiv kontroll mintaza-

taval, primer-dimer cstcs nem lathato a legkisebb templatkoncentracional sem (28. abra).
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abra: a 8 ug gp32-t tartalmazd mintak gorbéi. Az egyre sotétebb rozsaszin vonalak az egyre

toményebb kiindulasi cDNS koncentraciot jelolik.
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A, Hot-Start” kisérleteim azonos mechanizmuson alapulnak, mint a Kubu altal fejlesztett
Hot-Start-IT® eljaras (Kubu, 2008a). Dolgozatomban azt mutattam be, hogy a T4 gp32
fehérjével is alkalmazhaté a modszer. Az esszé soran a szabadalomtol eltéré kiertékelési modot
alkalmaztam: a qPCR reakcio utan a specifikus termek és a primer-dimerek olvadasi gorbeéit
hasonlitottam Ossze, ebbdl tudtam kovetkeztetni a reakcid hatékonysagara, mig a szabadalom
agarOz gélelektroforézis modszerével értékeli ki a primer-dimerek és a specifikus termék

jelenlétét és aranyat.

A Kkisérletek alapjan a T4 gp32 fehérje sikeresen alkalmazhaté a primerek reverzibilis
megkotésere PCR reakcidk specifitasndveléseként.

4.2.3. Reverz transzkripcios PCR

Az elso kisérlet soran a kiindulasi RNS templatot 10- és 100-szoros higitasban alkalmaztam a
reakcidban, és azt vizsgaltam, hogy milyen kilénbség tapasztalhat6é a gp32-t nem tartalmazo,
és az 1,5 ug gp32 hozzéadasaval médositott esszé eredménye kozott. Az dbran az lathato, hogy
a 10-szeres RNS templat higitas esetén nincs kimutathatd kilonbség, a 100-szorosara higitott
RNS-sel végzett RT-PCR soran viszont hamarabb indul el a gp32-vel kiegészitett minta

amplifikacidja (29. abra).
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29. &bra: a gp32-vel kiegészitett és a negativ RT-PCR amplifikaicos gorbéi. Zold szin jeldli a
kontrollt, rézsaszin pedig a gp32-t tartalmazé mintakat. A sététebb arnyalat a téményebb kiindulasi
RNS koncentraciot jelzi.

Az ezt koveté RT-PCR reakciok soran tovabb csdkkentettem a kiindulasi RNS mennyiséget:
100-, 1000-, és 10000-szeresére higitottam a templatot. Ez esetben azt is vizsgaltam, hogy
amennyiben a hozzaadott gp32 mennyiségét 5-szordsere ndvelem, kimutathato-e tovabbi

javulas a folyamatban.
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A Kisérlet sorén azt tapasztaltam, hogy a megndvelt mennyiségii, 7,5 ug gp32 a reakciora nem
volt hatassal, a kontrollal egyszerre indult el az amplifikacio. 1,5 pg gp32 hozzaadasahoz pedig
az el6z6 kisérlethez hasonlo eredmény kapcsolhat6: az amplifikacié egyértelmiien, de igen kis
mértékben kezdédik hamarabb, mint a kontroll esetében (30. abra).
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30. dbra: a két kiilonboz6 mennyiségii gp32-vel kiegészitett és a negativ RT-PCR amplifikacios
gorbéi nagyobb mértékii templathigitas esetén. Zold szin jeloli a kontrollt, rozsaszin az 1,5 pg
gp32-t tartalmazd mintdkat (felsé abra), kék pedig a 7,5 ug gp32-t tartalmazé mintakat (als6 abra).
A sotétebb arnyalat a téményebb kiindulasi RNS koncentraciot jelzi.

Az, hogy a gp32 hozzéadasa az RT-PCR reverz transzkripcios 1épéséhez javitja a reakcid
érzékenysegét és kihozatalat, mar tobbek altal felismert jelenség. A korabbi kutatdsok a PCR
termék agaroz gélen vald analizalasaval allapitottdk meg ezt a tényt (Boylan et al., 2001;
Chandler et al., 1998; Villalva, 2001), munkam soran qPCR reakciok amplifikacids gorbéinek

0sszehasonlitasaval tudtam az eredményeiket megerdsiteni.

Azzal szemben, hogy a fent emlitett kutatasok jelentés hatast kapcsoltak a hozzaadott gp32

fehérjéhez, munkam soréan igen enyhe valtozést tapasztaltam a kontrollhoz képest. Erdemes
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lehet alacsonyabb kiindulasi templatkoncentracié alkalmazasaval is elvégezni a kisérleteket,
annak megallapitasa érdekében, hogy a kimutatasi hatar kdrnyékén tapasztalhato-e jelent6sebb
hatas. A jelen kétlépéses RT-qPCR kisérletekhez képest tovabba a gp32 egylépéses RT-qPCR

reakciokra gyakorolt hatdsat is érdemes egy kovetkezo kutatas soran megvizsgalni.

4.2.4. LAMP reakci6

A DSF mérésnek megfeleléen a LAMP reakcidkkal kapcsolatban azt feltételeztem, hogy a gp32
nem fogja befolyasolni a folyamatot 65°C-on, ahol az amplifikacio zajlik. A reakcioelegy
0sszemérésekor, illetve a 65°C-ra valo felftités alatt azonban lehetséges, hogy van szerepe a

hozzéadott SSB fehérjének, ugyanis a hat primer és maga a templat is egyes szalu DNS.

A reakciohoz hét kiilonb6z6 mennyiségben adtam hozza a gp32-t: 0,1, 0,2 0,4, 0,6, 0,8, 1, és
1,2 upg/ml végkoncentracidban tartalmaztak a reakciémixek a fehérjét. A fentiekkel
parhuzamosan kontrollként elvégeztem a kisérletet ugy is, hogy nem adtam hozza a
reakcidelegyhez gp32-t.

A Kiseérlet soran azt tapasztaltam, hogy egy bizonyos koncentraciéértékig a hozzaadott gp32
mennyiség novelése elére hozza az amplifikécidt. A leger6sebb hatast a 0,8 pg/ml-es gp32

koncentracional tapasztaltam, ezt és a kontrollt jellemzé gorbéket mutatja be a 31. dbra.
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31. &bra: a LAMP reakcié amplifikacios gorbéi. A szirke a kontroll, a rézsaszin pedig a 0,8 pg/ml
gp32-t tartalmazé mintahoz tartozik.
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A LAMP reakci6 és a gp32 koncentracid kozotti kapcsolat jellemzésére a cycle threshold (Ct,
detektalasi ciklus-kiiszobérték) értéket hasznaltam. A Ct azt mutatja meg, hogy mennyi az a
ciklusszam, aminél az amplifikdcio egyértelmii jelet ad, minél kisebb ez az érték, annal
hamarabb kezd6dott el a reakcid. A 32. dbra a gp32 koncentracié fliggvényeben abrazoltam a

hozzajuk tartozo Ct értéket.
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32. &bra: Ct ertékek a hozzajuk tartoz6 gp32 koncentracid fliggvényeben. Az egyes pontok a harom
parhuzamos mérés atlagat jelenitik meg.
A Ct-koncentracio 6sszefuggés szerint 0,8 pg/ml koncentracio kornyékén van az optimalis
gp32-koncentrécid az adott kisérleti kdrilmények mellett. Ennél nagyobb mennyiség esetén
fellép egy gatldé mechanizmus. Juma és munkatirsai RPA-val kapcsolatban hasonld
Osszefliggest talaltak a hozzaadott gp32 és a reakcid hatékonysaga kozott. Tanulmanyukban
igen sziik tartomanyban mutatkozott a gp32-koncentracio optimalisnak, ez az RPA esetében
kulcsfontossagt, mivel a gp32 a miikodési mechanizmusahoz tartozik a folyamatnak (Juma et
al.,, 2021). LAMP reakciok esetében a gp32-vel valo hatékonysagnovelés akkor lehet
jelentés, amennyiben még gyorsabb amplifikaciot vagy alacsonyabb kimutatasi hatart tud

eredményezni. Ennek feltérképezéséhez tovabbi kutatasra van sziikség.
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5. Osszefoglalas

A kiilonb6zé nukleinsav-amplifikacios technikak alapvetd eszkozei napjaink molekuléris
bioldgidjanak. A mddszer fejlesztése folyamatosan zajlik: Gijabb és ujabb megkozelitésekrol
keletkeznek publikaciok, hogy milyen médon tegyék érzékenyebbé, szelektivebbé, gyorsabba
és egyszeriibbé a folyamatokat. Dolgozatomban kiilonb6zé tipust amplifikacids reakciok
hatékonysaganak novelését tiztem ki célul a T4 gp32 egyes szalu DNS-koté fehérje

alkalmazasaval.

A gp32 elballitasahoz eldszor génszinten terveztem meg a fehérjét, majd a szintetikus gént
expresszids vektorba klonoztam, és rekombinans E. coli sejtekkel termeltem meg. Az eléallitott

gp32-t a megfeleld tisztasag elérése érdekében kromatografias eljarassal tisztitottam.

A tisztitott gp32 héstabilitasat DSF méréssel jellemeztem. Megallapitottam, hogy a fehérje
kiilonb6z6 pufferekben eltér6 homérsékleten denaturalodik, illetve hogy egyes szald

oligonukleotid hozzaadasaval n6 a héstabilitasa.

Ezen mérési informaciok alapjan végeztem el a ,,Hot-Start” PCR kisérleteket, amelyek az
ismert, Tag-polimerazt blokkol6 antitesten alapulé mechanizmus helyett egy maésik
megkozelitésben zajlottak: a reakcid 6sszemérése és felfiitése alatt a primereket kototte meg a
gp32. A PCR reakcid hémérsékletére felmelegitve a rendszert a gp32 fehérje denaturalodik, igy
a felszabadul6 primerek be tudtdk tolteni az eredeti funkcidjukat anélkil, hogy példaul
egymashoz hibridizalva aspecifikus termékeket hozzanak létre. Ez az eljaras sikeresnek

mutatkozott, és alternativ mechanizmusként alkalmazhat6 ,,Hot-Start” reakciok kivitelezésére.

Kétlépéses RT-PCR reakcidhoz is hozzaadtam gp32-t hatékonysagndvelés céljabél. Ebben az
esetben azt tapasztaltam, hogy hamarabb kezd6dott el az amplifikacio, ha gp32-t adtam hozzé

a reakciohoz.

A LAMP izotermalis amplifikacid esetében a hozzaadott gp32 akar 4 ciklussal is korabbi
amplifikacidt eredményezett, az adott kiserleti korilmények mellett ez az id6 egy percet

jelentett.

Osszességében a gp32-rél kisérleteim és az irodalmi adatok alapjan kimondhatd, hogy alkalmas
PCR reakciok hatékonysaganak novelésére, ehhez azonban jelentds mennyiségben kell

hozzaadni a reakciohoz, ami akadalyozhatja széleskorii elterjedését.
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A Hallgat6 Neptun kédja:  F 2. ¢ ™
A dolgozat cime: E%zgo: sradam DS - koks »‘#vblv\,a'ré& alloltmazdsa
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A megjelenés éve: 20D %

A konzulens tanszék neve:  Noichybotec hno logd o Touwszide
\J \J

Kijelentem, hogy az 4ltalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegti, sajat szellemi
alkotdsom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkdjdbol vettem at, egyértelmiien
megjeldltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant éllitottam, tudomasul veszem, hogy a Zé&révizsga-bizottsag
a zar6vizsgabol kizér és a zardvizsgat csak 11j dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését s nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az 4ltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotés
felhasznéldsara, hasznositdsdra a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomésul veszem, hogy dolgozatom elektronikus véltozata felt6ltésre keriil a Magyar Agrar-

és Elettudomanyi Egyetem konyvtéri repozitori rendszerébe.

Kelt: 2025 év O‘(Yit@ h6 2F nap
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