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Kivonat

A génklénozastol a fehérjetisztitasig a rekombinans fehérjék bioszintézisének
minden 1épésében alkalmazandé molekularis eszk6zok szamos alternativaban és széles
korben hozzaférhet6ek. Ezen bdség ellenére nem ritka a funkciondlis rekombindns
fehérje bioszintézisének kudarca a gazdaszervezetre gyakorolt fehérjetoxicitas vagy a
zarvanytestekben torténdé aggregacio miatt.

A rekombinans fehérjék el6allitAsara ma mar széles korben alkalmaznak
kiilonféle mikrobidlis rendszereket. Annak ellenére, hogy az Escherichia coli (E. coli) a
leggyakrabban hasznalt gazdaszervezet a rekombinans fehérjék bioszintézisére,
prokariota rendszerként szamos korlattal rendelkezik, amelyek koziil az idegen fehérjék
oldhatatlan zarvanytestekké torténé aggregacidja képezi a legf6bb limitaloé tényez6t.
Ezzel szemben az E. coli alacsony fenntartdsi koltségeinek, egyszer(i genetikai
dllomanyanak elényei elengedhetetlenek olyan 1j rendszerek megtervezéséhez,
amelyek a gazdasejtben a rekombindns fehérje tultermelésére iranyulnak. A gén- és
fehérjetechnoldgiai eljarasok lehetové teszik uj, személyre szabott stratégiak tervezését
a felhasznaléi vagy folyamati kovetelményeknek megfelelden. A fuzids technologiak
széles korben alkalmazottak E. coli expresszios rendszerben az oldhaté rekombinans
fehérjetermelés és/vagy tisztitas javitasara. Az ubikvitin fuzids partner alkalmazasa
lehetdvé teszi kis molekulatomegili peptidek eléallitasa sordn a protedzokkal szembeni
védelem és stabilitds mellett a célfehérje specifikus hasitasat, affinitds cimke-mentes
nativ fehérje bioszintézisét.

Jelen PhD értekezés az E. coli expresszios rendszerben torténdé rekombinans
fehérjetermelés fejlesztésére iranyuld stratégiakat targyalja hdrom példan keresztiil a
fehérjetermelés hatékonysagnovelésének aktudlis lehetdségeibdl: 1. ubikvitin fazid
sikeres alkalmazasa a nativ SMAC és a gazdatorzsre nézve toxikus BUFII fehérjék
bioszintézisére (fuzidés stratégia); 2. zarvanytestben termel6dd GST-XIAP
(aggregatumok) szolubilizalasa, majd refoldingja a fehérje aktiv formajanak eldallitasara
(poszttranszlacios renaturalas stratégia); 3. autoindukci6 alkalmazasa az AURKA
oldhatatlan zarvanytestekké torténdé aggregacioja ellen (fermentacios koriilmények
beallitasan alapuld stratégia). Az autéindukcios fermentacié koriilményeinek beallitasa

céljabol az EGFP-t, atfogdan tanulmanyozott rekombinans fehérjét valasztottunk, amely
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hagyomanyos, IPTG alapd indukci6 soran is hatékony oldott formaju, aktiv

fehérjetermelést eredményez.

1.Irodalmi attekintés

1.1. Bevezetés

Az els6 mesterségesen létrehozott gén bejuttatdsa és annak kifejeztetése (Berg és
mtsai., 1975), Escherichia coli baktérium sejtekben a heteroldg génexpresszio kezdetét
jelentette, a biotechnolégiai kutatasok alapjat képezte (Kunjapur és mtsai. 2018). A
biotechnolégiai eljarasokkal eldallitott termékek jelentds része olyan Kis
molekulatomeggel rendelkezd els6- vagy masodlagos metabolitok, heterolog fehérjék,
amelyeket emberi, illetve allati diagnosztikaban, terapiaban, illetve oltéanyagként
hasznalnak fel; melyek altalaban enzimek, illetve biopolimerek. Az utébbi évek soran
egyre tObb rekombinans fehérje termelését valdsitottak meg kiilonboz6é expresszios
rendszerek felhasznalasaval: bakterialis-, élesztdsejt-, rovar sejt-, novényi sejt-, illetve
emlds sejtkultirak (Demain és Vaishnav 2009; Rasala és mtsai. 2010; Frenzel és mtsai.
2013; Gomes és mtsai. 2016).

A prokariota sejteket gyakran hasznaljak heterolog fehérjetermelés céljabdl,
mivel olcs6 szénforrast igényelnek a létfenntartasukhoz sziikséges biokémiai
folyamatok soran, gyors a biomassza képzddése, megvaldsithatdé a nagy sejtsiirliség
mellett torténo fermentacid, valamint a biomassza noveléséhez sziikséges koriilmények
megteremtése nem okoz kiilondsebb kihivast. Ezen bakterialis rendszereknek viszont
az a hatranyuk, hogy sok esetben inaktiv fehérjék termelédnek, inklaziés (zarvany)
testben (Lawson, 1999; Patra és mtsai., 2000; Upadhyay és mtsai., 2012). A bakteridlis
expresszids rendszerek esetében a leginkdbb hasznalt gazdasejt az E. coli baktérium
sejt, melynek tobb torzsét is alkalmazzak, illetve ezekhez kiilonb6zé promoéter
szakaszokat alkalmaznak a rekombindns fehérjetermelés hatékonysaga érdekében
(Vaillancourt, 2003).

Az éleszt6 expresszids rendszerek hasznalatanak eldnyei kozé tartoznak
mindazon tulajdonsagok, amelyek a bakterialis expressziés rendszerek alkalmazasa

soran is: a genom ismerete, a fiziologiai tulajdonsagok ismerete, a konstitutiv, illetve


https://paperpile.com/c/TzAY9D/kDGD
https://paperpile.com/c/TzAY9D/kDGD
https://paperpile.com/c/TzAY9D/kDGD
https://paperpile.com/c/TzAY9D/kDGD
https://paperpile.com/c/TzAY9D/chcA
https://paperpile.com/c/TzAY9D/5Bcb+kRMy+MGJm+hvPy
https://paperpile.com/c/TzAY9D/5Bcb+kRMy+MGJm+hvPy
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CM7e+ZHc2+QcHT
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CM7e+ZHc2+QcHT
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CM7e+ZHc2+QcHT
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CM7e+ZHc2+QcHT
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CM7e+ZHc2+QcHT
https://paperpile.com/c/TzAY9D/aFxi
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indukalhaté prométerek haszndlhatésaga, a plazmidok tobb koépiaszamban vald
alkalmazhatésaga, tovabba a bejuttatott gének kromoszémaba valé integralhatdsaga
(Geisse és mtsai., 1996; Griffith és mtsai., 2003). Evekig az 6sszes élesztd expresszids
rendszerre alapozott terdpids fehérjét a Saccharomyces cerevisiae élesztésejtekben
allitottak el6, kozben viszont megjelentek mas élesztd sejteket felhasznald
biotechnolégiai folyamatok is. Ilyen példaul a tobb mint 120 heterolég fehérje
termelésére hasznalt Pichia pastoris rendszer, amelyben a sikeresen megtermelt
fehérjék nagy része emberi vagy legalabb emlds eredetli, ezért napjainkban is
hasznaljak ezt a fajt a terapias fehérjék termelésére (Cregg, Vedvick és Raschke, 1993;
Macauley-Patrick és mtsai.,, 2005; Jullesson és mtsai, 2015). Ennek a rendszernek
viszont van egy olyan tulajdonsaga is, amely hatranyt jelenthet a megtermelt fehérje
hasznalhatésdga szempontjabdl, azaz képes a fajra specifikus poszttranszlaciés
modositasokat végrehajtani (Gerngross, 2004).

A Dbakulovirus expressziés rendszert széleskorben alkalmazzdk a rovar
sejttenyészetekben torténé fehérje termeltetésre. A rendszer elénye, hogy
felhasznalhaté nehezen termel6dd eukariota fehérje komplexek el6allitdsara is. A
rendszert folyamatosan fejlesztik annak érdekében, hogy a célfehérjék termelése még
jobb mindségben valdsuljon meg, és még szélesebb korben hasznalhato legyen (Chavez-
Pena és Kamen, 2018).

Az emlbs sejttenyészetek alkalmazasan alapulé expresszidés rendszerek a
leghatékonyabbak a gydgyaszatban hasznalt emlds szervezetekbdl szarmazo heterolog
fehérjék termelésére, mivel ezekben a rendszerekben helyesen torténik meg a fehérjék
feltekeredése, illetve poszttranszlaciés atalakulasa és ezdltal a fehérjék
felhasznalhatosaga joval szélesebb skalan mozog. A leggyakrabban hasznalt emlés
sejttenyészetek immortalizalt sejtekbdl szarmaznak, mint példdul a kinai horcsog
petefészek sejtek (CHO), egér myeloma sejtek (NSO), bébi horcsog vese sejtek (BHK) és
az emberi embrid vesesejtek (HEK-293). Ezek a sejttenyészetek bar a legalkalmasabbak
a gyogyaszatban hasznalt heterolég fehérjék termelésére, nagyon 0Osszetett a
tapanyagigénylik, illetve a fenntartasuk komplex feltételeket igényel (Wurm, 2004).

Expresszids rendszer gazdasejtjeként megemlithetjik még a novényi
sejttenyészeteket, melyek szintén felhasznalhatoak heterolég fehérjék expressziodjara,
akar a gyégyaszatban hasznalt fehérjék is el6allithatéak biztonsadgosan, mivel a névényi

sejtekben nincsenek az emberre karos virusok vagy patogének, a poszttranszlacios
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modosulasok is megvaldsulnak, illetve rendkiviil koltséghatékony mdédszer, azonban a
novényi sejtek generacios ideje nagyobb az el6zd sejtekhez viszonyitva (Huang és
McDonald, 2009).

A fent emlitett expresszids rendszerek koziil a bakteridlist emelhetjiik ki, mint
olyan expresszios rendszert, amely alkalmazasa széleskdrben elterjedt a laboratériumi
kutatasok soran, mivel gyors, hatékony és gazdasagos modszernek bizonyult. A
rendszer hatranyait a kilonb6z6 prométerekkel és beépitett szabalyoz6 szakaszokkal

javitjak (Rosano és mtsai. 2019; Hayat és mtsai. 2018; Ahmad és mtsai. 2018).

1.2. Rekombinans fehérjék bioszintézise

A rekombinans fehérjetermelés soran az idegen szervezetbdl szarmazé fehérje
génje génsebészeti Uton keriil eldallitdsra, molekularis technikak alkalmazasaval
bejuttatva baktérium sejtekbe, majd a megfelel6 promotert alkalmazva szabalyzas alatt
termeltethetd (a rekombindns gének altal kdédolt human fehérjék termeltethetéek
baktérium sejtekben). Erre a fehérje termelési eljarasra leggyakrabban Escherichia coli
(E. coli) torzset alkalmaznak. Ezen baktériumtérzsek nem igényelnek komplex
taptalajokat vagy kiilonleges tapanyagokat, az inkubalasi paraméterek konnyen
megvalosithatéoak. A rekombinans fehérjék el6allitasanak hatékonysagat nagyban
befolyasolja, hogy a fehérjék szolubilisen vagy zarvanytestekben képzddnek (Thomas és
Baneyx, 1996; Peternel és Liovic, 2010; Kante és mtsai., 2018).

A Dbioszintézis soran szolubilis formaban Kkeletkezd fehérjék tovabbi
kisérleti/diagnosztikai célokra valo felhasznalasa joval elonydsebb, mint a
zarvanytesben termelddd: nem sziikséges tovabbi id6t és erdforrast befektetni a
zarvanytestekbdl val6 feltardshoz. A fehérjetermelés indukcidéjahoz leggyakrabban
alkalmazott indukalé szer az IPTG (izopropil (-D-1-tiogalaktozid) (Kilikian és mtsai.,
2000; Kok, 2008; Gomes, Monteiro és Mergulhdo, 2020), mely egy nem metabolizal6dé
laktéz analég, a lac operon felszabaditasaval indukalja a rekombinans fehérje
termelését. Az autoindukciés fermentaciés eljardsok noévelhetik a szolubilisen
termelédott fehérjék mennyiségét, igy bar lassabban, de jobb mindségli fehérje
termeltetésére valik ezaltal lehetéségiink. Jelen értekezés az autoindukcids fermentacio
alkalmazhatésagat vizsgalja a rekombinans fehérjék kvalitativ, illetve kvantitativ

eloallitas hatékonysaganak novelésére vonatkozodan.
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1.2.1. T7 promdter alapu expresszids rendszer

A DNS szerkezetét és szekvencidjanak megismerését kovetden, a DNS technikak
lehetdve tették, hogy a mar ismert fehérjekddolé szekvencidkat plazmidok altal
bejuttassuk baktérium sejtekbe, lehetévé téve azt, hogy szervezet-idegen fehérjéket
termeltessiink ezen baktérium torzsekkel. Szamos expressziés rendszer l1étezik, melyek
koziil egyik legismertebb és leggyakrabban alkalmazott a T7 expresszios rendszer (1.
abra). Ezen rendszer alapja, hogy a baktériumtoérzs genomja tartalmazza a T7
bakteriofAg RNS polimeraz génjét, melynek Kkifejez6dése a lacUV5 promoter
szabdlyozasa alatt all (Kaur, Kumar és Kaur, 2018). A célfehérje génjének szekvenciajat
T7 promoéter szabdlyozdsa alatt allé plazmidba épitve, ha a lacUV5 promoter
indukalodik, atirodik a T7 RNS polimeraz génje, majd ez az RNS polimeraz elkezdi atirni
a T7 promoter utan szerepld gént, igy megtorténik a célfehérje génjének transzkripcidja,

illetve transzlaci6ja (Dubendorf és William Studier, 1991; F. William Studier, 2005).
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1. dbra T7 expresszids rendszer sematikus dbrdja (Barddczy, 2009)

Az E. coli baktérium sejtek laktéz gazdag koérnyezetben képesek osztddni.
Amikor a laktéz atjut a periplazmabdl a citoplazmaba, sziikség van arra, hogy gliik6zra

és galaktézra hasitédjon, mivel a gliik6z a sejtek f6 energiaforrasa. Kovetkezésképpen
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egy enzimre van sziikség ahhoz, hogy ez a hasitas végbemenjen, amely jelen esetben a
B-galaktozidaz enzim. A lac operon harom strukturalis gént foglal magaba a lacZ, lacY és
lacA géneket, ezek sorban a [-galaktoziddz, laktéz permedz és tiogalaktozid
transzacetilaz enzimeket kédold gének (Jacob és Monod 1961). A laktéz permeaz egy
transzmembran fehérje mely szerepet jatszik a laktéz szallitasaban, a sejtbe vald
bejuttatas soran. Abban az esetben, ha a tdpkozegben alacsony a laktéz tartalom, a lac
operon miikodésében a represszor molekula negativan befolyasolja a rendszert, mivel
az operator régiohoz kotédve megakadalyozza az RNS polimerazt abban, hogy génatiras
torténjen. Laktéz vagy allolaktéz jelenlétében ezekkel a molekuldkkal a represszor
olyan komplexet alkot mely konformacié valtozast idéz el6 a represszor molekulaban,
inaktivalva azt. Ebben az az RNS polimeraz kotédik a promoter régidhoz és atirédnak a

strukturalis gének. (Beckwith, 1967).

A lac operon szabdlyozasa gliikéz altal is megvalosulhat: ez az E. coli
baktériumsejtek elsédlegesen hasznalt szén- és energiaforrasa. Amennyiben a sejten
kiviilli glilk6z koncentracié csokken, a sejten beliil megné a ciklikus adenozin-
monofoszfat (cAMP) szintje. A cAMP molekula kotédik az 6t felismeré receptor
fehérjéhez (CRP) és egy komplex jon létre, melyet katabolit aktival6 fehérjének (CAP)
RNS polimerazt abban, hogy lemasolja a lac operon génjeit: ha megtorténik az atiras, a
keletkez6 mRNS-r6l a riboszoman megtorténik a transzlacié (Zhou, 1994; Busby és
Ebright, 1999). A lac operon miikodése szempontjabol a tiogalaktozid transzacetilaznak
nincs jelentdsége. Ezen szabalyozasi rendszer lehetévé teszi a fehérjetermelés
hatékonysadgdnak novelését, ugyanakkor mas promdterrel, illetve szabalyozo
szakaszokkal kiegészitve kedvezdbb fehérje termeléshez vezethet.

A T7 RNS polimeraz nagyfoku szelektivitast mutat a sajat promotereire, melyek
normal esetben nem talalhatéak meg az E. coli baktérium sejtekben. A T7 RNS
polimeraz viszonylag kis mennyiségben is elegendd, hogy a T7 promoterrel ellatott
génekrol nagyfoku génatiras valdsuljon meg, akar nagy képiaszamu plazmid esetében is.
Ennek kovetkeztében a transzkripcié hosszabb ideig is megvaldsulhat egy plazmidon,
anélkil, hogy leallna: sokkal aktivabb a T7 RNS polimeraz, mint az E. coli sajat RNS
polimeraza (Studier és Moffatt, 1986).
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1.2.2. Autoindukcio

Az autoindukciés fermentacié bevezetése lehet6vé teszi a rekombinans fehérje
termelését a baktériumkultira novekedésének folyamatos monitorozadsa nélkiil és a
fermentacié perturbacidéja (indukalé szer hozzaadasa) nélkiil. Elénye tehat, hogy a
rendszerbe torténd beavatkozas nélkiil, de mégis kontrollalt koriilmények kozott
aktivalhaté a célfehérje (rekombinans fehérje) szintézise.

E fermentdci6 egy Kkilonb6zé szénforrasokat tartalmazé tapkozeg
alkalmazasaval valosithaté meg: sziikséges, hogy tartalmazzon gliikozt, (glicerolt),
illetve az indukci6 lebonyolitasa érdekében laktozt. Jelen esetben a gliikdz az els6dleges
hasznositani kivant szénforras a baktériumok szamara, majd ezt kovetben a laktoz
indukal6szerként funkciondl a lac operon altal szabalyozott fehérje termelés
kivitelezéséhez (Li és mtsai, 2011). Ezen fermentacids technoldgia alkalmazasa
lehet6vé teszi a baktériumok fokozott metabolizmusat, tovdbba a célfehérje
termeltetése mindségi, illetve mennyiségi szempontbol jelentds (F. W. Studier, 2005).

E fermentacidés technolégia alapjat képezi az indukalészer (izopropil-§3-
tiogalaktozid - IPTG) hozzaadasaval hasonlatos (hagyomanyos) indukalhaté lac
promoter. A hagyomanyos fermentacid soran a tultermeltetni kivant fehérjét kddolo
gén atirasa az indukaldszer hozzaadasaval aktivalodik.

Ennek hatranya, hogy a baktériumkultira novekedését folyamatosan sziikséges
monitorozni, majd, ha elérte a megfeleld sejtsiirtiséget, perturbalni kell a rendszert
(hozza kell adni az indukaldszert). Ezen hatrany kikiiszobdlésére nyujt megoldast az
autoindukcids fermentacios technolégia.

A folyamat soran a baktériumkultira nevelésére hasznalt tapoldathoz gliikozt,
laktézt és glicerint adunk. A gliikéz jelenti a baktériumok névekedése sordn az
els6dleges szénforrast, ezért a sejtek ezt haszndljdk a novekedéshez és az
életfolyamatok fenntartasadhoz. Figyelembe véve a lac operon miikodését, ha a gliikéz
jelen van a tapoldatban, akkor a sejtek azt hasznaljak fel és mivel a laktéz bontasara
nincs szlikség a rekombindns fehérje expresszidja is gatolt. Gliikkéz hianyaban a sejtek
éhezni kezdenek és a laktéz hasznositashoz bekapcsoldédé lac operon, illetve a vele
egylittes szabalyozas alatt allo gének (célfehérje) expresszidja is megvaldsul. Az
autoindukcidés fermentacios technolégiakon tovabbi fejlesztéseket végeztek és igazoltak,

hogy a sejtsiirliség, illetve a rekombinans fehérje termelés hatékonysaga joval nagyobb
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abban az esetben, ha a laktézzal parhuzamosan egy masik szén- és energiaforrast is
alkalmaznak. Erre a célra alkalmas a glicerin, amely nem idézi el6 a laktéz katabolit
repressziot és egyuttal szén-és energia forrast biztosit6 komponens (Ukkonen és mtsai.,

2013).

1.3. Rekombindans fehérjék bioszintézisének optimalizalasa

A rekombinans fehérjetermelés sordn tobb szempontot érdemes figyelembe
venni a mivelet hatékonysaganak fokozasa, a nagyobb mennyiségli hozam elérése
érdekében. Erre vonatkozéan tobb tényezd egyiittes alkalmazasa, illetve ezek
valtoztatasai jelentik a megoldast, mivel a hatékonysag a legtobb esetben tébb tényezd
egyiittes hatasaként nyilvdnul meg: moddositott E. coli gazdatorzsek; kiillonb6zd
promoter és terminator szakaszok; dajka fehérjékkel val6 egyiittes fehérje expresszié a
megfeleld fehérje feltekeredés, a stabilitds és az oldékonysag novelése érdekében
(Sahdev, Khattar és Saini, 2008).

Az els6 és legfontosabb 1épés egy fehérje termeléséhez a gazdaszervezet
(expresszids rendszer) kivalasztasa. Az E. coli expresszids rendszer valasztasa mellett
sz0l a koltséghatékonysag, a baktériumtorzs teljes genomjanak ismerete, illetve
genomjanak modositasa konnyen Kkivitelezhetd a génszerkesztés eszkozeivel. A
baktériumtorzs felhasznalasa mellett szo6l tovabba a sejtek gyors novekedése, az olcsd
tapanyagigény (Joseph és mtsai., 2015).

Az egyik legfontosabb szempont a rekombinans fehérjetermelés soran a fehérjék
stabilitasanak biztositasa, mivel nemcsak a felhasznalast, de a tisztitast és tarolast is
befolyasolja: a helyes konformaci6val rendelkezd fehérjék stabilak maradnak mind az
expresszid, mind a tisztitds soran. Kiilonb6z6 tényezdék befolyasolhatjak a fehérjék
stabilitdsat: az aminosav sorrend, a fehérje szerkezete, a gazdaszervezet, az expresszios
és tisztitasi koriilmények (Prosinecki, Faisca és Gomes, 2007; Deller, Kong és Rupp,
2016). A nyomelemekkel, asvanyi anyagokkal és vitaminnal dusitott tapoldatok novelik
a fehérjék stabilitdsat, annak ellenére, hogy nem sziikségesek a sejtek novekedéséhez:
kofaktor, prosztetikus csoport, illetve ligand szerepet is betdlthetnek a célfehérje
szdmara, és dontdek lehetnek a helyes fehérje konformacié kialakitasaban. Az
alacsonyabb hémérsékleten, illetve rovidebb ideig tarté indukci6 szintén névelheti a

rekombinans fehérjék stabilitasat (de Groot és Ventura, 2006). Az expresszid sejten
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beliili helye is meghataroz6 lehet, mivel egyes fehérje csak akkor stabil, ha
zarvanytestben képzdédik (nem a citoplazmaban, szolubilisen). Tovabba a dajka
fehérjékkel valé egylittes expresszié is hozzajarul a nagyobb stabilitdssal rendelkezd
fehérjék képz6déséhez (de Marco és mtsai., 2007).

A rekombinans fehérje termeltetése soran fontos az expresszios szint ismerete,
mely leginkdbb a transzkripcié6 mértéke altal van szabalyozva. Fontos a promoter
erdssége, ez hatarozza meg a rekombinans fehérje esetében a messenger RNS (mRNS)
mennyiségét. Er6s promdter alkalmazasaval megnovelhetd a mRNS mennyisége;
ugyanakkor a gazdaszervezetre nézve toxikus fehérje esetében gyengébb promotert
ajanlott haszndalni. Egy tovabbi expresszids szintet noveld szakasz a riboszéma kotd
hely, melyet Shine-Dalgarno szakasz néven is ismeriink, konszenzus szekvenciaja
UAAGGAGG: az ebben a szakaszban bekovetkez6 valtozasok, a riboszéma kotéhely és a
riboszoma kozotti affinitds mértéke nagy mértékben befolyasolhatjdk az expresszid
mértékét (Jacob, Santer és Dahlberg, 1987; Ma, Campbell és Karlin, 2002). A riboszéma
kotbhely és a start kodon kozotti tdvolsag szintén fontos. A stop kodonok esetében az
UAA alkalmazasaval lehet elérni a legnagyobb expresszios szintet, a tobbi stop kodonnal
szemben. A transzkripcios terminator szakasz mddositja a mRNS 3’ végét, ezaltal
stabilizalva azt. A replikacios origd meghatarozza a vektorroél késziil6 masolatok szamat:
minél tobb masolat készil a célfehérje génjét tartalmazéd vektorrdl, annal nagyobb
mennyiségi fehérje termelddik. A felsorolt tényezdk kiillonb6z6 kombinacidjs lehetdvé

teszi a rekombinans fehérje mennyiségi és mindségi el6allitasat.
1.4. Zarvanytestek képzddésének elkertilése

1.4.1. Helyes diszulfid hidak kialakulasa

Szamos rekombinans fehérje esetében létfontossagd a diszulfid hidak helyes
kialakulasa, amely altal biztositott a bioldgiailag aktiv haromdimenzi6s konformacié. A
hibas diszulfid hidak kialakuladsa a fehérje helytelen feltekeredéséhez vezethet, emiatt
zarvanytestekké aggregalddnak. E. coli-ban a cisztein oxidacidja a periplazmaban
jatszédik le. Itt a Dsb enzimcsalad altal katalizalt csere reakciok soran alakulnak ki a
diszulfid hidak (Messens és Collet, 2006). Ezzel ellentétben a citoplazmaban ritkan
alakulnak ki diszulfid hidak, igy az itt kialakult diszulfid-hidak a fehérje

inaktivacidjahoz, misfoldinghoz és aggregaciohoz vezethet (Derman és mtsai., 1993). A
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citoplazmaban nagyobb a negativ redoxpotenciadl. Ezt a redukdlé kornyezetet a
tioredoxin reduktaz (trxB) és a glutaredoxin reduktaz (gor) tartja fenn (Stewart, Aslund
és Beckwith, 1998). Ez nagy hatdssal van a diszulfid-hiddal rendelkez6 fehérjék
termeltetésére. Ezen probléma megolddsara célszerli a rekombinans fehérjét olyan
faziés cimkével ellatni, amely biztositja a periplazmaba valé kijuttatast. A citoplazmaba
torténé expresszié lehetséges olyan tervezett E. coli sejtvonalak felhasznalasaval,
melyek oxidativ citoplazmatikus kornyezettel rendelkeznek, ami elsegiti a diszulfid

hidak kialakuldsat (Derman és mtsai., 1993).

1.4.2. Az expresszio sebességének csokkentése

A termeltetés sebességének csokkentése idét biztosit a rekombinans fehérjék
helyes feltekeredésére, a helyes konformaci6 kialakulasara. A sejten beliili fehérje
koncentracié csokkentése kedvez a helyes foldingnak. A leggyakrabban alkalmazott
megkodzelités az inkubacids hdmérséklet csokkentése az indukciét kovetéen (Schein és
Noteborn, 1988; Vasina és Baneyx, 1997; Vera és mtsai., 2007; Lebendiker és Danieli,
2014; Selas Castifieiras és mtsai., 2018). Az alacsonyabb hémérséklet alkalmazasa
csokkenti az aggregacio létrejottének esélyét, mivel a magasabb hdémérsékleten a
hidroféb interakciok gyakoribbak (McCarty és Walker, 1991; Schellman, 1997;
Mendoza, Dulin és Warren, 2000).

A zarvanytestek elkertilése céljabol a fehérjeszintézis hdmérsékletét 15-25 2C
koriilire ajanlott bedllitani, ellenben eredményes expresszié érhetd el 4 2C-on is 72 6ran
keresztiil (San-Miguel, Pérez-Bermudez és Gavidia, 2013). Az alacsonyabb hémérséklet
alkalmazasa soran a baktériumok névekedése lassabb, az expresszié sebessége is
mérsékelt, amely megnyilvanul a fehérjehozamban is; tovabba zavarhatja a chaperon
halézat miikodését is (McCarty és Walker, 1991; Mendoza, Dulin és Warren, 2000;
Strocchi és mtsai., 2006).

1.4.3. Etanol, mint expresszié enhancer

A rekombinans fehérje heterolég expresszi6 mértékének novelésére egyik
legiijabb megkdzelitésben alkalmazott enhancer az etanol (Chhetri, Kalita és Tripathi,
2015; Zheng és mtsai., 2019; Cheng és mtsai., 2020). Ezen mo6dszer mechanizmusanak
feltarasa igéretes stratégiat jelent az etanollal aktivalt rekombinans fehérjék

szintézisének fokozasa érdekében: transzkriptomikai elemzés eredményei azt mutatjak,
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hogy a kulcsfontossagu szabalyozé gének, a malK és a prpD gyakoroljak a legjelent6sebb
hatast a heterolég expressziora, az etanol jelenlétében, E. coli BL21 (pET26b-katA)
torzsben (Zheng és mtsai., 2019). A maltéz ABC transzporter és a szén-anyagcsere a
propanoat metabolizmustél a citrat ciklusig a f6 szabalyozasi utvonalak, amelyeket az
etanol aktival a heteroldg fehérjék szintézisének fokozasa érdekében (Chen, 2013; Shu
és mtsai., 2020).

Ezen mechanizmusok ismeretében megvalosithatd egy széles korben
alkalmazhaté E. coli expresszios torzs létrehozasa heterolég fehérjék expresszidjanak

fokozasara.

1.5. A vizsgalt fehérjék molekuldris jellemzdi és bioldgiai
fukcioi
1.5.1. A SMAC fehérje

A SMAC fehérje nem rendelkezik enzimatikus aktivitassal. A citoplazmaban
szintetizalodik, 239 aminosavat tartalmaz. Az 1-55. aminosav u.n. mitokondrialis
lokalizacids szigndl, ami a fehérjét a mitokondriumba irdnyitja. Itt proteolitikus hatasra
levalik a lokalizacidés szignal, és szabadda valik az Ala-Val-Pro-lle Ala (AVPIA) amino
terminalis szekvencia, mely N terminalissal rendelkezd fehérje biolégiai funkcié alapjan
képezi a nativ SMAC-ot (Shi 2001). Amennyiben a mitokondrium karosodas (ill. egyéb
hatasok) kovetkeztében a mitokondrium kiils6 membranjanak permeabilitasa
megnovekszik, a modosult SMAC fehérje (mas fehérjékkel egylitt) djra a citoplazmaba
kertil. Itt stabil komplexet képez az XIAP fehérjével. A komplex képzésnek két feltétele
van, a szabad AVPIA szekvencia és SMAC fehérje dimerizacidja (Gongalves és mtsai.
2008). A XIAP fehérje egy kaszpaz inhibitor, amely a sejt nyugalmi allapotaban a

véletleniil aktivalodo kaszpazokat gatolja.

1.5.2. A BUFII peptid
A BUFORIN II egy atfogéan tanulmanyozott antimikrobidlis peptid (AMP), melyet
el6sz6r a Bufo gargarizans békafajbdl izolalt buforin 1 peptid szerkezetének
modositasaval allitottak elé (Park és mtsai. 1996). A minddssze 21 aminosavbdl all6
peptid jelentés antibakterialis hatast mutatott Gram-pozitiv (Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
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putida) és Gram-negativ (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Serratia sp.)
baktériumokkal, valamint gombakkal (Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Saccharomyces cerevisiae) szemben (Park és mtsai. 1996). Mas AMP-tdl eltéréen, a
BUFORIN II nem a membran szerkezetének roncsoldsaval fejti ki antibakterialis hatasat,
hanem kozvetleniil a bakterialis DNS-hez és RNS-hez val6 kotédés altal (Park és mtsai.
1998; Uyterhoeven és mtsai. 2008). Ezen tulajdonsaga miatt a BUFORIN II és a
szerkezetmddositassal eldallitott analdgjai tumorellenes hatassal is rendelkeznek (Lee
és mtsai. 2008; Jang és mtsai. 2012; Marqus és mtsai. 2017).

A BUFORIN II peptid méretének és a bakterialis DNS-hez és az RNS-hez kotddve
kifejtett toxikus hatadsanak kovetkeztében limitalt a bioszintézisének lehetdsége E. coli
expresszids rendszerben. E problémak ellenére lehet expresszalni, ha negativ fuzios
partnerrel semlegesitik a peptid pozitiv toltését (Lee és mtsai. 1998; Wang és mtsai.
2011). Lee és mtsai (1998) a BUFORIN II peptid pozitiv toltésének semlegesitésén
alapulé savas peptiddel valé fuzionalasi mddszert dolgoztak ki, hogy elkeriiljék az
expresszalt antimikrobidlis peptid toxikus hatasat a gazdasejtre. A fuziés peptidet E. coli
-ban expresszaltak tandem ismétlédésként a termékhozam novelése érdekében. A savas
peptid-BUFORIN II fuzios peptid multimerjei magas hozammal expresszalddtak anélkiil,
hogy karosodtak volna a szintézis soran a sejtekben. A cisztein-maradékok jelenléte a
savas peptidben kritikus volt a faziés peptid multimerek magas szintli expressziéjahoz.
A fazids partnerként alkalmazott savas peptid lehasitasa egy plusz metionin beépitése
révén brdémciannal valdsitottdk meg. Wang és mtsai (2011) 4j el6allitasi eljarast
fejlesztettek ki E. coli-ban a BUFORIN IIb el6allitasara, a BUFORIN II szintetikus
analégjara: Trx-BUFORIN IIb faziés fehérjeként eléallitva (Asn-Gly kotést beépitésével)
hidroxil-amin-hidrokloriddal hasitottak, igy izolalva a rekombindns BUFORIN IIb-t. A

fazids partner lehasitdsa mindkét esetben kémia reakcidval tortént.

1.1.1. Az XIAP fehérje

Két {6 apoptotikus utvonal ismert: az intrinsic (mitokondrialis) és az extrinsic
utvonal (Cairrdo és Domingos, 2010; Burke, 2017). A két utvonal dsszekapcsolodik, és
az egyik utvonalon 1év6 molekulak befolyasolhatjadk a masik utat, mig mindkettd
aktivalé kaszpazokon Kkeresztlil halad (Estornes és Bertrand, 2015). A IAP csalad

legerésebb kaszpdaz inhibitora az X-kromoszémahoz kapcsol6édé apoptozis inhibitor,
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amely 3 BIR domént (Baculovirus IAP Repeat) tartalmaz az N-terminalis régioban és egy
RING domént, amely E3 ubiquitin ligaz aktivitassal rendelkezik a C-terminalis régiéban.
Ezen szerkezeti domének funkciondlis jellemzdit részletesen tanulmanyoztak: a BIR2
domén gatolja a kaszpaz-3-at és a kaszpaz-7-et, mig a BIR3 domén gatolja a kaszpaz-9-
et. Az XIAP-t wvaloszinlileg poszttranszlacios mechanizmusok szabalyozzak
(Hundsdoerfer és mtsai., 2010; Saraei és mtsai., 2018). Ebben az esetben el6fordulhat,
hogy a mitokondriumokbdl felszabadul6 Smac-DIABLO fiziol6gidas mennyisége nem
elegendd a XIAP kaszpazokra kifejtett gatlo hatadsanak lekiizdésére, igy megakadalyozza
az apoptozist. A tulzottan expresszalt XIAP Smac mimetikus molekuldk altali
inaktivalasa enyhitheti a kaszpaz kotést, ezaltal eldsegitve az apoptézist a rosszindulati
sejtekben (Feltham és mtsai., 2011; Garg és mtsai., 2014; Fulda, 2015; Tchoghandjian és

mtsai., 2016; Manzoni és mtsai., 2017).

1.1.2. Az EGFP fehérje

Az elmult évtizedben a zo6ld fluoreszcens fehérje (GFP) és szarmaztatott
mutansai altalanosan hasznalt eszk6zzé valtak a sejtbioldgiaban, fehérje vizsgalatokban,
gyogyaszatban stb. A GFP-t el6szor Aequorea victoria meduzabdl izolaltak (Shimomura
2005). Ez volt az els6 zold fluoreszcens fehérje, amelynek els6dleges szerkezetét leirtak
és klonoztak (Prasher és mtsai. 1992). A fehérje egyediilallé szerkezeti, egy 11 szala 3-
horddéval rendelkezik, amely egy kromofér csoportot zar be, amely egy torz a-hélixen
helyezkedik el a molekula kdézepén. A kromofor képz&dés spontan médon megy végbe, a
kromofor csoportot alkoté harom aminosav onkatalizalt intramolekularis ciklizacioja
révén (Chalfie és mtsai. 1994). Szamos kisérlet kimutatta, hogy a fehérje teljes
szerkezetére sziikség van a kromoforképzéshez és a fluoreszcencidhoz (Zimmer 2002).

A vad tipust GFP-nek vannak olyan tulajdonsagai, amelyeket javitani kell, mint
példaul az alacsony fényerd, a kromofér képzédés késleltetése. Igy a fehérjét szamos
mutacidonak vetették ala, hogy javitsak ezeket a tulajdonsagokat. A vad tipusu GFP-t
(EGFP) a gerjesztési cstucsok és a fényerd modositasaval javitottak. A vad tipusu GFP
abszorbancia csucsa 395 és egy 475 nm-en van (Bizzarri és mtsai. 2007). Az EGFP-nek
két mutacioja van (F64L, S65T) a kromofor régidban, javultak a spektralis jellemzdi, a
legfényesebb és leginkabb fotostabil fluoreszcens fehérjék kozé tartozik (Bizzarri és

mtsai. 2007; Heim és mtsai. 1995). A GFP szamos tovabbfejlesztett valtozata létezik
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kiillonboz6 spektralis tulajdonsagokkal, amelyek a kéktél a sargaig terjed6é szineket
bocsatanak ki a lathat6 spektrumban (Heim és Tsien 1996).
1.1.3. Az AURKA fehérje

A szomatikus sejtekben az Aurora A fontos szabdlyozdéja a centroszéma érésének,
a bipolaris orsé Osszeallitasanak és fenntartdsanak, valamint a kromoszoma
szegregacionak (Carmena és Earnshaw 2003). Mind az Aurora A mennyisége, mind a
kinaz aktivitasa tet6zik a mitozisban (Bischoff és mtsai. 1998). A human Aurora A
aktivitasdhoz az aktivalasi hurokban 1évé T288-as aminosavanak foszforilacidja
szlikséges (Littlepage és mtsai. 2002). Mas molekuldk, példaul a TPX2 (az XKLP2
célfehérje) és a p53 szabalyozhatjak az Aurora A-t az Aurora A kiilénb6z6 régiéihoz valé
kozvetlen kot6dés révén, pozitiv és negativ mdédon (Littlepage és mtsai. 2002; Tsai és

mtsai. 2003; Eyers és mtsai. 2003; Chen és mtsai. 2002).
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2. Célkitlizések

A tiszta, oldhat6 és funkcionalis fehérjékre nagy az igény a modern
biotechnolégiaban. A természetes fehérjeforrasok ritkan felelnek meg a mennyiségre, a
konnyl izoldlhatésagra vagy az arra vonatkozd kovetelményeknek, ezért gyakran a
rekombinans technolégia a valasztott moédszer. Az Eschericia coli gyakran hasznalt
gazdaszervezet, mivel viszonylagos egyszer(isége, olcsé és gyors, nagy strliségl
tenyésztése, jol ismert genetikdja és nagyszamu, kompatibilis molekularis eszkoze
révén hozzajarul a rekombinans fehérje hatékony heterolég expresszidjahoz. Mindezen
tulajdonsagok ellenére a rekombinans fehérjék E. coli gazdaszervezettel torténd
expresszidja gyakran oldhatatlan és/vagy nem miikodo fehérjéket eredményez. Jelen
PhD értekezés az E. coli expresszids rendszerben torténd rekombinans fehérjetermelés
fejlesztésére iranyuld stratégiakat targyalja harom példan keresztiil a fehérjetermelés
hatékonysagnovelésének aktudlis lehetdségeibdl: 1. ubikvitin fizi6é alkalmazasa a nativ
SMAC és a gazdatorzsre nézve toxikus BUFII fehérjék bioszintézisére (flizids stratégia);
2. zarvanytestben termel6d6 GST-XIAP (aggregatumok) denaturalasa, majd refoldingja
a fehérje aktiv formajanak el6allitdsara (poszttranszlaciés renaturalds stratégia); 3.
autoindukcié alkalmazasa az AURKA oldhatatlan zarvanytestekké torténd aggregacidja
ellen (fermentacios koriilmények beallitasan alapul6 stratégia).

A 20-50 aminosavat tartalmaz6 peptidek szintézisénél el6fordulhat, hogy nem
vesznek fel megfelel6 konformaciot, valamint kevésbé allnak ellen a proteazok
aktivitasanak, emiatt lebomolhatnak (Piatkov és mtsai. 2013). Célkituzéslink ubikvitin
faziés cimke alkalmazasa kis molekulatomeggel rendelkezd peptid (BUFORIN II)
esetében a rekombinans fehérje stabilitasanak novelése érdekében.

Célunk az ubikvitin fuzids cimke alkalmazasa kis molekulatomeggel rendelkez6
peptid (BUFORIN II), illetve kis molekulatomeggel rendelkezé fehérje (SMAC) esetében
a célfehérje specifikus hasitdsa érdekében. Az expresszalt fehérjék detektalasanak és
tisztitasdnak megkonnyitésére gyakran alkalmaznak affinités cimkéket. A
leggyakrabban alkalmazott affinitds cimke a hexa/deka hisztidin szekvencia, ami Ni-
nitrilo-tricetdt matrixhoz koti a fuziés fehérjét. A bakteridlis fehérjék mosassal
eltavolithatok, majd a tiszta fehérje imidazol oldattal eludlhaté a matrixrél. Az

expresszids vektorokban az affinitas cimke és a célfehérje kozé beépitenek egy proteaz
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hasitasi helyet is. Gyakran haszndlt protedz a trombin vagy a faktor Xa. Ezeknek az
enzimeknek a hasznalata soran el6fordulhat, hogy a célfehérje is proteolizist szenved.
Mivel a proteazok altaldban a hasitasi szekvencia kézepén vagnak, az affinitds cimke
eltavolitdsa utan a célfehérje amino terminalis szekvenciaja altalaban megvaltozik. A
fenti két problémara megoldas az ubikvitin fuziés partner hasznalata. Az amino
terminalisukon ubikvitinalt fehérjékrdl az ubikvitin lehasitasat az ubikvitin hidrolazok
egyik valtozata végzi, ilyen a jelen dolgozatban is alkalmazott YUH1 enzim (ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase). Ez az enzim abszolut specifikus az ubikvitin szekvenciara,
és nem érzékeny a célfehérje amino-terminalis szekvenciajara.

Célunk az ubikvitin fazids cimke alkalmazasa kis molekulatomeggel rendelkezd
peptid (BUFORIN II), illetve kis molekulatomeggel rendelkezé fehérje (SMAC) esetében
az affinitas cimke-mentes céltermék bioszintézisének érdekében.

Jelen dolgozat tovabbi célkitlizése az autoindukcidés fermentacio6
alkalmazhatésaganak vizsgalata a zarvanytestben képz6d6 AURKA rekombinans fehérje
aktiv formaban torténé eldallitaisa céljabdl. Az autdindukciés fermentacid
koriilményeinek beallitasa céljabdl az EGFP-t, atfog6an tanulmanyozott rekombinans
fehérjét valasztottunk, amely hagyomanyos, IPTG alapu indukcié soran is hatékony

oldott formaju, aktiv fehérjetermelést eredményez.
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3.Anyagok és modszerek

3.1. Alkalmazott sejtvonalak

Az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonal alkalmas a kis képiaszamban jelenlévé
plazmidok esetében is nagy hatékonysagu expresszidora. Nagy mRNS stabilitassal és
fehérje hozammal rendelkezik, a T7 promoéter alapu plazmidok hasznalatara
optimalizalt sejtvonal.

A baktériumokban torténd rekombindns fehérjék el6allitdsa soran allandé
probléma az endotoxinok (a gazdaszervezet altal termelt lipopoliszacharidok, ,belsd
méreg”) jelenléte a tisztitott fehérjekészitményekben: az E. coli BL21 (DE3) ClearColi
sejtvonal egy olyan sejtvonal, melyben moédositott lipopoliszacharid van jelen, amely
nem valt ki endotoxin valaszt. Alkalmas membranhoz és lipidekhez kot6d6 fehérjék
expresszidjara.

Az E. coli BL21 (DE3) Rosetta plysS ritka kodonokat kédol6 vektort tartalmazo
sejtvonal, amely a human eredetli fehérjék prokariotakban torténé el6allitasara
optimalizalt.

Az E. coli BL21 (DE3) Topl0 sejtvonalat alkalmaztuk a plazmidok
felszaporitasasra. A sejtvonal el6nyei kozé tartozik, hogy képes stabilan, nagy
kopiaszamban lemasolni a bejuttattot plazmidot, mivel fokozott a genomialis DNS
klénozasi kapacitasa.

A kutatas soran alkalmazott sejtvonalakat a SAPIENTIA EMTE, Csikszeredai Kar,
Biomérnoki Tanszéke biztositotta. Az autoindukciés kisérletek soran a rendelkezésre
all6 sejtvonal tipusok koziil alkalmas volt az E. coli BL21 (DE3) Star és az E. coli BL21
(DE3) ClearColi, melyek nem tartalmazzdk a pLysS rendszert. A pLysS torzsek T7
lizozimot expresszalnak, ami tovabb gatolja a T7 RNS polimeraz alapexpresszidjat az
indukcié el6tt, igy stabilizalja a sejtnovekedést és életképességet befolyasolo
célfehérjéket kodolo pET rekombinansokat, igy autoindukciora alkalmatlanna téve ezen

torzseket.
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3.2. Kémai kompetens sejtek eldallitasa és transzfromacié

A kutatds soran felhasznalt anyagok listdjat az I. melléklet tartalmazza. A
kutatas soran termeltetni/vizsgalni kivant célfehérjék (SMAC, BUFII, GST-XIAP, EGFP,
AURKA) génjét tartalmazé plazmidokat kémiai transzformdalds sordn juttattuk be
el6készitett kémiai kompetens E. coli BL21 (DE3) Rosetta plysS, E. coli ClearColi
BL21(DE3) és E. coli Star BL21 (DE3) sejtekbe. A kémiai kompetens sejtek
létrehozasahoz és a transzformalashoz két pufferoldatot készitettiink el a 1. tablazat,
illetve a 2. tablazat alapjan.

1. tabldzat: Az 5x KCM puffer oldat dsszetevdi

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
(V=10 mL)
KCl 1M 5,1 mL
CaClz 1M 2,5mL
MgCl2 1M 2,4 mL

2. tdblazat: A TSB puffer oldat dsszetevoi

Osszetevd Koncentracio Mennyiség (V=50 mL)
PEG (polietilén-glikol) 10%(m/V) 5g
DMSO (dimetil-szulfoxid) 5%(V/V) 2,5 mL
MgCl2 10 mM 5 mL (1 M térzsoldatbol)
MgSO04 10 mM 5 mL (1 M térzsoldatbol)

A kémiai kompetens sejtek elkészitéséhez LB tapoldatban, 37 °C-on O.N.
elénevelt kulturat alkalmaztunk. A kompetens sejteket modositott, hésokk mentes
transzformalashoz alkalmas modszerrel készitettiik: 200 mL LB tapoldathoz 1 mL O.N.
baktériumkultirat adtunk, majd 37 °C h6mérsékleten, 250 rpm-en inkubaltuk, elérve
ODe600=0,4 sejtsiiriséget. A sejtnovekedést optikai stirliségméréssel kovettitk A=600 nm-
en UV-Vis spektrofotométerrel (GeneQuant pro Spectrophotometer, GE Healthcare). Ezt
kovetben 10 percig jégen inkubaltuk, majd 3500 rpm-en, 4 °C-on, 5 percig centrifugaltuk
(Thermo Scientific SL 40R Centrifuge). Centrifugalas utan a pellethez hozzaadtunk 2 mL
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TSB puffert, majd 6vatosan szuszpendaltuk. Steril glicerin hozzaadasat kovetéen (végsd
koncentraci6 15%) 100 pL-enként szétosztva taroltuk -80°C-on (Thermo Scientific
FORMA 88000 SERIES). A Kkémiai kompetens sejtek Kkészitését kovetben a
transzformalast a kovetkez6 mddszerrel végeztiik: 20 uL. 5x KCM puffer oldathoz 1 pL
plazmidot és 100 pL kompetens sejtet adtunk, majd 20 percet jégen, ezt kdvetéen 10
percet szobahdmérsékleten inkubaltuk a sejteket. Ezt kévetéen 100 pL LB tapoldatot
adtunk az elegyhez majd 37 °C-on, 250 rpm-en inkubaltuk 30 percig. 200 pL
transzformalt sejtet szélesztettiink a megfelel6 antibiotikum tartalmu LB agar
taptalajra, a transzformaci6é hatékonysaganak ellendrzése érdekében. A transzformalas
soran alkalmazott, rekombinans géneket tartalmazdé vektorokat a Sapientia EMTE,
Csikszeredai Kar, Biomérnoki Tanszéke, illetve a Corax CEU Bioneer SA kutatdintézet

bocsatotta rendelkezésiinkre.
3.3. A SMAC és BUFII rekombinans fehérje bioszintézise

3.3.1. pUbig-SMAC expresszids vektor létrehozasa

A pUbiq expresszids vektor ajandék volt prof. Dr. Perczel Andras kutatocsoport
(MTA-ELTE Fehérjemodellezd Kutatocsoport és Szerkezeti Kémia és Biologia
Laboratorium) részérdl. A tervezett oligonukleotidokat (primereket) a GeneriBiotech
(Debrecen) gyartotta le. A pET20b_SMAC (Salamon és mtsai.,, 2017) konstrukciobol
szarmaz6 SMAC gén amplifikaciéjat PCR-rel végeztiikk (PRO FLEX PCRS System, Life
Technologies) a megfelel6 primerekkel (3. tablazat). A DNS-szekvencia megjelenitésére
és szerkesztésére (2. abra) Snapgene szoftvert (1.1.3-as verzi6) hasznaltunk

(https://www.snapgene.com/). A PCR reakci6 6sszetétele a 4. tablazatban lathaté.

SaclI BamHI

B Ubiguitn 4 Pol >

T7 prdmoter 10xHis T7 terminator

2. dbra: A tanulmdnyban vizsgdlt pUbiq rendszer sematikus dbrdja

A hémérsékleti profil: 90 mp 95 °C-on, melyet kévet 35 ciklus 10 mp 95 °C-on,
30 mp 54 °C-on és 60 mp 72 °C-on, ezt kovetéen 10 percig 72 °C-on.


https://paperpile.com/c/TzAY9D/CFQG
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CFQG
https://paperpile.com/c/TzAY9D/CFQG
https://paperpile.com/c/TzAY9D/mPOw

30

3. tabldzat: Tervezett oligonukleotidok (SMAC fehérje klénozdsa)

Primer név Nukleotid szekvencia Tm (°C) RE G-C
arany
(%)
Fw-SMAC-UBI- 5'CTCCGCGGTGGAGCGGTTCCTATTG 70 Sacll 57
Sacll CACAGAAATC
R-SMAC-UBI- 5’'CCGGATCCTGGTAATTAATCCTCAC 67 BamHI 56
BamHI GCAGGTAGGCC

4. tablazat: A PCR sordn alkalmazott keverék dsszetétele

Komponens Mennyiség

10x Phusion HF puffer (Thermo Scientific) 5 uL
10 mM dNTP mix (Thermo Scientific) 1,5 uL
10 uM Fw-SMAC-UBI-Sacll 0,5 pL

10 uM R-SMAC-UBI-BamHI 0,5 pL

SMAC template (21,23 g/mL) 1 uL

Pfu DNA polymerase (Thermo Scientific) 1L
H20 40,5 pL

Osszesen 50 pL

A PCR terméket Sacll (Thermo Scientific) és BamHI (Thermo Scientific)
restrikcids endonukleazokkal emésztettiik. A foszfodiészter kotés létrehozasat a SMAC
inszert ragadds végeihez a pUbiq plazmid ragadés végeivel T4 DNS ligaz (Thermo
Scientific) alkalmazasaval végeztiik el, igy hozva létre a pUbiq-SMAC vektor DNS
konstrukciot. A vektorkonstrukcié szekvenalasat a GeneriBiotech (Debrecen) végezte. A
PCR-termékek, illetve a restrikcios endonukleazokkal végzett emésztések
szétvalasztasat agardz-gélelektroforézissel végeztiikk, 1%-os agar6z (Lonza SeaKem®
LE) gélen 20 000-szeres higitasu festéssel (RedSafe Nucleic Acid Staining Solution;
iNtRON Biotechnology, Korea).

3.3.2. 10xHis-UBI_SMAC fehérje expresszioja és tisztitasa

A baktériumkultirat Sartorius BIOSTAT® A plus 1 literes bioreaktorban
inkubaltuk, a kovetkezé miikodési paraméterek mellett: a sejteket 37 °C-on LB
tapoldatban tenyésztettiik 50 mg/L kanamicinnel kiegészitve, az E. coli transzformansok

szelekcidja és fenntartasa céljabol; keverési sebesség 300 rpm; 1égaramlasi sebesség 0,2
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vvm. A sejtnovekedést optikai slirliségméréssel kovettiik A=600 nm-en UV-Vis
spektrofotométerrel (GeneQuant pro Spectrophotometer, GE Healthcare). A 10xHis-
UBI_SMAC expressziojat 0,5 mM IPTG hozzdadasaval indukaltuk ODe00o=0,8 optikai
slirliség mellett, az expresszi6 id6tartama 5 6ra volt.

A baktériumkultarat centrifugalassal (SL-40R, Thermo Scientific) gyjtottiik
ossze 4000 g 10 percig. A sejteket 20 mL lizis pufferben szuszpendaltuk (5. tablazat),
majd ultrahangos lizalast kovetden 60 000 g-vel 60 percig centrifugaltuk (Sorvall Lynx
6000, Thermo Scientific). A feliillusz6t 4°C-on taroltuk a tisztitasi folyamat alatt. A
feltiluszoban talalhato (oldott) fehérjéket SDS-PAGE-n (12% akrilamid) valasztottuk el.
A rekombinans fehérje méret szerinti azonositasara a Protein Marker [ (peqGOLD,
VWR) létra szolgalt.

A bioreaktorban expresszalt 10xHis-UBI_SMAC rekombinans fehérje tisztitasat
FPLC-vel (AKTA purifier, GE Healthcare) végeztiik HisTrap (GE) 5 mL-es affinitas
kromatografids oszlopon. Az alkalmazott pufferrendszert a 5. tablazat mutatja be. A
pufferrendszer Mos6 1 és Mos6 Il puffert tartalmaz, annak érdekében, hogy
minimalizaljuk a fehérjék és az oszlop kozott 1étrejové nem specifikus kdlcsonhatasokat.
Az elualt fehérjék abszorbanciajat UV-detektorral (UPC-900, GE Healthcare) kovettiik

280 nm hulldAmhosszon.

5. tabldzat: A dekahisztidin fiziés (10xHis-UBI_SMAC) rekombindns fehérje tisztitdsdra

haszndlt pufferek
LIZIS PUFFER MOS0 1. PUFFER MOSO II. PUFFER  ELUCIOS PUFFER
pH=8 pH=8 pH=8 pH=8
50 mM 50 mM 20 mM Tris 20 mM Tris
NazHPO4*2H20 Na2HPO4*2H20
300 mM NaCl 300 mM NaCl 1 M NacCl 200 mM NaCl
20 mM imidazol 40 mM imidazol 20 mM imidazol 400 mM
imidazol
10% glicerin
0.2% CHAPS 2 mM S-merk. 2 mM f-merk. 2 mM S-merk.
2 mM S-merk. 0,2% BOG

A 10xHis-UBI_SMAC sikeres tisztitdsa utan a fehérje komplexet 1U YUH1-gyel
emésztettiik, 4 6ran at. A YUH1 emészt6 puffer 20 mM Tris-HCI-t, 1 mM DTT-t és 0,5
mM EDTA-t tartalmazott. Az emésztési reakciot 10%-os SDS-PAGE-el ellenériztik, a

kapott képet a GelAnalyzer 19.1 szoftverrel elemeztiik (http://www.gelanalyzer.com/).


https://paperpile.com/c/TzAY9D/jtY1
https://paperpile.com/c/TzAY9D/jtY1
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A nativ SMAC izoladlasa érdekében egy ujabb affinitds kromatografids tisztitast
alkalmaztunk, igy tavolitva el az elegybdl az 10xHis-ubikvitint és a YUH1 enzimet. Az
alkalmazott pufferrendszert a 5. tabldzat mutatja be. Az elualt fehérjék abszorbanciajat

UV-detektorral (UPC-900, GE Healthcare) kévettiik 280 nm hulldamhosszon.

3.3.3. 10xHis-UBI_SMAC fehérje szerkezetének modellezése

A 10xHis-UBI_SMAC fehérje komplex 3D szerkezetét homoldgia alapti modellez6
algoritmussal végeztiik. A Phyre2 online keresémotort hasznaltuk a fziés rekombindns
fehérje szekvencia homoldégok keresésére és a modell megalkotdsara
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/). A modell készitése soran a kovetkezo
struktdrakat hasznaltuk sablonként: 3LOW, 5Y3T, 1FEW, 3AI5, 10GW, 10QY, 6PX3,
1YX5. A megfelel templatokbodl a meglévé ismert kristalyszerkezetek alapjan a Phyre?2
alkalmazasaval (nagy pontossdggal) meghatarozhat6 a fuzids fehérje térszerkezete
(DeLano, 2002; Kelley és mtsai., 2015). A 3D-s szerkezet megjelenitéséhez PyMOL 2.0
szoftvert hasznaltunk (https://pymol.org/2/).

3.3.4. SMAC és GST-XIAP kozotti kdlcsonhatas in vitro vizsgalata

A SMAC és GST-XIAP kozotti kolcsonhatas in vitro vizsgalatdhoz hasznalt
rekombinans GST-XIAP kereskedelmi forrasokbdl (Merck) szarmazott. A Glutathione
Sepharose 4b gyantat reakcié pufferrel (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH
7,4) ekvilibraltuk. A GST-pulldown kisérleteket szobah6mérsékleten végeztiik. A GST-
XIAP fehérjéket (8 pg) és a rekombindns SMAC-et (8 pg) glutation gyongyokkel
inkubaltuk 1-2 éran at reakcidpufferben, majd harom mosas kovette. A megkotott
fehérjéket 10 mM szabad redukalt glutationnal elualtuk Tris pufferben. Pozitiv
kontrollként GST-t (8 pg), negativ kontrollként a SMAC fehérjét alkalmaztuk (a SMAC
egyediil, ha nincs GST-XIAP, 6nmagaban nem kotddik fel az oszlopra). Az elualt mintakat

8%-0s SDS-PAGE-n ellenériztiik.

3.3.5.10xHis-UBI_BUFII fehérje bioszintézise

A BUFORIN II kis méretének (21 aminosav, 63 bp) kévetkeztében a klénozashoz
szlikséges inszert (gén) két egyszald oligonukleotid (primer) (6. tablazat). A BUFORIN II

peptidet kodolé DNS szekvencia N-termindlisara Sacll és C-termindlisra a BamHI


https://paperpile.com/c/TzAY9D/VLHbl+kY3OL
https://paperpile.com/c/TzAY9D/VLHbl+kY3OL
https://paperpile.com/c/TzAY9D/VLHbl+kY3OL
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enzimet altal felismert szekvenciat terveztiink. A tervezett oligonukleotidokat a
GeneriBiotech (Debrecen) gyartotta le. A DNS-szekvencia megjelenitésére és
szerkesztésére Snapgene szoftvert (1.1.3-as verzio) hasznaltunk

(https://www.snapgene.com/).

6. tabldzat: Tervezett oligonukleotidok (BUFII fehérje klénozdsa)

Primer név Nukleotid szekvencia

Fw-BUFII  5’CCGCGGTGGAACCCGCAGCAGCCGCGCGGGCCTGCAGTTTCCGGTGGG
CCGCGTGCATCGCCTGCTGCGCAAATAAGGATCC

R-BUFII 5'GGATCCTTATTTGCGCAGCAGGCGATGCACGCGGCCCACCGGAAACTG
CAGGCCCGCGCGGCTGCTGCGGGTTCCACCGCGG

Az inszert el6allitasa a két egyszala oligonukleotid (BUFORIN II peptidet k6dold
DNS szekvencia) hibridizaciéjaval valésult meg. A hibridizaciét TE pufferben végeztiik
(100 pL): a reakcidelegybe 25 L ,forward” (5’) és 25 uL ,reverse” (3’) szekvenciat
adtunk, amelyet 4 pL. 1 M-os NaCl oldattal egészitettiik ki. A reakcidelegyet PCR
késziilékbe helyeztiik, melyet lassan felmelegitettiik 95°C-ra, mely hd&mérsékleten
tartottuk 10 percig, majd alacsony sebesség mellett hiitottiik szobahémérsékletre.

A rekombinans vektor 1étrehozasat BamHI és Sacll restrikciés endonukleazok
felhasznalasaval valoésitottuk meg. A megfelelé klon kivalasztasa érdekében a ligalasi
reakcidelegyet E. coli TOP10F klénoz6 sejtvonalba transzformaltuk.

A 10xHis-UBI_BUFII fehérje expresssziojara E. coli Rosetta™ (DE3)pLysS torzset,
mint proteaz-hidnyos gazdasejtet hasznaltunk. A rekombindns fehérje nagy
mennyiségben valdé termelését 1 literes Sartorius Biostat®A Plus bioreaktorban
valositottuk meg. A fermentacié6 koriulményeinek vezérlését BioPAT®MFCS/DA
Supervisory Control szoftverrel végeztiik. A bioreaktort 0,7 L 2YT taplevessel (16 g/L
Tripton, 10g/L éleszt6 kivonat, 5 g/L NaCl) toltottiik fel, majd a teljes rendszert
autoklavban sterilizaltuk (120 °C, 20 perc). A fermentacié paraméterei: 400 RPM, 37 °C,
pH=6,9. A rendszer stabilizalodasa utan a reaktort beoltottuk, majd a sejttenyészetet 37
°C-on, 6,9-es pH-n és 40% folotti oldottoxigén szint mellett ndvesztettiik 26-os optikai
denzitas (600 nm) eléréséig. Az optikai denzitds mérése CamSpecM330 UV-VIS
spektrofotométerrel tortént. A fehérjeexpressziét izopropil-tiogalaktopiranoziddal

(IPTG) indukaltuk, 1 mM végsd koncentracioban. A fehérje expresszié 37 °C-on, 4 6ran


https://paperpile.com/c/TzAY9D/mPOw
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at zajlott. A sejtek begy(jtését centrifugalassal (12000xg, 10perc, 4 °C, Sorvall LYNX
6000 Ultracentrifuga), feltardsukat Microfluidizer LM10 miiszerrel végeztik. A
feltarashoz hasznalt lizis puffer 6sszetétele: 20 mM Tris-HCI(pH=8), 250 mM NacCl, 2
mM ditiotreitol (DTT), 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 1X proteaz inhibi-tor
(Thermo Scientific). A feltaras soran nyert kivonatot centrifugaltuk (60000xg, 60 perc,
4 °C, Sorvall LYNX6000 Ultracentrifuga) a sejttormelék eltavolitdsanak érdekében.

Az affinitds kromatografias tisztitds 5 mL-es HisTrap (GEHealthcare) oszlopon
tortént, AKTA FPLC (Amersham Pharmacia Biotech) késziiléken. A rendszer vezérlését
és az adatgy(jtést UNICORN 5.11 szoftverrel végeztiilk. A mosd puffer Osszetétele:
20 mM Tris-HCl (pH=8), 250 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM PMSF, 20 mM imidazol; az
elucios puffer dsszetétele: 20 mM Tris-HCl (pH=8), 250 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM
PMSF, 500 mM imidazol. Az alkalmazott tisztitasi paraméterek a kovetkezok: 1 mL/perc
aramlasi sebesség, 1 mL/frakcid. Az elucié sordn lépcsés gradienssel- (40-500 mM
imidazol, 2 oszloptérfogat, 1 mL frakci6), valamint linearis gradienssel (0-500 mM
imidazol, 4 oszloptérfogat, 1 mL frakci6) torténd elvalasztast alkalmaztunk. A tisztitas
soran kapott fehérje oldatot dializisnek vetettiik ala, mely 24 oran keresztil tartott, 4
°C-on, kevertetve, a kovetkezd pufferben: 20 mM Tris-HCl (pH=8), 250 mM NaCl, 2 mM
DTT, 1 mM PMSF. A 10xHis-UBI_BUFII sikeres tisztitasa utan a fehérje komplexet 1 U
YUH1-gyel emésztettiik a 10xHis-UBI_SMAC komplex koriilményeinek megfelelen.

3.4. GST-XIAP zarvanytestek refoldingja

3.4.1. GST-XIAP zarvanytestek bioszintézise

A pGEX-GST-XIAP rekombinans plazmid Reményi Attila (MTA TTK, Szerves
Kémiai Intézet, Fehérje Kolcsonhatds Kutatocsoport, Budapest, Magyarorszag)
ajandéka. Kisérleteink soran a teljes XIAP fehérjét expresszaltuk. A Western blot
analizishez kontrollként hasznalt rekombinans GST-XIAP kereskedelmi forrasokbol
(Merck) szarmazott. Az elektroforézis késziilék a Bio-Rad (Bio-Rad Mini
ProteanTetraCell) cégt6l szarmazott. A centrifugalashoz Sorvall LYNX 6000 centrifugat
(Thermo Scientific) hasznaltunk. A fehérjék szakaszos tisztitasat Glutathione Sepharose
4B affinitaskromatografias gyantaval (GE Healthcare) végeztiik. Minden kromatografias
kisérletet AKTA FPLC rendszerrel (Amersham Pharmacia Biotech) végeztiink. A Hi Load

16/600 Superdex 75 pg oszlopot a GE Healthcare-t8l vasaroltuk. A chip elektroforézis
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vizsgalatokhoz 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent) és Protein 250 Kit (Agilent)
hasznaltunk.

A pGEX-GST-XIAP rekombinans plazmidot kompetens E. coli BL21 (DE3) Rosetta
plysS baktériumsejtekbe transzformaltuk, és 100 pg/mL ampicillint és 34 pg/mL
kloramfenikolt tartalmaz6 Luria Bertani (LB) tapagarra szélesztettiik. Egyetlen telepet
hasznaltunk 5 ml LB-ampicillin tapoldat beoltasara, és 8 éran at 37 °C-on, 250 rpm
sebességgel novesztettiik. Ezutan 1 mL inokulumtenyészetet 200 mL 100 pg/mL
ampicillint és 34 pg/mL kloramfenikolt tartalmazé M9 minimal tapoldatba vittiink
tovabb, és ugyanolyan koriilmények kozott tenyésztettiik, amig az ODesoo érték el nem
érte a 0,7-et. A tenyésztési hdmérsékletet 18 °C-ra csokkentettiik, és 0,2 mM IPTG-t
adtunk hozza a rekombindns fehérje expresszidjanak iniciacidja érdekében. A
baktériumkultirat 8 6ran at 18 °C-on inkubaltuk. A sejteket centrifugalassal gy(ijtottiik
0ssze 4500 rpm-en 10 percig 4 °C-on. Az Osszfehérjét 10%-os (w/v) SDS-PAGE-val
analizaltuk.

3 g kinyert sejtet 30 mL lizispufferben (50 mM Tris HCI, 200 mM NaCl és 2 mM
DTT, pH 7,8) szuszpendaltunk. Lizozimet (1 mg/mL) adtunk a sejtszuszpenzidhoz, és 30
percig inkubaltuk 4 °C-on. Ezt kovetden DNaz I-et (0,1 mg/mL végsd koncentracio)
adtunk a sejtszuszpenziohoz. 30 perces inkubalas utan a sejteket nagynyomasu
homogenizatorral (LM10 Microfluidizer) homogenizaltuk 18 000 psi nyomason két
cikluson keresztiil. A sejtlizatumot 20 percig centrifugaltuk 15 000 x g-vel, 4 °C-on, majd

a pelleteket 6sszegyijtottiik és ultratiszta vizzel kétszer mostuk.

3.4.2. GST-XIAP zarvanytestek szolubilizalasa és refoldalasa

A célfehérje szolubilizalasat ugy végeztiik, hogy a fent emlitett lizispufferhez N-
Lauroil-szarkozint adtunk kiilonb6z6 koncentraciékban (2%, 3%, 4% és 10%). Ezeket a
szuszpenzidkat szobahémérsékleten inkubaltuk enyhe keverés kézben 1 6ran at, majd
centrifugaltuk 10 000 x g-vel 15 percig. A célfehérjét tartalmazd feliiliszot azonnali
refoldalasi eljarasnak vetettiik ala. A szolubilizalt fehérjefrakciokat 10%-os (w/v) SDS-
PAGE-val analizaltuk.

A teljes fehérje kvalitativ elemzését protein chip analizissel végeztiik. A kisérletet
a Protein 230 Kit (Agilent) kisérleti leirasa szerint végeztiik Bioanalyzer 2100

hasznalataval. A rekombinans XIAP-GST folding feltételeinek optimalizalasat TritonX-
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100, CHAPS és OTG alkalmazasaval végeztiik, killonb6z6é aranyokban. A 6 kiilonb6z6
korilmény:

1: 1% TritonX-100 és 0,61% (10 mM) CHAPS;

2: 2% TritonX-100 és 1,22% (20 mM) CHAPS;

3: 3% TritonX-100 és 4,83% (30 mM) CHAPS;

4: 1% TritonX-100 és 1,5% OTG;

5: 1% TritonX-100 és 1% OTG;

6:0,61% (10 mM) CHAPS és 1% OTG.

A folding korilményeit harom parhuzamos ismétlésben teszteltiik. A
detergenseket Ovatosan, lassan keverve, szobahdmérsékleten adtuk a szolubilizalt
fehérjéhez. A refoldalt fehérjéket Glutathione Sepharose 4B gyantan tisztitottuk. A
szolubilizalt fehérjéket 2 o6ran 4t inkubdltuk a glutation gyongyokkel
szobahdmérsékleten, enyhe keverés kozben. A refoldalt fehérjék tisztitasat a gyartd (GE
Healthcare) utasitasai szerint végeztiikk, majd 10%-os SDS-PAGE analizis kovette. A
fehérje elualasat 50 mM Tris-HCI pufferrel (pH 8,0), amely 20 mM redukalt glutationt
tartalmazott. Az elualt frakciékat 4 °C-on taroltuk, és 10%-os SDS-PAGE-val analizaltuk.
A tisztitott fehérjéket 48 o6ran at dializaltuk 50 mM Tris-HCl pufferben (pH 7,8),
haromszori puffercserével. A célfehérje tovabbi tisztitasat méretkizarasos
kromatografiaval végeztiik HiLoad 16/600 Superdex 75 pg oszlopon 1 mL/perc
aramlasi sebességgel. Az oszlopot el6szor 2 oszloptérfogatnyi 50 mM Tris-HCI, pH 7,8
pufferrel toltottiik fel, majd a mintat injektaltuk. Az eliciét 280 nm-en kovettiik. Az
elualt frakciokat 4 °C-on taroltuk, és 10%-os SDS-PAGE-val analizaltuk. Minden mintat a
Laemmli protokollon alapulé SDS-PAGE moddszerrel elemeztiink 5%-0s (w/v) stacking
géllel és 10%-o0s (w/v) rezolvalo géllel 120 V allandé fesziiltség mellett.

Western blot (Mini Trans-Blot®, Bio-Rad) analizist végeztiink a GST-XIAP
refolding megerdsitésére. A rekombinans GST-XIAP fehérjét elektroforézissel, 10%-os
nativ PAGE alkalmazasaval valasztottuk el, 4 °C-on, majd nedves transzferrel PVDF
membranra vittiikk at. A transzfer puffer 25 mM Tris-HCI-t, 192 mM glicint, 0,7%-0s
ecetsavat tartalmazott, pH=7,4. A transzfert 4 °C-on 100V fesziiltség mellett végeztiik, 1
oran keresztiil. A membran szabad fehérjekot6 felszinét indifferens sovany tejporral
blokkoltuk. A membrant 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk monoklonalis anti-XIAP
antitesttel, a 2F1 klénnal (Abcam), 1:1000 higitassal TBS pufferben. 15 perces TBS-sel

végzett négyszeri mosas utdn a membrant TBS-ben 1:1000 aranyban higitott Goat Anti-
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Mouse IgG H&L (HRP) masodlagos antitesttel (Abcam) inkubaltuk. A kovetkezd 1épés
négyszeri mosas volt TBS-sel 15 percig. Végil a fehérjét Pierce™ ECL szubsztrattal
(Thermo Scientific) detektaltuk, és a membrant rontgenfilm segitségével (dark room

technika) tettiik lathatéva.

3.5. Autoindukcié alkalmazasa az AURKA zarvanytestekké
torténo aggregacioja ellen

3.5.1. Heterolog gént tartalmazo kulturak eldnevelése

A fermentaciok el6készitése soran el6nevelt kultdrdkat hoztunk létre.
Kisérleteink soran a teljes AURKA fehérjét expresszaltuk. Az els6 elénevelést 10 mL 100
utani szélesztés eredményeként Kkinétt baktériumtelepek leoltasaval. A kulturak
elénevelését 37 °C-on, 250 rpm-en végeztiik addig a pontig amikor a sejtsiirliség elérte
az ODeoo= 0,1-0,2 kozotti értéket, ez altaldban 4 o6ra alatt valdsult meg. Ezekhez az
elénevelt kulturakhoz 15% végkoncentraciéban steril glicerint adtunk hozza, majd -
80°C-on taroltuk 6ket. A tovabbi eldnevelt kulturakat ezekbdl a tarolt mintakbdl
oltottuk be, hogy a fermentdciék sordn ugyanazon telepbdl szarmazd sejtekkel
dolgozzunk. A tovabbiakban az el6nevelt kultira létrehozasdhoz 5 mL 100 mg/mL
ampicilin tartalmu LB tapoldatba oltottunk be 1 mL-t a tarolt mintdkbdl és ezeket az
el6z6ekkel azonos koriilményeken inkubaltuk.

Az autoindukciés fermentaciok soran kontrollként LB és M9 tapoldatot
alkalmaztunk, tovabba vizsgaltuk harom autoindukciés tapoldat hatékonysagat: ZYM,
ZYP (F. William Studier, 2005), illetve autoindukcios M9 (II. és IIl. melléklet). A
tapoldatok oOsszetétele jelen értekezés Anyag és modszer megfelel6 alfejezetében

lathato.

3.5.2. Fermentacids koriilmények

Ezen kisérlet soran 12 kiilonb6z6 koriilményt, 2 sejtvonalat és 2 rekombindns
fehérjének az expresszidjat vizsgaltuk. A kiilonb6z6 szubsztrat/indukalészer arany
hatasat vizsgaltuk a sejtnovekedésre és az expresszié mértékére, 37 °C-on, 24 6ran

keresztil. A vizsgalt szubsztrat/indukaldszer aranyok a 7. tablazatban lathatéak.


https://paperpile.com/c/TzAY9D/qBq2
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12 db. el6re 6sszeallitott tapoldatot mértiink ki, majd 96 lyukd mikrotitral6
lemezre (TPP TP29097) osztottunk szét 200-200 pL-t mintanként 8-as ismétléssel. A 6
perc ciklusidé indokolt a folyamatos razatas érdekében.

A mikrolemez olvas6é (BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA) programja:

- ciklusok szama és ideje: 72 ciklus, 6 perc

- h6mérséklet: 37 °C

- razatas: 250 RPM

7. tdbldzat: Fermentdcid sordn alkalmazott szénforrdsok ardnya

Koriilmények
Tapoldat Szénforras L. IL. I1. IV. V.
glc (g/L) 2 27 52 77 | 102
aM9 lac (g/L) 2 2 2 2 2
glc/ lac arany 1 13,5 26 38,5 | 51

glc (g/L) 05 | 55 | 305

ZYM lac (g/L) 2 2 2

glc/ lacarany | 0,25 | 2,75 | 15,25

glc (g/L) 05 | 55 | 305

ZYP lac (g/L) 2 2 2

glc/ lacarany | 0,25 | 2,75 | 15,25

3.5.3. Mintavétel, mintaelokészités és SDS-PAGE

Egy méréssorozat 24 o6ran keresztiil zajlott, a fermentaciét kovetéen a mintakat
osszegyljtottiilk, 18 000 RPM-en, 15 percig centrifugaltuk, majd a feliluszét tiszta
centrifuga cs6be pipettaztuk.

A EGFP és AURKA fehérjék sejtb6l valo kinyerésének érdekében a sejtek
feltarasat a pelletekbdl, a kovetkezé protokollt kovetve végeztiik el:

- apelletet (sejtiiledék) 100 uL lizis pufferben szuszpendaltuk fel (8. tablazat)

- szobahdmérsékleten inkubaltuk 30 percig
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- ezt kovetben jégre helyezve 2 x 20 impulzusnyit szonikaltuk (Hielscher
UP200S).

- 18000 RPM-en centrifugaltuk 10 percig, majd a feliilisz6t 6vatosan egy masik
centrifugatubusba pipettaztuk

A centrifugalas utani feltiluszo tartalmazza a szolubilis rekombinans fehérjét.

8. tablazat: Lizis puffer dsszetétele

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
(V=100 mL)
Na2HPO4*2H20 50 mM 089g
NaCl 300 mM 1,75¢g
Imidazol 20 mM 0,135¢g
DTT 1 mM 0,0154 g
TritonX100 1%(V/V) 1 mL
Lizozim 0,1 mg/mL 0,01g

A sejtek feltarasa utan kapott feliildszobol 25 pL-hez 5 pL. 6X mintakezel§ puffert
(9. tablazat) adtunk. 98 2C-on 5 percig f6ztiik a mintakat.

9. tdbldzat: 6x Mintakezeld puffer 6sszetétele

Osszetevd Koncentracio Mennyiséeg
(V=10 mL)
Tris HCl pH=6,8 0,375 M *
SDS 12%(m/V) 12g
Glicerin 60%(V/V) 6 mL
DTT 0,6 M 093¢g
Brémfenol kék 0,06%(m/V) 6 mg

Az SDS PAGE gél futtatdsa soran 7 pL molekulasuly markert (peqGOLD Protein
Marker I, VWR), illetve 10 pL mintat vittiink fel a gélre. A 10 %-os SDS-PAGE gél

ontéséhez hasznalt dsszetevoket és mennyiségeket tartalmazza a 10. tablazat. Az SDS-
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PAGE gél futtatasi paraméterei: a fels6 gél esetében 80 V 20 perc, majd a mintak alsé

gélbe valo érkezését kovetéen 120 V-on kb. 1,5 éra.

10. tabldzat: Az alsd, szepardld és felsé, koncentrdld gél dsszetétele

Osszetevd Also, szeparald Felsé,
gél koncentralé gél

H20 4,9 mL 6,1 mL

40% Acrylamide 2,5 mL 1,3 mL

1,5 M Tris-HCl 2,5mL -

0,5 M Tris-HCl - 2,5mL
10% SDS 100 pL 100 pL
TEMED 10 pL 10 pL
10% APS 32 uL 100 pL

A 11. tablazat tartalmazza a fehérjegél festése soran alkalmazott SDS-PAGE
festék Osszetevdit. A gél festése 30 percig razatva tortént, majd a fehérje savok

detektalhatosaga érdekében destain oldatot (12. tablazat) alkalmaztunk, razatva.

11. tabldzat: SDS-PAGE gél festék dsszetevii

Osszetevd Koncentréaci6 Mennyiség
(V=500 mL)
Coomassie Brilliant Blue | 0,1%(m/V) 05g
Metanol 20%(V/V) 100 mL
Ecetsav 10%(V/V) 50 mL

12. tablazat: Destain oldat dsszetevdi

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
(V=500 mL)
Metanol 50%(V/V) 250 mL

Ecetsav 10%(V/V) 50 mL
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3.5.4. Rekombinans fehérje mennyiségi meghatarozasa

A mintdk begy(jtését és feltarasat kovetSen, a rekombinans fehérjék
mennyiségének meghatarozasat fluorimetrias méréssel hatarozzuk meg. A mintakbol
5 pL-t szuszpendaltunk 100 pL lizis pufferben (6sszetételt lasd a feltaras leirasanal),
majd ebbdl készitettiink 20x-os higitast, biztositva ezaltal azt a koncentraciot, amely a
mérési tartomanyban taldlhaté. Az el6készitett mintdk, higitasok fluoreszcencidjat
mértiik fluoriméter (BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA) segitségével (405 nm excitacid,
520 nm emisszi6). A kalibraciés gorbe soran ismert EGFP koncentraciéju fehérje

oldatbdl elkészitett higitasi sort alkalmaztunk. A kalibraciés gorbe a 3. abran talalhaté.
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3. dbra: EGFP koncentrdcié meghatdrozdsdhoz alkalmazott kalibrdcié

A mérés alapjat az EGFP fluoreszcens tulajdonsaga képezi, amely révén a
fluoreszcencia intenzitasanak mérésével meghatarozhaté a termel6dott rekombinans

fehérje koncentracioja.
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4.Eredmeények

4.1. SMAC és BUFII rekombinans fehérje bioszintézise

4.1.1. pUbig-SMAC expresszios vektor

Jelen tanulmanyban létrehozott vektor konstrukcié részlete a 4. abran talalhato.
A SMAC fehérjét kodold gén a Sacll és BamHI restrikcids endonukledazok kozott
talalhaté. A vektor konstrukcié (pUbiq-SMAC) ellendrzése kiilonb6z6 restrikcios
endonukledz kombinacioval torténd emésztéssel, illetve szekvendalassal tortént (IV. és V.
melléklet). A pUbiq-SMAC vektor kanamicin rezisztencidért felel6s szelekcids gént

kédol.

pUbig-SMAC

(1450) BamHI ™~ \

SaclI (ss2)

4. dbra pUbiq-SMAC vektor konstrukcié részlete
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4.1.2. 10xHis-UBI_SMAC fehérje expresszioja és tisztitasa

A biomassza valtozadsat 6ranként kovettiik bioreaktorban, az optikai denzitas
600 nm-en tOorténé mérésével. Az optikai denzitds (OD600) monitorizdlasa az
expresszié soran az 5. dbran lathat6. A rekombinans fehérje termelését a fermentacio 2.
6rajaban indukaltuk 0,5 mM koncentraciéja IPTG-vel ODe00=0,8 értéknél, amelyet a 5.

abran ,|” -vel jeloltlink. Az expresszié 5 6ran keresztiil zajlott.
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5. dbra: Az optikai denzitds (biomassza) vizsgdlata a fermentdcid sordn
(A 10xHis-UBI_SMAC rekombindns fehérje termelddését a fermentdcié 2. érdjdban
indukdltuk IPTG-vel (,|”), az expresszié 5 ordn keresztiil zajlott)

A rekombinans fehérje termelésének SDS-PAGE analizise a 6. abran lathaté. A
rekombinans fehérje a fermentacié idejének el6rehaladtaval nagyobb meértékben

termel6dik az oldhatdé frakcidban.
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6. dbra: A 10xHis-UBI_SMAC rekombindns fehérje (32,1 kDa) termelés SDS-PAGE analizise
(M.: standard PeqGold Protein marker; 1.: indukcié el6tti minta; 2.: az indukcié utdni 1.
orai minta; 3.: az indukcio utdni 2. érai minta; 4.: az indukcid utdni 3. orai minta; 5.: az

indukcid utdni 4. érai minta; 6.: az indukcid utdni 5. érai minta)
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7. dbra: A 10xHis-UBI_SMAC rekombindns fehérje affinitdskromatogrdfids tisztitds (5 mL
HisTrap (GE Healthcare)) elticié folyamatdnak kromatogrammja
Az ellicié sordn a frakciondlds a 280 nm-en mért abszorbancia fiiggvényében tortént. A
kromatogram a vezetdképességet (Cond) és az alkalmazott eliiciés térfogatot (Conc) is
tartalmazza. Az eliicids puffer imidazol koncentrdciéja 400 mM.
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A tisztitds soran a 10xHis-UBI_SMAC fehérjét elvalasztottuk a cellularis
fehérjéktdl és egyéb szennyezddésektdl. A 7. &bra a UNICORN 5.0 szoftverbdl exportalt
affinitdskromatografidas eredményt tartalmazza (AKTA Explorer, GE Healthcare). A
rekombinans fehérje tisztitadsa sikeres volt az 8. dbra 1. mintdjanak SDS-PAGE gélképe
alapjan.

A tovabbiakban YUH1 enzimes emésztéssel eltavolitottuk a 10xHis-UBI fuzios
partnert a fehérje komplexbdl, igy el6allitva a nativ SMAC fehérjét. A reakci6 idétartama
3 ora volt, és amint a 8. abran lathatd, a masodik 6ratol kezdve az emésztés
hatékonysaga nem javul. A 3-5. savban a 30 kDa-nak megfeleld relativ molekulatomegi
sav a 10xHis-UBI_SMAC komplexet, a 26 kDa, 23 kDa és 8 kDa (a GelAnalyzer 19.1

elemzése szerint) a YUH1-et, a nativ SMAC-ot és az ubikvitin t jelenti.

200 kDa .
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85 kDa
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20 kDa

15 kDa

10 kDa

8. dbra: A 10xHis-UBI_SMAC komplex YUH1 emésztésének SDS PAGE eredménye
M.: standard (PeqGold Protein Il marker); 1.: 10xHis-UBI_SMAC; 2.: YUH1; 3-5.: a 10xHis-
UBI SMAC emésztése YUH1 enzimmel az 1., 2. és 3. raban.

A nativ SMAC fehérje szeparalasat ujabb affinitaskromatografias eljaras
segitségével végeztiik el, melynek soran a 10xHis-UBI szegmens koétédik az oszlophoz,

igy a SMAC fehérje az eluci6 soran kimosddik az oszloprol.
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4.1.3.10xHis-UBI_SMAC fehérje szerkezete

A nativ fehérje bioszintézis folyamatanak tovabbi vizsgalatdhoz elkészitettiik a
10xHis-UBI_SMAC komplex 3D szerkezeti modelljét, a Phyre2 online szoftver
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/) alkalmazasaval (9. 4&bra). A modell
pontossaga/josaga: 277 aminosav (98%), >90%-os pontossag. Az Uj molekularis
modellezési platformok megjelenésével kielégité az egyezés a fehérjetulajdonsagok

eldre jelzett értékei és az irodalomban talalhaté kisérleti adatok kozott.

9. abra: 10xHis-UBI SMAC szerkezet
((a) rekombindns SMAC fehérjeszintézis utdn, (b) deka hisztidin fiiziés szegmens, (c) YUH1
enzim hasitasi hely, (d) Ubikvitin eltdvolitva, nativ SMAC fehérje

Az expresszios rendszer hasznalataval a nativ fehérje a fuzids szegmens nélkiil is
el6allithato, amint azt a 9. abran lathat6 komplex modellje mutatja. A dekahisztidin
faziés partner felhasznalasaval a rekombinans fehérje affinitaskromatografiaval
tisztithato a sejtalkotd fehérjékt6l. Amint a 9. dbra C. részletében lathat6, a rekombinans
konstrukci6 rendelkezik egy olyan specifikus régioval (ubikvitin C teminalis régio, 'RGG’
szekvencia), amely régiéhoz kétédve a YUH1 enzim hasitja az ubikvitinhez fazionalt
célfehérjét. A proteolizist kovetéen egy ujabb affinitaskromatografias tisztitassal

elvalaszthaté a nativ fehérje a fizids partnertél és a YUH1 enzimt6l.
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4.1.4. SMAC és GST-XIAP kozotti kolcsonhatas in vitro vizsgalata

A nativ SMAC aktiv formdjanak és funkci6janak vizsgalatara pull-down kisérletet
végeztiink egy ismert interakcids partnerrel, a GST-XIAP-vel (10. abra). A kisérlet
koriilményei a 3.3.4 szakaszban taldlhatok. A GST-XIAP fuziés fehérje Glutathione-
Sepharose gyongyokhoz valo kotédési képessége elengedhetetlen volt a GST pull-down

kisérletek elvégzéséhez.
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10. abra. A rekombindns nativ SMAC kétddési vizsgalata GST-XIAP-vel
(1.: GST-XIAP és SMAC; 2.: GST és SMAC; 3-5.: az oszlopra felvitt mintdk glutationnal
eludlva- 3.: GST-XIAP és SMAC interakcios komplex; 4.: SMAC GST-XIAP nélkiil - negativ
kontroll; 5.: GST.

Az interakcios komplexum soran az elsd sav XIAP-ként (78 kDa), mig a masodik
sav SMAC-ként (23 kDa) azonosithatd. A fent bemutatott eredmények értelmében a
SMAC-GST-XIAP kolcsonhatas kimutatasa sikeres volt, ami bizonyitja a rekombinans

SMAC fehérje aktiv formajat., a szabad N terminalis AVPIA szekvenciat.
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4.1.5.10xHis-UBI_BUFII fehérje bioszintézise

A pUbiq-BUFII vektor létrehozasa és ellen6rzése esetében a pUbiq-SMAC
konstrukci6 munafolyamata relevans, kivételt képezve az insert el6készitése (pUbiq-
BUFII esetében hibridizacio altal).

A konstrukcié megfelel6 beépiilésének gyors ellendrzése érdekében restrikcids
endonukledzzal torténd emésztést végeztiink a ligalasi reakcideleggyel transzformalt E. coli
TOP10F sejtekbdl izolalt vektorokra. A restrikcidos emésztés agaro6z-gélelektroforézis
eredményét a 11. abra tartalmazza. A kiilénb6z6 restrikciés endonukledz kombinaciéval
torténé emésztés eredménye alapjan a megfelel6 pUbiq-BUFII vektor meghatarozasa
szekvenalassal tortént (VI. és VII. melléklet). A pUbiq-BUFII vektor kanamicin

rezisztenciaért felelds szelekcios gént kodol.

11. dbra: A pUbiq-BUFII vektor restrikciés endoznukledzokkal végzett emésztés agardz-
gélelektroforézis eredménye
A fragmentumok hossza a 3. és 4. minta esetében megfelelelé (M - GeneRuler 1 kb Plus,
Sigma-Aldrich)

A 20-50 aminosavat tartalmazé peptidek szintézisénél el6fordulhat, hogy nem
vesznek fel megfeleld6 konformaciét, valamint kevésbé allnak ellen a proteazok
aktivitdsanak, emiatt lebomolhatnak. Ennek elkeriilése érdekében alkalmaztuk a BUFII
esetében fuzids partnerként az ubiquitint.

A 10xHis-UBI_BUFII fehérje tisztitdsara egylépéses elvalasztasi technikat
alkalmaztunk. A nikkel affinitds kromatografias tisztitast 5 mL-es HisTrap (GE Healthcare)
oszlopon végeztilk, a 10xHis-UBI_SMAC rekombinans fehérje sordan alkalmazott
pufferrendszer hasznalataval. Az elicié soran izolalt célfehérje tisztasdganak fokozasa
érdekében egyarant alkalmaztunk lépcsés gradienssel-, valamint linearis gradienssel

torténd elvalasztast (12. dbra). A két elucié paramétereit (oszlop térfogat, puffer dsszetétel,
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aramlasi sebesség, gradiens meredekség) a 3.3.5. fejezet tartalmazza. Ezen két folyamat
koziil a linedris eltcié alkalmazasa esetében sikertilt nagyobb tisztasagu 10xHis-UBI_BUFII

rekombinans fehérjét izolalni.

SR 15
{

'

12. dbra: A fuizids fehérje nikkel affinitds kromatogrdfids tisztitdsi mintdk SDS-PAGE
ellenérzése:
(1.): Molekulastly-marker (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific), (1-
8.): Mintdk a linedris gradiens elticiobdl, (9-10) Mintdk a lépcsés gradiens elticiobdl

Az ubiquitin faziés partner emésztése a célpeptidrdl ubiquitin karboxil-terminalis
hidroldz (YUH1) enzimmel tortént (13. abra). Tekintettel arra, hogy a YUH1 enzim és a
lehasitott ubiquitin is rendelkezik (10x) polihisztidin cimkével, a BUFORIN II célpeptid egy
Ujabb affinitds kromatografias tisztitassal elvalaszthaté a fuziés partnertél és az
emésztéenzimtol. Mivel a lehasitott célpeptid mar nem rendelkezik polihisztidin cimkével,
nem mutat affinitadst az oszlop all6fazisa irant, igy a tiszitasi folyamat végén az oszlopon
atfolyé oldat tartalmazza. Az atfolyé oldat fehérjetartalmat Qubit 2.0 fluoriméterrel

(Thermo Scientific, Waltham, MA AEA) hataroztuk meg.

13. dbra: Az ubiquitin fuzios partner leemésztésének 10%-os SDS-PAGE ellendrzése
(1.: Ubiquitin karboxil-termindlis hidroldz enzim; 2.: Molekulastly marker (peqGOLD II,
VWR); 3.; Emésztés elbtti mint; 4.: Emésztés reakcidelegye
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4.2. GST-XIAP zarvanytestek refoldingja

4.2.1. GST-XIAP zarvanytestek bioszintézise

A GST-cimkével jelolt XIAP rekombindns fehérje expresszidéjahoz E. coli
BL21(DE3) Rosetta plysS baktériumtorzset alkalmaztuk, ahol a legnagyobb
rekombinans fehérjemennyiséget 18 °C-on, 8 ¢ra alatt, 0,2 mM IPTG koncentracid
mellett értiik el. Az overexpresszalt fehérje latszélagos molekulatémege 80 kDa az SDS-
PAGE analizis alapjan; a GST-XIAP konstrukcié szamitott molekulatomege 78 kDa. Az
SDS-PAGE ellendrzés alapjan (14. abra) a vizsgalt indukcié utani mintaban 1évd jelolt
sav jelenléte az indukcio elétt vett mintakhoz képest igazolja a célfehérje sikeres
expresszidjat. A sejtlizist kovetden a felliliszo és a pellet frakci6 mutatja a célfehérje
zarvanytestekben aggregalodott jellemét. A 14. 4bra 6. mintdja a zarvanytest

feliilszojat tartalmazza szolubilizalas utan, mig a 7. minta a szolubilizalas utédni pelletet.
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14. dbra. E. coliban 18 °C-on expresszadlt GST-XIAP 10%-os SDS-PAGE analizise
(1.: nem indukdlt teljes sejtlizdtum; 2.: teljes sejtlizatum 0,2 mM IPTG-vel végzett indukcio
utdn 8 drds tenyésztés utdn; M.: fehérje molekulatémeg marker (Novagen, Sigma Aldrich);
3.: sejtlizdtum homogenizdlds utdn; 4.: feliilliszo centrifugalds utan; 5.: pellet centrifugalds
utdn; 6.: feliiltiszé 10% N-lauroil-szarkozinnal térténé szolubilizdlds utan; 7.: pellet
szolubilizdlds utdn).

4.2.2. GST-XIAP zarvanytestek szolubilizalasa és refoldalasa

Tudva, hogy a zarvanytest-aggregatumok enyhe szolubilizalasa a kulcs a bioaktiv
fehérjék visszanyerésének javitasahoz, folytattuk munkankat az N-Lauroil-szarkozin

koncentracié hatasanak felmérésével a célfehérje szolubilizaciés hozamara. A fehérjék
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kaotrop agensek nélkiili szolubilizalasan alapulé refolding protokollt optimalizaltuk és
alkalmaztuk a GST-XIAP konstrukciéhoz (15. abra). Feltételeztiik, hogy az N-lauroil-
szarkozin kevesebb mint 10%-a mar alkalmas a zarvanytestek szolubilizalasara.
csokkentve, mint a 15. dbra mutatja, nem tapasztaltunk szignifikans kilonbséget az
osszes oldott fehérje mennyiségében. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a 2%-
os N-Lauroil-szarkozinnal tortén6 szolubilizalas mar sikeresen alkalmazhat6 a
zarvanytestben 1évg fehérjék oldott formaban hozatalara.
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zdrvdanytestek 10%-os SDS-PAGE analizise
(M.: fehérje molekulatémeg marker (Thermo Scientific); 1.: 3% N-lauroil-szarkozin
feliiltiszo; 2.: 3% N-lauroil-szarkozin pellet; 3.: 4% N-lauroil-szarkozin feliiltiszo; 4.: 4% N-
lauroil-szarkozin pellet; 5.: 2% N-lauroil-szarkozin feliiliszé; 6.: 2% N-lauroil-szarkozin
pellet).

A rekombinans GST-XIAP refoldalasanak optimalizalasat TritonX-100, CHAPS és
OTG megfelel6 ardnyban torténd hozzaadasaval végeztiik, 6 kiillonb6zd koriilmény
tesztelésével, az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint (Triton X-100, CHAPS
paros hasznalata vagy OTG), az affinitasi tisztitas el6tt. Mindharom detergens (TritonX-
100, CHAPS és OTG) el6segitette a XIAP-fuzios GST kotédését a GSH Sepharose
mellett a célfehérje kicsapddott. Az SDS-PAGE gélen (16. dbra) elvalasztott tisztitott
frakcidk alapjan a refolding a 2% Triton X-100 és 20 mM CHAPS egyiitt alkalmazasa
mellett a leghatékonyabb (92,34%; 3,02 mg) a GST-XIAP-ra. Hatékonysag
szempontjabol az 1%-os Triton X-100-zal végzett koriilmény eredményezte a kovetkezd

legmagasabb hozamot - 82,15% (2,68 mg) 10 mM CHAPS hozziadasaval és 79,86%
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(2,61 mg) 1,5% OTG hozzdadasaval. Enyhén csokkent hatasfok volt megfigyelhetd
(73,03%; 2,39 mg) az 1% TritonX-100 és 1% OTG, valamint (72,12%; 2,36 mg) 10 mM
CHAPS és 1% OTG esetén. A tovabbi tisztitasi protokollt 2% TritonX-100 és 10 mM
CHAPS alkalmazasaval végeztiik annak érdekében, hogy nagy tisztasagu fehérjeoldatot

kapjunk.

34.

16. dbra. A rekombindns GST-XIAP refoldalds optimalizdldsdnak 10%-os SDS-PAGE
ellenérzése TritonX-100, CHAPS és OTG kiilonboz6 ardnyban térténd hozzdaddsdval
(M.: fehérje molekulatémeg marker (Thermo Scientific); 1.: 1% TritonX-100 és 10 mM
CHAPS; 2.: 2% TritonX- 100 és 20 mM CHAPS; 3.: 3% TritonX-100 és 30 mM CHAPS; 4.: 1%
TritonX-100 és 1% OTG; 5.: 1% TritonX-100 és 1,5% OTG; 6.: CHAPS és 10 mM 1% OTG).

Western blot analizis sordn mutattuk ki az inklizios testben termel6dott GST-
XIAP rekombinans fehérjét (17. abra). A GST-XIAP rekombinans fehérje
immundetektaldsa anti-XIAP antitesttel tortént, amely a XIAP 352-449. aminosav

szegmens, C-terminalis régidban talalhato epitéppal reagal.

17. dbra. GST-XIAP fehérje Western blot eredménye
(1.: szolubilizdlt GST-XIAP a 2. kisérletbdl, 2.: datfolyod frakcid az affinitds tisztitds sordn a 2.
kisérletbdl; 3.: GST-XIAP méretkizdrdsos kromatogrdfia utdn a 2. kisérletbdl; 4.: Kontroll
GST-XIAP).
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A Western blot mddszer alkalmazasaval mutattuk ki a GST-XIAP fehérjét.
Kontrollmintaként kereskedelmi forrasokbdl szarmazé rekombindns GST-XIAP-t (84
kDa) alkalmaztunk; a Western blot kisérletet (az elektroforézist és a fehérje transzfert
is) nem denaturalé koriilmények alkalmazasaval terveztiik (1. 35. oldal). A 17. dbra a
szolubilizalt XIAP-GST WB elemzését mutatja. Amint ezen eredmény is mutatja, a GST-
XIAP szolubilizalasa és tjratekerése sikeres volt, mivel mind az Ujrahajtogatott fehérje,
mind a kereskedelmi forgalomban lév6 fehérje hasonlé profilt mutat. A 2. kisérletbdl
szarmazd, affinitas kromatografias tisztitas soran keletkez6 atfolyé esetében (17. abra,

2. minta) a blottolas utan nincs detektalhaté GST-XIAP fehérje.

4.3. Autoindukcié alkalmazasa az AURKA zarvanytestekké
torténo aggregacioja ellen

4.3.1. Mikrotitral6 lemezes fermentaciéo monitorizalasa

A fermentaciok sordn a fluoriméter (FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH,
Ortenberg, Németorszag) 6 percenként meérte az optikai denzitast 600 nm
hullamhosszon, amely eredményeket felhasznalva hataroztuk meg a biomassza idébeli
valtozasat, a populaciédinamikai fazisokat.

A 18. abra E. coli BL21 (DE3) ClearColi kultirak sejttomeg novekedését
tartalmazza az id6 fliggvényében. Megfigyelhetd, hogy a legkisebb sejt tomeget az LB
eredményezi, a vizsgalt autoindukcioés tapoldatok minden esetben nagyobb sejt tomeget
eredményeztek. Amig az aM9 tapoldat esetében egy lassu exponencidlis fazisnovekedést
lathatunk, a ZYM, ZYP tapoldatokban egy meredekebb exponencidlis fazis figyelhetd
meg. Ezen eredmény azzal magyarazhatd, hogy a ZYM, ZYP tapoldatok Osszetétele
tapanyagdusabb, mint a szintetikus aM9 leves. A tapanyagdus kornyezet lehetdvé teszi a

eV

nem biztositott.
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18. dbra: E. coli BL21 (DE3) ClearColi fermentdcio az alkalmazott tdpoldatokban

A 19. dbra az E. coli BL21 (DE3) Star baktériumkultira névekedését tartalmazza:
a tapanyagban gazdag ZYM és ZYP tapoldatokban szintén jelent6sen meredekebb
exponencialis fazist produkalnak, mint a szintetikus tapoldat esetében. A sejttomeg
mennyisége a fermentacio végén a tapanyagdus ZYM, ZYP tapoldatokban koézel duplaja

(1,92), mint a szintetikus aM9 tapoldat alkalmazasa esetében.
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19. dbra: E. coli BL21 (DE3) Star fermentdcié az alkalmazott tdpoldatokban
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4.3.2. Alkalmazott tapoldatok 6sszehasonlitasa

A harom autoindukcioés tapoldatban a gliikéz koncentraci6é hatasat vizsgaltuk az
E. coli BL21 (DE3) Star és ClearColi sejtvonalak esetében mindkét rekombinans fehérje
mennyiségére nézve.

A katabolit represszi6 1évén a gliik6z/laktéz arany valtoztatasaval szabalyozhato
az autoindukcids fermentacié soran az indukcié kezdete. Jelen tézis kutatasi targyat
képezte, hogy a hozzaadott gliik6z (jelenléte gatolja az indukciét) milyen hatassal van a
termelt rekombinans fehérje mennyiségére. A 20. dbra mutatja be a gliikéz koncentracio
hatasat a sejtnovekedésre ZYM tapoldatban, E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal
esetében. A gliik6z/laktéz arany, a gliik6z koncentracié novelése ZYM tapoldatban, E.
coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal alkalmazasa esetében a kultira populaciédinamikai

fazisaira nézve, az exponencialis fazis soran nem tér el.
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20. dbra: A glc koncentrdcié hatdsa a sejtstirtiségre ZYM tdapoldatban, E. coli BL21 (DE3)
Clear sejtvonal esetében

A 21. abra mutatja be a gliikéz koncentraci6 hatasat a sejtnovekedésre ZYM
tapoldatban, E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonal esetében. Az E. coli BL21 (DE3) Star sejtek
esetében az E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtekkel megegyez6en a magasabb gliikoz

koncentracio alkalmazasa nem mutat elétérst az exponencialis fazisara nézve.
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21. dbra: A glc koncentrdcid hatdsa a sejtstiriiségre ZYM tdpoldatban, E. coli BL21 (DE3)
Star sejtvonal esetében

A 22. abran lathaté a glilk6z koncentracié hatasa a sejtnovekedésre ZYP
tapoldatban, E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal esetében. Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy az E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal esetében az alap tdpoldathoz

N

kilonbség figyelhetd meg a stacioner fazisban 1évé sejtszam esetében.
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22. dbra: A glc koncentrdcid hatdsa a sejtstirtiségre ZYP tdpoldatban, E. coli BL21 (DE3)
Clear sejtvonal esetében

A 23. dbran lathato novekedési gorbék esetében megfigyelhetd, hogy az E. coli
BL21 (DE3) Star sejtvonal esetében a ZYP tdpoldatban a gliikkéz koncentracid
novelésével nagyobb sejttomeget értiink el, mint az E. coli BL21 (DE3) Clear sejtvonal

esetében.
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23. dbra: A glc koncentrdcié hatdsa a sejtstiriiségre ZYP tdpoldatokban, E. coli BL21 (DE3)
Star sejtvonal esetében



58

4.3.3. Rekombinans fehérje mennyiségi meghatarozasa

A fluorimetrias mérések soran kapott eredményekbdl, a meghatarozott EGFP
koncentraciok értékelése révén hataroztuk meg a rekombinans fehérje optimalis
termelési koriilményeit. A két legnagyobb rekombinans fehérje koncentracié értéket a
ZYM tapoldat, illetve az 52 g/L gliik6z koncentraci6éju autoindukciés M9 tapoldat
eredményezte.
id6zithetd/programozhat6 az indukci6 kezdete. A 24. dbran lathato E. coli BL21 (DE3)
ClearColi sejtvonalat alkalmazva a gliikéz koncentracié és a termelédott EGFP
mennyiségének Osszefliggése, ZYM tapoldat esetében. Azon mintdk esetében, amely
kezdetben nem tartalmaz nagy mennyiségli glikézt (0,5 g/L glikoz, 2 g/L laktoz,

glikk6z/laktéz= 0,25) végeredményben nagyobb mennyiségli rekombinans fehérje

termel6dott.
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24. dbra: A gliikéz koncentrdcié és a termeldodétt EGFP mennyiségének dsszefliggése E. coli
BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal és ZYM tdpoldat esetében

Ezen eredmény értelmében a gliikéz/laktéz arany megvalasztasa egy
autoindukciés fermentaciés kisérlet soran kulcsfontossagi. Amennyiben a termeltetni
kivant rekombinadns fehérje toxikus a gazdasejtre nézve a nagy gliik6z/lakt6z arany

hasznalata indokolt, igy biztositott az indukci6 kezdetének id6beli eltolasa, amely altal
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biztosithatd, hogy nagyobb sejttémeg mellett valésuljon meg a rekombinans fehérje
eléallitasa.

A 25. abran lathat6 E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliik6z
koncentracié és a termelédott EGFP mennyiségének Osszefliggése, ZYM tapoldat
esetében. A gliikdz koncentracié valtoztatasa nem eredményez szignifikans kiilonbséget

a fehérjetermelés soran.
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25. dbra: A gliikéz koncentrdcid és a termeléditt EGFP mennyiségének dsszefiiggése E. coli
BL21 (DE3) Star sejtvonal és ZYM tdpoldat esetében

A 26. abran lathato, hogy a ZYP tapoldatban az E. coli BL21 (DE3) ClearColi

V4

csokkenését eredményezte.
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26. dbra: A gliikéz koncentrdcio és a termeléditt EGFP mennyiségének dsszefliggése E. coli
BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal és ZYP tdpoldat esetében

A 27. dbra tartalmazza az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliik6z
koncentracié és a termel6dott EGFP mennyiségének 0Osszefliggését, ZYP tapoldat
esetében. A legnagyobb gliik6z koncentracié esetében figyelhetd meg a legnagyobb

rekombinans fehérje koncentracid.
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27. dbra: A gliikéz koncentrdcié és a termeldodétt EGFP mennyiségének dsszefliggése E. coli
BL21 (DE3) Star sejtvonal és ZYP tdpoldat esetében
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A 28. dbran lathaté a meghatarozott optimalis korilményeken termel6dott
rekombinans fehérjék osszehasonlitdsa: az aM9 tdpoldat alkalmazasa esetében
kevesebb EGFP termel6dott (23,95 mg/L) mint a ZYM tapoldatban (39,07 mg/L). A

normal korilményeken zarvanytestben termel6d6 AURKA esetében megfigyelhetd a

fehérje oldott formaban torténé eldallitasa.
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28. dbra: Optimdlis kortilmények dsszehasonlitdsa az EGFP és AURKA esetében E. coli
BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal alkalmazdsdval ZYP és aM9 tdpoldatokban

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy jelen fermentaciés koriilmények
kozott végzett programozott rekombindns fehérje expresszié megvaldsithaté a normal

expresszios koriilmények kozott problémasan termel6dd (zarvanytestben) fehérjék
esetében (AURKA).
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5.Diszkusszio

Jelen PhD értekezés az E. coli expressziés rendszerben torténé rekombinans
fehérjetermelés fejlesztésére iranyul6 stratégiakat targyalja hArom példat mutatva be a
fehérjetermelés hatékonysagnovelésének aktualis lehetdségeibdl (29. abra):

- 1. ubikvitin fazi6 sikeres alkalmazasa a nativ SMAC és a gazdatdrzsre nézve

toxikus BUFII fehérjék bioszintézisére; fuzids stratégia

- 2. zarvanytestben termel6dd GST-XIAP (aggregatumok) denaturalasa, majd

refoldingja a fehérje aktiv formajanak el6allitasara;
poszttranszlacids renaturalas stratégia

- 3. autoindukci6 alkalmazasa az AURKA oldhatatlan zarvanytestekké torténé

aggregacioja ellen. fermentacids koriilmények beallitdsan alapul6 stratégia

Zarvanytestek
refoldingja a
fehérje aktiv
formajanak
eléallitasara.

Ubikvitin fazié alkalmazasa
a fehérjék nativ, aktiv
formajanak eldallitasahoz.

Autoindukcié alkalmazasa
a zarvanytestek
képzdbdése ellen.

29. dabra: Az értekezésben tdrgyalt E. coli expressziés rendszerben térténd rekombindns
fehérjetermelés fejlesztésére irdnyuld stratégidk

A molekularis klonozas elsd 1épését a primerek (oligonukleotidok) tervezése
jelentette, amelyeket felhasznalva polimeraz lancreakciéval (PCR) a templat DNS-rél
amplifikaltuk a célgént (SMAC) a megfelel6 restrikcids hasité helyek létrehozasaval
egyidejlileg. A BUFORIN II kis méretének (21 aminosav, 63 bp) kovetkeztében a
klonozashoz sziikséges inszert (gén) két egyszalu oligonukleotid. A pUbiq-BUFII
konstrukciohoz alkalmazott inszert el6allitasa a két egyszalu oligonukleotid (BUFORIN
Il peptidet kddolé DNS szekvencia) hibridizaciojaval valésult meg. A PCR/hibridizacids
terméket tisztitottuk a pufferoldat eltavolitasa érdekében, majd a megfeleld restrikcios

enzimekkel kettds emésztéseket végeztiink a megfeleld tapadds vég kialakitasa
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érdekében. A pUbiq vektor emésztését kovetden a megfeleld (nagy) fragmentet agaréz
gélbdl izolaltuk.

A konstrukcio osszeillesztésére ligdz enzimet hasznaltunk. A ligdlds terméket
kompetens E. coli TOP10 sejtekbe transzformaltuk, majd kanamicin tartalmd LB
lemezre szélesztettiik ki, hogy ellendrizziik, mely telepek tartalmazzak a plazmidot. Az
LB agaron kinétt telepekbdl plazmidot izolaltunk. Az ellendrz6 emésztéseket kovetden
abbdl a plazmidboél, mely megfelel6 inszert beépiilést mutatott DNS szekvenalasra
alkalmas mintat készitettiink. A plazmid altal koédolt rekombinans konstrukcid
kifejezésének érdekében E. coli BL21 (DE3) Rosetta plysS baktréiumtorzset
alkalamztunk. A fehérje tisztitasat FPLC rendszeren, affinitds kromatografiaval
végeztlink, melyet kovetett a SMAC/BUFII enzimatikus eltavolitasa a fuzios fehérjétél. A
nativ SMAC/BUFII extrakcidjat az emésztési reakcidelegybdl affinitds kromatografiaval
valositottuk meg.

Egy hatékony expresszios rendszer kivitelezéséhez szamos molekularis biologiai
eszkoz és technika alkalmazasa sziikséges (Demain és Vaishnav 2009; de Lorenzo
2009). Jelen tanulmanyban, a PhD értekezés 6 tézis pontja a human rekombinans SMAC
fehérjén keresztil vizsgalni a pUbiq expresszids rendszer hatékony alkalmazhatosagat
szabad N terminalis véggel rendelkez6 rekombinans fehérje oldott formaban, magas
fehérje hozamu expressziojat prokariota (E. coli) rendszerben. Az expresszios
gazdaszervezetként alkalmazott E. coli és a pUbiq expresszids konstrukciot
kombinacidja az expresszié koriilményeinek optimalizaldsa ellenére adekvat fehérje
termelést sikeriilt megvaldsitani. A nativ SMAC izolalasa, a fuziés partnertdl valod
eltavolitds érdekében YUH1 proteolitikus emésztést alkalmaztunk. A nativ, fazids
partner mentes rekombindns SMAC fehérje funkcidképességét GST pull-down
technikaval igazoltuk, csaliként GST-XIAP-t alkalmazva, amely egy ismert interakciés
partner (Song és mtsai. 2003).

A tanulmanyban leirt fehérje expresszios rendszer és tisztitasi stratégia
alkalmazhaté aktiv rekombinans fehérjék eldallitasara, id4- és koltséghatékonyan. A
tanulmanyban vizsgalt expresszios rendszer tovabbi alkalmazhatdsagat valdsitottuk
meg a CCMV (Szovérfi és mtsai., 2021) rekombinans fehérje el6allitasa esetében is.

A tanulmany kulcsfontossagiu eredménye, hogy el6szor szintetizaltuk az
ubikvitinnel fuzionalt rekombinans SMAC fehérjét bakteridlis expresszios rendszerben,

jelen mddszer alkalmazasaval nativ SMAC fehérje eldallitdsa valdsult meg. A teljes
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fehérje struktara helyett csak azon régid keriilt klénozasra és expresszalasra, amely a
SMAC fehérje esetében az AVPIA N termindlis szegmenssel torténé kolcsonhatasaban
szerepet jatszik.

Kutatadsunk soran a BUFORIN II antimikrobidlis peptid magas hozamu
expresszidjat valdsitottuk meg bioreaktorban, gazdaszervezetként Escherichia coli
BL21 DE3 Rosetta sejtvonalat alkalmazva, ubiquitin fuzios partnerrel ellatva. A fazids
komplexet egy deka-hisztidin cimke egésziti ki, mely lehet6vé teszi az antimikrobialis
peptid affinitds kromatografidval torténd tisztitdsat. Szerkezeti, illetve hatastani
tulajdonsagaib6l ad6ddan az antimikrobidlis peptidek alkalmazdsa igéretes terapias
alternativa a hagyomanyos antibakterialis hatéanyagok mellett. A klinikai vizsgalatok
soran olyan betegségek kezelésében alkalmaznak antimikrobialis peptideket, mint pl. a
Gram-pozitiv baktériumok (Clostridium difficile, methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus) okozta fert6zések, diabéteszes labfekély, rosacea, idiilt bakterialis
kozépfilgyulladas vagy koromgombdasodas (Fox 2013). A BUFORIN II egy atfogban
tanulmanyozott antimikrobidlis peptid, melyet el6szor a Bufo gargarizans békafajbol
izolalt buforin I peptid szerkezet mddositasaval allitottak elé (Park és mtsai. 1996). A
mindossze 21 aminosavbdl allo peptid jelent6s antibakteridlis hatast mutatott Gram-
pozitiv (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas putida) és Gram-negativ (Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Serratia sp.) baktériumokkal, valamint gombakkal (Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae) szemben. Mas antimikrobidlis
peptidtdl eltéréen, a BUFORIN II nem a membranszerkezet mddositasaval, hanem
kozvetleniil a bakterialis DNS-hez, ill. RNS-hez valé kotédés altal (Park és mtsai. 1998;
Uyterhoeven és mtsai. 2008) fejti ki antibakteridlis hatdsat. Ezen tulajdonsagabdl
adéddédoan a BUFORIN II és a szerkezetmodositassal eléallitott analégjai tumorellenes
hatassal is rendelkeznek (Lee és mtsai. 2008; Marqus és mtsai. 2017).

A pUbiq expresszids rendszer széles korben alkalmazhato szervezetidegen
fehérjék elballitasara ubikvitin fizios partnerrel bakterialis expresszios rendszerekben.
A fuzionalandd célfehérje klonozasara szolgalé univerzalis primerek egyszerisitett
formajat a 13. tablazatban foglaltam ossze. Forward és reverse primerek esetén a
konstans rész és a valtozg, célfehérje-fligg6 DNS szakasz megjeldlésre kertlt: a konstans

szekvencia el6tt egy ,&” jel talalhatd, amelyet a célfehérje megfelel6 végszekvencidja
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kovet. A T7 expresszids rendszer biztositja a fuziés rekombinans fehérje szabalyozott

termelését (Wang és mtsai., 2003; Li, Hao és Xu, 2017).

13. tablazat: Tervezett oligonukleotidok (a célfehérje (Pol) klonozasa)

Primer Nukleotid szekvencia RE
Fw-Pol-UBI -Sacll  5’-CTCCGCGGTGGA&[15-25 bazis a Pol 5’ végen]-3’ Sacll

Rev-Pol-UBI-  5’- GGATCCTGGTAATTA&[15-25 bazis a Pol 3’ végen]-3° BamHI
BamHI

A zarvanytest-aggregatumok enyhe szolubilizalasa a kulcs a bioaktiv fehérjék
visszanyerésének javitdsahoz, munkank soran az N-Lauroil-szarkozin koncentracié
hatdsat vizsgaltuk a célfehérje szolubilizaciés hozamara. A fehérjék kaotrép agensek
nélkiili szolubilizalasan alapulé refolding protokollt optimalizaltuk és alkalmaztuk a
GST-XIAP konstrukciéhoz. Az N-Lauroil-szarkozin eltavolitdsa sziikséges a hatékony
affinitasi tisztitashoz és a célfehérje refoldingjahoz. Az irodalomban szamos tanulmany
létezik az N-lauroil-szarkozin higitassal és dializissel torténd eltavolitasara vonatkozoan
(Yamaguchi és Miyazaki 2014). Az N-Lauroil-szarkozin CMC értéke >0,5% (14 mM),
alacsonyabb koncentracidéknal (0,1-1%) dializissel eltavolithat6. Az alacsony CMC azt
jelzi, hogy a detergens monomerek és a detergens micellak kozotti egyensuly szinte
teljesen a micella oldalon van, és a micellak nagy méretliek, mikézben csak a detergens
monomerek diffundalhatnak konnyen a kornyezd pufferbe. Az 5 mM feletti CMC-t
tartalmazo6 detergensek eltavolitasa nem lehetséges dializissel. Ezenkiviil az N-lauroil-
szarkozin nem ionos detergens, példaul OTG hozzaadasaval is elkiilonithetd az N-
Lauroil-szarkozinhoz képest legalabb 6tszoros tomegi feleslegben (Kumar 2018).

Az értekezésben tovabba azon autoindukcids fermentaciés koriilmények
vizsgalatat végeztem, amely soran aktiv formaban allithat6 el rekombinans fehérje id6-
és koltséghatékonyan; lehetdvé téve nehezen el6allithaté (zarvanytestben képzddd)
fehérjék, lass, szabalyozott bioszintézisét (kvalitativ optimalizalas).

Az E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalbdl szarmazé kultirak novekedési
gorbéje soran megfigyelhet6 az aM9 tapoldat esetében egy lassu exponencidlis fazisu
novekedés, amig a ZYM, ZYP tapoldatokban egy meredekebb exponencidlis fazis. Ezen
eredmények magyarazataul szolgal, hogy a ZYM, ZYP tapoldatok gazdagabb 6sszetétell
tdpanyaggal rendelkeznek, mint a szintetikus aM9 tapoldat. A tapanyagduds kérnyezet

V4
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esetében ez hosszabb id6t vesz igénybe. Az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonal esetében a
tdpanyagdus ZYM és ZYP tapoldatokban jelent6sen nagyobb az elért sejttomeg
mennyisége.

A katabolit represszi6 révén a gliikéz/laktéz arany valtoztatadsaval szabalyozhat6
az autoindukciés fermentacié soran az indukcié kezdete. A populaciddinamikai
fazisvizsgalat alapjan az autoindukcidés M9 tapoldatban a gliikdz koncentracié novelése
nem befolydsolta a sejtnovekedést egyik sejtvonal esetében sem. A ZYM és ZYP
tapoldatokban a gliikdz koncentracié novelése pozitivan befolyasolta a sejtsiirliséget. A
glilk6z/laktéz arany megvalasztasa egy autoindukcids fermentacios kisérlet soran
kulcsfontossagu tényez6. Amennyiben a termeltetni kivant rekombinans fehérje toxikus
a gazdasejtre nézve a nagy gliikéz/laktéz arany hasznalata indokolt, igy biztositott az
indukcié kezdetének id6beli eltolasa, amely altal biztosithatd, hogy nagyobb sejtsiiriiség

mellett val6suljon meg a rekombinans fehérje eléallitdsanak indukcidja.
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6.Tézispontok

6.1.

6.2.

Els6ként allitottam el6 a pUbiq rendszer alkalmazasaval, ubikvitin fuziét
alkalmazva nativ SMAC fehérjét bakteridlis expressziés rendszerben. Az
ubikvitin faziés partner alkalmazdsaval biztositottam a célfehérje
specifikus hasitasat, az affinitds cimke-mentes nativ SMAC bioszintézisét.
A SMAC fehérje nem rendelkezik enzimatikus aktivitassal. A
citoplazmaban szintetizalédik, 239 aminosavat tartalmaz. Az 1-55.
aminosav u.n. mitokondrialis lokalizaciés szignal, ami a fehérjét a
mitokondriumba iranyitja. Itt proteolitikus hatasra levalik a lokalizacids
szignal, és szabadda valik az Ala-Val-Pro-lle Ala (AVPIA) amino terminalis
szekvencia, mely N termindlissal rendelkezd fehérje bioldgiai funkcid
alapjan képezi a nativ SMAC-ot (Shi 2001). Amennyiben a mitokondrium
karosodas (ill. egyéb hatdsok) kovetkeztében a mitokondrium kiilsé
membranjanak permeabilitisa megnovekszik, a moédosult SMAC fehérje
(mas fehérjekkel egyiitt) ajra a citoplazmaba kertil. Itt stabil komplexet
képez az XIAP fehérjével. A komplex képzésnek két feltétele van, a szabad
AVPIA szekvencia és SMAC fehérje dimerizaciéja (Gongalves és mtsai.
2008). A XIAP fehérje egy kaszpaz inhibitor, amely a sejt nyugalmi
allapotaban a véletleniil aktival6odo kaszpazokat gatolja.

A pUbiq fuzidés rendszer felhasznalasaval, ubikvitin fuziét alkalmazva a
gazdatorzsre nézve toxikus BUFORIN II antimikrobidlis peptidet
allitottam elé bakterialis expresszids rendszerben. A BUFORIN II egy
atfogban tanulmanyozott antimikrobialis peptid. Minddssze 21
aminosavbol 4ll, antibakterialis hatasat kifejti Gram-pozitiv (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas putida) és Gram-negativ (Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Serratia sp.) baktériumokra egyarant, valamint
gombakkal (Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces
cerevisiae) szemben is. A BUFORIN II nem a membranszerkezet
modositasaval, hanem kozvetlenil a bakteridlis DNS-hez, ill. RNS-hez valé

kotodés altal fejti ki antibakterialis hatasat, mely tulajdonsagabdl
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adéddédoan a BUFORIN II és a szerkezetmoédositassal eldallitott analdgjai
tumorellenes hatassal is rendelkeznek.

A zarvanytest-aggregatumok enyhe szolubilizalasa fontos kulcsat képezi a
bioaktiv fehérjék eldallitdsdhoz. Munkank soran vizsgaltuk az N-Lauroil-
szarkozin koncentracié hatasat a célfehérje szolubilizaciés hozamara. A
fehérjék kaotrop agensek nélkiili szolubilizadlasan alapulé refolding
protokollt optimalizaltuk a GST-XIAP fehérjére.

Az AURKA (normal koériilmények kozott - IPTG indukcid) zarvanytestben
képz6dé human rekombindns fehérje expresszidjat valositottam meg
bakterialis expresszids rendszerben autoindukciés (laktéz alapu)

fermentacio alkalmazasa révén.
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9.Mellékletek

[. melléklet: A kutatas soran felhasznalt anyagok

Anyag Gyartoé
HCI Merck Darmstadt, Németorszag
FeCl3*6H20 Merck Darmstadt, Németorszag
CaClz Merck Darmstadt, Németorszag
CuClz2*2H:20 Merck Darmstadt, Németorszag
Eleszt6kivonat Merck Darmstadt, Németorszag
Imidazol Merck Darmstadt, Németorszag
KCl Merck Darmstadt, Németorszag
MgS04 Merck Darmstadt, Németorszag
MnCl2*4H20 Merck Darmstadt, Németorszag
NazMo04*2H20 Merck Darmstadt, Németorszag
NiCl2*6H20 Merck Darmstadt, Németorszag
Pepton Merck Darmstadt, Németorszag
NazHPO4 Merck Darmstadt, Németorszag
MgS04 Merck Darmstadt, Németorszag
CaClz Merck Darmstadt, Németorszag
NH4Cl Merck Darmstadt, Németorszag
KH2PO4 Merck Darmstadt, Németorszag
Taq polimeraz PCR Biosystems London, Egyesiilt Kiralysag
Taq buffer PCR Biosystems London, Egyesiilt Kiralysag
Laktdz Sigma Buenos Aires, Argentina
H3BO3*5H20 Sigma Buenos Aires, Argentina
CoClz Sigma Buenos Aires, Argentina
NaCl Sigma Buenos Aires, Argentina
Tripton Sigma Buenos Aires, Argentina
LB agar Sigma Buenos Aires, Argentina
ZnS04+*7H20 Sigma Buenos Aires, Argentina
Glikoz Sigma Buenos Aires, Argentina
DMSO (dimetil-szulfoxid) Sigma Buenos Aires, Argentina
MgCl2 Sigma Buenos Aires, Argentina
Na2Se03*5H20 Sigma Buenos Aires, Argentina
PEG (polietilén-glikol) Sigma Buenos Aires, Argentina
Glicerin Thermo Scientific Waltham, MA AEA
DTT Thermo Scientific Waltham, MA AEA
Pfu DNA polymerase Thermo Scientific Waltham, MA AEA




II. melléklet: A torzsoldatok komponensei

Osszetevd Koncentracié6 | Mennyiség
Y Tripton 1%(m/V) 10g
(V=1L) ,
ElesztOkivonat 0,5%(m/V) 5g
50xM NazHPO04*7H20 1,25 M 11,125 ¢g
(V=0,051L)
KH2PO4 1,25 M 85¢g
NH4Cl 2,5M 6,7¢
Naz2S04 0,25 M 1,775 g
20xP NazHPO04*7H20 1M 17,8¢g
(V=0,11)
KH2PO4 1M 136 g
(NH4)2504 0,5M 6,6 g
50x 5052 Glicerin 25%(m/V) 39,68 mL
(V=02 L)
Gliik6z 2,5%(m/V) 5g
a-Laktéz 10%(m/V) 20g
500x MgSO0+ MgSO0:2 1M 12,325¢g
(V=0,051)
1000x nyomelem FeClz*6H20 50 mM 0,675¢g
torzsoldat
(TRACE) CaClz2 20 mM 0,11 g
(V=0,05L) MnCl2*4H:0 10 mM 0,095 g
ZnS04*7H20 10 mM 0,205¢g
CoCl2 2 mM 0,02¢g
CuClz*2H20 2 mM 0,015¢g
NiClz*6H20 2 mM 0,02¢g
Na:Mo04*2H20 2 mM 0,02¢g
Naz2Se03*5H20 2 mM 0,025¢g
H3BO3*5H20 2 mM 0,015¢
HCl 60 mM 25 mL




[1I. melléklet: Az alkalmazott tapoldatok 6sszetevdi 1 L térfogatra

Tapoldat Osszetevd toérzsoldat | BemérendS mennyiség
megnevezése (1 L-re)
ZYM VA 958 mL
50x M 20 mL
50x 5052 20 mL
500x MgS04 2 mL
1000x nyomelem oldat 0,2 mL
ZYP ZY 928 mL
20x P 50 mL
50x 5052 20 mL
500x MgS04 2 mL
1000x nyomelem 0,2 mL
LB Pepton 10g
Elesztékivonat 5g
NaCl 5g
aM9 NazHPO4 354¢g
NaCl 058
KH2PO4 34¢g
NH4Cl 2g
gliiko6z 2g
laktoz 2g
glicerol 5g
MgS0a4 2 mM
CaClz 0,02 mM
1000x nyomelem 1 mL
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IV. melléklet: pUbig-SMAC_prom szekvencia

GSSGRRRSGGGCTKGCCTSTGWGCAAWGAATTWTGTTTGACTTTGMWGARGGTWG
WGAYACCATGGGSCATCATCATCATCAYCATCATCATCATSACRGCRGCGGCSATATCGACGA
CGACGACWAGCATAKGCAAATTTTTGTCAAGACACTGRCAGGTAAGACTRTAMCCCTAGAG
GTTGAATCTTCTGACACTATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGACAAGGAAGGTATTCC
TCCAGATCAACAAAGATTGATTTTTGCTGGTAAGCAACTGGAAGACGGTAGAACGCTGTCTG
ATTATAACATTCAGAAAGAGTCTACGTTGCATTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGAGCGGTT
CCTATTGCACAGAAATCAGAGCCTCATTCCCTTAGTAGTGAAGCATTGATGAGGAGAGCAGT
GTCTTTGGTAACAGATAGCACCTCTACCTTTCTCTCTCAGACCACATATGCGTTGATTGAAGC
TATTACTGAAATATACTAAGGCTGTTTATACCTTAACTTCTCTTTACCGACAAATATACAAA
GTTTTACTTTGGGAAAATTGAAATTCAGAAGGAGGAAAGAATGAAAGTTGTGGGCAAGGTG
AATCMTTAAGGAAGCCCAGAGCTTGARAWTGAACTTTCAAAAACCACCCAAGRAAGTACCT
TTGAAAGCCTGGAAAACCAMCTTTGGAATGGAACTTGCCARTTTGGGTTCTTTTCCAGRAGA
TTGGGCCAGGCCAGAAAGSCTTGCMATWTTCMAAACCTGGGCCSSCAGAATTCAAGGGCCYT
YCTATAAAACCSSCCAGGAAATTCCMCAATTCMAGCYTTGGKGGAAAACTTGCCAAGGTTGR
GAAAAAAAGTTGCCMACCCACCTYTCYCCCYKGGGGAAAAGMCAAAAAAAACCCYAAAGCCT
KTGGGCARRAAAGCCCACAAATAAAAAAAAGWASSCTCTCCKKTSSAGAAAAAARACMCMM
AAGGGAAGAAAGGGAGGAGMAACCKGCYYTTAATYCCGAAACCMRRGAAGRCCCTTWCCCK
TGGSGTTGGGAGTATTTATATTAACCRAGGGWWTTCCCGGGSCTGGGCTCGGGSCTGGGCT

V. melléklet: pUbig-SMAC_term szekvencia

AGRAGGGKAWWGCARCACTCACTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTTA
ACTCGGCGGTGGACGCCCAGAGCTAGGACCGCCCTGTTTCAGCCACTGAATATACAGGTTTCC
ACCGCGGAGTCTCAACACCAAATGCAACGTAGACTCTTTCTGAATGTTATAATCAGACAGCG
TTCTACCGTCTTCCAGTTGCTTACCAGCAAAAATCAATCTTTGTTGATCTGGAGGAATACCTT
CCTTGTCTTGAATTTTCGACTTAACGTTGTCGATAGTGTCAGAAGATTCAACCTCTAGGGTT
ATAGTCTTACCTGTCAGTGTCTTGACAAAAATTTGCATATGCTTGTCGTCGTCGTCGATATG
GCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGGCCCATGGTATATCTCCTTCTTA
AAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGAAACCGTTGTGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA
ATTTCGCGGGATCGAGATCTAAGCTTGAATTCCCCGGGGACGTCACAGCAAGCGAACCGGAA
TTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTTCAAAGTAAACTGGATGGCTTTC
TTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGAT



88

CGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGG
CTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTG
TCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTTGTCAAGACCGACATGTCCGGTGCCCTGAATGAACT
GCAGGACGAGCAGCGCGGCTATCGTGCTGGTCACGATGGGCGTTCCCTTGCGCAGCTGTGCTC
GACGTTGTCACTGGAAGCGGGAAAGGACTGCTGCTTATTGGGCGAAGTGCTGGGGCAAGGAT
CTCTGTCATCTCACCTGCTTCTGCGGAAAAGTATCTAACKATGCCTGGAATGCCTAATG

VI. melléklet: pUbiq-UBI_prom szekvencia

AGGCSAAMGGGKTTtCCTCTAGAatATTTTGTTTACTTTAAGAAGGAGATatACCATGGGCCAT
CATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAGCATATG
CAAATTTTTGTCAAGACACTGACAGGTAAGACTATAACCCTAGAGGTTGAATCTTCTGACAC
TATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGACAAGGAAGGTATTCCTCCAGATCAACAAAGAT
TGATTTTTGCTGGTAAGCAACTGGAAGACGGTAGAACGCTGTCTGATTATAACATTCAGAAA
GAGTCTACGTTGCATTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGAACCCGCAGCAGCCGCGCGGGCCTG
CAGTTTCCGGTGGGCCGCGTGCATCGCCTGCTGCGCAAATAAGGATCCCTTGCTAACAAAGCC
GAAGAAGCTGATTGTCTGCTGCCACCGCTGACAATAACTAGCTAACCCTTTGTAACCCTTTGT

VII. melléklet: pUbiq-UBI_term szekvencia

AWKWGGSRRCCAMTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTTATTTGCGCAG
CAGGCGATGCACGCGGCCCACCGGAAACTGCAGGCCCGCGCGGCTGCTGCGGGTTCCACCGCG
GAGTCTCAACACCAAATGCAACGTAGACTCTTTCTGAATGTTATAATCAGACAGCGTTCTAC
CGTCTTCCAGTTGCTTACCAGCAAAAAATCAATCTTTGTTGATCTGGAGGAATACCTTCCTTG
TCTTGAATTTTTCGACTTAACGTTGTCGATAGTGTCAGAAGATTCAACCTCTAGGGTTATAG
TCTTACCTGTCAGTGTCTTGACAAAAATTTGCATATGCTTGTCGTCGTCGTCGATATGGCCGC
TGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGGCCCATGGTTATATCTCCTTCTTAAAGT
TTAACCAAAATTATTTTCTAGAGGAAACCGTGTGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATAATTCG
GCGGGAATCGAGATCTAGCTTGTATCCCCTGGGGAACGTCCACAGCCAAAGCGAAACCGAAG
CGAAACCG



