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I. Roviditések jegyzéke

Ap: ampicillin
ApR / Ap®: ampicillinre rezisztens/érzékeny sejtek

ara: arabinoz

ATAC-seq: Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing

B1H: Bakterialis-egy-hibrid mddszer

bHLH: Basic Helix-Loop-Helix (hélix-hurok-hélix)

bZIP: Basic Leucine Zipper Domain (leucin-cipzar)
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CAP: katabolit aktivator fehérje

Cas: CRISPR-kapcsolt

CAT: kloramfenikol-acetiltranszferaz

ChlIP: kromatin immunprecipitacio

Cm: kloramfenikol

CmR/CmS: kloramfenikolra rezisztens/érzékeny sejtek
CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
crRNS: CRISPR RNS

CTAB: Cetriménium-bromid

DamlID: DNA adenine methyl-transferase identification
DBP: DNA Binding Protein (DNS koté fehérje)

dCas9: ‘dead’ Cas9 (inaktiv Cas9 fehérje)

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay (Elektroforetikus Mobilitas Eltolddds Vizsgalat)

glu: glikoéz
HTH: helix-turn-helix
ITS: Initial Transcribed Sequence (kezdeti atirt szekvencia)

Km: kanamicin

Lacl* B-gal": Lac represszort termelé sejtek, B-galaktozidaz génexpresszio gatolt

Lacl- B-gal*: lacl transzkripcio gatolt, B-galakotozidazt termel6 sejtek

ONPG: o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid



PDB: Protein Data Base (fehérje adatbazis)

PWM: Position Weight Matrix (helysulyozott matrix)

RCSB: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics

RE: Relativ Egység (OD420/ODseoo)

RHH: ribbon-hélix-hélix

SCOP: Structural Classification of Proteins (fehérjeszerkezeti adatbazis)
SD: Shine—Dalgarno szekvencia

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment
sgRNS: ‘single guide RNS’ (crRNS + tracrRNS)

SMF: Single Molecule Footprinting

TBP: TATA-binding protein (TATA-kot6 fehéjre)

Tet: tetraciklin

TF: Transzkripcids Faktor

TKH: transzkripcids kezd6hely

tracrRNS: transzaktivator crRNS

X-gal: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid

Y1H: éleszt6 egy-hibrid mdodszer



Il. Bevezetés

II.1 A DNS-fehérje kdlcsonhatasok szerepe

A DNS-kot6 fehérjék szerepe kulcsfontossdagl szamos bioldgiai folyamatban, mint a
transzkripcid szabalyzas, a replikacid, a DNS hibajavitas és mdédositas (1-3). A DNS-ben kddolt
genetikai informacidnak pontosan kell kifejez6dnie térben és id6ben egyarant, hogy a
cellularis folyamatok végbemenjenek, el6segitve a sejtnévekedést, a szaporodast, valamint a
kornyezethez valé alkalmazkodast. A génkifejez6dés szabalyozdsa nem egy izoldlt folyamat,
inkabb egy génreguldcids haldzat, mely tobb szaz transzkripcids faktorbdl, cisz-regulator
szekvenciabdl és koregulatorbdl épiil fel (4,5).

A transzkripcids faktorok kozvetlen és specifikus kodlcsonhatasba Iépnek a DNS-sel, ahol
aktivaljak vagy represszaljak a célgén kifejez6dését (1,6). A transzkripcids faktorok egy egyedi
felismréhelyhez kot6dve szabalyozzdk a transzkripcidt. Ez a szabdlyozéhely dltaldban
rovidebb, mint 20 bp, amely a promoterhez kozel vagy attél tdvolabb is el6fordulhat (5). Az
els6 rontgenkrisztallografidval vizsgalt DNS-fehérje komplexek a katabolit gén aktivator
fehérje (CAP) (7), a Cro represszor (8) és a A represszor (9) voltak. Mara mar tébb, mint 204.000
fehérjestruktura és kozel 16.000 fehérje-DNS komplex érhet6 el a PDB fehérje adatbank
oldalan (RCSB.org; 10). Szamos fajban, a baktériumoktdl az emberekig bezardlag, a
transzkripciés faktorok 3-10%-at teszik ki a fehérjét kddolé géneknek a genomban. A
Saccharomyces cerevisiae genomja kozel 200, a human genom 1400 prediktalt transzkripcios
faktort kodol. A transzkripcid szabdlyozdsa pontos és preciz folyamat, igy a transzkripcios
faktorok mutacidi gyakran megbetegedéshez vezetnek. A legtobb human rakos sejtben
bizonyos transzkripcios faktorok tulzott aktivitast mutatnak (4,5), példaul az EGP-2, mas néven
az EpCAM (epitelidlis sejt adhéziés molekula) erdsen expresszalodik a raktipusok
tobbségében, azonban csak korlatozott mértékben az egészséges szovetekben (11,12). A
baktériumokban a szabalyozd helyek altalaban a promoterekkel atfednek vagy szomszédosak,
az eukariotdkban azonban ez a szoros kapcsoltsag kevésbé jellemzé.

A génektdl tavol upstream vagy downstream talalhatd szabalyozoé helyeket enhancereknek
nevezzik, mely helyekre kot6dott fehérjék gyakran aktivaljak a transzkripcidt. Eukariotdkban
altalaban tobb transzkripcds faktor egyiuttm(ikodve irdnyita a transzkripciét. Annak ellenére,

hogy az eukariéta génreguldcids rendszer sokkal Osszetettebb, a transzkripcids faktorok
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mUikodési alapelve két széleskorlien ismert példan, a lac-operonon és a A bakteriofag geneikai
szabalyozasan keresztil jol jellemezhet6 (13).

A lac-operon, a laktdz-katabolizmusban fontos szerepet jatszé enzimek génjeibél és azok
kifejez6dését szabdlyozd elemekbdl all. A harom struktirgén: a lacZ, mely a B-galaktozidazt
kddolja, valamint a lacY, a laktéz permedz és a lacA, a laktdz transzacetildz génjei. A
strukturgének kifejez6dését pozitiv és negativ szabalyozas segiti, hogy a sejt a tobb
cukorforras kozil mindig a kdnnyebben hasznosithaté szénforrast részesitse el6nyben. igy
példaul a glikdz és laktoz jelenlétében elGszor a monoszacharid glikdzt bontja le, és csak
annak hidnyaban indul meg a laktdz feldolgozasa. A lac operon szabdlyozasaban a gliikéz is
részt vesz. A magas glikdz koncentracid gatolja az adenilat ciklaz enzim mikodését, igy
alacsony cAMP szint van jelen. Ellentétes esetben, vagyis alacsony glikéz és magas cAMP
koncentracio mellett a cAMP molekuldk a katabolit aktivator fehérjéhez (CAP) kétnek. A
kialakult CAP-cAMP komplex a lac operon promotere el6tt taldlhato felismer6helyhez kot6dik
és fokozza a lacZYA gének transzkripciéjat. A CAP kot6dés hidnydban alacsony szint(i marad a
génkifejez6dés. A katabolit represszionak nevezett mechanizmus tehat a valésagban pozitiv
szabalyozas. Egy tovabbi, fliggetlen szabdlyozas is segiti a sejtet a kornyezethez vald
alkalmazkodashoz. A bakterialis kromoszéoman, a lac-operonhoz kézel helyezkedik el a Lac
represszor génje, a lacl, melynek atirodasa egy gyenge, konstitutiv promoter, P irdnyitasa
alatt all. A Jac operonon belil hdrom operator szekvencia talalhato (lacO1, lacO2 és lacO3),
melyekhez eltéré affinitassal kotédik a Lac represszor, meggdtolva a strukturgének
kifejez6dését. A lac operon indukaldszere a laktozbdl képz6d6 allolaktdz, amely a Lac
represszorhoz kot6dve Ugy valtoztatja meg a represszor konformacidjat, hogy az mar nem lesz
képes kotédni az operator szekvencidkhoz. A gatlas aldl felszabadult promotert az RNS
polimeraz foglalja el és atirja a laktoz metabolizmusahoz szlikséges géneket (14).

A A\ bakteriofag két életciklusa, a lizogén és a litikus életciklus kozotti kapcsolas két fehérje
kot6désétdl fligg. A két fehérje, a A represszor és a Cro fehérje, a A fdg genomon talalhaté
harom kotShelyhez, az Og1, Og2, Or3 operatorhoz kot6désért versenyez. A két gén promotere
atfed, azonban réluk ellenkezé iranyban indul transzkripcid. A Cro fehérje promotere (Pr) az
Or1 és Og2 operatorral, a A represszor promotere (Prm) pedig az Or3 operatorral fed at. A cro
gén kifejez6dése ledll, akdr a Cro fehérje, akar a A represszor kotédik az Or1 és Og2 operator
szekvencidhoz. A A represszor termel6dését pedig az Og3 operatoron keresztil gatolhatja

mindkét fehérje. A A represszor els6dlegesen egy masik promoterrdl, a Pre promoterrdl
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szintetizalédik gyengén. Azonban az Ogr1, Or2 operatorhoz kétédve a A represszor fokozza a
sajat génexpresszidjat (mig a cro gén transzkripciot gatolja). Ez a visszacsatolads segit a
megfelel szinten tartani a represszor koncentracidjat. A A represszor az Orl, az Or2 és az Or3
operator szekvenciakhoz kiilonbozé erGsséggel kotddik. A legmagasabb affinitdasa az Ogl
szekvencidhoz van, de az Ogr2 szekvencidhoz is magas. Az Or3 operdtorhoz csak akkor kotédik,
ha magas koncentracidban van jelen a A represszor. Osszefoglalva, a Cro és a A represszor 3
kiilonb6z6 szekvencidhoz képes kotdédni, de a kotdédés erdssége nagyban fligg a pontos
szekvenciatdl. Tovabba a A represszor negativ és poztiv iranyban is eltolhatja a génexpressziot,

ezaltal szabalyozd hatassal lehet sajat génkifejez6désére (13).

II.2 A DNS-fehérje kot6dés jellemzése

A DNS és a hozza kot6ds fehérje kozotti kolcsdonhatas lehet specifikus és nem specifikus. A
specifitds alatt altaldban azt érjtik, hogy a fehérje mennyivel nagyobb affinitdst mutat egy
adott, egyedi kot6helyhez, mint a tébbi DNS szekvencidkhoz. A specifitds Ugy is értelmezhetd,
hogy hogyan oszlik meg az affinitas a felismer&szekvencidak kozott (13). Mivel minden bazis
jellemz6 funkciondlis csoporttal rendelkezik, minden DNS szekvencia sajatos kémiai
tulajdonsaggal bir. A DNS kémiai felszine, a szekvencia altal meghatdrozott strukturdja és
rugalmassaga meghatarozza a kolcsonhatasok jellegét, amely lehet tobbek k6z6tt hidrogén
kotés, elektrosztatikus vagy van der Waals-kolcsonhatas. A kotések kétharmada az erGsen
negativ cukorfoszfat gerinccel |étesil. Ezek a kolcsonhatasok segitenek stabilizdlni a DNS-
fehérje komplexet, azonban a szekvenciatdl fliggetlen, vagyis nem specifikus az egyedi DNS
helyekre. Vannak fehérjék, melyek nem tesznek kulonbséget a DNS szekvencidk kozott, igy
kizardélag nem specifikus kdlcsonhatasba |épnek azzal (15).

A specifikus kot6helynek nevezett szekvencidhoz kotédik a fehérje a legnagyobb affinitassal,
amely 103-10%-szor er8sebb lehet, mint dltalanosan a DNS-hez. A specifikus koélcsdnhatas lehet
kizarélagos egy szekvenciara, vagy megengeddbb. A restrikcids enzimeknél csak a tokéletesen
egyez6 szekvenciaknal jon létre a specifikus kolcsonhatds, mar egyetlen valtozds a
szekvencidban meggatolja a kotédést (16,17). Ez a magas szekvenciaspecifitdas a sejt
védelméhez szilkséges, hogy a sajat és a nem sajat orokitéanyagot megkilonboztesse, és csak
azidegen DNS-t eliminalja. A sajat DNS-en talalhaté restrikcids felismer6helyeket metilacioval
védi a sejt. A specifikusan metilalt felismerGhelyet mar nem képes hasitani az enzim. A

restrikcids enzimekkel ellentétben, a transzkripcids faktorok altaldaban nem csak egy preferalt
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kotShellyel rendelkeznek, a csak egy pozicidban eltéré szekvencidkhoz hasonlé erésséggel
kotédnek, s6t néhany jelent6sen eltéré szekvencidhoz is hasonlé affinitast mutathatnak. A
specifikus kdlcsonhatast kialakitd fehérjék el6szor nem specifikus kotést is 1étesithetnek, mig
a DNS-t végigpasztdzva egy nagyobb affinitassal rendelkezd, egyedi szekvencidhoz érnek (13).
A fehérjék szekvenciaspecifikus kotést leginkabb bazisfelismerés altal alakitanak ki, melyet
fGleg az aminosav és a bazisok kozotti hidrogénkotések biztositanak. A DNS nagy arki felszinén
sokkal tobb hidrogén kotés kialakitdsara van lehet&ség, mint a kis arokban. A specifikus
fehérje-DNS komplexekben van néhany tipikus, egyes aminosav oldallancok és —bazisok
kozotti kotés. Ez jellemz&en hidrogén-kotés, melyre kimelkedd példa a guaninnak az arginin
oldallanccal kialakitott kapcsolata, valamint az adeninnek az aszparagin és a glutamin
oldallanccal létrejovs specifikus H-kotése. ElGfordul bazisfliggd van der Waals-kélcsdnhatas is,
azonban ez csak treonin és aromas aminosavaknal ismert. Vannak tehat preferalt kdlcsonhato
partnerek, azonban ez kontextus fliggd, nem egységes az 6sszes fehérje-DNS komplexnél

(13,18,19).

I1.3. TF funkcionalis domének, csoportositas

A DNS-kot6 fehérje kilonbozé feladatot ellatd domén alegységekbdl allhat. Az egyes
alegységek akar onmagukban is funkcidképesek lehetnek. A transzkripcidés faktorok a
funkcidjuk betoltéshez legaldbb két fehérjedoménnel kell rendelkezzenek, egy DNS-koté
doménnel és egy aktivald vagy gatld doménnel. Ritkdan a transzkripcids fehérjék akar tobb
azonos vagy kiilénb6z6 DNS-k6t6 doménnel is rendelkezhetnek. Jobban jellemz6 azonban,
hogy nem azonos, hanem tobb, kiilonb6z6 funkcidt betdlté doménnel rendelkezzen a fehérje,
mint példaul a homo- vagy heterodimerek kialakitdsdhoz sziikséges alegységgel, vagy a
fehérje-fehérje kolcsonhatast biztositd alegységgel.

A transzkripcidos faktorok a felépitésik szerint csoportosithatdéak. A hasonlé szerkezet(
fehérjék altalaban hasonlé funkcidval rendelkeznek, valamint altaldban hasonlé DNS-k6té
doménen keresztiil Iépnek koélcsdnhatasba a specifikus DNS szekvenciaval (13,20). A DNS-k6té
doménekrdl az els6 atfogd taxondmiat Harrison készitette 1991-ben, aki 4 csoportba sorolta
az akkor ismert DNS-kot6 fehéjéket: 1. ’helix-turn-helix’, 2. cink-k6t6, 3. leucin-cipzar,
4. B-ribbon (21). Kés6bb, a kisérleti és informatikai modszerek fejl6désével egyre szélesedett
a DNS-kot6 doménekrdl szerzett ismeret. A 2012-ben publikalt adatbazis, a TFClass (22) a

humdan DNS-k6t6 doméneket rendszerezte, ahol mar 9 szuperosztaly taldlhato, ezen beliil 40
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osztaly és 111 csalad. Szinte minden fehérje mutat szerkezetbeli hasonldésagot mads
fehérjékkel, ezek kozil néhany fehérje egy filogenetikai dghoz tartozik. A SCOP adatbazis
atfogd képet alkot az ismert szerkezet(i fehérjék strukturalis és evolucids kapcslatairdl. ASCOP
adatbazis tavalyi frissitésekor 72.544 nem redundans domént tartalmazott (SCOP; 23,24). A
DNS-koté fehérjék az alapjan is csoportosithaték, hogy milyen mdasodlagos szerkezet(
doménnel alakitjak ki a DNS-fehérje kotést. Vannak fehérjék, melyek kizardlag a-hélixet
alkalmaznak, masok féleg B-reddt, azonban vannak, melyek kombindltan vagy hurkon

keresztiil ismerik fel a specifikus kotShelyet (18).

[1.3.1. DNS-felismerés a-hélix doménnel

A DNS-kotd fehérjék leggyakrabban az a-hélix segitségével kot6dnek a DNS nagy arkaban. A
"helix-turn-helix’ (HTH) csoportba tartozik a legtdbb prokaridéta transzkripcié szabdlyozd
fehérje. A prokariota HTH fehérjék tobbnyire dimerként kotédnek a DNS nagy arkaba. Vannak
fehérjék, példaul a Lac represszor, amelyek a DNS kis arki felszinével is kdlcsonhatdsba |épnek.
A Lac represszor a bakteridlis represszorok kozil az egyik legismertebb példa a HTH DNS-kot6
csaladbdl. A Lac represszor homotetramert alkot, azonban minden monomere kiilé n kétédik
a specifikus DNS felismer6helyhez (1.A abra).

\\\ /

1. dbra: Kiilénb6z6 DNS-két6 fehériék DNS-sel alkotott komplexe
A: A HTH csalddhoz tartozd Lac represszor dimer O1 operdtorhoz kétédve (PDB: 2KEI).

B: A hdrom cink-ujjbdl dllé Zf268 (EGR1) fehérje a konszenzus szekvencidhoz kétédve (PDB: 1AAY)

Szdmos HTH motivummal rendelkezé fehérje egy anti-paralell B-redét is hordoz. Az ilyen
tipusu fehérjéket ’szarnyas helix-turn-helix’ fehérjéknek (WHTH, ‘winged helix-turn-helix’)
nevezik. A ‘szarny’ altalaban a kis arokhoz kétédik. A csoporthoz tartoznak példaul a MarR-
szer(i transzkripcios faktorok.

A homeodomén fehérjék eukaridta transzkripcids faktorok, melyek HTH domént haszndlnak a
szekvenciaspecifikus DNS kotéshez. A felismerd hélix hosszabb, mint a legtobb HTH felismerd
hélix, és altaldban 3 hélix formdl egy homeodomént. Nem alkotnak dimert, de

egyluttmikodnek mas TF fehérjékkel.
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Két transzkripcids csalad hosszu a hélixet hordoz, amely specifikusan koti a DNS-t, valamint
dimerizalodik. Az egyik csalad az ugynevezett leucin-cipzar, amely a karboxil végén hordoz
leucinban gazdag szekvenciat. Ezt az elrendez6dést bZIP-nek nevezik (bZIP: ‘Basic Leucine
Zipper Domain’). A bZIP fehérjék dimerizdlédhatnak homo- vagy heterodimerként, vagy
mindkett6ként. A masik csaldd a bHLH (’Basic Helix-Loop-Helix’), ahol a dimerizacids

doménben van egy hurok (loop) a két hélix kozott (13,15,18).

[1.3.2. DNS felismerés B-redével vagy hurkonon keresztil

Alegtobb DNS-kots fehérje a-hélixet haszndl a DNS szekvencia felismeréshez, azonban vannak
olyan fehérjék, amelyekben a DNS-felismerésért kizardlagosan B-redé felel. llyen fehérjék
példaul a TATA-kot6 fehérjék (TBP), amely a kis arokban |ép kolcsonhatasba a DNS-sel. Az
immunoglobulin-szerl strukturalis ‘B-szendvics’ domének, mint a p53-szer(i transzkripcids
faktorok és Runt domének, leginkdbb a koztes hurkokon keresztiil ismerik fel a specifikus DNS

szekvenciat (13,15,18).

11.3.3. a-hélix-szet és B-redét is hasznald DNS-kot6 fehérjék

Szamos fehérje a- és B-domént is hordoz. Ezeknél a fehérjéknél a DNS-felismerésért egy tipusu
domén is felelhet, azonban akar kombinaltan, a-hélixen, B-redén és hurkon keresztil is
torténhet a DNS-kotés. Az eukaridtakban az egyik leggyakorabban el6fordulé DNS-kotd
fehérje a cink-ujj fehérje, amely cink-iont hasznal a fehérjeszerkezet stabilizalasahoz (13,25).
A cink-ujjak altaldban 30 aminosavbdl felépilé DNS-k6té domének. A cink-ujjak egy rovid a-
hélixbdsl és egy antiparalell B-redébdl allnak, a cink-iont cisztein és hisztidin aminosavak
koordinaljak. A felismer6 hélix a DNS nagy arkdban altalaban 3-4 bazist kot. A DNS-felismerd
hely aminosav cseréjével megvaltozik a felismer&szekvencia is. A cink-ujjakat a cink atomot
koordindlé aminosavak szerint csoportositjak, igy megkiilonboztetnek CyH,, C4 és Ce cink-
ujjakat. Az egyik legjobban jellemzett cink-ujj fehérje a CyH; cink-ujj, ahol a cink atomot két
hisztidin és két cisztein aminosav koordindlja. Az egyik legismertebb C;H; cink-ujj fehérje a
Zf268, mas néven EGR1 fehérje, melynek szerkezetét csaknem 30 éve publikaltak (26). Az
egérbél izoldlt Zf268 fehérje értékes modellszerkezetként szolgalt a cink-ujjak
tanulmanyozasahoz (25). A 3 cink-ujjbdl allé C;H, fehérje 9 bp hosszu szekvenciat ismer fel, az
a-hélix els6 6 aminosava felel a szekvenciafelismerésért (1. dbra, B). Az alegységek
sorrendjének valtoztatasaval elméletileg barmely DNS szekvencidhoz tervezhetd mesterséges

cink-ujj fehérje, amely specifikusan felismeri az adott génszakaszt.
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A C4 tipusu fehérjéknél a cink-ion 4 cisztein kdzott helyezkedik el. A C4 cink-ujjakhoz tartoznak
a GATA faktorok, melyek neviiket a feilsmert szekvencia utan kaptak. Minden GATA faktor két
monomerbdl all, melyek homo- és heterodimert is képezhetnek. A gombakban gyakori
szerkezet a Cg, ‘cink-kluszter’ motivum, melynek monomerjei 6 ciszteinnel koordinaljak a cink
atomot. llyen fehérje példaul a Gal4 fehérje, amely CGGN1:CCG szekvenciadt ismer fel. A
csoporthoz tartozé mas fehérjék is CGG szekvenciat ismernek fel.

Egy bakteridlis transzkripcios faktor csalad ribbon-hélix-hélix (RHH) motivumot hordoz, amely
kétszalu anti-paralell B-ribbonbdl és két a-hélix-bél all. A B-ribbon domén a DNS nagy arkahoz
kotédik. A két a-hélix tartalmazza a hidroféb mag nagy részét, valamint részt vesz a

dimerizacidban. A csaladhoz tartozik a MetlJ és az Arc represszor (13,15,18).

II.4. RNS-k6zvetitett DNS felismerés (CRISPR-Cas rendszer)

A baktériumokban felfedeztek egy RNS-kozvetitett DNS felismeré rendszert, amely a
baktériumok védekezé mechanizmusa virusfert6zés vagy barmely idegen eredet(i nukleinsav
ellen. A CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) a baktérium
genomban el6forduld rovid, ismétl6dé DNS-szakaszok, melyeket a fag vagy egyéb idegen
genetikai elemekkel egyez6, ugynevezett spacer (helykitolt6) DNS-szekvenciak kovetnek.
Az ismétl6dd és spacer szekvencidk egylittesen iréddnak at egy hosszu crRNS-sé, melyet a
CRISPR-kapcsolt (Cas) endonukledz kisebb részekre feldarabol. A ll-es tipusu rendszerben a
transzaktivator crRNS (tracrRNS) hibridizal a komplementer ismétl6d6 CRISPR szekvencidval.
A kettds szalu RNS-t az RNAz Ill ismeri fel és hasitja, csak a helykitolt6é szekvenciat hatrahagyva.
A fennmaradt crRNS-sel komplexet alkot a Cas9 fehérje, amely igy képes felismerni és vagni

az idegen eredetli DNS-t(27-29).

I1.5. DNS-Fehérje kot6dés vizsgalatara alkalmas modszerek

A specifikus DNS-fehérje kolcsonhatds atfogd vizsgdlata elengedhetetlen a transzkripcio
szabalyozas mélyebb megértéséhez. Az elmult par évtizedben ugrdsszerlien megnétt az
alkalmazhaté moédszerek szama. Az in vitro technikak célja legf6képpen a DNS-kots fehérjék
konszenzus kot6helyeinek azonositasa és a kotés biofizikai paramétereinek meghatarozasa.
Az in vivo technikak el6nye, hogy a szekvenciaspecifikus DNS-fehérje kdlcsdnhatas bioldgiai

korilmények kozott vizsgalhatd (30).
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Az EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) egy gyors és egyszer( kvalitativ és megfelel6
korilmények kozott kvantitativ in vitro technika (31,32). Lényege az, hogy egy viszonylag
stabilan kot6d6 fehérje lassitia a DNS fragmentum elektroforetikus mobilitasat.
Afragmentum és a komplex elvalaszhatd, mennyiségiik meghatarozhatd. A mddszer hatranya,
hogy az elektroforetikus futds soran el6fordulaht, hogy a DNS-fehérje komplex részlegesen
vagy teljesen disszociacial (2).

A fag-display technikat (33) széleskorlen alkalmazzdk, tobbek kozott DNS-fehérje
kolcsonhatdsok elemzéséhez. A fag-display technikaval eleinte leginkabb cink-ujj fehérjék altal
felismert DNS-szekvencidkat azonositottak. Ennek oka, hogy a cink-ujjak idedlis modellek a
DNS-fehérje kotés vizsgalatdhoz, mivel néhany, hasonlé felépitésl mikrodoménbdl éplilnek
fel. A cink-ujj monomerek 3 bp DNS szekvencidt ismernek fel. Az ismert specifitasu cink-ujj
monomereket kombindlva elméletileg a genom bdrmely pontjara tervezhet6 specifikusan
kot6d6 mesterséges cink-ujj fehérje, amely egy célzott gén mesterséges szabdlyozasahoz
felhaszndlhaté (11-13,34-39). A kotés specifikussagdhoz a felismer&szekvencia megfelel6
hosszusaga szlikséges, hogy egyedi szekvencia legyen az adott genomon. Példaul az
Escherichia coli baktérium 4-5x10° bp hosszi genomja esetén legaldbb 12 bp hosszu
szekvencia szukséges (412107, ami >10°), a 3x10° bp hosszi human genomnal azonban mar
18 bp (418->101°>10°). A megfelel 6 tervezés ellenére, a valdsagban mégsem annyira specifikus
a kotés, mint az varhato az elGzetes eredményekbdl. A transzkripcids faktoroknak nem
kizdrélagos a specifitdsuk, mint a restrikcidos endonukledazoknak, kilénb6z6 szekvencidkhoz
mas-mas affinitassal kétédhetnek. Habar potencidlis kot6helyek jésolhaték az aminosav
sorrend alapjan, a specifikus kotdszekvencia nem kovetkeztethetd ki egyértelm(ien. Nagy
atereszt6képességl technikakkal, mint a PBM (Protein Binding Microarrays) és a SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) a transzkripcids faktor specifitasa
mar atfogdan vizsgalhatd. A PBM technikdval egyszerre nagyszamu szekvencia prébahoz adjak
hozza a tisztitott fehérjét, majd a nem kot6dott fehérjéket lemossak, igy azonosithatdk a
specifikus kot6helyek (40). A SELEX (41) segitségével a DNS-kot6 fehérje legnagyobb affinitasu
kot6helyei azonosithaték egy DNS oligonukleotid konyvtarbdl tébb ciklusos, progressziv
szelekcidval (42,43).

Habar az in vitro technikak nélkllozhetetlenek a DNS-fehérje kolcsonhatdsok biofizikai és

kvantitativ jellemzéséhez, azonban nehézséget okoz az informaciét a valddi, in vivo funkcidra
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atvezetni (30). A specifikus kotés a kromatinszerkezettdl, az epigenetikai allapottdl, valamint
egyéb tényezd6ktdl, mint a kofaktorok kot6désétdl is fligghet (20).

A ,DNase | footprint” technika a ,labnyom” technikdk legelterjedtebb valtozta, melyet Galas
és Schmitz fejlesztett ki a Lac represszor és az operator szekvencia kdzotti kotés elemzéséhez
(44). Az alapvetben in vitro technika in vivo valtozata is ismert (45). Szekvenaldssal kiegészitve
(DNase-seq) genomszintl tanlumanyok is végezhet6k (46).

A genomi célhely vizsgalatdhoz széleskorlien alkalmazott in vivo technika a kromatin
immunprecipitacid, ahol a DNS-fehérje komplexet keresztkotik a kromatinon, majd a mintat
szegmentaljak és a vizsgalt fehérjére specifikus antitest segitségével elkiilonitik a fehérjét és
az ahhoz kotott DNS-t. Szekvenaldssal (ChIP-seq) vagy ‘'microarray’ anazlizissel (ChIP-Chip)
tarsitva nagy ateresztGképességli mérések végezhetdk (47-50). A ChIP alapu technikdkkal
feltdrhatd, hogy a vizsgalt transzkripcids faktor mely gének szabalyozasdban vesz részt, habar
a regulacié helyének lokalizacidja altaldban csak 100 vagy anndl toébb bp pontossagu. A
maddszer tovabbi hatranya, hogy a keresztkétés adhat dlpozitiv eredményeket is.

A DNS metilacién alapuld technika, a DamID mddszer (51) kikerdili a keresztkotés és ellenanyag
alkalmazasat. A modszer soran az Escherichia coli DNS Adenin Metiltranszferazzal fuzidba
hozzadk a vizsgalni kivant fehérjét, igy a tesztfehérje iranyitddoménként mi(ikddve, a
metiltranszferazt a preferdlt két6helyhez iranyitja, ahol a metiltranszferaz kifejti aktivitasat. A
metlilatsagi allapot vizsgalataval lokalizalhatdo a fehérje preferdlt két6helye. A maddszer
hatranya azonban, hogy a fuzidval idGigényessé valik a vizsgdlt fehérje termeltetése.

Az ATAC-seq és a ’single-molecule footprinting” (SMF) tovabbi kivalé mddszerek, melyekkel
atfogdan, ellenanyag vagy keresztkotd agens nélkiil tanulmanyozhatd a génregulacids haldzat.
Az ATAC-seq mddszer soran a Tn5 transzpozaz segitségével azonosithatdk a kromatinszerkezet
vagy a DNS-koté fehérjék altal védett szekvenciarészek (52). Az SMF technikaval a fehérje DNS-
kot6helyei a citozin-metiltranszferaztdl védett helyekként azonosithatéak. Ellenben mas
moddszerekkel, ahol a specifikus kotést tobb millid sejt mérésébdl kapott atlag alapjan
jellemzik, az SMF moddszerrel a transzkripcids faktorok felismer6helyeinek azonositasa
molekularis szinten torténik, koszénhetéen a metildltsdgi allapot molekulankénti
feltérképezésének (53).

A DNS-fehérje kolcsonhatasok in vivo vizsgalatahoz koltséghatékony megolddst kinalnak a
,hibrid” mddszerek, ahol tipikusan baktériumban vagy éleszt6ben vizsgaljak a specifikus DNS-

fehérje kotést. A hibrid mddszerek el6nye, hogy nincs sziikség a tesztelt fehérje tisztitasara, és
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a DNS-fehérje kolcsonhatasok a sejten belll vizsgalhatdak. A DNS-fehérje kdlcsénhatasok in
vivo vizsgalatahoz egyik legaltaldnosabban alkalmazott mddszer a bakterialis egy-hibrid (B1H)
rendszer (54), amely a korabbrdl ismert bakterialis két-hibrid médszer (55) tovdbbfejlesztett
vdltozata. A DNS-fehérje kotés kimutatdsdahoz a tesztelt fehérjét fuzidba hozzdk az RNS-
polimeraz a vagy w alegységével. A tesztelni kivdnt DNS szekvenciat egy riporter gén
(lacz/HIS3/gfp) promoterétbl upstream épitik be. A riporter gén transzkripcidja aktivaléodik,
amennyiben a tesztfehérje koétédik az inszertszekvencidhoz, igy kimutathaté a specifikus
kotés. A polimeraz alegységgel fuzionalt DNS-ko6ts fehérje génje plazmidon kddolt. Kilon, egy
kompatibilis plazmid kddolja a riporter gént, az inszertalt tesztszekvencidval. A DNS
tesztszekvencia és a tesztelt fehérje génje is konnyen kicserélhet6 a plazmidon. A random
szekvencia beépitésével nagyszamu DNS kotbszekvencia tesztelhetd egy id6ben, a potencidlis
DNS felismer&helyet tartalmazd konyvtar egy szelekcids korrel |étrehozhato (1,20). A modszer
alkalmas egy adott kot6szekvencidhoz legnagyobb affinitdssal rendlekezé fehérje
szelekciéjahoz is. Az a alegység nélkilozhetetlen, ezért a fuzids fehérje erGs tultermelése
sziikséges, hogy beépiiljon a holoenzimbe és aktivalja a riportergént. Az w alegység nem
esszencialis, az alegységet kodold rpoZ gén deletdldsaval mar kisebb affinitasu DNS-fehérje
kolcsonhatdsok is detektalhatdak (56). Habar a B1H madszer elvben hasonld, mint az éleszté
egy-hibrid mddszer, a baktériumra jellemz6 nagy transzformaciés hatékonysag miatt tobb
mint 100-szor nagyobb komplexitas vizsgalhatd, mint éleszt6ben. Hatranya, hogy nem minden
eukariota fehérje vizsgalhatd, mivel toxikus hatdssal lehet a fehérje tultermelése a baktérium
sejtre, valamint a fehérje nem esik at poszt-transzlacidos mdédositason. Tovabba a DNS-fehérje
kolcsdnhatds kimutatasdhoz fuzids partner alkalmazasa szlikséges, amely kériilményessé teszi
a modszert, valamint a fuziés partner gyengitheti a tesztelendd fehérje termel6dését és
zavarhatja a m(ikodését.

A nagy atereszt6képességl in vitro és in vivo mddszerek szdmos TF kotbspecifitdsat tartak fel.
A felhalmazott adatokat olyan motivum adatbazisokban gyl(ijtotték 6ssze, mint TRANSFAC
(57), CIS-BP (58), UniPROBE (59), HOCOMOCO (60) és JASPAR (61). Az egy DNS-kot6 csaladba
tartozé fehérjék altaldban nagyon hasonld kétédési mechanizmust alkalmaznak, igy kozel
azonos DNS szekvenciat ismernek fel (58). Ezen DNS szekvencidk alapjan két6 specifikus
modellek épitheték (59,62-64). Egy TF szdmos DNS kotShelyet képes felismerni, valtozatos
kotGdési affinitassal. A transzkripcids faktorok kotéspecifitasat ennek okan gyakran kotéhely

motivumokkal jellemzik, amely a preferdlt DNS kot6helyek gydjteménye. A kot6hely
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motivumokat felhasznalva prediktdlhatd a TF valds kotészekvencidja. A specifikus két6hely
meghatarozdsahoz tobbféle modell hasznalhatd. A legdltalanosabban hasznalt modell a
»helysulyozott matrix” (PWM=Position Weight Matrix), amely az adott nukleotid el6fordulasi
gyakorisagat adja meg a kotShely minden pozicidjaban. A PWM grafikusan abrazolhato

szekvencia logoként (65,66).

lll. EI6zmények és célkitlizés

A munkam kezdetén egy olyan témdahoz csatlakoztam, ahol a cél egy egyszer( irdnyitott DNS-
metildciés maddszer kialakitdsa volt, valamint a metilacié specifikussdganak javitasa. Az
iranyitott DNS-metilacié mdodszer alapelve, hogy egy CG-specifikus DNS metiltranszferazt egy
DNS-koté fehérjéhez kapcsoljuk, amely iranyitodoménként mikoédve a célzott CG hely
kozelébe kot és ezdltal segiti a kivalasztott CG hely preferencialis metilalédasat (67). Iranyitd
modulként mesterségesen létrehozott cink-ujjakat és a CRISPR-Cas csalddhoz tartozo, nukleaz
aktivitassal nem rendelkezd, dCas9 fehérjét hasznaltuk.

A munkank sordn alkalmazott két mesterséges cink-ujjat a 6-ZFP-A és 6-ZFP-B fehérjéket
rakterapias célbdl hoztdk létre az EGP-2 fehérje génreguldcidjdhoz. A fehérjék az EGP-2
promoterben talalhatd szekvenciat célozzak, segitségiikkel sikeresen csendesitették a célzott
gén kifejez6dését (11,12). A két cink-ujj, a 6-ZFP-A és a 6-ZFP-B kot&dését a célzott
génszakaszhoz igazoltak, azonban sajat korilményeink k6z6tt, in vivo, Escherichia coliban is
fontos volt ellenérizniink a specifikus kotést. A DNS-fehérje kolcsonhatdas in vivo
ellendrzéséhez a legkézenfekvébb mddszernek a B1H mddszer tlint. Azonban a technika tul
munka- és idGigényesnek igérkezett egy olyan egyszer(i kérdés megvalaszolasahoz, mint hogy
egy bizonyos DNS-kot6 fehérje kotédik-e in vivo az ismert felismer@szekvenciajdhoz.
Elhataroztuk, hogy kifejlesztiink egy egyszer( mddszert, amellyel in vivo, Escherichia coliban
gyorsan kimutathatd a DNS és fehérje kozotti specifikus kotés a fehérje mddositasa, fuzidba

hozatala és tisztitdasa nélkiil. Ez az uj célkitlzés a doktori témamma valt.
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IV. Anyagok és Mddszerek

IV.1 Baktériumtorzsek és tenyésztési koriilmények, taptalajok

IV.1.1. Baktériumtorzsek

A munkam sordn a klonozasi munkakhoz eleinte Escherichia coli DH10B (F- endAl recAl
galE15 galK16 nupG rpsl AlacX74 80dlacZAM15 araD139 A(ara leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) relAl spoT1 A-) (68) torzset haszndltam, majd attértem az MG1655 torzs csokkentett
genomu MDS42 torzs (69) modositott valtozatainak, az MDS42recA és az MDS66 torzsek
alkalmazasahoz. Az |-Block vizsgalat alapvetéen az ER1821 Alacl térzsben torténik. Ezt a
torzset az E.coli ER1821 (F- gIinV44 e14-(McrA-) rfbD1? relA1? endA1 spoT1?thi-1 A(mcrC-
mrr)114::1S10) (70) torzsbdl, a kromoszémalis lacl gén delécidjaval hoztuk létre az Ugynevezett
,ongyilkos plazmid” technikaval (71). Kés6bb, az ER1821 Alacl térzs genomjaba épitettiik be a
tac promoterrel fuzionalt kloramfenikol-acetiltranszferaz (CAT) gént. Ezt az ER1821 Alacl

CAThoso-nak elnevezett torzset alkalmaztuk a tovabbfejlesztett I-Block mddszerhez.

IV.1.2. Tenyésztési korilmények, taptalajok

A baktériumkulturdkat LB folyadéktapoldatban (72), kémcsében vagy mikrotiter lemezben
razatva novesztettiik 30°C-on az I-Block méréshez, valamint 37°C-on a plazmidizolalashoz. Az
antibiotikumokat a kovetkezd koncentracidban alkalmaztuk: ampicillin (Ap) 100 pg/ml,
kanamicin (Km) 50 pg/ml, kloramfenikol (Cm) 25 ug/ml, tetraciklin (Tet) 12,5 pug/ml. A Lacl*
klénok szelekcidjdhoz csokkentett ampicillin koncentracidkat is alkalmaztunk (75 pg/ml,
50 pg/ml, 25 pg/ml). A B-galaktozidazt termel koldnidknal a lemeztesztet 40 ug/ml X-gal-t (5-
bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid) tartalmazé LB agar lemezen végeztik. Az
arabindzt induktorként 0,1% koncentracidban, a glikdézt a katabolit represszidhoz 0,2%

koncentracidban alkalmaztuk.

IV.2. Plazmidok

A felhasznalt plazmidok listdja a figgelékek 1. tablazatban lathata.

A plazmid DNS-t oszlopos tisztitassal izolaltuk, a forgalmazdk utasitasait kdvetve ('Thermo
Scientific: Genelet Plasmid Miniprep Kit’; "Macherey-Nagel: NucleoSpin Plasmid mini plasmid
isolation kit’, "NucleoBond Xtra midi plasmid isolation kit’). Amikor nem volt sziikség nagyobb
tisztasagu mintakra, alkalikus feltarassal izolaltuk a plazmid DNS-t (70), bizonyos esetekben a

fenol-kloroform extrakcié l1épés kihagydsaval.
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IV.3. Oligonukleotidok

Az oligonukleotidokat az ELKH SzBK Nukleinsav Szintézis Laborbdl rendeltiik. Az

oligonukleotidok listajat a figgelékek 2. tablazata tartalmazza.

IV.4. Kompetens sejtek készitése és transzformacidja

IV.4.1. Transzformalds kémiai kompetens sejttel

A DNS bejuttatashoz az Escherichia coli baktériumsejtek kompetenssé tételét és
transzformalasat a Lederberg és Cohen 3ltal javasolt modszer (73) alapjan végeztik, kisebb
vdltoztatasokkal. 20 ml LB tdpoldatban egész éjszakan at novesztett folyadékkulturakat
masnap atoltottunk 100x higitdssal Uj 20 ml-es LB tdpfolyadékba, majd novesztettik
ODe00=0,6-0,8 sejts(irliségig. A sejteket lelilepitettiik 4°C-on 4000 rpm-en 8 percig, majd fél
térfogat (10 ml) 0,1M MgCl, oldattal mostuk. Ezt kovet6en ujra centrifugaltuk 4°C-on 4000
rom-en, 10 percig. Végll a sejteket 1/10-ed térfogat (2 ml) 0,1M CaCl,-ben vettik fel, és egy
6rdan at jégen hagytuk. A transzformalashoz a kémiailag kompetenssé tett sejteket a plazmid
DNS-sel fél éran at jégen hagytuk, majd hésokknak tettiik ki 42°C-on 90 mdasodpercig. Egy ml
LB tapoldatot adtunk a hGsokkon atesett sejtekhez és egy oran at regeneraltattuk 37°C-on,

majd 150 pl kultarat szélesztettiink ki a megfelel§ antibiotikumot tartalmazé agarlemezre.

IV.4.2. Elektroporiacid

Az elektrokompetens sejt készitéséhez az éjszakan at LB-ben nodvesztett sirl starter
kulturdbdl a sejteket 100-szoros higitassal atoltottuk friss, 100 ml LB tdpoldatba és
novesztettik, mig el nem érték az ODgpo=0,6 értéket. A sejteket lelilepitettiik 4°C-on 4000
rpm-en 10 perc alatt, majd egész térfogat (100 ml), hideg, steril vizben vettik fel a sejteket és
Ujra centrifugaltuk 4°C-on 4000 rpm-en, 10 percig. A masodik mosas fél térfogat (50 ml) hideg,
steril vizzel tortént, majd Ujra lelilepitettiik a sejteket. Végil 20%-os glicerin oldattal mostuk
at és ujra lecentrifugaltuk. A sejteket 200 pl 20%-os glicerin oldatban vettik fel és 40 pl-ként
szétosztottuk steril csovekbe. Az igy elGkészitett sejtekhez adtuk a plazmid DNS-t, majd révid
ideig jégen hagytuk.

Az elektroporacié ('MicroPulser’ elektroporator, BioRad) utdn a sejtekhez 1 ml LB-t adtunk,
majd 1 dra razatast kovetGen, 37°C-on a megfelelé antibiotikum tartalmu agarlemezre

szélesztettlk.
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IV.5. Pontmutaciok létrehozasa

A pontmutacidkat a QuikChange maodszerrel (Agilent Technologies, La Jolla, CA, USA) és mas
inverz-PCR madszerrel (74) hoztuk létre. Az inverz-PCR sordn a primerpar, a hagyomanyos
PCR-rel ellentétben, forditott irdnyban helyezkedik el a cirkularis DNS templaton. A primereket
haromféle elrendezben alkalmazzak altaldban: nem-atfedd, részben atfefdé és teljesen
atfed6. Mi a két széls6 esetet alkalmaztuk. A nem atfed6 primerparnal a beépiteni kivant
szekvenciarészt az egyik primer oligonukleotid 5’ vége tartalmazza. A QuikChange modszernél
a primerek teljesen atfednek, ezért a reakcio végén egyszalu nick-ek keletkeznek, igy nincs

szlikség a termék foszforilaldsara és liglaldsdra sem a transzformalas el6tt.

IV.5.1. QuikChange:

A reakcidelegy, amely teljes térfogata 50 pl volt, a komponenseket a kovetkezé
koncentracidban tartalmazta: primerek 0,4 uM, dNTP 0,08 mM, GC Phusion puffer 1x, Phusion
DNS polimeraz 0,04 U/ul. A PCR elegyhez 200 ng DNS templatot adtunk. A PCR reakcid
korilményei a kovetkezdk voltak: 98°C-on 5 perc elédenaturalds; 18 ciklus: 98°C 30”, adott
hémérsékleten 30”, 72°C adott ideig; utdpolimerizacié 72°C-on 8 percig. A reakcié utdn a PCR
terméket Dpnl enzimmel emésztettilk, a Dam-metilalt szil6i szal eliminalasahoz. A Dpnl
emésztésen dtesett DNS mintakat, a restrikcidés enzim hdinaktivaldsat kovetSen, bejuttattuk

E. coli DH10B torzsbe vagy az MDS66/MDS42recA torzsbe.

IV.5.2. Inverz-PCR

A PCR elegy 20 pl végtérfogatban a HF Phusion polimeraz puffert 1x, a primereket 0,25 uM, a
dNTP mixet 0,2 mM, a Phusion DNS polimerazt 0,05 U/ul koncentracidban tartalmazta. A
reakciéelegyhez 20-50 ng DNS templatot adtunk. A reakciét 2 perces denaturaciéval kezdtiik
98°C-on, melyet 25, a kovetkez6 I|épésekbdl allé ciklus kovetett: 98°C 30”, adott
hémérsékleten 30”, majd 72°C megfelel6 id6n at. Végul 72°C-on, 10 perces
utdpolimerizacioval zarult a PCR. A PCR termékhez kozvetlen hozzdadtuk a Dpnl enzimet, a
Dam-metiladlt templdt DNS eliminadldsdhoz. Az emésztés utan a Dpnl enzimet 80°C-on 20
percen at végzett hdlkezeléssel inaktivaltuk. A Dpnl enzimmel kezelt PCR terméket egy
lépésben foszforilaltuk és ligaltuk 20 pl végtérfogatban. Az elegy Gsszetétele: 0,05 U/ul T4
ligdz, 0,5 U/ul T4 polinukleotid-kinaz, 1X T4 ligaz puffer. Az elegyhez 4 ul PCR terméket adtunk.
A ’foszfoligdtumot’ az E. coli DH10B vagy az ER1821 Alacl torzsbe vagy az MDS66/MDS42recA

torzsbe vittik be.
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IV.6. Genomi integracidk, mutaciok és delécidk

A genomon végzett mddositasokat a Fehér Tamds és munkatarsai altal kozolt (71), a homoldg
rekombindcion alapuld, ,,6ngyilkos plazmid” technikaval hajtottuk végre.

IV.7. B-galaktozidaz aktivitas mérése

A B-galaktozidaz aktivitas mérését az eredeti Miller protokoll (75) egyszer(sitett valtozataval

végeztlik, a https://openwetware.org/wiki/Beta-Galactosidase Assay (A better Miller) oldalon lathatd

leirds alapjan. A méréseknél 3-10 bioldgiai ismétléssel dolgoztunk.

A kulturdkat a megfelel§ antibiotikum és szikség esetén induktor mellett éjszakan at
novesztettiik 30°C-on. Masnap a sejtslrlséget meghatdroztuk a 600 nm fényhulldmhosszon
mért optikai denzitds alapjan, majd feltartuk a sejteket a permeabilizacids oldattal (100 mM
Na;HPO4, 20 mM KCI, 2 mM MgS0O4, 0.8 mg/ml CTAB, 0.4 mg/ml natrium dezoxikolat és
5.4 pl/ml B-merkaptoetanol). ElGszor 80 pl permeabilizacidés oldatot mértink ki steril
eppendorf csdvekbe, majd minden mintabdl 20 ul sejtkulturat adtunk hozza. Minden bioldgiai
ismétlésnél harom technikai ismétlést végeztiink. A csoveket 20 percre 30°C-ra helyeztiik. Az
el6melegitett, feltart sejtekhez 600 pl szubsztrat oldatot (1 mg/ml ONPG, 60 mM Na;HPO,, 40
mM NaH,PO,4 és 2.7 ul/ml B-merkaptoetanol) adva inditottuk a reakciét és egy éran at
inkubdltuk 30°C-on. A reakci6idé leteltével, 700 ul STOP pufferrel (1M Na,COs) ledllitottuk a
folyamatot. 13000 rpm-en 5 percig centrifugdltuk a mintakat, majd meghataroztuk a tiszta
felilusz6 420 nm-en mutatott optikai denzitasat. Mivel a centrifugdldsi |épéssel
megszabadultunk a fényszérast okozé részecskéktbl, egy egyszerlsitett egyenlettel
szamitottuk ki a Miller egységekben kifejezett B-galaktozidaz aktivitast:

1000 x As20 / Asoo X térfogat (0,02 ml) x reakcidéidé (60 min).

A moddszert adaptaltuk mikrotiter lemezes mérésekhez is, Synergy™ HT vagy Synergy™ 2
Multi-Mode Microplate Readers (BioTek) multidetekcids olvasok bevonasaval. A
sejtkulturakat mikrotiter lemezben éjszakan at 30°C-on razattuk, majd megmértik a
sejtslrldséget 600 nm-en mért optikai denzitasa alapjan. 5 ul sejtkultarat tartunk fel 45 pl
permeabilizacids oldattal (100 mM Na;HPO4, 20 mM KCl, 2 mM MgSQO4, 0.8 mg/ml CTAB, 0.4
mg/ml natrium deoxikolat és 5.4 pl/ml B-merkaptoetanol). 150 ul (korabbi méréseknél 300 pl)
szubsztrat oldatot adtunk a feltart sejtekhez, majd egy o6ran at 10 percenként mértiik az

optikai denzitdst 420 nm-en.
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A sejttormeléket nem llepitettik ki a reakcidelegybdl, ezért a B-galaktozidaz aktivitast az
eredeti Miller egységgel fejeztiik ki, vagy egyszer(ien, 'Relativ Egységet’ adtunk meg. A Relativ
egység alatt a sejtsrldséggel normalizdlt, 420 nm-en mért optikai denzitdst értjik

(ODa420/ODs0o).

IV.8. Promoter aktivitas mérés

A promoter aktivitast Synergy™ 2 Multi-Mode Microplate Readers (BioTek) multidetekcids
olvaséban mértiik. A vizsgalt promoterrel fuzidba hozott gfp gént hordozd plazmidokkal
transzforamltuk az E. coli ER1821 Alacl baktériumtorzset, majd M9 tdpoldatban (72)
novesztettik 0,2% kazaminosavval és 0,4% gliikdzzal, valamint 25 pg/ml kanamicinnel
kiegészitve. A mintdkat egész éjszakan at razattuk 37°C-on 96 lyuku mikrotiter lemezben,
kozepes sebességgel. A kovetkez6 napon a folyadékkulturat 1:100 aranyban meghigitottuk
friss, kiegészitett M9 tapoldattal és uj, steril 96 lyuku mikrotiter lemezbe mértik at. A
fluoreszcencia és az abszorbancia értékeket 22 éran at mértik 5 perces id6k6zénként 500/27
nm gerjesztési filterrel és 528/20 nm emisszids filterrel. A sejtslrlséget is rogzitettiik 600 nm-
en mért abszorbancia alapjan. 8 bioldgiai ismétléssel mértiink. A gfp génjét nem kédold
plazmidokat hordozd ER1821 Alacl kulturdk szolgaltak negativ kontrollként. A GFP nyers
adatait az ODggo-on mért értékkel elosztva normlaizaltuk. Az OD és GFP gorbéket id6ben

eltoltuk, hogy ugyanabban az id6pontban érjék el a maximalis OD érték 20%-at.

IV.9. Lemezteszt

Szildrd tdptalajon a PB-galaktoziddz aktivitdst X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galaktopiranozid) kromogén szubsztrat segitségével, a hagyomanyos kék-fehér szelekcioval
detektaltuk. A megbizhatdbb vizudlis értékelés érdekében néhany esetben az LB taptalajhoz
csokkentett mennyiség( élesztékivonatot adtunk (10 g NaCl, 10 g Tripton, 2,5 g éleszt6kivonat
1 liter végtérfogathoz), igy az indikator lemezek halvanyabb sarga hattérrel rendelkeztek. Az
indukdldashoz 0,1% arabindzt adtunk a tdaptalajhoz. Szélesztést kovetSen éjszakan at
novesztettilk a baktériumokat 37°C-on. Reggelre a kék és fehér telepek mar jol

megkllonboztethetéek voltak.
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IV.10. DNS nukleotidszekvencia meghatarozasa

A DNS nukleotidszekvencidkat a SeqOmics Kft.-vel, majd kés6bb a DeltaBio2000 Kft-vel
hataroztattuk meg. A plazmidkonyvtdrak ellenérzéséhez az Illumina szekvenaldst a

DeltaBio2000 Kft-t6l rendeltiik meg.

IV.11. Restrikcios és mddosité enzimek, egyéb anyagok, eszk6zok

A restrikcids és a modifikaciés enzimeket a Thermo Scientific és a New England Biolabs
cégektdl rendeltiik. Az emésztett DNS mintdk izoladlasahoz 'ViogeneR Gel DNS isolation kit’-jét
alkalmaztuk. A PCR termékek tisztitasahoz ‘Thermo Scientific Genelet PCR purification kit’-jét
hasznaltuk. Tovabbi Thermo Scientific termékek, melyeket felhaszndltunk a munka soran:
10mM dNTP mix, ONPG és X-gal szubsztratok.

A centrifugaldst eppendorf csében (2 ml-ig) VWR MICRO STAR centrifugaval, 2 ml térfogat

felett Thermo Scientific Heraeus 400R centrifugaval végeztiik.

IV.12. Statisztikai elemzés

Az eredményeket 6sszefoglald tablazat a fliggelékek 6. tablazataban talalhato (XI11/6).

Az |-Block mérések statisztikai elemzését egytényezds varianciaanalizissel (ANOVA), Post Hoc
teszttel kiegészitve (Bonferroni korrigdlt) végeztem excelben (flggelékek 7. tablazat). A
plazmidkonyvtarak bioinformatikai kiértékelését a szolgaltatd, DeltaGene (DeltaBio2000 Kft)
végezte. A plazmidkonyvtaron belll az egyedi szekvencidk eloszldsdanak jellemzéséhez
Shannon-egyenletesség indexet adtam meg, ahol az index 0, ha a minta teljesen
"egyenl6tlen”, azaz csak egyféle szekvenciavan jelen és 1, ha a teljes az egyenletesség, minden

szekvencia ugyanannyiszor fordul elG.
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V. Eredmények

Csoportunkban kidolgoztunk egy Escherichia coli baktériumban hasznalhaté médszert,
amely alkalmas szekvenciaspecifikus DNS-fehérje kdlcsonhatdsok kimutatasara in vivo (76).
Az |-Block mddszer elénye mds hasonld célra kidolgozott modszerekkel szemben, hogy a
specifikus DNS-fehérje kot6dés kimutatasdhoz nincs sziikség sem a vizsgalt fehérje tisztitasara,
sem fehérjefuzio |étrehozasara. Az I-Block moddszer alkalmazasahoz elegend6 egy atlagos
molekularis biolégiai labor felszereltsége. Eredeti valtozatdban a mddszer egy id6ben egy
fehérje — egy DNS szekvencia kdlcsOnhatasat képes kimutatni (76). Dolgozatom részben arrol
sz6l, hogyan prébdltuk az I-Block mddszert alkalmassa tenni tobb nukleotidszekvencia

egyidejli vizsgalatdra, adott fehérjéhez legjobban kot6d6 DNS szekvencia megtalaldsara.

V.1 Az I-Block mddszer miikodésének elve

Az |-Block mddszer az E. coli lac operon szabalyozasi mechanizmusat hasznalja ki dgy, hogy
amennyiben a specifikus fehérje-DNS kotédés megtorténik, az a B-galaktozidaz aktivitds

mérésével detektalhato legyen.
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2 abra: Az I-Block mddszer miikédésének sematikus dbrdzoldsa

Az ER1821 Alacl gazda konstitutivan termeli a [3-galaktoziddzt, azonban placl jelenlétében a lacZ
génexpresszio visszaszorul. A tesztfehérje kétédése dltal blokkolja a lacl transzkripciot, igy indukdlodik a
S3-galaktoziddz szintézis. A kék vonal a dCas9 fehérje kétédési helyét jelili.
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V.1.1 Az ER1821 Alacl térzs

A B-galaktozidazt folytonosan termel6 baktériumtorzset a genomi lac/ gén deletdlasaval
hoztuk létre. A delécié a lacl gén végén taldlhaté CAP koétbhelyet és a lacO3 operator
szekvenciat is érintette, igy az ER1821 Alacl térzsben nem érvényesil a katabolit represszio,

valamint az eredetileg 3 lac operdator helyett csak kett6 van.

V.1.2. placl plazmidok

A Lac represszort expresszalé pdUA-lacl plazmid kialakitdsa sordn azt tapasztaltuk, hogy
alacsony Lac represszor szint elegendS a B-galaktozidaz transzkripcié blokkoldsdhoz, ami
megkonnyiti a vizsgalt, specifikus DNS-fehérje kolcsonhatas kimutatdsat. Magasabb
represszor koncentracid - amely elérhetd az intenziv transzkripciot biztositd lac/? promoter
vagy magasabb kdpiaszamu plazmid alkalmazasdval - megneheziti a tesztfehérje kot6désének
kimutatdsat, mert annak kot6dése ellenére is elegend6 Lac represszor termelddik a
B-galaktozidaz transzkripcid gatlasahoz.

Az alacsony kdpiaszamu, pUA6G6 vektorbdl |étrehoztuk a pUA-lacl plazmidot (76), amelyben a
Lacl represszor génjének transzkripcidja sajat gyenge, konstitutiv promoterérdl torténik,

alacsony Lacl szintet biztositva. (3. abra).
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3. dbra: A pUA-lacl plazmid térképe

A kiilénbézd varidnsok kialakitdsdhoz sziikséges restrikcids enzimek felismeréhelyeit jeléltem. A lacl
pormoterén beliil létrehozott kldnozohelyek zélddel, sargdval és kékkel kiemelt. A lacl gén végén

taldlhato lacO3 operdtor szekvencia pirossal szerepel.
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A pUA66 plazmidvektort kilonb6z6 promoterek teszteléséhez alkalmazzdk, igy a zold
fluoreszcens fehérje (gfp) promoter nélkiili génjét hordozza (77). A gfp gént EcoRI-Bsal kettGs
emésztéssel eliminaltuk a pUA-lacl plazmidbdl Ggy, hogy az rrnB1 T1 termindtor érintetlen
maradjon. A keletkezett 5’ tulnyulé végeket Klenow polimerazzal feltéltottik, majd ligaltuk.
Az Uj vektort pdUA-lacl plazmidnak neveztiik el. A tovabbiakban a révidség kedvéért a pdUA-
lacl név helyett valamennyi erre a plazmidra épiilé varians nevében a placl el6tagot fogom
hasznalni.

Az I-Block mérés soran, a tesztelni kivant fehérje két6dése a Lac represszor kifejez6désének
gatlasa altal mutathato ki. A tesztszekvenciat hordozé oligonukleotid-duplex beépitése egyedi
restrikcids klonozdéhelyeken keresztiil tortént. Az egyedi restrikcios helyeket a promoter régid
3 kritikus ponjan hoztuk létre. Az Nhel hely részben atfed a -10-es motivummal, a Pvul hely a

-35-6s elemtdl upstream, az EcoRl hely a transzkripcids kezd6helyt6l downstream talalhaté

(3. és 4. abra).

/

AK518 \
GGRAAGAGAGTGAATTCAGGG
Pvul NheI EcoRI
CGATCG GCTAGC GAATTC
-35 -10 +1 MetLys

CGTTGACACCATCGARATGGCGCARAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCOBGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTIGRARA
GCAACTGTGGTAGCTTACCGCGTTTTGGAAAGCGCCATACCGTACTATCGCGGGCCTTCTCTCAGTTAAGTCCCACCACTTACACTTT

,,///

4. dbra: A lacl promoter és kbzvetlen kérnyezetének nukleotidszekvencidja

A -10 és -35 hexamerek sziirkével, a transzkripcios kezdéhely pirossal van kiemelve.

A létrehozott klonozdhelyek és az sgRNS-nek megfeleld szekvencia (dCas9 kétShelye) kékkel jelélt.
Annak érdekében, hogy megtaldljuk, a promoter mely pontja alkalmas a célhely inszerciéjahoz
Ugy, hogy az idegen szekvencia ne gatolja Iényegesen a lacl transzkripciéot, kilonboz6
plazmidvaltozatokat készitettiink. A plazmidok nevében az alsé indexben szerepl§ P, N és E
betlik a Pvul, Nhel és EcoRl helyeket tartalmazd promotervaridnsokat jeldlik. A
promotervariansok egy (P/N/E), két (PN/PE/NE) vagy harom (PNE) pontmutaciét (és az ezéltal
létrejott klénozd helyet) hordoztak. igy példdul, a pLacly Nhel helyet, a pLaclp Pvul helyet, a
pLaclen Pvul és Nhel klénozdhelyet, a pLaclene mindhdrom klénozdhelyet (PNE) hordoz. Az
egyes kldnozéhelyekbe beépitett DNS szekvencidt, mely a tesztelt fehérje potencialis
felismerdhelye , zardjelbe irtuk a plazmidnév végén. Példaul a pLacln(N-6ZB) plazmid az Nhel
helybe kldnozott 6ZB cink-ujj fehérje felismerdszekvenciat hordozza. A Pvul és Nhel restrikcios
felismerGhelyek korabban, Kunkel mutagenezissel lettek |étrehozva (76), az EcoRl

felismer&helyet kés6bb QuikChange médszerrel készitettiik el.
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Az EcoRl helyet hordozd AK510-511 oligonukleotidpar segitségével az aldbbi konstrukcidkat
alakitottuk ki: pUA-laclg, pUA-laclne, pUA-laclpe, pUA-laclene és pUA-laclye(N-6ZB). A pUA-lacl
plazmidvektoron volt EcoRl felismerShely (3. abra), azonban a deléciés placl
plazmidvaltozatdban mar nem. A QuikChange mddszerrel |étrehozott pUA-lacl
plazmidvaltozatok promoter régidi Xhol-Psp1406l fragmentumon lettek atklénozva placl
(pLacl=pdUA-lacl) vektorba, hogy mar csak a lac/ promoterben hordozzadk az EcoRI helyet
egyedi klénozdhelyként (3. és 4. abra). Az igy |étrejott plazmidok elnevezése a kovetkezé:

pLaclg, pLaclne, pLaclpe, pLaclene és pLaclne(N-6ZB).

V.1.3. pDBP plazmidok

A pDBP-nek (DNA-Binding Protein) nevezett plazmid a tesztelend6 DNS-ko6t6 fehérjét kédolja.
Tobbféle tipusu DNS-kot6 fehérjével is dolgoztunk, két cink-ujj fehérjével, két HTH tipusu
represszorral és a CRISPR-Cas rendszerhez tartozd Cas9 fehérje inaktiv valtozataval (dCas9).
Az egyes plazmidok elnevezése a vektort és a kédolt fehérjét jeldli (fuggelékek 1. tablazat).
A cink-ujjak génjeit indukdlhatd és konstitutiv promoterrel is fuziondltuk. Az indukalhaté
rendszer kialakitasahoz a 6ZA és 6ZB cink-ujj fehérjék (eredeti elnevezés: 6-ZFP-A és 6-ZFP-B
(11,12) génjeit pBAD24 vektorba klénoztuk (76). Az igy kapott plazmidokban (pB6ZA és pB6ZB)
a 6ZA és 6ZB fehérje expresszidja arabindzzal indukalhatéd. A pSEVA3513 vektorplazmidba
bekldnoztuk a 6ZA génjét EcoRl és Sall helyek kozé, a 6ZB fehérje génjét pedig az EcoRl helyre.
Az igy |étrejott pS6ZA és pS6ZB plazmidban a 6ZA és 6ZB gének az EM7 konstitutiv promoterrdl
irodnak at.

A lambda fag h&érzékeny represszor mutans (cl857) a pORTMAGE-2 (78) plazmidbdl
létrehozott pdOM2 expresszidos plazmidrdl konstitutivan termeltethet6. A pdOM2 a
PpORTMAGE-2 plazmid BstBl és Bglll kett6s emésztésével, majd Klenow feltoltés utani
recirkularizaldsaval lett létrehozva, kiejtve a két restrikciés hely kozotti rekombindcios
rendszer elemeit.

A Tet-represszor génjét E. coli DH5aZ1 torzs DNS-érél AK895-896 oligonukleotid parral
amplifikaltuk, majd a pBAD24 vektor araBAD promotere mogé, EcoRI-Ncol helyek kozé
klonoztuk. A rekombinans pBTetR plazmidrdl a Tet-represszor kifejez6dése arabindzzal

indukalhato.
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A dCas9 fehérjét kédold pdCas9 (Addgene plasmid #46569; http://n2t.net/adgene:46569;

RRID:Addgene_46569) a katalitikusan inaktiv D10A, H840B dupla mutdns Cas9 nukleazt
kddolja és a tracrRNS-t is expresszdlja. A pdCas9 plazmidba, a target szekvenciat kédolé
oligonukleotid duplexet Bsal helyre épitettik be (73).

V.2. Az I-Block mddszer kivitelezése

V.2.1. B-galaktoziddz aktivitds mérése

A vizsgalt DNS-kot6 fehérje kotédése a tesztelt szekvencidhoz a B-galaktozidaz aktivitas révén
detektalhatd. A B-galaktoziddz szintet a jél ismert Miller mddszer (75) egy moddositott
valtozataval (79) hataroztuk meg, melyrél b6vebben a mddszertani részben irok (IV.7). A
maodositott mdodszer elénye, hogy kisebb térfogatu mintat igényel, valamint a mérés el6tt a
reakciotermék elkilonithet6 a zavard szennyezddésekt6l egy centrifugdlasi Iépéssel.
Szubsztratként ONPG (o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid) szintetikus kromogén laktézanaldgot
hasznaltunk, melybd6l a pB-galaktoziddz enzim hatdsara sdrga, 420 nm fényelnyelési
maximummal rendelkez6 o-nitrofenol termék keletkezik. A reakciétermék optikai denzitasat
vagy kivettaban, spekrofotométerrel (5. abra), vagy, ha nagyobb mintaszammal dolgoztunk,
mikrotiter lemez olvaséban mértik. A kotédés kvalitativ kimutatdasa X-gal kromogén

szubsztratot tartalmazé agar lemezen toértént.

/ : \\\

Leoltas és
novesztés
30°C-on 2.
Sejtslir(iség mérés

420 nm-en

/ 7.
m Centrifugalds
Sejtfeltaras , . L
5’, majd mérés
| 5
Reakcid 30°C- f

—7 on egy ordn at
Szubsztrat Reakcid
oldat U U w ledllitasa /;
\\ hozzdadasa /

5. dbra: Az I-Block mérés folyamata
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V.2.2. Afelismer8szekvencia klonozéhelyének megvalasztasa

Annak érdekében, hogy kivdlasszuk, melyik a legalkalmasabb hely a vizsgalt kotShely
beépitéséhez és a lacl traszkripcidnak a kot6d6 fehérje altali blokkoldasahoz, a pLacl plazmidbdl
egy olyan plazmidsorozatot hoztunk létre, amelyek a 6ZA és 6ZB cink-ujj fehérjék kdtShelyeit
a plazmid harom klénozéhelyének valamelyikében tartalmaztak. A 6ZA fehérje felismerd-
helye GCC-GGG-GCT-GGG-GGA-GGG, a 6ZB fehérje felismerGhelye pedig GGA-GTT-GGG-GGA-
GTG-AGT. Minden esetben csak egy klénozéhelybe épitettik be a cink-ujj fehérje
felismer&helyét. Ez aldl kivételt képez a pLaclne-(N-6ZB, E-6ZA), amely az Nhel helyben a 6ZB
cink-ujj kotéhelyét, az EcoRl helyben pedig a 6ZA cink-ujj fehérje koét6helyét hordozza.
Osszesen 24 plazmidvaltozatot hoztunk létre (fiiggelékek 1. tablazat). Az elnevezésben a
kordbbiakhoz hasonldan, alsé indexben a kialakitott klénozéhellyel jellemzett promoter-
valtozatot (P/N/E), zardjelben pedig a kldnozas helyét és a beépitett szekvenciat jel6ltik.

Példaul placlne-(N-6ZA) varidans Nhel és EcoRl kldnozéhelyeket hordoz, a 6ZA cink-ujj
felismeréhely beépitése az Nhel klénozéhelyre tortént. A B-galaktozidaz aktivitdas mérését
mikrotiter lemezben végeztiik, mivel parhuzamosan igy tobb mintat tudtunk egyszerre

vizsgalni (6. abra).

O ER1821Alacl O placl placl + pB6ZA +glii M placl + pB6ZA + ara

/ . \

Relativ egység
f-galaktozidaz aktivitas

i

A
S

| ‘ |
ol L

P- N- PN- PN- E- PE- NE- PNE- PNE- PNE-  NE-{N-6ZB-
placlpromoter | . c7n) | (N-62A) | (P-62A) | (N-62A) (E-6ZA) | (E-6ZA)  (N-6ZA) (E-62A)  (P-62A) | (N-6ZA) (E6ZA)  E-6ZA)
placl | 23 22 21 23 21 35 23 24 20 18 88 18
Kontroll )
\ % plad+ o, 80 2 96 2 58 92 25 23 89 96 21 /
\ pB6ZA /

6. dbra: I-Block mérés 6ZA kitéhelyet hordozo kiilbnbézé lacl promoter varidnsokkal

Ures oszlop: plazmid nélkiil, sziirke oszlop: pLacl plazmidvaridnst hordozé sejt, csikos oszlop: nem
indukdlt, mindkét plazmidot hordozd sejt, fekete oszlop: indukdlt, mindkét plazmidot hordozo sejt.
Kontroll%: a plazmid nélkiil kapott Relativ Egységhez viszonyitott érték. 3 bioldgiai ismétléssel kapott

eredmeény. Relativ Egység: OD20/ODego
28



ElGszor azt vizsgaltuk, hogy a beépitett szekvencia megzavarja-e a lacl génexpressziét, és a
hatds fiigg-e a beépités helyétél. Az eredmények azt mutattak, hogy a -10 konszenzus
szekvencidval atfedd Nhel hely és a -35 motivumtdl upstream taldlhaté Pvul hely alkalmas
klonozohely lehet, mivel az ide beépitett szekvencidk mellett alacsony B-galaktozidaz
aktivitadst mértiink, ami a Lac represszor akadalytalan kifejez6désére utalt. A transzkripcios
kezd6helytSl downstream talalhatod EcoRl helyre inszertalt szekvencia azonban két esetben
(pLaclpe(E-6ZA) és pLaclpne(E-6ZA)) zavart okozhatott lacl gén transzkripcidjaban, mivel magas
B-galaktozidaz szintet detektaltunk (6. abra, pirossal kiemelt, szlirke oszlopok).

A kovetkezd fontos kérdés a mddszer hasznalhatésagahoz, hogy ha a tesztfehérje a lacl
promoterbe épitett felismer8szekvencidjahoz kotédik, lecsokken-e kell6 mértékben a Lac
represszor koncentracidja ahhoz, hogy a PB-galaktozidaz termel6dése indukalédjon. Ennek
vizsgalatahoz kotranszformaltuk a sejtet a pLacl plazmidsorozat elemeivel és a megfelels cink-
ujj fehérjét expresszalé plazmidokkal. A méréshez a pBAD24 alapu, pB6ZA és pB6ZB
plazmidokat hasznaltuk, ahol a cink-ujj fehérjék génjeinek atiréddsa arabindzzal indukalhatd,
glikdz hozzdadasaval pedig visszaszorithatd. A cink-ujj fehérjék expresszidjanak indukalasa
utan megemelkedett B-galaktozidaz szintet csak az Nhel helyre klénozott felismer6helynél
detektaltunk (6ZA: 6. abra, zolddel kiemelt, fekete oszlopok; 6ZB: (76)). A Pvul és EcoRI
helyekbe kldnozott kot6helyekhez a fehérjék valdszinlleg kétédtek, azonban az nem gatolta
meg kell6képpen a Lacl kifejez6dését, igy a kotédés ellenére sem mértink emelkedett
B-galaktozidaz szintet. A kiilonbség oka feltehetéen az, hogy egyedil az Nhel hely van olyan
poziciéban, hogy az oda kétédott fehérje gatolni tudja az RNS polimerdznak a promoterhez
valé kotédését és ezaltal a lacl transzkripciot.

Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy a potencidlis kot6helyek beépitésére a -10-es

konzervalt motivummal részben dtfedé Nhel hely alkalmas lehet.

V.2.3 placlyvaridans promoter aktivitasanak mérése

A -10-es konszenzus hexamer tisztan A és T nukleotidokbdl all (5° — TATAAT — 3’), minél
nagyobb a konszenzus szekvenciatél valé eltérés, annal jobban gyengil a promoter aktivitasa,
vagyis a transzkripcié hatékonysaga. Az RNS polimerdaz két6dése utan a -10-es szekvenciaelem
upstream végén felnyitja a kettds szalat. A polimeraz o alegysége a templat és nem templat
szallal is kolcsonhatasba 1ép. A hexamer legkonzervéltabb bazisai - a transzkripcios

kezd6helytSl downstream szdmolva - a T.7 és az A.11, a legkevésbé konzervalt része pedig a
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T.10A9As (80). A nemkonzervalt szakasz mutacidja nem, de a hexamer AT gazdagsaga
befolydsolja a transzkripcido hatékonysagat (81). A lac/ promotere két bazissal tér el a
konszenzus szekvenciatdl (C-12ATG-oAT) (4. dbra).

A lacl promoteren belil, az Nhel klénozdhely kialakitdhoz sziikséges -10-es elem A-Cs
baziscserével a hexamer még jobban eltér a konszenzus szekvenciatdl, valamint csokkent az
AT gazdagsaga is (C.12ATG.oC.gT). Feltételeztilk, hogy az Nhel |étrehozasahoz sziikséges
pontmutdcid a promoter tovabbi gyengliléséhez vezetett, ami elényt jelenthet a tesztelt
fehérje kot6désének kimutatasanal. Amennyiben a lacl transzkripcio alapszintje alacsony,
konnyebb a [B-galaktoziddz szintre is hatdssal lév6 transzkripciogatlast elérni. Annak
igazolasara, hogy az Nhel hely lIétrehozasa gyengitette a /acl promotert, |étrehoztuk a pLacly
és a plLaclwt plazmidok promoter aktivitas tesztre alkalmas valtozatait.

A pUA-lacl variansokban a gfpmut2 gén (77) elé lett klénozva a lacl gén vad tipusu vagy Nhel
pontmutdciot hordozé promoterrel (76). A pUA-lacl és pUA-lacly plazmidokbdl kiindulva
Psp1406l-BamHI fragment kihasitasaval eliminaltuk a lac/ gént (3. abra). A delécié a lacl,
valamint a /acly promotereket fuzidba hozta a zold fluoreszcens fehérje génjével, igy a GFP
fluoreszcens fehérje génjének transzkripcidja a vad tipusu lacl/ és az Nhel pontmutaciét
hordozé lacly promoter irdnyitasa ala kerilt. A lacly promoter gyengébb promoter aktivitast

mutatott, mint a vad tipusu, igy az eredmény igazolta a feltételezésiinket (7. abra).

: N\

\\ idé (h | /

7. abra: A lacIN és a vad tipusu lacl promoter aktivitdsdnak 6sszehasonlitdsa

Sejtstirliséggel normalizalt, 8 biologiai ismétlésbél kapott dtlag.
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V.2.4. A kot6hely beépulési irdnyanak hatasa

Az I-Block maddszerrel kimutattuk a hat cink-ujjbdl felépil6 6ZA és 6ZB cink-ujj fehérjék
kotédését az ismert felismerdszekvencidjukhoz (6. abra). Ezutdn megvizsgaltuk, hogy
kimutathatd-e a specifikus kotés, ha a 6 cink-ujjbol allo fehérje méretét felére, vagyis 3 cink-
ujjra csokkentjik. ElGszor a lacl promoterhez kozel beépitett felismer&szekvencidk hosszat
csokkentettiik le. Egy cink-ujj 3 bp szekvenciat ismer fel, igy 6 cink-ujj felismerGszekvenciaja
18 bp hosszu, 3 cink-ujj kotGszekvencidja pedig 9 bp hosszu. A beépitett 9 bp méretd
felismerdszekvencia a 3ZA fehérje esetén GGG-GGA-GGG, a 3ZB esetén GGA-GTG-AGT. Ateszt
soran varatlan akadalyba utkoztink. A roviditett felismer&szekvencidk beépitését kovetben a
B-galaktozidaz szint emelkedett maradt a tesztelt fehérje jelenléte nélkil is, aminek
legvaldszinlibb magyardzata a csokkent /acl génexpresszid volt. Szekvenalassal ellendriztik a
pLacly-(N-3ZA) és a pLacin-(N-3ZB) plazmidok /lac/ gént kddold szekvencidjat, de nem talaltunk
eltérést a beépitett szekvencian kivil, igy a lacl expresszid gatlasat maga az inszertszekvencia
okozhatta. Eszrevettiik, hogy az oligoduplex-szek nem abban az orientacidban épiiltek be,
mint kordbban a 6ZA és 6ZB felismer6szekvenciak. A pLacIn-(N-3ZA) plazmid esetében a fels6
szalon, az Nhel helyet a GGG-GGA-GGG szekvencia helyett CCC-TCC-CCC szekvencia kovette,
a placIy-(N-3ZB) plazmid esetében pedig GGA-GTG-AGT helyett ACT-CAC-TCC. Azt az
orientaciot, amelyben a guaninban gazdag szekvencia a fels6 szal, 1-es, mig azt, amelyben a
citozinban gazdag szekvencia a fels6 szdl, 2-es orientacionak neveztik el. A
plazmidvariansoknal a felismer&szekvencia megnevezése utan szammal jeldltik a beépilés
iranyat, igy példaul a pLacIn-(N-3ZA1) plazmidnal a 3ZA targetszekvencia 1-es orientacidban, a
pLacly-(N-3ZB2) esetén 3ZB 2-es orientacioban taldlhato.

A B-galaktozidaz szint visszaszoritdsa a pLacl plazmidrél termeltetett Lac represszorral kritikus
pontja az I-Block rendszernek, mivel a B-galaktozidaz aktivitas emelkedése utal a specifikus
kotés fennalldsdra. Amennyiben az inszert Lacl- fenotipushoz vezet, az adott DNS
szekvencidval nem végezhetd el az I-Block teszt. A mddszer altaldnos felhaszndlhatdsaga
érdekében igyekeztiink felmérni, hogy mely szekvencidk vezetnek transzkripcié gatlashoz,
valamint feltarni a transzkripcid galtas kivalté okat. Megvizsgaltuk, hogy az eredeti 18 bp
hosszu két6hely 2-es orientacidéban (6ZA2: CCC-TCC-CCC-AGC-CCC-GGC, 6ZB2: ACT-CAC-TCC-
CCC-AAC-TCC) hogyan hat lacl transzkripcidjara. A szimmetrikus Nhel végekre hagyatkozd

klonozas hatranya, hogy nem hatarozhaté meg a beépiilés irdnya, azt utédlag kell ellendrizni.
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Ezért a 6ZA felismer6helyet hordozé oligoduplex beépiilési orientacidjanak iranyitdsahoz a
pLacly plazmid helyett a kordbban |étrehozott, Nhel és EcoRI restrikcids felismerShelyet
hordozé placlne vektort haszndltuk (V.2.2.). Ez a konstrukcié abban kiilonbozik a kordbban
kialakitott pLaclne-N(6ZA) plazmidvaltozattdl, hogy az Nhel és EcoRl felismerShelyek kozotti
szekvencia helyére keril a 6ZA kotGszekvencia, melyre pLaclye-(N-6ZA-E) jel6léssel utalunk. Az
Nhel és EcoRI helyek kozé beépitett 6ZA2 szekvencia (N-6ZA2-E) az (N-3ZA2)-h6z hasonldan

emelkedett B-galaktozidaz szintet eredményezett a sejtben (8.B abra, szlirke oszlop).
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8. dbra: A laclye(N-6ZA-E) promotervaridnsok hatdsa a 8-galaktoziddz termelésre

A: A promotervaridnsok szerkezetének sematikus dbrdzoldsa

B: A promotervaidnsokkal mért 3-galaktoziddz aktivitds, 1 ora reakcididét kévetSen.

Relativ Egység: OD420/ODgoo. Minden mintdt 8 bioldgiai ismétléssel mértiink.
A kisérlet értékelésénél azt is figyelembe kell venni, hogy a kétGhelyek Nhel hely utani, vagy
az Nhel — EcoRl helyek kozé épitésével jelentGsen mddosult a promoter utani, a promoter
-10-es eleme és a transzkripcios kezd6hely kozotti Ugynevezett diszkriminator szekvencia és a
transzkripciés kezdShely (+1), valamint a +3 - +20 szekvenciarész kozott taldlhaté kezdeti

atirdédoé szekvencia (ITS) egy része.
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Ujabb oligonukleotid parokat terveztiink (8.A dbra), melyek kdzds jellemzéje, hogy az eredeti
szekvenciat megdriztik a transzkripcios kezd6pontig. Az irodalomban taldlhaté adatok szerint
a transzkripcio a -10-es elemtél 6-7 nukleotid tavolsagban, altaldban adeninnél kezd&dik (80).
A lacl promoterben ezekben a poziciokban G van, ezért |étrehoztunk egy varianst (N+1(G-A)-
6ZA2-E), amely a promotert6l a transzkripcios iniciaciohoz optimadlis tdvolsagban egy G — A
cserét tartalmaz. Sajnos, a modositassal sem sikerilt normalizalni a lacl génkifejez6dést (8.B
abra, lila oszlop). Kontrollként a 6ZA1 targetszekvencidval is Ilétrehoztunk olyan
promotervariansokat, amelyekben a 6ZA targethely szekvenciakdrnyezete megegyezett az
el6bbiekben leirt 6ZA2 targethelyet tartalmazé plazmidokéval: (N+1-6ZA1-E) és (N(+1(G-A)-
6ZA1-E)). A 6ZA1 szekvencia beépiilése egyik variacidban sem vezetett a /acl transzkripcid
gatldsdahoz (8.B dbra, kék oszlopok). Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy fontos, hogy
milyen szekvencia szerepel a nem-templat és templat szalon, azok nem felcserélhetdk.
Kovetkez6ként megvizsgaltuk, hogy a beépités helyének eltoldsaval javithaté-e a
génkifejez6dés. A placlne-(N-6ZA2-E) plazmidvariansbdl létrehoztunk egy plazmidsorozatot,
ahol az Nhel kléonozdhely utdn egyre hosszabban 6riztiik meg az eredeti szekvenciat a 6ZA2
kot6hely beépitése el6tt. Az Uj plazmidvaridnsok pLaclne-(N+3-6ZA2-E), pLaclne-(N+5-6ZA2-E),
pLaclye-(N+7-6ZA2-E) és placlne-(N+10-6ZA2-E) nevében az’N’ (mint Nhel hely) utén talalhato
szam jeloli, hogy a transzkripcids kezdShelytél (+1) szamitva hanyadik nukleotidig 6riztiik meg
az eredeti szekvenciat (8.A abra). A beépités helyének eltolasa hatastalan volt a +5 helyig,
azonban +7 utdn inszertalva a 6ZA2 szekvencidt, mar csokkenést lattunk a B-galaktozidaz
aktivitasban, mig +10 hely utan beépitett 6ZA2 szekvencia nem zavarta meg a lacl
génkifejez6dést (8.B abra, sarga, narancs és piros oszlopok).

A placlne-(N+7-6ZA2-E) vagy pLaclne-(N+10-6ZA2-E) plazmiddal egylitt a 6ZA fehérjét kédold
pB6ZA plazmiddal kotranszformdltuk a sejtet annak ellen6rzéséhez, hogy a szekvencia
beépitésének eltolasa ellenére hatékonyan kimutathatd-e a 6ZA cink-ujj kotédése a specifikus
kot6helyére. Kordbban, az EcoRl helyre beépitett felismeréhelyhez irdnyitott 6ZA cink-ujj
fehérje kot6désével nem tudtuk a lacl transzkripcidt visszaszoritani (6. abra). A placlne-
(N+10-6ZA2-E) plazmidnal a klénozas helye csaknem azonos, ezért negativ eredmény volt
varhaté. A placlye-(N+10-6ZA2-E) varianssal nem lattunk szignifikdns kiilonbséget a
B-galaktozidaz aktivitdsban a 6ZA fehérje hidnyaban és jelenlétében (9. dbra, piros oszlopok),
azonban placlne-(N+7-6ZA2-E) plazmidvariansnal latszott némi B-galaktozidaz szintemelkedés

(9. dbra, narancs oszlopok).
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9. dbra: pLaclye(N+7-6ZA-E) és pLaclye(N+10-6ZA-E) promotervaridnsok 3-galaktoziddz aktivitdsa 6ZA
cink-ujj fehérje jelenlétében

Relativ egység: OD420/ODs00. Minden mintat 8 bioldgiai ismétléssel mértiink.

Figyelemre méltd, hogy par bazispar tavolsag nagy hatassal lehet a kot6dott fehérje
represszald hatasdra. A placlne-(N+7-6ZA2-E) plazmid, csak a kontroll szint felére volt képes
visszaszoritani a plazmid nélkili gazda B-galaktozidaz akitvitasat, feltehet6en a gyenge lacl
transzkripcié miatt, igy a cink-ujj fehérje kot6dése nem ad jelentés kilonbséget a B-

galatozidaz szintben. A kiilonb6z6 inszetek hatasat kés6bb tovabb vizsgaltuk (V.3.1., V.4).

V.2.5. AlacO3 operator szekvencia hatdsa a plazmidon 1évé lacl gén transzkripcidjara

A plLacl plazmidban, a lacl gén végén talalhatd a lac operon harom lac operator szekvencidja
kozal a lacO3 (3. abra). Bar a placl plazmidok alacsony képiaszamuak, az operatorok
mérsékelten megnovekedett példanyszama is elég lehet arra, hogy a sejtben Iévd Lac
represszor molekuldkat kititrdlja, megkosse (82). A pdU-lacl plazmid a pUA66 alacsony
kdpiaszamu plazmidbdl lett |étrehozva, igy a lacO3 szekvencia 5-10 példanyban fordulhat el6
asejtben. A Lacrepresszor kiildnb6z6 affinitassal kot6dik a lac-operonban taldlhaté 3 operator
szekvencidjdhoz, leggyengébben az 03-hoz. A gyenge affinitds miatt nem latszott

valdszinlinek, hogy nagy hatdssal van az O3 operator szekvencia jelenléte a pLacl plazmidokon.
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A lehet6ség kizdrasahoz létrehoztuk a placlne vektor egy lacO3 deletalt valtozatat (K.I.
klénozdsa), melyet plLaclned©3-nak neveztiink el. A lacO3 szekvencia aldhuzassal jelolt részét

ejtettiik ki: 5 — GGCAGTGAGCGCAACGCAATT — 3’, megbrizve a lacl gént a stop kodonig

(vastagon kiemelt rész). EIGszor a pLaclne plazmidrél amplifikaltuk a lacl génszakaszt, ugy, hogy
az aldhudzassal jelolt lacO3 szekvenciarészt mar nem tartalmazta. A PCR soran haszndlt
primerpar az AK795-798 volt. Az AK795 a lacl promotertdl upstream, az AK798 pedig a lacl gén
3’ végéhez hibridizal (10. abra).

a N\

[ (1) Xhol
(4681 .. 4700) AK795

lacI promoter,

Nhel (113)
EcoRI (

CGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTA

GCTGACCTTTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAAT,

355 L L L L 360
R L E S G Q B

I
a0

QACCTTTCGCCCGTCACT@

AK798

pdUA-lacINE
4849 bp

AK798 (1214 ..1233)

Xbal (1372)
rrnB T1 terminator

“\ pSC101 ori

10. abra: A pLaciye vektor lacO3 szekvencidjdnak részleges elimindldsa

A delécidohoz haszndlt oligonukleotidok lildval, a lacO3 szekvencia pirossal, a keletkez6 Xbal hely a

kinagyitott szekvenciarésznél sététlildval jelélt. A deletdlt szekvencia feketével kiemelt.

Az AK798 oligonukleotid végére Xbal helyet terveztiink. Az amplikont beépitettiik a pLacine
vektor Xhol-Xbal helyei k6zé, amelyben a Xhol hely eredetileg a promotertél upstream, a Xbal
felismer&hely pedig a lacO3 szekvenciatdl 126 bp-ra volt taldlhatd. A pLacld93ye plazmiddal a
kordbban mértekkel megegyez6 eredményeket kaptunk (11 és 12. dbra). Tehat a lacO3

jelenléte valéban nem befolydsolja az I-Block mérés soran kapott eredményt.
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V.3. Az I-Block médszer mikodésének bemutatasa kiilonbozé DNS-kotd
fehérjékkel

Az |-Block médszer mikodését - a 6ZA és 6ZB cink-ujj fehérjéket is beleértve - 5 kiilonb6z6
DNS-koté fehérjével igazoltuk, melyek 3 kilénb6z6 DNS-kot6 domén csaladba tartoznak
(1. tablazat). Ez azt mutatja, hogy a mddszer a DNS-kots fehérjék széles korénél alkalmas lehet

a specifikus DNS-fehérje kdlcsénhatas kimutatasara.

1. tablazat: A felhaszndlt DNS-kétd fehérjék csoportositdsa

DNS-ko6té RNS kozvetitett
cink-ujj HTH
domén (CRISPR)
tesztelt A represszor
6ZA, 6ZB dCas9
fehérjék Tet represszor

V.3.1. A beépitett felismer@szekvencia hatasanak vizsgdlata a lacl transzkripcidra

Fontos volt tesztelni, hogy a placlned©3 plazmidvektorba beépitett DNS-kéts fehérjék
kot6szekvenciai 6nmagukban ne gatoljak meg a Lac represszor génkifejez6dését, mivel igy a
fehérje kot6dése nélkil is magas marad a B-galaktozidaz szint és alpozitiv eredményhez vezet.
A kotb6szekvencidkat, a 6ZA felismer6szekvenciahoz hasonléan, aszimmetrikus klénozéassal
épitettiik be a lacl promoter régid Nhel-EcoRI helyére (10. abra; fliggelékek 2. tablazat).
Minden fehérje kotGszekvencidjat mindkét iranyban bekldénoztuk, kivéve a Tet represszorét.
Mindegyik DNS-koté fehérje felismerGszekvenciajanal volt olyan beépiilési irany, ahol a

kotészekvencia jelenléte nem okozott valtozast a lacl transzkripcidban, igy alkalmas volt az

~

I-Block méréshez (11 abra).

-

pLacINEd°3—N—6ZA2—E pLacINEd°3—N—62A1—E

plLaclned©3-N-6ZB2-E pLaclned©3-N-6ZB1-E

plLaclne?©3-N-tetO1-E

pLaclned©3-N-AO1,2-E pLaclne9°3-N-A02,1-E

11. abra: lacINE promotervaridnsok 3-galaktoziddz aktivitdsdnak tesztelése X-gal lemezen

6 kiilén telepbdl dtszurkdlt bioldgiai ismétlések.

Kék telepszin: Lacl 3-gal’, fehér telepszin: Lacl* 3-gal fenotipus.
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A A represszor felismerdszekvencidja kozel 50 bp hosszu volt, mivel ez az 01 és 02 operator
szekvenciat is hordozta, azonban a beéplilés iranyatdl fliggetlenil, nem gatolta a lacl
transzkripciét. Ellenben, ahogy kordbban tapasztaluk, a 6ZA és 6ZB cink-ujjak kot6szekvencidi
csak az 1-es orientacidban nem vezetnek Lacl fenotipushoz, a 6ZA2 és 6ZB2 szekvencidk
blokkoljak a lacl transzkripcidjat.

V.3.2. A DNS-kot6 fehérjék specifikus kotésének kimutatasa

A sejtet kotranszformdltuk a DNS-koté fehérje felismerGhelyét hordozé placl plazmid-
variansokkal és a tesztfehérjét kodold plazmiddal, majd I-Block méréssel vizsgaltuk a specifikus

kotést a B-galaktozidaz aktivitasuk alapjan (12. abra).
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12. abra: Kiilénbéz6 DNS-kété fehérjék specifikus kétédésének kimutatdsa I-Block mddszerrel

Az oszlopok folétt szdzalékban kifejezett értékek a f3-galaktoziddz aktivitdsnak a plazmid nélkiili gazda
S-galaktoziddz szintjéhez viszonyitott értékét mutatjdk. Bal oldali iires gazda arabindéz mellett, jobb oldalon
dbrazolt ires gazda cukor nélkiil volt névesztve, igy az arabindzzal indukdlt mintdkat a bal oldali, mig a
konstitutivan termel6dé mintdkat a jobb oldali kontrollhoz viszonyitottuk. 5 biolégiai ismétlés.
Relativ Egység: OD430/0OD .
A mérést mikrotiter lemezben végeztiik. Mind az 5 kiilonb6z6 DNS-koté fehérje kot6dését
igazoltuk a lacl promoterbe beépitett felismer&szekvencidjahoz. A tesztfehérje hianyaban a B-
galaktoziddz szint alacsony maradt (Lacl* B-gal’), azonban a fehérje jelenlétében emelkedett
B-galaktozidaz szintet mértink (Lacl- B-gal*). A kilonbozé fehérjéknél a B-galaktozidaz
aktivitds valtozd volt a plazmidot nem hordozd kontrollhoz képest. A legalacsonyabb B-

galaktozidaz szintet 6ZB cink-ujj fehérjével, a legmagasabb szintet Tet represszorral kaptunk.
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A plLaclye plLaclye+pDBP +ara plLaclye+pDBP +glii
indukalt nem indukalt
pLacINE
pLaclye-N-6ZA1-E
pLaclne-N-6ZB1-E
pLaclye-N-A02,1-E
Laclye-N-tetO1-E | *
P NE k

pLaclye + pdCas9
c nincs kotés

plLaclye + pdCas9-AK518
specifikus kotés

ninccs kotés (42°C) specifikus kotés (30°C)

13. dabra: DNS-kété fehérjék spepcifikus kétédésének kimutatdsa X-gal tartalmu lemezen

A: A tesztelt fehérjék termelGdése arabindzzal indukdlhaté. Bal oldalon a tesztelt fehérje felismeréhelyét
hordozé pLaclye plazmidvaridnsokat hordozo sejtek, jobb oldalon a pLaclye és pDBP pdrokat hordozd sejtek
Iathatok. pDBP plazmid jelenléte nélkiil és indukdlds nélkiil fehér, mig indukdlds utdn, a specifikus kétédés
okdn, kék telepszin Idthatd. Kontroll: a két6helyet nem hordozé placlye és pB6ZA plazmiddal

kotranszformdlt sejt.

B: A represszor specfikus kétédésének ellenérzése a megengedd 30°C-on (kék telepek) és az inaktiv dllapotot

fenntartd 42 °C-on (fehér telepek).
C: dCas9 fehérje specifikus két6désének ellenérzése ‘quide RNS’ nélkiil, pdCas9 plazmiddal (fehér telepek) és

az irdnyitdshoz sziikséges oligoduplexet hordozé pdCas9-AK518 plazmidvaridnssal (kék telepek).
kék telepszin: Lacl 8-gal*, fehér telepszin: Lacl* 3-gal, 5 bioldgiai ismétlés
Az I-Block mérések soran kilonboz6 kontrollok alkalmazasaval ellendriztik a kot6dés
specifikussagat. Az araBAD promoterrel fuzionalt fehérje génjének expresszidja arabindzzal
indukalhaté, ezért annak hidnydban az nem fejez6dik ki. Glikdz hozzdadasaval, a katabolit
represszioval biztositottuk, hogy alacsony koncentracidoban se legyen jelen a tesztelt fehérje.

A pDBP varidnsokkal és a felismer6helyiket hordozé placlne plazmidvaridnsokkal

kotranszformaltuk a teszttorzset.
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A vartnak megfelel6en, B-galaktozidaz aktivitast csak arabindz hozzaaddasaval lattunk. Gliikdz
jelenlétében, valamint a kotGhelyet nem hordozd placlye alapvektorral kotranszformalva a
sejtet Lacl* B-gal- fenotipus jelent meg (13.A abra). A A represszor cl857 hd&érzékeny
vdltozatdval dolgoztunk, amely aktiv 30°C-on, azonban 42°C-ban inaktiv. A megengedd 30°C-
on magas, mig 42°C-os hémérsékleten alacsony B-galaktoziddz aktivitdst mértiink, ami a
vartnak megfelel6 eredmény (13.B abra). A dCas9 specifikus kotédésének igazolasahoz
kontrollként a sejtet pLaclne vektorral és pdCas9 alapplazmiddal kotranszformaltuk. Utdbbibdl
hidanyzik az iranyitast biztosité AK518 oligoduplex. Magas B-galaktozidaz aktivitast csupan a
sejtet pdCas-AK518 plazmiddal kotranszformalva kaptunk (13.C dbra és 12. dbra).

V.4. Az |-Block mddszer teljesit6képességének vizsgalata

Jelenleg az I-Block mddszerrel egyszerre egy fehérje kotédése vizsgalhatd egy bizonyos
DNS szekvencidhoz. Az I-Block mddszert olyan iranyba kivantuk tovabbfejleszteni, hogy
alkalmassa valjon egy DNS-k6té fehérje legjobban kété DNS szekvencidjanak vagy egy
bizonyos DNS szekvencidhoz legnagyobb affinitassal kot6d6 fehérjevaltozat azonositasahoz.
Az |-Block mddszer hasznalatanak kibGvitéséhez a rendszer jelent@s atalakitasra volt sz iikség.
Korabban, par esetben azt figyeltik meg, hogy egyes kot6szekvenciak gatoljak a lacl gén
atirédasat, alpozitiv kldnokat eredményeznek, ezért ilyen esetekben az I-Block mddszer nem
alkalmazhato (lasd fentebb).
Annak érdekében, hogy kideritsiik, milyen tipusu szekvencidk gatoljdk a /lacl atirddast,
|étrehoztunk egy olyan plazmidkdnyvtarat (pLaclye-N18), amelyben a pLaclne plazmid Nhel és

EcoRI helyei kdzott egy 18 bp random szekvencia talalhaté.

V.4.1. Random szekvenciat hordozd, pLacl plazmidkdnyvtar |étrehozdasa

El6szor egy 9 bp, majd egy 18 bp hosszu random szekvenciarészt klénoztunk a /lacl promoter
3’ oldaldn taldlhatd Nhel és EcoRl klonozéhelyek kézé. Az irodalombdl ismert tobb maddszer
random szekvencia beépitéséhez (83,84). Azonban ezen kldnozasi stratégiak soran gondot
okozhat a nem teljes restrikcids emésztés. Emellett, a Iépések kozott sziikséges tisztitds is
korilményessé teszi a beépitést. Mutagenezisnél, legyen sz6 deléciordl, inszerciordl vagy
pontmutdaciordl, széleskorlien alkalmazott modszer az inverz-PCR technika (74). A
modositasok bevezetéséhez legtobb esetben miis ezt a technikat alkalmazzuk (1V.5.2.). Mivel

a beépiteni kivant szekvencia viszonylag hosszu, ezért a lancreakcid soran valdszindtlen, hogy
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a random szekvenciat az 5’ végén hordozd primer teljes hosszdban tudjon hibridizalni, igy
esetleg hibdkat generdlva. Ennek a lehetGségnek a mérsékléséhez, hasonlé megoldast
alkalmaztunk, mint QuikChange mutagenezis modositott valtozatanal (85). Az elsé6 |épésben
csak a randomizalt szekvenciat hordozé primert adtuk a reakciéhoz, melynek kévetkeztében
Ujonnan szintetizalt, az 5 végén valtozatos szekvenciat hordozd, egyszald DNS templat
keletkezett. Par ciklussal késGbb, a polimeraz lancreakcidt az Ujonnan szintetizalt templat 3’
végéhez hibridizalé primer hozzdaddsaval inditottuk el (14. abra). A random szekvenciat
hordozé ‘reverz’ primer: AK848 (5 — NNNNNNNNNNNNNNNNNN CCGGGCGCTAGCATG), a
'forward’ primer pedig AK849 (5' — GAATTCAGGGTGGTGAATGTGA) volt. A reakcié pontos

koérilményeit a 2. tdblazat tartalmazza.

2. tabldzat: A random szekvencidt hordozd oligonukleotid kényvtdr beépitésének reakciokériilményei

Modositott inverz-PCR
Reakcidelegy Reakcidkorilmény
1. 1épés 2. |épes 1. és 2. lépés
(linearis amplifikacio) (PCR)
5X HF Phusion puffer 5 ul 5ul 1. 98°C 2’
10uM AK848 primer 1l - 2. 98°C 30”
10uM AK849 primer - 1l 62,8/ 64°C 30”
10mM dNTP mix 0,4 ul 0,4 ul 72°C3
templat DNS 1l 25 ul (1. 1épés 10X
(20-50 ng) terméke)
2 U/ul Phusion polimeraz 0,5 ul 0,5 ul 3. 72°C 10’
H,O 25 ul-ig 50 ul-ig

A PCR reakciét kovet6éen a moddszertani részben ismertetett médon (IV.5.2. és 14. abra)
eliminaltuk a templat DNS-t, majd a foszforildlas és ligdlast kdvetéen a random szekvenciat

hordozd plLaclne-N18 plazmidkdnyvtdrat alkalmazva transzformaltuk az ER1821 Alacl torzset.

/ 1. A random szekvenciat hordozé, 2. Inverz PCR 3. Foszforilalas és ligalas \
( masodik szal szintézise +Dpnl emésztés egy lépésben “

Piac Prect |
Fs "'s
plLacl placl

‘reverz’ prlmer

= forward’ primer
5 végi random )

N szekvencidval /

14. abra: Random szekvencia beépitése lacl promoterbe modositott iPCR technikdval
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Idedlis esetben, az 6sszes transzformans sejt fehér telepszint ad, azonban 14-18%-ban kék
telepszinl klénokat szdmoltunk (fliggelékek 3. tablazat, sziirke). A kék szin megjelenése
B-galaktozidaz aktivitasra utal, vagyis Lac represszor hianyara (B-gal* Lacl- fenotipus).
Ellen6rzésképp, el6szor csak par klon szekvencidjat hataroztuk meg hagyomanyos, kapillaris

szekvendlassal, melyek relevans szekvenciait a 3. tabldzatban mutatom.

3. tabldzat: Az Nhel és EcoRl klénozohelyek kézé beéplilt szekvencidk elemzése

B o 5w =
9 o L= 420 8 0 ' o bazis eloszlés
0 D 0 (ITS szekvencia) n O 5 )
o D [epe 0,
- -
GCAAATAACTTCGCCAG | 18 | 60 | 50 A=7 T=3 C=5 G=5
GTTCTGTTCGAGAAGTGG | 18 | 60 | 55 A=3 T=6 C=2 G=9
CAGAACTTAGGGAAGGT | 18 | 75 | 50 A=7 T=3 C=2 G-8
TTTAATTTGTAACCGAG | 18 | 55 | 35 =6 =7 &7 =5
N18 | fehér | BBATCTTTACACACACGGTC | 18 | 45 | 50 A=5 T=5 C=6 G=4
| BETGTTATTGGCGTGTTTCG | 18 | 45 | 50 A=1 T=9 C=2 G=8
TAGTAAAGGATCTTTGTC | 18 | 55 | 40 i=5 T=7 &7 =4
TCCTACTCAATCCAGGGG | 18 | 50 | 60 A=4 T=4 C=6 G=6
GGAACTTGAAGCGTGTGT | 18 | 65 | 55 A=4 T=5 C=2 G=9
GAGTAATTCGCACCC 17 | 60 | 55 =6 1= ©=5 =0
TGCGTATCCTGAG 14 | 60 | 55 A=4 T=5 C=3 G=8
GTAATTCRCACCC 17 | 60 | 50 A=5-7 T=3 C=5 G=5-7
GTTCACATCCTGGTCCCC | 18 | 35 [ 65 A=2 T=5 C=8 G=5
N18 | kék CTCTGATCGGGACCEEMN | 15 | 60 [ 60 A=5 T=3 C=5 G=7
TCTTTCACGACCCTGTTT | 18 | 30 | 50 A=2 T=8 C=6 G=4
TGCACGACCAACCGAGEE | 16 | 65 | 65 A=6 T=1 C=6 G=7
TATTTTCCTGTATTGAG | 18 | 45 | 35 A=4 T=9 C=2 G=5
cpa | fehér | BGCCGGGGCTGGGGGAGG 18 | 80 | 85 A=2 T=1 C=3 G=14
kék CCCTCCCCCAGCCCCGG | 18 | 35 | 85 A=2 T=1 C=12 G=5
czp | Lfehér GGAGTTGGGGGAGTGAGT | 18 | 80 | 65 A=3 T=4 C=0 G=13
kék CTCACTCCCCCAACTCC | 18 | 30 | 65 A=4 T=3 C=11 G=2
w0 |_feheér TTATCACCGCCAGAGGT | 45 | 55 | 55 A=5 T=4 C=5 G=6
fehér TCTAACACCGTGCGTGTT | 45 | 45 | 55 A=3 T=6 C=5 G=6
tetO | fehér TCCCTATCAGTGATAGAG | 20 | 55 | 50 A=5 T=5 C=4 G=6

Zélddel kiemelt szekvencia a pLaclye plazmid eredeti szekvencidja, a sdrgdval kiemelt szekvencia az inszert
kezdeti dtirédd szekvencidn (ITS) beliil taldlhatd szakaszdt jel6li. Az inszerthossz az Nhel és EcoRI helyek kézé
beépiilt szekvenciarész hosszat (bp-ban) jeléli. Purin % és GC % az ITS szekvencidn beliili purin-pirimidin és
G-C nukleotidok szdzalékban megadott ardnyadt jeldli. A bdzisok eloszldsa a négy nukleobdzis eléfordldsanak

szamdt adja meg.

A fehér telepszinl klonoknal szinte kivétel nélkiil szabalyos, 18 bp hosszu beépiilést lattunk. A
kék telepszinl kldnok esetében azonban el6fordult, hogy kevesebb bazispar épiilt be a

tervezettnél, rdadasul par esetben nagyobb szekvenciarész kiesését is megfigyeltik.
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Az ITS szekvencia megvaltozdsanak hatdsa a promoter er@sségre régdta ismert (86). A
bakteridlis promoterek ITS szekvencidinak sebességmeghatarozo6 szerepe lehet a transzkripcid
iniciacio-elongdacid atmenetében, azonban a szabalyozds hatterében all6 okok még nem
teljesen ismertek. Prokariétakban a transzkripcio kezdeti szakasza, az iniciacié irdanyitdsaban
legf6képp az RNS polimeraz o alegysége vesz részt, amely specifikusan felismeri a konzervalt
-10 és -35 elemeket, majd a transzkripciés komplex kialakulasaval megkezd&dik a
transzkriptum szintézise. Az elongacid, vagyis lanchosszabodas korai szakaszdn 9-11 nt hosszUu
RNS transzkriptum keletkezésével az RNS polimeraz szekvenciaspecifitasért felgs o7°
alegysége és a transzkripcids komplex kozotti kélcsonhatds egyre gyengil. A o7 faktor
részleges vagy teljes levalasaval a keletkezé naszcens RNS el tudja foglalni az "exit’, kilép6
csatornat, biztositva a lanchosszabbodas akadalymentes folyamatat. Azonban az ITS
szakaszon el6forduld bizonyos szekvencidk, példaul a -10 konszenzus szekvencidhoz hasonlé
szekvencidk, a o’° faktorral kolcsOnhatasba Iéphetnek, a transzkripcidos komplexet a
promoterhez kotve. A promoterekrél altaldban maximum 10 nt abortiv révid RNS-ek
keletkeznek, az ennél hosszabb abortiv, 13-18 nt hosszu transzkriptumok felhalmozédasa az
ITS-67° kdlcsonhatds miatt bekovetkezd promoterhez kotott allapotra jellemzé (87-89).

Az elemzett szekvencidk kozott is talaltunk -10-es elemhez hasonlé szekvenciakat, 3 esetben
a kék telepszint add klonok kozott, egy esetben azonban fehér telepszind klénban (3. tablazat).
A purinban gazdag szekvencia a nem templat szalon el&segitheti a transzkripcié elongacidba
torténd tovabbhaladasat (90). A korabban tanulmanyozott 6ZA és 6ZB felismer6szekvenciak-
nal a beépllés irdnyatdl fuggden guaninban gazdag (1-es orientacid) vagy citozinban gazdag
szekvencia (2-es orientacio) keriilt a nem templat szalra. Az 1-es orientacioban 80%-os volt a
purinok elé6forduldasanak gyakorisaga, mig a 2-es orientacidoban csupan 30%-os (3. tablazat). A
purinban gazdag szekvencia (6ZA1 és 6ZB1) Lacl* B-gal fenotipust adott, mig a pirimidinben
gazdag szekvencia (6ZA2 és 6ZB2) gatolta a lacl transzkripciot, igy a PB-galaktozidaz
akadalytalanul kifejez6dhetett (Lacl- B-gal*). Ez az eredmény 6sszhangban van azzal a
megfigyeléssel, mely szerint a purinban gazdag szekvencia segiti a hatékony transzkripciot.

A placlne-N18 plazmidkonyvtar elemzett szekvenciaindl nem lattunk szignifikans kiilonbséget
a purin-pirimidin eloszlasnal, azonban a fehér telepszint adé (Lacl* B-gal’) sejteknél a lac/
promoter ITS szekvencidjaban a citidin alulreprezentalt volt (3. tablazat). Ez 6sszhangban van
azzal a korabbi megfigyelésiinkkel, hogy a 6ZA és a 6ZB target szekvencia abban az

orientacidban, amelyben a felsé szal citidinben gazdag, gyengiti a lacl transzkripciét.
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V.4.2. Kisérlet a gatolt lacl transzkripcid helyredllitdsara

E. coliban az RNS polimerdaz o alegységei kozil a o’ a leggyakrabban hasznalt, mas o
alegységek specifikus gének transzkripcidjat biztositjak. Ismert, hogy a o’° és egyes ITS
szekvencidk kozotti kolcsonhatds gatolja aziniciacidbdl az elongacidba valé atmenetet (89,91).
A 032 faktor altal felismert promotereknél nem talaltak példat az ITS szekvencia transzkripcidra
gyakorolt hatasara (89). Erre a megfigyelésre alapozva megvizsgaltuk, hogy azokban az
esetekben, amelyekben a beépitett szekvencia gatolja a lacl transzkripciét (6ZA és 6ZB 2-es
orientdcid, lasd fenn), meg lehet-e szlintetni a gatlast, ha a o7%4ltal felimert lacl promotert 032

RNS polimeraz alegység altal felismert promoterre cseréljik.

V.4.2.1. 032 faktor dltal irdnyitott lacl géndtirddds

A lacl gént 032 faktor altal felismert groE promoterrel fazionaltuk, majd létrehoztunk a lac/ne
promoterhez hasonldan, egyedi klonozdéhelyeket. A o032 altal felismert groE promotert
E. coli ER1821 torzsb6l amplifikaltuk AK813 és AK814 primerekkel (fliggelékek 2. tablazat). Az
amplikont a plLaclne plazmid Xhol-EcoRI felismer6helyek altal hatarolt helyre klénoztuk be
(10. abra). A plazmidvektort el6szor megemésztettilk Xhol enzimmel, majd az 5’ tulnyulé
végeket feltoltottiik, végll a linedris vektort megemésztettiik EcoRl enzimmel. A groE
promoter amplifikdlasahoz alkalmazott ‘forward’ primer 5’ végére EcoRl helyet terveztiink. Az
amplikon EcoRIl emésztését kdvetSen ligaltuk az elGkezelt plazmidvektorba. A rekombinans
pLacl3% plazmidon a lacl gén fuzidba kertlt a groE promoterrel, amely ITS szekvenciajan beldl
EcoRl felismer6helyet hordozott.

Ahhoz, hogy a laclye promoterhez hasonldéan aszimmetrikus klénozassal tudjuk beépiteni a
tesztelni kivant DNS szekvencidkat az ITS régidba, létrehoztunk a -10 elemhez kozel egy

egyedi Xhol restrikcids felismer&helyet (laclxe*2 promotervaltozat) (15.4bra).

/// %\\\

TCGAGTCACC 6ZA/6ZB/AR
CAGTGG kotéhely TTAA

XhoI EcoRI
up -35 -10 — - Met Lys
GATCAGRATTTTTTTTCTTTT TCCCCCTTGRAAGGGGCGRAAGCCTCATCCCCATTTCCAGAGTCACCAGCCGGGARTTCAGGGTGGTGAATETEALA

|\CTAGTCTTARARARAAGAAARAGGGGGAACTTCCCCGCTTCGGAGTAGGGETARAGGTCTCAGTGGTCGGCCCTTAAGTCCCACCACTTACACTTT |
\\n ///

15. dbra: A groE-lacl promoter nukleotidszekvencidja

Sziirkével kiemelt részek: -10 és -35 hexamerek. A létrehozott klonozdhelyek kékkel jeléltek. A tesztelt

felismerdszekvenciakat Xhol-EcoRI kompatibilis végli oligoduplexeken keresztiil épitettiik be.
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A Xhol helyet kialakité pontmutaciét AK815-816 mutagén oligonukleotid parral (figgelékek 2.

tablazat) hoztuk létre, inverz-PCR technikdval (74). A kordbban tesztelt, 6ZA, 6ZB és A

represszor fehérjék felismeréhelyeit Xhol-EcoRl aszimmetrikus klonozassal épitettiik be

(AK820-833), ugy, hogy az eredeti szekvenciat megériztiik a -10-es elemt6l a 9. bazisparig.

Ezzel megériztik az eredeti szekvenciat egészen a transzkripcids kezd6helyig (15. abra).

Mindharom fehérje felismerGhelyét, mindkét orientacidban beépitettik. Lacl* és B-gal

fenotipust tapasztaltunk minden esetben, beépiilés irdnyatdl figgetlenil (16.A dbra).
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16. abra: I-Block mérés groE-lacl valtozatot hordozd plazmidvaridnsokkal

A: Kiilénbézé felismeréhelyeket hordozo plac

I32

Az Gsszes varidns fehér telepszind (Lacl*, 8-gal’)

xe plazmidvaridnsok tesztelése X-gal tartalmu agar lemezen.

B: pLaclP?y(X-6ZA-E) varidns tesztelése 1. és 2. orientdcioban beépiilt 6ZA kétbhellyel. A specifikus kétédést

jelenté megemelkedett 3-galaktoziddz aktivitdst csak a 6ZA2 szekvencidval tudtuk kimutatni.
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Ez megerGsiti azt a feltételezést, hogy az egyes beépitett szekvencidakkal tapasztalt /ac/
expresszid csokkenés a o’° faktorhoz, és a lacl promoterhez kothetd. A sejtet
kotranszformaltuk a placlx®? plazmidvaridansokkal és a beépitett szekvenciat felismeré
fehérjét termel6 plazmiddal, hogy teszteljik az 0j varians felhasznalhatdsagat az |-Block
rendszerben. A tesztelt fehérje specifikus kot6dése kimutathatd volt, de fliggott a beépitett
szekvencia iranyatol. Példaul a 6ZA cink-ujj fehérjénél az 1-es orientacidban beépiilt
szekvencidval nem volt kimutathaté a specifikus kot6dés, mig a 2-es orientdcidban beépiilt
szekvenciaval igen (16.B abra).

A groE-lacl fuaziéval hidba sikerllt az inszertszekvencia hatdsat csokkenteni a lacl
transzkripciora, Ujabb kérdések merdiltek fel. Miért fligg a beépités iranyatdl a tesztelt fehérje
kot6désének kimutatasa? Vajon stabil, megbizhaté eredményt kapunk o3? faktor 4ltal
felismert groE promoter alkalmazasaval? A o032 faktor alapvetSen a stresszindukalt gének
atirdsaért felel, koncentracidja er6sen fluktualhat kilénb6z6 kornyezeti hatasokra (92), igy
példaul egy, a sejtre toxikus hatdsu fehérje tultermelésére. Megoldast jelenthet, ha a o032
faktort plazmidrél, konstitutiv promoterrél termeltetjik. A groE-lacl rendszert tovdbb nem

teszteltik, habar még latunk potencialt a felhasznalasaban.

V.4.2.2. A lacl transzkripcid helyredllitdsa 070 mutdnssal

A groE-lacl promotervarianssal kapott eredmény azt jelezte, hogy a 6ZA2 és 6ZB2 szekvenciak
hatdsa a o0’° faktorhoz kotott. A o’ és az elakadast-el6idéz6 szekvencidk specifikus
kolcsonhatdsat tobben tanulmanyoztak (86,93-96). A legismertebb példa a A fag kései
génjeinek atirédasaért felels PR’ promoter és AQ fehérje kapcsolata (97).

Azonositottak olyan o’ mutans faktorokat, melyek az elakadast-elGidézé szekvencidk
jelenléte ellenére sem mutatjdk a jellemz6 fenotipust, a teljes transzkriptum hatékonyan
atirédik. A transzkripcido kezdetekor az RNS core (azBB’) enzimhez kot6dik o alegység,
funkcionalis holoenzimet alkotva (a2BB’c). A holoenzim ¢’° faktoranak 2-es és 4-es doménjén
keresztiil 1ép specifikus kolcsénhatasba a konzervalt -10 és -35 promoter elemekkel
(80). Valészin(sithet6, hogy ugyanazon ¢7° régid felelGs az elakadast kivalto kotédésért az ITS
szekvencian belill, mint amely a -10-es elem nem-templat szaldahoz is specifikusan kétédik. A
promotertdl valod elszakadast és az elongdacidba torténd tovabbhaladast segiti a 670 faktor 2.2
région bellli mutacid, mint L402F és Q406A, amely valdszin(ileg gyengiti a kdlcsdnhatast a

core és o faktor kozott (97,98).
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Az ismert, promoter-elakadast gatld L402F és Q406A mutacidkat bevezetve prébaltuk az
inszertszekvenciak hatdsat csokkenteni a /lacl transzkripcidra. El6szor a plazmidrdl
termeltetett mutans o faktorokkal ellenériztiik a mutacié hatdsat a lac/ termel&désére.
A dontés mellett szélt, hogy az L4A02F mutacioval még életképes, de a Q406A mutaciot hordozd
o’%faktort csak a vad tipusu o’° faktor mellett tudja tolerdlni a sejt. A plazmidrdl termeltetett
mutans o faktor nagyobb koncentracidban van az endogén, vad tipusu o faktorral szemben,
igy a promoter-elakadast csokkentd hatdsuk megnyilvanulhat a vad tipusu faktor jelenléte
ellenére (97,98). A o faktort kddold rpoD gént ER1821 torzsr6l amplifikaltuk AK840 és AK841

primereket alkalmazva (17. abra).
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17. abra: A 670 faktor génjét hordozo pB-rpoD plazmid

Az rpoD gén amplifikdldsdhoz és mutageneziséhez alkalmazott oligonukleotidok lildval jeléltek.

A kettds emésztéssel deletdlt araC-Pgap szekvencia feketével kiemelt.

Az rpoD gén 4 promoterrel is rendelkezik, kett§ a 07°, egy a 032 és egy a 0%* faktor iranyitasa
alatt all. Az amplikon hordozta mind a négy eredeti promotert, valamint a gén utdni
terminatort. Az amplikont pBAD24 vektorplazmid Hindlll helyére épitettiik be, a Hindlll 5’
tdlnyuld végek feltoltését kovetben. A rekombinans plazmidot pB-rpoD-nak neveztiik el.
pB-rpoD plazmidon az rpoD gén L402F mutdciodjat QuikChange mddszerrel, Q406A mutacidjat

pedig inverz-PCR technikaval hoztuk létre. Az L402F mutans egy C-T cserével jott létre.
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A Q406A mutdcidhoz két bazispart kellett cserélni, mellyel az eredeti glutamint kédolé CAG
kodon helyett alanint kddolé GCG kodon keletkezett. Az LA02F mutaciét bevezetd mutagén
oligonukleotidpar AK844/845, Q406A mutacidhoz pedig az AK860-861 oligonukelotidokat
alkalmaztuk (fuggelékek 2. tablazat, 17. abra).

A pB-rpoD(L402F) és pB-rpoD(Q406A) variansok mellett Lacl- fenotipust mutatéd placlne
variansokkal kotranszformalt sejtekben nem allt helyre a lacl transzkripcid, tovabbra is
emelkedett B-galaktoziddz szintet mértink. Mivel az rpoD gén a tervezettel ellentétesen, az
araBAD promoterrel ellentétes iranyban épllt be, megvizsgaltuk, hogy az araBAD promoterrdl
induld atirddas megsziintetésével novelheté-e a mutans o faktor kifejez6dése. Létrehoztuk a
pB-rpoD plazmid araC-Pgap delécids valtozatat, az Eco47lll-Smal kozé es6 szekvencia
kivagdsaval (17. abra). Az I-Block mérés soran, a delécio ellenére, tovabbra is Lacl- B-gal*
fenotipust lattunk.

A plazmidrdl termeltett 67° mutdnssal nem sikerult visszaallitanunk a lacl transzkripcidt, ezért
létrehoztuk az ER1821 Alacl torzs egy olyan valtozatat, amelyben a genomon |évé rpoD gén az
L402F mutaciét hordozza. Mivel a mutdciét hordozd gén mar a keziinkben volt, a genomi
mutaciét az uUgynevezett ,6ngyilkos plazmid” technikdval, egy hdszenzitiv plazmidon

keresztiil, két homoldg rekombinacidval (71) vittik be a genomba (18. abra).

— ~

/ ER1821Alacl pST-rpoD(L402F) \

i e P12 T
rpoD(ut] j 34
1. homolog 2. homolog

rekombindcio rekombindcio

ER1821Alacl rpoD(L402F)

18. abra: Az rpoD gén L402F genomi mutdcidjdnak létrehozdsa
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Az rpoD(L402F) gént az pB-rpoD(L402F) plazmidrdl amplifikaltuk, majd emésztettik BsrGl
enzimmel, a gént megroviditve 24 bp-ral, ami az elsé 8 aminosavat kédolja (17. abra). Ezt
kovetéen a megroviditett gént az ,6ngyilkos plazmidra” (pST76A) klénoztuk, |étrehozva a
pST-rpoD(L402F)dAS8 plazmidot. Az els6 homoldg rekombinacioval beépiilt a
pST-rpoD(L402F)dAS8 plazmid a genomra. ElGnyOs esetben a gén elsé felében tortént a
rekombindcid, igy a mutaciot hordozo gén maradt épen és az eredeti szekvenciat hordozo gén
lett delécids. A masodik homoldg rekombindacidval a plazmid tobbi részét ejtettiik ki (18. abra).
A létrehozott ER1821 Alacl rpoD(L402F) torzsr6l AK840-841 primerekkel amplifikaltuk a
mutdns rpoD gént, majd AK859 primerrel szekvendlassal ellendriztik a genomi mutacid
meglétét. A placlye?3 varidnsokat, melyek a tesztelt DNS-k6tS fehérjék kotSszekvencidit
hordozzak betranszfromaltuk a l|étrehozott ER1821 Alacl rpoD(L402F) torzsbe. A Lacl
fenotipust mutatd plLaclne varidnsokat (pLaclne-(N-6ZA2-E) és -(N-6ZB2-E)) hordozé sejtek az
rpoD(L402F) mutdcid ellenére kék telepszinliek maradtak, ami Lac represszor hidnyara utal
(Lacl- B-gal*) (19. 4&bra). Tehat, 6ZA2 és 6ZB2 szekvenciat hordozd placlygdo3
plazmidvariansokndl, az L402F mutacid bevezetése nem elegendé a hatékony lacl

transzkripcid helyreallitasahoz.

/ placl,, + ER1821Alacl rpoD(L412F) \

/

19. abra: L402F genomi mutdciot hordozd rpoD hatdsdnak ellenérzése Lacl termelédésre

fehér telep: Lacl* B-gal’, kék telep: Lacl B-gal*

V.4.3. Lacl sejtek elimindlasa plLaclne-N18 plazmidkonyvtarbol

A placlne-N18 plazmidkonyvtar |étrehozdsanak célja nem csupan az elakaddst-el6idéz6
szekvencidk vizsgalata volt, hanem az elsG |épés az I-Block mdédszer tovabbfejlesztéséhez,
amely segitségével azonositani tudjuk a tesztelt fehérje kotészekvenciajat. A plLaclne-N18

plazmidkdnyvtarban azonban tul magas volt az alpozitiv eredményt add, Lacl klénok szdma.
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A hattérben all6 problémat nem sikerllt egyértelmlien azonositani és kompenzalni, ezért
megprobaltunk kidolgozni egy olyan madszert, amellyel az alpozitiv kldonokat elimindlni
tudjuk. A Lacl* sejtek szelekcidjahoz egy bicisztronos operont alakitottunk ki, amelyben a lac/
promotert a lac/ gén majd az ampicillin rezisztenciat biztositd B-laktamaz génje (ApR) koveti.
Az els6 és masodik cisztron 'stop’ és kezd6 kodonja kozott rovid, 18 bp hosszd DNS szakasz
talalhato, amely egy masodik SD szekvenciat kodol (20. dbra). Ez az elrendezés lacl és az ApR

gén kozott transzkripcids kapcsoltsagot biztosit, azonban fuzids fehérje nem szintetizalodik

AK910
/ 499 tctagaaggAGGAAGAGTATGAGtam \
[ |
AK899 |
ITGGAAAGCGGGCAGTGALCTAG
v
CCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAtCtagaaggAGGAAGAGTATGAGL At tCAACATTT
T
GGGCTGACCTTTCGCCCGTCACTagatcttccTCCTTCTCATACTCataagTTGTAAA
355 . . L 360 -~ 1 . . . 5 .
Ser Arg leu Glu Ser Gly GIn B Met Ser Ile GIn  His  Phe
[ sp2 ] [ signal sequence
AmpR
CTGACCTTTCGCCCGTCACTagatct
NN w=m
AK798
(5591) Xhol lacI promoter,
Nhel (95)
EcoRI (115)
>
2
q;\“'
%
S EcoRV (933)
: AK899 (1199 .. 1220)
lambda t0 terminator AK910 (1216 .. 1243)
/ Xbal* (1216)
\AK798 (1196 .. 1221)
pLacI-ApR(NE) SD2
5608 bp
\ AmMpR |
\ pSC101 ori /

Xbal (2113)
AK911 (2097 ..2118)
B T1 terminator,

20. dbra: A lacl-ApR bicisztronos konstrukciot kédolo pLacl-ApRne plazmid

A klonozdshoz haszndlt oligonukleotidok lildval jeléltek. Az ApR gén Xbal helyre lett beépitve,

a Dam hellyel dtfedé Xbal hely narancssdrgdval kiemelt.

49



A bicisztronos konstrukciot hordozé pLacl-ApRne plazmidot a pLaclne®©3 plazmidot felhasznélva
alakitottuk ki. Utdbbiban a Xbal klénozdhely kozvetlen a lacl gén stop kodonja mellett
taldlhato (10. és 20. dbra). A B-laktamazt kddolod gént a pBAD24 vektorrdl amplifikaltuk AK910-
AK911 primerekkel, melyek 5’-végére Xbal felismerShelyeket terveztiink. Mivel a Dam
metilaciéra érzékeny Xbal felismerShelye atfed egy Dam metildz felismerGhellyel, nem
hagyomanyos restrikciés kldnozéassal épitettik be a rezisztencia gént. A placlyed©3
vektorplazmidot AK899-AK798 oligoparral amplifikaltuk, majd az Ujonnan szintetizalt,
metilalatlan plazmid DNS-t emésztettik Xbal enzimmel. Az emésztett PCR fragmentumot a
Xbal kompatibilis végd, linedris pLaclne®©3 vektorhoz ligéltuk (20. dbra).

Az igy kapott plazmidot E. coli ER1821 Alacl gazdaban (pLacl-ApRne) X-galt és/vagy ampicillint
tartalmazé agarlemezeken teszteltiik. A sejtek fehér szinliek maradtak, tehat Lacl* B-gal
fenotipust mutattak, valamint néttek ampicillin jelenlétében. Ez az eredmény bizonyitotta,
hogy a bicisztronos konstrukciéban [évé mindkét gén kifejez6dott. Megvizsgaltuk, hogy a
pLacl-ApRne plazmid milyen szintli ampicillin rezisztencidt biztosit. Mig a kontrollként
alkalmazott placIne®® mar 25 pg/ml ampicillin mellett életképtelen volt, a lacl-ApR
bicisztronos génkonstrukcidt hordozé sejt jol n6tt 25 és 50 pg/ml apmicillin mellett, s6t bar

gyengébben, még 100 pg/ml ampicillin mellett is képes volt névekedni (21. abra).

e N

) ya 07 \\
/

0,6

placlye?®3 25 pg/ml Ap
pLlaclye?®3 50 pg/ml Ap
placlne® 75 pg/ml Ap
-~ placlye®© 100 pg/ml Ap
—  placl-ApRye 25 pg/ml Ap
pLacl-ApRye 50 pg/ml Ap
pLacl-ApRye 75 pg/ml Ap
pLacl-ApRne 100 pg/ml Ap

S

dé (6ra:perc) /

21. dbra: A pLacl-ApRne plazmidot hordozé sejt névekedése kiilénbéz8 ampicillin koncentrdcio mellett
do3

Kontroll plazmid: pLaclye

Els6ként megvizsgaltuk, hogy a korabban tesztelt fehérjék hogyan viselkednek az I-Block
rendszerben akkor, ha a felismer6helyik a placl-ApRne vektorban van. A fehérjék

felismer&helyeit Nhel és EcoRl helyek kdzé aszimmetrikus restrikcios klonozassal épitettik be.
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A vartnak megfelel6en azt lattuk, hogy minél hatékonyabb a /ac/ transzkripcié, annadl
magasabb ampicillin koncentracié mellett életképes a sejt. Azonban, ha a Lac represszor nem

fejezGdik ki, akkor a sejt nem életképes ampicillin jelenlétében (22. abra).

22. dbra: pLacl-ApRne varidnsok ellenérzése X-qgal tartalmu lemezen és kililbnb6z6 ampicillin koncentdricok
mellett
Fehér telep: Lacl® f3-gal, kék telep: Lacl f3-gal*. Csak Lacl* f3-gal sejt képes ampicillin jelenlétében

névekedni, mivel a 8-laktamdz és a lacl gén transzkripcidja kapcsolt.

A random szekvenciat hordozd plazmidkoényvtarat placl-ApRne plazmidvektorral is
elkészitettlik. A lacl promoter ITS szakaszaba inszertalt szekvencia, szelektalas nélkil, nagy
szamban adott alpozitiv, vagyis Lacl- B-gal* eredményt. Mivel a lacl gén és B-laktamdaz gén
transzkripcidja kapcsolt, amennyiben a /acl transzkripcio sérilt, ugy varhatdéan az ampicillin
rezisztencia sem fejez6dik ki. A modositott iPCR technikaval Iétrehozott plazmidkonyvtarat a
bejuttattuk a teszttozsbe, majd a megszokottdl eltéréen, nem szildrd taptalajra szélesztettiik
a sejteket, hanem 100x-os higitasban atoltva, Uj tapoldatban novesztettiik, kilénboz6
ampicillin koncentracié mellett. A transzfromalast és atoltast kovetéen a 25 és 50 pg/ml
ampicillin koncentaricé mellett a sejtkultira szépen feln6tt masnapra, de 75 pg/ml mellett
nem. Miel6tt hozzdadtuk nagyobb koncentraciéban az ampicillint, el6ndvesztettiik a sejteket
4 6ran at, kanaminicn mellett. Az igy nOvesztett kultrirak mar életképesek voltak 75 pg/ml

ampicillin mellet is (4. tdblazat).
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4. tabldzat: pLaclye-N18 plazmidkényvtdr szelekcidja ampicillinnel Lacl+ sejtekre

Alkalmazott Masnap mért sejtslrliség  X-gal lemezen szamolt
ampicillin koncentracié (As00) kék telepek szazaléka
0 pg/ml 17-21%
25 pg/ml 3,22 ~1%
50 pg/ml 3,06 0,8%
75 pg/ml 0,2 -
El6novesztés 50 pg/ml Km mellett (4 éra),
2,75 0%
majd 75 pg/ml Ap

A masnapra feln6tt tenyészetekbdl plazmidot izoldltunk. A palzmid preparatumokkal
transzformaltuk az ER1821 Alacl torzset és szélesztettiik X-gal tartalmu lemezre, majd mdsnap
megszamoltuk a kék (Lacl- B-gal*) és fehér (Lacl* B-gal’) telepszinl transzfromansokat
(fliggelékek 3. tablazat, kék). Szelektalas nélkil a transzformansok k6zo6tt a kék telepek aranya
17-21% korul mozgott. 25 és 50 pg/ml ampicillin mellett szelektalva az alpozitiv klonok szama
jelentésen csokkent, ~1%-ra (fluggelékek 3. tablazat, kék). El6novesztett, majd 75 pg/ml
ampicillin mellett szelektdlt plazmidkényvtarban nem fordult el6 Lacl- vdltozat. Az
eredmények a szelekcié megfelel6 miikodését tamasztjak alad. Varhatéan a hosszu szelekcios
idével jelentésen csdkken a plazmidkonyvtar komplexitasa, vagyis az egyedi szekvencidk
szdma. A lacl/ promoterbe beépitett szekvencidk komplexitasat Illumina szekvendlassal
ellendriztik. Szelekcido nélkil a 47501 olvasatbdl 29633 esetben (62%) a tervezett,
18 bp hosszuUsdgl szekvencia épllt be, a kilonb6z8 inszertszekvencidk eloszlasa pedig
egyenletes volt. A komplexitds azonban a hosszu szelekcié alatt drasztikusan lecsokkent
(5. tablazat, 23. dbra). Annak érdekében, hogy a szelekcid soran ne essen le az egyedi
szekvencidk szama, rovidebb ideig novesztettiik a sejteket ampicillin jelenlétében. Az éjszakan
at kanamicin mellett névesztett kulturat 100x higitassal atoltottuk friss LB tapfolyadékba,
amely 75 pg/ml ampicillint tartalmazott és novesztettiik 0,6-0,8=0Dgo0 értékig. A megfelel
sejtslir(iséget 5 dra alatt érte el a kultdra, melynek %-ed részébdl kompetens sejtet

készitettiink és %-ed részébdl plazmidot izolaltunk.
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5. tabldzat: pLacl-ApRue plazmidkényvtdr komplexitdsdnak ellendrzése Illumina szekvendldssal

75 pg/ml Ap mellett szelektalt pLacl-ApRye-N18 ,plazmidkdnyvtar

Elemzett 18 bp . Shannon- < o
. Egyedi . Alpozitiv
.. . inszerthossz . egyenletesség Lk
konyvtar ., szekvencia . klonok
gyakorisaga index
Nem szelektalt 62% 23% 0,96 17-21%
Hosszu
szelekcids id6 58% 0,8% 0,36 0%
(16 o6ra)
Rovid szelekcios
ke s 61% 24% 0,93 1,5-5%
id6 (5 ora)

*Kék telepek szama az 6ssztelepszamhoz viszonyitva, X-gal tartalmu lemezen

(Teljes elemzés: fliggelékek 6. tabldzat, kék)

A szekvenciakat lllumina szekvendlassal hatdroztuk meg. A komplexitas kdzel azonos volt a

kiindulé, nem szelektdlt plazmidkdnyvtaréval (23. 4dbra). Az alpozitiv klénok (Lacl’) szamat X-

gal lemezen ellenériztik. A kiinduldsi ardnyhoz mérten jelent&sen csokkent a kék telepszint

ado, Lacl sejtek aranya, 1,5-5%-ra (5. tablazat és fliggelékek 3. tablazat, kék).
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>
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>
>

(Ejszakan 4t Km mellett ndvesztett)
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- o

75 pg/ml Ap mellett szelektalt

(Ejszakan &t ampicillin mellett

C novesztett kultira)

0.
0.
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0.4

"GTTTTTGGT

10
:: W 75 pg/ml Ap mellett szelektalt

c (Ejszakan at Km mellett névesztett

0.0

23. dbra: lllumina szekvendldssal ellenSrzétt szekvencidkbdl készitett szekvencia logdk

Az éjszakdn at tarto szelekcioval a plazmidkényvtar komplexitdsa drasztikusan lecsékken. Az 5 ords

szelekcioval az egyedi szekvencidk eloszldsa nem vdltozik jelentésen a kontroll, nem szelektdlt kényvtdrhoz

képest. (Teljes elemzés: fiiggelékek 6. tabldzat, kék)
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V.4.4. A placl-ApR plazmidon |évé lacl promoter ersségének novelése

A bicisztronos konstrukcioban feltételezhetéen a 2. cisztronrdl kifejez6d6 B-laktamdz nagyon
alacsony koncentraciéban van a sejtben. Kordbban kimutattuk, hogy a lac/ne promoter
gyengébb, mint a vad tipusu /acl promoter (7. dbra). Annak érdekében, hogy noveljik a
bicisztronos konstrukcid altal biztositott ampicillin rezisztenciat, a laclye promotert az eredeti
lacl promoterre (laclw:) cseréltiik a pLacl-ApR plazmidon. A lacl,: promotert hordozd Xhol-
EcoRI fragmentumot a pUA-lacl plazmidrdl klénoztuk at a pLacl-ApRne vektorra (20. dbra). Az
igy kapott, vad tipusu /ac/ promotert hordozd plazmidot placl-ApRwit-nak neveztik el. A
plazmidot hordozo telepek fehérek maradtak az X-gal tartalmu lemezen (Lacl* B-gal’) és n6ttek

még 100 pg/ml ampicillin koncentracio mellett is (ApR)(24. dbra).

/ ER1821Alacl + placl-ApRwt \
[ 0,9
08
0,7 e 77T
0,6
20,5 /\ — Ap100pg/ml
8m0’4 Ap75ug/ml
03 —Ap50pug/ml
Ap25pg/ml
0.2 /. -- Kisof;/ml
O,:J /’
\ 88888388388888888888888
SHAAATRORESgINAINERRS g
N Id6 (6ra:perc) pd

24. abra : A pLacl-ApRue plazmid dltal kivdltott ampicillin rezisztencia.

A placl-ApRy: plazmidot hordozo sejt névekedése kiilbnb6z6 ampicillin - koncentracid mellett.

Kontroll: kanamicin mellett novesztett kultura (szaggatott vonal).
Korabban megfigyeltiik, hogy a lac/ye promoterbe inszertalt 6ZA2 szekvencia gatolta a lacl gén
kifejez6dését (Lacl- B-gal*). Kotvetkezs |épésként megvizsgaltuk, hogy a 6ZA cink-ujj fehérje
felismerdszekvencia beépitése a lacly: promoterbe hogyan befolyasolja annak mikodését.
A laclw: promoterben nincs Nhel és EcoRI klénozdhely, igy restrikcids klénozas helyett inverz-
PCR technikaval épitettiik be a felismerGszekvencidkat a laclw: promoter ITS szekvencidjaba.
Hasonld korilményeket alkalmaztunk, mint kordbban a random szekvencia beépitésénél
(14. abra, 2. tablazat), azonban a random szekvencia helyett a 6ZA1 vagy 6ZA2 szekvenciat

hordozta a ‘reverz’ primer az 5’ végen (6ZA1: AK951, 6ZA2: AK952; fuggelék 2. tablazat).
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A reakcidkorilményeken tobb ponton is valtoztatnunk kellett annak érdekében, hogy a

megfelel6 PCR terméket kapjuk (25. abra).

A
1. 6ZA2 szekvenciat hordozd, 2. Inverz PCR 3. Foszforildlds és ligdlas
/ maésodik szal szintézise (2 ciklus) (25 ciklus) egy lépésben \
J +Dpnl emésztés \‘
—h
Piocr E =
pLacl-ApRwt pLacl-ApRwt-6ZA2
= AK958 w= AK960 reverz primer
’forward' primer’ AK962
5’ végi 67A2 67A2 kotohelyet
szekvenciaval hordoz6 primer
B AK958
[ccctcccccagccCCyggCCAATTCAGGGTGGT GAAT

AK962
[ccctcccccagccce

GGCATGAaTAGCGCCCGGeccectccecccagCCCCYgYgCCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAA

.CCGTACLATCGCGGGCCYQYYagygyyggtcggggccgGTTAAGTCCCACCACTTACACTTT

1 .
Met Lys

lacI wt promoter >

\ -10 [ |

\ +1 /

CGTACLATCGCGGGCC|
AKS60

25. dbra: A pLacl-ApRwt-6ZA2 plazmidvdltozat létrehozdsa iPCR technikdval

A: A 6ZA2 szekvencia beépitése mddositott iPCR technikdval

B: A pLacl-ApRy+6ZA2 plazmid lacl promotere a klénozdst kévetéen (SnapGene)

El6szor megcseréltiik a primereket olyan értelemben, hogy a 6ZA felismer&szekvenciat ne a
‘reverz’ primer, hanem a ‘forward’ primer hordozza az 5’ végén. Ez azért volt indokolt, mert a
-10-es elem és a +2 kozo6tti szekvencia Gnmagdaban is GC gazdag (GC%=67%), a csaknem tisztan
GC nukleotidokbdl all6 (GC%=89%) 6ZA szekvencidval egyitt a GC% tovabb emelkedett, 79%-
ra. Az AK951 és AK952 ‘reverz’ primerek helyett Uj, 6ZA szekvencidt hordozé ‘forward’
primereket terveztiink (6ZA1: AK957, 6ZA2: AK958, fliggelékek 2. tablazat). Az AK957 vagy
AK958 primerekkel elkészitettiik az Uj, 6ZA kot6helyet hordozéd templatot, ahol a 6ZA
kotészekvencia a transzkricids kezdShely utdn (+2) kezd6dik, a kordbbiakkal megegyezéen. A
masodik szal szintézise soran alacsonyabb (0,4 uM végkoncentracid helyett, 0,2 uM)

koncentracidéban adtuk hozza az inszertszekvenciat hordozo primereket (AK957/AK958) és 10
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ciklus helyett csak 2 ciklust alkalmaztunk. A mdsodik szal szintézisét kdvetSen a PCR reakciot
a 6ZA szekvenciat hordozé Ujonnan szintetizalt templat DNS két végéhez hibridizald primerek
hozzdadasaval inditottuk (6ZA1l: AK961, 6ZA2: AK962, ‘reverz’ primer: AK960). A szokdsos
maodon, a reakcié végén Dpnl enzimmel eliminaltuk az eredeti vektor DNS-t és a PCR terméket
egy reakcidelegyben foszforildltuk és ligaltuk (25. dbra). A transzformalast kovet6en izolaltuk
és restrikcios emésztéssel, valamint szekvenalassal ellenériztik a rekombinans plazmidokat.
Az eredmények alapjan hatékonyan beépitheté az egyedi inszertszekvencia az alkalmazott
madositott iPCR technikaval.

A placl-ApRwt-6ZA1 és placl-ApRwt-6ZA2 plazmidvaltozatok utan a placl-ApRw+-AOr1
plazmidot is |étrehoztuk hasonlé mdédon, az AK963 és AK964 oligonukleotidok felhasznalasaval
(fliggelék 2. tablazat). Az Uj variansok Lacl termel6dését elGszor X-gal tartalmd lemezen
ellendriztik. Lacl* B-gal fenotipust (fehér telepek) lattunk a 6ZA1 és a 6ZA2 szekvenciat
hordozé promotervaltozattal is (26. dbra). Tehdt, a lacly és laclye promoterrel kapott
eredményekkel szemben, a vad tipusu promoterbe épitett 6ZA2 szekvencia nem gatolja meg
a lacl transzkripcidt. Ez 6sszhangban van azzal a korabbi eredményiinkkel, amely szerint a vad
tipusu lacl promoter erGsebb, mint a lacly valtozat (7. dbra). Meglepé médon a AOr1 operatort

hordozé varians Lacl- B-gal* fenotipust mutatott (26. dbra).

/ ER1821Alacl + placl-ApR,, \

sz (S
A0l -‘ /s //

o

26. dbra: pLacl-ApRwt varidnsok tesztelése Km+X-gal tartalmu agar lemezen

Kék telep: Lacl” 3-gal*, fehér telep: Lacl* 3-gal fenotipus.

6 biologiai ismétlés
A placlne-N-AO1,2-E és pLaclne-N-A02,1-E plazmidokkal korabban nem lattuk ezt a problémat,

pedig az egymast kovets Ogr1 és Or2 operator kozel 50 bp hosszu szekvencia, mégsem gatolta

meg a Lacl termel6dést egyik orientacidban sem (Lacl* B-gal’) (11. dbra).
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A két inszertszekvencia az Or1l szekvencia végéig megegyezett a plLaclne-N-AO1,2-E és a placl-
ApRwi-AORr1 plazmidoknal, mégis a rovidebb szekvencia volt negativ hatdssal a transzkripciora.
Ezt a furcsa viselkedést az magyarazhatja, hogy az Ogl operator szekvencia beéplilését
kovet6en a hatarol6 szekvenciaval egy 5° — TACAAT — 3’ szekvencia alakult ki, amely nagyon
hasonlit a -10-es elem konszenzus szekvencidjahoz (5 — TATAAT — 3’, az eltérést aldhuzassal
jeloltem). Ez a korabbi hipotézisiinkkel is 6sszhangban van, amely szerint a -10-es elem
konszenzus szekvencidhoz hasonld szekvenciaknal a polimeraz elakad. A jov6ben tervezziik a
beépités helyét eltolni par nukleotiddal downstream irdanyban (3’ iranyban), hogy az
inszertszekvenciat ne 'CAATTC’ szekvencia kdvesse, mellyel kdnnyedén kialakulhat -10-es
elemhez hasonlo szekvencia.

Korabbi méréseink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az I-Block médszer sordn a
specifikus kotés kimutatasdhoz alacsony Lacl koncentrdciéra van sziikség a sejtben.
A lacly: promoterre valé attéréssel valészinlleg megemelkedett a Lac represszor szintje, ezért
megvizsgaltuk, hogy a megemelkedett Lac represszor koncentracié nem gatolja-e a 6ZA
fehérje specifikus kotédésének kimutatdsat. A méréshez a 6ZA fehérjét konstitutiven termel6
pS6ZA plazmiddal transzformdltuk az ER1821 Alacl sejtet, majd a transzformansokbdl
kompetens sejtet készitettlink. A pLacl-ApRwt és pLacl-ApRne plazmidvaridansokat ER1821 Alacl
kompetens sejtbe, valamint a pS6ZA plazmidot hordozd ER1821 Alacl kompetens sejtbe
transzformaltuk. Mikrotiter lemezben éjszakan 4at, megfelel6 antibiotikum mellett
felnovesztett sejteket masnap atoltottuk a B-galaktozidaz szint meghatdrozasdhoz. Egy masik
lemezbe atoltva a starter kulturat, ellendriztiik a sejtek novekedését 100 pg/ml ampicillin
mellett (27. abra). A laclye promoternél a 6ZA1 szekvencia nem, de a 6ZA2 szekvencia
meggatolta a Lac represszor kifejez6dését, valamint a plazmidot hordozd sejt nem volt képes
novekedni magas ampicillin koncentracié mellett. Ezzel szemben a vad tipusd promoterbe
inszertdlt 6ZA szekvencia egyik orientaciéban sem zavarta meg a lacl-ApR transzkripcét. A
pLacl-ApRw: varidnsokat hordozé sejtekben alacsony B-galaktozidaz szintet mértiink és még
magas koncentracioju ampicillin jelenlétében is n6ttek, habar a 6ZA2 szekvenciat hordozo
plazmiddal alacsonyabb sejtslirliséget mértiink. Ez arra utal, hogy a promoter aktivitds
novelése miatt ugyan megemelkedett a Lacl koncentracid, azonban a 2. cisztronrél kifejez6d6
B-laktamaz szintje nem elegendd, hogy kell6 mértékben megnyilvanuljon az ampicillin

rezisztencia.
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B antibiotikum Ap 100 pg/ml
ODeoy
\ toorautan [ 0,02 [TOBETJNOBSN] 050 | 008 | 015 | oo2 [Toa8 [TOBT] 010 [ 006 [ 010 | 002 |/
N /

N pd

27. dbra: I-Block mérés pLacl-ApR..: és pLacl-ApRue plazmidvaridnsokkal

A: -galaktoziddz szint mérése a 6ZA cink-ujj fehérje nélkiil és jelenlétében. Az oszlopok alatt szdzalékban
kifejezett értékek a f-galaktoziddz aktivitdsnak a plazmid nélkiili gazda f[3-galaktoziddz szintjéhez
viszonyitott értékét mutatjdk. 5 biolégiai ismétlés. Relativ egység: OD420/ODeoo

B: Ampicillinnel szembeni rezisztencia mérése.

A 6ZA cink-ujj jelenlétében mindkét promoterrel kimutathaté a specifikus kotés. A kiilonség a
6ZA fehérje jelenlétében és hianydban minden esetben szignifikdns, azonban X-gal tartalmu
lemezen laclye promotert hordozd sejtek 6ZA hianyaban is kék telepszinliek, ami alpozitiv
eredményhez vezethet. A plLacl-ApRne-6ZA2 plazmidot hordozé sejtek a 6ZA cink-ujj fehérje
jelenléte nélkiul sem képesek névekedni ampicillin mellett (Lacl- B-gal* Ap®). Ellenben a vad
tipusu promoterrel, a placl-ApRwt-6ZA2 plazmidot hordozd sejt 6ZA cink-ujj hidnydban
Lacl* B-gal- ApR fenotipust, a 6ZA fehérje mellett pedig Lacl- B-gal* Ap® fenotipust mutat,
a vartnak megfeleléen. Tehat a vad tipusu promoterrel az I-Block mérés a 6ZA cink-ujj

felismeréhely mindkét iranyaval mikodik.

V.4.5. A transzkripcids blokk mérséklése az inszertszekvencia nukleotidardanyanak eltolasaval

A 6ZA cink-ujj fehérje felismer6helye az 1. orientacidoban az abrazolas szerinti fels6 (nem-
templat) szalon 72%-ban guanin nukleobazist hordoz, a 2. orientaciéban pedig citozint. Az
eredményeink arra mutatnak, hogy az ITS szekvencidn beliil el6nytelen a citidinben gazdag

szekvencia.
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A hipotézis igazolasahoz Ujabb plazmidkdnyvtarat készitettiink, ahol az inszertdlt random
szekvencia citozinban szegény a felsG, nem templat szalon. Az AK848 primer mintdjara
Ujratervezetiik az 5’ végen random szekvenciat hordozé oligonukleotidot, Ugy hogy a random
szekvenciarészen a nuklelobazisok ardnya A:G:C:T=30:10:30:30 legyen, vagyis a guanozin
el6forduldsast Y,-re csokkentettik a random szekvencian beltil. A random szekvencia
beépitését azonos korilmények kozétt, mddositott inverz-PCR technikaval végeztik (2.
tablazat, 14. dbra), csak az AK848 primer helyett a random szekvencidandl a guanozinban
csokkentett, AK933 primerrel (fliggelékek 2. tablazat). Mivel az alsd szalba épil be a
guanozinban szegény szekvencia, a komplementer fels6 szal citidinben lesz szegény.
Templatként pLacl-ApRne vagy placl-ApRwt plazmidot hasznaltuk, létrehozva a plLacl-ApRne-
N18(*/:C) vagy a placl-ApRN-N18(Y/14C) plazmidkonyvtdrakat. A plazmidkonyvtarakat
bejuttattuk ER1821 Alacl kompetens sejtbe, majd Km+X-gal tartalmu lemezekre szélesztettiik.
A korabbiakhoz mérten az alpozitiv klonok szama (kék telep: Lacl- B-gal* Ap®) felére, 17-21%-
rol 8-14%-ra csokkent (flggelékek 3. tablazat, zold és piros). Ez a jelentds kilonbség
alatamasztja a hipotézisiinket, miszerint az ITS nem-templat szédlan a citidinben gazdag
szekvencia gatolhatja a génatirddast. A Lacl* sejtek szelektaldsdhoz a pLacl-ApRn-N18(%/;C)
plazmidkdnyvtarat hordozd transzformans sejtetket éjszakan &t kanamicin mellett
novesztettik. Masnap 100 pg/ml ampicillin mellett 5 6ran névesztettiik, mig a tenyészet el
nem érte a megfelel6 sejtslirliséget. Végil plazmidot izoldltunk és kompetens sejtet
készitettiink a kultirabdl. A szelekcié hatasat Km+X-gal tartalmd lemezen ellendriztiik. A kék
telepek szdma az Ossztelepszdmhoz viszonyitva 0,19%-ra esett le a szelektalast kévetéen, ami

a kiindulasi 17-21%-hoz képest jelent8s kilonbség (fliggelékek 3. tablazat, piros).
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(Ejszakan at Km mellett novesztett
T T T T T kultiradbdl atoltott, majd 100 pg/ml Ap
T T T mellett ~5 6radn at novesztett kultdra)
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00

28. dbra: A pLacl-ApRy-N18(Y/10C) kényvtdr komplexitdsdnak ellenérzése lllumina szekvendldssal

probablhty

(Teljes elemzés: fiiggelékek 6. tabldzat, piros)
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llumina szekvendldssal ellendriztik a plazmidkonyvtarban az egyedi szekvencidk
el6forduldsat. A kiinduldsi, nem szelektalt konyvtarhoz szinte azonos komplexitasi maradt a
100 pg/ml ampicillin mellett szelektalt konyvtar. Tehat az dlpozitiv klonok szamanak
csokkenése valéban a citozinban szegény szekvencianak kdszonhets6, nem az egyedi

szekvencidk szamanak csokkenése (28. abra).

V.4.6. A plazmidkonyvtar komplexitasanak novelése er6sebb lac promoter alkalmazasaval

Fenti eredményeink azt mutattdk, hogy a citidinben gazdag szekvencia az ITS-en belil
csokkenti a lacl transzkripcié hatékonysagat. A 6ZA2 szekvencia, amely kimondottan gazdag
citidinben, a vad tipusu promoterbe épitve nem vezetett traszkripcids blokkhoz. A laclu:
promoter alkalmazasa varhatdéan mas, transzkripcids elakadast elGidéz6 szekvenciak jelenléte
ellenére is magasabb Lac represszor szinthez vezet. Az AK936 és AK900 (flggelékek
2. tablazat) az AK848-AK849 primerparhoz hasonld oligonukleotidok, de nem hordozzak az
Nhel és EcoRl felismerGhelyeket, a szekvencidjuk a vad tipusu lac/ promoterével azonos.
A kordbbiakban ismertetett mdédon (2. tablazat, 14. abra) az AK936-AK900 primerparral
beépitettiik a 18 bp hosszu random szekvenciat a lacly: promoter ITS szakaszaba. A Km és
X-gal tartalmu lemezen felnétt transzformansok kdzott 23% volt az alpozitiv (Lacl B-gal*), kék
telepek szazalékos aranya az Ossztelepszamhoz képest (fliggelékek 3. tablazat, sarga). Ez
hasonlé eredmény volt, mint az AK848-849 primerparral, azonban a telepek jelentGs része
halvanyabb kék szin( volt, amely emelkedett Lac represszor és csokkent B-galaktozidaz szintre
utalt, amely el6ny6s az I-Block médszernél.

A Lacl sejteket elimindlasdhoz a placl-ApRwt-N18 plazmidkényvtarat, a transzfromaldst
kovetSen, 100 pg/ml ampicillin mellett névesztettiik. A vad tipust promoterrel a kultira mar
3-3,5 6ra alatt elérte a 600 nm-en mért, 0,8 optikai denzitast. A kulturabdl kompetens sejtet
készitettlink és plazmid DNS-t tisztitottunk. A plazmidpreparatum szekvenciakomplexitdsanak
jellemzésére lllumina szekvenldlast végeztiink, melynek eredményét a 29. dbra mutatja. A
kompetens sejekbdl higitasi sort készitettlink és kiilonb6zd higitasokbdl meghataroztuk az
alpozitiv kldnok szdmat Km és X-gal tartalmu lemezen. A szelekcié nélkiili értékhez (23%)
viszonyitva jelentGsen lecsokkent a kék telepek aranya (0,73%-ra) (fliggelékek 3. tablazat,
sarga).

Az dlpozitiv klonok szdma a pLacl-ApRwt-N18 plazmidkonyvtar szelektdlasa utan 0,5%-kal tébb,

mint a pLacl-ApRn-N18(/10C) kénytarnal, azonban a plLacl-ApRw+-N18 plazmidkonyvtarban a
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citidinben gazdagabb szekvencidk is fennmaradhattak, amely noveli a vizsgalt DNS-koté
fehérje kot6helyének azonositasanak esélyét. Tehat a vad tipusu promotert hordozé placl-

ApRwt-N18 plazmidkonyvtar alkalmasabb a specifikus kot6helyek kereséséhez.
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29. dbra: A vad tipusu pormotert hordozd, pLacl-ApR.:-N18 kényvtdr komplexitdsdnak ellendrzése Illumina
szekvendldssal
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(Teljes elemzés: fiiggelékek 6. tabldzat, sdrga)

V.4.7. Az ER1821 Alacl torzs atalakitasa direkt szelektaldshoz

A telepszin alapjan valé megklilonbdztetés nem alkalmas arra, hogy egy specifikus kotést
mutatd klént nagy telepszamd hattérbdl izoladljunk, igy az [-Block moddszer eredeti
valtozatdban nem hasznalhaté nagy komplexitdsui szekvenciakonyvtar kezelésére, tehat
példaul arra, hogy egy DNS-kot6 fehérje ismeretlen célszekvenciajat megtalaljuk. Az I-Block
maddszert ugy alakitottuk at, hogy a sejt csak akkor legyen életképes, ha a vizsgdlt fehérje
kotédik a lacl promoterbe kldnozott szekvencidhoz. A kilakitott direkt szelekcids rendszer
antibiotikum rezisztencia megjelenésén alapszik.

A placl konyvtarfejlesztéssel parhuzamosan kezdtiik el az antibiotikum rezisztencian alapuld
szelekcids rendszer kialakitasat, ezért a placly plazmiddal dolgoztunk a késGbb létrehozott
pLacl-ApRwt konstrukcié helyett (30.A abra, 36. abra). A placly plazmidra klonoztuk a
kloramfenikol-acetiltranszferaz gént, fuziéba hozva az erds és altaldnosan hasznalt tac
promoterrel (100,101). A tac promoter -10 régidjatél downstream lacO1 operator szekvenciat
hordoz, igy azt vartuk, hogy az azonos plazmidon kodolt Lac represszor jelenlétében
visszaszorul a rezisztencia gén kifejez6dése (30. abra). pLacly-CATiaco1 plazmid létrehozasahoz
el6szor pMALc2x plazmidrol AK718-719 primerekkel amplifikaltuk a tac promotert a lacO1

operator szekvenciaval egyutt.
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Az amplikont a placly plazmid Ndel-Afel helyei k6zé kldnoztuk, igy létrehozva placln-tac
plazmidot. pSEVA3513 plazmidrdl AK720-721 primerekkel amplifikalt cat gént a placly-tac
plazmid Ndel helyére épitettiik be. A beépités el6tt az Ndel végeket feltoltottik Klenow
fragmenttel. Az igy létrehozott plLacIn-CATico1 plazmidvaridns mikodését ER1821 Alacl
torzsben ellendriztik, IPTG induktor jelenlétében és hidnydban. Az IPTG a represszorhoz
kot6dve annak konformaciovaltozasat idézi eld, igy a represszor fehérje elvesziti specifikus
affinitasat az operator DNS szekvencidhoz. IPTG jelenlétében a transzformadns sejtek nSttek
kloramfenikolt tartalmazo lemez felszinén, tehat a placln-CATiwc plazmidrdl kifejez6dott a
kloramfenikol-acetiltranszferdz. Azonban a sejtek IPTG hidnydban is n6ttek gyengén, ami arra
utal, hogy a plazmidrdél termeltetett Lac represszor nem volt képes teljesen represszalni a cat

gén transzkripciojat.
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/ A lacI promoter) \

/ \
[ \
| |
lambda t0 terminator
pdUA-lacIN
4849 bp
rrnB T1 terminator)
Afel (1584)
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30. dbra: A tac promoter és cat gén klonozdsa pLacly plazmidvektorra

A: A placly plazmid térképe, klonozdshoz haszndlt Afel és Ndel helyek jelélve
B: A pMAL-c2x plazmidrdl amplifikdlt Piac.1ac01 SZEKVencia;
C: pSEVA3513 plazmidrdl amplifikdlt cat gén
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A lac-operonban talalhaté harom operator kézil az 01 szekvencidhoz kotédik legerésebben
a Lacl represszor. Létrehoztak egy szimmetrikus operatorvaltozatot, mely az O1 szekvencia
nagyobb affinitdsi felének palindrom vdltozata. A szintetikus, szimmetrikus ,0Osz”
operatorhoz a Lacl represszor nagyobb affinitassal kot6dik, mint az eredeti O1 szekvencidhoz
(31.A abra) (14). Az O1 operator helyett a szintetikus operatort (Osz) klénoztuk be a tac
promoter -10 elem és/vagy -35 elem kozelébe. El6szor a placly plazmid Ndel-Afel helyére

épitettiik be a tac promotert hordozé AK742-743 oligoduplexet (30.A és 31.B abra).

S RN

/

lacOsz: AATTGTGAGC GCTCACAATT \
lacO1: AATTGTGAGC GGATAACAATT Lacl affinitasa:

lacO2: AAATGTGAGCGAGTAACAACC lacOsz > lacO1 > lacO2 > lacO3

lacO3: GGCAGTGAGCGCAACGCAATT

lacO3

B

pLacl-CATtac

4@-:—25_ SOWN  spacer  messm | placl-CATtac(O1)

pLacl-CATtac(HO)

é- S spacer [ 35 ] | pLacl-CATtac(BO)
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. _ _ pLacl-CATtac(HOBO)
\ [____lacOsz | /

31. dbra: A kloramfenikol rezisztencia gén szabdlyozdsdhoz készitett tac promoter vdltozatok

A: A Lac represszor felismerdszekvencidi. Legnagyobb dffinitdssal a szintetikus operdtorhoz (Osz) kétédik a
Lacl, amely a lacO1 szekvencia felének (pirossal kiemelve) palindrom vdltozata.

B: pLacl-CAT:qc plazmidvdltozatok tac promoterei.

Beéplilés utan a tac promoter -10-es elemével atfedd BsrGl hely keletkezik, valamint a -35
elemével atfedve is Iétrejon egy egyedi Hindlll restrikcids hely. A rekombinans plazmid Ndel
helyére épitettik be a cat gént. Két, 6nmagaval duplexet alkotd oligonukleotiddal (AK744 és
AK745), épitettlik be a szintetikus lac operdtort (Os;), a vektor BsrGl és/vagy Hindlll helyébe
(fuggelékek 2.tablazat, 31.B dbra).

Kilénbo6z6 plazmidvaridansokat hoztunk létre, attdl figgben, hogy egy vagy két kopidban
tartalmazza a lacos; szekvenciat. A pLacln-CATiacro @ Hindlll helyben , a pLacin-CATtacgo a BsrGl

helyben, a placly-CATwcnoso pedig mindkét helyben hordozza a szintetikus operator-
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szekvencidt. Amennyiben az 'Osz’ operatort csak egy képidban hordozta a tac promoter, a Lacl
nem tudta teljesen represszalni a génatirddast, igy kloramfenikol jelenlétében is néttek
gyengén a sejtek. A placln-CATiacHoso) plazmidon mar nem volt tapasztalhatdé a promoter
,Szivargasa”. Tehdat, a promoter két kritikus pontjara beépitett lacos; operator teljes
génrepresszidhoz vezetett az azonos plazmidrél termeltetett Lac represszor jelenlétében.

A rendszer egyszer(sitése és stabilitasa érdekében, a tacyoso-cat génkonstrukciét az ER1821
Alacl térzs genomjdba integraltuk. A genomi beépitést egy Tn7 transzpozon alapu technika
segitségével végeztik (102). A tacnoso-cat génkonstrukcid az ER1821 Alacl gimS gén kozelében
épllt be. Az ER1821 Alacl CAThoso torzset el8szor placl-ApRne plazmidvaltozatokkal
ellenériztik. Kialonb6z6 DNS-kot6 fehérjék felismerdszekvencidjat hordozd placl-ApRne
plazmidvariansokat bejuttattuk az ER1821 Alacl CAThoso torzsbe, majd a kanamicin tartalmu
lemezen felnétt transzformansokat athuztuk kanamicin és X-gal, kanamicin és kloramfenikol

és ampicillin tartalmud lemezekre. (32. dbra).

ER1821Alacl CAT 050 =

=

} +pLacl-ApRy;

32. abra: ER1821 Alacl CATyogo térzs tesztelése pLacl-ApRne plazmidvaridnsokkal

X-gal tartalmu lemezen fehér telep: Lacl* 8-gal, kék telep: Lacl” 3-gal*. Csak Lacl* 8-gal sejt képes ampicillin
jelenlétében névekedni, mivel a 3-laktamdz gén transzkripcidja kapcsolt a lacl génnel, ellenben a csak Lacl
sejtek képesek kloramefenikol jelenlétében névekedni, mert a Lac represszor gdtolia a kloramfenikol

rezisztencia gén kifejezédését.
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Az X-gal lemez fellletén Lacl* B-gal sejtek fehér szinliek maradtak. Amennyiben az inszertalt
szekvencia meggatolta a Lac represszor kifejez6dését, a [P-galaktozidaz aktivitas
kovetkeztében a telepek kékesen elszinez6dtek. A kék szin megjelenését (Lacl- B-gal*
fenotipus), az ER1821 Alacl sejtekkel megegyezGen placl-ApRne-N-6ZA2-E és placl-ApRye-N-
6ZB2-E variansokkal lattunk. Halvanykék szin jelent meg azonban plLacl-ApRne-N-6ZA1-E és
pLacl-ApRne-AO1,2-E plazmidokat hordozdé ER1821 Alacl CATyoso sejteknél is.

Az ER1821 Alacl CAThosotorzsben a genomi O1 és 02 lac operatorok mellett a cat gén el6tt
két nagy affinitasu szintetikus operator is talalhato, igy azt feltételezziik, hogy ezek kititraljak
a Lac represszor hatdsat. A lacl és f5-laktamdz gének transzkripcidja kapcsolt, tehat az X-gal
lemezen kék vagy kékes telepszin( sejtek (Lacl- B-gal*) kevésbé ellenalléak ampicillinnel
szemben. Kloramfenikol jelenlétében ellentétes hatdst varunk, mivel a Lacl fehérje
represszalja a CAT kifejez6dését, igy a kloramfenikol rezisztencia megnyilvanuldsat.
Kloramfenikol tartalmu lemezen a placl-ApRne-N-6ZA2-E, placl-ApRne-N-6ZB2-E és placl-
ApRne-AO1,2-E plazmidot hordozé sejtek jol néttek, valamint gyengén néttek a sejtek placl-
ApRne-N-6ZA1-E plazmiddal. Ez 6sszhangban van a X-gal és ampicillin tartalmud lemezeken
kapott eredményekkel, tehat a ER1821 Alacl CATxoso torzs a vartnak megfelel6en mikodik.
Tehat a vizsgalni kivant DNS-kot6 fehérje specifikus kotésének kimutatasahoz az ER1821 Alacl

CAThoso tOrzs az elGzetes eredmények alapjan felhaszndlhato szelekcids torzsként (33. abra).

Ve —

Pia “' PDBP
( pLacl-ApR @ pDBP placl-ApR

nincs specifikus kotddeés szekvenciaspecifikus kotédés /
\ - sejtek nem életképesek - sejtek &letképesek /

33. dbra: A specifikus DNS-fehérje kétés szelekcidja ER1821 Alacl CATtacoso térzzsel
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V.4.8. A specifikusan kot6d6 partnermolekuldk szelektaldsa életképességik alapjan

Kovetkez6ként azt vizsgaltuk, hogy a ER1821 Alacl CAThoso torzzsel kimutathaté-e a DNS-
fehérje kozott kialakult specifikus kotés. Mivel a szelekcids torzs kloramfenikol rezisztens,
valamint a placl-ApRwt plazmid ampicillin rezisztencia gént hordoz, a pB6ZA és a pS6ZA
plazmidok alkalmazasa nem ajanlott. Létrehoztuk a 6ZA fehérjét konstitutiven termel6 pS6ZA
plazmid tetraciklin rezisztens valtozatat, melyet pS6ZAt: plazmidnak neveztink el (K.I.
klonozasa). A pS6ZAtet plazmiddal trasznformaltuk az ER1821 Alacl CATyoso tOrzset, majd
kompetenssé tettik a sejtet transzformdalasahoz. A pLacl-ApRwi-6ZA1 és a plLacl-ApRwt-6ZA2
plazmidokat is bejuttattuk a pS6ZAtt mellé a teszttorzsbe, valamint az ER1821 Alacl CATyoso
torzsbe. A csak plLacl-ApRwi-6ZA1 vagy placl-ApRwi-6ZA2 plazmidot hordozé sejteket és a
pLacl-ApRuwt-6ZA1 és a placl-ApRwt-6ZA2 mellett pS6ZAtet plazmidot is hordozé, dupla
transzformdns sejteket X-gal és kloramfenikol jelenlétében teszteltiik.

A kontrollként hasznalt plLacl-ApRwt plazmidot (kotGhely nélkili kontroll) hordozd sejt
Lacl* B-gal- Ap® Cm?® fenotipust mutatott, amely nem valtozott a 6ZA cink-ujj fehérje
jelenlétében sem. A kot6helyet 1-es orientdciéban hordozd placl-ApRwt-6ZA1 plazmiddal a
sejt szintén Lacl* B-gal- ApR Cm?® viselkedést mutatott. A vartnak megfelel6en a 6ZA cink-ujj
specifikus kotédésével azonban a sejt mar nétt kloramfenikol mellett és kék telepszintek
lettek a sejtek X-gal-t tartalmazo lemezen (Lacl- B-gal* CmR) . A masik orientacidban (C-gazdag
szekvencia) beéplilt, 6ZA2 kotShellyel szintén Lacl* B-gal- fenotipust lattunk, habar a cink-ujj
fehérje hianyaban is részben életképes maradt a sejt kloramfenikol mellett, valamint
gyengébben nétt ampicillin tartalmd lemezen, amely a Lac represszor és a B-laktamaz
alacsonyabb szintjére utal. A 6ZA cink-ujj jelenlétében a vart eredményt kaptuk 6ZA2
kot6hellyel is, vagyis Lacl* B-gal-CmR fenotipust (34. abra).

Az eredmények alapjan az ER1821 Alacl CAThoso gazda alkalmas a specifikus kotés
kimutatdsdhoz. A 6ZA cink-ujj fehérje a specifikus felismerShelyéhez kétédve blokkolja a Lac
represszor kifejez6dését, igy indukdlva a B-galaktoziddz és a kloramfenikol-acetiltranszferaz
gének atirdédasat. Kordbban lac/ne promoterbe épitett 6ZA1 szekvencidval gyengén, a 6ZA2
szekvencidval jol n6ttek a sejtek kloramfenikol jelenlétében. A vad tipusu lacly: promoterrel
mindkét esetben megemelkedhetett a Lac represszor szintje, melynek kovetkeztében a plLacl-
ApRuwt-6ZA1 plazmidot hordozo sejt teljesen a vartnak megfelel6en viselkedik, pLacl-ApRwt-

6ZA2 plazmiddal pedig jelent8s javulas lathato (32. és 34. abrak).
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ER1821 Alacl CAT,

HOBO
+pSGZAtet
VErvieeledds +placl-ApR + placl-ApR . Vart viselkedés
Ap: n6 Tet: né
X-gal: fehér | X-gal:
'} specifikus kotés —kék
nincs kotés - fehér
Cm:
Cm: nem no specifikus kotés — né
nincs kdtés — nem né

34. abra: 6ZA cink-ujj fehérje specifikus kétésének kimutatdsa ER1821Alacl-CATroso torzsben

X-gal tartalmu lemezen fehér telep: Lacl® 3-gal, kék telep: Lacl 3-gal*.

Ampicillin mellett Lacl” 8-gal sejtek életképesek, Lacl 3-gal* sejtek nem.

Kloramefenikol jelenlétében azonban ellenkezéleg, Lacl 3-gal* sejtek életképesek,

Lacl’ 3-gal sejtek nem.

Kontroll plazmid: pLacl-ApRy:. A tetraciklin rezisztencidt a pS6ZA:.: plazmid biztositja.
Megvizsgaltuk, hogy ER1821 Alacl CATyoso torzzsel is létrehozhaté-e az alacsony alpozitiv
kléonokat tartalmazé, magas komplexitdsu plLacl-ApRw: plazmidkényvtar. Az ER1821 Alacl
sejttel kapott eredményhez (figgelékek 3. tablazat, sarga) képest magasabb lett az alpozitiv
klénok szdma (29%), azonban ampicillinel szelektdlva az arany visszaszorult 0,5%-ra

(fliggelékek 4. tablazat, sarga).
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Kloramfenikol tartalmu lemezenis ellendriztiik az dlpozitiv kldnok el6fordulasi gyakorisagat. A
kanamicin lemezen felnétt sejtek szamaval osztva a kloramfenikol tartalmu lemezen felnétt
sejtekkel megkapjuk az alpozitiv klénok szamat, amely 0,23% kozeli érték lett (fuggelékek 5.
tablazat). Az eredmények alapjan az ER1821 Alacl CATyxoso torzsben létrehozott pLacl-ApRut-

N18 konyvtar alkalmas lehet a specifikus kotShelyek direkt szelektdlasahoz (35. dbra).

1. Random szekvencia beépitése laclw: promoterbe
|
[ pLacl-ApR
\/
2. A szelekcids torzs transzformalasa a plazmidkonyvtarral
|
| 50 ug/ml Km
| éjszakan at, 37°C [, ;

plazmidkényvtar
+ ER1821Alacl CAToso (E.coli)

\/
3. Szelekcid Lacl* fenotipusra
|

| 100 ug/ml Ap Lacl* plazmidkdnyvtar
| ~3-8 6ra, 37°C + ER1821 Alacl CATwoso (E.coli)
\/
4. Plazmidkdnyvtar izoldlasa/kompetens sejt készitése
I
\/

|
|
|
|
\/
6. A kot6képes klonok kivalasztasa kloramfenikol rezisztenciajuk alapjan
|

szekvenciaspecifikus kotédés
- sejtek életképesek

7. A kivalasztott kionok ellendrzése szekvenalassal a tesztelt fehérje felismerdszekvenciajanak
azonositasahoz

35. dbra: A specifikus kétéhely direkt szelekcidjdhoz tervezett I-Block modszer folyamatdnak dbrdzoldsa
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VI. Diszkusszio

Célunk egy egyszerd, in vivo modszer kialakitasa volt, ahol egy DNS-kot6 fehérje célhelyéhez
vald kotédése egyszerlen kimutathatod Escherichia coliban. A mddszerhez, mely az Escherichia
coli laktéz-operon jol jellemzett mikddési mechanizmusara épil, létrehoztunk egy lacl
delécids E. coli torzset, amelyben a B-galaktozidaz konstitutivan kifejez6dik. A mddszer masik
eleme egy altalanosan plLacl-nek nevezett plazmid, amely az E. coli Lac represszor génjét (lacl)
hordozza. A vizsgalt célhelyeket kozvetlenil a lacl gén promoterébe épitjiik be. A vizsgalt
fehérje egy masik, a placl-vel kompatibilis és altaldanosan pDBP-nek nevezett plazmidon
kodolt. Ha a vizsgalt fehérje kotédik a placl-be inszertalt célhelyhez, az alapallapotban
konstitutivan kifejez6d6 lacl gén atirédasa blokkolddik, ami a B-galaktozidaz enzim szintézis

indukcidjat eredményezi. A mddszer elnevezése (I-Block) a lacl transzkripcid gatlasara utal.

Az |-Block mddszer m(ikodéséhez az aldbbi feltételek sziikségesek:

1) A Lacrepresszor viszonylag alacsony koncentraciéban kell hogy legyen a sejtben, hogy
avizsgalt fehérjének a lacl transzkripciora kifejtett gatlé hatasa kimutathaté legyen. Az
I-Block mddszer kiilénb6z6 valtozatai kilénbdz8 Lacl koncentracié mellett mikodnek
legjobban. Az eredeti valtozat mikodéséhez optimalis Lac represszor szintet a -10-es
elemmel atfedd Nhel helyet tartalmazd, gyengitett lacly promoter biztositotta (76). A
szelekcidra alkalmas bicisztronos konstrukcio megfelel6 mikédéséhez nagyobb Lacl
koncentrdcidra volt szlikség, melyhez a vad tipusu /lac/ promoter jobbnak bizonyult. A
kissé er6sebb lacl,: promoter tovdbbi elénye volt, hogy novelte a mddszer szdmara

elfogadhatd célszekvenciak korét.

2) Fontos a vizsgalt kot6szekvencia beépitésének helye. Maga a beépitett szekvencia nem
gatolhatja, ugyanakkor a kot6dott fehérjének gatolnia kell a /acl transzkripciét. Ennek
a kettés kovetelménynek legjobban a transzkripcié kezdete utdni néhany nukleotid
latszik legalkalmasabbnak. Segiti a vizsgalt szekvencidk 0Osszehasonlitdsat, ha a
transzkripciés kezd6helyig (a -10-es elemtdl szamitott 8. nukleotid) terjed6 eredeti

szekvenciat megérizzik.
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A méddszer eredeti vdltozatanak publikaldasa (76) utdn figyeltiink fel egy hasonlé mddszerre,
amelyben a DNS-fehérje kdlcsonhatds in-vivo kimutatdsa szintén a lac operonra épil (103). A
két mddszer azonban jelentésen kiilonbozik. A kordbbi médszerben az inszert a lac promoter
-10 és -35 hexamer kozo6tt talalhatd spacer régio helyére épil be, amely korlatozza a beépiilés
hosszat és vizsgalhatd két6szekvenciakat. Az I-Block médszernél a vizsgalandé DNS szekvencia
beépitése a konnyen kezelhet6 plazmidra torténik, mig a korabbi maddszernél genomi
integracid szikséges, ami id6igényes lehet, kiilonosen, ha tébbféle DNS szekvenciat kivdnunk
tesztelni. Tovabbi kiilonbség, hogy az I|-Block mddszerben a tesztelt fehérje specifikus
kot6édésére a B-galaktozidaz szint novekedése, mig a korabban publikdlt mddszerben a
B-galaktozidaz aktivitas csokkenése utal. Mivel a vizsgalt fehérje specifikus kétédése a lac
operonban kddolt fehérjék transzkripcidjat represszalja, a kordbbi mddszer, ellentétben az
[-Block mddszerrel, nem alkalmazhaté a kot6szekvenciak direkt szelektalasahoz.

Ot kiildnb6z6 DNS-k6t8 fehérje specifikus kotdését mutattuk ki az I-Block mddszerrel,
melyek 3 kildnb6z6 DNS felismeré domén csalddba tartoznak. A 6ZA és 6ZB cink-ujj fehérjék,
a A represszor és Tet represszor HTH fehérjék, a dCas9 pedig a CRISPR-Cas rendszerhez
tartozik. Az I-Block mddszer el6nye, hogy alkalmas a szekvenciaspecifikus fehérje-DNS
kolcsonhatds kimutatdsara a DNS-kot6 fehérje tisztitasa és fuzidba hozatala nélkil, valamint
hogy hasznalatdhoz elegendGek a standard molekularis bioldgiai ismeretek és eszkdzok.

Az |-Block moddszer eredeti valtozataval (76) egy id6ben csak egy fehérje — DNS
kapcsolat vizsgalhatd. A dolgozat részben arrdl a munkarél szol, amellyel megprobaltuk a
modszert alkalmassa tenni egy DNS-hez specifikusan kot6d6 fehérje célszekvenciaja
azonositasahoz. A célhoz az eredeti I-Block mddszer néhdny elemét médositani kellett. A
modositasok érintették a célszekvencidak beépitésének helyét és maédjat és az ER1821 Alacl
gazdatorzset is, amelyet Ugy alakitottunk at, hogy a keresett klon(ok) azonositdsa ne telepszin,
hanem antibiotikum rezisztencia alapjan torténjen. Ezen kivil kidolgoztunk egy kozbeiktatott
szelekcids |épést, amelynek segitségével meg tudunk szabadulni azoktél az alpozitiv klénoktdl,
amelyekben az inszertszekvencia gatolja a /acl transzkripciot.

Mar az eredeti moddszer alkalmazasdndl is megfigyeltiik, hogy bizonyos beépitett
célszekvencidk esetében akkor is megemelkedik a B-galaktozidaz szint, amikor nincs jelen a
kot6dé fehérje. Els6sorban a nem-templat szalon C-ben gazdag szekvencidknal volt

megfigyelhet6 ez a jelenség, amely jelentGsen rontotta a moddszer hasznalhatosagat.
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Kisérleteink arra utaltak, hogy a jelenség az RNS polimeraz o’° alegységéhez kothetd és
valdszinlileg az okozza, hogy a lacl transzkripcid inicidcids fazisabol az elongacidba vald
atmenet megakad.

A vizsgalhato célszekvenciak korét két mddositas bévitette:

1) A gyengitett lacly promotert az er6sebb vad tipusu lacl promoterre cseréltik.

2) A vizsgalandd célszekvencidkat nem kozvetleniil a -10-es elem utan, hanem a
transzkripciés kezd6 nukleotid utani (+2-es) poziciotdl kezdve épitettik be. Ez utdbbi
modositas azzal az elénnyel jart, hogy a transzkripcio inditasa szempontjabdl fontos, a
promoter és a transzkripcidos kezdShely ko6zotti un. diszkriminator szekvencia a
beépitett célhelyektdl fliggetlenll minden esetben ugyanaz, megfelel a vad tipusnak.
Az oligonukleotid-kdnyvtarat a megszokottdl eltér6en, mddositott inverz-PCR
tehcnikaval inszertaltuk. A beépités kimondottan hatékonynak bizonyult az lllumina

szekvenalas eredményei alapjan.

Annak érdekében, hogy kisz(irjik azokat a klénokat, amelyekben a beépitett célszekvencia
gatolja a lacl transzkripciot, kidolgoztunk egy rendszert, amelyben a lacl gén és az ampicillin-
rezisztencia gén transzkripcidja kapcsolt, ezaltal ampicillin rezisztencidra valé szelekcidval a
lacl gén atirédasara is szelektdlunk.

A tOrzs genomjaba integraltuk a kloramfenikol-acetiltranszferaz gént gy, hogy atirédasa
egy modositott tac promoter irdnyitasa alatt alljon. A tac promoter mddositasa a lac operator
Lac represszorhoz nagy affinitdst mutaté szintetikus valtozatanak két példanyban vald
beépitését jelentette és azt a célt szolgdlta, hogy a kloramfenikol rezisztencia csak Lac
represszor hianyaban nyilvanuljon meg. A Lacl* sejtekben a represszorfehérje blokkolja az
acetiltranszferdz kifejez6dését, igy nem képesek tulélni kloramfenikol jelenlétében.

Az I-Block mddszer egy egyszerl és olcsé alternativat nyujthat a publikdlt DNS-fehérje
kolcsohatdst in vivo vizsgald moddszerek mellett. A kénnyl és gyors klénozds és mérés
remélhet6leg megkonnyiti a DNS kots-fehérjék specifikus kdlcsénhatasanak kimutatasat egy
adott DNS-szekvenciahoz, vagy akar egy eddig ismeretlen kotGszekvenciahoz, a DNS-k6té

fehérjék széles korénél.
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I- Block modszer

E. coli térzs Lac pDBP \

ER1821 pUAG6 - pBAD24, pOM2,
| pdCas9, pSEVA3513
lacl gén klénozdsa a DNS-koté fehérjék
pdUA-lacl (=pLacl) génjeinek klénozasa,
‘ alapvektorok

atalakitasa
a kléonozéhely kialakitasa

! |

—ER1821 Alac/ S pLacly

az inszert Pg-ben néhany esetben
Lacl” fenotipust okozott

} pLaclye: a haté’s orientacioflggd

' kisérlet a lacl transzkripcio helyredllitasara:
1. a beépités helyének eltolasa:
} pLaclye varidnsok
© 2. lacO; delécid: pLaciye®®®
) placlxe
" 4. 0" mutansok

; pB-rpoD(Q406A)

lacl delécid

pB6ZA, pB6ZB,
pdOM2,

pdCas9-AK518,

pS6ZA, pS6ZB

v

ER1821 Alacl pB-rpoD(L402F)
rpoD(L402F)
v v
random antibiotikum
plazmidkényvtdr rezisztencia gén
létrehozdsa cseréje
pLaclye-N18
direkt szelekcids rendszer Lacl” sejtek
eliminalasa
pLacIN-CATtacHOBo *
pLacl-ApRne-N18
CAT-tacuoso g€N / | PS6ZAcet, PAOM2;
integralasa Lacl” klénok szdmanak a lacl-f3-laktamdz
d csokkentése: génexpresszid
ER1821 Alacl/ pLacl-ApRye-N18 (1/10C) novelése:
CA THogo pLacI-Aprt
6ZA és AR kotShely random szekvencia
\ beépitése: klénozdasa
| pLacl-ApR..-6ZA1 } )
pLacl-ApRu-6ZA2 pLacl-ApR,+-N18
pLacl-ApRu+AO1
.

36. dbra: A munkafolyamat dbrdzoldsa
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VII. Jovobeli tervek

A dolgozat masodik felében leirt eredmények reményt adnak arra, hogy az I-Block médszer
tovabbfejlesztett valtozata alkalmas lehet DNS-hez specifikusan kot6dé fehérjék ismeretlen
célszekvencidinak azonositasara. Itt azonban figyelembe kell venniink a transzformacio
hatdsfoka és az egyéb kisérleti feltételek altal szabott technikai korlatokat. Egy 18 bp hosszu
random szekvencia ~6.8 x 10 szamu egyedi szekvenciat jelent, ilyen nagysagrend( klén
kezelésére baktériumtranszformdciotdl fliggé rendszerek csak korlatozottan alkalmasak. A
modszer hatékonysagat segitheti a kisebb komplexitdsu szekvenciahalmaz alkalmazdsa,
példaul rovid kotéhely, vagy olyan hosszabb kotShely, amelynek egyes pozicidi ismertek.

Azt tervezziik, hogy az |-Block rendszerben a mar vizsgalt fehérjéket felhaszndlva
felderitjik a modositott moédszer teljesit6képességének hatdrait. Ehhez a munkahoz
elsésorban a 6ZA és a A represszor tlnik alkalmasnak. Modellkisérletekben megprobaljuk
meghatarozni azt a komplexitast, amelyet a mddszer még megbizhatdan kezelni tud. Ennek a
hatarnak az ismeretében - és valészin(ileg kollaboraciés munka keretében — ki fogjuk prébalni
a modszert ismeretlen DNS-kot6 fehérjék ismeretlen célhelyének azonositdsara.

Az I-Block mddszer potencialisan felhasznalhato egy adott fehérje mutaciodit hordozé
fehérjekonyvtar vizsgdlatdhoz is. A fehérje génjét a DNS-k6t6 domént kddold
szekvenciarészen iranyitott vagy random mutagenezisnek vetnénk ald. A mutdans
fehérjekdnyvtarbdl azonosithatéak a legjobban koté fehérjevaltozatok, vagy akar a DNS-
kotést gatlo vagy mérséklé mutdciok.

Az |-Block mdédszert tovabbi DNS-kot6 fehérjékkel is tervezzik validalni, melyek valtozatos
organizmusokbdl szarmaznak. Példaul a Drosophila mag-koté faktor (CBF) Runt és Big-brother
(Bgb) doménijeit, melyek heterodimert alkotva kétédnek a felismerGszekvenciahoz (52). Az I-
Block moddszerrel a dimert alkotd fehérjék kozil eddig csak homodimert teszteltlink (A-
represszor, Tet represszor), azonban a Runt-Bgb komplex alkalmas tesztfehérje lehet annak
igazolasahoz, hogy heterodimerek k6tédését is ki tudjuk mutatni az I-Block médszerrel. A Runt
és Bgb onalldan is képes kotédni az egyedi felismerGszekvenciajdhoz, azonban egymassal
komplexet alkotva nagyobb affinitassal, ezért a fehérjedomének elvben az I-Block mddszer

kvantitativitasanak felméréséhez is felhasznalhatok.

73



VIIl. K6szonetnyilvanitas

Els6ként a témavezet6mnek, Dr. Kiss Antalnak kdszondm, hogy a palyafutdsom kezdetétdl
tdmogatta a fejlédésem. K6sz6ndm a sok évnyi tanitasat és tiirelmét, valamint, hogy irdnyitasa
alatt alapos elméleti és gyakorlati tapasztalra tehettem szert.

Halds vagyok Karcagi lldikénak a k6z6s munkaért és bardtsagaért. Koszoéndm Varga Bencének
is a biztatast és a beszélgetéseket.

K6szonom Szentes Saroltanak, Koncz Mihalynak, Simon-Pletl Zitanak, Sagi-Zsigmond Eszternek
és Salamon Palnak a dolgozatban bemutatott munkdhoz valé hozzdjarulasukat.

Tovabba kdsz6ndm a munkam elsé éveiben a tanitast, a segitséget és a sok kedvességet
Slaska-Kiss Krystynanak és Antonné Papp Ibolyanak.

K6szondm Ferenc Gyorgyinek és Balikd Gabriellanak is a tandcsokat és kedvességiiket.

Végil, de nem utolsé sorban, halds vagyok a csalddomnak és a pdaromnak a kitartd

tdmogatdsukért.

74



10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

IX. Irodalomjegyzék

Xie, Z., Hu, S., Qian, J., Blackshaw, S. and Zhu, H. (2011) Systematic characterization of
protein-DNA interactions. Cellular and Molecular Life Sciences, 68, 1657-1668.

Ferraz, R.A.C., Lopes, A.L.G., da Silva, J.A.F., Moreira, D.F.V., Ferreira, M.J.N. and de Almeida
Coimbra, S.V. (2021) DNA-protein interaction studies: a historical and comparative analysis.
Plant Methods, 17, 82.

Dey, B., Thukral, S., Krishnan, S., Chakrobarty, M., Gupta, S., Manghani, C. and Rani, V. (2012)
DNA-protein interactions: methods for detection and analysis. Molecular and Cellular
Biochemistry, 365, 279-299.

Arda, H.E. and Walhout, A.J. (2010) Gene-centered regulatory networks. Brief Funct
Genomics, 9, 4-12.

Walhout, A.J.M. (2006) Unraveling transcription regulatory networks by protein—-DNA and
protein—protein interaction mapping. Genome Research, 16, 1445-1454.

Adam, V. (2016) Orvosi Biokémia. Semmelweis Kiadd, Budapest.

McKay, D.B. and Steitz, T.A. (1981) Structure of catabolite gene activator protein at 2.9 A
resolution suggests binding to left-handed B-DNA. Nature, 290, 744-749.

Anderson, W.F., Ohlendorf, D.H., Takeda, Y. and Matthews, B.W. (1981) Structure of the cro
repressor from bacteriophage lambda and its interaction with DNA. Nature, 290, 754-758.
Pabo, C.0. and Lewis, M. (1982) The operator-binding domain of lambda repressor: structure
and DNA recognition. Nature, 298, 443-447.

Berman, H.M., Westbrook, J., Feng, Z., Gilliland, G., Bhat, T.N., Weissig, H., Shindyalov, I.N.
and Bourne, P.E. (2000) The Protein Data Bank. Nucleic Acids Res, 28, 235-242.

Gommans, W.M., Haisma, H.J. and Rots, M.G. (2005) Engineering zinc finger protein
transcription factors: the therapeutic relevance of switching endogenous gene expression on
or off at command. J Mol Biol, 354, 507-519.

Gommans, W.M., McLaughlin, P.M., Lindhout, B.l., Segal, D.J., Wiegman, D.J., Haisma, H.J.,
van der Zaal, B.J. and Rots, M.G. (2007) Engineering zinc finger protein transcription factors
to downregulate the epithelial glycoprotein-2 promoter as a novel anti-cancer treatment.
Mol. Carcinog., 46, 391-401.

Stormo, G.D. (2013) Introduction to protein-DNA interactions. Structure, thermodinamics,
and bioinformatics. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.
Lewis, M. (2005) The lac repressor. C R Biol, 328, 521-548.

Garvie, C.W. and Wolberger, C. (2001) Recognition of Specific DNA Sequences. Molecular
Cell, 8, 937-946.

Pingoud, A. and Jeltsch, A. (1997) Recognition and cleavage of DNA by type-Il restriction
endonucleases. Eur J Biochem, 246, 1-22.

Pingoud, A., Wilson, G.G. and Wende, W. (2014) Type |l restriction endonucleases--a
historical perspective and more. Nucleic Acids Res, 42, 7489-7527.

Rohs, R., Jin, X., West, S.M., Joshi, R., Honig, B. and Mann, R.S. (2010) Origins of Specificity in
Protein-DNA Recognition. Annu Rev Biochem, 79, 233-269.

Luscombe, N.M., Laskowski, R.A. and Thornton, J.M. (2001) Amino acid-base interactions: a
three-dimensional analysis of protein-DNA interactions at an atomic level. Nucleic Acids Res,
29, 2860-2874.

Xu, D.J. and Noyes, M.B. (2014) Understanding DNA-binding specificity by bacteria hybrid
selection. Briefings in Functional Genomics, 14, 3-16.

Harrison, S.C. (1991) A structural taxonomy of DNA-binding domains. Nature, 353, 715-719.
Wingender, E., Schoeps, T. and Donitz, J. (2013) TFClass: an expandable hierarchical
classification of human transcription factors. Nucleic Acids Res, 41, D165-170.

75



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Andreeva, A., Howorth, D., Chothia, C., Kulesha, E. and Murzin, A.G. (2014) SCOP2 prototype:
a new approach to protein structure mining. Nucleic Acids Res, 42, D310-314.

Andreeva, A., Kulesha, E., Gough, J. and Murzin, A.G. (2020) The SCOP database in 2020:
expanded classification of representative family and superfamily domains of known protein
structures. Nucleic Acids Res, 48, D376-D382.

Bulyk, M.L., Huang, X., Choo, Y. and Church, G.M. (2001) Exploring the DNA-binding
specificities of zinc fingers with DNA microarrays. Proc Natl Acad Sci U S A, 98, 7158-7163.
Elrod-Erickson, M., Rould, M.A., Nekludova, L. and Pabo, C.0O. (1996) Zif268 protein-DNA
complex refined at 1.6 A: a model system for understanding zinc finger-DNA interactions.
Structure, 4,1171-1180.

Qj, L.S., Larson, M.H., Gilbert, L.A., Doudna, J.A., Weissman, J.S., Arkin, A.P. and Lim, W.A.
(2013) Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for sequence-specific control of gene
expression. Cell, 152, 1173-1183.

Jiang, W., Bikard, D., Cox, D., Zhang, F. and Marraffini, L.A. (2013) RNA-guided editing of
bacterial genomes using CRISPR-Cas systems. Nat Biotechnol, 31, 233-239.

Bikard, D., Jiang, W., Samai, P., Hochschild, A., Zhang, F. and Marraffini, L.A. (2013)
Programmable repression and activation of bacterial gene expression using an engineered
CRISPR-Cas system. Nucleic Acids Res, 41, 7429-7437.

Geertz, M. and Maerkl, S.J. (2010) Experimental strategies for studying transcription factor-
DNA binding specificities. Brief Funct Genomics, 9, 362-373.

Garner, M.M. and Revzin, A. (1981) A gel electrophoresis method for quantifying the binding
of proteins to specific DNA regions: application to components of the Escherichia coli lactose
operon regulatory system. Nucleic Acids Res, 9, 3047-3060.

Gaudreault, M., Gingras, M.E., Lessard, M., Leclerc, S. and Guerin, S.L. (2009) Electrophoretic
mobility shift assays for the analysis of DNA-protein interactions. Methods Mol Biol, 543, 15-
35.

Smith, G.P. and Petrenko, V.A. (1997) Phage Display. Chem Rev, 97, 391-410.

Koscielska, K., Kiczak, L., Kasztura, M., Wesolowska, O. and Otlewski, J. (1998) Phage display
of proteins. Acta Biochim Pol, 45, 705-720.

Beerli, R.R., Segal, D.J., Dreier, B. and Barbas, C.F., 3rd. (1998) Toward controlling gene
expression at will: specific regulation of the erbB-2/HER-2 promoter by using polydactyl zinc
finger proteins constructed from modular building blocks. Proc Nat! Acad Sci U S A, 95,
14628-14633.

Beerli, R.R. and Barbas, C.F., 3rd. (2002) Engineering polydactyl zinc-finger transcription
factors. Nat Biotechnol, 20, 135-141.

Beerli, R.R., Dreier, B. and Barbas, C.F., 3rd. (2000) Positive and negative regulation of
endogenous genes by designed transcription factors. Proc Nat! Acad Sci U S A, 97, 1495-1500.
Lund, C.V., Blancafort, P., Popkov, M. and Barbas, C.F., 3rd. (2004) Promoter-targeted phage
display selections with preassembled synthetic zinc finger libraries for endogenous gene
regulation. J Mol Biol, 340, 599-613.

Bae, K.H., Kwon, Y.D., Shin, H.C., Hwang, M.S., Ryu, E.H., Park, K.S., Yang, H.Y., Lee, D.K., Lee,
Y., Park, J. et al. (2003) Human zinc fingers as building blocks in the construction of artificial
transcription factors. Nat Biotechnol, 21, 275-280.

Stormo, G.D. and Zhao, Y. (2010) Determining the specificity of protein-DNA interactions. Nat
Rev Genet, 11, 751-760.

Tuerk, C. and Gold, L. (1990) Systematic evolution of ligands by exponential enrichment: RNA
ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase. Science, 249, 505-510.

Chai, C., Xie, Z. and Grotewold, E. (2011) SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential Enrichment), as a powerful tool for deciphering the protein-DNA interaction
space. Methods Mol Biol, 754, 249-258.

76



43,

44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Cain, B., Webb, J., Yuan, Z., Cheung, D., Lim, H.W., Kovall, R.A., Weirauch, M.T. and Gebelein,
B. (2023) Prediction of cooperative homeodomain DNA binding sites from high-throughput-
SELEX data. Nucleic Acids Res.

Galas, D.J. and Schmitz, A. (1978) DNAse footprinting: a simple method for the detection of
protein-DNA binding specificity. Nucleic Acids Res, 5, 3157-3170.

Pfeifer, G.P. and Riggs, A.D. (1991) Chromatin differences between active and inactive X
chromosomes revealed by genomic footprinting of permeabilized cells using DNase | and
ligation-mediated PCR. Genes Dev, 5, 1102-1113.

Song, L. and Crawford, G.E. (2010) DNase-seq: A High-Resolution Technique for Mapping
Active Gene Regulatory Elements across the Genome from Mammalian Cells. Cold Spring
Harbor Protocols, 2010, pdb.prot5384.

Raha, D., Hong, M. and Snyder, M. (2010) ChIP-Seq: a method for global identification of
regulatory elements in the genome. Curr Protoc Mol Biol, Chapter 21, Unit 21 19 21-14.
Valouev, A,, Johnson, D.S., Sundquist, A., Medina, C., Anton, E., Batzoglou, S., Myers, R.M.
and Sidow, A. (2008) Genome-wide analysis of transcription factor binding sites based on
ChlIP-Seq data. Nat Methods, 5, 829-834.

Johnson, D.S., Mortazavi, A., Myers, R.M. and Wold, B. (2007) Genome-wide mapping of in
vivo protein-DNA interactions. Science, 316, 1497-1502.

Liu, X., Noll, D.M,, Lieb, J.D. and Clarke, N.D. (2005) DIP-chip: rapid and accurate
determination of DNA-binding specificity. Genome Res, 15, 421-427.

van Steensel, B. and Henikoff, S. (2000) Identification of in vivo DNA targets of chromatin
proteins using tethered dam methyltransferase. Nat Biotechnol, 18, 424-428.

Luo, L., Gribskov, M. and Wang, S. (2022) Bibliometric review of ATAC-Seq and its application
in gene expression. Brief Bioinform, 23.

Kleinendorst, R.W.D., Barzaghi, G., Smith, M.L., Zaugg, J.B. and Krebs, A.R. (2021) Genome-
wide quantification of transcription factor binding at single-DNA-molecule resolution using
methyl-transferase footprinting. Nat Protoc, 16, 5673-5706.

Meng, X., Brodsky, M.H. and Wolfe, S.A. (2005) A bacterial one-hybrid system for
determining the DNA-binding specificity of transcription factors. Nat Biotechnol, 23, 988-994.
Fields, S. and Song, O. (1989) A novel genetic system to detect protein-protein interactions.
Nature, 340, 245-246.

Noyes, M.B., Meng, X., Wakabayashi, A., Sinha, S., Brodsky, M.H. and Wolfe, S.A. (2008) A
systematic characterization of factors that regulate Drosophila segmentation via a bacterial
one-hybrid system. Nucl. Acids Res., 36, 2547-2560.

Wingender, E. (2008) The TRANSFAC project as an example of framework technology that
supports the analysis of genomic regulation. Brief Bioinform, 9, 326-332.

Weirauch, M.T,, Yang, A., Albu, M., Cote, A.G., Montenegro-Montero, A., Drewe, P.,
Najafabadi, H.S., Lambert, S.A., Mann, |., Cook, K. et al. (2014) Determination and inference
of eukaryotic transcription factor sequence specificity. Cell, 158, 1431-1443.

Hume, M.A., Barrera, L.A., Gisselbrecht, S.S. and Bulyk, M.L. (2015) UniPROBE, update 2015:
new tools and content for the online database of protein-binding microarray data on protein-
DNA interactions. Nucleic Acids Res, 43, D117-122.

Kulakovskiy, I.V., Vorontsov, I.E., Yevshin, |.S., Soboleva, A.V., Kasianov, A.S., Ashoor, H., Ba-
Alawi, W., Bajic, V.B., Medvedeva, Y.A., Kolpakov, F.A. et al. (2016) HOCOMOCO: expansion
and enhancement of the collection of transcription factor binding sites models. Nucleic Acids
Res, 44, D116-125.

Mathelier, A., Fornes, O., Arenillas, D.J., Chen, C.Y., Denay, G., Lee, J., Shi, W., Shyr, C., Tan,
G., Worsley-Hunt, R. et al. (2016) JASPAR 2016: a major expansion and update of the open-
access database of transcription factor binding profiles. Nucleic Acids Res, 44, D110-115.
Emamjomeh, A., Choobineh, D., Hajieghrari, B., MahdiNezhad, N. and Khodavirdipour, A.
(2019) DNA-protein interaction: identification, prediction and data analysis. Mol Biol Rep, 46,
3571-3596.

77



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

de Boer, C.G., Vaishnav, E.D., Sadeh, R., Abeyta, E.L., Friedman, N. and Regev, A. (2020)
Author Correction: Deciphering eukaryotic gene-regulatory logic with 100 million random
promoters. Nat Biotechnol, 38, 1211.

Qiu, J., Bernhofer, M., Heinzinger, M., Kemper, S., Norambuena, T., Melo, F. and Rost, B.
(2020) ProNA2020 predicts protein-DNA, protein-RNA, and protein-protein binding proteins
and residues from sequence. J Mol Biol, 432, 2428-2443.

Inukai, S., Kock, K.H. and Bulyk, M.L. (2017) Transcription factor-DNA binding: beyond binding
site motifs. Curr Opin Genet Dev, 43, 110-119.

Sarai, A. and Kono, H. (2005) Protein-DNA recognition patterns and predictions. Annu Rev
Biophys Biomol Struct, 34, 379-398.

Slaska-Kiss, K., Zsibrita, N., Koncz, M., Albert, P., Csabradi, A., Szentes, S. and Kiss, A. (2021)
Lowering DNA binding affinity of Sssl| DNA methyltransferase does not enhance the
specificity of targeted DNA methylation in E. coli. Scientific Reports, 11, 15226.

Durfee, T., Nelson, R., Baldwin, S., Plunkett, G., 3rd, Burland, V., Mau, B., Petrosino, J.F., Qin,
X., Muzny, D.M., Ayele, M. et al. (2008) The complete genome sequence of Escherichia coli
DH10B: insights into the biology of a laboratory workhorse. J. Bacteriol., 190, 2597-2606.
Umenhoffer, K., Feher, T., Baliko, G., Ayaydin, F., Posfai, J., Blattner, F.R. and Posfai, G. (2010)
Reduced evolvability of Escherichia coli MDS42, an IS-less cellular chassis for molecular and
synthetic biology applications. Microb Cell Fact, 9, 38.

Waite-Rees, P.A., Keating, C.J., Moran, L.S., Slatko, B.E., Hornstra, L.J. and Benner, J.S. (1991)
Characterization and expression of the Escherichia coli Mrr restriction system. J. Bacteriol.,
173, 5207-5219.

Feher, T., Karcagi, |., Gyorfy, Z., Umenhoffer, K., Csorgo, B. and Posfai, G. (2008) Scarless
engineering of the Escherichia coli genome. Methods Mol Biol, 416, 251-259.

Sambrook, J. and Russell, D.W. (2006) The Condensed Protocols. From Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.
Lederberg, E.M. and Cohen, S.N. (1974) Transformation of Salmonella typhimurium by
plasmid deoxyribonucleic acid. J Bacteriol, 119, 1072-1074.

Silva, D., Santos, G., Barroca, M. and Collins, T. (2017) In Domingues, L. (ed.), PCR: Methods
and Protocols. Springer New York, New York, NY, pp. 87-100.

Miller, J.H. (1992) A short course in bacterial genetics. A laboratory manual and handbook for
Escherichia coli and related bacteria. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY.

Szentes, S., Zsibrita, N., Koncz, M., Zsigmond, E., Salamon, P., Pletl, Z. and Kiss, A. (2020) |-
Block: a simple Escherichia coli-based assay for studying sequence-specific DNA binding of
proteins. Nucleic Acids Res, 48, e28.

Zaslaver, A., Bren, A., Ronen, M., Itzkovitz, S., Kikoin, 1., Shavit, S., Liebermeister, W., Surette,
M.G. and Alon, U. (2006) A comprehensive library of fluorescent transcriptional reporters for
Escherichia coli. Nat. Methods, 3, 623-628.

Nyerges, A., Csorgo, B., Nagy, |., Balint, B., Bihari, P., Lazar, V., Apjok, G., Umenhoffer, K.,
Bogos, B., Posfai, G. et al. (2016) A highly precise and portable genome engineering method
allows comparison of mutational effects across bacterial species. Proc Natl Acad Sci U S A,
113, 2502-2507.

Zhang, X. and Bremer, H. (1995) Control of the Escherichia coli rrnB P1 promoter strength by
ppGpp. J Biol Chem, 270, 11181-11189.

Ruff, E.F., Record, M.T., Jr. and Artsimovitch, I. (2015) Initial events in bacterial transcription
initiation. Biomolecules, 5, 1035-1062.

Feklistov, A. and Darst, S.A. (2011) Structural basis for promoter -10 element recognition by
the bacterial RNA polymerase sigma subunit. Cell, 147, 1257-1269.

Wang, T., Tague, N., Whelan, S.A. and Dunlop, M.J. (2021) Programmable gene regulation for
metabolic engineering using decoy transcription factor binding sites. Nucleic Acids Res, 49,
1163-1172.

78



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Meng, X. and Wolfe, S.A. (2006) Identifying DNA sequences recognized by a transcription
factor using a bacterial one-hybrid system. Nat Protoc, 1, 30-45.

Worthington, M.T., Pelo, J. and Luo, R.Q. (2001) Cloning of random oligonucleotides to create
single-insert plasmid libraries. Anal Biochem, 294, 169-175.

Wang, W. and Malcolm, B.A. (1999) Two-stage PCR protocol allowing introduction of multiple
mutations, deletions and insertions using QuikChange Site-Directed Mutagenesis.
Biotechniques, 26, 680-682.

Kammerer, W., Deuschle, U., Gentz, R. and Bujard, H. (1986) Functional dissection of
Escherichia coli promoters: information in the transcribed region is involved in late steps of
the overall process. EMBO J, 5, 2995-3000.

Sidorenkov, |., Komissarova, N. and Kashlev, M. (1998) Crucial role of the RNA:DNA hybrid in
the processivity of transcription. Mol Cell, 2, 55-64.

Hsu, L.M., Vo, N.V. and Chamberlin, M.J. (1995) Escherichia coli transcript cleavage factors
GreA and GreB stimulate promoter escape and gene expression in vivo and in vitro. Proc Natl
Acad Sci US A, 92, 11588-11592.

Chan, C.L. and Gross, C.A. (2001) The anti-initial transcribed sequence, a portable sequence
that impedes promoter escape, requires sigma70 for function. J Biol Chem, 276, 38201-
38209.

Hsu, L.M., Cobb, I.M., Ozmore, J.R., Khoo, M., Nahm, G., Xia, L., Bao, Y. and Ahn, C. (2006)
Initial transcribed sequence mutations specifically affect promoter escape properties.
Biochemistry, 45, 8841-8854.

Nickels, B.E., Mukhopadhyay, J., Garrity, S.J., Ebright, R.H. and Hochschild, A. (2004) The
sigma 70 subunit of RNA polymerase mediates a promoter-proximal pause at the lac
promoter. Nat Struct Mol Biol, 11, 544-550.

Guo, M.S. and Gross, C.A. (2014) Stress-induced remodeling of the bacterial proteome. Curr
Biol, 24, R424-434,

Winkelman, J.T., Pukhrambam, C., Vvedenskaya, I.0., Zhang, Y., Taylor, D.M., Shah, P.,
Ebright, R.H. and Nickels, B.E. (2020) XACT-Seq Comprehensively Defines the Promoter-
Position and Promoter-Sequence Determinants for Initial-Transcription Pausing. Mol Cell, 79,
797-811 e798.

Hsu, L.M. (2008) Promoter Escape by Escherichia coli RNA Polymerase. EcoSal Plus, 3.
Heyduk, E. and Heyduk, T. (2018) DNA template sequence control of bacterial RNA
polymerase escape from the promoter. Nucleic Acids Res, 46, 4469-4486.

Ellinger, T., Behnke, D., Bujard, H. and Gralla, J.D. (1994) Stalling of Escherichia coli RNA
polymerase in the +6 to +12 region in vivo is associated with tight binding to consensus
promoter elements. J Mol Biol, 239, 455-465.

Ko, D.C., Marr, M.T., Guo, J. and Roberts, J.W. (1998) A surface of Escherichia coli sigma 70
required for promoter function and antitermination by phage lambda Q protein. Genes Dev,
12, 3276-3285.

Sharp, M.M., Chan, C.L,, Lu, C.Z., Marr, M.T., Nechaev, S., Merritt, E.W., Severinov, K.,
Roberts, J.W. and Gross, C.A. (1999) The interface of sigma with core RNA polymerase is
extensive, conserved, and functionally specialized. Genes Dev, 13, 3015-3026.

Rosé, J.R. and Craik, C.S. (1996) In Carey, P. R. (ed.), Protein Engineering and Design.
Academic Press, San Diego, pp. 75-104.

Amann, E., Brosius, J. and Ptashne, M. (1983) Vectors bearing a hybrid trp-lac promoter
useful for regulated expression of cloned genes in Escherichia coli. Gene, 25, 167-178.

de Boer, H.A., Comstock, L.J. and Vasser, M. (1983) The tac promoter: a functional hybrid
derived from the trp and lac promoters. Proc Natl Acad Sci U S A, 80, 21-25.

Sibley, M.H. and Raleigh, E.A. (2012) A versatile element for gene addition in bacterial
chromosomes. Nucleic Acids Res, 40, e19.

Whipple, F.W. (1998) Genetic analysis of prokaryotic and eukaryotic DNA-binding proteins in
Escherichia coli. Nucleic Acids Res, 26, 3700-3706.

79



104.  Guzman, L.M., Belin, D., Carson, M.J. and Beckwith, J. (1995) Tight regulation, modulation,
and high-level expression by vectors containing the arabinose PBAD promoter. J. Bacteriol.,
177, 4121-4130.

105. Martinez-Garcia, E., Aparicio, T., Goni-Moreno, A., Fraile, S. and de Lorenzo, V. (2015) SEVA
2.0: an update of the Standard European Vector Architecture for de-/re-construction of
bacterial functionalities. Nucleic Acids Res, 43, D1183-1189.

X. Sajat publikaciok jegyzéke

A disszertacio alapjaul szolgald publikacio:

1. Szentes, S., Zsibrita, N., Koncz, M., Zsigmond, E., Salamon, P., Pletl, Z. and Kiss, A. (2020)
I-Block: a simple Escherichia coli-based assay for studying sequence-specific DNA binding
of proteins. Nucleic Acids Res, 48, e28.

Egyéb publikaciok:

2. Slaska-Kiss, K., Zsibrita, N., Koncz, M., Albert, P., Csabradi, A., Szentes, S. and Kiss, A. (2021)
Lowering DNA binding affinity of Sssl DNA methyltransferase does not enhance the
specificity of targeted DNA methylation in E. coli. Scientific Reports, 11, 15226.

3. Albert, P., Varga, B., Zsibrita, N., and Kiss, A. (2018). Circularly permuted variants of two
CG-specific prokaryotic DNA methyltransferases. PLoS One 13, e0197232-e0197255. doi:
10.1371/journal.pone.0197232

Az 1. és 2. publikacido megosztott elsé szerz6je vagyok.

80



XI. Magyar és angol nyelvii 6sszefoglalé

XI.1. Magyar nyelvi 6sszefoglald

Kidolgoztunk egy egyszeri moddszert, amellyel a szekvencaspecifikus DNS-fehérje
kolcsonhatas vizsgalhatd in vivo, Escherichia coliban. Az 1-Block-nak nevezett modszer a laktdz-
operon jol ismert szabdlyozasi mechanizmusan alapszik. A mddszer harom alapvetd eleme a
lacl delécids E.coli torzs ER1821 Alacl, az E. coli lacl gént hordozo placl plazmid, valamint az
azzal kompatibilis pDBP plazmid, amely a vizsgdlt fehérje génjét kodolja. A vizsgalt fehérje
potencidlis kot6helyét a plLacl plazmid lacl promoterébe kldnoztuk. Ha a vizsgalt fehérje
kotédik a célhelyhez, a konstitutiv /acl transzkripcid gatlddik, ami indukdlja a genomban kddolt
B-galaktoziddz termel6dését. A specifikus DNS-fehérje kolcsonhatds igy egyszerlen, a
B-galaktozidaz aktivitdas mérésével kimutathatd. Az I-Block médszer miikodését 5 DNS-koté
fehérjével (két mesterségesen elGallitott cink-ujj fehérjével, a természetes ’helix-turn-helix’
DNS-felismer6 doménnel rendelkez6 cI857 lambda fag represszorral és a Tet represszorral,
valamint a CRISPR-dCas9 fehérjével) demonstraltuk. Az 5 fehérje 3 kiilonb6z6 DNS-felismeré
fehérje-csaladba tartozik, ez azt jelzi, hogy a mddszer varhatéan a DNS-kot6 fehérjék széles
korénél alkalmazhato lesz.

A modszer megfelel6 miikodéséhez a Lac represszor alacsony szintl konstitutiv
termelésére van szikség, melyet egy kis képiaszamu plazmidvektor hasznalataval értiink el.
Annak érdekében, hogy megtaldljuk a tesztszekvencia beépitésének a moddszer miikodése
szempontjabdl legjobb helyét, a lac/ promoter 3 kiilonb6z6 pontjan pontmutdacioval restrikcios
klénozdéhelyeket hoztunk létre. A legalkalmasabbnak a -10-es elemmel atfedé Nhel hely
bizonyult, amelyhez valészinlleg az is hozzajarult, hogy az Nhel helyet létrehozé pontmutacio
gyengitette a lacl promotert (/acl/y promoter). A modszer mikodésének fontos feltétele, hogy
a lacl promoterbe beépitett szekvencia 6nmagdaban ne gatolja a lacl transzkripciét. A nagyon
eltérd guanin- ill. citozintartalmu szalakkal rendelkez§ cink-ujj felismer&helyekkel valé munka
soran figyeltink fel arra, hogy a nem-templat szalon a citozinban gazdag célszekvencidk
gatoljak a lacl transzkripciot.

A mddszer korabbi valtozatdban a célszekvencidkat a -10-es promoter-elemmel atfedé
Nhel helybe, vagy az Nhel és a téle 3’ irdnyban lévé EcoRl hely kozé épitettiik be.
Ujabb eredményeink azt mutattdk, hogy a -10-es elemtdl a a transzkripcids kezd6helyig (+1)

terjedG szakaszon célszerl meghagyni az eredeti szekvenciat. Ez azzal az el6nnyel jar, hogy a
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transzkripcié intenzitdsdra hatdssal biré diszkriminator szekvencia és a transzkripcids
kezd6hely a beépitett célszekvenciaktdl figgetlenil mindig ugyanaz marad.

Az |-Block médszer eredeti valtozataban csak kis szamu fehérje — DNS kombinacid
vizsgalatara alkalmas. Tovabbfejlesztettiik a moddszert egy ,nagy ateresztGképességl”
technika iranyaba azzal a céllal, hogy alkalmas legyen DNS-kot6 fehérjék kotShelyének egy
komplex oligonukleotid-konyvtarbdl vald azonosithatasara. Egy 18 bp hosszu randomizalt
szekvenciat, mint célhelyeket tartalmazoé placl konyvtarbdl kapott transzformansok kozott
magas volt a Lacl klénok szama, ezek az alpozitiv klénok zavarjak a médszert. Osszhangban
korabbi, egyedi célszekvencidkkal tett megfigyelésiinkkel, az Illumina szekvenalds azt mutatta,
hogy a randomizalt szekvencidkkal kapott Lacl- klénok jelentGs részében a beépitett
szekvencia nem-templat szdla citozinban gazdag. A jelenségnek az inszertszekvencia
citozintartalmatol vald fliggését az is alatdmasztotta, hogy ha a random szekvencia kémiai
szintézisekor a nukleotidaranyt Ggy modositottuk, hogy % helyett csak !/10 aranyban
tartalmazzon citidint - az dlpozitiv, Lacl- B-gal* sejtek ardnya a felére csokkent.

A 03 faktor fuggé promoterrel kapott eredményeink azt sugalljak, hogy az egyes
inszertszekvenciak kovetkeztében megjelené Lacl fenotipus hatterében egy ismert jelenség,
a transzkripcio inicidciés fazisabdl az elongacidba valé atmenet megakadasa all. llyenkor az
RNS polimerdz o’° alegysége a kezdeti atirt szekvencidhoz tartésan kotédik, ezaltal
megakadalyozza vagy lelassitja az elongacidba vald dtmenetet. Azonban a lacl transzkripciot
olyan ¢7° mutansokkal, melyekrél ismert, hogy toleransabbak az elakadast kivaltd
szekvencidkkal szemben, nem sikerilt helyredllitani. A beépités helyének 3’ irdnyba vald
toldsaval megemelkedett a Lacl koncentracid, azonban a transzkripciés kezd6helytdl tavol
(+10) beépitett szekvencidaval mar nem volt hatékony a specifikus kotés kimutatdsa, mivel a
tesztfehérje kot6dése nemrepresszdlta a lacl transzkripciét. A lacl transzkripcid gatlasat okozé
szekvencidk szamat sikerilt azzal csokkenteni, és ezdltal az 1-Block mddszerrel vizsgalhatd
szekvencidk szamat ndvelni, hogy a lacly promotert az erGsebb, vad tipusu lacl promoterre
cseréltiik.

Kidolgoztunk egy rendszert a Lacl* sejtek szelektdlasdahoz. A lacl gént transzkripcids
kapcsoltsagba hoztuk az ampicillin rezisztenciat biztosité B-laktamaz génnel. Ez a bicisztronos
konstrukciéd lehetévé teszi, hogy a Lacl™ sejteket ampicillin rezisztencidra szelektdlva

eliminaljuk.
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Az ER1821 Alacl térzs genomjaba integraltuk a kloramfenikol-acetiltranszferaz génjét gy,
hogy a gén egy moddositott tac promoterrdl irédjon at. A mdédositott tac promoter szintetikus
lac operatorok és a Lac represszor kontrollja alatt all. Az igy 1étrehozott ER1821 Alacl CATroso
torzs akkor valik kloramfenikol-rezisztenssé, ha a Lac represszor szintézise gatlodik. igy
kloramfenikol rezisztencia alapjan szelektdlhatunk a keresett, specifikus DNS-fehérje kotédést
mutaté kldnra.

A fenti mddositdsok megnyitottak a lehetdségét annak, hogy az I-Block mddszer a
szekvenciaspeciaspecifikus DNS-fehérje kolcsonhatas vizsgalatanak széles korben

alkalmazhaté mddszere legyen.

XI.2. Angol nyelv(i 6sszefoglald

We have developed a simple method (I-Block) for studying sequence specific DNA-
protein interactions in vivo, in Escherichia coli. The technique is largely based on the well-
known regulatory mechanism of the lac operon and has three essential constituents: the
E. coli ER1821 Alacl lacl deletion strain, and two compatible plasmids. The plLacl plasmid
carries the E. coli lacl gene and the pDBP plasmid encodes the gene of the tested protein. The
potential binding site of the investigated proteinisinsertedinto the lac/ promoter on the pLacl
plasmid. If the protein of interest binds to the target site, the constitutive lacl transcription is
blocked, and the synthesis of B-galactosidase is induced. Thus, specific DNA-protein
interaction can be detected by measuring B-galactosidase activity. We demonstrated
functioning of the I-Block assay using five DNA binding proteins: two custom-made zinc finger
proteins, two proteins utilizing helix-turn-helix domain for DNA recognition (the lambda phage
cl857 repressor and the Tet repressor) and the CRISPR-dCas9 protein. Because these proteins
belong to three different classes of DNA recognizing proteins, we assume that the technique
can be used for a wide range of DNA binding proteins.

For proper functioning of the method, low constitutive production of Lac repressor is
needed, which was achieved with the use of a low copy number plasmid vector. To find the
insertion site that is optimal for the assay, three restriction sites were created within the lac/
promoter by site-directed mutagenesis. Of the three cloning sites, the Nhel site overlapping
the -10 conserved element proved best, partly because it weakened the strength of the

promoter (the lacly promoter).
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An important precondition of the method is that the inserted target sequence should not
impair transcription of the lacl gene. The zinc-finger recognition sites have highly unequal
distribution of guanines and cytosines in the two strands. We observed that the cytosine-rich
sequences in the non-template strand block /acl transcription.

In the earlier version of the assay, the target sites were inserted into the Nhel site, or
between the Nhel site and the EcoRlI site located downstream of the Nhel site. More recent
results showed that consistency of the assay is improved if the sequence between the -10
conserved element and the transcriptional initiation site (+1) is left intact. Inserting the foreign
sequence at the +2 transcriptional position has the advantage that the discriminator sequence
and the transcriptional start site, which have an effect on the rate of transcription, remain the
same independently of the inserted target sequence.

The I-Block assay can, in its original version, test only a small number of DNA-protein
combinations. With the goal to make the technique capable of finding the target site of a DNA
binding protein within a complex oligonucleotide library, we developed the method in the
direction of a ,high-throughput” technique. We have cloned an 18 bp random sequence as
target site into placl. The transformants obtained with the plasmids contained a high
proportion of Lacl- clones, which disturb the assay. Consistently with our previous
observations made with individual sequences, lllumina sequencing showed that in a
substantial number of Lacl clones, the non-template strand of the inserted sequence was rich
in cytosines. Dependence of the phenomenon on the cytosine content of the inserted target
sites was also supported by the results of the experiment, in which during the chemical
synthesis the molar ratio of cytosines was decreased from 0.25 to 0.1. The proportion of Lacl
clones obtained from this library decreased by half.

Results with 032 —dependent promoter suggest that the appearance of Lacl- phenotype
in the case of certain inserted sequences is caused by a known phenomenon, the blockage of
transition from transcriptional initiation to elongation. In such cases the ¢’° subunit of RNA
polymerase stays bound to the initial transcribed sequence and blocks or slows down the
transition to elongation. Transcription of the /acl gene was not restored by 6’° mutants, which
are known to be more tolerant towards sequences blocking the transition. Transcriptional
blockage by the inserted foreign sequence could be abolished by moving the insertion site in
the 3’ direction, but position +10 was already too far, because binding of the protein at this

position did not block the lac/ transcription.

84



It was possible to decrease the number of blocking sequences thus increase the searchable
sequence space by replacing the lacly with the stronger wild-type lacl promoter.

We have developed a system for the selection of Lacl* clones. The lacl and the B-
lactamase genes were cloned in a tandem arrangement to ensure coupled transcription.
Transcriptional coupling allows elimination of Lacl- clones by selecting for ampicillin
resistance.

The gene of chloramphenicol-acetyltransferase was fused to a modified tac promoter
and inserted into the genome of ER1821 Alacl. The modified tac promoter is controlled by
synthetic lac operators and the Lac repressor. The new strain ER1821 Alacl CATnoso becomes
resistant to chloramphenicol when synthesis of the Lac repressor is blocked. The strain allows
selection of binding positive clones by chloramphenicol resistance.

The modifications described above open the possibility for the |-Block method to

become a widely used technique for studying seuence specific DNA-protein interactions.

85



XIl. Témavezetdi nyilatkozat

Az |-Block mddszer kidolgozadsat Szentes Sarolta kezdte a rovidebb ideig csoportunkban
dolgozé Sagi-Zsigmond Eszter és Salamon Pal segitségével. A haszndlhaté mddszer kialakitasa
azonban mar elsGsorban a disszertacio szerzGjének, Zsibrita Nikolettnek a nevéhez fliz6dik, aki
Szentes Sarolta csoportbdl vald tdvozasa utdn vette at a munkat. A mddszer tovabbfejlesztett
valtozatanak kidolgozasa is nagyrészt az 6 érdeme a kisérletek tervezése, végrehajtasa és
értékelése tekintetében is.

Mas csoporttagok hozzdjarulasa az alabbi volt:

Koncz Mihaly végezte a dCas9 felhasznaldsaval jaro kisérleteket.

Karcagi lldiké hozta létre a kloramfenikol rezisztencia gént a genomon hordozé gazdatorzset
és dolgozta ki felhaszndlasanak koridlményeit. Ezen kiviil klonozasokkal segitette a direkt
szelekcidra alkalmas mddszervaltozat feltételeinek meghatdrozasat.

Pletl Zita egy rovidebb ideig laboransként segitette a munkat.

Tanusitom, hogy a disszertacidban leirt eredmények nagyrészt Zsibrita Nikolett munkajabdl

szarmaznak aki joggal hasznalhatja fel 6ket disszertacidja megirasahoz.

Dr. Kiss Antal

témavezetds
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XIll. Fliggelékek

XII.1. A felhasznalt plazmidok listaja; Fliggelékek 1. tablazat

6. Fliggelékek 1.tabldzat

plazmid vektor
pBAD24
pB6ZA
pB6ZB pBAD24
pBTetR
pORTMAGE-2 pBBR1
pdOM?2 pBBR1

pdCas9

pdCas9-AK518 pdCas9

pUAG66

pUA-lacl

pUA-lacle

pUA-laclne

pUA-laclpe

pUA-laclpne

pUA-laclye-(N-6ZB)

pUA-lacly

pUA-lacly-(N-6ZA1)

pUA-lacly-(N-6ZA2)

pUA-lacly-(N-3ZA1)
pUA66

pUA-lacly-(N-3ZA2)

pUA-lacly-(N-3ZB2)

pUA-dlacl

pUA-dlacly

plLacl (pdUA-lacl)

plLacle

pLaclne

pLaclee

pLaclene

pLaclne-(N-6ZB)

rez.

Ap

Ap

Ap
Ap
Cm

Cm

Km

Km

megjegyzés
expresszios vektor
6ZA cink-ujj fehérje expresszidja
6ZB cink-ujj fehérje expresszidja
Tet represszor expresszidja
A cI857 represszor expresszidja
pORTMAGE-2 delécids valtozata

vektor CRISPR-dCas9 iranyitashoz

CRISPR-dCas9 lacle ptomoterhez irdnyitva,
AK518-519 spacer

alacsony képiaszamu vektor

lacl gén

EcoRl hely lacl promoterben

Nhel és EcoRl hely lacl promoterben

Pvul és EcoRlI hely lacl promoterben

Pvul, Nhel és EcoRlI hely lacl promoterben

laclne promoter, 6ZB kot6hely Nhel helyen
Nhel hely lacl promoterben

lacly promoter, 6ZA1 kétShely Nhel helyen
lacly promoter, 6ZA2 kétShely Nhel helyen
lacly promoter, 3ZA1 kotShely Nhel helyen
lacly promoter, 3ZA2 kétShely Nhel helyen
lacly promoter, 3ZB2 kétShely Nhel helyen
lacl promoter fuzidban gfp génnel

lacly promoter fuzidban gfp génnel

lacl gén (pUA-lacl delécids valtozata)

EcoRl hely lacl promoterben

Nhel és EcoRl hely lacl promoterben

Pvul és EcoRl hely lacl promoterben

Pvul, Nhel és EcoRlI hely lacl promoterben

laclne promoter, 6ZB kot6hely Nhel helyen
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(104)
(76)
(76)

Jelen munka
(78)

Jelen munka
(29)
(76)

(77)

(76)

Jelen munka



pLacly
pLaclp-(P-6ZA)
pLaclp-(P-6ZB)
pLacly-(N-6ZA)
pLacly-(N-6ZB)
pLaclpn-(P-6ZA)
pLaclpn-(P-6ZB)
pLaclen-(N-6ZA)
pLaclpen-(N-6ZB)
pLacle-(E-6ZA)
pLacle-(E-6ZB)
pLaclye-(E-6ZA)
pLaclye-(E-6ZB)
pLaclye-(N-6ZA)
pUA66 Km
pLaclye-(N-6ZB)
placlye-(N-6ZB, E-6ZA)
pLaclpe-(E-6ZA)
pLaclpe-(E-6ZB)
pLaclpne-(P-6ZA)
pLaclpne-(P-6ZB)
pLaclpne-(N-6ZA)
pLaclpne-(N-6ZB)
pLaclpne-(E-6ZA)
pLaclpne-(E-6ZB)
pLacly-(N-AOR)

pLaclye-(N+1-6ZA1-E)

pLaclye-(N+1(G-A)-6ZA1-
E)

pLaclye-(N-6ZA2-E)

Nhel hely lacl promoterben

lacl, promoter, 6ZA két6hely Pvul helyen
lacl, promoter, 6ZB kot&hely Pvul helyen
lacly promoter, 6ZA kotShely Nhel helyen
lacly promoter, 6ZB kdtéhely Nhel helyen
laclpy promoter, 6ZA kdtShely Pvul helyen
laclpy promoter, 6ZB kot6hely Pvul helyen
laclpy promoter, 6ZA kdt6hely Nhel helyen
laclpy promoter, 6ZB kotShely Nhel helyen
lacle promoter, 6ZA kotShely EcoRl helyen
lacle promoter, 6ZB kdtéhely EcoRI helyen
laclye promoter, 6ZA két6hely EcoRl helyen
laclye promoter, 6ZB kétGhely EcoRI helyen
laclye promoter, 6ZA kdt6hely Nhel helyen

laclye promoter, 6ZB kotShely Nhel helyen

laclye promoter, 6ZB kotShely Nhel helyen,
6ZA kotShely EcoRl helyen

laclpe promoter, 6ZA kotéhely EcoRl helyen
laclpe promoter, 6ZB két6hely EcoRI helyen
laclene promoter, 6ZA kotéhely Pvul helyen
laclene promoter, 6ZB kotShely Pvul helyen
laclpne promoter, 6ZA kdt6hely Nhel helyen
laclpne promoter, 6ZB kotéhely Nhel helyen
laclpne promoter, 6ZA kdtShely EcoRI helyen

laclpne promoter, 6ZB kétShely EcoRI helyen

lacly promoter, A fag Or1 és Og2 operator
Nhel helyen

laclye promoter, 6ZA1 kétShely +1 és EcoRI
hely k6zé integralt

laclye promoter, 6ZA1 kotGhely +1 és EcoRl
hely kbzé integralt, TKH (+1) G-A csere
laclye promoter, 6ZA2 kétGhely Nhel és
EcoRl hely kdzé integralt
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placlye-(N+1(G-A)-6ZA2-
E)

pLaclye-(N+3-6ZA2-E)
pLaclye-(N+5-6ZA2-E)
pLaclye-(N+7-6ZA2-E)
pLaclye-(N+10-6ZA2-E)

Ql.a(:lNEd—03

pLaclye®®3-(N-6ZA1-E)
placlye®3-(N-6ZA2-E)
pLaclye®®3-(N-6ZB1-E)
placlye?®3-(N-6ZB2-E)
placlye?®3-(N-AO1,2-E)
placlye®3-(N-A02,1-E)
placlye®3-(N-tetO1-E)
pLaclye-N18
placlyed®3-N18
pLlacly:*?
placly:32-(X-6ZA1-E)
pLaclxe*-(X-6ZA2-E)
placlye32-(X-6ZB1-E)
pLaclye3>-(X-6ZB2-E)
pLaclx>-(X-A01,2-E)
placly:32-(X-A02,1-E)
pB-rpoD
pB-rpoD(L402F)
pB-rpoD(Q406A)
pST76A

pST-rpod(L402F)dAS8
pPSTKST

pLacl-ApRne

pUAG6

pBAD24

pBAD24

pST76A

pUAG6

Km

Ap

Ap

Ap
Ap

Km

Km,
Ap

laclye promoter, 6ZA2 kotGhely +1 és EcoRl
hely kdzé integralt, TKH (+1) G-A csere
laclye promoter, 6ZA2 kétShely +3 és EcoRl
hely k6zé integralt

laclye promoter, 6ZA2 kétShely +5 és EcoRl
hely k6zé integralt

laclye promoter, 6ZA2 kotGhely +7 és EcoRl
hely k6zé integralt

laclye promoter, 6ZA2 kdtShely +10 és EcoRI
hely k6zé integralt

lacl gén, lacO3 operator deletalt

laclye promoter, 6ZA1 kotGhely +1 és EcoRl
hely k6zé integralt

laciye promoter, 6ZA2 kdt6hely +3 és EcoRI
hely kbzé integralt

laclne promoter, 6ZB1 kdt6hely +2 és EcoRl
hely k6zé integralt

laclye promoter, 6ZB2 kétGhely +2 és EcoRI
hely k6zé integralt

laclye promoter, A fag Og2-Or1 kdtShely +2
és EcoRl hely kozé integralt

laciye promoter, A fag Or1-Og2 kdtShely +2
és EcoRlI hely kozé integralt

laclye promoter, Tet represszor O1 operator
+2 és EcoRl hely kozé integralt

laciye promoter, 18 bp hosszud, random
szekvencia +2 és EcoRl hely kdzé integralt
laclye promoter, 18 bp hosszu, random
szekvencia +2 és EcoRl hely kozé integralt
lacl gén groE promoterrel fuzidban, Xhol és
EcoRl hely groE promoterben

groEx: promoter, 6ZA1 kdtShely TKH és
EcoRl hely kdzé integralt

groExs promoter, 6ZA2 kdtéhely TKH és
EcoRl hely kdzé integralt

groEx: promoter, 6ZB1 kdt6hely TKH és
EcoRl hely kdzé integralt

groExe promoter, 6ZB2 kdtShely TKH és
EcoRl hely kdzé integralt

groExe promoter, A fag Or2-Or1 kdtShely
TKH és EcoRl hely kdzé integralt

groEx: promoter, A fag Og1-Or2 kdtShely
TKH és EcoRlI hely kdzé integralt

rpoD gén
L402F mutéciét hordozd rpoD gén

Q406A mutaciét hordozo rpoD gén

,ongyilkos” plazmid, genomi médositashoz;
ts ori (hGérzékeny)

rpoD gén L402F mutdcié genomi
bevezetéséhez

I-Scel endonukleaz

lacl gén, ApR gén (B-laktamaz),

laclye promoter
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pLacl-ApRye-(N-6ZA1-E)
pLacl-ApRye-(N-6ZA2-E)
pLacl-ApRne-(N-6ZB1-E)
pLacl-ApRye-(N-6ZB2-E)
pLacl-ApRye-(N-AO1-E)
pLacl-ApRye-(N-AO2-E)

pLacl-ApRye-(N-tetO1-E)

pLacl-ApRne-N18
pLacl-ApRut
pLacl-ApR.+-N18
pLacl-ApR.+-6ZA1
pLacl-ApRy+-6ZA2
pMALc2x

pSEVA3513

pS6ZA

pS6ZB

pLaciy-CATiaco)

pLacln-CATiac(Ho)

pLacin-CAT:ac(so)

pLaciy-CAT:ac(Hoso)

pUAG6

pPSEVA351

pSEVA351

pUAG6

Km,
Ap

laclne promoter, 6ZA1 kotGhely +1 és EcoRl
helyek kdzé integralt

laclye promoter, 6ZA2 kétShely +3 és EcoRI
helyek kozé integralt

laclye promoter, 6ZB1 kdtShely +2 és EcoRl
helyek kozé integralt

laclye promoter, 6ZB2 kdtShely +2 és EcoRl
helyek kozé integralt

laciye promoter, A Og2-Ogr1 operatorok +2 és
EcoRl helyek k6zé integralt

laclye promoter, A Og1-Or2 operatorok +2 és
EcoRl helyek kézé integralt

laclye promoter, Tet represszor O1 operator
+2 és EcoRlI helyek kozé integralt

laclne promoter, 18 bp hosszu, random
szekvencia +2 és EcoRl helyek kdzé integralt
lacl gén, ApR gén (B-laktamdz)

vad tipusu lacl promoter

lacl promoter, 18 bp hosszu, random
szekvencia ITS szekvencidhoz beépitett

lacl promoter, 6ZA1 felisemrGszekvencia az
ITS szekvencidba inszertalva

lacl promoter, 6ZA2 felisemrGszekvencia az
ITS szekvencidba inszertalva

tac promoter amplifikalasa

Vektor plazmid (SEVA-DB)

6ZA fehérje expresszidja EM7 promoterrdl

6ZB fehérje expresszidja EM7 promoterrdl

lacl gén lacly promoterrel; CAT gén tac
promoterrel fuzidban és lacO1 operatorral
lacl gén lacly promoterrel; CAT gén tac
promoterrel fuzidban és lacOsz operatorral
Hindlll helyen

lacl gén lacly promoterrel; CAT gén tac
promoterrel fuzidban és lacOsz operatorral
BsrGl helyen

lacl gén lacly promoterrel; CAT gén tac
promoterrel fuzidban és két lacOsz
operdtorral BsrGl és Hindlll helyeken

Jelen munka

New England
BioLabs
(105) (ajandék
Timar Edittdl)

Jelen munka

Az alapvektorokat sziirkével emeltem ki. Az alapvektorokbdl létrehozott, a tovabbi klénozasokhoz felhaszndlt
fontos plazmidvektorokat vastagon elmeltem ki. A restrikciés klénozdéhelyek egybetlis roviditései: P=Pvul,
N=Nhel, E=EcoRlI, H=Hindlll, B=BsrGl. Tovabbi roviditések: TKH=transzkripcids kezdGhely, ITS=kezdeti atirédo
szekvencia, CAT=kloramfenikol-acetiltranszferaz, O=operator, lacO;,=szintetikus lac operator, rez=rezisztencia.
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XIl1.2. A munka sordn alkalmazott oligonukleotidok; Fliggelékek 2. tablazat
7. Fiiggelékek 2. tabldzat

oligo

AK276

AK277

AK278

AK279

AK330

AK331

AK405

AK406

AK407

AK408

AK409

AK410

AK411

AK412

AK510

AK511

AK518

szekvencia (5’ — 3')

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGG

AATTCCCTCCCCCAGCCCCGGC

AATTGGAGTTGGGGGAGTGAGT

AATTACTCACTCCCCCAACTCC

CTAGTCTAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTAC
CTCTGGCGGTGATAAT

CTAGATTATCACCGCCAGAGGTAAAATAGTCA
ACACGCACGGTGTTAGA

CTAGGCCGGGGCTGGGGGAGGG

CTAGCCCTCCCCCAGCCCCGGC

GCCGGGGCTGGGGGAGGGAT

CCCTCCCCCAGCCCCGGCAT

CTAGGGAGTTGGGGGAGTGAGT

CTAGACTCACTCCCCCAACTCC

GGAGTTGGGGGAGTGAGTAT

ACTCACTCCCCCAACTCCAT

GAAGAGAGTGAATTCAGGGT

ACCCTGAATTCACTCTCTTC

AAACGGAAGAGAGTGAATTCAGGGG
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megjegyzés

6ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK277
oligoval; EcoRIl kompatibilis vég (alahuzva)

6ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK276
oligoval; EcoRIl kompatibilis vég (alahuzva)

6ZB kotShely (z6ld hattér) komplementer AK279
oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhuzva)

6ZB kotGhely (zold hattér) komplementer AK278
oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhuzva)

A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér)
komplementer AK331 oligoval; Nhel kompatibilis
vég (aldhuzva)
A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér)
komplementer AK330 oligoval; Nhel kompatibilis
vég (aldhdzva)

6ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK406
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhuzva)

6ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK405
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhuzva)

6ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK408
oligoval; Pvul kompatibilis vég (alahtzva)

6ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK407
oligoval; Pvul kompatibilis vég (aldhtzva)

6ZB kotShely (zold hattér) komplementer AK410
oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahuzva)

6ZB kotShely (z6ld hattér) komplementer AK409
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhtzva)

6ZB kotShely (z61d hattér) komplementer AK412
oligoval; Pvul kompatibilis vég (alahtzva)

6ZB kotShely (z6ld hattér) komplementer AK411
oligoval; Pvul kompatibilis vég (alahtzva)

mutagén oligonukleotid EcoRI hely (kék)
létrehozdsahoz lacl promoterben QuikChange
maodszerrel; kddold szal; mutacid alahuzva;
komplementer AK511 oligoval

mutagén oligonukleotid EcoRI hely (kék)
létrehozasahoz lacl promoterben QuikChange
madszerrel; nem-kddold szal; mutacio alahuzva;
komplementer AK510 oligoval

spacer CRISPR-dCas9-iranyitashoz; komplementer
AK519 oligoval; Bsal kompatibilis vég (alahuzva)



AK519

AK595

AK596

AK597

AK598

AK718

AK719

AK720

AK721

AK742

AK743

AK744

AK745

AK787

AK788

AK789

AK790

AK791

AK792

AAAACCCCTGAATTCACTCTCTTCC

CTAGTGGGGGAGGG

CTAGCCCTCCCCCA

CTAGGGAGIGAGT

CTAGACTCACTCC

ACGGTCCGACATCATAACGGTTC

TTT CTATGGTCCTTGTTGG
CAG GAGAAAAAAATCACTGG
CTG GATACACCAAGGAAAG

TTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTACA

TATGTACATTATACGAGCCGATGATTAATTGTC

AA

GTAC

AGCT]

CTAGCGCCCGGCCGGGGCTGGGGGAGGG

AATTCCCTCCCCCAGCCCCGGCCGGGLG

CTAGCGCCAGCCGGGGCTGGGGGAGGG

AATTCCCTCCCCCAGCCCCGGCTGGCG

CTAGCCCTCCCCCAGCCCCGGC

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGG
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spacer CRISPR-dCas9-iranyitashoz; komplementer
AK518 oligoval; Bsal kompatibilis vég (alahuzva)

3ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK596
oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahuzva)

3ZA kot6hely (sarga hattér) komplementer AK595
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhuzva)

3ZB kotShely (zold hattér) komplementer AK598
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhtzva)

3ZB kétShely (zold hattér) komplementer AK597
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhtzva)

PCR primer tac promoter amplifikalasahoz pMAL-
c2x plazmidrdl; komplementer AK719 oligoval

PCR primer tac promoter amplifikalasahoz pMAL-
c2x plazmidrdl; komplementer AK718 oligoval;
Ndel hely (kék)

PCR primer CAT gén amplifikdldsdhoz pSEVA3513
plazmidrél; komplementer AK721 oligoval; Ndel
hely (kék)

PCR primer CAT gén amplifikdlasahoz pSEVA3513
plazmidrol; komplementer AK720 oligoval; Ndel
hely (kék)

tac promotert (délt) hordozé oligonukleotid; BsrGl
hely (kék); komplementer AK743 oligoval

tac promotert (d6lt) hordozé oligonukleotid; BsrGl
hely (kék); Ndel kompatibilis vég (alahtzva);
komplementer AK742 oligoval

szintetikus, szimmetrikus lac operatort (piros
hattér) horodzo oligonukeltid; BsrGl kompatiblilis
vég (alahdzva); 6nmagaval duplexet alkot
szintetikus, szimmetrikus lac operatort (piros
hattér) horodzé oligonukeltid; Hindlll kompatiblilis
vég (aldhlzva); 6nmagdval duplexet alkot

6ZA1 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK788 oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahtzva),
kédolé szal, TKH (G.1) (vastagon)

6ZA1 kotShely (sdrga hattér); komplementer
AK787 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhuzva);
nem koédold szal

6ZA1 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK790 oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahtzva),
kdédold szal, TKH (A,1) (vastagon)

6ZA1 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK789 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhuzva);
nem kdédolé szl

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK792 oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahuzva),
kédolé szal

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK791 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (alahuzva);
nem kodold szal



AK795

AK796

AK797

AK798

AK801

AK802

AK803

AK804

AK805

AK806

AK813

AK814

AK815

AK816

AK820

AK821

AK822

AK823

AK826

CCTGCGCCATCAGATCCTTG

CTAGCGCCACCCTCCCCCAGCCCCGGC

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGGTGGCG

GG TCACTGCCCGCTTTCCAGTC

CTAGCGCCCGGACCCTCCCCCAGCCCCGGC

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGGTCCGGGCG

CTAGCGCCCGGAAGCCCTCCCCCAGCLLCGGL

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGGCTTCCGGGC
G

CTAGCGCCCGGAAGAGCCCTCCCCCAGCCCCa
GC

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGGCTCTTCCGG
GCG

TTAATTAA CCGGCTGGTGA

TAGCACTGGAACTGGCAC

TCGAGAAATGGGGATGAGGC

GTCACCAGCCGGGAATT

TCGAGTCACCGCCGGGGCTGGGGGAGGG

AATTCCCTCCCCCAGCCCCGGCGGTGAC

TCGAGTCACCCCCTCCCCCAGCCCCGGC

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGGGGTGAC

TCGAGTCACCGGAGTTGGGGGAGTGAGT
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szekvenalo és PCR primer placl plazmidon,
upstream lacl promotertdl

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK797 oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahdzva),
kédold szal, TKH (A,1) (vastagon)

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK796 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhtzva);
nem kédolé szl

PCR primer lacl gén amplifikalasahoz; Xbal hely
(kék)

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK802 oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahtzva),
kédold szal, TKH (G,1) (vastagon)

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK801 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (alahuzva);
nem koédold szal

6ZA2 kotShely (sarga hattér); komplementer
AK804 oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhuzva),
kédold szal, TKH (G.1) (vastagon)

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK803 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhuzva);
nem kodold szal

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK806 oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahutzva),
kédold szal, TKH (G.1) (vastagon)

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK805 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhtzva);
nem koédold szal

‘forward’ PCR primer groE promoter
amplifikalasahoz; EcoRlI hely (kék)

‘reverz’ PCR primer groE promoter
amplifikalasahoz

mutagén (‘reverz’) oligonukleotid Xhol hely
|étrehozdsahoz grokE promoterben, inverz-PCR
modszerrel; mutacid aldhtzva

mutagén (‘forward’) oligonukleotid Xhol hely
létrehozdsahoz grok promoterben, inverz-PCR
mddszerrel

6ZA1 kotShely (sdrga hattér); komplementer
AK821 oligoval; Xhol kompatibilis vég (alahuzva),
kddolé szal

6ZA1 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK820 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (alahuzva);
nem kodold szal

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK823 oligoval; Xhol kompatibilis vég (aldhtzva),
kédold szl

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK822 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (alahuzva);
nem koédold szal

6ZB1 kotShely (zold hattér); komplementer AK827
oligoval; Xhol kompatibilis vég (aldhtzva), kédolo
szal



AK827

AK828

AK829

AK830

AK831

AK832

AK833

AK838

AK839

AK840

AK841

AK844

AK845

AK848

AK849

AK851

AK852

AK853

AATTACTCACTCCCCCAACTCCGGTGAC

TCGAGTCACCACTCACTCCCCCAACTCC

AATTGGAGTTGGGGGAGTGAGTGGTGAC

TCGAGTCACCATTATCACCGCCAGAGGTAAAA
TAGTCAACACGCACGGTGTTAGA

AATTTCTAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTAC
CTCTGGCGGTGATAATGGTGAC

TCGAGTCACCTCTAACACCGTGCGTGTTGACT
ATTTTACCTCTGGCGGTGATAAT

AATTATTATCACCGCCAGAGGTAAAATAGTCA
ACACGCACGGTGTTAGAGGTGAC

CTAGCGCCCGGAAGAGAGTCCCTCCCCCAGCC
CCGGC

AATTGCCGGGGCTGGGGGAGGGACTCTCTTC
CGGGCG

CTGGTTGAAGCGTATCG

AGGCATACTTGATGACAG

TCAGGTCAAAGAACTGCAAG

CTTGCAGTTCITTGACCTGA

NNNNNNNNNNNNNNNNNNCCGGGCGCTAG
CATG

GAATTCAGGGTGGTGAATGTGA

CTAGCGCCCGGGGAGTTGGGGGAGTGAGT

AATTACTCACTCCCCCAACTCCCCGGGCG

CTAGCGCCCGGACTCACTCCCCCAACTCC

94

6ZB1 kotShely (zold hattér); komplementer AK826
oligoval; EcoRIl kompatibilis vég (alahuzva); nem
kédolé szal

6ZB2 kotbShely (zold hattér); komplementer AK829
oligoval; Xhol kompatibilis vég (aldhtzva), kédold
szal

6ZB2 kotShely (z6ld hattér); komplementer AK828
oligoval; EcoRIl kompatibilis vég (alahuzva); nem
kédolé szal

A fag Ogr1 és Og2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK831 oligoval; Xhol kompatibilis
vég (aldhuzva), kédold szal

A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK830 oligoval; EcoRIl kompatibilis
vég (aldhdzva); nem kédold szal

A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK833 oligoval; Xhol kompatibilis
vég (alahlzva), kédolé szal

A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK832 oligoval; EcoRI kompatibilis
vég (aldhdzva); nem kddold szal

6ZA2 kotShely (sdrga hattér); komplementer
AK839 oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhuzva),
kédold szal, TKH (G.1) (vastagon)

6ZA2 kotGhely (sarga hattér); komplementer
AK838 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (alahuzva);
nem kodold szal

PCR ‘forward’ primer rpoD gén amplifikaldsahoz

PCR ‘reverz’ primer rpoD gén amplifikalasahoz

mutagén oligonukleotid; L402F mutdcid
bevezetése rpoD génben QuikChange mddszerrel;
kddold szal; mutacid alahuzva; komplementer
AK845 oligoval

mutagén oligonukleotid; L402F mutacié
bevezetése rpoD génben QuikChange médszerrel;
nem-kddold szal; mutacid aldhuzva; komplementer
AK844 oligoval

18 bp hosszu, random szekvenciat (piros,
A:G:C:T=1:1:1:1) hordozd ‘reverz’ primer; random
szekvencia integraldsa laclye promoterbe
moddositott inverz-PCR mddszerrel

‘forward’ primer (AK848 parja); random szekvencia
integralasa laclye promoterbe médositott inverz-
PCR médszerrel

6ZB1 kotShely (zold hattér); komplementer AK852
oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhuzva); kédold
szal, TKH (G.1) (vastagon)

6ZB1 kotShely (zold hattér) komplementer AK851
oligoval; EcoRI kompatibilis vég (aldhtdzva); nem-
kédold szl

6ZB2 kotShely (zold hattér) komplementer AK854
oligoval; Nhel kompatibilis vég (alahuzva); kédolo
szal, TKH (G.1) (vastagon)



AK854

AK855

AK856

AK857

AK858

AK859

AK860

AK861

AK893

AK894

AK895

AK896

AK899

AK900

AK910

AK911

AK933

AK936

AATTGGAGTTGGGGGAGTGAGICCGGGCG

CTAGCGCCCGGATTATCACCGCCAGAGGTAAA

ATAGTCAACACGCACGGTGTTAGA

AATTTCTAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTAC

CTCTGGCGGTGATAATCCGGGCG

CTAGCGCCCGGTCTAACACCGTGCGTGTTGAC

TATTTTACCTCTGGCGGTGATAAT

AATTATTATCACCGCCAGAGGTAAAATAGTCA

ACACGCACGGTGTTAGACCGGGCG

GAACAAGCCGTGGTCG
AATCAGGTCAAGGAACTGCAAG

GCGGAAGGCAACATCGGTC

CTAGCGCCCGGCCCTATCAGTGATAGAGA
AATT CCGGGCG
AATT CTACTCAGCTATCTAG
TCTATCGATTGTCGAGGGAAATCAT
TGGAAAGCGGGCAGTGATCTAG
CAATTCAGGGTGGTGAATGTGA
ACTTCTAGAGGAGGAAGAGTATGAGTATTC

GGATCTAGAGTAAACTTGGTCTGAC

NNNNNNNNNNNNNNNNNNCCGGGCGCTAT

CATG

NNNNNNNNNNNNNNNNNNCCGGGCGCTAG

CATG
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6ZB2 kotShely (zold hattér); komplementer AK853
oligoval; EcoRIl kompatibilis vég (alahuzva); nem-
kédolé szal

A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK856 oligoval; Nhel kompatibilis
vég (alahuzva), kddold szél; TKH (G.y) (vastagon)
A fag Ogr1 és Og2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK855 oligoval; EcoRIl kompatibilis
vég (alahuzva); nem kdédold szal

A fag Ogr1 és Og2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK858 oligoval; Nhe kompatibilis
vég (aldhtizva), kédolé szal; TKH (G.1) (vastagon)
A fag Or1 és Or2 operator szekvencia (kék hattér);
komplementer AK857 oligoval; EcoRI kompatibilis
vég (aldhdzva); nem kédold szal

szekvendlo primer rpoD génen

mutagén oligonukleotid; Q406A mutécid
bevezetése rpoD génben inverz-PCR mddszerrel;
kédolé szal

mutagén oligonukleotid; Q406A mutacid
bevezetése rpoD génben inverz-PCR mddszerrel;
nem-kadold szal; mutacié aldhuzva

tetO1 operator (keki-zold hattér); komplementer
AK894 oligoval; Nhel kompatibilis vég (aldhtzva);
kédold szal, TKH (G.1) (vastagon)

tetO1 operator (keki-zéld hattér); komplementer
AK893 oligoval; EcoRI kompatibilis vég (alahuzva);
nem-kddold szal

PCR primer tetR gén amplifikalasahoz
(downstream); Ncol hely (kék);

PCR primer tetR gén amplifikdlasahoz (upstream)

PCR primer lacl gén amplifikaldasahoz

‘forward’ primer (AK936 parja); random szekvencia
integraldsa lacl,: promoterbe médositott inverz-
PCR maddszerrel

PCR primer (‘forward’) B-laktamdz gén
amplifkalasahoz

PCR primer (‘reverz’) B-laktamdz gén
amplifkalasahoz

18 bp hosszu, random szekvenciat (piros) hordozo
‘reverz’ primer; megegyezik AK848 primerrel,
azonban az A:G:C:T arany 30:10:30:30 volt a
random szekvenciarésznél

18 bp hosszu, random szekvenciat (piros) hordozé
‘reverz’ primer; random szekvencia integralasa
lacl,: promoterbe médositott inverz-PCR
modszerrel



AK951

AK952

AK957

AK958

AK959

AK960

AK961

AK962

AK963

AK964

CCCTCCCCCAGCCCCGGCCCGGGCGCTATCAT
G

GCCGGGGCTGGGGGAGGGCCGGGCGCTATC
ATG

GCCGGGGCTGGGGGAGGGCAATTCAGGGTG
GTGAAT

CCCTCCCCCAGCCCCGGCCAATTCAGGGTGGT
GAAT

NNNNNNNNNNNNNNNNNNCAATTCAGGGT
GGTGAAT

CCGGGCGCTATCATGC

GCCGGGGCTGGGGGA

CCCTCCCCCAGCCCC

TATCACCGCCAGAGGTACAATTCAGGGTGGT
GAAT

TATCACCGCCAGAGGTA

6ZA2 szekvenciat (sarga hattér) hordozd ‘reverz’
primer; 6ZA1 szekvencia integralasa lacly:
promoter nem templat szalara, médositott inverz-
PCR mddszerrel

6ZA1 szekvencidt (sarga hattér) hordozd ‘reverz’
primer; 6ZA2 szekvencia integralasa lacl,:
promoter nem templat szalara, mddositott inverz-
PCR médszerrel

6ZA1 szekvenciat (sarga hattér) hordozé ‘forward’
primer; 6ZA1 szekvencia integraldsa lacly:
promoter nem templat szalara, modositott inverz-
PCR médszerrel

6ZA2 szekvenciat (sarga hattér) hordozé ‘forward’
primer; 6ZA2 szekvencia integralasa lacly:
promoter nem templat szalara, médositott inverz-
PCR méddszerrel

18 bp hosszu, random szekvenciat (piros) hordozé
‘forward’ primer; random szekvencia integraldsa
lacl,: promoterbe médositott inverz-PCR
mddszerrel

reverse primer (AK957/AK958/AK959 parja);
6ZA/random szekvencia integralasa lacly:
promoterbe médositott inverz-PCR mddszerrel

6ZA1 kotGhely (els6 15 nt) horodzé primer

6ZA2 kotGhely (els6 15 nt) horodzé primer

A fag Or1 operator szekvenciat (kék hattér)
hordozé forward’ primer; A fag Ogr1 operator
integralasa lacly: promoter nem templat szaldra,
moddositott inverz-PCR mddszerrel

A fag Or1 operator szekvenciat hordozo primer

Réviditések: oligo=oligonukleotid, TKH=transzkripcios kezdéhely, CAT=kloramfenikol-acetiltranszferdz,

O=operdtor

XIlIl.3. Kék-fehér telepszin ardnya a plazmidkonyvtar szelektaldsa el6tt és utan, ER1821 Alacl

gazddban; Fliggelékek 3. tdblazat

8. Fiiggelékek 3. tabldzat

kék telepek
random p . . .
iy fehér kék .. aranya ossz
, szekvenciat 2. Ossz i
templat . . lemezek telepek telepek . telepszamhoz
hordozé primer . . telepszam . )
rimer szama szama viszonyitva
P (%)
50 pg/ml Km mellett éjszakan at novesztett kultdra
1 2427 403 2830 14,2
2 951 203 1154 17,5
3 1438 272 1710 15,9
do3 ’
placl Akg4s | AKBAS 4 1518 315 1833 17,1
5 1198 254 1452 17,4
2 7532 1447 8979 16,1
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Szelektalas el6tt (50 pg/ml Km mellett éjszakan at ndvesztett kultdra)

1 481 105 586 17,9
2 447 115 562 20,46
pLacl-ApRne AK848 AK849 *k%3 15 3 18 16,7
*xx/] 39 8 47 17
2 982 231 1213 19
Szelektalas utan (25 pg/ml Ap mellett névesztett kultlirabdl szélesztett)
1 1200 12 1212 0,99
pLacl-ApRne AK848 AK849 5 1200 1 1212 0,99
Szelektalas utan (50 pg/ml Ap mellett névesztett kultirabdl szélesztett)
1 531 10 541 1,8
2 367 3 370 0,8
3 405 2 407 0,49
pLacl-ApRye AK933 AK849 2 127 1 178 0,23
5 386 3 389 0,7
2 2116 19 2135 0,88
Szelektalas utan (5 6ran 4t 50 pg/ml Ap mellett novesztett kultura)
*1 107 4 111 3,6
**2 1100 47 1147 4,1
pLacl-ApRye AK848 AK849 **Z i(s)fl) i 232 8:;:
**5 797 12 809 1,5
2 2735 69 2804 2,46
Szelektalas utan (5 6ran 4t 75 pg/ml Ap mellett ndvesztett kultira)
*1 126 2 128 1,56
*2 199 4 203 1,97
**3 85 3 88 34
pLacl-ApRne AK848 AK849 *4 101 3 104 2,9
*5 20 1 21 4,76
*6 23 0 23 0
2 13 554 567 2,29
Szelektalas el6tt (50 pg/ml Km mellett éjszakan at ndvesztett kultdra)
1 845 125 970 12,8
2 863 110 973 11,3
3 381 59 440 13,4
4 142 27 169 16,0
pLacl-ApRye AK933 AK849 5 00 3 232 13.8
6 1152 208 1360 15,3
7 1037 189 1226 15,4
2 4620 750 5370 14
Szelektalas el6tt (50 pg/ml Km mellett éjszakan at ndvesztett kultira)
1 64 8 72 11
2 104 17 121 14
3 90 9 99 9
4 114 8 122 6,6
5 85 8 93 8,6
pLacl-ApRut AK933 AK900 6 98 10 108 9,2
7 1327 115 1442 7,9
8 1200 96 1296 7,4
9 1356 154 1510 10,2
10 1314 112 1426 7,85
2 5752 537 6289 8,5
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Szelektalas utan (3-4 6ran 4t 100 ug/ml Ap mellett ndvesztett kultira)
#hx] 390 0 390 0
*Hx) 53 0 53 0
placl-ApRw: | AK933 AK900 i ;gé (1) ;g; o,s 8
*Hx5 769 2 771 0,25
2 1151 3 1154 0,19
Szelektalas el6tt (50 pug/ml Km mellett éjszakdn at ndvesztett kultura)
rkkx] 138 43 181 23,7
*HxD) 1005 263 1268 20,7
placl-ApRw: |  AK936 | AK900 3 | 1231 163 1884 545
2 2564 769 3333 23,1
Szelektalas utan (3-4 6ran at 100 pg/ml Ap mellett névesztett kultdra)
rhx] 1056 12 1068 1,12
k) 314 1 315 0,32
placl-ApRw |  AK936 | AK900 i Zgz i’ igg gjgg
*xx5 308 1 309 0,32
b 2865 21 2886 0,73

jelolés nélkil: transzfromalast kovet6en Km+X-gal lemezre szélesztett kultira
* kompetens sejt 1073 higitasabol szélesztett kultira ** kompetens sejt 10 higitdsabdl szélesztett kultira
*** kompetens sejt 10°® higitdsdbdl szélesztett kultdra **** kompetens sejt 107 higitasabol szélesztett kultdra

XI.4. Kék-fehér telepszin ardnya a plazmidkonyvtar szelektdlasa el6tt és utan, ER1821 Alacl

CAToso gazdaban; Fuggelékek 4. tablazat
9. Fiiggelékek 4. tablazat

random . . kék telepek
iy fehér kék . . ..
templat szekvenciat .2' lemezek telepek telepek OSSZ, aranya, 0552
hordozd primer . X telepszam telepszamhoz
primer szama szama viszonyitva (%)
Szelektalas el6tt (50 pg/ml Km mellett éjszakan at névesztett kultira)
1 161 23 184 12,5
2 202 28 230 12,2
3 166 30 196 15,3
4 109 14 123 11,4
pLacl-ApRne AK933 AK849 **5 148 14 162 8,6
**6 316 46 362 12,7
**7 399 58 457 12,7
*8 638 96 734 13,1
2 2139 309 2448 12,6
Szelektalas el6tt (50 pg/ml Km mellett éjszakan at ndvesztett kultira)
1 67 6 73 8,22
2 58 8 66 12,12
pLacl-ApRut AK933 AK900 i 3; 172 3(2) 1'37;
5 117 16 133 12,03
2 405 49 454 10,8
Szelektalas utan (3-4 6ran 4t 100 ug/ml Ap mellett ndvesztett kultira)
*1 329 11 340 3,23
*2 565 9 574 1,56
*3 2748 37 2785 1,32
pLacl-ApRut AK933 AK900 Y 778 11 739 148
*5 1169 11 1180 0,93
2 5539 79 5618 1,4
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Szelektalas el6tt (50 pg/ml Km mellett éjszakan at ndvesztett kultdra)

**] 132 53 185 28,7
*2 1035 449 1484 30,2
pLacl-ApRut AK936 AK900 3 1012 11 1223 288
2 2179 913 3092 29,5
Szelektalas utan (3-4 6ran 4t 100 pg/ml Ap mellett ndvesztett kultira)
*1 1422 7 1429 0,49
*2 421 2 423 0,47
*3 566 3 569 0,53
pLacl-ApRut AK936 AK900 ) 1157 6 1163 0,52
*5 703 4 707 0,57
2 4269 22 4291 0,51

jelolés nélkal: transzfromalast kovet6en Km+X-gal lemezre szélesztett kultura
* kompetens sejt 10°° higitdsdbdl szélesztett kultira, ** kompetens sejt 107 higitdsabdl szélesztett kultdra

XIII.5. A transzformans telepek szama kloramfenikol tartalmu lemezen ER1821 Alacl CATroso

gazdaban; Fliggelékek 5. tablazat
10. Fiiggelékek 5. tablazat

. telepek szama alpozitiv
random telepek szama ) )
., lemezek Km+Cm klonok szama
; szekvenciat 2. Km+X-gal lemezen
templat . . lemezen (%)
hordozé primer 107
primer higitas* | 10° (10*100) 10° 0% | 10° | 10*
1 1429 - 2 383
p 423 - - 230
Lacl 3 569 - - 322
: AK936 AK900 4 1163 - - 35
Aprt
5 707 - - 72
2 4291 - 2 1042
atlag 858,2 85820 2 208,4 | 0,23 | 0,24

*kompetens sejtbél higitott kultura

XI1.6. pLacl-ApR kényvtarak elemzése lllumina szekvenalassal; Fliggelékek 6. tablazat
11. Fliggelékek 6. tablazat

templat pLacl-ApRye pLacl-ApRy. pLacl-ApRyt
primerek AK848 + AK849 AK933 + AK900 AK936 + AK900
kényvtar pLacl-ApRy:-N18 pLacl-ApRy-N18(*/10)C pLacl-ApR,+-N18

Szelekcio nélkiil (ER1821 Alacl gazdaban létrehozott kdnyvtdr)

szelekcié ampicillinnel - = N

6ssz olvasatszam (db) 47501 35506 28123
18 bp |n'sz'erthossz 29633 26885 25021
gyakorisaga (db)
18 bp h(?lsszurlegyedl 6927 5211 9614
szekvencidk szama (db)
A szekvenciak Shannon 0,96 0,95 0,83

egyenletlenség indexe

Szelekcié utan (ER1821 Alacl gazdaban Iétrehozott konyvtar)

szelekcié ampicillinnel 75 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
szelekcio hossza 16 o6ra 5 ora 5 dra 3 ora
0ssz olvasatszam (db) 49283 43846 53787 16550
18 bp inszerthossz 28758 26925 41122 14821
gyakorisaga (db)
18 bp hosszd, egyedi 236 6619 5943 7185

szekvencidk szama (db)
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A szekvenuakISh'annon 0,36 0,93 0,95 0,97
egyenletlenség indexe
Szelekcioé utan (ER1821 Alacl CAToso gazddban létrehozott kbnyvtar)
szelekcié ampicillinnel - 100 pg/ml 100 pg/ml
szelekcio hossza - 56ra 3 6ra
0ssz olvasatszam (db) - 50727 17116
18 bp |n§z,e:rthossz ) 39990 15287
gyakorisaga (db)
18 bp hosszu, egyedi
szekvencidk szama (db) 7456 4017
A szekvenC|akIShannon ) 0,96 0,94
egyenletlenség indexe

Shannon-egyenletesség index: az index 0, ha a minta teljesen "egyenlétlen”, azaz csak egyféle szekvencia van

jelen és 1, ha a teljes az egyenletesség, minden szekvencia ugyanannyiszor fordul elé.

XIII.7.: Egytényez8s varianciaanalizis (ANOVA), Post Hoc teszttel (Bonferroni korrigalt);

Flggelékek 7. tablazat
12. Fiiggelékek 7. tabldzat

csﬁg:rll:‘:*, 6. abra Pos.t Hoc. t?szt
darabszam:3 (Bonferroni korrigalt; a=0,05)
p-érték *oszlop minta oszlopok p-érték szignifikans
*1,2,3,4 1 plazmid nélkiil 1x2 0,003 igen
2 pLaclp-(P-6ZA) (ara) 1x3 0,003 igen
p=6,05E-05 3 pLaclp-(P-6ZA) + pB6ZA (gll) 1x4 0,004 igen
4 pLaclp-(P-6ZA) + pB6ZA (ara) 1x5 0,003 igen
*1,5,6,7 5 pLacly-(N-6ZA) (ara) 1x6 0,003 igen
6 pLacly-(N-6ZA) + pB6ZA (glii) 1x7 0,240 nem
p=9,38E-05 7 pLacly-(N-6ZA) + pB6ZA (ara) 1x8 0,003 igen
*1,8,9,10 8 pLaclen-(P-6ZA) (ara) 1x9 0,002 igen
9 pLaclpn-(P-6ZA) + pB6ZA (gll) 1x10 0,003 igen
p=3,68E-05 10 pLaclpy-(P-6ZA) + pB6ZA (ara) 1x11 0,003 igen
*1,11,12,13 11 placlen-(N-6ZA) (ara) 1x12 0,003 igen
12 pLaclpn-(N-6ZA) + pB6ZA (gli) 1x13 0,776 nem
p=4,34E-05 13 pLaclpn-(N-6ZA) + pB6ZA (ara) 14x15 0,0002 igen
*14,15,16,17 14 plazmid nélkiil 14x16 0,0002 igen
15 plLacle-(E-6ZA) (ara) 14x17 0,0003 igen
p=3,88E-07 16 pLacle-(E-6ZA) + pB6ZA (glii) 14x18 0,002 igen
17 plLacle-(E-6ZA) + pB6ZA (ara) 14x19 0,004 igen
*14,18,19,20 18 pLaclpe-(E-6ZA) (ara) 14x20 0,066 nem
19 pLaclpe-(E-6ZA) + pB6ZA (glii) 14x21 0,0003 igen
p=0,00581 20 pLaclpe-(E-6ZA) + pB6ZA (ara) 14x22 0,0003 igen
*14,21,22,23 21 pLaclye-(N-6ZA) (ara) 14x23 0,540 nem
22 pLlaclye-(N-6ZA) + pB6ZA (gli) 14x24 0,0002 igen
p=2,72E-05 23 pLaclye-(N-6ZA) + pB6ZA (ara) 14x25 0,001 igen
*14,24,25,26 24 pLaclye-(E-6ZA) (ara) 14x26 0,0003 igen
25 pLaclye-(E-6ZA) + pB6ZA (glii) 27x28 0,001 igen
p=5,04E-06 26 plLaclye-(E-6ZA) + pB6ZA (ara) 27x29 0,001 igen
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*27,28,29,30 27 plazmid nélkiil 27x30 0,002 igen
28 pLaclpne-(P-6ZA) (ara) 27x31 0,001 igen
p=8,02E-06 29 pLaclene-(P-6ZA) + pB6ZA (glil) 27x32 0,001 igen
30 pLaclpne-(P-6ZA) + pB6ZA (ara) 27x33 0,438 nem
*27,31,32,33 31 pLaclpne-(N-6ZA) (ara) 27x34 0,459 nem
32 pLaclene-(N-6ZA) + pB6ZA (glii) 27x35 0,771 nem
p=2,34E-05 33 pLaclene-(N-6ZA) + pB6ZA (ara) 27x36 0,815 nem
*27,34,35,36 34 placlpne-(E-6ZA) (ara) 27x37 0,001 igen
35 pLaclpne-(E-6ZA) + pB6ZA (glii) 27x38 0,002 igen
p=0,89258 36 pLaclpne-(E-6ZA) + pB6ZA (ara) 27x39 0,001 igen
27,37,38,39 37 pLaclye-(N-6ZB-E-6ZA) (ara) 2x4 0,878 nem
38 pLaclne-( N-6ZB-E-6ZA) + pB6ZA (glli) 5x7 0,002 igen
p=1,73E-05 39 pLaclye-( N-6ZB-E-6ZA) + pB6ZA (ara) | 8x10 0,895 nem
11x13 0,0004 igen
15x17 0,709 nem
18x20 0,231 nem
21x23 0,004 igen
24x26 0,447 nem
28x30 0,614 nem
31x33 0,002 igen
34x36 0,648 nem
37x39 0,569 nem
ANOVA Post Hoc teszt
csoport:7%, 8. abra (Bonferroni korrigalt, a=0,05)
dbszam:6
p-érték *oszlop minta oszlopok p-érték szingifikans
1 plazmid nélkal 8x1 9,18E-22 igen
2 N-6ZA2-E 8x2 2,53E-15 igen
3 N+1(G-A)-6ZA2-E 8x3 1,07E-15 igen
1-9 4 N+3-6ZA2-E 8x4 6,74E-17 igen
0=1,89E-62 5 N+5-6ZA2-E 8x5 1,39E-15 igen
6 N+7-6ZA2-E 8x6 2,11E-15 igen
7 N+10-6ZA2-E 8x7 4,32E-01 nem
8 N+1-6ZA1-E 8x9 1,18E-01 nem
9 N+1(G-A)-6ZA1-E
ANOVA Post Hoc teszt
csoport:4*, 9. abra (Bonferroni korrigalt, a=0,05)
dbszam:8-12
p-érték *oszlop minta csoportok p-érték szignifikans
*1,2,3,4 1 plazmid nélkul 1x2 1,24E-11 igen
2 pLaclye(N+7-6ZA2-E) (ara) 1x3 1,77E-14 igen
p=3,52E-23 3 pLlaclye(N+7-6ZA2-E) + pB6ZA (glii) 1x4 9,49E-08 igen
4 pLaclye(N+7-6ZA2-E) + pB6ZA (ara) 1x5 1,38E-15 igen
*1,5,6,7 5 pLaclye(N+10-6ZA2-E) (ara) 1x6 1,63E-16 igen
6 pLaclye(N+10-6ZA2-E) + pB6ZA (glii) 1x7 2,66E-16 igen
p=2,29E-31 7 placlye(N+10-6ZA2-E) + pB6ZA (ara) 2x3 2,94E-07 igen
2x4 1,39E-07 igen
3x4 7,41E-14 igen
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5x6 7,98E-05 igen
5x7 2,39E-01 nem
6x7 1,78E-06 igen
cs:pl\(lagc\:llAz* 12. abra Post Hoc teszt
dbszém:4-5, (Bonferroni korrigalt, a=0,05)
p-érték oszlop minta csoportok p-érték szignifikans
*1-12 1 plazmid nélkil (ara) 1x2 0,00025 igen
2 placlye®*3-6ZA1 (ara) 1x3 0,01739 nem
p=7,46E-18 3 pLaclye®°3-6ZA1 + pB6ZA (ara) 1x4 0,00019 igen
4 placlye®°3-6ZB1 (ara) 1x5 0,00066 igen
5 placlye®°3-6ZB1 + pB6ZB (ara) 1x6 0,00019 igen
6 placlye®*3-tetO1 (ara) 1x7 0,24426 nem
7 placlye®3-tetO1 + pBtetR (ara) 12x8 0,00000 igen
8 pLacINEd°3-)\02,1 12x9 0,02588 nem
9 placlye®°3-A02,1 + pdOM2 12x10 0,00002 igen
10 placlye®3+ pdCas9 12x11 0,00245 igen
11 placlye®® + pdCas9-AK518 2x3 9,78E-05 igen
12 plazmid nélkil 4x5 3,70E-03 igen
6x7 1,72E-04 igen
8x9 1,39E-04 igen
10x11 2,51E-04 igen
dbszém:3’ (Bonferroni korrigalt, a=0,05)
p-érték oszlop minta csoportok p-érték szignifikans
*1-4 1 plazmid nélkal (ara) 1x2 0,0001 igen
2 placl*?-6ZA1 (ara) 1x3 0,0007 igen
p=5,21E-06 3 placl®% -6ZA1 + pB6ZA (glii) 1x4 0,0005 igen
4 placl®% -6ZA1 + pB6ZA (ara) 2x4 0,1586 nem
*5-8 5 plazmid nélkil (ara) 2x3 0,323 nem
6 placl®%y -6ZA2 (glii) 3x4 0,105 nem
p=1,14E-08 7 placl®y -6ZA2 + pB6ZA (glii) 5x6 3,01E-05 igen
8 pLacl®% -6ZA2 + pB6ZA (ara) 5x7 3,52E-05 igen
5x8 0,009 igen
6x7 0,278 nem
6x8 1,50E-05 igen
7x8 2,06E-05 igen
csggtf)rll:?*, 27. abra POST-HOF t,e szt
dbszam:6 (Bonferroni korrigalt, a=0,05)
p-érték oszlop minta csoportok p-érték szignifikans
1 plazmid nélkal 1x2 1,90E-05 igen
1.7 2 pLacl-ApRwt 1x3 1,54E-05 igen
3 pLacl-ApRwt+pS6ZA 1x4 1,17E-05 igen
4 pLacl-ApRwt-6ZA1 1x5 0,0759 nem
0=1 4917 5 pLacl-ApRwt-6ZA1+pS6ZA 1x6 1,40E-05 igen
6 pLacl-ApRwt-6ZA2 1x7 0,389 nem
7 pLacl-ApRwt-6ZA2+pS6ZA 1x8 1,34E-05 igen
*1, 8-13 8 pLacl-ApRNE 1x9 1,94E-05 igen
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10
p=6,71E-12 11
12
13

pLacl-ApRNE+pS6ZA
pLacl-ApRNE-6ZA1
pLacl-ApRNE-6ZA1+pS6ZA
pLacl-ApRNE-6ZA2
pLacl-ApRNE-6ZA2+pS6ZA

1x10
1x11
1x12
1x13
2x3
4x5
6x7
8x9
10x11
12x13

3,21E-05
0,122
0,0008
0,854
0,608
4,72E-09
2,50E-07
0,0343
6,74E-05
0,0022

igen
nem
igen
nem
nem
igen
igen
nem
igen
igen

Az elemézést Excelben végeztem.
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XIV. Abra- és tablazatjegyzék
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