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A PCNA fehérje bioldgiai szerepe

A sejtek osztodasat megel6z6 DNS megkett6z6dés (replikacid) egyik kulcsmolekuldja

1. A DNS szintézisét polimerazok végzik,

melyek hatékony mikodését a PCNA

fehérje teszi lehet6vé. DNS-pol ¢

Gy(r(it formal a DNS lanca kordal TR

A polimerazokat a DNS-hez koti

A polimerazok ezért a DNS-hez kotve

maradnak, hatékonyabba valnak.

2. A PCNA részt vesz a DNS karosodasok
detektaldasaban és a DNS-javito fehérjék
toborzasaban is.

DNS-pol &




A PCNA szerepe a DNS lézidk detektalasaban
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In vitro replikacio a TLS vizsgalataban

A DNS replikacidoja (masoldsa) sejten kiviil (in vitro) is vizsgalhato:

Sziikségesek hozza:

» Sejtextrakt (fontos fehérje faktorokkkal)
Plazmid DNS (beépitett ( = a templat, amit replikalunk)
A DNS épitékovei (dezoxi nukleotid trifoszfatok, dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
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T antigén (a replikacié elinditasat végzi)

A\

ATP (az energiat szolgaltatja a replikaciéhoz)

+ tisztitott hozzdadasa az ubikvitinacio
TLS-re vald hatasanak tesztelésére



Mutans PCNA variansok

I. Vad tipusu PCNA (ubikvitinilalédhat az extraktban) - képes
lehet TLS-re
K164F mutans (nem képes ubikvitinilalodni )— TLS

képtelen mutans

iii.  ubikvitin fehérje toldatot kddolé mutans -Ub fazid) -

maximalisan TLS képes



Részvételliink a munkaban

DNS munka

A K164F mutacio bevitele , Quick Change” mutagenezissel

Fehérje munka

1. A PCNA variansok DNS-einek bejuttatdsa E. coli BI21 (DE3) sejtekbe
(transzformacio) fehérje termelés céljabdl).

2. A Coli baktériumok megtermelték a fehérjéket

3. A baktérium sejteket ultrahanggal feltartuk, mintakat készitettiink

4. SDS gélelektroforézis

- SDS gél ontése

- Mintdk felvitele és futtatdsa

- Az eziist festési eljarassal a megtermelt fehérjék kimutatdsa.



A PCNA K164R mutacio bevitele Quick Change mutagenezissel

1. Komplemeter oligonukleotid par

Az Gjonnan szintetizalt
szadlak DNS-e nem
metildlt, és ezek

Eredeti DNS 5 _
o tartalmazzak a mutaciot.

wval Ile Ser
160

A Dpn | darabokra hasitja az

2. PCR reakcid eredeti metilalt templatot.

20 ng eredeti DNS (PCNA) 0,5 pl
Puffer 5 ul
125 ng ,forward” primér 1,15 ul
125 ng ,reverse” primér 1,15 pl
2 uM-os dNTP keverék 5 ul
Viz 49 ul-re kiegészitve
Felf(ités 95 percre és 1 pl pFu turbo polimerdz hozzaadasa
Osszesen: 50 ul
15 ciklus 95°C 30 s (denaturacid)
55°C 60 s (annellacio)
68 °C 6 min 30 s (polimerizacio)

3. A reakcid lejarta utan: 1 ul Dpn | restrikcids enzimet adtunk
Inkubaltuk: 1 6ran keresztil

—
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4. A Dpn | emésztett anyaghdl 5 pl-t transzformaltunk 100 pl E. Coli Top10 kompetens sejtbe

5. A transzformacids elegybd 100 ul-t Ampicillines lemezre kentiink ki.
6. A kinott telepekrdl 2-6t felszaporitottunk és DNS-t izolaltunk beldle (plasmid miniprep

7. Restrikcios emésztéssel ellendriztiik a PCNA inzertjének jelenlétét a vektorban (Nde I-BamH |
emésztés)



Fehérje munkak: A PCNA K164R (és a PCNA-UDb) fehérjék kifejezése

A kldnok DNS-eit transzformaltuk BL21 o b
(DE3) E. coli sejtbe (T7 polimeraz alapu
PET rendszer)

A lemezet inkubaltuk ,,overnight” 37 °C- Ty

[RES (riboszcma katahely) -~ ff—-== @
T7 promoter:

on) - telepek kin6tek s =& ¢

pET-15b PCNA-Ub
6729 bp

1-1 telepet leoltottunk 50-50 ml LB (Luria Bertani Broth) taptalajba (+ampicillin) -
novesztettik OD,y, = 0,7-ig.

IPTG-vel (0,5 mM) indukaltuk a fehérjék termel6dését - reggelig ndvesztettiik 27 °C-on.
Mintakat vettlink (1-1 ml) - mintakat lecentrifugaltuk.

A baktériumokat ultrahanggal feltartuk, centrifugalassal
ktulonvalasztottuk a szolubilis és az inszolubilis frakciokat.
Mintakat készitettlink SDS és DTT tartalmu mintakoktél
hozzaadasaval.

A mintakat 95 °C-on 5 percig h6kezeltik.




SDS poliakrilamid gélelektroforézis

» Az SDS kitekeri a fehérjéket (+ egységes negativ toltés)
* A mintakoz adott DTT megsz(inteti a diszulfid hidakat
* A denaturalddott fehérjék molekulatomeglik szerint valnak el a poliakrilamid gélen

Gélontés:

15 %-os géleket készitettlink a Bio-
RAD Mini Protean gélonté
berendezésen (az egyi kifolyt ®, a
masik megsérilt ®)

Mintak felvitele:

» Két gélre vittiink mintdkat (sajat
megsérilt 15 %-os és gyari 7,5 %-0s)

* Felvittik mind a szolubilis, mind az
inszolubilis frakcié mintait higan és 10-
szer toményebben is.

* Molekula tomeg standardot is
injektaltunk a 9-es zsebbe.

* A géleket 100 V-on futtattuk Laemmli
futatd pufferben.




A fehérjék vizualizalasa ezust festéssel

* Afehérjék eziistot kotnek, mely folyamat redukald kornyezetben felerdsithetd
EzUst-nitrat oldatbdl a fehérjékre barna fémezust kolloid csapodik le.

Gél fixalasa (ecetsav/metil alkohol/viz)

Mosdsa (metanol/viz majd viz)

Gél érzékenyitése (ndtrium tioszulfat) + vizes mosas
Gél kezelése ezust-nitrat oldattal + vizes mosas
El6hivas natrium karbonat/formaldehid oldattal
Reakcid terminaldsa 5%-os ecetsavval

Gél szkennelése
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PCNA K164R PCNA-Ub

PCNA ~PCNA-Ub
K164R = — 37.9 kDa ., , B
30 kDa A fehérjék valéban termel6dtek

Nem  Szolubilis Nem  Szolubilis M Nem
szolubilis szolubilis indukalt




Osszefoglalas

A TLS in vitro kisérletekben vald tanulmanyozasara egy mutans
PCNA klont (PCNA K164R) készitetttink ,,Quick Change”

mutagenezis alkalmazasaval.

Ezutan sikeresen kifejeztik a mutans fehérjénket, illetve egy

masik fehérjét is (PCNA-UDb) E. coli expresszios rendszerben.

A fehérjek termelddését SDS gélelektroforézissel és ezlst

festési eljaras alkalmazasaval mutattuk ki.



Koszonjuk a figyelmet!






A PCNA és a PCNA-Ub gének amplifikalasa PCR (Polymerase Chain Reaction) segitségével

Polymerase chain reaction - PCR
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Denaturation at 94-96°C

Annealing at ~68°C

Elongation at ca. 72 °C

Agarodz gél elektroforézis

Az amplifikalt PCNA és PCNA-Ub gének

A donor vektor (templét)




PET-15b sequence landmarks Bpu1102 1(267)
T7 promoter 463479 EcoR |(5706) BamH I(319)
4 T7 transcription start 452 Aat 11(5635) [ Cl? I24) Xho I(324)
A b efoga d O Ve kto r Hise Tag coding sequence  362-380 Ssp I(5517) \ | Hind lli(29) - N'C:?;:;u”
Multiple cloning sites Sca I(5193) ! = (389)
(Ndel-BamHTI) 319-335 ”

—_Xba |(428)
Pvu |(5083) i y - Bagl li(494)
T7 terminator 213259 ” SgrA 1(535)
i Pst 1(4958) >
lacI coding sequence (866-1945) \

5 __-Sph I(s91)

7/ N —EcoN I(751
pBR322 origin 3882 Y/ : (751)
bla coding sequence 4643-5500 AE:T(:.(;Z;)A? : /

BamHI (319) Miu I(1216)
MCS
NdelI (331)

— Bcl 1(1230)
thrombin site

(BstE 11(1397)
AlwN |(4236) P ET-15b
(5708bp)
(lac operator]

T7 promoter

Apa I(1427)

(Sp61-9g8) \9°

/BssH ll(1627)

~ Hpa 1(1722)
BspLU11 I(3820) /
Sap 1(3704) 7
Bst1107 1(3591) —

e o PshA 1(2061)
BsaA 1(3572)
pET-15b

~~ Eag l(2284)
Tth111 1(3565) Nru 1(2319)
5708 bp

] BspM 1(2399)
Bpu10 I(2926) Bsm |(2704)

Msc I(2791)

Emésztett vektor
T7 promoter primer #69348-3

Bgl Il T7 promoter

- lac operator Xba |

rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Nco | His-Tag

Ndel Xhol BamH |
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGA

MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetLeuGluAspProAlahAlaAsnLysAlaArg
Bpu1102 | thrombin ' T7 terminator

AAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
LysGluAlaGluLeullaAlaAlaThrAlaGluGInEnd

T7 terminator primer #69337-3




Agaroz gélelektroforézis és DNS tisztitasa gélszeletbdl

DMA sample in gel loading buffer
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The QlAquick Spin Purification Procedure
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Enzymatic reaction

Pure DNA Fragment




Restrikcios emésztés

EcoRI
* Recognition Sequence

GAATTC [ E DN
| CTTAAG | - *  Restriction Enzyme(s)
e Buffer
Cleavage * f *  BSA (if recommended by manufacturer)
EcoRl *  dH20 up to total volume

Sticky Ends

Gene/Insert: (1200 bps)

Plasmid

Backbone (2870 bps)

Base Pairs

6
4,000

3,000

2,000
1,000




A vektor foszfatazos emésztése

5’-GAATTC-3’

&

l Phosphatase

5'-G-or  OE-AATTC-3’
3’-CTTAA-0E EO-G-5'

Insert + DNA ligase

Breaks in DNA backbone

5’-GAATTC AATTC-3’

3'-CTTM E— TAAG—S'

Transform into bacteria

5/-GAATTC mmsssm GAATTC-3’

3’-CTTAAG mmssmm CTTAAG-5’
Vector plus insert

Breaks repaired by bacteria




Ligacios elegy pET15b + PCNA)

pET15bENdel-BamHI)
PCNA@Nnzert
10Xdigaz@puffer

TAdigaz

H20

Osszesen:

Kontrol elegy 1 (pET15b)
pET15bANdel-BamHI)
10Xdigazpuffer

T4Higaz

H20

Summa:

Transzformacio

Recombinant / \ . Y s
Plasmid E. coli
Host Cell
\\ \
O \\ A

Transformed =
Cell

e




Kompetens sejt készitése transzformaciohoz-transzformacio

Concentration .
TFBz2 Concentration

MOPS 10 mM
Rubidium Chloride 10 mM
Calcium Chloride 75 mM

Rubidium Chloride 100 mM
Manganese Chloride (MnClz Hzo) 50 mM
Potassium Acetate 30 mM
Calcium Chloride (CaClz2H20) 10 mM

Glycerol 15%*

Glycerol 15%
.o with KOH.
Adjust to pH 5.8 with dilute (0.2%; 1.0 M) acetic acid.

Baktérium kultura felndvesztése
Baktériumok kezelése a permeabilizalé oldatokkal (kezelések el6tt és kozott centrifugalas)
Kezelt baktériumol 6sszegydjtése centrifugaldssal, majd szétosztdsa és lefagyasztasau

TRANSZFORMACIO (folyt.):

DNS (a ligacids és a kontroll elegyekbdl) hozzaadasa 1-1 felollvasztott kompetens sejthez _—
Fél 6ra inkubalds S
Hésokk (42 fokon, 2 perc)

LB taptalajjal valod kiegészités

1 6ra inkubalas \ \
Antibiotikumos lemezekre valé kikenés g/ \\
p— \ ,/

Inkubalas éjszakan keresztil

A telepekbdl néhanyad felszaporitunk, DNS izoldsas, inzert kimutatdsa restrikcids
emésztéssel

A fehérje kifejezéséhez a jé klonok valamelyikébdl transzformalunk BI21
(DE3) E. coli sejtbe (ezen sejtvonal T7 polimerazt kddol, és ennek

segitségével irddik at a PCNA génje).
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Extra info

Tagulo replikacios villa
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RNS-primer
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3" Leading strand

Pol a+
Primase

Helicase

Extra info

ubiquitylation

multi
i (K63 linked)

BUBC13
§ MMS2
RADS5

SUMOylation




Mouse cell
or
Human cancer cell

Degradation
Activation ? by 26S proteasome ?

) [

| Chkl MG-262
cnﬂ'cinc'—| 4 )
ATR checkpoint




