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1. Bevezetés

A génklénozastdl a fehérjetisztitasig a rekombindns fehérjék bioszintézisének minden lépésében
alkalmazanddé molekuldris eszk6zok szamos alternativdban és széles korben hozzaférhetéek. Ezen bdség
ellenére nem ritka a funkciondlis rekombindns fehérje bioszintézisének kudarca a gazdaszervezetre
gyakorolt fehérjetoxicitas vagy a zarvanytestekben torténé aggregacioé miatt.

A rekombindns fehérjék el&allitdsdara ma mar széles korben alkalmaznak kiilonféle mikrobidlis
rendszereket. Annak ellenére, hogy az Escherichia coli (E. coli) a leggyakrabban haszndlt gazdaszervezet a
rekombinans fehérjék bioszintézisére, prokaridta rendszerként szamos korlattal rendelkezik, amelyek
kozul az idegen fehérjék oldhatatlan zarvanytestekké torténd aggregacidja képezi a legfébb limitalo
tényezGt. Ezzel szemben az E. coli alacsony fenntartasi koltségeinek, egyszer( genetikai allomanyanak
elényei elengedhetetlenek olyan Uj rendszerek megtervezéséhez, amelyek a gazdasejtben a rekombinans
fehérje tultermelésére irdnyulnak. A gén- és fehérjetechnoldgiai eljarasok lehetévé teszik Uj, személyre
szabott stratégidk tervezését a felhasznaldi vagy folyamati kdvetelményeknek megfelelGen. A flzids
technoldgiak széles korben alkalmazottak E. coli expresszidés rendszerben az oldhaté rekombinans
fehérjetermelés és/vagy tisztitas javitdsara. Az ubikvitin fuzidés partner alkalmazasa lehetévé teszi kis
molekulatomegl peptidek elGallitdsa soran a proteazokkal szembeni védelem és stabilitds mellett a
célfehérje specifikus hasitasat, affinitas cimke-mentes nativ fehérje bioszintézisét.

Jelen PhD értekezés az E. coli expresszids rendszerben torténd rekombinans fehérjetermelés fejlesztésére
iranyuld stratégidkat tdrgyalja (1. dbra): 1. ubikvitin fGzié alkalmazdsa a nativ SMAC és a gazdatorzsre
nézve toxikus BUFII fehérjék bioszintézisére (fuzids stratégia); 2. zarvanytestben termel6d6 GST-XIAP
(aggregdtumok) szolubilizdlasa, majd refoldingja a fehérje aktiv formajanak el&allitdsara (poszttranszlaciés
renaturdlds stratégia); 3. autoindukcié alkalmazadsa az AURKA oldhatatlan zarvanytestekké torténd
aggregacidja ellen (fermentaciés kortlmények beallitdsan alapuld stratégia). Az autdindukcids
fermentacié korilményeinek bedllitdsa céljabdl az EGFP-t, dtfogdan tanulmdnyozott rekombinans
fehérjét vélaszottunk, amely hagyomanyos, IPTG alapu indukcié sordn is hatékony oldott formaju, aktiv
fehérjetermelést eredményez.
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1. dbra: Az értekezésben tdrgyalt E. coli expresszios rendszerben térténd rekombindns
fehérjetermelés fejlesztésére iranyulo stratégidk
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2. Célkitlzések

A tiszta, oldhatd és funkcionalis fehérjékre nagy az igény a modern biotechnoldgidaban. A természetes
fehérjeforrasok ritkan felelnek meg a mennyiségre, a konny( izoldlhatdsagra vagy az arra vonatkozd
kovetelményeknek, ezért gyakran a rekombinans technoldgia a vélasztott mddszer. Az Eschericia coli
gyakran hasznalt gazdaszervezet, mivel viszonylagos egyszerlisége, olcsd és gyors, nagy strlségl
tenyésztése, jol ismert genetikdja és nagyszamu, kompatibilis molekularis eszkéze révén hozzdjarul a
rekombinans fehérje hatékony heterolég expresszidjahoz. Mindezen tulajdonsdgok ellenére a
rekombinans fehérjék E. coli gazdaszervezettel torténd expresszidja gyakran oldhatatlan és/vagy nem
mikods fehérjéket eredményez. Jelen PhD értekezés az E. coli expresszids rendszerben torténd
rekombinans fehérjetermelés fejlesztésére iranyuld stratégidkat targyalja: 1. ubikvitin fuzié alkalmazasa a
SMAC és BUFIl fehérjék nativ formdban torténd bioszintézisére; 2. GST-XIAP zdrvanytestek
(aggregatumok) denaturdldsa, majd annak refoldingja a fehérje aktiv formajanak elGallitdsara; 3.
autoindukcid alkalmazasa az AURKA oldhatatlan zarvanytestekké torténd aggregacidja ellen.

A 20-50 aminosavat tartalmazoé peptidek szintézisénél el6fordulhat, hogy nem vesznek fel megfelelé
konformaciét, valamint kevésbé alinak ellen a protedzok aktivitasanak, emiatt lebomolhatnak (Piatkov és
mtsai. 2013). Célkituzéstink ubikvitin fuzids cimke alkalmazasa kis molekulatémeggel rendelkezé peptid
(BUFORIN I11) esetében a rekombinans fehérje stabilitasanak novelése érdekében.

Célunk az ubikvitin fuzids cimke alkalmazasa kis molekulatomeggel rendelkez6 peptid (BUFORIN I1), illetve
kis molekulatomeggel rendelkezé fehérje (SMAC) esetében a célfehérje specifikus hasitdsa érdekében. Az
expresszdlt fehérjék detektaldasanak és tisztitdsdanak megkonnyitésére gyakran alkalmaznak affinités
cimkéket. A leggyakrabban alkalmazott affinitdas cimke a hexa/deka hisztidin szekvencia, ami Ni-nitrilo-
tricetat matrixhoz koti a fazids fehérjét. A bakteridlis fehérjék mosassal eltavolithatok, majd a tiszta
fehérje imidazol oldattal eludlhatd a matrixrdl. Az expresszids vektorokban az affinitéas cimke és a
célfehérje kozé beépitenek egy protedz hasitdsi helyet is. Gyakran hasznalt proteaz a trombin vagy a faktor
Xa. Ezeknek az enzimeknek a haszndlata soran el6fordulhat, hogy a célfehérje is proteolizist szenved.
Mivel a proteazok altaldban a hasitasi szekvencia kdzepén vagnak, az affinitas cimke eltavolitdsa utdn a
célfehérje amino terminalis szekvencidja altaldban megvaltozik. A fenti két problémara megoldas az
ubikvitin fuziés partner hasznalata. Az amino termindlisukon ubikvitindlt fehérjékrél 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-termindlis szekvenciajara.

Célunk az ubikvitin fuzids cimke alkalmazasa kis molekulatémeggel rendelkezé6 peptid (BUFORIN 1), illetve
kis molekulatomeggel rendelkezd fehérje (SMAC) esetében az affinitds cimke-mentes céltermék
bioszintézisének érdekében.

Jelen dolgozat tovabbi célkitlizése az autoindukcids fermentdcié alkalmazhatdsaganak vizsgdlata a
zarvanytestben képz6d6é AURKA rekombinans fehérje aktiv formdban torénd el&dllitdsa céljabol. Az
autdindukciés fermentacid korilményeinek beallitdsa céljdbdl az EGFP-t, atfogéan tanulmanyozott
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rekombinans fehérjét vdlaszottunk, amely hagyomanyos, IPTG alapu indukcid soran is hatékony oldott
formaju, aktiv fehérjetermelést eredményez.

3. Anyagok és mddszerek

A SMAC és BUFII rekombinans fehérje bioszintézise

A pUbig expresszids vektor ajandék volt prof. Dr. Perczel Andrds kutatécsoport (MTA-ELTE
Fehérjemodellezd Kutatdocsoport és Szerkezeti Kémia és Bioldgia Laboratorium) részérél. A tervezett
oligonukleotidokat (primereket) a GeneriBiotech (Debrecen) gyartotta le. A pET20b_SMAC (Salamon és
mtsai., 2017) konstrukcidbdl szarmazé SMAC gén amplifikdcidjat PCR-rel végeztiik (PRO FLEX PCRS
System, Life Technologies). A DNS-szekvencia megjelenitésére és szerkesztésére Snapgene szoftvert
(1.1.3-as verzid) hasznaltunk (https://www.snapgene.com/).

A PCR terméket Sacll (Thermo Scientific) és BamHI (Thermo Scientific) restrikciés endonukleazokkal
emésztettiik. A foszfodiészter kotés létrehozasat a SMAC inszert ragadds végeihez a pUbiq plazmid
ragados végeivel T4 DNS ligdz (Thermo Scientific) alkalmazasaval végeztiik el, igy hozva létre a pUbig-
SMAC vektor DNS konstrukciét. A vektorkonstrukcio szekvenalasat a GeneriBiotech (Debrecen) végezte.
A PCR-termékek, illetve a restrikciés endonukledzokkal végzett emésztések szétvdlasztdsat agarodz-
gélelektroforézissel végeztiik, 1%-os agardz (Lonza SeaKem® LE) gélen 20 000-szeres higitdsu festéssel
(RedSafe Nucleic Acid Staining Solution; iNtRON Biotechnology, Korea).

A baktériumkulturat Sartorius BIOSTAT® A plus 1 literes bioreaktorban inkubaltuk, a kovetkezé mikodési
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; légaramlasi
sebesség 0,2 vvm. A sejtndvekedést optikai slrlségméréssel kovettik A=600 nm-en UV-Vis
spektrofotométerrel (GeneQuant pro Spectrophotometer, GE Healthcare). A 10xHis-UBI_SMAC
expressziojat 0,5 mM IPTG hozzaaddasdval indukdltuk ODepo=0,8 optikai slirliség mellett, az expresszid
id6tartama 5 6ra volt.

A baktériumkultarat centrifugaldssal (SL-40R, Thermo Scientific) gyUjtottiik 6ssze 4000 g 10 percig. A
sejteket 20 mL lizis pufferben szuszpendaltuk, majd ultrahangos lizélast kovetGen 60 000 g-vel 60 percig
centrifugdltuk (Sorvall Lynx 6000, Thermo Scientific). A felliliszét 4°C-on taroltuk a tisztitdsi folyamat alatt.
A fellluszéban talalhato (oldott) fehérjéket SDS-PAGE-n (12% akrilamid) valasztottuk el. A rekombinéns
fehérje méret szerinti azonositasara a Protein Marker | (peqGOLD, VWR) |étra szolgalt.

A bioreaktorban expresszalt 10xHis-UBI_SMAC rekombindns fehérje tisztitdsat FPLC-vel (AKTA purifier, GE
Healthcare) végeztiik HisTrap (GE) 5 mL-es affinitds kromatogréfids oszlopon. A pufferrendszer Mosé | és
Mosé |l puffert tartalmaz, annak érdekében, hogy minimalizaljuk a fehérjék és az oszlop kozott 1étrejové
nem specifikus kolcsénhatdsokat. Az eludlt fehérjék abszorbancidjat UV-detektorral (UPC-900, GE
Healthcare) kévettiitk 280 nm hullamhosszon.

A 10xHis-UBI_SMAC sikeres tisztitasa 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 ellendriztilk, a kapott képet a GelAnalyzer 19.1 szoftverrel elemeztiik
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(http://www.gelanalyzer.com/). A nativ SMAC izolédlasa érdekében egy Ujabb affinitds kromatografias
tisztitast alkalmaztunk, igy tavolitva el az elegybdl az 10xHis-ubikvitint és a YUH1 enzimet. Az eludlt
fehérjék abszorbancidjat UV-detektorral (UPC-900, GE Healthcare) kdvettiik 280 nm hulldamhosszon.

A 10xHis-UBI_SMAC fehérje komplex 3D szerkezetét homoldgia alapt modellezd algoritmussal végeztiik.
A Phyre2 online keresémotort hasznaltuk a flzids rekombinans fehérje szekvencia homoldgok keresésére
és a modell megalkotasara (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/). A modell készitése soran a kovetkezé
strukturakat haszndltuk sablonként: 3LOW, 5Y3T, 1FEW, 3AI5, 10GW, 10QY, 6PX3, 1YX5. A megfelel6
templatokbdl a meglévé ismert kristdlyszerkezetek alapjan a Phyre2 alkalmazéasaval (nagy pontosséaggal)
meghatdrozhatd a fuzids fehérje térszerkezete (DeLano, 2002; Kelley és mtsai., 2015). A 3D-s szerkezet
megjelenitéséhez PyMOL 2.0 szoftvert hasznaltunk (https://pymol.org/2/).

A SMAC és GST-XIAP kozotti kolcsonhatds in vitro vizsgédlatdhoz hasznalt rekombindns GST-XIAP
kereskedelmi forrasokbdl (Merck) szarmazott. A Glutathione Sepharose 4b gyantat reakcié pufferrel
(50 MM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,4) ekvilibraltuk. A GST-pulldown kisérleteket
szobah6mérsékleten végeztik. A GST-XIAP fehérjéket (8 pg) és a rekombinans SMAC-et (8 ug) glutation
gyongyokkel inkubaltuk 1-2 éran at reakcidpufferben, majd harom mosds kovette. A megkotott fehérjéket
10 mM szabad redukalt glutationnal eludltuk Tris pufferben. A GST-t (8 pg) negativ kontrollként
alkalmazztuk. Az eludlt mintakat 8%-os SDS-PAGE-n ellendriztiik.

A BUFORIN Il kis méretének (21 aminosav, 63 bp) kovetkeztében a klénozashoz sziikséges inszert (gén)
két egyszalu oligonukleotid (primer). A BUFORIN Il peptidet kodold DNS szekvencia N-termindlisara Sacll
és C-termindlisra a BamHI enzimet altal felismert szekvencidt terveztiink. A tervezett oligonukleotidokat
a GeneriBiotech (Debrecen) gyartotta le. A DNS-szekvencia megjelenitésére és szerkesztésére Snapgene
szoftvert (1.1.3-as verzid) hasznéltunk (https://www.snapgene.com/). Az inszert el&llitasa a két egyszalu
oligonukleotid (BUFORIN Il peptidet kddolé DNS szekvencia) hibridizacidjaval valdsult meg. A hibridizaciét
TE pufferben végeztiik (100 pL): a reakcidelegybe 25 pL ,forward” (5’) és 25 uL ,reverse” (3’) szekvenciat
adtunk, amelyet 4 uL 1 M-os NaCl oldattal egészitettiik ki. A reakcidelegyet PCR készlilékbe helyeztiik,
melyet lassan felmelegitettiik 95°C-ra, mely h6mérsékleten tartottuk 10 percig, majd alacsony sebesség
mellett h(itottik szobah6mérsékletre.

A 10xHis-UBI_BUFII fehérje expressszidjara E. coli Rosetta™ (DE3)plLysS torzset, mint proteaz-hianyos
gazdasejtet hasznaltunk. A rekombinans fehérje nagy mennyiségben vald termelését 1 literes Sartorius
Biostat®A Plus bioreaktorban valdsitottuk meg. A fermentdcid kortulményeinek vezérlését
BioPAT®MFCS/DA Supervisory Control szoftverrel végeztiik. A bioreaktort 0,7 L 2YT téplevessel (16 g/L
Tripton, 10g/L élesztd kivonat, 5 g/L NaCl) toltottuk fel, majd a teljes rendszert autoklavban sterilizaltuk
(120 °C, 20 perc). A fermentacio 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
novesztettiik 26-os optikai denzitds (600 nm) eléréséig. Az optikai denzitds mérése CamSpecM330 UV-VIS
spektrofotométerrel tortént. A fehérjeexpressziot izopropil-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk, 1
mM végs6 koncentracidban. A fehérje expresszid 37 °C-on, 4 dran at zajlott. A sejtek begydjtését
centrifugdldssal (12000xg, 10perc, 4 °C, Sorvall LYNX 6000 Ultracentrifuga), feltarasukat Microfluidizer
LM10 mszerrel végeztiik. A feltarashoz hasznalt lizis puffer 6sszetétele: 20 mM Tris-HCl(pH=8), 250 mM
NaCl, 2 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 1X proteaz inhibi-tor (Thermo
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Scientific). A feltaras sordn nyert kivonatot centrifugdltuk (60000xg, 60 perc, 4 °C, Sorvall LYNX6000
Ultracentrifuga) a sejttérmelék eltdvolitdsanak érdekében.

Az affinitds kromatografids tisztitds 5 mlL-es HisTrap (GEHealthcare) oszlopon tortént, AKTA FPLC
(Amersham Pharmacia Biotech) késziléken. A rendszer vezérlését és az adatgydjtést UNICORN 5.11
szoftverrel végeztiik. A mosoé puffer 6sszetétele: 20 mM Tris-HCI (pH=8), 250 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM
PMSF, 20 mM imidazol; az eluciés puffer osszetétele: 20 mM Tris-HCl (pH=8), 250 mM NacCl, 2 mM DTT,
1 mM PMSF, 500 mM imidazol. Az alkalmazott tisztitasi paraméterek a kévetkez6k: 1 mL/perc dramlasi
sebesség, 1 mlL/frakcid. Az eludlds soran lépcs6s gradienssel-, valamint linedris gradienssel torténd
elvalasztast alkalmaztunk. A tisztitas soran kapott fehérje oldatot dializisnek vetettik ald, mely 24 6ran
keresztll tartott, 4 2C-on, kevertetve, a kdvetkezé pufferben: 20 mM Tris-HCl (pH=8), 250 mM NacCl,
2 mM DTT, 1 mM PMSF. A 10xHis-UBI_BUFII sikeres tisztitdsa utéan a fehérje komplexet 1 U YUH1-gyel
emésztettiik a 10xHis-UBI_SMAC komplex koriilményeinek megfelelGen.

GST-XIAP zarvanytestek refoldingja

A pGEX-GST-XIAP rekombinans plazmid Reményi Attila (MTA TTK, Szerves Kémiai Intézet, Fehérje
Kolcsénhatas Kutatdcsoport, Budapest, Magyarorszag) ajandéka. Kisérleteink soran a teljes XIAP fehérjét
expresszaltuk. A Western blot analizishez kontrollként hasznalt rekombinans GST-XIAP kereskedelmi
forrasokbdl (Merck) szarmazott. Az elektroforézis késziilék a Bio-Rad (Bio-Rad Mini ProteanTetraCell)
cégtdl szarmazott. A centrifugaldshoz Sorvall LYNX 6000 centrifugdt (Thermo Scientific) hasznaltunk. A
fehérjék szakaszos tisztitasat Glutathione Sepharose 4B affinitdskromatografias gyantdval (GE Healthcare)
végeztik. Minden kromatografids kisérletet AKTA FPLC rendszerrel (Amersham Pharmacia Biotech)
végeztiink. A Hi Load 16/600 Superdex 75 pg oszlopot a GE Healthcare-t6l vasaroltuk. A chip elektroforézis
vizsgdlatokhoz 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent) és Protein 250 Kit (Agilent) hasznaltunk.

A pGEX-GST-XIAP rekombinéns plazmidot kompetens E. coli BL21 (DE3) Rosetta plysS baktériumsejtekbe
transzformaltuk, és 100 pg/mL ampicillint és 34 pg/mL kloramfenikolt tartalmazé Luria Bertani (LB)
tdpagarra szélesztettiik. Egyetlen telepet hasznaltunk 5 ml LB-ampicillin tdpoldat beoltdsara, és 8 6ran at
37 °C-on, 250 rpm sebességgel novesztettiik. Ezutdan 1 mL inokulumtenyészetet 200 mL 100 pg/mL
ampicillint és 34 pg/mL kloramfenikolt tartalmazé M9 minimal tapoldatba vittiink tovabb, és ugyanolyan
korilmények kozott tenyésztettiik, amig az ODeoo érték el nem érte a 0,7-et. A tenyésztési h6mérsékletet
18 °C-ra csokkentettiik, és 0,2 mM IPTG-t adtunk hozza a rekombinans fehérje expresszidjanak iniciacidja
érdekében. A baktériumkulturat 8 6ran at 18 °C-on inkubaltuk. A sejteket centrifugdlassal gy(jtottiik 6ssze
4500 rpm-en 10 percig 4 °C-on. Az 6sszfehérjét 10%-os (w/v) SDS-PAGE-val analizéltuk.

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 sejtszuszpenziéhoz, és 30 percig inkubaltuk 4 °C-on. Ezt
kovetéen DNaz I-et (0,1 mg/mL végsé koncentracid) adtunk a sejtszuszpenziéhoz. 30 perces inkubalas
utdn a sejteket nagynyomdsi homogenizatorral (LM10 Microfluidizer) homogenizaltuk 18 000 psi
nyomason két cikluson keresztiil. A sejtlizatumot 20 percig centrifugdltuk 15 000 x g-vel, 4 °C-on, majd a
pelleteket Gsszegyijtottik és ultratiszta vizzel kétszer mostuk.
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A célfehérje szolubilizaldsat ugy végeztiik, hogy a fent emlitett lizispufferhez N-Lauroil-szarkozint adtunk
kilonb6z6 koncentracidkban (2%, 3%, 4% és 10%). Ezeket a szuszpenzidkat szobah&mérsékleten
inkubaltuk enyhe keverés kdzben 1 6ran at, majd centrifugaltuk 10 000 x g-vel 15 percig. A célfehérjét
tartalmazo feltluszét azonnali refoldalasi eljarasnak vetettik ald. A szolubilizalt fehérjefrakcidkat 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 rekombindns XIAP-GST folding
feltételeinek optimalizaldsat TritonX-100, CHAPS és OTG alkalmazasaval végeztik, kiilonb6z6 aranyokban.
A 6 kiilonboz6 kordlmény: 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 dvatosan, lassan
keverve, szobah&mérsékleten adtuk a szolubilizalt fehérjéhez. A refoldalt fehérjéket Glutathione
Sepharose 4B gyantan tisztitottuk. A szolubilizalt fehérjéket 2 6ran at inkubaltuk a glutation gyongyokkel
szobah6mérsékleten, enyhe keverés kézben. A refoldalt fehérjék tisztitasat a gyartd (GE Healthcare)
utasitdsai szerint végeztiik, majd 10%-os SDS-PAGE analizis kdvette. A fehérje elualasat 50 mM Tris-HCl
pufferrel (pH 8,0), amely 20 mM redukalt glutationt tartalmazott. Az eludlt frakciokat 4 °C-on taroltuk, és
10%-0s SDS-PAGE-val analizéltuk. A tisztitott fehérjéket 48 dran &t dializéltuk 50 mM Tris-HCI pufferben
(pH 7,8), haromszori puffercserével. A célfehérje tovabbi tisztitdsdt méretkizarasos kromatografiaval
végeztik HiLoad 16/600 Superdex 75 pg oszlopon 1 mL/perc aramlési sebességgel. Az oszlopot el&szor 2
oszloptérfogatnyi 50 mM Tris-HCl, pH 7,8 pufferrel toltottik fel, majd a mintdt injektaltuk. Az eluciét 280
nm-en kovettik. Az elualt frakcidkat 4 °C-on taroltuk, és 10%-o0s SDS-PAGE-val analizaltuk. Minden mintat
a Laemmli protokollon alapulé SDS-PAGE mddszerrel elemeztiink 5%-os (w/v) stacking géllel és 10%-os
(w/v) rezolvald géllel 120 V allando fesziltség mellett.

Western blot (Mini Trans-Blot®, Bio-Rad) analizist végeztiink a GST-XIAP refolding meger@sitésére. A
rekombinans GST-XIAP fehérjét elektroforézissel, nativ PAGE alkalmazasaval valasztottuk el, majd nedves
transzferrel PVDF membranra vittik at. A transzfer puffer 25 mM Tris-HCI-t, 192 mM glicint, 0,7%-0s
ecetsavat tartalmazott, pH=7,4. A membrant 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk monoklonalis anti-XIAP
antitesttel, a 2F1 klénnal (Abcam), 1:1000 higitdssal TBS pufferben. 15 perces TBS-sel végzett négyszeri
mosas utan a membréant TBS-ben 1:1000 aranyban higitott Goat Anti-Mouse 1gG H&L (HRP) mésodlagos
antitesttel (Abcam) inkubaltuk. A kbvetkezs lépés négyszeri mosas volt TBS-sel 15 percig. Véglil a fehérjét
Pierce™ ECL szubsztrattal (Thermo Scientific) detektaltuk, és a membrant rontgenfilm segitségével (dark
room technika) tettlik |athatéva.

Autoindukcié alkalmazasa az AURKA oldhatatlan zarvanytestekké torténd aggregacidja ellen

A fermentdcidk el6készitése soran eldnevelt kultirakat hoztunk létre. Kisérleteink sordn a teljes AURKA
fehérjét expresszaltuk. Az elsé el6nevelést 10 mL 100 mg/mL koncentracidju ampicilin tartalmd LB
tdpoldatban végeztiik, a transzformalds utdni szélesztés eredményeként kinStt baktériumtelepek
leoltdsaval. A kulturak elénevelését 37°C-on, 250 rpm-en végeztiik addig a pontig amikor a sejts(rliség
elérte az ODgoo= 0,1-0,2 kozOtti értéket, ez altaldban 4 dra alatt valdsult meg. Ezekhez az el6nevelt
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kulturdkhoz 15% végkoncentracidban steril glicerint adtunk hozza, majd -80°C-on taroltuk 6ket. A tovabbi
el6nevelt kulturdkat ezekbdl a tarolt mintakbdl oltottuk be, hogy a fermentdcidk soran ugyanazon
telepbdl szarmazd sejtekkel dolgozzunk. A tovébbiakban az el6nevelt kultura létrehozdsdhoz 5 mL
100 mg/mL ampicilin tartalmu LB tapoldatba oltottunk be 1 mL-t a tdrolt mintakbdl és ezeket az el6z6ekkel
azonos kortlményeken inkubaltuk.

Az autoindukcids fermentaciok soran kontrollként LB és M9 tapoldatot alkalmaztunk, tovabba vizsgaltuk
harom autoindukcids tapoldat hatékonysagat: ZYM, ZYP, illetve autoindukcids M9. Ezen kisérlet sordn 12
kiilénboz6 kérilményt, 2 sejtvonalat és 2 rekombindns fehérjének az expresszidjat vizsgaltuk. A kiilénb6z6
szubsztrat/indukaldszer arany hatdsét vizsgéltuk a sejtnévekedésre és az expresszié mértékére, 37 °C-on,
24 6ran keresztil. 12 db. el6re Osszeallitott tdpoldatot mértink ki, majd 96 lyukd mikrotitralé lemezre
(TPP TP29097) osztottunk szét 200-200 pL-t mintanként 8-as ismétléssel. A 6 perc ciklusid6é indokolt a
folyamatos razatas érdekében.

Egy méréssorozat 24 éran keresztil zajlott, a fermentaciot kvetéen a mintakat dsszegy(ijtottik, 18 000
RPM-en, 15 percig centrifugaltuk, majd a felliluszot tiszta centrifuga cs6be pipettaztuk. Az EGFP és AURKA
fehérjék sejtbdl vald kinyerésének érdekében a sejtek feltardsat a pelletekbdl, a kévetkezé protokollt
kovetve végeztiik el: a pelletet (sejtiiledék) 100 pL lizis pufferben szuszpendaltuk fel, szobahémérsékleten
inkubdltuk 30 percig, ezt kbvetéen jégre helyezve 2 x 20 impulzusnyit szonikaltuk (Hielscher UP200S),
18000 RPM-en centrifugaltuk 10 percig, majd a felUluszét évatosan egy masik centrifugatubusba
pipettaztuk. A centrifugdlas utani feltliszé tartalmazza a szolubilis rekombinans fehérjét.

A sejtek feltarasa utan kapott felliliszébdl 25 pL-hez 5 puL 6X mintakezeld puffert adtunk. 98 2C-on 5 percig
féztik a mintakat. A 10 %-os SDS PAGE gél futtatdsa soran 7 pL molekulasuly markert (peqGOLD Protein
Marker I, VWR), illetve 10 uL mintat vittink fel a gélre. Az SDS-PAGE gél futtatdsi paraméterei: a felsé gél
esetében 80 V 20 perc, majd a mintak alsé gélbe valé érkezését kbvetéen 120 V-on kb. 1,5 dra. A gél
festése 30 percig rdzatva tortént, majd a fehérje sdvok detektalhatdsaga érdekében destain oldatot
alkalmaztunk, razatva.

A mintdk begytijtését és feltarasat kovetéen, a rekombinans fehérjék mennyiségének meghatdrozasat
fluorimetrids méréssel hatdrozzuk meg. A mintdkbdl 5 pL-t szuszpendaltunk 100 pL lizis pufferben, majd
ebbdl készitettlink 20x-os higitast. Az el6készitett mintdk, higitasok fluoreszcencidjat mértik fluoriméter
(BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA) segitségével (405 nm excitacid, 520 nm emisszid). A kalibracids gérbe
soran ismert EGFP koncentracidju fehérje oldatbdl elkészitett higitasi sort alkalmaztunk. A mérés alapjat
az EGFP fluoreszcens tulajdonsdga képezi, amely révén a fluoreszcencia intenzitdsdanak mérésével
meghatarozhatd a termel6dott rekombinans fehérje koncentracidja.

4. Eredmények

Jelen PhD értekezés az E. coli expresszids rendszerben torténd rekombinans fehérjetermelés fejlesztésére
irdnyuld stratégidkat targyalja harom szegmensben:
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- 1. ubikvitin fuzid sikeres alkalmazdsa a nativ SMAC és a gazdatorzsre nézve toxikus BUFII fehérjék
bioszintézisére (fuzids stratégia);

- 2. zarvanytestben termel6dé GST-XIAP (aggregatumok) szolubilizédldsa, majd refoldingja a fehérje
aktiv formajanak el6allitdsara (poszttranszlacios renaturalds stratégia);

- 3. autoindukcié alkalmazasa az AURKA oldhatatlan zarvanytestekké torténd aggregacidja ellen
(fermentacios korulmények bedllitdsan alapuld stratégia). Az autdindukcidés fermentacid
korilményeinek bedllitdsa céljdbdl az EGFP-t, atfogdan tanulmdnyozott rekombinans fehérjét
valaszottunk, amely hagyomanyos, IPTG alapu indukcié soran is hatékony oldott formaju, aktiv
fehérjetermelést eredményez.

A molekuldris klénozas elsé |épését a primerek (oligonukleotidok) tervezése jelentette, amelyeket
felhasznalva polimeraz lancreakciéval (PCR) a templat DNS-rél amplifikaltuk a célgént (SMAC) a megfelel6
restrikcids hasitd helyek |étrehozasédval egyidejlleg. A BUFORIN Il kis méretének (21 aminosav, 63 bp)
kovetkeztében a kldnozashoz sziikséges inszert (gén) két egyszala oligonukleotid. A pUbig-BUFII
konstrukcidhoz alkalmazott inszert elGallitdsa a két egyszalu oligonukleotid (BUFORIN Il peptidet kédold
DNS szekvencia) hibridizacidjaval valésult meg. A PCR/hibridizécids terméket tisztitottuk a pufferoldat
eltdvolitasa érdekében, majd a megfelel§ restrikcios enzimekkel kett6s emésztéseket végeztiink a
megfelel§ tapadds vég kialakitasa érdekében. A pUbiq vektor emésztését kovetSen a megfelel6 (nagy)
fragmentet agardz gélbdl izoldltuk.

A konstrukcid Osszeillesztésére ligdz enzimet hasznaltunk. A ligélas terméket kompetens E. coli TOP10
sejtekbe transzformaltuk, majd kanamicin tartalmu LB lemezre szélesztettik ki, hogy ellenérizziik, mely
telepek tartalmazzdk a plazmidot. Az LB agaron kinétt telepekbdl plazmidot izoladltunk. Az ellenérzé
emésztéseket kovetben abbdl a plazmidbdl, mely megfelels inszert beéplilést mutatott DNS szekvenaldsra
alkalmas mintat készitettlink. A plazmid altal kddolt rekombindns konstrukcio kifejezésének érdekében E.
coli BL21 (DE3) Rosetta plysS baktréiumtorzset alkalamztunk. A fehérje tisztitdsat FPLC rendszeren,
affinitds kromatografidval végeztiink, melyet kovetett a SMAC/BUFII enzimatikus eltavolitdsa a fuzids
fehérjét6l. A nativ SMAC/BUFII extrakciéjat az emésztési reakcidelegybdl affinitds kromatogréfidval
valdsitottuk meg.

A pUbiq expresszios rendszer alkalmazasa a nativ SMAC bioszintézisére sikeresnek bizonyult prokaridta
(E. coli) expresszids rendszerben (GST pull-down). A rekombinans fehérje 3D szerkezetét modellezve,
annak kolcsanhatas vizsgdlatdval elére josolhatd a proteolizis hatékonysaga a komplexen (fuzids partner
eltavolitasa). A rekombindns fehérje 3D szerkezetének molekuldris modellezése az egyik legfontosabb
lépését kell, hogy képezze a bioszintetikus folyamatok tervezésében (Kuhlman és Bradley 2019).

Egy hatékony expresszids rendszer kivitelezéséhez szamos molekuldris bioldgiai eszkdz és technika
alkalmazasa sziikséges (Demain és Vaishnav 2009; de Lorenzo 2009). Jelen tanulményban, a PhD értekezés
f6 tézis pontja a human rekombindns SMAC fehérjén keresztiil vizsgdlni a pUbiq expresszids rendszer
hatékony alkalmazhatdsdgat szabad N terminadlis véggel rendelkez6 rekombinans fehérje oldott
formdban, magas fehérje hozamu expresszidjat prokariéta (E. coli) rendszerben. Az expresszios
gazdaszervezetként alkalmazott E. coli és a pUbiqg expresszids konstrukciot kombindacidja az expresszio
korilményeinek optimalizélasa ellenére adekvat fehérje termelést sikeriilt megvaldsitani. A nativ SMAC
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izoldldsa, a fuzids partnertdl vald eltdvolitas érdekében YUH1 proteolitikus emésztést alkalmaztunk. A
nativ, fuzids partner mentes rekombinans SMAC fehérje funkcioképességét GST pull-down technikdval
igazoltuk, csaliként GST-XIAP-t alkalmazva, amely egy ismert interakcids partner (Song és mtsai. 2003).

A tanulmanyban leirt fehérje expresszids rendszer és tisztitasi stratégia alkalmazhaté aktiv rekombinédns
fehérjék eldallitasara, id6- és koltséghatékonyan. A tanulmanyban vizsgalt expresszids rendszer tovabbi
alkalmazhatdsagat valdsitottuk meg a CCMV (Szovérfi és mtsai., 2021) rekombinéans fehérje elGallitasa
esetében is.

A tanulmany kulcsfontossagl eredménye, hogy el6szor szintetizaltuk az ubikvitinnel fuzionalt
rekombinans SMAC fehérjét bakteridlis expresszids rendszerben, jelen mddszer alkalmazasaval nativ
SMAC fehérje el6allitdsa valosult meg. A teljes fehérje struktura helyett csak azon régid kerilt klénozésra
és expresszalasra, amely a SMAC fehérje esetében az AVPIA N termindlis szegmenssel toérténd
kolcsonhatasaban szerepet jatszik.

Kutatdsunk soran a BUFORIN Il antimikrobidlis peptid magas hozam( expresszidjat valdsitottuk meg
bioreaktorban, gazdaszervezetként Escherichia coli BL21 DE3 Rosetta sejtvonalat alkalmazva, ubiquitin
fuzids partnerrel ellatva. A fazidés komplexet egy deka-hisztidin cimke egésziti ki, mely lehetévé teszi az
antimikrobidlis peptid affinitds kromatografidval torténd tisztitdsat. Szerkezeti, illetve hatastani
tulajdonsagaibél addéddan az antimikrobidlis peptidek alkalmazdsa igéretes terdpids alternativa a
hagyomanyos antibakteridlis hatdéanyagok mellett. A klinikai vizsgalatok sordn olyan betegségek
kezelésében alkalmaznak antimikrobidlis peptideket, mint pl. a Gram-pozitiv baktériumok (Clostridium
difficile, methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus) okozta fertézések, diabéteszes labfekély, rosacea,
idult bakterialis kozépfilgyulladas vagy kéromgombasodds (Fox 2013). A BUFORIN Il egy atfogdan
tanulmanyozott antimikrobidlis peptid, melyet el6szo6r a Bufo gargarizans békafajbdl izolalt buforin |
peptid szerkezet mddositasaval allitottak elé (Park és mtsai. 1996). A mindGssze 21 aminosavbdl 4llé
peptid jelentés 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 antimikrobialis peptidtél eltéréen, a
BUFORIN Il nem a membranszerkezet médositasaval, hanem kozvetlenil a bakteridlis DNS-hez, ill. RNS-
hez vald kot6dés altal fejti ki antibakterialis hatdsat. Ezen tulajdonsagabol adédédéan a BUFORIN 1l és a
szerkezetmaodositassal el6allitott analdgjai tumorellenes hatassal is rendelkeznek.

A zarvanytest-aggregdtumok enyhe szolubilizdldsa a kulcs a bioaktiv fehérjék visszanyerésének
javitdsdhoz, munkank sordn az N-Lauroil-szarkozil koncentracié hatasat vizsgaltuk a célfehérje
szolubilizaciés hozamara. A fehérjék kaotrop agensek nélkiili szolubilizalasan alapuld refolding protokollt
optimalizaltuk és alkalmaztuk a GST-XIAP konstrukcidhoz. Az N-Lauroil-szarkozil eltavolitasa sziikséges a
hatékony affinitasi tisztitashoz és a célfehérje refoldingjdhoz. Az irodalomban szdmos tanulmany létezik
az N-lauroil-szarkozin higitassal és dializissel torténd eltdvolitasara vonatkozdan (Yamaguchi és Miyazaki
2014). Az N-Lauroil-szarkozin CMC értéke >0,5% (14 mM), alacsonyabb koncentracioknal (0,1-1%)
dializissel eltavolithatd. 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, mikdzben csak a
detergens monomerek diffundédlhatnak kénnyen a kérnyezd pufferbe. Az 5 mM feletti CMC-t tartalmazdé
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detergensek eltavolitdsa nem lehetséges dializissel. Ezenkiviil az N-Lauroil-szarkozin nem ionos detergens,
példdul OTG hozzdadasaval is elkulonitheté az N-Lauroil-szarkozinhoz képest legalabb 6tszorés tomegl
feleslegben.

Az értekezésben tovdbba azon autoindukcids fermentacids korilmények vizsgalatat végeztem, amely
soran aktiv formaban allithaté el6 rekombinans fehérje id6- és koltséghatékonyan; lehet6vé téve nehezen
elGallithatd (zarvanytestben képz6ds) fehérjék, lassi, szabalyozott bioszintézisét (kvalitativ
optimalizélas).

Az E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalbdl szarmazo kultirak novekedési gorbéje soran megfigyelhet6 az
aM?9 tdpoldat esetében egy lassu exponencialis fazisu névekedés, amig a ZYM, ZYP tdpoldatokban egy
meredekebb exponencialis fazis. Ezen eredmények magyarazatdul szolgél, hogy a ZYM, ZYP tdpoldatok
gazdagabb Gsszetételli tdpanyaggal rendelkeznek, mint a szintetikus aM9 tdpoldat. A tdpanyagdus
kornyezet lehetévé teszi a sejtek rovidebb idén bellili adaptacidjat, amig a szintetikus leves esetében ez
hosszabb id6t vesz igénybe. Az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonal esetében a tdpanyagdus ZYM és ZYP
tdpoldatokban jelent6sen nagyobb az elért sejttomeg mennyisége. A katabolit represszié révén a
glukdz/laktéz ardny vdéltoztatdsdval szabalyozhaté az autoindukcids fermentacié soran az indukcid
kezdete. A populdciddinamikai fazisvizsgalat alapjan az autoindukciés M9 tdpoldatban a kezdeti gliikdz
koncentracié nem befolydsolta a sejtndvekedést egyik vizsgalt sejtvonal esetében sem. A ZYM és ZYP
tapoldatokban a gliikéz koncentracié novelése pozitivan befolydsolta a sejts(iriiséget. A gliikéz/laktédz
arany megvalasztdsa egy autoindukcids fermentacios kisérlet soran kulcsfontossagui tényezé.
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