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Bevezetés

A biotechnoldgia egyik fontos teriilete a valamilyen szempontbodl fontos és
hasznos peptidek és fehérjék elballitisa. Szamos esetben ezek az eredeti
eléfordulasi helytlikrol gazdasdgosan nem izolalhatok, esetleg torvényességi
és/vagy etikai okok is tilthatjak ezt. Méas esetekben a természetben elé sem
fordulnak, 1évén a molekularis bioldgia eszkozeivel eldallitott variansai vagy
részletei egy természetes fehérjének.

A fenti problémara kindlnak megoldast az expresszids rendszerek. Egy
ilyen rendszer, a kivalasztott expresszios gazda természetes fehérje szintetizald
apparatusat hasznalva, a megfelel6 modon bejuttatott DNS fragmentben tarolt
genetikai inform4ci6 alapjan elméletileg tetszéleges fehérje termelésére képes.
A legfontosabb fehérje termelést meghatarozo tényezé a gazdaszervezet. Ma
mar nagyon széles skalan mozog ezek valaszthaté kore: lehet az prokariota,
egyszerli vagy fejlett magasabbrendid szervezet (pl. élesztd, névény vagy
emlds), szovettenyészet vagy akar in vitro transzlacios rendszer is.

Az ismert expresszios gazdak kozil szdmos szempontbol kiemelkedd
tulajdonsdgokkal rendelkeznek az élesztok. Kezelhetdségiikk a Dbakterialis
rendszerekkel dsszemérhetden egyszeri és olcs6. Hasznélatukat a tarsadalom is
konnyebben  elfogadja, tekintettel tobb ezer éves élelmiszeripari

felhasznalasukra. Az élesztok kozil kitlintetett fontossaguak a metilotroéfok (pl.

a Pichia pastoris), melyek ipari célu alkalmazasat az egyszerii kezelhet6ségen
feliil szamos tovabbi eldnyds tulajdonsaguk indokolja:

e A metanollal indukalhat6 alkohol oxidaz promoter, azon tal, hogy gyors
és egyszerl szabalyzast tesz lehetévé, indukcid hatasara rendkivill magas
transzkripcios aktivitast eredményez;

e Szekréciods szigndlok alkalmazasaval a sejt a tenyésztOkozegbe juttathatja
a termelt proteint, igy a termékkinyerés hatékony, mivel lehet6ség van
alacsony fehérje tartalmu taptalajok hasznalatira, mikdzben a sejt kevés
nativ proteinjét szekretalja;

e A fentiek eredményeként magas termékkoncentracio érhetd el a sejten
beliil, vagy azon kiviil, ami a tenyésztékdzeg egy literére vonatkoztatva
néhany gramm is lehet;

e A Saccharomyces cerevisiae-vel szemben a glikozilacios folyamatok
bizonyos szempontb6l kozelebb allnak a magasabb rendii eukariotakhoz,
igy elkeriilhetd, hogy az eltérd glikozilacié miatt a fehérjék funkcioja
csokkenjen, illetve az a felhasznalas soran immunreakciot valtson ki;

o Koszonhetéen a megfeleld poszttranszlacios érési folyamatoknak, szdmos
bonyolult moédositast igénylé polipeptid esetében is aktiv formaban
nyerhetd ki a termelt protein;

e A fermentacios sémak Iéptékndvelése altalaban konnyen kivitelezhetd, az

termelés optimalizalasanak mddszerei ismertek;



e Nincs sziikség mas magasabbrendiieknél alkalmazott draga és komplex
tapkozegre;

Az élesztd expresszios rendszereknek is legfontosabb eleme a kodolo DNS
expresszald organizmus genomjaban torténd stabil fennmaradast biztositd
vektor molekula. Ehhez kiilonboz6 genetikai szigndlok és a molekularis
biologia gyakorlatat megkonnyitd szekvenciaclemek sziikségesek. Azaz a
vektornak a termeltetni kivant fehérjét kodolo strukturgénen feliil az egyik
legfontosabb elemként hordoznia kell az atiras iniciaciojaért felelds, tdle 5°
iranyban elhelyezkedd promoter régiot. A genetikai manipulacio feltétele egy
olyan marker jelenléte a vektormolekulan, aminek segitségével meg lehet
kiilonboztetni a vektort tartalmazoé sejteket a vektor nélkiiliektdl. Sziikség van a
vektor hatékony fenntartasat (integracié/autoném replikacio) biztositd genetikai
elemekre is. Az éleszt6é vektorok rendszerint Gigynevezett shuttle vektorok, azaz
bakterialis elemeket is tartalmaznak (replikaciés origd, antibiotikum
rezisztencia), mivel a DNS konstrukcio elkészitése, in vitro manipulacioja E.

coli-ban torténik.

Célkitiizés

A Bay Zoltan Biotechnoldgiai Intézet mukddésének egyik célja a
gazdasagi ¢élet szerepléi szamara végzett, a gyakorlatban kozvetleniil
hasznosithat6 eredményre vezetd kutatas-fejlesztés. Ezen beliil gyakran meriil
fel olyan feladat, melynek soran egy novényi, allati vagy humdan eredetii
fehérjét vagy azok bizonyos részeit kell nagy mennyiségben, aktiv formaban
eléallitani. Erre valamilyen altalanosan elterjedt vagy jogi oltalom alatt allo
expresszids rendszer hasznalhatd. A prokaridta rendszerek szakmai korlatai
hasznalhatosagukat erdsen limitalja. A jogilag védett, magasabbrendii
rendszerek hasznalata ezt a hatranyt kikiiszobdli, de jelentésen noveli a munka
koltségét. Ezért célul tiiztiik ki egy gyakorlatban is hasznalhat6, éleszté gazdara
alapozott expresszios rendszer kifejlesztését, ami rendelkezik a metilotrof
¢éleszték ismert elonyeivel, de a rendszer minden eleme sajat fejlesztési, ezért
hasznalata jogi korlatokba nem iitkozik.

A fejlesztés egy, a célnak megfeleld élesztd torzs kivalasztasat, az
expresszios  vektorokban  hasznalhaté  prométer(ek)  izolalasat  és
karakterizalasat, a vektor stabil fennmaradasanak biztositasat, szelekcidra
alkalmas markergének alkalmazasat, €s a heterolog kodolo szekvenciak kdnnyt
inzertalasara alkalmas plazmidok konstrualasat igényli. A tézisek a fenti célok

elérését célzo munkam legfontosabb eredményeit tartalamzzak.



Alkalmazott modszerek

A standard mikrobiologiai és molekularis biologiai modszereken tul, a

kovetkez6 modszereket hasznaltuk kisérleteink soran:

rDNS analizis soran genomi, rRNS-t kodold fragmenteket izolaltunk
touchdown PCR reakcidban, majd a nukleotidsorrend meghatarozasa utan
vizsgaltuk azok hasonlosaganak mértékét az adatbankokban talalhato rokon
szekvenciakkal.

degeneralt és génspecifikus oligonukleotidokat hasznéltunk standard és
egyoldali PCR reakciokban a vizsgalt gének izolalasara.

a promoter aktivitdsat sajat rendszerben a képzddé6 mRNS RT-PCR
reakcioban valo kvalitativ és félkvantitativ kimtatasaval kovettiik.

heterolog rendszerben (Pichia pastoris) a promoterek aktivitasat a
transzkripcids fuziokrol termelddd P-galaktozidaz aktivitasanak mérésével
kovettiik.

peroxidaz-kapcsolt reakcioban detektaltuk az alkohol oxidaz aktivitast.
genomi konyvtarat készitettiink a Pichia sp. 159 torzs részlegesen
emésztett DNS-ének felhasznalasaval, amely alkalmas volt ARS funkci6ju
genomi fragmentek szelekciojara.

mértiik a generacionkénti plazmidvesztést az élesztésejtekben.

Eredmények és diszkusszié

Izolaltuk a harom rendelkezésiinkre allo éleszt6torzs egy-egy rRNS-t
koédolo genomi fragmentjét, majd ezek nukleotidsorrendjét megallapitottuk.
A szekvenciakat adatbanki adatokkal Osszehasonlitva megallapitottuk a
torzsek rendszertani helyét. Az eredmény megerdsitette a két Candida
boidinii térzs korabbi, hagyomanyos moddszerekkel végzett rendszertani
besorolasat, mig a harmadik izolatumot a Pichia genusba sorolhattuk.

A promoterek izolalasa felé tett elsd lépésként ismert alkohol oxidaz
szekvencidk  alapjan  tervezett degeneralt primereket hasznalva
amplifikaltuk a torzsek alkohol oxidazt kddolé genomi szakaszait, a két
Candida torzsb6l 1-1 gént (AOX673 és AOX680), mig a Pichia torzsbél
kettét (AOXA és AOXB) azonositottunk.

Az rDNS és az AOX szekvencidk analizise alapjan a Pichia sp. 159 torzset
valasztottuk ki a tovabbi munkara.

Az ismert szekvencidk alapjan tervezett specifikus primerekkel, egyoldali
PCR reakciokban izolaltuk a Pichia sp. 159 toérzs mindkét alkohol oxidaz
génjének 5’ és 3’ oldali nem-kodold régioit, melyekrdl feltételezhetd volt,
hogy hordozzak a génmiikddéshez sziikséges Osszes szabalyzo elemet.
Vizsgaltuk a promoterek miikddését sajat rendszerben kiilonbozo
szénforrasok jelenlétében, illetve tdpanyagmegvonas hatasara. Ennek soran

RT-PCR amplifikacioval detektaltuk az AOXA ¢és AOXB génekrol



képz6dott mRNS-t, és parhuzamosan kimutattuk az enzimaktivitas
jelenlétét is. Megallapitottuk, hogy mindkét promoéter indukalhatd
metanollal. A gliikéz mindkét gént represszalja, az AOXA gén esetében
azonban gliikéz jelenlétében is kimutathaté volt egy alacsony szintii
expresszio.

Ez utébbi eset kivételével az AOXB promoter aktivitdsa minden vizsgalt
esetben nagyobb volt, mint az AOXA-é, pl. egy belsé kontrollhoz
viszonyitott félkvantitativ méréssorozatban az AOXA-nal haromszor tobb
AOXB-specifikus mRNS-t mutattunk ki 0.5% metanol-indukcio hatasara.

A metanol-indukci6 1d6fiiggd hatasanak vizsgalatakor is az AOXB termék
volt a dominans, az AOXA elsédleges géntermék csak egy ora késéssel volt
kimutathato.

A mannitol gyenge indukaloszernek bizonyult, mig a glicerol, gyengén
hasznosithat6 szénforrasként, az éhezéssel kozel megegyez6 hatassal volt a
promoterek aktivitdsara. Az ¢hezés mindkét gén tranziens indukcidjat
eredményezte.

Elkészitettiink expresszios vektorokat, amelyekben az expresszios kazetta a
lacZ riprtergént tartalmazta a vizsgalt promoterek iranyitasa alatt. A
vektorok tartalmaztak tovabba egy genomi replikacios origot, amelyet a
Pichia torzs genomi konyvtarabol azonositottunk. Szelekcios markerként a
dominans Zeocin rezisztencia marker volt jelen a vektoron, illetve a Pichia

159 t6rzsbdl izolalt HIS4 gén is ezt a célt szolgalta.

Az expresszios vektorok segitsével megvizsgaltuk a prométerek mitkodését
egy heterolog fajban is. Az AOXB promoéter mitkodése Pichia pastoris-ban
alapvetéen reprodukalta a sajat rendszerben mért tulajdonsagokat: a
metanol erds, a P. pastoris sajait AOX1 promoterével Osszemérhetd
indukciot eredményezett, mig a gliikdoz ezt az aktivitast represszalta. Az
¢hezés AOXB indukal6 hatasa a heterolog gazdaban szintén megfigyelhetd
volt.

Az AOXB promoterrel szemben az AOXA prométerrdl csak alacsony szintli
transzkripciot tudtunk detektalni, ami nem valtozott a vizsgalt szénforrasok
hatasara, feltételezésiink szerint a promoter szabalyozé elemei és a
heterolog gazda szabalyozo6 apparatusanak inkompatibilitasa miatt.

A heteroldg expresszioval az expresszios vektor replikaciot és szelekciot
biztositd elemeinek mitkodoképességét is bizonyitottuk.

Eredményeink elegendé informaciot szolgaltatnak a promoterek

mikodésérol a gyakorlati célu felhasznalashoz.



Summary

During the project described in the thesis, I have been working toward the
development of an expression system that fulfils the requirements of practical
applications. Besides being easy to handle and cost-effective, the
methylotrophic yeast-based expression systems have several other advantages:
the expression from the alcohol oxidase promoter can be strictly controlled, a
high level of protein overproduction can be achieved, and the post-translational
pathways are able to process the proteins properly.

As the first specific aim, we searched for a methylotrophic yeast to be used
as the host orgasnism of an expression system. As the next step, we planned to
isolate the alcohol oxidase promoter and determine the conditions of its
inducibility and repressibility. Our final specific aim was to develop a model
expression vector having a reporter gene under the transcriptional control of the
alcohol oxidase promoter and the eclements confirming stability and
selectability.

Three methylotrophic yeast isolates were investigated. For molecular
characterization, their 28S-ITS2-5.8S rDNA segments were isolated and
sequenced. Sequence comparisions confirmed the initial classifications by
conventional methods: two isolates were Candida boidinii strains, and the third
belonged in the Pichia genus.

As the first step toward the isolation of the alcohol oxidase promoters, we

isolated four genomic segments coding for alcohol oxidases: one from each

Candida boidinii strain (AOX673 and AOX680) and two from Pichia sp. 159
(AOXA and AOXB).

We isolated the 5° and 3’ non-coding regions of both Pichia sp. 159 AOX
genes, which presumably carry all the regulatory elements necessary for the
proper function.

The activities of the promoters were followed in the presence of various
carbon sources and during starvation, by detecting the specific mRNAs
transcribed from AOXA and AOXB, in RT-PCR reactions. In parallel, the
enzyme activity was detected. We found that both promoters can be induced
with methanol. Glucose strongly repressed the expressions from both
promoters, but not to the same extent; a low level of AOXA, but not AOXB-
specific expression was detected in the presence of glucose. With the exception
of this last finding, the activity of the AOXB promoter was in all experiments
higher than that of AOXA: for example, the level of the AOXB-specific mRNA
was three times higher than that of the AOXA mRNA in cultures induced with
0.5% methanol, as measured by semi-quantitative RT-PCR. In a time-course
experiment, the AOXB-specific message was detected after 1 hour of methanol
induction, while the AOXA mRNA level reached the detection threshold 1 hour
later. Mannitol and glycerol proved to be weak inducers. Starvation resulted in
the transient induction of both promoters. Since glycerol is a poorly
metabolizable carbon source, its effect on the promoters could be similar to that

of starvation.



Model expression vectors were constructed in which the expression casette
contained the lacZ reporter gene under the control of the AOXA or AOXB
promoters. The vectors also contained a genomic replication origin that was
selected from a genomic library of the Pichia sp. 159 strain. The vectors had
either the dominant Zeocin resistance marker or the HIS4 gene isolated from
Pichia sp. 159 as a selection element.

The model expression vectors were used to test the functionality of the
AOX promoters in a heterologous species. In Pichia pastoris, the AOXB
promoter functioned similarly as in Pichia sp. 159: methanol resulted in a
strong induction, with a level comparable to that of the AOX1 promoter of P.
pastoris, while glucose repressed this activity. Starvation also induced the
AOXB promoter in this host. In contrast, only a very low level of transcription
was detected from the AOXA promoter, which did not vary after change of the
carbon source. The regulatory elements of this promoter are presumably not
compatible with the transcription regulatory apparatus of the heterologous
expression host. These experiments confirmed the functionality of the
replication and selection elements of the vector.

Our results have provided data concerning the activities of the promoters
under different circumstances, and furnish a solid foundation for practical

applications.
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