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Bevezetés

A DNS-koté fehérjék szerepe kulcsfontossagl szamos
biolégiai folyamatban, mint a transzkripcid szabalyzas, a
replikacid, a DNS hibajavitdas és modifikdcié. A gén-
regulaciés folyamatok nélkilozhetetlen elemei a
transzkripcids faktorok, melyek kozvetlen kélcsénhatasba
lépnek a DNS-sel és aktivaljak vagy represszaljdk a célgén
kifejez6dését. Szamos fajban, a baktériumoktdl az
emberekig bezardlag, a transzkripcios faktorok 3-10%-at
teszik ki a fehérjét kodold géneknek a genomban. A
transzkripcids faktorok mutacioi gyakran megbetegedés-
hez vezetnek, mint pl. a legtobb human rakos sejtben
bizonyos transzkripcidos faktorok tulzott aktivitdst
mutatnak, amely alatdmasztja annak fontossagat, hogy
minél alaposabban megértsik a DNS-ko6t§ fehérjék
mikodését és funkcidjat.

A DNS és a hozza kotdéds fehérje kdzotti kolcsdnhatas
lehet specifikus és nem specifikus. A DNS-kotd fehérjék
specifitdsan azt értjik, hogy a fehérje mennyivel nagyobb
affinitast mutat egy adott, egyedi két6helyhez, mint a
tobbi DNS szekvencidhoz. Azt az egyedi kotShelyet,
melyhez a fehérje a legnagyobb affinitassal kotédik,
specifikus  kotShelynek nevezik. Ehhez az 4altalaban
rovidebb, mint 20 bp hosszU specifikus kétShelyhez az
affinitds 103-10%-szor erdsebb lehet, mint altaldnosan a
DNS-hez. A transzkripciés faktorok preferalt kotéhelyiik
mellett - kisebb affinitassal - a célhelylktdl kis mértékben
kiilonb6z6 szekvenciakhoz is kotédhetnek.



A fehérjék szekvenciaspecifikus kotést leginkabb
bazisfelismerés altal alakitanak ki. A kotés altaldban az
aminosav oldallancok és a bazisok kdzo6tti hidrogénkotés,
mely jellemz&en a DNS nagy arki felszinén alakul ki. A
specifikus fehérje-DNS komplexekben van néhany tipikus,
egyes aminosav oldalldncok és bdazisok kozotti kotés,
habar ez a preferdlt kolcsonhatds kontextusfliiggd, nem
egységes az Osszes fehérje-DNS komplexnél. A fehérjék
pontos felismer8helyeinek feltardsahoz alapos biokémiai,
biofizikai vizsgalatokra van szlkség.

Az elmult par évtizedben ugrasszerlien megnétt a DNS-
fehérje kotés vizsgalatara alkalmas modszerek szama.
Ezek alapvetéen két részre oszthatdk: in vitro és in vivo
modszerekre. A nagy ateresztéképességl in vitro
technikdkkal azonosithatok a DNS-kotd  fehérjék
konszenzus kotShelyei, habdr sokszor nehézséget okoz a
fehérje tisztitdsa, valamint az informaciét a valédi, in vivo
funkcidra atvezetni. Tébb in vivo mddszerrel mar genomi
szinten vizsgdlhatd a DNS és a fehérje kozott kialakuld
specifikus kotés, azonban ezek a technikdk altaldban igen
koltségesek, valamint id6- és munkaigényesek.
Egyszer(ibb megoldast kinalnak az ugynevezett ,hibrid”
modszerek. A hibrid moddszerek elénye, hogy nincs
szUkség a tesztelt fehérje tisztitasara, mivel a DNS -
fehérje kolcsonhatdsok a sejten belll vizsgalhatoak. Az
egyik legaltalanosabban alkalmazott mddszer a bakterialis
egy-hibrid (B1H) rendszer, ahol az RNS polimeraz egy
alegységét a tesztelt fehérjéhez kotik. A vizsgdlt DNS



szekvenciat egy riportergén promoteréhez kdzel épitik be.
Ha a tesztfehérje kotddik a vizsgalt szekvencidhoz, a
fuzionalt polimeraz alegység lokalis koncentracio-
novekedése révén megindul a riportergén kifejez6dése. A
baktériumra  jellemz§ nagyobb transzformacios
hatékonysag miatt tobb, mint 100-szor nagyobb
szekvencia-komplexitds vizsgalhatd, mint élesztében.

El6zmények

A munkdm kezdetén egy olyan témadahoz csatlakoztam,
ahol a cél egy egyszer( irdnyitott DNS-metildcidos modszer
kialakitasa és a metilacié specifikussaganak javitasa volt.
Az irdnyitott DNS-metilacio maddszerének alapelve, hogy
egy CG-specifikus DNS metiltranszferazt egy DNS-koté
fehérjéhez  kapcsolunk, amely irdnyitodoménként
mikodve a célzott CG hely kdzelébe kotédik és ezaltal
segiti a kivalasztott CG hely preferencidlis metilalodasat.
Irdanyité modulként mesterségesen létrehozott cink-ujj
fehérjéket alkalmaztunk. Bar a munkank soran alkalmazott
két mesterséges cink-ujj, a 6ZA és 6ZB fehérjék
felismer6helyei ismertek voltak, az ellentmondd kisérleti
erdmények miatt fontos volt ellenérizni, hogy a fehérjék
in vivo, Escherichia coliban is kot6dnek-e ismert
célszekvencidjukhoz. Ennek az egyszer( kérdésnek a
megvalaszoldsahoz az ismert technikak tul
munkaigényesnek igérkeztek, ezért megprobaltunk egy
egyszer(ibb modszert kidolgozni.



Célkittizés

Egy olyan in vivo, Escherichia coliban alkalmazhatd
modszer kialakitasa, mellyel egy fehérje DNS-hez
vald specifikus kotédése egyszerlen, a tesztelni
kivant fehérje fuzidba hozatala nélkil kimutathat®.
Munkank késébbi fazisaban a mddszerlnket egy
nagy atereszt6képességl technika irdnyaba
kivantuk tovabbfejleszteni, amely alkalmas lehet
tobb nukleotidszekvencia egyidejl vizsgalatara, igy
az adott fehérjéhez legjobban koté6dé DNS
szekvencia megtaldldsara.

Anyagok

Alkalmazott baktériumtorzsek: Escherichia coli
DH10B, MDS42, MDS42recA, MDS66, ER1821;
ER1821A/acl tdrzsei.

Tapfolyadék, taptalaj: folyékony és szildrd LB
taptalaj

antibotikumok:

ampicillin (100 pg/ml), kanamicin (50 pg/ml),
kloramfenikol (50 pg/ml), tetraciklin (12,5 pg/ml)
indukalo- és gatloszerek:

arabindz (0,1%), glikdz (0,2%)

kromogén, laktdzanaldg szubsztratok:

X-gal (40 ug/ml), ONGP (1 mg/ml)



Mddszerek

Plazmidok bejuttatdsa baktériumba:

kémiai transzformalas, elektroporacio

Klonozas: restrikcios klénozas, PCR;

modositott inverz-PCR

Plazmidkonyvtar [étrehozasa:

modositott inverz-PCR technika

Mutagenezis:

o plazmidon: inverz-PCR, QuikChange

o genomon: ,6ngyilkos plazmid” technika
B-galaktozidaz aktivitds kimutatdsa, mérése:

o egyszerUsitett Miller protokoll

o tovabb mddositott Miller protokoll

o X-gal tartalmu agarlemezen

Az dlpozitiv klonok elimindldsa a plazmid-
kdnyvtarbol:  ampicillin - rezisztencian alapuld
rendszerrel

A kotbspecifikus partnermolekuldk azonositasa:

o PB-galaktoziddz aktivitas alapjan

o kloramfenikol rezisztencidn alapuld rendszerrel
Promoteraktivitds mérés: fluoresszencia mérés
DNS nuklotidszekvencia meghatarozas:

kapillaris szekvenalds, lllumina szekvenallas
Statisztika: ANOVA, PostHoc (Bonferroni korrigalt),
Shannon egyenletesség index



Eredmények

1) AzI-Block mddszer kivitelezése

e Az |-Block mddszer miikodésének elve:

Az |-Block mddszer az E. coli lac operon jol jellemzett
szabalyozasi mechanizmusan alapszik. A mddszer harom
alapvet6 eleme a lacl deléciés ER1821 E.coli Alacl torzs, és
két kompatibilis plazmid, a lac/ gént hordozd placl és a
tesztfehérje génjét kédold pDBP (DNA Binding Protein)
plazmid. A tesztfehérje potencidlis kdtShelyét a placl
plazmidon 1évé lacl gén promoterébe klénozzuk. A
specifikus fehérje-DNS kot6dés a B-galaktoziddz aktivitas
mérésével detektalhatd. A modszer elnevezése (I-Block) a
lacl transzkripcio gatlasara utal.

e Az |-Block mdédszer validdldsa:

o A specifikus kotést 5 kulonbozé DNS-koté fehérjével
mutattuk be:
- két mesterségesen elBallitott cink-ujj fehérje
- ¢l857 lambda fag represszor ("helix-turn-helix’)
- Tet represszor ("helix-turn-helix’)
- CRISPR-dCas9 fehérje (RNS-kozvetitett)

o Megfigyeltik, hogy egyes kotéhelyek hatdsa
orientaciéfiggs, amely arra utalt, hogy bizonyos
szekvenciak gatoljdk a /lacl transzkripciét. Ezek a
szekvenciak  dlpozitiv  klonokat eredményeztek.



A beépitett idegen szekvencidk lacl transzkripcidra
gyakorolt hatdsat részletesen vizsgaltuk és modszert
dolgoztunk ki az alpozitiv klonok kiszlrésére.

2) Az I-Block mddszer miik6dését befolydsolo kériilmények
vizsgdlata és alkalmazhatdsdgdnak kiterjesztése

e Random szekvencidt hordozé  plazmidkényvtar
|étrehozasa

A plazmidkonyvtar létrehozasdhoz kialakitottunk egy
modositott inverz-PCR technikat, amelyben a 18 bp hosszUu
random szekvencidt az egyik primer hordozza az 5’ végén.
A plazmidkonyvtarban magas volt az alpozitiv eredményt
ado, Lacl™ sejtek szdma. Korabbi eredményeink arra
engedtek kovetkeztetni, hogy a nem-templat szalon
citozinban gazdag szekvencidk gyengitik a lacl
transzkripciot.

Ezt a jelenséget alaposabban megvizsgalandd, a random
szekvencia kémiai szintézisekor a nukleotidaranyt ugy
moédositottuk, hogy % helyett csak /10 ardnyban
tartalmazzon citidint. A valtoztatassal az dlpozitiv,
Lacl B-gal* sejtek ardnya a felére csokkent.

o Kisérlet a lacl transzkripcié helyredllitdsara

o Hipotézis: ,polimeraz elakadas”

o Kisérletek:
1. A kot6szekvencia beépitési helyének eltolasa
2. 032 fligg6 promoter alkalmazésa (groE-lacl fUzio)
3. Az elakaddst mérsékls, o’ mutdnsok alkalmazasa



Az elsé két valtozattal ugyan sikerilt a lacl transzkripciot
helyredllitani, azonban a tesztfehérje kotédése mar nem
volt kimutathatd, igy nem alkalmaztuk ezeket a
megoldasokat.

e Lacl sejtek elimindldsa a plazmidkényvtarbol

A lacl gént transzkripcids kapcsoltsagba hoztuk az
ampicillin rezisztenciat biztosit6 B-laktamaz génnel (pLacl-
ApR plazmid). A Jacl - f-laktamdz bicisztronos gén-
konstrukciérol kilon fehérjék termelédnek, azonban mivel
az atirédasuk kapcsolt, csak azok a sejtek életképesek
ampicillin mellett, amelyekben kifejezédik a Lac represszor
is. Ezzel a moddszerrel visszaszorithatd az alpozitiv, Lacl
klénok szama.

o A lacl promoter erésségének novelése

A bicisztronos konstrukcioban feltételezhetéen a 2.
cisztronrdl kifejez6d6 B-laktamdz nagyon alacsony
koncentracidban van a sejtben. Annak érdekében, hogy
noveljik a bicisztronos konstrukcié altal biztositott
ampicillin rezisztenciat, a laclye promotert az eredeti lac/
promoterre (Plac-wt) cseréltik a placl-ApR plazmidon.
A lacl promoter er@sitésével az ampcillin  mellett
életképesebbek voltak a klonok, valamint megemeltik a
Lacl sejten bellli koncentracidjat is.



o Direkt szelekciés rendszer kialakitdsa a specifikusan
kot6d6 partnermolekulak azonositasahoz

A telepszin alapjan valé megkilonboztetés nem alkalmas
arra, hogy egy specifikus kotést mutatd klont nagy
telepszamu hattérbdl izolaljunk. Tehat az I-Block mddszer
eredeti valtozatdban nem haszndlhatd nagy komplexitasu
szekvenciakonyvtar kezelésére. Ahhoz, hogy egy DNS-kotd
fehérje ismeretlen célszekvencidjat megtaldljuk, az I-Block
modszert Ugy alakitottuk at, hogy a sejt csak akkor legyen
életképes, ha a vizsgalt fehérje kotddik a lacl promoterbe
klénozott szekvencidhoz. A kialakitott direkt szelekcids
rendszer  kloramfenikol rezisztencia megjelenésén
alapszik.

Osszefoglalas

Kidolgoztunk egy egyszerl moddszert, amellyel a

szekvencaspecifikus DNS-fehérje kolcsénhatas vizsgalhatd
in vivo, Escherichia coliban.
Az |-Block-nak nevezett mddszer a laktdz-operon jél ismert
szabdlyozasi mechanizmusan alapszik. Az I-Block mddszer
mikodését 5 DNS-koté fehérjével demonstraltuk. Az 5
fehérje 3 kilonboz6 DNS-felismerd fehérjecsaladba
tartozik, ez azt jelzi, hogy a modszer varhatdan a DNS-koté
fehérjék széles korénél alkalmazhaté lesz.

Az |-Block mddszer eredeti valtozataban csak kis
szamu fehérje-DNS kombindcid vizsgdlatara alkalmas.



Tovabbfejlesztettik a moddszert egy ,nagy atereszts-
képességl” technika irdnydba azzal a céllal, hogy alkalmas
legyen a DNS-koté fehérjék kotéhelyének egy komplex
oligonukleotid-konyvtarbdl vald azonositasara. Ennek
érdekébenaz I-Block mddszert két szelekcids |épéssel
egészitettik ki:

1. Kidolgoztunk egy rendszert a Lacl* sejtek szelektaldsa-
hoz. A lacl gént transzkripcids kapcsoltsagba hoztuk az
ampicillin rezisztenciat biztositd B-laktamaz génnel. Ez
a bicisztronos konstrukcié lehetévé teszi, hogy a Lacl
sejteket ampicillin rezisztencidra szelektdlva eliminal-
juk.

2. A masodik szelekcid szintén antibiotikum rezisztencian
alapul, ebben a lépésben a specifikus DNS-fehérje
kotést mutatd klonokat a sejtek életképessége alapjan
azonosithatjuk.

Az [|-Block mddszer elénye a publikdlt in vivo
modszerekkel szemben, hogy nem kell fuziéba hozni a
tesztfehérjét, valamint az, hogy a random szekvencia
beépitése nem restrikcids klénozdssal torténik, hanem egy
erre a célra kialakitott mddositott inverzPCR technikaval,
amely megkonnyiti és felgyorsitja az oligonukleotid
konyvtar létrehozdsat. Az I-Block mddszer egyszerd, olcsd
és gyors eredményt add alternativaja lehet a mar publikalt
in vivo, szekvencia-specifikus DNS-fehérje kolcsdnhatas
vizsgalatara alkalmas maodszereknek.
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Summary

We have developed a simple method for studying
sequence-specific DNA-protein interactions in vivo, in
Escherichia coli. The technique, called |-Block, is based on
the well-known regulatory mechanism of the lac operon.
We demonstrated functioning of the I-Block assay using
five DNA-binding proteins. Because these proteins belong
to three different classes of DNA-recognizing proteins, we
assume that the technique can be used with a wide range
of DNA-binding proteins.

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.

The original version of the I-Block assay was supplemented
with two selection steps:

1. To eliminate clones containing sequences blocking lac/
transcription, we have developed a system for the
selection of Lacl* clones. The lac/ and the s-lactamase
genes were cloned in a tandem arrangement to ensure
coupled transcription. Transcriptional coupling allows
elimination of Lacl™ clones by selecting for ampicillin
resistance.

2. The second selection step serves to identify binding
positive clones by virtue of their resistance to
chloramphenicol.
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The I-Block assay has the advantage over other
published in vivo methods that there is no need for the
creation of protein fusion. Another result of our work is
that we have developed a modified inverse PCR technique
for cloning of the random DNA sequence, which makes
creation of the plasmid library easier. We hope that the
method will be a simpler and cost-efficient alternative of
the published in vivo methods for the detection of
sequence-specific DNA-protein interactions.
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studying sequence-specific DNA binding of proteins.
Nucleic Acids Res, 48, e28” kézleményben bemutatott

hozzajérulasat.

Zsibrita Nikolett doktori értekezésében bemutatott
eredményekben a jeldlt munkdja meghatdrozé
fontossdgu, és nem haszndlom fel tudomanyos fokozat

megszerzéséhez.
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Térsszerz6i nyilatkozoat

Alulirott Salamon Pl nyilatkozom, hogy Zsibrita Nikolett doktori disszertacidjaban
bemutatott eredmények tiikrdzik a jelolt ,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, 28" kézleményben

bemutatott hozzajarulasat.

Zsibrita Nikolett doktori értekezésében bemutatott eredményekben a jelolt munkéja

meghatdrozo fontossagu, és nem hasznaltam fel a tudomanyos fokozat megszerzésekor, és a
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jovében sem teszem.

Szeged, 2023. 06. 14.

T
== SalamonPal

17



